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1 UVOD

Sodno-draselna ATPasa (dale jako NKA, EC 7.2.2.13) je transmembranovy enzym
umistény V cytoplasmatické membrané a slozeny ze dvou zékladnich podjednotek (a a ),
navic mize dale asociovat s tfeti regulacni podjednotkou (FXYD protein). NKA je
pfitomna v kazdé zivocCisné bunce, které katalytickym cyklem pienosu tii sodnych
kationtd do extracelularniho prostoru a dvou draselnych kationtd do intracelularniho
prostoru udrzuje na obou stranach membrany rozdil koncentraci sodnych a draselnych
kationtl (a) a také rozdil nabojui (b), diky Cemuz je zajistén stabilni bunéény objem,
sekundarné aktivni transport nebo tfeba elektrickd vzrusivost buniky v ptipad¢ nervovych
¢i svalovych bunék (Kaplan, 2002).

Bylo zjisténo, ze NKA funguje také jako signalni protein. Potencial inhibice NKA je
spatfovan zejména v oblastech ovlivnéni procesii patogeneze nadord, glaukomu,
srdeéné-cévnich onemocnéni, nervovych onemocnéni nebo téeba zanéti (Habeck et al.,
2016; Alevizopoulos et al., 2014). V soucasnosti jsou v mediciné vyuzivany inhibitory
NKA pouze v 1é¢bé srdecniho selhani a arytmie. Strukturné se jedna vyhradné o srde¢ni
glykosidy. Nové inhibitory NKA vsak maji velky potencial byt objektem vyvoje 1é¢iv,
coz lze demonstrovat na ptikladech nékterych v souasnosti probihajicich klinickych
studii s oleandrovym extraktem nebo s molekulami cinobufotalin a RX108 zaméfujicich
se na protinadorové pusobeni téchto latek (viz webové zdroje, AdisInsight).

Jednou z moznosti, jak nové inhibitory NKA nalézt, je testovani ptirodnich produkt,
mezi které patii i rostlinné extrakty. Ty maji pfi hledani novych biologicky aktivnich
molekul na rozdil od knihoven chemicky ¢istych latek tu vyhodu, Ze pfi jednom testovani
je ovefovana aktivita velkého mnozstvi metabolitii najednou a navic lze z evolu¢niho
hlediska oc¢ekavat vyssi pravdépodobnost biologické aktivity nez v ptipadé zcela novych
¢lovékem vyrobenych sloucenin. Na druhou stranu se zde naskyta problém komplexni
chemické analyzy ¢asti rostlinného metabolomu s cilem identifikovat v idealnim ptipadé
jednu aktivni latku, v ¢emZ ndm vSak v dneSni dob€ pomahaji moderni instrumentalni

techniky analytické chemie.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Sodno-draselna ATPasa jako enzym

Sodno-draselna ATPasa (EC 7.2.2.13, dale uvadéna jako NKA) je heterodimerni
transmembranovy protein s funkci ATP hydrolyzujici translokasy, kterd transportuje tfi
sodné ionty do extraceluldrniho prostoru a dva draselné ionty do intracelularniho
prostoru. Diky tomu muze dochazet k tvorbé elektrického potencialu (a) a dale
koncentra¢niho gradientu (b), resp. chemického potencialu transportovanych iontt. Tyto
potencialy jsou dale vyuzivany naptiklad pro sekundarn¢ aktivni transport nebo umoziuji
elektrickou vzrusivost svalti a nervii (Skou, 1998). Nezanedbatelna role NKA spociva
také v jejim podilu na termogenezi u zivocicht (Clarke et al., 2013).

NKA objevil roku 1957 Jens Christian Skou (Skou, 1957) v nervové tkani kraba
pobiezniho (Carcinus maenas) jako ATPasu membranové frakce, ktera ke své aktivaci
potfebuje hofecnaté, sodné a draselné ionty zaroven. Dale pozoroval kompetici
draselnych a sodnych ionti a jiz zde je zminéna myslenka, ze ATPasa se podili na
aktivnim pumpovani sodiku z nervovych bun¢k. Robert L. Post a Philip C. Jolly v témze
roce publikovali praci popisujici stechiometrii pfenosu sodnych a draselnych iont pti
aktivnim transportu na modelu erytrocytt (Post a Jolly, 1957). Post sd¢lil pii osobnim
setkani Skouovi, Ze aktivni transport sodnych a draselnych iontl je inhibovan ouabainem,
a dotazal se ho, zda k tomuto dochazi i v ptipadé Skouovy ATPasy. Skou pak proved|
experiment, kterym prokazal, Ze nim studovana ATPasa je taktéZ ouabainem inhibovéna.
Diky tomu doSlo k prolnuti informaci o fungovani ATPasy a stechiometrii jejiho
transportu. Skou obdrZel s poloviénim dilem Nobelovu cenu za chemii v roce 1997 za
,prvni objev enzymu transportujiciho ionty, Na*,K*-ATPasy*“ (viz webové zdroje,
The Nobel Prize).

Vznik elektrick¢ého gradientu je dan nerovnosti v pienaSenych nabojich skrze
membranu, kdy jsou tfi kationty transportovany vné a pouze dva kationty dovnitf buiky.
NKA se touto elektrogenni aktivitou podili na udrzovani zaporného klidového
membranového potencidlu, ktery nabyva u zivocisSnych bunék dle druhu organismu a typu
bunky hodnot v rozmezi —20 mV az —120 mV (Alberts et al., 2014a). Transport sodnych
I draselnych iontd pomoci NKA probiha za fyziologickych podminek proti
koncentratnimu gradientu obou iontli — v typické modelové savéi buiice je
cytoplasmatickd koncentrace draselnych iontti 140 mmol-1, zatimco koncentrace

sodnych iontd je 5-15 mmol-I"t. Pro extracelularni koncentrace plati témé&f opaéna



situace, kdy draselné ionty se vyskytuji v koncentraci 5 mmol-1? a sodné ionty
145 mmol-1. Z téchto divodd musi byt translokasova aktivita NKA spiazena

S hydrolyzou ATP (Alberts et al., 2014b).

2.1.1  Struktura sodno-draselné ATPasy
Zakladni funkéni heterodimerni struktura NKA se sklada z podjednotek a a 3, se kterymi
muze dale asociovat regulac¢ni podjednotka tvofena proteinem z rodiny FXYD — vSechny
podjednotky jsou membranové proteiny (viz Obr. 1). NKA patii mezi ATPasy typu P,
které jsou v pribehu svého katalytick¢ho cyklu fosforylovany (od toho odvozeno ,,P*
V jejich oznaceni). Konkrétné¢ spadd NKA do topologické tiidy II charakterizované
pritomnosti deseti transmembranovych a-Sroubovic, které tvoii v tomto piipadé
podjednotku o. Tyto segmenty piimo interaguji s transmembranovou a-Sroubovici
podjednotky B, poptipadé€ i regulacniho proteinu FXYD, vysledkem ¢ehoz jsou specifické
kinetické parametry daného isoenzymu (Clausen et al., 2017; Chan et al., 2010).
Existuji Ctyfi isoformy podjednotky a (o1—o4) tvofené deseti transmembranovymi

a-Sroubovicemi a tfemi cytoplasmatickymi doménami. Byly identifikovany tfi isoformy

180°

Obr.1 Struktura sodno-draselné ATPasy. Zakladem struktury je heterodimer slozeny
z podjednotek a (zelend) a B (modrd), ktery dale muze asociovat s regulani podjednotkou
tvofenou proteinem FXYD (oranzova). PDB ID: 2ZXE, vytvofeno pomoci software PyMOL
(DeLano Scientific, USA).
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podjednotky B (B1—f3) tvofené jednou transmembranovou a-Sroubovici a ektodoménou.
Tteti moznou podjednotkou je u ¢lovéka jeden ze sedmi proteint z rodiny FXYD
obsahujici jednu transmembranovou a-Sroubovici (Kaplan , 2002). Teoreticky tak mize
vzniknout az dvanact isoenzymi NKA slozenych z off heterodimeru s rozdilnymi
transportnimi vlastnostmi, které jsou navic dale regulovany pomoci FXYD proteind, diky
¢emuz ma organismus moznost vyvojove a tkanove specificky a podle aktualnich potteb

buniky upravovat aktivitu NKA (Blanco, 2005; Crambert et al., 2000).

2.1.2  Katalyticky cyklus sodno-draselné ATPasy

Mechanismus transportu iontit NKA je oznacovan prtivlastkem ,,alternating-access®,
nebot’ v jeho pribéhu se stiidaji dva mezni konformacni stavy. Ve stavu E1 je struktura
enzymu oteviena vyméné kationti smérem dovnitt bunky a ve stavu E» se struktura
otevira vné buiiky (Rui et al., 2016). Tyto konformacni stavy se li§i svoji afinitou
k transportovanym iontim. Zatimco NKA ve stavu E; mé vysokou afinitu pro Na* ionty
anizkou pro K" ionty, ve stavu E> je tomu naopak a K* ionty se vazou s vysokou afinitou,
zatimco afinita pro ionty Na* je nizka. Vazebna mista kationtl se oznacuji jako I, Il a Il
a jsou utvafena transmembranovymi a-Sroubovicemi M4, M5, M6 a M8. K* ionty se
vazou do mist Ia I, kterd jsou shodna i pro vazbu Na* iontil a jsou pfitomna ve stavu

E1 i E2. Misto III se utvafi pouze ve stavu E1 a vaze tfeti Na* ion (Rui et al., 2016).

NKA oteviena do
. E,-ATP-2K*
extraceluldrniho prostoru
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Obr.2  Katalyticky Alberstiv-Postiv cyklus sodno-draselné ATPasy (NKA). V konforma¢nim
stavu E; (vyznaceno modie) je struktura NKA oteviena pro vyménu kationti do cytoplasmy

a Vv konformacnim stavu E> (vyznaceno zelen€) do extracelularniho prostoru (vytvoieno podle
Dempski et al., 2009).
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NKA jako ATPasa vyuziva pro transport Na* a K* ionti proti jejich koncentraénimu
gradientu energii chemického potencialu ATP. Nukleotid vazebna doména N
cytoplasmatické ¢asti podjednotky a nejprve vaze volné ATP ve stavu E2 § navazanymi
K* ionty (E2-2K"), coz zpusobuje konformaéni piechod E;—Ei a K* ionty disociuji
z NKA do cytoplasmy (E1-ATP). Poté dojde k navazani Na* iontti (E1-ATP-3Na"), a dal
se miize koordinovat Mg?* ion jako kofaktor ATPasové reakce.

V katalytickém cyklu se NKA vyskytuje jako fosfoenzym — za p¥itomnosti Mg?* totiz
dochazi k ptenosu y-fosfatové skupiny ATP na vysoce konzervovany aspartyl D369
nalézajici se v cytoplasmatické doméné P podjednotky o. Fosforylovany enzym
s koordinovanym Mg?* prochézi pies uzavieny stav s Na* ionty a nasledné se otevira do
extracelularniho prostoru do konformace Ez a nyni Na* ionty disociuji (E2P) (Grycova et
al., 2009). Piechodna konformace enzymu s uzavienymi sodnymi ionty obsahuje dle
krystalografickych studii navazané ADP (Nyblom et al., 2013; Kanai et al., 2013).

Hydrolyza anhydridové vazby s vysokym chemickym potencidlem mezi fosfatem
a karboxylovou skupinou postranniho aspartylového fetézce pohani dalsi konformaéni
zmény. K hydrolyze této vazby dochazi disledkem navéazani K* iontd z extracelularni
strany NKA a v cytoplasmatické &asti nasledné disociuji fosfatovy i Mg?* ion. Nyni se
mize vazat dalsi molekula ATP a cely cyklus se opakuje. Tento katalyticky cyklus, ktery
byl postupné navazujicimi studiemi v detailech upfesiiovan, popsali Albers (1967)
a Post et al. (1969). Jednotlivé kroky katalytického cyklu souhrnné ukazuje Obr. 2.

Vysoce selektivni inhibitor ouabain spadajici do skupiny kardiotonickych steroida
oznacovanych jako kardenolidy se vaze na NKA ve stavu E2P do mista, kudy prochazeji
transportované ionty (podrobné o kardenolidech viz kapitola 2.3.2, strukturni vzorec
ouabainu viz Obr. 3). Presné&ji ve stavu E:P NKA asociuje s ouabainem nejrychleji
a rovnovazna disocia¢ni konstanta dosahuje nanomolarnich hodnot, ouabain se na NKA

mize ovSem vazat v kterémkoli z konformacénich stavi proteinu (Yatime et al., 2011).

Obr. 3  Strukturni vzorec ouabainu — vysoce selektivniho inhibitoru sodno-draselné ATPasy.
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Diky své specifické konformaci steroidniho jadra ve tvaru U se miize molekula ouabainu
interkalovat do struktury podjednotky a z jeji extracelularni ¢asti. Povrch steroidniho
jadra z B strany tvofi sit’ vodikovych mustkia se zde pfitomnymi polarnimi postrannimi
fetézci aminokyselin. Naopak o strana molekuly ma hydrofobni charakter a interaguje
také s hydrofobnimi rezidui, se kterymi je z této strany v kontaktu. Sacharidova strana
ouabainu ¢ni do extracelularniho prostoru, zatimco laktonovy cyklus se zanotuje do
podjednotky a az k mistim I a II. Ve stavu E2P se mize ouabain vazat hloubéji do
struktury NKA, ktera v této konformaci vykazuje k ouabainu vysokou afinitu. To je dano
také moznosti interakce polarniho laktonového cyklu s Mg?* iontem piitomnym Vv misté
I, cemuz napomaha i skutecnost, ze laktonovy cyklus neinteraguje s zddnym polarnim
reziduem. Naopak pokud je v misté II pfitomen v&tsi K* iont, ouabain se vdZze s mensi
afinitou, coz nepfimo potvrzuje i krystalograficky zjisténa konformace NKA
V uzavieném stavu s navazanymi K" ionty, kdy se navic néktera rezidua dostavaji do mist,
kam se vaze laktonovy cyklus, pokud je pfitomen Mg?* iont a NKA je ve stavu EzP.
Popsané poznatky jsou v souladu se zjisténimi o kompetitivnim charakteru vazby K*,
nebo Mg?* resp. K*, nebo kardiotonického steroidu na NKA (Laursen et al., 2013). Na

tomto piikladu je demonstrovan vyznam katalytického cyklu pro interakci s inhibitory.

2.2 Sodno-draselna ATPasa jako signalni protein

Piedchozi kapitola 2.1 popisuje NKA z pohledu jeji struktury ve vztahu k enzymatické
funkci, zde je NKA licena jako signalni protein, coz je jeji mnohem méné osvétlena
funkce, okolo které panuje ve védecké komunité plno dohadl. Nekteti autofi dokonce
NKA oznacuji za steroidni receptor pro endogenni kardiotonické steroidy syntetizované
v nadledvinach (Aperia et al., 2016). Vyznam NKA jako signalniho proteinu lze studovat
na systémové urovni a pozorovat fyziologickou odpovéd’ organismu, o ¢emz pojednava
kapitola 2.2.1, nebo lze studovat molekularni mechanismus signalizace na bunécné

urovni, coz je popisovano v kapitole 2.2.2.

2.2.1  Fyziologicky vyznam

Izolace v lidském téle syntetizovaného kardiotonického steroidu z lidské plasmy
podpofena daty o imunoreaktivité, in vivo i in vitro inhibici NKA a hmotnostné
spektrometrickymi méfenimi potvrzujicimi shodu s ouabainem byla popsana v publikaci
Hamlyn et al. (1991). Tato vlibec prvni prace zamétujici se na izolaci endogennich

ligandi NKA dale prokazala vysokou koncentraci ouabainu podobné slouceniny
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v nadledvinéch, pokles jeji plasmatické koncentrace po odstranéni nadledvin potkaniim
a jeji zvysenou plasmatickou hladinu u hypertenznich potkanti.

Az doposud se rozsifuji poznatky jak z oblasti bioanalytické chemie vyuZzivajici stale
modernéjsich technik (Schneider et al., 1998; Hamlyn et al., 2014; Kawamura et al.,
1999), tak i poznatky o mozné signalizaci na urovni celého organismu vyvolané inhibici
NKA endogennimi ligandy, jak bude popsédno dal. Studie uvadéji plasmatické
koncentrace endogenniho ouabainu u lidi v fadech desitek az stovek pmol-I™ a nejéastéji
jsou ke stanoveni vyuzivany imunochemické metody. Specifi¢nost imunochemickych
metod vici ouabainu je problematickym bodem naptiklad diskutovanym ve studiich,
které dospéji k negativnim vysledkim at’ uz pomoci LC-MS technik (Baecher et al.,
2014), nebo i prostiednictvim imunodetekce po frakcionaci vzorkt za G¢elem odstranéni
interferentd (Lewis et al., 1994). Existuji vSak prace, které pfitomnost endogenniho
ouabainu prokazuji i pomoci LC-MS technik (Komiyama et al., 2000; Jacobs et al., 2012).
Z divodu téchto spord ohledné moznosti a limitti bioanalytickych technik se doposud
védecka komunita v ndzoru na endogenni ouabain rozchazi.

Védecka skupina dlouhodobé se zabyvajici signdlni roli endogennich kardiotonickych
steroidii formulovala hypotézu zasazujici endogenni ouabain do systémové signalizacni
kaskady vedouci k hypertenzi (Hamlyn et al., 2014). Signaliza¢ni kaskadu ma zahajovat
ptitomnost angiotensinu II v centralnim nervovém systému, diky ¢emuz je v mozku
stimulovana produkce aldosteronu, ktery signalizaci ptes mineralokortikoidni receptor
vyvola produkci endogenniho ouabainu v mozku a dojde také ke zvyseni jeho plasmatické
koncentrace. Endogenni ouabain pak zvySuje krevni tlak a cévni tonus tim, Ze méni
iontové hospodafstvi svalovych bunék cév. V myocytech jsou zadrzovany Na® ionty
nasledkem inhibice NKA a déle dochazi ke zméné exprese proteini transportujicich Ca?*
ionty, které se disledkem toho v bunice také hromadi. Popsané molekularni procesy vedou
ke zvySeni svalového tonu a cévni reaktivity. Angiotensin II mize pfi nadmérném piijmu
soli vyvolat hypertenzi a objev jakékoli nové signalizaéni kaskady znamena i objev
potencialniho farmakologického cile (Iwamoto et al., 2004). Ve svétle téchto skute¢nosti
je formulovand hypotéza dokladand experimenty velmi atraktivni, ale zaroven vzhledem
k jeji detailnosti a vedle toho nejednotnosti védeckého pohledu na dikazy pfitomnosti

endogennich kardiotonickych steroida se jedna o odvazny pocin autord.

14



2.2.2  Biochemicky a molekularné biologicky vyznam
Kromé zkoumani systémovych fyziologickych ti¢inkli ouabainu spoustéjiciho signalizaci
inhibici NKA se studuje tento jev 1 na urovni bun¢k a molekularnich mechanismi. Na
tomto poli panuji zase neshody ve véci protein-proteinovych interakci NKA. Zde jsou
diskutovany zejména signalni proteiny analyzované v praktické casti bakalarské prace,
kde je rozebiran mechanismus ptsobeni ouabainu in vitro na Grovni signalnich drah.
Vazba ouabainu na NKA je doprovazena indukovanym piizpiisobenim, které spo¢iva
V posunu transmembranovych a-helixt M1 a M2 smérem k molekule ligandu. Vysledna
konformace komplexu NKA-ouabain nejen brani navazani extracelularnich iontl, ale
konformacéni zména se prenasi také do cytoplasmatické casti proteinu, kde se v okoli
a-helixtt M1 a M2 nachazeji mista potencialnich interakci s dalsimi proteiny. Proto mize
byt vazbou ouabainu na NKA ovlivnéna dostupnost téchto mist pro dokujici se proteiny.
Konforma¢ni zména postihuje také TGES aminokyselinovou smyc¢ku cytoplasmatické
domény A nachazejici se v blizkosti fosfoanhydridu tvofeného s reziduem D369. Ta
Vv krystalové struktufe NKA s ouabainem vyraznéji piikryva v porovnani s neinhibovanou
NKA fosfoanhydrid, a tim mize branit jeho spontanni hydrolyze. Na tomto efektu se
navic podileji i dal$i rezidua, tentokrat z domény P. Z téchto pozorovani Ize neptimo
usuzovat na mozny vyznam inhibice NKA ouabainem, ktery by odpovidal modelu vazby
ligandu na receptor nasledované zménami v signalnich drahach (Yatime et al., 2011).
Konkrétni vySe popsand mista potencidlnich interakci s proteiny moZné signalni
kaskady tvofi sekvence schopné interagovat s kaveolinem nebo SH3 doménou proteind,
ktera je soucasti Src kinasy, Casto zkoumané v souvislosti s NKA zprostiedkovanou
signalizaci (Yatime et al., 2011). Dale se jedna o N-konec podjednotky a, ktery interaguje
ptes ankyrin-B s receptorem pro inositol-1,4,5-tris(fosfat) (IP3), ¢imz jej aktivuje,
amoduluje tak oscilace cytoplasmatickych hladin Ca?', ktery se uvoliuje
z endoplasmatického retikula po stimulaci receptoru pro IPs (Liu et al., 2008). Bylo
prokadzano, Ze po inhibici NKA ouabainem dochazi k jeji asociaci s receptorem pro IP3
aposiluji se Ca®" oscilace (Zhang et al., 2006). Tento efekt pii deleci N-konce
podjednotky o mizi a je snizena aktivace jaderného faktoru kappa B (NF-kB)
(Miyakawa-Naito et al., 2003). Exprese N-konce podjednotky o dokaze narusit
formovani komplexu podjednotky a s receptorem pro IP3 a také ATP stimulované
uvolilovani Ca?* z endoplasmatického retikula v buiikach proximalniho tubulu. Naopak
vyfazeni podjednotky o1 oslabuje uvoliovani Ca?* z endoplasmatického retikula
vyvolané angiotensinem II nebo epidermalnim rustovym faktorem (Chen et al., 2008).
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Pravé zméndm cytoplasmatické koncentrace Ca®*, které jsou navic dobie
zdokumentovanym a S$iroce akceptovanym d&em spojenym s inhibici NKA, je
piipisovana velka ¢ast signaliza¢nich procest (Aizman et al., 2001). Pfirozené induktory
spfazenych s G-proteiny, a znam je i jejich biologicky vyznam v bunééném déleni,
apoptose nebo diferenciaci (Zhang et al., 2011). | nizké koncentrace ouabainu v fadu
100 pmol 1™ az desitek nmol-17%, které vedou jen k ¢asteéné inhibici NKA a mohly by
mit vyznam z hlediska signalizace, dokazi navozovat Ca?* oscilace u jednotek az desitek
procent bun¢k dle koncentrace ouabainu (Miyakawa-Naito et al., 2003).

Spojeni inhibice NKA s aktivaci drahy NF-«xB je dalsim farmakologicky zajimavym
bodem, protoze dréha transkripéniho faktoru NF-kB se uc€astni mnoha biologickych
reakci, mezi které patii napfiklad imunitni odpovéd’, zanét, synaptickd plasticita,
angiogeneze nebo apoptosa (Hoesel a Schmid, 2013). Byl popsan antiapoptoticky vliv
ouabainu v koncentracich 1 nmol-1"t nebo 10 nmol-1"? zprostfedkovany Ca?* oscilaci
vyvolanou aktivaci NF-kB (Li et al., 2010; Li et al., 2006). Stresové podminky byly
Vv téchto pfipadech navozeny kultivaci bun¢k v médiu s nizkym obsahem séra (0,2 %).

Aktivaci NF-kB ouabainem mize byt zabranéno pusobenim antioxidantl vitaminu E
a N-acetylcysteinu. Inhibice NKA ouabainem vyvolava masivni produkci reaktivnich
forem kysliku (ROS), ktera se z ¢asti mize podilet na signalizaénich dé&jich, jako je
aktivace mitogenem aktivovanych protein kinas (MAPK). Na ouabainem vyvolané
signalizaci se vSak ROS podileji jen ¢astecné, protoze napiiklad aktivace transkripéniho
faktoru aktivatorového proteinu 1 vyvolana ouabainem pretrvava i za soucasné aplikace
antioxidanta (Xie et al., 1999). Potvrzenym zdrojem indukovanych ROS jsou
mitochondrie, i kdyz se nemusi jednat o zdroj jediny. Jak ROS, tak zmény v intracelularni
koncentraci Ca®" iontl se tak spolupodileji na aktivaci signalnich drah zahrnujicich
MAPK a tyrosinkinasy, pticemz produkce ROS neni podminéna zménami intracelularni
koncentrace Na® nebo Ca®". Napiiklad za piitomnosti N-acetylcysteinu nedochazi
K ouabainem indukované fosforylaci Src kinasy (Yan et al., 2013). Ke zménam
v koncentracich intracelularnich iontli nedochazi v ¢asnych fazich ptisobeni ouabainu
nebo za jeho piisobeni v koncentracich jednotek nmol -1 a z hlediska mechanismu tuéinku
toto pozorovani favorizuje protein-proteinové interakce NKA jako puvodce signalizace
(Liu et al., 2000; Aydemir-Koksoy et al., 2001).

Schopnost ouabainu ovliviiovat proteiny zapojené do apoptosy je znama. Napiiklad ve

studii Kinoshita et al. (2014) byl pozorovan in vivo antiapoptoticky ucinek —
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V experimentalnim modelu lipopolysacharidy (LPS) navozeného zanétu hipokampu
dochazi ke snizeni poméru hladiny mRNA proteinu X asociovaného s Bcl-2 (Bax)
a proteinu B-cell lymphoma 2 (Bcl-2), pokud je potkanim pted aplikaci LPS podan
ouabain. Vyznamny protektivni G¢inek ouabainu v koncentraci desetin az jednotek
nmol-1"* byl popsan i v neuronovych modelech excitotoxicity (Golden a Martin, 2006;
Sibarov et al., 2012) a pfi ovlivnéni bun€k Shiga toxinem. Inhibice apoptosy navozena
ouabainem je zaloZena na ovlivnéni proteind rodiny Bcl-2. V modelu excitotoxicity
antiapoptoticky mechanismus zprostfedkovava protein Bcl-2 a v piipad¢ Shiga toxinem
indukované apoptosy dochazi k jeji inhibici tim, Ze je navozena rovnovdha mezi
hladinami proapoptotického Bax proteinu a antiapoptotického Bel-xL, kterou Shiga toxin
narusuje smérem k apoptose (Burlaka et al., 2013; Amaral et al., 2017). Antiapoptoticky
u¢inek ouabainu in vivo popsany v praci Golden a Martin (2006) v experimentalnim
neuronovém modelu excitotoxicity je spojeny se zvySenim obsahu Bcl-2 v jaderné frakci
neurontt potkand oSetfenych ouabainem, zatimco cytoplasmaticka hladina Bcl-2 je
neovlivnéna. Ve zminovanych studiich vsak neni zkouman ouabain samotny ve vztahu
k hladinam téchto proteinti a podle dalsich studii mize ouabain mit i opaény efekt
a apoptosu indukovat, coz ukazuje na slozitost regulace Bax a Bcl-2 ouabainem
Vv zavislosti na podminkach. Napftiklad v praci Meng et al. (2016) ouabain navozuje
apoptosu v bunkéach Burkittova lymfomu, coz je doprovazeno zvySovanim poméru
obsahu proteini Bax/Bcl-2 pii oSetfeni bunék ouabainem v koncentraci 25 nmol-1?%,
50 nmol-I"t nebo 100 nmol-1"* po 48h inkubaci. V dalsi studii zabyvajici se lymfocyty
ouabain v koncentraci 1 mmol-1™! po 24 h a 48 h snizuje bun&nou viabilitu mysich
peritonealnich makrofagt a dochézi taktéz ke zvySeni poméru obsahu proteinti Bax/Bcl-2
(Luo et al., 2018). V jiné praci byl pozorovan podobny efekt v buiikach renalniho epitelu
pacienta s autosomalné dominantnim polycystickym onemocnénim ledvin, kde ouabain
v koncentraci 3 nmol-I"! po 24h inkubaci zvy$uje pomér obsahu proteinti Bax/Bcl-2,
k cemuz vSak nedochazi v bunkach normalniho renalniho epitelu (Venugopal
a Blanco, 2016). Oproti tomu v burikach plicniho karcinomu v krat§im inkuba¢nim ¢ase
14 h a v nizké koncentraci 0,5 nmol-I"* ouabain neovliviiuje pomér obsahu proteinti
Bax/Bcl-2 (Chanvorachote a Pongrakhananon, 2013).

Piisobeni ouabainu v nanomolarnich koncentracich vyvolava fosforylaci S473 kinasy
Akt (proteinkinasy B) v bunkach proximalnich tubulti a efekt je zavisly (ne vsak linearng)
na koncentraci ouabainu a na ¢asovém intervalu ovlivnéni bunék. Ouabain o koncentraci

10 nmol-17?, signifikantné neovliviiujici intraceluldrni koncentraci Na* iontii, vyvolava
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maximalni fosforylaci po 15min ovlivnéni. K fosforylaci Akt nedojde, pokud jsou
aplikovany intracelularni nebo extracelularni chelatory Ca?*, inhibitory Akt,
fosfatidylinositol-3-kinasy ~ (PI3K), fosfolipasy C (PLC) nebo Ca?" kanald
cytoplasmatické membrany a endoplasmatického retikula (Khundmiri et al., 2006).
Podobn¢ je v tubularnich bunkach sledovana aktivace Akt i PI3K v praci Zhou et al.
(2001). V kardiomyocytech je potvrzena ouabainem vyvolana aktivace Akt i PI3K
nezavisla na Src a aktivace Akt je pozorovana i v buinikach s knockoutovanym
sodno-vapenatym transportérem 1 (Wu et al., 2013). Taktéz v kardiomyocytech byla
pozorovana inhibice ouabainem vyvolané fosforylace Akt po aplikaci inhibitorG Src
a PI3K, ne vSak EGFR nebo MAPK kinasy MEK (Liu et al., 2007). V experimentech
s transfekovanymi buiikami bylo prokézano, ze Akt je na S473 fosforylovana plisobenim
ouabainem aktivované extracelularnim signalem regulované kinasy 1 a 2 (fosfoforma
ERK1/2) (Khundmiri et al., 2007).

PI3K je dalSim proteinem zapojenym do signalizace NKA a disponujicim mnoha
funkcemi vyznamnymi z hlediska nddorové biologie. Jedné se o dimerni kinasu slozenou
z regulaéni podjednotky p85 a katalytické podjednotky p110 (plati pro PI3K tiid I a I1).
K aktivaci PI3K dochazi, kdyz je vyrusen inhibi¢ni G¢inek regulacni podjednotky p85 na
katalytickou podjednotku p110, ¢ehoz Ize dosdhnout navazanim Src-SH3 domény na p85
do oblasti bohaté na prolin. Druhou moznosti aktivace PI3K je navazani p85-SH3
domény na jiné proteiny do oblasti bohaté na prolin (Liu et al., 2018). Jak bylo popsano
vySe, NKA obsahuje v podjednotce a tuto na prolin bohatou oblast piistupnéjsi ve
struktufe inhibované ouabainem, ktera by mohla byt potencidlnim dokovacim mistem pro
Src nebo p85. V praci Wu et al., 2013 je prokazanim na Src nezavislé aktivaci PI3K 1A
a imunoprecipitace podjednotky o1 S p85 podporovana varianta aktivace PI3K 1A skrze
interakci p85-SH3 s podjednotkou a. Nicméné prokazani koimunoprecipitace p85
a podjednotky a, ktera se potvrdila i ve starsich studiich Yudowski et al. (2000) a Liu et
al. (2007), rozhodné neni dikazem piimé interakce v bunkach.

Ouabain vyvolava aktivaci ERK1/2, jak bylo zminéno vyse. V kardiomyocytech je
pozorovano, ze aktivace ERK1/2 fosforylaci zavisi na ptitomnosti Src (Wu et al., 2013).
To bylo potvrzeno také v burikach proximalnich tubula a dale bylo zjisténo, Ze fosforylace
zavisi na fosfolipase C a MEK1 a nezavisi na Akt a PI3K (Khundmiri et al., 2007).
Zablokovani aktivace ERK1/2 v kardiomyocytech vyvoladvaji inhibitory MEK, Src
a receptoru pro epidermalni rastovy faktor (EGFR), zatimco fosforylace neni zavisla na

PI3K (Liu et al., 2007), coz je v souladu s diive citovanymi pracemi Wu et al. (2013)
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Obr.4  Schematické znazornéni mozné komplexni signalizace zprostfedkované sodno-
draselnou ATPasou (NKA) pfi jejim inhibovani. EGFR = receptor epidermalniho rstového
faktoru; Cav-1 = kaveolin 1; PI3K = fosfatidylinositol-3-kinasa; PLC = fosfolipasa C;
IP3R = receptor pro inositol-1,4,5-tris(fosfat); PKC = proteinkinasa C; AP-1 = aktivatorovy
protein 1; ROS = reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species); NF-kB = jaderny faktor
kappa B; MEK = kinasa mitogenem aktivované protein kinasy; Erk1l/2 = extracelularnim
signalem regulovana kinasa 1 a 2 (upraveno podle Zeino et al., 2015).

a Khundmiri et al. (2007). Stejné zavéry potvrzuje i Aydemir-Koksoy et al. (2001) ve
studii provadéné s bunikami hladké svaloviny cév. Z citovanych praci plyne prokazanim
aktivace slozek signalni drahy zévér, ze pusobeni ouabainu vyvolava inhibici NKA
transaktivaci EGFR a za puvodce transaktivace EGFR je povazovana Src (Haas et al.,
2002). K fosforylaci ERK1/2 také nedojde, pokud je blokovano vyplavovani Ca?* jonti
do cytoplasmy jak uz z extracelularnich, tak i intracelularnich zdroju buiiky (Khundmiri
et al.,, 2007). Zavislost fosforylace ERK1/2 na Ca®" iontech je popsina i V praci
Mohammadi et al. (2001), kde se dale uvadi i dtlezitost proteinkinasy C, ktera je také
soucasti signaliza¢ni kaskady Src. Moznou komplexni signalizaci NKA ukazuje Obr. 4.
Zavéry citovanych studii, ve kterych je zkoumana aktivace Akt, PI3K nebo ERK1/2
navozena ouabainem v koncentraci jednotek nmol-1"t, potvrzuji i antiapoptoticky
a proproliferacni G¢inek ouabainu vyvolany aktivaci zminénych kinas (Khundmiri et al.,
2006; Wu et al., 2013; Khundmiri et al., 2007; Aydemir-Koksoy et al., 2001). Tyto drahy
se také podileji na ochrané kardiomyocyti pied ischemickym poskozenim in vivo i ex vivo
po zainhibovani NKA specifickou protilatkou, coz naznacuje jeji mozné vyuziti pii 1€cbé
srde¢niho selhani. Naopak aktivace NKA specifickou protilatkou vede ke znamému

pozitivnimu ionotropickému efektu, ktery je farmakologicky navozovan klinicky
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vyuzivanymi inhibitory NKA pti srde¢ni nedostatecnosti a srde¢nim selhani. Pozitivni
ionotropicky efekt je vSak vyznamné oslaben, pokud se soucasné aplikuji inhibitory Src
a ERK1/2, coz ukazuje na vyznam téchto kinas v molekularnim mechanismu pozitivniho
ionotropického efektu navozeného inhibici NKA (Zheng et al., 2011).

Vyse jiz byla nékolikrat zminéna Src kinasa, nereceptorova tyrosinkinasa majici
vyznam v nadorové biologii, a proto také Casto zkoumany protein ve vztahu k NKA.
Predpoklada se, ze Src se mize vazat na NKA do N-koncové oblasti podjednotky a, kde
se nachazi na prolin bohata sekvence potencidln¢ interagujici s SH3 doménami proteinii
(Src obsahuje SH3 doménu). Kolokalizace NKA a Src byla prokazdna pomoci FRET
(Tian et al., 2006).

Neni ovSem zcela jasné, zda Src s NKA interaguje piimo, nebo zprostfedkovang.
Naptiklad v praci Yosef et al. (2016) se nepotvrdila pfima in vitro interakce Src-NKA
koimunoprecipitaci. Byla vSak potvrzena interakce s kaveolinem 1, i kdyz ve vysokém
stechiometrickém poméru (1:15-35, kaveolin 1/NKA). Zato oligomery slozené ze 4-5
jednotek kaveolinu 1 interagovaly s NKA v poméru 1:1 v nativnich renéalnich
membranach, coz je fyziologicky relevantnéjsi tidaj. Studie tedy muze podporovat
hypotézu neptimé interakce NKA a Src zprostfedkované kaveolinem 1.

NKA v komplexu s kaveolinem 1 a Src tvoti dle zavéra nékterych praci signaliza¢ni
aparat v mikrodoménach cytoplasmatické membrany nazyvanych kaveoly, které maji
vV ramci bunéné fyziologie specifickou charakterizaci zahrnujici invaginaci membrany
s ptitomnosti lipidovych raftt. Kaveolarni frakce je masivné obohacena o nékteré typy
proteind, jako jsou EGFR, kaveolin 1 nebo Src (Ferrandi et al., 2004). Ouabain dokaze
specificky stimulovat tyrosinovou fosforylaci a ERK1/2 pouze v kaveolarnich frakcich,
pfiCemz tato signalizace je zavisla na pfitomnosti cholesterolu a kaveolinu 1. Deplece
cholesterolu snizuje koncentraci NKA a Src v kaveoldch a narusuje tak navrhovany
signaliza¢ni komplex NKA-kaveolin 1-Src. Zaroven ouabain dokaze stimulovat interakci
kaveolinu 1 a NKA v zavislosti na dobé puisobeni a koncentraci ouabainu (Wang et al.,
2004). Pouze v kaveolach dochazi k pozitivni zpétné smycce, kdy Src dokaze fosforylovat
podjednotku o NKA, ¢imz je zvySena afinita NKA k ouabainu, a signalizace je tak
posilena (Ferrandi et al., 2004).

Naopak Vv rozsahlé studii Liu et al. (2011) se nepotvrdily funkéni rozdily v NKA
lokalizované v kaveolach a mimo kaveoly, stejné tak nejsou potvrzeny rozdily
v signaliza¢nich kaskadach, které jsou diskutovany vyse. Ouabain dokonce signifikantné

inhibuje fosforylaci Src v mimo kaveolarni frakci proteini oproti frakci kaveolarni.
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Autofi zduraziuji, ze zdokumentovana interakce NKA a Src muze probihat skrze
zprostiedkujici proteiny. Cela prace svymi zaveéry podporuje teorii vyznamu kaveolarni
NKA v mezibunéénych kontaktech sousedicich bun¢k tvorbou dimerti ektodomén
podjednotek B (Padilla-Benavides et al., 2010) a také ptipousti moznost, Ze signalizace
kaveolarni NKA, ke které mtize dochazet v nativnich podminkéch, a ptidruzen¢ interakce
NKA s kaveolinem 1, E-cadherinem a annexinem 2 muize tyto bunééné spoje podporovat.
K celé teorii piimé interakce NKA-Src se prace stavi skepticky a vybizi k revizi
soucasnych poznatki s tim, ze ke koimunoprecipitaci Src a NKA mize dochazet pouze
diky pfitomnosti detergentd.

Na zékladé¢ sekvence podjednotky a1 byl konstruovan peptidovy inhibitor Src
oznadeny jako NaKtid, ktery in vitro dosahuje 70 nmol-1" stfedni inhibi¢ni koncentrace
(ICso) inhibice fosforylace Src na Y418. Fuzi NaKtidu s pozitivné nabitym peptidem
schopnym prochazet do bun¢k, ktery je odvozeny od proteinu oznac¢ovaného jako trans
aktivator transkripce z viru HIV, byl ziskan peptid oznacovany jako pNaKtid schopny
in vitro inhibovat Src s 1Cso 4 nmol-1". V buiikach proximalnich tubulti LLC-PK1
pNaKtid inhibuje FRET mezi NKA a Src s ICso 1 pmol-1"%, coz poukazuje na piisobeni
pNaKtidu jako inhibitoru formovani komplexu NKA-Src. Z toho se odvijejici schopnost
inhibovat v bunkach aktivaci Src a ERK1/2 byla u pNaKtidu potvrzena v zavislosti na
bunééném typu S ruznou UspéSnosti a byla také demonstrovana in vitro schopnost
pNaKtidu snizovat ouabainem navozenou hypertrofii kardiomyocytti — pNaKtid lze tedy
oznacit za peptidového antagonistu ouabainu (Li et al., 2009). Pti oSetieni kardiomyocytl
pNaKtidem v koncentracich desitek umol-1"! za podminek hypoxie je vyrazné snizena
fosforylace ERK1/2 i Src a je zaznamenéan pokles markeri apoptosy a produkce ROS
(Lietal., 2018).

Existuji 1 studie potvrzujici systémové pisobeni pNaKtidu. NKA méa vyznam
v procesu fibrotizace srdce pti chronickém onemocnéni ledvin kvili aktivaci signalizace
Src a NF-kB, ¢imz je sniZzena hladina miR-29b-3p, antifibrotické mikroRNA. Dale také
ouabain dokdze v izolovanych srde¢nich fibroblastech vyvolat snizeni hladiny
antifibrotické mikroRNA signalizaci NF-kB. Pusobeni pNaKtidu dokaze in vivo
inhibovat zminéné drahy a dochazi k zvySeni hladiny antifibrotické mikroRNA
a k mensimu rozvoji hypertrofie srdce (Drummond et al., 2018).

Vyse popsané piipady vyznamu NKA v mnoha signélnich drahédch a patologickych
procesech ukazuji, Ze vyzkum NKA je i ptes jeji objev pied vice nez Sedesati lety stale

velmi aktualni a zivé pole védy. Zatimco molekularni podstata signalizace NKA je dosti
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nevyjasnénou oblasti i pfes tvrzeni postulovand v mnoha studiich, vyznam NKA
Vv mezibunéénych spojich a interakce NKA se strukturnimi proteiny jsou podporovany
méng¢ si rozporujicimi studiemi (Baecher et al., 2014; Khalid et al., 2010; Dempski et al.,
2005; Miyakawa-Naito et al., 2003; Vitalone et al., 2003; Padilla-Benavides et al., 2010).

2.3 Inhibitory sodno-draselné ATPasy

Jak bylo popsano v ptedchozi kapitole, inhibice NKA vyvolava bunécnou signalizaci.
V této kapitole jsou popsany strukturni charakteristiky nékterych znamych inhibitora
NKA se zamétfenim na skupinu kardiotonickych steroidl a dal$im inhibitorim NKA je
vénovan mensi prostor.

Nejvyznamnéjsi skupinou inhibitori NKA jsou srde¢ni neboli kardiotonické
glykosidy. Skladaji se ze tfi Casti, kterymi jsou cast sacharidovd, steroidni jadro
a nenasyceny lakton. Inhibitorem nemusi byt pfimo glykosidy, proto je §ir$i oznaceni pro
tyto latky kardiotonické steroidy (cardiotonic steroids, CTS), které postihuje i struktury
pouze aglykoni (jejich nazvy ¢asto kon¢i na -genin) (Cornelius et al., 2013).

Sacharidova cast mlZe byt tvofena aZ ctyfmi sacharidovymi jednotkami a ke
steroidnimu jadru se ptipojuje v pozici C3f cyklu A. Typicka je pfitomnost neobvyklych
sacharidi, jako je [-D-digitoxosa (2,6-dideoxy-B-D-ribopyranosa), B-D-digitalosa
(6-deoxy-3-O-methyl-D-galaktosa), a-L-thevetosa (6-deoxy-3-O-methyl-a-L-
glukopyranosa) nebo a-L-cymarosa (Kopp et al., 1992; Melero et al., 2000). Napiiklad
sacharidovou slozkou je v pfipadé digitoxinu trisacharid digoxosa tvofeny tfemi
[-D-digitoxosami (Tiwari et al., 1984). Sacharidova slozka posiluje vazbu CTS, a to diky
piidané interakci s NKA a omezovanim disociace komplexu CTS-NKA zpusobované
vytésnénim CTS vazbou Na* iont z extracelularni strany pozorovanym u aglykont
(Cornelius et al., 2013). Samotny aglykon nema schopnost molekularniho rozpoznavani
isoforem NKA, ¢ehoz je pravé do jisté miry schopen v glykosidové formé. Tento
poznatek je diilezity pii navrhovani novych isoformové selektivnich inhibitorit NKA.
VétSina digitalisovych glykosidil vykazuje vyssi selektivitu viici NKA s podjednotkou az,
avSak ouabain je mirné az-selektivni (Katz et al., 2010).

Spole¢nou vlastnosti CTS je pfitomnost steroidniho jadra, na jehoz cyklus D se
Vv pozici C17f napojuje nenasyceny lakton. Podle typu nenasyceného laktonového cyklu
se srdecni glykosidy dale déli na kardenolidy obsahujici y-butenolid a bufadienolidy

obsahujici d-pentadienolid. Obecné schéma strukturniho vzorce téchto latek, které¢ vSak
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Obr.5 Rozdé€leni srde¢nich glykosidi podle cyklického laktonu piipojeného ke steroidnimu
jadru. Kardenolidy obsahuji y-butenolid (5H-furan-2-on) a bufadienolidy &-pentadienolid
(pyran-2-on) (vytvoieno podle Prassas et al., 2008).

pro ojedinélé piipady plati s drobnymi vyjimkami, ukazuje Obr. 5. Steroidni jadro je
hydroxylované a OH skupiny na B povrchu molekuly CTS maji vyznam pii tvorbé
vodikovych vazeb v CTS-vysokoafinitnim stavu NKA (E2P). Dulezita je v§ak pozice OH
skupin, coz lze demonstrovat na C16p-OH ptitomné naptiklad ve struktufe gitoxigeninu,
ktera snizuje afinitu k NKA kvili sterickému branéni (Cornelius et al., 2013). OH skupiny
také rozliSuji CTS v zavislosti jejich inhibi¢nich konstant na pH, coz je nejspi§ disledek
stavu protonace vazebnych rezidui NKA. Zatimco CTS obsahujici C143-OH jako jedinou
OH skupinu vykazuji minimalni zavislost inhibi¢ni konstanty na pH, tak C1p-OH nebo
vy$§i obsah OH skupin celkové se zda byt vyznamny v pH zéavislosti inhibi¢nich konstant
(Cornelius et al., 2013). CTS obou strukturnich skupin inhibuji NKA po vzoru stejného
vazebného modu, ktery byl popsan v kapitole 2.1.2 (Laursen et al., 2015).

2.3.1  Bufadienolidy
Bufadienolidy jsou CTS obsahujici na cyklu D steroidniho jadra v pozici C17f navazany
d-lakton, konkrétné pentadienolid (pyran-2-on). Jedna se o C24 steroidy, které nalezneme
zejména V zastupcich zivoci$né fise, ziidka také fiSe rostlinné (El-Seedi et al., 2019).
Dobfe je zdokumentovana piitomnost bufadienolidii v zastupcich zivocisné fise,
pficemz samotny nazev bufadienolidy je odvozen od latinského Bufo (rod ropucha).
Zastupci Celedé ropuchovitych (Bufonidae) vylucuji na povrch svého téla jedy obsahujici
naptiklad bufadienolidy marinobufagin, telocinobufagin, bufalin a cinobufagin (Sousa et
al., 2017). Obranné mechanismy svétlusek pracuji také s bufadienolidy, pficemz nékteré
z nich maji jedine¢nou strukturu (Gronquist et al., 2005) a stejné tak asijské vodni uzovky
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(Natricinae) jsou schopny pro svoji obranu vyuzivat bufadienolidy, které ziskavaji
poziranim ropuch a ukladanim bufadienolidi ve specialni zlaze (Takeuchi et al., 2018).
Bufadienolidy nalezneme i v rostlinach, zejména z celedi hyacintovité
(Hyacinthaceae, dnes chiestovité — Asparagaceae) a tlusticovité (Crassulaceae). Znamy
je naptiklad z Celedi tlusticovité (Crassulaceae) rod kolopejka (Kalanchoe — obsahuje
viazeny rod nadut’, Bryophyllum) se zastupci obsahujicimi pies tficet riznych derivati
bufadienolidu (Kolodziejczyk-Czepas a Stochmal, 2017). Z ¢&eledi pryskyinikovité
(Ranunculaceae) se zastupci s obsahovymi latkami ze skupiny jak bufadienolidu, tak
I kardenolid lze jmenovat rostlinu ¢emefici (Helleborus) s obsahem bufadienolidu
hellebrinu (Franz et al., 2018). Do celedi hyacintovitych patii rostliny rodu urginea
(Drimia) obsahujici mimo dal$i bufadienolidy i proscillaridin A, ktery vykazuje mnoho
protinadorovych U¢inkd, proto se zkouma jeho vyuziti v protinadorové terapii, které by
mohlo byt usnadnéno tim, Ze se jedna jiz o schvalenou 1é¢ivou latku jako soucast 1é¢ivych
ptipravkd proti arytmii a srde¢nimu selhani (ATC Kklasifikace 1é¢iv dle Svétové

zdravotnické organizace: glykosidy motské cibule: proscillaridin) (Raynal et al., 2017).

2.3.2  Kardenolidy

Kardenolidy jsou CTS obsahujici na cyklu D steroidniho jadra v pozici C17f navazany
y-lakton, konkrétné butenolid (5H-furan-2-on). Jedna se o Cz3 steroidy, které nalezneme
v zastupcich rostlinné fiSe, mén¢ Casto v zivocisich (El-Seedi et al., 2019).

Mezi nejzndméjsi zastupce kardenolidii patfi ouabain a digitalisové glykosidy jako
digoxin a digitoxin. Spolu s dalsimi CTS jsou vyuzivané v souc¢asné medicin¢. Ouabain
(g-strofantin) a cymarin (K-strofantin-a) jsou zahrnuty v ATC klasifikaéni skupiné
1éciv strofantové glykosidy. Derivaty digitoxinu a digoxinu, lanatosid C, deslanosid
a gitoformat jsou pak fazeny do skupiny digitalisové glykosidy. V soucasnosti jsou tedy
v medicin€ vyuzivany z CTS pouze srde¢ni glykosidy, a to vyhradné v 1é¢b¢ srde¢niho
selhani a arytmie. Statni ustav pro kontrolu 1é¢iv registruje v Ceské republice pouze
1écivou latku digoxin (viz webové zdroje, Statni Gistav pro kontrolu 1é¢iv).

Kardenolidy jako obsahové latky jsou typické pro zastupce rostlinné ¢eledé tojestovité
(Apocynaceae). Sem lze zahrnout rod krutikvét (Strophanthus), jehoz zastupci obsahuji
ouabain, rod oleandr (Nerium) se zastupci obsahujicimi oleandrin a Vv rostlinach rodu
klejicha (Asclepias) najdeme calotropin nebo calactin, které maji ke steroidnimu cyklu
pfipojeny navic dva kyslikaté heterocykly, stejné€ jako je tomu ve struktuie voruscharinu,

ktery vSak obsahuje jesté dalsi heterocyklus s atomy siry a dusiku (Siddiqui et al., 2012;
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Knittel et al., 2016; Ziist et al., 2019). Kardenolidy najdeme v nékterych rostlinach celedi
jitrocelovité (Plantaginaceae) — napiiklad naprsnik (Digitalis) obsahujici glykosidy
digoxin nebo digitoxin. Pouziti naprsniku jako srde¢niho stimulantu bylo poprvé védecky
popsano vV monografii z roku 1785 sepsané Williamem Witheringem, avS$ak naprsnik byl
V té dobé pouzivan v lé€itelstvi k riznym ucelim s jistotou minimalné jiz pied vice nez
200 lety (Groves a Bisset, 1991). Kardenolidy ale najdeme i v mnoha dal$ich rostlinach
jako je napiiklad ancar (Antiaris) z ¢eledi moruSovnikovité (Moraceae) obsahujici
antiarin, konvalinka (Convallaria) z celedi chiestovité (Asparagaceae) obsahujici
konvalatoxin nebo hlavacek (Adonis) z celedi pryskyinikovité (Ranunculaceae)
obsahujici adonitoxin (Patel, 2016; Franz et al., 2018; Kubo et al., 2012).

Kardenolidy (méné casto i bufadienolidy) vyuziva ke své obrané¢ hned nékolik
evolucné vzdalenych zastupct hmyzi fiSe Zivicich se rostlinami obsahujicimi kardenolidy.
Hmyz je schopen ukladat kardenolidy ve svych tkanich a pasivné je tak vyuZzivat k obrang,
nebo dokonce je aktivné vyluCovat pii podrazdéni predatorem, naptiklad motyli ¢eledi
babockoviti (Nymphalidae), prastevnikoviti (Arctiidae) nebo otakarkoviti (Papilionidae),
dale naptiklad mnoho rodu plosti¢ek z polokiidlého hmyzu (Hemiptera) (Opitz a Miiller,
2009; Bramer et al., 2015; Jones et al., 2019).

2.3.3  Ostatni inhibitory sodno-draselné ATPasy
Jako méné uc¢inné inhibitory byly popsany také hydroxyanthony nebo flavonolignany
z ostropestice marianského, které interaguji s intracelularni ¢asti podjednotky a (Zhang
et al., 2010; Kubala et al., 2016). K flavonolignaniim jsou isosterické fenylchinolonové
derivaty, z nichz 5,6,7,8-tetrafluor-3-hydroxy-2-fenylchinolin-4(1H)-on vykazuje taktéz
inhibi¢ni aktivitu a dle dokingové studie ma schopnost vazat se do oblasti C-konce
podjednotky a, coz miize zamezovat pienosu iontd (Seflova et al., 2017).

U pomérné rozSitenych rostlinnych sekundarnich metaboliti kyseliny ursoloveé
a oleanové, spadajicich mezi triterpenoidni kyseliny, byl také popsdn mirny inhibi¢ni
ucinek v NKA a ptedpoklada se vazebny mod podobny jako u CTS (Chen et al., 2010).
Jako dalsi pfiklad z pomérné pocetné skupiny faddové méné ucinnych inhibitori NKA,
nez jsou CTS, lze uvést l1é¢iva propranolol, verapamil, promethazin chlorochin nebo
chlorpromazin, dale tetrahydrokarbazoly nebo pfirodni latky lithospermat B a jeho
analoga s riznymi kovovymi ionty, n¢které derivaty ginsenosidu ¢i pfirodni insekticid
decalesid (Bhattacharyya a Sen, 1999; Horvat et al., 2006; Chen et al., 2009; Lin et al.,
2013; Rajashekar a Shivanandappa, 2017; Bublitz et al., 2018). Zajimavym inhibitorem
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je extrémné toxicky polyalkohol palytoxin, potazmo jeho analoga. Palytoxin,
produkovany nékterymi motskymi koraly, obrnénkami a sinicemi, se vaze na NKA
a zméni jeji funkei na neselektivni kationtovy kanal (Artigas a Gadsby, 2003).

Ukazuje se tedy, ze i pies pomérné tzce definovanou zakladni strukturu tradi¢nich
inhibitord ze skupiny CTS je zde potencial nalézt jak nové inhibitory, tak i nové
mechanismy inhibice. Taktéz byly nalezeny extrakty z rostlin vyuzivanych v lidovém
1é¢itelstvi, u kterych byla prokazana inhibicni aktivita v NKA, av§ak doposud v nékterych
piipadech nebyla nalezena v téchto extraktech konkrétni obsahova latka, kterou by bylo

mozné oznacit za inhibitor NKA (Al-Snafi, 2015; Koch a Malek, 2011).

2.4  Soucasné fytochemické poznatky o rostlinnych druzich
zkoumanych v praktické ¢asti

Tato kapitola obsahuje shrnuti soucasnych poznatkii o fytochemii rostlinnych druht
zkoumanych v praktické Casti bakalaiské prace a také informace o tradicnim pouziti
téchto rostlin v lidovém IéCitelstvi. Duraz je kladen na obsahové latky ze skupiny
sekundérnich metabolitl spise specificky se vztahujicich k témto druhiim rostlin, zatimco
obecné se vyskytujicim rostlinnym sekundarnim metabolitim je vénovan mensi prostor,
nebot’ tyto latky pravdépodobné neudileji specificky biologicky ucinek extraktim
Z konkrétniho rostlinného druhu. Reserse je provedena také za ucelem ziskani informaci

0 mozné¢ inhibici NKA extrakty zkoumanych rostlin.

2.4.1  Violka vonna (Viola odorata L.)
Violka vonna patii do ¢eledé violkovitych (Violaceae) a vyskytuje se v Asii, severni
Africe a v Evropé (Siddigi et al., 2012). V lidovém Ié¢Citelstvi je dokumentovano
analgetické, antihypertenzni, anxiolytické, antirevmatické, protiastmatické, antipyretické
a antimikrobialni pasobeni violky vonné (Mahboubi a Taghizadeh Kashani, 2018; Karim
et al., 2018; Siddiqi et al., 2012). Pii literarni reSersi nebyla nalezena studie prokazujici
relevantnimi analytickymi technikami obsah kardiotonickych steroidd ve violce vonné,
resp. Vv jinych druzich violek, ani studie prokazujici inhibici NKA extrakty violek.
Violky jsou znamé obsahem rostlinnych cyklickych polypeptida (27-37
aminokyselinovych zbytkll) nazyvanych cyklotidy, jejichZ vyskyt mize byt pletivové
specificky, zavisly na ro¢nim obdobi a vyznamné rozdilny i v ramci jednoho rodu (Trabi
etal., 2004; Trabi a Craik, 2004). Cyklotidy obsahuji motiv cyklického cystinového uzlu,

ktery jim zarucuje vysokou chemickou a fyzikalni stabilitu. Rostlinam slouzi zejména
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Kk obran¢ proti patogenim a predatorim (Craik et al., 1999). V piipadé violky vonné
obsahujici desitky cyklotidd je vyznamny zejména obsah cykloviolacinli vykazujicich
cytotoxické, antifungalni, antibakteridlni nebo antihelmintické ucinky (Parsley et al.,
2018; Slazak et al., 2018).

Silice z listi violky obsahuje zejména monoterpenoidy, seskviterpenoidy, derivaty
benzofuranonu a ftalatu (Akhbari et al., 2012). V extraktu z listii se nachazi pocetna
skupina flavonolovych glykosida (Karioti et al., 2011). Existuje malo studii vénujicich
se obsahu Casto zminovanych alkaloidi ve violkach. Doposud nejpodrobnéji byla tato
problematika zkoumana v praci Chen a Aisa (2017), ktera vedla k objevu dvaceti
alkaloidi, z c¢ehoz je osmnact nové objevenych sloucenin (tishaviolaminy A-J)
zahrnujicich navic také tfi zcela jedinecné alkaloidové strukturni skelety. Avsak v této

praci je analyzovan jiny druh violky, a to Viola tianschanica.

2.4.2  Vrbka uzkolista (Chamerion angustifolium (L.) Holub)
Vrbka tuzkolista spada do ¢eled¢ pupalkovité (Onagraceae) a vyskytuje se ve velké ¢asti
Evropy, v Severni Americe, na Sibifi a ve vychodni Asii (Ostrovska et al., 2017).
V lidovém 1éCitelstvi se vyuziva k 1é¢bé onemocnéni prostaty a gastrointestinalni
soustavy a pfi menstruacnich potizich, krvaceni z konec¢niku, zanétu mocové trubice
a bolesti, z vngjsku se aplikuji vytazky z vrbky na zanicena mista, viedy a pouzivaji se
pro své antiseptické pusobeni (Stolarczyk et al., 2013; Ostrovska et al., 2017). Pii literarni
resersi nebyly dohledany informace o obsahu kardiotonickych steroidd ani o inhibici
NKA extrakty vrbky.

Hlavnimi obsahovymi latkami rostliny jsou flavonoidy a taniny, proto také extrakty
z vrbky vykazuji velmi vysoké antioxidacni plisobeni, z tanini jsou typické oligomerni
ellagotaniny (Schepetkin et al., 2016). Celkové z fenolickych latek jednoznaéné dominuje
zastoupeni kyseliny gallové, makrocyklického ellagotaninu oenotheinu B, ktery je
dimerem tellimagrandinu | (okolo 4 hm% v cerstvé hmot€), a nakonec
kvercetin-3-O-arabinosidu (Ducrey et al., 1997; Granica etal., 2012; Gryszczynska et al.,
2018). V nadzemni ¢asti rostliny je také pfitomen oenothein A — trimer tellimagrandinu I,
ktery je jinak mozné v rostliné nalézt az v heptamerni podob¢ (Ducrey et al., 1997; Baert
et al., 2015). V listech rostliny byly objeveny triterpenoidni kyseliny ursolova,
korosolova, maslinova a oleanova (Glen et al., 1967). O kyselin¢ ursolové a oleanové je

znam jejich mirny inhibi¢ni uc¢inek v NKA (Chen et al., 2010).
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2.4.3  Udatna lesni (Aruncus vulgaris Rafin)

Udatna lesni patii do ¢eledé razovité (Rosaceae) a vyskytuje se v severnim mirném
a subantarktickém pasu (Granica et al., 2017). V Koreji se jedna o listovou zeleninu
a v severni Italii jsou mladé vyhonky sbirany a konzumovany podobné, jako je tomu
u chiestu, coz samo o sob¢ je motivaci pro vyzkum biologické aktivity této rostliny (Ahn
et al., 2014; Fusani et al., 2016). Tradi¢n¢ se rostlina pouziva V asijském lidovém
1é¢itelstvi pii tonzilitidé, pro zastaveni krvaceni, k tlumeni bolesti, v pé¢i o pokozku nebo
K uvolnéni slach (Kim et al., 2012; Que et al., 2014). Opét i v tomto piipadé pii literarni
reSers$i nebyly dohledany informace o obsahu kardiotonickych steroidl ani o inhibici
NKA extrakty udatny.

Mladé vyhonky obsahuji ze sekundarnich metabolitii zna¢ny podil fenolickych latek,
mezi kterymi dominuji kafeoylované derivaty glukosy (Fusani et al., 2016).
Fenylpropanoidni -D-glukosidy jsou obsazeny i v kofenech rostliny, mezi nimi také
kyanogenni glykosid grayanin (Que et al., 2014). V extraktu z nadzemni ¢asti rostliny byl
identifikovany kyanogenni glykosidy prunasin a sambunigrin (Jeong et al., 2011; Vo et
al., 2014; Fusani et al., 2016). V kvétech byly objeveny nové monoterpenoidni laktonové
glykosidy aruncolaktonosid a isoaruncolaktonosid (Schwaiger et al., 2009). V nadzemni
¢asti a v mladych vyhoncich rostliny bylo nalezeno pét novych monoterpenoidnich
laktond (aruncin A—E) a pét novych B-D-glukosidii monoterpenoidnich laktonu (aruncid
A-E) a diive znamy monoterpenoidni lakton cimicifugolid A (Jeong et al., 2011; Granica
et al., 2017). Struktura aruncinu B, aruncinu A a aruncidu A byla pozdé¢ji revidovana
(Ribaucourt a Hodgson, 2016; Granica et al., 2017). Kofen obsahuje také novy
-D-glukosid monoterpenoidniho laktonu nazvany sylvesterosid D, dale triterpenoidni

kyselinu pomolovou a 2-oxopomolovou (Ma et al., 2018).
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3

3.1

PRAKTICKA CAST

Chemikalie a potieby pro bunécéné kultury

adenosin-5'-trifosfat — ATP (Sigma-Aldrich, USA)

akrylamid (VWR, USA)

25% vodny roztok amoniaku (Merck, Némecko)

aprotinin, lyofilizovany (Sigma-Aldrich, USA)

bovinni sérovy albumin — BSA (VWR, USA)

n-butanol (Lach-Ner, Ceska republika)

citrat bismutity (Sigma-Aldrich, USA)

citrat sodny (Sigma-Aldrich, USA)

Coomassie Brilliant Blue G-250 (Sigma-Aldrich, USA)

dihydrogenfosforeénan draselny bezvody (Lachema, Ceska republika)
dimethylsulfoxid — DMSO, vhodny pro bunééné kultury (PanReac AppliChem,
Némecko)

dithiothreitol — DTT (Roche, Némecko)

dodecylsiran sodny — SDS (Lach-Ner, Ceska republika)

Dulbeccovo modifikované Eaglovo médium (DMEM) s nizkym obsahem glukosy
(Sigma-Aldrich, USA)

96% ethanol — EtOH (Lach-Ner, Ceska republika)

fenylmethansulfonylfiuorid — PMSF (Sigma-Aldrich, Cina)

fetalni bovinni sérum — FS, tepelné inaktivované (Biowest, Francie)

fluorid sodny (Lach-Ner, Ceska republika)

L-glutamin, pro buné&¢né kultury (Sigma-Aldrich, USA)

glycin (Sigma-Aldrich, USA)

L-histidin (Sigma-Aldrich, USA)

hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat (PENTA, Ceska republika)

hydroxid sodny (PENTA, Ceska republika)

chemiluminiscencni kity SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate
a West Pico PLUS Chemiluminiscent Substrate (Thermo Fisher Scientific, USA)
chlorid draselny (Lachema, Ceska republika)

chlorid sodny (PENTA, Ceské republika)

chlorid hotecnaty (Sigma-Aldrich, USA)

imidazol (Sigma-Aldrich, USA)

kit pro barveni gelu stiibrem ProteoSilver Silver Stain Kit (Sigma-Aldrich, USA)
kyselina L-askorbova (Sigma-Aldrich, USA)

85% kyselina fosforeéna (PENTA, Ceska republika)
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3.2

35% kyselina chlorovodikova (Lach-Ner, Ceska republika)

kyselina ethylendiamintetraoctova — EDTA (Sigma-Aldrich, Cina)

kyselina ethylenglykol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraoctova — EGTA
(Sigma-Aldrich, USA)

kyselina mravenci (Sigma-Aldrich, Némecko)

99% kyselina octova (Lach-Ner, Ceska republika)

Laemmliho pufr 4x Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad, USA)

leupeptin, lyofilizovany (Sigma-Aldrich, USA)

2-merkaptoethanol (SERVA, Némecko)

methanol — MeOH, hypergrade for LC-MS (Merck, Némecko)

methanol — MeOH (PENTA, Ceska republika)

N,N'-methylenbisakrylamid — Bis (Sigma-Aldrich, Cina)

mléko kravské nizkotu¢né suSené (Sigma-Aldrich, USA)

molybdenan amonny tetrahydrat (Sigma-Aldrich, USA)

Nonidet P 40 (Fluka, Svycarsko)

orthovanadi¢nan sodny (Sigma-Aldrich, USA)

ouabain oktahydrat (Sigma-Aldrich, USA)

penicilin-streptomycin v 0,9% NaCl, vhodny pro bunééné kultury — 10 000 U/ml
penicilinu a 10 mg/ml streptomycinu (Sigma-Aldrich, USA)

peroxodisiran amonny — APS (Bio-Rad, USA)

Ponceau S (SERVA, Némecko)

médium Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640) se stabilizovanym
L-glutaminem (Biowest, Francie)

standard molekulovych hmotnosti proteini Precision Plus Protein Dual Color
Standards (Bio-Rad, USA)

standard molekulovych hmotnosti proteini PageRuler Prestained Protein Ladder,
10 to 180 kDa (Thermo Fisher Scientific, USA)

sodna sil resazurinu (Sigma-Aldrich, USA)

sacharosa (Lach-Ner, Ceska republika)

N,N,N',N'-tetramethylethan-1,2-diamin — TEMED (Bio-Rad, USA)

trypsin, 25 g1t 0,9% roztoku chloridu sodného, vhodny pro bun&né kultury
(Sigma-Aldrich, USA)

tris(hydroxymethyl)aminomethan — Tris (SERV A, Némecko)

TWEEN 20 (Sigma-Aldrich, USA)

Pristrojové vybaveni
analytickd vaha KERN ABT 120-5DM (KERN, Némecko)
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aparatura pro western blot Mini Trans-Blot Module (Bio-Rad, USA)

autoklav MLS-3781L (Sanyo, Japonsko)

automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

CCD kamera s prislusenstvim Luminescent image analyzer LAS-4000 (Fujifilm,
Japonsko)

COz inkubator MCO-17AIC (Sanyo, Japonsko)

dusikova odparka TurboVap Classic LV (Biotage, Svédsko)

hlubokomrazici box New Brunswick Innova U535 (New Brunswick Scientific,
USA)

inverzni mikroskop CK2 (Olympus, Japonsko)

kyvacka Mini-Rocker Shaker, MR-1 (Biosan, Loty$sko)

laboratorni vahy KERN PCB 200-2 (KERN, Némecko)

lamindrni box VBH Compact, VBH36 C2 (Steril, Italie)

lednice Liebherr FKvsl 5413 (Liebherr, Némecko)

magnetickd michacka s ohfevem AREX CerAlTop (VELP Scientifica, Italie)
mlynek s tfistivym nozem Bosch MKM6003 (Robert Bosch, Némecko)
mraznicka Innova (Fagor, Thajsko)

odsavacka VACUSAFE (INTEGRA Biosciences, Svycarsko)

oscilacni mlyn MM 400 (RETSCH, Némecko)

pH metr pH 50 (XS Instruments, Italie) a sklenéna pH elektroda (Sentek, Velka
Britanie)

pipetovaci stanice Freedom EVO (Tecan, Svycarsko)

reader mikrotitra¢nich desek Fluoroskan Ascent (Labsystems, Finsko)

reader mikrotitracnich desek Synergy Mx (BioTek, USA)

skener gelti Amersham Imager 600 (GE Healthcare Bio-Science AB, Svédsko)
spektrofotometr UV-1800 (Shimadzu, Japonsko)

syst¢ém na Upravu vody SIMS600CP Millipore Simplicity Personal Ultrapure
Water System (EMD Millipore, Némecko)

termoblok Compact Digital Dry Bath/Block Heater (Thermo Fisher Scientific,
USA)

ultracentrifuga Himac CP90WX (Hitachi, Japonsko)

ultrazvukova vana VWR Ultrasonic Cleaner (VWR, USA)

ultrazvukovy homogenizator SONOPULS UW 2200 (Bandelin, Némecko)
vertikalni elektroforeticky systém Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad, USA)
vodni lazent GFL 1032 (GFL Gesellschaft fiir Labortechnik, Némecko)
zkumavkovy vortex Reax top (Heidolph Instruments, Némecko)

stolni centrifuga Centrifuge 5424 R a Centrifuge 5702 R (Eppendorf, Némecko)
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stolni centrifuga Heracus Megafuge 16 (Thermo Fisher Scientific, USA)
stolni mixér (Waring Commercial, USA)

minicentrifuga MyFuge Mini (Benchmark Scientific, USA)

pipetor accu-jet-pro (BrandTech Scientific, USA)

zdroj napéti PowerPac Basic (Bio-Rad, USA)

Spotiebni material a ostatni vybaveni

bunééné skrabky (TPP, Svycarsko)

sterilni 96-jamkové desky pro bunééné kultury (TPP, Svycarsko)

sterilni zkumavky o objemu 10 ml a 15 ml (GAMA GROUP, Ceska republika)
sterilni Petriho misky @ 100 mm (TPP, Svycarsko)

sterilni kultivaéni nadoby 75 cm? (TPP, Svycarsko)

sterilni centrifugaéni zkumavky 50 ml (TPP, Svycarsko)

mikrozkumavky 0,5 ml; 1,5 ml; 5 ml (Eppendorf, Némecko)

stiikaCkovy nylonovy filtr Millex-HN s pory 0,45 pm (Merck, Némecko)
nitrocelulosova membrana pro western blot s 0,45um pory (Bio-Rad, USA)
Amicon Ultra 0.5 mL centrifugal filters MWCO 3 kDa (Sigma-Aldrich, Irsko)
kartridz pro extrakci na pevnou fazi — katex: Oasis MCX 6cc (150mg) LP
Extraction Cartridges (Waters, USA)

kartridz pro extrakci na pevnou fazi — anex: Oasis MAX 6c¢c (150mg) LP
Extraction Cartridges (Waters, USA)

kartridz Spe-ed SPE pro extrakci na pevnou fazi, 500 mg/6 ml C18 oktadecyl/18
(Applied Separations, USA)

Biirkerova komiirka

sklenény homogenizator Potterova typu

skalpel

chirurgickeé klesté

béZné laboratorni vybaveni zahrnujici kadinky, odmérné valce, sklenéné tyCinky,

kopiste, chemickeé 1zi¢ky, vazenky apod.

Biologicky material
cerstvé veprové ledviny 8 ks
bunécné linie pochazejici ze zdroje The European Collection of Authenticated Cell
Cultures — ECACC (Velka Britanie) — v zavorce uvedeno katalogové ¢islo ECACC
e MCF7 — bunky prsniho adenokarcinomu (86012803)
o Hela - bunky adenokarcinomu délozniho hrdla (93021013)
o K562 — bunky chronické myelogenni leukemie (89121407)
o CCRF-CEM - bunky akutni lymfoblastické leukemie (85112105)
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e lidské kozni fibroblasty BJ pochazejici ze zdroje The American Type Culture
Collection — ATCC (USA) — katalogové ¢islo CRL-2522
e rostlinny materidl pro extrakci
« violka vonna (Viola odorata L.) — kofen, list, semeno
e vrbka uzkolista (Chamerion angustifolium (L.) Holub) — list a kvét
e udatna lesni (Aruncus vulgaris Rafin) — list a kvét

3.5 Metody

3.5.1 Zpracovani a homogenizace rostlinného materialu

Rostlinny material byl sbiran v ptirodni lokalité vyskytu rostlin (viz Tab. 1). Jednotlivé
organy rostlin byly vypreparovany, v pfipadé kofenii omyty studenou vodou a osuseny
a byly suSeny voln¢ pti pokojové teploté za cirkulace vzduchu. Poté byly za pouziti
mlynku s tfistivym nozem zhomogenizovany na jemny prasek a skladovany ve tmé za

nepfistupu vzduchu.

3.5.2 Priprava rostlinnych extrakti

Homogenni rostlinny material byl v koncentraci 30 mg suché hmoty (dry weight,
DW)-ml? extrahovan 100% MeOH s 0,1% HCOOH nasledujicim postupem.
V mikrozkumavce byl Kk navazce rostlinného materidlu pfidan 100% MeOH
5 0,1% HCOOH a nasledovala homogenizace sklenénymi kulickami pomoci oscila¢niho
mlynu MM 400 (RETSCH, Némecko) (5 min, 27 Hz, laboratorni teplota) a homogenizace
ultrazvukem v ultrazvukové vané (10 min). Nakonec byl homogenat v mikrozkumavkach
centrifugovan (10 min, 13 300 g, laboratorni teplota), a poté byl odebran ptfesny objem
supernatantu, ktery byl pii 37 °C odpafen v dusikové odparce TurboVap Classic LV
(Biotage, Svédsko).

Tab.1 Rostliny a jejich organy vyuzité k extrakci a zkoumani in vitro cytotoxické aktivity
v bunéénych kulturach a inhibiéni aktivity v sodno-draselné ATPase.

Cesky nazev latinsky nazev lokalita
Epilobium angustifolium
syn. Chamerion
angustifolium

Ceska republika,
Bélkovice-Lastany

vrbka izkolista syn.
vrbovka uzkolista

Slovenska republika,
Mala Fatra
Ceska republika,
Bélkovice-Lastany

udatna lesni Aruncus vulgaris

violka vonna Viola odorata
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Tab. 2 Znadeni celkovych rostlinnych extrakti pouzivané v bakalaiské praci.

rostlina pouzity organ — specifikace zkratka pouzivana v praci

vrbka Gzkolista list VUL
(Chamerion angustifolium) kvét VUK
udatna lesni list ULL
(Aruncus vulgaris) kvét ULK

list — modfe kvetouci violka VIOL ML

violka vonna kofen — modfe kvetouci violka VIOL MK

(Viola odorata) list — bile kvetouci violka VIOL BL

semeno — bile kvetouci violka VIOL BS

Odparky extraktl byly dle potieby rozpoustény bud’to v DMSO pro vyuziti v testech
cytotoxicity na vyslednou koncentraci 200 mg DW-ml™, nebo v piislusném roztoku pro
ucely konkrétni separace pomoci extrakce na pevnou fazi (viz kapitola 3.5.3). Pouzivané

znaceni extraktd pomoci zkratek ukazuje Tab. 2.

100% MeOH s 0,1% kyselinou mravenci: 100% MeOH; doplnéna HCOOH na
koncentraci 0,1 % (v/v)

3.5.3  Frakcionace rostlinnych extrakti
Extrakty byly frakcionovany pouzitim extrakce na pevnou fazi (solid phase extraction,
SPE) a ultrafiltrace, aby mohly byt ziskany informace o distribuci inhibi¢ni aktivity
extraktl Vv NKA Vv jednotlivych frakcich, které je mozné vyuzit v navazujici korelacné
metabolomické studii. K SPE separaci slozek extraktu byly vyuzity kolony v podobé
kartridZi pro iontové vyménnou chromatografii (katex a anex) a kolony s reverzni fazi
oktadecylovaného silikagelu (C18), pracovalo se s MeOH v kvalit¢ pro LC-MS
as Milli-Q H20. Odparek extraktu z 30 mg DW ziskany dle postupu popsaného
v kapitole 3.5.2 byl rozpoustén pro ucely SPE vzdy v 1 ml rozpoustédla podle druhu SPE
(viz nizZe), a poté separovan na frakce. Frakcionace ultrafiltraci probihala za pouziti
centrifuga¢niho filtru Amicon Ultra s cut-off hodnotou molekulové hmotnosti 3 kDa.

P11 SPE pomoci katexu (150 mg MCX) byla kolona nejprve promyta a kondicionovéana
12 ml MeOH, nasledovala ekvilibrace 6 ml H20, a pak 6 ml 2% HCOOH v H20. Pot¢é
byl na kolonu nanesen vzorek extraktu rozpustény ve 2% HCOOH v H20. Prvni frakce
(KO0) byla ziskana eluci 5 ml 2% HCOOH v H20. Druha frakce (K1) byla eluovana 4 ml
MeOH a tieti frakce (K2) byla eluovana 4 ml 5% methanolového roztoku NHs.

Pti SPE pomoci anexu (150 mg MAX) byla kolona nejprve promyta a kondicionovana
12 ml MeOH, nasledovala ekvilibrace 6 ml H>0O, a pak 6 ml 5% vodného roztoku NHs.
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Na kolonu byl nanesen vzorek rozpustény v 5% vodném roztoku NHs a 5 ml stejného
rozpoustédla byla provedena eluce prvni frakce (A0). Druhd frakce (A1) byla eluovéna
4 ml MeOH a tteti frakce (A2) byla eluovana 4 ml 2% HCOOH v MeOH.

SPE s kolonou C18 (500 mg C18) byla zahajena promytim a kondicionaci 12 ml
MeOH, nasledovala ekvilibrace 2 ml H>O a byl nanesen vzorek rozpustény v 0,1%
HCOOH v H20. Prvni frakce (CO0) byla eluovana 2 ml 0,1% HCOOH v H20. Nasledovala
postupna eluce 3 ml roztoki MeOH okyselenych 0,1% HCOOH - frakce C1 byla
eluovana 10% okyselenym MeOH, C2 20% okyselenym MeOH, C3 30% okyselenym
MeOH, C5 50% okyselenym MeOH, C6 60% okyselenym MeOH, C7 70% okyselenym
MeOH a nakonec byla provedena eluce frakce C10 100% okyselenym MeOH.

VSechny frakce ziskané pomoci SPE kolonami katex, anex a C18 byly odpafeny pii
37 °C v dusikové odparce TurboVap Classic LV (Biotage, Svédsko) a rozpustény ve
100 pul 20% MeOH okyseleného 0,1% HCOOH a byly skladovany za teploty —80 °C.
Nazvy frakci jsou dale v textu uvadény pod vyse uvedenymi zkratkami (A0—A2, KO-K2,
C1-C3, C5-C7, C10) a je uvazovana koncentrace 300 mg DW-ml?, odpovidajici
rozpusténi pivodni navazky 30 mg DW ve 100 pul 20% MeOH okyseleného
0,1% HCOOH.

Frakcionace ultrafiltraci byla provedena pouze s frakci C2 extraktu VIOL MK. Frakce
VIOL MK C2 byla 10x natedéna ve 20% MeOH do vysledného objemu 300 pl, ktery byl
ultrafiltrovan centrifugacnim Amicon Ultra filtrem, a byly ziskany dvé frakce — ultrafiltrat
(UF) a retentat (RET). K retentatu o menSim objemu, nez mél ultrafiltrat, byl doplnén
20% MeOH tak, aby byl objem retentatu stejny jako ultrafiltratu, diky cemuz mohou byt

frakce v provadénych testech porovnatelné pii stejném fedéni.

2% HCOOH v H20: 2% (v/v) HCOOH v Milli-Q H.O

0,1% HCOOH v H;0: 0,1% (v/v) HCOOH v Milli-Q H.0

2% HCOOH v MeOH: 2% (v/v) HCOOH v MeOH pro LC-MS

5% vodny roztok NHz: 5% (w/v) roztok NHz v Milli-Q H2O

5% methanolovy roztok NHs: 5% (w/v) roztok NHz v MeOH pro LC-MS ptipraveny
fedénim 25% (w/v) vodného roztoku NH3

Sada ruzné koncentrovanych okyselenych roztokiu MeOH: ptislusna v/v koncentrace
MeOH pro LC-MS v Milli-Q H20O; doplnéna HCOOH na koncentraci 0,1 % (v/v)

20% MeOH: 20% (v/v) MeOH pro LC-MS v Milli-Q H20
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3.54  Kaultivace bunék

Kultivace bun¢k probihala v inkubatoru s 5% atmosférou COz, za teploty 37 °C a pfti
100% vzdu$né vlhkosti. Buitky CCRF-CEM byly kultivovany v médiu 20% FS (fetalni
sérum) RPMI 1640, ostatni buniky (HeLa, MCF7, K562 a BJ) byly kultivovany v médiu
10% FS DMEM.

Nédorové linie byly pasdZovany pted dosazenim konfluence (~80% konfluence),
zatimco bunky BJ byly pasazovany po dosazeni konfluence. Adherentni bunky byly
nejprve oplachnuty roztokem EGTA v PBS, poté byly uvolnény ze dna kultivaéni nadoby
pusobenym 0,1% trypsinu, a nasledné splachnuty novym médiem a pievedeny do
zkumavky. Byla provedena centrifugace (5 min, 200 g, laboratorni teplota), supernatant
byl odstranén a pelet bunc¢k byl resuspendovdn v novém médiu. Nésledné byly buiiky
vysety do subkultury v fedéni, které se odvijelo od potieby odbéru bunék pro ucely

experimentd.

10% FS DMEM: 10 g praskového média v 1 | sterilni dH.O (DMEM s nizkym
obsahem glukosy — glukosa 1 000 mg-I%; L-glutamin 1 000 mg-I™ a fenolova &erven);
doplnéno: 10 % (v/v) FS; NaHCOs 3,7 g-I'}; penicilin 100 U/ml; streptomycin
100 pg-mit; 2 mmol-1-t L-glutamin

20% FS RPMI 1640: komer¢ni roztok média RPMI 1640 se stabilizovanym
L-glutaminem; dopInéno: 20 % (v/v) FS; penicilin 100 U-ml; streptomycin 100 pg-ml?
Roztok EGTA v PBS: 13 mmol-It EGTA; 137 mmol-I* NaCl; 2,7 mmol-I"t KCI;
1,5 mmol-It KH2PO4; 6,4 mmol-1I"t Na;HPO4 ve sterilni dH20; pH upraveno pomoci
0,1 mol-I"t NaOH na vyslednou hodnotu 7,2

Roztok 0,1% trypsinu: 0,1% (w/v) trypsin; 74,6 mmol-I"* NaCl; 1,35 mmol-I"t KCI;
0,75 mmol-1"t KH2PO4; 3,2 mmol-1"t NazHPOy4; 6,6 mmol-It EGTA ve sterilni dH20

3.5.,5  Test cytotoxicity — stanoveni bunécné viability resazurinovym
testem

Cytotoxicita testovanych latek byla ve vybranych bunéénych kulturdch stanovovéna
kultivaci bunék a jejich ovlivnénim testovanou latkou v 96-jamkové desce (viz Obr 6).
Testovana latka byla aplikovana v triplikatu Sesti koncentraci ze série trojnasobného
fedéni ve sterilni dH20 a to tak, Ze k 80 pl média s buikami bylo pfidano 20 ul roztoku
testované latky. V piipad€ rostlinnych extraktli byla nejvyssi testovana koncentrace

500 ug DW-ml? (vysledna koncentrace DMSO 0,25 %) a Vv piipadé ouabainu
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Obr.6 Schéma rozvrzeni 96-jamkové desky v testech cytotoxicity. Obvodové jamky
obsahovaly pouze médium (bila); jamky B2-G2 obsahovaly neovlivnéné buiiky piedstavujici
100% rast; oblast 3.-5. sloupce, fady B—G obsahovala bufiky ovlivnéné testovanou latkou v Sesti
koncentracich — nejvyssi koncentrace latky v fadé B, dolti postupny pokles koncentrace v sérii
trojnasobného fedéni az do nejnizsi koncentrace v fadé G, v ramci fady piedstavoval 3.-5. sloupec
triplikat stejné koncentrace latky. Analogicky popis plati i v pfipadé oblasti 6.—8. sloupce, fady
B-G pro druhou testovanou latku a oblasti 9.—11. sloupce, fady B—G pro tfeti testovanou latku.
500 nmol-I"t; 250 nmol-It a 125 nmol-I"1. Testy cytotoxicity, ve kterych je zkoumana
viabilita bunék po inkubaci s testovanou latkou, probihaly 72 h v pfipadé testovani
rostlinnych extraktd a 24 h; 48 h nebo 72 h v ptipadé testovani ouabainu.

24 h pted zahijenim testu byly do 96-jamkové desky vysévany buiky v 80 pl
média/jamka nésledujicim zptisobem. Pro 24h testy bylo vysévano 10 000 bunék/jamka
BJ, HeLa, MCF7 nebo K562 a 30 000 bun¢k/jamka CCRF-CEM. Pro ucely 48h nebo 72h
testi bylo vysévano 5 000 bunék/jamka BJ, HelLa, MCF7 nebo K562
a 15 000 bun¢k/jamka CCRF-CEM. Bunky BJ tvofily v obou koncentracich po
adherovani subkonfluentni vrstvu a proliferovaly, coZ plati 1 v ptipad€é nadorovych linii.
24h; 48h nebo 72h testy s konfluentnimi bunikami BJ byly provedeny v bunkach vysetych
Vv poctu 20 000 bunék/jamka.

Ke stanoveni viability bun¢k byl pouzit resazurinovy test. Je vyuzivano resazurinu
schopného vstupovat do bun€k a aktivniho oxida¢né-redukéniho metabolismus Zivych
bunék. Modfie zbarveny resazurin vykazujici pouze velmi slabou fluorescenci je v zivych
buiikach redukovan zejména plsobenim mitochondridlnich NAD(P)H-dependentnich
oxidoreduktas na rizove zbarveny vysoce fluorescencni resorufin. Intenzita fluorescence
je pfimo umérna poctu zivych bun€k pifi optimalizovaném case inkubace bunék
s resazurinem, ktery se odviji od metabolické aktivity konkrétniho bunééného typu (viz

webové zdroje, Assay Guidance Manual).
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Zasobni roztok sodné soli resazurinu v PBS byl skladovan v temnu pti —20 °C
a s roztokem bylo manipulovéno v zatemnénych nddobach. Do 96-jamkové desky bylo
ptidano 20 ul/jamka zasobniho roztoku resazurinu ke 100 pl roztoku obsahujiciho buriky,
vysledna koncentrace resazurinu v jamkach tedy byla 0,04 mmol-It. Nasledovala
inkubace 3 h, a poté méfeni fluorescence s excitacni vinovou délkou 544 nm pii emisni
vlnové délce 590 nm prostiednictvim readeru mikrotitraénich desek Fluoroskan Ascent
(Labsystems, Finsko).

Pii stanoveni hodnoty stfedni ¢inné koncentrace (ECso) byla vynesena procentualni
bunécna viabilita v triplikatech proti logaritmu koncentrace testované latky a data byla
prolozena logistickou funkci v software OriginPro 9.1 (OriginLab, USA). Hodnota ECso

byla odectena jako koncentrace testované latky pii 50% bunécné viabilité.

Zdasobni roztok sodné soli resazurinu v PBS: 0,25 mmol-I7 sodna stl resazurinu;
137 mmol-I"t NaCl; 2,7 mmol-I"* KCI; 1,5 mmol It KH2PO4; 6,4 mmol-1"t Na2HPOyg; ve
sterilni dH20

3.5.6  Ovlivnéni, sklizeni a lyzace bunék

Ptiprava vzorkd pro analyzu proteinli metodou western blot na pocatku experimentu
zahrnovala vysévani bun¢k K562, ovlivnéni bun¢k ouabainem a jejich nasledné sklizeni
a lyzaci.

Buniky byly vysévany na Petriho misky (@ 100 mm) vzdy 24 h ptfed zahajenim
ovlivnéni ouabainem, mély tak dostatetny ¢as k adaptaci po vyseti. Pro ucely
experimentl S 24h ovlivnénim bylo na Petriho misku vysévano 750 000 bun¢k K562
avpripadé¢ casové kratstho ovlivnéni (6 h, 30 min, 5 min) bylo vysévano
1 500 000 bungk. Protoze K562 jsou jako suspenzni buriky volné v médiu, ouabain byl
ptfidavan pfimo do piivodniho média. Ovlivnéné buiiky byly inkubovany v inkubatoru za
teploty 37 °C v 5% atmosféie CO> pti 100% vlhkosti.

Po ukonceni inkubace byly bunky z Petriho misky sklizeny na ledu do vychlazené
zkumavky. Pfi sklizeni byla pouzita bunééna skrabka k oddéleni bunék od dna Petriho
misky. Petriho miska byla pro zaruceni kompletniho pfevedeni bun¢k do zkumavky
omyta 2 ml vychlazeného PBS, které bylo poté ptidano ke sklizenym burnikam.

Nasledovala centrifugace zkumavek se sklizenymi buiikami (10 min, 1 000 g, 4 °C),
poté byl odstranén supernatant a bunéény pelet byl resuspendovan v 1 ml PBS, aby doslo
k oplachu bun¢k od zbytki média. Poté byla provedena druha centrifugace (10 min,

1000 g, 4 °C), supernatant byl odstranén a buiiky byly v 1 ml PBS pifevedeny do
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mikrozkumavky a byla provedena posledni centrifugace (10 min, 1000 g, 4 °C).
Supernatant byl odstranén a buiiky byly v mikrozkumavce uloZzeny do hlubokomraziciho
boxu pii —80 °C.

Lyze bun¢k byla provedena po vyjmuti z hlubokomraziciho boxu a jejich volném
roztati na ledu ptidanim lyzacniho RIPA pufru a ptisobenim ultrazvukové sondy (45 %
vykonu, 10 s, 3 cykly). Veskera prace probihala na ledu. Podle velikosti bunécného peletu
ziskaného sklizenim bunck z jedné Petriho misky (@ 100 mm) bylo pouzito 30-50 pl
lyza¢niho pufru. Bunécny lyzat v mikrozkumavce byl centrifugovan (20 min, 14 000 g,
4 °C) a supernatant preveden do nové mikrozkumavky za soucasné¢ho odméfeni jeho
objemu.

Koncentrace proteinti v lyzatech byla stanovovana Bradfordovou metodou (Bradford,
1976), jako proteinovy standard pro kalibraéni zavislost byl pouzit bovinni sérovy
albumin (BSA). Do 1 ml Bradfordova ¢inidla byl pfidan 1 pl bunééného lyzatu, vzorek
byl zvortexovan a 10 min inkubovan za laboratorni teploty, poté byla méfena absorbance
pti 595 nm prosttednictvim spektrofotometru UV-1800 (Shimadzu, Japonsko), stanoveni
bylo provadéno v duplikatech. Na zdkladé¢ primérné hodnoty obsahu proteint
Vv bunéénych lyzatech byla srovnana koncentrace proteinti ve vzorcich pridanim
lyza¢niho RIPA pufru na hodnotu vzorku s nejnizsi koncentraci proteint a vzorky byly
zvortexovany.

Ke vzorkiim byl nasledné v mnoZzstvi 1/3 objemu vzorku pfidan 4x Laemmliho pufr
vyuzivany k denaturaci proteinti, kterym zaroven udili zaporny naboj. Poté byly vzorky

zvortexovany a 2 min zahfivany pti 98 °C a uskladnény pii —80 °C.

Zasobni roztok BSA pro kalibraci: 0,1% (w/v) BSA v dH20

PBS: 137 mmol-1* NaCl; 2,7 mmol-1? KCI; 1,5 mmol-1? KHPOs4; 6,4 mmol-1*
Naz;HPOg4; ve sterilni dH20; pH 7,4

RIPA pufr: 20 mmol-17t Tris; 100 mmol-1"* NaCl; 5 mmol-1* EDTA; 2 mmol-1* EGTA:;
0,2% Nonidet P 40; 2 mmol-1"t NaF; 1 mmol-I"t PMSF; 1 mmol-1"* Na;VOs; 2 pg-ml™
aprotinin; 0,5 pg-ml* leupeptin; v dH,0

Bradfordovo cinidlo: 0,01% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250; 4,7% (v/v) EtOH,;
8,5% (v/v) kyselina fosfore¢na; v dH20

4x Laemmliho pufr: komer¢ni roztok po doplnéni 2-ME na koncentraci 10 % (v/v)
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3.5.7 SDS-PAGE a tankovy western blotting

Vzorky proteinovych extrakti skladované pii1 —80 °C byly po roztati za laboratorni teploty
2 min zahfivany pii 98 °C, poté bylo pii provadéni SDS-PAGE na gel nanaseno 30 pg
proteinti a 5 pl proteinového markeru molekulovych hmotnosti (Precision Plus Protein
Dual Color Standards). Pro separaci proteint byl pouzit 5% zaostfovaci gel a 10% nebo
12,5% délici gel. SDS-PAGE probihala 45 min pti konstantnim napéti 80 V, a poté, kdyz
proteiny doputovaly do separac¢niho gelu, bylo konstantni napéti zvySeno na 120 V.

Po dokonceni elektroforetické separace byly proteiny z gelu pieneseny metodou
tankového western blottingu na nitrocelulosovou membranu (pory 0,45 um). Pfi pfenosu
proteint byl blotovaci pufr neustéle chlazen ledem a proud dosahoval konstantni hodnoty
270 mA, ptenos trval 2 h. Nitrocelulosova membréna byla po dokon¢eni pfenosu proteinti
obarvena v roztoku Ponceau S pro vizualizaci pfenesenych proteint a ponechana volné

schnout za laboratorni teploty.

10% APS: 10% (w/v) peroxodisiran amonny v dH>O

10% SDS: 10% (w/v) dodecylsiran sodny v dH20

30% AA + 0,8% Bis: 30% (W/v) AA; 0,08% (wW/v) Bis v dH,0

1 mol-/* Tris-HCI pH 6,8: 1 mol-I? Tris v dH20; pomoci 1 mol-I"t HCI upraveno pH na
hodnotu 6,8

1 mol-Z Tris-HCI pH 8,8: 1 mol-I"! Tris v dH20; pomoci 1 mol-I* HCI upraveno pH na
hodnotu 8,8

5% zaostiovact gel (1 mm, 1x): 420 ul 30% AA + 0,8% Bis; 315 pl 1 mol-I* Tris-HCI
pH 6,8; 1755 ul dH20; 25 ul 10% SDS; 2,5 ul TEMED; 15 pul 10% APS

10% délici gel (1 mm, 1x): 1 563 ul 30% AA + 0,8% Bis; 1 750 pl 1 mol-I"* Tris-HCI
pH 8,8; 1 335 ul dH20; 47 ul 10% SDS; 3,125 ul TEMED: 18,75 ul 10% APS

12,5% délici gel (1 mm, Ix): 1 950 ul 30% AA + 0,8% Bis; 1 750 pl 1 mol-I"t Tris-HCI
pH 8,8; 970 ul dH20; 47 ul 10% SDS; 3,125 ul TEMED; 18,75 ul 10% APS
Elektroforeticky pufr: 25 mmol-1-! Tris; 192 mmol-1-* glycin; 0,1% (w/v) SDS; v dH,0
Blotovaci pufir: 25 mmol-1* Tris; 192 mmol-I* glycin; v dH.0

Roztok Ponceau S: 0,2% (w/v) Ponceau S v 1% (v/v) kyselin¢ octové v dH>O
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3.5.8  Imunodetekce proteini na membrané

Nitrocelulosova membréana obarvena Ponceau S byla nafezdna dle markeru
molekulovych hmotnosti na prouzky obsahujici oblast molekulovych hmotnosti
odpovidajici detekovanému proteinu a prouzky membrany byly odbarveny roztokem
TBS a 1 h blokovéany v blokovacim roztoku 5% mléka, aby doslo k saturaci vazebnych
mist pro proteiny a nedochazelo k nespecifickému navazani protilatek.

Na prouzky membrany byla po ukonceni blokovani nanesena v blokovacim roztoku
zfedéna primarni protilatka. Membrana byla s primarni protilatkou inkubovéna ptes noc
ve vlhké komtirce pii 4 °C. Nasledovalo promyvani membrany po inkubaci s primarni
protilatkou na kyvacce v roztoku TBS a TBS-T (5 min v TBS, 5 min TBS-T, 5 min TBS,
10 min TBS), poté byla membréana inkubovana po dobu 1 h se sekundarni protilatkou
konjugovanou s kienovou peroxidasou (horseradish peroxidase, HPR) zifedénou
Vv blokovacim roztoku, a nakonec byla membrana opét promyvana na kyvacce v roztoku
TBS a TBS-T (10 min v TBS, 5 min TBS-T, 5 min TBS, 10 min TBS). Ob¢ promyvaci
sekvence slouzily k odmyti nespecificky navdzané protilatky, coz usnadiiuje zejména
ptidavek detergentu TWEEN 20 v promyvacim roztoku. Informace o specifi¢nosti,
puvodu a fedéni protilatek ukazuje Tab. 3.

Na promytou membranu s navazanou HPR-konjugovanou sekundarni protilatkou byl
nanesen chemiluminiscenéni luminolovy substrat — podle obsahu detekovaného proteinu
byl pouzit substrat West Femto s detekénim limitem 60 fg nebo substrat West Pico
s detekénim limitem 1 pg. Po Smin inkubaci se substritem HPR byla zahajena detekce
chemiluminiscenéniho signalu v pfistroji LAS-4000 (Fujifilm, Japonsko), obrazovy

zaznam byl zpracovan pomoci programu Multi Gauge 2.2 (Fujifilm, Japonsko).
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Tab. 3

Seznam aplikovanych protilatek a pouzitého fedéni.

. oy e Pouzité
Oznaceni proteinu Nazev proteinu hnl:/([;::]e;(sl':lolzga Pouzgz;gr;:jt;l;tka Vyrobce fedéni
[kDa] J protilatky
Bax protein X asociovany s Bel-2 20 D2E11 / monoklonalni kralici [gG  Co S'gna('gg AT)eChnO'Ogy 1:500
Bcl-2-100 / monoklonalni mysi Sigma-Aldrich
Bcl-2 B-cell lymphoma 2 26 1:500
ymp IgG1 (Némecko)
35+20 A
Il Signaling Technol
CASP7 kaspasa 7 (prokaspasa 7+ polyklonalni krdlici protilitka  _o >0 :J g R echnotogy 1.250
kaspasa 7) (USA)
inhibitor o jaderného 11 Santa Cruz Biotechnology )
IxBa faktoru kappa B 36 C-21/ polyklonalni krali¢i IgG (USA) 1:500
Mcl-1 myeloid cell leukemia-1 40 D35A5/ monloklonalm krali¢i Cell Signaling Technology 1:500
gG (USA)
extracelularnim signalem 42 + 44 et 1 1s s Cell Signaling Technology )
total ERK1/2 regulovand kinasa 12 2 (ERK2 + ERK1) polyklonalni krali¢i protilatka (USA) 1:100
p-ERK1/2
fosforylovana 42 + 44 L
T.ZOZ/Y204 extracelularnim signalem (p-ERK2 + polyklonalni krali¢i protilatka Cell Slgnalg g AT echnology 1:100
(tj. u ERK1, regulovand kinasa 1 a 2 p-ERK1) ( )
T185/Y187 u ERK2)
. ey, Cell Signaling Technology
total Akt proteinkinasa B 60 C67E7 / monoklonalni krali¢i IgG (USA) 1:100
p-Akt fosforylovana S, Cell Signaling Technology )
S473 proteinkinasa B 60 D9E / monoklonalni krali¢i IgG (USA) 1:100
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Tab. 3

Seznam aplikovanych protilatek a pouzitého fedéni (pokracovdni)

., i "y e Pouzité
Omrl N Mol Poui o
P u [kDa] J protilatky
total Src Src kinasa 60 36D10 / monoklondlni kedlici G o S'g”a('Sg AT)eCh”O'Ogy 1:500
p-Src . : D49G4 / monoklonalni kralici ~ Cell Signaling Technology
fosforyl k 1
V416 osforylovana Src kinasa 60 e (USA) 50
. 89 + 116 46D11 / monoklonalni krali¢i Cell Signaling Technology
PARP-1 poly(ADP-ribosa)polymerasa-1 (velky fragment + rotiltka USA 1:250
plna délka PARP-1) P (USA)
: , . D20 / monoklonalni krali¢i Cell Signaling Technology )
total pRb retinoblastomovy protein 110 protilétka (USA) 1:500
p-pRb fosforylovany retinoblastomovy 110 D20B12 / monoklonélni krali¢i ~ Cell Signaling Technology 1500
S807/5811 protein 19G (USA) '
S . 110 . Cell Signaling Technol
PI3K fosfatidylinositol-3-kinasa (podjednotka p1100) C73F8 / monoklonalni krali¢i IgG ¢ lgna(llJn g A)ec notogy 1:250
. . o Sigma-Aldrich
a-tubulin a-tubulin 50 DM1A / monoklonalni mysi IgG1 . 1:500
(Némecko)
. Il Signaling Technol
Hspa0 protein teplotniho Soku 90 90 C45G5 / monoklondlni krdlici 1eG S'g”a(:j‘g A)ec nology 4:500
SWAR §W|ne antl—rabb_lt B HRP-konJug_at praseci protilatky  Cell Signaling Technology 1:1 000
immunoglobulin anti-kralici Ig (USA)
RAM rabbit anti-mouse B HRP-konjugat krali¢i protilatky ~ Cell Signaling Technology 1:5 000

immunoglobulin

anti-mysi Ig

(USA)




TBS: 20 mmol-I-* Tris; 137 mmol-I"t NaCl; v dH.0; pH upraveno pomoci koncentrované
HCI na vyslednou hodnotu 7,6

TBS-T: 20 mmol-I7* Tris; 150 mmol-I"* NaCl; 0,05% (v/v) TWEEN 20; v dH:0;
pH upraveno pomoci koncentrované HCI na vyslednou hodnotu 7,6

Blokovaci roztok: 5% (w/v) nizkotu¢né susené kravské mléko v TBS s 0,05% (v/v)
TWEEN 20

chemiluminiscencni substrdat West Femto: 1:1 smichané roztoky z Kitu SuperSignal West
Femto Maximum Sensitivity Substrate (1:1 roztok stabilizovaného peroxidu
a luminolového HRP substratu)

chemiluminiscencni substrat West Pico: 1:1 smichané roztoky z kitu SuperSignal West
Pico PLUS Chemiluminiscent Substrate (1:1 roztok stabilizovaného peroxidu

a luminolového HRP substratu)

3.5.9 lzolace sodno-draselné ATPasy
Izolace NKA byla s tpravami provedena podle protokolu Fedosova (2016) (detaily
rozpracovany ve star$i praci Klodos et al., (2002)). Pfiprava roztoki probihala za
laboratorni teploty a iprava jejich pH po vychlazeni na 4 °C. Izolace NKA byla provedena
Vv chladové mistnosti pii 4 °C a pouzivané laboratorni vybaveni mélo stejnou teplotu.
Osm kusu prasecich ledvin pfepravenych z jatek na led¢ bylo pficné nakrijeno
skalpelem na platky o tloustce 0,5-1 cm, ze kterych byla vypreparovana pomoci
chirurgickych klesti vnéjsi cast diené. Vypreparovana dien byla skalpelem dale rozfezana
na mensi ¢asti za sou¢asného odstraniovani tukové tkadn¢ a dale byla uchovavana na ledu
ponoiena v pufru 1 v objemovém poméru 1:1. Nasledné byl odlit pufrla jeden
hmotnostni dil tkdné¢ samotné byl smichan se tfemi hmotnostnimi dily pufru 2 (z toho
25 hm% tekuty pufr 2 a 75 hm% pufr 2 ve form¢ ledovych kostek). Poté byla provedena
homogenizace smési nékolika kratkymi pulzy ve vychlazeném stolnim mixéru, a pak
prostiednictvim homogenizatoru Potterova typu pétindsobnym projetim pistem.
Homogenat byl dale centrifugovan (20 min, 3 700 g, 4 °C) za zisku supernatantu S1,
ktery byl uchovan na ledu, a peletu P1. Pelet P1 byl resuspendovan v objemovém poméru
1:1 v pufru 2 a stejnym mnozstvim pufru 2 byly vymyty centrifugacni kyvety a pufr 2
z oplachu byl pfidan k resuspendovanému peletu P1 — vyslednd smés byla stejnym
postupem homogenizovdna pomoci homogenizatoru Potterova typu. Nasledovala
centrifugace (20 min, 3700 g, 4 °C) podruhé zhomogenizované tkan¢ za zisku

supernatantu S2 a peletu P2. Supernatant S2 byl pfidan k supernatantu S1 a pelet P2 byl
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odstranén. Smes supernatanti S1+S2 byla centrifugovana (20 min, 3 700 g, 4 °C), ¢imz
byl ziskan dale na ledu uchovavany supernatant S3 a pelet P3, ktery byl odstranén.
Supernatant S3 byl podroben ultracentrifugaci (40 min, 38 000 g, 4 °C) za zisku
supernatantu S4 a peletu P4. V tomto pifipadé byl odstranén supernatant S4, zatimco
pelet P4 byl resuspendovan ve 30 ml pufru 2, a dale stejnym postupem homogenizovan
pomoci homogenizatoru Potterova typu. Tak byla ziskana mikrosomalni frakce, ve které
byla stanovena koncentrace proteintit metodou dle Bradford (1976) s upravami (zaména
EtOH za MeOH). Jedna ¢ast mikrosomalni frakce byla po tpravé koncentrace proteini
na pozadovanou hodnotu rozalikvotovana pro ti¢ely dlouhodobého skladovani pti —80 °C
(mozné az nékolik mésicti) a pro potieby méfeni s NKA v mikrosomalni frakci. Z druhé

¢asti mikrosomalni frakce byla dale purifikovana NKA (viz nésledujici kapitola 3.5.10).

Pufr 1: 30 mmol-I? L-histidin; 250 mmol-I"* sacharosa; v dH20; pH upraveno pomoci
1 mol-I"t HCI na vyslednou hodnotu 7,3

Pufr 2: 25 mmol-I"* imidazol; 250 mmol-I"! sacharosa; 1 mmol-I"t EDTA; v dH.0;
pH upraveno pomoci 1 mol-1"t HCI na vyslednou hodnotu 7,4

Upravené Bradfordovo cinidlo: 0,01% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250; 5% (v/v)
MeOH,; 8,5% (v/v) kyselina fosfore¢na; v dH20

1% BSA pro kalibraci: 1% (w/v) BSA v dH20

3.5.10 Optimalizace koncentrace SDS a purifikace sodno-draselné
ATPasy z mikrosomii

Ziskané mikrosomy mohou byt za pouziti detergentu SDS dale solubilizovany a pomoci
v ¢asti mikrosomalni frakce byla upravena na koncentraci 4,6 mg-ml* pfidanim pufru 2.
Bylo pripraveno celkem 14 vzorki o objemu 100 pul, které tvofilo vzdy 80 pl
mikrosomalni frakce s koncentraci proteinii 4,6 mg-ml™® a 20 ul roztoku riizné
koncentrovaného SDS (roztoky SDS piipraveny dle Tab. 4).

Vzorky mikrosomalnich frakci a roztoki SDS o danych koncentracich byly 15 h
inkubovany za teploty 20 °C, a nasledné byla zmétena ATPasova aktivita NKA v kazdém
ze vzorka (viz kapitola 3.5.12) a byla vztaZzena na celkovy obsah proteint. Poté byl
sestrojen graf zavislosti specifické ATPasové aktivity mikrosomalni frakce na obsahu
SDS (viz Obr. 7) a z n¢j byla odeétena hodnota koncentrace SDS, pii které byla specificka
ATPasova aktivita nejvyssi, coz bylo 0,07% SDS.
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Tab. 4 Piiprava roztoki SDS fedénim 1% SDS pufrem 2.

Cislo vzorku i oncentrace SDS Objem 1% SDS Objem pufru 2

s [% (wiv)] [n1] el
: 5 0 1000
2 0,10 100 900
3 0,20 200 800
4 0,30 300 700
5 0,35 350 650
6 0,40 400 600
7 0,45 450 530
8 0,50 500 500
9 0,55 550 450
10 0,60 600 400
11 0,65 650 350
12 0,70 700 300
13 0,75 750 250
14 0,80 800 200

20

“ e \E

rcs
=
S
2
4
S
\©
3T
8> 10
&S_

o
<35
T E 5.
S 3
g =2
(&]
(]
o
(7]

. ) {I\A

I I
0,00 002 004 006 008 0,10 0,212 0,14 0,16

koncentrace SDS v mikrosomalni frakci
[% (WiV)]

Obr.7  Graf zavislosti specifické ATPasové aktivity mikrosomalni frakce po 15h inkubaci pfi
20 °C na koncentraci SDS. Koncentrace SDS 0,07% (w/v) odpovidajici vrcholu kiivky byla
zvolena jako optimalni. (n = 4, kromé 0,06; 0,09; 0,10; 0,11; 0,12 %, kde n = 3).

Ve zbylé casti mikrosomalni frakce byla koncentrace proteintl pufrem 2 upravena na
hodnotu 4,6 mg-ml™ a koncentrace SDS byla doplnéna na optimalizovanou hodnotu
0,07 % (w/v). Nasledovala inkubace 15 h pii 20 °C za souc¢asného michani o rychlosti
150 RPM na magnetické michacce. Po oSetfeni mikrosomi SDS byla aktivovana

mikrosomalni frakce podrobena promyvacim kroklim prostiednictvim péti kol
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ultracentrifugaci (50 min, 127 000 g, 4 °C), supernatant byl vzdy odstranén a pelet byl
resuspendovan ve vychlazeném pufru 3. Posledni resuspendovani peletu bylo provedeno
v 10 ml pufru 3 a byl stanoven obsah proteini a specifickd ATPasova aktivita, na zakladé
&ehoz byl vyizolovany protein nafedén na koncentraci 1 mg-ml 2, rozalikvotovan po 1 ml
a ulozen do —80 °C. Tim byla ziskana purifikovand NKA, jejiz Cistota byla stanovena
pomoci SDS-PAGE (viz nasledujici kapitola 3.5.11).

Pufr 2: 25 mmol-1" imidazol; 250 mmol I sacharosa; 1 mmol-I* EDTA; v dH:0;
pH upraveno pomoci 1mol-I* HCI na vyslednou hodnotu 7,4

Pufr 3: 20 mmol-I"? L-histidin; 250 mmol-1"* sacharosa; 0,9 mmol-1* EDTA; v dH20;
pH upraveno pomoci 1 mol-1"t HCI na vyslednou hodnotu 7,0

1% SDS: 1% (w/v) SDS v pufru 2

1% BSA pro kalibraci: 1% (w/v) BSA v dH.0O

3.5.11 Stanoveni Cistoty vyizolované sodno-draselné ATPasy metodou
SDS-PAGE

Cistota vyizolované NKA byla stanovena metodou SDS-PAGE vyhodnocovanou
barvenim proteini v gelu stfibrem nebo Coomassie Brilliant Blue G-250 s naslednou
denzitometrii.

Metoda SDS-PAGE byla popsana v kapitole 3.5.7. Na gel bylo nanaSeno 34,5 ug
proteinli mikrosomalni frakce a 7,5 pg proteint frakce purifikované NKA a 5 ul standardu
molekulovych hmotnostni (PageRuler Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kDa). Po
rozseparovani proteini metodou SDS-PAGE byly proteiny barveny stiibrem za pouziti
komer¢niho kitu dle navodu poskytovaného vyrobcem (metoda dle tdaji vyrobce
dosahuje citlivosti 0,1 ng-mm™2 pro BSA). V druhém piipadé byla pouzita metoda barveni
proteind barvivem Coomassie Brilliant Blue G-250, ktera dosahuje niZzsi citlivosti.

Zaznam gell S obarvenymi proteiny a denzitometrické vyhodnoceni byly provedeny

pfistrojem Amersham Imager 600 (GE Healthcare Bio-Science AB, Svédsko).

Roztok pro barveni gelu stiibrem: ptipraveno dle komeréniho kitu ProteoSilver Silver
Stain Kit

Barvici roztok Coomassie Brilliant Blue G-250: 0,01% (w/v) Coomassie Brilliant Blue
G-250; 5% (v/v) MeOH; 8,5% (v/v) kyselina fosfore¢na; v dH>0O

47



3.5.12 Upravena Baginského metoda méreni ATPasové aktivity
Aktivita NKA byla méfena pomoci Baginského metody (Baginski et al., 1967)
s pravami dle Cariani et al. (2004) spocivajicimi v nahradé arsenitanu sodného za méné
toxicky citrat bismutity. Modifikovand Baginského metoda stanoveni fosfati je
spektrofotometricka metoda, ve které je méfena absorbance molybdenové modii pfi
710 nm. Pomoci kalibra¢ni funkce stanovené meétfenim s hydrogenfosfore¢nanem
draselnym je poté kvantifikovan obsah fosfath ve vzorku, z ¢ehoz je mozné zjistit
ATPasovou aktivitu NKA.

ATPasova aktivita NKA je na konci inkubace za podminek vhodnych pro
enzymatickou reakci inhibovana snizenim pH, ¢ehoz je docileno pfidavkem kyseliny
chlorovodikové (roztok 2). Reakci ATPasovou aktivitou vyprodukovaného fosfatu
a molybdenanu amonného vzniké kyselina fosfomolybdenova, ktera je redukci kyselinou
askorbovou pfevedena na molybdenovou modf. Inhibujici roztok 2 kromé kyseliny
chlorovodikové zaroven obsahuje komponenty nutné pro zahdjeni barveni, tedy
molybdenan amonny a kyselinu askorbovou. Barevny produkt je stabilizovan ptidavkem
citratu bismutitého (roztoku 3), ktery zaroveil zvysuje citlivost metody zintenzivnénim
zbarveni fosfomolybdatu jeho redukci a zamezuje vzniku dalS$i molybdenové modre,
protoze vyvaze nezreagovany molybdenan do formy bliZze necharakterizovanych Mo-Bi
sloucenin, nejspiSe smésnych oxidli rozpustnych za nizkého pH. Barevny produkt je
stabilni v fadu hodin. Za podminek bez pfitomnosti citratu bismutitého by molybdenan
dale reagoval s fosfatem uvolnénym neenzymatickou hydrolyzou ATP, takze by vyvoj
zbarveni pokracoval, a v disledku by doSlo k nadhodnoceni koncentrace fosfati ve
vzorku po ukonéeni enzymatické reakce (Cariani et al., 2004).

Mnozstvi fosfatu vyprodukovaného ATPasovou aktivitou pouze NKA je zjisténo jako
rozdil mnoZstvi fosfatu vyprodukovaného reakci bez pfitomnosti inhibitoru a reakci za
pfitomnosti vysoce selektivniho inhibitoru NKA ouabainu. Vzorek obsahujici
vyizolovany enzym totiz mize obsahovat i dal§i ATPasy izolované z tkané zaroven
s NKA, které také hydrolyzuji ATP. Navic i sam vzorek obsahuje fosfaty pochazejici at’
uz z pivodni biologické tkan¢, nebo vznikajici neenzymatickou hydrolyzou piidané¢ho
ATP. Paralelnim métenim ATPasové aktivity stejnych vzorkl obsahujicich navic ouabain
se tak stanovi mnozstvi pravé téchto fosfatt, které nejsou specifickym produktem
ATPasové aktivity NKA.

Meéieni probihalo v mikrotitracni desce za laboratorni teploty, pro ptipravu roztokl
byla pouzita Milli-Q H20 a pipetovani v samotném méteni bylo provadéno ru¢né nebo
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za pouziti automatické pipetovaci stanice Freedom EVO (Tecan, Svycarsko). V méfeni

ATPasové aktivity pii izolaci NKA byla ATPasova reakce zahajena piidanim enzymu do

reakéni smési. Po 6min prubéhu ATPasové reakce doslo k jejimu zastaveni piidanim

roztoku 2, nasledoval vyvoj barevného produktu po dobu 8 min, a poté¢ bylo ukonceno

barveni pfidanim roztoku 3. Absorbance barevného produktu byla méfena pfi 710 nm

prostfednictvim readeru mikrotitracnich desek Synergy Mx (BioTek, USA). Postup

méieni pii stanovovani enzymové aktivity pii izolaci NKA shrnuji nasledujici body:

1)

2)
3)
4)
5)
6)
7)

Napipetovano 48 ul ATPasového pufru obsahujiciho ATP nebo ouabainového
pufru obsahujiciho ATP

Piidani 2 pl roztoku vyizolovaného enzymu s koncentraci proteindi 1 mg-ml?
Inkubace 6 min

Ptidano 75 pl roztoku 2

Inkubace 8 min

Ptidano 125 pul roztoku 3

Absorbance méfena pii 710 nm

V pfipad€é méteni inhibi¢ni aktivity zkoumanych rostlinnych extrakti a jejich frakci

pfedchazela zahajeni ATPasové reakce Smin inkubace enzymu s testovanou latkou

0 dané koncentraci a ATPasova reakce byla zahajovana ptidanim ATP. Konkrétni postup

meéfeni pifi stanovovani inhibi¢ni aktivity testovanych latek shrnuji nasledujici kroky:

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)

Napipetovano 20 pl roztoku NKA nebo roztoku NKA s ouabainem
Pfidano 10 pl roztoku testované latky fedéné v Milli-Q H20
Inkubace 5 min

Piidano 20 pl 7,5 mmol-1t ATP

Inkubace 6 min

Ptidano 75 pl roztoku 2

Inkubace 8 min

Ptidano 125 pl roztoku 3

Absorbance méfena pii 710 nm

Finalni reakéni smés s testovanou latkou o dané koncentraci, resp. finalni reakéni smés

pfi méfeni ATPasové aktivity pfi izolaci NKA méla celkovy objem 50 pl a obsahovala

3 mmol-I* ATP; 3 mmol-1"* MgCly; 130 mmol-I"* NaCl; 20 mmol-1"* KCI; 30 mmol-I™

imidazol a vyizolovany enzym s koncentraci proteinti 0,04 mg-ml a v pfipadé méfeni

za ptitomnosti inhibitoru i 200 pmol-1"* ouabain.
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Pro vytvoreni kalibra¢ni funkce byl aplikovan postup, kdy bylo k 50 ul vody
obsahujicim 0; 2,5; 5; 10; 17,5; 25; 30 nebo 37,5 nmol KoHPO4 pfidano 75 pl roztoku 2,
nasledovala inkubace 8 min, a poté bylo pfidano 125 ul roztoku 3. Nakonec byla zméfena

absorbance piti 710 nm.

ATPasovy pufi obsahujici ATP: 3 mmol-1"t ATP; 4 mmol-1t MgCl,; 130 mmol-1"* NaCl;
20 mmol-1"t KCI; 30 mmol-1"t imidazol; v Milli-Q Hz0; pH 7,2

Ouabainovy pufi obsahujici ATP: 3 mmol-I7 ATP; 4 mmol-1"* MgClz; 130 mmol-1*
NaCl; 20 mmol-1"* KCI; 30 mmol-1? imidazol; 500 pmol-1* ouabain; v Milli-Q H-O;
pH 7,2

ATPasovy pufir 1,25x: 162,5 mmol-1"? NaCl; 25 mmol-1"? KCI; 3,75 mmol-1"t MgCly;
37,5 mmol-1"t imidazol; v Milli-Q H2O; pH 7,2

Roztok NKA: 1,25x ATPasovy pufr obsahujici vyizolovany enzym s koncentraci
proteint 0,04 mg-ml ™

Roztok NKA souabainem: 1,25x ATPasovy pufr obsahujici vyizolovany enzym
s koncentraci proteinti 0,04 mg-ml ! a 500 umol-1"* ouabainu

Roztok 7,5 mmol-I't ATP: 7,5 mmol-1"t ATP v 1,25x ATPasovém pufru (alikvoty pro
jedno pouziti skladované pii —20 °C)

Roztok 1: 10% (w/v) molybdenan amonny tetrahydrat v Milli-Q H2O (vzdy ptipraven
novy roztok)

Roztok 2: 4,4% (w/v) HCI; 2,86% SDS (w/v); 0,16 mol-I'! kyselina L-askorbov;
0,5% (w/v) molybdenan amonny tetrahydrat (doplnén nakonec ptidanim roztoku 1);
v Milli-Q H20 (vzdy ptipraven novy roztok)

Roztok 3: 88 mmol-1? citrat bismutity; 163 mmol-1? citrat sodny; 4,4% (w/v) HCI;
v Milli-Q H20 (skladovano v zatemnéné lahvi pii 4 °C)
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4  VYSLEDKY A DISKUSE

V praktické ¢asti bakalaiské prace byly provedeny vybrané experimenty, které byly
soucasti rozsahlejsiho vyzkumu biologické aktivity rostlinnych extrakti provadéného
v Laboratofi ristovych regulatora disponujici rozsahlou knihovnou extrakt ptirodnich
produktii. Rozsiteni této knihovny o nové polozky bylo soucasti ptipravy na bakalaiskou
préci a na zakladé prizkumu aktivity desitek druhti extraktd byly dale vybrany pouze tfi
rostlinné druhy — vrbka tzkolistd, udatna lesni a violka vonna, kterym se bylo vénovano
V této praci.

Na Oddeéleni biofyziky UP byla provedena izolace sodno-draselné ATPasy (NKA) pro
ucely méteni ATPasové aktivity NKA v pfitomnosti zkoumanych rostlinnych extrakti.
V piipadé extrakti tfi zminénych rostlinnych druhti byla zkoumana také jejich
cytotoxicita a byla provedena jejich frakcionace s naslednym sledovanim distribuce
inhibi¢ni aktivity v NKA mezi jednotlivé frakce. Dale byl studovan kardenolid ouabain
jako modelova latka, vysoce selektivni inhibitor NKA, z hlediska jeho cytotoxického
pusobeni v bunéénych liniich a byl sledovan vliv ouabainu na proteiny ucastnici se

signdlnich drah souvisejicich s NKA v linii chronické myelogenni leukemie K562.

4.1 lzolace sodno-draselné ATPasy

Stanoveni Cistoty vyizolované NKA bylo provedeno metodou SDS-PAGE s barvenim
proteinti v gelu stiibrem nebo Coomassie Brilliant Blue G-250 (viz Obr. 8). Procentualni
Cistota vyizolované NKA byla spocitana jako soucet procentualniho zastoupeni ploch
bandt odpovidajicich dimeru aff, podjednotce a a podjednotce 3 z celkové plochy vSech
bandu drahy 6, resp. 7 (vyjadieno jako pramér vzorkd z drahy 6 a 7). Jedna se o orientacni
stanoveni Cistoty, protoze bez provedeni imunodetekce neni zcela jasné, které vSechny
bandy odpovidaji podjednotce B s riznym rozsahem glykosylace, ¢imz je pravdépodobné
Cistota mirné podhodnocena. Literatura uvadi zde pfi vyhodnoceni uvazovany rozsah
molekulové hmotnosti podjednotky B v zavislosti na mife glykosylace 35-55 kDa
(Hundal et al., 1993; Lingrel a Kuntzweiler, 1994). Gel barveny Coomassie Brilliant Blue
G-250 byl nedopatfenim roztrzen, doslo vSak pouze Kk naruSeni oblasti, ktera nebyla

denzitometricky vyhodnocovana.
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A) Stribro B) Coomassie Brilliant Blue G-250
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Obr.8  Vyhodnoceni SDS-PAGE barvenim proteinti A) stiibrem a B) Coomassie Brilliant Blue
G-250. drdahy: 1 a 2 — mikrosomy nové, 3 a 4 — mikrosomy 1 rok star¢, 5 a 6 — purifikovana
sodno-draselna ATPasa (NKA) nova, 7 a 8 — purifikovana NKA 0,5 roku stara, 9 a 10 —
purifikovana NKA 1 rok stara. Zluté ramecky ukazuji oblasti vyskytu bandii of dimeru NKA
(~ [112 + 55] kDa), podjednotky a (112 kDa) a podjednotky B (55 a 35 kDa).

Drahy 1 a 2 obsahuji mikrosomy vyizolované v rdmci této bakalaiské prace a drahy
3 a 4 obsahuji mikrosomy z piedchozi izolace NKA (nanaseno vzdy 34,5 pg proteint).
Oproti draham 5-10 s nanesenou vyizolovanou frakci NKA je vidét intenzivni zabarveni
drah s mikrosomalnimi frakcemi znacici velky obsah znecist'ujicich proteint. Intenzitu
zbarveni vSak nelze porovnavat piimo, protoze na drahy 5-10 bylo nanaSeno mensi
mnozstvi proteint (7,5 pg proteint frakce purifikované NKA).

Drahy 5-10 obsahuji méné bandii oproti mikrosomalnim frakcim, coz je patrné i pii
citlivéjsim barveni proteint stéibrem, a to znaci uspésné provedeni promyvacich kroki.
Pti téchto krocich byla k mikrosomalni frakci pfidana nalezena optimalni koncentrace
SDS a nasledovala série ultracentrifugaci, pfi kterych se z mikrosomalni frakce odmyvaly
znec€ist'ujici proteiny a mikrosomy byly solubilizovany — pii tomto purifika¢nim kroku je
dalezity fakt, ze NKA je pomérné rezistentni vuci denaturaci zptsobované SDS
(lvanov et al., 2004).

Pfi porovnani Cistoty NKA vyizolované v ramci bakalafské prace (drahy 5-6) s pil
roku (drahy 7-8) a rok (drahy 9—10) starymi izolaty Ize vidét, Ze protein ma stfedni Cistotu
vzhledem k star$im vzorkim. Novy izolat ma vyraznéjsi bandy prislusejici NKA oproti
pul roku starému vzorku a zaroven je méné zneCistény nez rok stary vzorek. Barvenim
stiibrem byla ¢istota nove vyizolované purifikované NKA (drahy 6 a 7) denzitometricky
stanovena jako 69 + 7 % a barvenim Coomassie Brilliant Blue G-250 jako 66 + 6 %.
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4.2  Inhibi¢ni G¢inek vybranych rostlinnych extrakti a jejich frakci
na ATPasovou aktivitu sodno-draselné ATPasy

V ramci rozsifovani knihovny extrakt a pribézného testovani biologické aktivity byly
vybrany extrakty tfi rostlinnych druhti inhibujici ATPasovou aktivitu NKA pro
podrobnéjsi vyzkum. Jednalo se o druhy udatna lesni (Aruncus vulgaris), vrbka tizkolista
(Chamerion angustifolium) a violka vonna (Viola odorata). Literarni reSerSe nepotvrdila,
7e by bylo doposud publikovano méfeni prokazujici inhibici ATPasové aktivity NKA
studovanymi extrakty. Pouze v pfipad¢ vrbky je v listech popséna pfitomnost kyseliny
ursolové a oleanové, které jsou jiz znamymi mirnymi inhibitory NKA (Glen et al., 1967,
Chen et al., 2010).

Inhibi¢ni aktivitu celkovych MeOH extraktti ukazuje Obr. 9. Extrakty VUL (vrbka

uzkolista, list) a VUK (vrbka uzkolista, kvét) maji v obou testovanych koncentracich
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Obr.9 Inhibice ATPasové aktivity NKA rostlinnymi celkovymi MeOH extrakty.
VUL: vrbka uzkolista, list; VUK: wvrbka uzkolistd, kvét; ULL: wudatna lesni, list;
ULK: udatna lesni, kvét; VIOL: violka vonna — BL: bile kvetouci, list / BS: bile kvetouci,
semeno / ML: modfe kvetouci, list / MK: modie kvetouci, kofen. (pramér + SD; n = 4).
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podobnou inhibi¢ni aktivitu. Pro dalsi analyzu SPE frakcionaci byl vybran extrakt VUL

inhibujici NKA pti koncentraci 50 ng DW-ml™ na 14 + 5 % relativni ATPasové aktivity.

V piipadé extrakti ULL (udatna lesni, list) a ULK (udatna lesni, kvét) vykazuje vyssi
inhibi¢ni aktivitu extrakt ULK (800 png DW-mlI~ inhibuje NKA na hodnotou 29 + 15 %

relativni aktivity), ktery byl proto vybran pro dalsi analyzu SPE frakcionaci. Ze vzorki

extrakt violky vonné ATPasovou aktivitu nejvice inhibuje vzorek VIOL MK (violka

vonna, modie kvetouci, kofen), ktery redukuje ATPasovou aktivitu na 19 £ 5 % oproti

kontrole pii koncentraci 800 pg DW-ml™, a proto byl vybran pro dalsi analyzu SPE

frakcionaci.

Nejprve byla s vybranymi celkovymi extrakty provedena SPE frakcionace za pouziti

pevné faze reverzni faze C18 a byly zméfeny inhibi¢ni aktivity frakci. V ptipad€ vSech

extraktl byla zachovéana aktivita i po frakcionaci a byla pozorovana jednoznaéna

tendence zadrzeni aktivity v urCitych frakcich. Tento fakt otvird cestu pro dal$i mozné

analyzy pfistupem korela¢ni metabolomiky s cilem identifikovat v extraktech G¢inné

latky s inhibicni aktivitou.

PiedbéZnou analyzou extraktu VUL frakcionaci prostfednictvim extrakce kapalina-

kapalina (vysledky nejsou prezentovany) bylo zjiSténo, Ze inhibi¢ni aktivita extraktu je

zadrzovana pouze v polarnich frakcich. Na zakladé téchto piredbéznych vysledkt byla

tedy provedena SPE frakcionace s reverzni fazi C18 pouze prvni sadou eluentti (C0-C3)

a nakonec byla SPE kolona vymyta 100% MeOH (C10). Pfi dostate¢ném ztfedéni frakci

bylo zjisténo, Ze aktivita je zadrzovana zejména ve frakcich C1 a C2 obsahujicich

semipolarni latky zadrzované na kolon¢ a eluované 10%, resp. 20% MeOH (viz Obr. 10).
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Obr. 10 Inhibice ATPasové aktivity NKA frakcemi MeOH extraktu VUL (vrbka tzkolista, list)
ziskanymi SPE frakcionaci pomoci pevné faze reverzni faze C18. Postupné fedéni ukazuje, ze
inhibiéni aktivita je koncentrovana do frakci C1 a C2. (primér = SD; n = 4).
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Nejvice inhibovala ATPasovou aktivitu NKA frakce C2, kterd pti zfedéni na koncentraci
15 pg DW-ml* snizila relativni ATPasovou aktivitu na hodnotu 38 + 4 %.

ve vzorcich C3 a C5 (600 ug DW-ml™?), ato 56 + 14 %, resp. 59 £ 16 % (viz Obr. 11).
Eluéni profil inhibi¢ni aktivity je v piipadé extraktu ULK plynulejsi, dochazi
k zadrzovani potencialniho semipolarniho inhibitoru na kolon¢ a jeho eluci zejména 30%
a 50% MeOH. Uginné frakce extraktu ULK vykazovaly nejnizsi inhibi¢ni aktivitu ze
vSech ucinnych frakei tfi vybranych studovanych extraktt.

Z extrakta VUL, ULK a VIOL MK byl na zédklad¢ méfeni inhibi¢ni aktivity C18-frakci
vybran extrakt VIOL MK pro dal§i analyzu. Rozhodnuti bylo ucinéno na zéklad¢
zfetelného zadrZeni inhibi¢ni aktivity ve frakci VIOL MK C2, coZz miZe naznacovat
mozny inhibi¢ni vliv chemického individua namisto komplexni smési riznych latek.
V ptipadé synergického ptisobeni vice latek najednou totiz pii frakcionaci dochazi
dasledkem separace synergizujicich latek Casto ke ztraté aktivity, coz u extraktt neni
pozorovano, a naopak zde dochazi k vyraznému zakoncentrovani aktivity ve frakci VIOL
MK C2 (2 +2 % relativni aktivity NKA pii koncentraci 600 pg DW-ml?). Frakce C2
obecné obsahuje semipolarni latky zadrzované na kolong¢, které se z ni eluuji 20% MeOH.
Podrobngjsi analyza extraktu VIOL MK zahrnovala dalsi frakcionaci metodou SPE
s pevnou fazi katex a aneX, dale byla pouzita frakcionace ultrafiltraci za pouziti ultrafiltrii

Amicon Ultra (MWCO 3 kDa) — grafy aktivit téchto frakci jsou ukazany na Obr. 12.
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Obr. 11 Inhibice ATPasové aktivity NKA frakcemi MeOH extraktu ULK (udatna lesni, kvét)
ziskanymi SPE frakcionaci pomoci pevné faze reverzni faze CI18. Inhibi¢ni aktivita je
koncentrovana do frakci C3 a C5. (pramér + SD; n = 4).
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Obr. 12 Inhibice ATPasové aktivity NKA frakcemi MeOH extraktu VIOL MK (violka vonna,
modfe kvetouci, kofen). vlevo: inhibi¢ni aktivita frakci ziskanych SPE frakcionaci pomoci reverzni
faze C18 (C), katexu (K) a anexu (A) — Inhibi¢ni aktivita je koncentrovana ve frakcich C2 a K2.
vpravo: inhibicni aktivita frakci VIOL MK C2 ziskanych ultrafiltraci — Inhibi¢ni aktivita je
zadrzovana v retentatu (RET), zatimco ultrafiltrat (UF) je méné aktivni. (pramér + SD; n = 4).
C18-frakce VIOL MK C2 byla dale frakcionovana pomoci ultrafiltrit Amicon Ultra
a byly ziskany dvé nové frakce — ultrafiltrat (VIOL MK C2 UF) a retentat (VIOL MK C2
RET). Jak je ukazano na Obr. 12, doslo k zadrzeni inhibi¢ni aktivity v retentatu.
PredbéZné vysledky necilené analyzy UHPLC-QTOF-MS obou frakci (data nejsou
soucasti bakalaiské prace) ovSem u ultrafiltri Amicon Ultra prokazaly, ze oproti cut-off
hodnoté 3 kDa deklarované vyrobcem dochazi k zadrZeni pocetné skupiny latek s vyrazné
menSi molekulovou hmotnosti v retentatu. Vysledky meéfeni aktivit ultrafiltratu

a retentatu tedy nemusi poukazovat na to, ze potencialni inhibitor obsazeny v extraktu je

vysokomolekuléarni latkou.

4.3  Cytotoxicka aktivita vybranych rostlinnych extrakta

Byla stanovena stfedni uc¢innd koncentrace (ECsp) vybranych rostlinnych extrakti,
tj. VUL, ULK a VIOL MK, v testech cytotoxického ucinku (viz Tab. 5). Extrakty byly
testovany V sérii trojnasobného fedéni celkem o Sesti koncentracich s nejvyssi dosaZzenou
koncentraci extraktu 500 ug DW-ml™ a inkubace extraktu v bunéénych kulturach byla
72 h. Pouzité bunééné kultury byly odvozeny od lidskych koznich fibroblastia (BJ),
chronické myelogenni leukemie (K562), akutni lymfoblastické leukemie (CCRF-CEM),

cervikalniho adenokarcinomu (HeLa) a prsniho adenokarcinomu (MCF7).
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Tab.5 Stiedni u¢inna koncentrace (ECso) extraktti v testech cytotoxického uéinku po 72h
inkubaci v bunéénych kulturach lidskych koznich fibroblastii (BJ), chronické myelogenni
leukemie (K562), akutni lymfoblastické leukemie (CCRF-CEM), cervikalniho adenokarcinomu
(HeLa) a prsniho adenokarcinomu (MCF7). VUL: vrbka tizkolista, list; ULK: udatna lesni, kvét;
VIOL MK: violka vonna, modie kvetouci, list. (pramér £+ SD; n = 2; biologicky replikat).

bun&éna kultura a ECso [ug DW-mlI™] v 72h testu

extrakt BJ K562  CCRF-CEM HeLa MCE7
VUL 200+ 12 134+ 58 16003 80+ 21 113+17

ULK >500 >500 76 £ 18 >500 >500

VIOL MK >500 >500 >500 >500 >500

Extrakt VIOL MK nebyl do koncentrace 500 pug DW-ml?t cytotoxicky. Vyssi
koncentrace extraktu nebyly testovany, protoze hodnoty ECso extrakti ve vysokych
koncentracich, jako jsou stovky pug DW-ml?, jiZz nejsou obydejné povazovany za
biologicky zajimavé, nebot' se jedna o koncentrace piiliS vysoké — latka v téchto
koncentracich cCasto vykazuje nespecifickou cytotoxicitu i v nenadorovych liniich
a vysoké hodnoty koncentraci latek nejsou mnohdy realné dosazitelné in vivo. V riiznych
organech violek vSak byl prokazan obsah cytotoxickych cyklickych peptidi — cyklotidi,
na které se upira pozornost moderniho vyzkumu (Trabi a Craik, 2004; Parsley et al., 2018).

Extrakt ULK byl cytotoxicky pouze v linii CCRF-CEM (ECso 76 + 18 ug DW-ml™?),
nevykazoval cytotoxicitu pro adherentni buiiky (BJ, HeLa a MCF7) a ani pro druhou ze
zastoupenych suspenznich linii, K562. Pisobeni ULK je tedy nejspi§ zaloZeno na jinych
faktorech nez téch, které odliSuji suspenzni a adherentni bunééné linie (jedna se naptiklad
0 vétsi povrch suspenznich buné€k a jejich obecné vyssi citlivost ke zménam vnéjSiho
prostiedi). Pozitivnim vysledkem je, Ze ULK neni cytotoxicky pro nenddorové buiiky BJ.

V praci Han et al., (2012) byla zjisténa cytotoxicka aktivita dichlormethanové frakce
extraktu udatny lesni v fadu desitek pg-ml™? v bunéénych liniich T-lymfocytarnich
leukemii Jurkat, akutni myelogenni leukemie HL60 a nadorové linie kolorektalniho
karcinomu a karcinomu prsu, dale také nebyla zjisténa toxicita v nenadorovych prsnich
epitelovych buiikach. Mechanismem cytotoxického ucinku je indukce apoptosy a jako
ucinna latka byl ve frakci identifikovdn aruncin B, jehoZz struktura byla pozdéji
revidovana (Ribaucourt a Hodgson, 2016). V ramci bakalaiské prace nebyla zjisténa
cytotoxicita ULK v nenadorovych bunkach BJ ani v linii K562, ktera se 1isi od HL60
aJurkat linie expresi fuzni kinasy BCR-ABL (Chai et al., 2011). Apoptosa vyvolana
stejnou latkou miize mit jiny mechanismus v liniich myelogennich leukemii K562 a HL60,
jak bylo zjisténo napiiklad u inhibitoru proteasomu bortezomibu (Klikova et al., 2015).

Stejné tak citlivost leukemickych linii na pisobeni flavonoidii a mechanismus ovlivnéni
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bunééného cyklu flavonoidy, jako je kvercetin nebo kaempferol, které udatna lesni
obsahuje (Fusani et al., 2016), se napfi¢ leukemickymi liniemi 1i$i Vv zavislosti na
bunééném typu (Sak a Everaus, 2017).

Z udatny lesni byly izolovany latky cytotoxické v liniich HeLa a MCF7, nebo pouze
V jedné z t&chto linii v koncentracich jednotek az desitek pmol-It (Vo et al., 2014).
K extrakci vSak byla vyuzita celd nadzemni ¢ast rostliny a jako rozpoustédlo byl vyuzit
EtOH a tyto latky byly izolovany z n-butanolové frakce extraktu. Oproti tomu v této
bakalarské praci je studovan cytotoxicky ucinek extraktu pouze z kvétu, ktery tyto
cytotoxické latky nemusi obsahovat, nebo je obsahuje v mensi mife. Navic je k extrakci
vyuzit vice polarni MeOH a extrahované latky ani déle nejsou zakoncentrovany do frakci
nepolarnich rozpoustédel, proto se mohou extrahovat hife a jejich obsah bude
V testovaném extraktu ziejmé rozdilny. To muize byt pfi¢inou, pro¢ nebyla v bakalaiské
praci zjisténa cytotoxicita v liniich HeLa a MCF7. Nebyly nalezeny vyzkumy
soustied’ujici se na cytotoxicky ucinek extraktu z kvétt udatny lesni, coz znemoziuje
dostatecné srovnani vysledkli zméfenych v bakaldiské praci s literaturou. Je vSak
pravdépodobné, Ze v kvétech rostliny se nachazeji obsahové latky v jinych koncentracich
nebo latky zcela odlisné nez v ¢asto zkoumanych extraktech celé nadzemni ¢asti a mozny
je i vyskyt selektivné cytotoxickych slou¢enin, jak naznacuje i srovnani s pracemi Vo et
al. (2014) a Han et al. (2012), které u nékterych obsahovych latek selektivitu v ptisobeni
dokumentuyji.

Nejvice cytotoxicky byl extrakt VUL, u kterého bylo mozné stanovit ECsp za danych
(80 + 21 pg DW-ml ™). Signifikantni toxicita extraktu nadzemni &asti vrbky uzkolisté
Vv linit MCF7 po 24h, 48h nebo 72h inkubaci byla prokazana u koncentraci v fadu stovek
pg-ml?t v praci Maruska et al. (2017). Ve studii Vitalone et al. (2003) je porovnavan
cytotoxicky ucinek extraktl tfi druhli vrbky ve ¢tyfech bunéénych kulturach, z cehoz
pouze dvé jsou nadorové a hodnoty ICsp extraktd se pohybuji v nadorovych
i nenadorovych liniich v fadech desitek az stovek pg-ml™. Studie naznacuje
souvislost cytotoxicity s obsahem makrocyklického ellagotaninu oenotheinu B se
zdokumentovanou cytotoxicitou z ptedchozich praci (Miyamoto et al., 1993; Sakagami
et al., 2000).

Dalsi studie prokazuji cytotoxické ptisobeni extrakti vrbky uzkolisté i v nadorovych
liniich neuroblastomu SK-N-SK a adenokarcinomu prostaty LNCaP a PC-3 nebo

hepatocelularniho karcinomu HepG?2 (Stolarczyk et al., 2013; Kiss et al., 2006; Ostrovska
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et al., 2017). Soucasny vyzkum se stale zaméfuje na vyuziti vrbky tzkolisté v 1é¢bé
benigni hyperplasie prostaty (Deng et al., 2019; Piwowarski et al., 2017), jak plyne
z vyuziti vrbky v lidovém Ié¢itelstvi (Granica et al., 2014).

V této bakalarské praci je dokumentovana ve vSech péti pouzitych bunécnych
kulturach viibec poprvé cytotoxicita extraktu vrbky uzkolisté. Dale také literatura uvadi
cytotoxické pusobeni i v jinych bunéénych typech, jak bylo popsano vyse. Tato fakta
mohou byt podnétem pro dal$i zaméfeni vyzkumu nejen specificky na oblast nadori
prostaty a benigni hyperplasii prostaty, ale také na obecné mechanismy cytotoxického
pusobeni extraktii vrbky uzkolisté s cilem nalézt obsahové latky odpovédné za tento
ucinek. Zajimavé by bylo porovnat vysledky se studiemi s prostatickymi bunikami, zda je

hlavni G¢innou slozkou také oenothein B, ¢i jind obsahova latka.

4.4  Cytotoxicka aktivita ouabainu
V ramci bakalaiské prace byla v testech cytotoxického u€inku v adherentnich
a suspenznich buné¢nych liniich stanovena stfedni Gi¢inna koncentrace (ECso) ouabainu
jako modelové latky, znamého inhibitoru NKA (viz Tab. 6). Ouabain je 1é¢ivo schvalené
v né€kolika zemich pro 1écbu srde¢niho selhdni a arytmie. Je studovano jeho cytotoxické
pusobeni v mnoha bunéénych modelech (Johansson et al., 2001; Bielawski et al., 2006;
Hallbook et al., 2011; Alonso et al., 2013; Trenti et al., 2014; Meng et al., 2016).
Ouabain byl testovan v sérii trojnasobného fedéni o Sesti koncentracich s nejvyssi
dosazenou koncentraci 500 nmol-1-%, 250 nmol-I™* nebo 125 nmol-I™. Inkubace ouabainu
v bunéénych kulturach byla 24 h, 48 h nebo 72 h. Pouzité bunécné kultury byly odvozeny
od lidskych koznich fibroblasta (BJ), chronické myelogenni leukemie (K562), akutni
lymfoblastické leukemie (CCRF-CEM), cervikalniho adenokarcinomu (HeLa) a prsniho
adenokarcinomu (MCF7).

Tab. 6  Stfedni u¢inna koncentrace (ECso) ouabainu v testech cytotoxického ti¢inku po 24h, 48h
nebo 72h inkubaci v bunéfnych kulturach lidskych koznich fibroblastd (BJ), chronické
myelogenni leukemie (K562), akutni lymfoblastické leukemie (CCRF-CEM), cervikalniho
adenokarcinomu (HeLa) a prsniho adenokarcinomu (MCF7). BJ konflu. — bunky BIJ
Vv konfluentnim stavu; BJ subkonflu. — bunky BJ v subkonfluentnim stavu. (pramér + SD; n = 2;
biologicky replikat).

buné&¢na kultura a ECso [nmol-1-]

Inkubacni
BJ BJ CCRF-
doba konflu. subkonflu. K562 CEM Hel.a MCF7
24 h >500 >500 >500 97+ 10 117+ 4 93+ 4
48 h >500 57 +35 78 £2 45+ 3 40+0,8 50+0,3
72 h >500 37+0,8 60£2 45+ 4 62+3 40+ 2
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Po 24h inkubaci za danych podminek nebyla ECso méfitelnd v bunécnych kulturach
BJ a K562, zatimco linie CCRF-CEM, HelLa a MCF7 reagovaly na oSetfeni ouabainem
citlivéji a hodnota ECsp se pohybovala okolo 100 nmol-I"t. Nejvétsi rozdil v ECso byl
zaznamenan po 48h inkubaci, nasledn¢ se po 72h inkubaci hodnota ECsg snizila jiz
s men$im rozdilem oproti 48h ECso, coz zna¢i nastup cytotoxického ucinku zejména do
casového intervalu 48 h.

V piipadé konfluentnich bunék BJ nebylo hodnoty ECso dosazeno, coz znaci jejich
rezistenci vic¢i ouabainu oproti subkonfluentnim buitkam BJ. Konfluentni bunky BJ se
nachdzeji v Go fazi bunécného cyklu navozené kontaktni inhibici a o bunkach v této fazi
je obecn¢ zndma jejich vyssi rezistence k toxintim, coz je problém zejména v piipade
nadorovych kmenovych bunék (Grant a Cook, 2017). Konfluentni fibroblasty také
v mensi mife syntetizuji DNA, RNA a proteiny, méni se také mechanismy intracelularni
degradace proteinl, z cehoz prirozené plyne odlisnd reaktivita konfluentnich
a subkonfluentnich fibroblasti na vnéj$i podnéty, jako je naptiklad plisobeni toxinu
(Levine et al., 1965; Zhang et al., 2017).

V praci Mankovitz et al. (1974) je v koznich fibroblastech dosazena po étyfech dech
ECso ouabainu 18-50 nmol-1"%. V této bakalafské praci byla zméfena v subkonfluentnich
fibroblastech hodnota ECso ouabainu po 72h inkubaci 37 + 0,8 nmol-1"t. V jiné studii
provadéné ve fibroblastech bylo potvrzeno antiapoptotické ptisobeni nizké koncentrace
ouabainu (30 nmol-1?) a proapoptotické plisobeni vysokych koncentraci ouabainu (nad
300 nmol-1"Y). Jako mechanismus bunééné smrti je identifikovana apoptosa a dale je
detekovdna zvysena intracelularni koncentrace Ca®* iontdl a aktivace kaspasy 3
(Winnicka et al., 2010).

V linii K562 bylo v této bakalaiské praci dosazeno hodnoty ECso az po 48h, resp. 72h
inkubaci s ouabainem, a to 78 + 2 nmol-1'%, resp. 60 + 2 nmol-1"%. Ve studii Feng et al.
(2016) je uvadéna v linii K562 hodnota ICso ouabainu 127 + 31 nmol-1" po 24h inkubaci
a 63 =+ 15 nmol 1"t po 48h inkubaci, dale je popsana indukce apoptosy ouabainem a po
24h plisobeni 100 nmol-1"* ouabainu neni detekovén fragment $tépené kaspasy 3 ani 8,
avSak je zaznamenano Stépeni poly(ADP-ribosa)polymerasy (PARP). Hodnota
cytotoxicity ouabainu po 48 h uvedend v této studii je podobna hodnoté zjisténé
Vv bakalaiské praci. Naopak ve studii Umebayashi et al. (2003) neni dosazeno 50% sniZeni
poétu bunék linie K562 ani po 72h inkubaci se 100 nmol 1" ouabainem, zato je detekovan

signifikantni nartist poctu bunék se snizenou ploidii.
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V bakalaiské praci byla naméfena v linii CCRF-CEM hodnota 72h ECso
ouabainu 0,045 + 0,005 pmol-I"t, coz je hodnota blizka vysledkiim publikovanym ve
studiich Hallbook et al. (2011) nebo Johansson et al. (2001), kde je uvadéna 72h ICso
0,04 pmol-I72, resp. 0,057 umol-I.

V linii HeLa byl v literatuie popsan proproliferacni ucinek nizkych koncentraci
ouabainu (do 10 nmol-I"* pti 48h inkubaci), naopak pii 72h inkubaci s koncentraci
ouabainu nad 10 nmol-I? jsou detekovany morfologické zmény bunék spojené
S apoptosou a je prokdzana indukce apoptosy mitochondrialni cestou skrze uvolnéni
cytochromu ¢ do cytoplasmy a dochazi ke S$té€peni kaspasy 3 a 9, ICso ouabainu je
18 nmol-I"! po 96h inkubaci (Ramirez-Ortega et al., 2006). Tento vysledek neni piimo
porovnatelny s hodnotami ECsg uvadénymi v bakalarské praci, protoZe testy probihaly
pouze s maximalni inkubaci 72 h. V bakalaiské praci bylo zjisténo zvySeni hodnoty
72h ECsp oproti 48h ECsg, to 1ze povazovat nejspi§ za projev rezistence, nebo pouze
artefakt, coz by bylo nutné podrobit ovéteni v dalsi sadé testa.

V dalsi studii je pti koncentraci ouabainu 300 nmol-I! po 24 h detekovano
51,7 + 6,7 % apoptotickych HelLa bun¢k, a to je blizké hodnoté ECso (Alonso et al.,
2013). V bakalaiské praci byla zmétena hodnota ECso po 24h inkubaci HelLa bun¢k
s ouabainem 117 + 4 nmol-I"t. V citované studii Alonso et al. (2013) se dale jako
mechanismus cytotoxického u€inku ouabainu v Hela builkich prokazala apoptosa
spojena s uvolnénim cytochromu ¢ a aktivaci kaspas 3, 7 a 9 v souladu s ptedchozi studii
Ramirez-Ortega et al. (2006). V praci je dale nastinéna moznost pfimé interakce ouabainu
S mitochondriemi, coz je podpofeno pozorovanou remodelaci mitochondrialni sité
a fluorescencni kolokalizaci ouabainu a mitochondrii.

Ve studii Bielawski et al. (2006) je v linii MCF7 uvadéna hodnota 24h ICso
ouabainu 130 + 2 nmol-I?, zatimco v bakalaiské praci byla zjisténa hodnota
93 + 4 nmol-I"1. V préci Clifford a Kaplan (2013) je uvedeno, ze proliferace bunék MCF7
po 24 h nebyla ovlivnéna ouabainem do koncentrace 3 pmol-I-, coz je v rozporu s prvng
citovanou praci Bielawski et al. (2006) a také s hodnotou ziskanou v ramci bakalarské
prace, kde je jiz za koncentrace ouabainu 100 nmol-I" zméfeno piiblizné poloviéni
mnozstvi bun¢k oproti kontrole. V této bakalaiské praci je zméfena 48h ECso ouabainu
50 + 0,3 nmol-I! blizka hodnot& uvedené v praci Calderon-Montafio et al. (2014), a to
39,3 + 1,0 nmol-I! — jednd se tedy také o daldi praci potvrzujici cytotoxicky uéinek

ouabainu v linii MCF7.
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4.5  Vliv ouabainu na hladinu vybranych proteinii zapojenych do
apoptosy nebo regulace bunééného cyklu v linii K562

Jako modelova latka, znamy inhibitor NKA, byl v experimentech Vv suspenzni bunécné
linii K562 odvozené od chronické myelogenni leukemie zkouman ouabain.
Bylo sledovano pisobeni riznych koncentraci ouabainu (1 nmol-1l, 10 nmol-1?
a 100 nmol-I™Y) v bunééné linii K562 pii kratké inkubaci (5 min a 30 min) a pfi dlouhé
inkubaci (6 ha 24 h). Cilem bylo vytvofit model, na kterém by bylo mozné v navazujicim
vyzkumu testovat, zda aktivni frakce rostlinnych extrakti nebo jejich obsahové latky
vyvolavaji podobnou bunéénou odezvu na urovni proteint jako jiz znamy inhibitor NKA,
ouabain. Dalsim cilem bylo najit proteiny vyznamné ovliviiované ptisobenim ouabainu,
na které by bylo mozné se zaméfit v navazujicich experimentech s dal§imi bunéénymi
liniemi. Vysledky experimentt v bunééné linii K562 shrnuje Obr. 13.

Nejvyssi testovana koncentrace ouabainu, 100 nmol-1%, nepfesahovala hodnotu ECsg
cytotoxického ucinku ouabainu, takze nedochézelo k neptiznivym vliviim v disledku
velké miry cytotoxicity, coz napiiklad umozni sledovat pocatky apoptosy na urovni
iniciace signalnich drah (viz kapitola 4.4 — ECsg ouabainu Vv linii K562 ptesahuje hodnotu
nejvyssi testované koncentrace 500 nmol-1™Y). Imunodetekce byla zaméfena na nékteré
proteiny ovliviiované ptisobenim ouabainu, jak je diskutovano Vv teoretické ¢asti prace
(viz kapitola 2.2.2).

Nejvyraznéjsi znamky apoptosy jsou detekovany pii piisobeni koncentrace ouabainu
100 nmol-I"t po ¢as 24 h. Dochazi ke snizeni fosforylace retinoblastomového proteinu
(pRb). V ptipadé, ze je pRb hyperfosforylovan, je umoznén piechod bunék z faze
buné¢ného cyklu Gi do faze S, a tim je podpofena bunééna proliferace (Hossain et al.,
2018). Snizeni fosforylace pRb Ize tedy vnimat za antiproliferacni mechanismus ptisobeni
ouabainu. Je snizena také fosforylace extracelularnim signalem regulované kinasy 1 a 2
(ERK1/2), ktera opét ve fosforylované formé ptisobi proproliferaéné (Roskoski, 2019).
Detekovan je kaspasovy fragment kaspasy 7 (CASP7) svédcici o proteolytické aktivaci
prokaspasy 7. Aktivovana CASP7 S§tépenim svych mnoha riznorodych substratd
(proteiny regulujici apoptosu, cytoskelet, buné¢ny cyklus atd.) navozuje programovanou
bunéénou smrt (Timmer a Salvesen, 2007). Jednim ze substrati CASP7 je
I poly(ADP-ribosa)polymerasa-1 (PARP-1), jejiz St€peni je v souladu s pozorovanou
aktivaci CASP7 detekovano (Boucher et al., 2012). Proteolyticka deaktivace PARP-1
umoziuje upravou energetickych pomérti v buiice sméfovat procesy bunééné smrti

k apoptose misto potencialni nekrozy (Nguewa et al., 2003). Jako posledni ovlivnény
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protein za téchto podminek je detekovan antiapoptoticky ¢len rodiny Bcl-2 proteint —
myeloid cell leukemia-1 (Mcl-1), ktery je také substratem kaspas a jehoz hladina je
snizena (Herrant et al., 2004). Celkové tedy analyza proteint po 24h pusobeni ouabainu
v koncentraci 100 nmol-1"* prokazuje jeho proapoptoticky ucinek.

Vyznamné snizeni hladiny Mcl-1 v buiikach plicniho karcinomu dokéaze navozovat
ouabain jiz v koncentraci 0,5 nmol-1 (Chanvorachote a Pongrakhananon, 2013) a ke

stejnému dramatickému snizeni doslo i1 v buitkach HL60 pfi ovlivnéni ouabainem jiz

HL60 je odvozena od akutni formy myelogenni leukemie, zatimco v bakalaiské praci

pouzitd linie K562 je odvozena od chronické formy tohoto nadoru (viz také diskuse

5 min 30 min 6h 24 h
OUA (nmol-I1) OUA (nmol-I-1) OUA (nmol-I) OUA (nmol-I1)
Kont. 1 10 100 Kent. 7 30 100 Komt. 1 10 100 Kont. T g 100
p-pRb o ' . .

(5807/5811) ““- e v 8 50 || g sy @ || G— o
total pRb | A A S e [ (B | [ ] [ - |
p-ERK1/2 v A—— s S —— ———

(T202/Y204) ' i e e || — — — —

total ERK1/2 (N M e e e w

p-Akt L
otal Akt | ——— | | SRmreeR o amae— | e |
i | ——— | | e
(Y416) - S— T — — | — ——
total Src — . ‘i— — - ——— —— — @I
A-tubulin | e | | e——— o — | | o o | —— o—
—— D — — | i — e e dEED
PARP-1
R
5 po—— ——— e anad —— ’- —
CASP7
Mcl-1 |————| |-.‘-| |——-—-—| |_-—- |
BC'-2|.—- — — | P g |-___._- | o . i
Bax — . — - e - —— . ————— —— — —
IkBa |——- | |“---| | R — - | |¢———-q|

PIBK (P1100) | e s s e | S——— — — — — -~ —

T B N Er—————r—————

Obr. 13 Zaznam imunodetekce proteini v bunécné linii K562 ovlivnéné ouabainem
v koncentracich 1 nmol-I, 10 nmol-I* a 100 nmol-I* po dobu 5 min, 30 min, 6 h a 24 h.
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v kapitole 4.4). Jak po 6h, tak i po 24h ovlivnéni bunék K562 ouabainem v koncentraci
100 nmol-1"? je patrny pokles hladiny Mcl-1, jak ukazuji vysledky bakalaské prace. To
muZe naznacovat stejny mechanismus regulace Mcl-1 v obou liniich. V rdmci navazujici
prace by bylo vhodné se zam¢fit také na regulaci Mcl-1 v adherentnich, ptfipadné dalSich
suspenznich liniich ovlivnénych ouabainem, aby mohla byt porovnana senzitivita
riznych bunéénych typti na ptisobeni ouabainu, ktera by se mohla zna¢né lisit, jak je vidét
pii porovnani vlastnich vysledku s praci Chanvorachote a Pongrakhananon (2013).

Ve vyse jiz citované praci Tailler et al. (2012) je pii ¢asovém experimentu prokazano
$tépeni PARP-1 v buiikich HL60 ovlivnénych ouabainem v koncentraci 100 nmol 1™ az
v experimentech v bakalafské praci dochazi ke §t€épeni PARP-1 azZ pfi nejdelSim case
inkubace, 24 h, zatimco po 6 h neni $tépeni detekovano. V praci Tailler et al. (2012)
degradace PARP-1 koreluje se $tépenim prokaspasy 3 a zde méfeni podobné prokazuje
aktivaci CASP7, pficemz PARP-1 je substratem jak CASP3, tak i CASP7 (Boucher et al.,
2012). Taktéz v bunétné linii K562 po 24h inkubaci s ouabainem v koncentraci
100 nmol-1"? je detekovano §tépeni PARP ve studii Feng et al. (2016), ve které se vsak
soucasn¢ neprokazala proteolyticka aktivace CASP3 a CASPS.

U antiapoptotického proteinu Bcl-2 a proapoptotického proteinu Bax neni mozné
vyvodit jednoznacny zavér, jakym zplsobem jsou tyto proteiny ovlivilovany. Zatimco pii
5min inkubaci bunék s ouabainem se jevi, ze hladina obou proteini ve skupiné
s koncentraci ouabainu 100 nmol-I mirné kles4, tak po 30min inkubaci zase vzriista
hladina Bax v ovlivnénych skupinach, zejména ve skupiné s ouabainem v koncentraci
100 nmol-1"%. Po 6h inkubaci zase v zavislosti na koncentraci ouabainu klesa hladina
Bcl-2 i Bax a po 24 h nejsou oba proteiny ovlivnény. Dal$imi experimenty by bylo nutné
tyto trendy potvrdit, nebo vyvratit, ptipadné provést analyzu dalSich proteini, které by
regulaci Bax a Bcl-2 vysvétlily. Vzhledem k nejednoznacnosti vysledkt ziskanych
Vv bakalarské praci a k rozdilnym podminkam publikovanych experimentd (viz literarni
reSerSe v kapitole 2.2.2) neni mozné provést porovnani vysledka s literaturou uvadéjici
Vv riznych bunéénych modelech vliv jak antiapoptoticky (Golden a Martin, 2006; Sibarov
et al., 2012; Kinoshita et al., 2014), tak i proapoptoticky (Meng et al., 2016; Venugopal
a Blanco, 2016; Luo et al., 2018).

Jednoznacny trend nebylo mozné vysledovat ani v piipad¢ fosforylace ERK1/2, zato
Vv pfipadé dalSich proteinkinas Src a Akt byla pozorovéna zvySujici se mira fosforylace

oproti kontrole ve ouabainem ovlivnénych skupinach po 30min inkubaci.
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ERK-dependentni aktivace Akt byla po 15min inkubaci S ouabainem o koncentraci
10 nmol 1! prokézana napiiklad v praci Khundmiri et al. (2007) v buiikach proximalnich
tubuli. Ve této studii byla detekovana za stejnych podminek i zvySena fosforylace
ERK1/2, ve vysledcich bakalaiské prace vSak tento efekt neni po Smin ani po 30min
ovlivnéni bun¢k K562 pozorovan. Opét v bunkach proximalnich tubult byla zjistovana
také ¢asova zavislost aktivace Akt ouabainem o koncentraci 10 nmol-1 a bylo zjisténo,
ze k aktivaci dochazi v nejvétsi mire praveé po 15min stimulaci, avSak signifikantni mira
aktivace byla zaznamenana i po 5 min nebo 30 min (Khundmiri et al., 2006). Ve
vysledcich bakalarské prace 1ze vidét z 5min a z 30min inkubace aktivaci Akt fosforylaci
pouze v piipad¢ 30min inkubace.

Celkova hladina katalytické podjednotky a fosfatidylinositol-3-kinasy (PI13K p110a)
nebyla ouabainem vyznamné ovlivnéna a v pfipad¢ inhibitoru o jaderné¢ho faktoru
kappa B (IxBa) doslo k mirnému poklesu jeho hladiny v oSetfenych skupinach pouze po
Smin ovlivnéni bun€k. VétSina publikovanych vyzkuma se zaméiuje na regulaci IxB
v fadu hodin a je zaznamenavan pokles hladiny inhibitoru (Li et al., 2006; Kawamoto et
al., 2012; Tailler et al., 2012), pficemz v téchto Casech z vysledkt bakalaiské prace
nebyly zmény v hlading IkBa Vv linii K562 pozorovany a podobny vyzkum studujici vliv
ouabainu na hladinu IkBa v minutovych intervalech se nepodatilo pfi literarni resersi
dohledat.

Jako nejvice ucinna z hlediska proapoptotického vlivu se tedy jevi koncentrace
ouabainu 100 nmol-1"? pii 24h ovlivnéni bunék. Proapoptoticky vliv ouabainu je mozné
za téchto podminek sledovat v aktivaci CASP7, §tépeni PARP-1, snizeni hladiny p-pRb
a Mcl-1. Nejvyssi vliv na Casto studované proteinkinasy Src a Akt ve smyslu zvySeni
jejich fosforylace je mozné pozorovat po 30min inkubaci s ouabainem a regulace kinasy
ERK1/2 je nejednoznacna. Vliv ouabainu na proteiny Bax a Bcl-2 se 1isi v zavislosti na
koncentraci ouabainu i Case — pro podrobné&jsi osvétleni regulace téchto proteinti
ouabainem by bylo tfeba ud¢lat rozsahlejsi experimenty. Ke snizeni hladiny IxkBa dochazi

pouze po Smin inkubaci bunék s ouabainem.
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5 ZAVER

V bakalarské praci je rozebran vyznam sodno-draselné ATPasy (NKA) z hlediska jeji
transportni funkce dulezité pro fyziologii a signalizaéni funkce s potencidlem
farmakologického cileni pomoci inhibitord NKA, o kterych je také podrobnéji
pojednavano. V teoretické casti prace je piedlozen fytochemicky rozbor rostlinnych
druhi violka vonna (Viola odorata L.), udatna lesni (Aruncus vulgaris Rafin) a vrbka
uzkolista (Chamerion angustifolium (L.) Holub). Z provedené literarni reserSe vyplyva,
ze doposud nebyla popsana inhibi¢ni aktivita v NKA u extraktd téchto rostlin, pouze
v ptipad¢ vrbky byla v listech objevena kyselina ursolovd a oleanova s mirnym
inhibi¢nim G¢inkem v NKA.

V praktické Casti byla uspésné provedena izolace NKA z prasecich ledvin a byla
pfipravena knihovna rostlinnych extrakt, ze kterych byly vybrany extrakty vyse
zminénych rostlin inhibujici ATPasovou aktivitu NKA. Tyto extrakty byly poté
frakcionovany extrakci na pevnou fazi s naslednou eluci jednotlivych frakei, ptipadné
byla provedena frakcionace pomoci ultrafiltrii. Uspé$né byl ziskan profil inhibi¢ni
aktivity ve frakcich extraktt, coz je zaklad pro korelaéné metabolomickou analyzu, ktera
bude pfedmétem navazujici prdce a umozni identifikaci potencidlnich kandidatnich
molekul nesoucich inhibi¢ni aktivitu.

Dale byl popsan cytotoxicky ucinek celkovych extrakti zminénych rostlin (testovano
do 500 pg DW-ml?) a znamého inhibitoru NKA ouabainu (testovano do 500 nmol-1?%)
V bunéénych kulturdch odvozenych od lidskych koznich fibroblastl (BJ), chronické
myelogenni leukemie (K562), akutni lymfoblastické Ileukemie (CCRF-CEM),
cervikédlniho adenokarcinomu (HeLa) a prsniho adenokarcinomu (MCF7). V ptipadé
extraktu z listd vrbky byla prokdzana cytotoxicita ve vSech bunéénych kulturach,
u extraktu z kvétd udatny pouze v linii CCRF-CEM a extrakt z kofene violky nebyl
cytotoxicky. Cytotoxicita ouabainu byla po 24h inkubaci prokazana v bunéénych liniich
CCRF-CEM, HeLa a MCF7, zatimco po 48h a 72h inkubaci byl ouabain cytotoxicky ve
vSech bunéénych kulturdch. Pouze konfluentni buiky BJ byly odolné proti
cytotoxickému ucinku ouabainu Vv pripadé vsech tii inkubaci. Nakonec byl také studovan
Vv zavislosti na ¢ase a koncentraci vliv ouabainu na hladinu vybranych signalnich
a apoptotickych proteinti v bunécné linii K562. Proteinové markery probihajici apoptosy
byly detekovany po 24h inkubaci bun&k s ouabainem v koncentraci 100 nmol-17?2,

k ovlivnéni proteint p-Akt, p-Src, IkBa, Bax, Bcl-2 doslo v kratsich inkubacnich ¢asech.
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7 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AA
AP-1
APS
Bax
Bcl-2
Bis
BSA
CASP7
CTS
DMEM
DTT
DW
ECso
EGFR
ERK1/2
FRET

FS
HPR
Hsp90
ICs0
IxBa
IP3R
MAPK
Mcl-1
2-ME
NF-xB
NKA
PARP-1
PBS
PI3K
PMSF
pRb
RAM
RPMI 1640
SPE
SWAR
Tris

akrylamid

aktivatorovy protein 1

ammonium persulfate — peroxodisiran amonny
protein X asociovany s Bcl-2

B-cell lymphoma 2

N,N'-methylenbisakrylamid

bovinni sérovy albumin

kaspasa 7

cardiotonic steroids — kardiotonické steroidy
Dulbeccovo modifikované Eaglovo médium
dithiothreitol

dry weight — sucha hmota

sttedni G¢inn4 koncentrace

receptor pro epidermalni rastovy faktor
extracelularnim signalem regulovana kinasa 1 a 2
fluorescence resonance energy transfer — fluorescen¢ni rezonanéni
pfenos energie

fetalni bovinni sérum

horseradish peroxidase — kienova peroxidasa
protein teplotniho Soku 90

sttedni inhibi¢ni koncentrace

inhibitor a jaderného faktoru kappa B

receptor pro inositol-1,4,5-tris(fosfat)
mitogenem aktivovana protein kinasa

myeloid cell leukemia-1

2-merkaptoethanol

jaderny faktor kappa B

sodno-draselna ATPasa
poly(ADP-ribosa)polymerasa-1

phosphate buffered saline — fyziologicky roztok pufrovany fosfaty
fosfatidylinositol-3-kinasa
fenylmethansulfonylfluorid

retinoblastomovy protein

rabbit anti-mouse immunoglobulin

médium Roswell Park Memorial Institute 1640
solid phase extraction — extrakce na pevnou fazi
swine anti-rabbit immunoglobulin
tris(hydroxymethyl)aminomethan
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