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1. Uvod

1.1 PFirodni latky v 1é¢bé nadorovych onemocnéni

Nadorové bujeni je pfi¢inou riiznorodé skupiny rakovinnych onemocnéni, jejichz spole¢nym
znakem je nekontrolované d€leni urcité populace bunck. V piipad¢ maligniho nadoru maji
nadorové bunky navic schopnost prortstat do okolni tkdn¢ a metastazovat z primarniho
loziska do jinych organd. V Evropé a Spojenych statech americkych ptedstavuji nadorova
onemocnéni, hned po kardiovaskularnich chorobéach, nejcastéj$i pfiinu Umrti. Mezi
nejbéznéjsi typy nadortt v Evropé patii kolorektdlni karcinom, karcinom prsu, karcinom
prostaty a karcinom plic (American Cancer Society, 2016).

Pies vyznamné pokroky v 1é¢bé jsou nadorova onemocnéni stale spojena s vysokou
mortalitou. V roce 2016 bylo ve Spojenych statech americkych diagnostikovano 1 688 780
novych ptipadl a zhruba 600 920 pacientli na nddorové onemocnéni zemielo (Siegel et al.,
2016).

V soucasné dobé¢ doslo ke znaénym posuniim v 1€¢bé nadorovych onemocnéni, at’ uz
jde o chirurgické vykony, radioterapii, chemoterapeutika ¢i kombinaci chemoterapie a
hormonalni terapie s imunoterapii (Mullard, 2015). Pfetrvavajicim problémem pro 1é¢bu je
vSak znacnd heterogenita subpopulace nadorovych bunék a vznik rezistentni bunck
neodpovidajicich na cytotoxickou chemoterapii a/nebo pro-apoptické stimuly. Z hlediska
vyzkumu si tato situace zada hledani novych lé€ebnych strategii a sloucenin pro efektivnéjsi
terapii (Ruiz-Torres et al., 2017).

V uplynulych dvaceti letech byl hlavni pfistup farmaceutického primyslu k vyvoji
novych 1é¢iv zaloZzen na kombinatoridlni chemii. Byly vyuZivany ptedev§im metody
organické syntézy slouzici k vyrobé velkého poctu analogli chemickych sloucenin se znamym
efektem plsobeni. I ptes vyssi rychlost ziskdvani novych sloucenin vSak posun od tradi¢ni
ke kombinatorické syntéze neptinesl kyzeny vysledek, tj. zvySeni poctu kandidatnich latek
potencionalné vyuzitelnych jako 1écivo. Dlivodem tohoto neuspéchu mize byt nedostatecna
diverzita chemickych struktur vytvofenych pomoci kombinatorialniho pfistupu (Feher &
Schmidt, 2003). Za piinos kombinatoridlnich metod vSak muzeme jednoznac¢né oznacit
pokroky v optimalizaci farmakologickych a farmakokinetickych vlastnosti jiz zndmych

struktur (Newman & Cragg, 2007).



V poslednich letech je vyvoj novych 1é€iv opét do znacné miry zavisly na objevovani novych
ptirodnich produktl, které nabizeji jedinecné chemické struktury. Naptiklad v oblasti
antibiotik se zvySuje pocet rezistentnich kmenii patogennich bakterii. Objevovani zcela
novych chemickych struktur je proto klicové k prekondni rezistence nejnovéjsi generace
patogent (Abdelmohsen et al., 2017).

Mimo to, ze ptirodni slouc¢eniny dokazi Gispésné bojovat s viry, bakteriemi, houbami,
polovina sloucenin v soucasnosti vyuzivanych k 1é¢b¢ nadorovych onemocnéni je produktem
ptirodniho piivodu nebo jeho analogem (Newman & Cragg, 2005).

Zvyseny zajem o vyhledavani pfirodnich latek s protinadorovymi ucinky odstartoval
v roce 1958 i diky objevu vinblastinu a vinkristinu (Johnson et al., 1963). Tyto latky, izolované
z Vinca rosea, vyznamné piisp€ly k tspéchu v 1é¢bé nékolika druhti nadorovych onemocnéni.

V roce 1960 zah4jil NCI (National Cancer Institut) rozsahly program pro vyhledavani
prirodnich latek s protinddorovymi G¢inky. Mezi 1éty 1960 az 1982 byl hodnocen cytotoxicky
efekt zhruba 114 000 extrakti z celkem 35 000 terestrickych rostlin primarné proti liniim
L1210 a P388 mysi leukémie (Mann, 2002). Nejvyznamnéj$im objevem tohoto programu se
stal paclitaxel (Taxol®), ktery byl izolovén z kiiry tichomotského tisu Taxus brevifolia (Wall
et al., 1966). Dal§imi vyznamnymi objevy tohoto programu jsou pak znama cytostatika
etoposid, kamptotecin a jeho analog topotekan (Cragg et al., 1993).

V roce 1985 zapocal NCI novy vyzkum, tzv. NCI-60. V programu NCI-60 byly
extrakty z rostlin z ptedchoziho programu, extrakty z zivoCichi a mikroorganismi (stale
¢astéji moiského plivodu) testovany vici 60 lidskym nadorovym bunéénym liniim. Novy
koncept mél za cil detekovat latky ucinné proti solidnim tumortim, nikoliv pouze proti
leukémiim, jak tomu bylo u pfedchoziho programu. Velkym pfinosem obnoveného testovani
byl objev sloucenin ptsobicich proti viru HIV (Cragg et al., 1993).

U potencialni kandidatni latky pro dalsi studie je zasadni objasnéni mechanismu jejiho
protinadorového tUc¢inku. Program NCI-60 vyuzil, jako jeden z prvnich, k objasnéni
mechanismu G¢inku malych molekul komplexni (nepiimy) pfistup (Cragg et al., 1993).

Komplexni pfistup je zaloZzeny na podobnosti fenotypu strukturdlné nepodobnych
latek. U programu NCI-60 bylo Zadoucim fenotypem zamezeni proliferace nadorovych bunék
(Shoemaker, 2006). Odlisna toxicita malych molekul viéi jednotlivym bunécnym liniim
tvotila jakysi ,,otisk prstu” konkrétni molekuly. Tento ,,otisk prstu® byl pomoci specidlniho

srovnavaciho algoritmu porovnan s rozsahlou databazi malych molekul NCI.



Predpoklada se, Ze latky s unikatnim cytotoxickym profilem pravdépodobné maji i unikatni
mechanismus ucinku. Molekuly s podobnym profilem tak mohou byt rozfazeny do
konkrétnich skupin (Salvador-Reyes & Luesch, 2015).

Komplexniho pfistupu k objasnéni mechanismu ucinku se vyuziva zejména u
rozsahlych programt pii testovani prefrakciovanych extraktl. Tento pfistup poskytuje
informace spiSe o obecném mechanismu u¢inku nez o piimém cili v buiice. Kromé toho, u
malych molekul s potencionaln€ unikatnim mechanismem ucinku, pfindsi informaci pomérné
malo (Cong et al., 2012).

Druhym typem pfistupu k objasnéni mechanismu ucinku je ptimy pfistup (reverzni
geneticky). Tento je zaloZen na pfimé reakci malé molekuly s konkrétnim purifikovanym
proteinem. Vyuzivda metod chemické proteomiky — kombinaci afinitni chromatografie a
hmotnostni spektrometrie. Vyhodou pfimého pfistupu je, Ze dostdvame informaci o
konkrétnim ,,targetu “ molekuly (Salvador-Reyes & Luesch, 2015).

Piimy postup je obvykle aplikovan v bezbunécnych systémech. Ma proto omezenou
ucinnost pfi objevovani prekurzort 1é¢iva a neposkytuje prvotni poznatky o farmakokinetice
lé¢iva. Navic, ne vzdy efektivita in vitro koresponduje s aktivitou in vivo. Je proto vhodné
v urcitych ptipadech kombinovat tyto dva vySe popsané piistupy k objasnéni mechanismu

ucinku (Cong et al., 2012).

1.2 Mechanismy pusobeni prirodnich latek vii¢i nadorovym
bunkam
Neobvykla chemicka struktura ptirodnich latek (predevsim pak sekundarnich metabolit)
preduréuje tyto slouceniny k interakci s riznymi enzymatickymi procesy a proteinovymi
strukturami. Pfesny popis mechanismu U¢inku konkrétni pfirodni latky, a identifikovani
dalSich mozZnych cilti, jsou proto velice dulezité pro predvidani ptipadnych vedlejSich efekt
1é¢by, ale 1 pro komplexni zhodnoceni Gc¢innosti bioaktivni latky (Breinbauer et al., 2002).
Tabulka | nabizi piehled bunéénych struktur/proteind, které jsou pirirodnimi latkami
v nadorovych bunkach ¢asto ovlivnény. Interakce s témito proteiny je velmi Casto pfimo
zodpovédna za bioaktivitu dané latky. Dale se v této kapitole podrobnéji zaobirdm bunéénym
cyklem a mitochondrii, které do znacné miry souvisi s praktickou €asti mého vyzkumu,

jakoZzto vhodnymi terapeutickymi cili v protinddorové 1é¢bé.



Tab. I: Piehled bunéénych struktur/proteinii pfirodnimi litkami v nadorovych buiikach

¢asto ovlivnénych (Tomek, 2011; Vickova, 2015, prevzato a upraveno).

Alkyla¢ni Cinidla

Carzinophilin (Streptomyces
sahachiroi )
Mitomycin C (Streptomyces
caespitosus a Streptomyces
lavendulae)

Camptothecin

Latky a jeho derivaty topotecan a
poskozujici irinotecan (Camptotheca acuminata )
DNA Podophyllotoxin

Inhibitory topoisomeraz a jeho derivaty etoposid, teniposide a

etopophos (Podophyllum)
Latky podporujici vznik Bleomyciny (Streptomyces verticillus)
reaktivnich forem kysliku
(ROS)

Inhibitory tyrosinkinaz Staurosporin (Saccharothrix)
Inhibitory Rapamycin (Streptomyces
signalnich Inhibitory serin/threonin kindz | hygroscopius)
kaskad Bryostatin 1 (Bugula neritina)

Modulatory signalnich kaskad | Antimycin A (Streptomyces)
apoptozy
Vincristin (Vinca rosea)

Latky Vinblastin (Vinca rosea)
interagujici Docetaxel (Taxotere®)  (Taxus
s tubulinem a baccata)
mikrotubuly Paclitaxel (Taxol®) (Taxus brevifolia)
(,,mitotické
jedy®)




1.2.1 Bunécny cyklus

Bunécny cyklus je velmi striktné regulovany mechanismus zahrnujici rast bunky, syntézu
DNA a rozd¢leni bunky na dvé dcefiné obsahujici rovnocennou sddku chromozomi. Bunécny
cyklus se sestava ze Ctyr fazi, a to: Gi, S (syntéza DNA), G2 a M (mitoza). Pro ovéteni
pfesnosti celé masinérie prochazi butika béhem svého cyklu tfemi kontrolnimi body (Cooper,
2000).

Prvni kontrolni bod (tzv. ,, checkpoint ) probiha v pozdni G1 fazi. Dochazi pii ném ke
kontrole velikost buniky, dostatku zivin, pfitomnosti rastovych faktorti a stavu DNA. Jestlize
buiikka vyhovi ve vSech ohledech, vstupuje do S faze. Jakmile bunky do S faze vstoupi,
dokonéi sviyj cyklus rozdélenim na dvé dcefiné. Jedinou vyjimkou je poSkozeni DNA nebo
chybna replikace (Barnum & O'Connell, 2014). Pokud bunka neprojde timto kontrolnim
bodem, zlstava v Go fazi. V Go fazi n¢které bunky setrvavaji po celou dobu své existence, jiné
za vhodnych podminek pokracuji v dokonceni cyklu.

Ke kontrole DNA, ktera se béhem S faze zreplikovala, dochazi na konci G2 faze. Pokud
jsou zjistény chyby nebo poskozeni, bunéény cyklus se zastavi v G2 kontrolnim bodu. Zde
mohou byt provedeny opravy nebo dokoncena replikace. Buiiky nenapravitelné poskozené
jsou donuceny podstoupit apoptézu ¢i jinou formu programované bunécné smrti. Tento
mechanismus sebedestrukce zajistuje, Ze poskozend DNA neni ptfeddvéana do dalSich generaci.

Poslednim kontrolnim bodem je ,,checkpoint® na konci metafaze. Zde je nutna kontrola
spravného navazani chromozom na kinetochorové mikrotubuly déliciho vieténka. Vazba na
délici vieténko vytvaii mechanické napéti, které je rozpoznano regula¢nimi proteiny a
umoziuje vstup do anafaze (Barnum & O'Connell, 2014).

Progrese bunécného cyklu je regulovana cykliny a cyklin-dependentnimi kindzami
(CDK). CDK je skupina serin/treoninovych kinaz, které béhem G faze postupné fosforyluji
retinoblastomovy protein (Rb). Po fosforylaci se stdva Rb inaktivni a uvoliuje transkripéni
faktory rodiny E2F, které¢ indukuji transkripci gent pottebnych pro vstup do S faze. CDK jsou
pozitivné regulovany cykliny, se kterymi vytvareji holoenzymy. Hladina cyklinti béhem
bunécného cyklu kolisa. Za negativni regulaci CDK jsou zodpovédné dvé skupiny inhibitori.
Rodina inhibitort CDK INK4a zahrnuje p16'NK42, p15NK4b n18INKac 5 n19INK4d 3 specificky
inhibuje CDK-4 a CDK-6, které tvoii komplexy s cykliny typu D. Naproti tomu rodina Cip /
Kip se sklada z p21€iPt, p27KiP g p57KiP2 3 inhibuje vétsinu CDK. CDK-1 (CDK-2), které jsou
zodpovédné za piechod G2 / M, tvoti komplexy s cyklinem B (Senderowicz, 2002).



Hlavnim rysem nadorovych bunék je deregulace kontrolnich mechanismt bunécného cyklu,
nasledkem &ehoZ jsou schopny se nekontrolovatelné a rychle délit. Rada p¥irodnich slouenin,
které zpusobuji zastavu buné¢ného cyklu nadorovych buné¢k, se ukazala jako G¢inna in vivo,
in vitro i pfi klinickych studiich (Bailon-Moscoso et al., 2017).

Mezi slouceniny, schopné zastavit bunéény cyklus v urcité fazi, patii latky inhibujici
aktivitu cyklini a CDK, stejn¢ jako dalSich proteinti a enzymu podilejicich se na chodu
bunécného cyklu. Piehled téchto latek piirodniho piivodu nabizi napiiklad Bailon-Moscoso et
al. (2017).

DalSim mechanismem, ktery vede k zastavé bunéného cyklu a nasledné smrti bunc¢k
je mnaruSeni struktur aktinu a/nebo tubulinu ¢i poruseni dynamiky jejich ptestavby.
Mikrotubuly se podileji na udrzovani struktury bufiky a spoleéné s mikrofilamenty a
intermediarnimi filamenty tvoii cytoskelet. Jsou souc¢asti mitotickych vietének, a tak hraji
dilezitou roli pfi separaci chromozému béhem mitézy a meidzy. U riznych typti nadorovych
bunék byly prokdzany zmény v mikrotubularni siti a pfedpoklada se, ze mikrotubuly mohou
hrat roli v chemoterapeutické rezistenci, vyvoji a pteziti nadorovych bunék (Parker et al.,
2014).

Mikrotubuly jsou dlouhé polymery sestavajici se z alfa- a beta- monomert tubulinu.
Mikrotubularni sit’ vykazuje vysoce dynamické vlastnosti. Tato vlastnost je potiebna pro
progresi bunééného cyklu. Latky pusobici jako tzv. mitotické jedy mohou byt klasifikovany
podle vlivu na polymerizaci tubulinu a podle jejich vazebného mista na tubulinu. Nékteré
slouceniny podporuji polymerizaci a stabilizuji mikrotubuly (napt. taxoidy, epothilony,
discodermolid). Jiné slouceniny inhibuji polymerizaci mikrotubuli (vinca alkaloidy,
kolchiciny, cryptofyciny, halichondriny a estramustin) (Rao & Kurkjian, 2012).

Ptirodni slouceniny izolované z rostlin, mikroorganismti i moiskych Zzivocichd
vykazuji schopnost regulovat rtizné faze bunécného cyklu, ¢imz inhibuji déleni nddorovych
bunék. Mechanismy, pomoci kterych k tomu dochazi, jsou u mnoha sloucenin ¢asto podobné.
Zahrnuji snizeni exprese cyklini a CDK charakteristickych pro danou fazi bunééného cyklu a
naopak zvySeni exprese inhibitortt CDK.

Provéteni potenciondlnich cilii protinddorovych sloucenin je potiebné pro zvyseni
specificity zablokovani bunéného cyklu nadorovych bunck, snizeni vedlejSich efekth 1€¢by

spojenych s poskozenim normalnich bun€k a zabranéni rezistenci vici 1écivu.



1.2.2 Mitochondrie

Mitochondrie je bunécna organela ohrani¢ena dvéma biologickymi membranami, mezi nimiz
se nachazi mezimembranovy prostor. Vnitini membrana vytvaii cetné zadhyby, tzv. kristy,
které zasahuji do vnitfniho mitochondrialniho prostoru (matrix). Kazdy z téchto bunécnych
membrané mitochondrie (Cooper, 2000).

Mitochondrie se ucastni mnoha klicovych biosyntetickych a metabolickych reakci.
Zajistuje homeostazu vapniku v bufice, syntézu hemu, kompletaci FeS klastrt, podili se na
metabolismu lipidd, syntéze nukleotidi a aminokyselin a nékolika dalSich d¢jich. Velmi
dualezitd je téz jeji uloha pfi regulaci apoptdzy. Mitochondrie je ale pfedev§im zndma jako
organela generujici v normdlnich bunkach pomoci oxidativni fosforylace ptevaznou vétSinu

ATP.

1.2.2.1 Mitochondrie a energeticky metabolismus buiky

Enzymaticky aparat zajistujici oxidativni fosforylaci (tzv. dychaci fetézec) je lokalizovan na
vnitini mitochondrialni membrané. Jedna se o systém sestavajici se z péti komplexi a dvou
mobilnich elektronovych pienaSecl. Elektrony jsou prendseny fetézcem oxidoredukcnich
reakci, ktery smétuje k redukci koneéného akceptoru elektrond, molekularniho kysliku, na
vodu. Komplexy I, III a IV funguji jako protonova cerpadla a vyuzivaji redoxni energie
Kk pfenosu protont pfes vnitini mitochondridlni membranu. Takto generovany protonovy
gradient vytvaii elektro-chemicky potencial v okoli vnitini mitochondridlni membrany.
Komplex V uziva tento potencial ke katalyze kondenzace ADP a anorganického fosfatu za

vzniku ATP (Rohlenova, 2016). Cely komplex je schematicky znazornén na obrazku 1.
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Obr. 1: ZjednoduSené schéma oxidativni fosforylace (Rohlenova 2016).



U néadorovych bunék byla tloha mitochondrie v syntéze ATP dlouhou dobu upozad’ovéna.
Jednou z podminek rychlého déleni nddorovych bunék je dostatecné rychlé syntéza prekurzort
(nukleovych kyselin, aminokyselin, lipidit) pro stavbu bunék novych. Proto nddorové bunky
upravuji svlj metabolismus tak, aby témto zvySenym narokim vyhovély. VéEtsinu glukozy
pfeménuji na pyruvat pomoci neefektivni, ovSem vyrazné rychlejsi glykolyzy (Slaninova &
Krej¢i, 2013). Tento jev (pfevazujici zisk energie z glykolyzy vici oxidativni fosforylaci)
popsany némeckym lékaiem Otto Warburgem je znamy jako Warburgtv efekt.

Warburg pozdéji vyslovil teorii, Ze dysfunkce mitochondrie stoji na pocatku
tumorgeneze (Warburg, 1956). Tento zavér spole¢né s objevem onkogend a tumor supresort
zpusobil odklon zdjmu od mitochondrie a Warburgiv efekt se stal vhodnym cilem
vyuzitelnym nejen v 1é¢bé, ale i v diagnostice nadorovych onemocnéni.

Ptesto, ze vétSina ATP v nddorové buiice vzniké procesem glykolyzy, nddorové buiky
si zachovavaji funkéni mitochondrie. Vyhodou mitochondrii je jejich nizsi citlivost
k nedostatku gluk6zy. Navic se podileji na biosyntéze urcitych stavebnich kament pro bunku
esencialnich (aspartatu a pyrimidinovych nukleotidd) (Sullivan et al., 2015).

Mitochondrie tedy miiZze byt povazovéna za vhodny terapeuticky cil. Na rozdil od
cileni jednotlivych onkogenl nebo signalnich drah, jejichz funkce je ve vétSiné piipadi
nahraditelnd alternativnimi signaliza¢nimi drahami, poskozeni mitochondrie méa pro buiiku
fatdlni nasledky. Specificnost piipadné terapie je navic zarucena odliSnymi vlastnostmi
mitochondrii (v€etné dychaciho fetézce) v normalnich a nadorovych bunkach. Ptikladem
takové terapie je stimulace produkce reaktivnich forem kysliku (ROS) (Rohlenova 2016).

Oxidoredukéni reakce v mitochondrii jsou hlavnim zdrojem ROS. Za fyziologickych
podminek ptisobi ROS jako dulezité signalizaéni molekuly. Ucastni se regulace réiznych
bunéénych funkci, jako je rist, pfeZiti, proliferace a adaptace na hypoxii. Za patologickych
podminek ROS pfispivaji ke vzniku naddorovych bunék a tvorbé metastaz tim, ze ovliviiuji
fosforylaci dualezitych onkoproteind jako jsou napiiklad MAPK (mitogen-activated protein
kinase), ERK (extracellular signal-regulated kinase) nebo draha PI3K/AKT
(phosphatidylinositol 3-kinase/ Protein kinase B) (Martindale & Holbrook, 2002).

Nizké davky ROS u nadorovych bun¢k stimuluji bunéénou proliferaci, schopnost tvofit
metastdze a nezavislost na extracelularni matrix. Nadorové buniky maji v§ak pfirozené zvysSené
bazalni hodnoty ROS, coz je €ini zranitelné;si k terapiim, pifi kterych se ROS stres dale zvysSuje

(Nogueira et al., 2008).



1.2.2.2 Mitochondrie a apoptoza

Vedle ustfedni role v bunééné bioenergetice piisobi mitochondrie také jako bod konvergence
mnoha signalti indukujicich apoptézu. Apoptdza je evolucné vysoce konzervovany proces,
ktery hraje klicovou roli pii udrzovani homeostazy tkéani. ,,Neochota* podstoupit apoptozu je
charakteristickym znakem nadorovych bunék. Béhem poslednich dvou dekad bylo
identifikovano nékolik mitochondridlnich proteini schopnych piimé aktivace na kaspazach
zavislé vnitini drahy apoptozy (Liu et al., 1996).

Strukturni zmény mitochondrie jsou béhem apoptozy tizeny proteiny Bel-2 rodiny (B-
cell lymfoma 2). Bcl-2 genovou rodinu mizeme rozdé€lit do tii podskupin na zakladé poctu
konzervovanych homolognich domén (BH), které Bcl-2 proteiny obsahuji (Obr. 2).
Antiapopti¢ti a proapopti¢ti ¢lenové rodiny maji ¢tyti BH, zatimco BH3-only proteiny

obsahuji, jak nazev napovida pouze BH3 doménu (Martinou & Youle, 2011).
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Obr. 2: Proteiny Bcl-2 genové rodiny (Martinou & Youle, 2011).

Za normalnich podminek antiapopticti clenové Bcl-2 rodiny udrzuji mitochondridlni integritu
piimou vazebnou interakci s proapoptickymi ¢leny rodiny Bel-2 (Bax a Bak) nachazejicimi se
v mitochondridlni membrané. Béhem bunééného stresu jsou aktivovany BH3 proteiny
pusobici proti antiapoptotickym ¢lenim Bcl-2 rodiny. Nasledné dochazi k zamezeni inhibice
Bax a / nebo Bak proteinti a jejich uvolnéni, coz vede k jejich oligomeraci a vytvoreni kanalu,
jehoz prostrednictvim pivodn€ mitochondridlni cytochrom c (cyt c) pronika do cytosolu.

V cytosolu cyt ¢ spolecné s Apaf-1 a dATP vytvaiti superkomplex, tzv. apoptosom.



Apoptosom je schopny navazat prokaspazu-9, ktera se tim aktivuje. Nasledn¢ aktivni kaspaza-
9 stépi a aktivuje efektorové kaspazy-3, -6 a -7, jez maji zdsadni vyznam pro prubéh exekutivni
faze apoptické smrti (Obr. 3). Mimo to, i dal$i proapoptotické¢ proteiny uvolnéné z

mitochondrie pfispivaji k sebevrazednému mechanismu bunky (Duprez et al., 2009).
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Obr. 3: Schéma pribéhu na kaspazach zavislé vnitini drahy apoptézy (Wang, 2001).

Deregulace apoptozy vede k tvorbé a progresi nadoru a byva Castou pii¢innou selhani 1é¢by
nadorovych onemocnéni. V poslednich desetiletich byly objeveny ptirodni produkty schopné
modulovat signalni drahy apoptozy, které jsou u nddorovych bunék ¢asto pozménény. Diky
takovymto slouc¢enindm se terapie stava cilen¢jsi a u¢innéjsi.

Jako ptiklad 1ze uvést BH3 mimetika. Jde o latky, které se vazou na BH3 vazebné
misto antiapoptickych proteind, a tim zptisobi uvolnéni proapoptickych proteini BAX a BAK.
Uvolnéné proapoptické proteiny pak plsobi jako ptimy apopticky stimul. Tohoto efektu lze
dale vyuzit k senzibilizaci buiiky vici Siroké paleté protinddorovych 1é€iv. Takovym BH3

mimetikem pfirodniho ptivodu je napiiklad gossypol (AT-101) (Opydo-Chanek et al., 2017).
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1.3 Sinice jako zdroj novych latek k 1é¢bé nadorovych

onemocnéni

Sinice predstavuji starobylou skupinu prokaryotnich organismii produkujicich nesmirné
Sirokou Skalu sekundarnich metabolitd. Sekundarni sinicové metabolity byly po miliony let
spektrem enzymu a proteinti a ve finale tak napomahala pieziti téchto mikroorganismu
Vv konkuren¢nim a dynamickém prostiedi. Neni proto ndhodou, Ze nékteré z téchto metabolitl
téz vykazuji aktivitu vii¢i biochemickym procesiim probihajicich v buitkach obratlovci. Diky
této skutecnosti lze sinice povazovat za vyznamny zdroj novych latek s farmakologickym
potencialem (Salvador-Reyes & Luesch, 2015).

Prvni studie tykajici se sinic byly zaméteny na jejich ekologii a vliv na vefejné zdravi
v dasledku schopnosti sinic produkovat toxiny (Carmichael, 1992). V nedavné dob¢ vSak bylo
mnoha studiemi prokazano, Ze sinice produkuji slouceniny s biotechnologickym a
farmaceutickym vyznamem. U nékterych sekundarnich sinicovych metabolitlh byly popsany

Testovani sinicovych extraktti na ptitomnost latek s protinadorovymi ucinky zapocalo
v 90. letech minulého stoleti v laboratofi Moora (Oregonska statni univerzita) a Gerwicka
(Havajska univerzita) (Singh et al., 2011). Mnoho latek izolovanych ze sinic vykazuje
protinadorovou aktivitu. Uceleny piehled nabizi naptiklad Costa et al. (2012). V ramci této

prace se vSak zam¢fim pouze na klinicky nejvyznamnéjsi skupiny latek.

1.3.1 Apratoxiny

Prvnim zndmym apratoxinem byl apratoxin A. Jde se o cyklicky depsipeptid, ktery byl
izolovan z mofské sinice Lyngbya sp. Pozdgji byly objeveny jeho dalsi étyfi piirodni strukturni
analogy, apratoxiny B-E (Luesch et al., 2002).

Apratoxin A ma jednu z nejvyssich aktivit mezi cytotoxiny sinic viibec. Hodnoty ICso
(inhibi¢ni koncentrace, pti které dochazi k zamezeni rtistu) in vitro vii¢i lidskym rakovinnym
bunécnym liniim se pohybuji mezi 360 az 520 pM (Luesch et al., 2001a).

Apratoxin A indukuje zastavu bunécného cyklu v G1 fézi a naslednou apoptdzu.
Ptfesny mechanismus U¢inku zatim nebyl uspokojivé objasnén. V neddvné dobé vSak bylo
zjisténo, Ze apratoxin A zabranuje kotransla¢ni translokaci, a tim sniZuje expresi fady

receptort, véetné receptorovych tyrozinkinaz.
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Navic inhibuje sekreci riistovych faktorti pasobicich pravé na tyrozinkindzové receptory
(Chenetal., 2011).

Tyrozinkindzové receptory, jako naptiklad receptor pro vaskularni endotelovy rastovy
faktor (VEGFR) a jemu odpovidajici ligandy (VEGF-A), jsou povazovany za velmi vhodné
terapeutické cile. Diky tomu byly malé molekuly a protilatky proti témto proteintim schvaleny
k 1é¢bé kolorektalniho karcinomu i nékterych dalSich typ nddorovych onemocnéni (Koutras
etal. 2011; Lurje & Lenz, 2010).

In vivo byl vSak apratoxin A jen nepatrn¢ aktivni vii¢i nadoru tlustého stieva a inaktivni
vuci naddoru prsu. Navic také vykazoval nevratnou toxicitu a nebyl dobfe snasen (Chen et al.,
2011). Z tohoto divodu byly nové syntetizovany jeho analogy, hybridy mezi apratoxinem A
apratoxinem E, apratoxiny S4, S8, S9, S10 (Obr. 4).

3 ! 5
ol N—, R s§ o~ N—. N_~ms[ ]
/" Fﬁs 30N 34 = ’J: ;r 3TN 34
T OH NS 3
I\]’ (— Lo
ﬁ 'L/ “F o o
~N,
NP0 Y

H A\//H N g y [} *

Apratoxin A Apratoxin A/E hybrid, Apratoxin E, 30R, 1Cg, 52.1 nM

HCT116 ICs 5.97 nM improving polency and epi-Apratoxin E, 308, ICsq 100 nM
in vivo selectivity )

e H 7y H 5

Y . O~ ey
N '-’l-ﬁ“-CH N o o :}.,Fr-.,_-:H
A A Joi~ e A I

- S
Apratoxin 54 Apratoxin 59
ICsp 1.43 nM ICsp 0.69 nM

Improving stability,
reducing complaxity
g H 8 W H —5
D_CF'--.EN-I’M.—SINM_ O_K? i; “ﬂ““ B M
g Moy

k.v,o o
,N M
J'I\ _/IL 0" A ,auxN_Fl/lt_D.#_
'\_/ . i\,/f .
Apratoxin 58 Apratoxin 510 (1)
ICgp 1.99 £ 0.13 nM ICgy 1.47 £0.11 nM

Obr. 4: Apratoxin A a Apratoxin E (pFirodni produkty) a jejich syntetické analogy
s odpovidajicimi hodnotami ICso vii¢i HCT116 kolorektalnim nadorovym buiikam (Cai

et al., 2017).
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Apratoxin S10 je povazovan za nejvhodnéjSiho kandidata z rodiny apratoxini pro dalsi
testovani ve smyslu uc¢innosti, stability a syntetické dostupnosti. Diky potlaceni exprese
VEGFR2 a blokovani sekrece VEGF-A a interleukinu-6 inhibuje jak angiogenezi, tak rast
nadorovych bun€k in vitro. Kromé inhibice angiogeneze ma silné inhibi¢ni Géinky vuéi
nadorovym bunkam z vysoce vaskularizovanych nadorti diky inhibici vicero receptorovych
tyrozinkinaz. Tyto neobvyklé vlastnosti stavi Apratoxin S10 do pozice slibné¢ho kandidata pro
dalsi preklinické, piipadné klinické studie (Cai et al., 2017).

1.3.2 Cryptofyciny

Cryptofycin-1 byl poprvé izolovan v roce 1990 ze symbiotické sinice Nostoc sp., kmene
ATCC53789 (Schwartz et al., 1990). Je povazovan za nejsilnéjs$i mikrotubularni disruptor,
ktery byl kdy z ptirodniho zdroje izolovan. ICsp se pohybuje v fadech pikomolt (Buck et al.,
2004). Nejdiive byla popsana jeho fungicidni aktivita, pozdé€ji se vSak zjistilo, ze se
ireverzibilné vaze na tubulin a je schopen nicit i rezistentni nadorové bunky (Al-Awar et al.,
2003). Vykazuje vysokou protinadorovou aktivitu, a to i proti taxol- a vinblastin-rezistentnim
nadorovym buitkam, v¢etné nadoru tlustého stieva, prsnich zlaz, duktalniho adenokarcinomu,
vajecnikti nebo nemalobunééného karcinomu plic (Golakoti et al., 1996).

Cryptofycin-1 ma v8ak i nékolik nezaddoucich vlastnosti, které souvisi piedevs$im s
nepolarnim charakterem této slouceniny. Pokud je podavan intravendzné, vyzaduje pomocné
latky zajiStujici jeho rozpustnost v plasmé a v disledku nestability molekuly se snizuje jeho
ucinnost in vivo. Od cryptofycinu-1 bylo proto pfipraveno vice jak 25 strukturnich analog.
Nejslibnéjsi vysledky poskytl cryptofycin-52 (Obr. 5), ktery se dostal do faze II klinickych
zkousek pro 1écbu platina rezistentniho karcinomu ovarii a nemalobunééného karcinomu plic

(Edelman et al., 2003, D' Agostino et al., 2006).
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Obr. 5: Prirodni cryptofycin-1 a jeho analog cryptofycin-52 (Weip et al., 2012).
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Pii 1écb€ karcinomu ovarii vykazoval cryptofycin-52 toxicitu 3. stupné dle Svétové
zdravotnické organizace. U pacientek zptisoboval anémii, trombocytopenii, zvySenou hladinu
kreatininu a hyperbilirubinémii. Vysledky studie 1écby karcinomu plic navic ukazaly, ze
zpusobuje neuropatii a ma pouze omezenou ucinnost. Tyto zavéry vedly k predCasnému

ukonceni klinickych studii (Raja et al., 2016).

1.3.3 Dolastatiny
Dolastatin-10 byl piivodn¢ izolovan ve velmi malém mnozstvi z mlze Dolabella auricularia
(moisky zajic) ( Pettit et al., 1987). Posléze se vSak zjistilo, Ze jeho primarnim producentem
je ve skute¢nosti vlaknita sinice rodu Symploca (Luesch et al., 2001b).

Jedna se pentapeptid obsahujici valin a Ctyfi vzacné (neproteinogenni) aminokyseliny
- dolavalin, dolaisoleucin, dolaprolin a dolafenin. Blokuje polymerizaci tubulinu a zptisobuje
zastavu bunécného déleni v G2/M fazi. Vykazuje silnou antiproliferacni aktivitu proti Siroké
Skale rakovinnych bunék v piko- a nanomolarnim rozmezi hodnot 1Cso (Madden et al., 2000).

Byl zafazen do klinickych pokusit pro 1é€bu hormonalné rezistentniho
adenokarcinomu a platina-senzitivniho rekurentniho karcinomu ovarii. Klinické studie vSak
byly pieruseny s ohledem na nizkou ucinnost ptipravku a periferni neuropatii u pacientil
(Vaishampayan et al., 2010).

Dolastatin-10 vsak poslouzil jako pfedloha pro navrh syntetickych analogi, které maji
niz§i toxicitu a jsou vytvoreny pro cilenou lécbu. Jedna se pfedev§im o monomethyl auristatin

E (Obr. 6) (Deng et al., 2013).
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Obr. 6: Chemicka struktura dolastatinu 10 a jeho syntetického analogu monomethyl

auristatinu E (Bouchard et al., 2014).

14



Monomethyl auristatin E je soucdst konjugatu protilatka- 1é¢ivo s komerénim ndzvem
brentuximab vedotin, ktery byl v roce 2011 schvélen a je pouzivam v 1é¢bé Hodgkinova
lymfomu a systémového anaplastického velkobunééného lymfomu pod obchodnim nazvem
Adcetris® (US Food and Drug Administration, 2011).

Brentuximab vedotin se sklada z Iéku (monomethyl auristatin E) spojené¢ho s katepsin
B-stépitelnym linkerem a anti-CD30 protilatkou. Tento konstrukt umoziuje selektivni dodani
Iéku pfimo k nadorovym buiikam exprimujicim vyssi hladiny CD30 antigenu. Ma nizkou
zktizenou reaktivitu k normalnim buiitkam. Brentuximab vedotin se do buiiky dostava pomoci
endocytozy zprostiedkované receptorem. Konjugat protilatka-lék je nésledné Stépen
lysozomalnimi enzymy, jako jsou napfiklad katepsiny, ¢imz je monomethyl auristatin E

uvolnén do cytosolu a stava se u¢innym (Obr. 7) (Younes et al., 2012).
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Obr. 7: Mechanismus u¢inku brentuximab vedotinu (Collins et al., 2014).
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2. Cile prace

1) lzolovat nostatin A (NosA) a jeho pfirodni analogy v Cistoté a mnozstvi dostateéném
pro biologické experimenty.

2) Stanovit ICso NosA a jeho ptirodnich analogl vici nadorové linii lidskych
epitelidlnich bun¢k HeLa.

3) Pokus se objasnit mechanismus cytostatického u¢inku NOSA.
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3. Materialy a metody

3.1 Chemikalie
- 2-Deoxy-D-glukéza (Sigma- Aldrich)

- Acetonitril LC-MS (Scharlau)
- Alexa Fluor™ 555 Phalloidin (Invitrogen — Molecular Probes®, Life Technologies)

- Alpha Tubulin Monoclonal Antibody (11126) (Invitrogen — Molecular Probes®, Life

Technologies)

- Antibiotika — antimykotika (Gibco®, Life Technologies)

- CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay (Promega)
- DAPI (Invitrogen — Molecular Probes®, Life Technologies)
- DMEM (Gibco® média, Life Technologies)

- DMSO - dimethylsulfoxid (Scharlau)

- Etanol (Sigma- Aldrich)

- FACS pufr (- Ca?*, - Mg?*, Gibco), 0,1% BSA, 0,1% NazN
- FBS — fetalni bovinni sérum (Gibco®, Life Technologies)

- Fetalni bovinni sérum (BSA) (Serva)

- Formaldehyd 36,5- 38% (Sigma- Aldrich)

- Goat anti-Mouse 1gG (H+L) Cross-Adsorbed Secondary Antibody (Alexa Fluor 488)

(Invitrogen — Molecular Probes®, Life Technologies)
- L-glutamin (Gibco®, Life Technologies)

- Metanol LC-MS (Scharlau)

- Mitomycin C (Sigma- Aldrich)

- MitoTracker® Green FM (Invitrogen — Molecular Probes®, Life Technologies)
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- MitoTracker™ Orange CM-H2TMRos (Invitrogen — Molecular Probes®, Life
Technologies)

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

-NucBlue® Live ReadyProbes® Reagent (Hoechst® 33342) (Invitrogen — Molecular
Probes®, Life Technologies)

- NucBlue™ Fixed Cell ReadyProbes™ Reagent (DAPI) (Invitrogen — Molecular Probes®,
Life Technologies)

- Oligomycin A (Sigma- Aldrich)

- Paclitaxel (Taxol) (Sigma- Aldrich)

- PBS - fosfatovy pufr (Sigma- Aldrich)

- Propidium iodide (PI) (Sigma- Aldrich)

- RNAsa A (Sigma- Aldrich)

- RO-3306 (Sigma- Aldrich)

- RPMI 1640 (Gibco® média, Life Technologies)
- Triton™ X-100 (Sigma- Aldrich)

- Trypsin-EDTA bez fenolové ¢ervené (Gibco®, Life Technologies)
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3.2 Izolace NosA a jeho prirodnich analogii, teplotni stabilita
NosA

3.2.1 Kultivace sinicové biomasy

Sinicovy kmen Desmonostoc muscorum CALU 456 byl kultivovan v médiu BG-11 (Rippka,
1979) pii konstantni teploté 28 °C, osvétleni (100 umol fotont . m? . %) a piivodu vzduchu
obohacen¢ho o 2% CO2 pfimo do kultury v 60 litrovych a 100 litrovych plochych
fotobioreaktorech. Biomasa byla opakované sklizena kazdych 10 dni. Pfed lyofilizaci byla

uskladnéna pfi teploté -70 °C.

3.2.2 Priprava surového extraktu ze sinicové biomasy

K 120 gramiim lyofilizované sinicové biomasy bylo pfidano adekvatni mnozstvi moiského
pisku a celkem 3,5 litru 70% acetonitrilu. Ve tfeci misce byla biomasa fadné
homogenizovdna a po dobu alesponi jednd hodiny extrahovana pii pokojové teploté.
Nasledné byla smés centrifugovana (3175 X g, 10 minut). Odebrany supernatant byl odpaten
na rota¢nich vakuovych odparkach. Poté byl surovy extrakt resuspendovan v metanolu a

opétovnou centrifugaci zbaven nerozpustnych zbytku.

3.2.3 Vlastni izolace NosA a jeho piirodnich analogii

3.2.3.1 Extrakce na pevné fazi za sniZzeného tlaku

Surovy extrakt byl natedén destilovanou vodou tak, aby vysledné procento metanolu v roztoku
neptesahlo 10%. Nésledné byla provedena extrakce na pevné fazi za sniZzené¢ho tlaku. Urcity
objem roztoku byl nanesen na aktivovanou kolonu (Discovery® DSC-18 SPE Tube). Latky
zachycené na pevné fazi byly postupné vymyvany metanolovym gradientem 10-100%. Frakce
80% a 90% metanolu obsahovaly vyznamné mnozstvi NosA a jeho analogt, proto byly po

odpaieni a nasledném rozpusténi pouzity pro dalsi krok izolace, gelovou chromatografii.

3.2.3.2 Gelova chromatografie

Gelova chromatografie byla provedena na koloné¢ (290 x 30mm) naplnéné sorbentem
Sephadex LH-20 s pouzitim metanolu jako mobilni faze pti prutokové rychlosti 0,6 ml.min
! Kazdych 10 minut byly odebirany frakce, které byly nasledné analyzovany pomoci HPLC-
HRMS. Frakce snejvys$$im obsahem pozadovanych latek byly dale piecistény pomoci

vysokoucinné kapalinové chromatografie.
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3.2.3.3 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Finalni purifikace pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie probihala ve dvou
krocich. Byl pouzit vysokoucinny kapalinovy chromatograf Agilent HP 1100 s DAD
detektorem. V prvnim kroku probihala separace latek na kolon¢ C18 (Watrex Reprosil C18,
250 x 8 mm, 5 um). Jako mobilni faze byl pouzit acetonitril (A) a voda (B) s nasledujicim
gradientem: A/B 55/45 (v 0 min), 58/42 (ve 32 min), 100/0 (ve 45min).

Ziskané frakce obsahujici NosA a jeho analogy byly po zakoncetrovani ve vakuovém
koncentratoru miVac QUATTRO dale precistény na fenylové kolon¢ (Watrex Reprosil 100
Fenyl, 250 x 8 mm, 5 um) opét za pouziti acetonitrilu (A) a vody (B) jako mobilnich fazi.
Gradient byl nasledujici: A/B 30/70 (v Omin), 50/50 (ve 20min), 67/34 (ve 37min), 100/0 (ve
42min), 30/70 (ve 47min). Ani u jednoho kroku nebyla do solventu ptidana 0,1% kyselina

mravenci, kterd je jinak béznym ptidavkem do mobilnich fazi.

3.2.4 Analyzy provadéné pomoci HPLC-HRMS

Slozeni surového extraktu, jednotlivych frakci, ovéfeni Cistoty izolovanych latek i
vyhodnoceni nékolika dalsich biologickych pokusti bylo provedeno pomoci analytické sestavy
Thermo Dionex 3000 (Thermo Scientific, Sunnyvale, CA, USA) propojené s hmotnostnim
spektrometrem Bruker Daltonic s HRMS detekci (Bruker, Billerica, Massachusetts, USA) a
ionizaci elektrosprejem v pozitivnim modu (souhrnné HPLC-HRMS).  Nastaveni

hmotnostniho spektrometru bylo nasledujici: susici teplota 200 °C; prutok susiciho plynu 12 |
min~%; nebulizer gas pressure (tlak nebulizaéniho plynu) 3 bar; napéti na kapilate 3,8 kV; ,.end
plate offset” 500 V. Spektra byla métena v rozmezi m/z 20-2000 se spektralnim rozlisenim 2

Hz. Ziskana data byla nasledné analyzovana v softwaru DataAnalysis.

3.2.5 Teplotni stabilita NosA

Zaucelem zjisténi teplotni stability NosA byl proveden pokus, kdy uvedena latka byla po dobu
24 hodin zahtivana v termobloku na teplotu 40, 60, 80 a 100 °C. Jeden vzorek byl ponechan
po inkriminovanou dobu pfi pokojové teploté. Po uplynuti stanovené doby byly vzorky

analyzovany pomoci HPLC-HRMS.
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3.3 Experimenty na bunécnych liniich

3.3.1 Kultivace bunék in vitro, piiprava bunék na experiment
Pracovala jsem s bunécnymi liniemi HeLa a PaTu 8902. Bunky byly kultivovany v inkubatoru
pfi konstantni teploté 37 °C a atmosféfe obohacené o 4,5% CO-. Pro kultivaci byla pouzita
média RPMI 1640 (HeLa) a DMEM (PaTu 8902) s ptidavkem 10% fetalniho bovinniho séra
(FBS), 1% 2 mM L-glutaminu a 1% antibiotik a antimykotik. Ob¢ linie, se kterymi jsem
pracovala, jsou adherentni. Jejich pasdz byla provadéna piiblizné kazdy treti den. Staré
médium bylo odstranéno odlitim, bunééna kultura omyta roztokem PBS a bylo ptidano 500
uL trypsinu. Zhruba po 5 minutach doslo k rozvolnéni bun¢k od povrchu kultivacni flakony
i od sebe navzajem. Uginek trypsinu byl zastaven piidanim nového média a bunéena suspenze
byla f4dn& promichana pipetou. Cast této suspenze byla pievedena do sterilni kultivaéni lahve
a po doplnéni média umisténa zpét do inkubatoru k dalsi kultivaci, ¢ast byla pouzita na
experimenty.

V zavislosti na typu pokusu byly pouzity 24-, 96- nebo 378- jamkové panely
s plastovym ¢i sklenénym (fluorescencni mikroskopie) dnem. Pro konfokalni mikroskopii
byly bunky kultivovany na skli¢kach potazenych poly-D-lysinem. V ptipadé experimentu,
jejichz vystupem byla hodnota luminiscence, byly pouzity netransparentni bilé panely.

Podet bunék potiebnych na experiment se ligil v zavislosti na typu pokusu. Redéni bylo
stanoveno na zdklad¢é znalosti pfiblizného po¢tu bun¢k v 1 ml suspenze ziskané pocitanim
bunék v Biirkerové komfirce. Standartni koncentrace byla 2 x 10* bunék na jamku (200 pl).
Pro zajisténi dostate¢né adheze bun¢k byl panel s bunikami pfipraven vzdy jeden den pied

samotnym experimentem.

3.3.2 MTT test

MTT test byl pouzit jako jedna z metod pro stanoveni metabolické aktivity bun¢k. Tato
metoda je zaloZena na redukci zlutého, ve vodé rozpustného, 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
difenyl tetrazolium bromidu (MTT) na nerozpustny formazan (modré krystaly hvézdicovitého
tvaru). Reakce probiha na mitochondrialni membrané a v cytosolu zivych bunék. Mnozstvi
vzniklého formazanu tedy odpovidd mnozstvi metabolicky aktivnich bunck. Krystalky
formazanu jsou rozpustné v DMSO a vysledné zabarveni se vyhodnocuje spektrofotometricky
pii méfici vinové délce 590 nm a referenéni vinové délce 640 nm. Hodnota absorbance roztoku

odpovida mnozstvi zivych bun¢k (¢im vyssi absorbance, tim vysSsi procento zivych bungk).
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Tato metoda byla zavedena do laboratorni praxe Mosmanem (1983) jako tzv. kolorimetricky
test stanoveni zivotnosti bunék.

Médium v pfedem piipravenych testovacich jamkach s bunkami bylo nahrazeno
médiem obsahujicim testovanou latku o pozadované koncentraci. Koncentrace rozpoustédla
V jamce nepiesdhla 1% (v/v). U jamek, slouzicich jako negativni kontrola, bylo rovnéz
vyménéno médium za nové, obsahujici stejné procento rozpoustédla jako V jamkach
testovacich. Panel s buiikami byl inkubovan pozadovanou dobu za standardnich kultiva¢nich
podminek. Takto bylo postupovano pfi vSech experimentech s testovanou latkou.

Po uplynuti stanovené doby bylo k buiikam pfidano 10 pl sterilniho MTT o koncentraci
4 mg/ml. Desticka byla dalsi 4 hodiny inkubovana a nasledné centrifugovana (556 x g, 10
minut). Médium z desticky bylo vyklepnuto a do kazdé jamky bylo ptidano 200 ul DMSO za
ucelem rozpusténi vzniklych formazanovych krystalt. Absorbance byla namétena na
spektrofotometru Tecan SUNRISE pfi vinovych délkich 590 nm (hlavni) a 640 nm
(referencni).

Vysledné hodnoty absorbance jsou primérem triplikati absorbanci naméfenych v
testovacich nebo kontrolnich jamkach. Pomér testovacich jamek ke kontrolam ptedstavuje

miru viability (¢i inhibice) vyjadienou v procentech.

3.3.3 Casosbérnd mikroskopie

Pro Casosbérnou mikroskopii byl pouzit invertovany mikroskop ZEISS Axio Observer Z.1
vybaveny komorou pro udrzeni stalé teploty (37 °C ) a pfivodem vzduchu obohacenym o 4,5%
CO2. V kazdé jamce je mozno nastavit jedno 1 vice mikroskopickych poli, které budou po
urcitou dobu, a ve zvoleném ¢asovém intervalu, sledovana. Vysledkem je video, na kterém lze
pozorovat zmény v morfologii bunék, jejich déleni ¢i smrt. Zaroven byla obdrZena data 0 délce

trvani téchto déji a poctu bunék ve sledovaném poli.

3.3.4 Analyza bunécného cyklu podle obsahu DNA pomoci pritokové

cytometrie

Vysetieni obsahu DNA bylo provedeno za pomoci pritokové cytometrie. HeLa buiiky (100
tis . 1ml™?) byly kultivovany v médiu s 200 nM NosA po dobu 24, 48 a 72 hodin. Po uplynuti
této doby bylo z jamky odsato médium, buiky byly promyty PBS a do jamky bylo pfidano
100 pl trypsinu. Uvolnéné buiiky byly pfeneseny do mikrozkumavek, centrifugovany (280 x
g, 5 minut, 4 °C) a nasledn¢ udrzovany na ledu. Supernatant byl odebran a pelet proplachnut

ledovym PBS. Poté byl cely proces centrifugace opakovan.
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Po odebrani supernatantu bylo k peletu bunc¢k pifidano 300 pl PBS, buiky byly
resuspendovany a pteneseny do zkumavek uréenych pro pritokovou cytometrii. Ve
zkumavkach byly bunky jemné vortexovany a po kapkach bylo ptidano 700 pl ledového
etanolu. Takto fixované vzorky byly umistény alespon jednu hodinu ve 4 °C. Po uplynuti této
doby byly vzorky centrifugovany (500 x g, 5 minut, 4 °C). Supernatant byl vyklepnut a buniky
promyty PBS. Tento krok se opakoval jesté jednou. Poté bylo k peletu ptidano 1 ml RNAsy
A (100 pg/ml PBS) a vzorky byly ponechany 30 minut pii 37 °C. Po 30 minutach byl ke
vzorktm piidan propidium jodid (40pg/ml) a vzorek byl inkubovan za tmy po dobu 15 minut.
Findlnim krokem byla opét centrifugace (500 X g, 10 minut, 4 °C), odebrani supernatantu a
resuspendace v 1 ml FACS pufru.

Takto ptipravené vzorky byly analyzovany na priitokovém cytometru BD FACS Canto
IT za asistence RNDr. Jindficha Chmelate, Ph.D. Ziskand data byla nasledné zpracovana v

softwaru FlowJo.

3.3.5 Fluorescencni barveni aktinu a tubulinu
HeLa buiiky (100 tis . 1ml?) byly kultivovany v 24— jamkovych panelech na skli¢kach
potazenych poly- D- lysinem v médiu s ptidavkem 50 nM NosA po dobu 24 a 48 hodin. Poté
bylo odebrano médium, buiky byly dvakrat Setrné promyty PBS a fixovany 3,7%
formaldehydem po dobu 15 minut pii pokojové teploté. Nasledn€ probehla permeabilizace
bunééné membrany pomoci 0,25 % tritonu X-100 po dobu 5 minut. Za G¢elem blokovani
nespecifickych vazebnych mist pro protilatky, byly bunky inkubovany s 5% BSA po dobu
jedné 1 hodiny pfi pokojové teploté.

Poté byla pfidana mysi monoklonalni protilatka proti alfa- podjednotce tubulinu
o0 koncetraci 1 pg . ml™. Inkubace s primarni protilatkou probihala po dobu 3 hodin pfi
pokojové teploté. Mezi vSemi vySe zminénymi kroky byly buiiky fadné promyvany PBS. Po
3 hodinéch byla ptidana sekundarni protilatka v poméru 1 pl zasobniho roztoku na 200 pl PBS
a po dalSich 10 minutach protilatka proti aktinu (4 pl zésobniho roztoku na 200ul PBS).
Spole¢na inkubace pii pokojové teploté trvala 20 minut. Naposledy byly bunky dvakrat
promyty PBS a sklicko bylo pomoci ,,mounting “ gelu s ptidavkem DAPI (3 kapky na 1 ml)

ptipevnéno k podloZznimu sklicku. Takto pfipravené vzorky byly skladovany v temnu pfi 4 °C.
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3.3.6 Distribuce NoSA v médiu/ burikach

Byly analyzovany 3 frakce — frakce bunécna, trypsinova a kultivaéni médium, za ucelem
zjisténi pritomnosti a kvantifikace NosA ve vzorku. HeLa bunky byly kultivovany v 1 ml
média s NosA (400 nM a 200 nM) po dobu 24 a 48 hodin. Po uplynuti stanové doby bylo
médium odebrano (1. frakce), nasledné bylo k bunkdm ptidano 100 pl trypsinu. Uvolnéné
burnky byly pfeneseny do mikrozkumavek a centrifugovany (280 X g, 5 minut pii 4 °C). Po
centrifugaci byl odebran supernatant, ktery predstavoval 2., trypsinovou frakci. Pelet bun¢k
byl nasledné extrahovan v 1 ml metanolu a mechanicky dezintegrovan. Poté opét probéhla
centrifugace (556 x g, 10 minut) a odebrany supernatant tvofil buné¢nou frakci.

Vsechny frakce byly nejprve preciStény pomoci extrakce na pevné fazi za snizeného
tlaku na kolon& Discovery® DSC-18 SPE Tube. Jako elu¢niho ¢inidlo byl pouzit 1 ml
metanolu. Nésledn¢ doslo k zakoncentrovani vzorkii do 100 pl metanolu. Pfitomnost /

mnozstvi NosA ve vzorcich bylo zjisténo pomoci HPLC-HRMS.

3.3.7 Odmyvaci a trypsinizacéni experimenty
Za ucelem zjisténi, zda NosA neinteraguje pouze s vn&jsimi proteiny bun¢k, byly provedeny
trypsinizacni experimenty. Pfi téchto pokusech byly buiiky v testovacich jamkach po
odstranéni média s testovanou latkou dvakrat promyty PBS a bylo k nim ptidéno 100 pl
trypsinu. Uvolnéné bunky byly pfeneseny do mikrozkumavek a centrifugovany (280 x g, 5
minut, 4 °C). Nasledn¢ byl supernatant odebran a pelet proplachnut PBS. Poté se cely proces
centrifugace opakoval. Nakonec byl pelet bun¢k resuspendovan v kultivaénim médiu, byla
stanovena pozadovana koncentrace bunék a bunky byly pieneseny na kultivacni panel.

U odmyvacich experimenti doslo v testovacich jamkéach, po odstranéni média
S testovanou latkou a omyti kultury PBS pufrem, k ndhradé média bez testovaci latky.

Osetiené bunky byly sledovany pomoci ¢asosbérné mikroskopie dalsi 72 hodin.

3.3.8 Experimenty s RO-3306

Za ulelem stanoveni zavislosti efektu NOSA na fazi bunécné cyklu byly builky nejprve
synchronizovany v G2/M fazi bunéného cyklu a posléze vystaveny pasobeni NosA. Pfi téchto
experimentech byl k synchronizaci bunécné kultury pouzit selektivni inhibitor CDK1 kinaz
RO-3306. Bunky byly preinkubovany s 10 pM RO-3306 po dobu 18 hodin. Po této dob¢ bylo
stavajici médium nahrazeno standardnim RPMI 1640 s/bez NosA. Buiiky byly v co nejkrat$im

¢asovém horizontu umistény do mikroskopu a sledovany pomoci ¢asosbérné mikroskopie.
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3.3.9 Méieni mnoZstvi ATP v Case

Hela buiiky byly kultivovany na bilém netransparentnim panelu (1 x 10* bunék na jamku).

Hladina ATP byla kvantifikovana ve stanovenych ¢asovych intervalech a za pouziti CellTiter-

Glo® Luminescent Cell Viability Assay. Pfi eseji bylo postupovano podle pokynli vyrobce.
Luminiscence byla méfena s integraénim ¢asem 1 s pomoci multifunkéniho readeru

Tecan Infinite 200. Vysledné hodnoty jsou udavany v relativnich luminiscenc¢nich jednotkach
(RLU).

3.3.10 Fluorescencni barveni mitochondrii

3.3.10.1 MitoTracker™ Green FM
MitoTracker™ Green FM je zelené fluoreskujici mitochondridlni barva, ktera se hromadi
Vv lipidovém prostfedi mitochondrii bez ohledu na mitochondrialni potencial.

Hela buiiky byly kultivovany na panelu se sklenénym dnem (1 x 10 bun&k na jamku).
Buiikdm bylo odebrano ptivodni kultivacni médium a nahrazeno 100 pl média (bez FBS, L-
glutaminu, antibiotik, antimykotik) s MitoTracker™ Green FM (100 nM). Inkubace s barvou
probihala po dobu jedné hodiny za béznych kultivacnich podminek. Po uplynuti této doby
bylo médium nahrazeno standardnim RPMI 1640 médiem. Mitochondrie byly pozorovany na

fluorescen¢nim invertnim mikroskopu pfi objektivovém zvétseni 100x.

3.3.10.2 MitoTracker™ Orange CM-H2TMRos
MitoTracker™ Orange CM-H2TMRos vyuziva fluorescencni latku, ktera je po vstupu do
dychaciho fetézce mitochondrii oxidovana do fluorescen¢niho stavu.

Hela buriky byly kultivovany na sklicku (1 x 10* bungk na jamku). Buiikim bylo
odebrano ptvodni kultivani médium a nahrazeno 100 ul média (bez FBS, L-glutaminu,
antibiotik, antimykotik) s MitoTracker™ Orange CM-H2TMRos (200 nM). Po jedné hodiné
bylo médium odebrano, buiiky fadné promyty PBS a fixovany 3,7% formaldehydem po dobu
15 minut. Po fixaci byly buiiky omyty PBS a permeabilizovany pomoci 0,25% tritonu-X po
dobu 10 minut. Mezi jednotlivymi kroky byly buiiky vzdy peclivé promyty PBS. Sklicko bylo
pomoci ,,mounting“ gelu pfipevnéno k podloznimu skli¢ku. Takto pfipravené vzorky byly
uloZeny v temnu pii 4 °C. Mitochondrie byly pozorovany na fluorescenénim invertnim
mikroskopu pii objektivovém zvétseni 100x. Fluorescenéni signal byl sniman a kvantifikovan
pomoci inversniho mikroskopu ZEISS Axio Observer Z.1 pii konstantnim expozi¢nim case.

Prtimérna hodnota signalu byla u jednotlivych bunék vyhodnocena pomoci softwaru Imagel.
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3.3.11 Experimenty s 2-deoxy-D-glukozou a oligomycinem A

Za ucelem testovani, zda je efekt NoSA zavisly na vstupy D- glukézy do burky, byl pouzit
inhibitor glykolyzy a analog glukozy - 2-deoxy-D-gluk6za. Ta byla do standartniho
kultiva¢niho média ptfidana tak, aby vysledny pomér vici D- glukéze v médiu byl 1:1 (tj. v
koncentraci 2mg/mL). Jako mitochondrialni inhibitor byl pouzit 50nM oligomycin A. Pii
experimentech byl sledovan vliv téchto latek v riznych kombinacich a s/bez ptidavku NosA.
Pro ohodnoceni efektu téchto pokusnych kombinaci bylo pouzito méfeni mnozstvi ATP v
bunice v Case 24 a 48 hodin pomoci kitu CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay

(viz vyse).
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4. Vysledky

Tato prace navazuje na vyzkum, ktery jsem provadéla v ramci mé bakalaiské prace v laboratofi
fasové biotechnologie Centra Algatech, Mikrobiologického ustavu AV CR- védecké
pracovisté Trebon. Ze sinice Desmonostoc muscorum CALU 456 se nasi skupiné podatilo
izolovat pravdépodobné novou organickou latku o m/z 2505, ktera je v této praci nazyvana
nostatinem A (NosA). Tato latka vykazovala inhibi¢ni u¢inek vi¢i HeLa a PaTu bunécnym
liniim v nanomoldrnich koncentracich (Vickova, 2015). Rozhodli jsme se proto, provést S

NosA dalsi experimenty, za ucelem bliz§iho prozkoumani jeho biologické aktivity.

4.1 lzolace NosA a jeho prirodnich analogi

Prvnim krokem byla samotna izolace NosA a jeho pfirodnich analogt. Jak bylo zjisténo, NosA
ma dalsich pét ptirodnich strukturnich analogi se snizujici se molekularni vahou o inkrement
14 Da (Gajarska, 2017). Izolace byla proto optimalizovana tak, aby pfi ni bylo ziskano, pokud
mozno, vSech Sest strukturnich variant Vv mnozstvi a Cistot¢ dostate¢nych pro biologické

experimenty.

4.1.1 Extrakce na pevné fazi za sniZeného tlaku
Za celem primarniho ptecisténi byl surovy extrakt, jehoz ,, base peak* chromatogram je

znazornén na obrazku 8, pfecistén pomoci extrakce na pevné fazi za sniZzeného tlaku.
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Obr. 8: ,,Base peak“ chromatogram surového extraktu ze sinice Desmonostoc muscorum
CALU 456. Cisla uvedena nad nékterymi chromatografickym piky znazoriiuji retenci

NosA a jeho prirodnich analogii, pri¢emz pozice 5 odpovida retenci NOSA.
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Ziskané chromatografické frakce byly zpétn¢ analyzovany pomoci HPLC-HRMS. Na zakladé
analyzy byl zjistén pomér izolovanych latek obsazenych v jednotlivych frakcich (Obr. 9). Pro
dalsi purifikaci byly pouzity frakce s nejvyssim obsahem NosA a jeho strukturnich analogt,

tedy frakce ziskané eluci 80% a 90% metanolem. Jejich spole¢na navazka €inila 350 mg.
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Obr. 9: Extrakce na pevné fazi za sniZeného tlaku — obsah poZadovanych latek

Vv metanolovych frakcich.
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4.1.2 Gelova chromatografie

Jako dalsi predc¢istovaci krok byla pouzita gelova chromatografie. Nejvice pozadovanych
latek obsahovaly frakce F2, F3 a F4 (Obr. 10). Jejich spole¢na navazka se rovnala 180 mg.
Tyto frakce byly déle pouzity pro findlni purifikaci pomoci vysokoucinné kapalinové

chromatografie.
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] T 2463 m/z
- 1,4x10° - 2477 m/z
o B 2491 m/z
= 6 | 2505 m/z
2 1,2x10 B 2519 m/z
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b= 105
g
g
= 8,0x10° -
g
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o~
£
S 4,0x10° -
A
2,0x105 -
0 - LD“L‘.Fl i ==

FI F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10

Chromatograficke frakce

Obr. 10: Gelova chromatografie- obsah poZadovanych latek v jednotlivych frakcich.

Na obrazku 11 je ,.extracted ion“ chromatogram frakci ziskanych po gelové chromatografii.
V porovnani s obrazkem 8 je patrné, ze doslo k ¢astecnému odstranéni nezadoucich latek, coz

bylo tcelem prvnich dvou krokt izolace.

29



12449 m/z
: 2463 m'z
: 2477 miz
: 2491 m'z
: 2505 m/'z
6: 2519 m/z

2.0+

s G b

Intenzita x le

0.0+

Cas [min]

Obr. 11: ,,Extracted ion“ chromatogram frakcei ziskanych po gelové chromatografii.

4.1.3 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Finalni purifikace byla provedena dvoustupiiové, pficemz V prvnim kroku jsem provedla
oddéleni jednotlivych strukturnich variant NosA pomoci vysokouc¢inné kapalinové
chromatografie na reverzni fazi (viz metodika) a v nasledném kroku doslo ke
kone¢nému precisténi. Navazka jednotlivych variant po prvnim kroku izolace provedeném a
navazka finalnich produktt je uvedena v tabulce Il. Z vysledku je patrné, Ze jiz pouze ve

findlnim purifikaénim kroku dochazi k 50% ztratam ziskavanych latek.

Tab. II: Navazky jednotlivych izolovanych litek po 1. a 2. kroku finalni purifikace.

Varianta 1. krok 2. krok
2449 m/z 1,8 mg 0,8 mg
2463 m/z 1,2 mg 0,4 mg
2477 m/z 2,2mg 1,0 mg
2491 m/z 1,7 mg 0,9 mg
2505 m/z 4,1 mg 2,1 mg
2519 m/z 0,9 mg 0,3 mg
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Nasledujici obrazky (Obr. 12, 13) ptedstavuji ,,extracted ion“ chromatogramy jednotlivych
variant. Biologické experimenty byly provedeny s péti strukturnimi analogy, jejichz Cistota

presahovala 95% a navazka byla vétsi nez 0,3 mg.
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Obr. 12: ,,Extracted ion“ chromatogramy variant 2449 m/z, 2463 m/z a 2477 m/z.
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Obr. 13: ,,Extracted ion“ chromatogramy variant 2491 m/z, 2505 m/z (NosA) a 2519 m/z.
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4.2 Teplotni stabilita NosA

Cilem testovani teplotni stability bylo zjistit, zda nedochazi k rozkladu molekuly a zda
ptipadny rozklad nemuze ovlivnit biologickd a chemickd méteni. Po 24 hodindch ponechani
latky v uvedenych teplotnich podminkach (Obr. 14) bylo zjisténo, Ze testovana latka je vysoce
termostabilni. Zanedbatelna mira degradace byla zjisténa v 40 °C, vyraznéji byla molekula
degradovana az pii 60 °C. Pii teploté 100 °C je degradovana piiblizn¢ polovina z ptivodniho
mnozstvi NosA. Navic, pfi vyssich teplotach byl zaznamenan ptibytek iontu o velikosti 255
Da.
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Obr. 14: Teplotni stabilita po 24 hodinach setrvani NoSA v uvedenych teplotach (RT-
pokojova teplota).
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4.3 Stanoveni ICso NOSA a jeho prirodnich analogu

Tato série pokust byla provedena za ti¢elem stanoveni inhibi¢ni koncentrace NOSA a jeho ¢tyt

pfirodnich analogt, pfi které dochdzi k 50% zamezeni rlstu testovanych bunécnych linii.

Obrazek 15 slouzi jako ilustra¢ni. Popisuje uspotfadani pouzitych grafii. Grafy zobrazuji

zavislost poctu déleni bunck za dobu 72 hodin na koncentraci testované latky. Pfirodni analogy

byly testovany na dvou bunéénych liniich — HeLa a PaTu. NosA byl testovan pouze na

bunééné linii HeLa.

2463 m/z

Poiet déleni za 72 hodin

-1 T T T T T T
005 01 02 05 1 2
Koncentrace "2463" [nMol]

[F =

—&— Hela
—a&— PaTu

Pocet déleni kontrolnich
bunék Patu za 72 hodin

Poéet déleni kontrolnich
bunék Hel.a za 72 hodin

o —

o —

Obr. 15: Ilustra¢ni obrazek popisujici usporadani grafii znazormujich zavislost poctu

déleni za 72 hodin vici koncetracim NosA a jeho analogu.

U pfirodnich variant NosA se neprokdzala vyrazna specifita ¢inku vic¢i jedné ¢i druhé

testované linii. U variant 2449 m/z a 2463 m/z se u koncentraci vyssich nez 1uMol bunky za

72 hodiny rozdélili pouze jedenkrat, oproti kontrolnim bunikam, které se za stejny ¢asovy usek

rozdeli 3,8krat (HeLa) a 4,9krat (PaTu) (Obr. 16).
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Obr. 16: Zavislost poctu déleni za 72 hodin na koncetracich pi¥irodnich analogi NosA

2449 m/z a 2463 m/z.

Zbyvajici dva testované prirodni analogy NosA, latky 2477 m/z a 2491 m/z, se jevily jako

v v

ucinngjsi. Pii vSech testovanych koncentracich NoSA, véetné nejnizsi pouzité koncentrace 50

nMol se bunky nerozdélily vice nez jedenkrat za dobu 72 hod (Obr. 17).
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Obr. 17: Zavislost po¢tu déleni za 72 hodin na koncetracich p¥irodnich analogi NosA

2477 m/z a 2491 m/z.
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Nasledujici obrazek ilustruje miru inhibice bunécné proliferace v zavislosti na koncentraci

testovany latek.
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Obr. 18: Inhibice bunééné proliferace v zavislosti na koncentraci prirodnich analogi
NosA.

Pro varianty 2449 m/z a 2463 m/z je mira inhibice zavisla na koncentraci testovanych latek. U
analogti 2477 m/z a 2491 m/z se inhibice bunécné proliferace pohybuje v rozmezi 70 az 100%
pro vSechny testované koncentrace.

U NosA bylo stanoveni ICsg provedeno obdobnym zptisobem. Podle ptedpokladu, ze
jeho 1Cso se bude pohybovat v hodnotach nizsich nez 50 nMol, byly testovany i nizsi
koncentrace této latky (Obr. 19).
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Obr. 19: A: Zavislost poctu déleni za 72 hodin na koncetraci NosA, B: Zavislost inhibice

bunééné proliferace na koncentraci NosA.

Vysledné hodnoty ICsg pro jednotlivé varianty jsou uvedeny v nasledujici tabulce (Tab. I11).

Ackoliv se mi nepodafilo ziskat vysledky piesné hodnoty ICso pro vSechny analogy NosA, je

z vysledkli patrné, Ze inhibicni aktivita pfirodnich variant NosA roste se vzrlstajici

molekularni vahou molekuly.

Tab. 111: Hodnoty 1Cso NOSA a jeho prirodnich analogi vii¢i bunééné linii HeLa.
HelLa
Latka [m/z]  ICso[nMol]  Smér.
odchylka

2449 430 140
2463 120 20
2477 <50 NA
2791 <50 NA
2505 9 NA
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4.4 Analyza bunécného cyklu podle obsahu DNA

Z ptedchozich pokust, ziskanych za pomoci ¢asosbérné mikroskopie, bylo ziejmé, Ze naprosta
vétSina bunék inkubovanych s NOSA se rozdéli praveé jedenkrat a nasledné dojde k zéstave
bunééného cyklu. Pro zjisténi, v jaké fazi se bunécny cyklus zastavi, bylo pouZito metod
prutokové cytometrie. Podle analyzy je patrné, ze dochazi ke kumulaci bun¢k v S (G2) fazi.
Kvantitativni rozbor ziskanych dat je velmi komplikovany, jelikoz z vysledkl je patrné, Ze
doslo k vyraznému celkovému posunu fluorescence jader k vy$§im hodnotam fluorescence.
Pivodni procentudlni zastoupeni populaci v G1 (68 %), S (22 %) a G2 (10 %), tedy nebylo
mozné jednoznacné porovnat s oSetfenymi butikami.

Prvni zmény jsou viditelné uz po 24 hodinach inkubace s NosA. S prodluzujicim se

¢asem pocet bun¢k v S (G2) fazi bunééného cyklu narista.
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Obr. 20: Analyza bunééného cyklu podle obsahu DNA pomoci priitokové cytometrie u
HeLa bunék inkubovanych s NosA (200nMol) po dobu A: 24 hodin, B: 48 hodin, C: 72

hodin, D: negativni kontrola
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4.5 Fluorescen¢ni barveni aktinu a tubulinu

Barveni aktinové a tubuldrni sité bylo provedeno za ucelem vizualizace ptipadnych
patologickych zmén zptsobenych NosA. Jako pozitivni kontrola byl pouzit taxol, latka
zabranujici depolymerizaci mikrotubulii. Jako negativni kontrola byl pouzit mitomycin C.
Mitomycin C piisobi jako alkyla¢ni agens, alkyluje DNA a zptlisobuje zastavu v S fazi
bunécného cyklu bez ovlivnéni mikrotubularni sité.

Jak je z obrazkl patrné, v bunkach oSetienych NosA a mitomycinem C nedoslo ke
zméné morfologie tubulinu. Zatimco u bunék, které byly inkubovany s taxolem, se morfologie
tubularni sité vyrazn¢ odlisuje (Obr. 21). Aktinova sit’ se jevila rovnéz jako NosA neovlivnéna

(obrazky neptikladam).
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Obr. 21 : Obarveny aktin (HeLa buiiky, 63x) A: NosA (50nM) 24h, B: NosA (50nM) 48h,
C: Mitomycin C (1uM) 24h, D: Mitomycin C (1uM) 48h, E: Taxol (1uM) 24h, F: Taxol
(1uM) 48h
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4.6 Distribuce NosA v kultivaénim médiu/buiikach

Za ucelem zjisténi, zda je NosA pfijiman builkkami, byla provedena analyza média
v uvedenych ¢asovych intervalech od pfidani NosA (Obr. 22). K t€émto experimentiim nas vedl
fakt, Ze NosA ma pomérné vysokou molekularni hmotnost (2504 Da) a neni tedy zcela jisté,

zda pusobi intracelularné nebo na bunééné membrané (napi. pfes receptor €i interakci s

membranou).
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Obr. 22: Vyvoj hladiny NosA v kultivaé¢nim médiu béhem 48 hodin.

Hladina NosA se v kultiva¢nim médiu bunék vyrazné¢ neménila. V prubéhu 48 hodinové
inkubace byl zaznamendn mirny postupny pokles do 24 hodin inkubace. Na pfesny vyvoj
koncentrace v médiu je velmi tézké usuzovat, jelikoz naméfené koncentrace vykazovaly
pomérné velkou variabilitu.

V dal§im experimentu byly analyzovany 3 frakce, frakce bunéfnd, trypsinova a
kultivacni médium, ziskané od bunék kultivovanych s NosA ve dvou koncentracich po dobu
24 a 48 hodin. Ve frakci bunécné a trypsinové nebyl NosA ptitomen. V kultivatnim médiu se

jeho hladiny pohybovaly v hodnotach odpovidajici pfidavku na pocatku (Obr. 23).
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Obr. 23: Distribuce NosA v kultivaénim médiu. NC- kontrola odpovidajici RPMI médiu
bez bun¢k s pridavkem NosA.

I pfes pomérné velkou variabilitu dat je z obou experimentil ziejmé, ze NosA je po celou dobu
pritomen v kultivaénim médiu ve svoji puvodni formé a v koncentraci odpovidajici
pocateénimu ptidavku. Velkym piekvapenim je, ze vétSina pridaného NosA byla po celou
dobu kultivace nalezena v okolnim médiu bun€k a nikoliv uvniti bunék. Tento vysledek
vyplyva z faktu, ze hladina NosA v médium odebraném od bunék se vyrazné nelisi od kontroly

(médium bez bunék s ptidavkem NosA).

4.7 Odmyvaci a trypsiniza¢ni experimenty

Cilem této série pokust bylo zjistit, zda odstranéni NosA od testovanych bunék po urcité dobé
expozice (24 a 48 hodin) zvrati inhibi¢ni u¢inek testované latky.

Jak je patrné z vysledki, odstranéni NosA po 24 hodinéch, a do vysoké miry po i 48
hodinach, buiky zachrani od inhibi¢niho UCinku testované latky a jejich viabilita je
srovnatelnd, ¢i dokonce pted¢i, viabilitu bunék kontrolnich.

U trypsinizaénich pokust je situace odlisna. Buriky, které byly trypsinizovany po 24
hodinové inkubaci s NOSA dosahuji podobnych hodnot viability jako buiiky ,,odmyv po 48 h*.
Buniky inkubované s testovanou latkou po dobu 48 hodin, a nasledné trypsinizované, dosahuji

nizsich nez polovi¢nich hodnot viability ve srovnani s kontrolou.
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Obr. 24: VIiv odmyti a trypsinizace NosA na viabilitu bunék HeLa po 72 hodinach od

odmyvu/trypsinizace.

Na obrazku 25 je mozné& vidét konfluenci a morfologii bun¢k po 72 hodinach od odmyvu ¢i

trypsinizace.
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Obr. 25: A: Buiiky HeLa po 72 hodinach od A: Odmyvu NosA (400 nmol) po 48 hodinach,

B: Odmyvu po 24 hodinach, C: Trypsinizace po 48 hodinach, D: Trypsinizace po 24 hodinach
E: NosA 24 hodin, F: NosA 48h G: Negativni kontrola
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4.8 Experimenty s RO-3306

Cilem pokusu bylo zjistit, zda synchronizace bun¢k miize ovlivnit efekt NosA ve smyslu
oddaleni ¢i naopak uspiSeni zastavy bunééného déleni. Preinkubace s farmakologickym
inhibitorem CDK1 RO-3306 zastavila butiky na rozhrani G2/M faze. Po odmyti RO-3306 byly
buniky sledovany pomoci ¢asosbérné mikroskopie. Na zaklad¢ tohoto pozorovéani bylo
zjisténo, ze synchronizace bunécné kultury v G2/M fazi nema vliv na efekt zplisobeny NosA.
Synchronizované buiiky se, po rozd€leni zptisobeném odmytim RO-3306, jesté jedenkrat
rozdéli a nasledné dochazi k zastaveé bunécného cyklu.

Dalsim vystupem u tohoto pokusu bylo naméfeni hladiny ATP ihned po odmyvu
inhibitoru RO-3306, dale pak po 4, 24 a 48 hodinach (Obr. 26).
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Obr. 26: Hladina ATP v ¢ase 0, 4, 24 a 48 hodin po odmyvu inhibitoru RO-3306 u bunék
HelLa. Kultura bun€k HeLa byl vystavena riznym pokusnym podminkdm - piidavek NosA
by proveden bud’ béhem ¢i nebo synchronizaci. Napiiklad RO-3306 + Nostatin A_ Nostatin
A znamena, ze bunky byly preinkubovany zaroven s RO-3306 i NosA a po odmyvu k nim byl
pfidan opét NosA.
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Z vysledk je patrné, Ze po odmyvu RO-3306 se hladina ATP u bunék, ke kterym bylo ptidano
pouze kultivaéni médium, zvysuje. Naopak, pokud je ihned po odmyvu piidan NosA, dojde
za dalSich 24 hodinach ke sniZzeni hladiny ATP téméf na polovinu piivodni hodnoty. V ptipadé
preinkubovani bunék spole¢né¢ s RO-3306 a NosA a nasledného opétovného piidani NosA

ihned po odmyvu, je snizeni hladiny ATP jesté vyrazngjsi nez v predchozim piipadg.

4.9 Méreni mnozstvi ATP v ¢ase

Na zéklad¢ predchoziho experimentu s RO-3306 bylo zjisténo, ze testovana latka ovliviiuje
hladinu ATP. Bylo proto provedeno podrobné méfeni ¢asového prubéhu koncentrace ATP u
bunék inkubovanych s NosA (Obr. 27).
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Obr. 27: Podrobny ¢asovy profil vyvoje hladiny ATP u bunék HeLa po pridani NosA.
Naméfeny profil ukazuje, Ze k poklesu ATP dochazi pozvolna v pribéhu ¢asu pocinaje osmi
hodinami inkubace s NosA. Po 24 hodinach inkubace s latkou je hladina ATP u testovanych

bunék tfetinova oproti kontrole. Ve 48 hodinach dojde jesté k vyraznéjSimu poklesu ATP na

minimalni hodnotu.
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4.10 Fluorescenc¢ni barveni mitochondrii

Vzhledem k faktu, Ze v buiikach vystavenych NosA dochazi k vyraznému poklesu hladiny
ATP, jsem se rozhodla testovat ptipadny vliv NosA na strukturu mitochondrii. Barveni
mitochondrii pomoci MitoTracker® Green mélo za cil vizualizovat mitochondrie a ohodnotit
ptipadné zmény v jejich morfologii po inkubaci s NosA. Barveni pomoci MitoTracker™
Orange bylo zaméfeno na zhodnoceni ptipadnych zmén mitochondridlniho membranového
potencialu. Jak je patrné z obrazku 28, ani jeden sledovany parametr se vyznamné nelisil u

bun¢k oSetienych NosA a bunék kontrolnich. MiiZzeme pozorovat pouze jemnou kondenzaci

mitochondrialni sité, ktera by patrné¢ neméla mit funk¢éni vyznam.

Obr. 28: Obarvené mitochonrie (HeLa buiiky, 100x) A: Negativni kontrola MitoTracker®
Green, B: NosA (100nM) 24 h MitoTracker® Green, C: Negativni kontrola MitoTracker™
Orange, D: NosA (100nM) 24 h MitoTracker™ Orange C
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U bun¢k obarvenych MitoTracker™ Orange byl naméfeny fluorescencéni signal dale
kvantifikovan prostfednictvim softwaru ImageJ. Z vysledku v tabulce 1V je zfejmé, ze u bunék
osetfenych po 24 hodin NosA, nedoslo k poklesu fluorescenéniho signalu oproti buiikam

kontrolnim.

Tab. IV: Hodnoty fluorescen¢niho signalu u bunék inkubovanych s NosA po dobu 24

hodin a bunék kontrolnich.

Fluorescen¢ni signal Smérodatna odchylka
NosA [100nMol] 71,48 14,42
Negativni kontrola 68,67 10,32

4. 11 Experimenty s 2-deoxy-D-glukézou a oligomycinem A

Tyto experimenty byly provedeny piedevs§im za ucelem vySetieni vlivu NosA na vstup
glukdzy do bunky. Jak je patrné z obrazku 29, pfi pouziti inhibitoru ATP-syntazy oligomycinu
A zustava hladina ATP oproti kontrolnim bunikdm nezménénd. Pokud je k buitkkdm ptidan
zaroven s oligomycinem i NosA, dojde k poklesu hladiny ATP piiblizné¢ o tietinu oproti
kontrole. Pfidavek samotného NOSA zpisobi v hladiné¢ ATP stejny pokles jako v predchozim
popisovaném piipadé. Pii inkubaci bunék pouze s 2-deoxy-D-glukézou, doslo u testovanych
bunék k vyraznému poklesu ATP, a to na tfetinovou hodnotu oproti buitkdm kontrolnim.

Tento pokles je srovnatelny s oSetfenim bunék 2-deoxy-D-gluk6zou spole¢né s NOsA.
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Obr. 29: Hladina ATP po 24 a 48 hodinach od piidani NosA, 2-deoxy-D-glukézy,

oligomycinu A a jejich vzajemnych kombinaci naméfena u bunék HeLa.

Kromé¢ hladiny ATP byla u tohoto typu pokusu zhodnocena viabilita bunék pomoci MTT testu.
Nameétené hodnoty u jednotlivych testovanych latek a jejich kombinaci si zachovavaji stejny
trend, jaky byl popsan pii1 méfeni hladiny ATP, ovSem inhibice oproti kontrole ve zvolenych

Casovych intervalech nejsou tak vyrazné (Obr. 30).
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Obr. 30: Viabilita po 24 a 48 hodinach od piidani NosA, 2-deoxy-D-glukozy, oligomycinu

A a jejich vzajemnych kombinaci naméfena u bunék HeLa.
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5. Diskuze

5.1 1zolace a struktura NosA a jeho analogii

K izolaci NosA bylo pouzito 120 g sinicové biomasy, pfi¢emz navazky ziskanych ¢istych latek
se pohybovaly v fadech desetin az jednotek miligramt. Vysledek naznacuje, Ze by metoda
izolace méla byt v budoucnu, za G¢elem zvySeni vytézku, optimalizovana Iépe.

Stavajici metoda zahrnuje dva kroky hrubého piecisténi (gelova filtrace a extrakce na
pevné fazi) a dva kroky findlni purifikace pomoci semipreparativni HPLC. Kazdy tikon navic
predstavuje riziko ztraty ur¢itého mnozstvi izolované latky (vysrazeni, manipulace se vzorkem
apod.). Nove navrzeny postup izolace by mél tedy zahrnovat co mozna nejméné mezikrokd, a
to pfedevsim co se tyCe pouZiti separace na reverzni fazi. Pfi ni do§lo mezi prvnim a druhym
krokem ke ztratdm izolovanych latek vétsim nez 50%, jak vyplyva z tabulky II. Vzhledem
k relativné nizkym obsahiim NosA a jeho analogt v biomase sinice bude v budoucnu vhodné
vyuzit metody, pfi nichZ lze pracovat s vétS§imi objemy extraktu a nehrozi pifi nich vysoké
riziko ztraty izolovanych sloucenin. Mezi takové metody mizeme zatadit napiiklad gelovou
chromatografii nebo vysokotucinnou ,, Countercurrent “ chromatografii (HPCCC).

Kromé¢ varianty m/z 2519 bylo mnozstvi ziskanych latek kvantitativng i kvalitativné
dostacujici pro pilotni biologické experimenty, coZ bylo hlavnim tcelem cel¢ izolace. Navic,
NosA byl analyzovan za Ucelem objasnéni jeho struktury pomoci nuklearni magnetické
rezonan¢ni spektrometrie. Tato metoda se bohuzel ukazala jako nevhodna pro ur¢eni chemické
struktury této slouCeniny (Ing. Marek Kuzma, Ph.D., laboratot charakterizace molekularni
struktury, MBU AV CR, ustni sdé&leni). P¥inesla pouze informaci, ze molekula obsahuje
pravdépodobné velké mnoZstvi heterocyklickych podjednotek a vyloucila pfitomnost fosforu.

V soucasnosti probiha velkoobjemova kultivace sinicové kultury V tisicilitrovém
bioreaktoru. Po ziskani dostate¢ného mnozstvi biomasy bude provedena dalsi velkoobjemova
izolace NosA. Jeji vytézek bude urcen primarné pro objasnéni chemické struktury studované

latky, tentokrat pravdépodobné pomoci krystalografie.
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Znalost chemickeé struktury je pro dalsi praci nezbytna. Dosud je ndm o struktufe NosA zndmo
velmi malo. Lze fici jen tolik, Ze se nejedna o peptid, coz dokladaji fragmentacni spektra
molekuly ziskané pomoci hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim (Mgr. Jan Hajek,
laboratof fasové biotechnologie Centra Algatech, MBU AV CR- védecké pracovisté Tiebon,
ustni sdéleni). Je vysoce pravdépodobné, ze se NosA skladd z n€kolika podjednotek.
Jednotlivé strukturni analogy se pak mezi sebou lisi pfitomnosti methylové skupiny nebo

ketonu a dvojné vazby v molekule.

5.2 Teplotni stabilita NosA

NosA se jevi jako termostabilni latka. Tato vlastnost podporuje tvrzeni, ze se nejedna o peptid,
jelikoz peptidova vazba by pfi vysokych teplotach nebyla stabilni. Inkubace bunék a testovani
vlastni bioaktivity probihd pii teploté 37°C, proto by se NosA pii experimentech v médium
nemél vlivem teploty rozkladat. Za pozorovanou biologickou aktivitu je tedy pravdépodobné

zodpovédna molekula jako celek, nikoliv jeji rozpadovy produkt.

5.3 I1Cs0 NOSA a jeho prirodnich analogi

NosA a jeho analogy se od sebe pravdépodobné lisi jen malou zaménou v molekule, jak bylo
popsano vyse. Rozdil mezi jejich hodnotami ICsp je vSak pomérné znatelny, pficemz
s narUstajici velikosti molekuly roste jeji cytostaticky ucinek (tj. 340 nM pro 2449 a 10 nM
pro 2505 m/z). Béhem izolace navic vznikla, pravdépodobné oxidovana forma NosA (latka
2523 m/z). Tato latka byla rovnéz podrobena experimentiim za icelem stanoveni jeji ICso. Jak

je patrné z obrazku 31, hodnoty ICso se zde pohybuji v fadech jednotek pmol.

2523 m/z

Pocet déleni za 72 hodin

1 3 5 10
Koncentrace ""2523" [uMol]
Obr. 31: : Zavislost poctu déleni za 72 hodin na koncetraci oxidované formy NosA.
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Oxidovana forma NosA je tedy piiblizné stokrat méné u€¢inna nez samotny NosA. Tento jev
1ze vysvétlit tak, ze mechanismus pasobeni testovanych latek je dosti specificky, a proto i mala
zémeéna V molekule zpisobi velkou zménu v ucinnosti latky.

Hodnoty ICsg samotného NosA vici testované bunééné linii se pohybuji okolo 10nmol.
Takto nizkd hodnota neni u pfirodnich latek béznd. Jen malo ptirodnich latek mé ICsp Vv fadu
stovek pikomold (viz Cryptoficin-1, Apratoxin A). Pokud navic uvéazime piipadnou
chemickou modifikaci molekuly, kterou by bylo mozné provést za ucelem zvysSeni efektivity

slouceniny, jedna se o latku s velkym farmaceutickym potencialem.

5.4 Analyza bunécného cyklu

Z naméfenych dat je zfejmé, ze u bunék inkubovanych s NosA dochazi k zastavé bunééného
cyklu v S (G2) fazi. Zmény jsou patrné po 24 a 48 hodinach od ptidani NosA, tedy v dob¢ kdy
na bunikach jesté neni mozné pozorovat zadné morfologické zmény.

Urcity problém pfi  vyhodnocovani dat piedstavovalo vyjadfeni presného
procentudlniho zastoupeni bun¢k v jednotlivych fazich bunééného cyklu, proto ho neuvadim.
U bunék inkubovanych s NosA doSlo plo$né k posunu fluorescence jader k vy$§im hodnotam,
pficemz v populaci bunék sledovanych casosbérnou mikroskopii nebyly nalezeny Zzadné
vicejaderné bunky odpovidajici vznikajicim objekti s vyssi fluorescenci nez 600 (nejvyssi
hodnota naméfena u kontrolnich bunék). Resenim, jak usnadnit kvantifikaci bunéénych
populaci v jednotlivych fazich bunécného cyklu, by mohlo byt pouziti senzoru FUCCI (viz
kapitola 5.8 této prace).

Obecné, zastava bunééného cyklu v S fazi zplisobend ptirodnimi latkami neni
pozorovana piili§ Casto. Mnohem c¢astéjsi jsou zastavy v G1/S nebo G2/M fazi. Ptirodni
latkou, zpiisobujici zastavu bunééného cyklu v S fazi, je naptiklad resveratrol. Resveratrol
potlacuje expresi cyklinu D1, cyklinu A, cyklinu B1 a - kateninu, ale neovliviiuje hladinu
cyklinu E. Pravé cyklin E je pravdépodobné zodpovédny za prechod do S faze, 1 kdyz hladina
cyklinu D1 je redukovana (Joe, 2002).

Dal8im mechanismem, diky kterému mtZe dojit k zastaveni buné¢ného cyklu v S fazi,
je inhibice syntézy DNA. Latka piisobici jako analog baze se béhem replikace inkorporuje do
DNA a nasledn¢ inhibuje syntézu (Shi et al., 2001).

Budouci experimenty by proto mohly byt zaméieny na zjiSténi zmén v hladinach
cyklint a dalSich proteini podilejicich se na progresi bunééného cyklu, zejména v regulaci G1
a S faze, zplisobené NosA. Dal§im vhodnym experimentem by bylo i vyhodnoceni inhibice

syntézy DNA, naptiklad pomoci inkorporace 5-bromo-2’- deoxyuridinu (BrdU).
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Pozdéjsi zjisténi, ze NosA redukuje hladinu ATP, vedlo k ivahdm o vlivu mnoZzstvi
dostupného ATP na progresi bunécného cyklu. Blok v S (G2) fazi by mohl nastat i z divodu
nedostatecného energetického zasobeni buiiky. Bohuzel, v dostupné literatufe se nepodaiilo

dohledat zdroje, které by toto tvrzeni podpofily.

5.5 Fluorescen¢ni barveni aktinu a tubulinu

U bunék inkubovanych s NosA dochazi k zastavé bunécného déleni. Poskozeni mikrotubulii
je mechanismem pusobeni mnoha pfirodnich latek (viz taxol, vinblastin, vinkristin). Rozhodli
jsme se proto provetit piipadné posSkozeni aparatu, ktery se podili na déleni buiiky. Na zékladé
provedenych pokust jsme vSak dosli k ndzoru, ze NosA nijak nepoSkozuje tubulinovou ani
aktinovou sit, a tudiz by zéastava bunécného déleni neméla byt zplisobena poskozenim
mitotického vieténka. V tomto ptfipadé¢ bychom navic mnohem pravdépodobnéji pozorovali
zastavu v G2/M fazi bunééného cyklu, nikoliv v S fazi, a naslednou apoptozu (Yeung et al.,

1999).

5.6 Distribuce NosA v médiu/ burikach

Pomoci velmi citlivé HPLC-HRMS/MS analyzy se nepodafilo prokazat ptfitomnost NosA
uvniti bunék ani v trypsinové frakci. Hladina testované latky v médiu bunék oSetfenych NosA
po 24 a 48 hodinové kultivaci nevykazovala vyrazné rozdily oproti kontrolnim vzorkim
(médium s pridavkem NosA). Tento vysledek by mohl napovidat tomu, Ze NosA ptisobi vné
buiiky, coZ vzhledem k velikosti molekuly nelze vyloudit. Druhym moznym vysvétlenim je
aktivni transport NosA, jak dovnitt, tak zpétny transport z buiiky ven. Samoziejmé, je zde
nutné pocitat s enormné velkou smérodatnou odchylkou namétenych dat.

Médium muselo byt pfe€iSténo pomoci extrakce na pevné fazi za snizeného tlaku, aby
mohlo byt dale analyzovano pomoci HPLC-HRMS. Pfi tomto procesu pravdépodobné doslo
k uréitym ztratam sledované latky, ¢imz lze vysvétlit velké smérodatné odchylky. Resenim by
bylo provést experiment ve vétSim objemu média nez je 1 ml, kde by malé ztraty sledované
latky nezptisobily tak vyznamny rozdil. Takovy experiment vSak zatim nebylo moZzné

opakovat kvili velké spotfebé NosA.
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5.7 Odmyvaci a trypsiniza¢ni experimenty
Viabilita bunék, od kterych byl NosA odstranén po 24 a 48 hodinéch, byla po 72 hodinach

nasledné inkubace srovnatelna s viabilitou kontrolnich bunék. Tento vysledek lze opét
vysvétlit dvéma vyse zminénymi zplisoby. V obou piipadech (ptisobeni vné bunky, ¢i aktivni
transport ven z buiiky), by odstranéni latky vedlo ke zvysSeni jejich viability, coz je ptipad
nasSich experimentalnich dat.

U bunék, u kterych byla provedena trypsinizace po aplikaci NosA, je viabilita bun¢k
oproti odmyvu vyrazné nizsi. Tento jev muze byt zplsoben tim, ze jiz do zna¢né miry
poskozené buiiky se nedokazi vyrovnat s ptisobenim trypsinu.

Na zaklad¢ vysledki 1ze zvazovat téZ moznost, ze NosA ptisobi jako chelatacni ¢inidlo
vychytavaji z média slozky dulezité pro pteziti a proliferaci bunék. Tato moznost se vSak zda
velmi malo pravdépodobnd vzhledem k pouzivanym nanomoldrnim koncentracim NosA.

Fakt, ze je viabilita bunék po odmyvu NosA srovnatelnd s viabilitou kontrolnich
bungk, spolecné se zjisténim, ze NosA zpusobuje zastavu bunééného cyklu, navadi k myslence
potencionadlniho uplatnéni NosA jako latky pouzitelné k synchronizaci bunc¢k v S fazi

bunécného cyklu.

5.8 Experimenty s RO-3306

Pfi téchto experimentech se nepotvrdil na§ predpoklad, Zze by synchronizace bun¢k v G2/M
fazi méla vliv na uspiSeni efektu NosA. Bohuzel, inhibitor RO-3306 neovlivnil celou
sledovanou populaci bungk, ale pouze zhruba 60% bunék se rozdélilo béhem prvnich par
hodin po odmyti inhibitoru. Ke zlepSeni jeho efektu by bylo mozné buiiky presynchronizovat
v G1/S fazi, naptiklad pomoci hydroxyurei. Poté by vysledné procento bunck
synchronizovanych v G2/M fazi mélo byt vyrazné vyssi (Ma & Poon, 2011).

Otazkou je, nakolik by tento zpiisob synchronizace ovlivnil fyziologické vlastnosti
buiiky. Pozorovany jev by pak mohl byt vysledkem multiplikativniho efektu nékolika latek na
buiiku za nefyziologickych podminek, cemuz jsme se pii designu pokusti pokouseli vyhnout.

K vyhodnoceni pokusu byla pouzita ¢asosbérnd mikroskopie. Builkky se po odmyti
inhibitoru RO-3306 ovsem rozd¢li v fadu neékolika minut, proto nebylo vzdy mozné zachytit
prvni déleni bun¢k. Vhodnym néstrojem, ktery by pomohl charakterizovat, zda jiz doslo
k progresi v bunééném cyklu a v jaké fazi se bunika nachazi, by mohl byt ,fluorescence
ubiquitination cell cycle indicator” (FUCCI). Jednd se o dvoubarevny detekéni systém
zalozeny na fluorescenéné znacenych proteinech charakteristickych pro urcitou fézi

bunécného cyklu.
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Bunky prechézeji z Cervené barvy charakteristické pro G1 fazi, ptes zlutou (G1/S), az
po zelenou (S, G2 a M faze). Takovy experiment mtize byt vyhodnocen pomoci fluorescenéni
mikroskopie nebo priatokové cytometrie (Sakaue-Sawano et al., 2008). Krom¢ casosbérné
mikroskopie bylo dal§im vystupem tohoto typu pokusu méieni hladiny ATP. Zde jsme poprvé
zaregistrovali snizeni hladiny ATP u bun¢k inkubovanych s NosA, proto se dal$i vyzkum

ubiral timto smérem.

5.9 Fluorescen¢ni barveni mitochondrii

Mitochondrie, jakozto organela zodpovédna za produkci nejvétsSiho mnozstvi ATP ve
fyziologické bunce, byla podrobena sledovani zmén po osetfeni bunék NosA. Pouziti
MitoTracker® Green, ktery barvi mitochondrie nezavisle na mitochondridlnim potenciélu,
neodhalilo vyraznéjs$i zmény ve struktufe mitochondrii. Pro produkci ATP v dychacim fetézci
je vSak diilezity ptfedev§im mitochondrialni membranovy potencial. Ten byl sledovan pomoci
MitoTracker™ Orange. Kvantifikace fluorescenéniho signalu byla vyhodnocena pomoci
analyzy obrazu v softwaru ImageJ. Tuto metodu lze povazovat za semikvantitativni, avSak
predeslé studie poukazuji na jeji mozné pouziti pro hodnoceni membranového potencidlu
(Krysko et al., 2001).

Nebyl vSak pozorovan zadny rozdil mezi primérmym fluorescenénim signalem
testovanych a kontrolnich buné€k. Z toho 1ze usuzovat, Ze mitochondridlni potencial, ktery je
hnaci silou pro mitochondrialni syntézu ATP, nebyl u testovanych bunék snizen, a tudiz by
ani mitochondridlni produkce ATP neméla byt ovlivnéna. Pro pfesnéjSi stanoveni
mitochondrialniho dychani by ov§em bylo vhodné pouzit pfesnéjsi metodu, naptiklad mefeni

respirace pomoci oxymetru.
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5.10 Experimenty s 2-deoxy-D-glukoézou a oligomycinem A

S ohledem na snizovani hladiny ATP v buiikdch oSetienych NosA i pfes fyziologicky stav
mitochondrialni sité, jsme se rozhodli pokusit se stanovit vliv zablokovani glykolyzy
popfipad¢ transportu glukézy do buiky pomoci inhibitoru 2-deoxy-D-glukézy (2DG).

Glukoéza, jakozto zakladni energeticky substrat, vstupuje do buniky pomoci vice jak
deseti zndmych glukézovych transportérti, z nichz nejvyznamnéjsi, a v nadorovych bunikach
Casto ,, upregulovany“, je glukozovy transportér 1 (Glutl). Vzhledem k tomu, Ze naddorové
buniky jsou zavislé na rychlé glykolyze, jsou velmi senzitivni ke zménam koncentrace glukézy.
Z tohoto diivodu je specificka inhibice Glutl zajimava jako strategie pro protinadorovou
terapii (Liu et al., 2012).

V zéasad¢ jako pozitivni kontrola byla pouzita 2DG. Chemické struktura 2DG se od
glukézy 1isi pouze substituci hydroxylové skupiny na druhém uhliku za vodik. Po vstupu do
buiiky je 2DG fosforylovana hexokinazou. Vznikly 2-deoxy-D-glukdza-6-fosfat neni dale
metabolizovan, a tak dochazi k inhibici gluk6zového metabolismu a poklesu hladiny ATP
V bunice.

Pokud by NosA pisobil jako inhibitor Glutl, hladina ATP by byla srovnatelna
s hladinou ATP namétenou u bunék po inkubaci s 2DG. Jak je vSak patrné z obrazku 29, NosA
nezpusobuje tak vyrazné snizeni hladiny ATP jako 2DG. PiedevS§im vSak, bunky pii
spole¢ném osetfeni NosA+2DG vykazuji vyrazny pokles ATP, coz vyfazuje moznost, ze by
NosA blokoval vstup glukézy/2DG do burky.

Dal$im zajimavym poznatkem je, ze oligomycin A, jakozto mitochondrialni inhibitor,
nema u testovanych bunék na hladinu ATP Zadny efekt. Z toho vyplyva, Ze HeLa bunky jsou
schopny pIn¢ nahradit funkci mitochondrie v tvorbé ATP glykolyzou.

Vysledky tohoto experimentu nenaznacuji, Ze by NosA pusobil jako inhibitor Glutl.
Navic, Liu et al. (2012) ve své studii nového inhibitoru Glutl popisuje, ze piidani
extracelularniho ATP soucasné s inhibitorem odvrati Gi¢inek inhibice Glutl. Pokouseli jsme
se provést obdobny experiment (data neuvadim). Vysledkem bylo, Ze ptidani extracelularniho

ATP ani samotného adenosinu zaroven s NosA nepomohlo pfekonat efekt zpiisobeny NosA.
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6. Zaveér

Prace byla zaméfena na studium cytostatického ucinku latky izolované z plidni sinice
Desmonostoc muscorum, kterd je v této praci nazyvana nostatinem A (NosA). Prvni
podminkou pro studium efektu NosA a jeho strukturnich analogii byla izolace ze sinicové
biomasy. Béhem izolace se podatilo ziskat dostatecné mnozstvi Cistych latek pro pilotni
biologické experimenty. V budoucnu bude muset byt metoda izolace optimalizovana tak, aby
byla pouzitelnd pro vétsi mnozstvi biomasy a dosahlo se vyssi t¢innosti. Co se tyce efektu

NosA vuci testovanym bunéénym liniim, bylo zjisténo nasledujici:

e 1Cso NosA a jeho strukturnich analogii jsou rozdilné. Nejnizsi ICso vykazuje NOSA,
hodnota odpovida koncentraci 9 nmol.

e NosA zpusobuje zastavu bunééného cyklu, pravdépodobné v S fazi.

e NosA neovlivituje strukturu aktinu ani tubulinu.

e NosA nebyl detekovan uvnitf bunék ani v trypsinové frakci ziskané z povrchu bunék.
Jeho koncentrace v médiu se v ¢ase témé&f neméni.

e Odmyti NosA z bunécné kultury po 24, a do zna¢né miry i 48 hodinach, zachrani
buiiky od cytostatického efektu.

e Synchronizace bunék v G2/M fazi nema vliv na urychleni ¢i oddaleni efektu
zpiisobeného NosA.

e NosA pravdépodobné zastavuje syntézu ATP a v dlouhodobém ¢asovém horizontu
vyrazné snizuje jeho hladinu v bunice.

e NosA nema vliv na strukturu mitochondrii, a pravdépodobné ani na mitochondrialni
membranovy potencial.

e NosA pravdépodobné neplisobi jako inhibitor glukézového transportéru 1.

Pro své unikatni vlastnosti je NosA predurfen k dal§imu zkoumdni. Stézejnim krokem v
budoucnu bude objasnéni jeho chemické struktury. Ta by mohla napovédét vice o
mechanismu, jakym latka ptsobi. Doufam, Ze molekula NosA jednou najde své uplatnéni

Vv praxi, i kdyz k tomu jisté nepovede jednoducha cesta.
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