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Anotace:

V této praci jsem se zabyvala analyzami biomas a kultivacnich médii sinic za tcelem
nalezeni fungicidné pilisobicich latek. Testovani aktivity bylo nésledné rozsifeno o
testovani cytotoxicity na bunécnych liniich a Zabronozkach (Artemia salina). Byl také
vizualizovan cytoskelet, aby bylo zfejmé, jaky je mechanismus toxického piisobeni.
Fungicidné pulsobici substance byla purifikovana a analyzovédna pomoci HPLC. Diky
cilenym fragmentacim s pouzitim hmotnostniho spektrometru byly nalezeny chemické

struktury vSech nalezenych fungidnich latek.

Annotation:

| investigated in this thesis extracts of biomasses and cultivation media of cyanobacteria
in order to found fungicidally acting substances. The testing was subsequently extended
with testing of cytotoxicity to cell lines and brine shrimps (Artemia salina). The
visualization of cytoskelet organization was used to make clear what is the mechanism of
toxicity. Fungicidally active substance was purified and analyzed by HPLC. With
targeted fragmentation using a mass spectrometer were found chemical structures of all

fungicidal substances.
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1. UVOD
1.1. Sinice

Sinice jsou velice staré autotrofni mikroorganismy. Objevily se minimalné pred 2,7
miliardami let (Schopf et al., 2002) a zacaly prvotni reduk¢ni atmosféru ménit na tu
dnesni obsahujici kyslik (Paul, 2008). Nasledné se z kysliku vytvarel ozon, ktery omezil
prostup ultrafialového zafeni, ¢imZz bylo spoluumoznéno pozdéji vznikajicim
mnohobunéénym organismim kolonizovat sous (Friedmann and Ocampo, 1994). Také se
da tict, ze sinice (v $irSim slova smyslu) umoznily vznik slozitéj$ich forem Zivota.
Bunééné struktury eukaryotickych bunék — konkrétné mitochondrie a plastidy, jsou
pozlstatkem praddvné endosymbiodzy s blizkym piibuznym sinic (Giovannoni S.J. et al.,
1988; Yoon et al, 2004). Sinice jsou také vyznamnym geologickym Ccinitelem. V
minerdlnich vodach dochazi vlivem procesu fotosyntézy sinic ke srazeni rozpusténych
soli v podob¢ riiznych minerald, napt. travertinu, nebo znamych stromatoliti (Altermann
et al., 2006). Cyanobacteria osidluji témét vSechny biotopy s vyjimkou extrémné
kyselych lokalit. MiZeme je najit v sladké ¢i slané vodé&, v puid¢ a na skalach, v enormné
nehostinnych arktickych ledovych pustinach a nebo v horkych pramenech (Madigan and
Marrs, 1997; Whitton and Potts, 2000). Vyvinula se u nich rozmanita piisplisobeni
pomahajici pfeZit nepfiznivé podminky. Na piiklad je moZzno uvést tvorbu specifickych
bun¢k umoziyjicich vodnim sinicim efektivné cirkulovat ve vodnim sloupci (aerotopy) a
schopnosti fixovat atmosféricky dusik (heterocyty). Tento pfisn€ kontrolovany
mechanismus probiha v heterocytech, kam je cilené zabranéno vstupu kysliku, jenz by
degradoval dusik fixujici nitrogenasu. Diky této schopnosti se sinice (napf. rod Nostoc,
Gloeocapsa, Stigonema) ucastni mnoha symbiotickych vztahti zejména s lisejniky,
nahosemennymi rostlinami ¢i prvoky (Santi et al., 2013; Yuan et al., 2005). Dalsimi
specializovanymi butikami sinic jsou akinety, coZ jsou vlastné jakasi persistentni stadia,
diky nimZ je organismus schopen rychlého rlstu po odeznéni pro Zivot nevhodnych

podminek.



Velikost bun¢k sinic je zpravidla 1-10 um, ale muze dosahovat az 60 um (Chroococcus
giganteus) (Schopf and Klein, 1992). Rozmnozovani je vyhradné nepohlavni, délenim.
Rozdéluji se do péti tadu: Chroococcales, Chamaesiphonales, Oscillatoriales,
Nostocales, Stigonematales. V soucasnosti je znamo asi 200 rodt s n¢kolika tisici druhy s
tim, ze tento pocet by mohl pravdépodobné rtist fadoveé (Anagnostidis a Komarek, 1985).
Chybi totiz detailnéjsi prozkoumani nékterych oblasti — napt. tropi. Nékdy se diky
zna¢né proménlivosti (fenoplasticité) sinic viibec nepfistupuje k popisovani druhti, ale
uzivaji se jen rody — dokonce jesté stale nebyl sjednocen nazor, jak definovat druhy.
Detailné¢ bylo dosud prostudovdno jen nemnoho desitek zastupcii. Z biochemickych
charakteristik se pro taxonomii da dobie pouzit napiiklad obsah karotenoida
(Aakermann et al., 1992; Karsten and Garcia-Pichel, 1996) ¢i zastoupeni mastnych
kyselin (Li and Watanabe, 2001; Tornabene et al., 1985), zatim stale ale chyb¢ji data na
vytvofeni obecného zavéru. S klasifikaci sinic maji taxonomové mnoho problémi a jsou
navrhovany rGzné systémy klasifikace (Oren, 2004), nyni zejména na zakladé
molekularnich analyz (porovnavani sekvenci 16s rRNA). Existuji jak vlaknité, tak
jednobunééné typy, které soucasné patii do jednoho fadu na piiklad Oscillatoriales a
Chroococcales (Giovannoni et al., 1988). Zajimavym a nikoli ptekvapivym je také
zjis$téni, Ze se bakterie ve fylogenetickych analyzach 16S rRNA velmi casto seskupuji do
clustri podle typu stanovisté, tedy ze sladkovodni se velmi 1i§i od motskych nebo
terestrickych populaci (Zwart et al., 2002). Dale byly popsany jist¢ korelace na typ
stanoviSté a produkci aktivnich metaboliti (Hrouzek et al, 2010), ale napt. halofilni
jednobunécné sinice, coZ je zajimavé, vytvareji dle 16S rRNA monofyletickou skupinu,
vzdalenou od ostatnich a to bez ohledu na geograficky pivod (Garcia-Pichel et al., 1998;
Margheri et al., 1999).

Ukazuje se, ze rod Nostoc, kterym se zabyva tato prace, je monofyleticky, ale s urcitym
stupnem polymorfismu (Rudi et al., 1997). Od rodu Anabaena je rozpoznatelny tvorbou
mensich akinet. Nostoc je velmi Siroky rod ¢itajici mnoho zastupct. Typicka je pro néj
zejména tvorba makroskopickych kolonii. Vét§i ¢ast zastupct rodu zije mimo vodni
prostiedi. Nejcastejsi zastupce, N. commune, tvoii tmaveé zelené né€kolika centimetrové
kolonie na pis¢ité puidé. Casto tyto kolonie nachazime na okrajich cest, ale i ve stepich a

na polopoustich (Tamaru et al., 2005). Velké mnoZstvi druhii r. Nostoc byvéa soucasti



symbiotickych ~ vztahd  (napf. N. symbioticus v Geosiphon pyriforme, v
liSejniku Colema je N. commune, n¢€kolik druhd Zije v pletivech cykast, atd). V ramci
rodu Nostoc probiha velmi intenzivni vyzkum, napf. i proto, ze stale nejsou vyjasnény
taxonomické vztahy mezi voln¢ Zijicimi druhy a symbionty (Lokmer, 2004).

Sinice mohou byt velmi uzitetné. Né&které sinice, jako napf. Spirulina se péstuji ve
velkém a jsou pro svlj vynikajici nutriéni benefit vyhledavanym potravnim dopliikem
(Borowitzka and Borowitzka L., 1988). Trichormus doliolum a nékteré dalsi sinice se
ockuji do ryzovych poli, ktera, diky své schopnosti fixovat atmosfericky dusik, hnoji.
Nékteré sinice se také pro svilj vysoky obsah karotenoidi ptidavaji do krmiv pro zlepSeni
barevnosti napt.okrasnych rybek. Sinice jsou také tradicni ve vychodnich kuchynich jako
ptisada do polévek a sushi (Antar and Zorica, 2008). Napt. N. flagelliforme se pouziva v
¢inské kuchyni jako surovina pro pfipravu nékterych polévek. Kazdoro¢né je objevovana
a v odborné literatufe prezentovana Sirokd Skala novych zajimavych metabolitl sinic

(Ledo et al., 2013; Zhenga et al., 2013), coz naznacuje intensivni vyzkum na tomto poli.

1.2. Kultivace sinic

Jak jiz bylo fec€eno, sinice jsou velmi cennym zdrojem latek potencidlné pouzitelnych ve
farmacii, potravinaistvi a kosmetickém primyslu. Vyhodou zkoumani jejich
sekundarnich metabolitd je to, Ze tyto organismy maji kratkou generacni dobu a jsou
schopny ristu v masovych kulturach, které mohou byt snadno ovliviiovany kultiva¢nimi
podminkami tak, aby bylo dosaZeno optimalni produkce Zadanych bioaktivnich latek. Je
tedy nezbytné a zasadni nastavit nejlepsi riistové podminky pro produkci bomasy a také
pro syntézu metabolitii, coZ spolu nemusi korespondovat.

Pro studium a prvotni experimenty je pouzivano laboratornich kultivaci v rizné velkych
Petriho miskéch, Erlenmayerovych lahvich, kultiva¢nich valcich a akvériich. Pokud je
aktivni latka nalezena, je nutno ziskat vétsi objemy biomasy, k ¢emuz bylo vyvinuto
nékolik typil zafizeni pro masovou kultivaci. S oblibou je pouZzivano kultivaci v dlouhych
osvétlenych trubicich probubldvanych vzduchem, plochych kultivacnich nadob, nebo
bazénk, v nichz je biomasa michanim provzdusiiovana (Materassi et al., 2009; Tredici et
al., 1991; Tredici and R., 1992). V oboru masovych kultivaci jsou MBU Tieboii a Nové

Hrady ptednimi evropskymi pracovisti. Unikatni byl tamé&j$i vyndlez kultivace na
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plosinach, ktery vyzaduje minimum externi energie a poskytuje vysoké vynosy (Setlik et
al., 1970).

1.3. Toxiny produkované sinicemi

Brilantni schopnost sinic pfizplisobit se je umoznéna nejen specializovanymi buiikami —
viz kap. 1.1., ale v neposleni fadé také schopnosti produkovat plejadu latek, sekundarnich
metabolitl, které nejsou nezbytné pro zivot, ale svému producentovi poskytuji jisté
vyhody. Zde se zaméfme na toxiny, které se daji tfidit na ptiklad dle mechanismu jejich
ucinku (biologické aktivity) na inhibitory enzym, antibiotika, imunosupresiva, latky s
ucinky fungicidnimi, cytotoxickymi, virucidnimi apod. (Burja et al., 2001). Déle dle
u¢inku na sav¢i organismus: hepatotoxiny, neurotoxiny, teratotoxiny atd., nebo dle jejich
chemické povahy: peptidy, lipopeptidy, terpenoidy, alkaloidy, makrolidy, mastné
kyseliny, polycyklické ethery aj. Obecné lze tedy fici, ze sinice produkuji ohromné
mnozstvi chemicky rozmanitych sekundarnich metaboliti, pfi¢emZ schopnost biosyntézy
ur¢ité latky je v tadé piipadd specifickd jen pro dany kmen a tudiz neptedstavuje
sjednocujici znak vSech kment daného taxonomického souboru.

Nékteré sinice mohou produkovat nékolik cyanotoxind soucasné (Haider et al., 2003),
naproti tomu nékteré populace jinde toxickych sinic mohou na nékterych stanovistich
svou schopnost velmi omezit, nebo dokonce zcela eliminovat (Mbedi S et al., 2005;
Vezie C, 1998). Toxicitu vykazuji také piimo lipopolysacharidy, které jsou soucasti
bunécnych stén vsech sinic (Weise et al., 1970). Mnozstvi toxinli se muze také vyrazné
meénit béhem vegetacni sezoény (Sivonen and Jones, 1999), nebo muze byt ovlivnéno
pfisunem Zzivin, svétla ¢i teploty (Dolman et al., 2012; Rapala et al., 1997b; Sivonen,
1990b). Bylo popsano mnoho piipadi uhynu krav, koz, ovci, psi a dalSich zvitat v
dasledku otrav z vody zamotené sinicemi (zejména témi produkujicimi mikrocystin, tedy
sinicemi rodu Microcystis, ale i Nostoc a dalsi) (Duy et al., 2000). Jsou popsana i umrti
lidi. Nejhorsi piipad se odehral v Brazilii v 90 letech minulého stoleti, kdy po zamoteni
nadrZe s pitnou vodou zemfielo na 50 lidi (Azevedo et al, 2002). To vSak byli pacienti s
poSkozenymi ledvinami a sinicové toxiny se dostaly do dializacniho roztoku. Sinice
produkuji také toxiny toxické k jinym cyanobakteriim, bakteriim, fasdm a zooplanktonu
(Leflaive and Ten-Hage, 2007). Napt. extrakty Microcystis aeruginosa maji biocidni

efekt na Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli nebo Pseudomonas
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hydrophila (Foxall and Sasner, 1988). Byly pozorovany piipady intoxikace rybiho plidku
extrakty Planktothrix agardhii (Oberemm et al. 1997).

Sinice se odliSuji od ostatnich organismii v mnohém, mimo jiné také v mnoha
metabolickych drahach. Zajimavé je, Zze produkuji neribozomalni peptidovou syntézou
fadu cyklickych a linearnich peptidl, které maji ve své molekule ¢asto zaclenény méné
obvyklé typy aminokyselin, napf. B-aminokyseliny, D-aminokyseliny i
dehydroaminokyseliny. Piikladem je napf. nodularin (Brett et al., 1999). Tyto peptidy
byvaji jesté dale modifikovany, napf. dodateCnou metylaci smérovanou na dusik
podilejici se na peptidové vazbé (Namikoshi et al., 1993). Pravdépodobné nejznaméj$imi
cyanotoxiny jsou mikrocystiny, coz jsou cyklické heptapeptidy produkované zdstupci
sinic rodt Microcystis, Anabaena, Planktothrix, Nostoc, Anabaenopsis aj. Tyto toxiny
jsou zodpovédné za nejveétsi pocet otrav vodnim kvétem. V soucasnosti je zndmo témert
70 strukturnich variant mikrocystini (Perron MC et al., 2012). Plsobi hepatotoxicky,
jejich hlavni mechanismus u¢inku je zalozen na inhbici proteinfosfataz 1 a 2A a
nasledném zborceni cytoskeletu v disledku hyperfosforylace a jsou povazovany za
promotory kancerogeneze (Apeldoorn et al., 2007). V literatufe (Bury et al., 1995) je
popisovan vliv mikrocystini na riist ryb, jimZz zptisobuji iontovou disbalanci a ryby
nalezit€ nepfirlstaji.

Nodulariny jsou monocyklické pentapeptidy produkované planktonnimi sinicemi rodu
Nodularia, zejména Nodularia spumigena. Tyto latky maji podobny mechanismus
ucinku jako mikrocystiny. Znama je také netoxické varianta nodularinu (Namikoshi et al.,
1994). Depolymerizace aktinu je mechanismem uc¢inku makrolidické cytotoxicky
pusobici latky s nazvem Tolytoxin (Patterson et al. 1993). U nékterych
cyanobakterialnich toxinl byla popsdna interference s procesem replikace DNA (Teneva
et al. 2003). Pfi extrakci biomasy sinice Nostoc ellipsosporum do vody byl izolovan
cyanovirin-N (Gustafson et al., 1997). Tento protein tvofeny 101 aminokyselinami ma
antivirovou aktivitu vic¢i HIV-1, HIV-2 a SIV (Simian Immunodeficiency Virus).
Nostocyklamid M je cyklicky peptid s aleopatickou aktivitou izolovany ze sinice Nostoc
(Juttner et al., 2001). Jini zastupci rodu Nostoc produkuji dal§i biologicky zajimavé
peptidy napt. banyasid A a B (Pluotno and Carmeli, 2005), nostopeptin BN920,
depsipeptid cryptophycin (Trimurtulu et al. 1994, Smith et al 1994), ktery zpisobuje
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depolymerizaci tubulinu jiz v nanomolarnich koncentracich a je schopen zastavit
kancerogenezi (Teicher et al 2000), nostoginin BN741 (Ploutno and Carmeli, 2002) nebo
microviridiny (Murakami et al., 1997), které plisobi jako inhibitory protedz. Moisky
kmen sinice Nostoc linckia produkuje latku borophycin, ktera vykazuje silny cytotoxicky
ucinek (Hemscheidt et al., 1994). Borophycin produkovany Nostoc linckia and Nostoc
spongiaeforme var. tenue je polyketid, ktery ve své molekule obsahuje atom boru. Jak z
chabého vyctu patrno, rod Nostoc je velmi bohatym zdrojem bioaktivnich metabolitii. Ke
zminénym mizeme piidat nostocin A (Hirata et al., 1996), tenuecyclamide A—D (Banker
and Carmeli, 1998) produkovany N. spongiaeforme, noscomin (Jaki et al., 1999) a
comnostin A-E (Jaki et al., 2000) produkovany N. commune, muscoride (Nagatsu et al.,
1995), cyanovirin (Boyd et al., 1997) a nostocarboline (Becher et al., 2005) z N. linckia,
N. muscorum, N. Ellipsosporum a dalSich druht rodu Nostoc. Sinice produkuji toxiny
inhibujici acetylcholinesterasu, coz by bylo potencidln¢ vyuzitelné pro lécbu
Alzheimerovy choroby (Zelik, 2008). Fungicidni aktivita je popsdna jen u minima
cyanobakterii. Fungicidni aktivita a cytotoxicita byla zjiSténa u nostofungicidinu,
lipopeptidu izolovaného z Nostoc commune (Kajiyama et al., 1998). Cryptophycin
(Biondi et al., 2004) a jiZ zminény tolytoxin také funguji fungicidné (Ishibashi et al.,
1986; Patterson and Carmeli, 1992). U Goniodoma sp. byla nalezena latka s fungicidnim
uc¢inkem, goniodomin A (Takeda et al., 2008). Naproti tomu cytotoxickych sloucenin
produkovanych sinicemi je cela fada. N&které jsou jiz zminény v pfedeslém textu, dalSimi
se zabyvaji nasledujici prace (Broniatowska et al., 2011; Hrouzek et al., 2005; Patterson
and Carmeli, 1992; Trimurtulu et al., 1994). Toxicitu k bunecnym liniim popisuji prace
(Hrouzek et al., 2011; Surakka et al., 2005; van Apeldoorn et al., 2007).

VysSe uvedené priklady ptedstavuji pouze zlomek dosud nalezenych bioaktivnich latek.
Obecné lze tedy fici, Ze sinice produkuji ohromné mnoZstvi chemicky rozmanitych
sekundarnich metabolitli. Na fakt, Ze sinice produkuji mnohdy i velmi silné toxiny nelze
odpovidat jen tvahami, jak co nejefektivnéji vyhubit vodni kvéty, ale také je dulezité si
uveédomit, Ze to, Ze jsou sinice schopny takto zamofit prakticky jakykoliv vodni utvar s
dostatkem zivin je diikazem jejich fantastické schopnosti pfezit a mnozit se. Sinice se od
fas a vyssich rostlin odliSuji nejen po strance fyziologické a biochemické, ale i z hlediska

prozkoumanych obsahovych latek, které byly u sinic prostudovany jen velmi malo
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(Shimizu, 1996). A pravé nalezeni takovychto novych producenti mezi autotrofnimi
mikroorganismy je jednim z cilii této prace.

1.3.1. Scytophyciny

Jednou z nejzajimavéjsich skupin latek produkovanych sinicemi jsou scytophyciny. Tyto
latky jsou makrolidy se zakladem tvofenym cyklem z 21 uhlika a postrannim fetézcem z
12 uhlikovych atomii. Scytophyciny maji molekulovou hmotnost v rozmezi od m/z 806
(Scytophycin C) do m/z 852 (6-hydroxy-7-O-metoxy-Scytophycin-D, resp. E).
Substituenty, z nichz nékteré jsou spolecné pro vSechny skupiny scytophycind a nékteré
variabilni, jsou dilezité jak pro prostorové uspofaddni molekuly, tak pro biologickou
aktivitu. Scytophyciny byly nalezeny zhruba pied 30 lety skupinou kolem profesora
Moora z Havajské university. Poprvé byl Tolytoxin (6-OH-7-OMet-Scytophycin B),

ktery je nejprozkoumanéjSim scytophycinem, izolovan z terestrické sinice Tolypothrix

3

conglutinata var. colorata Ghose,

o

J ktera byla nalezena na

s Fanningové ostrové (Havajské

souostrovi) v roce 1977 (Carmeli

et al., 1990; Moore et al., 1986).

H CHj CHal///\ N /CR,\H T-e1-1t0 to-xin je hlavné spojovan se

OMe Me sinicemi Scytonema

Olvle o pseudohofmanni (kmen BC-1-2,
Monoisotopic Mass = 849 523841 Da ATCC 53141)’ Scytonema
Obr. 1. Nahote obecna struktura scytophycint, dole mirabile (kmen BY-8-1),

chemicka struktura tolytoxinu. Scytonema  burmanicum  (strain

DO-4-1) a Scytonema ocellatum (kmeny DD-8-1, FF-65-1, and FF-66-3) (Carmeli et al.,
1990). Dale je znamo, Ze tolytoxin produkuji i nékteré dal$i sinice kromé rodu
Scytonema, na ptiklad Cylindrospermum (Patterson et al., 1994), ale jejich vyskyt nebyl
nikdy zaznamenan u rodu Nostoc. Tolytoxin je velmi silny cytotoxin a také fungicid.
Jeho toxicita u mysi byla stanovena jako LD50 (ip) 1.5 mg/kg, cozZ je srovnatelné s velmi
toxickymi jedy (kyanovodik mé LD50 také 1.5 mg/kg). Cytotoxicka funkce tolytoxinu
byla dobfe popsana v literatute (Patterson and Carmeli, 1992). Tento cytotoxin inhibuje

polymerizaci F-aktinu a také zpusobuje depolymerizaci jiz zpolymerizovanych jednotek,
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bez ovlivnéni ostatnich struktur cytoskeletu. Tento efekt je zfejmy in vitro pii
koncentracich jiz 2 nM, coz je koncentace padesati az tisicinasobné¢ mensi, nez efekt
cytochalasinu B (Chao and Liu, 2006; Patterson et al., 1993) nebo latrunculinu (Spector
et al., 1983), které piisobi obdobn¢ a standartné se pouzivaji v bunécné biologii. Zajimavé
je, ze Tolytoxin je inhibitorem cytokineze v kulturach sav¢ich bunék, jehoz efekt po

vymyti toxinu odezni, je tedy reveribilni.

1.4. Purifikace

Extrakci se ziska pfevazné smés latek, které je nutno od sebe oddélit a precistit. Metod
rozd€lovacich (separacnich) je opét celd fada a mnoho typi. Zékladnimi jsou rtzné
chromatografie (Novakova et al.,, 2013; Skoog and kolektiv, 2007). Ty poskytuji
informace jak kvalitativni, tak kvantitativni. Existuje nékolik moznosti rozdéleni
chromatografickych technik. Muzeme je dé¢lit podle zplisobu provedeni: kolonova
(sloupcova) x plosnd (planarni); podle principu separace: rozdélovaci x adsorpéni x
iontové vyménna x gelova; podle kvantity vytézku: analytickd x preparativni; nebo
naptiklad podle typu mobilni faze: plynova (GC) x kapalinova (LC). Mezi kapalinové
chromatografie patii: kapalinova rozdélovaci chromatografie (LLC); gelova permeacni
chromatografie (GPC); kapalinova adsorpcni chromatografie (LSC); iontové vyménna
chromatografie (IEC); papirova rozdélovaci chromatografie (PC); nebo tenkovrstva
rozdélovaci chromatografie (TLC). Déle se obecnéji zmiiime pouze o technikach

pouzitych v této praci.

1.4.1. Tenkovrstva chromatografie (TLC)

Pti tenkovrstvé chromatografii je analyt unaSen spolu s vyvijecim roztokem (organicka
rozpoustédla) tak, jak tento vzlind materidlem chromatografické desky. Pozice vysledné
skvrny je ddna pomérem veli¢in charakterizujicich miru zadrzovani ve stacionarni fazi ku
rychlosti migrace spolu s mobilni fazi. Tato veli¢ina se nazyva retencni faktor. U
kapalinovych plosnych chromatografii je stacionarni faze ve formé¢ volné vrstvicky. Bud’
je to n&jaky praskovy material na inertni podlozce u tenkovrstvé chromatografie, nebo je
to samotny chromatograficky papir (obdoba filtratnich papirl) u papirové

chromatografie.
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Po uschnuti desky a oznaceni ¢ela je mozno skvrny zviditelnit ponofenim nebo postiikem
vhodnym ¢inidlem, jimz muze byt napf. koncentrovana H,SO, a KMnQ, (destruktivni
metody, oxidace vétSiny latek), I, (vizualizace organickych latek); dithizon (zviditelni
ionty kovl); ninhydrin (pro aminy, aminokyseliny, aminocukry), fluorescamin (aminy,
peptidy a sulfonamidy); acidobazické indikatory (kyseliny nebo zasady), atd. Dale mohou
byt latky vizualizovany pomoci UV. Jedna se o princip fluorescence luminoforti pod UV
zafenim (excitace pifi 254 nm), nebo se da pouzit naopak zhéaseni fluorescence
tenkovrstvé desky s nanesenymi fluorescenénimi sondami. Chromatografie na tenké
vrstve slouzi spise ke stanoveni poctu a typu jednotlivych latek, ne tolik jejich mnozstvi, 1

kdyz existuji TLC desky pouzitelné pro déleni vétSich vzorkd (Ranny, 1984).

1.4.2. Kapalinova chromatografie

Obecné nejpouzivanéjsi metodou pouzivanou pro separaci latek je kapalinova
chromatografie. D&jiny pouZzivani sloupcové kolonové chromatografie spadaji do roku
1903, kdy rusky védec M.S. Cvét (Cvet, 1903) v efektnim pokusu jako prvni rozdé€lil na
sloupci v usporadani kapalina-adsorbent listova barviva (chlorofyly a karotenoidy).
Pokud je stacionarni fazi voda, hovofime o chromatografii s normalni fazi. Obvykle
byvaji ale zakotveny spiSe organické kapaliny (obvykle spise malo polarni) — zde
hovofime o obracené fazi. Nosice zakotvenych kapalin mohou mit rizné chemické
sloZzeni. Mezi nejfrekvetované;si patii oxid kfemicity, dale sklo, rizné polymery, Skrob,
celuloza a dalsi.

Pti volbé mobilni faze postupujeme podle klesajici polarity rozpoustédel, tak jak jsou
fazena V mixotropické fadé — voda, methanol, ethanol, aceton, fenol, n-butanol,
ethylacetat, diethylether, trichlormethan, benzen, tetrachlormethan, cyklohexan, hexan,
parafinové oleje — plati, Ze podobné rozpousti podobné a ¢im jsou rozpoustédla v fad€ od
sebe dale, tim hufe se misi. Nékdy byva vhodné pouzit ur€ité smési téchto rozpoustédel.
Pokud je material déliciho média ke vS§em délenym sloZkdm zcela inertni a specificky
nezadrzuje Zadnou z nich, hovoiime o gelové permeacni chromatografii. GPC slouZi pro
déleni smési latek podle jejich molekulovych hmotnosti. Bézné tak miizeme délit smeési
relativné nizkomolekularnich latek o hmotnosti fadu tisic az desetitisicti daltont 1 smési

velmi vysokomolekularnich latek s molekulovou hmotnosti statisici az milionu. Tato
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metoda je zaloZzena na rozdilné prichodnosti otvorti a dutych vyklenkd na casticich
stacionarni faze pro ruzn¢ velké Castice délené smési. V koneéném efektu
z chromatografické kolony vytece jako prvni slozka s nejvétsi velikosti a jako posledni
slozka s nejmensimi. U kapalinovych sloupcovych chromatografii je délici médium —
stacionarni faze — wumisténo ve sklenénych nebo kovovych trubicich, v tzv.
chromatografickych kolonach. Ty mohou mit praimér od 5Smm do 50mm a délku od 5 cm
do 1 m i vice. Pokud protéka elucni roztok jen diky gravitaci, hovofime o tzv. nizkotlaké
kolonové chromatografii. Je ale mozno roztoky nutit protékat kolonou zvySenym tlakem
za pouziti pump (Novédkova et al., 2013). Potom Ize pouzit daleko jemné¢j$i material
staciondrni faze a kolony se stavaji pro déleni podstatné ucinngjsi, s vy$Sim poctem
teoretickych pater a kapacitnéjsi diky vétSimu povrchu stacionarni faze. Pokud
promyvame kolonu elu¢nim ¢inidlem o stale stejném slozeni, hovoiime o tzv. izokratické
eluci. Mnohdy vSak béhem eluce musime slozeni elu¢niho ¢inidla ménit (napf. jeho
iontovou silu, pH, pomér polarnich a nepoldrnich rozpoustédel apod.) a potom se jedna o
tzv. gradientovou eluci. K tomu je zapotiebi mit k dispozici programovatelné pumpy
michajici roztoky v riizném poméru nebo pumpu spojenou s michackou gradientli, ke
které jsou pfipojeny dva zasobniky rozdilnych roztokd.

Detektorti zaloZenych na méfeni riznych fyzikaln€ chemickych parametra latek
vystupujicich z chromatografickych kolon existuje velké mnoZstvi. Jejich podrobné;si
popis by zabral mnoho stran. LiSi se od sebe nejen fyzikalni podstatou méfeni, ale 1
pouzitelnosti a citlivosti. Zde vyjmenujeme jen typy téch cast&ji pouzivanych. Pfistroje
prutokové jako jsou UV-VIS; DAD (Diode Array Detector); fluorimetry; polarimetry;
vodivostni detektory; coulometry; dielektrimetry; refraktometry; radiometry a dalsi.

(Novakova et al., 2013).

1.4.3. Iontova chromatografie

Na tomto misté se jeSté¢ kratce zminim o technice iontové, nebo také iontoménicové
chromatografie, kterd byla v prezentované praci pouzita pro kvantifikaci Zivin Vv
kultiva¢nich médiich sinic. Iontova chromatografie (IC) je analytickd metoda, pomoci
které lze stanovit stopové koncentrace nékterych aniontd, pfipadné kationtl. Podle toho

se oznacuje jako aniontova a kationtova. Jeji princip je zaloZen na iontovych interakcich
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molekul analytu iontové povahy s povrchem stacionarni faze, ktera obsahuje iontové
funk¢ni skupiny nesouci oproti analytu opa¢ny naboj. U IC lze vyuzit detekéni systémy
rizného typu, nicméné univerzalnim je detektor vodivostni, uréeny zejména pro analyt
iontového charakteru. Hlavni slozkou mobilni faze je obvykle voda, do niz jsou
piidavany rizné anorganické i organické kyseliny a zésady. Slozeni mobilni faze se pro
kationtovou 1 aniontovou anylyzu lisi. VétSina aplikaci pro analyzu aniontd je provadéna
isokraticky a diky mobilni fazi na bazi bivalentni/monovalentni soli i velmi rychle bez
nutnosti pouziti gradientu pro urychleni retence vicemocnych aniontd. Vyhoda oproti
gradientovym feSenim s vyuZitim napf. NaOH je pfedevSim Uspora ¢asu béhem analyz,
kdy neni tfeba cekat na ustdleni vodivosti pozadi mezi jednotlivymi analyzami a také
uspora finan¢ni. Dulezitou soucésti pro aniontovou analyzu je supresor, ktery sniZuje
vodivost pozadi a tim zvysuje citlivost. Pro kationtovou IC se pouzivaji mobilni faze na
bazi vody a silné minerélni kyseliny (kyselina chlorovodikové nebo dusi¢na), vétSinou v
kombinaci s organickymi kyselinami Pro IC je mozno pouzZit mnoho riznych
stacionarnich fazi tvofenych organickymi i anorganickymi materialy. VSechny na svém
povrchu nesou funkéni skupiny umoziujici iontovou vymeénu. Pro praktické ucely v IC je
nejvhodnéjsi pouzit stacionarni faze na bazi modifikovanych organickych polymert a

silikagelu (Baldrianova and Barath, 2011).

1.5. Identifikace

1.5.1. Hmotnostni spektrometrie (MS)

Hmotnostni spektrometrie je fyzikalné-chemickd metoda, kterd stanovuje hmotnosti
atomt, molekul a jejich ¢asti — molekulovych fragmentii po jejich prevedeni na ionty
(McCloskey, 1990). Zaklady jeji historie spadaji do roku 1886, kdy némecky fyzik Eugen
Goldstein délal pokusy s paprsky nabitého plynu ve vakuu (resp. za snizeného tlaku),
které cestovaly od anody ke katod¢ a naopak dle naboje. V roce 1899 bylo Willhelmem
Wienem zkonstruovano prvni zatizeni s paralelnim elektrickym a magnetickym polem,
které jiz bylo schopno separovat soubor pozitivné nabitych ¢astic podle jejich poméru
naboje k hmoté (Q/m). Jeho prace byla nasledné vylepSena anglicanem Josephem J.
Thomsonem, ktery snizil tlak v trubici. Jeho separace neonovych izotopd byla prvnim

ptikladem hmotnostni spektrometrie (Downard, 2009).
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Zakladni schéma v soucasnosti pouzivanych hmotnostnich spektrometriit vypada takto:
davkovani vzorku — ioniza¢ni metoda — hmotnostni analyzator — detektor — PC. Krom
prvniho a posledniho se vSechny kroky odehravaji ve vakuu. Hmotnostni spektrometr
muze byt (kontinudln€¢) napojen na vystup nékteré¢ separa¢ni metody (1D, 2D ELFO,
capLC, MudPIT, nebo HPLC), piicemz je ale také mozno davkovat piimo.
Nejobvyklejsim je spojeni HPLC/MS, které bylo pouzito pro feSeni této prace.

Ionizaci rozliSujeme nékolik zakladnich typt. Elektronova ionizace (EI) je konvenénim
zpisobem ionizace a také nejstarsi ionizacni technikou. Byva oznaCovéna jako “tvrda”
ioniza¢ni technika. Ionizovand molekula pfi ni ziskdva nadbytek vnitini energie, coZ se
projevi fragmentaci molekuly. U tvrdych technik dochazi k rozsahlejsim fragmentacim
oproti me¢kkym technikdm, pfi nichz je dodana energie malad a odStépuji se pouze malé
¢asti molekul nebo piednostné zustavaji molekularni ionty s velkou intensitou. Mékkou
ioniza¢ni technikou je napiiklad ionizace pisobenim elektrostatického pole (FI, FD), kde
emitor (katoda) je tenky dratek o priméru 10 pm na néjz je vlozeno vysoké napéti (5-20
kV), které vytvoii velky potencidlovy gradient (107-108 V/cm), ktery umozni odstépeni
nejslabéji vazaného elektronu z molekuly a jeho zachyceni anodou. Vznily molekularni
iont M™ méa malou vibra¢ni energi, proto se fragmentuje minimalng. Dalsi mé&kkou
technikou je chemicka ionizace (CI). Od EI se odlisuje pfitomnosti tzv. reakéniho plynu
ve zdroji (metan, amoniak a dalsi) s tlakem cca 100 Pa. Molekuly reakéniho plynu jsou
ionizujicimi elektrony ionizovany nejdiive a ty poté ionizuji molekuly analyzovanych
latek. Vyhodou této techniky je tvorba i zapornych ionti. Zaporné nabité ionty mohou
pomoci s identifikaci molekularniho iontu a potvrdit také dalsi fragmenty pfi rekonstrukei
molekuly. DalSim typem je napfiklad ionizace ndrazem rychlymi atomy nebo ionty (FAB
- Fast Atom Bombardment, FIB —Fast lon Bombardment). Diive byl pro tuto techniku
pouzivan nazev “hmotnostni spektrometrie sekundarnich iont”
(Secondary lon Mass Spectrometry, SIMS). Pfi ionizaci FAB dochazi k ionizaci interakci
vysoko-energetickych neutralnich molekul vzacnych plynt (nej¢astéji atomy Xe, nebo
Ar) se vzorkem. V piipadé FIB se misto neutralnich molekul k bombardovani vzorku
pouzivaji urychlené ionty (vétsinou Cs"). Dalsi velmi zajimavou technikou je ionizace
laserem za pfitomnosti matrice (MALDI - matrix assisted laser desorption/ionization),

kterd vyuzivad jemné zplynéni pevného vzorku laserovym pulzem. Byla vyvinuta F.
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Hillenkampem a M. Karasem (Hillenkamp and Karas, 1988). Vzorek analyzované latky
je soucasti matrice. Hillenkamp s Karasem pouzivali organickou matrici na pevném
povrchu, kdezto jejich konkurent Koichi Tanaka se zabyval pouzitim kovového prasku v
kapalné matrici (jeho pfinos spociva v aplikaci metody jemné laserové desorpce - SLD,
soft laser desorption - k ionizaci velkych molekul, jako jsou proteiny). Kratky mirny
laserovy pulz z matrice (obsahujici analyt) uvoliiuje ionty, které je mozno analyzovat
pomoci hmotnostni spektrometrie. Nejvice pouzivanym laserem je dusikovy UV laser (4
ns puls, UV 337 nm) a dale IC lasery, které jsou ale drazsi. U UV laserti byvaji matrici
zejména aromatické karboxylové kyseliny napf. kyselina dihydroxybenzoova,
chlorsalicylova, skoficova apod, protoze absorbuji pti zadané vinové délce. DalSimi typy
ionizaci jsou ionizace fotony, ionizace 252 Cf (Plasma desorption) a velmi oblibena
ionizace elektrosprejem (ESI), nebo termosprejem. Tato technika je Casto pouZzivanou
ioniza¢ni technikou a také v naSi laboratofi tuto techniku vyuZzivame. Historie této
techniky spada do roku 1988, kdy ameri¢an John Fenn (Nobelova cena za chemii 2002 -
za vynalez ESI a MALDI spolu s Koichim Tanakou a Kurtem Wiithrichem) publikoval
své pokusy se zavadénim fedéného roztoku analytu o pritoku nékolika mikrolitri za
minutu velmi uzkou kapilarkou z vodivého materialu do rozpraSovaci komurky. Na
kapilaru se vklada vysoké napéti (jednotky kilovoltll), coZz zplsobi, Ze se kapalina
rozpraSuje ve form¢ nabitého aerosolu. Rozpoustédlo se z povrchu aerosolovych castic
rychle odpatuje, hustota ndboje stoupd, az dojde k roztrzeni molekul a vzniknou
podstatné mensi Castice, z nichz se molekuly rozpoustédla vypatuji jesté rychleji. Ve
zfedéné plynné fazi tak rychle vznikaji ionty zbavené rozpoustédla. Pfidavany plyn
pomaha ionizovanym ¢asticim zbavovat se rozpousStédla a také nadbytecné kinetické
energie, a nakonec se syst¢tmem vakuovych clon a Stérbinovych elektrod vytvoii svazek
iontll pro hmotnostné spektrometrickou analyzu. Metoda nachdzi uplatnéni v analyze
velmi slozitych latek, jako jsou nukleové kyseliny, cukry, peptidy 1 proteiny.
Vicendsobny néaboj iontii navic dovoluje analyzovat s pomoci jednoduchych
spektrometru latky o velmi vysoké molekulové hmotnosti.

Hmotnostni analyzatory umoznuji rozdélit smés iontli prostorové nebo Casové podle
jejich rtiznych fyzikalné-chemickych vlastnosti. Zminime princip nékolika zakladnich

typt. Kvadrupolovy analyzator, ktery byva také zvan Paulova past (podle jeho vynalezce
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Wolfganga Paula — nobelova cena za fyziku 1989), je tvofen Ctyfmi paralelnimi
kovovymi tyCemi symetricky uspoifadanymi vzhledem ke sméru prochazejicich iontu.
Ionty, které jsou vytvoreny v iontovém zdroji postupné prochdzeji pies kvadrupol, ¢ehoz
je dosazeno ménénymi velikostmi napéti na jednotlivych ty¢ich. Kvadrupolové
analyzatory jsou jednoduché, linearni nebo trojnasobné (triple). Na analogickém principu
jako kvadrupolové analyzatory pracuje lontova past. Princip cyklotronové resonance s
Fourierovou transformaci (FT-MS, ICR-MS) je zalozen na pohybu iontti po kruhovych
drahdch v homogennim velmi silném magnetickém poli. Ionty prochazeji nékolika
fazemi usmérnéni pomoci vzristajiciho vakua do ICR cely, kterd je umisténa uvnitt
chlazeného supravodivého magnetu. Hmotnost iontil je pfepocitdvana pomoci Fourierovy
transformace, coz je zjednodusené fe¢eno prevod Casovych signalii na frekvencni. Velkou
vyhodou této metody oproti ostatnim je to, Zze pfi ni nedochdzi k destrukci iontl na
detektoru. Zachycené ionty je mozno nasledné podrobovat dal§im analyzam. Priletovy
analyzator (TOF) pracuje tak, Ze ionty z iontového zdroje jsou urychleny napétim a méfti
se doba pruletu iontu trubici k detektoru. Dal§imi anlazatory jsou analyzatory hybridni
(Q-TOF, Q-trap, TOF-TOF, trap-TOF, trap-ICR, a dalsi) (Hoffmann and Stroobant,
2007)

Detektory vydavaji signal umérny mnozstvi dopadajicich iontd. DéEli se do dvou skupin:

1. Detektory pro piima méteni detekuji el. proud, ktery je iumérny poctu dopadajicich
iontll. El. proud vznik4 pfimym dopadem stanovovanych iontl. 2. Mnohem castéji jsou
uzivané tzv. Nasobi¢ové detektory, které vyuZzivaji efekt nasobeni elektronti uvolnénych
po dopadu iontil. Tyto detektory jsou schopny poskytnout signal pro jednotlivé ionty.
Nasobice pracuji na principu sekundarni emise elektrond.

Vysledkem je zaznam iontl ze zkoumaného vzorku, tzv. hmotnostni spektrum, na kterém

je v zavislosti na hodnot¢ m/z vyneseno zastoupeni (intenzita) jednotlivych iontt
(McCloskey, 1990).

1.6. Testovani aktivity

1.6.1. Buné¢né linie
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Bunécné linie jsou odvozeny zejména ze sav€ich bun€k, ackoli mame i linie kultivované
Z rostlin, hub, ¢i mikrobli. Péstovani bunécénych kultur predchézelo péstovani kultur
organovych a tkanovych. Historie objevu moznosti udrzovat bunééné linie spada do prvni
poloviny 20 stoleti (Carrel and Burrow, 1911), ale jiz v 19 stoleti byly zkouSeny postupy,
jez by vedly vuchovavani buné¢k pii zivoté mimo jejich piirozenou tkan. Tehdy
Anglicky fyziolog Sydney Ringler vyvinul roztok soli (NaCl, KCl, CaCl, MgCl), ktery
byl vhodny pro uchovavani izolovaného sav¢iho srdce a v roce 1885 Wilhelm Roux
udrzel Cast kufecitho embrya v zivém stavu po nékolik dni (Alberts, 1998). Buiky
odvozené piimo ze subjektu se nazyvaji primarni buniky. S vyjimkou nékterych bunék
Z néddort maji primarni bunééné kultury omezenou délku zivota. Po jistém poctu zdvojeni
(Hayflickiiv limit) buniky za¢nou starnout (senescence) a prestavaji se delit. Pro vyvoj
,hesmrtelnych® bunéénych linii byly buiikky bud’ podrobovany ndhodnym mutacim, nebo
pfimym genetickym manipulacim, ¢imz bylo dosazeno naptf. ovlivnéni exprese
telomerdzového genu. Mnoho bunéénych linii bylo vyvinuto jako model konkrétniho
bunécného typu (na priklad hepatocyt). UdrZzovani nesmrtelnych bunéénych linii
vyzaduje v podstaté jen kultivaci v predepsaném médiu pii kontrolovanych podminkach
(typicky 37 °C, 5% CO, pro sav¢i bunéené linie). Kultivace pfi jinych podminkach muze
vést k produkei rozdilnych fenotypl. Ristovda média pro rGzné linie se mohou lisit
Vv hodnoté¢ pH, koncentraci glukozy, ristovych faktorech a ptitomnosti dalSich zivin.
Ristové faktory, ptidavané do jednotlivych médii, jsou vzdy odvozeny ze zviteci krve,
napf. teleci serum. Bunky mohou rlst bud’ v suspenzi, nebo jako adherentni. Nekteré
buiiky pfirozené Ziji v suspenzi (krevni buiiky), nékteré buiiky byly také modifikovany,
aby byly schopny Zit v suspenzi, coz umozni kultivaci vét§iho mnozstvi bunck, nez by se
mohlo nakultivovat v adherentni kultute. Adherentni buiiky vyzaduji povrch, na néjz by
se pfichytily. Tento mtze byt pokryt specidlnimi matricemi usnadiiujicimi pfisednuti, tyto
matrice mohou také poskytovat signaly pro rust a diferenciaci bunék. VétSina bun€k
izolovanych z tkdni jsou adherentni. U téchto kultur je vyhoda, Ze kultivaéni médium
muze byt snadno obménéno.

HeLa bunétné linie pochazi z roku 1951. Jedn4d se o prvni lidskou bunécnou linii
derivovanou z epitelialnich bunék karcinomu délozniho ¢ipku 31 leté Henrietty Lacks.

Proliferuji velmi rychle a to 1 ve srovnani s jinymi rakovinnymi buiikami. Jako ony, také
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HeLa buiky maji béhem svého déleni aktivni verzi telomerasy, ktera zabranuje
zkracovani telomer (Gey et al., 1952). Bez tohoto zkracovani nedochéazi k bunééné smrti.
Takto buiiky nadort obchazeji Hayflickiv limit, ktery normalné ¢ini cca 40-60 zdvojeni.
HeLa buné¢na linie roste v kultufe v jedné vrstvé. Tyto kultury jsou vyhodné pro
prubézné mikroskopické pozorovani zmén bunécné morfologie a postizeni bunécnych
struktur. Bunky jsou dlazdicového tvaru. Bunécny cyklus HelLa bun¢k trva zhruba 22
hodin, z toho G1-faze 8 hodin, M-faze 1 hodinu, G2-faze 4 hodiny a S-faze 9 hodin
(Adler et al., 1988). Bunécnych linii je veliké mnozstvi. Zde pouzivané dalsi linie YAC-1
a SP/2 jsou mysi imortalizované bunééné linie lymhoblastomu a myelomu. YAC-1 jsou
neadherentni a indukované virem murine leukemia (Mo-MuLV) a SP/2 jsou
semiadherentni linie zformované fiizi bunék BALB s bunikami P3X63Ag8 myelomu
(Kiessling et al., 1975; Shulman et al., 1978).

1.6.2. Zabronozky

Artemia salina je druh vodniho koryse, ktery je piibuzny k listonohiim a perloo¢kam.
Jednd se o velmi staré organismy, které se pfili§ mezménily za poslednich 100 miliont
let. Ziji ve slanych jezerech. Dospélci maji 3 o&i, 11 parii nohou a mohou doriist do
velikost zhruba 15 mm. Jejich krev obsahuje hemoglobin. Samci se 1isi od samic vyrazné
del§imi druhymi anténami, které jsou pfeménény na uchopovaci orgdn pouzZivany pfi
pafeni. Samice produkuje vajicka budto oplozend po kopulaci, nebo
partenogeneticky. Existuji dva druhy vaji¢ek. Tenkosténné, které se vylihnou téméf
okamzité a tlustosténné, které mohou pifeckat nepifiznivé podminky. Toto dormantni
stadium miize ptezit 1 po n€kolik let na suchu a vylihnou se po umisténi do vody. Samice
produkuje tato tlustosténna vajicka, pokud se blizi vyschnuti nadrze a zakoncentrovava se
solny roztok, nebo také zménou poméru typu vajiCek reaguji na stres zplsobeny
napfiiklad pfitomnosti cyanobakterialnich toxint (Shurin and Dodson, 1997). Z vajicka se
vylihne larva (nauplie), ktera je zhruba 0,5 mm dlouhd. Ma pouze jedno jednoduché oko,
které zaznamenava pritomnost svétla. Nauplie plavou za svétlem, zatimco dospélci od
svétla. Pozdéji se vytvoii dalsi 2 oci. Jsou schopny zit ve vodé, kterd md mnohem méng,
nebo vice soli, nez je normélni slanost motské vody. Toleruji slanost az 50%, coz je

témé&f nasyceny roztok, ale jsou velmi citlivé na jod, ktery je ve standardni kuchynské
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soli. Ve sladké vodé umiraji do hodiny. Jejich barva je zavisla na koncentraci soli. Pokud

je roztok slanéjsi, dostavaji narudlou barvu. Zivi se hlavné zelenymi fasami.

Zabronozky byvaji pro svou citlivost Gasto pouZivany jako levny model pro testy
cytotoxicity (Lahti et al., 1995). Existuji prace ukazujici dobrou korelaci vysledki testt
provadénych na zabronozkach a testi na buné¢nych liniich (Anderson et al., 1991) a
testech hepatotoxicity (Kiviranta et al., 1991). Nicméné stale Castéji se objevuji indicie,
ze testovani cytotoxicity na zdbronozkach rozhodné s testy na bunéénych liniich
srovnatelné neni (Berry et al., 2004; Jaki et al., 1999; Hisem et al., 2011). Ve zminénych
pracech byly prokazany mnohem ¢astéjsi inhibice ristu bunécnych linii, oproti testovani

na zabronozkach, u nichz se cytotoxické plisobeni mnohdy neprojevilo. Z toho je tieba

vychazet a brat testy na bunéénych liniich a zabronozkach jako za sebe nezameénitené.

1.6.3. Houbové patogeny

Houbovych patogent je obrovské mnozstvi. V nasledujicim textu se struéné zminim
alesponl o konkrétnich druzich, ¢i rodech, na nichz bylo provadéno testovani v ramci této
prace. Alternaria pfislusi do fise Fungi, podiise Eumycota a t¥idy Fungi imperfecti:
Deuteromycetes. U né¢kterych rodd je zndmo pohlavni stadium, ale podle né&kterych
autorti je A. alternata pohlavni stadium rodu Pleospora (Kirk et al., 2001). S timto
nejrozsifenéj§im druhem je v ramci rodu nejvice taxonomickych problému. Vzhledem
k jeho nespecifickym vazbam na hostitele a dal$im nejasnostem v determina¢nich
znacich je tento druh oznacovén jako tzv. kolektivni. Je popisovano na 50 druht rodu
Alternaria. Jsou nalézany po celém svété a maji vysokou schopnost adaptability na dané
prostfedi. Osidluji mnoho typa substrat, napadaji jak rostliny, tak zivo¢ichy (Andrew
and Peever, 2009). U rostlin se napadeni projevuje nejcastéji listovymi skvrnitostmi, u
obilovit tzv. ¢ernani Spi¢ek zrn. Podili se Casto na padani kli¢nich rostlin. Jedna se o
vyznamny rostlinny patogen.

O zastupcich rodu Dendryphion (¥iSe Fungi, podiise Ascomycota, tfida Dothideomycetes,
fad Pleosporales a celed’ Pleosporaceae) se spekulovalo jako o mozném nasazeni jako
regulace stavll porostii maku a tim trhu s opiem (Bailey et al., 2000). Zptsobuje totiz tzv.
Helminthosporiosu, coZ je jedna z nejvyznamnéjSich chorob méku, proti niZ je velmi

nesnadna ochrana. Zrodu Botrytis (Fungi, Ascomycota, Leotiomycetes, Helotiales,
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Sclerotiniaceae) je nejznaméj$im zastupcem druh Botrytis cinerea (plisen Seda), ktera
pomérmné nespecificky napada témeét jakékoli oslabené rostliny (Govrin and Levine,
2000). K jeji redukei se pouziva zejména preparaty na bazi Mancozebu, coz je komplexni
sloucenina obsahujici mangan a zinek. Pokud napadé révu vinnou, tak byva oznacovana
jako uslechtila plisen, protoze snizuje obsah vody v hroznu a tim zvySuje jeho
cukernatost. Rod Sclerotinia (¢esky Hlizenka, fiSe Fungi, odd¢leni Ascomycota, podkmen
Pezizomycotin,a tfida Leotiomycetes, rad Helotiniales, ¢eled” Sclerotiniaceae) je také
vyznamnym rostlinnym patogenem, ktery napada mnoho kulturnich plodin (mak, fepka,
brambory, slunecnice, a dalsi) (Purdy, 1979). Zpusobuje tzv. bilou hnilobu. Aspergillus
(¢esky Kropidlak) patii do skupiny vieckovytrusnych hub zitadu Eurotiales (Fungi,
Ascomycota, Pezizomycotina, = Eurotiomycetes,  Eurotiales  (Plesnivkotvar¢),
Trichocomaceae). Zpusobuji tzv. aspergilosu, tedy potize s dychanim nebo kozni
problémy u Zivocichii. Napadd ale také rostliny, napf. nedobie uskladnéné obili, nebo
burské ofechy. Je vyznamnym producentem aflatoxinti. Phoma pinodella (¢esky Bodka
(Fungi, Ascomycota, Dothideomycetes, Pleosporales)). Napada specificky bobovité
rostliny, kde zplisobuje tmavé 1éze na luscich, ale také na vegetativnich ¢astech. Pieziva
Vv pidé, nebo i na semenech po nékolik let. Pycnidiospory se dale §ifi vétrem, nebo

destém.

1.7. Vizualizace vnitiniho uspoiadani bunky

Moznosti studia vnitiniho uspofadani v bufice jsou v podstaté dvoji. Bud’ extrakce a
separace jednotlivych komponent — napf. bilkovin a jejich zkoumani, a nebo detekce
ptimo v buikach pomoci barveni a nasledného zobrazeni. Pro vizualizaci F-aktinu se
nejéastéji pouziva phalloidin konjugovany s TRITC, pro vizualizaci G akinu DNAsa |
konjugovand s Alexa Fluor 488 a pro vizualizaci DNA barva DAPI (Small et al., 1999).
Prvnim krokem pro pfipravu vzorku je jeho fixace. Ta je nezbytna, protoZe brani autolyze
tkan¢ a vzorek je takto uchovan takika ve svém piirozeném stavu. Pro fixaci se pouziva
formaldehyd vytvarejici kovalentni vazby mezi proteiny v tkédni. Formaldehyd se po
pfislusné dobé plsobeni vymyje vhodnym roztokem (napf. fosfatovym pufrem) a necha
se inkubovat s barvami (napf.: phalloidinem-TRITCa DNazou I-Alexa Fluor 488). Poté je

nutno opét promyt roztokem, ktery byl pouzivan prve, ¢imz se odstrani nenavazané

25



barvy. Poté je mozno pfistoupit k pozorovani ve fluorescenénim mikroskopu.
Aminokyseliny se barvi pomoci Coomassie Briliant Blue, kterd po navazani zméni barvu
roztoku z hnédé na modrou, kterd se nasledné¢ detekuje pii 595 nm. Pokud je nutno
kvantifikovat mnozstvi, je nutno vytvofit kalibra¢ni kiivky podle znamych koncentraci.
K vizualizaci struktur znacenych fluorochromem je potieba pouzit fluorescencni
mikroskop. Fluorochromy jsou barviva, ktera jsou schopna absorbovat svétlo kratsi
vlnové délky (modré, fialové, UV) a emitovat jej jako svétlo s delsi vinovou délkou.
Molekuly fluorochromti podléhaji pfi excitaci nevratnym konfirmacnim zménam a proto
emitované svétlo postupné slabne (dochazi k tzv. vysviceni). Fluorescenéni mikroskopy
pouzivaji jako svételnych zdroji rtutovych, xenonovych vybojek, nebo nékdy i laseru.
Mezi zdroj a vzorek se vkladaji filtry, které ,,vyberou* ze spektra vhodné vinové délky
vhodné pro excitaci. Jsou schopny zabranit prichodu skodlivého UV zéfeni do okularu a
tedy oc€i pozorovatele. Dal§imi fluorescencnimi barvami jsou mnapt. FITC
(FluoresceinlsoThioCyanate), TRITC (TetramethylRhodaminlsoThioCyanate), Texaska
¢erven, nebo DANSYL (1-dimethyl-aminonaftalen-5- sulfonylchlorid) (Alberts, 1998).
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2. CiL PRACE

Studium aktivnich metabolitd sinic je velmi perspektivni oblasti, at’ uz kviili specifickym
syntetickym draham, které mohou vyustit v syntézu netradicnich latek, ale také kvili
faktu, ze sinice jsou dobfe kultivovatelné v masivnim méfitku a tudiz vytézky latek
mohou byt zna¢né. Zatimco cytotoxicky pusobicich metabolitii produkovanych sinicemi
je pomérné hodné (viz kap. 1.3.), latky s fungicidnimi G¢inky jsou nachazeny velice
ziidka. Tato prace si proto kladla za cil prozkoumat siroké spektrum sinic a nalézt nové
fungicidni substance. Komeréné pouzivanych fungicidl je sice celd fada, ale vesmés se
jedna bud’ o slouceniny kovu, jejichz rezidua se kumuluji v pid¢ a znehodnocuji jak
rostliny, tak Zivotni prostfedi, nebo o latky selektivné inhibujici pouze velmi tzkou
skupinu houbovych organismti. Nalezeni aktivni latky v sinici Nostoc Luk. 5/96 se jevilo
velmi nadéjnym kandidatem na Sirokospektry fungicid. Pozdéji se vSak ukazalo, Ze se
jednd o jiz znadmou latku patfici do skupiny scytophycinii. Co je nové a bezesporu
prinosné je fakt, ze soubor scytophycint, diive znamé, jakozto meatbolity syntetizované
sinicemi rodu Scytonema a Planktotrix byly objeveny v dal$im sinicovém rodu. Skupina
scytophycint také nebyla nikdy doposud 1épe, nez v této praci, strukturné popsana, co se

tyCe analyz hmotnostnich spekter.

Cela prace miize byt rozdé€lena do nékolika ¢asti podle dil¢ich cild, pficemz Cast 2-7 se

provede pouze s vybranymi aktivnimi kmeny:

1. Provedeni screaningu co nejvetS§iho mnozstvi zastupcl sinice rodu Nostoc za
ucelem nalezeni fungicidné plisobicich metabolitli. Testovani surovych extraktl
pfipravenych z biomasy a kultivacnich médii. Na zaklad¢ vysledki testl vybrani
kment s nejvyssi fungicidni aktivitou pro dalsi studium.

2. Sledovani vlivu kultiva¢nich podminek na produkci aktivni latky. Sledovani vlivu
teploty kultivaéniho média, intenzity osvétleni a nckterych nutrientl v Zivném
médiu. Sledovani produkce aktivni latky v jednotlivych fazich ristu.

3. Urceni typu inhibice ristu houbovych patogent ziskanou aktivni latkou.
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4, Vypracovani optimalniho izola¢niho postupu aktivnich latek z biomasy a
kultiva¢niho média.

5. Chromatograficka frakcionace surového extraktu. Zjisténi aktivni frakce.

6. Purifikace jednotlivych latek na zaklad¢ vysledka predeslych analyz a ptiprava
dostatecného mnozstvi Cistych latek s pouzitim HPLC s ,,on-line* UV/MS-ESI
detekcei a preparativni HPLC s UV detekei.

7. Provedeni strukturnich analyz pfecisténych extrakti za ucelem stanoveni

chemické struktury aktivnich latek s pouzitim hmotnostni spektrometrie.

3. POUZITE PRISTROJE A CHEMIKALIE

3.1 Pouzité pristroje

K provedeni této prace byly pouzity nasledujici ptistroje viz Tab 1.
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Piistroj Vyrobce (zem¢) Model

Analytické vahy Pag Oerlikon AG | Precisa 125A
(Svycarsko)

Autoklav Adolf Wolf SANOclav | AES-75
(Némecko)

Centrifuga Mechanika Precyzyjna | 320a
(Polsko)

Centrifuga Andreas Hettich (Némecko) | UNIVERSAL 320

Centrifuga MLW (Némecko) K80

HPLC / ESI- MS Agilent Technologies | Agilent 1100 Series
(USA) LC/MSD Trap

Iontovy chromatograf s Dionex Corp. (USA) ICS-90, AS40

autosamplerem

Laboratorni vahy Scaltec Instruments | SBC 41
(Némecko)

Lyofilizator Leybold AG (Némecko) LYOVAC GT3

pH metr WTW (Némecko) inoLab pH Level 1

Preparativni HPLC - pumpy Scientific Systems | Prep 100
(USA)

Preparativni HPLC - sméSova¢  SunChrom
(Némecko)

Preparativni HPLC - termostat Watrex | DeltaChromTM CTC
International (USA) 100

Preparativni HPLC - detektor Knauer | Variable Wavelenght
(Némecko) Detector
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Rotac¢ni vakuova odparka

Heidolph Instruments

Laborota 4002 control,

(Némecko) Rotavac senso
Termostat VEB MLW Priifgerate- | U7C
Werk
(Némecko)
Trepacka IKA® Werke (Némecko) KS 260 B
Ultrazvukova lazen BANDELIN electronic | TK 100 H
(Némecko)
Zatizeni pro ptipravu &isté vody | AQUAOSMOTIC (CR) 03, 06

Tab. 1. Pouzité ptistroje

Dalsi jednotlivé pristroje jsou uvedeny v textu.

3.2. Pouzité chemikalie

K provedeni této prace bylo pouzito nasledujicich chemikalii (Tab. 2).

Chemikalie Cistota Pouiti
Aceton p.a. rozpoustédlo, slozka
mobilni faze CC

Demineralizovana voda

interni rozpoustédlo, slozka

mobilni faze HPLC

Ethylacetat p.a. extrakéni Cinidlo, slozka
mobilni faze CC
Hexan p.a. Extrakéni  €inidlo, slozka

mobilni faze CC
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KH,PO, p.a. slozka pufru a kultivacnich
médii

Kyselina mravenci p.a. slozka mobilni faze HPLC

Methanol HPLC ? slozka mobilni faze HPLC,
extrakéni ¢inidlo,
rozpoustédlo

Na,CO3 p.a. slozka mobilni faze IC

Na,HPO4 11H,0 p.a. slozka pufru

Tab. 2. Pouzité chemikalie a rozpoustédla. * — Cistota odpovida specifikacim uvadénym fa Analytika, spol. s

r.0. pro rozpoustédla fady MULTISOLVENT® a ANASOLVTM-HPLC

4. METODY

4.1. Piivod a kultivace testovanych kmeni sinic

Kmeny testovanych sinic byly ziskany z nésledujicich zdroju:

- Sbirka piidnich fas a sinic — Ustav piidni biologie AV CR (Ceské Budgjovice),

- CCALA - Sbirka autotrofnich mikroorganismi — Botanicky ustav AV CR (Tiebon).

K pfipravé inokula slouZily pfedkultivace jednotlivych kment, které byly provadény v
médiu dle Zehndera (Staub, 1961) a médiu BG11 (Allen, 1968) pii teploté¢ 25°C a
konstantnim osvétleni 16 W.m? v Erlenmayerovych banikach umisténych na ttepackach.
Ke kultivaci vSech kment sinic pro pokusné ucely slouzily sklenéné valce o objemu 400
ml, v horni ¢asti opatfené gumovou zatkou. Vzajemné promichavani kultivacniho média
a biomasy kultivovanych kmeni a také ptivod oxidu uhli¢itého bylo zajiSténo smési
vzduchu obohacen¢ho CO; (98:2, V/V), kterd byla ptfivadéna na dno trubic sklenénou
kapilarou. Prebytek vzduchu byl odvadén kratkou sklenénou kapildrou opatfenou na

vné¢jS$im konci smotkem vaty kviili minimalizaci kontaminace.
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Kmen rodu Nostoc, ktery vykazoval v piedtestovani nadéjné fungicidni ptsobeni, byl
kultivovan v Allen&Arnon médiu (Allen and Arnon, 1955) pfi konstantni teploté (28°C)
a intenzité osvétleni (60 W.m™). Po celou dobu byla zachovavdna neménna intenzita
osvétleni. Kultivace byla ukoncena po vycerpani dusi¢nanti z kultivaéniho média, jejichz
obsah byl prubézné kontrolovan podle postupu uvedeného v kap. 4.2. Biomasa byla
nasledn¢ z kultivatniho média separovéna centifugaci (15 min, 5.000 ot./min) a
lyofilizovéna.

Lyofilizované biomasy byly pouzity pro piipravu extraktli testovanych na inhibi¢ni

aktivitu (kap. 4.3a4.4.).

4.2. Stanovovani obsahu dusi¢nani v kultivaénim médiu

Pro stanovovani pfirGstkli biomasy bylo pouzito nepiimé metody a to analyzy ubytka
dusi¢nanovych anionti z kultivatniho média pomoci iontového chromatografu (typ
ptistroje viz kap. 3.1.). V pravidelnych ¢asovych intervalech béhem riistu bylo odebirdno
médium pro analyzy obsahu dusicnanovych anionti. Kultufe bylo zastaveno
probubldvani a ta si ihned zacala sedat ke dnu kultiva¢niho valce. Ve sterilni komote bylo
sklenénou pipetou odebrano 5 ml média. To bylo zfiltrovano od pfipadnych zbytka
biomasy a analyzovéano. Vysledky byly pifevadény na mnoZstvi biomasy na litr pomoci
kalibra¢ni pfimky standardl pro konkrétni iontovy chromatograf. Kultura byla nasledné
opatfena zatkou vysterilizovanou nad plamenem, hrdlo kultiva¢niho valce bylo také
vysterilizovano a kultura byla opét umisténa do temperovaného akvéaria s konstantnim

osvétlenim.

Chromatografické podminky iontového chromatografu:

- davkovani vzorku: 10 pl

- predkolona: IONPAC® AG9-HC (4 x 50 mm)

- kolona: IONPAC® AS9-HC (4 x 250 mm)

- mobilni faze: 9,0 mM Na2COs

- pratok: 1 ml/min

- doba analyzy: 23 min

- MMS supresor: Anion MicroMembrane Suppressor, AMMS 111 (4 mm)
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- MMS regeneracni roztok: 50 mN H2SOa4

- detekce: vodivostni detektor

4.2.1. Provedeni analyzy

Po ustaleni rovnovahy na koloné byl nastiiknut vzorek média (3-5 ml). Obsah
jednotlivych aniontdi (Cl-, NOs, POs ¥ a SOs %) ve vzorku kultivatniho média byl
stanoven v mg/ml z ploch pikl jednotlivych aniontli a jim piislusnych kalibra¢nich
piimek standardt. Toto stanoveni bylo provedeno automaticky s pouzitim programu pro
ovladani iontového chromatografu ICS-90 Dionex. Zpracovani a vyhodnocovani dat bylo
provadéno pomoci pocitatového programu Chromeleon Client 6.50 SP3 Build 980.

Typicky chromatogram je zobrazen na Obr. 2.
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Obr. 2. Typicky chromatogram vzorku kultivagniho média. Mé&feni na obsah aniontii (Cl-, NOg, PO, * a

S0, %) provadéna pomoci iontového chromatografu ICS-90 Dionex.

4.3. Priprava extrakti z lyofilizované biomasy

Pro ucely screaningu bylo v tfeci misce homogenizovano 500 mg biomasy sinice s
pfidavkem malého mnoZzstvi pfecisténého moiského pisku a kvantitativné prevedeno do
dvou centrifuga¢nich zkumavek celkovym objemem 10 ml 100% methanolu. Po
zhomogenizovani promichdnim sklenénou ty€inkou bylo ponechdno 1 hod. pfi
laboratorni teploté. Poté byly zkumavky centrifugovany (10 min, 5.000 ot./min), extrakty
byly slity, do kazdé zkumavky bylo pfilito 5 ml 100% methanolu, promichano sklenénou
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tyCinkou a ponechéno opét 1 hod. pii laboratorni teploté. Tento postup byl zopakovan
celkem ttikrat. Centrifugovany supernatant byl odpafovan na vakuové rotacni odparce
(typ viz kap. 3.1.), resuspendovan do 1ml 100% methanolu a podroben testovani na

inhibi¢ni aktivitu.

4.4. Priprava extrakta z kultiva¢nich médii

50 ml kultiva¢niho média zfiltrovaného pfes demineralizovanou vodou zvlh¢eny filtracni
papir bylo extrahovdno pomoci dvou SPE kolonek (Oasis® HLB Extraction Cartridge,
Waters) za snizeného tlaku 175 mBar. Kolonky byly néasledné vyplachnuty 2x3 ml 100%
methanolu. Eluat z SPE kolon byl vysusen a resuspendovan do 1 ml 70% methanolu,
analyzovan HPLC/MS a uskladnén pii 5°C. Druhou metodou uskladnéni bylo
uchovavani ve vysuseném stavu v lednici pfimo v srdcovych bainkach se zabrusovym

uzavérem a pied testovanim resuspendace do 1ml 70% methanolu.

4.5. Optimalizace extrakce latek z aktivniho kmene

Pro ziskani co nejvétsiho vytézku fungicidnich sekundarnich metaboliti z aktivniho
kmene bylo hleddno nejvhodnéjsi rozpoustédlo. 200 mg lyofilizované biomasy sinice
kmene Nostoc Lukesova 5/96 bylo homogenizovano v tieci misce s piidavkem moiského
pisku. Smés byla extrahovana pomoci 6 ml rozpoustédla. Jako rozpoustédel bylo pouzito:
100% methanol, 70 % (V/V) methanol v demineralizované vod¢, 100% aceton, 100%
hexan a 5% roztok kyseliny octové (V/V) v demineralizované vodé. Smés byla
kvantitativné pievedena do centrifugacni zkumavky, zhomogenizovana dikladnym
promichanim sklenénou ty¢inkou a ponechana pfi laboratorni teploté¢ 1 hodinu. Nasledné
byla smés centrifugovana (15 min, 5.000 ot./min). Postup se stejnym objemem
rozpoustédla byl opakovan jesté dvakrat. Extrakty oddélené od sedimentu byly slity
dohromady do srdcové barky, vysuSeny pomoci snizeného tlaku 175 mBar na vakuové
odparce pfi teploté¢ v rozmezi 30 — 35°C a uchovany v lednici pii teploté 5°C. Pred

analyzami a testovanim aktivity byl odparek resuspendovan 1 ml 70% methanolu.
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4.6. Sledovani vlivau kultiva¢nich podminek na rist a produkci aktivnich u kmene

Nostoc LukeSova 5/96

4.6.1. Sledovani vlivu svétla a teploty na riist a produkci aktivnich u kmene Nostoc
LukeSova 5/96

S kmenem Nostoc LukeSova 5/96 byla provedena série kultiva¢nich experimentd vzdy s
trojim opakovanim. Postupné byla sledovana specificka ristova rychlost a produkce
aktivnich latek pfi riznych kultiva¢nich teplotach, intenzitach osvétleni a koncentracich
vybranych zivin. Zplsob kultivace byl stejny, jako je popsan v Kap. 4.1, ale pii
zvolenych kombinacich teplot (20, 25, 30 a 35 °C) a intenzit osvétleni (30, 60, 90 a 120
W.m™). Stanoveni specifické riistové rychlosti bylo provedeno nepiimo ze spotieby
dusi¢nanii z média pomoci iontového chromatografu (Kap. 4.2.).

Po zao¢kovani 360 ml Allen&Arnon média 40 ml inokula byl ihned odebran ptiblizné 5
ml vzorek média, ktery byl analyzovan na obsah aniontd. Dalsi vzorky byly odebirany ve
24 hodinovych intervalech. Specificka rastova rychlost x byla stanovena z hodnot
namétenych v exponencidlni fazi ristu jako smérnice integrované rovnice rychlosti ristu
In Nt = (t — t0) + In NO, kde Nt je mnozstvi spotfebovanych dusi¢nanti v ¢ase t a NO je
mnozstvi spotiebovanych dusi¢nanli v ¢ase t0. Kultivace byla ukonfena po vycerpani
dusi¢nant z média. Biomasa byla z kultivaéniho média separovana centifugaci (15 min, 5
000 ot./min) a lyofilizovdna. Dale byla extrahovdna postupem popsanym v kap. 4.3.,
resuspendovana do 70% methanolu (V/V) v ¢Cisténé vodé a analyzovana na obsah
aktivnich latek pomoci HPLC/MS. Extrakce aktivnich latek z kultivaéniho média byla
popsana v kap. 4.4.

4.6.2. Sledovani vlivu zéakladnich Zivin na rist a produkci aktivnich u kmene Nostoc
LukeSova 5/96

Vliv mnozstvi zakladnich zivin (dusiku a fosforu) v kultivaénim médiu na rtst a produkeci
aktivnich latek byl zjiSt'ovan sérii 3 x opakovanych pokust, pfi nichZ byl testovany kmen
péstovan pii optimdlnich teplotnich a svételnych podminkach zvolenych z vysledki
experimentl vyse (30°C a 90 Wm), v médiich s odlisnymi koncentracemi dusiku ve

formé KNOj3 nebo fosforu ve formé¢ K;HPO,4. Koncentracni fada KNO3 v médiu byla
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zvolena nasledovné: 0,000; 0,125; 0,250; 0,500; 0,750; 1,000; 1,500; 2,000 a 5,000 g/I,
fada fosfatt (K;HPO,) vypadala takto: 0,000; 0,022; 0,044; 0,087; 0,174; 0,348; 0,688 a
0,870 g/l. Koncentrace ptedepsané pro médium Allen&Arnon jsou vyznaceny tucné.
Sinice byly péstovany v kultivaénich valeccich o objemu 400 ml — viz vySe, po dobu 7
dnti. Poté byla centrifugaci separovana biomasa, byla lyofilizovana a zvazena. Poté byly
provedeny extrakce biomasy 1 média (kap. 4.3. a 4.4.) a stanoveni zbytkového dusiku a

fosforu (kap. 4.2.). Stanoveni toxinti v extraktech probihalo pomoci HPLC/MS.

4.7. Produkce aktivnich latek v pribéhu ristu kmene

Kultivace sinice Nostoc Luk. 5/96 v tomto pokusu probihala ve dvouplastovém valci o
vnitinim objemu 8 L. Teplota kultivace a intenzita osvétleni byly nastaveny na zaklade
vysledkil z predeslych pokusd na 30°C a 90 Wm™. Promichavani média a biomasy
kultivovaného kmene a také jeho obohacovani CO, bylo realizovano probublavanim
vzduchem obohacenym na 2% CO; sklenénou ty¢inkou s vyvodem situovanym u dna
kultiva¢ni nadoby. Tyc¢inka byla na konci osazena pipetovaci Spickou z PVC, coz
umoznilo tok bublin zcela vespod tak, aby nedochazelo k usazovani biomasy na dné
kultivaéni nadoby. Do 7 L Allen&Arnon média byl pfidan 1 L hustého inokula
predkultivovaného ve sklenénych valeccich (Kapitola 4.1.). Ve 24 hodinovych
intervalech bylo odebirano 200 ml suspenze. Ta byla nasledné centrifugovéana (15 min, 5
000 ot./min). Biomasa byla vysuSena lyofilizaci, extrahovana methanolem (Kapitola 4.3.)
a extrakt byl analyzovan pomoci HPLC/MS. Médium bylo analyzovdno na obsah
dusi¢nantl, po jejichZ vycerpani byla kultivace ukonc¢ena. Z odebrané¢ho média byly dale
extrahovany aktivni latky pomoci SPE kolonky (Kapitola 4.4.), které¢ byly také
analyzovany na HPLC/MS na obsah aktivnich latek. Kultivace byla za stejnych

podminek provedena 3x.

4.8. TLC frakcionace

ProtoZe nejprve nebylo jasné, o jaké latky se jedna a jednou z verzi bylo, ze se jedna o
peptidy, pfistoupili jsme také k pouziti tenkovrstevné chromatografie. Pouzita byla
metodika dle prace El-Thaler a Bailey, 1994. Mobilni fazi byla smés n-butanol - kyselina

octova - voda (pomér 4:1:1). Na TLC desku s fluorescen¢ni znackou (primérna velikost
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silikagelovych Castic 2-25 pum, vySka 20 cm, SIGMA Aldrich) byly zhruba 1 cm pod
okraj zakoncentrovavaci linie opakovanym kapanim mikropipetovou Spickou naneseny
vzorky v podobé co nejmensich bodl. Rozpoustédlo bylo dokonale vysuSeno fénem a
deska byla vloZzena na 3 hodiny do dobfe nasycené TLC komory naplnéné mobilni fazi.
Poté byla vysuSena fénem a pod UV zéiivkou (A=254 nm) byly vizualizovany separované
latky v podob¢ prouzkii. Tyto byly oznaCeny tuzkou. Pro vizualizaci cyklickych petidi
bylo pouzito barveni v roztoku 20% (V/V) roztoku kyseliny trichloroctové (TCA) na 10
min, a nasledn¢ na 5 min v 0,3% (V/V) barviva Serva Blue W. Tato barva se selektivné
vaze na cyklické peptidy, které se po obarveni jevi jako tmavé modré skvrny. Oznacena
mista obsahujici separované latky byla seSkrdbana i1 se silikagelem do zkumavek,
extrahovana 2ml 70% methanolu a zcentrifugovana (4500 rpm, 10 min). Extrakce byla
opakovana dvakrat. Supernatant byl odpaten a zakoncentrovan do objemu (0,5ml). Takto

vznikl4 frakce byla podrobena analyze HPLC/MS.

4.9. Izolace aktivnich litek ze sinice Nostoc LukeSova 5/96 pro strukturni analyzy

Lyofilizovana biomasa sinice Nostoc sp. str. LukeSova 5/96 byla postupné extrahovana
postupem uvedenym v kapitole 4.3. Methanolové extrakty byly pfidavany stale do stejné
srdcové banky a prubézné odparovany pii 40°C a 40 mBar. Stejné bylo pokracovano, az
bylo celkem vyextrahovano 60 g biomasy sinice. Extrakty byly hromadné zahustény na
odparek. Ten byl nésledné zalit 10 ml hexanu, do néjZ pfesly nepolarni necistoty — pro
kontrolu byl hexan odpaten a k odparku byl pfidan 70% methanol, ktery byl podroben
HPLC/MS analyze. Obsahoval pouze stopy aktivnich latek, proto jiz nebyl dale
uchovavan. Tento postup byl opakovan 3 krat. Takto piecistény extrakt byl rozpustén v
30 ml 70% methanolu, po 10 nasobném zifedéni analyzovan HPLC/MS. Zbytek byl
separovan pomoci preparativni HPLC s UV detekei na pfistroji LabAlliance (Watrex
Praha) s UV detektorem: KNAUER variable wavelength monitor, A=220nm.
Frakcionace pokracovala, az bylo rozseparovano celé mnozstvi extraktu ziskaného izolaci
z 60g biomasy Nostoc Luk. 5/96. Jednotlivé ziskané frakce byly zahustény na odparek pii
40°C a 25 mBar, rozpustény ve Sml 70% methanolu a tyto roztoky byly uchovavany jako

zasobni.
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Chomatografie probihala za nasledujicich podminek:

Kolona: Reprosil 100 Cis, 250x8 mm, 5 um

Teplota: 30°C

Detekce: 280 nm

Objem nastriku vzorku: 500 pl

Pritok: 3 ml/min

Software: LabAlliance Gradient Control 1.6.0.22, CSW32 1.4.10.66

Cas (min) 0 5 6 10 |11 |15 |16 |20 |21 |25 |26 |30 |35

Methanol (%) 50 50 |60 |60 |70 |70 |80 |80 |90 |90 | 100 100 |50

Voda (%) 50 50 (40 (40 (30 (30 (20 (20 (10 (10 |O 0 50

Tab. 3. Program gradientu preparativni chromatografie

Frakce obsahujici sledované toxiny byly jiméany jako odpovidajici piky v chromatogramu
detekované v UV pifi 280 nm. Frakce ziskané z jednotlivych néstiiki roztoku
jednotlivych spojenych frakci byly zahu$tény pii 40°C a 40 mBar na odparek. Tyto
odparky byl rozpustény v 70% (V/V) methanolu ve vodé a roztok byl analyzovan pomoci

hmotnostni spektrometrie.

4.10. Stanoveni inhibi¢ni aktivity extrakti

Ke stanoveni miry toxicity extraktli bylo nejprve pouZito surovych extraktli biomasy
ptipravenych, jak bylo uvedeno vySe (kap. 4.3.). Po identifikaci aktivniho kmene byl
aktivni extrakt podroben frakcionaci (kap 4.8.) v zavislosti na iontech nalézanych pfi MS
analyzach extraktu. Stejnym postupem jako surové extrakty byly poté testovany
jednotlivé frakce. Toxické plisobeni bylo testovano vici vybranym kmeniim houbovych

patogentl, zabronozkam (Artemia salina) a 3 savéim bunéénym liniim.

4.10.1. Stanoveni inhibi¢ni aktivity extraké biomas a médii sinic rodu Nostoc
LukeSova 5/96 proti houbovym patogeniim
Extrakty pfipravené postupem uvedenym vyse (kap. 4.2 a 4.3.) byly testovany na jejich

aktivitu proti 5 kmentim houbovych patogent (konkrétné: Alternaria alternata,
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Dendryphion penicilliatum, Phoma pinodella, Botrytis cinerea a Sclerotinia
sclerotiorum). U vybranych extrakti bylo testovani rozSifeno na celkem 14 kment
houbovych patogenti: Alternaria alternata, Aspergillus niger, Botrytis cinerea, Claviceps
purpurea, Colleotrichum gleosporioides, Dendryphion penicilliatum, Fusarium
oxysporum, Fusarium solani, Mycosphaerella pinoides, Phoma pinodella, Rhizoctonia
solani, Sclerotinia sclerotiorum, Trichoderma harzianum a Trichothecium roseum. Doby
kultivace jednotlivych kmenti hub, po niz byly vystaveny u¢inkiim extrakti a jejich frakci
byly 7, 14 a v n¢kolika ptipadech 21 dni (viz tab. 5.4.1.). Pro testovani fungicidni aktivity
bylo pouzito nasledujici schéma pokusu. 0,5 ml extraktu bylo naneseno na povrch
agarové plotny (zivna puda Czapek — Dox (Himedia, India)). Na okraj misky byly
naockovany testované houby (ve vzdalenosti 40 — 45 mm od aplikované kapky extraktu).
V 24 hodinovych intervalech byla métena velikost inhibi¢ni zony, coz byla vzdalenost
mezi okrajem kolonie houby a okrajem kapky extraktu. Tato méteni slouzila ke stanoveni
dennich pirustkd kolonii hub v mm?% Jako kontrola bylo pouzito stejného mnozstvi

rozpoustédla. Kazdy pokus byl tfikrat zopakovan.

Dale byly zjistovany piipadné praktické aplikace extraktu sinice Nostoc LukeSova 5/96 a
to:

1) mofeni osiva maku a Inu siln¢ infikovaného sporami hub Dendryphion a Alternaria.
Vysev 100 semen byl proveden na zvlhéeny filtracni papir (na 1 Petriho misku 3 kruhové
vysece filtr. papiru na sebe, 5 ml vody). Bylo provedeno trojndsobné opakovani. Kazdy
den bylo pfilévano 5 ml destilované vody, ktera byla sedmy den obohacena o
hydroponické médium Hydroponex (vyrobce Zahradni centrum, CR) v fedéni, jaké je
doporuc¢ovano vyrobcem. Hodnoceni probéhlo po 7 denni expozici. Byla méfena
klic¢ivost, tedy kolik procent semen vykli¢ilo, dale délka jejich kotenového klicku a
hypokotylu v mm, mira zaplisnéni v relativni Skale 1-5 dle procent zaplisnéné plochy
zpoCitané po pfilozeni CtvereCkové matrice, stanovovan byl také pocet druhii hub a
procento odumielych klicencti. Po ukonceni 7 denniho cyklu byli kli¢enci ponechani jeste
tyden na zvlhéeném papiru.

2) Do hydroponického média Hydroponex (vyrobce Zahradni centrum, CR)
ptipraveného dle pokynl vyrobce byl aplikovan extrakt sinice Nostoc Luk. 5/96. V médiu
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byly péstovany stonkové fizky rostliny Chlorophytum. Bylo zvoleno takové davkovani,
aby pifidavany methanol nikdy neptesdhl 1% objemu hydroponického média. Jako
kontrola bylo pouzito stejného objemu 70% methanolu. Do 100 ml média péti rostlin byl
pfiddvan 1 ml surového extraktu sinice Nostoc Luk. 5/96 (kap. 4.3.) kazdy den, do
dalSich péti 1x obden a do kontrolnich médii byl pfidavan kazdy den 1 ml 70% metanolu
jako kontrola. Po 14 denni expozici byly metanolové extrakty rozdrcenych listi (2 g listh
+ 5 ml 70% MetOH, 2x po hodiné€, odpateno, resuspendovano do 1 ml 70% metanolu)
analyzovany pomoci HPLC/MS na pfitomnost piki reprezentujicich fungicidni latky.

Tento pokus mél ovéfit, zda se jednd o fungicid systemicky, ¢i kontaktni.

4.10.2. Stanoveni inhibi¢ni aktivity extraku biomasy a média sinice Nostoc LukeSova
5/96 proti Zabronozkam (Artemia salina)

Test se zdbronozkami byl provadén dle postupu uvedeného v ¢lanku Lincoln R et al.,
1996. Cysty zabronozek byly inkubovany v umélé motské vodé, osvétleny umélym
svétlem (30 W.m?) a jemn& probublavany vzduchem po 24 h (Metcalf et al., 2002). Pro
testy toxicity byly pouzity vylihlé nauplie nafedéné na koncentraci 15-20 jedinci/mL™.
100 pL extraktu bylo napipetovano do 12-ti jamkové mikrotitracni desticky a vysuSeno v
lamindrnim boxu od rozpoustédla. Poté bylo pfiddno 50 pL destilované vody a
sonifikovano pro lep$i rozpusSténi suchého extraktu. Do jamek bylo pfidano 0.95 mL
nauplii (15-20 jednincil) a pod stereomikroskopem bylo spocitdno mnoZstvi zivych a
mrtvych jedinci a nevylihlych cyst. Po 24 a 48 hodinach bylo pocitani provedeno

opakovang a v procentech byla vyjadfena mira mortality.

4.10.3. Stanoveni inhibi¢ni aktivity extraki biomasy a média sinice Nostoc LukeSova
5/96 proti bunéénym liniim

Pro testovani cytotoxicity byly pouzity lidské bunécné linie HeLa a bunky mySiho
lymphoblastomu YAC-1 a Sp/2 (laskavé poskytnuty Dr. Janem Kopeckym,
Parasitologicky Institut, AVCR). Buiiky byly kultivovany p#i 37°C v médiu RPMI 1640 s
ptidavkem 5% teleciho fetalniho séra, 1% glutaminu a 1% antibioticko-antimycotického
roztoku v plastovych lahvich na kultivace tkanovych kultur. Pfed experimenty byly

buiikky nabarveny trypanovou modii pro zhodnoceni viability a zpocitany v Biirkerové
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komote propojené se svételnym mikroskopem. Pro experiment byly pouzity pouze
kultury s vétsi viabilitou, nez 90%. Suspenze bunék byla centrifugovana (1000 rpm, 10
min, 4°C) a nésledné bylo ptidano adekvatni mnozstvi cerstvého RPMI media pro ziskani
koncentrace 1.5 x 105 bun¢k na jamku (200 pL RPMI). 10 pL extraktu biomasy (média,
nebo frakci) sinice Nostoc Luk. 95/6 bylo ptidano vzdy do 3 jamek a do 3 jamek bylo
napipetovano stejné mnozstvi 70% methanolu jako kontroly. Desti¢ky byly ponechany v
inkubéatoru pti 37°C dokud se methanol nevypafiil. Poté byla pfidana suspenze bunék a
desticky byly inkubovany pti 37°C a 3,5% CO; po 12 h. Po expozici byla zpocitana
viabilita bunék pomoci MTT testu (Mosmann, 1983). Do jamek bylo ptfidano 10 pL
roztoku MTT (4 mg/mL) a buiiky byly inkubovdny po dals§i 4 h. Po inkubaci byly
desticky centrifugovany 10 min pii 3000 rpm a supernatant byl odstranén. Déle bylo
pridano 200 uL. DMSO pro rozpusténi formazanovych krystalt. Desti¢ky byly prométeny
pfi 590 and 640 nm. Pfeziti bun¢k bylo hodnoceno jako podil absorbanci jamek
vystavenych ptlisobeni extraktl, ku absorbancim kontrolnich jamek a vyjaddieno v

procentech.

4.10.4. Vizualizace mechanismu toxického piisobeni extraktu sinice Nostoc LukeSova
5/96 na bunécné linie

Poruseni bunétnych struktur cytotoxiny ze sledované since bylo zviditelnéno pouzitim
imunofluorescen¢niho barveni. Vizualizovany byly zmény aktinovych vladken, bunééného
j&dra, fosforylace tyrosinu a endocytosy zprostfedkované transferinem u lidskych
fibroblastti. Buiky byly kultivovany v D-MEM médiu obohaceném o 10% FCS (Gibco,
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) v 6 jamkovych destickach (Nunc, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA). Bunky byly vystaveny ptsobeni frakcim extraktu
biomasy sinice Nostoc Luk. 5/96 v 70% metanolu v koncentraci 200 mg/ml. Jamky s
¢istym rozpoustédlem byly brany jako kontrola. VSechny pokusy byly délany v trojim
opakovani. Testované bunky (37°C, 5% CO,) byly zafixovany (3.7% paraformaldehydu
v PBS, 20, RT), permeabilizovany (0,1% Triton X-100 v PBS), blokovany (1% BSA v
PBS) a obarveny barvami Phalloidin-Alexa567 nebo Phalloidin-Alexa488 a protilatkou
anti-pTyr-01 (Exbio, Praha, CR). V druhé fazi bylo pouzito sekundarni protilatky GAM-

Alexa488. Endocytosa zprostiedkovana transferinem byla vizualizovana flourescen¢éné
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znatenym holotransferinem-Dyomics-564 (Exbio, Praha, CR) fedénym na 5 mg/ml.
Barveni jader bylo realizovano pomoci Mowiol-DAPI. Bunky byly zobrazeny a vyfoceny
Cell® mikroskopem (Olympus, Tokyo, Japan). Viechny fluorescenéni barvy (s vyjimkou
holotransferinu) byly ziskany od Molecular Probes, Invitrogen (Carlsbad, CA, USA).

4.11. Strukturni analyzy piedciSténych extrakti sinice Nostoc sp. str. LukeSova 5/96
vysokotcdinnou Kkapalinovou chromatografii ve spojeni s hmotnostni detekci
(HPLC/ESI/MS)

Frakce pfipravené z extraktl biomasy sinice Nostoc LukeSova 5/96 a ptedcisténé
postupem uvedenym v kap. 4.8. byly rozdéloviny a analyzoviny pomoci
vysokoucinného kapalinového chromatografu v kontinudnim spojeni s hmotnostnim

spektrometrem Agilent 1100 Series LC/MSD Trap.

Chromatografické podminky byly nésledujici:

- davkovani vzorku: 20 pl

- kolona: ZORBAX Eclipse XDB-C8 (150 x 4,6 mm, 5 um)
- temperace kolony: 30 °C

- mobilni faze:

A - methanol s pfidavkem 0,1 % (V/V) kyseliny mravenci
B - voda s pfidavkem 0,1 % (V/V) kyseliny mravenci

- pratok: 0,6 ml/min

- detekce: UV — 220 nm, 233 nm, 280 nm a 440 nm

Program gradientu:
Cas (min) 0,0 15,0 20 30 35
A (%) 50 50 100 100 50

Tab. 4. Program gradientu HPLC pouZitého pro déleni extraktd Nostoc Luk 5/96

Analyza HPLC probihala po dobu 35 min. za pouziti gradientu methanol a voda (viz tab.
4) s ptidavky 0,1% HCOOH pro zajisténi lep$i ionizace latek v ESI/MS. Za ucelem

zjisténi aktivni slozky extraktu byla provedena frakcionace s ndslednym testem
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cytotoxicity (viz kapitoly 4.8. a 4.10.1.). Frakce byly odpafeny a zakoncentrovany ve
vychozim mnoZstvi nastfiku v 70% methanolu z diivodu zajisténi stejné¢ho efektu jako pii

aplikaci surového extraktu.

MS — podminky méteni:

Typ iontového zdroje: ESI

Susici teplota: 325 °C

Polarita iontl: pozitivni

Susici plyn: 10,0 I/min

Rozsah méfeni: 50 — 2200 m/z

Nebulizér: 50,0 psi

Napéti na kapilate: 59,8 nA

Dle potfeby byla analyza provadéna s alternujicimi polaritami MS a se zaméfenim

iontové pasti na ionty o velikosti m/z 700, m/z 800 a m/z 900.

Nejsilngjsi toxin obsahovala frakce eluovana v case 27,1 min., proto frakcionace
smétovala hlavné k purifikaci této latky. Kromé této latky s hmotou m/z 873 byly
selektivné odchytavany jesté frakce m/z 875 (eluovana v Case 26,3) a frakce m/z 829
(eluovana v case 28,3). Obsah sledovanych latek ve vzorku byl stanovovan z hodnot
ploch pfislusnych piki v MS chromatogramech. Vzhledem k tomu, Ze vztah mezi
plochou MS piku a koncentraci roztoku neni linearni, bylo k pfepoctim stanovovanych
mnozstvi z MS analyz pouzito kalibra¢ni funkce sestavené v programu ChemStation for
LC 3D a LC/MSD Trap Software 4.1. na zakladé hodnot 3 krat opakovanych méfeni

vzorkl fedici fady. Stanovena funkce a jeji parametry viz obr. 3.
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Goodness of Fit
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Obr. 3. Piepodet plochy piku (m/z 873) na koncentraci toxinu v mg ml™.

Frakcionace probihala jimanim eluentu béhem standardni analyzy do banék dle UV a MS
zaznamu, piicemz pro dobrou separaci latek byl pouzit online UV z4znam a reten¢ni cas.
S témito frakcemi byly provadény cilené fragmentace za ucelem odhaleni chemické
struktury latek v nich pfitomnych. Ze zasobniho roztoku bylo pipetovano 1 ml, nafedéno
10 krat a umisténo piimo do automatického pfimého davkovace na pifimou infuzi do
hmostnostniho spektrometru a podrobovéno cilenym fragmentacim.

Urcité mnozstvi purifikovanych latek bylo také odeslano na NMR pracovisté

Mikrobiologického ustavu AV CR v Praze, kde byly provedeny dalsi analyzy.

5. VYSLEDKY

5.1. Fungicidni aktivita extrakti sinic rodu Nostoc

Kultivaci jednotlivych kment sinic (kap. 4.1.) byly ziskany biomasy, z nichZ byly
piipraveny extrakty (kap. 4.3). Z 31 testovanych kment sinice Nostoc (Tab. 5) jen jediny
vykazoval fungicidni piisobeni a to Nostoc Luk. 5/96, proto bylo otestovéano jeste dalSich
32 kment sinic z dalSich 6 rodt, kde ale nebyl objeven Zadny s vyraznéj$im fungicidnim

ucinkem. Pouze u jednoho kmene Cylindrospermum C24 byl zaznamenan mirny
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fungicidni Gc¢inek oproti kontrole (do 10%). V rdmci testovanych kmeni sinic se tedy

jedné o 1,5% kmenil s vyraznymi fungicidnimi u¢inky. Ukazalo se, Ze za aktivitu kmene

Cylindrospermum C24 jsou zodpovédné puwainaphyciny F a G, jimiz se ve své

disertacni praci zabyval Mgr. Pavel Hrouzek PhD. U vSech kment byly na fungicidni

aktivitu testovany také extrakty kultivacnich médii (kap. 4.6.2). Testovani probihalo

metodikou popsanou v kapitole 4.10.1.

Védecké jméno Kmen Misto izolace Habitat Fungicidni
wiginky
Nostoc sp. BR llla Paranapiacaba-Sao Paulo/Brazil E -
Nostoc sp. a RQII Paranapiacaba-Sao Paulo/Brazil E -
Nostoc sp. a BRIIB Paranapiacaba-Sao Paulo/Brazil E -
Nostoc sp. BROMEL Paranapiacaba-Sao Paulo/Brazil E -
Nostoc sp. LC17S01 Alberta/Canada P -
Nostoc sp. OSNI 32501 Sitinovy pond/Czech Republic P -
Cylindrospermum sp. Hrouzek 1/2004 Zliv/Czech Republic P -
Calothrix sp. Hrouzek 2/2005 San Monoron-BUSRA/Cambodia | P -
Nostoc calcicola LukeSova 2/89d Havana/Cuba S -
Nostoc sp. LukeSova 5/96d Sokolov/Czech republic S +++
Nostoc muscorum LukeSova 2/91d Nezamyslice/Czech republic S -
Cylindrospermum sp. C24d Ellesmere island/Canada S +
Trichormus variabilis ISB 13 Dlouha Ves/Czech Republic S -
Nostoc sp. Lukesova 7/99d Germany S -
Nostoc sp. Lukesova 24/97d Germany S -
Nostoc sp. LukeSova 116/96d Sokolov/Czech republic S -
Nostoc sp. Lukesova 6/99d Germany S -
Nostoc sp. ¢ Cam2S01 Camerun S -
Nostoc ellipsosporum LukeSova 51/91d Nezamyslice/Czech republic S -
Nostoc commune NC1 Tteboii/Czech republic S -
Nostoc commune NC2 Trebon/Czech republic S -
Nostoc commune NC3 Nové Hrady/Czech republic S -
Nostoc commune NC4 Nové Hrady/Czech republic S -
Nostoc commune NC7 Ceské Bud&jovice/Czech S -
republic

Nostoc sp. NC 9 Roznov p. R.Czech republic S -
Nostoc sp. OBU36S07c The Burren Clare/Ireland S -
Nostoc sp. CC2c greenhouse Pisa/ltaly Sy -
Nostoc sp. CR4c greenhouse Florence/ltaly Sy -
Nostoc sp. Delc greenhouse Rome/ltaly Sy -
Nostoc sp. OGU 36S01c Achill Island/Ireland Sy -
Nostoc sp. Gmlc greenhouse Siena/ltaly Sy -
Nostoc sp. Dslc greenhouse Rome/ltaly Sy -
Nostoc sp. Mmlc greenhouse Rome/Italy Sy -
A. mendotae x sigmoidea 04 06b Biezova/Czech republic Pl -
Anabaena mendotae x sigmoidea 04 12b Cerni$/Czech republic Pl -
A. compacta 04 17b Dubnensky/Czech republic Pl -
A. cf. curva 04 19b Hejtman /Czech republic Pl -
A. circinalis x crassa 04 22b Husinec/Czech republic PI -
A. lemmermannii 04 24b Husinec/Czech republic Pl -
A. circinalis x crassa 04 26b Jesenice/Czech republic PI -
A. cf circinalis 04 28b Hodg&jovicky/Czech republic Pl -
A. lemmermannii 04 33b Orlik/Czech republic Pl -
A. lemmermannii 04 38b Senecky/Czech republic PI -
A. cf. flos-aquae 04 40ab Skalka/Czech republic Pl -
A. lemmermannii 04 42b Svét/Czech republic Pl -
Aphanizomenon aphanizomenoides 04 43b Svét/Czech republic Pl -
Anabaena affinis 04 44b Svét/Czech republic Pl -
A. mendotae x sigmoidea 04 45b Svét/Czech republic Pl -
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A. cf. spiroides 04 51b Svét/Czech republic PI -
A. cf. flos-aquae 04 52ab Svét/Czech republic PI -
A. cf. flos-aquae 04 53b Svarcenberk/Czech republic PI -
A. circinalis x crassa 04 56b Vajgar/Czech republic PI -
A. cf. flos-aquae 04 57b Vajgar/Czech republic PI -
A. circinalis x crassa 04 59b Valcha/Czech republic Pl -
Anabaenopsis cf. elenkinii Anaps Plast 05b Plastovice/Czech republic PI -
A. compacta Acom Pesak 06b Pesak/Czech republic PI -
A. compacta Acom Svét 06b Svét/Czech republic PI -
A. lemmermannii - morfotypS Alem Lipno 05 silnab Lipno/Czech republic PI -
A. lemmermannii - morfotypT Alem Lipno 05 tenkab Lipno/Czech republic PI -
Anabaenopsis cf. elenkinii Anaps- Ole 03b Oleksovice/Czech republic PI -
A. eucompacta x reniformis Anarenif Pésak 2b P¢sak/Czech republic PI -
A. eucompacta x reniformis Anarenif Pésak 4b P&§ak/Czech republic PI -
Anabaena affinis Stanik 05-11b Stankovsky/Czech republic PI -
Nostoc sp. BR llla Paranapiacaba-Sao Paulo/Brazil E -
Nostoc sp. RQlla Paranapiacaba-Sao Paulo/Brazil E -

Tab. 5. Testované kmeny sinic s uvedenim konkrétniho kmene, mista jeho

izolace, habitatu (E

(epiphyticky), P (periphyticky), S (pudni), Sy (symbioticky) and Pl (planktoni) a fungicidni aktivita

jednotlivych extrakti biomas (- Zadna aktivita, + aktivita do 10% oproti kontrole, ++ aktivita 10-50%

oproti kontrole, +++ aktivita nad 50% oproti kontrole).

5.2. Optimalizace extrakéni metody
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Obr. 4. Extrakce toxinu m/z 873 do jednotlivych rozpoustédel — vlevo. Vysledek je souétem extrahovaného

mnozstvi toxinu po trojstupiiové extrakci — vpravo

Dle postupu uvedeného v kap. 4.3. byly pfipraveny extrakty 200 mg biomasy sinice

Nostoc Luk. 5/96 5ti riznymi rozpoustédly (kap. 4.5.). Graf (obr. 4) ukazuje vhodnost

jednotlivych rozpoustédel pro izolaci aktivnich latek z biomasy této sinice. Ctvrty

extrakéni krok obsahoval maximélné 3% zkoumanych latek. Jinak se procentuelni

prechod latek v jednotlivych izola¢nich krocich do jednotlivych rozpoustédel znacné lisil.
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Vytézky jsou vyneseny v grafu 4. V prvnim izolacnim kroku bylo 70% methanolem
(V/V) ziskano pramérné 43,7%, ve druhém 37,5% a ve tietim kroku bylo ziskano 15,4%
aktivnich latek — reprezentovano toxinem s hmotou m/z 873. U dalsich sledovanych
toxind byl pozorovan obdobny pribéh. Pro dalsi analyzy byl zvolen 70% methanol (V/V)
a kviali omezeni ¢asové narocnosti byly provadény pouze dvoukrokové extrakce. Do
100% methanolu ptechéazelo v prvnim izola¢nim kroku o 20% vice této aktivni latky, nez
v prvnim kroku izolace 70% methanolem (V/V), ale v souctu po dvou izola¢nich krocich
do 70% methanolu (V/V) ve vodé pteslo o 19,5% vice latky m/z 873 nez do 100%
methanolu. Dal$im vhodnym rozpoustédlem pro izolaci aktivnich latek se ukazoval byt
aceton, do n¢jz ale pfechazelo velké mnozstvi pigmenti a dalSich balastnich latek a bylo
by tedy nutné pouzivat vice purifikacnich kroki, nez pii pouziti methanolu. Vzhledem k
témto vysledkim je patrné, Ze toxiny produkované sinici Nostoc Luk. 5/96 jsou mirné
nepolarni, za coz je zodpovédna jejich chemicka struktura (viz kap. 1.3.1. a 5.6.) zejména
velmi velky makrolidicky kruh. Rozpustnost v methanolu je umocnéna také zna¢nym

mnozstvim hydroxyskupin v molekule scytophycint.

5.3. Zavislost specifické ristové rychlosti a produkce aktivnich litek na kultiva¢nich
podminkach

Kultivace a stanoveni specifickych ristovych rychlosti sinice Nostoc sp. Luk. 5/96 byly
provedeny pfi teplotach 20, 25, 30 a 35 °C a intenzitach osvétleni 30, 60, 90 a 120 W.m?>
Optimalni teplotni a svételné podminky pro rist biomasy sinice Nostoc Luk. 5/96 byly
30°C a 90 W.m™ (Obr. 5). Ristové rychlosti pfi kombinaci téchto podminek dosahovaly
maxima ze vSech testovanych variant (Tab. 6) a také produkce biomasy na jednotku
objemu byla maximalni (Obr. 5). Maximalni specifické ristové rychlosti umax bylo
dosazeno pii 90 W.m?, vyssi intenzita osvétleni (120 W.m?) vedla k poklesu specifické
rastové rychlosti. Pro danou intenzitu osvétleni bylo nejvyssi specifické ristové rychlosti
LukeSova 5/96 pro jednotlivé kombinace kultivacnich teplot a intenzit osvétleni jsou

uvedeny v Tabulce 6.
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Obr. 5. Produkce biomasy (rastové kiivky) sinice Nostoc Luk. 5/96 pii Ctyfech teplotach a Ctyfech

hodnotach ozéfenosti.

Intensita svétla

°C\W m?
20
25

‘:3 30

)

2 35

30 60 90 120

0,41944 0,545746 0,125706 0,120145
0,279604 0,17646 0,289355 0,279492
0,559706 1,156152 1,859982 1,057965
0,18853 0,591045 0,788189 0,494899

Tab. 6. Vliv teploty a intensity svétla na specifickou riistovou rychlost kultury sinice Nostoc Luk. 5/96

Odstinem Sedé je znacena nejvyssi a nejnizsi rustova rychlost. Odchylka mezi jednotlivymi opakovanimi

byla do 10%.
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Rustové kiivky jsou uvedeny na Obr. 5 a je nich je patrné, ze délka lag faze zavisela na
kultivacnich podminkach. Maximalniho mnozstvi biomasy na litr bylo dosazeno
primémé po 5,8 dne. Maximalni pfirustky biomasy byly pozorovany béhem ctvrtého
dne. Produkce aktivnich metaboliti kopirovala prib¢h vegetativniho ristu. Nejvetsi
produkce majoritniho metabolitu (m/z 873) byla dosazena 6 kultiva¢ni den na konci
exponencialni faze rastu (Obr. 6). Krom¢ tohoto toxinu jsou v tomto grafu vyneseny jesté
hodnoty pro dalsi dva toxické metabolity (m/z 829 a m/z 875). Jejich vyskyt byl posunut
prumérné o tfi dny oproti latce m/z 873. Vylucovani latky m/z 873 do média zacalo s tii
nebo ¢ty dennim zpozdénim po zadatku jejich detekovatelnosti v biomase (obr. 7).
Nastup detekce dalsich sledovanych latek (m/z 829 a m/z 875) v médiu zacal také se
zpozdénim, coz naznacuje, ze by tyto toxiny mohly byt soucasti jedné metabolické drahy.
Zisk lyofilizované bimasy sinice Nostoc Luk. 5/96 byl primérné 0,6 g/l. Nejvétsi mira
produkce biomasy byla pii 30°C a 90 W.m?, ale pro produkci toxint tato teplota nebyla
optimalni (Obr. 6). Z obr. 6 je patrné, ze nejlepSimi podminkami pro produkci toxind je
25°C. Pti téchto podminkéch byla pfi vSech testovanych hodnotach ozafenosti produkce

toxini maximalni.
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Obr. 6. Produkce toxint v zavislosti na kultivatni teploté a ozafenosti. Carovy graf (osa y vlevo)

znazoriuje maximalni narust biomsy pii danych podminkach.

Pti vysoké teploté (35°C) biomasa neobsahovala témét Zadné toxiny, ale jejich vyskyt v
médiu stoupl, coZ souvisi se zvySenym rozpadem bunék. Toxiny m/z 829 a m/z 875 byly,
stejné jako toxin m/z 873, produkovany spiSe pii nizSich teplotach, ale pii vysSich
ozatenostech, nez toxin m/z 873. Toxin s nejvyssi fungicidni uéinosti (m/z 873) byl
syntetizovan nejvice pii nizkém svétle (30 W m™) a toxiny m/z 829 a m/z 875 byly
detekovany nejvice pfi 90 W m. Zména kultivagni teploty vyrazn& ovliviiovala produkci
toxinti m/z 873, stejné tak i dalSich sledovanych toxind. Pro toxin m/z 873 byla pii 20°C a
25°C az 35 krat vyssi nez pii 35°C. Co se tyce dalsich dvou toxint, zde byl pomér jeste
vyssi — az 40 krat pii 25°C oproti 35°C. Stanovené obsahy toxind v kultivacnim médiu
vykazovaly opa¢ny trend. Cim vice bylo toxinti v biomase, tim méné jich bylo ptitomno
v kultiva¢nich médiich. Nejvice extrabunécnych toxinl bylo pozorovano pfi teploté 30°C
a nizké ozatrenosti (30 W.m'z). Porovnani obsahu sledovanych toxinli v biomase v

zavislosti na kultiva¢nich podminkéch je zpracovano v Grafu 6. Porovndnim stejnych
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vstupnich mnozstvi biomasy a kultiva¢nich médii pouzitych pro stanoveni obsahu toxint
bylo zjisténo, ze pii 30°C je obsah latky s hmotou m/z 873 v biomase ptiblizné¢ 700 krat

vy$8i nez v kultivaénim médiu, obsah toxinu m/z 875 je v biomase vice nez 1500 krat

Celkovy obsah toxinu

Obsah toxini [g kg™

0.0 = 0,25

Medium Biomasa
—@— m/z 873
—W%— m/z 829
0.20 —B— miz875 0,20

Obsah toxint [g kg ']

T
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200

Cas [hod]

Obr. 7: Mnozstvi toxinti produkovanych sinici Nostoc sp. LukeSova 5/96 béhem ristu. Péstovano pii 30°C
a90 W.m?.

vice nez v médiu a obsah m/z 829 byl v biomase dokonce az vice nez 3500 krat vétsi nez
v kultivaénim médiu, sledované toxiny jsou tedy vnitrobunééné. Na zakladé vysledkt
vlivu kultivaéni teploty a intenzity osvétleni na specifickou riistovou rychlost a produkci
bioaktivni latky byly pro sledovani produkce toxinti o m/z 873, 829 a 875 v pribéhu rtstu
sinice Nostoc Luk. 5/96 zvoleny parametry 30°C a 90 W.m™, kdy porovnani produkce
toxind a rustu biomasy vychazelo nejlépe. Obsah toxint m/z 873, 829 a 875 ve vzorcich
biomasy odebiranych ve 24 hodinovych intervalech byl stanoven pomoci HPLC/MS
podle postupu uvedeného v kap. 4.11 a vynesen graficky spole¢né s riistovou kiivkou
Nostoc Luk. 5/96 (Graf 8).

51

Obsah toxint [g kg™']



— 0,8 0,48 ™—
o o
A -
x —&— Rustova krivka =2
2 Il /873 >
0 [ miz 829 g
g 0.6 I m/z 875 0,46 3
o =
2 o
> o
2 =
c
= 0,44 8
S 0.4 c
s S
»
N
o
< 0,42
=
0,2
0,40
0,0
0 50 100 150 200
Cas [hod.]

Obr. 8. Ristova kiivka sinice Nostoc Luk. 5/96 a produkce tfi aktivnich metabolitti béhem ristu. Pramér ze
3 kultivaci. P&stovano pii 30°C a 90 W.m™. Kultivace byla ukon&ena po vy&erpani dusiku z kultivagniho

média.

V priibéhu ristu dochézelo ke zvySovani koncentrace toxinli v biomase a maximalniho
mnozstvi vSech sledovaného toxinu m/z 873 bylo dosazeno na konci linearni faze ristu
resp. ve fazi stacionarni. Nastup produkce toxinid m/z 829 a 875 byl pomalejsi, nez toxinu

m/z 873.

5.3.1. Vliv dusiku a fosforu na produkci biomasy a vybranych toxinu sinici Nostoc
Lukesova 5/96

Vliv mnozstvi zakladnich Zivin (dusiku a fosforu) v kultivacnim médiu byl zjistovan sérii
pokusii, pii nichZ byl testovany kmen péstovan pii optimalnich teplotnich a svételnych
podminkach (30°C a 90 W.m'z). Koncentra¢ni fada KNO3; v médiu byla nastavena na:

0,000; 0,125; 0,250; 0,500; 0,750; 1,000; 1,500; 2,000 a 5,000 g/l. Koncentrace fosfati ve
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formé¢ K,HPO, byla: 0,000; 0,022; 0,044; 0,087; 0,174; 0,348; 0,688 a 0,870 g/I. Tu¢né
jsou vyznaceny koncentrace predepsané pro Allen&Arnon médium. Sinice byly
pestovany v kultivacnich véleccich o objemu 400 ml (kapitola 4.1.) po dobu 7 dnd. Po

ukonceni kultivace byla centrifugaci

separovana  biomasa, ktera  byla

26 nasledné lyofilizovana a zvazena. Poté

byly provedeny extrakce biomasy i

Mnozstvi biomasy [g17]
Y
S

média. Stanoveni toxinii v extraktech
probihalo standartni metodou popsanou

v kap. 4.11.

Kultury v médiu s obsahem dusiku

0 1 2 3 4 5

niz§im, nez je v Allen&Arnon médiu
(0,000; 0,125; 0,250 g KNO3/l)

Obr. 9: Vliv koncentrace fosforu (K,HPO,) v neprosperovaly dobife, biomasa byla

kultiva¢nim médiu na produkci biomasy sinice Nostoc  fidka a nazloutla. Naopak kultury rostlé
Luk. 5/96.

1
K,HPO, [g Kg™]

v médiu s vys$$i koncentraci dusiku,
zejména dve s nejvyssi koncentraci (2,000 a 5,000 g KNOs/l) byly husté, temné zelené,
ale sledovanych toxinl bylo na jednotku biomasy malo. Mezi jednotlivymi opakovanimi
pokusu byla velka variabilita ve vysledcich v koncentraci toxint jak v kultivaénim
médiu, tak v biomase. Maxima pro toxin m/z 873 byla minimy pro ostatni dva sledované
toxiny, coz opét naznacuje syntézu jednoho toxinu z druhého. Vyskyt toxinu m/z 875 a
m/z 829 spolu koreloval az na to, ze toxin m/z 875 byl produkovan vyrazné pii velmi
nizkych koncentracich dusiku, stejné jako toxin m/z 873, zatimco toxin m/z 829 nebyl pii
téchto koncentracich syntetizovan témeét vibec. V pokusech se zménénou koncentraci
fosforu, nejvyssi vynosy biomasy byly pozorovany pii koncentraci piedepsané pro
standartni Allen&Armon médium. U dusiku bylo optimum pro pro produkci biomasy
vys$i, nez je v Allen&Armon médiu. Stejné jako u dusiku, také u zménénych
koncentracich fosforu byla pozorovana pii produkci toxint (m/z 873, 875 a 829) velka
variabilita ve vysledcich a Zadny vyrazny trend, proto se da fict, Ze ani dusik, ani fosfor

nema u sledovaného sinice signifikantni vliv na produkci sledovanych toxind.
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5.4. Biologicka aktivita

5.4.1. Inhibi¢ni aktivita surového extraktu sinice Nostoc LukeSova 5/96 a jeho frakci
proti houbovym patogeniim

Extrakt lyofilizované biomasy sinice Nostoc Luk. 5/96 piipraveny postupem uvedenym v
kapitole 4.3. byly analyzovany HPLC/MS. Podle zaznamii analyz, jejichz ptiklad je

uveden na obrazku 10

1e+9

8e+8

4e+8

0 10 20 30

Retention time [min]

Obr. 10. Typicky chromatogram z HPLC/MS analyzy extraktu ptfipraveného z biomasy sinice Nostoc Luk.

5/96 se zvyraznénim frakcionace.

byly zvoleny frakce, které byly jimany pifi opakované preparativni chromatografii
extraktii pomoci HPLC (viz kap. 4.10.).

Frakcionaci extraktu byly ziskany 4 frakce (frakce 1: ¢as 20,0 — 26,8 min.; frakce 2: Cas
26,9 — 27,5 min.; frakce 3: ¢as 27,6 — 28,5 min.; frakce 4: ¢as 28,6 — 30,0 min. Viz obr.
10 a tab. 7). Inhibi¢ni aktivitu vii¢i houbovym patogeniim vykazovaly frakce 2 a 3 a to
piedevsim 2. frakce, kterd podle HPLC chromatogramu (Obrazek 10) obsahovala pik s Rt
patogent byla zjisténa u 3. frakce obsahujici dominantni pik m/z 829. 1. frakce obsahujici
dominantni pik m/z 875 nevykazovala zadné fungicidni pusobeni. Inhibi¢ni aktivity
frakci vici houbovym patogeniim a Casové Useky analyzy, ve kterych byly jednotlivé

frakce jimany, jsou uvedeny v Tabulce 7.
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Cislo frakce, scytophyciny Casovy usek analyzy Inhibice ristu viech testovanych hub

m/z [M+Na]* (min) (% kontroly)
Smésny vzorek 0,0-35,0 4,4-16,1

1. 861, 859, 875, 845 20,0 - 26,8 75,8-127,1
2.873 26,9 27,5 11,2-20,4

3. 843, 829 27,6 — 28,5 13,0-44,0
4. 857 28,6 — 30,0 100,0 - 126,9

Tab.7. Inhibice ristu vSech testovanych houbovych patogenti jednotlivymi frakcemi a smésnym (surovym)

extraktem sinice Nostoc Luk. 5/96

Frakce obsahujici jednotlivé toxiny pfipravené dle posupu popsného vysSe byly
aplikovany na Petriho misky s ndsadou houbovych patogenti. Koncentrace byla vzdy
fedéna podle origindlniho extraktu na 200 mg/ml. V prvni fazi byl testovan vliv na 5
kment hub — viz tab. 7, 8 a 9. Testovan byl také smésny surovy extrakt. Frakce 1
obsahujici dominantni pik m/z 875 nevykazovala Zadnou fungicidni ani fungistatickou
aktivitu, stejné jako frakce obsahujici toxin s m/z 857. Pozornost byla tedy upfena na
frakce obsahujici dominantni piky m/z 873 a 829. Pro ukazku trendd byl na zakladé udaju
z literatury (Smith et al., 1993; Ishibashi et al., 1986) sledovan jesté toxin m/z 875.

Vysledky testovani jednotlivych frakci oproti 5 kmenim houbovych patogent jsou
sumarizovany v tabulce 8. Pokus byl zaloZen 1.6. a méfeni probihalo ctvrty, sedmy a
¢trnacty den od zalozeni pokusu. Nejvétsi fungicidni G¢inky vykazoval toxin m/z 873 s
dobrou fungicidni aktivitou oproti v§em testovanym houbam. Toxin m/z 829 vykazoval
dobrou fungicidni aktivitu, ale jeho ucinek byl kratkodobé&jsi. Toxin m/z 875 nevykazoval
signifikantni fungicidni aktivitu. Nejlépe fungoval smésny vzorek, i kdyZz vétSinové byl
za jeho aktivitu zodpovédny toxin m/z 873. Z tabulky 9 je ziejmé procentudlni potlaceni
rustu, ptipadné i1 slaby narust, houbovych patogenti pod vlivem jednotlivych testovanych

toxind. V tabulce jsou zobrazeny i1 vysledky kontrolniho méteni.
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Alternaria Dendryphion Phoma Botrytis Sclerotinia

56.|8.6.|156. | 56.|86.|156.|56.|8.6.|156.|56.|86.|156.|5.6. | 86. | 15.6.
Kontrola | 8 0 25 |16 |12 |-15 |28 |10 |-18 |4 -20 | X -5 |45 | X
Smés 26 |21 |18 30 |28 |22 29 (21 |14 28 |25 |20 29 (20 |8
Frcel |14 |38 -15 |16 |8 -18 |27 |13 |-15 |3 -35 | X -8 |-45 | X
Frce2. |23 |18 |13 30 |23 |16 29 (21 |14 30 |24 |12 28 |16 |4
Frce3. |19 (15 |7 30 |21 |13 28 |12 |0 25 |15 | X 25 |6 -5
Frced. |14 |6 -15 |16 |5 -15 |26 |6 -18 |0 -45 | 5 -7 | -45 | X

Tab.8. Naméfené hodnoty inhibi¢nich z6n (mm) ve dnech 5., 8. a 15.6. X = dosazeni mezni hodnoty, dale

neméfitelné, cela Petriho miska zarostla kulturou.

preparatu (mm).

- — zaporné hodnoty = pierosteni stiedové aplikace

Alternaria Dendryphion | Phoma Botrytis Sclerotinia

mm® | %KO | mm* | %KO | mm® [ %KO | mm* | %KO [ mm* | %KO
Kontrola | 475 | 100,0 | 460 | 100,0 | 465 | 100,0 | 2400 | 100,0 | 1300 | 100,0
S 53 11,1 | 45 9,8 75 16,1 | 180 |75 S7 4.4
Fr-ce 1. | 260 75,8 | 585 127,1 | 545 | 117,2 | 2850 | 118,7 | 1500 | 1154
Fr-ce2. |90 18,9 |65 141 |95 204 | 270 |11,2 | 225 17,3
Fr-ce 3. | 160 33,7 |67 145 | 205 |44,0 |312 |13,0 |242 18,6
Fr-ce 4. | 502 105,6 | 520 113 580 | 124,7 | 2400 | 100 | 1650 |126,9

Tab.9. Primé&rné denni ptirustky kolonii hub (mm?) a procentualni srovnani s kontrolou (%KO).

Nasledné bylo provedeno testovani ucinku extraktu proti SirSimu spektru hub. Pii

kone¢ném hodnoceni, po 14 denni kultivaci, byly naméteny hodnoty inhibi¢nich z6én, viz

tab. 10. U vybranych kmenti hub byla kultivace prodlouzena o dalSich 7 dni a vysledky

jsou uvedeny v tabulce Tab. 11.
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Kontrola Smésny extrakt
Nostoc Luk 5/96

Inh. Velikost Inh. Velikost

zébna | kolonie (mm?) | zéna | kolonie (mm?)
Alternaria alternata -17 5500 12 2100
Aspergillus niger -45 8100 -45 8100
Botrytis cinerea -14 5300 9 3000
Claviceps purpurea -12 2500 7 1400
Colleotrichum gleosporioides | -16 5100 5 3200
Dendryphion penicilliatum -2 2300 13 1200
Fusarium oxysporum -20 5900 -5 4200
Fusarium solani -11 3600 -2 3400
Mycosphaerella pinoides 2 2400 8 2200
Phoma pinodella -10 4300 6 2500
Rhizoctonia solani -45 8100 -45 8100
Sclerotinia sclerotiorum -45 8100 -45 8100
Trichoderma harzianum -45 8100 -45 8100
Trichothecium roseum -45 8100 -45 8100

Tab.10. Testovani smésného extraku sinice Nostoc Luk. 5/96 na §irsi spektrum houbovych patogend.

Druh houby 26.4. 28.4. 2.5.

KO Smés KO Smés KO Smes
Alternaria alternata 100 38,2 100 34,3 100 32,0
Dendryphion penicilliatum 100 52,1 100 29,7 100 33,3
Colleotrichum gleosporioides 100 62,7 100 67,9 100 55,5
Phoma pinodella 100 58,1 100 51,8 100 50,7
Pramér 100,0 52,8 100,0 46,0 100,0 42,9

Procentuélni snizeni
velikosti kolonii 47,23 54,00 57,13

ve srovnani s kontrolou

Tab.11. Casovy pribéh inhibi¢niho uéinku smésného extraktu Nostoc Luk. 5/96 oproti houbovym

patogentm.
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5.4.2. Aktivita surového extraktu sinice Nostoc LukeSova 5/96 v rostlinném modelu

2 ml surového extraktu sinice Nostoc Luk. 5/96 bylo také aplikovano do 100 ml
hydroponického média (Hydroponex), v némz byly péstovany stonkové fizky rostliny
Chlorophytum (obr. 11). Z rostlin byly postupné odebirany listy, jejichz biomasa byla
extrahovana 70% methanolem stejnym zptisobem jako biomasa sinice Nostoc Luk 5/96

(kap. 4.3.) a tyto extrakty

byly analyzovany pomoci
HPLC/MS na obsah toxind.

— Bylo zjisténo, Ze sledované

I"g 1 - | toxiny prostupuji z média do

/ i ; ]/ kofeni a  jsou  dale
i

Tl by o Tl Aer r s w

A e e transportovany po rostling.

e P, T’t

Pfitomnost toxini m/z 873,
MetOH 1x in 2 days

Extr. 1x in 2 days

829 a byla pomoci analyz
HPLC/MS  prokazana

Kontrola

Extr. 2x in 2 days MetOH 2x in 2 days

ve

stonku 1 v listech testovanych

Obr. 11. Rilst stonkovch rizki rostliny Chlorophytum v médiich ~ rostlin. Rust nebyl inhibovan

s piidavky extraktii sinice Nostoc Luk. 5/96 a rostliny  nevykazovaly

znamky poSkozeni oproti
kontrole. Fungicidné pilisobici toxiny sinice Nostoc Luk. 5/96 jsou systemické, nikoli
pouze kontaktni.

Dalsi pokus byl proveden s osivem mdku (Tab. 12a) a Inu (Tab. 12b), které bylo siln¢
infikovano sporami hub Dendryphion a Alternaria. Toto osivo bylo moifeno surovym
extraktem ziskanym z biomasy Nostoc Luk. 5/96. Hodnoceni prob&hlo po 7 denni
expozici. Vyskyt hub sice klesl, ale ukazalo se, Ze extrakt vyrazn€ inhibuje rust
kotenového klicku maku (Papaver somniferum), netvoii se sekundarni kofeny, klicenci
nasledné piestavaji rist, zhnédnou a zajdou. Je vSak omezeno zaplisnéni oproti kontrole.
Ukazuje se, Ze rostlinky Inu jsou odolnéjsi proti negativnimu vlivu toxinti — nebylo

pozorovano odumirani kli¢enct, vzhledem ale ke Spatné tvorbé kofenil ani tyto rostlinky

neprosperuji a hynou.
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a) Pap. somn. Kli¢ivost | Délka (mm) Zaplisnéni | Pocet % odumfeni
Kof. Hypokotyl | (1-5) druha kli¢enct
klicek hub

Kontrola 89 25 33 3,9 12 95

Smés 100 9 10 15 3 5

b) Lin. sat. Kli¢ivost | Délka (mm) Zaplisnéni | Pocet % odumfeni

Kof. Hypokotyl | (1-5) druht kli¢enct
klicek hub

Kontrola 98 43 31 3,5 5 2

Smés 98 33 22 2,1 2 0

Tab. 12. Vliv surového extraktu Nostoc Luk 5/96 na rustové parametry a miru zaplisnéni u rostlinného

modelu a) Maku setého, b) Lnu setého.

. v

5.4.3. Toxicky efekt na bunécné linie a Zibronozky

Surovy extrakt biomasy sinice Nostoc Luk. 5/96 vykazoval signifikantni cytotoxicky
efekt (hodnota inhibice 58+2,9) na bunécné linie HeLa, YAC-1 (hodnota inhibice
59+4,7) a murine lymphoblastoma SP/2 (hodnota inhibice 48+3,8) viz tab. 13 (testovano
MTT testem) v koncentraci 200 mg extraktu lyofilizované biomasy na ml. Extrakt
kultivaéniho média nevykazoval Zadné toxické plisobeni na z4dné z testovanych
bunéénych linii. Cytotoxicky efekt tohoto extraktu na buné¢né linie Sp2 a YAC-1 murine

byl popsan v ¢lanku (Hrouzek et al. 2011), z n€hoz je i tabulka 13.

Védecké jméno Kmen Misto izolace Habitat A. salina SP/2
B M %
mean
Nostoc sp. BR Illa Paranapiacaba-Sao Paulo/Brazil E + - 12*
Nostoc sp. a RQII Paranapiacaba-Sao Paulo/Brazil E - - 7
Nostoc sp. a BRIIB Paranapiacaba-Sao Paulo/Brazil E - na. | 0*
Nostoc sp. BROMEL a Paranapiacaba-Sao Paulo/Brazil E - - 0*
Nostoc sp. LC17S01 Alberta/Canada P - - 27
Nostoc sp. OSNI 32501 Sitinovy pond/Czech Republic P - n.a. 0*
Cylindrospermum sp. Hrouzek 1/2004 Zliv/Czech Republic P + n.a 100
Calothrix sp. Hrouzek 2/2005 San Monoron-BUSRA/Cambodia P - - 30
Nostoc calcicola LukeSova 2/89d Havana/Cuba S - - 6*
Nostoc sp. LukeSova 5/96d Sokolov/Czech republic S + - 52*
Nostoc muscorum Lukesova 2/91d Nezamyslice/Czech republic S + - 48*
Cylindrospermum sp. c24d Ellesmere island/Canada S - - 60
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Trichormus variabilis ISB 13 Dlouha Ves/Czech Republic S - - 62,3
Nostoc sp. Lukesova 7/99d Germany S - - 66*
Nostoc sp. Lukesova 24/97d Germany S - - 0*
Nostoc sp. LukeSova 116/96d | Sokolov/Czech republic S - - 1*
Nostoc sp. LukeSova 6/99d Germany S - + 54*
Nostoc sp. ¢ Cam2S01 Camerun S - - 48*
Nostoc ellipsosporum LukeSova 51/91d Nezamyslice/Czech republic S + - 39*
Nostoc commune NC1 Ttebon/Czech republic S - - 70
Nostoc commune NC2 Tteboii/Czech republic S - - 12
Nostoc commune NC3 Nové Hrady/Czech republic S - + 0
Nostoc commune NC4 Nové Hrady/Czech republic S - - 40
Nostoc commune NC7 Ceské Budgjovice/Czech republic S + n. 34
Nostoc sp. NC9 Roznov p. R.Czech republic S - n. 27
Nostoc sp. OBU36S07c The Burren Clare/Ireland S - - 42*
Nostoc sp. CC2c greenhouse Pisa/ltaly Sy - - 30
Nostoc sp. CR4c greenhouse Florence/Italy Sy - - 5%
Nostoc sp. Delc greenhouse Rome/ltaly Sy - - 64*
Nostoc sp. OGU 36S01c Achill Island/Ireland Sy - - 31*
Nostoc sp. Gmlc greenhouse Siena/ltaly Sy - + 14*
Nostoc sp. Dslc greenhouse Rome/Italy Sy + - 54
Nostoc sp. Mmlc greenhouse Rome/Italy Sy - - 0
A. mendotae X sigmoidea 04 06b Biezova/Czech republic Pl - - n.a.
Anabaena mendotae x sigmoidea | 04 12b Cernis/Czech republic PI - - 70
A. compacta 04 17b Dubnensky/Czech republic Pl - - 67
A. cf. curva 04 19b Hejtman /Czech republic Pl - - n.a.
A. circinalis x crassa 04 22b Husinec/Czech republic Pl - + 50
A. lemmermannii 04 24b Husinec/Czech republic PI - - 13
A. circinalis x crassa 04 26b Jesenice/Czech republic PI - + 46
A. cf circinalis 04 28b Hodgjovicky/Czech republic Pl - - 29
A. lemmermannii 04 33b Orlik/Czech republic PI - - n.a.
A. lemmermannii 04 38b Senecky/Czech republic Pl - - 17
A. cf. flos-aquae 04 40ab Skalka/Czech republic Pl - + n.a.
A. lemmermannii 04 42b Svét/Czech republic Pl - + 57
Aphanizomenon 04 43b Svét/Czech republic Pl - + 92
aphanizomenoides
Anabaena affinis 04 44b Svét/Czech republic Pl - + 66
A. mendotae x sigmoidea 04 45b Svét/Czech republic Pl - + 87
A. cf. spiroides 04 51b Svét/Czech republic Pl - + 62
A. cf. flos-aquae 04 52ab Svét/Czech republic Pl - + 25
A. cf. flos-aquae 04 53b Svarcenberk/Czech republic Pl - + 53
A. circinalis x crassa 04 56b Vajgar/Czech republic Pl - - 47
A. cf. flos-aquae 04 57b Vajgar/Czech republic PI - + 76
A. circinalis x crassa 04 59b Valcha/Czech republic Pl - + 82
Anabaenopsis cf. elenkinii Plast 05b Plastovice/Czech republic Pl - + n.a.
Anaps
A. compacta Acom P¢sak 06b P¢sak/Czech republic Pl - + 43
A. compacta Acom Svét 06b Svét/Czech republic Pl - - 2
A. lemmermannii - morfotypS Alem Lipno 05 Lipno/Czech republic Pl - - 33
silnédb
A. lemmermannii - morfotypT Alem Lipno 05 Lipno/Czech republic Pl - + 40
tenkéb
Anabaenopsis cf. elenkinii Ole 03b Oleksovice/Czech republic Pl + + 92
Anaps-
A. eucompacta x reniformis Anarenif P&§ak 2b | P&sak/Czech republic PI - + 77
A. eucompacta x reniformis Anarenif Pésak 4b | P&sak/Czech republic PI - + 90
Anabaena affinis Starik 05-11b Statikovsky/Czech republic PI - + 37
Nostoc sp. BR llla Paranapiacaba-Sao Paulo/Brazil E + - 12*
Nostoc sp. RQlla Paranapiacaba-Sao Paulo/Brazil E - 7*

Tab. 13 Testované kmeny sinic s uvedenim konkrétniho kmene, mista jeho izolace, habitatu (E

(epiphyticky), P (periphyticky), S (pudni), Sy (symbioticky) and Pl (planktoni), A. salina mortalita (B —

biomasa, M — medium, + reprezentuje mortalitu > 50%) a inhibice buné¢né linie Sp/2

60




V kmeni Nostoc sp. 5/96 byla aktivita jak v testech mortality zabronozek (A. salina), tak
v testech na bunécnych linii zptisobena frakci 3 obsahujici majoritni pik s molekulovou

hmotnosti m/z 873. U testli se zdbronozkami se projevila 100% mortalita jiz do 12 hodin.

5.5. Vizualizace cytoskeletu

Ve snaze potvrdit, ze mechanismus ucinku studovanych latek je identicky s témi
popisovanymi u scytophycinti, bylo zkoumano vnitini uspofaddni bunék po jejich
vystaveni puasobeni toxini produkovanych sinici Nostoc Luk. 5/96. Pouzito bylo
epifluorescencni mikroskopie (Zhang et al., 1997) pro zobrazeni morfologie bunék
lidskych fibroblastli. Buiiky byly barveny (kap. 4.10.4.) barvami zviditeliiujici F-aktinova
vlakna, jadra a endocytosu zprostiedkovanou transferinem (viz obr 12.) a inkubovany
spolu se surovym extraktem sinice Nostoc Luk. 5/96 a jeho frakcemi v koncentraci 200
mg/ml. Prvni zmény na cytoskeletu byly pozorovany po 5 minutach u surového extraktu
a u frakce 3 obsahujici majoritni iont s m/z 873. Aktinova kostra zacala mizet a
objevovaly se svétlejsi skvrny, které se roztahovaly a tvofila se celd bila mista. Po delsi
inkubaci (30 min a déle) polymerizovana aktinova vlakna témét vymizela (viz obr 12
vpravo). Na dalSi obarvené bun&né struktury (jadro a transferin) nemély toxiny z
extraktu sinice Nostoc Luk. 5/96 zadny pozorovatelny vliv. Latky produkované sinici
Nostoc Luk. 5/96 maji vyrazny degradacni vliv na aktinovy skelet zkoumanych bungk,
ktery jiz po 30 minutach vede témét k Uplnému vymizeni F-Aktinovych komponent z
buriky — viz obr. 12 vpravo. Zbytky F-aktinu se hromadi v malych ostrivcich zejména

kolem bunééného jadra. Po hodinové inkubaci vymizi i tyto.
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Obr. 12.: Vlevo - kontrola (ve stiedni ¢asti napravo je vidét probihajici mitdza). Vpravo - buiky vystavené
pusobeni nejaktivnéjsi frakei ¢. 3 biomasy (200 mg/ml) sinice Nostoc Luk. 5/96 obsahujici dominantni
latku m/z 873 (po 0,5 hod). Modie — DAPI — jadra, ¢ervené — anti P-Tyr-01 — tubulin, zelené — Phalliodin
— Alexa488 — aktin.

5.6. Identifikace toxini sinice Nostoc LukeSova 5/96 pomoci HPLC/MS/MS

Pomoci ESI-MS bylo z extraktu biomasy Nostoc Luk. 5/96 zbaveného pigmentt v
pozitivnim modu v rozmezi retenénich ¢asti 25 — 30 min detekovano osm pikt s m/z 861,
859, 875, 845, 873, 843, 829 and 857. Zaznamy hmotnostnich spekter jednotlivych latek
a jejich kolizné indukovanych spekter jsou uvedeny na Obr. 14 a reten¢ni vlastnosti
jednotlivych latek shrnuje Tabulka 15. Dle biologickych ucinkti a porovnani hodnot m/z s
daty z literatury (Moore et al., 1986; Patterson et al., 1994) jsme usoudili, Ze ziskané
ionty by mohly byt sodné adukty cyanobakteridlnich toxinli, makrolidické struktury,
konkrétné scytophyciny. Scytophyciny jako skupina neposkytuji v mobilni fazi
sestavajici z metanolu a vody a pozitivnim modu elektrospreje protonované molekuldrni
ionty [M+H]" v dostate¢ném mnoZstvi. Ziskali jsme tedy viechny sctophycinové varianty
v odpovidajicich sodnych aduktech [M+Na]*. The total ion current (TIC) chromatogram
— celkovy chromatogram (Obr. 14.) ziskany pomoci ESI v pozitivnim modu ilustruje, jak
muze byt skupina scytophycini kompletné separovdna od dalSich nepiibuznych latek
neznamé identity pfitomnych v surovém extraktu. TIC chromatogram (Obr. 10) jasné
ukazuje formaci mnohonasobného piku vymytého z kolony mezi 25 a 30 min. Nasledné
SIM délané pro hmoty korespondujici se sodikovymi adukty [M+Na]® jednotlivych

scytophycinovych variant ukazaly pfitomnost 8 metaboliti ptislusejicich k jednotlivym
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scytophycintim. Reten¢ni chovani a obzvlasté¢ spektra z kolizné indukované disociace
(CID) poskytuji data o podobnostech ve spektrech u vSech scytophycinovych variant
(Obr. 14.).

Retencni Casy jednotlivych scytophycinl v reverznim sytému odrézely jejich strukturni
rozdily. Za retenci konkrétniho scytophycinu jsou zodpovédné hlavné zbytky R1 a R2.
Efekt substituenti na pozicich R3 a R4 je jiz mén¢ zietelny (Tab. 14.).

SC-A SC-B SC-C SC-D SC-E
Ri(C-6) |H H H H H
R, (C-7) | OH OH OH OH OH

vo vo CH, HsC oOH /l:o H
R (C-16) )\ ><
R4 (C-19) | omet OMet OMet OMet OMet

~ ~ ~ ~
rcon| T || || | ||
OH o o o o

Tab. 14. Obecna struktura scytophycini — nahote, s jednotlivymi substitucemi piislusejicimi k variantdm

scytophycind.
Reten¢ni chovani jednotlivych pfislusniki scytophycinové rodiny demonstruje tento

obecny princip (Tab. 15.). Jejich eluce (v klesajicim potadi) skrze vSechny tiidy
scytophycinti mize byt zjednodusena nasledovné: 6-OH-SCs, 6-OH-7-O-Met-SCs, SCs
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and 7-O-Met-SCs. Obecné se da fici, Ze methylace hydroxylovych skupin zvySuje
retencni Cas a naopak vEtSi pocet volnych hydroxylovych skupin zptisobuje vice
hydrofilni charakter slouceniny a smizuje retencni ¢as. Retencni ¢asy scytophycinli také
dobie korespondovaly s klesajici polaritou jednotlivych scytophycini vyjadienou
hodnotami LogP. Pro ¢leny skupiny scytophycinu B je toto chovani nasledujici: -1.28, -
0.42, 0.26, 1.04 a skupiny scytophycinia D/E: -0,66/-0,80; 0,20/0,06; 0,88/0,74. Hodnoty
LogP byly vypocitany v ACD Labs Software. Toto naznacuje, Ze polarita separovanych
latek hraje zasadni roli v reten¢nim chovéani makrolidii scytophycinové rodiny. Toto

cev v

predikovanych vysledkd.

Sloudenina Vzorec MW tg[min] [M+Na]® Diagnostické
fragmenty (m/z)
6-OH-SC-D/E CssHsNO33 838 25,2 861 843 (10), 608 (50),
320 (25), 262 (15)
6-OH-SC-B CssH7sNOy3 836 26,0 859 841 (10), 606 (55),
320 (25), 262 (10)
6-OH-7-OMet- CsH77NO13 852 26,3 875 622 (45), 320 (20),
SC-D/E 290 (10), 262 (15)
7-OMet-19- CisHisNOy, 822 26,6 845 606 (50), 320 (25),
deMet-SC-D/E 262 (15)
6-OH-7-OMet- CsHsNOy3 850 27,1 873 840,5 (40), 620 (55),
SC-B 320 (25), 262 (15)
SC-B CssH7sNOy, 820 27,6 843 825 (40), 620 (55),
320 (25), 262 (15)
SC-C CssHisNOy; 806 28,3 829 606 (55), 320 (25),
290 (10), 262 (15)
7-OMet-SC-B CsHsNO, 834 29,9 857 620 (55), 320 (25),
262 (15)

Tab. 15. Varianty scytophycini, jejich sumarni vzorce, molekulové hmotnosti, retencni ¢asy a typické

fragmenty. Diagnostické fragmenty jso vyznaceny tucné.
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Krom¢ zakladnich scytophycinti zobrazenych v tabulce 15 existuje jeSt¢ mnoho
potencialnich kombinaci vedoucich k mnozstvi novych derivati scytophycint.
Nejobvyklejsi jsou hydroxyderivaty na pozici C-6, metylace hydroxylu n pozici C-7 a
méné¢ Casto demetylace methoxyskupiny na pozici C-19.

Pro urc¢eni chemické struktury jednotlivych scytophycinu bylo vzato v potaz nékolik
dalezitych pozorovani: elu¢ni schéma, sodikované prekurzové ionty [M+Na]’,
experimenty z kolizné indukované dekompozice (CID) a relativni intenzity formovanych
fragmentli. Nékteré scytophyciny, které se objevily v naSem vzorku mély stejnou
molekulovou hmotnost (napi. m/z 845, 843, 859, 875), takze bylo nezbytné pouzit
experimenty s MS/MS, aby bylo moZzno mezi nimi rozlisit jednotlivé scytophycinové
varianty.

Pti rozliSovani strukturné podobnych scytophycinii bylo také nutno pouzit tzv. shifting
techniku (McLafferty, 1980). Tento pfistup je zalozen na ptedpokladu, ze piibuzné
metabolity maji spolecné nékteré ¢asti svych struktur — ¢asti mateiské slouc¢eniny — a tedy
poskytuji specifické CID produktové ionty reprezentujici tyto nebo ¢asti téchto
substruktur. Tedy vybér prekurzového iontu a vicendsobna fragmentace pomoci
hmotnostni fragmentace s iontovou pasti (ITMS — ion trap mass spectrometry) je zvlasté
uzitecna ve skupinové specifické detekci rodiny scytophycinti. Podpora v objasfiovani
struktur fragmentl a mechanismu jejich formace byla ziskdna pouzitim ACD/MS

Fragmentoru.
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Obr. 14. Total ion chromatogramy (TIC) jednotlivych scytophycinii. CID spektra jsou zobrazena uvnit¥

obrazovych poli.
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Obr. 14 pokracovani. Total ion chromatogramy (TIC) jednotlivych scytophycini. CID spektra jsou

zobrazena uvniti obrazovych poli.
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Scytophyciny sice neposkytuji protonované molekulové ionty, tyto ionty ale nejsou pro
CID experimenty nezbytné. Podrobeny CID, sodikované prekurzorové adukty [M+Na]®
poskytuji strukturné informativni fragmentové piky, které vykazuji podobnost s temi
ziskanymi §tépenim [M+H]" iontl. Posun pozice scytophycinového kruhu se odrazi jak
na stupni, tak na cilich fragmentace, coz d¢la CID skvélym nastrojem pro rozliSeni
pfislusnikii scytophycinové rodiny. Stupenl nabiti konkrétni molekuly souvisi s poctem
dusikd v molekule. Vzhledem k tomu, Ze vSechny scytophyciny obsahuji pouze jeden
dusik, scytophyciny poskytuji jen jednou nabité ionty. Prvnim stupném pfi fragmentaci
té&chto scytophycinovych sodnych adukti v plyné fazi je ztrata vody ([M+H-H,O]Na")
nebo demethoxylace ([M+H-CH4O]Na") na riznych pozicich u riznych
scytophycinovych variant. Dalsi fazi v CID vede k strukturné signifikantnim produktim
charakteristickym pro jednotlivé patefni scytophycinové struktury, které se lisi
substitucemi na C-6, C-7 a C-16 pozicich (Tab. 14) (i) m/z 590, 604, 606 a 620 pro SC-
A/B, kde tu¢né jsou vyznaceny dva diagnostické ionty, (ii) m/z 592, 606, 608 a 622 pro
SC-D/E kde tu¢né jsou vyznaeny opét dva diagnostické ionty a (iii) m/z 576, 590, 592 a
606 pro SC-C kde je jediny diagnosticky iont zvyraznén tuéné. Rozdil dvou jednotek u 6-
OH-7-OMet-SC-D/E vzhledem k 6-OH-7-OMet-SC-A/B ukazuje modifikaci na pozici C-
16. Mén¢ signifikantni produktovy iont je m/z 606 protoze se objevuje u vSech tfech
scytophycinovych tfid (6-OH-SC-A/B, 7-OMet-SC-D/E a 6-OH-7-OMet-SC-C).
Pritomnost diive zminovanyh fragmentl patefni struktury je povaZovano za velmi
uzite¢nou informaci poskytujici piesvédc¢ivé voditko pro identifikaci konkrétni varianty
scytophycinu.

Nicméné jen dva pary produktovych ionti: m/z 320 (Ci6H27NNaO,4, [M+H-C3pH50]
Na+), m/z 262 (C14H23NaO3z, [M+H-Cs3Hs51010] Na+) a m/z 322 (C16H20NNaO,, [M+H-
C30Hs5009] Nat), m/z 264 (C14H2sNa03, [M+H-CsHs3010] Na+) pochazejici ze stépeni
postraniho fetézce na pozici C-24 muze byt povazovano za diagnosticky fragment pro
scytophyciy B, C, D, E a také scytophycin A. Dalsi diagnostické ionty m/z 262 a m/z 264
pochazeji ze Stépeni bocniho fetézce na pozici C-32 a ztraty 58 u z termindlni keto

skupiny po Mec. Laffetyho presmyku. Chemicka struktura hlavnich fragmentl pro
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nejznaméjsi scytophycinovy derivat 6-OH-7-OMet-SC-B (Tolytoxin) je ukazan v tabulce

16 a detailnéji je ukazana na Obr 16.

Charakteristika fragmentu

Chemicka struktura fragmentu

Fragment: m/z 620,
Cz2Hs51NaOqg,
[M+H-C13H2,03] Na+

Fragment: m/z 320,
C16H27NaOg,
[M+H - 30H4gog] Na+

Fragment: m/z 262,
C14H23NaO3,
[M+H - C35H5:040] Na+

ONa o OCH ,

Tab. 15. Identifikace hlavnich fragmentii nejsilngjsiho ze Scytophycini 6-OH-7-OMet-SC-B (Tolytoxinu).
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Obr. 14. Rekonstrukce fragmentace toxinu m/z 873 Tolytoxinu.
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Obr. 14 — pokracovani. Rekonstrukce fragmentace toxinu m/z 873 Tolytoxinu.

6. DISKUZE

6.1. Fungicidni latky produkované sinicemi rodu Nostoc

Z vysledkli uvedenych v této praci jasné vyplyva, Ze fungicidni plisobeni je v této
skupin¢ organismt velmi ziidkavé. Ani pfi rozsifeni testované skupiny o zastupce dalSich
rodi sinic se dal$i vyznamné fungicidné plsobici latky nepodafilo objevit. Silné
fungicidni ptsobeni vykazoval pouze jediny kmen z celkem 63 testovanych a to Nostoc
punctiforme LukeSova 5/96. Tento kmen pudni sinice byl objeven v jamé po tézbé
hnédého uhli v Sokolové. Ostatni sinice izolované z této lokality zadné fungicidni u¢inky
nemély (tab. 5 a Hrouzek et al., 2005). Padni sinice Casto produkuji toxiny (Codd et al.,
1997; Hrouzek et al., 2005), coZ se obecné povazuje za odpovéd’ na velmi silny predacni
tlak, kterému jsou vystaveny. Casto byvaji totiz na svych stanovistich jednim z

primarnich producentii biomasy a predace je tedy enormni. (Dryden and Wright, 1987,

Jirgens and Matz, 2002). V c¢lanku (Hrouzek et al., 2010) je zfejmy zajimavy fakt, Ze
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nejptibuznéjsi k sinici Nostoc (LukeSova 5/96) zkoumané v této praci se ze vSech
sledovanych kment ukazala byt sinice Nostoc Sp. CALU 996 ptivodem z Afriky, coz
potvrzuje tvrzeni zminéné v uvodu a to, ze taxonomie sinic je velmi komplikovana a
produkce urCit¢ skupiny sekundarnich metabolith neznamend nutné blizkou
fylogenetickou piibuznost mezi zkoumanymi kmeny. Genom sinic je jako u ostatnich
prokaryot velmi plasticky a proménlivy a je tedy mozné, ze se podobné metabolické
drahy vedouci ke stejnym sekunddrnim metabolitim vyvijeji nezéavisle u pomeérné
nepiibuznych organismu jako jsou Tolypothrix, Scytonema a Nostoc. Dalsi kmen, ktery v
této praci v ramci screaningu vykazoval mirné fungicidni pusobeni byl Cylindrospermum
C24, u ngjz se podafilo izolovat toxiny, jimZz byl dam nazev Puwaiaphyciny F a G

(Hrouzek, 2010).

6.2. I1zolace a pieCiSténi aktivnich latek z extraktu sinice Nostoc LukeSova 5/96

At uz vytfepavani mezi dvé nemisitelné faze, tak 1 jen ptedcCiSténi pomoci hexanu
(odparek surového extraktu byl opakované promyvan 100% hexanem) se ukézalo byt
velmi uzite¢nym pro optimalizaci naslednych chromatografickych separaci. Tyto postupy
slouZily pro odstranéni nepolarnich necistot, zejména pigmentl. Kdyby tyto kroky nebyly
provedeny, vyrazné by se znesnadnila recyklace kolony a pfi silném vyskytu pigmentt by
mohla byt napln znehodnocena. Vzhledem k tomu, Ze scytophyciny izolované ze sinice
Nostoc Luk. 5/96 maji relativné velmi podobnou chemickou strukturu, jejich retencni
vlastnosti jsou také podobné a separace sloupcovou chromatografii, ani TLC nepfinesla
nalezité rozd€leni. Pfesné odchytavani pika dle UV detekce na preparativni
od sebe stejné¢ nedoSlo, protoZe retence nékterych scytophycinli se do zna¢né miry
prekryvaji. Nicméné ale k identifikaci jednotlivych jejich variant se ukéazaly byt plné
dostacujici vysledky cilenych kolizné¢ indukovanych disociaci na hmotnostnim
spektrometru. Analyzy NMR nebyly potfeba. MS data se piesné shodovala s témi
publikovanymi objeviteli scytophycinti (Ishibashi et al., 1986; Moore et al., 1986;
Patterson and Bolis, 1993) a potvrzeni tedy je jisté.
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6.3. Kultivace sinice Nostoc LukeSova 5/96 a experimenty s Kultivaénimi
podminkami

Zmeénou kultiva¢nich podminek lze ovlivnit nejen riist fas a sinic, ale i produkei jejich
metabolitti. Dal$im cilem prace proto bylo nalezeni optimalnich kultiva¢nich podminek
pro rust vybranych kment sinic, které¢ by zaroven stimulovaly produkci aktivnich latek.
Jako proménné parametry byly zvoleny kultivacni teplota, intenzita osvétleni a
koncentrace zakladnich zivin. Ke stanovovani pfirustkii biomasy nebylo mozno v nasem
ptipadé pouzit klasickych metod, jako je naptiklad spektrofotometrické méteni optické
hustoty, protoze sinice Nostoc Luk. 5/96 je vlaknit4 a tvofi shluky (punctiformae). Jiz v
uzitetna a vypovidajici metoda méfeni ubytku dusi¢nanit z kultivaniho média. Pti
kultivacich jednobunéénych sinic, které tvoii rovnomérny zékal bylo zkousSeno
porovnavani obou metod a analyza iontli poskytuje analogické vysledky (Kopecky,
nepublikovana data).

Pfi posuzovani narustu produkce toxini béhem celé doby kultivace ve vétSim
osmilitrovém zafizeni bylo dosahovano nizSich vynost jak biomasy, tak toxinl, nez pii
pestovani v 400 ml véleccich, coz se d& vysvétlit tak, Ze v mnohem rozmérnéj$im valci,
je mocnost suspenze vetsi a nedochazi v ni k rovnomérnému prosviceni jakkoli michané
kultury. Pokud bylo pouzito vys$i miry ozarenosti, kultura byla pfesvicena a shlukovité
hynula. I pro tyto masové kultivace bylo pouzito stejnych podminkek jako pro kultivace
laboratorni, tedy 30°C a 90 W.m™. PH této kombinaci kultivatnich podminek kultura
dosahovala nejvySSich vynosi biomasy a tedy i potencialné ziskatelné mnoZstvi aktivnich
latek bylo nejvétsi. Pravdépodobné by bylo lepsi pouzit plochych kultiva¢nich nadob,
namisto valce.

Z porovnani rastovych rychlosti je patrné, ze ¢im vic svétla je kultufe poskytnuto, tim pii
nizsich teplotach je dosazeno maxima rastové rychlosti. Dale je ale zfejmé, Ze tato sinice
je spiSe teplomilngjsi a s vys$§imi naroky na svétlo. Clanek zabyvajici se vlivem
kultivaénich podminek na produkci scytophcini u Scytonema ocellatum (Patterson and
Bolis, 1993) popisuje, ze maximalni produkce sledovanych scytophycinti bylo dosazno
pii vyssi teploté (25°C) nez bylo optimum pro produkci biomasy (20°C). U Nostoc Luk.

5/96 tomu bylo naopak. Pro produkci toxind byla vhodna nizsi teplota nez pro rast. U
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intensity ozafenosti bylo v ¢lanku (Patterson and Bolis, 1993b) pozorovano stejné
maximum jak pro rust, tak pro produkci toxind. Totéz se potvrdilo u Nostoc Luk. 5/96.
Analyzy vlivu dusiku a fosforu na produkci biomasy a na syntézu toxinti nepfinesla
prikazné korelace. V literatuie (Patterson and Bolis, 1995) se uvadi, ze syntéza
scytophycini u Scytonema ocellatum také neni specificky ovlivnéna koncentracemi
testovanych zivin. Ukazalo se vSak, ze biomasa sinice Nostoc Luk. 5/96 roste 1épe pii
mnohem vys$ich koncentracich dusiku, nez je ptfedepsano pro Allen&Arnon médium, coz
by bylo vhodné zohlednit pfi vylepSovani jejiho média pro ptipadnou masovou kultivaci.
Naopak koncentrace fosforu je v Allen&Arnon médiu pro rist této sinice jednoznacéné
optimalni. Velmi vyrazné se kultufe dafilo v BG médiu (data nezvetejnéna), je tedy na
snad¢ doporucit pro pfisti kultivace pouziti tohoto média.

Nekteré toxiny syntetizované sinicemi jsou syntetizovany jako odpovéd na
enviromentalni stres (Pomati et al., 2003), jiné jsou naopak produkovany v podminkach
pro sinici optimalnich (Lehtiméki et al., 1997; Rapala et al., 1997; Sivonen, 1990). Vice
toxini se objevuje v kultivaénim médiu Nostoc Luk. 5/96 také v podminkach
nevhodnych pro rust, kde se také da predpokladat vyraznéjsi rozklad bunck. V literatute
(Rapala et al., 1997) je pséano, Ze ve zdravé kultufe byva v log fazi primérné jen 10-20%
toxinl extracelularnich a to kvlli tomu, Ze i1 tam dochézi k 1yzi bun€k. V kulture Nostoc
Luk. 5/96 se v médiu objevovalo dokonce jesté¢ faddové méné (0,1%). Ve stacionarni fazi
ristu, kdy dochazi k zesilenému odumirani bunék, se objevuje v médiu vyrazné vice
toxini, nez v log fazi. Jako vétSina toxickych sekundarnich metabolitl, byvaji
cyanotoxiny ziidkakdy rozpustény ve vodé (Jones and Orr, 1994; Tsuji et al., 1994; Ueno
et al., 1996). VéEtSinou zlstavaji v bunikach (mikrocystiny) a zabezpecuji tak ochranu pred
predaci. Z vysledkti zkoumani kmene Nostoc Luk. 5/96 vyplyva, ze scytophyciny jsou u
tohoto kmene syntetizovany spiSe v optimalnich podminkach, nez jako odpoveéd’ na stres
a jsou vnitrobunécné. DalSim potvrzené tvrzeni z literatury je, Zze pokud je slaby rast
kultury, byva slaba také produkce toxina (Rapala et al., 1993; Lehtiméki et al., 1997), coz
se ukazuje také pii kultivaci sinice Nostoc Luk. 5/96. Jistou ,,vyhodu®“ maji sinice
obsahujici nitrogenasu, diky niz jsou nezavislé (jak co se tyce riistu, tak produkce toxinil)

na piisunu dusiku z vné&jSiho prostredi.
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Autofi publikaci popisujicich objeveni scytophycini a jejich produkci u Scytonema
ocellatum (Patterson and Bolis, 1993b) pozorovali koncentrace toxini v biomase zhruba
2,5 g/Kg u Tolytoxinu, 0,17 g/Kg u HMSE a zhruba 0,02 g/Kg DMSC, u né&jz byl, stejné
jako u HMSE s ¢asem kultivace pozorovan pokles. U DMSC byl tento pokles vyrazngjsi
a byl pozorovan kolem 25 dne. U HMSC bylo maximalni produkce dosazeno zhruba 32.
den. Tolytoxin dosahoval svého maxima az po 40 denni kultivaci. Z toho faktu autofi
vyvozuji moznou biosyntetickou drahu DMSC — HMSE — Tolytoxin. Kultura Nostoc
Luk. 5/96 je schopna produkce sice mensiho mnozstvi Tolytoxinu (0,4 g/Kg), ale zato za
mnohem kratsi ¢as (7 dni). Casovy pribéh syntézy toxinii v biomase Nostoc Luk. 5/96
(Obr. 7) ukazal, ze tolytoxinu zacalo ubyvat zhruba po 150 hodin¢ kulivace, toxinu s m/z
829 (scytophycin C) také a toxin m/z 875 (HMSC) rostl az do ukonc¢eni kultivace (200
hod.), coz by spiSe naznaCovalo biosyntetickou drdhu tolytoxin (scytophycin C) —
HMSC. Zajimavy je zpozdény nastup produkce toxinti s m/z 829 a m/z 875 oproti
tolytoxinu. Tento jev by mohl naznacovat, Ze tyto toxiny jsou mozna produkty degradace
tolytoxinu. Je z evolu¢niho hlediska spiSe nepravdépodobné, ze by se z toxictéjsiho
metabolitu syntetizoval metabolit mén¢ toxicky. Ledaze bychom neznali jes§t¢ vSechny
benefity, které ostatni scytophyciny, vyjma tolytoxinu, mohou poskytovat organismu,
ktery je produkuje. SpiSe je ale pravdépodobné, Ze syntéza téchto toxinl je na sobé

nezavisla, ptipadné se biosyntetické drahy u riznych organismu lisi.

6.4. Biologicka aktivita latek z extraktu sinice Nostoc LukeSova 5/96

Fungicidni t¢innost extraktu since Nostoc Luk. 5/96 je velmi dobra a dlouhodoba a jeji
spektrum je zajimavé svou specifi¢nosti. Vzhledem k faktu, Ze aktinova vlakna, tedy i F-
aktin, jehoZ polymerizace je tolytoxinem inhibovana, se vyskytuji vSeobecné v
eukaryotickych buiikach (Walker and Garrill, 2006), je zvlastni spiSe nez zjiSténi, Ze na
nekteré houbové patogeny tolytoxin pisobi destrukéné spiSe pozorovani, Ze na nckteré
houbové organismy extrakt obsahujici smés scytophycini netGéinkuje (Tab 10). V
literatuie je popisovan inhibi¢ni vliv izolovanych scytophycinti na Aspergillus oryzae,
Candida albicans, Penicillium notatum, Sacharomyces cervisiae a Trichophyton
mentagrophytes, pficemz posledni zminovany kmen vykazoval pouze minimalni odezvu

(Carmeli et al., 1990). Dale bylo testovano dalSich 9 kmend hub (Patterson and Carmeli,
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1992a) a to konkrétné: Alternaria alternata, Bipolaris incurvata, Calonectria critalarae,
Colleotichum coccodes, Phyllosticta capitalensis, Phytophtora nicotianae, Rhizoctonia
solanii, Sclerotium rofsii a Thielaviopsis paradoxa. Na vSechny tyto organismy m¢l
tolytoxin vyrazny inhibi¢ni efekt a to v rozmezi MIC 0,25 do 8 nM. V pfipad¢ jednoho
kmene (Rhizoctonia solanii) musime s daty z literatury polemizovat. Extrakt Nostoc Luk.
5/96 nevykazoval na tento kmen hub zadny inhibi¢ni efekt, zatimco autofi citovaného
¢lanku prezentuji MIC dokonce 0,25 nM. Pro ovéi€ni by bylo tieba porovnat oba kmeny
Rhizoctonia solanii, které byly k experimetu pouzity a pokud by se vysledky potvrdily,
zkoumani téchto dvou velmi blizce piibuznych kmenid by mohlo pfinést odpovéd na
otazku, jakym mechanismem jsou schopny se nékteré houby s toxickym piisobenim
scytophycinti vyrovnat. Extrakt Nostoc Luk. 5/96 neptisobi proti houbam: Aspergillus
niger, Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum, Trichoderma harzianum a
Trichothecium roseum. Puasobi proti imperfektnim houbam (Deuteromycotina) tfidy
Dematiaceae (Alternaria, Dendriphion) a velmi zajimava je jeho inhibi¢ni aktivita proti
druhu Botrytis cinerea a castecna (kratkodoba) také proti Sclerotinia sclerotiorum
(Ondfej M., osobni sd¢leni). Fungicidni a cytotoxicka aktivita byla potvrzena ve frakcich
extraktu obsahujicich zejména tolytoxin a scytophycin B, coz souhlasi s pozorovanimi
popsanymi skupinou védct z Havaje (Patterson et al., 1994). U tolytoxinu se uvadi, ze
cytotoxické ucinky jsou pozorovany jiz pfi 2 nM koncentraci (Patterson et al., 1993) a
fungicidni pfi koncentraci srovnatelné. V experimentech provadénych v ramci této prace
se nepodafilo odseparovat jednotlivé latky od sebe natolik, aby bylo moZno ptesné
kvantifikovat MIC koncentrace, ukazalo se ale, Ze jak fungicidni, tak cytotoxicka aktivita
byla dosahovana pfi stejné koncentraci, coz data z literatury potvrzuje.

Rist rostlin Chlorophyttum v hydroponickém médiu nebyl inhibovan a rostliny
nevykazovaly znamky poskozeni oproti kontrole, takze bud’to nedochazi k prostupu
scytophycinu z vodivych meristémt do bunék, coz je vzhledem k jejich pomérn¢ malé
molekulové hmotnosti nepravdépodobné, nebo je rostlina schopna se s touto zatézi
vyrovnat. Oproti tomu kli¢ni rostliny, jejichz osivo bylo siln€¢ infikovano sporami hub
Dendryphion a Alternaria se s toxicitou scytophycini vyrovnavaji jen velmi tézko.
Vyskyt hub sice klesl, ale ukazalo se, ze extrakt Nostoc (LukeSova 5/96) — konkrétné tedy

toxin m/z 873 — vyrazn¢ inhibuje rist kofenového klicku, netvoii se sekundarni kofeny,
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kli¢enci nasledn¢ pfestavaji rast, zhnédnou a zajdou. Tyto malformace souviseji s vlivem
Tolytoxinu a pravdépodobné i dalSich scytophycinii na bunéény cytoskelet vyvijejicich se
rostlin. Bylo vSak prokdzano, Ze tento jev je druhové specificky, jelikoz rostlinky Inu se
se zatézi vyrovnavaly mnohem Iépe, nez rostlinky maku. To muze souviset s jejich
habitem, jelikoz kli¢ni rostliny maku jsou drobnéjsi, nez rostlinky Inu.

Efekt scytophycinu na desintegraci aktinovych vldken je v souladu s pifedeslymi
pozorovanimi (Patterson et al., 1993), kde je uvadéno, ze 6-hydroxy-7-O-methyl-SC-B
(Tolytoxin) a pfibuzné scytophyciny depolymerizuji aktinova vlakna. Tolytoxin plsobi
na aktinova vlakna, konkrétné na F-Aktin. Zaroven také zabraniuje polymerizaci
jednotlivych aktiniovych jednotek. F-Aktin je depolymerizaci pfeménovan na globularni
G-Aktin. Tento efekt je reverzibilni. Po vymyti toxinu z bunék je polymerizace aktinu
pln¢ obnovena a bunky se dale déli. Ostatni scytophyciny vykazuji podstatné mirné;si
cytotoxicky a také fungicidni efekt nez tolytoxin.

Do nedévna bylo testovani cytotoxicity na bunéénych liniich Casto ptfedchézeno (nebo
nahrazovano) testovanim na zabronozkach. Clanek, na némZ je postavena tato prace
(Hisem et al. 2011) vSak jasné doklada, ze tyto dva testy nesméji byt zaménovany
(vétSina z testovanych kmenil sinic vykazovala né&jakou aktivitu oproti zkoumanym
bunéénym liniim, ale pouze malé ¢ast z nich G¢inkovala souc¢asné na Zabronozky. Naopak
pouze 4 z 63 kmenl produkovaly toxiny Uc¢inkujici na zabronozky a nikoli na bun&cné
linie — viz Kap. 9. OvSem pfi testovani tak silnych cytotoxint, jakymi je tolytoxin jsou
velmi vyrazné ovlivnény jak ZabronoZzky, tak testované bunécné linie. Také je faktem, Ze
také vhodné zvolené bunécné linie mohou vyrazné ovlivnit vysledky testti. Mnoho toxinii
funguje specificky na konkrétni sav¢éi buiky (Glen et al., 2000). Prozatim byly na
plusobeni scytophycinil s pozitivnim vysledkem otestovany bunécné linie LoVo, KB,
Hep-2, HL-60, HBL-100, T47-D, COLO-201, KATO-III (Patterson et al., 1993), k nimz
jsme piidali dalsi 3 (HeLa, YAC-1 a SP/2).

6.5. Strukturni analyza latek m/z 873, 829 a 875

Z extraktli biomasy sinice Nostoc LukeSova 5/96 bylo celkem vyizolovdno a nasledné
identifikovano 8 variant scytophycinti a to konkrétné osm pikti s m/z 861, 859, 875, 845,
873, 843, 829 and 857, coz jsou sodné adukty 6-OH-Scytophycinu D/E, 6-OH-
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Scytophycinu B, 6-OH-7-OMet-Scytophycinu D/E, 7-OMet-19-deMet-Scytophycinu
D/E, 6-OH-7-OMet-Scytophycinu B, Scytophycinu B, Scytophycinu C a 7-OMet-
Scytophycinu B. Z grafu extrakce aktivnich latek do jednotlivych rozpoustédel (Obr. 4.)
jasné vyplyva, ze scytophyciny jsou mirné nepolarni latky, coz zptisobuje makrolidicky
kruh, na né&jz piipadéa vétSina hmoty. Jako zasadni pro aktivitu se jevi byt substituent na
C16 v makrolidickém kruhu. Na tento uhlik je u biologicky nejucinnéjSiho ze
scytophycint, Tolytoxinu (m/z 873), navazan laktonovy kruh, ktery se nevyskytuje u
zadné jiné z doposud znamych variant scytophycind, coz potvrzuje hypotézu, ze tento
substituent zodpovida za silnou cytotoxickou a fungicidni aktivitu tolytoxinu. Vyrazna
biologickd aktivita latek obsahujicich ve své molekule laktonovy kruh byla opakované
popsana v literatuie (Gorrini et al., 2001; Strapasson et al., 2012; Wanga et al., 2009).
Dale je v literatuie uvadéno, ze silnou biologickou aktivitu vykazuje také scytophycin B a
A (Moore et al., 1986), coz opét koresponduje s daty z této prace, kdy frakce 3
obsahovala jak scytophycin B, tak scytophycin C a jeji aktivita proti houbovym
patogeniim byla velmi vyraznd, i kdyz slabsi nez u tolytoxinu. Scytophycin A nebyl v
extraktech sinice Nostoc Luk. 5/96 pozorovan. Scytophycin C je pouze slabym
fungicidem (Carmeli et al., 1990), takZe za aktivitu frakce 3 je zodpovédny Scytophycin
B. Scytophyciny jsou strukturné podobné izolatim z motskych hub Theonella swinhoei z
Rudého mote, ktera ma jako symbionta jednobunéénou sinici. Zde se jedna o Swinholid
A. Dalsi velmi podobné latky jsou Ulapualidy A a B, Kabiramid C a Halichondramid
produkované nudibranchiaty, ktefi vSak Zadné sinicové symbionty nemaji. VSechny tyto
latky plisobi fungicidné a cytotoxicky. Na makrolidické struktufe maji oxazolovy kruh
(Ishibashi et al., 1986). Podobné jako sinice (napi. Scytonema sp., nékteré kmeny
Lyngbia majuscula) i  aktinomycety a fasy z oddé¢leni Dinoflagellata produkuji
makrolidy — napf. Amphidinolidy (Kobayashi and Tsuda, 2004), kter¢ také vykazuji silné
bioaktivni ptisobeni. Cela fada dnes vyuzivanych antibiotik ma makrolidickou strukturu
(Clarithromycin, Dirithromycin, Erythromycin, Roxithromycin, Telithromycin a dalsi),
také ncktera imunosupresiva jako Tacrolimus, ¢i Sirolimus, nebo fungicidy jako je
Nystatin a Amphotericin B. Existuji vSak také netoxické makrolidy (Namikoshi et al.,

1994), takze zobecnéni neni na miste.
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Pti rozliSovani strukturné podobnych scytophycini bylo nutno pouzit tzv. shifting
techniku (McLafferty, 1980). Tento piistup je zalozen na piedpokladu, ze piibuzné
metabolity maji spolecné nékteré ¢asti svych struktur — ¢asti matefské slouc¢eniny — a tedy
poskytuji specifické CID produktové ionty reprezentujici tyto substruktury, nebo jejich
casti. Tato strategie umoznuje rychlou identifikaci analogickych struktur, bez
zdlouhavych kroku tradiéni strukturni analyzy zahrnujici scale-up, extrakce, frakcionace
a spectroskopické analyzy (NMR, X-Ray) jednotlivych izolovanych latek. Na priklad
derivaty zakladnich scytophycinti, jako hydroxylované nebo methylované formy, mohou
byt selektivné detekovany v pozitivnim modu elektrospreje rozdilem hmot 16 u a 14
jednotek. Zjistili jsme, Ze 1 velmi malé koncentrace sodnych iontl v mobilni fazi
zpusobuji relativné silné intenzity pseudomolekularnich sodnych adukti kazdého ze
scytophycinti. Malé mnozstvi sodnych iontd v rozpoustédle bylo zjevné dostacujici pro
ionzaci. To miiZze byt vysvétleno silnou afinitou téchto iontl k makrolidické strukture.

Molekularni ionty a adukty v literatufe prezentované (Ishibashi et al., 1986) odpovidaji
tém, které byly nalezeny pii naSich analyzach. Jedin€ rozliSeni ve skupiné scytophycinti
D a E je problematické, protoze maji stejné hmoty molekularnich iontii a fragmentt a je
velmi tézko rozliitelné bez MNR dat. V naSich podminkich se nepodatilo tyto
scytophyciny od sebe odseparovat, protoze maji prakticky stejny retencni ¢as, hmotnost a
afinitu k rozpoustédlim, proto uspésné NMR analyzy provedeny nebyly, pfesto se ale

pomoci CID i1 tyto latky podafilo identifikovat.
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7. ZAVER

Vysledky prace 1ze shrnout nasledovné:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Z 63 testovanych kment sinic rodu Nostoc byly odhaleny 2 s fungicidnimi
ucinky. Z toho jen jeden a to Nostoc Luk. 5/96 vykazoval silné¢ (nad 50% oproti
kontrole) fungicidni piisobeni.

Bylo nalezeno optimum kultiva¢nich podminek pro sledovany kmen a to 30°C a
90 Wm™. Toto maximum se shoduje s podminkami nejvhodngjsimi pro rist, pfi nichz
je nejvyssi vytéznost fungicidnich metaboliti. Byly testovany vlivy Zivin na rlst a
produkci aktivni latky a 1 zde se zjistilo, Ze optimum pro rlst odpovida optimu pro
produkci toxint. Kultura Nostoc Luk 5/96 produkuje nejvice aktivni latky na konci
exponencialni faze ristu.

Ukézalo se, Ze toxiny produkované sinici Nostoc Luk. 5/96 reverzibilné inhibuji
polymerizaci aktinovych vldken. Jednd se o systemické fungicidy, plsobici také
cytotoxicky, coz bylo potvrzeno testy na zabronozkach (100% mortalita za 12 hodin)
a buné&nych liniich (HeLa — hodnota inhibice 58+2,9, YAC-1 — hodnota inhibice
59+4,7 a SP/2 — hodnota inhibice 48+3,8).

Byl nalezen optimalni postup izolace aktivnich latek z biomasy sinice a to 70%
methanolem, poté preciSténi a separace na chromatografické koloné. Izolace latek z
kultivaénich médii byla provadéna extrakci na SPE kolonce vymyté 100%
methanolem, zakoncentrované na vakuové odparce.

LC/MSD Trap s UV detekci nalezeno 4 potencialné aktivnich frakei, které byly
dale testovany. Byl vytvofen vhodny gradient methanol/voda, ktery zarucil sluSnou
separaci jednotlivych latek od sebe. Jednotlivé latky byly purifikovany pomoci
preparativni HPLC a modifikovanych gradienti methanol/voda.

Jednotlivé latky byly analyzovany pomoci UV/MS-ESI, podrobovany
vicenasobnym fragmentacim, pii kterych bylo zjiSténo, Ze vSechny aktivni latky
produkované sinici Nostoc Luk 5/96 jsou makrolidy ze skupiny scytophycint,
konkrétn¢ 6-OH-Scytophycin D/E, 6-OH-Scytophycin B, 6-OH-7-OMet-Scytophycin
D/E, 7-OMet-19-deMet-Scytophycin  D/E, 6-OH-7-OMet-Scytophycin B,
Scytophycin B, Scytophycin C a 7-OMet-Scytophycin B.
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Introduction

A significant number of cyanobacteria possess interesting biological activities, including
cytotoxic [1] and rarely fungicidal [2;3]. One of the most potent group of this are
scytophycins, found in cyanobacteria of the family Scytonemataceae 30 years ago [4].
The best known representative of the scytophycin family, Tolytoxin (6-hydroxy-7-O-
methylscytophycin B), was first isolated from a terrestrial blue-green alga Tolypothrix
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conglutinata [5]. The genus Nostoc is a rich source of various bioactive metabolites, but
scytophycins were never observed to be produced by this cyanobacterium.

In this study we apply LCMS" instrumentation in order to extend its applicability
for structural analysis of the scytophycin family members.

Results and Discussion

The crude 70% MetOH extract of the soil cyanobacterium Nostoc sp. 5/96
exhibited strong antifungal and cytotoxic activity. Activity guided fractionation lead to a
discovery of several active fractions ranging from 20 — 30 min. of the MetOH/H,0
gradient (Zorbax XBD C8, 46 x 150 mm, 5 um). Eight peaks were detected in this region
by ESI-MS in the positive mode (Fig. 1.). We deduced this ions can be sodium adducts of
the scytophycin macrolides, which general structure is shown in a Table 1. Molecular
ionts was not intensive enough even after buffer adding but the interpretation of
fragmentation of Na* aducts was convincing equaly.

The C-6 and C-7 substituents were mainly responsible for the retention of particular
scytophycins (Tab. 2.). Generally, methylation of hydroxyl groups increases retention
time and more free hydroxyl groups lower the retention time. Retention also corresponds
well with LogP values: for the scytophycin B family: -1.28, -0.42, 0.26, 1.04 and for the
scytophycin D/E families: -0.66/-0.80, 0.20/0.06, 0.88/0.74 respectively. The values of
LogP were calculated in the ACD Labs Software.

For distinguishing of several scytophycins of the same mass appeared in our
sample (e.g. m/z 845, 843, 859, 875) MS/MS was necessary. Additionally, the shifting
technique [6] was applied. Support in elucidating structure of the fragments was obtained
by using of ACD/MS Fragmentor.

After the loss of water and demethoxylation CID leads to structurally
significant product ions characteristic for the individual scytophycins core structure
which differs in the substituent at C-6, C-7 and C-16 positions. Characteristic fragment
pair m/z 320 and 262 (Tab 2.) was find as diagnostic ions for the identification of
scytophycins in natural samples without the need of isolation or fractionation. The
difference of 2 u of 6-OH-7-OMet-SC-D/E relative to 6-OH-7-OMet-SC-B reflects the

modification on C-16 position. The latter diagnostic ions m/z 262 and m/z 264 are
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produced by cleavage of the side chain in the C-32 position and loss of the 58 u from the

terminal keton group according to Mc. Laffety rearrangement. The typical main

fragments formation for the most abundant representative of 6-OH-7-OMet-SC-B

(Tolytoxin) is demonstrated in a Table 3.

Fig. 1. The chromatograms of 8 scytophycins found in extract of Nostoc sp. 5/96. The

collision induced spectra of major peaks are presented inside every
chromatogram.
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Tab. 1. General macrolide structure of studied compounds and basic scytophycin

variants.

SC-B SC-C SC-D SC-E
R; (C-6
R I H H H

R, (C-7) | OH OH OH OH

° CH, H,C.  OH OH
Raca9) |\ / L M L
R4 (C-19) | omet OMet OMet OMet

e e e e
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Tab. 2. The main product ions of substances related to scytophycins obtained by CID

experiments. The relative abundance of each product ion is shown in parentheses.

Compound

Formula

MW tg[min] M+Na]”

Diagnostic fragments (m/z)

6-OH-SC-D/E

CasH7sNOq3 838

861

843 (10), 608 (50), 320 (25),
262 (15)
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6-OH-SC-B CuisHsNO;; 836 260 859 841 (10), 606 (55), 320 (25),
262 (10)

6-OH-7-OMet-SC-  CyH;7NO;; 852 26,3 875 622 (45), 320 (20), 290 (10),

-DIE 262 (15)

7-OMet-19-deMet-  CusHNOp, 822 26,6 845 606 (50), 320 (25), 262 (15)

-SC-DIE

6-OH-7-OMet-SC-B CyHNOy; 850 27,1 873 840,5 (40), 620 (55), 320 (25),
262 (15)

SC-B CisHNOp 820 276 843 825 (40), 620 (55), 320 (25),
262 (15)

sc-C CisHisNOy 806 283 829 606 (55), 320 (25), 290 (10),
262 (15)

7-OMet-SC-B CiwHsNO;, 834 299 857 620 (55), 320 (25), 262 (15)

Tab. 3. Identification of the main fragments for the most abundant 6-OH-7-OMet-SC-B

(Tolytoxin).

Description of
fragment

the | Chemical
the fragment

structure of

Fragment: m/z 620,
Cs2Hs1NaOxy,
[M+H-C13H2003] Na+

Fragment: m/z 320,
C16H27NaOg,
[M+H - 30H4809] Na+

Fragment: m/z 262,
C14H23Na0Os,

[M+H - C3,Hs51010] Na+ o
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Heterocytous cyanobacteria originating from different habitats have been screened for
toxicity to brine shrimp Artemia salina and the murine lymphoblastic cell line Sp/2.
Methanolic extracts of biomass and cultivation media were tested for toxicity and selected
extracts were fractionated to determine the active fraction. We found a significant toxic
effect to Artemia salina and Sp/2 cells in 5.2% and 31% of studied extracts, respectively.
Only 8.6% of all tested strains were highly toxic to both A. salina and the Sp/2 cell line.
Based on these data, we conclude that it is impossible to monitor cytotoxicity using only the
brine shrimp bioassay, since cytotoxicity is a more frequent feature in comparison with
toxicity to 4. salina. It seems that in most cases the toxic effect of cyanobacterial secondary
metabolites is targeted at some basal metabolic pathways present in eucaryotic cells rather
than being a specific mechanism against a complex organism. Only in two of all tested
strains was toxicity to Artemia salina recorded not accompanied to murine cell line toxicity.
Moreover, in most of the selected strains exhibiting activity to 4. salina and Sp/2 cells, the
toxic effect to Artemia salina and Sp/2 cell line was caused by an identical fraction. These
findings lead us to the conclusion that cyanobacterial metabolites can secondarily act as a
defensive mechanism against grazing, although they are almost certainly not synthesized

specifically against herbivores.

Keywords: secondary metabolites, brine shrimp bioassay, cytotoxicity, grazing, defense

50



1. Introduction

The toxicity of cyanobacterial secondary metabolites and their ecological implications has
been widely studied over the last few years (e.g. Blom et al., 2006; Ferrao-Filho et al., 2000;
Gademann and Portman, 2008; Liirling and Beekman, 2006; Sarnelle and Wilson, 2005;
Wilson et al., 2006). Bioactive secondary metabolites were regarded as an evolutionary
response to the pressure of competing organisms, such as fungi or grazers, when the genus
Nostoc was studied (Dodds et al., 1995; Piccardi et al., 2000). This suggestion was then
displaced, at least for cyanobacterial peptides, since their synthetic machinery was found to
be much older than the evolutionary history of eukaryotic lineage (Rantala et al., 2004).
However, the inhibitory or even lethal effects of cyanobacterial metabolites on invertebrates
have been shown in numerous studies. For instance, the cyanobacterial peptides
microviridin J and microcystin were found to be toxic to eukaryotic organisms such as
Daphnia pulicaria and D. galeata (Rohrlack et al., 1999, 2004). Further, for some non-
peptide compounds like cryptophycin, tolytoxin, calothrixins and pahayakolide, strong
effects on invertebrates can be found (Berry et al., 2004; Biondi et al., 2004; Rohrlack et al.,
1999, 2004, 2005; Agrawal et al., 2005). A direct link betweeen production of di-
(hydroxymethyl)dihydroxypirolidine (DMDP) and grazer pressure has been recorded in a
peryphytic Cylindrospermum sp. strain (Jiittner and Wessel, 2003). Thus a secondary
function of cyanobacterial secondary metabolites as a defense mechanism against parasites
and grazers is possible. However, there still remains the question as to whether the specific
activity of cyanobacterial metabolites against invertebrate grazers has evolved by a long co-
evolution of cyanobacteria and grazers, or whether these metabolites interact with the basal
metabolism common to most organisms and thus their toxic effect is general.

While there has been much attention paid to the toxicity or digestive enzymes
inhibition caused by planktonic cyanobacterial species (Agrawal et al., 2005; Blom et al.,
2006; Jittner and Wessel, 2003; Murakami et al., 1994, 1995; Rohrlack et al., 2004, 2005),
few studies have dealt with cyanobacteria from soil and other habitats. Rohrlack et al.
(2005) revealed that about 70 % out of 89 planktonic strains of the genus Planktothrix
produce inhibitors of daphnid trypsin. A comparison of the toxicity of cyanobacteria from
different habitats to the brine shrimp Artemia salina was made by Piccardi et al. (2000), who
studied fifty cyanobacterial strains of the genus Nostoc originating from symbioses, the soil
environment, and fresh and marine waters. There was a high number of symbiotic and soil

strains toxic to 4. salina compared to fresh or sea-water isolates. According to Falch et al.
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(1995), 15 out of the 20 investigated cyanobacterial strains were toxic to 4. salina. Most
toxic were soil, subaerophytic and planktonic strains. A high number within the
subaerophytic strains having toxicity is also supported by Jaki et al. (1999). Nevertheless,
the toxicity of cyanobacterial strains from other different habitats can generally only be
imagined since only a few strains have been studied so far.

For the screening of cyanobacterial toxicity to crustaceans, model organisms such
as Artemia salina or Daphnia spp. are usually used. An A. salina assay has also been
suggested as a valid method to evaluate the cytotoxic activity of plant extracts (Solis et al.,
1993) and as a rapid preliminary screening for toxic cyanobacteria (Lahti et al., 1995). Some
published data have suggested a good correlation between the activity in the brine shrimp
assay and the cytotoxicity against some tumor cell lines (Anderson et al., 1991), as well as
hepatotoxic activity (Kiviranta et al., 1991). The assay is therefore usually used as a low-
cost and easily-achievable cytotoxicity test replacing cell lines assays (Piccardi et al., 2000).
However, there are several studies from the last few years that present contrary results
(Berry et al., 2004; Jaki et al., 1999; Mian et al., 2003).

In the present study, we compare the toxicity of 63 crude extracts of cyanobacteria
originating from different habitats to Artemia salina and the murine cell line Sp/2 in order to
answer the question whether a specific toxicity exists against crustacean grazers or whether
the toxic effect is more general. Secondly, we wanted to compare A. salina mortality with
cell line inhibition values to test the Artemia salina test as a substitution for the cytotoxicity

assay.

2. Materials and methods

2.1 Cyanobacterial strains, cultivation and extract preparation

A total number of 63 different cyanobacteria were involved in this study: 57 cultured strains
of various morphospecies and 6 field samples of Nostoc commune. The strains originated
from various different habitats: soil (18 strains), plankton (30 strains), symbiotic
associations (7 strains), periphytic (4 strains) and epiphytic strains (4 strains). Soil,
symbiotic, peryphitic and epiphytic strains were cultivated in Allen and Arnold medium
(Arnon et al., 1974) in 300 mL cylindrical flasks, bubbled with CO, enriched air (2%) and
illuminated with artificial light of PFD (photon flux density) of 280 pmol.m™.s" for 2 to 4
weeks and harvested by centrifugation (4500 rpm, 15 min). Planktonic species of the genus

Anabaena were cultivated in WC medium (Guillard and Lorenzen, 1972) in 250 mL
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Erlenmeyer’s flasks, illuminated with artificial light of intensity of PFD of 50 pmol m™ s~
for 3 to 4 weeks. Biomass was harvested by centrifugation in 50 ml glass cuvettes (4500
rpm, 15 min), stored at -80°C and lyophilized. Cultivation medium was separated from
biomass after centrifugation, 50 mL of it were filtrated using bacteriological filters (porosity
0.2 um) and a water-pump to obtain a cell-free medium. 200 mg of lyophilized biomass was
transferred into 10 mL glass test tubes and extracted for 2 h using 70% methanol. The test
tubes were centrifuged (4500 rpm, 15 min); the supernatant then transferred into an
evaporating vessel and dried via a rotation vacuum evaporator. The solid extract was re-
suspended in 1 mL of 70% MeOH to get the extract of concentration 200 mg of dry weight
per millilitre. To obtain an extract from the medium, 50 mL of filtrated medium was
concentrated into 2 mL 100% methanol using solid phase extraction (MCX Cartridge
OASIS, Waters) and a vacuum-pump.

2.2 Artemia salina bioassay and cytotoxicity assay

The brine shrimp assay was done according to Lincoln et al. (1996). Cysts were incubated in
artificial seawater illuminated by artificial light and gently aerated for 24 h (Metcalf et al.,
2002). For toxicity tests, hatched nauplii were diluted to a concentration of 15-20
individuals mL™. 100 pL of extracts were transferred into a 12-well microtitrate plate and
were kept in a laminar box for methanol evaporation. 50 puL of distilled water was added
and ultrasonified to improve dissolving of dry extract. 0.95 mL of nauplii (15-20
individuals) were added and numbers of living and dead individuals and unhatched cysts
were counted using a stereomicroscope. Individuals were re-counted after 24 and 48 hrs and
the percentage mortality calculated. Strains causing a mortality higher than 50% were
considered as highly toxic.

Murine lymphoblastic cell line Sp/2 (kindly provided by Dr. Jan Kopecky, Biology
Centre of the Academy of Sciences of the Czech Republic, Institute of Parasitology) was
used for cytotoxicity testing. The cells were cultivated in RPMI 1640 medium with the
addition of 5% fetal calf serum, 1% glutamine, and 1% antibiotic-antimycotic solution; all in
plastic tissue culture flasks at 37 °C. Prior to the experiments, cells were dyed with Trypan
blue, in order to estimate viability, and counted in a Biirkers plate chamber in a light
microscope. Only cell cultures with a higher viability than 90% were used for the

experiment. The cell suspension was centrifuged (1000 rpm, 10 min, 4 °C), and an adequate
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amount of fresh RPMI medium was added in order to obtain a concentration of 1.5 x 10°
cells per well (200 uL. RPMI).

Cyanobacterial extract of 10 pL was added to the wells in triplicates, and triplicates
treated only by 70% methanol were left as controls. The plate was kept in an incubator
(37 °C) until the 70% methanol was evaporated; then the cell suspension was added and
incubated (37 °C and 3.5% CO,) for 12 h. Cell viability after exposure was estimated by
MTT assay (Mosmann, 1983); 10 uL of MTT solution (4 mg.mL™") was added and the plates
were incubated for 4 h. The plates were centrifuged after the incubation (3000 rpm, 10 min)
and the supernatant was removed. DMSO of 200 pL was added to dissolve formazan
crystals. Test and background absorbances were measured at 590 and 640 nm, respectively.
The survival of cell lines was evaluated as the ratio of treated wells’ absorbance to that of

the control wells, and expressed as a percentage.

2.3 Extract analysis

Extract composition was analyzed using an HP 1100 Agilent mass spectrometer with an HP
100 MSD SL-Ion trap. The extract was subjected to separation on a reversed phase column
(Zorbax XBD C8, 4.6 x 150 mm, 5 um) at 30 °C, and eluted by a gradient MeOH/H,0 + 1%
HCOOH (30-100% MeOH for 30 min, 100% for 5 min) with a flow rate of 0.6 mL.min™".
The obtained total ion chromatograms were evaluated and molecular ions were detected
based on signal intensity, the presence of sodium and potassium adducts, and the

distribution of isotopomeres.

2.4 Activity guided fractionation

Six strains were selected for activity-guided fractionation in order to find out which fraction
was responsible for the toxic effect. The strains Cylindrospermum sp. C24/1989, Nostoc sp.
6/99, Nostoc muscorum 14/86 and Nostoc sp. 5/96 were fractionated using an analytical
column, gradient and conditions as discussed above (see also supplementary information).
In strains Nostoc ellipsosporum 51/91 and Nostoc sp. Dsl the fractionation was performed
using preparative HPLC (LabAlliance, Watrex, Prague) on a reverse phase column (C18
Reprosil100, 250x8mm, Sum, Dr. Maisch GmbH) and a modified gradient (see
supplementary information). In these extracts the fractions were collected based on UV

absorption in 237 and 220 nm for Nostoc ellipsosporum 51/91 and Nostoc sp. Dsl,
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respectively. Finally, the collected fractions were evaporated and resuspended to obtain the
concentration equivalent to the original extract and tested for toxicity to 4. salina and Sp/2

as mentioned above.

3. Results

A total number of 63 cyanobacterial strains were included in the present study. The
investigated cyanobacteria originated from four different habitats (plankton, soil,
periphyton, and epiphytic communities), and besides these, strains originating from different
symbiotic associations were also studied. For exact information about the origin and each

strains’ isolation see Table 1.

3.1 Toxicity of biomass extracts to Artemia salina

An overall toxicity causing mortality of 4. salina =2 50% was observed in 12.7% of biomass
extracts. The highest occurrence of toxicity was found among strains originating from soil
(22%). The most active soil isolates were Nostoc sp. 5/96 and N. ellipsosporum 51/91 that
caused 100% mortality, followed by Nostoc muscorum 14/86 and Nostoc commune NC7
(65% and 64.3% inhibition, respectively). In Cylindrospermum sp. C24/89, Nostoc sp.
116/96 and Nostoc sp. 6/99, mortality slightly above 40% was found. A lower toxicity of
14% was recorded for the symbiotic strains. Nevertheless, the symbiotic strain Nostoc sp.
Dsl exhibited a very strong and fast toxic effect manifested by the death of all animals
within 24 h. Only one toxic strain was found in both epiphytic and periphytic cyanobacteria;
however, the low number of tested strains from these habitats (four from both habitats) did
not allow relevant conclusions to be made. From these, the strain Cylindrospermum sp.
Hrouzek 1/2004 isolated from leaves of water plants caused a strong toxic effect leading to a
mortality of 100%. Out of 30 planktonic strains tested, only the strain Anabaenopsis cf.
elenkinii Anaps OLE-03 caused a high mortality of Artemia salina (67%). Data are

summarized in Figure 1. (Here, Figure 1 should be placed, width 90mm)
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Table 1: List of studied cyanobacteria strains. Place of isolation, habitat, 4. salina mortality (B —
biomass, M — medium, + represents mortality > 50%) and Sp/2 cell line inhibition is shown.
Different habitats are marked by abbreviations: E (epiphytic), P (periphytic),

S (soil), Sy (symbiotic) and P1 (planktonic).

A.salina  Sp/2 inh.

Scientific name Strain Place of isolation Habitat ~ mortality %]
B M mean
Nostoc sp. BRI Paranapiacaba-Sao Paulo/Brazil E + - 12%
Nostoc sp. RQIF Paranapiacaba-Sao Paulo/Brazil E - - 7*
Nostoc sp. BRIIB* Paranapiacaba-Sao Paulo/Brazil E - n.a. 0*
Nostoc sp. BROMEL" Paranapiacaba-Sao Paulo/Brazil E - - 0
Nostoc sp. LC17801 Alberta/Canada P - - 27
Nostoc sp. OSNI 32801 Sitinovy pond/Czech Republic P - n.a. 0*
Cylindrospermum sp. Hrouzek 1/2004 Zliv/Czech Republic P + n.a. 100
Calothrix sp. Hrouzek 2/2005 San Monoron-BUSRA/Cambodia P - - 30
Nostoc calcicola Luke3ova 2/89° Havana/Cuba N - - 6%
Nostoc sp. Lukesové 5/96° Nezamyslice/Czech republic s + - 52%
Nostoc muscorum Lukesové 2/91¢ Nezamyslice/Czech republic S + - 48%
Cylindrospermum sp. C24¢ Ellesmere island/Canada S - - 60
Trichormus variabilis ISB 13 Dlouha Ves/Czech Republic S - - 62,3
Nostoc sp. Lukesova 7/99° Germany S - - 66*
Nostoc sp. LukeSova 24/97 Germany S - - 0*
Nostoc sp. LukeSova 116/96* Sokolov/Czech republic S - - 1*
Nostoc sp. LukeSova 6/99¢ Germany S - + 54%
Nostoc sp. Cam2S01° Camerun S - - 48*
Nostoc ellipsosporum LukeSova 51/91¢ Nezamyslice/Czech republic S + - 39%
Nostoc commune NC1 Treboii/Czech republic N - - 70
Nostoc commune NC2 Tieboii/Czech republic S - - 12
Nostoc commune NC3 Nové Hrady/Czech republic S - + 0
Nostoc commune NC4 Nové Hrady/Czech republic S - - 40
Nostoc commune NC7 Ceské Budgjovice/Czech republic S + n.a. 34
Nostoc sp. NC9 Roznov p. R.Czech republic S - n.a. 27
Nostoc sp. OBU36S07° The Burren Clare/Ireland S - - 42*
Nostoc sp. ce2® greenhouse Pisa/ltaly Sy - - 30
Nostoc sp. CR4° greenhouse Florence/Italy Sy - - 5%
Nostoc sp. Del® greenhouse Rome/Italy Sy - - 64*
Nostoc sp. OGU 36S01° Achill Island/Treland Sy - - 31*
Nostoc sp. Gml1© greenhouse Siena/ltaly Sy - + 14*
Nostoc sp. Ds1¢ greenhouse Rome/Italy Sy + - 54
Nostoc sp. MmI® greenhouse Rome/Italy Sy - - 0
A. mendotae x sigmoidea 04 06° Biezova/Czech republic Pl - - n.a.
Anabaena mendotae x sigmoidea 04 12° Cemni§/Czech republic Pl - - 70
A. compacta 0417 Dubnensky/Czech republic Pl - - 67
A. ¢f curva 0419 Hejtman/Czech republic Pl - - n.a.
A. circinalis x crassa 0422° Husinec/Czech republic Pl - + 50
A. lemmermannii 04 24° Husinec/Czech republic Pl - - 13
A. circinalis x crassa 0426 Jesenice/Czech republic Pl - + 46
A. ¢f circinalis 04 28" Hodgjovicky/Czech republic Pl - - 29
A. lemmermannii 0433° Orlik/Czech republic Pl - - n.a.
A. lemmermannii 04 38" Senecky/Czech republic Pl - - 17
A. of. flos-aquae 04 402" Skalka/Czech republic Pl - + n.a.
A. lemmermannii 04 42° Svét/Czech republic Pl - + 57
Aphanizomenon aphanizomenoides 04 43° Svét/Czech republic Pl - + 92
Anabaena affinis 04 44° Svét/Czech republic Pl - + 66
A. mendotae x sigmoidea 04 45° Svét/Czech republic Pl - + 87
A. ¢f. spiroides 0451° Svét/Czech republic Pl - + 62
A. ¢f. flos-aquae 04 52a° Svét/Czech republic Pl - + 25
A. ¢f flos-aquae 04 53° Svarcenberk/Czech republic Pl - + 53
A. circinalis x crassa 04 56° Vajgar/Czech republic Pl - - 47
A. ¢f flos-aquae 0457° Vajgar/Czech republic Pl - + 76
A. circinalis x crassa 04 59 Valcha/Czech republic Pl - + 82
Anabaenopsis cf. elenkinii Anaps Plast 05° Plastovice/Czech republic Pl - + n.a.
A. compacta Acom P&sik 06° Pesik/Czech republic Pl - + 43
A. compacta Acom Svit 06” Svét/Czech republic Pl - - 2
A. lemmermannii - morfotypS Alem Lipno 05 silna” Lipno/Czech republic Pl - - 33
A. lemmermannii - morfotypT Alem Lipno 05 tenka”  Lipno/Czech republic Pl - + 40
Anabaenopsis cf. elenkinii Anaps-Ole 03° Oleksovice/Czech republic Pl + + 92
A. eucompacta x reniformis Anarenif P&sak 2° P&sak/Czech republic Pl - + 77
A. eucompacta x reniformis Anarenif P&sak 4° P&sik/Czech republic Pl - + 90
Anabaena affinis Staiik 05-11° Staitkovsky/Czech republic Pl - + 37

*Values of inhibition have been taken from Hrouzek et al., 2010
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3.2 Toxicity of media extracts to Artemia salina

Media extracts were available for 58 strains out of the total number 63. Almost forty per
cent (37.9%) of all tested media extracts exhibited significant toxicity against Artemia
salina. This high number can be attributed to the frequent toxicity occurrence found in
media of planktonic cyanobacteria (Fig. 1). In contrast to the low incidence of biomass
toxicity in planktonic strains, 63.3% of their media extracts exhibited a significant toxic
effect. Among these, Anabaena lemmermanii (100% inhibition), Anabaena cf. spiroides 04-
51 (91% inhibition) and Anabaena circinalis/crassa 04-22 (86% mortality) caused the
strongest effect. The incidence of media toxicity was much lower among cyanobacteria from
other habitats: 11.1% in soil strains and 14.3% in symbiotic strains. The medium extract of
the symbiotic strain Nostoc sp. Gm1 caused significant mortality of Artemia salina (50%
inhibition) in contrast to its biomass extract with no effect. On the other hand, medium
extract of the strain Nostoc sp. Dsl lacked any effect in contrast to its biomass extract (see
above). Soil strains Nostoc commune NC2 and NC3 exhibited significant medium toxicity
(46 and 50%, respectively) with no inhibition found in their biomass extracts. No toxicity of

a medium extract was found in epiphytic strains and cyanobacteria isolated from periphyton.
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Figure 1: Percentage of biomass (B) and medium (M) extracts causing lethal effects to
Artemia salina in strains isolated from soil, different symbiotic associations and plankton.
Black and grey parts of columns indicate toxicity occurrence in biomass and media

respectively, white parts of columns correspond to percentage of non-toxic extracts.
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3.3 Comparison of A. salina mortality with Sp/2 cell line inhibition values

The percentage values of A4. salina mortality (X-axis, Fig. 2) were compared with
percentage inhibition values of Sp/2 cell line (Y-axis, Fig. 2) for each extract in order to find
whether a correlation between cytotoxicity and toxicity to Artemia salina existed. We did
not find any significant relationship between toxicity of biomass extracts to Sp/2 cell line
and Artemia salina and such correlation was also rejected by the linear regression model
(R=0.1115 p=0.4047). A high number of extracts (31% of all tested strains) were highly
toxic to Sp/2 cell lines and nontoxic to A. salina (Fig. 2, area A), while only three strains
were toxic to A. salina with no activity to the cell line (Fig. 2, area C). Nostoc sp. BR 111
exhibited strong toxicity to Artemia while having only a marginal effect to the cell line. In
other strains belonging to area C (Nostoc commune NC7 and Nostoc ellipsosporum 51/91),
strong activity to Artemia was found; however, it is accompanied by a moderate cytotoxic
effect to Sp/2. The activity of strains Nostoc sp. Mml and Nostoc sp. 116/96 (area B) to
Artemia was apparent; however, toxicity was slightly under the artificial threshold value
50%. In these strains, no effect to Sp/2 cell line was recorded. Other strains grouped in the
area B of Figure 2 cannot be considered as significantly toxic due to their low toxic effect to
both 4. salina and Sp/2 cell line. (Here, Figure 2 should be placed, width 140mm)

Five of all the tested strains (Cylindrospermum sp. Hrouzek 1/2004, Anabaenopsis
cf. elenkinii Anaps Ole-03, N. muscorum 14/86, Nostoc sp. Ds1 and Nostoc sp. 5/96) were
found to cause strong damage to both Arfemia and cell lines (area D). In N. ellipsosporum
51/91, 6/99, Nostoc commune NC7 and Cylindrospermum sp. C24/89, similar effects with

inhibition values near the threshold value were found.
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Figure 2: Comparison of effects of biomass extracts of studied strains on A4. salina mortality
and Sp/2 cells inhibition. The non-significant correlation of inhibition values in 4. salina
and Sp/2 cells is obvious from the graph (R = 0.1068, p=0.4047). The high number of
strains toxic to Sp/2 cells with no activity to 4. salina can be seen in Area B. By contrast,
only a few extracts causing mortality to 4. salina were not accompanied by a cytotoxic
effect (Area C). The dotted lines represent the borders for both A. salina mortality and Sp/2
cell line inhibition values > 50%. Extracts with an inhibition > 50% were considered
strongly toxic. The names of considerably toxic strains are given. Underlined strains were

selected for fractionation.
3.4 Fractionation of selected strains

Six selected strains were fractionated by analytical and preparative HPLC in order to detect
their active compounds. Unfortunately, two strains exhibiting the highest toxicity to both A.
salina and Sp/2 cells (Cylindrospermum 1/2004 and Anabaenopsis cf. elenkinii Anaps OLE-
03), were not studied due to problems with their cultivation and the low amount of extracts
obtained. The active fractions of the selected strains were further analyzed to find out their
composition. Chromatograms and the active fractions causing toxic effects to Sp/2 cell line

and A. salina are shown in Figures 3 and 4.
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Figure 3: Chromatograms of cyanobacterial strains in which only one fraction toxic to both
A. salina and Sp/2 cells was observed. The active fraction is marked by dashed lines and the
inhibition values of these fractions to A. salina (1) and Sp/2 cells (Ispn) are shown. A:
Cylindrospermum sp. C 24/89 (Total ion chromatogram), B: Nostoc sp. 5/96 (Total ion
chromatogram), C: Nostoc ellipsosporum 51/91 (UV absorption at 237 nm), D: Nostoc sp.
Ds1 (UV absorption at 220 nm).

In four of the six studied strains, the toxicity to Artemia salina and Sp/2 cell line

was caused by an identical fraction or compound (Fig. 3). The toxicity of Cylindrospermum

sp. C24/89 to both A. salina and Sp/2 cells was caused by a compound collected between

60



23.5" and 25.0' of analytical gradient. Within its mass spectrum, ions corresponding to
molecular ion 1146 [M+H]" and its sodium adduct 1168 [M+Na]" were detected. The
toxicity of this compound was also proved in its pure state obtained by preparative HPLC.
In the strain Nostoc sp. 5/96, activity in both tests was caused by a compound with a
molecular weight of 849.6, which exerted a very strong (100%) inhibition to both 4. salina
and Sp/2 cell lines. Additionally, fraction 3 was also highly toxic to A. salina with a
mortality of 100% in an extract of this strain. As with the previous two strains, in Nostoc
ellipsosporum 51/91 toxicity to the murine cell line and Artemia salina was also caused by
identical fractions. Fractions 10 and 11 with no UV absorption or clear peak in a total ion
chromatogram were responsible for 100% mortality to A. salina in this strain and caused a
moderate effect on the Sp/2 cell line (19 % and 25 % inhibition respectively). The strong
toxic effect on A. salina was also observed for fraction 10 obtained from an extract of the
strain Nostoc sp. Ds. The fraction was collected by preparative HPLC based on strong UV
absorption at 220 nm and subsequent analysis proved the presence of a compound with a
molecular weight of 460.1. The activity of this compound to Sp/2 cells was weak (10%);
however, no other fractions of this extract exhibited an inhibition. Thus, it is possible that
other components of the extract enhanced the inhibitory effect of this compound and the
observed crude extract inhibition was therefore higher (54 %).

Different compounds were responsible for the toxicity to 4. salina and Sp/2 in the
strains Nostoc muscorum 14/86 and Nostoc sp. 6/99. In Nostoc muscorum 14/86, fraction 3
containing a compound of MW = 885.0 (886 [M+H]"; 908 [M+Na]") caused 61.1%
mortality to A. salina, whereas 79% inhibition of the Sp/2 cell line was caused by fraction 9
containing a novel cyclic peptide of MW = 1211 (1212 [M+H]"; 1234 [M+Na]") (Hrouzek
et al., 2010). In the second strain Nostoc sp. 6/99, fractions 2 and 5 containing compounds
of MW = 1006.9 and 1076.1, respectively, exhibited a significant mortality to 4. salina (Fig.
4). The cytotoxicity of this strain had been previously found to be caused by a fraction
containing Nostopeptolide A1 (MW = 1081) (Golakoti et al., 2000; Hrouzek et al., 2010)
and this result was confirmed by our study (Fig. 4).

61



3,0e+8

2,0e+8 1

1,0e+8 A

0,0

6,0e+8 { B

Signal intensity

4,0e+8

2,0e+8

0,0

0 5 10 15 20 25 30 35
Time [min]

Figure 4: Chromatograms of cyanobacterial strains in which distinct fractions were found to
have a toxic effect on 4. salina and Sp/2 cells. Active fractions are marked by dashed lines
and inhibition values of these fractions to A. salina (I,) and Sp/2 cells (Isp2) are shown. A:
Nostoc muscorum 14/86 (Total ion chromatogram), B: Nostoc sp. 6/99 (Total ion

chromatogram).

4. Discussion

Our data demonstrate that 12.7 % of the biomass extracts of all studied strains exerted a
toxic effect on A. salina. This is in full accordance with Jaki et al. (1999) and Mian et al.
(2003), who found toxicity to A. salina in 13.9 % and 9.1 % of strains, respectively. A
slightly higher number of toxic strains (24 %) was reported by Piccardi et al. (2000) who
studied the bioactivities of Nostoc strains. On the other hand, Falch et al. (1995) reported
that 80 % of all strains were toxic when tested on A. salina; however, the strains included in
the study were selected because they were previously reported to possess some
pharmacological and biological effects, so the frequency of the reported toxic strains therein
could be misleading. Based on all the facts above, it seems that the frequency of strains
toxic to 4. salina ranges between 10 to 25 %.

An Artemia salina toxicity assay has been suggested as a valid method to evaluate
cytotoxic activity (Solis et al., 1993) and thus the method is commonly used as a substitute
assay for the screening of cytotoxic compounds. However, Jaki et al. (1999), Mian et al.
(2003), and also Berry et al. (2004), all found no correlation between A. salina mortality and

cell lines inhibition values, and our data are in full accordance with their findings. Only 8.6
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% of all tested strains were toxic to both 4. salina and the Sp/2 cell line. By comparison, 31
% of all extracts exhibited a strong cytotoxic effect and did not cause any mortality to A.
salina. This result suggests that cytotoxicity is a more frequently occurring feature among
cyanobacteria than the toxicity to invertebrates.

The defence mechanisms of cyanobacteria, for example, the production of toxic
secondary metabolites as a reaction to the presence of a potential grazer, belong to some of
the important questions of cyanobacterial ecology. Many studies have proved the inhibitory
effects of cyanobacterial secondary metabolites or extracts to invertebrates (Berry et al.,
2004; Biondi et al., 2004; Rohrlack et al., 1999, 2004, 2005; Agrawal et al., 2005). One of
the most important questions concerning cyanobacteria-grazer interactions is whether the
metabolites synthesized by cyanobacteria are specifically against invertebrates or whether
their effect is more general.

A comparison of cytotoxicity occurrence and number of extracts positive to A.
salina indicates that in most cases the toxic effect is targeted to various basal metabolic
pathways present in the eukaryotic cell rather than being a specific mechanism against a
complex organism. This result is strongly supported by the fractionation of extracts found to
be toxic both to A. salina and Sp/2 cell lines. In four of the six fractionated extracts the toxic
effects were caused by an identical compound, suggesting that the mechanism of the
function is probably the same for both the cell and the complex organism. The activity to 4.
salina that was not accompanied by inhibition of Sp/2 cells was only found in the fractions
of strains N. muscorum 14/86 and Nostoc sp. 6/99 and in three raw extracts (Mml, BRIII
and 116/96). However, it is questionable whether the concentration of these compounds was
sufficiently high to manifest the effect in the cells. Moreover, no particular compound toxic
to 4. salina was found in the strain Nostoc sp. BR III although the strain as a whole was
found highly toxic to Artemia;, the toxicity of this strain to Sp/2 cells was insignificant. So
the mechanism of final toxicity of this extract to A. salina could be based on the synergic
effect of many compounds present in the strain.

As a second issue concerning cyanobacterial-grazer interactions we tested if the
differences in frequency of toxicity to 4. salina existed among strains isolated from different
habitats. For this purpose, mainly soil, planktonic and symbiotic strains were selected. The
toxicity of biomass (intracellular) extracts was detected in 22 % of the 18 soil strains. This
approximately corresponds to the results of Jaki et al. (1999) who found toxicity in 16.6 %
of 30 studied soil strains. On the other hand, our results do not agree with data published by
Mian et al. (2003) who did not found any toxic strain, and neither with data of Falch et al.
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(1995) and Piccardi et al. (2000), who respectively observed toxicity in 83 % and 75 % of
strains. However, Mian et al. (2003), Falch et al. (1995) and Piccardi et al. (2000) studied a
low number (8, 12 and 8 resp.) of soil strains and thus reliable conclusions cannot be drawn.
Only one out of 30 intracellular extracts (3.3 %) of our planktonic strains exerted a toxic
effect to A. salina. Though they worked with a low number of strains, Mian et al. (2003) and
Piccardi et al. (2000) published very similar results (0 % of toxic strains in both). The
occurrence of toxic strains among symbiotic cyanobacteria was over 14 % in the present
study, which is slightly lower compared to the results given by Piccardi et al. (2000), who
observed toxicity in 6 out of 23 (26 %) studied strains.

As seen from our results the distribution of toxicity to 4. salina was different in
cultivation media (extracellular compounds). The overall occurrence of toxicity in media
extracts was lower than in the biomass of soil, subaerophytic, epiphytic and periphytic
cyanobacteria. No toxic medium extracts were found in epiphytic and periphytic strains and
only a marginal occurrence of toxicity (14.3 % and 11.1 %) was observed in symbiotic and
soil strains, respectively. By contrast, a high occurrence of toxic media extracts was found
among planktonic strains. However, only one toxic intracellular extract from planktonic
strains was found as discussed above. A similar extracellular production of inhibitory
compounds was published by Jiittner and Wessel (2003), who found that all five studied
strains of Cylindrospermum synthesized and excluded zooplankton glucosidases’ inhibitor
DMDP-di(hydroxymethyl) dihydroxypirolidine. The major part of DMPD (80 %) was
found to be extracellular. Such a distribution of toxicity in intra- and extracellular extracts
can have an easy explanation ecologically. The diffusion of toxins towards a grazer is easier
in a planktonic environment compared with a soil environment, where the intracellular
storage of compounds toxic to the grazer will be more efficient. Cyanobacteria with
intracellular toxin production will be probably more successful in competition with other
soil cyanobacteria and their frequency of occurrence in soils will be consequently higher,
which is in accordance with our results. Our data have revealed that planktonic
cyanobacteria produce, and are able to release, compounds toxic to 4. salina. More than 63
% of media extracts of planktonic strains were found to be toxic to A. salina, whereas only
one strain was found toxic among biomass extracts. In contrast, only 11.1 % of media
extracts of all soil strains were toxic to 4. salina.

Based on our results, we conclude that cyanobacterial secondary metabolites are
not synthesized specifically against grazers but are highly toxic in general and interact with

basal cell metabolism. However, they can play a role in the defensive mechanisms of
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cyanobacteria against grazers and can be more frequent in habitats with a higher predation
pressure. Regarding these results, it may not be possible to monitor cytotoxicity using only
the brine shrimp bioassay, since cytotoxicity is more a frequent feature compared with the

toxicity to 4. salina.
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Apendices

Supplementary data: Separation gradients used for fractionation of the six selected strains.
Standard separation gradient wused for fractionation of extracts from strains
Cylindrospermum sp. C 24/1989, Nostoc sp. 5/96, Nostoc muscorum 14/86, Nostoc sp. 6/99.
(A). Extracts from strains Nostoc ellipsosporum 51/91 and Nostoc sp. Dsl was separated
using gradients B and C, respectively. Percentage of methanol is marked by a solid line,
water by a dashed line. Flow rate and monitored absorbance is shown in the lower left
corner for B and C.
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