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1.Uvod

1.1 Rakovina

Rakovina je vSeobecny pojem pouzivany pro skupinu onemocnéni zpisobenych
nekontrolovatelnym délenim nadorovych bunék v nejriznéjsich télnich organech a tkénich.
Podstatou nadorovych onemocnéni je zména genetické informace a regulacnich mechanismu
v burice, které ji osvobodi od obvyklé regulace bunécného cyklu. Takto pozménéna bunka se
déli bez zabran. Klony této buiikky mutace zdédi a vznika nador, ktery mize neomezené rust
(Alberts et al., 1998).

Nédor miiZze byt bud’ nezhoubny — benigni nebo zhoubny — maligni. Maligni nador ma
schopnost pronikat do okolnich tkani (ma invazni charakter), kde tvotri druhotna loziska
nadoru tzv. metastaze a ohrozuje na zivote (Altaner, 2008). Samotny vznik a rozvoj nadort je
slozity proces. U nékterych typti naddort hraji roli dédicné mutace specifickych gent, ale
rozvoj vétsiny nejcastéji se vyskytujicich naddort je ve velké mife ovlivnén zivotnim stylem a
faktory vné&jsiho prosttedi (Hofmanova, 2013).

V roce 2012 na nddorové onemocnéni zemielo 8,2 milionu lidi a bylo diagnostikovano
pfiblizn€ 14,1 milionu novych pfipadi vyskytu rakoviny (Cancer Research UK, 2015).
Spole¢né s kardiovaskularnimi onemocnénimi patii nadorové onemocnéni celosvétové k

wrwe

1é¢iv vénuje enormni z4jem.



1.2 Cilena protinadorova lécba

1.2.1 Vyvoj 1é¢by nadorovych onemocnéni

Az do dvacatych let 20. stoleti byla jedinou protinadorovou lécebnou metodou lécba
chirurgicka. S objevem a vyuzitim rentgenovych paprskl v 1€cbé rakoviny se terapie stala o
néco ucinnéjsi. Chirurgicka 1écba 1 radioterapie se postupem c¢asu zdokonalovaly a
umoznovaly stale odvaznéjsi a radikalnéjsi zakroky. Ve Ctyficatych letech minulého stoleti jiz
1ze pozorovat nesmélé zacatky nového 1é¢ebného piistupu — chemoterapie. Ta byla ptivodné
urcéend jako podpiirné 1écebna metoda. V priabehu let se vSak stala jednou z metod hlavnich, a
to predevsim diky jejimu systémovému léCebnému ucinku. Obecné se nejveétsi efektivity 16Cby
rakoviny dosahuje tzv. multimodalni 1é¢bou. Jednéd se o kombinaci vice zplsobli dostupné
terapie s ohledem na konkrétni diagnézu. Mimofadnym piinosem pro 1é¢bu onkologickych
onemocnéni je také zdokonaleni podptirné a doplitkové 1écby. Ta vyznamné omezuje nebo i
zcela eliminuje vedlejsi G€inky protinddorové 1écby, coz vede ke snizeni mortality pacientl
(Klener, 2013).

Rozlusténi lidského genomu a zdokonalovéani technologickych postupi v oblasti
genetiky a molekularni biologie vedlo k hlubSimu poznani mechanismi kancerogeneze a
patofyziologie nadorovych onemocnéni. Diky témto poznatkim byly izolovany ¢i
syntetizovany chemické latky, které cilen¢ blokuji nitrobunééné pochody specifické pro
nadorové bunky (Huang et al., 2014). Aplikace téchto znalosti do praxe vedla ke vzniku
noveého ptistupu k 1é¢be a to k tzv. cilené terapii. Cilena protinadorova terapie se v poslednich

letech stale vice rozviji a stala se soucasti komplexni protinddorové 1écby (Klener, 2013).

1.2.2 Déleni cilené protinadorové 1é¢by podle mechanismu uéinku

Cilena protinadorova 1écba je vyuzivana k zamezeni ristu nadoru a jeho metastazovani. Poté,
co bunka projde procesem karcinogeneze, mize neomezen¢ rist a tvofit nddor nebo se $ifit
télnimi systémy. Dnes jiz vime vice o molekulach a signalech, které jsou soucasti tohoto
procesu. Latky, pouzivané pfi cilené terapii maji schopnost interagovat s urcitou bunécnou
strukturou ¢1 enzymem nebo signalni molekulou potfebnou pro riist a rozvoj nadoru a tento
proces narusit, a soucasn¢ jsou specifické nebo ¢astecné specifické pro nadorové bunky. Tyto
latky jsou nej€astéji rozd€lovany podle mechanismu plisobeni nebo podle svych bunécnych

cilti do nasledujicich kategorii (American Cancer Society, 2013).



1.2.2.1 Inhibitory enzymui

* Inhibitory tyrosinkinazy

Tyrosinkinaza je enzym, ktery Kkatalyzuje prenos fosfatové skupiny pifevazné z
adenosintrifosfatu na cilovy protein (fosforylace). Ugastni se b&znych bunéénych reguladnich
procest, jakymi jsou bunécny rust, déleni a diferenciace. ZvySena Uroven exprese genl
koédujicich tyto enzymy, kterd mulze byt zplisobena mutaci genli ¢i chromozomovou
translokaci, a tedy vyssi aktivita enzymu mize vést az k maligni transformaci poskozené
bunky.

Tyrosinkinazy mohou byt klasifikovany jako receptorové, které hraji kli¢ovou roli
v pienosu extracelularnich signalti do cytoplasmy, nebo nereceptorové, jejichz ukolem je
prenos intracelularnich signald. Nékteré se nachézeji také v jadie buiky, kde se podileji na
regulaci bunécného cyklu. Tyrosinkindzy jsou tedy velmi vyznamnym teréem pro cilenou

protinadorovou lé¢bu (Gunby et al., 2007).

* mTOR inhibitory

mMTOR (mammalian target of rapamycin) je serin / threonin proteinova kinaza, ktera ma
vyznamnou regulacni roli béhem bunétného rastu, déleni, pfezivani buniky a angiogeneze.
Reaguje na aktualni podminky prostiedi, jako jsou signaly z riistovych faktorii, zména hladiny
inzulinu ¢i Zivin v okoli bunky. Podili se pfimo i1 nepfimo na regulaci fady molekul
prostfednictvim regulace proteosyntézy.

Hyperstimulace mTOR kaskady iniciuje nadorovou pieménu diky zvySené translaci
mRNA kodujici ristové faktory, regulatory bunééného cyklu, proteiny dilezité pro pieziti
buiikky a angiogenni faktory. Signalni drdha PI3K/Akt/mTOR je jednou z hlavnich drah
podilejicich se na procesu kancerogeneze. Jeji inhibice se stala dilezitym cilem onkologické
terapie, zvlast u nadort s odchylkou v draze mTOR zpusobujici jeji nadmérnou aktivaci.
Nadmeérna aktivace mTOR mitize byt zpisobena mutaci, amplifikaci nebo ztratou klicovych

regulatort drahy PI3K/Akt/mTOR (Melichar & Studentova, 2010).



sInhibitory proteazomu

Ubikvitin-proteazomova draha se podili na intracelularni regulaci proteint. Jeji funkce je
rozhodujici pro udrzeni bunécné homeostaze. Inhibitory této drahy se staly kandidatnimi
latkami pro 1é¢bu nadorovych onemocnéni, kdyz bylo zjisténo, Ze indukuji programovanou

bunéénou smrt pfednostné v maligné transformovanych bunkach (Orlowski & Kuhn, 2008).

Inhibitory ristovych faktort/receptort

Do této skupiny fadime latky, které interaguji s ligandy (faktory) nebo receptory a brani tak
navazani ligandii. Z této kategorie patfi mezi nejefektivnéjsi ty, které jsou namifené proti
extracelularni doméné receptorti pro epidermalni ristové faktory (epidermal growth factor
receptor, EGFR), ktery je stimulovan regulacnimi peptidy ozna¢ovanymi jako riistové faktory.
V patogenezi nadorového bujeni dochazi ke zvySené tvorbé a vylucovani téchto peptidd, které
po vazbé na piislusny receptor zvySuji schopnosti déleni nadorové bunky (Harari, 2004).
Konkrétnim ptikladem jsou latky interagujici s receptorem 2 pro lidsky epidermalni ristovy
faktor (human epidermal growth factor receptor 2, HER-2): trastuzumab a pertuzumab (Staal
et al., 2009).

*Multikinazové inhibitory

Jedna se o pfipravky, které blokuji signalni drahy né€kolika riznych kindz. Diky tomu tlumi
bunééné déleni a stimuluji apoptozu. Nasledné zpomaluji rust tumoru, angiogenezi a dalsi

procesy charakteristické pro maligni bujeni (Wilhelm et al., 2006).



1.2.2.2 Latky indukujici apoptozu

Apoptdza je slozity proces, do kterého je zapojeno mnoho signalnich drah (blize o apoptoze
pojednava kapitola 1.4 této prace). Defekty v regulaci apoptézy mohou vést k maligni
transformaci dané bunky, metastazovani a k rezistenci vii€i protinadorové 1écbé.

Zmény v regulaci apoptozy tedy zpravidla vedou k nezadoucim jevim v organismu.
Apoptoza hraje dulezitou roli v 1é¢bé nadorovych onemocnéni a je vhodnym cilem mnoha
lécebnych strategii, jenz maji za ukol cilené¢ navodit apoptézu v rakovinnych burkach.
V soucasné dob¢ se nachdzi v rtiznych fazich klinickych studii mnoho novych molekul
cilenych na proteiny uéastnici se apoptdzy. Rada z nich patii mezi antagonisty inhibitort

apoptozy a Bcl2- proteinové rodiny (Wong et al., 2011).

1.2.2.3 Inhibitory angiogeneze

Angiogeneze je proces tvorby novych krevnich kapilar. U dospé€lého jedince je za normalnich
okolnosti proliferace endotelidlnich bun¢k velmi nizka. Vyjimkou je Zensky reprodukéni
systtm a proces hojeni ran, kde vSak angiogeneze podléhd piisné regulaci.
Neregulovana angiogeneze ma za nasledek fadu patologickych stavu jako je revmaticka
artritida, psoriasis (lupénka), diabeticka retinopatie a nddorova onemocnéni (Hofmanova,
2013).

Nador nebo metastidza potiebuji ke svému ristu piivod Zivin a kysliku. Po dosazeni
kritické velikosti nadoru dojde k hypoxii nadorovych bunck, které zac¢nou produkovat
angiogenni faktory, pfedev§im VEGF (vascular endothelial growth factor) a proteolytické
enzymy zvané matrixmetaloprotedzy (MMP). Také rustové faktory, cytokiny a produkty
onkogent se podileji na produkci angiogennich faktorti. Tim dojde k deregulaci angiogenniho
procesu a za¢nou se vytvaiet nové cévy vyzivujici nador (Klener, 2013).

Inhibitory angiogeneze brani ristu novych kapilar. Tim dochézi k zamezeni pfivodu
krve do nadoru. Nadorové buiiky jsou tak zbaveny pfijmu zivin, coz je neslucitelné s jejich
dalsi existenci. Léky blokujici angiogenezi se staly dulezitou soucasti 1é¢by mnoha typa

rakoviny.



1.2.3. Hlavni typy latek pouZivanych v cilené protinadorové 1é¢bé

Existuje cela fada organickych molekul pouzivanych v cilené protinadorové 1é¢bé. Pro

zjednoduseni je mizeme rozd¢lit do nasledujicich dvou skupin.

1.2.3.1 Terapeutické monoklonalni protilatky

Terapeuticky vyuzivané monoklondlni protilatky jsou namitfené proti specifickym antigenim
prezentujicim se na povrchu nadorovych bunék. Protilatky mohou uc¢inkovat pfimo, tim ze
zprostiedkuji zablokovani receptoru a svoji agonistickou aktivitou indukuji apoptdzu, nebo
mohou nasmérovat 1éCivo ¢i cytotoxickou latku do mista plsobeni. Déle pak mohou
monoklonalni protilatky vyvolat bunéénou cytotoxicitu zavislou na protilatkach a regulovat
funkci T-lymfocyt. Maji také specifické ucinky na cévy nadoru a stroma. Konjugaty tvoiené
lé¢ivem navazanym na protilatku a imunomodulaéni protilatky pfedstavuji nové moznosti
lécby lymfomt a solidnich nadord, které dosahuji pozoruhodného klinického tspéchu (Scott

etal., 2012)

1.2.3.2 Malé molekuly

Malé molekuly vyuzivané v cilené protinadorové 1é¢beé jsou latky schopné penetrovat
bunéénou membrdnou a naruSit funkci cilové molekuly. Objev a rozvoj ptipravki
pouzivanych k cilené 1écbé rakoviny zalozenych na tomto principu se stal v poslednim
desetileti pfevratem v 1écbé nadorovych onemocnéni. Existuje fada studii popisujicich
dilezitost ptirodnich zdroji pti ziskévani téchto latek.

Obrovska strukturni rozmanitost pfirodnich sloucenin izolovanych z rostlin, motské
fléry a mikroorganismii spolecné s jejich zajimavou biologickou aktivitou je predurcila
K tomu, stat se jednim z nejvétsich zdroji pro objevovani a ziskavani latek s protinadorovymi
ucinky. Az 60% protinadorovych 1é¢iv obsahuje ptirodni nebo od nich odvozené slouc¢eniny
(Newman & Cragg, 2007). Nasledujici tabulka je ptehledem nékolika vyznamnych latek

ptirodniho piivodu pouZzivanych k 1é¢b& nddorovych onemocnéni.



Tab. I: Pfehled vyznamnych litek pfirodniho puvodu vyuZivanych k 1é¢bé nadorovych

onemocnéni (Gordaliza, 2007).

(a jeho derivaty
etoposid,
teniposide a

etopophos)

topoisomerazy 11

jiné lymfomy, karcinom plic

Nazev Mechanismus u¢inku | Indikace Izolovano z
Paclitaxel Inhibice mitozy diky | Karcinom ovaria a prsu, pokrocily | Taxus
(Taxol®) zamezeni nemalobuné&ny karcinom plic, Kaposiho | brevifolia
depolymerace sarkom souvisejici s AIDS
mikrotubult
Docetaxel Inhibice mitézy diky | Pokrocily karcinom prsu, ¢asny karcinom | Taxus baccata
(Taxotere®) zamezeni prsu s postizenim nebo bez postizeni
depolymerace lymfatickych uzlin,
mikrotubulti karcinom prostaty, metastaticky karcinom
zaludku, karcinomu hlavy a krku
Vinblastine Inhibice mitézy diky | Hodgkinova choroba, non - Hodgkintv | Vinca rosea
zamezeni polymerace | lymfom, karcinom varlat
mikrotubuld
Vincristine Inhibice mitézy diky | Akutni lymfaticka leukémie, zhoubné | Vinca rosea
zamezeni polymerace | lymfomy véetné¢ Hodgkinovy choroby a non-
mikrotubulti Hodgkinova lymfomu, vicecetny myelom,
karcinom prsu, malobunéény karcinom plic,
Ewingdv sarkom a dalsi
Camptothecin Inhibice Karcinom ovaria, kone¢niku, malobunéény | Camptotheca
(a jeho derivaty | topoizomerazy | karcinom plic acuminata
topotecan a
irinotecan)
Podophyllotoxin | Inhibice Wilmsiv tumor, non-Hodgkiniv lymfom a | Podophyllum



http://cs.wikipedia.org/wiki/Tis_%C4%8Derven%C3%BD
http://en.wikipedia.org/wiki/Camptotheca_acuminata
http://en.wikipedia.org/wiki/Camptotheca_acuminata

1.3 Sinice a jejich farmaceuticky potencial

Sinice jsou jednoduché autotrofni prokaryotické organismy. Tvofi geneticky a morfologicky
velmi rozmanitou skupinu. Je mozné je nalézt prakticky vSude na nasi planeté (Kulasooriya,
2011). Patii mezi nejstarsi organizmy na Zemi. Jejich staii je odhadovano na 3,5 miliardy let
(Schopf, 1992).

Sinice jsou zodpovédné za dvé klicové udalosti, které formovaly zivotni prostiedi do
podoby, jak ho zname dnes. Diky produkci kysliku postupné pfeménily ptivodni atmosféru
Zemé na atmosféru vhodnou pro zivot a tim odstartovali evoluci biodiverzity (Olson, 2006).
Za druhé, diky endosymbidze daly fasam a vyS$im rostlindm schopnost fotosyntézy (Martin
& Miiller, 1998).

Mimo to, jsou sinice schopné syntetizovat nepieberné mnozstvi sekundarnich
metabolitll, jejichz primarni vyznam nebyl doposud uspokojivé objasnén. Staly se vSak
zajimavym zdrojem novych latek s farmakologickym a biotechnologickym potencidlem (Tan

2007, Rastogi & Sinha 2009, Yadav et al., 2011).

1.3.1 Sekundarni sinicové metabolity s protirakovinnymi uc¢inky

Ptivést na trh nové 1é¢ivo je dlouhy a nakladny proces, ktery mize trvat 15 az 20 let a stat
miliardy dolard. Dulezité je, aby ti¢inné latky bylo mozné ziskavat co mozna nejlevnéjsi cestou
a zaroven, aby je bylo mozné modifikovat pro zvySeni jejich Gi€innosti a sniZeni vedlejSich
ucinkil 1écby, které mohou mit vyznamny vliv na kvalitu Zivota pacienti (Vijayakumar &
Menakha, 2015).

Na tradi¢ni mikrobialni producenty 1éc¢iv, jako jsou aktinomycety a hyfomycety, byl
farmaceuticky vyzkum zaméten po celd desetileti (Omura, 1992). Vzhledem ke snizeni
rychlosti objevovani zajimavych latek v téchto klasickych organismech se vyzkum zaméfil 1
na dal$i organismy, napf. na sinice, jejichz sekundarni metabolity pfedstavuji zdroj novych
latek, mimo jiné i1 s protinddorovymi G€inky. N&které z nich jsou jiz testovany v preklinickych

a klinickych studiich.



1.3.1.1 Cryptophycin

* Cryptophycin—- 1

Cryptophycin-1 byl izolovan ze sinice rodu Nostoc pocatkem devadesatych let minulého
stoleti (Schwartz et al., 1990). Vykazoval vysokou cytotoxicitu vici rakovinnym bunécnym
liniim. Nasledné bylo zjisténo, Ze se vaze na mikrofilamenta tubulinu a tim brani bunéénému
déleni (Smith et al., 1994). Dokéaze rozpoznat rakovinné buniky nddoru vcetné solidnich
tumord, jako jsou nddory mozku, tlustého stieva, prostaty, slinivky bfisni, plic a prsu. Navic
ma schopnost niéit i rezistentni nadorové burniky (Rohr, 2006). Cryptophycin je nyni ve fazi I
klinickych studii. Vzhledem k ne pfili§ optimalnim fyzikalné-chemickym vlastnostem byly
vytvofeny jeho analogy pro dalsi klinické studie (Shih & Teicher 2001).
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Obr. 1: Struktura cryptophycinu-1.

*Cryptophycin—5

Je to chemicky analog cryptophycinu-1, ktery také vstoupil do klinickych studii. Vykazuje
vSak pouze minimalni aktivitu (Liang et al, 2005). OvSem jeho dalsi dva analogy cryptophycin
249 a 309, které¢ maji vyssi stabilitu a rozpustnost ve vodé, jsou povazovany za kandidaty pro

nasledujici klinické studie.

*Cryptophycin— 8

Cryptophycin-8 byl pfipraven konverzi epoxidové skupiny na cryptophycinu-1 a
chlorohydrinu. Je mén¢ ucinny nez cryptophycin—1, a to pfiblizné ¢tyrikrat. Jeho vyhodou

oproti cryptophycin—1 je vsak lepsi rozpustnost ve vodé¢, diky které ma i vétsi terapeutickou
ucinnost (Corbett et al., 1996).



1.3.1.2 Dolastatin

«Dolastatin 10

Dolastatin 10 byl poprvé v malém mnozstvi izolovan z motského mékkysSe zeje usatého
Dolabella auricularia (Pettit et al., 1987). Objasnéni jeho chemické struktury trvalo téméf
patnact let, jelikoz ze sta kilogrami tohoto moiského zivoc¢icha bylo mozné izolovat ptiblizné
1 miligram dolastatinu. Pozd&ji se vSak ukézalo, Zze jeho pravym producentem je sinice
Symploca sp. slouzici jako potrava tohoto mékkyse.

Tento pentapeptid zamezuje d€leni nadorovych bun€k. Vaze se na tubulin a tim
zabranuje buiice piijjit z G2 do M faze bunéfného cyklu. Také indukuje apoptozu
prostiednictvim mechanismu zahrnujiciho antiapoptické bcl-2 proteiny, jejichz nadmérna
exprese je béznd u mnoha typt rakoviny.

V devadesatych letech minulého stoleti vstoupil Dolastatin 10 do klinickych studii a
dostal se az do faze II klinického hodnoceni, kde vSak doslo k pferuSeni testli z divodu
periferni neuropatie u 40% pacieti (Pitot et al., 1999) a nedostate¢ného efektu u lidi

s adenokarcinomem (Vaishampayan et al., 2000).

S ._d.-" D _.-""\-\._\_H I [:H S__:\.
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Obr. 2: Struktura Dolastatinu 10.
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*Monomethyl auristatin E

Monomenhyl auristatin E je prozatim nejvyznamnéjsi latka odvozena od dolastatinu 10. Je
soucasti konjugatu protilatky a 1éku — brentuximab vedotin (Adcetris®). Adcetris® byl v roce
2011 v USA, koncem roku 2012 v Evropské unii a na pocatku roku 2013 ve Velké Britanii,
schvalen pro 1é¢bu CD30 pozitivnich lymfoproliferacnich poruch, jako je Hodkintav lymfom.

Brentuximab vedotin se sklada ze tii Casti a to: monoklonalni protilatky anti-CD30,
cytostatika monomethylu auristatinu E a spojovaci ¢asti. Konjugat se vaze na antigen CD30 a
cytostatikum pronika do bunky. V lysozomu dochazi k odstépeni monomenthylu auristatinu
E, ktery se pak vaze na tubulin. Tim naruSuje mikrotubuldrni buné¢nou sit, iniciuje zastavu
bunééného cyklu a vede ke smrti nadorové buiky (Younes et al., 2012).

V soucasné dobé je tato latka predmétem 37 klinickych studii ve fazi 0 az IV zejména
v USA a dalSich Sesti studiich nachéazejicich se ve fazi Il az IV ve statech Evropské unie

(Newman & Gragg, 2014).
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(b) Spontaneous fragmentation of the p-
aminobenzylcarbamate intermediate
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Obr. 3: Struktura a mechanismus G¢inku brentuximab vedotinu (Niedermeyer, 2012).
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1.4 Apoptoza

Apoptoza je vyznamny biologicky d¢j. Fyziologicka apoptdza je nezbytna pro fadny vyvoj
mnohobunécného organismu v prenatalni i postnatalni fazi. Zodpovida naptiklad za odstranéni
tkdn€ mezi prsty v embryogenezi, odstranéni nadbytecnych neuronii pii vytvareni synapsi
Vv mozku, uvolilovani endometria na po¢atku menstruace a mnohé dalsi.

Deregulace apoptdézy mize v lidském organismu vést k celé fadé nemoci. Ty mohou
souviset jak s nadmérnou apoptézou (neurodegenerativni nemoci, kardiovaskularni choroby
apod.) nebo naopak s necitlivosti na signaly k apoptdze, piikladem jsou nadorova onemocnéni.

Apoptoza miize byt také indukovana patologickym podnétem. Toho se vyuziva pfti
chemoterapii nadorti. Jako chemoterapeutika se pouzivaji latky, které maji cytotoxicky efekt
na nadorové buiiky a jsou schopné vyvolat apoptézu, a tim zamezit ristu a Sifeni nadoru

(Wong, 2011).

1.4.1. Buné¢éna smrt

Lidské t€lo je tvofeno obrovskym mnozstvim bunék, které se béhem zivota ptirozené déli, ale
1 umiraji. Pokud jsou buiiky vystaveny extrémnim fyzikalnim, chemickym ¢i mechanickym
podnétim, umiraji bez jakékoliv regulace v disledku bezprostiedniho strukturniho poskozeni.
Poté hovoifime o nahodné bunéc¢né smrti ,,accidental cell death. Do této kategorie spada
nekroza. Pfi tomto typu smrti se buiiky nekontrolované rozpadnou, prasknou a vyliji sviij
obsah do okoli. Nekroza zplsobuje potencialné nebezpecnou zanétlivou reakci (Berghe,
2013).

Oproti klasické nekroze bunky v lidském téle umiraji také takzvanou regulovanou
smrti. Regulovana bunécna smrt se muze vyskytovat jako soucast fyziologickych d&ju a
vyvoje mnohobunééného organismu nebo jako reakce na zmény extraceluldrniho nebo
intracelularniho mikroprostfedi. Na zakladé biochemickych kritérii, kterd ji definuji,
rozeznavame jednotlivé typy (viz tabulka €. II nize). Apoptdza je typ regulované potazmo

programované buné¢né smrti (Galluzzi et al., 2015).
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Nejnovéjsi pohled na déleni typli bunécné smrti predstavuje schéma na nasledujicim

obrazku.

CELL DEATH
SUBTYPES

REGULATED
CELL DEATH

PROGRAMMED
CELL DEATH

ACCIDENTAL
CELL DEATH

Obr. 4: Typy bunééné smrti (Galluzzi et al., 2015).

1.4.2. Klasifikace zakladnich typt Fizené bunécné smrti

V poslednich letech nomenklatura jednotlivych typi bunécnych smrti dostila vyraznych
zmeén. Ukdzalo se, Ze klasifikace na zaklad¢ morfologickych zmén bunky je zna¢né neptesna.
Zejména pak rozvoj na poli biochemie a molekuldrni biologie umoznil klasifikovat bunéénou
smrt mnohem pfesnéji.

Morfologické znaky mohou byt znacné€ uniformni pro rizné typy letalnich kaskad, a
tedy zavad¢jici. Biochemické metody ndm v takovém ptipadé daji pfesnéjsi informace o
probihajicim typu bunécné smrti. Oproti klasickému mikroskopu vSak vyZzaduji sofistikované
vybaveni laboratofe. Musime byt také opatrni pfi interpretaci vysledkl. Je dulezité si
uvédomit, ze jeden samostatny biochemicky ukazatel neni jednoznaénym vystupem, podle
které¢ho by Slo klasifikovat bunécnou smrt. Na tento problém je tieba nahlizet komplexné a
pouzit co mozna nejsirsi Skalu dostupnych metod k ur€eni a popsani typu bunécné smrti.

Nomenclature cell death committe (NCCD) pravidelné shrnuje a reviduje dostupné
poznatky o bunééné smrti a vytvaii doporuceni pro uzivani pojmi. Prehled klasifikace

zpuisobt fizené bunééné smrti mizete videt v tabulce nize (Galluzzi et al., 2012).
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Tab. II: Funkéni klasifikace zpusobi Fizené bunééné smrti (prevzato z: Galluzzi et al,

Molecular definitions of Cell death subroutines, 2012, pi‘eloZeno, upraveno)

Typ bunééné smrti

Hlavni biochemické znaky

Zavislost na kaspazach

Anoikis

Omezeni funkce EGFR
Inhibice ERK1

Nadmeérna exprese BIM
Aktivace kaspazy-3 (-6,-7)

ano

Autofagicka bunééna smrt

Lipidace MAP1LC3
Degradace SQSTM1

ne

Na kaspazach zavisla vnitini draha
apoptozy

MOMP
Nevratna ztrata Dcm

ano

Na kaspazach nezavisla vniti'ni
draha apoptézy

Uvolnéni IMS proteint
Inhibice dychaciho fetézce

ne

Kornifikace

Aktivace transglutaminazy
Aktivace kaspazy-14

ano

Entéza

Aktivace RHO
Aktivace ROCK1

ne

Apoptoza indukovana pies ,death
receptors*

Signalizovana ptes ,, death receptor*
Aktivace kaspazy-8 (-10)

Stépeni BID a MOMP

Aktivace kaspazy-3 (-6,-7)

ano

Apoptoza indukovana pres
wdependence receptors“

Signalizovana  pfes ,,dependence
receptor

Aktivace PP2A

Aktivace DAPK1

Aktivace kaspazy-9

Aktivace kaspazy-3 (-6,-7)

ano

Mitoticka katasrofa

Aktivace kaspazy-2 (pouze v nékterych
piipadech)

Aktivace TP53 nebo TP73 (pouze
Vv nékterych ptipadech)

Zastaveni mitozy

ne

Nekroptoza

Inhibice kaspaz
Aktivace NADH oxidazy Aktivace
RIP1 a/nebo RIP3

ne

Netoza

Inhibice kaspaz
Aktivace NADH oxidazy
Uvolnéni NET (v n€kterych ptipadech)

ne

Parthanatéza

Zprostfedkovana PARP1
Akumulace PAR

Nevratna ztrata Dcm
Vycerpani ATP a NADH
Navazani PAR na AIF a AIF

ne

Pyroptéza

Aktivace kaspazy-1
Aktivace kaspazy-7
Sekrece IL-1b a IL-18

ano
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1.4.4 Morfologie a molekularni mechanismy apoptozy

Burika, ktera prochéazi apoptézou, se zmensuje a kondenzuje. Cytoskelet je odbouran, jaderny
obal se rozklada a jadernd DNA je fragmentovana na malé useky. Ke zméndm dochazi i na
povrchu apoptické bunky, ve struktufe bunééné membrany. Bunéény povrch je zménén tak,
ze svym slozenim déava signal pro fagocytozu dané apoptické bunky (sousednimi bunkami
nebo makrofagy), a to jesté drive, nez dojde k vyliti jejiho obsahu (Alberts et al., 1998).
Nedochézi k poSkozeni sousednich buné€k a zanétlivé reakci, coz je vyhodné naptiklad v cilené

protinddorové 1¢¢bé.

Tab. III: Zakladni porovnani nekrozy a apoptozy (Berghe, 2013).

Nekroza Apoptoza

Zpisobuje zanétlivou reakci Nezptsobuje zadnét

Netvoii vezikuly ,,Blebbing® membrany, rozpad na apopticka
téliska

Neni potieba energie Je potieba energie ve formé ATP

DNA neni kondenzovana Kondenzace chromozomalni DNA

Apoptdzy se mimo jiné ucastni dvé hlavni proteinové rodiny, a to Bcl-2 (B-cell
lymfoma 2) a kaspazy (CASPASEs Cystein-dependent ASP-artate-specific proteASEs), které
zprostiedkovavaji realizaci apoptdzy. Apoptické kaspadzy mohou byt dale rozdéleny na

Kaspazy jsou exprimovany v neaktivni formé jako tzv. prokaspazy. Funkéni kaspazy
jsou tetrametry sloZzené ze dvou malych a dvou velkych podjednotek. Inicia¢ni kaspazy jsou
aktivovany vétSinou v multiproteinovych komplexech jako je napt. DISC, a nasledné funkéni
kaspazy roli naptiklad v zanétlivé reakci (Duprez, 2009).

Cesta aktivace apoptézy mizeme byt vnitini (intrinsic pathway) nebo vnéjsi (extrinsic

pathway).
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1.4.4.1 Na kaspazach zavisla vnitini draha apoptozy

Vnitini draha je aktivovéna riznymi stresovymi stimuly. Patii sem poskozeni DNA, vznik
reaktivnich forem kysliku, stres endoplasmatického retikula ¢i dalsi cytotoxické poskozeni.
Pokud v bunce vlivem stresu pifevazi signaly pro sebedestrukci, aktivuje se vnitini draha
apoptozy, ktera zahrnuje funk¢ni zmény mitochondrie.

Strukturni zmény mitochondrie jsou fizeny Bcl-2 genovou rodinou. Za normalnich
podminek antiapoptické proteiny rodiny Bcl-2 udrzuji mitochondrialni integritu tim, ze
interaguji s proapoptickymi ¢leny rodiny Bcl-2 (Bax a Bak), které se nachazeji
V mitochondridlni membrané.

Béhem bunécného stresu jsou vSak aktivovany Bcl-2-homology 3 (BH3) a plsobi proti
antiapoptotickym Bcl-2 proteintim. V duasledku toho dochazi k zamezeni inhibice Bax a / nebo
Bak proteinli, coz vede k jejich oligomeraci a vytvofeni kandlu, jehoZz prostfednictvim
cytochrom ¢ (cyt c) pronikd do cytosolu. Poté cyt ¢ spoleéné¢ s Apaf-1 a dATP vytvaii
superkomplex, tzv. apoptosom. Ten je schopny navazat prokaspazu-9, ktera se po navazani
aktivuje. Aktivni kaspazy-9 stépi a aktivuji efektorové kaspazy-3, -6 a -7, které maji zasadni
vyznam pro prubéh exekutivni faze apoptické smrti. Mimo to, dal$i proapoptotické proteiny

uvolnéné z mitochondrie piispivaji k sebevrazednému mechanismu bunky (Duprez, 2009).

1.4.4.2 Na kaspazach nezavisla vnitini draha apoptozy

Je zndmo, Ze vnitin€ indukovana apoptdza miiZze probihat i bez kaspazové aktivity. Hlavni
funkci v tomto typu aktivace apoptdzy maji apoptdzu indukujici faktor (AIF) a endonukleaza
G (ENDOG), kteti zprostiedkovavaji fragmentaci jaderné DNA. Za zminku jeSté stoji
serinova proteaza HTRA2, kterd také ptispiva k na kaspazach nezavislé apoptdze Stépenim
Siroké Skaly bunécnych substratl, vcetné cytoskeletarnich proteinti (Galluzzi et al., 2012).
Vedle kaspaz jsou i dalsi proteazy, které se mohou ucastnit apoptodzy, zejména pak katepsiny

a kalpainy (Smith & Schnellmann, 2012).
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1.4.4.3 Vnéjsi draha aktivace apoptozy pres ,,death receptors “

Vnéjsi cesta aktivace apoptozy pies receptory smrti (angl. ,,death receptors®) za¢ina tehdy,
kdyz se k membranovému receptoru smrti navaze signalni molekula — anglicky ,,death ligand*.
Rozeznavame nékolik receptorti stimulujici bunénou smrt, nejznamé;jsi je rodina TNF (tumor
necrosis faktor), kam patii TNF receptor 1 (TNFR1) a Fas receptor. Jejich ligandy se pak
nazyvaji TNF a Fas ligand. (Hengartner, 2000).

Tyto receptory smrti maji intracelularni doménu, ktera se nachazi v cytoplasme a vaze
dalsi proteiny jako TNF receptor-associated death domain (TRADD) a Fas-associated death
domain (FADD), stejné tak jako prokaspazu-8 (nebo -10) (Schneider & Tschopp, 2000). Cely
tento komplex je nazyvan death-inducing signalling complex (DISC) (O’Brien & Kirby,
rovnou aktivuje exekutivni kaspazu-3 (Wong, 2011) nebo zprostiedkuje $tépeni Bid, ktery

putuje do mitochondrie a indukuje permeabilizaci vnéj$i mitochondridlni membrany. (Billen

et al., 2008).

1.4.4.4 Vnéjsi draha aktivace apoptozy pres ,,dependence receptors “

Molekularni cesta ptes ,,dependence receptors® byla popsana pomérné¢ nedavno. Je spojena
s rychlou aktivaci exekutivnich kaspaz, zejména kaspazou 3. Na rozdil od ,,death receptors*
se signal pro apoptdzu nepifenasi, pokud je ligand navéazany, ale naopak pokud neni pfitomen.
Nékteré ,,dependence receptors®, jako Patched nebo DCC pfi absenci svych ligandl interagu;ji
s cytoplasmatickym proteinem DRAL za Gcelem aktivace kaspazy 9 (Mille et al., 2009).

Dalsi ,,dependence receptor, UNC5B, zodpovida za odstranéni netrinu -1 pomoci
sestaveni signalniho komplexu ktery zahrnuje proteinfosfatizu 2A (PP2A) a kindzu 1
(DAPK1) (Guenebeaud et al., 2010). Tato multiproteinova interakce miiZe vést k defosforylaci
DAPK zprostiedkované pomoci PP2A, kterd ma proapopticky potencial (Bialik & Kimchi,
2006).
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1.4.4.5 Exekutivni faze apoptozy

Vnéjsi a vnitini cesta apoptdzy vede nejcasteji k aktivaci exekutivni kaspazy 3. Kaspéaza 3
Stépi inhibitor kaspazové aktivované deoxyribonukleazy, kterd je zodpoveédna za apoptické
zmény jadra (kondenzace chromatinu a rozpad jaderné DNA). Kaspazy navic indukuji také
Stépeni proteinkinaz, cytoskeletarnich proteinii a opravnych proteini DNA. Maji vliv na
cytoskelet, bunécny cyklus a signalni kaskady. To vSe prispiva k morfologickych zméndm
typickym pro apoptickou buriku a k finalnimu rozpadu na apopticka téliska (Ghobrial et al.,
2005).
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2. Cile prace

1) Stanovit cytotoxicitu surovych extraktt a chromatografickych frakci ziskanych ze tii

kmeni Nostoc sp. viici lidskym rakovinnym bunéénym liniim (HeLa, PaTu).

2) Na vybranych frakcich stanovit biochemické znaky bunécného poskozeni typické pro
programovanou bunécnou smrt (indukce efektorovych kaspaz 3/7, stav jadra, stav

mitochondrie).

3) Pokusit se detekovat aktivni frakci pomoci HPLC-MS technik a izolovat latku

zodpovédnou za efekt.
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3. Materialy a metody

3.1 Chemikalie

- DMEM (Gibco® média, Life Technologies)

- RPMI (Gibco® média, Life Technologies)

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

- Antibiotika — antimykotika (Gibco®, Life Technologies)

- L-glutamin (Gibco®, Life Technologies)

- PBS - fosfatovy pufr (Sigma- Aldrich)

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

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

- DMSO - dimethylsulfoxid (Scharlau)

- Caspase-Glo® 3/7 Assay kit (Promega)

- MitoTracker® Green FM (Invitrogen — Molecular Probes®, Life Technologies)

- Hoechst 33342 (Invitrogen — Molecular Probes®, Life Technologies)

- Methanol LC-MS (Scharlau)
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3.2 Metody

3.2.1 Extrakce sinicové biomasy- priprava surového extraktu

Ke 200 mg lyofilizované sinicové biomasy jsem ptidala moisky pisek a 3 ml 70% methanolu.
Smés byla fadné zhomogenizovana a pomoci dalSich 7 ml 70% methanolu pfevedena do
zkumavky, kde byla ponechdna nejmén¢ jednu hodinu. Poté byla smés zcentrifugovana
(10min, 4500 RPM), ziskany supernatant jsem pievedla do nové zkumavky a nasledné
odpaftila na odstfedivé odparce. SuSinu jsem rozpustila v 1 ml 100% methanolu a pomoci
mikropipety pievedla do vialky o objemu 2 ml, ve které byl extrakt uchovavan v mrazicim
boxu (-80 °C).

Pro extrakci sinicové biomasy standardné pouzivame 70% methanol, jelikoz je to typ
universalniho rozpoustédla, ktery je pro naSe ucely nejvyhodnéjsi. Diky nému ma surovy
extrakt relativné nizky obsah pigmenti, a soucasné vysoky obsah sekunddrnich metabolitl -

zejména peptidi.

3.2.2 HPLC-MS analyza surovych extrakti

Surovy extrakt byl analyzovan pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (Agilent
1100) s DAD (diode array detector) a hmotnosti detekci (Agilent 1100 MDS- Trap). Separace
latek probihala na kolon¢ Agilent Zorbax XDB-C8 (150 x 4,6 mm; 5 pm) za uZiti systému
voda (A)/methanol (B) (oboje obsahujici 0,1 % HCOOH) jako mobilni faze.

Tab. 1V: Gradient pro HPLC-MS analyzu surovych extrakti.

Cas [min] %A % B Pritok [ml.min™]
0 70 30 0,6
1 70 30 0,6
25 0 100 0,6
35 0 100 0,6
40 70 30 0,6
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3.2.3 Frakcionace surového extraktu

U surovych sinicovych extraktti jsem dle ptedchozi HPLC-MS analyzy navrhla frakcionaci.
Frakcionace probihala dle retencnich ¢asti a UV zaznamu. Jednotlivé frakce jsem jimala do
zkumavek, odpafila a zakoncentrovala do objemu rozpoustédla odpovidajicimu
frakcionovanému extraktu.

Frakce byly testovany na bunéénych liniich za G¢elem urceni jejich cytotoxicity. Ty
frakce, které mély zajimavy cytotoxicky efekt (pfedvybrany na zakladé MTT testu, zvySené
kaspazové aktivity nebo morfologie bun¢k ptfipominajici apoptozu), byly znovu refrakciovany
pomoci HPLC-HRMS. Timto postupem byly ziskdny cisté biologicky aktivni slouceniny
(kmen 33, latka ,, 2504 (m/z)).

Izolace latky ,,2504° (m/z) ve vétSim mnozstvi pak probehla pomoci preparativni
chromatografie. Tuto izolaci provedl Jan Hajek z laboratofe fasové biotechnologie, Centra

Algatech, Mikrobiologického tistavu AV CR- védecké pracovisté Tieboti.

3.2.4 HPLC-HRMS analyza surovych extrakti, refrakcionace aktivnich frakci, ovéieni
Cistoty frakei

Pro analyzy byl pouZit kapalinovy chromatograf Thermo Dionex Ultime 3000 (DAD detekce)
spojeny s hmotnostnim spektrometrem Bruker Impact HD. Separace latek probihala na koloné
Phenomenex Kinetex (150 x 4,6 mm; 2,6 um) za pouziti systému voda (A)/acetonitril (B)

(oboji obsahujici 0,1 % HCOOH) jako mobilni faze.

Tab. V: Gradient pro HPLC-HRMS analyzu.

Cas [min] %A % B Pritok [ml.min™]
0 85 15 0,6
1 85 15 0,6
20 0 100 0,6
25 0 100 0,6
30 85 15 0,6
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3.2.5 Bunécéné linie

Testy cytotoxicity jsem provadéla na dvou typech lidskych rakovinnych bunéénych linii, PaTu
a HeLa. PaTu bunécna linie, odvozena od adenokarcinomu slinivky biisni, byla ziskana darem
od MUDr. Matéje Kocika z prazské Kliniky transplantacni chirurgie IKEM. HeLa butiky byly
poskytnuty s laskavym svolenim pana profesora Jana Kopeckého z Parazitologického tstavu

Akademie véd Ceské republiky.

3.2.5.1 Kultivace bunécnych linii

Bunky byly kultivovany v inkubatoru za konstantni teploty 37 °C v atmosféie s obsahem 5%
COy. Ke kultivaci byla pouzita média DMEM (PaTu) a RPMI (HeLa) v obou piipadech
s ptidavkem 5% FBS, 1% L-glutaminu, 1% smési antibiotik a antimykotik.

Pasdz buné¢k byla provadéna ptiblizné kazdé 3 dny. Vzhledem k tomu, Ze se jednd o
adherentni bunécné linie (HeLa i PaTu), jsem kulturu po sliti starého média oplachla PBS
pufrem a nasledné piidala trypsin, diky némuz doslo k uvolnéni bunék od povrchu i od sebe
navzdjem. Poté jsem ¢ast bunék pienesla do nové kultivaéni naddoby, kterou jsem doplnila
novym médiem na pozadovany objem. Veskerou manipulaci s bunéénymi kulturami jsem

provadéla sterilné.

3.2.5.2 Prace s bunécnymi liniemi
Vsechny experimenty s bunéénymi kulturami jsem provadéla v 96-ti jamkovych kultiva¢nich
destickach. Pro méfeni aktivity kaspaz jsem pouZila bilé desti¢ky, pro MTT test a Casosbérnou
mikroskopii byly pouzity transparentni mikrodesticky. Pro uc¢ely fluorescencni mikroskopie
(zvétseni 100x) jsem buiiky sadila na mikrodesti¢ku se sklenénym dnem.

Rizné typy experimenti Casto vyzadovaly rizny pocet bun¢k na jamku. Pozadovanou
koncentraci buné€k jsem stanovila pocitanim v Biirkerové komiirce. Buiiky jsem sadila vzdy

den pied samotnym experimentem, standardné 2 x 10* bunék na jamku (200 pl).
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3.2.6 MTT test a hodnoceni cytotoxicity

Cytotoxicitu surovych sinicovych extaktli ke studovanym bunécnym liniim jsem stanovila
pomoci MTT testu. Princip metody spociva v redukci Zlutého rozpustného 3-[4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromidu (MTT) na nerozpustny fialovy
formazan. Mnozstvi vzniklého formazanu pak odpovidd mnozstvi metabolicky aktivnich
bunék. Krystalky formazanu jsou rozpustné v DMSO a vysledné zabarveni je mozné méfit
spektrofotometricky, hodnota absorbance pak odpovida mnozstvi zivych bun¢k. (Mosmann,
1983).

Na ptfedem piipravenou mikrotitra¢ni desticku s bunikami jsem do testovacich jamek
pridala vzdy v triplikatech 10 pl expozicniho roztoku. Ten se skladal z testovaného surového
extraktu (pfipadné frakce), ktery byl odpafen pod dusikem do sucha a nasledné rozpustén
v methanolu a kultivatnim médiu tak, aby vysledna koncentrace methanolu v jamce
nepiesdhla 1%. Ke kontrolnim jamkam jsem také ptidala 10 ul expozi¢niho roztoku (bez
obsahu extraktu). Panel byl umistén do inkuba¢niho boxu na pozadovanou dobu (24, 48, 72 ¢i
96 hodin). Po uplynuti této doby jsem do jamek s buikami ptidala 10 pl MTT (o koncentraci
4 mg MTT na 1 ml PBS). Desticka byla dalsi 4 hodiny inkubovana a nasledné sto¢ena (2000
rpm, 10 minut).

Médium z desticky jsem poté vyklepla a vzniklé formazanové krystalky rozpustila v
200 ul DMSO na jamku. Absorbance byla namétena na spektrofotometru Tecan SUNRISE
pfi dvou vlnovych délkach, 590 nm (hlavni) a 640 nm (referen¢ni).

Z naméfenych hodnot jsem zprimérovala vzdy triplikaty pokusnych jamek a triplikaty
kontrol. Pomér testovacich jamek ke kontrolam predstavuje miru viability (¢i inhibice), kterou
jsem vyjadtila v procentech. U experimentil, kde je vic jak jedno opakovani také udavam

smérodatnou odchylku.
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3.2.7 Hodnoceni aktivity efektorovych kaspaz 3/7

K hodnoceni aktivity efektorovych kaspaz 3 a 7 byl pouzit kit Caspase-Glo® 3/7 Assay. Jedna
se o citlivou luminiscenéni metodu. Kit obsahuje termostabilni luciferazu v pufru a
proluminiscen¢ni substrat, ktery je specificky stépen (DEVD sekvence) kaspazami 3/7 pokud
jsou piitomny v aktivni form¢. Timto Stépenim je uvolnén substrat pro luciferasu (amino-
luciferin), ktera reaguje a vznika méfitelny luminiscenéni signal umérny aktivité kaspaz.

Postup nasazovani bunék na desticku, jejich inkubace a pfidani expozi¢niho roztoku
byl obdobny jako u MTT testu. Panel byl umistén do inkuba¢niho boxu na pozadovanou dobu
(24, 48, ¢i1 72 hodin). Po uplynuti této doby byl do jamek s buitkami pifidan kit Caspase-Glo®
3/7 Assay dle pokynt vyrobce a byla zmétena luminiscence pomoci spektrofotometru (Tecan
Infinite 200).

Paraleln¢ s destickami pro méfeni kaspaz, jsem pripravila i transparentni desticku
(totozny pokus) na ¢asosbérny mikroskop. Diky tomu bylo mozné zjistit rychlost déleni pro
kontrolni a testovaci jamky a tedy kolik buné¢k se v jamce nachizelo v dobé meéteni
luminiscence. Namétené hodnoty aktivity kaspaz (RLU, relativni luminiscen¢ni jednotky)
v daném case jsem piepocitala na jednu bunku. Opét jsem méla pokusné a kontrolni jamky

v triplikatech.

3.2.8 Fluorescenéni barveni

Fluorescencni mikroskopie vyuziva vlastnosti nékterych latek (fluorofor) vyzarovat
(emitovat) svétlo pozménéné vinové délky po ozaieni (excitaci) svétlem ur€ité vinové délky.
Excitacni a emisni maxima pouzitych fluorescenénich sond byly néasledujici: Hoechst 33342

(350/461) nm, Mitotracker Green (490/516) nm.

3.2.8.1 Barveni jadra

K obarveni jaderné DNA byl pouZzit Hoechst 33342 (3 pl na jamku, inkubace 45 minut)
Vyhodou tohoto barventi je, ze se builkky nemusi fixovat, ale 1ze pouzit na zivé buiiky. To je
dano jeho vyssi lipofilitou, diky ¢emuz prochdzi i neporuSenymi biomembranami. Hoechst
33342 mize byt pouzit k zobrazeni jadra v apoptickych buiikach ¢i pti studiu bunééného cyklu.
U apoptickych bun¢k ma jadro typickou morfologii — dochézi ke kondenzaci chromatinu a

fragmentaci jadra.
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3.2.8.2 Barveni mitochondrii
K barveni mitochondrii byl pouzit MitoTracker® Green FM. Barva se stava fluorescencni,
kdyz se akumuluje v lipidovém prostiedi mitochondrie bez ohledu na jeji membranovy
potencial a je pomérn¢ fotostabilni.

Buiikam urc¢enym k experimentu bylo odebrano médium a nahrazeno 100 pl média
s MitoTrackerem® Green FM (100 nM). Toto médium bylo bez ptidaného FBS, antibiotik,
antimykotik a L-glutaminu. Po hodinové inkubaci ve tmé bylo médium opét nahrazeno
standardnim médiem bez MitoTracker® Green FM. Mitochondrie byly pozorovany na

mikroskopu imerznim objektivem (zvétSeni 100x).

3.2.9 Casosbérna mikroskopie

Surové extrakty, frakce a izolovana latka byly testovany pro inhibici bunééné proliferace a
cytotoxické ucinky na bunkach také za pouziti Casosbérné mikroskopie.

Pro veskerou mikroskopii jsem pouzivala invertovany mikroskop ZEISS Axio
Observer Z.1, ktery je vybaven komorou pro udrzeni stalé teploty (37 °C ) a ptivodem COo.
Mikroskop ma motorizovany (automatizovany) stolek a jednotku (modul) pro kontrolu
teploty. V kazdé jamce je mozné nastavit jedno i vice mikroskopickych poli, které se bude po
urcitou dobu (24, 48, 72 ¢1 96 hodin) a ve zvoleném casovém intervalu sledovat. Vysledkem
je video, na kterém miizeme pozorovat zmény v morfologii buné€k, jejich déleni ¢i smrt a

zaroven mit informace o délce trvani téchto déjh.
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4. Vysledky

Sinicové kmeny, se kterymi jsem pracovala, byly vybrany na zékladé pfedchoziho testovani,
které probéhlo v laboratofti fasové biotechnologie Centra Algatech, Mikrobiologického tistavu
AV CR- védecké pracovisté Tieboti. Jednalo se o t¥i kmeny ptidnich sinic rodu Nostoc, v této
praci oznacované Cislem ve sbirce: kmen 33 (Nostoc muscorum CALU 456), 91 (Nostoc sp.
NMB-21), 113 (Nostoc sp. Mm). Byla posuzovana cytotoxicita surového sinicového extraktu
a frakci vici lidskym rakovinnym bunénym liniim HelLa a PaTu, se zaméfenim na
pankreatickou linii PaTu.

Kmen 113 byl vybran pro dalsi studie, protoze jeho surovy extrakt vykazoval
Vv porovnani s HelLa selektivni toxicitu vici PaTu buitkdm. Divodem vybéru kmenti 33 a 91
byl fakt, ze jejich surovy extrakt zplisoboval vyrazné zvySeni hladiny kaspaz 3/7 u HelLa
bunck.

Vysledky, které nejsou uvedené se smérodatnou odchylku, byly ziskdny béhem
jednoho experimentu na zakladé zprimérovani tfi hodnot namétenych u testovacich jamek.
Vysledky se smérodatnou odchylkou vznikly jako primér takovychto tii nezavislych pokusu.
Uvedena viabilita je pomér viability testovanych bunck vG¢i kontroldm vyjadieny

Vv procentech.

4.1 Kmen 113

Celkovy extrakt a jednotlivé frakce pro stanoveni cytotoxicity tohoto kmene byly pfipraveny
z lyofilizované biomasy (skladované v temnu a suchu) staré vice jak sedm let. ProtoZe
vysledky testl viability, které jsem provedla, neodpovidaly pfedchozim datlim, pro které byl
kmen ptedvybran, tj. Ze surovy extrakt vykazoval specificitu va¢i PaTu bunééné linii, rozhodli

jsme se napestovat novou biomasu a tu znovu testovat.
4.1.1 Kmen 113 — stara biomasa

Pro testy na bunéénych liniich bylo pfipraveno 40 minutovych chromatografickych frakci ze
surového extraktu tohoto kmene. Stanovila jsem jejich cytotoxicitu k liniim HeLa a PaTu po
72 hodinové expozici pomoci MTT testu a sou¢asné jsem provedla i ohodnoceni morfologie

bunék podle snimki ziskanych pomoci ¢asosbérného mikroskopu.
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Vysledky MTT testu pro frakce 1-40 z extraktu staré biomasy kmene 113 jsou
zobrazeny na obrazcich 5 a 6. Na ose X jsou jednotlivé frakce, oznacené Cisly 1 az 40. Toto
oznaceni odpovidd retencnimu casu frakce v minutdch. Zménu morfologie bun¢k jsem
rozdélila do tii kategorii, cemuz odpovidaji tfi barvy v legend¢ grafu. Bunky inkubované
v netoxickych frakcich byly morfologii i rychlosti d€leni srovnatelné s kontrolnimi bunikami,
u mirné toxickych frakci bylo zpomaleno déleni. Siln¢ toxické frakce zplisobovaly bunécnou
smrt. Vysledky cytotoxicity jednotlivych frakei vii¢i HeLa i PaTu buné¢né linii jsou obdobné.
Frakce 1-26 a 34-40 nejsou cytotoxické (viabilita bunék +80% a vyssi), frakce 27, 28, 32, 33
maji toxicky nebo mirné¢ toxicky efekt na obé rakovinné linie. Jediny rozdil je mozné
pozorovat u frakei 29 (viabilita PaTu 36%, HeLa 18%) a 30 (viabilita PaTu 38%, HeLa 16%),
kdy citlivéjsi je HeLa linie oproti PaTu.

I Netoxické frakce
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Obr. 5: Viabilita PaTu bunék po 72 hodinové inkubaci s chromatografickymi frakcemi

surového extraktu kmene 113 — stara biomasa. (NK- negativni kontrola)
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Obr. 6: Viabilita HeLa bun¢k po 72 hodinové inkubaci S chromatografickymi frakcemi

surového extraktu kmene 113 — stara biomasa.

Na zaklad¢ vysledki z MTT testu a podle morfologie bunék byly k dalSim
experimentim vybrany chromatografické frakce 27, 28, 29, 30, 31, 32 a 33. S témito frakcemi

jsem mimo MTT testu provedla jesté¢ métfeni aktivity efektorovych kaspéaz 3/7.
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Obr. 7: Viabilita bun€k (osa Y) PaTu a HelLa po 48 hodinové inkubaci s vybranymi

chromatografickymi frakcemi ze surového extraktu kmene 113 — stard biomasa.
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Obr. 8: Aktivita efektorovych kaspaz 3/7 po 48 a 72 hodinové inkubaci PaTu a HeLa bunck
s vybranymi frakcemi surového extraktu kmene 113 - stara biomasa. Namétené relativni

luminiscenc¢ni jednotky jsou pfepoc¢teny na buitku (osa Y).

Aktivita kaspdz u testovanych bunék je obecné vySs$i v cCase 72 hodin oproti 48
hodindm. Nejvyssi hladina efektorovych kaspaz byla naméfena u frakce 32 (v 72 hodinach 18
RLU u PaTu a 15 RLU pro HeLa). Rozdily mezi Hela a PaTu pro jednotlivé frakce jsou vSak
zanedbatelné. Nasledujici obrazek znazornuje morfologii PaTu bunék a jejich jader po 48

hodinach od pfidani frakce 32.
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Pyknotickeé jadro

{

3

Obr. 9: PaTu bunky po 48 hodinach inkubace s frakci 32 zkmene 113 — stard biomasa (zvétSeni
je uvedeno v zavorce). A- obarvena jadra, Hoechst (10x), B- svételny mikroskop (10x), C-
obarvena jadra, Hoechst (63x) D- kontrola, Hoechst (100x)

Na obrazku 9 je patrna zména jaderné morfologie. Pii zvétSeni 63x mizeme pozorovat

pyknotickeé jadro typické mimo jiné i1 pro programovanou bunéénou smrt.
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4.1.2 Kmen 113 — nova biomasa

Testy, které jsem provedla, nepiinesly dikaz o tom, ze by nékterd ze ziskanych
chromatografickych frakci starého extraktu kmene 113 vykazovala silnéjsi pisobeni na PaTu
linii oproti HeLa bunkam. Zkusila jsem tedy specificitu surového extraktu tohoto kmene
k vybrané bunécné linii znovu provéfit. K testiim jsem pouzila nové napéstovanou biomasu a

provedla jsem MTT test (obr. 10) a morfologické zhodnoceni bunék.
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Obr. 10: Viabilita bun€k PaTu a HeLa po inkubaci se surovym extraktem kmene 113 — nova
biomasa.
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Obr. 11: Viabilita bun€k PaTu a HeLa po inkubaci se surovym extraktem kmene 113 — stara
biomasa.
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Z vysledki MTT testu (obr. 10 a 11) je vidét, Ze toxicita staré¢ho extraktu kmene 113
vaci PaTu a HeLa je stejna. Oproti tomu pii testovani nové biomasy je patrna selektivni
toxicita vaci linii PaTu. Rozdily ve viabilit¢ Hela a PaTu po pusobeni extraktu 113- nova
biomasa rostou v ¢ase. Nejvétsi rozdil je v 96 hoding: viabilita 80% (HeLa) a 16% (PaTu).
Viabilita PaTu bun¢k po ptisobeni extraktu staré biomasy je obecné o néco nizsi v porovnani
s extraktem z nové biomasy, ale v obou piipadech ma klesajici tendenci v case (obr. 10 a 11).
Tentyz trend je patrny pro HeLa buiiky a pisobeni extraktu 113- stara biomasa (obr. 11).
Naopak HeLa buniky po plisobeni extraktu 113- nova biomasa maji viabilitu +80% ve vSech

testovanych casech. To potvrzuje i morfologie bun¢k na nasledujicim obrazku (obr. 12).
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Obr. 12: Morfologie PaTu a HeLa buné€k po 48 hodinach inkubace se surovym extraktem
kmene 113- nova a stara biomasa (10x). PaTu (A), HeLa (C) po 48 hodinach inkubace se
surovym extraktem kmene 113- stard biomasa. PaTu (B), HeLa (D) po 48 hodinach inkubace

se surovym extraktem kmene 113- nové biomasa
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U PaTu bunééné linie jsem obarvila mitochondrie bun¢k inkubovanych se surovym

extraktem kmene 113- nova biomasa a pozorovala jejich zmény (obr. 13).

Obr. 13: PaTu buriky po 2 hodinach inkubace se surovym extraktem kmene 113- nova biomasa
(100x) (A,B) a kontrolni bunky (C, D). A, C- obarvené mitochondrie, B,D- svételny

mikroskop

Z obrazku je patrné, ze jiz po 2 hodinach lze na bunkach pozorovat efekt.
Mitochondrialni sit’ u bun¢k s pfidanym extraktem kmene 113 je fragmentovana.
U HeLa bungk jsem obarvila mitochondrie bunék inkubovanych se surovym extraktem

kmene 113- stara i nova biomasa a porovnala je mezi sebou (obr. 14).
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Obr. 14: HeLa buiky po 2 hodinach inkubace se surovym extraktem kmene 113 - nova a stara
biomasa (100x). A- obarvené mitochondrie - nova biomasa, B-svételny mikroskop - nova
biomasa, C - obarvené mitochondrie- stara biomasa, D - svételny mikroskop- stara biomasa,

E- obarvené mitochondrie- kontrola, F- svételny mikroskop- kontrola
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Mitochondrialni sit’ se po 2 hodinach inkubace se surovym extraktem kmene 113 -
nova biomasa jevi jako neporusena, i kdyz bunky vypadaji stresované (obr. 14 A, B). Oproti
tomu u bun€k inkubovanych se surovym extraktem kmene 113 - stard biomasa je patrna nizsi

fluorescence, zménéna morfologie buiiky 1 mitochondridlni sité.

4.2 Kmen 91

Tento kmen byl vybran pro dalsi experimenty, jelikoz jeho surovy extrakt indukoval zvySeni
hladiny efektorovych kaspaz 3/7 u HeLa bun¢k. V ramci své prace jsem provedla stanoveni

viability pomoci MTT testu a méteni kaspazové aktivity na PaTu bunécné linii oSetfené timto

extraktem.
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Obr. 15: Viabilita PaTu a HeLa bunék po expozici surovym extraktem kmenu 91.
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Obr. 16: Kaspazova aktivita u PaTu po expozici surovym extraktem kmenu 91.

Z namétenych dat je patrné, ze v pribehu ¢asu dochazi ke snizeni viability (obr. 15) a
zaroven se zvysSuje hladina efektorovych kaspaz na buiku (obr. 16). Tomu odpovida i
morfologie bun¢k (obr. 17). Viabilita Hela a PaTu bunék se po plisobeni extraktu 91 nijak
zasadné nelisi (obr. 15).

Hodnoty kaspaz-3/7 se pro kontrolni PaTu buniky pohybuji v rozmezi 1-3, a pro

testované bunky dosahuji v ¢ase 96 hodin vice jak dvojnasobné hodnoty oproti kontrole (obr.
16).
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Obr. 17: PaTu buniky po expozici surovym extraktem kmene 91 (10x). A — 1 hodina inkubace
s extraktem, B — 72 hodin inkubace s extraktem, C — kontrola po jedné hodiné, D- kontrola po
72 hodinach

Na zakladé¢ potvrzeni cytotoxické aktivity surového extraktu jsem provedla frakcionaci
extraktu standartnim zpisobem pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie. Vysledkem
bylo dvanact frakei, jejichz efekty jsem testovala pomoci ¢asosbérné mikroskopie na PaTu
rakovinné bunécné linii. Bohuzel, ani u jediné frakce nebyl patrny cytotoxicky efekt, a to ani
po navyseni jeji koncentrace v jamce na ¢tyfnasobek oproti koncentraci pouzivané u surového
extraktu a expozice po dobu 72 hodin. V dal$ich experimentech s timto kmenem jsem proto

nepokracovala.

38



4.3 Kmen 33

4.3.1 Surovy extrakt

Kmen 33 byl vybran spolecné s kmenem 91 kviili indukci zvySené aktivity efektorovych
kaspaz na PaTu bunikach. Testovala jsem cytotoxicitu surového extraktu pomoci MTT testu a

provedla jsem sledovani morfologie bunék pomoci ¢asosbérné mikroskopie.
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Obr. 18: Viabilita PaTu a HeLa po expozici surovym extraktem kmene 33.
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Obr. 19: Kaspazova aktivita po expozici surovym extraktem kmene 33 na PaTu.
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Na obou bunécnych liniich jsem provedla také obarveni mitochondrie po 2 hodinach

inkubace se surovym extraktem kmene 33.

Obr. 20: HeLa a PaTu buiiky po 2 hodinach inkubace se surovym extraktem kmene 33 (100x).
A- Hela - obarvené mitochondrie, B- HelLa- svételny mikroskop, C- PaTu- obarvené

mitochondrie, D- PaTu- svételny mikroskop

Surovy extrakt kmene byl vyhodnocen jako potencionalné zajimavy, a to zejména diky
vysoké hladin€ kaspaz namétené u PaTu bunék po inkubaci s nim. Proto byla provedena jeho

frakcionace.
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4.3.2 Chromatografické frakce

Na zaklad¢ chromatografické analyzy surového extraktu (viz. base peak chromatogram na obr.

21) byla navrzena jeho frakcionace na dvanact chromatografickych frakei.
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Obr. 21: Base Peak chromatogram surového extraktu kmene 33 s navrzenou frakcionaci.

Cytotoxické aktivita frakci byla testovana na PaTu bunécné linii. Po 48 hodinach
inkubace s frakcemi byla ohodnocena morfologie bunék. Efekt byl prokazan u ¢tyt frakei (3,

4, 5, 6 na obrazku). U téchto frakci byla zméfena kaspazova aktivita.
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Obr. 22 : Kaspazova aktivita po expozici aktivnimi frakcemi z kmene 33 na PaTu buiikach.

Vybrané frakce poté prosly dalsi, tentokrat jemnéjsi, frakcionaci, aby bylo ptipadné
mozné detekovat latku zodpoveédnou za efekt.

S refrakciovanymi chromatografickymi frakcemi byly opét provedeny testy na PaTu
bunkach. Z ptvodnich 27 vykazovaly efekt na bunikdch pouze dvé frakce. Morfologii PaTu

bunék po 48 hodinach inkubace s jednou z refrakciovanych frakci Ize vidét na obrazku 22.
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Obr. 23: PaTu buiiky po expozici jedné z aktivnich frakci kmene 33 (10x). A — 1 hodina
inkubace s frakci, B — 48 hodin inkubace s frakci, C — kontrola po jedné hodiné¢ D- kontrola

po 48 hodinach

Bunky jsou po 48 hodinach inkubace s frakci stale metabolicky aktivni (MTT test —
data zde neuvadim). V porovnani s kontrolou je vSak patrné, ze se ned¢li. Navic vytvareji

shluky a jejich morfologie je oproti kontrolnim bunkam také pozménéna.
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Pomoci HPLC-HRMS bylo zjisténo, ze ob¢ aktivni frakce obsahuji stejnou latku o
molekularni vaze 2503- (m/z 2504) a v mensi mife také latku o molekularni vaze 2518- (m/z

2519), jejichz extracted ion chromatogramy (EIC) je mozné vidét na néasledujicim obrazku.
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Obr. 24: A- EIC latky ,,2504* (m/z), B-EIC latky ,,2519% (m/z).

Ob¢ tyto latky byly pomoci preparativni chromatografie vyizolovany ve vét$im
mnozstvi. Z 5g biomasy bylo ziskano 1,68mg latky ,, 2504 (m/z) a 0,84mg latky ,, 2519
(m/z). Efekt obou latek na butikach byl obdobny, u latky ,, 2519 (m/z) v niz8ich koncentracich
uz vSak pozorovan nebyl, proto jsme se rozhodli dale pracovat jen s latkou ,, 2504 (m/z).
Ptipravila jsem koncentra¢ni fadu od 20 do 0,1 uM a testovala efekt na PaTu a HeLa buiikach

pfi 96 hodinovém experimentu pomoci MTT testu (obr. 25).
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Obr. 25: Viabilita bunék po 96h inkubace s latkou ,,2504% (m/z).

Z vysledku je patrné, ze se viabilita bun¢k po 96 hodinové inkubaci s latkou v rozsahu

koncentraci 20 - 0,5 uM vyrazn¢ neméni a je pod 35% u obou testovanych bunécnych linii
(obr. 25).
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5. Diskuze

Hlavni naplni této prace bylo blize otestovat tii sinicové extrakty, které se jevily jako
zajimavé v souvislosti s jejich cytotoxicitou zejména vuci lidské rakovinné linii PaTu, a

piipadné identifikovat aktivni latku zodpovédnou za toxicky efekt.

5.1 Kmen 113

Kmen 113 se dle prvotnich studii jevil jako velmi zajimavy diky své selektivni toxicité vici
rakovinné bunécné linii PaTu v porovnani s HeLa bunikami. Byl proto frakcionovan na 40
minutovych chromatografickych frakci. Mym ukolem bylo zjistit jejich cytotoxicitu a
pripadnou specifitu vici této rakovinné bunécné linii. K tomu jsem vyuzila MTT test, méfeni
hladiny efektorovych kaspaz 3/7 a zhodnoceni morfologie bunék.

Provedené¢ experimenty vSak nepfinesly dikaz o tom, Ze by nckterd z
chromatografickych frakci kmene 113 byla obecné cytotoxicky aktivnéjsi k PaTu oproti HelLa
buitkdm nebo zplsobovala apoptézu. Diivodem mohlo byt stafi biomasy, ze které byl surovy
extrakt pfipraven. Ta byla skladovana od roku 2008 pii pokojové teploté na suchém misté bez
primého osvétleni. Zména ve slozeni biomasy je patna z HPLC chromatogramii vzorki obou

biomas (obr. 26, 27).
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Obr. 26: Base Peak chromatogram surového extraktu kmene 113- stara biomasa.
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Obr 27: Base Peak chromatogram surového extraktu kmene 113- nova biomasa.

Ve staré biomase tedy pravdépodobné doslo k degradaci nckterych latek. Vzniklé
produkty mohly pusobit toxicky vici obéma rakovinnym liniim a tim maskovat specifitu
puvodniho extraktu. V cytotoxickych frakcich byly mimo jiné detekovany latky svétle zluté
barvy absorbujici pii 322nm. Mohlo by se jednat o latky vzniklé rozkladem chlorofylu.
Cytotoxicita n¢kterych derivati chlorofylu je znama (Lee et al., 1990).
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Selektivni toxicitu surového extraktu viici bunécné linii PaTu se nakonec podaftilo
znovu prokdzat po pouziti nové biomasy k ptipravé celkového extraktu (obr. 10, 11). Prvni
zmény morfologie bun€k a mitochondrii bylo mozné pozorovat uz po 2 hodinach inkubace se
surovym extraktem kmene 113- stara i nova biomasa (obr. 13, 14).

Interpretace zmén na mitochondriich pro PaTu buné¢nou linii je obtiznéjsi, jelikoz jsou

vvvvv

vvvvv

Dalsim problémem vyskytujicim se u obou bunécnych linii bylo sniZzeni intenzity
fluorescencniho signalu. Mitotracker® Green se vaze na mitochondrii nezdvisle na jejim
rozpadem mitochondridlni sit€ a difuzi signalu.

Nicméné i na fotografiich bunck ve svétlém poli pifi zvetSeni 100x je zfejma rozdilna
morfologie HeLa bunék po inkubaci se surovym extraktem kmene 113- stard biomasa vici
biomase nové (obr. 14). Surovy extrakt staré biomasy mél na HeLa bunky rychlejsi ti¢inek.
JiZ po dvou hodinéch jsou buiiky viditelné poSkozené a odlisné oproti kontrole, coz jesté neni
patrné u bunék, kde byl pfidan extrakt nové biomasy.

Navic viabilita této bunécné linie HeLa ani po 96 hodinov¢ inkubaci s novym surovym
extraktem neklesla pod 70%. To je velmi zajimavé zjisténi, na zakladé kterého bude tento

kmen (extrakt) po napéstovani potfebného mnoZzstvi biomasy podroben dal§im experimentil.
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5.2 Kmen 91

Pro frakcionaci surového extraktu tohoto kmene jsme se rozhodli z divodu naméfeni zvysené
hladiny efektorovych kaspaz u PaTu i HeLa bun€k po inkubaci s timto extraktem.

U ziskanych chromatografickych frakci vSak nebyl pozorovan zadny efekt, ktery by
zpusoboval bunécnou smrt, ovliviioval bunééné déleni nebo morfologii buiiky, a to ani po
navyseni koncentrace frakci v testovaci jamce. MiZzeme tedy predpokladat, ze efekt viditelny
u surového extraktu byl podminén spolupisobenim (aditivnim ¢i multiplikativnim efektem)
nekolika latek, které se frakcionaci oddélily a vysledné frakce tim cytotoxicitu ztratily. Proto

jsme se rozhodli nepokracovat v praci s timto kmenem, respektive jeho extraktem.

5.3 Kmen 33

Experimenty s extraktem kmene 33 pfinesly asi nejzasadnéjsi vysledek mé prace, a to
vyizolovani latky ,, 2504 (m/z).

Surovy extrakt kmene vykazoval vysokou hladinu efektorovych kaspaz. Po 72
hodinové inkubaci doslo u PaTu bunék k vyraznému zvyseni této hladiny. Na obou bunéénych
liniich probéhlo také obarveni mitochondrie po 2 hodindch inkubace s extraktem. Zmény
morfologie buniky i mitochondridlni sité oproti kontrole miizeme pozorovat u obou bunéénych
linii (obr. 20). Na zaklad¢ tohoto zjisténi byl surovy extrakt frakciovan a aktivni frakce byly
nasledné jemnéji refrakciovany. Efekt na PaTu bunkach byl prokdzan u dvou z nich.

Pomoci HPLC-HRMS analyzy téchto aktivnich frakci bylo zjisténo, Ze obé obsahuji
stejnou latku ,, 2504 (m/z) a v mensi mite také latku ,, 2519 (m/z), ktera je pravdépodobné
strukturnim analogem latky ,, 2504 (m/z). To mize dokazovat i fakt, ze efekt obou latek na
bunkach je podobny. U latky,, 25719 (m/z) uz vSak nebyl v nizSich koncentracich patrny, proto
jsme dale pracovali pouze s latkou ,, 2504 (m/z).

Pti 96 hodinovém experimentu na PaTu a HeLa bunikach se ukézalo, Ze vyizolovana
latka neni toxicky specifickd pro jednu z pouZitich bunécnych kultur, viabilita bunék je
obdobna (obr. 25). Zajimavy je ovSem fakt, Ze ICso (tj. inhibi¢ni koncentrace, ktera zptsobi
50% sniZeni rastu nebo rastové rychlosti ve srovnani s kontrolnim vzorkem) této latky je
kolem 300nM.

Pro srovnani, diive zminovany brentuximab vedotin, ktery se pouziva k 1é¢bé CD30
pozitivnich lymfoproliferaénich poruch ma hodnoty 1Cso proti CD30 pozitivnim bunéénym
liniim v rozsahu 3,9 do 15,8 ng/mL (Seattle Genetics, Inc., 2011).
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Tato hodnota je sice vyrazné€ nizsi nez pro nasi latku, ale zvazime-li, Ze i cytotoxicka
latka obsazena v brentuximab vedotinu byla ziskana chemickou modifikaci latky piirodni,
muzeme konstatovat, ze latka ,, 2504 “ ma slibny potencial pro dalsi studie.

Latka ,, 2504 (m/z) pravdépodobné nezpusobuje apoptdzu, alespont ne v Casovém
horizontu, ve kterém byly buiiky sledovany (96 hodin), ale brani déleni bun¢k. Nastup efektu
je pomérné pozdni, nékteré bunky se jednou rozdéli, ale k dalsimu déleni jiz nedojde.

Co se ty¢e mechanismu ucinku latky, zadné poznatky zatim neméme. Podle jeji
hmotnosti vSak mizeme usuzovat, ze jde o latku velkou, jejiz prinik do buiky by byl velice
obtizny, ne-li nemozny. V Gvahu pfipada prinik pouze urcité ¢asti latky nebo interakce s
receptory na povrchu bunky.

K tomu, aby se tento problém podafilo objasnit, bude potieba znat slozeni a strukturu
latky. Pro rozkliCovani struktury bude pouzita NMR spektroskopie (spektroskopie nuklearni
magnetické resonance). Aby mohla byt tato metoda provedena, je potieba ziskat fadovée

miligramy Cisté latky.
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6. Zavér

Rakovina slinivky bfisni je jednim z nejzakefnéjsich typd nadord. Je to velmi agresivni typ,
ktery bohuzel ¢asto byva diagnostikovan az ve velmi pokroc¢ilém stavu, coz snizuje Sance na
uspéSnou 1é¢bu. Nejucinnéjsi 1é¢bou je odstranéni nadoru chirurgicky s naslednou
chemoterapii, ktera zvysuje Sanci na Giplné vyléceni.

Cilem mé prace bylo identifikovat frakci, piipadné latku sinicového ptivodu, ktera by
vykazovala potencionalné selektivni cytotoxicitu vici rakovinné linii PaTu. Za timto ti¢elem
byly provedeny experimenty s extrakty tii kmend rodu Nostoc.

Kmen 91 byl vyloucen z dalSich studii na zaklad¢ ztraty cytotoxicity vici PaTu
bunécné linii po frakcionaci surového extraktu. U kmenu 113 byla po poc¢atecnich nezdarech
specifita surového extraktu vici PaTu buiitkam v porovnani s HeLa buné¢nou linii prokazana.
V brzké dobé dojde k frakcionaci tohoto extraktu a bude dale posuzovana aktivita jednotlivych
frakci véi rakovinnym bunéénym liniim se zaméfenim na pankreatickou linii PaTu.

Za nejvetsi aspéch této prace lze povazovat izolaci latky ,, 2504 (m/z) z kmene 33,
ktera vykazuje antiproliferaéni U¢inek va¢i PaTu i HeLa bunééné linii v nizkych

koncentracich.
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