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1. UVOD

Sinice jsou autotrofni prokaryotické organismy, které jsou pravdépodobné jedny
zZ nejstarsich fotosyntetizujicich organismi na Zemi (jejich stati se odhaduje na 3,5 miliardy
let), a které sehraly velmi dulezitou roli ve vzniku kyslikové atmosféry. Jednd se o ubikvitni
organismy schopné obyvat téméf vSechny biotopy na Zemi, v¢etné extrémnich stanovist
(Poulickova, 2011). Pfestoze se jedné o prokaryotni organismy, dosahly sinice pozoruhodné
miry morfologické rozmanitosti, a tak v této skupin€¢ nalezneme zastupce jednobunécné,
kolonialni, ale téZ vlaknité se schopnosti diferenciace specializovanych bunék. Tradi¢né jsou
sinice fazeny do tfi ftada, Chroococcales, Oscillatoriales a Nostocales, na zakladé
morfologickych, molekularnich a ultrastrukturalnich znakd.

Jednim ze sinicovych rodd fadu Nostocales je rod Anabaena. Rod Anabaena
v tradi¢nim pojeti Bornet a Flahault (1888) a Geitler (1932) je v dnes$ni dobé na zakladé
fylogenetickych studii rozdélen do nékolika rodi. Bentické a ptidni druhy bez aerotopti jsou
dle molekularnich analyz (16S rRNA genova sekvence) separované od planktonnich druhti
obsahujicich aerotopy (Rajaniemi et al., 2005). Jedny z mnoha vzniklych rodi jsou
Dolichospermum a Anabaena. Dolichospermum bylo navrzené pro skupinu planktonnich
sinic s typovym druhem Anabaena flos-aque a rod Anabaena pro skupinu bentickych,
pudnich a perifytickych druh stypovym druhem Anabaena oscillarioides (Komarek a
Zapom¢lova, 2007). Tyto rody byly uvedeny v roce 2009 v platnost (Wacklin et al., 2009).
Rod Anabaena z tadu Nostocales zahrnuje vlaknité, nevétvené heterocytozni druhy. Vldkna
jsou obvykle formovana do kolonii, které mohou byt jak mikroskopické, tak 1
makroskopické. Isopolarni (nezakoncené heterocytem) vldkna jsou vétSinou stofena c¢i
zkroucenda, vegetativni builky jsou vzdy bez aerotopl. RozmnoZzuji se fragmentaci,
hormogoniemi a akinetami (vznikaji v blizkosti heterocytil). Tento novy rod obsahuje
ptiblizné¢ 60 druhd (Komarek, 2013). Druhy rodu Anabaena jsou bohatym zdojem
biologicky aktivnich latek jako jsou napt. latky proapoptické ¢i cytotoxické (Oftedal et al.,
2012; Oftedal et al., 2010a; Oftedal et al., 2010b; Herfindal et al., 2005; Jokela et al., 2012;
Surakka et. al., 2005).

1.1. Sekundarni metabolity sinic
Sekundarni metabolity jsou organické latky, které nejsou zahrnuty do vyvoje, rastu ¢i
rozmnozovani organismu. Sinice produkuji mnoho riznych typt chemickych latek a

odhaduje se, Ze pravé sekundarni metabolity tvoii nejvétsi diverzitu struktur v sinicové

3



bunce. Jedna se vétSinou o latky s malou molekulovou hmotnosti (ptiblizn¢ 150-2000 Da),
které predevsim diky svym netypickym strukturnim motiviim velmi casto vykazuji
raznorodé biologické aktivity. Sekundarni metabolity sinic mohou byt skodlivé pro zdravi
¢lovéka a ovliviiuji i ostatni organismy v ekosystému. Zaroven jsou vSak bohatym zdrojem
latek s antivirotickou, antimykotickou, antibakteridlni, antiparazitickou, imunosupresivni ¢i
dokonce protirakovinnou aktivitou (Herrero a Flores, 2008). Jedna se i o latky alelopatické
podilejici se na mezidruhové kompetici - herbicidni, algicidni. Diky pomérné¢ snadné
piipravé vzorkil i rozvoji citlivych analytickych metod, které umoznuji detekovat latky
vyskytujici se v biomase v minimalnich koncentracich (napf. vysokoucinna kapalinova
chromatografie s propojenim na hmotnostni spektrometrii — HPLC-MS), dochazi v posledni
dobé k velkému narGstu studii tykajicich se sekundarnich metabolit. Nejvice strukturnich
typlt sekunddrnich metabolitd bylo izolovano zftadu Oscillatoriales (49 %), poté z
Nostocales (26 %), Chroococcales (16 %), Pleurocapsales (6 %) a Stigonematales (4 %)
(Jones, 2010). Tato distribuce je vSak do jisté miry zatizena poctem bézné studovanych
taxontll a dostupnych sbirkovych kment.

V biosyntéze sekundarnich metabolitii sinic hraje nejvyznamnéjsi roli neribozomalni
peptidova syntetaza (NRPS). Jednd se o multidoménové enzymatické komplexy ulozené v
cytoplasmatické membrané€, které jsou schopny aktivovat Siroké spektrum prekurzori a
spojovat je za tvorby peptidové vazby. Typ a potradi jednotlivych enzyml v téchto
megasyntetazach urCuje vyslednou strukturu sekundarniho metabolitu. Za pomoci této
masinerie je mozno syntetizovat nepieberné mnozstvi latek peptidového charakteru. Navic
mohou byt NRPS komplexy propojeny s dal§imi biosyntetickymi moduly: napt. polyketid
syntetazou (PKS), ¢imz vznikajici strukturni diverzita jeSté nariistd. VétSina doposud
znamych sekundarnich metaboliti sinic, jako napf. microcystiny, nodulariny, anatoxin-a,
homoanatoxin-a, cylindrospermopsiny, aeruginosiny, cryptophiciny a mnoho dalSich, je
syntetizovana hybridni NRPS/PKS biosyntetickou drahu (Méjean et al., 2013). Prvni
identifikovana NRPS/PKS biosynteticka draha byla objevena v roce 2000 u microcystinu
produkovaného Microcystis aeruginosa (Tillett et al., 2000). Dalsimi dulezitymi skupinami
sekundarnich metabolitd kromé polyketidi a neribozomdlnich peptidi jsou alkaloidy,
terpenodidy, derivaty Sikimatové kyseliny, glykosidy, ale i ribozomalni peptidy (Méjean et
al., 2013). Sekundarni metabolity sinic jsou dle chemické struktury nejcastéji linearni a
cyklické peptidy, kterych bylo jiz v roce 2006 popsano piiblizn¢ 600, coz se odhaduje jen
jako zlomek realné diverzity (Welker et al., 2006).



1.1.2. Cyanotoxiny

Sinice mohou produkovat velké mnozstvi toxickych latek tzv. cyanotoxind, které
mohou negativné pusobit na pomérn¢ Sirokou Skalu organismi od bakterii pfes fasy,
rostliny, bezobratlé zivoCichy az po obratlovce. U bezobratlych zivocichiit mohou
cyanotoxiny snizovat miru jejich preziti a plodnost. Piesto je jejich role stale neznama,
jelikoz se v evoluci vyvinuly davno pied tim nez jejich predatofi (Rantala et al., 2004).
Sinice se mohou ve stojatych vodach za vhodnych podminek pfemnozit a vytvofit tzv. vodni
kvét. Zasadnimi podminkami pro tvorbu vodniho kvétu je vysoka teplota, intenzita svétla,
pH a dostupnost zivin, ptedev§im fosforu a dusiku, ktery se do vody dostava hlavné
eutrofizaci spojenou s lidskou c¢innosti (napt. vyplavovani zivin z poli, odpadni vody).
Zvyseny vyskyt vodnich kvéta sinic je téZ prisuzovan globalnim zménam klimatu, jelikoz
zvyseni teploty vod sinice kompeti¢né zvyhodiuje (Merel et al., 2013). Pravé vodni kvét je
Casto spojovan s produkci cyanotoxind, které mohou ohrozit zdravi Zivodichid véetné
¢loveéka. NejcastéjSimi pticinami intoxikace je koupani v kontaminované vod¢ ¢i jeji poziti.
Kotravé vSak miize dojit i konzumaci organismii (napf. nc¢kterych mlzi, krevet, ryb)
akumulujicich toxické latky ve svych tkanich. Prvni zdznam toxického vodniho kvétu, ktery
zpusobil otravu hospodatskych zvitat, je z roku 1878. Jako puvodce byla urc¢ena Nodularia
spumigera (Francis, 1878). V zavislosti na koncentraci a chemické struktufe mohou toxiny
zpiisobovat rizné zdravotni potiZe, jak akutni tak chronické. Proto se cyanotoxiny nejcastéji
déli podle jejich hlavniho zdravotniho u¢inku na hepatotoxiny, neurotoxiny, cytotoxiny ¢i

dermatotoxiny. Pichled nejvyznamnéjsich toxinu je uveden v tabulce I.



Tab. I: Pfehled nejvyznamnéjsich cyanotoxint. Pfevzato a upraveno (Zanchett, 2013; van Apeldoorn 2007)

Cyanotoxiny sinicovi producenti chemick4 klasifikace mechanismus piis obeni primarné postiZené organy LD50 (ug/kg)
Hepatotoxiny
Microcystiny Dolichospermum, Microcystis, cyklické heptapeptidy inhibice protein fosfatazy 1a 2A, jatra - selhani, hemoragie 25-150
Planktothrix, Nostoc, Oscillatoria, potencialni rakovinovy promoter?
Hapalosiphon
Nodulariny Nodularia, Nostoc cyklické pentapeptidy inhibice protein fosfatazy 1a2A, jatra - selhani, hemoragie 30-70
potencialni rakovinovy promoter a
iniciator
Cylindrospermopsiny Cylindrospermopsis raciborskii, tricyklické guanidinové alkaloidy inhibice syntézy proteint - jatra, ledviny - selhani 2100
Umezakia natans, Aphanizomenon glutathionu, inhibice cytochromu
ovalisporum, A.bergi, Hormoscilla P450
pringsheimi, Rhadiopsis curvata
Neurotoxiny
Anatoxin-a Dolichospermum flos-aque, alkaloid ireverzibilni vazba na nikotinovy  nervové synapse - svalova 375
Aphanizomenon, Planktothrix, acetylcholinovy receptor paralyza
Microcystis, Oscillatoria,
Cylindrospermum, Arthrospira,
Raphidiopsis a druhem Phormidium
favosum
Anatoxin-a(s) Dolichospermum flos-aque, D. organofosfat ireverzibilni inhibice nervové synapse -svalova 31
lemmermannii acetylcholinesterazy paralyza, kiece
Saxitoxiny Dolychospermum circinale, karbamatové alkaloidy blokace sodnych kanal v nervové axony- paralyza, ataxie, 10
Aphanizomenon sp., nerovych axonech kiece
Aphanizomenon, gracile,
Cylindrospermopsis raciborskii,
Lyngbya wollei
BMAA mnoho neproteinova aminokyselina vazba na glutamatové receptory  neurodegenerativni syndrom  nespecifikovano
Dermatotoxiny
Lyngbiatoxin-a Lyngbya alkaloid silny rakovinny promotor, zesiluje pokoZzka - podrazdéni, 250
ucinek protein kinazy C gastrointestinalni trakt
Aplysiatoxin Lyngbya, Schizothrix, Planktothrix, alkaloid silny rakovinny promotor, zesiluje pokozka podrazdéni nespecifikovano

(Oscillatoria)

ucinek protein kinazy C




1.1.2.1. Hepatotoxiny
1.1.2.1.1.Microcystiny

Microcystiny patii mezi jedny z nejvice studovanych hepatotoxind. Jedna se o skupinu
cyklickych heptapeptidi, které jsou produkovany nékolika rody sinic jako jsou
Dolichospermum, Microcystis, Planktothrix, Oscillatoria, Nostoc ¢i Hapalosiphon.
Microcystiny se mezi sebou lisi zejména typem aminokyselin umisténych Vv pozici dvé a
pozici Ctyfi. Jednim z nejbéznéj$ich microcystini je microcystin-LR o molekulové hmotnosti
995.17166 g/mol., ktery ma v pozici dv¢ leucin (L) a v pozici ¢tyfi arginin (R) (obr. 1). Diky
riznym kombinacim aminokyselin, které se mohou v téchto pozicich nachazet, existuje vice

nez 90 variant tohoto toxinu (Dawson, 1998).
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Obr. 1: Stukturni vzorce A. microcystin-LR, B. nodularin-R.

Mechanismem toxického u¢inku microcystini je specificka inhibice protein fosfataz 1
a 2A (enzymy zodpovédné za defosforylaci intracelularnich fosfoproteinti). Béhem ptisobeni
microcystinu dochazi ke kovalentni vazbé karbonylové skupiny N-methyldehydroalaninu
microcystinu na cystein obsazeny v protein fosfataze. To v8ak neni hlavni pfic¢inou inhibice.
Hlavni pfi¢inou je vazba netypické (neribozomalni) aminokyseliny Adda v katalytickém
misté protein fosfataz, ktera ji touto vazbou inaktivuje (MacKintosh, et al., 1990). Kromé
tohoto specifického efektu je microcystin zodpovédny za celou fadu cytotoxickych a
imunomodulaénich efektt. Microcystin-LR muze téz zvySovat oxidativni stres vedouci
k oxida¢ni degradaci lipidd, pfi které volné radikaly berou elektrony lipidim v bunéénych
membranach. Oxidativni stres vede ke ztrat¢ mitochondridlntho membranového potencialu a
membranové permeability, coz ma za nasledek apoptéozu ¢i nekrozu (Ding et al., 2000;
Wiegand a Pflugmacher, 2005). Struktury i mechanismy uc¢inku microcystinti jsou tedy

velmi dobfe znamy, avSak funkce téchto cytotoxini v pfirodnich podminkach a jejich



evoluéni pivod zistava stale pomérné nejasny, a je tedy stidle predmétem vyzkumu
(Wiegand a Pflugmacher, 2005).

U savci se akutni intoxikace microcystinem projevuje selhavanim jater kvili
hemoragickému Soku a dale riznym poSkozenim ledvin, plic ¢i gastrointestinalniho traktu
(Wiegand a Pflugmacher, 2005). Microcystiny jsou toxické i pfi opakované dlouhodobé
expozici a to v mnohem mensich koncentracich. Dlouhodoba expozice mize dokonce
Microcystiny se oznacuji jako potencialni promotory karcinogeneze, nebot existuje
domnénka, Ze pii chronickych expozicich mohou podporovat rakovinné bujeni (Babica et al.,
2005).

Utinky microcystint byly zkoumany v mnoha studiich na iroké $kale organismtl. Byl
zkouman napf. alelopaticky efekt microcystinu na fasy ¢i sinice, pii kterém dochazelo ke
sniZzeni rustu a fotosyntézy. Dalsi fada studii byla provadéna na interakcich s vodnimi
rostlinami, napt. Lemna minor, Ceratophyllum demersum ¢i Spirodela oligorrhiza, u kterych
byla za pfitomnosti microcystinu prokdzana inhibice rustu (pokles chlorofylu a i b,
karotenoidl) (Wiegand a Pflugmacher, 2005). Pozd¢jsi studie prokazala, ze alelopaticky
efekt, ktery microcystin zptisoboval in vitro, byl v koncentracich o mnohem vyssich, nez je
mozné nalézt v ptirodnich vodach, a proto alelopatické efekty mikrocystind pravdépodobné
nejsou primarni funkei tohoto peptidu (Babica et al., 2006). Nékolik studii se zaméfilo na
ucinek microcystinu na terestrické hospodaisky péstované rostliny, zavlazované vodou
s obsahem microcystinu. Studie chtély téZz upozornit na mozné nebezpedi kontaminace
zavlahovych vod microcystinem, jejich akumulaci v plodindch a nasledné konzumaci
¢lovékem s negativnim dopadem na jeho zdravi (McElhiney et al., 2001; Codd et al. 1999).

Vzrist hustoty sinic produkujicich microcystin ma negativni ekologicky dopad na
zooplankton. Dochazi k inhibici potravni aktivity zooplanktonu, snizeni schopnosti filtrace,
snizeni popula¢niho rdstu, plodnosti ischopnosti piezivat (Chen a Xie, 2003). Pokles
zooplanktonu ma nasledné vliv na celou potravni sit’ v daném ekosystému, popt. akumulace
microcystinu v zooplanktonu vede k pfenosu toxinu do dal$ich potravnich trovni. Dalsi
skupiny organism, ve kterych se toxin akumuluje jsou mlzi, kraby, raci ¢i krevety. Stejné
jako u vyse zminéného zooplanktonu je zde riziko pfenosu na konzumenta a tedy i ¢lovéka
(Wiegand a Pflugmacher, 2005). Bylo prokazano, ze i velmi malé mnozstvi toxinu se
hromadi v krevetach (hepatopankreas, srdce, mozek) bez zjevného projevu otravy, coz je

dal$im divodem k monitoringu hladiny microcystinu ve vodach (Kankaanp et al., 2004).



Zminulosti je znama 1 ftada piipadid, kdy dochazelo k hromadnym uUhynim jak
hospodarskych, tak divokych zvitat (kravy, ovce, ptaci) (Babica et al., 2005).

Nejzavaznéjsi lidska intoxikace microcystinem, ktera byla doposud zaznamenana se
odehrala v Caruaru v Brazilii v roce 1996, kdy 85% ze 130 hemodialyzovanych pacienti
zacalo trpét poruchami zraku, gastrointestindlnimi problémy, svalovou slabosti a bolesti
jater. U sta z nich doslo k akutnimu selhani jater a 56 pacientd zemfielo. V krevnim séru
pacientli byly nalezeny microcystiny a v nadrzi slouzici jako zasobni voda pro dialyzac¢ni
centrum byly nalezeny sinice Aphanizomenon, Oscillatoria a Spirulina (Jochimsen et al.,
1998).

1.1.2.1.2. Nodulariny

Nodulariny jsou neribozomalni cyklické pentapeptidy, které maji velmi podobnou
strukturu i biosyntetickou drahu jako microcystiny a stejné jako microcystiny jsou inhibitory
protein fosfatazy 1 a 2A (obr. 1). Nodularin o molekularni vaze 824.9627 g/mol, ktery je
produkovany rody Nodularia, byl nalezen v brakickych vodach Australie, Tazmanie,
Nového Zélandu, Severni Evropy a v Baltském moti (Moffitt and Neilan 2004, van
Apeldoorn et al., 2007). Krom¢ druhu Nodularia spumigena, ktera je hlavnim producentem
nodularinu, byly nalezeny i u druhu N. harveyana PCC7804, ktery produkoval izoformu
nodularinu s hepatotoxickou aktivitou, a u symbiotickych kment rodu Nostoc (Beattie et al.,
2000; Gehringer et al., 2012). Jako producent analogu nodularinu byla oznacena i moiska
houba Theonella swinhoei. Jelikoz je houba schopna symbidzy s mnoha organismy, jednalo
se pravdépodobné o nodularin sinicového ptivodu (de Silva et al., 1992). Byly zaznamenany
uhyny domacich i divokych zvifat po poziti vody obsahujici vodni kvét N. spumigena; jako
al., 1993). Prvni zaznam o vyskytu toxického vodniho kvétu N. spumigena je jiz z roku 1878
(Francis, 1878), avsak struktura nodularinu byla objevena az o sto let pozdé&ji (Carmichael et
al., 1988).

V malych davkach mutize byt nodularin iniciator i promotor rakoviny jater (Ohta et
al., 1994). Hodnota LDsg (koncentrace pti niz uhyne 50% exponovanych organismil) u mysi
po i.p. injekci nodularinu byla stanovena na 30 az 70 pg/kg (van Apeldoorn et al., 2007).
Umrti ¢lovéka nasledkem nodularinu nebylo zatim zaznamenéno (Merel et al., 2013). Byla
téZ prokdzana akumulace nodularinu v mlZich, krevetach a v nékterych rybach. Molekula
nodularinu je zna¢né¢ termostabilni a nepodléha degradaci ani béhem varu. Dokonce béhem

kuchyniské tupravy intoxikovanych organismi muze dojit Kk redistribuci jedu mezi
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vhitinostmi, masem a okolim. Toto zjisténi vedlo k omezeni ¢innosti nékterych péstiren na

moiské plody (Buyender et al., 2001).

1.1.2.1.3 Cylindrospermopsiny

Cylindrospermopsiny jsou hydrofilni tricyklické guanidinové alkaloidy (obr. 2). Jsou
produkovany predevsim sinici Cylindrospermopsis raciborskii, ale i dalsimi sinicemi jako je
Umezakia natans, Aphanizomenon ovalisporum, Rhadiopsis curvata, Aphanizomenon bergii
¢i Hormoscilla pringsheimi (Van Apeldoorn et al., 2007; Bohunicka et al. 2015).
Molekularni vaha cylindospermopsinu je 415,42154 g/mol.

Obr. 2: Strukurni vzorec cylindrospermopsinu.

Vodni kvéty sinic produkujici cylindrospermopsin jsou nejbéznéjsi v subtropickych,
tropickych a aridnich oblastech. Jejich vyskyt se diky invazivnosti zvySuje i v Evropé.
K invazivnosti piispiva schopnost Cylindrospermopsis spp. tolerovat nizkou hladinu
osvétleni, coz je pomérné¢ velka kompeti¢ni vyhoda (Saker et al., 2001). Prvni zaznam
toxicity cylindrospermopsinu je z roku 1979, kdy doslo k otravé pfiblizné 140 déti po poziti
kontaminované pitné vody. Tato udalost je znama jako Palm Island mystery disease. V roce
1992 byl cylindrospermopsin popsan jako silny hepatotoxin (Dilwyn et a., 2002). Je to vSak 1
silny cytotoxin (pusobi na tkanové linie in vitro) a byla prokazana i jeho dermatotoxicita a
genotoxicita (poskozeni DNA) (de la Cruz et al., 2013).

Mechanismus toxického ucinku spocivd v ireverzibilni inhibici syntézy proteini,
hlavné glutathionu, ktery chrani organismus pied oxida¢nim stresem (Runnegar et al., 1995).
Dale je ptisuzovan inhibici cytochromu p-450, ktery hraje dalezitou roli v metabolismu
xenobiotik (Humpage et al., 2005). Po poziti kontaminované vody dochazi nejprve ke
gastrointestinalnim potizim. Néasledné poskozeni jaternich a ledvinovych bunék vede ke
vzniku hepatitidy a malfunkci ledvin. Poskozené bunky cév maji za nasledek hemoragii
(Duy et al., 2000). Negativné pusobi nejen na obratlovce (otravy hospodaiskych zvifat), ale i
na bakterie, protozoa, rostliny a bezobratlé (de la Cruz et al., 2013). Cylindrospermopsin je
hojné vyplavovan extracelularn€ a je schopny se akumulovat v n€kterych mlzich a rybach
(Van Apeldoorn et al., 2007).
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1.1.2.2. Neurotoxiny
1.1.2.2.1. Anatoxin-a, homoanatoxin-a, anatoxin-a(S)

Anatoxin-a je cyanotoxin produkovany sinicemi rodu Dolichospermum (zejména
Dolichospermum flos-aquae), ale i dalsimi rody sinic jako jsou Aphanizomenon, Microcystis,
Planktothrix, Cylindrospermum, Oscillatoria, Arthrospira, Raphidiopsis a druhem
Phormidium favosum (Gugger et al., 2005; Araoz et al., 2010). Anatoxin-a je bicycliklicky
sekundarni aminovy alkaloid s molekularnim vzorcem CioHisNO s molekularni vahou
165.2322 g/mol (obr.3) (Devlin et al., 1977). Strukturni methylovany analog homoanatoxin-
a (C11H1sNO) (obr. 3) byl poprvé izolovan ze sinice Oscillatoria formosa (Skulberg et al.,
1992) a dale byl nalezen u sinic rodu Dolichospermum, Raphidiopsis a Phormidium. N¢které

druhy sinic produkuji dokonce oba typy (Araoz et al., 2010).
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Obr. 3: Strukturni vzorce A. anatoxin-a, B. homoanatoxin-a, C.anatoxin-a(S)

Prvni studie poukazujici na toxicitu anatoxinu byly provedeny Vv 60. letech 20. stoleti
kvili nevysvétlenym thynim dobytka v Kanadé, ktery se napajel z jezera obsahujiciho
vodni kvét. Toxin byl izolovan a testovan na mySich a kvili okamzité smrti, kterou
zpusoboval, byl nazvan VFDF-very fast death factor. V roce 1977 byla popsana jeho
chemicka struktura a toxin byl pojmenovan nyn&jsim nazvem anatoxin-a (Devlin et al.,
1977). Biosynteticka draha anatoxinu-a je slozena z hybridnich proteint NRPS a PKS a
domniva se, ze biosyntetazy anatoxinu-a a homoanatoxinu-a maji spole¢ny evolu¢ni piivod
(Mejean et al., 2014). Mechanismus t¢inku anatoxinu-a spoc¢iva v napodobovani ¢innosti
acetylcholinu pfi interakei s nikotinovymi acetylcholinovymi receptory (nAchR) nervovych
bun¢k ve vegetativnim nervstvu a na nervosvalové ploténce. Za normalnich podminek
dochazi na nervosvalové ploténce Kk vazbé acetylcholinu na nAchR, coz zpusobi otevieni
iontovych kanalkdi pro Na* a ca® ionty a naslednou depolarizaci membrany vedouci ke
svalové kontrakci. Anatoxin-a je mnohem u¢inngjsi neZ acetylcholin a je také mnohem
ucinngjsi nez nikotin - exogenni agonista pro nAchR. Afinita anatoxinu-a K nikotinovému
receptoru je priblizné 20-krat vétsi nez acetylcholinu a muze byt 3 az 50-krat vétsi nez

afinita nikotinu (Thomas et al., 1993). Anatoxin-a se tedy navaZze na nAchR misto
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acetylcholinu. Na rozdil od acetylcholinu je vSak anatoxin-a rezistentni k hydrolitické
degradaci acetylcholinesterazou, ktera za normalnich podminek $tépi acetylcholin na cholin
a acetat, ¢imz ukoncuje synapticky prenos a cholin je recyklovan pro pienos dalsi. Jelikoz
neni anatoxin-a acetylcholinesterazou degradovan, dochazi k nepfetrzitému otevieni
iontovych kanalkli a ke kontinudlni stimulaci svalovych bun¢k, projevujici se jako zaskuby
¢i kieCe (Osswald et al., 2007). Po urcité dobé dojde k desenzibilaci receptorti a zastaveni
pruchodu iontl, coz ma za nasledek svalovou tinavu az ochrnuti. Stejny mechanismus G¢inku
vede k opakované stimulaci respiranich svalii a k jejich paralyze. Paralyza respiracnich
svali je pravdépodobné jednou znejéastéjSich pii¢in amrti zvifat pijicich vodu
kontaminovanou anatoxinem, ktery je navic vyborné absorbovan gastroinstestinalnim
traktem. Pti laboratornich pokusech na potkanech bylo zjisténo, ze se anatoxin-a chova jako
agonista pro nAchR také v kardiovaskularnim systému, ¢imz zvySuje krevni tlak a srde¢ni
rytmus. Roli agonisty pro nAchR hraje i v mozkovych neuronech potkant i ¢lovéka a v
bovinnich chromafinnich buiikach diené nadledvin (NCEA, 2006).

Uhyny zvifat po poziti vody kontaminované anatoxinem byly zaznamenany
mnohokrat. Napf. uhyny dobytka (Carmichael et al., 1975) ¢i Gmrti psi po poziti vody
obsahujici bentické sinice produkujici anatoxin-a (Hamill et al., 2001; Edwards et al., 1992;
Gugger et al., 2005; Wood et al., 2007). Ptestoze se doposud nevyskytl pfipad otravy
¢lovéka, toxikologické riziko anatoxinu pro ¢lovéka, je studovano zejména kvili masivnimu
vyskytu otrav dobytka a dal$ich zvifat (Merel et al., 2013). V roce 2003 doslo k tmrti
jednoho ¢lovéka na zastavu srdce a u druhého k vyskytu tézkych gastrointestinalnich
problémi. Tyto osoby byly v kontaktu s vodou s vodnim kvétem D. flos-aquae a v krvi,
sklivci a jatrech zemfielého byl nalezen anatoxin-a. O rok pozdé&ji se ukdzalo, Ze se nejednalo
0 anatoxin-a, ale o aromatickou aminokyselinu fenylalanin, jenz je i za pomoci nékterych
modernich analytickych technik snadno zaménitelna s anatoxinem (NCEA, 2006). Zaména
byla zplisobend podobnym chovanim fenylalaninu béhem hmotnostné spektrometrické
analyzy (shoda v hodnoté m/z molekularniho iontu anatoxinu-a a fenylalaninu o m/z 166),
podobnosti V retenci a fragmentaénim spektru ve vétsing analytickych metod (Gugger et al.,
2005). Za pomoci hmotnostni spektrometrie s vysokym rozlisenim jsou vsak molekuly velmi
dobfe rozlisitelné.

Posledni dobou dochazi k velkému rozvoji doplikl stravy ziskavanych z fas 1 sinic
(Aphanizomenon, Spirulina) pro jejich pifedpokladané prospésné ucinky na zdravi.
Monitorovaci studie vSak prokazala pfitomnost anatoxinu-a Vv nékterych doplicich stravy

z rodu Spirulina. Spirulina doposud neni znama produkci anatoxinu-a, ale nékteré kmeny
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rodu Arthrospira, ktera byva nékdy s rodem Spirulina zaménovana, ano. Dal§im problémem
je peéstovani téchto sinic v otevienych systémech, kdy muze dojit ke kontaminacim
anatoxinovymi producenty. Dopliky stravy by proto mély byt testovany na piitomnost
sinicovych toxinu (Rellan et al., 2009).

Anatoxin-a(s) je quanidinium-metyl-fosfat-ester a je anatoxinu-a i homoanatoxinu-a
chemicky neptibuzny (obr. 3). Anatoxin-a(s) je inhibitor acetylcholinesterazy
s mechanismem ucinku podobny jako organofosfatové pesticidy a indukuje svalovou
paralyzu. Je produkovany Dolichospermum flos-aquae a D. lemmermannii a je zodpovédny
za nékolik pfipadd umrti zvifat (van Apeldoorn et al., 2007; Merel et al., 2013). Hodnota
LDsp po i.p. injekci a dobé expozice 24 h byla u mysi stanovena na 375 pg/kg (van
Apeldoorn et al., 2007).

Dalsi znamé neurotoxiny jsou saxitoxiny a B-N-methylamino-L-alanin (BMAA) a

lipopeptidy antillatoxin, kalkitoxin a jamaicamid (Araoz et al., 2010).

1.1.2.3. Cytotoxiny

Cytotoxické latky jsou vSeobecné latky, které mohou pisobit v kterékoli fazi
buné&¢ného cyklu a inhibovat rist bunék in vitro. Cytotoxiny jsou velmi heterogenni skupina,
jak podle chemické struktury tak podle jejich mechanismu ptisobeni. Muze se jednat o
polyketidy, peptidy ¢i alkaloidy, pficemz nejcastéjsi forma vyskytu jsou linedrni a cyklické
peptidy (Welker et al., 2006).

Do roku 2010 bylo popsano 82 zakladnich typl cytotoxickych latek u rGznych druht
vodnich 1 terestrickych sinic (Tomek, 2010). Mezi motskymi sinicemi bylo nejvice
cytotoxickych latek izolovano z bentickych kment rodi Lyngbyaspp. a Symploca spp.
(Oftendal et al., 2010). Casty vyskyt latek z cytotoxickym u¢inkem v sinicovy extraktech
dokazuji rozsahlejsi screeningové studie, v kterych cca 33 % extraktl z terestrickych sinic,
40 % motskych sinic, 38 % brakickych sinic a 30 % brakickych bentickych sinic vykazuji
tento ucinek (Hrouzek et al., 2011; Hrouzek et al., 2015; Costa et al. 2014; Surakka et. al.
2005; Herfindal et. al. 2005). Vzhledem k tomuto ¢astému vyskytu je dilezité zabyvat se
vlivem cytotoxinil na ostatni organismy vcéetné ¢lovéka a mechanismem jejich ucinku.

Cytotoxické latky mohou byt dvou typa. Ty, které pusobi nespecificky tzn. jak na
rakovinné buiiky, tak na normdlni buiitky a mohou byt potencidln€¢ nebezpecné pro rizné
organismy vcetn¢ Cloveéka. A potom specifické, které pusobi pouze proti rakovinnym

buitkdm a ty mohou byt potencidlnimi Iéky riznych karcinomd.
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1.1.2.3.1. Nespecificky pusobici cytotoxické latky

Mezi hlavni mechanismy uGc¢inku cytotoxickych latek patii inhibice vodivych spoji
(gap junction) mezi bunkami (Novakova et al.,2013), ovlivnéni permeabilty bunécné
membrany (Jokela et al.,2012; Hrouzek et al.,2012; Tomek et al.,2015) a tvorba reaktivnich
forem kysliku (Poniedziaek et al.,2015). Jednim z nejcastéji se vyskytujicich cytotoxin je
cylindrospermopsin, ktery je inhibitorem syntézy proteinti a induktorem ROS (Poniedziaek
et al.,2015) (viz 1.1.2.1.3). Naruseni permeability bunéné membrany je typické pro cyklické
lipopeptidy. Nasledkem permeabilizace dochazi k influxu vapenatych iontl a nekrotické
smrti buniky. Tento mechanismus u¢inku byl zjistén u nékolika cytotoxickych latek jako jsou
anabaenolysiny A a B (Oftendal et al., 2012; Jokela et al., 2012), puwainaphyciny F/G
(Hrouzek et al., 2012), muscotoxin A/B (Tomek et al., 2015) ¢i pseudodesmin A (De
Vleeschouwer et al., 2014). Navic aktivita anabaenolysinu A je véazana na piitomnost
cholesterolu v membranach, coz naznacuje preferenci pro eukaryotickou cytoplazmatickou
membranu (Oftendal et al, 2012). Lipopeptidy doposud izolované ze sinic puisobi predevsim
na eukariotické bunky, zatimco lipopeptidy isolované pfedevsim z gram-positivnich bakterii
plusobi zejména na prokariotick¢ bunky. To je pravdépodobné zplsobeno rozdilnym
aminokyselinovym slozenim V peptidovém cyklu. Lipopeptidy jiného pivodu nez
sinicového obsahuji pfedev§im kyselé ¢i zasadité aminokyseliny, zatimco sinicové
lipopeptidy jsou slozeny pifevazné z neutralnich aminokyselin (Tomek et al., 2015).
Permeabilizace eukaryotni bun&¢né membrany je tedy b&Zny mechanismus cytotoxicity
sinicovych lipopeptidi, coz miiZze mit potencidlné nebezpecné zdravotni nésledky na zdravi

¢lovéka.

1.1.2.3.2. Specifické cytotoxické protirakovinné ldtky

Nekteré sekundarni metabolity pusobi selektivnéji na urcity typ rakovinné linie, a
pokud navic indukuji v buiikach programovanou smrt (apoptoézu), jSOU potencialné zajimavé
pro vyvoj protirakovinnych 1ékti. Vzrustajici rezistence rakovinnych bunék na dostupné 1éky
a vyskyt novych typt karcinomu jsou divody hledani novych protirakovinnych latek. Sinice
jako bohaty zdroj sekundarnich metaboliti jsou proto velmi vhodnymi kandidaty. Kdyz se
podaii najit latku s protirakovinnym G¢inkem, indukujici apoptdzu, musi ped uvedenim do
ob¢hu projit fadou klinickych testi. Tento proces zahrnuje preklinickou fazi a III klinické
faze. Kazd4 faze musi byt schvalena ufadem pro kontrolu 1é¢iv, nez muze dana latka
postoupit do dalsi. Potencialni protirakovinny I€k je nejprve testovan na laboratornich

zvitatech (preklinické faze) a az po mnoha testech na zdravych lidech. III klinické faze se 1i8i
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Vv poctu lidi, které podstupuji experimentalni podavani latky (l. 20-80, 1. az 300, IIl. stovky
az 3000). Nakonec musi byt 1ék schvalen ndrodnimi kontrolnimi Gfady nez mize byt vpustén
do obc¢hu (Dixit a Suseela, 2013). Doposud bylo identifikovano mnoho latek
s protirakovinnym a proapoptickym ucinkem in vitro. Pfesto do preklinické ¢i klinické faze
testovani se dostalo pouze par z nich: dolastatin 10 a 15, curacin a, cryptophyciny a jejich
analogy. VSechny tyto latky jsou inhibitory mikrotubulli a pilisobi v nanomolarnich

koncentracich.

1.1.2.3.2.1. Cryptophyciny

Cryptophyciny jsou cyklické depsipeptidy, jenz z hlediska mechanismu G¢inku patii
do skupiny tzv. Vinca-alkaloidi. Cryptophycin 1 byl izolovany z terestrické sinice Nostoc
sp. (ATCC 53789). Svlij ndzev ziskal diky své antimykotické aktivité proti Cryptococcus sp.
a primarné byl také jako antimykotikum patentovan (Schwartz et al., 1990). Az pozdéji byla
objevena jeho cytotoxicka aktivita. V piirodé se naSlo vice nez 25 variant z ¢ehoz

Mechanismem G¢inku cryptophycinu je ireverzibilni vazba na mikrotubuliny, ¢imz se
inhibuje bunééné déleni (Smith et al., 1994). Tento mitoticky blok v G2/M fazi bunétného
cyklu vede ke spusténi fizené smrti bunky skrze indukci proapoptotickych proteinti bcl-2
rodiny (Bax/Bak), které vytvoifi v mitochondrialni membrané pér, ¢imz dojde K vylouceni
cytochromu c a spusténi apopt6zy.
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Obr. 4: Strukturcni vzorec cryptophicinu 1 a cryptophycinu 52.

Je selektivné ucinny proti bunkam kolorektalniho, nosohltanového a prsniho
karcinomu, adenokarcinomu slinivky a nemalobunéénému karcinomu plic (Shih a Teicher,
2001; Trimurtulu et al., 1994). Jelikoz neni negativné ovlivnén glykoproteinem-p, je G¢inny i
u bun¢k rezistentnich na cytostatika jako je taxol nebo vinblastin (Rohr et al., 2006). Ptes
vSechny tyto Zadané vlastnosti zplisobuje cryptophycin pfi klinickych testech vedlejsi G€inky
(bolest svalti, neuropatie), které jsou dany hlavné jeho nepolarni vlastnosti. Proto byl

syntetizovan analog cryptophicin 52 (obr. 4), ktery sice dosahl II. faze klinickych testi, ale
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kvuli vedlejsim ucinkim muselo byt jeho testovani také zastaveno. Stale vSak dochazi

k pokusiim o syntézu G¢inné varianty (Weiss et al., 2013).

1.1.2.3.2.2. Dolastatin 10 a 15

Dolastatin 10 byl poprvé izolovan v 80. letech 20. stoleti z moiského mlze Dolabella
auricularia. Kvili malé vytéznosti (1 mg/100 kg mlze) byla jeho struktura odhalena az o 15
let pozdéji. Nasledné byl identifikovan také jeho pravy pivodce a to sinice Symploca sp.,
¢imz se vysvétlila mala vytéznost z D. auricularia. Dolastatin 15 je linearni pentapeptid,
pusobici velmi obdobnym zpisobem jako cryptophycin (Simmons et al., 2005).
Mechanismus ucinku je ireverzibilni vazba na mikrotubuliny, ¢imz se inhibuje bunééné
déleni. Dale ovliviiuje hydrolyzu guanosin trifosfatu, ktery hraje dualezitou roli v
depolimerizaci mikrotubulti. Jelikoz se mikrotubuly déliciho vieténka nemohou
depolymerizovat, dochazi k zastavé bunééného déleni v metafazi (Bai et al., 1990).
Dolastatin 10 se dostal do II. faze klinického testovani, ale musel byt vyloucen kvili
vedlejSim G¢inkim (neuropatie). Proto byl syntetizovan jeho analog soblidotin s upravenou
chemickou strukturou, ktery inhibuje déleni, indukuje kaspaza-3-dependentni apoptickou
drahu a je G¢inny i na multirezistentni rakovinné bunky. Nyni je soblidotin v II. fazi
klinického testovani (Fanale et al., 2015). Dalsim analogem dolastatinu 10 je monomethyl-
auristatin E. Nejuc¢inngjsi aplikaci monomethyl-auristatinu E je jeho navazani na protilatku,
Ktera latku zacili do rakovinnych bunék a je poté oddélena katepsinem diky pfitomnosti
,cathepsin cleaveable linker domény v konstruktu. Tento konjugat auristatin-monoklonalni

protilatka je v soucasnosti jiz pouzivan v mediciné (Francisco et al., 2003).
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Dolastatin 15 je velmi podobny dolastatinu 10. Kvtli malé polarité predeslych variant
byly syntetizovany nové analogy: cemadotin a synthadotin. Oba tyto analogy postoupily az
do Il. faze klinickych studii. Cemadotin musel byt vyloucen, kvili vedlejsim G¢inktim
(neuropenie) a synthadotin (tasidotin) je nyni v II. fazi klinického testovani (Simmons et al.,
2005; Fanale et al., 2015). Dolastatin 10 i 15 selektivné ptisobi na bunky kolorektalniho,
prsniho a nemalobunéénému karcinomu plic a také na karcinom prostaty a melanom

(Newmann a Cragg, 2004).
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Obr. 6: Strukturni vzorce A. dolastatin 15, B. cemadotin, C. synthadotin.

1.1.2.3.2.3. Curacin A

Curacin A je heterocyklicky alkaloid, ktery byl poprvé izolovan ze sinice Lyngbya
majuscula v Curagau. Mechanismem ucinku je téz inhibice mikrotubuld, ¢imz zastavuje
bunééné déleni. Kvili malé rozpustnosti ve vodé bylo syntetizovano mnoho analogt, které

jsou v preklinické fazi testovani (Wipf et al., 2002).
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Obr. 7: Strukturni vzorec curacinu A.
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Dalsim cytotoxinem ovlivitujicim slozku cytoskeletu, konkrétné mikrofilament, je
tolytoxin. Ten zptsobuje naruseni organizace mikrofilament tim, ze inhibuje polymerizaci i
depolymerizaci aktinu. U nékterych bun€k inhibuje cytokinezi, ale karyokineze probiha
normalné, tudiZz dochazi ke vzniku mnohojadernosti. Jeho u¢inky vSak nebyly prokazany in
vivo (Patterson et al., 1993).

DalSimi latkami vyizolovanymi ze sinic jako potencidlni protirakovinné léky jsou
napt.. Apratoxin A, Bisebromoamid, Biselyngbyasid Coibamid A, Largazole a

Somocystinamid A.

1.1.2.3.2.4 Apoptoza

Apoptoza je jeden z hlavnich typd programované bunééné smrti (PCD) a nékdy je také
s PCD synonymizovana. Apoptoza je soubor procesit nezbytnych k udrzeni homeostaze
organismu, k fyziologickému vyvoji tkani a k odstranéni starych ¢i poskozenych bunék
(Susan et al., 2007). Tyto biochemické procesy vedou k typickym morfologickym zménam
buniky, které poprvé popsal Kerr (1972). Béhem apoptdzy dochazi ke zmenSeni objemu
bunck (smrsténi), ¢imz dojde k zahusténi cytoplazmy a k ,,nahusténi“ organel k sobé.
Objevuje se pyknoza, coz je ireverzibilni kondenzace chromatinu v jadie a jeho nasledna
fragmentace tzv. karyorhexe. Degradaci cytoskeletu se méni tvar cytoplazmatické membrany
a vznikaji nepravidelné zahyby membrany tzv. bleby. Ztéchto vybézki se odpojuji
apopticka teliska, které obsahuji fragmeny organel a jaderného materialu. Apoptické téliska
uzaviraji organely v neposkozené bunééné membrané a jsou in vivo rychle fagocytovany
makrofagy ¢i okolnimi bunikami a degradovany v jejich fagolysozomech. Nedochazi tedy
K vylévani obsahu buiky do extracelularniho prostoru a tudiz, narozdil od nekrdzy, nevznika
zanétliva reakce (Kerr, 1972). Jelikoz nevznika zanét, je vyvolani apoptdzy v rakovinnych
bunikach vyhodné z hlediska 1é¢by nadori. Mezi nekrézou a apoptdézou vSak neni ostra
hranice. Tyto typy bunécné smrti mohou probihat bud’ nezavisle, nasledné po sobé nebo
dokonce soucasné, ¢imZ dochazi k nejednoznaéné pojmenovatelnym typtim bunécné smrti
(Saikumar et al., 1999).

Existuji dv€ hlavni drahy indukujici apoptézu: vné&jsi (receptorova) a vnitini
(mitochondrialni). Spoustéci mechanismy vnéjsi apoptické drahy mohou byt cytokiny,
toxiny, hormony, riistové faktory ¢i oxid dusny. Vnéjsi receptorova drdha je aktivovédna
vazbou extracelularnich ligandG (Fas-L, TNF) na membranové ,receptory smrti“ Fas ¢i

TNF-alfa (tumor nekrotizujici faktor). Receptory smrti obsahuji doménu DD (death domain),

18



na kterou se po aktivaci receptoru ligandem vaze membranovy protein. U Fas se jedna o
membranovy protein FADD a u TNF o membranovy protein TRADD, oba z nich obsahuji
doménu DD. FADD obsahuje navic jesté doménu DED (death effector domain), kterou se
vaze na DED pro-kaspazy 8. Tim vznika komplex DISC (death-inducing signalling
complex), ktery autokatalyticky aktivuje kaspazu 8. Aktivované kaspazy 8 aktivuji pro-
kaspazu 3, ktera je klicova v apoptickém procesu a spousti kaspazovou kaskadu (Ouyang et
al., 2012).

Spusténi vnitini apoptické drahy miize byt vyvoldno absenci ristovych faktord,
cytokini nebo hormonti ¢i plsobenim UV zafeni, toxinii, virové infekce, hypoxie ¢i
hypertermie (Susan et al., 2007). VSechny tyto spoustéce neaktivuji membranové receptory a
apoptické procesy jsou iniciovany v mitochondrii. Pisobenim intracelularni signalizace
dochazi k vytvoteni specifického kanalu vytvofeného proteiny Bax/Bak v mitochondridlni
membrané a nasledné ztrat¢ membranového potencidlu, ¢imz se do cytosolu vyplavi latky
z mezimembranového prostoru mitochondrie. Jedna se v zasad¢ o dvé skupiny latek: prvni
skupina zahrnuje cytochrom ¢, Smac/DIABLO a serin proteazu HtrA2/Omi. Cytochrom c se
vaze na Apaf-1 protein a pro-kaspazu 9, ¢imz vznika komplex tzv. apoptozom, ktery je
autokatalyticky (aktivuje kaspdzu 9) a je opct schopny aktivovat exekutivni kaspazu 3.
Kaspaza 9 je hlavnim ptedstavitelem vnitini aktivace apoptdzy pies mitochondrie.

Smac/DIABLO a serin proteaza HtrA2/Omi inhibuji inhibitory apoptdzy. Druhd skupina

latek zahrnuje endonukledzy, které zpisobuji fragmentaci DNA (Susan et al., 2007; Ouyang
etal., 2012; Ghobrial et al., 2005).

Zasadni roli v apoptoze maji kaspazy. Kaspazy jsou protedzy exprimovany v neaktivni
proenzymové formé& ve vétSin€ bunék. Jsou schopny autokatalyzy a aktivace ostatnich
kaspdz, ¢imZ umoziuji iniciaci a existenci proteolytické kaskady. Proteolytickd kaskada,
v které se kaspdzy navzéajem aktivuji, vede k vzniku apoptickych signalt a k nasledné smrti
buiiky. Celkem se apoptické kaskady zucastiuje 7 kaspaz. Iniciacni kaspazy 2, 8,9 a 10 (8 a
10 maji DED, 2 a 9 maji CARD doménu) jsou na zacatku apoptické kaskady a aktivuji
efektorové kaspazy 3, 6 a 7, které slouzi k aktivaci apopotickych procest a §tépeni celé fady
intracelularnich proteint. Efektorové kaspazy se Ucastni Sté€peni aktinu s naslednou zménou
v cytoskeletu, laminu v jaderné membrang, regulacnich proteini bunééného cyklu a dale
Stépeni proteint replikace, transkripce a St€épeni DNA aktivaci endonukledzy. Nésledné
dochazi k morfologickym zménam (fragmentace jadra, ,,blebbing“) a ke vzniku apoptickych

téles. Prozanétlivé kaspazy 1, 4, 5 se vyskytuji pfi nekroze (Rai et al., 2005).
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Mnoho sekundarnich metabolitli izolovanych ze sinic je schopno V rtznych typech
zivociSnych bunck indukovat apoptdzu. Pii testovani extraktli ze sinic z terestrickych i
vodnich habitatii bylo objeveno mnoho kmenti zptsobujicich apoptézu u bunck akutni
myeloidni leukémie (AML) (Liu et al., 2014). Sinice produkujici latky zpisobujici apoptdzu
jsou rozsifenéjsi v rodech Microcystis a Anabaena oproti napt. rodu Nostoc, Calothrix,
Phormidium, Planktothrix ¢i Pseudanabaena (Herfindal, 2005; Oftedal et al.,2010a;
Oftendal et al., 2010b). Dalsi latky vyvolavajici v nékterych rakovinnych bunkach apoptické
morfologické zmény byly nalezeny v moiskych sinicich rodu Synechocystis a Synechococcus
(Martins et al., 2008).

Jedny z nejznamnéjsich studovanych toxinti microcystin a nodularin jsou inhibitory
protein fosfatazy 1 a 2A, které jsou nezbytné pro mnoho signalnich drah jako je napf. i
kaspazova kaskada. Po ptidani microcystinu-LR a nodularinu byly v nékterych bunéénych
typech zaznamenany charakteristické apoptické morfologické zmény jako je blebbing,
zmens$eni objemu a kondenzace chromatinu. Navic byla apoptéza vyvolana béhem nékolika
minut pies aktivaci kaspazy 3. Ve vétsiné pripadi se apoptické zmény projevuji nejdiive po
30 minutach od expozice, ale spiSe v ramci hodin. Diskutuje se tedy, zda tyto inhibitory
protein fosfatazy zptsobuji n&jakou jinou zkracenou apoptickou drahu (Fladmark et al.,
1999). Myslenka, ze by se mohlo jednat o nekrdozu, ktera vétSinou probiha rychle, byla
vyvracena dal$i studii, v niz pomoci TUNEL analyzy bylo potvrzeno, ze ucinek
microcystinu-LR opravdu zpusobuje fragmentaci jaderné DNA a tedy apoptozu. Dalsi
mechanismus (kromé inhibice PP1 a PP2A) vysvétlujici apoptické ti¢inky microcystinu-LR
je indukce oxidativniho stresu s naslednym narusenim mitochondrialniho membranového
potencialu v hepatocytech. Diky zvySené permeabilité mitochondrialni membrany je poté
vyplavovan cytochrom c, tim se aktivuje kaspaza-3 a nasledné cela kaskada apoptozy (Ding
et al., 2000). Krom¢ hepatocyti, které jsou schopny velmi efektivné pfijimat microcystiny,
byly pozorovany znamky apoptdézy po expozici microcystinem u lymfocytii, hepatocytt,
neuront a ledvinnych epitelialnich bunék (Huanga et al., 2015).

Dale by do této kapitoly patfily vSechny latky z kapitoly 1.1.2.3.2. Specifické

cytotoxické protirakovinné latky.
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2. CiLE PRACE

Cilem této prace bylo:
+ zjistit cytotoxickou aktivitu vybranych bentickych kmenti rodu Anabaena

* stanovit pfitomnost znamych toxinti (microcystin-LR, anatoxin-a, nodularin,

cylindrospermopsin) v biomase téchto sinic
» u cytotoxickych extraktd se pokusit urcit latku zodpovédnou za biologicky efekt

 identifikovat potencidlni induktory apoptézy (potencialni protirakovinné latky)

pomoci ¢asosbérné mikroskopie pro budouci testovani

» zhodnotit stdvajici metodiku stanoveni cytotoxicity pomoci MTT a to zejména
porovnanim riznych ¢ast expozice a mozné kombinace riznych piistupit (MTT

test, Casosbérnd mikroskopie, pocitani bun¢k)
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3. METODIKA

3.1. Chemikalie

- 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)

- methanol (Scharlau)

- acetonitril (Scharlau)

- kyselina mravendi (Lachema, narodni podnik Brno)

- morsky pisek (VWR)

3.2. Péstovani a sklizeni sinicové biomasy a média

Kmeny bentickych sinic rodu Anabaena byly obdrzeny ze sbirky RNDr. Elisky
Kozlikové, Ph.D, Hydrobiologicky ustav, Biologické centrum AV CR, v. v. i. (tab. II).
Celkem bylo obdrzeno 39 kment a po piijeti byly naockovany do 350 ml kultiva¢nich valct
s BG-11 médiem (Stanier et al., 1971). Kmeny byly péstovany pti konstantni teploté 28°C,
ozafeni 50 W/m® a probublavany vzduchem obohacenym o 2% CO,. Biomasa byla
opakované sklizena kazdych 7 az 10 dnu centrifugaci (centrifuga Hettich Universal 320,
3175 g, 15 min), v zavislosti na narostlém mnozstvi. Pfi prvnim sklizeni biomasy bylo
zaroven sklizeno médium, v kterém byly sinice péstovany. Pred lyofilizaci byla sinicova

biomasa uloZena do hlubokomraziciho boxu (-75°C).

3.3. Vyroba extrakti z média

Supernatant byl prefiltrovan ptes GF/F filtr 47 mm za snizeného tlaku, aby doslo k
odstranéni zbytkli biomasy z média. Nasledn¢ byla provedena extrakce na pevné fazi za
snizeného tlaku, pfi niz byl urcity objem média nanesen na C8 OASIS HLB Cartridge. Latky
zachycené na sorbentu byly nasledné vymyty 100% metanolem tak, aby 100 ml
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prefiltrovaného media odpovidalo 1 ml metanolu. Hotovy extrakt byl ve sklenéné vialce

ulozen do hlubokomraziciho boxu.

3.4. Vyroba extraktu z biomasy do metanolu

Lyofilizovana biomasa byla spoleén¢ s moiskym piskem a malym mnoZstvim 70%
metanolu homogenizovana ve tfeci misce, aby doslo k naruSeni bunéénych stén a ziskani
intracelularniho obsahu. Po dikladném rozmélnéni byla vznikld smés pievedena pomoci
15 ml 70 % metanolu do sklenénych centrifuga¢nich zkumavek a extrahovana po dobu 1 h.
Po centrifugaci (Hettich Universal 320, 3175 g, 10 min) byl vznikly extrakt pieveden do
plastové zkumavky vhodné do vakuového koncentratoru miVac QUATTRO. Ve vakuovém
koncentratoru byl vzorek odpafovan za snizeného tlaku az do uplného vysuSeni.
K dehydratovanému vzorku byl pfidan 100% metanol, tak aby 1 ml metanolu odpovidal
200 mg navazené lyofilizované biomasy. Poté byla zkumavka vlozZena do ultrazvukové vany
Kraintek K-6LM, kde doslo k rozpusténi dehydaratovaného vzorku v pfidaném metanolu a
vzniku homogenni suspenze. Vznikla suspenze byla prevedena do mikrozkumavky a
centrifugovdna v centrifuze Eppendorf MiniSpin 5 min pii 12100 g, aby doSlo k usazeni
nerozpustnych zbytkli. Vznikly supernatant byl pfeveden do sklenéné vialky a ulozen do

hlubokomraziciho boxu.
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Tab.ll: Seznam kmenti obdrzenych ze sbirky RNDr. Elisky Kozlikové, Ph.D,
Hydrobiologicky ustav, Biologické centrum AV CR, v. v. i.

Kmen Lokalita Lokalizace Rok Izoloval Shér

Kut 7 Kutnar Jizni Morava 2009 Kozikova Kozlikové, Lepsova, Rehakova
HL6 Horni Lesak SZ od Jaro$ova n. Nez. 2010 Kozlikova LepSova

PastA Pastvisko - centralni mokiad Jizni Morava 2011 Kozikova Kozlikové, Lepsova, Rehakova
SAGL Sbirka Gottingen ? ? ? ?

Zad21 Zadnirybnik Jizni Morava 2009 Kozikova Kozlikova, LepSova, Rehakova
1403-1 Sbirka Gottingen ? ? ? ?

SAG8 Sbirka Gottingen ? ? ? ?

Vies L1/4 Viesova, louze 1 Sokolovsko 2010 Kozikova Kozlikova, Rehdkova

Kut5 Kutnar Jizni Morava 2009 Kozikova Kozlikova, LepSova, Rehakova
Treb K1/11 Trebo, sbirka mokiadnich rostlin BU AV CR, kad’l Tiebon 2010 Kozlikova Hauer

Sorgen 7 Sorgen Sokolovsko ? Kozikova Kozikova

Sorgen 5 Sorgen Sokolovsko ? Kozlikova Kozlikova

Sorgen 3 Sorgen Sokolovsko ? Kozikova Kozikova

Fin6B Sbirka lab. prof. K. Sivonen, Finsko, Helsinky ? ? ? ?

VRES JH12 Viesova, jezirko horni Sokolovsko 2010 Kozlikova Kozlikové, Rehakova

VSmol 13 Vychodni pata Smolnické vysypky Sokolovsko 2010 Kozlikova Kozikové, Rehakova

Vies JH11 Viesova, jezirko horni Sokolovsko 2010 Kozlikova Kozlikové, Rehakova

HL5 Homi Lesak SZ od Jaro§ova n. Nez. 2010 Kozlikova LepSova

Kut9 Kutnar Jizni Morava 2009 Kozikova Kozlikova, LepSova, Rehakova
Za Cirk 7 Mala tiihi za Cirkovou tini Jizni Morava 2011 Kozlikova  Kozlikové, LepSova, Rehdkova
TrebK2/7 Tiebon, sbirka mokfadnich rostlin BU AV CR, kad2 Tieboil 2010 Kozikova Hauer

VRES L2/3 Viesova, louze 2 Sokolovsko 2010 Kozlikova Kozlikova, Rehdkova

Janice 1 GPS: 50°48.401, 14°2.699; 451, minerotrofi raselinisté Ostrov u Tisé, severni Cechy 2011 Kozikova Kulichova

Janice 2 GPS: 50°48.401, 14°2.699; 451, minerotrofi raSelini§te Ostrov u Tis¢, severni Cechy 2011 Kozlikova Kulichova

Janice 11 GPS: 50°48.401, 14°2.699; 451, minerotrofi raselinisté Ostrov u Tisé, severni Cechy 2011 Kozikova Kulichova

Janice 13 GPS: 50°48.401, 14°2.699; 451, minerotrofi raselini§té Ostrov u Tisé, severni Cechy 2011 Kozlikova Kulichova

Janice 15 GPS: 50°48.401, 14°2.699; 451, minerotrofi ra$elini§té Ostrov u Tisé, severni Cechy 2011 Kozlikova Kulichova

Janice 16 GPS: 50°48.401, 14°2.699; 451, minerotrofi raselini§té Ostrov u Tisé, severni Cechy 2011 Kozlikova Kulichova

Janice 18 GPS: 50°48.401, 14°2.699; 451, minerotrofi ra$elini§té Ostrov u Tisé, severni Cechy 2011 Kozlikova Kulichova

SOOS Cis 12 Soos, Cisafsky pramen Franti§kovy Lazné 2010 Kozlikova Kozlikovéa, Rehakova

Sokol 419/4 ? Sokolovsko 2012 Kozlikova Kozlikova

D5 ? Drouzkovice ?27? 2?2? ???

Vies 1.2/7 Viesova, louze 2 Sokolovsko 2010 Kozikova Kozlikova, Rehakova

3.5. Vyroba extrakti z biomasy do acetonitrilu

Extrakt byl zhotovovan pro analyzu pfitomnosti anatoxinu, a proto se pii vyrob¢
pracovalo pouze Smalym mnozstvim biomasy. Biomasa byla lyofilizovana
v mikrozkumavkéch, do kterych se nasledné pfidalo malé mnozstvi pisku a okyselené¢ho
(0,1 % kys. mravenci) 80 % acetonitrilu. S pomoci tieci ty¢inky se smés v mikrozkumavce
homogenizovala a nechala 30 minut extrahovat. Nasledné byl vzorek centrifugovan 5 min v
centrifuze Eppendorf MiniSpin pii 12100 g a vznikly extrakt byl pfeveden do sklenéného
insertu a analyzovan na HPLC-HMRS (viz nize).

3.6. Kultivace bunék in vitro a nasazovani bunék na experiment

Test cytotoxicity byl provadén na bunécné linii lidskych rakovinnych bunék délozniho
¢ipku HeLa. HeLa buniky byly péstovany v inkubéatoru Sanyo MCO-15AC pfi teploté 37°C a
atmosfétre s 5 % COy, coZ piiblizné odpovida pomérim v extraceluldrni tekuting. Dale byla
udrzovéana relativni vlhkost vzduchu 90 %, aby se zamezilo odpafovani vody z kultiva¢niho

média. Jelikoz jsou Hela bunky adherentni, byly péstovany v kultivacni lahvi s
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polystyrenovym hydrofilnim povrchem. HeLa buiiky rostly v tekutém médiu RPMI 1640.
RPMI médium obsahuje mnoho latek nezbytnych pro rist bun¢k jako jsou anorganické soli,
aminokyseliny a vitaminy a déale obsahuje acidobazicky indikator fenolovou Cerven, ktery
odrazi zmény pH kultivacného média. Pro ptipravu média bylo nutné k zakladnimu RPMI
roztoku (500 ml) ptidat L-glutamin (5,7 ml), FBS (57 ml) a antibiotika (5,7 ml). L-glutamin
se pfidava jako aminokyselina nezbytna pro syntézu proteint, FBS (fetidlni bovinni sérum)
obsahuje rustové faktory nutné pro proliferaci bunék a antibiotiky se pfedchazi infekci.

Po urcité dobé dochazi v médiu k vyCerpani zivin a k vzristu konfluence bunék do
takové miry, Ze je nutné provést tzv. pasazovani. Informaci o vhodné dob¢ pasazovani nam
poskytuje téz acidobazicky indikator. Acidobazicky indikator (fenolova Cervenl) zpiisobuje
¢ervené zabarveni média v optimalnim pH. Pokud pH v médiu jen nepatrné klesa, barvi se
médium do oranzova a tim signalizuje, ze je nutné bunky zpasdZzovat. PasdZzovani bylo
provadéno pfiblizné 2x tydné€ a pouze v ptipadé, Ze buiiky nebyly nasazovany na experiment.
Pred pasazovanim bylo nutné vSechny roztoky, které ptisly do kontaktu s buitkkami tzn.
RPMI, PBS a trypsin vytemperovat na 37°C. Pasazovani se provadélo steriln¢ v laminarnim
boxu a mezi jednotlivymi kroky se veskeré otvirané nadoby a zkumavky opalovaly nad
kahanem, aby se minimalizovalo riziko kontaminace. Z kultiva¢ni lahvi¢ky bylo vylito staré
médium s vyCerpanymi zivinami. HeLa bunky, které¢ byly adherované na dné lahvicky, se
nékolikrat oplachly PBS (pufrovany fyziologicky roztok). Poté bylo ptidano 400 pl trypsinu,
ktery se nechal na bunky maximalné¢ 10 minut pasobit v inkubatoru. Trypsin jakoZto
protedza zpusobil rozruseni mezibunéénych kontakti a kontakti bunék s povrchem
kultivacni lahve. Plisobeni trypsinu bylo zastaveno pfidanim RPMI media a suspenze bunék
byla rozmichdna automatickou serologickou pipetou, aby se od sebe bunky oddélily. Poté
nastaly dv€ moZznosti: buniky nebyly nasazovany na experiment, a tudiz se piiblizné ¥ bunék
vylily do odpadu, nebo burniky byly nasazovdny na experiment a v tomto ptipadé se % bunék
prelily do zkumavky. V obou ptipadech se ke zbylému objemu bunék v kultivacni lahvicce
prililo RPMI medium a kultivaéni lahev se vratila zpét do inkubatoru, kde bunky
naadherovaly a pokracovaly v rastu.

Pti ptipravé na experiment bylo nutné buiiky spocitat v Biirkerové komtirce, aby bylo
mozné piipravovat na vSechny experimenty standardni pocet bunck. V pifipadé mych
experimentll byl roztok s bunikami fedény na vyslednou koncentraci 4.10* bungk/ 200 ul
RPMI. Nasledné byla suspenze bunék pienesena pipetou do 96-jamkové transparentni

kultiva¢ni desticky (200 pl na jamku) a ponechdna adhezi do druhého dne. Do vSech
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okrajovych jamek byla misto suspenze pfenesena voda, aby nedoslo k vysychani. Druhy den

byl k ptipravenym bunkam pfidan expoziéni roztok.

3.7. Priprava expozi¢niho roztoku

Expozi¢ni roztok byl piipravovan ze sinicového metanolového extraktu (i extraktu
z média), ktery se odpatil bud’ pomoci vakuového koncentratoru, nebo pod proudem dusiku.
Odparené mnozstvi extraktu bylo nahrazeno ekvivalentnim mnozstvim roztoku RPMI média
a 100 % metanolu v poméru 8:2 a promichano na téepacce. K pfipravenym butikam (200 pl)
bylo ptfidano 10 pl expozicniho roztoku, tudiz koncentrace metanolu ve vysledném roztoku
nepiekrocila 1 %. Test byl provadén v technickém triplikatu (3 jamky) a doba ptisobeni byla
24, 48 a 72 hodin. Cely proces byl opakovan tfikrat (3 biologické replikaty) — vzdy s nové

nasazenymi buitkami a s nové odpafenym extraktem

3.8. MTT test — princip

Nejbeéznéjsi metodou vyhledavani protirakovinnych a cytotoxickych latek v prirodnich
produktech je testovani na buitkach a nasledné vyhodnoceni pomoci metod zalozenych na
redukei tetrazoliovych soli (MTT, MTS, XTT or WST). Tyto metody jsou jednoduché,
levné, rychlé a umoznuji praci s velkym mnozstvim vzorku (Berridge et al., 2005). 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (dale MTT) test je celosvétove
roz§ifend metoda, pouzivana jiz od 80. let 20. stoleti, kdy nahradila pfedtim pouZivané
radioaktivni metody (thymidin incorporation assay). MTT test je kolorimetricky test
zaloZeny na redukci ve vodé rozpustného zlut¢tho MTT metabolicky aktivni buiikou na ve
vod¢ nerozpustny fialovy formazan. K maximalni redukci formazanu dochazi 4 hodiny po
inkubaci  (Brown, 1999). Vznikly formazan je rozpustény v dimethylsulfoxidu ¢&i
isopropanolu a vyhodnocen spekrofotometricky. Absorbance barveného roztoku je obvykle
méfena mezi 500 az 600 nm a je pfimo tmérna metabolické aktivité bun¢k (Wu, 2010).
Pocatecni domnénka, Zze redukci tetrazolia ma na svédomi pouze mitochondrie byla
vyvracena a bylo potvrzeno, Ze vredukci MTT hraji roli 1 dal$i bun&né c¢asti jako je
cytoplazma, nemitochondrialni membrany zahrnujici endozémy, lysozémy a plazmatickou
membranu za vyuziti NADH/NADPH (Berridge, 2005). | kdyz jsou casto vysledky MTT
prezentovany jako mnozstvi zivych bunék (Mosmann et al., 1983), mira redukce MTT spise
odradzi metabolickou aktivitu nebo miru NADH produkce, kterd je pravdépodobné

zodpovédna za nejvetsi redukei tetrazolia (Berridge, 2005).
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3.8.1. MTT test - provedeni

MTT roztok byl vyroben rozpuSténim 4 mg MTT v 1 ml PBS. Kadinka s MTT
roztokem byla vlozena na néckolik vtefin do ultrazvukové vany a nasledné byl roztok
prefiltrovan pies bakteriologicky filtr s velikosti porit 0,2 um. Tyto kroky byly provedeny
pro zajisténi fadného rozpusténi MTT krystald a pro vznik homogenni smési. Po uréité dobé
pusobeni extraktu na buiiky (tj. 24, 48 ¢i 72 h) bylo do kazdé jamky ptidano 10 ul MTT na
200 pl RPMI. Desticka byla umisténa na 4 hodiny do inkuba¢niho boxu. Poté byla kultivacni
desticka centrifugovdna 15 min pii 556 g, ¢imz se bunky se vzniklym formazanem usadily
na dno a zbyl¢ RPMI medium mohlo byt vylito. K bunkédm bylo piidano 200 ul DMSO a
nechalo se 30 min pusobit. Nasledné byla desticka vlozena do spektrofotometru Tecan-
Microplate reader — Sunrise a 3 minuty byla promichavana. Méfeni absorbance probihalo pfi
mefici vlnové délce 590 n.m. a referencéni vinové délce 640 n.m. Primér nameétfenych
absorbanci triplikdtu s pfidanym extraktem byl vztahovan k primérné absorbanci kontrol
(jamky bez ptidaného extraktu, 100% viabilita), ¢imz bylo ziskano procentudlni zastoupeni

zivych bunék v praci oznacovaé jako viabilita.

3.9. Casosbérna mikroskopie

Fyziologické i patologické déje, které probihaly béhem plisobeni extraktu na HeLa
bunky byly zaznamenavany pomoci casosbérného inverzniho mikroskopu Zeiss Axio
Observer Z1. Mikroskop byl vybaveny inkubéatorem, ktery zajiStoval konstatntni kultivacni
podminky jako je teplota 37°C a atmosféra s 5% CO,. Na experiment bylo pouzito
objektivoveé zvétSeni 10-krat a fotograficky zdznam byl automaticky zhotovovan kazdych 45
min po dobu 72 h. Diky zaznamenanému videu bylo mozné zjistit ¢as, ve kterém nastaly
patologické zmény, a odhadnout, o jaké patologické zmény se jednalo - apoptdza ¢i nekroza
(tabule 11). Dalsi vyhodou ¢asosbérného zaznamu byla moznost odhadnuti pfirtistku bunék a
to spocitanim jejich poctu v expozi¢nich Casech 0, 24, 48 a 72 hodin od pfidani extraktu na
vyseku mikroskopického pole (tabule I). Procentualni piirustek bunék byl vyjadien mezi
jednotlivymi Casy. Celkovy cytostaticky efekt byl hodnocen dle poctu déleni od casu 0

(pridani extraktu) po kone¢ny Cas expozice, tedy 72 h.
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3.10. Hledani znamych toxini: Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) a
hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim (HRMS)

Surové extrakty byly analyzovany na ptitomnost znamych toxint jako je microcystin,
anatoxin-a, nodularin a cylindrospermopsin. Pfitomnost microcystinu Vv metanolovém
extraktu byla analyzovana na Thermo Scientific Dionex UltiMate 3000 UHPLC+
vybaveného detektorem s diodovym polem (DAD). K reverzni HPLC byla na separaci latek
pouzita kolona Phenomenex Kinetex C18 (150 x 4,6 mm; 2,6 um). Jako mobilni faze byla
pouzita voda (A) a acetonitril (B) oboje obsahujici 0,1 % kys. mravenci. Prutok byl nastaven
na 0,5 ml.min™ a gradient byl nasledujici: A/B 85/15 (0 min), 85/15 (v 1 min), 0/100 (v 20
min), 0/100 (v 25 min) a 85/15 (v 30 min). Kapalinovy chromatograf byl napojen na
hmotnostni spektrometr s Vysokym rozliSenim Bruker Impact HD s ionizaci elektrosprejem a
byly nastaveny nasledujici hodnoty: teplota suSiciho plynu 200°C, pritok suSiciho plynu 12
1/min, tlak nebuliza¢niho plynu 3 bar a napéti na kapilare 3800 V. Jednotlivd spektra byla
zachycovana v rozmezi 20-2600 m/z s frekvenci sbéru dat 2 Hz. Nastfik surového extraktu
byl obvykle 5ul.

Pii analyze acetonitrilovych extraktli na zjiSténi pfitomnosti anatoxinu byla pouzita
kolona TSKgel 5um Amide-80 (250 x 4,6 mm; 5 um) a nastiik byl obvykle 20 ul. Pro
separaci latek byla pouzita izokraticka eluce s mobilni fazi 71 % vody a 29 % acetonitrilu
okyselenou 0,1 % HCOOH. Ostatni parametry byly totozné jako u analyzy metanolovych
extrakti. Microcystiny a nodularin v surovém extraktu byly vyhledavany podle
charakteristického fragmentu v MS2 spektru tzv. Adda fragmentu o m/z 135,08. Anatoxin
byl vyhledavan podle hodnoty m/z 166,12 a cylindrospermopsin podle hodnoty m/z 416,12.

3.11. Frakcionace: Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Metoda HPLC-MS byla pouzita na vybrané extrakty, u nichz byla prokazana
cytotoxicka aktivita MTT testem. Na analyzu extraktu byl pouzit vysokoucinny kapalinovy
chromatograf Agilent HP 1100 s DAD detektorem. K separaci latek byla pouzita kolona
s reverzni fazi C8 Agilent Zorbax Eclipse-XDB (150 x 4,6mm; Sum). Jako mobilni faze byla
pouzita voda (A) a metanol (B) oboje obsahujici 0,1 % kys. mravenci. Pritok byl nastaven
na 0,6 ml.min™ a gradient byl byl nasledujici: A/B 70/30 (0 min), 70/30 (v 1 min), 0/100
(v25 min), 0/100 (v 35 min) a 70/30 (v 40 min).

Vybrany surovy extrakt byl nejprve analyzovan na chromatografu Agilent 1100 a dle

UV chromatogramu (280 nm) byly vybrany oblasti (frakce), které byly separované chytany
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do zkumavek. Frakce byly odpafeny a byl pfidan 100 % metanol odpovidajici celkovému
objemu vsech nastiikil.

Frakce byly testovany na HeLa buiikach stejnym zplsobem jako je uvedeno vyse.
Pokud byla nalezena cytotoxicky aktivni oblast, byla provedena refrakcionace této frakce na
HPLC-HMRS, aby bylo mozné zjistit, ktera konkrétni latka zplisobuje cytotoxicky efekt.
Produkty refrakcionace byly opét testovany na HeLa bunikach.
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4. VYSLEDKY

4.1. Péstovani sinicové biomasy a vyroba extraktu

Celkem bylo kultivovano a opakované sklizeno 39 kmena bentickych sinic rodu
Anabaena a ze ziskanych biomas byly vyrobeny extrakty do 70 % metanolu a okyseleného
(0,1 % kys. mravenci) 80 % acetonitrilu. Bohuzel 11 extrakt muselo byt kvili opakovanym
kontaminacim vylouceno (tabule I). Jmenovité se jednalo o kmeny Janice 1, Janice 2,
Janice 11, Janice 13, Janice 15, Janice 16, Janice 18, SOOS Cis 12, Sokol 419/4, D5,
Vies L2/7. Pfed tim nez byly kmeny vylouceny, byl zopakovan cely proces péstovani a
vyroby extraktu. Bohuzel se i vnové vyrobenych extraktech vyskytly kontaminace.
K odstranéni kontaminantti byly pouzity bakteriologické filtry o velikosti porti 0,2 ym a UV
zateni, oboji bez vysledku. Relevantni data z testii cytotoxicity bylo nakonec mozno ziskat u
28 kment. Z médii, v kterych byly sinice péstované, bylo vyrobeno celkem 37 extraktu,
znichz bylo 26 testovanych na buiikdch (odpovidajici kmenim, u kterych byl testovan
extrakt z biomasy). Dva z nich nemohly byt z divodt ucpavani SPE kolonky zhotoveny.

4.2. Celkové hodnoceni cytotoxicity
Cytotoxicka aktivita testovanych kmenu proti bunééné linii HeLa byla hodnocena
podle tii parametr:
e metabolickd aktivita ur¢ena pomoci MTT testu
e poctu déleni bun¢k ziskanych pomoci ¢asomérné mikroskopie

e morfologickych zmén bunék ur€enych pomoci ¢asomérné mikroskopie

Testy cytotoxicity pomoci MTT testu byly opakovany minimalné 3-krat (3 biologické
replikaty), vzdy v technickém triplikatu (3 jamky) v ¢asech 24, 48 a 72 h od pridani extraktu
k HeLa bunikam. Kvili nestabilité nékterych extrakt a velké smérodatné odchylce byla v§ak
vétSina extraktll testovana mnohokrat.

Nasledujici kategorie byly pouzity pfi hodnoceni testovanych kmenti ve 24, 48 a 72 h
od pridani extraktu, pii¢emz celkové hodnoceni pisobeni extraktu bylo vzdy podle nejvice
cytotoxické kategorie, do které alesponi v jednom Case testovany kmen nalezel.

Kategorie cytotoxicity:
silné cytotoxicky kmen: 0 - 50 % viabilita HeLa bun¢k

mirné cytotoxicky kmen: 50 - 75 % viabilita HeLa bun¢k
necytotoxicky kmen: 75 - 100 % viabilita HeLa bun¢k
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Kategorie cytostatického ptisobeni:

siln€ cytostaticky kmen: pocet déleni 0-1
mirné cytostaticky kmen: pocet déleni 1-1,5

necytostaticky kmen: pocet déleni 1,5 — vice

Na exponovanych buinikdch byly pozorovany morfologické zmeény, které byly

charakterizovany jako nekrdza, apoptdza, vakuolizace ¢i ,,blebbing* (tabule II).

4.3. Usporadani grafi

Data ziskanad vSemi tfemi metodami jsou sumarizovana v nasledujicich grafech. Na
obr. 8 je znazornén graf s legendou, vysvétlujici uspotadani, které je u vSech prezentovanych
grafii totozné. Sloupcové grafy vyjadiuji viabilitu bunék ziskanou pomoci MTT testu po
pridani extraktu v ¢asech 24, 48 a 72 h. Hodnotu viability je mozné odecist z osy y;. Barevné
jsou odlisené kategorie cytotoxicity (viz legenda). Spojnicové grafy vyjadiuji zmény
v ptirastku buné€k v procentech mezi jednotlivymi ¢asy tj. 0-24 h, 24-48 h a 48-72 h a jejich
hodnoty naleZi k ose y,. Carkovany graf znazoriiuje piiriistek kontrolnich bunék a plna ¢ara
znazoriuje prirtistek bunék exponovanych extraktu. Morfologické zmény byly do grafu
zaneseny ve formé& symbolt (viz legenda) a odpovidaji ¢asim, kdy bylo minimaln¢ 80 %
bunck postizenych danou zménou. Tyto morfologické zmény jsou vztazeny pouze k Casu,

tudiz pouze k ose Xx.
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Obr. 8: Ilustra¢ni obrazek usporadani grafu znazoriujici vysledky testd cytotoxicity.
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4.4. Silné cytotoxické kmeny

Do této kategorie nalezi kmeny, které alespon v jednom Case zpusobily pokles viability
pod 50 %, v porovnani s kontrolou (tab. III). Z 28 studovanych kment vykazovalo silnou
cytotoxicitu 10 kmend, tedy cca 30% zkoumanych sinic. U vSech byl zaznamenan
cytostaticky uc¢inek (stoprocentni inhibice bunééného déleni) a u vSech byla zaznamenana
nekroticka morfologie bunécné smrti, bud’ jako primarni nekroza, nebo jako sekundarni

nekroza po nekteré z fizenych forem bunécné smrti.

Tab.I11: Pichled siln¢ cytotoxickych kment.

Kmen Hodnoceni dle MTT Hodnoceni dle déleni Hodnoceni dle morfologie
VHaj 4 siln¢ cytotox. cytostatické nekréoza
Treb K1 silné cytotox. cytostatické nekroza
VRES L2/3 siln¢ cytotox. cytostatické nekroza
Treb K1/11 siln¢ cytotox. cytostatické nekroza
Soos B7 silné cytotox. cytostatické nekroza
Cirk A silné cytotox. cytostatické apoptoza ¢i nekroza?
Dren MII silné cytotox. cytostatické blebbing/nekréza
Kut 7 silné cytotox. cytostatické blebbing/nekréza
Zad 21 siln¢ cytotox. Cytostatické vakuoliz./blebbing/nekrdza
Kut 5 silné cytotox. cytostatické vakuoliz./blebbing/nekrdza

Kmeny VHaj 4, Cirk A, T¥eb K1 byly hodnoceny jako silné cytotoxické ve viech
zkoumanych ¢asech. Po ptidani extraktu doslo k zastavé bunééného déleni (obr. 9). Bunky
po pfidani extraktu Cirk A vykazovaly v ¢ase 24 h jesté 50 % viabilitu (metabolickou
aktivitu). Hodnota 50% v ¢ase 24 h piesné odpovida nulovému ptirGstku bun€k vuci
kontrole. Velmi brzy po piidani extraktu doslo u buné¢k k ,,blebbingu* a kolem 27 hodiny
buiiky podstoupily pravdépodobné sekundarni nekrozu. Ptidani extrakti VHaj 4 a Treb K1
vyvolalo pomérné rychlou bunécnou smrt a nasledkem toho bylo nulové bunécéné déleni 1

velmi nizka viabilita bunék.
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Obr. 9: Vliv puisobeni extraktii kmenti A. Vhaj 4, B. Cirk A, C. Teb K1 na viabilitu

stanovenou pomoci MTT, bunécného déleni a morfologii HeLa bunék.

Extrakty kment Kut 7, Soos B7 a Dren MII plisobily na HeLa butiky velmi podobné
(obr. 10). Na zaklad¢ vysledkt MTT nedoslo v ¢asech 24 a 48 h k ovlivnéni viability bunék,
zatimco v Case 72 h byla naméfena viabilita bun¢k nizsi nez 50 %. Bunky se po celou dobu
expozice nerozdélily, ¢i se rozdé€lily naprosto minimalné. Z toho vyplyva, ze nedélici se
buniky exponované extraktem mély téméf stejné MTT hodnoty jako délici se buiky kontroly.
To znamend, Ze zkoumané buiikky musely mit n€kolikanasobné vétsi metabolickou aktivitu
nez kontrolni bunky. Po pfidani extraktu Kut 7 se nejprve objevila vakuolizace a kolem 29 h
bunky jevily znamky nekrézy. Ocekavany pokles hodnoty viability se vSak projevil se
zpozdénim a to az po 72 h. Obdobny efekt byl zaznamenan u pusobeni kmene Dren MII, kdy
byla na zakladé¢ morfologického pozorovani v 15 h zaznamenana nekrdza, ale k poklesu
viability doslo az v 72 h. Po pridani extraktu kmene S00s B7 bylo pozorovano zastaveni
bunécného déleni, ale k smrti bun¢k dle mikroskopického pozorovani doslo az v ¢ase 60 h,

coz se projevilo jako pokles viability v méfeném case 72 h.
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Obr. 10: Vliv pusobeni extraktt kment A. Kut 7, B. Soos B7, C. Dren MII na viabilitu

stanovenou pomoci MTT, bunéného déleni a morfologii HeLa bun¢k.

K velmi podobnému ucinku jako u ptfedchozich extraktt doslo téz u extraktu Kut 5.
Ale na rozdil od ptedeslych extraktti byl u bun¢k v ¢ase 24 a 48 h naméfen mirny pokles
viability, ktery se dale prohloubil pod 50 % v ¢ase 72 hod. Déleni bylo v ¢asech 0-24 h a 48-
72 h nulové a v Case 24-48 h dokonce zaporné, coz znamena, ze muselo dojit k rozpadu
nékterych bunék. Béhem pusobeni extraktu se v cytoplazmé bun€k objevila vakuolizace,
poté se na bunécné membrané objevily ,,blebby* a az v 60 h doslo ke smrti bunék, coz se
projevilo jako pokles viability v 72 h.

Kmeny Vies L2/3 a Tieb K1/11 vykazovaly téméf totozny cytotoxicky efekt. Oba
kmeny byly ve 24 h mirné cytotoxické (i kdyz oba na hrané se silnou cytotoxicitou) a oba
kmeny vykazovali v48 a 72 h silnou cytotoxicitu, pficemz se vzrustajicim Casem se
cytotoxicky efekt zvySoval. Buiky se od pfidani extraktu po celou dobu expozice
nerozdélily a velmi kratce po ptidani extraktu jevily znamky nekrozy, ktera se vSak projevila

poklesem viability az v 48 h.

34



U kmene Zad 21 byla zaznamenana v expozi¢nim ¢ase 24 h mirna cytotoxicita. Mezi
expozi¢nimi Casy 24-48 h doslo k nepatrnému zvysSeni viability az k hranici kategorie
necytotoxickych extrakt. V case 72 h vSak doslo k vyraznému poklesu viability. Buniky se
po celou dobu piisobeni extraktu nerozd¢lily. Po ¢asné vakuolizaci a blebingu byla kolem 32

hod zaznamenana nekroticka morfologie. Presto byly buriky v ¢ase 48 h stale metabolicky

aktivni a pokles viability jako nasledek nekrozy se projevil az v 72 h.
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Obr.11: Vliv ptisobeni extrakti z kmenti A. Kut 5, B. Vies L2/3, C. Tieb K1/11, D. Zad 21

na viabilitu stanovenou pomoci MTT, bunééného déleni a morfologii HeLa bunék.

4.5. Mirné cytotoxické kmeny

Kmeny, které alespoit v jednom expoziénim case zpusobily pokles viability bunék
v rozmezi 50 %-75 % jsou shrnuty v tabulce IV. Do kategorie mirné cytotoxické byly
zafazeny extrakty sedmi kment, z ¢ehoz ¢tyfi kmeny mély cytostaticky ucinek, dva kmeny
mely mirn€ cytostaticky ucinek a u jednoho kmene nebyl Casosbérny zdznam zhotoven.
Pouze u jednoho kmene byla zaznamenana nekrotickd morfologie dle mikroskopického

pozorovani.
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Tab. IV: Piehled mirné cytotoxickych kmeni

Kmen Hodnoceni dle MTT Hodnoceni dle déleni Hodnoceni dle morfologie
VRES JH 12 mirné cytotox. cytostatické vakuolizace
Vies JH 11 mirné cytotox. cytostatické vakuolizace
HL6 mirné cytotox. cytostatické blebbing
Treb K2/7 mirné cytotox. cytostatické vakuolizace/nekroza
Fin6B mirné cytotox. mirné cytost. bez morfologickych zmén
Sorgen 3 mirné cytotox. mirné cytost. bez morfologickych zmén
Kut 9 mirné cytotox. neni neni

4.5.1. Mirné cytotoxické — mirné cytostatické

Kmeny Fin6B a Sorgen 3 vykazovaly velmi podobnou cytotoxickou aktivitu (obr.12).
V case 24 h piisobily na HelLa builky mirn€ cytotoxicky, i kdyz se hodnoty viability
pohybovaly velmi blizko rozmezi s kategorii necytotoxické. Na déleni bunék piisobily
extrakty Fin6B a Sorgen 3 pouze mirn¢ cytostaticky. Oba extrakty pravdépodobné negativné
ovlivnily metabolické procesy v exponovanych bunkach, jelikoz byla viabilita ve 24 h.
snizena. Buiiky se vSak byly schopné s timto ptisobenim vypofadat, a proto jejich viabilita

v ostatnich ¢asech dosahla normalnich hodnot.
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Obr. 12: Vliv pusobeni extrakti z kmend A. Fin6B a B. Soren 3 na viabilitu stanovenou

pomoci MTT, bunééného déleni a morfologii HeLa bunék.

4.5.2. Mirné cytotoxické — cytostatické
Extrakt kmene ViesJH 12 plsobil na buniky obdobné jako pfedchozi kmeny Fin6B a
Sorgen 3, ale na rozdil od nich pusobil na bunky cytostaticky (obr. 13). Cytostatické

pasobeni kmene ViesJH 12 mohlo byt zplsobeno siln€jsim intracelularnim stresem, jenz byl
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doprovazen zna¢nou vakuolizaci cytoplasmy, ktera se u bunék vyskytla. Delsi expozi¢ni ¢as

by mozna odhalil dalsi morfologické zmeény. Jak je vidét na obr. 13, po piidani extrakti

Treb K2/7 a Vies JH 11 byly naméfeny témét shodné hodnoty viability a oba kmeny

spadaly do kategorie cytostatické. V expozi¢nich Casech 24 a 48 h nebyla viabilita bun¢k dle

naméfeného MTT nijak ovlivnéna a az v ¢ase 72 h byla nizsi nez 75 %. (Velmi podobné

pusobeni jako u vySe popsanych kment Kut 7, Soos B7, Dren MII, Kut 5 atp.). U ptisobeni

extraktu Tteb K2/7 byla kolem 21 hodiny zaznamenéna nekroticka morfologie, kterd se

zacala projevovat v poklesu viability az v 72 hod.
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Obr. 13: Vliv ptsobeni extrakti kment A. ViesJH 12, B. Tieb K2/7, C. ViesJH 11, D.

HL 6, E. Kut 9 na viabilitu stanovenou pomoci MTT, bunéného déleni a morfologii

HeLa bunék.
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Pokles viability v 72 h po ptidani kmene ViesJH 11 by mohlo byt zptisobeno intracelularnim
stresem doprovazenym vakuolizaci (podobné pisobeni ViesJH 12).

HL6 byl jediny kmen, jehoz plsobeni na bunky bylo hodnoceno jako mirné
cytotoxické ve vSech Casech. K nejvétsimu piirustku bunék doslo mezi ¢asy 0-24 h, poté se
déleni v case snizovalo a kmen byl celkové hodnocen jako cytostaticky (obr. 13).
K ,,blebbingu* doslo az na konci plsobeni extraktu, tudiz by bylo zajimavé vyzkouset delsi
expozi¢ni ¢as. Po pisobeni extraktu Kut 9 na buniky, doslo ke snizeni viability vV pozd¢jsich
¢asech expozice (48 a 72 h). Nebylo zhotoveno video pomoci ¢asosbérné mikroskopie, tudiz

chybi zaznam o ptirtstku bun¢k 1 o morfologickych zménéch (obr. 13).

4.6. Kmeny bez cytotoxické aktivity

Kmeny, které neptisobily cytotoxicky v zddném z expozi¢nich casii jsou uvedeny
Vv tabulce V. Celkem bylo zatfazeno do této kategorie 11 kment, coz je ptiblizné¢ 30% ze
vSech zkoumanych. Naprosta vétSina nezplsobovala zaddné morfologické zmény na

testovanych bunkéch.

Tab.V: Ptehled necytotoxickych kment.

Kmen Hodnoceni dle MTT Hodnoceni dle déleni Hodnoceni dle morfologie
HL 5 necytotoxické necytostatické bez morfologickych zmén
Sorgen 7 necytotoxické necytostatické bez morfologickych zmén
VSmol 13 necytotoxické necytostatické bez morfologickych zmén
Vies L1/4 necytotoxické necytostatické bez morfologickych zmén
Sorgen 5 necytotoxické mirné cytostatické bez morfologickych zmén
SAG1 necytotoxické mirné cytostatické bez morfologickych zmén
VRES L2/5 necytotoxické mirné cytostatické bez morfologickych zmén
Za Cirk 7 necytotoxické mirné cytostatické bez morfologickych zmén
SAGS8 necytotoxické cytostatické bez morfologickych zmén
PastA necytotoxické cytostatické bez morfologickych zmén
1403-1 necytotoxické cytostatické vakuoliz./blebbing/nekréza
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4.6.1. Kmeny bez cytotoxické aktivity - necytostatické

Po pfidéani extraktu kmene HL 5 byla naméfena normalni viabilita bunék ve vsech
Casech. Zaroven byl pozorovan prirtistek bunck, ktery byl témér totozny s pfirGstkem
kontrolnich bunék (obr. 14). Tento graf tedy ilustruje situaci, ktera by dle ocekavani méla
nastat u pusobeni netoxického kmene. U kment Sorgen 7, Vies L1/4, a V Smol 13 bylo
pozorovano podobné plisobeni na HeLa bunky. Viabilita bun¢k nebyla snizena v zadném ze

zkoumanych ¢asii a kmeny byly hodnoceny jako necytostatické (obr. 14).
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Obr. 14: Vliv ptsobeni extraktti kment A. HL 5, B. Sorgen 7, C. Vies L1/4, D. VSmol 13

na viabilitu stanovenou pomoci MTT, bunécného déleni a morfologii HeLa bunék.
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4.6.2. Kmeny bez cytotoxické aktivity — mirné cytostatické
U kmend Vies L2/5, SAG1, Sorgen 5 a Za Cirk 7 byl pozorovany mirné cytostaticky

efekt bez vlivu na viabilitu. Zaroven nebyly pozorovany morfologické zmény (obr.15).
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Obr.15: Vliv piisobeni extraktu kmene A.Vies L2/5, B. SAG1, C. Sorgen 5 a D. Za Cirk 7

na viabilitu stanovenou pomoci MTT, bunécného déleni a morfologii HeLa bungk.
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4.6.3. Kmeny bez cytotoxické aktivity — cytostatické

Celkem tii extrakty, PastA, SAG8 a 1403-1, byly dle celkového poctu déleni
hodnoceny jako cytostatické (obr. 16). Bunky mély zpomalené déleni, ale po celou dobu
expozice zustaly zivé. Pouze u kmene 1403-1 byly pozorovany morfologické zmény jako je
vakuolizace a kolem 48 h byla pozorovany nekroticka morfologie. K poklesu viability vSak

nasledkem téchto zmén nedoslo, pravdépodobné by byly pozorovatelné v delsim expozi¢nim
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Obr.16: Vliv pusobeni extrakti kmend A. PastA, B. 1403-1 a C. SAG8 a na viabilitu

stanovenou pomoci MTT, buné¢ného déleni a morfologii HeLa bun¢k.
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4.7. Vysledky MTT testu u extrakti z médii studovanych kmeni

Sinicové kmeny byly péstovany v BG 11 kultivatnim médiu a z tohoto média byly
pfipraveny extrakty (viz metodika). Extrakty z média byly stejné jako extrakty z biomasy
testovany na HeLa bunikach v ¢asech 24, 48 a 72 h a jejich ptisobeni bylo vyhodnoceno MTT
testem (obr. 17). Oproti pomérné rozmanitému pusobeni extrakti z biomasy, extrakty
z média nemély na bunky vétSinou zadny cytotoxicky ucinek. Pii vyrobé extraktl z média u
kmenti PastA a Kut5 dochéazelo opakované k ucpavani kolonky. Nebylo tedy mozné
extrakty vyrobit, a proto nebyly zahrnuty do analyzy. Pouze 5 extraktd z celkového poctu 26
vykazovalo mirné cytotoxické pisobeni na buiiky: Sorgen 5, Sorgen 3, Fin6B, VHaj 4 a
SAGS. Jediny extrakt z média, ktery projevil i u&inky siln& cytotoxické byl u kmene Cirk A.
Hodnoceni cytotoxicity bylo obdobné jako u extrakti z biomasy (do 50 % viability: silné
cytotoxické; 50-75 % viability: mirné cytotoxické; 75-vice % viabilit: necytotoxické).
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Obr. 17: Naméfena viabilita bunék v ¢asech 24 h (hnéda), 48 h (oranzova) a 72 h (zluta) od

pridani extraktu z média.
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4.8. HPLC- frakcionace

Na frakcionaci pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie byly vybrany vzorky
vykazujici silnou cytotoxickou aktivitu a ptednostné ty, které vyvolavaly na HeLa buiikdch
silny cytotoxicky uéinek a nebo apoptéze podobny ucinek. Frakcionace byla provedena u
kment T¥eb K1/11, Cirk A, Dren MII, Vies L2/3 a Kut 5. Dale byly frakcionovany
kmeny Janice 13 a SOOS Cis 12, které musely byt pozd¢ji vylouceny kvuli opakované
kontaminaci. Frakce (a nasledné refrakce) byly testovany na bunkach a vyhodnoceny MTT
testem v 72 h. U kmene SOOS Cis 12, Kut 5 byly nalezeny cytotoxicky aktivni frakce, ale
refrakcionaci tato aktivita vymizela. U kmene Janice 13 a Tteb K1/11 bylo nalezeno vice
aktivnich frakci, proto nebyla néslednd refrakcionace provedena. Naopak u kmene Dren MII
nebyla zadna aktivni frakce nalezena. Dale byl frakcionovan kmen Vies L2/3, v kterém byla
jedna aktivni frakce, ktera musi byt v budoucnu refrakciovana. U kmene Cirk A a Soos B7
byla Gspé$né nalezena cytotoxicky aktivni latka shodnotou m/z 834,53 a dominujicim

sodnym aduktem s hodnotou m/z 856,52.

4.9. HPLC-HRMS — hledani znamych toxini

Na zjisténi pfitomnosti znamych toxint jako jsou microcystiny, anatoxin-a,
cylindrospermopsiny a nodulariny bylo analyzovano vSech 39 extraktd (i ty, které byly
pozdé&ji vylouceny kvili kontaminacim). V zadném z téchto extraktli nebyly tyto toxiny

pritomny.
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5. DISKUZE

Screeningova studie toxicity byla provadéna na nostokalnich bentickych sinicich
z morfologického hlediska fazenych do rodu Anabaena. Na molekularnich analyzach, které
vyjasni fylogenetické zafazeni téchto kment, se nyni pracuje na Hydrobiologickém ustavu,
Biologického centra AV CR. Ztoho divodu byl zvolen obecn&j$i nazev studie:
toxikologicky potencial bentickych nostokalnich sinic. Volba rodu Anabaena, jako
vhodného kandidata na prizkum toxikologického potencidlu, byla predevSim diky
dostupnosti rozsahlé sbirky RNDr. Elisky Kozlikové, Ph.D. Dukladnéj$i zkoumani
dostupnych literarnich prament zaroven odhalilo, ze bentické sinice rodu Anabaena jsou
bohatym zdrojem cytotoxickych latek, a tudiz velmi vhodnymi objekty zkoumani (Oftedal et
al., 2010; Oftedal et al. 2011, Oftedal et al. 2012, Herfindal et al., 2005; Jokela et al., 2012;
Surakka et. al., 2005). Zaroven je rod Anabaena v porovnani s ostatnimi sinicovymi rody
velmi dobrym zdrojem proapoptickych latek, které jsou potencidlnimi kandidaty na
protirakovinné 1éky (Oftedal et al., 2010, Oftendal et al., 2011; Herfindal et al., 2005).

Publikovanych studii o bentickych sinicich obecné je pies jejich celosveétové rozsitent
0 poznani méné nez studii o sinicich planktonnich. Obdobné malo poznatka je i v oblasti
vyzkumu toxickych latek produkovanych bentickymi sinicemi (Gugger et al., 2005; Wood et
al., 2007). V poslednich desetiletich vSak zajem o bentické sinice stoupa a s nim i pfimo
umérné pocet publikovanych studii. Nékolik studii dokonce prokazalo spojeni mezi toxicitou
bentickych sinic a imrtim zvifat, ¢imZ se dualeZitost vyzkumu téchto organismu jesté zvysila
(Edwards et al., 1992; Mez et al., 1997; Hamill, 2001; Gugger et al., 2005; Wood et al.,
2007, Wood et al., 2010a). Problém toxicity bentickych sinic byl zaznamenan v oligotrofnich
vodach, kde mlZe svétlo pronikat aZ ke dnu vodniho télesa, coZz umoznuje velky rozvoj
sinicovych narostli a uvolfovani toxini do vody (Mez et al., 1998, Wood et al., 2012).
Otravy hospodaiskych zvifat ¢i pst jsou spojovany predev§im se sinicemi z Celedi
Oscillatoriales (Quiblier et al., 2013). Abundanance bentickych sinic rodu Anabaena neni
V podstaté¢ nikdy dominantni, tudiZ by nemélo dojit k ohroZeni zdravi zvifat ani ¢lovéka
produkeci toxintl, avSak tuto eventualitu nelze zcela vyloudit. Diky globalnimu oteplovani a
jejich vyhodé fixovat N, by mohlo ¢asem dojit k rozsifeni jejich abundance a zvySeni
toxikologického rizika.

Z 39 kultivovanych kment byly vyrobeny extrakty, které byly v ramci této studie
testovany pomoci HPLC-HRMS na pfitomnost 4 znamych toxinl: microcystiny, anatoxin-a,

nodulariny a cylindrospermopsiny. Jelikoz jsou tyto toxiny bézn¢€ produkovany hlavné
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planktonnimi druhy sinic v¢etné sladkovodniho rodu Dolichospermum (dfive Anabaeana),
bylo cilem zjistit, zda se vyskytuji i v bentickych sladkovodnich zastupcich rodu Anabaena
(Dawson, 1998; Gugger et al., 2005, Araoz et al., 2010; van Apeldoorn et al., 2007; Merel et
al., 2013). Podle vysledkt HPLC-HRMS nebyl zadny z toxind ve 39 zkoumanych kmenech
nalezen. Screening byl proveden vramci rozsahlejsi studie, v které bylo analyzovano
ptiblizné 300 bentickych sladkovodnich kmeni rodu Anabaena a v zadném z nich nebyly
hledané toxiny nalezeny (Kust, nepublikovano). Doposud bylo provedeno mnoho studii,
které potvrzuji produkci microcystinu (napi. Mez et al., 1998; Mez et al., 1997; Hitzfeld et
al., 2000; Wood et al., 2010a) a anatoxinu bentickymi sinicemi (napf. Edwards et al., 1992;
Gugger et al., 2005; Wood et al., 2010b; Hamill, 2001). Tyto dva toxiny jsou detekovany
Vv bentickych sinicich nejcastnéji (Quiblier et al., 2013). Zaznamy o vyskytu nodularinu
(Wood et al., 2012; Hitzfeld et al., 2000) a cylindrospermopsinu (Seifert et al., 2007;
Mazmouz et al., 2010) v bentickych sinicich jsou méné ¢asté, coz v§ak muze byt ovlivnéno
mens§im poctem studii zaméfenych na vyskyt téchto dvou toxind. Ztoho vyplyva, zZe
pritomnost téchto toxini mezi bentickymi sinicemi je pomérné Castd. Oproti tomu zaznamu
o pritomnosti toxini u rodu Anabaena je velmi malo. Pfitomnost microcystinu ani
nodularinu nebyla mezi brakickymi sinicemi rodu Anabaena prokazana, krom¢ jedné studie,
ktera nepiimo odkazuje na rod Anabaena jako na producenta microcystinu (Herfindal et al.,
2005; Surakka et al., 2005; Halinen et al., 2007). V dalsi studii byly nalezeny v tekouci vodé
ptimo druhy produkujici mikrocystiny Anabaena subcylindrica Borge 1921 a A. variablis
Kiitzing ex Bornet & Flahault 1886. I kdyz tyto vysledky jsou pomérné nejednoznacné
(Mohamed, 2006). Pfitomnost cylindrospermopsinu, nodularinu ani anatoxinu-a nebyla
doposud v bentickych kmenech rodu Anabaena zaznamenana. V této diplomové praci je
tedy poprvé demonstrovan nizky vyskyt znamych cyanotoxinll a proto maly toxikologicky
potencial sladkovodnich zastupci rodu Anabaeana. Z namétenych dat lze usoudit, Ze
sladkovodni bentické sinice rodu Anabaena obecné neprodukuji Zzadny ze 4 znamych toxind,
a Ze jejich cytotoxicka aktivita spociva v pfitomnosti jinych toxickych latek.

Cytotoxické ucinky sinic, zplsobené jinymi latkami nez doposud popsanymi
cyanotoxiny, dokazuji rozsahlejsi screeningové studie, v kterych cca 33 % extraktd
z terestrickych sinic, 40 % moftskych sinic, 38 % brakickych sinic a 30 % brakickych
bentickych sinic vykazuji tento G¢inek (Hrouzek et al., 2011; Hrouzek et al., 2016; Costa et
al. 2014, Surakka et al. 2005, Herfindal et al. 2005). Cytotoxicita rodu Anabaena
v brakickych vodach zplsobena neznamymi toxiny byla téz pozorovana (Herfindal et al.,

2005; Surakka et al., 2005). Data ziskana v ramci této prace proto v hrubém porovnani
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naznacuji porovnatelny vyskyt cytotoxickych latek ve sladkovodnich zastupcich rodu
Anabena (tj. 39% cytotoxickych kment po 24 h expozici a 50% kmeni po 72 h expozici)
jako byl publikovan v ptedeslych studiich. Zde vSak nutno poukézat, Ze metodiky ve vyse
zminénych pracich byly do jisté miry odlisné. Identickou metodou s expozi¢nim casem 24 h
byl vypracovan screening 120 kment pudnich sinic (pfedevs§im rodu Nostoc) s vysledkem
33% cytotoxickych kmenti (Hrouzek et al., 2016).

V této diplomové praci byly na zhodnoceni cytotoxicity pouzity 3 rizné pfistupy:
vyhodnoceni viability bunék pomoci MTT, vyhodnoceni cytostatického efektu extraktu a
zhodnoceni morfologickych zmén na bunikach HeLa. Kombinace téchto pfistupi umoznila
dukladngjsi vhled do metodologické problematiky.

Vétsina studii testujicich cytotoxickou aktivitu pomoci MTT pouziva expozi¢ni ¢as
24 h a méné. V této studii byla cytotoxicita hodnocena ve tfech riznych casech: 24, 48 a
72 h. Vysledky prace jasn¢ dokazuji, ze pokud je hodnoceni cytotoxicity provadéno pouze Vv
¢ase 24 h, dochazi k znacnému podhodnoceni vysledkt (obr. 18.), jelikoz nékteré extrakty
vykazovaly opozdény nastup cytotoxického efektu, coz se na poklesu viability bunék
projevilo az v pozdé&jsich ¢asech expozice, nejéastéji v 72 h. Tyto vysledky naznacuji nutnost
provadét déle trvajici experimenty (minimalné 72 h) pro spravné stanoveni cytotoxicity
kmeni sinic.

Pomémé Casto dochézelo u exponovanych bun¢k k zastaveé bunéného déleni, prestoze
k poklesu hodnot MTT (vzhledem ke kontrole) doslo az s velkym zpozdénim, nejcastéji v 72
h. To znamena, ze za urCitych podminek, vysledky MTT testu neodrazi pocet bunék
Vv testovanych jamkach, coz ma za nasledek v podstaté faleSné€ negativni vyhodnoceni testu.
Paradoxné to v tomto ptipad¢ znamend, Ze bunky zablokované v jisté fazi bunécného cyklu
vykazuji vEtsi specifickou metabolickou aktivitu nez bunky kontrolni. I kdyZ jsou casto
vysledky MTT prezentovany jako pocet zivych bunck, mira redukce MTT spiSe odrazi
metabolickou aktivitu nebo miru NADH produkce, kterd je pravdépodobné zodpovédna za
nejvetsi redukcei tetrazolia (Berridge et al., 2005). Obdobny efekt byl pozorovan ve studii,
kdy pfi zastavé bunécného déleni v G2/M fazi za pisobeni latky genistein, nedoslo k poklesu
hodnot MTT ani v dlouhém expozi¢nim Case, coz bylo zpisobeno namnozenim mitochondrii

a zvysenim jejich funkce (Pagliacci et al., 1994).
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Obr.18: Hodnoceni vysledku cytotoxicity dle MTT testu v riznych expoziénich ¢asech A.
expozicni ¢as 24 h, B. expozi¢ni ¢as 48 h a C. expoziéni ¢as 72 h. Zelena: necytotoxické

extrakty, modra: mirné cytotoxické extrakty a ¢ervena: silné cytotoxické extrakt.
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Obr. 19: Zhodnoceni celkové ristové rychlosti v zavislosti na hodnot¢ viability v riznych

expozi¢nich ¢asech A. expozicni ¢as 24 h, B. expozi¢ni ¢as 48 h a C. expozi¢ni ¢as 72 h.

Byly nalezeny i dalsi latky, které zvySuji hodnoty MTT testu, pfestoZe se buiiky nedéli
(Riss a Moravec, 2004). Dale existuji latky, které ptimo redukuji tetrazolium (napt. nékteré
protirakovinné chemoterapeutické latky), ¢imz také zvysuji hodnoty MTT testu (Ulukaya et
al., 2004). Mechanismy ucinku a typy doposud znamych latek interferujicich s MTT (piimo i
nepitimo) jsou shrnuty v review Stepanenko, 2015. MTT test je tedy velmi slabou metodou
pro odliSeni latek a extraktl s pfevladajicim cytostatickym U€inkem a je nutné pro
zhodnoceni celkového toxikologického potencidlu pouzit 1 mikroskopické hodnoceni €1 jinou
metodu pocitani bunck. JelikoZ nejsou znamy samoziejmé vSechny latky interagujici s MTT,
zdad se, ze MTT test neni pfili§ vhodnou metodou na vyhledavani cytostatickych ani
protirakovinnych latek. Cytostaticky ucinek nejlépe koreloval s poklesem MTT v 72 h, coz
opét podporuje vyznamnost pouziti delSich expozicnich ¢asii (obr. 19).

Pomérn¢ ¢asto dochazelo u exponovanych bunék k nekrotické smrti zaznamenané dle

subjektivniho vizudlniho hodnoceni. Samotné vizualni hodnoceni bunééné smrti neni
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optimalni metodou. Buriky podstupujici nekrézu by nasledné neméli mit téméf Zzadné
metabolické funkce. Jak je vidét na obr. 20, po stanoveni nekrotické smrti byly u vétSiny
bun¢k stale naméfeny vysoké hodnoty MTT, tudiz bunky pravdépodobné jeste

metabolizovaly a mohlo se jednat o apoptdzu, €i jinou fizenou formu bunécné smrti.

100
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Obr. 20: Prvni naméfena viabilita po nekrotické buné¢né smrti.

Na druhou stranu, pokud doslo v kterémkoliv expozi¢nim ¢ase K nekrdze, byl pokles
viability (pod 50%), detekovatelny pomoci MTT alesponi v 72 h (obr. 21.) Tento vysledek
opét podporuje vyznamnost provadéni MTT testu v delSich ¢asech nez je obvyklych 24 h
Pouze vizuélni hodnoceni nekrézy a apoptdzy je tedy nedostacujici a je ho potieba vzdy
doplnit dal§imi metodami jako jsou napt. TUNEL, pfitomnost kaspazy 3/7, vylu¢ovani laktat
dehydrogenazy, barveni trypanovou modii ¢i propidium jodidem, fluorescen¢ni metody-
Hoechst atp. (Renvoize et al, 1998). Cas pouziti testli na detekci apoptdzy je zasadni pro
rozliSeni mezi apoptézou a nekrézou, jelikoz apopticky proces je pomijivy a vzdy piejde in

vitro experimentech do sekundarni nekrézy (Riss a Moravec, 2004).
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Obr. 21: Viabilita bun¢k v 72 hod po prodélani nekrézy v riznych ¢asech expozice.

Extrakty z média u kmentt VHaj 4 a Cirk A projevily silné cytotoxicky G¢inek. Nékteré
cytotoxicky aktivni latky se mohly uvoliovat ze sinic do média a zpUsobit tak snizenou
viabilitu zkoumanych bunék. Obdobné vysvétleni je 1 pro kmeny Sorgen 3 a Fin6B, jejichz
extrakty z biomasy mély mirné cytotoxické ucinky a dokonce stejné jako extrakty z média
pusobily cytotoxicky na buinky v ¢ase 24 h. U extrakti z kmend Sorgen 5 a SAGS, které
nebyly cytotoxické, je vysvétleni komplikovanéjsi. VéEtSina toxint jsou intracelularni latky a
jejich produkce do okoli je vétSinou spojovéna se stafim kolonie a poskozenim bunék. Rtzné
sinicové toxiny byly detekovany ve zvySeném mnozstvi v extracelularnim prostoru b&hem
pozdéjsi faze rastu. Jejich extracelularni vyskyt je tedy obecné pfisuzovan lyze bunék u
senescentnich kolonii nez aktivnimu vylu¢ovani (Volk et al., 2007; Dias et al., 2002;
Sivonen et al. 1996; Rapala et al., 1997). To by mohlo byt jedno z vysvétleni cytotoxicity
extraktll z média u kmenti Sorgen 5 a SAGS8. Tyto kmeny mohly byt tedy sklizeny béhem
pozdé&jsi rustové faze, kdy byl obsah bunék vylit do média nebo k jeho vyliti doslo béhem
centrifugace.

Frakcionace byla provedena u vybranych cytotoxickych extrakti. Dle vysledkt lze
soudit, Ze u vétSiny extraktl dochdzelo k synergickému ptlisobeni latek, a proto nebylo
mozné izolovat jednu cytotoxickou latku. Pouze u dvou extraktil z kmene Cirk A a Soos B7

se podafilo izolovat cytotoxicky aktivni latku s hodnotou m/z 834,53, ktera bude pfedmétem

dalsiho vyzkumu.
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6. ZAVER

*  Vyskyt tradiéné studovanych cyanotoxini jako jsou microcystiny, anatoxin-a,
nodulariny a cylinrospermopsin je v bentickych sinicich rodu Anabaena pomérné
nizky v porovnani s planktonnimi druhy rodu Dolichospermum a nékterymi
bentickymi rody sinic.

* Bentické sinice rodu Anabaena jsou bohaté na cytotoxicky aktivni latky, avSak
mnoho z téchto latek ptisobi synergicky.

* Cytotoxicky aktivni latky u téchto kmenl vétSinou nejsou produkovany do
extracelularniho prostoru.

* Vysledky MTT testu za urcitych podminek neodrazi pocet bunék v testovanych
jamkéch ani morfologické zmény (faleSn€ negativni vyhodnoceni testu) a to zejména
u extraktll pusobicich cytostaticky.

*  Mezi studovanymi extrakty byl zaznamendn Casty vyskyt cytostatickych efektl a
efektl s pozdnim ndstupem, zcehoz vyplyvad nutnost provadét déle trvajici
experimenty (minimaln€ 72 h) pro spravné stanoveni cytotoxicity kment sinic.

* Vizualni hodnoceni nekrozy a apoptozy je potieba vzdy doplnit dal§imi metodami
(napt. TUNEL, ptitomnost kaspazy 3/7, vyluCovani laktat dehydrogenazy, barveni
trypanovou modfi ¢i propidium jodidem)

* Cytotoxicka latka s hodnotou m/z 834,53 vyzaduje dal$i studium (potencialni

induktor apoptdzy).
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1-4 kontrolni HeLa bunky v riznych ristovych ¢ 6.9.2014;
5-8 kontrolni HeLa buriky v riznych rustovych ¢asech (24, 48 a 72), 28.8.2015;
9-10 priklady kontaminaci u vylou¢enych vzork




1-4 typy morfologickych zmén: lasiﬁkované jako akuolizce; 5 - vakuolizace a zacinajici
blebbing (vyznacené Sipkou); 6 - znamka apoptdzy?; 7-9 blebbing: klasifikované jako
apoptoza; 10-13 scvrknuti bunék a vyhteznuti cytoplazmatické membrany: klasifikované jako

nekroza



