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1. UVOD

Sinice jsou gram-negativni prokaryotni organismy (Gupta et al., 2013) a jsou to nejstarsi
organismy s oxygenni fotosyntézou, které se na Zemi objevily pfiblizné¢ pred 2,6-3,5
miliardami let (Lau et al., 2015). Objevuji se v raznych morfologickych formach, vcetné
vlaknitych, spiralnich, jednobunéénych a kolonidlnich. Jedna se o vSudyptitomné organismy,
jez jsou schopné zit v suchozemskych, sladkovodnich i motskych prostiedich, véetné téch,
V nichz panuji extrémni podminky. V prub¢hu evoluce se jim podafilo vyvinout schopnosti
prizpisobit se extrémnim teplotdm, pH a UV zéafeni. Taxonomicky jsou rozdéleny podle
morfologickych a fyziologickych charakteristik do péti fadti — Chroococcales, Pleurocapsales,

Oscillatoriales, Nostocales a Stigonematales (Vijayakumar, 2018).

Sinice jsou znamé predevSim diky neblaze proslulym vodnim kvétim, které vznikaji
pfemnozenim sinic v vodnich prostfedich. Ve vodach s aktivnim vodnim kvétem lze najit
zvySenou koncentraci sekundarnich metaboliti s toxickym ucinkem, jako jsou naptiklad
mikrocystiny — latky peptidového charakteru s hepatotoxickym ucinkem, anatoxiny — skupina
neurotoxickych alkaloidli, nebo cylindrospermopsiny — skupina latek s cytotoxickym,
nefrotoxickym a hepatotoxickym u¢inkem (Huang & Zimba, 2019). Pravé diky produkci
rozliénych sekundarnich metabolitii sinice ziskavaji pozornost nejen z hlediska potencialni
toxicity, ale téZ kvili jejich vyuzitelnosti pro farmakologické a biotechnologické aplikace

(Vijayakumar, 2018).

Jako sekundarni metabolity se tradicné oznacuji latky, které nejsou pifimo potiebné pro
primarni metabolické procesy v butice, nicmén¢ se v posledni dob¢ objevuji poznatky o tom,
ze se nékteré sekundarni metabolity mohou ucastnit primarniho metabolismu (Pagare et al.,
2015). Existuje nekolik teorii vysvétlujici dulezitost sekundarnich metaboliti pro produkujici
organismus: napf. zvyseni jeho fitness diky obrané proti predatorim nebo napft. ochrana proti
poskozeni zplisobeného nadmérnou intenzitou slune¢niho zafeni. Obecné€ jsou tedy tyto
metabolity produkovany i v reakci na bioticky nebo abioticky stres (Vijayakumar, 2018). Maji

vSak téz velky potencial, diky jejich antivirovym, antibakteridlnim, antifungalnim,

-----



2. SCYTOPHYCINY

Jsou to makrolidy (polyketony) obsahujici ve své struktuie 22-¢lenny uhlikaty cyklus jez nese
rizné bocni substituenty a linearni fetézec ukonéeny N-methyl-formamidovou skupinou
(Yadav et al., 2008). Jsou produkovany sinicemi z roda Tolypothrix, Scytonema (Patterson &
Bolis, 1993), Anabaena, Nostoc (Shishido et al., 2015) a Planktothrix (Senol et al., 2019).
Jsou znamy pro své antifungalni, cytostatické a protirakovinné ucinky, které spocivaji
v inhibici polymerizace a depolymerizace aktinu (Patterson & Bolis, 1993). Jejich strukturu je

mozné vidét na Obr. 1. a pichled nejznaméjsich zastupct v Tab.l.

1 scytopbycino A

1 scytophycin D
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Obr. 1: Struktura scytophycini (Patterson & Bolis, 1993)
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2.1. Tolytoxin (6-hydroxy-7-O-methylscytophycin B)

Tolytoxin (dale TLX) je makrolid patfici do skupiny scytophycinti (Carmeli et al., 1993)
s cytotoxickymi uc€inky. Strukturu tohoto makrolidu je mozné vidét na Obr.2. TLX byl
izolovan jako prvni ze skupiny scytophycinti v roce 1977 na Fanning Island ze suchozemské
sinice Tolypothrix conglutinata var. Colorata. TLX je téz produkovan i sinicemi z rodu
Scytonema, napi. Scytonema mirabile, Scytonema burmanirum a Scytonema ocellatum
(Carmeli et al., 1990) nebo také Planktothrix paucivesiculata (Senol et al., 2019). Projevily
se u n¢j silné antifungalni G¢inky, av8ak na bakteric TLX vliv nema (Patterson & Carmeli,
1992).

Obr. 2: Struktura TLX (Patterson & Bolis, 1997).

U TLX izolovaného ze sinice Scytonema ocellatum byly zjistény antifungalni uéinky po
aplikaci TLX v rozmezi koncentraci MIC (Minimum inhibitory concentration) 0,25-8 nM
u dvou druht kvasinek (Candida albieans, Saccharomyees cerevisiae) a u dvanacti druhi
vlaknitych hub (Alternaria alternata, Aspergillus oryzae, Bipolaris incurvata, Caloneetria
critalarae, Colletotrichum eoecodes, Penicillium notatum, Phyllosticta capitalensis,
Phytophtora nicotianae, Rhizoctonia solani, Selerotium rofsii, Thielaviopsis paradoxa,
Trichophyton mentagrophytes) (Patterson & Carmeli, 1992). Byla také podpoiena hypotéza,
ze by se TLX mohl chovat jako phytoalexin, tedy obranna latka produkovana organismem

Vv piipadé napadeni houbou (Patterson & Bolis, 1997).

TLX ma cytostatické ti¢inky spocivajici v naruseni struktury mikrofilament pomoci inhibice

polymerizace F-aktinu bez efektu na mikrotubuly nebo intermedidlni filamenta in vitro

(Patterson et al., 1993). TLX se navaze na polymerizované vlakno F-aktinu a na odpovidajici

oblast G-aktinu. Cast jadra tak interaguje s povrchem aktinu, zatimco linearni fetézec brani

monomerum G-aktinu v navazani se na F-aktin, coz zptsobuje naruseni vlakna (Klenchin et

al., 2003). TLX byl testovan v riznych rozmezich koncentraci — 0,5-16 nM (Patterson &
3



Carmeli, 1992), 2-16 nM (Patterson et al., 1993), 3 nM-2 uM (Senol et al., 2019) a na Sirokém
spektru bunéénych linii — L1210, LoVo, KB, HEp-2, HL-60, HBL-100, T47-D, COLO-201,
KATO-III (Patterson & Carmeli, 1992), KB, A10, L1210 ((Patterson et al., 1993), SW13,
SH-SY5Y (Senol et al., 2019). Nicméné je ziejmé, ze potence latky zavisi na konkrétni

bunééné linii (Patterson et al., 1993).

Byly provedeny studie, které se pokousely o zvraceni Ucinku TLX, vysledky jsou vSak
nejednoznacné. Cytostaticky efekt na KB linii pfi nizké davce TLX se podafilo zvratit
okamzitym resuspendovanim bun¢k v médiu bez TLX (Patterson et al., 1993). Avsak pfi
odstranéni TLX po 4h piisobeni na A10 linii, se G¢inek uz zvratit nepodarilo. Mechanismus

tohoto jevu dosud neni plné znam (Zhang et al., 1997).

TLX by mohl byt perspektivni latkou pro 1é¢bu rakoviny, avsak prekazkou je pomérné vysoka
toxicita in vivo. Béhem studii provedenych na mysich Swiss Webster byla prokazana LDso=

1,5 mg/kg spojena s akutni organovou otravou (Patterson & Carmeli, 1992).

2.2. 7-O-methylscytophycin B

7-O-methylscytophycin B (ddle 7-OMeSB) je strukturni varianta TLX, nalezend v sinicich
rodu Anabaena a Nostoc (Shishido et al., 2015; Tomsickova et al., 2014). Strukturu této latky

je mozné vidét na Obr.3.

1: 7-OMe-scytophycin B

\=o0

Obr. 3: Struktura 7-OMeSB (Shishido et al., 2015).

2.3. Scytophyciny A-E

Scytophyciny A, B, C, D, E byly izolovany ze suchozemské sinice Scytonema
pseudohofmanni a vykazuji antifungalni a cytotoxickou aktivitu (Ishibashi et al., 1986).

Scytophyciny A a B jsou silné cytotoxické vu¢i KB linii lidského nazofaryngealniho



karcinomu, ale vykazuji mirnou aktivitu proti P-388 lymfocytarni leukémii a Lewisovu

plicnimu karcinomu (Carmeli et al., 1990).

Scytophycin C byl izolovan jako druhy zastupce skupiny scytophycinti ze suchozemské sinice
Scytonema pseudohofmanni a vykazuje antifungalni a cytotoxickou aktivitu (Ishibashi et al.,

1986) na ruznych rakovinnych buné¢nych liniich (Nakamura et al., 2003).

2.4. Ostatni scytophyciny

Mezi  ostatni  scytophyciny  patii  jest¢  napt.  6-hydroxyscytophycin B,
19-O-demethylscytophycin C a 6-hydroxy-7-O-methylscytophycin E, které byly izolovany ze
sinic rodu Scytonema — Scytonema mirabile, Scytonema burmanirum a Scytonema ocellatum
(Carmeli etal., 1990). Zatimco 6-hydroxyscytophycin B a 6-hydroxy-7-O-methylscytophycin
E maji cytotoxické a antifungalni ucinky (Jung &  Patterson, 1991),
U 19-O-demethylscytophycinu C u¢inky nejsou znamy.



Tab. I: Pfehled nejznaméjsich scytophycind, M — molarni hmotnost (Zdroj: Pubchem).

Latka Sinicovy producent M Ukinek Reference
Scytophycin A Scytonema pseudohofmanni 822,5 g/mol Cytotoxicky, antifungalni (Ishibashi et al., 1986)
Scytophycin B Scytonema pseudohofmanni 820,1 g/mol Cytotoxicky, antifungalni (Ishibashi et al., 1986)
Scytophycin C Scytonema pseudohofmanni 806,1 g/mol Cytotoxicky, antifungalni (Ishibashi et al., 1986)
Scytophycin D Scytonema pseudohofmanni 822,1 g/mol Cytotoxicky, antifungalni (Ishibashi et al., 1986)
Scytophycin E Scytonema pseudohofmanni 822,1 g/mol Cytotoxicky, antifungalni (Ishibashi et al., 1986)
Tolypothrix conglutinata var. colorata; (Carmeli et al., 1990); (Senol et al.,
Tolytoxin Planktothrix paucivesiculata, Scytonema 850,1 g/mol Cytotoxicky, antifungalni 2019); (Patterson & Carmeli, 1992);
mirabile, S. burmanirum, S. ocellatum (Patterson et al., 1993)
7-O-Methylscytophycin B Anabaena sp. 834,53 g/mol Cytotoxicky (Vi@ e;f Izgf;;l )i il e
6-hydroxyscytophycin B Scytonema mirg(t:);:tleéti.n?urmanirum, S 836,1 g/mol Cytotoxicky, antifungalni (Carmeli et al., 1990); (Jung et al., 1991)
19-O-demethylscytophycin C SEITETE mirg?;lltlaéti.r:urmanirum, = 792 g/mol Neni znam (Carmeli et al., 1990)
6-hydroxy-7-O-methylscytophycin £ | S°YIOnema mirabile, S. BUTManirum, S. - g5 g g/moy Cytotoxicky, antifungdlni (Carmeli et al., 1990); (Jung et al., 1991)
7-OMe-29-OAc-scytophycin B Anabaena sp 862,1 g/mol Neni zndm (Shishido et al., 2015)
6-OH-7-OMe-15-O-deMe-scytophycin B Nostoc sp. 836,1 g/mol Neni znam (Shishido et al., 2015)




3. BUNECNA SMRT

Bunééna smrt je vyznamny mechanismus, pomoci kterého dochdzi k eliminaci nadbytecnych,
nevratné poskozenych a/nebo potencialné skodlivych bunék. Jedna se o nevratnou degeneraci
zivotn¢ dulezitych bunécnych funkci, zejména produkce ATP a zachovani homeostazy, ktera
vyvrcholi v permanentni permeabilizaci plazmatické membrany nebo fragmentaci bunck.
Néhodna bunécnd smrt (ACD — accidental cell death) je okamzitd a nekontrolovatelna forma
bunécné smrti odpovidajici katastrofickému zaniku buiiky, kde dojde k rozloZeni plazmatické
membrany z davodu extrémnich fyzickych, chemickych nebo mechanickych podminek. ACD
nelze zpomalit farmakologickymi ani genetickymi zasahy. Tato forma buné¢né smrti se velmi
li$1 od regulované bunééné smrti (RCD - regulated cell death). RCD je forma buné¢né smrti,
ktera je vysledkem aktivace riiznych signalnich drah, a proto ji 1ze do urcité miry inhibovat
farmakologickymi nebo genetickymi intervencemi. K RCD mize dojit pii poruchach
intracelularniho nebo extracelularniho prostfedi, ale také pii absenci jakéhokoliv naruseni
téchto prostiedi, a proto funguje jako efektor fyziologickych déju, jako je napt. vyvoj a obnova

tkan¢. Tyto fyziologické déje se obecné oznacuji jako programovana bunééna smrt (PCD)

(Galluzzi et al., 2018).

A neC(OSis Necr,
<.awel Obtog;q
&
il A
& S
R (0
© %,
&
;770)
S RCD o
3 2
& 3,
Ke) o
7] @,
£ @
<
. / \
S «— 2
s T
% Apoptotic Necrotic &
morphology morphology £
(g
Q
<
b"’q}
Ko »
° &
O 0&\0
&
N8
ae?
Loep NETotic ¢

Obr. 4: Vyznamné drahy regulované bunééné smrti (Galluzzi et al., 2018).



Jednou z forem RCD je apoptoza (Galluzzi et al., 2018). Takto umirajici bufiky podstupuji
charakteristické morfologické zmény. Dochazi ke scvrknuti, kolapsu cytoskeletu, kondenzaci
jaderného materialu a proteolytickému Sté€peni proteinti, jez vede az k zéniku organel
a nasledn¢ k rozpadu bunky na drobna apopticka téliska, kterd jsou nasledné¢ fagocytovana
buiikami imunitniho systému (Alberts et al., 2014). Mezi dal$i formy regulované buné¢né

smrti patii napf. nekroptdza, feroptoza a entéza (Obr. 4) (Galluzzi et al., 2018).

3.1. Na kaspazach zavisla vnitini draha apoptézy

Vnitini drdha apoptdzy je spousténa riznymi stresovymi stimuly, které ale pochézeji
z vnitiniho prostiedi buiiky. Mezi takovy stimul mize patfit naptiklad staii buiiky, poskozeni
DNA, oxidativni stres, virova infekce nebo Skodliva mutace detekovana pti kontrolnim bodu

bunécéného cyklu (Elmore, 2007).

Cely proces je iniciovan a fizen proteiny patfici do rodiny Bcl-2. Jedna se o skupinu
vnitrobunéénych proteint a regulatort vnitini cesty apoptdzy. Zahrnuje proteiny proapoptické
a antiapoptické. Jakmile burnika dostane signal, ktery vyvola apoptdzu, proapoptické proteiny
jsou aktivovany. Signaliza¢ni kaskadou dojde k aktivaci efektorovych proteini Bax a Bak,
jenz zvys$i propustnost vnéj§i membrany mitochondrie vytvofenim tzv. mitochondrialniho
membranového poru, ¢imz nasledné dojde k vyliti ve vodé rozpustného proteinu cytochromu
¢ do cytosolu buiky. Cytochrom c se v cytosolu buriky navaze na adaptorovy protein Apafl
(Apoptotic protease-activating factor 1) a vytvofi tak heptamer nazyvany apoptozom. Apafl
protein uvnitt apoptozomu nasledné pteméni neaktivni prokaspazu-9 na aktivni kaspazu-9.

Tato inicidtorova kaspaza spusti aktivaci dalSich kaspaz, zejména téch efektorovych (Alberts
etal., 2014).

Kaspazy jsou cystein dependentni proteazy, které jsou v burice pfitomny hlavné jako neaktivni
prekurzory a jsou aktivovany béhem apoptdzy. Kaspazy zapojené do apoptické smrti se déli
do dvou skupin — iniciatorové a efektorové kaspazy. Iniciatorové kaspazy (kaspazy 2, 8, 9, 10)
se bézn¢ vyskytuji v buiice jako neaktivni rozpustné monomery. Hlavni roli inicidtorovych
kaspaz je nasledna aktivace efektorovych kaspéaz. Tato autoaktivacni vlastnost kaspaz dale
umoziuje zesilit tuto apoptickou signalni drdhu, a tak napomoci rychlej$i bunééné smrti
(Elmore, 2007). Efektorové kaspazy (kaspazy 3, 6, 7) se bézn€ vyskytuji jako neaktivni
dimery. Aktivuji se az kdyZ jsou rozstépeny iniciatorovymi kaspadzami. Aktivace efektorovych
kaspaz tak spousti velkou proteolytickou kaskadu vedouci ke §té€peni celé fady intracelularnich
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proteintl a nasledné az k zdniku bunky, kterou po spusténi jiz nelze zastavit. Charakteristickym
znakem apoptozy je také externalizace fosfolipidu fosfatidylserinu z vnitini strany
cytoplazmatické membrany na vnéj$i. Buika je timto zplisoben oznacena pro destrukci
fagocytozou. V bunce nasledné probihaji rizné morfologické zmény a v zadvéru se rozpada na
jednotliva apopticka téliska, ktera jsou fagocytovana sousednimi buitkami nebo builkami

imunitniho systému (Alberts et al., 2014).

3.2. Indukce apoptézy a lécba rakoviny

Jak jiz bylo zminéno vySe, apoptéza je zékladni obranny mechanismus, ktery chrani
organismus pied poskozenymi buitkami. Prevence rakoviny je tedy jednou ze zékladnich
funkci apoptozy (Pfeffer & Singh, 2018). Jiz vzniklé rakovinné buiky se ale umi apoptdze
vyhnout rliznymi bunéfnymi mechanismy (napi. snizend funkce kaspdz, nerovnovéha
proapoptickych a antiapoptickych proteinll). Ztrata schopnosti téchto bunék zemfit timto

MV

apoptozy riznymi chemoterapeutickymi latkami je tedy vhodnou lécbou rakoviny (Wong,

2011).

Prikladem takovych latek jsou Taxany (napf. paclitaxel, docetaxel), které plsobi na
mikrotubuly cytoskeletu a zptisobi inhibici bunééného cyklu, ktera vede ke smrti bunky
(Lattime & Gerson, 2013).



4. CILE PRACE

1) Porovnat ucinek TLX a 7-OMeSB na rakovinnych a primarnich bunécnych liniich

zahrnujici:

Stanoveni viability pomoci detekce hladiny ATP u Siroké Skaly rakovinnych
a primarnich bunécnych linii osetfenych TLX a 7-OMeSB.

Zhodnocenti jejich ICsp na Siroké Skale rakovinnych a primarnich bunéénych
linii.

Stanoveni viability (cytotoxicity) u vybrané bunécné linie (HeLa WT)
oSetienych latkami pomoci MTT testu.

Porovnani ucinku latek na ervenych krvinkach (hemolyticky test).
Zhodnoceni morfologickych zmén pomoci konfokalni mikroskopie u bunééné

linie HeLa WT oS$etiené latkami.

2) Zjistit, zda-li TLX a 7-OMeSB zpiisobuji apoptdozu pomoci:

Stanoveni hladiny kaspaz 3/7 jako jednoho z apoptickych markert
u rakovinnych bun¢k (HeLa) osetfenych TLX a 7-OMeSB.

Vlivu latek na viabilitu bun¢k hela deficientnich v proteinech Bax a Bak
bunécné linie stanovené pomoci métfeni hladiny ATP.

Detekce apoptickych bunék pomoci pritokové cytometrie — barveni
fosfatidylserinu jako markeru externalizace bunééné membrany béhem

apoptozy.
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5. MATERIALY A METODY

5.1. Chemikalie

- DMEM High glucose - Biosera

- FBS (fetalni bovinni sérum) - Biosera

- Antibiotika/antimykotika - Biosera

- L-Glutamin - Biosera

- PBS (pufrovany fyziologicky roztok) - Sigma

- Trypsin - Lonza

- DMSO (dimethylsulfoxid) - Honeywell-Riedel de Haén

- MTT (3-[4,5- dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid) - Sigma

- Caspase-Glo 3/7 Assay Kit - Promega

- CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay - Promega

- Triton X-100 - Sigma

- RNase A solution - Sigma

- Formaldehyd 36-38% - Lachema a.s.

- FITC Annexin V/Dead Cell Apoptosis Kit with FITC annexin V and Pl for Flow
Cytometry — Invitrogen by Thermofisher scientific

- Kaspazovy inhibitor Z-VAD-FMK - Promega
5.2. Metodologie

5.2.1. lzolace TLX a 7-OMeSB

TLX byl izolovan z lyofilizované biomasy pudni sinice Nostoc sp. a 7-OMeSB byl ziskan
z lyofilizované biomasy bentické sinice Anabaena. Izolace obou latek byla provedena
Skolitelkou. Tyto latky byly obdrZeny v Cistém stavu a nasledné rozpustény v DMSO

(dimethylsulfoxid) jako zasobni roztok o koncentraci 0,5 mM.

5.2.2. Kultivace bunék in vitro

Pro experimenty byly pouzity rakovinné bunécné linie HeLa WT a HeLa linie deficientni
v proteinech Bax a Bak (Bax/Bak DKO). Bunécna linie HelLa je lidska linie izolovana
z karcinomu délozniho hrdla Henrietty Lacksové. Jiz od roku 1951 je udrzovana v tkanové
kultufe v laboratofich po celém svéte. V minulosti byla vyuzita pro vyzkum bunééného cyklu,

vyvoj vakciny proti détské obrn€ nebo pro studium chovani lidskych bunék ve vesmiru (King
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et al., 2006). HeLa DKO Bax/Bak je linie, ktera postrada proteiny Bax a Bak. Tyto proteiny
jsou dulezité pro spusténi mitochondrialni apoptické drahy (Kirkin et al., 2004) a jejich
absence v bunce vede k neschopnosti vylouceni cytochromu ¢ Z mezimembranového prostoru

mitochondrii a k resistenci bun¢k ke stimultiim spoustéjicim apoptozu (Danial, 2007).

Ob¢ linie byly péstovany v inkubatoru (Sanyo MCO-15AC) pii teploté 37° C a v atmosféte
s 5% obsahem COs.. JelikoZ jsou dané linie adherentni, byly pro kultivaci pouzity kultiva¢ni
lahve se specialn¢ upravenym povrchem. Pro kultivaci bunék bylo pouzito médium DMEM
High Glucose obsahujici fenolovou ¢erven, coz je acidobazicky indikator reflektujici zmény
pPH v médiu. Do 500 ml média bylo vzdy ptfidano 5,7 ml antibiotik/antimykotik, 5,7 ml
L-Glutaminu a 57 ml fetdlniho bovinniho séra (FBS). Antibiotika slouzi k prevenci
kontaminace v kultute. L-Glutamin je aminokyselina slouZzici jako rychle dostupny zdroj
energie, kdyz je karbohydratovy zdroj energie nedostaCujici nebo nedostupny. Jelikoz
L-Glutamin v tekuté form&é pomémné rychle ztraci stabilitu po vystaveni teplotam vysSim
20° C, je potieba ho ptidavat dodate¢né. Derivaty L-Glutaminu jsou dulezité pro syntézu
proteinti (HiMedia L-glutamin product information). FBS je diky obsahu rustovych faktort

dulezité pro proliferaci bun¢k.

S kultivaci bun¢k uzce souvisi také tzv. pasdzovani bunck. Se vzristajicim poctem bunck
dochazi k zredukovani mnozstvi zZivin v médiu a je tedy potieba pocet bun€k snizit a médium
vymeénit. PasaZovani bylo provadéno 2-3x tydné a veSkera prace s bunécnymi liniemi

probihala steriln€ v laminarnim boxu.

Pfed zapocetim prace byly nasledujici chemikalie vytemperovany na 37° C po dobu 30 minut
— zivné médium DMEM, PBS a trypsin. Roztoky musi mit stejnou teplotu jako prostredi

inkubatoru, aby bunky nezazily teplotni Sok.

Z kultivacni lahve bylo odstranéno médium se zredukovanym mnoZstvim Zivin a adherované
buniky byly 3x oplachnuty PBS od zbytku média a ptipadnych mrtvych bunék. Nasledné bylo
ptidano na dno kultivaéni lahve 500-1000 pl trypsinu, ktery slouzi k naruseni kontaktu bunék
s povrchem a umoznuje jejich uvolnéni ode dna i od sebe navzajem. Trypsin bylo potieba
nechat pasobit 5 az 10 minut. Po uplynuti doby ptisobeni byl ucinek trypsinu zastaven
ptidanim 10 ml média. Suspenze bun¢k byla nasledn¢ promichana serologickou pipetou

a piipadné shluky bunék byly rozbity pipetou o sténu kultiva¢ni lahve. Poté byla v lahvi
12



ponechana zhruba 1/3 suspenze buné¢k a zbylé¢ 2/3 byly vylity do odpadu nebo pielity do
zkumavky pro potieby experimentu. Suspenze bunék v kultivacni lahvi byla nasledné

doplnéna médiem a uloZena zpét do inkubatoru.

Pokud byly buiiky pouzivany na experiment, byl jejich pocet ur¢ovan pomoci Cyrus pocitaci

komiirky.

5.2.3. Osetieni bunék latkami TLX a 7-OMeSB a identifikace 1C50 pro HeLa WT
bunky

HeLa WT bunky byly oSetfeny dvéma latkami — TLX a 7-OMeSB v rozmezi koncentraci od

1,5 nM po 5000 nM a viabilita byla stanovena pomoci ATP - CellTiter-Glo® Luminescent

assay (Promega, USA) po 72h inkubace. Toto velké rozmezi koncentraci bylo zvoleno za

ucelem zjisténi GCinnosti obou latek, tedy v jakych koncentracich vykazuji hodnotu ICso.

Hodnota ICso obou latek byla stanovena pomoci nelinearni regrese v programu GraphPad

Prism version 5.03.

5.24. MTT test

Pro testovani viability bunécnych linii HeLa WT byl pouzit MTT test. Je to kolorimetricky
test, ktery vyuziva redukce zluté tetrazoliové soli 3-[4,5- dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl
tetrazolium bromidu (MTT) na fialovy krystalicky formazan (Mosmann, 1983). MTT je
Vv buiice redukovano na formazan pomoci NAD(P)H dependentnich oxidoreduktaz
a dehydrogendz metabolicky aktivnich bunék. Vznikly formazan byl rozpustén
v dimethylsulfoxidu. Vysledkem testu je tedy metabolicka aktivita ¢i mira NADH produkce
zivych bunék (Berridge et al., 2005).

Latky byly testovany ve tfech biologickych i technickych triplikdtech v 96 jamkovych
mikrotitracnich destickach ve tfech expozi¢nich ¢asech 24 h, 48 h, 72 h. Koncentrace latek

byla 50 a 500 nM.

Po uplynuti dané¢ho expozi¢niho ¢asu bylo do 200 ul jamky v mikrotitracni desti¢ce ptidano
10 ul MTT roztoku (koncentrace 4 mg/ml PBS). Buiiky byly s MTT inkubovany 4 hodiny pfi
37° C. Poté byla desticka sto¢ena (15 min, 2000 RPM) a médium bylo mechanicky odstranéno.
Vzniklé krystalky formazanu byly rozpustény v 200 ul DMSO po dobu 30 min. Absorbance
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byla méfena pii meéfici vlnové délce 590 nm a referencni vinové délce 640 nm na

spektrofotometru Tecan SUNRISE.

5.2.5. Testovani viability pomoci ATP

Jako dalsi zptisob testovani viability na HeLa WT byl pouzit kit CellTiter-Glo® Luminescent
Cell Viability Assay. Jedna se o homogenni metodu determinace viability bun€k na zakladé
mnozstvi ATP pfitomného uvniti metabolicky aktivnich bunék. ATP pfitomné v buiikdch
katalyzuje pfeménu oxyluciferinu z pfidané¢ho Cinidla na luciferin (Obr.5), ktery vydava
luminiscen¢ni signal. Luminiscen¢ni signal je tedy pfimo umérny mnozstvi ATP v buiikach

(Promega, CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay Technical Bulletin).

Tha ceall Ia the source of ATP In the
huciferase reaction, so the lumines-
cence produced |s proportional to
tha number of vable cslls.

- "¢ Yot F -
0 = :r N CellTiter-Gio®
.\;H & Assay s ytic.

Oxylucierin Y A 3
: VIABLE CELL &0 _ _a- &

Obr. 5: Reakce premény luciferinu na oxyluciferin (Zdroj: Promega, CellTiter-Glo®

Luminescent Cell Viability Assay Technical Bulletin).

Test byl proveden dle pokyni vyrobce a luminiscenc¢ni signal byl poté zméfen na
spektrofotometru Tecan. Latky byly testovany ve tiech biologickych i technickych triplikatech
Vv 96 jamkovych mikrotitracnich destickach ve tfech expozi¢nich Casech 24 h, 48 h, 72 h.
Koncentrace latek byla 50 a 500 nM.

5.2.6. Méreni hladiny kaspaz 3/7

Kaspazy jsou vnitrobunécné protedzy, které jsou v buiice ptfitomny hlavné jako neaktivni

prekurzory a jsou aktivovany béhem apoptozy (Alberts et al., 2014).

Pro méfeni hladiny téchto enzymu byl pouzit kit Caspase-Glo® 3/7 Assay, ktery obsahuje
kaspazovy substrat s DEVD sekvenci. Tento substrat pii rozstépeni kaspazami (Obr.6) uvolni

aminoluciferin, substrat luciferdzy pouZzivany pii produkci svétla. Hladina kaspaz 3/7 je tedy
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pfimo umérna vylou¢enému luminiscenc¢nimu signdlu (Promega, Caspase-Glo® 3/7 Assay

Technical Bulletin).

H
Z-DEVD-N S N._-COOH
/
>~
N S
Caspase-3/7 Z-DEVD-

H,N S /Nj/ COOH
/> <
N S
UltraGlo™ rLuciferase

Mg | +ATP+0;

Light

Obr. 6: Stépeni luminogenniho substratu kaspazami 3/7 (Promega, Caspase-Glo® 3/7 Assay
Technical Bulletin).

Test byl proveden dle pokyni vyrobce a luminiscenéni signal byl poté zméfen na
spektrofotometru Tecan. Latky byly testovany ve tfech biologickych i1 technickych triplikatech
vV 96 jamkovych mikrotitra¢nich destickach ve tfech expozi¢nich Casech 24 h, 48 h, 72 h.
Koncentrace latek byla 50 a 500 nM.

5.2.6.1. Z-VAD-FMK

Z-VAD-FMK  (karbobenzody-valyl-alanyl-aspartyl-[O-methyl]-fluoromethylketon)  je
sirokospektralni inhibitor kaspaz, ktery je propustny pies bunéénou sténu. U¢inng inhibuje
kaspazy -1 az -10, svyjimkou kaspazy -2. Inhibice kaspaz timto inhibitorem probiha
nevratnou vazbou inhibitoru na jejich katalytické misto. Potlacenim aktivity kaspaz
inhibitorem Z-VAD-FMK muze dojit k blokaci riznych biologickych procest, vcetné
apoptozy (Chauvier et al., 2007; Slee et al., 1996).

Pti testovani bunéénych linii HeLa WT byla ¢ast téchto bunck oSettena Z-VAD-FMK

inhibitorem o koncentraci 20 uM za expozi¢niho ¢asu 48 h.
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5.2.6.2. Barveni bunéénych jader (Hoechst 33342) a jejich foceni na mikroskopu

Barveni buné¢nych jader bylo provedeno pro zjisténi poctu bunék po daném oSetieni
koncentracemi 50 nM a 500 nM obou toxint. Pocet bunék byl dilezity pro vypocet LCQ
(Luminiscence Cel Quota) kaspaz. Hladina kaspaz na bufiku v oSetfenych bunkach byla tedy
vztazena k hladin€ kaspaz na buiiku v kontrolnich butikach a vynasobena 100 %, ¢imz byla

ziskana finalni hodnota zvyseni kaspaz.

Pro barveni byla pouzita fluorescencni barva Hoechst 33342, ktera se pouziva pro barveni

zivych bunék. Hoechst 33342 nabarvi bunécné jadro tim, Ze se navaze na DNA.

Barveni jader probihalo nasledujicim zptisobem. 96 jamkova mikrotitra¢ni desti¢ka byla po
uplynuti daného expozi¢niho €asu vloZena do centrifugy (800 RPM, 3 min), aby se vSechny
bunky usadily ke dnu. Poté bylo odebrano 100 ul média z jamek a bylo pfidano 100 ul roztoku
média DMEM s barvou Hoechst 33342 (2 kapky barvy na 1 ml média). Desticka s barvou byla
inkubovéna pii pokojové teploté po dobu 20 minut ptfikryta alobalem, aby se fluorescencni

barva nevysvitila.

Po uplynuti inkubaéni doby byly jednotlivé jamky vyfoceny fluorescenénim mikroskopem
AXIO Observer Z.1. V kazdé mikrotitra¢ni desti¢ce byla snimana vzdy cela plocha jamky.

Pro spocitani bun¢k v celé jamce byl pouzit program ImageJ.

5.2.7. Hemolyticky test
Hemolyza je destrukce ¢ervenych krvinek (BMA, 2007), pti které dochézi nejdiive k naruseni

membrany riznymi fyzikalnimi nebo chemickymi €initeli a nasledné k vyliti hemoglobinu do

okoli bunky (Trojan et al.,2003).

Hemolyticky test byl proveden za ucelem zjisténi hemolytické aktivity TLX a 7-OMeSB na
Cervenych krvinkach. Tento test byl laskavé vykonan Kumarem Sauravem Ph.D. a Bc.

Markétou Macho s pouzitim protokolu podle (Saurav & Kannabiran, 2012).

5.2.8. Velkokapacitni screening

Velkokapacitni screening slouzi k testovani biologické aktivity riznych sloucenin. Pro nasi
potiebu bylo provedeno testovani potence TLX a 7-OMeSB na tiech primarnich (Tab. Il) a na

osmnacti rakovinnych liniich (Tab. III). Toto testovani prob&hlo v laboratofich CZ-
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OPENSCREEN Narodni infrastruktury chemické biologie v Praze. Buiiky byly nasazeny do
1536 jamkovych desticek v koncentraci 1000 bunék na jamku a nasledné oSetieny latkami o
koncentraci 0 —13 931 nM, pfi¢emz po 72 hodinach expozice byla vyhodnocena viabilita
pomoci CellTiter Glo (viz kapitola 5.2.5).

Tab. II: Primarni bunééné linie.

Néazev a popis bunééné linie

BJ Primérni fibroblasty z predkozky penisu
RPE1 Primarni buiiky ze sitnice oka

HEK 293T Primérni bunky ledvin

Tab. I1I: Rakovinné bunééné linie.

Nazev a popis bunééné linie

D283 Med CNS meduloblastom

K562 Chronick4 myeloidni leukémie
U20S Osteosarkom

Capan-2 Karcinom slinivky bfi$ni

HCT 116 Kolorektalni karcinom

SW 480 Kolorektalni adenokarcinom
Hep 2G Hepatocelularni karcinom
MDA-MB 231 Adenokarcinom prsu

MCF7 Adenokarcinom prsu

RKO Adenokarcinom tlustého stieva
HT-29 Adenokarcinom tlustého stfeva
HL-60 Akutni myeloidni leukémie

DU 145 Adenokarcinom prostaty
Caov-3 Adenokarcinom vaje¢niku
U-937 Histiocytarni lymfom

AsPC-1 Adenokarcinom slinivky bfiSni
BxPc-3 Adenokarcinom slinivky bfi$ni
SJCRH30 Rhabdomyosarkom

5.2.9. Barveni jadra, aktinu a tubulinu

Barveni jadra, aktinu a tubulinu bylo provedeno za ucelem zjisténi vlivu TLX a 7-OMeSB na

morfologii rakovinné bunééné linie HeLa.

Byly pouzity tii fluorescencni barvy — DAPI, Alpha Tubulin Mouse monoclonal Antibody-
Alexa Fluor 488 a Alexa Fluor 555 Phalloidin. DAPI je fluorescené¢ni barva, ktera se vaze na
AT bohaté tiseky v dsDNA a barvi tedy jadro. Alexa Fluor 488 je fluorescencni barva, ktera
barvi tubulin. Posledni barva Alexa Fluor 555 Phalloidin umoZiuje nabarveni aktinu pomoci

navazani phalloidinu na F-aktin.
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Pro experiment byla pouzita 12 jamkova mikrotitracni desticka, ve které byly buiky (60 000

bunék/jamku) narostlé na sklickach se specialnim adherentnim povrchem. Koncentrace latek

byla 50 a 500 nM za expozi¢niho ¢asu 24h.

Barveni probihalo dle nésledujiciho postupu:

1)
2)
3)
4)

5)

6)
7)

8)

9)

Mechanické odstranéni média z jamek.

Oplach PBS, 2-3x 1ml.

500 ul/jamka 3,7% roztoku formaldehydu v PBS, 15 min inkubace PT (Pokojova
teplota). Roztok formaldehydu zde slouzi jako fixator bunék.

Oplach PBS, 2-3x 1ml.

500 ul/jamka 0,25% roztoku Tritonu X-100 v PBS, 5 min inkubace PT. Roztok Tritonu
X-100 je dilezity pro permeabilizaci membrany, aby se barva mohla dostat dovnitf
buiky.

Oplach PBS, 2-3x 1ml.

500 ul/jamka 1% roztoku BSA v PBS (0,1 g BSA na 10 ml PBS), 1h inkubace PT.
BSA (Hovézi sérovy albumin) se pouziva jako blokujici ¢inidlo k prevenci
nespecifického vazani antigent a protilatek k povrchu jamky v mikrotitraéni desticce.
Alpha Tubulin Mouse monoclonal Antibody (A11126) — 250 ul/jamka (6 ul na 3 ml
1% BSA) inkubace 3 h PT. Tato protilatka se pouziva k vizualizaci mikrotubult
Vv zafixovanych bunkéch.

Oplach PBS, 2-3x 1 ml.

10) 15 ul Alexa Fluor 488 Rabbit Anti-Mouse 1gG Secondary Antibody (A11001) + 3 ml

PBS + 6 kapek DAPI (1 kapka = 40 ul) = 250 ul/ jamku, 10 min inkubace ve tmé PT.

11) - pridani roztoku 75 ul Alexa Fluor 555 Phalloidin + 3 ml PBS, 250 ul/jamka,

inkubace RT 20 min.

12) Oplach PBS, 3x 1 ml.
13) Napipetovani 10 ul lepidla (Kapka DAPI + 1 ml Mowiolu), na podlozni sklicko

a nasledné ptilepeni sklicka s bunkami.

Hotové permanentni preparaty byly vyfoceny druhy den na konfokalnim mikroskopu Zeiss

Axio Imager Z2 Mgr. Petrou Divokou.

5.2.10. Barveni fosfatidylserinu a vyhodnoceni priitokovou cytometrii

Za ucelem zjiSténi, jestli ptisobeni TLX a 7-OMeSB zplsobuje externalizaci bunééné

membrany, jako jeden zdulezitych markeri apoptézy, bylo provedeno barveni
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fosfatidylserinu s vyhodnocenim na pratokovém cytometru. Pro tyto ucely byla pouzita sada
FITC Annexin VV/Dead Cell Apoptosis Kit with FITC annexin V and PI for Flow Cytometry.
Fosfatidylserin je fosfolipid, ktery je soucasti cytoplazmatické membrany Zivoc¢isnych bunék
(Alberts et al., 2014). U zdravych zivych bunék se nachazi na vnitini strané cytoplazmatické
membrany, avSak po spusténi apoptozy v buiice je presunut na vnéjsi stranu membrany. Jedna
Z pouzitych barev byla annexin V, coz je lidsky antikoagulant s vysokou vazebnou afinitou na
fosfatidylserin. Soucasti sady byl rekombinantni annexin V, ktery je po navazani na
fluorescein FITC annexin V schopen navéazat se na apoptické buiky a odlisit je tak od
ostatnich. Sada obsahovala také roztok cervené fluorescencni barvy propidium jodid, ktery je
nepropustny pro apoptické a zivé buiiky, ale barvi buiiky mrtvé vazbou na jejich DNA (FITC
Annexin V/Dead Cell Apoptosis Kit with FITC annexin V and PI for Flow Cytometry Product
Information). Propidium jodid je také schopen rozeznat v jaké fazi bunééného cyklu se bunka

zrovna nachazi (Galluzzi & Rudquist, 2019).

Bunky byly oSetfeny ob&éma latkami o koncentracich 50 nM a 500 nM v expozi¢nich ¢asech
1h,2h,3h,5h, 24 ha48 h. Pouzit byl také induktor apoptdzy staurosporin o koncentracich
0,5 uM, 1 uM a 3 pM. Barveni bylo provedeno dle pokynl vyrobce a nabarvené bunécné

populace byly otestovany v pritokovém cytometru Apogee A50 Micro.
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6. VYSLEDKY

6.1. Vyhodnoceni ICs TLX a 7-OMeSB na HeLa WT bunec¢né linii

Pomoci CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay kitu byla zjisténa hodnota ICsp pro
TLX a 7-OMeSB u HeLa WT bunééné linie. Hodnota ICsg byla stanovena 50 nM pro TLX
a 500 nM pro 7-OMeSB. Ve vétsing nasledujicich experiment bylo proto pracovano jen
s t¢émito koncentracemi. Porovnani potence obou toxintl je mozné vidét na Obr. 7.
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Obr. 7: Porovnani potence 7-OMeSB a TLX.

6.2. Hodnoceni viability

6.2.1. MTT test

MTT testem byla zjisténa viabilita bunééné linie HeLa WT v ¢asech 24 h (modry sloupec), 48
h (oranzovy sloupec) a 72 h (Sedy sloupec) po expozici TLX a 7-OMeSB. Na grafu (Obr.8) je
vidét, ze TLX vykazuje vyssi toxicitu nez 7-OMeSB ve vSech expozi¢nich ¢asech. Pti oSetieni
buné¢k koncentraci 50 nM nebyl pozorovan pokles viability u 7-OMeSB oproti TLX, kde byl

jiz vétsi pokles. Po osetfeni bun€k koncentraci 500 nM byl zpozorovan vyrazny pokles u obou

toxind, avSak u TLX byl opét daleko vétsi.
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Obr. 8: Vyhodnoceni viability HeLa WT bun¢k pomoci MTT testu v 24 h, 48 ha 72 h.

6.2.2. ATP

Vyhodnoceni viability na bunééné linii HeLa WT pomoci ATP bylo provedeno pomoci
CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay kitu ve tiech expozi¢nich ¢asech — 24 h,
48 h, 72 h po expozici TLX a 7-OMeSB. V grafu (Obr.9) je pozorovan stejny trend jako
v grafu u MTT testu. Tolytoxin vykazuje vyssi cytotoxicitu ve vSech expozi¢nich Casech
a viabilita ma klesajici tendenci s expozicnim ¢asem. Pokles viability nebyl pozorovan
u bunék oSetfenych 7-OMeSB (50 nM) ani po 72 hodinach expozice ve srovnani s vyraznym
poklesem viability po 1écbé TLX (50 nM). Vyznamné snizeni viability bylo pozorovano
U bunék osetfenych TLX (500 nM) ve srovnani s mirnéj§im uc¢inkem 7-OMeSB. Tato data
podporuji vysledky ziskané pro jiné bunécné linie (Tab. IV) a ukazuji jasny rozdil mezi
potencemi toxind.
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Obr. 9: Vyhodnoceni viability HeLLa WT bunék pomoci kitu CellTiter Glo v 24 h, 48 h
ar2h.
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6.3. Hodnoceni bunééné smrti

6.3.1. Hladina kaspaz 3/7

Experimenty byly provedeny pomoci Caspase-Glo® 3/7 Assay kitu v expozi¢nich ¢asech
24 h, 48 h a 72 h pro pouzité koncentrace latek 500 nM a 50 nM (Obr.10). Jako pozitivni
kontrola byl pouzit induktor apoptézy staurosporin (0,5 uM). Hlavni nastup aktivity kaspaz
3/7 byl zaznamendn 48 h po oSetfeni bunék obéma latkami. Pokles aktivity kaspaz 3/7 naopak

nastal po 72 h, coz naznacuje, ze bunky podstoupily apoptoézu hlavné po 48 h.
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Obr. 10: Vyhodnoceni hladiny kaspaz 3/7 v expozi¢nich ¢asech 24 h, 48 ha 72 h.

Nasledujici grafy (Obr. 11 a 12) ukazuji vyhodnoceni hladiny kaspaz 3/7 ve 48 h. Pro
experimenty byly pouzity 2 rakovinné linie linie HeLa WT (modry sloupec) a HeLa DKO
Bax/Bak (oranzovy sloupec). Sedy sloupec ozna¢uje buiiky HeLa WT osetiené kaspazovym
inhibitorem ZVAD. Data ukazuji snizeni aktivity kaspaz v HelLa Bax/Bak DKO, coz
naznacuje, ze zde probihd zapojeni na mitochondrii zé4vislé wvnitini dréhy apoptozy.

Luminiscenc¢ni signal kaspaz byl sniZzen také pomoci inhibitoru kaspaz Z-VAD-FMK.
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Obr. 11: Vyhodnoceni hladiny kaspaz 3/7 v expozi¢nim Case 48 h pii koncentraci latky
50 nM.
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Obr. 12: Vyhodnoceni hladiny kaspaz 3/7 v expozi¢nim Case 48 h pti koncentraci latky
500 nM.
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6.4. Hemolyticky test

Hemolyticky test byl proveden v rozmezi koncentraci 500 — 0,24 na bunécné linii HeLa WT.
Z grafu (Obr.13) je vidét, ze se zvysujici se koncentraci TLX i 7-OMeSB, se nepatrné zvysuje
i procento hemolyzy, tedy destrukce ¢ervenych krvinek, ackoli procento hemolyzy (15 %)

neni nikterak vyznamné ani pfi nejvyssich testovanych koncentracich.

Hemolyticky test
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Obr. 13: Vyhodnoceni hemolytického testu.

6.5. Velkokapacitni screening

Ve vysledcich velkokapacitniho screeningu se potence TLX a 7-OMeSB u riiznych bunéénych
linii znacné lisily a ICso bylo mozné najit v rozmezi zacinajicim na 16,29 nM a koncicim na
8090,9 nM. TLX vykazoval ve srovnani s 7-OMeSB vyrazné silngjsi cytotoxicky téinek
(Tab. IV). Obé slouceniny vykazovaly nejvyssi uc¢innost proti bunéénym liniim HL-60 (krev,
leukémie), D-283 Med (mozek, blastom), U-937 (krev, lymfom) a MDA-MD 231 (prsa,
karcinom). Primarni bunky RPE1 (sitnice, epitelialni bunky) a BJ (pfedkozka, fibroblasty)
byly méné citlivé na ucinek slou€enin. Za zminku také stoji, Ze linie Hep 2G, MCF-7
a HEK-293T byly rezistentni va¢i U¢inku obou latek takovym zplsobem, Ze nebyly
zaznamenany zadné toxické ucinky az do nejvyssi koncentrace. ICso vSech 21 testovanych

linii jsou vyobrazeny v tabulce IV.
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Tab. IV: Hodnoty ICsp TLX a 7-OMeSB u jednotlivych bunéénych linii.

: : wx e s I1Cs0 (NM)
Nazev a puvod bunééné linie TLX 7-OMeSB
HL-60 (krev, leukémie) 16,29296 102,8016
D283 (CNS, meduloblastom) 28,9068 172,1869
U-937 (krev, lymfom) 29,71666 211,8361
MDA-MB 231 (prsa, adenokarcinom) 48,86524 3479
RKO (tlusté stfevo, karcinom) 59,29253 3474
RPEI1 (sitnice, primarni b. linie) 82,41381 430,5266
BJ (ptedkozka, primarni b. linie) 111,4295 583,4451
Capan-2 (slinivka btisni, karcinom) 115,08 1069,055
Caov-3 (vajecnik, adenokarcinom) 139,3157 1610,646
K562 (krev, leukémie) 1428894 783,4296
HT-29 (tlusté stievo adenokarcinom) 176,6038 1161,449
BxPc-3 (slinivka bfi$ni, adenokarcinom) 216,7704 1828,1
U20S (kostra, sarkom) 257,6321 1849,269
DU 145 (prostata, adenokarcinom) 475,3352 3191,538
SW 480 (tlusté stifevo, adenokarcinom) 659,1739 2564,484
SJCRH30 (svalstvo, sarkom) 682,3387 3326,596
ASPC-1 (slinivka bfi$ni, adenokarcinom) 699,842 2930,893
HCT 116 (tlusté stfevo, karcinom) 1862,087 8090,959
Hep 2G (jatra, karcinom) Neobjeveno Neobjeveno
MCEF-7 (prsa, adenokarcinom) Neobjeveno Neobjeveno
HEK 293T (ledviny, primarni b. linie) Neobjeveno Neobjeveno

JelikoZ ob¢ latky plsobi rozdilné na rizné bunééné linie, na nasledujicich strankach jsou
vyobrazeny grafy (Obr.14) plsobeni latek se dvéma primarnimi bunéénymi liniemi BJ
(primarni fibroblasty z ptedkozky penisu) a RPE1 (primérni buiiky ze sitnice oka). Nasledné
byly vybrany dvé rakovinné bunécné linie, které byly vii¢i obéma toxinim rezistentni —
HCT 116 (kolorektalni karcinom) a Hep2G (hepatocelularni karcinom) a dvé rakovinné
bunééné linie, které byly citlivé — D283 Med (CNS meduloblastom) a MDA-MB231

(adenokarcinom prsu).
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Obr. 14: Velkokapacitni screening — 7-OMeSB a TLX.
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6.6. Morfologie bunécné linie HeLa WT po 24h expozice TLX a 7-OMeSB

Pro lepsi pochopeni ptsobeni latek na rakovinnou bunécnou linii HeLa WT byly bunky
nabarveny tfemi fluorescenénimi barvivy - DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole), které barvi
jadro, Alexa Fluor 555 Phalloidin, které barvi aktin a Alexa Fluor 488 barvici tubulin.
Nabarvené vzorky byly nasledn¢ vyfoceny pomoci konfokalniho mikroskopu Zeiss Axio
Imager Z2. TLX i 7-OMeSB byly pouzity v koncentracich 50 nM a 500 nM. Foceni probé&hlo
po expozi¢nim Case 24 h. Vysledek foceni je vyobrazen na nasledujicich fotografiich (Obr.
15. a 16.) a je vidét, Ze ob¢ latky viditelné depolymerizuji aktin. Na tubulinu ani na jadrech

neni vidét zddna vyraznd zména.
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Obr. 15: Morfologie bunééné linie HeLa WT po 24 h. Koncentrace toxini 500 nM.
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Obr. 16: Morfologie bunécéné linie HeLa WT po 24 h. Koncentrace toxind 50 nM.



7. DISKUZE

7.1. Hodnoceni viability

Ve vyhodnoceni viability u MTT testu i u ATP se ukazuje stejny trend, kde TLX vykazuje
vy$s$i toxicitu nez 7-OMeSB Vv expozi¢nich ¢asech 24 h, 48 h a 72 h. Struktura linearniho
polyketidového ftetézce, ktery je hlavnim Cinitelem pfinaruSeni polymerizace aktinu
(Allingham et al., 2006) je u obou latek identickd. Jedinym rozdilem je pfitomnost
hydroxylové skupiny na C6 v makrolidovém cyklu u TLX, zatimco u 7-OMeSB tato
hydroxylova skupina chybi (Obr.17). I tento nepatrny rozdil v hlavové ¢asti molekuly obou
toxinlt ma velky vliv na jejich potenci, coz ukazuji vysledky experimentii. Bylo by vSak
vhodné provést dalsi vyzkum a upiesnit roli hlavové ¢asti molekuly pii piisobeni na aktin.
Podobny vyzkum byl proveden o jinych slouceninach, avSak u scytophycinti nebyl proveden

vubec (Allingham et al., 2006; Klenchin et al., 2003).

A Makrolidovy cyklus Linearni polyketidovy rfetézec

CH, CH,

0 H - 7-OMeSB

Obr. 17: Rozdil ve strukturach TLX a 7-OMeSB.

Mechanismus pisobeni TLX na aktin byl odvozen od jinych makrolidi s velmi podobnou
strukturou linedarniho polyketidového fetézce, jako je napiiklad kabiramide C,
reidispongiolide, nebo jaspisamide A. Latka se navaze na konec vlakna F-aktinu, piedev§im
na hydrofobni §térbinu aktinu, kterd se nachdzi mezi podjednotkami 1 a 3 a béZné slouzi
k navazani monomerniho G-aktinu. Nasledné dojde ke vmezefeni linearniho fetézce do
Stérbiny, které muze vyustit v oddéleni nebo naruSeni navazani G-aktinu. Polymerni vlakno
F-aktinu je tak naruseno. O makrolidovém cyklu se pfedpoklada, Ze ptichyti celou molekulu
k aktinu pomoci interakci s aminokyselinovymi zbytky u vstupu hydrofobni Stérbiny
(Allingham et al., 2006; Klenchin et al., 2003). Nicméné, jak jiz bylo zminéno vyse, data

naznacuji, ze hlavova ¢ast molekuly hraje daleko vétsi roli v depolymerizaci aktinu.
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7.2. Hodnoceni bunééné smrti

Po provedeni experimentu za ucelem zjisténi hladiny kaspaz 3/7 ve tfech expozi¢nich Casech
24 h, 48 h a 72 h, byl zaznamenan nejvétsi narust hladiny kaspaz 3/7 ve 48 h. Pokles aktivity
kaspaz 3/7 naopak nastal po 72 h, z ¢eho se da usuzovat, ze buiikky podstoupily apoptozu

zejména po 48 h.

Jelikoz byl nejvétsi narist hladiny kaspaz 3/7 zaznamenan ve 48 h, byl proveden experiment
s bunécnou linii HeLa WT, HeLa DKO Bax/Bak a inhibitorem kaspaz Z-VAD-FMK v tomto
expozi¢nim Case. Vyrazné¢ snizend hladina kaspaz po oSetfeni inhibitorem Z-VAD-FMK
dokazuje, Ze luminiscencni signal opravdu pochazi z enzymatické aktivity kaspaz. Jelikoz ale
bunécnd linie HeLa DKO Bax/Bak postrad4d Bax/Bak proteiny, které slouzi k indukci kaspaz
Vv bunice skrze mitochondridlni cestu, naméfena data potvrzuji, Ze kaspazy 3/7 jsou v pripade
vystaveni latek indukovany mitochondridlni cestou. Studované latky tedy aktivuji kaspazy
skrze mitochondridlni cestu, ale buiiky nutné neumiraji na apoptézu. Bylo by tedy vhodné
provést dalsi vyzkum a otestovat jiné apoptické markery, aby bylo mozné zodpoveédét otazku,

jestli hlavni pti¢inou smrti bunék byla apoptoza, popt. jiny druh bunééné smrti.

Jednim z téchto markerti je fosfatidylserin. Je to fosfolipid, ktery je po spuSténi apoptdzy
V buiice vyloucen z vnitini strany cytoplazmatické membrany na vné&j$i a buika je tak
oznacena pro destrukci fagocytdzou okolnimi butikami, nebo buitkami imunitniho systému
(Alberts et al., 2014). Zpisob otestovani tohoto markeru apoptdzy je mozny pomoci nabarveni
annexinem V s pouzitim sady FITC Annexin V/Dead Cell Apoptosis Kit with FITC annexin
V and PI for Flow Cytometry a vyhodnocenim na pritokovém cytometru. Tato metoda byla
provedena, ovSem neuspésné. Ani v riznych koncentracich a expozi¢nich ¢asech nebyl

fosfatidylserin detekovan.

7.3. Hemolyticky test

vvvvvv

Carmeli, 1992). Vysledky naseho experimentu ukazuji pouze zanedbatelny ucinek na cervené
krvinky, tedy max. 15 % u nejvyssi testované koncentrace. Oba toxiny jsou tak slibnymi

kandidaty pro dalsi vyzkum 1éEby rakoviny.
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7.4. Morfologie

Experiment, ktery byl proveden na konfokalnim mikroskopu po expozici 24 h viditeln¢ ukazal,
ze obé latky depolymerizuji aktin. Na jadrech a tubulinu nebyla pozorovana vyrazna zména.
V soucasné dob¢ existuje velké mnozstvi cytotoxickych latek inhibujicich tubulin, které se jiz
vyuzivaji v klinickém prostfedi (Mooberry, 2007). Ackoliv je aktin pfi proliferaci bunék také
velmi dualezity, zejména pii cytokinezi (Kato et al., 2008), zatim nebyla klinicky schvalena
7zadna cytotoxicka latka inhibujici aktin (Trendowski, 2014). TLX i 7-OMeSB jsou tak

nad&jnymi kandidaty pro dalsi vyzkum.
7.5. Pusobeni latek na rizné rakovinné bunécné linie

7.5.1. Citlivé linie

Vysledky velkokapacitniho screeningu ukéazaly zvySenou citlivost nésledujicich bunéénych
liniich na ob&é zkoumané latky. Jelikoz maji nize zminéné typy rakoviny casto vysokou
umrtnost, jsou proto terapeuticky relevantni a ob¢ latky by mohly byt vhodnymi kandidaty pro
vyzkum jejich 1éCby.

D283 Med je rakovinna bunéénd linie, kterd se fadi mezi meduloblastomy, nadory centralni
nervoveé soustavy. Byla izolovana z peritonealniho implantatu a ascitické tekutiny ditéte
S metastdzami meduloblastomu (Friedman et al., 1985). Meduloblastom je nejcastéjSim
malignim pediatrickym mozkovym nadorem. Navzdory pokroku v novych zplsobech 1é¢by
zustava riziko recidivy a umrti velké a dlouhodobé nasledky na ptezivsich pacientech jsou
znaén¢ (Casciati et al., 2020). Za rok 2020 celosvétove pribylo 1,6 % novych piipadi a 2,5 %
umrti (Sung et al.,, 2021). Soucasna lécba spociva v chirurgii nasledované radioterapii

a chemoterapii. Po péti letech 1écby pieziva pouze 60 % pacientt (Patties et al., 2016).

HL-60 je rakovinna bunécna linie, ktera byla izolovana z leukocytl periferni krve pacientky
s akutni promyelocytarni leukémii (APL) (Collins et al., 1977). Jedna se o odliSnou variantu
akutni myeloidni leukémie (AML) (Tallman & Kwaan, 1992). APL je neobvykl4, ale vysoce
1é¢itelna leukémie, avsak velka ¢ast pacientli zemie mésic od diagndzy jesté pred zacatkem
1é¢by (Lehmann et al., 2011). Za rok 2020 celosvétove pribylo 2,5 % novych piipadi a 3,1 %
umrti (Sung et al., 2021). Velkym pokrokem v léc¢bé je pouziti kyseliny all-trans retinové

(ATRA) a v posledni dobé také oxidu arsenitého (ATO). Existuje tedy nékolik 1é¢ebnych
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strategii vyuzivajicich tyto latky samotné, v kombinaci s chemoterapii, nebo se vyuziva jen

chemoterapie (Sanz et al., 2009).

MDA-MB-231 je rakovinnd bunécna linie, kterd byla izolovdna z pleurdlniho vypotku
pacientky s metastatickym adenokarcinomem prsu (Cailleau et al., 1974). MDA-MB-231 patii
mezi tzv. triple negativni rakovinu prsu (TNBC), jez ma negativni expresi estrogenového
receptoru, progesteronoveého receptoru a snizenou hladinu proteinu HER2/Neu (Brenton et al.,
2005). Rakovina prsu je nej¢astéjsi typ rakoviny u Zen na svété a za rok 2020 pribylo 11,7 %
novych ptipadi a 6,9 % umrti (Sung et al., 2021). TNBC je nejvice agresivni forma rakoviny
prsu (DeSantis et al., 2016). Optimalni 1é€ebny rezim TNBC ziistava nedefinovany, nicméné
se v 1é¢bé uziva neoadjuvantni chemoterapie, chemoterapie a imunoterapie (Bergin & Lo,

2019).

Rko je rakovinnd bunécna linie tlustého stieva (Brattain et al., 1981). Kolorektalni karcinom
je tieti nejCastéjsi typ rakoviny a je druhym nejsmrtelnéj$im typem rakoviny na svété. Za rok
2020 celosvétove pribylo 10 % novych ptipadii a 9,4 % tmrti (Sung et al., 2021). Pro pacienty
S potencionalné 1écitelnym kolorektalnim karcinomem existuje 1é€ba v podob¢ chirurgie
a chemoterapie, avsak pro pacienty s neléCitelnym onemocnénim nabira 1écba spise
paliativniho charakteru za G¢elem zmirnéni pfiznakl a rozsifeni nemoci v téle (Labianca et

al., 2010).

7.5.2. Rezistentni linie

Vysledky velkokapacitniho screeningu ukdzaly vysokou rezistenci nasledujicich bunéénych
liniich pro ob& zkoumané latky. I pfesto, Ze maji nize zminéné typy rakoviny vysokou
umrtnost a jsou terapeuticky relevantni, TLX a 7-OMeSB nejsou vhodnymi kandidaty pro

vyzkum jejich 1écby.

Rakovinna bunécnd linie AsPC-1 byla zaloZena jako xenograft v athymické nahé mysi,
pivodni nadorové bunky vsak byly ziskany od pacienta s adenokarcinomem slinivky bfisni
(Tan et al., 1981). Za rok 2020 celosvétove ptibylo 2,6 % novych ptipada a 4,7 % umrti (Sung
etal., 2021). V soucasné dobé je chirurgie jedinou 1é¢bou, ktera nabizi potencionalni vyléceni

a pridani adjuvantni chemoterapie zvySuje Sanci na pieziti (McGuigan et al., 2018).
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HCT 116 je bunécna linie pochazejici z kolorektalniho karcinomu, kterd byla izolovana
Z primarniho nadoru vzestupného tra¢niku. (Brattain et al., 1981). Jedna se o agresivni

bunéénou linii (Olejniczak et al., 2018).

7.6. Potencial TLX a 7-OMeSB

Rada latek ptisobicich na rakovinné buiiky je jiz v klinickém uZivéani, napiiklad taxany,
epothilony, nebo vinca alkaloidy. Cilem ptisobeni téchto latek jsou vSak mikrotubuly, které
jsou soucasti mitotického vieténka a latky jsou tak schopny pierusit proliferaci rakovinnych
bun¢k. Latky, jejichz cilem jsou aktinova mikrofilamenta, se v klinickém prostiedi zatim

nepouzivaji (Trendowski, 2014).

Vlastnosti TLX diskutované vys$e naznacuji, Ze ma velky potencial pro dal$i vyzkum rakoviny
navzdory pocate¢nim pokustim in vivo na mysich, které prokazaly zna¢nou toxicitu (Patterson
& Carmeli, 1992). TLX by tak mohl byt vhodnym kandidatem pro selektivni dodavani latky.
V nedavné dobé byl vyvinut konjugat lidské protilatky AGS67E a silné antitubulinové latky
MMAE vyuzivajici spojeni §té€pici katepsin pro selektivni dodavku latky. V soucasné dobé
podstupuje klinické testovani na bunkach non-Hodgkinova lymfomu a chronické lymfocytarni
leukémii (Pereira et al., 2015). TLX ma zvySeny ucinek na terapeuticky relevantni rakoviny,
jako je napf. meduloblastom CNS, krevni leukémie nebo adenokarcinom prsu, u kterych Ize

uvazovat o selektivnim dodéavani latky.
7-OMeSB je v literatufe velmi neprozkoumana latka, ktera je strukturné podobna TLX

a vykazuje 1 podobné ucinky. I pfesto, Ze vykazuje niz$i potenci nez TLX, ma také velky

potencidl pro dalsi vyzkum.
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. ZAVER

- TLXa7-OMeSB jsou strukturné podobné cytotoxiny produkované sinicemi rodi, jako
je napt. Scytonema a Tolypothrix.

- Stanoveni viability u bunécné linie HeLa WT oSetfené latkami pomoci detekce MTT
a ATP prokazalo vyssi toxicitu TLX.

- Probéhlo zhodnoceni ICso na Siroké Skale rakovinnych a primérnich bunéénych linii.

- Probéhlo porovnani uéinki obou toxini na cervenych krvinkach pomoci
hemolytického testu. Vysledkem byla nizk4 hladina hemolyzy u obou latek.

- Zhodnoceni morfologickych zmén bunécné linie HeLa WT oSetfené obéma latkami na
konfokalnim mikroskopu ukazalo depolymerizaci aktinu.

- Stanoveni hladiny kaspaz 3/7 u bun€k HeLa WT, jako jednoho z apoptickych marker,
ukézalo zvysenou hladinu kaspaz 3/7 po 48 h expozice obéma latkami.

- OSetfeni bunécné linie HeLa WT obéma latkami a navic inhibitorem kaspaz
Z-VVAD-FMK prokézalo, ze luminiscenéni signal opravdu pochazi z enzymatické
aktivity kaspaz.

- OSetfeni bunécné linie HeLa DKO Bax/Bak obéma latkami potvrdilo, Ze jsou kaspazy
3/7 indukovéany mitochondrialni cestou. Bunky ale nutné¢ nemusi umirat na apoptozu.

- Detekce apoptickych bunék pomoci pritokové cytometrie barvenim apoptického
markeru fosfatidylserinu se nezdafila.

- TLX i 7-OMeSB jsou diky svym vlastnostem slibnymi kandidaty pro dals$i vyzkum
rakoviny.
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