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Submerzni kmeny Quambalaria sp. CCM
8372 a CCM 8373, smés naftochinonovych
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(57) Anotace:

Submerzni kmeny Quambalaria sp. CCM 8§372a CCM 8373,
zpusob fermentadni pripravy, separace a purifikace extra- a
intracelularnich naftochinonovych barviv produkovanych
vlaknitymi houbami rodu Quambalaria sp.. smés
naftochinonovych barviv, nafiochinonové barvivo FSK1 a
pouZiti smési barviv nebo slouceniny FSK2. Kultivace kmend
Quambalaria sp. se provadi za submersnich podminek,
biomasa produk¢niho mikroorganismu se z kultivadni tekutiny
po fermentaci odstrani filtraci ¢ odstfed énim. Jak retentét, tak
ususena biomasa je extrahovana vhodnym organickym

rozpou ¥€dlem a zakoncentrovana na odparce nebo
lyofilizatoru. Tento hruby barevny extrakt je dale vyuzivan
jako findlni produkt a nebo dale zpracovan separalnimi
technikami na jednotliva naftochinonova barviva. Jednotlivé
latky nebo jejich smési jsou dale vyuZity pro piipravu
amitochondridlnich bun&k, pro modulaci funkce mitrochondrii
ve fyziologickych i patologickych pod minkdch, pro modulaci
morfologie mitochondrii ve fyziologickych i patologickych
podminkéch, pro potlatovani ristu bungk s mitochondridlnim
defektem - a to jak in vivo, tak in vitro, pro ovlivnéni poméru
bunék zdravych a s mitochondridlnim defektem, pro
potladovani ristu a selektivni zabijeni nddorovych bunék, pro
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Submerzni kmeny Quambalaria sp. CCM 8372 a CCM 8373, smés naftochinonovych barviv,

zpusob jejich ptipravy a pouziti

Oblast techniky

Predlozeny vynalez se tykd novych kment hub rodu Quambalaria, fermentace, produkce a

izolace hrubého barevného extraktu, purifikace jednotlivych latek a jejich vyuziti.

Dosavadni stav techniky

Naftochinony jsou daleZitou skupinou piirodnich latek s vysokym biotechnologickym
potencidlem (barviva, repelenty, atd.). Jako ptirodni barviva (napf. derivaty 1,4-naftochinoni
- lawson, lapachol, juglon, Sikonin/alkanin, atd.) byla pouZivdna k barveni latek, vlny a
hedvabi jak v Evropé, tak Asii po dlouha staleti. Lawson (2-hydroxy-1,4- naftochinon) také
zndmy jako heno-ttislova kyselina, Natural Orange 6 nebo C.I. 75480, je Cerveno-oranzova
substance ziskavana z listi heny (Lawsonia alba) a netykavky (Impatiens balsamica). Extrakt
z heny je pouzivan vice nez 5000 let k barveni kiZe, vlasti a nehtd, k ceremoniim narozenych
nemluviiat atd. v mnoha zemich Stfedniho Vychodu. Dodnes je hena dovdzena 1 do USA.
Lawsonu je chemicky podobny juglon. Vytvéaii tmavé oranZovo-hnédou barvu pouzivanou
jako potravinaiské barvivo (C.I. Natural Brown 7 nebo C.I. 75500), v kosmetice k barveni
vlast a tradi¢né k barveni tkanin, odévu, viny a také jako inkoust (NCI 2323, Oil Red BS).
Naftazarin (5,8-dihydroxy-1,4-naphthoquinone) byla napt. velmi draha purpurova tzv. barva
kralovska a cisaiska. Byla ziskavana z kary Lomatia obliqua a otfeSdku Juglans
mandschurica. Sikonin a alkanin se jé3té dnes pouzivé jako prirodni potravinové barvivo a
v kosmetickém pramyslu nejen v Japonsku, ale i v Evrop¢é a Severni Americe. Faktem
zUstava, ze velkoplo$né vyuziti v potravinaiském i kosmetickém primyslu je praveé zavislé na
dodavce a dostupnosti téchto ptirodnich surovin.

Naftochinony se vyskytuji v celé fad¢ rostlinnych druhG (napf. Plumbaginaceae,
Juglandaceae, Ebenaceae, Boraginaceae, Dioncophyllaceae, Ancistrocladaceae, Iridaceae,
Verbenaceae, Scrophulariaceae. Avicenniaceae, Balsaminceae, Bignoniaceae. Gentianaceae,
Droseraceae, Nepenthaceae, Lythraceae, Euphorbiaceae), rovnéZ u hub a mikroorganismi,

napt. rod Streptomyces, Fusarium.



Naftochinony se jiz dlouhou dobu pouZivaji v tradi¢nich medicinach riiznych narodd. V Cing
a n¢kterych dalSich asijskych zemich se pouziva extract z rostliny rodu olovénec (Plumbago;
P. zeylanica, P. rosea a P. europaea) k 1é¢bé rakoviny, revmatoidni artritidy a bolestivé
menstruace, zevné pak pii 1é¢bé otokl a zhmoZzdénin. Ve Francii se dosud pouziva Plumbago
europaea ke zmiméni bolesti zubll. Plumbago zeylanica se v lidovém lé¢itelstvi vyuziva pro
své diaforetické Gcinky a k vyvolani potratu. V Indii ma pouzivani tohoto druhu Sirokou
tradici — lécba prajmu, poruch traveni a riznych koznich problémi. Kira z kmene bolivijské
Pera benensis je vyuzivana Indidny k 1é¢beé kozni formy leishmanidzy (parazitoza zpisobena
prvoky rodu Leishmania). Kira a listy z ofe$dku (Juglans nigra) se vyuzivaji pro své sviravé,
projimavé a detergentni uinky k [écbé koznich chorob, zejména ekzéml, oparl a koznich
viedd. Kira Juglans regia se pouziva pro své mirné projimavé G¢inky. Tradi¢ni mediciny
doporucuji tuto kiiru rovnéZ k 1é¢bé syftilis a parazitéz. Zevné se pouziva ve formé riznych
extraktd jako rubefaciens (latky drazdici pokoZzku a sliznice, které zplsobuyji jejich pfekrveni,
timto mechanismem ohrani¢uji a urychluji zanét). V ceskych zemich méa dlouhou tradici (od
13. stoleti) pouzivani extraktl z rosnatky Drosera rotundifolia proti infekénim nemocem
dychacich cest, jako je nachlazeni, bronchitida, kasel a astma. Pfipravky z této rostliny se
jesté dnes doporucuji pro prevenci aterosklerdzy, pii cukrovce a jako silny antibakterialni a
antiviralni prostfedek. V Americe jsou extrakty oblibeny k 1é¢bé bradavic, kufich ok, keratéz
a k odstranéni pih.

V CR se pouziva schvaleny ptipravek Tussilen® - kapky proti kasli a nachlazeni, ktery
obsahuje extrakt z rosnatky druhu Drosera rotundifolia. V- Némecku se vyrabi piipravek
Carnivora® - extrakt z mucholapky - kapky a injekce, ktery funguje jako imunostimulans a
imunomodulans pfi malignitich a je doporucovan jako podplirmy prostfedek pfi 1é¢bé
Crohnovy nemoci a ulcerdzni colitis. V USA je vyrdbén firmou Vital Health Products jako
potravinovy doplnék.

Vice nez 1 500 let je znamé lapaco — kira ze stromu Lapacha (Tabebuia impetiginosa) z
Celedi trubacovitych (Bignoniaceae), kterym domorodé narody Zzijici v tropickych destnych
pralesich Stfedni a Jizni Ameriky 1€¢i nejrlizn€jsi onemocnéni. Indiani kmene Callawaya,
(dajné potomei inckych $amant, pouzivaji lapaco zejména k [é¢be rakoviny.

Zajem o vyuziti této rostliny se rozvinul az v roce 1981, kdy doktor Alec De Montmorency
porusil informaéni embargo vydané brazilskou vladou a publikoval rozsahlou praci o

vysledcich klinickych studii [é¢by nékterych forem rakoviny a infekénich nemoci.
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- byla identifikovana v roce 1884. Ma silny ucinek proti bakteriim, kvasinkam napt. Candida
albicans a plisnim napt. a Trichophyton mentagrophytes. UZiva se k 16¢bé nejriznéjsich
druhti onemocnéni, napf. chfipka, bronchitida, nachlazeni, pfi nékterych formach astmatu i
zanétu Zaludku, pri dolécovani borreliézy a mononukledzy, pii alergiich a zdnétech, ale
rovnéZz u diabetl, nekterych onemocnéni jater, i pfi Hodgkinové a Parkinsonové chorobé. U
nekterych typl ekzémd a u bércovych viedi je vhodné kombinovat vnéjsi i vnitini aplikaci
drogy. Pti gynekologickych potizich je mozno vyuzit jak sedacich koupeli, tak i vyplachi
nebo vaginalnich tampond.

Beta-lapachon  (3,4-dihydro-2,2-dimethyl-2H-naphtho[1,2]  pyran-5,6-dione)  isomer
lapacholu, byl také izolovan z kiry stromu Lapacha (Tabebuia impetiginosa). Mimotadny
zdjem vSak vyvolava jeho antiviralni (ovliviiuje replikaci HIV-1 viru) a protirakovinn4
aktivita (inhibuje DNA topoisomerazu I). Beta-lapachon vykézal signifikantni cytotoxicky
u¢inek na butiky mnohondsobného myelomu - redukoval jejich proliferaci. Bylo zjisténo, 7e
inhibice proliferace bun€k je zpusobena jednak indukci apoptozy (coz bylo potvrzeno
pozorovanim morfologickych zmén a Stépenim proteinu poly-ADP-riboza-polymerazy),
jednak zastavenim progrese bunééného cyklu v G1 fazi (potvrzeno cytometrickou analyzou).
Utinek byl spojen s poklesem fosforylace proteinu retinoblastomu (pRB) a zvy$enim jeho
vazby. Beta-lapachon dale snizil aktivity cyklin-dependentnich kiniz (Cdks) a cyklin-E-
asociované kinazy bez zmény jejich exprese. Obdobny mechanismus byl pozorovan u
karcinomu prsu, plic, tlustého stfeva (bunky HCT-116) a karcinomu prostaty. Aplikace u lidi
je limitovana jeho vysokou toxicitou, proto byl nahrazen derivatem (3-allyl-beta-lapachon) s
nizsi toxicitou.

Nezdvisle na sobé se po mnoha staleti pouZival extrakt z kofene kamejniku (4lkanna
tinctoria) v Evropé a kamejky (Lithospermum erythrorhizon) v Orientu (Cina, Japonsko,
Korea) jako pfirodni ¢ervené barvivo a v lidovém lé¢itelstvi. V roce 1935 byly jako hlavni
latky urceny optické antipody alkanin (S-enantiomer) a Sikonin (R-enantiomer). Patfi mezi
velmi U¢inné farmaceutické substance s Sirokym spektrem biologickych aktivit tj.
antibakteridlni (Gram-positivni napf. Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium, a
Bacillus subtilis s MIC 0.3-6.25 mg/ml), antiparasitické (Toxoplasma gondii, Leishmania sp.
a Plasmodium sp.), antimikrobialni (Candida albicans ATCC24433, Saccharomyces

-----

inhibice topoisomerasy-I a -II, antitumorni (inhibice rstu bunék raznych rakovinnych
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bunécnych linii, indukce apoptdzy u bunék leukémie (HL-60 linie) a regulace IGF a VEGF u
bunéné linie rakoviny prostaty). Jedineény rys této substance spoéiva ve vynikajicich
hojivych ucincich (lécba zanéth, popalenin, hemeroidd, viedd), které byly patentovéany -
pripravky HISTOPLASTIN RED a HELIDERM.

Lawson (2-hydroxy-1,4-naftochinon) a Me-lawson (2-methoxy-1,4- naftochinon) patii mezi
dva hlavni naftochinony izolované z netykavky (Impatiens balsamina) - rostliny, ktera je
Siroce pouzivand v tradiCni ¢inské medicing. Byly zjistény antimikrobidlni ucinky proti
Gram-positivnim 1 Gram-negativnim baktériim; antifungalni proti né&kolika lidskym
patogennim houbém, které jsou rezistentni na amfotericin B a flukonazol; cytotoxické na
nadorovych bunéénych liniich K-562 (chronicka myeloidni leukémie) a MCF7 (karcinom
prsu).

Juglon vznikd oxidaci z hydrojuglonu a je vysoce toxicky pro nékteré rostliny a zvifata.
Vzhledem k alelochemickym ucinkim se pouziva jako herbicid. Inhibuje mycelidlni riist
riznych druht vldknitych hub napt. Fusicladium effusum, ktera napada rostliny pekanovych
ofecht (Carya illinoinensis), Trichophyton mentagrophytes, zpusobuje ¢astou infekei u lidi,
nebo A. flavus atd.

2-hydroxyjuglon byl izolovan ze snéti (Ustilago sp.), je Gginny proti Gram-positivnim
baktériim, riznym druhim vldknitych hub a mykoplazmé. Inhibuje respiraci houbovych
spheroplasti a mitochondrii, potlacuje biosyntézu RNA, proteind, lipidi a transport glukosy,
ovliviiuje DNA syntézu.

Mucholapka podivnd (Dionaea muscipula) akumuluje obrovské mnozstvi cytotoxického
naftochinonu plumbaginu (5-hydroxy-2-methyl-1,4-naftochinon), ktery ji chrani svym
antifeedant uCinkem pied predatory. Stejné pusobi tento naftochinon i na housenky mold
(Spodoptera litura). Izolovan byl z olovénce (Plumbago rosea).

Nattochinon  (3,5,8-Trihydroxy-6-methoxy-2-(5-oxohexa-1,3-dienyl)-1,4-naphthoquinone),
diive chemicky syntetizovan z erythrostominonu, byl izolovan z houby (Cordyceps
unilateralis BCC1869) ve form¢ krystalki &ervenych jehlic. Je G¢inny proti malarickym
parasitim (napt. Plasmodium falciparum).

Oranzovy fumachinon (5,7-dihydroxy-2-methoxy-3-methyl-6-(3-methyl-but-2-enyl)
[1,4]naftochinon) byl izolovan z kultury Streptomyces fumanus (LL-F42248) a vykazuje
antimikrobidlni u¢inky proti nékterym Gram-positivnim baktériim s MIC kolem 64mg/ml.
Tetrahydroxynaftochinon - mompain - byl izolovan z vlaknité basidiomycety

Helicobasidium mompa a o jeho t€incich nejsou zatim zadné informace.
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Latka FSK2, 6-hexanoyl-2,5,7,8-tetrahydroxy-1,4-naphthaquinone byla izolovana z kvasinky
podobné Aureobasidiu a byla u ni popsana velmi silnd antibioticka aktivita proti S. aureus
(Flegel T.W. et al., J. Antibiot. 37, 325-329, 1984).

Hledani novych antibakteridlnich a cytotoxickych latek se v dobé, kdy prudce nariistd
incidence civiliza¢nich chorob, dostava do poptedi z4jmu mnoha védnich obori. V soucasné
dobé se ve farmakologii testuje fada rlznych prevazné rostlinnych naftochinond. Jejich
nevyhodou je zavislost na dostupnosti vhodnych pfirodnich zdroji a znatné variabilni
produkce v zavislosti na klimatickych podminkach. Tyto nevyhody odstranuje postup podle
predlozeného vynalezu, ktery vyuziva k produkei naftochinonovych barviv submersni kultury
houby rodu Quambalaria za kontrolovanych podminek. Dalsi vyhodou pfedloZeného vynalezu
je, Ze oproti doposud popsanym mikrobialnim producentiim, houby rodu Quambalaria
produkuji nové az pétkrat substituované derivaty naftochinond, které maji Sir$i oblast
absorpce svételného zafeni a tim 1 Sir$i vyuzitelnost napf. v potraviniském, textilnim,
farmakologickém primyslu atd. Dale, pfitomnost péti dostupnych substituenti vyrazné

zvySuje moznosti jejich dal$iho chemického opracovani na Zadouci preparaty.

Podstata vynalezu

Predmétem vynalezu je zpsob fermentacni piipravy naftochinonovych barviv ve smési
produkované vlaknitymi houbami rodu Quambalaria, zejména kmeny Quambalaria sp. CCM
8372, a CCM 8373. Submerzni kultivace se provadi pii teplot¢ 22-37°C na syntetickém
kultivaénim médiu po dobu 10 az 21 dni. Narostl4 biomasa produkéniho mikroorganismu se
z kultivacni tekutiny po fermentaci odstrani filtraci ¢ odstfedénim. Zni se ndsledné
organickym  rozpoustédlem, naptiklad kyselym etylacetaitem, extrahuje smés
naftochinonovych barviv, nafez se stejnym zplsobem extrahuje smés naftochinonovych
barviv z kultiva¢niho média.

Rovnéz tak z ususené biomasy muze byt organickym rozpoustédlem, napiiklad kyselym
etylacetdtem, extrahovdna smés naftochinonovych barviv a zakoncentrovana za vzniku
findlniho tmavé zbarveného produktu.

V ptipadech, kde neni mozZné aplikovat smes naftochinonovych barviv Ize tento produkt délit
za pouziti separacnich chromatografickych technik jako napt. sloupcova chromatogratie
a/nebo kapalinova chromatografie. Napiiklad tak, ze smés naftochinonovych barviv je

trituracni metodou aplikovana piimo na chromatograticky nosi¢ s vyhodou silikagel, ktery je
5
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smoCen v kompatibilni organické mobilni fazi napf. toluen/ethylacetat. Jednotliva
naftochinonova barviva jsou separovana za pouziti gradientu organické kyseliny napf.
kyseliny octové, kyseliny trifluoroctové, v organickém rozpoustédle, napf. ethylacetdtu. Cista
naftochinonova barviva jsou ziskana nékolikanasobnou krystalizaci jednotlivych izolovanych

frakei.

Kmeny a jejich piechovavani

Vynalez se tykd kment a to Quambalaria sp. CCM 8372, a CCM 8373. Tyto kmeny byly
identifikovany srovnanim s origindlnimi popisy pomoci morfologickych znakii a sekvenci
rDNA. Patentované kmeny jsou uchovavany v Ceské sbirce mikroorganismii v Brné. Kromé
lyofilizatd jsou kmeny uchovavany na Sikmych agarech s 2 % malt extrakt agarem (MEA), pii

10°C a pravidelné preockovavany po pul roce.

Mortologie kmenu

Morfologie kolonii na malt-extrakt agaru (MEA, 25°C, 14 dni): prim&r 10-18 mm, kolonie
nizka, textura vinaté ¢i sametovd, sporulace silnd; kolonie nejdiive roste kvasinkovité pozdéji
jako vlaknité mycelium; svrchni strana kolonie je bila, po del3i dob€ inkubace (1 mésic) mize
piechazet do slabé Cervené ¢i fialové; reverz je tmavé fialovy ¢i v riiznych odstinech ¢erveny.
Mikromorfologie (MEA, 25°C, 14 dni): vegetativni mycelium hyalinni; konidiofory hyalinni,
40-60 x 1.5-2.0 um, vyrustajici na vzdusném myceliu; konidiogenni burnka polyblasticka se
sympodialni proliferaci; 2-35 um dlouhd, s ¢etnymi zoubky na vrcholu; konidie prvniho fadu
(proximalni) kyjovité ¢ podlouze elypsoidalni, (5.0-)6.0(-8.8) x (2.2-)2.7(-3.5) pm,
v shluku po 4-10; konidie druhého fadu (distalni) vyristaji z vrcholu primarni konidie, jsou
ovalné ¢i mandlovité, solitérni ¢i v malych fetizcich (2.8-)2.9(-3.1) x (1.5-)1.6 (-1.8) pum,

v shlucich po 1-8.
Fyziologie a kultivaéni podminky
Sledované kmeny rostou velmi dobfe na vsech béznych komplexnich kultivaénich médiich

jako malt-extrakt agar (MEA: Pitt, 1979b). Czapkiv agar s kvasni¢nim extraktem (CYA; Pitt
1978), bramborovo-mrkvovy agar (PCA; Fassatiova, 1986), kukufi¢ny agar (CMA), agar
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zovesnych vloc¢ek (OA). Dobie rostou 1 na zakladnim médiu Czapek-Dox (CZD) se
sacharozou jako jedinym zdrojem uhliku. Optimalni pH rozmezi, béhem kterého houby
produkuji naftochinonova barviva, se pohybuje od 4-7. Pii niz8i pH hodnoté nez 3 a vys$si nez
9 je produkce naftochinonovych barviv velmi nizkd az zanedbatelna a kultura téméf neroste.

Idedlni teplota pro rust houby a biosyntézu naftochinonovych barviv je 24-27°C, ale tyto

kmeny je produkuji i pti 37°C. Houby rostou ve tm¢ a nebo pii osvétleni.

Struktury a fyzikalni vlastnosti naftochinonovych barviv produkovanych submersnimi

kulturami Quambalaria sp. CCM 8372, a CCM 8373.

Latka FSK1

Sumarni vzorec: C1¢H1407; barva krystalu skoficovd; FTMS [M -H] 317.06663, bod tani
192-202 ; UV max 208, 295, 332, 475

Chemicka struktura:
OH O
HO 0]
NS
OH O 0]

X-ray struktura:




Létka FSK 2 (3-hexanoyl-2,5,7,8-tetrahydroxy- 1 ,4-naphthaquinone)
Sumarni vzorec: C¢H407; barva krystalu tmavé fialova; FTMS [M -H]" 319.08241, bod
tani 170-173; UV max 210, 266, 316, 515

Chemicka struktura:
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Naftochinonova barviva FSK1 a FSK2 jsou pouze ¢astecné rozpustna ve vodé a to ve 40%
MeOH nebo 20% THF (tetrahydrofuran) a velmi dobfe rozpustnd v metanolu, dalSich
alkoholech, DMSO, acetonu, dioxanu, ethylacetatu nebo kyselém methanolu. Jejich barva se
méni v zavislosti na hodnoté pH, tzn. Ze tyto latky vykazuji bathochromni efekt. Maji obecné

vysokou stabilitu ke svétlu a Siroké Skale teplotniho plisobeni.
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Latky FSK1, FSK2, mompain — biologické aktivity a aplikace

Biologické aktivity latek FSK1, FSK2 a mompainu byly testovany s vyuZitim primérnich i
nadorovych bunéénych linii. Celkové nejsou cytotoxické pii ovlivnénich kratSich nez 10 h.
Pouze extrémné vysoké koncentrace (250 uM) vedou v fadu hodin k iniciaci apoptozy a
nasledné bunééné smrti. Fyziologicky relevantni koncentrace (25uM - sérova koncentrace
celé fady chemoterapeutik po oralnim podani) zachovavaji bunéénou adhezi, morfologii,
funkénost endosomi/lysozomd, strukturu aktinového a tubulinového cytoskeletu, intaktnost
bunééného jidra, u latky FSK1 i schopnost buné¢ného déleni. U litky FSK2 a mompainu
dochézi k selektivnimu ovlivnéni struktury mitochondrii, zatimco strukturné velice podobna
latka FSK1 nema pti 25uM Zadny pozorovatelny efekt.

Népadnd je selektivita efektu na pouze jednu z bunéénych organel, ktera je vysvétlitelna
odliSnosti mitochondrii od zbytku buiiky diky evolu¢ni endosymbidze. Mitochondrie obsahuji
odli$né lipidy, proteiny, jinak organizovanou DNA, celkové homologické s bakteriemi.
Ovlivnéni mitochondridlniho systému spoiva v transformaci mitochondridlni sité ve
vezikularni atvary pripominajici uspofddani mitochondrii béhem bunétného déleni
(mompain) a kompletni vymizeni mitochondrif (detekce pomoci mitochondrialnich préb typu
mitotracker) v ptipadé¢ latky FSK2. Vyse zminéné aktivity jsou vyznamné diky své selektivité
na jednu buné¢nou organelu, ktera je centrem bunééného energetického metabolismu a
regulace apoptozy. Dalsi mozné vyuZiti je ovliviiovani poméru patologickych a normalné
fungujicich populaci mitochondrii u pacientl s mitochondridlnimi dédi¢nymi chorobami.
Dosud vyuzivané piistupy (antibiotika, interkalaéni ¢inidla) nepfinaseji zcela uspokojivé
reprodukovatelné vysledky, vysokd incidence mitochondridlnich patologii v lidské populaci
(v fadu procent) tlaéi na vyvoj novych spolehlivych mitochondridlnich disruptord. Zvlaste

latka FSK2 se v tomto ohledu zda byt slibnou reagencii (rychlost G¢inku, selektivita).

Prehled obrazku na vvkresech

Obr. 1: Obrazky vysledku z prikladu 5. Kontrolni buiiky HeLa byly ovlivnény 0,25% DMSO,
nebo inkubovany 72h s 25 uM nebo 100 uM koncentraci latky FSK2. Mitochondrie

byly visualizovany pomoci mitotrackeru, jadra pomoci DAPI.



Obr. 2: Grafy zobrazujici vysledky z piikladu 6, ve kterém byla testovana biologicka aktivita
latky FSK2 na liniich nadorovych bunék.

Obr. 3: Zobrazuje analyzu bunék ovlivnénych FSK2. A: Fragmentace DNA, B: aktivace
proteolytické kaspazy 3.

Obr. 4: Zavislost mnozstvi mrtvych bun¢k na dobé plisobeni FSK2, testovana v priklad¢ 8.

Obr. 5: Vysledky prikladu 9. Protinddorova ucinnost latky FSK2 byla testovana in vivo na
mys$im nadorovém modelu. Imunodeficientnim NuNu my$im byly podkozné
implantovany bunky lidského karcinomu prsu MDA-MB-231. Latka FSK2 byla
aplikovana v okamziku, kdy nador doséhl velikosti 0,1 cm® (nitrozilng, tydenni
intervaly, aplikovany 4 davky FSK2, 5 mg/kg). Pro srovnéni byla zafazena skupina,

ktera dostavala peroralné cytostatikum doxorubicin ve stejném rezimu.

Obr. 6: Zobrazuje vysledky z piikladu 10. Kontrolni buiiky HeLa byly ovlivnény 0,25%
DMSQO, paraleln¢ byly bunky inkubovany 72h s 10 puM nebo 100 uM koncentraci
latky FSK2 a dale se vzorky smési A a B. Mitochondrie byly visualizovany pomoci
mitotrackeru, jadra pomoci DAPIL. Horni fada obrazkd — visualisace mitochondrii,

dolni fada - visualisace jader.

Piiklady provedeni vynalezu

Priklad 1

Pro submersni kultivace byl pouzit kmen Quambalaria sp. CCM 8372. Inokulum bylo
pfipraveno naockovanim Petriho misek stuhym médiem Capek - Dox o sloZeni (g/L):
sacharosa (30), KoHPO, (1), MgSO,4 (0,5), NaNO; (3), FeSO4 (0,01), KC1 (0,5) obsahujici
1.5% agaru. Po 5-ti denni kultivaci v temnu pii teplot¢ 24°C byl pienesen blocek agaru
sinokulem do ban¢k s fermentatnim meédiem. Submersni kultivace byla provadéna v
Erlenmayerovych barkach o objemu 250 ml s 50 ml média, pii teploté 24 °C, v temnu na
rotaéni tfepacce pii 250ti ot./min, po dobu 18-ti dni. Pro kultivaci byla pouzita nezpevnéna
plida Capek — Dox. Po odstiedéni biomasy byla kultiva¢ni tekutina zbavena polysacharidt
presrazenim v destilovaném acetonu v poméru 1:1 (v/v), po 12-ti hodindch znovu zfiltrovana
a na rotatni vakuové odparce zahu$téna zhruba na 1/10 pivodniho objemu. Biomasa byla

vysusena pii teploté 37°C.
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Priklad 2
Submersni kultivace podle piikladu 1 stim, Ze jako produkéni kmen je pouzit kmen

Quambalaria sp. CCM 8373.

Priklad 3

Zahustény koncentrat kultivacni tekutiny a usu$end mycelarni biomasa, ziskand postupem
podle pfedchozich piikladd, byly trikrat extrahovany (1:1, v/v) destilovanym ethylacetatem s
kyselinou octovou (20:1, v/v). Organické frakce byly po pEesuseni siranem sodnym filtrovény
a odpafeny dosucha. Celkovy vytézek smési naftochinonovych barviv (obsahujicich identické
latky v rizném relativnim zastoupeni — viz piiklad 10) ziskanych z 1 litru fermenta¢ni pudy s

myceliem ¢inil 2 g v ptikladu 1 a 8 g v piikladu 2.

Priklad 4

Smés naftochinonovych barviv (700 mg) ziskana z fermentacnich pid podle piikladu 3 byla
separovana na pevné fazi se silikagelovym nosi¢em pomoci sloupcové chromatografie.
Silikagel (Si 60; 40-63 um) 70 g byl po suspendovani ve 100 mlmobilni faze
toluen/ethylacetat (6:4, v/v) a po odvzdu$néni na vyvéve nalit do sloupce (2 x 50 cm). Smés
naftochinonovych barviva ziskand z fermentacnich pid (700 mg) byla rozpuiténa v metanolu
(5 mL) a promichana se silikagelem (5 g), nasledné odpatena na odparce dosucha. Takto
upraveny vzorek byl nanesen na kolonu a jednotlivé barevné odlisné zony (fialova, skoficova
a Cervend) byly separovany v mobilni fazi toluen/ethylacetat (6:4, v/v) s rostoucim
gradientem kyseliny octové (6:4:0,1, viviv az 6:4:1, v/v/v). Cerveny pigment byl eluovén
siln&j$i kyselinou trifluoroctovou (TFA; toluen/ethylacetat/TFA; 6:4:0.5 - 6:4:3; v/v/v).
Frakce obsahujici jednotlivé naftochinonové derivaty byly spojeny a zahustény na vakuové
odparce na 1/3 pavodniho objemu. Ochlazenim pa 4°C doslo ke krystalizaci. Po 24 h byly
krystaly oddéleny od mate¢nych louhd odsatim na frit¢ a promyty methanolem. Mateéné
louhy byly znovu krystalizovany stejnym zpltsobem. Timto postupem bylo ziskano 170 mg

latky FSK1, 50 mg latky FSK2 a 80 mg mompainu.
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Piiklad 5

Testovani aktivity latky FSK2 na adenokarcinomové bunééné linii HeLa:

Kontrolni butiky HeLa byly ovlivnény 0,25% DMSO, nebo inkubovany 72h s 25 uM nebo
100 pM koncentraci latky FSK2. Mitochondrie byly visualizovany pomoci mitotrackeru,
jadra pomoci DAPI. Z obrazku 1. je ziejmé ovlivnéni mitochondrii latkou FSK2 vedouci az k

jejich vymizeni. Morfologie jader neni naruena.

Piiklad 6

Testovani biologické aktivity latky FSK2 na liniich nadorovych bunék

Biologick4 aktivita FSK2 byla hodnocena na liniich nadorovych bunék riizného pivodu (linie
lidskych leukemickych bunék HL60, lidského spinocelularniho karcinomu A431NS, mysiho
karcinomu tlustého stieva CT26, mysiho karcinomu mlééné zlazy 4T1, lidského karcinomu
prsu MDA-MB-231 a lidského karcinomu délozniho ¢ipku HeLa). Buriky byly inkubovany se
vzrustajicimi koncentracemi FSK2 a po barveni trypanovou modii bylo stanoveno procento

mrtvych bunék v zavislosti na dob¢ pusobeni (viz Obr. 2).

Piiklad 7

Analyza bun€k ovlivnénych FSK2

Analyza HeLa bun¢k ovlivnénych FSK2 ukazala, Ze buniky umiraji programovanou bun&nou
smrti-apoptézou demonstrovanou fragmentaci DNA (viz Obr. 3A) a aktivaci proteolytické
kaspazy 3 (viz Obr. 3B). A) Bunky vystavené 18 hodinovému byly pisobeni FSK2 (40 a 50
uM) nebo samotného rozpoustédla DMSO byly lyzovany v extrakénim pufru (10 mM TRIS,
0,ImM EDTA, 0,5% SDS) obsahujicim RNazu (10 pg/mL) a pak inkubovany s proteindzou
K (300mg/mL) 2 h pH 50°C. DNA byla extrahovédna smési fenol/chloroform (1:1),
precipitovana etanolem, analyzovana elektroforeticky na 1,5 % agardzovém gelu a po barveni
ethidium bromidem zviditelnéna pod UV lampou. B) Kontrolni buniky nebo ovlivnéné FSK2
(25 uM) byly sklizeny v riznych inervalech (14 — 22 h) do RIPA pufru (25 mM Tris, 150 mM
NaCl, 1% NP-40, 1% sodium deoxycholate, 0.1% SDS) v pfitomnosti proteazovych
inhibitord a bunééné extrakty byly separovany na 15% SDS-PAGE gelu, blotovany na
nitrocelulézovou membranu a zpracovany western blotovou analyzou s pouzitim specifické
protilatky rozpozndvajici jak plnodélkovou prokaspazu 3 (35 kDa), tak aktivovanou formu
kaskazy 3 (19 a 17 kDa). Pouzitd sekunddrni anti-krali¢i protilatka byla konjugovana s

kienovou peroxidazou a protein byl vizualizovan chemiluminiscenénim detekénim kitem.
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Stejnomérné mnozstvi proteinu v jednotlivych drahach bylo ovéfeno barvenim celkovych

proteinll Ponceau S.

Priklad 8

Testovani biologické aktivity latky FSK2 na primarnich kufecich fibroblastech a z nich
odvozenych bunécnych populacich

Byly provedeny experimenty na primamich kufecich fibroblastech (CEF) a z nich
odvozenych bunéénych populacich infikovanych prazdnym virem (CEF-DS) nebo virem
nesoucim onkogen v-rel, ktery pusobi nadorovou transformaci (CEF-DS-v-rel). Vysledky
ukazaly, Ze buriky s nadorovym fenotypem (CEF-DS-v-rel) jsou citlivejsi na piisobeni FSK2 a
vyrazné vice jich proto umira v porovnéani s normalnimi (netransformovanymi) butikami CEF,

nebo CEF-DS (Obr. 4).

Ptiklad 9

Protinadorova G¢innost latky FSK2 byla testovana na my$im nadorovém modelu in vivo.
Imunodeficientnim NuNu mysim byly podkozné implantovany burky lidského karcinomu
prsu MDA-MB-231. Jakmile nador dosahl méfitelné velkosti (0,1 cn) byly zvifatim
nitrozilné aplikovany 4 davky FSK2 (5 mg/kg) v tydennich intervalech. Pro srovnéni byla
zafazena kontrolni skupina bez 1éCby a skupina, ktera dostala peroralné v obdobném rezimu 4
davky cytostatika doxorubicinu (1 mg/kg). V kazdé experimentalni skupin€ bylo 10 zvitat a v
pravidelnych intervalech u nich byla méfena velikost nadoru. Priibéh experimentu je graficky

znazornén na Obr. 5.

Piiklad 10

Testovéni ucinku smési latek FSK1, FSK2 a mompainu a porovnani jejich u¢inkl s uCinky
Cisté latky FSK2 na buriky adenokarcinomove linie HeLa.

Kontrolni buriky HeLa byly ovlivnény 0,25% DMSO, paralelné byly bunky inkubovany 40h s
10 pug/ml nebo 100 pg/ml ¢isté latky FSK2 a dale se vzorky smési A a B v DMSO.
Mitochondrie byly visualizovany pomoci mitotrackeru, jadra pomoci DAPI - viz Obr. 6.
Slozeni testovanych smési z riznych kultivaci:

Smés A: FSK1 80.4 %; FSK2 14.3 %, mompain 5.3 %

Smés B: FSK1 72.3%. FSK2 26.6%. mompain 1.1%
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Zasobni roztok Cisté latky FSK2 a smési znacené A a B v DMSO byly piidany k bunééné
kultufe tak, ze vysledna koncentrace &isté latky FSK2 ¢inila: 100 pg/ml nebo 10 pg/ml; 14.3
pg/ml - smés A; 26.6 ug/ml - smeés B. Ve smési A bylo déle pritomno 80.4 pg/ml latky FSK1
a 5.3 ug/ml mompainu, ve smési B, 72.3 pg/ml latky FSK1 a 1.1 pg/ml mompainu.

Bunky Hela byly vystaveny latce FSK2 a smé&sim A a B po dobu 40h. V piipadé nejvyssi
koncentrace latky FSK2 (100 pg/ml) byla prokézana absence mitochondrialniho signalu a
zachovana viabilita vétSiny bunék (prikaz byl proveden schopnosti receptorem
zprostredkované endocytozy fluorescenéné znaceného transferrinu (5 pug/ml, FITC, 30 min
uptake.) U smési byl velice podobny fenotyp, u smési A byly patrné ojedinélé buriky
s mitochondriemi (smés s nejnizsi koncentraci latky FSK2). Podobny vysledek byl pozorovén
pfi pouziti latky FSK2 vkoncentraci 10 pg/ml (zde bylo moZno pozorovat buiky bez
mitochondrii, se zménénou mitochondrialni morfologii i buriky norméalniho fenotypu). P
nizich koncentracich latky FSK2 (< 10 pg/ml) jiZ nebyl pozorovan efekt na morfologii a
fyziologii mitochondrii. Efekt na bunéénou morfologii a fyziologii je ve viech tiech
piipadech (latka FSK2 ¢istd, smés latek A, smés latek B) identicky — dochdzi k naruseni
struktury a funkce mitochondrii pfi zachovani viability takto postiZenych bunék. Experiment
byl proveden s riiznym mnoZstvim bunék (10-80% pokryti misek bundtnou kulturou) s

identickym vysledkem.

Primyslova vyuzitelnost

Hruby extrakt nebo izolované latky FSK1, FSK2 a mompain ziskané vySe popsanymi
technologiemi v souladu s timto vynalezem, jsou stalé a Setrné k Zivotnimu prostfedi a mohou
byt vyuzity zejména jako ptirodni barviva, potravinova aditiva, deterenty nebo indikatory aj.
v Sirokém prumyslovém méfitku (potravinaisky, kosmeticky, textilni primysl, zemédélstvi

atd.) a ddle v mnoha aplikacich ve farmaceutickém pramysiu.



PATENTOVE NAROKY

. Submerzni kmen Quambalaria sp. CCM 8372 nebo CCM 8373 produkujici

naftochinonova barviva ulozeny ve sbirce CCM (Czech Collection of Microorganisms)

v Bmné.

- Smés naftochinonovych barviv, obsahujici latky FSK1 a FSK2 a mompain, pfipravitelna
submerzni kultivaci kmene Quambalaria sp. CCM 8372 nebo CCM 8373 podle néroku 1,
pii teplot€ 22 a7 37 °C na syntetickém kultiva¢nim médiu po dobu 10 az 21 dna, pfi¢emz
smes naftochinonovych barviv je zbiomasy i zkultivaéniho média extrahovana

organickym rozpoustédlem.

. Naftochinonové barvivo FSK1 izolované ze smési naftochinonovych barviv podle naroku

2 o stuktufe

OH O
HO 0
NN
OH O O

. Zpusob pfipravy smési naftochinonovych barviv podle naroku 2 vyznadujici se
tim, Ze je pfipravena submerzni kultivaci kmene Quambalaria sp. CCM 8372 nebo
CCM 8373 podle ndroku 1, pfi teploté 22 az 37 °C na syntetickém kultivaénim médiu po
dobu 10 dni az 21 dnd, pfiemZ smés naftochinonovych barviv je zbiomasy i

z kultivatniho média extrahovana organickym rozpoustédlem.
. Zpusob piipravy smési naftochinonovych barviv podle niroku 4 vyznadujici se

tim, ze organickym rozpoustédlem je methanol nebo DMSO nebo aceton nebo dioxan

nebo ethylacetat nebo jejich smes.
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6. Pouziti latky FSK2 izolované ze smési nattochinonovych barviv podle naroku 2 pro
pfipravu amitochondridlnich bunék nebo modulaci funkce ¢i morfologie mitochondrii
nebo pro modulaci apoptézy bunék nebo pro potlacovani ristu a selektivni zabijeni

nadorovych bunék nebo ovliviiovani angiogenese.

7. Pouziti smési naftochinonovych barviv podle naroku 2 pro piipravu amitochondrialnich
bun¢k nebo modulaci funkce ¢i morfologie mitochondrii nebo pro modulaci apoptozy
bunék nebo pro potlatovani ristu a selektivni zabijeni nddorovych bunék nebo

ovliviiovani angiogenese.
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