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(57) Anotace:

Submerzni kmeny Quambalaria sp. CCM 8372 a CCM
8373, zplisob fermentacni piipravy, separace a purifikace
extra- a intracelularnich naftochinonovych barviv
produkovanych vldknitymi houbami rodu Quambalaria
sp., naftochinonové barvivo FSK1 (3-(5-ethyl-
tetrahydrofuran-2-yliden)-5,7,8-trihydroxy-2-oxo-1,4-
naftochinon), smés naftochinonovych barviv obsahujici
FSK1, FSK2 (3-(hexyl-1-on)-2,5,7,8-tetrahydroxy-1.4-
naftochinon) a mompain, pouZiti této smési nebo
slouteniny FSK2. Kultivace kment Quambalaria sp. se
provadi za submersnich podminek, biomasa produkéniho
mikroorganismu se z kultiva¢ni tekutiny po fermentaci

odstrani filtraci ¢i odstfedénim. Jak retentat, tak ususena
biomasa je extrahovana vhodnym organickym
rozpoustédlem a zakoncentrovana na odparce nebo
lyofilizatoru. Tento hruby barevny extrakt je dale
vyuZivan jako finalni produkt anebo dale zpracovan
separatnimi technikami na jednotlivé naftochinonova
barviva. Jednotlivé latky nebo jejich smési jsou dale
vyuzity pro ptipravu amitochondrialnich bunék, pro
modulaci funkce mitochondrii ve fyziologickych i
patologickych podminkdch, pro modulaci morfologie
mitochondrii ve fyziologickych i patologickych
podminkach, pro potlaovani ristu bunék s
mitochondrialnim defektem - a to jak in vivo, tak in vitro,
pro ovlivnéni poméru bunék zdravych as
mitochondridlnim defektem, pro potlacovani ristu a
selektivni zabijeni nadorovych bunék, pro modulaci
apoptozy pfi terapeutickych aplikacich a pro oddaleni
apoptotické bund¢né smrti tkdtovych kmenovych bunék.
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Submerzni kmeny Quambalaria sp. CCM 8372 a CCM 8373, smés naftochinonovych barviv
Jjimi produkovan4, zpisob jejich produkce a pouZiti

Oblast techniky

Pfedlozeny vynalez se tyka novych kmend hub rodu Quambalaria, fermentace, produkce a izola-
ce hrubého barevného extraktu, purifikace jednotlivych latek a jejich vyuziti.

Dosavadni stav techniky

Naftochinony jsou dileZitou skupinou pfirodnich latek s vysokym biotechnologickym potencia-
lem (barviva, repelenty, atd.). Jako pfirodni barviva (napf. derivaty 1,4-naftochinonii — lawson,
lapachol, juglon, Sikonin/alkanin, atd.) byla pouZzivana k barveni latek, viny a hedvabi jak v Evro-
pé, tak Asii po dlouhd staleti. Lawson (2-hydroxy—I,4—naftochinon) také zndmy jako heno—
tiislova kyselina, Natural Orange 6 nebo C.I. 75480, je Cerveno—oranzova substance ziskdvana
z listd heny (Lawsonia alba) a netykavky (Impatiens balsamica). Extrakt z heny je pouzivan vice
nez 5 000 let k barveni kize, vlasi a nehtd, k ceremoniim narozenych nemluviiat atd. v mnoha
zemich Stfedniho Vychodu. Dodnes je hena dovazena i do USA. Lawsonu je chemicky podobny
juglon. Vytvaii tmavé oranzovo—hnédou barvu pouzivanou jako potravinaiské barvivo (C.L
Natural Brown 7 nebo C.I. 75500), v kosmetice k barveni vlasi a tradi¢né k barveni tkanin, odé-
v, vlny a také jako inkoust (NCI 2323, Oil Red BS). Naftazarin (5,8—dihydroxy—1,4—naftochi-
non) byla napt. velmi drahd purpurova tzv. barva kralovska a cisafska. Byla ziskavana z kiry
Lomatia obliqua a ote$aku Juglans mandschurica. Sikonin a alkanin se je$té dnes pouziva jako
pfirodni potravinové barvivo a v kosmetickém primyslu nejen v Japonsku, ale i v Evropé
a Severni Americe. Faktem ziistavd, Ze velkoplo$né vyuziti v potravinatském i kosmetickém pri-
myslu je prave zavislé na dodavce a dostupnosti téchto ptirodnich surovin.

Naftochinony se vyskytuji v celé fad¢ rostlinnych druhi (napf. Plumbaginaceae, Juglandaceae,
Ebenaceae, Boraginaceae, Dioncophyllaceae, Ancistrocladaceae, Iridaceae, Verbenaceae, Scro-
phulariaceae, Avicenniaceae, Balsaminceae, Bignoniaceae, Gentianaceae, Droseraceae, Nepen-
thaceae, Lythraceae, Euphorbiaceae), rovnéz u hub a mikroorganismi, napt. rod Streptomyces,
Fusarium.

Naftochinony se jiz dlouhou dobu pouzivaji v tradiénich medicinach réiznych narodd. V Cing
a nekterych dalSich asijskych zemich se pouziva extract z rostliny rodu olovénec (Plumbago, P.
zeylanica, P. rosea a P. europaea) k 1é¢be€ rakoviny, revmatoidni artritidy a bolestivé menstruace,
zevné pak pii [é¢bé otokli a zhmozdénin. Ve Francii se dosud pouziva Plumbago europaea ke
zmirnéni bolesti zubl. Plumbago zeylanica se v lidovém lé&itelstvi vyuziva pro své diaforetické
G¢inky a k vyvolani potratu. V Indii ma pouzivani tohoto druhu Sirokou tradici — lé¢ba prijmu,
poruch traveni a riiznych koZnich problémi. Kira z kmene bolivijské Pera benensis je vyuzivana
Indiany k 1écbé kozni formy leishmanidzy (parazitdza zpisobena prvoky rodu Leishmania). Kiiry
a listy z ofeSaku (Juglans nigra) se vyuzivaji pro své sviravé, projimavé a detergentni uginky
k 1€¢b& koznich chorob, zejména ekzém, opart a koznich viedd. Kira Juglans regia se pouziva
pro své mirn¢ projimavé ¢inky. Tradi¢ni mediciny doporuduji tuto kiru rovnéz k 1é¢bé syfilis
a parazitdz. Zevn¢ se pouziva ve formé riznych extrakti jako rubefaciens (latky drazdici pokoz-
ku a sliznice, které zplsobuji jejich pfekrveni; timto mechanismem ohranicuji a urychluji zanét).
V Ceskych zemich mé dlouhou tradici (od 13. stoleti) pouzivani extraktii z rosnatky Drosera
rotundifolia proti infekénim nemocem dychacich cest, jako je nachlazeni, bronchitida, kasel
a astma. Pripravky z této rostliny se jest¢ dnes doporucuji pro prevenci aterosklerdzy, pfi cukrov-
ce a jako silny antibakteridlni a antivirlni prostfedek. V Americe jsou extrakty oblibeny k lé¢bé
bradavic, kufich ok, keratoz a k odstranéni pih.
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V CR se pouziva schvaleny pfipravek 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
malignitach a je doporugovan jako podpirny prostiedek pii 16¢bé Crohnovy nemoci a ulcerdzni
colitis. V USA je vyrabén firmou Vital Health Products jako potravinovy doplnék.

Vice nez 1 500 let je znamé lapaco — kiira ze stromu Lapacha (Tabebuia impetiginosa) z Eeledi
trubadovitych (Bignoniaceae), kterym domorodé narody zijici v tropickych destnych pralesich
Sttedni a Jizni Ameriky 16&i nejrizn€j$i onemocnéni. Indiani kmene Callawaya, tdajné potomci
inckych $amanii, pouZivaji lapato zejména k 1é¢beé rakoviny.

Zajem o vyuziti této rostliny se rozvinul az v roce 1981, kdy doktor Alec De Montmorency poru-
$il informa&ni embargo vydané brazilskou vladou a publikoval rozsahlou praci o vysledcich kli-
nickych studii 1é&by n&kterych forem rakoviny a infek¢nich nemoci.

NejdileZit&jsi obsahova latka — lapachol (2-hydroxy—3—(3—methyl-2-butenyl)~1,4-naftochinon)
— byla identifikovana v roce 1884. M4 silny Ucinek proti bakteriim, kvasinkam napt. Candida
albicans a plisnim napt. a Trichophyton mentagrophytes. UZiva se k 16¢bé nejriznéjsich druhi
onemocnéni, napf. chiipka, bronchitida, nachlazeni, pfi nékterych formach astmatu 1 zanétu
zaludku, pfi dolé€ovani boreliozy a mononukleozy, pfi alergiich a zanétech, ale rovnéz u diabeti,
nékterych onemocnéni jater, i pfi Hodgkinové a Parkinsonové chorobég. U nékterych typt ekzémi
a u bércovych viedi je vhodné kombinovat vnéjsi i vnitini aplikaci drogy. Pti gynekologickych
potizich je mozno vyuzit jak sedacich koupeli, tak i vyplachii nebo vaginalnich tamponi.

Beta—lapachon (3,4—dihydro—2,2—dimethyl-2H-naphtho[1,2] pyran—5,6—dione) izomer lapacho-
lu, byl také izolovan z kiry stromu Lapacha (Tabebuia impetiginosa). Mimofadny zajem vsak
vyvolavé jeho antiviralni (ovlivituje replikaci HIV-1 viru) a protirakovinna aktivita (inhibuje
DNA topoizomerazu I). Beta—lapachon vykazal signifikantni cytotoxicky acinek na buiky mno-
honasobného myelomu — redukoval jejich proliferaci. Bylo zjiSténo, Ze inhibice proliferace bun€k
je zptisobena jednak indukei apoptézy (coz bylo potvrzeno pozorovanim morfologickych zmén
a §tdpenim proteinu poly-ADP-riboza—polymerazy), jednak zastavenim progrese bunécného
cyklu v G1 fazi (potvrzeno cytometrickou analyzou). Utinek byl spojen s poklesem fosforylace
proteinu retinoblastomu (pRB) a zvySenim jeho vazby. Beta—lapachon dale snizil aktivity cyklin—
dependentnich kinaz (Cdks) a cyklin—E-asociované kinazy bez zmény jejich exprese. Obdobny
mechanismus byl pozorovan u karcinomu prsu, plic, tlustého stfeva (buitky HCT-116) a karcino-
mu prostaty. Aplikace u lidi je limitovana jeho vysokou toxicitou, proto byl nahrazen derivatem
(3-allyl-beta—lapachon) s nizsi toxicitou.

Nezavisle na sobé se po mnoha staleti pouzival extrakt z kofene kamejniku (4/kanna tinctoria)
v Evropé a kamejky (Lithospermum erythrorhizon) v Orientu (Cina, Japonsko, Korea) jako pfi-
rodni ervené barvivo a v lidovém léitelstvi. V roce 1935 byly jako hlavni latky uréeny optické
antipody alkanin (S—enantiomer) a Sikonin (R—enantiomer). Patfi mezi velmi a¢inné farmaceu-
tické substance s Sirokym spektrem biologickych aktivit tj. antibakterialni (Gram—pozitivni napf.
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium, a Bacillus subtilis s MIC 0.3-6.25 mg/ml), antipa-
razitické (Toxoplasma gondii, Leishmania sp. a Plasmodium sp.), antimikrobialni (Candida
albicans ATCC24433, Saccharomyces cerevisiae), antifungalni (Trichosporon cutaneum), anti-
amebické, protizanétlivé, velmi silnd inhibice topoizomerasy-1 a —II, antitumorni (inhibice ristu
bun&k riiznych rakovinnych bunéenych linii, indukce apoptozy u bungk leukémie (HL—60 linie)
a regulace IGF a VEGF u bun&&né linie rakoviny prostaty). Jedinecny rys této substance spociva
ve vynikajicich hojivych gincich (Ié¢ba zanét, popalenin, hemeroidi, viedi), které byly paten-
tovany — ptipravky 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
pouzivana v tradi¢ni ¢inské medicin€. Byly zjistény antimikrobialni G¢inky proti Gram—pozitiv-
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nim i Gram-negativnim baktériim; antifungdlni proti nékolika lidskym patogennim houbam,
které jsou rezistentni na amfotericin B a flukonazol; cytotoxické na nadorovych bunéénych li-
nifch K-562 (chronick4 myeloidni leukémie) a MCF7 (karcinom prsu).

Juglon vznik4 oxidaci z hydrojuglonu a je vysoce toxicky pro nékteré rostliny a zvitata. Vzhle-
dem k alelochemickym G¢inkéim se pouziva jako herbicid. Inhibuje mycelialni rist riznych dru-
ha vldknitych hub napt. Fusicladium effusum, ktera napada rostliny pekanovych ofechi (Carya
illinoinensis), Trichophyton mentagrophytes, zpusobuje Castou infekei u lidi, nebo 4. flavus atd.

2-hydroxyjuglon byl izolovén ze snéti (Ustilago sp.), je ucinny proti Gram—pozitivnim baktériim,
riznym druhiim vlaknitym hub a mykoplazmé. Inhibuje respiraci houbovych spheroplasti
a mitochondrii, potladuje biosyntézu RNA, proteini, lipidii a transport glukosy, ovliviiuje DNA
syntézu,

Mucholapka podivna (Dionaea muscipula) akumuluje obrovské mnoZstvi cytotoxického nafto-
chinonu plumbaginu (5-hydroxy—2-methyl-1,4-naftochinon), ktery ji chrani svym antifeedant
ucinkem pfed predatory. Stejné plisobi tento naftochinon i na housenky moli (Spodoptera litura).
[zolovan byl z olovénce (Plumbago rosea).

Naftochinon (3,5,8-Trihydroxy-6-methoxy—2—(5—oxehaxa-1,3-dienyl)}-1,4—naftochinon), dfive
chemicky syntetizovan z erythrostominonu, byl izolovan z houby (Cordyceps unilateralis
BCC1869) ve form¢ krystalkii Gervenych jehlic. Je t&inny proti malarickym parasitim (napf.
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 antimikro-
bidlni G¢inky proti nékterym Gram—pozitivnim baktériim s MIC kolem 64 mg/ml.

2,5,7,8-tetrahydroxy-1,4-naftochinon — mompain (CAS No.2473-16-7)— byl izolovan z vlaknité
basidiomycety Helicobasidium mompa a o jeho t&incich nejsou zatim 74dné informace.

Latka FSK2,3—(hexyl-1-on)-2,5,7,8—tetrahydroxy—1,4—naftochinon byla izolovana z kvasinky
podobné Aureobasidiu a byla u ni popséna velmi siln4 antibioticka aktivita proti S. aureus (Flegel
T. W.etal, J. Antibiok. 37, 325-329, 1984).

Hledani novych antibakterialnich a cytotoxickych latek se v dobg, kdy prudce narista incidence
civiliza¢nich chorob, dostava do poptedi zdjmu mnoha v&dnich obord. V souéasné dobé se ve
farmakologii testuje fada riiznych pfevazng rostlinnych naftochinonii. Jejich nevyhodou je zavis-
lost na dostupnosti vhodnych ptirodnich zdroji a znaéné variabilni produkce v zavislosti na kli-
matickych podminkach. Tyto nevyhody odstrafiuje postup podle pfedloZen¢ho vynalezu, ktery
vyuziva k produkei naftochinonovych barviv submersni kultury houby rodu Quambalaria za
kontrolovanych podminek. Dalsi vyhodou piedlozeného vynalezu Je, Ze oproti doposud popsa-
nym mikrobialnim producentim, houby rodu Quambalaria produkuji nové az pétkrat substituova-
né derivaty naftochinond, které maji %irsi oblast absorpce svételného zafeni a tim i $irsi Vyuzi-
telnost napf. v potravinaiském, textilnim, farmakologickém primyslu atd. Déle, pfitomnost péti
dostupnych substituenti vyrazné zvySuje moznosti jejich dalstho chemického opracovani na
zadouci preparaty.

Podstata vynalezu

Pfedmétem vyndlezu je zpiisob fermentaéni ptipravy naftochinonovych barviv ve smési produko-
vané vlaknitymi houbami rodu Quambalaria, zejména kmeny Quambalaria sp. CCM 8372,
a CCM 8373. Submerzni kultivace se provadi pii teploté 22 az 37 °C na syntetickém kultivaénim
médiu po dobu 10 az 21 dnii. Narostld biomasa produkéniho mikroorganismu se z kultivaéni
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tekutiny po fermentaci odstrani filtraci ¢i odstfed€nim. Z ni se nasledné organickym rozpoustéd-
lem, naptiklad kyselym ethylacetatem, extrahuje smés naftochinonovych barviv, nadez se stej-
nym zpiisobem extrahuje smés naftochinonovych barviv z kultiva¢niho média.

RovnéZ tak z ususené biomasy miize byt organickym rozpoustédlem, naptiklad kyselym ethyl-
acetatem, extrahovana smés naftochinonovych barviv a zakoncentrovana za vzniku finalniho
tmavé zbarveného produktu.

V ptipadech, kde neni mozné aplikovat smés naftochinonovych barviv lze tento produkt délit za
pouziti separa¢nich chromatografickych technik jako napf. sloupcova chromatografie a/nebo
kapalinova chromatografie. Naptiklad tak, Ze smés naftochinonovych barviv je trituraéni meto-
dou aplikovéna ptimo na chromatograficky nosi¢ s vyhodou silikagel, ktery je smocen v kompati-
bilni organické mobilni fazi napf. toluen/ethylacetat. Jednotliva naftochinonova barviva jsou
separovana za pouziti gradientu organické kyseliny napf. kyseliny octove, kyseliny trifluor-
octové, v organickém rozpoustédle, napf. ethylacetatu. Cista naftochinonova barviva jsou ziskana
nékolikanasobnou krystalizaci jednotlivych izolovanych frakei.

Kmeny a jejich prechovéavani

Vynalez se tyka kmenii a to Quambalaria sp. CCM 8372, a CCM 8373. Tyto kmeny byly identi-
fikovany srovnanim s originlnimi popisy pomoci morfologickych znaki a sekvenci rDNA.
Patentované kmeny jsou uchovavany v Ceské sbirce mikroorganismii v Brng. Kromé lyofilizatd
jsou kmeny uchovavany na $ikmych agarech s 2% malt-extrakt agarem (MEA), pti 10 °C a pra-
videlné pteockovavany po pul roce.

Morfologie kmenu

Morfologie kolonii na malt-extrakt agaru (MEA, 25 °C, 14 dni): primér 10 az 18 mm, kolonie
nizka, textura vinata &i sametova, sporulace silna; kolonie nejdfive roste kvasinkovité pozd&ji
jako vlaknité mycelium; svrchni strana kolonie je bila, po del$i dob€ inkubace (1 mésic) miize
piechazet do slabé Cervené &i fialové; reverz je tmavé fialovy ¢i v riznych odstinech Cerveny.
Mikromorfologie (MEA, 25 °C, 14 dni): vegetativni mycelium hyalinni; konidiofory hyalinni,
40-60 x 1,5 — 2,0 pm, vyriistajici na vzdusném myceliu; konidiogenni buiika polyblasticka se
sympodialni proliferaci; 2 a 35 pm dlouha, s ¢etnymi zoubky na vrcholu; konidie prvniho fadu
(proximadlni) kyjovité &i podlouze elypsoidalni, (5,0-)6,0(-8,8) x (2,2-)2,7(=3,5) um, v shluku po
4 az 10; konidie druhého fadu (distalni) vyristaji z vrcholu primarni konidie, jsou ovélné ¢&i
mandlovité, solitérni &i v malych fetizcich (2,8-)2,9(=3,1) x (1,5-)1,6(-1,8) um, v shlucich po 1
az 8.

Fyziologie a kultivacni podminky

Sledované kmeny rostou velmi dobte na vSech b&znych komplexnich kultiva¢nich médiich jako
malt—extrakt agar (MEA; Pitt, 1979b), Czapkiiv agar s kvasni¢nym extraktem (CYA; Pitt 1978),
bramborovo—mrkvovy agar (PCA; Fassatiova, 1986), kukufi¢ny agar (CMA), agar z ovesnych
vlogek (OA). Dobie rostou i na zakladnim médiu Czapek-Dox (CZD) se sacharézou jako jedi-
nym zdrojem uhliku. Optimalni pH rozmezi, béhem kterého houby produkuji naftochinonova
barviva, se pohybuje od 4 az 7. Pti niz$i pH hodnot& nez 3 a vys3i nez 9 je produkce naftochino-
novych barviv velmi nizka az zanedbatelna a kultura témét neroste. Idealni teplota pro rist houby
a biosyntézu naftochinonovych barviv je 24 az 27 °C, ale tyto kmeny je produkuji i pfi 37 °C.
Houby rostou ve tmé a nebo pii osvétleni.

Struktury a fyzikalni vlastnosti naftochinonovych barviv produkovanych submersnimi kulturami
Quambalaria sp. CCM 8372 a CCM 8373.
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Létka
FSKT 3—(5—ethyl-tetrahydrofuran-2—yliden)-5,7,8—trihydroxy—2—oxo—1,4-naftochinon

Sumarni vzorec: CisH,,0;; barva krystalu skoficova; FTMS [M-H]™ 317,06663, bod tani 192—
202; UV max 208, 295, 332, 475

Chemicka struktura:

OH O
HO O
N
OH O o

X-ray struktura:

Latka FSK2 3—(hexyl-1-on)-2,5,7,8—tetrahydroxy—1,4—naftochinon)

Sumarni vzorec: C¢H,605; barva krystalu tmavé fialova; FTMS [M—H]™ 319,08241, bod tani 170
az 173; UV max 210, 266, 316, 515

Chemicka struktura:

OH O
HO OH

OH O )
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X-ray struktura:

Naftochinonova barviva FSK1 a FSK2 jsou pouze &aste¢né rozpustna ve vodé a to ve 40%
MeOH nebo 20% THF (tetrahydrofuran) a velmi dobfe rozpustna v methanolu, dalSich alkoho-
lech, DMSO, acetonu, dioxanu, ethylacetatu nebo Kyselém methanolu. Jejich barva se méni
v zévislosti na hodnot& pH, tzn., Ze tyto latky vykazuji bathochromni efekt. Maji obecné vysokou
stabilitu ke svétlu a Siroké $kéle teplotniho piisobeni.

Latky FSK 1, FSK2, mompain — biologické aktivity a aplikace

Biologické aktivity latek FSK1, FSK2 a mompainu byly testovany s vyuzitim primérnich i nado-
rovych bunéénych linii. Celkové nejsou cytotoxické pfi ovlivnénich krat$ich nez 10 h. Pouze
extrémné vysoké koncentrace (250 pM) vedou v fadu hodin k iniciaci apoptozy a nasledné bu-
nééné smrti. Fyziologicky relevantni koncentrace (25uM — sérova koncentrace celé fady chemo-
terapeutik po oralnim podani) zachovavaji buné¢nou adhezi, morfologii, funk&nost endosomi/ly-
sozomt, strukturu aktinového a tubulinového cytoskeletu, intaktnost bunétného jadra, u latky
FSK1 i schopnost bun&ného déleni. U latky FSK2 a mompainu dochazi k selektivnimu ovlivné-
ni struktury mitochondrii, zatimco strukturné velice podobna latka FSK1 nema pii 25uM Zzadny
pozorovatelny efekt.

Napadna je selektivita efektu na pouze jednu z bun&nych organel, ktera je vysvétlitelna odlis-
nosti mitochondrii od zbytku butiky diky evoluéni endosymbidze. Mitochondrie obsahuji odlisné
lipidy, proteiny, jinak organizovanou DNA, celkové homologickeé s bakteriemi. Ovlivnéni mito-
chondrialniho systému spo&ivé v transformaci mitochondrialni sité ve vezikularni Gvary pfipomi-
najici uspofadani mitochondrii b&hem bunécného déleni (mompain) a kompletni vymizeni mito-
chondrii (detekce pomoci mitochondrialnich prob typu mitotracker) v pfipads latky F SK2. Vyse
zmin&né aktivity jsou vyznamné diky své selektivité na jednu buné&nou organelu, ktera je cent-
rem bun&&ného energetického metabolismu a regulace apoptozy. Dalsi mozné vyuZiti je ovliviio-
vani poméru patologickych a normalné fungujicich populaci mitochondrii u pacientli s mitochon-
drialnimi dédi¢nymi chorobami.

Dosud vyuZivané ptistupy (antibiotika, interkalacni ¢inidla) nepfinaseji zcela uspokojivé reprodu-
kovatelné vysledky, vysoka incidence mitochondridlnich patologii v lidské populaci (v fadu pro-
cent) tla¢i na vyvoj novych spolehlivych mitochondrialnich disruptord. Zvlasté latka FSK2 se
v tomto ohledu zda byt slibnou reagencii (rychlost i¢inku, selektivita).
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Prehled obrazki na vykresech

Obr. 1:  Obrazky vysledki z piikladu 5. Kontrolni buiiky HeLa byly ovlivnény 0,25% DMSO,
nebo inkubovany 72 h s 25uM nebo 100uM FSK2. Mitochondrie byly vizualizovany
pomoci mitotrackeru, jadra pomoci DAPI.

Obr. 2:  Grafy zobrazujici vysledky z prikladu 6, ve kterém byla testovana biologické aktivita
latky FSK2 na liniich niadorovych bungk.

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

Obr. 4:  Zavislost mnozstvi mrtvych bunék na dobg plsobeni FSK2, testovana v prikladé 8.

Obr. 5:  Vysledky piikladu 9. Protinddorova G&innost latky FSK2 byla testovana in vivo na
mysim nddorovém modelu. Imunodeficientnim NuNU mysSim byly podkozné implanto-
vany buiiky lidského karcinomu prsu MDA-MB-231. Latka FSK2 byla aplikovana
v okamziku, kdy nador dosahl velikosti 0,1 cm’ (nitrozilng, tydenni intervaly, aplikova-
ny 4 davky FSK2, 5 mg/kg). Pro srovnani byla zatazena skupina, ktera dostavala pero-
ralné cytostatikum doxorubicin ve stejném rezimu.

Obr. 6:  Zobrazuje vysledky z piikladu 10. Kontrolni butiky HeLLA byly ovlivnény 0,25%
DMSO, paraleln¢ byly buiiky inkubovany 72 h s 10uM nebo 100puM FSK2 a dale se
vzorky smési A a B. Mitochondrie byly vizualizovany pomoci mitotrackeru, jédra po-
moci DAPI. Horni fada obrazkii — vizualizace mitochondrii, dolni fada — vizualizace
jader.

Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1

Pro submersni kultivace byl pouzit kmen Quambalaria sp. CCM 8372. Inokulum bylo ptipraveno
naockovanim Petriho misek s tuhym médiem Capek — Dox o slozeni (g/L): sacharéza (30),
K,HPO, (1), MgSO, (0,5), NaNO; (3), FeSO, (0,01), KCI (0,5) obsahujici 1.5% agaru. Po
5 denni kultivaci v temnu pfi teplot& 24 °C byl prenesen blocek agaru s inokulem do bangk s fer-
mentacnim médiem. Submersni kultivace byla provadéna v Erlenmayerovych baiikach o objemu
250 ml s 50 ml média, pfi teploté 24 °C, v temnu na rotaéni tfepaCce pii 250 ot./min, po dobu
18 dni. Pro kultivaci byla pouZita nezpevnéna pida Capek — Dox. Po odstfedéni biomasy byla
kultivatni tekutina zbavena polysacharidii presrazenim v destilovaném acetonu v poméru 1:1
(v/v), po 12 hodinach znovu zfiltrovana a na rotadni vakuové odparce zahusténa zhruba na 1/10
pavodniho objemu. Biomasa byla vysusena pi teploté 37 °C.

Ptiklad 2

Submersni kultivace podle ptikladu 1 s tim, Ze jako produkéni kmen Jje pouzit kmen Quambala-
ria sp. CCM 8373.

Piiklad 3

Zahustény koncentrat kultivaéni tekutiny a ususena mycelarni biomasa, ziskana postupem podle
predchozich piikladd, byly tikrat extrahovany (1:1, v/v) destilovanym ethylacetatem s kyselinou
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octovou (20:1, v/v). Organické frakce byly po presuSeni siranem sodnym filtrovany a odpareny
dosucha. Celkovy vytézek smési naftochinonovych barviv (obsahujicich identické latky v rizném
relativnim zastoupeni — viz piiklad 10) ziskanych z 1 litru fermentacni pudy s myceliem Cinil 2 g
v piikladu 1 a 8 g v prikladu 2.

Priklad 4

Smés naftochinonovych barviv (700 mg) ziskana z fermenta¢nich pid podle piikladu 3 byla
separovana na pevné fazi se silikagelovym nosi¢em pomoci sloupcové chromatografie. Silikagel
(Si 60; 40 az 63 um) 70 g byl po suspendovani ve 100 ml mobilni faze toluen/ethylacetat (6:4,
v/v) a po odvzdusnéni na vyvévé nalit do sloupce (2 x 50 cm). Smés naftochinonovych barviv
ziskana z fermenta&nich pid (700 mg) byla rozpusténa v methanolu (5 mL) a promichdna se sili-
kagelem (5 g), nasledn& odpafena na odparce dosucha. Takto upraveny vzorek byl nanesen na
kolonu a jednotlivé barevné odlidné zony (fialova, skoficova a Cervend) byly separovany v mobil-
ni fazi toluen/ethylacetat (6:4, v/v) s rostoucim gradientem Kyseliny octové (6:4:0,1, v/v/v az
6:4:1, v/v/v). Cerveny pigment byl eluovén silngjsi kyselinou trifluoroctovou (TFA; toluen/ethyl-
acetat/ 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 piivodniho objemu. Ochlazenim na 4 °C doslo ke
krystalizaci. Po 24 h byly krystaly oddéleny od matecnych louhii odsatim na frit¢ a promyty
methanolem. Mateéné louhy byly znovu krystalizovany stejnym zpusobem. Timto postupem bylo
ziskano 170 mg latky FSK1, 50 mg latky FSK2 a 80 mg mompainu.

Piiklad 5
Testovani aktivity latky FSK2 na adenokarcinomoveé buné¢né linii HeLa:

Kontrolni buitky HeLa byly ovlivnény 0,25% DMSO, nebo inkubovany 72 h s 25uM nebo
100uM FSK2. Mitochondrie byly vizualizovany pomoci mitotrackeru, jadra pomoci DAPL
Z obrazku 1 je ziejmé ovlivnéni mitochondrii latkou FSK2 vedouci az k jejich vymizeni. Morfo-
logie jader neni narusena.

Ptiklad 6
Testovani biologické aktivity latky FSK2 na liniich nadorovych bun¢k

Biologicka aktivita FSK2 byla hodnocena na liniich nadorovych bunék rizn¢ho piivodu (linie
lidskych leukemickych bung&k HL60, lidského spinocelularniho karcinomu A431NS, mysiho kar-
cinomu tlustého stfeva CT26, mysiho karcinomu mlécné zlazy 4T1, lidského karcinomu prsu
MDA-MB-231 a lidského karcinomu dé&loZzniho &ipku HeLa). Buriky byly inkubovany se vzris-
tajicimi koncentracemi FSK2 a po barveni trypanovou modii bylo stanoveno procento mrtvych
bunék v zavislosti na dobé ptisobeni (viz Obr. 2).

Ptiklad 7
Analyza bunék ovlivnénych FSK2

Analyza HeLa bungk ovlivnénych FSK2 ukazala, ze buiiky umiraji programovanou bunécnou
smrti—apoptézou demonstrovanou fragmentaci DNA (viz Obr. 3A) a aktivaci proteolytické
kaspazy 3 (viz Obr. 3B). A) Buiiky vystavené 18 hodinovému byly plsobeni FSK2 (40 a 50 uM)
nebo samotného rozpoustédla DMSO byly lyzovany v extrakénim pufru (10mM TRIS, 0,ImM
EDTA, 0,5% SDS) obsahujicim RNazu (10 pg/mL) a pak inkubovany s proteinazou K
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(300 mg/ml) 2 h pti 50 °C. DNA byla extrahovana smési fenol/chloroform (1:1), precipitovana
ethanolem, analyzovana elektroforeticky na 1,5% agar6zovém gelu a po barveni ethidium bromi-
dem zviditelnéna pod UV lampou. B) Kontrolni buriky nebo ovlivnéné FSK2 (25uM) byly skli-
zeny v riznych intervalech (14 az 22 h) do RIPA pufru (25mM Tris, 150mM NaCl, 1% NP-40,
1% sodium deoxycholate, 0.1% SDS) v ptitomnosti proteazovych inhibitord a bunééné extrakty
byly separovany na 15% SDS-PAGE gelu, blotovany na nitrocelul6zovou membranu a zpracova-
ny western blotovou analyzou s pouzitim specifické protilatky rozpoznavajici jak plnodélkovou
prokapsazu 3 (35 kDa), tak aktivovanou formu kaskazy 3 (19 a 17 kDa). Pouzita sekundarni anti—
krali¢i protilatka byla konjugovana s kienovou peroxidazou a protein byl vizualizovan chemilu-
miniscencnim detekénim kitem. Stejnomémné mnozstvi proteinu v jednotlivych drahach bylo
ovéfeno barvenim celkovych proteinti Ponceau S.

Priklad 8

Testovani biologické aktivity latky FSK2 na primarnich kufecich fibroblastech a z nich odvoze-
nych bunéénych populacich

Byly provedeny experimenty na primarnich kufecich fibroblastech (CEF) a z nich odvozenych
bunéénych populacich infikovanych prazdnym virem (CEF-DS) nebo virem nesoucim onkogen
v—rel, ktery piisobi nadorovou transformaci (CEF-DS-v~rel). Vysledky ukazaly, e buiiky s né-
dorovym fenotypem (CEF-DS—v-rel) jsou citliv&j$i na pisobeni FSK2 a vyrazné vice jich proto
umira v porovnani s normélnimi (netransformovanymi) butikami CEF, nebo CEF-DS (Obr. 4).

Ptiklad 9

Protinadorova G¢innost latky FSK2 byla testovdna na my$im nadorovém modelu in vivo. Imuno-
deficientnim NuNu mysim byly podkozné implantovany buiky lidského karcinomu prsu MDA~
MB-231. Jakmile nador dosahl méFitelné velikosti (0,1 cm’) byly zvifatim nitrozilng aplikovany
4 davky FSK2 (5 mg/kg) v tydennich intervalech. Pro srovnéni byla zatazena kontrolni skupina
bez é¢by a skupina, ktera dostala peroraln€ v obdobném rezimu 4 davky cytostatika doxorubici-
nu (1 mg/kg). V kazdé experimentélni skuping bylo 10 zvifat a v pravidelnych intervalech u nich
byla méfena velikost nadoru. Prabéh experimentu je graficky znazornén na Obr. 5.

Priklad 10

Testovani Gcinku smési latek FSK1, FSK2 a mompainu a porovnani jejich uéinki s G&inky &isté
latky FSK2 na buriky adenokarcinomové linie HeLa.

Kontrolni bufiky HeLa byly ovlivnény 0,25% DMSO, paralelné byl buiiky inkubovany 40 h
s 10 ug/ml nebo 100 pg/ml &isté latky FSK2 a dale se vzorky smési A a B v DMSO. Mitochon-
drie byly vizualizovany 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 %

Zasobni roztok &isté latky FSK2 a smési znatené A a B v DMSO byly pfidany k bun&né kulture
tak, ze vyslednd koncentrace &isté latky FSK2 ¢&inila: 100 pg/ml nebo 10 pg/ml; 14,3 pg/ml —
smés A; 26,6 pg/ml — smés B. Ve smési A bylo dile ptitomno 80,4 pg/ml latky FSKI1 a
5,3 ug/ml mompainu, ve smési B, 72,3 ug/ml latky FSK1 a 1,1 pg/ml mompainu.
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Buiiky HeLa byly vystaveny latce FSK2 a smésim A a B po dobu 40 h. V pripad€ nejvyssi kon-
centrace latky FSK2 (100 pg/ml) byla prokazana absence mitochondrialniho signalu a zachovana
viabilita vétsiny bungk (prikaz byl proveden schopnosti receptorem zprostfedkované endocytozy
fluorescenéné znaéeného transferinu (5 ug/ml, FITC, 30 min uptake). U smési byl velice podob-
ny fenotyp, u smési byly patrné ojedinglé buiiky s mitochondriemi (smés s nejnizsi koncentraci
latky FSK2). Podobny vysledek byl pozorovan pfi pouziti latky FSK2 v koncentraci 10 pg/ml
(zde bylo mozno pozorovat buiiky bez mitochondrii, se zm&nénou mitochondrialni morfologii
i buiiky normalniho fenotypu). Pfi nizich koncentracich latky FSK2 (< 10 pg/ml) jiz nebyl pozo-
rovan efekt na morfologii a fyziologii mitochondrii. Efekt na bunéénou morfologii a fyziologii je
ve viech tfech piipadech (latka FSK2 ¢ista, smés latek A, smés latek B) identicky — dochazi k na-
rueni struktury a funkce mitochondrii pfi zachovani viability takto postizenych bunck. Experi-
ment byl proveden s riiznym mnoZstvim bunék (10 az 80% pokryti misek bunétnou kulturou)
s identickym vysledkem.

Primyslova vyuzitelnost

Hruby extrakt nebo izolované litky FSK1, FSK2 a mompain ziskané vySe popsanymi technolo-
giemi v souladu s timto vynalezem, jsou stalé a Setrné k Zivotnému prostredi a mohou byt vyuzity
zejména jako prirodni barviva, potravinova aditiva, detergenty nebo indikétory aj. v Sirokém pri-
myslovém méfitku (potravinaisky, kosmeticky, textilni primysl, zemédélstvi atd.) a dale v mno-
ha aplikacich ve farmaceutickém priimyslu.

PATENTOVE NAROKY

1. Submerzni kmen Quambalaria sp. CCM 8372 nebo CCM 8373 produkujici naftochinonova
barviva ulozeny ve sbirce CCM — Czech Collection of Microorganisms v Brné.

2.  Smés naftochinonovych barviv, obsahujici latky FSK1 — 3—(5-ethyl-tetrahydrofuran-2-
yliden)-5,7,8—trihydroxy—2—oxo—1,4-naftochinon a FSK2 — 3—(hexyl-1-on)-2,5,7,8—tetrahydro-
xy—1,4-naftochinon a mompain, pfipravitelna submerzni kultivaci kmene Quambalaria sp. CCM
8372 nebo CCM 8373 podle naroku 1, pfi teploté 22 az 37 °C na syntetickém kultivatnim médiu
po dobu 10 az 21 dnd, pfi¢emZ smés naftochinonovych barviv je z biomasy i z kultivaéniho mé-
dia extrahovana organickym rozpoustédlem.

3. Naftochinonové barvivo FSK1 — 3—(5-ethyl-tetrahydrofuran—2—yliden)-5,7,8-trihydroxy—
2-oxo0—1,4—naftochinon, izolované ze smési naftochinonovych barviv podle naroku 2 o struktur-
nim vzorci

OH O
HO 0
AN
OH O o)

-10 -
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4. Zpiisob ptipravy smési naftochinonovych barviv podle naroku 2, vyznacdujici se
tim, Ze se ptipravi submerzni kultivaci kmene Quambalaria sp. CCM 8372 nebo CCM 8373
podle naroku 1, pti teploté 22 az 37 °C na syntetickém kultivaénim médiu po dobu 10 dnd az 21
dnil, pficemz smés naftochinonovych barviv je z biomasy i z kultivaéniho média extrahovana
organickym rozpoustédiem.

5. Zpisob pfipravy smési naftochinonovych barviv podle nroku 4, vyznadu jici se
tim, Ze organickym rozpoustédlem je methanol nebo DMSO nebo aceton nebo dioxan nebo
ethylacetat nebo jejich smés.

6. Pouziti latky FSK2 — 3—(hexyl-1-on)-2,5,7,8—tetrahydroxy—1,4-naftochinon izolované ze
smési naftochinonovych barviv podle néroku 2 pro piipravu amitochondrialnich bunék nebo
modulaci funkce ¢i morfologie mitochondrii nebo pro modulaci apoptézy bungk nebo pro potla-
¢ovani ristu a selektivni zabijeni nadorovych bunék nebo pro ovlivnéni angiogeneze ,,in vitro®.

7. Poutziti latky FSK2 — 3—(hexyl-1-on)-2,5,7,8—tetrahydroxy—1,4—naftochinon pro p¥ipravu
IéCiva pro 1é¢eni mitochondridlnich dédiénych chorob nebo pro ptipravu lé¢iva pro potlatovani
ristu a selektivni zabijeni nddorovych bun&k nebo ovlivnéni angiogeneze.

8. Pouziti smési naftochinonovych barviv podle naroku 2 pro pfipravu amitochondrialnich bu-
n€k nebo modulaci funkce ¢i morfologie mitochondrii nebo pro modulaci apoptézy bungk nebo
pro potlaCovani ristu a selektivni zabijeni nadorovych bunék nebo pro ovlivnéni angiogeneze ..in
vitro®.

9. Pouziti smési naftochinonovych barviv podle naroku 2 pro piipravu lé¢iva pro lé¢eni mito-
chondrialnich dédi¢nych chorob, nebo pro pfipravu 1égiva pro potlacovani rastu a selektivni zabi-
Jjeni naddorovych bunek nebo ovlivnéni angiogeneze.

6 vykresi

-11-
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Obr. 1
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Obr. 2
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Obr. 3
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Obr. 4
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Obr. 5
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Obr.6
kontrola FSK2-25 um FSK 2- 100 uM smés A smésB
=
[
£
B
=3
b
c
o
~=
i
£
13

jadra

Konec dokumentu

-17-



	Bibliographic_Data
	Abstract
	Description
	Claims
	Drawings

