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Prakticka cast:

Meéfeni aktivity Zmpl pomoci MALDI hmotnostni spektrometrie v piitomnosti

syntetickych latek, které jsou predpokladanymi inhibitory Zmpl.



1 UVOD

Tuberkuloza je infekéni onemocnéni, zpusobené bakterii Mycobacterium
tuberculosis, kterou za puvodce této zavazné choroby oznacil v roce 1882 Robert Koch
(Lagerkvist, 2003; Pieters, 2008). Diky mykobakterialni bunécné sténé se jedna o velmi
houzevnaty patogen, schopny odolavat imunitnimu systému hostitele a pfetrvavat v ném
1 nékolik desetileti v podobé tzv. granulomu (Pieters, 2008; Abrahams a Besra, 2018;
Kalscheuer et al., 2019; Miggiano et al., 2020). Zdravi jedinci vystaveni M. tuberculosis
jsou schopni onemocnéni kontrolovat a nevyskytuji se u nich zadné ptiznaky. Dojde-li
vsak k naruseni imunity, mize se tuberkul6za plné€ rozvinout a zplsobit smrt jedince
(Pieters, 2008; Sia & Rengarajan, 2019; WHO, 2023).

Kazdoro¢né se celosvétoveé objevi vice né€z 7,5 miliond novych pfipadu
tuberkuldzy. Jednd se o velmi zavazné onemocnéni a az do pfichodu pandemie
koronaviru (COVID-19) bylo povazovano za hlavni pfi¢inu umrti v disledku jediné
choroby (WHO, 2023).

Nespravné zvolena 1écba vede ke vzniku rezistentnich mykobakterialnich kmen,
které znesnadfiuji 1écbu a vymyceni tohoto onemocnéni (Joshi, 2011). Obzvlast
nebezpecna je tuberkul6za zptisobena bakteriemi odolnymi vici antituberkulotikiim prvni
a druhé linie (Bahuguna & Rawat, 2019).

Je proto nutné zaméfit se na hledani novych terapeutickych mist M. tuberculosis, aby
mohla byt vyvinuta ucinn€jsi a mén¢ zdravi skodliva lé¢iva. Jednou z Achillovych pat
mykobakterii je enzym Zmpl, ktery je fazen do rodiny peptidas M13 se sekvenénim
motivem katalytického mista HExxH (Petrera et al., 2012). Zmpl podporuje Sifeni
patogenu v téle hostitele a vznik granulomu chréaniciho infikované makrofagy pred utoky
imunitniho systému (Guirado & Schlesinger, 2013; Vemula et al., 2016). Dalsim
obrannym mechanismem M. tuberculosis s pomoci Zmpl je inhibice kaspasy-1
preménujici pro-IL-1p na IL-1 B. Coz ma za nasledek zabranéni vzniku zanétu a
odstranéni patogenu z téla hostitele (Master et al., 2008; Schroder & Tschopp, 2010).

V poslednich deseti letech byla vyvinuta fada inhibitort Zmpl s riznorodou
strukturou (Mori et al., 2014; Subhedar et al., 2016; Subhedar et al., 2017; Mori et al.,
2018: Paolino et al., 2018; Slachtova et al., 2020, Dak et al., 2022).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Enzymy

Enzymy jsou katalyzatory chemickych reakci v biologickych systémech. Slovo enzym
pouzil vroce 1877 W. Kithne a znamena ,,v kvasinkach“. Z definice jsou enzymy
proteinové povahy, ale jsou znamy i1 molekuly RNA s katalytickou funkci zvané
ribozymy (Kodicek et al., 2018). Mnoho enzymu obsahuje neproteinovou slozku
(kofaktor ¢i koenzym), bez které ztraci katalytickou aktivitu. Neaktivni proteinova
slozka takového slozeného enzymu se nazyva apoenzym. Proteinovou slozku
s navazanym koenzymem oznaCujeme jako holoenzym. Kofaktorem mohou byt kovové
ionty nebo organické molekuly — koenzymy. Nelze-li bez poSkozeni enzymu odstranit
koenzym, jedné se o prostetickou skupinu (Palmer & Bonner, 2007).

V pocatcich vyzkumu byly enzymum piifazovany trivialni nazvy, napf. pepsin A
(EC 3.4.23.1) nebo trypsin (EC 3.4.21.4). Pozdé&ji byly enzymy pojmenovavany podle
substratu nebo charakteru katalyzované reakce, ke kterym byla pfidana koncovka -asa.
V roce 1961 bylo zavedeno systematické nazvoslovi. Enzymtm byl pfifazen Ctyfmistny
Ciselny kod EC. Prvni Cislice znazoriuje tfidu enzymu, druha podtridu, tieti skupinu a
posledni Cislice oznacuje poradi enzymu ve skupiné. Tridy enzymu jsou uvedeny v Tab.1

(Kodicek et al., 2018).



Tab. 1: Tridy enzymu s uvedenym typem katalyzované reakce a prikladem enzymu. Vytvofeno

podle Kodicek et al. (2018).

Trida enzymu Typ katalyzované Priklad enzymu
reakce
Oxidoreduktasy Oxidacné- alkohol:NAD* oxidoreduktasa
redukéni Alhoholdehydrogenasa
EC1.1.1.1
Transferasy Prenos funkénich  peptidyl-tRNA:aminoacyl-tRNA N-peptidyltransferasa
skupin Peptidyltransferasa
EC2.3.2.12
Hydrolasy Hydrolyza 4-a-D-glukanglukanohydrolasa
o-amylasa
EC3.2.1.1
Lyasy Eliminace skupin 2-oxo-acid karboxy-lyasa
za vzniku Pyruvatdekarboxylasa
dvojnych vazeb EC4.1.1.1
Isomerasy Izomerace Alanin racemasa
Alaninracemasa
EC5.1.1.1
Ligasy Tvorba vazeb acetyl-CoA:hydrogenkarbonat ligasa
spojena AcCoA-karboxylasa
s hydrolyzou EC6.4.1.2
ATP
Translokasy Aktivni transport ferrocytochrome-c:oxygen oxidoreduktasa
latek Cytochrom C oxidasa

EC7.1.19




2.2 Enzymova katalyza

Enzymy jsou katalyzatory zvysujici rychlost chemické reakce snizenim aktivacni energie.
Pti katalyze se neméni rovnovazna konstanta. Aktivacni energie je snizena alternativnim
sledem reakci, kdy kazda zdilCich reakci ma niz§i aktivacni energii nez reakce
nekatalyzovana (Kodicek et al., 2018).

Enzymova katalyza se vyznacuje vysokou ucinnosti a specifitou pribéhu. Enzymy
vykazuji specifitu k typu katalyzované reakce a k substratu.

Némecky chemik Emil Fischer zjistil, Ze enzymy tvofi se svymi substraty komplex
enzym-substrat. Formuloval mysSlenku, Ze specifita, se kterou enzymy rozpoznavaji
substrat, se da pfirovnat k zamku a klici (Murray et al., 2009). Substrat se vaze na enzym
v aktivnim misté, které obsahuje vazebné skupiny, obvykle postranni Tfetézce
aminokyselin (Kodicek et al., 2018). Hypotéza zamku a kli¢e pfedpokladd neménnost
aktivniho mista, ale nedokaze vysvétlit dynamické zmény pii katalyze. Americky
biochemik Daniel Koshland formuloval hypotézu indukovaného pfizpusobeni, ktera byla

potvrzena biofyzikalnimi studiemi (Murray et al., 2009).



2.3 Enzymova aktivita

Katalyticka aktivita vyjadiuje mnozstvi aktivniho enzymu. Jednotkou je katal (kat) nebo
také mezinarodni jednotka U (,,International Unit*). Vztah mezi jednotkami: 1U = 16,67
10” kat (Kodicek et al., 2018).

Se wvzrustajici koncentraci substratu roste pocateCni rychlost enzymove
katalyzované reakce az do chvile, kdy je enzym nasycen substratem. Dalsi zvySovani
koncentrace substratu rychlost reakce neovlivni a naméfend rychlost dosahuje své
maximalni hodnoty. Grafické vyjadieni zavislosti aktivity enzymu na koncentraci
substratu je znazornéno na Obr. 1. Matematicky 1ze zavislost poCatecni rychlosti vyjadrit

pomoci rovnice Michaelise-Mentenové:

Michaelisova konstanta K, ma hodnotu koncentrace substratu, pfi niz je pocatecni

rychlost reakce v; rovna poloviné maximalni rychlosti (Vma/2) (Murray et al., 2009).

[S]

Obr. 1: Graf zavislosti po¢atecni rychlosti na koncentraci substratu — saturacni kfivka. Vytvotfeno
podle Murray et al. (2009).



Pro pfimé odecteni hodnot V... a nasledné vypocitani K,, je vyhodné pfevést rovnici na

linearni tvar:

Naméfené hodnoty vynesené do grafu tvofi pifimku, ktera protina osu x v bod€ 1/Vx a
smérice piimky odpovida Ku/Vmaw. Tento graf nazyvame Lineweaverv-
Burktv (Obr. 2) (Murray et al., 2009).

Enzymova aktivita je ovliviiovana fadou faktort. Patfi mezi n€ teplota, tlak, pH,
iontova sila a koncentrace substratu, kofaktoru a inhibitoru (Koolman & Roéhm, 2009).
Rychlost enzymové katalyzované reakce roste se zvysujici se teplotou, avSak po dosazeni
urcité teploty opét postupné klesa. Pokles rychlosti pii vy$si teploté€ je zpsoben tepelnou
denaturaci enzymu. Optimalni teplota pro puisobeni enzymu je odvozena z rovnovahy
mezi narastem a poklesem rychlosti reakce (Suzuki, 2015). Zavislost aktivity na hodnoté
pH, vyneseme-li ji do grafu, ma zvonovity tvar kiivky. Jedna se o dusledek ptitomnosti

ionizovatelnych aminokyselin ovliviiujicich katalyzu (Koolman & Réhm, 2009).

1V, KmViim

1 /Vlim

-

1K, 1/[S]

Obr. 2: Lineweaveruv-Burkiv graf. Vytvoreno podle Murray et al. (2009).



2.4 Metody méreni enzymové aktivity

K méfeni aktivity enzymu je mozné pouzit nékolik alternativnich metod. Vybér mezi
nimi mize byt proveden na zakladé dostupnosti vhodného vybaveni a Cinidel, Grovné
pozadované citlivosti, ceny nebo moznosti automatizace (Tipton, 2001).

Meéfteni enzymové aktivity slouzi ke stanoveni mnozstvi enzymu ve vzorku nebo
k identifikaci enzymu a k prokazani jeho pfitomnosti nebo nepiitomnosti ve vzorku

(Bisswanger, 2012).

2.4.1 Optické metody

V biochemickych a biologickych laboratofich se rutinn€ pouzivaji optické metody.
Vyzkumnici v nich nasli zalibeni, jelikoz poskytuji pfesné a reprodukovatelné vysledky
u velkého poctu vzorkl, jsou velmi praktické a Casové nenaro¢né. Princip spoCiva
ve zméné optickych vlastnosti vzorku pfi enzymaticky katalyzované preméné substratu

na produkt (John, 2001).

2.4.1.1 Spektrofotometrie

U spektrofotometrickych metod dochazi ke zméne¢ intenzity svétla po prichodu vzorkem
v dasledku absorpce UV/VIS svétla chromoforem. Pomoci spektrofotometrie 1ze testovat
velkou fadu enzymu. Jednim znejCastéji testovanych enzymi je (S)-laktat: NAD*
oxidoreduktasa (laktatdehydrogenasa, LD, EC 1.1.1.27), jejiz pfitomnost v séru vypovida
o poskozeni tkan€é. Metoda je zalozena na méteni poklesu absorbance pifi 340 nm, ktery

nastava pii oxidaci NADH (Obr. 3) (John, 2001; Elbossaty, 2017).

CHy CHj

- laktatdehydrogenasa -
O%o + NADH + H'* OW)\OH T ONAD'
@]

O

Obr. 3: Pfeména pyruvatu na laktat doprovazena poklesem absorbance pii 340 nm. Vytvoieno
podle John (2001).



Celou tadu dehydrogenas je mozné pouzit ve sdruzenych reakcich. Piikladem
muze byt (S)-2-hydroxyglutarat:akceptor 2-oxidoreduktasa
(hydroxyglutaratdehydrogenasa, HGDH, EC 1.1. 99.2), ktera je pouzita pfi stanoveni L-
aspartat: 2-oxoglutarat aminotransferasy (aspartataminotransferasa, EC 2.6.1.1).
V prvnim kroku vznika 2-oxalacetat, jez je redukovan hydroxyglutaratdehydrogenasou
na 2-hydroxyglutarat. Zaroveni dojde k ubytku NADH, ktery se projevi poklesem
absorbance pii 340 nm (Yagi et al., 1979).

Pokud reakce neposkytuje méftitelnou zménu absorbance, pouzivaji se syntetické
chromogenni substraty, jejichz absorpcni vlastnosti se méni v disledku enzymové reakce
(Reymond et al., 2008).

Triacylglycerolacylhydrolasu (lipasa, E.C. 3.1.1.3) je mozné stanovit pomoci
zlutého chromogenniho substratu p-nitrofenolu, ktery vznika pfeménou nitrofenolového
derivatu s alifatickym acylovym fetézcem, napf. p-nitrofenyl palmitatu (Hernandez-
Garceia et al., 2017) nebo p-nitrofenyl kaprylatu (Bendicho et al., 2001). P-nitrofenol je
meéten spektrofotometricky pii 410 nm (Reymond al., 2008).

Monooxidasy pifemenuji naftalen na naftol, ktery reaguje s diazoniovymi solemi
prostfednictvim aromatické substituce na barevny produkt snadno detekovatelny UV/Vis
spektroskopii (Baskaran et al., 2023).

Dal§im piikladem je Ellmanovo cinidlo (kyselina dithio-bis(2-nitrobenzoova),
DTNB) pomoci néhoz se stanovuje aktivita acetylcholinacetylhydrolasy

(acetylcholinesterasa, ACHE, EC 3.1.1.7) (Ellman et al., 1961, John, 2001).

2.4.1.2 Spektofluorimetrie

Pokud reakce vede ke zméné fluorescence jednoho ze substrati je mozné pouziti
fluorimetrickych testtd. Pii fluorescenci elektrony excituji do vysSich energetickych
hladin a nasledné dochazi k vyzareni energie v podobé svétla. Pi navratu do zakladniho
stavu dochazi k energetickym ztratam zpusobenych vibracemi. Vyzafené svétlo ma nizsi
energii, ale zato vyss§i vlnovou délku nez svétlo excitované. V piirodé je pouze malé
mnozstvi sloucenin vyuzitelnych pro fluorescencni testy (John, 2001), proto se pouzivaji
fluorogenni substraty, napf. kumarin, fluorescein, rhodamin, bor-dipyrrometheny
(BODIPY) (Reymond et al, 2008).

Pro stanoveni aktivity acetylcholinesterasy byla vyvinuta spektrofluorimetricka
metoda, jez je o dva rady citlivéjsi nez dfive zminéna Ellmanova metoda. Vyuziva

fluorogenni thiolovou slouceninu (,,Calbiochem probe IV*), kterda je odvozena
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od kumarinu. Slou€enina reaguje s latkami obsahujici thiolovou funkéni skupinu

za vzniku fluorescencni slouceniny (Mukhametgalieva et al., 2020).

2.4.1.3 Turbidimetrie

Pfi turbidimetrii je méfen rozptyl svétla zpisobeny casticemi pfitomnymi v roztoku
(John, 2001). Metoda je vyuzitelna pro enzymy degradujici nerozpustné polymery.
Uvést muzeme peptidoglycan  N-acetylmuramoylhydrolasu  (lysozym,
EC 3.2.1.17), ktera stépi B-(1—4) glykosidovou vazbu mureinu obsazené¢ho v bunécéné
stén¢. Degradace polysacharidu vede k vycefeni roztoku a tim 1 ke zméné rozptylu svétla
(Morsky, 1983). Analogicky lze testovat i enzymy hydrolyzujici syntetické plasty

(Belisario-Ferrari et al., 2019).

2.4.2 FElektrochemické metody

Pro biochemickeé testy aktivity enzymu se nejcastéji pouziva Clarkova elektroda, ktera
byla popsana vroce 1956. Sklada se z platinové katody, kterd ma zaporné napéti
v rozmezi 0,6—0,9 V vzhledem k referencni elektrodé Ag/AgCl. Elektrody jsou spojeny
ptes vrstvu KCI. Cela elektroda je pokryta tenkou polyethylenovou nebo teflonovou
membranou, ktera je propustna pro kyslik, ale nepropustna pro vodu a rozpusténé latky.
Kyslik v méfeném roztoku podléha na katode elektrolytické redukci za vzniku proudu.
Produkovany proud je imérny obsahu kysliku. Pomoci kyslikové elektrody jsou bézné
testovany oxidasy nebo hydrogen-peroxid:hydrogen-peroxid oxidoreduktasa (katalasa,

CAT, EC 1.11.1.6) (del Rio et al., 1977; Clark, 2001).

2.4.3 Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza neslouzi pfimo ke stanoveni aktivity enzymu, ale k detekci enzymu
ve vzorku. Timto zplsobem Ize vizualizovat plsobeni aminoaldehyddehydrogenas
(AMADH, EC 1.2.1.-) vrostlinnych tkanich hrachu setého. Separace probiha
v nedenaturujicich podminkach pomoci gelové elektroforézy.
Aminoaldehyddehydrogenasu je mozno vizualizovat diky schopnosti enzymu redukovat

tetrazoliové soli. Reakci vzniké fialové zbarveny formazan (Sebela et al., 2001).

2.4.4 Kapilarni elektroforéza

Jiz vice nez 30 let se kenzymatické analyze vyuziva kapilarni elektroforéza.
Banke et al. (1991) ji pouzili pfi testovani alkalickych proteas. Jedna se o analytickou

separaCni techniku, kdy se substraty a produkty déli na zakladé jejich rozdilné
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pohyblivosti v elektrickém poli. Mezi vyhody této techniky se fadi vysoka ucinnost
separace, kratka doba analyzy a mala spotfeba vzorku a potfebnych chemikalii. Rozlisuji
se dva typy kapilarni elektroforézy: (i) prekapilarni (offline), kdy se enzym, substrat,
kofaktory a dalsi nezbytné slozky smichaji pfed injekci do kapilary, (ii) u in-kapilarni
(online) elektroforézy probihd enzymatickd reakce ve stejné kapilafe jako nasledna
separace analytu. In-kapilarni testy se oznacCuji také jako elektroforeticky
zprosttedkovana mikroanalyza (,,ectrophoretically mediated Microanalysis® - EMMA)
(Banni & Nehmé, 2022). Kapilarni elektroforéza byla pouzita napt. pro stanoveni aktivity
trypsinu (Yang et al., 2010), a-D-glukosidglukohydrolasy (a-glukosidasa, EC 3.2.1.20)
(Igbal et al., 2013) nebo laktatdehydrogenasy (Zhao et al., 2012).

2.4.5 Kapalinova chromatografie

Prvni prace vyuzivajici vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (,,High-performance
liquid chromatography*, HPCL) se objevily koncem 70. letech minulého stoleti (Lambeth
& Muhonen, 1994). Kapalinova chromatografie je fyzikalni separacni technika, kdy se
vzorek separuje na jednotlivé slozky rozdélenim mezi mobilni fazi (kapalina, napf.
hexan) a stacionarni fazi (sorbenty naplnéné uvniti kolony, napt. porézni Castice oxidu
kfemicitého) (Dong, 2006). Pomoci HPCL byl studovan vliv extrakt a vytazku z kvétin
na amine:oxygenoxidoreduktasu (monoaminoxidasa, MAO, EC 1.4.3.4), ktera katalyzuje
oxidacni deaminaci aminii a neurotransmiterl serotoninu, dopaminu, norepinefrinu,
tyraminu, tryptaminu a neurotoxinu MPTP (4-fenyl-1-methyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin)
(Herraiz & Guillén, 2018).
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2.5 Vyuziti hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie nasla Siroké uplatnéni pfi analyze biologickych vzorku,
predevsim proteint. Slouzi nejen k jejich identifikaci, ale i ke stanoveni jejich mnoZzstvi

ve vzorku.

2.5.1 Kvantifikace proteinu

Kvantifikace proteint je ztizena fadou fyzikaln€ chemickych vlastnosti proteolytickych
enzymu (napfi. velikost, naboj, hydrofobnost), které vedou k velkym rozdilim v odezvé
hmotnostniho analyzatoru. K ziskani spravného mnozstvi proteinu ve vzorku je nutné
porovnani mezi experimenty. PredevSim se pouzivaji izotopicky znacené peptidy, které
jsou chemicky totozné se svoji nativni formou. Oba peptidy se pfi hmotnostni analyze
chovaji identicky. Kvantifikace je dosazeno porovnanim intenzit signalu znaceného a
neznaceného peptidu, jelikoz hmotnostni analyzator dokaze rozpoznat hmotnostni rozdil
obou peptidu. Izotopové znaceni muze byt do peptidu zavedeno metabolicky, chemicky,
enzymaticky nebo jako externi standart pomoci obohacenych syntetickych peptida

(Bantscheff et al., 2007).

2.5.1.1 Metabolické znaceni

Pii metabolickém znacCeni je dany organismus kultivovan v ristovém mediu bohatém
na izotopicky znacené aminokyseliny. Organismus béhem bunécného déleni a ristu
zabudovava znafené aminokyseliny do svého proteomu. Pouzivana je technika SILAC
(,,stable isotope labelling of amino acids in cell culture), kdy medium obsahuje 1*C nebo
5N znageny Arg a Lys. Po §tépeni trypsinem obsahuji peptidy alespoii jednu znagenou

aminokyselinu (Bantscheff et al., 2007; Bantscheff et al., 2012).

2.5.1.2 Enzymové znaceni

Znaleni jiz syntetizovanych proteini a peptidi je uskuteCnéno chemicky nebo
enzymaticky. Pomoci proteolytického Stépeni v izotopicky znacené vodé je na C-konec
fragmentu zaclenén izotop '80. Nasledkem toho dojde k posunu hmoty ze 1046,5 Da

na 1048,5 Da (tedy o 2 Da) (Mirgorodskaya et al., 2000; Bantscheff et al., 2007).

2.5.1.3 Chemické znaceni

Chemicka znaCka se vaze na reaktivni postranni fetézce aminokyselin. Pouziva se

prevazné technika ICAT (,,isotope-coded affinity tag™), kdy je na postranni fetézec Cys
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navazana znacka obsahujici atomy deuteria a biotin slouzici k naslednému precisténi
modifikovaného peptidu. Na N-konec peptidi a postranni fetézec Lys (na primarni
aminy) se zamétuji techniky ICPL (,,isotopecoded protein label*), TMTs (,,tandem mass
tags“) a iTRAQ (,isobaric tags for absolute and relative quantification®). Znacky
pouzivané v téchto technikach jsou tzv. izobarické. Peptidy s rozdilnym znaceni maji
stejnou hmotnost. Proto lze takto modifikované peptidy lze rozli§it az po jejich
fragmentaci uvnitt hmotnostniho spektrometru (Bantscheff et al., 2007; Bantscheff et al.,

2012).

2.5.1.4 ,,Label-free* kvantifikace

Pouziti izotopicky znaceného peptidu je vSak velmi slozité, Casové a financné narocné,
proto byla vyvinuta kvantifikace bez izotopicky znacCenych standardi (,,label-free™). Je
zalozena na dvou odli§nych pfistupech. V prvnim je porovnévana intenzita signalu
iontovych prekurzori méfena pomoci LC-MS/MS. Relativni kvantifikace je dosazeno
porovnanim hodnoty intenzity jednotlivych peptidd s pfisluSnymi  signaly
v experimentech nasledujicich. Druhy pfistup vychazi z predpokladu, ze ¢im vétsi je
mnozstvi konkrétniho proteinu pfitomno ve vzorku, tim vice peptidovych fragmentt
daného proteinu zméfime pomoci hmotnostni spektrometrie. Relativni kvalifikaci

ziskame porovnanim spekter mezi sadou experimentt (Bantscheff et al., 2007).

2.5.1.5 Absolutni kvantifikace

Pravé zminéné techniky vedou k relativni kvantifikaci proteini. Nesd€li nam presné
mnozstvi analytu v biologickém vzorku. Pouze porovnavaji mnozstvi analytu
ve vzorcich. Presné mnozstvi analytu ziskame pomoci absolutni kvantifikace, jejiz
nejjednodussi formou je pfidani znamého mnozstvi zna¢eného peptidu k analyzovanému
peptidu. Nasleduje porovnani hmotnostnich spekter analytu a pridaného peptidu. Tato
technika je znama jako AQUA (,,absolute quantification approach®). V soucasnosti jsou
na trhu dostupné komercni peptidy pro techniku AQUA, ale jsou relativné drahé.
Praktickd nevyhoda v jejim pouziti spociva v tom, Ze je potieba spravné odhadnout,
kolik zna¢eného standardu je potieba pfidat do vzorku. Soucasné je tfeba omezit
manipulaci se vzorkem pred pfidanim vnitiniho standardu, jelikoz muze dojit
k systematickym chybam, napf. ztratam vzorku (Bantscheff et al., 2007; Bantscheff et al
2012).
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2.5.2 lonizacni techniky vyuzivané v proteomice

Hmotnostni spektrometr je zafizeni slouzici k méfeni poméru hmotnosti iontu ku naboji
(m/z). V iontovém zdroji jsou molekuly analytu prevedeny na ionty v plynné fazi.
Hmotnostni analyzator déli vzniklé ionty podle jejich m/z. Separované ionty jsou
zaznamenany v detektoru. K méfeni proteinli se pouzivaji mekké ionizacni techniky,
pii kterych dochazi k minimalni disociaci analyzovanych molekularnich iont.
Predevsim se jednd o MALDI (,,matrix assisted laser desorption/ionization”) a ESI

(,,electrospray ionization“) (Han et al., 2008).

2.5.2.1 ESI

ESI je mekka ionizacni technika, pfi které je vzorek rozpustény v tékavém rozpoustédle
rozpraSovan pomoci kapilary. Vznikly aerosol je vysouSen a v jednotlivych kapickach
roste hustota naboje do takové miry az nastane exploze, pii které se uvolni ionty. Vzniklé
ionty vstupuji do hmotnostniho analyzatoru. Hmotnostni spektrometrie vyuzivajici jako
iontovy zdroj elektrosprej (ESI) ma nizkou toleranci vici solim pfitomnym v reakéni
smési. Nutné je proto spojeni sjednou ze separacnich technik, napt. kapalinovou

chromatografii (Fenn et al., 1989; Bungert et al., 2004).

2.5.2.2 MALDI

Vzorek pro MALDI analyzu se typicky pfipravuje smisenim roztoku analytu a matrice.
Bézné pouzivanymi matricemi jsou kyselina sinapova (SA), o-kyano-4-
hydroxyskoticova (HCCA) a 2,5-dihydroxybenzoova (DHB). Smés se nasledné umisti na
ocelovou desticku a rozpoustédlo se necha odpafit pii pokojové teploté. Uvnitf
hmotnostniho spektrometru je na vzorek sméfovan v pulzujici laser. Matrice sublimuje a
soucasné desorbuje a ionizuje molekuly analytu. Metoda ptipravy vzorku by méla byt, co
nejjednodussi a co nejvice reprodukovatelna. Je tfeba vhodné zvolit matrici, koncentraci,
rozpoustédlo, podminky krystalizace a vykon laseru (Karas & Hillenkamp, 1988; Duncan
et al., 2008).

2.5.3 Vyuziti hmotnostni spektrometrie ke stanoveni aktivity enzymu

Meteni aktivity enzymil pomoci spektrofotometrickych metod je velmi rozsifené.
Analyza je rychla a jednoducha. Pro méfeni jsou potieba substraty, které béhem premény
meéni své optické vlastnosti. Ve vétsSin€ pripadi ale musime sahnout po umélych

substratech, které na rozdil od té€ch nativnich, maji chromoforickou nebo fluoroforickou
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skupinu. Nevyhoda umélych substrati spociva v tom, ze se pfi jejich pouziti vystavujeme
riziku ziskani chybnych vysledki (Bungert et al., 2004).

Hmotnostni spektrometrie je jednou =z alternativnich metod méfeni aktivity
enzymu a screeningu inhibitori. Je pouzitelna pro vSechny enzymatické reakce,
pii kterych dochazi ke zméné hmotnosti pfi pfeméné substratu na produkt. Pfi jejim
pouziti miZzeme vyuzit nativni substrat nami studovaného enzymu. Neni nutné znaceni
nebo derivatizace analyzované slouceniny (Guidot et al., 2017).

MALDI se v poslednich letech stala slibnym nastrojem pro kvantifikaci
nizkomolekularnich produkti enzymu. Na popularité nabyla diky citlivosti (1ze detekovat
peptidy v tadech femtomold), jednoduchosti a rychlosti analyzy. To je Zzadouci
pfi studiich s vysokym poc¢tem vzorku, kdy je preferovana co nejkratsi a nejjednodussi
ptiprava vzorku a jeho néasledné meéfeni (,,mix-andmeasure™). Oba tyto procesy mohou
byt automatizovany. Ve spojeni s vykonnymi hmotnostnimi analyzatory TOF (,,time-of-
flight“) se z MALDI stava vhodny nastroj pro studium enzymu slouZzicich jako cil
vyvijeného 1éCiva (Guitot et al., 2014; Machalkova et al., 2018).

MALDI byla zpocatku kritizovana za svoji nereprodukovatelnost zptisobenou
nehomogenni distribuci analytu a matrice ve vzorku. Intenzita signalu analytu se lisi
nejen mezi jednotlivymi vzorky, ale i v jednotlivych mistech, kam dopada laser. Problém
lze vytesit peClivou pfipravou vzorku (analyt je tfeba homogenné smisit s matrici),
pouzitim vnitiniho standartu nebo normalizaci mezi substratem a produktem. (Bungert et
al., 2004; Machalkova et al., 2018).

Vnitini standart by mél byt chemicky identicky s analyzovanym peptidem a mit
stejnou ioniza¢ni ucinnost, aby bylo mozné porovnat intenzitu hmotnostniho spektra obou
peptida. Pro presnou kvantifikaci se vyuzivaji stabilni izotopicky znacené peptidy, jelikoz
v MALDI MS analyze reaguji identicky (Bungert et al., 2004).

Kromé pouziti izotopicky znaceného wvnitiniho standardu jsou vyvijeny jiné
zpusoby znaceni. Napriklad pouziti peptidu liSiciho se jednou aminokyselinou
v sekvenci. Substrit SEVNLDAEFR je proteolyticky S§tépen pomoci [-sekretasy
(BACEL, EC 3.4.23.46) na dva pentapeptidy, SEVNL a DAEFR. Jako vnitini standart
byl pouzit strukturné podobny peptid DGEFR (Machalkova et al., 2018). Peptidy
obsahujici Cys mohou byt kvantifikovany pomoci benzochinonu a methyl-p-
benzochinonu. Benzochinon je navazan na znamé mnozstvi peptidu obsahujiciho Cys,
ktery plni funkci vnitfniho standardu. Methyl-p-benzochinon je navazan na peptid

obsazeny ve vzorku (Ma et al., 2014). Na Cys zbytek cili také technika DuMal (,,dual
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maleimide tagging™), pii které se na Cys vaze N-methylmaleimid nebo N-ethylmaleimid.
Princip kvantifikace je obdobny jako u predeslé techniky. Kterykoli z derivati navazany
na znamé mnozstvi peptidu muze slouzit jako vnitini standard (Ouyang et al., 2018;
Ouyang et al., 2019). Ling et al. (2019) ve své praci urcili aktivitu trypsinu (EC 3.4.21.4)
a chymotrypsinu (EC 3.4.21.1) pomoci pyrenové sondy navazané na Stépeny peptid (Py-
GGGGRG, resp. Py-GGGGGGYG). Postup byl pouzit i pii screeningu inhibitort
trypsinu a k pfesnému urceni aktivity trypsinu v moci. Pii zvoleni vhodné peptidové
sekvence lze pyrenovou sondu pouzit i pro dalsi proteasy.

Relativni enzymatickou aktivitu je mozné ur¢it pomoci poméru substrati a
produkti. Tento postup pro stanoveni aktivity enzymu a screeningu inhibitoru je
vyhodngjsi, protoze nevyzaduje vnitini standard. Z toho plyne uspora ¢asu potrebného
k syntéze vhodného vnitiniho standardu a financnich prostiedkli (Greis et al., 2006;

Guitot et al., 2014).
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2.6 Zmpl

Zmpl patii do rodiny peptidas M13, které¢ maji sekvencni motiv katalytického mista
HExxH (Petrera et al., 2012). Krom& Zmpl spadaji do této skupiny napf. neprilysin
(EC 3.4.24.11) a endothelin-konvertujici enzym 1 (ECE-1, EC 3.4.24.71) (Ferraris et al.,
2011).

Proteolytické enzymy katalyzuji hydrolyzu peptidovych vazeb v proteinech a
peptidech. Pivodné se rozliSovaly proteinasy a peptidasy, dnes se doporucuje pouziti
vyrazu peptidasy v §ir§im vyznamu — obecné enzym S$tépici peptidovou vazbu. Podle
mista Stépeni na peptidovém fetézci se peptidasy rozdelily na endopeptidasy a
exopeptidasy. Endopeptidasy katalyzuji hydrolyzu peptidovych vazeb uvnitf fetézce,
kdezto exopeptidasy odstépuji koncové aminokyseliny. Rozlisujeme N-koncové a C-
koncové exopeptidasy. Na zakladé¢ struktury aktivniho mista existuje pét
charakteristickych skupin peptidas: serinové, cysteinové, aspartatové, threoninové a

metaloproteasy (Stosov4 et al., 2005).
2.6.1 Pusobeni Zmpl

Patogeny tuberkul6zy jsou roznaSeny infikovanymi jedinci do prostiedi kaSlanim nebo
kychanim. Rozptylené bakterie jsou vdechnuty okolnimi jedinci. Po prichodu dychacimi
cestami se usadi v alveolach hostitele (Guirado & Schlesinger, 2013). Zmp1 uvoliuje
chemotaktické cytokiny MCP-1, MIP-1p a IL-8 z infikovanych makrofagti. Neinfikované
bunky, jako jsou monocyty, dendritické buriky a lymfocyty, jsou pfitahovany do mista
nekrozy. Mohou se infikovat a tim dochazi k §ifeni mykobakterii (Vemula et al., 2016).
Dojde k nashromézdéni bun€k okolo napadenych buné¢k a vznikne granulom, ktery chrani
infikované makrofagy pred dal§imi utoky imunitniho systému. Ve vétsin€ pripadech
nedojde k propuknuti onemocnéni, jelikoz M. tuberculosis vyvinula mechanismy, diky
kterym Zzije v rovnovaze simunitnim systémem a zistava latentni cela desetileti.
Homeostaza mezi mykobakterii a hostitelem je naruSena, dojde-li k imunosupresivnimu
stavu, jako je napt. infekce HIV, diabetes, rakovina, podvyziva nebo starnuti (Guirado &
Schlesinger, 2013).

Vrozeny imunitni systém vyuziva , pattern recognition” receptory (PRR) k detekci
patogent. Mezi PRR se fadi ,,NOD-like* receptory (,,nucleotide-binding oligomerization
domain-like“, NLR), které se skladaji do vysokomolekularnich komplexi zvanych
inflamasom. Komplex je zodpoveédny za aktivaci interleukin-1-B-konvertujiciho enzymu

(kaspasy-1, ICE, EC 3.4.22.36). Enzym je zodpové&dny za pfeménu pro-IL-1f na IL-1 B.
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Dodochazi k fuzi fagosomu a lysozomu, vznika zanét a podpofi se odstranéni bakterii
zt€la hostitele (Schroder & Tschopp, 2010). M. tuberculosis vyvinula zpusob,
jak inhibovat vznik fagolysozomu. Master et al. (2008) navrhli, ze Zmpl potlacuje
vznik zanétu inhibici kaspasy-1 a zrani fagolysosomu. Tim nedochézi k odstranéni
patogenu z téla hostitele. Schéma potlaceni vzniku zanétu inhibici kaspasy-1 zpisobené

enzymem Zmpl ze znazornéni na Obr. 4.

- pro-iL-1§

o pro-caspase-1
Inflammasome
caspase-1 \

L4

MACROPHAGE

Obr. 4: Potlaceni vzniku zanétu inhibici kaspasy-1 zpusobené enzymem Zmpl. Prevzato
od Ferraris et al. (2011).
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2.6.2 Struktura Zmpl

Ovalny tvar enzymu Zmpl je tvoren dvéma hlavnimi Sroubovicovymi doménami, mezi
kterymi se nachazi katalytické misto enzymu se sekvenénim motivem *“**HExxH*”.
Hlavni osa m4 délku 78 A a vedlejsi osa 60 A. Domény jsou spojeny smyckami, mezi
kterymi je mozny pfistup k aktivnimu mistu proteasy. Tetraedricka konformace
zine¢natého iontu je udrzovana pomoci rezidui His*?, His*7, Glu>® a kysliku patficimu
N-fosforylové skupin€ inhibitoru fosforamidonu jako ligandu ve struktufe proteinu.

Kyslikovy atom Glu**

tvori interakce s atomem kysliku N-fosforylové skupiny
fosforamidonu. Kyslik inhibitoru obsadil misto uréené pro molekulu vody, ktera je
zodpovédna za nukleofilni tUtok na peptidovy substrat.  Tato skuteCnost ma
za nasledek inhibici katalytické aktivity Zmp1 (Ferraris et al., 2011).

Provéreni peptidové knihovny ukazalo, ze Zmpl §tépi prevazné oktapeptidy,
ve kterych jsou zastoupeny hydrofobni aminokyseliny arginin, fenylalanin a izoleucin.
Preferovanym motivem S§té€peni je PxxF, kde fenylalanin zaujima P1 pozici a prolin P3

(Petrera et al., 2012).

2.6.3 Inhibitory Zmp1l

Od objasnéni struktury proteasy Zmpl bylo nalezeno mnoho sloucenin inhibujicich jeji
aktivitu. Jednim z nich je fosforamidon, ktery je inhibitorem metaloproteas, jako je napf.
neprilysin a endothelin-konvertujici enzym 1. S nimi fosforamidon tvofi podobné
interakce a sdili podobnou polohu a orientaci jako se Zmp1 (Ferraris et al., 2011).

Mezi prvnimi vyvinutymi inhibitory byly molekuly s rhodaninovym skeletem
(Obr. 5) (Mori et al., 2014; Subhedar et al., 2016; Subhedar et al., 2017; Mori et al., 2018).
Jinou skupinou jsou derivaty zalozené na hydroxamatech 8-hydroxychinolinonti. N-
(benzyloxy)-8-hydroxychinolin-2-karboxamid (Obr. 6a) ma nejvétsi inhibicni
ucinek vici Zmpl, vys$si nez fosforamidon (Paolino et al, 2018). Nejslibnéjsim
inhibitorem z navrzenych latek s thazolidin-2,4-dionovym skeletem byla slou¢enina N-
(allyloxy)-2-(2,4-dioxo-5-pentylidenethiazolidin-3-yl)acetamid (Obr. 6b). Sloucenina
napodobuje pusobeni fosforamidonu se Zmp1, ale neinteraguje pfimo s atomem zinku a

jeho okolim, to ma za nasledek niz§i inhibiéni vlastnosti (Slachtova et al., 2020).
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Obr. 5: Inhibitory Zmp1 zaloZzené na rhodaninovém skeletu, Vytvoreno podle Mori et al. (2014),
Subhedar et al. (2016), Subhedar et al. (2017), Mori et al. (2018).
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Obr 6: Inhibitory Zmp]1 zaloZen¢ na hydroxamatech 8-hydroxychinolinonu (Paolino et al., 2018)
a thazolidin-2,4-dionovém skeletu (Slachtova et al., 2020).
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2.7 Mpycobacterium tuberculosis, tuberkul6za

2.7.1 Mpycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis se tadi do kmene Actinobacteria, do kterého spadaji rody
Micrococcus,  Arthrobacter,  Propionibacterium,  Corynebacterium, Nocardia,
Mycobacterium, Actinomyces a Streptomyces. Jedna se o Casté obyvatele pud a rostlin, az
na vyjimku jsou to neSkodni komenzalové. Hraji nezastupitelnou ulohu pii vyrobé
antibiotik a mléénych vyrobka (Manigan et al., 2019).

M. tuberculosis ma tvar rovné nebo mirné zakiivené tyCinky. Délka se pohybuje
od 1 do 4 pum a Sitka ¢ini 0,3 az 0,6 um. Jsou nepohyblivé, nesporujici a diky ptitomnosti
mykolovych kyselin i odolné vici kyselinam a silné hydrofobni. Jedna se o velmi pomalu
rostouci patogen s rychlosti déleni 12 az 24 hodin. Doba kultivace na agaru trva az 21
dni. Na vétsin€ pevnych médii jsou kolonie drsné, vyvysené a silné, s hladkym nebo
zvrasnénym povrchem a s nepravidelnym okrajem. Barvu mohou mit bélavou az zlutou
(Goodfellow et al., 2012; Sakamoto, 2012).

Kmen patii mezi grampozitivni bakterie. Jedna se o fakultativni intracelularni
patogen schopny infikovat a pretrvat v lidském organismu s plné funkénim imunitnim
systémem nékolik desetileti (Kalscheuer et al., 2019) a to diky schopnosti potlacit
eliminaci makrofagi obsahujicich patogen a vytvofeni granulomu, ve kterém patogen
pfezije v rovnovaze s obranou hostitele a dostane se do tzv. dormativniho stavu,
ve kterém je rezistentni vici obrané hostitele a terapii (Miggiano et al. 2020).

Bunécna sténa patogenu se sklada z peptidoglykanu kovalentné navazaného
na arabinogalaktan, na ktery jsou pfipojeny mykolové kyseliny. Na povrchu jsou
rozptyleny proteiny bunécéné stény, fosfatidylinositolmannosidy, lipidy obsahujici
ftiocerol, lipomannan a lipoarabinomannan. Je-li bunéna sténa néjakym zpusobem
narusena, volné lipidy, proteiny, lipoarabinomannan a fosfatidylinositolmannosidy jsou
solubilizovany a komplex mykolova kyselina-arabinogalaktan-peptidoglykan zustava
jako nerozpustny zbytek. Lipidy, proteiny a lipoglykany navazané na mykolové kyseliny
slouzi jako signalni molekuly v procesu onemocnéni (Brennan, 2003).

Peptidoglykan je hlavni slozkou bunécné stény grampozitivnich i
gramnegativnich bakterii, poskytujici burice tvar a tuhost. Je nezbytny pro rast a preziti
bunky. Jedna se o stiidavy polymer N-acetylglukosaminu a N-kyseliny acetylmuramové
spojeny pres P(1—4) vazby. Arabinogalaktan je slozen z galaktosy a arabinosy

(Abrahams a Besra, 2018).
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Mykolové kyseliny se vazi na neredukujici konce fetézca arabinanu. Jedna se o
jedinecné o-alkyl-B-hydroxy mastné kyseliny s dlouhym fetézcem. Obsahuji
meromykolatovy fetézec C42-Ce2 a dlouhy nasyceny a-fetézec C24-Cas. Strukturni vzorec
je znazornén na Obr 7. Prispivaji k propustnosti bunécné stény a jsou nezbytné pro
zivotaschopnost bunék a zptsobuji virulenci M. tuberculosis, proto mnoho 1€¢iv cili na

enzymy zapojené do biosyntézy kyseliny mykolové (Abrahams a Besra, 2018).
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Obr. 7: Struktura bunééné stény M. tuberculosis. Schematické znazorméni mykobakterialni
bunécéné stény zobrazujici peptidoglykan, arabinogalaktan, mykolové kyseliny s
navazanymi acyllipidy (TMM, trehalosamonomykolat; TDM, trehalosa dimykolat;
DAT, diacyltrehalosa; PAT, polyacyltrehalosa; PDIM, fthiocerol dimykocerosat; SGL,
sulfoglykolipid). Vytvoieno podle Kalscheuer et al. (2019).
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2.7.2 Robert Koch — objevitel ptiivodce tuberkulézy

Robert Koch (Obr. 8) se narodil 11. prosince 1843 v Clausthalu. Vystudoval ucitelstvi
botaniky, fyziky a matematiky, pozdéji medicinu. Zacinal jako vojensky chirurg.
S pomoci pacienta se dostal na Poziiansko, kde se zacal vénovat bakteriologii. Bakterie
pozoroval mikroskopem, ktery dostal darem od své zeny. V pocatcich bakteriologie se
védci domnivali, ze bakterie nemaji jasny morfologicky tvar. Koch si vSak povsiml
morfologickych zmén ty¢inek na spory a naopak. Své vysledky fotografoval a publikoval
ve védeckém Casopise. Péstoval bakterie na pevnych médiich, diky cemuz ziskal kolonii
z jediné bakterie.

Jeste pred Kochem se vyzkumem tuberkul6zy zabyval francouzsky 1ékar a patolog
Théophile Laénnec, ktery netusil, ze se jedna o infekéni onemocnéni. Koncem 19. stoleti
byla za prficinu tuberkulézy povazovana chudoba, podvyziva a predevsim deédi¢né
dispozice. Experimentalné bylo zjisténo Antoinem Villeminem a pozdé&ji Juliem
Cohnheimem, ze tuberkul6za je infek¢éni. Samotnou bakterii M. tuberculosis objevil
Robert Koch. Bakterii pochazejici z morcat vykultivoval na §ikmém povrchu teplem
koagulovaného teleciho krevniho séra. Pfitomnost patogenu prokazal v plicich a dalSich
organech. Vysledky uvetejnil na prednaSce v Berliné v roce 1882. Na zakladé jeho
védecké prace byly formulovany tzv. Kochovy postulaty, znazornéné na Obr. 9. Koch
sam se zabyval hledanim Iéku na tuberkuldzu. V roce 1890 predstavil latku (glycerolovy
extrakt Cisté bakterialni kultury), kterou udajné 1é€il zvirata i lidi. Substance byla nazvana
tuberkulin. Pozdé&ji byla prokazana jeho toxicita a zanétlivé ucinky a zaroven vyslo
najevo, ze Kochovo tvrzeni neni dostateCné¢ védecky podlozeno. Tento skandal mu
znaéné poskodil védeckou reputaci.

Béhem svého zivota se dale zabyval vyzkumem dobyt¢iho moru, malarie,
anthraxu, podafilo se mu izolovat bakterii Vibrio cholerae, pivodce cholery. Za svoji
praci v oblasti védy ziskal fadu pruskych vyznamenani a Nobelovu cenu za fyziologii a
medicinu vr. 1905. Koch zemfiel 27. kvétna 1910 pii pobytu v Baden-Badenu
(Lagerkvist, 2003).
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Obr 8: Robert Koch. Pievzato z Lagerkvist (2003).
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(2019).
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2.7.3 Tuberkuloza

Staii Rekové nazyvali tuberkulézu phthisis. Novodoby nazev zavedl v roce 1834 Johann
Lukas Schonlein, ktery chtél pro toto onemocnéni zavést nazev podle charakteristickych
uzlikt (granuloma) rizné velikosti (Homolka, 2016).

Tuberkuloza je zptisobena bakterii M. tuberculosis. Tento intracelularni patogen
je prenaSen inhalaci ve vzduchu rozptylenych kapicek obsahujici zivé bakterie. Prvni
obranou jsou buiiky vrozeného imunitniho sytému, predevsim makrofagy, dendritické
buiky, monocyty a neutrofily, které patogen ochotné fagocytuji. Nasledné jsou
fagocytované mykobakterie pfeneseny do lysozomu a zniCeny. M. tuberculosis vyvinul
nesCetné mnozstvi strategii, aby znemoznil imunitni odpovéd” organismu. Diky nim je
schopen pretrvat v hostiteli v podobé granulomu. Coz je agregat obsahujici infikované
makrofagy obklopené riznymi typy imunitnich bunék. Granulom pfedstavuje rovnovahu
mezi potencialné nebezpeCnym patogenem a imunitnim systémem hostitele (Pieters,
2008).

Zatimco vétSina jedinct vystavenych M. tuberculosis je schopna kontrolovat
infekci ve formé asymptomatické latentni TB infekce (LTBI), odhadem u 5 az 10 % lidi
se rozvine aktivni TB (ATB). Jedinci s ATB trpi pfetrvavajicim kaslem doprovazenym
tvorbou sputa, ubytkem hmotnosti, slabosti a nocnim pocenim (Sia a Rengarajan, 2019).

Aktivni TB se muze rozvinout u jedinct s latentni formou, dojde-li k naruseni
rovnovahy mezi patogenem a imunitnim systémem hostitele. Jakékoli zhorSeni imunity
muze ohrozit zivot jedince infikovaného M. tuberculosis. Komplikace mohou nastat
pii koinfekci HIV, koufeni, podvyzivé, diabetes, hlistové infekci, chronickém
onemocnéni plic a rakoving. O vlivu onemocnéni HIV na jedince s TB svéd¢i skutecnost,
ze v roce 2022 vice nez desetina v§ech umrti souvisejicich s TB byla u HIV pozitivnich
jedincu (Pieters, 2008; WHO, 2023).

V roce 2022 onemocnélo na tuberkul6zu po celém svéte priblizné 7,5 miliont lidi.
Jedna se o nejvyssi pocet od doby, kdy WHO v roce 1995 zahgjila celosvétové
monitorovani TB. Na zvySeni poCtu pfipadd se podepsala pandemie COVID-19, kdy
v letech 2020 a 2021 nebyly nékteré ptipady zachyceny.

Celosvétove zemrielo na TB v roce 2022 piiblizn€ 1,3 milionu lidi. Tento pocet se
vraci na uroven statistik pfed pandemii COVID-19 (béhem niz doslo ke zvySeni piipada

umrti) (Obr. 11) (WHO, 2023).
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Obr. 10: Pocet lidi s nové diagnostikovanou tuberkuldzou mezi lety 2010 az 2022. Z grafu je
patny pokles mezi lety 2019 a 2020, kdy byl svét zasazen pandemii COVID-19. Pocet
je uveden v milionech. Pfevzato z WHO (2023).
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Obr. 11: Pocéet umrti na tuberkulozu mezi lety 2010 a 2022. Pocet je uveden v milionech. Pievzato
z WHO (2023).
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Vyskyt TB se v jednotlivych ¢astech svéta li§i. Nejvice postizené jsou rozvojoveé
zemé a zemé s nizkymi pfijmy, pfevazné v jihovychodni Asii, Africe a v zapadnim
Tichomoii (Obr. 12). V roce 2021 se nejvice novych piipadd objevilo v Indii (27 %),
Indonésii (10 %), Cin& (7,1 %), na Filipinach (7,0 %), v Péakistanu (5,7 %), Nigérii
(4,5 %), Bangladési (3,6 %) a Demokratické republice Kongo (3,0 %) (WHO, 2023).
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Obr. 12: Mapa vyskytu novych piipadi vyskytu TB v roce 2022. Nejvice zasazena je oblast
v jihovychodni Asii, Africe a v zapadnim Tichomofi. Vyznacéeny jsou zem¢ s nejméné
100 000 novymi piipady v roce 2021. Pfevzato z WHO (2023).
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2.7.4 Vakciny proti tuberkuléze

Jedinou v soucasnosti licencovanou vakcinou proti TB je bacil Calmette-Guérin (BCG),
oslabeny kmen M. bovis, jehoz genomova sekvence je z99,95 % podobna M.
tuberculosis. Byla vyvinuta francouzskym lékafem Albertem Calmettem (1863-1933) a
veterinaikou Camille Guérinovou (1872-1961) v letech 1906 az 1919 (Ahmed et al.,
2021). Vakcina byla poprvé pouzita k prevenci TB u novorozenéte v roce 1921. Nasledné
bylo otkovani zahajeno ve Spanélsku, Norsku a Svédsku. Ackoliv se BCG vakcinace
ukazala jako bezpeCna, vzbuzovala pochyby. Duvéra ve vakcinu byla silné poSramocena
po tragédii v Lubecku v roce 1930, kdy z 250 ockovanych kojenct 73 zemielo v prvnim
roce a dalSich 135 bylo infikovano. VySetfovani zahajené Némeckou vladou odhalilo
pochybeni pfi manipulaci se vzorky v laboratofi v Liibecku (doslo ke kontaminaci,
vakciny virulentnimi tuberkuldznimi bacily) a BCG vakcina byla zpro$téna jako pficina
katastrofy (Luca & Mihaescu, 2013).

Na zakladé uspésnych zkousek z 50. let 20. stoleti se v Evropé zavedlo rutinni
ockovani BCG (Luca & Mihaescu, 2013). K vakcinaci se pouzivaji v riznych castech
svéta rozdilné kmeny BCG. Existuji dikazy naznacujici, ze ochrana proti TB se mize
lisit podle kmene BCG pouzitého k o¢kovani. I pfesto analyza mnoha studii ukazala, ze
vakcinace BCG poskytuje v priméru 50% ochranu pred raznymi formami TB. Vakcina
je nejspolehlivéjsi u déti, s vékem jeji Gcinnost slabne. U dospélych je jeji ucinnost
ovlivnéna fadou faktort, napf. geneticka rozmanitost, davka a zpiisob podani, prostfedi,
stav vyzivy a uzivané Iléky (Ahmed et al., 2021).

V soucasnosti je vyvijeno n€kolik vakcin proti TB v riznych fazich klinického
vyvoje. Podle typu strategie U¢inku se déli na proteinové podjednotkové, viroveé
vektorové a celobunécné vakciny (Sia a Rengarajan, 2019).

V Ceské republice jsou od roku 2010 otkovani pouze novorozenci, u kterych
existuje riziko, ze by mohli pfijit do kontaktu snemocnym tuberkuldzou. Situaci
vyhodnocuje 1ékatf novorozeneckého oddéleni na zakladé dotazniku vyplnéného

zakonnym zastupcem ditéte (Vyhlaska €. 299/2010 Sb.).
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2.8 Léciva proti tuberkuléze

Pfi boji s tuberkulozou je kliCova spravna 1écba ze strany pacienta a lékare, ktery musi
predepsat spravny postup 1écby. Existuji standartni diagnostické a 1écebné protokoly
zalozené na spolehlivych védeckych poznatcich a dlouhodobém vyzkumu. Je dilezité,
aby lékafti chapali zakladni principy chemoterapie TBC, jelikoz nedodrzeni spravné 1écby
vede k selektivnimu ristu mutanta rezistentnich na léky (Joshi, 2011).

Predpoklada se, Ze rezistenci zpusobuji genetické mutace, ale presna piicina neni
doposud znama. Rezistenci délime na ,multidrug-resistant™ (MDR-TB), ,extensively
drug-resistant“ (XDR-TB) a _totally drug-resistant® (TDR-TB). Vuc¢i MDR-TB je
neucinny isoniazid a rifampicin. V roce 2006 se objevila XDR-TB, ktera je zpusobena
bakterii odolnou vici isoniazidu, rifampicinu, fluorochinolonim a aminoglykosidim
druhé linie. Pro jeji 1écbu je potieba pouzit léky tieti linie, které ale zplisobuji vice
vedlejsich ucinkt nez 1éky prvni nebo druhé linie. Nejzavaznéjsi formou tuberkulozy je
TDR-TB, ktera je zpusobena bakteriemi rezistentnimi vaci vSem lékim prvni a druhé
linie. HlaSena byla v roce 2007, ale objevila se uz vroce 2003 v Italii (Bahuguna &

Rawat, 2019).
2.8.1 Léciva prvni linie

Nekomplikovana 1écba tuberkulézy zahrnuje ctyfi 1éky: isoniazid, rifampicin,
pyrazinamid a ethambutol. Lécba probiha dlouhodobé€, kombinuji se pii ni razna
antituberkulotika a je provadéna pod dozorem oSetfujiciho personalu (DOTS — directly
observed treatment shortcourse). Léciva rychle usmrcuji aktivné rostouci a
semidormantni mykobakterie a zabranuji vzniku rezistence (Wallenfels et al., 2018).
U novych pfipadi probiha 1écba po dobu nejméné 6 meésici. V prvnich 2 mésicich
probihé intenzivni faze s pouzitim ethambutolu, isoniazidu, rifampicinua pyrazinamidu.
Nasleduji 4 mésice, kdy pacient uziva isoniazid a rifampicin (Joshi, 2011).

Prvnim lékem proti tuberkuloze byl streptomycin izolovany Albertem Schatzem
v roce 1943. Aminoglykosidové antibiotikum se vaze na podjednotku 30 S bakterialniho
ribozomu. Dojde k inhibici proteosyntézy a nasledné ke smrti buiiky (Santos, 2012).

Isoniazid vstupuje do téla pasivni difuzi jako prolécivo. Na aktivni slouceninu se
pfeméni pusobenim mykobakterialniho enzymu hydrogen-peroxidoxidoreduktasy
(katalazy-peroxidasy, KatG, EC 1.11.1.21). Isoniazid se vdze na NADH, tim dojde
k inhibici acyl-[acyl-carrier protein]:NAD* oxidoreduktasy (enoyl-ACP reduktasy,
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EC 1.3.1.9), ktera se podili na syntéze mykolovych kyselin dilezitych pii stavbé bunécné
stény. Kromé toho isoniazid vytvaii fadu vysoce reaktivnich sloucenin, které inhibuji
syntézu proteind a nukleovych kyselin (Timmins & Deretic, 2006; Santos, 2012).

Ethambutol se stejné jako isoniazid podili na poskozeni bunécné stény. Zabrafiuje
syntéze arabinogalaktanu a lipoarabinomannanu (Goude et al., 2009).

Rifampicin ~ zptsobuje  inhibici  bakterialni ~ nukleosid-trifosfat: RNA
nukleotidyltransferasy (RNA polymerasy, EC 2.7.7.48). Dojde k pferuseni transkripce a
zastavi se bakterialni rast (Wehrli, 1983).

Pyrazinamid, derivat nikotinamidu, se uziva v prvnich dvou meésicich 1éCby,
kterou celkove zkratil na 6 mésicua. Jeho protituberkuldzni potencial byl rozpoznan v roce
1952, ale i po tak dlouhé dobé je jeho mechanismus ucinku nejméné znamy. Po vstupu
do mykobakterie se pyrazinamid pfemeéni na svoji aktivni formu kyselinu pyrazinovou
(POA). POA poté opousti buriku, v kyselém pH vznik4 nenabita protonovana kyselina
(HPOA). HPOA snadno prochézi pres membranu bakterie. Uvnitf butiky se nahromadi
protony a dojde k okyseleni cytoplazmy. Kyselé pH inhibuje zivotné dulezité enzymy,

syntézu proteind a RNA a ovliviluje membranovy transport (Zhang et al., 2014).

2.8.2 Léciva druhé linie

Léky druhé linie se pouzivaji pii 1écbé multirezistentni tuberkulézy. Bohuzel jsou
toxiCtéj$i a méne€ ucinné nez léCiva prvni linie (Santos, 2012).

Kanamycin a jeho derivat amikacin se vazou na bakterialni ribozomy a narusuji
prodluzovani peptidového fetézce v mykobakteriich (Santos, 2012). Kanamycin je
produktem druhu pidnich bakterii Streptomyces (Ramachandran & Swaminathan, 2015).

Kapreomycin je izolovan ze Streptomyces capreolus. Je chemicky podobny
viomycinu (Ramachandran & Swaminathan, 2015). Inhibuji syntézu prokaryotickych
proteinti navazanim na bakterialni ribozomy a tim naru$uji prodluzovani peptidového
fetézce v bakteriich (Santos, 2012). Poskozuji ledviny, zptsobuji ubytek iontd v téle a
pusobi negativné na sluchové Gstroji (Ramachandran & Swaminathan, 2015).

Ofloxacin a ciprofloxacin jsou fazeny mezi fluorochinony. Inhibuji DNA
topoisomerasu (DNA gyrasu, EC 5.6.2.2) a topoizomerazu IV, enzymy odpoveédné
za udrZzovani struktury chromozomu (Santos, 2012). Fluorochinony maji nezadouci
ucinky spojené s gastrointestinalnim ustrojim a centralni nervovou soustavou. Mezi
zavazngj$i ucinky patfi delirium, psychodza a zachvaty (Ramachandran & Swaminathan,

2015).
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Cykloserin je cyklicky analog aminokyseliny D-alanin (Ramachandran &
Swaminathan, 2015). Inhibuje enzymy alaninracemasu (Alr, EC 5.1.1.1) a D-alanin:D-
alaninligasu (Ddl, EC 6.3.2.4) dulezité pii syntéze peptidoglykanu nutného pro vystavbu
bunécné stény (Prosser & Carvalho, 2013). U 20-30 % pacienti zptasobuje nezadouci
ucinky na centralni nervovou soustavu. Zavaznym projevem je tézka deprese,
sebevrazedné mysSlenky, psychoza, zachvaty a encefalopatie (Ramachandran &
Swaminathan, 2015).

Ethionamid a prothionamid jsou strukturné podobné isoniazidu (Ramachandran
& Swaminathan, 2015). Aktivovany 1€k naruSuje biosyntézu bunécné stény inhibici
syntézy kyseliny mykolové (Santos, 2012). Mohou vyvolat anorexii, kovovou chut,
nevolnost, zvraceni, nepohodli v horni ¢asti zaludku a prijem. Dlouhodoba 1é¢ba muze

zpusobit hypotyredzu (Ramachandran & Swaminathan, 2015).

2.8.3 Nedavno schvalena 1éciva

Po 45 letech od schvaleni rifampicinu (1967) bylo v roce 2012 schvéaleno nové 1écivo
bedaquilin. Vaze se na ¢ podjednotku ATP fosfohydrolasy (ATP syntasy, EC 7.1.2.2) a
inhibuje energeticky mechanismus bakterii. Bedaquilin je vysoce selektivni
pro mykobakterialni ATP syntasu. Je tedy nepravdépodobné, ze bude pusobit toxicky
na ¢lovéka (Bahuguna & Rawat, 2019).

Delamanid byl schvalen Evropskou agenturou pro 1éCivé ptipravky v dubnu 2014.
UZziva se u dospélych pacientt s plicni MDR-TB, kdy nelze jinak sestavit t¢inny 1éCebny
rezim z divodu rezistence nebo snasenlivosti. Delamanid vytvafi reaktivni radikaly
inhibujici syntézu mykolovych kyselin, které jsou dilezité pti vystavbé bunécné stény.
Soucasné se usnadni prinik 1éCiva do mykobakterii. Do téla vstupuje jako prolécivo (Liu
et at., 2018). Na zaklad¢ predklinické studie se predpoklada, ze bude dobie snasen a
pravdépodobné nebude mit zddnou genotoxicitu ani karcinogenitu. Nedoporucuje se vSak
uzivat delamanid v kombinaci s bedaquilinem, protoze oba jsou kardiotoxické (Bahuguna
& Rawat, 2019).

Pretomanid je derivatem delamanidu. Oba fadime do skupiny nitroimidazolovych

antituberkulotik a sdileji stejny mechanismus u¢inku (Chang, 2018).
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2.8.4 Vyvijena léciva

Rada dalsich 1kd je v rtizné fazi klinického vyvoje. Tab. 2 uvadi vybér antitubekulotik,
které jsou v soucasnosti ve 2. a 3. fazi klinického vyvoje.

Jednou ze tfid jsou fluorochinolony, kam nalezi levofloxacin, moxifloxacin a
gatifloxacin. Tato skupina antitubekulotik inhibuje DNA gyrasu a DNA topoizomerasu
IV, tim dojde k zabranéni replikace bakterialni DNA.

Dalsi skupinou 1€Civ jsou oxazolidinony, kam patii linezolid, delpazolid, sutezolid
a TBI-223. Navazanim na 30 S a 50 S podjednotku ribozomu v bakteriich zptsobuyji
naruseni syntézy proteind. Linezolid je slibny kandidat na 1é¢bu rezistentni TBC, ale
objevuji se vedlejsi ucinky a vznika rezistence.

Benzothiazinony, kam patii BTZ-043 a macozinon (PTBZ-169), inhibuji enzym
dekaprenylfosforyl-B-D-ribofuranosa-2'-epimerasu  (DprEl, EC 1.1.98.3) tvofici
arabinogalaktan, ktery je dulezitou slozkou bunécné stény. Oba jsou povazovany
za bezpecné a vyvijeji se dalsi antituberkularni benzothiazinonové slouceniny (Stephanie
et al., 2021).

Klofazimin byl syntetizovan uz vroce 1957, ale nedosahoval potifebnych
vysledkt. Postupné byl zastinén ucinnéjs$imi antituberkulotiky té doby. Zajem o néj
vzrostl poté, co byla provedena studie, ve které byl pozorovan pozitivni
ucinek klofaziminu ve spojeni s jinymi 1é¢ivy pii 1écbé MDR-TB. Oxidaci klofaziminu
dojde ke snizeni ATP a vznikaji reaktivni formy kysliku (Nugraha et al., 2021).

SQ109, pribuzny ethambutolu, cili na transportér MmpL3 pienasejici trehalosa
monomykolat (TMM) z cytoplazmy do prostoru bunécné stény. Kde dojde k zastaveni
produkce trehalosa dimykolatu (TDM). Konecnym vysledkem je inhibice zaclenéni

kyseliny mykolové do bunécného obalu (Tahlan et at., 2012).
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Tab. 2: Léciva, ktera jsou v soucasnosti ve 2. a 3. fazi klinického vyvoje. Vytvoreno podle
Bahuguna & Rawat (2019), Stephanie et al. (2021).

Nazev Faze Chemicka tiida Mechanismus piisobeni
vyzkumu
Linezolid 2 oxazolidinon Inhibuje proces syntézy proteint, tim
Ze se vaze na A —misto 50 S jednotky
ribozomu
Sutezolid 2 oxazolidinon Inhibuje syntézu proteini vazbou

na23 S rRNA velké podjednotky
50 S ribozomu

Klofazimin 3 riminofenazin Vytvarfi reaktivni formy kysliku

SQ109 2 ethylendiamin Vaze se na protein MmpL.3 a inhibuje
syntézu bunééné stény

Telacebec 2 imidazopyridinamid  Pusobi na respiranim fetézec

(Q203) mykobakterii

Levofloxacin 2 fluorochinolon Inhibuje DNA gyrasu, ktera nasledné

brani replikaci bakterialni DNA

Macozinon 2 benzothiazinon Inhibitor enzymu DprEl
(PBTZ-169) (dekaprenylfosforyl-B-D-
ribofuranosa-2'-epimerasa)
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1

3.1.1

3.1.3

Material
Chemikalie

Hydrogenuhli¢itan amonny — Sigma Aldrich, USA

Kyselina a-kyano-4-hydroxyskoficova (HCCA) — Bruker Daltonics, Némecko
Acetonitril — Sigma Aldrich, USA

Kyselina trifluoroctova — Merck Millipore, Némecko

Angiotensin II — Sigma-Aldrich, USA

Zmpl M. tuberculosis Recombinant Protein — cat. No 90-361, ProSci, USA

Aceton — Merck Millipore, Némecko

Pristroje

Analytické vahy — Radwag, Polsko

Sada automatickych pipet — Eppendorf, Némecko
Homogenizator CHS Vortex — Chromservis, CR
Centrifuga Frontier 5306 mini — Ohaus, USA
Termomixer comfort — Eppendorf, Némecko

Hmotnostni spektrometr Microflex LRF 20 — Bruker Daltonik, Némecko
MALDI desticka MSP BigAnchor 96 — Bruker Daltonik, Némecko

Inhibitory Zmp1

V této praci byly studovany nové inhibitory Zmp1 (Obr. 13), které byly dodany Katedrou
organické chemie UPOL (doc. RNDr. Lucie Brulikova, Ph.D.). Obsahuji indolovy kruh

spojeny s hydroxamatovou skupinou pfes methylenovou skupinu. Struktura muze byt

modifikovana riznymi benzylovymi nebo allylovymi skupinami.
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Inhibitor Struktura

SL-VM-35b B N
Y
Chemicky VZOrec: C18H21N305
Molekulova hmotnost: 359,3820 d

SL-VM-35¢ “/ \/\CHE
Chemicky vzorec: C1oH23N30s
Molekulova hmotnost: 373,4090 N

0]
A
SL-VM-37 N o\"®
Chemicky vzorec: C2,H23N305 ©:i
Molekulova hmotnost: 409.4420 o N
pe

N NH_O\/O
SL-VM-37b p
Chemicky VZOrec: C23H25N 305
Molekulova hmotnost: 423,4690 o i

Obr. 13: Strukturni vzorce latek, které¢ inhibuji aktivitu Zmpl, pouzitych v bakalarské praci
s uvedenou molekulovou hmotnostni. Vytvoreno v programu ChemSketch.

35



3.1.4 Pouzity software

e FlexControl 3.4

e FlexAnalysis 3.4

e OriginPro 2017 (Academic)

e ACD/ChemSketch ACD/Labs 2020.1.2 (Version C15E41, Build 117352)
e Excel 365 MSO Microsoft Office (Version 2209, Build 16.0.15629.20196)

3.2 Metody

3.2.1 Stanovovani aktivity Zmp1 pomoci MALDI-TOF MS

Lidsky angiotensin II (1 mg) byl rozpoustén v 1 ml vody. Tento roztok obsahuje
1000 pmol angiotensinu II v 1 pl. Pfed pouzitim byl po rozmrazeni 1 pl roztoku fedén
vodou 250x a fedény roztok pipetovan do 0,5 ml zkumavek v alikvotech 24 pl. K témto
alikvotim byl ptidan 1 pl 2M NH4HCOj3 pro dosazeni mirné bazické hodnoty pH. Matrice
byla pfipravena rozpusténim 6,7 mg kyseliny o-kyano-4-hydroxyskoficové (HCCA)
ve smési acetonitril (700 ul) a 2,5% trifluoroctova kyselina (300 ul). Navazka inhibitoru
uvedena v Tab.3 byla rozpusténa v odpovidajicim mnozstvi acetonu, tak, aby vzniknul
10 mM roztok. Dany roztok byl nasledné zfedén acetonem 10x na koncentraci 1 mM.
Enzym byl ze zasobniho roztoku o koncentraci 0,5 mg/ml rozdélen na alikvoty 20 pl,
které byly uchovavany pii -80 °C. Po jejich rozmrazeni byl enzym fedén 50 mM
NH4HCOs, faktor fedéni byl optimalizovan (uvedeno ve vysledkové ¢asti).

Tab. 3: Navazené mnozstvi inhibitora

Inhibitor Mnozstvi navazky (mg)
SL-VM-35b 4,74
SL-VM-35c¢ 3,79
SL-VM-37 4,04
SL-VM-37b 3,99
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Po dobu méfeni byl enzym uchovavan v ledové lazni. V ptipad€, ze se jednalo
o kontrolni vzorek, byl do reakéni smési pipetovan 1 pl acetonu. Jednalo-li se
o vzorek s inhibitorem, byl k reak¢éni smési pfidan 1 pul 1 mM inhibitoru. Po uplynuti
3 min, kdy byl vzorek inkubovan pii 37 °C. Reakce byla zahajena pfidanim 1 pl enzymu
Zmpl. Po dobu 20 min od pfidani enzymu bylo ve 2 min intervalech odebirano 0,6 pl
reak¢ni smési a pipetovano na MALDI desticku MSP BigAnchor 96 (Bruker Daltonik).
Odebrana mnozstvi byla neprodlené prevrstvena matrici (HCCA), ¢imz doslo k ukoncenti
reakce, a ponechana krystalizovat.

Meéfeni probihalo na hmotnostnim spektrometru Microflex LRF20 s ovladacim
softwarem flexControl 3.4. Vybaveném dusikovym laserem s frekvenci 60 Hz pracujicim
pii vlnové délce 337 nm. Vzorky na desti¢ce byly 1000x ozafeny laserem s frekvenci
pulzi 300 ns. Separace probihala v hmotnostnim analyzatoru TOF vybaveném
reflektronem pracujicim v pozitivnim modu s urychlyjicim napétim (IS1) 17,5 kV,
extrakénim napétim (IS2) 15,1 kV, napétim ¢ocky 8,5 kV, napétim reflektronul9 kV a
napétim detektoru 1591 V.

K vyhodnoceni byly pouzity softwary flexAnalysis 3.4, OriginPro 2017 (Academic)
a Excel 365 MSO Microsoft Office. V programu flexAnalysis 3.4 byly oznaceny signaly
angiotensinu II (DRVYIHPF; m/z 1046,5) a peptidu DRVY (m/z 552,3) vzniklého

Stépenim angiotensinu II pomoci Zmp1. Byly odecteny hodnoty intenzit téchto signalt.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE
4.1 Stanoveni aktivity Zmpl v pritomnosti inhibitoru

4.1.1 Optimalizace aktivity enzymu

Zmpl Sstépi lidsky angiotensin II (DRVYIHPF; m/z 1046,5) na peptidy DRVY
(m/z552,3) a IHPF (m/z513). Reakci sledujeme jako postupny pokles signalu
angiotensinu II a postupny nartst signalu peptidu DRVY v hmotnostnim spektru.
Rychlost ubytku signalu angiotensinu II, resp. narastu peptidu DRVY, vypovida
o aktivité Zmpl. Pro ucel experimentu bylo nutné zvolit optimalni aktivitu enzymu, aby
bylo mozné reakci Casové zaznamenat.

Pro urceni optimalni enzymové aktivity Zmp1 byl enzym fedén 50 mM roztokem
NH4HCOs3 v poméru 1:4, 1:9 a 1:14. Namétena hmotnostni spektra byla vyhodnocena
pomoci softwaru flexAnalysis 3.4 a OriginPro 2017 (Academic). V programu
flexAnalysis 3.4 byly v ramci jednotlivych méfeni oznafeny signaly angiotensinu II
(DRVYIHPF; m/z 1046,5) a peptidu DRVY (m/z 552,3) vzniklého §tépenim angiotensinu
IT pomoci Zmpl. Soucasné byly odecteny hodnoty intenzit téchto signali. Pomoci
programu OriginPro 2017 (Academic) byly vytvofeny Obr. 14 a 15.

Na Obr. 14 je znazornén postupny ubytek signalu angiotensinu II (DRVYIHPF;
m/z 1046,5) zpusobeny jeho St€penim enzymem Zmp1 a postupny narust signalu peptidu
DRVY (m/z552,3). Enzym byl vtomto pifipadé fedén 1:4. Je patrné, Ze substrat
(angiotensin II) byl spotfebovan jiz béhem prvnich 4 minut méteni. Jedna se tudiz o velmi
kratkou dobu pro méfeni aktivity Zmpl.

Pti fedéni v poméru 1:14 prokazoval enzym malou aktivitu viici substratu. Z Obr. 15
je ziejmé, ze k ubytku angiotensinu II dochdzelo pomalu a béhem méfenych 20 min
nedoslo k jeho hydrolyze enzymem.

Jako optimalni volba se ukazalo fedéni 1:9. Pro pozdé&jsi méfeni se vzorky inhibitora,
bylo pouzito fedéni 1:6, protoze enzym byl po optimalizaci vhodného koeficientu fedéni

uchovavan pii -80 °C a po opétovném rozmrazeni ztratil cast své aktivity.
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Obr. 14: Postupny ubytek signalu angiotensinu II (DRVYIHPF; m/z 1046,5) zptisobeny jeho

Stépenim enzymem Zmp1 a postupny narust signalu peptidu DRVY (m/z 552,3) — fedéni
enzymu 1:4. Vytvofeno v programu OriginPro 2017 (Academic).
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Obr. 15: Postupny ubytek signalu angiotensinu Il (DRVYIHPF; m/z 1046,5) zptusobeny jeho
Stépenim enzymem Zmp1 a postupny narust signalu peptidu DRVY (m/z 552,3) — fedéni

enzymu 1:14. Vytvoreno v programu OriginPro 2017 (Academic).
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4.1.2 Stanoveni aktivity Zmp1

Aktivita Zmpl v pfitomnosti inhibitoru byla stanovena pomoci MALDI-TOF hmotnostni
spektrometrie. Béhem enzymové reakce je sledovan postupny ubytek signalu
angiotensinu II a postupny vzrust signalu peptidu DRVY. Naméfena hmotnostni spektra
byla vyhodnocena pomoci softwaru flexAnalysis 3.4. V programu byly v ramci
jednotlivych méfeni oznaceny signaly angiotensinu II (DRVYIHPF;, m/z 1046,5) a
peptidu DRVY (m/z 552,3). Soucasné byly odeéteny hodnoty intenzit téchto signald,
které byly dale zpracovany v programu MS Excel. Ze ziskanych hodnot byly uréeny
smeérnice z rovnice linearni regrese inhibované a neinhibované reakce. Rovnice linearni
regrese vyplyva zpiimky ukazujici zménu poméru intenzit signali peptidu
DRV Y/angiotensinu II v Case.

Na Obr. 16 je znazornén graf piimkové Casové zavislosti kontrolniho vzorku

na zakladé poméru intenzit signald peptidu DRVY a angiotensinu II na reak¢nim Case.
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y =0,0504x - 0,0387

R>=0.8159
0,8 e
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2
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Obr. 16: Ukazka pifimkové casové zavislosti na zakladé poméru intenzit signalii peptidu DRVY
(m/z 552,3) a angiotensinu II (m/z 1046,5) na reakénim ¢ase bez pfitomnosti inhibitoru
a pfi 10x fedéném enzymu
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Obr. 17 reprezentuje graf piimkové casové zavislosti vzorku v pfitomnosti
inhibitoru SL-VM-35b na zakladé poméru intenzit signali peptidu DRVY a

angiotensinu II na reakénim Case. Faktor fedéni je v obou piipadech 10.
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Obr. 17: Ukazka pifimkové casové zavislosti na zakladé poméru intenzit signala peptidu DRVY
(m/z 552,3) a angiotensinu Il (m/z 1046,5) na reakénim Case v pfitomnosti inhibitoru
SL-VM-35b a pii 10x fedéném enzymu

O

Obr. 18: Syntetizovany hydroxamat s indolovym heterocyklem. R! piedstavuje allylovy nebo
benzylovy funkéni zbytek. Vytvoreno v programu ChemSketch.
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Mefeni bylo provedeno 6x pro SL-VM-35b a SL-VM-35c, 8x pro SL-VM-37 a
SL-VM-37b. Z poméru sklont rovnice linearni regrese inhibované a neinhibované reakce
v jednotlivych méfenich byla vypoCtena priméma hodnota inhibi¢niho uGcinku
jednotlivych latek (Tab. 4). Latky SL-VM-35b a SL-VM-35c inhibuji enzym z vice nez
50 %. Inhibitory SL-VM-37 a SL-VM-37b nemaji na rychlost reakce zadny vliv.
Z méfeni vyplyva, ze pfitomnost benzylové skupiny navdzané na hydroxamatovou ¢ast
molekuly (na Obr. 18 znazornéné pod oznadenim R!) negativné ovliviiuje inhibiéni

potencial slouceniny oproti piitomnosti allylové skupiny v téze pozici.

Tab. 4: Inhibi¢ni aktivita zkoumanych inhibitord Zmp1

Inhibitor Procento inhibice (%) Odchylka (%)
SL-VM-35b 62 5
SL-VM-35¢ 54 6
SL-VM-37 0

SL-VM-37b 0 -
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Toto zjisténi se koreluje s poznatky Dak et al. (2022), ktefi testovali syntetické
hydroxamaty s indolovym heterocyklem. Uvedené na Obr. 19. Odhalili, ze vSechny
syntetizované inhibitory Zmpl sindolovym heterocyklem a navazanou allylovou
skupinou v poloze R? snizovali aktivitu enzymu piiblizné o 50 %. Uginek inhibitoru 3d

s navazanym allylem pozici R? ¢inil az 86 %.

O

-0
N NH \/R3
/

NH
o) L(O 0
1
R
NH}OH
R2

o . ) 3 Procento Odchylka

Inhibitor R R R inhibice (%) (%)

3a H iPr Allyl 56 17

3b H iBu Allyl 47 11

3c Me iPr Allyl 50 13

3d Me iBu Allyl 86 6

3e H iPr Benzyl 69 5

3f H iBu Benzyl 57 4

3g Me iPr Benzyl 59 7

3h Me iBu Benzyl 56 2

Obr. 19: Syntetizovany hydroxamat s indolovym heterocyklem, jehoz inhibicni ucinek byl
testovan Dak et al. (2022). R!, R? a R? pfedstavuji substituenty uvedené v tabulce,
ktera je soucasti Obr. 19. Vytvoreno v programu ChemSketch.
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Vyzkumna skupina Dak et al. (2022) dale zkoumala také hydroxamaty s pyrolovym
heterocyklem. Z této skupiny inhibitora, projevil nejvétsi ainek na aktivitu enzymu (az
88 %) inhibitor s metylovou, isobutylovou a allylovou funkéni skupinou. Jedna se o
stejnou kombinaci funkénich skupin jako je u inhibitoru s indolovym heterocyklem 3d na
Obr. 19. Coz ptedstavuje slibny potencial téchto funkénich skupin a jejich mozna vyuziji
pro hydroxamatovou kostru zkoumanou v této bakalarské praci.

Publikované studie zabyvajici se vyzkumem vlivu inhibitord na aktivitu proteasy
Zmpl vyuzivaji k dosazeni vysledkt, kromé MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie
(élachtové et al., 2020; Dak et al., 2022) i fluorescencni spektroskopii. Petrera et al.
(2012) zkoumali vliv Ilomastatu (inhibitor Sirokého spektra metaloproteas) pomoci
fluorogenniho substratu, jez je stépen enzymem Zmpl. Totoznou metodu pouzili i Mori
et al. (2014, 2018) a Paolino et al. (2018). Avsak méfeni aktivity enzymu pomoci
hmotnostni spektrometrie je vyhodnéjsi v tom smyslu, ze neni tfeba umély substrat, ktery
muze negativné ovlivnit ziskana data (Bungert et al., 2004, Guidot et al., 2017). Dalsi
omezeni pii pouziti fluorescencni spektroskopie spociva v potrebé peclivého pufrovani,
které muze siln€ ovliviiovat intenzitu fluorescence. Negativni vliv ma i pfitomnost
rozpusténého kysliku a rovnéz malé mnozstvi jodidu a oxida dusiku (jedna se o G€inné
zhagece fluorescence). Ultrafialové svétlo pouzité k excitaci mize zpusobit fotochemické
zmény nebo snizeni fluorescencniho zareni molekuly. Ale zaroven se jedna o velmi
citlivou a specifickou metodu, jelikoz existuje moznost volby vinové délky nejen u
emitovaného zareni, ale také u svétla excitovaného (Bose et al., 2018).

Stanoveni aktivity enzymu pomoci hmotnostni spektrometrie se bézné provadi
porovnanim neznaCeného peptidu se signaly vnitiniho standardu. V této praci je pouzit
jednodussi pristup na zakladé poméru substratu a produktu. Alternativné by se dal pouzit
izotopicky znaceny vnitini standard pfipraveny hydrolyzou angiotensinu II (DRVYIHPF;
m/z 1046,5) ve vodé obsahujici izotop '%0. Stépenim vznika peptid s hmotnosti o 2 Da
vys$si (Mirgorodskaya et al., 2000). Ptipadné by bylo mozné vyuziti strukturné podobného
peptidu, jenz by se li§il v primarni strukture (jedna z aminokyselin by byla obménéna)

(Machalkova et al., 2018).
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5 ZAVER
V teoretické Casti bakalarské prace byla zpracovana literarni reSerSe zabyvajici se
problematikou méfeni enzymové aktivity pomoci nékolika metod. Predev§im mérenim
s vyuzitim MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie. Druha ¢ast literarni reSersSe se vénuje
krystalové struktufe a inhibitordm mykobakterialni zinek dependentni metaloproteasy
Zmpl. A jejimu vlivu na organismus pii napadeni M. tuberculosis. Dale je pozornost
zaméfena na samotnou mykobakterii a onemocnéni tuberkulézu, kterou zpusobuje.
Zminka je vénovana i celosvétovému vyskytu tuberkulozy v roce 2022. Zavérecna
kapitola informuje o jiz existujicich 1éCebnych postupech pfi 1écbé tuberkulozy a jiz
uzivanych léCivech prvni a druhé linie. Uvedena jsou 1 nedavno schvalena 1éCiva a 1éCiva,
které jsou v soucCasnosti podrobena klinického vyzkumu.

V praktické ¢asti byl stanoven koeficient fedéni pro optimalizaci aktivity enzymu
Zmpl. Enzym $tépi lidsky angiotensin II (DRVYIHPF; m/z 1046,5) na peptidy DRVY
(m/7 552,3) a THPF (m/z 513). Rychlost ubytku signalu angiotensinu II, resp. naristu
peptidu DRVY, vypovida o aktivit¢ Zmpl. Dale byl méfen vliv nové syntetizovanych
heterocyklickych hydroxamatd na aktivitu Zmpl pomoci MALDI-TOF hmotnostni
spektrometrie. Slouc¢eniny SL-VM-35b a SL-VM-35c¢ snizovali aktivitu Zmp1 pfiblizné
0 60 %. Latky SL-VM-37 a SL-VM-37b neméli na enzymovou aktivitu zadny vliv.
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7 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ATB aktivni tuberkuléza

AQUA ,,absolute quantification approach*

BCG bacil Calmette-Guérin

BODIPY bor-dipyrrometheny

DAT diacyltrehalosa

DHB 2,5-dihydroxybenzoova

DOTS ,directly observed treatment shortcourse®

DTNB kyselina dithio-bis(2-nitrobenzoova)

DuMal ,,dual maleimide tagging*

EMMA ,,ectrophoretically mediated Microanalysis”’

ESI ionizace elektrosperejem (,,electrospray ionization®)
HCCA a-kyano-4-hydroxyskoficova

HIV virus lidské imunitni nedostateCnosti

HPOA nenabita protonovana kyselina pyrazinova

ICAT ,isotope-coded affinity tag™

ICPL ,isotopecoded protein label*

IS iontovy zdroj

iTRAQ ,isobaric tags for absolute and relative quantification*
LTBI latentni tuberkuloza

MALDI desorpce/ionizace laserem za UcCasti matrice (,,matrix assisted

laser desorption/ionization®)

MAO monoaminoxidasa

MDR-TB ,,multidrug-resistant™

MPTP 4-fenyl-1-methyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin
MS/MS tandemova hmotnostni spektrometrie

NOD-like* ,hucleotide-binding oligomerization domain-like*
PAT polyacyltrehalosa

PDIM ftthiocerol dimykocerosat

POA kyselina pyrazinova

PRR ,pattern recognition® receptory

SA kyselina sinapova
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SGL
SILAC
TB

TDM
TDR-TB
TMM
TMTs
ToF
XDR-TB

sulfoglykolipid

,,stable isotope labelling of amino acids in cell culture®
tuberkuloza

trehalosa dimykolat

,totally drug-resistant®

trehalosa monomykolat

,tandem mass tags®

analyzator doby letu (,,time-of-flight™)

,extensively drug-resistant™

53



