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1 UvVOoD

Karboanhydrazy su metaloproteiny, ktoré obsahujui vo svojom aktivnom mieste predovsetkym
Zn** i6n a katalyzuju reverzibilni premenu CO, na HCOs za sucasného uvolnenia H*.
V sucasnosti je znamych niekol’ko rodin CA, ktoré sa nachadzaju u mnohych organizmov.
U cloveka sa vyskytuje 15 izoforiem z rodiny a-CA s rdoznymi fyziologickymi funkciami,
medzi ktoré patri CA IX. Jedna sa o transmembranova izoformu asociovand s tumormi a jej
nadmernd expresia je indukovanid hypoxiou v nadorovych bunkach. Vyrazne prispieva
k okysl'ovaniu extracelularneho prostredia a k zmenam potrebnym pre ich adaptaciu na
vzniknuté podmienky. Je spédjand s rezistenciou na imuno-, chemo- a radioterapiu a bolo
zistené, ze inhibicia CA IX vedie k zlepSeniu vysledkov liecby. V sucasnosti st zname viaceré
inhibitory CA a niektoré z nich st klinicky pouzivané v liecbe réznych ochoreni. Nie su vsak
Specifické voci izoformam CA pritomnym v nadoroch. Pre minimalizaciu vedlajsich u€inkov
prebieha testovanie novych latok, ktoré by mohli selektivne inhibovat’ CA IX a boli by vhodné

pre pouzitie v liecbe nadorovych ochoreni.



2 CIELE PRACE

Cielom teoretickej Casti bolo vypracovanie reSerSe na tému diplomovej prace. V pripade
experimentalnej Casti bolo potrebné sa najprv oboznamit’ s fluorescen¢nou metdédou na
stanovenie inhibitorov CA IX, ktor4 zahffiala pracu s hardvérom a softvérom pristroja FLIPR.
Nasledujucim z cielov bolo otestovanie aktivity enzymu CA IX, pozitivnej
kontroly, optimalizacia podmienok experimentu a zavedenie metdédy do HTS podmienok.
Hlavnym cielom prace bol skrining chemickej kniznice preidentifikaciu novych

nizkomolekulovych inhibitorov CA IX.



3 LITERARNY PREHIAD

3.1 Karboanhydrazy

Karboanhydrazy (EC 4.2.1.1.) su enzymy, ktoré katalyzuji reverzibilni premenu oxidu
uhlic¢itého na hydrogénuhlicitan, pricom dochadza k uvolneniu protonu vodika (CO2 + H,O =
HCOs + H") (Imtaiyaz Hassan ef al., 2013). Dana reakcia prebieha aj bez pritomnosti
katalyzatora, avSak je prili§ pomala na to, aby vyhovovala metabolickym procesom organizmu.
V dosledku toho sa CA vyvinuli niekolkokrat nezavisle na sebe a si pritomné v réznych
skupinach organizmov ako stavovce, prvoky, riasy, cytoplazma zelenych rastlin, baktérie
a dalsie. V organizmoch su tieto enzymy sucastou fyziologickych procesov spojenych
s homeostazou pH a CO;. Zucastiiuju sa biosyntetickych reakcii ako glukoneogenéza,
lipogenéza a ureagenéza, dychanie a transport CO2 a HCOs", sekrécia elektrolytov v rdéznych
tkanivach a organoch, kostnd resorpcia, kalcifikéacia, tumorogenicita a inych (Maren, 1967;

Supuran, 2016a).

3.1.1 Typy karboanhydraz

Karboanhydrazy su metaloenzymy pritomné vo vacSine zivych organizmov, ktoré patria do
doteraz zndmych Osmich génovych rodin: a- (stavovce, prvoky, riasy, koraly, cytoplazma
zelenych rastlin, baktérie), - (baktérie, huby, archaea, riasy, chloroplasty jednokli¢nolistovych
a dvojkli¢nolistovych rastlin), y- (archaea, baktérie, cyanobaktérie, rastliny), 8- (haptofyty,
dinoflagelaty, rozsievky, riasy), (- (morské rozsievky), n- (prvoky), 6- (morské rozsievky) a 1-
CA (rozsievky, baktérie, cyanobaktérie, riasy) (Nocentini et Supuran, 2019; Nocentini ef al.,
2021).

V aktivnom mieste obvykle obsahuju iénovy kofaktor Zn** koordinovany tromi
aminokyselinovymi zvySkami, pricom §tvrtym ligandom je molekula vody alebo hydroxidovy
16n. Niektoré z rodin CA mo6zu koordinovat’ odlisny i6n kovu (Nocentini ez al., 2021). Rodiny
0-, B-, 8-, - a pravdepodobne 0- ako kofaktor vyuzivaji Zn2*, y-CA Fe?", ale aj Zn>" a Co*".
(-CA obsahuju Cd*" a Zn>* (Del Prete et al., 2020), 1-CA Mn** a Zn** (Jensen et al., 2019).
Novo objavena 1-CA moze dokonca vykazovat' katalyticku aktivitu bez potreby pritomnosti

kovového 16nu (Hirakawa et al., 2021).



3.1.2 PLudské karboanhydrazy

Vsetky CA ¢loveka patria do rodiny a-CA. Znamych je 15 izoforiem s odlisnou subcelularnou
a tkanivovou lokalizaciou (Tab. 1), vramci ktorej zohravaju viaceré fyziologické ulohy.
Izoformy sa medzi sebou liSia aj molekularnymi vlastnostami, oligomérnym usporiadanim,
uroviiami expresie, kinetickymi vlastnostami a odpoved’ou na rozne triedy inhibitorov. Z 15
Tudskych izoforiem je 12 katalytickych, pricom znich je 5 cytosolickych (CA 1, 1I, III,
VII a XIII), 4 membranovo viazané (CA IV, IX, XII a XIV), 2 mitochondrialne (CA VA a VB)
a 1 izoforma je sekrértovana (CA VI). Zvysné 3 (CA VIII, X a XI) nemaju katalyticka aktivitu
a byvaju oznacené ako CARP (Supuran, 2008a; Alterio ef al., 2012).

hCA obsahuju kovovy ion Zn**, ktory je nevyhnutny pre katalyzu. Na zaklade udajov
z rontgenovej krystalografie bolo zistené, ze kovovy ion sa nachadza v spodnej asti 15 A
hlbokej Strbiny aktivneho miesta, pricom je koordinovany tromi His zvySkami (His94, His96
a His119) a molekulou vody alebo hydroxidom (Supuran, 2008a). Vacsina l'udskych izoforiem
si monoméry zlozené zo 7 pravotocivych a-helixov a B-listu tvoreného 10 B-vlaknami (2
paralelné a 8 antiparalelnych). CA VI, IX a XII sa vyskytuju ako diméry (Aggarwal et al.,
2013; Lomelino et al., 2018). CARP vykazuju vysoky stupeii sekvencnej homoldgie
s katalytickymi izoformami hCA, ale v ich aktivhom mieste chyba jeden alebo viacero His
koordinujucich Zn?*, &o je dévodom absencie ich katalytickych vlastnosti (Aggarwal ef al.,

2013).



Tab. 1: Prehl'ad 15 izoforiem a-CA pritomnych u ¢loveka (Supuran, 2008a).

Izoforma Subcelularna lokalizacia Tkanivova lokalizacia
t
CA1 cytosol Y ro‘cy,ty,
gastrointestinalny trakt
erytrocyty, oko,
CA 11 eytosol gast,rointestinélny tra‘kvt,
kostné osteoklasty, oblicky,
pl'ica, semenniky, mozog
CAIII cytosol kostrové svaly, adipocyty
oblicky, pltca, pankreas,
CA1V viazana na membranu mozgove kapilary, hrubé
crevo, srdcovy sval
CA VA mitochondrie pecenl
srdce a kostrovy sval
CA VB mitochondrie pankreas, obli¢ky, miecha,
gastrointestinalny trakt
CA VI vylucovana (sliny, mlieko) slinné a mlie¢ne zl'azy
CA VIl cytosol centralna nervova sustava
CA VIII cytosol centralna nervova sustava
d ligni
CAIX transmembranova n‘a ory, S iznica
gastrointestinalneho traktu
CAX cytosol centralna nervova sustava
CAXI cytosol centralna nervova sustava
renalny, ¢revny
CAXII transmembranova a reproduk¢ny epitel, oko,
nadory
bli¢ 'uca
CA XIII cytosol oblicky, mozog, pliica,
¢reva, reprodukény trakt
CAXIV transmembranova oblicky, mozog, peceii




3.1.3 Mechanizmus katalyzy

Reakcia katalyzovana CA je dvojkrokovy cyklus, ktory zahriia premenu oxidu uhlicitého na

hydrogénuhlicitan a nasledne dochadza k regeneracii aktivneho enzymu:
1. krok: EZn**~OH™ + CO; <> EZn**~HCOs~ < EZn**~OH, + HCO3~
2. krok: EZn**~OH, <> EZn**~OH  + H"

Aktivna forma enzymu je zasadita. Najprv hydroxid, ktory je koordinovany i6onom zinku,
nukleofilne atakuje uhlik CO; naviazany v hydrofébnom vrecku, ¢o vedie k vytvoreniu
hydrogénuhlicitanu viazaného na zinok. Molekula vody nasledne vytesiiuje hydrogénuhlicitan,
ktory ako prvy difunduje do rozpustadla. To vedie k vytvoreniu kyslej formy enzymu s vodou
koordinovanou zinkom, ktora je katalyticky inaktivna. Na regeneraciu hydroxidu sa z vody
viazane] na zinok prenasa proton (Obr. 1). To je dosiahnuté sietou molekul vody
koordinovanych s aminokyselinami a nasledne dochadza k uvol'neniu prebyto¢ného protonu do
rozpustadla (Supuran, 2008b; Domsic e McKenna, 2010; Aggarwal et al., 2013; Boone et al.,
2014; Supuran, 2018a).
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Obr. 1: Mechanizmus katalyzy a-CA. 1 — aktivna forma enzymu s hydroxidom koordinovanym
Zn**, zasaditd; 2 — nukleofilny atak molekuly CO»; 3 — enzym s hydrogénuhli¢itanom
koordinovanym Zn?"; 4 — inaktivna forma enzymu s molekulou vody koordinovanou Zn**,

kysla (upravené podl'a Supuran, 2008b).



Limitujucim krokom rychlosti katalyzy je regeneracia neaktivnej formy na aktivnu, kedy
dochadza k prenosu proténov. V pripade izoforiem s vel'kou katalytickou aktivitou, ako CA I,
IV, VII a IX, je tento proces uskutociiovany prostrednictvom His64 umiesteného pri vstupe do
aktivneho miesta, a d’alej zhlukom His vycCnievajucich z okraja aktivneho miesta na povrch
enzymu. Na zaklade tohto efektivneho spdsobu transportu protéonov, je CA II jednym
z najaktivnejsich znamych enzymov (s kea/Km = 1,5 x 108 M's!) (Supuran, 2008a; Supuran,

2018a).

Okrem reverzibilnej hydratacie CO; na hydrogénuhlicitan, katalyzuji a-CA aj d’alSie reakcie,
ako napriklad hydratacia kyanamidu na mocovinu, kyanidu na kyselinu karbamovu, aldehydu
na gem-dioly, hydrolyza karboxylovych alebo sulfonovych kyselin a iné hydrolytické procesy,

pri¢om vSak nie je znamy ich fyziologicky vyznam (Supuran, 2008a).

3.1.4 Karboanhydraza IX

Uz od samotného objavu bol enzym CA IX spajany s nddormi. Pomocou monoklonalnej
protilatky bol prvykrat identifikovany v I'udske; HeLa bunkovej linii odvodenej od karcindému
kr&ka maternice a povodne bol pomenovany ako MN protein (Pastorekova et al., 1992). Dalsim
vyskumom bola pozorovana jeho expresia v roznych nadorovych bunkovych liniach
a chirurgickych vzorkach nadorov, ale nie v normalnych tkanivach (Zavada et al., 1993).
Pastorek et al. (1994) zistili §trukturnu homologiu s CA a potvrdili, Ze viaze zinok a ma
karboanhydrazovu aktivitu. Na zaklade tychto tidajov bol objaveny protein povazovany za novy
izoenzym a-CA. Neskor bol izolovany a charakterizovany gén CA9, ktory koéduje rozne
strukturne domény proteinu CA IX (Opavsky ef al., 1996). Dalej bola zistena pritomnost
CAIX za fyziologickych podmienok v gastrointestinalnom trakte a bola potvrdena
sekvenac¢nou analyzou (Pastorekova ef al., 1997). V nenadorovych tkanivach ako v srdci,
pl'icach, oblickach, prostate, periférnej krvi, mozgu, placente a svaloch expresia CA IX nebola

pozorovana (McKiernan et al., 1997).

V sucasnosti je zname, ze CA IX je glykoprotein vyskytujuci sa na povrchu buniek
a je transmembranovou izoformou a-CA. Je asociovany snadormi ajeho expresia je
indukovana hypoxiou. Podiela sa na adaptacii bunky na acidozu a na progresii nadoru. Expresia
CA IX v nenadorovych tkanivach je zriedkava a obmedzend na epitel zaltdka, ZzI¢nika,

pankreasu a Creva (Benej et al., 2014; Pastorekova ez Gillies, 2019). V nadorovych tkanivach



je expresia naopak zvySena a bola pozorovana u réznych typov, ako napriklad nadory mozgu,
prsnika, pl'ic, mocového mechuara, krcka maternice, hrubého Creva alebo obliciek. Vdaka
tymto skuto¢nostiam je CA IX vhodnym terapeutickym cielom a biomarkerom nadorovych

ochoreni (Mishra ef al., 2020).

Struktrou je CA IX homodimér, ktory je stabilizovany medzimolekulovymi disulfidovymi
vazbami. Kazd4 podjednotka je tvorena zo 4 hlavnych domén. Na N-terminalnej Casti sa
nachadza PG doména, ktora vycnieva z extracelularnej katalytickej domény enzymu ukotvene;j
v plazmaticke] membrane transmembranovou kotvou. V intracelularnom prostredi sa nachadza
cytosolicky retazec (Obr. 2). Aktivne miesto enzymu smeruje do extracelularneho prostredia

(Alterio et al., 2009).

. PG doména
- Katalyticka doména
. Transmembranova doména

I Cytosolicky retazec

Cytoplazmatickd membrana

Obr. 2: Schéma Struktury karboanhydrazy IX. Vytvorené prostrednictvom BioRender.com.

CA IX je aktivna pri nizkych hodnotach pH, pri ktorych by vicsina inych enzymov nemala
katalytické uc¢inky. To je pripisované pritomnosti PG domény, ktord je nevyhnutnd pri
modifikacii katalytickej aktivity (Hilvo et al., 2008). PG doména je spomedzi vsetkych
izoforiem o-CA evolu¢ne vyvinutym znakom iba u CA IX. Pdsobi ako vnatorny pufer
(Innocenti ef al., 2009; De Simone et Supuran, 2010) a podiela sa na adhézii buniek (Zavada

et al., 2000, Csaderova et al., 2013).
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3.2  Regulacia pH v nadoroch

Vznik avyvoj rakoviny je zlozitym procesom, ktory zahriia sled roznych selektivnych
a adaptivnych krokov so zapojenim rozsiahleho mnozstva signalnych molekul a drah. Nador zo
zaciatku rastie ako zhluk buniek bez cievneho systému, ktory nesie onkogénne mutécie, az kym
vzdialenost buniek od najblizsich ciev nezacne obmedzovat prisun kyslika, zivin a odvadzanie
metabolitov. Tieto obmedzenia vedu k hypoxii a acidéze, ktoré selektuju adaptabilné nadorové
bunky schopné aberantnej angiogenézy, remodelacie metabolizmu a maju schopnost’ byt

invazivne, rezistentné na terapiu a lahko metastazuja (Pastorekova et Gillies, 2019).

Warburgov jav je efekt, kedy sa u nadorovych buniek stava preferovanou cestou metabolizmu
glukozy anaerdbna glykolyza v dosledku adaptacie na hypoxiu a vzniknuté podmienky (Vaupel
et Multhoft, 2021). Zmeny metabolizmu vedu k tvorbe metabolickych kyselin, bud’ vo forme
CO., ktory je hydratovany na HCO3 a H, alebo vo forme laktatu (Lac’) a H'. Kyslé metabolity
je potrebné z bunky odstranit’, aby sa zabranilo intracelularnej acidéze a ddjde k aktivacii
molekularneho mechanizmu, ktory reguluje pH. CO2 modze pasivne prestupovat’ difiiziou cez
plazmaticki membranu, pripadne cez kanaly, ako su napriklad akvaporiny. Nabité iony nemdzu
vol'ne prechadzat membranou a su transportované roznymi transportérmi (Sedlakova et al.,

2014; Becker, 2020).

3.2.1 Systém regulujici pH

Acidobazicka regulacia v nadorovych bunkach je sprostredkovana mechanizmami, do ktorych
su zapojené rozne transportéry a CA. Systém regulujuci pH sa sklada z Casti exportujtcej laktat
a protony von zbunky a Casti importujicej hydrogénuhli¢itan (Obr. 3). Udrzuje tak
intracelularne prostredie na neutralnych alebo mierne zéasaditych hodnotach pH (pHi ~ 7,4)
a extracelularne prostredie okysluje (pHe ~ 6,8). To tvori zasadny rozdiel oproti normalnym
bunkam, kde intracelularne pH byva nizsie (pHi ~ 7,2) ako extracelularne (pHe ~ 7,4) (Webb et
al.,2011; Becker et Deitmer, 2021). Exportna Cast je zabezpecena prostrednictvom niekol’kych
typov transmembranovych idnovych transportérov, predovsetkym MCT odstranujucich laktat,
NHE! transportujucim  Na® a H" a H'-ATPazou. Importna Cast zahfiia viaceré
hydrogénuhli¢itanové transportéry, vratane AE1-3, d’alej NBC, ktoré prenasajui Na" a HCO3
arozne d’alSie (Chiche ez al., 2010, Sedlakova et al., 2014). Vyznamnu ulohu v reguléacii pH



hypoxickych nadorov zohrava CA IX (Svastova et al., 2004). Zrychluje hydrataciu COa
a funk&ne spolupracuje s viacerymi ionovymi transportérmi, ¢im ulahéuje mobilitu CO2 a H
v nadorovom tkanive. Dochadza k produkcii HCOs3™ spojenej s jeho priamym transportom do
intracelularneho prostredia a tym padom k zrychlenému toku iénov HCO3™ cez membranu.
ZlepsSeny tok predstavuje pre bunky vyhodu v situaciach vyzadujucich nadmernua regulaciu pH,
akou je nadorova hypoxia (Morgan et al., 2007; Pastorekova et al., 2008; Lee et Griftiths,
2020).

pH. ~ 6,8

Glukoza Lac H* H,O + CO, e H" + HCO; Na' H Na*

T

Glukéza Lacc H’ H,0 + CO; ¢—m H'+ HCO; Na' H® Na'

pH;~ 7,4

Obr. 3: Vybrané proteiny zapojené do regulacie pH a metabolizmu nadorovych buniek. GLUT
transportuje glukozu dovnutra bunky, MCT exportuje Lac”a H" do extracelularneho prostredia,
CO; difunduje membranou, CA IX katalyzuje premenu CO, na HCO3 a H", NBC importuje
HCOs aNa" dovnutra bunky, NHE transportuje H" do extracelularneho a  Na® do

intracelularneho prostredia. Vytvorené prostrednictvom BioRender.com.
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3.2.2 Expresia proteinov v hypoxickych podmienkach

Hypoxia stimuluje nadmernt expresiu viacerych proteinov, ktoré st nevyhnutné pre prezitie
nadorovych buniek a vedie k acidifikacii extracelularneho prostredia (Sedlakova ef al., 2014).
Ma zavazné klinické dosledky a byva spajana s progresiou nadoru a rezistenciou na chemo-,

radio- a imunoterapiu (Moeller ef al., 2007, Luo et Wang, 2019; Wu et al., 2022).

V hypoxickych oblastiach tumorov dochadza k aktivacii rodiny transkripénych faktorov HIF,
predovSetkym HIF-1 av menSej miere aj HIF-2. Su nevyhnutné pre odpoved” bunky na
hypoxické podmienky asu hlavnhym medidtorom hypoxickej odozvy. Zohravaju ulohu
v expresii génov, angiogenéze a raste nadoru (Maxwell ef al., 1997, Carmeliet et al., 1998;

Ryan et al., 1998; Rohwer et Cramer, 2011).

HIF-1 je heterodimér zlozeny z 2 podjednotiek (Wang ef al., 1995, Wang et Semenza, 1995).
Podjednotka HIF-lo je za normalnych podmienok v okyslicenych bunkéach hydroxylovana
prostrednictvom PHD a rozpoznavana nadorovym supresorom VHL, ktory funguje ako
ubikvitin E3 ligaza. Nasledne je degradovana proteazémom (Maxwell ef al., 1999; Semenza,
2000; Supuran, 2017). V hypoxickych podmienkach je podjednotka HIF-la stabilizovana,
nedochadza kjej degradacii a vstupuje do jadra, kde tvori dimér s podjednotkou HIF-1.
Vznikne tak aktivny transkripény faktor, ktory sa viaze do oblasti HRE a aktivuje expresiu
génov (Obr. 4) (Semenza, 2003; Supuran, 2017). Promotor génu CA49 obsahuje HRE v blizkosti
miesta zaciatku transkripcie (Wykoff ez al., 2000).
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Obr. 4: Regulacia HIF zavisla na pritomnosti kyslika. V normoxickych podmienkach je
podjednotka HIF-la hydroxylovand PHD, rozpoznavana VHL, ubikvitinovana (Ub)
a degradovana proteazoémom. V hypoxickych podmienkach je HIF-la stabilizovana
a translokovana do jadra, tvori heterodimér s podjednotkou HIF-1, ktory sa viaze na HRE

a spusta expresiu cielovych génov. Vytvorené prostrednictvom BioRender.com.

Expresia génov regulovana HIF zahfiia gény regulujuce erytropoézu, vaskularnu remodeléaciu
a plasticitu, delenie a viabilitu, adhéziu a metabolizmus buniek, pH reguléaciu a d’alSie procesy,
ktoré su dodlezité pre progresiu nadoru (Pastorekova et Gillies, 2019). HIF spustaju expresiu
napriklad VEGF, ktory je nevyhnutny pre angiogenézu, VEGF receptorov, enzymov
potrebnych pre glykolyzu ako hexokindza, laktat dehydrogenédza alebo transportéry GLUT
a MCT (Semenza, 2012; Schito ef Semenza, 2016). Spomedzi izoforiem karboanhydraz je
tymto sposobom regulovana expresia CA IX a CA XII (Wykoft ez al., 2000).
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3.3 Inhibitory karboanhydraz

Karboanhydrazy su zapojené do mnohych fyziologickych procesov a abnormalna hladina alebo
aktivita tychto enzymov byva spéjana s roznymi ochoreniami. Inhibitory CA boli povodne
pouzivané ako diuretika a lieky pri lieCbe epilepsie a glaukomu. Postupne sa rozne CA stali
cielom pre vyvoj inhibitorov alebo aktivatorov s aplikaciou v biomedicine aj v pripade d’alSich

patologickych stavov (Supuran et al., 2003; Mishra et al., 2020).

Inhibicia viacerych izoforiem a-CA je cielom vyskumu alebo lieCby (Tab. 2). Prikladom mdze
byt CA 1II, ktora sa nachadza v mnohych tkanivach a podiel'a sa na patologickych stavoch ako
glaukom, epilepsia alebo akutna vyskova choroba. Pri lieCbe glaukomu je ddlezita aj inhibicia
CA 1V aokrem toho ma vyznam aj v pripade cievnej mozgovej prihody. Mitochondrialne
izoformy, CA VA a CA VB, st zasadné pri biosyntéze mastnych kyselin a stali sa spolus CA II
cielom liecby obezity. Inhibicia CA VII mé& vyznam taktiez v pripade epilepsie a aj
neurologickych ochoreni. Inhibitory CA IX a v mensej miere CA XII su Studované pre pouzitie
v lieCbe hypoxickych nadorov. CA XIV je cielom v pripade epilepsie a niektorych typov
retinopatie (Pastorekova ef al., 2004, Mishra et al., 2020). Inhibicia d’alSich rodin okrem a-CA

modze mat’ fungicidne, antibakterialne alebo antiparazitické vyuzitie (Supuran, 2012).

Tab. 2: Vybrané ochorenia a izoformy a-CA pouzivané alebo Studované ako ciel' lieCby

inhibitormi (Pastorekova et al., 2004; Mishra et al., 2020).

Ochorenie Izoforma ako terapeuticky ciel’
Glaukom CAIL, CA1V, CAXII
Epilepsia CAI1l CA 1V, CA VI, CA XIV

Obezita CA1Il,CAVA CAVB
Neurologické ochorenia CAII, CAIV,CAYV, CA VII CAXIV
Retinopatia CA VII, CA X1V
Nadorové ochorenia CAIX, CAXII
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3.3.1 Mechanizmy pésobenia inhibitorov karboanhydraz

Existuje niekol'ko znamych sposobov inhibicie CA. Jednou skupinou su inhibitory viazuce sa
priamo na Zn?* i6n v aktivnom mieste CA. Takto posobia predovietkym primarne sulfénamidy,
ich izoestery ako sulfamidy a sulfamaty a d’alej ditiokarbamaty. Najviac Studovanou skupinou
inhibitorov st prave spominané sulfonamidy, kam patria zlGCeniny ako acetazolamid,
metazolamid, etoxzolamid, sultiam, dichlérfenamid, dorzolamid, brinzolamid, sulpirid
alebo zonisamid. Acetazolamid (Obr. 5) je neSpecificky inhibitor, ktory inhibuje mnoho
izoforiem CA. V klinicke] praxi je pouzivany od 50. rokov minulého storocia ako diuretikum

a pri liecbe epilepsie a glaukému (Supuran, 2008b; McKenna ef Supuran, 2013).

O
N-N
N SO,NH,
H S
Obr. 5: Chemicka Struktura acetazolamidu (Supuran, 2020b).

Dal§im mechanizmom inhibicie je vizba inhibitora na zinok koordinovany vodou alebo
hydroxidom, atymto mechanizmom pdsobia fenoly, polyaminy, sulfokumariny
a tioxokumariny (Supuran, 2016b; Kciuk ef al., 2022). Kumariny, chinoliny, laktony alebo
tiolaktony su latky, ktoré sa viazu v oblasti vstupu do aktivneho miesta enzymu a zablokuju ho.
Karboxylové kyseliny a rozne derivaty karboxylovych kyselin sa viazu mimo aktivne miesto
CA (Supuran, 2020a; Kciuk et al., 2022). Zablokuja proces prenosu protonov prostrednictvom

His64 pri regeneracii neaktivnej formy enzymu na aktivnu (D’ Ambrosio et al., 2015).

Spomenuté mechanizmy inhibicie boli dokladne Studované predovSetkym rontgenovou
krystalografiou. Okrem toho existuju novo objavené inhibitory CA, v pripade ktorych doteraz
nie je znamy presny mechanizmus inhibicie, nakol'ko eSte neboli vykonané krystalografické
analyzy (Kciuk et al., 2022). Novo vyvijané a netradi¢né inhibitory CA zahffiaju aj biologické
latky, ako napriklad mAb a molekuly zalozené na RNA interferencii (Singh ez al., 2018).
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3.3.2 Inhibicia karboanhydraz asociovanych s tumormi

Dve z izoforiem a-CA, CA IX a CA XII, su exprimované v hypoxickych podmienkach, k akym
dochadza v nadorovych bunkach (Wykoft ef al., 2000). Bolo preukazané, ze ich Specificka
inhibicia mé vyrazné Gc¢inky na inhibiciu rastu primarneho nadoru, tvorbu metastaz, znizenie
poctu rakovinovych buniek a eliminaciu rezistentnych populacii, najmi v kombinacii
s chemoterapiou, radioterapiou a imunoterapiou (Supuran, 2018b; Angeli et al., 2020).
Znizenie extracelularnej acidozy moze predovsetkym zvysit vychytavanie a cytotoxické ucinky
slabo zasaditych chemoterapeutik ako napriklad doxorubicin, a zlepsit' tak ich terapeuticky

ucinok (Pastorek et Pastorekova, 2015).

Napriek tomu, ze vac¢Sinou sulfonamidy pdsobia ako silné inhibitory CA a su klinicky
pouzivané uz niekol'ko desatroCi, problém ich pouzivania spdsobuje fakt, ze vykazuju Siroku
Skélu vedlajsich ucinkov v dosledku inhibicie vacsiny katalyticky aktivnych izoforiem a-CA.
Nakol'ko pouzivanim znamych inhibitorov CA je tazké dosiahnut selektivnu inhibiciu CA
asociovanych s tumormi, je potrebné vyvijat nové latky pre znizenie vedlajSich ucinkov a aj

potrebnej davky lieCiva (Supuran, 2016b; Kciuk ez al., 2022).

Vyvoj Specifickych mAb je prvym z aktualne skimanych pristupov, prostrednictvom ktorého
je mozné selektivne zacielit na CA IX, pripadne aj CA XII v nadorovych bunkach. mAb
Specificka proti CA IX, ktora bola hodnotena v tretej faze klinickych testov, je Girentuximab
(Rencarex) (Supuran et al., 2018). Napriek tomu, ze sama nevykazala dostato¢nu ucinnost’ pre
klinické schvalenie, nasla vyuzitie ako nosi¢ radioizotopov (McDonald ef al., 2022). Vyskum
je zamerany na vyvo] aj dalSich konjugatov protilatky alieCiva (Testa et al., 2022),
Specifickych protilatok, ktoré si schopné detegovat' a zabijat nadorové bunky exprimujuce
CAIX wvspolupraci simunitnym systémom ana protilatky, ktoré modzu priamo
inhibovat aktivitu CA IX. Funkénu inhibiciu je mozné dosiahnut bud’ stérickym zabranenim
vstupu CO2 do aktivneho miesta, alebo destabilizaciou §trukturnych prvkov nevyhnutnych pre

katalyticka aktivitu enzymu (Lenferink ez al., 2021; Shefferal., 2021; Zatovicova et al., 2022).

Druhym pristupom je zacielenie nadorovych izoforiem prostrednictvom nizkomolekulovych
inhibitorov. Jednou z latok, ktora bola klinicky skaSana, je indisulam. Viaze sa na zinok
sulfonamidovou skupinou a Specificky inhibuje izoformy CA IX a CA XII. Okrem toho
inhibuje cyklin-dependentné kinazy, ktoré reguluju progresiu bunkového cyklu a byvaju

nadmerne exprimované v nadorovych bunkach. Ich inhibicia vedie k zastaveniu bunkového
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cyklu a apoptoze (Singh ez al., 2018). SLC-0111 je dalSim nadejnym sulfonamidovym
inhibitorom (Obr. 6). Viaceré studie vd’aka jeho Specifickej inhibicii CA IX a CA XII
preukazali protinadorovy ucinok na modeloch in vitro aj in vivo ainhibitor SLC-0111 sa
nachadza v klinickom testovani. Bol dokazany jeho synergicky u¢inok v kombinacii s réznymi
liekmi a postupmi v protinadorovej terapii (Mishra et al., 2020; Supuran, 2020b). Okrem
spominanych latok su stale vyvijané dalsie nizkomolekulové inhibitory, rozne derivaty
znamych inhibitorov a nové stratégie pre zlepSenie selektivity a inhibicie CA asociovanych

s tumormi (Kciuk ef al., 2022).

F SO,NH,

N/U\N
H H

Obr. 6: Chemicka Struktura SLC-0111 (Supuran, 2020b).

Jednou zo stratégii pre zvySenie selektivity sulfonamidov je pridavanie retazcov interagujucich
v oblasti vstupu do aktivneho miesta, kde sa vyskytuje variabilita medzi izoformami a-CA
(Bonardi et al., 2022). Zaujimavou skupinou su inhibitory na baze karboranov, ktoré kombinuju
karboranové jadro a sulfonamidova alebo sulfamidova skupinu pripojent linkerom. Ich
selektivitu voci izoformam o-CA je mozné dosiahnut’ vd’aka rozdielom v aminokyselinovych
zvySkoch v oblasti vstupu do aktivneho miesta a je mozné navrhnut' tvarom a polaritou
komplementarne zluceniny k jednotlivym izoformam. Bolo zistené, ze selektivitu voci CA IX
ovplyviiovala aj dizka linkeru (Brynda et al., 2013; Kugler et al., 2020; Kugler et al., 2021).
Niektoré zo sulfonamidovych inhibitorov na baze karboranov sa ukazali ako vysoko selektivne

inhibitory CA IX v testoch in vitro aj in vivo (Dvotanova et al., 2020).
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3.4 Objavovanie lieCiv

Objavovanie lieCiv je komplexny a ¢asovo naro¢ny proces zahriiajuci niekol'ko krokov, ktoré
vedi od pociatocnej identifikdcie a validacie ciela, cez vyvoj pouzivanych metod,
vysokokapacitny skrining, identifikaciu vhodnych latok, ich nasledné testovanie, az po konecny
vyber molekuly pre jednotlivé fazy klinickych testov a pripadné schvalenie regula¢nymi

organmi (Matthews ef al., 2016).

Prvym krokom vyvoja nového lie€iva je vyber vhodného ciel'a. Nasledne je in vifro testované
vel'ké mnozstvo zlu¢enin, vacSinou prostrednictvom HTS, s cielom presne identifikovat’ latky,
ktoré moézu byt potencialnymi kandidatmi na nové lie¢ivo. Na zaklade tohto primarneho
skriningu st vyhodnotené zlu€eniny aktivne voci danému ciel'u (oznacené ako , hity*). Vacsina
testovanych latok touto fazou neprejde a d’alej Ccastokrat postupuje okolo 1 %
z povodného podtu latok. Dalgie vlastnosti hitov su nasledne vyhodnocované v sekundarnom

skriningu (Malo ef al., 2000).

Pre kazdy z hitov sa vytvori krivka zavislosti odpovede na davke, prostrednictvom ktorej je
mozné vyhodnotit’ ICso pre porovnanie ich u¢innosti. Nasledne st hity hodnotené aj z hl'adiska
biologickej relevantnosti. V tejto faze je testovana ich toxicita a d’alSie vlastnosti s pouzitim in
vitro a in vivo testov. V predklinickom testovani su pouzivané zvieracie modely a sleduju sa
farmakodynamické vlastnosti, ako mechanizmus posobenia a vztah medzi davkou lieciva
a klinickou odpoved'ou. Doéraz je kladeny aj na ziskanie farmakokinetickych informacii
o absorpcii, distribucii, metabolizme a eliminacii (ADME). Latky, ktoré uspeju vo faze
predklinického testovania, sa dostanu do klinickej fazy (Wei et al., 2007, Hughes et al., 2011;
Umscheid et al., 2011).

Vo faze I klinickych testov su latky prvykrat testované na l'ud’och. Tato faza slizi na testovanie
bezpecnosti, farmakodynamického rozsahu davkovania a sledovanie farmakokinetiky. Faza II
zahfila testy na vidcSom mnozstve dobrovolnikov abyva v nej potvrdena bezpecnost,
farmakokinetické a farmakodynamické vlastnosti. Vo faze IIl prebiehaju Studie uz na
vyznamnom pocte pacientov a ucinok latok byva porovnany s placebom. V pripade, ze latka
uspeje, je schvalend pre klinické pouzitie a dostane sa do fazy IV, ktora sleduje bezpecnost

a vlastnosti lieCiva na trhu (Suchy ez al., 2009; Umscheid ez al., 2011).
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3.4.1 Vysokokapacitny skrining

HTS je proces vyuzivany vprve] faze objavovania lie¢iv farmaceutickymi
a biotechnologickymi spolo¢nostami a v ramci vyskumu v akademickej sfére. Zahrnia skrining
chemickych kniznic obsahujucich latky, ktoré mozu byt potencialnymi lie¢ivami a su testované
na aktivitu voci roznym biologickym extracelularnym a intracelularnym molekularnym cielom
(Mayr et Bojanic, 2009). Je potreba, aby chemické kniznice obsahovali latky s vysokou
diverzitou a odlisSnou S§trukturou, o maximalizuje Sancu objavenia hitu. S postupnym
zvacSovanim chemickych kniznic sa pri praci v HTS podmienkach zacal davat doéraz na
miniaturizaciu. Testy prebiehaju najcastejSie v 384-, pripadne 1536-jamkovych dostickach
a proces byva ¢asto automatizovany (Mayr ef Fuerst, 2008). Sucastou HTS st biochemické
testy alebo testy na bunkach. Biochemicky skrining vyuziva purifikovany cielovy protein

a meria vizbu ligandov alebo inhibiciu enzymatickej aktivity in vitro (Blay et al., 2020).

Vo viacsine HTS testov je kazda latka testovanad v singletoch alebo duplikatoch. Metody
nevyzaduji teda len miniaturizdciu a automatizaciu, ale aj adekvatnu senzitivitu,
reprodukovatelnost’ a presnost. Pre overenie kvality testu sa v HTS pouziva Z-faktor, kde je
dynamicky rozsah testu definovany ako rozdiel strednych hodnét signalov pozitivnej
a negativnej] kontroly. Ak namerané signaly pochadzajiu z normalneho rozdelenia, pasmo
variability dat je vyjadrené ako stredna hodnota + trojnasobok smerodajnej odchylky (interval
spolahlivosti 99,73 %). Separacné pasmo sa nachadza medzi pasmami variability dat (Obr. 7).
Porovnanim dynamického rozsahu testu a separacného pasma je mozné urcit’ kvalitu testu

(Zhang et al., 1999).
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Obr. 7: Pasma variability dat kontrol a separacné pasmo testu. Os x zobrazuje signal testu,
os y frekvenciu nameranych dat signalov pozitivnej a negativnej kontroly. os je smerodajna
odchylka signalov negativnej kontroly, o smerodajna odchylka signalov pozitivnej kontroly,
us strednd hodnota signalov negativnej kontroly a p strednd hodnota signalov pozitivne]

kontroly (upravené podl'a Zhang ef al., 1999).

Ak je vysledna hodnota Z-faktora 1, ide o idealne podmienky, ktoré nie si experimentalne
dosiahnutelné. V pripade testu s velkym dynamicky rozsahom a malymi smerodajnymi
odchylkami sa vysledna hodnota Z-faktora priblizuje 1. Pokial’ sa hodnota Z-faktora pohybuje
v rozmedzi 0,5 a 1,0, jedna sa o vynikajuci test. Testy s niz§imi hodnotami je potreba

optimalizovat’ (Zhang et al., 1999).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Pouzité chemikalie

4-(2-hydroxyetyl)-1-piperazinetansulfonova kyselina (Sigma-Aldrich)
8-hydroxypyrén-1,3,6-trisulfonova kyselina (pyranin) (Sigma-Aldrich)
Acetazolamid (Sigma-Aldrich)

Bovinny sérovy albumin (Sigma-Aldrich)

Destilovana voda

Dimetylsulfooxid (Sigma-Aldrich)

Hydroxid sodny (Penta)

Chemicka kniznica Prestwick (Prestwick Chemical)

Karboanhydraza IX (UOCHB, AV CR)

Kyselina chlorovodikovéa (Mikrochem)

Milli-Q voda

n-dodecyl-B-D-maltopyranozid (Avanti Polar Lipids)

Siran sodny (Lach-Ner)

Unikatna kniZnica chemickych latok UMTM

4.2  Pouzité roztoky

AZA

Bol pripraveny 1 ml zasobného roztoku AZA v DMSO s koncentraciou 1 mM. Roztok bol

rozdeleny na alikvotné Casti s objemom 100 ul abol uchovéavany pri teplote -20 °C. Pred

experimentom bol nariedeny na koncentraciu 100 pM.

BSA

Bolo pripravenych 10 ml 10% roztoku BSA v ddH>0. Roztok bol rozdeleny na alikvotné Casti

s objemom 1 ml a bol uchovavany pri teplote -20 °C.

CAIX

Enzym bol purifikovany na UOCHB AV CR. Bol rozpusteny a uchovavany v pufii zlozeného
z 20 mM HEPES (pH = 7,5) a 100 mM NaSOy pri teplote -80 °C. Pre merania bol pouzity

zasobny roztok s koncentraciou 1,4 mg/ml. Tesne pred experimentom bol enzym v pufri pre
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CA IX nariedeny podl'a potreby na vysledné koncentracie 100 nM, 50 nM, 20 nM, 10 nM

a 1 nM a bol ponechany na l'ade.
HEPES

Bolo pripravenych 0,5 | roztoku HEPES s koncentraciou 0,5 M v ddH2O a pH bolo upravené
na hodnotu 7,5 pomocou HCI alebo NaOH. Roztok bol uchovavany pri teplote 4 °C.

Na2SO04

Bolo pripravenych 0,5 1 roztoku Na>SOs s koncentraciou 0,1 M v ddH>O. Roztok bol

uchovavany pri teplote 4 °C.
Pufer pre CA IX

Tesne pred experimentom bol pripraveny pufer pre CA IX v objeme podl'a potreby, ktory
obsahoval 50 mM HEPES (pH 7,5), 40 mM Na,SOs, 4 uM pyraninu, 0,06 % BSA a 0,0025 %
DDM. Doplneny ddH20.

Pyranin

Bolo pripravenych 5 ml 1mM roztoku v ddH>0. Roztok bol uskladneny pri teplote -20 °C

maximalne 2 mesiace.
Testované latky z unikatnej chemickej kniznice UMTM

Testované latky boli rozpustené v DMSO alebo H,O v koncentracii 10 mM a uchovavané 384-
jamkovych dostickach pri teplote 16 °C a vlhkosti 3 %. Latky pre sekundarny skrining boli
rozpustené v DMSO v koncentraciach 10 mM, 1 mM, 0,1 mM a 0,01 mM a boli uchovavané

v rovnakych podmienkach.

4.3  Pouzité pristroje a zariadenia

Analytické vahy (Scaltech)

Automatické mikropipety (Eppendorf)

Centrifuga 5810R (Eppendorf)

Echo 550 (LabCyte)

FLIPR Tetra High-Throughput Cellular Screening System (Molecular Devices)
Hlbokomraziaci box Innova U725 (New Brunswick)

Laminarny box FlowBox HeraSafe (Thermo Fisher Scientific)
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Miesacka MR Hei-Tec (Heidolph Instruments GmbH)

Milli-Q Direct 8 Water Purification System (Millipore SAS)
Minicentrifiga Multispin PCV 600 (P-LAB)

Multidrop Combi Reagent Dispenser (Thermo Fisher Scientific)

pH meter Ultra Basic (P-LAB)

PlateLoc Thermal Microplate Sealer (Agilent Technologies)

Tundra Store Automated Low Temperature Freezer (HighResBiosolutions)

Vortex IKA Genius 3 (P-LAB)
4.4  Pouzité experimentilne a vyhodnocovacie postupy

4.4.1 Optimalizacia koncentracie enzymu CA IX apodmienok experimentu pre

testovanie inhibitorov CA IX

Tesne pred experimentom boli pripravené roztoky s roznymi koncentraciami CA IX (1 nM,
10 nM, 20 nM, 50 nM a 100 nM). Pomocou pristroja Echo 550 (softvér Plate Reformat) bolo
do 80 jamiek dosticky ViewPlate-384 napipetovanych 30 nl inhibitora CA IX AZA, pri¢om
jeho vysledna koncentracia v reakcii vjamke bola 100 nM. Pristrojom Multidrop Combi
Reagent Dispenser bolo pridanych 15 pl pufru pre CA IX ajednotlivé roztoky s odli§nou
koncentraciou CA IX (schéma rozlozenia pipetovanych roztokov v jamkach dosticky je

uvedena na Obr. 8). Nasledne bola do§ticka 1 min centrifugovana pri laboratornej teplote a 4 g.

1 2 3 4 5 6 9, 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

CAIX | CAIX | CAIX |CAIX e A X
InM 10nM  20nM | 50 nM 100 nM

CAIX CAIX CAIX CAIX
' InM 10nM 20nM 50 nM
. 1 oE

| AZA | AZA | AZA @ AZA

TOZEIrAR-—~IQMEDUQW>

Obr. 8: Schéma rozlozenia roztokov v jamkach dosti¢ky pre optimalizaciu koncentracie CA IX
a podmienok experimentu. B — slepa vzorka (pufer pre CA IX); jamky: A3 — H12 — CA IX
v roznych koncentraciach (1 nM; 10 nM; 20 nM; 50 nM a 100 nM); I3 — P12 — CA IX (1 nM;
10 nM; 20 nM; 50 nM a 100 nM) s inhibitorom AZA (100 nM).

22



Pripravena dosticka bola vlozena do pristroja FLIPR, ktory snimal fluorescenciu kazdu sekundu
po dobu 70 sektind za pouzitia excitacného filtra 470 — 495 nm a emisného filtra 515 — 575 nm.
Po 10 sekundach od zacCiatku merania pipetovaci systém pristroja do jamiek napipetoval 15 pl

Milli-Q H2O sytenej CO> a snimanie fluorescencie prebiehalo d’alSich 60 sekund.

Zistené hodnoty fluorescencie boli vizualizované prostrednictvom softvéru ScreenWorks
(Molecular Devices), kde boli zobrazené krivky priebehu reakcie. Z nich boli ziskané hodnoty
AUC pre rozne ¢asové intervaly merania v pripade vSetkych koncentracii s pouzitim inhibitora
abez. Podla tychto hodndt boli programe MS Excel vyhodnotené priemerné hodnoty,
smerodajné odchylky a nésledne Z-faktory pre jednotlivé koncentracie CA IX a Casové

intervaly podl'a vzorca:

(3oc+ T 30¢.)

Z=1- :
|Hc+-uc-|

kde oc+ je smerodajna odchylka hodnét AUC pozitivne] kontroly, cc. smerodajna odchylka
hodnét AUC negativnej kontroly, pe+ priemer hodndt AUC pozitivnej kontroly a - priemer
hodnot AUC negativnej kontroly.

Ako pozitivha kontrola bol pouzity roztok obsahujuci AZA a CA IX vjednotlivych
koncentréaciach, ako negativna kontrola roztok CA IX v danych koncentraciach. Na zéklade
hodnot Z-faktora bola zvolena vhodna koncentracia enzymu pre d’alSie merania a Casovy

interval pre vyhodnocovanie nasledne ziskanych dat.

4.4.2 Validicia metédy pouzitim komercnej chemickej kniznice Prestwick

Pre validaciu fluorescenénej metody v HTS podmienkach bolo testovanych 1280 latok
z chemickej kniznice Prestwick v 4 dostiCkach. Meranie bolo vykonané v 2 opakovaniach. Pred
experimentom bol pripraveny pufer s CA IX s koncentraciou 50 nM. Pomocou pristroja
Echo 550 (softvér Plate Reformat) bolo do 16 jamiek kazdej dosticky (A2 — H2 a A23 — H23)
napipetovanych 30 nl AZA ako pozitivnej kontroly. Jeho vysledna koncentracia v reakcii bola
100 nM. Do jamiek A3 — P22 bolo napipetovanych 30 nl jednotlivych testovanych latok
chemickej kniznice Prestwick. Koncentracia latok z chemickej kniznice v reakcii bola 10 uM.
Pristrojom Multidrop Combi Reagent Dispenser bolo nasledne pridanych 15 pl pufru bez
CA IX (slepa vzorka) (jamky Al —P1 a A24 —P24) a 15 pl 50nM roztoku CA IX (jamky A2 —
P23). V jamkach 12 — P2 a 123 — P23 sa teda nachadzal samotny pufer s CA IX ako negativna
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kontrola. Rozlozenie pipetovanych roztokov je schematicky uvedené na Obr. 9. Pred meranim

boli dosticky 1 min centrifugované pri laboratérnej teplote a 4 g.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
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Obr. 9: Schéma rozlozenia roztokov v jamkach dosticky pre validaciu fluorescencnej metddy
pouzitim komercnej chemickej kniznice Prestwick. B — slepa vzorka (pufer pre CA IX); HC —
pozitivna kontrola (50 nM CA IX a 100 nM AZA); LC — negativna kontrola (50 nM CA IX),
jamky A3 — P22 — testované latky z chemickej kniznice Prestwick a 50 nM roztok CA IX.

Pripravena dosticka bola vlozena do pristroja FLIPR a fluorescencia bola snimana za
rovnakych podmienok ako pri optimalizacii experimentu (vid kapitola 4.4.1). Meranie bolo

opakované pre vSetky dosticky s latkami chemickej kniznice Prestwick.

Zistené hodnoty fluorescencie boli vizualizované prostrednictvom softvéru ScreenWorks, kde
boli zobrazené krivky priebehu reakcie. Z nich boli ziskané hodnoty AUC v asovom intervale
16 — 20 s pre jednotlivé merania, ktoré boli vyhodnocované softvérom Dotmatics. Pre kazdu
dosticku boli v programe Dotmatics vypocitané hodnoty Z-faktora a pre vSetky testované latky

hodnoty PI nasledovne:

X - Cp

PI [%)] = x 100,

Ci-Cy

kde x je hodnota AUC testovanej zluCeniny, c; priemerna hodnota AUC inhibovanej reakcie

(pozitivna kontrola) a cn priemerna hodnota AUC neinhibovanej reakcie (negativna kontrola).

Ako aktivne boli oznacené latky s PI > 80 %. Nasledne boli vysledky vizualizované pomocou

softvéru Vortex (Dotmatics).
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4.43 Analyza inhibitorov CA IX v chemickej kniznici UMTM

Testovanych bolo 10204 latok chemickej kniznice UMTM. Meranie bolo vykonané v 2
opakovaniach. Pred experimentom bol pripraveny pufer s CA IX s koncentraciou 50 nM.
Jednotlivé latky aroztoky boli pipetované rovnako ako v pripade validacie fluorescencne;j
metody s pouzitim komercnej chemickej kniznice Prestwick (vid kapitola 4.4.2 a Obr. 9),
pricom namiesto latok z chemickej kniznice Prestwick bolo do jamiek dosticiek pipetovanych
30 nl latok z chemickej kniznice UMTM. Vysledna koncentracia testovanych latok v reakcii
bola 10 uM, AZA ako pozitivnej kontroly 100 nM a CA IX v reakciach a aj ako negativne]

kontroly 50 nM. Nasledne boli dosticky 1 min centrifugované pri laboratérnej teplote a 4 g.

Pripravena dosticka bola vlozena do pristroja FLIPR a fluorescencia bola snimana za
rovnakych podmienok ako pri optimalizacii experimentu (vid kapitola 4.4.1). Meranie bolo

opakované pre vietky dosticky s latkami unikatnej chemickej kniznice UMTM.

Déata boli vyhodnocované rovnakym postupom ako pri merani latok z chemickej kniznice

Prestwick (vid kapitola 4.4.2) s rozdielom, ze ako aktivne boli oznacené latky s P1> 70 %.

4.4.4 Sekundarny skrining

V sekundarnom skriningu bolo v 7 koncentraciach testovanych 169 latok, ktoré boli primarnym
skriningom vyhodnotené ako hity a d'alSich 5 latok zvolenych na zaklade Struktiry. Pred
experimentom bol pripraveny pufer s CA IX s koncentraciou 50 nM. Pomocou pristroja
Echo 550 (softvér Plate Reformat) bolo do 16 jamiek kazdej dosticky (A2 — H2 a A24 — H24)
napipetovanych 30 nl AZA ako pozitivnej kontroly s vyslednou koncentraciou v reakcii
100 nM. Nasledne boli opat’ pristrojom Echo 550 (softvér Dose-Response) pipetované latky pre
analyzu v koncentraciach a objemoch uvedenych v Tab. 3 (jamky A3 — P23). Pre kontrolu bol
otestovany aj AZA v 5 koncentraciach (1,25 puM, 0,33 uM, 75 nM, 20 nM a 5 nM). Kazda
zluCenina bola na jednej dostiCke testovana v duplikatoch a meranie bolo vykonané v 2

opakovaniach.
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Tab. 3: Koncentracie a objemy pipetovanych latok pre sekundarny skrining.

Zdrojova koncentracia [mM] Objem [nl] Konecna koncentracia [pM]
1. 10,00 60,0 20,000
2. 10,00 15,0 5,000
3. 1,00 37,5 1,250
4. 1,00 10,0 0,330
5. 0,10 225 0,075
6. 0,01 60,0 0,020
7. 0,01 15,0 0,005

Pristrojom Multidrop Combi Reagent Dispenser bolo pipetovanych 15 ul pufru bez CA IX
(slepa vzorka) (jamky Al —P1)a 15 pl pufru s 50 nM CA IX (jamky A2 — P24). V jamkach 12
— P2 al24 — P24 sa teda nachadzal len samotny pufer s CA IX ako negativna kontrola.
Rozlozenie pipetovanych roztokov je schematicky uvedené na Obr. 10. Pred meranim boli

dosticky 1 min centrifugované pri laboratornej teplote a 4 g.
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Obr. 10: Schéma rozlozenia roztokov v jamkach dosticky pre sekundarny skrining. B — slepa
vzorka (pufer pre CA IX); HC — pozitivna kontrola (50 nM CA IX a 100 nM AZA); LC -
negativna kontrola (50 nM CA IX); A3 — P23 — testované latky a 50 nM roztok CA IX. V7
stipcoch za sebou nasledovali jednotlivé koncentracie testovanych latok (latky S1 — S24):
20 uM (tmavohneda); 5 uM (tmavocervend); 1,25 uM (Cervend); 0,33 uM (oranzova); 75 nM
(svetlohneda); 20 nM (svetlozelend), 5 nM (tmavozelend). Kazda latka bola pipetovana do 2

riadkov dosi¢ky pod sebou.
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Pripravena dosticka bola vlozena do pristroja FLIPR a fluorescencia bola snimana za
rovnakych podmienok ako pri optimalizacii experimentu (vid kapitola 4.4.1). Meranie bolo

opakované pre vSetky dosticky s latkami v danych testovanych koncentraciach.

Zistené hodnoty fluorescencie boli vizualizované prostrednictvom softvéru ScreenWorks, kde
boli z kriviek priebehu reakcie ziskané hodnoty AUC v Casovom intervale 16 — 20 s pre
jednotlivé merania a boli vyhodnocované softvérom Dotmatics. Pre kazdu dosticku boli
vypocitané hodnoty Z-faktora a pre vSetky testované koncentracie latok hodnoty PI. Podl'a

zavislosti hodnoty PI na koncentracii latok bola pre kazdu latku vypocitana hodnota ICso.
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5 VYSLEDKY

5.1 Optimalizacia koncentracie enzymu CA IX a podmienok experimentu pre

testovanie inhibitorov CA IX

Pristrojom FLIPR bol zaznamenany priebeh reakcie katalyzovanej enzymom CA IX. Po pridani
vody sytenej CO; k pufru obsahujucemu CA IX bola merana zmena pH spdsobena vznikom H'.
Indikatorom tejto zmeny bol pyranin, ktorého fluorescencia je zéavisla na pH av kyslom
prostredi klesa. Obr. 11 zobrazuje krivky priebehu reakcie a pokles fluorescencie. Najmene;j
prudky pokles bolo mozné pozorovat’ v pripade pouzitia CA IX s koncentraciou 1 nM, kedy
zaznamenana krivka bola podobna nekatalyzovanej reakcii so samotnym pufrom bez enzymu.
So zvySujucou sa koncentraciou enzymu bolo mozné pozorovat’ prudsi pokles fluorescencie
pyraninu, a teda aj pH. Na Obr. 12 je zobrazeny rozdiel v priebehu kriviek reakcie s inhibitorom

a bez. Prudsi pokles fluorescencie bol pozorovany v reakcii bez inhibitora.
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Obr. 11: Reprezentativne krivky zobrazujuce priebeh reakcie katalyzovanej CA IX s roznymi
koncentraciami. CA IX: 1 nM (ruzova); 10 nM (tyrkysova);, 20 nM (zlta); 50 nM (oranzova)
a 100 nM (tmavocervend). Pufer bez CA IX, slepa vzorka (fialova). Zobrazené softvérom
ScreenWorks, zaznamenané pristrojom FLIPR, ako fluorescen¢ny indikator bol pouzity

pyranin.
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Obr. 12: Reprezentativne krivky priebehu reakcie katalyzovanej CA IX bez inhibitora (hneda)
a s inhibitorom AZA (zelena). Zobrazené softvérom ScreenWorks, zaznamenané pristrojom

FLIPR, ako fluorescenc¢ny indikator bol pouzity pyranin.

Kazda z testovanych koncentracii CA IX s inhibitorom a aj bez bola merana v 16 jamkéach
dosticky. Prostrednictvom softvéru ScreenWorks boli pre kazdé meranie vypocitané hodnoty
AUC v 4 réznych Casovych intervaloch (13 —25 s, 15 -25s, 16 —21 s a 16 — 20 s). Nasledne
boli pomocou MS Excel vypocitané priemerné hodnoty, smerodajné odchylky pre jednotlivé
koncentracie enzymu a ¢asové intervaly, ktoré boli pouzité pre vypocet Z-faktora. Najvyssi Z-
faktor bol dosiahnuty v pripade koncentracie CA IX 50 nM v ¢asovom intervale 16 — 20 s. Tieto
hodnoty boli vyssie ako 0,5, ¢o znaci dostato¢ny rozdiel medzi signalmi pozitivnej a negativnej
kontroly a vhodnost pouzitia testu pre HTS. Tento ¢asovy interval a koncentracia boli zvolené
pre d'alSie merania (validacia s pouzitim chemickej kniznice Prestwick a testovanie latok
unikatnej chemickej kniznice UMTM). V pripade dlhsieho asového intervalu a niz§ich

koncentracii CA IX klesala hodnota Z-faktora pod 0,5 az na minusové hodnoty (Tab. 4).
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Tab. 4: Z-faktory reakcii katalyzovanych CA IX v réznych ¢asovych intervaloch merania

priebehu reakcie.

Koncentracia Z-faktory pre ¢asové intervaly
CA IX [nM] 13-25s 15-255s 16-21s 16 -20s
100 0,36 0,37 0,42 0,43
50 0,41 0,40 0,49 0,51%*
20 0,33 0,32 0,36 0,35
10 0,02 0,14 0,10 0,02
1 2,12 2,23 -3,06 3,71

* podmienky zvolené pre d’alSie experimenty

Zavislost AUC na koncentracii enzymu a pritomnosti 100 nM AZA v zvolenom ¢asovom
intervale 16 — 20 s je vizualizovana na Obr. 13. So zvySujicou sa koncentraciou enzymu
dochadzalo k rychlejSej zmene pH a k zmensSeniu hodnoty AUC. Medzi koncentraciami 50 nM
a 100 nM nebol pozorovany tak vyrazny rozdiel v priebehu reakcie, ako v pripade ostatnych
testovanych koncentracii. Okrem toho bol zaznamenany vacsi rozptyl hodnot pri reakcii
katalyzovanej CA IX v koncentracii 100 nM, ¢o potvrdzoval priebeh kriviek a aj zistené

hodnoty Z-faktora.
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Obr. 13: Zavislost AUC na koncentracii enzymu a pritomnosti inhibitora. Kazdé z koncentracii
je zobrazena ako aritmeticky priemer hodndt zo 16 jamiek dosticky a smerodajné odchylky su
vyjadrené chybovymi tseckami. Os x zobrazuje reakcie v pripade pouzitia roznych roztokov
(pufer a nasledne jednotlivé koncentracie CA 1X), os y zobrazuje namerané hodnoty AUC.
Kosostvorec vyjadruje pufer, kruh znaci roztok s CA IX (neinhibovana reakcia) a Stvorec

roztok s CA IX a 100nM AZA (inhibovana reakcia).

5.2  Validacia metédy pouzitim komercnej chemickej kniznice Prestwick

Pre validaciu metody na identifikaciu inhibitorov CA IX bolo testovanych 1280 latok
chemickej  kniznice  Prestwick v koncentracii 10 uM  v2  opakovaniach.
Prostrednictvom softvéru ScreenWorks boli vypocitané AUC v Casovom intervale 16 — 20 s.
Data boli vyhodnocované v programe Dotmatics, kde boli vypocitané Z-faktory pre kazdu
dosticku (Tab. 5).
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Tab. 5: Z-faktory pre jednotlivé dosticky s latkami z chemickej kniznice Prestwick.

Z-faktor
1. opakovanie 2. opakovanie
Prestwick 1 0,51 0,52
Prestwick 2 0,52 0,55
Prestwick 3 0,53 0,56
Prestwick 4 0,50 0,54

Softvérom Dotmatics boli vypociané hodnoty PI pre jednotlivé latky. Hodnota PI vyjadruje
schopnost danej latky inhibovat' priebeh reakcie katalyzovanej CA IX. Nasledne boli
v programe MS Excel vypocitané priemerné hodnoty PI pre testované latky z 2 opakovani
a smerodajné odchylky. Bola stanovena prahova hodnota PI > 80 % pre oznacenie aktivnych
latok. Za tychto podmienok bolo 19 zlt€enin vyhodnotenych ako aktivne (Tab. 6). Takmer
vSetky znich s zname silné alebo mierne neSpecifické inhibitory CA, predovsetkym
sulfonamidy. Tym bola potvrdena vhodnost danej metody pre identifikaciu doteraz neznamych
inhibitorov CA IX. Distribucia latok v zavislosti od hodnét PI a aktivne latky vizualizované

softvérom Vortex su zobrazené na Obr. 14.

Po kontrole priebehu kriviek aktivnych latok (PI> 80 %) bolo zistené, ze 1 z latok (merbromin)
je fluorescencna a bola vyhodnotena ako faloSne pozitivna, ¢omu nasvedcuje vel'mi vysoka

hodnota PI a priebeh krivky zobrazeny na Obr. 15.
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Tab. 6: Aktivne latky ztestovanych zlGfenin komercnej chemickej kniznice Prestwick

s hodnotou PI > 80 %. Uvedené hodnoty st aritmetickym priemerom hodnét z 2 opakovani +

smerodajna odchylka.

Testovana latka PI [%]
Chlorotiazid 95,83 + 9,03
Acetazolamid 101,06 + 16,55
Furosemid 87,92 +£2,92
Chlortalidon 92,43 + 12,55
Brinzolamid 105,59 + 5,13
Klorsulon 96,04 + 4,06
Altiazid 82,54 + 6,46
Metazolamid 104,18 £ 11,50
Benztiazid 109,19 £ 16,86
Trichlormetiazid 85,58 +£ 6,32
Merbromin* 199,93 + 53,46
Diklofenamid 112,55 +£9,36
Zonisamid 117,65 £ 3,29
Celekoxib 97,67 + 6,09
Topiramat 103,76 £ 4,07
Dorzolamid hydrochlorid 111,12 £4,75
Valdekoxib 96,51 + 3,19
Etoxzolamid 110,20 + 3,29
Azatadin maleat 108,06 += 1,65

* falo$ne pozitivna latka (fluorescencnd)
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Obr. 14: Distribucia latok a aktivne latky z komerc¢nej chemickej kniznice Prestwick
v zavislosti od hodnot PI. Ako aktivne st oznaCené latky s hodnotou PI > 80 %. Zobrazena

hodnota PI pre kazdu latku je priemernou hodnotou z 2 opakovani.
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Obr. 15: Reprezentativne krivky zobrazujuce priebeh reakcie s vybranymi latkami z komerc¢nej
chemickej kniznice Prestwick. Pufer pre CA IX bol pouzity ako slepa vzorka (svetlomodra),
pufer s 50nM CA IX ako negativna kontrola (ZIta); inhibitor AZA ako pozitivna kontrola
(fialova), penicilamin je neaktivna latka (tmavozelend), benztiazid je inhibitor CA
(tmavocervend) a merbromin je faloSne pozitivna, fluorescen¢na latka (tmavomodrd).
Zobrazené softvérom ScreenWorks, zaznamenané pristrojom FLIPR, ako fluorescencny

indikator bol pouzity pyranin.
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5.3  Analyza inhibitorov CA IX v chemickej kniznici UMTM

Testovanych  bolo 10204 latok v koncentracii 10 uM v 2  opakovaniach.
Prostrednictvom softvéru ScreenWorks boli vypocitané AUC v Casovom intervale 16 — 20 s.
Déata boli vyhodnocované v programe Dotmatics, kde boli zistené Z-faktory pre merané

dosticky. Hodnoty Z-faktora dosticiek sa pohybovali v rozmedzi 0,50 — 0,82 (Obr. 16).
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0,75 o 02. opakovanie
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Obr. 16: Hodnoty Z-faktora dosticiek s testovanymi latkami unikatnej chemickej kniznice

UMTM.

Pre jednotlivé latky boli v programe Dotmatics vyhodnotené PI a nésledne v programe MS
Excel vypocitané priemerné hodnoty PI a smerodajné odchylky z 2 opakovani pre kazdu
testovanu zlaceninu. Priemerné hodnoty PI sa pohybovali od -78,45 % do 204,07 %. Pre
vyhodnotenie latky ako aktivna bola stanovena hodnota PI > 70 %, ¢o spliialo 316 latok
z testovanych (3,10 %). Distribucia latok v zavislosti od hodnét PI vizualizovana softvérom

Vortex je zobrazena na Obr. 17 a hodnoty PI aktivnych latok na Obr. 18.

35



210

180

150

120

920

60

30

Percento inhibicie (P, %)

-30

-60

-90

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000

Testované latky

Obr. 17: Distribucia testovanych latok unikatnej chemickej kniznice UMTM v zavislosti od

hodnét PI. Zobrazenéa hodnota PI pre kazdu latku je priemernou hodnotou z 2 merani.
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Obr. 18: Distribtcia aktivnych latok z unikatnej chemickej kniznice UMTM v zavoslosti od
hodnét PI. Ako aktivne su oznacené latky s hodnotou PI > 70 %. Zobrazena hodnota PI pre

kazdu latku je priemernou hodnotou z 2 merani.
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Aktivne latky boli d’alej pomocou softvéru Vortex triedené na zaklade Struktary a d’alSich
dostupnych informacii do 4 kategorii: hity (latky urCené pre d’alSie testovanie v sekundarnom
skriningu), fluorescencné latky (faloSne pozitivne), karborany a zname ne$pecifické inhibitory
CA. Spomedzi 316 aktivnych latok bolo ako hit ur€enych 178 latok (56,33 %), 94 latok
(29,75 %) bolo fluorescencnych, 42 latok (13,29 %) tvorili karborany a v pripade 2 latok
(0,63 %) sa jednalo o zname nespecifické inhibitory CA (Obr. 19).
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Obr. 19: Grafické zobrazenie zastupenia aktivnych latok v jednotlivych kategoriach.

Distribucia latok v zavislosti od hodnét PI s rozdelenim do jednotlivych kategorii je zobrazena
na (Obr. 20). Latky s najvys§imi hodnotami PI boli prevazne fluorescencné, jednalo sa

0 72,73 % latok s hodnotou PI nad 150 %.
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Obr. 20: Hodnoty PI aktivnych latok z unikéatnej chemickej kniznice UMTM rozdelenych do
jednotlivych kategorii. Hity (zelend), fluorescencné latky (Cervend), karborany (zIta), zname
neSpecifické inhibitory CA (oranzova). Zobrazena hodnota PI pre kazdu latku je priemernou

hodnotou z 2 merani.

5.4  Sekundarny skrining

Testovanych bolo 174 latok v 7 koncentraciach (20 uM, 5 uM, 1,25 uM, 0,33 uM, 75 nM,
20 nM a 5 nM) a pre kazdu latku bola vypocitana hodnota I1Cso, ktord vyjadruje koncentraciu
latky potrebnu pre inhibiciu 50 % enzymu. Kazdé zlucenina bola na jednej dosticke testovana
v duplikatoch a meranie bolo vykonané v 2 opakovaniach. Celkovo tak boli ziskané 4 hodnoty

pre kazdu latku v danej koncentracii.

Na Obr. 21 je zobrazeny reprezentativny priebeh reakcie pri sekundarnom skriningu latky
LEMO00017808, kde je mozné pozorovat’ zavislost rychlosti priebehu reakcie na koncentracii
testovanej latky. Uz na zaklade priebehu kriviek danych koncentrécii v porovnani s pozitivnou

kontrolou je mozné predpokladat, ze zobrazena latka bude slab§im inhibitorom ako AZA.
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Obr. 21: Reprezentativne krivky priebehu reakcie pri sekundarnom skriningu latky
LEMO00017808. Zobrazené su krivky pre testované koncentracie 20 uM (tmavohneda); 5 uM
(tmavocervend); 1,25 puM (Cervend); 0,33 uM (oranzova); 75 nM (svetlohnedd), 20 nM
(svetlozelena); 5 nM (tmavozelend). HC — 100 nM AZA, pozitivna kontrola (modrd), LC —
50 nM CA IX, negativna kontrola (fialova). Zobrazené softvérom ScreenWorks, zaznamenané

pristrojom FLIPR, ako fluorescen¢ny indikator bol pouzity pyranin.

Prostrednictvom softvéru ScreenWorks boli z priebehu kriviek reakcie vypocitané AUC
v Casovom intervale 16 — 20 s. Data boli vyhodnocované v programe Dotmatics, kde boli
vypocitané Z-faktory pre merané dosticky. Hodnoty sa pohybovali v rozmedzi 0,50 — 0,77 (Obr.
22).
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Obr. 22: Hodnoty Z-faktora dosticiek s latkami testovanymi v sekundarnom skriningu.

Nasledne boli programom Dotmatics vyhodnotené hodnoty ICso pre kazda testovanu latku.
V programe MS Excel boli vypocitané priemerné hodnoty a smerodajné odchylky zo 4 hodnot
ziskanych pre vSetky latky. 11 latok malo hodnotu ICsp niz§iu nez najnizSia testovana
koncentracia a 31 latok vyssiu ako bola najvyssia testovana koncentracia. Presna hodnota ICso
pre ne z tohto dovodu nebola stanovena. Latky boli na zaklade zistenych hodnét d’alej rozdelené
do kategorii uvedenych v Tab. 7 a v grafickom zobrazeni na Obr. 23. Na Obr. 24 st pre ukazku
zobrazené reprezentativne krivky zavislosti odpovede na davke pre vybrané latky z danych
kategorii. V Tab. 8 si d’alej uvedené latky, ktoré mozu byt silnymi inhibitormi CA IX a boli
zaradené do kategorii podl'a hodnoty ICso < 0,005 pM a 0,005 — 0,1 uM. V pripade jednej z nich
(LEMO0001122; 4-(3-(4-fluorofenyl)ureido)benzénesulfonamid) sa jednd o znadmy inhibitor
CAIX.
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Tab. 7: Rozdelenie latok do skupin na zéklade hodndt ICso.

ICso [nM] Pocet latok

<0,005 11

0,005 - 0,1 14

01-1 44

1-5 46

5-10 20

10-20 8

>20 31
50
45
40
35
;cz 30
% 25
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| ]
0
<0,005 0,005-0,1 0,1-1 1-5 5-10 10-20
ICso [uM]

Obr. 23: Grafické zobrazenie rozdelenia latok do skupin na zaklade hodndt ICso.
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Obr. 24: Reprezentativne zobrazenie kriviek zavislosti odpovede na davke vybranych latok
zaradenych do jednotlivych kategorii na zéklade hodnoty 1Cso. AZA bol testovany v rozsahu
koncentréacii 5 nM — 1,25 uM a ostatné latky v rozsahu 5 nM — 20 uM. Krivky su zobrazené

softvérom Dotmatics.
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priemerom 4 hodnot + smerodajna odchylka.

Tab. 8: Latky s hodnotou ICso < 0,005 uM a 0,005 — 0,1 uM. Uvedené hodnoty su aritmetickym

Latka ICso [uM]
LEMO00016187 < 0,005
LEMO00017748 < 0,005
LEMO00017977 < 0,005
LEMO00017979 < 0,005
LEMO00018007 < 0,005
LEMO00018011 < 0,005
LEMO00011220* < 0,005
LEMO00015953 < 0,005
LEMO00015971 < 0,005
LEMO00016066 < 0,005
LEMO00016179 < 0,005
LEMO00016397 0,005 £ 0,0002
LEMO00016191 0,008 = 10,0010
LEMO00016192 0,008 =0,0010
LEMO00016349 0,008 = 0,0030
LEMO00001691 0,008 = 0,0041
LEMO00016216 0,009 £ 0,0016
LEMO00016600 0,012 +0,0042
LEMO00169334 0,014 +0,0077
LEMO00169293 0,014 +0,0098
LEMO00016291 0,020 +0,0081
LEMO00016261 0,022 £+ 0,0083
LEMO00016392 0,023 £0,0073
LEMO00018020 0,027 +£0,0168
LEMO00016628 0,042 + 0,0060

* znamy inhibitor CA IX
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6 DISKUSIA

CA IX je jednou z 15 Tudskych izoforiem a-CA. Jednad sa o transmembranovu izoformu,
nadmerne exprimovani v nadorovych bunkéach. Je indukovana hypoxiou abyva spajana
s tvorbou metastdz a rezistenciou na rozne typy terapie (Pastorekova er Gillies, 2019). Jej
inhibicia ma zasadné ucinky na rast nadoru a zlepSuje terapeuticky vysledok v kombinacii
s dalsimi typmi liecby (Angeli ef al., 2020). Doteraz zname inhibitory CA vSak nie su
dostatoCne Specifické pre nadorové izoformy a ich pouzivanie pre liecbu nadorov by viedlo
k Sirokej Skale vedlajSich ucinkov inhibiciou dal§ich izoforiem pritomnych v mnohych
tkanivach. Vyvoj nizkomolekulovych inhibitorov selektivnych voc¢i nadorovym izoformam,
predovSetkym CA IX, pripadne aj CA XII, je teda jednym z aktualnych pristupov k danej
problematike (Kciuk ez al., 2022).

Diplomova praca je zamerana na identifikaciu novych nizkomolekulovych inhibitorov CA IX
z unikatnej chemickej kniznice UMTM. Meranie prebiehalo v HTS podmienkach, nakolko
bolo potrebné otestovat’ vel'ké mnozstvo latok. Pre testy bola pouzita fluorescen¢na metoda,
kedy pristrojom FLIPR bola v 384-jamkovych dostickach ViewPlate snimané fluorescencia
v zavislosti na pH. Ako fluorescencny indikator bol pouzity pyranin, ktory je vysoko citlivy na
zmeny pH v rozmedzi 5 — 8 (Han er Burgess, 2010). Shingles ez Moroney (1997) potvrdili
vhodnost pouzitia pyraninu v pripade merania aktivity CA asledovali aj vplyv
sulfonamidovych inhibitorov. Na rozdiel od tejto prace, merali narast signalu sposobeného
zvySenim pH premenou HCOs™ aH' na CO; a H,0. V tejto praci bol pozorovany pokles
fluorescencie, nakol'ko reakcia prebiehala opacnym smerom a aktivitou CA IX dochadzalo
k tvorbe H" a k zniZeniu pH.

Prvym krokom postupu bola optimalizacia podmienok experimentu. Bol testovany priebeh
inhibovanej aj neinhibovanej reakcie s pouzitim 5 rdznych koncentracii CA IX (1 nM, 10 nM,
20 nM, 50 nM a 100 nM). Ako inhibitor bol pouzity AZA v koncentracii 100 nM, ktory je
znamym nespecifickym inhibitorom CA (Supuran, 2008b). Na zaklade priebehu kriviek reakcie
boli zvolené AUC v 4 roznych Casovych intervaloch (13 —25s,15-255s,16-21sa 1620 s)
ako nastroj pre analyzu vysledkov. V tychto ¢asovych intervaloch bol rozdiel AUC medzi
inhibovanou a neinhibovanou reakciou najvacsi, ¢o znacilo najvac§iu Sancu, Ze nezname
inhibitory by boli identifikované spravne. Pre kazdu koncentraciu a Casovy interval bol
vypocitany Z-faktor, ktory je v HTS pouzivany na overenie kvality testu. Ak je hodnota Z-
faktora aspoii 0,5, je vhodny pre pouzitie v HTS (Zhang et al., 1999). Dané kritérium spiiiala
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koncentracia CA IX 50 nM a Casovy interval 16 — 20 s, a preto boli tieto podmienky zvolené
pre d’al§ie experimenty.

Dalsim krokom bola validacia testu pouzitim 1280 latok z chemickej kniznice Prestwick, ktora
obsahuje zname liec¢iva pouzivané v klinickej praxi pre liecbu réznych ochoreni, vratane
znamych inhibitorov CA. 19 z testovanych latok bolo vyhodnotenych ako aktivne na zaklade
ich hodnét PI (PI > 80 %). Ako uvadza Supuran (2016b), latky chlortiazid, acetazolamid,
furosemid, brinzolamid, metazolamid, trichlorometiazid, zonisamid, celekoxib, topiramat,
dorzolamid hydrochlorid a etoxozolamid, su znamymi inhibitormi CA. Potvrdenim znamych
inhibitorov CA bolo dokazané, ze dana fluorescencna metdda a zvolené testovacie podmienky
st vhodné pre identifikaciu novych, doteraz neznamych inhibitorov CA. Jedna z aktivnych
latok bola falosne pozitivna, fluorescencna, €o bolo zistené na zaklade vysokych hodndt PI
a kontrolou priebehu kriviek reakcie. Jednalo sa o merbromin (sodnd sol' 2,7-dibrom-4-
hydroxymerkurifluoresceinu).

Nasledne bolo testovanych 10204 zlugenin z unikatnej chemickej kniznice UMTM. 316 latok
bolo vyhodnotenych ako aktivne na zaklade hodnot PI (P1> 70 %). Dalej boli rozdelené podla
Struktur a d’alSich dostupnych informécii do 4 skupin. Ako hit bolo urcenych 178 zltcenin. 94
latok bolo fluorescenénych a pouzitie danej fluorescenénej metody pre ne nie je vhodné. Pre
otestovanie fluorescencnych latok by bolo mozné pouzit’ metodu zastaveného toku s meranim
zmeny absorbancie (Khalifah, 1971). Namiesto pyraninu by ako pH indikator bolo mozné
zvolit fenolova Cervenu, ktord je bezne pouzivana pre testovanie inhibitorov CA.
V experimentoch tento postup pouzili napriklad Dvotanova ef al. (2020), Onyilmaz et al.
(2022) alebo Yusuf ef al. (2022). Viacsina z identifikovanych fluorescennych zlucenin
unikatnej chemickej kniznice UMTM viak nesie fluorescenénii znacku napriklad pre moznost
sledovania ich lokalizacie v bunke. V chemickej kniznici su Casto tieto latky pritomné aj bez
fluorescen&nej znatky a meranie pre ne nie je potrebné opakovat’. Dalgich 42 z aktivnych latok
tvorili karborany, ktoré uz boli v minulosti testované a niektoré z nich sa ukézali ako selektivne
inhibitory CA IX (Brynda ef al., 2013; Dvotanova et al., 2020). Posledné 2 aktivne latky
z testovanych boli znamymi neSpecifickymi inhibitormi CA, konkrétne sa v oboch pripadoch
jednalo o acetazolamid.

169 hitov a d’alSich 5 latok, ktoré boli pridané na zaklade Strukttry, bolo nasledne testovanych
v sekundarnom skriningu. Zvysnych 9 latok urcenych ako hit nebolo v chemickej kniznici
pritomnych v dostatoénom mnozstve pre sekundarny skrining, a preto neboli d’alej testované.
Kazda latka bola merana v 7 koncentraciach a na zaklade hodnot PI bola zistena hodnota ICso.

Udava koncentraciu inhibitora, ktord je potrebna na polovi¢nt inhibiciu biologickej alebo
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biochemickej funkcie. Vysoké hodnoty ICso maju inhibitory, ktoré interaguju s enzymom
menej efektivne ako inhibitory s nizkymi hodnotami ICso (Caldwell ez al., 2012). Podl'a tychto
hodnoét boli latky rozdelené do 7 kategorii. 11 latok malo hodnotu ICso nizsiu ako bola najniz§ia
testovana koncentracia, podobne ako acetazolamid. Mozu byt silnymi inhibitormi CA IX.
Dalsich 14 latok malo hodnotu ICso v rozmedzi 0,005 — 0,1 pM a tieto latky tiez mézu silno
inhibovat’ CA IX. Niektoré z nich vSak mozu byt latkami, ktoré ovplyviiuji hodnotu pH a aj
v sekundarnom skriningu sa mohli ukazat' ako falosne pozitivne. Preto bude vhodné latky
vybrané ako hity overit’ aj inou metodou.

V procese objavovania lieciv st uz od pociatocnych faz kl'icové vztahy medzi Struktarou
a aktivitou molekuly. Je potrebné identifikovat’, ¢i tento vzt'ah skutocne existuje a vedie az
k snahe o objasnenie detailov mechanizmu a naslednému pouzitiu informacii na uskuto¢nenie
Strukturalnych Uprav a optimalizaciu urcitej vlastnosti alebo aktivity (Guha, 2013). Porovnanim
nameranych vysledkov so Struktirami latok bolo zistené, ze vSetky zlatok, ktoré boli
identifikované ako potencialne silné inhibitory CA IX, obsahuju sulfonamidovu skupinu. 20
latok z potencialnych silnych inhibitorov (vSetky okrem znameho inhibitora a d’alSich 4) boli
aj tiazolidinonovymi alebo tiazolidindionovymi derivatmi. U tychto derivatov bola pozorovana
schopnost’ inhibicie viacerych typov nadorov (Buzun ef al., 2021; Subtelna et al., 2021).
Rehulka ef al. (2022) zistili, e niektoré tiazolidinonové a tiazolidindionové derivaty posobia
ako inhibitory polymerizacie tubulinu. Identifikécia tychto latok ako inhibitorov CA IX by tiez
mohla byt zaujimavym zistenim pre ich dal§i vyskum. Zaujimavostou je, ze latka
LEMO00011220 (4-(3-(4-fluorofenyl)ureido)benzénesulfonamid)  je  uz znamym
sulfonamidovym inhibitorom CA IX. Jedna sa olatku SLC-0111, ktora sa nachadza
v klinickom testovani (Angeli et al., 2020). V tejto praci bolo potvrdené, ze je silnym
inhibitorom CA IX s ICso < 0,005 uM.

V d'alSom postupe budu vybrané latky, ktoré boli uréené ako potencialne silné inhibitory,
testované rontgenovou krystalografiou z dovodu identifikacie pripadného miesta viazby
a mechanizmu pdsobenia. Tym bude mozné potvrdit’ ich inhibi¢né vlastnosti vo¢i CA IX a bude

sa skumat’ ich §pecifita voci tomuto enzymu.
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7 ZAVER

V teoretickej Casti diplomovej prace boli charakterizované vlastnosti a funkcia karboanhydraz
v organizmoch, izoformy pritomné u Cloveka s naslednym zameranim na CA IX, ktora je
asociovana s tumormi. Podiel'a sa na regulacii pH v nadorovych bunkach. Regulacia pH
a indukcia expresie proteinov, vratane CA IX v hypoxickych podmienkach nadorov, boli
popisané v d’alSej Casti prace. Nasledne boli charakterizované zname a pouzivané inhibitory
CA, ktoré su vSak neSpecifické voci jednotlivym izoformam. V stc€asnosti su preto vyvijané
nové inhibitory, ktorymi by bolo mozné selektivne zacielit izoformy asociované s tumormi.
V diplomovej praci boli popisané aktudlne pristupy k danému vyskumu. V zavere teoretickej
Casti bol zhmuty postup pri objavovani novych lieCiv a vysokokapacitny skrining, ktory je

nevyhnutny v jeho pociato¢nych fazach a bol aj sucast’ou experimentéalnej Casti tejto prace.

V ramci experimentalnej Casti boli najprv optimalizované podmienky fluorescencnej metody
pre identifikaciu novych nizkomolekulovych inhibitorov CA IX. Danou metédou bol sledovany
pokles fluorescencie v ddsledku znizenia pH tvorbou H' s pouZitim pyraninu ako
fluorescenéného pH indikatora. Na zaklade hodnot Z-faktora bola pre merania zvolena
koncentracia CA IX 50 nM a pre vyhodnocovanie vysledkov AUC z priebehu kriviek reakcie
v Casovom intervale 16 — 20 s. Metdda bola d’alej validovana pouzitim komercnej chemicke;
kniznice Prestwick, ktora obsahuje klinicky pouzivané lieciva, vratane znamych nespecifickych
inhibitorov CA. Zname inhibitory CA boli vyhodnotené ako aktivne latky, ¢im bola potvrdena

vhodnost’ pouzitia testu pre identifikaciu neznamych inhibitorov pri zvolenych podmienkach.

Hlavnym cielom diplomovej prace bol skrining unikatnej chemickej kniznice UMTM za
ucelom identifikacie novych nizkomolekulovych inhibitorov CA IX. V primarnom skriningu
bolo testovanych 10204 latok a medzi nimi bolo najdenych 178 hitov. 174 zltcenin bolo d’alej
testovanych v sekundarnom skriningu, v ramci ktorého boli urcené hodnoty ICso pre dané latky.
Podra tychto hodnot bolo zistené, ze 25 z testovanych latok by mohli byt silné inhibitory CA IX

a na zaklade vysledkov tejto prace budu d’alej validované.
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