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1 ÚVOD 

Karboanhydrázy sú metaloproteíny, ktoré obsahujú vo svojom aktívnom mieste predovšetkým 

Z n 2 + ión a katalyzujú reverzibilnú premenu CO2 na HCO3" za súčasného uvoľnenia H + . 

V súčasnosti je známych niekoľko rodín CA, ktoré sa nachádzajú u mnohých organizmov. 

U človeka sa vyskytuje 15 izoforiem z rodiny a-CA s rôznymi fyziologickými funkciami, 

medzi ktoré patrí C A IX. Jedná sa o transmembránovú izoformu asociovanú s tumormi a j ej 

nadmerná expresia je indukovaná hypoxiou v nádorových bunkách. Výrazne prispieva 

k okysľovaniu extracelulárneho prostredia a k zmenám potrebným pre ich adaptáciu na 

vzniknuté podmienky. Je spájaná s rezistenciou na imuno-, chemo- a rádioterapiu a bolo 

zistené, že inhibícia C A IX vedie k zlepšeniu výsledkov liečby. V súčasnosti sú známe viaceré 

inhibitory C A a niektoré z nich sú klinicky používané v liečbe rôznych ochorení. Nie sú však 

špecifické voči izoformám C A prítomným v nádoroch. Pre minimalizáciu vedľajších účinkov 

prebieha testovanie nových látok, ktoré by mohli selektívne inhibovať C A IX a boli by vhodné 

pre použitie v liečbe nádorových ochorení. 
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2 CIELE PRÁCE 

Cieľom teoretickej časti bolo vypracovanie rešerše na tému diplomovej práce. V prípade 

experimentálnej časti bolo potrebné sa najprv oboznámiť s fluorescenčnou metódou na 

stanovenie inhibítorov C A IX, ktorá zahŕňala prácu s hardvérom a softvérom prístroja FLIPR. 

Nasledujúcim z cieľov bolo otestovanie aktivity enzýmu C A IX, pozitívnej 

kontroly, optimalizácia podmienok experimentu a zavedenie metódy do HTS podmienok. 

Hlavným cieľom práce bol skríning chemickej knižnice pre identifikáciu nových 

nízkomolekulových inhibítorov C A IX. 
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3 LITERÁRNY PREHĽAD 

3.1 Karboanhydrázy 

Karboanhydrázy (EC 4.2.1.1.) sú enzýmy, ktoré katalyzujú reverzibilnú premenu oxidu 

uhličitého na hydrogénuhličitan, pričom dochádza k uvoľneniu protónu vodíka (CO2 + H2O ^ 

HCO3" + H + ) (Imtaiyaz Hassan et al, 2013). Daná reakcia prebieha aj bez prítomnosti 

katalyzátora, avšak je príliš pomalá na to, aby vyhovovala metabolickým procesom organizmu. 

V dôsledku toho sa C A vyvinuli niekoľkokrát nezávisle na sebe a sú prítomné v rôznych 

skupinách organizmov ako stavovce, prvoky, riasy, cytoplazma zelených rastlín, baktérie 

a ďalšie. V organizmoch sú tieto enzýmy súčasťou fyziologických procesov spojených 

s homeostázou pH a CO2. Zúčastňujú sa biosyntetických reakcií ako glukoneogenéza, 

lipogenéza a ureagenéza, dýchanie a transport CO2 a HCO3", sekrécia elektrolytov v rôznych 

tkanivách a orgánoch, kostná resorpcia, kalcifikácia, tumorogenicita a iných (Maren, 1967; 

Supuran, 2016a). 

3.1.1 Typy karboanhydráz 

Karboanhydrázy sú metaloenzýmy prítomné vo väčšine živých organizmov, ktoré patria do 

doteraz známych ôsmich génových rodín: a- (stavovce, prvoky, riasy, koraly, cytoplazma 

zelených rastlín, baktérie), P- (baktérie, huby, archaea, riasy, chloroplasty j ednoklíčnolistových 

a dvojklíčnolistových rastlín), y- (archaea, baktérie, cyanobaktérie, rastliny), ô- (haptofýty, 

dinoflageláty, rozsievky, riasy), (morské rozsievky), r\- (prvoky), 0- (morské rozsievky) a 1-

C A (rozsievky, baktérie, cyanobaktérie, riasy) (Nocentini et Supuran, 2019; Nocentini et al, 

2021). 

V aktívnom mieste obvykle obsahujú iónový kofaktor Z n 2 + koordinovaný tromi 

aminokyselinovými zvyškami, pričom štvrtým ligandom je molekula vody alebo hydroxidový 

ión. Niektoré z rodín C A môžu koordinovať odlišný ión kovu (Nocentini et al, 2021). Rodiny 

a-, P-, 5-, r\- a pravdepodobne 9- ako kofaktor využívajú Z n 2 + , y-CA Fe 2 + , ale aj Z n 2 + a Co 2 + . 

C-CA obsahujú C d 2 + a Z n 2 + (Del Prete et al, 2020), i -CA M n 2 + a Z n 2 + (Jensen et al, 2019). 

Novo objavená i -CA môže dokonca vykazovať katalytickú aktivitu bez potreby prítomnosti 

kovového iónu (Hirakawa et al, 2021). 
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3.1.2 Ľudské karboanhydrázy 

Všetky C A človeka patria do rodiny a-CA. Známych je 15 izoforiem s odlišnou subcelulárnou 

a tkanivovou lokalizáciou (Tab. 1), v rámci ktorej zohrávajú viaceré fyziologické úlohy. 

Izoformy sa medzi sebou líšia aj molekulárnymi vlastnosťami, oligomérnym usporiadaním, 

úrovňami expresie, kinetickými vlastnosťami a odpoveďou na rôzne triedy inhibítorov. Z 15 

ľudských izoforiem je 12 katalytických, pričom z nich je 5 cytosólických (CA I, II, III, 

VII a XIII), 4 membránovo viazané (CA IV, IX, XII a XIV), 2 mitochondriálne (CA V A a VB) 

a 1 izoforma je sekrértovaná (CA VI). Zvyšné 3 (CA VIII, X a XI) nemajú katalytickú aktivitu 

a bývajú označené ako CARP (Supuran, 2008a; Alterio et al, 2012). 

hCA obsahujú kovový ión Z n 2 + , ktorý je nevyhnutný pre katalýzu. Na základe údajov 

z rôntgenovej krystalografie bolo zistené, že kovový ión sa nachádza v spodnej časti 15 Á 

hlbokej štrbiny aktívneho miesta, pričom je koordinovaný tromi His zvyškami (His94, His96 

a His l 19) a molekulou vody alebo hydroxidom (Supuran, 2008a). Väčšina ľudských izoforiem 

sú monomery zložené zo 7 pravotočivých a-helixov a P-listu tvoreného 10 P-vláknami (2 

paralelné a 8 antiparalelných). C A VI, IX a XII sa vyskytujú ako diméry (Aggarwal et al, 

2013; Lomelino et al, 2018). CARP vykazujú vysoký stupeň sekvenčnej homológie 

s katalytickými izoformami hCA, ale v ich aktívnom mieste chýba jeden alebo viacero His 

koordinujúcich Z n 2 + , čo je dôvodom absencie ich katalytických vlastností (Aggarwal et al, 

2013). 
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Tab. 1: Prehľad 15 izoforiem a-CA prítomných u človeka (Supuran, 2008a). 

Izoforma Subcelulárna lokalizácia Tkanivová lokalizácia 

C A I cytosól 
erytrocyty, 

gastrointestinálny trakt 

erytrocyty, oko, 

CAII cytosól 
gastrointestinálny trakt, 

kostné osteoklasty, obličky, 
pľúca, semenníky, mozog 

CA III cytosól kostrové svaly, adipocyty 

obličky, pľúca, pankreas, 
CA IV viazaná na membránu mozgové kapiláry, hrubé 

črevo, srdcový sval 

CA VA mitochondrie pečeň 

srdce a kostrový sval 
CA VB mitochondrie pankreas, obličky, miecha, 

gastrointestinálny trakt 

CA VI vylučovaná (sliny, mlieko) slinné a mliečne žľazy 

CA VII cytosól centrálna nervová sústava 

CA VIII cytosól centrálna nervová sústava 

CAIX transmembránová 
nádory, sliznica 

gastrointestinálneho traktu 

C A X cytosól centrálna nervová sústava 

CA XI cytosól centrálna nervová sústava 

renálny, črevný 
CA XII transmembránová a reprodukčný epitel, oko, 

nádory 

CA XIII cytosól 
obličky, mozog, pľúca, 

črevá, reprodukčný trakt 

CA XIV transmembránová obličky, mozog, pečeň 
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3.1.3 Mechanizmus katalýzy 

Reakcia katalyzovaná C A je dvoj krokový cyklus, ktorý zahŕňa premenu oxidu uhličitého na 

hydrogénuhličitan a následne dochádza k regenerácii aktívneho enzýmu: 

1. krok: E Z n 2 + - O H " + C 0 2 E Z n 2 + - H C O E Z n 2 + - O H 2 + HCO3" 

2. krok: E Z n 2 + - O H 2 E Z n 2 + - O H " + H + 

Aktívna forma enzýmu je zásaditá. Najprv hydroxid, ktorý je koordinovaný iónom zinku, 

nukleofilne atakuje uhlík CO2 naviazaný vhydrofóbnom vrecku, čo vedie k vytvoreniu 

hydrogénuhličitanu viazaného na zinok. Molekula vody následne vytěsňuje hydrogénuhličitan, 

ktorý ako prvý difunduje do rozpúšťadla. To vedie k vytvoreniu kyslej formy enzýmu s vodou 

koordinovanou zinkom, ktorá je katalyticky inaktívna. Na regeneráciu hydroxidu sa zvody 

viazanej na zinok prenáša protón (Obr. 1). To je dosiahnuté sieťou molekúl vody 

koordinovaných s aminokyselinami a následne dochádza k uvoľneniu prebytočného protónu do 

rozpúšťadla (Supuran, 2008b; Domsic et McKenna, 2010; Aggarwal et al, 2013; Boone et al, 

2014; Supuran, 2018a). 

O H 

Zn 2( 
His94 

\ Hisll9 

His96 

+ C O , 

O 
O H C) 

His94 

Z n 2 +  

/ \ x H i s l l 9 
His96 

B H + 

His94 

II 
O H 2 

' \ x H i s l l 9 

His96 

+ H 2 0 
<—-— 

• 

- H C O , 

II 
H 

O 

His94 

O 

I °̂ 
Zn2^ 

' \ "His l l9 

His96 

Obr. 1: Mechanizmus katalýzy a-CA. 1 - aktívna forma enzýmu s hydroxidom koordinovaným 

Z n 2 + , zásaditá; 2 - nukleofilný atak molekuly CO2; 3 - enzým s hydrogénuhličitanom 

koordinovaným Zn 2 + ; 4 - inaktívna forma enzýmu s molekulou vody koordinovanou Z n 2 + , 

kyslá (upravené podľa Supuran, 2008b). 
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Limitujúcim krokom rýchlosti katalýzy je regenerácia neaktívnej formy na aktívnu, kedy 

dochádza k prenosu protónov. V prípade izoforiem s veľkou katalytickou aktivitou, ako C A II, 

IV, VII a IX, je tento proces uskutočňovaný prostredníctvom His64 umiesteného pri vstupe do 

aktívneho miesta, a ďalej zhlukom His vyčnievajúcich z okraja aktívneho miesta na povrch 

enzýmu. Na základe tohto efektívneho spôsobu transportu protónov, je C A II jedným 

z najaktívnejších známych enzýmov (s k c a t /K m = 1,5 x 108 VľV 1 ) (Supuran, 2008a; Supuran, 

2018a). 

Okrem reverzibilnej hydratácie CO2 na hydrogénuhličitan, katalyzujú a-CA aj ďalšie reakcie, 

ako napríklad hydratácia kyanamidu na močovinu, kyanidu na kyselinu karbamovú, aldehydu 

na gem-dioly, hydrolýza karboxylových alebo sulfónových kyselín a iné hydrolytické procesy, 

pričom však nieje známy ich fyziologický význam (Supuran, 2008a). 

3.1.4 Karboanhydráza IX 

Už od samotného objavu bol enzým C A IX spájaný s nádormi. Pomocou monokl onálnej 

protilátky bol prvýkrát identifikovaný v ľudskej HeLa bunkovej línii odvodenej od karcinomu 

krčka maternice a pôvodne bol pomenovaný ako M N protein (Pastoreková et al, 1992). Ďalším 

výskumom bola pozorovaná jeho expresia v rôznych nádorových bunkových líniách 

a chirurgických vzorkách nádorov, ale nie v normálnych tkanivách (Závada et al, 1993). 

Pastorek et al. (1994) zistili štruktúrnu homológiu s C A a potvrdili, že viaže zinok a má 

karboanhydrázovú aktivitu. Na základe týchto údaj ov bol obj avený protein považovaný za nový 

izoenzým a-CA. Neskôr bol izolovaný a charakterizovaný gén CA9, ktorý kóduje rôzne 

štruktúrne domény proteinu C A IX (Opavský et al, 1996). Ďalej bola zistená prítomnosť 

C A IX za fyziologických podmienok v gastrointestinálnom trakte a bola potvrdená 

sekvenačnou analýzou (Pastoreková et al, 1997). V nenádorových tkanivách ako v srdci, 

pľúcach, obličkách, prostate, periférnej krvi, mozgu, placente a svaloch expresia C A IX nebola 

pozorovaná (McKiernan et al, 1997). 

V súčasnosti je známe, že C A IX je glykoproteín vyskytujúci sa na povrchu buniek 

a je transmembránovou izoformou a-CA. Je asociovaný s nádormi a jeho expresia je 

indukovaná hypoxiou. Podieľa sa na adaptácii bunky na acidózu a na progresii nádoru. Expresia 

C A I X v nenádorových tkanivách je zriedkavá a obmedzená na epitel žalúdka, žlčníka, 

pankreasu a čreva (Benej et al, 2014; Pastoreková et Gillies, 2019). V nádorových tkanivách 
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je expresia naopak zvýšená a bola pozorovaná u rôznych typov, ako napríklad nádory mozgu, 

prsníka, pľúc, močového mechúra, krčka maternice, hrubého čreva alebo obličiek. Vďaka 

týmto skutočnostiam je C A IX vhodným terapeutickým cieľom a biomarkerom nádorových 

ochorení (Mishra et al, 2020). 

Štruktúrou je C A IX homodimér, ktorý je stabilizovaný medzimolekulovými disulfidovými 

väzbami. Každá podjednotka je tvorená zo 4 hlavných domén. Na N-terminálnej časti sa 

nachádza P G doména, ktorá vyčnieva z extracelulárnej katalytickej domény enzýmu ukotvenej 

v plazmatickej membráne transmembránovou kotvou. V intracelulárnom prostredí sa nachádza 

cytosólický reťazec (Obr. 2). Aktívne miesto enzýmu smeruje do extracelulárneho prostredia 

(Alterio et al, 2009). 

Ĺ l 
PG doména 

Katalytická doména 

Transmembránová doména 

Cytosólický reťazec 

Cytoplazmatická membrána 

Obr. 2: Schéma štruktúry karboanhydrázy IX. Vytvorené prostredníctvom BioRender.com. 

C A IX je aktívna pri nízkych hodnotách pH, pri ktorých by väčšina iných enzýmov nemala 

katalytické účinky. To je pripisované prítomnosti P G domény, ktorá je nevyhnutná pri 

modifikácii katalytickej aktivity (Hilvo et al, 2008). P G doména je spomedzi všetkých 

izoforiem a-CA evolučné vyvinutým znakom iba u C A IX. Pôsobí ako vnútorný pufer 

(Innocenti et al, 2009; De Simone et Supuran, 2010) a podieľa sa na adhézii buniek (Závada 

et al, 2000, Csaderová et al, 2013). 
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3.2 Regulácia pH v nádoroch 

Vznik a vývoj rakoviny je zložitým procesom, ktorý zahŕňa sled rôznych selektívnych 

a adaptívnych krokov so zapojením rozsiahleho množstva signálnych molekúl a dráh. Nádor zo 

začiatku rastie ako zhluk buniek bez cievneho systému, ktorý nesie onkogénne mutácie, až kým 

vzdialenosť buniek od najbližších ciev nezačne obmedzovať prísun kyslíka, živín a odvádzanie 

metabolitov. Tieto obmedzenia vedú k hypoxii a acidóze, ktoré selektujú adaptabilné nádorové 

bunky schopné aberantnej angiogenézy, remodelácie metabolizmu a majú schopnosť byť 

invazívne, rezistentné na terapiu a ľahko metastázujú (Pastoreková et Gillies, 2019). 

Warburgov jav je efekt, kedy sa u nádorových buniek stáva preferovanou cestou metabolizmu 

glukózy anaeróbna glykolýza v dôsledku adaptácie na hypoxiu a vzniknuté podmienky (Vaupel 

et Multhoff, 2021). Zmeny metabolizmu vedú k tvorbe metabolických kyselín, buď vo forme 

CO2, ktorý je hy drátovaný na HCO3" a H + , alebo vo forme laktátu (Lac") a H + . Kyslé metabolity 

je potrebné z bunky odstrániť, aby sa zabránilo intracelulárnej acidóze a dôjde k aktivácii 

molekulárneho mechanizmu, ktorý reguluje pH. CO2 môže pasívne prestupovať difúziou cez 

plazmatickú membránu, prípadne cez kanály, ako sú napríklad akvaporíny. Nabité ióny nemôžu 

voľne prechádzať membránou a sú transportované rôznymi transportérmi (Sedláková et al, 

2014; Becker, 2020). 

3.2.1 Systém regulujúci pH 

Acidobázická regulácia v nádorových bunkách je sprostredkovaná mechanizmami, do ktorých 

sú zapojené rôzne transportéry a CA. Systém regulujúci pH sa skladá z časti exportujúcej laktát 

a protóny von z bunky a časti importujúcej hydrogénuhličitan (Obr. 3). Udržuje tak 

intracelulárne prostredie na neutrálnych alebo mierne zásaditých hodnotách pH (pH ~ 7,4) 

a extracelulárne prostredie okysľuje (pH e ~ 6,8). To tvorí zásadný rozdiel oproti normálnym 

bunkám, kde intracelulárne pH býva nižšie (pHi ~ 7,2) ako extracelulárne (pH e ~ 7,4) (Webb et 

al, 2011; Becker e/Deitmer, 2021). Exportná časť je zabezpečená prostredníctvom niekoľkých 

typov transmembránových iónových transportérov, predovšetkým M C T odstraňujúcich laktát, 

NHE1 transportujúcim N a + a H + a H+-ATPázou. Importná časť zahŕňa viaceré 

hydrogénuhličitanové transportéry, vrátane AE1-3, ďalej NBC, ktoré prenášajú N a + a HCO3" 

a rôzne ďalšie (Chiche et al, 2010; Sedláková et al, 2014). Významnú úlohu v regulácii pH 
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hypoxických nádorov zohráva C A IX (Švastová et al, 2004). Zrýchľuje hydratáciu CO2 

a funkčne spolupracuje s viacerými iónovými transportérmi, čím uľahčuje mobilitu CO2 a H + 

v nádorovom tkanive. Dochádza k produkcii HCO3" spojenej s jeho priamym transportom do 

intracelulárneho prostredia a tým pádom k zrýchlenému toku iónov HCO3" cez membránu. 

Zlepšený tok predstavuje pre bunky výhodu v situáciách vyžadujúcich nadmernú reguláciu pH, 

akou je nádorová hypoxia (Morgan et al, 2007; Pastoreková et al, 2008; Lee et Griffiths, 

2020). 

P H e ~ 6,8 

Glukóza Lac" H + H20 + C Q 2 P-- v > » H + + 

... 
Glukóza 

HCOY Na + H + Na + 

IM 

Lac" H + 

H 2 Q + CO, ÍT + HC0 3" Na + H" Na + 

pHi -7 ,4 

Obr. 3: Vybrané proteiny zapojené do regulácie pH a metabolizmu nádorových buniek. GLUT 

transportuje glukózu dovnútra bunky, M C T exportuje Lac" a H + do extracelulárneho prostredia, 

CO2 difunduje membránou, C A IX katalyzuje premenu CO2 na HCO3" a H + , N B C importuje 

HCO3" a N a + dovnútra bunky, N H E transportuje H + do extracelulárneho a N a + do 

intracelulárneho prostredia. Vytvorené prostredníctvom BioRender.com. 
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3.2.2 Expresia proteínov v hypoxických podmienkach 

Hypoxia stimuluje nadmernú expresiu viacerých proteínov, ktoré sú nevyhnutné pre prežitie 

nádorových buniek a vedie k acidifikácii extracelulárneho prostredia (Sedláková et al, 2014). 

Má závažné klinické dôsledky a býva spájaná s progresiou nádoru a rezistenciou na chemo-, 

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

V hypoxických oblastiach tumorov dochádza k aktivácii rodiny transkripčných faktorov HIF, 

predovšetkým HIF-1 a v menšej miere aj HIF-2. Sú nevyhnutné pre odpoveď bunky na 

hypoxické podmienky a sú hlavným mediátorom hypoxickej odozvy. Zohrávajú úlohu 

v expresii génov, angiogenéze a raste nádoru (Maxwell et al, 1997, Carmeliet et al, 1998; 

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

HIF-1 je heterodimér zložený z 2 podjednotiek (Wang et al, 1995; Wang et Semenza, 1995). 

Podjednotka HIF- la je za normálnych podmienok v okysličených bunkách hydroxylovaná 

prostredníctvom PHD a rozpoznávaná nádorovým supresorom V H L , ktorý funguje ako 

ubikvitín E3 ligáza. Následne je degradovaná proteazómom (Maxwell et al, 1999; Semenza, 

2000; Supuran, 2017). V hypoxických podmienkach je podjednotka HIF- la stabilizovaná, 

nedochádza k j ej degradácii a vstupuje do jadra, kde tvorí dimér s podjednotkou HIF-1 p. 

Vznikne tak aktívny transkripčný faktor, ktorý sa viaže do oblasti HRE a aktivuje expresiu 

génov (Obr. 4) (Semenza, 2003; Supuran, 2017). Promótor génu CA9 obsahuje HRE v blízkosti 

miesta začiatku transkripcie (Wykoff et al, 2000). 
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Normoxia Hypoxia 

Obr. 4: Regulácia HIF závislá na prítomnosti kyslíka. V normoxických podmienkach je 

podjednotka HIF- la hydroxylovaná PHD, rozpoznávaná V H L , ubikvitinovaná (Ub) 

a degradovaná proteazómom. V hypoxických podmienkach je HIF- la stabilizovaná 

a translokovaná do jadra, tvorí heterodimér s podjednotkou HIF-ip, ktorý sa viaže na HRE 

a spúšťa expresiu cieľových génov. Vytvorené prostredníctvom BioRender.com. 

Expresia génov regulovaná HIF zahŕňa gény regulujúce erytropoézu, vaskulárnu remodeláciu 

a plasticitu, delenie a viabilitu, adhéziu a metabolizmus buniek, pH reguláciu a ďalšie procesy, 

ktoré sú dôležité pre progresiu nádoru (Pastoreková et Gillies, 2019). HIF spúšťajú expresiu 

napríklad VEGF, ktorý je nevyhnutný pre angiogenézu, VEGF receptorov, enzýmov 

potrebných pre glykolýzu ako hexokináza, laktát dehydrogenáza alebo transportéry GLUT 

a M C T (Semenza, 2012; Schito et Semenza, 2016). Spomedzi izoforiem karboanhydráz je 

týmto spôsobom regulovaná expresia C A IX a C A XII (Wykoff et al, 2000). 
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3.3 Inhibitory karboanhydráz 

Karboanhydrázy sú zapojené do mnohých fyziologických procesov a abnormálna hladina alebo 

aktivita týchto enzýmov býva spájaná s rôznymi ochoreniami. Inhibitory C A boli pôvodne 

používané ako diuretika a lieky pri liečbe epilepsie a glaukómu. Postupne sa rôzne C A stali 

cieľom pre vývoj inhibítorov alebo aktivátorov s aplikáciou v biomedicíne aj v prípade ďalších 

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

Inhibícia viacerých izoforiem a-CA je cieľom výskumu alebo liečby (Tab. 2). Príkladom môže 

byť C A II, ktorá sa nachádza v mnohých tkanivách a podieľa sa na patologických stavoch ako 

glaukóm, epilepsia alebo akútna výšková choroba. Pri liečbe glaukómu je dôležitá aj inhibícia 

C A IV a okrem toho má význam aj v prípade cievnej mozgovej príhody. Mitochondriálne 

izoformy, C A V A a C A V B , sú zásadné pri biosyntéze mastných kyselín a stali sa spolu s C A II 

cieľom liečby obezity. Inhibícia C A VII má význam taktiež v prípade epilepsie a aj 

neurologických ochorení. Inhibitory C A IX a v menšej miere C A XII sú študované pre použitie 

v liečbe hypoxických nádorov. C A X I V je cieľom v prípade epilepsie a niektorých typov 

retinopatie (Pastoreková et al., 2004; Mishra et al., 2020). Inhibícia ďalších rodín okrem a-CA 

môže mať fungicídne, antibakteriálne alebo antiparazitické využitie (Supuran, 2012). 

Tab. 2: Vybrané ochorenia a izoformy a-CA používané alebo študované ako cieľ liečby 

inhibítormi (Pastoreková et al., 2004; Mishra et al., 2020). 

Ochorenie Izoforma ako terapeutický cieľ 

Glaukóm C A II, C A IV, C A XII 

Epilepsia C A II, C A IV, C A VII, C A XIV 

Obezita C A II, C A V A , C A V B 

Neurologické ochorenia C A II, C A IV, C A V, C A VII, C A XIV 

Retinopatia C A VII, C A XIV 

Nádorové ochorenia C A IX, C A XII 

13 



3.3.1 Mechanizmy pôsobenia inhibítorov karboanhydráz 

Existuje niekoľko známych spôsobov inhibície CA. Jednou skupinou sú inhibitory viažuce sa 

priamo na Z n 2 + ión v aktívnom mieste C A. Takto pôsobia predovšetkým primárne sulfónamidy, 

ich izoestery ako sulfamidy a sulfamáty a ďalej ditiokarbamáty. Najviac študovanou skupinou 

inhibítorov sú práve spomínané sulfónamidy, kam patria zlúčeniny ako acetazolamid, 

metazolamid, etoxzolamid, sultiam, dichlórfenamid, dorzolamid, brinzolamid, sulpirid 

alebo zonisamid. Acetazolamid (Obr. 5) je nešpecifický inhibitor, ktorý inhibuje mnoho 

izoforiem CA. V klinickej praxi je používaný od 50. rokov minulého storočia ako diuretikum 

a pri liečbe epilepsie a glaukómu (Supuran, 2008b; McKenna et Supuran, 2013). 

Obr. 5: Chemická štruktúra acetazolamidu (Supuran, 2020b). 

Ďalším mechanizmom inhibície je väzba inhibítora na zinok koordinovaný vodou alebo 

hydroxidom, a týmto mechanizmom pôsobia fenoly, polyamíny, sulfokumaríny 

a tioxokumaríny (Supuran, 2016b; Kciuk et al, 2022). Kumaríny, chinolíny, laktóny alebo 

tiolaktóny sú látky, ktoré sa viažu v oblasti vstupu do aktívneho miesta enzýmu a zablokujú ho. 

Karboxylové kyseliny a rôzne deriváty karboxylových kyselín sa viažu mimo aktívne miesto 

C A (Supuran, 2020a; Kciuk et al, 2022). Zablokujú proces prenosu protónov prostredníctvom 

His64 pri regenerácii neaktívnej formy enzýmu na aktívnu (D'Ambrosio et al, 2015). 

Spomenuté mechanizmy inhibície boli dôkladne študované predovšetkým rôntgenovou 

kryštalografiou. Okrem toho existujú novo objavené inhibitory CA, v prípade ktorých doteraz 

nieje známy presný mechanizmus inhibície, nakoľko ešte neboli vykonané krystalografické 

analýzy (Kciuk et al, 2022). Novo vyvíjané a netradičné inhibitory C A zahŕňajú aj biologické 

látky, ako napríklad mAb a molekuly založené na R N A interferencii (Singh et al, 2018). 
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3.3.2 Inhibícia karboanhydráz asociovaných s tumormi 

Dve z izoforiem a-CA, C A IX a C A XII, sú exprimované v hypoxických podmienkach, k akým 

dochádza v nádorových bunkách (Wykoff et al, 2000). Bolo preukázané, že ich špecifická 

inhibícia má výrazné účinky na inhibíciu rastu primárneho nádoru, tvorbu metastáz, zníženie 

počtu rakovinových buniek a elimináciu rezistentných populácií, najmä v kombinácii 

s chemoterapiou, rádioterapiou a imunoterapiou (Supuran, 2018b; Angeli et al, 2020). 

Zníženie extracelulárnej acidózy môže predovšetkým zvýšiť vychytávame a cytotoxické účinky 

slabo zásaditých chemoterapeutik ako napríklad doxorubicin, a zlepšiť tak ich terapeutický 

účinok (Pastorek et Pastoreková, 2015). 

Napriek tomu, že väčšinou sulfónamidy pôsobia ako silné inhibitory C A a sú klinicky 

používané už niekoľko desaťročí, problém ich používania spôsobuje fakt, že vykazujú širokú 

škálu vedľajších účinkov v dôsledku inhibície väčšiny katalyticky aktívnych izoforiem a-CA. 

Nakoľko používaním známych inhibítorov C A je ťažké dosiahnuť selektívnu inhibíciu C A 

asociovaných s tumormi, je potrebné vyvíjať nové látky pre zníženie vedľajších účinkov a aj 

potrebnej dávky liečiva (Supuran, 2016b; Kciuk et al, 2022). 

Vývoj špecifických mAb je prvým z aktuálne skúmaných prístupov, prostredníctvom ktorého 

je možné selektívne zacieliť na C A IX, prípadne aj C A XII v nádorových bunkách. mAb 

špecifická proti C A IX, ktorá bola hodnotená v tretej fáze klinických testov, je Girentuximab 

(Rencarex) (Supuran et al, 2018). Napriek tomu, že sama nevykázala dostatočnú účinnosť pre 

klinické schválenie, našla využitie ako nosič rádioizotopov (McDonald et al, 2022). Výskum 

je zameraný na vývoj aj ďalších konjugátov protilátky a liečiva (Testa et al, 2022), 

špecifických protilátok, ktoré sú schopné detegovať a zabíjať nádorové bunky exprimujúce 

C A IX v spolupráci s imunitným systémom a na protilátky, ktoré môžu priamo 

inhibovať aktivitu C A IX. Funkčnú inhibíciu je možné dosiahnuť buď stérickým zabránením 

vstupu CO2 do aktívneho miesta, alebo destabilizáciou štruktúrnych prvkov nevyhnutných pre 

katalytickú aktivitu enzýmu (Lenferink et al., 2021; Sheff et al., 2021; Zaťovičová et al., 2022). 

Druhým prístupom je zacielenie nádorových izoforiem prostredníctvom nízkomolekulových 

inhibítorov. Jednou z látok, ktorá bola klinicky skúšaná, je indisulam. Viaže sa na zinok 

sulfónamidovou skupinou a špecificky inhibuje izoformy C A IX a C A XII. Okrem toho 

inhibuje cyklín-dependentné kinázy, ktoré regulujú progresiu bunkového cyklu a bývajú 

nadmerne exprimované v nádorových bunkách. Ich inhibícia vedie k zastaveniu bunkového 
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cyklu a apoptóze (Singh et al, 2018). SLC-0111 je ďalším nádejným sulfónamidovým 

inhibítorom (Obr. 6). Viaceré štúdie vďaka jeho špecifickej inhibícii C A IX a C A XII 

preukázali protinádorový účinok na modeloch in vitro aj in vivo a inhibitor SLC-0111 sa 

nachádza v klinickom testovaní. Bol dokázaný jeho synergický účinok v kombinácii s rôznymi 

liekmi a postupmi v protinádorovej terapii (Mishra et al, 2020; Supuran, 2020b). Okrem 

spomínaných látok sú stále vyvíjané ďalšie nízkomolekulové inhibitory, rôzne deriváty 

známych inhibítorov a nové stratégie pre zlepšenie selektivity a inhibície C A asociovaných 

s tumormi (Kciuk et al, 2022). 

H H 

Obr. 6: Chemická štruktúra SLC-0111 (Supuran, 2020b). 

Jednou zo stratégií pre zvýšenie selektivity sulfónamidov je pridávanie reťazcov interagujúcich 

v oblasti vstupu do aktívneho miesta, kde sa vyskytuje variabilita medzi izoformami a-CA 

(Bonardi et al, 2022). Zaujímavou skupinou sú inhibitory na báze karboránov, ktoré kombinujú 

karboránové jadro a sulfónamidovú alebo sulfamidovú skupinu pripojenú linkerom. Ich 

selektivitu voči izoformám a-CA je možné dosiahnuť vďaka rozdielom v aminokyselinových 

zvyškoch v oblasti vstupu do aktívneho miesta a je možné navrhnúť tvarom a polaritou 

komplementárne zlúčeniny k jednotlivým izoformám. Bolo zistené, že selektivitu voči C A IX 

ovplyvňovala aj dĺžka linkeru (Brynda et al, 2013; Kugler et al, 2020; Kugler et al, 2021). 

Niektoré zo sulfónamidových inhibítorov na báze karboránov sa ukázali ako vysoko selektívne 

inhibitory C A IX v testoch in vitro aj in vivo (Dvořanova et al, 2020). 
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3.4 Objavovanie liečiv 

Objavovanie liečiv je komplexný a časovo náročný proces zahŕňajúci niekoľko krokov, ktoré 

vedú od počiatočnej identifikácie a validácie cieľa, cez vývoj používaných metód, 

vysokokapacitný skríning, identifikáciu vhodných látok, ich následné testovanie, až po konečný 

výber molekuly pre jednotlivé fázy klinických testov a prípadné schválenie regulačnými 

orgánmi (Matthews et al, 2016). 

Prvým krokom vývoja nového liečiva je výber vhodného cieľa. Následne je in vitro testované 

veľké množstvo zlúčenín, väčšinou prostredníctvom HTS, s cieľom presne identifikovať látky, 

ktoré môžu byť potenciálnymi kandidátmi na nové liečivo. Na základe tohto primárneho 

skríningu sú vyhodnotené zlúčeniny aktívne voči danému cieľu (označené ako „hity"). Väčšina 

testovaných látok touto fázou neprejde a ďalej častokrát postupuje okolo 1 % 

z pôvodného počtu látok. Ďalšie vlastnosti hitov sú následne vyhodnocované v sekundárnom 

skríningu (Malo et al, 2006). 

Pre každý z hitov sa vytvorí krivka závislosti odpovede na dávke, prostredníctvom ktorej je 

možné vyhodnotiť IC50 pre porovnanie ich účinnosti. Následne sú hity hodnotené aj z hľadiska 

biologickej relevantnosti. V tejto fáze je testovaná ich toxicita a ďalšie vlastnosti s použitím in 

vitro a in vivo testov. V predklinickom testovaní sú používané zvieracie modely a sledujú sa 

farmakodynamické vlastnosti, ako mechanizmus pôsobenia a vzťah medzi dávkou liečiva 

a klinickou odpoveďou. Dôraz je kladený aj na získanie farmakokinetických informácií 

o absorpcii, distribúcii, metabolizme a eliminácii (ADME). Látky, ktoré uspejú vo fáze 

predklinického testovania, sa dostanú do klinickej fázy (Wei et al, 2007; Hughes et al, 2011; 

Umscheide/a/., 2011). 

Vo fáze I klinických testov sú látky prvýkrát testované na ľuďoch. Táto fáza slúži na testovanie 

bezpečnosti, farmakodynamického rozsahu dávkovania a sledovanie farmakokinetiky. Fáza II 

zahŕňa testy na väčšom množstve dobrovoľníkov a býva v nej potvrdená bezpečnosť, 

farmakokinetické a farmakodynamické vlastnosti. Vo fáze III prebiehajú štúdie už na 

významnom počte pacientov a účinok látok býva porovnaný s placebom. V prípade, že látka 

uspeje, je schválená pre klinické použitie a dostane sa do fázy IV, ktorá sleduje bezpečnosť 

a vlastnosti liečiva na trhu (Suchý et al, 2009; Umscheid et al, 2011). 
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3.4.1 Vysokokapacitný skríning 

HTS je proces využívaný v prvej fáze objavovania liečiv farmaceutickými 

a biotechnologickými spoločnosťami a v rámci výskumu v akademickej sfére. Zahŕňa skríning 

chemických knižníc obsahujúcich látky, ktoré môžu byť potenciálnymi liečivami a sú testované 

na aktivitu voči rôznym biologickým extracelulárnym a intracelulárnym molekulárnym cieľom 

(Mayr et Bojanic, 2009). Je potreba, aby chemické knižnice obsahovali látky s vysokou 

diverzitou a odlišnou štruktúrou, čo maximalizuje šancu objavenia hitu. S postupným 

zväčšovaním chemických knižníc sa pri práci v HTS podmienkach začal dávať dôraz na 

miniaturizáciu. Testy prebiehajú najčastejšie v 384-, prípadne 1536-jamkových doštičkách 

a proces býva často automatizovaný (Mayr et Fuerst, 2008). Súčasťou HTS sú biochemické 

testy alebo testy na bunkách. Biochemický skríning využíva purifikovaný cieľový protein 

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

Vo väčšine HTS testov je každá látka testovaná v singletoch alebo duplikátoch. Metódy 

nevyžadujú teda len miniaturizáciu a automatizáciu, ale aj adekvátnu senzitivitu, 

reprodukovateľnosť a presnosť. Pre overenie kvality testu sa v HTS používa Z-faktor, kde je 

dynamický rozsah testu definovaný ako rozdiel stredných hodnôt signálov pozitívnej 

a negatívnej kontroly. Ak namerané signály pochádzajú z normálneho rozdelenia, pásmo 

variability dát je vyjadrené ako stredná hodnota ± trojnásobok smerodajnej odchýlky (interval 

spoľahlivosti 99,73 %). Separačné pásmo sa nachádza medzi pásmami variability dát (Obr. 7). 

Porovnaním dynamického rozsahu testu a separačného pásma je možné určiť kvalitu testu 

(Zhang et al, 1999). 
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Negatívna kontrola Pozitívna kontrola 

Signál testu 

Obr. 7: Pásma variability dát kontrol a separačné pásmo testu. Os x zobrazuje signál testu, 

os y frekvenciu nameraných dát signálov pozitívnej a negatívnej kontroly. o s je smerodajná 

odchýlka signálov negatívnej kontroly, o c smerodajná odchýlka signálov pozitívnej kontroly, 

Us stredná hodnota signálov negatívnej kontroly a Ue stredná hodnota signálov pozitívnej 

kontroly (upravené podľa Zhang et al, 1999). 

Ak je výsledná hodnota Z-faktora 1, ide o ideálne podmienky, ktoré nie sú experimentálne 

dosiahnuteľné. V prípade testu s veľkým dynamický rozsahom a malými smerodajnými 

odchýlkami sa výsledná hodnota Z-faktora približuje 1. Pokiaľ sa hodnota Z-faktora pohybuje 

v rozmedzí 0,5 a 1,0, jedná sa o vynikajúci test. Testy s nižšími hodnotami je potreba 

optimalizovat' (Zhang et al, 1999). 
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4 MATERIÁL A METÓDY 

4.1 Použité chemikálie 

4-(2-hydroxy etyl)-1 -piperazínetánsulfónová kyselina (Sigma-Al dri ch) 

8-hydroxypyrén-l,3,6-trisulfónová kyselina (pyranín) (Sigma-Aldrich) 

Acetazolamid (Sigma-Aldrich) 

Bovinný sérový albumín (Sigma-Aldrich) 

Destilovaná voda 

Dimetylsulfooxid (Sigma-Aldrich) 

Hydroxid sodný (Penta) 

Chemická knižnica Prestwick (Prestwick Chemical) 

Karboanhydráza IX (ÚOCHB, A V ČR) 

Kyselina chlorovodíková (Mikrochem) 

Mil l i -Q voda 

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

Síran sodný (Lach-Ner) 

Unikátna knižnica chemických látok U M T M 

4.2 Použité roztoky 

AZA 

Bol pripravený 1 ml zásobného roztoku A Z A v DMSO s koncentráciou 1 mM. Roztok bol 

rozdelený na alikvotné časti s objemom 100 ul a bol uchovávaný pri teplote -20 °C. Pred 

experimentom bol nariedený na koncentráciu 100 uM. 

BSA 

Bolo pripravených 10 ml 10% roztoku B S A v ddHiO. Roztok bol rozdelený na alikvotné časti 

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

CAIX 

Enzým bol purifikovaný na ÚOCHB A V ČR. Bol rozpustený a uchovávaný v pufri zloženého 

z 20 m M HEPES (pH = 7,5) a 100 m M N a 2 S 0 4 pri teplote -80 °C. Pre merania bol použitý 

zásobný roztok s koncentráciou 1,4 mg/ml. Tesne pred experimentom bol enzým v pufri pre 
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C A IX nariedený podľa potreby na výsledné koncentrácie 100 nM, 50 nM, 20 nM, 10 nM 

a 1 nM a bol ponechaný na ľade. 

HEPES 

Bolo pripravených 0,5 1 roztoku HEPES s koncentráciou 0,5 M v ddH 2 0 a pH bolo upravené 

na hodnotu 7,5 pomocou HC1 alebo NaOH. Roztok bol uchovávaný pri teplote 4 °C. 

Na 2S0 4 

Bolo pripravených 0,5 1 roztoku N a 2 S 0 4 s koncentráciou 0,1 M v ddH 20. Roztok bol 

uchovávaný pri teplote 4 °C. 

Pufer pre CA IX 

Tesne pred experimentom bol pripravený pufer pre C A IX v objeme podľa potreby, ktorý 

obsahoval 50 m M HEPES (pH 7,5), 40 m M Na 2 S0 4 , 4 uM pyranínu, 0,06 % B S A a 0,0025 % 

D D M . Doplnený ddH 20. 

Pyranín 

Bolo pripravených 5 ml l m M roztoku v ddH 20. Roztok bol uskladnený pri teplote -20 °C 

maximálne 2 mesiace. 

Testované látky z unikátnej chemickej knižnice ÚMTM 

Testované látky boli rozpustené v DMSO alebo H 2 0 v koncentrácii 10 m M a uchovávané 384-

jamkových doštičkách pri teplote 16 °C a vlhkosti 3 %. Látky pre sekundárny skríning boli 

rozpustené v DMSO v koncentráciách 10 mM, 1 mM, 0,1 m M a 0,01 m M a boli uchovávané 

v rovnakých podmienkach. 

4.3 Použité prístroje a zariadenia 

Analytické váhy (Scaltech) 

Automatické mikropipety (Eppendorf) 

Centrifúga 581 OR (Eppendorf) 

Echo 550 (LabCyte) 

FLIPR Tetra High-Throughput Cellular Screening System (Molecular Devices) 

Hlbokomraziaci box Innova U725 (New Brunswick) 

Laminárny box FlowBox HeraSafe (Thermo Fisher Scientific) 
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Miešačka M R Hei-Tec (Heidolph Instalments GmbH) 

Mil l i -Q Direct 8 Water Purification System (Millipore SAS) 

Minicentrifúga Multispin P C V 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 Použité experimentálne a vyhodnocovacie postupy 

4.4.1 Optimalizácia koncentrácie enzýmu CA IX a podmienok experimentu pre 

testovanie inhibítorov CA IX 

Tesne pred experimentom boli pripravené roztoky s rôznymi koncentráciami C A IX (1 nM, 

10 nM, 20 nM, 50 nM a 100 nM). Pomocou prístroja Echo 550 (softvér Plate Reformat) bolo 

do 80 jamiek doštičky ViewPlate-384 napipetovaných 30 nl inhibítora C A IX A Z A , pričom 

jeho výsledná koncentrácia v reakcii v jamke bola 100 nM. Prístrojom Multidrop Combi 

Reagent Dispenser bolo pridaných 15 ul pufru pre C A IX a jednotlivé roztoky s odlišnou 

koncentráciou C A IX (schéma rozloženia pipetovaných roztokov v jamkách doštičky je 

uvedená na Obr. 8). Následne bola doštička 1 min centrifugovaná pri laboratórnej 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 

C A I X C A ľlx C A I X C A I X C A I X 
1 r M 101 iM 20 iM 50 nM 100 nM 

n 

C A I X 
— 

C A 
1 r 

C A I X C A I X C A I X C A I X 
— 

C A 
1 r 

I X C A I X C A I X C A I X C A I X C A 
1 r M 10 nM 20 iM 50 nM 100 nM 

H " H • -

100 nM 

A Z A A Z A A ; : A A ; ' .A A Z A A ; 

Obr. 8: Schéma rozloženia roztokov v jamkách doštičky pre optimalizáciu koncentrácie C A I X 

a podmienok experimentu. B - slepá vzorka (pufer pre C A IX); jamky: A3 - H12 - C A IX 

v rôznych koncentráciách (1 nM; 10 nM; 20 nM; 50 n M a 100 nM); 13 - P12 - C A IX (1 nM; 

10 nM; 20 nM; 50 nM a 100 nM) s inhibítorom A Z A (100 nM). 
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Pripravená doštička bola vložená do prístrojaFLIPR, ktorý snímal fluorescenciu každú sekundu 

po dobu 70 sekúnd za použitia excitačného filtra 470 - 495 nm a emisného filtra 515 - 575 nm. 

Po 10 sekundách od začiatku merania pipetovací systém prístroja do jamiek napipetoval 15 ul 

Mil l i -Q H2O sýtenej CO2 a snímanie fluorescencie prebiehalo ďalších 60 sekúnd. 

Zistené hodnoty fluorescencie boli vizualizované prostredníctvom softvéru ScreenWorks 

(Molecular Devices), kde boli zobrazené krivky priebehu reakcie. Z nich boli získané hodnoty 

A U C pre rôzne časové intervaly merania v prípade všetkých koncentrácií s použitím inhibítora 

a bez. Podľa týchto hodnôt boli programe MS Excel vyhodnotené priemerné hodnoty, 

smerodajné odchýlky a následne Z-faktory pre jednotlivé koncentrácie C A IX a časové 

intervaly podľa vzorca: 

(3o c + + 3oc.) 
Z = 1 - -r^- f-, 

kde oc+ je smerodajná odchýlka hodnôt A U C pozitívnej kontroly, oc- smerodajná odchýlka 

hodnôt A U C negatívnej kontroly, pc+ priemer hodnôt A U C pozitívnej kontroly a pc- priemer 

hodnôt A U C negatívnej kontroly. 

Ako pozitívna kontrola bol použitý roztok obsahujúci A Z A a C A IX v jednotlivých 

koncentráciách, ako negatívna kontrola roztok C A IX v daných koncentráciách. Na základe 

hodnôt Z-faktora bola zvolená vhodná koncentrácia enzýmu pre ďalšie merania a časový 

interval pre vyhodnocovanie následne získaných dát. 

4.4.2 Validácia metódy použitím komerčnej chemickej knižnice Prestwick 

Pre validáciu fluorescenčnej metódy v H T S podmienkach bolo testovaných 1280 látok 

z chemickej knižnice Prestwick v 4 doštičkách. Meranie bolo vykonané v 2 opakovaniach. Pred 

experimentom bol pripravený pufer s C A IX s koncentráciou 50 nM. Pomocou prístroja 

Echo 550 (softvér Plate Reformát) bolo do 16 jamiek každej doštičky (A2 - H2 a A23 - H23) 

napipetovaných 30 nl A Z A ako pozitívnej kontroly. Jeho výsledná koncentrácia v reakcii bola 

100 nM. Do jamiek A3 - P22 bolo napipetovaných 30 nl jednotlivých testovaných látok 

chemickej knižnice Prestwick. Koncentrácia látok z chemickej knižnice v reakcii bola 10 uM. 

Prístrojom Multidrop Combi Reagent Dispenser bolo následne pridaných 15 ul pufru bez 

C A IX (slepá vzorka) (jamky A l - PI a A24 - P24) a 15 ul 50nM roztoku C A IX (jamky A2 -

P23). V jamkách 12 - P2 a 123 - P23 sa teda nachádzal samotný pufer s C A IX ako negatívna 
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kontrola. Rozloženie pipetovaných roztokov je schematicky uvedené na Obr. 9. Pred meraním 

boli doštičky 1 min centrifugované pri laboratórnej teplote a 4 g. 

A 
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C 
D 
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G 
H 

K 
L 
M 
N 
O 
P 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 

HC HC 

testovane latKy r B testovane latky B 

LC 

Obr. 9: Schéma rozloženia roztokov v jamkách doštičky pre validáciu fluorescenčnej metódy 

použitím komerčnej chemickej knižnice Prestwick. B - slepá vzorka (pufer pre C A IX); HC -

pozitívna kontrola (50 n M C A IX a 100 nM AZA) ; L C - negatívna kontrola (50 nM C A IX); 

jamky A3 - P22 - testované látky z chemickej knižnice Prestwick a 50 nM roztok C A IX. 

Pripravená doštička bola vložená do prístroja FLIPR a fluorescencia bola snímaná za 

rovnakých podmienok ako pri optimalizácii experimentu (viď kapitola 4.4.1). Meranie bolo 

opakované pre všetky doštičky s látkami chemickej knižnice Prestwick. 

Zistené hodnoty fluorescencie boli vizualizované prostredníctvom softvéru ScreenWorks, kde 

boli zobrazené krivky priebehu reakcie. Z nich boli získané hodnoty A U C v časovom intervale 

1 6 - 2 0 s pre jednotlivé merania, ktoré boli vyhodnocované softvérom Dotmatics. Pre každú 

doštičku boli v programe Dotmatics vypočítané hodnoty Z-faktora a pre všetky testované látky 

hodnoty PI nasledovne: 

PI [%] = ^ — ^ x 100, 
Cj - c n 

kde x je hodnota A U C testovanej zlúčeniny, Ci priemerná hodnota A U C inhibovanej reakcie 

(pozitívna kontrola) a c n priemerná hodnota A U C neinhibovanej reakcie (negatívna kontrola). 

Ako aktívne boli označené látky s PI > 80 %. Následne boli výsledky vizualizované pomocou 

softvéru Vortex (Dotmatics). 
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4.4.3 Analýza inhibítorov CA IX v chemickej knižnici ÚMTM 

Testovaných bolo 10204 látok chemickej knižnice U M T M . Meranie bolo vykonané v 2 

opakovaniach. Pred experimentom bol pripravený pufer s C A IX s koncentráciou 50 nM. 

Jednotlivé látky a roztoky boli pipetované rovnako ako v prípade validácie fluorescenčnej 

metódy s použitím komerčnej chemickej knižnice Prestwick (viď kapitola 4.4.2 a Obr. 9), 

pričom namiesto látok z chemickej knižnice Prestwick bolo do jamiek doštičiek pipetovaných 

30 nl látok z chemickej knižnice U M T M . Výsledná koncentrácia testovaných látok v reakcii 

bola 10 uM, A Z A ako pozitívnej kontroly 100 nM a C A IX v reakciách a aj ako negatívnej 

kontroly 50 nM. Následne boli doštičky 1 min centrifugované pri laboratórnej teplote a 4 g. 

Pripravená doštička bola vložená do prístroja FLIPR a fluorescencia bola snímaná za 

rovnakých podmienok ako pri optimalizácii experimentu (viď kapitola 4.4.1). Meranie bolo 

opakované pre všetky doštičky s látkami unikátnej chemickej knižnice U M T M . 

Dáta boli vyhodnocované rovnakým postupom ako pri meraní látok z chemickej knižnice 

Prestwick (viď kapitola 4.4.2) s rozdielom, že ako aktívne boli označené látky s PI > 70 %. 

4.4.4 Sekundárny skríning 

V sekundárnom skríningu bolo v 7 koncentráciách testovaných 169 látok, ktoré boli primárnym 

skríningom vyhodnotené ako hity a ďalších 5 látok zvolených na základe štruktúry. Pred 

experimentom bol pripravený pufer s C A IX s koncentráciou 50 nM. Pomocou prístroja 

Echo 550 (sofrvér Plate Reformat) bolo do 16 jamiek každej doštičky (A2 - H2 a A24 - H24) 

napipetovaných 30 nl A Z A ako pozitívnej kontroly s výslednou koncentráciou v reakcii 

100 nM. Následne boli opäť prístrojom Echo 550 (sofrvér Dose-Response) pipetované látky pre 

analýzu v koncentráciách a objemoch uvedených v Tab. 3 (jamky A3 - P23). Pre kontrolu bol 

otestovaný aj A Z A v 5 koncentráciách (1,25 uM, 0,33 uM, 75 nM, 20 nM a 5 nM). Každá 

zlúčenina bola na jednej doštičke testovaná v duplikátoch a meranie bolo vykonané v 2 

opakovaniach. 
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Tab. 3: Koncentrácie a objemy pipetovaných látok pre sekundárny skríning. 

Zdrojová koncentrácia [mM] Objem [nl] Konečná koncentrácia [uM] 

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 22,5 0,075 

6. 0,01 60,0 0,020 

7. 0,01 15,0 0,005 

Prístrojom Multidrop Combi Reagent Dispenser bolo pipetovaných 15 pufru bez C A IX 

(slepá vzorka) (jamky A l - PI) a 15 ul pufru s 50 nM C A IX (jamky A2 - P24). V jamkách 12 

- P2 a 124 - P24 sa teda nachádzal len samotný pufer s C A IX ako negatívna kontrola. 

Rozloženie pipetovaných roztokov je schematicky uvedené na Obr. 10. Pred meraním boli 

doštičky 1 min centrifugované pri laboratórnej 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 

S I S I 7 
O 1 — ^ O/ i> i / 

S 1 0 S 1 8 
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S 2 S 1 0 S 1 8 . . . , H C 
S 3 Q 1 ! S 1 9 S 3 a l l S 1 9 

S 4 S 1 2 S 2 0 S 4 S 1 2 S 2 0 

O 1 1 S 2 1 S 5 M i S 2 1 

S 6 S 1 4 
L C 

S 6 S 1 4 
L C L C 

S 7 C t c S 2 3 
L C 

S 7 S 2 3 

S 8 S 1 6 S 2 4 j S 8 S 1 6 S 2 4 j 

Obr. 10: Schéma rozloženia roztokov v jamkách doštičky pre sekundárny skríning. B - slepá 

vzorka (pufer pre C A IX); HC - pozitívna kontrola (50 nM C A IX a 100 nM AZA) ; L C -

negatívna kontrola (50 nM C A IX); A3 - P23 - testované látky a 50 nM roztok C A IX. V 7 

stĺpcoch za sebou nasledovali jednotlivé koncentrácie testovaných látok (látky SI - S24): 

20 [jM (tmavohnedá); 5 [jM (tmavočervená); 1,25 [jM (červená); 0,33 [jM (oranžová); 75 nM 

(svetlohnedá); 20 nM (svetlozelená); 5 nM (tmavozelená). Každá látka bola pipetovaná do 2 

riadkov došičky pod sebou. 
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Pripravená doštička bola vložená do prístroja FLIPR a fluorescencia bola snímaná za 

rovnakých podmienok ako pri optimalizácii experimentu (viď kapitola 4.4.1). Meranie bolo 

opakované pre všetky doštičky s látkami v daných testovaných koncentráciách. 

Zistené hodnoty fluorescencie boli vizualizované prostredníctvom softvéru ScreenWorks, kde 

boli z kriviek priebehu reakcie získané hodnoty A U C v časovom intervale 16 - 20 s pre 

jednotlivé merania a boli vyhodnocované softvérom Dotmatics. Pre každú doštičku boli 

vypočítané hodnoty Z-faktora a pre všetky testované koncentrácie látok hodnoty PI. Podľa 

závislosti hodnoty PI na koncentrácii látok bola pre každú látku vypočítaná hodnota IC50. 
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5 VÝSLEDKY 

5.1 Optimalizácia koncentrácie enzýmu C A IX a podmienok experimentu pre 

testovanie inhibítorov C A IX 

Prístrojom FLIPRbol zaznamenaný priebeh reakcie katalyzovanej enzýmom C A IX. Po pridaní 

vody sýtenej CO2 k pufru obsahujúcemu C A IX bola meraná zmena pH spôsobená vznikom H + . 

Indikátorom tejto zmeny bol pyranín, ktorého fluorescencia je závislá na pH a v kyslom 

prostredí klesá. Obr. 11 zobrazuje krivky priebehu reakcie a pokles fluorescencie. Najmenej 

prudký pokles bolo možné pozorovať v prípade použitia C A IX s koncentráciou 1 nM, kedy 

zaznamenaná krivka bola podobná nekatalyzovanej reakcii so samotným pufirom bez enzýmu. 

So zvyšujúcou sa koncentráciou enzýmu bolo možné pozorovať prudší pokles fluorescencie 

pyranínu, a teda aj pH. Na Obr. 12 je zobrazený rozdiel v priebehu kriviek reakcie s inhibítorom 

a bez. Prudší pokles fluorescencie bol pozorovaný v reakcii bez inhibítora. 

C 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 
Time (Seconds) 

Obr. 11: Reprezentatívne krivky zobrazujúce priebeh reakcie katalyzovanej C A IX s rôznymi 

koncentráciami. C A IX: 1 nM (ružová); 10 nM (tyrkysová); 20 nM (žltá); 50 nM (oranžová) 

a 100 nM (tmavočervená). Pufer bez C A IX, slepá vzorka (fialová). Zobrazené softvérom 

ScreenWorks, zaznamenané prístrojom FLIPR, ako fluorescenčný indikátor bol použitý 

pyranín. 
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Obr. 12: Reprezentatívne krivky priebehu reakcie katalyzovanej C A IX bez inhibítora (hnedá) 

a s inhibítorom A Z A (zelená). Zobrazené softvérom ScreenWorks, zaznamenané prístrojom 

FLIPR, ako fluorescenčný indikátor bol použitý pyranín. 

Každá z testovaných koncentrácií C A IX s inhibítorom a aj bez bola meraná v 16 jamkách 

doštičky. Prostredníctvom softvéru ScreenWorks boli pre každé meranie vypočítané hodnoty 

A U C v 4 rôznych časových intervaloch (13-25 s, 15-25 s, 16-21 s a 16 - 20 s). Následne 

boli pomocou MS Excel vypočítané priemerné hodnoty, smerodajné odchýlky pre jednotlivé 

koncentrácie enzýmu a časové intervaly, ktoré boli použité pre výpočet Z-faktora. Najvyšší Z-

faktor bol dosiahnutý v prípade koncentrácie C A I X 50 n M v časovom intervale 16 - 20 s. Tieto 

hodnoty boli vyššie ako 0,5, čo značí dostatočný rozdiel medzi signálmi pozitívnej a negatívnej 

kontroly a vhodnosť použitia testu pre HTS. Tento časový interval a koncentrácia boli zvolené 

pre ďalšie merania (validácia s použitím chemickej knižnice Prestwick a testovanie látok 

unikátnej chemickej knižnice UMTM). V prípade dlhšieho časového intervalu a nižších 

koncentrácií C A IX klesala hodnota Z-faktora pod 0,5 až na mínusové hodnoty (Tab. 4). 
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Tab. 4: Z-faktory reakcií katalyzovaných C A IX v rôznych časových intervaloch merania 

priebehu reakcie. 

Koncentrácia Z-faktory pre časové intervaly 

CA IX [nM] 13-25 s 15-25 s 16-21 s 16-20 s 

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 ďalšie experimenty 

Závislosť A U C na koncentrácii enzýmu a prítomnosti 100 nM A Z A v zvolenom časovom 

intervale 16 - 20 s je vizualizovaná na Obr. 13. So zvyšujúcou sa koncentráciou enzýmu 

dochádzalo k rýchlejšej zmene pH a k zmenšeniu hodnoty A U C . Medzi koncentráciami 50 nM 

a 100 nM nebol pozorovaný tak výrazný rozdiel v priebehu reakcie, ako v prípade ostatných 

testovaných koncentrácií. Okrem toho bol zaznamenaný väčší rozptyl hodnôt pri reakcii 

katalyzovanej C A IX v koncentrácii 100 nM, čo potvrdzoval priebeh kriviek a aj zistené 

hodnoty Z-faktora. 
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Obr. 13: Závislosť A U C na koncentrácii enzýmu a prítomnosti inhibítora. Každá z koncentrácií 

je zobrazená ako aritmetický priemer hodnôt zo 16 jamiek doštičky a smerodajné odchýlky sú 

vyjadrené chybovými úsečkami. Os x zobrazuje reakcie v prípade použitia rôznych roztokov 

(pufer a následne jednotlivé koncentrácie C A IX), os y zobrazuje namerané hodnoty AUC. 

Kosoštvorec vyjadruje pufer, kruh značí roztok s C A IX (neinhibovaná reakcia) a štvorec 

roztok s C A IX a lOOnM A Z A (inhibovaná reakcia). 

5.2 Validácia metódy použitím komerčnej chemickej knižnice Prestwick 

Pre validáciu metódy na identifikáciu inhibítorov C A IX bolo testovaných 1280 látok 

chemickej knižnice Prestwick v koncentrácii 10 uM v 2 opakovaniach. 

Prostredníctvom sofrvéru ScreenWorks boli vypočítané A U C v časovom intervale 16 - 20 s. 

Dáta boli vyhodnocované v programe Dotmatics, kde boli vypočítané Z-faktory pre každú 

doštičku (Tab. 5). 
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Tab. 5: Z-faktory pre jednotlivé doštičky s látkami z chemickej knižnice Prestwick. 

1. opakovanie 

Z-faktor 

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 vypočíané hodnoty PI pre jednotlivé látky. Hodnota PI vyjadruje 

schopnosť danej látky inhibovať priebeh reakcie katalyzovanej C A IX. Následne boli 

v programe MS Excel vypočítané priemerné hodnoty PI pre testované látky z 2 opakovaní 

a smerodajné odchýlky. Bola stanovená prahová hodnota PI > 80 % pre označenie aktívnych 

látok. Za týchto podmienok bolo 19 zlúčenín vyhodnotených ako aktívne (Tab. 6). Takmer 

všetky z nich sú známe silné alebo mierne nešpecifické inhibitory CA, predovšetkým 

sulfónamidy. Tým bola potvrdená vhodnosť danej metódy pre identifikáciu doteraz neznámych 

inhibítorov C A IX. Distribúcia látok v závislosti od hodnôt PI a aktívne látky vizualizované 

softvérom Vortex sú zobrazené na Obr. 14. 

Po kontrole priebehu kriviek aktívnych látok (PI > 80 %) bolo zistené, že 1 z látok (merbromín) 

je fluorescenčná a bola vyhodnotená ako falošne pozitívna, čomu nasvedčuje veľmi vysoká 

hodnota PI a priebeh krivky zobrazený na Obr. 15. 
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Tab. 6: Aktívne látky z testovaných zlúčenín komerčnej chemickej knižnice Prestwick 

s hodnotou PI > 80 %. Uvedené hodnoty sú aritmetickým priemerom hodnôt z 2 opakovaní ± 

smerodajná odchýlka. 

Testovaná látka PI [%] 

Chlorotiazid 95,83 ± 9,03 

Acetazolamid 101,06 ± 16,55 

Furosemid 87,92 ± 2,92 

Chlórtalidón 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 

Merbromín* 199,93 ± 53,46 

Diklofenamid 112,55 ±9,36 

Z oni sami d 117,65 ±3,29 

Celekoxib 97,67 ± 6,09 

Topiramát 103,76 ±4,07 

Dorzolamid hydrochlorid 111,12 ±4,75 

Valdekoxib 96,51 ± 3,19 

Etoxzolamid 110,20 ±3,29 

Azatadín maleát 108,06 ± 1,65 

* falošne pozitívna látka (fluorescenčná) 
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Obr. 14: Distribúcia látok a aktívne látky z komerčnej chemickej knižnice Prestwick 

v závislosti od hodnôt PI. Ako aktívne sú označené látky s hodnotou PI > 80 %. Zobrazená 

hodnota PI pre každú látku je priemernou hodnotou z 2 opakovaní. 
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Obr. 15: Reprezentatívne krivky zobrazujúce priebeh reakcie s vybranými látkami z komerčnej 

chemickej knižnice Prestwick. Pufer pre C A IX bol použitý ako slepá vzorka (svetlomodrá), 

pufer s 50nM C A IX ako negatívna kontrola (žltá); inhibitor A Z A ako pozitívna kontrola 

(fialová), penicilamín je neaktívna látka (tmavozelená), benztiazid je inhibitor C A 

(tmavočervená) a merbromín je falošne pozitívna, fluorescenčná látka (tmavomodrá). 

Zobrazené softvérom ScreenWorks, zaznamenané prístrojom FLIPR, ako fluorescenčný 

indikátor bol použitý pyranín. 
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5.3 Analýza inhibítorov C A IX v chemickej knižnici Ú M T M 

Testovaných bolo 10204 látok v koncentrácii 10 uM v 2 opakovaniach. 

Prostredníctvom softvéru ScreenWorks boli vypočítané A U C v časovom intervale 16 - 20 s. 

Dáta boli vyhodnocované v programe Dotmatics, kde boli zistené Z-faktory pre merané 

doštičky. Hodnoty Z-faktora doštičiek sa pohybovali v rozmedzí 0,50 - 0,82 (Obr. 16). 
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Obr. 16: Hodnoty Z-faktora doštičiek s testovanými látkami unikátnej chemickej knižnice 

ÚMTM. 

Pre jednotlivé látky boli v programe Dotmatics vyhodnotené PI a následne v programe MS 

Excel vypočítané priemerné hodnoty PI a smerodajné odchýlky z 2 opakovaní pre každú 

testovanú zlúčeninu. Priemerné hodnoty PI sa pohybovali od -78,45 % do 204,07 %. Pre 

vyhodnotenie látky ako aktívna bola stanovená hodnota PI > 70 %, čo spĺňalo 316 látok 

z testovaných (3,10 %). Distribúcia látok v závislosti od hodnôt PI vizualizovaná softvérom 

Vortex je zobrazená na Obr. 17 a hodnoty PI aktívnych látok na Obr. 18. 
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Obr. 17: Distribúcia testovaných látok unikátnej chemickej knižnice U M T M v závislosti od 

hodnôt PI. Zobrazená hodnota PI pre každú látku je priemernou hodnotou z 2 meraní. 
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Obr. 18: Distribúcia aktívnych látok z unikátnej chemickej knižnice U M T M vzávoslosti od 

hodnôt PI. Ako aktívne sú označené látky s hodnotou PI > 70 %. Zobrazená hodnota PI pre 

každú látku je priemernou hodnotou z 2 meraní. 
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Aktívne látky boli ďalej pomocou softvéru Vortex triedené na základe štruktúry a ďalších 

dostupných informácií do 4 kategórií: hity (látky určené pre ďalšie testovanie v sekundárnom 

skríningu), fluorescenčné látky (falošne pozitívne), karborány a známe nešpecifické inhibitory 

CA. Spomedzi 316 aktívnych látok bolo ako hit určených 178 látok (56,33 %), 94 látok 

(29,75 %) bolo fluorescenčných, 42 látok (13,29 %) tvorili karborány a v prípade 2 látok 

(0,63 %) sa jednalo o známe nešpecifické inhibitory C A (Obr. 19). 

Obr. 19: Grafické zobrazenie zastúpenia aktívnych látok v jednotlivých kategóriách. 

Distribúcia látok v závislosti od hodnôt PI s rozdelením do jednotlivých kategórií je zobrazená 

na (Obr. 20). Látky s najvyššími hodnotami PI boli prevažne fluorescenčné, jednalo sa 

o 72,73 % látok s hodnotou PI nad 150 %. 
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Obr. 20: Hodnoty PI aktívnych látok z unikátnej chemickej knižnice U M T M rozdelených do 

jednotlivých kategórií. Hity (zelená), fluorescenčné látky (červená), karborány (žltá), známe 

nešpecifické inhibitory C A (oranžová). Zobrazená hodnota PI pre každú látku je priemernou 

hodnotou z 2 meraní. 

5.4 Sekundárny skríning 

Testovaných bolo 174 látok v 7 koncentráciách (20 uM, 5 uM, 1,25 uM, 0,33 uM, 75 nM, 

20 nM a 5 nM) a pre každú látku bola vypočítaná hodnota IC50, ktorá vyjadruje koncentráciu 

látky potrebnú pre inhibíciu 50 % enzýmu. Každá zlúčenina bola najednej doštičke testovaná 

v duplikátoch a meranie bolo vykonané v 2 opakovaniach. Celkovo tak boli získané 4 hodnoty 

pre každú látku v danej koncentrácii. 

Na Obr. 21 je zobrazený reprezentatívny priebeh reakcie pri sekundárnom skríningu látky 

LEM00017808, kde je možné pozorovať závislosť rýchlosti priebehu reakcie na koncentrácii 

testovanej látky. Už na základe priebehu kriviek daných koncentrácií v porovnaní s pozitívnou 

kontrolou je možné predpokladať, že zobrazená látka bude slabším inhibítorom ako A Z A . 
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Obr. 21: Reprezentatívne krivky priebehu reakcie pri sekundárnom skríningu látky 

LEM00017808. Zobrazené sú krivky pre testované koncentrácie 20 uM (tmavohnedá); 5 uM 

(tmavočervená); 1,25 uM (červená); 0,33 uM (oranžová); 75 nM (svetlohnedá); 20 nM 

(svetlozelená); 5 nM (tmavozelená). HC - 100 nM A Z A , pozitívna kontrola (modrá); L C -

50 nM C A IX, negatívna kontrola (fialová). Zobrazené softvérom ScreenWorks, zaznamenané 

prístrojom FLIPR, ako fluorescenčný indikátor bol použitý pyranín. 

Prostredníctvom sofrvéru ScreenWorks boli z priebehu kriviek reakcie vypočítané A U C 

v časovom intervale 16 - 20 s. Dáta boli vyhodnocované v programe Dotmatics, kde boli 

vypočítané Z-faktory pre merané doštičky. Hodnoty sa pohybovali v rozmedzí 0,50 - 0,77 (Obr. 

22). 

39 



0,8 

0,75 

0.7 

0,65 

S 0.6 

i 
—i 

Ň 0,55 

0,5 

0,45 

0.4 
1 2 3 4 5 6 7 

Doštička 

O 

c 

o o c ) 
o 

c ) 
( 

o 
> i 
J 

01. opakovanie 

02. opakovanie 

Obr. 22: Hodnoty Z-faktora doštičiek s látkami testovanými v sekundárnom skríningu. 

Následne boli programom Dotmatics vyhodnotené hodnoty IC50 pre každú testovanú látku. 

V programe MS Excel boli vypočítané priemerné hodnoty a smerodajné odchýlky zo 4 hodnôt 

získaných pre všetky látky. 11 látok malo hodnotu IC50 nižšiu než najnižšia testovaná 

koncentrácia a 31 látok vyššiu ako bola najvyššia testovaná koncentrácia. Presná hodnota IC50 

pre ne z tohto dôvodu nebola stanovená. Látky boli na základe zistených hodnôt ďalej rozdelené 

do kategórií uvedených v Tab. 7 a v grafickom zobrazení na Obr. 23. Na Obr. 24 sú pre ukážku 

zobrazené reprezentatívne krivky závislosti odpovede na dávke pre vybrané látky z daných 

kategórií. V Tab. 8 sú ďalej uvedené látky, ktoré môžu byť silnými inhibítormi C A IX a boli 

zaradené do kategórií podľa hodnoty IC50 < 0,005 [jM a 0,005 - 0,1 [jM. V prípade jednej z nich 

(LEM0001122; 4-(3-(4-fluorofenyl)ureido)benzénesulfónamid) sa jedná o známy inhibitor 

C A IX. 
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Tab. 7: Rozdelenie látok do skupín na základe hodnôt IC50. 

ICso [uM] Počet látok 

< 0,005 11 

0,005-0,1 14 

0,1-1 44 

1-5 46 

5 - 1 0 20 

10-20 8 

>20 31 

50 

45 

40 

35 

o 30 

S 25 
o 

Cl. 

20 j 1 

15 

10 1 

5 

0 
<0,005 0,005-0,1 0,1-1 1-5 5-10 10-20 >20 

IC50 [uM] 

Obr. 23: Grafické zobrazenie rozdelenia látok do skupín na základe hodnôt IC50. 
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Obr. 24: Reprezentatívne zobrazenie kriviek závislosti odpovede na dávke vybraných látok 

zaradených do jednotlivých kategórií na základe hodnoty IC50. A Z A bol testovaný v rozsahu 

koncentrácií 5 nM - 1,25 uM a ostatné látky v rozsahu 5 nM - 20 uM. Krivky sú zobrazené 

softvérom Dotmatics. 
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Tab. 8: Látky s hodnotou IC50 < 0,005 uM a 0,005 - 0,1 uM. Uvedené hodnoty sú aritmetickým 

priemerom 4 hodnôt ± smerodajná odchýlka. 

Látka ICso [jiM] 

LEM00016187 < 0,005 

LEM00017748 < 0,005 

LEM00017977 < 0,005 

LEM00017979 < 0,005 

LEM00018007 < 0,005 

LEM00018011 < 0,005 

LEM00011220* < 0,005 

LEM00015953 < 0,005 

LEM00015971 < 0,005 

LEM00016066 < 0,005 

LEM00016179 < 0,005 

LEM00016397 0,005 ± 0,0002 

LEM00016191 0,008 ± 0,0010 

LEM00016192 0,008 ± 0,0010 

LEM00016349 0,008 ± 0,0030 

LEM00001691 0,008 ± 0,0041 

LEM00016216 0,009 ±0,0016 

LEM00016600 0,012 ±0,0042 

LEM00169334 0,014 ±0,0077 

LEMOO169293 0,014 ±0,0098 

LEM00016291 0,020 ±0,0081 

LEMOOO16261 0,022 ± 0,0083 

LEM00016392 0,023 ± 0,0073 

LEMOOO 18020 0,027 ±0,0168 

LEMOOO 16628 0,042 ± 0,0060 

* známy inhibitor C A IX 
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6 DISKUSIA 

C A IX je jednou z 15 ľudských izoforiem a-CA. Jedná sa o transmembránovú izoformu, 

nadmerne exprimovanú v nádorových bunkách. Je indukovaná hypoxiou a býva spájaná 

s tvorbou metastáz a rezistenciou na rôzne typy terapie (Pastoreková et Gillies, 2019). Jej 

inhibícia má zásadné účinky na rast nádoru a zlepšuje terapeutický výsledok v kombinácii 

s ďalšími typmi liečby (Angeli et al, 2020). Doteraz známe inhibitory C A však nie sú 

dostatočne špecifické pre nádorové izoformy a ich používanie pre liečbu nádorov by viedlo 

k širokej škále vedľajších účinkov inhibíciou ďalších izoforiem prítomných v mnohých 

tkanivách. Vývoj nízkomolekulových inhibítorov selektívnych voči nádorovým izoformám, 

predovšetkým C A IX, prípadne aj C A XII, je teda jedným z aktuálnych prístupov k danej 

problematike (Kciuk et al., 2022). 

Diplomová práca je zameraná na identifikáciu nových nízkomolekulových inhibítorov C A IX 

z unikátnej chemickej knižnice U M T M . Meranie prebiehalo v HTS podmienkach, nakoľko 

bolo potrebné otestovať veľké množstvo látok. Pre testy bola použitá fluorescenčná metóda, 

kedy prístrojom FLIPR bola v 384-jamkových doštičkách ViewPlate snímaná fluorescencia 

v závislosti na pH. Ako fluorescenčný indikátor bol použitý pyranín, ktorý je vysoko citlivý na 

zmeny pH v rozmedzí 5 - 8 (Han et Burgess, 2010). Shingles et Moroney (1997) potvrdili 

vhodnosť použitia pyranínu v prípade merania aktivity C A a sledovali aj vplyv 

sulfónamidových inhibítorov. Na rozdiel od tejto práce, merali nárast signálu spôsobeného 

zvýšením pH premenou HCO3" a H + na CO2 a H i O . V tejto práci bol pozorovaný pokles 

fluorescencie, nakoľko reakcia prebiehala opačným smerom a aktivitou C A IX dochádzalo 

k tvorbe H + a k zníženiu pH. 

Prvým krokom postupu bola optimalizácia podmienok experimentu. Bol testovaný priebeh 

inhibovanej aj neinhibovanej reakcie s použitím 5 rôznych koncentrácií C A IX (1 nM, 10 nM, 

20 nM, 50 nM a 100 nM). Ako inhibitor bol použitý A Z A v koncentrácii 100 nM, ktorý je 

známym nešpecifickým inhibítorom C A (Supuran, 2008b). Na základe priebehu kriviek reakcie 

boli zvolené A U C v 4 rôznych časových intervaloch (13 - 25 s, 15 - 25 s, 16-21 s a 16 - 20 s) 

ako nástroj pre analýzu výsledkov. V týchto časových intervaloch bol rozdiel A U C medzi 

inhibovanou a neinhibovanou reakciou najväčší, čo značilo najväčšiu šancu, že neznáme 

inhibitory by boli identifikované správne. Pre každú koncentráciu a časový interval bol 

vypočítaný Z-faktor, ktorý je v HTS používaný na overenie kvality testu. Ak je hodnota Z-

faktora aspoň 0,5, je vhodný pre použitie v HTS (Zhang et al, 1999). Dané kritérium spĺňala 
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koncentrácia C A IX 50 nM a časový interval 16 - 20 s, a preto boli tieto podmienky zvolené 

pre ďalšie experimenty. 

Ďalším krokom bola validácia testu použitím 1280 látok z chemickej knižnice Prestwick, ktorá 

obsahuje známe liečivá používané v klinickej praxi pre liečbu rôznych ochorení, vrátane 

známych inhibítorov C A. 19 z testovaných látok bolo vyhodnotených ako aktívne na základe 

ich hodnôt PI (PI > 80 %). Ako uvádza Supuran (2016b), látky chlórtiazid, acetazolamid, 

furosemid, brinzolamid, metazolamid, trichlorometiazid, zonisamid, celekoxib, topiramát, 

dorzolamid hydrochlorid a etoxozolamid, sú známymi inhibítormi CA. Potvrdením známych 

inhibítorov C A bolo dokázané, že daná fluorescenčná metóda a zvolené testovacie podmienky 

sú vhodné pre identifikáciu nových, doteraz neznámych inhibítorov CA. Jedna z aktívnych 

látok bola falošne pozitívna, fluorescenčná, čo bolo zistené na základe vysokých hodnôt PI 

a kontrolou priebehu kriviek reakcie. Jednalo sa o merbromín (sodná soľ 2,7-dibróm-4-

hydroxymerkurifluoresceínu). 

Následne bolo testovaných 10204 zlúčenín z unikátnej chemickej knižnice U M T M . 316 látok 

bolo vyhodnotených ako aktívne na základe hodnôt PI (PI > 70 %). Ďalej boli rozdelené podľa 

štruktúr a ďalších dostupných informácií do 4 skupín. Ako hit bolo určených 178 zlúčenín. 94 

látok bolo fluorescenčných a použitie danej fluorescenčnej metódy pre ne nie je vhodné. Pre 

otestovanie fluorescenčných látok by bolo možné použiť metódu zastaveného toku s meraním 

zmeny absorbancie (Khalifah, 1971). Namiesto pyranínu by ako pH indikátor bolo možné 

zvoliť fenol ovú červenú, ktorá je bežne používaná pre testovanie inhibítorov C A. 

V experimentoch tento postup použili napríklad Dvořanova et al. (2020), Onyilmaz et al. 

(2022) alebo Yusuf et al. (2022). Väčšina z identifikovaných fluorescenčných zlúčenín 

unikátnej chemickej knižnice U M T M však nesie fluorescenčnú značku napríklad pre možnosť 

sledovania ich lokalizácie v bunke. V chemickej knižnici sú často tieto látky prítomné aj bez 

fluorescenčnej značky a meranie pre ne nieje potrebné opakovať. Ďalších 42 z aktívnych látok 

tvorili karborány, ktoré už boli v minulosti testované a niektoré z nich sa ukázali ako selektívne 

inhibitory C A IX (Brynda et al, 2013; Dvořanova et al, 2020). Posledné 2 aktívne látky 

z testovaných boli známymi nešpecifickými inhibítormi CA, konkrétne sa v oboch prípadoch 

jednalo o acetazolamid. 

169 hitov a ďalších 5 látok, ktoré boli pridané na základe štruktúry, bolo následne testovaných 

v sekundárnom skríningu. Zvyšných 9 látok určených ako hit nebolo v chemickej knižnici 

prítomných v dostatočnom množstve pre sekundárny skríning, a preto neboli ďalej testované. 

Každá látka bola meraná v 7 koncentráciách a na základe hodnôt PI bola zistená hodnota IC50. 

Udáva koncentráciu inhibítora, ktorá je potrebná na polovičnú inhibíciu biologickej alebo 
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biochemickej funkcie. Vysoké hodnoty IC50 majú inhibitory, ktoré interagujú s enzýmom 

menej efektívne ako inhibitory s nízkymi hodnotami IC50 (Caldwell et al, 2012). Podľa týchto 

hodnôt boli látky rozdelené do 7 kategórií. 11 látok malo hodnotu IC50 nižšiu ako bola najnižšia 

testovaná koncentrácia, podobne ako acetazolamid. Môžu byť silnými inhibítormi C A IX. 

Ďalších 14 látok malo hodnotu IC50 v rozmedzí 0,005 - 0,1 uM a tieto látky tiež môžu silno 

inhibovať C A IX. Niektoré z nich však môžu byť látkami, ktoré ovplyvňujú hodnotu pH a aj 

v sekundárnom skríningu sa mohli ukázať ako falošne pozitívne. Preto bude vhodné látky 

vybrané ako hity overiť aj inou metódou. 

V procese objavovania liečiv sú už od počiatočných fáz kľúčové vzťahy medzi štruktúrou 

a aktivitou molekuly. Je potrebné identifikovať, či tento vzťah skutočne existuje a vedie až 

k snahe o objasnenie detailov mechanizmu a následnému použitiu informácií na uskutočnenie 

štrukturálnych úprav a optimalizáciu určitej vlastnosti alebo aktivity (Guha, 2013). Porovnaním 

nameraných výsledkov so štruktúrami látok bolo zistené, že všetky z látok, ktoré boli 

identifikované ako potenciálne silné inhibitory C A IX, obsahujú sulfónamidovú skupinu. 20 

látok z potenciálnych silných inhibítorov (všetky okrem známeho inhibítora a ďalších 4) boli 

aj tiazolidinónovými alebo tiazolidíndiónovými derivátmi. U týchto derivátov bola pozorovaná 

schopnosť inhibície viacerých typov nádorov (Buzun et al, 2021; Subtelna et al, 2021). 

Rehulka et al (2022) zistili, že niektoré tiazolidinónové a tiazolidíndiónové deriváty pôsobia 

ako inhibitory polymerizácie tubulínu. Identifikácia týchto látok ako inhibítorov C A IX by tiež 

mohla byť zaujímavým zistením pre ich ďalší výskum. Zaujímavosťou je, že látka 

LEM00011220 (4-(3-(4-fluorofenyl)ureido)benzénesulfónamid) je už známym 

sulfónamidovým inhibítorom C A IX. Jedná sa o látku SLC-0111, ktorá sa nachádza 

v klinickom testovaní (Angeli et al, 2020). V tejto práci bolo potvrdené, že je silným 

inhibítorom C A IX s IC50 < 0,005 uM. 

V ďalšom postupe budú vybrané látky, ktoré boli určené ako potenciálne silné inhibitory, 

testované rôntgenovou kryštalografiou z dôvodu identifikácie prípadného miesta väzby 

a mechanizmu pôsobenia. Tým bude možné potvrdiť ich inhibičné vlastnosti voči C A I X a bude 

sa skúmať ich špecifita voči tomuto enzýmu. 
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7 ZÁVER 

V teoretickej časti diplomovej práce boli charakterizované vlastnosti a funkcia karboanhydráz 

v organizmoch, izoformy prítomné u človeka s následným zameraním na C A IX, ktorá je 

asociovaná s tumormi. Podieľa sa na regulácii pH v nádorových bunkách. Regulácia pH 

a indukcia expresie proteínov, vrátane C A IX v hypoxických podmienkach nádorov, boli 

popísané v ďalšej časti práce. Následne boli charakterizované známe a používané inhibitory 

CA, ktoré sú však nešpecifické voči jednotlivým izoformám. V súčasnosti sú preto vyvíjané 

nové inhibitory, ktorými by bolo možné selektívne zacieliť izoformy asociované s tumormi. 

V diplomovej práci boli popísané aktuálne prístupy k danému výskumu. V závere teoretickej 

časti bol zhrnutý postup pri objavovaní nových liečiv a vysokokapacitný skríning, ktorý je 

nevyhnutný v jeho počiatočných fázach a bol aj súčasťou experimentálnej časti tejto práce. 

V rámci experimentálnej časti boli najprv optimalizované podmienky fluorescenčnej metódy 

pre identifikáciu nových nízkomolekulových inhibítorov C A IX. Danou metódou bol sledovaný 

pokles fluorescencie v dôsledku zníženia pH tvorbou H + s použitím pyranínu ako 

fluorescenčného pH indikátora. Na základe hodnôt Z-faktora bola pre merania zvolená 

koncentrácia C A IX 50 n M a pre vyhodnocovanie výsledkov A U C z priebehu kriviek reakcie 

v časovom intervale 1 6 - 2 0 s. Metóda bola ďalej validovaná použitím komerčnej chemickej 

knižnice Prestwick, ktorá obsahuje klinicky používané liečivá, vrátane známych nešpecifických 

inhibítorov CA. Známe inhibitory C A boli vyhodnotené ako aktívne látky, čím bola potvrdená 

vhodnosť použitia testu pre identifikáciu neznámych inhibítorov pri zvolených podmienkach. 

Hlavným cieľom diplomovej práce bol skríning unikátnej chemickej knižnice U M T M za 

účelom identifikácie nových nízkomolekulových inhibítorov C A IX. V primárnom skríningu 

bolo testovaných 10204 látok a medzi nimi bolo nájdených 178 hitov. 174 zlúčenín bolo ďalej 

testovaných v sekundárnom skríningu, v rámci ktorého boli určené hodnoty IC50 pre dané látky. 

Podľa týchto hodnôt bolo zistené, že 25 z testovaných látok by mohli byť silné inhibitory C A IX 

a na základe výsledkov tejto práce budú ďalej validované. 
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