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Souhrn
Karboanhydraza (CA) je enzym nachazejici se ve vétsin€ zivych organismi, kde plni
funkci regulace pH. Katalyzuje reakci hydratace CO2 na hydrogenuhli¢itan. Lidska forma oo ma
16 izoforem a je pfitomna ve vSech tkanich té€la. Nékteré izoformy jsou charakteristické pro

rizna onemocnéni. To z enzymu déla vyborny terapeuticky cil. Inhibitory CA jsou pouzivany

pro lécbu glaukomu, obezity, epilepsii nebo rakoviny.

V této praci byla vyvijena metoda pro stanoveni aktivity enzymu a - CA Il. Pro tento
ucel byla pouzita kolorimetricka a fluorescencni metoda. Pouze fluorescen¢ni metoda byla
zavedena do podminek HTS. Metoda byla validovana pomoci komerc¢ni knihovny LOPAC
1280 a poté pomoci fluorescen¢ni metody bylo otestovano 5120 latek unikatni chemické

knihovny UMTM na inhibitory a - CA 1.
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Summary

Carbonic anhydrase (CA) is an enzyme found in most of living organisms, where
it regulates pH. CA catalyzes the hydration of CO2 forming bicarbonate. Human o form has
16 isoforms and is present in all body tissues. Some isoforms are specific for various diseases.
That makes the enzyme an excellent therapeutic target. CA inhibitors are used for treating

glaucoma, obesity, seizures or cancer.

In this thesis a method for measuring activity of a. - CA Il was developed. Colorimetric
and fluorescent method were used for this purpose. Only fluorescent method was implemented
in the HTS environment. The method was validated by using commercial chemical library
LOPAC 1280. Then the method was used to test 5120 compounds of unique chemical library
of UMTM for o, - CA Il inhibitors.
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Seznam symboli a zkratek

384 w Ilv MTP 384- jamkova, nizkoobjemova mikrotitracni desticka
BSA Bovinni sérovy albumin

CA Karboanhydraza

DMSO Dimethylsulfoxid

FR Fenolova Cerven

HEPES 4 - (2 - hydroxyethyl) — 1 - piperazineethanesulfonic acid
HTS Vysokokapacitni testovani

LOPAC Knihovna farmaceuticky aktivnich slouc¢enin

Pl Procento inhibice

RLU Relative light units

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethane

uUHTS Ultra vysokokapacitni testovani

UMTM Ustav molekularni a translaéni mediciny

UOCHB Ustav organické chemie a biochemie
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1. Uvod

VétSina organismil na svété produkuje aerobnimi metabolickymi reakcemi velké
mnozstvi CO». Tato molekula pii neutrdlnim pH pomalu reaguje s vodou a tvofi nestabilni
kyselinu uhli¢itou. Kyselina uhli¢itad okamzité disociuje na dva dilezité ionty ovlivitujici pH

homeostazu, hydrogenuhlicitan a proton (Supuran et al., 2003).

COz, hydrogenuhlicitan a protony jsou esencialni molekuly/ionty v mnoha diilezitych
fyziologickych i patologickych procesech u bakterii, archeii i eukaryot (Smith et al., 2000).
Jelikoz jsou tyto molekuly pfeménovany velmi pomalu, ale zarovei jsou pottebné k neustalému
balancovani homeostazy, vznikla potfeba tyto pfemény urychlit katalyzou. V alkalickém
prostiedi reaguje CO2 S vodou velmi rychle. OvSem alkalické prostiedi je Skodlivé pro vétSinu
tkani, takze evoluci vznikla alternativa fungujici v neutralnim pH. Reakce CO2 a vody

V neutralnim prostfedi byla umoznéna karboanhydrazami (CA) patficimi mezi metaloenzymy

(Supuran, 2011).

CA jsou zapojeny do klicovych fyziologickych procesti souvisejicich s respiraci,
transportem COz/hydrogenuhli¢itanu, homeostazou pH a CO., sekreci elektrolytii do riznych
tkani, glukoneogenezi, lipogenezi, mocCovinovym cyklem, kalcifikaci a dalSimi procesy
(Supuran, 2008).

Nékteré izoenzymy CA, zapojené do zminénych fyziologickych procest, jsou dileZité
terapeutické cile. Inhibici téchto CA se daji 1é¢it poruchy jako glaukom, obezita, epilepsie

osteopordza nebo rakovina (Scozzafava et al., 2006).

CA byly charakterizovany nejen v sav€ich buikach, ale 1 v prvocich
(Krungkrai et al., 2005),  houbach  (Morgensen et al., 2006) a  bakteriich
(Covarrubias et al., 2005). Tim padem mohou byt znamé inhibitory CA pouzity jako

potencialni 1é¢iva nemoci zpisobenych pravé témito organismy (Supuran, 2008).
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2. Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo vypracovani literarni reSerSe na téma CA,
mechanismus jejich katalytického ucinku a charakterizace inhibitorti katalyzované reakce

a popis vlastnosti vysokokapacitniho testovani pro identifikaci potencidlnich novych inhibitord.

Cilem experimentalni ¢asti byl vyvoj vhodné metody stanoveni aktivity a inhibice
aktivity CA, jeji zavedeni a validace v HTS podminkach a nasledné vyuziti této metody pro
identifikaci novych inhibitord CA.
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3. Literarni prehled

3.1. Karboanhydrazy

3.1.1. Mechanismus reakce katalyzované CA

Reakce katalyzovana CA je jednoduchda a bézna u vSech zivocisnych druht
(Maren, 1984). Enzym se stara o vzdjemnou konverzi mezi oxidem uhliitym
a hydrogenuhli¢itanovym iontem a tim padem je zapojen do fyziologickych procest spojenych
Srespiraci a transportem téchto dvou molekul mezi plicemi a metabolizujici tkani

(Supuran, 2008).

V sav¢ich buiikéch se nachdzi a-CA se zinecnatym iontem nezbytnym pro katalyzu.
Diky rentgenové krystalografii vime, Ze se zine¢naty iont nachéazi na spodu 15 A hluboké
Stérbiny aktivniho mista a je koordinovan tiemi histidinovymi residui a molekulou vody (Stams
et Christianson, 2000). Voda vazand na zinec¢naty iont je také vazdna k hydroxylové casti
Threoninu 199. Threonin 199 je pak vazany ke karboxylové ¢asti kyseliny glutamové 106.
Tyto interakce posiluji nukleofilitu vody, vazané na zinecnaty iont, a orientuji substrat (COz)
do spravné pozice pro nukleofilni reakci (Lindskog et Silverman, 2000). Aktivni forma enzymu
je zasadita a ma na zine¢natém iontu vazany hydroxid. Ten ptedava elektrony CO2 molekule,
vazané v sousedni hydrofobni kapse enzymu. Poté se tvoii hydrogenuhli¢itan koordinovany
k zine¢natému iontu. Hydrogenuhli¢itanovy iont je nasledné uvolnén molekulou vody
a vypustén do okolniho prostiedi. To zaroven vede k vytvoteni kyselé formy enzymu s vodou
vazanou na zinecnaty iont (obrazek 1). Pro regeneraci zasadité formy musi dojit k transferu

protonu z aktivniho mista do prostfedi mimo enzym (obrazek 2) (Supuran, 2008).

H,0
EZn?* - OH + CO, 4==) EZn?*-HCO, 4= EZn? - OH,+ HCO,

Obr. 1 - Proces tvorby hydrogenuhli¢itanového iontu v aktivnim misté CA.

EZn?* - OH, =) EZn2*- OH + H*

Obr. 2 - Regenerace zasadité aktivni formy z neaktivni kyselé formy CA.
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Limitujici faktor celé katalyzy je reakce regenerace inaktivni formy CA na aktivni
formu (Lindskog et Silverman, 2000). Ve velmi katalyticky aktivnich formach (CA 11, IV, V,
VIl a IX) je proces transferu protonu zajistovan histidiny okolo aktivniho mista (Briganti et al.,
1997).

Kromé hydratace CO2 na hydrogenuhli¢itan, a-CA katalyzuji reakce jako hydrataci
kyanidu na kyselinu karbamovou, hydrataci kyanamidu na mocovinu, hydrataci aldehydi
na gem-dioly nebo hydrolyzu karboxylovych a sulfonovych kyselin. Neni ovSem jasné, zda
mayji tyto ostatni reakce néjaky fyziologicky vyznam (Supuran et al., 2004). Krom¢ hydratace

ma CA i esterazovou aktivitu (Tashian et al., 1964).
3.1.2. Typy CA

CA jsou skvélym ptikladem konvergentni evoluce. Nezavisle na sobé vznikly alespoil
pétkrat, jako pét geneticky odlisnych enzymovych rodin: a-, -, y-, - a (-CA (Supuran, 2011).
Vsechny patii mezi metaloenzymy. Typy a-, B- a 3-CA obsahuji v aktivnim misté zine¢naty
iont, zatimco y-CA obsahuje Zeleznaty iont a {-CA obsahuje kademnaty iont (Krishnamurthy
et al., 2008). a-CA se nachazeji v obratlovcich, fasach, prvocich a bakteriich. Typ B- je mozné
najit v bakteriich, fasach a houbach. y-CA byla objevena v archeich a nékterych bakteriich

(Smith et al., 2000) a 6- a {-CA jsou piitomny jen u motskych rozsivek (Xu et al., 2008).

V mnoha organismech jsou ptitomny rizné izoformy CA. Tyto izoformy se zasadné lisi,
jak v jejich katalytické aktivite, tak v citlivosti k aktivatorim a inhibitordm (Supuran, 2011).
Buiiky vyssich obratlovct obsahuji 16 izoforem a-CA, které se nachazeji v riznych bunéénych
organelach a jsou distribuovany v mnoha tkanich (obrazek 3). CA 1 —1ll, CA VII, VIII, X, XI
a CA XIII jsou cytosolické formy. CA 1V, IX, XII a XIV jsou vazany v membranach.
CAYV je mitochondrialni forma se dvéma izoformami CA VA a CA VB
(Supuran et Scozzafava, 2000). CA VI je posledni izoforma a je sekretovana ptiusnimi zlazami
do slin (Henkin, 1999). Existuji tkan¢, které obsahuji vice nez jednu izoformu CA, ale také jsou

tkané, pro které je specificka pouze jedna izoforma (Hewett-Emmett, 2000).
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Lidska CA II je 29 kDa monomericky metaloenzym s inkorporovanym zinkem a 259
residui (Silverman et Lindskog, 1988). Jedna se 0 nejefektivnéjsi CA (Briganti et al., 1997)
apatii k jedném z nejefektivnéjSich enzyma vibec (s kcat/Km = 1,5 x 108 M-1sec-1)
(Lindskog et Silverman, 2000). CA 1II je exprimovana v mnoha tkanich véetné sav¢ich
cervenych krvinek (Dodgson, 1991). Autozomalné recesivni deficit tohoto proteinu u lidi vede

k osteopetroze, renalni tubularni acidoze, mentalni a rdstové retardaci a cerebralni kalcifikaci
(Sly, 1991).

Isozyme Subcellular Tissue/organ
localization localization

hCAI Cytosol Erythrocytes, Gl tract

hCAll Cytosol Erythrocytes, eye,

Gl tract, bone
osteoclasts, kidney,
lung, testis, brain

hCA I + Cytosol Skeletal muscle,
adipocytes
hCA IV Membrane- Kidney, lung,
bound pancreas, brain

capillaries, colon,
heart muscle

hCA VA Mitochendria Liver
hCAVB Mitochondria Heart and skeletal

muscle, pancreas,
kidney, spinal cord,

Gl tract

hCA VI Secreted Salivary and

(saliva, milk) mammary glands
hCAVII Cytosol CNS
hCA VI Cytosol CNS
hCA X Transmembrane Tumours, Gl mucosa
hCA X Cytosol CNS
hCA XI Cytosol CNS
hCA XII Transmembrane Renal, intestinal,

reproductive epi-
thelia, eye, tumours

RCA XIII Cytosol Kidney, brain,
lung, gut,
reproductive tract

hCA XIV Transmembrane Kidney, brain, liver

mCA XV Membrane- Kidney
bound

Obr. 3 - Piehled 16 izoforem CA, subcelularni lokalizace a tkan distribuce (Supuran, 2008).
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3.2. Inhibice CA a znamé inhibitory

Jsou znamé tfi hlavni skupiny CA inhibitord: anionty vazajici se s kovy, jednoduché
anorganické anionty nebo nesubstituujici sulfonamidy a jejich bioizostery. Inhibice CA je dobie
prostudovana. Inhibitory funguji tak, ze bud’ substituuji sebe za hydroxid vazajici se
na zinecnaty iont, nebo se piimo piidaji k zine¢natému iontu v aktivnim misté (Supuran et al.,

2004).

Nejlépe prozkoumanou skupinou CA inhibitort jsou sulfonamidy (Supuran et al., 2003),
sulfamaty (Winum et al., 2005) a sulfamidy (Winum et al., 2006). Sulfonamidy a jejich izostery
maji vyuziti v biomedicing jako diuretika, antikonvulziva, léky proti zelenému zakalu, obezité,
riznym rakovinam, bolesti nebo rtiznym infekcim (Supuran, 2008). Fakt, ze se CA nachazi
V patogennich organismech jako houbach ¢i kvasinkach, dava témto latkdm moznost fungovat
jako anti-infekéni ptipravky (Supuran, 2011). Sulfonamidy se vaZou na zine¢naty iont CA
pomoci atomu dusiku a vyuzivaji vodikové mustky residui threoninu 199 a glutamové kyseliny
106 k zakotveni molekuly inhibitoru k hydrofobnim a hydrofilnim ¢astem aktivniho mista
(Stams et Christianson, 2000). Tyto interakce sulfonamidi s CA zajistuji vysokou afinitu

k enzymu i pfi nanomolarnich objemech inhibitoru (Abbate et al., 2003).

Anionty vazajici se s kovy a jednoduché anorganické anionty jsou méné prozkoumanou
skupinou a dostavaji méné pozornosti nez sulfonamidy (De Simone et Supuran, 2012).
Obecné se vazou na CA s mensi efektivitou nez sulfonamidy (Maren, 1967). Prikladem aniontt
komplexujicich kovy je kyanid, thiokyanat, nebo sulfan (Bertini et al., 1978) a mezi jednoduché
anionty patii naptiklad halogenidy, pseudohalogenidy, dusi¢nany nebo hydrogenuhli¢itany

(Nishimori et al., 2009).
3.3. CA inhibitory jako lé¢iva

Klasickymi CA inhibitory jsou jiz zminéné sulfonamidy. Existuje nejméné 30 klinicky
pouzivanych sulfonamidi, sulfamath ¢i sulfamida se signifikantnimi inhibi¢nimi vlastnostmi
(Supuran, 2011). Mezi takové latky patii naptiklad acetazolamid, methazolamid, ethoxzolamid
nebo dichlorphenamid. Jejich struktury jsou vyobrazeny na obrazku 4. Tyto latky jsou znamé
uz nékolik desitek let. V' 50. a 60. letech byly vyvijeny jako diuretika a antiepileptika (Supuran,
2008). I kdyz jejich vyuziti jako diuretika nebylo nijak rozsahlé, ukazalo se, Ze jejich inhibi¢ni
vlastnosti CA mohou byt uplatnény v 1é¢b¢ zelen¢ho zakalu (Supuran et al., 2003). Dodnes jsou

latky jako acetazolamid pouzivany v oftalmologii.
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Navic bylo objeveno, ze CA inhibitory zabiraji 1 jako antikonvulziva, 1éky proti obezité,
rakoving, bolesti a n€kterym infekcim. Nicméné vysoky pocet izoforem CA v lidském téle (16
CA, z toho 13 s katalytickou aktivitou), jejich rozmanita lokalizace a nedostatek izoenzymové

selektivity inhibitord, ¢ini hledani novych 1é¢iv problematickym (Supuran et al., 2003).

H,C P o o Q.0
N\ S
\ 2 0 /
N—N
Acetazolamid Methazolamid
O O
Y
0 H,N™ 0
N _O
>—s NH, cl $;
NH,
Cl
Ethoxzolamid Dichlorphenamid
Obr. 4 - Chemické struktury acetazolamidu, methazolamidu, ethoxzolamidu

a dichlorphenamidu
3.3.1. CAinhibitory jako antikonvulziva

Zachvaty spojené s kieCemi patii mezi nejcastéjsi neurologické poruchy (Lothman et
Collins, 1984). Jsou charakterizovany dysfunkci v Sedé hmoté mozku a objevuji se kvili
abnormalni, nadmérné, synchronni depolarizaci populace neurond. Pfi¢inami mohou byt
metabolické potize, infekce, Sok, toxiny nebo epilepsie (Angeles, 1981). Privodnim jevem
zachvatu jsou prudké zmény v koncentraci ionti a pH v extracelularnim prostoru neuront
(Xiong et Stringer, 2000). Obecné zasadité prostiedi zvySuje excitabilitu neuronti a umocnuje
Sifeni zachvatu, zatimco kyselé prostiedi déla pravy opak (Bonnet et al., 1998). Vyrovnavani
pH v extra a intracelularnim prostoru je vykonavéano hlavné prostiednictvim CO2 a HCOs-. Tyto

molekuly jsou vyvazovany pravé CA (Aribi et Stringer, 2002).
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CA se nachazeji v nékolika bunécnych populacich v celé nervové soustavé a plni rizné
funkce (Cammer et Brion, 2000). Dlouhou dobu se vétilo, Ze v nervovém systému
je exprimovana pouze CA Il (Filippi et al., 1978). Zjistilo se ovSem, ze se zde exprimuji i CA
I11, XIl, CARP VIII a XI (carbonic anhydrase related protein)(Carter et al., 2000).

Acetazolamid je od roku 1953 schvalen pro 1écbu epilepsie. Primarné je pouzivan
v kombinované 1é¢bé spolu s jinymi antiepileptickymi ptipravky (Reiss et Oles, 1996). Bohuzel
acetazolamid neposkytuje dlouhodobé feseni pro 1écbu epilepsie, jelikoz si na néj télo vybuduje
toleranci (Cammer et Brion, 2000). Dal§imi CA inhibitory pouzivanymi pro 1écbu epilepsie

jsou methazolamid, zonisamid a topiramat (Masereel et al., 2002).
3.3.2. CA inhibitory jako lé¢iva zeleného zakalu

Zeleny zakal je chronické degenerativni ocni onemocnéni charakterizovano vysokym
nitroo¢nim tlakem, ktery zptisobuje nevratné poskozeni zrakového nervu a mize vést k trvalé
slepot¢ (Bartlett et Jaanus, 2007). CA inhibitory piedstavuji nejvic fyziologicky zptsob 1é¢by
tohoto onemocnéni. Inhibici enzymu CA se redukuje mira hydrogenuhli¢itanu a dosahuje se

sekrece komorového moku, coz redukuje nitrooéni tlak o 25 — 30 % (Supuran, 2008).

Nejpouzivangj$imi 1é¢ivy jsou v této oblasti acetazolamid, methazolamid, ethoxzolamid
a dichlorophenamid. Inhibuji formy CA, zapojené do sekrece komorového moku, CA Il
aCA XIl (Supuran, 2008). Nejidealngjsi ztéchto latek pro lécbu zeleného zakalu
je acetazolamid, protoze nejvice redukuje nitrooéni tlak, neni moc toxicky a ma idealni
farmakokinetické vlastnosti (Bartlett et Jaanus, 2007). Jelikoz se CA nachazeji i v jinych
organech nez v oku, tyto sulfonamidy maji inhibi¢ni efekt i na jiné formy enzymu. To vede
k nechténym vedlejsim efektim jako naptiklad k depresi, tinavé, kovové chuti v Gstech nebo
tieba ke ztrat¢ vahy (Sugrue, 2000).

3.3.3. CA inhibitory jako léciva rakoviny

Rakovina patfi k hlavnim zdravotnim problémim v rozvinutych zemich. I pfes to,
ze se vyznamné pokrocilo v konvenc¢ni terapii, stdle je potfeba vyvijet nové terapeutické
postupy. V poslednich 20 letech byly identifikovany nové nadorové linie a v nich se jevi CA
jako dobry terapeuticky cil (Denko, 2006). Ze vSech 16 forem a-CA jsou s rakovinou spojovany
jen nékteré izotypy. S tumory je asociovana CA 1X a CA XII. I kdyz se CA XII bézn¢ nachazi

I ve zdravych tkanich, je vyrazné exprimovana u karcinomu ledvin (Potter et Harris, 2003).
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CA IX je overexprimovana hlavné v hypoxickych lidskych tumorech (Robertson et al.,
2004). Jedna se o tumory jicnu, plic, ledvin, tlustého stfeva a konecniku, prsu, délozniho ¢ipku
a mocového méchyie (Harris, 2002). Hypoxie v tumorech spousti glykolyzu, coz je kriticky
bod pro pieziti hypoxického tumoru. Glykolyza nejenze generuje energii, ale také podporuje
produkci nukleotidli, aminokyselin a lipidd, které jsou pottebné k tvorbé novych nadorovych
bun¢k (Vander Heiden et al., 2009). Na druhou stranu se glykolyzou produkuje nadbytek
kyselych metabolickych produkti, jako kyselina mlécné, protony a oxid uhli¢ity. Aby se bunky

vyhnuly dlouhodobé intracelularni acidoze, aktivuji systém regulujici pH (Parks et al., 2011).

Systém regulujici pH se sklada z ¢asti exportujici laktat a protony a z ¢asti importujici
hydrogenuhli¢itan. Schéma systému regulujiciho pH je vyobrazeno na obrazku 5. Cilem tohoto
systému je okyselit extracelularni prostiedi tumoru a zarovent mit mirn¢ zasadité prosttedi uvnit
nadorovych bunék (Gerweck et Seetharaman, 1996). CA IX patii k ¢asti importujici
hydrogenuhli¢itan (Pastorekova et al., 2008). CA IX méni CO2 a H2O na zminény
hydrogenuhli¢itan, ktery je poté importovan hydrogenuhli¢itanovych transportérem
do intracelularniho prostiedi. Tento proces, a tim padem i rist tumoru, miZze byt narusen
inhibici CA IX pomoci sulfonamidovych inhibitort (Cecchi et al., 2005). Mezi takové latky
patii jiz dfive zminény acetazolamid, methazolamid nebo ethoxzolamide (Vullo et al., 2003).
Novou nadéjnou latkou je indisulam (Supuran, 2003), ktery v roce 2018 prosel fazi 2 klinické
studie u pacientl s akutni myeloidni leukémii (Assi et al., 2018). Dale byly zkoumany

s dobrymi vysledky i nové vytvorené halogenované sulfonamidy (llies et al., 2003).

intragellular

CAIX

CO#H,0+— H*+HCO;

Obr. 5 - Schéma systému regulujicitho pH v hypoxickych tumorech. BT = transportér
hydrogenuhlic¢itanu (Bicarbonate transporter) (Sedldkova et al., 2014).
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VSechny tyto dobie zndmé inhibitory jako acetazolamid nebo topiramat se dovedou
vazat na vice izoforem, ¢imz mohou zpisobovat nechténé vedlejsi u€inky. Hledani novych
inhibitorti nebo syntéza analogll jiz zndmych inhibitortt CA je cesta, jak najit latky vysoce

selektivni vici specifické izoformé CA (Buemi et al., 2015).
3.4. Objevovani léCiv

Disciplina objevovani 1é¢iv je komplexni proces, jehoz cilem je identifikovat nova
1é¢iva (obrazek 6). V soucasnosti se na trh dostane jedna z ptiblizné milionu otestovanych latek.

To vede k potiebé testovat chemické knihovny a vyvoji vysokokapacitniho testovani.

Objevovani 1é¢iva zacina vybérem vhodného cile. Takové cile jsou vétSinou receptory,
enzymy nebo iontové kanaly. Po vybéru cile musi prob&éhnout jeho validace. Je potieba mit
jistotu, ze ovlivilovani vybrané¢ho cile vede k efektivni 1é¢bé nemoci. Ze zacatku je proces
validace cile provadén in vitro a na zvitecich modelech, ov§em kone¢na validace je dosazena

v klinickych studiich na lidech.

Po identifikaci cile probih4 hledani latek, které ho ovliviiuji. Tato faze zacina navrzenim
vhodného testu. Poté je dany cil vystavovan velkému poctu latek. Latky, které aktivné ovliviiuji
vybrany cil, postupuji do testovani na zvifecich modelech. Po projiti t€émito testy je latka
optimalizovana, co se tyce potence, selektivity, fyzicko-chemickych a farmakokinetickych
vlastnosti a bezpe¢nostnich opatieni. Pak se az muze zapojit do testovani na lidech (Carnero,
2006).

Target Tgrggt ASS Screening Hit to lead
discovery validation development
< Non e
] Clinical Preclinical Lead
Market ; human : .
trials evaluation optimization

toxicology

Obr. 6 - Schéma prubehu objevovani léciv (Carnero, 2006)

20



3.4.1. Vysokokapacitni testovani (High throughput screening- HTS)

Vysokokapacitni testovani (HTS) je strategie vyuzivana pfi objevovani novych 1éciv
ovliviwyjicich vybrané cile ¢i bunééné fenotypy. Skvély HTS test je vysoce citlivy, vykazuje
minimalni variabilitu (mezi jednotlivymi jamkami, destickami i mezi testy), ma vysoky pomér
signalu vici pozadi, neni naro¢ny na pitipravu, je kompatibilni s DMSO a mé kvalitni pozitivni

kontroly (Shun et al., 2011).

HTS testy a chemické knihovny se vyvijely kviili potfebé testovat velké mnozstvi latek.

Bé&hem poslednich nékolika desetileti se HTS vyvijelo ve 3 fazich.

V 80. a 90. letech bylo HTS zaméfeno na knihovny malych molekul. V této dobé
vznikly technologie, jako desticky s velkou hustotou jamek, homogenni eseje, automatické

mikrolitrové dispenzery a celkova automatizace.

Na konci 90. let se pozornost z knihoven malych molekul pfesunula na knihovny
obsahujici jen 1é¢iva a 1é¢iviim podobné latky. VéEédci se také zamétovali na vylepSovani eseji
a kontrolu jejich kvality. S timto piistupem se snizovalo pokryti testovanych latek z 10*° na 10°.
Tim padem pomoci kombinatorni chemie vznikaly knihovny latek s podobnymi strukturami
jako aktivni latka, hned jak je nalezena. Tim bylo dosaZzeno vétsi pokryti dulezitych struktur
(\Valler et Green, 2000).

S dostupnosti sekvence lidského genomu se na zacatku 21. stoleti objevilo mnozstvi
novych cilii pro screening. Pfed piectenim lidského genomu existovalo zhruba 500 terapeuticky
vyznamnych cilt.. Po prozkoumani lidského genomu se toto ¢islo zvysilo na 3000 (Terstappen
et Reggiani, 2001). Diky nalezeni tolika novych cilti se okamzité zacaly testovat miliony latek.
To vedlo ke vzniku ultra HTS (UHTS) (Sittampalam et al., 1997). Tento proces dokazal
otestovat jest¢ vice latek v krat§im Case. Eseje bylo mozné provadét v 1536- jamkovych
desti¢kach a byly vytvoreny stroje, které¢ dokazaly pracovat S objemy mensimi nez 2 pl (Parker
et al, 2000).
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3.4.2. Miniaturizace

Soucasné objevovani 1é¢iv spoléha na masivni testovani chemickych knihoven proti
riznym intra- i extracelularnim cilim. ZvySeni poctu testovatelnych chemikalii i rliznych
molekularnich cild vedlo k miniaturizaci HTS testt. V zacatcich HTS v 90. letech byly
pouzivany 96- jamkové mikrotitratni desticky. B€éhem dalSich deseti let se vyvinuly desticky
S vys$i hustotou jamek. Zacaly se pouzivat 384- jamkové desticky s rozsahem 25 — 100 pl
objemu na jamku. Vétsina testt, jak biochemickych, tak bunécnych, mize byt bez problému
adaptovana pro 384- jamkové desticky. Tento format je pro skladovani ¢i testovani pouzivan

vétsinou farmaceutickych a biotechnologickych laboratoti (Fox, 2006).

Nekolik firem dokéazalo adaptovat jejich metody pro praci s 1536- jamkovymi
destickami (Klumpp et al., 2006). Normalni pracovni objemy 1536- jamkovych desti¢ek
se pohybuji mezi 2,5 — 10 pl. Nekteré firmy Sly jesté dal a pokousely se testovat na 3456-
jamkovych destickach s pracovnimi objemy 1-2 pl. Rutinni testovani s 3456- jamkovymi
desti¢kami piinasi n¢které logistické a technologické problémy (Brandish et al., 2006). Proto
se hodné firem ubira cestou testovani s 384- a 1536- jamkovymi destickami (Houston et al.,
2008).

Zajimavou alternativou se také staly 384- jamkové nizko objemové desticky (384w Iv-
MTP). Tyto desti¢ky maji redukovany objem jamky na 10 — 20 pl. Vyhodou 384w Iv-MTP je
moznost pracovat s menSimi objemy na strojich a dispenzerech pro klasické 96/384- jamkové

desti¢ky a nemuset investovat do novych pfistroju (Macarron, 2006).
3.4.3. Automatizace

Soucasné HTS metody zaloZzené na préaci s vicejamkovymi destiCkami vyZaduji
robotické systémy a systémy pro zachazeni s malymi objemy tekutin, citlivé detektory

a software pro zpracovani a kontrolu naméfenych dat (Wu et Doberstein, 2006).

V HTS je kladen diiraz na kvalitu pipetovacich systému. Pfi praci s 384- jamkovymi
desti¢kami se setkavame s potiebou pipetovat az nanolitrové objemy. Cas pipetovani také hraje
roli. Tekutiny se z jamek testovaci destiCky mohou vypafovat, coz muze ovlivnit vysledky
experimentu. Casto také pracujeme s enzymy, které podléhaji degradaci. Proto jsou presnost

a rychlost dulezité pro vSechna tato testovani (Stevens et al., 1998).
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Sbér dat probiha v citlivych detektorech. Detektory dokazi meéfit fluorescenci,
absorbanci ¢i luminiscenci. Za zminku stoji napfiiklad pfistroje EnVision nebo FLIPR
(Hertzberg et Pope, 2000).

3.4.4. Chemické knihovny

Se znalostmi biologie na molekuldrni Grovni a technikami umoziujicimi izolovat
jakoukoliv slozku biologickych systémi je mozné hledat biologicky aktivni slouceniny
testovanim prirozenych i syntetickych ligandi proti riznym biologickym cilim (Jung et Beck-
Sickinger, 1992). Jelikoz $ance najit takovy ligand se zvySuje s mnozstvim otestovanych latek,

nejlepsi pistup je testovat velké knihovny latek (Pavia et al., 1993).

V poslednich deseti letech zna¢né pokrocila metodika sestavovani knihoven, z nichz
Kombinatorni knihovny jsou vytvaieny pomoci kombinatorni chemie. Kombinatorni chemie je
jednim z piistupti syntézy velkého mnozstvi riznych latek. Kombinatorni chemie je zalozena
na efektivni paralelni syntéze, ve které je generovano vét$i mnozstvi chemickych latek nez je
pocet krokii syntézy. Navic po nalezeni aktivni latky je mozné pomoci kombinatorni chemie

rychle prozkoumat aktivitu riznych struktur dané latky (Terrett, 1998).

Principem DNA koddovanych knihoven je kovalentni oznaceni latek knihovny
jednofetézcovou nebo dvouietézcovou DNA. DNA slouzi jako barkod (Wilson et Szostak,
1999). Takto je mozné vSechny oznacené molekuly spojit do jednoho poolu, aby interagoval
s cilovych proteinem. Molekuly, které s proteinem néjak interagovaly, jsou zpétné

identifikovany pomoci DNA barkodu (Halpin et Harbury, 2004).

Spousta firem nabizi komer¢ni knihovny s pfedpfipravenymi sety latek. Knihovny
obsahuji tzv. ,zlaté¢ standardy“, precizn¢ charakterizované latky se znamou aktivitou.
Jednou z takovych knihoven je LOPAC 1280 (Library of Pharmacologically Active
Compounds). Jednd se o knihovnu 1280 dobie charakterizovanych malych molekul, které
reprezentuji rizné mechanismy Géinku a cili na rozmanité receptory (Raftery et al., 2014). Jde
hlavné o latky u¢inné v oblasti bunécné signalizace a neurotransmise. Ve velké mife se jedna o
latky, které jsou v soucasnosti na trhu nebo v klinickych studiich. VSechny latky knihovny jsou
Jiz rozpustény v DMSO, takZe jejich pfiprava nezabere zadny cas. Knihovna se da koupit

Vv klasické a ,,small scale* variante.
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Klasicka varianta obsahuje latky o objemu 250 pl a koncetraci 10 mmol/I. ,,Small scale*

varianta obsahuje latky o objemu 25 pl a stejné koncentraci (Sigma — Aldrich, 2020).
3.4.5. Z - faktor

Ve vétsiné HTS programi je kazda latka testovana maximalné v singletech
nebo duplikatech. Z toho divodu je tedy pro identifikaci aktivnich latek potieba, aby testy byly
dostatecné presné a citlivé. VSechna méfeni jsou ovlivnéna, at’ pfistroji nebo lidskym faktorem,
jistou mirou variability. Logicky, ¢im mensi variabilita mezi méfenimi, tim je vyssi Sance, Ze

byla aktivni latka ur¢ena spravné (lversen et al., 2006).

Z - faktor je nejbéznéji pouzivanym parametrem ke sledovani kvality a vykonu testu
(Zhang et al., 1999). Existuji i dalsi statistické hodnoty pro méfeni kvality testil, niceméné
vyhoda Z - faktoru tkvi v jeho jednoduchosti a vypovidajici hodnoté (lversen et al., 2006).
Z - faktor je vyuzivan pii vyvoji testu, kde se sleduje efekt zmén podminek testu. Zaroven také
Z - faktor monitoruje vykon testu pii screeningovych kampanich, jako kontrola kvality

jednotlivych desticek (Gubler, 2006).

Z - faktor bere v potaz dynamicky rozsah signalu testu, variace spojené s méfenim

vzorkll a variace spojené s métenim kontrol. Je vypocitdn podle schématu,

(305 + 30,)

Z=1
s — el

kde osa oc jsou smérodatné odchylky vzorkd a kontrol a s a pc jsou pruméry vzorka

a kontrol.

Napiiklad pokud se (305 + 30,) ptiblizuje 0 a |us — u.| nekone¢nu, Z — faktor se piiblizuje 1,
své maximalni a idealni hodnoté. Cim vysii Z — faktor je, tim jsou data naméfena danou eseji
kvalitng€jsi. Vynikajici testy maji Z — faktor od 0,5 do 1. Test se Z — faktorem pod 0,5 je potieba
optimalizovat (Zhang et al., 1999).
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4. Material a Metody

4.1. Pouzité chemikalie

Acetazolamid (Sigma-Aldrich, USA)

Bovinni sérovy albumin (Sigma-Aldrich, USA)
CA 1l (UOCHB, AV CR)

Deionizovana voda

DMSO (Sigma-Aldrich, USA)

Fenolova ¢erven (Sigma-Aldrich, USA)
HEPES (Sigma-Aldrich, USA)

NazSOs (Lach-Ner, CR)

Pyranine (Sigma-Aldrich, USA)

Tris (Sigma-Aldrich, USA)
4.2. Pouzité roztoky

Acetazolamid 10 mmol/I

Pro ptipravu 10 ml roztoku bylo rozpusténo 0,022 g acetazolamidu v DMSO. 10 ml bylo
rozdéleno po 1 ml do mikrozkumavek a uchovavano v -20 °C. Pfed experimentem byl nafedény

na koncentraci 10 pmol/I.

BSA 10%

Pro ptipravu 10% BSA byl rozpustén 1 g BSA v 10 ml destilované H>.O. Uchovano v lednici.
CAIl

Enzym CA II byl purifikovany na UOCHB AV (dr. Brynda). Byly dodany 2 Sarze, 1 Sarze
o0 koncentraci 0,89 umol/l, 2. SarZze o koncentraci 27,35 pumol/l. Aktivita byla sledovana
u nefedéného enzymu, enzymu fedéného 1:10 (1 pl enzymu ptidany k 10 pl Tris pufru) a 1:100
(1 pl enzymu 1:10 pridany k 10 pl Tris pufru).
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HEPES 0,5 mol/l, pH=7,5

Pro ptipravu 0,5 1 roztoku bylo rozpusténo 59,575 g HEPES v destilované H20 a pH upravené

na hodnotu 7,5 pomoci HCI. Uchovavano v lednici.
Naz2S0a4 0,1 mol/I

Pro ptipravu 0,5 1 roztoku bylo rozpusténo 7,1 g Na>SOgs Vv destilované H20. Uchovavano

v lednici.
Pufr pro méreni aktivity CA 11

K ptipravé 100 ml pufru bylo pfidano 10 ml HEPES (0,5 mol/l), 40 ml Na>SQO4 (0,1 mol/l),
0,4 ml pyraninu (1 mmol/l), 0,6 ml BSA 10% a 49 ml deionizované H>O.

Pufr pro méreni aktivity CA II obsahujici CA 11

K 80 ml pufru pro méteni aktivity CA II bylo ptfiddno 145,6 ul CA II (2. Sarze - 27,35 pmol/l).

Pufr byl vyroben tésné pted experimentem a ponechan na ledu.
Pyranin 1 mmol/I

Pro ptipravu 5 ml roztoku bylo rozpusténo 0,0026 g pyraninu v destilované a deionizované

vodé€ a uskladnéno v -20 °C. Takto pfipraveny roztok byl stabilni maximélné 2 mésice.
Tris 50 mmol/l, pH =7,8

Pro ptipravu 0,5 | roztoku bylo rozpusténo 3,0275 g Tris v destilované a deionizované H>O.

Hodnota pH byla upravena na 7,8 pomoci H2SOa.

Voda sycena CO2

Do 100ml flaSky byla ptfiddna deionizovand voda. Voda se zacala sytit CO2 alesponi hodinu

pred zacatkem experimentu a byla sycena CO2 béhem celého experimentu.
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4.3. Seznam pouzitych pristroji

Analytické vahy (Scaltech, USA)

Centrifuga 5810R (Eppendorf, Némecko)

Echo 550 (LabCyte, USA)

EnVision Multimode Plate Reader (Perkin ElImer, USA)

FLIPR Tetra High-Throughput Cellular Screening System (Molecular Devices, USA)
FlowBox HeraSafe (Thermo Fisher Scientific, USA)

Michac¢ka MR Hei — Tec (Heidolph Instruments GmbH, Némecko)

Multidrop Combi Reagent Dispenser (Thermo Fisher Scientific, USA)

pH metr Ultra Basic (P-LAB, CR)

PlateLoc Thermal Microplate Sealer (Agilent Technologies, USA)

Tundra Store Automated Low Temperature Freezer (HighResBiosolutions, USA)
Viéha pétimistna XA (RadWag, CR)

Vortex IKA Genius 3 (P-LAB, CR)
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4.4. Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy
4.4.1. Stanoveni aktivity enzymu CA II pomoci kolorimetrické metody

4.4.1.1.Stanoveni vhodné koncentrace enzymu CA II a podminek

experimentu

Pro predbézné testy byl do 4 jamek 384- jamkové pruhledné desticky pipetovan
pracovni roztok fenolové ¢ervené (FR) a enzymu CA II (1. Sarze - 0,89 umol/l), CA 11 1:10
a CA Il 1:100 podle tabulky 1. Desticka byla vloZena do pfistroje EnVision a pomoci jeho
pipetovaciho zafizeni bylo do jamek postupné pipetovano 15 ul vody sycené COo.
Po pipetovani vody se zacala méfit absorbance dané jamky. Absorbance byla méfena 38 sekund
kazdé 2 sekundy pfi 557 nm. Po zméfeni jedné jamky pftistroj pokracoval v pipetovani jamkou

nasledujici. Cely experiment mél 3 technicka opakovani.

Tab. 1 - Mnozstvi pipetované FR, fedéni CA II a koncentrace CA 11 ve 4 jamkach pro stanoveni

vhodné koncentrace CA II pomoci kolorimetrické metody.

Jamka | MnoZstvi roztoku FR Redéni CA 11 Koncentrace CA 11
[ul] (0,89 pmol/l) [1 pl] v reakci [nmol/l]
1 15 / /
2 14 1:0 30
3 14 1:10 3
4 14 1:100 0,3

4.4.2. Stanoveni aktivity enzymu CA II fluorescen¢ni metodou

4.4.2.1.Stanoveni vhodné Kkoncentrace enzymu CA II a podminek

experimentu

Pro ptfedbézné testy byly pouzity 4 jamky 384 Black ViewPlate. Do jamek byl pipetovan
pufr pro méteni aktivity CA Il a CA 11 (1. Sarze — 0,89 umol/I) CA 11 1:10 a CA 11 1:100 podle
tabulky 2. Desticka byla vloZena do pfistroje FLIPR a pomoci jeho pipetovaciho systému bylo
do jamek pipetovano 15 pl vody sycené COx. Pistrojem FLIPR byla méfena fluorescence vSech
jamek najednou 10 sekund pted pipetovanim a 60 sekund po pipetovani vody kazdou sekundu
za pouziti excitaéniho filtru 470 — 495 nm a emisniho filtru 515 — 575 nm. Experiment byl

opakovan 3x.
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Tab. 2 - Mnozstvi pipetovaného pufru pro méfeni aktivity CA II, fedéni enzymu CA II
a koncentrace CA Il ve 4 jamkach pro stanoveni vhodné koncentrace CA Il pomoci

fluorescen¢ni metody.

MnoZstvi pufru pro Redéni enzymu CA |1 Koncentrace CA 11
Jamka | méFeni aktivity (0,89 pmol/1) [1 ] v reakci [nmol/l]
CA Il [ul] o7 I H
1 15 / /
2 14 1:0 30
3 14 1:10 3
4 14 1:100 03

4.4.2.2.Stanoveni vhodné koncentrace inhibitoru acetazolamidu jako

pozitivni kontroly

Pro stanoveni vhodné koncentrace inhibitoru bylo pouzito 7 jamek desti¢ky 384 Black
ViewPlate. Pomoci pristroje Echo550 byl do jamek 3 az 7 pipetovan acetazolamid tak,
aby vysledna koncentrace v 30 ul reakce byla 100 nmol/l, 62,5 nmol/l, 15,63 nmol/l, 3,91
nmol/l a 0,98 nmol/l. Do vsech 6 jamek byl pipetovan pufr pro méteni aktivity CA Il a do jamek
2 az 6 byla pipetovana CA II fedéna 1:10 (1. sarze — 0,89 umol/l) Tris pufrem podle tabulky 3.
Desticka byla vlozena do pfistroje FLIPR a pomoci jeho pipetovaciho systému bylo do jamek
pipetovano 15 pl vody sycené COq. Piistrojem FLIPR byla méfena fluorescence vSech jamek
najednou 10 sekund pted pipetovanim a 60 sekund po pipetovani vody kazdou sekundu za

pouziti excita¢niho filtru 470 — 495 nm a emisniho filtru 515 — 575 nm.

Tab. 3 - Mnozstvi pipetované¢ho pufru pro méfeni aktivity CA II, fedéni enzymu CA II,
koncentrace CA 11 v reakci a koncentrace acetazolamidu v reakci v 7 jamkach pro stanoveni

vhodné koncentrace inhibitoru pomoci fluorescencni metody.

MnozZstvi pufru pro Redéni enzymu Koncentrace Koncentr_ace
Ny ot e . CAIl acetazolamidu v
Jamka | méreni aktivity CA 11 CAIl . .

[ul] (0,89 pmol/1) [1 ] Vv reakci reakci [nmol/l]
a [nmol/l]

1 15 / / /

2 14 1:10 3 /

3 14 1:10 3 100

4 14 1:10 3 62,50

5 14 1:10 3 15,63

6 14 1:10 3 3,91

7 14 1:10 3 0,98
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4.4.2.3.Zavedeni fluorescencni metody pro stanoveni aktivity enzymu CA 11

pro podminky HTS

Do vsech jamek desticky 384 Black ViewPlate bylo pipetovano 15 pl pufru pro méteni
aktivity CA II pomoci pfistroje MultiDrop. Prvni tietina jamek obsahovala enzym CA 11
(2 nmol/l). Druha tietina jamek obsahovala enzym CA II (I nmol/l) a acetazolamid
(100 nmol/1). Posledni tfetina jamek obsahovala pouze pufr pro méfeni aktivity CA II.
Desticka byla vloZzena do pfistroje FLIPR a pomoci jeho pipetovaciho systému bylo do jamek
pipetovano 15 pl vody sycené¢ COz. Piistrojem FLIPR byla métena fluorescence vSech jamek
najednou 10 sekund pted pipetovanim a 60 sekund po pipetovani vody kazdou sekundu za
pouziti excita¢niho filtru 470 — 495 nm a emisniho filtru 515 — 575 nm. Byly vypocitany
Z — faktory pro rtuzné Casové intervaly reakce a jejich hodnoty byly porovnané. Pipetovaci

stanice MultiDrop a FLIPR pouzité v tomto experimentu budou pouzity pro podminky HTS.

4.4.3. Validace fluorescen¢ni metody na komercni knihovné LOPAC 1280

4.4.3.1. Testsignalu

Pied zacatkem experimentu bylo do 3 jamek jiné 384- jamkové desticky
pipetovano 15 pul pufru pro méfeni aktivity CA II. Fluorescence pyraninu v jamkach byla
meéfena pomoci ptistroje FLIPR za pouZiti excita¢niho filtru 470 — 495 nm a emisniho filtru 515
— 575 nm. Signal by nemél byt vyssi nez 50 000 RLU (relative light units). Pozadovany signal

jsme docilili ipravou gate-u a délkou expozice.
4.4.3.2. Priprava testovaci destiCky

Pro validaci metody byla pouzita komer¢ni knihovna LOPAC 1280. Na otestovani vSech
latek z LOPAC knihovny ve dvou koncentracich jsme pouzili 8 desticek 384 Black ViewPlate.
Pozitivni kontrola acetazolamid (30 nl, 0,1 mmol/l) byla pipetovana do pozic A2 — H2
a A23 — H23 pomoci piistroje ECh0550. Do sloupct 3 — 22 prvnich ¢tyf desti¢ek bylo pomoci
Echo550 pfeneseno 30 nl latek o koncentraci 10 mmol/l a do druhych ¢ctyi desticek bylo
preneseno 30 nl latek o koncentraci 0,1 mmol/l. Do sloupcti 1 a 24 bylo pomoci pfistroje
MultiDrop pipetovano 15 pl pufru pro CA Il. Sloupce 1 a 24 a jamky 12 — P2 a 123 — P23

slouzily jako negativni kontroly. Do sloupct 2 — 23 bylo pipetovano 15 ul pufru pro méfeni
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aktivity CA II obsahujici CA Il. Takto pfipravena desticka (obrazek 7) byla promichana

a centrifugovana (1500 rpm, 1 min, laboratorni teplota).

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

H H H H
A LIH121H2 511517,1533,1549,1565,1581,1 597.1 5'113'15'129‘15‘145'1S'151'15‘17?‘1S'lg3‘15'209‘15‘225‘15'241'15‘15?'15'273'1S'289‘15‘305‘13,J‘H34,1.H4
H H
3.2H342H4
H H
3.3H343H4

1 ;le 2HH2 521518,1534,1550,15,66,1582,1 598,1 §,114,15,130,15,146,15,162,15,178,15,194,15,210,15,226,15,242,15,258,15,274,15,290,15 306, 1

1 3HH12 3HH2 §31519,15351551,15,67,1583,1 599,1 §115,15131,15,147,15,163,15,179,15,195,15,211 15,227,15,243,15,258,15,275,15,291 15 307,1

H H H H
D 14H124H2 541 5‘20.19.36.15‘52.19.68.15‘84,15,100‘15.116.15.132‘15‘148.1S.154.15‘180‘15.196,15,212‘15‘228‘15.244.15‘160.15.275.19.292‘15‘309‘13'4‘H34‘4IH4

H H H
E 15H125H2 551 5‘21.19,37.15‘53.19.69.15‘85,15.101‘15.117.15.133‘15‘149.1S.155.15‘181‘15.197,15,213‘15‘229‘15.245.15‘161.15.277.19.293‘15‘309‘13'5‘H34‘5IH4

H H H H
F 16H12.6H2 561 5‘22.15.38.15‘54.15.70.15‘86,15,102‘15.118.15.134‘15‘150.1S.156.15‘182‘15.198,15,214‘15‘230‘15.245.15‘262.15.279.19.294‘15‘310‘13'6‘H34‘5IH4

H H H H
G 17H127.H2 571 5‘23.15.39.15‘55.15.71.15‘87,15,103‘15.11‘3.15.135‘15‘151.1S.157.15‘183‘15.199,15,215‘15‘231‘15.247.15‘263.15.279.19.295‘15‘311‘13'7‘H34‘7IH4

H H H H
H 18H128H2 581 5‘24'1S'40'1S‘Ss'ls'yz'15‘88'15'104‘15'120'15'136‘15‘152'1S'158'15‘184‘15'200‘15'216‘15‘232‘15'240'15‘264'1S'ZBD'IS'ZQG‘LS‘312‘13,B‘H34.B.H4
L B

591 525,1541,1557,15,73,15,89,15,105,15,121,15,137,15,153,15,169,15,185,15,201,15,217,15,233,15,249,15,265,15,281,15,297 15 313,1 21122182

B L
11811111

5.10,15.26,15,42,15,58,15,74,15,90,15,106,15,122,15,138,15,154,15,170,15,186,15,202,15,218,15,234,15,250,15,266,15,282,15,298,15 314,1

B L L B
I 12811211 22122282

L L B
1381 1‘3'L15.11.15‘27.15,43.15‘59.15.75.15‘91.15,107‘15.123.15.139‘15‘155.1S.1?1.15‘18?‘15.203,15,219‘15‘235‘15.251.15‘26?.15.293.15.299‘15‘315‘1 23122382

B L L
L 1451 1.4.L1S'12' 15.28,15.44,1560,15,76,15,92,15,108,15,124,15,140,15,156,15,172,15,188,15,204,15,220,15,236,15,252,15,268,15,284,15,300,15,316,1 24122482

B L L B
M 1561 1.S'LlS.iL.':l.15‘2‘3.15,45.15‘61.15.7'7".15‘93.15,109‘15.125.15.141‘15‘157’.1S.1?3.15‘18315.205,1'5,221‘J.S‘23?"‘15.253.15‘2‘.65.15.2[')5.15.301‘].5‘317‘1 25122582

B L L B
16B116L1 26122682
B

L L B
o] 1761 1lLlS.iLS.15‘31.15,4?’.15‘63.15.71'9.15“35.15,111‘1‘3.127.15.143‘1.5‘159.1S.175.15‘191‘15.207,15,223‘J.S‘239‘15.255.15‘171.15.2[')7.15.3l?l.1].5‘319‘1 27122782
L B
28122882

5.14,1530,15,46,15,62,15,78,15,94,15,110,15,126,15,142,15,158,15,174,15,190,15,206,15,222,15,238,15,254,15,270,15,286,15,302,15,318,1

1 BBEI 1 BLLlS.iﬁ.l5‘32.15,48.15‘64.15.B0.15‘96,15,112‘1‘3.128.15.144‘15‘160.1S.176.15‘192‘15.208,15,224‘15‘240‘15.255.15‘172.15.299.15.304‘15‘320‘1

Obr. 7 - Rozlozeni testovanych latek na 384-jamkové desticce (B = blank, H = high
control/pozitivni kontrola — acetazolamid, L = low control/negativni kontrola — CAll,

S = samples, testované latky)

4.4.3.3. Méreni

Desticka 384 ViewPlate byla vlozena do pfistroje FLIPR. Byl pouzit excitacni filtr
470 — 495 nm a emisni filtr 515 — 575 nm. Zacala se méftit absorbance vSech jamek soucasné
kazdou sekundu po 70 sekund. Po 10 sekundach od zacatku métfeni bylo pomoci pipetovaci
hlavice s 384 $pickami do vSech jamek desticky pipetovano 15 pl deionizované vody sycené
CO..

4.4.3.4. Vyhodnoceni

Data byla vyhodnocena a validovana v programu Dotmatics. Podle zmén pH v kazdé
jamce piistroj FLIPR zaznamenaval zménu fluorescence kazdou sekundu po 70 sekund.
Byla analyzovana plocha pod kiivkou mezi 16. a 20. sekundou reakce. Pro kazdou latku bylo
vypocitané procento inhibice (PI) a na zéklad¢ této hodnoty byly vybrané aktivni latky, tj. latky,

které zplsobily aspont 50% inhibici reakce.
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4.4.4. Hledani inhibitoru CA II pomoci fluorescenéni metody

4.44.1. Test signalu

Pred zaCatkem experimentu bylo do 3 jamek jiné 384- jamkové desticky
pipetovano 15 pl pufru pro méfeni aktivity CA II. Fluorescence pyraninu v jamkach byla
meiena pomoci pristroje FLIPR za pouziti excitacniho filtru 470 — 495 nm a emisniho filtru
515 — 575 nm. Signal by nem¢l byt vyssi nez 50 000 FIU/RLU. Pozadovaného signalu bylo

docileno tpravou gate-u a délkou expozice.
4.4.4.2. Priprava testovaci destiCky

Pro experiment byla pouzita desticka 384 Black ViewPlate. Pozitivni kontrola
acetazolamid (30 nl, 0,1 mmol/l) byla pipetovana do pozic A2 — H2 a A23 — H23 pomoci
ptistroje Echo550. Do sloupcti 3 — 22 bylo ze zdrojovych desti¢ek s latkami (10 mmol/l) pomoci
ptistroje Echo550 pieneseno 30 nl kazdé latky. Do sloupct 1 a 24 bylo pomoci pfistroje
MultiDrop pipetovano 15 ul pufru pro CAIl Sloupce 1 a 24 a jamky 12 — P2
a 123 — P23 slouzily jako negativni kontroly. Do sloupcti 2 — 23 bylo pipetovano 15 ul pufru
pro méfeni aktivity CA II obsahujici CA 1I. Takto pfipravena desticka byla centrifugovana
(1500 rpm, 1 min, laboratorni teplota). Celkem bylo otestovano 5120 novych latek

0 koncentraci 10 umol/I.
4.44.3. Méreni

Desticka 384 ViewPlate byla vloZzena do pfistroje FLIPR. Byl pouzit excita¢ni filtr
470 — 495 nm a emisni filtr 515 — 575 nm. Zacala se méfit absorbance vSech jamek soucasné
kazdou sekundu po 70 sekund. Po 10 sekundach od zac¢4tku méfeni bylo pomoci pipetovaci
hlavice s 384 $pickami do vSech jamek desticky pipetovano 15 pl deionizované vody sycené
CO..

4.4.4.4. Vyhodnoceni

Data byla vyhodnocena a validovana v programu Dotmatics. Podle zmén pH v kazdé
jamce piistroj FLIPR zaznamendaval fluorescenci kazdou sekundu po 70 sekund. Pro kazdou
latku bylo vypocitané Pl a na zéklad¢ této hodnoty byly vybrané aktivni latky, tj. latky, které

zpusobily aspoil 50% inhibici reakce.
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5. Vysledky

5.1. Stanoveni aktivity enzymu CA II pomoci kolorimetrické metody

5.1.1. Stanoveni vhodné koncentrace enzymu CA II a podminek experimentu

Pomoci spektrofotometru EnVision byla sledovana zména pH indikovéana FR
zpiisobena tvorbou hydrogenuhli¢itanu z H2O a COz. V prvnim pokusu byl sledovan vliv
3 riznych koncentraci enzymu CA II. Obrazek 8 zaznamenava prubé¢h reakce pii 557 nm.
Kiivka 1 zobrazuje prub¢h reakce bez pritomnosti enzymu CA II. Zména pH probiha pomalu.
Kiivky 2 a 3 klesaji prudce, coz ptredstavuje rychly pokles pH vlivem pfitomnosti nefedéné
CAIl (30 nmol/l) a CA 1II fedéné 1:10 (3 nmol/l). Rychlost zmény pH vlivem CA 11
fedéné 1:100 (0,3 nmol/l) zaznamenany kiivkou 4 pfipominé nekatalyzovanou reakci. Méteni
4 jamek touto metodou trvalo témetf 3 minuty. Zméteni celé desticky by trvalo vice nez 4

hodiny.

Obr. 8 - Prib¢h reakce tvorby HCOs™ katalyzované CA 1I, indikované FR. 1 = pouze pufr,
2=CA Il 1:0 (30 nmol/l), 3 = CA 11 1:10 (3 nmol/l), 4 = CA I 1:100 (0,3 nmol/l). Méteno
spektrofotometrem EnVision, 557 nm.
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5.2. Stanoveni aktivity enzymu CA II fluorescen¢ni metodou

5.2.1. Stanoveni vhodné koncentrace enzymu CA II a podminek experimentu

Ptistrojem FLIPR byl zaznamenan prib¢h reakce CO2 a H20 katalyzovany CA 1I
(30 nmol/l), CA111:10 (3 nmol/l) aCA 11 1:100 (0,3 nmol/l). Na obrazku 9 jsou ukazany kiivky
reakci. Kiivka CA 1I klesa prudce, coz znaci rychly pokles pH vreakci katalyzované
nejkoncentrovanéj$im enzymem. Kiivka CA II 1:10 ma prudsi priibé¢h mezi 13. a 16. sekundou,
ale pak se vice podoba kiivkam CA II 1:100 a B. Rychlost reakce je nepfimo umérna plose pod
kiivkou. Plocha pod kiivkami (tabulka 4) ukazuje, ze fedéni enzymu ma na jeho aktivitu velky
vliv. Nejnizsi plochu pod kiivkou ma reakce katalyzovand enzymem o koncentraci 30 nmol/L.

Zbyl¢ tii reakce maji podobné hodnoty ploch pod kiivkou.

Detail Graph
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Obr. 9 - Prubéhy reakci CO2 a H20 katalyzované CA 1II v koncentracich 30 nmol/l (CAII),
3nmol/l (CAIl 1:10) a 0,3 nmol/l (CAII 1:100) stanovené pomoci fluorescenéni metody

ptistrojem FLIPR indikované pyraninem. Kfivka B je reakce bez enzymu.

Tab. 4 - Plochy pod kiivkou reakci CO2 a H.O katalyzovanych CA Il v koncentracich
30 nmol/l (CAIl), 3 nmol/l (CAIl 1:10) a 0,3 nmol/l (CAII 1:100) stanovené¢ pomoci

fluorescen¢ni metody piistrojem FLIPR indikované pyraninem.

Plocha pod kfivkou
Pufr 94 143,3
CAll 58 775,92
CAIlI1:10 95 138,97
CA11:100 89 627,9
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5.2.2. Stanoveni vhodné koncentrace inhibitoru acetazolamidu jako pozitivni

kontroly

Ptistrojem FLIPR byl zaznamenan prib¢h reakce CO2 a H20 katalyzovany CA 1I
0 koncentraci 3 nmol/l za pritomnosti inhibitoru acetazolamidu ve 4 koncentracich. Ktivky
reakci jsou zaznamenany na obrazku 10. Nejprudsi prubéh méla reakce katalyzovana CA 11
bez pfitomnosti inhibitoru, ¢emuz odpovida i jeji plocha pod kiivkou (tabulka 5). Nejpomaleji
reakce probihala v jamce s pufrem. Reakce inhibované acetazolamidem o koncentracich
100 nmol/l a 62,5 nmol/l m¢ly podobny pribéh jako nekatalyzovana reakce. Reakce inhibované
acetazolamidem o koncentracich 15,63 nmol/l a 3,91 nmol/l mély prudsi prabéh nez predchozi
2 reakce, ale inhibice je zde stale patrna. Reakce inhibovana acetazolamidem o koncentraci
0,98 nmol/l se kiivkou podobala neinhibované reakci, inhibice je zde minimalni. V dalSich

experimentech jsme se rozhodli pouzivat koncentraci acetazolamidu 100 nmol/I.
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Obr. 10 - Prabehy reakei CO2 a H20 katalyzované CA II o koncentraci 3 nmol/l za ptitomnosti
acetazolamidu (100 nmol/l, 62,5 nmol/l, 15,63 nmol/l, 3,91 nmol/l a 0,98 nmol/l).
Kiivka buffer-blank pfedstavuje reakci pouze s pufrem, kiivka CAIIl piestavuje reakci
katalyzovanou 3nmol/l neinhibovanym enzymem. Stanoveno fluorescenéni metodou

pfistrojem FLIPR, indikovéano pyraninem.
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Tab. 5 - Plochy pod ktivkou reakci CO2 a H20 katalyzovanych CA II (3 nmol/l) za pfitomnosti

inhibitoru acetazolamidu v 5 koncentracich. Stanoveno pomoci fluorescenéni metody

ptistrojem FLIPR, indikované pyraninem.

Plocha pod kfivkou
Pufr 708 607,41
CAIl 486 607,36
CA Il + acetazolamid 100 nmol/I 678 357,55
CA Il + acetazolamid 62,5 nmol/I 733 974,37
CA Il + acetazolamid 15,63 nmol/I 597 147,35
CA Il + acetazolamid 3,91 nmol/I 602 802,79
CA Il + acetazolamid 0,98 nmol/I 512 351,30

5.2.3. Zavedeni fluorescen¢ni metody na stanoveni aktivity CA II pro

podminky HTS

Pomoci pftistroje FLIPR byl zaznamenan pribéh reakce CO2 a H.O za ptfitomnosti

CAII, CA II inhibovaného acetazolamidem (100 nmol/l) a pouze pufru. Na obrazku 11 jsou

3 vzorové reakce. Nejprudsi pribeh méla reakce katalyzovand neinhibovanym enzymem.

Ktivky reakci s inhibovanym enzymem a pouze s pufrem jsou Srovnatelné. Pro kazdy typ

reakce byl vypocéitany pramér ploch (tabulka 6).
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Obr. 11 - Vzorovy prubéh reakce CO2 a H2O za pusobeni CA II 1nmol/l, CA 11 1nmol/l

a inhibitoru (100 nmol/l) a pouze pufru. Stanoveno fluorescen¢ni metodou piistrojem FLIPR,

indikované pyraninem.
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Tab. 6 - Praméry ploch pod kfivkou a jejich smérodatné odchylky pro interval reakce
mezi 13. a 24. sekundou, kde byl ptitomen CA II 1nmol/l, CA II 1nmol/l a inhibitor 100 nmol/Il

a pouze pufr bez CA Il

Prumér ploch pod kiivkou Smérodatna odchylka
Pufr 180 539,2 7939,5
CA Il + pufr 143 458,5 10 205,7
CA 1l + inhibitor + pufr 200 516,0 7 568,7

Podle obrazku 11 je vidét, ze rozdil mezi inhibovanou a neinhibovanou reakci
je v asovém intervalu mezi 15. a 30. sekundou. Byly tedy vypocitany plochy pod kiivkou
a Z — faktory pro rizné ¢asové intervaly reakce. Z hodnot v tabulce 7 vyplyva, Ze nejvyraznéjsi
rozdil mezi pozitivni a negativni kontrolou je mezi 16. a 20 sekundou reakce. Cim byl interval
reakce delsi, tim se snizuje rozdil mezi pozitivnimi a negativnimi kontrolami desti¢ky a tim

padem se snizuje 1 Z — faktor. Na obrazku 12 jsou pro ilustraci ukdzany riizné intervaly reakce.

Tab. 7 - Z — faktory pro riizné ¢asové intervaly reakce CO2 a H20 katalyzované CAIL.

Casovy interval [s] | Z - faktor
13-24 0,15-0,58
16 -20 0,50 - 0,65
19-24 0,51-0,59
13s — 24s 19s — 24s
< |-=<
f A Detail Graph
£ 200004
.
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10000 \
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Obr. 12 - Znazornéni 3 vybranych ¢asovych intervali reakce CO2 a H20.
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5.2.4. Validace fluorescen¢ni metody na komer¢éni knihovné LOPAC 1280

Pro validaci metody byla otestovana komercni knihovna LOPAC 1280. Latky byly
testovany ve dvou koncentracich — 10 a 0,1 uM. Bylo sledovano, jestli znamé inhibitory CA
budou pozitivni i za pouziti této metody. Pro otestovani 1280 latek byly pouzity 4 desti¢ky pro
ob¢ koncentrace. Z — faktory pro vSech 8 destic¢ek v ¢asovém intervalu mezi 16. — 20. sekundou

reakce jsou zaznamenany v tabulce 8.

Tab. 8 - Z — faktory intervalu reakce mezi 16 — 20 sekundou 8 desticek pfi testovani komercni

knihovny LOPAC fluorescenc¢ni metodou.

Z - faktory
Koncentrace latky 10 pmol/l 0,1 pmol/l
Desticka 1 0,52 0,51
Desticka 2 0,57 0,50
Desticka 3 0,53 0,65
Desticka 4 0,56 0,57

Pro kazdou latku bylo vypocitano PI, které vyjadiuje, jak testovana latka méni rychlost reakce
katalyzované enzymem CA II. Pfiklad vypocitanych hodnot PI programem dotmatics je
vyobrazen na obrazku 13. Jako aktivni byla latka vyhodnocend, kdyz zpisobila aspon 50%
zpomaleni reakce. Pfi testovani koncentrace 10 pmol/l bylo nalezeno 31 aktivnich latek
(obrazek 14). Z téchto latek se potvrdilo 5 znamych inhibitort CA. V tabulce 9 jsou jejich nazvy

a procenta inhibice.
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Tab. 9 - Potvrzené inhibitory CA a jejich procenta inhibice z komeréni knihovny LOPAC 1280

o koncentraci 10 pmol/l testované fluorescencni metodou pfistrojem FLIPR.

Latka Pl [%]
Chlorothiazid 89
Acetazolamid 110

Hydrochlorothiazid 69
Brinzolamid 116
Methazolamid 98

Pfi testovani koncentrace 0,1 umol/l byly nalezeny jen 4 aktivni latky (obrazek 15).
Z téchto 4 latek se potvrdili jen 2 znamé inhibitory CA. V tabulce 10 jsou jejich nazvy

a procenta inhibice.

LOPAC 1280, 0,1 umol/|

150

100 e

Pl

1400

-50

Latky
® Aktivni e Neaktivni

Obr. 15 - Distribuce latek (0,1 pmol/l) komeréni knihovny LOPAC 1280 podle inhibi¢ni
aktivity vaci CAII testovano fluorescencni metodou piistrojem FLIPR.
Tab. 10 - Potvrzené inhibitory CA a jejich procenta inhibice z komeréni knihovny LOPAC

1280 o koncentraci 0,1 pmol/I testované fluorescenéni metodou pfistrojem FLIPR.

Latka Pl [%]
Acetazolamid 67
Brinzolamid 96
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5.2.5. Hledani inhibitori CA II v chemické knihovné pomoci fluorescen¢ni

metody

Po validaci metody pomoci komer¢ni knihovny LOPAC 1280 bylo otestovano
5120 latek o koncentraci 10 pmol/l z unikatni chemické knihovny UMTM ve dvou
opakovanich. Z 5120 otestovanych latek bylo 63 latek vyhodnocenych jako aktivni. Z toho
skupina 19 latek je znama svymi inhibi¢nimi ucinky vaci CA II (tabulka 11). Kontrolovanim
jednotlivych kiivek pro vybrané latky bylo zjisténé, ze az v 26 piipadech §lo o faleSnou
pozitivitu (tabulka 12). Slo o latky s fluorescenénimi vlastnostmi, ¢emu odpovidaji i jejich
kiivky zobrazujici pribéh reakce (obrazek 16). U zbylych 18 latek jeSt€ nikdy nebyly

pozorované inhibi¢ni vlastnosti vi¢i CA 1l (tabulka 13).

Tab. 11 - Aktivni latky chemické knihovny UMTM se zndmou inhibiéni aktivitou viigi CA I,

testované fluorescen¢ni metodou.

LEM kéd latky Nazev latky Pl [%]
LEM 649 70
LEM 653 63
LEM 660 63
LEM 662 55
LEM 666 90
LEM 826 91
LEM 948 53
LEM 949 67
LEM 971 73
LEM 1290 75
LEM 1981 50
LEM 1985 73
LEM 1986 60

LEM 10271 62
LEM 2072 Acetazolamid 98
LEM 2679 Acetazolamidum 97
LEM 11220 Benzensulfonamid 89
LEM 12828 Ponceau S 50
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Tab. 12 - Aktivni latky chemické knihovny UMTM s fluorescenénimi vlastnostmi, vykazujici

faleSnou pozitivitu vici CA I, testované fluorescenéni metodou.

LEM kdéd latky | Nazev latky Pl [%]
LEM 2481 206
LEM 2485 194
LEM 2486 202
LEM 2487 120
LEM 2489 79
LEM 2896 90
LEM 10440 80,7
LEM 11184 74
LEM 11185 159
LEM 11186 192
LEM 11187 50
LEM 11522 64,3
LEM 11821 64,4
LEM 11823 74
LEM 11824 61
LEM 11827 57
LEM 13000 63
LEM 13106 67
LEM 13165 84
LEM 13169 64
LEM 13205 56
LEM 13443 56
LEM 10680 bodipy-FL 207
LEM 11198 BODIPY 210
LEM 11211 fluorescein 210
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Tab. 13 - Aktivni latky chemické knihovny UMTM s inhibiénimi G&inky vici CA II, které je

tfeba dale validovat, testované fluorescen¢ni metodou.

LEM kéd latky PI [%]
LEM 199 61
LEM 1040 52,9
LEM 1102 84,8
LEM 1167 53
LEM 1690 87
LEM 2771 87,8

LEM 10124D 92,8
LEM 12209 72
LEM 12213 50
LEM 12216 53
LEM 12224 53
LEM 12226 68
LEM 12230 59
LEM 12231 53
LEM 12266 77
LEM 12269 78
LEM 13125 66

Na obrazku 16 jsou pro ilustraci vyobrazeny vybrané kiivky, které znazornuji prabéh
reakce v ruznych jamkach. Obrazek 16 obsahuje kiivky reakce pozitivni a negativni kontroly,

pufru, aktivni latky a latky s faleSnou pozitivitou.
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Obr. 16 - Vybrané ktivky prubéhu reakce CO2 a H20 katalyzované CAIl (25 nmol/l).
Zluta = pouze pufr, modra = negativni kontrola, zelena = pozitivni kontrola, Eervena = aktivni

latka, fialova = faleSn€ pozitivni latka.
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6. Diskuze

Cilem prace byl vyvoj vhodné metody pro méteni aktivity enzymu CA, zavedeni a validace
metody do HTS podminek a jeji vyuziti pro identifikaci novych inhibitort CA. CA katalyzuje
reakci CO2 a H20 na hydrogenuhli¢itanovy iont. Tvorbou hydrogenuhli¢itanového iontu klesa
pH v reakci. Rychlost zmény pH, a tim padem aktivita enzymu, se da sledovat pomoci riznych

acidobazickych indikatort.

Prvnim zptsobem indikace zmény pH byla pouzita kolorimetrickd metoda, ktera se objevila
ve studii Buemi et al., 2015. Jako indikator slouzila FR (0,2 mmol/l). S poklesem pH se ménila
i absorbance FR. Kméfeni aktivity byla pouzita prihledna 384- jamkova desticka
a spektrofotometr EnVision. Aktivita enzymu byla métena v koncentracich 30 nmol/1, 3 nmol/l
a 0,3 nmol/l pfi 557 nm. Z obrazku 8 vyplyva, Ze pomoci FR jako indikatoru dokdzeme sledovat
aktivitu CA. Cela metoda se ovsem nehodi pro podminky HTS z jednoho dtivodu. Pipetovaci
systém spektrofotometru EnVision nedokaze pipetovat vodu sycenou CO., ktera startuje celou
reakci, a méfit absorbanci ve vSech jamkach soucasné. Misto toho pipetuje vodu jen do jedné
jamky a pak méii jeji absorbanci. Pokud byla jamka méfena 38 sekund, celd 384- jamkova

desticka by byla métfena vice nez 4 hodiny, coz je pro HTS podminky nevhodné.

Problém s ¢asem meéteni vyiesil fluorimetr FLIPR. Pipetovaci systém FLIPRuU dokaze
pipetovat vodu do vSech jamek desticky najednou a také méfi fluorescenci vSech jamek
soucasné. Jako pH indikator byla zvolena fluorescen¢ni barva pyranin. Jde o fluorofor velmi
citlivy na malé zmény pH v rozmezi 6,5 — 8 a jeho vhodnost na stanoveni aktivity CA ovéfil

Shingles a Moroney (1997).

V prvnim kroku bylo testovéano, jestli pomoci pyraninu dokaZeme pozorovat zménu pH
zpusobenou aktivitou enzymu CA v naSich podminkach. Byla pozorovana aktivitu enzymu
0 koncentracich 30 nmol/l, 3 nmol/l a 0,3 nmol/l. Ktivky reakci a plochy pod kiivkami podle
ocekavani ukazuji, Ze enzym o koncentraci 30 nmol/l ma nejvyssi aktivitu. Reakce s enzymem
fedénym 1:10 a 1:100 maji srovnatelné plochy pod kiivkou jako nekatalyzovana reakce. OvSem
pii zaméfeni se na priubeh reakce mezi 14. a 20. sekundou je ziejmé, Ze 1 fedéné enzymy mayji
viditelnou aktivitu. Po 30. sekundé méfeni se v ne€kterych reakcich zvySovala fluorescence
pyraninu, coz zvedalo plochy pod kiivkou a zkreslovalo vysledky. Tento trend byl pozorovan i

v dalsich experimentech.
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Ve druhém kroku bylo stanoveno vhodné mnozstvi inhibitoru jako pozitivni kontroly. Pro
tento ucel byl vybran acetazolamid. Acetazolamid byl testovan v 5 koncentracich s CA Il o
koncentraci 3 nmol/l. Nejvétsi inhibice reakce byla zaznamenéna pro acetazolamid o
koncentraci 100 nmol/l. Koncentrace 62,5 nmol/l, 15,63 nmol/l a 3,91 nmol/l vykazovaly
sniZzenou inhibici a kiivka s koncentraci 0,98 nmol/l spiSe piipominala neinhibovanou reakci.

Proto pro pozitivni kontrolu byla zvolena koncentrace 100 nmol/l.

Po vybrani vhodné koncentrace pozitivni kontroly byla metoda zavadéna do HTS
podminek. Byla pouzita celd 384- jamkova desticka. Tretina jamek obsahovala CA II 1 nmol/l,
tietina CA II 1 nmol/l a acetazolamid 100 nmol/l a ve tfetiné probihala nekatalyzovana reakce.
Pro zjisténi kvality testu byl vypocitan Z — faktor desticky. V nékterych ptipadech se znovu
objevoval trend, ze po 30. sekund¢ reakce byla zaznamenévana zvySena fluorescence pyraninu,
coz zkreslovalo vysledky. Proto byly vypocitany Z — faktory pouze pro intervaly mezi 13. — 24.
sekundou méfeni, kde reakce probihala nejkonzistentnéji. Nejvyssi Z — faktor byl vypocitan pro
interval mezi 16. a 20. sekundou méteni. Plochy pod kiivkou vSech dalSich testi byly

vypocitany pro tento interval.

Pro validaci fluorescenni metody byla otestovana komeréni knihovna LOPAC 1280
Vv koncentracich 10 pmol/l 2 0,1 umol/l. Pro kazdou latku bylo vypocitano Pl podle plochy pod
kiivkou mezi 16. a 20. sekundou méfeni. Z latek o koncentraci 10 umol/l bylo 31 aktivnich,
z toho se potvrdilo 5 znamych inhibitora CA II — chlorothiazid (Pitts et al., 1958), acetazolamid
(Friedberg et al., 1953), hydrochlorothiazid (Moyer et al., 1959), brinzolamid (Silver et Group,
1998) a methazolamid (Gray et al., 1958). Z latek o koncentraci 0,1 umol/l byly 4 aktivni latky,
z toho 2 znamé inhibitory CA II — acetazolamid a brinzolamid. Po téchto testech se ukazalo, ze
je metoda vhodna pro HTS podminky. Byly spravné uréeny znamé inhibitory CA Il a Z — faktor

vSech desti¢ek pro 16. — 20. sekundu reakce byla vzdy vyssi nez 0,5.

Pomoci validované fluorescencni metody bylo otestovano 5120 latek o koncentraci
10 umol/l unikatni chemické knihovny UMTM. Z5120 testovanych latek bylo
63 identifikovanych jako ,.hity, tzn. latky s inhibi¢ni aktivitou vii¢i CA II. Bylo zjisténo, ze
Z nich az 26 latek ma fluorescen¢ni vlastnosti. Jejich vypocitana PI hodnota ¢asto pfevySovala
200 % a po analyze naméienych kiivek (obrazek 16) jsme je oznacili jako faleSné pozitivni
hity. Hodnota PI ostatnich identifikovanych aktivnich latek se pohybovala v intervalu
50 —90 %, tj. 10 uM aktivni latky zpusobuje 50 — 98% inhibici reakce katalyzované CA II.
Mezi identifikovanymi aktivnimi latkami se potvrdilo 19 jiz znamych inhibitord CA II. Jde o
skupinu latek s karboranovym jadrem, jejichz inhibicni aktivita jiz byla prokazana (Brynda et
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al., 2013; Mader et al., 2014). Tyto latky jsou jako inhibitory velmi zajimavé, jelikoZ jsou
tepeln¢ a chemicky stabilni a ve vétSiné piipadii nemaji cytotoxickou aktivitu (Villiant et al.,
2002). U zbylych 18 aktivnich latek nebyl doposud analyzovany jejich vliv na aktivitu CA II.
Jde o latky s riznou chemickou strukturou a bude potiebné jejich schopnost inhibovat CA 11
dale validovat. Po potvrzeni jejich inhibicni aktivity by se latky mohly stat potencidlnimi IéCivy,

jakozto inhibitory CA.
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7. Zavér

Cilem experimentalni casti diplomové prace bylo vyvinout metodu pro testovani
aktivity CA, jeji validace a zavedeni do HTS podminek a otestovani unikatni chemické
knihovny UMTM na inhibitory CA.

Napred byla k méfeni aktivity pouzita kolorimetrickd metoda s indikatorem pH FR,
métfeno na EnVison. Tato metoda se ukdzala nevhodna pro podminky HTS, protoze délka

méteni jedné 384- jamkové desticky byla ptilis dlouha.

Pro podminky HTS byla tedy pouzita fluorescenéni metoda s pH indikatorem
pyraninem. Fluorescen¢ni metoda byla validovana pomoci komeréni knihovny LOPAC 1280
a potvrdila se jeji vhodnost pro podminky HTS. Z komeréni knihovny latek o koncentraci
10 umol/l bylo ur€eno 31 aktivnich latek, ztoho 5 spravné potvrzenych inhibitori CA.
Testovanim latek komer¢ni knihovny o koncentraci 0,1 umol/l byly nalezeny 4 aktivni latky,

z toho 2 znamé inhibitory CA.

Po validaci byla metoda pouzita na identifikaci novych inhibitorat CA 1L
Bylo otestovano 5120 latek zunikatni chemické knihovny UMTM. Z 5120 latek
0 koncentraci 10 umol/l bylo 63 aktivnich. Z 63 aktivnich latek se potvrdilo 19 jiz zndmych
inhibitord. Fale$na pozitivita byla odhalena u 26 latek, protoZe se jednalo o fluorescencni latky.
Zbylych 18 aktivnich latek je potieba déale validovat. Tyto latky se mohou stat potencialnimi
1é¢ivy, jako inhibitory CA.
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