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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra biochemickyched

Kandidat: Bc. Jitka Komrskové

Skolitel: Mgr. Eva Novotna, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Hledani a testovani nowyitbitord mykobakterialninho
enzymu

Mycobacterium tuberculosigistava i nadale jednim ze smrticich patdgédaeré jsou
hrozbou pro cely . Efektivni l&ba sice existuje v podélbkombinace antituberkulotik,
nicmére je velmi zdlouhava a ne vzdy &§mé, nebo se velkym problémem poslednich let
stavaji i multirezistentni formy tuberkulézy a takéinfekce virem HIV. Proto se stava
Vv souwtasnosti tér nutnosti nalézt nové antituberkulotikum, které dudtinné proti
rezistentnim kmeim mykobakterii a zarowe také g lecb¢ HIV. Za potencialni ter
mykobakterii se povazuje enzym isocitratlyasa, ykieraje kltovou roli v glyoxylatovém
cyklu, kde katalyzuje figmenu isocitratu na sukcinat a glyoxylat. Tento enayykobakterie
vyZzaduji zejména proipziti bkthem akutni faze infekce.

Cilem této prace je stanovit, z&benzylisothiosemikarbazony a flavonoidy inhibuji
aktivitu enzymu isocitratlyasy a mohou se tak ptencialnimi novymi antituberkulotiky.

V naSi studii byla spektrofotometricky stanovelkéivita tohoto enzymu na zaklad
mnozstvi vzniklého glyoxylatu po préhlé enzymatické reakci vjamkach mikrotiina
destiky.

Vysledky €chto pokué ukézaly nizkou inhikini vlastnost flavonoid, ze kterych
nejvice snizoval aktivitu isocitratlyasy (-)-epitpdatechin gallat a kvercetin hydrat. Ze
skupiny  Sbenzylisothiosemikarbazén mély  nejwtsSi  schopnost  inhibice  5-
bromsalicylaldehyds-4-fluorbenzylisothiosemikarbazon, benzaldelSyd-
brombenzylisothiosemikarbazon,  salicylaldelgd-chlorbenzylisothiosemikarbazon a

salicylaldehydS-4-brombenzylisothiosemikarbazon.
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Title of Diploma Thesis: Identification of new patanhibitors of selected mycobacterial
enzyme

Mycobacterium tuberculosigmains one of the deadly pathogens, which aeatHor
people around the world. The combination of angtehlotic drugs is effective but the
treatment is prolonged and sometimes it is notessfal because of multiresistant forms of
tuberculosis and also co-infection with HIV, thate ahe problems in last a few years.
Therefore, it is necessity to find a new drug agiatnberculosis, which will be effective
against resistant forms of mycobacterium and canubed for HIV therapy. Enzyme
isocitratelyase performs a potentially drug targgainstMycobacterium tuberculosisThis
enzyme plays a key role of glyoxylate pathway, \eheatalyzes the conversion of isocitrate
to succinate and glyoxylate. This enzyme is necgdsa mycobacterial survive during acute
phase of the infection.

The aim of this work is to determine that the attiof isocitratelyase is inhibited by
Sbenzylisothiosemicarbazones and flavonoids andths®y could be new potentially
antituberculotic drugs.

Activity of this enzyme was determined by spedatofmetric method in our research
and discovered on the basis of glyoxylate’s quamtitvell plates.

Results of our study have shown low inhibition gy of flavonoids - the most
inhibit isocitratelyase (-)-epigallocatechine gedland quercetin hydrate. These compounds
of the group of Sbenzylisothiosemicarbazones have had the mosityalit inhibit
isocitratelyase: 5-bromosalicylaldehy8et-fluorbenzylisothiosemicarbazone, benzaldehyde-
S4-brombenzylisothiosemicarbazone, salicylaldeh$deehlorbenzylisothiosemicarbazone

and salicylaldehyd&-4-bromobenzylisothiosemicarbazone.
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POUZITE ZKRATKY

Acetyl-CoA acetyl koenzym A

AMK aminokyselina

AT antituberkulotikum

ATP adenosintrifosfat

BSA howzi sérovy albumin

DMSO dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

E enzym

E .coli Escherichia coli

EGCG epigallokatechin gallat

f.e for electrophoresis, pro elektroforézu
GABA kyselinay-aminomaselna

HCI kyselina chlorovodikova

His-Tag polyhistidinovy konec

I inhibitor

ICL isocitratlyasa

INH izoniazid

IPTG isopropyl$-D-thiogalactopyranosid
KB kochiv bacil

LB Luria Bertani médium

LDH laktatdehydrogenasa

LDL low density lipoprotein

MCL 2-methylisocitratlyasa

MmRNA mediatorova ribonukleova kyselina
MT Mycobacterium tuberculosis
NADH nikotinamid adenin dinukleotid

NP kyselina 3-nitropropionova

P produkt

p.a per analysis, pro analyzu

PAGE polyakrylamidova elektroforéza

PCR polymerdzovéettzova reakce



PFGE
PPAR
RFLP
Rpm

RTBC

SDS
TBC

TNFa

VNTR

pulzni gelova elektroforéza
receptory aktivované peroxizomovymi proliferatory
analyza délky restrinich fragment
rotations per minute, atky za minutu
registr tuberkulozy

substrét

dodecyl siran sodny

tuberkuléza

tumor nekrotizujici faktos

volt

variabilni p@&et tandemovych repetic



1. UVOD

Rozvoj novych antituberkulotik se stava velmi alim tématem sa@asné ¥dy,
neba’ se stale rozBije spektrum multirezistentnich kmierMycobacterium tuberculosis
komplex,které jsou fivodcem infekniho onemocEni — tuberkuldozy (TBC). #in vzniku
rezistentnich forem TBC e byt mnoho, nejvyznany§imi z nich jsou fedevSim chybh
vedend léba a migrace obyvatelstva. Samotné rezistence nayteli pak vznika genetickou
mutaci, selekci a naslednym pomnozenim rezistdntnigant (Bart, 2007).

Stav pacierit s TBC je aktivé sledovan a o jejich onemasri se podava kontrolni
hlaSeni. Tato dispenzarizace se tyka nejen osolmpce, ale také osob vyskytujici se v jeji
blizkosti. Ripady onemoani TBC jsou hlaseny ¢R do Registru tuberkulézy (RTBC),
ktery spada pod Inforntai systém orgdn ochrany véejného zdravi (Bait 2008). Podle
RTBC bylo v roce 2011 hlaSeno 608pgadi onemocsni, tj. 5,8 gipadu / 100 tisic obyvatel.
Celkem 112 fipad: se tykalo cizing v CR, z toho nejvice pochéazelo z Ukrajiny. V tomto
roce na tuberkul6zu zewmlo 28 lidi. Vyskyt TBC WCR za posledni roky ma pame
piiznivy vyvoj, kdy se peet onemoceni dlouhodob sniZzuje. Oproti roku 2010 pet
piipadi klesl 0 10 %. Z hlediska¢ku se nejvice nemocnych nachazelo vkové kategorii
nad 75 let, z hlediska regionu bylo nejvice nemobnyahlaSeno v kraji HIl. m. Praha.
Nejmérgé nemocnych se vyskytovalo v kraji Jisském (UZIS, 2012).

Naopak v Evrop se za poslednich deset let zvysila incidence wysky360 tisic
piipadi za rok na 380 tisicifpadi za rok, @itom od roku 1990 do roku 2005 se incidence
zvySila z 360 tisic fipadi za rok na 560 tisicifpadi roéné. Od roku 2006 poté doslo
k Ubytku novych fipadi za rok. AZ dvojnasobnyifrastek novych fipadi tuberkulézy za
poslednich deset let je hlaSen v Africe, podobnitwasi hlasi i severovychodni Asie, kde
doSlo ke zvySeni @tu novych pipadi za rok z 2,9 miliofi na 3,5 miliorii. Velky nafist
incidence byl odhalen také v oblasti vychodnihie& mdgi. V oblastech zapadniho Pacifiku
a Ameriky se situace naopak zlepsuje (WHO, 2012).

Z této statistiky uviejnéné WHO vyplyva, Ze nést vyskytu tuberkul6zy jeipdevsim
v zemich s nedostateymi hygienickymi podminkami a lékskou pé&i a ma velkou
souvislost s onemoénim AIDS, kdy pacienti HIV pozitivni jsou mnohem ivmawjSi vici
TBC nez populace zdrava. Z celégwého pétu 12 miliomi pacientt s TBC v roce 2011
byla prokazéna HIV pozitivita u 1,1 mili@memocnych (WHO, 2012).

Jak z vySe uvedenych vyplyva, tuberkul6za se spr@rné rozsSfenym infeknim

onemocgnim, a proto neni divu, Ze Zadné jiné onendacmevyvolalo ve sitovém nétitku
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tak velkou pozornost ve zdravotnictvi a socialnitipe. V poslednich desetiletich se v Siroké
vefejnostic¢asto setkavame s faleSnym nadzorem o minimalnimytrdkiberkul6zy, vzhledem
ke sniZujici se incidenci¢R (Netval et al., 2004).

Ukolem této prace bylo nalézt stmniny, které by mohly slouzit jako potencialni
antituberkulotika. Cilem této prace bylo nalézt @avhibitory mykobakterialniho enzymu —
isocitratlyasy, enzymu, ktery se podili na pernste fazi onemocini. Na zaklad zadani
diplomové prace je nejprve stné popsana tuberkul6za a jejiiyipdce. Na tuto kapitolu
navazuje vyznam enzymu isocitratlyasy a metodyem aktivity tohoto enzymu. Na z&v

jsou uvedeny vysledky praktick@sti a diskuze.
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2. TEORETICKA CAST

2.1 Tuberkul6za

Tuberkul6za je onemoeni staré stejhjako lidstvo samo. Typické nélezy na kostech
lidi pochazi jiz z mladSi doby kamenné &vpdnim nazvem tohoto onemaen byly
souchotiny. AZ po zavedeniclly se zaal pouzivat dneSni nazev tuberkuléza, pochazejici
z latinského slovduberculum,které v gekladu znamena hrbolek nadorek (Krawiecova,
2007). Tuberkul6zou dnes rozumime irflekonemocani, které vyvolavaji kmeny komplexu
Mycobacterium tuberculosiZdrojem nakazy byva nemocrjovék, v mensi mie i domaci
¢i hospodéska zviata. Renos onemocimi se uskut@uje nefastji cestou inhalani, tedy
formou kapénkovou i osobnim kontaktu s nemocnym nebo vdechovanim tgikterii
piitomnych ve vzduchu bez nakaZzeného jedince. Drgkstou penosu mohou byt ojedité
piipady tuberkul6zy vyskytujici se napu veterinarnich pracovnikpii pfimém kontaktu.
NejcastjSi branou vstupu infekce jsowlovéka tedy z 85 % plice (Netval et al., 2004).

Mycobacterium tuberculosise ozndéuje také jako Koctiv bacil (KB) podle svého
objevitele v roce 1882. Neni charakterizovan tvarbmxini, které bychom mohli povaZovat
za faktory patogenity, ale schopnostfivat uvnik makrofagi neimunniho jedince. Imunitni
odpowd na KB odpovida typu bétiné gecitlivélosti a vysledna obranna reakce se projevuje
destrukci tka& Forma tuberkulézy G¥e byt bd’ primarni, nebo postprimarni (Votava,
2003).

U primarni tuberkulézy infekce &@mé obvykle v plicich po inhalaci mykobakterii a
jejich naslednym pohlcenim alveolarnimi makrofaglykobakterie se mohou v makrofazich
mnozZit, protoZze brani zrani fagostbra jejich naslednému spojeni s lysozomiezivajici
mykobakterie jsou makrofagy dopraveny do hilovydfirua vzniké tak primarni komplex.
Dale se mykobakterie dostavaji do krve a dalSigdrmir Do 10 dri se z&nou tvdit klony T
-lymfocyta, které jsou specifické pro mykobakterialni antigélvoliuji lymfokiny, které
zpasobi shlukovani makrofagdo tzv. granulom kolem lozZiska infekce. Makrofagy, které
jsou timto aktivovany, se vzhledem k podobnostpisetovymi buikami nazyvaji jako
epiteloidni buiky, které mohou splyvat a vytk&t tak mnohojaderné bkly neboli
Langhansovy hiky. Pokud je granulom&si, miZze jeho std obsahovat sés nekroticke
tkhne a nabyvat syrovitého vzhledu. Tento jev potom ¢mjeme jako kaseifikace.
Aktivované makrofagy zabtaji replikaci mykobakterii, fitom ale bohuZel @i i okolni
tkdns. Aby se redukoval pet infikovanych fagocyt, pisobi na misto l1éze cytotoxické T-
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lymfocyty, jejichZ receptory rozeznaji napadeny noédkg a znii jej diky enzymu zvaného
granulolyzin. Sieni nemoci se zastavifip prevaze aktivovanych makrofag nad
neaktivovanymi v jate zartu. K omezeni primarni infekce obvykle pastatvorba
granulomu, kdy plehlé fibroblasty vytvei pozdji kalcifikujici jizvu. Zhruba po 7 tydnech
od za&atku infekce se vyvine tzv. tuberkulinova reakcter& se projevi fiecitlivélosti na
tuberkulin, jakoZto zndmka préldné latentni tuberkul6zni infekce. Mykobakterienbbel
v malém mnozstvi v organismuigZivaji a po reaktivaci mohou {gpbit postprimarni
onemocgni (Votava, 2003, Netval et al., 2004).

Postprimarni tuberkul6za se vyviji pasicich az letech, kdy dochazidk aktivaci
dosud klidného lozZiska, nebo k exogenni reinfeReaktivace mize byt disledkem jiného
onemocgni, snizené imunity nebo vznika spont&nNejasgjsi priciny reaktivace jsou stg
abusus alkoholu a drog di [infekci HIV. Témet vzdy k ni dochazi jen v plicnich lalocich a
rozsev mykobakterii do uzlin a jinych orgaibyva vzacny. Of se tvdi granulom, ale
nekréza je na rozdil od primarni tuberkulézy velmienzivni a oblast kaseifikace tak
rozsahla, Ze howome o tzv. tuberkulomu, ktery uvhiproteolytické enzymy makrofég
zkapathuji, poté se ztSuje tento kapalny obsah aibe se vyprazdnit do bronghTim
vznikne dutina, ve které se debmnoZzi mykobakterie vzhledem k vysokému obsahduwoxi
uhli¢itého. Z této dutiny se mykobakterie ukoji do sputa a &i se dale do ostatniatasti
plic, laryngu, ale i do #¢v. Destrukce tkani vede k hemoptyze, neboli vikasii krve, dale
se uvohuji faktory nekrézy a vyvolavaji tak typické&ipnaky tuberkul6zy — hubnuti, héta
(Greenwood et al. 1999, Votava, 2003, Netval e2804).

2.1.1 Diagnostika TBC

Celkova diagnostika tuberkulozy <gjed v postupech fimého piikazu, tedy
v mikroskopii a kultivaci a dnes jiz také v mole&ut biologickych metodéach. Z&kladnim
vzorkem k piikazu plicni TBC je sputum, které se zasila 3 dngqi®. Z jinych vySeteni se
vyuziva bronchoalveolarni lav&? Zalude&ni £ava. U mimoplicnich forem se vysge ma,
hnis¢i likvor (Pokorny et al., 1998).

Pro rychlou a jednoduchou metodou pro potvrzent Tigbo kontroly &innosti &by
se pouziva mikroskopie. Preparat se barvi dle Alddlsena tak, Ze se obarvi
karbolfuchsinem a po oplachnuti héefjeme rékolikrat ztedtnou anorganickou kyselinou.
Nakonec se preparat vliozi do nadoby s kontrastnémvivem, aby bylo mozné snaze

identifikovat cervené mykobakterie na zeleném pozadi. Nalez azddentnich #§inek se
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hodnoti kvantitativa jejich pattem v zornych polich. #tomnost &chto bakterii musi byt
vzdy potvrzena kultivaci (Votava, 2003).

JelikoZz sputum i jiné vzorky obsahuji mimo testo&amykobakterie také mnoho
jinych bakteriici hub a mohly by tak znehodnotifighu, provadi se jeStpied kultivaci tzv.
dekontaminéni postupy vedouci k jejich odstkam. Ke klasické kultivaci poté dochazidu
na pevné vajmé mdé, nebo na Sulavtekuté mds. Naatkované fidy se odeitaji po tech,
Sesti a deviti tydnech, kdy hodnoceni &pa v makroskopickém vzhledu médii (Homolka a
Votava, 2012).

Mezi nowjSi metody pitkazu mykobakterii fiweme z#adit radiometrickou metodu
BACTEC systém, kterd umadje detekci #istu mykobakterii v gibéhu 2 tydrii. Princip
spaiivd v gremené kyseliny palmitové za vzniku CQ jehoz mnoZzstvi hodnotime. Do
popedi se dnes dostavajigulevSim metody molekulafmgenetické a to zejména identifikace
diky DNA sondam, kdy dochazi k tvaristabilnich hybrid mezi nukleovymi kyselinami a
dale polymerazovéetzova reakce (PCR) umidjici amplifikaci specifického Useku DNA a
naslednou detekci vzorku. Kd&eni interpersondini transmise slouzi analyza délky
restrikinich fragment (RFLP), kdy v pipact stejnych kmet jsou fragmenty DNA totozneé
(Netval et al., 2004Cermak, 2007).

2.2 Mykobakterie

Tento rod zahrnuje skupinu bakterii s neobvyklymorfologickymi, kultiv&nimi,
patogennimi a terapeutickymi vlastnostmi. Nazewrodd vztah se zdanlivou podobnosti
téchto bakterii s plistmi, zejména ve smyslu pomalejSihastu a vzhledu kolonie. Ve
skute&nosti ale s plissmi nemaji nic spoého a mezi fibuzné rody pdi zejména rod
CorynebacteriunfVotava, 2003).

Co se tye morfologie, jsou mykobakterie nepohyblivé, nespgici tycinky Stihlého
tvaru, bez pouzdra, které nelze barvit dle Grama.d dano vysokym podilem lipid
v mykobakterialni sih¢, které obsahuji dlouhi@izce mykolovych kyselin. Tyto bakterie se
nazyvaji acidorezistentni a obarvi se karbolfuasinnebo fluorescénim barvivem
auraminem zaifdavku fenolu. Nazev acidorezistentni vychézizistence k odbarveni, a to
ani smési alkoholu s HCI. Buftna stna mykobakterii se vyzgaje podobnosti ke
grampozitivnim mikrobm (Obr. 1). Rozdil tvih polysacharid arabinogalaktan a mykolové

kyseliny, které jsou navazany na vrstvu peptidogiyk VrEjSi hydrofobni vrstva se sklada

14



z rozmanitych lipid a polypeptid, které jsou odpasdné za stimulaci buiné imunity a
jejichz extrakt je vyuzivan ke zjidvani pozdni fecitlivélosti na mykobakterialni antigeny
(Bedn# et al., 1996).

s

arabinoglykan

buntfini membrina

Obrazek 1: Mykobakterialni bué¢na stna. Prevzato z Menezes-de-Lima a Henriques, 1997.

Mykobakterie jsou aerobni a charakterizovany dbautgeneréni dobou. Kolonie
vyrastajici na porérné jednoduchych fdach maji Zlutou pigmentaci a drsny povrch.
Mykobakterie se vyzriaji ponerné velkou odolnosti na zevni vlivy, zejména na vysydha
chemické latky a to diky vysokému obsahu volnychidaanych lipid v burgéné séné.
Mykobakterie se &i do dvou skupin, a to na mykobakterie prave, &temahrnuji
Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium bovjs Mycobacterium africanum a
Mycobacterium microti Tyto mykobakterie jsou seéasti jiz zmigného tuberkul6zniho
komplexu. Druhou skupinu t¥b mykobakterie netuberkulozni, které se datdi ghodle
rychlosti ffistu na pomalu rostouci a rychle rostouci. Nejvyzmg&imi potencialnimi
patogeny pomalu rostoucimi jsolMycobacterium kansasii Mycobacterium xenopi
Mycobacterium aviumbDo skupiny rychle rostoucich mykobakterii spaddjicobacterium

fortuitumaMycobacterium chelonéNetval et al. 2004).
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2.2.1 Mycobacterium tuberculosis

Mikrob Mycobacterium tuberculosis(MT) se taxonomicky fadi do rodu
Mycobacterium,celedi Mycobacteriaceagadu Actinomycetales a kmene Actinobacteria.
Bakterii MT je nakaZena az jednatina lidské populace,&hoz u deseti procent se objevi
béhem Zivota piznaky tuberkuldézy. Morfologicky se jednd o velmiihge a zcela
acidorezistentni tynky o velikosti 0,3-0,6 x 1—-4m, které mohou byt lehce zahnuté (Obr.
2A). V preparatech z klinického materialu se motwyskytovat samostatn pogipad ve
formé shluka tycinek. Pro virulentni kmeny jsou typické Utvary heidého tvaru, které
nazyvamecording podle glykolipidu zvaného cord faktor, spjatéhairsilenci. Jiné toxiny,
které bychom mohli povaZovat za faktory patogemty, netvai (Votava, 2003).

V laboratorni diagnostice se nejvice vyuziva kalte na Lowenstein—Jensetouédiu
(Obr. 2B), které seijpravi z vajec, glycerolu, asparaginu a mineralngcii a necha se
ztuhnout. V [id¢ se vyskytuje také malachitova zelpro zabraani ristu kontaminujicich
bakterii a dale zejména Wv barevnému kontrastu, ktery vznikne po st kolonii
mykobakterie. Lidské mykobakterie se mnoéinym clenim a narostou na tétag zhruba
za dva tydny, kde kolonie jsou Sedivé a drobivé. id3te na tomto médiu do vysSkyimz se
da dolse odliSit odMycobacterium bovijspro které je typicky plochy tvar kolonii. DalSim
odliSenim &chto dvou skupin mykobakterii je schopnddgcobacterium bovisust [€épe pi
snizené tenzi kysliku a tudizékolik milimetra pod povrchem plotnyMycobacterium
tuberculosistadime mezi obligathaerobni bakterie, které rostou proto na povrctdypa
jejich teplotni optimum je 37 °C (Greenwood et 2099).

VSechny tuberkul6zni bakteriggZivaji v organickych latkach nebo mléce tak dlquho
dokud se nevystavi ultrafialovémuétiu, na které jsou velmi citlivé. Dale jsou citlivia
zahati, alkohol, formaldehyd a v malé i@ii k chlorovym a fenolovym dezinfékim

¢inidlam (Greenwood et al., 1999).
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Obrazek 2: Mycobacterium tuberculosisA. MT pod elektronovym mikroskopend.
Kolonie Mycobacteum tuberculosis na Loéwenstein—Jensenopidé. Prevzato z
http://www.microbiologyinpictures.com/bacteria%2@pds/mycobacterium%?20tuberculosis
%20photos/MYTU20.html,

http://fundacionio.org/img/bacteriology/cont/Mycattarium tuberculosis.hti

2.2.1.1 Druhové variaceMlycobacterium tuberculosis

MT vykazuje genetickou variabilitu a liSi se takétypovym projevem u jednotlivych
izolovanych drufi, které jsou typické vzdy pro titou geografickou oblast. Prototip
rozSteni nakazy tuberkul6zy se kladéraz na druhovou typizaci, kteraaie potvrditci
vyvratit prenos nemoci Zlovéka naclovéka (Kamerbeek et al., 1997). Az do roku 2000 byly
tyto druhové variace rozliSeny diky pulzni gelovék&oforéze (PFGE), nyni se typizace
provadi pomoci metody variabilnich q tandemovych repetic (VNTR), ktera untiofe
lepSi rozliSeni mezi druhy MT a vyuzZivéitomnosti opakujicich se sekvenci DNA v genomu
MT (Parish a Brown, 2009).

NejcasgjSi pricinou zvySeného vyskytu TBC jsou tzv. hyperviruléntimuhy MT,
které mohou zfsobovat silny zatt, nebo ho mohou také paitavat. Tyto druhy jsou
charakterizovany deleci enzyma regulétok v burécné sténg, jejichZz tkolem je odpovidat na
podréty z vréjSiho prostedi. Dale bylo zji&no, Ze tyto mutantni formy MT obsahuji
mechanismy, jimiz dokdZzou zamaskovat svou patogekigtné granulomu. Hypervirulence
je charakterizovana vysokou prevalenci v celtasxe populaci, kratSimlasovym Usekem od
stanoveni diagndzy k propuknuti aktivni nem&csmrti a zvySenou transmisi. Mezi nejlépe
prostudované hyperviruletni druhiadime CD1551 a HN878. Hyperviruletni druh MT
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CD1551 byl izolovan u pacieint vroce 1990 na hranici Tennessee a Kentucky.
Experimentalni studie na mySich peégdodhalila, Ze imunokompetentni mysSi nakazené
druhem CD1551 i@Zivaji o poznani déle nez mysi, které byli infikay laboratornim
imunitni reakce hostitele, ktera se projevila zwgei hladinami prozattlivych cytoking.
Druh HN878 byl hlavni ficinou epidemie v Texasu roku 1990. Na rozdil od &%11zde
imunokompetentni mySitpexperimentalni studii zahynuli podstatdrive nez druh H37Rv a
infekce byla spojena se sniZzenou indukci prétiagch cytokini. Z téchto poznati je
ziejme, Ze oba hyperviruletni druhy vykazuii ipfekci zdanlive opané fenotypy. Kiéovym
regula&nim cytokinem @i tvorbé granulomu je tumor nekrotizujici faktar(TNFa), ktery byl

v pripact nakazenych mysi deficitni. To poté vedlo k twordbnormalniho granulomu a
rychlejsi morbidi¢ (Parish a Brown, 2009).

2.2.2 Kli¢ové metabolické drahy mykobakterii

U mykobakterii byly B podminkachin vitro objeveny d¥ raizné metabolické cesty,
které jsou mykobakteriemi vyuzivany. Jedna se ob&re cyklus (citratovy cyklus), ke
kterému dochazi zejména ve fazi proliferace, a dalgklus glyoxylatovy, ktery se upiatje
isocitratlyasa (ICL), podilejici se na persistemacivirulenci Mycobacterium tuberculosis
(Frarek, 2000).

Glyoxylatovy cyklus (Obr. 3) vyuzivaji mykobakterpro gizptisobeni se prosdi
makrofagi, kde mohou takto dlouhorg¥ivat, aniz by byly rozpoznany imunitnim systémem
hostitele (Munos-Eliaz et al., 2006). Jedna se o sled biochemickeakci, fi kterych
dochazi ke vzniku sukcinatu a glyoxylatu z acetyphzymu A (acetyl-CoA). Oproti
Krebsovu cyklu se zde vyskytuji navic dva enzymsocitratlyasa a malatsyntasa. Hlavnim
zdrojem acetyl-CoA je zdp-oxidace mastnych kyselin. ICLigvadi isocitrat na glyoxylat a
sukcinat a malatsyntasa naslédkondenzuje glyoxylat a acetyl-CoA na malat. Hlavni
podminkou pro tento cyklus je znditd B-oxidace mastnych kyselin jako zdroj acetylu-CoA

a dale sniZena tvorba pyruvatu glykolyzou (Gouldlt2006).
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Obrazek 3: Glyoxylatovy cyklus u MT. ACN - akonitasa , ClTratisyntasa, MDH/MQO-
malatdehydrogenasa / malatoxidoreduktasa, FUM-fuasay SDH-sukcinatdehydrogenasa
ICL 1- isocitratlyasa (isoforma 1), ICL 2- isocitratlya (isoforma 2), MLS- malatsyntasa.
Prevzato z Muos-Eliaz et al., 2006.

Citratovy cyklus (Obr. 4) zahrnujadu reakci, které vytv@ji spol€énou metabolickou
drdhu pro oxidaci sachafid lipidi a proteii (Ledvina et al., 2009). Pro tento
methylcitratovy cyklus jsou nejvyznawjdi tii enzymy, a to methylcitratsyntasa (MCS),
methylcitratdehydratasa (MCD) a 2-methyl-isociyasla (MCL, Muos-Eliaz et al., 2006).
Prvotni reakce zahrnuje skmni acetylu-CoA s oxalacetatem a nasledny vziifatai, ktery
se [Fes sled dalSich biochemickych reakigmenuje z@t na oxalacetat. Produkty Krebsova
cyklu jsou 2 molekuly Cg@ 1 molekula adenosintrifosfatu (ATP) a dale molgkdADH +
H* a FADH,, které se poté dalegmsnuji v dychacimretzci (Wayne a Lin, 1982).

Citratovy cyklus je nezbytny pro metabolismus poo@itu u Mycobacterium
tuberculosisa pro mnozZeni této bakterie v makrofazich. Rozgahktudie na mySich dale
prokéazaly postradatelnost Krebsova cyklu u MT zlislea virulence a persistence (Was-
Eliaz et al., 2006).
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Obrazek 4: Cyklus kyseliny citronové u MT. ACN- akonitasa,-CilTatsyntasa, MDH/MQO-
malatdehydrogenasa /malatoxidoreduktasa, FUM-fursay&DH- sukcinatdehydrogenasa, SSD-
sukcinat-semialdehyddehydrogenasa, KGD-2-ketogitdiekarboxylasa, ICD-
isocitratdehydrogenasa./Bvzato z Mnos-Eliaz et al., 2006.

2.3 Isocitratlyasa

s

Isocitralyasa je bezpochyby néjdzit¢jSi enzym glyoxylatového cyklu, ktery
katalyzuje &Stpeni isocitratu na glyoxylat a sukcinat, a tim sediff na udrZzovani
vnitroburséné infekce MT v makrofazich (Mws-Eliaz et al., 2006). Krafrbakterii probiha
glyoxylatovy cyklus také u rostlin a umiage tak jejich éist na acetatu stejnjako u MT. U
rostlin vSak tento cyklus probiha v glyoxysomecker@et al., 2002).

Podle Mezinarodni biochemické a molekutabiologické unie se tento enzyfadi do
4. tidy — lyasy, konkréth oxo-acid lyasy katalyzujici &eni vazby C-C a podle
mezinarodnich nomenklatur mu nalezi katalogéieéo EC 4.1.3.1. Bhem katalyzy dochazi
k deprotonaci isocitratu, odteni aldolu vzniku glyoxylatu a sukcinatu (Obr. (®egan a
Korecka, 2010).

Genom MT obsahuje gengll aicl2, kédujici enzymy ICL 1 a ICL 2, které jsou pro
rust bakterii na acetatu jednotlipostradatelné. Na zakkagozorovani u mysi bylo zji&to,
Ze pro bakterie neobsahujici enzym ICL 1, ale nlaaisponujici ICL 2, je charakteristicka
snizena persistence. Pokud u bakterie chybi obargnzneni potom schopnastu na acetatu
a byva rychle eliminovana z plic nakazenych my3dyofylatovy cyklus se tedy jevi jako
velmi dilezity pro fist bakterii a jejich f@2iti, zejména v souladu s myslenkou, Ze Mgm

infekce reziva diky @istu na esterech mastnych kyselin fMs-Eliaz et al., 2006).
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Obréazek 5: Ukol isocitratlyasy v glyoxylatovém cyklu.

| presto, Zze u ICL byla prokazana 20-25% identita wnakyselinové sekvenci
s druhou methylisocitratlyasou (MCL), jedna se & ddliSné enzymové rodiny s minimalni
piekryvajici se funkci. Toto tvrzeni bylo dokdzanozé&lad faktu, Ze MCL nevykazuje ICL
aktivitu, zatimco ICL je schopna alespminimalni MCL aktivity. Dale byla zjigha rozdilna
substratova specifit&thto enzyni, ktera se ppisuje mensim rozdim v hydrofobni kapse
aktivniho mista enzymu. Aktivni misto ICL se nadibzd aktivhiho mista MCL dokaze
prizpasobit dalSi methylové skupir2-methylisocitratu a tim dokaze katalyzovat reak€lL.
DalSi vyzkum tykajici se aktivity a specifity IGLMCL byl provadn i u jinych organisr
nez MT a pinesl tyto za¥ry: substratem pro MCL fize byt pouze opticky izome2R, 33-
2-methylisocitrat, MCL izolovana Escherichia cojiAspergillus nidulansSaccharomyces
cervisiaea Salmonella typhimuriumevykazuje po ifidani isocitratu detekovatelnou aktivitu,
naopak u ICL izolované Keurospora crassaPseudomonas indigofer&hlorella vulgarit
A. nidulansa S. cerevisiadbyla zaznamenana slaba MCL aktivita, ktera alei sehopna
zajistit jejich Gst na propionatu. Takto byla u mykobakterialni I@iok&zana jeji jedinma
dvoji role v metabolismu mastnych kyselin, které sgastni glyoxylatového i
methylcitratového cyklu. Popisovana je tedy nejgin substratova specifita pro isocitrat a
methylisocitrat, ale také zejména schopnasitu bakterii na acetatu (ICL aktivita) a
propionatu (MCL aktivita) (Mnos-Eliaz et al., 2006).

2.3.1 Struktura isocitratlyasy a ovlivréni jeji funkce dvojmocnymi kationty

Isocitratlyasa se sklada zéyr identickychiettzci, jedna se tedy o homotetramerni
strukturu. Hmotnost podjednotek ICL u bakterii &aayotickych organisiin se liSi. Zatimco
u bakterii dosahuje zhruba 47 kDa, u kvasinek, dubstlin se pohybuje v rozmezi 60 az 64

kDa. U Mycobacterium tuberculosigbsahuje kazdyetzec 428 aminokyselin (AMK). Pro
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vSechny typy isocitratlyasy je ovSem spoié katalytickd sekvence ,, KKCGH" obsahujici
cystein vyskytujici se ve flexibilni smage, ve které dochazi k velkym konforéném znénam
po navazani substratu. Kazdy z monoimse skldda z velké domény obsahujici osm struktur
a-helix a 8 B-skladanych list, dale mensi3-doménu, ve které se nachazi aktivni misto
enzymu. Spojeni monomere mozné diky dalSi helixové strukéu(Obr. 6). Pro funkci
rostlinné a bakterialni ICL je nutn&immnost Mg@* ionti jako kofaktoru. Vy3si koncentrace
vSak nmiZze naopak zjsobovat inhibici enzymu. Giachetti a Vanni (1994Rg prvni uvedli
myslenku, e komplex M s isocitratem je substratem pro ICL, nikoliv samyotsocitrat.
Tato teorie byla naslednpotvrzena dalSimi studiemi, kdy v fépmnosti dvojmocnych
kationtl vykazoval enzym zanedbatelnou aktivitu (Kumar algmi, 2008).

Kumar a Bhakuni pozorovali vlivienych dvojmocnych katiofit na strukturu,
vlastnosti a funkci ICL. A to jak v jejich fffomnosti, tak i absenciéthto ionfi.
V negitomnosti dvojmocnych ioft ICL nevykazovala zZadnou aktivitu. Naopak 100%
aktivita byla pozorovana \iftomnosti Mg*, 45 % z této aktivity zisobily také MA*
kationty. Kationty ZA* a Cd" isocitratlyasu neaktivovaly ibec. Tento rozdilny efekt
dvojmocnych katiorit na stabilitu a funkci ICL je nejspiSetgmben tim, Ze se ionty vazou na
jind mista enzymu. Zatimco Zna Cd* reaguji s malo-doménou obsahujici aktivni misto,
ionty Mg® a Mrf* se vaZou da/B jadra monomeru a pobuiji tak destabilizaci domény
(Kumar a Bhakuni, 2008).

Obrazek 6: Struktura monomeru mykobakterialni ICL. Medsou vyznéeny strukturya-helix a g-
skladany list, zelehmalé f-doména acerver¥ spojovaci helix podjednotka./€/zato z Kumar a
Bhakuni, 2008.
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2.3.2 Zname inhibitory ICL

Doposud jsou pokladany za inhibitory ICL tyto sleuniny: 3-nitropropionat (nitro
analog sukcinatu), 3-bromopyruvat, 3-fosfoglyceit#tkonat a mycenon (Kumar a Sanyal,
2013). Oxalat a malat také vykazujilpizné 50% inhib&ni schopnost (Honer zu Bentrup et
al., 1999). Po navazani inhibitoru do vazebnéhdar{SL dochazi ke konforndai zmené,
kterd zahrnuje iechod z tzv. ot@ené konformace apo-enzymu na konformaci teaou, i
které se aktivni misto enzymu stava séiistupné pro vazbu substratu. O vyuZéchto
slowenin in vivo jako antituberkulotik vSak nelze uvaZzovat, néboejsou dostatmé
specifické pro ICL a jsou povazovany za toxicke ifeiozu Bentrup et al., 1999, Sharma et
al., 2000).

Mezi now pripravené inhibitory ICL s lepSimi biologickymi vikm®stmi paii
nagiklad derivaty ftalazinu (Sriram et al., 2009), w&enina Ydcm67 (Ji et al., 2011),
3-nitropropionamidy (Sriram et al., 2011xkteré thiosemikarbazony odvozené od isatinu
(Banerjee et al., 2011), ale takeé i extrakty izalo& z rostlin (Bai et al., 2006) (Obr. 7).

C LR, D

Obrazek 7:0becné struktury n@jsich inhibitor: isocitratlyasy. A. Derivaty ftalazinu.B. Ydcm67.

C. 3-Nitropropionamidy.D. Thiosemikarbazony odvozené od isatinu.
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2.4 Antituberkulotika

Hlavnim principem terapie TBC je podavani kombinané&tuberkulotik (AT) po dobu
2-12 nesial. Podle toho rozliSujeme rezimy kratkodobé trvajelkem Sest #sial, zkracené,
kdy jsou AT podavana celkem osnesioi a rezimy dvanactigsicni. Vyjime¢né se niize
aplikovat I&ba denni. Celkova délkacley zavisi na velikosti postizeni tuberkul6zou aétak
jinych onemoc#ni u pacienta a na sile jeho imunitni odftivKombinace antituberkulotik je
potrebna kwili heterogenni populaci mykobakterii, zejména dislea primérni rezistence
mutant. AT se rozfluji dle innosti na latky 1. a 2. druhé linie (Netval et2004, Horova
2007).

Antituberkulotika 1. linie mZeme dlit na dw zakladni skupiny a to na hlavni
baktericidni Iéky a na Iéky vedlejSi. Skupina igh baktericidnich l&kzahrnuje isoniazid
(INH) a rifampicin (RMP). Za vedlejSi 1éky povazaje streptomycin (STM), pyrazinamid
(PZA) a ethambutol (EMB), které se kombinuji s Inliagkupinou za &elem prevence
rezistenci (Shi et al., 2007).

Isoniazid (Obr. 8)

Isoniazid (INH) se pouZziva rigstji v kombinaci
~
s rifampicinem @ 1écbé atypickych tuberkul6z. Jedna se \

o prol&€ivo, které se aktivuje mykobakterialni katalasou.

INH zpiisobuje inhibici mykolovych kyselin v beéné HN_, X0

sttné mykobakterii tak, Ze napada enzym enoyl-ACP H
reduktasu. Mutaci v genunhA dochazi ke vzniku Obréazek &
Isoniazic

rezistence na totod&o (Banerjee et al., 1994).

Rifampicin (Obr. 9)

Antibiotikum rifampicin se vyznalje o U\
< . - . - =
Sirokym spektrem  dinnosti. Jeho  eo0c . j/ HO /\|K
mechanismus dinku je zaloZzen na inhibici - PHHe YT
/D\/ rﬁ"\,-’\\ N

bakterialni RNA-polymerasy. Na rozdil od S

isoniazidu fisobi i na klidova stadia nemoci, v

nikoliv pouze na mnozici se mykobakterie

(Votava, 2003). Obrézek 9:
Rifampicin
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Streptomycin (Obr. 10) HN
Streptomycin pdf do skupiny aminoglykosidovych antibiotik, HN)L —NH,
OH

které se Spatnhvstebava ze zazivaciho traktu a je tak vhodné  Ho..

pouze Kk intramuskularnimu podéani. Cilovym mistem 36S
podjednotka ribozomu (Shi et al., 2007).

Pyrazinamid (Obr. 11)
i i I strept inu rager
Pyrazinamid se naopak oproti streptomycinu ragerlolfe Obrazek 10:
z traviciho traktu a vykazuje vysokodidnost vici mykobakteriim Streptomycin.

v intracelularnim prostoru makrofégVlastni antituberkulotickou

0]
aktivitu vykazuje az kyselina pyrazinkarboxylovéa kterou je N A
, = NH
pyrazinamid penmgnén pomoci enzymu amidasy. Jehof T 2
3,

mechanismusdinku neni je&t zcela objasén, nicmért je Zejmé, N
Ze zasahuje do syntézy mastnych kyselin tim, Zibujd synthasu

. . : . Obrazek 11:
mastnych kyselin (Da Silva a Palomino, 2011). Pyrazinamid

OH
Ethambutol (Obr. 12) V’: "
Ethambutol se resorbuje debperorals a ma bakteriostaticky H“’““-’"j/\

Ucinek pouze proti dicim se intracelularnim i extracelularnin HO

bakteriim. Pedpokladany mechanismusiniku sp@iva v inhibici

. . . , . Obréazek 12: Ethambutol
syntézy bilkovin a nukleovych kyselin (Votava, 2003

AT rezervni neboli latky 2. linie se pouzivaji tghghokud vySe uvedené Iéky 1. linie
vykazuji silné nezadouciciinky nebo v pipadt rezistence na tato antituberkulotika. Do této
skupiny se z@zuji zejména ethionamid, cykloserin, kyselpaminosalicylova, amikacin,

kapreomycin a fluorochinolony (Shi et al., 2007).

Ethionamid (Obr. 13)

Chemicky nazev ethionamidu je thioamid 2-ethyligotinova

kyselina, strukturou idinkem se jedna o latku podobnou isoniazidu.
Mechanismus &inku spd@iva v baktericidnim {sobeni na HN
biosyntézu mykolovych kyselin, nezbytnou slozku &mé stny Obrézek 13-

bakterii. Ethionamid se vyskytuje jako préild, na jehoZ aktivaci Ethionamic
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se podili monooxygenasa EthAfi Hnutaci v genuethA dochazi k rezistenci na toto

antituberkulotikum (Banerjee et al., 1994).

Cykloserin (Obr. 14)

D-cykloserin se povazuje za strukturni analog Driala. HzNup
Jedna se o kompetitivni inhibitor enz§nalanin racemasy a D- QDJNH
alaninligasy, které se podileji na tvérbpricnych vazeb
peptidoglykei nutnych pro stavbu beétné s&ny. Nevyhodou
cykloserinu je jeho neurotoxicita, kterd je dan&ydpodobnosti ggféﬁzgrﬁ]_
S neuroexciténimi aminokyselinami (Chacon et al., 2002).

Kyselina para-aminosalicylova (Obr. 15)
Tento izomer aminosalicylové kyseliny byl pouziviako
antituberkulotikum zejména v minulosti. Mechanismusinku Foor H

zastava nejasny,fpdpokladaji se dvteorie. Prvni z nich tvrdi, Ze
tato kyselina inhibuje aktivitu thymidylat redukyasimz dochazi
k blokaci syntézy kyseliny listové (Hartl et al.0dD). Jina NH,

hypotéza poukazuje na mozZnost owimh syntézy mykobaktinu

"Obrazek 15:Kyselina

ristového faktoru s chelatdwazanym Zelezem, coz nasledrede para-
aminosalicylov.

k naruSeni fijmu Zeleza do mykobakterialni #ky (Voss et al.,
2000).

Amikacin (Obr. 16) HO.,,

Amikacin se zBazuje mezi aminoglykosidova
2

antibiotika, které zgisobuje inhibici proteosyntésy tim, Ze
se vaZze na malou podjednotku ribozomu. Stejny grinc R = COCH(OH)CH:CHNH,
mechanismu d&inku maji i antibiotika kanamycin a Obrazek 16: Amikacin.

streptomycin (Janin, 2007).

H
NH E,N\fﬁ

Kapreomycin (Obr. 17) HN)J\NHH . N
Kapreomycin je  antibiotikum  cyklické :

peptidové, které {sobi stejnym zjpsobem jako w Hot

amikacin — na 30S podjednotku ribozomu. Pokud je W AL

tato latka pouzita sdévy, které ovliviuji stavbu
Obrézek 17: Kapreomycin.
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burng¢né stny, dochazi ve &tsirg pripadi k vyraznému zvyseni jeji akity (Janin, 2007).

Fluorochinolony

Fluorochinolony pedstavuji skupinu latek, které inhib [I:il fﬁ

. . oy, , . ., F ~
replikaci bakterialni DN/ Presny mechanismus citku qj/ OH
spa:iiva v inhibici topoisomerasy |l, ktera doka:stpit ohbs (/\N’ﬂ“ Pil

NH . A
vlakna molekuly DNA. U bakterii se jedna o tzv. DN
gyrazu. Tato skupina obsahuj&td mnoZstvi latek, které jsc Obrazek 18:
. . - . o Lo . Ciprofloxacin
derivaty kyseliny nalidixové. Mezi vyznamné zasteipgati
ciprofloxacin (Obr. 18)levofloxacin a ofloxacin, mezi néj&i latky pak moxifloxaci (Obr.
19), gatifloxacin a sitafloxacin. Pokud dojd mutaci v geneclgyrA ¢i gyrB kodujici DNA

gyrazu,stava se bakterie rezistentricvtéto skupirt l&civ (Hanulik et al., 2010

f
T
T
jé‘ja%—l-l
D—Z _H:Cl
~
o
T

~ 0
Obrazek 19: Moxifloxacin.

Mezi nové kandidaty nadbu tuberkulozy jsodiazeny latky se skupiny diarylchinotin

nitroimidazotfi, oxazolidinor a diamirii (Barry a Blanchard, 201(

TMC207 (Obr. 20)
TMC207, vnekterych publikaciclznaiena téz jako I |

R207910,je diarylchinolin, ktery pedstavuje jednoh Br. e J o L
ze slibré vyhlizejicich kandidatna lebu wberkulozy [ [ 11~
Tato latka pasobi jako inhibitor ATP syntlsy, | ///
konkrétre jeji FyF, podjednotky. Mutace vyskytujici Obrézek 20:

v genu atpE jsou zodpowdné za rezistenci bakterii TMC207.

k této slodenins (Barry a Blanchard, 201(
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PA-824 a OPC67683
PA-824 (Obr. 21) a OPC67683(Obr. Z [”0
jsou v sodasné dob v klinické fazi studis o

jakoZto latky s antimykobakterialni aktivito e 'Utﬂ
Spadaji do skupiny nitroimidazgl presrsji Obrazek 21- W no,
nitroimidazo-oxazin (PA-824) a OPC67683
nitroimidazo-oxazol (OPC67683). Cilovym

mistem &chto dvou nitroimidazdl je K E[/ \“‘i

inhibice syntézy mykolovych kyselin. @b o (/ b

latky jsou ve formd prol&iva a stavaji se o O“ﬁ/N}

aktivni az po redukci nitroskupiny za M_t;u—o
piitomnosti enzymu nitroreduktasy ©
(Manjunatha et al., 2009, Barry a Blanchard, gg_rgézk 22:

2010).

Linezolid (Obr. 23)

Linezolid nalezi do skupiny oxazolidindn o
Linezolid byl v roce 2000 schvéalen pro uzivandblg OD_QN»\O
infekci zapicinénych gram-pozitivnimi bakteriemi a Q\
nozokomialnich pneumonii. Vaze se na podjednotku " W
ribozomu 50S, zabimje vzniku formyl-Met-tRNA a ©
dochézi tak k inhibici syntézy protéin(Barry a Obrazek 23:
Blanchard, 2010, Da Silva a Palomino, 2011). Linezolid

SQ109 (Obr. 24)

DalSi zno¢ pripravovanych latek je }
SQ109-diamin, ktery je ve fazi innického,J-:a;aw /x,,,,-JH::x,.f-ﬁ-h._N,-»«-h_w,.»Nu,
ovérovani. Rivodrne byl syntetizovan jako ; ,Ii'/j
efektivngjSi analog ethambutolu. i€dpoklada -
se, ze fisobi na drovni bufné stny Obrazek 24:SQ109.

mykobakterii, nicméh presny mechanismus
Gcinku neni dosud znamy (Barry a Blanchard,
2010).
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2.4.1 Rirodni latky jako nova antituberkulotika

Vzhledem k tomu, Ze rostlinyi@dstavuji velky potencidl chemickych struktur a u
fady €chto girodnich produkt byl prokazan &inek proti fade nemocem, mohly by tyto
prirodni latky gedstavovat zdroj i pro nova antituberkulotika (Ngual., 2009).

Mezi vyznamné &inné latky obsazené v bylinach fiazejména silice, glykosidy,
alkaloidy, saponiny a také flavonoidy, kterych byfoidentifikovano vice nez Sest tisic a jsou
tak jednou z nejpmtrgjSich skupin firodnich latek (Kruzlicova et al., 2012). U flavadid
byly jiz popsany tinky jak antimikrobialni (Cushnie a Lamb, 2006)tialergenni (Chen et
al, 2010), protizattlivé (Seo et al., 2000), tak i antitumordzni (Leteal., 2008). Zhang a
Rock (2004) prokazali inhibni schopnost epigallokatechin gallatu na enzyiy
hydroxyacyl-ACP reduktasu a enoyl-ACP reduktaitojné vE.coli. Tii roké poté Vaquero
et al. (2007) pSel s objevem, Ze zejména kvercetinipltnejsilréjSim inhibitotim bakterii.
Dle Lechnera et al. (2008) nejvice inhibovailystr mykobakterii flavonoidy luteolin a &p
kvercetin, slabsi antimykobakteridlni aktivitu vgkaaly rutin a (-) epikatechin.riRladem
rostlin obsahujici kvercetin je ndklad h&manek I|ékEsky, ktery dodava rostlin jeji
antimikrobni a protizaflivé cinky. Trezalka tékovana, jez je pouzivana jakdindni
antidepresivum a jako antimikrobni latka, obsahwygSi mnoZstvi rutinu a hyperonu, které
jsou zodpowdné za tyto vlastnosti (Jahdda2006). Vysoky obsah flavonaid(zejm.
kvercetinu) je obsaZen také keplickové nati, kter4 je vyuZivdna jako antisklerotikum,
diuretikum a také ip lécb¢ tuberkuldzy (Jahoda2010, Radulovi et al., 2006). Jako aktivni
inhibitor Mycobacterium tuberculosia Mycobacterium aviunbyl popsan také 10-gingerol
izolovany z oddenku zazvoru (Hiserodt et al., 1998)

V literature je dale uvedenoétdi mnozstvi extrakit z I&€ivych rostlin, kteréin vitro
vykazuji &inek i vici rezistentnim formam tuberkulozy (nap-methyljuglon izolovany
z kareneEuclea natalens)s Problémem ovSemigtava zastoupeni a mnozstéininych latek
v extraktech, které se e vyrazg liSit a je tedy nutnd standardizace rostlinnyckragti
(Mahapatra et al., 2007).
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2.5 Flavonoidy

Flavonoidy byly objeveny vroce 1936 Albertem Sz&yorgyem, jednim
z vyznamnych mdiarskych biochemik, ktery byl ocesn Nobelovou cenou na fyziologii a
medicinu. Jedna se o velmi raesiou skupinu firodnich latek, u nichZ nejnggi vyzkumy
odkryly pozitivni &inky na ifizna onemoaini, zejména v souvislosti s jejich antioxtdami
schopnostmi. Je znamo fyziologické&ispbeni flavonoid, zejména to, jak ovliwiji
kardiovaskularni choroby, nadory nebo neurodegéimafaonemocsni. Kromg piimého
antioxidaniho &inku pasobi i nepimo diky aktivaci¢i deaktivaci antioxidénich enzyni,
které se podileji na vzniku radikalJedna seipvazr o sekundarni metabolity rostlin a i
piesto, Ze se neéastni primarnich metabolickych drah (hapotosyntéza), hraji velmi
dulezitou roli v Zivot rostlin, nap. pii obraré pred patogeny. Velmi dinnym zdrojem
flavonoidi je zejménaervené vino, ovoce, zelenina, at@je (Protivova, 2006).

Struktura &chto slodenin odpovida derivaim difenylpropanu, nebo latkam
odvozenym od fenylchromanu. Typicky je prdtav. flavonovy skelet (Obr. 25), skladajici
se z dvou substituovanych benzenovych «réha B, dale z pyranového kruhu, ktery je
kondenzovany s kruhem A. Flavonoidni sleniny clime na flavonoly, flavony, flavanony,
anthokyanidiny, isoflavony, proanthokyanidiny, féa3-oly, dale se mohaiasto vyskytovat
sloweniny odvozené od kyseliny hydroxybenzoové nebordwybskaicové. U Gznych

autoi se ovSem Kklasifikace flavondidisi (Protivova, 2006, Volf a Andrs, 2012).

Obrazek 25: Flavonovy skelet.
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2.5.1 Flavonoly

Tyto latky jsou v pirodk nejvice roz&ené, casto se vyskytuji v cibuli, brokolici,
kapusg, rajskych jabkikach, listech a slupkach. Nejvyznagjiim zastupcem flavonilje
kvercetin (Wang et al., 2009). DalSimi latkami wté&kupiny, které jsme testovali jako
inhibitory isocitratlyasy, byly morin a rutin.

Kvercetin (Obr. 26) ma protizétiivé vlastnosti a fisobi ochran& pred onemocgnim
srdce a rakovinou. Na zakkadalSich vyzkurmi se ukazalo, Ze kvercetin by mohl pomahat
v boji proti alergiim, zejména snizovat jejickiznaky, jako jsou slzeni¢g rymaci koprivka.

V dalSim pokusu spolu s resveratrolem a katechyhyptokazan jejich projektivnidinek na
srdce, zejména diky sniZzovani lipoproteinu LDL aokého krevniho tlaku.rRnivy &inek
ma téz na mirni pfiznalki pri zarttu matového néchyre nebo prostaty. MenSi studie
ukazaly piznivy vliv u pacieni s revmatoidni artritidou. Co se¢tyrakoviny, zjistilo se, Ze
kvercetin inhibuje st nddorovych butk u rakoviny prsu, $¢va, prostaty, ovarii a plic
(University of Maryland Medical Center, 2013). Kweetin se nachazi v potravinach jak ve
formé volné, tak i vazané na cukerné jednotky. V testeahHokkaidské univerzit byl
identifikovan jako inhibitor enzymu—glukosidasy, ktery katalyzuje posledni kralemeny
sacharid. Potlaeni aktivity tohoto enzymu by se dalo vyuZivat gamezeni véebavani
sacharid ve stew u obéznich jedinc (Hrouda, 1998). Stefnjako rutin gFiznivé pasobi na
metabolismus vitaminu C v organismu, kdy prodluzjgko misobeni diky zpomalovani
oxidace kyseliny askorbové (Stratil, 1993).

Glykosidem kvercetinu je dalSi flavonol rutin (OR26), pro ktery je charakteristicka
objemna molekula cukru vazand k C3-hydroxylové skupJedna se o rutinosip-(-
rhamnosyl-(36)-B-D-glukosu). Diky molekule cukru ztraci jadro B péani usptadani a
tim klesa i antioxidéni schopnost rutinu. Rutin byl objeven v rostliRuta graveolensale
opét se vyskytuje ve velkém mnoZstvi rostlin, nejvjeeobsazen v pohance obecné, ovsem
jeho obsah se liSi podt&sti rostliny. Nejvice rutinu se nachazi &tech pohanky, nejmén
naopak v kéenu. Kron¢ pohanky se vyskytuje rutin dale vdajech, v kie citrusovych
plodi, jablkach, broskvich a vyluzich zelenéhdeanéhocaje. Stejg jako kvercetin se podili
na snizovani LDL cholesterolu, ¢l& diabetu a dale gsobi jako antikarcinogen (Stratil,
1993). P¢itatova studie na univerzitach Giné a v Koreji prokazaly schopnost rutinu
inhibovat aktivitu enzymu tyrosinasy, vSudigpmného enzymu, jehoZz fyziologicka funkce je
spjata s produkci pigmentu. Katalyzujgemenu tyrosinu na dopamin a je zodgdwny za

pigmentaci kize, hrgdé zbarveni zeleniny, ale i hojeni ran nebo tvapidermis u hmyzu.
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Pri reakci dochazi k interakci rutinu s histidinovymezidui, které jsou obsazeny v aktivnim
mist enzymu. Jedn& se o typickou kompetitivni inhibikterd vede k potteeni tvorby L-
DOPA a mohla by tak najit vyuziti v medi¢inkosmetice, jako #ici ¢inidlo, nebo i

v zenedélstvi jako bioinsekticid Yue-Xiu et al., 2012).

DalSim bioflavonoidem obsazenym ve velkém mnoZzsbgtlin, ovoci a zelenin je
morin (Obr. 26). Jedna se o steninu nazloutlé barvy a podabjako kvercetin se podili na
procesech antioxidace, antimutageneze, cytoprotekgasobi taktéZ proti za&tu. Mezi
bunky, které tento antioxidant chrani, fatzejména myelocyty, endotelové rihy,
hepatocyty, erytrocyty. Studie na potkanech na K8mud University v Saudské Arabii
prokdzala, Ze podani morinu po indukovaném infanktyokardu kardiotoxickou latkou
isoproterenolu fisobilo blahodaré a vyrazg sniZzovalo rozsah poskozeni lysoZor(Al-
Numair et al., 2012).

OH

%T MO :G@ " GH
\" \E\r’L’l "OH LY(

OH

I
DH (QJ OoH O G' o ‘H_ ~OH
CHq, 0 -x,r'J'“H,_:"“‘\-.:.H
Morin L/\r 7
Kvercetin HO OH OH
OH
Rutin

Obrazek 26: Kvercetin, morin a rutin.

2.5.2 Flavony

Na rozdil od flavondl neni tato skupina latek oxidovana metitn uhliku. Nachazi se
hojr¢ v petrzeli, pazitce, celeru, citrusovych plode®tyznamni zastupci jsou luteolin a
vitexin, dale 3-hydroxyflavon, 5-hydroxyflavon ahydroxyflavon (Vauzour et al., 2008).

Stejre jako kvercetin a rutin p#tluteolin (Obr. 27) mezi nejvyznar@8i inhibitory
LDL oxidace zejména diky schopnosti chelatacetiomédi (Volf a Andrs, 2012). Z 21

testovanych flavonoid na univerzié v Koreji, byl luteolin nejsilgjSim inhibitorem enzyrin
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a-glukosidasy an-amylasy, které se podileji nag@eni glykosidickych vazeb sacharid
Inhibice €chto enzymi se vyuzZiva zejménafiplécbé diabetu mellitu, kdy dochazi ke
zpomaleni vdebavani glukosy ze isva a tedy ke sniZeni tzv. postprandialni glykémie,
neboli zvySeni glukosy v krvi po jidle (Jong-Sangle 2000).

Flavonovy glykosid vitexin (Obr. 27) se vyskytupejvice v prosu a ve vyzkumu na
univerzi€ v Mississippi se ukazalo, Zeian¢ inhibuje enzym tyreoidalni peroxidasu, ktera se
Gcastni syntézy hormanstitné Zlazy tak, Ze &ni jodid na jod, ktery se dale podili na jodaci
thyreoglubulinu, ze kterého proteolyzou vznikajihony T3 a T4 (Gaitan et al., 1995). Dale
byl také zjiS¢én neuroprotektivni &inek vitexinu. Diky jeho schopnosti vazat se jalgahd na
GABA (kyselina gama-aminomaselnd) receptor typu Aesilovat tak fisobeni GABA
neurostransmiteru, dochazi k antikonvulzivnimiinku v mozku, tedy prevencii&ového
zachvatu v mozku - epilepsii (Abbasi et al., 2012)

Hydroxyflavony jsou pevazi syntetické sloteniny, které se v rostlinachiifs
nevyskytuji. Jejich vyznam je spjat zejména s vdatanim Einkem, zejména u 7-
hydroxyflavori a 5-hydroxyflavoi (Obr. 27) (Calderone et al., 2004).

OH
e - O e
HO o | OH o, e |
oy CLI
OH
OH 0O ]
Luteolin 3-Hydroxyflavon

5-Hydroxyflavon T-Hydroxyflavon

Obrazek 27:Strukturni vzorce vybranych flavan
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2.5.3 Flavanony

Od flavoru se liSi svou neplanarni strukturou s chiralnimtreen na C2. Byvaji
piitomné v citrusovych plodech, zejména v jejictiek(Kroyer, 1986). Hlavnimi zastupci jsou
hesperetin, naringenin, 4- hydroxyflavanon a 2-rbygflavanon.

Hesperetin (Obr. 28) je zajimava bioktivni slenina, ktera vznika odgienim cukru
ramnosy enzymem hesperidinasou z hesperidinu. Wyndchazi zejména v tradi ¢inské
medicirg diky svym antioxidénim a protialergickym schopnostem. Experimentatadie
v Cin¢ se zan¥ila na antialergenni vlastnosti hesperetinu u pagi¢rpicich na astma a
vysledky poukazaly na to, Ze tato latk&inin¢ inhibuje maturaci a funkci dendritickych
burgk, které hraji dlezitou roli v imunitni odpo&di, coZ vede k tomu, Ze by hesperetin mohl
byt vhodnym potencialnim kandidatem nablé alergii a zattu (Gu et al., 2009). Hesperetin
dale zlepSuje permeabilitu krevnich kapilar, je i@golsstebavan a uvazuje se, Ze by spolu
s kvercetinem mohly vykazovat anti—sklerotickounatd (Volf a Andrs, 2012).

U hesperetinu a naringeninu (Obr. 28) byl testgefinh viiv na expresi adiponektinu,
proteinu produkovaného tukovou tkani, ktery hrajertou roli v metabolismu glukosy a
lipida. Exprese adiponektinu jé&zena cirkadialnimi rytmy a do jeho nejvyznafdich funkci
spada ochranai@d aterogennimi zémami. Oba flavanony ve studii indukovaly receptory
aktivované peroxizomovymi proliferatory (PPAR). Akdce Echto receptar poté pispiva
k urychleni katabolismu LDIastic a zabrauje tak procesu aterosklerozy (Liu et al., 2008,
Yahia et al., 2008). U naringeninu byl navic prak@&anhibtni efekt na expresi Toll-like
receptoét 2, coz snizuje riziko obezity a s obezitou spjatgmemoctni (Yoshida et al.,
2013).

2-Hydroxyflavanon a 4-hydroxyflavanon (Obr. 28)fegstavuji protirakovinné
sloweniny, které se vyskytujitpdevSim v pomergich a citronech. U 2-hydrohyflavanonu
byla prokazéana indukce apoptosy u nadorovyctéburrakoviny steva a inhibice proliferace
nadorovych bugk renélniho karcinomu (Nagaprashantha et al., ZHid,et al., 2012).

34



OH

2 OCH3; @& OH

OH O OH O

Hesperetin Maringenin

4-Hydroxyflavanon 2-Hydroxyflavanon

Obrazek 28:Strukturni vzorce vybranych flavanbn

2.5.4 Anthokyanidiny

Anthokyanidiny jsou rostlinna barviva a nesou zakipow¥dnost za barvu ki a plod
rostlin. Nefasgji se vyskytuji v jahodach, malinach a ostruzin@¢blf a Andrs, 2012).

Tato skupina flavonoid pasobi jako blokator renin-angiotensinové signalidadrahy,
jejiz nadngrna aktivita je jednim z rizikovych faktbma rozvoji hypertenze. Na univekzit
Mahidol v Bankoku byla demonstrovana tato studigjistiio se, Ze cyanin (Obr. 29) a
delphinidin inhibuji aktivitu angiotensin konveritijho enzymu, coz vede k poklesu tvorby
angiotensinu Il a hrom&di bradykininu a naslednk anti-hypertenznimu dginku. Fresny

mechanismu tohotocinku avSak neni jeStzcela zndmy (Parichatikanond et al., 2012).

HO. 0. .0 j/'\:_L_.GH
HO ™ “OHHO OH

oH oH

Obrézek 29: Strukturni vzorec cyanin chloridu.
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2.5.5 Isoflavony

Skupina isoflavol je jednou z nejvice prostudované skupiny flavohoi@ylo
nalezeno kolem 1000aznych isoflavof, ovSem pouzetyii z nich vykazuji biologickou
estrogenni aktivitu — biochanin A (Obr. 30), forneoetin, genistein a daidzein. Vyskytuji se
v sOji, luStninach a zejména v listeakerveného jetele. Jejich¢iek spd@iva predevsim
v antiestrogenni aktivit na zaklad kompetitivni inhibice, dale snizuji riziko hormdn&
dependentnich nador U biochaninu A byl navic zji8h ochranny dinek na cévy a
kardiovaskularni systénm vitro se také podili na inhibici faktdmpro fist karcinomu prsu a
prostaty. Tento jedirsmy antikancerogenni ¢inek biochaninu A je fipisovan jeho
schopnosti inhibovat enzymy aromatasu @r@duktasu, které se podileji na procesu vzniku
pohlavnich hormoin (Burdova, 2013).

Obrazek 30: Biochanin A.

2.5.6 Flavan-3-oly (katechiny)

Vyskytuji se v listechc¢aje, zejména v zeleném. Nejvyznaidim katechinem je
epigallokatechin gallat (EGCG) (Obr. 31), kteryifvaz 50% vSech katechirv zelenéntaiji.
Jedna se o velmi vyznamny antioxidant, jehoz aidaxi schopnost igvySuje az 100 krat
vitamin C. Z extraktu EGCG byla prokazana jeho lide istu lidskych lymfoidnich busk,
jejichZ typickou zm$nou byla elektroforézou zji&ta fragmentovana DNA. &teni DNA je
piipisovano inhibici DNA polymerasy a aktivaci endéleasy. EGCG se podili také na
zvySovani aktivity glutathionperoxidasy, ktery r&dje HO,, nebo na zrn¢ genové exprese
nadorovych bugk prsu (Volf a Andrs, 2012).

Podobné ¢&inky jako EGCG vlastni také katechin hydrat (Obd),3velmi silny
antioxidant vychytavajici volné radikaly, ktery wgskytuje v zelenéntaji a cerveném via.
Inhibuje taktéz idst nadorovych buik, zejména #&ozniho ¢ipku a prsu, na zaklad

schopnosti indukovat apoptézu zpresikovanou kaspasami (Al-Hazzani a Alshatwi, 2011).
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Obrazek 31:Strukturni vzorce vybranych katechin

2.5.7 Derivaty kyseliny hydroxyskdicové

Kyselina hydroxyskificova se vyskytuje zejména v hroznech,évin podobg jako u
ostatnich flavonoidl je u ni prokazan antioxidai (inek. Tato kyselina je v rostlindch
zastoupena ipdevsim ve forh kyseliny kdvové a chlorogenové (Obr. 32) (Watedsu
2002).

Kyselina kavova (3,4-dihydroxyskicova kyselina) se nachaziigolevSim v kie
eukalyptu, v potra¥ ji mizeme ve velké e najit v arganovém oleji a k&\(Yao et al.,
2004). Risobi jako selektivni inhibitor enzymu 5-lipoxygepaktera je zodpatdna za tvorbu
leukotrieri z kyseliny arachidonové. Hlavnim Ukolem leukotéiga ti¢ast na imunoregulaci,
jsou uvohovany @i zargtech nebo P alergickych procesech, maji bronchokonsinik
(cinek. Kyselina kavova jakozto inhibitor biosyntédgukotriemn by tak mohla byt
vyznamnou sotésti i 1é¢bé nagF. astma bronchiale (Koshihara et al., 1984).

Konjugatem kyseliny kadvové a chinové je kyselifdomogenova, hlavni polyfenol
piitomny v jablku, ktery se jako substr&tastni procesu Rnuti jablek. Krom jablek ji
muzeme nalézt v broskvich, Svestkach, nebo zrne@medlavy (Volf a Andrs, 2012). Kram
jeji antioxid&ni, antikancerogenni a antialergenni aktivity byj&téno, Ze se s ne}tsi
pravdépodobnosti jedna o inhibitor Bcr-Abl tyrosinkinadyansl&niho produktu fazniho
genu Bcr-Abl, jejiz pitomnost je typickd pro pacienty s chronickou migid leukémii
(Bandyopadhyay et al., 2004).
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Obrazek 32: Strukturni vzorce kyseliny kavové a chlorogenokéjto zastupt
derivat: kyseliny hydroxyskaové.

2.5.8 Derivaty kyseliny benzoové

Kyselina benzoova je¢iné obsaZzena v ovoci, zejména v brusinkach
nebocajovniku (Mason, 1905). Fenolovym derivatem tétseliny je 4-

hydroxybenzoova kyselina (Obr. 33), neboi# hydroxybenzoova

kyselina, ktera se nachazi zejména v hrozneché Estery této kyseliny

o

OH

OH

jsou nazyvany parabeny, které jsatasto vyuzivany jako

Obrazek 33: Strukturni

konzervéni latky v kosmetice a ve farmaceutickémurpyslu vzorec 4-hydroxybenzoové

(Pugazhendhi et al., 2005). Dle Charnock a Finsrddahazi kyseliny.

kombinaci éiznych parabeinke snizeni mikrobialni aktivity (Charnock a
Finsrud, 2007).

2.5.9 Dihydrochalkony

Jednd se o flavonoidy s otemym kruhem, které jsou obsaZzené v jablkach. Mezi

nejvyznamgjsi dihydrochalkony jgazen floretin, jehoz 3-glykosidem je floridzin (OI34)

(Volf a Andrs, 2012). U této sl@éeniny je zamysleno jeji vyuZzitifplecb¢ diabetu mellitu

typu I, neba@ ve studiich na potkanech vykazovala vyrazné ighitschopnosti na specifické

transportéry glukosy SGLT1 a SGLT2, které v proXimiéh tubulech ledvin glukozu Zmeé

resorbuji do krve na zakladgymportu se sodnymi ionty. Inhibicichto transportér bylo

dosazeno snizeni koncentrace glukosy v krvi (Dr8agd., 2009, Najafian et al., 2012).
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Obrazek 34: Floridzin dihydréat.

2.6 S Benzylisothiosemikarbazony (Obr. 35)

Isothiosemikarbazony jsou skmniny zndmé pro sy antimykobakterialni €inek in
vitro (Petrlikové et al., 2011). Jejich syntézacpd v zaliivani aldehydwi salicylaldehydu
s Sbenzylisothiosemikarbazid-hydrohalogenidy, kteréylyb piipraveny zakivanim
isothiosemikarbazidu <islusnym benzylhalogenidem. Staminy byly testovany proti
kmenim M. tuberculosisCNCTCMy 331/ 88 M. kansasiiCNCTCMy 235/ 80,M. avium
CNCTC My 330/ 88 aM. kansasii6509/96 (Tabulka 1). Jako standard pro porovnativiak
byl pouzit isoniazid (INH).

Obrézek 35: Struktura S-
benzylisothiosemikarbazénPirevzato
z Petrlikova et al., 2011.
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Tabulka 1: Antimykobakterialni aktivita S-benzylisothiosemilearoni.

Compound MIC (umol/L); Incubation time 14d/21d
Rl R? M. tuberculosis M. avium M. kansasii M. kansasii
My 331/ 88 My 330/ 88 My 235/ 80 6 509/ 96
la* H H 62.5/125 32/62.5 62.5/62.5 125/125
1b* H 3-Cl 32/62.5 16/62.5 62.5/62.5 62.5/62.5
lc* H 4-CH; 32/62.5 16/32 62.5/62.5 62.5/62.5
1d* H 4-CR 32/62.5 16/62.5 62.5/62.5 32/62.5
le* H 4-Br 16/32 16/16 62.5/62.5 32/62.5
2a H H 62.5n/62.5n 62.5n/125n 32n/32n 62.5n/125n
2b* H 3-Cl 32/32 62.5/125 62.5/62.5 16/32
2c* H 4-F 32/n n/n n/n n/n
2d* H 4-Cl 8/16 n/n 32/62.5 32/n
2e* H 4-Br 16/32 n/n 32/32 32/32
2f* 5-Cl 3-Cl 32/32 n/n 32/32 32/n
2g* 5-Cl 3-OCH 32/32 n/n 32/32 62.5/62.5
2h* 5-Cl 4-CH 32/32 n/n 62.5/n n/n
2i* 5-Cl 4-F 16/16 32/n 16/32 32/32
2j* 5-Cl 4-Cl 16/16 n/n 32/32 32/32
2k* 5-Br 3-Cl 32/32 n/n 32/n n/n
2l 5-Br 4-CH 62.5n/250n 250/250n 125n/250n 125n/250n
2m* 5-Br 4-Ch 32/32 32/n 62.5/62.5 32/32
2n* 5-Br 4-F 16/16 62.5/n 32/32 32/32
20* 5-Br 4-Br 16/32 n/n n/n 32/n
2p 35-Ch  4-Ch 250n/250n 250n/250n 250n/250n 250n/250n
2q 3,5-Ch 4-Cl 62.5n/62.5n 125/250n 62.5n/62.5n  62.5n/62.5n
2r* 3,5-Ch 4-Br 16/32 n/n 32/32 n/n
2s 3,5-Bp, H 250n/250n 250/250n 125n/250n 250n/250n
2t 3,5-Bn, 4-CH, 125n/250n 250/500n 62.5n/125n 125n/250n
INH 1/1 >250/>250 >250/>250 8/8

* Aktivita byla publikovana (Petrlikova et al., 2011)
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2.7 Enzymova kinetika a inhibice enzyn

Enzymy (E) jsou globularni bilkovinné makromolekulkteré slouzi v Zivych
systémech jako biokatalyzator§imz urychluji ptibéh mnohych chemickychégii v téchto
systémech tim, Ze snizuji jejich akt¥wd energii. Enzym vyt& nekovalentni komplex se
substratem (S), ktery je enzymem ak#iptenenén na produkt (P) (Obr. 36). Z této reakce
enzym vystupuje viyvodni nezminéné podob a je schopny katalyzovatiggmenu dalSi
molekuly substratu (Pavkk, 2012).

Na povrchu enzymu se vyskytuje aktivni misto, é&tee sklada z aminokyselinovych
zbytki vazici substrat. Tyto zbytky v primérni struigubilkoviny nemusi bytazeny za
sebou, ovSsem v globularnim usadani se dostavaji k sbla vytv&i prohlubé nebo zéez
prevazre hydrofobniho charakteru. Toto centrum obsahujeganiazebné pro substrat a dale
misto katalytické, kde probih&rgména substratu na produkt. Enzym se dale sklada z
nebilkovinnésasti, koenzymu, jehoz strukturat§inou odpovida derivét vitaminu skupiny
B. Koenzymy se vazou v blizkosti aktivhiho centrenahou velmi vyraz& zmenit aktivitu
enzymu. Do tohoto mista se mohou vazat take irgnjpi aktivatory reakce, které owuhinji

jeji rychlost.

S+E “<— §-E <—§5-P < P+E

Obrazek 36: Uloha enzymu i premené substratu na produkt

Vazba mezi enzymem a substratem byla definovéka feorie zamku a Kie, kde
substrat fisobi jen v takovém enzymu, do kterého struktumapada. Tato teorie byla p&jd
poupravena, nelsgak se ukazalo, enzymova specifitaivsubstratu neni nikdy absolutni a
substrat je schopen do jisté mirygmit konformaci enzymu tak, aby seigpusobil tvaru
substratu. Tyto poznatky byly shrnuty v tzv. teamilukovaného fizpisobeni (Racek et al.,
2006, Ledvina et al., 2009, Padk, 2012).

2.7.1 Enzymova kinetika

Pro sledovani rychlosti enzymové reakce se stgaowhytek substratu nebo iét
produktu za ufity cas g standardnich podminkach jako jsou pH, teplotaadeoncentrace

substratu a enzymu (Racek et al., 2006).
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Pro jednosubstratové reakce plati gomy jednoducha kinetika, kdy jeden substrat
vstupuje do reakce, ktera je katalyzovana enzynasdy, hydrolysou nebo isomerasou.
Zavislosti rychlosti reakce na koncentraci substramolech na litr odpovida graf ve tvaru
paraboly (Obr. 37) vifjpact konstantni koncentrace enzymuii Rizkych koncentracich
substratu je tato zavislost linearni a se zvyssgckoncentraci substratu rychlost reakce roste
pomaleji az dosdhne maximalni rychlostingy. Z matematického pohledu je né&jezitejSi
charakteristikou enzymu Michaelisova konstanta,réteyjaduje takovou koncentraci
substratu, p které reakce probiha pol@vii maximalni rychlosti a popisuje tak miru afinity
enzymu k substratu (Ledvina et al., 2009).

Na dvousubstratovych reakcich se podileji zejm&raasferasy, oxidoreduktasy a
kinasy. Oba substraty sedmejdive navaZzou na enzym a teprve pot&mprobihat reakce,
nebo jeden substratgra enzymu funii skupinu, kterou igbere nasledndruhy substrat
(Ledvina et al., 2009).

Vinax
v
Vlm“ =
2 '
E [E] = konst.
:
—
K [S]

Obrazek 37: Jednosubstratovéa reakce. Graf zavislosti
rychlosti reakce na koncentraci substratu [$i konstantni
koncentraci enzymu./Bvzato z Ledvina et al., 2009.

2.7.2. Inhibice enzyni

Latky, které mohou biologicky sniZzovat enzymovouidtu, aniz by doSlo k jeho
destrukci, se nazyvaji inhibitory (I). Vyznam inlié enzymu spfiva zejména v regulaci
metabolickych dju ¢i jako cilené vyuziti ve farmakologii. Na zaktatbho, jakou silou se
inhibitor vaZze na enzym, se rozliSuji inhibice nenvdgilni a ireverzibilni. Dale se inhibiceskd

na kompetitivni, nekompetitivni a akompetitivni (R& et al., 2006, Ledvina et al., 2009).
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Inhibice kompetitivni pedstavuje vazbu inhibitoru do aktivniho mista enaykam se
vaze také substrat. Ztoho vyplyva, Ze inhibitor smibyt latkou chemicky ifbuznou
k substratu. Tento&ltedy sp@iva v sowzi inhibitoru a substratu o vazebné misto. Tento
druh inhibice je reverzibilni a Ize ji odstraniti pzristu koncentrace substratu (Bartovska a
Randova, 2008).

Situace, ve které se inhibitor vaZze mimo aktivnistmia zngni tim konformaci
enzymu, se nazyva nekompetitivni inhibice. Inhibici&e byt vratna i nevratna, na zakiad
toho, zda dojde kvytweni kovalentni vazby mezi inhibitorem a enzymembshit
s inhibitorem zde &tSinou nevykazuji podobnost, na rozdil od inhitkoenpetitivni. Substrat
se sice vaze do aktivniho mista enzymu, ale tvprbdukti je zn&n¢ zpomalena (Ledvina et
al., 2009).

K akompetitivni inhibici dochazi vifpac, kdy se inhibitor vdze pouze na komplex
enzym — substrat a nikoliv pouze na volny enzyndiiea et al., 2009).

Pro diagnostiku inhibovanych reakci se obvykle Alya grafické vyneseni hodnot
reakenich rychlosti g riznych koncentracich substratu a inhibitoru (Obn. @artovska a
Randova, 2008).

VMM nekompetitivni hez

inhibitor inhibitoru
bz inhilbitoru

reekompaetithvni inhibitor

k. [s] N 1

Obrazek 38: Zavislosti rychlosti reakce na koncentraci substréA. PAimé vyneseniB. Dvojité
reciproké znazomni dle Lineweavera a Burka.

Prevzato z http://alevelnotes.com/Enzyme-Inhibitdi&/1
http://learning.covcollege.ac.uk/content/Jorum/MERzyme-inhibition_LM-1.2/page52.htm.
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2.7.3 Méieni enzymove kinetiky

Enzymové analyzy jsou zaloZzeny na principu stanbwencentrace substratu nebo
produktu v reakci za tity ¢as. Metody slouzici k teni katalytické aktivity enzyi lze
rozcklit na kontinualni (continuous assay), kterédzm byt pouzita i ve formatu HTS (High-

Troughput Screening) a dale na tzv. end-point ama{iznd-point assay).

a) Continuous Assay

Tato analyza umdilije sledovat Ubytek substratu nebouséiproduktu v realnérsase.
Diky této metod je mozné proriit linarni fazi, kterou je mozné dale stanovit paino
metody end-point. Nevyhodou této analyf\stava moZznost #iiit pouze jednu enzymovou
reakci vc¢ase, naopak vyhodou je jeji p&ma jednoduchost stanoveni. Pro dosazeni co
mozna nejlepSich vysledkje zde nutné optimalizovat pH reakcéeg viastni analyzou.
Koncentrace substratu nebo produktu mohou kifeny spektrofotometricky, fluorescang,

kolorimetricky nebo chemiluminiscén¢ (Enzyme Assays, 2013).

b) End-Point Assay

Diskontinuélni analyza udava koncentraci substrgproduktu) vzniklého ve
stanovenéntasovém Useku. Paigani startovaci substance je r&aksnes inkubovana ve
zkumavkach nebo v jamkach mikrotitra destéky po pesré stanovenou dobu, ktera byla
urcena metodou continuous assay. Reakce je dgean gidanim substance, ktera zabrani
reakci enzymu se substratem. Vyhodou této metodygénost miteni vice enzymovych
reakci najednou. Pro tuto analyzu js¢asto vyuzivAny metody chromatografické a
radiometrické (Enzyme Assays, 2013).

c) Continuous-HTS Screening (High Troughput Screeng)

HTS screening i@dstavuje proces, ktery je zaloZzen na automatixéera umoiuje
rychlou analyzu biochemické a biologické aktivityelkého mnoZstvi stanovovanych
slowenin. Nefastji se provadi na 96 az 384 jamkovych mikrotitrech destikach a aktivita
je detekovana pomoci sensitivni¢tecek mikrotitratnich destiek a hodnocena na zakéad
softwaru. Krond enzymové analyzy je metoda vyuzivadasto pro stanoveni ligafd
receptod, protilatekci biologickych teti farmakologicky aktivnich latek (High Throughput
Screening, 2013).
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2.7.4 Moznosti néreni aktivity ICL

Hojn¢ vyuzivanou metodou pro detekci enzymové aktivatgpektrofotometrie, ktera je
zaloZena na pohlcovani UV a viditelnéhderd neiené substance. &feni se provadiip
takoveé vinové délce,ipkteré réktery z reaktarii ¢i produkii vykazuje absofmi maximum a
jin& slozka smssi pxi této vinové délce neabsorbuje. Absorpce j#ama spektrofotometrem,
ktery se sklada ze zdrojeieai, monochromatoru, kyvety se vzorkem a detek{tauda,
2003).

Stanoveni aktivity ICL dle Dixona a Kornberga (995sp@iva v nepimé detekci
vzniku glyoxylatu zisocitratu za katalyzy isoctty@sou. V gitomnosti fenylhydrazinu
dochazi k tvorb komplexu fenylhydrazonglyoxylatu. Spektrofotomeitsi je poté g 324 nm
hodnocen ndist absorbance, ke kterému dochazi vlivem vznikwlfgrazonglyoxylatu
(Dixon a Kornberg, 1959).

Dle Honer zu Bentrup (1970) se aktivita ICL&finna zaklad premény vzniklého
glyoxylatu na glykolat laktatdehydrogenasou (LDH)axidace NADH. Reakce je zastavena
piidanim urey a Ubytek NADH se spektrofotometrickgnevi i 490 nm po pdani
formazanového barviva (Honer zu Bentrup et al. 097

K m¢teni aktivity enzymu ICL by bylo mozné také zavedemdtody HPLC. Tento
zpisob stanoveni ovSsem dosud nebyl publikovan, nejspitky dostatné citlivosti
spektrofotometrické metody a nutnostigravy fenylhydrazonglyoxylatu, ktery by byl nutny
k vytvoreni kalibr&ni rady, podle které by byla ¢gna vysledna koncentrace produktu v nami

testované reakci.
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3. CiL DIPLOMOVE PRACE

Cilem této diplomové prace je spektrofotometrickinsveni aktivity enzymu
isocitratlyasy v pitomnosti  S-benzylisothiosemikarbazén a  flavonoidi, jakozto
potencialnich inhibitar tohoto enzymu. Sa@adsti prace je zhodnoceni jejich diwna tuto
aktivitu a vypracovani reSerSe, ktera pojednava harakteristikach isocitratlyasy a

moznostech stanoveni jeji aktivity.
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4. PRAKTICKA CAST
4.1 Materialy a pomicky

4.1.1 Chemikalie

Nazev Vyrobce
2-merkaptoethanol Sigma - Aldrich
3-nitropropionova kyselina Sigma - Aldrich
Akrylamid, f.e.> 99% Sigma — Aldrich
Bradfordovocinidlo Sigma - Aldrich
Bug Buster protein Extraction Reagent Novagen
Coomassie Brilliant Blue G-250 Sigma - Aldrich
Derivaty S-benzylisothiosemikarbazon pripraveny na UK,

* 5-bromsalicylaldehy®&-(3-chlorbenzyl)isothiosemikarbazon FaF v Hradci

* 5-bromsalicylaldehyd-(4-brombenzyl)isothiosemikarbazon Kralové, Katedra

* 5-bromsalicylaldehyd-(4-fluorbenzyl)isothiosemikarbazon AOCH
* 5-bromsalicylaldehy-(4-methylbenzyl)isothiosemikarbazon

* 5-bromsalicylaldehy-(4-trifluormethylbenzyl)isothiosemikarbazon
» 5-dibromsalicylaldehyd-S-(4-methylbenzyl)isothioskanbazon

» 5-dibromsalicylaldehyd-S-benzylisothiosemikarbazon

» 5-dichlorsalicylaldehyd-S-(4-brombenzyl)isothios&arbazon
 5-dichlorsalicylaldehyd-S-(4-chlorbenzyl)isothioskarbazon
 5-dichlorsalicylaldehyd-S-(methylbenzyl)isothios&arbazon

» 5-dichlorsalicylaldehyd-S-benzylisothiosemikarbazon

» 5-chlorsalicylaldehyds-(3-chlorbenzyl)isothiosemikarzabon

* 5-chlorsalicylaldehyd-(3-methoxybenzyl)isothiosemikarbazon

» 5-chlorsalicylaldehyd-(4-fluorbenzyl)isothiosemikarbazon

» 5-chlorsalicylaldehyd-(4-chlorbenzyl)isothiosemikarbazon

* 5-chlorsalicylaldehyds-(4-methylbenzyl)isothiosemikarbazon

» aceton-S-benzylisothiosemikarbazon

* benzaldehyds-(3-chlorbenzyl)isothiosemikarbazon

* benzaldehyd-S-(4-brombenzyl)isothiosemikarbazon

* benzaldehyds(4-methylbenzyl)isothiosemikarbazon
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* benzaldehyds(4-trifluormethylbenzyl)isothiosemikarbazon
» benzaldehyds-benzylisothiosemikarbazon

« salicylaldehydS-(3-chlorbenzyl)isothiosemikarbazon

+ salicylaldehydS-(4brombenzyl)isothiosemikarbazon

+ salicylaldehydS (4-fluorbenzyl)isothiosemikarbazon

* salicylaldehydS-(4-chlorbenzyl)isothiosemikarbazon

« salicylaldehydS-benzylisothiosemikarbazon

Dihydrogenfosforénan draselny
Dimethylsulfoxid> 99,9%

Glycerol 85% (v/v)

Chlorid hde¢naty> 99%

Chlorid sodny

Howvézi sérovy albumin (100x)

Howézi sérovy albumin (BSA}99,9%
Hydrochlorid fenylhydrazinu

Hydroxid draselny

Imidazol
Isopropyl$-D-thiogalactopyranosidu (IPTG)
Kanamycin

Kyselina chlorovodikova 36% (v/v)

L —(+)-cystein
N,N,N',N“tetramethylethylenediamix 99%
(+)-Potassium Ds-threo-isocitrat

4.1.2 Fistroje

Nazev
AKTA purifier

Analytické vahy Scaltec SBC22

Centrifuga BiofugeStratos

Centrifuga MiniSpin

Ctecka mikrotitranich destiek Infinite M 200 PRO

Sigma - Aldrich
Sigma - Aldrich
Dr. Kulich
Sigma - Aldrich
Penta
NEB
Sigma - Aldrich
Sigma - Aldrich
Sigma - Aldrich
Sigma - Aldrich
Sigma - Aldrich
Sigma - Aldrich
Penta
Sigma - Aldrich
Sigma - Aldrich
Sigma - Adtiri

Vyrobce
Amershan
Biosciences

Sartorius
Heraeus
Eppendorf
Tecan Group Ltd.
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Inkubator Termomixer Compact Eppendorf

Michatka IKA

Predvazky PT310 Sartorius

Skla a aparatura pro elektroforézu Bio-Rad
Spektrofotometr Heaos 3 Spectronic Unicam
Vortex MS3 IKA

Zdroj pro elektroforézu Power Pac Universal

4.1.3 Laboratorni pomicky

Nazev Vyrobce
8-kanélova elektronickéa pipeta e-PET BioHit
96-jamkové mikrotitrani destéky Schoeller
Amicon Ultra-15 Millipore
Automatické pipety, sSpky (0,5-5 ml) Eppendorf
Mikrozkumavy (1,5 ml; 0,5 ml) Eppendorf
Sterilni laboratorni sklo Thermo Fisher
Scientific

4.1.4 Pufry, roztoky a jiny material

Reakni pufr
* 50 mM dihydrogenfosfokman draselny

* 4 mM chlorid hdecnaty
* 4 mM hydrochlorid fenylhydrazinu
* 12 mM L -(+)-cystein

Pufr 1 pro purifikaci enzymu
e 20 mM Tris
* 500 mM NacCl

* 30 mM imidazol
« pH7,4
Pufr 2 pro purifikaci enzymu
e 20 mM Tris
* 500 mM NaCl
* 500 mM imidazol
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« pH7,4

Isobutanol nasyceny vod@oachazi se ve vrchni vrgjv

* isobutanol
» destilovana voda

Naredny elektrodovy pufr

« 70 ml 5x koncentrovany elektrodovy pufr

» 280 ml destilované vody

Vzorkovy pufr
* 1,3 ml vody

* 1,0 ml 0,5 M Tris-HCI pH 6,8

» 2,0 ml glycerolu

* 3,0 ml 10% SDS

* 0,6 ml 0,5% Bromfenolové mad

10% kyselina octova

* 50,5 ml 99,9% kyseliny octove

* 449,5 ml vody
0,25% Coomassie Blue Briliant v 10% kysélictové

* 0,25 g Coomassie Blue Briliant
* 100 ml 10% kyseliny octove
Roztok pro sepatai gel

* 3,2 ml vody

2,5ml 1,5 M Tris-HCI
* pH 8,8

0,1 ml 10% SDS

4,2 ml 30% akrylamidu
0,8% bis-akrylamid

58 ul 10% persiranu amonného

* 4 ulN,N,N',N-tetramethylethylenediaminu
Roztok pro zaosbvaci gel

* 3,125 ml H20

* 1,25 ml 0,5 M Tris-HCI

* pH6,8
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* 0,05 ml 10% SDS
* 0,5 ml 30% akrylamidu
* +0,8% bis-akrylamid

e 30ul 10% persiranu amonného

* 2,5ul N,N,N',N‘tetramethylethylenediaminu

LB medium

e Trypton 1,0 g

» kvasnény extrakt 0,5 g

 1gNaCl

e 100 ml vody

e pHY7
Kity

* ThrombinCleavageCaptureKit

» Bug Buster Protein Extraction kit
Marker

 Precision Plus Protein Standard All Blue
Biologicky material

* E. coliBL21

Flavonoidy
* (-)-epigallokatechingalat

naringenin

* katechin hydrat

* 2-hydroxyflavanon
* 3-hydroxyflavon

* 4-hydroxybenzoova kyselina
* 4-hydroxyflavonon
* 5-hydroxyflavon

* 7-hydroxyflavon

* biochanin A

« cyanin chlorid
 dansylhydrazin

* floridin dihydrat

Novagen

Novagen

Bio-Rad

Promega

Sigma - Aldrich
Sigma - Aldrich
Sigma - Aldrich
Sigma - Aldrich
Sigma - Aldrich

Sigma - Aldrich
Sigma - Aldrich
Sigma - Aldrich
Sigma - Aldrich
Sigma - Aldrich
Fluka

Sigma - Aldrich
Sigma - Aldrich
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hesperetin Sigma - Aldrich

* kvercetin dihydrat Sigma - Aldrich
* kyselina chlorogenova Sigma - Aldrich
* kyselina kavova Sigma - Aldrich
* |uteolin Sigma - Aldrich

* morin hydréat Sigma - Aldrich

* rutin hydrat Sigma - Aldrich

* vitexin Fluka

4.2 Metodika prace

4.2.1 Exprese isocitratlyasy

Plazmid, u kterého byl pomoci sekvenace potvrzary dimagment DNA, byl za pouZiti
metody tepelného Sokuirgnesen do expresnich RUnE. coli BL21(DE3) a tim doSlo
k namnoZeni této transformované kultury. Do Erleyenavy baky obsahujici 50 ml LB
media s kanamycinem bylorigano 200 pl této kultury, kterd se skladala zegmabhné
sekvence proteinu. Inkubace probihala 4 hodingp °C a 180 rpm az byla dosaZzena opticka
hustota 0,6. Poté byla indukovana exprese za po@at ul 1 mM isopropypB-D-
thiogalactopyranosidu (IPTG). Po osmi hodinach bdae pi 22 °C a 150 rpm byla sfa
zchlazena 10 minut na leéda poté centrifugovanatip4 °C a 6000g. Supernatant byl
skladovan f teplot 4 °C a peletaip-20 °C.

Pro extrakci proteinu bylo pouZzito BugBust&nidlo, pomoci kterého byla peleta
resuspendovana. Bug Buster byldan v mnoZstvi 5 ml na gram pelety a suspenze byla
nasledg inkubovana fiblizn¢ 20 minut za pokojové teploty a mirnych ¢k Poté byly 20
minutovou centrifugaci ip 4 °C a 16 000g odctleny nepotebné zbytky bukk a nami
poZadovany protein se vyskytoval v supernatantu.

Pomoci afinitni chromatografie byla ndmi poZad@véeocitratlyasa purifikovana.
Chromatografickd kolona obsahovala®Nionty, které se vaZou na histidinovou kotvu
proteinu. Proteiny, které se nenavazaly na koldwy vymyty a pomoci imidazolu byl

eluovan purifikovany protein.
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4.2.2 Odsépeni His-Tagu

Na odStpeni polyhistidinového konce byl pouZit kortyeir kit obsahujici trombin,
endoproteasu, ktera dokazepit misto v sekvenci LeuValProA¥g GlySer rekombitmdoh
proteini. V organismu se trombin podili na procesu krevrsitéZzeni tim, Ze &bi fibrinogen
na fibrin, ktery vytvdi sit, do které se zachytavajervené krvinky a destky a dojde tak
k zamezeni krvaceni. Trombin byl nejprvefedn uchovavacim pufrem v pamu 1:12,5.
K 10 pg proteinu byloiidano 5 pl 10x uchovavaciho pufru, 1igténého trombinu a takove
mnoZstvi destilované vody, které doplnilo objem 5@ pl. Smés ve zkumavce byla
inkubovana i pokojové teplat. Pomoci SDS-PAGE elektroforézy bylo potvrzenépéhni
isocitratlyasy.

4.2.3 Gelova vertikalni SDS elektroforéza

Gelova elektroforéza jeéazena mezi sepama metody, jejimz principem je pohyb
nabitych ¢éstic v elektrickém poli. Elektroforéza na polydamidovém gelu (PAGE)
s dodecylsulfatem sodnym (SDS) je takovysgb separacefigkterém dochazi k oatbvani
molekul podle velikosti a vyuziva se zejména protginy. Po navazani SDS na bilkoviny
dochazi k vyrovnani rozdilmezi naboji proteifh a ty se pak mohou pohybovat v gelu pouze
podle velikosti (Schagger a Jagow, 1987).

Elektroforeticka skla afeben byly dkladné umyty a oplachnuty destilovanou vodou a
lihomethanolem. Poté bylo sklo uchyceno do stajaaloyl gipraven sepatai gel. Jakmile
se do smssi pridaly iniciatory polymerace, byl gel pipetovan mekia @iblizné do % jejich
vySky. Nasledda byl gel gevrstven isobutanolem a nechal se cca 45 minutotithrPo
probihlé polymeraci byl isobutanol slit a gel promyt tilesanou vodou. Dale bylijpraven
roztok na zaogbvaci gel a poipdani iniciatoti polymerace se @pnaplnil prostor mezi skly
az po horni okraj. Mezi skla byl vioZzerehinek a gel se nechal tuhnout alés$0 minut.

Ke vzorkim proteinu byl pidan pufr obsahujici merkaptoethanol a 3 minutysises
nechala poudt vtermobloku pi 95 °C. Zgelu byl vyndan tebinek a jamky byly
proplachnuty destilovanou vodou. Dale byla sestavetektroforeticka cela, ktera byla
vloZena do nadoby s ledem. Skla s gelem byla viZzEnstojanku, jfitazena sponami a cela
aparatura vloZena do cely, ktera se poté naplail&delektrodovym pufrem. Do jamek byly
napipetovany vzorky a do jedné z krajnich jamelomaneseno 5 ul standardu (Eeku). Do
zbylého prostoru cely byl dopin elektrodovy pufr, vatka byla giklopena vikem a
piipojena ke zdroji. Prvnich 15 minut prochazelo geleagti o velikosti 100 V, poté bylo
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zmeénéno na 200 V. Zdroj napi byl vypnut, kdyzcelo dokhlo na druhy konec gelu.
Nasledr byl z cely vylit pufr a z gelu byly déznuty okraje. Gel se poté vlozil do kraky,
kterd obsahovala 0,25% Coomassie Blue Briliannd% kyselirt octové a nechal se barvit
priblizné 15 minut i teplo® 60 °C. Nakonec byl gel odbarven pomoci 10% roziokseliny

octové.

4.2.4 Revedeni do fosfatového pufru

Protoze se isocitratlyasa po purifikaci vyskytovalpufru obsahujicim imidazol, ktery
by mohl ovliviovat aktivitu tohoto enzymu, bylaeba ho pevést do 0,2 M draselno-
fosfatového pufru o pH 7,4. Ktomu byla vyuZita twédagaci kolonka Amicon Ultra-4
s filtrem Ultracel-10. Opakovanou centrifugadi p000xg pii 4 °C po dobu 15 minut byl
veSkery protein zachycen na celulézové membrarngeveden do fosfatového pufru. Po
stanoveni koncentrace enzymui@@ni glycerolu do konmé koncentrace 25% byl enzym

uloZen v mrazékuip— 20 °C.

4.2.5 Méfeni koncentrace proteinu

Koncentrace proteinu byla stanovena metodou dledfBrdové (Bradford, 1976).
Principem této metody je zjiti koncentrace enzymu na zaladypoctu z rovnice
z kalibratni kiivky. Jako standardy se pouzivajzna na@edini bovinniho sérového albuminu
(BSA). Tyto standardy a vzorky o neznamé koncenpaateinu jsou nasle@nnkubovany na
mikrotitracni destéce nebo ve zkumavkachimidlem Bradfordové, které obsahuje barvivo
Coomassie Brilliant Blue vazici bazické aminokysgliv proteinech. Po navazani tohoto
barviva dojde ke z#m¢ barvy a vysledna absorbance jéfema @i 595 nm. Ze ziskanych
hodnot se sestavi kalildra kiivka a vyslednéa koncentrace proteinu se i@oz kalibr&ni
rovnice.

Ze zasobniho roztoku BSA o koncentraci 1 mg/mlybptipraveny standardy o
koncentracich 0,1-1 mg/ml a do jamek mikrotitiadestéky bylo pipetovano 10 pkthto
standard a vzorku. Jako blank byl pouzit draselno-fosfatpuyr. Poté bylo idano 240 ul
Bradfordovacinidla a po 10 minutach z#fena absorbance. Vzorky bylyéreny ftikrat a

vysledna hodnota absorbandegstavuje pimér z ©chto neieni.
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4.2.6 Riprava reakéniho pufru

Reakni pufr se sklada z 50 mM dihydrogenfostoranu draselného (KIROy), 4 mM
chloridu hae¢natého (MgCG)), 4 mM hydrochloridu fenylhydrazinu §8gN,HCI) a 12 mM
L-(+)-cysteinu (GH/NO.S). Navazky 340,2 mg KiPO,, 40,66 mg MgG, 29,9 mg
CeHgNoHClI a 72,7 mg @H/NO,S byly pomoci michiky rozpusény ve 40 ml
ultradestilované vody a za stadlého michani bylo guinmhydroxidu draselného (KOH)

upraveno pH na 7,0. Pufr byl naslédioplren ultradestilovanou vodou na 50 ml.

4.2.7 Fiprava inhibitor & a substratu

Jako substrat byl pouzit (+)-potassium Ds-threwiisat, jehoz finalni koncentrace
piimo v reakci byla 2 mM.

Nejprve byly gipraveny 10 mM roztoky potencialnich inhibitorkteré byly nasledn
nareckny na roztoky 1 mM. Tyto 1 mM roztoky byly pouzitio reakce tak, aby finalni
koncentrace testovanych stamin v reakci byla 10 uM.

Substrat a kyselina 3-nitropropionova byly rozpogtv ultradestilované vad K rozpusgni
ostatnich inhibitak byl pouZzit dimethylsulfoxid (DMSO).

4.2.8 Enzymova reakce

Aktivita isocitratlyasy byla stanovena metodou Bligona a Kornbergar¢mi iznymi
zpasoby. Jednalo se odtteni v kyvetach, v mikrozkumavkach a na 96-jamkoviéotitracni

desttce.
a) méreni v kyvetach (Continuous Assay)

Enzymova aktivita byla spektrofotometrickytana tikrat pii vinové délce 325 nm a
teplog 37 °C. Enzym (1 pl) o koncentraci 2,38 mg/ml mkubovan s 949 ul reékiho pufru
po dobu 10 minut. Pofgldni 50 ul 40 mM substratu bylagfena aktivita ICL na klasickém
spektrofotometru po dobu deseti minut. Odétené absorbance byla @tiena absorbance

slepého vzorku.
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b) inkubace v mikrozkumavkach (End-Point Assg)

Enzymova aktivita reaki smési o celkovém objemu 100 pl byla hodnoceétetkou
mikrotitra¢nich destiek po pgedchozi inkubaci enzymu s pufrem v mikrozkumavkach
(37 °C). Enzym (1ul) o koncentraci 0,238 mg/ml bwjprve preinkubovan s 94,9 pul
realkéniho pufru po dobu sedmi minutfi€anim 5 puL 40 mM substratu byla nastartovana
reakce, ktera byla nasletipo sedmi minutach ukéana gidanim 4 M roztokem mimviny.

Po nasledné centrifugaci byl supernatabénpsen na mikrotittai destéku, kde byla
zmeiena jeho absorbance (Tecan). Za stejnych podniigekpit méten i slepy vzorek,

jehoz absorbance byla naslédrdetena. Mteni probihalo vzdy v triplikatech.

c) nméreni na destéce (Continuous Assay — HTS format)

Enzymova reakce byla upravena pro 96-jamkovou atitkacni destéku. Do kazdé
jamky bylo pipetovanolO pl substratu (finalni komicace v reakci 2 mM) a 90 pl pufru
s enzymem isocitratlyasou. V kaZidék destéky byly zarova testovany i slepé vzorky.

Reakce byla startovana za pouziti multikanalowéraatické pipety. Ndist absorbance
byl stanovovan nétecce mikrotitra&nich destiek @i vinové délce 324 nm. Reakce probihala

pii 37 °C a absorbance byla préfavana kazdou minutu celkem 45 minut.
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5. VYSLEDKY

5.1 Exprese aizolace enzymu

Plazmid (pET28b(+)) (Obr. 39) se sekvenci (Rv0467) byl transformovan do
kompetentnich butk BL21(DE3). Ri optické hustat ODsgs = 0,6 byla provedena indukce
pomoci 25 pl 1 mMisopropy-D-thiogalactopyranosidu (IPTG) (0,05 mM finalni
koncentrace). Zi/odu tvorby inkluznichdisek byla zvolena inkubace za sniZené teploty

(22 °C, 150 rpm). Po ukéeni exprese byly hiky rozbity pomoci Bug Busteru.

Xho I(158)
Not 1(166)
Eag l(166)
Hind Ili(173)
Sal I(179)

pET-28a(+) sequence landmarks
T7 promoter 370-386
T7 transcription start 369

Sac I{190)

: 3 = EcoR I(192)
His*Tag coding sequence  270-287 BamH I(198)
ag coding s 207-2: Bpu1102 lign) Nhe I(231)
W'qu Lud:ng sequence 207-239 p Nde I(238)
Multiple cloning sites Dra ll(s127) Nco 1(296)
(BamH1-Xho D 158-203 Xba (335)

Jo T e — 5 Bl li401)
His*Tag coding sequence Etﬂtl 57 SarA l442)
T7 terminator 26-72 Sph 1(598)
lacl coding sequence 773-1852
pBR322 origin 3286
Kan coding sequence 39954807 Pvu l(4426)

1 origin 4903-5358 Sgf li4426)

Miu li1123)
Bel l(1137)

The maps for pET-28b(+) and pET-28¢(+)
are the same as pET-28a(+) (shown) with
the following exceptions: pET-28b(+) is a

BstE li(1304)
5368bp plasmid; subtract 1bp from each site

beyond BamHT at 198. pET-28¢(+) isa
5367bp plasmid; subtract 2bp from each site
beyond BamH [ at 198.

5]
Sma 1(4300) 3
o
o
Cla li4117) i
Nru l(4083)
ET-28a(+
P ESEG%D)( )

Eco57 lia77z)

Apa |(1334)

(25g)-gL0) W&

BssH Il(1534)
EcoR V(1573)

Hpa l(1629)
AlwN 1(36840)

BssS l(33a7) PshA I{1968)
BspLU11 (3224
Sap 1(3108)

Bst1107 lj2095)

Tth111 I{2969)

T7 promoter primer #63348-3
pET upstraam primer #69214-3
—— Bglli

T7 promater lac operator Xbal rbs
Nea | His-Tag Nda| Nhe T7-Tag
Eag) thrombin
—— BamHiEcoR| Sacl _Sall Hindll _ Natl  Xhol
ATGGGTCGCEGATCCGAATTCGAGLTLCGTC AAGCTTGCGGCCGCA GAGCA

His-Tag

GlyArgTh

Bpuii0z | T7 terminator
ACCGC TGAGCAATAACTAGCATAA
-

T7 terminator primer #69337-3

PET-28a-c(+) cloning/expression region

Obrazek 39:pET-28a-c(+), (Novagen). Sekvence kodujici isoititadu je vloZena mezi
restrikeni endonukleasidelaHindlll. Vektor obsahuje sekvenci kddujictilisovou kotvu
kterd umoiuje purifikaci rekombinantniho proteinu a rozpozadivsekvenci pro thrombin
umoziujici nasledné od&peni histidinové kotvy. Plazmid také nese rezistgiic
kanamycinu. Revzato z: http://www.staff.ncl.ac.uk/p.dean/pET.pdf
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Supernatant obsahuijici protein byl purifikovan pomgistroje Akta (Akta purifier,
Amersham). K ziskani ¢istého proteinu byla vyuZita afinitni chromatogeafina
imobilizovanych kovovych iontech, konkréktinterakce mezi His-Tagem proteinu aNi
ionty ukotvenymi na kolah Po navazani proteinu na kolonku byly nejprve m@ashy
nezadouci proteiny. Etnim pufrem s vysSi koncentraci imidazolu byl nasted kolonky
uvolnén ndmi poZadovany enzymiistota enzymu byla @ena pomoci SDS-PAGE (Obr.
23).

His-Tag byl z isocitratlyasy od§ien pomoci kitu (ThrombinCleavageCaptureKit,
Novagen). K odgpeni His-Tagu z 1 mg proteinu byl pouzit biotinydow thrombin ngedeny
1:12,5 vtedicim/uchovavacim pufru (ThrombinDilution/Storagé®r). PouZzity trombin
Stpi sekvenci LeuValProAny GlySeridtl viastnim &penim muselo byt tedy &keno, Ze
samotna isocitratlyasa tuto sekvenci aminokysetiobsahuje. Podminkyegeni jsou shrnuty
v Tabulce 2. Po 16 hodinach byl trombin odstrarpomoci 50% suspenze streptavidin
agarosy (32 pL streptavidin agarosy na 1 U trombiReakni smés se nechala inkubovat 30
minut za mirného promichavanii @2 °C. Nésled& byla streptavidin agarosa s navazanym
trombinem oddlena od isocitratlyasy filtraci ips kolonku. Filtrat ziskany centrifugaci
kolonky @i 500xg (5 minut) obsahovaistou isocitratlyasu bez His-Tagu. Ogstni His-
Tagu bylo o¢ieno pomoci SDS-PAGE (Obr. 40).

Tabulka 2: Podminky #peni His-Tagu z isocitratlyasy.

Reakni pufr (10x Trombin 500 pL
Cleavage/Capture Buffer
Isocitratlyasa s His-Tagem (c = 2,38 mg/ml) 420(fulmg)
Trombin na@edény v fedicim/uchovéavacim 100 pL
pufru 1:12,5
Deionizovana voda 3980 uL
Podminky reakce 4 °C, 16 hodin
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SD5-PAGE eleltroforeza

A B

Obrazek 40: SDSPAGE elektroforéza isocitratlys. A. Elektroforéza peciStené isocitratlyas
(velikost 50 kDa (jamkac. 1). Vjamcec. 2 je nanesen markétrecision Plus Protein standard .
Blue. B. OdSepeni His-Tagu socitratlyasy. kodSepeni byl pouZit biotinylovanythrombin (1:1
v Fedicim/uchovavacim pufru). prvni jamce je porovnavaci zédek, vjamkach 2, 4, 6 a 8
nanesena isocitratlyasa oglSeépenym Hi-Tagem, jamky 3, 5, 7 a 9 obsahuji isctlyast
s neod&fpenym His-Tagem.

Isocitratlyasa byla po ipeisteni na gistroji Akta (Akta purifier, Amersham) a po
odSepeni His-Tagu gevedena do drasel-fosfatoveho pufru.Koncentrace fpravené
isocitratlyay byla pred a po odgpeni Hi-Tagu stanovena metodou dle Bradfordoveé.
vytvoreni kalibr&ni kiivky byl jako standard pouzit BS/Obr. 41).Enzym byl n#edén 5x a
10x. Znamétenych absorbanci byla stanovena koncenienzymu 2,38ng/ml po purifikaci
a 0,98 mg/ml padsepeni Hi-Tagu. Kevzorku byl nasled& piidan glycerol ' pomgru 1:3
(vysledna mnozstvi glycerolu 25 %) a enzym byl alozk dlouhodobému skladova

pii -20 °C.
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Obrazek 41 Stanoveni koncentrace bilkoviny dle Bradfordo&éKalibracni kiivka pouzitd pro
urceni koncentrace ICL po purifikadB. Kalibracni kfivka pouZita pro ufeni koncentrace ICL po
odSepeni histidinové kotvy. Zavislost absorbance na&atraci standardu BSA.

5.2 Stanoveni aktivity enzymu

Aktivita isocitratlyasy byla stanovena metodou Bigona a Kornbergat¢mi niznymi
zpasoby. Jednalo se odtteni v kyvetach, v mikrozkumavkach a na 96-jamkové otitracni
desttce. Cilem bylo ogfit funkénost rekombinanthpiipraveného enzymu, porovnat aktivitu
isocitratlyasy s His-Tagem s aktivitou po jeho édénhi a optimalizovat metodu progieni
potencialnich inhibitar tohoto enzymu. K aktiwit isocitratlyasy lze pouzit vSechnyi t
zpasoby nEtreni. V gipad méreni v kyvetach a v mikrozkumavkach byla pouZita |49
finalni koncentrace enzymu a absorbance bylaiteda po 7 minutach. Po této dofiz
prabéh reakce nebyl linearni. Proéheni na mikrotitrénich desttkach byla z tohotoi/odu
nasledg snizena koncentrace isocitratlyasy na 10 uM arbbsce byla oddtana vzdy v 15.
-18. minué. Mefeni na 96-jamkové de&tie bylo pouZito pro porovnani aktivity
isocitratlyasy s His-Tagem a po jeho a&@g&ni. Z nansfenych hodnot absorbance byla
spasitand aktivita isocitratlyasy s His-Tagem 1,46 umai'mg™. Po od&tpeni histidinové
kotvy se aktivita enzymu nepatrrevysila na 2,82 pmol.mitmg®. Graf dle Michaelis-
Mentenové ukazuje zavislost aktivity isocitratlyasg substratu ((+)-potassium-Ds-threo-
isocitrat) (Obr. 42).
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Obréazek 42: Graf dle Michaelis-Mentenové.

5.2.1 Kyselina 3- nitropropionova jako inhibitor ICL

3-Nitropropionat (3-NP) p#t mezi prokazané inhibitory ICL. Jeho inhibi vlastnosti
byly stanoveny off vSemi temi zpisoby - m@fenim absorbance na klasickém
spektrofotometru, ¥fenim absorbanc&eckou mikrotitraénich destiek (Tecan) a to kil po
ukonteni enzymové reakce v mikrozkumavkach, nebo koalmm nEfenim na

mikrotitraéni destéce.

a) méreni v kyvetach (Continuous Assay)

Enzymova aktivita byla spektrofotometrickyéiana fikrat pri 325 nm v pitomnosti
3-nitropropionové kyseliny a bez ni. Enzym (1uRamcentraci 2,38 mg/ml byl preinkubovan
s 939 ul reatniho pufru a 10 pl 10 mM 3-NP (100 uM finélni kontrace) po dobu 10
minut. Po pidani 50 pul 40 mM substratu byl zaznamenavamstaabsorbance pomoci

spektrofotometru. Aktivita ICL byla porovnana sigitbu bez gidani inhibitoru.

Vzorky byly vzdy promdifovany wici slepému vzorku. Hodnoty absorbance byly

zpramérovany a vysledna inhibice byla na zakladvnice 1 stanovena na 70 %.

Rovnice 1: Vypeet procent inhibice.

inhibice=100- () 100
A(E)

A(l) popisuje aktivitu po fidani inhibitoru,A(E) udava aktivitu beziftomnosti inhibitoru
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b) inkubace v mikrozkumavkach (End-Point Assay)

Enzymova aktivita reaki smési o celkovém objemu 100 pl byla hodnoceétetkou

mikrotitra¢nich destiek po pgedchozi inkubaci enzymu s pufrem v mikrozkumavkéach.

Méieni bylo podrobeno celkem deset zkumavekehoz vzdy prvnich ¢ neobsahovalo

inhibitor, naopak ve zbylychég byl pritomen 3-nitropropionat o koncentraci 100 uM. Za

stejnych podminek byl @&p méien sodasre i slepy vzorek. Mieni bylo provedendarikrat,

z praméru hodnot byla spiitana inhibice 74 %.

c) na destiéce (Continuous Assay — HTS format)

M¢étenim inhibice enzymu zatipomnosti tiznych koncentraci 3-NP na mikrotitrd

destice byly ziskany nasledujici hodnoty (Tabulka 3):

Tabulka 3: Procentualni inhibice koncent#fai /ady kyseliny 3- nitropropionové. Rozpism 3-NP

v ultradestilované vatbyly ziskdny zasobni roztoky 10 mM, 7,5 mM, 5 28nM a 1 mM. Ke

stanoveni % inhibice byl do reakce o celkovém objedan vzdy 1 pl taktospravenych zasobnich

roztoki.

Koncentrace 3-NP

Inhibice (%)

100 pM 72+ 1,82
75 UM 69z 3,23
50 UM 58+ 2,47
25 UM 42+ 2,95
10 pM 25 + 1,80

Z raznych koncentraci 3-NP byla dale stanoveng (lCso = 53 uM) (Obr. 43)
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Obrazek 43 A. Zavislost aktivity na koncentraci 3-NB. Zavislost aktivity na koncentraci 3-NP (3-

NP je vyjadend v logaritmické koncentfai rade)
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5.2.2 Stanoveni inhibice flavonoid a S-benzylisothiosemikarbazori

U vybranych latek ze skupiny flavondid S-benzylisothiosemikarbazérbyl hodnocen
inhibi¢ni vliv na enzym isocitratlyasu, ktera hraje potista roli v gezivani mykobakterii
béhem latentni faze infekce. ProtoZze vSechny dos@ngninhibitory tohoto enzymu nelze
aplikovat vzhledem k jejich biotoxigitin vivo (Honer zu Bentrup et al., 1999), vyrazny
inhibi¢ni &inek tchto testovanych latek by mohl byt pé&tem pro dalSi vyzkum
potencialnich antituberkulotik.

Zasobni roztoky testovanych stemin byly ziskany rozpudtim v dimethylsulfoxidu
(DMSO). Reakce o celkovém objemu 100 ul obsahovaily 1 ul testované sléaniny ve
finalni koncentraci 10 uM. VSechny potencialni bitory byly prongieny na mikrotitrani
destice v tetraplikatu a stanovené hodnoty bylyaemirovany. Za stejnych podminek byla
vzdy @i kazdém ndeni testovana sdasreé na kazdé desitte kyselina 3-nitropropionova (3-
NP) jako endogenni kontrola v koncentraci 10 a @B Tato kyselina slouzila zarok¢ako
standard, se kterym byly naslédnhibitory srovnavany. Nasim cilem bylo zjistigaje dany
inhibitor silngjSi ¢i slabSi nez 3-NP. Vzhledem ktomu, Ze potenciahhibitory byly
rozpusény v DMSO, ktery niZze ovliviiovat reakci, byla % inhibice DMSO otigdna od %
inhibice zkoumanych sl@enin. U samotného DMSO v mnozstvi 1 % (1 pl DMSO/10
reakce) byla pozorovana inhibice 1-3 %. U kazdkylldyl za stejnych podminek difen
v duplikatu i slepy vzorek (blank). Po 2feni destiky bylo uspdadani inhibitoéi na destice
dvakrat znénéno a ngreni bylo opakovano. Kazda stmnina tak byla zgtena celkem
dvanactkrat — k gfeni byly pouzity i desttky vzdy s jinym usptadanim inhibitol, v ramci
desttky bylo mefeni provedeno v tetraplikatu. Inhibi vlastnosti slotenin ze skupiny
Sbenzylisothiosemikarbazérbyly zjistovany jak u enzymu s polyhistidinovym koncem, tak
i bez &) (Tabulka 4).
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Tabulka 4: Inhibi¢ni vliv derivati S-isothiosemikarbazéma aktivitu ICL. Reakni snes (celkovy objem 100 pl) obsahovala 50 mM hydrargtofenan
draselny, 4 mM chlorid hechaty, 4 mM fenylhydrazin, 12 mM cystein 2 mM isétitLlO uM inhibitor (1 pl, rozpué&h v DMSO) a enzym (10 nM).
Absorbance @renacteckou mikrotitra’nich destfek (Tecan) byla odéena po 18 minutach a vysledna inhibice vigae primer z téchto nereni.

Inhibice ICL Inhibice ICL bez
Nazev slogeniny R R2 s His-Tagu v % His-Tagu v % (=
(x standardni | standardni odchylka)
odchylka)
1 | Benzaldehyd S benzylisothiosemikarbazon H H 17,5+ 0,95 13+#3,0
2 | Benzaldehyds-(3-chlorbenzyl)isothiosemikarbazon H 3-Cl 16,23,86 18,3+4,97
3 | Benzaldehyd S-(4-methylbenzyl)isothiosemikarbazon H 4-CH 24+1,85 11+ 3,68
4 | Benzaldehyds{4-trifluormethylbenzyl)isothiosemikarbazon H 4-CF 21+4,50 15+ 3,44
5 | BenzaldehyeS-(4-brombenzyl)isothiosemikarbazon H 4-Br 26,5+2,14 20,2+3,38
6 | SalicylaldehydS-benzylisothiosemikarbazon H H 18+3,69 14,3+2,26
7 | SalicylaldehydS-@3-chlorbenzyl)isothiosemikarbazon H 3-ClI 20,5 +/4,1 20,5+4,55
8 | SalicylaldehydS-(4-fluorbenzyl)isothiosemikarbazon H 4-F 10£3,95 3,53,66
9 | SalicylaldehydS-(4-chlorbenzyl)isothiosemikarbazon H 4-Cl 21,585,1 23 £2,65
10 | SalicylaldehydS-(4-brombenzyl)isothiosemikarbazon H 4-Br 23,5%+2,32 27,7+3,80
11 | 5-chlorsalicylaldehyes-@3-chlorbenzyl)isothiosemikarbazon 5-ClI 3-Cl 7,5,32 7+3,75
12 | 5-chlorsalicylaldehyes-3-methoxybenzyl)isothiosemikarbazon 5-Cl 3-QCH 10 £ 3,13 14,3+ 3,24
13 | 5-chlorsalicylaldehyes-@-methylbenzyl)isothiosemikarbazon 5-Cl 4-£H 16,5+ 2,35 15,5+ 5,90
14 | 5-chlorsalicylaldehyds-(4-fluorbenzyl)isothiosemikarbazon 5-Cl 4-F 13,82 13 +£3,77
15 | 5-chlorsalicylaldehyes-(4-chlorbenzyl)isothiosemikarbazon 5-ClI 4-Cl 7,519 9,3+2,33
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16 | 5-bromsalicylaldehy&-(3-chlorbenzyl)isothiosemikarbazon 5-Br 3-Cl 16,8,73 12 £4,30
17 | 5-bromsalicylaldehy&-(4-methylbenzyl)isothiosemikarbazon 5-Br 4-CH 7,5+ 2,50 8,5+ 3,30
18 | 5-bromsalicylaldehy5-(4- 5-Br 4-CR 21+£1,77 21,5+ 3,38
trifluormethylbenzyl)isothiosemikarbazon

19 | 5-bromsalicylaldehy&-(4-fluorbenzyl)isothiosemikarbazon 5-Br 4-F 21,338 29,7 £ 2,63
20 | 5-bromsalicylaldehys-(4-brombenzyl)isothiosemikarbazon 5-Br 4-Br 11,3,80 10 £ 2,85
21 | 3,5-dichlorsalicylaldehy®&{4-methylbenzyl)isothiosemikarbazon  3,5C| 4-CH; 21+2,.88 18,7 £ 2,85
22 | 3,5-dichlorsalicylaldehyd-(4-chlorbenzyl)isothiosemikarbazon 3,5:Cl 4-Cl 20,5+2,31 155+3,72
23 | 3,5-dichlorsalicylaldehy®-@-brombenzyl)isothiosemikarbazon 3,5Cl 4-Br 20+1,43 11 +2,68
24 | 3,5-dibromsalicylaldehy®-benzylisothiosemikarbazon 3,5-Br H 8+3,53 8,5+3,10
25 | 3,5-dibromsalicylaldehy®-@-methylbenzyl)isothiosemikarbazon 3,5-Br. 4-CHg 19+ 3,31 15+ 3,25
26 | AcetonS-enzylisothiosemikarbazon H 11+1,84 12,5 + 3,46
27 | 3,5-dichlorsalicylaldehy®benzylisothiosemikarbazon 3,5:Cl H 12 + 4,36 10,5 +4,29
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Vybrané derivatyS-benzylisoithiosemikarbazdnukazaly inhibéni schopnost enzymu
isocitratlyasy v rozsahu 7-29,7 %. Sest gin (5, 7, 9, 10, 18, 19nhibovalo aktivitu ICL
bez His-Tagu vice nez 20%, zatimco podgi derivaty (11, 15, 17, 24yykazovaly menSi
inhibi¢ni schopnost nez 10 %¢¥8ina latek se tedy pohybovala v rozmezi 11-20 #vide
snizoval aktivitu ICL 5-bromsalicylaldehy8{4-fluorbenzyl)isothiosemikarbazd@9), jehoz
hodnota inhibice se pohybovala v podobném rozmada ptej# koncentrovana kyselina 3-
NP, ktera byla pouzita jako standard.

Isocitratlyasu, u které nebyl polyhistidinovy kenevdstrasin, nejvice inhiboval
salicylaldehydS-(4-brombenzyl)isothiosemikarbazon(10), naopak nejmensi inhibici
disponovaly 5-chlorsalicylaldehyd-@-chlorbenzyl)isothiosemikarbazon (11) a
5-chlorsalicylaldehyes-(4-chlorbenzyl)isothiosemikarbaz¢hs).

Rozdily mezi mirou inhibice u enzymu s His-Tagebea &) byly pomérné minimalni.
VyrazngjSi nerovnost se vyskytovala pouze Hpack
benzaldehyes-(4-brombenzyl)isothiosemikarbazonu 5) a
benzaldehyds{4-trifluormethylbenzyl)isothiosemikarbazod).

Z piirodnich latek, které byly testovany jako potendialinhibitory enzymu
isocitratlyasy, nejvice snizoval aktivitu enzymu ekeetin dihydrat(45), nejmér pak
potlatoval aktivitu ICL 3-hydroxyflavon46). Jako vyraz§si inhibitor se jevi také luteolin
(28) a epigallokatechin gall483), inhibice ostatnimi flavonoidy se pohybovala vimezi 6-
10 % (Tabulka 5).
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Tabulka 5: Mira inhibice ICL flavonoidy. MnoZstvi vznikléhoygkylatu bylo spektrofotometricky
mereno nactecce mikrotitra’nich destfek (Tecan). Reaki sn@s (celkovy objem 100 ul) obsahovala
50 mM hydrogenfosfoe@an draselny, 4 mM chlorid Fiecnaty, 4 mM fenylhydrazin, 12 mM cystein 2
mM isocitrat, 10 pM inhibitor (1 pl, rozpuwst v DMSO) a enzym (10 nM). Absorbancé&ena
¢teckou mikrotitra’nich destiek (Tecan) byla odéena po 17. minutach a vysledna inhibice vijgel
primer z techto nerent.

Slowenina Inhibice ICL bez His-Tagu v %
(x standardni odchylka)

28 | luteolin 16+2,22
29 | katechin hydrat 7,5£1,95
30 | cyanin chlorid 8,5+2,67
31 | dansylhydrazine 63,00
32 | hesperetin 10,5+3,23
33 | epigallokatechin gallat 14,5+£3,74
34 | morin hydrat 8,5+3,38
35 | floridzin dihydrat 8+1,89
36 | biochanin A 13+2,80
37 | 2-hydroxyflavanon 9+2,61
38 | chlorogenova kyselina 10,5+1,21
39 | vitexin 8,5+3,89
40 | 4-hydroxyflavonon 8,5+2,63
41 | 7-hydroxyflavon 9+2,93
42 | 5-hydroxyflavon 8,5+2,15
43 | kdvova kyselina 9,5+1,91
44 | naringenin 813,03
45 | kvercetin dihydrét 19+4,16
46 | 3-hydroxyflavon 3,5+1,70
47 | 4-hydroxybenzoova kyselina 7+3,13
48 | rutin hydrat 8,5+2,35
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6. DISKUZE

Onemockni tuberkuldzy se vyskytuje na&w jiz stovky let a prvni UsgEné metody
lécby byly objeveny az v prvni polowr0. stoleti. Vzhledem k tomu, Ze v posledni&byl
zaznamenan vyskyt multirezistentnich a exterisngzistentnich kmanna dnes pouzivana
antituberkulotika, stdva se vyzvou vyzkum novydhtitaberkulotik pmisobicich i na
rezistentni druhyMycobacterium tuberculosisSowasné studie se za&huji predevSim na
hledani potencialnich cilovych struktur, zejménayemii, a pfizkum girodnich latek.

Cilem této diplomové prace bylo spektrofotometyiclstanovit miru inhibice
rekombinantniho enzymu isocitratlyasy, ktery hragpostradatelnou roli v glyoxylatovém
cyklu mykobakterii a v jejich figzivani v makrofazich ébhem latentni faze infekce. Jako
potencialni  inhibitory enzymu byly praffovany jak syntetické latky &
benzylisoithiosemikarbazony), tak latkyinmdni (flavonoidy). Jako endogenni kontrola byla
pouzita 3-nitropropionova kyselina ve dvdazmych koncentracich.

Vliv potencialnich inhibitail na aktivitu ICL byl iéfen pomocictecky mikrotitracnich
desttek (Tecan) kontinuélni analyzou (continuous assdyhodou této metody je moznost
meieni WtSiho p@tu inhibitori na jedné desice spolu s kontrolami, coz z&wje pongrné
vysokou pesnost. Mala sptgba materialu a vySsi rychlost stanoveni jsou mal&iednostmi
této analyzy. Mieni na 96-jamkové destie bylo pouzito pro vyti@ni grafu dle Michaelis-
Mentenové a weni zékladnich kinetickych parametrNami stanovena Michaelisova
konstanta (Km = 0,226 mM) byla @&eo vySSi neZ Km publikovand v literégu(Km = 0,159
mM; Km = 0,219 mM) (Bai et al., 2006; Ji et al.,12). Stanovenamnix (Vmax = 3,069 3,127
pmol/min/mg) se #li$ nelisila 0d Vax UvAdné v publikacich (Max = 2,652 pmol.mit.mg®;
Vmax = 3,127 pumol.mif.mg?) (Bai et al., 2006; Ji et al., 2011).&k&ni na 96-jamkové
desttce bylo pouZzito také pro porovnani aktivity iso&ilyasy s His-Tagem a po jeho
odSEpeni. Z namrenych hodnot absorbance byla &péna aktivita isocitratlyasy s His-
Tagem 1,46 umol.mitmg® pii 2 mM koncentraci substratu. Po agfigni histidinové kotvy
se aktivita enzymu zvySila na 2,82 umol.thimg’. Specificka aktivita ICL s His-Tagem
uvadina v literatiile pro stejnou koncentraci substratu je 1,3 pmol'miit (Héner zu
Bentrup et al., 1999) a 2,625 umol.fing™ (Bai et al., 2006).

3-Nitropropionova kyselina byla testovana jakoiliior ICL jak kontinualni analyzou
za pouziti klasického spektrofotometru céecky Tecan, tak tzv. end-point analyzou.
Kontinualni analyza prové&da na spektrofotometru je metoda gomd caso¥ nara@na,
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nevyhodou #stava také velkd speta reagencii, nebese reakni snes pipetuje do 1 ml
kyvet. U end-point analyzyiptrvava problém s odhadem ukeni reakce a snadno tak
dochazi k mteni v nelinearni fazi reakce. Hodila by se profoel@ro néieni koncentrace
produktu pomoci metody HPLC, ktera ovSem nebylaidgaiblikovana vzhledem k nutnosti
piipravy fenylhydrazonglyoxylatu jako standartu prgivereni kalibr&ni kiivky. DalSim
moznym divodem, pré HPLC metoda nebyla doposud zavedena je dojita citlivost
stanoveni aktivity ICL spektrofotometrickymi metmdia Kyselina 3-nitropropionova byla
jako endogenni kontrola pouzivana vzdy v koncerinatO a 100 uM, kdy inhibovala reakci
z25 % a 72 %. V literate byla popsana pouze inhibice kyseliny 3-nitropsopvé
v koncentraci 100 uM, kterédinila 63,2 % (Sriram et al., 2009). dCnami vypaitana
z hodnot nar&enych pro i#izné koncentrace kyseliny 3-nitropropionové bylap®a, coz se
neshoduje s literaturou (Sriram et al., 2011)s{I€ 116 pM). Nami stanovena 4 se
NP inhibuje ze 63,2 %.

ICL byla pripravena v expresnich tkachE. coli BL21(DE3) a naslednpurifikovana
za vyuziti ionto-vyngnné chromatografie, kdy polyhistidinivy konec (Hiag) proteinu
reagoval s ionty Ni" navazanymi na kolan V dal§im kroku byl His-Tag od§ten pomoci
proteazy trombinu. USbenzylisothiosemikarbazénbyl zkouman jejich vliv jak na ICL
obsahujici His-Tag, tak na enzym bez tohoto z&&on VyrazijsSi rozdily v inhibici &chto
dvou forem enzyin se zde  nevyskytovaly, pouze  benzaldeByd-
methylbenzyl)isothiosemikarbazoii3), benzaldehys-(4-brombenzyl)isothiosemikarbazon
(5) a 3,5-dichlorsalicylaldehy&-@-brombenzyl)isothiosemikarbazq85) vykazovaly vySsi
inhibi¢ni schopnost isocitratlyasy s His-Tagem.

Ze syntetickych latek vykazovala nejvySSi proceniahibice slodenina
5-bromsalicylaldehyd&-(4-fluorbenzyl)isothiosemikarbazo(il9), jejiz inhibiéni vlastnosti
byly srovnatelné s endogenni kontrolou 3-nitroppopivou kyselinou. Nami zkoumané
piirodni latky pilis vysoké procento inhibice i ICL bez polyhistidinovéhoietzce
nevykazovaly, nejvysSi inhibici poukazal kvercetihydrat.

V ramci této prace byla na Katedbiochemickych & Faf UK v Hradci Kralové
zavedena metoda progieni aktivity enzymu isocitratlyasy a byly optimalizany podminky
tohoto stanoveni, jejichz vysledkem je jak urychlexperimentu, tak sniZzeni spely

materialu.
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