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ABSTRAKT

Lidské karbonatlyazy jsou metaloenzymy, které se tiastni mnoha fyziologickych
pochodt v organismu, ale hraji také roli v patogenezi fady chorob. Karbonatlyaza IX (CAIX)
se, na rozdil od ostatnich 14 izoenzymu lidskych karbonatlydz, za normalnich podminek
vyskytuje v organismu jen v omezené mire, avSak v hypoxickych nadorech je vysoce
exprimovanym znakem na povrchu bunék. Z tohoto diivodu je tento enzym dobrym cilem
pro terapii a diagnostiku nadort, a proto jsou proti CAIX vyvijeny rizné monoklonédlni
protilatky 1 specifické inhibitory.

V této praci byla ovéfovana moznost vyuzit polymerni konjugat nesouci specificky
inhibitoru CAIX ke fluorescenénimu znafeni rakovinnych bunék. Prostfednictvim
prutokové cytometrie a konfokalni mikroskopie byla testovana specificka vazba
polymerniho konjugatu na riiznych bunéénych liniich a schopnost vazby tohoto polymerniho
konjugatu byla srovndvana s CAIX specifickou monoklondlni protilditkou M75 a jejim
jednotetézcovym fragmentem scFv M75.

Déle byly zjistovany schopnosti testovaného konjugatu inhibovat enzymovou
aktivitu CAIX. Pro tyto experimenty byl pfipraven a purifikovan rekombinantni protein
CAII, ktery byl déle téz vyuzit pro ucely proteinové krystalizace. Testy inhibi¢nich aktivit
rovnéZ umoznily vytipovat nové inhibitory CAIX, které by mohly byt diky lepSim
inhibicnim vlastnostem vyuzity pro vznik dalSich u¢inngjSich polymernich konjugatt.
Usp&né krystalizaéni pokusy a naslednd RTG strukturni analyza poskytly strukturni
informaci o vazbé vybranych inhibitort do aktivniho mista CAIIl. Na zéklad¢ téchto struktur
bylo mozné navrhnout vhodné misto pro piipojeni ke kopolymeru pro budouci vyvoj

polymernich konjugatti druhé generace.

Kli¢ova slova: karbonatlyaza IX, inhibitory CAIX, nadorové onemocnéni, polymerni

konjugaty



ABSTRACT

Human carbonic anhydrases are metalloenzymes that are involved in many
physiological processes in the body, but also play an important role in the pathogenesis of
numerous diseases. Under regular conditions, expression of carbonic anhydrase 1X (CAIX)
is very limited, unlike that of other 14 human carbonic anhydrase isozymes. But in hypoxic
tumors this enzyme is highly overexpressed on the cell surface. For this reason, this enzyme
represents a good target for therapy and diagnosis of tumors and thus various anti-CAIX
monoclonal antibodies and specific inhibitors are being developed.

In this work we investigated the possibility to use fluorescent polymer conjugate
carrying a CAIX specific inhibitor for florescent labeling of tumor cells. Specific binding of
polymer conjugate to different cell lines was investigated by flow cytometry and confocal
microscopy. Binding properties of the polymer conjugate was compared to CAIX specific
monoclonal antibody M75 and its single-chain fragment scFv M75.

Ability of the polymer conjugate to inhibit CAIX enzyme activity was also
investigated. For these experiments, recombinant protein CAIll was prepared and purified,
which was also used for protein crystallization. Tests of inhibitory activities allowed to
identify novel inhibitors CAIX with better inhibitory properties, which could be used for the
preparation of more efficient polymer conjugates. Successful crystallization experiments and
subsequent X-ray structure analyses provided structural information about the binding of
selected inhibitors to the CAII active site. Based on these structures, it was possible to design
a suitable position for connection to the copolymer for the future development of the second

generation polymer conjugates.

Keywords: carbonic anhydrase 1X (CAIX), inhibitors CAIX, tumors, polymer conjugates
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1. SEZNAM ZKRATEK

absorbance pfi vinové délce 280 nm

absorbance pfi vinové délce 550 nm

akrylamid

Akademie véd Ceské republiky

acetazolamid

N,N’-metylen-bis(akrylamid)

kmen E. coli nesouci profaga A DE3 s genem pro T7 RNA

epitop mysi monoklonalni protilatky klon 9E10
karbonatlyaza
Dulbecco modified Eagle's minimal essential medium
restrikéni endonukledza pochazejici z bakterialniho druhu E. coli
etylendiamintetraoctova kyselina
etyl-B-D-thiogalaktosid (analog IPTG)
antigen vazebny fragment (z angl. fragment antigen-binding)
fetal bovine serum

krystalizovatelny fragment (z angl. fragment crystallizable)
fluorescein isothiocyanat
variabilni fragment (z angl. fragment variable)
Goat Anti-Mouse

histidinovy pentapeptid

intracelularni

isopropyl-p-D-thiogalaktosid

represor (reprimujici lac operator)

Luria-Bertani, typ média

minimalni médium

pocet otacek za minutu
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PAGE
PBS
PDB

pelB

PG

RCC

scFv

SDS

SP

TEMED

™

TRIS

UOCHB AV CR
UMG AV CR
UMCH AV CR
UACH AV CR
V. V. I

v/v

VH

VL

wi/v

diskontinualni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
Phosphate Buffered Saline
protein data bank

signalni peptid pro transport proteinu do periplasmy E. coli

peptidoglykanova kotva

renal cell carcinoma

single-chain variable fragment

dodecylsiran sodny

signalni peptid

N, N, N",N’-tetramethylethylendiamin
transmembranova

tris(hydroxymethyl)aminomethan
Ustav organické chemie a biochemie Akademie véd CR
Ustav molekularni genetiky Akademie véd CR
Ustav makromolekulérni chemie Akademie véd CR
Ustav anorganické chemie Akademie véd CR
vetfejna vyzkumna instituce

objemova procenta

variable region of the heavy chain

variable region of the light chain variable

hmotnostni procenta
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2. UVOD

Karbonatlyazy (CA, z angl. carbonic anhydrase) jsou metaloenzymy, které katalyzuji

reverzibilni hydrataci oxidu uhli¢itého (CO,) na hydrogenuhli¢itanovy aniont (HCO 3) a proton
(HY). Patii mezi nejrychlejsi enzymy na svété, vyvinuly se konvergentni evoluci a vyskytuji se
témét u vSech organismul, od archei a prokaryot, pies rostlinnou tisi az po ¢lovéka. CA délime
do péti tfid: a, B, v, 6, &, pfiCemz mezi jednotlivymi tfidami nachdzime znaéné rozdily v okoli
aktivniho mista, a to jak sekvenc¢ni, tak v prostorovém uspotadéni, ale samotné misto katalyzy,
reakce pfemény CO; + H20 <> HCO 3+ H+, zustava velmi konzervované. CA se u jednotlivych
organismi podileji na mnoha fyziologickych funkcich.

U cloveka nachdzime CA tfidy a a v soucasné dobé€ je zndmo 15 izoenzymii CA,
piicemz 13 z nich je aktivnich. Jednotlivé izoenzymy se ucastni mnoha diilezitych pochodii v
organismu, ke kterym patii napfiklad udrzeni acidobazické rovnovahy, sekrece elektrolyti,
dychani, urogeneze, glukoneogeneze a mnoho dalSich. Tato funk¢ni pestrost se odrazi
v Sirokém vyskytu lidskych CA v lidském téle, v organové i bunééné lokalizaci.

Karbonatlyazy jsou vzhledem ke svému castému vyskytu a bohatému zapojeni v
riznych pochodech, at’ jiz fyziologickych, ¢i v patologickych, sttedem zdjmu jako terapeutické
cile v riznych patologiich. CAIX, o které pojednava tato prace, je jednim ze znakli nadorovych
bunék u rychle rostoucich hypoxickych nadord, a to ji ¢ini velice vhodnym cilem pro

diagnostiku a ptipadnou terapii ur¢itych typ nadoru.

3. PREHLED SOUCASNEHO STAVU PROBLEMATIKY

3.1. Lidské karbonatlyazy

Karbonatlyazy byly poprvé popsany v roce 1933 v lidskych erytrocytech [1] a postupné byla
objevovana dal$i mista vyskytu CA v lidském téle. Jak ukazuje obrazek 1, izoenzymy CA se
nachazeji ve vsech tkanich. Vyskytuji se v dychacim, travicim, urogenitalnim traktu, opérné
soustave 1 v centralnim nervovém systému.

Bunécéna lokalizace rozdé€luje lidské CA na cytoplazmatické (I, II, III, VII, VIIL, X, XI,
XIII), mitochondridlni (V), membranové s extracelularni katalytickou doménou (IV, IX, XIV,

XI1) a jednu sekretovanou formu (V1).
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Katalytickd aktivita izoenzymil je riiznd, zcela katalyticky neaktivni jsou tfi CA VIII, X
a Xl [2]. Jde o proteiny piibuzné CA tzv. CARPs (carbonic anhydrase related proteins), jejichz
fyziologické funkce zatim nejsou zcela objasnéné [2].

Fyziologické funkce aktivnich izoenzymul jsou pestré. Usnadnuji transport CO-
a HCO 3 mezi tkanémi a plicemi, v n&kterych tkanich a organech (o¢ni ¢ocka, ledviny, plice)
napomahaji sekreci elektrolytd, Gcastni se fady biosyntetickych reakci, hraji roli pii kalcifikaci
kosti [3].

aktivita CA AR vyskyt CA
Bvysoka @ CNS, Gl trakt
[Clstfedni
D?lzkal CAX @ CNS
Kzadné CNS, nékteré nad
NS, nektere nadory,
e [ silne
CAll Siroky vyskyt
CAl RBC, Gl epitel
cAll Q kosterni sval, adipocyty
— L eaxn |CD silny (varle)
CAVII CNS
CAV jatra VA, plice VB
CAN silny, plice, ledvina
b _@ slinné a prsni zlazy
7 ‘ Gl trakt
CAKX ‘ %' rizné nadory
CAXIV ledvina, CNS, jatra
CAXI silny (ledviny, oci),
nekteré nadory

Obrazek 1: Organova a bunécéna lokalizace lidskych CA

Obrazek shrnuje mista vyskytu jednotlivych izoenzymt CA v organismu, jejich katalytickou aktivitu a
bun&&nou lokalizaci. Cervené jsou vysoce aktivni izoenzymy (CAIl, 1V, V, VII, IX, XII, X1V), fialové
stiedné aktivni (CAVI), bile nizce aktivni (CAI, 1, XIII), bile s pteskrtnutim neaktivni izoenzymy
(CAVII, X, XI). Bunétnd lokalizace je schematicky znazornéna: sub celuldrni lokalizace —
mitochondrie (CAV), cytoplazmatickd (CAL II, III, V, VII, VIII, X, XI, XIII), cytoplazmaticka
s orientaci extracelularné (CAIV, IX, XII, XIV) a segregovana vné builky (CAVI). Na obrazku je
schematicky znazornéna a zelen€ zakrouzkovand peptidoglykanova doména (PG). Tato PG doména je
pro CAIX jedine¢na a ud€luje ji specifické vlastnosti. Gl — gastrointestinalni trakt, RBC — erytrocyty
Obrazek prevzat a upraven [4].

Kromé fyziologickych funkci izoenzymi CA Vv lidském téle je aberantni exprese
enzymu spojena s fadou nemoci. Mezi né€ patii glaukom (zvysena exprese CAll a CAIV), otoky
(CAII), sterilita (CAXIII), horska nemoc (CAll), obezita (CAV), hemolyticka anémie (CAl) a
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solidni nadory (CAIX) [5-7]. Tato Gcast na patologickych procesech ¢ini CA potencionalnimi
diagnostickymi ¢i terapeutickymi cili. Inhibice CA se vyuziva naptiklad pfilécbé glaukomu
(inhibice izoformy CAIl), epilepsie (CAVII), obezité a vysokém krevnim tlaku [8].

V této diplomové praci jsou podrobné probirany dvé karbonatlyazy CAIll a CAIX. U
obou jsou vSak moznosti a potteby inhibice zna¢né odlisné. CAIll je v organismu Siroce
roz§itena a tak se pti vyvoji specifickych inhibitori pro CAIX pouzivana jako tzv. ,,off-target*,
tedy cil, ktery by testovanou slouc¢eninou nemél byt inhibovan. Zaroven v této praci byla CAII

pouzita jako model pro strukturni studie vazby inhibitorti do konzervovaného aktivniho mista.

3.2. Karbonatlyaza |1

3.2.1. Fyziologicky vvskyt a funkce

Lidska karbonatlyaza Il (CAIl) ptedstavuje nejrozsifengjsi karbonatlyazu v lidském
téle. Je pritomnad témet v kazdé lidské tkéni a orgdnu a zodpovida tam za velkou fadu
biologickych funkci. Nejvice je obsaZena v erytrocytech, ale nalezneme ji témét ve vSech
organech gastrointestinalniho traktu. Ve slinnych a pankreatickych zlazach ovlivituje sekreci
hydrogenuhli¢itanového aniontu [9], v buikach sliznice jicnu chrani pfed nadmérnou
acidifikaci nebo pied pfipadnym unikem Zzalude¢nich $tav, vyskytuje se také v zaludku
a tenkém i tlustém stievu [10]. Dale se vyskytuje v mozku, kde se Gcastni tvorby mozkomisniho
moku [11]. V ledvinach se podili na okyseleni mo¢i. Ve velké mife se také vyskytuje v
plicnich pneumocytech a kostnich buikach osteoklastech, kde hraje dilezitou roli
V hospodareni s vapnikem [12].

Vzhledem k $irokému rozsiteni predstavuje CAII skupinu lidskych CA, kde je cilena
inhibice nezadouci. Jak jiz bylo zminéno, slouzi Casto jako ,,0ff-target” izoforma, kdy jsou

ptipadné inhibitory CA cilené na jiné izoenzymy CA.

3.2.2. Struktura

CAII je protein tvoteny 260 aminokyselinovymi zbytky. Jde o cytoplazmaticky protein.
Katalytickd doména obsahuje aktivni misto, které se nachdzi na spodni ¢asti prohlubné ve tvaru
kuzele s jednou sténou tvorenou hydrofobnimi a druhou hydrofilnimi zbytky [13]. V centru
aktivniho mista se nachazi zinecnaty ion, ktery je koordinovan tfemi histidiny His94, His96,

His119. Pres sit’ vodikovych mustkl interaguje zine¢naty iont dale s hydroxylovou skupinou
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postranniho fetézce aminokyselinového zbytku Thr199. Trojrozmérna struktura proteinu CAll

je ukdzana na obrazku 2.

Obrazek 2: Trojrozmérna struktura CAlI

Celkovy pohled na strukturu CAII ukazuje prabéh hlavniho fetézce, prvky sekundarni struktury
a detail aktivniho mista. B skladané listy jsou obarveny zluté, o helixy ¢ervené, zelené obarvené jsou
oblasti bez pravidelné struktury (smy¢ky). Uprostied je znazornén Zn?* (fialova kuli¢ka) koordinovany
titemi histidinovymi zbytky (His94, His96, His119, atomy uhlika Zluté, dusiky modie, kysliky ¢erveng),
v detailu aktivniho mista (prava ¢ast obrazku) je znazornén i Thr199. Vodé ptistupny povrch proteinu
je naznacen v pozadi. Obrazek byl pfipraven v programu PyMOL verze 1.5.0.1. [14], soufadnice
krystalovych struktur 4MDG [15] byly ziskany z databaze proteinovych struktur PDB [16].

3.3. Karbonatlyaza IX

3.3.1. Fyziologicky vyskyt a funkce

Lidska karbonatlyaza IX (CAIX), diive nazyvand MN protein objeveny tymem
Dr. Jana Zavady [17], se za normalnich podminek v organismu vyskytuje ve véts$i mife pouze
ve sliznici Zaludku, kde se u€astni tvorby zaludeénich §tav [18]. S distalnim postupem travici
trubice mira exprese karbonatlyazy v gastrointestinalnim traktu klesa. V mensi mife se CAIX
nachazi ve sliznici zlu¢ovodi. Malé mnozstvi CAIX je ve sliznici stieva v rychle proliferujicich
burikach v oblasti krypt [19], zde se uplatiiuje adhezivni vlastnost molekuly. Minimalni hladiny
se dale nachazeji jesté v epitelu pankreatického vyvodu [20], duktech muzskych pohlavnich
organt, kde se CAIX ucastni tvorby testikularni tekutiny, aV epitelidlnich bunkach
vystylajicich télni dutiny [21]. Zatimco fyziologicky vyskyt CAIX je zna¢n€ omezen, pii

nadorovém bujeni ¢asto dochazi k hyper-expresi (jak bude dale popsano v kapitole 3.3.3).
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Obrazek 3 porovnava expresi CAIX v jednotlivych tkanich za fyziologickych podminek se

stavem exprese tohoto znaku v nadoru.

CAIX fyziologicka exprese CAIX exprese v nadorech
\ .
CNS - neurony \ gliom, ependymom
( J
jicen {:& karcinom hlavy, krku
)
dychaci trakt l\ karcinom plic
4
prsni zlazy A karcinom prsnich zlaz
|
‘\
ialudek,duodenum‘ | ;i:%karcinom zaludku
R
¥ : | 7} . ; S
tlusté strevo / karcinom tlustého streva
|
. "
ledviny / karcinom ledvin
délozni Cipek ’ karcinom délozniho ¢ipku
y
endometrium “I karcinom endometria
s O\
kaze ) karcinom kize

Obrazek 3: Distribuce CAIX v tkanich a nadorech
Leva strana obrazku ukazuje fyziologicky vyskyt CAIX Vv tkanich lidského téla, prava pak vyskyt

v nadorech. VétSina normalnich tkani neobsahuje CAIX. Silnou expresi vykazuje Zaludeni a
duodendlni sliznice. V nadorech je exprese CAIX vétSinou ektopickd, nejsiln€jsi exprese CAIX
nadorovych bunék je u karcinomu ledvin a o néco slabsi u tlustého stfeva. Bila vyplii — mista bez exprese
CAIX, svétle fialova az tmavé fialova vypln zndzorfiuje riizny stupeii exprese v jednotlivych tkanich.
Cerna vypli nejsilngjsi exprese CAIX. Obrdzek pievzat a upraven [4].

3.3.2. _Struktura

CAIX membranovy protein je tvoifen 459 aminokyselinovymi zbytky. Protein je
uspofadan do homodimeru, coZ umoziiuje jednak kovalentni propojeni ptes disulfidické mustky
mezi sousednimi Cys137 a dale stabilizace interakcemi mezi oblastmi hydrofobnich rezidui
jednotlivych monomert [22, 23].

Lidska CAIX se sklada z 37 aminokyselinovych zbytkii dlouhého signalniho peptidu
(SP), ktery je odstépen béhem post translaéni modifikace, nasleduje 75 aminokyselinovych
zbytkl tvoficich extracelularni N-terminalni proteoglykanovou doménu (PG), zcela unikatni

lidskou CAIX Extracelularni katalytickd doména (CA) dlouha 302
zbytky dlouhym

pro izoformu.

aminokyselinovych zbytki je propojena 21 aminokyselinovymi

transmembranovym segmentem (TM) s kratkym C-terminalnim intracelularnim tusekem (IC).
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Usporadani jednotlivych domén proteinu vidime na obrazku 4 a model

trojrozmérné struktury dimeru lidské CAIX je na obrazku 5.

sp| PG CA |- ™ IC
Vo l L

1 37 112 414 43 45

Obrazek 4: CAIX usporadani domén

Na obrazku je schematicky znazornéno usporadani domén CAIX. SP —signalni peptid (aminokyselinové
zbytky 1-37), PG — proteoglykanova doména (aminokyselinové zbytky 38-112), CA — katalyticka
doména (aminokyselinové zbytky 113-414), TM —trans membranova doména (aminokyselinové zbytky
415-435), IC — intracelularni Gisek (aminokyselinové zbytky 436—-459).

Katalytickd doména proteinu vykazuje velkou strukturni homologii a tftid CA. V centru
aktivniho mista se nachdzi zine¢naty ion, ktery je koordinovan tfemi histidiny, tentokrat jde o
His226, His228, His251. Pro tuto doménu byla ur¢ena krystalova struktura [23].

Ptitomnost PG domény je pro CAIX zcela unikatni ve srovnani s ostatnimi izoformami
CA a ptredpoklada se jeji podil na bunééné adhezivité a na udrzeni katalytické aktivity

Vv kyselém nadorovém prostiedi [24].

Obrazek 5: Struktura dimeru CAIX

Na obrazku A je PG doména znazornéna zluté, TM doména modie, CA doména rizove a IC doména
zelené. Pro CA doménu byla vyfeSena krystalova struktura, struktura ostatnich ¢asti byla namodelovana.
Cervené body jsou mista glykosylace proteinu. B na pravé strané obrazku je detail aktivniho mista
proteinu, tfi histidinové aminokyselinové zbytky His 226, 228, 251 koordinuji zineCnaty iont a klasicky
inhibitor CA acetazolamid (AZM) vytésiiuje HO/ OH" z vazby na Zn?*. Obrdzek prevzat z [24].
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3.3.3. CAIX funkce v nadorech

Jak jiz bylo zminéno, fyziologicky vyskyt CAIX na buiikdch je zna¢né omezeny,
zatimco zvySena exprese CAIX v solidnich nadorech velmi castd. Enzym je na povrchu
nadorovych bun¢k ¢asto nadmérné exprimovan, a to i na puvodné CAIX negativnich bunikach
(obrazek 3). Hypoxicky stres indukuje piechod metabolismu od oxidativni fosforylace
v mitochondriich K anaerobni glykolyze v cytosolu. Tato zména metabolismu pak
v nadorovych burikach ziistava bez ohledu na mnozstvi ptitomného O3 (tzv. Warburgtiv efekt)
a i pfi dostatecné kyslikové saturaci je vétSina glukdzy stale prevadéna na laktat. Vzrustajici
mnozstvi laktatu nasledné jesté vice prohlubuje acidézu mikroprostiedi [25, 26]. ZvySeny
metabolismus rakovinnych bunék a nedostateéné cévni zasobeni rychle proliferujicich
nadorovych bunék vede k hromadéni kyselych produkti, ke kyslikovému deficitu a poklesu
extracelularniho pH.

K aktivaci genové exprese CAIX dochazi za podminek zvySené hustoty nadorovych
bungk a vzrlstajici hypoxie, kdy se aktivuje hypoxii indukovany faktor (HIF, z angl. hypoxie
inducible factor), klicovy regulator bunééné odpovédi na hypoxii. HIF je spojen s aktivaci
hypoxii indukovanych genu, jako je HRE (z angl. hypoxie responsible factor). HRE je
lokalizovany v promotoru CAIX a po jeho aktivaci dochazi k zvySeni exprese tohoto znaku
[27].
buiice vytvari velké mnozstvi protonti. Pro udrzeni vnitrobunééného pH kolem hodnoty 7,4 je
nutné neustale pufrovat kyselé vnitini prostiedi. Proti snizovani intracelularniho pH existuje
n€kolik moznych mechanismt (obrazek 6). V nadorové bunice tuto funkci zastava hlavné
CAIX. Vn¢ bunky katalyzuje pfeménu CO- na kyselinu uhli¢itou (H2COz). Proton, ktery

nasledné disociuje, zlistava extracelularné. Hydrogenuhli¢itan je transportovan zpét do buiiky
pomoci Na*, HCO3™ kotransporteru (NBC), kde za katalyzy CAII vyvazuje kysely proton.
Vzniklé produkty (H20 a CO») projdou z buiky a cely cyklus se miize opakovat.
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Obrazek 6: Funkce CAIX a hlavni bunééné drahy zapojené do bunééného transportu protoni
Vysoky obrat glykolyzy v nadorové bunce vyzaduje zvySeny transport protond z buiky. Mono-
karboxylovy transportér 4 (MCT4) je pasivni laktat (Lac’) — proton (H) symporter pfizplisobeny pro
export protoni. CO2 difunduje z butiky a pomoci CAIX je hydratovan na kyselinu uhli¢itou (H2COs3).
Proton zlstava extracelularné, zatimco hydrogenuhli¢itan mutize byt transportovan spolu se sodnym
iontem zpét do buiiky pomoci Na*,HCOs kotransporteru (NBC) a intracelularné opét navazat dalsi
proton. V-ATPazy mohou Vv nadorovych buikach pasobit jako protonové ¢erpadlo pohanéné ATP.
Sodik-proton vyméniku 1 (NHE1) je pasivni antiporter Na'/H". Sodik-draslik (Na*K") ATPaza
exportuje sodné kationty, které by se jinak hromadily jako disledek aktivit NHE1, NBC. Anorganicky
fosfat je oznac¢en Pi. V pravé ¢asti obrazku je v detailu schematicky znazornéna ¢innost enzymu CAIX.
Obrdzek upraven a prevzat z [28].

Jak je patrno z obrazku 6, vlivem CAIX intracelularni pH stoupa, a naopak
extracelularni pH klesad. Nahromadéné protony vné buiky pfispivaji k naruSovani
mikroprostiedi nadoru. Zvyseni acidity indukuje genovou nestabilitu, podili se na oslabovani
bunéénych adhezi, coZ nasledné podporuje invazivni chovani nadoru. Také z tohoto divodu

patii nadory s pozitivni expresi CAIX k tém se Spatnou prognézou [29-31].

Kromé regulace pH se CAIX diky své proteoglykanové doméné podili i na mezibunééné
adhezi. Kompetitivné interaguje s E catherinem, ¢imz destabilizuje bunééné kontakty
zprostiedkované touto molekulou. Napomaha tak naruSovat okoli nadoru a dal$imi

heterofilnimi interakcemi dale podporuje migraci nadorovych bun¢k [32, 33].

Obe popsané funkce CAIX v rakovinné buiice ovliviuji existenci a propagaci nadoru a

davaji tak prostor k vyvoji novych terapeutickych postupti cilenych na inhibici funkce CAIX.
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3.4. CAIX jako cil v terapii a diagnostice nadoru

Jak jiz bylo feceno, je CAIX nadéjnym znakem pro zlepseni diagnostickych i lécebnych
piistupt v onkologii. CAIX pozitivni nadory Spatné reaguji na béznou protinadorovou terapii.
Po 1é¢bé dochazi opakované k relapsim onemocnéni a nadory také obvykle metastazuji [34—
36]. Expresi CAIX indukuje nadorova hypoxie, a tak tento protein slouzi jednak jako znak
hypoxie a soucasné i prognosticky faktor nekterych lidskych karcinomi. CAIX pozitivita
znamena Spatnou prognoézu u karcinomu plic, prsu, délozniho ¢ipku, mozku a nadori ledvin a
rakoviny krku [37—42]. Nesporny vliv CAIX na agresivnéjsi chovani nadori, hyperexprese
Vv solidnich nadorech a extracelularni lokalizace enzymu jsou dobrymi argumenty pro vyuziti

tohoto znaku v diagnostice i terapii nadord.

3.5. Moznosti terapeutického zasahu CAIX

Vzhledem k ptitomnosti unikatni PG domény a lokalizaci vné¢ bun¢k jsou u CAIX
pristupna dvé mozna mista zasahu (obrazek 7). V prvni fadé jde o aktivni misto v katalytické
doméné enzymu, kdy je mozno blokovat enzymatickou aktivitu, ktera ma zasadni vyznam pro
chovani nadoru v hypoxickém prostiedi a pro jeho dalsi rust a progresi [30]. Druhou moznosti

je blokovani PG domény, ktera hraje roli zejména vV metastatickém chovani nadoru [4].
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Obrazek 7: Mista moZného zasahu na molekule CAIX

Na obrazku je schéma molekuly CAIX a jeji jednotlivé domény: signalni, PG, katalyticka,
transmembranova (zanofend do fosfolipidové dvojvrstvy) a intracytoplazmaticky ocas. Je zde také
naznacena interakce protilatky M75 a jejiho scFv fragmentu s PG doménou, protilatky G250
s katalytickou doménou. Cervena $ipka sméfuje k mistu interakce inhibitoru Acetazolamidu, na Zn?",
ktery je zobrazen jako Sediva kuli¢ka ve svétlezeleném poli aktivniho mista enzymu. Cerna Sipka
ukazuje na schéma koordinace zine¢natého iontu tfemi histidiny His226, His228, His251 a funkéni
skupinou sulfonamidu inhibitoru.
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Z hlediska terapeutického zdsahu jsou v soucasné dob¢ nejvice studovany dva ptistupy.
Ovlivnéni CAIX pomoci monoklonalnich protilatek a dale vyvoj nizkomolekularnich latek se
schopnosti inhibice CAIX.

VétSina z testovanych strategii se ukazala jako G¢inna in vitro, v mySich modelech a
minimalni rezidualni nemoci u pacientii s rakovinou ledvin po nadorové nefrektomii pomoci

protilatky G250 [43].

3.5.1. Specifické protilatky proti CAIX

Dv¢ dlouhou dobu znamé specifické protilatky proti CAIX antigenu byly v prub&éhu
nékolika let vyvinuty nezavisle na sob¢€ v ramci zdanlivé nesouvisejicich vyzkumi. Jako prvni
vznikla v 80. letech minulého stoleti specificka protilatka mG250 proti proteinu
exprimovanému buiitkami karcinomu ledvin oznacenému G250. O dvacet let pozdéji byl
antigen G250 molekularné definovan jako transmembranovy protein shodny s tumor
asociovanym antigenem MN/CAIX, ktery byl popsan v lidské prsni nadorové bunééné linii v
roce 1992 kolektivem Dr. J. Zavady, za pouziti monoklonalni protilatky M75 [17].

V soucasné dobé bylo vyvinuto nékolik dalSich protilatek proti rozpoznavajicich
ruznych epitopu ha CAIX [44-46].

Existuje n¢kolik moznych alternativ, jak prostfednictvim monoklondlnich protilatek
proti CAIX plsobit na nador. Pfima vazba monoklonalni protilatky na antigen CAIX mize vést
k imunologické reakci znamé jako protilatkami zprostiedkovana bunééna cytotoxicita (ADCC).
Vazba protilatky by také mohla vést k internalizaci receptoru, a tim ke zprosttedkovani dodavky
ruznych cytotoxickych latek a radionuklidi do nadorové buiiky. Déle se nabizi blokovani
funkce enzymu vazbou protilatky do katalytické domény ¢i moZnost znemoznéni bunécné

adheze vazbou na PG doménu enzymu.

3.5.1.1. Monoklonalni protilatka G250

Protilatka G250 byla vytvofend proti bunéénému homogenitu z primarni léze

karcinomu ledvin (RCC, z angl. renal cell carcinoma) [47]. Touto protilatku byl identifikovan
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antigen G250 na povrchu bunék karcinomu ledvin, a tak byl tento antigen dlouho povazovan
za specificky pro RCC.

Protilatka interaguje s patefi katalytické domény celé molekuly CAIX. Bylo
pozorovano, ze jeji vazba nezasahuje do aktivniho mista enzymu, a tak nedochdzi k
jeji interakci s navazanymi malymi inhibitory CAIX. Tato skute¢nost naznacuje, ze by CAIX
exprimujici hypoxické nadory mohly byt ptipadné podrobeny pusobeni protilatky G250
v kombinaci s inhibitory CAIX [48]. Vazba protilatky je konformaéné zavisla [49] a ,na rozdil
od protilatky M75, protilatka G250 vaze pouze nativni antigen a pouziva se pouze v in vivo
analyzach.

Tato protilatka byla nejvice studovana pro diagnostiku a terapii RCC. Vzhledem k
vysoké specifité u velké populace nemocnych s renalnim karcinomem je CAIX potencialné
nejvyznamngj$im markerem pro dané onkologické onemocnéni. Ve I1I. fazi klinické studie byla
zkoumana 1écba protilatkou G250 Girentuximab u pacientii s vysoce rizikovym, kompletné
resekovanym RCC. Bylo prokazano, Ze se stoupajici hustotou antigenu CAIX na povrchu bunék
ucinnost protilatky stoupa [50]. Pokud se vysledky potvrdi, pijde o prvni tspéSnou systémovou
1é¢bu snizujici riziko navratu RCC alespon u ¢asti pacientu [51].

Protilatka byla také vyvijena pro diagnostické ucely. Firmou WILEX byla pro
identifikaci bun¢k karcinomu ledvin vyvinuta radioaktivné znaend varianta protilatky
Girentuximab (1*?*), ktera jiz uspésné dokonéila registraéni studii fize III. Pomoci této
protilatky pouzité pti polohoveé emisni tomografii mohou byt zobrazena drobna loziska nadoru

v postizené ledviné a poté lokalizovana pomoci pocitatové tomografie [52].

3.5.1.2. Monoklonalni protilatka M75

Monoklonalni protilatka M75 (IgG2b) byla vyvinuta proti antigenu hojné
exprimovaném na buiikach lidské prsni nadorové linie [17], ktery byl nasledné charakterizovan
jako protein CAIX [18]. Protilatka M75 se vaze na PG doménu proteinu N-koncového
segmentu proteinu. PG doména nese negativni naboj, jelikoz pfevazné obsahuje velké mnozstvi
zbytkl karboxylovych aminokyselin. Tyto aminokyselinové zbytky se vyskytuji v PG doméné
opakované v ramci GEEDLP motivu [32]. Negativni naboj PG domény umoziuje snadnou
disociaci komplexu od vazebného partnera CAIX jiz v oblasti slabé kyselého pH [53]. Timto
partnerem muze byt jednak dosud nezndmy povrchovy receptor, ale i monoklonélni protilatka
M75, jejiz epitopem je motiv GEEDLP. Interakci monoklonalni protilatky M75 s adhezivnim

mistem PG domény je zablokovana adheze bunék [32].
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Protilatka M75 se vyuziva jak v in vivo, tak k in vitro analyzam. Z in vivo analyz jde
napiiklad o cileni hypoxickych nadorovych bunék ve zvitecich modelech [54]. K témto Gcelim
byl také vyvinut radioaktivné znaCeny derivat protilatky [54, 55]. Protilatka M75 je ale
povazovana za zlaty standard pro imunohistochemické analyzy, a to z divodu, ze opakujici se
motivy jejiho epitopu spadaji do linearnich oblasti antigenu a vazba protilatky tak neni
ovlivnéna denaturaci epitopu, na rozdil od protilatky G250 [56, 57].

Od protilatky M75 byl odvozen jednofetézcovy variabilni fragment scFv M75 (z angl.
single-chain Fv fragment), ktery si zachovava vazebnou specificitu a aktivitu protilatky M75.
Tento fragment byl pouzit pro strukturni studie osvétlujici, jak protilatka M75 interaguje se
s rozpoznavanym epitopem v PG domén¢ CAIX [58, 59]. Obecné je vyhodou fragmenta
protilatek jejich mala velikost, diky niz 1épe pronikaji do tkani ¢i preparata [60].

Protilatkovy fragment Fv je sloZen z variabilnich domén lehkého a tézkého tetézce a ve
vétsing piipadt si zachovava schopnost vazby antigenu [61]. Fv fragment je mozné pfipravit
proteolytickym Stépenim molekuly imunoglobulinu, jak je ukédzéno na obrazku 8, ale tento
postup ma své limity. Jde napiiklad o malou stabilitu vysledného fragmentu ¢i Spatny ptistup
K mistim proteolytického Stépeni [62]. Rekombinantni technologie umozuji pfipravit
nejmensi protilatkové fragmenty s vétsi stabilitou. Variabilni domény VH a VL jsou propojeny
spojovacim segmentem [63], ktery je vétSinou tvofen aminokyselinovymi zbytky glycinu a
serinu. Tim je pro vysledny jednofetézcovy fragment zarucena flexibilita spojovaciho linkeru,
rozpustnost i odolnost Kk proteolytickym enzymum [64], [65]. Do scFv konstruktu pro
rekombinantni expresi lze téZ zakomponovat sekvence vyuZzitelné pro jeho ¢iSténi a detekci

protilatkami.
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Obrazek 8: Schéma imunoglobulinu IgG, fragmentii a Stépeni IgG

Nahote v centralni ¢asti obrazku je schematicky znazornéna cela molekula imunoglobulinu (IgG) s
jednotlivé vyznacenymi ¢astmi, dole jsou typy fragmenti (Fab, scFv, VH/VL) imunoglobulinu. HC -
tézky fetézec; LC - lehky fetézec; CH1,2,3 - konstantni tézké fetézce (rizné odstiny modré); CL1 -
konstantni lehky fetézec (tmavé modra); Fv - variabilni fragment; Fc - krystalizujici fragment; Fab -
fragment vazajici antigen; VH - variabilni téZky fetézec (svétle Cervena); VL - variabilni lehky Fetézec
(tmave Cervena); scFv - jednofetézCcovy variabilni fragment propojeny spojovacim segmentem (zelend);
VH - variabilni tézky fetézec; VL - variabilni lehky fetézec. Po stranach obrazku jsou jednoducha
schémata $§tépeni molekuly Ig: vlevo pepsinem na F(ab"); a Fc fragment (Fc neni znazornén), F(ab’),
fragment 1ze nasledujici redukci rozdélit na jednovazny fragment Fab” a ten dal§im $té€penim pepsinem
na nejmensi protilatkovy fragment Fv. Na pravé strané je schéma Stépeni IgG papainem na dva
fragmenty Fab a Fc. Obrdzek prrevzat a upraven z [66].

Jednotetézcovy sCFv fragment protilatky M75 byl piipraven v laboratofi Strukturni
biologie UMG AV CR [67]. Schéma konstruktu protilatkového fragmentu scFv M75 je ukazano
na obrazku 9. Gen pro expresi scFv M75 obsahuje kodujici sekvence pro variabilni domény
tézkého a lehkého fetézce propojené sekvenci (GlyaSer)s. Sekvence pelB na N-konci sméruje
rekombinantni produkt do periplasmy bakterialnich bunék a je odstépena pii prichodu
membranou. SCFv M75 ma na C konci epitop c-myc, ktery je rozpoznavan myS$i monoklonalni
protilatkou klon 9E10 (Exbio), ktera je pro ucely detekce konjugovana napi. s FITC nebo
kienovou peroxidazou. C-koncova Hiss kotva (histidinovy pentapeptid) slouzi k purifikaci
rekombinantniho produktu pomoci chelata¢ni chromatografie na niklové kolong, popiipadé 1ze

1 tuto sekvenci pouzit k detekci specifickou protilatkou.
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Obrazek 9: Konstrukt pro expresi scFv M75

Konstrukt scFv fragmentu protilatky M75 obsahuje (nahote z leva): pelB — signalni peptid pro transport
proteinu do periplasmy E. coli, VH — variabilni lehky fetézec protilaitky M75, linker — spojovaci
fragment, VL — variabilnich tézkého fetézce protilatky M75, c-myc — epitop rozpoznavany mysi
monoklonalni protilatkou konjugovanou s FITC a Hiss — histidinovy pentapeptid, tzv. Hiss-kotva, pro
purifikaci vzorku chelatacni chromatografi na niklové koloné¢.

3.5.2. Inhibitory CAIX

Inhibitory CA (CAl) jsou jiz mnoho let pouzivany v 1é¢bé glaukomu (inhibice izoforem
CAIIL, CAIV, CAXII), vysokého tlaku (CAll, CAVII, CAXIV) a obezity (CAVa a CAVb) [68].
Mezi prvni uspéSné pouzivané CAI patii acetazolamid (obrazek 10) pusobici jako
antiglaukomatikum a diuretikum. Obsahuje sulfonamid, ktery interaguje s Zn?* v aktivnim

misté CA, a tim znemoznuje konverzi substratu (CO2, obrazek 10) [69, 70].

Obrazek 10: Detail vazby inhibitoru acetazolamidu v aktivnim misté CAII

Uprostied obrazku je znazornén kation Zn?* (fialova kuli¢ka), koordinovany tiemi zbytky His94, His96
a His119 (atomy uhlika zluté, dusiky modre, kysliky cervené) a molekulou acetazolamidu (atomy uhliku
oranzove, atomy siry zluté). B skladané listy jsou obarveny zluté a a helixy Cervené. Zelené jsou
obarvené oblasti bez pravidelné struktury (smycky). Obrédzek byl ptipraven v programu PyMOL verze
1.5.0.1. [14], soufadnice krystalovych struktur 3HS4 [71] byly ziskany z databaze proteinovych
struktur PDB [16].
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Sulfonamidy (obecny vzorec — RXSO2NH;) patfi mezi nejvyznamnéjsi a také
nejpouzivanéjsi inhibitory riznych izoforem CA. Obrazné feceno jsou tyto inhibitory sloZzeny
z hlavy, téla a ocasu (obrazek 11). Hlavu slouceny tvoii sulfonamid, ktery je ptes kratky linker
(X) spojen nejcasté&ji s aromatickym ¢i s arylovym jadrem, télem inhibitoru (R). Dalsi skupina,

ktera tvofi ocas slouceniny, pak slouzi k modulaci a zlepSeni vlastnosti inhibitoru [71].

LINKER OCAS
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Y Aromaticky kruh
H:” S misto pro
modifikace
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\_Y_/ \ —J

HLAVA TELO

Obrazek 11: Obecné schéma stavby inhibitori odvozenych od sulfonamidu

Hlavni inhibujici slouc¢enina (sulfonamid) tvoii hlavu inhibitoru, nasleduje spojovaci ¢ast (linker)
napojeny na télo slou¢eniny (aromaticky kruh), posledni ¢ast tvoii ocas slouCeniny, ktery je variabilni
¢asti sulfonamidovych inhibitort a slouzi jako modifika¢ni oblast.

Sulfonamidy a jejich derivaty (sulfamaty, sulfamidy) patii mezi klasické inhibitory CA,
které nejsou piili§ specifické a vykazuji velké mnozstvi vedlejsich u¢inku [6]. Jde o pomérné
malé molekuly, které snadno projdou do dutiny aktivniho mista a interaguji S jeho
konzervovanymi strukturami. Okolni aminokyselinové zbytky, které jsou pro jednotlivé
izoenzymy specifické, nejsou do interakci zapojeny [24]. Cesta k vytvoreni vysoce selektivnich
inhibitort vede pfes ndvrhy mnoha sloucenin, které jsou postupné testovany a poté
modifikovany, aby ziskaly co nejlepsi inhibi¢ni vlastnosti. Slouceninam, které vykazuji dobré
inhibi¢ni aktivity, ale malou selektivitu, jsou navrhovany takové substituenty, které mohou
vytvaiet nové interakce ve Sté€rbiné katalytické domény, s riiznymi hydrofobnimi a hydrofilnimi

strukturami, které jsou specifické pro kazdou izoformu CA [72].
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Obrazek 12: Klasické inhibitory CA v porovnani s inhibitory CA navrZzenymi pro cileni CAIX
Porovnani chovani klasickych inhibitora (leva strana obrazku nahoie acetazolamid, dole topiramat)
s jejich modifikacemi (prava strana), které zajisti nepostupnost inhibitoru do bufiky. Mohou to byt
derivaty inhibitort s objemnou chemickou skupinou (albumin-acetazolamid), fluorescen¢né znacené
sulfonamidy, kationtové derivaty sulfonamidt a sulfonamidy se sacharidovym ptivéskem nebo také a
polymerni konjugaty inhibitorti. Zatimco mald molekula acetazolamidu a topiramatu projde do bunky,
kde mohou tyto nespecificka inhibitory reagovat i s nezadoucim cilem, jako je CAII, objemny konjugat
inhibitoru do bunky neprojde a stava se tak specifictéjsi k extracelularné¢ umisténé CAIX. Obrdzek
prevzat a upraven [24].

Snaha zacilit inhibici na urcity izoenzym, jako je v pifipadé¢ nadorového onemocnéni
pravé CAIX, vede kriznym modifikacim stavajicich inhibujicich sloucenin a také
Kk intenzivnimu vyvoji novych, vysoce specifickych latek (obrazek 12).

Velky potencial ma spojeni inhibitorit CAIX a polymernich konjugatt, které¢ 1ze diky
jejich Siroké wvariabilit€é pouzit na cetné spektrum biomedicinskych aplikaci. Takova
multivalentni syntetickd makromolekula, jakou je polymer, mize slouZit jako nosi¢ pro rizné
nizkomolekularni ~ slouceniny, reaktivni skupiny, zobrazovaci sondy, bilkoviny,
oligonukleotidy i terapeutika a dalsi ligandy [73]. Pravé tato diplomova prace zkouma moznost
modifikace klasickych CAI pomoci polymerti, tak aby bylo dosaZeno specifické inhibice
nadorové CAIX.

Tento princip byl nejprve ovéfen na dobie dostupném inhibitoru JS-570, ktery
nevykazuje velkou selektivitu viici CAIX, ale tuto selektivitu zajisti polymer, ktery zabrani
prostupu do butiky a interakci s intracelularnimi CA izoformami.

Paraleln¢ byly pro nésledné studie vytipovany dalsi dva strukturné odli$né inhibitory
s vyssi afinitou vici CAIX: latka FD4 odvozena od heteroaryl-N-karbonylbenzenesulfonamida

a latka CB23 sulfonamidovy derivat karboranu. V ramci této diplomové prace byly ptipraveny
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krystaly komplexi téchto sloucenin s CAll pro nasledné strukturni studie. Tyto ukazaly, jakym
zptisobem se inhibitory vdzou do aktivniho mista, a kde by bylo mozné je modifikovat
ptipojenim na polymer pro vyvoj druhé generace polymernich konjugatt.

Jednotlivé inhibitory pouzivané v této diplomové praci jsou popsany v nasledujicich

kapitolach.

3.5.2.1. Polymerni konjugat U28

Biologicky kompatibilni kopolymer cilici na CAIX byl vyvinut v laboratoti doc. RNDr.
Jana Konvalinky, CSc., na Ustavu organické chemie a biochemie AV CR ve spolupraci s
Ustavem makromolekularni chemie AV CR. Jako makromolekularni nosi¢ je pouZit polymerni
N -(2- hydroxypropyl)metakrylamid. Na tento nosi¢ jsou pfipojeny molekuly fluorescenéni
sondy (ATTO488) a afinitni kotvy (biotin) a taktéz specifické cilici ligandy (tj. inhibitory
CAIX)[74].

V této diplomové praci byl jako specificky ligand vyuzit inhibitor CAIX (JS-561), ktery
byl nejprve modifikovan propojenim inhibitoru s linkerem (JS-570) a posléze byl takto
upraveny inhibitor napojen na vyse popsany kopolymer do vysledného polymerniho konjugatu
(U28). Strukturni vzorce pouzitych sloucenin jsou ukazany na obrazku 13. Konjugat U28 se
sklada z polymerniho prekurzoru (85900 Da), pficemz na jednu molekulu prekurzoru piipada
33 molekul biotinu, 5 molekul ATTO488 a 15 molekul inhibitoru.

Jako negativni kontrola byl ptfipraven i konjugat U23, ktery obsahuje pouze ATTO488
a biotin, ale postrada molekuly inhibitoru CAIX.
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Obrazek 13: Strukturni vzorec inhibitort JS-561, JS-570 a polymerniho konjugatu U28
A: strukturni vzorec inhibitoru JS-561, B: inhibitor s pfipojenym linkerem (JS-570), obrazek C:
strukturni vzorec polymerniho konjugatu (U28).

3.5.2.2. Inhibitory FD4 a CB23

Slou¢enina  FD4  patii  k sulfonamidovym  inhibitordim odvozenych od
heteroaryl-N-karbonylbenzenu.

Jak jiz bylo zminéno, u novych inhibitorti odvozenych od sulfonamidu ¢i jejich derivatt
dochazi k modifikacim v misté tzv. ocasu molekuly. Také inhibitor FD4 patii k takovym
testovanym derivatim. Zakladem této molekuly je stale sulfonamid, nasleduje benzenové jadro
a jeho ,,ocasni“ modifikaci tvofi substituovany dihydroizochinolin. Strukturni vzorec této
molekuly je ukdzan na obrazku 14. Tato latka byla pfipravena v laboratoii Alba Chimirri
(Univerzita Messina, Italie) v ramci spoluprace se skolici laboratofi.

Inhibitor CB23 se svou strukturou odliSuje od béznych sulfonamidovych inhibitort.
Sulfonamidova skupina je v tomto inhibitoru napojena pies kratky linker na dvacetisténny Gtvar
(karboran), slozeny z atomd boru, uhliku a vodiku. Karborany jsou objemné abiotické klastry,
které se pouzivaji k nahrazeni rtiznych hydrofobnich struktur v biologicky aktivnich
molekulach [75, 76]. Jde o biologicky dobie dostupné molekuly, in vivo jsou stabilni vici
katabolismu a degradaci enzymy [77]. Pro tuto tiidu latek byl potvrzen inhibi¢ni ucinek na
rizné CA izoformy [78]. Specifické vlastnosti karboranti, mezi néz patfi i moznost cetnych
modifikaci, umoznuji v molekule inhibitoru nezafazovat dalsi tzv. ocasni ¢ast a ovliviiovat tak
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jejich specifitu k jednotlivym CA izoformam [78]. Strukturni vzorec molekuly inhibitoru CB23
je na obrazku 14. Tato latka byla pfipravena v laboratoii B. Griinera (UACH AV CR, Praha—

Rez) v ramci spoluprace se Skolici laboratofi.

CB23 FD4
(0]
0 NH
4 HO e
/N '
o (o)
HoN N
HO
e C—-H o
o C-R1

Obrazek 14: Strukturni vzorec inhibitori CB23 a FD4

Vlevo na obrazku je strukturni vzorec inhibitoru CB23. Inhibitor CB23 je sestaven z klastru o dvanacti
vrcholech, linkeru a sulfonamidového zbytku. Klastr je slozen z atoml béru, uhliku a vodiku (nejsou
zobrazeny). Klastr tvofi 10 atomil boru a dva atomy uhliku, jeden bez substituce (¢erny bod na Spici
klece), druhy uhlik se substituentem. Sulfonamidova skupina je na klastr napojena pres etylovy linker.
Cely chemicky nazev tohoto inhibitoru je 1-sulfonamidethyl-1,2-closo-dikarbadodekaboran.

V pravé ¢asti obrazku je strukturni vzorec inhibitoru FD4, cely chemicky ndzev tohoto inhibitoru je 4-
[(6,7- dihydroxy-3,4-dihydroisoquinolin- 2(1H)-yl) karbonyl] benzene sulfonamid.
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3.6.  Cil prace

Tato prace je feSena v ramci dlouhodobého projektu Skolici laboratofe, ktery je soucasti
spoleéného projektu nékolika laboratofi. Dlouhodobym cilem tohoto projektu je vyvoj
inhibitorti karbonatlyazy IX, které by mohly byt vyuzitelné pii terapii a diagnostice nadorovych

onemocnéni. Konkrétni cile této diplomoveé prace jsou uvedeny nize.

Cile diplomové prace:

e zpracovani literarniho piehledu problematiky dostupného v literatuie

e piiprava a purifikace rekombinantniho proteinu CAII a jeho charakterizace

e ovéfeni inhibi¢nich vlastnosti polymerniho inhibitoru karbonatlyazy IX

e ovéieni vazby polymerniho inhibitoru na karbonatlyazu IX v bunéénych kulturach

e porovnani vazby polymerniho inhibitoru na karbonatlyazu IX s vazbou monoklondlni
protilatky M75 a jejiho fragmentu scFv M75

e krystalizace novych selektivnich inhibitora v komplexu s CAIll pro RTG studii

e navrh druhé generace polymernich inhibitorti na zdklad¢ znalosti 3D struktury
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4. MATERIAL

4.1. Chemikalie
ACCUTASE
Akrylamid
Albumin
Ampicilin
Azid (NaNs3)
BIS-TRIS
Bromfenolova modf
Citrat sodny
d-Biotin; C1H1sN203S
D-glukosa

D-Glukosa monohydrat

dihydreogenfosfore¢nan draselny; KH2PO4
Dimetylsulfoxid (DMSO)

DMEM (kultivacni médium)

Dodecylsiran sodny (SDS)

Dusicnan sttibrny; AgNO3

Ethanol

Ethylendiamin tetraoctova kyselina (EDTA)
FBS

Fenolcerven

Formaldehyd

Glycerol; C3HsOs

Glycin; C;HsNO,

HEPES

HOECHST 34580

Hydrogefosfore¢nan sodny (NazHPOa)
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Sigma-Aldrich, USA

Fluka, Svycarsko
Sigma-Aldrich, USA
Biotika, Slovenska republika
Sigma-Aldrich, USA

Serva, Némecko

P-LAB

Sigma-Aldrich, USA
Merck, Ceska republika
Sigma-Aldrich, USA

Lachema, Ceska republika
dusinan
Lachema, Ceska republika

Lachema, Ceska republika
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Penta, Ceska republika
Lachema, Ceska republika
Sigma-Aldrich, USA
Lachema, Ceska republika
Lachema, Ceska republika
Penta, Ceska republika
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA



Chlorid kobaltnaty (dihydrat); CoCl2.2H>0
Chlorid manganaty; MnCl;

Chlorid médnaty (dihydrat); CuCl2 2H>0
Chlorid sodny; NaCl

Chlorid vapenaty (dihydrat); CaCl>.2H.0
Chlorid zine¢naty; ZnCl;

Chlorid zelezity (hexakahydrat); FeClz.6H>O
IPTG

Kyselina borita; HsBO3

Kyselina chlorovodikova; HCI1

Kyselina octova; CH3COOH

Kyselina sirova; H2SO4

Lysozym

Methanol
N,N,N’,N*-tetramethylethylendiamin (TEMED)
N,N’-methylen-bis(akrylamid) (BIS)
PBS

Persiran amonny (NH4)2S20g

Propidium jidid

Siran amonny; (NH4)2SO4

Siran hotec¢naty; MgSO4

Siran sodny (dekahydrat); Na>S04.10H,0
Siran zine¢naty; ZnSO4

Thiamin

Thiosiran sodny; Na2S303
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)
Tween 20

Uhli¢itan sodny; Na2COg3
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Lachema, Ceska republika
Sigma-Aldrich, USA
P-LAB

Lachema, Ceska republika
Fluka, Svycarsko

Fluka, Svycarsko
Lachema, Ceska republika
Sigma-Aldrich, USA
Lachema, Ceska republika
Lachema, Ceska republika
Lachema, Ceska republika
Lachema, Ceska republika
Sigma-Aldrich, USA
Penta, Ceska republika
Sigma-Aldrich, USA
Fluka, Svycarsko
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Lachema, Ceska republika
Sigma-Aldrich, USA
Fluka, Svycarsko
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

Penta, Ceska republika



4.2. Expresni plazmidy a bakterialni kmeny

Escherichia coli BL21 (DE3) (Novagen, USA) E. coli s DE3 profagem A, nesoucim gen T7
RNA polymerasy pod transkripéni kontrolou promotoru PiaUVS; postradda membranovou
proteasu OmpT a cytoplasmatickou proteasu lon; je uzptusoben k expresi rekombinantnich
proteinit)

Plazmid pro expresi CAll byl laskavé poskytnut Dr. McKennou [79]

4.3. Protilatky a syntetické oligonukleotidy

Monoklondlni protildatka M75 byla piipraven ve $kolici laboratofi
GAM/FITC Goat anti Mouse 1gG-FITC Jackson Laboratories (115-095-164)
Fragment scFvM75 byl pfipraven ve skolici laboratofi [59]
anti-c-myc/FITC; klon 9E10 (Exbio Praha, Ceska republika)

4.4. Bunééné kultury

HT29 linie lidského kolorektalniho karcinomu [80]
NIH3T3 linie lidskych fibroblasta [81]
C33 CAIX a C33 neo linie odvozené od lidské linie rakoviny délozniho ¢ipku [82]

4.5. Pouzita média a pufry

Transformace plazmidovou DNA a rekombinantni exprese
LB (Luria-Bertani) médium: 10 mg/ml Bacto Trypton (Difco, USA); 5 mg/ml Yeast Extract
(Difco, USA); 5 mg/ml chlorid sodny; pH 7,4 (nastaveno Tris bazi)

Zivny agar: 3,5% LB agar, selekéni marker ampicilin (0,1 mg/ml mg/ml) a 1% glukosa

Minimadlni médium (MM): 7,6mM (NH4)2SO4; 19mM NaxHPO4; 22mM KH2POj4; 8,6mM
NaCl; 0,13mM NaSOs; 0,17mM EDTA,; 0,13mM MnClz; 18um FeCls; 4nM ZnCly; 0,6ul
CuCly; 0,78ul CoCl,, 1,6mM HBOs; 0,98mM MgSOs; 0,3M CaClz; 4nM d-Biotin; 3,8mM

tiamin
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Izolace rozpustného proteinu
W1 pufr: 50mM Tris-HCI, pH 8,0; 50mM NaCl, 5mM EDTA

Diskontinualni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za denaturujicich podminek

Elektrodovy pufr: 20mM Tris-HCI, pH 8,3; 200mM glycin, 0,1% (w/v) SDS

Délici gel: 15% (w/v) AA (akrylamid) a BIS (bis-akrylamid) poméru BIS:AA 1:29; 375mM
Tris pH 8,8; 1ImM EDTA; 5% (v/v) glycerol; 0,1% (w/v) SDS; 0,1% (v/v) TEMED a 0,1%

(w/v) persiran amonny k iniciaci polymerace

Zaostiovaci gel: 5% (w/v) AA a BIS v poméru BIS:AA 1:29; 125mM Tris pH 6,8; 1mM
EDTA; 0,5% (v/v) glycerol; 0,1% (w/v) SDS; 0,1% (v/iv) TEMED a 0,1% (w/v) persiran

amonny

Vzorkovy pufr: 125mM Tris pH 6,8; 20% (v/v) glycerol; 4% (w/v) SDS; 0,2% (v/v)

bromfenolova modf

Barveni stfibrem

Fixacni roztok: 12% (v/iv) CH3COOH, 50% (v/v) methanol, 0,05% (v/v) formaldehyd
Barvici roztok: 12mM AgNOs, 0,075% (v/v) formaldehyd

Vyvolavaci roztok: 570mM Na,COs, 0,05% (v/v) formaldehyd, 16um NazS203

Afinitni chromatografie na sulfonamidové koloné a dialyza:

Lyzacni pufr 1 (W1) pufr: 0.1 M Tris-HCI pH 9.0, 0.2 M Na2SO4
Lyzacéni pufr 2(W2) pufr: 0.1 M Tris-HCI pH 7.0, 0.2 M Na>SO.
Eluéni (EB) pufr: 50 mM Tris-HCI pH 7.8, 0.4 M NaNs

Dialyzaéni pufr: 50 mM Tris baze pH 7.8

4.6. Ostatni material

+ 96amkova polypropenova desticka (Thermo Scientific, némecko)
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dialyzacni membrana (Sigma-Aldrich, USA) celulosova, mezni velikost 10 kDa
chromatograficky nosi¢ p-aminomethylbenzenesulfonamid—agaroza (Sigma-Aldrich, USA)
koncentratory Microcon nebo Amicon Ultra (Millipore, USA)

krystaliza¢ni desticky: Easy Xtal Tool (Quiagen, Némecko)

laboratorni sklo (P-LAB, Ceska republika)

podlozni skli¢ka (P-LAB, Ceska republika)

piirodni celofan na suseni gelt po SDS-PAGE (Pemar, Ceska republika)

standard molekulovych hmotnosti pro SDS-PAGE Broad range (Bio-Rad, USA)
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4.7. Pristroje

centrifugy

spektrofotometry

souprava pro elektroforézu

rotacni inkubatory

opticky mikroskop

konfokalni mikroskop

laminarni box

termostaty

predvazky

vahy

pH metr

pratokovy cytometr

sonikatory

Stopped flow

Hettich Zentrifugen EBA 12R, Némecko (rotor 1412)
Mini Spin (Eppendorf, Némecko)

Hermle Z 323 K, Némecko

Heraeus Multifuge 3S-R (Thermo Electron Corporation,
Némecko)

Beckman, USA J-21M (rotory JA-14, JA-21)

Ultrospec 3100pro UV/Visible Spectrophotometer (Amersham
Biosciences, Velka Britanie)

Unicam UV 540, USA

NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific, USA)

Mighty Small 11 SE 250 (Hoefer Scientific Instruments, USA)
zdroj EV243 (Consort, Belgie)
souprava pro horizontalni agarosovou elektroforézu (vyvojové
dilny CSAV, Ceska republika)

INR-401 (Gallenkamp, Velka Britanie)
Orbital Incubator (Sanyo, Japonsko)

Nikon SMZ600
Olympus SZX 10

Carl Zeiss Microscopy, Némecko

BSB 4A Gelaire Flow Laboratories, Australie

TCH 100 (Laboratorni p¥istroje Praha, Ceska republika)
Sanyo CO2 Incubator MCO-ATAI, Japonsko

PRS 620-3 (Kern, Némecko)
Adventur TM Pro AV2102CM (Oharus, USA)

Owa labor (VEB Wigetechnik Rapido, Némecko)
Adventur TM Pro AV213CM (Oharus, USA)

GMH 3530 (Greisinger Electronic, Némecko)

BD FACS Aria, Biosciences, USA
BD FACS Calibur, Biosciences, USA

Soniprep 150 MSE (Sanyo, Velka Britanie)
Sonic Dismembrator (Dynatech, Francie)

Applied photophysic, RX2000 Rapid kinetics Spectometer
accessory
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ttepacka
flow box

fotoaparat

vodni lazen

vortex

magnetickd michacka

centrifugac¢ni koncentrator

Rotamax 120 (Heidolph Instruments, Némecko)

BSB 4A (Gelaire, Australie)

Nikon Colpix P6000, Japonsko

Olympus E-620 (software Quic PHOTO CAMERA 2.3),
Némecko

Zeiss LSM 780, Némecko

GRANT (P-lab, Ceska republika)

MS2 Minishaker (Schoeller instruments, Ceska republika)
vortex (vyvojové dilny CSAV, Ceska republika)

Jenway 1000 (Hotplate and Stirrer, Velka Britanie)

Speed Vac Concentrator Savant (Thermo Scientific, USA)
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5. METODY

5.1. Priprava CAll

5.1.1. Rekombinatni exprese

5.1.1.1. Transformace bakterii plazmidovou DNA

Kompetentni buiky druhu E. coli BL21 (DE3) byly transformovany pfislusnou
plazmidovou DNA metodou teplotniho Soku. Pfi transformaci bylo smichano 100 pl bakterialni
suspense s 1 ul (cca 50-100 ng) plazmidové DNA. Tento CAII expresni plazmid byl laskaveé
poskytnut Dr. McKeena [83] a je odvozen od pET expresnich vektort. Kmen E. coli BL21(DE3)
je standardné pouZzivany pro vektory umozhujici indukovatelnou expresi pod kontrolou promotoru
z faga T7. Kmen obsahuje gen pro T7 RNA-polymerasu, ktera byla do hostitelského kmene
vnesena transdukci derivatem faga A. T7 promotor je nésledné specificky rozpoznavan T7
RNA-polymerasou, ktera pak syntetizuje RNA az pétkrat rychleji nez RNA-polymerasa E. coli
[130]. Béhem transkripce je gen pro T7 RNA-polymerasu v genomu hostitelského kmene
kontrolovan promotorem piacuvs a transkripce genu je reprimovana prostiednictvim produktu
genu lacl. Transkripci lze snadno indukovat laktosou, IPTG nebo ETG. Zminéna represe
promotoru piacuvs je V bakteriich zodpovédna za nizkou hladinu T7 RNA-polymerasy pied
indukci exprese rekombinantniho proteinu. Gen pro represor lacl je piitomen kromé
bakterialniho genomu, ale také v sérii pET plazminti, a to v mutované forme s u¢inné€jsi formou
promotoru lacl?

Takto upravena smés byla nejdiive inkubovana 45 min na ledu, poté nasledoval teplotni
Sok, kdy byla smés ponechana 45 s ve vodni lazni pii 42 °C a opét 2 min na ledu. Nasledovalo
nao¢kovani smési do 900 pl LB média bez piidanych antibiotik. Vznikla buné¢na suspense byla
za stalého tiepani (150 ot. /min) inkubovana 1 hodinu pii 37 °C.

Po inkubaci byla bakterialni suspense nao¢kovana na Petriho misky obsahujici Zivny
agar, selekéni marker ampicilin (100 pg/ml) a 1% glukosu. Na dvé misky o priméru 20 cm
bylo rozetieno vzdy 300 pl bakterialni suspense. Misky byly inkubovany pies noc pii teploté
37 °C.
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5.1.1.2. Kultivace E.coli BL21 (DE3)

Nasledujici den byly kolonie z Petriho misek smyty minimalnim médiem (vzdy 15 ml
na misku), do kterého byl pfidan ampicilin do vysledné koncentrace 100 pg/ml, dale MgSOg4
do vysledné koncentrace 0,98mM, CaCl, do vysledné koncentrace 0,3M, d-Biotin do vysledné
koncentrace 4nM a Tiamin do vysledné koncentrace 3,8mM, ¢imz bylo ziskano inokulum.
Inokulum bylo naoc¢kovano vzdy po 2,5ml do tti Erlenmayerovych banék s 500 ml minimalniho
média.

Bakterialni kultury byly inkubovany v rotacnim inkubatoru Gallenkamp pii teploté
37 °C a 200 ot./min. Béhem kultivace byla kontrolovana rychlost buné¢ného ristu mérenim
ODss0nm kazdou hodinu. Po dosazeni pozadované hodnoty absorbance (ODssonm piiblizné 0,6)
byly Erlenovy banky piemistény do tfepacky Sanyo pfedem vytemperované na 15°C. Po
vychlazeni byla provedena indukce exprese piidavkem IPTG do findlni koncentrace 0,42mM a
dale byl pfidan 1M ZnSOs4 do findlni koncentrace ImM. Bakteridlni kultury byly dale
kultivovany za stejnych podminek pies noc. Nasledujici den byla kultivace ukoncena

centrifugaci (4000xg, 20 min, 4 °C). Biomasa byla zvazena a zamrazena.

5.1.2. lzolace proteinu

Biomasa ziskana rekombinantni expresi (viz kap. 5.1.1.) byla resuspendovana
V lyza¢nim pufru W1 (0.1 M Tris-HCI pH 9.0, 0.2 M Na>SOg; na kazdy litr média bylo pfidano
10 ml W1 pufru a 40 mg lysozymu). Resuspendovana biomasa byla nasledné 1 hodinu michana
pii 4 °C a poté jesté 3 hodiny pii laboratorni teploté. Bakterialni lyzat (celkem 30 ml) byl za
intenzivniho chlazeni sonikovan sonikdtorem Dynatech Sonic Dismembrator. Nasledné byl
upraven objem W1 pufru (vzdy na 1 litr média 50 ml W1 pufru) a rozpustna frakce byla
oddélena od nerozpustnych zbytkti bunék centrifugaci (12 000 rpm, 60 minut, 4 °C, Beckmann
J-21M). Supernatant byl posléze pouzit k purifikaci.

5.1.3. Purifikace CAII afinitni chromatografii na sulfonamidové koloné

Afinitni chromatografie je metoda zaloZena na specifickych interakcich mezi ligandem
a substratem, mezi né¢z mizeme zafadit interakce antigenu s protilatkou, receptoru s ligandem
nebo enzymu se substratem. Pro afinitni chromatografii byvaji Casto proteiny geneticky
modifikovany tak, ze jsou exprimovany Ve fizi s proteinem schopnym takto specificky

interagovat. Pro purifikaci CA je v8ak vyuZivdna pfirozena vlastnost aktivniho mista enzymu
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véazat sulfonamidovou skupinu, pfi¢emz zine¢naty iont, ktery se nachdzi v samotném stiedu
aktivniho mista, je deprotonovanou formou sulfonamidu siln¢ vazan [84], [24]. Kolona byla
nejdiive naplnéna 50% suspenzi p-aminomethylbenzenesulfonamid—agarozy v 20% ethanolu.
Po usazeni kolony na 4 ml sloupec byla promyta desetinasobkem destilované vody a poté
ekvilibrovana W1 pufrem. Nasledné byl na kolonu nanesen supernarant rychlosti cca 0,5
ml/min. Protekla frakce byla jimana. Po naneseni vzorku byla kolona promyvana
desetinasobkem W1 pufru a opét byla protekla frakce jiména. Nasledné byla kolona promyvana
desetinasobkem W2 pufru (0.1 M Tris-HCI pH 7.0, 0.2 M Na>SOg) a protekla frakce téz jimana.

Pro eluci rekombinantniho proteinu byl pouzit elu¢ni pufr EB (50 mM Tris-HCI pH 7.8,
0.4 M NaN3) a jednotlivé frakce byly jimany po 6-8 ml. Objem jimanych frakci odpovidal 1—
2 nasobku objemu kolony, standardné se pohyboval kolem 6-8 ml. Eluované frakce byly
analyzovany pomoci SDS-PAGE (viz kap. 5.1.4.1.). Poté byly Cisté frakce spojeny a
nasledovalo ptfevedeni spojenych frakci obsahujicich rekombinantni protein pomoci dialyzy do

pufru vhodného pro dalsi pouziti (50mM Tris - HCI pH 7,8).

5.1.4. Kontrola ¢istoty proteinu pomoci SDS-PAGE

5.1.4.1. Priprava gelu, vzorku a elektroforeticka separace

Diskontinualni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pritomnosti SDS
(SDS-PAGE) [85] byla provadéna podle Laecmmliho [86]. Metoda slouzi k oddéleni proteind
na zaklad¢ jejich molekulové hmotnosti. Vzorky byly pied nanesenim na zaostfovaci gel
smichany v poméru 2:1 se vzorkovym pufrem (125mM Tris pH 6,8; 20% (v/v) glycerol; 4%
(w/v) SDS; 0,2% (w/v) bromfenolova modi) a povafeny 5 minut ve vodni lazni a kratce
centrifugovany (12 000 xg, 30 s, laboratorni teplota; centrifuga Eppendorf MiniSpin). Tim
dojde k denaturaci proteinu a zaroven k navazani molekul SDS a proteinu je udélen uniformni
zaporny naboj pfimo umérny jeho hmotnosti. Pisobenim elektrického pole dochazi posléze
k separaci jednotlivych frakci vzorku na principu molekulového sita. Elektroforéza byla
provadéna na aparatuie Mighty Small II SE 250 za laboratorni teploty pii vykonu 1,5 W na
zaostfovaci gel a 3 W na délici gel. Rozméry deskovych geld byly 80x70x0,75 mm. Délici gel
obsahoval 15% (w/v) AA a BIS v hmotnostnim poméru BIS:AA 1:29; 375mM Tris pH 8,8;
ImM EDTA; 5% (v/v) glycerol; 0,1% (w/v) SDS; 0,1% (v/v) TEMED a 0,1% (w/v) persiran
amonny pro iniciaci polymerace. Zaosttovaci gel obsahoval 5% (w/v) AA a BIS ve stejném
poméru jako délici gel; 125mM Tris pH 6,8; 1mM EDTA; 0,5% (v/v) glycerol; 0,1% (w/v)
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SDS; 0,1% (v/v) TEMED a 0,1% (w/v) persiran amonny. Elektrodovy pufr obsahoval 20mM
Tris pH 8,3; 200mM glycin a 0,1% (w/v) SDS.

Jako standard molekulovych hmotnosti byla pouzivana smés proteini Broad Range,
obsahujici myosin (200 kDa), p-galaktosidasu (116,3 kDa), fosforylasu b (97,4 kDa), sérovy
albumin (66,2 kDa), ovalbumin (45 kDa), karbonickou anhydrasu (31 kDa), trypsinovy
inhibitor (21,5 kDa), lysozym (14,4 kDa) a aprotinin (6,5 kDa).

5.1.4.2. Barveni stiibrem

Proteiny byly na SDS-PAGE gelu vizualizovany stiibrem. Nejdiive byly proteiny v gelu
fixovany 1 hodinu fixa¢nim roztokem (12% (v/v) CHsCOOH, 50% (v/v) methanol, 0,05% (v/v)
formaldehyd). Nasledné byl gel tiikrat postupné po dobu 3, 5 a 15 min omyvan 50% (v/v)
roztokem methanolu, poté byl 20 sekund omyvan 1,3mM roztokem Na»S.03z a tiikrat kratce
oplachnut destilovanou vodou. Poté byl gel ponechan 20 minut v barvicim roztoku (12 mM
AgNOs3, 0,075% (v/v) formaldehyd), dikladné nékolikrat oplachnut destilovanou vodou a
pienesen do vyvolavaciho roztoku (570 mM Na,COgs, 0,05% (v/v) formaldehyd, 16 um
Na2S203). Barveni gelu bylo zastaveno roztokem 12% (v/v) kyseliny octové a 50% (v/v)
methanolu. Nakonec byl gel omyt a uchovan v 50% (v/v) methanolu, aby nedoslo k jeho
odbarveni [87].

5.1.4.3. SuSeni geli

Pro dokumentac¢ni tcely byly gely 20 minut maceny v suSicim roztoku (20% metanol a

3% glycerol) [88] a suseny v celofanu napnutém Vv plastovém ramecku.

5.1.5. Stanoveni koncentrace proteinu mérenim absorbance

Pro stanoveni koncentrace proteint v roztoku se vyuziva schopnosti postrannich fetézci
nékterych aminokyselinovych zbytku specificky absorbovat pii vinové délce 280 nm (OD2gonm)
[89].

OD2go bylo méfeno pii pokojové teploté pomoci ptistroje NanoDrop ND-1000 (z kapky
vzorku o objemu 2 (1) nebo pomoci piistroje Ultrospec 3100pro (v kiemennych kyvetich
s optickou drahou 1 cm). Ze zméfené absorbance byla zjisténa koncentrace vzorku. Hodnota
teoretického absorpcniho koeficientu pii 280 nm pouzivaného pro vypocet koncentrace

(1,73 mlI-mg™*-cm™ pro CAII) byla ziskana programem ProtParam [90] ze sekvence proteinu.
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5.1.6. Dialyza a ultrafiltrace

Dialyza je proces, ktery lze pouzit k separaci latek o riznych molekulovych
hmotnostech. Roztok bilkovin, polysacharidii nebo nukleovych kyselin je od anorganickych
soli ¢i jinych nizkomolekularnich latek oddélen pomoci semipermeabilni membrany 0
specifické velikosti poru (tzv. cut-off). Ty prochazeji pomoci koncentra¢niho gradientu na
porézni membrané do roztoku za membranou.

Veskeré dialyzacni pokusy probihaly s dialyza¢ni membranou s mezni velikosti pora
10 kDa pro globularni proteiny, pii 4 °C proti vhodnému pufru (50 mM Tris baze pH 7.8)
za stalého michani magnetickym michadlem. Pufr byl vzdy 3x v prib¢hu dialyzy vyménén
za Cerstvy. Po dialyze byl ziskany roztok centrifugovan (12 000 ot./min, 30 min, 4 °C centrifuga
Beckman, rotor JA-14; nebo 12 000 ot./min, 20 min, 4 °C; centrifuga Hermle Z 323 K) pro
odstranéni ptipadnych agregatt.

K zakoncentrovani vzorku pro krystalizacni pokusy byla provedena ultrafiltrace. Hnaci
silou ultrafiltrace je tlak vyvijeny na retentat nad porézni membranou. Pfes membranu nasledné
piechéazi voda a mensi molekuly a ionty.

Proteinové roztoky byly zahustovany ultrafiltraci pti 4 °C v koncentratorech Amicon
Ultra (v€tsi objemy roztoki; 4000xg centrifuga Hermle Z 323 K) nebo Microcon (Millipore,
mensi objemy vzorku; 14 000xg, centrifuga Hettich EBA 12 R) s membranami o mezni

propustnosti 10 kDa pro globularni proteiny [91].

5.2. Testovani inhibi¢ni aktivity a vazby inhibitoru

Inhibi¢ni aktivita jednotlivych testovanych latek byla ovéfovana na CAIll a CAIX
enzymu. Enzym CAII byl ptipraven rekombinantni expresi v E. coli v ramci této diplomové
prace. Enzym CAIX byl ve Skolici laboratofi pfipraven RNDr. V. Kralem, Ph.D. K expresi
tohoto enzymu byla pouzita specificka bunééna linie HEK 293 6E WCB, odvozena z lidskych
embryonalnich ledvinovych bungk, ktera byla b&hem kultivace transfekovana plazmidem
pTT5,
ktery nese gen pro expresi CAIX [92]. Rekombinantni produkt tohoto genu obsahuje
extracelularni ¢ast CAIX, tj. PG a CA domény, aminokyselinové zbytky 52-390.

Kromé inhibi¢nich studii byla vazba inhibitorti do aktivniho mista enzymu studovéna i
na struktruni Grovni. RTG strukturni analyza byla provedena na komplexech inhibitorti s

enzymem CAII, jelikoz krystalizace enzymu CAIX je velice obtizna.
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5.2.1. Méreni inhibice enzymové aktivity CA

Inhibice aktivity enzymt CAla CAIX byla métena technikou stopped-flow v provedeni
popsaném Barbarou Gibbons [93]. Roztok substratu byl ziskan sycenim odvzdu$néné vody
plynnym oxidem uhli¢itym ptiblizné po dobu 1 az 2 hodin pied za¢adtkem méteni, dokud nebyl
pfipraven nasyceny roztok COz o koncentraci 34mM. Poté byl roztok natfedén 1:3
odvzdusnénou vodou a aplikovan do pfistroje. Métici roztok obsahoval: 40mM siran sodny
(Na2S0s), indikator reakce 400um fenol ¢erven a pufr 40mM HEPES pH 7,5. Pro enzym CAIX
byl jesté¢ do méticiho roztoku pfidan detergent 0,005% DDM (Dodecyl-p-D-maltopyranosid)
pro zlepSeni stability enzymu. Enzymy (CAIl a CAIX) byly pfed aplikaci do méficiho roztoku
drZzeny na ledu. M¢fici roztok byl temperovan na laboratorni teplotu. Tésné ptfed nastfikem na
aparaturu pfistroje byl k roztoku enzymu piidan inhibitor v rozpéti vyslednych koncentraci
v roztoku (0,1nM-500uM). Reakce byla zahajena rychlym smichanim roztoku substratu s
roztokem enzymu v poméru 1:1 v aparatuie stopped — flow (Applied photophysic, RX2000
Rapid Kinetics Spectometer accessory). Pristroj byl temperovan na 25 °C. Enzym v reakéni
smési katalyzuje reverzibilni hydrataci CO, na H2COs a zména pH zplsobi zménu barvy
acidobazického indikatoru. Fenol cCerven (pK = 7,5) ma oblast barevného piechodu
(zluta/Cervend) pii pH 6,4-8,2. Priibéh reakce byl sledovan spekrofotometricky pii A = 557nm
(Spectometr Unicam UV 540). Byla sledovana inicialni rychlost reakce Vv linearni oblasti pro
konverzi substratu do 5% pro nejméné¢ 8 riznych koncentraci inhibitoru. Rychlost spontani
premény COz byla méfena stejnym zpiisobem (bez piidavku enzymu) a nasledné byla odectena
od celkové méfené reakéni rychlosti. AZ na vyjimky byla méfeni provadéna ve tfech sériich.
Vsechna data byla pak simultanné prolozena pomoci nelinearni regrese a metody nejmensich

étverct s uzitim rovnice Williams-Morrisona:

[E]-01-K +([E]-D]- K™ f - 4EK:™

2[E]

Vi =V,

kde vi je pocatecni rychlost inhibované reakce, Vo pocatecni rychlost neinhibované
reakce, [E] aktivni koncentrace enzymu, [I] koncentrace inhibitoru, K*" zdanliva inhibi¢ni

konstanta
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5.2.2. Priprava krystalu pro RTG studie

Pro krystalizaci CAll v komplexu s inhibitory byla pouzita metoda difuse vodnich par
za vyuziti techniky visici kapky [94]. Pokusy probihaly pii teploté 18 °C a prubéh krystalizace
byl sledovan pomoci optickych mikroskopti Nikon SMZ660 a Olympus SZX10
a zaznamenany fotoaparaty Nikon Coolpix P6000 a Olympus E-620 (software Quick PHOTO
CAMERA 2.3).

Roztok CAII proteinu o koncentraci 24—26 mg/ml v pufru o slozeni 50mM Tris — HCI
pH 7,8 byl smichan s roztokem inhibitoru rozpusténém v DMSQO. Inhibitor byl pfidan v 1 az
3,5nasobném molarnim piebytku. Po dvacetiminutové inkubaci na ledu byla smés
centrifugovana pro odstranéni ptipadnych necistot ¢i precipitati. Kapky o celkovém objemu 3—
4 ul byly nasazovany na 15jamkové desticky EasyXtal Tool. Na kapku komplexu proteinu s
inhibitorem byla navrstvena kapka precipitaéniho roztoku (1,6 M citrat sodny, 50 mM Tris-
HCI, pH 7.8) v poméru 2:1 nebo 1:1. Objem precipitacniho roztoku v rezervoaru byl 1000 pl.
FindIni koncentrace DMSO V krystaliza¢ni smési neptekrocila 1,5% (v/v). Pti sbéru krystali
byly krystaly namaéeny po dobu 30 sekund v precipitatnim roztoku s piidatkem 20 % (v/v)
sachardzy a poté byly zamrazeny a uchovany V tekutém dusiku az do vlastniho pro snimani

difrakénich dat.

5.2.3. Snimani difrakénich dat a urceni trojrozmérné struktury

Krystaly komplexu CAIll s FD4 a CB23 byly pouzity k nasnimani kompletni sady
difrakcnich dat pii teploté 100 Kna zdroji synchrotronového zéareni BESSY, v Berlin¢
(Némecko). Struktury byly vyfeSeny metodou molekuldrniho nahrazeni a upfesnény na
rozliSeni 1,35 A (CAII v komplexu s FD4) a 1,37 A (CAII v komplexu s CB23). RTG analyza

byla provedena doc. Jitim Bryndou, Ph.D., na skolicim pracovisti.

5.3. Testovani vazby znaceného inhibitoru na bunéénych kulturach

Vazba znaceného inhibitoru byla testovana na nékolika buné¢nych liniich. Prvni pokusy
byly provedeny na liniich lidského kolorektalniho karcinomu (HT29) s pfirozenou expresi
znaku CAIX a jako linie bez exprese tohoto znaku byla pouzita linie mySich fibroblasti
(NIH3T3). Vazba inhibitoru byla téz testovana na liniich lidské rakoviny délozniho ¢ipku C33-
A, do nichz byl gen pro expresi CAIX vnesen. Bun&tné linie C33 CAIX byly pfipraveny

kontransfekci rekombinantnim plazminem pSG5C-CA9 (plazmid zajistujici expresi CAIX) a
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pSV2neo (zajist'uje selekci pro G418). Smés kloni pozitivnich na CAIX byly separovany pies
CA IX specifickou protilatku M75 navazanou na magnetické kulicky. Selektovana smés byla
ovéfena na expresi karbonatlyazy CAIX. C33 neo byly kontransfekovany Cistym plazmidem
pSGS5C a pSV2neo. Bylo pouzito selek¢ni antibiotikum 900 pg/ml G418 (Geneticin). Uvedené
transfektanty byly piipraveny ve Virologickém ustavu SAV, Bratislava a darovany UMTM, LF
UPOL.

Pouzité bunécné linie byly péstovany v médiu DMEM s 10% FBS pii 37 °C v atmosféte
5% oxidu uhli¢itého (inkubator Sanyo CO2, MCO-ATAI) a pasaZovany byly standardnim
zpusobem [90]. Adherentni buné¢né linie byly nejprve promyty PBS a nasledné inkubovany s
ACUTTASE po dobu né€kolika minut, nez se buniky uvolnily ze dna. Nasledné byly bunky
oplachnuty médiem, pfevedeny do 50 ml zkumavky a centrifugaci (300 g, 5 min, 4 °C;
centrifugovany Heraeus Multifuge 3S-R, vykyvny rotor). Po odstranéni supernatantu byla
peleta omyta vychlazenym pufrem PBS a po centrifugaci za stejnych podminek a odstranéni

supernatantu suspendovana ve vychlazeném 1% (w/v) BSA v PBS.

5.3.1. Pritokova cytometrie

Pro pritokovou cytometrii byla pouzita 96jamkova polypropylenova mikrotitracni
desticka s kulatym dnem. Do desticky bylo odpipetovano piiblizné 2-10° bungk v 10 ul
suspense na jamku a do pfislusnych jamek 10 pl primarni protilatky (fragmenty scFv o
koncentraci 7-14 ug/ml a matefsky imunoglobulin M75 o koncentraci 14 pg/ml) fedéné
do vychlazeného 1% (w/v) BSA v PBS. Do zbylych jamek bylo pro doplnéni objemu piidano
10 ul 1% (w/v) BSA v PBS. Desticka byla kratce protiepana a inkubovana 20 min na ledu.
Nasledné byla desticka dvakrat promyta. Byl pfidan vychlazeny 1% (w/v) BSA v PBS a po
centrifugaci za stejnych podminek byl supernatant odstranén. Po promyti bunék byly do jamek
s protilaitkou M75 a jejim fragmentem scFv ptfidany sekundarni protilatky (polyklonalni
GAM/FITC o koncentraci 0,02 mg/ml pro matetsky imunoglobulin M75 a anti-c-myc/FITC o
koncentraci 0,02 mg/ml pro fragmenty scFv, vzdy po 10 pl), do jamek pro kontrolu
sekundarnich protilatek a dale bylo pifidano 10 pl inhibitort U23 (negativni kontrola) a
testovany U28 vzdy ve shodné koncentraci (0,1nm az 1000nm). Inkubace (20 minut na ledu)
probihala bez ptistupu svétla, protoZze sekundarni protilatky i testované polymerni konjugaty
nesly fluorescen¢ni znacku (sekundarni protilatky FITC a konjugaty ATT0488) [95]. Buniky na
desticce byly po inkubaci opét omyty stejnym zptisobem 1% (w/v) BSA v PBS a nésledné byly

z desticky uvolnény suspendovanim ve 200 ul vychlazeného PBS s propidium jodidem
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0 vysledné koncentraci 0,5-1 pg/ml. Vznikla bunééna suspense byla pienesena do zkumavek.
Mg¢teni bylo provedeno na prutokovém cytometru BD FACS Aria (argonovy laser 488 nm —
530/30) za odborné asistence Dr. Vlastimila Krale na pracovisti RNDr. Heleny Mertlikové —
Kaiserové, Ph.D., UOCHB AV CR a BD FACS Calibur (argonovy laser 488 nm — 530/30) za
odborné asistence za odborné asistence Mgr. Petra Konecného na pracovisti doc.
MUDr. Mariana Hajducha, Ph.D.; UMTM, LF UPOL. K analyze a piipravé obrazkt byl pouzit
program FlowJo (7.6.5; Tree Star, USA).

5.3.2. Konfokalni mikroskopie

Konfokalni mikroskopie byla provadéna na bunéénych liniich HT29 a NIH3T3.
Bunécna suspenze v médiu o objemu 250 pl byla odpipetovana na podlozni skli¢ka, ktera byla
umisténa v Petriho miskach a ponechana 24 hodin pii 37 °C v atmosféie 5% oxidu uhli¢itého
(Sanyo CO2 inkubator MCO-ATAI). Po kontrole spravného nartistu buné¢né monovrstvy byla
na jednotliva sklicka postupné aplikovana ptislusna ¢inidla: 2,5 pl primarni protilatky M75
(protilatka pfedem natfedéna v 1% (w/v) BSA v PBS a vysledna koncentrace na sklicku byla
14 ng/ml) jako pozitivni kontrola, polymerni konjugéat U23 jako negativni kontrola a testovany
polymerni konjugat U28 (konjugaty pfedem nafedény v PBS a u obou byla vysledna
koncentrace na sklicku 0,1uM). Nésledovala hodinova inkubace pii 37 °C ve tm¢ a poté bylo u
skli¢ka s pozitivni kontrolou odebrano médium s primarni protilatkou (M75) a pfidano 250 pl
PBS se sekundarni protilatkou (polyklonalni GAM/FITC do vysledné koncentrace na sklicku
0,02 mg/ml). Nésledovala dalsi inkubace (2 hodiny). Poté byl obsah sklicek odebran a na
vSechna skli¢ka bylo pfiddno modré fluorescencni barvivo pro barveni DNA - HOECHST
34580 (10 pg/ml roztok v PBS). Po patnactiminutové inkubaci bylo barvivo odebrano a na
vSechna sklicka bylo naneseno 250 pl PBS.

Fluorescen¢ni obrazy bun€k byly ziskany pomoci Zeiss LSM 780 konfokalniho
mikroskopu (Carl Zeiss Microscopy) za pouziti olejového imerzniho objektivu (Plan-
Apochromat 63x/1.40 Oil DIC M27). Obrazy byly snimany pfi pokojové teploté za pouziti 405
nm laserové diody (4,5%; max. vykon 25mW) pro excitani emisi sbiranou od 410 do 585 nm
(napéti na detektoru 570 V) pro HOECHST 34580 a 488 nm argonového laseru (4,0%; max.
vykon 25 mW) pro excitaéni emisi sbiranou od 517 do 534 nm (napéti na detektoru 870 V) pro
ATTOA488. VsSechny snimky byly pofizeny se stejnym nastavenim. Operacni systém
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mikroskopu software ZEN 2011 (Carl Zeiss Microscopy) byl pouzit i pro zpracovani
vyslednych obrazkd.
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6. VYSLEDKY

6.1. Priprava rekombinantni CAII

6.1.1. Exprese rekombinantni CAII

K expresi byl pouzit kmen E. coli BL21(DE3), standardné pouzivany pro vektory
umoznujici indukovatelnou expresi fizenou T7 promotorem. Plazmid, v némz je gen pro CAII
(pod kontrolu T7 promotoru) umistén, obsahuje kromé jiného také geny pro represor lacl? a 3-
laktamazu (viz kapitola 5.1.1.1.). Protokol pro expresi rekombinantniho proteinu CAII je
popsan v kapitole 5.1.

Kultivace probihala celkem 20 hodin, prvni étyfi hodiny pfi teploté 37°C a od provedeni
indukce dale pokracovala pfi 19°C. Indukce exprese rekombinantniho proteinu byla provedena v
exponencialni fazi ristu, konkrétné pii dosaZzeni ODssonm 0,5. Indukce byla provadéna ptidanim
indukéniho ¢&inidla (IPTG) a zarovei byl do média piidan siran zine¢naty, jako zdroj Zn?*, ktery
je soucasti aktivniho mista CAIIL. Jak je patrné z pribéhu rastové kiivky (obrazek 15), rist
bakterii po pfidani indukéniho Cinidla nebyl zastaven, ale dale pokracoval az do ukonceni

kultivace. Produkce CAII a jeji akumulace v cytosolu tedy nebyla pro bakterie vyrazné toxicka.

Réstova kfivka —o— 0D,

2,5

2 —

0123456 7 8 91011121314151617181920
cas [h]

Obrazek 15: Ristova kiivka 5
Pribéh kultivace bakterialni kultury E.coli BL.21 (DE3) produkujici CAIL Sipka ukazuje ¢as indukce
exprese pridatkem IPTG.
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Primérny vytézek bakterialni kultivace €inil 7,6 g vlhké biomasy na 1 | kultiva¢niho
média. Bakterialni bunky byly rozbity a postup uvedenym Vv kapitole 5.1.2 byla separovana
nerozpustnad a rozpustnd cytosolickd frakce. Pfitomnost rekombinantniho proteinu CAII
o molekulové hmotnosti 29,2 kDa byla potvrzena SDS-PAGE analyzou (obrazek 16), a to jak
Vv rozpustné, tak i v nepropustné cytosolické frakci (drahy P a S na obrazku 16). Z obrazku je
také patrné, ze urcité mnozstvi rekombinantniho proteinu bylo tvofeno bakteriemi E. coli jesté
pfed indukci (draha BI na obrazku 16).

Jelikoz mnoZstvi produktu v rozpustné frakci bylo dostate¢né, pro dalsi zpracovani byla

pouzita pouze frakce rozpustna.

St Bl P S; S,
200kDa ———»

116,3kDa ———> o= =
45kDa ———> — ‘ - -

31KkDa ———p = ! & o ._

-
21,5kDa——p s &
4 SN

Obrazek 16: SDS-PAGE analyza vzorki bakterialni kultury odebranych pri expresi CAII
Separace protein buné¢nych lyzati bakterii E. coli na 15% gelu. Sloupec St — standardy molekulovych
hmotnosti; Bl — bakterialni buiiky pied indukci; P — peleta po centrifugaci bunék, tj. nerozpustna frakce;
S1aS,—bunéény supernatant, tj. rozpustna frakce ve dvou koncentracich nanasky. Modra Sipka ukazuje
produkt o velikosti odpovidajici molekulové vaze CAIl. Pozadovany produkt se nachazi v butikach pted
indukci (BI), v nerozpustné frakci (P) i ve frakci rozpustné (S1 aSy).

6.1.2. Purifikace a priprava vzorku pro krystalizaci

Purifikace CAIl zrozpustné frakce byla provadéna afinitni chromatografii na
sulfonamidové koloné. Tato metoda se pouziva pro purifikaci CA enzymi a vyuziva pfirozenou
vlastnost téchto enzymil vazat sulfonamidovou skupinu, pficemZz deprotonovand forma
sulfonamidu pfi vazbé do stfedu aktivniho mista enzymu vytésiuje pfitomny zine¢naty Kationt
[84]. Protein se na sulfonamidovou kolonu navaze za podminek optimalnich pro vazbu, poté
jsou pfiniz§im pH z kolony odmyty pfipadné navazané kontaminanty a nakonec je CA protein

vytésnén z Vazby na sulfonamid ptidatkem azidu sodného.
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Konkrétné byl pro vazbu na kolonu pouzit pufr W1 o slozeni 0.1 M Tris-HCI pH 9.0 a
0.2 M NazS0s, k omyti byl pouzit pufr o stejném slozeni s pH 7.0 (W2 pufr) a pro eluci byl
pouzit pufr EB (50 mM Tris-HCI pH 7.8, 0.4 M NaN3). Piesny postup je popsan v kapitole
5.1.3.

Vyskyt produktu v jednotlivych frakcich byl monitorovan pomoci SDS-PAGE. Jak je
mozno vidét na obrazku 17, béhem izola¢nich procest, ¢ast rekombinantniho proteinu byla
Z kolony odmyta niz§im pH s ostatnimi kontaminantami (drdhy W1 a W2 na obrazku 17).
Vétsina proteinu vSak byla eluovana azidem sodnym ve 14 frakcich o objemu 6-8ml (drahy 1-
14 na obrazku 17). Frakce 1-14 byly spojeny a mnozstvi proteinu bylo uréen z absorbance
vzorku (viz kapitola 5.1.5.). Mnozstvi proteinu po tomto purifikaénim kroku byl celkem 285
mg, tj. vytézek z 11 bakterialni kultury byl 85 mg.

StN FtW,W;12 345 67 8 9 10 11 12 1314

200kDa—»| N s |
: ; |
116,3 kDa—b s
45 kDa—p -
F1KD AP o
PP Tt e a e e - ==

21,5kDa—pe -
L -

-
— —

Obrazek 17: SDS-PAGE analyza vzorki jednotlivych frakei p¥i purifikaci CAll

Separace proteint po purifikaci na sulfonamidové koloné na 15% gelu. St — standardy molekulovych
hmotnosti; N — nanos na kolonu; Ft — protekly nanos, W1 — sbirany pritok lyza¢niho pufru 1, W2 —
sbirany priitok lyzac¢niho pufru 2, 1-14 jednotlivé frakce

Pro nasledné experimenty byl protein dialyzou pfeveden do pufru o slozeni 50 mM Tris
baze pH 7.8 a byla ovétena enzymaticka aktivita metodou popsanou v kapitole 5.2.1. Vysledna
Cistota vzorku > 95% byla odhadnuta za pomoci SDS - PAGE analyzy (obrazek 18). Vzorek
byl dale zahuStén ultrafiltraci na koncentraci proteinu 25 mg/ml a byl zamrazen pii —80°C pro

dalsi vyuziti. Celkovy vytézek €inil 250,2 mg proteinu, tedy 83,4 mg proteinu na 1 I média.
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Obrazek 18 SDS-PAGE analyza ¢istoty CAII
Analyza cistoty purifikovaného produktu na 15% gelu.
St — standardy molekulovych hmotnosti. 1 — nanaska proteinu 10 ng, 2 — nanaska proteinu 20 ng

6.2. Vazba polymerniho konjugatu U28 na CAIX

Latka uvadéna zde pod ozna¢enim U28 je biologicky kompatibilni kopolymer cilici na
CAIX. Byl navrzen a ptipraven ve spolupraci s laboratoti doc. RNDr. Jana Konvalinky, CSc.,
(UOCHB AV CR) a s laboratoti RNDr. Tomase Etrycha, Ph.D., (UMCH AV CR) v navaznosti
na jejich nedavno publikovanou praci o vyuziti konjugati polymerd ve spojeni s inhibitory
ruznych enzymi [74]. Struktury polymerniho konjugatu i ciliciho inhibitoru jsou blize popsany
v uvodu této diplomové prace (kapitola 3.5.2.1.).

Vazba inhibitoru U28 byla testovana jednak in vitro, kde byl sledovan inhibi¢ni G¢inek
na enzymovou aktivitu rekombinantnich enzymiit CAIX a CAII. Déle pak byla testovana vazba
inhibitoru na CAIX na povrchu bunék, a to metodami pritokové cytometrie a konfokalni

mikroskopie.

6.2.1. Inhibiéni ucinek polymerniho konjugatu U28

Schopnost specifickych inhibitorii zpomalovat katalytickou aktivitu enzymu byla
testovana metodou popsanou Vv kapitole 5.2.1. na spektrofotometru, ktery je spojen s aparaturou
stopped — flow, zajistujici optimalni pribéh reakce. Enzym v reak¢éni smési katalyzuje reakci
COz + H,0 < HCO3+ H' a v disledku zvySovani koncentrace vodikovych iontii dochéazi k
poklesu pH v reakéni smési a tato zména je zviditelnéna diky barevné reakci acidobazického
indikatoru (v reak¢ni smési fenol cerven s barevnym prechodem pii pH 6,4-8,2).

Pribéh reakce byl sledovan spektrofotometrem, kdy byla snimana zména absorbance

ptivinové délce 557 nm. Reakce byla zaznamenavana po dobu 30 sekund. Nejprve byla ovéiena
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aktivita vzorku enzymu ziskaného rekombinantni expresi. Byla prométena rychlost samovolné
pfemény substratu na produkt bez ptidaného enzymu a poté rychlost reakce s enzymem. Byl
pozorovan velmi rychly pritbéh reakéni premény u reakce katalyzované enzymem oproti reakci
bez ptidaného enzymu. Nasledné byly stanoveny rychlosti reakce v pfitomnosti rtiznych
koncentraci inhibitord U28, JS-570 a JS-561. Inhibi¢ni profily testovanych sloucenin byly
zjistény jak pro rekombinantni enzym CAII piipraveny, tak i pro enzym CAIX, ktery byl ziskan
v ramci Skolici laboratofe a je struéné popsan v kapitole 5.2. Inhibi¢ni konstanty byly ziskany
nelinearni regresni analyzou s vyuzitim metody nejmensich ¢tvercti pomoci programu EXCEL.

Hodnoty inhibi¢nich konstant jednotlivych inhibitort jsou uvedeny v tabulce 1.
Tabulka 1: Inhibi¢ni G¢inky latek na CAII a CAIX
Ki [nM]

CAllI CAlI

JS-570 0,02 £0,013 0,41 + 0,025

JS-561 0,13 + 0,009 0,17 £0,012

u28 neméfena 0,6 +0,014

Jak je patrno z hodnot inhibi¢nich konstant, vychozi inhibitor JS-561 inhibuje obé
izoformy CA s nizkou submikromolarni inhibi¢ni konstantou a nevykazuje specifitu vici
CAIX. Piipojeni linkeru k inhibitoru zptsobilo mirné zhors$eni inhibi¢nich vlastnosti inhibitoru
JS-570, a to 1.5 nasobné zvyseni K, pro CAll a 2.5 nasobné zvyseni K, pro CAIX. Testovani
U28 ovétilo schopnost polymerniho inhibitoru vazat se do aktivniho mista CAIX a inhibovat

tak katalytickou aktivitu enzymu s inhibi¢ni konstantou 0.6 uM.

6.2.2. Vazba polymerniho konjugatu U28 na CAIX vV bunéénych Kkulturach

Testovany konjugat U28 je sloZen z polymerniho nosice, na ktery jsou napojeny kromé
molekul inhibitoru CAIX i molekuly biotinu a ATTO488. Zatimco inhibitor navadi konjugat
na cilovou strukturu a molekula biotinu slouZi jako afinitni znacka, umoZiuje molekula
fluorochromu ATTO488 piimou detekci, naptiklad konfokalni mikroskopii a pritokovou
cytometrii. Po excitaci fluorochromu prostfednictvim svétla o vinové délce 488 nm dochazi k
absorpci excitacni energie a nasledné je ¢ast piijaté energie vzapéeti uvolnéna ve forme emisniho

zateni o vyssi vinové délce a nizsi energii (530) a zaznamendna detekénimi systémy.
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Prvni pokusy byly provedeny na linii lidského kolorektalniho karcinomu HT29
s ptirozenou expresi CAIX a K této linii byly vybrany jako negativni kontrola primarni mysi
fibroblasty linie NIH3T3, které CAIX znak neexprimuji. V nasledném experimentu bylo
priatokovou cytometrii zjiStovano, zda rozdily ve vazbé polymerniho konjugatu na dvé rtizné
bunééné linie nejsou zplsobeny jinymi znaky, kterymi se tyto linie 1isi, ale ze vazba zavisi
pouze na vyskytu CAIX. Toto ovéteni bylo provedeno na modifikované dvojici linii rakoviny

délozniho ¢ipku, které jsou identické a lisi se pouze v expresi CAIX.

6.2.2.1. Vazba U28 na buiiky s prirozenou expresi CAIX

Vazba polymerniho konjugatu U28 na bunky lidského kolorektalniho karcinomu HT29,
které na svém povrchu exprimuji ve velkém mnozstvi CAIX, byla testovana pomoci
fluorescenénich technik, pritokové cytometrie a konfokalni mikroskopie.

Metoda provedeni analyzy prutokové cytometrie je detailné popsana v kapitole 5.3.1.
Na obou liniich byla testovana vazba inhibitoru U28 v riznych koncentracich (1000-0,1nM).
Jako pozitivni kontrola byla pouzita monoklonalni protilatka M75, specificka pro CAIX,
v kombinaci se sekundarni protilatkou polyklonalni GAM/FITC a jako negativni
kontrola neznac¢ené bunky. Méfeni bylo provedeno na pritokovém cytometru BD FACS Aria
na pracovisti RNDr. Heleny Mertlikové — Kaiserové, Ph.D., UOCHB AV CR. Byla
analyzovana pouze data z populace zivych bunék. Tato bunééné populace byla odliSena pomoci
propidium jodidu, barviva, které barvi pouze mrtvé buiiky.

Na obrazku 19 jsou ukazany histogramy z experimentu provedeného na buné¢né linii
HT29 a NIH3T3. Na CAIX pozitivni bunééné linii HT29 polymerni konjugat U28 (obrazek
19B) vykazuje zietelny posun v Grovni fluorescen¢niho signalu oproti nezna¢enym buiikam od
1nM koncentrace az k 1000nM. Intenzita signalu pozitivni kontroly mAb M75 vykazuje jasny
posun oproti neznaéenym buikam (obrazek 19A). Odlisna intenzita signali fluorescence u
pozitivni kontroly M75 a u polymerniho inhibitoru U28 je zplsobena né¢kolika faktory, které
jsou v ramci diskuze probirany.

Na negativni bunééné linii NIH3T3 u testovaného polymerniho inhibitoru U28 (obrazek
19D) nebyl zaznamenan posun V intenzité fluorescen¢niho signalu v porovnani s nezna¢enymi
bunkami, a to ani u nejvyssi pouzité koncentrace polymerniho konjugatu U28 (1000nM). Stejné

tak nebyl tento posun patrny ani u CAIX specifické protilatky M75 (obrazek 19C).

53



V grafu na obrazku 20 jsou ukdzany mediany fluorescencnich signall z prvni priutokové

cytometrie na bunécnych liniich HT29 a NIH 3T3, kde je jasné patrnd zavislost intenzité

fluorescencniho signalu na mnozstvi U28.
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Obrazek 19: Prutokova cytometrie — relativni ¢etnost bunék vici intensité fluorescence FITC

Na obrazku jsou ukazany histogramy fluorescence bunék linie HT29 - pozitivni exprese CAIX (A, B)
a linie NIH3T3 - bez exprese CAIX (C, D). A a C: pozitivni kontrola - CAIX specificka primarni
protilaitka M75 (oranzové€), kontrola samotné sekundarni protilitky GAM/FITC (modfe), neznacené
buiiky (¢ervené), B a D: U28 1000nM (modie), 100nM (oranzove), 10nM (svétle zelend), InM (tmave
zelena), 0,1nM (rdzova), autofluorescence neznacenych bungk (¢erveng).
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Obrazek 20: Priutokova cytometrie — median hodnot intenzit fluorescen¢niho signalu

Na obrazku je graf, ktery porovnavad mediany fluorescencniho signalu u bunék CAIX pozitivni linie
HT29 (Cervené), u bun¢k CAIX negativni linie NIH3T3 (modfe) a median autofluorescencniho signalu
bunék téchto linii. A: zleva neznaCené buiky, bunky inkubované s protilatkou M75 a kontrola
sekundarni protilatky -— bunky inkubovany pouze s GAM/FITC. B: zleva neznacené bunécné linie,
bunky inkubované s polymernim inhibitorem U28 v rtiznych koncentracich (1000nM, 100nM, 10nM,
1nM, 0,1nM).
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Ackoliv je hodnota fluorescen¢niho signalu u protilatky M75 a polymerniho inhibitoru
U28 kvantitativné zcela odlisna, je u polymerniho konjugétu patrny dostatecny posun v urovni
fluorescen¢niho signalu mezi liniemi s CAIX pozitivni expresi (HT29) a CAIX negativni
expresi (NIH3T3), a to pii inkubaci bun¢k s U28 v 1000nM az 1nM koncentraci. Pritokovou
cytometrii byla tedy prokazana schopnost polymerniho konjugétu vazat se na CAIX pozitivni
bunééné linie. Pro potvrzeni této vazby byla na stejnych bunéénych liniich provedena
konfokalni mikroskopie.

Postup konfokalni mikroskopie je detailné popsan v kapitole 5.3.2. Byly opét pouzity
linie lidského kolorektalniho karcinomu (HT29) s pozitivni expresi znaku CAIX a linie mysich
fibroblasti (NIH3T3) bez exprese CAIX. Na obou liniich byl testovan konjugat U28 v rtiznych
koncentracich (100nM, 1000nM) a polymerni konjugat U23 jako negativni kontrola ve stejnych
koncentracich. Polymerni konjugat U23 se od U28 odliSuje pouze tim, Ze nema pfipojen
inhibitor specificky pro CAIX, zatimco ostatni slozky polymerniho konjugatu (biotin a
fluorescencni znacka ATTO488) jsou zachovany. Jako pozitivni kontrola byla, podobn¢ jako
pro prutokovou cytometrii, pouZita primarni monoklonalni protilatka M75 spolu se sekundarni
protilatkou polyklonalni GAM/FITC. Jadra byla nabarvena modie fluorescen¢nim DNA
barvivem HOECHST 34580. Ptipravené preparaty byly snimany konfokalnim mikroskopem
Carl Zeiss Microscopy.

Jak je vidét na mikrofotografiich (obrazek 21), maji buniky linie HT29 s pozitivni expresi
CAIX po aplikaci specifické protilatky M75 a polymerniho U28 kolem modrych jader znatelny,
zelené fluoreskujici prstenec. Naproti tomu jsou u téchto bunék po pouziti polymerniho
konjugatu U23, ktery na sobé nenese CAIX specificky inhibitor, obarvena pouze jadra a zeleny
prstenec cytoplazmatické membrany zde patrny neni. Také u bunék bez exprese CAIX
(NIH3T3) po inkubaci s polymernim konjugatem U28 neni zelené fluoreskujici prstenec
znatelny a jsou zde obarvena opét pouze jadra bunck modre.

Pokud nedochazi k nespecifické vazbé polymerniho inhibitoru U28 na HT29 bun&¢nych
liniich, mizeme fici, Ze polymerni konjugat U28 se specificky vaze na karbonatlyazu IX
buné¢nych linii. Abychom potvrdili toho tvrzeni, byl proveden dalsi experiment pratokové
cytometrie, tentokrat vSak na identické bunééné linii, ktera se odlisuje pouze v expresi CAIX

znaku.

55



A B

HT29 HT29
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Obrazek 21: Testovani vazby U28 na buiiky HT29 a NIH3T3

Mikrofotografie bunék linie HT29 (pozitivni exprese CAIX) a linie NIH3T3 (bez exprese CAIX)
z fluorescenéniho konfokalniho mikroskopu. Jadra bunék jsou barvena modrym fluorescenénim DNA
barvivem (HOECHST 34580 - 10 ug/ml). A: buiiky linie HT29 inkubované s primarni protilatkou M75
a sekundarné znacenou GAM/FITC (pozitivni kontrola), B: buiky linie HT29 inkubované s 1uM
polymernim konjugatem U23, ktery nema CAIX specificky inhibitor (negativni kontrola), C: buriky
linie HT29 inkubované s 1uM polymernim konjugatem U28, D: butiky linie NIH3T3 inkubované s 1uM
polymernim konjugatem U28.

6.2.2.2. Vazba U28 na buiiky s vnesenym znakem CAIX

Pro potvrzeni specifické interakce U28 s CAIX na povrchu bunék byla vybrana
upravena linie lidské rakoviny dé€lozniho ¢&ipku C-33A. Tyto bunky na svém povrchu
neexprimuji CAIX a gen pro expresi CAIX byl do nich vnesen kotransfekci za vzniku
C33 CAIX linie a kontrolni C33 neo linie bez exprese CAIX [82]

Experiment pritokové cytometrie byl proveden podle protokolu popsaného v kapitole 5.3.1.
Testovany polymerni konjugat U28 byl aplikovan v riznych koncentracich (1-1000 nM). Jako
pozitivni kontrola byla aplikovana primarni protilatka specificka pro CAIX v kombinaci se
sekundarni protilatkou polyklonadlni GAM/FITC a jako druha pozitivni kontrola byl pouZzit scFv
fragment M75 protilatky sekundarné znaceny protilatkou anti-c-myc/FITC. Negativni kontrola
polymerni konjugat U23 (bez inhibitoru CAIX) byla aplikovana ve stejnych koncentracich jako
U28 a dale byla téz sledovana autofluorescence na neznacenych bunkach, podobné jako

Vv ptedchozim experimentu na HT29 a NIH3T3 liniich. Méfeni bylo provedeno na pritokovém
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cytometru BD FACS Calibur na pracovisti doc. MUDr. Mariana Hajducha, Ph.D., (UMTM, LF
UPOL). Analyzovana byla pouze data z populace zivych bungk, ktera byla definovana jako
negativni populace pfi znaceni propidium jodidem.

Na obrazku 22 je graf porovnavajici mediany fluorescenéniho signalu u bunék linie
C33 CAIX a C33 neo. Zatimco na buitkach C33 CAIX mlizeme pozorovat signifikantni rozdil
V hodnoté fluorescenéniho signalu pii pouziti polymerniho konjugatu U28 o koncentracich
1uM a 0,1uM a nepatrny rozdil signalii u koncentrace 0,01uM v porovnani s buiikami C33 neo
bez exprese CAIX (obrazek 22B), neni pozorovan zadny rozdil fluorescenéniho signalu u
polymerniho konjugatu U23, at uz vporovnani se signidlem bunék C33 neo, ¢i
s autofluorescencnim signalem neznacenych bunék (obrazek 22C). U pozitivnich kontrol je
vidét opét znacny rozdil v kvalité signalu na CAIX pozitivnich a negativnich buiikach (obrazek
22A). Pritokova cytometrie na transfekovanych liniich C33-A jasné prokazala, Zze polymerni
konjugat U28 je schopen specifické vazby na buné¢né linie, a to pravé prostiednictvim

molekuly CAIX.
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Obrazek 22: Priitokova cytometrie linie C33-A: median hodnot intenzit fluorescen¢niho signalu

Tento graf, ktery porovnava mediany fluorescencniho signalu u bune¢k C33 CAIX s pozitivni CAIX
expresi (Cervené), u bun€k C33 neo s negativni expresi CAIX (modie) a median autofluorescen¢niho
signalu bunék téchto linii. A: zleva neznacené buriky, kontrola sekundarni protilatky (burky inkubovany
pouze s GAM/FITC), buniky inkubované s primarni protilatkou (M75) a sekundarni protilatkou
(GAM/FITC), kontrola sekundarni protilatky (bufiky inkubovany pouze s anti-c-myc/FITC) bunky
inkubované s primarni protilatkou (scFv M75) a sekundarni protilatkou (anti-c-myc/FITC) B: zleva
neznacené bunécné linie, buiiky inkubované s polymernim inhibitorem U28 v rtiznych koncentracich
(1000nM, 100nM, 10nM, 1nM). C: zleva neznaCené bunétné linie, negativni kontrola — bunky
inkubované s polymernim konjugatem U23 v riznych koncentracich (1000nM, 100nM, 10nM, 1nM).
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6.3. Testovani inhibi¢ni aktivity a vazby inhibitoru CB23 a FD4

Diky vysledkim popsanym V pfedchozich kapitolach, které prokazaly schopnost
polymerniho konjugatu U28 vazat a inhibovat aktivitu CAIX, bylo mozné dale uvazovat o
zlepSovani kvality specifického inhibitoru pro vyvoj polymerni konjugatu druhé generace.
Inhibitor JS-570, ktery byl vybran pro prvotni studie, ma hodnotu inhibi¢ni konstanty pro CAIX
400nM. Proto jsme se pokusili navrhnout takové inhibitory, které by vykazovaly nizs$i hodnoty
K a zaroven by jejich struktura a interakce s aktivnim mistem enzymu umoznovala ptipojeni
kopolymeru.

Byly vybrany dvé slouceniny, derivaty sulfonamidi, které jsou ve Skolici laboratofi
k dispozici. Konkrétné se jedna o slouceniny s kodovym oznacenim FD4 (latka piipravena v
laboratoti prof. Chimirri na université v italské Messin€) a CB24 (latka pfipravena v laboratofi
RNDr. B. Griinera, CSc., UACH AV CR). Strukturni vzorce jsou ukazany na obrazku 14.

Schopnost inhibice byla opét zjistovana pomoci testi enzymové kinetiky a dal§im cilem
Vv této diplomové praci bylo ptipravit krystaly komplexu téchto latky CAII, tak aby zptlisob
piipojeni inhibitort k molekule polymeru bylo mozné navrhnout na zakladé znalosti 3D
struktury.

Vysledky testt inhibice enzymové aktivity CAIl a CAIX latkami CB23 i FD4 jsou
shrnuty v tabulce 2. Hodnoty K, ukéazaly vyrazné zlepSeni inhibi¢niho u¢inku Vv porovnani
S pilotnim inhibitorem JS-570. Zatimco pro inhibitor JS-570 byla hodnota K; pro CAIX enzym
0,41 uM, pro CB23 je 23 nM a pro FD4 dokonce pouze 5 nM. Nedoslo ke zlepSeni specifity
vuci CAIX, ale pro objemné polymerni inhibitory je specifita zaru¢ena neprostupnosti do
bunky, a tak byly oba inhibitory CB23 a FD4 vybrany jako mozni kandidati na ptipojeni
k polymeru. Obrazek 23 ukazuje graf pouzity pro odhad inhibi¢ni konstanty pro inhibitor CB23.
Pro inhibitor FD4 byla inhibi¢ni konstanta zméfena v laboratofi Alba Chimirri (Univerzita

Messina, Italie).

Tabulka 2: Inhibi¢ni u¢inky latek na CAII a CAIX

Ki [ nM]
CAll CAIX
CB23 21+22 23+3,4
FD4 5+0,15 5+0,21
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Obrazek 23: Inhibice katalytické aktivity CAIX latkou CB23

Zaznam z prubéhu méfeni inhibi¢ni konstanty pro inhibitor CB23 ukazuje zavislost poc¢ateéni rychlosti
reakce na koncentraci pifidaného inhibitoru. Osa X: koncentrace inhibitoru CB23 [nM];
0sa y: Vi — potateéni rychlost inhibované reakce [mol-s™]. Kazdé méfeni bylo provedeno ve tiech
opakovanich.

6.3.1. Priprava krystali komplexu CAII

Schopnost latek CB23 a FD4 vazat se do aktivniho mista karbonatlyaz byla potvrzena
enzymatickymi testy, kdy byla prokdzdna ucinnéd inhibice enzymu obéma inhibitory. Pro
zjisténi strukturni informace nutné pro porozuméni zpusobu vazby a interakci byla zahajena
rentgenova strukturni analyza komplexd CB23 a FD4 s CAIIl a CAIX. Cilem této diplomové
prace bylo pfipravit krystaly vhodné pro naslednou difrakéni analyzu, coz se podatilo pro
komplexy obou latek s izoenzymem CAII.

Komplex pro krystalizaci byl pfipraven smichanim rekombinantni CAIl s 1 az 3,5
nasobnym molarnim ptebytkem inhibitoru. Jako precipitacni roztok byl zvolen 1,6 M roztok
citratu sodného s 50 mM Tris-HC1 o pH 7.8. Podminky krystalizace byly zvoleny podle
publikovaného postupu z [83], ale pro ziskani krystal vhodnych pro difrakéni analyzu bylo
nutné postup optimalizovat. Konkrétné bylo nutné optimalizovat vychozi koncentraci proteinu
a molarni ptebytek ptidavaného inhibitoru.

Prvni krystaliza¢ni pokusy ukazaly, ze ekvimolarni pomér inhibitoru a proteinu neni
dostatecny, jelikoz RTG analyza prokazala, ze krystaly obsahuji CAIl bez navazaného
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inhibitoru. Proto byl pro dalsi krystaliza¢ni experimenty molarni pomér protein:inhibitor
zvySovan az na 1:3. Od vice nez trojnasobného molarniho prebytku inhibitoru jiz dochazelo
k precipitaci proteinu (obrazek 24 A, B).

Individualni optimalizaci krystaliza¢nich podminek byly ziskany krystaly pro komplex
CAIl s obéma inhibitory, které byly vhodné pro RTG analyzu. Konkrétné, krystal CAIl (12
mg/ml) s navazanym inhibitorem FD4 byl ptipraven v podminkach trojnasobného molarniho
prebytku inhibitoru a komplex s CB23 s dvojndsobnym molarnim piebytkem inhibitoru za
pouziti krystalizaéniho roztoku (1,6 M roztok citratu sodného s 50 mM Tris-HCI o pH 7.8) pri
teplot¢ 18 °C.

Obrazek 24: Krystaliza¢ni experimenty CAII v komplexu s inhibitorem CB23

Na obrazcich A a B je vidét precipitace proteinu zpuisobena vysokou koncentraci inhibitoru v kapce.
A: pomér koncentrace CAII:CB23 byl 0,41:1,63mM, B: pomér koncentrace CAII:CB23 byl
0,36:1,26mM. Na obrazcich C a D jsou ukazany krystaly ziskané pro pomeér koncentrace CAIl:CB23
0,4:1mM (C) a 0,4:0,8mM (D). Pfitomnost inhibitoru CB23 v krystalu byla ovéfena pomoci RTG

analyzy.
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Krystaly komplexu CAIll s FD4 a CB23 byly pouzity k nasnimani kompletni sady
difrakénich dat na zdroji synchrotronového zateni BESSY v Berliné a posléze byly uréeny
krystalové struktury metodou molekuldrniho nahrazeni a upfesnény na rozliSeni 1,35 A
(komplex CAIl s FD4) a 1,37 A (komplex CAIll s CB23). RTG analyza, ktera byla provedena
doc. Jitim Bryndou, CSc., ve skolici laboratofi a poskytla informace o zptisobu vazby inhibitora
CB23 a FD4 do kapsy aktivniho mista enzymu. Struktura CAll v komplexu s FD4 byla ulozena
do databaze proteinovych struktur PDB [16] pod kddem 4Z1K a stala se soucasti publikace o
vyvoji CA inhibitort, ktera je uvedena jako Piiloha 1 této prace [96].

Na obrazku 25 je znazornén detail aktivniho mista CAIl s navazanymi inhibitory

piipraveny ze soutadnic vyslednych krystalovych struktur.

N

Obrazek 25: Krystalové struktury CAII v komplexu s CB23 anebo FD4

Detail aktivniho misto enzymu CAII (kationt Zn** jako &erna kulicka je koordinovany tiemi
histidinovymi zbytky His94, His96, His119; atomy uhliki zeleng; dusiky modfe; kysliky Eerveng).
Na obrazku A je vazan v aktivnim misté enzymu inhibitor CB23 (atomy boéru rtzové, uhliku zelené,
atomy siry zlut€). Na obrazku B je vazan v aktivnim misté enzymu inhibitor FD4 (atomy uhliku
oranzov¢, atomy siry zlut€). Aminokyselinové zbytky, které jsou v interakci s inhibitorem, jsou
popsany. Vodikové mistky jsou zndzornény preruSovanymi Carami tyrkysové barvy. Obrazek byl
ptipraven v programu PyMOL verze 1.5.0.1. [14].

Oba inhibitory obsahuji jako hlavni inhibujici slou¢eninu zbytek molekuly sulfonamidu,
ktera velmi podobné interaguje s kationtem Zn?* v aktivnim mistg. Jak je vidét na obrazku 20,
zineCnaty kationt je v aktivnim misté enzymu koordinovany tfemi histidinovymi zbytky,
konkrétné jsou to histidin 94, histidin 119 a histidin 96, pfi¢emz kazdy tvoii s kationtem Zn?*

jednu koordina¢ni vazbu. Ctvrtou interakci v koordina¢ni sféfe iontu po navazani inhibitoru do
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aktivniho mista je interakce Zn?*s amidovou skupinou sulfonamidu. Tato polarni interakce je
bez navazaného inhibitoru vyhrazena pro vazbu substratu. Druhy vodikovy ion amidové
skupiny inhibitoru dale vytvati polarni interakci s postrannim fetézcem aminokyselinového
zbytku treoninu 199. Aminoskupina hlavniho fetézce treoninu 199 dale interaguje
prostiednictvim dal§iho vodikového mistku se zbytkem sulfonamidu na molekule obou
inhibitord. Molekula FD4 navic tvofi vodikovy mistek s aminokyselinovym zbytkem
glycinu 92. Kromé polarnich interakci tvoifi téla inhibitori fadu nepolarnich interakci
s aminokyselinovymi zbytky v aktivnim. Tyto nepolarni interakce jsou hojn&jsi v interakci
molekuly inhibitoru CB23. Jedna se piedev§im o zbytky aminokyselin fenylalaninu 131,
leucinu 198, ale také valinu 121, které interaguji s borovym klastrem.

Trojrozmérné struktury byly podrobeny strukturni analyze s cilem vytipovat na
molekulach inhibitortt mista vhodna pro pfipojeni linkeru, tak aby stericky nebranil vazbé do
aktivniho mista enzymu. Na obrazku 26, kde je aktivni misto znazornéno jako vod¢ ptistupny
povrch proteinu, je vidét aktivni misto enzymu, které obsahuje ve své duting inhibitory CB23

(obrazek 26A) a FD4 (obrazek 26B).

Obrazek 26: Strukturou inspirovany navrh pro pripojeni kopolymeru na latky CB23 a FD4
Povrch proteinu CAIl je vybarven podle typu povrchovych atomii (uhlik bile, kyslik ¢erveng, dusik
modie). V konické duting aktivniho mista je vidét umisténi inhibitord. A v aktivnim misté enzymu je
navazan inhibitor CB23 (atomy boru rtizove, uhliku zelené, atomy siry zlut€). V aktivnim misté je
navazan inhibitor FD4 (atomy uhliku oranzové, atomy siry zluté). Zluté Sipky sméfuji k mistu mozného
napojeni pro molekulu kopolymeru. Obrazek byl pfipraven v programu PyMOL verze 1.5.0.1 [14].
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Na rozdil od inhibitoru CB23 vypliiuje inhibitor FD4 dutinu aktivniho mista az k jejimu
vstupu, kde je zapojen do polarnich interakci se dvéma molekulami vody (na obrazku 26B
zndzornény jako Cervené kulicky). Molekula inhibitoru CB23 naopak sedi v kapse aktivniho
mista (obrazek 26B). Zluté $ipky na obrazku 26 znazorfuji mista vhodnd pro moZnou
modifikaci molekuly kopolymerem. U inhibitoru CB23 se jako nejvhodnéjsi ukazal atom boru
na $pici klece. Pro molekulu FD4 je timto moznym kandidatem kyslik hydroxylové skupiny na

uhliku 6.
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7. DISKUZE

V prvni ¢asti diplomové prace byl podle optimalizovaného expresniho a purifika¢niho
protokolu popsaného v kapitole 5.1 piipraven rekombinantni protein CAII kapitola 6.1.
K expresi byl pouzit kmen E. coli BL21(DE3), indukce exprese rekombinantniho proteinu byla
provedena ptidanim induk¢éniho Cinidla (IPTG). Nasledna produkce CAII a jeji akumulace v
cytosolu nebyla pro bakterie vyrazné toxickd, a tak rist bakterii pokra¢oval az do ukonéeni
kultivace (obrazek 15).

Rekombinantni produkt byl v bakterialnich bunikach ptitomen jak v rozpustné, tak
Vv nerozpustné frakci (obrazek 17). Protein byl ale izolovan pouze z frakce rozpustné. Diivodem
tohoto rozhodnuti byl fakt, ze v rozpustné frakci se nachazi spravné sbaleny protein, zatimco
V nerozpustné frakci je protein ve formé nerozpustnych agregatt, tzv. inkluznich télisek.
Izolace rekombinantniho produktu z nerozpustné frakce zahrnuje solubilizaci téchto télisek
V denatura¢nim cinidle a naslednou renaturaci proteinu in vitro. Tento postup ma zpravidla
nizkou vytéznost a je experimentalné i Casové narocngjsi.

Purifikace CAIl zrozpustné frakce byla provadéna afinitni chromatografii na
sulfonamidové kolon¢, a poté byl produkt dialyzou dale piecistén a pieveden do pufru
vhodného pro nasledné analyzy. Celkovy vytézek byl 83,4 mg proteinu na 1 1 bakterialni
kultury. Byl tak ziskan produkt v dostate¢ném mnoZstvi pro testovani inhibi¢ni aktivity tak
pro krystaliza¢ni pokusy. Vytézek ziskaného proteinu je srovnatelny s vytézky publikovanymi
V literatufe pro expresi rekombinantni CAII v bakterialnim expresnim systému [97-99].

V druhé c¢asti prace byla testovana specificka vazba polymerniho konjugatu U28 na
nadorové specifickou izoformu CAIX. Nejprve byly provedeny in vitro testy, pfi kterych byl
sledovan inhibi¢ni u¢inek konjugatu na enzymovou aktivitu rekombinantnich enzymt CAIX a
CAll (kapitola 6.2.). Polymerni konjugat U28 je do aktivniho mista karbonatlyaz cilen pomoci
sulfonamidového inhibitoru CAll, slou¢eniny JS-561. Pro piipojeni na polymer byla slou¢enina
JS-561 modifikovana linkerem za vzniku JS-570 (vzorce slouéenin jsou na obrazkul3). Pro
tyto dvé vychozi latky byl téZ sledovan jejich inhibi¢ni ti¢inek na CAIX a CAIL.

Inhibi¢ni konstanta byla pro JS-561 byla 0,13 a 0,17 pM pro izoenzymy CAIIl a CAIX
(tabulka 1). Po modifikaci linkerem doslo k mirnému zhorSeni hodnot K; latky JS-570 na 0,2 a
0,41 uM pro izoenzymy CAII a CAIX. Polymerni konjugat U28 inhiboval CAIX s inhibi¢ni
konstantou 0,6 uM. Vysledky ukazaly u konjugatu U28 schopnost vazby do aktivniho mista
CAIX. Divod zhorSené inhibi¢ni aktivity konjugatu oproti matefskému inhibitoru neni
objasnén a predpoklada se predevsim vliv reakénich podminek in vitro testu.
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Pro ovéfeni vazby konjugatu U28 na CAIX na bunééném povrchu bylo vyuzito
fluorochromu ATTO488 ptitomného v konjugatu U28 pro piimou detekci fluorescencni
mikroskopii a pratokovou cytometrii. Vazba konjugatu U28 byla porovnavana s vazbou CAIX
specifické monoklonalni protilatky M75 a jejiho jednotetézcového fragmentu scFv M75.

U bunek lidského kolorektalniho karcinomu HT29 byla konfokalni mikroskopii
prokazéna vazba U28 na plasmatickou membranu, kde je CAIX v této linii pfirozené
exprimovana. Stejna lokalizace fluorescenéniho signalu byla pozorovana pro protilatku M75 (v
kombinaci se sekundarni protilatkou znacenou FITC). Naopak U28 ani protilatka M75 se
nevazaly na bunééné linie mysich fibroblastit NIH3T3 bez exprese CAIX (obrazek 21).

Vazba U28 na bunéény povrch byla dale sledovana prutokovou cytometrii, a to jak na
dvojici bunéénych linii pfirozené exprimujici a neexprimujici CAIX (vySe zminéné linie HT29
a NIH3T3), tak na dvojici identickych bunéénych linii odvozenych od karcinomu délozniho
Cipku C33-A, které se odlisuji pouze v expresi CAIX znaku, jehoZ gen byl do bunék uméle
vnesen [82].

Testy prokazaly specifickou schopnost U28 vazat CAIX na CAIX pozitivni linie HT29
i C33 CAIX a ne na linie bez exprese CAIX. Podobny vysledek byl pozorovan pro protilatku
M75 a jeji fragment scFv M75 (obrazky 19, 20 a 22).

Porovnani trovné signali konjugatu U28 a protilatky M75 ukézalo velky rozdil
(obrazek 20 a 22), ktery je zpusoben nékolika faktory. Jde jednak o pouziti odlisnych
fluorescencnich znacek: ATTO488 v piipadé polymerniho inhibitoru U28 a FITC v ptipad¢
protilatek. Dalsi rozdil je 1 ve zplsobu detekce fluorescencniho signalu. Zatimco polymerni
konjugat U28 obsahuje fluorescein piimo ve své molekule a znaci cilovou strukturu primarn¢,
je pro detekci vazby kontrolni protilatky nutné aplikovat také sekundarni protilatku. Jako
sekundarni protilditka pro M75 bylo pouzito polyklondlni sérum proti celému IgG M75
GAM/FITC, tudiz neni znam piesny pocet molekul, které interaguji s M75 a dale dochazi ke
znacné amplifikaci signalu. Epitop protilaitky M75 se nachazi v PG doméné molekuly zatimco
polymerni konjugat U28 je inhibitorem JS-570 cilen do aktivniho mista katalyticka domény.
Protilatka M75 na PG doménu vaZe na vice mist, protoze se zde motiv epitopu n€kolikrat
opakuje a dochazi tak dalSimu zesileni signalu. Uvedené rozdily naznacuji, Ze fluorescencni
signal polymerniho konjugat U28 a protilatky M75 nelze porovnavat kvantitativng, ale pouze
kvalitativné.

Po prokazani CAIX zprosttedkované vazby polymerniho konjugatu U28 na CAIX

bunééné linie se naSe pozornost zaméfila na vybér specifického inhibitoru pro vyvoj
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polymerniho konjugatu druhé generace. Byly provedeny in vitro enzymatické testy (kapitola
6.3) a vybrany dvé¢ latky CB23 a FD4 (vzorce na obrazku 14) které ob& prokazaly tadové
zlepSeni inhibi¢ni konstanty vV porovnani s pilotnim inhibitorem JS-570 polymerniho konjugatu
U28 (tabulka 2). Ackoli vybrané inhibitory nevykazuji specifitu pro CAIX oproti CAll enzym,
oc¢ekava se, zZe tuto specificitu zajisti polymer, ktery nedovoli prostup do burky.

Pro navrh vhodného mista pfipojeni inhibitorit CB23 a FD4 na polymerni konjugat je
vyhodou znalost trojrozmérné struktury. Tato ukaze, které atomy na inhibitoru nejsou zapojeny
do interakce s aktivnim mistem enzymu a kde by ptipadna modifikace nebranila vazbé a
nezhorsSovala tak vazebnou afinitu. V ramci této diplomové prace byly piipraveny krystaly
komplexu inhibitori CB23 a FD4 srekombinantni CAIIl. Krystaly vhodné pro snimani
difrakénich dat pro RTG analyzu byly pfipraveny modifikaci publikovaného postupu [83]. Jako
zésadni faktor, ktery bylo nutno optimalizovat, se ukdzal pomér proteinu a inhibitoru
(viz kapitola 6.3.1).

Krystalové struktury poskytly informace o zptisobu vazby inhibitora CB23 a FD4 do
kapsy aktivniho mista CAIll (obrazek 24). Strukturni analyza identifikovala dulezité interakce,
a tak diky tomu bylo mozné navrhnout mista vhodna pro piipojeni polymerniho konjugatu
k inhibitorim CB23 a FD4 (obrazek 26). Tento navrh bude v budoucnu vyuzit k piipravé druhé
generace polymernich konjugatt cilicich na CAIX pro fluorescen¢ni znaceni rakovinnych

bunék.

8. ZAVER

V literarni reSerSi byly shrnuty informace o lidskych karbonatlyazach. Byl uveden
fyziologicky vyskyt, funkce a déle tcast jednotlivych izoenzyma v riznych patologickych
procesech. Zvlastni pozornost byla zaméfena na karbonatlyazy II a IX, kdy u obou izoenzymi
byly uvedeny informace o jejich trojrozmérné struktuie. CAIX izoenzym byl dale popsan jako
nadorovy marker a mozny cil pro nadorovou diagnostiku a terapii. Dale byly shrnuty informace
o soucasnych moznostech nadorové 1écby, zndmych protilatkach a o inhibitorech CAIX a jejich
modifikacich.

V experimentalni €asti byl vypracovan postup exprese a isolace rekombinantniho
proteinu CAIll z rozpustné cytosolické frakce E. coli. Pomoci afinitni chromatografie na
sulfonamidové kolon€ byl ziskan rekombinantni produkt v dostateném mnoZstvi a Cistote,
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kterd byla vice nez 95%. Ziskany protein byl charakterizovan pomoci SDS-PAGE analyzy a
aktivita enzymu byla ovétena testem enzymatické aktivity. Rekombinantni expresi bylo ziskano
celkem 250,2 mg nativniho enzymu CAII (na 11 bakterialni kultury 83,49 proteinu).

Byly provedeny testy inhibi¢nich vlastnosti polymerniho konjugatu U28 a jeho
komponent pro enzym CAII a CAIX. Bylo zjisténo, Ze testovany konjugat je schopen inhibice
enzymu CAIX, a tak byla prokazana jeho vazba do aktivniho mista.

Dale byla testovana schopnost vazby polymerniho konjugatu na CAIX v bunéénych
kulturach. Vazba byla testovana na riznych bunéénych liniich pomoci pritokové cytometrie a
konfokalni mikroskopie. Nejprve byly provedeny obé techniky na odliSnych liniich, a to na linii
HT29 (lidsky kolorektalni karcinom s pozitivni expresi znaku CAIX) a linii NIH3T3 (mysi
fibroblasty bez exprese CAIX). Byla prokézéna vazba testované¢ho konjugatu U28 pouze na
linii s pozitivni expresi CAIX, tedy na linii kolorektalniho karcinomu, ale ne na linii mySich
fibroblasti. Stejné linie byly pouZity i pro konfokalni mikroskopii. Také touto metodou byla
potvrzena vazba U28 pouze na buiky linie HT29. Druhy experiment priutokové cytometrie
podpofil hypotézu, Ze polymerni konjugat U28 se vaze na bunécné linie praveé prosttednictvim
CAIX znaku. Tento experiment byl proveden na linii lidského karcinomu délozniho ¢ipku, ktera
byla transfekci upravena na linii C33 CAIX (pozitivni exprese CAIX) a linii C33 neo (bez
exprese CAIX). Timto experimentem byla prokazana pouze vazba U28 na linii s expresi CAIX
(C33 CAIX). Béhem prutokové cytometric a konfokalni mikroskopie byla vazba U28
kvalitativné porovnavana s vazbou monoklonalni protilatky M75 a jejiho fragmentu scFv M75.

Potvrzenim vazby U28 na CAIX se oteviela cesta k vyvoji polymernich konjugatii s
lepSimi inhibi¢nimi vlastnostmi. V ramci této prace byly proto testovany nové inhibitory CAIX
a byly vybrany dvé latky, CB23 a FD4, které vykazovaly vyrazné lepsi hodnoty inhibi¢nich
konstant nez inhibitor, ktery je soucasti polymerniho konjugatu U28. Ob¢ latky byly nasledné
ko-krystalizovany s CAII pro RTG studii a diky uspé$nym krystalizaénim experimentim byla
vyfeSena struktura, kterd umoznila navrhnut zptsob piipojeni kopolymeru k latkdm CA23 a
FD4.

Diplomova préace je feSena v ramci dlouhodobého projektu Skolici laboratote, jehoZ
cilem je vyvoj inhibitort karbonatlyazy IX. V této préaci byla ovéfena moZnost modifikovat
specifické inhibitory CAIX pomoci kopolymeru a poskytuje strukturni informace pro budouci

navrh takové modifikace.
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