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Inhibitory alkoholdehydrogendzy maju kIi¢ové postavenie v terapii otrdv metanolom,
etanolom ¢i etylénglykolom a ich toxickymi metabolitmi, a preto ich mézeme povazovat’
za zivot zachranujuce. V klinickej praxi sa pouziva jedina latka, fomepizol. Tato praca sa
venuje skiimaniu vplyvu jedenastich experimentdlnych chelatorov zo skupiny 4-
acylpyrazol-5-6nu na konsku a kvasinkovu alkoholdehydrogendzu, a pripadnému
vymedzeniu Struktirnych rysov, ktoré by boli najvyhovujucejSie pre interakciu s tymto
enzymom. Na zéklade schopnosti tychto latok chelatovat’ zino¢naté i6ny sa predpoklada,
Zze by mohli inhibovat’ enzym, ktory ma vo svojej Struktire prave molekulu zinku.
Principom samotného merania je zvySenie absorbancie pri enzymatickej aktivite dané
tvorbou NADH. Toto meranie je relativne jednoduché a efektivne, a pri vyuZiti pre
stanovenie kinetiky tieZ menej nachylné na ovplyvnenie absorbanciou testovanych latok.
Vysledky merani preukazali, Ze 6 testovanych latok (HQP", HQPPBY HQp"PNO2 HQM™,
HQ®“P a HQ"#") inhibovalo kvasinkovy enzym pri koncentracii 200 uM uéinnejsie nez
fomepizol. Konsky enzym inhibovali pri koncentracii 500 pM latky HQPPBu HQPPNO2,
HQ™ a HQ"" avsak ani jedna nebola uginnejsia nez fomepizol. Vysledky naslednej
korelaénej analyzy preukézali, Ze miera inhibicie ADH a miera chelaticie Zn** i6nov
nesuvisia. Testované latky sa teda nejavia ako vhodné inhibitory ADH z dovodu
vysokych koncentracii nutnych k ich G¢inku, ale neda sa vylucit’, ze modifikaciou tychto

molekul by bolo moZné pripravit’ aktivnejsie inhibitory.
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Inhibitors of alcohol dehydrogenase play a key role in the treatment of poisoning caused
by methanol, ethanol, ethylene glycol, and their toxic metabolites. Such treatment can
therefore be considered as life-saving. In clinical practice, a single substance, fomepizole,
is used. This thesis is aimed at investigation of the effect of eleven experimental chelators
from the 4-acylpyrazol-5-ones group on equine and yeast alcohol dehydrogenases, and
the possible definition of structural features that would be the most suitable for interaction
with this enzyme. Due to the ability of these substances to chelate zinc ions, it is believed
that they could inhibit an enzyme that has a zinc molecule in the structure. The
measurement itself is based on principle of increase in absorbance during the enzymatic
reaction, which is caused by the formation of NADH. This measurement is relatively
simple, efficient and, due to used kinetic method, also less susceptible to be affected by
absorbance of the tested substances. Measurement showed that six tested substances
(HQP", HQPheBu  HQPIPNOZ HQM HQCP and HQ"®") inhibited the yeast enzyme at a
concentration of 200 uM more effectively than fomepizole. Equine enzyme was inhibited
at 500 uM by HQPPBu HQPhwNO2 HQMI and HQ"", but none of them was more effective
than fomepizole. The results of the subsequent correlation analysis showed that inhibition
rate of ADH and chelation rate of Zn?" ions are not related. Thus, the tested substances
do not appear to be appropriate inhibitors of ADH due to high concentrations required for
their effect, but it cannot be ruled out that more active inhibitors could be prepared by

modifying these molecules.
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1 ZOZNAM SKRATIEK

ABAD

ADH
ADH,
ADH,,
ASA

B- NAD*
NADP*
BSA
DMSO
FAD
H3PO,4
HCI
Han

HQetCP

HQ™
HQphpNOZ
HQphpOMe

HQphptBu

»amyloid bounding alcoholdehydrogenase*-

alkoholdehydrogenéza viazica amyloid
alkoholdehydrogenaza

kvasinkova alkoholdehydrogenaza

konska alkoholdehydrogenaza

»acetylsalicylic acid - kyselina acetylsalicylova

beta nikotinamid adenin dinukleotid

nikotinamid adenin dinukleotidfosfat

,bovine serum albumin®- hovédzi sérovy albumin
dimetylsulfoxid

flavin adenin dinukleotid

kyselina fosforecna

kyselina chlorovodikova
1-fenyl-4-(2-fenylacetyl)-3-metyl-1H-pyrazol-5(4H)-6n
4-(3-cyklopentylpropanoyl)-1-fenyl-3-metyl-1H-pyrazol-5(4H)-
on

4-benzyol-1-fenyl-3-metyl-1H-pyrazol-5(4H)-6n
1-fenyl-3-metyl-4-(4-nitrobenzoyl)-1H-pyrazol-5(4H)-6n
1-fenyl-4-(4-metoxybenzoyl)-3-metyl-1H-pyrazol-5(4H)-6n

1-fenyl-4-(4-terc-butylbenzoyl)-3-metyl-1H-pyrazol-5(4H)-6n



HQm2Ph 1-fenyl-3-metyl-4-(1-naftoyl)-1H-pyrazol-5(4H)-6n

HQ™ 1-fenyl-3-metyl-4-(tiofén-2-karbonyl)-1H-pyrazol-5(4H)-6n

H2PyQ pyridin-2,6-diylbis(1-fenyl-5-hydroxy-3-metyl-1H-pyrazol-4-
yl)metanén

H2Q3Q 1,5-bis (1-fenyl-3-metyl-5-0x0-4,5-dihydro-1H-pyrazol-4-

yl)pentan-1,5-dion

H2Q4Q 1,6-bis (1-fenyl-3-metyl-5-0x0-4,5-dihydro-1H-pyrazol-4-
yl)hexan-1,6-dion

MDR medium chain dehydrogenase/reductase superfamily
My molarna hmotnost’

NasP207.10H20 dekahydrat fosforecnanu sodného

NaH>PO4 dihydrogénfosforecnan sodny

NaxHPOq4 hydrogénfosfore¢nan disodny

PQQ pyrochinolin chinon

TRIS tris(hydroxymetyl)aminometan
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2 UVOD

Alkoholdehydrogenazy st vel'mi rozsiahlou skupinou enzymov. V l'udskom tele st
zodpovedné za metabolizmus alkoholov na prislusné aldehydy ¢i ketony. Existuje cela
Skala ich exogénnych iendogénnych substratov, ktorych metabolity prispievaja
k fyziologickému fungovaniu organizmu. Na druhej strane st alkoholdehydrogenazy
zodpovedné aj za tvorbu toxickych metabolitov, ktoré mozu navodit’ az zivot ohrozujuce
stavy. Vtedy je potrebné nasadit’ do lieCby inhibitor alkoholdehydrogenazy. Jeho funkcia
je predist’ tvorbe toxickych metabolitov a zabranit’ kritickému stavu. V sucasnosti sa
k terapii  tychto intoxikacii  pouziva  fomepizol, kompetitivny inhibitor

alkoholdehydrogenazy.

Hoci sa moze zdat, ze v 21. storo¢i uz otravy toxickymi alkoholmi nie su aktudlnym
problémom, opak je pravdou. Podla aktualnych dét sa rapidne zvysil pocet intoxikacii
dezinfekciami, ktoré sl na baze toxickych alkoholov (hlavne etanol a propanol). Tento
narast mozeme pravdepodobne pripisat’ prave prebiehajiucej celosvetovej pandémii.
Podl'a amerického National Poison Data System bolo vroku 2020 len v USA
zaznamenanych viac ako 24 800 pripadov intoxikacie alkoholmi z dezinfekcii u deti
mladsich ako 12 rokov (National Poison Data System, AAPCC, 2020). Aj tieto data
prispievaju k faktu, Ze nové ucinné inhibitory alkoholdehydrogenazy by boli velkym

prinosom pre novodobt terapiu otrav alkoholmi a ich potreba je stale aktualna.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Alkoholdehydrogenaza

Alkoholdehydrogendzy — ADH st skupinou enzymov, ktoré st pritomné u vyssich
rastlin, hub, kvasiniek i cicavcov. Tieto enzymy patria do skupiny oxidoreduktaz, ktoré
pri katalyze vyuzivaji r6zne akceptory elektrénov. Na zaklade toho ich rozdel'ujeme na

3 skupiny (MacKintosh a Fewson 1987):

1. NAD(P)'- nikotinamid adenin dinukleotid (fosfat) - dependentné ADH,
2. dehydrogenazy vyuzivajuce ako kofaktor PQQ- pyrochinolin chinén,

3. FAD- flavin adenin dinukleotid - dependentné irreverzibilné alkoholoxidazy

Obvykle obsahujil vo svojej molekule atom zinku a vyskytuji sa vo forme dimérov ¢i
tetramérov. Monomér ma zvycajne molekulovii hmotnost’ asi 40 kDa (Torres a Ayala

2013).

Prva skupina, NAD(P)-dependentné alkoholdehydrogenazy, st najlepSie popisanou
skupinou, a zaroven do tejto skupiny patria aj nami sledované ADH. Ich funkciou je za
pritomnosti elektrénovych akceptorov, nikotinamidovych kofaktorov, katalyzovat
redukciu primarnych a sekundarnych alkoholov a keténov. V neposlednom rade ich
funkcia zahfiia aj spétnu reakciu, pri ktorej vznika ako produkt keton a regenerovany

kofaktor, pozri Obr. 1 (Torres a Ayala 2013).

NAD(P)H

Obr. 1 VSeobecna schéma reakcie, ktord je katalyzovand alkoholdehydrogendazou,
alkohol/karboxylova kyselina je oxidovana na keton za vzniku redukovaného NAD(P)H
a zaroven enzym katalyzuje aj spdtnu reakciu, kedy keton/ aldehyd je redukovany na

alkohol za vzniku oxidovaného kofaktoru.
R1,R>= uhlovodikovy zvysok alebo H

Prevzaté z: Torres a Ayala, 2013
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3.1.1 Vyznam a funkcia

Premena ketonov, aldehydov a alkoholov na iné zluCeniny je esencidlna pre fungovanie
eukaryotickych aj prokaryotickych organizmov (MacKintosh a Fewson 1987). Redukéné
a oxidaéné reakcie su vyznamné hlavne vd’aka ich produktom. Ci uz alkoholy, pri
fermentacii u anaerobnych baktérii, alebo oxidovany kofaktor, napr. NAD", ktory je
esencialny pre fungovanie a metabolizmus buniek. Niektoré z tychto procesov su taktiez
vyuzitel'né aj v priemysle, pri vyrobe alkoholov, ¢i réznych rozpustadiel. Na druhej
strane, oxidacna reakcia alkoholov je kl'icova v centralnom metabolizme. Vyslednym

produktom je energia a uhlik (Reid a Fewson 1994).

Medzi mnohé z funkcii oxidoreduktaz alkoholov patri napriklad aj produkcia kyseliny
octovej u rodu Acetobacter spp., oxidacia aromatickych alkoholov u rodu Pseudomonas
&i  Acinetobacter. Dal§im $pecifickym zastupcom je veratryl alkoholoxidéza, ktora
produkuje formaldehyd a vedl'ajsi produkt peroxid vodika, neskor v metabolizme

vyuzity na degradaciu ligninu (Reid a Fewson 1994).

ADH cicavcov je dnes uz velmi dobre definovany systém enzymov, v ktorom
rozoznavame 6 roznych tried. U primatov je to o jednu triedu menej, no pre obe skupiny

plati, Ze trieda I sa este deli na 3 r6zne podskupiny izoenzymov (Ho6g a Ostberg 2011).

U T'udi sa najviac ADH vyskytuje v pe€eni, d’alej v gastrointestinalnom trakte, obli¢kach,
nosnej sliznici, ssmennikoch a v maternici (Cederbaum 2012). Existuje 7 rdznych génov,
koédujucich sedem typov MDR (medium chain alcohol dehydrogenase superfamily) ADH
v 'udskom organizme; ADH1A, ADH1B, ADHI1C, ADH4, ADHS5, ADH6 a ADH7.
Vsetky sa vyskytuju na chromozéme 4. Na zéklade podobnosti v sekvencidch
aminokyselin a vo farmakokinetickych parametroch si tieto enzymy rozdelené na

jednotlivé triedy, pozri Tab. 1 (Edenberg 2007, Edenberg a Bosron 2018).
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Tab. 1 Rozdelenie Pudskych ADH podla tried, charakteristika génov, lokalizdcie,

funkcie a prisluSnych proteinov

Trieda Oficialny nazov Protein Lokalizacia Funkcia (primarne)
génu
I ADHIA o pecen oxidacia etanolu
I ADHI1B B pecent oxidacia etanolu
I ADHIC Y pecen oxidacia etanolu
II ADH4 s pecen, oblicky, oxidacia etanolu,
pluca metabolizmus nor/epinefrinu
11 ADH5 X takmer vSetky metabolizmus alkoholov
tkaniva s dlhym postrannym

retazcom, lipidov a mastnych
kyselin, formaldehydu

A% ADHG6 ADH6  pecen, zaludok, vel'mi malo informacii
duodenum
v ADH7 c zaludok, pazerak, first-pass metabolizmus

ostatné sliznice etanolu, premena retinolu na
retinal

Vietky tieto enzymy sit NAD(P)*-dependentné

Prevzaté a upravené podla: Edenberg 2007, Cederbaum 2012, Crabb et al. 2004

Pecenova ADH je majoritne zastupena formou ADH I. Hlavnou funkciou peceniovej
ADH cicavcov je metabolizmus alkoholov, tj. etanolu, exogénnych xenobiotik,
endogénnych alkoholov, atd’. Po absorpcii zo zaludka, putuje nezmetabolizovany etanol
portalnou Zilou do pecene, kde je niekol'kondsobne vysSia koncentracia alkoholu ako
v periférnej krvi. V peceni sa metabolizuje asi 90% alkoholu na jeho primarny produkt
acetaldehyd, ktory sa podiela na jeho toxicite (Jiang et al. 2020). Okrem hlavného
enzymu, ADH, zabezpecuje minoritne tito premenu aj cytochrom P450 2E1 a kataldza.
Metabolizmus etanolu dalej dokoncuje enzym aldehyddehydrogendza (hlavne

mikrozomalna forma 2), produkujuca netoxicky acetat (Crabb et al. 2004).

Enzymy triedy I maju sice primérnu Struktiru proteinu zhodn na asi 93%, avSak zhoda
v §trukture miesta viazuceho substrat medzi jednotlivymi podskupinami je asi iba 60%.
Podskupiny (A/B/C) obsahuju prislusné proteiny a, B, y, kodované tromi rozdielnymi
génmi. Tieto proteiny moézu vramci triedy ADH Itvorit homodimérne, ale aj

heterodimérne komplexy (Edenberg 2007, Edenberg a Bosron 2018).
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Ostatné izoformy ADH u ¢loveka neplnia iba detoxika¢nt funkciu, premienat’ etanol na
acetaldehyd. Vd’aka Sirokej substratovej Specifickosti dokazu premienat’ aj iné, zlozitejSie
alkoholy. Hraju vyznamnu ulohu napriklad v metabolizme NO, vitaminu A, dopaminu,
serotoninu, steroidov, zl¢ovych ,¢i o-mastnych kyselin a lipidov. Z hl'adiska vyznamu je
ADH skupina enzymov vnimana ako komplexny systém, ktory plni kl'ucovu rolu
v metabolizme a aj v ochrane bunky pred Skodlivymi latkami (Bréandén et al. 1975, H66g

et al. 2001).

ADH II vykazuje vysoku afinitu k etanolu, okrem toho plni zasadnu funkciu v
metabolizme epinefrinu a norepinefrinu v periférnom krvnom riecCisku (Jelski 2008).
ADH III enzym je Specificky pre alkoholy s dlhym postrannym retazcom, ktoré su
intermediatmi lipidového metabolizmu. Strukturne je zhodny ako glutation-dependentna
formaldehyd dehydrogenadza, vyznamnd hlavne kvoli odbliravaniu toxického
formaldehydu z bunky (H66g et al. 2001). Zaujimavostou je, ze ADH III nie je takmer
vobec ucinnd pri metabolizme etanolu v nizkych koncentraciach. Jej schopnost’
premienat’ etanol vo vysokych koncentraciach sa uplatiiuje hlavne pri first-pass
metabolizme v Zalidoc¢nej sliznici (Haseba a Ohno, 2010). Nachddza sa takmer vo

vSetkych tkanivach l'udského tela.

ADH 1V je forma izoenzymu, ktorej primarnou lokaliz4ciou st sliznice. Majoritne sa
nachadza v Zaludku, v nizSom zastipeni aj na inych slizniciach ako nosohltan, vagina
a pazerak (Crabb et al. 2004). Zabezpecuje first-pass metabolizmus, teda trdvenie Casti
alkoholu este pred absorpciou do krvného obehu (Jelski 2008). Funkcia, presné Struktara
avyznam formy ADH V stile nie je zndma, nakolko sa eSte nepodarilo izolovat

samostatny protein (Ostberg et al. 2016).

Rozvijajace sa vedecké poznatky odhal'uju stale nové informdacie o tom, Ze skupina
alkoholdehydrogenéz sa podiel'a na regulécii mnohych procesov 'udského organizmu, ¢i
uz fyziologickych alebo patologickych. Zaujimavym prikladom je mitochondridlny
enzym ABAD - amyloid bounding alcoholdehydrogenase. Fyziologicky sa podiela na
udrzovani rovnovahy estriolu a estronu v neurénoch mozgu. Je to Specificki NAD"-
dependentnd oxidoreduktaza, ktort medzi I-V ADH triedy nezarad’ujeme. Patri do ,,short
chain alcohol dehydrogenase® superrodiny, teda rodiny ADH s kratkym retazcom.
Neobsahuje vo svojej molekule zinok a prirodzene sa vyskytuje vo forme homotetraméru

(Benek et al. 2012). Nedavne vyskumy naznacuju, zZe prispieva k rozvoju Alzheimerove;j
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choroby. Inhibitory tohto enzymu by mohli byt' sTubnymi lie¢ivami v boji proti tejto
chorobe (Morsy 2019).

ADH I sa taktiez podiel'a na patologickom procese. Bolo dokazané, ze aktivita ADH
I v rakovinovych bunkach pecene je 026% vysSia ako v zdravom tkanive, atym
prispieva k zvySenej produkcii toxického kancerogénneho acetaldehydu. Na druhej
strane, aktivita aldehyddehydrogenazy je v rakovinovych bunkach nizsia, ¢o patologicky

proces len umociiuje a prispieva k rychlejsej kancerogenéze (Jelski 2008).

V neposlednom rade sa ADH moze podielat aj na zvySenom riziku alkoholizmu.
Pri¢inou st rozne genetické varianty jednotlivych druhov ADH I. Ludia, ktori st
nositelmi génov pre rychlejsiu degradaciu alkoholu, ADHIB-2 a ADHIC-I alel, maju
zvySené riziko vzniku alkoholizmu, nez I'udia s alelami ADHIB-1 a ADHIC"2. PriCina je
jednoducha. Jedinci, ktori st rychlymi metabolizatormi, st schopni naraz skonzumovat’
viacsie mnozstvd alkoholu, ¢o modze viest k rychlejSiemu navyku na pravidelna

konzumaciu (Tolstrup et al. 2008).

Okrem vyznamnej Ulohy ADH v Zivych organizmoch sa jej U€inky vyuZivaju aj
v priemysle. Tieto enzymy su vyuZiteI'né najma v pripadoch potreby syntézy chirdlneho
produktu, ¢o umoziuje ich Specifické aktivne miesto. Vyhodou ich pouzivania je, ze
produktom oxidoredukcnej reakcie katalyzovanej enzymom je len jeden enantiomér.
Negativom naopak fakt, Ze v sti€asnosti je ich vyuZitie obmedzené len na produkty, ktoré
st len malo rozpustné vo vode (Zheng et al. 2017). ADH mo6zu byt ako biokatalyzatory
vyuzité pri syntéze mnohych lieCiv, napriklad antidepresiv, antiastmatik, statinov,
antihyhpertenziv, antiepileptik, beta laktdmov, antitrombotik ¢i protizapalovych latok.
V sucasnosti sa k tejto ceste ,,zelenej chémie“ priklana stile viac vedcov, nakolko
vyuzitie enzymov je ekologickejSie, nez pouzivanie chemickych katalyzatorov.
Pozitivom vyuzitia samostatného enzymu je minimalizacia vedl'ajSich reakcii a Cistota
produktu. Pouzivanie celych geneticky modifikovanych buniek predstavuje vyhodu
v stabilite a sebestacnosti, to znamend, Ze odpadd rieSenie problému regeneracie
kofaktoru, ¢i zabezpeCenie druhého enzymového systému pre tato funkciu (Torres a

Ayala 2013, Zheng et al. 2017).
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3.1.2 Struktara

Podla dizky aminokyselinového retazca sa skupina alkohodehydrogenaz deli na 3
superrodiny; long chain, vys$Sie zmienené MDR a short chain superfamily. Najlepsie
charakterizovanou skupinou z alkoholdehydrogenaz st zinok-dependentné ADH,
patriace do MDR - medium-chain dehydrogenase/reductase superfamily, teda
superrodiny enzymov charakteristickej aminokyselinovym retazcom strednej dizky
(250 - 350 aminokyselin). Do tejto skupiny patri aj vSetkych 5 tried l'udskej ADH. 40%
ADH z MDR v molekule neobsahuje ziadny kovovy prvok, kym asi 48% ich obsahuje
dokonca dva (Jérnvall et al. 2013). Strukturu alkoholdehydrogenaz z MDR skupiny dobre
vyjadruje konskd peceniovd ADH. Mdzeme ju povazovat za prototyp a jednotlivé

podtypy sa liSia len minimdlnymi obmenami (Baker et al. 2009).

Terciarna Struktiura

Vo vSeobecnosti maji tieto enzymy variabilny pocet podjednotiek, pricom
kazda podjednotka enzymu je rozdelend vzdy na 2 domény. Prva, doménu obsahujiicu
aktivne miesto - vizbové miesto pre substrat, a druhti, doménu viazucu kofaktor. Doména
s aktivnym miestom, inak nazyvand aj katalytickd, je menSia a charakteristickd pre
skupinu dehydrogenéz. Druha doména poskytuje miesto pre vizbu koenzymu a obsahuje
skupiny potrebné pre samotnu oxidacno-redukénu reakciu. Dve domény, na ktoré sa viaZe

koenzym, tvoria centralnu jednotku molekuly (Eklund 1983, Baker et al. 2009).

ADH ziskand z baktérie Escherichia coli je Strukturne vel'mi podobna l'udske; ADH
I a tiez patri do MDR. Jej katalyticki doménu tvori komplex B-skladanych listov a 5 a-
helixov. Doména viaZzuca koenzym je jednym z najsymetrickejSich Rossmannovych
sendvi¢ovych zahybov. Tie st charakteristické tym, ze jeden B-skladany list je obklopeny

dvomi a-helixmi, pozri Obr. 2A) (Karlsson et al. 2003).
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Obr. 2 Zobrazenie Struktury enzymov ADH 7 organizmu E. Coli

A) Dimér s jednotlivymi doménami odlisenymi farebne;, domény viaZuce koenzym
slabomodrou a cervenou farbou (tvoria Rossmannove zdahyby), katalytické domény

ruzovou a tmavomodrou farbou.
B) Zobrazeny tetramér, dimér dvoch dimérov

Prevzaté z: Karlsson et al. 2003

Aktivne centrum konskej peceiiovej ADH

Obe domény su spojené esencialnym atémom zinku, ktory medzi nimi vytvara Strbinu.
Tento koordinaéne viazany zinok je neoddelite'nou sti¢ast'ou aktivneho miesta enzymu.
To vSak nie je jedind molekula zinku v Struktire tohto enzymu. Okrem toho ADH
obsahuje este jeden, nazyvany aj Struktirny zinok, ktorého presna funkcia nie je zndma
(Raj et al. 2014). V nepritomnosti substratu je atdm zinku aktivneho centra v konformacii
tetraédra. Viaze na seba 3 zvySky aminokyselin katalytickej domény, u konskej
pecenovej] ADH st to Cys-46, His-67, Cys-174 a molekulu vody, pozri Obr. 3 (Baker et
al. 2009).
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Obr. 3 Zobrazenie koordindcie zinku v aktivnom mieste apoenzymu konskej peceriovej
ADH. K zinku sa koordinacnou vizbou viaze molekula vody a 3 aminokyselinové zvysky;,
Cys-46 a 174, a His-67, pocas katalytickej reakcie si alkohol vymeni miesto s molekulou

vody alebo vzniknu nestale intermediaty.

Zn- zinok, Wat- molekula vody,

Prevzaté z: Plapp et al. 2017

Dynamické zmeny

Stadie dynamickych zmien MDR pogas katalyzy dokazuju, Ze proces je velmi podobny
u vSetkych enzymov ztejto superrodiny. Hoci primarna Struktira aktivneho miesta
nemusi byt’ uplne totoZzna, zachova sa acidita, ¢i pozicia v priestore. Prislusné zvysky
aminokyselin s vd¢Sinou ekvivalentné. Podrobnosti katalytického procesu nie s Uplne
zname (Plapp et al. 2016, Plapp et al. 2017). Existuje viac hypotéz. Prva je spojena s
vytvorenim dvoch prechodnych pentakoordinovanych intermediatov na zinku aktivneho
centra. Tieto prechodné stavy by boli len vel'mi kratkodobé a nésledne by aj tak vznikol
tetrakoordinovany produkt s naviazanym alkoholom (Kleifeld et al. 2003). Druhou
hypotézou je odpojenie jedného aminokyselinového zvysku a vymena za substrat ( Plapp

et al. 2016).

Odhliadnuc od presnych dynamickych zmien je zname, Ze ADH na seba naviaZe naraz

minimalne 2 substraty. Prvym je kofaktor NAD", tym druhym je alkohol (aldehyd).
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Hlavnou funkciou tohto enzymu je teda poskytnit’ dvom reaktantom prostredie, vyhodné

pre priebeh chemickej reakcie (Eklund 1983).

PeCeniova konskda ADH bola jednym zprvych enzymov, ktoré boli preskimané
krystalograficky v podobe holoenzymu, ale aj apoenzymu, pozri Obr. 4. Zistila sa zmena
konformécie po naviazani NAD". U konskej ADH je charakterizovana ako rotacia oboch
domén asi o 10° a privretie charakteristickej Strbiny, ¢o koreSponduje aj s 'udskou, ¢i s
inymi druhmi ADH. Apoenzym sa vyskytuje obvykle v ,,otvorenom* stave, holoenzym
s naviazanym kofaktorom v ,zatvorenom®, kedy sa zvySky aminokyselin aktivneho
centra premiestnia blizSie a vytvoria miesto pre naviazanie substratu. Tato konformacna
zmena je kl'i€ova k spravnej funkcii enzymu. Slucka obsahujica aminokyselinové
zvySky 292-299 zmeni svoje rozloZenie, o umozni, ze katalytické domény sa taktiez
moézu presunut. Vysledok je aktivne miesto vyhodné pre naviazanie substratu (Plapp

2010).

Obr. 4 Grafické zobrazenie krystilovej analyzy enzymu. Konformacna zmena
konskej peceiiovej ADH, po naviazani koenzymu NAD*. Cervenou farbou

zobrazeny apoenzym - otvoreny stav, - zatvoreny stav

Coe- domény viazuce koenzym, Cat- katalytické domeny, 290's — slucka obsahujuca

aminokyseliny 292-299

Prevzaté z: Plapp 2010
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Kofaktor NAD"

NAD" je pyridinovy nukleotid, hrajici dolezita ulohu v metabolizme buniek. Ked'ze
ADH patri medzi enzymy, ktoré ako kofaktor vyuzivaji NAD(P)", bez tejto molekuly by
samotna enzymaticka reakcia neprebehla. Oxidacia substratu prebieha transferom kationu
(H") na tento kofaktor, sluZiaci aj ako akceptor elektronov. Vysledkom je redukovany
kofaktor NADH ¢i NADPH a oxidovany alkohol. Nikotinamidovy kruh je priamo
zucastneny na transfere elektronov, kym C4 atom dusika vystupuje ako akceptor/ donor

H', pozri Obr. 5 (Meijers et al. 2001).

NAD(P)H NH,

N \N " " o
A >

H*+2 e

NAD(P)* NH;

N SN H (o]
A i
N ) f NH,
[s] o

R = OH or PO,?

Obr. 5 Molekula NAD(P)'/NAD(P)H, obsahuje adeninovy a nikotinamidovy

nukleosid, ktoré su spojené pomocou svojich fosfatovych skupin, tvoria pyrofosfatovu
vizbu. Redukovany kofaktor je na obrazku hore, oxidovany kofaktor dolu.
Nikotinamidovy kruh je akceptor/donor elektronov a C4 atom uhlika (zobrazeny
cervenou farbou) je akceptor/donor H". NAD*/NADP" kofaktory sa lisia substituentom
R. UNAD"/NADH je R= OH, u NADP*/NADPH R= PO

Prevzaté z: Sellés et al. 2018
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Kvartérna $truktiara

Obvykle sa ADH vyskytuje ako polymér, takze v jednej molekule enzymu mdze sucasne
prebiechat viac enzymatickych premien naraz. Z hladiska kvartérnej Struktary sa
molekuly vyskytuju najcastejSie v dimérnej ¢i tetramérnej forme. Aj ked’ sa to moze zdat’
ako signifikantny rozdiel, tetramérna Struktira je obvykle velmi podobnd dimérne;j,
v podstate molekuly dimérov tvoria diméry pozri Obr. 2 (Karlsson et al. 2003, Raj et al.
2014).

3.1.3 Medzidruhové rozdiely

Hlavnym rozdielom medzi ADH vysSich eukaryotickych organizmov (rastliny
a zvieratd), a prokaryotov a nizSich eukaryotov (kvasinky), je v ich kvartérnej Strukture —
pocte podjednotiek. VysSie eukaryoty maju obvykle ADH v podobe diméru, druha
skupina jednoduchs$ich organizmov obsahuje vac¢Sinou ADH tetramérnej Struktury, pozri

(Raj et al. 2014).

Obr. 6 Porovnanie kvartérnej Struktury molekul, rozdiel medzi ludskou dimérnou ADH
(vlavo) a bakteridalnou tetramérnou ADH (vpravo). Vsetky jednotlivé podjednotky su

farebne rozlisené. Kofaktor je znazorneny zelenou.

Prevzaté z: Godsell 2001

Kvasinkova ADH

Pri porovnéavani Struktary konskej pecenovej a kvasinkovej ADH sa zistilo, Ze napriek
mnohym odli$nostiam a tomu, Ze ich sekvencia aminokyselin je zhodna iba asi na 32%,
sa Casti dolezit¢ pre funkciu enzymu liSia iba minimélne (Reid a Fewson 1994).

V primarnej Struktare su pre d’alSie usporiadanie v priestore dolezité najméa Specifické
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oblasti hydrofobnych aminokyselinovych zvyskov, kde 90 z 93 aminokyselin zodpoveda
rovnakej pozicii, ¢o znac¢i velki podobnost enzymov. Podobne na tom su aj
aminokyseliny zodpovedné za hlavné enzymatické mechanizmy, teda aktivne miesto, ¢i
miesto viazuce kofaktor. U kvasinkového enzymu bola zistend mierna odliSnost’, a
to pritomnost’ objemnejsich aminokyselinovych zvySkov v mieste naviazania substratu.
Toto moze viest’ k vysSej substratovej Specifickosti. Napriek tomu, zZe enzymy nemaju
rovnaku §trukturu, d4 sa tvrdit, Ze aminokyselinové zvySky zodpovedné za terciarnu
Struktiru st zachované v oboch enzymoch. Hlavnym rozdielom je kvartérna Struktura.
Napriek velkej podobnosti sa konsky enzym vyskytuje ako dimér, kvasinkovy ako
tetramér. Pri¢ina tohto rozdielu je pripisovana hlavne rozdielnym 114-122
aminokyselinovych reziduam, avSak tato teéria nebola preukdzana (Raj et al. 2014,

Jornvall et al. 1978).

Skiimanim kvasinkového enzymu ADH zo Saccharomyces cerevisiae sa d’alej zistilo, Ze
hoci je enzym zlozeny zo 4 podjednotiek, jednotlivé podjednotky su usporiadané ako
dvojice dimérov, a teda vyznamne sa podobaju na konski ADH. Kazd4 podjednotka ma
typicky 2 domény a charakteristicku Struktiru. Tieto 4 rozdielne podjednotky sa mézu
vyskytovat’ v roznom zastupeni. Klasickou alternativou je zastupenie vSetkych Styroch,
ako AB:CD, kedy je aktivne miesto situované¢ medzi dvomi dimérmi, preto je aj menej
pristupné pre substrat. DalSou moZznostou je konformicia AB:AB/CD:CD, &o

reprezentuje kvartérnu Struktiru, ktord ma pristupnejSie aktivne miesto, orientované

k povrchu molekuly (Raj et al. 2014).

Bakterialna ADH

V bakteridlnych bunkach bolo izolovanych viac foriem ADH enzymov (rdzne
fermentaéné ¢ MDR formy). Struktiirne najzaujimavejsou je tetramérna ADH, ktora je
povazovana za pribuzni kvasinkovému enzymu. Zarovein st jej jednotlivé podjednotky
vel'mi blizke I'udskej ADH I/konskej peCetiovej] ADH. VSetky tieto enzymy st rovnako
Clenené na 2 domény, katalytickli a koenzymovu. Oproti konskej peceniovej ADH
vykazuje taktiez iba malé obmeny aminokyselinovych zvySkov a mierne skratenie
retazca. Obe molekuly maju takmer identické  podjednotky, pozri Obr. 7
ale samozrejme, alkoholom indukovanda NADP'-dependentnd bakteridlna ADH, sa

vyskytuje v tetramérnej forme (Karlsson et al. 2003)
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Obr. 7 Dimér ADH z organizmu E. Coli (hore) porovnany s prislusnym dimérom,
kompletnou molekulou konskej peceiiovej ADH (dole), napriek tomu, zZe sa bakteridlna
ADH prirodzene vyskytuje vo forme tetraméru, pri porovhani dimérov enzymov mozeme

pozorovat, Ze su s konskou pecennovou ADH velmi podobné.

Prevzaté z: Karlsson et al. 2003

LCudské ADH enzymy

LCudské ADH su dimérnymi enzymami, ktoré¢ sa fyziologicky nachéadzaji v cytosole
bunky. Ako bolo spomenuté vyssie, rozoznavame niekol’ko tried, na zéklade Specifickosti
k substratu, senzitivity a lokalizéacie, pozri Tab. 1. Rozdiel medzi primarnymi Struktarami
tychto enzymov je u tried 1-4 asi 40% (Jelski 2008). Po analyze aminokyselinovych
sekvencii jednotlivych tried a izoenzymov sa zistilo, Ze najvacsia variabilita sa nachadza
prave v aminokyselinovej slucke, nasledujiicej v tesnej blizkosti po atome zinku
aktivneho miesta enzymu, pozri Obr. 8. Samozrejmostou je, Ze aj v tomto Useku existuji
sekvencie, ktoré su u vSetkych tried totozné, hlavne Cys-97, Cys-100, Cys-103 a Cys-111
(Ho6g a Ostberg 2011).
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Obr. 8 Zobrazenie variability Struktury jednotlivych tried enzymov Pudskej ADH 1-4,
slucka nasledujuca po atome zinku je rovnaka u ADH 1 a 4, u triedy 2 a 3 tvori rozne a-

helixové Struktury, katalyticky atom zinku zobrazeny fialovo.

Prevzaté z: Ho6g a Ostberg 2011

3.1.4 Zname a pouzivané inhibitory

Enzym ADH hré vyznamnua Ulohu v metabolizme etanolu, metanolu a etylénglykolu.
Tieto latky boli (a etanol aj do dnesného dia je) castymi povodcami akatnych otrav ich
toxickymi metabolitmi. Na takéto intoxikacie v minulosti neexistovalo ucinné liecivo,
a preto sa vedecka obec snaZila najst’ vysoko ucinny liek. Konvenéna liecba spocivala
v infaznom podavani etanolu, ktory s metanolom sut’azi ako substrat o aktivne miesto na
enzyme. Dnes uz liecba etanolom nie je odporucand, pretoZe nesie so sebou aj mnohé

rizikd (Mycyk a Leikin 2003).

Uz v 60. rokoch minulého storocia sa zistilo, Ze pyrazol zvySuje Sancu preZitia u
intoxikovanych zvierat inhibiciou ADH, zodpovednej za premenu latok na ich toxické
metabolity. Toto bolo zaciatkom rozsiahleho vyskumu. Pyrazol sa ukazal ako vel'mi
ucinny inhibitor, avSak pre jeho hepatotoxicitu nebolo mozné ho bezpecne podéavat
I'udom. Na zéklade jeho inhibi¢nej aktivity sa substitu¢énymi obmenami podarilo ziskat’
inhibitor vysoko G¢inny, ale zarovei pre ¢loveka len minimalne toxicky (Baud et al. 1986,

Mycyk a Leikin 2003).
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Najznamejsim a uspesne klinicky pouzivanym inhibitorom alkoholdehydrogenéazy sa stal
fomepizol, 4-metylpyrazol. V roku 1998 ho US Food and Drug Administration schvalil
najprv ako lieCivo akutnej otravy etylénglykolom, zakratko aj k lieCbe intoxikacie
metanolom (Mycyk a Leikin 2003). Na zaklade mnohych stidii mozeme tvrdit,, ze ako
jediny zo zndmych inhibitorov enzymu sa v praxi pouziva prave kvoli jeho u¢inkom na
ADH. Dal§imi zndmymi inhibitormi st latky v klinickej praxi vyuzivané na iné indikacie.
Inhibicia ADH je skor vedl'ajsSim u¢inkom, ktory je potrebné poznat’. Pre ucely tejto prace
boli vybrané d’alSie 3 zname lieCiva pouzivané v terapii, u ktorych bola dokazana

inhibi¢na aktivita vo¢i enzymu ADH.

Fomepizol

Struktirnym vzorcom je to 4-metylpyrazol (pozri Obr. 9), kompetitivny inhibitor l'udskej
ADH, konkrétne druhov ADHIA, ADHIB1, ADHI1B2, ADHICl a ADHIC2,
a nekompetitivny inhibitor ADH1B3, ADH2 a ADH4. Jedine aktivita ADH3 izoenzymu
nie je inhibovana (Lee et al. 2011).

Fomepizol je bezne uzivany v klinickej praxi. Jeho vyhodou je nizka toxicita a mala
incidencia (cca 12%) neziaducich ucinkov, medzi ktoré patria bolesti hlavy, zavrate,
hnacka, vyrazka, nystagmus ¢i mierne omamenie. VSetky z tychto neziaducich uc¢inkov
su vSak iba vel'mi mierne a maju kratku dobu trvania (Jacobsen et al. 1990, Theorell et

al. 1969, Mycyk a Leikin 2003).

Obr. 9 Vzorec fomepizolu, 4-metylpyrazolu

Fomepizol ma vysoku mieru distribucie do tkaniv (az 0,6-1,0 1/kg) a ve'mi nepatrnu

mieru vizby na proteiny, o znaci, Ze je aj l'ahko dialyzovatel'ny (Jobard et al. 1996).
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Ako bolo spomenuté vyssie, nema takmer ziadne vedl'ajSie G¢inky a oproti etanolu, ktory
bol na terapiu otrav vyuzivany pred nim, ma mnoho vyhod. Na enzym sa viaze s viac ako
8000-krat vyssou afinitou, nez etanol (Bestic et al. 2009). Posobi dlh§ie a ma vyssiu
aktivitu (Baud et al. 1996). Jeho sérové hladiny nie je nutné monitorovat’ tak casto ako
u etanolu, ked’ze u fomepizolu nie je taky Siroky interindividuélny rozdiel v metabolizme.
Takisto monitorovanie mozgovych funkcii pacienta je jednoduchsie, ked’ze pri podavani
etanolu hrozi utlm centralneho mozgového systému (Mycyk a Leikin 2003). Navyse je
u deti pri podavani etanolu aj zvysSenad potreba monitorovania glukozy v krvi, ¢o pri
podéavani fomepizolu nie je nutné (Boyer et al. 2001). Negativom fomepizolu je najma
jeho vysSia cena oproti etanolu a zarovei fakt, ze nie je dostupny vo vsetkych krajinach

(McMartin et al. 2012).

Tento inhibitor ADH je indikovany u vSetkych pacientov s podozrenim na otravu
metanolom ¢i etylénglykolom, bez ohl'adu na to, ¢i nastupila metabolicka acidoza alebo
nie. Nespornou vyhodou fomepizolu je fakt, ze v pripade rychleho podania, kedy metanol
nestihol byt premeneny enzymom ADH, otrava ani nemusi nastat. Podanie je
intravendzne, s nasycovacou davkou 15 mg/kg a nasledne 10 mg/kg kazdych 12 hodin.

Finalna koncentracia fomepizolu v plazme je 0,8 pg/ml (10 pmol/l) (Brent et al. 2001).

Kyselina acetylsalicylova a salicylat

Podavanie ASA - kyseliny acetylsalicylovej ( Obr. 10), jedného z najvyuZivanejSich
liekov proti zapalu, bolesti ¢i ako antiagregans, je spojené so zvySenim hladiny etanolu
v krvi, ¢o potencuje aj jeho neZiaduce ucinky. Efekt sa pripisuje inhibicii first-pass
metabolizmu etanolu. Tieto spojitosti boli zndme uZ od roku 1990, kedy sa prvy krat
podarilo experimentalne dokdzat, Zze po podani aspirinu sa metabolizmus etanolu
v zaltidku zniZi a jeho koncentracia v krvi vzrastie. Podmienkou inhibi¢ného t¢inku bolo,
ze etanol sa podal uz 1 hodinu po ASA, predchadzajuce pokusy s dlh§imi Casovymi

intervalmi neboli tispesné (Roine et al 1990).

Salicylat je jednym z jej hlavnych metabolitov a kompetitivny inhibitor takmer vSetkych
tried 'udskej ADH, okrem ADHI1B2 a ADHI1B3, kde vystupuje ako nekompetitivny
inhibitor. Jeho inhibi¢né schopnosti st niekol’konasobne vyssie nez u ASA. Pri vysokych

terapeutickych hladinach moéze salicylat dosahovat’ hodnoty 75-86% inhibicie aktivity
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ADH, pri nizkych hladinach v plazme az 68-48%, Co znaci, Ze tieto hodnoty nie st

zanedbatel'né (Lee et al. 2015).

O OH

R

Obr. 10 Vzorec kyseliny acetylsalicylovej, 2-acetyloxybenzoovej

Paracetamol (N-acetyl-p-aminofenol, acetaminophen)

Uzivanie paracetamolu ( Obr. 11), jedného z najviac pouzivanych volnopredajnych
antipyretik a analgetik, je Casto spojené aj s konzumaciou alkoholu. Prvou zavaznou
interakciou tychto dvoch latok je indukcia enzymu CYP2EI etanolom, ¢o vedie
k zvysenej tvorbe toxickych metabolitov paracetamolu a jeho nadmernej hepatotoxicite

(Riordan a Williams 2002).

Druhou, menej zndmou interakciou je inhibicia ADH, ateda zvySend koncentracia
etanolu v organizme, kvoli inhibicii first-pass metabolizmu v zalidku (Palmer et al.

1991).

Okrem inhibicie gastrickej ADH, paracetamol pdsobi ako kompetitivny inhibitor aj
u vSetkych ostatnych tried l'udskej ADH. Najvacsiu inhibi¢nu aktivitu nest triedy Il a IV
(Lee et al. 2013).

H
N

g

O

CHj

HO

Obr. 11 Vzorec paracetamolu, N-acetyl-p-aminofenol

H:2 blokatory

H> blokatory, antagonisti histaminovych receptorov typu 2, boli v minulosti jedny

z najpouzivanejsich ,,over-the-counter lieciv. Pri tychto pripravkoch, ktoré nie st
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viazané na predpis sa predpoklada, ze su CastejSie podavané v kombindcii s alkoholom.
Navyse pravidelna konzumacia alkoholu moéze sposobovat’ dyspepsie, predstavujice
jeden z hlavnych dévodov uzivania tychto lieciv, pretoze zmierfiujii ich symptomy

(Grugler 1994).

Pri meta-analyze 24 studii zaoberajucich sa efektom H> blokatorov na hladiny alkoholu
v krvi sa zistilo, ze cimetidin a ranitidin m6zu hladiny alkoholu zvySovat’. Tato interakcia
sa vSak zdala byt’ natol’ko slabd, Ze nebola povazovana za klinicky relevantni (Weinberg
et al. 1998). U famotidinu, treticho znameho zastupcu skupiny, tato interakcia uplne

chyba (Grugler 1994).

Pri d’alSich skuSaniach, konkrétne cimetidinu (pozri Obr. 12), s l'udskym enzymom
ADH, bola potvrdena jeho inhibi¢nad aktivita, avSak iba pri vySSich koncentraciach
lie¢iva. Tieto koncentracie moézu byt sposobené akumulaciou Hz blokatoru v bunkach pri
pravidelnom uzivani. Inhibované boli takmer vSetky triedy 'udskej ADH, najvyssia miera

inhibicie bola az 44% u ADH1B3 izoenzymu (Lai et al. 2013).
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Obr. 12 Vzorec cimetidinu

V ingj $tadii, ktora skimala toxicitu metanolu na potkanoch, bolo dokazané, ze podanie
ranitidinu (pozri Obr. 13) zabranilo retinopatiam dokonca uspesnejsie, nez fomepizol.
Chybaju vSak d’alSie poznatky. Stale nie je zname, €1 to bolo z dévodu inhibicie ADH,
vd’aka jeho antioxidacnym schopnostiam alebo inym mechanizmom (EIl-Bakary et al.

2010).
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Obr. 13 Vzorec ranitidinu
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3.2 4-acylpyrazol-5-0ny a analogické latky

4-acylpyrazol-5-6ny patria do skupiny B-diketonov, ktoré su zname hlavne vd’aka svojim
chelataénym schopnostiam, pomocou koordina¢nej vdzby sionmi rdéznych kovov
(Marchetti et al. 2005, Filipsky et al. 2012). Pre ich schopnost’ viazat’ iény sa s vyhodou
vyuzivaju hlavne ako analytické cinidla, pri detekcii aizolacii kovov. Vysledné

komplexy st stabilné a maju charakteristické sfarbenie (Nisihama et al. 2001).

3.2.1 Struktira

V tejto praci sa budeme zaoberat’ len malou skupinou substituovanych 4-acylpyrazol-5-
onov. Vo vSeobecnosti tieto latky z hladiska chemickej Struktury vSetky obsahuji
pyrazolonové jadro, bohato substituované v polohéach 1,3,4 a 5, pozri Obr. 14. Dalsim
spolocnym Struktirnym rysom je usporiadanie diketo skupiny, tvoriacej kruh, ktory je

schopny chelatovat’ i6ny.

H3
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4 3\
512N
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Obr. 14 VSeobecny vzorec spolocnej Struktury substituovanych 4-acylpyrazol-5-onov,

R' R’ R3 sui substituenty, ktoré mozu byt rozne.

Prevzaté z: Marchetti et al. 2005

Spolo¢nt Struktaru je mozné este upresnit’. V testovanych latkach sa objavuju v polohe
R! vzdy fenylové jadro a v polohe R? vzdy metylova skupina, ¢o umoziiuje vieobecny
vzorec viac zjednodusit’ a vSetky obmeny sa uskuto¢iiuju iba na substituente v polohe 4,

pozri Obr. 15.
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Obr. 15 Vieobecny vzorec spolocnej Struktury 1-fenyl-3-metyl-4-acylpyrazol-5-o6nov

Prevzaté z: Marchetti et al. 2005

Ako je uz z predchadzajicich obrazkov zrejmé, vSetky tieto latky maja schopnost’ tvorit’
oxo a enol tautoméry (Obr. 14 a Obr. 15). Delokalizacia n-elektronov v pyrazolonovom
jadre a zaroven pritomna dvojitd vizba medzi uhlikmi 4 a 5 sposobuje, ze 4-acylpyrazol-
5-6ny maju schopnost’ vytvorit’ dokonca az 5 r6znych tautomérnych foriem (Marchetti et

al. 2005).

Pyrazolovy kruh, ktory ma elektronegativitu porovnatelnu s trifluorometylovym
aniénom, vyznamne ovplyviiuje vlastnosti tychto molekul a ich prislusnych komplexov
s kovmi (Pettinari et al. 2003). Prave nami testované latky uz boli v minulosti preukdzané

ako chelatory Zeleza (Filipsky et al 2012) a zinku (Novéakova 2020).

Tychto 11 latok, ktoré sme skimali ako potencionalne inhibitory ADH, sa Struktarne liSia
iba substituentom R* na polohe 4 pyrazolénu, pozri Obr. 16. Podl'a povahy substituentu
ich eSte mozeme rozdelit’ na latky s jednoduchou Strukturou a latky, ktoré obsahuja bis(4-

acylpyrazol-5-6n).
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Obr. 16 Zobrazenie rozdielnych substituentov R na polohe 4 pyrazolonového jadra, na

O,N
H,C
HQe'cp Q/\/

nami testovanych 4-acylpyrazol-5-6noch.
A) latky s jednoduchou Strukturou
B) latky s bis(4-acylpyrazol-5-on)ovu strukturou

Prevzaté z: Filipsky et al. 2012
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4 CIEL PRACE

Ciel'om tejto prace bolo zistit,, i si syntetické chelatory zo skupiny 4-acylpyrazol-5-6nu
schopné zablokovat’ Gi€inky dvoch r6znych alkoholdehydrogenaz. Podkladom pre tuto
domnienku bola ich schopnost’ chelatovat’ kovy. V nasom pripade je vyznamna hlavne
chelaticia zinku, ktory je, ako bolo uvedené vyssie, integralnou sucast’'ou molekuly oboch
skimanych ADH. Sekundarnym cielom bolo definovat’ najvyhodnejSie Struktirne

vlastnosti pre inhibiciu ADH v testovanej skupine latok.
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5 EXPERIMENTALNA CAST

5.1 Chemikalie

Supercistd voda, pripravena pristrojom Milli-Q RG (Merck Millipore,
Massachusetts, USA)

LCad
Etanol 96% (v/v) Sigma-Aldrich (Nemecko)
Hydroxid sodny (NaOH) Sigma-Aldrich (Nemecko)
Kyselina chlorovodikova (HCI) Sigma-Aldrich (Nemecko)
Dekahydrat fosfore¢nanu sodného (NasP,0O-.10H,0)Sigma-Aldrich (Nemecko)
Kyselina fosforecnd (H3PO4) Sigma-Aldrich (Nemecko)
Dihydrogenfosforecnan sodny (NaH2POs) Sigma-Aldrich (Nemecko)
Hydrogenfosfore¢nan disodny (NaxHPO4) Sigma-Aldrich (Nemecko)
Dimetylsulfoxid (DMSO) Lach-Ner (Czech Republic)
BSA- hovidzi sérovy albumin Sigma-Aldrich (Nemecko)
B-NAD"- B-nikotinamid adenin dinukleotid Sigma-Aldrich (Nemecko)
TRIS - tris(hydroxymetyl)aminometan Sigma-Aldrich (Nemecko)
5.2 Enzymy
ADHjy - kvasinkova alkoholdehydrogendza Sigma-Aldrich (Nemecko)
ADHeq- konska alkoholdehydrogenéaza Sigma-Aldrich (Nemecko)
5.3 Testované latky

Vzorce testovanych latok zo skupiny 4-acylpyrazol-5-6nov pouzivanych v experimente,
pozri Obr. 17- Obr. 27.
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Obr. 17 Vzorec HQ™, 1-fenyl-3-metyl-4-(tiofén-2-karbonyl)-1H-pyrazol-5(4H)-6n

O o)
)
=N

Obr. 18 Vzorec HQP", 4-benzyol-1-fenyl-3-metyl-1H-pyrazol-5(4H)-6n

O o
)
=N

Obr. 19 Vzorec HQP"P'B* 4-(4-terc-butylbenzoyl)-fenyl-3-metyl-1-1H-pyrazol-5(4H)-6n

O o
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Obr. 20 Vzorec HQP"PNO? | _fenyl-3-metyl-4-(4-nitrobenzoyl)-1H-pyrazol-5(4H)-6n
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Obr. 21 Vzorec HQP"POMe, | _fenyl-4-(4-metoxybenzoyl)-3-metyl-1H-pyrazol-5(4H)-on
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Obr. 22 Vzorec HQP, 4-(3-cyklopentylpropanoyl)-1-fenyl-3-metyl-1H-pyrazol-5(4H)-

on
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Obr. 23 Vzorec HQ"", |-fenyl-4-(2-fenylacetyl)-3-metyl-1H-pyrazol-5(4H)-6n
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Obr. 25 Vzorec H:PyQ, pyridin-2,6-diylbis(1-fenyl-5-hydroxy-3-metyl-1H-pyrazol-4-

yl)metanon

Obr. 26 Vzorec H:Q30Q, 1,5-bis(1-fenyl-3-metyl-5-oxo-4,5-dihydro-1H-pyrazol-4-
yl)pentan-1,5-dion

Obr. 27 Vzorec H2040, 1,6-bis(1-fenyl-3-metyl-5-oxo-4,5-dihydro-1H-pyrazol-4-
yl)hexan-1,6-dion

Vsetky testované 4-acylpyrazol-5-6ny boli pripravené v laboratoriu Prof. Pettinariho

(School of Pharmacy, Universita Camerino, Taliansko).

Spolu s potencidlnymi inhibitormi bol ako pozitivna kontrola testovany aj fomepizol (4-

metylpyrazol), ktorého vzorec je uvedeny vyssie na Obr. 9, Sigma-Aldrich (Nemecko).
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5.4  Pristroje a spotrebny material

5.4.1 Pristroje a programy
Jednokanalové pipety Eppendorf - Nemecko
Multikanalové pipety Eppendorf - Nemecko
Analytické vahy Kern ALT 220-4NM (Kern & Sohn GmbH, Balingen) - Nemecko
Vortex mixér IKA Vortex Genius 3 (IKA®-Werke GmbH & Co. KG) - Nemecko
WTW pH 538 pH/mV-Meter (WTW) - Nemecko
Absorbancia bola zmerana na Hidex Sense multiplate reader (Hidex) - Finsko

Grafické vysledky inhibicie boli spracované pomocou programu GraphPad Prism

verzia 8.0 pre Windows, GraphPad Software (San Diego), USA.

Vypocty, korelacia a graf koreldcie boli spracované v programe Microsoft Excel,

verzia 2013.

Vzorce boli vytvorené v programe ChemDraw verzia 12.0 (PerkinElmer, USA).

5.4.2 Spotrebny material

Mikrotitracna dosticka Brand (Nemecko)

Mikroskimavky 1,5 ml Eppendorf (Nemecko)
Spi¢ky k pipetam Eppendorf (Nemecko)
Skumavky 15 ml Eppendorf (Nemecko)
Skumavky 50 ml Eppendorf (Nemecko)

5.5  Priprava roztokov pre testovanie inhibicie kvasinkového enzymu

5.5.1 Priprava zasobnych roztokov

VSetky zasobné roztoky sa pripravia navdzenim prislusnej chemikalie na analytickych

vahach a dopocitanim objemu kvapaliny, ak nie je uvedené inak.

- IM roztok NaOH v ultracistej vode (Mw= 39,997 g/mol)
- IM roztok HCI v ultracistej vode (My = 36,64 g/mol)
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5.5.2

9,5% (v/v) H3POyv ultracistej vode (My = 97,994 g/mol). Skladovanie 2-8°C.
50mM Pufer fosforecnanu sodného, pH 8,8 (25°C). Pripravuje sa navazenim
NasP207. 10H20 (Myw= 446,055g/mol), rozpustenim v ultracistej vode. Nasledne
sa upravi pH na 8,8 pri teplote 25°C roztokom 9,5% H;3;PO,. Skladuje sa
v chladnicke.

Zasobny roztok dihydrogénfosforecnanu sodného (NaH:PO4) 0,5M (M, =
119,98 g/mol) v ultracistej vode. Skladuje sa v chladnicke.

Zasobny roztok hydrogénfosforecnanu disodného (Na:HPOy 0,5M (M, =
141,96 g/mol) v ultracistej vode. Skladuje sa v chladnicke.

10mM Pufer fosforecnanu sodného, pH 7,5 (25°C). Na pripravu 250 ml pufru
sa zriedi 4,2 ml pufer fosforecnanu sodného a 800 pl zédsobnym roztokom
NaH 3P0/, objem sa doplni ultra¢istou vodou. Nasledne sa pomocou roztokov 1M
HCl a 1M NaOH upravi hodnota pH na 7,5 pri 25°C.

BSA stock- zasobny roztok BSA 10mg/ml v ultraCistej vode. Skladovanie -20°C.

Priprava pracovnych roztokov

Pracovné roztoky sa pripravovali Cerstvé, vzdy v denl experimentu.

Roztoky testovanych latok sa pripravili navazenim latky ajej rozpustenim
v dopocitanom objeme DMSO. Vo vyslednom hodnoteni je nutné prihliadnut’ na
riedenie vzorky priamo v mikrotitracnej dosticke, pripravili sme roztok 28-krat
viac koncentrovany, ako pozadovana vysledna koncentracia.

Rozpust’adlo enzymu (10 mM pufer fosforecnanu sodného, pH 7,5 s 0,1% (w/v)
BSA). Pripravi sa roztok BSA 1mg/ml v 10 mM pufer fosfore¢nanu sodného, pH
7,5, pouZzije sa BSA stock. pH sa upravi na 7,5 (25°C) pomocou /M HCIl a IM
NaOH. Skladuje sa v chladnicke.

15 mM p-NAD* (11,6 mg/ml) v utralistej vode. Skladuje sa v I'ade, je vel'mi
citlivy na teplo a svetlo.

ADH), zdasobny roztok 1 mg/ml ADHy v studenom (2-8°C) 10 mM pufer
fosforecnanu sodného, pH 7,5. Skladuje sa v l'ade, maximalne 90 min.

ADH,, pracovny roztok 2 ug/ml Pripravi sa zriedenim ADH, zdsobného roztoku
a (2-8°C) rozpustadla enzymu. Skladuje sa v l'ade, ihned’ sa spotrebuje.
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5.6 Priprava roztokov pre testovanie inhibicie konského enzymu
5.6.1 Priprava zasobnych roztokov

- IM roztok NaOH v ultracistej vode (Mw= 39,997 g/mol)

- IM roztok HCI v ultracistej vode (Mw= 36,64 g/mol)

- 0,IM roztok TRIS, pH 9,5 v ultracistej vode (Mw= 121,14 g/mol). Po pripraveni
sa pH na 9,5 upravuje roztokmi /M NaOH a IM HCI. Skladuje sa v chladnicke.

5.6.2 Priprava pracovnych roztokov

- Roztoky testovanych latok sa pripravia navazenim latky a rozpustenim v DMSO.
Vo vyslednom hodnoteni je nutné prihliadnut’ na riedenie vzorky priamo
v mikrotitracnej dosticke, preto sme pripravovali roztok 28x viac koncentrovany,
ako pozadovana vyslednd koncentracia.

- 15 mM - NAD* (11,6 mg/ml) v utracistej vode.

- ADH,4roztok 10 mg/ml v studenom roztoku (2-8°C) 0, /M TRIS, pH 9,5. Skladuje

sa v l'ade, straca svoju aktivitu priblizne po 90 min. od nariedenia.

5.7 Metody testovania

Pri oboch metédach testovania sme vyuZzivali mikrotitrani dosticku a merali sme
absorbanciu danych vzoriek v ¢ase. Samotné meranie trvalo 6 mintt, kazdych 60 sekiind

pristroj nameral 1 hodnotu absorbancie pre kazdl jamku dosticky.

BeZne som merala 7 r6znych vzoriek (¢.1-7) a 1 kontrolni vzorku, pozri Tab. 2, ktorad
bola nevyhnutnd pri kazdom merani, pre overenie spravnosti a prevenciu falo$nej
pozitivity. Pre prevenciu faloSnej negativity a vytvorenie presnejsej krivky sa pri kazdom

merani ako jedna vzorka testovala vzdy in4 koncentracia fomepizolu, inhibitoru ADH.

Hodnota absorbancie kontrolnej vzorky ukazuje aktivitu enzymu v danom roztoku bez
akychkol'vek inhibitorov. Slepé vzorky jednotlivych vzoriek latok poskytuji hodnoty
absorbancie roztokov jednotlivych testovanych latok bez enzymu, takze po odcitani

hodnét absorbancie slepych vzoriek sa zisti zmena aktivity enzymu.

Testované vzorky c¢islo 1-7 boli bud’ vzorkami rozdielnych latok alebo rozdielnych

koncentracii jednej latky.
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5.7.1 Testovanie inhibicie aktivity kvasinkovej a konskej ADH

Pri testovani inhibicie enzymatickej aktivity kvasinkovej ADHy, sme otestovali 11 latok
zo skupiny 4-acylpyrazol-5-6nov. Prvym krokom bolo u kazdej latky otestovat’ finalnu
koncentraciu 200 uM, 100 uM a 50 uM, pripadne 20 uM alebo 150 uM. Nasledne sme
podl'a vysledkov merani inhibi¢nej aktivity pokracovali v testovani d’alSich koncentracii

pre doplnenie priebehu grafu zavislosti inhibi¢nej aktivity latky od koncentracie roztoku.

Pri testovani konského enzymu sa postupovalo obdobne, u kazdej z 11 testovanych latok
sa najprv premerali 2 koncentracie; 100 uM a 200 uM, ktoré sluzili ako screening. Pri
fom sa potvrdil/vyvratil predpoklad, ¢&i latky, ktoré nejavili inhibi¢na
aktivitu kvasinkovej ADHy, neinhibuju konsky enzym. Meranie d’alSich koncentracii

prebehlo iba u latok, u ktorych sa preukazala inhibi¢nd aktivita uz v prvych meraniach.

Kazd4 testovand vzorka mala na mikrotitratnej dosticke 4 jamky (Vzorka &.X!>3%),
v ktorych sa testuje inhibicia enzymu a 2 jamky slepych vzoriek (Slepa vzorka &.X'?),
ktoré sluzili na odc¢itanie hodnoty absorbancie roztoku danej latky. Rozlozenie
jednotlivych vzoriek, pozri Tab. 2. Mikrotitra¢na dosti¢ka sa pripravovala bud’ metédou

¢islo 1 alebo 2.

Tab. 2 RozloZenie vzoriek na mikrotitracnej doSticke, posledny riadok vysvetluje

odoberanie z mikroskumaviek pri metode ¢. 2.

1 2 3 4 5 6

A kontrolnd  kontrolnd | kontrolnd  kontrolna . L a L5

; 2 3 4 kontrolna slepa vz. kontrolna slepa vz.

vzorka vzorka vzorka vzorka

B vzorka¢.l! vzorka&.1?  vzorkad.1® vzorka 8.1 slepa vz. &.1! slepa vz. &.12

C  vzorka&.2! vzorka&2?  vzorka .23 vzorka .24 slepa vz. ¢.2! slepa vz. §.22

D yzorkac.3! vzorka&3?  vzorka&.3® vzorka 8.3* slepa vz. ¢.3! slepa vz. §.32

E  yzorkac4! vzorkac4? vzorka&4® vzorka &.4% slepa vz. ¢.4! slepa vz. .42

F vzorkag5! vzorka¢.5?  vzorka&.5® vzorka &.5% slepa vz. &.5! slepa vz. &.52

G vzorka&.6! vzorkad.6  vzorka 8.6 vzorka &.6* slepa vz. ¢.6! slepa vz. §.62

H  vzorka&.7! vzorka&.7*  vzorka&.7® vzorka 8.74 slepa vz. &.7! slepa vz. &.72

1.mikroskumavka 2.mikroskiimavka 3.mikroskiimavka
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5.7.2 Metdda ¢Cislo 1- Priprava mikrotitra¢nej dosticky

Metoda ¢islo 1 je zdkladnou metddou a vyuzivala sa pri testovani inhibicie enzymatickej
aktivity kvasinkového aj konského enzymu. Do jamiek mikrotitratnej dosticky sa

napipetovali presné objemy roztokov, pozri Tab. 3 a Tab. 4

a) Objemy roztokov pouzité pri testovani inhibicie aktivity kvasinkového enzymu

ADHy zobrazuje Tab. 3

Tab. 3 Rozpis roztokov pre pripravu mikrotitracnej dostiCky pri testovani inhibicie

kvasinkového enzymu metddou C. 1

roztok ) kontrolna slepa kontrolna

K vzorka (ul)  vzorka (ul) slepa vz. (ul)
50 mM pufer fosforecnanu sodného, pH 8,8 96 96 96 96
ADHy pracovny roztok 2 pg/ml 9 9 - -
Rozpustadlo enzymu - - 9 9
Roztok testovanej latky 10 - 10 -
Rozpustadlo testovanej latky - 10 - 10

b) Objemy roztokov pouZité pri testovani inhibicie konského enzymu ADHeq

zobrazuje Tab. 4

Tab. 4 Rozpis roztokov pre pripravu mikrotitracnej dosticky pri testovani inhibicie

konského enzymu metodou ¢. 1

roztok vzorka (ul) kontrolna slepa kont/rolné
vzorka (ul)  vzorka (ul) slepa vz. (ul)
100 mM pufer TRIS, pH 9,5 96 96 96 96
ADHgq roztok 10 mg/ml 9 9 - -
Rozpustadlo enzymu - - 9 9
Roztok testovanej latky 10 - 10 -
- 10 - 10

Rozpustadlo testovanej latky

Pri testovani oboch enzymov sa na koniec do kazdej jamky pridalo postupne

- 20 ul 96% etanolu
- 100 pl prislusného pufra,
- anakoniec 45 pul 15 mM B-NAD" roztoku, ktory spustil reakciu.
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5.7.3 Metdéda Cislo 2- Priprava mikroskimaviek

Druha metoda je metdédou zaloznou, pouzila sa teda vtedy, ak prvéa nebola dostacujuca.
Pri testovani kvasinkovej ADHy metodou ¢islo 1 dochadzalo pri vyssich koncentracidch

k problémom s rozpustnostou latok pri pH 8,8, pouzili sme teda metddu 2.
Pri testovani konskej ADHeq tiito metddu nebolo potrebné vyuzit'.
Postup metody ¢islo 2 bol nasledovny:

1. Testované vzorky sa pripravili do mikroskimaviek objemu 1,5 ml podla

Tab. S

Tab. 5 Rozpis zloZenia roztokov pre pripravu vzoriek metodou Cislo 2

T 1 vzorka  kontrolna slepa kontrolna
(ul) vzorka (ul)  vzorka (ul)  slepa vz. (ul)

50 mM Pufer fosfore¢nanu sodného, pH 8.8 170 170 170 170
ADHy pracovny roztok 2 pg/ml 16 16 - -
Rozpustadlo enzymu - - 16 16
Roztok testovanej latky 18 - 18 -
Rozpustadlo testovanej latky - 18 - 18
Etanol 96% 36 36 36 36

50 mM Pufer fosfore¢nanu sodného, pH 8,8 180 180 180 180

Z kazdej mikroskiimavky sa odobralo 2 x 180ul roztoku, a preto sa pre kazdu testovant

vzorku (1-7) pripravili 3 mikroskiimavky;

e skimavka pre vzorku X'?,
e skumavka pre vzorku X
e skuimavka pre slepti vzorku X'~

Takisto sa pripravili 3 mikroskimavky pre kontrolnt vzorku (kontrolna vz. !, kontrolna

vz.34, slepa kontrolna vz.!). pozri Obr. 28.
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Obr. 28 Schématické vysvetlenie principu metody Cislo 2; Stvorce predstavuju riadok

mikrotitracnej dosticky, roztoky jednotlivych mikroskumaviek su farebne odlisené.

2. Do jednej jamky sa napipetovalo 180 pl roztoku, priCom kazdéa pripravena
mikroskiimavka obsahovala roztok pre 2 jamky na dosticke.
3. Do kazdej jamky sa pridavalo 35 pl 15 mM B-NAD" roztoku, ¢im sa spustila

reakcia.

5.7.4 Zmeranie absorbancie

Po pripraveni dosti¢ky metddou ¢islo 1 alebo 2 sa ihned’ po napipetovani B-NAD™ roztoku
mikrotitracnd dosticka vlozila do spektrofotometra a merala sa absorbancia pri vlnovej
dizke 340 nm, pri teplote 25°C. Meranie trvalo vzdy 6 minat, 6 hodndt absorbancie,

v intervale 1 mintty.

Principom zmeny absorbancie v Case je redukcia kofaktoru NAD' na NADH, zatial’, ¢o
oxidovana forma ma pri vlnovej dlZzke 340 nm takmer nulovl absorbanciu, redukovana
forma vykazuje silni absorbanciu. Rastica absorbancia teda rastie so zvySujucou sa

aktivitou enzymu (Walker 1992).

5.7.5 Korelacia chelaticie Zn?* a inhibi¢nej aktivity testovanych latok

Pri vychadzani z poznatkov, ze ADH je metaloenzym, ktory vo svojej molekule obsahuje
zinok, sme predpokladali, Ze miera inhibi¢nej aktivity moZe suvisiet' s mierou chelatacne;j
aktivity zinoCnatych i6nov. Na otestovanie pravdivosti tejto hypotézy sme vyuzili

korela¢nu analyzu tychto dvoch faktorov.
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Analyza posudzuje vzajomny vztah a kvantitativne vyjadruje silu zavislosti ur¢enim
Pearsonovho korelacného koeficientu. V pripade vyznamnosti sa miera linearity urci
pomocou koeficientu determinécie (r*). Pre vypodet boli pouzité namerané hodnoty
percentudlnej miery inhibi¢nej aktivity pri najvysSej koncentracii roztoku testovanych

latok, teda pri konskej ADHeq 500 uM a pri kvasinkovej ADHy 200 uM.

Hodnoty in vitro chelatacnej aktivity testovanych latok, pozri Tab. 6, boli zmerané

spektrofotometricky pri fyziologickom pH 7,5 v pomere 100:1 (Novakova, 2020).

Tab. 6 Priemerné hodnoty chelaticie Zn** testovanymi latkami, pH 7,5, chelatacny

pomer 100:1.
Testovana Priemer chelaticie Zn>" (%)
latka +SD
HQ 0,00 = 0,00
HQ" 36,23 + 4,60
HQ®® 4,04 +3,71
HQphpOMe 19,13 + 4,16
HQphptBu 32,32+£3,72
HQPPPNO, 8,69 + 7,80
HQetr 24,88 + 2,86
HQrawh 6,21 + 4,85
H2Q4Q 51,61 £2,42
H2Q3Q 39,74 + 1,89
H2QPy 77,93 + 1,37

Vysledky prebraté z: Novakova J, 2020



44

5.8 Matematicka a Statisticka analyza
5.8.1 Vypocet miery inhibicie ADH

Na zaciatku vypoctu bolo potrebné odcitat’ hodnoty priemeru 2 slepych vzoriek (AsLi,
Agr2) prislusnej vzorky od hodnét nameranej absorbancie v Case (Avzx), kazda jamka

mikrotitracnej dosticky ma teda 7 hodndt absorbancie vzdy v ¢ase 0,1,2,3,4,5,6 mintt.

. (AL, +ABL,)
> =

szX Ax

Z hodnot absorbancie vypocitanej pre jednotlivé jamky sme vypocitali hodnotu smernice

regresnej priamky B, pricom y =bx + a,

b= smernica regresnej priamky

y = prislusné hodnoty Ax

x = hodnoty casu merania v minitach

a = inicidlna absorbancia vzorky v ¢ase 0, po odcitani slepych vzoriek,

tento vypocet bolo potrebné vykonat’ pre kazdu jamku mikrotitracnej dosticky zvlast,
ateda, pre kazdi vzorku x 4 prisluiné hodnoty bz - b4 pomocou funkcie LINEST

v programe Excel,

p = SE=D(A— Ay
D) L

kde

Ax =hodnota vypocitanej absorbancie vzorky x v case

A, = priemer hodnét absorbancii vzorky x v meranych ¢asoch
x = hodnota casu v minutach

X =priemer hodndt casu v miniitach
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Pri kazdej nameranej vzorke aj kontrolnych vzorkach sa nasledne vypocital priemer

smernic regresnej priamky b

b — (bl +b2 +b3 +b4)
4

, kde

bi, bz, b3 bs si hodnoty smernic regresnych priamok styroch jamiek

mikrotitracnej dosticky jednej vzorky

Percentudlna miera inhibicie — I sa vypocitala od¢itanim pomeru smernice regresnej

priamky a priemeru hodnot regresnych priamok kontrolnych vzoriek od 1, nasobené 100;

b
i=(1- ( ) 100
bkontrola

(b1+b2+b3+b4)
i=|1- 2 .100, kde
(bkontrolal +bkontrola2)
2

bkontroia je priemernd kontrolnd smernica, vypocitand ako priemer
jednotlivych kontrolnych smernic. Analogicky b je priemernd smernica vzorky

vypocitand ako priemer smernic jednotlivych jamiek jednej vzorky.

Vypocty boli vykonané v programe Microsoft Excel 2013.

5.8.2 Statisticka analyza

Vysledky hodnot inhibicie enzymatickej aktivity su prezentované ako priemer =+

smerodajna odchylka SD, vypog&itana podl'a vzorca

de

x= hodnota inhibicie
X = priemer hodnét inhibicie
n =pocet hodnoét inhibicie
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Inhibi¢né schopnosti testovanych latok st graficky znazornené pomocou grafov. Pre
porovnanie su pridané aj krivky 95 % konfiden¢nych intervalov.

Korela¢na analyza bola spracovand pomocou programu Excel.

Pearsonov korelacny koeficient 1; ktory je mierou linedrneho vzt'ahu dvoch premennych,

sme vypocitali odmocnenim koeficientu determinacie IZ, ktory bol vypoé¢itany z grafu

vytvoreného v programe Excel.

ro i
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6 VYSLEDKY

6.1 Vysledky testovania inhibicie enzymatickej aktivity kvasinkového

enzymu

Pri testovani inhibicie enzymatickej aktivity kvasinkovej ADHy sme otestovali 11 latok
zo skupiny 4-acyl-5-pyrazolonov a fomepizol. U fomepizolu sme vytvorili podrobnejSiu
krivku, pre lepSie zobrazenie jeho aktivity, pozri Obr. 29. Tato krivka poskytuje lepsiu
predstavu o inhibi¢nej aktivite testovanych latok, a preto je pre porovnanie zobrazena aj

v grafoch vysledkov jednotlivych testovanych latok.

100-
oy
S 80-
Q
g X
E.é‘ 60-
o >
o = -
g 40
2
£ 204
_ [ ]
0 T 1 1 1 I
1 10 100 1000 10000 100000

koncentracia fomepizolu [uM]

Obr. 29 Graf zavislosti percentudlnej miery inhibicie enzymatickej aktivity kvasinkovej
ADH, na koncentrdcii fomepizolu, klinicky vyuzivaného inhibitoru ADH. Okrem

inhibicnej krivky je tiez znazorneny 95% konfidencny interval tejto krivky.

Vyznamnd miera inhibi¢nej aktivity bola zistena u Siestich testovanych 4-acyl-5-
pyrazolénov; HQP!, HQPPBY HQpNO2 HQM HQ®P, HQ"™P", U latok HQ", HQPPOMe,
naopak, nebola zistend ziadna aktivita inhibicie ADHy. U troch latok; H>QPyQ, H>Q3Q
a H2Q4Q bola zistena len vel'mi mald, zanedbatel'nd inhibi¢na aktivita, a aj to len pri
vysSich koncentraciach. Grafy zavislosti percentudlnej miery inhibicie enzymatickej
aktivity kvasinkovej alkoholdehydrogendzy na koncentracii testovanych latok su

zobrazené na Obr. 30 - Obr. 32 .
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Obr. 30 Graf zavislosti percentudlnej miery inhibicie enzymatickej aktivity kvasinkovej

ADH,, na koncentrdcii A) HOP", B) HQOP"P'B. C) HQP""NO? D) HO™

Pre porovnanie sii zndzornené aj 95% konfidencné intervaly. V pripade HQP"PB

program nebol schopny vypocitat' konfidencny interval, zrejme z dovodu vysSieho
rozptylu vysledkov. Krivky testovanych ldtok su zobrazené modrou farbou, fomepizolu,
klinicky vyuzivaného inhibitoru ADH cervenou farbou. Vsetky zo 4 zobrazenych latok

preukazali znacnu mieru inhibicnej aktivity ADH,.
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Obr. 31 Graf zavislosti percentudlnej miery inhibicie enzymatickej aktivity kvasinkovej

ADH,, na koncentracii A) HQO™, B) HOP"*°M¢, C) HQ"*", D) HQ“'“?,

Pre porovnanie su zndzornené aj 95% konfidencné intervaly. Krivky testovanych latok su
zobrazené modrou farbou, krivka fomepizolu, klinicky vyuzivaného inhibitoru ADH
Cervenou farbou. Latky HQ™ a HQP"POM¢ nepreukdzali Ziadnu schopnost inhibicie
enzymatickej aktivity, naopak HQ"*" a HQ“ iicinne inhibovali enzymatickii aktivitu

kvasinkovej ADH,.
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Obr. 32 Graf zavislosti percentudlnej miery inhibicie enzymatickej aktivity kvasinkovej

ADHy, na koncentrdcii A) H:Q40, B) H:QPyQ, C) H:Q3Q.

Krivky testovanych latok su zobrazené modrou farbou, krivka fomepizolu, vyuzZivaného
inhibitoru ADH je zndzornenda cervenou farbou, pre porovnanie su zndzornené aj 95%
konfidencné intervaly. Ani jedna z testovanych latok nepreukazala vyznamnu schopnost
inhibicie aktivity kvasinkovej ADH, az do koncentrdcie 100-150ul, pri 200ul vykazuju

inhibicnu aktivitu nizsiu nez 20%.
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Z vyssie uvedenych grafov vyplyva, ze pri koncentracii 200 pM, ktord bola najvysSou
testovanou, vykazuje 5 testovanych latok zo skupiny 4-acyl-5-pyrazolonov; HQP,
HQPPBu HQp"PNO2 HQ™M HQN" | ktoré st aj Struktirne vel'mi pribuzné, podobne velku
mieru inhibicie enzymatickej aktivity, priblizne 40%. HQ™, obsahujuci ako jediny
namiesto benzoylového zvysku thiofén-2-karbonyl, vykazoval za¢inajicu mieru inhibicie
uz pri koncentracii 50 pM. Benzoylovy derivat HQP reagoval vel'mi podobne, aZ na
niz$iu uroven inhibicie pri malych koncentraciach a jej stipanie bolo teda strmsie, ale oba
sa pohybovali pri 35%. Takmer identicku krivku stipania inhibi¢nej aktivity ma aj
HQ"! | ktory ma v §trukire namiesto benzoylu naftoyl, a pri najvyssej zmeranej

koncentracii inhiboval ADHy az na 46%.

Dalsie tri latky; HQP'PNO2 HQPIPtBu 5 HQPIPOMe s Struktarne lisia iba v substituente na
para polohe benzoylového zvysku. HQH®MPNO2 g no]arnou nitro skupinou inhiboval asi
20% enzymatickej aktivity uz pri koncentracii 75uM a pri 200 uM az 48%, 4-acyl-5-
pyrazolon s tercidlnym butylom HQP™®BU nedosiahol 20% mieru inhibicie ani pri
koncentracii 150 pM, ale napriek tomu, pri 200 pM koncentracii dosiahol inhibi¢na
trovent 41%. HQP'™OMe  ktory ma na para polohe benzoylového zvysku metoxy
skupinu, aj napriek Struktirnej podobnosti, nevykazal ziadnu mieru inhibicie ADHjy.
Takisto net¢inny je aj HQ®™ , ktory sa od vysSie uvedenych latok lisi iba jednou
metylénovou skupinou, ateda namiesto benzoylového zvySku, ma na polohe 4

pyrazolonu 2-fenylacetyl.

Latka HQ®‘P, jedind obsahujiica cyklopentylpropanoyl, namiesto aromatického
substituentu v polohe 4, inhibovala enzymaticku aktivitu az v koncentraciach vyssich ako

100 uM, ale ako jedina z testovanych presiahla hodnotu 50%, konkrétne 54%.

Posledné tri testované latky, obsahujiice v molekule zdvojenu 4-acylpyrazol-5-6nova
Struktaru vykdzali pri findlnej koncentracii 200 uM len vel'mi nevyznamnu aktivitu,
H>QPyQ - 6% H2Q3Q - 14% a H2Q4Q - 16%, vyssie koncentracie latok neboli zmerané,

kvoli obmedzenej rozpustnosti testovanych latok.
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6.2 Vysledky testovania inhibicie enzymatickej aktivity konského enzymu

Pri testovani inhibicie enzymatickej aktivity konského enzymu ADH sme tiez otestovali
vSetkych 11 latok zo skupiny 4-acyl-5-pyrazolénov a fomepizol. Tak ako u kvasinkového
enzymu, aj tu sme pre fomepizol zmerali viac koncentracii roztoku, pre presnejSie
zobrazenie jeho aktivity, pozri Obr. 33. Pre porovnanie je tato krivka zobrazena opit’ aj

v grafoch vysledkov jednotlivych testovanych latok.
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Obr. 33 Graf zavislosti percentudlnej miery inhibicie enzymatickej aktivity konského
enzymu ADH na koncentrdcii fomepizolu. Okrem inhibicnej krivky je zobrazeny aj 95%

konfidencny interval.

U kazdej testovanej latky zo skupiny 4-acylpyrazol-5-6nov sme najprv premerali dve
koncentracie; 100 uM a 200 uM. Tieto koncentracie posluzili ako screening, pri ktorom
sa potvrdil predpoklad, Ze latky, ktoré nejavili inhibi¢nu aktivitu kvasinkove; ADH,

neinhibovali ani konsky enzym.

Latky HQB", HQP"Me  H,QPyQ, H>Q3Q a H.Q4Q boli otestované a prvé meranie
preukazalo, Ze nemaja Ziadnu schopnost’ inhibovat’ aktivitu konskej ADH (tieto vysledky
nie st zobrazené). Merania d’al§ich koncentracii, ani vytvaranie grafov zavislosti, preto

nebolo potrebné a nemalo by zmysel.

Naopak, latky, HQPWP®Bu HQPNOZ HQthi 3 HQ"h, ktoré inhibovali kvasinkovy enzym,
preukdzali ur¢itd mieru inhibicie konskej ADH, pozri Obr. 34 a Obr. 35. HQ™, 4-
acylpyrazol-5-6n s tiofénovym jadrom v Struktire, sa ukazal ako najucinnejsi inhibitor

konského enzymu. Pri koncentracii 500 pM inhiboval enzym na 53%. HQPWw®Y
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s terciarnym butylom mal podobny, o 6% slabsi u€¢inok, ale taktieZ sa miera jeho inhibicie
priblizovala k 50%. O nie¢o horsie vysledky mal HQ"",  4-acylpyrazol-5-6n
s naftalénovym jadrom, konkrétne 35% inhibovanej aktivity ADHeq. NajhorS$iu mieru
inhibicie, 23%, preukazal HQP"PNO2 ktory sa od u¢inného HQP"P'BY 1i3i iba pritomnostou
nitro skupiny namiesto terciarneho butylu. Naopak, Struktirne vel'mi podobné latky,
ligiace sa iba na 4-polohe fenylu HQP"OMe | ¢i HQP" neboli u¢inné vobec. V tomto pripade

ani jedna testovana latka nebola v miere inhibicie G¢innejSia ako fomepizol.

Dve latky, HQP a HQP", preukazujuce zna¢nt inhibiéni aktivitu u kvasinkového

enzymu neboli u konskej ADH ucinné vobec, respektive menej ako 10%.
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Obr. 34 Graf zavislosti percentudlnej miery inhibicie enzymatickej aktivity konskej
ADH na koncentrdcii A) HQ"", B) HO"P'B C) HOP'PNO?,

Krivky testovanych latok su zobrazené modrou farbou, krivka fomepizolu cervenou
farbou. Pre porovnanie su zndzornené aj 95% konfidencné intervaly. Vsetky latky boli

menej ucinné ako fomepizol, HOP" nebol vicinny vébec.
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Obr. 35 Graf zavislosti percentudlnej miery inhibicie enzymatickej aktivity konskej

ADH na koncentracii A) HQ" B) HO""" C) HQ“’.

Krivky testovanych latok su zobrazené modrou, krivka fomepizolu cervenou farbou. Pre
porovnanie su zndzornené aj 95% konfidencné intervaly.. Vsetky latky boli menej ucinné

ako fomepizol, HOP nebol vicinny vébec.
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6.3 Vysledky koreldcie miery inhibicie ADH a chelatacie Zn>" u testovanych
latok

Pre posudenie vzajomného vztahu medzi mierou chelaticie zinku (%) a mierou
inhibi¢nej aktivity na enzym ADH (%) u jednotlivych testovanych latok sme Statisticky

spracovali vysledky oboch sledovanych faktorov.

Pri analyzovani vysledkov testovania kvasinkovej ADH a koreldcie s hodnotami
chelata¢nej ucinnosti testovanych 4-acylpyrazol-5-6nov Pearsonov koeficient dosiahol
hodnotu = -0,35 a koeficient determinacie r>= 0,12. Pri analyze vysledkov testovania
konského enzymu a chelataénej schopnosti boli vysledky nasledovné, r=-0,51 a 1*=0,26.
Kedze Pearsonov koeficient vySiel v oboch pripadoch v negativnych hodnotéch,
predpoklad, ze miera chelaticie by mohla stvisiet’ s mierou inhibovat’ ADH, ¢i uz konsku
alebo kvasinkovu, je nespravny. Naviac, zo Statistického hl'adiska nebol tento vzt'ah
linearny. Pre konsky enzym je p-hodnota rovna 0,30, pre kvasinkovy enzym p=0,29.
Vysoké hodnoty p-hodnoty dokazuju, ze hypotéza, ktord predpokladd, Ze miera chelatacie

koreluje s mierou inhibicie enzymu, nie je pravdiva.

Korelacnd analyza hodndt premennych percentudlnej miery inhibicie ADH
a percentudlnej miery chelaticie zinku u testovanych latok teda dokazala, ze medzi
skimanymi veli¢inami neexistuje Statistickd zavislost, ¢o modzeme vidiet aj na
Obr. 36. Nepotvrdilo sa teda, ze schopnost’ latok chelatovat’ zinok koreSponduje s ich

inhibi¢nou aktivitou.
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Obr. 36 Graf zavislosti percentudlnej miery chelatdcie zinocnatych ionov na
percentudlnej miere inhibicie aktivity alkoholdehydrogendzy, smerodajné odchylky su

zobrazené pomocou chybovych useciek.

Hodnoty miery chelaticie Zn’" prebraté z: Novikova (2020)
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7 DISKUSIA

Alkoholdehydrogénaza je metaloenzym, ktory obsahuje vo svojom aktivnom mieste
atom zinku. Po naviazani koenzymu NAD", sa enzym stava aktivnym a schopnym plnit’
funkciu reduktdzy - katalyzovat’ oxidaciu alkoholov. Zinok zohrava vel'mi ddlezita
funkciu v samotnom uc¢inku. Priamo nan sa naviaze najskor molekula vody, ¢im vznika
zaporny Ciastkovy naboj, ¢o napomaha naviazaniu pozitivne nabitého nikotinamidového
kruhu. Potom molekulu vody vystrieda vo vézbe k zinku molekula alkoholu a az nasledne
je redukovana na prisluSny aldehyd. Zinok stabilizuje kyslikovy atém v molekule
alkoholu, a tym zvySuje aciditu hydroxy skupiny. Za tychto podmienok je ulahceny

samotny transfer proténu a hydridového anionu (Torres a Ayala 2013).

Skupina 11 latok, zo skupiny 4-acypyrazol-5-6nov, ktoré sme testovali, preukézali urcita
schopnost’ chelatacie zino¢natych idnov (Novakova 2020). Na zaklade tychto faktov sme
predpokladali, ze dané latky by mohli mat’ schopnost’ inhibovat’ ADH, vo funkcii ktorej
zohrava zinok dolezitii ulohu a miera inhibicie by mohla s chelatacnou schopnostou

korelovat’.

Pri Struktarnej analyze molekuly, po naviazani testovanych latok na zino¢naté i6ny, bolo
preukazané, Ze testované 4-acylpyrazol-5-6ny maju svoje chelata¢né uc¢inky vd’aka dvom
keto skupindm, ktoré¢ su donormi elektronov a zlc€astiiujii sa na komplexnej vézbe so
zino¢natym kationom. Molekula ma tvar pyramidy so Stvorcovou podstavou. Komplexné
¢islo zinku je 5 a tvori vdzbu s 2 molekulami 4-acyl-5-pyrazoléonov a 1 molekulou vody

v apikalnej pozicii (Mickler et al.1998).

Toto usporiadanie komplexnej vizby k zinku odpovedd vysledkom Novdkovej (2020),
ktoré ukazali, Ze Ziadna z latok s jednoduchou §truktirou nedokézala chelatovat’ Zn** na
viac ako 50%, naproti tomu latky so zdvojenymi molekulami (H2QPyQ, H>Q3Q
a HoQ4Q) ano. Takisto koreSponduje s vysledkom naSej analyzy, Ze schopnost’
chelatovat’ Zn*? a inhibovat’' ADH vzijomne nekoreluji, nakol’ko tieto testované latky s

diketo Struktirou preukdzali len vel'mi malu alebo Ziadnu mieru inhibicie.

Faktom je, Ze bez pokrocilej analyzy spdsobu naviazania 4-acylpyrazol-5-6nov na ADH
mozeme len predpokladat, akym sposobom tieto latky s enzymom interagovali. Ak
berieme do Uvahy vysledky korelacie, latky zrejme inhibuji enzym inym mechanizmom,

ktory by mohol byt vhodnym smerom pre buduci vyskum inych odvodenych latok. Je
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mozné, ze dostat’ sa az k zinku v katalytickom mieste enzymu, neumoznila tymto latkam
ich struktira. V kazdom pripade, nase testované latky dosiahli vyznamné hodnoty
inhibicie az pri vysokych koncentraciach, a tak sa ich terapeutické pouzitie nejavi ako

realne.

Strukturne jednoduchsie, ale pribuzné, substituované pyrazoly, boli v minulosti testované
ako potencionalne kompetitivne inhibitory ADH. Pri krystalografickej analyze sa zistilo,
ze tvoria vel'mi silny komplex s enzymom a su teda ucinné inhibitory. Jeden z dusikov
pyrazolu sa viaZe na aktivne miesto, priamo na zinok, a druhy dusik sa viaze na NAD" a
vizbou vytvara ,,most* medzi aktivnhym miestom a kruhom nikotinamidu. Takisto boli
preskimané aj Struktirne obmeny pyrazolov, a to nasledovne: substituenty 3 pyrazolu
vykazuju interakciu so zinkom a substituenty na polohe 5 interaguju s koenzymom.
A predovsetkym, 4 substiticia hydrofobnym substituentom prispieva k naviazaniu

a zapada do hydrofébneho tunelu v mieste naviazania substratu (Eklund 1983).

V tomto pripade, pri porovnani Struktiry latok mozeme predpokladat, Ze testované 4-
acylpyrazol-5-6ny sa neviazali na molekulu enzymu tymto spdsobom. Struktirne
podobnym rysom je samotny pyrazol a objemny, hydrofébny substituent na 4-polohe
pyrazolu. Pri porovnani celkovej Struktiry molekul v§ak musime predpokladat’, Ze keto
skupina na 3 polohe by takejto vdzbe zabranila, takisto aj fenylovy zvySok na 2N, ktory

obmedzuje jeho vizbovost'.

Dal3im inhibitorom s preskiimanou vizbou je N-cyklohexylformamid. Bol testovany iba
na enzyme z mys$i, ale pri malej medzidruhovej variabilite je mozné pracovat’ aj s tymito
datami. Na prvy pohlad je vel'mi odlisny, ale jeho komplexna vizba karbonylového
kyslika komplexnou védzbou priamo kzinku aktivheho miesta enzymu, dalej
stabilizujica kation-m interakcia dusika s okolitymi benzénovymi jadrami, by mohli so

Struktirou nami testovanych latok koreSpondovat’ (Svensson et al. 2000).

Podobne ako cyklohexylformamid, kedy jeden z kyslikov predstavuje ligand pre zinok
aktivneho miesta, sa k aktivnemu miestu l'udskej ADH viaZe aj salicylat. Vdaka
molekulovému modelovaniu sa podarilo predpokladat’ spdsob jeho naviazania k enzymu.
Karboxylovy kyslik sa viaze komplexnou védzbou priamo k zinku, zatial o vodik
hydroxylovej skupiny salicylatu tvori vodikovi vdzbu s karbonylovym kyslikom

nikotinamidového kruhu molekuly NAD" (Lee et al. 2015).
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Na druht stranu, alternativou pre vizbu je aj dvojitd koordinacna vizba k aktivnemu
miestu a vytvorenie zinku s koordinacnym cislom 5, tak ako bolo preukazané u 2,2’-
bipyrdinu a 1,10-fenantrolinu, ktoré si oba G€innymi chelatormi, avSak schopnost’ ich
inhibi¢nej aktivity nie je znama. Rozdielom vo vézbe tychto molekul k aktivnemu miestu
oproti inym vyssie spomenutym Strukturam je, Ze tieto chelatory sa viazali na samotny

apoenzym bez kofaktoru (Plapp et al. 2017).

Ak by sme uvazovali o interakcii s enzymom tymto sposobom, znamenalo by to, Ze
inhibicia enzymatickej aktivity a chelatacia Zn?" prebehli zhodnym spdsobom
koordinacnej vézby diketo skupiny. Nekorelujici vztah medzi mierou chelatacie
a inhibicie oboch enzymov by v takom pripade bol zapri¢ineny hlavne priestorovym
branenim Struktir enzymu v naviazani molekuly inhibitora. Pre lepSie pochopenie
suvislosti a sposobu interakcie, by bolo potrebné v budiicnosti upriamit’ smer vyskumu
na molekulové modelovanie, ¢i priamo kryStalograficku analyzu komplexu testovanych

latok s enzymom.

Odhliadnuc od spdsobu naviazania inhibitoru na aktivne miesto enzymu sa da z nasich
vysledkov odvodit, ze zluceniny so zdvojenou 4-acylpyrazol-5-6novou Struktirou, nie
su vhodné ako inhibitory ADH. D4 sa predpokladat’, Ze zdvojena Struktura je priestorovo

prilis velka a brani v naviazani molekuly na enzym.

Pri jednoduchych Struktarach sa da predpokladat’, Ze polarita substituentu na 4-polohe
benzoylového zvysku nehra velka ulohu. HQPPPN°2 derivat s polarnou nitro skupinou
inhiboval ADH porovnatel'ne ako HQ"", obsahujtici iba nepolarne naftalénové jadro &i
HQPBY g terciarnym  butylom. VidSiu pozornost je zrejme potrebné venovat
konformacii molekul, kedy sa pri pridani jednej metylénovej skupiny k HQP" prili§ zmeni
uhol a v molekule latky HQ™ sa inhibi¢na schopnost tiplne vytrati. Na druhej strane,
latka, ktord neobsahuje v 4-acylovom substituente konjugované jadro, HQ®‘?  sa
u kvasinkového enzymu ukédzala ako ucinny inhibitor. Pri porovnani konformacie
molekl je vidiet, Ze pod najvi¢sim uhlom je prave molekula HQ, a benzénové jadro

substituentu na 4 polohe pyrazolonu zabera v priestore najvacsi objem, pozri Obr. 37.
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Obr. 37 Porovnanie $truktury litok v priestore 1) HQ”" 2) HOF 3) HQ"" z vyssie
uvedenych vzorcov je zrejmé, ze vSetky tri Struktury maju pyrazolonové a benzénové jadro
v jednej planarnej rovine, ale substituent na 4- polohe pyrazolonu vystupuje do priestoru

najviac prave u 3, HO™, u ktorej sa vytratila inhibicna aktivita.

Vytvorené vo webovej aplikacii: MolView, v2.4

Zaujimavym vysledkom je viak fakt, ze HQ®'“?, ktory sa uk4zal ako najic¢innejsi inhibitor
kvasinkového enzymu, s 54% mierou inhibicie, konskit ADHeq inhiboval iba na
zanedbatel'nych 6%. Mo6zeme len odhadovat, Ze o tomto rozdielnom vysledku zrejme

rozhodla medzidruhova variabilita enzymov.

Z hladiska konformacie molekuly je odlisnym aj netaéinny HQP"POMe ktory sa takisto 1isi
iba para substituentom na benzoylovom zvysku, kde methoxy skupina sposobuje, Ze ani

fenyl a pyrazoldn nie st v jednej planarnej rovine.
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8 ZAVER

Tato diplomova praca dokazala, ze vybrané latky zo skupiny 4-acylpyrazol-5-6nov
dokédzu inhibovat’ alkoholdehydrogendzu. V porovnani s fomepizolom, klinicky
vyuzivanym inhibitorom ADH, preukéazalo pri inhibicii kvasinkového enzymu 6 latok
(HQPh, HQPPBu HQp"PNOZ HQM HQ®P a HQ"Ph) dokonca vysSiu aktivitu, ako
samotny inhibitor. Pri testovani vyssej koncentracie konského enzymu boli G¢innymi
inhibitormi iba 4 latky (HQP"®BY HQPNOZ HQ™h a HQ"Ph), ktoré inhibovali aj
kvasinkovy enzym, avSak ziadna z nich nedokdzala inhibovat’ enzym tak ucinne, ako

fomepizol.

Okrem toho sme na zaklade korelacnej analyzy zistili, Ze miera inhibicie ADH a miera
chelatacie Zn** i6nov vzijomne nekorelujli, ateda inhibicia a chelaticia prebieha

pravdepodobne odliSnym mechanizmom.

Na zaver sa da vSeobecne skonstatovat’, ze testované latky zo skupiny 4-acylpyrazol-5-
onov sa z dévodu nizkej ucinnosti inhibicie ADH nejavia ako vhodné inhibitory. Na
druhej strane, je mozné, Ze optimalizaciou ich Struktiry by bolo mozné pripravit

aktivnejSie inhibitory.
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