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Zoznam skratiek

4-HCCA

ABC
transportér
ACN

AD

AMPK
ATP

BBB

CAK
CAMK
CDK
CIP/KIP
CKI

CNS
dsDNA
DTT

E2F

Ea

EC

ECso

EMA

,,en zume*
FDA
GMP-AMP
HBA

HBD

HEPES

HTS
ICso

a-kyano-4-hydroxy8koricova kyselina, z angl.

a-cyano-4-hydroxycinnamic acid
ATP-viazuce kazetové transportéry, z angl. ATP-binding cassette

acetonitril

Alzheimerova choroba, z angl. Alzheimer’ disease
adenozin-monofosfatom aktivované proteinkinazy
adenozintrifosfat

hematoencefalicka bariéra, z angl. blood brain barrier
CDK aktiva¢na kinaza

kalcium/kalmodulin-dependentna proteinkinaza
cyklin-dependentné kinazy

z angl. CDK interacting protein / kinase inhibitory protein
inhibitory CDK

centralny nervovy systém

dvojvlaknova DNA, z angl. double-stranded DNA
ditiotreitol

transkripény faktor

aktivacna energia

Enzyme Commission

oblast’ polovi¢nej aktivity enzymu

European Medicines Agency

,vnutri kvasiniek”

Food and Drug Administration
guanozinmonofosfat-adenozinmonofosfat

akceptor vodikovej vazby, z angl. hydrogen bond acceptor
donor vodikovej vazby, z angl. hydrogen bond donor
kyselina 2-[4-(2-hydroxyetyl)piperazin-1-ylletansulfénova, z angl.
(4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid)

z angl. high-throughput screening

polovica maximalnej inhibiCnej koncentracie



IUBMB

K, Ka

Keat

Km

komplex ES,
El, ESI

MAP

MARK

MARKK

MM rovnica
MT

NAD

NADP

ND
pan-CDK

PD, PK

PD-1
PDB
PTM
RAD51
Rb, Rb1
RNA
STK11
STS
TAO
TFA
Treg
UBA
UOCHB
a-M

International Union for Biochemistry and Molecular Biology
rovnovazna konstanta, kysla disociacna konstanta,
katalyticka konstanta enzymovej reakcie

Michaelisova konstanta
komplex enzym-substrat; enzym-inhibitor; enzym-substrat-inhibitor

s mikrotubulmi asociované proteiny, z angl. microtubule-
associated proteins

s mikrotubulmi-asociované protein kinazy, z angl. microtubule-
associated protein kinases

MARK aktivaéna kinaza

Michaelis-Menten rovnica

mikrotubuly

nikotinamid adenin dinukleotid

nikotinamid adenin dinukleotidfosfat

neurodegenerativne ochorenie, z angl. neurodegenerative disease
CDK prvej generacie

farmakodynamika, farmakokinetika, z angl. pharmacodynamics,
pharmacokinetics

protein 1 programovanej smrti, z angl. programed cell death 1
proteinova databanka, z angl. protein databank

posttranslaéné modifikacie

DNA opravny protein

retinoblastdmovy protein

ribonukleova kyselina

serin/treoninové proteinkinaza 11

staurosporin

tisic a jedna aminokyselina, z angl. thousand-and-one aminoacid
kyselina trifluéroctova, z angl. trifluoroacetic acid

regulacné T bunky, z angl. regulatory T cells

doména spojena s ubikvitinom

Ustav organické chemie a chemické biochemie AV CR

a-mangostin
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Uvod

Kinazy su v su€asnom farmakologickom vyskume intenzivne Studovanou triedou
lieCiv, Co dokazuje velky pocCet kinazovych inhibitorov, ktoré su hodnotené v klinickych
Studiach. Prave terapie zameriavajuce sa na kinazy maju potencial v lieCbe Sirokého
spektra indikacii, vratane poruch centralneho nervového systému (CNS). Okrem
mnohych premennych, ktoré prispievaju ku identifikacii Uspednej terapeutickej molekuly,
je pri objavovani lie€iv uréenych na poruchy suvisiace s CNS Ziaduce zvaZenie pristupu
latky k cielovému organu a Specificky prechod cez hematoencefalicku bariéru (BBB).
V suc€asnosti je znamy len maly pocet inhibitorov kinaz, ktoré su Specificky navrhnuté
tak, aby boli priepustné pre BBB.}? Donepezil a rivastigmintartrat su inhibitormi
acetylcholinesterazy a pouzivaju sa na lieCbu symptomatickych pacientov s miernou
az stredne tazkou formou Alzheimerovej demencie. Tieto latky boli tiez identifikované
ako inhibitory MARK4.3

Neurodegenerativne ochorenia (ND) prestavuju pre fudské zdravie v su¢asnosti
vazny problém. V sucasnosti zije na celom svete viac ako 55 miliénov ludi s demenciou
a kazdy rok pribudne takmer 10 miliénov novych pripadov. Demencia vznika v désledku
réznych choréb a zraneni, ktoré primarne alebo sekundarne postihuju mozog.
Alzheimerova choroba (AD) je povazovana za najbeznejSie sa vyskytujucu formu
demencie a mbze prispiet k 60-70 % pripadov. Demencia je v su€asnosti siedmou
najCastejSou pri€inou smrti medzi vSetkymi chorobami a jednou z hlavnych pricin
invalidity a zavislosti medzi star§imi fludmi na celom svete.*

Alzheimerova choroba je komplexnda, a preto je nepravdepodobné, Ze by ju
nejaky liek alebo ind intervencia uspesne vylie€ila u vSetkych fudi, ktori s touto chorobou
ziju. Napriek tomu urobili vedci v poslednych rokoch obrovsky pokrok v lepSom
porozumeni AD a vo vyvoji a testovani novych lie€ebnych postupov, vratane niekolkych
liekov, ktoré st v poslednom §tadiu klinickych skusok.®

Syndrém AD je vysledkom dysfunkcie a smrti neurénov v Specifickych oblastiach,
ktoré zodpovedaju za pamat a kogniciu. Charakteristika neuropatolégie AD zahfha
akumulaciu intracelularnych a extracelularnych proteinovych agregatov. Abnormaine
fosforylovany tau protein sa zhromazduje do Spiralovych vlakien, ktoré dalej agreguju
a vytvaraju neurofibrilarne klbka. Druhym patologickym znakom je extracelularne

ukladanie zoskupeni B-amyloidu, ktoré tvoria difizne a neuritické senilné plaky.®
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MAP / s mikrotubulmi-asociované protein kinazy (MARK) boli identifikované ako
potencialne biologické ciele lie€iv pre AD kvéli ulohe, ktord zohravaju pri patologickej
hyperfosforylacii proteinu tau.” Drahy MAP kinaz su spojené so zakladnymi procesmi
ako je synapticka plasticita, uCenie a pamat, ktorych naru$enie je Castym znakom
neurodegenerativnych patoldgii. Upregulacia MAP kinaz zvySuje ukladanie B-amyloidu,
nadmernu fosforylaciu tau a zhorSenie pamati.2 Mnoho fosforylaénych miest tau proteinu
bolo identifikovanych, av$ak fosforylacia na Ser?®?, ktori najdeme v skorych $tadiach
AD, zohrava kriticki Ulohu v jeho hyperfosforylacii. Bolo dokazané, Zze Ser?? je
fosforylovany MARK4 enzymom, ktory je v suasnosti v plnej miere Studovanym ciefom
pre liecbu AD a dalSich ND.’
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Teoreticka cast’

1 Enzymy ako biologické katalyzatory

Enzymy predstavuju zlozité bielkovinové molekuly, ¢asto nazyvané
biokatalyzatory, produkované Zzivymi bunkami. Enzymy su nevyhnutnou sucastou
vSetkych Zzivych organizmov, v ktorych urychluju biochemické reakcie. Su vysoko
Specifické pri reakciach, ktoré katalyzuju a zaroven pri vybere reaktantov, znamych ako
substraty. Enzym zvyC€ajne katalyzuje jednu chemicku reakciu alebo skupinu uzko
suvisiacich reakcii, ktoré spocivaju v tvorbe a rozpade kovalentnych vazieb.%1011

Termin ,enzym“ prvykrat pouzil nemecky fyziolég Wilhelm Kihne v roku 1877,
kedy popisoval schopnost kvasiniek produkovat alkohol z cukrov. Slovo enzym
pochadza z gréckej terminoldgie, a v preklade znamena ,vnutri kvasiniek” (en zume).®

Na prelome 19. a20. storoCia doSlo ku vyraznému pokroku v extrakcii,
charakterizacii a vyuZziti mnohych enzymov. V 20. rokoch 20. storoCia bola prevedena
krystalizacia enzymov, ktora odhalila spojitost medzi katalytickou aktivitou a molekulami
proteinov. Po dobu nasledujucich 60 rokov sa verilo, Ze enzymy su proteiny, pricom
az v 80. rokoch sa zistilo, ze niektoré molekuly ribonukleovej kyseliny (RNA) vykazuiju
taktiez katalytické ucinky. Takéto molekuly su oznaCované ako ribozymy a zohravaju

dolezitu ulohu pri génovej expresii.®213

1.1 Enzymaticka katalyza

VSetky Zivé organizmy su budované a udrzZiavané enzymami, ktoré disponuju
schopnostou premiefat Specifické zlu€eniny na produkty pri vySSich reakénych
rychlostiach. Enzymy funguju rovnako ako chemické katalyzatory, zvySuju reakénu
rychlost a znizuju aktivaénu energiu (E») reakcie.l®*® Tym dochadza ku rychlejSej
tvorbe produktov a ustéleniu rovnovazneho stavu, €o v8ak plati len u chemickych
reakcii. Chemické reakcie prebiehaju v uzatvorenom priestore, €o znamena zZe po urcitej
dobe nastava rovnovazny stav, ktory sa nezmeni, pokym sa systém nenarusi vonkajSim
faktorom. Naopak reakcie prebiehajuce v zivych systémoch nedosahuju tohto stavu, ale
udrZuju organizmus v rovnovahe. V tomto pripade hovorime o otvorenom systéme,

u ktorého dochadza ku neustalemu prisunu a ubytku hmoty a energie. Konstantny stav
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vnutorného prostredia, homeostaza, pretrvava v zivom organizme dovtedy, kym
nenastane smrt, ¢im déjde k ustaleniu rovnovazneho stavu.®

Rychlost vacésiny reakcii katalyzovanych enzymami je miliénkrat vyssia ako
rychlost reakcii nekatalyzovanych. Takéto reakcie prebiehaju radovo v minutach,
¢i dokonca sekundach, zatial ¢o reakcie bez vyuzitia enzymov mozu trvat az stovky
rokov. Pri absencii enzymatickej katalyzy je vaésina biochemickych reakcii prili§ pomala

na to, aby prebiehala za fyziologickych podmienok.%1415

1.2 Klasifikacia enzymov

V sucasnosti sa vyuziva klasifikaény systém zavedeny Medzinarodnou Komisiou
pre enzymy (International Commission on Enzymes, Enzyme Commission, EC), ktora
bola zaloZzena vroku 1955 v Bruseli Medzinarodnou Uniou pre Biochémiu
a Molekularnou Biolégiu (International Union for Biochemistry and Molecular Biology,
IUBMB).1” Ciefom bolo systematicky klasifikovat a pomenovat enzymy a koenzymy,
ich jednotky aktivity a Standardné metddy stanovenia, spolu so symbolmi vyuzitymi
v popise kinetiky enzymov.1®

Enzymy su rozdelené do siedmych kategorii podla reakcie, ktoru katalyzuju:

Oxidoreduktazy su enzymy, ktoré katalyzuju vymenu elektronov medzi
molekulou donoru a akceptoru pri reakciach zahffiajucich prenos elektrénov, extrakciu
protonu/vodika, hydridovy prenos, inzerciu kyslika, ¢i iné délezité kroky. Svojimi
vlastnostami su v8adepritomné a katalyzuju Siroku Skalu chemickych reakcii s vysokou
Specificitou, ucinnostou a selektivitou. Vaésinu oxidoreduktaz tvoria enzymy zavislé
na nikotinamide, s vysokou preferenciou ku nikotinamid adenin dinukleotidu (NAD)

alebo nikotinamid adenin dinukleotid fosfatu (NADP).®

Transferazy su triedou enzymov, ktoré prenasaju Specifické funk&né skupiny
z donora, ktorym je Casto koenzym, na akceptor. Su zapojené do stoviek réznych
biochemickych drah, zu€astnuju sa na nespocetnom mnozstve bunkovych reakcii a su
nevyhnutné pre niektoré z najdélezitejSich procesov ako je aj translacia.?’?! Medzi
transferdzy mozno zaradit napr. metyltransferazy, teda enzymy prenasajuce
jednouhlikovu skupinu; dalej aminotransferazy, ktoré zodpovedaju za prenos dusikatej
skupiny. Sirokt skupinu transferaz tvoria fosfotransferazy, enzymy zodpovedné
za katalyzu fosforylanych reakcii. Prenasaju skupiny obsahujuce fosfor, kde

akceptorom médze byt alkohol, karboxyl, dusikata skupina, fosfatova skupina a dalSie.??
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Hydrolazy tvoria zlozity subor enzymov, ktoré katalyzuju hydrolytické Stiepenie
vazieb uhlik-uhlik, uhlik-kyslik, uhlik-dusik, a niektorych dalSich vazieb, vratane
fosfoanhydridovej vazby, reakciou s vodou. Su nevyhnutné pre Stiepenie vacsich
molekul na mensie jednotky. Ako priklad mozno uviest proteazy, ktoré hydrolyzuju
proteiny na mensSie peptidy a nasledne na aminokyseliny; lipazy, ktoré hydrolyzuju lipidy
na glycerol a mastné kyseliny. Z dévodu potreby odburavania Sirokého spektra zivin

maju hydrolazy zvycajne $Siroku substratovu $pecificitu.202:2

Lyazy predstavuju skupinu enzymov, ktoré katalyticky Stiepia vazby uhlik-uhlik,
uhlik-kyslik, uhlik-dusik prostrednictvom eliminaénej reakcie, priCom nedochadza
ku hydrolytickému S&tiepenie ani ku oxidacii. Tato reakcia €asto vedie ku vzniku
nasobnych vazieb alebo tvorbe cyklickej zlu¢eniny. Lyazy sa lidia od ostatnych tried
enzymov, a to reakciou v jednom smere, kde je potrebny len jeden substrat za vzniku
dvoch produktov. Naopak pre reverznu reakciu su potrebné dva substraty. Lyazy mozno

beZne pozorovat pri reakciach citratového cyklu a pri glykolyze.?0?

Izomerazy su enzymy zodpovedné za prevedenie molekuly z jedného izoméru
na druhy. Molekula ma rovnaky sumarny vzorec, avsak odliSnu priestorovu Strukturu.
Rézne typy izomeraz maju rézne spdsoby pdsobenia, ktoré zahifiaju najma expanziu,
Ci  kontrakciu cyklickych zlu€enin prostrednictvom tautomerov, epimerizaciu,

intramolekularny prenos alebo intramolekularnu oxidaéno-reduként reakciu.?

Ligazy, tiez syntetazy, katalyzuju syntézu dvoch molekularnych substratov
za vzniku novej chemickej vazby. Reakcia je spojena s hydrolyzou energeticky bohate;j

fosfatovej vazby adenosintrifosfatu (ATP) alebo iného trifosfatu.20:2

Translokazy predstavuju vSeobecny pojem pre proteiny, ktorych ulohou je
transport inej molekuly z jednej strany na druhu, zvy€ajne cez bunkovu membranu. Tato
skupina enzymov katalyzuje pohyb iénov alebo molekul cez membrany, €i ich separaciu
v membranach. Su najbeznejSim sekreCnym systémom u gram-pozitivnych baktérii
a hraju délezitu ulohu v biologickych procesoch. Rdézne transportné enzymy hraju
v organizmoch rbézne funkcie, ¢im udrziavaju stabilitu vnatorného prostredia, ¢o je

nevyhnutné pre spravne fungovanie organizmu.?
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1.3  Molekularna struktiura enzymov

Struktira proteinov je riadena vzajomnou interakciou vedlajSich retazcov
aminokyselin s ich okolim. Proteiny maju primarnu Strukturu, linearne poradie
aminokyselin; sekundarnu Strukturu, skladanie alebo stacanie aminokyselin pomocou
vodikovej vazby; terciarnu Strukturu, kedy sa 3piraly alebo listy skladaju do trojrozmerne;j
Struktary. Az trojrozmerna Struktira enzymov ur€uje ich funkciu a zodpoveda za ich
aktivitu. Kvartérnou Struktdrou disponuju len niektoré zlozité enzymy, kde vznikaju

komplexy zloZené z polypeptidovych retazcov 2526
1.3.1  Primarna Struktura

Enzymy su molekuly proteinovej povahy tvorené retazcom aminokyselin.
V ludskom tele sa bezne vyskytuje 23 rdéznych aminokyselin, ktoré podliehaju
kondenzacii a tvoria tak polypeptidovy retazec. Prva aminokyselina poskytuje do reakcie
a-karboxylovu skupinu, druha aminokyselina poskytuje a-aminoskupinu, ¢im za
odstupenia vody vznika peptidova vazba. Zaciatok polypeptidového retazca je
oznaCovany ako N-koniec kvéli volnej a-aminoskupine, zatial ¢o na konci retazca
najdeme volnu a-karboxylovu skupinu, a teda hovorime o C-konci. Aj napriek
obmedzenému poctu aminokyselinovych monomérov neexistuje nijaké obmedzenie
v poradi jednotlivych aminokyselin a je mozné ich usporiadat réznymi spésobmi,

pomocou ktorych mozno menit trojrozmernt Struktdru a samotnu funkciu enzymov.?226
1.3.2 Sekundarna struktura

Struktdra sekundarneho enzymu zavisi od lokalnych interakcii medzi &astami
polypeptidového retazca, ktoré silno ovplyviuju skladanie proteinu do trojrozmerného
tvaru. NajCastejSie sa vyskytuju a-hélix a B-skladany list (obr. 1), ako typ sekundarne;j
interakcie. a-hélix je typ skrutkovice, ktora je stabilizovana vodikovymi vazbami
vznikajucimi medzi CO skupinou a NH skupinou, ktora sa nachadza o 4 aminokyseliny
skoér v hélixe. Postranné retazce smeruju smerom von z hélixu. (3-skladany list tvori
vodikové vazby rovnako ako a-hélix, teda medzi CO a NH skupinou, av8ak nevytvara
skrutkovicu pozdiZ osy, ale vyskytuje sa v plne rozvinutej forme. K interakciam dochadza
medzi dvoma alebo viacerymi polypeptidovymi retazcami umiestnenymi vedla seba,
pricom moézu byt umiestnené bud paralelne alebo antiparalelne, tie sa vyskytuju

Castejsie.?>26
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obr. 1- Sekundarna $truktira enzymov (prevzaté a upravené)?’

1.3.3 Terciarna struktura

Terciarna Struktura odpoveda celkovému usporiadaniu polypeptidového retazca
a vztahuje sa na celkovy trojrozmerny tvar po sekundarnych interakciach. Primarne su
za nu zodpovedné nekovalentné interakcie medzi postrannymi retazcami jednotlivych

aminokyselin, ktoré tvoria polypeptidovu kostru.?226 Nekovalentné interakcie tvoria:

- vodikové vazby, ktoré vznikaju medzi peptidovymi vazbami alebo medzi
neutralnymi a nabitymi ¢astami

- elektrostatické interakcie, ktoré vznikaju medzi dvoma iénmi alebo dvoma
permanentnymi dipolmi

- Londonove disperzné interakcie, ktoré vznikaju medzi dvoma alifatickymi
atomami uhlika

- poschodové interakcie, ktoré vznikaju medzi dvoma aromatickymi kruhmi
umiestnenymi nad sebou

- hydrofébne interakcie, ktoré vznikaju medzi nepolarnymi molekulami alebo ich

Sastami??

Taktiez existuje jeden Specialny typ kovalentnej vazby, ktory moéze prispiet
k terciarnej Strukture, a tym je disulfidova vazba. Kovalentné vazby medzi postrannymi
retazcami cysteinu su ovefa pevnejSie nez iné typy vazieb audrzuju tak CcCasti

polypeptidu pevne spojené.?®
1.3.4  Kvartérna Struktara

Kvartérna Struktira odpoveda niekolkym proteinovym retazcom alebo
podjednotkdm zabalenym do tesného usporiadania. Kazda z podjednotiek ma svoju
primarnu, sekundarnu a terciarnu Strukturu, ktoré su drzané vodikovymi vazbami a van

der Waalsovymi silami medzi nepolarnymi vedlajSimi retazcami. Tieto podjednotky
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musia byt Specificky usporiadané, aby cely enzym spravne fungoval. Akakolvek zmena
v Strukture podjednotiek a ich spojeni ma za nasledok vyrazné zmeny v ich biologickej

aktivite.?®
1.3.5 Predikcia struktiry proteinov

NajpouzivanejSou databazou molekularnych dat je proteinova databanka
(protein databank, PDB), ktora od roku 1971 sluzi ako jediné ulozisko informacii
0 3D Strukturach makromolekul ako su nukleové kyseliny, proteiny a iné komplexné
biopolymery.*° Nedelitelnou suc¢astou je softvér PyMOL, ktory nachadza svoje vyuZitie
pri ziskavani Struktur biopolymérov, vzajomnych interakcii, grafického zobrazenia
a analyze dat.®!

Struktira enzymov sa idedlne ziskava krystalizaciou proteinov alebo, pokial
nie je mozné ziskat' krystaly enzymov, molekularnym modelovanim. Znalost’ Struktury
enzymov je nevyhnutnym predpokladom na vytvorenie kvantovo-chemického modelu
a poskytuje tak moznost preskumat reakény mechanizmus. Existuji samozrejme
pripady, kedy je mozné reakéné mechanizmy vyhodnotit' Studiom jednotlivych krokov
bez informacii o samotnych Struktdrach.3233

Délezitou informaciou je tiez spdsob, akym sa substrat viaze na aktivne miesto.
Tuto informaciu mozno ziskat pomocou réntgenovych krystalovych Struktar uréenych
v pritomnosti substratovych analégov alebo inhibitorov, pripadne z mutantnych Struktar
so skutocnymi substratmi. Touto cestou sa odhaluju len polohy tazkych atomov, zatial
¢o atomy vodika sa musia do modelu pridavat manualne.3334

Struktira enzymu viazaného na ligand je rozhodujica pre racionalny dizajn
enzymu so zlepSenou substratovou $pecificitou a katalytickou uc¢innostou. Akumulované
proteinové Struktury poskytuju znaéné mnozstvo informacii o vazbe ligandu na enzym.
Av8ak enzymoveé Struktury v komplexe s ligandom, ktorym je substrat, kofaktor, produkt
alebo inhibitor, nemusia byt vzdy dostupné. V uritych pripadoch je nutné ziskat
Strukturu tohto komplexu, ¢o zaistuje metéda namacania ligandu ku krystalu enzymu,

avs$ak nie je zarucené, Ze sa tym Struktira naozaj ziska.®*
1.3.6 Kofaktory enzymov

Hoci su niektoré enzymy zlozené Cisto z bielkovin, vaésina z nich su komplexné
bielkoviny; to znamena, zZe su zlozené z proteinovej zlozky a kofaktoru. Enzymy, ktoré
vyzaduju pritomnost nebielkovinovej zlozky na to, aby boli aktivnhe, sa nazyvaju
holoenzymy. Ak sa kofaktor odstrani, protein straca svoju enzymaticku aktivitu a nazyva

sa apoenzym.*® Kofaktory, ktoré su vo vSeobecnosti pritomné ako malé organické

18



zlu€eniny alebo kovové iény, umozfiuju enzymom fungovat pri maximalnej katalytickej
ucinnosti alebo odolnosti. Pribuzny pojem, koenzymy, oznacuje podskupinu kofaktorov.
Casto su to vitaminy alebo derivaty vitaminov.3¢ Niekedy mézu pdsobit ako katalyzatory
v nepritomnosti enzymov, ale nie tak efektivne ako v spojeni s nimi. Rovnako ako
v pripade vazby kov-enzym, existuje celé rozmedzie sil pre koenzym-enzym spojenie,
pricom bod rozliSenia medzi pevne viazanym kofaktorom (prosteticka skupina) a volne
viazanym kofaktorom je fubovolny. Koenzymy, ktoré su prostetickymi skupinami, tvoria
integralnu sucast aktivneho miesta enzymu a nepodliehaju Ziadnym zmenam

v dosledku pdésobenia ako katalyzatory.3":38

1.4 Katalyza

Ulohou katalyzatora je zvysit rychlost chemickej reakcie. Pokial je rychlost
riadena rozpustnym katalyzatorom, ¢o méze mat za nasledok dalSie zvySenie rychlosti
chemickej reakcie, prebieha katalyza homogénna. V tomto pripade dochadza
ku katalyze v roztoku. Ak je katalyzator v oddelenej faze od reaktantov alebo nastava
katalyza na nerozpustnom povrchu, pripadne imobilizovanej matrici, prebieha
heterogénna katalyza. Biologické katalyzatory maju vdeobecne vlastnosti homogénnych
katalyzatorov, av8ak mnozstvo enzymov pritomnych v membranach je nerozpustnych,
a preto sa radia medzi heterogénne.!

Ako katalyzatory su enzymy potrebné vo velmi nizkych koncentraciach. Rovnako
ako vSetky ostatné katalyzatory, aj enzymy sa vyznacuju dvoma zakladnymi
vlastnostami. ZvySuju rychlost chemickej reakcie bez toho, aby boli reakciou
spotrebované, €i pozmenené, a zaroven zvysuju reakénu rychlost bez zmeny chemickej
rovnovahy medzi reaktantami a produktami.®4

Chemicka rovnovaha medzi substratom (S) a produktom (P) je uréena zakonmi
termodynamiky. Predstavuje ju pomer rychlosti priamej a spatnej reakcie. V pritomnosti
vhodného enzymu sa premena substratu na produkt urychluje, priCom rovnovaha
zostava bezo zmeny. Enzym preto musi zvySovat' rychlost’ priamej a reverznej reakcie
rovnako. Rovnovaha reakcie je dana koneCnymi energetickymi stavmi substratu
a produktu, ktoré nie su nijako ovplyvnené enzymatickou katalyzou. Na to, aby mohla
reakcia pokraCovat je nutny prechod substratu do stavu s vySSou energiou, €im vznika
prechodny stav.4

Prechodny stav je vysoko energeticky nestabilny stav, ktorému je potrebné dodat
ur€ité mnozstvo aktivacnej energie. Molekula preto vyZaduje aktivaCnu energiu, teda
minimalnu energiu potrebnu pre prekroCenie energetickej bariéry, aby mohla chemicka

reakcia prebehnut a prejst do stabilného stavu.®® Vyluéne plati, ¢im vy$Sia aktivacna
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energia je, tym pomalSie bude chemicka reakcia prebiehat. Je tomu tak preto,
ze molekuly su schopné dokoncit’ reakciu az po dosiahnuti maxima bariéry aktivacne;j
energie. Cim vy$8ie bude maximum, tym menej molekul bude mat dostatok energie
na to, aby ju v danom okamihu prekonali. Prave enzymy, a dalSie katalyzatory pdsobia

tak, Ze znizuju aktivaénu energiu, ¢im zvysSuju rychlost reakcie. (obr. 2) 1440

'g prechodny stav
|- - .
g aktivacna energia bez
@ enzymu
aktivacna energia s
enzymom
reaktanty celkova energia
uvolnena pri
chemickej
reakcii
bez pritomnosti enzymu
pritomnost enzymu
produkty

priebeh reakcie

obr. 2- Aktivaéna energia bez pritomnosti enzymu, v pritomnosti enzymu (obréazok autor)

1.4.1  Mechanizmus enzymatickej katalyzy

Katalyticka aktivita enzymov je zaloZena na tvorbe vazby enzymu so substratom,
vznikad komplex enzym-substrat (ES) (obr. 3). Substrat sa viaze na Specifické miesto
enzymu, tato oblast’ molekuly sa nazyva aktivne miesto, aktivnhe centrum, katalytické
miesto, €i miesto substratu. ES komplex predstavuje polohu, v ktorej je substrat
naviazany na enzym tak, aby reakcia prebiehala priaznivejSie. V ur€itom okamihu
chemickej reakcie sa substrat prevedie na medziprodukt, prechodny stav, a nasledne
na produkt. Ihned po skonéeni reakcie sa molekula produktu disociuje z enzymu.%*
Rovnako ako vSetky katalyzatory, aj enzymy zostavaji nezmenené po ucasti

v chemickej reakcii, a preto mézu fungovat opakovane.*
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obr. 3- Tvorba ES komplexu (prevzaté a upravené)*

Véazba substratu na aktivne miesto enzymu je velmi Specificka interakcia. Aktivne
centra maju vazbové a katalytické miesta, priCom substrat sa umiestni do vazbového
miesta takym spOsobom, Ze miesto, ktoré sa bude modifikovat' v substrate, sa umiestni
presne na katalytické miesto. Substraty sa spociatku viazu na aktivhe miesto
nekovalentnymi interakciami, vratane vodikovych vazieb, i6novych vazieb
a hydrofébnych interakcii.’* Vazbové a katalytické pdsobenie vyZzaduje vysoko
Specificku trojrozmerna konformaciu na Urovni aktivneho miesta, kde reaktivne vedlajSie
retazce aminokyselinovych zbytkov, ako su retazce cysteinu, glutamatu, aspartatu,
lyzinu, argininu, histidinu, serinu, treoninu, &i hydrofébne zvySky zohravaju zasadnu
tlohu.*14

Aktivne miesto je zloZzené z aminokyselin, ktoré maju danu presnu polohu. Tuto
priestorovu distribuciu zaistuju primarne, sekundarne, terciarne a kvartérne Struktury
enzymu.’® Zbytky aminokyselin, ktoré sa podielaju na vzniku aktivneho miesta, su
niekedy umiestnené vo vzdialenych poziciach a zbiehaju sa do obmedzenej oblasti
na zaklade skladania polypeptidového retazca. ZloZzenie aminokyselin v aktivnom centre

poskytuje aktivnemu miestu uréitu Specificitu.
1.4.2  Vplyv prostredia na funkciu enzymov

Enzymy su $pecifické organické molekuly s vysokou selektivitou. Kazdy enzym
zvy€ajne katalyzuje konkrétnu reakciu, €ize selektivne znizuje aktivanu energiu jednej
Z niekolkych chemickych reakcii, ktoré mézu jeho viazané molekuly substratu podstupit.
Na zaklade selektivity usmerfiuju enzymy kazdu z mnohych réznych molekul v bunke
Specifickymi reakénymi cestami. Kazdy enzym ma jedineCny tvar obsahujuci aktivne
miesto, do ktorého zapadnu iba konkrétne substraty.*®

Aktivne miesta su vyladené tak, aby napomahali chemickej reakcii, a preto su
velmi citlivé na zmeny v prostredi enzymu. Medzi faktory, ktoré ovplyviiuju aktivne

miesto a funkciu enzymu patri teplota a zmena pH.*
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Rovnako ako vacSina chemickych reakcii, aj rychlost reakcie katalyzovanej
enzymom rastie s narastom teploty, ¢o vedie k rychlejSiemu priebehu. ZvySenie teploty
0 10°C moze viest ku zvySeniu aktivity enzymov az o 50-100 %.42 AvSak pokial dojde
ku vyraznému narastu, ¢i poklesu teploty mimo pripustny rozsah, mézu byt ovplyvnené
chemické vazby vaktivnom mieste, ¢&im sa stavaji menej vhodnymi
pre vazbu substratov (obr. 4). Velmi vysoké teploty, v pripade zivo€iSnych enzymov
teploty vysSie nez 40°C, mbzu spbsobit nevratné zmeny, denaturaciu enzymu a stratu
tvaru a aktivity. Po istom Case stracaju enzymy svoju aktivitu aj pri miernych teplotach.
V pripade inych enzymov je zas nutné dbat’ na to, aby nedoslo ku vyraznému poklesu

teploty, pretoZze zmrazenim stracaju svoju enzymatickd aktivitu.*243

optimalna
teplota

narast aktivity
50 ZvysSujucou
sa teplotou

denaturacia

enzymaticka aktivita (%)

teplota (°C)

obr. 4- Vplyv teploty na aktivitu enzymu (obrazok autor)

Zasadny vplyv na funkciu enzymov ma tiez pH. NajpriaznivejSia hodnota pH je
bod, v ktorom vykazuje enzym najvysSiu aktivitu, a tato optimalna hodnota sa medzi
jednotlivymi enzymami lii (obr. 5). ZvySky aminokyselin na aktivhom mieste maju ¢asto
acidickeé alebo bazické vlastnosti, ktoré su délezité pre katalyzu a prave zmeny pH mdzu
ovplyvnit vazbu substratov. Extrémne vysoké a naopak nizke hodnoty pH vedu k uplnej
strate aktivity vacsiny enzymov.**** Enzymy v tele funguju iba pri uréitom rozsahu pH,
pricom ich preferencia zavisi od toho, kde sa v tele nachadzaju. Vacsia ¢ast enzymov
pracuje najlepsie blizko hodnoty pH 7. Enzymy v €revach funguju najlepsie pri pH 7-8,

naopak enzymy v zaludku potrebuiju pre spravne fungovanie pH v rozmedzi 1,3-3,8.22

optimalna
hodnota pH

enzymaticka aktivita (%)

pH

obr. 5- Vplyv pH na aktivitu enzymu (obrazok autor)
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1.4.3 Regulacia enzymatickej aktivity

Délezitou vlastnostou vacésiny enzymov je to, ze ich aktivity nie su konstantné,
ale naopak, je mozné ich prispésobovat. To znamena, ze aktivita enzymov modze byt
rézne regulovana, aby vyhovovala fyziologickym potrebam, ktoré vznikaju pocas zivota
bunky.4

Enzymy mozno spomalit, &i dokonca pozastavit mnohymi spdsobmi,
a to zamedzenim substratu vstupit do aktivheho miesta, €i zabranenim enzymu zmenit
svoju konformaciu tak, aby katalyzoval reakciu. Za to su zodpovedné inhibitory, ktoré sa
rozdefuju na reverzibilné a ireverzibilné. Ireverzibilné inhibitory, inaktivatory, sa viazu
na enzym s vysokou afinitou kovalentnymi vazbami, ¢im sa stavaju nevratnymi.
Reverzibilné, teda vratné, sa dalej delia na kompetetivne, nekompetetivne
a akompetetivne.*®

V pripade kompetetivnej inhibicie (obr. 6 — a) molekula inhibitoru sutazi priamo
s molekulou substratu o aktivne centrum enzymu. Pokial déjde ku vazbe inhibitora
na toto miesto, substrat sa nar uz nasledne nedokaze naviazat a musi teda pockat, kym
sa inhibitor z aktivneho miesta neuvolni. Kompetetivnu inhibiciu je mozné zvratit prave
zvySenim Kkoncentracie substratu. Pokial v zmesi prevazuje substrat, bude mat
tendenciu vytlac¢at inhibitor naviazany na enzym.34°

Naopak nekompetetivnu inhibiciu (obr. 6 — b) nemozno prekonat zvySenou
koncentraciou substratu. Pri nekompetetivnej inhibicii sa inhibitor viaZze na samostatné
miesto na enzyme (El), ¢im sa stava komplex enzym-substrat nefunkény.*® Ako sa
inhibitor naviaze na enzym, nastava zvyCajne konformacna zmena, ktora bud zabrani
tvorbe vazby medzi enzymom a substratom alebo zabrani pdsobeniu enzymu
na viazanom podklade.*®

Akompetetivna inhibicia (obr. 6 — c) nastava vtedy, ked sa inhibitor viaze len
na komplex enzym-substrat, vznika komplex ESI (enzym-substrat-inhibitor).¢ V tomto
type inhibicie nesutazi inhibitor so substratom o rovnaké vazbové miesto, takze inhibiciu

nemozno prekonat’ zvy$enim koncentracie substratu.*’

a - kompetetivna inhibicia b - nekompetetivna inhibicia ¢ - akompetetivna inhibicia
E+S<—=ES —>LE+P E+S=<=—=ES —>E+P E+S=<—=ES —>E+P
+ + + +

1 I I 1

EI El+S <—ESI ESI

obr. 6- Schéma kompetetivnej inhibicie (a), nekompetetivnej inhibicie (b), akompetetivnej inhibicie (c)
(prevzaté a upraveng)*®
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1.4.4  Alostericka regulacia

Alosterické enzymy su kluCové regulatné enzymy, ktoré riadia aktivity
metabolickych drah reakciou na inhibitory a aktivatory.® Nekompetetivna inhibicia je
jednym prikladom alosterickej regulacie enzymov. Alosterické interakcie nastavaju
vtedy, ked vazba ligandu, ktorym nemusi byt nevyhnutne substrat, na protein ovplyvnuje
vazbu iného ligandu na protein v samotnom vazbovom mieste. Tieto druhy interakcii
mdzu byt bud pozitivne, vtedy sa jedna o aktivaéné reakcie, ¢i negativne, teda inhibi¢né.
Pokial su oba ligandy v reakcii identické, hovorime o homotrofnych ligandoch, pokial
odlidné, jedna sa o heterotrofné ligandy. V niektorych pripadoch méze byt dokonca
regulator samotnym produktom katalyzovanej reakcie. V tomto druhu mechanizmu
spatnej vazby je priebeh reakcie samoregulacny.*®

Vaésina alosterickych proteinov su metabolické enzymy, ktoré kontroluju zmeny
toku v metabolickych drahach. Enzymy su regulované najma heterotrofnymi molekulami,
ktoré pozitivnym alebo negativnym sp6sobom moduluju rychlosti katalytickej premeny.
Pozitivne efektory Casto ruSia kooperativitu, €o vedie ku Michaelis-Mentenovej kinetike,
zatial ¢o negativne pdsobiace ligandy znizuju katalytickd G€innost bud znizenim afinity

substratu alebo zmenou vnutornych hodnét turnerovho &isla Kear.*®

1.5 Enzymova kinetika

Kinetika enzymov sa vSeobecne definuje ako Studium vazbovych afinit
substratov a inhibitorov, maximalnych katalytickych rychlosti reakcii, ktoré je mozné
dosiahnut a rovnako tak ako Studium spdsobu, akym koncentracia substratu ovplyviiuje

rychlost reakcie. Kinetika enzymov spociva tiez v optimalizacii biokatalytickych reakcii.!
1.5.1 Kinetika ustaleného stavu

Faza, v ktorej rychlost tvorby medziproduktov a rychlost rozkladu zostava
rovnaka, ateda koncentracie reaktivnych medziproduktov sa nemenia, sa nazyva
ustaleny stav. PoCas tejto reakcie je koncentracia substratu vysSia ako koncentracia
enzymu.! Bezne pouzivanym modelom pre enzymatické reakcie je Michaelis-Menten
(MM) rovnica (1), ktora priblizuje pévodnu dynamiku za predpokladu, ze koncentracia
enzymu zostava konStantna. Enzym interaguje so substratom za vzniku komplexu
enzym-substrat, o vedie ku syntéze produktu a uvolneniu enzymu.*° Kinetika vychadza
z predpokladu, Ze sa rovnovaha medzi enzymom a substratom, a medzi komplexom
enzym-substrat ustafuje pomerne rychlo, pricom kfuCovym dejom je tvorba produktu

z0 substratu.??
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Viim [S]

T Kt 18]
Voo .. pociato¢na reakéna rychlost
Vim  eene.s limitna rychlost
[S] ...... koncentracia substratu
Kn ...... Michaelisova konstanta

(1)

Kineticka schéma Michaelis-Menten (obr. 7), ktora zahffa jeden substrat a jeden

produkt, je zjavne najjednoduchsim typom enzymovej katalyzy. Rovnica MM (1) méze

platit pre mnoho mechanizmov, ale mechanizmy sa mézu navzajom lisit a liSi sa

aj vyjadrenie kinetickych parametrov. Pokial dojde ku inhibicii alebo aktivacii substratu

v dosledku naviazania druhej molekuly substratu, MM rovnica neplati.®!

Akonahle enzym s vysokou koncentraciou substratu dosiahne maximalnu

rychlost reakcie (kinetika prvého radu), nastava okamih, v ktorom su vSetky miesta

enzymu obsadené substratom, a po ktorom dalSie pridanie substratu uz rychlost’ nezvysi

(kinetika nultého radu). Nastava ustaleny stav, teda faza, v ktorej nie je mozné urcit

koncentraciu enzymu a substratu pomocou disociatnej konstanty. Kinetika enzymov

v ustalenom stave je zaloZena na teorii, ze katalyticka reakcia zostava konstantna pokym

nie je reakcia vystavena nepretrzitym zmenam.122

10 [\ "

= Vim /2

V, (umol dm-3 min—)

Ky

0 50 100
[S] (mmol dm-3)

obr. 7- Michaelis-Menten enzymova kinetika??

Kinetika ustaleného stavu arychlej rovnovahy neposkytuje
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informacie

o0 existencii viacerych medziproduktov ani o ich Zivotnosti. Takéto informacie poskytuje

kinetika prechodného stavu alebo rychla kinetika.>!
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1.5.2 Kinetika prechodného stavu

Stadium reakcie pred ustalenym alebo rychlym rovnovaZznym stavom, ktoré
zahffha rychle reakcie medzi enzymami a substratom. Tieto nahle zmeny v reakénej
zmesi si vyzaduju sledovanie reakcie predtym ako prejde do ustaleného stavu.
Mechanizmy reakcie su spojené so Strukturalnou konfiguraciou enzymu. Pri tomto type
reakcie sa vyuziva dostatoCna koncentracia enzymov nevyhnutna pre sledovanie

medziproduktov a tvorby produktu.*!
1.5.3 Kinetika rychlych rovnovah

Stadium reakcie, v ktorom je mozné urdit koncentraciu enzymu a substratu
pomocou disociacnej konStanty. Pocas tejto reakcie zostava celkova koncentracia
enzymu konstantna a v porovnani s mnozstvom substratu velmi nizka. Pred rychlost
urujucou reakciou su reakcie v tejto faze v rovnovahe so svojimi komponentmi, a teda

sa hovori o rychlej rovnovaznej kinetike.*
2 Kinazy

Kinazy su vSadepritomna skupina enzymov, ktoré katalyzuju reakciu prenosu
fosfatovej skupiny (PO.*) z vysoko energetickych molekul (donor) na receptorovy
substrat (akceptor).>? V désledku pridania PO4* je protein modifikovany z hydrofébnej
nepolarnej molekuly na hydrofilnd polarnu, ¢o umoziuje proteinu menit konformaciu
pri interakcii s inymi molekulami.®?

Aj ked vSetky kinazy katalyzuju v podstate rovnaku reakciu prenosu fosfatovej
skupiny, vykazuju pozoruhodnu rozmanitost v substratovej Specifickosti, Strukture
a drahach, na ktorych sa podielaju.>* Medzi cielové molekuly tychto enzymov pre adiciu
fosfatovych skupin (fosforylaciu) patria proteiny, lipidy a nukleové kyseliny.>> Spomedzi
vSetkych druhov kinaz su proteinkinazy najvacSou skupinou enzymov. Katalyzuju
kovalentné pridavanie fosfatu ku ciefovym proteinom a tato udalost predstavuje

centralny mechanizmus regulacie bunkovych a enzymatickych funkcii.>
2.1.1 Fosforylacia

Fosforylacia proteinov je jednou z najbeznejSich posttranslacnych modifikacii
(PTM) a zaroven jednym z pociatoCnych krokov, ktoré su nevyhnutné pre koordinaciu

bunkovych a organickych funkcii.>® ¢
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Existuje niekolko moznosti akymi fosforylacia plni svoju ulohu. Prvym spésobom
je, Ze aktivita fosforylacie/defosforylacie posobi ako molekularny prepinaé. DalSou
moznostou fosforylacie je doCasna interakcia protein-protein, ktora umoznuje
nastavenie mnohych signalnych drah. Fosforylacia proteinu méze navySe regulovat
proces signalnej transdukcie, pretoze je schopna spustit subcelularnu translokaciu
proteinu fosforylovaného samotnym mechanizmom. V niektorych pripadoch sa méze
stat, Zze prave fosforylacia proteinov bude zodpovedna za tvorbu alebo naopak
odstranenie druhej PTM.5357

Procesy fosforylacie a defosforylacie mézu byt velmi zloZité, pretoze jedna
kindza alebo fosfataza mdze mat sucasne viac substratov, atym padom fungovat
v réznych signalnych drahach bunky. Fosfo-signalizacné drahy preto predstavuju zaklad
mnohych bunkovych pochodov. Skladaju sa najma z proteinkinaz, fosfataz
aich prislusnych substratov fosfo-vazbovych proteinov. Ztoho dbévodu mozno
fosforylaciu klasifikovat do dvoch kategérii; prvej, tykajucej sa funkénych zmien
(stabilnd) a druhej, ktord nema Ziaden vplyv na regulatné funkcie (prechodna).
Na zaklade toho sa predpoklada, ze vSetky stabilné reakcie fosforylacie su funkéné
a naopak prechodné reakcie su nefunkéné. Funkéné reakcie su navy$Se zavislé
na mieste reakcie, teda su funkéné len v pripade, Ze prebiehaju na konkrétnom bode
a fosforylacia nie je nahodna.>3>¢

Fosforylacia sa moze vyskytnut za menej ako sekundu, €o je ddlezité pre zmenu
metabolickej rychlosti. Na druhej strane méze mat kinetiku pokryvajucu hodiny, ktora je
reverzibilna a zarovenn vysoko koordinovana. Tato kinetika je nevyhnutna
pre organizaciu zlozitych fyziologickych procesov a mbéze pdsobit ako prostriedok
na zosilnenie signalu, teda aktivaciu jednej molekuly kinazy, ¢o bude viest ku fosforylacii
mnohych proteinov. Tieto vlastnosti sa spolu podielaju na regulacii enzymatickych
a bunkovych funkcii fosforylaciou, idealnym prostriedkom, ktory reaguje primerane
na extra- a intracelularne signaly.>®

Reverzibilna fosforylacia proteinov prostrednictvom antagonistického pdsobenia
kinaz a fosfataz je dblezitou su€astou bunkovej signalizacie, a to z dovodu rozdielnej
urovne aktivity fosforylovanych a nefosforylovanych stavov ciefového proteinu. Za tento
objav tykajuci sa reverzibilnej fosforylacie proteinov ako biologického regulaéného
mechanizmu ziskali Edmond H. Fischer a Edwin G. Krebs v roku 1992 Nobelovu cenu
za fyzioldgiu a medicinu.5?

Fosforylacia pomocou proteinkindz sa povazuje za kriticky mechanizmus, ktorym
sa reguluje kazda aktivita eukaryotickych buniek, vratane proliferacie, génovej expresie,
metabolizmu, motility, membranového transportu a apoptdzy. Eukaryotické organizmy

maju dve vSeobecné triedy proteinkinaz, ato tie, ktoré katalyzuju fosforylaciu
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na serinovych (Ser, S) a treoninovych (Thr, T) zvySkoch a tie, ktoré prenasaju fosfaty
na tyrozinové (Tyr, Y) zvySky. Prave tieto 3 aminokyseliny obsahuju spravnu funkénu

skupinu (hydroxylova skupina, -OH) schopnu prispdsobit sa fosforylacii.>>°¢
2.1.2 Cyklin-dependentné kinazy

Cyklin-dependentné kinazy (CDK), pbévodne identifikované v kvasinkach,
su rodinou heterodimérnych serin/treoninovych proteinkinaz, z ktorych kazda pozostava
z katalytickej podjednotky CDK a aktivacnej podjednotky cyklinu.® Katalyticka
podjednotka je aktivna ako proteinkinaza len vtedy, ked sa viaze na regulacny cyklinovy
protein a aktivitu CDK je mozné inhibovat’ vazbou inhibitorov CDK (CKI). Zatial ¢o sa
hladina CDK vyznamne nemeni po¢as bunkového cyklu, mnozstvo cyklinov a inhibitorov
je prisne kontrolované, &im je zabezpelena presna regulacia udalosti bunkového
cyklu.®®

CDK su regulované niekolkymi roznymi procesmi, €o odraza rozmanitost’ na nich
prebiehajucich signalnych drah. Pri prvotnej syntéze nema izolovana podjednotka CDK
Ziadnu detekovatelnu aktivitu. Ku jej aktivacii dochadza v dvojkrokovom procese. Prvym
krokom je vazba cyklinovej podjednotky, ktora dodava Ciasto¢nu aktivitu. Tento krok je
kfuCovym, ato zdbévodu prisne kontrolovanych hladin cyklinov transkripciou
a ubikvitinom sprostredkovanou degradaciou. DalSim krokom je fosforylacia
CDK-cyklinového komplexu CDK aktivacnou kinazou (CAK), ktora vyrazne zvySuje

celkovu aktivitu (obr. 8).%°

cyklin CDK aktivacna kinaza (CAK)

ATP ATP

T-slucka
aktivne miesto

B Ciastocne aktivny C aktivny

obr. 8- Aktivacia CDK: A — T-slucka blokuje vdzbové miesto pre ATP, CDK nulova aktivita; B — T-slucka
uvolriuje vdzbové miesto pre ATP, vdzba cyklinu na CDK, ciastocna aktivita; C — fosforylacia komplexu
CDK-cyklin pomocou CAK, P-T-slucka zlepSuje vazbu substratu, Uplna aktivita (prevzaté a upravené)®®

U vacsiny eukaryotov existuju rézne CDK riadiace rozli¢né fazy bunkového cyklu.
Koordinuju bunkovy cyklus na principe vypinaca; pokial je CDK zapnuta, bunkovy cyklus
postupuje fazou, ktoru riadi konkrétna CDK. Naopak ked je CDK vypnuta, bunkovy

cyklus sa zastavi, akonahle dosiahne stupern riadeny touto konkrétnou CDK.®°
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CDK fosforyluju Siroku Skalu proteinov, ktoré iniciuju a reguluju rézne deje, ktoré
charakterizuju kazdu fazu bunkového cyklu. Pretoze aktivita CDK osciluje pocas
bunkového cyklu, aktivita CDK substratov sa meni cyklickym spésobom, &im je
umoznena spravna a usporiadana postupnost udalosti veducich ku progresii bunkového
cyklu. Cyklicka aktivita CDK je regulovana komplexnou sietou proteinov a enzymov
a najma prechodnou asociaciou CDK s cyklinmi, ktoré v€as aktivuju a nasmeruju CDK
na Specifické substraty. Hladiny réznych CDK su v bunkovom cykle celkom konstantné,
zatial ¢o hladiny réznych cyklinov osciluju vdaka ich periodickej syntéze a riadenej
degradacii.®*

CDK su rozhodujucimi regulatormi progresie bunkového cyklu a transkripcie
RNA. Rézne genetické a epigenetické prihody su zodpovedné za nadmernu aktivitu
CDK v bunkovom cykle v pripade rakoviny, pricom ich inhibicia méze viest ku zastaveniu
cyklu a naslednej apoptdéze. AvSak zabudovana redundancia méze do istej miery
obmedzit ucinky vysoko selektivnej inhibicie CDK.%8

CDK aich S3pecifické funkcie pri nadoroch boli komplexne preskumané;
podielaju sa na regulacii bunkového cyklu interakciou so S$pecifickymi regulaénymi
cyklinmi bunkového cyklu. Rodina CDK pozostava z 20 ¢lenov (CDK-1 az CDK-20),
pricom bola rozdelenda do 3 skupin®® na zaklade ich UcCasti na tvorbe néadoru
prostrednictvom regulacie bunkového cyklu alebo transkripcie. CDK-1, CDK-4 a CDK-5
spadaju do kategérie suvisiacej s bunkovym cyklom, zatial ¢o CDK-7, CDK-8, CDK-9,
CDK-11 a CDK-20 su zaradené do transkripénej kategorie.®® Tretiu skupinu tvoria
atypické CDK. Nadmerna expresia al/alebo dysfunkcia CDK alebo cyklinov bola
identifikovana u velkého poctu fudskych nadorov a inych réznorodych patoldgii. Tieto
proteinkinazy sa preto povazuju za cenné terapeutické ciele pre vyvoj lieciv.5?

Dysregulované delenie buniek, ktoré vedie k aberantnej proliferacii buniek, je
jednym z kfu€ovych znakov rakoviny. Z toho dévodu su terapeutické ciele, ktoré blokuju
delenie buniek, ucinné pri lieCbe rakoviny. Bunkové delenie je riadené hlavne
komplexom zloZzenym z cyklinov a CDK. Doposial boli CKI, konkrétne tie, ktoré blokuju
enzymovu aktivitu CDK-4 a CDK-6 (CDK4/6), schvalené na lieCbu rakoviny prsnika
s pozitivnym receptorom metastatickych horménov. Vzhladom na neselektivitu a toxicitu
vSak vacsina inhibitorov CDK prvej generacie, tzv. inhibitory pan-CDK, nebola schvalena
na klinicku aplikaciu. Vyvoj stratégii kombinovanej terapie v poslednych rokoch umoznil

predovs$etkym zniZit' toxicitu a vedlajsie ucinky inhibitorov pan-CDK.545°
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2.1.3 Inhibicia CDK4/6 pri nadorovych ochoreniach

Inhibitory CDK4/6 su prvé, ktoré boli schvalené FDA na klinicku lieCbu. Tieto
inhibitory $pecificky inhibuji CDK4/6 a vykazuju obmedzenu toxicitu pre normalne
bunky. V suc€asnosti existuju tri inhibitory CDK4/6, ktoré su schvalené Food and Drug
Administration (FDA) a European Medicines Agency (EMA): palbociclib (Ibrance, Pfizer,
USA), ribociclib (Kisqgali, Novartis, Switzerland) a abemaciclib (Verzenio, Lilly, USA).546¢

VSetky tri inhibitory CDK4/6 mo6zu ucinne zastavit bunkovy cyklus
od G1 do S fazy blokovanim fosforylacie retinoblastdmového proteinu (Rb), atak
inhibovat proliferaciu Rb-pozitivhych nadorovych buniek. Tieto inhibitory su v su€asnosti
schvalené pre lieCbu prvej linie pokro&ilého hormonalne dependentného karcindmu
prsnika (HR+), ktord& méze ucinne znizit rezistenciu na monoendokrinnu terapiu
a vyrazne predizit Zivot u Zien s rakovinou prsnika HR+/HER2-. Nedavne $tudie ukazali,
Ze okrem blokovania bunkového cyklu potla¢aju inhibitory CDK4/6 tiez rast nadoru
prostrednictvom mnohych dalSich mechanizmov, vratane zvySenia cytostazy
spbésobenej inhibitormi signalnych drah, indukcie starnutia, regulacie bunkového
metabolizmu a dokonca podpory protinadorovej imunity reakcie. Tieto nové molekularne
mechanizmy poskytuju teoreticky zaklad pre kombinovanu terapiu s inhibitormi CDK4/6.
V pripade lieCby rakoviny prsnika sa pouzili inhibitory CDK4/6 v kombin&cii
s antagonistom hormonalnych receptorov letrozolom. Mnoho dalSich kombinovanych
terapii zahffajucich inhibitory CDK4/6 je v suasnej dobe klinicky testovanych na rézne
ochorenia vratane protirakovinovej terapie.46567

V sucasnej dobe dosiahla endokrinna terapia v kombinacii s inhibitormi CDK4/6
v mnohych klinickych studiach vyznamné terapeutické uc€inky a kontrolovatelnu toxicitu,
¢im sa stala tato kombinovana terapia najsfubnejSou terapeutickou stratégiou pri lie€be
rakoviny prsnika HR+/HER2-.%°

Inhibitory CDK4/6 nielen zastavuju nadorovy bunkovy cyklus, ale tiez spustaju
protinadorovu imunitu. Znizuju génovu expresiu suvisiacu s transkripénym faktorom E2F
a zvysuju expresiu molekul hlavného histokompatibilného komplexu triedy | v bunkovych
liniach rakoviny prsnika.®® Inhibitory CDK4/6 aktivuju endogénne retrovirusové zlozky
v nadorovych bunkach a stimuluji produkciu interferénov typu Il na podporu
prezentacie nadorového antigénu. Inhibitory CDK4/6 dalej inhibuju proliferaciu
regulatnych T buniek (Tg) aexpresiu DNA metyltranferazy 1 v Ty, €O vedie
ku hypometylacii promoétora a potlaceniu uvolfiovania E2F.%8 Inhibitory CDK4/6 mozu
down-regulovat proliferaciu tychto buniek inhibiciou CDK6®® a navys$e podporuju klirens
nadorovych buniek zvySenim cytotoxickych T buniek. Tieto synergické mechanizmy

poskytuju teoreticky zaklad pre kombinovanu terapiu CDK4/6 inhibitorov s inhibitormi
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imunitného  kontrolného bodu. Inhibitor CDK4/6 kombinovany s proteinom
1 programovanej smrti (PD-1) vyznamne znizuje proliferaciu nadorovych buniek
a zlepSuje mieru prezitie karcinogénnych mysi’, ¢o ilustruje synergicky protinadorovy
ucinok inhibitora CDK4/6 a inhibitora suvisiaceho s imunitnym kontrolnym bodom.
Synergizmus, antagonizmus a interakcie tychto pribuznych génov si preto vyzaduju

dalSie Studie.®®

2.2 MARK enzymy

MARK (s mikrotubulmi-asociované protein kinazy) patria do AMPK (adenozin-
monofosfatom aktivované proteinkinazy) vetvy CAMK (kalcium/kalmodulin-
dependentna proteinkinaza) skupiny kinaz.%-"2

MARK enzymy patria rovnako ako CDK medzi serin/treoninové proteinkinazy,
ktoré fosforyluju mikrotubulmi asociované proteiny (MAP) tau, MAP2, MAP4 na ich
doméne viazucej mikrotubuly, ¢o spdsobuje ich disociaciu z mikrotubulov a zvySenie
dynamiky mikrotubulov.” U ¢loveka sa vyskytuju 4 izoformy MARK rodiny (MARK 1-4),
ktoré hraju hlavnu ulohu v mnohych fyziologickych procesoch, a zarovern sa bohato
vyskytuju v ludkom mozgu.’"

Subor mikrotubulov zohrava délezitu ulohu v mnohych procesoch prebiehajucich
v bunke ako je regulacia tvaru bunky, polarita buniek pocas diferenciacie, delenie
chromozémov pri mitdéze, &i intracelularny transport. Poc¢as tychto procesov prechadzaju
mikrotubuly (MT) preskupenim, ktoré zahffia rychle prechody medzi stabilnymi
a dynamickymi stavmi. Tento jav, nazyvany dynamicka nestabilita, je vlastnostou
samotného polyméru aje modulovany faktormi bunky. Patria sem MAP a viaknité
proteiny, ktoré stabilizuju MT in vitro a v transfekovanych bunkach. Fosforylacia MAP
interferuje s ich schopnostou stabilizovat MT. MAP izolované z tkaniva alebo buniek
vykazuju rézne stupne fosforylacie, v mitotickych bunkach vykazuju az niekolkonasobne
vys8i stupen fosforylacie a dynamika MT sa zvySuje priblizne 20-nasobne. V neurénoch
MAP moduluju organizaciu MT po€as morfogenézy a procesu rastu, a dokonca
aj v axonoch zrelych neurdnov sa preukazala dynamicka povaha interakcii MAP s MT.”3

MARK kinazy zohravaju kfucovu rolu pri riadeni polarity buniek a su regulované
fosforylaciou T-slu€ky treoninového zbytku. Kindzy MARK2 a 3 su okrem treoninového
zvyS8ku tiez fosforylované blizko zvySku serinového, pricom prave fosforylacia zvySkov
MARK kinaz zohrava délezitt ulohu pri regulacii aktivity.”® 1zoformy MARK 1-4 reguluju
stabilitu MT, procesy diferenciacie, neuroticky rast, delenie buniek a obchodovanie
s organelami. MARK su aktivované MARK kinazou (MARK2K), tisic ajedna

aminokyselinou (TAQO) a serin/treoninovou proteinkinazou 11 (STK11) fosforylaciou

31



na Thr?%®, Vzhladom k tomu, Ze aminokyselinové sekvencie aktivacnej slucky su medzi
izoformami MARK podobné, predpoklada sa rovnaka regulacia u vSetkych izoforiem.”’

Hlavné domény MARK zahffaju: (1) divergentni N-terminalnu sekvenciu;
(2) katalyticki doménu obsahujucu bezné motivy proteinkinazy, ktora sa dalej deli
na katalyticku slu¢ku a P-sluCku viazucu fosfat; (3) zaporne nabity linker, (4) doménu
spojenu s ubikvitinom (UBA), (5) najvariabilnejSiu rozSirend spacerovu oblast
charakterizovanu svojim vysoko zasaditym a vyraznym hydrofilnym charakterom, ktora
je nevyhnutna pre regulaciu aktivity; a (6) C-terminalnu doménu, ktora je bazicka, ale
hydrofébnejsia. VSetky izoformy maju podobné zloZenie domén.”7378

MARK kinazy su aktivované fosforylaciou v T-sluéke, ktora obsahuje
konzervovanu sekvenciu (,LDTFCGSPP“). Nasledne tieto fosforylované MARK
prenasaju fosfat na iné proteiny. V neaktivnhom stave je T-sluCka neusporiadana
a zlozena do Strbiny, ktora blokuje pristup substratu a ATP. Fosforylatné miesta
(Thr, Ser) su v8ak pre kinazy dostupné. Akonahle su aktivované fosfatom, T-slucka sa
preorientuje a vysunie sa zo Strbiny, ktora sa otvori a umozni pristup ATP a substratu.
Katalytickda doména MARK3 a MARK4 je velmi podobna.’®

UBA doména MARK4 je mala, globularna a pozostava z troch kratkych hélixov
(a1, 2, 3). Tato doména vSak nie je Strukturalne podobna inym proteinom spojenym
s ubikvitinom a ani ho neviaze.” Analyza ludského MARK17® a MARK3® a potkanieho
MARK27® odhalila délezZitost konzervovaného tyrozinového zvy$ku v polohe 361 v hélixe
a3. Tento zvySok (Tyr*®* u MARK4) je pravdepodobne zodpovedny za stabilitu MARK,
pretoze prispieva k hydrofébnemu jadru 1r-11 interakciami s bo€nym retazcom argininu
v polohe 331 (Arg*** u MARK4). Bolo pozorované, ze UBA domény MARK1 a MARK?2
maju inhibi¢ny Gc¢inok na aktivitu kinazy aj po fosforylacii aktivatorom kinazy MARKK.”®

Doména UBA interaguje s N-terminalnym lalokom katalytickej domény a zamyka
MARK v neaktivnej konformacii. KedZze UBA brani vazbe substratu a ATP uzamknutim
kinazy v otvorenej konformacii, zvySuje sa dostupnost aktivacnej sluCky pre aktivaciu
a deaktivaciu kinaz.”*#° Predpoklada sa, Ze doména zohrava niekolko vyznamnych tloh
ako inhibi¢na, aktivadna a stabilizatna v zavislosti od stavu fosforylacie alebo interakcie
kofaktora.8?

Spacer doména je najvariabilnejSou oblastou v izoformach MARK, ktorej velkost
sa meni medzi 369 a649 zvyskami v MARK4. Strukturdlna analyza naznaduje
charakteristické znaky nativne rozvinutého proteinu, ktory je nevyhnutny pre regulaciu.
Sekvenc¢na analyza naopak poukazuje na tri fosforylacné miesta (Ser??3, Ser*®, Thr44),
ktoré su konzervované v MARK2. Fosforylacia na tychto miestach stimuluje transport

MARK z bunkovych membran do cytoplazmy.”
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Homoldgia medzi MARK1 a MARK2 je vysoka v katalytickej doméne (95 %),
doméne UBA (85 %) a C-terminalnej doméne (80 %). V spacerovej oblasti vSak vyrazne
kleséa na 50 %."

MARK4 zdiela priblizne 75 % celkovej homolégie s MARK 1-3 kinazami a je
prevazne exprimovany v mozgu. Homoldgia je najvyraznejSia v katalytickej doméne,
a tvori okolo 90 %.7°%2 Na rozdiel od zvy$nych kinaz, ktoré vSetky vykazuju jednotnu
cytoplazmaticku lokalizaciu, dochadza u MARK4 ku ko-lokalizacii s centrozomom a MT
v kultivovanych bunkach.”® MARK enzymy zohravaju viaceré ulohy v bunkovych
procesoch, pricom MARK4 sa pravdepodobne priamo podiefa na organizacii MT

v neurdnoch a prispieva tak ku patologickej fosforylacii tau.®?
221 MARKA4

MARK4 sa liSi od ostatnych ¢lenov kédovanim dvoch alternativne zostrihanych
izoforiem MARKA4L a MARK4S, ktoré sa liSia svojou oblastou pri C- konci. Tieto izoformy
su v ludskych tkanivach vratane centralneho nervového systému diferencovane
regulované. MARKA4L je 752 zvySkov dlhy polypeptid rozdeleny do troch domén; domény
proteinkinazy (59-314), domény spojenej s ubikvitinom (322-369) a domény spojenej
s kinazou (703-752), dalSich 54 zvySkov (649-703) je zapojenych do spravneho
skladania a fungovania enzymu. ZvySky 65—-73 su povazované za vazbovu doménu
ATP a Lys® je povaZovany za jeho vazbové miesto. Asp*® bol navrhnuty ako aktivne
miesto MARK4, ktoré je aktivované fosforylaciou bo¢ného retazca Thr?'4. Izoforma
MARKA4S je nadmerne exprimovana v normalnom mozgu a pravdepodobne sa podiefla
na diferenciacii neuréonov. Naopak MARKA4L izoforma je upregulovana v bunkach
hepatokarcinbmu a gliomoch, ¢o naznacuje jej zapojenie do bunkového cyklu. S MARK4
je spojenych aj niekolko biologickych funkcii, vratane tvorby zvazkov MT, vyvoja
nervového systému a pozitivnej regulacie programovanej bunkovej smrti. Z tohto
dovodu je MARK4 povazovany za najvhodnejSi ciel pre racionalny navrh lie€iv zalozeny
na Strukture. 88!

MARK4 sa vyuziva ako potencialny terapeuticky ciel v pripade rakoviny,
neurodegenerativnych poruch a metabolickych poruch, pricom sa zdéraziuje jeho
klinicky vyznam. Mnoho studii popisovalo délezitost MARK4 pri obezite, cukrovke,
Alzheimerovej chorobe a metastatickych karcindmoch prsnika.?3-8 Najvy$sSia expresia
MARK4 sa nachadza v mozgu, oblickach a semennikoch. Navrh a vyvoj potencialnych
inhibitorov, ktoré sa viazu na aktivne miesto MARK4 a vykazuju vyznamné
protinadorové aktivity, predstavuje velky vyznam prave pri lieCbe rakoviny, cukrovky
aAD.:
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Progresia AD je spojena s hyperfosforylovanym tau proteinom v mozgu.
Fosforylacia tau pomocou MARK4 v mieste Ser?®? vedie k oddeleniu tau od MT
a nasledne umoznuje jeho fosforylaciu inymi kinazami. Nadmerne exprimovany MARK4
je priamo spojeny s defektnymi synapsami a dendritickymi tffimi. PocCetné Studie
naznacuju potencial MARK4 ako jedného z najlepsich cielov v terapii AD a inych ND,
a uviedli inhibitory MARK4.2 Napriek vyznamu MARK v patogenéze AD je znamych len

niekolko malych molekul majucich anti-MARK aktivitu.”

2.3 Inhibitory MARK enzymov

Staurosporin (STS)

Staurosporin (obr. 9), patriaci do triedy pan-kinazovych inhibitorov, indukuje
apoptézu a zastavenie bunkového cyklu v G1 faze u réznych typov buniek. Hlavnou
biologickou aktivitou staurosporinu je inhibicia proteinkinaz prostrednictvom prevencie
vazby ATP. STS je prototypom inhibitora ATP kompetetivnej kinazy v tom, ze sa viaze
na mnoho z nich s vysokou afinitou, ale nizkou selektivitou.2® Okrem svojho Gc&inku
proteinkinazy C, A a G, meni STS expresiu inhibitorov CDK a opakujucej sa kinazy
2 bohatej na leucin spojenej s Parkinsonovym ochorenim v nanomolarnom rozsahu.
LieCba pomocou STS ma za nasledok rast neuritov v dopamergnych neurénoch
a zvySuje cholin acetyltransferazovu aktivitu po bazalnej lézii predného mozgu
v cholinergickych neurénoch. Nedavna Studia poukazala na STS ako inhibitor interakcie
MARK-tau, ¢im sa znizuje tau fosforylacia na Ser?®? v mySich embryonalnych
3T3 fibroblastovych bunkach. NavySe nebol preukazany Ziaden efekt STS v pripade
MARK2 enzymu a na hladiny proteinu tau. Toxicita obmedzujuca mnozstvo davky
a slaba farmakokinetika vSak znizuju pravdepodobnost volby STS ako vhodného

terapeutického cinidla vo vyvoji proti MARK enzymom.’

obr. 9- Chemicka Struktdra staurosporinu (obrazok autor)

34



PCC0208017

PCC0208017 (obr. 10) je novy dualny inhibitor MARK3 a MARK4, ktory vykazuje
robustnu aktivitu proti gliomu in vitro ain vivo s dobrou in vivo farmakokinetikou
a priepustnostou BBB. PCC0208017 silne inhibuje aktivitu kinaz MARK3 a MARK4
s miernymi Ucinkami proti MARK1 a MARK2. Tato zlu€enina zoslabuje migraciu
glidmovych buniek, ich invaziu a angiogenézu. Studie molekularneho mechanizmu
odhalili, ze PCC0208017 znizuje fosforylaciu tau, naruduje dynamiku mikrotubulov

a vyvolava zastavenie bunkového cyklu vo faze G2/S.”
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obr. 10- Chemicka Struktiara PCC0208017 (obrazok autor)

N-substituované akridénové derivaty

Pri hfadani novych ucinnych inhibitorov MARK4 boli syntetizované niektoré
akridénové derivaty (obr. 11), charakterizované a vyhodnotené na inhibi¢nu aktivitu proti
MARK4. Zo vSetkych syntetizovanych zlucenin vykazovali 3 molekuly lepSiu vazbovu
afinitu a aktivitu inhibicie enzymu v mikromolarnom rozsahu na zaklade fluorescenéného
viazania, izotermickej titracnej kalorimetrie a kinazovych laboratérnych postupov.
Na zaklade in vitro testovania sa ukazalo, Ze zlu€eniny inhibuju bunkovu proliferaciu
a prevazne indukuju apoptézu v bunkovej linii rakoviny prsnika MCF-7, s hodnotami
ICs0 5,2 £ 1,2 umol-I* (a); 6,3 = 1,2 ymol-I* (b); 5,8 £ 1,4 ymol-I* (c). Tieto zluceniny

navys$e vyrazne zvys$uju oxidacny stres v rakovinotvornych bunkach.®’

obr. 11- Chemicka Struktiara N-substituovanych akridénovych derivatov, akridénovy skelet zvyrazneny
Cervenou (obrazok autor)
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a-mangostin (a-M)

Filtracia prirodzene sa vyskytujucich zlu€enin v knizniciach pomocou
vysokovykonného skriningu a enzymového testu predstavuje latku a-M ako potencialny
inhibitor MARK4. Dokovanie na zaklade Struktiry a simulacia 100 ns molekulovej
dynamiky odhalili, ze vazba a-M stabilizuje Struktiru MARKA4. Inhibi¢né a vazbové Studie
enzymov ukazali na inhibiciu MARK4 v submikromolekularnom rozsahu
s ICso 1,47 pmol-I't a vazbovou konstantou (Ka) 5,2 x 107 mol mol-I'. Stadie na bunkach
naznacovali inhibiciu Zivotaschopnosti bunkovej linie rakoviny prsnika MCF-7
a bunkovej linie rakoviny pecene HepG2, indukciu apoptdzy, zastavenie bunkového

cyklu vo faze G0/G1 a znizenie tau fosforylacie.®®

HO o) OH

obr. 12- Chemicka Struktura a-mangostinu (obrazok autor)

2.4  Transport lie€iv cez hematoencefalickou bariérou

Pre normalne fungovanie CNS je potrebné vysoko kontrolované mikroprostredie.
Existencia biologickej bariéry na rozhrani krvi a mozgu, ktora u€inne oddeluje mozog
od zvys8nej Casti tela, hra rozhodujucu ulohu pri kontrole transportu latok nevyhnutnych
pre metabolicku aktivitu mozgu a spravnu funkciu neurénov. Tieto biologické bariéry su
stanovené roznymi bunkami na troch kfu¢ovych rozhraniach; hematoencefalicka bariéra,
hematolikvorova bariéra a arachnoidova bariéra.?®

Hematoencefalicka bariéra je su€astou neurovaskularnej jednotky a je tvorena
mikrovaskularnymi endotelovymi bunkami lemujucimi mozgové kapilary prenikajice
do mozgu a miechy. Je povazovana za najvacsie rozhranie medzi krvou a mozgom,
sprostredkdva komunikaciu medzi CNS a perifériou. Bariéra oddeluje cirkulaciu
od mozgu, ¢&im poskytuje ochranu aregulaciu transportu sérovych faktorov
a neurotoxinov. Zaroven sa nejedna len o fyzicku bariéru, a to vzhfadom na pritomnost
Specializovanych tesnych spojov a inych zmien, ktoré zabrariuju neregulovanému uniku.
Pbsobi tiez selektivnejSie ako transportné rozhranie so Specifickymi transportérmi
pritomnymi na luminalnych a abluminalnych membranach, dalej ako sekrecné teleso

a metabolicka bariéra, ktora obsahuje a uvolriuje urcité enzymy lokalne.8%%
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Tri hlavné modifikacie kapilarneho 16zka v mozgu zabranuju tvorbe ultrafiltratu
plazmy v CNS. Tesné spojenia, ktoré spajaju endotelové bunky v mozgu a ktora su si
vzajomne v apozicii; vyrazne znizena rychlost pinocytézy a nedostatok intracelularnej
fenestracie. Tieto modifikacie zabrafuju neregulovanému uniku sérovych proteinov
do CNS za normalnych podmienok. Latky su stale schopné prejst vaskularnou BBB
roznymi mechanizmami.®:

Vacsina latok su malé molekuly, ktoré predchadzaju BBB transcelularnou
pasivnou difuziou. Navrhnut molekuly, ktoré dokazu dosiahnut’ optimalnu koncentraciu
v pozadovanom terapeutickom cieli v mozgu je hlavna vyzva medicinskych chemikov
zaoberajucich sa CNS drug designom.®?

Faktory, ktoré urCuju, kolko lieCiva prechadzaju hematoencefalickou
membranou, zahfiaju fyzikalno-chemické vlastnosti €inidla. Medzi to patri rozpustnost
v tukoch, vodikové vazby, molekulové hmotnost, mozgovy prietok krvi, metabolizmus,
degradacia a klirens lie€iva v krvnom obehu a vazbu na proteiny. Vysoky systémovy
klirens obmedzuje dostupnost’ lie€iva na penetraciu do CNS. Charakteristikou latok
vhodnych na prechod bariérou je preto vysoka lipofilita, mala velkost a molekulova
hmotnost a nizky potencial vodikovych vazieb, to znamena, zZe liecivo je unionizované
pri fyziologickom pH.*3

Aby sa splnili vy$Sie uvedené kritéria ulah¢ujuce vstup do mozgu, fyzikalno-
chemické parametre zlu€enin musia byt v ramci ur€itych hranic. Stredné hodnoty
schvalenych lie€iv prestavuju molekulovd hmotnost (M = 305 Da), pocet donorov
vodikovej vazby (HBD = 1), lipofilitu (c log P = 2,8; ¢ log D = 1,7), vazbovu konstantu
(pKa = 8,4), rotaénu vazbu (4,5).°4° Na zaklade tychto hodnét a inych podobnych analyz
by sa vyvoj lieiv mal zamerat’ na optimalizaciu zlu€enin s nasledujucimi vlastnostami:
molekulova hmotnost (M < 450)°, vodikova véazba (donor HBD < 3, akceptor HBA < 7),
lipofilita (¢ log P < 3-5, c log D ~ 2-3), pKa (7,5-10,5), rotaéné vazby (< 8) a topologicka
polarna plocha povrchu (60-70 A).9496-99

Vysoka lipofilita Casto vedie k zlu€eninam s vysokym rychlym metabolickym
obratom a nizkou rozpustnostou a slabou absorpciou. So zvySujucou sa lipofilitou
existuje zvySena pravdepodobnost vazby na iné hydrofébne proteinové ciele, a preto
existuje vacési potencial toxicity.%®

Ddélezitym faktom je, Ze BBB nie je statickd, ale dynamicka. Interaguje so svojim
miktoprostredim a reaguje na potreby CNS. Jeho priepustnost je aspor Ciastocne
riadena intra- a medzibunkovou signalizaciou medzi endotelovymi bunkami a okolitymi
astrocytmi a neuronmi.®® VSeobecne mézu cez BBB prechadzat len lipofilné molekuly
s nizkou molekulovou hmotnost'ou a s pozitivnym nabojom. Iné molekuly vyZaduju urcité

bunkové endogénne transportné systémy ako je transport sprostredkovany nosicom,
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receptorom alebo adsorpciou. Bezne existuje pat zakladnych mechanizmov, ktorymi sa
molekuly rozpustenej latky pohybuju cez membrany.1%°

Prvy mechanizmus, jednoducha alebo pasivna difuzia, je spontanny proces
v zavislosti od velkosti koncentratného gradientu. Niekolko molekul rozpustnych
v tukoch méze vstupit do bunkovej membrany a pasivne difundovat cez endotel
do mozgu. Existuje korelacia medzi zvySenou rozpustnostou lipidov a rychlostou
a rozsahom penetracie do mozgu.00-102

Druhym spO6sobom su nosiCe rozpustenych latok, ktoré predstavuju nadrodinu
membranovych transportnych proteinov, ktoré ulahCuju obojsmerny pohyb
rozpustenych latok cez bunkovu membranu. Polarne molekuly mézu byt transportované
cez membranu endotelovych buniek. Na rozdiel od ABC transportérov (ATP-viazuce
kazetové transportéry), nevyzaduju tieto nosi¢e ATP. Su pohanané bud
elektrochemickymi gradientmi (Na*, H*) alebo koncentracnymi gradientmi, ktoré su
stanovené transportovanymi rozpustenymi latkami. Tymto transportérom sa tiez hovori
ulahéené alebo sekundarne aktivne transportéry.100:103

Tretou cestou je eflux sprostredkovany nosiCom, efluxné transportéry.
Predstavuju dalSi vyznamny transportny mechanizmus cez BBB. Transportéry ABC
maju Siroku afinitu ku Sirokej Skale rozpustnych latok, a to najma ku velkym molekulam
rozpustnym v tukoch s vysokym podielom atémov dusika a kyslika. Transportéry ABC
vyuZzivaju hydrolyzu ATP na pumpovanie molekul cez membranu proti koncentratnému
gradientu. Mnoho cytotoxickych liekov je substratmi, ¢o komplikuje lie€bu mozgovych
nadorov a metastaz. 190104

P-glykoprotein (P-gp) je najznamejSi z ABC transportérov a bol ako prvy
identifikovany u ludi, u ktorych hra rozhodujucu ulohu v rezistencii lie€iv pri lieCbe
rakoviny. Vo vSeobecnosti P-gp prednostne vytla¢a velké hydrofébne, kladne nabité
molekuly. Podiela sa na transporte urcitych cytokinov, inhibicii apoptozy,
Ci v patogenéze Alzheimerovej choroby priamou interakciou P-gp na amyloid-340
a amyloid-B42, a ovplyviiovanim akumulacie tychto proteinov.1941%5

Transcytéza sprostredkovana receptormi je Stvrtou triedou transportného
systému, ktory vyuziva vezikularny transportny systém endotelovych buniek na transport
substratov na mozgovej strane bariéry. Transcytéza sprostredkovana receptormi je
bezne indukovana vazbou velkych molekul, ako su peptidy a proteiny, na receptory,
ktoré su silne exprimované na membrane endotelovych buniek. Ziviny ako Zelezo, inzulin
a leptin sa do mozgu obvykle transportuji prave touto cestou.0%:106

Piatou moznostou je diapedéza mononuklearnych leukocytov. Leukocyty mozu

preniknut’ cez hematoencefalicki membranu transendotelidlnou diapedézou a migrovat
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priamo cez cytoplazmu endotelovych buniek bez narusenia tesného spojenia. Akonahle

sl v mozgu, stani sa mikrogliami, imunitne kompetentnymi bunkami mozgu. %0107

2.5 Bunkovy cyklus

Bunkovy cyklus je vysoko konzervovany a prisne regulovany biologicky systém,
ktory riadi bunkovu proliferaciu a diferenciaciu. Regula¢né proteiny bunkového cyklu,
ktoré zahffaju cyklin dependentné kinazy, cykliny ainhibitory, su rozhodujuce
pre spravnu €asovu a priestorovu regulaciou bunkovej proliferacie. Naopak, zmeny
v regulacnych proteinoch bunkového cyklu, ktoré vedu ku strate normalnej kontroly, su
charakteristickym znakom mnohych typov nadorov. Nadmerna expresia CDK a cyklinov
a naopak strata CDK inhibitorov mézu mat za nasledok vznik nadorového bujenia.1®®

Bunkovy cyklus existuje v 4 fazach: G0/G1, syntéza (S), G2 a mitéza (M). Faza
GO0/G1, syntéza DNA afaza G2 spolu tvoria interfazu, teda obdobie medzi dvoma
mitézami.1®® Mitéza (jadrové delenie) je najdramatickejSim Stadiom bunkového cyklu,
ktoré zodpoveda za oddelenie dcérskych chromozémov a zvyCajne koncCi delenim
buniek (cytokinéza). Mitéza a cytokinéza trvaju len zlomok casu, priblizne 95 %
bunkového cyklu sa stravi v interfaze. Pocas interfazy su chromozémy dekondenzované
a distribuované v celom jadre, €o navadza morfologicky jednotny efekt. Na molekularnej
arovni je vsak interfaza ¢asom, poc€as ktorého dochadza ku usporiadaniu bunkového

rastu a replikacii v ramci pripravy na delenie buniek.°

2.6  Kontrola bunkového cyklu

Progresia cez tieto 4 fazy je regulovana &lenmi rodiny CDK, ktora zahffa
CDK-1, 2, 4 a6. Kazda z tychto 4 CDK sa po aktivacii cyklinmi podiela na regulacii
prechodu z jednej fazy bunkového cyklu do druhej. CDK4/6 sa podielaju na prechode
z fazy G1 dofazy S. Cykliny typu D (D1, D2, D3) sa viazu na CDK4/6. Cykliny aktivujuce
CDK su negativne regulované Clenmi rodiny INK4, ktoré sa viazu na CDK a tym ich
inhibuju. V ramci bunkového cyklu teda existuje regulacna rovnovaha medzi inhibiciou
proteinmi INK4 a aktivaciou cyklinmi D, E, A alebo B. Tieto procesy su dalej riadené
signalmi inhibujucimi rast.

Faza G1 bola pdvodne opisana ako <&asové obdobie, ktoré nastava
pred nastupom syntézy DNA (faza S). Normalne bunky zbavené rastovych podmienok
sa zastavia v GO faze fazy G1. V GO faze je bunka v zastavenom stave, ktory mbze byt
bud trvaly, a to po starnuti alebo terminalnej diferenciacii, alebo pokojovy. Po stimulacii

mitogénnymi signalmi zac¢nu pokojové bunky postupovat smerom k hlavnému
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kontrolnému bodu G1, ktory sa nazyva restrikény bod (R). Bod R je regulovany
supresorovym génom retinoblastému 1 (Rb1). Vo svojom hyperfosforylovanom stave sa
Rb viaZze na ¢lenov transkripénych faktorov z rodiny E2F, predov$etkym na E2F1.111 Tato
interakcia Rb/E2F potlaca transkripciu kritickych génov bunkového cyklu regulovanych
E2F prostrednictvom enzymov remodelujucich chromatin ako su
histéndeacetylazy.58108.111

V€asna progresia G1 je riadena rodinou cyklinov D a ich katalytickymi proteinmi
CDK-4 a CDK-6. Expresia génu cyklinu D (CCND1) amnozstvo proteinu su
v pokojovych bunkach nizke arychlo indukované stimulaciou podmienkami
podporujucimi rast alebo aktivitu mnohych onkogénov. Cyklin D nasledne dimerizuje
CDK4/6 za vzniku katalyticky aktivneho proteinového komplexu. Jednym z hlavnych
substratov pre komplex cyklin D s CDK4/6 je Rb. Fosforylacia Rb cyklinovym
komplexom D s CDK4/6 zacina stochastickou inaktivaciou Rb a umoziuje bunkovému
cyklu postupovat smerom k bodu R. Akonahle bunky prejdu bodom R, postupuju do fazy
S. Inaktivacia Rb zmierfuje inhibi¢ny u€inok na transkripény faktor E2F, ktory tym
podporuje dalSiu progresiu bunkovym cyklom.*! E2F riadi syntézu cyklinu E a CDK-2,
ktora dalej inaktivuje Rb. E2F reguluje expresiu roznych génov, ktoré sprostredkuvaju
replikaciu DNA, biosyntézu nukleotidov a opravy DNA, polymerazu A, tymidinkinazu,
tymidylatsyntazu, ribonukleotidreduktazu a RAD51, eukaryoticky gén nevyhnutny
pri oprave zlomov dvojvlaknovych DNA (dsDNA).108.111.112

Pre zachovanie spravnej skorej regulacie G1 fazy je aktivita komplexu cyklinu D1
s CDK4/6 antagonizovana inhibitormi rodiny INK4 (kinazové inhibitory CDK4/6). Clenmi
INK4 rodiny st p16'™K4a p15INKb ] gINKie 5 n19INK4d  ktoré $pecificky inhibuju katalytické
podjednotky CDK4/6.1** Rovnako tak inhibitory p21cPl, p27%rl and p57%P rodiny
CIP/KIP, su u€innymi voéi cyklinom typu E a A aich katalytickym partnerom CDK-2
a CDK-1, a do menSej miery aj voci komplexu CDK1/cyklin B vyskytujucom sa v G2 faze.
Progresia neskorou G1 fazou aindukcia syntézy DNA v S faze nastava zvySenim
mnozstva cyklinu typu E a vyslednou asociaciou s CDK-2, primarnym katalytickym
partnerom cyklinu E.1%® Aktivita komplexu cyklin E s CDK-2 je zosilnena Cdc6,
nestabilnym proteinom, ktory sa rychlo degraduje pri prechode z G1 fazy do fazy
S a preto musi byt syntetizovany de novo v kazdom bunkovom cykle.!* Tento komplex
fosforyluje p27XP!, ¢o dalej ufahcuje vstup buniek do S fazy.10%®

CDK-2 tiez tvori funkény komplex s cyklinom A, hlavnym cielovym génom E2F.
Komplex cyklin A s CDK-2 je nevyhnutny pre spravnu replikaciu a syntézu DNA
v S faze. V neskorej G2 faze a skorej S faze sa cyklin A tiez asociuje s CDK-1, aby
podporil vstup buniek do M fazy. K tomu Ciasto¢ne dochadza prostrednictvom aktivity

CDK-7 a cyklinu H, ktoré tvoria regulacny komplex oznaCovany ako kinaza aktivujuca
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CDK. Progresia bunkového cyklu cez G2 do M fazy je nakoniec riadena komplexom
cyklin B s CDK-1, prisne regulovanym komplexom. Ubikvitinom sprostredkovana

degradacia cyklinu B1 je potrebna na to, aby bunky spravne postupovali mitézou.1%8111
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obr. 13- Znazornené komplexy cyklin-CDK a inhibitory v jednotlivych fazach bunkového cyklu*'®
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Experimentalna ¢ast’

3 Material a metody

3.1 Biologicky material

CHKtid peptid

Enzym CDK4/CycD3
Enzym CDK4/CycD3
Enzym MARK1 kinaza
Enzym MARK2 kinaza
Enzym MARKS3 kinaza
Histon H1 peptid

3.2 Chemikalie

a-kyano-4-hydroxyskoricova

kyselina (4-HCCA)

2-[4-(2-hydroxyetyl) piperazin-1-yl]
etansulfénova kyselina (HEPES)

Acetonitril (ACN)

Adenozin-3-fosfat (ATP)

Ditiotreitol (DTT)

Chlorid hore¢naty (MgCl.)
Kyselina trifluéroctova (TFA)
Peptidovy kalibracny Standard Il

Staurosporin (STS)

SignalChem

Carna Biosciences, Inc.

SignalChem

Carna Biosciences, Inc.
Carna Biosciences, Inc.

Carna Biosciences, Inc.

SignalChem

BRUKER

SIGMA-ALDRICH

SIGMA-ALDRICH
SIGMA-ALDRICH
BIO-RAD
SIGMA-ALDRICH
Honeywell
BRUKER
SIGMA-ALDRICH

kat.
kat.
kat.
kat.
kat.
kat.
kat.

kat.

kat.

kat.
kat.
kat.
kat.
kat.
kat.
kat.

O O O O« O¢ O

¢

¢

(@]

O O O O O O

(@]

.—C10-58
.—04-105

.—C31-18G-10

.—02-120
.—02-121
.—02-122
.—02-123

.— 8201344

.—H3375
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Latky 1-16 (Ustav organické chemie a chemické biochemie AV CR, vyskumna skupina

profesora Michala Hocka, PhD. DSc)
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3.3 Roztoky aich priprava

PUFOR
- HEPES (1 mmol-I**), MgCl, (2 mmol-I*), DTT (2 mmol-I?)
- pH pufru upravené na hodnotu 7,5
- roztok pufru prefiltrovany cez filter (0,25 pm) do falkony, uschovany v chladnicke
pri teplote 4°C

ATP
- 1,1 mg ATP do 1 ml vody (roztok o koncentracii — 2,2 mmol-I?t)

- 0,5 ml roztoku riedeného v 9,5 ml pufru (finalna koncentracia — 108,5 pymol-I?)
ZASOBNY ROZTOK PRE PRIPRAVU MATRICE

- 4-HCCA (10 mg) rozpustena Vv 1 ml  pripraveného  roztoku
ACN : TFA : H,O v pomere 0,80 : 0,02 : 0,18

3.4  Pristroje a zariadenia

384-well LDV low dead volume Labcyte

1536-well LDV low dead volume Labcyte

Analytické vahy Scaltec SBC21 LEMO21
Centrifuga Centrifuge 5810R Eppendorf
Centrifuga miniSpin plus Eppendorf
Davkovac reagens Multidrop™ Combi Thermo Scientific™

Hmotnostny spektrometer MALDI-TOF ultrafleXtreme Bruker

Chladnicka Kombi Liebherr

Liquid handler Echo® 550 LABCYTE

Magneticka mieSacka VMS-C7 VWR ADVANCED
Mraznika GN 3023 Comfort NoFrost  Liebherr

pH elektroda HI 1131B HANNA INSTRUMENTS
Termomixér comfort 1,5 ml Eppendorf

Ultrasonicka kuapel SONOREX BANDELIN
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3.5 Softvéry

ChemBioDraw Ultra 14.0 PerkinElmer

flexAnalysis 3.4 Bruker Daltonik GmbH
GraphPad Prism 9.3.1
SwissADME Swiss Institute of Bioinformatics

3.6 Experimentalne a vyhodnocovacie postupy

3.6.1 MALDI-TOF MS assay

Pre uvodné optimalizacie bola pouzivana reakéna zmes o objeme 7,5 pl, ktora
pozostavala z 2 pl pufru; 3,5 yl ATP (108,5 pymol-It); 1 pl enzymu (MARK 1-3;
100 pg'ml?) a 1 pl substratu (1 mg-mlt). Pre meranie bol pouzity CHKtid peptid
(sekvencia ,KKKVSRSGLYRSPSMPENLNRPR®; molekulova hmotnost 2701 Da).

Po optimalizaEnych krokoch bola reakéna zmes minimalizovana na nizsi objem,
pri ktorom prebiehal screening so staurosporinom a testovanymi latkami. Reakéna zmes
pozostavala z 1,5 pl pufru; 1 pyl ATP (108,5 umol-I?); 20 nl enzymu (MARK 1-3;
100 pg-ml?); 60 nl substratu (CHKtid peptid; 5 mg-mlt) a 12,5 nl inhibitora.

Pre overenie funk&nosti metodiky MALDI-TOF MS pre pracu so substratom bola
vykonana detekcia CHKtid peptidu vo vode a nasledne v pufri. K uvedenej reakcne;j
zmesi bola pridana matrica (HCCA) v pomere 1 : 1. Pripravena zmes bola napipetovana
na maldi plate (MTP AnchorChip 1536; obr. 14) a ponechana volne vykrystalizovat.
Pripravené spoty pozostavajuce z peptidu, vody, matrice; resp. peptidu, pufru, matrice;

boli zmerané hmotnostnym spektrometrom MALDI-TOF a analyzované.

obr. 14- MALDI plate
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Metodika bola zalozena na vysokovykonnej kompatibilnej assay-i na priamu
detekciu enzymatickej aktivity MARK pomocou bezkontaktného echoakustického
prenosu (ECHO® 550) kvapaliny na dosticku MALDI a hmotnostného spektrometra
MALDI-TOF. Napatie idbnového zdroja 1 bolo 25,11 kV; iénového zdroja 2 22,6 kV;
reflektora 1 26,5 kV; reflektora 2 13,7 kV a SoSovky 8,02 kV. Detekcia i6bnov prebiehala

v pozitivnom rezime.
3.6.2 ECHO®550

Popri optimalizacii sa pracovalo so zariadenim Liquid handler — ECHO® 550.
Zariadenie vyuZiva zvukovu energiu, ¢im umoziuje davkovat zluceniny alebo Cinidla
v mnozstvach nanolitrov z 384 a 1536 jamkovych zdrojovych dosti¢iek na 96, 384, 1536
a 3456 jamkové dostiCky. Metdda zniZuje mnozstvo potrebné pre jednotlivé experimenty
a zaroveh poskytuje bezpe€nejSi spdsob davkovania zlu€enin s nezndmym
bezpeCnostnym profilom. Za pomoci ultrazvukovej akustickej energie zameranej
na meniskus vzorky tekutiny dochadza ku prenosu protokolom definovaného mnozstva
tekutiny z tzv. source plate na tzv. destination plate. Source plate je doska, z ktorej
jamiek su prenasané jednotlivé latky na destination plate umiestnenej v pristroji

nad source plate.!®
3.6.3 Optimalizacia assay-e

Optimalizacia pozostavala zo sledovania vplyvu mnozstva zloziek na fosforylaciu
peptidu. Ako prvé bola enzymaticka reakcia testovana pri aplikacii vyssich objemov, ¢im
bola overena funkénost reakcie. Nasledne boli pouzité nizSie objemy pri testovani
aktivity enzymov. Paralelne boli testované koncentracie jednotlivych reagencii. Pri tychto
krokoch sa postupovalo automatizovane za vyuzitia uvedenych pristrojov (3.4 Pristroje
a zariadenia). Pre stanovenie koncentracie enzymu (kapitola 4.2, graf 1, 2, 3) boli
aplikované rézne mnozstvd MARK 1-3 kindz pri stabilnej koncentracii ATP
(46,40 ymol-It) a substratu (0,12 uymol-I*) stanovenych na zaklade metodiky pre MARK4

enzym’.
3.6.4 Koncentracia enzymov MARK 1-3

Do dosticky s oznagenim 384 LDV, oznaCovanu ako source plate, bol
do uréenych jamiek napipetovany peptid riedeny v destilovanej vode (10 pl; 5 mg-ml?).
Rovnako tak bol do inych jamiek napipetovany enzym riedeny v pufri v pomere 1:1
(5 ul) v rozmedzi koncentracii 0,01-1,77 ug-mlt a doska bola vloZzena do centrifugy

(r.t., 1120 rpm, 60 s). Do dosticky s oznacenim 1536 LDV, oznaCovanu ako destination
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plate, bol automatizovane za pomoci davkovaca reagens (Multidrop Combi Dispenser)
napipetovany pufor o objeme 1,5 pl do prislusnych jamiek. Na zaklade stanoveného
protokolu bol zo source plate do destination plate preneseny substrat o objeme
60 nl, enzym (MARK 1-3) o objeme 22,5 nl; nasledne bol ku prenesenym zlozkam
pomocou davkovaca reagens pridany roztok ATP o objeme 1 pl.

Reak&na zmes bola inkubovana pri laboratornej teplote po dobu 1 hodiny
a po uplynuti tejto doby bola zmes zmieSana s matricou v pomere 1:1. Zmes s matricou
bola umiestnena do centrifugy (r.t., 1120 rpm, 60s) a nasledne opat pomocou
echoakustického prenosu bola reakéna zmes s matricou (50 pl) prenesena z destination
plate na maldi plate. Zmes bola ponechana volne vykry$talizovat a nasledne bola
umiestnend do hmotnostného spektrometra, kde bola merana intenzita signalu
nefosforylovanej a fosforylovanej formy substratu a nasledne boli zanalyzované hodnoty
fosforylacie. Hodnoty fosforylacie boli prevedené do grafov (graf 1, 2, 3), u ktorych

na zaklade pomeru substratu ku produktu 1:2 boli zvolené koncentracie MARK 1-3.
3.6.5 Koncentracia ATP, teplota, pH

Mnozstvo ATP  bolo stanovené  automatizovanou metdédou  ako
v predchadzajucom merani, koncentracia bola testovana Vv rozmedzi
3,21-205,35 umol-It. Na zaklade vysledkov a z nich vytvoreného grafu (kapitola 4.3,
graf 4, 5, 6) bola nasledne zvolena optimalna koncentracia ATP.

Pre stanovenie miery fosforylacie v pripade zmeny teploty (kapitola 4.4, graf
7, 8, 9) bola reakéna zmes inkubovana pri réznych teplotnych bodoch, a to 6°C, 21°C,
37°C, 60°C, 90°C. Po hodine inkubacie bola reakéna zmes napipetovana na maldi plate
v duplikatoch, ku ktorej bol pridany rovnaky objem matrice. DostiCka bola ponechana
na vykrystalizovanie, nasledne vloZzena do hmotnostného spektrometra a zanalyzovana.

Pre optimalizaciu pH (kapitola 4.5, graf 10, 11, 12) boli pripravené roztoky pufrov
o uvedenych hodnotach pH 2,8; 3,8; 5,6; 7,8; 9,3; 10,5; 11,7. Roztoky pufrov boli
napipetované do vopred oznacenych mikroskumaviek, k pufru bol pridany substrat,
MARK 1-3 enzymy aATP. Po hodine inkubacie bola reakéna spolu s matricou
analogicky ako v pripade teploty aplikovana na dosticku. Po vykryStalizovani bola

dostiCka umiestnena do hmotnostného spektrometra a podrobena analyze.
3.6.6  Analyza dat

Data ziskané prostrednictvom MALDI-TOF boli zanalyzované pomocou

flexAnalysis 3.4 softvéru. Analyzované signaly intenzit substratu (2701 m/z)
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a fosforylovaného produktu (2781 m/z) boli exportované prostrednictvom flexAnalysis
davkovym spracovanim a zanalyzované Excelom a softvérom GraphPad Prism.
Pomer intenzit produktu (lp) ku substratu (Is) poskytoval mieru konverzie

nefosforylovaného peptidu na jeho fosforylovanu formu (kapitola 4.1, obr. 14).

1
enzymaticka aktivita [%] = 100-I—P
s

V pripade testovania inhibicie MARK enzymov bol pouzity kinazovy inhibitor,
staurosporin, ktory sluzil ako kontrola inhibicie enzymovej aktivity. Pomer konverzie
v pritomnosti inhibitora (Isi | 1si)) bol porovnany s pomerom Kontrolnej reakcie

bez pridaného inhibitora (lpc/1sc).

inhibicia [%] = 100 — Ipi/Isi
Ipc/Isc

3.6.7 Screening latok

Optimalizovana assay, s minimalizovanym objemom reakénej zmesi,
pre izoformy MARK 1-3 bola pouZita pre screening 16 latok. Ako kontrola bol pouzity
staurosporin, ktory bol merany vrozmedzi koncentracii 0,3 nmol-I*-0,5 pmol-It.
Struktara latok nie je uvedenad, a to z dévodu, Ze latky zatial nie s patentované. Véetko
su to modifikované nukleozidy, navrhované a syntetizované v skupine profesora Michala
Hocka, PhD. DSc, Ustav organické chemie a chemické biochemie AV CR (UOCHB).
Latky boli testované v rozmedzi koncentracii 0,2 nmol-I*-50 pmol-I* v $tyroch
opakovaniach. Na zaklade zanalyzovanych dat za boli za pomoci programu GraphPad
Prism 9 zhotovené krivky zavislosti inhibicie od koncentracie latok (kapitola 4.6, graf 13,
15, 16 pre staurosporin; priloha 1 pre testované latky) a vypocitané hodnoty ICso
so Standardnymi odchylkami (kapitola 4.6 pre staurosporin; kapitola 4.7, tabulka
1 pre enzymy MARK 1-3).

3.6.8  Analyza farmakokinetickych parametrov

Latky 1-16 boli po screeningu podrobené analyze farmakokinetickych
parametrov, a to za pouzitia programu SwissADME (Swiss Institute of Bioinformatics).
SwissADME je od roku 2017 webovym nastrojom, ktory poskytuje rychle a robustné
prediktivne modely pre fyzikalno-chemické vlastnosti, farmakokinetiku, ¢i podobnost
s liekmi, medzi ktoré patria interné efektivne metédy ako su BOILED-Egg, iLOGP
(implicit log P) aradar biologickej dostupnosti. BOILED-Egg predstavuje intuitivnu
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metddu na predpovedanie dvoch kluCovych parametrov ADME, pasivnej
gastrointestinalnej absorpcie a priestupnosti hematoencefalickou bariérou. Je to zaroven
prvy online nastroj umoznujuci vypocty suvisiace s ADME pre viaceré molekuly, ¢o
umoznuje analyzu chemickej kniznice a efektivnu optimalizaciu tzv. lead molekuly.?’

Jednotlivé data z analyzy pre MARK 1-3 su uvedené vo vysledkoch (kapitola 4.8).
3.6.9 Vyvoj metodiky pre CDK4/6

Sucast'ou prace bol tiez vyvoj metodiky pre CDK4/6. Pre meranie bol pouzity
peptid histon H1 (sekvencia ,GGGPATP-KKAKKL-COOH® molekulova hmotnost
1252 Da) a funkénost’ metodiky bola overena prostrednictvom enzymu MARK4. Prvym
krokom bola detekcia peptidu, ktorého pik bol merany prostrednictvom MALDI-TOF
za pritomnosti nami zvolenych podmienok, vzdy vrovnhakom pomere s matricou.

Meranie pozostavalo zo 4 r6znych variantov, a to z:

1- detekcie peptidu v pritomnosti matrice v pomere 1:1.

2- detekcie peptidu o dvoch rozdielnych koncentraciach — 0,67 mg-ml?; 3,33 mg-mi*

3- detekcie peptidu riedeného do reakénej zmesi bez pritomnosti enzymu. Reakéna
zmes pozostavala z peptidu (1 pl), pufru (3 pl) a ATP (108,5 umol-I'%; 3,5 pl). V tomto
bode prebiehali dve merania, prvé meranie bolo za pritomnosti roztokov pufru
a ATP, ktoré boli pripravené analogicky experimentom pre MARK 1-3, druhé
meranie bolo bez pridavku DTT do reakénej zmesi.

4- detekcie peptidu v reakénej zmesi v pritomnosti enzymu CDK4/CycD3.

Pre meranie variantu s enzymom boli pouzité CDK4/CycD3 od dvoch rozdielnych
dodavatelov. V pripade enzymu od Carna Biosciences, Inc. pozostavala reakéna zmes
z enzymu (1 ), peptidu (5 mg-ml?; 1 pl), pufru bez DTT (2 pl) a ATP bez DTT (3,5 ul).
V pripade enzymu od SignalChem pozostavala reakéna zmes z enzymu (1,5 ), peptidu
(5 mg-ml?, 1 ), pufru bez DTT (1,5 pl) a ATP bez DTT (3,5 ul). V pritomnosti enzymov
bol pik detekovany ihned po priprave reakénej zmesi a nasledne po inkubacii 60 a 120
minut. Data z MALDI-TOF boli vyhodnotené a spektra su uvedené vo vysledkoch
(kapitola 4.9).

Po premerani vysSie uvedenych Styroch variantov, sa pokraCovalo v optimalizacii
reakénych podmienok pre detekciu piku v pritomnosti enzymu. Experiment pozostaval
z enzymu od SignalChem (3 ul), peptidu (1 mg-ml?, 5 mg-ml?*; 1 yl) a ATP bez DTT
(5,5 pl). Jednotlivé reakéné zmesi boli inkubované po dobu 60 minut a vyhodnotené
(kapitola 4.9).
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4 Vysledky

4.1 MARK assay

Assay bola zaloZena na priamej detekcii peptidu, ktorého molekulova hmotnost
odpovedala 2701 Da, a jeho fosforylovanej formy s molekulovou hmotnostou 2781 Da.
Detekcia prebiehala pomocou MALDI-TOF MS.

Obr. 14 zobrazuje 4 hmotnostné spektra, prvé spektrum predstavuje samotny
peptid bez pritomnosti MARK enzymov. ZvySné tri spektra zobrazuju peptid

v pritomnosti MARK 1-3 enzymov.

Mass Spectrum
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obr. 15- Hmotnostné spektra — CHKtid peptid, CHKtid peptid v pritomnosti MARK 1-3

Nevyhnutnym bodom assay-e bolo stanovit optimalne podmienky pre MARK
1-3 enzymy. Vyvoj pozostaval z optimalizacie koncentracie enzymov, koncentracie

ATP, teploty reakcie a pH pufru.
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4.2  Optimalizacia koncentracie enzymov MARK 1-3

Prvym bodom optimalizacie assay-e bolo uréit vhodné hodnoty koncentracii
MARK enzymov. 0,01-1,77 pg-ml™.
Koncentracia ATP (46,40 pumol-I*t) a substratu (0,12 pymol-It) boli stanovené podla

optimalizovanej metodiky pre MARK4 enzym.” Podla tychto hodnét boli vyhodnotené

Koncentracie boli testované vrozmedzi

grafy 1-3, ktoré zobrazuju mieru fosforylacie CHKtid peptidu na fosfo-CHKtid peptid
pri réznych koncentraciach enzymov. Hodnoty boli zvolené nasledovne, a to na zaklade
pomeru konverzie substratu na produkt 1:2.

= ¢ (MARK1) = 1,05 pg-ml*
* ¢ (MARK2)=1,20 pg-mi*
* ¢ (MARK3)=1,20 pg-mi*
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graf 1- fosforylacia CHktid peptidu v zavislosti na
zmene koncentracie enzymu MARK1

graf 2- fosforylacia CHktid peptidu v zavislosti na
zmene koncentracie enzymu MARK2
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koncentracia MARK3 [pg-mI™]

premena CHKtid na fosfo-CHKtid

graf 3- fosforylacia CHktid peptidu v zavislosti na
zmene koncentracie enzymu MARK3

Podla zvolenych hodnét koncentracii enzymov MARK 1-3 bola v druhom bode
optimalizovana koncentracia ATP.

50



4.3 Optimalizacia koncentracie ATP

Koncentracia ATP bola testovana v rozmedzi 3,21-205,35 pmol-I*. Hodnoty
koncentracii enzymov boli stanovené podla predchadzajuceho experimentu, mnozstvo
CHKtid peptidu (0,12 ug-ml?) bolo nastavené podfa metodiky pre MARK4 enzym.’
Na zaklade ziskanych hodnét boli vytvorené grafy 4—6, ktoré ukazuju mieru konverzie
peptidu na fosforylovanu formu v pritomnosti MARK 1-3 enzymov pri réznych hodnotach
koncentracie ATP roztoku. Ako optimalna koncentracia ATP bola zvolena hodnota
51,34 pmol-I.

S narastajucou koncentraciou ATP uz nedochadzalo ku vyraznému narastu
aktivity a fosforylacie, tym padom sa zvoleny koncentraény bod javil ako optimalny
pre dalSie experimenty. Popri optimalizacii ATP sme zistili, ze nami zvolené hodnoty
koncentracii enzymov odpovedaju zvolenej hodnote ATP. Z toho dévodu nebolo nutné
spatne pretestovat koncentracie enzymov, a to vzhladom k tomu, Ze by boli nastavené
rovnaké podmienky ako pri prvotnom testovani. So stanovenymi hodnotami koncentracii

enzymov MARK 1-3 a ATP bola nasledne optimalizovana teplota reakcie a pH pufru.
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4.4  Optimalizacia teploty reakcie

Tretim bodom optimalizacie metodiky bolo testovanie teploty reakcie pre kazdy
enzym. Hodnoty tepl6t boli nasledovné — 6°C, 21°C, 37°C, 60°C, 90°C. Reakcia
prebiehala za nami optimalizovanych koncentracii enzymov a ATP, koncentracia peptidu
(0,12 pg-ml?) bola zvolena na zaklade metodiky pre MARK 4 enzym. Grafy 7-9
zobrazuju priebeh reakcie pri odliSnych teplotach inkubacie reakcie. Ako optimalna
teplota bola zvolena hodnota 21°C, teda laboratérna teplota, pri ktorej prebiehali vSetky
experimenty. Teplota 37°C vykazovala minimalne zvySenu aktivitu, pri¢om tento rozdiel
nijako vyrazne neovplyviioval merania, a z toho dévodu sme reakéné zmesi nechavali

inkubovat pri laboratornej teplote.
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4.5  Optimalizacia pH reakcie

Poslednym bodom optimalizacie metodiky bolo testovanie pH pufru — 2,8; 3,8;

5,6; 7,8; 9,3; 10,5; 11,7 s pouzitim nami stanovenych hodndt koncentracii enzymov,

ATP ateploty reakcie. Mnozstvo peptidu (0,12 ug-ml?t) bolo stanovené na zaklade

metodiky pre MARKA4.” pH optimum bolo uréené po vyhodnoteni experimentu

prevedeného do grafov 10-12 pre jednotlivé enzymy, a to ako hodnota 7,8, ktora

vystupuje v grafoch ako optimalna.

MARK 1

40

35

30 -

25 P X
20

15

10

05

0.0

prmena CHKtid na fosfo-CHKtid

01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
pH

graf 10- fosforylacia CHKtid peptidu v zavislosti
na zmene pH reakcie v pripade enzymu MARK1
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graf 12- fosforylacia CHKtid peptidu v zavislosti
na zmene pH reakcie v pripade enzymu MARK3
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graf 11- fosforylacia CHKtid peptidu v zavislosti
na zmene pH reakcie v pripade enzymu MARK2
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4.6 Inhibicia enzymovej aktivity

Po optimalizacii vys8ie uvedenych bodov bolo potrebné otestovat schopnost
assay-e detekovat inhibiciu enzymatickej aktivity. Ako kontrolny inhibitor bol pouzity
staurosporin, kinazovy inhibitor, s ktorym sme vyhodnotili anti-MARK aktivitu v zavislosti
od mnozstva davky, ktoré sa pohybovalo v rozmedzi 0,3 nmol-1*-0,5 pmol-I?*. Krivky
zavislosti inhibicie od koncentracie su uvedené v grafoch 13-15. Staurosporin inhiboval

v8etky tri izoformy s nasledujucimi hodnotami 1Csq:

= staurosporin ICso (MARK1) = 0,180 nmol-I* £ 0,018
= staurosporin ICso (MARK2) = 0,052 nmol-I* £ 0,001
= staurosporin ICso (MARKS3) = 0,490 nmol-I* £ 0,015

MARK1 - STAUROSPORIN MARKZ - STAUROSPORIN MARKS - STAURSPORIN

100 100 100
n ]
50 50 50
A2 10 8 £ A2 10 8 £ 12 10 8 5

Koncentricia [mol-I") Koncentricia [mol-I""]

Inhibicia [%]
Inhibicia [%]
Inhibicia [%]

Koncentracia [mol-I"]

graf 13, 14, 15- inhibicia MARK 1-3 kinazovym inhibitorom staurosporinom za optimalizovanych
podmienok
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4.7  Screening latok kniznice UMTM

Screening pozostaval z analyzy potencialnej anti-MARK aktivity 16 latok.

Hodnoty ICso su uvedené v tabulke 1,

jednotlivé krivky zavislosti

inhibicie

od koncentracie pre latky 1-16 v pritomnosti enzymov MARK 1-3 su uvedené

v prilohe 1.

tabulka 1- Hodnoty ICso a Standardnych odchylok (SD) 16 testovanych latok proti MARK 1-3,n =4

Latka MARK1
ICs0 (Mmol-I2)
1 0,0121 0,1497
2 0,0084 0,1166
3 0,0102 0,0937
4 0,0110 0,1560
5 0,3776 0,1497
6 0,1683 0,1161
7 0,6281 0,1144
8 1,0495 0,1733
9 0,0982 0,1780
10 0,2388 0,1286
11 2,3878 0,1835
12 0,0004 0,2106
13 0,3373 0,1616
14 0,0714 0,1144
15 15,8125 0,1744
16 0,3055 0,1608

MARK?2
ICs0 (umol-12)

0,0172 0,1433
0,0006 0,1480
0,0019 0,1333
0,4416 0,1309
0,0710 0,1602
4,0458 0,1032
29174 0,1870
0,5957 0,1599
0,0376 0,2178
37,9315 0,1334
1,9320 0.2228
1,8707 0,1598
0,3388 0,1235
0,0157 0,1943
68,3912 0,1723
0,3524 0,1494

MARK3

ICs0 (Mmol-I'Y)

0,4178
0,0048
0,3491
0,4539
0,0098
9,0573
0,1486
0,0940
0,4498
0,0005
0,1837
0,1954
0,1538
173,7801
144,8772
21,0378

SD

0,1586
0,1163
0,1614
0,1879
0,1442
0,1135
0,1113
0,1583
0,1264
0,1952
0,1206
0,1247
0,1127
0,1829
0,2621
0,1960

VsSetkych 16 potencialnych inhibitorov bolo testovanych v Styroch opakovaniach.

Pre MARK 1-3 enzymy sme identifikovali nasledujuce latky s vyrazne nizSou hodnotou

ICs0 (< 0,01 pmol-I) v porovnani s ostatnymi molekulami:

v pripade MARK1:

v pripade MARK 2

v pripade MARK 3

ICso (latka 2) = 0,0084 pmol-I't
ICso (latka 12) = 0,0004 pmol-I't

ICso (latka 2) = 0,0006 pmol-I*
ICso (latka 3) = 0,0019 pmol-I*

ICso (latka 2) = 0,0048 pmol-I*
ICso (latka 5) = 0,0098 pymol-I*
ICso (l4tka 10) = 0,0005 pmol-I
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4.8 Analyza farmakokinetickych parametrov latok

Latky 1-16 boli podrobené analyze farmakokinetickych parametrov
prostrednictvom SwissADME. Hodnoty su uvedené v tabulke 2, miera schopnosti latok
prechadzat BBB je predpovedana pomocou modelu BOILED-Egg (obr. 15). ZIta ¢ast
zobrazuje latky schopné prechadzat BBB, biela <&ast latky absorbované
gastrointestinalnym traktom, Seda cCast definuje latky s nizkou biologickou

dostupnostou.

tabulka 2- Vybrané farmakokinetické parametre pre latky 1—16 vypocitané pomocou SwissADME

M RB HBA HBD TPSA log P BBB P-gp
1 238,29 2 2 1 44,81 2,48 v x
2 231,28 2 3 2 95,55 1,55 x v
3 227,27 2 2 2 60,60 1,61 v v
4 239,28 2 3 1 57,70 1,75 v v
5 214,22 2 3 2 66,59 1,60 v v
6 226,23 2 4 1 63,69 1,73 v x
7 215,21 2 4 2 79,48 1,12 x x
8 257,31 2 3 2 105,78 1,77 x v
9 254,29 2 3 2 83,72 1,39 x v
10 253,30 2 2 2 70,83 1,94 v v
11 353,30 3 7 2 99,08 2,02 x x
12 241,25 2 4 2 89,71 1,36 x v
13 230,29 2 2 2 82,66 2,04 x v
14 242,30 2 3 1 79,76 2,19 x v
15 162,19 1 2 1 44,81 1,04 v x
16 241,31 2 2 1 66,87 2,94 v x
M (g-mol*) ...... molekulova hmotnost
RB (Ne) ... pocet rotaénych vézieb
HBA (Ne)  ...... pocet vodikovych akceptorov
HBD (Ne)  ...... pocet vodikovych donorov
TPSA(A> ... topologicka polarna plocha povrchu
logP ... rozdelovaci koeficient oktanol/voda, lipofilita
BBB ... priepustnost cez hematoencefalicku bariéru
Pgp ... substrat pre P-glykoprotein
Vi L symbol oznacujuci priepustnost/nepriepustnost BBB,

symbol oznacujuci latku za substrat P-glykoproteinu
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obr. 16- BOILED EGG - predikcia BBB permeacie a intestinalnej absorpcie latok 1-16
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4.9 Metodika pre CDK4/CycD3

Vyvoj metodiky pre CDK4/CycD3 pozostaval z detekcie peptidu v nasledujucich
4 variantoch. Spektra pre prvé tri varianty peptidu mdéZzeme vidiet na obr. 16. Molekulova
hmotnost histonu H1 odpoveda ~1252 Da.

Mass Spectrum
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obr. 17- Hmotnostné spektra: 1 peptid + matrica, 2 peptid v pritomnosti vody + matrica, 3a peptid
Vv pritomnosti reakénej zmesi bez DTT + matrica, 3b peptid v pritomnosti reakénej zmesi s DTT + matrica

V prvych dvoch variantoch sme si overili detekciu peptidu o dvoch rozdielnych
koncentraciach (1 mg-ml?; 5 mg-ml?). V prvom variante sme testovali peptid
v pritomnosti matrice v pomere 1:1, v druhom variante sme peptid riedili vo vode, vzorku
sme testovali v pritomnosti matrice v pomere 1:1. Koncentrovanej$ia forma peptidu sa
javila ako lepSie detekovatelna, a z toho dévodu sme vo variantoch 3 a 4 pokracovali
uz len s vy$Sou koncentraciou peptidu (5 mg-ml?). Na spektrach 1, 2 (obr. 16) mézeme
pozorovat rovnaké spravanie histénu H1 v pritomnosti vody a reakénej zmesi. Vzhladom
ku absencii enzymu nedochadza ku posunu piku.

Treti variant sluzil na overenie spravania sa latky DTT v reakCnej zmesi, a teda
aby sme mohli vyluéit pravdepodobnost’ vzniku Sumu, ktory by mohol teoreticky vznikat
prave pritomnym DTT. Spektra 3a, 3b (obr. 16) poukazuju na rovnaké spravanie
enzymu v reakénej zmesi bez pridavku DTT a s pridavkom DTT. MéZeme pozorovat, Ze
nedochadza ku ziadnej zmene, a teda DTT nie je latka, ktora by ovplyvihovala detekciu

piku.
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Spektra pre prvé Stvrty variant peptidu mézeme vidiet na obr. 17.
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obr. 18- Hmotnostné spektra pre reakciu s enzymom:
4a reakcia s enzymom od Carna Bioscience, Inc. 0 min, 60 min po inkubacii
4b reakcia s enzymom od SignalChem 0 min, 60 min po inkubacii

Variant 4 pozostaval z detekcie peptidu (5 mg-ml?) v pritomnosti enzymu.
Pre experiment boli pouzité dva typy CDK/CycD3 od rozdielnych dodavatelov. Meranie
prebiehalo po priprave reakénej zmesi a po 60 minutovej inkubacii pri laboratérnej
teplote.

V pripade enzymu od Carna Biosciences, Inc. (spektra 4a — 0, 60 min; obr. 17)
dochadzalo ku brzdeniu intenzity signalu, ktoré bolo spdsobené pritomnostou
detergentu Brij35, interferujucou zloZzkou v skladovacom pufri.

Enzym poskytovany SignalChem neobsahoval v pufri Ziadnu zloZku, ktora by
spbsobovala rusenie signalu, vdaka ¢omu bolo mozné identifikovat nefosforylovanu
formu peptidu. V spektrach 4b — 0 min (obr. 17) ziskanych ihned po priprave reakéne;j
zmesi sme nedetekovali fosforylovany pik, a bohuzial tomu tak bolo aj po uplynuti
60 minat (spektrum 4b - 60 min; obr. 17). Podas inkubacie nedochadzalo
ku fosforylacii a tym padom nevznikala fosforylovana forma peptidu, ktord by sme mohli
detekovat a zanalyzovat.

Z dévodu nulového nérastu fosforylovaného piku sa reakéna zmes s enzymom
nechala inkubovat po dobu 120 minut, pri€om boli pouzité obe koncentracie peptidu

(1 mg-ml?; 5 mg-ml?). Zaroven boli optimalizované koncentracie enzymov a zmes sa
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zanalyzovala po 60 minatach inkubacie pri laboratérnej teplote. Jednotlivé spekira

optimalizovanej reakcie su zobrazené na obr. 18, na ktorych mézeme sledovat

nefosforylovanu formu peptidu bez pritomnosti fosforylovaného piku.
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obr. 19- Hmotnostné spektré po optimalizécii: 4b prediZené inkubacna doba; 5 optimalizovana
koncentracia enzymu
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5 Diskusia

Eukaryotické bunky su Strukturalne podporované tromi rozsiahlymi
cytoskeletalnymi sietami, ktorych cytoskelet je tvoreny na baze vlakien aktinovych,
intermediarnych, & mikrotubularnych. Mbzeme predpokladat, ze prave tieto
tri komplexné proteinové systémy musia byt presne koordinované a prisne regulované,
aby sa zachovala bunkova homeostaza na vSetkych Urovniach.!® Pre bunkové procesy
ako je regulacia tvaru buniek a polarity poCas proliferacie, delenie chromozémov
pri mitéze, intracelularny transport organel, ¢i neuronalna diferenciacia, su to prave MT,
ktoré predstavuju klu¢ovu zlozku pre ich spravne fungovanie.” Pocas tychto procesov
prechadzaju MT preskupeniami, ktoré zahffhaju rychle prechody medzi stabilnymi
a dynamickymi stavmi. MT su regulované roéznymi faktormi a proteinmi, vratane
proteinov spojenych s mikrotubulami. MAP/MARK kinaza bola prvykrat objavena
v mozgu pre svoju Ulohu pri fosforylacii tau proteinov.”3118

Funkciou tau v neurénoch je stabilizovat MT a zabezpelit axonalny transport
pozdiz MT. V degenerujlcich neurénoch je tau hyperfosforylovany, oddeluje sa od MT
a agreguje do patologickych filamentov. Ku zvySenej fosforylacii dochadza v ranom
Stadiu AD, pricom vyskum zamerany na identifikaciu kinazy zodpovednej za tuto
abnormalitu oznacil MARK enzymy ako cielové molekuly.'!®

KedZe ku regulacii interakcie medzi tau proteinmi a MT dochadza
prostrednictvom fosforylacie, tak sa velka ¢ast vyskumu venuje identifikacii kinaz, ktoré
katalyzuju prenos fosfatovej skupiny na tau. Tieto proteiny su nativne nerozvinuté
molekuly aich posttranslatné modifikacie ovplyviiuju procesy oligomerizacie
a agregacie. Tau proteiny disponuju velkym poctom fosforylovatefnych zvySkov,
vacsinou Ser alebo Thr, ktoré mézu byt ciefom pre mnoho kinaz.12012! Z tohto dévodu je
komplikované posudit, ktora kombinacia kinazy a fosforylatného miesta je zodpovedna
za kritické zmeny vtau proteinoch. Vyskum odhalil ,KXGS* opakujuce sa motivy
v doméne tau obsahujice aminokyselinu serin v polohach 262, 293, 324 a 356.7711°
Skora fosforylacia neurénového tau prave na Ser?? a Ser®®® dramaticky reguluje
mikrotubulovu vazbu, intracelularnu lokalizaciu a interakcie protein-protein.’382.119.121.122
U AD su prostrednictvom MARK fosforylované iba serinové zvysky v polohe 262 a 356.""
Fosforylacia tau na Ser?®? hra prevladajicu Ulohu pri stabilizacii tau, a to pokial je aktivita
MARK normalna. Fosforylacia na Ser®*® zacina prispievat k tomuto procesu, az ked je
aktivita kinazy abnormalne zvysena.23124

Z dbévodu podobnej aminokyselinovej sekvencie aktivadnej slucky medzi

izoformami MARK 1-4 mbézeme predpokladat, ze vSetky Styri kinazy su regulované
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podobne. Tieto udaje naznaduju, ze vyvoj inhibitorov MARK je nevyhnutny a kinazy
predstavuji zaujimavy terapeuticky ciel.”” Na zaklade vztahu k fosforylacii
tau v neurofibrilarnej patolégii nas zaujimaju zlu€eniny s nizkou molekulovou
hmotnostou, ktorymi mozZno modulovat aktivitu MARK.”* Hoci je znamych mnoho
zlt€enin majucich anti-MARK aktivitu, ich premena na potencialneho kandidata
na lieGivo stale zaostava.” Je zlozité predpokladat’ spésob, akym bude mald molekula
interagovat’ s nespocetnym mnoZstvom cielov, ktoré riadia zakladné biologické postupy.
Vysokovykonné metody (HTS), ¢€i drug design zaloZzeny na Strukture umoziuju
identifikovat molekuly s vazbovymi afinitami.®®

Podstatou nasho vyskumu bolo zamerat sa na identifikaciu potencialnych
inhibitorov MARK 1-3, a to na zaklade optimalizovanej assay-e. V praci sme vychadzali
z metodiky vyvinutej pre MARK4 enzym, ktora je zaloZzena na vysokovykonnej
kompatibilnej assay-i na priamu detekciu enzymatickej aktivity MARK pomocou
echoakustického prenosu a hmotnostného spektrometra MALDI-TOF. Pouzitie
bezkontaktného prenosu umoznilo manipulaciu so vzorkami o nanolitrovych objemoch,
a zaroven predchadzalo zvySenej kontaminacii vzoriek. Hodnotenie enzymatickej
aktivity bolo zalozené na priamej detekcii substratu a produktu, vdaka ¢omu nebolo
nutné pouzit chromogénne substraty, ¢i zna¢ené radionuklidy.’

MALDI-TOF MS sa v porovnani s inymi metdodami osvedCil ako presvedcCivy
nastroj a bol aplikovany pre velké mnozstvo enzymov, vratane E3 ligaz, kinaz, fosfataz,
B-sekretaz, histbndemetylaz, acetylcholinesteraz, ¢i cyklickych guanozinmonofosfat-
adenozinmonofosfat (GMP-AMP) syntaz.'?> Metddy zaloZzené na baze fluorescencie,
chemoluminiscencie a na baze protilatok predstavuju sice robustné, citlivé a rychle
pristupy, maju v8ak niekolko nevyhod. Kvéli ch autofluorescencii alebo vlastnostiam
zha&ania signalu su obzvlast nachylné na faloSné pozitiva a negativa, a zarovenh mozu
tiez vyzadovat vyvoj $pecifickych protilatok alebo znadenych substratov.’?® Uspech
MALDI-TOF MS zavisi od viacerych faktorov.'® Ako uz bolo spomenuté, metdda
obchadza nutnost’ pritomnosti inych molekul, &im si zachovava svoju vysoku citlivost,
rychlost, robustnost signalu a vysoku priepustnost. Zaroven je schopna priamo
kvantifikovat Siroku Skalu komponentov assay-e, ktorymi su substraty a produkty
enzymatickych reakcii, ¢im eliminuje €asovu naroCnost. Vyzaduje tiez minimalnu
pripravu vzoriek v porovnani so Standardnymi technikami kvapalinovej chromatografie
a ma relativne vysoku toleranciu voci kontaminantom.125-12°

Hlavnymi vyzvami v pripade pouzitia MALDI-TOF MS je uprava zloZenia
testovacieho pufru tak, aby zodpovedal kompatibilite MS, priCom enzymaticka aktivita
zostava nedotknuta. Druhym bodom je prispdsobena integracia do automatizovaného

procesu manipulacie s kvapalinou so zameranim na narocny prenos na ciefova maldi
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dostiCku. Pre tento prenos su kdispozicii viaceré moznosti, medzi nimi aj nami
pouzivany akusticky manipulator reagencii ECHO® 550.126:128

Vyznamnou vyhodou analyzy zalozenej na MALDI-TOF MS je sucasna detekcia
viacerych zloziek, a teda moznost detekovat signaly su¢asne. Nevyhodou je brzdenie
intenzity signalu spésobené interferujlcimi zlozkami v testovacom pufri. Su to najma soli
a detergenty, ktoré znizuju uc€innost ionizacie v ramci procesu MALDI-TOF. Z tohto
dbévodu je nutna uprava pouzitych zloZiek pufru a prislusnych koncentracii. Na druhu
stranu su detergenty nevyhnutné pre enzymatické testy, a to tym, Ze zniZzuju nedpecificku
vazbu, zvysuju rozpustnost enzymov a brania zrazaniu zlu¢enin.126-128

Vaésina peptidov dobre ionizuje pomocou MALDI-TOF, av3ak v minulosti sa
preukazalo, ze u€innost ionizacie zavisi od zasaditosti peptidov v plynnej faze. Peptidy
bohaté na arginin a lyzin maju tendenciu mat’ lepSie odozvy, a z tohto dévodu bol
aj v nasej praci pouzity komeréne dostupny CHKtid peptid.**

Pouzitie MALDI-TOF MS v kombinacii s echoakustickym prenosom ma vSak
aj svoje obmedzenia. Pre spolahlivy akusticky prenos existuje pomerne prisne
obmedzenie prenasaného objemu.'?® Moznou nevyhodou je tiez fakt, Ze metdda je
vhodna pre substraty s molekulovou hmotnostou vy$Sou ako 500 Da, priCom pri nizSich
molekulovych hmotnostiach méze dochadzat ku interferencii s molekulami matrice
a inymi aduktmi reakéného pufru.’

Optimalizacia assay-e zalozenej na MALDI-TOF MS pozostavala z upravy
koncentracie MARK 1-3, koncentracie ATP, pH pufru a teploty, pri ktorej sa nechala
reakcna zmes inkubovat. Experimenty prebiehali analogicky pre kazdy enzym, jednotlivé
body boli premerané v uvedenom rozmedzi (kapitola 4.2—4.5). Hodnoty boli stanovené
nasledovne: koncentracia MARK1 (1,05 pg-ml?'), MARK2 (1,20 ug-ml?), MARK3
(1,05 pg-ml?t); koncentracia ATP (51,34 umol-I); pH pufru (7,8); teplota (21°C).
Po optimalizacii nasledoval experiment, ktorym bola overena schopnost assay-e
detekovat inhibiciu enzymovej aktivity. Ako kontrola bol zvoleny staurosporin,
ATP-kompetetivny kinazovy inhibitor, ktory inhiboval vSetky tri izoformy MARK
s hodnotami ICso: 0,13 * nmol-I* + 0,19 (MARK1), 0,04 nmol-I* * 0,17 (MARK2),
0,56 nmol-I*'+ 0,16 (MARK3).

Optimalizovana metodika bola aplikovana na 16 latok radenych medzi
potencialne nukleozidové inhibitory.

Pre MARK1 sme identifikovali pat latok s hodnotou ICso < 0,02 umol-I*; a to latku
1 (0,0121 pmol-I?), latku 2 (0,0084 pmol-I?t), latku 3 (0,0102 pmol-I?), latku 4
(0,0110 pmol-I?) a latku 12 (0,0004 ymol-I%).
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Pre MARK2 sme identifikovali Styri latky s hodnotou I1Cso < 0,02 pmol-I%;
a to latku 1 (0,0172 pmol-I?), latku 2 (0,0006 ymol-I2), latku 3 (0,0019 pmol-I?) a latku
14 (0,0157 pmol-I?).

Pre MARK3 sme identifikovali tri latky s hodnotou ICso < 0,02 ymol-I'%; a to latku
2 (0,0048 umol-I%), latku 5 (0,0098 ymol-I*?) a latku 10 (0,0005 pmol-I?).

V pripade MARK1 bola najaktivnejSia zlu€enina 12, u MARK2 sa jednalo o latku
2 a voCi MARKS to bola molekula 10. Latka 2 vykazovala ur€itu selektivitu ku vSetkym
3 izoformam, a naopak najvyssie hodnoty ICso voci vSetkym enzymom boli namerané
u latky 15.

Molekuly 1 a 3 boli selektivne pre izoformy MARK1 a MARK2, pricom MARK3
hodnoty 1Cso boli oproti MARK1 vySSie ~ 34x, oproti MARK2 bola latka 1 ~ 24x vy$Sia
alatka 3 az 184x vysSia. Hodnota latky 4, selektivnej vo¢i MARK1, bola v porovnani
s MARK2 a MARK3 ~ 40x vySSia. Latka 5 bola selektivnejSia voc€i izoforme MARKS,
pricom v porovnani s MARK1 bola aktivita ~ 39x nizSia, a v porovnani s MARK2
~ 7% nizSia. Latka 10 bola najselektivnejSia voi MARK3 enzymu, hodnota pre MARK1
bola
~ 478x vy$Sia, hodnota pre MARK2 radovo vyrazne vys$8ia (ICso = 37,9315 pmol-I?).
V pripade latky 12, selektivnej vo¢i MARK1, bola hodnota ICsy pre MARK2 radovo
vyrazne vysSia (ICso = 1,8707 pmol-I't), a pre MARK3 ~ 489x vys$8ia. V pripade latok
14 a 15 boli hodnoty I1Cso vo¢i MARKS izoforme najvys$Sie, a zna¢ne odliSné od zvySnych
hodnét.

Vy$Siu hodnotu sme namerali tiez v pripade latky 16 (ICso = 21,0378 pumol-I't)
vo¢i MARK3. Mierne vyssiu hodnotu sme pozorovali u latky 11 (ICso = 2,3878 pmol-I*)
voci MARK1, u latky 6 (ICso = 4,0458 umol-I'Y) a u latky 7 (ICso = 2,9174 pymol-I?) vodi
MARK?2, u latky 6 (ICso = 9,0573 umol-I*t) vo¢i MARK3 enzymu. Pre latky 8 vo¢i MARK1
alatky 11 a 12 vo¢i MARK2 boli hodnoty v rozmedzi 1,0495-1,9320 umol-I*. Ostatné
latky sa pohybovali v rozmedzi hodnét ICso 0,0376-0,6281 umol-I™.

Pre uspesSny vyvoj novych lie€iv je nevyhnutné spravne porozumenie
farmakokinetickych (PK) a farmakodynamickych (PD) vztahov, ato na zaklade
preklinickych modelov ochoreni. V pripade latok uréenych pre CNS je potrebné brat
do uvahy existenciu BBB, ktora spOsobuje, Ze klasické parametre su nedostatocné
na hodnotenie expozicie latky a Casovych priebehov v mozgu. Na zmysluplné posudenie
kandidatov su potrebné dalSie Udaje a sofistikovanejSie metody.? Na zaklade
prediktivnych analyz by sa parametre vhodného kandidata na CNS lieivo mali
pohybovat v uvedenych hodnotach, a to: molekulova hmotnost’ (< 450 Da), HBD < 3,
HBA < 7, lipofilita (c log P < 5, clog D ~ 2-3), pKa (7,5-10,5; neutralne, bazické), rotatné
vézby (< 8) a polarna plocha povrchu (60—70 A).9497-99
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Stredné hodnoty odvodené z analyzy predavanych liekov CNS ponukaju taktiez
uzito€né usmernenie pri definovani pozadovaného profilu CNS kandidata: MW = 305
Da; HBA=1;clogP =2,8;clogD =1,7; pKa=8,4; RB=4,5; TPSA = 44,8 A. Je zrejmé,
ze tieto Cisla su strednymi hodnotami a na trhu existuje vela liekov s vlastnostami
na oboch koncoch rozsahu.%%>%8

Prostrednictvom  SwissADME boli vyhodnotené zakladné parametre
a na zaklade nich bol zhotoveny tzv. BOILED EGG diagram. Na zaklade tohto diagramu
su to latky 3, 4, 5 a 10, ktoré boli preduréené na prechadzanie cez BBB a zaroven su to
substraty P-glykoproteinu. Latky 1, 6, 15 a 16 prechadzaju BBB a nie su substratmi
P-gp. U latok 2, 8, 9, 12, 13 a 14 sa predpoklada, Zze budu absorbované intestinalne, ale
nebudu prechadzat BBB. Zvysné dve latky, 7 a 11, boli zaradené ako molekuly, ktoré
nebudu prechadzat BBB a zaroveri ani nie su substratmi P-gp.

Vsetkych 16 latok splfiovalo podmienky molekularnej hmotnosti, a teda aby ich
velkost nebola vy3Sia ako 450 Da. Vacsina latok sa pohybovala v rozmedzi 214-257
Da, pricom molekularna hmotnost' latky 15 bola vyrazne nizSia — 162 Da, a latky
11 vyrazne vys$Sia — 353 Da, oproti ostatnym molekulam. U prili§ malych molekul moze
dochadzat ku ich neS$pecificite, a hoci sa takéto latky mézu javit ako vysoko aktivne
molekuly, problém mdze nastat pri ich neSpecifickej blokacii v miestach, ktoré nie su
uréené na inhibiciu. Maximalny pocet rotaénych vazieb u vSetkych molekul odpovedal
trom vazbam, €o spliuje vysSie uvedené odporucenie. Rovnako tak pocet vodikovych
akceptorov a donorov odpovedal poctu, ktory je urCeny ako optimalny pre latky
prechadzajuce BBB, okrem latky 11. U tejto molekuly bol po€et vodikovych akceptorov
7, €o sa prejavilo aj na predpovedi latky prechadzat hematoencefalickou bariérou.

Zo 16 latok, na zaklade Swiss ADME predikcie, preukazuju Styri molekuly
prechod cez hematoencefalicku bariérou a zaroven predstavuju substraty P-gp. Takéto
latky sa budu aktivne transportovat z CNS priestoru pomocou P-glykoproteinu, efluxnej
transmembranovej pumpy, a ich terapeuticka koncentracia bude vyrazne znizena. Tym
padom vyradenim funkcie P-gp sa zvySia hladiny jednotlivych molekul v mozgu.
Z testovanych latok preukazovali molekuly 1, 6, 15 a 16 vyhovujucu kombinaciu; latky
prechadzaju cez hematoencefalicki bariéru a zaroveh nie su substratmi
P-glykoproteinu. U latok s vy$88ou hodnotou topologického polarneho povrchu sa
predpoklada vySSia pravdepodobnost, Ze sa stanu substratmi pre P-gp v porovnani
s latkami o nizS§om TPSA.%2 Zo spominanych Styroch latok mali molekuly 1 a 15 hodnotu
polarneho povrchu 44,81 A; latka 6 hodnotu 63,69 A a latka 16 hodnotu 66,87 A.
patrila latke 15, teda latke s najnizSou molekularnou hmotnostou, priCom tato pomerne

mala velkost molekuly mdze vyrazne ovplyviiovat Specificitu. Naopak najvysSia hodnota
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patrila latke 16, ktora splfiovala vSetky vySSie uvedené parametre, a z testovanych latok
su to najma molekuly 1, 6 a 16, ktoré by sa dali povazovat za zaujimavé zliceniny
na zaklade SwissAMDE predikcie.

Kazda jedna uvedena hodnota je Cisto prediktivna, pre overenie spravania sa
latok v ludskom organizme su potrebné experimenty, ktoré overia hodnoty ziskané

prostrednictvom programu SwissADME na zivych modeloch.

VedlajSim bodom naSej prace bol vyvoj metodiky pre CDK4/6 enzymy.
CDK podjednotka interaguje s regulacnou podjednotkou cyklinov a vysledny komplex
sluzi ako kontrolny bod v procese delenia a rastu buniek. Z tohto dévodu su komplexy
mimoriadne ddlezité po¢as prechodu bunkového cyklu u nadorovych buniek.

Hlavnym bodom metodiky je schopnost’ detekovat’ histon H1 a jeho fosforylovanu
formu v pritomnosti enzymu CDK4/CycD. Detekcia prebiehala v 4 réznych variantoch.
Ako prvé bol sledovany peptid s matricou v pomere 1:1, nasledne bol sledovany peptid
riedeny vo vode avtakto zriedenej forme detekovany s matricou v pomere
1:1. V tretom variante sme sledovali peptid pridany do reakénej zmesi, ktora bud
obsahovala alebo neobsahovala DTT. Dévodom pre experiment s DTT abez bolo
overenie, ¢i nedochadza pbsobenim jeho pritomnosti v reakénej zmesi ku naruseniu
intenzity signalu a je mozné detekovat samostatny pik peptidu. Reakéna zmes bola opat
aplikovana na maldi dostiCku s matricou v pomere 1:1. Detekcia piku v pritomnosti
enzymu bola o nie€o komplikovanejSia. V pripade enzymu od firmy Carna Biosciences,
Inc., uchovavanom v pufri obsahujucom Tris-HCI, NaCl, Brij35, DTT a glycerol,
dochadzalo ku vyraznému naruSeniu signalu, ato prave z dévodu pritomnosti
detergentu Brij35. V predchadzajucom kroku sme si overili, Ze pritomny DTT nie je
zodpovedny za ruSenie signalu a neovplyviiuje spektrum, a teda problém nastava Cisto
z dévodu detergentu Brij35. Ztohto dbvodu je v metodike nutné pracovat
s alternativnym enzymom, ktory je uchovavany v inom pufri. Jednou z alternativ bola
firma SignalChem, ktord dodava enzym uchovavany v pufri bez interferujucej zlozky
Brij35. Po pridani tohto enzymu do reakénej zmesi bolo mozné detekovat pik peptidu.
Bohuzial ani v jednom pripade nebolo mozné detekovat fosforylovanu formu peptidu.
Z tohto dévodu by metodika potrebovala dalSiu optimalizaciu, ktora presahuje ¢asové

moznosti diplomovej prace.
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6 Zaver

Hlavnym cielom diplomovej prace bola optimalizacia metodiky pre enzymy
MARK 1-3.

Metodika vyuziva bezkontaktné echoakustické zariadenie ECHO® 550, ktoré
zabezpec€uje manipulaciu so vzorkami o velmi nizkych objemoch, radovo v nl, ¢im
zvySuje preciznost pri nanaSani reagentov azaroven znizuje kontaminaciu
a nepresnosti, ktoré vznikaju ruénym pipetovanim. Detekcia prebieha prostrednictvom
hmotnostného spektrometra MALDI-TOF, ktoré nevyzaduje pritomnost inych molekul,
¢im je zachovana citlivost, rychlost detekcie, robustnost signalu a priepustnost.
Spojenie zariadeni umozriuje rychlu analyzu velkého poctu vzoriek za relativne kratku
dobu. Hodnotenie enzymatickej aktivity je zalozené na priamej detekcii substratu
a produktu a merani intenzit. Pre detekciu nie je nutné pouzit ziadne radioaktivne
znacené nuklidy, chromogénne substraty ani iné molekuly.

V praci sa nam podarilo uspedne optimalizovat' koncentraciu enzymov MARK
1-3; koncentraciu ATP; teplotu, pri ktorej prebiehala inkubacia reak&nej zmesi
a pH hodnotu pufru. Optimalizovana metodika bola aplikovana na 16 nukleozidovych
inhibitorov, z ktorych sme identifikovali 2 latky aktivne vo¢i MARK1 enzymu s hodnotami
ICs0 0,0084 pmol-I* (latka 2) a 0,0004 umol-I* (latka 12); 2 latky aktivne voci MARK2
enzymu s hodnotami ICsp 0,0006 pumol-I?t (latka 2) a 0,0004 pymol-I* (latka 3); 3 latky
aktivne vo¢i MARK3 enzymu s hodnotami ICso 0,0048 pmol-I? (latka 2), 0,0098 umol-It
(latka 5) a 0,0005 umol-I* (latka 10). Na zaklade farmakokinetickych vlastnosti, ktoré boli
ziskané prostrednictvom SwissADME, sme identifikovali 3 latky (1, 6, 16), ktorych
parametre odpovedali priemernym hodnotam stanovenym pre CNS lieCiva.

V druhej Casti prace sme sa zaoberali vyvojom metodiky pre CDK4/6, pricom sa
nam nepodarilo detekovat fosforylovanu formu peptidu a z toho dévodu postupovat
analogicky ako v pripade MARK 1-3 enzymov. Tato Cast prace si vyzaduje

optimalizaciu, ktora vdak presahuje Casové moznosti diplomovej prace.
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