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1. Uvod

Nervova ststava predstavujica pamit'ové a riadiace centrum celého organizmu je zloZena z neurénov
a podpornych neuroglii. Za normalnych okolnosti, pri zachovani homeostazy organizmu, dochadza
v dosledku impulzu zo senzorickych buniek k vyvolaniu adekvatnej odpovede v mozgu a prenosu
nervového vzruchu k efektorom. V pripade podsobenia exogénnych (xenobiotikd, hypoxia)
¢i endogénnych destruktivnych vplyvov (voI'né radikaly, v urcitej miere i enzymy ¢i antioxidanty) je

homeostaza narusend a poskodenie nasledne zabranuje v prenose nervového vzruchu medzi bunkami.

Zameranim pozornosti na endogénne poskodenia enzymatickym pdsobenim mozno skiimat’ konkrétne
vplyvy danych katalyzatorov na jednotlivé neurdny. Prebiehajice procesy su stanovené ako
enzymatické assaye hodnotiace aktivitu enzymov vratane inhibicie reakcie, ktord je v mnohych

pripadoch kl'a€ovou pre hl'adanie potencidlnych lieciv.

Mnozstvo reaktantu zmeneného vhodnym katalyzatorom na vysledny produkt za urcity ¢as mozno
stanovit’ niekol’kymi spdsobmi. NajcastejSie byvaju aplikované kolorimetrické ¢i fluorometrické
metddy, no do popredia sa dostdva hmotnostnd spektrometria aplikovand i v tejto praci. Vyuziva
analyzu vznikajiceho produktu na ziklade zmeny jeho hmoty porovnanim intenzity signalov
prislusnych pikov. Pre uspesné zavedenie novej enzymatickej assaye je najprv nutné vykonat’ sériu
optimaliza¢nych krokov, ktoré umoznia nasledné testovanie aktivity a inhibicie enzymu pri stabilnych

podmienkach s reprodukovatelnymi vysledkami.

Neurodegenerativne ochorenia s vo vel'kej miere zastipené roznymi formami demencii, medzi ktoré
patri i Alzheimerova choroba. Z doposial uskuto¢nenych vyskumov vyplyva, Ze jej primarnym
povodcom je hyperfosforylovany tau protein. Iniciaénym bodom hyperfosforylacie je enzym zo skupiny
MARK kinaz, vo vysSich koncentraciach preukazany v mozgu pacientov diagnostikovanych prave
s Alzheimerovou chorobou. Preto je inhibicia jeho aktivity cielom vyskumu pri hl'adani vhodnej terapie

Alzheimerovho ochorenia.



2. Ciele prace

1. Literarny prehl'ad
2. Vyvoj a optimalizacia enzymatickej assaye

3. Testovanie novych potencialnych lie¢iv



3. Literarny prehlad

3.1 Enzymy

Enzymy tvoria samostatnu zlozku skupiny proteinov klasifikovanych na zéklade ich Specifickej funkcie
(Cole a Eastoe, 1988). Jednd sa 0 proteinové katalyzatory zvySujace rychlost’ chemickej reakcie, ktoré
sa sami v priebehu reakcie nemenia (Ferrier, 2017).

Jednotlivé enzymy majl v ramci svojej Struktiry pritomné Specifické viazobné miesto (aktivne miesto)
umozitujuce kontakt so substratom. Ulohu zohrava v priebehu alternativneho spdsobu reakcie, pri ktorej
dochadza K znizeniu aktivanej energie potrebnej na vytvorenie produktu (Nord, 1960;
Kodicek et al., 2018).

Niektoré enzymy vyzaduji pre svoju aktivitu okrem bielkovinovej zlozky, apoenzymu, nebielkovinova
zlozku, kofaktor. V pripade vzniku pevnej vazby medzi apoenzymom a kofaktorom hovorime o vzniku
prostetickej skupiny (Alberts, 1998; Ferrier, 2017).

Specifickost’ a charakteristicka funkcia umoznila rozdelit enzymy do niekolkych kategorii
predstavujlcich triedy, podtriedy a skupiny. Podla jednotnej nomenklatiry ich zarad’ujeme

do 7 existujucich tried na zdklade typu katalyzovanej reakcie (Dobson a Doig, 2005):

1. Oxidoreduktazy predstavuji enzymy Kkatalyzujuce oxida¢no-redukéné reakcie.
Podiel'aju sa na presune vodikovych ¢i kyslikovych atdbmov, pripadne elektronov z jedného
substradtu na druhy. Podtriedu oxidoreduktaz tvoria napr. dehydrogenazy, oxidazy,
peroxidazy (Dobson a Doig, 2005).

2. Transferazy st enzymy zabezpeCujuce presun chemickych skupin (napr.: metyl,
amino, acyl, fosfat) z jednej molekuly (donor) na inu (akceptor) (McKee a McKee, 1996).
Rozdelenie v ramci triedy je dané vzhl'adom na typ prenasanej skupiny a tvori 10 kategorii.
7. kategoériu zastupuju enzymy prenasajuce fosfatova skupinu (prevazne z molekuly ATP);
vo velkej miere st zname najmé protein kindzy, ktoré prendsaju fosfatovi skupinu
na molekuly proteinov (prevazne na aminokyselinové zvysky serinu, treoninu a tyrozinu)
(Blom et al., 1999), ¢im dochadza k procesu fosforylacie, ktora vedie k modifikacii funkcie
cielového fosforylovaného proteinu (Murray et al., 2009).

3. Hydrolazy svojim pdsobenim katalyzuju hydrolytické Stiepenie vézieb. Zaradenim sem
spadaju peptidazy alebo esterazy (Matous, 2010).

4. Lyazy podmiefiuju svojim katalytickym pdsobenim elimina¢né reakcie veduce
k vzniku dvojitych vazieb. Podtriedy tejto skupiny enzymov tvoria aldolazy, deaminazy
a dekarboxylazy (Mahdi a Kelly, 2001).

5. lzomerazy predstavuji heterogénnu skupinu enzymov, ktoré zapri¢inuja

intramolekularne zmeny v zlu¢eninach. Typickym prikladom enzymu spadajuceho do tejto
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triedy je glukdza-6-fosfat izomeraza spdsobujiica molekulovy presmyk napr. glukdzy-6-
fosfatu za vzniku frukt6zy-6-fosfatu v procese metabolizmu cukrov (Paul et al., 2019).

6. Ligazy katalyzuju chemické reakcie veddce k vzniku kovalentnych vazieb samostatnych
molekul substratov. Tento proces je sprevadzany simultdnnym Stiepenim vézieb ATP,
z ktorych sa ziskava energia pre vytvorenie vazieb. Prikladom tejto skupiny enzymov je
DNA ligaza (Patrick, 2005).

7. Translokdzy su charakterizované ako enzymy katalyzujice prechod idénov a molekul
cez membrany aich rozdelovanie vo vnutri membran. Velké mnoZstvo z nich sa priamo
podiela na hydrolyze ATP (hoci tieto enzymy boli predtym zaradené ako ATPazy medzi

hydrolazy, napriek tomu, Ze hydrolyza nie je ich primarna funkcia) (Jeske et al., 2019).

3.1.1 Molekulédrna Struktura enzymov a vplyv vonkajSich faktorov na ich funkciu

Nakolko enzymy predstavuju latky proteinovej povahy, ich reaktivita a stabilita podstatne savisi
s vplyvom vonkajsich fyzikalnych a chemickych faktorov ako su teplota, pH a koncentracia substratu
(Schrank et al., 2009; Campbell a Farrell, 2012). Struktdra proteinov vychadza z kondenzécie
aminokyselinovych jednotiek, konkrétne -NH. skupiny jednej aminokyseliny a -COOH skupiny druhej
aminokyseliny  za vytvorenia unikatnej peptidovej vazby (Schulz a Schirmer, 1979;
Brandén a Tooze, 1999; Currier, 2012), pri¢om spojenim tychto vézieb sa vytvaraju vysSie urovne

usporiadania proteinov, teda primarna, sekundarna, terciarna a pripadne kvartérna Struktura.

Primarna Struktira je dand poradim aminokyselin v polypeptidovom retazci; zaroven je zakladom
pre trojdimenziondlnu orientdciu proteinov, ktord vychadza z vysSich stavebnych Struktur

(Satyanarayana a Chakrapani, 2013).

Sekundarna Struktira vznika na ribozomoch lokalnym prepojenim -NH, a -COOH skupin pomocou
d’alsich nekovalentnych vézieb utvaranych az po syntéze polypeptidového retazca. Stavebné jednotky
vznikajuce v sekundarnom usporiadani proteinov vychadzaju z konformacie polypeptidového retazca
(Littlechild, 2013). Rozvinuté polypeptidové retazce naberajii kl'ukaty vzor pripominajuci efekt
skladaného listu, a to paralelny B-list v pripade, Ze usporiadanie kazdého retazca ide v rovnakom smere,
a antiparalelny - list v pripade, Ze jednotlivé retazce su orientované navzajom opaénym smerom
(Campbell a Farrell, 2012). V struktire o-helixu, druhej forme usporiadania jednotiek sekundarnej
Struktary, vznikaju vodikové mostiky vo vnutri samotného retazca a s priblizne paralelné s 0sou

vlakna. Struktirna podoba je stabilizovana uvedenymi vnutroretazcovymi vodikovymi vizbami.

Kompaktné zoskupenie umoziujice vytvorenie  stabilného  priestorového  usporiadania
trojdimenzionalnej podoby zodpoveda terciarnej Struktire. Zabezpecuje stabilitu jednotlivych molekul

celku. Pre vytvorenie terciarnej Struktiry dochadza k prepojeniu atdmov pomocou vodikovych



mostikov avan der Waalsovych sil, no taktiez disulfidickych mostikov ai6novych vazieb
(Berkowitz a Houde, 2015).

Vazby zabezpeCujice stabilitu danych S$truktar sU senzitivne na zmeny v prostredi. Vplyvom
pdsobiacich zmien sa vézby v ramci primarnej, sekundarnej a terciarnej Struktry narusaju a enzymova
aktivita straca svoju efektivitu. Z uvedenych dévodov je nutné vziat’ do uvahy nativny stav, v ktorom

dany enzym posobi, a zohl'adnit’ vetky vonkajsie faktory uvedené vyssie (pH, teplota...).

Rozpétie hodndt pH, pri ktorych dany enzym pdsobi, tizko suvisi s ionizovatelnostou postrannych
skupin retazca. Tie mo6zu vzajomne interagovat’ so substratom nadpdjajiicim sa na aktivne miesto
enzymu a vzajomne musia obsahovat’ naboje, ktoré umoziuju priebeh reakcie. V takomto pripade je
rozmedzie pH pre pozitivny priebeh reakcie vel'mi Specifické. Oblast’ $pecifického posobenia je nazvana
pH-optimum (vid’ Obrazok 1) a jej hodnota je variabilna a zavisi od typu enzymu a substratu, ktoré
navzajom interaguju (Pundir, 2015; Robinson, 2015). V l'udskom tele sa pohybuje prevazne okolo

hodnoty pH = 7, vynimku tvori prostredie zaludka, kde je definovana rozmedzim prevazne 1 <pH < 2.

0 pH optimum

0 »
pH

Obréazok 1: Utinok pH prostredia na priebeh enzymatickej reakcie (ilustraény obrazok).

Vplyv teploty na aktivitu enzymov je kIiCovy, nakol’ko hovorime o proteinovych retazcoch, ktoré
vplyvom teploty prekracujiicej urcité teplotné optimum stracaju svoju funkcnost’ v dosledku straty
svojej nativnej podoby. Teplotné optimum je faktor Gizko zavisiaci na Gasovej dizke experimentu
pouzitej pri merani dat—v I'udskom tele plati zvyc¢ajne pravidlo: ¢im kratsi je potrebny Cas na vykonanie
reakcie, tym mensie je riziko jeho znicenia pri vysokych teplotach (t.j. teplotach vyssich ako 37 °C
zodpovedajlcich beznej teplote v l'udskom tele). V ramci vplyvu teploty treba doplnit, ze viaceré
enzymy pre priecbeh reakcie vyZzaduju pritomnost’ kationu kovu ako Mg*, Zn*" & Fe*.
(Campbell a Farrell, 2012) Priebeh enzymatickej reakcie vzhladom k zmendm teploty prostredia

je znazorneny na obrazku (vid’ Obrazok 2).



VO 4‘ 7z -
teplotné optimum

0 > Teplota [°C]
Obrézok 2: U¢inok teploty prostredia na priebeh enzymatickej reakcie (ilustraény obrazok).

Medzi procesy zmien spravania proteinov ¢asto vyvolané vplyvom teploty (prip. chemickych ¢inidiel
¢i fyzikalnych veli¢in) patri denaturécia, renaturacia a koagulacia. V procese denaturacie dochadza
Kk poruSeniu vézieb sekundarnej, terciarnej a kvartérnej Struktry. Tie zapri¢inuju naslednti zmenu
spravania proteinov, t.j. stratu biologickej aktivity, nerozpustnost’ v rozpust'adlach predtym rozpustnych

¢i jednoduchsi rozklad a strvenie proteinovych molekul v 'udskom tele.

Vo vicsine pripadov sa jedna o ireverzibilny proces (Elliott a Elliott, 1997). Napriek tomu existuju
pripady, kedy moéze dojst’ i k spdtnému navrateniu reakcie, renaturdcii, vyuzivanej pri analyzach
proteinov vopred odseparovanych od inych zloZziek procesom denaturacie, napriklad pri stadiu
charakteru tau proteinu (Kopke et al., 1993) ¢i pri skimani vlastnosti latok urychl'ujacich renaturaéné

reakcie (Summers a Flowers, 2000).

Tepelna koaguldcia je ireverzibilnd zmena stavu proteinov, zrazanie, v procese zohrievania. Podobna
reakcia nastava iv pripade vystavenia proteinov aktivnym fyziologickym latkam ako s toxiny
¢i opsoniny (Chick, 1910; Satyanarayana a Chakrapani, 2013). Tento proces je ¢asto uvadzany ako druh

denaturacnej reakcie.

3.1.2 Enzymaticka kinetika

Oblast’ kvantitativnej analyzy katalyzy enzymov je zndma ako enzymaticka kinetika. Udava informécie
o reakénej rychlosti ajej ¢asovom priebehu a jednotlivych podmienkach prostredia, pri ktorych
k reakcii dochadza. Taktiez meria afinitu enzymov k substratom a inhibitorom, ¢im napomaha chapaniu
reakénych mechanizmov a reguldcii metabolickych dréh v organizme. Reakéné mechanizmy
s definované pociatocnou rychlostou v, a udavaju sa v tvare vy =k - [A]*. k predstavuje konstantu
rychlosti chemickej reakcie, ktor& priamo zavisi na podmienkach reakcie (pH, teplota, aktivita i6nov),
x mozno definovat’ ako uroven reakcie. Je dolezité pre uvedenie a naslednu charakterizaciu reakcie

z hl'adiska poctu zapojenych substratov (Ferrier, 2017).
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V pripade, ze sa jedna o jednosubstratové reakcie, je premienany jeden substrdt za vzniku jedného
produktu. Rychlost’ reakcie z matematického hl'adiska z&visi na prvomocninovej koncentrécii jediného
reaktantu amé tvar v=k - [A]'. V jednosubstratovych reakciach je koncentracia reaktantu funkciou
asu, z ¢oho vyplyva, ze konstanta k je vyjadrend v jednotkach s. Do tejto skupiny zaradujeme
i tzv. pseudo- jednosubstratové reakcie, ktoré maja sice 2 reaktanty, no druhy z nich predstavuje voda.
Nakol’ko voda je vo vécsine pripadov v reakcii pritomna v nadbytku, uvadza sa ako konstanta, v ¢oho

dosledku su tieto reakcie chapané ako pseudo-jednosubstratové (McKee a McKee, 2009).

Najtypickej$im pripadom reakcii z hl'adiska kinetiky st dvojsubstratové reakcie. V tomto pripade
existujuce reaktanty A a B musia zreagovat’, aby vznikol vysledny produkt reakcie. Z matematického

hladiska je zapis reakcie:
v=k-[A]' - [B]L.

Rychlost’ reakcie zavisi na oboch reaktantoch A i B arychlostna konstanta je vyjadrena jednotkou

M5t (Cornish-Bowden, 1979).

Specialnym pripadom st reakcie, pri ktorych pridanie reaktantu nezmeni rychlost’ reakcie. Vtedy
hovorime o reakciach nultej urovne v=k-[A]°=k. Vznik takejto situdcie mozno oddvodnit
dostatoénym mnoZstvom koncentracie reaktantu, ateda vznikom konStantnej rychlosti v=k

(Purich, 2010Db).

Pozorovanie enzymatickej reakcie a kinetiky s fiou suvisiacej bolo uskuto¢nené v roku 1913 Leonorom
Michaelisom a Maud Mentenovou. Poc¢iato¢né pokusy boli vykonané na jednosubstratovych reakciach,
z ktorych nésledne vychadzaju i vSeobecné pravidla pre kinetiku enzymovo-katalyzovanych reakcii.
Pre vysvetlenie pdsobenia kinetickych zakonov plati schéma:

Kk, .

2
E+S < ES - E+P

k|
Popisuje jav prechodového stavu vzniku komplexu enzym-substrét (ES) pred findlnym krokom vzniku
produktu (P). Konstanta k; predstavuje rychlostni konstantu reakcie vzniku enzym- substratového
komplexu, k, obdobne rychlostni konstantu vzniku produktu a uvolnenia substratu od enzymu.
k_; je rychlostnou konstantou zastupujucou spétnu reakciu, kedy sa komplex enzym-substrat (ES) spatne

rozklada na samostatné zlozky enzym a substrat (Campbell a Farrell, 2012; Voet et al., 2013).

Podl'a uvedenej schémy mozno zostrojit' graf zavislosti rychlosti v, na koncentracii substratu [S]
pri konstantnej koncentracii enzymu. Vysledkom daného grafu je krivka v podobe sigmoidy
(vid’ Obrazok 3). Priebeh sigmoidy mozno rozdelit' do dvoch samostatnych tsekov: Prvym z nich je
situacia, kedy rychlost’ reakcie je pomald, priamo imerna koncentracii substratu. V désledku nizkej

koncentricie substratu je vidcSina molekal volnd, nenaviazand na komplex. Plati [E] > [ES].
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Naopak v pripade vysokej koncentracie substratu je dosiahnutd tzv. medzna rychlost vy = V.
Molekuly substratu su v nadbytku v porovnani s molekulami enzymu, vSetok enzym je spotrebovany
pre vznik komplexu enzym-substrat, plati [E] <« [ES]. Krivka teda vyjadruje priebeh sytenia enzymu

substratom a hovorime jej satura¢na krivka (Eigen, 1968; Vodrazka, 1996).

Vo V max

<

max

[

Ky [s]

Obrazok 3: Zavislost’ rychlosti vy na koncentracii substratu [S] pri konstantnej koncentracii enzymu

(ilustra¢ny obrazok).
Zo saturaénej krivky vychadza matematicky vyraz nazvany rovnica Michaelisa a Mentenovej. Zahtia

vysSie uvedeny parameter medznej rychlosti a Michaelisovej konstanty (Clarke, 2013).

_ VI[S§]
Ky +S

Z definicie: ,,Michaelisova konstanta Ky, predstavuje koncentraciu substratu, pri ktorej medzna rychlost’
reakcie je prave % jej maximalnej hodnoty (Berg et al., 2002)“ vyplyva, Ze Michaelisova konstanta ma
rozmer koncentracie. Ky rozdel'uje krivku zavislosti po¢iatoénej rychlosti v, na koncentracii substratu

na dve oblasti, a to:

Ak [S] <Ky —v= g ~ konstanta [S] (1. rdd). Nizke hodnoty koncentracie substratu definujd
M
Casovy priebeh enzymovej reakcie podla kinetickej rovnice 1. radu.

Ak [SI>»Ky—ov= Vis] ~V (0.rad). Pri vysokej koncentracii substratu je reakcna rychlost
[s] Y

kon§tantna, t.j. mnozstvo vznikajucich produktov sa meni linearne s ¢asom. Z matematického hl'adiska
je grafom vyjadrujdcim tento stav priamka, ktorej smernica je ekvivalentnd koncentrécii, resp. aktivite
daného enzymu. (Vodrazka, 1996; Campbell a Farrell, 2012)

Kum predstavuje veli¢inu, ktorej vlastnosti a funkcnost priamo zavisia na charaktere prostredia
a jednotlivych parametrov v iom pdsobiacich ( napr.: pH, teplota). Z matematického hladiska je jej

vyjadrenim vztah:



k;+k,

M ™ kl

Plati stav k, » k_; Existuje vSak mnozstvo enzymov, u ktorych dochadza k opatnému stavu, teda
k. > k,. Jednd sa o kvazirovnovazny stav, kedy Michaelisova konstanta K,; vyjadruje hodnotu
disocia¢nej konstanty komplexu ES. Takuto kon$tantu nazyvame substratova konstanta Kg. V tomto
stave je Ky, umerna disociacnej konstante komplexu ES a plati: zo znizujicou sa hodnotou Ky, stipa
afinita enzymu k danému substratu. Ky, je zaroven konstantou, ktorej hodnota nezavisi na koncentracii
enzymu [Eo]. Vyuzitel'nost tejto vlastnosti je najmé v oblasti charakterizacie katalytickych vlastnosti
enzymu voci urCitému substratu (moZnost stanovenia pre rdzne typy enzymovych preparatov).
Pri zndmej hodnote Michaelisovej konstanty mozno vyjadrit' poCiato¢nu rychlost’ enzymovej reakcie
arovnako i koncentraciu substrdtu potrebnu pre danu rychlost’ reakcie. Tieto vlastnosti objasniuja
dolezitost’ charakteru a sprdvania sa Michaelisove] konStanty, ktorda je vychodiskovym faktorom
pre d’alSie faktory podmienujuce rozbehnutie a samotny priebeh reakcie (Campbell a Farrell, 2012;

Voet et al., 2013).

3.1.3 Alostericka aktivita enzymov

Alostéria je forma regulécie, ktora savisi s konforma¢nymi a funkénymi zmenami v jednotlivych
enzymoch. V rdmci enzymatickej kinetiky o nej hovorime v pripade, Ze substrat nema k enzymu
rovnaku (stalu) afinitu. Afinita moéze kolisat’ tak, ze sa substrat na enzym navéazuje ahko v désledku
jeho vysokej afinity alebo naopak, enzym nie je v dostatoénej miere vyuzity v dosledku nizkej

substratovej afinity (Pan et al., 2010; Nussinov a Tsai, 2013).

Enzymy podliehajuce alosterickej aktivite su zvdc¢Sa povazované za oligomérne (Monod et al., 1964),
hoci  vyskumy potvrdzuji  podobné spravanie i u niektorych  monomérnych enzymov
(Kamata et al., 2004; Hatzakis et al., 2012). M6zu vykazovat’ bud’ beznu kinetiku podl’a Michaelisa-
Mentenovej alebo sa prejavuju sigmoidnym vztahom medzi pociatocnou rychlostou reakcie
a koncentraciou substratu, ¢o je vSeobecne chapané ako pritomnost’ alosterického enzymu. V pripade,
7e sa na podjednotky alosterického enzymu viaZe len substrat za zvySenia (pozitivnej kooperacie) alebo
zniZenia (negativnej kooperacie) aktivity hovorime o tzv. homotropnych efektoroch. Ak nastane
situacia, kedy prebiehajuca reakcia nadobudne zmenu aktivity v dosledku pdsobenia inych druhov
molekdl ako substratovych, v reakcii pdsobia zluc¢eniny nazvané heterotropné efektory (napr.: ATP, Pj)
(Wilson a Walker, 2010).

Primarny koncept alosterickej aktivity predpoklada existenciu enzymu fungujliceho v 2 navzajom
prechodnych stavoch — stav R (relaxed), v ktorom méa prevahu komplex protein-ligand a stav T (tensed),
v ktorom ma prevahu protein bez naviazaného ligandu. Jeden zo stavov ma vzdy aktivnu podobu

arovnovdha nastavend medzi oboma stavmi je naruSena pdsobenim vizby vstupujiucej latky



na alosterické miesto enzymu do reakcie. Aktivitu a prechody medzi tymito dvoma stavmi opisuju
2 modely alosterickej regulacie: MDW model a KNF model (Blomberg, 2007; Wilson a Walker, 2010).

3.1.4 Inhibicia enzymatickej reakcie

Inhibitor je latka znizujlca rychlost’ enzymatickej reakcie. Podl'a spdsobu interagovania s enzymom

rozliSujeme niekol’ko typov reakcii, akymi mo6ze inhibitor vplyvat’ na priebeh enzymatickej reakcie.

V pripade, Ze je inhibitor svojou Struktirou a zloZzenim analogicky k substratu, jedna sa o kompetitivny
inhibitor (Lennarz a Lane, 2013). Ten je schopny naviazat’ sa na aktivne miesto enzymu, ¢im zablokuje
pristup substrdtu a znemozni jeho premenu na produkt. Tento sposob reakcie mozno matematicky
dokazat’ pomocou zmeny uhla Lineweaver-Burkovej zavislosti na krivke (Pelley, 2007). Inhibicia je
charakteristicka zvySovanim Ky za zachovania Vmax, teda inhibitor sa navdzuje na aktivne miesto, avSak

nebrani vzniku komplexu ES, resp. v tomto pripade El (Kodi¢ek a Karpenko, 2013).

Nekompetitivna inhibicia je naopak typom reakcie, kedy dochddza Kk interakcii enzymu
s nekompetitivnym inhibitorom. Ten sa naviaZe na iné miesto ako aktivne a spdsobi konformaciu
aktivneho miesta do takej podoby, aby sa dany enzym bol schopny naviazat’, no zaroven pri pritomnosti
naviazaného inhibitoru nebol schopny uskutoc¢nit’ reakciu. Dokazom takejto reakcie je opatovne zmena
v uhle, ale taktiez v prieseéniku na osi y sUradnicového systému (Campbell a Farrell, 2012;
Silverman a Holladay, 2015). V tomto pripade v Lineweaver-Burkovom grafe mozno pozorovat

znizenie Vmax Za zachovania Ku (Kodic¢ek a Karpenko, 2013).

Dal$im typom inhibicie je akompetitivna inhibicia. V tomto pripade sa inhibitor neviaze na enzym, ale
na komplex enzym-substrat. Pri vzniku daného komplexu dochadza ¢asto k zmendm konformacie na
enzyme, ¢im vznika miesto pre naviazanie akompetitivneho inhibitora. Komplex enzym-substrat-
inhibitor, ktory vznikne, zablokuje pokracovanie reakcie, teda znemozni vznik produktu. Akompetitivnu
inhibiciu nemozno preukazat zmenou uhla Lineweaver-Burkovho grafu ako to bolo mozné
v predchéadzajucich pripadoch. Matematicky dbkaz pbsobenia akompetitivneho inhibitora sa
v Linveweaver-Burkovom grafe prejavuje zmenou V priese¢nikoch oboch osi za znizenia Ky i Vmax
(Palmer a Bonner, 2011).
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Kompetitivny inhibitor
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»
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Obrazok 4: Grafické vyjadrenie porovnania spravania neinhibovanej reakcie, kompetitvnej,

nekompetitivnej a akompetitivnej inhibicie (ilustracny obrazok).

Kompetitivna, nekompetitivna a akompetitivna inhibicia majd z pohl'adu podmienok presne definované,
kedy k tomuto stavu dochadza. V pripade, Ze reakcia spiia kinetiku podla Michaelisa—Mentenovej, ale
nie je mozné urcit’ jej konkrétny charakter (kompetitivna, nekompetitivna,...), hovorime o zmiesanej
inhibicii. V praxi sa mozeme stretnat’ s viacerymi formami zmieSanej inhibicie. Jednou z nich je
napriklad linearna zmie$ana inhibicia, kde plati, Ze vézba substratu a vézba inhibitora na seba navzajom

podsobia (v dosledku zmien v konformacii enzymu) (Palmer a Bonner, 2007; Kodicek et al., 2018).

Dané reakcie mozno z hl'adiska spdsobu vizby, ktora inhibitor vytvara naviazanim na enzym, zaradit
medzi reverzibilné inhibicie. Existuju vSak i opac¢né typy inhibicii, ktoré sa na enzym modzu viazat’
nekovalentne (pevnou, ireverzibilnou vazbou). Takymto typom inhibicie je napr. vézba ortutnatych

ionov na sulfhydrylové zvysky v aktivnych miestach enzymov (Purich, 2010a).
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3.2 Neurodegenerativne ochorenia
3.2.1 Charakterizacia neurodegenerativnych ochoreni

S meniacim sa trendom dizky Zivota, ktory podla §tidie zo Stanfordskej univerzity narasta
a za poslednu generaciu sa zvysil o 3 roky v porovnani s predchadzajdcou, t.j. zo 65 rokov na 68 rokov
(Zuo et al., 2018), dochadza k zvySovaniu frekvencie vyskytu neurodegenerativnych ochoreni.
S charakteristické najma pre osoby s vy$sim vekom, ¢o znaci ich stdpajicu tendenciu v najblizSom
obdobi.

Autori sa vo svojich definiciach vzhl'adom na charakteristiku neurodegenerativnych ochoreni lisia;
ich spolo¢nym znakom je, Ze sa jedna o heterogénnu skupinu ochoreni spojenych kl'a¢ovym prvkom
degeneréacie CNS alebo PNS. Mézu mat’ jednak hereditarny charakter, no i formu ziskaného ochorenia.
Pociato¢ny impulz k vzniku ochorenia je v pripade dediénych ochoreni zrejmy, u zvy$nych druhov

je definovany ako metabolicky, dokonca pripadne i traumaticky (Kanovsky a Herzig 2007).

Spustacie mechanizmy spoOsobujuce ochorenia neurodegenerativneho charakteru nepredstavuju
jednoduchy princip zmeny v Mendelovskej dedi¢nosti. Tvoria ich komplexy faktorov zalozenych
na genetickych pricinach i vplyvoch vonkajsieho prostredia. Na molekularnej urovni sa jedna primarne
0 kumulaciu nespravne zlozenych proteinov (Forman et al., 2004) typovo charakteristickych pre dany
druh ochorenia (Macdonald, 1993; Durham et al., 1997). K tomu prispievaju i mnohé d’alsie faktory,
a to: mitochondrialna dysfunkcia, oxidativne poruchy a s nimi spojena kumulacia vol'nych radikalov,
poruchy spojené s transkripciou a translaciou, ale i starnutie organizmu zvySujuce pocet porlch
v zarad’ovani dusikatych baz do sekvencie DNA (Rattray et al., 2017).

Napriek vyskumom su stale nedostatoéne poznané a spajané ukazovatel'om neexistencie lie¢by, ktora
by ich trvalo odvratila. Vo vicsine pripadov je terapia zamerand na podpornu lie¢bu, ktora neriesi

konkrétny problém, ale zmierfiuje postupne zhorsujuce sa symptomy.

Pod degeneraciou CNS su zaradené 2 ochorenia s najcastejsou incidenciou, a to Parkinsonova choroba

a do skupiny demencii zaradena Alzheimerova choroba.

3.2.2 Alzheimerova choroba

Dlhti dobu zaradovana medzi vSeobecné oznacenie demencia spolu s d’alsimi nedefinovanymi
ochoreniami ako vaskularna (multiinfarktovd) demencia, demencia sLewyho telieskami
¢i frontotemporalna demencia; Alzheimerova choroba bola objavend nemeckym psychiatrom Aloisom
Alzheimerom u pacientky Augusty D., u ktorej pri histologickom néleze v mozgu pozoroval pritomnost’
plakov ¢i neurofibrilarnych klbiek. Alzheimer oznadil tieto Utvary za unikatne v spojeni s priznakmi
danej pacientky (zabudanie, nespavost’, agresivita ¢i progresivne pomaétenie) (Alzheimer, 1907)

a presved¢il vedecky tim v Mnichove, zZe sa jedna o novu formu ochorenia.
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Impulz k pomenovaniu ,,Alzheimerova choroba“ priiel s pripravou novej u¢ebnice o psychiatrii jeho
kolegu, Emila Kraepelina, ktory ako prvy uviedol tento termin v slvislosti s opisanymi priznakmi
pacientky, na ktorej bol histopatologicky nalez vykonany. Kraepelin zaradil ochorenie k senilnej
demencii do podkategérie presenilnd demencia (Hippius a Neunddrfer, 2003). K roku 2015 bolo
na svete priblizne 47 milidonov l'udi trpiacich demenciou, d’al$ie predpoklady na najblizsie roky uvadzajd

postupné zvySovanie na priblizne 132 milionov k roku 2050 (Prince et al., 2016).

V suvislosti s typickym priznakom ochorenia, progredudlnym zabldanim, resp. neschopnostou
zapamatavania si novych zazitkov; sa vynorila otdzka o konkrétnom mieste vzniku a postupu ochorenia.
Podra stadii doch&dza k neurodegeneracii buniek najprv v ¢astiach mozgu zodpovednych za vytvaranie
spomienok (mozgova kora a hipokampus) (Teyler a DiScenna, 1986). Poskodenie neurdénov nasledne

pokracuje do d’alSich ¢asti mozgu.

Mechanizmy predchadzajdce neurodegenerdcii a vyvolavajlce ju sU spojené s vonkajSou (porucha
vytvérania synapsii) ivnGtornou cestou (prenos vzruchu pozdiz axénu) fungovania neurénovych

signalnych drah.

Vonkaj$ia cesta, oznacena ako hypotéza amyloidnej kaskady, podla ktorej akumulacia a depozicia
oligomernych a fibrilarnych AP interagujucich s neurénovymi synapsiami, je primarnym zdrojom
ochorenia AD (Hardy a Higgins, 1992). AB méa zaklad v géne umiestnenom na chromozéme 21, ktory
koduje amyloidny prekurzorovy protein (APP). Na zaklade mutacie tohto génu, ktory vedie k tvorbe
vzacneho typu dedi¢nej AD, bol experimentélne potvrdeny proces vytvarania amyloidnych plakov.

AP vznikajici z ubikvitného proteinu APP v procese proteolytického $tiepenia ma dizku v rozmedzi 40—
43 aminokyselin. Jeho produkcia je spojend s drahou sprevadzanou hlavnym enzymom, B-sekretazou.
Identifikovanym typom B-sekretdzy je BACE (Vassar et al., 1999), ktory stiepi APP na produkty C99
a APPsp. C99 je nasledne d’alej Stiepeny skupinou y-sekretaz a produkuje vysledny A (vid’ Obrazok 5).
Podobnou drahou je APP Stiepeny i o—sekretazou, podla doposial’ uverejnenych §tadii tvorenou
skupinou enzymov ADAM, konkréthe ADAM 10 (Lammich et al, 1999) aTACE
(Buxbaum et al., 1998). T4 stiepi APP na APPsa a C83, ktory vSak po Stiepeni y-sekretazou nevytvara
AP (Vassar et al., 1999).

Strata synaptickych spojeni, ktora svisi vo vSeobecnosti s neurodegenerativnymi ochoreniami, bola
pozorovana najmi v pripade AB v dizke 40 a 42 aminokyselin, priom refazce vyvolavajice stav
demencie su ukon¢ené aminokyselinami valin na 40. pozicii alebo alanin na 42. pozicii. Vyskumna
skupina okolo doktora Néslunda (Naslund et al., 2000) ukazuje, ze prave nadprodukcia formy Apa je
zodpovedna za vznik priznakov spojenych s AD. Nadruhej strane v porovnani stouto $tudiou
prikladaju iné vyskumné skupiny délezitost’ rozpustnej forme Ao ako dolezitejsieho prvku indikacie
AD patoldgie (Lue et al., 1999).
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Obrézok 5: Stiepenie APP skupinami sekretaz za vzniku AP a vedlajsich produktov (prevzaté
z Vassar et al., 1999).

O toxicite AP sa uvazovalo od vzniku tedrie amyloidnej kaskady. Vzhladom k povahe AP ako
extraneuronalnej Struktary bolo naroéné preukazat’ jeho toxické ucinky. Skupina profesora
Mattsona (Mattson et al., 1992) preukazala zvySovanie koncentracie intracelularneho Ca?
Vv pritomnosti AP, na ¢o nadviazali Arispe et al. (Arispe et al., 1993), ktori objavili schopnost’
rozpustného AP vytvarat’ kation—selektivny kanal zabudovavajlci sa do membrany. Na zéklade tychto
poznatkov bolo prezentovana idénova kanalova hypotéza, podl'a ktorej Ap vytvarajice membranové
ionove kanaly st zodpovedné za nadmerny, resp. nekontrolovatelny, influx vapenatych ionov do bunky,

¢o znadi priamu neurotoxicitu AP a vyvolava apoptozu neurénov (Mattson et al., 1992).

Cestou vnutorného poskodenia neurénov Vv oblasti prenosu vzruchu axénmi sa zaobera tau hypotéza.
Podrla nej pri¢inou vzniku AD je protein tau vo svojej hyperfosforylovanej podobe. Tau patri do skupiny
proteinov podiel’ajicich sa na formacii a stabiliz&cii tubulinovych struktur (Weingarten et al., 1975).
Vychadza z tau génu lokalizovaného v 'udskom tele na dlhom ramienku chromozému 17, v mieste
17921 (Neve et al., 1986) z ktorého formou alternativneho splicingu mozno utvorit’ 6 jeho izoforiem
(v zavislosti na pritomnosti, resp. nepritomnosti exénov 2, 3 a 10) (Goedert et al., 1989). Dospely
'udsky mozog produkuje 4R a 3R izoformy tau proteinu, ktorych hyperfosforylaciou dochadza k vzniku
parovych helik&lnych filamentov (Goedert et al., 1988; Lee et al., 1988) vytvarajucich neurofibrilarne

klbka. Rozdiel 4R a 3R izoforiem spociva v pritomnosti exprimovaného exénu 10 u 4R tau.

Pre polymerizaciu mikrotubdl pomocou tau proteinu st doélezité 2 zlozky tubulinového zakladu—
6S vol'né podjednotky a 36S Spiraly vytvorené spajanim 6S volnych podjednotiek, ktoré nasledne
vytvaraju mikrotubulové vlakna. Tubulinové podjednotky existuju v 2 podobach: ako tie schopné
premeny na Spiraly atie, ktoré Spirdly nevytvaraju. Vznik Spirdl je podmieneny pritomnost'ou
tubulinového kofaktoru (tau protein), ktory reaguje s 6S dimérnymi podjednotkami za vytvorenia

komplexu 6S-tau spajanych do 36S $piral formujtacich mikrotubuly (Weingarten et al., 1975).
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Vznik neurofibrilarnych klbiek (NFT) je podla doterajsich $tudii pravdepodobne podmieneny
pritomnostou zvySeného mnozstva granularnych tau oligomérov. Tie sa v menSom mnozstve vyskytuju
i u zdravych pacientov, ktori v mozgu nemaju pritomné NFT (Maeda et al., 2006). Cielena lie¢ba proti
exprimovaniu granularnych tau oligomérov (v pripade zvySenej pritomnosti v porovnani s NFT) je

podla stadie (Maeda et al., 2007) moznym rieSenim tohto problému.

Osekvenovanim tau proteinu (vid® Obrazok 6) boli objavené jednotlivé domény charakterizujlce
postavenie a funkciu $pecifickych oblasti tohto proteinu v axdnoch neurénov. N-koniec je orientovany
(tzv. premietany) smerom od mikrotubulového povrchu, preto je tato oblast’ nazvana projection domain.
Oblast’” C-konca priamo interaguje s mikrotubulmi, a preto je prezyvand ako MT-binding domain.
Predstavuje oblast’ vyskytu repetitivnych sekvencii 4R (resp. 3R), o¢islované R1-R4, ktora je zaroveni
v désledku priamej manipulécie s mikrotubulmi aich skladanim najdolezitejSim miestom
pre ich funk¢énost. Medzi projection domain a MT-binding domain sa vyskytuje oblast’ nazvana ako
proline-rich domain, ktord je schopna asociovat s molekulami aktinu azahfia skupinu epitopov
protilatok hyperfosforylovanych vplyvom neuropatii v AD (He et al., 2009). Usporiadanie domén

mozno pozorovat’ na priloZzenom obrazku (vid’ Obrazok 6).

Mutacie v lokuse FTDP-17 v tesnej blizkosti chromozému 17 (miesto 17921) (Clark et al., 1998;
Poorkaj et al., 1998) ¢i fosforylacie tau proteinu vedud k oslabeniu a inhibicii jeho vazby na mikrotubuly.
Tie sG v axénoch zodpovedné za transport latok a vedenie nervového vzruchu. Ich destabilizaciou
dochadza  k preusporiadaniu  do somatodendritickych ~ kompartmentov,  strate  synapsii
a mitochondrialnej dysfunkcii. Uvedené kroky su predlohou pre tvorbu PHF, NFT anéslednd
neurodegeneréciu. Fosforylaciu ako takd vyvolavaju enzymy skupiny kindz, ahoci v sivislosti
s mikrotubulmi k fosforylacii a defosforylacii dochadza i pri beznych bunkovych operéaciach, v ramci
poskodenia neurénov posobi na tau protein tzv. zvysend fosforylacia (hyperfosforylacia). Medzi enzymy
vyvolavajuce hyperfosforylaciu zarad'ujeme GSK, cdk aMARK (Hanger et al., 1992;
Drewes et al., 1997).

Proline—rich
domain
[

9 ]

Obrazok 6: Jednotlivé domény tau proteinu stanovené jeho osekvenovanim (ilustraény obrazok).

Stadie vyskumnych skupin dokézali, ze jednym zprvych miest, na ktorych dochéadza
k hyperfosforylécii, je Ser?®? (Hasegawa et al., 1992; Biernat et al., 1993) lokalizovany v repetitivnej
doméne R1 fosforylovanej skupinou MARK. Imunohistochemickou analyzou doplnenou

o imunofluorescenéné znacenie a Western Blotting bola dok&zanad vysoka expresia MARK4 kinazy
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na vzorkach pacientov s AD (Lund et al., 2014). Okrem uvedeného Ser??2 bolo identifikované d’alSie
miesto, v oblasti repetitivnej domény R3, Ser®?* (Carlomagno et al., 2017) vyrazne interferujlce

so skladanim mikrotubul, a tym stabilizaénou funkciou tau proteinu vzh’'adom na mikrotubuly.

Stadia zamerana na identifikaciu miest hyperfosforylacie tau proteinu preukézala pozitivnu reakciu
v pripade vsetkych 20 epitopov hyperfosforylovaného tau (Duka et al., 2013). Tento experiment spolu
s d’alsimi je dokazom, Ze vynimajuc spominané GSK, cdk a MARK kindzy je pri h'adani potencialnych
lie¢iv potrebné zohl'adnit” interakciu mnozstva d’alSich kindz podiel’ajucich sa na modifikcii tau, a tym
zmene charakteru jeho spravania. Pri liecbe je dolezité vzajomné spolupdsobenie jednotlivych enzymov

a ich vplyv na fosforylaciu tau proteinu veducu k sérii krokov vrcholiacich neurodegeneréciou.

Okrem vysSie popisanych ochoreni su s neurodegeneraciou spété i dalsie poruchy, v popul&cii
percentudlne menej zastlpené, ako napriklad demencia s Lewyho telieskami, amyotroficka lateralna
skler6za, Huntingtonova choroba alebo Creutzfeldtova-Jacobova choroba. Kazdé méa svoje typické

znaky a spbsob prejavu viazané na zanik neurénov v organizme (Kanovsky a Herzig, 2007).

3.2.3 Aktualne trendy v terapii Alzheimerovej choroby, cesta prechodu lieCiv cez
hematoencefaliticku bariéru

Pri komplexnom organe, akym je mozog, sa v priebehu jeho vyvoja vytvorili unikéatne systémy
selektivneho prechodu molekaul, ktoré brania vstupu toxinom a inym skodlivym molekulam a umoziujt
prechod zivin. Tento systém je vybornou formou ochrany mozgu, av8ak obrovskou nevyhodou
z hl'adiska doru¢ovania lie¢iv do miesta vznikajuceho problému, ako je tomu pri ochoreniach CNS.
V sucasnosti sa vedt podrobné stadie (Abrahao et al., 2019; Janowicz et al., 2019; Roux et al., 2019)
s cielom charakterizacie molekal schopnych prekonat’ najmd hematoencefalitick( bariéru, ktora
predstavuje najcastejSie prekazku pri prechode lie¢iv do mozgu. Okrem nej je na periférii mozgu
pritomn& hematolikvorova bariéra oddel'ujiica mozgovomie$ny mok od krvného obehu (Siegel, 1999).
Avsak v dosledku mensej plochy v porovnani s hematoecefalitickou bariérou nepredstavuje hlavnu

drahu prechodu lie¢iv do mozgového tkaniva.

V porovnani s kapilarami v ostatnych castiach tela, kde prebieha paracelularny transport, sa v mozgu
stretavame s ich odli$nou stavbou. Vrstva endotelovych buniek ma medzi sebou vel'mi tesné spojenia,
ktoré zabrafuju vstupu i najmensich molekul (Reese a Karnovsky, 1967). Na obvod kapilar zvonku
dosadaju astrocyty a pericyty vytvarajace suvisla vrstvu bariéry, ktord je zodpovedna za tvorbu
a stabilitu kapilarnych Struktar (Ramsauer et al., 2002). Transport latok prebieha niekol’kymi sposobmi
v zavislosti na charaktere a prislusnych vlastnostiach jednotlivych prendSanych molekual. Pasivnou
difuziou su transportované malé lipofilné molekuly, resp. molekuly upravené pre ucely transportu
cez hematoencefaliticku bariéru zvysenim ich lipofility (Weber et al., 1993). Vicsie jednotky glukozy
a aminokyselin st prenasané Specifickymi nosi¢mi (neutralny nosi¢ovy systém, nosiCovy systém

pre bazické aminokyseliny a nezavisly nizkokapacitny nosi¢ovy systém) (Oldendorf a Szabo, 1976).
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Velké molekuly (napr. peptidov) su prenasané pomocou Specifickych receptorov (receptormi
sprostredkovana transcytdza) (Pardridge, 1991) ¢i tzv. absorpénou transcytézou
(Kotyk a Janacek, 1975).

V sucasnosti st vyskumy v oblasti lie¢iv pre CNS zamerané na obe drahy, pri¢om pasivny i aktivny
transport so sebou prinaSaju  odlisné podmienky pre dizajn molekdl prechéadzajucich
hematoencefalitickou bariérou. PrevaZzujiacou pasivnou formou sa transportuju lie¢iva v podobe malych
molekdl s vysoko lipofilngym charakterom. Zaujimavou skumanou formou transportu je spojenie

molekuly s lie¢ebnym t¢inkom a nosi¢a prekonavajuceho hematoencefalitickd bariéru.

Nakol'ko hlavnymi Gskaliami AD su strata pamate a porucha kognitivnych funkcii zapri¢inena smrt'ou
neurdnov a signifikantnou redukciou ich poétu, vyskumy sa v sucasnej dobe zameriavaju prevazne na

hl'adanie lieCiv, ktoré by dané poruchy napravili.

Jednou z te6rii vzniku ochorenia je kumulacia AP, ktorej vznik je podmieneny pdsobenim enzymov
na APP, na ktoré s dlhodobo zamerané niektoré vyskumy. Niekol’ko rokov sa cielene hl'adali lie¢iva
vo forme inhibitorov y—sekretdz, menovite Semagacestat (Eli Lilly & Co.) (Tagami et al., 2017)
a Avagacestat (Bristol-Myers Squibb) (Coric et al., 2015), ktoré boli v désledku interakcie
s transmembranovou doménou Notch receptorov, atym padom naruSenim ich funkcie, zakazané

a ich d’alsie testovanie v ramci lie¢iv proti AD bolo zrusené (Simutis et al., 2018).

V doésledku komplikécii spojenych s Notch receptormi sa pozornost’ presunula na inhibitory zasahujlce
priamo AP, ktoré obchadzaju drahu vplyvu na Notch. Do tejto skupiny patri EVP-0962 (FORUM
Pharmaceuticals, Inc.) (Hung a Fu, 2017) ¢i NIC5-15 (Alzforum), ktoré sa zastavili v 2. testovacej faze.
Podobne neuspokojive boli i vysledky d’alSich testovani zameranych na pasivnu imunoterapiu cielend
proti AP, z ktorej posledné testované liec¢iva Crenezumab (AC Immune) (GEN, 2019) ¢i Aducanumab
(Biogen) boli zamietnuté (hoci spolocnost Biogen opatovne rozbehla dalSiu testovaciu fazu
Aducanumab, nakol’ko vo vyskume boli dokazané jej pozitivne ucinky vo vac¢sich davkach (Biogen,
2019)). V sacasnej dobe su v testovacich fazach 2 lie¢iva, Gantenerumab (Hoffmann-La Roche)
(Bohrmann et al.,, 2012; Rauchenberger et al., 2003) a Solanezumab (Eli Lilly & Co.)
(Abbott a Dolgin, 2016), ktoré cielia na pacientov s dedi¢nou formou AD (Jessen, 2019). Do dne$ného
dna vSak neexistuje inhibitor proti tvorbe AP, ktory by presiel vSetkymi testovacimi fazami a bol by

zaradeny medzi aplikované lie¢iva proti AD.

V testovacej skupine lie¢iv zameranych na tvorbu NFT z tau proteinu su zaclenené lie¢iva zabranujtce
agregécii tau proteinu do NFT bez ohl'adu na fosforylaciu tohto proteinu. Od januara 2018 prebieha
testovacia faza 2/3 pre latku TRx0237 ¢i LMTM (TauRx Therapeutics Ltd), druht generaciu lieciva
Rember odvodeného od metylénovej modrej, ktora je schopna interagovat s tau-tau vézobnymi
interakciami a tiplne ich prerusit’ (Wischik et al., 1996). Vzhl'adom na fosforylaciu tau proteinu boli

vyvinuté aktivne imuniza¢né vakciny produkujuce protilatky $pecificky namierené proti fosforylaénym
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miestam tau proteinu. Jednou z nich je AADvac-1 (Axon Neuroscience SE), ktorej protilatky
su $pecificky namierené na epitopy MT-binding regionu tau proteinu a v experimentoch na mysich
a potkanich mozgoch viedli k vyznamnej redukcii NFT a nerozpustného tau (Novak et al., 2019).
Dalsou sledovanou vakcinou je lipozomalna ACI-35 (Janssen Pharmaceuticals). V klinickej $tadii
na sledovanych laboratornych mysiach a transgénnych Tau.P301L mysiach produkovalo ACI-35 1gG
protilatky Specificky namierené na fosforylovany tau v miestach Ser3®-Ser*®* (Theunis et al., 2013;

Pihlgren et al., 2016). Spolo¢nost’ vykonavajldca Klinické testovanie 1b fazy dodnes nezverejnila

vysledky.
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3.3 Hmotnostna spektrometria MALDI-TOF

Hmotnostna spektrometria vyuziva kombinaciu tzv. mikkej ionizacie vzorky zmieSanej s matricou
pri stanoveni doby letu Castice. Hmotnostny spektrometer, v ktorom dochadza k samotnej analyze
vzorky, pozostava z niekol’kych celkov, a to ibnového zdroja premienajliceho zlozky vzorky na iony
v plynnom skupenstve, analyzatora hmoty nasledne vykonavajuceho samotné triedenie molekal iénov
podra ich prislusnej molekulovej hmotnosti a detektora, ktory zachytava jednotlivé roztriedené iony

a umoznuje spracovanie informacii veddcich k charakterizécii vzorky (Camarasa a Cobo, 2018).

Pri MALDI-TOF na uvedent zmes matrice a analytu pdsobi kratky laserovy pulz, ktory vyvola vznik
idnov skimanej vzorky. Preletovy analyzator (TOF) umoziuje detekciu idnov prechadzajucich
urychl'ovacim pol'om rdznou rychlost'ou na zaklade ich efektivnej hmotnosti stanovenej z pomeru m/z,
kde m predstavuje molarnu hmotnost’ Castice a z jej elektricky naboj. V préci bol aplikovany linearny
mod TOF, letova draha pohybu ¢astic vtomto méde je priama asluzi pre identifikaciu peptidov

¢i proteinov (Gritzmacher et al., 1969; Gross, 2017).

Pred samotnym vykonanim analyzy je skiimana latka primieSand k matrici, o umoziuje kokrystalizaciu
vzorky do podoby jemnych krystalov. Technik nanasania matrice avzorky na MALDI dosku
je v stcasnosti vel'ké mnozstvo, Vv zavislosti na dosiahnuti vysledkov je aplikovana najvhodnejSia
metdda, pri ktorej je dosiahnutd pozadovana homogenita krystalov, a na iiu nadvézujuca intenzita
signalu. Dried—droplet metoda je najbeznejSie aplikovanou a vyuziva prostého vysuSenia nanesenej
vzorky obsahujucej zmie$ani matricu s analytom (Karas a Hillenkamp, 1988). Bola pouzita i v pripade
tejto prace. Pre analyzu spojent s immunoassayami je vhodna surface preparation (Roth et al., 2013).
Na zvySenie intenzity signdlu je pouzivana metdda rychleho vyparovania (Vorm et al., 1994).
K uvedenym technikdm, ktoré svojimi vlastnostami podavaju lep$i signal, vyssiu senzitivitu ¢i lepSiu
kvantifikaciu vysledkov patria i mnohé d’alSie: metdda krystalizacie vo vakuu, metdda overlayer ¢i

metoda pomalej krystalizacie (Xiang a Beavis, 1993; Preisler et al., 1998; Dai et al., 1999).

Typicky vyuZzivanou matricou pre proteomické analyzy je a-kyano-4-hydroxyskoricova kyselina
(HCCA) pouzita v metodike tejto bakalarskej prace. Na zéklade testovania je vhodna pre stanovenie
vzoriek do 66 kDa, nielen pre stanovenie peptidov, resp. proteinov, ale i antibiotik ¢i peptidovych
nukleovych kyselin . Z d’alsich vyuzivanych matric je zndma 3-(4-hydroxy-3,5-dimetoxyfenyl)prop-2-
énova kyselina, pod obchodnym nazvom sinapinova kyselina, vykazujica velmi dobrt stabilitu
pri analyze vysokomolekularnych proteinov v prostredi silného vakua bez tvorby fotochemicky
generovanych aduktov (Beavis et al., 1989). Strukturne podobna HCCA, 4-chloro-a-kyanoskoricové
kyselina (CI-CCA) vykazuje lepsie vysledky analyz na zaklade zvySenia senzitivity a moznej detekcie
vyS8ieho poétu peptidov vdanej vzorke, ¢o bolo potvrdené Stidiou na vzorke BSA
(Jaskolla et al., 2008).
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4.

4.1

Material a metody

Biologicky material

Pre meranie pomocou hmotnostnej spektrometrie MALDI-TOF boli pouzité:

Enzym MARK4 kinaza (Carna Biosciences, kat. ¢. 02—123)
CHKtid peptid (SignalChem, kat. ¢. C10-58)
MARK/PAR-1 (Sigma—Aldrich, kat. ¢. 454870)

Peptidy R1-R4 (SignalChem)

Staurosporin (Sigma—Aldrich, kat. ¢. S6942)

4.2 Pouzité chemikalie, roztoky a supravy

Pouzité chemikalie

O

Acetonitril (Merck, kat. ¢. 100030)

Adenozin-3-fosfat (SIGMA™, kat. &. A2383)

Dimetylsulfoxid (SIGMA™, kat. ¢. 1.37117)

Ditiotreitol (SIGMA™, kat. ¢. D9779)

Chlorid hore¢naty (SIGMA™, kat. &. M4880)

Kyselina 2-[4-(2-hydroxyetyl)piperazin-1-yl]etansulfonova (SIGMA™, kat. ¢. H3375)
Kyselina chlorovodikova (SIGMA™, kat. ¢. 320331)

Kyselina trifludroctova (Thermo Scientific, kat. ¢. 85183)
a-kyano-4-hydroxyskoricova kyselina (Bruker Daltonik gmbh, kat. ¢. 70990)

Pouzité roztoky a ich priprava

a.

Pufor:

71,49 mg HEPES, 28,56 mg MgCl, a 92,55 mg DTT rozpustit' v 300 ml destilovanej H,O;
upravit pH pomocou HCI; prefiltrovat’ cez filter s pormi o velkosti 0,22 um do flakony,
udrziavat'v chladnicke pri teplote do 4 °C

ATP:

1,1 mg rozpustit' v 1 ml pripraveného pufru

Zasobny roztok pre pripravu matrice:

navazanie matrice HCCA, pricom podl'a vztahu 10 mg matrice je rozpustenych v pripravnom
roztoku (acetonitril, TFA, H>O) v objeme 1 ml, teda pre 10 mg HCCA je pouzity 1 ml
pripravného roztoku

podl'a navazky HCCA zmieSanie pripravného roztoku v zlozeni

acetonitril: TFA: H,O = 0,8:0,02:0,18
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4.3 Zoznam pouzitych pristrojov a zariadeni

o Analytické vahy Scaltec SBC21 (LEMO21)

o Centrifuga Centrifuge 5810R (Eppendorf)

o Centrifuga miniSpin plus (Eppendorf)

o Davkovac reagens Multidrop™ Combi (Thermo Scientific™)
o Hmotnostny spektrometer MALDI-TOF/TOF ultrafleXtreme (Bruker)
o Chladnicka Kombi (Liebherr)

o Liquid handler Echo® 550 (LABCYTE)

o Magnetickd miesatka VMS-C7 (VWR ADANCED)

o Mrazni¢ka GN 3023 Comfort NoFrost (Liebherr)

o pH elektroda HI 1131B (HANNA INSTRUMENTS)

o Termomixér comfort 1,5 ml (Eppendorf)

o Ultrasonicka kapel SONOREX (BANDELIN)

4.4 Pouzité softvéry

o flexControl 3.4 (Bruker)

o flexAnalysis 3.4 (Bruker)

o mib batch molecule processing v2019.01 (Molinspiration Cheminformatics Software)
o Prism 6.0 (GraphPad Software)

o ACD/ChemSketch Freeware 12.01 (ACD/Labs)

4.5 Pouzité experimentalne a vyhodnocovacie postupy

V praci bola pouzita reakéna zmes pozostavajuca z pufru, CHKtid peptidu predstavujiceho substrat,

enzymu MARK4 kinaza, ATP a pri sledovani inhibiénej reakcie i prislu§ného inhibitora.

Optimaliz&cii predchédzala detekcia CHktid peptidu vo vode a nasledne v pufre, ktorej cielom bolo
overit’ funkénost MALDI-TOF metodiky pre pracu s uvedenym substratom. K uvedenej zmesi (pufor,
peptid, enzym, ATP) bola pridana matrica HCCA pri dodrzani podmienky aplikacie objemu reakéna
zmes : matrica v pomere 1:1. Takto pripravena zmes bola napipetovand na MALDI dosku a ponechana
na vykrystalizovanie. Pripravené spoty obsahujlice zmes peptid, voda, matrica, resp. peptid, pufor,

matrica boli analyzované v hmotnostnom spektrometri MALDI-TOF.

V optimaliza¢nej Gasti bol sledovany vplyv mnozstva jednotlivych zloziek na vyslednu fosforylaciu.
Enzymaticka reakcia bola najprv testovand vo vécsich objemoch. Nasledne po overeni funkénosti
pri aplikacii vyssich objemov bola testovana aktivita systému pouzitim niz$ich objemov. Zaroven bola
simultanne testovana optimalizacia koncentracii jednotlivych reagencii. Tieto kroky boli vykonané
automatizovane, pomocou vyssie uvedenych pristrojov (vid’ Zoznam pouzitych pristrojov a zariadeni)

pri Setreni mnozstva aplikovanych reagencii. Pre stanovenie pribliznej koncentracie, v akej enzym
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reaguje s dostatoénou intenzitou, boli aplikované rézne mnozstva MARK4 pri stabilnej hodnote
44 pmol-1"t ATP a 0,13 mg'ml* substrétu.

Echo liquid handler je zariadenie, ktoré pomocou ultrazvukovej akustickej sily prenasa protokolom
definované mnozstvo uvedenej tekutiny ztzv. source plate na destination plate. Za source plate
je povazovana zvolena doska, z ktorej jamiek st prislusné latky prenasané do jamiek destination plate
fyzicky umiestnenej v pristroji nad source plate. Peptid aenzym riedeny v pufre v pomere 1:3 boli
ru¢ne napipetované na dosku s oznacenim 384 LDV, ktor4 bola v prislusnych krokoch povazovana
za source plate. Doska bola centrifugovana pri zadanych parametroch t =RT, 1 120 rpm po dobu 60 s.
Na dosku s ozna¢enim 1536 LDV bol pomocou pristroja Multidrop do prislusnych jamiek
napipetovany objem 1 pl pufru a doska bola prekryta foliou pre zabranenie odparovania. Po centrifugacii
dosky 384 LDV bol na zaklade vopred pripraveného protokolu preneseny peptid v stabilnom objeme
aenzym v rozsahu koncentracii 0,36-3,64 pg'ml? nadosku s oznaenim 1536 LDV (destination
plate). K uvedenym prenesenym zlozkam v jednotlivych jamkach bol pomocou Multidropu pridany
roztok ATP s koncentraciou 44 pmol-1-2.

Vysledna reakéna zmes bola inkubovana po dobu 1 hodiny pri izbovej teplote. Nasledne k nej bola
pomocou Multidrop pristroja pridand matrica v objeme zodpovedajicom reakénej zmesi. Pripravena
zmes s matricou bola  opédtovne  scentrifugovand  pri rovnakych parametroch,
tj. t=RT, 1 120 rpm po dobu 60 s. Pomocou nového protokolu bol dany obsah pévodne z 1 536 LDV
presunuty na MALDI dosku (priskrutkovanej kplastovej baze). Zmes bola ponechana
na vykrystalizovanie a po vyschnuti vlozena do hmotnostného spektrometra na zmeranie hodnoty

fosforylacie.

Stanovené hodnoty z merania fosforylacie boli vynesené do grafu, na zéklade ktorého bola zvolena
koncentréacia enzymu s 50% aktivitou, t.j. v hodnote 1,5 pg-ml. Pouzita koncentracia roztoku substratu

bola 0,12 mg-ml™.

Stanovenie mnozstva ATP bolo vykonané automatizovane, podobne ako predchéadzajuca reakcia.
Roztoky boli aplikované v rozmedzi koncentracii 0,72-96,90 umol-1"t. Postupnost’ krokov bola rovnaka

ako v predchéadzajucom pripade.

Na zaklade vysledkov bol opidtovne skonstruovany graf hodn6t, z ktorych bola zvolend koncentracia
ATP 44 umol 1% Pri stabilnej koncentracii substratu 0,12 mg-ml~ bolo opatovne premerané mnoZzstvo
aplikovaného enzymu MARK4 (vid’ Tabul’ka 3). Reakcia bola automatizovana pouzitim rovnakého
postupu ako v prvom pripade. Zhodnotenim vysledkov meranych v triplikatoch bola stanovena vysledna

aplikovana koncentracia MARK4 kindzy 2 ug-ml™.

Stanovenie zmeny fosforylacie vzhl'adom na vonkajSie faktory, t.j. pH a teplota, bolo vykonané

v skimavke ru¢nym pipetovanim.
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Pri optimalizacii pH boli pripravené pufre vrozmedzi 3,1-12,4 napipetované do oznacenych
mikroskimaviek v objeme 2,8 ul, do pufru bol pridany 1 pl peptidu s koncentraciou 0,13 mg-ml™.
K danym zlozkam bol pipetovany enzym v objeme 0,2 ul ana zaver 3,5yl ATP vo vyslednej
koncentrécii 44 umol-I"t. Reakéna zmes bola inkubovanéa po dobu 1 h pri RT. Po uplynuti inkubaéne;
doby bola k zmesi pridand matrica HCCA v objeme 7,5 pl. Na MALDI dosku bola v duplikatoch
napipetovana prislu§na zmes a ponechana na vykrastalizovanie. MALDI doska bola nasledne vlozena

do hmotnostného spektrometra pre zmeranie vyslednej fosforylacie.

Hodnotenie vplyvu teploty bolo vykonané obdobne ako optimalizécia pH. Reak¢éné zmesi boli
inkubované jednotlivo v réznych teplotnych podmienkach 1-60 °C. V pripade teploty bola reakéna
zmes s matricou napipetovana v triplikdtoch na MALDI dosku a ponechana na vykrystalizovanie.
Po vykrystalizovani bola vlozena do MALDI-TOF hmotnostného spektrometra, kde boli zmerané

intenzity jednotlivych pikov.

Pre stanovenie zmeny fosforylacie vzorky vplyvom inhibitora, kedy bola opétovne aplikovana
automatizovand metdda, bol inhibitor (staurosporin, MARK/PAR-1) nariedeny na prislusné
koncentracie v doske 1536 LDV vrozmedzi 0,6 nmol-1"2-50 umol-I? v pripade staurosporinu
i v pripade MARK/PAR-1 (vid’ Vysledky, Tabulka 6, 7). Doska bola centrifugovana pri zadanych
parametroch. Pomocou Multidropu bol do jednotlivych jamiek novej dosky 1 536 LDV napipetovany
pufor v objeme 1,5 pl. Podla predvoleného protokolu na Echo bol zo source plate s inhibitorom
preneseny objem 12,5 nl do jamiek destination plate s pufrom. Néasledne protokol prebiehal podobne
ako v predchadzajdcich krokoch optimalizcie pri stanovenych koncentracidch enzymu MARKA4
riedeného v pomere 1:3 na vyslednd koncentraciu 2 pg-ml?, substratu CHktid peptidu 0,12 mg-ml*
a ATP 44 pmol 1.

Meranie fosforylacie bolo uskutoénené pomocou hmotnostného spektrometra MALDI-TOF (Bruker)
spolu s poéitacovym softvérom flexControl (Bruker) spracovavajucim vysledky na zéklade vykonanej
analyzy. Fosforylacia peptidu bola merana v pozitivnom mdde, pri stanovenej metodike v rozmedzi
hmotnosti 2 660-2 820 Da. Pre rozbor premeny peptidu pésobenim enzymu sa porovnaval vysledny
fosforylovany a nefosforylovany pik CHKtid peptidu, pri¢om ukazovatel'om komparativnej hodnoty je
intenzita zmeraného piku. Vysledky boli zapisované do tabuliek v programe Microsoft Excel. Vynesené
grafy boli spracované v Statistickom programe Prism 6.0, do ktorého boli vloZzené data z pripravenych
tabuliek.

K vysledkom je zaradena i analyza charakteristickych parametrov jednotlivych inhibi¢nych molekul
skumanych pri selekcii lie¢iv vstupujucich do CNS cez hematoencefalitick( bariéru, ktord bola
vykonana pomocou volne dostupného internetového softvéru od Molinspiration Cheminformatics

Software.
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5. Vysledky

Experimentalna cast’ prace bola cielend na vyvoj metodiky pre detekciu aktivity enzymu MARK4
(vid’ Obrazok 7). Na jednotlivé kroky optimalizicie nadvdzovalo testovanie modelovych prikladov
inhibitorov (staurosporin, MARK/PAR-1) na CHKtid peptide. Vystupom analyzy bolo hmotnostné
spektrum, v ktorom porovnavanim pomeru fosforylovaného a nefosforylovaného piku CHKtid peptidu
danej molekulovej hmotnosti pomocou softvéru flexAnalysis (vid Obrazok 8) bola stanovena miera

aktivity daného enzymu.
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Obrazok 7: Hmotnostné spektrum s analyzovanou vzorkou CHKtid peptidu bez fosforylacie merané
na MALDI-TOF.
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Obrazok 8: Hmotnostné spektrum s analyzovanou vzorkou CHKtid peptidu s fosforylaciou pri navyseni

hmoty o 80 Da merané na MALDI-TOF

Stanovenie koncentracie MARK4 kinazy prebiehalo v sérii 2 krokov; v prvom kroku boli sledované

zmeny vplyvom stipajucej hodnoty MARKA4 pri stabilnych podmienkach substratu a ATP.
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Hodnota sledovanych koncentracii bola merana v rozmedzi od 0,36 ng'ml'-3,64 ug-ml™'. Najnizsia
pouzita hodnota nevykazovala ziadnu fosforylaciu. So stupajucou koncentraciou dosiahol enzym bod
ekvivalencie v bode koncentracie MARK4 kinazy rovnej 2 pg-ml! (vid Tabul'ka 1).

Tabul’ka 1: Fosforylacia CHKtid peptidu vzhl'adom na koncentraciu enzymu MARK4 kinaza.

Koncentracia MARK4 Fosforylacia [%]
[ng-ml"]
363 0,00
545 2,55
727 14,65
909 15,92
1 090 22,29
2 000 100,00
3636 75,80

Pri stipani nad 2 ug'-ml™' doslo k ustaleniu systému a fosforylacia nad tato hodnotu uZ nestipla.
Uvedené postupné zvySovanie fosforylacie CHKtidu je znazornené v spojnici trendov v grafickom
vyobrazeni vystupnych udajov z tabul’ky (vid’ Graf 1).
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Graf 1: Fosforylacia CHktid peptidu v zavislosti na zmene koncentracie enzymu.

Z grafu prvého merania (vid’ Graf 1) bola vyhodnotena ECsy ako oblast’ polovi¢nej aktivity enzymu,
teda 50%-nej ucinnosti MARK4 vzhladom k zvolenym podmienkam, Statisticky aplikovanej
pre zvolenie vhodnej hodnoty reaktivity enzymu. Podl'a nej bola zvolena koncentracia MARK4 kinazy
1.5 pg'ml™. S vybranou hodnotou bolo optimalizované mnozstvo pouzitého ATP, pricom zvolené

koncentrécie boli testované v rozmedzi 0,72-96,90 pmol-1-.

Koncentracia 0,72 umol-1 vykazovala nulovi fosforylaciu. Vyraznejsie stupanie (fosforylacia 24,4 %)

bolo zaznamenané az pri hodnote 12,11 umol-I™. V bode koncentracie 48,45 umol-1™! bolo mozné
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sledovat’ takmer 70%-n0 fosforylaciu. Oblast’ plnej aktivity enzymu bola pritomna pri koncentrécii

96,90 umol-1". Udaje st zhrnuté vo vystupnej tabulke tohto experimentu (vid’ Tabulka 2).

Tabul’ka 2: Fosforylacia CHKtid peptidu vzhl'adom k zmene koncentracie ATP.

Koncentracia

Fosforylacia [%6]

Priemerna

ATP [pmol-11] fosforylacia [%6] o0 [7°]
Meranie | Meranie 11 Meranie 111
0,72 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1,51 3,52 2,83 2,42 2,57 0,84
3,02 4,12 4,44 571 4,32 1,11
6,06 25,44 17,89 16,85 16,56 7,98
12,11 33,18 26,46 25,83 24,40 8,84
24,22 32,84 25,09 39,19 30,34 7,06
48,45 62,41 84,48 74,47 67,45 15,55
96,90 101,50 95,05 109,52 100,74 6,45

Podobne ako v predchadzajuicom pripade z vystupnych udajov ztabulky bol zostrojeny graf

so spojnicou trendov (vid Graf 2), na ktorej mozno demonstrovat’ stapajucu fosforylaciu, ktora

sa zastavila v bode s hodnotou 96,90 pmol-1"".
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Graf 2: Zmena fosforylacie substratu CHKtid peptidu vzhl'adom na koncentraciu ATP.

Z udajov v grafe bola vyhodnotena ECso, podla ktorej bolo nasledne mozné stanovit’ optimalizovant

koncentraciu ATP, 44 pmol-1"'.

V poslednom kroku bolo upravené mnozstvo pouzitého enzymu vzhl'adom na optimalizovana hodnotu

ATP. Pouzitim koncentracii rovnakych hodnét ako v predchadzajiicom pripade prvotnej optimalizacie

enzymu bolo mozné pozorovat’ odlisné spravanie MARK4 v podmienkach nizSieho mnoZstva pouzitého

ATP, kedy sa fosforylacia pri najnizSich hodnotach prejavila len minimalne v rozsahu 1-2 %. Hranicou,
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pri ktorej bolo mozné pozorovat vyraznejsiu fosforylaciu (8,62 %), je koncentracia 2,103 ug-ml™!

enzymu.

Hodnota, pri ktorej za pouzitia stanovenej koncentracie enzymu MARK4 kinaza dosiahol fosforylovany
peptid 84%-n0 aktivitu, bola 2,619 pg-ml!. Najvyssia fosforylacia bola pozorovana pri najvyssej
koncentracii 3,13 pg'ml!. VSetky hodnoty st podrobne zaznamenané vo vystupnej tabulke

(vid’ Tabulka 3).

Tabul’ka 3: Fosforylacia CHKtid peptidu enzymom MARK4 kinaza pri zoptimalizovanom ATP.

Koncentracia Fosforylacia [%6] Priemerna
enzymu . . . fosforylacia SD [%0]
[ng-ml ] Meranie | Meranie 11 Meranie 111 [%]
133,42 1,32 0,63 0,69 0,88 0,31
266,57 1,02 0,61 1,09 1,05 0,21
399,46 0,96 0,95 2,52 1,74 0,74
532,10 1,67 0,72 0,86 1,27 0,42
664,48 1,17 1,57 2,50 1,83 0,55
796,60 1,26 0,68 0,97 1,12 0,23
1 060,08 0,52 1,25 3,73 2,12 1,37
1322,53 0,95 4,12 1,24 1,10 1,43
1 583,98 2,51 2,47 3,30 2,90 0,38
1844,41 3,84 3,93 3,50 3,67 0,19
2 103,85 5,49 10,89 11,75 8,62 2,77
2 362,28 46,51 29,59 30,86 38,69 7,70
2 619,73 85,87 60,37 82,65 84,26 11,34
2 876,20 44,43 47,98 59,29 51,86 6,34
3131,68 99,85 98,52 85,00 92,42 6,71

Ilustrovanym vyjadrenim stapajucej hodnoty fosforylacie je spojnica trendov zobrazujiica vztah zmeny
koncentracie MARK4 kinazy a priebehu enzymatickej reakcie na danom substrate (CHKtid peptide)
(vid’ Graf 3). Z uvedenych grafickych udajov bola stanovena hodnota ECso, podl'a ktorej bola urcena

koncentracia enzymu MARK4 pre d’al$ie pouZitie, a to 2,5 pgml™'.
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Graf 3: Fosforylacia CHKtid peptidu v optimalizovanych podmienkach koncentracie ATP a MARK4.,

Pre optimalizaciu bolo d’alej nutné stanovit' podmienky prostredia (pH a teplota), ktoré maja vplyv na

spravne fungovanie enzymu MARK4 kinaza.

Pri stanovovani optimalneho pH vykazoval enzym najvyssiu aktivitu v hodnote pH 8,8. Nulovu aktivitu
MARKH4 kinazy bolo mozné pozorovat’ pri hrani¢nych hodnotach pH 3,1 a 12,4. V hodnote pH 7,5
(definovanej vyrobcom ako i pouzitej v danej metodike) dosiahla miera fosforylacie priemerne 88,29 %

so stanovenou odchylkou + 0,06 % (vid’ Tabul’ka 4).

TabulPka 4: Fosforylacia CHKtid peptidu vzhl'adom na rozdielne pH pouzitého pufru.

Fosforylacia [%] Priemerna
pH Meranie I Meranie 11 fosforylacia [%o] SD [%]
3,10 0,00 0,00 0,00 0,00
4,59 86,26 77,97 82,12 4,15
5,49 67,25 93,78 80,52 13,27
6,71 91,37 100 95,69 4,32
7,58 88,23 88,35 88,29 0,06
8,80 100,00 98,71 99,36 0,65
9,45 84,07 91,31 87,69 3,62
10,42 65,06 66,63 65,85 0,78
11,30 38,45 8,7 23,58 14,88
12,40 0,00 0,00 0,00 0,00

Krivka fosforylacie peptidu mala vzhI'adom na dosiahnuté hodnoty parabolicky priebeh pre jednotlivé

pufry o stipajucom pH (vid’ Graf 4).
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Graf 4: Zmena fosforylacie CHKtid peptidu vzh'adom na pH pufru

Vysledky stanovené pri testovani optimalnej teploty vykazovali najvyssiu aktivitu enzymu pri teplote

t=21 °C, ktora bola definovana i pre pouzitie v danej metodike (vid’ Tabul'ka 5). Nefosforylovany stav

CHKtid peptidu bol pozorovany v hranicnom teplotnom bode 60 °C. Najnizsa hodnota fosforylacie bola

dosiahnuta v teplotnom bode 1 °C.

Tabul’ka 5: Fosforylacia CHKtid peptidu v réznych teplotnych podmienkach.

Teplota [°C]

Fosforylacia [ %]

Priemerna fosforylacia SD [%)]

Meranie I Meranie I Meranie 111 [Yo]
1 6,19 6,33 5,44 5,99 0,48
4 19,21 28,44 23,40 23,68 4,62
7 43,63 36,63 37,57 39,28 3,80
21 92,63 88,35 99,03 93,34 5,38
25 95,49 85,18 98,71 93,13 7,07
37 100,00 100,00 100,00 100,00 0,00
45 66,20 86,05 83,25 78,50 10,74
60 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Pre dosiahnuté hodnoty bola stanovena krivka v tvare paraboly (vid’ Graf 5). Teplotny bod s po¢iato¢nou

nulovou fosforylaciou bol stanoveny pod hodnotu 1 °C, pri teplote nad 37 °C bol viditeI'ny postupny

pokles fosforylacie.
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Graf 5: Fosforylacia CHKtid peptidu vzhl'adom na teplotu prostredia.

K stanoveniu aktivity MARK4 a jej zmenam vplyvom pdsobenia jednotlivych podmienok prostredia
podl'a enzymatickej kinetiky patri i parameter reakénej rychlosti meniacej sa vzhladom na stupajucu

koncentraciu substratu, ktora bola testovana nasledne po vyssie uvedenej optimalizacii metodiky.

Vlozenim vstupnych tidajov do programu Prism pri zvoleni kinetiky podl'a Michaelisa—Mentenovej bolo
mozné zostavit’ graf, v ktorom spojnica bodov predstavuje saturacnt krivku sytenia enzymu substratom
v tvare sigmoidy (vid’ Graf 6) ako vyplyva zteoretického podkladu. Zo stapajicou hodnotou
koncentracie je mozné pozorovat zvySovanie reakénej rychlosti vplyvom vyssej reaktivity molekul
substratu CHKtid peptidu s MARK4 enzymom. Hodnota Ky stanovena z vypoctu programu Prism
je 92,58 pg'ml'.
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Graf 6: Satura¢na krivka zmeny reakénej rychlosti vplyvom sytenia enzymu CHKtid peptidom podl'a
Michaelisa-Mentenovej.
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Po optimalizacii a overeni platnosti podmienok v danom protokole podla vyssie stanovenych kritérii

bolo mozné dalej testovat’ aktivitu jednotlivych inhibitorov. V praci boli pouzité 2 inhibitory:

staurosporin a MARK/PAR-1.

Staurosporin (vid’ Obrazok 8) je inhibitor, ktory sa neSpecificky viaze na ATP-vdzobné miesto kinazy.

Z pouzitych rozmedzi koncentracii 0,6 nmol-1"2-50 umol-1"* bolo mozné pozorovat’ najprv 9%- ni

inhibiciu pri koncentracii 0,002 umol-I"t. So stlpajicou hodnotou staurosporinu sa postupne

priamoUmerne zvysovala inhibicia reakcie. Od bodu 0,63 umol-I™* pri postupnom zvySovani mnozstva

staurosporinu bolo zmeranych 100 % inhibicie reakcie. Smerodajna odchylka daného typu inhibicie

staurosporinom dosiahla pri najvyssom rozptyle 2,37 % s asymptotickym priblizovanim k hodnote 0

prihliadajic na vysledky, ktoré dosahovali od uvedenej koncentracie 1,25 umol-I"* hodnotu 100 %.

Stanovena hodnota polovice maximalnej inhibi¢nej konstanty ICso uréend pomocou programu Prism

bola 19,5 nmol-I1. Dané idaje mozno pozorovat’ spracované v tabul’ke (vid’ Tabulka 6).

Obrézok 8: Struktira staurosporinu.

Tabulka 6: Vplyv zmeny koncentracie staurosporinu na inhibiciu MARK4 kinazy.

Koncentracia

Inhibicia [%6]

Priemernd inhibicia

[umol-1-] Meranie |  Meranie Il Meranie 111 [%0] SD{%e]
0,0006 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,002 6,40 10,50 10,50 9,13 2,37

0,01 30,78 30,93 30,78 30,83 0,09
0,04 65,99 64,51 67,70 66,07 1,60
0,16 89,90 92,31 89,90 90,70 1,39
0,63 100,00 100,00 98,00 99,33 1,15
1,25 100,00 100,00 100,00 100,00 0,00
2,50 100,00 100,00 100,00 100,00 0,00
10,00 100,00 100,00 100,00 100,00 0,00
20,00 100,00 100,00 100,00 100,00 0,00
50,00 100,00 100,00 100,00 100,00 0,00
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Priebeh inhibicie mozno pozorovat’ v uvedenom grafe (vid’ Graf 7), kde je formou spojnice bodov

vyjadrené linedrne stipanie inhibicie reakcie, ktord postupne prechddza do formy priamky.

100+

Inhibicia [%0]
(o2}
<

-10 -8 -6 -4

Log koncentrécie [mol-171]

Graf 7: Inhibicia MARKA4 kinazy vzhl’adom k zmene koncentracie staurosporinu.

Spolu s nespecifickym inhibitorom staurosporinom bol zaroven testovany inhibitor oznaCeny ako
MARK/PAR-1 (vid Obrazok 9), ktorého vyssi potencidl spociva vjeho Specifickom pdsobeni
na MARK enzymy.

Ha CH;

c
\
0

Obrazok 9: MARK/PAR-1 inhibitor aktivity.

V uvedenom rozsahu pouzitych koncentracii 0,6 nmol-1'-50 umol-I"' moZno sledovat’ pomerne
linearny narast inhibicie. NajvysSia smerodajna odchylka + 12,99 % je pozorovatelna v bode
0,625 pumol-1"' v dosledku zjavnej nestirodosti v stanovenej inhibicii 75,44 % a 57,07 %. Rozptyl hodnot
mozno pozorovat vo viacerych pripadoch merani, priCom smerodajna odchylka u jednotlivych
vysledkov kolise od 2,51 % v pripade koncentracie 2 nmol-1"' aZ po najvysSiu spominanti hodnotu
12,99 % pri merani koncentracie 0,625 umol-1"'. Napriek uvedenym skuto¢nostiam mozno pozorovat
stupajuci trend inhibicie so zvySujicou sa koncentraciou, ktory dosahuje hodnotu > 70 % v bode
2,5 umol-I"!. Pozorované udaje s zhrnuté v niz$ie uvedenej tabulke (vid' Tabulka 7). V pripade

pouzitej latky MARK/PAR~-1 je z tvaru krivky stanovena ICso = 6,5 pmol-I"!.
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Tabulka 7: Vplyv pouzitych koncentracii MARK/PAR-1 na inhibiciu MARK4 kinazy.

Koncentracia

Inhibicia [%0]

Priemerna inhibicia

[umol-17] Meraniel  Meranie Il [%6] SD[%]
0,0006 0,00 0,00 0,00 0,00
0,001 11,12 0,95 6,04 7,19
0,002 29,08 32,63 30,86 2,51
0,005 24,15 39,38 31,77 10,77
0,010 39,52 - 39,52 -
0,039 58,15 49,16 53,66 6,36
0,156 43,82 60,35 52,09 11,69
0,625 57,07 75,44 66,26 12,99

1,25 62,44 71,59 67,02 6,47
2,50 75,39 71,68 73,54 2,62
10,00 65,41 77,25 71,33 8,37
20,00 78,3 - 78,30 -
50,00 83,3 - 83,30 -

Stpajtci trend inhibicie moZzno pozorovat’ i v grafickom vyjadreni zavislosti zmeny koncentracie

na percentudlnej inhibicii reakcie, ktora ma tvar krivky zacinajucej v oblasti 25%-nej inhibicie

s postupnym narastom az k 75 % (vid’ Graf 8).
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Graf 8: Inhibicia MARK4 kinazy vzhl'adom na koncentraciu MARK/PAR-1 inhibitora.

Z hladiska skumania kinetickych parametrov mozno sledovat’ vplyv inhibitora na zmenu reakénej

rychlosti porovnanim s reakciou bez inhibicie ako je uvedené i v grafe satura¢nej krivky sytenia enzymu

substratom (vid’ Graf 6). Vynesenim hodndt zmeny intenzity fosforylacie v ¢ase v jednotlivych

stanovenych bodoch koncentrécie pritomného substratu CHKtid peptidu (vid’ Graf 9) mozno sledovat’

uvedeny priebeh inhibicie a stanovit' jej druh na zdklade porovnania vysledného grafu s Gdajmi

spracovanymi v teoretickom podklade pre inhibi¢né reakcie. Z poskytnutych vysledkov mozno stanovit’
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typ inhibicie ako nekompetitivnej, ked’ze ani pouzitim nadbytku substratu nedoslo k zvySeniu Vmax, tym
padom molekula nekompetuje so substratom.
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Graf 9: Zmena reakénej rychlosti vplyvom aplikécie inhibitora.

Nakol’ko optimalizacia i samotné testovanie bolo vykonané na CHKtid peptide, ktory je univerzalnym
substratom pre kinazove assaye, pre overenie skuto¢nej platnosti na cielenom prvku terapie, tau proteine,
bola optimalizovana assay pouzita i na peptidoch R1-R4 z MT-binding domain tau proteinu. Priebeh

reakcie bol testovany vo vyssich €asovych odstupoch v porovnani sinkubaciou CHKtid peptidu
V rozmedzi 2-22 h.

Stupajuca fosforylacia bola pozorovana v pripade peptidu R1 a R3. Ich stipanie malo linearny charakter,
peptid R1 mal porovnatelne slabsiu fosforylaciu ako peptid R3. V pripade peptidu R1 bolo prvotné
meranie po 2 h mierne pod 10 %, nad tdto hodnotu stupla fosforylacia po 4,5 h. Najvyssie dosiahnuté
meranie bolo po 22 h 35 %. Peptid R3 vykazoval vyrazné stipanie fosforylacie pri 2 h nad 20 %.
Linedrnym stpanim bola postupne po 4 a 4,5 h dosiahnuta takmer 50%-na fosforylacia a po uplynuti
22 h bola prekro¢ena hodnota 70 %. Uvedené (daje mozno pozorovat V prilozenom grafe,

kde fosforyléacia v ¢asovom priebehu je vyjadrena v stipcovom prevedeni (vid’ Graf 10).
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Graf 10: Fosforylécia jednotlivych sekvencii (R1-R4) tau peptidov v ré6znych ¢asovych bodoch.

Na zaklade vykonanej optimalizacie a testovania modelovych inhibitorov bol nasledne na Ustave
molekularnej a translacnej mediciny vykonany skrining latok vychadzajuci z latky L1, ktorej Struktirny
zéklad mal potencial pre syntézu od nej odvodenych inhibitorov. V testovanom rozsahu koncentracii
dosiahla najvyssej inhibicie 65,87 % v bode 20 pmol-1"' so stanovenou smerodajnou odchylkou
+ 3,19 %. Inhibi¢na aktivita bola linearneho charakteru pohybujuc sa od 3,33 % pri druhej najnizse;j
koncentrécii 0,002 pmol-1"! aZ po najvy$siu uvedent koncentraciu 20 umol-1"! pri 65,87%-nej inhibicii.
Odchylky merani dosahovali 0,75-11,46 % v bodoch 2,5 pmol-1"' a 0,04 umol-I"" pre najnizsiu

a najvyssiu SD. Uvedené udaje mozno pozorovat’ v prilozenej tabul’ke (vid’ Tabulka 8).

Tabul’ka 8: Inhibicia aktivity MARK4 kinazy pdsobenim latky L1.

—
Koncentracia Inhibicia [%6] Priemerna inhibicia

1 Meranie Meranie Meranie SD [%]
[umol-I7] | I 1 [%]
0,0006 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,002 -5,00 10,00 5,00 3,33 7,64
0,01 20,82 12,00 22,12 18,31 5,51
0,04 25,00 4,59 23,83 17,81 11,46
0,16 24,14 21,39 22,70 22,74 1,38
0,63 29,55 32,46 30,50 30,84 1,48
1,25 32,86 33,30 29,00 31,72 2,37
2,50 33,00 34,30 33,00 33,43 0,75
10,00 30,14 39,20 38,00 35,78 4,92
20,00 62,46 66,38 68,77 65,87 3,19

Vystupné tdaje z tabul’ky boli spracované v programe Prism 6.0 ako dose—response inhibi¢ny vztah,
na zaklade ktorého bol zostrojeny graf zavislosti percentualnej zmeny inhibicie vzhladom

na koncentraciu pouzitej latky L1 (vid’ Graf 11). Z udajov bola vyhodnotena ICso= 13,38 pmol-1"".
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Graf 11: Inhibicia MARK4 inhibitorom L1.

Pouzitim volne dostupného softvéru Molinspiration Cheminformatics Software boli zanalyzované
vlastnosti jednotlivych molektl pouzitych v inhibiénych reakciach (staurosporin, MARK/PAR-1)
vratane latky L1 a od nej odvodenej latky TD1 zvolenej z merani na Ustave molekularnej a transla¢nej
mediciny aplikovanej pri charakterizacii a vybere potencialnych lie¢iv ako stcast’ tzv. drug design.

K uvedenym analyzam bolo priradené i lie¢ivo donepezil farmaceuticky schvalené pre lie¢bu AD.

Pri stanovovani su do Uvahy vzaté programom vypocitané vlastnosti: molarna hmotnost’ v rozsahu
hodndt 379,5 Da u donepezilu az po 473,51 Da u TD1; ciastkovy koeficient logP sa pohybuje
v rozmedzi 0,62-4,10 pre uvedené molekuly L1 az donepezil; PSA predstavujlica stcéet vsetkych
polarnych atémov pritomnych na povrchu molekuly je v $kale od 38,78 A u donepezilu po 136,18 A
ulLl. Molarny objem Vm ako parameter prihliadajaci naschopnost prechodu molekul
cez hematoencefalitickGi bariéru méa rozsah 340-410 A® s najnizSou hodnotou u Ll a najvyssou
u staurosporinu. Hodnoty nON a nOHNH predstavujice parametre donorov (nON), resp. akceptorov
(nOHNH) vodikovych vézieb v danom systéme maju nizke ¢iselné hodnoty radovo do desiatky; nON
pocty sa pohybuji vV najvyssej hodnote 10 pre latku L1 a najnizSej rovnej 4 pre uvedeny donepezil.
NOHNH boli analyzované pre prislusné molekuly v rozsahu 0-3. Vsetky ¢iselné udaje mozno sledovat

v prehl’adnej tabul’ke uvedenej nizsie (vid’ Tabul'ka 9).

TabulPka 9: Vybrané parametre charakteristiky inhibi¢nych molekil MARK4 a lie¢iva AD donepezilu
pre drug design.

staurosporin  MARK/PAR-1 L1 TD1 donepezil

LogP 3,88 3,43 062 3,9 4,10
PSA[A] 69,46 73,23 136,18 11378 38,78
Mr[Da] 466,54 395,48 44537 47351 3795
Vi [A?] 410,25 352,04 341,33 387,06 367,89
nON 7,00 6,00 10,00 8,00 4,00
NOHNH 2,00 1,00 300 3,00 0,00
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6. Diskusia

Vysledkom tejto prace st data z optimalizacie fosforylacnej reakcie enzymu MARK4 kinazy reagujtcej
s CHKtid peptidom. Metodika bola testovand i na jednotlivych peptidoch (R1-R4) prislusnej sekvencie
danej Casti l'udského tau proteinu pritomného v axénoch neurénov, ktoré su vplyvom hyperfosforylacie
povazované za jednu z pric¢in vzniku neurodegenerativneho ochorenia ako je Alzheimerova choroba
(Goedert et al., 1988; Chin et al., 2000). V praci je d’alej definovana a experimentalne preukazana
optimalna teplota a pH prostredia pre MARK4, ako hlavné faktory vplyvajiuce na priebeh vsetkych
enzymatickych reakcii (Campbell a Farrell 2012; Robinson 2015) a testovanie inhibitorov ako

potencialnych lieCiv ochorenia Alzheimerova choroba.

6.1 Aplikacia hmotnostnej spektrometrie MALDI-TOF v porovnani s inymi dostupnymi
metddami pre enzymatické assaye

Charakterizécia prace z hl'adiska porovnania s obdobnymi vyskumami zaoberajlicimi sa enzymatickou
aktivitou avplyvom enzymov nardzne pochody, kde pouzitd metodika je zalozena
na spektrofotometrickych (Simons a Gibson, 1999; Vermeirssen et al., 2002; Hammond et al., 2010),
prip. fluorescencnych analyzach (Browning, 1972; He et al., 1994; Gubareva et al., 2002;), prindsa

vzhl'adom k pouzitej hmotnostnej spektrometrii iny pohl'ad na spracovanie.

Enzymaticka aktvita je pri spektrofotometrickych meraniach ur¢ena ako vplyv zmeny absorbancie
ziarenia vzhladom na poskytnutie detekovatelnej zluceniny produktom. Takouto zla¢eninou
je prevazne redukovatelné NAD(P)', resp. oxidovatelné NAD(P)H (Illingworth, 1985). Nakolko
vacsina enzymov prirodzene nevykazuje optické vlastnosti a najma ich zmenu, prechod redoxného stavu

zli€eniny je vyvolany reakciou s pomocnymi enzymami.

Pre optimalny priebeh reakcie je nutné zabezpecit, aby zmena aktivity skimaného enzymu nestvisela
priamo s mnozstvom aplikovanych pomocnych enzymov, resp. aby za danych podmienok obsah
pomocnych enzymov reakénej zmesi zodpovedal mnozstvu pritomného sledovaného enzymu
(Kruger, 1995). Dalej je potrebné prihliadnut’ na fakt, 7e pomocné enzymy si &asto citlivé na vplyv
kontaminantov spdsobujucich skresl'ovanie reakcii a vyvodzovanie chybnych vysledkov. Kontaminanty
nebyvaju prirodzene sucastou len jedného prvku enzymatickej reakcie, ale mozu sa nachadzat
vo viacerych jej komponentoch a i v malych mnoZzstvach (Rowntree a Kruger, 1992) vyvolat’ odlisna

odpoved..

Fluorescencna spektroskopia je vysoko citlivd a selektivna metdda vyuzivajuca schopnost’ latky
aplikiciou svetelného lica istej vinovej dizky emitovat’ Ziarenie. Vo vécsine pripadov latky nie st
schopné sami ziarenie emitovat, neobsahuju fluorofor, preto je ktakymto zlu€eninam pridany
(Lakowicz, 2006). Najvdcsou nevyhodou fluorescenénych merani je podliehanie efektu

photobleachingu, ku ktorému dochadza v dosledku destrukcie samotného fluoroforu (Waters, 2013).
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Jednak moéze byt vyvolana posobiacim pulzom ziarenia pri viacnasobnom merani, ale i vplyvom
svetelnych lacov pri prenose, resp. inkubdcii zmesi. Stanovenie absorbancie, rovnako ako i vyziarené¢ho
kvanta je vel'mi tizko spété s prostredim, v ktorom sa dan4 zmes s fluoroforom nachadza. Citlivo reaguje
na zmeny pH a teploty, prip. koncentraciu niektorych ionov v roztoku a vzhl'adom na ne dochadza

k odlignostiam (resp. skresleniam) pri stanoveni emisnej vinovej dizky (Gaigalas et al., 2001).

V praxi najméd v minulosti aplikovanou metdédou boli enzymom katalyzované reakcie uvoltujiuce
radioaktivny prvok. Klucovym detegovanym prvkom bola zmena intenzity radioaktivity
(Winteringham a Disney, 1962; Dixit a Cuestas, 1973; Bourguet ef al., 2003). Vyraznym problémom
tejto metodiky je dostupnost’ radioaktivne znacenych susbtratov reakcie, avSak z hladiska bezpecnosti
najméd zvySovanie intenzity radioaktivity a nakladanie s tymito latkami, ktoré nie st prirodzene
degradabilné vo vol'nom prostredi. V sGi¢asnosti je tito metdoda s upravami aplikovand napriklad
pre stanovenie aktivity enzymov klu¢ovych v procesoch suvisiacich s tyroidnymi horménmi

(Pavelka, 2010).

V porovnani s uvedenymi metédami je hmotnostna spektrometria technikou nevyzadujicou znacenie,
radioaktivne ¢i fluorescencné prvky, ani pomocné enzymy, ktoré by sposobovali kolorimetrické zmeny.
Taktiez umoznuje aplikaciu mensSicho mnoZstva reagencii pri zachovani kvality vysledkov
(Northrop a Simpson, 1997). Prednost’ou naprie¢ metédami je taktiez chemicka stabilita aplikovanych
spotov, ktora priuchovani v beznych laboratornych podmienkach umoziluje meranie is va¢S§im

¢asovym odstupom na rozdiel od spektrofotometrickych metod, kde je meranie nutné vykonat’ ihned’.

Velkou vyhodou MALDI-TOF je vysoka citlivost’ detekcie a rychlost” analyzy. Je charakteristicka
znac¢nou odolnostou vzhl'adom na pritomnost’ soli a rozlicnych pufrov ¢i pripadnych kontaminantov
reakcie (Kang et al., 2000). Je nutné podotknut’, Ze MALDI-TOF je spéjand s nizSou robustnostou,
nakol'ko pri kryStalizacii matrice dochadza k nerovnomernému rozptylu vzorky, atak k znizeniu
reprodukovatelnosti  tdajov  vramci  analyzovanych  spotov  (Liesener a Karst,  2005;

Bouschen a Spengler, 2007).

Tento problém mozno riesit’ optimalizaciou protokolu, najméd vzhladom na pouzity typ matrice,
jej pomerom k aplikovanému analytu, rozlicnymi aplikaciami matrice a vzorky na MALDI dosku
zohl'adiiujucimi rychlost’ uschnutia napr. pouzitim fast evaporation metdédy (Vorm et al., 1994)
¢i pouzitého rozpustadla potencialne interferujuceho pri precipitacii polymérov (Yalcin et al., 1998),
ktoré mozu vyrazne znizit nehomogenitu distribucie analyzovanych latok. Spolu s pouzitymi
Standardmi  mozno MALDI-TOF aplikovat’ naenzymatické assaye sdobrou mierou

reprodukovatel'nosti (Tang et al., 2002).
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6.2 Optimalizacia metodiky

Vyber a aplikacia danej MARK bola uskuto¢nend na ziklade vyskumu zameraného na identifikaciu
enzymu fosforylujuceho Ser?® tau proteinu (Drewes et al., 1997), ktory potvrdil hlavny podiel MARK
na regulécii interakcie medzi proteinmi skupiny tau a mikrotubulmi v axénoch. Zo 4 znamych izoforiem
zvolena MARK4  vykazovala v imunohistochemickych analyzach najvy$S§iu  expresiu
v granulovakuolarnych degeneranych telieskach akumulovanych v mozgu pacientov s AD
(Lund et al., 2014). Pri analyze vplyvu enzymu MARK4 na jednotlivé miesta tau proteinu sme dokézali,
7e v ramci MT-binding domain nielen oblast’ R1 so Ser’** potvrdena $védskou vyskumnou skupinou
Lund et al. (Lund et al., 2014), ale i oblast R3 v mieste so Ser*?* je schopna fosforylacie jeho pdsobenim

a tym zmene aktivity.

Pri laboratornom testovani dochadza k vzniku odchyl'ok od merani, a tym chybovosti pri interpretacii
dat spdsobenej nepresnostami vyvolanymi Tudskou chybou ale i pristrojovymi obmedzeniami.
Vzhl'adom na obrovské mnozstvo vzoriek, ktoré je v sucasnosti spracovavané, vznikol velky tlak
na automatizaciu assaye, ktora dokaze signifikantne zredukovat’ chybovost’ spdsobent1 vo vysokej miere
ruénym pipetovanim, ale i cCas, zaktory je mozné ziskat vysledky prace (Jemal et al, 1999;
Christler et al., 2020). V pripade enzymatickych assayi hra ¢as kI'ai¢ovy ulohu vzhl'adom na pripravu

a zmieSanie potrebnych zloziek reak¢nej zmesi.

V systéme bolo pre vyssiu preciznost’ ¢i reprodukovatelnost’ zodpovedajice zakladnym podmienkam
validacie nutné najst’ spdsob efektivnej semi—automatizacie protokolu. Potreba automatizacie je
znasobend malymi objemami zloziek reak¢nej zmesi, ktoré¢ st charakteristické pre enzymatické assaye.
V nasom pripade bola automatizicia zabezpecena vyuzitim Multidrop déavkovaca pri stabilnych
objemoch jednotlivych reagens a Echo ultrazvukového prenaSaca pre malé objemy vyuzitého

pri aplikécii enzymu radovo uz v desiatkach nanolitrov.

Vzhl'adom na lokalizaciu enzymu viazanu na l'udské telo, kde st podmienky prostredia zabezpecujuce
homeostazu fixne dané, bolo pri optimalizécii aplikované pH reak¢nej zmesi 7,5. Na zaklade analyzy
spravania enzymu v roznych podmienkach pH je MARK4 obdobne reagujica v rozptyle hodnot
pH 6,5-8,5. Nakolko fyziologické pH je pri podmienkach prostredia 'udského mozgu regulované

v rozmedzi pH okolo 7,0 (Brooks ef al. 2016); stanovena hodnota je smerodajnou pre d’al§i vyskum.

V porovnani s fyziologickou hodnotou telesnej teploty ¢loveka, 37 °C, je teplota prostredia, v ktorej
bola reakéna zmes inkubovana, predstavujtica izbovu teplotu, 21 °C, pomerne rozdielna. Z vyslednych
ukazovatel'ov analyzy vplyvu teploty prostredia na schopnost’ fosforylacie enzymu (vid’ Tabulka 5)
vyplyva, ze v teplotnych bodoch 21-37 °C je efektivita posobenia MARK4 obdobna, ateda praca
pri podmienkach izbovej teploty nenartiSa vysledna aktivitu enzymu. Pre dani pracu bolo pouzitie

izbovej teploty kli¢ové, nakolko velmi malé aplikované objemy (radovo v pl) pri zachovani dizky

39



inkubacie podlichaji vyparovaniu a vysledky by za danych okolnosti boli vyrazne skreslené,

prip. nedetegovatel'né z dovodu tplného odparenia inkubovanej zmesi.
6.3 Testovanie inhibitorov a screening latok

Ztroch znamych procesov inhibicie aktivity proteinkindz—pseudosubstratovy mechanizmus
(Knighton et al., 1992), adenin mimeticky mechanizmus (Russo et al., 1996) a mechanizmus inaktivacie
pouzitim oblasti inych ako aktiva¢né miesto (Roussel et al., 1991; Xu et al., 1997), si MARK enzymy
charakteristické vyuzitim adenin mimetického mechanizmu. Vyplyva to z ich zaradenia do funk¢nej
skupiny CAMK a podskupiny AMPK-related enzymov (Manning, 2002). Adenin mimeticky
mechanizmus vyuziva peptidovej molekuly $truktarne podobnej heterocyklu ATP. T4 sa viaze pomocou
hydrofébnych vézieb do ATP-vdzobného miesta enzymu v jeho katalytickej doméne a efektivne
konkuruje samotnému ATP.

Hoci sG nizkomolekularne latky z hl'adiska priestupnosti hematoencefalickou bariérou
podl’a stanovenych parametrov uvadzanych Lipinskim et al. (Lipinski et al., 1997) vel'mi vhodnymi
kandidatmi pre testovanie ako potencialne inhibitory enzymatickej aktivity, itu sa stretdvame
s viacerymi kompliké&ciami. Jedny sG zamerané priamo na savis s priestupnostou do mozgu, druhé

sa zaoberaju Struktirou a S fiou spojenymi prekazkami.

Nakol’ko je CNS najkomplexnejSou stistavou F'udského tela vymedzenou délezitou Struktarou v podobe
hematoencefalitickej bariéry, len zhruba 2% lieCiv je schopnych dant bariéru prekonat
(Pardridge, 2002). Determinacia charakteru a Struktury je preto v tomto pripade kli¢ova a v stcasnosti
pozostdva z komplexu analyz zvanych multiparametrova optimalizacia (MPO-skore). V bezne
aplikovanych analyzach ako st Lipinskeho pravidla 5 (Lipinski et al., 1997) &i Zlaty trojuholnik
(Johnson et al., 2009) uplatiovanych pre ordlne podavané nizkomolekularne latky sG presne
zadefinované ,.cut— off hodnoty, v ramci ktorych plati rovnocennost’ vietkych molekul spinajucich
tieto podmienky. V porovnani s nimi je analyza MPO-skore tzv. makkou (soft) analyzou pozerajicou
na uvedenl latku z komplexnejsicho hladiska, t.j. ak dana latka nespiia striktne 1 z uvedenych

parametrov, za dany parameter dostava nizsie skore, no z testovania vyluc¢ena nie je.

Hoci nemozno popriet fakt, Ze vacsina nizkomolekularnych latok $pecificky posobiacich v CNS spiiia
kritérid pre Lipinskeho pravidla a Zlaty trojuholnik, makka analyza MPO-skére umoziuje iny pohl'ad
na data pri vyskumoch CNS lieciv, ktoré su vo vyvoji, a ponukaja sl'ubné vysledky hoci st na hranici

,,cut—off hodnot beznych analyz (Stremgaard et al., 2017).

Rozsiahla skupina proteinkindz, do ktorej zaradujeme MARK4, je charakteristicka zna¢nou
homologiou v katalytickej doméne. Pre stidium charakteru spravania tychto druhov enzymov

je vo vSeobecnosti  privetiva, ale pri hl'adani selektivnych inhibitorov predstavuje problém
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avysporiadanie sa siou je viazané naporovnavanie potencidlnej aktivity skimaného lieCiva
s viacerymi navzajom interagujucimi enzymami. Kuvedenému je potrebné zohladnit' i fakt,
7e z hl'adiska teorie enzymatickej kinetiky mozno kompetitivny inhibitor vytesnit’ z reakcie pridanim
nadmerného mnozstva aplikovaného substratu. Ak za substrdt budeme povazovat ATP, potom
jeho vyssi podiel v organizme méze vyvolat’ znizent aktivitu nizkomolekularneho ATP-kompetitivneho
inhibitora. Preto je nutné pri testovani aktivity zvazit uvedent problematiku a hl'adat’ latky schopné

pdsobenia i v uvedenom pripade.

Zo zndmych inhibitorov MARK4 bol testovany modelovy staurosporine. Tento alkaloid predstavuje
vysoko aktivnu molekulu potlacajucu aktivitu viacerych druhov tyrozinkinaz (Nakano et al., 1987)
i serin/treoninkindz (Tamaoki et al., 1986; Gadbois et al., 1992). Jedna sa 0 G¢inny, no nespecificky
inhibitor, ktory bol rézne chemicky upravovany pre zvysenie $pecifity pri testovani. 1zolované derivaty
boli skimané pre rdzne proteinkindzové izoformy, ich aktivita sa menila vzhl'adom k pouZitému typu
enzymu, mala zvyc¢ajne stupajucu tendenciu, avSak Ziadny nevykazoval zhodné vysledky pre viaceré
izoformy (Meyer et al., 1989;Takahashi et al., 1990; Mizuno et al., 1993; Zhou et al., 2019).

Pri experimentalnom testovani staurosporinu bola potvrdend jeho vysoka aktivita uZ pri nizkych
koncentraciach, s ICso rovnych 0,02 pmol-1-, ktora poukazuje na vybornti vyuzitel'nost  a Gi¢innost’ tohto
modelového inhibitora. Nakol'ko vSak testovanie v in vitro podmienkach neberie do avahy dalSie
enzymy z proteinkinazovej skupiny interagujtce so $truktarou tau proteinu (cdk, GSK3,...), nie je mozné
uvedeny inhibitor aplikovat' v d’alSich experimentoch ako lie¢ivo ajeho Uloha, ako uZz z vysSie

uvedeného vyplyva, spociva skor v kontrole mechanizmu fungovania assaye.

Specificky reagujucich inhibitorov, ktoré by potencialne reagovali senzymami MARK existuje
niekol’ko. V praci bol testovany inhibitor aktivity MARK/PAR-1, ktory nesie nazov podla skupiny
MARK enzymov, s ktorymi interaguje. Objaveny bol nazaklade S$tadie od Timm et al.
(Timmetal., 2011), ktori sa zamerali natakmer 18000 latok navrhnutych v spolupréci
s Leibniz institGtom pre molekularnu farmakologiu a podl'a zadanych kritérii $pecifity a nizkej hodnoty
ICso vybrali 12 latok ako ATP-kompetitivnych inhibitorov $pecificky reagujiicich s MARK kinazami.
Medzi nimi sa s oznacenim 39621 nachadzal i MARK/PAR-1 inhibitor aktivity. Tato $tadia vSak
vyuzila ako cielovy enzym inu izoformu MARK, MARK2. V porovnani s nami testovanou MARK4
vykazuje pomerne dobr( aktivitu (vid’ Tabul'ka 7). Zaroven je nutné zdoraznit’ jej Specifitu v porovnani
s predchadzajucim alkaloidom, ¢o je pre jej pouzitie kIa¢ové. Uvedené vysledky sice vykazuju rozptyl
hodndt potencialne spdsobeny nehomogenitou krystalov zmesi na MALDI doske ako je uvedené vyssie,
avSak opakovanim experimentu by sa uvedené rozdiely mohli vyrazne zredukovat’. V prospech aktivity
tejto latky na MARK4 je stanovena hodnota ICso = 0,29 pmol-1"! (vid’ Vysledky).
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Optimalizovana assay spolu s testovanim potencidlnych inhibitorov bola vyuzitd d’alej ako stcast
projektu na Ustave molekularnej a translaénej mediciny, kde na zaklade skriningu po¢itagovo vopred
navrhnutych  zlG¢enin  so Specifickymi  vlastnostami  presne  zadefinovanymi  pre prechod
hematoencefalitickou bariérou a cielenou reaktivitou s MARK4 v mozgu umoznila navrhnutie

a prechod do testovania na bunkovych systémoch niekol’kym nizkomolekularnym latkam.

Skrining bol navrhnuty podla vSeobecne uplatiovanych pravidiel podobne ako v §tadii Timma et al.
Na zaklade pocitatového profilovania bolo skonStruovanych 1 221 potencidlnych inhibitorov

podra testovaného modelu latky L1 (vid’ Tabul’ka 8) spinajucej vietky kritéria pre aplikaciu.

Z vystupu parametrov stanovenych pomocou softvéru Molinspiration Cheminformatics Software
mozno posudit’ jednotlivé hodnoty (vid’ Tabul'ka 9) z hl'adiska Lipinskeho pravidiel 5 pre sledovanu
latku L1 i testované inhibitory staurosporin, MARK/PAR-1 inhibitor aktivity v porovnani s dostupnym
lie¢ivom donepezilom cielenym na inG drahu vzniku a prejavu AD. Prahovu hodnotu 500 Da molarnej
hmotnosti neprekroCila ziadna zuvedenych molekul. Najvy$§iu hmotnost ma vtomto pripade
staurosporin, ktory vsak pri 466,54 Da stile spiiia uvedenu poziadavku, L1 ma blizku hodnotu
445,37 Da. Ciastkovy octanol-voda koeficient logP, ktory v kladnych hodnotach nesmie presiahnut’

cut—off rovné 5, je parameter splneny vSetkymi 4 molekulami.

Podl’a stadie Hansch et al. (Hansch et al., 1968) pre analyzu spravania hypnotik vzhl'adom k lipofilite
molekl bolo determinované ideélne logP pre molekuly vstupujlce do CNS v oblasti < 2. Standardny
parameter podl'a Lipinskeho platny skor pre oralne podavané molekuly spiiiaju vietky molekuly,
najbliz§i je MARK/PAR-1 inhibitor aktivity slogP =3,43 viac neZz 1,7x prevySujici uvedent
,cut—off*=2.  Zhladiska atomov predstavujdcich donory aakceptory vodikovych vazieb
su oba parametre splnené, t.j. neprekracuju stanovent ,,cut—off 10 akceptorov vodikovych vizieb
pri najvyssej hodnote v maximalnej povolenej hranici 10 u L1 a za fiou v tesnom zastUpeni 7 akceptorov
u staurosporinu a 6 u MARK/PAR-1. Povolenych donorov vézieb by malo byt <5; v uvedenych

systémoch sa vyskytuju i v ,,0-pocetnom* zastpeni (donepezil).

Z hl'adiska Lipinskeho pravidiel 5 su parametre splnené, latky st vhodné k drug design, hoci optiméalny
logP koeficient nepresahujici odporacant hranicu 2 je pritomny len u L1. Tento parameter je vSak
vhodnym indikatorom potencialnej uspeSnosti takto navrhnutej molekuly, iked vzhl'adom
k uvedenému koeficientu je nutné konstatovat,, Ze najvy$Sia hodnota logP = 4,1 sa vyskytuje prave
u latky donepezil, ktora je v sucasnosti farmaceuticky schvalena a i napriek uvedenej nezodpovedajucej

miere prisnejSieho kritéria logP < 2 sa vyuZiva pri liecbe AD.
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Testovand inhibicia MARK4 kindzy molekulou L1 bola porovnavand s vysledkami experimentalnych
stadii spolo¢nosti Carna Biosciences, Inc. V stanovenej koncentracii 20 umol-1"! bola vyhodnotena
71,9%-n4 inhbicia MARK4 kinadzy. Vysledok stanoveny nami optimalizovanou metodikou predstavoval
65,87 % so smerodajnou odchylkou +3,19% vrovnakom bode koncentracie 20 umol-1™!
pri ICso = 13,38 pmol-I" . Uvedené udaje sliziace ako externa kontrola kvality vystupu poukazuju
na spravnost’ aplikovanej metodiky, a teda spesnost’ optimalizacie protokolu pouzitého pre stadie

inhibitorov enzymu MARK4.

Zuzenie vyberu povodnych 1221 zvolenych latok prebiehalo na UMTM v sérii 2 nadvézujlcich
skriningov. Primarnym skriningom, pri ktorom bola pri stabilnej koncentracii 10 mmol-1* sledovana
inhibicia reakcie bolo vylacenych 63 % latok. Z vybranych 37 % bolo v sekundarnom skriningu
sledované kritérium hodnoty ICso, pri ktorom vsetky latky pod hranicou 1 umol-1"? postipili do d’alse;
fazy testovania. Celkovo bolo z povodného poétu testovanych potencialnych inhibitorov zvolené 1 %

latok ako potencialne zaujimavych pre d’alSie studie.

Z nich zvolend latka TD1 odvodena od L1 vykazuje vel'mi dobru aktivitu, v jej prospech je i stanovena
hodnota ICso rovnych 0,32 umol-I"1. V porovnani s ICs latky L1, vykazuje niekol’konasobny pokles,
¢oje klu¢ové pre jej aplikaciu ako buduceho lieGiva. Pri drug design analyze v porovnani sL1
(vid’ Tabul’ka 9) vykazuje podobné vlastnosti vo vSetkych stanovenych parametroch. Hodnota logP v jej
pripade vSak stipla viac nez 6,3x na hodnotu 3,96. K poklesu hodnét doslo v pripade polarity
¢i akceptorov vodikovych vézieb z pdvodnych 10 u L1 na 8. Hoci doslo v porovnani s L1 k mensim
zmenam, vo vysledku analyzované parametre uoboch latok, teda L1 ivyslednej TD1, spinaju
podmienky platné pre Lipinskeho pravidla 5. Otazna je zmena funkcie vzhl'adom k vys$Sej hodnote logP

presahujucej odporuéant hranicu 2 a jej nésledné spravanie pri samotnej interakcii s membranami.
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7. Zaver

MALDI-TOF hmotnostna spektrometria je v stucasnej dobe aplikovanym nastrojom pre stanovenie
aktivity réznych druhov enzymov. Nakolko je tGto techniku mozné semi-automatizovat’, stala

sa dostupnym prostriedkom pre HTS analyzy potencialnych lieciv.

V uvedenej bakalarske praci bola tato mikka ioniza¢na technika vyuzita pre optimalizaciu protokolu
stanovujuceho enzymatickd aktivitu MARK4 zodpovednej za hyperfosforylaciu kl'a¢ovych oblasti
tau proteinu v axénoch neurénov popisanych ako jeden zprvych priznakov vzniku

neurodegenerativneho ochorenia Alzheimerova choroba.

S vystupnymi hodnotami 0,12 mg-ml* substratu CHktid peptidu, 2 pug-ml? enzymu MARK4
a 44 umol-1"t ATP pre semi—automatizovany protokol bolo mozné d’alej pracovat’. V rdmci testovania
aktivity boli overované i podmienky vplyvajlce na pdsobenie enzymu. Zvolené vystupné hodnoty,
pri ktorych reakcia prebieha dobre, st 7,5 pH a izbova teplota. Okrem univerzéalneho substratu CHKktid
peptidu boli testované i skutoéné peptidy vyskytujice sa v MT-binding domain tau proteinu, R1-R4,
kedy pri danych reakénych podmienkach bola analyzovana fosforylacia R1 a R3 peptidu oznaéené

koncovymi aminokyselinami Ser?6? a Ser?,

Aplikacii metodiky pre dalsi vyskum venovany cielenému hladaniu potencialnych inhibitorov
predchadzalo testovanie na modelovych inhibitoroch, staurosporin a MARK/PAR-1. Z uvedenych latok
lepsie reagoval staurosporin, ktory vsak v dosledku nizkej Specifity reakcie, respektive ko—reakcie
S viacerymi cielovymi enzymami pre tau protein, je vhodny len ako nespecificky modelovy priklad
pozitivnej kontroly reakcie. Testovany $pecificky reagujici MARK/PAR-1 inhibitor aktivity vyzaduje
eSte d’alSie merania, avSak aj jeho aktivita bola overena ako funkéna vzhladom k pouzitym datam
z optimalizovanej metodiky. Ziskané Udaje z experimentalneho testovania potvrdzuji uspesnost

implementacie metodiky pre skrining potencialnych inhibitorov.

Uvedena analyza v ramci projektu vyskumu lie¢iv Alzheimerovej choroby na Ustave molekulérnej
atranslaénej mediciny nazaklade vystupnych (dajov z optimalizacie pokracovala dalej
a zo skonstruovanych lie¢iv podl'a po¢itacového navrhu odvodeného od zvolenej latky L1 bolo vybrané
1 % substancii vhodnych k d’alsim klinickym testom, medzi nimi i latka TD1 vykazujlca vlastnosti

vhodné pre prechod cez hematoencefalitickd bariéru.

44



8. Literatira

Abbott, A., Dolgin, E. (2016): Failed Alzheimer’s trial does not kill leading theory of disease. Nature,
vol. 540 (issue 7631), 15-16.

Abrahao, A., Meng, Y., Llinas, M., Huang, Y., Hamani, C., Mainprize, T., Aubert, I., Heyn, C., Black,
S., Hynynen, K., Lipsman, N., Zinman, L. (2019): First-in-human trial of blood—brain barrier opening
in amyotrophic lateral sclerosis using MR-guided focused ultrasound. Nature Communications, vol. 10
(issue 1).

Alberts, B. (2005): Uvod do molekularni biologie buiiky In Zaklady bunééné biologie: (2nd edition).
Espero, Usti nad Labem.

Alzforum.  NIC5-15.  (2019): [online] [navStivené  16. 12,  2019].  Dostupné
z https://www.alzforum.org/therapeutics/nic5-15

Alzheimer, A. (1907): Uber eine eigenartige Erkrankung der Hirnrinde. Allgemeine Zeitschrift
fur Psychiatrie und psychish-Gerichtliche Medizin, vol. 64, 146-148.

Arispe, N., Pollard, H., Rojas, E. (1993): Giant multilevel cation channels formed by Alzheimer disease
amyloid beta-protein [A beta P-(1-40)] in bilayer membranes. Proceedings of the National Academy
of Sciences, vol. 90 (issue 22), 10573-10577.

Beavis, R., Chait, B., Fales, H. (1989): Cinnamic acid derivatives as matrices for ultraviolet laser
desorption mass spectrometry of proteins. Rapid Communications in Mass Spectrometry, vol. 3
(issue 12), 432-435.

Berg, J. M., Tymoczko, J. L., Stryer, L. (2002): Biochemistry (5th edition). W. H. Freeman, New York.

Berkowitz, S., J. Houde, D. (2015): The Complexity of Protein Structure and the Challenges it Poses in
Developing Biopharmaceuticals. In Biophysical Characterization of Proteins in Developing
Biopharmaceuticals, pp. 1-21. Elsevier, Amsterdam, New York.

Biernat, J., Gustke, N., Drewes, G., Mandelkow, E., Mandelkow, E. (1993): Phosphorylation of Ser?®
strongly reduces binding of tau to microtubules: Distinction between PHF-like immunoreactivity and
microtubule binding. Neuron, vol. 11 (issue 1), 153-163.

Biogen Plans Regulatory Filing for Aducanumab in Alzheimer’s Disease Based on New Analysis of
Larger Dataset from Phase 3 Studies. [online] [navstivené 16. 12. 2019]. Dostupné
z http://investors.biogen.com/news-releases/news-release-details/biogen-plans-regulatory-filing-
aducanumab-alzheimers-disease

Blomberg, C. (2007): Enzyme Kinetics. In Physics of Life (1st edition), pp. 255-265. Elsevier,
Amsterdam, New York.

Blom, N., Gammeltoft, S., Brunak, S. (1999): Sequence and structure-based prediction of eukaryotic
protein phosphorylation sites. Journal of Molecular Biology, vol. 294 (issue 5), 1351-1362.

Bohrmann, B., Baumann, K., Benz, J., Gerber, F., Huber, W., Knoflach, F., Messer, J., Oroszlan, K.,
Rauchenberger, R., Richter, W., Rothe, C., Urban, M., Bardroff, M., Winter, M., Nordstedt, C.,
Loetscher, H. (2012): Gantenerumab: A Novel Human Anti-Af Antibody Demonstrates Sustained
Cerebral Amyloid- Binding and Elicits Cell-Mediated Removal of Human Amyloid-p. Journal of
Alzheimer's Disease, vol. 28 (issue 1), 49-69.

45



Bourguet, N., Torréton, J., Galy, O., Arondel, V., Goutx, M. (2003): Application of a Specific and
Sensitive Radiometric Assay for Microbial Lipase Activities in Marine Water Samples from the Lagoon
of Nouméa. Applied and Environmental Microbiology, vol. 69 (issue 12), 7395-7400.

Bouschen, W., Spengler, B. (2007): Artifacts of MALDI sample preparation investigated by high-
resolution scanning microprobe matrix-assisted laser desorption/ionization (SMALDI) imaging mass
spectrometry. International Journal of Mass Spectrometry, vol. 266 (issue 1-3), 129-137.

Brindén, C., Tooze, J. (1999): Introduction to protein structure (2nd edition). Garland Pub, New York.

Browning, E. (1972): Fluorometric enzyme assay for choline and acetylcholine. Analytical
Biochemistry, vol. 46 (issue 2), 624-638.

Buxbaum, J., Liu, K., Luo, Y., Slack, J., Stocking, K., Peschon, J., Johnson, R., Castner, B., Cerretti, D.,
Black, R. (1998): Evidence That Tumor Necrosis Factor a Converting Enzyme Is Involved in Regulated
a-Secretase Cleavage of the Alzheimer Amyloid Protein Precursor. Journal of Biological Chemistry,
vol. 273 (issue 43), 27765-27767.

Camarasa, C., Cobo, F. (2018): Application of MALDI-TOF Mass Spectrometry in Clinical Virology.
In The Use of Mass Spectrometry Technology (MALDI-TOF) in Clinical Microbiology, pp. 167-180.
Academic Press, London, Oxford, San Diego, Cambridge.

Campbell, M., Farrell, S. (2012): Biochemistry (7th edition). Brooks/Cole Cengage Learning, Pacific
Grove.

Carlomagno, Y., Chung, D., Yue, M., Castanedes-Casey, M., Madden, B., Dunmore, J., Tong, J.,
DeTure, M., Dickson, D., Petrucelli, L., Cook, C. (2017): An acetylation—phosphorylation switch that
regulates tau aggregation propensity and function. Journal of Biological Chemistry, vol. 292 (issue 37),
15277-15286.

Clarke, K. (2013): Enzymes as biocatalysts. In Bioprocess Engineering, pp. 75-96. Woodhead
Publishing, Cambridge, Philadelphia, New Delhi.

Clark, L., Poorkaj, P., Wszolek, Z., Geschwind, D., Nasreddine, Z., Miller, B., Li, D., Payami, H.,
Awert, F., Markopoulou, K., Andreadis, A., D'Souza, 1., Lee, V., Reed, L., Trojanowski, J., Zhukareva,
V., Bird, T., Schellenberg, G., Wilhelmsen, K. (1998): Pathogenic implications of mutations in the tau
gene in pallido-ponto-nigral degeneration and related neurodegenerative disorders linked to
chromosome 17. Proceedings of the National Academy of Sciences, vol. 95 (issue 22), 13103-13107.

Coric, V., Salloway, S., van Dyck, C., Dubois, B., Andreasen, N., Brody, M., Curtis, C., Soininen, H.,
Thein, S., Shiovitz, T., Pilcher, G., Ferris, S., Colby, S., Kerselaers, W., Dockens, R., Soares, H., Kaplita,
S., Luo, F., Pachai, C., Bracoud, L., Mintun, M., Grill, J., Marek, K., Seibyl, J., Cedarbaum, J., Albright,
J., Feldman, H., Berman, R. (2015): Targeting Prodromal Alzheimer Disease With Avagacestat. JAMA
Neurology, vol. 72 (issue 11).

Cornish-Bowden, A. (1979): Fundamentals of enzyme kinetics (1st edition). Butterworths, Oxford.
Currier, C. (2012). Introductory biochemistry. Research World, Delhi.

Dai, Y., Whittal, R., Li, L. (1999): Two-Layer Sample Preparation: A Method for MALDI-MS Analysis
of Complex Peptide and Protein Mixtures: A Method for MALDI-MS Analysis of Complex Peptide
and Protein Mixtures. Analytical Chemistry, vol. 71 (issue 5), 1087-1091.

46


https://jamanetwork.com/searchresults?author=Luc+Bracoud&q=Luc+Bracoud
https://jamanetwork.com/searchresults?author=Joshua+D.+Grill&q=Joshua+D.+Grill
https://jamanetwork.com/searchresults?author=Ken+Marek&q=Ken+Marek
https://jamanetwork.com/searchresults?author=John+Seibyl&q=John+Seibyl
https://jamanetwork.com/searchresults?author=Jesse+M.+Cedarbaum&q=Jesse+M.+Cedarbaum
https://jamanetwork.com/searchresults?author=Charles+Albright&q=Charles+Albright
https://jamanetwork.com/searchresults?author=Howard+H.+Feldman&q=Howard+H.+Feldman
https://jamanetwork.com/searchresults?author=Robert+M.+Berman&q=Robert+M.+Berman

Dixit, P., Cuestas, R. (1973): Radiometric Assay of Citrate Condensing Enzyme (Citrate Synthetase) in
Liver Tissue and Mitochondria. Clinical Chemistry, vol. 19 (issue 10), 1106-1111.

Dobson, P., Doig, A. (2005): Predicting Enzyme Class From Protein Structure Without Alignments.
Journal of Molecular Biology, vol. 345 (issue 1), 187-199.

Drewes, G., Ebneth, A., Preuss, U., Mandelkow, E., Mandelkow, E. (1997): MARK, a Novel Family of
Protein Kinases That Phosphorylate Microtubule-Associated Proteins and Trigger Microtubule
Disruption. Cell, vol. 89 (issue 2), 297-308.

Duka, V., Lee, J., Credle, J., Wills, J., Oaks, A., Smolinsky, C., Shah, K., Mash, D., Masliah, E., Sidhu,
A., Reddy, H. (2013): Identification of the Sites of Tau Hyperphosphorylation and Activation of Tau
Kinases in Synucleinopathies and Alzheimer’s Diseases. PLoS ONE, vol. 8 (issue 9).

Durham, H., Roy, J., Dong, L., Figlewicz, D. (1997): Aggregation of Mutant Cu/Zn Superoxide
Dismutase Proteins in a Culture Model of ALS. Journal of Neuropathology and Experimental
Neurology, vol. 56 (issue 5), 523-530.

Eigen, M. (1968): New looks and outlooks on physical enzymology. Quarterly Reviews of Biophysics,
vol. 1 (issue 1).

Elliott, W., Elliott, D. (1997): Biochemistry and molecular biology (1st edition). Oxford University
Press, Oxford.

Ferrier, D. (2017): Biochemistry (7th edition). Wolters Kluwer, Alphen aan den Rijn, Philadeplhia.

Forman, M., Trojanowski, J., Lee, V. (2004): Neurodegenerative diseases: a decade of discoveries paves
the way for therapeutic breakthroughs. Nature Medicine, vol. 10 (issue 10), 1055-1063.

Gadbois, D., Hamaguchi, J., Swank, R., Bradbury, E. (1992): Staurosporine is a potent inhibitor
of p34cdc2 and p34cdc2-like kinases. Biochemical and Biophysical Research Communications,
vol. 184 (issue 1), 80-85.

Gaigalas, A., Li, L., Henderson, O., Vogt, R., Barr, J., Marti, G., Weaver, J., Schwartz, A. (2001):
The development of fluorescence intensity standards. Journal of Research of the National Institute
of Standards and Technology, vol. 106 (issue 2).

Genentech’s Crenezumab Fails Two Phase III Trials in Alzheimer’s. (2019): In GEN: Genetic
Engineering &  Biotechnology News. [online]. [navS§tivené  17.12.2019].  Dostupné
z https://www.genengnews.com/news/genentechs-crenezumab-fails-two-phase-111-trials-in-alzheimers/

Goedert, M., Spillantini, M., Jakes, R., Rutherford, D., Crowther, R. (1989): Multiple isoforms of human
microtubule-associated protein tau: sequences and localization in neurofibrillary tangles of Alzheimer's
disease. Neuron, vol. 3 (issue 4), 519-526.

Goedert, M., Wischik, C., Crowther, R., Walker, J., Klug, A. (1988): Cloning and sequencing of the
cDNA encoding a core protein of the paired helical filament of Alzheimer disease: identification as the
microtubule-associated protein tau. Proceedings of the National Academy of Sciences, vol. 85
(issue 11), 4051-4055.

Gross, J. (2017): Mass Spectrometry: A Textbook (3rd edition). Springer International Publishing,
New York.

Gritzmacher, H., Aulinger, F., Franke, G., Spiteller, G. (1969): Massenspektrometrie: Verlag Chemie,
Weinheim/BergstralRe, 1968. Organic Mass Spectrometry, vol. 2 (issue 4), 431-432.

47


https://en.wikipedia.org/wiki/Alphen_aan_den_Rijn

Gubareva, L., Webster, R., Hayden, F. (2002): Detection of influenza virus resistance to neuraminidase
inhibitors by an enzyme inhibition assay. Antiviral Research, vol. 53 (issue 1), 47-61.

Hammond, E., Li, C., Ferro, V. (2010): Development of a colorimetric assay for heparanase activity
suitable for kinetic analysis and inhibitor screening. Analytical Biochemistry, vol. 396 (issue 1),
112- 116.

Hanger, D., Hughes, K., Woodgett, J., Brion, J., Anderton, B. (1992): Glycogen synthase kinase-3
induces Alzheimer's disease-like phosphorylation of tau: Generation of paired helical filament epitopes
and neuronal localisation of the kinase. Neuroscience Letters, vol. 147 (issue 1), 58-62.

Hansch, C., Steward, A., Anderson, S., Bentley, D. (1968): Parabolic dependence of drug action upon
lipophilic character as revealed by a study of hypnotics. Journal of Medicinal Chemistry, vol. 11
(issue 1), 1-11.

Hardy, J., Higgins, G. (1992): Alzheimer's disease: the amyloid cascade hypothesis. Science, vol. 256
(issue 5054), 184-185.

Hasegawa, M., Takio., K., Suzuki, M., Titani, K., Morishima-Kawashima, M. (1992): Protein sequence
and mass spectrometric analyses of tau in the Alzheimer's disease brain. Journal of Biological
Chemistry, vol. 267 (issue 24), 17047-17054.

Hatzakis, N., Wei, L., Jorgensen, S., Kunding, A., Bolinger, P., Ehrlich, N., Makarov, I., Skjot, M.,
Svendsen, A., Hedegard, P., Stamou, D. (2012): Single Enzyme Studies Reveal the Existence of Discrete
Functional States for Monomeric Enzymes and How They Are “Selected” upon Allosteric Regulation.
Journal of the American Chemical Society, vol. 134 (issue 22), 9296-9302.

He, H., Wang, X, Pan, R., Wang, D., Liu, M., He, R. (2009): The proline-rich domain of tau plays a
role in interactions with actin. BMC Cell Biology, vol. 10 (issue 1).

He, W., Voznyi, Y., Huijmans, J., Geilen, G., Karpova, E., Dudukina, T., Zaremba, J., van Diggelen,
0., Kleijer, W. (1994): Prenatal diagnosis of sanfilippo disease type C using a simple fluorometric
enzyme assay. Prenatal Diagnosis, vol. 14 (issue 1), 17-22.

Hippius, H., Neundorfer, G. (2003): The discovery of Alzheimer's disease. Dialogues in clinical
neuroscience, vol. 5 (issue 1), 101-108.

Hung, S., Fu, W. (2017): Drug candidates in clinical trials for Alzheimer’s disease. Journal of
Biomedical Science, vol. 24 (issue 1).

Chick, H. (1910): On the ‘heat coagulation’ of proteins. The Journal of Physiology, vol. 40 (issue 5),
404-430.

Christler, A., Felfoldi, E., Mosor, M., Sauer, D., Walch, N., Durauer, A., Jungbauer, A. (2020): Semi-
automation of process analytics reduces operator effect. Bioprocess and Biosystems Engineering.
vol. 43 (issue 5).

Illingworth, J. (1985): Methods of enzymatic analysis (3rd edition). Biochemical Education, vol. 13
(issue 1).

Janowicz, P., Leinenga, G., Gotz, J., Nisbet, R. (2019): Ultrasound-mediated blood-brain barrier
opening enhances delivery of therapeutically relevant formats of a tau-specific antibody. Scientific
Reports, vol. 9 (issue 1).

48



Jaskolla, T., Lehmann, W., Karas, M. (2008): 4-Chloro-a-cyanocinnamic acid is an advanced, rationally
designed MALDI matrix. Proceedings of the National Academy of Sciences, vol. 105 (issue 34), 12200-
12205.

Jemal, M., Teitz, D., Ouyang, Z., Khan, S. (1999): Comparison of plasma sample purification by manual
liquid—liquid extraction, automated 96-well liquid—liquid extraction and automated 96-well solid-phase
extraction for analysis by high-performance liquid chromatography with tandem mass spectrometry.
Journal of Chromatography B: Biomedical Sciences and Applications, vol. 732 (issue 2), 501-508.

Jeske, L., Placzek, S., Schomburg, I., Chang, A., Schomburg, D. (2019): BRENDA in 2019: a European
ELIXIR core data resource. Nucleic Acids Research, vol. 47 (issue D1), D542-D549.

Jessen, F. (2019): Friherkennung der Alzheimer-Krankheit und Ansdtze der Pravention.
Bundesgesundheitsblatt - Gesundheitsforschung - Gesundheitsschutz, vol. 62 (issue 3), 255-260.

Johnson, T., Dress, K., Edwards, M. (2009): Using the Golden Triangle to optimize clearance and oral
absorption. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, vol. 19 (issue 19), 5560-5564.

Kamata, K., Mitsuya, M., Nishimura, T., Eiki, J., Nagata, Y. (2004): Structural Basis for Allosteric
Regulation of the Monomeric Allosteric Enzyme Human Glucokinase. Structure, vol. 12 (issue 3),
429 438.

Kang, M., Tholey, A., Heinzle, E. (2000): Quantitation of low molecular mass substrates and products
of enzyme catalyzed reactions using matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass
spectrometry. Rapid Communications in Mass Spectrometry, vol. 14 (issue 21), 1972-1978.

Karas, M., Hillenkamp, F. (1988): Laser desorption ionization of proteins with molecular masses
exceeding 10,000 daltons. Analytical Chemistry, vol. 60 (issue 20), 2299-2301.

Knighton, D., Pearson, R., Sowadski, J., Means, A., Ten Eyck, L., Taylor, S., Kemp, B. (1992):
Structural basis of the intrasteric regulation of myosin light chain kinases. Science, vol. 258 (issue 5079),
130-135.

Kodicek, M., Karpenko, V. (2013): Biofysikalni chemie (3rd edition). Academia, Praha.

Kodicek, M., Valentova, O., Hynek, R. (2018): Biochemie: chemicky pohled na biologicky svét
(2nd edition). Vysoka $kola chemicko-technologicka v Praze, Praha.

Kdopke, E., Tung, Y., Shaikh, S., Alonso, A., Igbal, K., Grundke-Igbal, I. (1993): Microtubule-associated
Protein Tau: Abnormal Phosphorylation of a Non-Paired Helical Filament Pool in Alzheimer Disease.
The Journal of Biological Chemistry, vol. 268 (issue 32), 24374-24384.

Kotyk, A., Janacek, K. (1975): Cell Membrane Transport: Principles and Techniques (2nd edition).
Plenum Press, New York.

Kruger, N. (1995): Errors and artifacts in coupled spectrophotometric assays of enzyme activity.
Phytochemistry, vol. 38 (issue 5), 1065-1071.

Lakowicz, J. (ed.). (2006): Principles of Fluorescence Spectroscopy. Springer US, New York.

Lammich, S., Kojro, E., Postina, R., Gilbert, S., Pfeiffer, R., Jasionowski, M., Haass, C., Fahrenholz, F.
(1999): Constitutive and regulated -secretase cleavage of Alzheimer's amyloid precursor protein by a
disintegrin metalloprotease. Proceedings of the National Academy of Sciences, vol. 96 (issue 7),
3922—3927.

49



Lee, G., Cowan, N., Kirschner, M. (1988): The primary structure and heterogeneity of tau protein from
mouse brain. Science, vol. 239 (issue 4837), 285-288.

Lennarz, W., Lane, M. (2013): Encyclopedia of Biological Chemistry (2nd edition). Academic Press,
London, Oxford, San Diego, Cambridge.

Liesener, A., Karst, U. (2005): Monitoring enzymatic conversions by mass spectrometry: a critical
review. Analytical and Bioanalytical Chemistry, vol. 382 (issue 7), 1451-1464.

Lipinski, C., Lombardo, F., Dominy, B., Feeney, P. (1997): Experimental and computational approaches
to estimate solubility and permeability in drug discovery and development settings. Advanced Drug
Delivery Reviews, vol. 23 (issue 1-3), 3-25.

Littlechild, J. (2013): Protein structure and function. In: Ganellin, R., Roberts, S., Jefferis, R. (eds.):
Introduction to Biological and Small Molecule Drug Research and Development, pp. 57-79. Academic
Press, Waltham, Oxford, Amsterdam.

Lue, L., Kuo, Y., Roher, A., Brachova, L., Shen, Y., Sue, L., Beach, T., Kurth, J., Rydel, R., Rogers, J.
(1999): Soluble Amyloid p Peptide Concentration as a Predictor of Synaptic Change in Alzheimer's
Disease. The American Journal of Pathology, vol. 155 (issue 3), 853-862.

Lund, H., Gustafsson, E., Svensson, A., Nilsson, M., Berg, M., Sunnemark, D., von Euler, G. (2014):
MARK4 and MARK3 associate with early tau phosphorylation in Alzheimer’s disease granulovacuolar
degeneration bodies. Acta Neuropathologica Communications, vol. 2 (issue 1).

Macdonald, M. (1993): A novel gene containing a trinucleotide repeat that is expanded and unstable on
Huntington's disease chromosomes. Cell, vol. 72 (issue 6), 971-983.

Maeda, S., Sahara, N., Saito, Y., Murayama, M., Yoshiike, Y., Kim, H., Miyasaka, T., Murayama, S.,
Ikai, A., Takashima, A. (2007): Granular Tau Oligomers as Intermediates of Tau Filaments.
Biochemistry, vol. 46 (issue 12), 3856-3861.

Maeda, S., Sahara, N., Saito, Y., Murayama, S., Ikai, A., Takashima, A. (2006): Increased levels of
granular tau oligomers: An early sign of brain aging and Alzheimer's disease. Neuroscience Research,
vol. 54 (issue 3), 197-201.

Mahdi, J., Kelly, D. (2001): Chapter 2: Lyases. In Biotechnology Set (1st edition), pp. 41-171. Wiley-
VVCH Verlag GmbH, Vienna.

Manning, G. (2002): The Protein Kinase Complement of the Human Genome. Science, vol. 298
(issue 5600), 1912-1934.

Matous, B. (2010): Zaklady Iékaiské chemie a biochemie (1st edition). Galén, Praha.

Mattson, M., Cheng, B., Davis, D., Bryant, K., Lieberburg, 1., Rydel, R. (1992): B-Amyloid peptides
destabilize calcium homeostasis and render human cortical neurons vulnerable to excitotoxicity.
The Journal of Neuroscience, vol. 12 (issue 2), 376-389.

McKee, J., McKee, T. (1996): Biochemistry. WCB Wm. C. Brown Publishers.

McKee, T., McKee, J. (2009): Biochemistry: the molecular basis of life (4th edition). Oxford University
Press, Oxford.

50



Meyer, T., Regenass, U., Fabbro, D., Alteri, E., Réusel, J., Méller, M., Caravatti, G., Matter, A. (1989):
A derivative of staurosporine (CGP 41 251) shows selectivity for protein kinase C inhibition andIn vitro
anti-proliferative as well asIn vivo anti-tumor activity. International Journal of Cancer, vol. 43 (issue 5),
851-856.

Mizuno, K., Saido, T., Ohno, S., Tamaoki, T., Suzuki, K. (1993): Staurosporine-related compounds,
K252a and UCN-01, inhibit both cPKC and nPKC. FEBS Letters, vol. 330 (issue 2), 114-116.

Monod, J., Wyman, J., Changeaux, J. (1964): On The Nature Of Allosteric Transition: A Plausible
Model. Journal of Molecular Biology, vol. 1965 (issue 12), 88-118.

Murray, R., Bender, D., Botham, K., Kennelly, P., Rodwell, V., Weil, P. (2009): Harper’s Illustrated
Biochemistry (28th edition). McGraw Hill, New York.

Nakano, H., Kobayashi, E., Takahashi, I., Tamaoki, T., Kuzuu, Y., Iba, H. (1987): Staurosporine inhibits
tyrosine-specific protein kinase activity of Rous sarcoma virus transforming protein. The Journal
of Antibiotics, vol. 40 (issue 5), 706-708.

Né&slund, J., Haroutunian, V., Buxbaum, J., Mohs, R., Davis, K., Davies, P., Greengard, P. (2000):
Correlation Between Elevated Levels of Amyloid B-Peptide in the Brain and Cognitive Decline. JAMA,
vol. 283 (issue 12), 1571-1577.

Neve, R., Harris, P., Kosik, K., Kurnit, D., Donlon, T. (1986): Identification of cDNA clones for the
human microtubule-associated protein tau and chromosomal localization of the genes for tau and
microtubule-associated protein 2. Molecular Brain Research, vol. 1 (issue 3), 271-280.

Nord, F. (ed.). (1960): Advances in Enzymology and Related Areas of Molecular Biology. John Wiley
& Sons, Inc., Hoboken.

Northrop, D., Simpson, F. (1997): New concepts in bioorganic chemistry beyond enzyme Kinetics:
Direct determination of mechanisms by stopped-flow mass spectrometry. Bioorganic & Medicinal
Chemistry, vol. 5 (issue 4), 641-644.

Novak, P., Zilka, N., Zilkova, M., Kovacech, B., Skrabana, R., Ondrus, M., Fialova, L., Kontsekova, E.,
Otto, M., Novak, M. (2019): AADvacl, an Active Immunotherapy for Alzheimer's Disease and Non
Alzheimer Tauopathies: An Overview of Preclinical and Clinical Development. The Journal
of Prevention of Alzheimer's Disease, vol. 6 (issue 1), 63-69.

Nussinov, R., Tsai, C. (2013): Allostery in Disease and in Drug Discovery. Cell, vol. 153 (issue 2),
293- 305.

Oldendorf, W., Szabo, J. (1976): Amino acid assignment to one of three blood-brain barrier amino acid
carriers. American Journal of Physiology-Legacy Content, vol. 230 (issue 1), 94-98.

Palmer, T., Bonner, P. (2011): Enzyme Inhibition. In Enzymes, pp. 126-152. Woodhead Publishing,
Oxford, Cambridge, Philadelphia, New Delhi.

Palmer, T., Bonner, P. (2007): Enzymes: biochemistry, biotechnology and clinical chemistry
(2nd edition). Woodhead Publishing, Oxford, Cambridge, Philadelphia, New Delhi.

Pan, Y., Tsai, C., Ma, B., Nussinov, R. (2010): Mechanisms of transcription factor selectivity. Trends
in Genetics, vol. 26 (issue 2), 75-83.

Pardridge, W. (1991): Peptide Drug Delivery to the Brain. Raven Press, New York.

51



Pardridge, W. (2002): “Why Is The Global CNS Pharmaceutical Market So Under-Penetrated?”. Drug
Discovery Today. vol. 7 (issue 1): 5-7.

Patrick, G. (2005): Introduction to medicinal chemistry (3rd edition). Oxford University Press, Oxford.

Paul, P., Sangeetha, V., Deepika, R. (2019): Emerging Trends in the Industrial Production of Chemical
Products by Microorganisms. In Recent Developments in Applied Microbiology and Biochemistry
(1st edition), pp. 107-125. Academic Press, London, Oxford, San Diego, Cambridge.

Pavelka, S. (2010): Radiometric enzyme assays: development of methods for extremely sensitive
determination of types 1, 2 and 3 iodothyronine deiodinase enzyme activities. Journal of Radioanalytical
and Nuclear Chemistry, vol. 286 (issue 3), 861-865.

Pelley, J. (2007). Elsevier's Integrated Biochemistry (1st edition). Mosby Publishing, Maryland Heights.

Pihlgren, M., Vukicevic, M., Gafner, V., Piorkowska, K., Chuard, N., Giriens, V., Valdes, P.,
Nazeeruddin, S., Colin, P., Pfeifer, A., Schneider, B., Muhs, A. (2016): Efficacy of Aci-35, A Liposomal
Anti-Phospho  Tau Vaccine in Two Different Mouse Models of Alzheimer’s Disease.
Alzheimer's & Dementia, vol. 12 (issue 7), P260-P261.

Poorkaj, P., Bird, T., Wijsman, E., Nemens, E., Garruto, R., Anderson, L., Andreadis, A., Wiederholt,
W., Raskind, M., Schellenberg, G. (1998): Tau is a candidate gene for chromosome 17 frontotemporal
dementia. Annals of Neurology, vol. 43 (issue 6), 815-825.

Preisler, J., Foret, F., Karger, B. (1998): On-Line MALDI-TOF MS Using a Continuous Vacuum
Deposition Interface. Analytical Chemistry, vol. 70 (issue 24), 5278-5287.

Prince, M., Comas-Herrera, A., Knapp, M., Guerchet, M., Karagiannidou, M. (2016): World Alzheimer
Report 2016: Improving healthcare for people living with dementia. In World Alzheimer Report 2016:
Improving healthcare for people living with dementia: Coverage, quality and costs now and in the future,
pp. 1-140. Alzheimer’s Disease International (ADI).

Pundir, C. (2015): Kinetic Properties of Enzyme Nanoparticles. In Enzyme Nanoparticles, pp. 33-41.
William Andrew, Waltham, Oxford.

Purich, D. (2010a): Kinetic Behavior of Enzyme Inhibitors. In Enzyme Kinetics: Catalysis & Control,
pp. 485-574. Academic Press, London, Burlington, San Diego.

Purich, D. (2010b): Enzyme Kinetics: Catalysis & Control (1st edition). Academic Press, London,
Burlington, San Diego.

Ramsauer, M., Krause, D., Dermietzel, R. (2002): Angiogenesis of the blood-brain barrier in vitro and
the function of cerebral pericytes. The FASEB Journal, vol. 16 (issue 10), 1274-1276.

Rattray, M., Maragakis, N., Beart, P., Robinson, M. (2017): Neurodegenerative Diseases: Pathology,
Mechanisms, and Potential Therapeutic Targets (1st edition). Springer International Publishing,
New York.

Rauchenberger, R., Borges, E., Thomassen-Wolf, E., Rom, E., Adar, R., Yaniv, Y., Malka, M.,
Chumakov, I., Kotzer, S., Resnitzky, D., Knappik, A., Reiffert, S., Prassler, J., Jury, K., Waldherr, D.,
Bauer, S., Kretzschmar, T., Yayon, A., Rothe, C. (2003): Human Combinatorial Fab Library Yielding
Specific and Functional Antibodies against the Human Fibroblast Growth Factor Receptor 3. Journal
of Biological Chemistry, vol. 278 (issue 40), 38194-38205.

52



Reese, T., Karnovsky, M. (1967): Fine Structural Localization Of A Blood-Brain Barrier To Exogenous
Peroxidase. The Journal of Cell Biology, vol. 34 (issue 1), 207-217.

Robinson, P. (2015): Enzymes: principles and biotechnological applications. Essays In Biochemistry,
vol. 59 (issue 0), 1-41.

Roth, M., Maresh, E., Plymire, D., Zhang, J., Corbett, J., Robbins, R., Patrie, S. (2013): Surface
Preparation Strategies for Improved Parallelization and Reproducible MALDI-TOF MS Ligand Binding
Assays. ACS Applied Materials & Interfaces, vol. 5 (issue 1), 6-10.

Roussel, R., Brodeur, S., Shalloway, D., Laudano, A. (1991): Selective binding of activated pp60c-src
by an immobilized synthetic phosphopeptide modeled on the carboxyl terminus of pp60c-src.
Proceedings of the National Academy of Sciences, vol. 88 (issue 23), 10696-10700.

Roux, G., Jarray, R., Guyot, A., Pavoni, S., Costa, N., Théodoro, F., Nassor, F., Pruvost, A., Tournier,
N., Kiyan, Y., Langer, O., Yates, F., Deslys, J., Mabondzo, A. (2019): Proof-of-Concept Study of Drug
Brain Permeability Between in Vivo Human Brain and an in Vitro iPSCs-Human Blood-Brain Barrier
Model. Scientific Reports, vol. 9 (issue 1).

Rowntree, E., Kruger, N. (1992): Inhibition of pyrophosphate: Fructose-6-phosphate
1-phosphotransferase by imidodiphosphate. Plant Science, vol. 86 (issue 2), 183-189.

Russo, A., Jeffrey, P., Patten, A., Massagué, J., Pavletich, N. (1996): Crystal structure of the p27Kipl
cyclin-dependent-kinase inibitor bound to the cyclin A-Cdk2 complex. Nature, vol. 382 (issue 6589),
325-331.

Satyanarayana, U., Chakrapani, U. (2013): Biochemistry (4th edition). Elsevier India, New Delhi.

Schrank, T., Bolen, D., Hilser, V. (2009): Rational modulation of conformational fluctuations
in adenylate kinase reveals a local unfolding mechanism for allostery and functional adaptation in
proteins. Proceedings of the National Academy of Sciences, vol. 106 (issue 40), 16984-16989.

Schulz, G., Schirmer, R. (1979): Principles of protein structure. Springer-Verlag, Vienna.

Siegel, G. (1999): Basic neurochemistry: molecular, cellular, and medical aspects (6th edition).
Lippincott Williams & Wilkins, Philadelphia.

Silverman, R., Holladay, M. (2015): The Organic Chemistry of Drug Design and Drug Action
(3rd edition). Academic Press, San Diego, Waltham.

Simons, H., Gibson, T. (1999): Rapid continuous colorimetric enzyme assay for penicillin G acylase.
Biotechnology Techniques, vol. 13 (issue 6), 365-367.

Simutis, F., Sanderson, T., Pilcher, G., Graziano, M. (2018): Nonclinical Safety Assessment
of the y- Secretase Inhibitor Avagacestat. Toxicological Sciences, vol. 163 (issue 2), 525-542.

Stremgaard, K., Krogsgaard-Larsen, P., Madsen, U. (eds.). (2017): Textbook of drug design
and discovery (5th edition). CRC Press, Boca Raton.

Summers, C., Flowers, R. (2000): Protein renaturation by the liquid organic salt ethylammonium nitrate.
Protein Science, vol. 9 (issue 10), 2001-2008.

53



Tagami, S., Yanagida, K., Kodama, T., Takami, M., Mizuta, N., Oyama, H., Nishitomi, K., Chiu, Y.,
Okamoto, T., lkeuchi, T., Sakaguchi, G., Kudo, T., Matsuura, Y., Fukumori, A., Takeda, M., lhara, Y.,
Okochi, M. (2017): Semagacestat Is a Pseudo-Inhibitor of y-Secretase. Cell Reports, vol. 21 (issue 1),
259-273.

Takahashi, I., Kobayashi, E., Nakano, H. (1990): Potent selective inhibition of 7-O-methyl UCN-01
against protein kinase C. The Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics, vol. 255
(issue 3), 1218-1221.

Tamaoki, T., Nomoto, H., Takahashi, I., Kato, Y., Morimoto, M., Tomita, F. (1986): Staurosporine,
a potent inhibitor of phospholipid Ca™ dependent protein kinase. Biochemical and Biophysical
Research Communications, vol. 135 (issue 2), 397-402.

Tang, K., Allman, S., Jones, R., Chen, C. (2002): Quantitative analysis of biopolymers by matrix-
assisted laser desorption. Analytical Chemistry, vol. 65 (issue 15), 2164-2166.

Theunis, C., Crespo-Biel, N., Gafner, V., Pihlgren, M., Lépez-Deber, M., Reis, P., Hickman, D.,
Adolfsson, O., Chuard, N., Ndao, D., Borghgraef, P., Devijver, H., Van Leuven, F., Pfeifer, A., Muhs,
A., lijima, K. (2013): Efficacy and Safety of A Liposome-Based Vaccine against Protein Tau, Assessed
in Tau.P301L Mice That Model Tauopathy. PLoS ONE, vol. 8 (issue 8).

Timm, T., von Kries, J., Li, X., Zempel, H., Mandelkow, E., Mandelkow, E. (2011): Microtubule
Affinity Regulating Kinase Activity in Living Neurons Was Examined by a Genetically Encoded
Fluorescence Resonance Energy Transfer/Fluorescence Lifetime Imaging-based Biosensor. Journal of
Biological Chemistry, vol. 286 (issue 48), 41711-41722.

Vassar, R., Bennett, B., Babu-Khan, S., Kahn, S., Mendiaz, E., Denis, P., Teplow, D., Ross, S.,
Amarante, P., Loeloff, R., Luo, Y., Fisher, S., Fuller, J., Edenson, S., Lile, J., Jarosinski, M., Biere, L.,
Curran, E., Burgess, T., Louis, J., Collins, F., Treanor, J., Rogers, G., Citron, M. (1999): Beta-Secretase
Cleavage of Alzheimer's Amyloid Precursor Protein by the Transmembrane Aspartic Protease BACE.
Science, vol. 286 (issue 5440), 735-741.

Vermeirssen, V., Van Camp, J., Verstraete, W. (2002): Optimisation and validation of an angiotensin-
converting enzyme inhibition assay for the screening of bioactive peptides. Journal of Biochemical
and Biophysical Methods, vol. 51 (issue 1), 75-87.

Vodrazka, Z. (1996): Biochemie (2nd edition). Academia, Praha.

Voet, D., Voet, J., Pratt, C. (2013): Principles of biochemistry (4th edition). John Wiley & Sons,
Hoboken.

Vorm, O., Roepstorff, P., Mann, M. (1994): Improved Resolution and Very High Sensitivity in MALDI
TOF of Matrix Surfaces Made by Fast Evaporation. Analytical Chemistry, vol. 66 (issue 19),
3281 3287.

Waters, J. (2013): Live-Cell Fluorescence Imaging. In: Sluder, G., Wolf, D. (eds.): Digital Microscopy,
vol. 114, pp. 125-150. Academic Press, San Diego, Waltham, Oxford, London, Amsterdam,

Weber, S., Abbruscato, T., Brownson, E., Lipkowski, A., Polt, R., Misicka, A., Haaseth, R., Bartosz,
H., Hruby, V., Davis, T. (1993): Assessment of an in vitro blood-brain barrier model using several
[Met5]enkephalin opioid analogs. Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics, vol. 266
(issue 3), 1649-1655.

54



Weingarten, M., Lockwood, A., Hwo, S., Kirschner, M. (1975): A protein factor essential for
microtubule assembly. Proceedings of the National Academy of Sciences, vol. 72 (issue 5), 1858-1862.

Wilson, K., Walker, J. (2010): Principles and techniques of biochemistry and molecular biology
(7th edition). Cambridge University Press, Cambridge.

Winteringham, F., Disney, R. (1962): Radiometric Assay of Acetylcholinesterase. Nature, vol. 195
(issue 4848), 1303-1303.

Wischik, C., Edwards, P., Lai, R., Roth, M., Harrington, C. (1996): Selective inhibition of Alzheimer
disease-like tau aggregation by phenothiazines. Proceedings of the National Academy of Sciences,
vol. 93 (issue 20), 11213-11218.

Xiang, F., Beavis, R. (1993): Growing protein-doped sinapic acid crystals for laser desorption:
An alternative preparation method for difficult samples. Organic Mass Spectrometry, vol. 28 (issue 12),
1424-1429.

Xu, W., Harrison, S., Eck, M. (1997): Three-dimensional structure of the tyrosine kinase c-Src. Nature,
vol. 385 (issue 6617), 595-602.

Yalcin, T., Dai, Y., Li, L. (1998): Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass
spectrometry for polymer analysis: solvent effect in sample preparation. Journal of the American Society
for Mass Spectrometry, vol. 9 (issue 12), 1303-1310.

Zhou, B., Hu, Z., Zhang, H., Li, J., Ding, W., Ma, Z. (2019): Bioactive staurosporine derivatives
from the Streptomyces sp. NB-A13. Bioorganic Chemistry, vol. 82, 33-40.

Zuo, W., Jiang, S., Guo, Z., Feldman, M., Tuljapurkar, S. (2018): Advancing front of old-age human
survival. Proceedings of the National Academy of Sciences, vol. 115 (issue 44), 11209-11214.

55



