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1 Uvod

Alzheimerova choroba (AD) je chronické, progresjvmeurodegenerativni
onemocgni mozku, pi kterém postupt dochazi k ireverzibilni poruse kognitivnich
a behavioralnich funkci [1, 2]. Klinicky se projggusyndromem demence [3].
vSech demenci u starSich lidi [4]. AD objevil veod906 &mecky |éka Alois
Alzheimer poté, co si vSiml z&ny mozkové tkaé u Zeny, ktera zefrala na neobvyklou
duSevni vadu [1]. AD obvykle 2ma nenapadi v kon€né fazi nemaoci jiz pacient neni
schopen vykonavatéiné kazdodennéinnosti a stava se zcela zavislym na pomaoci
svého okoli.Prvni symptomy se vyskytuji u lidi starSich 60 let [1]DAor¢i letalre,
neiastji ndsledkem urakz nebo pacient umird na infekci [3, 5]. Pahezi nefastjsi
primarni gicinu smrti [3]. Prodleva AD od objeveni prvnich syowia do amrti

nemocného jeffblizn¢ 8 az 10 let [5].

Patet nemocnych s AD stale riata z divodu celoswtového starnuti populace
[6]. V Ceské republice se v stasné dob vyskytuje iblizné 70 tisic nemocnych [3].
V roce 2012 bylo evidovano ve &v 36 milioni lidi trpicich AD, fedpoklada se,
Ze vroce 2030 se tento gwd zdvojnasobi avroce 2050 ¢ed nemocnych vzroste
na 115 milio [4]. AD piedstavuje vyznamny zdravotnicky, ale i ekonomicky
a socialni problém. Tato chorobaigpbuje niivy emocionalni dopad nejen na samotné
pacienty, ale také na jejich rodinu a #8eatele [2]. Postihuje jedince ve vSech zemich

swta [4].

Souwasné léba této choroby je pouze symptomaticka, jejimznetiije zmirnit
piiznaky nemoci, zpomalit nastup progrese a co nejeddalit &Zka stadia [3]. Bli se
na terapii kognitivni, jejimz ukolem je zlepSit kotivni funkce pacienta, a terapii
nekognitivni, ktera se zaffuje na poruchy behavioralni [2, 3]. Mezi |éky paagici se
v kognitivni terapii paf inhibitory cholinesteras a inhibitofy-methyl D-aspartatovych
(NMDA) receptofi. Jejich @&inky jsou vSak omezené. Do nekognitivnédg spadaji
béZzné psychotropni latky, jako jsou rdgbad antidepresiva, lithium, antiepileptika,
atypicka antipsychotika druhé generace a dalSiatigge se i nefarmakologickadiéa,
jejiz nevyhodou je, Ze nema vliv na oddaleni neeigederativni progrese, nebee

zan®iuje pouze na zmigmi symptond [2].
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Kauzalni terapie je ve¢ei vyzkumu. SEZejnim gedmétem badani je najit
zpasob, jak zastavit produkci nerozpustného amyl@idAp), a tim sniZit jeho depozici
v mozku. MoznymieSenim je najklad inhibicep-sekretasy spolu gsekretasou [2].
DalSim, dnes naghym zpisobem, je hledani inhibitbrmnoha kinas podilejicich se
na patogenezi AD. Zasadni kinasou jéedevSim glykogensynthasa kinagha-3
(GSK-33), enzym zfisobujici hyperfosforylack-proteinu [7]. Vyzkum je zagten
na vyvoj syntetickych inhibitdr GSK-33, ale i na vyhledavani biologicky aktivnich
latek v @irodnich zdrojich. Cilovou skupinou jsou mi&pad alkaloidy v méskych
houbéch a bezobratlych [8, 9].

Tato reSersni diplomova prace je z@&ema na ovliveini kinas uplatujici se
v patogenezi ADKratce pojednava o charakteristice a etiopatogeA&Xi popisuje
fyziologické a patofyziologické funkce zejména GSK-a kaseinkinasy-l (CK-15)
v organismu, zniiuje se o dalSich kinasach podilejicich se na paeryd\D, zabyva se
metodami testovani aktivity a inhibice kinas vitro a in silico, uvadi giklady
syntetickych inhibito. Cilem této diplomové prace je vytib piehled dosud
prozkoumanych iprodnich latek (z miskych organisi) s inhib&ni kinasovou
aktivitou, které by mohly mit finos a vyuZziti jako potencialni cil v terapii AD.

Diplomova praceerpa pedevsim ze zahraimi odborné literatury.
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2 Alzheimerova choroba

2.1 Charakteristika

AD je nefastjSim typem demence u liditetiniho a pedevSim vysSihogku [5].
Symptomy se poprvé objevuji zpravidla u lidi s&@inS60 let [1]. Pedstavuje velmi
zavazné, chronické, progresivni, neurodegeneratmeimocini mozku. Progrese je
u kazdého jedince velmi individualni [1]. Prodleed objeveni prvnich symptam
do uamrti nemocnéh@ini priblizné 8 az 10 let [5]. Typicky pro AD je pozvolny
a nenapadny nastup. Postamochazi k porucham kognitivnich (poznavacich) &ink
které jsou ireverzibilni. Rozviji se deficit v pest mySleni a uvazovani, pozornosti,
pantti a vzpominani. V pokkilejSi fazi se objevuje neschopnostituse nové
informace a mohou se vyskytnout problémy s préméad vSednich Ukdl které
zahrnuiji vice krok (nagiklad oblékani). Pacientie mit probléemy geci acasto byva
dezorientovan ase a prostoru [1]. PosSkozuji se r&&rbehavioralni funkce. Jedince
mohou suzovat psychiatrické potize, jako je deprég&ost, psychdza, halucinace
nebo agrese [2]. V koweé fazi nemoci jiz pacient nepoznava blizké osohyeni
schopen vykonavatéhné kazdodennéinnosti. Stava se zcela zavislym na pomoci

sveho okoli [1].

2.2 Etiopatogeneze

Presna etiopatogeneze AD dodnes neni zcela zndmdpdklada se, Ze kbvou
roli zde hraje A, bilkovinny agregat skladajici se z 36 az 43 akyselin [10]. A3
vznika z amyloidového prekurzorového proteinu (APRyansmembranoveho
glykoproteinu nachéazejiciho se v mnoha tkanichmeep vSak na synapsich neuron

Podili se pedevSim na transportu Zeleza a regulaci w¥egtviasynapsi [11].

APP je za fyziologickych podmineképen enzymenu-sekretasou na rozpustny
peptidovy fragment neamyloidového typu o velikdsaZ 39 aminokyselin vyznajici
se neuroprotektivni aktivitou a podilejici se naaspti€ neurom [3, 7].
Za patologickych podminek je APP¢gen enzymemp-sekretasou ay-sekretasou
na delSi nerozpustné fragmenty im0é 40 az 42 aminokyselinami, které nejprve
oligomeruji za vzniku vyraznneurotoxickych oligomer, které jsou mnohem taxejsi
nez vlastni B. Nasled& v mezibugénych prostordch mozkovéuky polymeruji

a koaguluji v A [3]. Extraneuronalni akumulaci pAdochazi k syntéze senilnich
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neuronalnich plak a tim k brzkému zéniku neurignintraneuronaini akumulace
souvisi s hyperfosforylaci mikrotubularnictproteini a s tvorbou intraneuronalnich
neurofibrilarnich klubek (NFTSs), které rasnprispivaji k neuronalni smrti [2]. Procesy
spojené s B vyvolavaji zvysené uvabvani reaktivnich kyslikovych sléanin (ROS),
toxicitu a zast, deficit acetylcholinu (ACH), které zvySuji pragi a manifestaci

onemocgni [3].

Védci se domnivaji, Ze ke strukturalnim&rmm v mozkové tkani dochézi zhruba
10 let ged vyskytem prvnich symptamAD [1, 10]. Anatomické abnormality jsou
vysoce selektivni pro dité oblasti mozku, s progresi onemégchnse roz&uji. Primarr
je poskozen hippokampus, ktery souvisi s ranouatrpangti a poruchou kognitivnich
funkci [1].

2.3 Rizikové faktory

Vznik AD miaze byt ovlivien nékolika rizikovymi faktory, mezi které séadi
piedevsim ¥k (nejrizikowjsi faktor), dale pohlavi, #gob Zivotniho stylu,
hypercholesterolémie, hypertenze, Uraz hlavy atgedepredispozice, ktera jgipinou
familiarni formy AD, pro kterou je typickyasny nastup symptaii6]. Tento typ AD
je spojen s mutacemi v APP, konkréta mutaci genu kédujici prenisilin-1 (PS-1)
agenu pro prenisilin-2 (PS-2). PS-1 a PS-2 jsamsimembranové proteiny, které
ve zmutovaném stavu mohouigobit jakoy-sekretasy a mohouépit APP na delSi

nerozpustné fragmenty vedouci ke vzniku[A0, 11].

2.4 Sowasna l&ba

AD je nevyl&itelnou nemoci. JelikoZz neni znam#egna pic¢ina jejiho vzniku,
neexistuje v satasné dob kauzalni léba. Terapie této choroby je pouze
symptomaticka. Jejim cilem je zmirnitiznaky nemoci, zpomalit nastup progrese
a co nejvice oddaligika stadia [3]. Symptomatick&lga se dli na terapii kognitivni,
jejimz Ukolem je zlepSit kognitivni funkce pacignta terapii nekognitivni, kterq se
zan®iuje na poruchy behavioralni a spolu vyskytujici ggychiatrické obtize.
Z hlediska kognitivni terapie jsou v s@sné dob v klinickém uzivani pouze dv

skupiny latek- inhibitory cholinesteras a inhibitory NMDA recepid®, 3].
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2.4.1 Inhibitory cholinesteras

Inhibitory cholinesteras- acetylcholinesterasy (ACHE) a butyrylcholinesterasy
(BCHE) jsou ugeny pro I€ébu lehkych az sednich forem AD. Studie prokazaly jejich
mozné pozitivni &inky i u ©€zSich forem. Tyto inhibitory zlepSuji acetylcholigei
transmisi tim, Ze zvySuji mnozsvi ACH na synapsiabstednictvim inhibice enzyf
(ACHE a BCHE), jejichz funkci je degradace ACH [3].

V sowasnosti jsou k dispozicitit kognitiva — galanthamin (inhibitor ACHE),
donepezil (inhibitor ACHE s nizkou afinitou k BCHB)rivastigmin (inhibitor ACHE
i BCHE) [3]. Tato kognitiva mohou doprovazet nezacio &inky v podol
gastrointestinalnich potiZiCtvrté kognitivum, seskviterpenovy alkaloid nazyvany
huperzin A, byl poprvé izolovan v roce 1980Ciné z plavur Huperzia serrata
Predstavuje silny, reverzibilni, selektivni inhibitACHE. Zawry mnoha preklinickych
a klinickych studii povtrzuji, Ze vykazujeripnivy &inek na pébéh AD a zlepSuje
kognitivni funkce [12]. Lépe prostupuje hematoeatiekou bariérou (HEB), dokéze
ACHE inhibovat déle nez galanthamin, donepezil nekastigmin a vykazuje lepSi
biologickou dostupnost po peroralnim podani. VgeraD je vyuzivan vCing, v USA

a v Evrog podléha klinickému testovani [13].

2.4.2 Inhibitory NMDA receptor a

Spravna funkce NMDA recepiibfe dilezita pro normalnéinnost neurof. U AD
dochazi k nadgrné aktivaci NMDA receptdr prispivajici ke vzniku excitotoxicity,
kterd napomaha zvySenému zaplaveni¢kugalciem, zfisobujici poSkozeni neurbn

az jejich bugénou smrt. Tento jev souvisi s poklesem kognitivriiotkci [14].

V klinické praxi se jako nekompetitivni antagonistauZziva memantin — derivat
adamantanu. Jeho funkci je blokace n&uhé@ aktivity NMDA receptakr bez naruseni
normalni aktivity. Bylo prokazano, Ze memantin nefumoprotektivni vlastnosti [14]. Je
obecrt dolre tolerovanou latkou, u paciénge dolie snasen bez vyskytu nezadoucich
acinku [3, 14]. V Evrog a v USA byl schvélen prodbu AD [14].
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3 Kinasy jako potencialni terapeuticky zasah u AD

Vedle symptomatické terapie existujrigiupy, které jsou v sdasné dob
ovérovany a jevi se jako perspektivni. Jedna se o |&tleré maji schopnost inhibovat
zejména tvorbu, oligomeraci a ukladanp,Aodstraiovat neuronalni senilni plaky,
potlatovat fosforylaci a degradaatproteinu. Do &hto perspektivnich zasahpati
inhibice B-sekretasy ary-sekretasy, stimulace aktivityn-sekretasy, modulatory
y-sekretasy, agonisté jaddrového transkaipo faktoru PPAR (peroxisome proliferator
activated receptor), blokatorgligomerace solubilniho [ imunoterapie za#tena
vaci AB, agonisté nikotinovych receptgr agonisté M1 muskarinovych recegptor
antagonisté receptiorpro kon€né produkty pokrelé glykace, slogeniny MPACs
(metal-protein attenuating compound&)kujici agregaci A a dalSi. Do perspektivnich
zé&sali v terapii AD pati i dnes nagny zpisob — inhibice kinas,fpdevSim GSK
[3].

Kinasy jsou enzymy, které jsou schopny procesuofgiice. To znamena,
Ze gendasSeji fosfatovou skupinu z donorové molekuly $kowe energii, nafklad
z adenosintrifosfatu  (ATP), na dilou cilovou skupinu, tzv. substrat [15].
NejvyznamrjSi jsou proteinové kinasy, které za vzniku estéraazby pemis’uji
fosfatovou skupinu na cilovy protein, konkr&tdochézi k vazb mezi genaSenou
skupinou fosfatu a hydroxylovou skupinou postranrgéizce aminokyseliny [15, 16].
Podle typu fosforylované aminokyseliny se fosfocg@gprotei déli na dva zakladni
typy. Jednim z nich je fosforylace tyrosinu (tzgrosinkinasy), druhym je fosforylace
serinu/threoninu (tzv. serin-threoninové kinasy)5][1 U prokaryot, a zejména
u eukaryotickych organisim hraje fosforylace serinu, threoninu nebo tyrogjob
zbytka proteinovymi kinasami iezitou roli v mnoha vyznamnych b&imych

procesech [15, 16].

3.1 Glykogensynthasa kinasa-3

Glykogensynthasa kinasa-3 (GSK-3) je serin-thremrén proteinova kinasa
patici do rodiny glykogensynthasy. Vyskytuje se u ¥Seakaryot [17]. Poprvé byla
objevena v roce 1980 v souvislosti s regulaci naistou glykogenu [2]. Pozgi bylo
prokazano, ze se jedna oclvy enzym zdashujici se buacného dleni, proliferace,
pohybu a pezivani busk a je sodasti kaskady signalni transdukce velkého mnozstvi

15



rastovych fakto#i, cytokini, aminokyselin a insulinu [2, 17]. T¥o souwast
Wingless/Int-1 (WNT) signalni drahy, oviivje embryogenezi a homeostazu
u dosglych jedinai [2]. Podili se také ngadé patologickych stay, vcetns rakoviny,
diabetu mellitu druhého typu a v s@sné dob je stale vice chapana jako gast
dulezitych onemoceni neurologického druhu, mezi které sadi gedevSim AD,
bipolarni porucha, Parkinsonova choroba a dalSi I8. GSK-3 reguluje neurogenezi,
polarizaci neuroi, tvorbu a #ist axom v mozku. ZvySena aktivita GSK-3 je nezbytna
pro migraci neuroin do kortikalni vrstvy, zatimco nizSi aktivita jeuldzita
pro adherenci neuronalnich progenitorovychduwn subkortikalni zé6& mozku. GSK-3

se nachéazi viznych tkanich organismu [2].

GSK-3 fosforyluje a reguluje ips 40 #@znych substrdt véetné signalnich
a strukturalnich protein transkrignich faktoti, mikrotubularnihot-proteinu a PS-1
[17]. GSK-3 katalyzuje substraty, které jsou negpaktivovany nebo prefosforylovany
jinymi kinasami, a je jednou z mala proteinovychds, které mohou byt inhibovany
extracelularnimi drahami, jeZ indukuji rychlou reaibilni fosforylaci samotné GSK-3
[19]. Aktivita GSK-3 miZe byt regulovdna navazanim na proteiny, jak@-i@tenin,
axin, APC (adenomatous polyposis coli) a kaseinkinasa-1 ({K-defosforylaci
zpiusobenou fosfatasou-1 (PP-1) a fosfatasou-2 (Pfsiiprylaci prostednictvim kinas
—ribozomalni S6 kinasou, p90 ribozomalni S6 kinasnyklicky adenosinmonofosfat
(cAMP)-dependentni proteinkinasou (PKA) a protemaisou C (PKC) [17]. Liba
sérem, insulinem nebaistovymi faktory vede k redukci aktivityébem 10 minut
030az 70 % [19].

U sava@ existuji d¥ isoformy GSK-3- isoforma GSK-8, kter4 je kddovana
genemGSK3Ana devatenactém chromozomu v pozici 19913.2, a GEHKenzZ je
exprimovanaGSK3Bgenem naittim chromozomu v lokalizaci 3q13.33 [17, 20, 21].
Ok¢ formy se vyznéuji ténmei identickou doménovou morfologii a substratovou
specifitouin vitro [20]. Hlavni kinasova doména u GSK-§ tvaena tyrosinem-279
(tyr-279), u isoformy GSK{ tyrosinem-216 (tyr-216) (Obréazek 1). Zakladni ribzd
mezi GSK-3& a GSK-3 byly objeveny v N-terminalni a C-terminélsasti rettzci.
GSK-3u je charakteristicka delSim N-terminalnim Usekemolzsahuje zde &sSi
mnozstvi glycinu. V poslednich 76 C-terminalniclyteich jsou ob isoformy obzvlag
variabilni, shoduji se pouze ze 36 % [20]. Bylds®jio, Zze vymizeni funkce jedné

isoformy neni kompenzovano isoformou stavajici [2].
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Obrazek 1: Rozdily ve strukiei GSK-3 a GSK-3. Upraveno podle [20].

3.1.1 GSK-3a

Isoforma GSK-& je monomer o velikosti 51 kDa skladajici se ze 483
aminokyselin [20, 21]. Nachazi se v Buném cytosolu, ja@, mitochondriich
a cytoskeletu. Exprimovana je ve vSech tkanichz¥geni enzymové aktivity dochazi
fosforylaci tyr-279, fosforylaci na serinu-21 (&4} se jeji aktivita snizuje. Je zapojena
do kontroly fznych regulanich proteii, mikrotubuli a transkripgnich faktof.
GSK-3u dokaze fosforylovat, a tim inaktivovat glykogengasu, APC, axin-1,
B-katenin, u ¥tSiny substrat vyZaduje prefosforylaci jinym enzymem. Ptesinictvim
fosforylace antiapoptického proteinu MCL-1 (myeloidell leukemia-1) nize
kontrolovat bugé¢nou apoptézu v odpédi na nedostatekustovych faktoéi. Pisobi
jako negativni regulator v hormonalni kontrole hostazy glukosy a reguluje
metabolismus glykogenu v jatrech.tfg byt zapojena do regulace replikgebuntk
v pankreatu. BleZitou roli hraje ve WNT a fosfoinositid-3 (PIl-&nasové draze. Je
nezbytna pro vyti&ni polarity neurol a st axori. Vysoka exprese a aktivita
GSK-3u byla nalezena v kosternim svalu s diabetem meliibwhého typu. Podili se
také na vzniku schizofrenie a AD, kde reguluje zAp pii Sttpeni APP v mozku [21].
Zjistilo se, Ze ma rowt ulohu g vzniku nadorového bujeni. Podle poslednich studii
bylo objeveno, Zze GSKe3hraje predominantni roli u rakoviny slinivkyigni a umi
inhibovat karcinom prostaty. Snizenim exprese G@Ki@chazi k potkeni proliferace
nadorovych bugk a ke zvySeni apoptozy [22].

Fyziologické a patofyziologické vlastnosti GSk-3iebyly doposud probadany
do hloubky, nebt se pedpoklada, Ze v etiologii nemoci nema zasadni wyzna
jako isoforma GSK-g[22].
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3.1.2 GSK-3p

GSK-3B se vyskytuje v celé ziwsnérisi. Je dlezita pro spravny vyvoj jedince
[23]. Exprimovana je ve vSech typech tkani [11]pRe byla izolovdna z kosterni
svaloviny. Nasled# se zjistilo, Ze v nejvysSi koncentraci se naclwamiozkové tkani,
zejména v neuronech. Je nezbytna pro formovanipsyna prodluZzovani dendiit
u novorozentt. Zvysena exprese v mozku je zapbi k neuronalni signalizaci. GSK-3
je hlavnim regulatorem neurogeneze v hippokampu asptich. Jedna se
o multifunkeni  kinasu, ktera se podili na energetickém metsimolj ptibéhu
bunééného cyklu a je saidsti mnoha signalnich drah [23]. Bylo zji#, Ze hladina
GSK-3B je zvySena ve starnoucim mozku a v lidi trpicich AD [5]. Nadr&rna

exprese této kinasy u dasych jedinai narusuje spravny fibch neurogeneze [11].

Struktural jde o protein ve tvaru monomeru o velikosti 47 k[28]. Lidska
forma se sklada celkem ze 433 aminokyselin. N-teami doména iedstavuje kratSi
usek aje tviena 135 aminokyselinovymi zbytky. V tomto ndiste vytvdi sedm
B-vlaken. 78. az 92. molekula aminokyseliny je némBypro interakci s proteinem p53.
Kratka spojovactast gipojuje N-terminalni doménu k centralni oblagthelikalniho
typu tvaenym 139. az 342. aminokyselinou. ATP-vazebné méstmymu se nachazi
na rozhrani N-terminélni @helikalni ¢asti. C-terminalni Usek, nejdel&st molekuly,
je utvaen 343. az 433. aminokyselinovym zbytkemiedstavuje zakladriast spiraly,

jez je velmi dilezity pro interakci s jadrem-helixu [23].

3.1.2.1 Regulace enzymové aktivity GSK-p

Jelikoz GSK-B ma vyznam v celéad dualezitych burgénych funkci, musi byt
velmi prisre regulovana. Na regulaci enzymové aktivity se pogiti fyziologické
mechanismy, které se vzajeéndophuji. Cilem je zajistit odpovidajici substratov

specifickou regulaci [24].

Regulace fosforylaci

e

Pati mezi zakladni a nejdezit¢jSi princip regulace. Ke snizeni aktivity GSR-3
zpravidla dochéazi fosforylaci serinu-9 (ser-9),rktese nachazi v N-terminal@sti
molekuly enzymu. Toho je schopna ri&fad proteinkinasa B (Akt), ktera je aktivovana
prostednictvim PI-3 kinasyip stimulaci bugk insulinem, nebo PKC [23]. K inaktivaci
dochézi také fosforylaci serinu-389 (ser-389) adhinu-390 (thr-390) v C-terminalnim
regionu prosednictvim p38 mitogenem aktivované kinasy (p38 MAPK
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obzvla¥ v thymocytech a v mozku. Extracelularnim signategulovana kinasa (ERK)
dokaze fosforylovat GSKfBna threoninu-43 (thr-43). Nasledkem je inhibiceK3H.
Ke zvySeni enzymoveé aktivity GSK33dochazi p fosforylaci tyrosinu-216 (tyr-216),
ktery lezi v C-terminalni doménTimto krokem dochazi ke zmé konfirmace tyr-216
umoziujici vazbu substratu k molekule enzymu [19]. Mazzymy, podporuijicitist jeji
aktivity, se dalgadi genZAK1 (sterile alpha motif and leucine zipper contairligase
AZK) ¢i protoonkogen Fyn [23].

Regulace tvorbou komplexi

Aktivita GSK-33 je regulovdna rowZ tvorbou komple. WNT vylu¢ované
glykoproteiny aktivuji kanonicky a nekanonicky ségnktery je zavisly na proteinu
zvanémp-katenin. Kanonickda WNT signalni draha vyuziva $aitiu regulaci aktivity
GSK-33 nez je tomu u regulace fosforylaci, protoZze nefogdfije serotonin ani tyrosin.
Misto toho se spoléh& na proteiny, konk&éta proteinoveé interakce a intracelularni
sekvestraci. KanonickdA WNT draha zahrnuje fylogehkgt konzervované proteiny,
jako je WNT receptor, koreceptor, lipoproteinovyceptor s nizkou hustotou (LRP),
axin, APG pB-katenin a dalSi [19]. GSKB3 ma tendenci fosforylovap-katenin
a zmsobovat jeho degradaci. Receptor LRisgiva roviZz k degradacB-kateninu
nezavisle na fosforylaci [5]. Navazanim axinu nat@nové receptory dochazi
k rozpusEni destruovaného komplexu untoiici stabilizaci a akumuladi-kateninu.
Stabilni B-katenin je transportovan do jadra, kde se vaZzeenaptory transkrignich
faktoni, které se vyznaiji vysokou afinitou k DNA. Nasledkem je transkmip aktivace
geni. B-Katenin je defosforylovanipdevSim proteinovou PP-2A. PP-1 defosforyluje
axin spolu s antagonistou CK-1. Torefdstavuje negativni regulaci komplexu

GSK-33-axin s nasledkem UpIného rozloZeni tohoto komp[&@lL

GSK-3 se niize vazat na protein FRAT (frequently rearrangedadvanced
T-cell lymphomas) a GSKIP (GSKB3nteraction protein), ale vyznam komplexu nebyl
dodnes pla objasrn [19].

Regulace intracelularni lokalizaci

GSK-33 mizZe byt povaZzovana za cytoplasmaticky protein, alevelké mie se
vyskytuje zejména v mitochondriich a viadkde vykazuje vySSi aktivitu. Kapacita
GSK-3 je dynamicka a zavisla na hwmém cyklu [19]. Schopnost fosforylovat
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jaderné substraty (n&flad faktory transkripce) je (&ma hladig GSK-33 v jade
[24]. NejvysSi aktivitu vykazuje v S-fazi a viiéhu apoptdzy uiznych burénych
kultur. K redukci jeji koncentrace v jggldochazi aktivaci PKB/Akt. Vazbou na FRAT1
se aktivuje jaderny transport. Deleci N-termin&asti molekuly dochazi ke snizovani
akumulace v jaie buiky [19].

Substratow selektivni fosforylace

Aktivita enzymu nize byt ovliviovana fosforylaci substratu, protoZzgeyazna
vétSina jejich substrat musi byt nejprve prefosforylovana jinou kinasou
na aminokyselinové zbytky odliSnych od fosforyltho mista GSK{8. To znamena,
Ze aktivita signalni drahy vedouci k fosforylacinp@rnino mista substratu reguluje
schopnost GSK{B primarni misto fosforylovat. Souhra substratovésfdoylace
s ostatnimi mechanismy regulace (fosforylaci, o#halarni lokalizaci, tvorbou
komplexi) zaji¥uje integrovanou kontrolu, ktera umimge lokalni a substratév
specifickou regulaci GSKf8 Diky vicenasobné regulaciiie GSK-$ své substraty

fosforylovat selektivia [24].

3.1.2.2 Dysregulace a patofyziologické vlastnosti GSK{B

Dysregulace exprese GSKH-3m& za nasledek vznik ékolika z&vaznych
patofyziologickych stalv. Pati mezi € zejména onemoeéni centralniho nervového
systému (CNS) spojené s neurologickou a psychikawicdysfunkci [23]. Takovou
chorobou je naijiklad schizofrenie, bipolarni afektivni poruchapdese, amyotroficka
lateralni sklerosa, Parkinsonova choroba, defeldyroni, poruchy nalady, z#my
chovani spojené s dysfunkci dopaminu, ale dosudtdéjvyznam je fedkladan AD,

sporadickeé i familiarni forsh[5, 18, 23].
Alzheimerova choroba

Mechanismus vzniku AD je zaloZen na tworbxtraneurondlnich povlakAp
a NFTs, jejichz zaklad je twen hyperfosforylovanymr-proteinem (Obrazek 2).
1-Protein se v hojném mnoZstvi vyskytuje v mozkievpzrie v axonech neurdn
a ve svém defosforylovanétn casté&né fosforylovaném stavu se vaze k mikrotubml
prostednictvim 3 nebo 4 opakujicich se sekvenci v Citexni ¢asti své molekuly [5].
Existuje 6 isoforem tohoto proteinu vyplyvajiciclalternativniho splétani exar2, 3

a 10. Exon 10 jedstavuje jednu z doméniilghajicich k mikrotubudlm a jeho
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alternativnim splétanim se ttfasoformy obsahujici 3 nebo 4 opakovase vazajici
mikrotubuly (v pdadi t-protein-3R nebo t-protein-4R). Funkci t-proteinu je
mikrotubuly zpeviovat, udrZzovat $i cytoskeletu a zajistit axonalni transport [2].
Za patologickych stav jsou zt-proteinu od&tpeny krajni aminokyseliny a samotny
protein je hyperfosforylovdn enzymem GSR-3Tim dochazi k vytvieni vidken
a z divodu hromaéni nervovych perikaryi se vldknacremu pérovatcimz vznikaji

nerozpustna klubka ve fogoligomef, dimefa ¢i vétSich agregat[5].

U rt-proteinu bylo identifikovano zhruba 45 mist, ktebyvaji zpravidla
fosforylovana. \tSina z nich se nachazi v doménach bohatych nainprol
nebo v C-terminalnim Useku, kterym seprotein véaze k mikrotubiim [2].
Hyperfosforylacet-proteinu a intracelularni depozice neurofibrilémiklubek vede
ke ztrat dendritickych mikrotubuil a synapsi a k cytoskeletalni degradaci. Nasledkem
je smrt neurofh. Hyperfosforylace je povaZzovana zaicpmu neurodegenerace [5].

Hustota NFTs koreluje se zavaznosti AD [2].

Krom¢ fosforylacet-proteinu ma GSK{8 schopnost ovliiovat i jeho spojovani
a splétani, a to tak, Ze fosforyluje nuklearni dak6C 35, ktery kontroluje splétani
T-proteinu v exonu 10,¢imZ se sniZuje exprese-protein-4R. Nerovnovaha
mezit-proteinem-3R at-proteinem-4R vede ke zvySené fosforylaci samotného
T-proteinu. Toto zjid&ni neni ale pro vyvijejici se kauzalntié& AD podrétné, vyzkum
se zamfuje predevSsim na dovednost GSIg-3ovliviiovat funkci t-proteinu
prostednictvim fosforylace [2].

GSK-33 se vyzndauje rovreZz schopnosti ovliiovat proteolytické gpeni APP.
To probihd d¥ma zmisoby, neamyloidni a amyloidogenni cestou. Neamgioid
zpracovani APP je katalyzovano ptesinictvim y-sekretasy an-sekretasy, ktera je
tvorena komplexem rodiny-disintegrin a metaloproteinasou (ADAM), konkrétn
jejimi ttemi ¢leny ADAM-10, ADAM-17 a ADAM-9. Kinasa GSK{ sniZuje aktivitu
a-komplexu inhibici aktivity ADAM. GSK-B reguluje produkci A interakci s APP
béhem SEpeni y-sekretasou, neloAPP, PS-1 a PS-2, jez utefi katalytické jadro
y-sekretasového komplexu, s&li mezi substraty této kinasy. Stuthevitro prokazala,
Ze GSK-3 reguluje funkci PS-1, ktera je nezbytna pro gecidmxického A3 v mozku.
Naopak v amyloidogenni draze je APP katalyzofé&ekretasou iniciujici syntézupA

a nasleda y-sekretasou, ktera ho uviolje. A3 poté agreguje a vytviasenilni plaky,
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které pFispivaji k axonalni dystrofii, kterd apobuje rozsahlé poskozeni axonélniho
transportu, ztratu synapsi, inou smrt. Nasledkem je porucha kognitivnich funkci.
Bylo zjisttno, Ze inhibice GSK{8 redukuje Ssipeni APP pomocip-sekretasy
prostednictvim signalizéni drahy nuklearniho faktoru kappa B (KB) [11]. Déle
bylo objeveno, Ze expozice neutoR A zvySuje aktivitu GSK-B prostednictvim
inhibice signalizani drahy PI-3 kinasy. Vysoka aktivita GSK-Jyla detekovana
v mozcich paciefits AD a bylo prokazano, Ze podporuje abnormalnaamrani APP,
synaptické selhani a degradaci netran sporadické i familiarni formy AD. Toto
pozorovani nazrtaije, Ze blokada exprese GSIR-&ebo inhibice jeji aktivity sniZzuje
patologii AB vedouci k neurodegeneraci [25].

Zdraveé neurony Alzheimerova nemoc
- -‘ e ; X %‘ ; =7 W : — , o r“

© . Reurofibriléni:
' Sﬂp.l&fti !

amyloidn -
"plaky *

Obrazek 2: Neurodegenerativni&mg v mozku u AD. Upraveno podle [26].

GSK-33 se podili na alteraci cholinergniho systému. Velkytek cholinergnich
neurorii v kortikalnich oblastech mozku je typickym rysenrto pAD. Ztrata
cholinergnich neuran v bazélnim pednim mozku a v hippokampu koreluje
s prechodnou sniZzenou fosforylaci na ser-9 ve stiek@®SK-3 a s hyperfosforylaci
t-proteinu. Naopak cholinergni stimulaci v hippokamg v mozkové &e dochazi

k rychlému natstu fosforylace na ser-9 [11].

Synapticka ztrata je neurobiologickym korelatem rkbgnich deficiti u AD.

Do mechanismu, ktery umbdje ukladani informaci do mozku, jsou zapojenyayn
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v synaptickych spojich, ¢etné dlouhodobé potenciace (LTP), jez je vyvolana
vysokofrekvegini stimulaci presynaptick&sti, a dlouhodobé deprese (LTD), ke které
dochéazi p cast&né depolarizaci neuronuiptevirani NMDA receptdr. LTP a LTD
pusobi v zasatl proti sol&, ale jejich cilem je zachovani spravného pamvzniku

a zaniku synapsi. 8em LTP je postsynaptickd membrana obohacena dragmo
glutamové receptory kyselinya-amino-3-hydroxy-5-methylisoxazol-4-propionové
(AMPA), které jsou zabudovany v membéapostsynaptického neuronu v oblasti
postsynaptické denzity. Ukolem LTP je formovani pana spravny proceséeni.
GSK-33 zvySuje bazalni endocytézu v AMPA receptorech réteede k disociaci
vezikuli. Dale GSK-B je schopna fosforylovat kanaly u AMPA recefitor
¢imz dochazi k jejich odstrani z povrchu synapse. ZvySena exprese GfK-3
zabrauje spravné funkci LTP a vyvolava poruchu prostérowrientace [11].
Potlatenim WNT signélni drahyi signalizace PI-3 kinasy se LTP zhorSuje. GKe
negativié¢ regulovdana WNT a insulinovou signalni drahou a jehibice néasleduje
inhibici LTP, kter4 naznaje, Zze GSK-B muze zprosiedkovavat tinky insulinu

a drdhy WNT na proces LTP. Inhibitory GSIg-Blokuji i LTD. GSK-3 navic niize
fosforylovat dalSi vyznamné substraty vyskytujiei \ssynaptické aktiwit nagiklad
protein vazajici element odpovidajici na cAMP (CRE®bo mediatorovy protein
odpovidajici na kolapsin (CRMP GSK-3 podporuje splétani aktinu a tubulinu,
procesy dlezité pro synaptické uspadani khem formovani pati. Z téchto divoda
pochodi. Vzhledem k tomu, Ze aktivita GSK33e bshem AD zvySen4a, porucha pétin

u této nemoci nize byt @icitana inhibici LTP a ztrét neurori plynouci z progrese
choroby [25].

Do etiopatogeneze AD, ¢etne fosforylace t-proteinu, jsou zapojeny i dalSi
kinasy, jako je cyklin-dependentni kinasa-5 (CdkGK-1, ERK, PKA a jiné [2, 7].
Kazda z &chto kinas preferuje tity seroninovy a threoninovy zbytek pro fosforylaci
t-proteinu. Porovnanim ét¢hto fosforylovanych aminokyselinovych zbgtkkazdé
kinasy s hyperfosforylovanym epitopem pozorovangrost mortemv mozku
postizeném AD, bylo prokazano, ze pr&SK-33 je klicovym enzymem podilejicim se
na hyperfosforylaci t-proteinu a sotasré piredstavuje dlezity potencialni cil
pro kauzalni 1&bu AD [2]. R navrhovani novych terapeutickych posiug hledani
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jejich inhibitort je dilezité, aby inhibitory jedince ochtavaly gred aktivaci vnini

apoptické signalizace a zardgwvpotencovaly v§Si signalizaci apoptozy [11].
Rakovina

GSK-33 maze byt gicinou i dalSich chorob, néilad miznych drulé rakoviny.
To souvisi s kontrolou jeji aktivity pomoci WNT tisda s apoptézou bak. GSK-33
muze mit onkogenni vlastnosti, kdy podporuje pozitilmuré¢nou proliferaci a jeji
abnormalni expresi. Rozvinuti tumoru napomaha thm, stabilizuje komponenty
B-kateninového komplexu, které sec¢mau hromadit v jée postizené hiky [18].
Postupg se zvySuje expresg-kateninovych cilovych geén jako je gen pro protein
cyklin D1 (jeden z nejileziteéjSich regulatar buré¢ného cyklu). Jeho nadimou
produkci dochazi k alteraci ve vyvoji itky nasledovanou dalSimi zZmami
v kontrolnich mechanismech, které mohou bytéasti tumorové transformace ity
[18, 23]. V takovém fipadt dochazi k nadprodukci GSK33 konkrétnich postizenych
tkanich. Pat mezi r¢ vajetniky, jatra, pankreas, nadory tlustéhiega a rakovina prsu
V jinych piipadech se GSKE muze vyzngovat tumor supresorovymi funkcemi.
Jednd se ndjklad o souhru GSK{8a Akt [18]. Kinasa Akt je zapojena do onkogenni
transformace, istu nadol a do tvorby jejich metastaz.¢dci se nejprve domnivali,
Ze aktivace GSK43 by mohla vést k zastaveni nadorové progrese. Pergxentech
bylo zjiS€no, Ze k potléeni rakovinového bujeni dochazi ptainhibici aktivity
GSK-33 vyvolanou fosforylaci pomoci Akt. Inhibici expres@SK-3B dochéazi
k potlaeni tistu rakoviny pankreatu a angiogeneze [22].

Diabetes mellitus

GSK-33 prispiva k regulaci glukosové homeostazy [27]. Dok&Zmolavat
poruchu utilizace glukosy a sniZzenou schopnost limsuaktivovat glukosové
transportéry v kosterni svalové tkani, ktera vedaavozeni insulinové rezistence
a postupt se vyvijejici glukosové intoleranci [27, 28]. Tgi&'uje v plné rozvinuti
diabetu mellitu druhého typu [28]. Insulinové rewep stimuluji signalni kaskadu
aktivujici kinasu Akt, ktera inhibuje GSKBJosforylaci ser-9 [27]. Selektivni inhibici
GSK-3 v insulin-rezistentnim kosternim svalu dochazi XepSeni glukosového
transportu progednictvim zvySené aktivity post-insulinovych reaeptv insulinové
signalizaci a translokaci glukosového transportgpu 4 (GLUT4). Redukuje se
mnozstvi glukosy v jatrech [28]. Diabetes &asto vyskytuje v souvislosti s AD
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(Obrazek 3) [27]. Insulinové receptory se nachazejetSine perifernich tkéani, rowz
v oblastech mozku, kde se utivgan®t, proto rekteré pacienty s diabetem mohou
suzovat problémy s verbalni a vizualni géina mohou se objevovat Klinickéipnaky
AD, avSak bez diagnostiky demence [5, 27]. Navidgydi nemocni diabetem druhého

typu maji vyssi riziko vzniku samotné AD [5].
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Obrazek 3: Mechanismy spojujici AD a diabetes [29].

Patologicky zaret

Podle nového zjighi je GSK-3 jednim z hlavnich faktérzarétliveho procesu,
ktery miZe byt spolénym rysem pro vice patofyziologickych stafObrazek 4). Tato
kinasa zjsobuje rozvoj nejen primarnich zdlivych onemoceni, nybrz podniiuje
i sekundarni zafty pridruzené k primarni chorébJedna se zejména o Zam periferii,
kde GSK-B predstavuje vyznamny zéivy regulator, jenZz podporuje tvorbu
prozartlivych cytokini, zejména interleukinu-6 (IL-6), interleuking-{IL-1pB) a tumor
nekrotizujiciho faktoru (TNF). K tomu dochazi poimsilaci Toll receptai
v mononuklearnich hikach periferni krve a v monocytech. Naopak produkci
protizaretlivého cytokinu- interleukinu-10 (IL-10) GSK{ redukuje [27].
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GSK-3 ma schopnost ovlilovat migraci, adhezi a b&mé kontakty
prostednictvim integrif. To vSe pispiva k hlubSimu a nekontrolovatelnému rozvoiji
zaretlivého procesu v postizené tkani s nasledkem abkgoh potizi. V nedavné studii
bylo zjiS€no, Ze inhibitory tohoto enzymu dok&zou vyrazamizit vznik prozagtlivych
cytokini a dostatéen¢ zvySuji protizagtlivé cytokiny, ¢imz dochazi k pottgeni rozvoje
zaretu. To ukdzalo na mozny terapeuticky potencidl GBKv lécb¢ zavaznych
zaretlivych staw [27].

Neuroinflamace
Roztrou$ena sklerosa
Poruchy nélady
Alzheimerova choroba

Periferni zanét
Kolitida
Artritida

Mikroglie
Astrocyty

Monocyty
Makrofagy

Adipocyty
B4
L
o ©®
L ®
7 -~ @
- ® 9 °
’
Lokalni zanét Generalizovany zanét
Diabetes mellitus Rakovina

Obrazek 4: GSK{ a patologicky zatt. Upraveno podle [27].

GSK-33 podmiuje rovréZ inflamaci v oblasti CNS. Mozek je charakterisfick
vlastnim imunitnim systémem. HEB slouzi k 8léti mistniho zatu mozku
od systémoveho omezenim penetraceéthagich mediatoi a umozuje pronikani
pouze leukocyt. Tato ochrana jeidezita, protoZze neurony maji omezenou schopnost
regenerovat a autodestruktivni imunitni procesyrmhly mit néivy dopad pro mozek.
Pokud je tato bariéra naruSena, dochazi k infilineekrofagi a monocyi z cirkulujici
krve. Zarové se aktivuji rezidentni gliové Blky, jako jsou astrocyty a mikroglie

(klicové buiky imunitniho systému v mozku), které vyvolavajingfivou reakci
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a migraci,cimz se aktivuji cytokiny atstové faktory, které mohourippét k regeneraci
postizenych neurdn K aktivaci gliovych budk dochéazi i p neurodegenerativnich
onemocgnich, traumatech a ischemii [27]. Trvala aktivagehto burtk pii chronické
chorolz, jako je AD, kdy dochazi k hromaai mikroglii v okoli amyloidovych plak
muze vést k porucham neuronalnich funkci a ke snibangezivani neurain [25, 27].
GSK-33 prostednictvim cytokii a chemokia ovliviiuje mikrovaskularni endotelialni
buiky v mozku, které ghem neuroinflamace poskozuji HEB. Bylo Zji#, Ze inhibice
GSK-3 vede k redukci exprese adhezivnich molekul a kzesg& adhezi monoayt
na endotel mozku. Proto se GSK48vi jako dilezity cil pro stabilizaci HEB ip zargtu
neurori [30].

GSK-33 je déle schopna navodit dalSi potize a chorobgkéto organismu,
nagiklad poruchy imunity, aterosklerosu, polycystiakéemocgni ledvin, mozkovou
mrtvici, srd€&ni hypertrofii, dysfunkci metabolismu a za nasledek také starnuti

organismu [18].

3.2 Kaseinkinasa-1

Kaseinové kinasy (CK) p#t do skupiny serin-threoninovych neprolinovych
proteinovych kinas [31]. Mgy protein kasein neni jejichiippzenym substratem [32].
CK se nachazeji u vSech eukaryotickych orgafi$hé]. Z divodu vysoké homologie
v jejich katalytickych doménach se réhgdi do rodiny kaseinkinasy-1 (CK-1)
a kaseinkinasy-2 (CK-2) [31]. CK-1 a CK-2 jsou rdmé ve struktie, funkci a v reakci
na efektorové molekuly [33].

Clenové rodiny CK-1 se vyskytuji viznych Ziva@&isnych druzich- v savcich,
prvocich, kvasinkachasach a v rostlinach, ndklad v ryzi [32, 33, 34]. Népstji jsou
izolovany v cytosolu a v butiném jade [33]. NejblizSi pibuzni jsout-tubulinové
kinasy-1 a 2 [22]. CK-1 je twena rkolika podtypy , B, 9, €, y1, v2, y3) a rekolika
sestihovymi variantami pro CK-4, CK-13, CK-1¢ a CK-Iy3 [31, 32]. Navzajem se liSi
délkou a primarni strukturou N-terminalnich afegevsim C-termindlnich
nekatalytickych domén. N-terminalni doména, ktezdzpdpo¥dna za katalytickou
aktivitu enzymu, dosahuje velikosti od 9 do 76 vguld za sebou jdoucich aminokyselin
a jeji sowasti jsoup-listy, zatimco ¥tSi, a-helikalni C-terminalni doména, jez hraje
klicovou roli v substratové specifia v regulaci kinasové aktivity, se sklada z 220
opakujicich se aminokyselin. Diky tomuto rozdilu s&ni molekulova hmotnost
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jednotlivych isoforem CK-1. Ta se pohybuje v rozingiiblizné od 37 kDa (CK-i)
do 51 kDa (CK-%3). ProtoZe podtypy CK-1 jsou vysoce konzervativei svych
kinasovych doménach (identitani 51 az 98 %), jsou zodpédné zaiizné fyziologické
vlastnosti vSech CK-1. &které vykazuji vysokou homologii igdevsim CK-&
a CK-1). U lidi se nachazi 6 isoforem CK-1la, CK-15, CK-1lg, CK-1yl, CK-1y2,
CK-1y3 . Dosud nejvice byly probadané CK;TK-15, CK-1¢ [31].

CK-1 pati do skupiny enzyin které maji schopnost fosforylovates 140
substrai in vivo a in vitro [32]. Mezi substraty péit faktory transkripce a translace,
klicové regulani molekuly zapojené do b&mého cyklu, struktury cytoskeletu.
Podileji se na regulaci b&mé cytokineze, adheze, vezikularniho a membranového
transportu, biogenezi ribozdmreparaci DNA, receptarv signalni transdukci [31].
Mezi dalSi substraty patrada protein, jako je glykogensynthasa, tumor supresorovy
protein p53, cAMP a mnoho dalSich [33]. Vyznamnaunkti je navozovani reakce
na stres a utvani cirkadialnich rytr, které souvisi s uloZzenim CK-1 (zejména CK-1
a CK-I) v suprachiasmatickych jadrech v hypotalamu, ktggdu zodpowdna
za kontrolu a koordinaci cirkadialnich ryiinv celém organismu [35]. CK-1 je stasti
i imunitniho systému a 8y podil nachazi v rozvoji z&tivé reakce. Dokaze vyvolat
apoptozu [32]. Dysfunkce CK-1 vede k rozviégidy patologickych stady jako jsou
neurologicka onemoeni (zejména AD) nebo rakovinaianych organ, nagiklad
ledvin, tlustého $eva, dale adenokarcinom slinivkyidni, karcinom prsu a vajeiku,
rakovina Ustni dutiny a choriokarcinom. Toto zjistvedlo ke zvySenému Usili nalézt
funkeni inhibitory vici CK-1 [16, 31].

Jelikoz je CK-1 zapojena do regulace mnohaadkdych fyziologickych funkci, je
nezbytna gisna regulace jeji aktivity a exprese [32]. K tooachazi prosednictvim
specifické fosforylace jinymi proteinovymi kinasgnmterakci s bu&nymi proteiny,
subcelularni lokalizaci, reverzibilni fosforylacit€minélni domény pomoci inhiii
autofosforylace, ktera vede ke snizeni enzymovéigki31l, 32]. Autofosforylace
probihd u CK-& a CK-Ik v C-terminalni doménhs motivem pser/thr-X-X-Y, kde
pser/thr oznéuje fosforylovany serinovy nebo threoninovy zbytBlachazet k ni ive
iu isoformy CK-¥1, CK-Iy2, CK-Iy3 a CK-k. Fosforylace CK-1 ostatnimi
serin-threoninovymi kinasami m& za nasledek zvy3Jejii aktivity. Stejr pasobi
i prostedi o nizké koncentraci.B,. Proteolytické &peni C-terminalni domény vede

k nékolikanasobnému vastu kinasové aktivityin vitro. | presto, Zeclenové rodiny
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CK-1 jsou exprimovany vSudyippomns, mira exprese zavisi na typu tkani adsun
Hladinu a aktivitu CK-1 mohou ovlitovat rekteré faktory, napklad znEna
membranové koncentrace fosfatidylinositolu-4-5tmséatu (PIR), y-zaeni, virova
transformace, stimulace insulinem nebo gastrinéébal topoisomerasovymi inhibitory
nebo jinymi malymi molekulami, naiklad kalotropinem. Z hlediska protdéirse jedna
o regulaci progednictvim subcelularni lokalizace, regulaci pomstailktury, interakce

s jinymi proteiny a posttransiai modifikace [32].

Clenové rodiny CK-1 vyuzivaji ATP, ktery se vaZzeaidast mezi N-terminalnim
a C-terminalnim lalokem, jako donor fosfatu k fagfaci serinovych a threoninovych
rezidui na cilovych proteinech [33]. CK-1 rozpozajsubstraty, které obsahuji kyselé
nebo prefosforylované aminokyselinové zbytky. Zjutkv fosforyluji zbytky serinu,
které jsou blizké fosfoserinu v souladu s motivenserpX-X-S. Motivem
pser/thr-X-X-(X)-ser/thr je reprezentovana kanogidkonverni sekvence pro CK-1.
Fosfoserin¢i fosfothreonin nize byt vSak nahrazen aglomeraci negétimabitych
kyselych aminokyselin. Byly popsany také nekano@ikknverni sekvence préleny
rodiny CK-1, kam spad& motiv lysin/arginin-X-lysamginin-X-X-serin/threonin
(lys/arg-X-lys/arg-X-X-ser/thr) nachazejici se votdsterol-3-sulfatu a sulfamidech,

dale SLS motiv \B-kateninu a v nuklearnim faktoru aktivovanych T-&uB2].

3.21 CK-1o
CK-15 je protein ve tvaru dimeru (Obrazek 5) [32]. Uilige kodovan

na 17. chromozomu v lokalizaci 17925 genem éananymCSNK1D[36]. Ze 76 % je
identicky s podjednotkou CKel s ostatnimicleny je shodny zhruba z 52 %
v katalytické domén [37]. Nejwtsi homologii vykazuje s isoformou Ckgl
neba z 98 % jsou shodné v N-terminalni domém z 53 % jsou identické
v C-terminalni regukni domés. Z tohoto dvodu maji CK-5 a CK-I velmi podobné
vlastnosti a ob jsou gitomny u tSiny fyziologickych, ale i patologickych prodes
[31].
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Obrazek 5: Struktura CK&1[36].

Kromé regulace inhiliini autofosforylaci je CK-d ovliviiovdna specifickou
fosforylaci jinymi kinasami, jako je Akt, isoformBKC-u, jez fosforyluje serin-328
(ser-328), serin-331 (ser-331), serin-370 (ser-37®) threonin-397 (thr-397),
¢imz dochazi ke zvySeni enzymové aktivity, a zejménéA, ktera je zarrena
na fosforylaci ser-370 v C-terminalni dongén vitro ain vivo. Dale samotna molekula
CK-16 muze ovliiovat svoji aktivitu. Oblast pro vazbu donoru ATP gbsazena
specifickym intramolekularnim spojenim dimetina domény a ATP je odstravan
z aktivniho centra kinasy. Tvorba homodifher tohoto dvodu mize mit negativni

regulani efekt na aktivitu CK-d in vivo[32].

3.2.1.1 Fyziologické funkce CK-16

Fyziologickou funkci CK-& je zprostedkovavani istu axori a zapojuje se
do regulace dynamiky mikrotuhul[32, 38]. Spoléné s CK-le se @&astni kontroly
cirkadialnich rytnd u vSech eukaryotickych bék CK-15 zde hraje dominantni roli.
Centralni hodiny jsou tweny homologemiéech proteid ozna&ovanych PER1- 3
(period circadian protein homolog-13). Cytoplasmaticky PER je fosforylovan CH§;1
¢imz dochazi k jeho degradaci. Pokud je v komplexukrgptochromem, misto
pro fosforylaci neni dostupné a komplex je spades CK-15 transportovan do jadra,
kde potl&uje dalsi hodinovy transkrpi faktorovy komplex a inhibuje transkripci
mnoha hodinovych gén31].

CK-15 se podili i na regulaci WNT signalni dradhy, &ddani chromozorin

béhem mitézy, transportnim proceswep bugcnou membranu, jaderném importu
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a ovliviiuje funkce centrozomué¢hem burcéného @leni [38]. Vyvolava apoptézu.
In vivoain vitro fosforylace N-konce tumor supresorového proteis8 pomoci CK-&
dochazi k aktivaci p53 a nasledk vyvolani apoptdzy. Dale CKélfosforyluje enzym
MDM2 (mouse double minute 2 homologdlochazi ke sniZzeni interakce MDM2 s p53,
které prispiva ke stabilizaci a nasledné aktivaci p53olbt vyplyva, Ze zvySenou
expresi nebo zvySenou aktivitou isoformy C&-@ochazi k aktivaci p53, postupné
zasta¥ burgéného cyklu a ke spusti apoptézy [31]. V odpadi na bureny stres ma
CK-13 schopnost se specificky spojovat s mitotickyietenkem ve zvySené fei
CK-15 dokaze fosforylovati-, - a y-tubulin stej jako dalSi proteiny vyskytujici se
v neuronech, déale fosforyluje s mikrotubuly spojeméteiny (MAPs), mezi které se
fadi MAP4, onkoprotein stathmintgprotein. Bylo prokazano, Ze fosforylac@roteinu
pomoci CK-B5 moduluje jeho afinitu k mikrotubtiin [38].

3.2.1.2 Patofyziologické funkce CK-B

CK-15 se podili na vzniku a rozvojikolika neurodegenerativnich onemeoi
jako je Dowriiv syndrom, progresivni supranuklearni obrna, anoficka lateralni
sklerosa, Pikova choroba, Parkinsonova chorobaedepSim AD [39]. V mozcich
pacieniii s AD dochazi k jeji zvySené expresi. CEK-1ma souvislost
s granulovaskularnimi a neuritickymi |ézemi, kterpiedchazicasna hyperfosforylace
T-proteinu na pozici serin-202/threonin-205 (ser/#2205) a serin-396/serin-404
(ser-396/ser-404), ktera ma za nasledek tvorbu NRBR$ V nedavné studii byla
zjiSttna souvislost AD s velmi zvySenou expresi GK+hRNA v mozku, ale ne
v perifernich orgadnech. StupezvySené exprese v mozku nemocného AD koreluje
s mirou patologie v dané mozkové oblasti a zarose zvySenou expresi CK-1
proteinu. Navic p AD dochazi k poruse cirkadialniho rytmu [40]. (&je po GSK-B
nejvice zkoumanou kinasou i®gmbujici AD a badatelé se zajimaji o nalezeni hejic
specifickych inhibito#l [32, 40].

CK-13 dale podmiuje vznik karcinom a jejich metastaz. Je schopna zvySeni,
nebo snizeni aktivity proteinu p5%imou fosforylaci, nebo ffmou modulaci p53
prostednictvim interakce proteinu MDM2 a MDMX. Genotokyc stres zfisobuje
transkrigni aktivaci CK-B proteinem p53. Dochazi k poSkozeni DNAspivajici
ke zvySené interakci mezi CKdla CK-l. Odhaluje se vice mist na MDM2
pro fosforylaci &mito isoformami, ktera Zjsobuje degradaci MDM2 a nasleédn

zvySenou aktivitu p53. Inaktivace CK-la CK-1l zagicini akumulaci MDM2,
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sniZzenou aktivitu p53 a rezistenciicv apoptéze indukovanou faktory vyvolavajici
poskozeni DNA. Aktivita p53, stejnjako aktivita enzymu CKd, je zvySena

za stresovych podminek [31].

3.3 Cyklin-dependentni kinasa-5

Cyklin-dependentni kinasa-5 (Cdk-5) je unikatni akgickou podjednotkou
cyklin-dependentnich kinas (Cdks), kteréradi mezi kinasy serin-threoninového typu
[42]. Na rozdil od hlavnich Cdks, které jsou aktigny v utité fazi burgcného cyklu
a podporuji jeho progresi v proliferujicich ikdch, Cdk-5 je aktivovana
v postmitotickych neuronech préstinictvim pouhé vazby na neuron-specifické
aktivatory p35 nebo p39 [41]. Ostatni Cdks naviczaduji ke své aktivaci
prefosforylaci v aktivani T-smyce [42]. Cdk-5 je exprimovanaiad burek a tkani,
vV nejwtsSim mnozstvi se vSak nachazi v postmitotickychroreech z dvodu vysoké
koncentrace jejich vazebnich parinpB5 a p39 [41]. Fyziologickou vlastnosti Cdk-5 je
regulace mnoha neuronovych funkcicetneé migrace neuraiy synaptické aktivity

a neuronalni smrti [42].

Cdk-5 vykazuje 55 az 60% aminokyselinovou seknémomologii s ostatnimi
¢leny Cdks, pedevsim s Cdk-1, Cdk-2, Cdk-4 a Cdk-6. Jeji aktinatp35 a p39,
nejsou homologni s cykliny — jsou slozeny z 307382 aminokyselin obsahujicich
Cdk-5 aktiv&ni doménu v C-terminalni oblasti. Aktiéai doména p35 tvo tercialni
strukturu, kterd& ma obdobné sloZeni jako cyklin Akemplexu Cdk-2-cyklin A,
a vys\vtluje jeho schopnost aktivovat kinasu Cdk-5. Dalsktivujicim faktorem nize
byt cyklin 1, jenZ pedstavuje aktivator v ledvinovych podocytech [41].

Aktivita enzymu Cdk-5 maze byt ovliviovana mechanismem fosforylace
prostednictvim ostatnich kinas. Fosforylaci v oblastogn-15 (tyr-15) ve strukie
monomerni Cdk-5 pomoci kinasové rodiny Src, nereceprosinovymi kinasami
¢i receptor-tyrosinovymi kinasami dochazi ke stincukenzymové aktivity. Fosforylace
tyr-15 vede rovi&Z k aktivaci komplexu Cdk-5-p53, jenZz hraje rozhjoduulohu
pii vyvoji mozkové tkas, michy, fyziologické synaptickéinnosti a pi neuronalni
smrti [42]. Cinnost Cdk-5 je dale ovlilovana samotnymi neuron-specifickymi
receptory p53 a p39, konkrétnejich rozpadem. Jedna se o proteiny s kratkou

Zivotnosti, biologicky poleas trva u p35 30 minut a u p39 120 minut, poté jsou
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degradovany ubikvitin-proteazomovym systémem. Fg&ioe vyvolana Cdk-5 v mist
threonin-138 (thr-138) p53 podporuje degradaci.[41]

Cdk-5 je zapojena do abnormdlni fosforylace v nuwecpostizenych AD.
Predpoklada se, Ze komplex Cdk-5-p35 zajj§ fyziologickou fosforylaci, spojeni
Cdk-5-p25 zartuje fosforylaci patologickou [42]. MnoZstvi p25yeAD zvySeno [43].
Cdk-5 dokaze fosforylovat w-proteinu az 13 mist jednd se fedevSim o ser-202,
thr-205, threonin-212 (thr-212), serin-235 (ser®3%erin-396 (ser-396) a serin-404
(ser-404) [44]. Timto procesem sniZuje vazebnowgobstt-proteinu s mikrotubuly,
napomaha rozpadu komplexu mikrotubuh tim zcela i mikrotubularni dynamiku
[43, 45]. Uloha Cdk-5 réize byt viak mnohem slo&j§i, nemusi se pouzéimo podilet
na fosforylacit-proteinu, ale tato fosforylaceirbe probihat i proggdnictvim regulace
aktivity GSK-33 [44]. Spojenim Cdk-5 s p25, N-terminalni zkracerformou p35,
dochazi k hyperaktivaci Cdk-5, ktera ma za nésletiggerfosforylaci t-proteinu
s naslednou agregaci do mikrofilament a tvorbou NH#2]. Cdk-5 se svou
katalytickou aktivitou podili rowE na vzniku plaik AB v mozku nemocného [44, 45].
Navic studie zagtené na bezpragdni &inky Ap in vivo prokazaly, Ze tvorba R\vede
intraneuronéld ke zvyseni koncentrace kalcia, kterdiz@ mit za nasledek aktivaci
kalpainu a hyperaktivaci Cdk-5, ngbdochazi ke gpeni p35 na p25 veitsi mie [45].

3.4 C-Jun N-terminalni kinasa

C-Jun N-terminalni kinasa (JNK) j&lenem rodiny mitogenem aktivovanych
kinas (MAPK), které zastavaji celatadu intracelularnich signalizaci [46]. JNK je
zndma i pod pojmem stresem aktivovana proteinkin&sPK) [47]. Vyskytuje se
u savd, Vv rostlinach a houbéach [46, 47]. Poprvé byla obje ve spojitosti fosforylace
N-terminalniho transkrigniho faktoru c-Jun a schopnosti své aktivace vaieak izné
stresové podity, nagiklad zvySenou expresi cytokif47]. JNK transkrigni aktivita
je stimulovana fosforylaci na dvou N-koncovych mdst- serin-63 (ser-63) a serin-73
(ser-73). Fosforylace ¥¢hto mistech se zvySuje v odéava fizné dalSi extracelularni
stimuly, Wetré rastovych faktoii a UV zd&eni [48]. U savé se vyskytuji i geny
(JNK21, JNK2 a JNK3 na tech fiznych chromozomech, z nichz kazdy maijsv
alternativni sesih. Kinasy JNK-1 a JNK-2 jsou exprimovany prakticke vSech

tkanich, zatimco JNK-3 ve vysoké koncentraci v aeach CNS, dale v sréiei hladké
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svalovirg a ve varlatech. Velikost s&é¢h JNK proteifi se pohybuje v rozmezi 46 az 66
kDa [47].

JNK nalezi mezi multifunéni kinasy, které jsou zapojeny dady biologickych
procesi.. Biochemicka draha JNK hraje vyznamnou roli v dpep bugk a v jeji
spojitosti s patologickymi procesy. Nédad k vyvolani neuronalni bgtné smrti
vyZaduje ®kolik apoptickych stimul, jako je deprivace nervovéhastového faktoru,
poskozeni DNA, oxidai stres, ztrata ffsunu energie, uvobmi TNF a dalSi [47].
Podili se také na embryogenezi, ale i ha tumoragyep@retlivém onemociini, diabetu
mellitu druhého typu, onemoéni srdce a na vzniku neurodegenerativnich chorob
zahrnujicich ischemickou mrtvici, amyotrofickou dedlni sklerosu, Parkinsonovu
chorobu, polyglutaminové choroby @né tzv. taupatologie, mezi které iseli Pikova
choroba, progresivni supranuklearni obrna, korizalni degenerace, familiarni

frontotemporalni demence, parkinsonismus a AD ¢7 4.

Aktivita JNK koreluje s obma znaky AD — s hyperfosforylovanymproteinem
i s depozici B. Ve studii byla v mozcich postizenych AD analyaona zvySena hladina
aktivované JNK, ktera vykazovala silnou imunoreadldi v neuronech a gliich
obsahujicich hyperfosforylovanyprotein, ale i v dystrofickych nervech se senilnim
amyloidnimi plaky [47]. INK naviciphyperfosforylacit-proteinu usnatlje uvolreni
H.O, a ROS, zejména superoxidu a volného hydroxylovétuikélu, které fispivaji
k toxicit¢ nervovych budk. Studie in vitro prokazala, Ze inhibice aktivity JNK
potlatuje toxicitu A3 a blokuje aktivaci kaspas, které by mohly indukoeapresi
proapoptickych gehn [7]. Ztéchto divodi se JNK stava fedmétem nového
terapeutického cile v ¢ nejen AD a ¥dci se v sotasné dob zabyvaji hledanim
jejich inhibitora [7, 46, 47].

3.5 Apoptdzou regulovana kinasa-1

Apoptézou regulovand kinasa-1 (ASK-1) je kinasainsereoninového typu.
Exprimovana je téit ve vSech tkanich. ASK-1 je jednim z vice neZRha rodiny
enzymi MAP3K (mitogenem aktivovana proteinkinasa kinasaaga) [49]. Tvoi
apopt6za a butna diferenciace. fmou fosforylaci aktivuje kinasu JNK a p38 MAPK
[50]. Funkci ASK-1 je bu&na odpo¥d na Sirokou Skalu environmentalnich

a biologickych stresovych fakir véetné ROS, stres endoplazmatického retikula
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zpisobujici agregaci protein intracelularni zaplaveni kalciovych idéntreceptory
zprostedkované signaly transdukovanych liposachiariccytokini, Fas ligand

a dalSich. Tyto faktory ji zarowe aktivuji. Exogenni exprese ASK-1 v ikéch
vyvolava vnitni apoptickou drahu podporujici usiolvani cytochromu ¢ z mitochondrii

a naslednou aktivaci kaspasy-3 a 9. Naopak ASKficidetni buiky se vyzndauji
rezistenci k buktné smrti zfisobenou oxidanim stresem a stresem endoplazmatického
retikula. To naznauje, Zze ASK-1 funguje jako iniciator stresem indukoé bugcné
smrti [49].

V poslednich letech se stale vice hromadiagy, Ze ASK-1 hraje kibvou roli
v patogenezi neurodegenerativnich poruch, jako yatidgtonova choroba nebo AD.
U AD je ASK-1 aktivovdna dimerizaci APP, syntézo A uvolrtnim ROS [50].
ASK-1 se u AD podili nagad mechanism zahrnujicich toxicitu butk vyvolanou
uvolnénim ROS, neurotoxicitu Zgobenou depozici B hyperfosforylacit-proteinu
a poskozeni insulinové signalni transdukce [49, B@| insulinové signalni transdukce
je ASK-1 zapojena prastdnictvim TNF-zprostedkované aktivace JNK. ASK-1
slouzi jako kléovy faktor @i modulaci insulinové signalni transdukce a jegjulace
muze zvysSit kognitivni pokles u AD. Inhibici aktivitASK-1 dochazi k fosforylaci
tyrosinu v insulinu podobnéniistovéem faktoru-1 (IGF-1%imz se zabrani kognitivnim
porucham v mozku. IGF-1, ktery zprimikovava signalizaci pomoci svych
specifickych receptdr potla&uje ASK-1-indukovanou drahu JNK/p38 MAPK. IGF-1
muze inhibovat apoptdézu a blokovat ASK-1-vyvolanotivadci JNK @i depozici A3.
Deficit CNS prostednictvim funkce insulinovych receptoje spojen s patogenezi
sporadické formy AD [50]. Insulinova dysfunkce v zha vede ke kognitivnim
deficitim. ASK-1 aktivuje drahu, ktera spousti smrt moziahvgndotelidlnich buik
zpiasobenou tvorbou B a zvySenou hladinou proapoptického proteinu Be BO].
Podili se i na hyperfosforylaci-proteinu prosednictvim JNK — vznikaji NFTs
v neuronech [50]. Studie prokazaly, Ze tato kinas@&e tvdit komplex s APP
prostednictvim proteinu JIP-1b (JNK signaling scaffolegein) a JNK-1. Nasledkem

je smrt neuro@i v zavislosti na kaspasach [49].

Podle novych ziskanychuklazi ze studii bylo zji&no, Ze ASK-1 propojuje
signalizaci s patogenezi AD a zarowokaze minit jeji progresi — ASK-1 fedstavuje

moznost terapeutické intervence v prevencibd@D [50].
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3.6 Extracelularnimi signaly regulovana kinasa

Extracelularnimi signély regulovana kinasa (ERKiipdo skupiny MAPK [51].
Sklad4 se az z 8 isoforem, z nichZ iiégditéjSi jsou isoformy ERK-1 (44 kDa)
a ERK-2 (42 kDa) [51, 52]. Gbisoformy sdili 83% homologii v aminokyselinove
sekvenci a jsou exprimovany téhve vSech typech tkani [53]. Aktivovany jsou dualni
fosforylaci threonin-202/tyrosin-204  (thr-202/ty04) prostednictvim mitoget
nebo tstovych faktoéi [51, 52]. Po aktivaci jsou schopny fosforylovagu&ni cile
v cytosolu, nebo jsou transportovany do &umeho jadra, kde fosforyluji substraty
véetre extracelularnich protein efektofi a transkripnich faktofi. Nasledkem je
bunééna proliferace, diferenciace, genova exprese alaeguneuronalni aktivity.
Isoformy hraji dlezitou roli v synaptické a strukturdlni plasticif54]. ERK je
klicovym enzymem v &kolika krocich tumorogeneze,cetre proliferace, migrace,

invaze nadorovych bwk a v jejich rezistenci k apoptoze [51].

Podle studii bylo zjigho, Ze k aktivaci ERK dochéazi v ga@enich fazich AD
[51]. K patogenezi AD fispiva svou schopnosti regulovat neuronalni apoptoz
a hyperfosforylovatt-protein — z &chto divodi je zkoumana jako potencialni
terapeuticky zasah u AD [51, 52]. Negativavliviiuje B-sekretasu ip Stpeni APP,
¢imZ reguluje produkci B v neuronech [51]. SniZzenim regulace aktivity ERK-2

dochazi ke zvysené akumulacB.AERK se podili i na vzniku toxické form4g,,

v mozku, pevadzg v hippokampu, kterd vede k porucham formovani giam

doprovazejici AD [52].

3.7 p38 MAPK
p38 MAPK je stresem aktivovany enzym zodgdiwy za penos zaétlivych

signahl a iniciaci apoptozy. V neaktivovaném stavu se Aatlv buréném cytosolu.
Na specifické doménthreonin-180-glycin-181-tyrosin-182 (thr-180-glg1k-tyr-182)
je aktivovan dudlni fosforylaci. Aktivaci mohou inkbvat stimulani signaly, jako je
IL-18, TNFo a HO,. Inhibovan naopak byva préstinictvim antioxidari,

nebo redu&nim c¢inidlem thiolu. Fosforylovany p38 MAPK tpchazi do buftného
jadra, kde katalyzuje fosforylaci a aktiva¢kolika vyznamnych transkrémich faktof,

¢imz je usnadéna exprese specifickych btimych produki [55].
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V mozkové tkani staréhéloveka, ale i ve tkani postizené AD, dochazi kel
koncentrace fosforylované kinasy p38 a&m® k hyperaktivaci jeji kinasové aktivity.
Zejména v mikrogliich je fosforylace p38 silnstimulovana kontaktem s pA
V mikrogliich, astrocytech a NFTs v neuronech da¢héasyntéze N@ ZvysSuje se
piitomnost nitrotyrosinu v hippokampu. Nasledkemgest neurorii. V nedavné studii
byla zjiS€na intenzivni fosforeaktivita p38, ktera korelovatsenilnimi plaky a NFTs.
Kinasa p38 ma schopnost hyperfosforylovaprotein. Fosforylace p38 probiha
v odpovdi na burcny stres (amyloidni plaky a zéthva loziska v mozku), neni
spoustcim faktorem AD, nicmé&miZe usnadnit progresi onemaan a v konéném
dusledku vést ke ztrétneurorii. Z tohoto divodu se stdva novym terapeutickym cilem
ve vyzkumu kauzalni tdy AD [55].

3.8 cAMP-dependentni proteinkinasa

cAMP-dependentni proteinkinasa (PKA) je kinasa rs#rreoninového typu.
V neaktivovaném stavu za n@omnosti cCAMP existuje jako heterotetramerni
holoenzym skladajici se ze dvou katalytickych pddgek C a dvou regulaich
podjenotek R, které slouzi nejen ke kontrole enaygraktivity PKA, ale i k lokalizaci
této kinasy uvnit buiky [56, 57]. Ol katalytické podjednotky C t¥d nekolik
isoforem (pedevsim @, CB, Cy) a ok# regula&ni podjednotky R isoformy Rl RIB,
Rlla a RIIB, které byly izolovany ve tkanich savcPKA-Co je epxrimovana téi
ve vSech tkanich, Cve vysoké koncentraci v mozku & €e varlatech. VSechnityrii
isoformy regulénich podjednotek R se nachazeji v mozkové tkanj. [B@ aktivaci
PKA adenylatcyklasou prasdnictvim extracelularni signalizace je donor ATP
pienesen na CAMP, ktery se vaze k reguian podjednotkam R, a dochazi k uwsinh
katalytickych podjednotek C, které fosforyluji striasové proteiny [56].

PKA predstavuje hlavni regulator CREB. Jedn& se o trgiskrfaktor, jehoz
funkci je ukladani a zpracovani p&m Prevadi kratkodobou pa¥ti do dlouhodobé,
svou roli hraje v procesuceni [57]. Po své aktivaci vidledku zvySené hladiny
intracelularniho kalcia se PKArgsouva do buttného jadra, kde CREB aktivuje
fosforylaci v mist serin-133 (ser-133) [57, 58]. Fosforylovany CREBiciuje
transkripci a translaci cilovych gé&nkteré jsou vyzadovany pro ubedi synaptické
plasticity vedouci k zprostdkovavani dlouhodobé p&tn[58]. Nedostatena funkce
CREB a dysfunkce patti pii AD je vyvolana dysregulaci PKA. ProtoZzehem AD je
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aktivita PKA v mozku sniZzena a je regulovana v amenSi mie, mize vést

k degradaci &terych jejich isoforem (zejména PKA-RII) wsledku zvySené exprese
kalpainu [57]. Inhibice této signalni drahy cAMP/RICREB je alespd caste&né
zodpowdna za deficit &éeni a pandti pii AD. Tato inhibice niZze byt vyvolana
zvySenou expresip-sekretasy-1. PoSkozenim cAMP/PKA/CREB navic dotchaz
v mozku trpicim AD k A toxicité, proto se PKA stdvad novou zkoumanou strategii
v terapii AD [58].

3.9 Fyn

Protoonkogen Fyn je protein o velikosti 59 kDa fjmat do Src rodiny
nereceptorovych tyrosinovych kinas. Lokalizovam@gchromozomu 6921 a vyzhge
se temi sesthovymi variantami. Znamé jsou &vaktivni formy, Fyn-T a Fyn-B,
které jsou exprimovanyipvazig v buikach hematopoetickéhaiypodu, a&koliv Fyn-B
se mize vyskytovat ve vSech Bkach a tkanich, zejména v mozku. Biologické funkce
Fyn jsou rozmanité, zajigji burgéné dcleni a adhezi, funkci krevnich desk,
plasticitu a myelinizaci neurédnv CNS a pedevSim reguluje synaptické funkce.
Aktivace Fyn zlepSuje synaptickou funkci, avSak @@k vyvolat synaptotoxicitu
u nachylgjSich neurof. Inhibice Fyn ma opgy (Cinek, nmize byt neuroprotektivni,
ale nadmirnd inhibice niZze pispivat k defektm kognitivnich funkci pacienta.
Pri terapeutickém zasahu d@ném pro optimalizaci synapsi a celé neuronalsi jeit

proto nutno zachovat rovnovahu mezi aktivaci almi[59].

Aktivita Fyn, steji jako aktivita ostatnich¢leni kinasové rodiny Src, je
regulovana intramolekularni interakci, kterd zawvisi rovnovaze mezi tyrosinovou
fosforylaci a defosforylaci. V bazalnim stavu jgi jkatalytickd aktivita omezena
zakerem SH2 domény fosforylovanym C-terminélnim tyresm531 (tyr-531). V&SI
proteinova interakce SH2 a SH3 domén fosforylactyr@sin-420 (tyr-420) v mist
aktivatni smyky kinasové domeény;i defosforylace tyr-531, maji za nasledek aktivaci

Fyn. Defosforylace na tyr-420 vyznatmaktivitu sniZzuje [59].

Fyn je lokalizovan v postsynaptickych denzitickyfakcich mozku, v mist
uréeném pro primarni postsynaptickou signalni transdakprocesy v neuronech. Fyn
reguluje synaptickou aktivitu prdgstnictvim hospodeni s glutamatem, ktery hraje
zasadni roli v synaptickych funkcich. Mezi Fyn dudity seradi glutamatoveé receptory,
které specificky fosforyluje v mist NMDA podjednotky NR2A a NR2B. Tyto
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podjednotky jsou nezbytné pro modulaci géima weni. Souvislost se nachazi

i u vzniku chronické deprese [59].

Kinasa Fyn hraje rozsahlou roli v patogenezi ADdIEaovych zji&ni je Fyn
kinasa zapojena do synaptickych a behavioralnichghospojenych s depoziciBAFyn
reguluje produkci A a zprostedkovava neurotoxicitu a synaptické deficityigpbené
vznikem amyloidovych plak[60]. Kritickym krokem v patofyziologii AD je intekce
oligomeru A3 s povrchem neurdn ktera vede ke z#m¢ biochemie v neuronech,
zvySuje se koncentrace kalcia a naruSuje se syhapplasticita. Postugndochazi
k zaniku neurof [59, 60]. Cim vy33i je hladina B, tim vice se redukuje excita
synaptickd transmise v hippokampu [60]. Fyn u ADZm byt aktivovana pomoci
povrchové bu&né vazby mezi extracelularnimi oligomeryp Aa burénymi
prionovymi proteiny PrP které se k sabvaZou s vysokou afinitou. Aktivovany Fyn
poté hyperfosforyluje-protein na tyr-18, ktery vede k tvarimeurofibrilarnich klubek
v mozku. Fyn podporuje degradaci podjednotek NR2AR2B, ktera naslednvede
k deficitu pandti a weni. Jiz vroce 1993 bylo zj&to, Ze podstatndast neurof
v mozku postizeném AD vykazovala silnou Fyn imumadteritu v porovnani
s kontrolnimi mozky, a navic tyto neurony byly goaii na hyperfosforylovany

T-protein [59].

3.10 Dualné specificka fosforylaci tyrosinu regulovana kinasa

Dualre specificka fosforylaci tyrosinu regulovana kindsa-(DYRK-1A) je
proteinova kinasa, kter4 je kdédovana v kritické ashil na chromosomu 21 [61].
Exprimovana je prakticky ve vSech tkanich, ale ywy&si koncentraci se nachazi
vmozku a v srdci [62]. Vyzriaje se dualni fosforylaci, a to autofosforylaci
tyrosinu-321  (tyr-321), ¢imz se sama aktivuje, a fosforylaci serinovych
¢i threoninovych zbytk na cilovych proteinech [63]. DYRK-1A reguluje logické
funkce interakci a potencialni fosforylaci ¢kolika vyznamnych protein
véetre transkrignich  faktofi, eukaryotickych inicienich faktofi, a-synukleinu
a glykogensynthasy [62]. Podili se ré¥ma vzniku Bkolika zavaznych onemoéni.
Jedné se zejména o Doivnsyndrom, Pikovu chorobu a AD [61]. Downsyndrom se
vtomto gipact vyskytuje v souvislosti s AD [64]. iP polymorfismu DYRK-1A,
konkrétre pii trisomii chromozomu 21, roste koncentrace mMRNA RKf1A

v mozkové tkani a dochazi k jeji na&hmé expresi. To je povazovano za faktor
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prispivajici k casnému p&éatku neurofibrilarni degradace [63]. T&mvSichni jedinci
trpici Downovym syndromem v dodpsti ziskaji demenci Alzheimerova typu,
neba’ u nich dochazi k fgedtasné akumulaci B\ v mozku. Z tohoto #@vodu \dci
spekulovali, Ze geneticky faktor souvisejici s Aprbohl existovat na chromosomu 21
[64].

V in vitro studii bylo prokazéno, Ze kinasa DYRK-1A fosfofglu-protein
na rékolika mistech, fevazie vsak threonin-181 (thr-181), serin-199 (ser-198);202,
thr-205, thr-212, threonin-217 (thr-217), threo@®t (thr-231), ser-396, serin-400
(ser-400), ser-404 a serin-422 (ser-422). Fosfoeylaomoci DYRK-1A prefosforyluje
T-protein na mistech thr-181, ser-199, ser-2022@%-a serin-208 (ser-208) a tato mista
jsou nasledd fosforylovana GSK-B. Hyperfosforylace v é&hto lokalithch byla
pozorovana u jediiic s AD a u dosflych jedindi s Downovym syndromem.
Fosforylace thr-212, ser-202 a ser-204 znata fyziologickou funkcit-proteinu
a postupdy se zvySuje mnoZstvit-protein-3R, ¢imz dochazi k nerovnovaze
mezit-proteinem-3R a-proteinem-4R, kterd usnégje neurofibrilarni degeneraci [64].
Tyto vysledky dokazuji, Ze dalSi kopie genu pro IK¢RA in vivo prispiva k brzkému

zacatku AD prostednictvim hyperfosforylaceproteinu [62].

U lidi trpicich AD dochazi k nadémé expresi mRNA DYRK-1A v hippokampu.
Bylo zjiSttno, ze ukladani B, zejména ARsp, vV mozku postizeném Downovym
syndromem, stimuluje transkripci DYRK-1A v lidskyeteuroblastomovych likéch
vedouci k hyperfosforylaai-proteinu na thr-212 [63]. Tento jev by mohl bybkgnym
rysem mezi nemocemi atude byt gicinou kognitivnich deficii u pacieni s AD. Gen
pro DYRK-1A je zodpowdny za poruchu d¢eni a paniti u AD. Inhibice DYRK-1A
piedstavuje novy potencialni terapeuticky zasalhel&D [63, 65].

3.11 Adenosinmonofosfatem aktivovana proteinkinasa

Adenosinmonofosfatem aktivovana proteinkinasa (ANPE heterotrimerni
neprolinova serin-threoninova kinasa, jejiz majorifunkci je regulace bugtné
homeostazy a metabolismu glukosy a lipif66, 67]. Jedna se o protein, ktery
kontroluje a ovliviuje funkci jinych proteii. AMPK se podili na procesuceni
a ukladani pasti — reguluje proteinovou syntézu, kterd hraje relidlouhodobé
synaptické plasticita dlouhodobé patti [68].
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AMPK, krom¢ podilu na fyziologickych funkcich v organismu, ahsje
idovzniku a vyvoje patofyziologickych potizi. Jed se zejména 0 nemoc
neurodegenerativniho typu, jako je Pikova nemoda jaZz je spojena s abnormalnim
neuronalnim energetickym metabolismem a poruchéeniua paniti v dusledku
dysregulace AMPK [6667]. AMPK je aktivovana fosforylaci threoninu-17ar172)
komplexem jaterni kinasy Bl — v reakci na zvySenpm$y AMP/APT
a kalmodulin-dependentni proteinkinagbu- v reakci na zvySenou hladinu kalciovych
iontd. P¥i taupatologiich se aktivovana AMPK hromadi v newach, kde zfisobuje
sniZzenou mitochondriélni biogenezi a redukuje lefimkci. Role AMPK v patogenezi
AD spcaiiva predevSim v generaci A a hyperfosforylacit-proteinu. Fosforylace
t-proteinu probiha nagkolika mistech. AMPK je fyziologicka-kinasa, ale je schopna
vyvolat zvySenou fosforylaci-proteinu na serin-262 (ser-262) [6Th vitro analyza
ukazala, Zze AMPK dokazerimo fosforylovatt-protein na thr-231 a ser-396/404 [66].
Vznik AP reguluje prosednictvim  modulace neuronalniho  cholesterolu

a sfingomyelinu a regulaci distribuce APP v lipiglolr frakcich [67].

Inhibice aktivity AMPK miZze mit vyznamné preventivngiaky pied naruSenim
synaptické aktivity zfisobené extracelularnim pA Potla&eni aktivity AMPK je
potencialnim kandidatem v kauzalnthé AD uZz jen z hlediska toho, ZzZe AMPK je
regulatorem energetického metabolismu [67]. AMPK s&ak vyznauje
neuroprotektivnimi, ale i neprotektivnimi vlastnost Z tohoto dvodu je vhodné
podrobit gisobeni této kinasy dalSim studiim, protoZze vedi@giky na molekulovou
signalizaci a bu&né poslani zprostdkovavajici kognitivni funkce nejsou dosud zcela
objasrény. Inhibice AMPK niize pacientovi finést znany benefit, ale satasré mize
byt i Skodliva. Proto je stalergdmétem diskuse [67, 68].

3.12 Mikrotubularni afinitu-regulujici kinasa

Mikrotubularni afinitu-regulujici kinasa (MARK) patdo kinasové skupiny
AMPK podeledi kalcium/kalmodulin-dependentnich kinas [6Bfoteinova rodina
MARK je u lidi tvorena¢tyfmi vysoce konzervovanymileny MARK-1, MARK-2,
MAKR-3 a MARK-4, které jsou kédovany na chromozommeg 11, 14 a 19 [66, 69].
Jejich funkci je utvieni burcné polarity, ktera je zasadni pro vyvoj jedinceleDse
mohou podilet na diferenciaci neutgrvyvinu axori, dendritickych trd a dalSich

burg¢nych procesech [70]. Zprdstlkovavaji penos signalu [69]. Poruchy jejich
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funkce vedou ke vzniku rakoviny nebo onem@dnmozku. V neuronech se vyskytuji
prevazre isoformy MARK-1 a MARK-2. ProtoZze MARK-2 navic i&uje fizeni

neuronalni migracedhem vyvoje mozku, je spojena s dynamikou cytoskdl&d].

Jedna se o kinasy o velké velikosti (&#n800 aminokyselinovych zbyiily,
obsahujicich &kolik domén. Regulovany jsou vice tgoby. Jednim z nich je
fosforylace aktivani smyky ve dvou katalytickych doménéch. DalSi mozZnosti |
fosforylace threonin-208 (thr-208) u MARK-ZimZ dochazi k aktivaci kinasy,
fosforylaci serinu-212 (ser-212) je navozena irdebi Inaktivace je dosazeno
prostednictvim kinasy GSK{3[69].

Zvysena urove exprese protein MARK byla detekovana v mozcich pacignt
trpicich AD. Kinasa MARK hrajetdezitou roli v rekolika aspektech AD. Nejznaisi
vlastnosti je, Ze dovede fosforylowaprotein podle motivu KXGS ve své opakujici se
domért [69]. K fosforylaci dochézi na ser-262, serin-Z88r-293), serin-324 (ser-324),
serin-356 (ser-356) [66]. idledkem je ztrata afinity k mikrotubith a odpojeni se
od nich. Mikrotubuly jsou destabilizovany a nena@gt-protein podléha abnormalni
agregaci. K fosforylacit-proteinu a tvord NFTs dochazi jiz v ranych stadiich AD
[66, 69].

Protoze MARK vykazuje vztah k neurofibrilarni dedmai pomoci
hyperfosforylacit-proteinu, je v zajmu nalézt nizkomolekularni skeniny, které by
aktivitu MARK inhibovaly. Jednim zfikladi je latka hymenialdisin, ktera potige
MARK a dalsi kinasy vazbou na katalytickou kaps®i[6
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4 Inhibice GSK-3p, CK-16

Predpoklada se, Ze za etiopatogenezi AD je zodhod nadrarna akumulace B
v mozku. RestoZze amyloidova hypotéza je dominantni ve vyzkigsiy AD, nebyla
dosud s jistotou potvrzena a hromadici 8eady naznéuji, Ze samotny A na vyvolani
této nemoci nestd neba zatizeni amyloidem nekoreluje vzdy s klinickou a@&vosti
tohoto onemoaini. Z tohoto dvodu se gktefi domnivaji, Ze hlavnif¥inou AD je
spiSe hyperfosforylovany-protein [2, 10]. S identifikaci &tejni kinasy GSK-B
a s poznanim jejich vlastnosti vipéhu hyperfosforylace-proteinu a i Sttpeni APP,
a s objevenim schopnosti kinasy CEK-hyperfosforylovat t-protein, se vyzkum
slowenin s kinasovou inhibni aktivitou stal jednim zfednich zajm studia novych

terapeutickych moZznosti této choroby [2].

Aby sloweniny vykazujici inhikini kinasovou aktivitu mohly byt dgnne,
dulezita je jejich specificka distribuce v mozku. ipitory musi ungt prochazet
pies HEB, aby dokazaly regulovat aktivovanou G3Ka8 konkrétnich mozkovych
oblastech [71]. Pro &které strukturni typy kv (piredevSim pro polarni organické
sloweniny a peptidy) byvéasto nesnadné prochazées HEB, zvlast pii peroralnim
zpisobu podéavani téva pri chronické fornd¢ AD [8, 71]. Je velmi obtizné vyrovnat
rovhovahy mezi molekularni lipofilitou tezitou pro vstup l&va do mozku
a molekularni hydrofilnosti, ktera je vyznamna jperoralni podani. Z tohotoidodu
bylo vyloweno rekolik slibnych kinasovych inhibitdr z trhu. Kron¢ toho vhodny
pomér koncentraci l&va v plazn¢ a mozku niZze byt rozhodujici pro dosazeni
adekvatnich terapeutickych hladin. Probié neurodegenerativnich chorob je nezbytné
pouziti malych GSK-B inhibitori s nizkou molekulovou hmotnosti a dobrou
prichodnosti pes HEB. Tyto inhibitory by nety sniZit fyziologickou aktivitu enzymu
GSK-33 o vice nez 25 %, aby se zabranilo riziku vznikZ&umucich a toxickych
acinka [71].

ProtoZe inhibice sama o solje schopna snizit zvySené koncentrace GBK-3
ve tkanich postizenych chorobou, ale &s® redukuje koncentraci a aktivitu GSK-3
i ve tkanich zdravych, je pro terapii patologickystavi Zadouci pouze mirna kinasova
inhibice. Ta dokaze obnovit aktivitu GSK:-2& sniZzit jeji hladinu v postiZzenych tkanich

na fyziologickou Urove [8].
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V souwasné dob bylo nalezeno a identifikovano vice nez 750 niz&tkularnich
slowenin vykazujicich inhigini kinasovou aktivitu i GSK-33 a dalSim kinasam.
Zahrnuji nizkomolekularni sl@eniny izolované z ifrodnich zdraj, kovové kationty
a syntetické slateniny s nizkou molekulovou hmotnosti [72]. Jedna csgadu
riznorodych chemotylp pro které jsou typickéuezné funkce atrzny mechanismus
pusobeni [8].

Z hlediska mechanismu inhibice tyto steminy dlime na substrat@v
kompetitivni inhibitory, ATP-kompetitivni inhibitgra ATP-nekompetitivni inhibitory
[8].

Substratov kompetitivni inhibitory se vazou na molekulu enzym malé mie.
To predstavuje jejich nevyhodu. Specificka vazebna @fiai&innost €chto inhibitofi
in vivo mize byt zvySendadou chemickych modifikaciig@sto jsou pro vy terapie
AD nejmérg vhodné [73].

V¢étSina inhibitoi proteinovych kinas je ATP-kompetitivni. Tento typhibitora
soutzi s molekulou substratu o ATP-vazebné misto naddnVyznauje se nizkou
specifitou [73]. Mivodem nizké specifity je fakt, Ze lidsky kinom ohsge vice nez 500
riznych proteinovych kinas s vysokym stdpn homologie v katalytickém mist
zejména v ATP-vazebné kapse [8]. Krortoho ATP-kompetitivni inhibitor musi
Sougzit s vysokou hladinou intracelularnino ATP. To gddnesouladu mezi polawii
hodnotou maximalni inhibni koncentrace (I§) métenou v biochemickych
a burgénych testech [74]. JelikoZz hodnotasyCbyva u €chto inhibito vyssi, hrozi
riziko vzniku toxicity burk. P¥i hledani a navrhovani novych ATP-kompetitivnich
inhibitora proteinovych kinas je jednim z hlavnich Ukotvysit jejich specifitu.
Pti dlouhodobé I&b¢ chronickych onemoemi by tyto inhibitory mohly vyvolavatadu

nezadoucichdinka [8].

Pomoci krystalografické analyzy GSK-Byly identifikovany jednotlivé interakce
uvnitt ATP-vazebného mista (Obrazek 6) adsm® byly nalezeny i dalSi vazebné
aminokyselinové zbytky pro vazbu ATP-kompetitivniiciiibitori. Jsou lokalizovany
na rozhrani C-terminalniho a N-terminalniho lalMdatalytické domény. Patmezi r¢
lysin-85/kyselina glutamova-97 (lys-85/glu-97), klima asparagova-133 (asp-133),
arginin-141 (arg-141), kyselina glutamova-185 (48b), kyselina asparagova-200
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(asp-200), arginin-200 (arg-200). Toto zjiEt miZze mit ginos pro navrh novych
inhibitora [8].

Obrazek 6: ATP-vazebna mista v molekule G$Kt3praveno podle [8].

ATP-nekompetitivni inhibitory nabizeji moznostefgonat tyto problémy [74].
Vzhledem k nefitomnosti endogenni ATP kompetice vykazuji lepSislegky
v burgénych ain vivo testech, které jsou srovnatelné s vysledky absedmstribuce-
metabolismus-exkrece (ADME). Tento typ inhibitana navic nizsi hodnotu ig; ktera
je zadouci k zabr&ni burééné toxicity [71]. Pro ATP-nekompetitivni inhibitorje
charakteristicka mnohem lepSi selektivita, nels® vazou mimo vazebné misto
pro substrat [74]. Vyuzivaji mechanismus aloste&rickodulace [8]. Vazbou dochazi
ke znené¢ konfirmace enzymu tak, Ze ovlivni i konfirmaci i&kiho mista a je
znemozina vazba substratu. Kinasa jiz neni schopna fund@é Timto zgisobem je
dosazeno jemijSi modulace kinasové aktivity, nez je tomu u zkbl@ni vstupu
do ATP-vazebné kapsy. ATP-nekompetitivni GSK-#hibitory predstavuji no¥

viv s

vhodnymi slodeninami pro lIébu chronickych onemo¢ni, wetne AD [8, 71].

Inhibice GSK-$ a CK-15 prostednictvim farmakologické intervence se stava

novou strategii pro terapii neurodegenerativnipsyahiatrickych poruch [8].
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4.1 Metody pro stanoveni inhibice enzyni in vitro

Pro rychly screening sléenin s inhibéni kinasovou aktivitou a pro &eni
aktivity a inhibice kinasn vitro se nejastji pouzivaji fizné formy fluoresceimiho
nebo chemiluminisceémiho z&eni [75]. NejvySSi citlivost pro analyzu kinasovych

aktivit zaji¥'uje znd&eni radioisotopy [76].

4.1.1 Kapalinova scintilaéni spektrometrie

Kapalinova scintilani spektrometrie je n&gsgjSi pouzivana technika prodeni
aktivity a inhibice kinasn vitro. Pati do skupiny analytickych metodfigkterych se
pouziva radioaktivni z@ani. Zabyva se #ienim z&eni a a B. Vyuziva zélereni
radioaktivni fosfatové skupiny do peptidovych sufitsit s naslednou imobilizaci
peptidu na fosfocelul6zové memb&afv6]. Principem je interakce jadernéhorerd
s hmotou, ficemZz nedochazi ke vzniku komplexu iont-elektron, alejde
ke kratkodobé excitaci latky s naslednym vgram energie v podébswtelného
impulzu s vinovou délkou v oblasti viditelnéhoredi, popipads v oblasti UV zé&eni.
Patet impulZi je umerny paitu ¢astic @ ap aktivité z&ice) a jas sétla energii zéeni.
Jako detektor je pouzivana organicka nebo anorg@aniatka, ktera splje ucité
podminky [77].

Tuto metodu ke stanoveni aktivity GSKR-3a Cdk-5 vyuZzili Plattneret al.
K analyze nejprve zhotovili bétné lyzaty o uité koncentraci proteiny které nechali
inkubovat se specifickymi protilatkami anti-GSK-3a anti-Cdk-5. Po fdavku
kulickové suspenze a naslédnfidanych koncentracich specifickych inhibitpzahdjili
scintilatni mefeni @idanim roztoku ATP, jenz obsahoval radioak$ivanaeny
[y-3?P]-ATP. Reakce byla zastavena nanesenim testovatst sa P81 nitrocelul6zovy
papir, ktery byl skolikrat promyt v kyselig fosfore&né a poté v acetonu. Radioaktivita
byla zmétena Cerenkovym detektorem pomoci 25 ml polyethylenovgcimtilasnich
lahvicek naplgnych 12 ml vody. Aktivita kinasy GSKB3byla vypa@tena jako rozdil
mezi aktivitou bez fidavku inhibitoru a aktivitou s iflavkem inhibitoru. Stejnym
zpisobem byla vyjéigena aktivita Cdk-5 [44].

Gebhardtet al ve své studii pouzili kapalinovou scintitld spektrometrii
ke stanoveni fosforylace GSK3-& CK-1. Aktivitu GSK-3 a CK-1 n#fili v testovacich
pufrech o celkovych objemech 20 ul obsahujicicth 3 neznadeného ATP a 0,2 uCi

radioaktivié znaseného §-3?P]-ATP. Po inkubaci reakci zahjilitidavkem GSK-B
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a CK-1 syntetického peptidového substratu. fipgt GSK-3 byla reakce zastavena
piidavkem nezngeného ATP, u CK-1liidavkem kyseliny orthofosfotaé. Ol reakni
smesi byly preneseny na P81 fosfocelulézové filtry, které ndchabusit, poté
n¢kolikrat promyli v kyselig fosfor&né za staléhor¢pani. Po vysusSeni byly filtry
pondeny do roztoku weného pro scintilaci a #ni bylo n&eno prostednictvim
analyzéatoru Tri-carb 2500TR [78].

Kapalinova scintilani spektrometrie byla pouzita Gebhardtetal. pro stanoveni
inhibice GSK-3. Pouzili hepatocyty izolované z jater, které bghedem kultivovany
vzestupnymi koncentracemi inhibitotéto kinasy. Bpravili 45 ul lyzatu, ktery byl
piidan k 90 pl testovaciho pufru s 1 pCi uridindifte§s-H]-D-glukosy. Snés
inkubovali v gitomnosti a za absence glukosa-6-fosfatu. Po intiubeakéni smes
nanesli na Whatman ECH 2R filtrd papir a #kolikrat promyli v 66% ethanolu
anasleda v acetonu. Po vysuSeni,éhem kterého doslo k zkeneéni glukosy
z uridindifosfo-D-[6°H]-D-glukosy, nasledovala kvantifikace. Aktivita &Sp byla

vyjadiena jako por#r aktivity v piitomnosti a za absence glukosa-6-fosfatu [78].

Kapalinova scintiléni spektrometrie maékolik nevyhod, pikladem niZze byt
relativre slaba vazba peptidového substratu k fosfocelu@znembra#, kteracasto
vede ke ztrét**P-peptidového produktushem promyvani. Dalim nedostatkenize
byt to, Ze tento postup vyZaduje alespgeden zakladni bazicky aminokyselinovy
zbytek v peptidovém substratu, ktery limituje nawmdu peptidovou sekvenci
pro stanoveni specifiosti a pro optimalizaci. Kipkonani &chto problénmi mize byt
peptidovy substrat oztien skupinou biotinu. Biotinylovany’P-peptidovy produkt se
dukladre navaze ke streptavidinové memhranezavisle na peptidové sekvenci.
Separace€P-peptidu od volnéhd?P-ATP prostednictvim streptavidinové membrény
navic vyZaduje intenziwgi a nevyhovujici promyvani, ultrafiltraci a cefitgaci [76].

DalSim negativem je, Ze se jedna o metodu s vysokgemcnimi naklady [79].

Resenim mohou byt homogenni scintila proximitni testy (SPA), které maji
piekonat problém separace produkklasickou radioaktivni cestou. Diky snadné
automatizaci jsou vhodné pro vysoce vykonny scregn{HTS). VyuZivaji se
pro stanoveni enzymatické kinetiky a k analyze pemevych vazeb. Zachovavaji si
vSak fadu nevyhod v podéb vysokych néklatl ¢inidel a obav z manipulace

s radioaktivitou [76].
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4.1.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) je analyticka biokgni metoda, ktera stanovuje
efektivni hmotnosti atof) molekul a jejich fragmefit po gevedeni na ionty. Je
vyuzivana i pro réeni aktivity a inhibice enzymin vitro a jejich kinetiky [75]. Tuto
metodu vyuZili Martineztal., ktei prostednictvim MS analyzovali uroviosforylace

specifickych aminokyselinovych zbytks molekulet-proteinu [71].

V souwasné dob je MS spojovana s jinou analytickou metodou. Maratet al.
vyuzili spojeni vysokotinné kapalinové chromatografie s hmotnostni spekdtai
(HPLC-MS) pro stanoveni vlivu inhibice GSK33 na autofagii nadorovych
pankreatickych butk [80]. Bocket al. pouZili spojeni LC-MS pro analyzu potkanich
embryonalnich kmenovych bék po oSeteni kinasovym inhibitorem ke zjiti
modulace aktivity kinasy GSKf3a ERK [81]. Spojenim imunopecipitace s MS detekci
provedli Li et al. analyzu destruovaného komplexu axifi-katenin i zahdjeni
in vitro fosforylace pB-kateninu prosednictvim GSK-B ve WNT signalni draze

po idavku GSK-3 inhibitoru. Jednotlivé proteiny poté kvantifikovg?2].

Vyhodou této metody je robustnost, vysoka citlivasychlost [75].

4.1.3 NMR spektroskopie

NMR spektroskopie je analyticky nastroj vhodny pmoalyzu strukturalnich
vlastnosti a molekulové dynamiky nestrukturdlniclotg@ini, jako je t-protein.
Pomoci této metody je mozné studoviane aspekty fyziologickych a patologickych
funkci t-proteinu. Z intenzity nebo integralni rezonancemezné odvodit relativni
procento fosforylace konkrétnich aminokyselinovyezidui v proteinovém vzorku
po fosforylaci in vitro rekombinantnimi kinasami. Zaifeni na hyperfosforylaci
T-proteinu v ranych stadiich se v gagné dob stava pedmétem zdmu p hledani
léciv [83].

Leroy et al. studovali pomoci 2D NMR spektroskopie kvalitatiankvantitativni
fosforylaci t-proteinu, kterou zjsobovala GSK-Bin vitro. K analyze pouzili trojitou

rezonakini kryogenni sondu [84].

Corbeletal. pouzili tuto metodu pro detekci interakce protep25 s inhibitorem
tamoxifenem. Sledovali, zda dojde k inhibici aktyvpatologické formy Cdk-5-p25,
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jenz vyvolava taupatologiiip AD. K analyze pouzili vzorek siffomnym proteinem
p25 a s absenci p25 [85].

Landrieuetal. pouzili SY5Y burc¢nou linii s nadmirnou expresi Cdks zaélem

analyzy a kvantifikace miry fosforylaeeproteinu [83].

NMR spektroskopie je potmé nara@na vzhledem ktomu, Ze-protein se
sklada ze 441 aminokyselin. DalSi nevyhodou je r8pabzptyl a nizk& citlivost

vzhledem k imunochemii a MS. Vyhodou je moZnostritifikace [83].

4.1.4 Luminiscenéni metody

Inhibice GSK-3 byla stanovena Baket al. luminiscegni metodou, ve které
pouzili vysoce selektivni, citlivou, reprodukovatet a univerzalni platformu
ADP-Glo™. JelikoZ vSechny kinasy vyuZivaji ATP jako fosfatodonor substratu,
ktery se Bhem reakce spi#bovava, funkci tohoto testu je kvantifikace zbisihp
ATP po kinasové reakci [79].

V prvnim kroku nechali prathnout kinasovou reakci za absence inhibitoru
a v @itomnosti inhibitoru o uité koncentraci. Reakce byla uk@ma pidavkem
ADP-Glo™. Po oxidaci luciferinovych substtétkteré jsou oxidovany luciferasou
za vzniku oxyluciferinu a energie ve fo¥npaprsku s#tla, pricemz jeden obrat
mezi luciferinem a luciferasou spebovava jednu molekulu ATP a uiigje jeden
foton, byla luminiscence &ena luminometrem. Luminiscémi signal je pimo unerny

mnozZstvi pitomného ATP a népmo koreluje s aktivitou kinasy [79].

Tento postup vyuZili také Sanphei al. pro posouzeni inhibini aktivity Cdk-2,
Ckd-4 a Ckd-5 [86].

Vyhodou luminisceénich metod je, Ze fpdstavuji homogenni, neradioaktivni
metody vhodné pro testovani ATP-kompetitivnich iPAfiekompetitivnich inhibitdi:
Test se pouziva pro sledovani aktivity jakékolimdgy [79]. BZné luminisceéni
a fluorescetni metody maji tu nevyhodu, Ze k ziskani signaloujswutné dalsi
komponenty (enzymy katalyzujici reakce, protilatkiyoto jsou tyto metody snadno

nachylné k analytickym chybam [79, 86].
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4.1.5 Multiplexni kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza je analytickda metoda, &teslouzi k separaci latek
na zaklad jejich rozdilné pohyblivosti ve stejnogmém elektrickém poli. Existuje cela
fada variant kapilarni elektroforézy [87]. Jednounizh je multiplexni kapilarni
elektroforéza (MCE), ktera je vhodnou metodou prétemi enzymové aktivity
a testovani &innosti inhibitoi in vitro [76, 87]. Tato metoda naSla uplétn zejména
v proteinovém inZenyrstvi a slouzi k rychléemu sonegu aktivity gedevsim

proteinovych kinas [87].

Metodu MCE vyuzili badatelé He a Yeung pro sleddvwéinasovych inhibitai.
Pti analyze pouzili kapilarni elektroforézni systém WV absorgni detekci.
Diverzifikované peptidy s nativni aminokyselinoveekvenci a jejich fosforylovanymi
zbytky mohly byt pimo analyzovany bez peby fluorescetniho nebo radioaktivniho
znateni. Einky inhibitori a jejich 1Go hodnoty byly ndieny celkem 3krat,
a to za pouziti nejprve jedné purifikované kinabyou purifikovanych kinas a surovych
burécnych extraki. Spojeni MCE/UV dokaze velmi rychle separovat japt
fosfopeptidy a je jednoduchym a vysoce vykonnyntetespro analyzu uspgnosti

silnych a selektivnich inhibitérraznych proteinovych kinas [76].

Vyhodou MCE je vysoka sepdrd (innost, mala spétba vzork, rychlost
analyzy a schopnost detekce velkého mnoZstvi vizagiednou [76, 87].

4.1.6 Imunochemické metody
Imunochemické metody jsou vyuZivany k identifikacikvantifikaci cilovych

molekul prostednictvim vysoce selektivnich protilatek [88].

K pripraw vzorki pro imunochemickou analyzu jsou vyuZivany tmapufry,
které uvolni a naslednrozpusti proteiny obsazené v testovanych tkanicybér
lyzaéniho pufru zavisi na vlastnostech protilatky, rielmwkteré protilatky vyzaduji
navic denaturaci studovanych proteifnalyza by ndla probihat za snizené teploty
kvili rychlému a nezadoucimu rozkladu tkani. Jako d&k@no studium inhibitak
se nefastji pouzivaji primarni neuronové kultury izolovanéippokampu dosiych
potkani, protoZze obsahuji ztaé mnozstvi kinasy GSKB3a CK-15 [44, 89]. Potkani
se usmrti pouzitim COPo jejich usmrceni je z mozkyjmut hippokampus, ktery je
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homogenizovanip 4 °C v lyza&nim pufru (nejastji RIPA), jez obsahuje i inhibitory
fosfatas a proteas, a poté je ulozértgplot -80 °C [44].

4.1.6.1 Western blot

Jednou z imunochemickych metod je Western blitkieré se vzorek primarni
neuronové hippokampalni kultury kultivuje s ¢ilymi studovanymi inhibitory
o riznych koncentracich po dobu alesp®d4 hodin. Podminkou je, aby testované
inhibitory byly do reakce ifidavany v takovém mnozZstvi, které stanovily publikoé
studie, aby nedosSlo k toxigitburgk. Poté je vzorek lyzovan, centrifugovaniapva

se vzorkovaci pufr [89].

Nezbytnou sotésti této metody je kvantifikace. &l se celkova koncentrace
exprimovaného proteinu v lyzatu metodou vyuZzivajgselinu bicinchonovou (BCA),
jeifmZ principem je konverze una Cd* v alkalickém prosedi. S kationtem Cii
dale reaguje kyselina bicinchonovédimz dochéazi k tvorb intenzivré fialového
komplexu, ktery vykazuje maximum absorbancg P62 nm, jenz se detekuje
spektrofotometricky. Obsah celkové koncentrace gmot ve vzorku se stanovi
porovnanim hodnot absorbance koncemtatady se standardem, ktery je ien
albuminem [90].

Ekvivalentni mnoZstvi protein v fadech pg je naslednnanaSeno na gel,
negasgji polyakrylamidového typu, na kterém se vzorky kéleforeticky separuji
podle své molekulové hmotnosti, a poté jsou peastictvim elektroforetického ége
pieneseny na polyvinylovoéi polyvinylidendifluoridovou membranu [89, 91]. \étb
fazi je nezbytné membranu s imobilizovanymi progeimkubovat v blokovacim pufru
za Welem zablokovani nespecifickych vazebnych mist. Betekci miry exprese
a aktivity GSK-3 jsou do reakceiavany primarni specifické protilatky, nédad
primarni kralti polyklonalni protilatka anti-GSK{£&er-9 a pro detekci zin v gliovych
proteinech mysSi protilatka anti-GFAP [89]. &nse nechava inkubovat obvykle
piesnoc fi 4 °C [91]. Po promyti inkubovanych membran néasjedpidavek
sekundarni protilatky (krali protilatka kongujovana s peroxidasou), ktera aease
na Fc fragmenty protilatky primarni, a&nse nechava znovu inkubovai prcité
teplo€ po dobu zpravidla 1 hodiny. Membrana je znowkaotfikrat promyta pufrem
[89, 91]. Utvdené imunoreaktivni frakce na memb¥ée detekuji chemiluminiscenci
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a kvantifikuji denzitometrii v linearnim rozsahu.eimxitometrickd analyza se vzdy
provadi nejméa 3krat [89].

Western blot je velmiasto pouzivanou metodou pro analyady inhibitofi
ovlivaujicich kinasovou aktivitu. Je mozné ji vyuzit ptetekci fosforylované formy
GSK-33, a tim i pro zji&ni konkrétniho fosforylovaného mista v molekule dsy,

i pro detekci tvorby B, na jehoZ syntéze se tato kinasa podili [89]. Rowam gipadt
se kultivuje N2a mySi neuroblastomova &tma linie stabilg tvorici APP nesouci
Svedskou mutaci ve specialnim médiu zdéopnosti a za absence GSR-§pecifickych
inhibitora. Do reakce se v prvnim krokufiggdva primarni monoklonalni protilatka
namiend proti 17. az 42. aminokyselididského A3 a po inkubaci sekundarni

protilatka rozpoznavajici 1. az 17. aminokyselialského amyloidu [92].

4.1.6.2 Imunoprecipitace

Metodu koimunoprecipitace (spojeni imunoprecipitac®V/estern blotu) vyuZili
Cuchillo-Ibanezet al., ktei pouzili jako zdroj GSK-B primarni neuronovou kulturu
izolovanou z potkain Tuto kulturu nejprve oSl urcitymi typy GSK-33 inhibitori
a kontrolou o iznych koncentracich a $8 nechali inkubovat po dobu 4 hodin.
Po sklizeni buek vytvorili vychlazeny bugény lyzat obsahujici navic kompletni
inhibitory proteas a fosfatas zabugici nezadoucim rozkladnym prodes. Lyzat
ulozili do ledu po dobu 30 minut a poté centrifuglyv Supernatanty fecistili
proteinem A a inkubovali je po dobu 1 hodiny ¢ °C. Red vlastni imunoprecipitaci
byla sp&itana a standardizovana celkové koncentrace protepredisténych lyzatech
[93].

V néasledujicim kroku prainla vlastni imunoprecipitace, kdy proteiny byly
imunoprecipitovany fidavkem polyklonalni protilatky proti lidskému-proteinu
pies noc p teplog 4 °C za stalého michani. Jeji funkci je vyvazdigen ze srési.

K oddleni vzniklych imunoprecipitét doSlo po pidavku proteinu A/G navazaném
na kulckové suspenzi z agarosjehoz cilem je vysradZet antigen. Tyto navazané
proteiny byly ziskany zafvanim ve vzorkovacim pufri/izualizované proteiny byly
separovany na SDS/PAGE gelu a elektroforetickgnpseny na membranu, kde byly
detekovany polyklonalni protilatkou antf93].
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4.1.6.3 ELISA

ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) je jedrouejpouzivajSich
imunoanalyz [88]. Pouzivaji se monoklonalni a pldgilni protilatky k testovani
enzymovych vlastnosti. Spéleym cilem je uteni enzymové aktivity [94]. ELISA se
vyzna&uje dobrou reprodukovatelnosti, rychlosti, citlitipsschopnosti detekovat
antigeny v pikogramovych koncentracich v &nych ¢i tkanovych lyzatech,
nebo v biologickych tekutinach. Patlo heterogennich analyz &idse na kompetitivni
a nekompetitivni (sendévou) [88, 94]. Jako detéki cinidlo vyuziva sekundarni
protilatku s kovalenth navdzanym enzymem, jehoZ aktivita jérema prosednictvim
fluorogenniho nebo chromogenniho substratu [88]). kantifikaci a analyzu GSKE3

se nefastji pouziva ELISA sendviového typu se spektrofotometrickou detekci [95].

Pastorincet al. pomoci send¢bve ELISA zngfili aktivitu dvou kinas, konkréth
GSK-33 a Akt. Tyto d¥ kinasy byly nejprve imunoprecipitovany z celkovych
burgcnych extrak a po gidavku specifickych peptidovych substrdtyla kinasova
reakce zahajenaripavkem ATP. Po inkubaci, centrifugaci #épeseni supernatantu
do mikrotitrani destéky s fosfocelulé6zovym povrchem byla re&ak smés promyta
vazebnym pufrem. Urowefosforylace peptitl byla detekovana anti-fosfoserinovou

protilatkou a zmrena spektrofotometricky [95].

Eldar-Finkelman a Martinez vyuzili sendevou metodu pro analyzu inhibice
kinasy GSK-B. Pomoci této metody kvantifikovali miru fosforyéae-proteinu, ktera
prokehla prostednictvim kinasy GSK{8 po oSeatni lidskych SH-SY5Y

neuroblastomovych bgh inhibitorem o tech fiznych koncentracich [8].

4.1.7 Molekularn é genetické metody

4.1.7.1 gPCR

Mendes et al. vyuzili kvantitativni PCR k hodnoceni transkiip regulace
GSK-3n a GSK-3B v lithiem oSetené primarni kortikalni a hippokampalni kutu
neurori izolovanych z potkain Embryonalni mozky potkanbyly po izolaci ponteny
do solného roztoku, kde se temily a jednotlivé fragmenty byly disociovany
trypsinizaci a nasle@nmechanickou disociaci v solném roztoku s Mastexemi
pro piipravu PCR. Biiky byly spaitany a resuspendovany v neurobazalnim mediu
a byly kultivovany na miskach obsahujicich polyyBth. Kultivatni medium po 24

hodinach inkubace bylo nahrazeno mediem se sérenroNalni Zivotaschopnost byla
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pozorovana mikroskopicky. Po 5 dnech byly kultunkubovany dalSich 5 dni
s miznymi koncentracemi inhibitoru LiCl. Vysledky bylyprezentovany imo
z primarnich neuronalnich kultur ésenim pomoci real-time gPCR. Bylo z{iso,
Ze gidavkem inhiboru LiCl dochazi ke snizeni expreseK@8 v hippokampalnich

neuronech [96].

4.2 Vyzkum inhibice kinasin silico

Vypocetni metody, ozrmvané jako metodyn silico, jsou zaloZzené na vztahu
mezi strukturnimi vlastnostmi chemickych latek gicje biologickymi, pogipact
toxikologickymi &inky. Jedna se o prediki metody, p kterych se z chemické
struktury latky pedpovida jeji biologicky &inek. Tyto metody se vykazuji z&raym
potencidlem a podléhaji aktivnimu rozvoji. V 8asné dob se stavaji stale
vyznammjSimi nastroji pro studium vyvoje novychcle a predpoklada se, ze v blizké
budoucnosti budou nejvyhledawggimi metodami v oblasti testovani cidki
chemickych latek [97]. Metodyn silico pfinaSeji fadu vyhod, naifiklad vysokou
rychlost ve srovnani s rutinnim testovanim, vysokeiektivitu, snizeni piu

testovanych zvat a relativié nizké finagni naklady [97, 98].

Existuje rekolik druhi metodin silico, které se navic liSitiznymi softwarovymi
programy u&ujicimi molekulovou strukturu latek [97]. Martinez al. prostednictvim
metody SAR (structure-activity relationship), jerddlouzi k analyze a popisu
kvalitativnich vztali klicovych strukturdlnich vlastnosti latek a jejich v
na biologické, chemickéi fyzikalni vlastnosti, stanovili prvni ATP-nekomige/ni
inhibitor viaci GSK-33 [97, 99].

Model QSAR (quantitative structure-activity relatship) udava kvantitativni
vztah mezi chemickou strukturou latky a jeji biotdgu Einnosti. V toxikologicke,
ale gredevsSim ve farmakologické praxi zabyvajici se vya&m novych lé&v, je tento
model nejroz§ergjSi. Nevyhodou je, Ze je vhodny pouze prarpyslow vyrakiné
latky, ne pro latky frodni [97].

QSAR je rovez hojre vyuzivan pro studium a vyzkum inhibice aktivity aima
kinas [97]. Spojeni 2D/3D QSAR se softwarovym pesgem OSIRIS Property

Explorer, jehoz ulohou je kreslit chemické strugtua vypa@itavat vlastnosti
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chemickych latek, vyuZili Balakrishnaet al. pro studium &inki now navrZzenych
inhibitora GSK-33 [98].

Kolegové Akhtar a Bharatam préstinictvim 3D QSAR s pouzitim statistické
analyzy CoMFa a CoMSIA analyzovali sérii ATP-kompenich GSK-3 inhibitora.
Toto spojeni ma vysokoucimnost, neb6 statisticky vyznamna CoMSIA umidje
vyrazrgjsi disekci mnoha energii v molekuleg¢etns sterickych, elektrostatickych
a entropickych efekt které je jinak obtizné kvantifikovat. COMSIA navobsahuje
cenné doplujici informace o hydrofobnich vlastnostech ligaral jejich vodikovych

a donor-akceptorovych vazbach [100].

Pristup 3D QSAR Ize kombinovat s deskmngm softwarem SMILES (simplified
molecular input line entry specification), jehoza¥yhim Gkolem je zjednodusSit zapis
chemickych struktur v podébjednoduchého linearniho zdznamu strukturniho ezorc
[101]. Pomoci tohotofjstupu zjistili badatelé Quesada-Romero a Cabaltgaymace
o stereochemickém rozlozeni latky, jenz vykazovalabi¢ni aktivitu vici GSK-33
[102]. Vyhodou tohoto programu je dobiiéelnost, jednoduchost jazyka, mala velikost
kddu a spoluprace s chemickou databazi [101]. Nadgh je, Ze jedna molekuladtie

byt zapsédna vice moZznymiigoby a ne vSechny jsou vZzdy spravné [101, 102].

4.3 Syntetické inhibitory

4.3.1 Syntetické ATP-kompetitivni inhibitory

4.3.1.1 Aminopyrimidiny

Mezi syntetické kinasové inhibitory s malou molekdu hmotnosti pétanalogy
purinu, konkrétsd aminopyrimidiny, které wvynalezli &dci z biotechnologické
spolenosti Chiron. Souhrrinse tyto latky oznauji jako CHIRs inhibitory.Radi se
mezi rt CHIR-98014, CHIR-98023 a CHIR-99021, ktergspbi jiZ v nanomolarnich
koncentracich. Systémova analyza potvrdila jejicimébnou propustnost a vysokou
selektivitu vi¢i GSK-3. Studie, které se zabyvaly testovaniiimmosti £chto inhibitofi
prostednictvim kultivace mozk potkari s CHIRs, potvrdily, Ze doslo k silné redukci
fosforylace t-proteinu. Navic oS&ni CHIRs inhibitory sniZovalo ust axori
v moze&ku a v gangliich dorzalnich keni, rovreZz zabraovalo vzniku LTD

v hippokampalnichtezech a inhibovalo smrt neutfow ischemickém mozku potkan

[8].
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CHIR-98014 (Obrazek 7) je vysoce selektivni, reNmirzi inhibitor isoformy
GSK-3n a GSK-3 s hodnotami 16 = 0,65 nM a IG, = 0,58 nM, které byly ziskany
buné¢nym metenimin vitro. CHIR-98014 velmi doie rozpoznava také jejich nejblizsi
homology (ERK-2 a Cdk-2) a dalSi serin-threoninoee tyrosinové kinasy.
Prostednictvim svych &nka na GSK-3 stimuluje glykogensynthasu v nkéch
(EGso = 106 nM), podicuje insulin-dependentni transport glukosy ve ssralelepSuje
odstraiovani glukosy u diabetik inhibuje fosforylacit-proteinu a podporuje WNT

signalizaci Bhem osteogeneze [103].

'
VN
= J\ H N R
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Cl Cl = NO,

R=NH, CHIR98014

Obrazek 7: CHIR-98014. Upraveno podle [8].

4.3.1.2 Maleimidy

Maleimidové ATP-kompetitivni inhibitory SB-216763SB-415286 (Obrazek 8),
vyznaujici se rozdilnou chemickou strukturou, byly vywiy farmaceutickou
spole&nosti GlaxoSmithKline. Obe¢njsou ozn&ované jako latky SBs [8]. Jsou
koncentracich. Pomoah vitro analyzy byly nar&eny pro isoformu GSK-& hodnoty
Ko =9 nM a IGo = 34 nM a pro isoformu GSKg3hodnoty Ky = 31 nM a I1Gy =7 nM
[104, 105]. SBs se vyznaji neuroprotektivnimi vlastnostmi. Jejichteplnosti je
schopnost redukce toxicity neuforvyvolanou A3, sniZzeni fosforylacer-proteinu
a blokace LTD. Dale dokazou inhibovat kinasovolhdr®l1-3/Akt, aktivitu kinasy JNK
a kaspasy-3. Snizuji také trofickou deprivaci a NMMBxcitotoxicitu v neuronech [8].
DalSi jejich funkci je stimulace syntézy glykogenlidskych jatrech a indukce exprese
B-kateninu v bu&né linii odvozené od embryonalnich kknedvin (buiky HEK293)
[104].

SB-216763 dokaze vyvolat inhibidistu axot v postnatalnich a embryonalnich
gangliich dorzalnich keni michy. Nekteré studie naopak uvdd Ze tento inhibitor
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podporuje @ist rekolika dlouhych axoé v hippokampu, gangliich dorzalnich ikoa
michy a v granulovych hikach v mozeéku. Déle bylo zji&no, Ze SB-216763 ma
schopnost zlepSovat regeneraci akxow poSkozenych neuronech. Zéchto
rozporuplnych zaui bylo usouzeno, Ze stav a osud akgnzavisly na stupni inhibice
GSK-3. Silna inhibice zjsobena fidavkem nad@rné koncentrace GSK-3 inhibitor
rast axonu potléuje, naopak slaba inhibice GSK-3 podporuje axonest&eni [8].
SB-216763 kror snizovani kumulace A v mozkové tkani a inhibice fosforylace
t-proteinu v hippokampu, chrani také kultivované ey centralniho a periferniho
nervového systému f@d burcénou smrti [8, 104]. SB-216763 tbe pisobit

i neurodegenerativiy neb@ nadnérnd inhibice GSK-B miaZe vyvolat abnormalni

chovani neuroin[8].

Vyvoj podobnych slotenin mize byt uzitény pi 1écbé chorobnych stav
spojenych s nadénnou expresi GSK{8 jako jsou neurodegenerativni choroby

nebo diabetes mellitus [104].

H
" o._N_0
Cl D?.N —
HNQDH
D cl

Me gp216763 CI SB415286

Obrazek 8: SB-216763 a SB-415286. Upraveno podle [8

4.3.1.3 Aminothiazoly

Farmaceuticka spalaost AstraZeneca vyvinula synteticky ATP-kompetifiv
inhibitor AR-A014418 (Obrazek 9), ktery vykazujeperovnani s ostatnimi kinasami
silnou selektivitu w¢i GSK-33 s hodnotou 16 = 104 nM. Bylo prokazano,
Ze AR-A014418 zprogedkovava neuroprotektivni¢imky u burék, u nichZ nastala
apoptéza v dsledku inhibice PI-3 kinasy a zaktge neurodegeneraci

v hippokampalnicliezech, jenz byly exponovanyA8].

AR-A014418 ma schopnost rodn inhibovat hyperfosforylacit-proteinu.
Po inkubaci AR-A014418 u JNPL3 transgennich my&\s&enou expresi mutantniho
lidského t-proteinu, byly zaznamenény sniZzené hladiny agragévo nerozpustného
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t-proteinu v mozkovém kmeni, ale AR-A014418 nevykatazadny inhibini (inek
na fosforylacit-proteinu v Kire ani v hippokampu u postnatélniho modelu paikan
Pt pozorovani transgenniho mySiho modelu ALS inbibiAR-A014418 potl&oval
smrt motorickych neurana zlepSil jejich kognitivni funkce. Déale bylo patreno,
Ze l&ba pomoci AR-A014418 snizuje prodluzovani akerhippokampalni neuronove
kultufe. Tento inhibitor je také vhodny pro ¢ deprese, manické poruchy

a schizofrenie [8].

N @]
DQN_(/\l
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AR-A014418

Obrazek 9: AR-A014418 [8].

V sowlasné dob byla nalezena struktunpodobna slotenina AZD-1080,
kterd se nachazi v prvni fazi klinické studie [8¥.D-1080 je silny a selektivni inhibitor
GSK-33, ktery inhibuje fosforylaci v hikach exprimujicich lidsky-protein. Inhibéni
schéma fosforylace-proteinu prosednictvim AZD-1080 odhaluje jeho prodlouzeny
farmakologicky dinek pedpovidajici méh castou paebu davkovani u lidi.
AZD-1080 vykazuje dobrou biologickou dostupnosieditou pro podani peroréini
cestou. Dokéaze prostupovat HEB [106].

4.3.1.4 Paullonové slogeniny

Z paullonovych slogenin vykazujicich inhil@ni kinasovou aktivitu je
nejvyznamgjsi zejména kenpaullon a alsterpaullon (Obrazek. 10¢dna se
o tetracyklické sloteniny, které inhibuji ob formy GSK-3 a kinasy Cdks
jiz v nanomolarnich koncentracich [8]. Alsterpanijose doke absorbuji a diky své
lipofilit & prostupuji pes HEB [107]. Jako nejvice selektivni inhibitd@rcvGSK-33 byla
stanovena struktuén podobna slotenina nazvana 1l1-azakenpaullon. Jeji derivat

kazpaullon byl jako inhibitor této kinasy identifikan teprve nedavno [8].

Kenpaullony a alsterpaullony se vyzod jako inhibitory neurondalni smrti,
kterd nastava jako odezva feau stimuli, véetns trofické deprivace a mitochondriélni
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smrti. Bylo prokézéno, Ze alsterpaullon v kultivoyah neuronech redukuje fosforylaci
T-proteinu a v hippokampdlnickezech sniZuje LTD. Kenpaullon naopak redukuje

produkci A3 a podporuje diferenciaci prekurzorovych Bkma dopaminové neurony

[8].

R=Br Xx=CH Kenpaullon
R=NO,; X=CH Alsterpaullon

Obrazek 10: Paullonové sk&niny [8].

4.3.2 Syntetické ATP-nekompetitivni inhibitory

4.3.2.1 Thiazolidiny

Mezi nejdive objevené ATP-nekompetitivni inhibitory patthiazolidiny
(TDZD). Jsou to syntetické heterocyklické bazickéu&eniny s malou molekulovou
hmotnosti, vysoce selektivnfiéi GSK-3B. | piestoze jejich flesny mechanismus nebyl
dosud experimentatn potvrzen, pedpoklada se, Ze kbvou roli zde pedstavuje
interakce TDZD s cysteinem-199 (cys-199) lokalizoga v aktivnim mist molekuly
GSK-3. TDZD nevykazuji inhigni aktivitu ke kinase CK-2, PKA, PKC
ani ke komplexu Cdk-1/cyklin B [8].

Po oSeteni zvieciho modelu tiznorodymi typy TDZD inhibitol, jako jsou
NP00111, NP031112, NP03115, bylo zj&i, Ze tyto latky maji neuroprotektivni
a antidepresivni vlastnosti. Po inkubaci primareunonové kultury s TDZD byla
detekovana snizeni hladina fosforylovanétiproteinu [8]. RoviZz bylo zjiS€no,
Ze rekteré nové sloteniny TZDZ prostupuji HEB a mohou byt podavany p&ird
cestou [108].

Nedavno byly objeveny slgéaniny TDZD-8 (Obrazek 11) a tideglusib
(NP031112, NP-12). Velky potencial fqustavuje tideglusib, nizkomolekularni
slowenina vykazujici ireverzibilni dinky a vysokou selektivitu Wi GSK-33
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(ICso = 60 nM) [8, 109]. Tato latka doké&ze prostupov&@BHV sokasné dob dosahla
druné faze klinické studie zabyvajici se onendo@m, jako je progresivni
supranuklearni paralyza &plevsim AD. Vyzkum ukazal, Ze u pacietrpicich mirnou
az stedni formou AD, kt&§ po dobu 24 tydin uzivali tideglusib, doslo ke zlepSeni
kognitivnich funkci [8]. Dale bylo prokdzano, Ze@&lnim podavanim této sléeniny
se redukovaly vSechny histopatologické funkce smjidich s AD u potkan véetns

depozice B, hyperfosforylace-proteinu a smrti neur@n8, 109].

e g

N-S
TDZD-8

Obrazek 11: TDZD-8 [8].

4.3.2.2 Halomethylketonové derivaty

Halomethylketonova jednotka je nezbytna pro intnbi aktivitu enzymu.
Pridanim této jednotky k reverzibilnimu inhibitoru gehibitor zméni na ireverzibilni
(Obrazek 12) [111].

Prvnimi ireverzibilnimi inhibitory GSK-3 jsou fertyhlomethylketony s hodnotou
ICs0 v nanomolarnim rozsahu [111]. K inaktivaci kinaspchazi vytveéenim
ireverzibilni kovalentni vazby sira-uhlik mezi tominhibitorem a kdovym cys-199

umisgénym pi vstupu do ATP-vazebného mista v molekule GSK}3 [8

K dispozici je rkolik komekné dostupnych halomethylketonovych deriyat
které jsou bu&né prostupné a vysoce selektivni fack proteinovych kinas [8].
Vysokou selektivitu vykazuji i &i neurotransmitém v CNS [111]. Dokazou
prostupovat HEB [71]. Jejich funkci jequlevSim redukce hyperfosforylacg@roteinu
v primarni neuronové bgtiné kultude, a to jiz po 2 hodinach od zahjeribig [8].
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Reverzibilni Ireverzibilni
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Obrazek 12: Reverzibilni a ireverzibilni inhibitdfpraveno podle [111].

4.4 Prirodni inhibitory

V poslednich letech farmaceutické firmy a akade#ipkacovidt vynakladaji
velké usili v objevu a ve vyvojiifrodnich inhibitodh GSK-33 [8]. Protoze 70 %
zemského povrchu pokryvaji oceany, ktérai zhruba 95 % biosféry, jsou dosud
ne @ilis probddanymi oblastmi argudstavuji vyznamnouifezitost pro objeviady
farmakologicky @innych latek. V oceanech se nachazesp milion rostlinnych
a zivatisSnych druli, které se stavaji ifpdmétem mnoha farmakologickych studii.
Vzhledem k rozdilnym biogenetickym podminkam, jg&orysoky obsah soli, vysoky
tlak a konstantni teplota, sekundarni metabolityskych Ziv@ichi jsou struktural®
odliSné od suchozemskychtifwdnich produkt. Moiské girodni slodeniny jsou
v sowtasné dob souwasti preklinickych hodnoceni, vykazuji slibnou bmgickou
aktivitu v biologickych testechn vitro a in vivo [9]. Bylo prokazano, Ze niskée
prostedi poskytuje zdroje chemickych stemin s biologickou aktivitou vhodnou
pro I&bu CNS onemoami [8].

NejrozstergjSimi a vSudyptomnymi slodeninami jsou latky, které ve své
strukture obsahuji heterocyklicky indolovy kruhovy systéffen se stal @ezitou
komponentou vad farmakologicky zajimavych produktJsou povazovany zagejni
sloweniny vedouci k objevovani novych ¢ieé v medicie a farmakologii.
Mezi biologicky aktivnimi indoly existuji zréaé strukturalni rozdily. Jejich biologicka
aktivita odrazi jejich unikatni funkci [9].

Indolové alkaloidy se v neftSim mnozstvi nachazeji v isikych bezobratlych,
proto se staly subjektem zajmugd¢i diskutuji, zda tyto molekuly pochazejfipo
z burek bezobratlych, nebo zda byly kontaminovany mikgamismy. Bylo zji&no,
Ze pstovanim bezobratlych v utych akvériichc¢asto dochézi ke ztatpotencialu

produkce &chto vyznamnych molekul. &dci stéle vice uznavaji, Ze mikroorganismy
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asociované s niekymi bezobratlymi hraji Wezitou roli v biosyntéze sekundarnich
metabolifi. 1zolace a kultivace symbiahtzistdva nadale tdeZitou vyzvou vzhledem
k jejich potencialni zavislosti na hostitelskych sanich faktorech a produkci

piirodnich sekundarnich metabal[©].

Jelikoz sklizée maorskych hub a bezobratlych nerili§ ekologicka ani prakticka,
cilem je z pirodnich produkt vykazujicich inhibini kinasovou aktivitu vyrai pfimou
¢i nepimou cestou syntetické moderni inhibitory s rozrtygmi chemickymi

vlastnostmi vhodné prodbutady chorob [8, 112].

4.4.1 Piirodni ATP-kompetitivni inhibitory

Béhem hledani firodnich slodenin s protinadorovou aktivitou inhibujici kinasy
Cdks bylo nalezeno velké mnozZstvi latek vykazuficgihibicni kinasovou aktivitu
viaci GSK-3. Jedna seipdevsSim o inhibitory izolované z rskych organisrin [8].
Krystalograficka analyza prokazala, Ze tytdirgdni slodeniny jsou specifické
vici GSK-3 a Cdks, protozZe élvlastni strukturdlé podobnou ATP-vazebnou doménu,
ktera je specificka az 86 % [8, 113].

4.4.1.1 Meridianiny

Meridianiny maji strukturu bromovanych 3-(2-amindpyidin)-indohi. Ziskavaji
se izolaci z plashce Aplidium meridianum ktery hoj¢ Zije v Jiznim Pacifiku
pobliZz ostrow Jizni Georgie [8]. Meridianiny selil na meridianiny A — G, které jsou
substituované na pozici C-3 2-aminopyrimidinovélnehki. V roce 1998 Palernat al.
objevili meridianiny A — E, pozgji vroce 2007 byly pomoci MS identifikovany
meridianiny F — G ze stejnéhaimdniho zdroje. V nedavné dobyl meridianin A, B,
C a E izolovan také z antarktického péawge Synoicum sg9].

Tyto sloweniny inhibuji velké mnozstvi kinas (GSK-3, CK-1dkz1l, Cdk-5,
PKA) hrajicich roli v patogenezi rakoviny a neurgdeativnich chorob. VSechny
meridianiny (s vyjimkou G a dkterych tym isomeridianiti) inhibuji GSK-3, Cdks
a PKA @ nizké mikromolarni koncentracitipemz meridianiny B a E se jevi jako
nejsilngjSi inhibitory [9]. Maji také schopnost zabranitrktné proliferaci a indukovat
apopt6zu. Dokazou prostupovat do &k interferovat s aktivitou kinas vyznamnych
pro burgcné ctleni a bugcnou smri8].
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Martinez et al. provedli sérii ndieni selektivity &chto slodenin Vici kinasam.
Kinasové aktivity byly stanoveny za pouziti kongcane 15 pM ATP v fitomnosti
s rostouci koncentraci meridiafin NejlepSi inhibini aktivita vici GSK-33 byla
zaznamenana ve chvili, kdy dosSlo k substituci bromau pozici 6° a k substituci
hydroxylové skupiny na pozici 4" v indolovém krufD5]. Meridianinové sloteniny
(zejména meridianin E) jsou nejvice selektivni kabim kinasam, figvazri k Cdk-1
(ICso = 180 nM), Cdk-2 (I6 = 800 nM) a Cdk-5 (I = 150 nM). Inhibice GSK{
nastava p ICsp = 2,50 uM a inhibice CKd pti hodog ICso= 0,40 uM [9, 105].
Nedostatek substituegnty indolovém kruhu vede ke snizené selektivitci GSK-3p.
Pro inhibici GSK-3 je rozhodujici pozice indolu, kde jéiojen 2-aminopyrimidin [9].

Pro nejsilgjSi inhibici Cdk-1 a Cdk-5 jewdezita substituce bromu na pozici 7
a substituce hydroxylové skupiny na pozici 4°. Blok €chto substituci dojde
k inaktivaci meridianid typu A, B, D, E, G, které ztraci schopnost Cdkisibovat.
Jedna substituce bromu v pozici 5° nebo 6  vywazvySi inhibEni aktivitu
(predevsim meridianinu C, D a G), naopak vomové substituce u meridiadi€, D
a F inhibéni aktivitu snizuje. Posunutim 2-aminopyrimidinoeékruhu z pozice 3’

na pozici 2" dochazi k inaktivaci meridianinu Gameridininu C [9].

In silico analyzou SAR, kdy byl zjif®van vztah mezi strukturou a aktivitou
meridianini a kinas PKA, bylo zji&ho, Ze dinek inhibice je obdobny jako u ostatnich
kinas. Bromova substituce v poloze 7 a substitugroxylové skupiny na pozici 4
poskytuje nejlepsi inhibni aktivitu vici PKA [9].

Jelikoz meridianiny vykazuji slibnou biologickoutatu, nékolik vyzkumnych
pracovniki se zabyva jejich syntézou. Doposud je znamo asist2dii. Nekteré
syntetické analogy (Tabulka 1) jsou vhodnymi poi&némi cili pro I&bu
neurodegenerativnich oneméon a zejména rakoviny. Byly fipraveny fiznymi

substitucemi fedevSim na pyrimidinovém kruhu [9].
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Tabulka 1: Pehled syntetickych anal@égneridianiri vhodnych pro potencialni terapii rakoviny
a AD. Upraveno podle [8, 9].

N
/ b, NH2
OH = P?’ Kinasy
ICs0 (LM
A (HM)

N

H
R R1 R2 GSK-3/p | CK-1d/e
7-Br H H >10 4,2
6-Br H I 1,1 0,7
7-Br H I 4 1,6
6-Br H 4-acetylfenyl 2,0 >10
5-Br H 4-acetamidofenyl 0,4 2,1
7-Br H 4-acetamidofenyl 2,2 >10
4-Br H 3-methoxyfenyl 1.4 >10
7-Br H 3-methoxyfenyl >10 4,2
7-NO, H H >10 10
6-NO, H I 2,6 1
H H I 3,7 0,9
5-NH, H I >10 0,27
6-NH, H I 4,2 0,51
7-NH, H I 4,4 1,1
H H 4-trifluoromethylfenyl 19 8,3
H Me | 4-acetylfenyl 1.4 >10
H Me || 4,2 1,1

4.4.1.2 Indirubiny

Bis-indol indirubin a jeho derivaty jsou skeniny, které maji svou tradici
a vyznam v¢inské medicié zabyvajici se bou chronickych onemoéni, jako je
myeloidni leukémie [8]. Indirubiny, které jsou stihgovany halogeny v pozici 3" a 77,
ukazuji na apoptozu indikujici efekt v nadorovychndgnych liniich [114]. Jejich
protinddoroveé &inky koreluji s jejich antimitotickymi vlastnostnjil13]. Indirubiny

dokazou prostupovates HEB [107].

V sowasné dob indirubiny pedstavuji vyznamny potencial v terapii
neurodegenerativnich chorobgetne AD. Indirubin byl v nedavné deb popsan

jako &inny inhibitor Cdks (IGy = 50— 100 nM). Testy prokazaly, Ze dokaze inhibovat
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Cdk-1/cyklin B a Cdk-5/p25. Indirubiny (zéjmena stituované v pozicich 3" a 5)
funguiji i jako inhibitory GSK-B (IC5o =5 - 50 nM) [113].

Indirubin-3"-monoxim inhibuje fosforylacit-proteinu in vitro a in vivo
na specifickych mistech. Vyvolava také inhibici fioglace threoninu-75 (thr-75)
na DARPP-32 (dopaminem a cAMP-regulovaném fosfaima) zpisobenou Cdk-5
in vivo, ¢imz napodobuje jeden zciaka dopaminu v kie [113]. Vyzkum vedeny
badateli Sharmou a Taliyanem prokazal, Ze u my&nkch indirubin-3"-monoximem
doSlo k vyznamnému poklesu koncentrace glukosycytglyceridi, cholesterolu
a hladiny insulinu v plazen RovreéZz se u &hto mysi zlepSila pa#ti a proces &eni.
Dale bylo zjiS&no, Ze indirubin-3"-monoxim snizuje biimy oxidani stres a aktivitu
ACHE [115]. Eldar-Finkelmann a Martinez sledovadiinky indirubin-3"-monoximu
in vivo na hladinu APP u transgennich mysii&maky AD. Potvrdilo se, Ze doslo
ke zmirrgni symptoni AD, véetns redukce akumulacepi hyperfosforylace-proteinu,
zarttu a zlepSila se prostorova p&n Zjistili, Ze tento dinek nefunguje na model
invitro, pii kterém po oSéeni indirubin-3’-monoximem kultivovanych neuton
a potkaniho mozku nedoSlo ke zngimh t-fosforylace. Tyto rozdily mohly byt
zpiasobeny rozdilnou biologickou dostupnosti, neimalirubin-3"-monoxim, steghjako
ostatni induribiny, jsou omezé&nozpustné ve vad[8].

6-bromoindirubin, izolovany z ntekych ngkkysi ¢eledi Muricidae Thaididae
a predevsSim z rodidexaplex trunculugObrazek 13A) pouzivaného k ziskavani barviva
»Tyrian purple* (Obrazek 13B),které obsahuje s¥és bromem substituovanych
indirubinovych isomer, vykazuje witou selektivitu ke GSK-3. Jeho synteticky
burg¢né prostupny derivat 6-bromoindirubiri-8xim (6BIO) (Obrazek 13C) je
nekolikrat selektivigjSi vaci GSK-33 (ICso = 5 nM) [8, 116]. Jeho biologicka aktivita
byla podrobena vyzkumu vekolika analyzach nervového systému. Vysledkem bylo
zjisténi, zZe v kultivovanych kortikalnich neuronech sigzdosforylaci t-proteinu
a inhibuje @ist axori v moze€ku a v embryonalnich nebo v postnatalnich gangliich
dorzalnich keéeni michy. 6BIO je schopny regenerace a pluripotencédskych
embryonalnich kmenovych bkéch [8].

Nedavna studie popsala syntézu novych indirubinovygerivatt s lepSi

rozpustnosti ve vag ale dosud nebyla hlaSena jejich biologicka atdiviryto nove
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indirubiny by mohly mit ginos pro lébu pacieni, kte&i trpi diabetem a s@asré AD
[8].

Obrazek 13: A Hexaplex trunculusB — , Tyrian purplé [116], C — 6BIO [8].

4.4.1.3 Hymenialdisiny

piirodniho maského zdroje bioaktivnich latek [8]. Poprvé bylgplavany v roce 1980
z ¢eledi AgelasidagAxinellidaea Halichondridae nyni secerpaji ze sferuhxinella sp
(Obrazek 14A) [8, 117]. Hymenialdisiny jsou steainy obsahujici bromopyrollové
a guanidinové skupiny [8].

Stanovenim struktury hymenialdigima zaklad rentgenové krystalografie bylo
Zjisténo, Ze se jedna o potencialni inhibitdagly kinas, ¥etré ERK, JNK, PKC, PKA,
MARK, ale p'edevsim se jevi jako zajimavé inhibitory GSEK{8Cso = 10 nM), CK-B
(ICso = 35 nM) a Cdks (I = 22 — 28 nM) [8, 118]. Krotoho maji schopnost
inhibovat GSK-3 in vivo, a tim potlgovatin vivo fosforylacit-proteinu u AD [8, 119].
Vyzn&uji se protizagtlivymi, antineurodegenerativnimi a antiprolifexatimi (€inky
[117, 120].

Brompyrollovy alkaloid dibromokantharellin (ObrazaKB) je selektivni pouze
viaci GSK-3P (ICso = 3 pM), nikoliv k Cdks [119]. Inhikgni aktivita
dibromokantharellinu &i GSK-33 inspirovala ¥dce k nalezeni jeSt silngjSich
a selektivijSich inhibitofi GSK-3B a roz&teni inhibeni aktivity i va¢i Cdk-1 a Cdk-5
[8]. Pomoci dokovacich analyz a molekukamiynamickych simulaci bylo odhaleno,
Ze aminokyselinovy zbytek cys-199 v blizkosti AT&zebného mista v molekule
GSK-33 je hlavnim voditkem pro konstrukci novych¢inngjSich a selektivgSich
inhibitord [8, 117].
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Strukturré zajimavy je také pyrrol-azepin-8-onovy kruhovytsys, ktery se vaze
na guanidinacetatovy kruh v molekule hymenialdisifiento fakt farmaceutické firmy
piivedl k mysSlence vyrobit vlastni syntetické hymedisiny a jejich analogy [8].
Vyroba analog by piinesla v klinické medicihiadu benefii, neba@ hymenialdisiny by
mohly byt pouZzity nejen pro ¢&u AD, ale i pro dalSi onemogmi CNS [117]. Vyuziti
by naSly i v oblasti terapie diabetu, Z8ivych a proliferativnich onemoéni
[117, 120].

Obrazek 14: A -Axinella sp[121], B — Dibromokantharellin [8].

4.4.1.4 Hydantoiny

Motska houba roduHemimycale celedi Mycalidag nazyvanaHemimycale
arabica (Obrazek 15) Zije v Rudém rmoa je zndma pro tvorbu bioaktivnich
sekundérnich metabalittzv. hydantoif (1,3-imidazolidinediof), jenZz maji strukturu
guanidinovych alkaloil Tyto slogeniny se vyznéuji rozmanitymi farmakologickymi
vlastnostmi. Vyznamné jsourgrevSim dva silné a selektivni alkaloidy #rqdni
fenylmethylenhydantoin a derivat (Z)-5-(dthylthio)benzyliden)-hydantoin, ktery byl
vyroben synteticky [122]. Jedna se o skniny velmi dobe prostupnéies HEB [123].
Jsou @inné gredevSim proti rakovih prostaty, picemZ pozastavujitst a sniZuji
proliferaci nadorového bujeim vitro [122].

Khanfar et al. ve snaze objevit vSechny potencialni molekulaaiie
fenylmethylenhydantoinu s  protinddorovym ¢inkem, @ednesli  hypotézu,
Ze fenylmethylenhydantoin by mohl mit vliv i na i@ku kinasy GSK-3. Na tuto
domreénku je givedl jev, @i kterém se struktugnpodobné latky s vazebnou orientaci
1 - 5 vazaly na GSKfBv ATP-vazebném mis{122].
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Pro potvrzeni dhto vlastnosti fenylmethylenhydantoinovych analobyla
provedenan silico screeningova analyzaghem které byla zaznamenana @waafinita
ke GSK-PB. Analyza in vitro pomoci send¢ové ELISA navic odhalila,
Ze fenylmethylenhydantoin sniZuje fosforylaeproteinu v mist ser-396. V souladu
sin silico analyzou fenylmethylenhydantoin vykazuje nep§8n inhibici pri hodnog
ICs0 = 4,2 uM [122]. Déle bylo prokdzano, Ze je afihimké k Cdk-2 [123].

Na zéaklad téchto vysledk byl proveden tesin vivo na modelu potkana
pro detekci glykogenové dispozice v jatrech. BylpsStegno, Ze u potkana doSlo
ke snizeni genové exprese glukosy-6-fosfatasyfadoelpyruvatkarboxylasy. To vedlo
k redukci hladiny glukosy a ke zvySené syntéze aggnu z D-glukosy. Vysledkem
bylo zvySené mnoZstvi glykogenu v jatrectimz byla potvrzena GSKg3inhibice
[122].

Fenylmethylenhydantoiny se jevi jako nové potemgi@ selektivni inhibitory
GSK-3 nejen pro Iébu AD, ale také pro udrzeni optimalni hladiny glsiov krvi
[122].

Obrazek 15Hemimycale arabic§l24].

4.4.2 Prirodni ATP-nekompetitivni inhibitory

4.4.2.1 Furanoseskviterpeny

Furanoseskviterpeny fak nejmladSim objevenym sldeninam. Izolovany jsou
z marskych organisr Ircinia sp. (Obrazek 16A)|rcinia dendroidesircinia variabilis
a Ircinia oros vyskytujici se ve $tdozemnim mid [8]. Furanoseskviterpenove
sloweniny inhibuji rekombinantni lidskou GSK33n vitro pii 50 mg/ml az z 90 %
[130].
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Lineéarni furanoseskviterpen nazyvany palinurin,rktese v &chto Ziva@isich
nachazi v negtsSim mnozstvi, a jeho metabolit nazyvany trikanjgou burcné
prostupné inhibitory se schopnosti redukovat fogéai t-proteinu v busénych
neuroblastomovych SH-SY5Y kulturach [8, 130]. Palin a trikantin (Obrazek 16B)
byly podrobeny kinetické analyze, ktera prokazatrikantin inhibuje rekombinantni
lidskou GSK-3 pii hodnot ICso = 7,5 uM, zatimco inhibni aktivita palinurinu se
projevila @i hodnot ICso = 4,5 uM [8]. Palinurin ma schopnost inhibovat $K53a
(ICs0=1,6 uM), Cdk-1, Cdk-5, CK-2 a MAPK [130]. Chatekstické jsou pro &
protizarétlivé a antibakterialni vlastnosti [8, 130].

B
Palinurin HO
& — —
: D-*' S =
0 O
H
Trikantin o 0
—
9]
= P r- 0

Obrazek 16: A +rcinia sp.[132], B — Palinurin a trikantin. Upraveno pod8.|

Ptirodni slogeniny ircinin-1 a ircinin-2 spotaé s derivaty variabilinu, strobilinu
a felixininu pati do furanoseskviterpenovych tetronovych kyselimdoikovanych
houbami fiznych druli rodulrcinia. Inhibi¢ni aktivita ircinini namfena wi¢i GSK-33
je velmi podobnd inhiléni aktivit¢ palinurinu, pro ircinin-1 byla detekovana hodnota
ICs50=0,8 UM a pro ircinin-2 165 = 2,3 uM [130].

Molekularni modelovaci techniky odhalily, Ze inKibi aktivita palinurinu
viaci GSK-33 je zprostedkovana alosterickym mechanismem. Palinurin see vaz
na alosterické misto lokalizované v N-terminalniaboku kinasy, #éive ozn&ované
jako kapsa:. 5. Vazba palinurinu na neobvyklé misto kinasywauje dostupnost ATP
y-fosfatu ze substratu a omezuje konfoémiaflexibilitu smyky bohaté na glycin.
Tento novy alostericky mechanismuséluge palinurinu vysoky stuge selektivity
vici GSK-3B s ohledem na ostatni kinasy a diky tomu je zajjmmavnolekulovym

kandidatem pro navrhnuti a vyvinuti novychiningjSich a selektivgSich inhibitoi

vhodnych pro [&u onemoceni, na jejichz vzniku se podili GSK33130].
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Enantioselektivni  syntézou z komie¢  dostupného  furaldehydu
a (R)-methyl-3-hydroxy-2-methylpropionatu byl v ec2009 vynalezen prvni
synteticky analog palinurinu [131]. Cilem je vyvirtoderivaty palinurinu a trikantinu
vhodné pro fipravu I&€iv, které by mohly byt vyuzity v kebnych metodach
zabyvajicich se onemo#gmim, na jejichZ patogenezi se podileji kinagigte GSK-33.

Zamérem je vyroba l&v piijatelnych pro peroralni podani [130, 131].

4.4.2.2 Manzaminy

Manzaminy pedstavuji komplex B-karbolinovych alkaloid izolovanych
z Indo-Pacifickych miskych hub, nejpsgji z aktinomycet indonéské houby
Acanthostrongylophora igen®©brazek 17A) [8, 125]. V s@asné dob je k dispozici
16 druli manzaminovych alkaloid které se nachazeji v &ledich m#éskych hub
[125]. Pro tyto alkaloidy je charakteristicky pémeé slozity polycyklicky kruhovy
systém [8]. Vyznauji se antibakterialnimi, cytotoxickymi, insektigiani,

antiinfekénimi, antiparazitarnimi, protizétlivymi a protinadorovymi tinky [126].

Molekularni modulaci byla detekovana vazba manzamia GSK-3. Bylo
zjisSttno, Ze manzaminy se na tuto kinasu védZzou alostarickpisobem, konkréth
na alosterické misto na zadni str&{TP-vazebné kapsy v mésspojeni C-terminalniho

a N-terminalniho laloku [71].

Manzamin A (Obrazek 17B) byl poprvé izolovan v rot@86 z houby rodu
Hacliona [125]. Je buiéné prostupny a inhibuje lidskou formu GSHK-3n vitro
pii 25 UM az ze 70 % [8]. Dokaze prochazeepHEB [127]. Peroralni a intravendzni
farmakokinetické studie u potkarprokazaly, Zze manzamin A se vyzZope nizkou
metabolickou clearenci,fiméiergé dlouhym farmakokinetickym potasem rozpadu
a dobrou peroralni biologickou dostupnosti (20,6 P&28]. Testovanim vlastnosti
prekurzofi manzaminu A (karbolinu a ircinalu A) bylo zggb, Ze oba prekurzory jsou
inaktivni ve schopnosti vazat se na GIK-3o naznauje, Ze k vazb je nutna cela
molekula. Manzamin A mé& schopnost inhibovat tak&idkinasy, ¥etné GSK-3u,
Cdk-1, Cdk-5, MAPK a PKA, ale nejvyssi specifickyhibi¢cni &inek je prokazan
vici GSK-3B (IC50 =10 pM) a Cdk-5 (I = 1,5 uM). Toto zji&ni ma zasadni vyznam
pro potencialni lI&u AD. Hi testovani SH-SY5Y butk inkubovanych s manzaminem
A o riznych koncentracich bylo pomoci kvantifikd senduwiové metody ELISA

potvrzeno, Ze doSlo k poklesu fosforylac@roteinu v mist ser-396. Manzamin A
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blokuje i hyperfosforylaci t-proteinu  zfisobenou GSK{3 v lidskych
neuroblastomovych hikdch [8]. Risobi také jako supresor hyperlipidemie
a aterosklerosyin vivo [112]. Veédci doSli k za¥ru, Ze manzamin A diky svym
vlastnostem fedstavuje velmi slibny potenciélni cil pro terapld a doporduji ho
k dalSimu preklinickému hodnoceni a moznému vyj®ji128]. Mgl by byt navrzen

jako I&ivo pro choroby, na jejichZ patogenezi se z velksti podili GSK-8 [125].

Porovnanim semisyntetickych analoga rekolika derivati manzaminu A
izolovanych z i#iznych druli morskych hub metodou SAR byla po dosazeni 50%
GSK-3 inhibice @i 25 uM detekovana hodnota v mikromolarnim rozsahu.
V nékterém pipac byly nalezeny latky &nngjSi nez je samotny manzamin A.
Z tohoto divodu byly zkoumany reakce na &nu v alifatickém heterocyklickém
systému. Bylo zji$no, Ze konfirmani restrikce polycyklick&asti vyvola vyznamny
vliv na inhibici GSK-3$. To znamena, Ze ndklad nepgitomnost dvojné vazby
mezi pozici 15" a 16" vede Kk inaktivaci derivat(tetrahydromanzamin A,
tetrahydro-8-hydroxymanzamin A), derivaty s karbomgu skupinou (manzamin E
a F) v pozici 31" jsou méni¢inné nez manzamin A, ale vipad, Ze u manzaminu F
dojde k substituci hydroxylové skupiny v pozici ljiou objemmjSi skupinou, jeho

inhibi¢ni aktivita vi¢i GSK-33 bude mnohem vysSi, nez vykazuje manzamin A [125].

| prestoze vykazuji silnou biologickou aktivitu a vyemay @inos nejen pro léou
AD, jejich I&ivy potencial je omezen tim, Ze neni mozny stalisyn girodnich
manzamih jako zdroj kl€ovych prekurzar dulezitych pro farmaceuticky vyvoj
syntetickych manzamina jejich optimalizaci. &koliv jsou tvaeny viad hub, jejich

sklizen neni ekologicky udrzitelna [8, 112].

1 Jl‘,;_; e e
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Obrazek 17: A -Acanthostrongylophora igengl29], B — Manzamin A [8].

71



5 Zavér

Pti hledani pirodnich latek, které by mohly mitipos a vyuziti v kauzalni terapii
AD, bylo nalezeno &kolik slowenin vykazujicich inhiini aktivitu vi¢i kinasam
(predevsim GSK, CK-15 a Cdk-5), které jsou Klové v patogenezi choroby. Jedna se
o produkty pochéazejici z ngkych organismh, zejména z migkych hub a bezobratlych.
NejrozsfergjSi skupinu pedstavuji indolové alkaloidy. Protoze podminkouicfej
efektivity je specificka distribuce v mozku, mushdt prochazet fes HEB a bu&né
plazmatické membrany. Jako potencialni cile v iersp jsou proto vhodné slaieniny
s pijatelnou lipofilitou a nizkou molekulovou hmotnasielikoz GSK-8 je nezbytna
pro normalni funkci bukk, je nutna pouze mirna kinasova inhibice, kteraduukovala
nadneérnou aktivitu GSK-B v patologickych tkanich zasaZenych chorobou
na fyziologickou Urovié a zachovala by normdlni aktivitu ve tkanich zddwy
Plazmaticka hladina nizkomolekularnich inhibitoby nengla snizit fyziologickou
aktivitu GSK-3 o vice nez 25 % [71].

VétSina kinasovych inhibitdr je ATP-kompetitivni. Z dvodu jejich nizké
specifity nejsou vhodnymi kandidaty practhél AD [73]. Nové perspektivniifstupy
pro bezpengjSi vyuziti v klinické praxi pedstavuji ATP-nekompetitivni inhii
sloweniny, které na rozdil od ATP-kompetitivnich inhdsii vykazuji dobré vysledky
ziskané z buitnych ain vivo tesfi, které koreluji s vysledky ADME, vysokou
selektivitu ke kinase, mechanismus alosterické ramdunavozujici cilenou mirnou
kinasovou inhibici a poZadovanou hodnotusglCdiky které se snizi riziko vzniku
toxicity a nezadouciche¢inkua [8, 71, 74].

Klinickych zkouSek dosahly dv sloweniny. Jednou z nich je synteticky
AZD-1080- ATP-kompetitivni, silny, selektivni inhibitor GSBB fadici se do skupiny
aminothiazal. Vykazuje dobrou biologickou dostupnosileZitou pro podani peroralni
cestou a prostupuje HEB. SniZzuje hyperfosforykaproteinu [106]. AZD-1080 dosahl
prvni faze klinické studie, ale byl vylden pro nezadouci ¢inky v podol
nefrotoxicity. ATP-nekompetitivni synteticky inhtbr tideglusib, pafci do skupiny
TDZD, se v sotasné dob nachazi ve druhé fazi klinické studie a dosud heby
popsany Zzadné nezadoucicinky. Dokaze prostupovat b&mou membranou
a pres HEB [8]. Je ireverzibilnim inhibitorem GSK-3ICso = 60 nM) [8, 109]. Bylo
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prokdzano, Ze u lehké a%esini formy AD po 24 tydnech uzZivani dokaze zlepSit
kognitivni funkce a snizit histopatologické symptoAD [8].

Farmakologicky  zajimavé  jsou halomethylketony—  syntetické,
ATP-nekompetitivni inhibitory. Jejich potenciél $pea v predchazeni vzniku drogové
zavislosti na l&vu diky ireverzibilnimu fsobeni [71]. Jsou vysoce selektivni
k neurotransmitém v CNS a kradk kinasam, vetrt GSK-3 s hodnotou Ig
v mikromolarnim rozsahu. Prostupujies HEB a bu&nymi membranami. Dokazou
rychle redukovat hyperfosforylact-proteinu. K dispozici je &kolik komerkng
dostupnych halomethylketonovych derivatkteré potvrzuji perspektivitu éthto

slowenin hodnych dalSimu preklinickému hodnoceni [8].

Potenciald nejzajimayjSimi kandidaty pro l&bu AD ziady girodnich alkaloid
jsou manzaminy, kteréi@dstavuji komplex ATP-nekompetitivnidbtkarbolinovych
alkaloidi izolovanych z Indo-Pacifickych mskych hub, neépsgji z houby
Acanthostrongylophora igen$8, 125]. Nejperspektiwji se jevi manzamin A,
ktery inhibujefadu kinas, ¥etné GSK-3B (ICso = 10 uM) a Cdk-5 (I = 1,5 uM) [8].
Prostupuje fes HEB a buéné membrany [127]. Vyziaje se nizkou metabolickou
clearenci, dostate¢ dlouhym farmakokinetickym potasem rozpadu a dobrou
perorélni biologickou dostupnosti (20,6 %) [128khd funkci je nejen sniZeni
hyperfosforylacet-proteinu, ale i potkeni hyperlipidemie a aterosklerosy [8, 112].
Manzaminy jsou velmi slibnymi potencialnimi cili jgou dopordeny k dalSimu

preklinickému hodnoceni a moznému syntetickému Ny8p128].

DalSimi  perspektivnimi  irodnimi inhibitory jsou furanoseskviterpeny.
ATP-nekompetitivni palinurin  se nachazi v organismmadu Ircinia Zijicim
ve Stedozemnim mio [8]. Palinurin je bui¢né prostupny a jeho funkci je inhibice
rady kinas, vetrt GSK-3PB (ICso = 4,5 pM), blokace hyperfosforylaceproteinu
a vyznd&uje se roviz protizagtlivymi a antibakterialnimi vlastnostmi [8, 130]elb
metabolit trikantin inhibuje GSK{Bpii IC50= 7,5 uM [8].

Prirodni ATP-kompetitivni alkaloidy (indirubiny, melianiny, hydantoiny,
hymenialdisiny) by mohly mit ffinos gedevSim pro pacienty trpici AD a sasré
diabetem, ale pro efektivnidébné pouZziti jeieba vylepsit jejich farmakodynamickeé

vlastnosti, ¥etrg specifity.
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V sowasné dob ATP-nekompetitivni sloteniny gedstavuji realna &va
pro potenciélni I&u chronickych chorob,éetné AD [8]. ProtoZe zhruba 95 % biosféry
se vyskytuje v oceanech, jsou tudiz dosud itie gprobadanymi oblastmi argdstavuji
vyznamnou filezitost pro objeviady farmakologicky &innych latek [9]. Cilem
védeckych pracovnik je nadale hledatiprodni slodeniny a snaZit se z nichfipnou
¢inegimou cestou syntetizovat ATP-nekompetitivni  intobjt s vhodnymi

farmakodynamickymi vlastnostmi [8].
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7 Abstrakt

Polzerova, I: Ovlivini kinas uplatujici se v patogenezi Alzheimerovy choroby.
Diplomova prace, Univerzita Karlova v Praze, Farewdicka fakulta v Hradci Kralove,

Katedra farmaceutické botaniky a ekologie, Hrade@d<é 2016, 91 s.

Tato reSer3ni diplomova pracerpa pedevsim ze zahrami odborné literatury.
Poskytuje pehled dosud prozkoumanychrinednich latek z miskych organisrin

vykazuijicich inhibini kinasovou aktivitu.

Uvodni kapitola Alzheimerova choroba popisuje ckamastiku choroby,
etiopatogenezi, rizikové faktory a s@snou dostupnou dbu. Na zaatku druhé
kapitoly jsou zmiany nové perspektivniifstupy terapie Alzheimerovy choroby&tgi
cast této kapitoly se zabyva kinasami jako potendidil terapeutickymi cili v terapii
Alzheimerovy choroby. Jsou zde uvedeny fyziologicképatofyziologické funkce
GSK-33 a CK-1d v organismu a zmémy jsou zde i dalSi kinasy, které se podileji
na patogenezi nemoci. DalSi oddil se€nwje analytickym metodam vhodnym
k testovani aktivity a inhibice kinas vitro ain silico, zabyva se souhrnem syntetickych
kinasovych inhibitoi a popisuje jejich vlastnosti. V této kapitole jevedena
také stzejni ¢ast prace- uceleny pehled dosud prozkoumanychinednich produkt
z maskych organisin s inhibéni kinasovou aktivitou. Tatocdst je rozdlena
podle mechanismu inhibicefippdnich inhibitofi. U latek, které vykazuji dobrou
biologickou dostupnost a jevi se jako potenciaajimavé pro terapii Alzheimerovy
choroby, je dinnost porovnana podle poléwi hodnoty maximalni inhibni
koncentrace 16 Je zde zhodnocen také &asny stav vyzkumuifrodnich inhibénich

slowenin.

KlicovA slova: Alzheimerova choroba, finedni latky, kinasy (GSK{3

a kaseinkinasaé)
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8 Abstract

Polzerova, I: Use of kinase modulation in the Almexy’s disease pathogenesis.
Diploma thesis, Charles University in Prague, Fycof Pharmacy in Hradec Kralové,
Department of Pharmaceutical Botany and Ecologgdelc Kralové 2016, 91 p.

Data used in this Diploma Thesis have been takem fforeigner scientific
literary sources. It provides the summary of thé yet explored natural compounds

from marine organisms with kinase inhibitory adivi

The first chapter Alzheimer’s disease describeBaaacteristic of the disease, its
etiopathogenesis, risk factors and currently abbglatreatment. At the beginning
of the second chapter are mentioned new perspedmgroaches to treatment
of Alzheimer’s disease. Most of this chapter dedly kinases as potential therapeutic
targets in the treatment of Alzheimer's disease. the chapter, physiologic
and pathophysiologic functions of GSI8-and CK-b are described in the organism,
and also, other kinases are mentioned which arelved in the pathogenesis
of the disease. Next part dedicates analytical austhsuitable for testing activity
and inhibition of kinasem vitro andin silico, also deals with summary of the synthetic
kinase inhibitors and characterizes an their pigggerin this chapter is also described
main part of this work- the whole summary of the not yet explored naturabpcts
from marine organisms with kinase inhibitory adiviThis part is structured according
the mechanism of inhibition of natural inhibitoFsor compounds, which exhibit good
bioavailability and which seem to be of potentiallyteresting for the treatment
of Alzheimer’s disease, the effectivity is companging values of the half maximal
inhibitory concentration 165. There is also evaluated the current state ofmsfie

research of natural inhibitory compounds.

Key words: Alzheimer’s disease, natural produdisages (GSK a casein kinases)
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