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Abstrakt a klíčová slova 

Stávající disertační práce je zaměrena na produkci tří enzymů beta-sekretasy 1 

(BACE1; beta-štěpící enzym APP-1), acetylcholinesterasy (AChE) a 

butyrylcholinesterasy (BChE). BACE1 je integrální membránový protein, který hraje 

ústřední roli při štěpení amyloidního prekurzorového proteinu. Produkt tohoto procesu 

je následně štěpen y-sekretasou, přičemž v mozku pacientů s Alzheimerovou chorobou 

(AD) vznikají amyloid-beta peptidy a nerozpustné amyloidové plaky. Podle výroční 

zprávy České alzheimerovské společnosti bylo v roce 2019 diagnostikováno 

158 000 pacientů s touto nemocí. Předpokládá se, že v roce 2050 dosáhne tento počet 

hranici 300 000 pacientů. Inhibitory AChE a antagonista N-methyl-D-aspartát receptorů 

jsou v současné době jedinou alternativou pro terapii AD. Význam AChE spočíva nejen 

v tom, že je cílovým enzymem při terapii AD, ale je taktéž cílovým proteinem 

při otravách nervově paralytickými látkami (NPL). Katedra toxikologie a vojenské 

farmacie je pracovištěm, které se zaměřuje na studium účinku těchto látek a 

zdravotnické ochraně proti nim. Hodnocení nově syntetizovaných reaktivátorů 

cholinesteras (ChE) inhibovaných NPL a inhibitorů, jakožto profylaktik při otravách 

NPL je spojeno s testováním na enzymech AChE a BChE. 

Předkládaná práce byla zaměřena na zavedení expresního systému Expi293 

pro produkci lidských rekombinantních enzymů: BACE1, AChE a BChE. Pro každý 

enzym jsou popsány jednotlivé kroky, které jsou potřeba k získání dostatečného 

množství aktivního proteinu. Jelikož BACE1 je transmembránový protein, bylo u něj 

nutné provést izolaci z buněk, na rozdíl od ChE, které byly sekretovány do media.  

Pro každý exprimovaný enzym byl zaveden jednoduchý purifikační protokol: 

pomocí kobaltové afinitní chromatografie pro BACE1, Sefarosa4B/prokainamidové 

pryskyřice pro AChE a Hupresinové pryskyřice pro BChE. Po purifikaci enzymů 

následovala identifikace proteinů s použitím gelové elektroforézy, pro stanovení 

přibližné molekulové hmotnosti purifikovaných enzymů. Identita rekombinantního 

proteinu byla potvrzena western blotem pomocí protilátky anti-His. Obě tyto metody 

ukázaly proužek maturované BACE1 v pozici ∼75 kDa, proužek maturované AChE 

v pozici ∼70 kDa a proužek maturované BChE v pozici ~100 kDa. 
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U každého enzymu bylo provedeno hodnocení kinetických vlastností stanovením 

specifické aktivity, hodnoty Km a IC50 pro jejich selektivní inhibitor. Specifická aktivita 

lidské rekombinantní BACE1 se pohybovala ~120 000 ± 4,000 RFUmin
-1
µg

-1
. 

Hodnota Km pro substrát 7-methoxykumarinu-4-acetyl-[Asn670, Lue671]-amyloidu 

β/A4 prekursorového proteinu 770 fragmentu 667-676-(2,4-dinitrophenylu)Lys-Arg-

Arg amidu trifluorooctové soli nebyla stanovena vzhledem k jeho špatné rozpustnosti. 

Naměřená hodnota IC50 pro verubecestat byla 1,765 ± 0,036 nM. 

Specifická aktivita lidské recombinantní AChE činila ~20 000 Umin
-1
mg

-1
. 

Hodnota Km pro substrát ATChI byla 0,288 ± 0,020 mM. Hodnota IC50 pro inhibitor 

donepezil byla 7,834 ± 0,054 nM. 

Specifická aktivita lidské rekombinantní BChE dosahovala ~50 000 Umin
-1
mg

-1
. 

Hodnota Km pro substrát BTChI byla 0,256 ± 0,003 mM. Hodnota IC50 pro selektivní 

inhibitor etopropazin byla 0,477 ± 0,045 µM. 

Enzymy BACE1 a AChE byly stabilizovány lyofilizací. Enzym BChE vzhledem ke 

své známe dlouhodobé stabilitě, byl ponechán v 20 mM Tris pufru o pH 7,5. Všechny 

tyto produkty byly skladovány při -80 °C, což zajištovalo jejich dlouhodobou stabilitu a 

aktivitu enzymů pro jejich další použití. 

 

Klíčová slova: beta-sekretasa 1, acetylcholinesterasa, butyrylcholinesterasa, 

Alzheimerova choroba, expresního systém Expi293, produkce proteinů, purifikace, 

inhibitory 
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Abstract and keywords 

The current thesis aims at the production of three enzymes, including beta-secretase 

1 (BACE1; beta-site amyloid precursor protein cleaving enzyme 1), 

acetylcholinesterase (AChE), and butyrylcholinesterase (BChE). BACE1 is an integral 

membrane protein that plays a crucial role in the amyloid precursor protein's cleavage. 

The product is subsequently processed by y-secretase, producing amyloid-beta peptides 

and insoluble amyloid plaques in Alzheimer's patients (AD). According to the Annual 

Report of the Czech Alzheimer's Society, 158,000 patients were diagnosed in 2019. 

By 2050, this number is supposed to reach 300,000 patients. AChE inhibitors and  

N-methyl-D-aspartate receptor antagonists are currently the only alternatives for AD 

therapy. AChE is also a target enzyme in nerve agent (NA) poisoning (together with 

BChE). The Department of Toxicology and Military Pharmacy focuses on studying NA 

effects and medical protection against them. From this perspective, the production of 

AChE and BChE is essential for developing and evaluating newly synthesized 

cholinesterase (ChE) reactivators and inhibitors. 

The thesis focuses on introducing the expression system Expi293 to produce human 

recombinant enzymes BACE1, AChE, and BChE. For each enzyme, the individual steps 

required to obtain a sufficient amount of active protein are described. Because BACE1 

is a transmembrane protein, it was isolated from cells, while ChEs were secreted 

into the medium. 

A simple purification protocol was established for each expressed enzyme, utilizing 

cobalt affinity chromatography, Sepharose4B/procainamide resins, and Hupressin resins 

for BACE1, AChE, and BChE, respectively. Purification of the enzymes was followed 

by protein identification, using gel electrophoresis, to determine the approximate 

molecular weight of the purified enzymes. Recombinant proteins were subsequently 

verified by western blotting with an anti-His antibody. Both methods showed a band 

of mature BACE1 at position ∼75 kDa, a band of mature AChE at position ∼70 kDa, 

and a band of mature BChE at position 100 kDa. 

For each enzyme, kinetic properties were determined, including specific activity 

and Km and IC50 values for their selective inhibitors. The specific activity of human 

recombinant BACE1 was approximately 120,000 ± 4,000 RFUmin
-1
µg

-1
. The Km 
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value of 7-methoxycoumarin-4-acetyl-[Asn670, Leu671]-amyloid /A4 precursor 

protein 770 fragment 667-676-(2,4-dinitrophenyl)Lys-Arg-Arg amide trifluoroacetate 

salt was not determined due to its poor solubility. Verubecestat IC50 was 1.765 ± 0.036 

nM. 

Human recombinant AChE specific activity was 20,000 Umin
-1
µg

-1
. The Km value 

of acetylthiocholine was 0.288 ± 0.020 mM. Donepezil IC50 was 7.834 ± 0.054 nM. 

Human recombinant BChE specific activity was 50,000 Umin
-1
µg

-1
. The Km value 

for the butyrylthiocholine was 0.256 ± 0.003 mM. The IC50 value for the selective 

inhibitor ethopropazine was 0.477 ± 0.045 µM. 

Both BACE1 and AChE were stabilized by lyophilization. Due to its known long-

term stability, BChE was dissolved in 20 mM Tris buffer pH 7.5. All enzymes were 

stored at -80 °C, which ensured their long-term stability and activity for their further 

use. 

 

Keywords: beta-secretase 1, acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase, Alzheimer's 

disease, Expi293 expression system, protein production, purification, inhibitors 
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Seznam použitých zkratek 

Å angstrom 

ABAD amyloid vázající alkoholdehydrogenasa  

AD Alzheimerova choroba 

ACh acetylcholin 

AChE acetylcholinesterasa 

AICD intracelulární doména amyloidového prekurzorového proteinu  

Ala alanin 

AMK aminokyselina 

APP amyloidový prekurzorový protein 

APH-1 anterior pharynx-defective 1 

ApoE apolipoprotein E 

APS peroxodisíran amonný  

ATChI acetylthiocholin jodid 

AV ČR Akademie věd České republiky  

Asn asparagin  

BACE1 beta-sekretasa 1 

BACE2 beta-sekretasa 2 

BCA bicinchoninová kyselina 

BChE butyrylcholinesterasa 

bp pár bazí 

BTChI butyrylthiocholin jodid 

BSA hovězí sérový albumin 

C-24 uhlík 24 

CD cytosolická doména 
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CNS centrální nervová soustava 

CO2 oxid uhličitý 

Co-IMAC kobalt-imobilizovaná karboxylmethylasparátová pryskyřice 

CTFβ membránový C-koncový fragment  

Cys cystein 

ČR  Česká republika  

DMB dekametonium bromid 

DMSO dimetylsulfoxid 

DTNB 5,5’-dithiobis-2- nitrobenzoová kyselina 

EC Enzyme Commision  

E. coli Escherichia coli 

ER endoplazmatické retikulum 

FP fosfátový pufr 

EDTA kyselina etylendiamintetraoctová 

FVZ UO Fakulta vojenského zdravotnictví Univerzity Obrany  

GA Golgiho aparát 

GGA ADP-ribosylační faktor vázající proteiny 

Glu kyselina glutamová 

GSK-3β glykogen syntasa kinasa 3β 

HEB hematoencefalická bariera 

His histidin 

CHAPS 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propansulfonát hydrát 

ChE cholinesterasa 

IC50 koncentrace inhibitoru, při níž aktivita enzymu klesne na 50 % 

původní aktivity 

KH2PO4 dihydrogen fosforečnan draselný  
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KaD katalytická doména 

kDa kilodalton 

Ki inhibiční konstanta 

Km Michaelisova konstanta 

KTVF Katedra toxikologie a vojenské farmacie 

LB Luria Broth  

Leu leucin 

Lys lysin 

MeOH metanol 

Met methionin 

NaCl chlorid sodný 

NaF fluorid sodný 

Na2HPO4 hydrogen fosforečnan sodný  

NMND antagonista N-methyl-D-aspartat  

Ni-NTA nikl-nitriltrioctová kyselina 

NPL nervově paralytická látka 

PCR polymerázová řetězová reakce 

PD prodoména 

Phe fenylalanin 

PEN-2 presenilinový zesilovač 2  

PRiMA  proline-rich membrane anchor 

PX phox doména 

RPM otáčky za minutu 

RTG rentgenologická (kazeta) 

RTN retikulony/Nogo proteiny 
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TBS solný tris pufr 

TNB 5-merkapto-2-nitrobenzoový aniont  

TD transmembránová doména 

Thr threonin 

TEMED N,N,N',N'-tetrametyletan-1,2-diamin 

TMACl tetrametylamonium chlorid 

TMAI tetrametylamonium jodid 

Trp tryptofan 

Tyr tyrosin 

Vmax maximální rychlost reakce 

Val valin 

Ser serin 

Sf Spodoptera frugiperda 

SDS  dodecylsíran sodný 

SDS-PAGE  elektroforéza na polyakrylamidovém gelu s přídavkem SDS 

SOC Super Optimal Broth  

SNX sortující nexiny 

SP signální peptid 
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1.  Úvod 

Předkládaná disertační práce se zaobírá produkcí lidských rekombinantních 

enzymů, a to betasekretasy (BACE1, EC 3.4.23.46), acetylcholinesterasy (AChE, EC 

3.1.1.7) a butyrylcholinesterasy (BChE, EC 3.1.1.8). Tyto rekombinantní proteiny je 

možné produkovat v prokaryotních nebo v eukaryotních buňkách. Oba tyto systémy 

mají své klady a zápory. Je proto důležité vybrat vhodný expresní systém, aby 

vyprodukovaný enzym byl vyhovující pro jeho další využití. Z důvodu 

předpokládaného stabilního výtěžku enzymu o vysoké aktivitě byl zvolen lidský 

expresní systém Expi293. Tento systém zároveň zajišťuje posttranslační modifikace 

proteinu, které jsou zárukou dostatečné aktivity enzymu.  

BACE1 je důležitým markerem v patofyziologii Alzheimerovy nemoci (AD). 

Současná terapie AD je zaměřená pouze na léčbu inhibitory AChE a antagonistu  

N-methyl-D-aspartát (NMDA) receptorů (Sharma 2019; Gauthier et al. 2006). Jelikož 

se jedná o multifaktoriální onemocnění, je vhodné testovat nové inhibitory na další 

možné proteiny zapojené v patologii AD, ke kterým je možné zařadit právě BACE1. 

Získání aktivního enzymu umožňuje rozšířit portfolio našich biochemických metod 

pro screening látek určených k terapii AD. Komerčně dodávaná lidská rekombinantní 

BACE1 je totiž velice nestabilní a její aktivita není zpravidla výrobci zaručena. 

Katedra toxikologie a vojenské farmacie (KTVF) je rovněž jedinečným pracovištěm 

jak v armádě České republiky (ČR), tak i v celé ČR, které se zaměřuje na studium 

účinku různých toxických látek včetně nervově paralytických látek (NPL) a 

zdravotnické ochraně proti nim. Hodnocení nově syntetizovaných reaktivátorů NPL a 

inhibitorů, jakožto profylaktik při otravách NPL je tak vždy spojeno s testováním 

na enzymech AChE a BChE. Časté výpadky v dodávkách těchto enzymů komerčními 

dodavateli vedly k produkci AChE a BChE z lidské krve. Tato produkce je relativně 

jednoduchá a poskytuje dostatečné množství cholinesteras (ChE) pro hodnocení látek 

modifikovanou Ellmanovou metodou (Ellman et al. 1961). Aktivita a množství enzymů 

nicméně není dostačující pro jejich využití s dalšími fyzikálně-chemickými metodami, 

využívanými v experimentální práci. Zavedení rychlé a jednoduché produkce lidské 

rekombinantní AChE a BChE v dostatečné množství, vysoké aktivitě a čistotě nahradí 

produkci těchto enzymů z lidské krve a poskytne nové možnosti při hodnocení látek 

na naší katedře jak in vitro, tak in vivo metodami. 
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1.1 Alzheimerova choroba 

AD je multifaktoriální, chronické onemocnění, které je charakterizováno 

progresivním snížením kognitivních funkcí, abnormalitami ve vyjadřování, změnou 

sociálního chování a postupnou ztrátou paměti. Osoba v pokročilém stadiu nemoci 

ztrácí schopnost komunikace či rozpoznávání svých nejbližších osob a okolí. Pacienti 

většinou umírají v důsledku sekundárních infekcí kolem 10. roku od začátku prvních 

příznaků onemocnění (tzv. sporadická AD). Sporadická forma AD je dnes nejčastější 

příčinou demence středního a vyššího věku (Bature et al. 2017). Vzhledem 

k neustálému zvyšování věku obyvatelstva se tak stává celosvětovým 

socioekonomickým a zdravotnickým problémem (Marešová et al. 2015). 

Etiopatogeneze AD není stále zcela jasná. Existuje však několik hypotéz o vzniku této 

nemoci. Ty, které jsou nejvíce v pozornosti vědecké obce, patří hypotézy zahrnující 

proteiny tau, glykogen syntasu kinasu 3β (GSK-3β), a dále cholesterolová, 

mitochondriální, amyloidní a cholinergní hypotéza.  

Tau hypotéza je založena na hromadění špatně rozpustných hyperfosforylovaných 

izoforem tau proteinu uvnitř mozkových buněk. Tento protein se nachází v hojném 

množství v axonech neuronů, interaguje s tubulinem a stabilizuje mikrotubuly. Jeho 

funkce je regulována hlavně fosforylací. Za patologického stavu dochází k vyvázání tau 

proteinu z povrchu mikrotubul a následnému rozpadu cytoskeletu. Tím je porušena 

funkce mikrotubulů sloužících k transportu látek uvnitř buněk. Nedochází tak 

k axonálnímu transportu, což přispívá k postupné neurodegeneraci (Yates a McLoughlin 

2008; Barbier et al. 2019). Bylo potvrzeno, že zvýšená aktivita GSK-3β je zodpovědná 

za hyperfosforylaci tau proteinu. Postupným zkoumáním bylo pozorováno, že GSK-3β 

potencuje zvýšenou produkci β-amyloidu (Aβ) a tím zánětlivou odpověď. Tento enzym 

je navíc klíčovým mediátorem apoptózy, a může tak přímo přispívat ke ztrátě neuronů 

při AD. Toto zjištění vedlo k vytvoření samostatné hypotézy o zapojení GSK-3β v AD 

(Beurel et al. 2015; Muyllaert et al. 2008).  

Vysoká hladina cholesterolu v druhé polovině života představuje zvýšené riziko 

pro vznik AD. Cholesterolová hypotéza je spojena s mutací v genu CYP46, který 

kóduje cholesterol 24-hydroxylasu (EC 1.14.13.98). Tento enzym hraje hlavní úlohu 

v homeostáze cholesterolu v mozku, kde katalyzuje hydroxylaci na C-24 cholesterolu, 

což vyvolává difúzi cholesterolu z neuronů a jeho další degradaci. Patologická vysoká 
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hladina cholesterolu v druhé polovině života představuje riziko pro vznik AD (Sjögren a 

Blennow 2005; Lund et al. 1999). Součástí nejdůležitějšího transportního mechanizmu 

cholesterolu a fosfolipidů v mozkomíšním moku je apolipoprotein E (ApoE). Tento 

protein je rovněž zodpovědný za udržování strukturální integrity mikrotubulů 

cytoskeletálního systému neuronů (Liu et al. 2013). Byly identifikovány tři alely genu 

pro ApoE na 19. chromosomu: epsilon2 (ε2), epsilon3 (ε3) a epsilon4 (ε4) kódující tři 

izoformy lipoproteinu: ApoE-ε2, ApoE-ε3 a ApoE-ε4. Ačkoliv se jednotlivé alely liší 

pouze ve dvou aminokyselinách (AMK) v pozici 112 a 158, tak tyto drobné rozdíly 

mění jejich strukturu a funkci. Alela ε4 bývá často spojená s familiární 

hypercholesterolemií, bylo však potvrzeno riziko i pro cerebrální amyloidní angiopatii. 

Dědičný výskyt alely ε4 významně zvyšuje pravděpodobnost AD v mladším věku. 

ApoE-ε4 představuje zvýšené riziko AD, přičemž jedna kopie zvyšuje riziko přibližně 

4krát, zatímco dvě kopie přibližně 15krát ve srovnání s těmi, které mají alelu ApoE-ε3 

(Yamazaki et al. 2019; Kloske a Wilcock 2020).  

Existuje mnoho důkazů, které potvrdily, že mitochondrie jsou hlavním místem 

toxicity intracelulárního Aβ. Vazba Aβ na mitochondriální enzym amyloid vázající 

alkoholdehydrogenasa (ABAD, 17β-hydroxysteroid dehydrogenasa typu 10), který je 

jako multifunkční protein zapojený v mnoha enzymatických a strukturních procesech 

v mitochondriích, poškozuje zatím ne zcela známým mechanismem tyto buněčné 

struktury. Vazba Aβ způsobí poškození dýchacího řetězce, snížení membránového 

potenciálu, únik cytochromu C, zvýšenou tvorbu mitochondriálního permeabilního 

tranzitního kanálu a zvýšenou tvorbu volných radikálů, což v konečném důsledku vede 

až k zániku buňky. Předpokládá se, že ABAD je zapojený nejen do AD, ale též 

do dalších neurologických onemocnění např. mentální retardace a Parkinsonovy 

choroby, u nichž bylo prokázáno, že interagují s Aβ (Schmidt et al. 2020; Benek et al. 

2012). 

Dalšími významnými teoriemi rozvoje AD, jejichž enzymy se zabývá tato práce, 

jsou amyloidní a cholinergní hypotéza. Amyloidní hypotéza je založená na vzniku 

nerozpustných plaků v mozku, které jsou tvořeny Aβ. (Sathya et al. 2012; Selkoe a 

Hardy 2016). Cholinergní teorie je spojena s deficitem neurotransmiteru acetylcholinu 

(ACh) (Francis et al. 1999; Ferreira-Vieira et al. 2016).  
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1.1.1  Amyloidní teorie 

Aβ vzniká štěpením amyloidového prekurzorového proteinu (APP) (Cole a Vassar 

2008; Decourt a Sabbagh 2011). Bylo popsáno celkem 6 různých sekretas štěpících 

APP: α-, β-, δ-, γ-, η- a θ-sekretasa a meprin β (Norstrom 2017). Za fyziologických 

podmínek je APP štěpeno α-sekretasou, za vzniku rozpustného N-terminálního 

fragmentu (sAPPα) a α-karboxylového koncového fragmentu C83. C83 může být dále 

štěpen γ-sekretasou za vzniku krátkého rozpustného fragmentu P3 a intracelulární 

domény amyloidového prekurzorového proteinu (AICD) (Vardy et al. 2005). 

Za fyziologických podmínek je v menším rozsahu štěpen také prostřednictvím BACE1 

v místě Glu11, kde výsledkem je vznik neamyloidního fragmentu C89. Za patologických 

podmínek je však APP štěpen enzymy BACE1 a γ-sekretasou ve vyšším rozsahu. 

BACE1 navíc štěpí APP v místě Asn1 a dochází tak ke vzniku ~100 kDa velkého 

rozpustného N-terminálního fragmentu (APPsβ) a 12 kDa  membránového C-

koncového fragmentu (CTFβ) o délce 99 AMK (C99). Oba fragmenty C89 nebo C99 

pak mohou být štěpeny γ-sekretasou (Deng et al. 2013b). Enzym γ-sekretasa je 

komplex, který se skládá ze čtyř komponentů: presenilinů (PS1, PS2), presenilinového 

zesilovače 2 (PEN-2), anterior pharynx-defective 1 (APH-1) a nicastrinu (Zhang et al. 

2014; Lu et al. 2014). Štěpením C99 řetězce vznikají různě velké fragmenty Aβ o délce 

37 až 49 AMK. Agregovaný amyloid je většinou složen z fragmentů o délce 40 a 

42 AMK (Aβ1-40/Aβ1-42), z nichž Aβ1-42 je klíčovým fragmentem v patogenezi AD. 

Druhý fragment Aβ1-40 má mnohem nižší schopnost agregace a je méně neurotoxický 

než Aβ1-42. Patologický Aβ se hromadí v extracelulárním prostoru mozku v okolí 

neuronů ve formě amyloidních plaků (Obrázek 1). Tyto plaky mají vliv na vznik zánětu 

a vývoj AD (Morimoto et al. 2004; Somavarapu a Kepp 2017). 
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Obrázek 1 – Štěpení amyloidového prekurzorového proteinu 

Neamyloidogenní cesta: Proteolytické štěpení α- a γ-sekretasou nevede ke vzniku Aβ. 

Tato cesta je iniciována α-sekretasou, která produkuje solubilní N-terminální fragmenty 

amyloidového prekurzorového proteinu (sAPPα) a α-C-terminální fragment C83.Ten je 

pak podroben dalšímu štěpení γ-sekretasou za vzniku fragmentu P3 a APP intracelulární 

domény (AICD). 

Amyloidogenní cesta: Postupné proteolytické štěpení APP β- a γ-sekretasou vede 

ke vzniku Aβ. β-sekretasa produkuje sAPPβ a β-C-terminální fragment C99. Tento 

fragment je dále štěpen γ-sekretasou za vzniku Aβ a fragmentu AICD. 

 

 

Mimo sporadické formy AD existuje několik variant familiární formy AD, které se 

projevují již v raném věku u asi 5 % nemocných AD. Tato forma obvykle zasahuje 

skupinu lidí ve věku od 30 do 60 let a je spojená s polymorfismy na chromozomech. 

Přítomnost mutace mnohonásobně zvyšuje schopnost BACE1 štěpit řetězec APP 

v místě Asp1, což způsobuje nárůst patologického Aβ. K těmto mutacím je možné 

zařadit: 
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 mutace genu pro APP na 21. chromozomu (Cheon et al. 2008), 

 mutace genu pro ApoE-ε4 na 19. chromozomu (Safieh et al. 2019), 

 defekt v genu pro membránový protein PS1 na 14. chromozomu (Sun et 

al. 2005), 

 defekt v genu pro membránový protein PS2 na 1. chromozomu (Cai et al. 

2015). 

Bylo popsáno celkem 24 genetických mutací a duplikací v genu pro APP vedoucí 

ke změnám ve složení AMK řetězce. Jejich pojmenování často souvisí s etnikem, 

v němž byly poprvé popsány (například francouzská, holandská, japonská, švédská 

varianta) a jsou přímo spojeny s patogenezí AD (Tanzi 2012). Nejznámější z nich, 

švédská varianta (K595N/M596L), obsahuje dvojitou záměnu AMK: Lys595 za Asn595 a 

Met596 za Leu596. Poprvé byla tato varianta APP diagnostikována u dvou rodin, které 

byly spolu genealogicky propojené. Tato záměna je zodpovědná za 3- až 6krát vyšší 

produkci Aβ (Haass et al. 1995; Mullan et al. 1992; Zhang et al. 2017; Shin et al. 2010). 

Naproti tomu tzv. islandská mutace (A673T), u které je Ala v pozici 673 nahrazen Thr, 

chrání před pozdní formou AD, jelikož BACE1 má 50× nižší afinitu štěpit APP v pozici 

Thr než v místě Ala (Jonsson et al. 2012; Maloney et al. 2014).  

1.1.1.1 BACE 

BACE existuje ve dvou formách, BACE1 je složena z 501 AMK, zatímco BACE2 

(EC 3.4.23.45) tvoří 518 AMK. Obě formy vykazují přibližně 75% homologii. BACE1 

byla objevena v roce 1991 nezávisle pěti výzkumnými skupinami, které shodně popsaly 

objev nové integrální membránově vázané aspartylové proteasy (Hussain et al. 1999; 

Sinha et al. 1999; Vassar et al. 1999; Yan et al. 1999; Lin et al. 2000). Maturovaná 

BACE1, jež má schopnost štěpit APP, byla nalezena na povrchu buněk a v endosomech 

(Huse et al. 2000). Stále není zřejmé, ve kterém subcelulárním kompartmentu dochází 

ke štěpení APP vedoucí k produkci Aβ. Taktéž role BACE2 v organismu není stále 

jasně definována. Výsledky biochemických a morfologických analýz ukazují na roli 

BACE2 v regulaci glukózového metabolismu, stejně tak jako na amyloidní roli BACE2 

v pigmentových buňkách (Barão et al. 2016).  
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1.1.1.2 BACE1 struktura a lokalizace 

BACE1 je ~75 kDa velký integrální membránový protein, který je kódován 

na chromozomu 11 v pozici 11q23.2–11q23.3. BACE1 je aktivní v acidických 

intracelulárních kompartmentech, například v endosomech, trans části Golgiho aparátu 

(GA), kde je nízké pH. Nachází se v mnoha tkáních, nejvíce v mozku a slinivce 

(Murphy a LeVine 2010; Vassar et al. 1999). Nejvyšší exprese enzymu v mozku byla 

nalezena v substantia nigra, locus coruleus a medulla oblongata (Christensen et al. 

2004; Cole a Vassar 2007). BACE1 se skládá z N-koncového signálního peptidu  

(SP, 1-21 AMK), následuje prodoména (PD, 22-45 AMK) a katalytická doména (KaD, 

46-460 AMK). Tato doména má dvě aktivní místa charakteristická pro aspartylové 

proteasy DTGS (D-kyselina asparagová, T – threonin, G – glycin, S – serin,  

93-96 AMK) a DSGT (289-292 AMK). Obě místa jsou důležitá pro aktivitu enzymu, a 

pokud jsou tato místa zaměněna, enzym je neaktivní (Kandalepas a Vassar 2014; Vassar 

2004). Blízko C-konce enzymu je transmembránová doména (TD, 461-477 AMK). 

Enzym je zakončen krátkou cytosolickou doménou (CD, 478-501 AMK, Obrázek 2) 

(Koelsch 2017). 

 

Obrázek 2 – Strukturní složení BACE1 

SP - signální peptid, PD - prodoména,  

KaD - katalytická doména, TD - transmembránová doména, CD - cytosolická doména 

1.1.1.3 Syntéza a degradace BACE1 

Enzym BACE1 má standardní délku 501 AMK, může ale existovat i v kratších 

variantách. Existují tři izoformy, které byly izolovány z lidského mozku, a to 

BACE1432, BACE1457 a BACE1476. Všechny tyto izoformy obsahují katalytickou 

doménu a jsou plně aktivní (Holsinger et al. 2013; Tanahashi a Tabira 2001). BACE1 je 



30 

 

syntetizována v endoplazmatickém retikulu (ER) podobně jako ostatní aspartylové 

proteasy. V prostoru ER je BACE1 podrobena různým posttranslačním modifikacím: 

jednoduché glykosylaci na čtyřech asparaginech (Asn153, Asn172, Asn223, a Asn354) a 

přechodné acetylaci na sedmi lysinech (Lys126, Lys275, Lys279, Lys285, Lys299, Lys300 a 

Lys307) (Vassar et al. 2009; Haniu et al. 2000; Araki 2016). V  GA dochází 

k deacetylaci, glykosylaci a následně je pomocí furin konvertasy (EC 3.4.21.75) 

odstraněna prodoména enzymu (Cole a Vassar 2007; Costantini et al. 2007). 

Maturovaná BACE1 je fosforylována na Ser498 pomocí kasein kinasy 1 (EC 2.7.11.1). 

Fosforylace a defosforylace enzymu ovlivňuje jeho subcelulární lokalizaci. 

Nefosforylovaná BACE1 je uchovávána uvnitř časného endozomu, zatímco 

fosforylovaná BACE1 je na buněčném povrchu a pomocí defosforylace může být 

vrácena zpět do časných endozomů (Walter et al. 2001; Yang et al. 2004). BACE1 

podstupuje také S-palmitoylaci na čtyřech cysteinech, které jsou umístěny na přechodu 

transmembránové (Cys474) a cytosolické domény (Cys478, Cys482 a Cys485).  

S-palmitoylace membránových proteinů je důležitá pro sbalení proteinu, funkci 

vzájemných protein-proteinových inkterakcí, přechod mezi kompartmenty a spojení 

s lipidovou membránou (Motoki et al. 2012; Vetrivel et al. 2009). Vědecké studie 

ukázaly, že lipidové rafty jsou důležité pro vznik a akumulaci Aβ. BACE1 a  

γ-sekretasový komplex jsou převážně umístěny v lipidových raftech. Snížením hladin 

cholesterolu a sfingolipidů, které jsou hlavní součástí lipidových raftů, dochází 

k redukci β-štěpení (Kalvodova et al. 2005; Cordy et al. 2006). Intracelulární lokalizace 

a přestup BACE1 z kompartmentu do kompartmentu může být ovlivněn i několika 

dalšími faktory: například ADP-ribosylačními faktory vázající proteiny (GGA), 

Retikulony/Nogo proteiny (RTN) a sortujícími nexiny (SNX). GGA proteiny obsahují 

tři členy: GGA1, GGA2 a GGA3 (Hirst et al. 2000; Ghosh a Kornfeld 2004; He et al. 

2003). Snížením hladiny GGA3 se zvýší koncentrace BACE1, která je ukládána 

do lysozomu, kde je degradována. Tento mechanizmus však také závisí na ubikvitinaci 

BACE1 (Tesco et al. 2007). GGA1 protein má částečně vliv na přenos a ukládání 

BACE1 v endozomálních a Golgiho kompartmentech (Obrázek 3). Zvýšení koncentrace 

GGA1 koreluje se zvýšením koncentrace intracelulárního APPβ, zatímco koncentrace 

extracelulárního APP a Aβ se snižuje (Ghosh a Kornfeld 2004; Einem et al. 2015). 

RTN3 a RTN4-B/C interagují s BACE1. Dochází tím k negativní modulaci její aktivity 

a je ovlivněna produkce Aβ v mozku (Deng et al. 2013a). 
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Obrázek 3 – Cesta syntézy BACE1 

1. BACE1 je syntetizována jako zymogen v endoplazmatickém retikulu, kde také 

probíhají její posttranslační modifikace: glykosylace, palmitoylace, přechodná acetylace 

a formace disulfidických můstků 

2. Plně maturovaná BACE1 je transportována do trans-Golgiho aparátu, kde je 

furinem odstraněna prodoména a plně glykosylovaná BACE1 dosáhne molekulové 

hmotnosti 75 kDa 

3. BACE1 je transportována z trans-Golgiho aparátu do cytoplazmatické membrány 

4.BACE1 může být přemístěna z trans-Golgiho aparátu do endozomu 

5. BACE1 se váže k GGA1. Tato vazba ovlivňuje transport z endozomu do trans-

Golgiho aparátu 

6. BACE1 štěpí amyloidový prekurzorový protein v endozomech. Toto štěpení vede 

k produkci amyloidu β 

 7. Fosforylace Ser498 reguluje transport BACE1. Fosforylovaná BACE1 je 

vychytána z buněčného povrchu do časných endozomů. Nefosforylovaná BACE1 je 

naopak recyklována zpět do cytoplazmatické membrány 

8. BACE1 je nakonec označena v pozici lyzinu 501 ubikvitinem, na který má 

navázaný GGA3. Oba signály jsou důležité pro její degradaci v lysozomech (Kang et al. 

2012) 
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SNX představují velkou skupinu proteinů obsahujících ve své struktuře phox (PX) 

doménu, díky níž se vážou na membránách. Tyto proteiny regulují ukládání proteinů 

v časných endozomech, signalizaci na membráně a endocytózu. Například snížením 

SNX12 se zvyšuje endocytóza BACE1 a zároveň dochází k poklesu hladiny tohoto 

enzymu na buněčném povrchu. SNX6 byl identifikován jako další negativní regulátor 

zpětného transportu BACE1 z buněčného povrchu (Zhao et al. 2012; Okada et al. 2010). 

1.1.1.4  Inhibitory BACE1 

Prvotní vývoj léčiv, která by inhibovala vznik Aβ, cílil na γ-sekretasu. Vzhledem 

k tomu, že tento enzym má velké množství substrátů například Notch protein regulující 

proliferaci, diferenciaci a růst buněk, byla její inhibice spojena s řadou nežádoucích 

účinků. Vývoj léčiv se proto zaměřil na BACE1. Doposud byly vyvinuty čtyři generace 

inhibitorů BACE1, které se od sebe odlišují molekulovou hmotností a selektivitou vůči 

BACE1, BACE2 a dalším proteasam (Hrabinova et al. 2020). V průběhu předešlých 

7 let se do poslední fáze klinického testování dostalo celkem 5 inhibitorů BACE1, avšak 

všechny tyto klinické studie byly předčasně zastaveny (Tabulka 1). Ačkoliv v prvotních 

testech byl ověřován vliv různých dávek inhibitorů, pacientům v klinických studiích 

byly podávány vysoké dávky, které redukovaly Aβ z více jak 50 %. Takto vysoká 

inhibice BACE1 byla nicméně spojená s vedlejšími účinky, které jsou pravděpodobně 

dány velkým množství substrátů BACE1. Doposud bylo potvrzeno celkem 68 substrátů, 

jejichž fyziologická role není zcela jasně prozkoumána (Hemming et al. 2009). 

Příkladem je inhibitor Elenebecestat, kdy ve II. fázi klinického testování byla podávána 

dávka 25 mg a 50 mg. Ve III. fázi pak byla testována pouze dávka 50 mg, jež 

redukovala Aβ o ~60 % (Tabulka 2) (Koelsch 2017; Albala et al. 2012). Jiným 

příkladem je Atabecestat testovaný v dávce 1 a 3 mg. Obě dávky poskytovaly lepší 

terapeutickou odpověď (zlepšení řeči) než u pacientů s placebem, avšak u obou dávek 

nebyla pozorována žzádná redukce Aβ1–40 (Timmers et al. 2016). 
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Tabulka 1 – II/III fáze klinické studie BACE1 inhibitorů 

Inhibitor Společnost Fáze 
Testovaná 

populace 
Začátek 

 

Konec 

 

Verubecestat 

(MK-8931) 

Merck III Prodromální 

stadium AD 

10/2013 3/2018 

Lanabecestat 

(LY3314814) 

Eli Lilly II/III Časné stádium AD 5/2016 6/2018 

Atabecestat 

(JNJ-4861911) 

Janssen IIb/III Prodromální fáze a 

asymptomatické 

riziko vzniku AD 

10/2015 1/2019 

Umibecestat 

(CNP520) 

Novartis, 

Amgen a 

Banner 

II/III Homozygoti 

nesoucí alelu genu 

pro APOE4  

4/2015 6/2019 

Elenbecestat 

(E2609) 

Eisai a 

Biogen 

III Časné stádium AD 11/2016 9/2019 

 

 Tabulka 2 – Dávky inhibitorů ve II. a III. fázi klinického testování 

Inhibitor Dávka 

(mg) 

Redukce 

Aβ (%) 

Dávka 

(mg) 

Redukce 

Aβ (%) 

Dávka 

(mg) 

Redukce 

Aβ (%) 

Verubecestat  12 50-75 40 80-90 - - 

Lanabecestat  15 63 50 79 - - 

Atabecestat 5 50 30 80-85 50 90 

Umibecestat  15 95 50 95 - - 

Elenbecestat  25 43.6 50 59.4 100 71,3 

 

Doposud tak nebyl nalezen a zaveden lék pro terapii AD na bázi inhibitorů tohoto 

enzymu, ačkoliv od objevu BACE1 uběhlo téměř 30 let. Výsledky hodnocení inhibitorů 
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BACE1 na zvířecích modelech potvrdily jejich účinnost, avšak v klinických studiích 

vykázaly mnoho vedlejších účinků a velmi malé benefity, jako například zlepšení řeči 

v porovnání s placebem. Některé významné farmaceutické firmy vzhledem 

k obrovským vynaloženým finančním prostředkům zastavily vývoj inhibitorů BACE1. 

Na druhou stranu ale vývoj, hledání vhodné terapeutické dávky a časnost podání 

inhibitorů zůstaly v pozornosti vědecké obce. Znalost biologie BACE1 je také velmi 

důležitá vzhledem k velkému množství jejích substrátů, které se mohou stát 

významným biologickým markerem při terapeutické léčbě dalších onemocnění.  

 

1.1.2 Cholinergní teorie 

Cholinergní hypotéza byla první teorií navrženou k vysvětlení mechanismu 

patologie AD. Zakládá se na poznatcích vycházejících z nálezu postupné ztráty 

cholinergní aktivity neuronálních buněk v průběhu patogeneze choroby. V 70. letech 

20. století byl u pacientů, u kterých byla histologicky potvrzena AD post mortem, 

zaznamenán velký úbytek v aktivitě enzymu zodpovědného za syntézu ACh (Davies a 

Maloney 1976). Cholinergní neurony podléhají u lidí s AD rozsáhlé degeneraci. 

Farmakologické studie účinků skopolaminu a vlivu fysostigminu na kognitivní výkon 

prokázaly při stejných testech paměti u mladých jedinců výsledky srovnatelné 

s neléčenými starými jedinci. Testovaným byl nejprve podán skopolamin, který 

centrálně blokuje muskarinové receptory a vyvolává účinky podobné u pacientů 

s demencí. Následně byl podán fysostigmin, který rovněž prochází přes hemato-

encefalickou bariéru (HEB), inhibuje AChE a vykazuje tak centrální cholinergní efekt, 

jímž bylo možné vliv skopolaminu zvrátit. Tato studie prokázala možné postižení 

cholinergní transmise, jako je například poškozená syntéza a blokace receptorů 

u stárnoucí populace (Drachman a Leavitt 1974). Následně bylo zjištěno, že vysoké 

dávky fysostigminu vedou ke zlepšení paměti u starých, ale ne u mladých primátů 

(Bartus 1979). Na těchto podkladech byla v roce 1982 formulována cholinergní 

hypotéza dysfunkce geriatrické paměti (Bartus et al. 1982). Jelikož fysostigmin je 

kovalentním reverzibilním inhibitorem AChE, vedla tato teorie ke klinickým studiím 

využívajícím další nepřímá cholinomimetika, inhibitory AChE, k vývoji léčiv AD 

(Francis et al. 1999). 
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1.1.2.1 Acetylcholinesterasa 

AChE patří do skupiny serinových proteas a lze ji nalézt v centrálním i periferním 

nervovém systému (neuromuskulárních spojích) a v neposlední řadě i na povrchu 

červených krvinek, kde se uplatňuje jako jeden z jejich antigenů. AChE existuje 

v asymetrických a globulárních formách, které se liší na základě své kvarterní struktury. 

Alternativními sestřihy genu AChE vznikají tři C-terminální varianty proteinu. 

Synaptická AChE-S je multimerním enzymem, který je zastoupen hlavně v mozku a 

ve svalu. Jedná se o tetramerní formu (G4). Hydrofobní doména této formy je připojena 

na membránu nekatalytickou hydrofobní P-podjednotkou o velikosti 20 kDa, která je 

připojena disulfidickými můstky k jednomu z dimerů. Monomerní forma (G1) AChE-R 

se objevuje v embryonálních a nádorových buňkách a její exprese je indukována 

psychickým, chemickým a fyzickým stresem. Tato forma je složena z 12 β-skládaných 

centrálně smíšených listů, které obklopuje 14 α-helixů. Další variantou je glykovaný 

dimer (G2) AChE-E, jenž je ukotven k buněčné membráně erytrocytů 

glykofosfatidylinositolovou kotvou (Grisaru et al. 1999; Massoulié et al. 1993). 

V nervosvalových ploténkách se vyskytuje asymetrická forma, která se skládá 

ze 4 (A4), 8 (A8) nebo 12 (A12) podjednotek AChE-T a kotvícího kolagenu Q. 

V nervové soustavě se vyskytují především komplexy tetramerních globulárních forem 

spolu s kotvícím transmembránovým proteinem PRiMA („proline-rich membrane 

anchor“) (Massoulié 2002). 

Hlavní funkcí AChE je rychlá hydrolýza neurotransmiteru ACh na cholinergních 

synapsích. Jedna molekula AChE je schopna hydrolyzovat 6 × 10
5
 molekul ACh 

za minutu (Abou-Donia et al. 2016; Quinn 1987; Patočka et al. 2004). Intracelulární 

účinky ACh jsou zprostředkovány aktivací nikotinových a muskarinových ACh 

receptorů. Jakmile se ACh uvolní z axonu, začne se pohybovat napříč synaptickou 

štěrbinou, aby se navázal na receptor na postsynaptické membráně. Pro ukončení 

signálu dochází k nukleofilní interakci acylové skupiny ACh s hydroxylovou skupinou 

serinu, který se nachází v aktivním místě AChE. Výsledkem reakce je tvorba 

přechodného kovalentně vázáného komplexu mezi substrátem a enzymem. Inhibice 

aktivního místa způsobí dočasnou inaktivaci enzymu. Funkce enzymu je obnovena 

až hydrolýzou kovalentně vázaného komplexu, za současného uvolnění acetátu a 

cholinu. Volný cholin je pak transportován zpět do nervových zakončení, kde slouží 
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jako prekurzor k syntéze nových molekul ACh. V periferním nervovém systému se 

AChE nachází na neuromuskulárním spojení, kde řídí svalovou kontrakci. Kromě této 

funkce ovlivňuje AChE buněčnou proliferaci a diferenciaci (Patocka et al. 2004; 

Barnard 1974; Nachmansohn 1973; Grisaru et al. 1999).  

Pro strukturu AChE (Obrázek 4) je charakteristická úzká přibližně 20 angstromů 

(Å) hluboká štěrbina, jež proniká téměř celou polovinou enzymu rozšiřující se směrem 

k aktivnímu místu, nacházejícím se na jejím dně. Důležitými částmi, které jsou součástí 

štěrbiny, jsou dvě vazebná místa, periferní anionické místo (PAS) a katalytické 

anionické místo (CAS), dále katalytická triáda a acylová kapsa. PAS, známé také jako 

β-anionické místo, je oblastí nacházející se na vstupu katalytické kavity přibližně 

ve vzdálenosti 14 Å od aktivního centra. Ligandy obsazující PAS často mění 

konformaci aktivního centra. PAS obsahuje 5 residuí, a to Tyr70, Asp72, Tyr121, Trp279 a 

Tyr334. Mezi těmito AMK je klíčovým Trp279 zodpovědný za adhezní funkci AChE 

(Johnson a Moore 2006). Prvním krokem v katalytické dráze je přechodná vazba 

substrátu na PAS, který váže kladný kvarterní amin cholinové části ACh. Vysoká 

koncentrace substrát inhibuje AChE. Naopak snížením jeho koncentrace se může 

zrychlit acylační krok v jeho katalytické cestě (Silman a Sussman 2008; Szegletes et al. 

1999; Johnson et al. 2003). Anionická podjednotka je zodpovědná za vazbu kvarterních 

ligandů, působících jako kompetitivní inhibitory, a kvarterních oximů, jež účinně 

reaktivují AChE inhibovanou organofosfáty a organofosfonáty(Dvir et al. 2010). 

Aktivní místo je lemováno čtrnácti aromatickými AMK, jejichž zbytky interagují se 

substráty (Sussman a Silman 1992). Všechny tyto AMK jsou vysoce konzervativní 

napříč AChE jednotlivých druhů. Nedaleko dna kavity se nachází CAS, jehož součástí 

jsou AMK Phe330, Phe331 a Trp84. Trp84 je zodpovědný za interakci s kvarterním aminem 

ACh. Acetylová skupina je vázaná v acylové kapse, která je tvořena dalšími 

aromatickými zbytky, lemujícími vnitřní stěnu kavity. AChE obsahuje, podobně jako 

ostatní serinové hydrolasy, katalytickou triádu AMK. Triádu tvoří AMK Ser200, His440 a 

Glu327 (Sussman et al. 1991). Vazba ACh v CAS a acylové kapse umožňuje interakci 

ACh s aktivním místem. Hydrolýzou karboxylu vzniká acylderivát enzymu a volný 

cholin, který v přítomnosti His440 podléhá nukleofilnímu ataku molekulou vody. 

Následuje uvolnění kyseliny octové a regenerovaného volného enzymu (Nachmansohn 

a Wilson 1951). Znalost struktury a katalytické účinnosti AChE jsou nezbytné 
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pro racionální návrh nových inhibitorů AChE a vývoj nových terapeutických přístupů 

k otravě NPL. 

 

 

Obrázek 4 – Kavita AChE obsahující periferní anionické místo (PAS), katalytické 

anionické místo (CAS), acylovou kapsu a katalytickou triádu 

 

1.1.2.2 Inhibitory AChE 

Inhibitory AChE blokují tento enzym, čímž prodlužují účinek ACh 

na postsynaptických cholinergních receptorech a zvyšují tak cholinergní odpověď 

(Lanctôt et al. 2003). Současná farmakoterapie AD je založena na 3 inhibitorech: 

donepezilu (Aricept), rivastigminu (Exolon) a galantaminu (Reminyl), které zvyšují 

hladinu neurotransmiteru ACh (Čolović et al. 2013). Donepezil je selektivní inhibitor 

AChE. Rivastigmin inhibuje jak AChE, tak enzym BChE. Galantamin inhibuje AChE, 

ale taktéž je alosterický modulátor nikotinových receptorů a tímto mechanismem 

zvyšuje jejich sensitivitu k ACh (Fisher 2008). Problémem je, že pouze 20-30 % 

pacientů odpovídá na tuto léčbu pozitivně. U pacientů nastává často kontraindikace a 

intolerance těchto léčiv (Sharma 2019). Celkovou nevýhodou inhibitorů AChE je 
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rovněž neschopnost zpomalit či zastavit progresi onemocnění. Jejich potenciál je pouze 

v dočasném zlepšení kognitivních funkcí. 

Další uplatnění inhibitorů AChE je v léčbě onemocnění myasthenia gravis. Jedná se 

o autoimunitní neuromuskulární onemocnění, které je způsobeno autoprotilátkami 

zaměřenými na nikotinový ACh receptor kosterního svalu, svalové specifické kinasy, 

receptorové tyrosinkinasy, proteinu 4 a dalších svalových „endplate“ proteinů. Kromě 

výše titru protilátek je závažnost této nemoci hodnocena podle umístění postižení svalů, 

věku nástupu příznaků a dle povahy patologie brzlíku, se kterou je nemoc spojována. 

Léčba inhibitory AChE je zde obvykle první volbou. Vede ke stabilizaci pacienta a 

poskytuje symptomatickou úlevu (Guptill et al. 2016; Wang et al. 2018). 

1.1.2.3 Butyrylcholinesterasa  

Druhým typem ChE je BChE nebo též acylcholin acylhydrolasa, či plazmatická, 

sérová, falešná, nespecifická ChE nebo ChE typu 2. Tento enzym je syntetizován 

v játrech a sekretován do krve. Jeho nejvyšší koncentrace je v plazmě. Dále je 

zastoupen v hladké svalovině, střevech, pankreatu, srdci a bílé hmotě mozkové. Důkaz 

o roli BChE v cholinergní signalizaci u lidí pochází ze studie, která prokázala, že BChE 

může hydrolyzovat acetylthiocholin v lidské mozkové tkáni inhibované inhibitorem 

AChE BW-284C515. Tyto studie na AChE-knockoutovaných myších a lidské mozkové 

tkáni ukázaly, že BChE může hydrolyzovat ACh a je schopna kompenzovat funkci 

AChE v případě, že je její aktivita vyčerpána (Mesulam et al. 2002). Význam BChE 

spočívá nejen v metabolismu lipoproteinů. Má zásadní úlohu v buněčné adhezi, 

neurogenezi a udržování myelinu. BChE je zapojena v degradaci řady léčiv a toxických 

látek, např. kokainu. Byla připravena mutovaná BChE (kokainhydrolasa), u které se 

zvýšila katalytická účinnost vůči kokainu 1800krát ve srovnání s přirozeným typem 

BChE (Xue et al. 2011). Mutovaná BChE by se mohla stát velmi důležitým léčivem 

pro prevenci opětovného přechodu na užívání drog. BChE kovalentně vyvazuje 

organofosfátové a karbamátové inhibitory. Na základě těchto vlastností se uvažuje 

o jejím využití jako bioscavengeru pro detoxifikaci toxických esterů (Lockridge et al. 

2011; Nordberg et al. 2013).  

Zavedení sukcinylcholinu jako svalového relaxancia v 50. letech přineslo poznání, 

že existují různé dědičné formy BChE. Jednou z nich je například forma, která není 

schopna hydrolyzovat sukcinylcholin. Tato forma je označována jako BChE-K, podle 
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jména svého objevitele Kalowa. BChE-K varianta je charakterizovaná záměnou Ala538 

na Thr. Homozygotní K-varianta obsahuje o 33 % méně molekul BChE na ml plazmy 

ve srovnání s klasickým typem BChE, aniž by to mělo vliv na zdravotní stav nositele. 

Nevýhoda této BChE je při onemocnění AD, kdy takto mutované typy enzymu snižují 

odpověď na terapii inhibitory AChE. Inhibice AChE v neuromuskulárním spojení 

způsobuje svalovou slabost a selhání dýchání. (Doenicke et al. 1963; Lehmann a 

Simmons 1958; Kalow a Staron 1957; Bartels et al. 1992; Lockridge et al. 2016). Lepší 

porozumění funkci BChE a AChE během patogeneze AD by pomohlo optimalizovat 

léčebné postupy pro každého pacienta (Jasiecki a Wasąg 2019).  

Stejně jako AChE existuje BChE jako monomerní forma (G1) a dimerní forma 

(G2), která se skládá ze dvou monomerů spojených disulfidickým můstkem mezi Cys571 

každého monomeru. Tato forma BChE převládá v lidské plazmě. Dvě formy G2 mohou 

být spojeny dohromady pomocí hydrofobních interakcí za vzniku tetramerní globulární 

formy (G4). BChE tetramer je složen ze 4 identických glykoproteinových podjednotek a 

nekovalentně vázaného peptidu bohatého na prolin. Každá podjednotka BChE má 

574 AMK a 9 N-vázaných glykanů. Tetramerizační doména tvoří 40 zbytků na C-konci 

každé podjednotky BChE. Peptidy bohaté na polyprolin se v této doméně prolínají 

s tryptofany a působí jako „lepidlo”, které spojuje 4 podjednotky do tetrameru BChE. 

Existují i další formy BChE, které jsou asymetrické, sestavené z tetramerů katalytických 

podjednotek a k membránám jsou připojeny trojitou, nekatalytickou, kolagenovou 

kotvou. Tyto tetramery označujeme jako A4, dva označujeme jako formu A8 a tři 

vytváří formu A12. Kolagen, který sestavuje BChE do heteromerických multimerů, 

označujeme jako kolagen Q. Zmiňovaný kolagen má vazebnou doménu bohatou 

na prolin (Darvesh et al. 2003; Massoulié et al. 1993; Larson et al. 2014; Schopfer et al. 

2017).  

Monomer BChE má 20 Å hlubokou kavitu (Obrázek 5) lemovanou přibližně 

55 AMK zbytky. Na dně kavity se nachází katalytická triáda, která je složená ze Ser226, 

His466 a Glu353. Imidazolový kruh His466 přenáší elektrony z Glu353 na Ser226 a 

hydroxylový kyslík Ser226 se stává nukleofilem. Ten atakuje esterovou vazbu substrátu, 

což má za následek vznik meziproduktu acyl-enzym a volného cholinu. Následně je 

acylová skupina hydrolyzována ze Ser226 nukleofilní molekulou vody, jež je aktivována 

převzetím protonu z His466 (Darvesh et al. 2003). Kromě katalytické triády obsahuje 

štěrbina anionické místo, jež může vázat kationtový kvarterní dusík cholinu. PAS 
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obsahuje AMK Trp82, Asp70 a Tyr332, které jsou umístěny na okraji prohlubně aktivního 

místa. Mezi Asp70 a Tyr332 se nachází vodíková vazba udržující funkční stavbu 

aktivního místa BChE. Navázáním kladně nabitého substrátu na enzym dojde ke vzniku 

komplexu kation-π s aromatickým kruhem Tyr332, současně substrát interaguje 

s negativně nabitým Asp70, což vede ke konformačním změnám v monomeru (Masson 

et al. 1999). Ohebná ramena omega smyčky se k sobě přiblíží a následně substrát 

sklouzne ke zbytku Trp82, jenž je součástí cholinového vazebného místa a má důležitou 

roli při stabilizaci kvarterního dusíku substrátu (Masson et al. 1996). V rámci prohlubně 

se také nachází acylová kapsa, lemovaná Lys286 a Val288. Oxyanionická prohlubeň, 

ležící v blízkosti cholinového vazebného místa, zahrnuje Gly116, Gly117 a Ala199 a 

pomáhá otáčet substrát z vertikální do vodorovné polohy, v níž může být substrát 

hydrolyzován za účasti Ser226. Díky větší acylové kapse může BChE přijímat větší 

acylové skupiny, a tudíž i větší substráty, jako je například butyrylcholin. BChE je 

glykosylována na devíti Asp v pozici 17, 57, 106, 241, 256, 341, 455, 481 a 486 

(Lockridge et al. 1987; Lockridge 2015a). 

 

 

Obrázek 5 – Kavita BChE obsahující periferní anionické místo (PAS), vazebné 

místo pro cholin, oxianionickou prohlubeň, acylovou kapsu a katalytickou triádu 

 

1.1.3 Význam AChE a BChE ve vojenství 

Mechanismus inhibice AChE se uplatňuje také při vývoji profylaktik pro léčbu 

otrav NPL. Mezi hlavní zástupce NPL patří sarin, soman, tabun, cyklosin a látka VX. 
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NPL reaguje s aktivním centrem AChE, kde způsobuje fosforylaci hydroxylové skupiny 

serinu. Vzniká tak kovalentně vázaný komplex NPL s AChE a fyziologická funkce 

enzymu je zablokována (Hulse et al. 2019). Inhibice enzymu NPL způsobí akumulaci 

ACh v místech jeho fyziologického působení, která postupně vede k nadměrné 

stimulaci nikotinových a muskarinových receptorů cholinergního systému. Nastane 

konstantní depolarizace postsynaptických neuronů. V důsledku zvýšené cholinergní 

aktivity dochází u exponovaného jedince k rozvoji klinických příznaků, označovaných 

jako tzv. akutní cholinergní krize, která přetrvává do doby, dokud není nasyntetizována 

nová AChE nebo je použit reaktivátor (Eddleston et al. 2002). 

Aktivitu AChE lze po inhibici NPL zpětně obnovit. Vzniklý komplex NPL s AChE 

je hydrolýzou kovalentní vazby mezi atomem fosforu NPL a serinem AChE zpětně 

reaktivován. V některých případech ale dochází k tzv. procesu „stárnutí“, přesněji 

k dealkylaci fosforylované AChE. Během tohoto procesu vzniká v molekule záporně 

nabitý fosfát, vytvářející solný můstek s katalytickým histidinem. Komplex se tak 

dostává do již nereaktivovatelné formy. Jediným způsobem, jak obnovit aktivitu takové 

AChE, je syntéza nového enzymu (Worek et al. 2007). BChE je výborný marker otrav 

NPL. Tento enzym má v oběhu poločas 12 dní, což znamená, že krev odebraná několik 

dní po incidentu může stále obsahovat detekovatelné množství aduktu NPL-BChE 

(Lockridge 2015b). 

Jedním z vojensky významných profylaktik intoxikace NPL je pyridostigmin, jenž 

je zaveden ve výbavě některých armád. Pyridostigmin je pseudoreversibilní inhibitor 

AChE, který patří do skupiny karbamátů. AChE inhibovaná karbamáty je rezistentní 

k inhibici NPL. Po spontáním obnovení aktivity (dekarbamylaci) se AChE stává opět 

aktivní a je schopna plnit svoji fyziologickou funkci. Nevýhodou pyridostigminu je, že 

se zvýšenou dávkou jsou spojeny vedlejší účinky, a to nauzea, průjem, bolesti břicha, 

nízký krevní tlak, slabost a alergické reakce (Xia et al. 1981; Dawson 1995). V české 

armádě je zavedena trojkombinace profylaktik pyridostigminu, trihexyfenidylu a 

benaktyzinu pod názvem PANPAL. Pyridostigmin není schopen prostupu do mozku a 

působí především periferně. Další dvě léčiva jsou anticholinergika, která odstraňují 

nežádoucí účinky pyridostigminu (Kassa et al. 2008; Patocka et al. 2006). 

Standardním postupem v léčbě otrav NPL je kombinace reaktivátorů s antagonisty 

muskarinových receptorů, které blokují jejich nadměrnou stimulaci a antikonvulzivními 

léčivy tlumící tonicko-klonické křeče. Mezi komerční zástupce reaktivátorů patří 
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methoxim, obidoxim, trimedoxim, asoxim a monokvarterní reaktivátor pralidoxim 

(Bajgar et al. 2007). V současné době používané oximy mají několik nevýhod, jako je 

relativně vysoká toxicita některých látek a neschopnost pronikat přes HEB v důsledku 

trvalého náboje. Další nevýhodou je, že neexistuje širokospektrální reaktivátor, který by 

léčil otravu všemi typy NPL (Soukup et al. 2018). Tento problém je proto neustále řešen 

výzkumnými laboratořemi po celém světě.  

Z důvodu omezených terapeutických účinků reaktivátorů AChE je zvažováno 

zavedení stechiometrických nebo katalytických bioscavengerů, které by měly být 

schopny vázat nebo rozložit NPL v organismu (Aurbek et al. 2009). Klinické studie fáze 

I s lidskou plazmatickou BChE dospěly k závěru, že BChE je bezpečná, pokud je 

podávána lidem intravenózně nebo intramuskulárně. Doposud byla připravena a 

otestována jako stechiometrický bioscavenger rekombinantní BChE, vyprodukovaná 

z kozího mléka transgenních zvířat nebo z geneticky modifikovaných tabákových 

rostlin (Doctor a Saxena 2005; Chilukuri et al. 2005). Takto připravená rekombinantní 

BChE má však svá omezení v rámci chybějících posttranslačních modifikací a může 

tedy dojít k nežádoucí imunitní odpovědi po opakovaném podání. V uvedených 

případech má rekombinantní lidská BChE nehumánní glykanovou strukturu. 

Ta způsobuje, že rekombinantní BChE je rozpoznána jako imunogen (Rice et al. 2016). 

Další nevýhodou rekombinantní BChE je krátký poločas v krevním oběhu, nestabilita 

purifikovaného enzymu a variabilita glykosylace mezi šaržemi v závislosti 

na podmínkách kultivace (Nachon et al. 2002). Krátký poločas je vysvětlen neúplnou 

glykosylací enzymu. Plazmatická BChE má až devět glykosylačních míst. Neschopnost 

podjednotek BChE vytvořit tetramer z důvodu nedostatečného množství peptidů 

bohatých na polyprolin, způsobuje zkrácení poločasu v krevním oběhu. Poločas enzymu 

v krevním oběhu je možné prodloužit PEGylací BChE (Chilukuri et al. 2005) nebo 

expresí BChE jako fúzního proteinu s albuminem (Huang et al. 2007). Podání 

rekombinantní BChE u zvířat je často spojeno s imunitní odpověď, jelikož lidská 

proteinová sekvence je rozpoznána jako cizí. Tento problém lze vyřešit použitím BChE 

stejného druhu jako je testovaný druh, na kterém je prováděno testování (Rosenberg et 

al. 2010; Parikh et al. 2011). Enkapsulace rekombinantní BChE do nanočástic je 

zkoumána jako metoda, která by mohla zlepšit farmakokinetické vlastnosti tohoto 

proteinu. 
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BChE funguje jako stechiometrický vychytávač, jehož hlavní omezení spočívá 

ve schopnosti vázat pouze jednu molekulu NPL na jednu molekulu BChE. Pro dosažení 

dobré profylaktické nebo terapeutické účinnosti je tedy nutné podat velmi vysokou 

dávku enzymu před nebo po otravě NPL (Cerasoli et al. 2020). Tento problém by mohlo 

částečně odstranit současné podání selektivního reaktivátoru BChE, jež by mohl štěpit 

ireverzibilně vázanou NPL z aktivního místa BChE a obnovit tak její funkci. V tomto 

případě BChE funguje jako pseudokatalytický vychytávač, který je použitelný jako 

profylaxe otravy NPL nebo jako léčebný prostředek po intoxikaci (Masson a 

Lushchekina 2016). Dalším možným dosud nerealizovatelným léčebným přístupem je 

zvýšení exprese BChE v těle pacienta, avšak o regulaci exprese BChE není mnoho 

známo. U člověka byla nalezena varianta BChE tzv. Cynthiana vyznačující se vysokou 

plazmatickou hladinou BChE. Nebyly však nalezeny žádné mutace v kódující oblasti 

genu BChE. Lidé s touto variantou BChE jsou zcela zdraví jedinci.  

Z výše popsaných důvodů a vzhledem k nárokům na dostatečné množství aktivních 

a stabilních enzymů pro testování nových inhibitorů BACE1 a AChE, jakožto 

potenciálních léčiv AD, vývoje širokospektrých reaktivátorů AChE a potřeby produkce 

rekombinantní BChE jako potenciálního bioscavegeru pro léčbu otrav kokainem, NPL a 

pesticidy, vyvstal požadavek na produkci těchto rekombinantních proteinů. 

 

1.2 Produkce rekombinantních proteinů 

Pokrok ve vývoji genetického inženýrství a nových technologií umožnil realizovat 

produkci rekombinantních proteinů a monoklonálních protilátek ve velkém měřítku. 

Optimalizace jednotlivých kroků produkce rekombinantních proteinů vedla k zisku 

velkého množství nových enzymů a pomohla tak k mnoha novým objevům v léčbě 

různých onemocnění. 

1.2.1 Rekombinantní proteiny 

Tvorba první rekombinantní DNA molekuly byla popsána Jacksonem, Symonsem a 

Bergem v roce 1972. Na základě této publikace byla Paulu Bergovi v roce 1980 

za studium rekombinantní DNA udělena Nobelova cena za chemii. Zároveň s ním 

obdrželi tuto cenu Walter Gilbert a Frederik Sanger za stanovení sekvencí bazí v DNA. 

Insulin byl první protein, který byl Sangerem sekvenován (Jackson et al. 1972; Sanger a 
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Dowding 1996). Od roku 1982, kdy byl poprvé rekombinantní inzulín použit k léčbě 

pacienta, je produkce rekombinantních proteinů rychle se rozvíjející odvětví. Postup 

tvorby rekombinantního proteinu lze rozdělit do jednotlivých kroků: 

 izolace genu kódujícího cílový protein, 

 vložení genové sekvence do vhodného vektoru, 

 vnesení rekombinantní DNA do buněk určených k expresi proteinu, 

 purifikace proteinu.  

Produkci rekombinantního proteinu je pak možné optimalizovat po jednotlivých 

krocích celého procesu (Wurm 2004).  

Následně po purifikaci je pak nutné získaný protein charakterizovat:  

 určením čistoty proteinu pomocí denaturační gelové elektroforézy, 

 identifikací proteinu pomocí protilátky analýzou western blot nebo pomocí 

hmotnostní spektrometrie, 

 stanovením koncentrace proteinu pomocí spektrofotometrických metod,  

 stanovením aktivity proteinu a určení kinetických konstant (enzym/substrát), 

 dále je možné určit nativní konformaci enzymu, glykosylaci, optimalizovat 

skladovací podmínky atd. 

1.2.2 Expresní systémy 

Zavedení nových expresních systémů umožnilo zvýšit produkci virových vakcín a 

diagnostických a terapeutických proteinů pro farmaceutický průmysl. Expresní systémy 

lze rozdělit do dvou hlavních tříd: prokaryotní a eukaryotní (Ahmadi et al. 2016; 

Baranyi et al. 2013).  

1.2.2.1 Bakteriální systémy 

Průkopnickým hostitelem při produkci rekombinantních proteinů byla Escherichia 

coli (E. coli). Tato bakterie je častou volbou pro svůj rychlý růst a jednoduchou 

kultivaci s obrovským benefitem v podobě nízké ceny produkovaného proteinu. 

Nevýhodou bakteriálních systémů je absence posttranslačních modifikací, díky čemuž 

může enzym postrádat katalytickou aktivitu. Častá je též agregace produkovaného 
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proteinu nebo kontaminace produkovaného proteinu bakteriálním endotoxinem (Tucci 

et al. 2016). Doposud bylo popsáno dalších 26 bakteriálních systémů užívaných 

pro produkci rekombinantních proteinů (například Pseudomonas aeruginosa, 

Streptomyces lividans, Corynebacterium glutamicum, Bacillus megaterium a 

Lactococcus lactis). Výhodou těchto systémů je jejich metabolická rozmanitost a 

schopnost přizpůsobit se různému prostředí, což může významně ovlivnit produkovaný 

protein. Zvýšené rozpustnosti proteinů lze dosáhnout při expresi v halofilních a 

psychrofilních bakteriích. Ke zvýšení sekrece proteinů lze použít bakterie mléčného 

kvašení. Použití Gram-pozitivních bakterií snižuje riziko kontaminace endotoxiny a 

posttranslačních modifikací lze dosáhnout v mykobakteriích (Ferrer-Miralles a 

Villaverde 2013).  

1.2.2.2 Kvasinkové systémy 

Méně konvenční systémy pro produkci rekombinantních proteinů jsou například 

různé druhy kvasinek. Nejčastěji používanými jsou Saccharomyces cerevisiae, Pichia 

pastoris a Hansenula polymorpha. Kvasinkové buňky kombinují výhody 

prokaryotických buněk, jako je rychlý růst nebo snadná genetická manipulace, a 

eukaryotické rysy včetně sekreční cesty vedoucí ke správnému zpracování proteinů a 

posttranslačním modifikacím. Různé vědecké skupiny se zaměřily na vývoj kvasinek, 

které jsou schopny glykosylace za účelem produkce glykoproteinů odpovídající lidským 

glykanovým strukturám (Mattanovich et al. 2012; Hamilton a Gerngross 2007).  

1.2.2.3 Houbové systémy 

Dalším systémem, který slouží k produkci rekombinantních proteinů, jsou vláknité 

houby. Nejčastějším druhem jsou Aspergillus, Trichoderma, Penicillium a Rhizopus. 

Houbové systémy obecně nejsou vhodné pro produkci lidských rekombinantních 

proteinů, jelikož poskytují enzymy s odlišnou glykosylací. Zajímavé jsou spíše 

z hlediska exprese primárních nebo sekundárních metabolitů otrav houbami (Ward 

2012).  

1.2.2.4 Další expresní systémy 

Méně využívané systémy pro produkci rekombinantních proteinů jsou hlenky, 

mechy a řasy. Zelené řasy, jakožto systém pro produkci rekombinantních proteinů a 

dalších biomateriálů pro průmysl, mají mnoho výhod z hlediska nízkých výrobních 
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nákladů, bezpečnosti, metabolické rozmanitosti nebo nenáročnosti na růst. Mnoho studií 

ukázalo, že chloroplast podporuje vznik komplexů a správné sbalení enzymů (Rasala a 

Mayfield 2015; Top et al. 2019; Arya et al. 2008). 

1.2.2.5 Hmyzí systémy 

Hmyzí buněčné systémy jsou z pohledu produkce rekombinantních proteinů 

kompromisem mezi bakteriálními a savčími systémy. Rostou ve vysoké hustotě 

v suspenzních kulturách. Je proto možné použít menší objem kultury pro produkci 

rekombinantních proteinů než u savčích buněk. Nepotřebují pro svůj růst CO2 

atmosféru, jsou však citlivější na sterilitu práce než savčí buňky. Glykosylace 

v hmyzích buňkách je podobná, není ale identická s glykosylací v savčích buňkách 

(Kollewe a Vilcinskas 2013). Nejčastěji využívanou buněčnou linií je ovariální buněčná 

linie Spodoptera frugiperda (Sf-9) odvozená rodičovské buněčné linie Spodoptera 

frugiperda IPLB-Sf-21-AE (Sf-21). Sf-9 linie se často používá k produkci 

intracelulárních nebo membránových proteinů. Trichoplusia ni (známá jak „High Five”) 

je vhodná pro produkci proteinů s vyšším výtěžkem. Hmyzí buňky rostou při teplotě 

28 °C a produkční systém je založen na infekci kultivovaných hmyzích buněk 

bakuloviry. Buňky jsou infikovány DNA virem Autographa californica multiple 

nucleopolyhedrovirus (AcMNPV). Tento rekombinantní DNA virus je dvouvláknový a 

nese gen pro expresi cílového proteinu Pro izolaci a propagaci bakulovirů je 

preferovanou buněčnou kulturou Sf-21. Kultivace těchto buněk je časově i finančně 

náročná. Nevýhodou je, že buňky nejsou schopny kontinuální produkce proteinu a 

pro každou dávku exprimovaného proteinu je nutné infikovat čerstvé buňky (Weber a 

Fussenegger 2009; Kitajima a Takaku 2008).  

1.2.2.6 Savčí systémy 

Savčí buněčné systémy jsou na rozdíl od předchozích systémů schopny zajistit 

adekvátní posttranslačních modifikace produkovaného rekombinantního proteinu. Mezi 

tyto modifikace patří metylace, fosforylace, acetylace, glykosylace atd. Nevýhodou je 

cena celého procesu produkce proteinu. Tyto systémy bývají též náročnější na složení 

médií. K expresi se používají virově imortalizované nebo buněčné linie odvozené 

z tumoru. K významným liniím pro produkci ve farmaceutickém průmyslu patří buňky 

ovarií křečka čínského (CHO), myší myelomové buňky (NS0), hybridní 
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B lymfocytárních myší buňky (Sp2/O-Ag14) a lidské embryonální ledvinné buňky 

(HEK293) (Dhara et al. 2018; Khan 2013).  

Námi zvolená buněčná linie Expi293F vychází z buněk HEK293. Tato linie byla 

upravena pro vyšší produkci rekombinantního proteinu. Poskytuje veškeré 

posttranslační modifikace a tím je, dle výrobce, zárukou kvality, aktivity a stability 

budoucího rekombinantního proteinu (Thermofisher Scientific nedatováno). 

V následující tabulce 3 jsou shrnuty vlastnost jednotlivých zástupců expresních 

systémů. 

 

Tabulka 3 – Výhody a nevýhody expresních systémů 

Expresní 

systém 

Nároky na 

kultivaci 

Rychlost 

růstu 

Úroveň 

exprese 

Konformace Posttranslační 

modifikace 

(glykosylace) 

Bakteriální nízké vysoká vysoká nutný 

refolding 

chybí 

Kvasinkový nízké vysoká nízká/vysoká někdy nutný 

refolding 

jiné zdroje 

cukrů 

Hmyzí vysoké nízká nízká/vysoká většinou 

správná 

jednoduchá, 

nízká 

Savčí vysoké nízká nízká většinou 

správná 

komplexní 
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2. Cíl práce 

Cílem předkládané disertační práce je zavedení produkce lidských rekombinantních 

proteinů BACE1, AChE a BChE. V rámci řešení dané problematiky byly stanoveny tyto 

dílčí cíle: 

 zavést a validovat produkci lidských proteinů BACE1, AChE a BChE 

v Expi293 expresním systému, 

 optimalizovat izolaci aktivní lidské rekombinantní BACE1 z Expi293F 

buněk, 

 validovat purifikaci všech výše zmiňovaných proteinů, 

 provést charakterizaci jednotlivých proteinů: určení čistoty, identifikace 

proteinu protilátkou, stanovení koncentrace, stanovení aktivity, určení 

kinetických konstant a určení hodnoty IC50 pro selektivní inhibitory 

jednotlivých proteinů.  
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3. Materiál metodika 

3.1 Chemikálie a kity 

3.1.1  Chemikálie 

Dimethylsulfoxid (DMSO), fluorid sodný (NaF), acetylthiocholin jodid (ATChI), 

butyrylthiocholin jodid (BTChI), Comassie brilantní modř G-250, metanol (MeOH), 

isopropanol, dodecylsíran sodný (SDS), kyselina octová, Triton X-100, TWEEN-20, 

Tris-HCl, Tris-báze, akrylamid, kyselina etylendiamintetraoctová (EDTA), imidazol, 

dodecyl maltosid, N,N,N',N'-tetrametyletan-1,2-diamin (TEMED), tetrametylamonium 

chlorid (TMACl), tetrametylamonium jodid (TMAI), dekametonium bromid (DMB), 

5,5’-dithiobis-2- nitrobenzoová kyselina (DTNB), peroxodisíran amonný (APS), octan 

draselný, digitonin, β-merkaptoetanol, glycerol, glycin, bromfenolová modř, chlorid 

sodný (NaCl), dihydrogen fosforečnan draselný (KH2PO4), hydrogen fosforečnan sodný 

(Na2HPO4), imidazol, 7-Methoxykumarin-4-acetyl-[Asn670, Lue671]-amyloid β/A4 

prekursorový protein 770 fragment 667-676-(2,4-dinitrophenyl)Lys-Arg-Arg amid 

trifluorooctová sůl, 6-aminokapronová kyselina, donepezil, etopropazin, Luria Broth 

(LB) médium, trypanová modř, agar, 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-

propansulfonát hydrát (CHAPS) a saponin byly zakoupeny u Sigma-Aldrich (St. Louis, 

MO, USA). 

Syber Safe DNA gel stain 10 000x koncentrovaná barva Generuler 1kb DNA 

ladder, N-octyl-β-D-glukopyranosid, protilátka proti histidinové kotvě, Opti-MEM® a 

HisPur-kobaltová pryskyřice byly zakoupeny u Thermo Fisher Scientific (Waltham, 

MA, USA). 

Inhibitor proteolýzy byl zakoupen u firmy Roche (Basilej, Švýcarsko). 

Pufr Tris-HCl pH 8,8, Precision Plus Protein kaleidoskop a odstředěné sušené 

mléko byly zakoupeny u Bio-Rad (Hercules, CA, USA). 

Karbenicilin, akrylamid a agaróza pro rutinní DNA elektroforézu byly zakoupeny 

u SERVA Electrophoresis (Heidelberg, Německo). 

Agaróza SeaKem GTG byla zakoupena u Lonza (Basilej, Švýcarsko). 

Verubecestat byl zakoupen u Selleckchem (Houston, TX, USA). 
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Sefarosa4B/prokainamid byla zakoupena u GE Healthcare (Chicago, IL, USA). 

Hupresinová pryskyřice byla zakoupena u Chemforase (Paříž, Francie).  

MUSE Count and Viability roztok byl pořízen u Merck Millipore (Darmstadt, 

Německo). 

3.1.2 Kity 

QIAquick gel extrakční kit byl zakoupen u Qiagen (Venlo, Nizozemí). 

BM Chemiluminescence Western Blotting Kit byl pořízen u Roche (Basilej, 

Švýcarsko). 

PureLink Quck plasmid MiniprepKit a MidiprepKit, pcDNA3.4-TOPO® klonovací 

kit, ExpiFectamine293 transfekční kit, Mem-PER Plus extrakční kit pro membránové 

proteiny a Micro BCA Protein Assay kit byly zakoupeny u Thermo Fisher Scientific. 

3.2 Biologický materiál 

3.2.1 Gen  

Templátové DNA obsahující lidskou BACE1, ACHE a BCHE byly syntetizovány 

de novo firmou GeneArt™ gene synthesis service (Thermo Fisher Scientific) jako 

fragmenty DNA. 

3.2.2 Primery 

Forvard a reverse primery pro geny BACE1, ACHE a BCHE byly syntetizovány 

u Generi Biotech (Hradec Králové, ČR). 

3.2.3 Buňky a enzymy 

Buněčná linie Expi293F, PFU Ultra II DNA polymerasa a chemicky kompetentní E. 

coli TOP10 byly zakoupeny u Thermo Fisher Scientific. 

Taq DNA polymerasa byla zakoupena u New England Biolabs (Ipswich, MA 

USA). 

3.3 Sterilní plast a spotřební materiál 

Erlenmeyerovy baňky s trny a ventilací a Coolcell kontejner byly zakoupeny 

u Corning (New York, NY, USA). 
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96jamkové černé polystyrenové destičky byly zakoupeny u Brand (Wertheim, 

Německo). 

96jamkové destičky čiré byly zakoupeny u Nalge Nunc International (New York, 

NY, USA). 

Sérologické pipety (10, 25 ml) centrifugační zkumavky (15, 50 ml), kryovialky byly 

zakoupeny u Techno Plastic Product (Trasadingen, Švýcarsko). 

Centrifugační mikrozkumavky (0,5, 1,5, 2 a 5 ml) byly zakoupeny u Eppendorf 

(Hamburk, Německo). 

Kolonky Econo-Pac® column byly zakoupeny u Bio-Rad.  

Dialyzační kazety byly zakoupeny u Thermo Fisher Scientific. 

3.4 Instrumentace 

Termotřepačka MTC-100 Thermoshaker Incubator (MIU Instruments, Hanzghou, 

Čína), 

orbitální třepačka CO2 Plus (Thermo Fisher Scientific), 

inkubátor CB 160 (Binder, Tuttlingen, Německo), 

box s laminárním prouděním Bioair safe flow 1.2 (EuroClone, Pero MI, Itálie), 

pH metr-Titrando 842 (Metrohm, Herisau, Švýcarsko), 

výrobník ultračisté vody (H2O) na bázi reverzní osmózy typ 06 (AquaOsmotic, 

Tišnov, Česká republika), 

centrifuga U-320 R, centrifuga M-240 R (Boeco, Hamburk, Německo), 

Martin Christ Freeze Dryer (ALPHA 1-4 LSC, Osterode, Německo), 

míchačka big squide, Vortex Lab Dancer, Třepačka destiček (IKA, Staufen 

v Breisgau, Německo), 

třepačka/Kývačka MR-1 (Biosan, Riga, Lotyšsko), 

elektroforéza (Bio-Rad), 

UV transiluminátor s kamerou Infinity-3026 (Vilber, ZAC de Lamirault, Francie), 

nanofotometr (Implen, Mnichov, Německo), 
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přístroj AGFA (Healthcare, Mortsel, Belgie), 

Muse Cell Analyzer (Merck Millipore, Darmstadt, Nemecko), 

mikroskop Nikon Elipse TS 100 (Nikon, Minato, Japonsko), 

PCR thermocykler (SensQuest, Göttingen, Německo), 

hlubokomrazící box -80 °C (ESCO, Horsham, PA, USA), 

hlubokomrazící box -150 °C (Ultra-Low Temperature freezer MDF-1156, Sanyo 

Electric Company, Ósaka, Japonsko), 

lednice (Liebherr, Bulle, Švýcarsko), 

multifunkční destičkový reader Synergy 2 (BioTek, Winooski, VT, USA), 

multifunkční destičkový reader Spark (Tecan, Mänedorf, Švýcarsko), 

laboratorní váhy CPA 225D (Sartorius, Göttingen, Německo), 

výrobník ledu CB 249 A HC (Brema, Modletice, Česká republika), 

Azure c280 (Azure biosystems, Dublin, CA, USA). 

3.5 Vypracování metodické práce 

Optimalizace nukleotidové sekvence genu BACE1, ACHE a BCHE a návrh 

primerů provedla Mgr. Monika Schmidt, Ph.D. 

Veškeré práce počínaje amplifikací genu BACE1, ACHE a BCHE až po expresi 

proteinů v Expi293F buňkách proběhly na Katedře molekulární patologie a biologie 

FVZ UO. Následná purifikace, identifikace a validace kinetických vlastností enzymů 

BACE1, AChE a BChE byly provedeny na KTVF FVZ UO. 

3.6 Produkce lidské rekombinantní BACE1 v Expi293F buňkách 

3.6.1 Amplifikace genu BACE1 

3.6.1.1 Gen  

Sekvence genu lidské BACE1 (isoforma A) o velikosti 1545 páru bazi (bp) byla 

získána z databáze UniProt Knowledgebase (P56817). Tato sekvence byla 

optimalizována pro expresi v daném expresním systému a syntetizovaná de novo jako 
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DNA fragment firmou GeneArt™ gene synthesis service. Obrázek 6 znázorňuje AMK 

sekvenci BACE1 o celkové délce 501 AMK. 

 

 

Obrázek 6 – Sekvence BACE1 v délce 501 AMK a molekulové hmotnosti 

55,764 kDa (převzato z databáze UniProt Knowledgebase) 

 

3.6.1.2 Amplifikace DNA 

Pro amplifikaci DNA byly navrženy specifické oligonukleotidy (primery; Tabulka 

4), které zavedly Kozakovu sekvenci na 5´ konec genu spolu se sekvencí 

pro histidinovou kotvu na 3´ konec genu BACE1. Pomocí specifických primerů bylo 

připraveno celkem sedm fragmentů DNA o odlišných délkách kódující různé 

kombinace domén proteinu BACE1. Finální sekvence obsahující konstrukty lidské 

BACE1 o různých velikostech byly syntetizovány pomocí polymerázové řetězové 

reakce (PCR). Složení PCR reakce je popsáno v tabulce 5 a teplotní parametry 

nastavené pro amplifikaci jsou shrnuty v tabulce 6. 
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Tabulka 4 – Sekvence primerů 

 BACE1 22-501 AMK 

 

Forward primer CCACCATGACACAGCACGGAATCAGACT 

Reverse primer TCAATGGTGATGATGGTGGTG 

BACE1 46-501 AMK 

 

Forward primer CCACCATGGAGACAGACGAGGAACCTG 

Reverse primer TCAATGGTGATGATGGTGGTG 

BACE1 22-454 AMK 

 

Forward primer CCACCATGACACAGCACGGAATCAGACT 

Reverse primer TTAATGGTGATGGTGATGGTGGTCGACGGCGCT

ATTTGTCATCAGGGTGCTCTC 

BACE1 46-454 AMK 

 

Forward primer CCACCATGGAGACAGACGAGGAACCTG 

Reverse primer TTAATGGTGATGGTGATGGTGGTCGACGGCGCT

ATTTGTCATCAGGGTGCTCTC 

BACE1 22-454 AMK 

+ sekreční signál 

 

Forward primer CCACCATGGAGACAGACACACTCCTGCTATGGG

TACTGCTGCTCTGGGTTCCAGGTTCCACTGGTGA
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CACACAGCACGGAATCAGA 

Reverse primer TTAATGGTGATGGTGATGGTGGTCGACGGCGCT

ATTTGTCATCAGGGTGCTCTC 

BACE1 46-454 AMK+ 

sekreční signál 

 

Forward primer CCACCATGGAGACAGACACACTCCTGCTATGGG

TACTGCTGCTCTGGGTTCCAGGTTCCACTGGTGA

CGAGACAGACGAGGAACCT 

Reverse primer TTAATGGTGATGGTGATGGTGGTCGACGGCGCT

ATTTGTCATCAGGGTGCTCTC 

BACE1 1-501 AMK 

 

Forward primer CCACCATGGCTCAGGCTCT 

Reverse primer TCAATGGTGATGATGGTGGTG 

 

Tabulka 5 – Složení PCR reakce 

Složka Množství (µl) 

DNA templát, 10ngµl
-1

 2,5 

10x koncentrovaný reakční pufr 2,5 

dNTP – deoxynukleosidtrifosfát 10 mM 0,65 

Primer reverse 10 µM 0,5 

Primer forward 10 µM 0,5 

PFU Ultra II DNA polymerasa 0,5 

Destilovaná voda 17,85 

Celkový objem směsi 25 
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Tabulka 6 – Průběh amplifikační PCR reakce 

Fáze Teplota (°C) Čas Opakování 

1. 95 2 minuty 1 

      2.  95 20 sekund 30 

 56 20 sekund  

 72 45 sekund  

3. 72 3 minuty 1 

4. 4 ∞ 1 

 

3.6.1.3 Izolace amplifikované DNA 

Amplifikovaná DNA byla izolována pomocí preparativní gelové elektroforézy. 

Pro zjištění velikosti amplifikované DNA byl použit standard Generuler 1kb DNA 

ladder se známou velikostí jednotlivých fragmentů. Byla připravena 1% agaróza 

SeaKem GTG v TAE (Tris + EDTA) pufru, do které bylo přidáno barvivo Syber Safe 

DNA gel stain, jež se váže na DNA a obarví ji. Na 10 ml roztoku byl přidán 1 µl 

barviva. Elektroforéza probíhala při konstantním napětí 100 V po dobu 30 minut a DNA 

v gelu byla vizualizována pomocí UV transiluminátoru. Fragment s odpovídající 

velikostí byl pod UV lampou vyříznut z gelu a zvážen. Izolace DNA probíhala pomocí 

QIAquick gel extrakčního kitu. Při práci bylo postupováno v souladu s návodem 

výrobce a všechny centrifugační kroky probíhaly po dobu 1 minuty při 14 000 x g. 

K fragmentu gelu bylo na každých 100 mg jeho váhy přidáno 300 µl QG pufru. Vzorek 

byl 10 minut zahříván při teplotě 50 °C a v průběhu zahřívání byl každé 2 minuty 

promíchán. Po rozpuštění agarózy bylo do směsi na každých 100 mg gelu přidáno 

100 μl isopropanolu. Vzniklá směs byla nanesena postupně na kolonu z kitu pomocí 

centrifugace. Kolona byla promyta nejprve 500 μl QG pufru a následně 750 μl PE 

pufru. Následně byla kolona přemístěna do čisté 1,5 zkumavky a pomocí 30 μl 

destilované H2O byla DNA centrifugací eluována. Takto připravená DNA byla poté 

ihned použita pro topoklonování. 
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3.6.1.4 Topoklonování  

Pro úspěšné klonování bylo nutné vyizolovanou DNA (PCR produkt) upravit 

přidáním adenosinu (3´- A přesahů) na obou 3´ koncích. Ligační směs (Tabulka 7) byla 

zahřívána při teplotě ~72 °C po dobu 10–15 minut. Poté byl vzorek přemístěn na led.  

 

Tabulka 7 – Ligační směs 

Složka Objem (µl) 

PCR produkt 10  

Taq pufr 2  

Taq polymerasa 1  

dATP 1 

 

Pro topoklonování byl použit pcDNA 3.4-TOPO TA Cloning Kit. Topoklonovací 

směs byla namíchána dle doporučení výrobce kitu (Tabulka 8) a inkubována 10 minut 

při pokojové teplotě. 

 

Tabulka 8 – Složení topoklonovací směsi 

Složka Objem (µl) 

PCR produkt s A přesahy na 3´ koncích 4 

pcDNA 3.4 TOPO® vektor 1 

Roztok soli 1 

Celkový objem směsi 6 

 

Z této směsi byly transformovány 2 µl do chemicky kompetentních buněk E. coli 

TOP10. Buňky byly po inkubaci s topoklonovací směsí transformovány metodou 

teplotního šoku (42 °C po dobu 30 sekund), okamžitě byly ochlazeny na 2 minuty 
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v ledové tříšti a k buňkám bylo přidáno 950 μl Super Optimal Broth (SOC) média. SOC 

medium je bakteriální růstové médium, které je bohaté na živiny a podporuje vyšší 

účinnost transformace plazmidů. Kultura buněk byla inkubována po dobu 1 hodiny 

při teplotě 37 °C, v třepačce za míchání při 200 rpm. Po inkubaci byly buňky vysety 

na selekční LB bakteriální plotny obsahující antibiotikum karbenicilin v koncentraci 

100 μg.ml
-1

 média. Petriho misky obsahující bakteriální kulturu byly obráceny dnem 

vzhůru a inkubovány přes noc v inkubátoru při teplotě 37 °C. 

3.6.1.5  Izolace pozitivních kolonií 

Druhý den po inkubaci byl sterilní špičkou proveden odpich několika kolonií. 

Buňky byly resuspendovány v 50 μl destilované H2O a kultura byla rozdělena do dvou 

zkumavek: 30 μl vzorku bylo uchováno v lednici a 20 μl vzorku bylo povařeno 5 minut 

při 95 °C. Tento vzorek byl použit jako templátová DNA pro PCR reakci za použití PPP 

Master Mixu (Tabulka 9). Průběh reakce je uveden v tabulce 10. PCR na koloniích byla 

analyzována pomocí gelové elektroforéz a amplifikovaná DNA byla detekována pomocí 

UV transiluminátoru. 

 

Tabulka 9 – Složení PCR reakce na koloniích 

Složka Objem (µl) 

PPP master mix 2x 12,5 

Primer Forward 1 

Primer Reverse 1 

Templátová DNA 3 

Destilovaná voda 7,5 

Celkový objem směsi  25 
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Tabulka 10 – Průběh PCR na koloniích 

Fáze Teplota (°C) Čas 

1 94 1 

2 (30 cyklů) 94 15 

 55 15 

 72 1 minuta 40 sekund 

3 72 7 minut 

4 4 ∞ 

 

3.6.1.6 Izolace plazmidové DNA 

Kultura PCR pozitivních kolonií byla inokulována do LB média s karbenicilinem 

(100 μgml
-1

 média) a inkubována přes noc při 37 °C za míchání v třepačce při 200 rpm. 

Druhý den byly z narostlé bakteriální kultury připraveny bakteriální konzervy: 400 μl 

noční kultury bylo smícháno s 600 μl 50% glycerolu, který slouží jako kryoprotektivum. 

Tato konzerva byla skladována při -80 °C. Zbytek narostlé bakteriální kultury byl použit 

pro izolaci plazmidové DNA pomocí PureLink Quick plasmid Midiprep Kit. Při práci 

bylo postupováno podle návodu výrobce. Peleta odpovídající 5-10 ml bakteriální 

kultury kultivované přes noc (kultura ve stacionární fázi, noční kultura) byla 

resuspendována v 250 μl pufru R3. Ke vzorku bylo přidáno 250 μl lyzačního pufru. 

Zkumavka byla jemně promíchána a inkubována 5 minut při laboratorní teplotě. 

Ke vzorku bylo přidáno 350 μl precipitačního pufru, zkumavka byla promíchána a 

10 minut centrifugována při 12 000 × g. Supernatant byl přepipetován do kolony a 

centrifugován 1 minutu za stejných podmínek. Ke vzorku bylo přidáno 500 μl 

promývacího pufru. Následně byl 1 minutu inkubován při laboratorní teplotě a poté 

1 minutu centrifugován při 12 000 × g. Dalším krokem bylo přidání 700 μl W9 pufru a 

centrifugace při 12 000 × g po dobu 1 minuty. Pro úplné odstranění veškerého W9 pufru 

byl vzorek centrifugován ještě jednou 1 minutu při 12 000 × g. Kolona se vzorkem byla 

umístěna do čisté zkumavky a DNA byla eluována 30 μl destilované H2O. Vzorek byl 

1 minutu inkubován při laboratorní teplotě a 2 minuty centrifugován při 12 000 × g. 
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Pro potvrzení správnosti DNA sekvence byl vzorek izolované plazmidové DNA 

sekvenován Sagnerovou metodou na Mikrobiologickém ústavu Akademie věd České 

republiky (AV ČR). Zbytek izolované plazmidové DNA byl zamražen při -20 °C 

pro další použití. 

3.6.1.7 Produkce plazmidové DNA pro expresi 

Pro expresi rekombinantního proteinu bylo nutné izolovat plazmidovou DNA 

ve větším množství a vyšší čistotě. Pro izolaci byla použita noční bakteriální kultura 

o objemu 50 ml a izolace DNA byla provedena pomocí komerčního kitu PureLink 

HiPure Plasmid MidiPrep, kdy bylo postupováno podle doporučeného protokolu. Buňky 

byly centrifugovány při 4 000 × g 10 minut. Peleta byla resuspendována v 4 ml 

resuspendačního pufru. K homogenizovanému vzorku byly přidány 4 ml lyzačního 

pufru. Vzorek byl jemně promíchán do vzniku kompaktní suspenze a dále 5 minut 

inkubován při laboratorní teplotě. Ke vzorku byly přidány 4 ml precipitačního pufru a 

směs byla ihned jemně promíchána. Vzorek byl centrifugován při 14 000 × g 10 minut 

za laboratorní teploty. Supernatant byl nalit na ekvilibrovanou kolonu. Kolona byla 

2krát promyta 10 ml promývacího pufru. Do sterilní zkumavky byla pomocí 5 ml 

elučního pufru eluována DNA. K eluátu bylo přidáno 3,5 ml isopropanolu, vzorek byl 

promíchán a zkumavka byla centrifugována při 14 000 × g 30 minut za při 4 °C. 

Po centrifugaci byl supernatant odstraněn a k peletě byly přidány 3 ml 70% etanolu. 

Zkumavka byla centrifugována při 14 000 × g 5 minut při 4 °C a supernatant byl 

odstraněn. Izolovaná DNA byla 10 minut sušena na vzduchu a následně rozpuštěna 

ve 100 µl TE pufru. U izolované DNA byla stanovena její koncentrace a čistota a v ten 

samý den byla použita pro transfekce. 

3.6.2 Kultivace a pasážování buněk  

Kultura Expi293F buněk je komerčně dodávaná linie upravených Hek293 buněk, 

které jsou schopny růst v suspenzi do vysokého počtu buněk. Tyto buňky jsou 

vhodnými hostiteli pro přechodné transfekce pro produkci rekombinantních proteinů a 

protilátek a jejich kultivace probíhá v bezproteinovém a bezsérovém médiu. 

Po rozmražení byl 1 ml Expi293F buněk přidán k 29 ml předehřátého (37 °C) Expi293
 

kultivačního média. Buňky byly kultivovány jako buněčná suspenze v jednorázových 

plastových Erlenmeyerových sterilních lahvích s trny a s ventilačním otvorem 
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v inkubátoru při teplotě 37 °C v atmosféře obsahující 8 % CO2. Orbitální třepačka 

umístěná v inkubátoru a trny Erlenmeyerovy baňky zajišťovaly neustálý pohyb 

suspenze při rychlosti 130 rpm. Množství buněk a jejich viabilita byla sledována 

s využitím mikrokapilárního průtokového cytometru Muse. Muse reagencie odlišně 

barví viabilní a mrtvé buňky na základě jejich propustnosti pro dvě barviva vázající 

DNA, která jsou přítomná v činidle.  

Buňky byly kultivovány do maximálního množství 5 × 10
6 

buněk na 1 ml média. 

Pro expresi rekombinantního proteinu bylo 7,5 × 10
7
 buněk centrifugováno při 500 × g 

při laboratorní teplotě po dobu 15 minut. Získaná peleta byla rozpuštěna v 25,5 ml 

čerstvého Expi293 média a takto připravená suspenze buněk byla použita pro expresi 

rekombinantního proteinu BACE1. Zbytek buněk byl použit pro následnou produkci 

či uchován jako zásobní buněčné kultury při teplotě -150 °C.  

3.6.3 Exprese lidské rekombinantní BACE1  

Exprese lidské rekombinantní BACE1 (1-501 AMK) probíhala pomocí 

ExpiFectamine 293 transfekčního kitu podle doporučeného pracovního postupu 

výrobcem pro kulturu o objemu 30 ml. Plazmidová DNA o koncentraci  

1µgml
-1 

transfekce byla naředěna v OPTI-MEM I médiu s redukovaným sérem 

do celkového objemu 1,5 ml. Současně bylo 81 µl ExpiFectamine 293 činidla naředěno 

v OPTI-MEM do celkového objemu 1,5 ml. Oba roztoky byly inkubovány 5 minut 

při laboratorní teplotě. Po této době byly roztoky pozvolna spojeny a inkubovány 

dalších 20 minut při laboratorní teplotě. Tato směs byla přidána k suspenzi Expi293F 

buněk o koncentraci 7,5 × 10
7
 v 25,5 ml předehřátého Expi293 kultivačního média. 

Transfekované buňky byly inkubovány při teplotě 37 °C, míchány pomocí orbitální 

třepačky rychlostí 130 rpm v atmosféře 8 % CO2 a relativní vlhkosti 95 % v inkubátoru. 

Po 20 hodinách od transfekce byla přidána směs zesilovačů transfekce 1 (150 µl) a 

2 (1350 µl) v celkovém objemu 1,5 ml. Objem transfekce, tak dosáhl 30 ml. Po třech až 

sedmi dnech byly buňky centrifugovány při 1 000 × g při laboratorní teplotě 15 minut. 

Z buněčné pelety byl izolován enzym. 



62 

 

3.6.4 Izolace lidské rekombinantní BACE1 

3.6.4.1 Izolace BACE1- fragment 1 - 501 AMK 

Pro izolaci BACE1 z buněčné pelety byl použitý Mem-PER Plus membránový 

proteinový extrakční kit. Tento kit obsahoval promývací, permeabilizační a 

solubilizační pufr. Izolace probíhala podle doporučeného pracovního postupu s několika 

drobnými úpravami. Peleta byla resuspendována v 3 ml promývacího pufru a 

centrifugována při 1 000 × g při teplotě 4 °C po dobu 5 minut. Tento postup byl 

opakován 3krát. Poté byly k vzniklé peletě buněk přidány 3 ml permeabilizačního 

pufru. Takto upravený vzorek byl promíchán a inkubován v termotřepačce za míchání 

300 rpm při teplotě 4 °C po dobu 10 minut. Po uplynutí této doby byl vzorek 

centrifugován při 18 600 × g při 4 °C po dobu 15 minut. Supernatant obsahující 

cytosolické proteiny byl odstraněn a ke vzorku byly přidány 3 ml solubilizačního pufru. 

Peleta byla resuspendována pipetováním a inkubována za míchání 300 rpm při teplotě 

4 °C po dobu 30 minut v termotřepačce. Suspenze buněk byla centrifugována 

při 18 600 × g teplotě 4 °C po dobu 15 minut. Supernatant, který obsahoval lidskou 

rekombinantní BACE1, byl odebrán pro další zpracování. 

3.6.4.2 Izolace BACE1 fragmentu 22 - 501 AMK, 46 - 501 AMK, 22 - 454 

AMK, 46 – 454 AMK, 22 - 454 AMK + sekreční signál a 46 - 454 

AMK + sekreční signál  

Ve snaze získat výše uvedené fragmenty proteinu BACE1enzymaticky aktivní, byly 

použity následující způsoby izolace enzymu z buněk: lyzace buněk pomocí pufrů, 

sonikace buněk ultrazvukovou sondou, centrifugace, mechanické narušení membrány 

buněk a pufry obsahující tenzidy.  

Byl připraven lyzační pufr obsahující: 137 mM NaCl, 10 % glycerol, 1 % N-octyl-

β-D-glukopyranosid, 50 mM NaF v 20mM Tris pufru o pH 8,0. Na 10 ml roztoku byla 

přidána 1 tableta inhibitorů proteas. K 0,5 ml buněčné suspenze byl přidán 1 ml 

lyzačního pufru (objem pufru se zvyšoval s objemem buněk). Vzorek byl 

resuspendován a ponechán v klidu stát 30 minut na ledu. Poté byly buňky mechanicky 

rozrušeny protažením pístem injekční jehly. Následně byl vzorek centrifugován 

20 minut při 16 300 × g při 4 °C. Postupně byl neionický detergent  

N-octyl-β-D-glukopyranosid, který je doporučován pro solubilizaci a izolaci 
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membránových proteinů nahrazen jinými detergenty, byl použit např. Triton X-100, 

Tween 20, CHAPS nebo saponin. Místo mechanického rozrušení buněk byl použit 

ultrazvukový homogenizátor, kdy resuspendovaný vzorek buněk v lyzačním pufru byl 

sonikován krátkými 15 sekundovými pulzy celkem 2 minuty. Vzorek byl chlazen 

na ledu. 

3.6.4.3  Stanovení koncentrace proteinu 

 V buněčném lyzátu byl stanoven celkový obsah proteinů pomocí kolorimetrické 

metody, která je založena na redukci měďnatého iontu po reakci s peptidovou vazbou, 

na měďný a jeho následné reakci s kyselinou bicinchoninovou (BCA). Protein Assay 

komerční kit byl použit pro vlastní měření. Standardem byl hovězí sérový albumin 

(BSA), který byl součástí kitu, v koncentračním rozmezí 1 až 200 μgml
-1

. Vzorky 

i standard byly ředěny 0,1M fosfátovým pufrem (FP) pH 7,4. Pracovní roztok byl 

připraven smícháním roztoků A, B a C podle doporučeného postupu výrobce. Do jamky 

mikrotitrační desky bylo napipetováno 150 µl pracovního roztoku a 150 µl naředěného 

lyzátu. Směs byla promíchána a inkubována 2 hodiny při 37 °C. Barevná změna byla 

měřena spektrofotometricky v 96jamkových mikrotitračních destičkách pomocí 

multifunkčního destičkového readeru Synergy při vlnové délce 562 nm. 

3.6.5 Purifikace lidské rekombinantní BACE1 

BACE1 byla purifikována pomocí afinitní chromatografie s využitím kobalt-

imobilizované karboxylmetylasparatové pryskyřice (Co-IMAC). Do 20 ml Econo-Pac 

kolony byly odměřeny 2 ml Co-IMAC pryskyřice, která byla promyta 10 ml 20mM Tris 

pufrem o pH 7,5 a ekvilibrována vazebným pufrem obsahujícím 10 mM imidazol 

v 20mM Tris pufru o pH 7,5. Supernatant obsahující lidskou BACE1 o objemu 3 ml byl 

přidán k pryskyřici a doplněn na objem 10 ml ekvilibračním pufrem. Kolona byla 

inkubována na Mini Rocker MR/1 kývačce při 4 °C přes noc. Druhý den byl roztok 

z kolony vypuštěn a kolona byla promyta 20mM Tris pufrem pH 7,5, 25 a 50mM 

roztokem imidazolu v 20mM Tris pufru pH 7,5. BACE1 byla eluována 250mM 

roztokem imidazolu v 20mM Tris pufru pH 7,5 o objemu 3 ml. Eluát byl dialyzován 3x 

v dialyzační kazetě Slide-A-Lyzer (MW 10.000) v 20mM Tris pufru pH 7,5, který byl 

vždy po 2 hodinách vyměněn. Koncentrace lidské rekombinantní BACE1 byla 

stanovena dle postupu v kapitole 3.5.4.2. Enzym byl zmražen v hlubokomrazícím boxu 
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na -80 °C. Druhý den byla provedena lyofilizace proteinu v ALPHA 1-4 LSC 

lyofilizátoru. První sušící fáze probíhala při teplotě -5 °C, která byla zaznamenána 

na desce lyofilizátoru a vakuu 0,52 mbar po dobu 8 hodin. Druhá sušící fáze byla 

při teplotě 4 °C a vakuu 0,001 mbar po dobu 1 h. Lyofilizovaný enzym byl skladován 

v hlubokomrazícím boxu na -80 °C. 

3.6.6 Analýza proteinů gelovou elektroforézou a western blot  

3.6.6.1 Gelová elektroforéza  

Purifikovaný protein byl analyzován 12% polyakryl gelovou elektroforézou 

v přítomnosti dodecylsíranu sodného (SDS-PAGE). Složení použitých gelů je uvedeno 

v tabulce 11 a tabulce 12. Tato metoda využívá k rozdělení proteinu jeho 

elektroforetické pohyblivosti, která závisí na délce polypeptidového řetězce, na jeho 

molekulární hmotnosti a dalších faktorech.  

 

Tabulka 11 – Složení 12% separačního gelu (pro dva mini gely) 

Složka Objem 

destilovaná voda 5 ml 

1,5M Tris - HCl pH 8,8 3,8 ml 

 40% akrylamid 6,0 ml 

10% SDS 150 µl 

10% APS 50 µl 

TEMED 6 µl 
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Tabulka 12 – Složení 4% zaostřovacího gelu (pro dva mini gely) 

Složka Objem 

destilovaná voda 3,05 ml 

0,5M Tris - HCl pH 6,8 1,25 ml 

 40% akrylamid 0,65 ml 

10% SDS 50 µl 

10% APS 25 µl 

TEMED 5 µl 

 

Vzorkový pufr o objemu 85 µl (Tabulka 13, uchováván při -20 °C) byl smísen 

s 15 ul β-merkaptoetanolu. Vzorek byl smísen v poměru 2 díly vzorku s 1 dílem 

vzorkového pufru a povařen při teplotě 95 °C po dobu 5 minut. Vzorky o objemu 30 µl 

a 5 µl hmotnostního markeru (Precision Plus Protein kaleidoskop) byly naneseny na gel. 

Elektroforéza probíhala v prostředí elektrodového pufru pH 8,5 (Tabulka 14) 

za konstantního napětí 200 V, proudu 60 mA na 1 gel po dobu ~1 hodiny. 

 

Tabulka 13 – Složení vzorkového pufru 

Složka Množství 

0,5M TRIS - HCl pH 6,8 3,75 ml 

glycerol 3 ml 

SDS 0,69 g 

destilovaná voda do celkového objemu 8,5 ml 
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Tabulka 14 – Složení elektrodového pufru 

Složka Množství (g) 

50 mM Tris - báze 15 

384 mM glycinu 72 

0,1 % SDS 2,5 

destilovaná voda do celkového objemu 2,5 l 

 

Po skončení elektroforézy byl gel opláchnut destilovanou vodou a barven na modro 

po dobu 10 minut (Tabulka 15) a poté byl odbarvován odbarvovacím roztokem 

(Tabulka 16).  

 

Tabulka 15 – Složení roztoku pro modření gelů 

Složka Množství 

Comassie Brilant Blue R 250 1,25 g 

metanol 227 ml 

kyselina octová 46 ml 

destilovaná voda do celkového objemu 500 ml 

 

Tabulka 16 – Složení odbarvovacího roztoku 

Složka Množství (ml) 

metanol 300 

kyselina octová 100 

destilovaná voda 600 
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3.6.6.2 Western blot 

Gel byl před analýzou western blot promyt 10 minut transfer pufrem (Tabulka 17). 

Polyvinylfluoridová membrána byla aktivována smočením v metanolu po dobu 

1 minuty a následně spolu s filtračními papíry byla 3krát po 10 minutách promyta 

transfer pufrem. Na anodu byl postupně na sebe navrstven originální filtrační papír, 

membrána, gel a 5 ks filtračních papírů. Vše bylo stlačeno válením pomocí zkumavky. 

Přenos gelu na membránu probíhal za konstantního proudu 0,17 A a maximálního 

napětí 25 V. Doba přenosu byla 30 minut na 2 membrány.  

 

Tabulka 17 – Složení transfer pufru 

Složka Množství  

25 mM Tris - báze 15,15 g 

192 mM glycinu 72 g 

metanol 1000 ml 

destilovaná voda do celkového objemu 5000 ml 

 

Membrána byla po blotu promyta TBS pufrem (Tabulka 18) při laboratorní teplotě a 

následně 1 hodinu blokována v 5% sušeném mléce, které bylo rozpuštěno v TBS pufru 

s obsahem 0,05% Tween 20. Membrána byla promyta v tomto pufru 3krát 

po 5 minutách. Protilátka proti histidinové kotvě byla naředěna v 5% mléce, které bylo 

rozpuštěno v TBS pufru s 0,05 % Tween 20 v poměru 1:5 000. Inkubace membrány 

s protilátkou probíhala ~2 hodiny a následné promytí membrány v 10 ml TBS s 0,05% 

Tween 20 bylo provedeno ve falkonce umístěné v Mini rotátoru. Promývací krok byl 

opakován 5krát po 5 minutách. V posledním kroku byla membrána promyta v TBS 

pufru po dobu 5 minut. Vazba Anti-His protilátky na protein byla vizualizována pomocí 

BM chemiluminescenčního western blotting kitu. Při práci bylo postupováno podle 

návodu výrobce. Roztok A o objemu 3,2 ml byl smísen s 32 ml roztoku B a ponechán 

po dobu 30 minut ve tmě. Membrána byla ihned po promývacích krocích smočena 

na 1 minutu v 1,6 ml připraveného chemiluminescenčního roztoku. Poté byla vložena 
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mezi celofán, který byl umístěný v rentgenologické (RTG) kazetě. Do RTG kazety byl 

vložen modrocitlivý film na 1 minutu a následně vyvolán pomocí automatu AGFA. 

Později byl pro detekci chemiluminiscence a SDS-PAGE použitý přístroj Azure c280. 

 

Tabulka 18 – Složení základního 10× koncentrovaného TBS pufru o pH 7,6 

pro western blot 

Složka Množství  

20 mM Tris – báze 48,8 g 

 137 mM NaCl 160 g 

destilovaná voda do celkového objemu 2000 ml 

 

 

3.6.7 Validace kinetických vlastností lidské rekombinantní BACE1 

3.6.7.1 Stanovení aktivity 

Aktivita lidské rekombinantní BACE1 byla měřena technologií přenosu 

fluorescenční resonanční energie (FRET) fluorometrickou instrumentací s použitím 

substrátu 7-methoxykumarinu-4-acetyl-[Asn670, Lue671]-amyloidu β/A4 

prekursorového proteinu 770 fragmentu 667-676-(2,4-dinitrophenylu)Lys-Arg-Arg 

amidu trifluorooctové soli. Enzym byl naředěn v 0,1M FP pH 7,4 o finální koncentraci 

1 µg.ml
-1

. V průběhu měření byl enzym uchováván na ledu. Vzorek pro měření 

o objemu 100 µl obsahoval 10 µl roztoku enzymu, 80 µl 20 mM acetátového pufru o pH 

4,5, 0,1 % Triton X-100 a 10 µl 0,25 µM substrátu. Reakce byla měřena ihned 

po přidání substrátu v 96jamkových černých destičkách s plochým dnem při excitatační 

a emisní vlnové délce 330 nm a 390 nm a teplotě 37 °C. V průběhu 15 minut byl 

každých 30 sekund odečten fluorescenční signál. Experiment byl proveden v triplikátu a 

opakován třemi nezávislými měřeními. Specifická aktivita byla stanovena jako průměr 

měření ± SEM (RFUmin
-1
µg

-1
).  
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3.6.7.2 Stanovení IC50 standardního inhibitoru BACE1 

Vzorek pro měření o objemu 100 µl obsahoval 10 µl roztoku enzymu, 70 µl 20 mM 

acetátového pufru o pH 4,5, 0,1 % Triton X-100 a 10 µl roztoku inhibitoru dané 

koncentrace. Inhibice probíhala 5 minut při 37 °C. Reakce byla započata přidáním 10 µl 

0,25 µM substrátu, měření proběhlo v 96jamkových černých destičkách s plochým 

dnem při excitační a emisní vlnové délce 330 nm a 390 nm a teplotě 37 °C. V průběhu 

2 hodin byl každých 30 sekund odečten fluorescenční signál. Experiment byl proveden 

v triplikátu na multifunkčním destičkovém readeru Spark. Pro statistické hodnocení 

naměřených dat byl použit program GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc, San 

Diego, CA, USA).  

 

 

3.7 Produkce lidské rekombinantní AChE v Expi293F buňkách 

3.7.1 Amplifikace genu AChE 

3.7.1.1 Gen ACHE 

Sekvence genu lidské ACHE o velikosti 1 878 bp byla získána z databáze UniProt 

Knowledgebase (P22303). Tato sekvence byla optimalizována pro expresi v daném 

expresním systému a syntetizována de novo jako DNA fragment firmou firmou 

GeneArt™ gene synthesis service. Obrázek 7 znázorňuje AMK sekvenci AChE o 

celkové délce 614 AMK. 
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Obrázek 7 – Sekvence AChE v délce 614 AMK a molekulové hmotnosti 67,796 

kDa (převzato z databáze UniProt Knowledgebase) 

 

3.7.1.1 Amplifikace AChE 

Pro amplifikaci DNA byly navrženy specifické primery (Tabulka 19), které zavedly 

Kozakovu sekvenci na 5´ konec genu spolu se sekvencí pro histidinovou kotvu 

na 3´ konec sekvence genu ACHE. Pomocí těchto specifických primerů byl připraven 

fragment lidské AChE o velikosti 1 878 bp. Produkce probíhala postupem popsaným 

v kapitole 3.5.1.2 až 3.5.1.8. 

 

Tabulka 19 – Sekvence primerů 

AChE  

Forward primer ACCATGAGGCCTCCACAGT 

Reverse primer TCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGACCACCTCCACT

TCCTCCTCCTCCCAGATCGCTGCACCGGTC 
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3.7.2 Exprese lidské rekombinantní AChE 

Exprese lidské rekombinantní AChE probíhala postupem popsaným v kapitole 

3.5.3. Jelikož se jednalo o expresi proteinu sekretovaného do média, byla suspenze 

buněk 7. dne cenrifugována při 500 × g teplotě 4 °C po dobu 15 minut. Supernatant byl 

oddělen od pelety a uskladněn v hlubokomrazícím boxu při teplotě 

-80 °C nebo byl enzym ihned purifikován. 

3.7.3 Purifikace lidské rekombinantní AChE 

Purifikace lidské rekombinantní AChE probíhala dle postupu popsaného Carletti a 

kolektivem s drobnými modifikacemi (Carletti et al. 2010). Supernatant byl naředěn 

20mM Tris pufrem o pH 7,5 na aktivitu enzymu ~2,000 ∆A412min
-1

 a dialyzován 

v dialyzační kazetě Slide-A-Lyzer (MW 10.000) 20mM Tris pufrem o pH 7,5 při teplotě 

4 °C. Po 2 hodinách byl pufr vyměněn a tento proces se zopakoval 3krát. 

Sefarosa4B/prokainamid pryskyřice byla napipetována do 20 ml Econo-Pac kolony. 

Na 8 ml supernatantu byly použity 2 ml pryskyřice. Objem pryskyřice se zvyšoval 

s objemem supernatantu. Kolona s pryskyřicí byla ekvilibrována 10 ml 20mM Tris 

pufrem s 0,3 M NaCl o pH 7,5. Supernatant o objemu 8 ml byl přidán k pryskyřici, 

rolován na Mini Rocker MR/1 kývačce a inkubován při 4 °C. V průběhu vazby enzymu 

na pryskyřici byl sledován pokles aktivity enzymu modifikovanou Ellmanovou metodou 

(postup měření popsán v kapitole 3.6.5.1). Jakmile již nebyla pozorována žádná 

aktivita, byl roztok z kolony vypuštěn. Navázaná AChE byla nejprve promyta 20mM 

Tris pufrem o pH 7,5 a poté stejným pufrem, který v první eluci obsahoval 0,1M NaCl a 

v druhé 0,3M NaCl. Následně byl enzym z pryskyřice uvolněn pomocí 8 ml elučního 

roztoku o pH 7,5 (Tabulka 20). Objem elučního roztoku se zvyšoval s objemem 

supernatantu. Eluát byl dialyzován 3krát v dialyzační kazetě Slide-A-Lyzer (MW 

10.000) v 20mM Tris pufru o pH 7,5. Roztok pufru byl vždy po 2 hodinách vyměněn. 

Enzym byl zmražen v hlubokomrazícím boxu při -80 °C. Druhý den byla provedena 

lyofilizace proteinu v ALPHA 1-4 LSC lyofilizátoru. Lyofilizace probíhala postupem 

popsaným v kapitole 3.5.5. 
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Tabulka 20 – Složení elučního roztoku 

Složka Množství (g) 

20 mM Tris-báze 2,422 

1 M NaCl 58,44 

10 mM TMAI 2,105 

1 mM DMB 0,418 

3.7.4 Analýza proteinů gelovou elektroforézou a western blot 

Analýza proteinů gelovou elektroforézou a western blot probíhala postupem 

popsaným v kapitole 3.5.6. 

3.7.5 Validace kinetických vlastností lidské rekombinantní AChE 

3.7.5.1 Princip Ellmanovy metody 

Aktivita AChE byla stanovena pomocí modifikované kolorimetrické metody dle 

Ellmana (Ellman et al. 1961). Princip této metody je založen na hydrolýze ATChI 

katalytickým působením AChE za vzniku kyseliny octové a thiocholinu (Obrázek 8). 

Thiocholin obsahuje ve své molekule SH skupinu, která reaguje s DTNB. Thiocholin 

redukuje disulfidický můstek a sám se váže na jednu vzniklou -SH skupinu (Obrázek 9). 

U uvolněného 5-merkapto-2-nitrobenzoového aniontu (TNB) dochází ke konjugaci 

dvojných vazeb (Obrázek 10). Žlutě zbarvený chromofor (5-thio-2-nitrobenzoový 

aniont) je spektrofotometricky detekován při vlnové délce 412 nm.  

 

 

Obrázek 8 – Rozštěpení ATChI acetylcholinesterasou 
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Obrázek 9 – Redukce S-S můstku a vazba thiocholinu na DTNB 

 

 

Obrázek 10 – Konjugace dvojných vazeb kyseliny 5-merkapto-2-nitrobenzoové 

 

3.7.5.2 Stanovení aktivity 

AChE byla naředěna 0,1M FP pH 7,4 a stabilizována přidáním lidského albuminu 

1 mg na 1 ml roztoku. V průběhu měření byl enzym uchováván v ledové tříšti. Aktivita 

lidské rekombinantní AChE byla měřena v 96jamkových čirých destičkách s plochým 

dnem. Do testovacích jamek bylo pipetováno 10 µl roztoku AChE, 50 µl 0,1M FP o pH 

7,4, 20 µl 2,5mM DTNB. Obsah titrační destičky byl promíchán a destička byla vložena 

do spektrofotometru, kde byla po dobu 5 minut inkubována při 37 °C za kontinuálního 

protřepávání. Po uplynutí inkubační doby byla reakce odstartována přidáním 20 µl 

substrátu 10mM ATChI. Změna absorbance byla měřena při vlnové délce 412 nm. 

Experiment byl proveden v triplikátu a byl opakován třemi nezávislými měřeními. 

Pro statistické hodnocení naměřených dat byl použit program GraphPad Prism 5 
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3.7.5.3 Stanovení Michaelisovy konstanty 

Michaelisova konstanta byla změřena výše popsanou modifikovanou Ellmanovou 

metodou. Tato konstanta charakterizuje afinitu enzymu k substrátu a je pro každý 

substrát specifická. Pro její zjištění je sledována závislost rychlosti enzymatické reakce 

na koncentraci substrátu. Byly připraveny různé koncentrace substrátu ATChI, které 

byly proměřeny v triplikátu a opakovány třemi nezávislými měřeními. Pro statistické 

hodnocení naměřených dat byl použit program GraphPad Prism 5.  

3.7.5.4 Stanovení IC50 standardního inhibitoru AChE 

Jako standard byl vybrán reverzibilní nekompetitivní inhibitor donepezil, který 

vykazuje vysokou inhibiční selektivitu vůči AChE. Pro vlastní experiment byly 

připraveny vzorky inhibitoru v koncentračním rozmezí od 10
-3

 do 10
-9

 M v destilované 

H2O.
 

Aktivita lidské rekombinantní AChE byla měřena v 96jamkových čirých 

destičkách s plochým dnem. Do testovacích jamek bylo pipetováno 10 µl roztoku 

AChE, 40 µl 0,1M FP pH 7,4, 20 µl 2,5mM DTNB a 10 µl inhibitoru dané koncentrace. 

Obsah titrační destičky byl promíchán a destička byla vložena do spektrofotometru, kde 

probíhala po dobu 5 minut inhibice enzymu při 37 °C za kontinuálního protřepávání. 

Po uplynutí inkubační doby byla reakce započata přidáním 20 µl substrátu (10mM 

ATChI). Změna absorbance byla měřena při vlnové délce 412 nm. Experiment byl 

proveden v triplikátu a opakován třemi nezávislými měřeními. Pro statistické hodnocení 

naměřených dat byl použit program GraphPad Prism 5.  

 

3.8 Produkce lidské rekombinantní BChE v Expi293F buňkách 

3.8.1 Amplifikace genu BCHE 

3.8.1.1 Gen BCHE 

Sekvence genu lidské BCHE o velikosti 1 842 bp byla získána z databáze UniProt 

Knowledgebase (P06276). Tato sekvence byla optimalizována pro expresi v daném 

expresním systému a syntetizována de novo jako DNA fragment firmou GeneArt™ 

gene synthesis service. Obrázek 11 ukazuje AMK sekvenci BChE v délce 602 AMK. 
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Obrázek 11 – Sekvence BChE v délce 602 AMK a molekulové hmotnosti 68,418 

kDa (převzato z databáze UniProt Knowledgebase) 

 

3.8.1.2 Amplifikace BChE 

Pro amplifikaci DNA byly navrženy specifické primery (Tabulka 21), které zavedly 

Kozakovu sekvenci na 5´ konec genu spolu se sekvencí pro histidinovou kotvu 

na 3´ konec sekvence genu BCHE. Pomocí těchto specifických primerů byl připraven 

fragment lidské BChE o velikosti 1 842 bp. Produkce probíhala postupem popsaným 

v kapitole 3.5.1.2 až 3.5.1.8. 

Tabulka 21 – Sekvence primerů 

BChE  

Forward primer CCACCATGCACAGCAAAGTGA 

Reverse primer TCAATGATGGTGATGGTGGTGACCACCTCCACTT

CCTCCTCCTCCCAGGCCCACGCAGCTTTCTT 
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3.8.2 Exprese lidské rekombinantní BChE 

Exprese lidské rekombinantní BChE probíhala postupem popsaným v kapitole 

3.6.2.  

3.8.3 Purifikace lidské rekombinantní BChE 

Purifikace lidské rekombinantní BChE probíhala dle modifikovaného postupu 

(Onder et al. 2017). Následující purifikační kroky byly stejné jako u purifikace lidské 

rekombinantní AChE popsané v kapitole 3.6.3 pouze se dvěma rozdíly. Byla použita 

Hupresinová pryskyřice, která je selektivní pro purifikaci BChE. Rovněž bylo odlišné 

složení elučního roztoku o pH 7,5, jež je popsáno v Tabulka 22. 

 

Tabulka 22 – Složení elučního roztoku 

Složka Množství (g) 

20 mM Tris báze 2,422 

300 mM NaCl 58,4 

100 mM TMACl 0,956 

 

3.8.4 Analýza proteinů gelovou elektroforézou a western blot 

Analýza proteinů gelovou elektroforézou a western blot probíhala postupem 

popsaným v kapitole 3.5.6. 

3.8.5 Validace kinetických vlastností lidské rekombinantní BChE 

3.8.5.1 Stanovení aktivity 

Enzym byl zředěn 0,1M FP pH 7,4 a stabilizován 1 mg lidského albuminu na 1 ml 

roztoku. Aktivita BChE byl stanovena pomocí modifikované kolorimetrické metody dle 

Ellmana. Postup byl totožný s postupem popsaným v kapitole 3.6.5.1. Substrátem 

v měření byl BTChI. Při reakci dochází k hydrolýze BTChI katalytickým působením 

BChE za vzniku kyseliny máselné a thiocholinu. Experiment byl proveden v triplikátu a 
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opakován třemi nezávislými měřeními. Pro statistické hodnocení naměřených dat byl 

použit program GraphPad Prism 5. 

3.8.5.2 Stanovení Michaelisovy konstanty 

Postup stanovení Michaelisovy konstanty byl totožný s postupem popsaným 

v kapitole 3.6.5.3. Pouze substrát ATChI byl nahrazen BTChI.  

3.8.5.3 Stanovení IC50 standardního inhibitoru BChE 

Etopropazin, který vykazuje vysokou inhibiční selektivitu vůči BChE, byl vybrán 

jako standard pro hodnocení tohoto enzymu. Průběh měření a statistické vyhodnocení 

bylo pak totožné s měřením popsaným v kapitole 3.6.5.4.  
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4.  Výsledky 

4.1 Produkce lidské rekombinantní BACE1 v Expi293F buňkách 

V průběhu řešení disertační práce bylo připraveno celkem 7 fragmentů DNA. 

Fragmentem, který byl amplifikován a úspěšně izolován v enzymaticky aktivní formě, 

byla celá sekvence BACE1 o délce 1-501 AMK. 

4.1.1 BACE1 fragment 1-501 AMK 

4.1.1.1 Amplifikace metodou PCR 

Gen BACE1 byl amplifikován PCR reakcí. Po reakci byla provedena horizontální 

elektroforéza na 1% agarózovém gelu. Fragmenty DNA byly na gelu vizualizovány 

pomocí UV transiluminátoru. Na gelu byly viditelné fragmenty o přibližné velikosti 

1 500 bp, což odpovídá velikosti BACE1 (Obrázek 12). 

 

Obrázek 12 – Agarózová elektroforéza amplifikované cílové DNA 

 1 - Velikostní standard molekulových hmotností DNA (O´GeneRullerTM 1kb 

DNA ladder), 2 - produkt reakce PCR 
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Amplifikovaná DNA byla z gelu vyříznuta a extrahována pomocí QIAquick gel 

extrakčního kitu. Izolovaná DNA byla upravena přidáním adenosinu na obou 

3´ koncích. Takto upravený DNA fragment je pak s 95-99% úspěšností zaklonován 

(Beránek 2016). Získaná DNA byla ihned použita pro topoklonování. K topoklonování 

byl použit pcDNA 3.4-TOPO TA Cloning Kit. Klonovacím vektorem byl pcDNA 3.4 

TOPO® vektor a přijímacím organismem byly chemicky kompetentní buňky E. coli 

TOP10. Topoklonovací směs byla vyseta na bakteriální plotny s antibiotikem 

karbenicilin o koncentraci 100 μgml
-1

 média. Po ~18hodinové inkubaci bylo 

odpíchnuto osm kolonií, které byly následně analyzovány pomocí PCR. 

4.1.1.2 PCR na koloniích 

Pro PCR reakci na koloniích byla použita směs Fast master mix. Reakce byla 

analyzována gelovou elektroforézou a vizualizována pomocí UV transiluminátoru. 

Odpovídající velikost DNA byla nalezena u kolonií číslo 2, 6 a 8 (Obrázek 13).  

 

 

Obrázek 13 – PCR na koloniích: Identifikace plazmidové DNA po transformaci 

do chemicky kompetentních buněk E. coli TOP10, 

1-8 - produkty PCR, M - velikostní standardy molekulových hmotností DNA 

O´GeneRuller 1kb DNA ladder 
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Noční kultura byla zaočkována z pozitivních kolonií, která byla následně použita 

pro izolaci plazmidové DNA pomocí Quick Plasmid Midiprep Kitu. Izolovaná 

plazmidová DNA byla odeslána na sekvenaci do Mikrobiologického ústavu AV ČR. 

Pomocí Sagnerovy metody byla potvrzena sekvence BACE1 u kolonie číslo 6. 

4.1.1.3 Stanovení koncentrace plazmidové DNA 

Koncentrace plazmidové DNA byla zjištěna pomocí nanofotometru při vlnové 

délce 260 nm. Čistota DNA byla stanovena jako poměr měření při vlnových délkách 

260 nm a 280 nm, který je ukazatelem znečištění produktu proteiny a jako poměr 

měření při 260 nm a 320 nm, který je ukazatelem znečištění produktu ogranickými 

látkami. Čistota DNA se pohybovala mezi hodnotami 1,8-2,0. Koncentrace izolované 

plazmidové DNA se průměrně pohybovala ~3000 ngµl
-1

.  

4.1.1.4 Kultivace a pasážování buněk  

Buňky byly kultivovány během 14 dnů jako buněčná suspenze za podmínek, jak je 

popsáno v kapitole 3.5.2. Míchání buněk pomocí orbitální třepačky a trny 

v Erlenmayerově baňce zajišťovaly neustálý pohyb, který je důležitý pro viabilitu 

buněk. Pokud není zajištěn pohyb, nebo není dostatečně rychlý, dochází k shlukování 

buněk a tím i ke snížení jejich životnosti. Pasážování buněk probíhalo podle 

následujícího postupu (Tabulka 23). 

 

Tabulka 23 – Schéma pasážování buněk Expi293F 

Pasáž Kultivační 

čas 

(dny) 

Objem 

kultury 

(ml) 

Hustota 

(počet buněk/ml) 

Viabilita

buněk 

(%) 

Ředění pro další 

pasáž  

(počet buněk/ml) 

0 4 30 ~1×10
6
 ~80 0,3×10

6
 

1 4 30 ~1×10
6
 ~90 0,3×10

6
 

2 3 30 ~3×10
6
 ~93 1,0×10

6
 

3 3 30 ~5-7×10
6
 ~96 0,3×10

6
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Pro expresi rekombinantního proteinu bylo použito 7,5 × 10
7
 buněk ve 25,5 ml 

média. Zbytek buněčné kultury o koncentraci 1 × 10
7
 buněk v 1 ml média byl uchován 

při teplotě -150 °C jako zásobní kultura. 

4.1.1.5 Exprese lidské rekombinantní BACE1 

Exprese lidské rekombinantní BACE1 probíhala za specifických podmínek 

popsaných v kapitole 3.5.3, které vedly k rychlé produkci proteinu. Nejprve byla 

produkce proteinu sledována v průběhu 7 dnů, kdy od druhého dne transfekce byl 

odebrán stejný objem buněk (5 ml). Koncentrace proteinu byla stanovena pomocí BCA 

proteinového kitu. Naměřená data ukázala, že nejvyšší produkce proteinu byla dosažena 

třetí den po transfekci DNA. Následující čtvrtý den již docházelo k poklesu koncentrace 

proteinu v expresi (Tabulka 24). Koncentrace buněk se třetí den pohybovala  

~9 × 10
6
 na 1 ml média. Čtvrtý dne došlo ke kontinuálnímu poklesu koncentrace buněk 

na ~7,5 × 10
6
, s vizuálním záznamem mrtvých buněk, které byly nalepeny na povrchu 

Erlenmayerovy baňky. Na základě tohoto experimentu následující produkce proteinu 

probíhaly pouze 3 dny.  

 

Tabulka 24 – Produkce proteinu v buňkách po jednotlivých dnech po transfekci 

Dny 

po transfekci 

Koncentrace proteinu ± SEM 

(mg.ml
-1

) 

Viabilita buněk 

% 

2 0,70 ± 0,03 94,7 

3 2,30 ± 0,02 90.1 

4 0,60 ± 0,05 86,0 

5 0,40 ± 0,04 78,8 

6 0,27 ± 0,02 69,7 

7 0,20 ± 0,02 56,2 
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4.1.1.6 Izolace lidské rekombinantní BACE1 

Peleta buněk, která byla získána centrifugací suspenze po expresi plazmidové DNA 

v Expi293F buňkách, byla použita pro izolaci lidské rekombinantní BACE1. K extrakci 

membránových proteinů z fosfolipidové vrstvy se často využívají různé detergenty 

(Cuozzo a Soutter 2014b). Na základě dostupné literatury či informací od kolegů bylo 

vyzkoušeno celé spektrum ionických a neionických komerčně dostupných detergentů, 

které měly pomoct uvolnit BACE1 z membrány v aktivní formě. V tabulce 25 je 

přehled připravených a použitých roztoků. 

 

Tabulka 25 – Složení roztoků pro izolaci BACE1 z buněk 

  1 2 3 4 

 Složka Nonidet-

P40(NP-40) 

pufr 

Dodecylmaltosid 

solublizační pufr 

Triton-X-100 

solubilizační pufr 

Digitonin 

solubilizační 

pufr 

A detergent 1 % NP-40 

(1 ml) 

Dodecyl maltosid 

(0,1-2,0 %) 

TritonX-100 

(0,1-2,0 %) 

Digitonin 

(1-10 %) 

B pufr 50 mM Tris-

HCl 

pH 8,0 – 5 

ml 

50 mM Tris, 

pH 8,5 

50 mM imidazol-

HCl, pH 8,5 

30 mM Hepes, 

pH 8,5 

C sůl 150 mM 

NaCl 15 ml 

750 mM 

6-aminokapronová 

kyselina 

50 mM NaCl/2mM 

6-aminokapronová 

kyselina 

150 mM 

octan draselný 

D ochrana 

proteolýzy 

2 mM PMSF 0,5m M EDTA, 

2 mM inhibitor 

proteolýzy 

0,5 mM EDTA, 

2 mM inhibitor 

proteolýzy  

2 mM 

inhibitor 

proteolýzy 

E další   10 % glycerol 10 % glycerol 

 

Solubilizační pufr na bázi dodecylmaltosidu a komerční kit pro izolaci 

membránových Mem-PER Plus, který se objevil na trhu v průběhu řešení disertační 

práce, byly schopny uvolnit BACE1 z buněk v enzymaticky aktivní formě. Izolace 
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proteinu z buněk pomocí kitu probíhala dle postupu doporučeným výrobcem. 

V konečné fázi byl zvolen komerční kit Mem-PER Plus, jelikož poskytl z izolované 

pelety nejvyšší koncentraci BACE1 s vysokou aktivitou z izolované pelety. Toto bylo 

potvrzeno jak velikostí proužku na western blotu (Obrázek 14), tak i změřenou 

koncentrací proteinu ve vzorku. Vzorek číslo 5 a 6 byl izolován z pelety, která 

obsahovala BACE1 o délce 1-501 AMK. Koncentrace proteinu ve vzorku číslo 5 byla 

30,8 µg.ml
-1

. Vzorek číslo 6 obsahoval pouze 5,9 µg.ml
-1 

proteinu. 

 

 

Obrázek 14 – Western blot analýza pomocí protilátky - izolace BACE1 pomocí 

detergentů 

M - hmotnostní marker; sloupec 1 – fragment 45-454 AMK, izolace pomocí 

dodecylmaltosidového pufru; sloupec 2 – fragment 45-454 AMK, izolace pomocí Triton 

X100; sloupec 3 fragment 22-454 AMK, izolace pomocí dodecylmaltosidového pufru; 

sloupec 4 - fragment 22-454 AMK, izolace pomocí Triton X100; sloupec 5 - fragment 

1-501, izolace pomocí komerčního kitu; sloupec 6 - izolace dodecylmaltosidového 

pufru 

 

Doporučený postup výrobce k izolaci membránových proteinů, který byl validován 

pro počet 5 × 10
6
 buněk, byl dále modifikován.  Promývací krok „wash” pufrem byl 

opakován 3krát. V původní verzi je tento krok doporučeno provést pouze jednou. 

Z buněk bylo postupně vymýváno médium. Dále byl zvýšen objem permeabilizačního 
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pufru z 0,75 ml na 3 ml. Relativní odstředivá síla byla z původních 16 000 × g zvýšena 

na 18 600 × g, kdy bylo využito maximálních parametrů použité centrifugy. Taktéž byl 

zvýšen objem solubilizačního roztoku z původního objemu 0,5 ml na 3 ml.  

4.1.1.7 Purifikace lidské rekombinantní BACE1 

Na konci celého procesu byla BACE1 purifikována dvěma kroky, a to využitím 

iontové afinitní chromatografie a dialýzy. HisPur kobaltová pryskyřice byla použita 

pro purifikaci proteinu. Po dialyzaci byl produkt lyofilizován. Průměrný zisk 

lyofilizovaného enzymu byl 1,3 ± 0,3 mg na 1 litr média. Lyofilizovaný protein byl 

skladován při -80 °C, což zajištovalo stabilitu a aktivitu enzymu pro jeho další použití.  

4.1.1.8  SDS a western blot 

Reprezentativní výsledky SDS-PAGE a western blotu BACE1 jsou uvedeny 

na obrázku 15. Oba výsledky ukazují proužek maturované BACE1 v pozici ∼75 kDa. 

 

 

Obrázek 15 – SDS-PAGE a western blot purifikované BACE1 

A - SDS-PAGE: sloupec 1 - hmotnostní marker; sloupec 2 - supernatant; sloupec 3 

purifikovaná a dialyzovaná BACE1. B - western blot analýza za použití protilátky 

proti histidinové kotvě: sloupec 1 - hmotnostní marker; sloupec 2 - supernatant; 

sloupec 3 - purifikovaná a dialyzovaná BACE1 
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4.1.2 Validace kinetických vlastností lidské rekombinantní BACE1 

4.1.2.1 Specifická aktivita 

Aktivita BACE1 byla měřena dle postupu v detekčním kitu od firmy Sigma-Aldrich 

(k. č. CS0010). Fluorescenční substrát 7-metoxykumarin-4-acetyl-[Asn670, Lue671]-

amyloid β/A4 prekurzorový protein 770 fragment 667-676-(2,4 dinitrophenyl)Lys-Arg-

Arg amid trifluoroacetátová sůl, který je používán v tomto kitu, byl využit 

pro hodnocení aktivity měření. Substrát byl rozpouštěn v DMSO a následně ředěn 

v acetátovém pufru o pH 4,5 na finální koncentraci 0,25 µM. Jelikož BACE1 se nachází 

v endozomech a Golgiho aparátu, kde se pH pohybuje v oblasti 4,0-5,5, je takto nízké 

pH optimální pro aktivitu BACE1 (Tan a Evin 2012). Enzym bylo nutné ředit ve 0,1M 

FP o pH 7,4. Při ředění acetátovým pufrem o pH 4,5 docházelo k precipitaci enzymu. 

Emisní a excitační vlnové délky byly nastaveny v jejich maximu, a to na 330 a 390 nm 

v porovnání s 320 and 405 nm, které deklaroval výrobce fluorescenčního kitu (Obrázek 

16, Obrázek 17). Specifická aktivita lidské rekombinantní BACE1 se pohybovala 

~120 000 ± 4,000 RFUmin
-1
µg

-1
. 

 

Obrázek 16 – Sken exitačního spektra BACE1. 
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Obrázek 17 – Sken emisního spektra BACE1 

 

4.1.2.2 IC50 verubecestatu 

Verubecestat byl první inhibitor BACE1, jenž se dostal do poslední fáze klinického 

testování. V současné době je používán jako referenční standard (Egan et al. 2019). 

Enzym BACE1 byl charakterizován hodnotou IC50 pro tento inhibitor. Tato hodnota 

udává koncentraci inhibitoru, při které za daných podmínek dochází k 50% poklesu 

aktivity sledovaného enzymu. Hodnota IC50 pro verubecestat byla 1,765 ± 0,036 nM 

(Obrázek 18). Výsledek je vyjádřen jako hodnota průměru z 3 stanovení ± SEM. 

Pro výpočet byl použit program GraphPad Prism 5. Naměřená hodnota IC50 byla 

porovnána s výsledky zveřejněnými v odborné literatuře. 
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Obrázek 18 – Inhibiční účinek různých koncentrací verubecestatu na BACE1 

 

4.1.3 Produkce BACE1 fragmentu 22-501 AMK, 46-501 AMK, 22-454 

AMK, 46-454 AMK, 22-454 AMK + sekreční signál, 46-454 

AMK + sekreční signál 

Během řešení předkládané disertační práce byl také připraven konstrukt kódující 

protein BACE1 s prodoménou a bez prodomény (22-501 AMK, 46-501 AMK). Exprese 

v Expi293F buňkách byla prokázána u konstruktu 46-501 AMK pomocí imunoblotu 

za použití protilátky proti histidinové kotvě. Na western blotu byly přítomny dva 

proužky o velikostech okolo 50 kDa a 75 kDa (Obrázek 19, Obrázek 20), což odpovídá 

teoretické molekulové hmotnosti vypočtené pomocí programu ExPASy 

(http://web.expasy.org/compute_pi/), která je 50,903 kDa pro neglykosylovaný protein 

a ~75 kDa pro glykosylovaný protein. Protein se v buňkách začal tvořit již 

po 48 hodinách po transfekci, což naznačuje vhodně zvolenou metodu transfekce a 

množství použité DNA. Bohužel se nepodařilo protein izolovat v enzymaticky aktivní 

formě tak, aby mohl být použit pro stanovení jeho aktivity. 

http://web.expasy.org/compute_pi/
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Obrázek 19 – Western blot analýza za použití protilátky proti histidinové kotvě: 

 M - hmotnostní marker, identifikace produkce BACE1 (46-501 AMK) po 48 

hodinách 

 

 

 

Obrázek 20 – Western blot analýza za použití protilátky proti histidinové kotvě: 

 M - hmotnostní marker, identifikace produkce BACE1 (46-501 AMK) po 96-168 

hodinách 

 

Z tohoto důvodu byly vytvořeny další konstrukty s delecí transmembránové části 

proteinu (22-454 AMK + sekreční signál, 46-454 AMK + sekreční signál). Bohužel ani 

u jednoho z konstruktu nebyla detekována exprese požadovaného proteinu v buňkách, 

ani sekrece proteinu do média. Vzhledem k předchozím výsledkům byla u dalších 

konstruktů zvolena kombinace delece transmembránové části spolu s delecí 
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lokalizačního signálu pro Golgiho aparát. Byly vytvořeny dva konstrukty, z nichž jeden 

konstrukt obsahoval pouze katalytickou část (46-454 AMK) a druhý konstrukt 

obsahoval ještě prodoménu (22-454 AMK). Z analýzy prvních výsledků bylo patrné, že 

dochází k expresi rekombinantního proteinu u konstruktu (46-454 AMK), který byl 

potvrzen protilátkou proti histidinové kotvě. Velikost zkráceného proteinu se 

pohybovala okolo 50 kDa (Obrázek 21). Analýzou cílové sekvence DNA pomocí 

programu ExPASy byla vypočtena teoretická molekulová hmotnost rekombinantního 

proteinu bez glykosylací 48,51 kDa. Nebyla však potvrzena jeho aktivita fluorescenční 

metodou. 

 

Obrázek 21 – Western blot analýza za použití protilátky proti histidinové kotvě: 

 M - hmotnostní marker, identifikace produkce BACE1 (46-454 AMK)  

 

Byla provedena pouze jedna purifikace rekombinantního proteinu, avšak protein 

nebyl izolován v dostatečném množství pro další měření. Nebyla proto potvrzena jeho 

aktivita fluorescenční metodou. Ačkoli byla po odstranění transmembránové domény 

potvrzena exprese proteinu v buňce, nebylo možné získat protein v potřebné čistotě a 

kvantitě pro další analýzy. 

 

4.2 Produkce lidské rekombinantní AChE v Expi293F buňkách 

4.2.1 Amplifikace metodou PCR 

Gen ACHE byl amplifikován PCR reakcí. Po reakci byla provedena horizontální 

elektroforéza na 1% agarózovém gelu. Fragmenty DNA byly na gelu vizualizovány 
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pomocí UV transiluminátoru. Na gelu byly viditelné fragmenty o přibližné velikosti 

1 800 bp, což odpovídá velikosti AChE (Obrázek 22). 

 

Obrázek 22 – Agarózová elektroforéza amplifikované cílové DNA 

1 - Velikostní standard molekulových hmotností DNA O´GeneRullerTM 1kb DNA 

ladder. 2 - produkt PCR reakce 

 

4.2.1.1 PCR na koloniích 

 PCR reakce na koloniích probíhala postupem popsaným v kapitole 4.1.2.2. 

Pozitivní DNA byla potvrzena u kolonie číslo 5, 6 a 7 (Obrázek 23). Izolovaná 

plazmidová DNA byla odeslána do Mikrobiologického ústavu AV ČR na sekvenaci, 

která ověřila správnost sekvence genu ACHE. Na Mikrobiologickém ústavu byla 

pomocí Sagnerovy metody potvrzena sekvence AChE u kolonie číslo 5. 
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Obrázek 23 – PCR na koloniích: Identifikace  plazmidové DNA po transformaci 

do chemicky kompetentních buněk E. coli TOP10 

1-8 - produkty PCR, M - Velikostní standardy molekulových hmotností 

DNAO´GeneRuller 1kb DNA ladder 

 

4.2.1.2 Stanovení koncentrace plazmidové DNA 

Stanovení koncentrace plazmidové DNA probíhalo postupem popsaným v kapitole 

4.1.2.3. Koncentrace izolované plazmidové DNA se průměrně pohybovala 

~1000-2000 ngµl
-1

. 

4.2.2 Kultivace a pasážování buněk  

Pasážování buněk probíhalo podle následujícího postupu popsaného v kapitole 4.1.3 

do té doby, než bylo dosaženo počtu 7,5 × 10
7
 buněk potřebných pro expresi DNA 

AChE. 

4.2.3 Exprese lidské rekombinantní AChE 

Exprese lidské rekombinantní AChE probíhala za podmínek popsaných v kapitole 

4.1.4. Produkce proteinu byla sledována Ellmanovou metodou. Vzhledem k tomu, že 

AChE byla sekretována do média, byl v průběhu exprese proteinu odebrán vzorek 
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média a poté měřena zvyšující se aktivita AChE (Tabulka 26). Sedmý den, kdy byla 

exprese proteinu ukončena, se viabilita buněk v expresi pohybovala kolem 60 %. 

Koncentrace proteinu v supernatantu se průměrně pohybovala nad 1 mgml 
-1

 média. 

 

Tabulka 26 – Ukázka zvyšující se aktivity AChE monitorující produkci proteinu 

sekretujícího se do média 

Den Aktivita supernatantu 

(∆A412min
-1

) 

1 nasazena exprese 

2 přidány zesilovače 

3 3,600 

4 8,000 

5 10,190 

6 12,073 

7 13,000 

 

4.2.4 Purifikace lidské rekombinantní AChE 

Po expresi byla AChE purifikována dvěma kroky, a to využitím chromatografie a 

dialýzy. Pro lepší manipulaci a zabránění ztrátám proteinu byl vysokoaktivní 

supernatant naředěn 20 mM Tris pufrem pH 7,5 na aktivitu ~2,000 ∆A412min
-1

. 

Před vazbou na pryskyřici byla provedena 3krát opakovaná dialýza 20mM Tris pufrem 

pH 7,5. Pro purifikaci AChE byla použita Sefarosa4B/prokainamidová pryskyřice. Poté 

následovala opětovná 3kroková dialýza 20mM Tris pufrem pH 7,5. Celý proces 

purifikace byl monitorován měřením aktivity AChE modifikovanou Ellmanovou 

metodou (Tabulka 27). Roztok proteinu byl zmražen na -80 °C a lyofilizován. 
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Lyofilizovaný protein byl skladován při -80 °C, což zajištovalo stabilitu enzymu 

pro jeho další využití. 

 

Tabulka 27 – Ukázka změny aktivity enzymu v souvislosti s jednotlivými kroky 

purifikace 

Jednotlivé kroky 

purifikace 

Aktivita enzymu 

(∆A412min
-1

) 

Supernatant 1,831 

Dialýza 1,659 

Vazba na pryskyřici 0,001 

Pufr 0,001 

Pufr/0,1M NaCl 0,004 

Pufr/0,3M NaCl 0,005 

Eluční roztok 1,425 

Dialýza 0,810 

 

4.2.5 SDS-PAGE a western blot 

Reprezentativní výsledky SDS-PAGE a western blotu AChE jsou uvedeny 

na obrázku 24. Oba výsledky ukazují proužek maturované AChE v pozici ∼70 kDa. 
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                   A                                                             B 

Obrázek 24 – SDS-PAGE a western blot purifikované AChE 

A - SDS-PAGE: sloupec 1 - hmotnostní marker; sloupec 2 - supernatant; sloupec 3 -

dialyzovaná AChE; sloupec 4 - hmotnostní marker; sloupec 5 - purifikovaná AChE.  

B: western blot analýza za použití protilátky proti histidinové kotvě: sloupec 1 -

hmotnostní marker; sloupec 2 - purifikovaná BChE; sloupec 3 - purifikovaná AChE; 

sloupec 4 - hmotnostní marker 

 

4.2.6 Validace kinetických vlastností lidské rekombinantní AChE 

4.2.6.1 Specifická aktivita 

Aktivita AChE byla měřena optimalizovanou Ellmanovou metodou. Enzym byl 

naředěn 0,1M FP o pH 7,4 na aktivitu ~0,3∆A412min
-1

. Specifická aktivita lidské 

rekombinantní AChE se pak pohybovala ~20 000 Umin
-1
mg

-1
. Následně byl enzym 

stabilizován přídavkem albuminu 1 mgml
-1

 roztoku. Takto připravený enzym byl pak 

použit pro následná měření Michaelisovy konstanty a stanovení hodnoty IC50 

selektivního inhibitoru AChE. 

4.2.6.2 Michaelisova konstanta 

Enzym byl charakterizován pomocí Michaelisovy konstanty (Km) a maximální 

rychlosti (Vmax) reakce. Tato konstanta označuje takovou látkovou koncentraci 

substrátu, při níž je rychlost enzymové reakce (v) polovinou rychlosti maximální. 

Kinetické parametry lidské rekombinantní AChE Km a Vmax, byly získány s pomocí 
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programu GraphPad Prism 5 (Obrázek 25). Hodnota Km pro substrát ATChI byla 

0,288 ± 0,020 mM a hodnota Vmax byla 0,373 ± 0,010 ΔAmin
-1

. Výsledek je vyjádřen 

jako hodnota průměru z 3 nezávislých stanovení ± SEM. Hodnota Km byla porovnána 

s výsledky zveřejněnými v odborné literatuře. 

 

 

Obrázek 25 – Zobrazení průběhu inhibice lidské rekombinantní AChE nadbytkem 

ATChI. 

4.2.6.3 IC50 donepezilu 

Enzym byl charakterizován hodnotou IC50 pro selektivní inhibitor AChE donepezil 

(Obrázek 26). Hodnota IC50 byla 7,834 ± 0,054 nM. Výsledek je vyjádřen jako hodnota 

průměru z 3 nezávislých stanovení ± SEM. Pro výpočet byl použit program GraphPad 

Prism 5. Získaná hodnota IC50 byla porovnána s výsledky zveřejněnými v odborné 

literatuře. 
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Obrázek 26 – Inhibiční účinek různých koncentrací donepezilu vůči AChE 

 

4.3 Produkce lidské rekombinantní BChE v Expi293F buňkách 

4.3.1 Amplifikace metodou PCR 

Gen BCHE byl amplifikován PCR reakcí. Po reakci byla provedena horizontální 

elektroforéza na 1% agarózovém gelu. Fragmenty DNA byly na gelu vizualizovány 

pomocí UV transiluminátoru. Na gelu byly viditelné fragmenty o přibližné velikosti 

1 800 bp, což odpovídá velikosti BChE (Obrázek 27). 

 

 

Obrázek 27 – Agarózová elektroforéza amplifikované cílové DNA 

1 - Velikostní standard molekulových hmotností DNA O´GeneRullerTM 1kb 

DNA ladder. 2 - produkt reakce PCR 
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4.3.1.1 PCR na koloniích 

PCR reakce na koloniích probíhala postupem popsaným v kapitole 4.1.2.2. 

Pozitivní DNA byla potvrzena u kolonie číslo 2, 5, 6, 7 a 8 (Obrázek 28). Izolovaná 

plazmidová DNA byla odeslána na sekvenaci do Mikrobiologického ústavu AV ČR. 

Pomocí Sagnerovy metody zde byla potvrzena sekvence BChE u kolonie číslo 6. 

 

Obrázek 28 – PCR na koloniích: Identifikace požadované plazmidové DNA 

po transformaci do chemicky kompetentních buněk E. coli TOP10. 

1-8 - produkty PCR. M - Velikostní standardy molekulových hmotností DNA 

O´GeneRullerTM 1kb DNA ladder 

 

4.3.1.2 Stanovení koncentrace plazmidové DNA 

Určení koncentrace plazmidové DNA probíhala postupem popsaným v kapitole 

4.1.2.3. Koncentrace izolované plazmidové DNA se pak průměrně pohybovala 

~1000 ngµl
-1

. 

4.3.2 Kultivace a pasážování buněk  

Pasážování buněk probíhalo podle následujícího postupu popsaného v kapitole 4.1.3 

do té doby, než bylo dosaženo počtu 7,5 × 10
7 

buněk potřebných pro expresi DNA 

BChE. 
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4.3.3 Exprese lidské rekombinantní BChE 

Exprese lidské rekombinantní BChE probíhala za podmínek popsaných v kapitole 

4.1.4. Produkce proteinu byla sledována Ellmanovou metodou. Vzhledem k tomu, že 

BChE byla sekretována do média byl v průběhu 7denní exprese proteinu odebrán 

vzorek média a poté sledována zvyšující se aktivita BChE (Tabulka 28). Sedmý den, 

kdy byla exprese ukončena se viabilita buněk pohybovala kolem 60 %. Koncentrace 

proteinu v supernatantu se průměrně pohybovala nad 1 mgml 
-1

 média. 

 

Tabulka 28 – Ukázka zvyšující se aktivity BChE monitorující produkci proteinu 

sekretujícího se do média 

Den Aktivita supernatantu 

(∆A412min
-1

) 

1 nasazena exprese 

2 přidány zesilovače 

3 0,698 

4 1,230 

5 1,870 

6 1,922 

7 2,467 

 

4.3.4 Purifikace lidské rekombinantní BChE 

Po expresi proteinu byla BChE purifikována dvěma kroky, a to využitím dialýzy a 

chromatografie. Před vazbou na pryskyřici byla provedena 3krát opakovaná dialýza 

20mM Tris pufrem pH 7,5. Pro purifikaci BChE byla použita Hupresinová pryskyřice. 

Celý proces purifikace byl monitorován měřením aktivity BChE Ellmanovou metodou 
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(Tabulka 29). Následovala opět 3kroková dialýza 20mM Tris pufrem o pH 7,5. Poté byl 

roztok proteinu zmražen na -80 °C. Vzhledem k vysoké stabilitě BChE nebyl produkt 

lyofilizován.  

Tabulka 29 – Ukázka změny aktivity proteinu v souvislosti s jednotlivými kroky 

purifikace 

Jednotlivé kroky 

purifikace 

Aktivita enzymu  

(∆A412min
-1

) 

Supernatant 2,467 

Dialýza 2,200 

Vazba na pryskyřici 0,001 

 Pufr 0,003 

Pufr/0,1 M NaCl 0,003 

Pufr/0,3 M NaCl 0,005 

Eluční roztok 1,693 

Dialýza 1,440 

 

4.3.5 SDS-PAGE a western blot 

Reprezentativní výsledky SDS-PAGE a western blotu BChE jsou ukázány 

na obrázku 29. Výsledky SDS-PAGE ukazuje dva pruhy maturované BChE v pozici 

~100 kDa. Na western blotu jsou oba pruhy slité v jeden pruh v pozici ~100 kDa. 
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A                                                              B 

Obrázek 29 – SDS-PAGE a western blot purifikované BChE 

A - SDS-PAGE: sloupec 1 - supernatant; sloupec 2 - hmotnostní marker; sloupec 3 - 

purifikovaná BChE; sloupec 4 - hmotnostní marker. 

B - western blot analýza za použití protilátky proti histidinové kotvě: sloupec 1 - 

hmotnostní marker; sloupec 2 - purifikovaná BChE  

 

4.3.6 Validace kinetických vlastností lidské rekombinantní BhCE 

4.3.6.1 Specifická aktivita 

Aktivita BChE byla měřena optimalizovanou Ellmanovou metodou. Enzym byl 

naředěn 0,1M FP o pH 7,4 na aktivitu ~0,300 ∆A412min
-1

. Specifická aktivita lidské 

rekombinantní BChE se pak pohybovala ~50 000 Umin
-1
mg

-1
. Následně byl enzym 

stabilizován přídavkem albuminu 1 mgml
-1

 roztoku. Takto připravený enzym byl pak 

použit pro následná měření Km a stanovení hodnoty IC50 selektivního inhibitoru BChE. 

4.3.6.2 Michaelisova konstanta 

Enzym byl charakterizován pomocí hodnot Km a Vmax. Kinetické parametry lidské 

rekombinantní BChE Km a Vmax, byly získány výpočtem s pomocí programu GraphPad 

Prism 5. Hodnota Km pro substrát BTChI byla 0,256 ± 0,003 mM a hodnota Vmax byla 
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0,615 ± 0,0144 ΔAmin
-1

 (Obrázek 30). Výsledek je vyjádřen jako hodnota průměru 

z 3 nezávislých stanovení ± SEM. Hodnota Km byla porovnána s výsledky zveřejněnými 

v odborné literatuře. 

 

Obrázek 30 – Zobrazení průběhu inhibice lidské rekombinantní BChE nadbytkem 

BTChI. 

 

4.3.6.3 IC50 etopropazinu 

Enzym byl charakterizován hodnotou IC50 pro selektivní inhibitor BChE 

etopropazin. Hodnota IC50 byla 0,477 ± 0,045 µM (Obrázek 31). Výsledek je vyjádřen 

jako hodnota průměru z 3 nezávislých stanovení ± SEM. Pro výpočet byl použit 

program GraphPad Prism 5. Získaná hodnota IC50 byla porovnána s výsledky 

zveřejněnými v odborné literatuře. 
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Obrázek 31 – Inhibiční účinek různých koncentrací etopropazinu na BChE 
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5. Diskuze 

V rámci této disertační práce byla na KTVF zavedena metoda pro produkci lidských 

rekombinantních proteinů, a to BACE1, AChE a BChE. Pro expresi výše zmíněných 

enzymů byl vybrán komerčně dostupný Expi systém, jehož součástí jsou Expi293F 

buňky. Tato buněčná kultura je linie upravených HEK293 buněk, které jsou schopny 

růst v suspenzi až do dosažení vysokého počtu buněk. Linie je vhodným hostitelem 

pro přechodné transfekce pro následnou produkci rekombinantních proteinů a protilátek 

a jejich kultivace probíhá v bezproteinovém a bezsérovém médiu.  

5.1 Produkce lidské rekombinantní BACE1 

V průběhu řešení disertační práce byl validován ~14denní protokol pro kultivaci 

Expi293F buněk nutných k expresi proteinu. Pro přípravu rekombinantní lidské BACE1 

byly optimalizovány a validovány jednotlivé kroky exprese a purifikace v Expi293F 

buňkách.  

U firmy GeneArt gene syntetický servis byla připravena nukleotidová sekvence 

genu lidské BACE1 o velikosti 1 545 bp. Tato sekvence byla při klonování postupně 

upravována, pro dosažení optimální exprese. V průběhu disertační práce bylo 

připraveno celkem 7 fragmentů DNA o různých délkách kódujících různé kombinace 

domén proteinu BACE1. Všechny konstrukty kódovaly na C-konci histidinovou kotvu 

pro potřeby detekce proteinu a jeho následné purifikace. Výběr jednotlivých délek 

fragmentů byl proveden na základě rešeršní práce. Z dostupných literárních zdrojů byly 

vybrány následujíci fragmenty, které se mezi sebou liší svou délkou: 

 BACE1: 1-460 AMK (Yang et al. 2004) 

 BACE1: 14-454, 22-454, 41-454, 56-454 (Sardana et al. 2004) 

 BACE1: 1-454 (Bruinzeel et al. 2002) 

 BACE1 1-501 AMK (Kalvodova et al. 2005; Westmeyer et al. 2004). 

Produkce těchto fragmentů probíhala v různých expresních systémech jak 

prokaryotních tak i v eukaryotních buňkách. Jak už bylo v teoretické části popsáno, 

jednotlivé systémy mají své výhody a nevýhody. Enzymy produkované v prokaryotních 

systémech, jako je E. coli sloužily například pouze ke strukturním studiím (Tomasseli et 
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al. 2008). V těchto buňkách také často probíhá produkce v inkluzních tělíscích 

obsahujících pouze monomerní enzym. Při izolaci enzymu tak může dojít ke ztrátám 

jeho aktivity (Sardana et al. 2004; Thermofisher Scientific 2020). 

 Objevuje se stále více důkazů, že BACE1 existuje i v dimerní formě, jež je 

aktivnější než monomer. Tato zjištění byla potvrzena in vitro při expresi BACE1 

v HEK293 buňkách a taktéž i při izolaci buněk z mozkové tkáně (Schmechel et al. 

2004). Dokonce byl potvrzen i vznik oligomeru u BACE1 produkované v HEK293 

buňkách. Oligomery byly viditelné v čerstvě produkovaném a purifikovaném enzymu, 

avšak častěji se vyskytovaly v déle skladovaných vzorcích. Příčinou tohoto jevu by 

mohla být nespecifická agregace proteinu (Sidera et al. 2002). Výhodou savčích buněk 

je taktéž to, že poskytují veškeré posttranslační modifikace, které jsou důležité 

pro aktivitu enzymu. Správná glykosylace v savčích buňkách je klíčová pro interakci 

BACE1 s jeho substrátem APP. Srovnáme-li glykosylovanou BACE1 s modifikovanou 

neglykosylovanou BACE1, která byla produkována v CHO buňkách, aktivita enzymu 

se ukázalao 40 % nižší. BACE1, která byla exprimována v hmyzích buňkách, kde je 

cukerná složka je spíše manosového typu, měla o 50 % nižší aktivitu než BACE1 

produkovaná v savčích buňkách (Charlwood et al. 2001). Aktivitu BACE1, 

produkované v hmyzích buňkách je možné zvýšit až o 260 % přidáním glykanových 

složek (Chang et al. 2005). Na základě těchto zjištění byla pro expresi BACE1 použita 

právě lidská Expi293F buněčná kultura, která vychází z HEK293 buněk. 

Jediným fragmentem BACE1, který se podařilo úspěšně připravit a purifikovat 

v enzymaticky aktivní formě byl fragment o délce 1-501 AMK. Velkým problémem 

byla izolace enzymu v aktivní podobě. BACE1 má jako transmembránový protein jak 

hydrofobní, tak hydrofilní část. Hydrofobní region enzymu prochází skrz fosfolipidovou 

membránu. Transmembránová doména je důležitá pro in vivo enzymatickou aktivitu 

BACE1 vůči jejímu substrátu APP, tedy pro vznik koncového fragmentu C99 (Yan et 

al. 2001). Produkce rozpustných a membránově lokalizovaných proteinů, které jsou 

určeny jak pro strukturální analýzu, tak i pro screening, je obvykle považována za velice 

náročný cíl. Detergenty, které jsou součástí extrakčních roztoků pro izolaci 

membránových proteinů, mohou často snižovat aktivitu enzymu. (Sidera et al. 2002). 

Existují alternativní postupy, jimiž je možné i vysoké koncentrace detergentů odstranit. 

Jedná se např. o využití afinitních pryskyřic, které jsou dodávány komerčními firmami. 

Ty však mohou mít opět negativní vliv na stabilitu enzymu (Cuozzo a Soutter 2014a). 
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V průběhu řešení disertační práce bylo vyzkoušeno celé spektrum extračních roztoků. 

Nejvyšší výtěžek proteinu při jeho izolaci z buněk poskytlo použití kitu pro izolaci 

transmembránových proteinů, který zavedla na trh firma Thermofisher v průběhu řešení 

této práce. Kratší fragmenty o délce 22-501 a 46-501 AMK nebylo možné pomocí 

použitých detergentů izolovat v dostatečné kvalitě a kvantitě. Jelikož tyto fragmenty 

mají zachovanou transmembránovou část, je možné předpokládat, že pomocí výše 

zmíněného kitu by byla možná jejich izolace z buněčné membrány. V další izolaci 

těchto fragmentů pomocí membránového kitu již nebylo pokračováno, jelikož zisk 

enzymu v jeho plné délce sliboval vysokou aktivitu, selektivitu a stabilitu pro následný 

screening inhibitorů BACE1. 

Finálním krokem produkce rekombinantního proteinu je jeho purifikace. Krátká 

histidinová sekvence AMK (nejvíce využívané je šestinásobné opakování histidinu) 

patří k nejčastěji používaným afinitním značkám pro purifikaci rekombinantních 

proteinů. Tuto doménu většinou není nutné odstranit, protože nemá vliv na biologickou 

aktivitu proteinu. Následná purifikace takto označeného proteinu je založena 

na schopnosti histidinu vázat se s vysokou afinitou na ionty některých kovů jako je Ni
2+

, 

Co
2+

, Cu
2+

 nebo Zn
2+

. Eluce proteinu obvykle probíhá za využití gradientu imidazolu. 

V případě purifikace enzymu BACE1 touto metodou je v odborné literatuře nejčastěji 

popisována afinitní chromatografie využívající nikl-nitriltrioctovou (Ni-NTA) 

pryskyřici (Bruinzeel et al. 2002; 2002; Sidera et al. 2002; Mallender et al. 2001). 

Kromě niklu se u afinitní pryskyřice také používají ionty kobaltu. Ačkoliv vazebná 

kapacita obou pryskyřic se pohybuje podobně mezi 5-10 mg proteinu na 1 ml, je vazba 

na kobaltovou pryskyřici méně specifická než na niklovou, na druhou stranu purifikace 

vykazuje vyšší čistotu výsledného produktu (Bornhorst a Falke 2000). V této disertační 

práci jsme proto zvolili způsob purifikace s prvotním odsolením supernatantu, 

získaného izolací z buněk, pomocí dialýzy, následnou vazbou na kobalt-chelatační 

pryskyřici a konečnou dialýzou eluovaného enzymu. 

Po purifikačním kroku, kdy byl získaný enzym dostatečně vyčištěn, následovala 

jeho identifikace, která proběhla pomocí dvou metod, a to gelové elektroforézy a 

western blotu. Sekvence BACE1 o délce 501 AMK dle databáze UniProt 

Knowledgebase má molekulovou hmotnost 55,764 kDa. Výsledky SDS-PAGE a 

western blotu BACE1 ukázaly proužek BACE1 v pozici ∼75 kDa. Toto zjištění 
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odpovídá již dříve publikovaným datům. Nezralá N-glykosylovaná BACE1, která je 

produkovaná v HEK293 buňkách, je na začátku syntetizována jako protein o velikosti 

~70 kDa. Během zrání se N-vázané cukry modifikují, což vede ke zvýšení molekulové 

hmotnosti na ~75 kDa (Haniu et al. 2000; Capell et al. 2000).  

S objevem BACE1 začalo intenzivní hledání nových inhibitorů, jak 

ve farmaceutickém průmyslu, tak v akademické sféře. Tyto látky by mohly sloužit jako 

nové léky pro léčbu AD. Velký zájem v poslední době se zaměřil na selektivní malé 

nepeptidové molekuly s optimálními farmakokinetickými vlastnostmi, které by byly 

schopny proniknout do centrálního nervového systému (CNS). Pro screening a 

charakterizaci inhibitorů BACE1 je rozhodující vybrat vhodnou metodu. In vitro 

aktivita BACE1 je v současné době obvykle měřena pomocí FRET technologie. Tato 

metoda využívá řadu fluorescenčních substrátů na bázi peptidů. Variabilita 

enzymatických metod daná typem enzymu, jeho koncentrací, pH, výběrem pufru, 

koncentrací substrátu a inkubací inhibitoru může modifikovat konečný výsledek a může 

tak mít vliv na porovnání jednotlivých výsledků inhibitorů. Doporučuje se tedy provést 

experimenty s alespoň dvěma různými FRET substráty a poté zhodnotit konečný 

výsledek měření. Problémem je, že komerční firmy mají tyto substráty v omezené 

nabídce. Navíc jsou často součásti kitu, tudíž málokdy samostatně prodejné nebo si je 

vědecká pracoviště sama syntetizují (Mancini et al. 2011). Další nevýhodou 

fluorescenčních substrátů je jejich omezená rozpustnost ve vodném prostředí, která je 

často limitující pro určení Km a tak i nastavení dostatečné koncentrace substrátu 

v měření. V tomto případě pak nelze provést kinetickou charakterizaci BACE1 

inhibitorů. V literatuře byly popsány metody stanovení aktivity BACE1 s použitím 

chromogenního substrátu N-α-benzoyl-D,L-arginin p-nitro-anilid (BAPNA). Tato 

metoda je založena na odštěpení p-nitroranilidu, kdy měření pak probíhá při vlnové 

délce 405 nm. Ačkoliv byla zakoupena L-variantu substrátu, která měla mít vyšší 

specifitu než racemát, nepodařilo se metodu zopakovat ani při dostatečné aktivitě 

enzymu (nepublikované údaje). Zajímavé je, že tato skupina následně publikovala 

článek, kdy měření aktivity BACE1 bylo založeno pouze na fluorescenčních metodách 

a tato kolorimetrická metoda již dále nebyla publikována s naměřenými daty (Mancini 

et al. 2007; 2011). Na základě těchto informací bylo měření aktivity BACE1 

uskutečněné pomocí fluorescenčního substrátu  

7-methoxykumarin-4-acetyl-[Asn670, Lue671]-amyloid β/A4 prekursorový protein 770 
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fragment 667-676-(2,4-dinitrophenyl)Lys-Arg-Arg amid trifluorooctová sůl. Tento 

fluorescenční substrát je součástí kitu pro měření aktivity BACE1 od firmy Sigma 

Aldrich. Lze ho však zakoupit i samostatně. Jak už bylo výše popsáno, nevýhodou je 

jeho nízká rozpustnost, proto nebylo možné určit Km. Ačkoliv se jedná o sůl je nutné 

substrát rozpustit v DMSO, který interferuje při vyšších koncentracích s měřením. 

V publikacích byly popsány metody měření aktivity BACE1, které obsahovaly až 10 % 

DMSO v experimentu, naše zkušenost však připouští maximálně 1% DMSO, aby 

nedocházelo k ovlivnění výsledku (Sardana et al. 2004).  

Pomocí tohoto substrátu byla změřena jak aktivita vyprodukovaného enzymu, tak 

inhibiční vlastnosti verubecestatu. Vzhledem ke zvolenému savčímu buněčnému 

modelu a následných extrakčních a purifikačních krocích se podařilo izolovat enzym 

s dostatečnou aktivitou. Specifická aktivita lidské rekombinantní BACE1 se 

po purifikaci pohybovala ~120 000 ± 4,000 RFUmin
-1
µg

-1
. Objem substrátu tak bylo 

možné snížit v měření na polovinu oproti koncentraci, která byla doporučena výrobcem. 

Finální koncentrace substrátu 0,25 µM byla dostatečná pro naše měření. 

Jako standard byl vybrán inhibitor verubecestat, který byl vyvinut farmaceutickou 

firmou Merk a byl jeden z posledních inhibitorů BACE1, který se dostal do III. fáze 

klinického testování (Das a Yan 2019; Hrabinova et al. 2020). Výsledná hodnota IC50 

pro verubecestat (1,765 ± 0,036 nM) koreluje s publikovanými výsledky, které se 

pohybovaly v rozmezí 2,1-3,4 nM. Tyto hodnoty nicméně nelze úplně porovnat, jelikož 

publikovaná data byla měřena jinými metodami nebo nebyl výsledek vyjádřen jako 

hodnota IC50, ale jako inhibiční konstanta (Ki) (Kennedy et al. 2016; Scott et al. 2016). 

Proto byl pro další validaci zakoupen inhibitor lanabecestat, pro jehož hodnocení byla 

použita metoda FRET. V publikaci je uvedena hodnota Ki 0,40 ± 0,03 i hodnota IC50 

0,60 ± 0,04 nM (Eketjäll et al. 2016). Pro další hodnocení a validaci inhibitorů BACE1 

uvažujeme o nákupu dalšího fluorescenčního substrátu, který by poskytl lepší 

charakterizaci inhibitorů BACE1. 

5.2 Produkce lidských rekombinantních ChE  

AChE i BChE jsou zajímavé z hlediska fyziologického i patologického a obzvláště 

z pohledu naší katedry, z hlediska toxikologického. Lidská BChE hydrolyzuje nebo 

zachycuje širokou škálu toxických sloučenin včetně kokainu, organofosforových 

pesticidů a NPL. Lidská AChE je zajímavá z hlediska otrav NPL, pesticidy a 
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neurodegenerativních onemocnění, jako je AD. Jelikož se naše katedra zabývá výše 

uvedenou problematikou, je nutné mít k dispozici dostatečné množství obou enzymů 

s vysokou stabilitou a dostatečnou aktivitou. 

Obě tyto ChE lze snadno izolovat z lidské heparinizované krve. Krev je 

centrifugována při 2 300 × g a teplotě 4 °C po dobu 20 minut. Centrifugací se oddělí 

plazma od krevního koláče. Z odebrané lidské plazmy lze izolovat enzym BChE z tzv. 

Cohnovy frakce. Tento postup využívá rozdílů vlastností plazmatických proteinů, kdy je 

plazma postupně srážena různými koncentracemi etanolu (0-40 %). V každém kroku 

dojde k vysrážení určitých plazmatických proteinů (Mousavi Hosseini a Ghasemzadeh 

2016). BChE se nachází ve frakci IV a její koncentrace se pohybuje ~4-9 mg v 1 litru 

plazmy (Grunwald et al. 1997a; Das a Liddell 1970; Muensch et al. 1976). Novější 

informace v literatuře popisují zisk ~7 g čisté BChE po následném dvoukrokovém 

purifikačním kroku a filtraci z Cohnovy frakce IV, která vážila 80 kg, což odpovídá 

~4 000 l lidské plasmy (Saxena et al. 2010). Nevýhodou tohoto postupu je, že obsah 

proteinů je velmi nízký a aktivita enzymu po následné purifikaci není dostatečně vysoká 

(Schopfer et al. 2019). Lidská BChE, která je velmi účinná jako bioscavenger 

před účinky otrav NPL, dokáže v dávce 200 mg proteinu ochránit před 2×LD50 somanu 

(Nachon et al. 2013a).  

AChE se v krvi nachází na povrchu erytroytů. Erytrocyty získané centrifugací jsou 

opakovaně promývány 0,1M FP o pH 7,4 a centrifugovány. Následně jsou 

hemolyzovány. Hemolyzát je zmražen na -80 °C. Po rozmražení hemolyzátu je možné 

odstranit hemoglobin a uvolnit AChE, která je ukotvena k buněčné membráně 

erytrocytů glykofosfatidylinositolovou kotvou, ultracentrifugací při 20 800 × g a teplotě 

4 °C po dobu 30 minut. Pro zisk dostatečného množství aktivní AChE i BChE je tak 

zapotřebí zpracovat velké objemy plné krve. Vlastní produkce lidských 

rekombinantních ChE umožňuje potřebu plné krve pro přípravu enzymů eliminovat. 

Lidská rekombinantní AChE byla v minulosti připravena jak ve standardních 

expresních systémech jako jsou prokaryotní buňky např. E. coli (Fisher et al. 1993), 

v metylotrofních kvasinkách Pichia pastoris (Heim et al. 1998), tak i eukaryotních 

buňkách HEK293 (Franklin et al. 2016), HeLa (Kronman et al. 1992a) nebo CHO 

(Nachon et al. 2013b). Dále je možné získat rekombinantní lidskou AChE např. i 

z geneticky upravených rajčat, u kterých byla produkce AChE potvrzena jak v listech, 

tak i v plodech této rostliny (Mor et al. 2001).  
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Lidská rekombinantní BChE byla rovněž připravena v prokaryotních a eukaryotních 

systémech. Exprese aktivní rekombinantní lidské BChE v prokaryotickém systému 

nebyla zcela úspěšná, jelikož vedla k produkci nerozpustného, neaktivního proteinu 

z důvodu jeho nesprávnému složení do výsledné struktury, která je dána přítomností tří 

disulfidických můstků, po jeho izolaci z inkluzních tělísek. Pro úspěšnou produkci 

enzymu v těchto systémech musela být DNA BChE geneticky upravena (Brazzolotto et 

al. 2017). Aktivní lidská rekombinantní BChE byla produkována v savčích buňkách 

(Ilyushin et al. 2013; Xue et al. 2011; Lockridge et al. 1997), hmyzích buňkách 

(Brazzolotto et al. 2012), bourci morušovém (Wei et al. 2000), kozím mléce 

transgenních koz (Huang et al. 2007) a tabákových listech (Schneider et al. 2014).  

Jak už bylo výše popsáno u produkce BACE1 je pro expresi enzymu, který má 

všechny posttranslační modifikace a podobá se tak své fyziologické formě, vhodné 

zvolit eukaryotní systém. Proto byl pro produkci lidských rekombinantních ChE využit 

stejný expresní Expi293 systém. 

U firmy GeneArt gene syntetický servis byly připraveny sekvence genu lidské 

ACHE o velikosti 1 878 bp a lidské BCHE o velikosti 1 842 bp. Tyto fragmenty byly 

úspěšně nasyntetizovány, zaklonovány do expresního vektoru a po potvrzeny DNA 

sekvenací. Izolované plazmidy získané z bakteriální noční kultury byly použity 

pro následnou expresi lidské rekombinantní AChE a BChE v Expi293 buňkách. Lidské 

rekombinantní ChE byly sekretovány do buněčného média, což je technologicky 

výhodnější, jelikož tak byl odstraněn lyzační krok, který je nutný k uvolnění enzymu 

do roztoku, jako tomu bylo u lidské rekombinantní BACE1.  

Důležitým mílníkem pro purifikaci ChE bylo bylo zavedení afinitní chromatografie 

za použití prokainamidové Sefarosy v roce 1978. V případě enzymu AChE je tato 

pryskyřice stále jednou z nejvyužívanějších (Carletti et al. 2008; Lockridge et al. 2018). 

Jednokroková purifikace BChE s použitím prokainamid Sefarosy, která je úspěšně 

používána pro purifikaci AChE, poskytuje částečně purifikovaný enzym z ~10 % 

(Lockridge et al. 2018). Tento fakt vedl k vývoji dalších pryskyřic, které by byly 

vhodnější pro purifikaci BChE. Pro enzym AChE byly v literatuře popsány další vhodné 

afinitní nosiče, například Q Sefarosa (Ma et al. 2006), diethylaminoethanol-Sefarosa 

(DEAE- Sefarosa) (Geyer et al. 2005) a Ni-NTA resin (Ceylan a Erdogan 2017).  

Pro následnou purifikaci lidské rekombinantní AChE jsme zvolili způsob purifikace 

bez úprav supernatantu, pouze s prvotním odsolením supernatantu pomocí dialýzy a 
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následnou vazbou na Sefarosu4B/prokainamidovou pryskyřici, která byla již 

v minulosti na naší katedře využívána pro purifikaci muší AChE. Jednotlivé kroky 

purifikace byly sledovány záznamem změny aktivity enzymu modifikovanou 

Ellmanovou metodou. Ta po expresi dosahovala hodnoty až ~12,000 ∆A412min
-1

. 

Vzorek enzymu byl před následnou vazbou na pryskyřici naředěn Tris pufrem o pH 7,5 

na aktivitu ~2,000 ∆A412min
-1

. Bez této úpravy docházelo k vysokým ztrátám aktivity 

AChE. Celý proces byl zakončen dialýzou eluovaného enzymu. 

Nová pryskyřice Hupresin, která byla vyvinuta pro purifikaci BChE, startupovou 

firmou Chemforase ve Francii, spojuje inhibitor BChE huprin, který je navázán pomocí 

kyseliny 6-aminohexanové na Sefarosu (Brazzolotto et al. 2012). Experimentálně bylo 

prokázáno, že purifikace s použitím pryskyřice Hupresin umožňuje získání BChE 

dosahující čistoty v rozmezí 54–90 % (Lockridge 2015c). Hupresinovou pryskyřici není 

možné použít pro purifikaci obou ChE, jako je tomu u pryskyřice prokainamid 

Sefarosy, jelikož huprin váže AChE velmi silně a nelze ji poté z této vazby uvolnit 

(Lockridge et al. 2018). Tuto pryskyřici je možné dekontaminovat pomocí 0,1M NaOH 

a použít až 7krát bez ztráty vazebné kapacity (Onder et al. 2017). Tato obnova vazebné 

kapacity byla popsána v odborné literatuře při purifikaci plazmatické BChE z Cohnovy 

frakce, avšak tento poznatek u purifikace naší lidské rekombinantní BChE v našich 

laboratorních podmínkách nepotvrdil (nepublikované údaje). Ačkoliv jsme postupovali 

podle literárně popsaného postupu, při následném použití vyčištěné Hupresinové 

pryskyřice, jsme nedosáhli podobných výsledků čistoty proteinu jako při použití nové 

pryskyřice.  

Jak je patrné z výsledků SDS-PAGE je Hupresinová pryskyřice velmi účinná 

pro purifikaci lidské rekombinantní BChE. Jelikož je námi připravená lidská 

rekombinantní BChE označena krátkou sekvencí 6× His, je možné využít k její 

purifikaci iontově afinitní chromatografií. Nejčastěji je v literatuře popsáno využití  

Ni-NTA pyskyřice. V budoucnosti je tak možné uvažovat o použití pouze jediné 

pryskyřice, a to Ni-NTA, jak pro purifikaci AChE, BChE, tak i BACE1, kde by 

výsledky purifikace při použití niklové místo kobaltové afinitní pryskyřice nemusely 

být příliš rozdílné. Hlavní přínos lze spatřit v: 

 zavedení jednotného postupu pro všechny tři enzymy, 
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 časové úspoře při přípravě velkého množství roztoku pro jednotlivé 

purifikační postupy, 

 výrazná finanční úspoře vzhledem k vysoké ceně Hupresinové pryskyřice 

(cena za 10 ml je v současnosti 20 000 Kč) oproti ceně Ni-NTA resinu 

(25 ml za 11 900 Kč). 

Po purifikačním kroku pryskyřicemi následovala identifikace proteinů, která 

proběhla pomocí dvou metod, a to gelové elektroforézy a western blotu.  

Sekvence AChE o délce 614 AMK má dle databáze UniProt Knowledgebase 

molekulovou hmotnost 67,796 kDa. Výsledky SDS-PAGE a western blotu lidské 

rekombinantní AChE ukázaly proužek v pozici ∼70 kDa. Toto zjištění odpovídá již 

dříve publikovaným datům. Molekulová hmotnost lidské rekombinantní AChE, která je 

HEK293 buňkách produkovaná často jako dimer, dosahovala po redukci na monomerní 

podjednotky potvrzena o velikosti 67 a 70 kDa (Kronman et al. 1992b). 

Sekvence BChE o délce 602 AMK má dle databáze UniProt Knowledgebase 

molekulovou hmotnost 68,418 kDa. Výsledky SDS-PAGE a western blotu lidské 

rekombinantní BChE ukázaly proužek v pozici ∼100 kDa. Toto zjištění nicméně 

odpovídá již dříve publikovaným datům. Nativní lidská BChE je tetramer o molekulové 

hmotnosti 340 kDa, což znamená, že jedna monomerní jednotka má molekulovou 

hmotnost 85 kDa. Z čehož ~65 kDa je protein a ~20 kDa jsou cukerné jednotky. 

Podle stupně glykosylace se velikost monomerní jednotky u rekombinantní BChE 

pohybuje mezi ~85-110 kDa (Saxena et al. 2010; Chilukuri et al. 2008; Huang et al. 

2007). 

Specifická aktivita lidské rekombinantní AChE, která byla použita pro následnou 

charakterizaci jejích kinetických parametrů se pohybovala ~20 000 Umin
-1
mg

-1
. 

Pro následnou stabilizaci enzymu, který byl na tuto specifickou aktivitu naředěn 0,1M 

FP pH 7,4, byl přidán albuminu (1 mgml
-1

 roztoku). Zředěný roztok lidské AChE, který 

není stabilizován albuminem, může ztratit svou aktivitu již za 1 hodinu (Lockridge 

2015b). 

Pro charakterizaci lidské rekombinantní AChE jsme stanovili hodnotu Km 

pro substrát ATChI. Jelikož hodnota Km je pro daný enzym a substrát konstantní, lze 

pomocí této hodnoty porovnat jednotlivé enzymy produkované různými pracovišti. 
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Námi naměřená hodnota Km pro substrát ATChI byla 0,288 ± 0,020 mM a odpovídala 

hodnotě Km 0,210 mM publikované v práci Geyer a kolektivu (Geyer et al. 2005). Často 

citovaná Km 0,120-0,150 mM, se pouze řádově shoduje s našimi daty. Je však důležité 

zmínit, že se jedná o lidskou rekombinantní AChE exprimovanou v HEK buňkách 

bez její následné purifikace (Velan et al. 1991; Wang et al. 2014).  

Jako standardní inhibitor AChE byl vybrán donepezil, který je jedním z léčiv 

používaných k léčbě mírné až středně těžké formy AD. Výsledná hodnota IC50 

pro donepezil byla 7,834 ± 0,054 nM. Tato hodnota koreluje s publikovanými výsledky 

6,7-14,8 nM (Ogura et al. 2000; Costanzo et al. 2016; Wang et al. 2014). 

Specifická aktivita lidské rekombinantní BChE, která byla použita pro následnou 

charakterizaci jejích kinetických parametrů, se pohybovala ~50 000 Umin
-1
mg

-1
. 

Pro stabilizaci enzymu, který byl na tuto specifickou aktivitu naředěn 0,1M FP pH 7,4, 

byl rovněž přidán albumin (1 mg na 1 ml roztoku).  

Při charakterizaci lidské rekombinantní BChE jsme stanovili hodnotu 

Km 0,256 ± 0,003 mM pro substrát BTChI. V dostupných literárních zdrojích je hodnota 

Km uváděna v rozmezích 0,01-0,035 mM. Tyto výsledky byly nicméně publikovány 

pro enzymy z jiných živočišných druhů, jako např. potkan, myš, nebo jeho produkce 

probíhala v jiném expresním systému, případně byl enzym geneticky modifikován 

(Amitai et al. 1998; Ilyushin et al. 2013; Shenouda et al. 2009; Radić et al. 1993). 

Proto jsme tuto hodnotu ověřili u komerčně dostupné rekombinantní BChE. Zjištěná 

hodnota Km pro daný enzym a substrát byla 0,277 ± 0,030 a odpovídala hodnotám 

u námi připravené rekombinantní BChE. 

Etopropazin je selektivní inhibitor BChE a antiparkinsonikum užívané 

pro symptomatickou léčbu této choroby. Snižuje extrapyramidový motoricky syndrom 

charakteristický pro Parkinsonovu chorobu (Tortorice 1993). Afinita etopropazinu 

k BChE je 1 000krát vyšší než k AChE. Selektivita tohoto inhibitoru souvisí 

s prostornějším vazebným místem u BChE, které je tak schopné vázat relativně velkou 

molekulu etopropazinu (Šinko et al. 2011; Simeon-Rudolf et al. 2001)  

Z tohoto důvodu byl inhibitor etopropazin vybrán pro charakterizaci naší 

rekombinantní BChE. Výsledná hodnota IC50 pro etopropazin byla 0,477 ± 0,045 µM a 
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koreluje s literárně publikovanými výsledky, jež se pohybují v rozmezí 0,16–15,14 µM 

(Ucar et al. 2005; Simeon-Rudolf et al. 2001). 

AChE i BChE vykazují odlišnou stabilitu. AChE v roztoku, jak již bylo výše 

zmíněno, může v prostředí FP ztratit enzymatickou aktivitu během jedné hodiny, pokud 

není stabilizována přídavkem albuminu. V literatuře bylo popsáno, že ChE obsažené 

v hemolyzátu plné krve, ztrácí za pokojové teploty až 90 % své aktivity. Jestliže krev 

zamrazíme, sníží se aktivita ChE pouze o 10 % během 50 dní. Pokud od sebe oddělíme 

červené krvinky, které obsahují AChE, a plazmu, jež obsahuje BChE, dosáhneme 

rozdílných stabilit. Hemolyzát z červených krvinek, ztrácí aktivitu mnohem rychleji než 

plazma jak za laboratorní teploty, tak i při teplotách 4 °C a -20 °C. Aktivita AChE 

v hemolyzovaných červených krvinkách, které byly skladovány při -20 °C, vymizela 

během 6 týdnů (Crane et al. 1970). 

Aktivita BChE v lidské plazmě, která byla skladována při 4 ° C nebo zmrazena 

při  -20° C, poklesla v průběhu 50 dnů o 10 % (Crane et al. 1970). Bylo potvrzeno, že 

aktivita lyofilizované i  rozpuštěné BChE byla stabilní po dobu nejméně 2 let (Doctor et 

al. 2010). Lockridge ve své publikacia popsala, že pokud je BChE uchovávána 

ve sterilním roztoku, je plazmatická i rekombinantní forma enzymu stabilní při teplotě 

4 °C po dobu nejméně 20 let (Lockridge 2015b).  

U lidské BChE nedochází významněji k adsorpci na stěny nádob, ve kterých je 

uchována. Zředěné roztoky BChE v Tris pufru neztrácejí v průběhu času aktivitu a tak 

je není třeba je stabilizovat přidáním albuminu. Oproti tomu roztoky ředěné ve FP 

ztrácejí při pokojové teplotě 50 % aktivity za 24 hodin při pokojové teplotě (Grunwald 

et al. 1997b). Jelikož při našich měření používáme FP je pro zvýšení stability enzymu 

přidáván albumin v koncentraci 1 mgml
-1

 roztoku.  

Na základě uvedených poznatků a našich dlouhodobých zkušeností jsme proto 

nepřistoupili k lyofilizaci BChE tak, jak to bylo provedeno u AChE. Oba enzymy byly 

uchovány při -80 °C. 
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6. Přínos práce 

Hlavní přínos předložené disertační práce spočívá v zavedení produkce 

rekombinantní lidské BACE1, AChE a BChE, včetně validace enzymů stanovením 

jejich čistoty, kinetických parametrů Km a určení hodnot IC50 pro jejich selektivní 

inhibitory. Ačkoliv prvotní náklady na pořízení jednotlivých komponentů Expi systému 

pro produkci rekombinantních proteinů přesáhly částku 100 000 Kč, je finanční částka, 

kterou v budoucnu ušetříme v rámci nákupu jednotlivých enzymů, nevyčíslitelná. Ceny 

komerčně dostupných enzymů, v závislosti na valutovém kurzu, se pohybují v řádech 

desítek tisíc za setiny až desetiny mg: 

 AChE: 0,1 mg ~39 000 Kč (Sigma-Aldrich), 

 BChE: 0,05 mg ~14 000 Kč (Sino Biological), 

 BACE1: 0,1 mg ~12 000 Kč (Sino Biological). 

Občasný výpadek v dodávkách a hlavně kolísající aktivita pořízených enzymů je 

další nevýhodou, kterou přináší nákup od komerčních firem. Porovnáme-li enzymy 

dostupné na trhu s námi vyprodukovanými enzymy, mají tyto enzymy vyšší aktivitu a 

stabilitu, která je zajištěna okamžitou lyofilizací vyprodukovaného proteinu. Lyofilizace 

enzymů s sebou přináší i lepší manipulaci v rámci přípravy roztoku enzymu o dané 

specifické aktivitě a dochází tak i k nižším ztrátám při manipulaci s enzymem. Zároveň 

byla pozorována vyšší stabilita aktivity enzymu v průběhu biochemických měření. 

Nedochází ke kolísání, či k úplnému poklesu aktivity enzymu během měření v průběhu 

dne. 

Vlastní produkce proteinů umožní rozvoj portfolia in vitro a in vivo metod v rámci 

KTVF. Produkce enzymu BACE1 dovolí zavést jednoduchou a finančně výhodnou 

metodu pro hodnocení nových inhibitorů tohoto proteinu. Přinese tak rozšíření souboru 

biochemických metod v rámci patologie AD. Vysoká specifická aktivita AChE umožní 

testovat inhibitory kromě spektrofotometrie i v rámci jiných fyzikálně chemických 

metod, např. potenciometrie. Homogenní vysoký výtěžek BChE poskytne dostatečné 

množství enzymu pro jeho využití jako bioscavengeru v  dalších experimentech. 
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7. Závěr 

Odvětví zabývající se produkcí rekombinantních proteinů, prošlo obrovským 

vývojem, který byl provázen řadou významných objevů. Dalo by se předpokládat, že 

hlavní objevy v této oblasti již byly učiněny. Je však jisté, že s dalším pokrokem 

v mnoha vědních oborech, které jsou s tímto odvětvím spojeny, bude docházet 

k neustálému rozvoji této oblasti. V průběhu řešení disertační práce, došlo např. 

k posunu vývoje expresního systému pro produkci obtížně exprimovatelných 

membránových proteinů, jež se pak snadno získávají z kultivačního média. V této chvíli 

se zdá, že by bylo jistě výhodnější použít tento systém pro produkci lidské 

rekombinantní BACE1, která je transmembránový protein a odstranit tak jeden krok 

procesu izolace tohoto enzymu z buněčné membrány. Přineslo by to úsporu času 

i finančních prostředků. 

Původní systém Expi293 však vzhledem ke své univerzálnosti umožnil zavést jak 

expresi lidské rekombinantní BACE1, tak i AChE a BChE, které nejsou 

transmembránovými proteiny.  

U všech enzymů byl validován proces purifikace. Enzymy byly charakterizovány 

určením kinetických konstant (enzym/substrát), jako jsou Km, specifická aktivita a IC50 

pro selektivní inhibitor daného enzymu. Tyto lidské rekombinantní enzymy slouží 

pro in vitro i in vivo hodnocení nových potenciálních léčiv, která jsou připravována 

na pracovišti KTVF FVZ UO.  

Všechny produkované proteiny BACE1, AChE a BChE byly podrobeny další 

charakterizaci, jako je určení nativní konformace enzymu, glykosylace enzymu a 

identifikace pomocí kapalinové chromatografie spojené s hmotnostní spektrometrií. 

Tato data zde nejsou v práci uvedena, jelikož se jedná o práci kolegů. 

Na závěr je důležité podotknout, že zvolený systém může sloužit pro produkci 

dalších rekombinantních enzymů např. pro produkci myších či potkaních ChE. Ty pak 

mohou být využity jak pro in vivo, tak i pro in vitro hodnocení potenciálních léčiv a 

umnožní tak rozšířit další testovací modely na naší katedře. 
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