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Abstrakt a klicova slova

Stavajici disertani prace je zamérena na produkci tfi enzymul beta-sekretasy 1
(BACEIl;  beta-stépici  enzym  APP-1), acetylcholinesterasy = (AChE) a
butyrylcholinesterasy (BChE). BACEI1 je integralni membranovy protein, ktery hraje
ustfedni roli pti St€peni amyloidniho prekurzorového proteinu. Produkt tohoto procesu
je nasledné Stépen y-sekretasou, pficemz v mozku pacientli s Alzheimerovou chorobou
(AD) vznikaji amyloid-beta peptidy a nerozpustné amyloidové plaky. Podle vyro¢ni
zpravy Ceské alzheimerovské spole¢nosti bylo vroce 2019 diagnostikovano
158 000 pacientti s touto nemoci. Predpoklada se, ze v roce 2050 dosahne tento pocet
hranici 300 000 pacientt. Inhibitory AChE a antagonista N-methyl-D-aspartat receptorti
jsou v soucasné dobé¢ jedinou alternativou pro terapii AD. Vyznam AChE spociva nejen
vtom, ze je cilovym enzymem pfi terapii AD, ale je taktéz cilovym proteinem
pfi otravidch nervové paralytickymi latkami (NPL). Katedra toxikologie a vojenské
farmacie je pracovistém, které se zaméfuje na studium ucinku téchto latek a
zdravotnické ochran¢ proti nim. Hodnoceni nové syntetizovanych reaktivator
cholinesteras (ChE) inhibovanych NPL a inhibitori, jakozto profylaktik pfi otravach
NPL je spojeno s testovanim na enzymech AChE a BChE.

Predkladand prace byla zaméfena na zavedeni expresniho systému Expi293
pro produkcei lidskych rekombinantnich enzymii: BACE1, AChE a BChE. Pro kazdy
enzym jsou popsany jednotlivé kroky, které jsou potieba k ziskédni dostatecného
mnozstvi aktivniho proteinu. Jelikoz BACEI je transmembranovy protein, bylo u néj
nutné provést izolaci z bunék, na rozdil od ChE, které¢ byly sekretovany do media.

Pro kazdy exprimovany enzym byl zaveden jednoduchy purifika¢ni protokol:
pomoci kobaltové afinitni chromatografie pro BACE1, Sefarosa4B/prokainamidové
pryskyfice pro AChE a Hupresinové pryskyfice pro BChE. Po purifikaci enzymu
nasledovala identifikace proteinii s pouzitim gelové elektroforézy, pro stanoveni
pfiblizné molekulové hmotnosti purifikovanych enzymu. Identita rekombinantniho
proteinu byla potvrzena western blotem pomoci protilatky anti-His. Ob¢ tyto metody
ukazaly prouzek maturované BACE1 v pozici ~75 kDa, prouzek maturované AChE

v pozici ~70 kDa a prouzek maturované BChE v pozici ~100 kDa.



U kazdého enzymu bylo provedeno hodnoceni kinetickych vlastnosti stanovenim
specifické aktivity, hodnoty K, a ICs pro jejich selektivni inhibitor. Specifickd aktivita
lidské rekombinantni BACE1 se pohybovala ~120000 + 4,000 RFU-min"-pg’.
Hodnota K., pro substrat 7-methoxykumarinu-4-acetyl-[Asn670, Lue671]-amyloidu
/A4 prekursorového proteinu 770 fragmentu 667-676-(2,4-dinitrophenylu)Lys-Arg-
Arg amidu trifluorooctové soli nebyla stanovena vzhledem k jeho $patné rozpustnosti.
Namétend hodnota ICs pro verubecestat byla 1,765 + 0,036 nM.

Specificka aktivita lidské recombinantni AChE &inila ~20 000 U.min.mg™.
Hodnota K, pro substrat ATChI byla 0,288 + 0,020 mM. Hodnota ICsy pro inhibitor
donepezil byla 7,834 + 0,054 nM.

Specifickd aktivita lidské rekombinantni BChE dosahovala ~50 000 U.min"'.mg™".
Hodnota K,, pro substrat BTChI byla 0,256 + 0,003 mM. Hodnota ICs, pro selektivni
inhibitor etopropazin byla 0,477 + 0,045 uM.

Enzymy BACE1 a AChE byly stabilizovany lyofilizaci. Enzym BChE vzhledem ke
své zname dlouhodobé stabilité, byl ponechan v 20 mM Tris pufru o pH 7,5. VSechny
tyto produkty byly skladovany pii -80 °C, coz zajistovalo jejich dlouhodobou stabilitu a

aktivitu enzymu pro jejich dalsi pouziti.

Klicova slova: beta-sekretasa 1, acetylcholinesterasa, butyrylcholinesterasa,
Alzheimerova choroba, expresniho systém Expi293, produkce proteinil, purifikace,

inhibitory



Abstract and keywords

The current thesis aims at the production of three enzymes, including beta-secretase
1 (BACEIl; beta-site amyloid precursor protein cleaving enzyme 1),
acetylcholinesterase (AChE), and butyrylcholinesterase (BChE). BACEI 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 BACEI1
1s 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 BACEI 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 ICs, values for their selective inhibitors. The specific activity of human

recombinant BACE1 was approximately 120,000 + 4,000 RFU-min"-ug’. The K,



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 ICsy was 1.765 = 0.036
nM.

Human recombinant AChE specific activity was 20,000 U-min™-pg™". The Ky, value
of acetylthiocholine was 0.288 + 0.020 mM. Donepezil ICsy was 7.834 + 0.054 nM.

Human recombinant BChE specific activity was 50,000 U-min™'-pg”. The Ky, value
for the butyrylthiocholine was 0.256 £ 0.003 mM. The IC50 value for the selective
inhibitor ethopropazine was 0.477 + 0.045 uM.

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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APP
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AV CR
Asn
BACEI1
BACE2
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BChE

BTChI
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Enzyme Commision
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dihydrogen fosfore¢nan draselny
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KTVF Katedra toxikologie a vojenské farmacie
LB Luria Broth

Leu leucin

Lys lysin

MeOH metanol

Met methionin

NaCl chlorid sodny

NaF fluorid sodny

Na,HPO4  hydrogen fosfore¢nan sodny
NMND antagonista N-methyl-D-aspartat

Ni-NTA nikl-nitriltrioctova kyselina

NPL nervove paralyticka latka

PCR polymerazova fetézova reakce
PD prodoména

Phe fenylalanin

PEN-2 presenilinovy zesilovac 2
PRIMA proline-rich membrane anchor
PX phox doména

RPM otacky za minutu

RTG rentgenologicka (kazeta)

RTN retikulony/Nogo proteiny

17



TBS
TNB
TD

Thr
TEMED
TMACI
TMAI
Trp

Tyr
Vimax
Val

Ser

Sf

SDS
SDS-PAGE
SOC
SNX

SP

solny tris pufr
5-merkapto-2-nitrobenzoovy aniont
transmembranova doména

threonin
N,N,N',N'-tetrametyletan-1,2-diamin
tetrametylamonium chlorid
tetrametylamonium jodid

tryptofan

tyrosin

maximalni rychlost reakce

valin

serin

Spodoptera frugiperda

dodecylsiran sodny

elektroforéza na polyakrylamidovém gelu s ptidavkem SDS
Super Optimal Broth

sortujici nexiny

signalni peptid

18



Seznam obrazku

Obrazek 1 — Stépeni amyloidového prekurzorového proteinu.................cocoveeveeens, 27
Obrazek 2 — Strukturni slozeni BACET .....cccooiiiiiiiiiiiieeceeeeee 29
Obrazek 3 — Cesta synt€zy BACEL........ccooviiiiiiieiieeeeeeeee e 31

Obrazek 4 — Kavita AChE obsahujici periferni anionické misto (PAS), katalytické

anionické misto (CAS), acylovou kapsu a katalytickou triddu............ccccveevvenieeiiennnnns 37

Obrazek 5 — Kavita BChE obsahujici periferni anionické misto (PAS), vazebné

misto pro cholin, oxianionickou prohlubei, acylovou kapsu a katalytickou triddu ....... 40

Obrazek 6 — Sekvence BACEI1 v délce 501 AMK a molekulové hmotnosti 55,764
kDa (ptevzato z databaze UniProt Knowledgebase) .........c.cccceevvieciieniiiiieniicieieee, 53

Obrazek 7 — Sekvence AChE v délce 614 AMK a molekulové hmotnosti 67,796
kDa (ptevzato z databaze UniProt Knowledgebase) . Chyba! ZaloZka neni definovana.

Obrazek 8 — Rozstépeni ATChI acetylcholinesterasou..........ccoeceeeceeeviiiiienieenenne. 72
Obrazek 9 — Redukce S-S mustku a vazba thiocholinu na DTNB.............ccccceeenne. 73
Obrazek 10 — Konjugace dvojnych vazeb kyseliny 5-merkapto-2-nitrobenzoove .. 73

Obrazek 11 — Sekvence BChE v délce 602 AMK a molekulové hmotnosti 68,418
kDa (pfevzato z databdze UniProt Knowledgebase) ........c..ccocevveerieniniinicncnicnecnenne. 75

Obrazek 12 — Agardzova elektroforéza amplifikované cilové DNA ....................... 78

Obrazek 13 — PCR na koloniich: Identifikace plazmidové DNA po transformaci
do chemicky kompetentnich bunék E. coli TOP10, ......c.ccoceeveriiniiiiniiniiiinicnceenne, 79

Obrazek 14 — Western blot analyza pomoci protilatky - izolace BACE1 pomoci

4[5 (53 743 113 B SRSR 83
Obrazek 15 — SDS-PAGE a western blot purifikované BACEI............c.ccceeeunee..e. 84
Obrazek 16 — Sken exitacniho spektra BACEL. .......ccccooeoviiiiiiiiiiecieeeeeee e 85
Obrazek 17 — Sken emisniho spektra BACEL .......ccccoooiiiiiiiiiniiceeeeeeee 86
Obrazek 18 — Inhibi¢ni ucinek riznych koncentraci verubecestatu na BACEL ...... 87

19



Obrazek 19 — Western blot analyza za pouziti protilatky proti histidinové kotve: .. 88

Obrazek 20 — Western blot analyza za pouziti protilatky proti histidinové kotvé: M
- hmotnostni marker, identifikace produkce BACE1 (46-501 AMK) po 96-168 hodinach

Obrazek 21 — Western blot analyza za pouziti protilatky proti histidinové kotve: .. 89
Obrazek 22 — Agar6zova elektroforéza amplifikované cilové DNA .............c..c...... 90

Obrazek 23 — PCR na koloniich: Identifikace plazmidové DNA po transformaci
do chemicky kompetentnich bunék E. coli TOP10 .......ccccocovviiniiniininiiniiiinicneceeeen 91

Obrazek 24 — SDS-PAGE a western blot purifikované AChE ..............ccccccveennene. 94

Obrazek 25 — Zobrazeni prubchu inhibice lidské rekombinantni AChE nadbytkem

ATCRLL ettt bbb 95
Obrazek 26 — Inhibi¢ni ucinek riznych koncentraci donepezilu viaci AChE .......... 96
Obrazek 27 — Agarozova elektroforéza amplifikované cilové DNA .............c......... 96

Obrazek 28 — PCR na koloniich: Identifikace pozadované plazmidové DNA
po transformaci do chemicky kompetentnich bun€k E. coli TOPI10. .........ccccecvevvennenee. 97

Obrazek 29 — SDS-PAGE a western blot purifikované BChE...............c.cocce.. 100

Obrazek 30 — Zobrazeni prubéhu inhibice lidské rekombinantni BChE nadbytkem
BTCRIL ettt sttt 101

Obrazek 31 — Inhibi¢ni u¢inek riznych koncentraci etopropazinu na BChE ........ 102

20



Seznam tabulek

Tabulka 1 — II/III faze klinické studie BACE1 inhibitorQ .........c.ccceeviieiiienieennennne. 33
Tabulka 2 — Davky inhibitorti ve IL. a III. fazi klinického testovani........................ 33
Tabulka 3 — Vyhody a nevyhody expresnich syst€mu..........ccceevcvveerciieenciieenneeenee, 47
Tabulka 4 — SEKVENCe PIrIMETT........eeeeuiieeiieeeiieeeiieeeieeeeieeeeieeesreeesree e eeeereeeeens 54
Tabulka 5 — Slozeni PCR 1€akCe.........ooeiiiiiiiiiiiiiiiceeceeeeceeeie e 55
Tabulka 6 — Prib¢h amplifikacni PCR 1eakce .........cceecvieriieiiienieeiieeieeieeeieeeee 56
Tabulka 7 — LiACNT SMES......eeiiiiriiiiiieiieeie ettt 57
Tabulka 8 — SloZeni topoklonovaci SMESI.........oevveeriieiiieriiiiieie e 57
Tabulka 9 — Slozeni PCR reakce na koloniich..........cccoooiriiniiiiniiniiienieeee 58
Tabulka 10 — Pribéh PCR na Koloniich.........ccccooeriiniiiiiniiniiieieceeeeeee 59
Tabulka 11 — Slozeni 12% separacniho gelu (pro dva mini gely) .......ccoceevveenennee. 64
Tabulka 12 — SloZeni 4% zaosttovaciho gelu (pro dva mini gely) ......cccoceeveeveennnee 65
Tabulka 13 — SloZeni vzorkoveého pufru ........ccooevivveiiieeiie e, 65
Tabulka 14 — SloZeni elektrodového pufru........occvvvvviiieiiiie e, 66
Tabulka 15 — SloZeni roztoku pro modieni gell..........ccccoeveviiiiniiniiiiniiniecnee 66
Tabulka 16 — Slozeni odbarvovaciho roztoKu............ccceeviiiiieniiiiieieieeee, 66
Tabulka 17 — SlozZeni transfer pufiu.........ccceeeeiieeiiiieieeeee e 67

Tabulka 18 — Slozeni zakladniho 10x koncentrovaného TBS pufru o pH 7,6

PTO WESTETT DLOT....c.eiiiiieiiiieiie ettt et e s e eaeeas 68
Tabulka 19 — Sekvence primerti..........cccceeecueirieiiienieeieere et 70
Tabulka 20 — Slozeni elu€niho roztoKu..........cccoiiiiiiiiiiiiie 72
Tabulka 21 — Sekvence primerti.........ccceecveeeiieeeiieeeiieeeee e ree e 75
Tabulka 22 — Slozeni elu€niho roztoKu...........cooviiiiiiiiiiiiee 76
Tabulka 23 — Schéma pasazovani bun€k EXpi293F .........ccccooiiviniininiiiiiniicnee 80

21



Tabulka 24 — Produkce proteinu v buiikdch po jednotlivych dnech po transfekcei .. 81
Tabulka 25 — Slozeni roztoki pro izolaci BACE1 zbun€k .........cccoceeiniininninnen. 82

Tabulka 26 — Ukazka zvysujici se aktivity AChE monitorujici produkci proteinu

sekretujiciho S€ O MEAIA........ccccuiiiiiieciie e e 92

Tabulka 27 — Ukéazka zmény aktivity enzymu v souvislosti s jednotlivymi kroky
PULTTTKACE ..ottt ettt ettt et e et e e b e esbeeseeensaesaseenseanssesnseas 93

Tabulka 28 — Ukazka zvysujici se aktivity BChE monitorujici produkci proteinu

sekretujiciho $€ dO MEAIA........c.eiiiiiiiiiiieie e 98

Tabulka 29 — Ukazka zmény aktivity proteinu v souvislosti s jednotlivymi kroky
PUTTTTKACE ...ttt ettt ettt e e et eesbeeseesnsaesaeesseensaeensaessseanseennns 99

22



1. Uvod

Predkladand disertatni prace se zaobird produkci lidskych rekombinantnich
enzymd, a to betasekretasy (BACEI1, EC 3.4.23.46), acetylcholinesterasy (AChE, EC
3.1.1.7) a butyrylcholinesterasy (BChE, EC 3.1.1.8). Tyto rekombinantni proteiny je
mozné produkovat v prokaryotnich nebo v eukaryotnich buiikdch. Oba tyto systémy
maji své klady a zapory. Je proto dulezit¢ vybrat vhodny expresni systém, aby
vyprodukovany enzym byl vyhovujici pro jeho dal§i wvyuziti. Z divodu
pfedpokladaného stabilniho vytézku enzymu o vysoké aktivit¢ byl zvolen lidsky
expresni systém Expi293. Tento systém zéaroven zajiStuje posttranslaéni modifikace
proteinu, které jsou zarukou dostate¢né aktivity enzymu.

BACEI je dualezitym markerem v patofyziologii Alzheimerovy nemoci (AD).
Soucasna terapie AD je zaméfend pouze na léCbu inhibitory AChE a antagonistu
N-methyl-D-aspartat (NMDA) receptorti (Sharma 2019; Gauthier et al. 2006). Jelikoz
se jednd o multifaktoridlni onemocnéni, je vhodné testovat nové inhibitory na dalsi
mozné proteiny zapojené v patologii AD, ke kterym je mozné zatadit pravé BACE].
Ziskani aktivniho enzymu umoziuje rozsifit portfolio nasich biochemickych metod
pro screening latek urcenych k terapii AD. Komeréné doddvana lidska rekombinantni
BACEI je totiz velice nestabilni a jeji aktivita neni zpravidla vyrobci zarucena.

Katedra toxikologie a vojenské farmacie (KTVF) je rovnéZ jedine¢nym pracovistém
jak v armadé Ceské republiky (CR), tak i v celé CR, které se zaméfuje na studium
ucinku riznych toxickych latek vcetné nervové paralytickych latek (NPL) a
zdravotnické ochrané proti nim. Hodnoceni nové syntetizovanych reaktivatord NPL a
inhibitorti, jakozto profylaktik pfi otravach NPL je tak vzdy spojeno s testovanim
na enzymech AChE a BChE. Casté vypadky v dodavkach téchto enzymi komerénimi
dodavateli vedly k produkci AChE a BChE z lidské krve. Tato produkce je relativné
jednoduché a poskytuje dostatecné mnozstvi cholinesteras (ChE) pro hodnoceni latek
modifikovanou Ellmanovou metodou (Ellman et al. 1961). Aktivita a mnoZzstvi enzymu
nicméné neni dostacujici pro jejich vyuziti s dal$imi fyzikalné-chemickymi metodami,
vyuzivanymi v experimentalni praci. Zavedeni rychlé a jednoduché produkce lidské
rekombinantni AChE a BChE v dostatecné mnozstvi, vysoké aktivité a Cistot¢ nahradi
produkci téchto enzymi z lidské krve a poskytne nové moznosti pii hodnoceni latek
na nasi katedte jak in vitro, tak in vivo metodami.
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1.1 Alzheimerova choroba

AD je multifaktoridlni, chronické onemocnéni, které je charakterizovano
progresivnim sniZzenim kognitivnich funkci, abnormalitami ve vyjadfovéani, zménou
socialniho chovani a postupnou ztritou paméti. Osoba v pokrocilém stadiu nemoci
ztraci schopnost komunikace ¢i rozpoznavani svych nejblizSich osob a okoli. Pacienti
vetsSinou umiraji v disledku sekundarnich infekei kolem 10. roku od zacatku prvnich
pfiznakli onemocnéni (tzv. sporadicka AD). Sporadickd forma AD je dnes nejCastéjsi
pfi¢inou demence stfedniho a vysSitho véku (Bature et al. 2017). Vzhledem
k neustdlému  zvySovani véku obyvatelstva se tak stavd  celosvétovym
socioekonomickym a zdravotnickym problémem (MareSova et al. 2015).
Etiopatogeneze AD neni stale zcela jasna. Existuje vSak nckolik hypotéz o vzniku této
nemoci. Ty, které¢ jsou nejvice v pozornosti védecké obce, patii hypotézy zahrnujici
proteiny tau, glykogen syntasu kinasu 3 (GSK-3B), a dale cholesterolova,
mitochondrialni, amyloidni a cholinergni hypotéza.

Tau hypotéza je zaloZzena na hromadéni Spatné rozpustnych hyperfosforylovanych
izoforem tau proteinu uvnitf mozkovych bunék. Tento protein se nachazi v hojném
mnozstvi v axonech neuroni, interaguje s tubulinem a stabilizuje mikrotubuly. Jeho
funkce je regulovana hlavné fosforylaci. Za patologického stavu dochazi k vyvazani tau
proteinu z povrchu mikrotubul a naslednému rozpadu cytoskeletu. Tim je porusena
funkce mikrotubuli slouzicich k transportu latek uvnitt bunék. Nedochazi tak
k axonalnimu transportu, coz ptispiva k postupné neurodegeneraci (Yates a McLoughlin
2008; Barbier et al. 2019). Bylo potvrzeno, ze zvySena aktivita GSK-3f je zodpovédna
za hyperfosforylaci tau proteinu. Postupnym zkouménim bylo pozorovano, ze GSK-33
potencuje zvySenou produkci B-amyloidu (AP) a tim zanétlivou odpovéd’. Tento enzym
je navic klicovym medidtorem apoptdzy, a muze tak pfimo pfispivat ke ztraté neurona
pti AD. Toto zjisténi vedlo k vytvofeni samostatné hypotézy o zapojeni GSK-3p v AD
(Beurel et al. 2015; Muyllaert et al. 2008).

Vysoka hladina cholesterolu v druhé poloviné Zivota piedstavuje zvySené riziko
pro vznik AD. Cholesterolovd hypotéza je spojena s mutaci v genu CYP46, ktery
kéduje cholesterol 24-hydroxylasu (EC 1.14.13.98). Tento enzym hraje hlavni tlohu
v homeostaze cholesterolu v mozku, kde katalyzuje hydroxylaci na C-24 cholesterolu,

coz vyvolava difuzi cholesterolu z neuronii a jeho dalsi degradaci. Patologickéd vysoka

24



hladina cholesterolu v druhé poloving zZivota ptfedstavuje riziko pro vznik AD (Sjogren a
cholesterolu a fosfolipidii v mozkomiSnim moku je apolipoprotein E (ApoE). Tento
protein je rovnéz zodpovédny za udrzovani strukturalni integrity mikrotubula
cytoskeletalniho systému neuronti (Liu et al. 2013). Byly identifikovany tii alely genu
pro ApoE na 19. chromosomu: epsilon2 (g2), epsilon3 (€3) a epsilon4 (e4) kodujici tii
izoformy lipoproteinu: ApoE-g2, ApoE-€3 a ApoE-e4. Ackoliv se jednotlivé alely lisi
pouze ve dvou aminokyselinach (AMK) v pozici 112 a 158, tak tyto drobné rozdily
méni jejich strukturu a funkci. Alela €4 byvad cCasto spojend s familiarni
hypercholesterolemii, bylo vSak potvrzeno riziko i pro cerebralni amyloidni angiopatii.
Dédiény vyskyt alely €4 vyznamné zvySuje pravdépodobnost AD v mladSim véeku.
ApoE-g4 predstavuje zvySené riziko AD, pfic¢emz jedna kopie zvySuje riziko ptiblizné
4krat, zatimco dvé kopie piiblizné¢ 15krat ve srovnani s témi, které¢ maji alelu ApoE-g3
(Yamazaki et al. 2019; Kloske a Wilcock 2020).

Existuje mnoho diikazii, které potvrdily, Ze mitochondrie jsou hlavnim mistem
toxicity intracelularniho AP. Vazba AP na mitochondridlni enzym amyloid vazajici
alkoholdehydrogenasa (ABAD, 17p-hydroxysteroid dehydrogenasa typu 10), ktery je
jako multifunk¢ni protein zapojeny v mnoha enzymatickych a strukturnich procesech
v mitochondriich, poSkozuje zatim ne zcela zndmym mechanismem tyto bunécéné
struktury. Vazba AP zpisobi poSkozeni dychaciho fetézce, sniZeni membranového
potencialu, Unik cytochromu C, zvySenou tvorbu mitochondridlniho permeabilniho
tranzitniho kanalu a zvySenou tvorbu volnych radikald, coz v kone¢ném disledku vede
az k zaniku bunky. Predpokladd se, Ze ABAD je zapojeny nejen do AD, ale téz
do dalSich neurologickych onemocnéni napf. mentalni retardace a Parkinsonovy
choroby, u nichz bylo prokazéano, Ze interaguji s AP (Schmidt et al. 2020; Benek et al.
2012).

Dal§imi vyznamnymi teoriemi rozvoje AD, jejichz enzymy se zabyva tato prace,
jsou amyloidni a cholinergni hypotéza. Amyloidni hypotéza je zaloZena na vzniku
nerozpustnych plakti v mozku, které jsou tvoreny AP. (Sathya et al. 2012; Selkoe a
Hardy 2016). Cholinergni teorie je spojena s deficitem neurotransmiteru acetylcholinu

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

AP vznika Stépenim amyloidového prekurzorového proteinu (APP) (Cole a Vassar
2008; Decourt a Sabbagh 2011). Bylo popsano celkem 6 riznych sekretas Stépicich
APP: a-, B-, 0-, y-, n- a O-sekretasa a meprin B (Norstrom 2017). Za fyziologickych
podminek je APP S§tépeno o-sekretasou, za vzniku rozpustného N-termindlniho
fragmentu (sAPPa) a a-karboxylového koncového fragmentu C83. C83 miize byt dale
Stépen y-sekretasou za vzniku kratkého rozpustného fragmentu P3 a intracelularni
domény amyloidového prekurzorového proteinu (AICD) (Vardy et al. 2005).
Za tyziologickych podminek je v mens$im rozsahu §tépen také prostfednictvim BACE1
v misté€ Glu;;, kde vysledkem je vznik neamyloidniho fragmentu C89. Za patologickych
podminek je vSak APP St€pen enzymy BACE] a y-sekretasou ve vysSSim rozsahu.
BACEI navic §tépi APP v misté Asn; a dochazi tak ke vzniku ~100 kDa velkého
rozpustného N-termindlniho fragmentu (APPsf) a 12 kDa  membranového C-
koncového fragmentu (CTFP) o délce 99 AMK (C99). Oba fragmenty C89 nebo C99
pak mohou byt Stépeny y-sekretasou (Deng et al. 2013b). Enzym y-sekretasa je
komplex, ktery se sklada ze ¢ty komponentil: presenilind (PS1, PS2), presenilinového
zesilovace 2 (PEN-2), anterior pharynx-defective 1 (APH-1) a nicastrinu (Zhang et al.
2014; Lu et al. 2014). Stépenim C99 fetdzce vznikaji rizné velké fragmenty AP o délce
37 az 49 AMK. Agregovany amyloid je vétSinou sloZen z fragmentl o délce 40 a
42 AMK (ABi-40/ABi-42), znichz A4, je klicovym fragmentem v patogenezi AD.
Druhy fragment A;.40 ma mnohem niz§i schopnost agregace a je méné neurotoxicky
nez APi.4. Patologicky AP se hromadi v extracelularnim prostoru mozku v okoli
neuronil ve form& amyloidnich plakd (Obrazek 1). Tyto plaky maji vliv na vznik zanétu

a vyvoj AD (Morimoto et al. 2004; Somavarapu a Kepp 2017).
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Obrazek 1 — Stépeni amyloidového prekurzorového proteinu

Neamyloidogenni cesta: Proteolytické sté€peni a- a y-sekretasou nevede ke vzniku AP.
Tato cesta je iniciovana a-sekretasou, ktera produkuje solubilni N-termindlni fragmenty
amyloidového prekurzorového proteinu (sAPPa) a a-C-termindlni fragment C83.Ten je
pak podroben dalSimu Stépeni y-sekretasou za vzniku fragmentu P3 a APP intracelularni
domény (AICD).
Amyloidogenni cesta: Postupné proteolytické Stépeni APP B- a y-sekretasou vede
ke vzniku AP. B-sekretasa produkuje sAPPp a B-C-termindlni fragment C99. Tento

fragment je dale Stépen y-sekretasou za vzniku AP a fragmentu AICD.

Mimo sporadické formy AD existuje n€kolik variant familidrni formy AD, které se
skupinu lidi ve véku od 30 do 60 let a je spojena s polymorfismy na chromozomech.
Ptitomnost mutace mnohondsobné zvySuje schopnost BACEI Stépit fetézec APP
v misté¢ Asp;, coz zpusobuje narast patologického AP. K témto mutacim je mozné

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

e mutace genu pro ApoE-¢4 na 19. chromozomu (Safieh et al. 2019),

o defekt v genu pro membranovy protein PS1 na 14. chromozomu (Sun et
al. 2005),

o defekt v genu pro membranovy protein PS2 na 1. chromozomu (Cai et al.

2015).

Bylo popsano celkem 24 genetickych mutaci a duplikaci v genu pro APP vedouci
ke zménam ve slozeni AMK fetézce. Jejich pojmenovani Casto souvisi s etnikem,
vnémz byly poprvé popsany (napiiklad francouzskd, holandska, japonska, Svédska
varianta) a jsou piimo spojeny s patogenezi AD (Tanzi 2012). Nejznaméjsi z nich,
Svédska varianta (KS95N/M596L), obsahuje dvojitou zdménu AMK: Lyssos za Asnses a
Metsos za Leusos. Poprvé byla tato varianta APP diagnostikovana u dvou rodin, které
byly spolu genealogicky propojené. Tato zaména je zodpovédna za 3- az 6krat vyssi
produkci AP (Haass et al. 1995; Mullan et al. 1992; Zhang et al. 2017; Shin et al. 2010).
Naproti tomu tzv. islandskd mutace (A673T), u které je Ala v pozici 673 nahrazen Thr,
chrani pted pozdni formou AD, jelikoz BACE1 ma 50% nizsi afinitu $tépit APP v pozici
Thr nez v misté Ala (Jonsson et al. 2012; Maloney et al. 2014).

1.1.1.1 BACE

BACE existuje ve dvou formach, BACEI je slozena z 501 AMK, zatimco BACE2
(EC 3.4.23.45) tvoti 518 AMK. Obé formy vykazuji ptiblizné 75% homologii. BACE1
byla objevena v roce 1991 nezavisle péti vyzkumnymi skupinami, které shodné popsaly
objev nové integralni membranové vazané aspartylové proteasy (Hussain et al. 1999;
Sinha et al. 1999; Vassar et al. 1999; Yan et al. 1999; Lin et al. 2000). Maturovana
BACE], jez ma schopnost $tépit APP, byla nalezena na povrchu bunék a v endosomech
(Huse et al. 2000). Stale neni zfejmé, ve kterém subcelularnim kompartmentu dochézi
ke Stépeni APP vedouci k produkci AB. Taktéz role BACE2 v organismu neni stale
jasné definovana. Vysledky biochemickych a morfologickych analyz ukazuji na roli
BACE?2 v regulaci gluk6zového metabolismu, stejné tak jako na amyloidni roli BACE2
v pigmentovych buiikéch (Bardo et al. 2016).
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1.1.1.2 BACKEI1 struktura a lokalizace

BACE1 je ~75 kDa velky integrdlni membranovy protein, ktery je koédovan
na chromozomu 11 v pozici 11g23.2-11g23.3. BACEIl je aktivni v acidickych
intracelularnich kompartmentech, naptiklad v endosomech, trans ¢asti Golgiho aparatu
(GA), kde je nizké pH. Nachdzi se v mnoha tkénich, nejvice v mozku a slinivce
(Murphy a LeVine 2010; Vassar et al. 1999). Nejvyssi exprese enzymu v mozku byla
nalezena v substantia nigra, locus coruleus a medulla oblongata (Christensen et al.
2004; Cole a Vassar 2007). BACEl se skladd z N-koncového signalniho peptidu
(SP, 1-21 AMK), nésleduje prodoména (PD, 22-45 AMK) a katalytickd doména (KaD,
46-460 AMK). Tato doména ma dveé aktivni mista charakteristickd pro aspartylové
proteasy DTGS (D-kyselina asparagovd, T — threonin, G — glycin, S — serin,
93-96 AMK) a DSGT (289-292 AMK). Ob¢ mista jsou dulezita pro aktivitu enzymu, a
pokud jsou tato mista zaménéna, enzym je neaktivni (Kandalepas a Vassar 2014; Vassar
2004). Blizko C-konce enzymu je transmembranovd doména (TD, 461-477 AMK).
Enzym je zakoncen kratkou cytosolickou doménou (CD, 478-501 AMK, Obrazek 2)
(Koelsch 2017).

extracelularni prostor cytosol
1 22 46 454 477 501
DTGS DSGT TD -
SP PD KaD CD

Obrazek 2 — Strukturni sloZeni BACE1
SP - signalni peptid, PD - prodoména,

KaD - katalyticka doména, TD - transmembranova doména, CD - cytosolickd doména
1.1.1.3 Syntéza a degradace BACE1

Enzym BACEI ma standardni délku 501 AMK, miiZze ale existovat i v kratSich
variantach. Existuji tfi izoformy, které byly izolovany z lidského mozku, a to
BACEl43,, BACElss; a BACEl476. VSechny tyto izoformy obsahuji katalytickou
doménu a jsou pln¢ aktivni (Holsinger et al. 2013; Tanahashi a Tabira 2001). BACEI je
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syntetizovana v endoplazmatickém retikulu (ER) podobné jako ostatni aspartylové
proteasy. V prostoru ER je BACE1 podrobena rliznym posttranslaénim modifikacim:
jednoduché glykosylaci na Ctyfech asparaginech (Asn;sz, Asnj7;, Asngs, a Asnsss) a
piechodné acetylaci na sedmi lysinech (Lysi2s, Lysz7s, Lysa79, Lysass, Lysagg, Lysszeo a
Lysso7) (Vassar et al. 2009; Haniu et al. 2000; Araki 2016). V GA dochazi
k deacetylaci, glykosylaci a nésledné je pomoci furin konvertasy (EC 3.4.21.75)
odstranéna prodoména enzymu (Cole a Vassar 2007; Costantini et al. 2007).
Maturovana BACEI] je fosforylovana na Sersos pomoci kasein kinasy 1 (EC 2.7.11.1).
Fosforylace a defosforylace enzymu ovliviluje jeho subcelularni lokalizaci.
Nefosforylovand BACE1 je wuchovdvana uvnitf ¢asného endozomu, zatimco
fosforylovana BACEI je na bunééném povrchu a pomoci defosforylace mize byt
vracena zpét do Casnych endozomii (Walter et al. 2001; Yang et al. 2004). BACE1
podstupuje také S-palmitoylaci na ¢tyfech cysteinech, které jsou umistény na piechodu
transmembranové (Cyss74) a cytosolické domény (Cysszs, Cysssy a  Cysags).
S-palmitoylace membrdnovych proteinli je dulezita pro sbaleni proteinu, funkci
vzajemnych protein-proteinovych inkterakci, pfechod mezi kompartmenty a spojeni
s lipidovou membranou (Motoki et al. 2012; Vetrivel et al. 2009). Védecké studie
ukazaly, ze lipidové rafty jsou dulezit¢ pro vznik a akumulaci AB. BACEI a
y-sekretasovy komplex jsou prevazné umistény v lipidovych raftech. SniZzenim hladin
cholesterolu a sfingolipidii, které jsou hlavni soucasti lipidovych raftii, dochazi
k redukci B-Stépeni (Kalvodova et al. 2005; Cordy et al. 2006). Intracelularni lokalizace
a prestup BACEI zkompartmentu do kompartmentu mize byt ovlivnén i nékolika
dal§imi faktory: napiiklad ADP-ribosylaénimi faktory vézajici proteiny (GGA),
Retikulony/Nogo proteiny (RTN) a sortujicimi nexiny (SNX). GGA proteiny obsahuji
tfi Cleny: GGA1l, GGA2 a GGA3 (Hirst et al. 2000; Ghosh a Kornfeld 2004; He et al.
2003). Snizenim hladiny GGA3 se zvysi koncentrace BACEI, kterd je ukladéna
do lysozomu, kde je degradovéna. Tento mechanizmus vSak také zavisi na ubikvitinaci
BACEL1 (Tesco et al. 2007). GGA1 protein méa ¢astecné vliv na pienos a ukladani
BACE]1 v endozomélnich a Golgiho kompartmentech (Obréazek 3). Zvyseni koncentrace
GGALI koreluje se zvySenim koncentrace intracelularntho APPJ, zatimco koncentrace
extracelularniho APP a AP se snizuje (Ghosh a Kornfeld 2004; Einem et al. 2015).
RTN3 a RTN4-B/C interaguji s BACE1. Dochézi tim k negativni modulaci jeji aktivity
a je ovlivnéna produkce AB v mozku (Deng et al. 2013a).
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Extracelularni prostor

Cyraplazma
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Obrazek 3 — Cesta syntézy BACEI

1. BACEIL je syntetizovana jako zymogen v endoplazmatickém retikulu, kde také
probihaji jeji posttranslaéni modifikace: glykosylace, palmitoylace, pfechodné acetylace
a formace disulfidickych mustki

2. PIn¢ maturovana BACEI] je transportovana do trans-Golgiho aparatu, kde je
furinem odstranéna prodoména a pln¢ glykosylovand BACE1 dosahne molekulové
hmotnosti 75 kDa
3. BACE] je transportovana z trans-Golgiho aparatu do cytoplazmatické membrany
4. BACE1 muze byt pfemisténa z trans-Golgiho aparatu do endozomu
5. BACEI se vaze k GGAL. Tato vazba ovliviiuje transport z endozomu do trans-
Golgiho aparatu
6. BACEI1 stépi amyloidovy prekurzorovy protein v endozomech. Toto Stépeni vede
k produkci amyloidu B
7. Fosforylace Sersos reguluje transport BACE1. Fosforylovana BACEI je
vychytana z bunééného povrchu do ¢asnych endozomil. Nefosforylovana BACEI] je
naopak recyklovéana zpét do cytoplazmatické membrany
8. BACEI1 je nakonec oznaena v pozici lyzinu 501 ubikvitinem, na ktery ma
navazany GGA3. Oba signaly jsou diilezité pro jeji degradaci v lysozomech (Kang et al.

2012)
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SNX piedstavuji velkou skupinu proteini obsahujicich ve své struktuie phox (PX)
doménu, diky niz se vazou na membranach. Tyto proteiny reguluji ukladani proteint
v Casnych endozomech, signalizaci na membran¢ a endocytozu. Naptiklad snizenim
SNX12 se zvysuje endocytoza BACE1 a zéarovenn dochazi k poklesu hladiny tohoto
enzymu na bunééném povrchu. SNX6 byl identifikovan jako dals$i negativni regulator

zpétného transportu BACEI z bunééného povrchu (Zhao et al. 2012; Okada et al. 2010).
1.1.1.4 Inhibitory BACE1

Prvotni vyvoj 1éCiv, kterd by inhibovala vznik AP, cilil na y-sekretasu. Vzhledem
k tomu, Ze tento enzym ma velké mnozstvi substrati napiiklad Notch protein regulujici
proliferaci, diferenciaci a rist bunék, byla jeji inhibice spojena s fadou nezadoucich
ucinki. Vyvoj 1é¢iv se proto zamétil na BACE1L. Doposud byly vyvinuty Etyfi generace
inhibitort BACE], které se od sebe odliSuji molekulovou hmotnosti a selektivitou vici
BACE1, BACE2 a dalsim proteasam (Hrabinova et al. 2020). V pribéhu ptedeslych
7 let se do posledni faze klinického testovani dostalo celkem 5 inhibitort BACEL, avsak
vSechny tyto klinické studie byly pfedcasné zastaveny (Tabulka 1). A¢koliv v prvotnich
testech byl ovéfovan vliv riznych davek inhibitort, pacientim v klinickych studiich
byly podavany vysoké davky, které¢ redukovaly AP z vice jak 50 %. Takto vysoka
inhibice BACE1 byla nicméné spojend s vedlejSimi Gc¢inky, které jsou pravdépodobné
dany velkym mnozstvi substrati BACE1. Doposud bylo potvrzeno celkem 68 substrati,
jejichz fyziologickd role neni zcela jasné¢ prozkoumana (Hemming et al. 2009).
Ptikladem je inhibitor Elenebecestat, kdy ve II. f4zi klinického testovani byla podavana
davka 25 mg a 50 mg. Velll. fazi pak byla testovana pouze davka 50 mg, jez
redukovala AR o ~60 % (Tabulka 2) (Koelsch 2017; Albala et al. 2012). Jinym
prikladem je Atabecestat testovany v davce 1 a 3 mg. Obé davky poskytovaly lepsi
terapeutickou odpovéd’ (zlepSeni feci) nez u pacientll s placebem, avSak u obou davek

nebyla pozorovéana zzadna redukce AP;_40 (Timmers et al. 2016).
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Tabulka 1 — II/III faze klinické studie BACE1 inhibitoru

Testovana
Inhibitor Spolecnost Faze Zacatek Konec
populace
Verubecestat Merck 111 Prodromalni 10/2013  3/2018
(MK-8931) stadium AD
Lanabecestat Eli Lilly II/111 Casné stadium AD  5/2016 6/2018
(LY3314814)
Atabecestat Janssen IIb/III  Prodromalni fazea 10/2015 1/2019
(JNJ-4861911) asymptomatické
riziko vzniku AD
Umibecestat Novartis, /111 Homozygoti 4/2015  6/2019
(CNP520) Amgen a nesouci alelu genu
Banner pro APOE4
Elenbecestat Eisai a 111 Casné stadium AD  11/2016  9/2019
(E2609) Biogen
Tabulka 2 — Davky inhibitorti ve II. a IIl. fazi klinického testovani
Inhibitor Davka Redukce Davka Redukce Davka Redukce
(mg)  AP(%) (mg) AP (%) (mg) AB (%)
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 Iék pro terapii AD na bazi inhibitorti tohoto

enzymu, ackoliv od objevu BACE1 ubé&hlo témét 30 let. Vysledky hodnoceni inhibitorti
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BACEI na zvifecich modelech potvrdily jejich ucinnost, avSak v klinickych studiich
vykéazaly mnoho vedlejSich ucinkl a velmi malé benefity, jako naptiklad zlepSeni feci
v porovnani s placebem. N¢&které vyznamné farmaceutické firmy vzhledem
k obrovskym vynalozenym finan¢nim prostfedkiim zastavily vyvoj inhibitortt BACEI.
Na druhou stranu ale vyvoj, hledani vhodné terapeutick¢ davky a casnost podani
inhibitorti zlstaly v pozornosti védecké obce. Znalost biologie BACEI je také velmi
dilezitd vzhledem k velkému mnozstvi jejich substratl, které se mohou stat

vyznamnym biologickym markerem pfi terapeutické 1é¢bé dalSich onemocnéni.

1.1.2 Cholinergni teorie

Cholinergni hypotéza byla prvni teorii navrzenou k vysvétleni mechanismu
patologie AD. Zakladd se na poznatcich vychazejicich z nélezu postupné ztraty
cholinergni aktivity neuronalnich bunék v pribéhu patogeneze choroby. V 70. letech
20. stoleti byl u pacientii, u kterych byla histologicky potvrzena AD post mortem,
zaznamenan velky ubytek v aktivité¢ enzymu zodpovédného za syntézu ACh (Davies a
Maloney 1976). Cholinergni neurony podléhaji u lidi s AD rozsidhlé degeneraci.
Farmakologické studie ucinkd skopolaminu a vlivu fysostigminu na kognitivni vykon
prokazaly pfi stejnych testech paméti u mladych jedinci vysledky srovnatelné
s neléenymi starymi jedinci. Testovanym byl nejprve podan skopolamin, ktery
centrdln¢ blokuje muskarinové receptory a vyvolavd U¢inky podobné u pacientl
s demenci. Nasledné byl podan fysostigmin, ktery rovnéz prochazi pies hemato-
encefalickou bariéru (HEB), inhibuje AChE a vykazuje tak centralni cholinergni efekt,
jimZz bylo mozné vliv skopolaminu zvratit. Tato studie prokdzala mozné postiZeni
cholinergni transmise, jako je napiiklad poSkozena syntéza a blokace receptorti
u starnouci populace (Drachman a Leavitt 1974). Nasledné bylo zjiSténo, ze vysoké
davky fysostigminu vedou ke zlepSeni paméti u starych, ale ne u mladych primati
(Bartus 1979). Na téchto podkladech byla vroce 1982 formulovéna cholinergni
hypotéza dysfunkce geriatrické paméti (Bartus et al. 1982). Jelikoz fysostigmin je
kovalentnim reverzibilnim inhibitorem AChE, vedla tato teorie ke klinickym studiim
vyuZivajicim dal$i nepfima cholinomimetika, inhibitory AChE, k vyvoji 1é¢iv AD

(Francis et al. 1999).
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1.1.2.1 Acetylcholinesterasa

AChE patii do skupiny serinovych proteas a Ize ji nalézt v centralnim i perifernim
nervovém systému (neuromuskularnich spojich) a v neposledni fadé¢ 1 na povrchu
cervenych krvinek, kde se uplatiiuje jako jeden z jejich antigenti. AChE existuje
v asymetrickych a globularnich formach, které se lisi na zakladé své kvarterni struktury.
Alternativnimi  sestfihy genu AChE vznikaji tfi C-terminalni varianty proteinu.
Synapticka AChE-S je multimernim enzymem, ktery je zastoupen hlavné v mozku a
ve svalu. Jedna se o tetramerni formu (G4). Hydrofobni doména této formy je pfipojena
na membranu nekatalytickou hydrofobni P-podjednotkou o velikosti 20 kDa, ktera je
pfipojena disulfidickymi mustky k jednomu z dimertd. Monomerni forma (G1) AChE-R
se objevuje v embryonalnich a nadorovych builkkdch a jeji exprese je indukovéna
psychickym, chemickym a fyzickym stresem. Tato forma je slozena z 12 -skladanych
centraln¢ smiSenych list, které obklopuje 14 a-helixti. Dalsi variantou je glykovany
dimer (G2) AChE-E, jenz je wukotven kbunééné membrané¢ erytrocytl
glykofosfatidylinositolovou kotvou (Grisaru et al. 1999; Massouli¢ et al. 1993).
V nervosvalovych ploténkdch se vyskytuje asymetrickd forma, kterd se sklada
ze 4 (A4), 8 (A8) nebo 12 (A12) podjednotek AChE-T a kotviciho kolagenu Q.
V nervové soustaveé se vyskytuji predevSim komplexy tetramernich globularnich forem
spolu s kotvicim transmembranovym proteinem PRiIMA (,proline-rich membrane
anchor®) (Massoulié 2002).

Hlavni funkci AChE je rychld hydrolyza neurotransmiteru ACh na cholinergnich
synapsich. Jedna molekula AChE je schopna hydrolyzovat 6 x 10° molekul ACh
za minutu (Abou-Donia et al. 2016; Quinn 1987; Patocka et al. 2004). Intracelularni
uc¢inky ACh jsou zprostiedkovany aktivaci nikotinovych a muskarinovych ACh
receptortl. Jakmile se ACh uvolni z axonu, za¢ne se pohybovat napfi¢ synaptickou
Stérbinou, aby se navazal na receptor na postsynaptické membran€. Pro ukonceni
signalu dochazi k nukleofilni interakci acylové skupiny ACh s hydroxylovou skupinou
serinu, ktery se nachdzi v aktivnim mist¢ AChE. Vysledkem reakce je tvorba
pfechodného kovalentné¢ vazdného komplexu mezi substritem a enzymem. Inhibice
aktivniho mista zpisobi docCasnou inaktivaci enzymu. Funkce enzymu je obnovena
az hydrolyzou kovalentné vazaného komplexu, za soucasného uvolnéni acetitu a

cholinu. Volny cholin je pak transportovan zpét do nervovych zakonceni, kde slouzi
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jako prekurzor k syntéze novych molekul ACh. V perifernim nervovém systému se
AChHE nachazi na neuromuskuldrnim spojeni, kde tidi svalovou kontrakci. Kromé¢ této
funkce ovliviluyje AChE bunécnou proliferaci a diferenciaci (Patocka et al. 2004;
Barnard 1974; Nachmansohn 1973; Grisaru et al. 1999).

Pro strukturu AChE (Obrazek 4) je charakteristickd uzka ptiblizn¢ 20 angstromu
(A) hlubok $térbina, jeZ pronika téméi celou polovinou enzymu rozsifujici se smérem
k aktivnimu mistu, nachazejicim se na jejim dné. Dulezitymi ¢astmi, které jsou soucasti
Stérbiny, jsou dv€¢ vazebna mista, periferni anionické misto (PAS) a katalytické
anionické misto (CAS), dale katalyticka tridda a acylova kapsa. PAS, znamé také jako
B-anionické misto, je oblasti nachazejici se na vstupu katalytické kavity pfiblizné
ve vzdalenosti 14 A od aktivniho centra. Ligandy obsazujici PAS ¢asto méni
konformaci aktivniho centra. PAS obsahuje 5 residui, a to Tyr;, Asp7, Tyri21, Trpayg a
Tyrszs. Mezi t€émito AMK je klicovym Trpy79 zodpovédny za adhezni funkci AChE
(Johnson a Moore 2006). Prvnim krokem v katalytické draze je pfechodnd vazba
substratu na PAS, ktery védZe kladny kvarterni amin cholinové €asti ACh. Vysoka
koncentrace substrat inhibuje AChE. Naopak sniZzenim jeho koncentrace se mize
zrychlit acylacni krok v jeho katalytické cesté (Silman a Sussman 2008; Szegletes et al.
1999; Johnson et al. 2003). Anionickéd podjednotka je zodpovédna za vazbu kvarternich
ligandli, plsobicich jako kompetitivni inhibitory, a kvarternich oximi, jez Uc¢inné
reaktivuji AChE inhibovanou organofosfaty a organofosfonaty(Dvir et al. 2010).
Aktivni misto je lemovéano Ctrnacti aromatickymi AMK, jejichz zbytky interaguji se
substraty (Sussman a Silman 1992). VSechny tyto AMK jsou vysoce konzervativni
napii¢ AChE jednotlivych druhli. Nedaleko dna kavity se nachazi CAS, jehoz soucasti
jsou AMK Phessg, Phess; a Trpga. Trpga je zodpoveédny za interakci s kvarternim aminem
ACh. Acetylova skupina je véazand vacylové kapse, kterd je tvofena dalSimi
aromatickymi zbytky, lemujicimi vnitini sténu kavity. AChE obsahuje, podobné jako
ostatni serinové hydrolasy, katalytickou triadu AMK. Triadu tvoii AMK Serygo, Hisaq0 a
Glusy7 (Sussman et al. 1991). Vazba ACh v CAS a acylové kapse umoziuje interakci
ACh s aktivnim mistem. Hydrolyzou karboxylu vznikad acylderivat enzymu a volny
cholin, ktery v pfitomnosti Hiss podléha nukleofilnimu ataku molekulou vody.
Nasleduje uvolnéni kyseliny octové a regenerovaného volného enzymu (Nachmansohn

a Wilson 1951). Znalost struktury a katalytické ucinnosti AChE jsou nezbytné
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pro racionalni navrh novych inhibitorit AChE a vyvoj novych terapeutickych piistupti

k otravé NPL.
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Trp279

katalytické

anionické misto
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acylova kapsa Trp
84
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Glug,;
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katalyticka triada

Obrazek 4 — Kavita AChE obsahujici periferni anionické misto (PAS), katalytické

anionické misto (CAS), acylovou kapsu a katalytickou triddu

1.1.2.2 Inhibitory AChE

Inhibitory AChE blokuji tento enzym, ¢imz prodluzuji  ucinek  ACh
na postsynaptickych cholinergnich receptorech a zvySuji tak cholinergni odpovéd
(Lanctot et al. 2003). Soucasna farmakoterapie AD je zaloZena na 3 inhibitorech:
donepezilu (Aricept), rivastigminu (Exolon) a galantaminu (Reminyl), které zvysuji
hladinu neurotransmiteru ACh (Colovié et al. 2013). Donepezil je selektivni inhibitor
AChE. Rivastigmin inhibuje jak AChE, tak enzym BChE. Galantamin inhibuje AChE,
ale taktéz je alostericky modulator nikotinovych receptorti a timto mechanismem
zvySuje jejich sensitivitu k ACh (Fisher 2008). Problémem je, Zze pouze 20-30 %
pacientll odpovida na tuto 1éCbu pozitivn€. U pacientli nastava Casto kontraindikace a

intolerance téchto 1€¢iv (Sharma 2019). Celkovou nevyhodou inhibitori AChE je
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rovnéz neschopnost zpomalit ¢i zastavit progresi onemocnéni. Jejich potencial je pouze
v doCasném zlepSeni kognitivnich funkci.

Dalsi uplatnéni inhibitort AChE je v 1é¢bé onemocnéni myasthenia gravis. Jedna se
0 autoimunitni neuromuskularni onemocnéni, které je zpusobeno autoprotilatkami
zaméfenymi na nikotinovy ACh receptor kosterniho svalu, svalové specifické kinasy,
receptorové tyrosinkinasy, proteinu 4 a dalSich svalovych ,.endplate proteinti. Kromé
vyse titru protilatek je zavaznost této nemoci hodnocena podle umisténi postizeni svalt,
veéku nastupu pfiznakl a dle povahy patologie brzliku, se kterou je nemoc spojovana.
Lécba inhibitory AChE je zde obvykle prvni volbou. Vede ke stabilizaci pacienta a
poskytuje symptomatickou ulevu (Guptill et al. 2016; Wang et al. 2018).

1.1.2.3 Butyrylcholinesterasa

Druhym typem ChE je BChE nebo téZ acylcholin acylhydrolasa, ¢i plazmaticka,
sérova, faleSna, nespecifickdi ChE nebo ChE typu 2. Tento enzym je syntetizovan
v jatrech a sekretovan do krve. Jeho nejvyssi koncentrace je v plazmé. Dale je
zastoupen v hladké svaloving, stfevech, pankreatu, srdci a bilé hmoté mozkové. Dlkaz
o roli BChE v cholinergni signalizaci u lidi pochazi ze studie, ktera prokazala, Ze BChE
muze hydrolyzovat acetylthiocholin v lidské mozkové tkani inhibované inhibitorem
AChE BW-284C515. Tyto studie na AChE-knockoutovanych mysich a lidské mozkoveé
tkani ukazaly, Ze BChE miZe hydrolyzovat ACh a je schopna kompenzovat funkci
AChHE v ptfipadé, Ze je jeji aktivita vyCerpana (Mesulam et al. 2002). Vyznam BChE
spo¢iva nejen v metabolismu lipoproteini. Ma zéasadni ulohu v bunééné adhezi,
neurogenezi a udrzovani myelinu. BChE je zapojena v degradaci fady 1é¢iv a toxickych
latek, napf. kokainu. Byla pfipravena mutovana BChE (kokainhydrolasa), u které se
zvysila katalytickd Uc¢innost vici kokainu 1800krat ve srovnani s pfirozenym typem
BChE (Xue et al. 2011). Mutovana BChE by se mohla stat velmi dalezitym 1é¢ivem
pro prevenci opctovného piechodu na uZivani drog. BChE kovalentné vyvazuje
organofosfatové a karbamatové inhibitory. Na zaklad¢ téchto vlastnosti se uvazuje
o jejim vyuziti jako bioscavengeru pro detoxifikaci toxickych esterti (Lockridge et al.
2011; Nordberg et al. 2013).

Zavedeni sukcinylcholinu jako svalového relaxancia v 50. letech pfineslo poznéni,
ze existuyyi rzné dédi¢né formy BChE. Jednou z nich je naptiklad forma, kterd neni

schopna hydrolyzovat sukcinylcholin. Tato forma je oznaCovana jako BChE-K, podle

38



jména svého objevitele Kalowa. BChE-K varianta je charakterizovand zaménou Alassg
na Thr. Homozygotni K-varianta obsahuje o 33 % méné molekul BChE na ml plazmy
ve srovnani s klasickym typem BChE, aniz by to mé¢lo vliv na zdravotni stav nositele.
Nevyhoda této BChE je pfi onemocnéni AD, kdy takto mutované typy enzymu snizuji
odpovéd’ na terapii inhibitory AChE. Inhibice AChE v neuromuskularnim spojeni
zpusobuje svalovou slabost a selhani dychani. (Doenicke et al. 1963; Lehmann a
Simmons 1958; Kalow a Staron 1957; Bartels et al. 1992; Lockridge et al. 2016). Lepsi
porozumeéni funkci BChE a AChE béhem patogeneze AD by pomohlo optimalizovat
1é¢ebné postupy pro kazdého pacienta (Jasiecki a Wasag 2019).

Stejné¢ jako AChE existuje BChE jako monomerni forma (G1) a dimerni forma
(G2), ktera se sklada ze dvou monomerii spojenych disulfidickym mustkem mezi Cyss7;
kazdého monomeru. Tato forma BChE pievlada v lidské plazmé. Dvé formy G2 mohou
byt spojeny dohromady pomoci hydrofobnich interakeci za vzniku tetramerni globulérni
formy (G4). BChE tetramer je slozen ze 4 identickych glykoproteinovych podjednotek a
nekovalentné vazaného peptidu bohatého na prolin. Kazd4d podjednotka BChE ma
574 AMK a 9 N-vazanych glykant. Tetrameriza¢ni doména tvoii 40 zbytki na C-konci
kazdé podjednotky BChE. Peptidy bohaté na polyprolin se v této doméné prolinaji
s tryptofany a pisobi jako ,,lepidlo”, které spojuje 4 podjednotky do tetrameru BChE.
Existuji 1 dalSi formy BChE, které jsou asymetrické, sestavené z tetramert katalytickych
podjednotek a k membrandm jsou pfipojeny trojitou, nekatalytickou, kolagenovou
kotvou. Tyto tetramery oznacujeme jako A4, dva oznaCujeme jako formu A8 a tii
vytvaii formu A12. Kolagen, ktery sestavuje BChE do heteromerickych multimerd,
oznacujeme jako kolagen Q. Zminovany kolagen mé& vazebnou doménu bohatou
na prolin (Darvesh et al. 2003; Massouli¢ et al. 1993; Larson et al. 2014; Schopfer et al.
2017).

Monomer BChE mé4 20 A hlubokou kavitu (Obrazek 5) lemovanou piiblizné
55 AMK zbytky. Na dné¢ kavity se nachézi katalyticka triada, ktera je slozena ze Ser;yg,
Hisss6 a Gluss;. Imidazolovy kruh Hissee pfenasi elektrony z Gluss; na Serys a
hydroxylovy kyslik Serzzs se stava nukleofilem. Ten atakuje esterovou vazbu substratu,
coz ma za nasledek vznik meziproduktu acyl-enzym a volného cholinu. Nésledné je
acylova skupina hydrolyzovana ze Ser,,¢ nukleofilni molekulou vody, jez je aktivovana
prevzetim protonu z Hisses (Darvesh et al. 2003). Kromé katalytické triady obsahuje
Stérbina anionické misto, jez mulze vazat kationtovy kvarterni dusik cholinu. PAS
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obsahuje AMK Trps,, Aspro a Tyrss,, které jsou umistény na okraji prohlubné aktivniho
mista. Mezi Asp7o a Tyrss; se nachazi vodikova vazba udrzujici funkéni stavbu
aktivniho mista BChE. Navazanim kladné€ nabitého substratu na enzym dojde ke vzniku
komplexu kation-t s aromatickym kruhem Tyrss;, soucCasné substrat interaguje
s negativné nabitym Aspso, coz vede ke konforma¢nim zménam v monomeru (Masson
et al. 1999). Ohebnd ramena omega smycky se k sobé pfiblizi a nasledn¢€ substrat
sklouzne ke zbytku Trpss, jenz je soucasti cholinového vazebného mista a ma dilezitou
roli pfi stabilizaci kvarterniho dusiku substratu (Masson et al. 1996). V ramci prohlubné
se také nachdzi acylova kapsa, lemovand Lys,ss a Valygs. Oxyanionickd prohluben,
lezici v blizkosti cholinového vazebného mista, zahrnuje Gly;j6, Gly;;7 a Alajgg a
pomahd otacet substrat z vertikdlni do vodorovné polohy, v niZ mulze byt substrat
hydrolyzovan za Ucasti Serxs. Diky vétsi acylové kapse mize BChE pfijimat vétsi
acylové skupiny, a tudiz 1 vétsi substraty, jako je napiiklad butyrylcholin. BChE je
glykosylovana na deviti Asp v pozici 17, 57, 106, 241, 256, 341, 455, 481 a 486
(Lockridge et al. 1987; Lockridge 2015a).

PAS
Tyr 332 Aspﬁ"
omega smycka
Lyszss - TT’Ps: =
cholinové vazebné misto
Valygq G|yllh
. Glyy7
acylova kapsa Ala,of

Serys Hisuss Glusss — oxianionicka prohluberi

katalyticka triada

Obrazek 5 — Kavita BChE obsahujici periferni anionické misto (PAS), vazebné

misto pro cholin, oxianionickou prohluben, acylovou kapsu a katalytickou triadu

1.1.3 Vyznam AChE a BChE ve vojenstvi

Mechanismus inhibice AChE se uplatiuje také pii vyvoji profylaktik pro 1é€bu

otrav NPL. Mezi hlavni zastupce NPL patii sarin, soman, tabun, cyklosin a latka VX.
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NPL reaguje s aktivnim centrem AChE, kde zptisobuje fosforylaci hydroxylové skupiny
serinu. Vznikd tak kovalentné vazany komplex NPL s AChE a fyziologicka funkce
enzymu je zablokovana (Hulse et al. 2019). Inhibice enzymu NPL zptsobi akumulaci
ACh v mistech jeho fyziologického plsobeni, ktera postupné vede k nadmérné
stimulaci nikotinovych a muskarinovych receptorti cholinergniho systému. Nastane
konstantni depolarizace postsynaptickych neuront. V disledku zvysené cholinergni
aktivity dochazi u exponovaného jedince k rozvoji klinickych ptiznakl, oznacovanych
jako tzv. akutni cholinergni krize, ktera pfetrvava do doby, dokud neni nasyntetizovana
nova AChE nebo je pouzit reaktivator (Eddleston et al. 2002).

Aktivitu AChE lze po inhibici NPL zpétn€ obnovit. Vznikly komplex NPL s AChE
je hydrolyzou kovalentni vazby mezi atomem fosforu NPL a serinem AChE zpé&tné
reaktivovan. V né&kterych piipadech ale dochazi k tzv. procesu ,,starnuti, presnéji
k dealkylaci fosforylované AChE. Béhem tohoto procesu vznikd v molekule zaporné
nabity fosfat, vytvarejici solny mistek s katalytickym histidinem. Komplex se tak
dostava do jiZ nereaktivovatelné formy. Jedinym zplisobem, jak obnovit aktivitu takové
AChE, je syntéza nového enzymu (Worek et al. 2007). BChE je vyborny marker otrav
NPL. Tento enzym ma v obéhu poloc¢as 12 dni, coZz znamena, ze krev odebrana nékolik
dni po incidentu muze stile obsahovat detekovatelné mnozstvi aduktu NPL-BChE
(Lockridge 2015b).

Jednim z vojensky vyznamnych profylaktik intoxikace NPL je pyridostigmin, jenz
je zaveden ve vybavé nékterych arméd. Pyridostigmin je pseudoreversibilni inhibitor
AChE, ktery patfi do skupiny karbamati. AChE inhibovand karbamaty je rezistentni
k inhibici NPL. Po spontanim obnoveni aktivity (dekarbamylaci) se AChE stava opét
aktivni a je schopna plnit svoji fyziologickou funkci. Nevyhodou pyridostigminu je, Ze
se zvySenou davkou jsou spojeny vedlejsi u€inky, a to nauzea, prijjem, bolesti bficha,
nizky krevni tlak, slabost a alergické reakce (Xia et al. 1981; Dawson 1995). V eské
armadé je zavedena trojkombinace profylaktik pyridostigminu, trihexyfenidylu a
benaktyzinu pod nazvem PANPAL. Pyridostigmin neni schopen prostupu do mozku a
pusobi piedev§im periferné. Dal§i dvé léCiva jsou anticholinergika, ktera odstranuji
nezadouci U€inky pyridostigminu (Kassa et al. 2008; Patocka et al. 2006).

Standardnim postupem v 1écbé otrav NPL je kombinace reaktivatorii s antagonisty
muskarinovych receptort, které blokuji jejich nadmérnou stimulaci a antikonvulzivnimi
lé¢ivy tlumici tonicko-klonické kiece. Mezi komeréni zéastupce reaktivatorii patii
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methoxim, obidoxim, trimedoxim, asoxim a monokvarterni reaktivator pralidoxim
(Bajgar et al. 2007). V soucasné dob¢ pouzivané oximy maji nékolik nevyhod, jako je
relativné vysoka toxicita nékterych latek a neschopnost pronikat pfes HEB v disledku
trvalého naboje. Dalsi nevyhodou je, Ze neexistuje Sirokospektralni reaktivator, ktery by
1é¢il otravu vSemi typy NPL (Soukup et al. 2018). Tento problém je proto neustale feSen
vyzkumnymi laboratofemi po celém svéte.

Z divodu omezenych terapeutickych ucinka reaktivatorai AChE je zvazovano
zavedeni stechiometrickych nebo katalytickych bioscavengert, které by meély byt
schopny vazat nebo rozlozit NPL v organismu (Aurbek et al. 2009). Klinické studie faze
I s lidskou plazmatickou BChE dospély k zavéru, ze BChE je bezpecnd, pokud je
podavéna lidem intravenézné nebo intramuskuldrn€é. Doposud byla pfipravena a
otestovdna jako stechiometricky bioscavenger rekombinantni BChE, vyprodukovana
z koziho mléka transgennich zvifat nebo z geneticky modifikovanych tabakovych
rostlin (Doctor a Saxena 2005; Chilukuri et al. 2005). Takto pfipravena rekombinantni
BChE mé vSak sva omezeni v ramci chybé&jicich posttranslacnich modifikaci a mize
tedy dojit k nezddouci imunitni odpovédi po opakovaném podani. V uvedenych
pfipadech mé rekombinantni lidska BChE nehumanni glykanovou strukturu.
Ta zpusobuje, Ze rekombinantni BChE je rozpoznéana jako imunogen (Rice et al. 2016).
Dalsi nevyhodou rekombinantni BChE je kratky polocas v krevnim ob&hu, nestabilita
purifikovaného enzymu a variabilita glykosylace mezi Sarzemi v zavislosti
na podminkach kultivace (Nachon et al. 2002). Kratky polocas je vysvétlen netiplnou
glykosylaci enzymu. Plazmatickd BChE ma az devét glykosylacnich mist. Neschopnost
podjednotek BChE vytvofit tetramer z divodu nedostateéného mnozstvi peptidil
bohatych na polyprolin, zptsobuje zkraceni polo¢asu v krevnim ob&hu. Polo¢as enzymu
v krevnim obéhu je mozné prodlouzit PEGylaci BChE (Chilukuri et al. 2005) nebo
expresi BChE jako fuzniho proteinu s albuminem (Huang et al. 2007). Podéni
rekombinantni BChE u zvifat je Casto spojeno s imunitni odpovéd’, jelikoz lidska
proteinova sekvence je rozpoznana jako cizi. Tento problém lze vytesit pouzitim BChE
stejného druhu jako je testovany druh, na kterém je provadéno testovani (Rosenberg et
al. 2010; Parikh et al. 2011). Enkapsulace rekombinantni BChE do nanocastic je
zkoumana jako metoda, kterda by mohla zlepsit farmakokinetické vlastnosti tohoto

proteinu.
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BChE funguje jako stechiometricky vychytdva¢, jehoz hlavni omezeni spociva
ve schopnosti vazat pouze jednu molekulu NPL na jednu molekulu BChE. Pro dosazeni
dobré profylaktické nebo terapeutické Ucinnosti je tedy nutné podat velmi vysokou
davku enzymu pied nebo po otravé NPL (Cerasoli et al. 2020). Tento problém by mohlo
¢astecné odstranit souc¢asné podani selektivniho reaktivatoru BChE, jez by mohl Stépit
ireverzibiln¢ vazanou NPL z aktivniho mista BChE a obnovit tak jeji funkci. V tomto
piipadé BChE funguje jako pseudokatalyticky vychytavac¢, ktery je pouzitelny jako
profylaxe otravy NPL nebo jako léCebny prostfedek po intoxikaci (Masson a
Lushchekina 2016). Dalsim moznym dosud nerealizovatelnym lécebnym pfistupem je
zvySeni exprese BChE v téle pacienta, avSak o regulaci exprese BChE neni mnoho
znamo. U c¢loveéka byla nalezena varianta BChE tzv. Cynthiana vyznacujici se vysokou
plazmatickou hladinou BChE. Nebyly vSak nalezeny Zadné mutace v kodujici oblasti
genu BChE. Lidé s touto variantou BChE jsou zcela zdravi jedinci.

Z vyse popsanych divodu a vzhledem k narokiim na dostate¢né mnozstvi aktivnich
a stabilnich enzyml pro testovani novych inhibitort BACE1 a AChE, jakozto
potencialnich 1é¢iv AD, vyvoje Sirokospektrych reaktivatorai AChE a potteby produkce
rekombinantni BChE jako potencialniho bioscavegeru pro 1écbu otrav kokainem, NPL a

pesticidy, vyvstal pozadavek na produkeci téchto rekombinantnich proteind.

1.2 Produkce rekombinantnich proteint

Pokrok ve vyvoji genetického inZenyrstvi a novych technologii umoznil realizovat
produkci rekombinantnich proteini a monoklondlnich protilatek ve velkém méfitku.
Optimalizace jednotlivych krok produkce rekombinantnich proteinti vedla k zisku
velkého mnozstvi novych enzymt a pomohla tak k mnoha novym objevim v lécbé

riznych onemocnéni.
1.2.1 Rekombinantni proteiny

Tvorba prvni rekombinantni DNA molekuly byla popsana Jacksonem, Symonsem a
Bergem vroce 1972. Na zdklad¢ této publikace byla Paulu Bergovi v roce 1980
za studium rekombinantni DNA udélena Nobelova cena za chemii. Zaroven s nim
obdrZzeli tuto cenu Walter Gilbert a Frederik Sanger za stanoveni sekvenci bazi v DNA.

Insulin byl prvni protein, ktery byl Sangerem sekvenovan (Jackson et al. 1972; Sanger a
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Dowding 1996). Od roku 1982, kdy byl poprvé rekombinantni inzulin pouzit k 1écbé
pacienta, je produkce rekombinantnich proteind rychle se rozvijejici odvétvi. Postup

tvorby rekombinantniho proteinu Ize rozdé¢lit do jednotlivych krokt:
e izolace genu kddujiciho cilovy protein,
e vloZeni genové sekvence do vhodného vektoru,
¢ vneseni rekombinantni DNA do buné¢k urcenych k expresi proteinu,
e purifikace proteinu.

Produkci rekombinantniho proteinu je pak mozné optimalizovat po jednotlivych

krocich celého procesu (Wurm 2004).
Naésledné po purifikaci je pak nutné ziskany protein charakterizovat:
e urcenim Cistoty proteinu pomoci denatura¢ni gelové elektroforézy,

e identifikaci proteinu pomoci protilatky analyzou western blot nebo pomoci

hmotnostni spektrometrie,
e stanovenim koncentrace proteinu pomoci spektrofotometrickych metod,
e stanovenim aktivity proteinu a urceni kinetickych konstant (enzym/substrat),

e dale je moZn¢ urcit nativni konformaci enzymu, glykosylaci, optimalizovat

skladovaci podminky atd.
1.2.2 Expresni systémy

Zavedeni novych expresnich systémi umoZznilo zvysit produkci virovych vakcin a
diagnostickych a terapeutickych proteinti pro farmaceuticky primysl. Expresni systémy
lze rozdélit do dvou hlavnich tfid: prokaryotni a eukaryotni (Ahmadi et al. 2016;
Baranyi et al. 2013).

1.2.2.1 Bakterialni systémy

Prikopnickym hostitelem pii produkci rekombinantnich proteinii byla Escherichia
coli (E. coli). Tato bakterie je Castou volbou pro svij rychly rist a jednoduchou
kultivaci s obrovskym benefitem v podobé nizké ceny produkovaného proteinu.
Nevyhodou bakteridlnich systému je absence posttransla¢nich modifikaci, diky ¢emuz

miZze enzym postradat katalytickou aktivitu. Castd je téZ agregace produkovaného

44



proteinu nebo kontaminace produkovaného proteinu bakteridlnim endotoxinem (Tucci
et al. 2016). Doposud bylo popsano dalSich 26 bakteridlnich systémt uzivanych
pro produkci rekombinantnich proteint (napiiklad Pseudomonas aeruginosa,
Streptomyces  lividans, Corynebacterium glutamicum, Bacillus megaterium a
Lactococcus lactis). Vyhodou téchto systému je jejich metabolickd rozmanitost a
schopnost prizpisobit se riznému prostiedi, coz mize vyznamné ovlivnit produkovany
protein. ZvySené rozpustnosti proteinli lze dosahnout pii expresi v halofilnich a
psychrofilnich bakteriich. Ke zvySeni sekrece proteinii lze pouzit bakterie mlééného
kvaseni. Pouziti Gram-pozitivnich bakterii snizuje riziko kontaminace endotoxiny a
posttransla¢nich modifikaci lze dosdhnout v mykobakteriich (Ferrer-Miralles a

Villaverde 2013).
1.2.2.2 Kvasinkové systémy

Mén¢é konvencni systémy pro produkci rekombinantnich proteint jsou napiiklad
ruzné druhy kvasinek. Nejcastéji pouzivanymi jsou Saccharomyces cerevisiae, Pichia
pastoris a Hansenula polymorpha. Kvasinkové bunky kombinuji vyhody
prokaryotickych bunék, jako je rychly riist nebo snadnd genetickd manipulace, a
eukaryotické rysy vcetné sekrecni cesty vedouci ke spravnému zpracovani proteini a
posttranslacnim modifikacim. Rizné védecké skupiny se zaméfily na vyvoj kvasinek,
které jsou schopny glykosylace za ucelem produkce glykoproteini odpovidajici lidskym
glykanovym strukturdm (Mattanovich et al. 2012; Hamilton a Gerngross 2007).

1.2.2.3 Houbové systémy

DalSim systémem, ktery slouzi k produkci rekombinantnich proteind, jsou vlaknité
houby. Nejc¢astéjsim druhem jsou Aspergillus, Trichoderma, Penicillium a Rhizopus.
Houbové systémy obecné nejsou vhodné pro produkci lidskych rekombinantnich
proteinli, jelikoZ poskytuji enzymy s odliSnou glykosylaci. Zajimavé jsou spiSe
z hlediska exprese primarnich nebo sekundédrnich metabolith otrav houbami (Ward

2012).
1.2.2.4 DalSi expresni systémy

Méné vyuzivané systémy pro produkci rekombinantnich proteinti jsou hlenky,
mechy a fasy. Zelené tasy, jakoZto systém pro produkci rekombinantnich proteint a

dalSich biomaterialii pro primysl, maji mnoho vyhod z hlediska nizkych vyrobnich
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naklad, bezpecnosti, metabolické rozmanitosti nebo nendro¢nosti na rast. Mnoho studii
ukdazalo, ze chloroplast podporuje vznik komplext a spravné sbaleni enzymu (Rasala a

Maytield 2015; Top et al. 2019; Arya et al. 2008).
1.2.2.5 Hmyzi systémy

Hmyzi bunécné systémy jsou z pohledu produkce rekombinantnich proteint
kompromisem mezi bakteridlnimi a savéimi systémy. Rostou ve vysoké hustoté
v suspenznich kulturach. Je proto mozné pouzit mensi objem kultury pro produkci
rekombinantnich proteini nez u sav€ich bunék. Nepotiebuji pro svij rast CO,
atmosféru, jsou vsak citlivéjsi na sterilitu prace nez savéi bunky. Glykosylace
v hmyzich bunkach je podobna, neni ale identickd s glykosylaci v sav€ich bumkach
(Kollewe a Vilcinskas 2013). Nejc€ast¢ji vyuzivanou bunéénou linii je ovaridlni bunééna
linie Spodoptera frugiperda (Sf-9) odvozena rodiCovské bunécné linie Spodoptera
frugiperda IPLB-Sf-21-AE (Sf-21). Sf-9 linie se casto pouziva k produkci
intracelularnich nebo membranovych proteini. Trichoplusia ni (znama jak ,,High Five”)
je vhodna pro produkci proteinli s vy$S§im vytézkem. Hmyzi buniky rostou pii teploté
28 °C a produkéni systém je zalozen na infekci kultivovanych hmyzich bunck
bakuloviry. Buiiky jsou infikoviny DNA virem Autographa californica multiple
nucleopolyhedrovirus (AcMNPV). Tento rekombinantni DNA virus je dvouvldknovy a
nese gen pro expresi cilového proteinu Pro izolaci a propagaci bakulovird je
preferovanou bunécnou kulturou Sf-21. Kultivace téchto bunck je casové i finan¢né
naro¢nd. Nevyhodou je, Ze bunky nejsou schopny kontinudlni produkce proteinu a
pro kazdou davku exprimovaného proteinu je nutné infikovat Cerstvé buiikky (Weber a

Fussenegger 2009; Kitajima a Takaku 2008).
1.2.2.6 Sav¢i systémy
Sav¢i bunétné systémy jsou na rozdil od predchozich systémi schopny zajistit

adekvatni posttransla¢nich modifikace produkovaného rekombinantniho proteinu. Mezi

tyto modifikace patii metylace, fosforylace, acetylace, glykosylace atd. Nevyhodou je

wewr

médii. K expresi se pouzivaji virov€ imortalizované nebo bunééné linie odvozené
z tumoru. K vyznamnym liniim pro produkci ve farmaceutickém primyslu patii bunky

ovarii ktecka ¢inského (CHO), mysSi myelomové bunky (NSO), hybridni
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B lymfocytarnich mysi buiniky (Sp2/0O-Agl4) a lidské embryonalni ledvinné buiky
(HEK293) (Dhara et al. 2018; Khan 2013).

Nami zvolend bunécna linie Expi293F vychazi z bunck HEK293. Tato linie byla
upravena pro VvysSi produkci rekombinantniho proteinu. Poskytuje veskeré
posttranslaéni modifikace a tim je, dle vyrobce, zarukou kvality, aktivity a stability
budouciho rekombinantniho proteinu  (Thermofisher Scientific nedatovéano).

V nasledujici tabulce 3 jsou shrnuty vlastnost jednotlivych zastupci expresnich

systémt.
Tabulka 3 — Vyhody a nevyhody expresnich systémil
Expresni  Naroky na Rychlost Uroveii Konformace Posttransla¢ni
systém kultivaci ristu exprese modifikace
(glykosylace)
Bakterialni nizké vysoka vysoka nutny chybi
refolding
Kvasinkovy nizké vysoka  nizka/vysokd nékdy nutny jiné zdroje
refolding cukri
Hmyzi vysoké nizka nizka/vysoka vétSinou jednoducha,
spravna nizka
Sav¢i vysoké nizka nizka vétSinou komplexni
spravna
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2. Cil prace

Cilem ptedkladané disertacni prace je zavedeni produkce lidskych rekombinantnich
proteini BACE1, AChE a BChE. V ramci feseni dané problematiky byly stanoveny tyto
dil¢i cile:

e zavést a validovat produkci lidskych proteini BACE1, AChE a BChE

v Expi293 expresnim systému,

e optimalizovat izolaci aktivni lidské rekombinantni BACE1 z Expi293F

bunék,
e validovat purifikaci vSech vyse zmitlovanych proteind,

e provést charakterizaci jednotlivych proteind: urceni Cistoty, identifikace
proteinu protilatkou, stanoveni koncentrace, stanoveni aktivity, urceni
kinetickych konstant a urfeni hodnoty ICsy pro selektivni inhibitory

jednotlivych proteind.
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3. Material metodika

3.1 Chemikalie a kity

3.1.1 Chemikalie

Dimethylsulfoxid (DMSO), fluorid sodny (NaF), acetylthiocholin jodid (ATChI),
butyrylthiocholin jodid (BTChI), Comassie brilantni modi G-250, metanol (MeOH),
isopropanol, dodecylsiran sodny (SDS), kyselina octova, Triton X-100, TWEEN-20,
Tris-HCI, Tris-baze, akrylamid, kyselina etylendiamintetraoctova (EDTA), imidazol,
dodecyl maltosid, N,N,N' N'-tetrametyletan-1,2-diamin (TEMED), tetrametylamonium
chlorid (TMACI), tetrametylamonium jodid (TMAI), dekametonium bromid (DMB),
5,5’-dithiobis-2- nitrobenzoova kyselina (DTNB), peroxodisiran amonny (APS), octan
draselny, digitonin, B-merkaptoetanol, glycerol, glycin, bromfenolova modf, chlorid
sodny (NaCl), dihydrogen fosfore¢nan draselny (KH,PO,), hydrogen fosfore¢nan sodny
(Na,HPO,4), imidazol, 7-Methoxykumarin-4-acetyl-[Asn670, Lue671]-amyloid /A4
prekursorovy protein 770 fragment 667-676-(2,4-dinitrophenyl)Lys-Arg-Arg amid
trifluorooctova siil, 6-aminokapronova kyselina, donepezil, etopropazin, Luria Broth
(LB) médium, trypanova modf, agar, 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-
propansulfonat hydrat (CHAPS) a saponin byly zakoupeny u Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA).

Syber Safe DNA gel stain 10 000x koncentrovana barva Generuler 1kb DNA
ladder, N-octyl-B-D-glukopyranosid, protilatka proti histidinové kotvé, Opti-MEM® a
HisPur-kobaltova pryskyfice byly zakoupeny u Thermo Fisher Scientific (Waltham,
MA, USA).

Inhibitor proteolyzy byl zakoupen u firmy Roche (Basilej, Svycarsko).

Pufr Tris-HCl pH 8,8, Precision Plus Protein kaleidoskop a odstfedéné suSené

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

Karbenicilin, akrylamid a agar6za pro rutinni DNA elektroforézu byly zakoupeny

u SERVA Electrophoresis (Heidelberg, Némecko).
Agaréza SeaKem GTG byla zakoupena u Lonza (Basilej, Svycarsko).

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

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

Némecko).
3.1.2 Kity
QIAquick gel extrakeni kit byl zakoupen u Qiagen (Venlo, Nizozemi).

BM Chemiluminescence Western Blotting Kit byl pofizen u Roche (Basilej,
Svycarsko).

PureLink Quck plasmid MiniprepKit a MidiprepKit, pcDNA3.4-TOPO® klonovaci
kit, ExpiFectamine293 transfekcni kit, Mem-PER Plus extrakéni kit pro membranové

proteiny a Micro BCA Protein Assay kit byly zakoupeny u Thermo Fisher Scientific.
3.2 Biologicky material
3.2.1 Gen

Templatové DNA obsahujici lidskou BACE1, ACHE a BCHE byly syntetizovany
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 syntetizovany
u Generi Biotech (Hradec Kralové, CR).

3.2.3 Buiiky a enzymy

Bunécéna linie Expi293F, PFU Ultra IT DNA polymerasa a chemicky kompetentni .
coli TOP10 byly zakoupeny u Thermo Fisher Scientific.

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

3.3 Sterilni plast a spotiebni material

Erlenmeyerovy baiky strny a ventilaci a Coolcell kontejner byly zakoupeny

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

Némecko).

96jamkové desticky Ciré byly zakoupeny u Nalge Nunc International (New York,
NY, USA).

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

zakoupeny u Techno Plastic Product (Trasadingen, Svycarsko).

Centrifuga¢ni mikrozkumavky (0,5, 1,5, 2 a 5 ml) byly zakoupeny u Eppendorf
(Hamburk, Némecko).

Kolonky Econo-Pac® column byly zakoupeny u Bio-Rad.
Dialyzaéni kazety byly zakoupeny u Thermo Fisher Scientific.
3.4 Instrumentace

Termotiepacka MTC-100 Thermoshaker Incubator (MIU Instruments, Hanzghou,
Cina),

orbitalni ttepacka CO, Plus (Thermo Fisher Scientific),

inkubétor CB 160 (Binder, Tuttlingen, Némecko),

box s laminarnim proudénim Bioair safe flow 1.2 (EuroClone, Pero M1, Italie),

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

vyrobnik ultracisté vody (H,O) na bazi reverzni osmoézy typ 06 (AquaOsmotic,

Tisnov, Ceska republika),
centrifuga U-320 R, centrifuga M-240 R (Boeco, Hamburk, Némecko),
Martin Christ Freeze Dryer (ALPHA 1-4 LSC, Osterode, Némecko),

michacka big squide, Vortex Lab Dancer, Ttepacka desticek (IKA, Staufen

v Breisgau, Némecko),
ttepacka/Kyvacka MR-1 (Biosan, Riga, LotySsko),
elektroforéza (Bio-Rad),
UV transiluminator s kamerou Infinity-3026 (Vilber, ZAC de Lamirault, Francie),
nanofotometr (Implen, Mnichov, Némecko),
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ptistroj AGFA (Healthcare, Mortsel, Belgie),

Muse Cell Analyzer (Merck Millipore, Darmstadt, Nemecko),
mikroskop Nikon Elipse TS 100 (Nikon, Minato, Japonsko),
PCR thermocykler (SensQuest, Gottingen, Némecko),
hlubokomrazici box -80 °C (ESCO, Horsham, PA, USA),

hlubokomrazici box -150 °C (Ultra-Low Temperature freezer MDF-1156, Sanyo
Electric Company, Osaka, Japonsko),

lednice (Liebherr, Bulle, SV}'/carsko),

multifunkéni destiCkovy reader Synergy 2 (BioTek, Winooski, VT, USA),
multifunkéni desti¢kovy reader Spark (Tecan, Minedorf, Svycarsko),
laboratorni vahy CPA 225D (Sartorius, Goéttingen, Némecko),

vyrobnik ledu CB 249 A HC (Brema, Modletice, Ceska republika),

Azure c280 (Azure biosystems, Dublin, CA, USA).
3.5 Vypracovani metodické prace

Optimalizace nukleotidové sekvence genu BACEl, ACHE a BCHE a navrh
primerd provedla Mgr. Monika Schmidt, Ph.D.

Veskeré prace pocinaje amplifikaci genu BACE1, ACHE a BCHE az po expresi
proteinli v Expi293F buikach prob&hly na Katedfe molekularni patologie a biologie
FVZ UO. Nasledna purifikace, identifikace a validace kinetickych vlastnosti enzymu
BACEI, AChE a BChE byly provedeny na KTVF FVZ UO.

3.6 Produkce lidské rekombinantni BACE1 v Expi293F buikach
3.6.1 Amplifikace genu BACE1

3.6.1.1 Gen

Sekvence genu lidské BACEI (isoforma A) o velikosti 1545 paru bazi (bp) byla
ziskana z databaze UniProt Knowledgebase (P56817). Tato sekvence byla

optimalizovéana pro expresi v daném expresnim systému a syntetizovana de novo jako
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10
MAOATLFWLLL
60
FEEFGRRGSF
110
VGAAPHPFLH
160
GEPNVITVEANT
210
LVEQTHVEFNL
260
YTPIEREWYY
310
VFERLVESTE
360
EVITNQSFRIT
410
GEFYVVFDELR
460
DESTLMTIAY

20
WMGAGVLELAH
70
VEMVDNLEGE
120
RYYQROLS3ST
170
ALTTESDEFFE
220
FSLOLCGAGE
270
EVIIVEVEIN
320
ALIZTERFED
370
ILFQOUYLERPV
420
FRIGFAVSLC
470
VMARATCRTLFM

30
GTOHGIRLEL
80
SEQGYYVEMT
130
YRDLEEGVIV
180
INGSNWEGIL
230
PLNQSEVLAS
280
GODLEMDCEE
330
GEFWLGEQLVC
380
EDVATSQDDC
430
HVHDEFRTAR
480
LELCLMWVCONW

40
BESGLGGARFPLG
S0
VGESFFQTLNI
140
FYTQGEWEGE
130
GLAYARETARF
240
VEESMIIGST
250
YNYDESIVDS
344
WOAGTTPWNI
3840
YREFRISQSST
440
VEGPFVTLDM
430
BECLERCLROOH

DNA fragment firmou GeneArt™ gene synthesis service. Obrazek 6 znazoriiuje AMK
sekvenci BACEI o celkové délce 501 AMK.

=0
LELFEETDEE
100
LVDTG3SNFA
150
LGTDLVSIFH
200
CDSLERFFDS3
250
DHSLYTGESLW
200
GTTHNLELFPEE
350
FEVISLYLMG
400
GTVMGAVIME
450
EDCGYNIFPQT
200
DDFADDISLL

E

Obrazek 6 — Sekvence BACE]1 v délce 501 AMK a molekulové hmotnosti
55,764 kDa (pievzato z databaze UniProt Knowledgebase)

3.6.1.2 Amplifikace DNA

Pro amplifikaci DNA byly navrzeny specifické oligonukleotidy (primery; Tabulka
4), které¢ zavedly Kozakovu sekvenci na 5" konec genu spolu se sekvenci
pro histidinovou kotvu na 3" konec genu BACEIL. Pomoci specifickych primerti bylo
pfipraveno celkem sedm fragmenti DNA o odliSnych délkdch koédujici rtzné
kombinace domén proteinu BACE1. Findlni sekvence obsahujici konstrukty lidské
BACEIl o riiznych velikostech byly syntetizovany pomoci polymerazové fetézové
reakce (PCR). Slozeni PCR reakce je popsano v tabulce 5 a teplotni parametry

nastavené pro amplifikaci jsou shrnuty v tabulce 6.
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Tabulka 4 — Sekvence primera

BACE1 22-501 AMK

22 46 454 477 501

PD KaD TD CcD

DTGS DSGT

Forward primer

CCACCATGACACAGCACGGAATCAGACT

Reverse primer

TCAATGGTGATGATGGTGGTG

BACE1 46-501 AMK

46 454 477 501
KaD TD CD

Forward primer

CCACCATGGAGACAGACGAGGAACCTG

Reverse primer

TCAATGGTGATGATGGTGGTG

BACE1 22-454 AMK

22 46 454

DTGS DSGT

PD KaD

Forward primer

CCACCATGACACAGCACGGAATCAGACT

Reverse primer

TTAATGGTGATGGTGATGGTGGTCGACGGCGCT
ATTTGTCATCAGGGTGCTCTC

BACE1 46-454 AMK

46 454

DTGS DSGT

KaD

Forward primer

CCACCATGGAGACAGACGAGGAACCTG

Reverse primer

TTAATGGTGATGGTGATGGTGGTCGACGGCGCT
ATTTGTCATCAGGGTGCTCTC

BACE1 22-454 AMK

+ sekrecni signal

22 46 454
— DTGS DSGT
sekrecni signal

PD KaD

Forward primer

CCACCATGGAGACAGACACACTCCTGCTATGGG
TACTGCTGCTCTGGGTTCCAGGTTCCACTGGTGA
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CACACAGCACGGAATCAGA

Reverse primer

TTAATGGTGATGGTGATGGTGGTCGACGGCGCT
ATTTGTCATCAGGGTGCTCTC

BACE1 46-454 AMK+
sekrecni signal

a6 454

DTGS DSGT

Forward primer

CCACCATGGAGACAGACACACTCCTGCTATGGG
TACTGCTGCTCTGGGTTCCAGGTTCCACTGGTGA
CGAGACAGACGAGGAACCT

Reverse primer

TTAATGGTGATGGTGATGGTGGTCGACGGCGCT
ATTTGTCATCAGGGTGCTCTC

BACE1 1-501 AMK

DTGS DSGT -

Sp PD KaD D CcD

Forward primer

CCACCATGGCTCAGGCTCT

Reverse primer

TCAATGGTGATGATGGTGGTG

Tabulka 5 — Slozeni PCR reakce

Slozka MnozZstvi (ul)

DNA templat, 10ng.pl™ 2,5

10x koncentrovany reakéni pufr 2,5
dNTP — deoxynukleosidtrifosfat 10 mM 0,65

Primer reverse 10 pM 0,5

Primer forward 10 pM 0,5

PFU Ultra II DNA polymerasa 0,5
Destilovana voda 17,85

Celkovy objem smési 25
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Tabulka 6 — Pribéh amplifika¢ni PCR reakce

W

Faze Teplota (°C) Cas Opakovani
1. 95 2 minuty 1
2. 95 20 sekund 30
56 20 sekund
72 45 sekund
3. 72 3 minuty 1
4. 4 0o 1

3.6.1.3 Izolace amplifikované DNA

Amplifikovana DNA byla izolovana pomoci preparativni gelové elektroforézy.
Pro zjisténi velikosti amplifikované DNA byl pouzit standard Generuler 1kb DNA
ladder se znamou velikosti jednotlivych fragmenti. Byla pfipravena 1% agardza
SeaKem GTG v TAE (Tris + EDTA) pufru, do které bylo pfidano barvivo Syber Safe
DNA gel stain, jeZ se vaZze na DNA a obarvi ji. Na 10 ml roztoku byl pfidan 1 pl
barviva. Elektroforéza probihala pfi konstantnim napéti 100 V po dobu 30 minut a DNA
v gelu byla vizualizovdna pomoci UV transilumindtoru. Fragment s odpovidajici
velikosti byl pod UV lampou vyfiznut z gelu a zvazen. 1zolace DNA probihala pomoci
QIAquick gel extrakéniho kitu. Pfi préaci bylo postupovéano v souladu s nadvodem
vyrobce a vSechny centrifugacni kroky probihaly po dobu 1 minuty pii 14 000 x g.
K fragmentu gelu bylo na kazdych 100 mg jeho vahy ptidano 300 pl QG pufru. Vzorek
byl 10 minut zahfivan pfi teplot¢ 50 °C a v pribéhu zahiivani byl kazdé 2 minuty
promichén. Po rozpusténi agar6zy bylo do smési na kazdych 100 mg gelu ptidano
100 pl isopropanolu. Vznikla smés byla nanesena postupné na kolonu z kitu pomoci
centrifugace. Kolona byla promyta nejprve 500 pul QG pufru a nasledn¢ 750 ul PE
pufru. Nasledn¢ byla kolona ptemisténa do ¢isté 1,5 zkumavky a pomoci 30 pl
destilované¢ H,O byla DNA centrifugaci eluovana. Takto piipravena DNA byla poté

thned pouzita pro topoklonovani.
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3.6.1.4 Topoklonovani

Pro tuspésné klonovéani bylo nutné vyizolovanou DNA (PCR produkt) upravit
piidanim adenosinu (3°- A pfesahil) na obou 3" koncich. Liga¢ni smés (Tabulka 7) byla

zahtivana pfti teploté ~72 °C po dobu 10—15 minut. Poté byl vzorek pfemistén na led.

Tabulka 7 — Ligacni smés

Slozka Objem (ul)
PCR produkt 10
Taq pufr 2
Taq polymerasa 1
dATP 1

Pro topoklonovani byl pouzit pcDNA 3.4-TOPO TA Cloning Kit. Topoklonovaci
smés byla namichana dle doporuceni vyrobce kitu (Tabulka 8) a inkubovdna 10 minut

pii pokojové teploté.

Tabulka 8 — SloZeni topoklonovaci smési

Slozka Objem (ul)
PCR produkt s A presahy na 3" koncich 4
pcDNA 3.4 TOPO® vektor 1
Roztok soli 1
Celkovy objem smési 6

Z této smési byly transformovany 2 ul do chemicky kompetentnich bun¢k E. coli
TOP10. Bunky byly po inkubaci s topoklonovaci smési transformovany metodou
teplotniho Soku (42 °C po dobu 30 sekund), okamzit¢ byly ochlazeny na 2 minuty
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v ledové tiisti a k bunkam bylo ptidano 950 pl Super Optimal Broth (SOC) média. SOC
medium je bakteridlni ristové médium, které je bohaté na ziviny a podporuje vyssi
ucinnost transformace plazmida. Kultura bun¢k byla inkubovéna po dobu 1 hodiny
pii teploté 37 °C, v tfepacce za michani pfi 200 rpm. Po inkubaci byly buiiky vysety
na selekéni LB bakteridlni plotny obsahujici antibiotikum karbenicilin v koncentraci
100 pg.ml” média. Petriho misky obsahujici bakterialni kulturu byly obraceny dnem

vzhiru a inkubovany ptes noc v inkubatoru pfi teploté 37 °C.
3.6.1.5 Izolace pozitivnich kolonii

Druhy den po inkubaci byl sterilni Spickou proveden odpich né¢kolika kolonii.
Bunky byly resuspendovany v 50 pl destilované H,O a kultura byla rozdélena do dvou
zkumavek: 30 pl vzorku bylo uchovéno v lednici a 20 pl vzorku bylo povateno 5 minut
pti 95 °C. Tento vzorek byl pouzit jako templatova DNA pro PCR reakci za pouziti PPP
Master Mixu (Tabulka 9). Pribéh reakce je uveden v tabulce 10. PCR na koloniich byla
analyzovéana pomoci gelové elektroforéz a amplifikovana DNA byla detekovana pomoci

UV transiluminatoru.

Tabulka 9 — Slozeni PCR reakce na koloniich

Slozka Objem (ul)
PPP master mix 2x 12,5
Primer Forward 1
Primer Reverse 1
Templatova DNA 3
Destilovana voda 7,5
Celkovy objem smési 25
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Tabulka 10 — Prubéh PCR na koloniich

Faze Teplota (°C) Cas
1 94 1
2 (30 cyklu) 94 15
55 15
72 1 minuta 40 sekund
3 72 7 minut
4 4 o0

3.6.1.6 Izolace plazmidové DNA

Kultura PCR pozitivnich kolonii byla inokulovana do LB média s karbenicilinem
(100 ug.ml'1 média) a inkubovana ptes noc pii 37 °C za michani v tfepacce pti 200 rpm.
Druhy den byly z narostlé bakteridlni kultury pfipraveny bakterialni konzervy: 400 ul
no¢ni kultury bylo smichano s 600 pl 50% glycerolu, ktery slouZi jako kryoprotektivum.
Tato konzerva byla skladovana pii -80 °C. Zbytek narostlé bakteridlni kultury byl pouzit
pro 1zolaci plazmidové DNA pomoci PureLink Quick plasmid Midiprep Kit. Pfi praci
bylo postupovano podle navodu vyrobce. Peleta odpovidajici 5-10 ml bakterialni
kultury kultivované ptes noc (kultura ve stacionarni fazi, nocni kultura) byla
resuspendovana v 250 pl pufru R3. Ke vzorku bylo pfidano 250 pl lyza¢niho pufru.
Zkumavka byla jemné promichidna a inkubovana 5 minut pii laboratorni teploté.
Ke vzorku bylo pfiddno 350 pl precipitacniho pufru, zkumavka byla promichéna a
10 minut centrifugovana pii 12 000 X g. Supernatant byl piepipetovan do kolony a
centrifugovdn 1 minutu za stejnych podminek. Ke vzorku bylo pfidano 500 pl
promyvaciho pufru. Nasledné byl 1 minutu inkubovéan pii laboratorni teploté a poté
1 minutu centrifugovan pii 12 000 x g. Dal§im krokem bylo pfidani 700 pul W9 pufru a
centrifugace pti 12 000 x g po dobu 1 minuty. Pro uplné odstranéni veskerého W9 pufru
byl vzorek centrifugovan jeste jednou 1 minutu pii 12 000 x g. Kolona se vzorkem byla
umisténa do Cisté zkumavky a DNA byla eluovana 30 pl destilované H,O. Vzorek byl

1 minutu inkubovén pii laboratorni teploté a 2 minuty centrifugovan pii 12 000 x g.
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Pro potvrzeni spravnosti DNA sekvence byl vzorek izolované plazmidové DNA
sekvenovan Sagnerovou metodou na Mikrobiologickém ustavu Akademie véd Ceské
republiky (AV CR). Zbytek izolované plazmidové DNA byl zamraZen pii -20 °C

pro dalsi pouziti.
3.6.1.7 Produkce plazmidové DNA pro expresi

Pro expresi rekombinantniho proteinu bylo nutné izolovat plazmidovou DNA
o objemu 50 ml a izolace DNA byla provedena pomoci komer¢niho kitu PureLink
HiPure Plasmid MidiPrep, kdy bylo postupovéano podle doporuc¢eného protokolu. Bunky
byly centrifugovany pii 4 000 x g 10 minut. Peleta byla resuspendovana v 4 ml
resuspendac¢niho pufru. K homogenizovanému vzorku byly pfidany 4 ml lyzac¢niho
pufru. Vzorek byl jemné promichdn do vzniku kompaktni suspenze a dale 5 minut
inkubovan pfti laboratorni teploté. Ke vzorku byly pfidany 4 ml precipita¢niho pufru a
smés byla ihned jemné promichana. Vzorek byl centrifugovan pii 14 000 x g 10 minut
za laboratorni teploty. Supernatant byl nalit na ekvilibrovanou kolonu. Kolona byla
2krat promyta 10 ml promyvaciho pufru. Do sterilni zkumavky byla pomoci 5 ml
elu¢niho pufru eluovana DNA. K eluatu bylo pfidano 3,5 ml isopropanolu, vzorek byl
promichan a zkumavka byla centrifugovana pifi 14 000 x g 30 minut za pii 4 °C.
Po centrifugaci byl supernatant odstranén a k peleté byly pfidany 3 ml 70% etanolu.
Zkumavka byla centrifugovana pii 14 000 x g 5 minut pfi 4 °C a supernatant byl
odstranén. Izolovana DNA byla 10 minut suSena na vzduchu a nasledné rozpuSténa
ve 100 ul TE pufru. U izolované DNA byla stanovena jeji koncentrace a Cistota a v ten

samy den byla pouZita pro transfekce.
3.6.2 Kultivace a pasaZovani bunék

Kultura Expi293F bunék je komerén€ dodévana linie upravenych Hek293 bunék,
které jsou schopny rist v suspenzi do vysokého poctu bunck. Tyto bunky jsou
vhodnymi hostiteli pro pfechodné transfekce pro produkci rekombinantnich proteint a
protilatek a jejich kultivace probiha v bezproteinovém a bezsérovém médiu.
Po rozmrazeni byl 1 ml Expi293F bun¢k ptidan k 29 ml piedehiatého (37 °C) Expi293
kultivacniho média. Buiky byly kultivovany jako bunécénd suspenze v jednorazovych

plastovych Erlenmeyerovych sterilnich lahvich strny a s ventilatnim otvorem
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v inkubatoru pfi teplot¢ 37 °C v atmosféte obsahujici 8 % CO, Orbitalni tfepacka
umisténa v inkubdtoru a trny Erlenmeyerovy banky zajistovaly neustaly pohyb
suspenze pii rychlosti 130 rpm. Mnozstvi bun¢k a jejich viabilita byla sledovéana
s vyuzitim mikrokapildrniho pritokového cytometru Muse. Muse reagencie odliSné
barvi viabilni a mrtvé buiikky na zaklad¢ jejich propustnosti pro dvé barviva vazajici
DNA, kterd jsou pfitomna v ¢inidle.

Buiiky byly kultivovany do maximalniho mnozstvi 5 x 10° bungk na 1 ml média.
Pro expresi rekombinantniho proteinu bylo 7,5 x 10’ bun&k centrifugovéano pii 500 x g
pti laboratorni teploté¢ po dobu 15 minut. Ziskana peleta byla rozpusténa v 25,5 ml
cerstvého Expi293 média a takto pfipravend suspenze bunck byla pouzita pro expresi
rekombinantniho proteinu BACEIL. Zbytek bunék byl pouzit pro néslednou produkci

¢1 uchovéan jako zasobni bun&cné kultury pfi teploté -150 °C.
3.6.3 Exprese lidské rekombinantni BACE1

Exprese lidské rekombinantni BACE1 (1-501 AMK) probihala pomoci
ExpiFectamine 293 transfek¢niho kitu podle doporuc¢eného pracovniho postupu
vyrobcem pro kulturu o objemu 30 ml. Plazmidova DNA o koncentraci
Ipg.ml” transfekce byla nafedéna v OPTI-MEM 1 médiu s redukovanym sérem
do celkového objemu 1,5 ml. Soucasné bylo 81 pl ExpiFectamine 293 ¢inidla natedéno
v OPTI-MEM do celkového objemu 1,5 ml. Oba roztoky byly inkubovany 5 minut
pfi laboratorni teploté. Po této dob& byly roztoky pozvolna spojeny a inkubovany
dalSich 20 minut pfi laboratorni teploté. Tato smés byla pfidana k suspenzi Expi293F
bun&k o koncentraci 7.5 x 10" v 25,5 ml predehiatého Expi293 kultivaéniho média.
Transfekované buiky byly inkubovany pii teplot¢ 37 °C, michdny pomoci orbitalni
trepacky rychlosti 130 rpm v atmosféie 8 % CO, a relativni vlhkosti 95 % v inkubétoru.
Po 20 hodinach od transfekce byla pfidana smés zesilovact transfekce 1 (150 pl) a
2 (1350 pl) v celkovém objemu 1,5 ml. Objem transfekce, tak dosahl 30 ml. Po tfech az
sedmi dnech byly buniky centrifugovany pii 1 000 % g pii laboratorni teploté 15 minut.

Z bunécné pelety byl izolovan enzym.
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3.6.4 Izolace lidské rekombinantni BACE1
3.6.4.1 Izolace BACEI- fragment 1 - 501 AMK

Pro izolaci BACEI z bunécné pelety byl pouzity Mem-PER Plus membranovy
proteinovy extrakéni kit. Tento kit obsahoval promyvaci, permeabilizatni a
solubilizacni pufr. Izolace probihala podle doporu¢eného pracovniho postupu s nékolika
drobnymi tUpravami. Peleta byla resuspendovana v 3 ml promyvaciho pufru a
centrifugovédna pii 1 000 x g pfi teplot¢ 4 °C po dobu 5 minut. Tento postup byl
opakovan 3krat. Poté byly k vzniklé pelet¢ bunék ptfidiny 3 ml permeabiliza¢niho
pufru. Takto upraveny vzorek byl promichan a inkubovéan v termotifepacce za michani
300 rpm pfii teplot¢ 4 °C po dobu 10 minut. Po uplynuti této doby byl vzorek
centrifugovan pifi 18 600 x g pii 4 °C po dobu 15 minut. Supernatant obsahujici
cytosolické proteiny byl odstranén a ke vzorku byly pfidany 3 ml solubiliza¢niho pufru.
Peleta byla resuspendovana pipetovanim a inkubovana za michani 300 rpm pii teploté
4°C po dobu 30 minut v termotfepacce. Suspenze bunék byla centrifugovéna
pti 18 600 x g teploté¢ 4 °C po dobu 15 minut. Supernatant, ktery obsahoval lidskou

rekombinantni BACE1, byl odebran pro dalsi zpracovani.

3.6.4.2 1Izolace BACE1 fragmentu 22 - 501 AMK, 46 - 501 AMK, 22 - 454
AMK, 46 — 454 AMK, 22 - 454 AMK + sekre¢ni signal a 46 - 454
AMK + sekrecni signal

Ve snaze ziskat vySe uvedené fragmenty proteinu BACElenzymaticky aktivni, byly
pouzity nasledujici zplsoby izolace enzymu z bunck: lyzace bunék pomoci pufrd,
sonikace bun¢k ultrazvukovou sondou, centrifugace, mechanické naruseni membrany
bunék a pufry obsahujici tenzidy.

Byl pfipraven lyza¢ni pufr obsahujici: 137 mM NaCl, 10 % glycerol, 1 % N-octyl-
B-D-glukopyranosid, 50 mM NaF v 20mM Tris pufru o pH 8,0. Na 10 ml roztoku byla
pfidana 1 tableta inhibitori proteas. K 0,5 ml bunétné suspenze byl pfidan 1 ml
lyza¢niho pufru (objem pufru se zvySoval s objemem bunek). Vzorek byl
resuspendovan a ponechéan v klidu stat 30 minut na ledu. Poté byly buniky mechanicky
rozruSeny protazenim pistem injek¢éni jehly. Nasledné¢ byl vzorek centrifugovan
20minut pit1 16 300 x g pii 4 °C. Postupné byl neionicky detergent

N-octyl-B-D-glukopyranosid, ktery je doporucovan pro solubilizaci a izolaci
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membranovych proteinii nahrazen jinymi detergenty, byl pouzit napt. Triton X-100,
Tween 20, CHAPS nebo saponin. Misto mechanického rozruSeni bun€k byl pouzit
ultrazvukovy homogenizator, kdy resuspendovany vzorek bunék v lyzacnim pufru byl
sonikovan kratkymi 15 sekundovymi pulzy celkem 2 minuty. Vzorek byl chlazen

na ledu.
3.6.4.3 Stanoveni koncentrace proteinu

V bunécném lyzatu byl stanoven celkovy obsah proteini pomoci kolorimetrické
metody, kterd je zaloZena na redukci méd’natého iontu po reakci s peptidovou vazbou,
na médny a jeho nasledné reakci s kyselinou bicinchoninovou (BCA). Protein Assay
komeréni kit byl pouzit pro vlastni méfeni. Standardem byl hovézi sérovy albumin
(BSA), ktery byl soudasti kitu, v koncentraénim rozmezi 1 az 200 pg.ml’. Vzorky
i standard byly fedény 0,1M fosfatovym pufrem (FP) pH 7,4. Pracovni roztok byl
pfipraven smichdnim roztok A, B a C podle doporuc¢eného postupu vyrobce. Do jamky
mikrotitracni desky bylo napipetovano 150 pl pracovniho roztoku a 150 pl natedéného
lyzatu. Smés byla promichana a inkubovédna 2 hodiny pii 37 °C. Barevna zména byla
méfena spektrofotometricky v 96jamkovych mikrotitracnich destickach pomoci

multifunkéniho destickového readeru Synergy pii vinové délce 562 nm.
3.6.5 Purifikace lidské rekombinantni BACE1

BACE1 byla purifikovana pomoci afinitni chromatografie s vyuzitim kobalt-
imobilizované karboxylmetylasparatové pryskyfice (Co-IMAC). Do 20 ml Econo-Pac
kolony byly odméteny 2 ml Co-IMAC pryskyfice, ktera byla promyta 10 ml 20mM Tris
pufrem o pH 7,5 a ekvilibrovdna vazebnym pufrem obsahujicim 10 mM imidazol
v 20mM Tris pufru o pH 7,5. Supernatant obsahujici lidskou BACEI o objemu 3 ml byl
pfidan k pryskyfici a doplnén na objem 10 ml ekvilibraénim pufrem. Kolona byla
inkubovéana na Mini Rocker MR/1 kyvacce pii 4 °C pies noc. Druhy den byl roztok
z kolony vypustén a kolona byla promyta 20mM Tris pufrem pH 7,5, 25 a 50mM
roztokem imidazolu v 20mM Tris pufru pH 7,5. BACEI byla eluovana 250mM
roztokem imidazolu v 20mM Tris pufru pH 7,5 o objemu 3 ml. Eluat byl dialyzovan 3x
v dialyzacni kazeté Slide-A-Lyzer (MW 10.000) v 20mM Tris pufru pH 7,5, ktery byl
vzdy po 2 hodinich vyménén. Koncentrace lidské rekombinantni BACEI byla

stanovena dle postupu v kapitole 3.5.4.2. Enzym byl zmrazen v hlubokomrazicim boxu
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na -80 °C. Druhy den byla provedena lyofilizace proteinu v  ALPHA 1-4 LSC
lyofilizatoru. Prvni suSici faze probihala pii teploté¢ -5 °C, ktera byla zaznamenéana
na desce lyofilizatoru a vakuu 0,52 mbar po dobu 8 hodin. Druha suSici faze byla
pii teploté 4 °C a vakuu 0,001 mbar po dobu 1 h. Lyofilizovany enzym byl skladovan

v hlubokomrazicim boxu na -80 °C.
3.6.6 Analyza proteini gelovou elektroforézou a western blot
3.6.6.1 Gelova elektroforéza

Purifikovany protein byl analyzovan 12% polyakryl gelovou elektroforézou
v pritomnosti dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE). Slozeni pouzitych gelii je uvedeno
vtabulce 11 a tabulce 12. Tato metoda vyuzivda k rozdéleni proteinu jeho
elektroforetické pohyblivosti, kterd zavisi na délce polypeptidového fetézce, na jeho

molekularni hmotnosti a dal$ich faktorech.

Tabulka 11 — Slozeni 12% separa¢niho gelu (pro dva mini gely)

Slozka Objem
destilovana voda S5ml
1,5M Tris - HCI pH 8,8 3,8 ml
40% akrylamid 6,0 ml
10% SDS 150 pl
10% APS 50 pl
TEMED 6 ul
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Tabulka 12 — SloZeni 4% zaostfovaciho gelu (pro dva mini gely)

Slozka Objem
destilovana voda 3,05 ml
0,5M Tris - HCI pH 6,8 1,25 ml
40% akrylamid 0,65 ml
10% SDS 50 pl
10% APS 25 ul
TEMED 5ul

Vzorkovy pufr o objemu 85 pl (Tabulka 13, uchovéavan pii -20 °C) byl smisen
s 15 ul B-merkaptoetanolu. Vzorek byl smisen v poméru 2 dily vzorku s 1 dilem
vzorkového pufru a povaren pfi teploté 95 °C po dobu 5 minut. Vzorky o objemu 30 pl
a 5 pl hmotnostniho markeru (Precision Plus Protein kaleidoskop) byly naneseny na gel.
Elektroforéza probihala v prostfedi elektrodového pufru pH 8,5 (Tabulka 14)
za konstantniho napéti 200 V, proudu 60 mA na 1 gel po dobu ~1 hodiny.

Tabulka 13 — Slozeni vzorkového pufru

Slozka MnoZzstvi
0,5M TRIS - HCI pH 6,8 3,75 ml
glycerol 3ml
SDS 0,69 g
destilovana voda do celkového objemu 8,5 ml
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Tabulka 14 — Slozeni elektrodového pufru

Slozka MnozZstvi (g)
50 mM Tris - baze 15
384 mM glycinu 72
0,1 % SDS 2,5
destilovana voda do celkového objemu 2,5 1

Po skonceni elektroforézy byl gel oplachnut destilovanou vodou a barven na modro
po dobu 10 minut (Tabulka 15) a poté byl odbarvovan odbarvovacim roztokem

(Tabulka 16).

Tabulka 15 — SloZeni roztoku pro modieni gelt

Slozka MnoZstvi
Comassie Brilant Blue R 250 1,25¢
metanol 227 ml
kyselina octova 46 ml
destilovana voda do celkového objemu 500 ml

Tabulka 16 — Slozeni odbarvovaciho roztoku

Slozka Mnozstvi (ml)
metanol 300
kyselina octova 100
destilovana voda 600
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3.6.6.2 Waestern blot

Gel byl pted analyzou western blot promyt 10 minut transfer pufrem (Tabulka 17).
Polyvinylfluoridovd membrana byla aktivovana smocenim v metanolu po dobu
I minuty a nasledné spolu s filtra¢nimi papiry byla 3krat po 10 minutach promyta
transfer pufrem. Na anodu byl postupné na sebe navrstven originalni filtracni papir,
membrana, gel a 5 ks filtra¢nich papiri. VSe bylo stlaceno valenim pomoci zkumavky.
Pfenos gelu na membranu probihal za konstantniho proudu 0,17 A a maximalniho

napéti 25 V. Doba pfenosu byla 30 minut na 2 membrany.

Tabulka 17 — Slozeni transfer pufru

Slozka MnoZstvi
25 mM Tris - baze 15,15 g
192 mM glycinu 72 g
metanol 1000 ml
destilovana voda do celkového objemu 5000 ml

Membrana byla po blotu promyta TBS pufrem (Tabulka 18) pfi laboratorni teploté a
nasledné 1 hodinu blokovéana v 5% suseném mléce, které bylo rozpusSténo v TBS pufru
s obsahem 0,05% Tween 20. Membrdana byla promyta vtomto pufru 3krat
po 5 minutach. Protilatka proti histidinové kotvé byla nafedéna v 5% mléce, které bylo
rozpu$téno v TBS pufru s 0,05 % Tween 20 v poméru 1:5 000. Inkubace membrany
s protilatkou probihala ~2 hodiny a néasledné promyti membrany v 10 ml TBS s 0,05%
Tween 20 bylo provedeno ve falkonce umisténé v Mini rotatoru. Promyvaci krok byl
opakovan Skrat po 5 minutdch. V poslednim kroku byla membrana promyta v TBS
pufru po dobu 5 minut. Vazba Anti-His protilatky na protein byla vizualizovana pomoci
BM chemiluminescen¢niho western blotting kitu. Pti praci bylo postupovano podle
navodu vyrobce. Roztok A o objemu 3,2 ml byl smisen s 32 ml roztoku B a ponechan
po dobu 30 minut ve tmé. Membrana byla ihned po promyvacich krocich smocena

na 1 minutu v 1,6 ml pfipraveného chemiluminescen¢niho roztoku. Poté byla vloZena
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mezi celofan, ktery byl umistény v rentgenologické (RTG) kazeté. Do RTG kazety byl
vlozen modrocitlivy film na 1 minutu a nésledn¢ vyvoldn pomoci automatu AGFA.

Pozdéji byl pro detekci chemiluminiscence a SDS-PAGE pouzity ptistroj Azure ¢280.

Tabulka 18 — Slozeni zédkladniho 10x koncentrovaného TBS pufru o pH 7,6

pro western blot

Slozka MnoZstvi
20 mM Tris — baze 48,8 g
137 mM NaCl 160 g
destilovana voda do celkového objemu 2000 ml

3.6.7 Validace kinetickych vlastnosti lidské rekombinantni BACE1

3.6.7.1 Stanoveni aktivity

Aktivita lidské rekombinantni BACEl byla méfena technologii pienosu
fluorescen¢ni resonancni energie (FRET) fluorometrickou instrumentaci s pouzitim
substratu 7-methoxykumarinu-4-acetyl-[ Asn670, Lue671]-amyloidu B/A4
prekursorového proteinu 770 fragmentu 667-676-(2,4-dinitrophenylu)Lys-Arg-Arg
amidu trifluorooctové soli. Enzym byl nafedén v 0,1M FP pH 7.4 o finalni koncentraci
1 pgml™. V pribéhu méfeni byl enzym uchovavan na ledu. Vzorek pro méfeni
o objemu 100 pl obsahoval 10 pl roztoku enzymu, 80 pl 20 mM acetatového pufru o pH
4,5, 0,1 % Triton X-100 a 10 pl 0,25 uM substratu. Reakce byla meétfena ihned
po pfidani substratu v 96jamkovych cernych destickach s plochym dnem pfi excitata¢ni
a emisni vlnové délce 330 nm a 390 nm a teplot¢ 37 °C. V pribéhu 15 minut byl
kazdych 30 sekund odecten fluorescencni signal. Experiment byl proveden v triplikatu a
opakovan tfemi nezavislymi méfenimi. Specifickd aktivita byla stanovena jako priameér

mé&feni £ SEM (RFU.min"".pg™).
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3.6.7.2 Stanoveni ICs, standardniho inhibitoru BACE1

Vzorek pro métfeni o objemu 100 pl obsahoval 10 ul roztoku enzymu, 70 pl 20 mM
acetatového pufru o pH 4,5, 0,1 % Triton X-100 a 10 pl roztoku inhibitoru dané
koncentrace. Inhibice probihala 5 minut pii 37 °C. Reakce byla zapocata piidanim 10 ul
0,25 uM substratu, méfeni probéhlo v 96jamkovych cernych destickach s plochym
dnem pfi excitacni a emisni vinové délce 330 nm a 390 nm a teploté 37 °C. V pribéhu
2 hodin byl kazdych 30 sekund odecten fluorescencni signal. Experiment byl proveden
v triplikatu na multifunkénim destickovém readeru Spark. Pro statistick¢é hodnoceni
namétfenych dat byl pouzit program GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc, San
Diego, CA, USA).

3.7 Produkce lidské rekombinantni AChE v Expi293F buinkach

3.7.1 Amplifikace genu AChE
3.71.1 Gen ACHE

Sekvence genu lidské ACHE o velikosti 1 878 bp byla ziskana z databaze UniProt
Knowledgebase (P22303). Tato sekvence byla optimalizovana pro expresi v daném
expresnim systému a syntetizovdna de novo jako DNA fragment firmou firmou
GeneArt™ gene synthesis service. Obrazek 7 znazornuje AMK sekvenci AChE o

celkové délce 614 AMK.
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10
MRPPQCLLHT
60
IRLETPGGEV
110
YOYVDTLY PG
160
GGGFYSGASS
210
NVGLLDORTLA
260
GLFHEAVLOS
310
VACLETEPRQ
360
DFHGLOVLVG
410
VSDLARFAVV
460
LQGRARVYRYV
510
KIFRQRIMRY
560
VERZLRAQAC
610

QFDHY SEQDR

Obrazek 7 — Sekvence AChE v délce 614 AMK a molekulové hmotnosti 67,796

20
PSLASPLLLL
70
SAFLGIPFAE
120
FEGTEMWNEN
170
LDVYDGRFLV
220
LOWVOENVAR
270
GAPNGEPWATV
320
VLVNHEWHVL
370
VVEDEGSYFL
420
LHYTDWLHEE
470
FEHRASTLSW
520
WANFARTGDP
570
AFWNEFLPEL

CSDL

30
LIWLLGGEVG
80
PEMGPREFLE
130
RELSEDCLYL
180
QAERTVLVSM
230
FGGDPTSVTL
280
GMGEARERAT
330
POESVFRFSF
380
VYGAPGFSED
430
DPARLREALS
480
PLWMGVEHGY
530
NEPRDPEAPQ
580
LSATDTLDEA

40
AEGEREDAELL
50
PEPEOPWSGEV
140
NVWTPYFPRPT
190
NYRVGAFGFL
240
FGESAGAASV
290
OLAHTLVGCPP
340
VEVVDGDFLS
390
NESLISEAEF
440
DVVEDHNVVC
490
EIEFIFGIPL
540
WEPYTAGRQQ
590
ERQOWFAEFHR

50
VIVRGZELEG
100
VDATTEFQSVC
150
SPTPVLVWIY
200
ATLPESREAPG
250
GMHLLSPPSR
300
GGETEGNDTEL
350
DTPEALINAG
400
LAGVEVGVEQ
450
PVAQLAGRLA
500
DPSENYTAEE
550
YVSLDLEFLE
600
WSSYMVHWEN

kDa (ptevzato z databaze UniProt Knowledgebase)

3.7.1.1 Amplifikace AChE

Pro amplifikaci DNA byly navrZeny specifické primery (Tabulka 19), které zavedly
Kozakovu sekvenci na 5° konec genu spolu se sekvenci pro histidinovou kotvu
na 3" konec sekvence genu ACHE. Pomoci téchto specifickych primerti byl ptipraven
fragment lidské AChE o velikosti 1 878 bp. Produkce probihala postupem popsanym
v kapitole 3.5.1.2 az 3.5.1.8.

Tabulka 19 — Sekvence primerti

AChE

Forward primer ACCATGAGGCCTCCACAGT

TCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGACCACCTCCACT
TCCTCCTCCTCCCAGATCGCTGCACCGGTC

Reverse primer
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3.7.2 Exprese lidské rekombinantni AChE

Exprese lidské rekombinantni AChE probihala postupem popsanym v kapitole
3.5.3. Jelikoz se jednalo o expresi proteinu sekretovaného do média, byla suspenze
bun¢k 7. dne cenrifugovana pii 500 x g teploté 4 °C po dobu 15 minut. Supernatant byl
oddélen od pelety a wuskladnén v hlubokomrazicim boxu pii teploté

-80 °C nebo byl enzym ihned purifikovan.
3.7.3 Purifikace lidské rekombinantni AChE

Purifikace lidské rekombinantni AChE probihala dle postupu popsaného Carletti a
kolektivem s drobnymi modifikacemi (Carletti et al. 2010). Supernatant byl nafedén
20mM Tris pufrem o pH 7,5 na aktivitu enzymu ~2,000 AAgppmin'! a dialyzovan
v dialyzac¢ni kazet€ Slide-A-Lyzer (MW 10.000) 20mM Tris pufrem o pH 7,5 pii teploté
4°C. Po 2 hodinich byl pufr vyménén a tento proces se zopakoval 3krat.
Sefarosa4B/prokainamid pryskyfice byla napipetovana do 20 ml Econo-Pac kolony.
Na 8 ml supernatantu byly pouzity 2 ml pryskyfice. Objem pryskyfice se zvySoval
s objemem supernatantu. Kolona s pryskyfici byla ekvilibrovdana 10 ml 20mM Tris
pufrem s 0,3 M NaCl o pH 7,5. Supernatant o objemu 8 ml byl pfidan k pryskyfici,
rolovan na Mini Rocker MR/1 kyvacce a inkubovéan pii 4 °C. V pribéhu vazby enzymu
na pryskyfici byl sledovan pokles aktivity enzymu modifikovanou Ellmanovou metodou
(postup méteni popsadn v kapitole 3.6.5.1). Jakmile jiz nebyla pozorovana zadna
aktivita, byl roztok z kolony vypustén. Navdazand AChE byla nejprve promyta 20mM
Tris pufrem o pH 7,5 a poté stejnym pufrem, ktery v prvni eluci obsahoval 0,1M NaCl a
v druh¢ 0,3M NaCl. Nasledné byl enzym z pryskyfice uvolnén pomoci 8 ml elu¢niho
roztoku o pH 7,5 (Tabulka 20). Objem elu¢niho roztoku se zvySoval s objemem
supernatantu. Eluat byl dialyzovan 3krat v dialyzani kazeté Slide-A-Lyzer (MW
10.000) v 20mM Tris pufru o pH 7,5. Roztok pufru byl vzdy po 2 hodinach vymeénén.
Enzym byl zmrazen v hlubokomrazicim boxu pfi -80 °C. Druhy den byla provedena
lyofilizace proteinu v ALPHA 1-4 LSC lyofilizatoru. Lyofilizace probihala postupem
popsanym v kapitole 3.5.5.
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Tabulka 20 — Slozeni elu¢niho roztoku

Slozka MnoZstvi (g)
20 mM Tris-baze 2,422
1 M NaCl 58,44
10 mM TMAI 2,105
1 mM DMB 0,418

3.7.4 Analyza proteini gelovou elektroforézou a western blot

Analyza proteini gelovou elektroforézou a western blot probihala postupem

popsanym v kapitole 3.5.6.
3.7.5 Validace kinetickych vlastnosti lidské rekombinantni AChE
3.7.5.1 Princip Ellmanovy metody

Aktivita AChE byla stanovena pomoci modifikované kolorimetrické metody dle
Ellmana (Ellman et al. 1961). Princip této metody je zalozen na hydrolyze ATChI
katalytickym ptsobenim AChE za vzniku kyseliny octové a thiocholinu (Obrazek 8).
Thiocholin obsahuje ve své molekule SH skupinu, ktera reaguje s DTNB. Thiocholin
redukuje disulfidicky miistek a sam se vaze na jednu vzniklou -SH skupinu (Obrazek 9).
U uvolnéného 5-merkapto-2-nitrobenzoového aniontu (TNB) dochéazi ke konjugaci
dvojnych vazeb (Obrazek 10). Zluté zbarveny chromofor (5-thio-2-nitrobenzoovy

aniont) je spektrofotometricky detekovan pfi vinové délce 412 nm.

=t ”ﬁ“x.f*S acetvlcholnesterasa O
N \ﬂ/ 3 N \[r
9] 9]
acetylthiocholin kyselina octova
4
i I_*tl f‘“‘xfs -
PN
thiocholin

Obrazek 8 — Rozstépeni ATChI acetylcholinesterasou
72



05N = - NO»
e ST HOT‘JQ\ /@/ OH
N -~ + _
ONC T S-S T

thiocholin DTHE

02N . e NO2
HO \N/ + | OH
g g ~s o \H/
O

0

Obrazek 9 — Redukce S-S mustku a vazba thiocholinu na DTNB

Obrazek 10 — Konjugace dvojnych vazeb kyseliny 5-merkapto-2-nitrobenzoové

3.7.5.2 Stanoveni aktivity

AChE byla nafedéna 0,1M FP pH 7,4 a stabilizovana pfidanim lidského albuminu
1 mg na 1 ml roztoku. V priibéhu méfeni byl enzym uchovavan v ledové tfisti. Aktivita
lidské rekombinantni AChE byla méfena v 96jamkovych cirych destickach s plochym
dnem. Do testovacich jamek bylo pipetovano 10 pl roztoku AChE, 50 pl 0,1M FP o pH
7,4, 20 pl 2,5mM DTNB. Obsah titracni desticky byl promichan a desticka byla vloZena
do spektrofotometru, kde byla po dobu 5 minut inkubovana pti 37 °C za kontinudlniho
protfepavani. Po uplynuti inkuba¢ni doby byla reakce odstartovana ptfidanim 20 pl
substratu 10mM ATChI. Zména absorbance byla méfena pii vinové délce 412 nm.
Experiment byl proveden v triplikdtu a byl opakovan tfemi nezadvislymi méfenimi.

Pro statistické hodnoceni namétenych dat byl pouzit program GraphPad Prism 5
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3.7.5.3 Stanoveni Michaelisovy konstanty

Michaelisova konstanta byla zmétena vyse popsanou modifikovanou Ellmanovou
metodou. Tato konstanta charakterizuje afinitu enzymu k substratu a je pro kazdy
substrat specifickd. Pro jeji zjisténi je sledovana zavislost rychlosti enzymatické reakce
na koncentraci substratu. Byly pfipraveny rizné koncentrace substratu ATChI, které
byly prométeny v triplikdtu a opakovany tiremi nezavislymi métenimi. Pro statistické

hodnoceni namétenych dat byl pouzit program GraphPad Prism 5.
3.7.5.4 Stanoveni ICs standardniho inhibitoru AChE

Jako standard byl vybrdn reverzibilni nekompetitivni inhibitor donepezil, ktery
vykazuje vysokou inhibi¢ni selektivitu vi¢i AChE. Pro vlastni experiment byly
ptipraveny vzorky inhibitoru v koncentraénim rozmezi od 10~ do 10° M v destilované
H,O. Aktivita lidské rekombinantni AChE byla méfena v 96jamkovych C¢&irych
destickach s plochym dnem. Do testovacich jamek bylo pipetovano 10 pl roztoku
AChE, 40 pl 0,1M FP pH 7,4, 20 ul 2,5mM DTNB a 10 pl inhibitoru dané koncentrace.
Obsah titracni desti¢ky byl promichén a desticka byla vloZena do spektrofotometru, kde
probihala po dobu 5 minut inhibice enzymu pii 37 °C za kontinudlniho protfepavani.
Po uplynuti inkubacni doby byla reakce zapocata pfidanim 20 pl substratu (10mM
ATChI). Zména absorbance byla méfena pii vinové délce 412 nm. Experiment byl
proveden v triplikatu a opakovan tfemi nezavislymi métenimi. Pro statistické hodnoceni

naméfenych dat byl pouzit program GraphPad Prism 5.

3.8 Produkce lidské rekombinantni BChE v Expi293F buikach

3.8.1 Amplifikace genu BCHE
3.8.1.1 Gen BCHE

Sekvence genu lidské BCHE o velikosti 1 842 bp byla ziskana z databaze UniProt
Knowledgebase (P06276). Tato sekvence byla optimalizovana pro expresi v daném
expresnim systému a syntetizovana de novo jako DNA fragment firmou GeneArt™

gene synthesis service. Obrazek 11 ukazuje AMK sekvenci BChE v délce 602 AMK.
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GL

Obrazek 11 — Sekvence BChE v délce 602 AMK a molekulové hmotnosti 68,418
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kDa (ptfevzato z databaze UniProt Knowledgebase)

3.8.1.2 Amplifikace BChE

Pro amplifikaci DNA byly navrzeny specifické primery (Tabulka 21), které zavedly
Kozakovu sekvenci na 5" konec genu spolu se sekvenci pro histidinovou kotvu
na 3" konec sekvence genu BCHE. Pomoci téchto specifickych primerti byl pfipraven
fragment lidské BChE o velikosti 1 842 bp. Produkce probihala postupem popsanym
v kapitole 3.5.1.2 az 3.5.1.8.

Tabulka 21 — Sekvence primera

BChE

Forward primer CCACCATGCACAGCAAAGTGA

TCAATGATGGTGATGGTGGTGACCACCTCCACTT
CCTCCTCCTCCCAGGCCCACGCAGCTTTCTT

Reverse primer
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3.8.2 Exprese lidské rekombinantni BChE

Exprese lidské rekombinantni BChE probihala postupem popsanym v kapitole
3.6.2.

3.8.3 Purifikace lidské rekombinantni BChE

Purifikace lidské rekombinantni BChE probihala dle modifikovaného postupu
(Onder et al. 2017). Nasledujici purifikacni kroky byly stejné jako u purifikace lidské
rekombinantni AChE popsané v kapitole 3.6.3 pouze se dvéma rozdily. Byla pouzita
Hupresinova pryskyfice, kterd je selektivni pro purifikaci BChE. Rovnéz bylo odlisné

sloZeni elu¢niho roztoku o pH 7,5, jez je popsano v Tabulka 22.

Tabulka 22 — Slozeni elu¢niho roztoku

Slozka MnozZstvi (g)
20 mM Tris baze 2,422
300 mM NaCl 58,4
100 mM TMACI 0,956

3.8.4 Analyza proteini gelovou elektroforézou a western blot

Analyza proteini gelovou elektroforézou a western blot probihala postupem

popsanym v kapitole 3.5.6.
3.8.5 Validace kinetickych vlastnosti lidské rekombinantni BChE
3.8.5.1 Stanoveni aktivity

Enzym byl ztedén 0,1M FP pH 7,4 a stabilizovan 1 mg lidského albuminu na 1 ml
roztoku. Aktivita BChE byl stanovena pomoci modifikované kolorimetrické metody dle
Ellmana. Postup byl totoZzny s postupem popsanym v kapitole 3.6.5.1. Substratem
v méfeni byl BTChI. Pfi reakci dochazi k hydrolyze BTChI katalytickym plisobenim

BChE za vzniku kyseliny maselné a thiocholinu. Experiment byl proveden v triplikatu a
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opakovan tfemi nezavislymi meétenimi. Pro statistické hodnoceni namétenych dat byl

pouzit program GraphPad Prism 5.
3.8.5.2 Stanoveni Michaelisovy konstanty

Postup stanoveni Michaelisovy konstanty byl totozny s postupem popsanym

v kapitole 3.6.5.3. Pouze substrat ATChI byl nahrazen BTChl.
3.8.5.3 Stanoveni ICs, standardniho inhibitoru BChE

Etopropazin, ktery vykazuje vysokou inhibi¢ni selektivitu vii¢ci BChE, byl vybran
jako standard pro hodnoceni tohoto enzymu. Pritbéh méteni a statistické vyhodnoceni

bylo pak totozné s métenim popsanym v kapitole 3.6.5.4.
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4. Vysledky

4.1 Produkce lidské rekombinantni BACE1 v Expi293F bunkach

V pribéhu feSeni disertacni prace bylo pfipraveno celkem 7 fragmentii DNA.
Fragmentem, ktery byl amplifikovan a GspéSné€ izolovan v enzymaticky aktivni formé,

byla celd sekvence BACEI o délce 1-501 AMK.
4.1.1 BACEI1 fragment 1-501 AMK

4.1.1.1 Amplifikace metodou PCR

Gen BACEI byl amplifikovan PCR reakci. Po reakci byla provedena horizontélni
elektroforéza na 1% agar6zovém gelu. Fragmenty DNA byly na gelu vizualizovany
pomoci UV transiluminatoru. Na gelu byly viditelné fragmenty o pfiblizné velikosti

1 500 bp, coz odpovida velikosti BACE1 (Obrazek 12).

3000 P

2500 pb

2000 pb

1500 ph PCR
produkt

Obrazek 12 — Agar6zova elektroforéza amplifikované cilové DNA

1 - Velikostni standard molekulovych hmotnosti DNA (O’GeneRullerTM 1kb
DNA ladder), 2 - produkt reakce PCR
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Amplifikovand DNA byla z gelu vyfiznuta a extrahovdna pomoci QIAquick gel
extrakéniho kitu. Izolovand DNA byla upravena piidanim adenosinu na obou
3" koncich. Takto upraveny DNA fragment je pak s 95-99% uspé&Snosti zaklonovan
(Beranek 2016). Ziskana DNA byla ihned pouzita pro topoklonovani. K topoklonovani
byl pouzit pcDNA 3.4-TOPO TA Cloning Kit. Klonovacim vektorem byl pcDNA 3.4
TOPO® vektor a pfijimacim organismem byly chemicky kompetentni buiikky E. coli
TOP10. Topoklonovaci smés byla vyseta na bakteridlni plotny s antibiotikem
karbenicilin o koncentraci 100 pg.ml' média. Po ~18hodinové inkubaci bylo

odpichnuto osm kolonii, které byly nasledné analyzovany pomoci PCR.
4.1.1.2 PCR na koloniich

Pro PCR reakci na koloniich byla pouzita smés Fast master mix. Reakce byla
analyzovéna gelovou elektroforézou a vizualizovana pomoci UV transiluminatoru.

Odpovidajici velikost DNA byla nalezena u kolonii ¢islo 2, 6 a 8 (Obrazek 13).

Obrazek 13 — PCR na koloniich: Identifikace plazmidové DNA po transformaci
do chemicky kompetentnich bunék E. coli TOP10,
1-8 - produkty PCR, M - velikostni standardy molekulovych hmotnosti DNA
O’GeneRuller 1kb DNA ladder
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Noc¢ni kultura byla zao¢kovana z pozitivnich kolonii, kterd byla nasledné¢ pouzita
pro izolaci plazmidové DNA pomoci Quick Plasmid Midiprep Kitu. Izolovana
plazmidovda DNA byla odeslana na sekvenaci do Mikrobiologického ustavu AV CR.

Pomoci Sagnerovy metody byla potvrzena sekvence BACE1 u kolonie ¢islo 6.
4.1.1.3 Stanoveni koncentrace plazmidové DNA

Koncentrace plazmidové DNA byla zjisténa pomoci nanofotometru pii vinové
délce 260 nm. Cistota DNA byla stanovena jako pomér méfeni pii vinovych délkach
260 nm a 280 nm, ktery je ukazatelem zneciSténi produktu proteiny a jako pomér
méfeni pfi 260 nm a 320 nm, ktery je ukazatelem zneciSténi produktu ogranickymi
latkami. Cistota DNA se pohybovala mezi hodnotami 1,8-2,0. Koncentrace izolované

plazmidové DNA se pramé&mé pohybovala ~3000 ng.pl™.
4.1.1.4 Kaultivace a pasazovani bunék

Bunky byly kultivovany béhem 14 dntl jako bunétna suspenze za podminek, jak je
popsédno v kapitole 3.5.2. Michédni bunék pomoci orbitalni tfepacky a trny
v Erlenmayerové bance zajisStovaly neustadly pohyb, ktery je dilezity pro viabilitu
bunék. Pokud neni zajiStén pohyb, nebo neni dostatecné rychly, dochazi k shlukovani
bun¢k a tim i ke sniZeni jejich Zivotnosti. PasdZovani bunc¢k probihalo podle

nasledujiciho postupu (Tabulka 23).

Tabulka 23 — Schéma pasazovani bunék Expi293F

Pasaz Kultivacni  Objem Hustota Viabilita  Redéni pro dalsi
cas kultury (pocet bunék/ml)  bunék pasaz
(dny) (ml) (%) (pocet bunék/ml)
0 4 30 ~1x10° ~80 0,3%10°
1 4 30 ~1x10° ~90 0,3%10°
2 3 30 ~3x10° ~93 1,0x10°
3 3 30 ~5-7x10° ~96 0,3%10°
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Pro expresi rekombinantniho proteinu bylo pouzito 7,5 x 10’ bungk ve 25,5 ml
média. Zbytek bun&éné kultury o koncentraci 1 x 107 bunék v 1 ml média byl uchovan

pii teploté -150 °C jako zasobni kultura.
4.1.1.5 Exprese lidské rekombinantni BACE1

Exprese lidské rekombinantni BACE1 probihala za specifickych podminek
popsanych v kapitole 3.5.3, které vedly krychlé produkci proteinu. Nejprve byla
produkce proteinu sledovana v pribé¢hu 7 dnl,, kdy od druhého dne transfekce byl
odebran stejny objem bun¢k (5 ml). Koncentrace proteinu byla stanovena pomoci BCA
proteinového kitu. Namétena data ukdzala, Ze nejvyssi produkce proteinu byla dosazena
tieti den po transfekci DNA. Nasledujici ¢tvrty den jiz dochazelo k poklesu koncentrace
proteinu v expresi (Tabulka 24). Koncentrace bunc¢k se treti den pohybovala
~9 x 10° na 1 ml média. Ctvrty dne dolo ke kontinualnimu poklesu koncentrace bunék
na~7,5 x 10°, s vizualnim z4znamem mrtvych bundk, které byly nalepeny na povrchu
Erlenmayerovy banky. Na zaklad¢ tohoto experimentu nésledujici produkce proteinu

probihaly pouze 3 dny.

Tabulka 24 — Produkce proteinu v buitkach po jednotlivych dnech po transfekci

Dny Koncentrace proteinu £ SEM Viabilita bunék
po transfekci (mg.mlI™) %
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 1Izolace lidské rekombinantni BACE1

Peleta bunék, kterd byla ziskana centrifugaci suspenze po expresi plazmidové DNA
v Expi293F buiikach, byla pouzita pro izolaci lidské rekombinantni BACE1. K extrakci
membranovych proteinit z fosfolipidové vrstvy se Casto vyuzivaji riizné detergenty
(Cuozzo a Soutter 2014b). Na zakladé dostupné literatury ¢i informaci od kolegt bylo
vyzkouSeno celé spektrum ionickych a neionickych komeréné dostupnych detergentd,
kter¢ mély pomoct uvolnit BACEl z membrany v aktivni formé. V tabulce 25 je

piehled ptipravenych a pouzitych roztok.

Tabulka 25 — Slozeni roztoki pro izolaci BACE1 z bun¢k

1 2 3 4
Slozka Nonidet- Dodecylmaltosid Triton-X-100 Digitonin
P40(NP-40) solubliza¢ni pufr solubiliza¢ni pufr solubiliza¢ni
pufr pufr
detergent 1 % NP-40 Dodecyl maltosid TritonX-100 Digitonin
(1 ml) (0,1-2,0 %) (0,1-2,0 %) (1-10 %)
pufr 50 mM Tris- 50 mM Tris, 50 mM imidazol- 30 mM Hepes,
HCl pH 8,5 HCI, pH 8,5 pH 8,5
pH8,0-5
ml
sul 150 mM 750 mM 50 mM NaCl2mM 150 mM
NaCl 15ml  6-aminokapronova  6-aminokapronova  octan draselny
kyselina kyselina
ochrana 2 mM PMSF 0,5m M EDTA, 0,5 mM EDTA, 2 mM
proteolyzy 2 mM inhibitor 2 mM inhibitor inhibitor
proteolyzy proteolyzy proteolyzy
dalsi 10 % glycerol 10 % glycerol
Solubiliza¢ni pufr na bédzi dodecylmaltosidu a komer¢ni kit pro izolaci

membranovych Mem-PER Plus, ktery se objevil na trhu v priabéhu feSeni disertacni

prace, byly schopny uvolnit BACE1 z bun¢k v enzymaticky aktivni formé. Izolace
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proteinu z bun¢k pomoci kitu probihala dle postupu doporucenym vyrobcem.
V konecné fazi byl zvolen komeréni kit Mem-PER Plus, jelikoz poskytl z izolované
pelety nejvyssi koncentraci BACEI s vysokou aktivitou z izolované pelety. Toto bylo
potvrzeno jak velikosti prouzku na western blotu (Obrazek 14), tak 1 zmeétfenou
koncentraci proteinu ve vzorku. Vzorek ¢islo 5 a 6 byl izolovan z pelety, kterad
obsahovala BACE1 o délce 1-501 AMK. Koncentrace proteinu ve vzorku ¢islo 5 byla
30,8 pg.ml™. Vzorek &islo 6 obsahoval pouze 5,9 pg.ml™ proteinu.

M 1

[
]
Y
tn
=1

Obrazek 14 — Western blot analyza pomoci protilatky - izolace BACE1 pomoci

detergentti

M - hmotnostni marker; sloupec 1 — fragment 45-454 AMK, izolace pomoci
dodecylmaltosidového pufru; sloupec 2 — fragment 45-454 AMK, izolace pomoci Triton
X100; sloupec 3 fragment 22-454 AMK, izolace pomoci dodecylmaltosidového pufru;
sloupec 4 - fragment 22-454 AMK, izolace pomoci Triton X100; sloupec 5 - fragment
1-501, izolace pomoci komer¢niho kitu; sloupec 6 - izolace dodecylmaltosidového

pufru

Doporuceny postup vyrobce k izolaci membranovych proteintl, ktery byl validovan
pro poget 5 x 10° bungk, byl dale modifikovan. Promyvaci krok ,,wash” pufrem byl
opakovan 3krat. V puvodni verzi je tento krok doporuceno provést pouze jednou.

Z bunék bylo postupné vymyvano médium. Déle byl zvySen objem permeabiliza¢niho
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pufru z 0,75 ml na 3 ml. Relativni odstfediva sila byla z ptivodnich 16 000 x g zvySena
na 18 600 x g, kdy bylo vyuzito maximalnich parametrd pouzité centrifugy. Taktéz byl

zvySen objem solubiliza¢niho roztoku z ptivodniho objemu 0,5 ml na 3 ml.
4.1.1.7 Purifikace lidské rekombinantni BACE1

Na konci celého procesu byla BACE1 purifikovana dvéma kroky, a to vyuzitim
iontové afinitni chromatografie a dialyzy. HisPur kobaltova pryskyfice byla pouzita
pro purifikaci proteinu. Po dialyzaci byl produkt lyofilizovan. Primérny zisk
lyofilizovan¢ho enzymu byl 1,3 + 0,3 mg na 1 litr média. Lyofilizovany protein byl

skladovan pii -80 °C, coz zajiStovalo stabilitu a aktivitu enzymu pro jeho dal$i pouziti.
4.1.1.8 SDS a western blot

Reprezentativni vysledky SDS-PAGE a western blotu BACE1 jsou uvedeny
na obrazku 15. Oba vysledky ukazuji prouzek maturované BACE1 v pozici ~75 kDa.

A B

Obrazek 15 — SDS-PAGE a western blot purifikované BACE1

A - SDS-PAGE: sloupec 1 - hmotnostni marker; sloupec 2 - supernatant; sloupec 3
purifikovana a dialyzovana BACE1. B - western blot analyza za pouziti protilatky
proti histidinové kotvé: sloupec 1 - hmotnostni marker; sloupec 2 - supernatant;

sloupec 3 - purifikovand a dialyzovand BACE1
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4.1.2 Validace kinetickych vlastnosti lidské rekombinantni BACE1
4.1.2.1 Specificka aktivita

Aktivita BACE1 byla méfena dle postupu v detekénim kitu od firmy Sigma-Aldrich
(k. ¢. CS0010). Fluorescen¢ni substrat 7-metoxykumarin-4-acetyl-[Asn670, Lue671]-
amyloid /A4 prekurzorovy protein 770 fragment 667-676-(2,4 dinitrophenyl)Lys-Arg-
Arg amid trifluoroacetdtova stl, ktery je pouzivan vtomto kitu, byl wvyuzit
pro hodnoceni aktivity méfeni. Substrat byl rozpoustén v DMSO a nésledné fedén
v acetatovém pufru o pH 4,5 na finalni koncentraci 0,25 puM. Jelikoz BACE1 se nachazi
v endozomech a Golgiho aparatu, kde se pH pohybuje v oblasti 4,0-5,5, je takto nizké
pH optimdlni pro aktivitu BACEI (Tan a Evin 2012). Enzym bylo nutné fedit ve 0,1M
FP o pH 7,4. Pti fedéni acetatovym pufrem o pH 4,5 dochdzelo k precipitaci enzymu.
Emisni a excita¢ni vinové délky byly nastaveny v jejich maximu, a to na 330 a 390 nm
v porovnani s 320 and 405 nm, které deklaroval vyrobce fluorescen¢niho kitu (Obrazek
16, Obrazek 17). Specificka aktivita lidské rekombinantni BACE1 se pohybovala
~120 000 + 4,000 RFU-min"-pg™.

[RFU]
15000

10000

5000

280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380
Wavelength [nm]

Obrazek 16 — Sken exita¢niho spektra BACEI.
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Obrazek 17 — Sken emisniho spektra BACE1

4.1.2.2 1Csqverubecestatu

Verubecestat byl prvni inhibitor BACEI, jenz se dostal do posledni faze klinického
testovani. V soucasné¢ dob€ je pouzivan jako referen¢ni standard (Egan et al. 2019).
Enzym BACE]1 byl charakterizovan hodnotou ICsy pro tento inhibitor. Tato hodnota
udavé koncentraci inhibitoru, pii které za danych podminek dochazi k 50% poklesu
aktivity sledovaného enzymu. Hodnota ICsy pro verubecestat byla 1,765 = 0,036 nM
(Obrazek 18). Vysledek je vyjadien jako hodnota priméru z 3 stanoveni + SEM.
Pro vypocet byl pouzit program GraphPad Prism 5. Naméfend hodnota ICsy byla

porovnana s vysledky zvetejnénymi v odborné literature.
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Obrézek 18 — Inhibi¢ni uc¢inek riznych koncentraci verubecestatu na BACE1

4.1.3 Produkce BACE1 fragmentu 22-501 AMK, 46-501 AMK, 22-454
AMK, 46-454 AMK, 22-454 AMK + sekrecni signal, 46-454
AMK + sekreéni signal

Béhem feSeni predkladané disertacni prace byl také pfipraven konstrukt kodujici
protein BACEI s prodoménou a bez prodomény (22-501 AMK, 46-501 AMK). Exprese
v Expi293F bunkach byla prokdzéna u konstruktu 46-501 AMK pomoci imunoblotu
za pouziti protilatky proti histidinové kotvé. Na western blotu byly pfitomny dva
prouzky o velikostech okolo 50 kDa a 75 kDa (Obrazek 19, Obrazek 20), coz odpovida
teoretické  molekulové  hmotnosti  vypoftené pomoci programu ExPASy
(http://web.expasy.org/compute pi/), ktera je 50,903 kDa pro neglykosylovany protein
a ~75 kDa pro glykosylovany protein. Protein se v builkkach zacal tvofit jiz
po 48 hodinach po transfekci, coz naznacuje vhodné zvolenou metodu transfekce a
mnozstvi pouzité DNA. Bohuzel se nepodafilo protein izolovat v enzymaticky aktivni

formé tak, aby mohl byt pouzit pro stanoveni jeho aktivity.
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Obrazek 19 — Western blot analyza za pouziti protilatky proti histidinové kotve:
M - hmotnostni marker, identifikace produkce BACEI (46-501 AMK) po 48
hodinach

Obrazek 20 — Western blot analyza za pouZiti protilatky proti histidinové kotve:
M - hmotnostni marker, identifikace produkce BACEI (46-501 AMK) po 96-168
hodinach

Z tohoto diivodu byly vytvoteny dalsi konstrukty s deleci transmembranové casti
proteinu (22-454 AMK + sekre¢ni signal, 46-454 AMK + sekre¢ni signal). Bohuzel ani
u jednoho z konstruktu nebyla detekovéna exprese pozadovaného proteinu v bunkéach,
ani sekrece proteinu do média. Vzhledem k predchozim vysledkim byla u dalSich

konstruktli zvolena kombinace delece transmembranové c¢asti spolu s deleci
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lokaliza¢niho signalu pro Golgiho aparat. Byly vytvotreny dva konstrukty, z nichz jeden
konstrukt obsahoval pouze katalytickou Cc¢ast (46-454 AMK) a druhy konstrukt
obsahoval jesté¢ prodoménu (22-454 AMK). Z analyzy prvnich vysledkil bylo patrné, Ze
dochazi k expresi rekombinantniho proteinu u konstruktu (46-454 AMK), ktery byl
potvrzen protilatkou proti histidinové kotvé. Velikost zkradceného proteinu se
pohybovala okolo 50 kDa (Obrazek 21). Analyzou cilové sekvence DNA pomoci
programu ExPASy byla vypoctena teoretickd molekulovd hmotnost rekombinantniho
proteinu bez glykosylaci 48,51 kDa. Nebyla vSak potvrzena jeho aktivita fluorescenéni

metodou.

Obrazek 21 — Western blot analyza za pouziti protilatky proti histidinové kotvé:
M - hmotnostni marker, identifikace produkce BACEI (46-454 AMK)

Byla provedena pouze jedna purifikace rekombinantniho proteinu, avSak protein
nebyl izolovan v dostateném mnozstvi pro dals$i méfeni. Nebyla proto potvrzena jeho
aktivita fluorescen¢ni metodou. Ackoli byla po odstranéni transmembranové domény
potvrzena exprese proteinu v buiice, nebylo mozné ziskat protein v potfebné Cistoté a

kvantité pro dalsi analyzy.

4.2 Produkce lidské rekombinantni AChE v Expi293F burkach

4.2.1 Amplifikace metodou PCR

Gen ACHE byl amplifikovan PCR reakci. Po reakci byla provedena horizontalni

elektroforéza na 1% agar6ézovém gelu. Fragmenty DNA byly na gelu vizualizovany
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pomoci UV transilumindtoru. Na gelu byly viditelné fragmenty o piiblizné velikosti

1 800 bp, coz odpovida velikosti AChE (Obrazek 22).

3000 pb

2000 ph

1500 pb

Obrazek 22 — Agarozova elektroforéza amplifikované cilové DNA

1 - Velikostni standard molekulovych hmotnosti DNA O’GeneRullerTM 1kb DNA
ladder. 2 - produkt PCR reakce

4.2.1.1 PCR na koloniich

PCR reakce na koloniich probihala postupem popsanym v kapitole 4.1.2.2.
Pozitivni DNA byla potvrzena u kolonie ¢islo 5, 6 a 7 (Obrazek 23). Izolovana
plazmidova DNA byla odeslana do Mikrobiologického ustavu AV CR na sekvenaci,
kterd ovéfila spravnost sekvence genu ACHE. Na Mikrobiologickém ustavu byla

pomoci Sagnerovy metody potvrzena sekvence AChE u kolonie ¢islo 5.
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3000 pb
2500 ph
2000 ph
1500 ph

Obrazek 23 — PCR na koloniich: Identifikace plazmidové DNA po transformaci
do chemicky kompetentnich bunék E. coli TOP10
1-8 - produkty PCR, M - Velikostni standardy molekulovych hmotnosti
DNAO’GeneRuller 1kb DNA ladder

4.2.1.2 Stanoveni koncentrace plazmidové DNA

Stanoveni koncentrace plazmidové DNA probihalo postupem popsanym v kapitole
4.1.2.3. Koncentrace izolované¢ plazmidové DNA se pramérné¢ pohybovala

~1000-2000 ng.pl™.
4.2.2 Kultivace a pasaZovani bunék

Pasazovani bunck probihalo podle nésledujiciho postupu popsaného v kapitole 4.1.3
do té doby, nez bylo dosazeno poétu 7,5 x 10’ bunék potiebnych pro expresi DNA
AChE.

4.2.3 Exprese lidské rekombinantni AChE

Exprese lidské rekombinantni AChE probihala za podminek popsanych v kapitole
4.1.4. Produkce proteinu byla sledovéana Ellmanovou metodou. Vzhledem k tomu, zZe

AChE byla sekretovana do média, byl v pribéhu exprese proteinu odebran vzorek
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média a poté méefena zvysujici se aktivita AChE (Tabulka 26). Sedmy den, kdy byla
exprese proteinu ukoncena, se viabilita bunék v expresi pohybovala kolem 60 %.

Koncentrace proteinu v supernatantu se pramérné pohybovala nad 1 mg.ml ~' média.

Tabulka 26 — Ukazka zvysSujici se aktivity AChE monitorujici produkei proteinu

sekretujiciho se do média

Den Aktivita supernatantu

(AA4r2.min™)

1 nasazena exprese
2 ptidany zesilovace
3 3,600

4 8,000

5 10,190

6 12,073

7 13,000

4.2.4 Purifikace lidské rekombinantni AChE

Po expresi byla AChE purifikovana dvéma kroky, a to vyuZzitim chromatografie a
dialyzy. Pro lepS§i manipulaci a zabranéni ztratdm proteinu byl vysokoaktivni
supernatant nafedén 20 mM Tris pufrem pH 7,5 na aktivitu ~2,000 AA4j,.min’.
Pted vazbou na pryskyfici byla provedena 3krat opakovana dialyza 20mM Tris pufrem
pH 7.5. Pro purifikaci AChE byla pouZita Sefarosa4B/prokainamidova pryskyfice. Poté
nasledovala opétovnd 3krokova dialyza 20mM Tris pufrem pH 7,5. Cely proces
purifikace byl monitorovdn méfenim aktivity AChE modifikovanou Ellmanovou

metodou (Tabulka 27). Roztok proteinu byl zmrazen na -80 °C a lyofilizovan.
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Lyofilizovany protein byl skladovan pii -80 °C, coz zajiStovalo stabilitu enzymu

pro jeho dalsi vyuziti.

Tabulka 27 — Ukézka zmény aktivity enzymu v souvislosti s jednotlivymi kroky

purifikace
Jednotlivé kroky Aktivita enzymu
purifikace (AAg2.min™)

Supernatant 1,831
Dialyza 1,659
Vazba na pryskyfrici 0,001
Pufr 0,001
Pufr/0,1M NaCl 0,004
Pufr/0,3M NaCl 0,005
Elucni roztok 1,425
Dialyza 0,810

4.2.5 SDS-PAGE a western blot

Reprezentativni vysledky SDS-PAGE a western blotu AChE jsou uvedeny
na obrazku 24. Oba vysledky ukazuji prouzek maturované AChE v pozici ~70 kDa.

93



100kDa =~ —— v :
2 100 kDa
75 kD2 (. ‘ —— . T5kDa

Obrazek 24 — SDS-PAGE a western blot purifikované AChE
A - SDS-PAGE: sloupec 1 - hmotnostni marker; sloupec 2 - supernatant; sloupec 3 -
dialyzovana AChE; sloupec 4 - hmotnostni marker; sloupec 5 - purifikovana AChE.
B: western blot analyza za pouziti protilatky proti histidinové kotve: sloupec 1 -
hmotnostni marker; sloupec 2 - purifikovand BChE; sloupec 3 - purifikovana AChE;

sloupec 4 - hmotnostni marker

4.2.6 Validace kinetickych vlastnosti lidské rekombinantni AChE
4.2.6.1 Specificka aktivita

Aktivita AChE byla méfena optimalizovanou Ellmanovou metodou. Enzym byl
nafedén 0,IM FP o pH 7,4 na aktivitu ~0,3AA412.min'1. Specificka aktivita lidské
rekombinantni AChE se pak pohybovala ~20 000 U.min".mg™". Nasledn& byl enzym
stabilizovan piidavkem albuminu 1 mg.ml” roztoku. Takto pfipraveny enzym byl pak

pouzit pro nasledna méfeni Michaelisovy konstanty a stanoveni hodnoty ICsg

selektivniho inhibitoru AChE.

4.2.6.2 Michaelisova konstanta

Enzym byl charakterizovan pomoci Michaelisovy konstanty (K;) a maximalni
rychlosti (V) reakce. Tato konstanta oznacuje takovou latkovou koncentraci
substratu, pfi niZ je rychlost enzymové reakce (v) polovinou rychlosti maximalni.
Kinetické parametry lidské rekombinantni AChE K., a V., byly ziskany s pomoci
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programu GraphPad Prism 5 (Obrazek 25). Hodnota K, pro substrat ATChI byla
0,288 + 0,020 mM a hodnota Vyn, byla 0,373 + 0,010 AA-min”. Vysledek je vyjadien
jako hodnota priméru z 3 nezavislych stanoveni £ SEM. Hodnota K, byla porovnana

s vysledky zvetejnénymi v odborné literature.

Obrézek 25 — Zobrazeni pribchu inhibice lidské rekombinantni AChE nadbytkem
ATChL

4.2.6.3 1Cs5y donepezilu

Enzym byl charakterizovan hodnotou ICs pro selektivni inhibitor AChE donepezil
(Obrazek 26). Hodnota ICs byla 7,834 + 0,054 nM. Vysledek je vyjadien jako hodnota
priméru z 3 nezavislych stanoveni £ SEM. Pro vypocet byl pouZit program GraphPad
Prism 5. Ziskand hodnota ICsy byla porovnana s vysledky zvefejnénymi v odborné

literatufe.
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Obrazek 26 — Inhibi¢ni ucinek riznych koncentraci donepezilu vic¢i AChE

4.3 Produkce lidské rekombinantni BChE v Expi293F buiikach

4.3.1 Amplifikace metodou PCR

Gen BCHE byl amplifikovan PCR reakci. Po reakci byla provedena horizontalni
elektroforéza na 1% agarézovém gelu. Fragmenty DNA byly na gelu vizualizovany
pomoci UV transilumindtoru. Na gelu byly viditelné fragmenty o piiblizné velikosti

1 800 bp, coz odpovida velikosti BChE (Obrazek 27).

3000 pb
2500 ph
2000 ph

PCR
1500 pb produkt

Obrazek 27 — Agar6zova elektroforéza amplifikované cilove DNA

1 - Velikostni standard molekulovych hmotnosti DNA O’GeneRullerTM 1kb
DNA ladder. 2 - produkt reakce PCR
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4.3.1.1 PCR na koloniich

PCR reakce na koloniich probihala postupem popsanym v kapitole 4.1.2.2.
Pozitivni DNA byla potvrzena u kolonie Cislo 2, 5, 6, 7 a 8 (Obrazek 28). Izolovana
plazmidovd DNA byla odeslana na sekvenaci do Mikrobiologického tstavu AV CR.

Pomoci Sagnerovy metody zde byla potvrzena sekvence BChE u kolonie ¢islo 6.

3000 ph
2000 ph

1500 ph

Obrazek 28 — PCR na koloniich: Identifikace pozadované plazmidové DNA
po transformaci do chemicky kompetentnich bunék E. coli TOP10.
1-8 - produkty PCR. M - Velikostni standardy molekulovych hmotnosti DNA
O’GeneRullerTM 1kb DNA ladder

4.3.1.2 Stanoveni koncentrace plazmidové DNA

Urc€eni koncentrace plazmidové DNA probihala postupem popsanym v kapitole
4.1.2.3. Koncentrace izolované plazmidové DNA se pak primérné pohybovala

~1000 ng.ul™.
4.3.2 Kultivace a pasaZovani bunék

Pasazovani bunck probihalo podle nésledujiciho postupu popsaného v kapitole 4.1.3
do t& doby, nez bylo dosazeno poctu 7,5 x 10’ bunk potiebnych pro expresi DNA
BChE.
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4.3.3 Exprese lidské rekombinantni BChE

Exprese lidské rekombinantni BChE probihala za podminek popsanych v kapitole
4.1.4. Produkce proteinu byla sledovana Ellmanovou metodou. Vzhledem k tomu, ze
BChE byla sekretovana do média byl v pribéhu 7denni exprese proteinu odebran
vzorek média a poté sledovana zvySujici se aktivita BChE (Tabulka 28). Sedmy den,
kdy byla exprese ukoncena se viabilita bun¢k pohybovala kolem 60 %. Koncentrace

proteinu v supernatantu se pramérné pohybovala nad 1 mg.ml ' média.

Tabulka 28 — Ukéazka zvySujici se aktivity BChE monitorujici produkei proteinu

sekretujiciho se do média

Den Aktivita supernatantu

(AAg2.min™)

1 nasazena exprese
2 ptidany zesilovace
3 0,698

4 1,230

5 1,870

6 1,922

7 2,467

4.3.4 Purifikace lidské rekombinantni BChE

Po expresi proteinu byla BChE purifikovana dvéma kroky, a to vyuZitim dialyzy a
chromatografie. Pfed vazbou na pryskyfici byla provedena 3krat opakovana dialyza
20mM Tris pufrem pH 7,5. Pro purifikaci BChE byla pouzita Hupresinova pryskyfice.

Cely proces purifikace byl monitorovan méfenim aktivity BChE Ellmanovou metodou
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(Tabulka 29). Nésledovala opét 3krokova dialyza 20mM Tris pufrem o pH 7,5. Poté byl
roztok proteinu zmrazen na -80 °C. Vzhledem k vysoké stabilit¢ BChE nebyl produkt

lyofilizovéan.

Tabulka 29 — Ukéazka zmény aktivity proteinu v souvislosti s jednotlivymi kroky

purifikace
Jednotlivé kroky Aktivita enzymu
purifikace 0 A412.min'l)

Supernatant 2,467
Dialyza 2,200
Vazba na pryskyfrici 0,001
Pufr 0,003
Pufr/0,1 M NaCl 0,003
Pufr/0,3 M NaCl 0,005
Elucni roztok 1,693
Dialyza 1,440

4.3.5 SDS-PAGE a western blot

Reprezentativni vysledky SDS-PAGE a western blotu BChE jsou ukazany
na obrazku 29. Vysledky 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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Obrazek 29 — SDS-PAGE a western blot purifikované BChE

A - SDS-PAGE: sloupec 1 - supernatant; sloupec 2 - hmotnostni marker; sloupec 3 -
purifikovand BChE; sloupec 4 - hmotnostni marker.
B - western blot analyza za pouZiti protilatky proti histidinové kotvé: sloupec 1 -

hmotnostni marker; sloupec 2 - purifikovand BChE

4.3.6 Validace kinetickych vlastnosti lidské rekombinantni BhCE
4.3.6.1 Specificka aktivita

Aktivita BChE byla méfena optimalizovanou Ellmanovou metodou. Enzym byl
nafedén 0,IM FP o pH 7,4 na aktivitu ~0,300 AA4pp.min”. Specificka aktivita lidské
rekombinantni BChE se pak pohybovala ~50 000 U.min".mg". Nasledn& byl enzym
stabilizovan piidavkem albuminu 1 mg.ml" roztoku. Takto pfipraveny enzym byl pak

pouzit pro naslednéd méteni K, a stanoveni hodnoty ICsy selektivniho inhibitoru BChE.
4.3.6.2 Michaelisova konstanta

Enzym byl charakterizovan pomoci hodnot K;;, a Vyax. Kinetické parametry lidské
rekombinantni BChE K, a Vinax, byly ziskdny vypocétem s pomoci programu GraphPad
Prism 5. Hodnota K, pro substrat BTChI byla 0,256 £+ 0,003 mM a hodnota V.« byla
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0,615 + 0,0144 AA-min” (Obrazek 30). Vysledek je vyjadien jako hodnota praméru
z 3 nezavislych stanoveni + SEM. Hodnota K, byla porovnana s vysledky zvefejnénymi

v odborné literatufe.

Obrazek 30 — Zobrazeni pribchu inhibice lidské rekombinantni BChE nadbytkem
BTChI.

4.3.6.3 1Cs) etopropazinu

Enzym byl charakterizovan hodnotou ICsy pro selektivni inhibitor BChE
etopropazin. Hodnota ICsg byla 0,477 £+ 0,045 uM (Obrazek 31). Vysledek je vyjadien
jako hodnota priméru z 3 nezéavislych stanoveni + SEM. Pro vypocet byl pouZit
program GraphPad Prism 5. Ziskand hodnota ICsy byla porovndna s vysledky

zvefejnénymi v odborné literatufe.
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Obrézek 31 — Inhibi¢ni u¢inek raznych koncentraci etopropazinu na BChE
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5. Diskuze

V ramci této disertacni prace byla na KTVF zavedena metoda pro produkci lidskych
rekombinantnich proteinti, a to BACE1, AChE a BChE. Pro expresi vySe zminénych
enzymul byl vybran komeréné dostupny Expi systém, jehoz soucésti jsou Expi293F
bunky. Tato bunécna kultura je linie upravenych HEK293 bun¢k, které jsou schopny
rust v suspenzi az do dosazeni vysokého poctu bunék. Linie je vhodnym hostitelem
pro ptechodné transfekce pro naslednou produkci rekombinantnich proteind a protilatek

a jejich kultivace probiha v bezproteinovém a bezsérovém médiu.
5.1 Produkce lidské rekombinantni BACE1

V prubéhu feseni disertaéni prace byl validovan ~14denni protokol pro kultivaci
Expi293F bunék nutnych k expresi proteinu. Pro ptipravu rekombinantni lidsk¢ BACEI
byly optimalizovany a validovany jednotlivé kroky exprese a purifikace v Expi293F
bunkach.

U firmy GeneArt gene synteticky servis byla pfipravena nukleotidova sekvence
genu lidské BACEL o velikosti 1 545 bp. Tato sekvence byla pti klonovani postupné
upravovana, pro dosaZeni optimalni exprese. V pribéhu disertacni prace bylo
ptipraveno celkem 7 fragmenti DNA o rtiznych délkach kodujicich rizné kombinace
domén proteinu BACE1. VSechny konstrukty kddovaly na C-konci histidinovou kotvu
pro potieby detekce proteinu a jeho nasledné purifikace. Vybér jednotlivych délek
fragmentli byl proveden na zaklad¢€ reSerSni prace. Z dostupnych literarnich zdroji byly

vybrany nasledujici fragmenty, které se mezi sebou 1i8i svou délkou:
e BACEIL: 1-460 AMK (Yang et al. 2004)
e BACEIL: 14-454, 22-454, 41-454, 56-454 (Sardana et al. 2004)
e BACE]L: 1-454 (Bruinzeel et al. 2002)
e BACEIl 1-501 AMK (Kalvodova et al. 2005; Westmeyer et al. 2004).

Produkce téchto fragmentli probihala v riznych expresnich systémech jak
prokaryotnich tak i v eukaryotnich bunkach. Jak uz bylo v teoretické casti popsano,
jednotlivé systémy maji své vyhody a nevyhody. Enzymy produkované v prokaryotnich

systémech, jako je E. coli slouzily naptiklad pouze ke strukturnim studiim (Tomasseli et
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al. 2008). V téchto bunkach také cCasto probihd produkce v inkluznich téliscich
obsahujicich pouze monomerni enzym. Pfi izolaci enzymu tak mtze dojit ke ztratdm
jeho aktivity (Sardana et al. 2004; Thermofisher Scientific 2020).

Objevuje se stale vice dukazi, ze BACE1 existuje i v dimerni formé¢, jez je
aktivngj$si nez monomer. Tato zjiSténi byla potvrzena in vitro pii expresi BACEI
v HEK293 bunkach a taktéz i pfi izolaci bun€k z mozkové tkané (Schmechel et al.
2004). Dokonce byl potvrzen i vznik oligomeru u BACE1 produkované v HEK293
bunikach. Oligomery byly viditelné v Cerstvé produkovaném a purifikovaném enzymu,
avSak castéji se vyskytovaly v déle skladovanych vzorcich. Pficinou tohoto jevu by
mohla byt nespecificka agregace proteinu (Sidera et al. 2002). Vyhodou sav¢ich bunék
je taktéz to, Ze poskytuji veSkeré posttranslacni modifikace, které¢ jsou dilezité
pro aktivitu enzymu. Spravna glykosylace v sav¢ich bunikach je kli¢ova pro interakci
BACEI! s jeho substratem APP. Srovname-li glykosylovanou BACE1 s modifikovanou
neglykosylovanou BACEI, kterd byla produkovana v CHO buiikéach, aktivita enzymu
se ukazalao 40 % niz8i. BACE], kterd byla exprimovana v hmyzich buikach, kde je
cukernd slozka je spiSe manosového typu, méla o 50 % nizsi aktivitu nez BACEI1
produkovana v sav¢ich bunkidch (Charlwood et al. 2001). Aktivitu BACEI,
produkované v hmyzich bunikach je mozZné zvysit az o 260 % piidanim glykanovych
slozek (Chang et al. 2005). Na zéklad¢ té€chto zjisténi byla pro expresi BACEI pouZita
prave lidskd Expi293F bunécna kultura, ktera vychazi z HEK293 bunék.

Jedinym fragmentem BACEI, ktery se podatilo uspé$né pfipravit a purifikovat
v enzymaticky aktivni formé byl fragment o délce 1-501 AMK. Velkym problémem
byla izolace enzymu v aktivni podobé. BACE1 ma jako transmembranovy protein jak
hydrofobni, tak hydrofilni ¢4st. Hydrofobni region enzymu prochazi skrz fosfolipidovou
membranu. Transmembranovd doména je dllezitd pro in vivo enzymatickou aktivitu
BACEI vi¢i jejimu substratu APP, tedy pro vznik koncového fragmentu C99 (Yan et
al. 2001). Produkce rozpustnych a membranové lokalizovanych proteini, které jsou
urceny jak pro strukturalni analyzu, tak i pro screening, je obvykle povazovéana za velice
naroény cil. Detergenty, které jsou soucasti extrakénich roztokli pro izolaci
membranovych proteinli, mohou Casto snizovat aktivitu enzymu. (Sidera et al. 2002).
Existuji alternativni postupy, jimizZ je moZzné i1 vysoké koncentrace detergentli odstranit.
Jedna se napft. o vyuZiti afinitnich pryskyfic, které jsou doddvany komerénimi firmami.
Ty vSak mohou mit opét negativni vliv na stabilitu enzymu (Cuozzo a Soutter 2014a).
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V priibéhu feseni disertacni prace bylo vyzkouseno celé spektrum extracnich roztokd.
Nejvyssi vytézek proteinu pii jeho izolaci z bunck poskytlo pouziti kitu pro izolaci
transmembranovych proteint, ktery zavedla na trh firma Thermofisher v prib&hu feseni
této prace. Kratsi fragmenty o délce 22-501 a 46-501 AMK nebylo mozné pomoci
pouzitych detergentli izolovat v dostatecné kvalit¢ a kvantité. Jelikoz tyto fragmenty
maji zachovanou transmembranovou ¢ast, je mozné predpokladat, ze pomoci vyse
zminéného kitu by byla mozna jejich izolace z bunécné membrany. V dalsi izolaci
téchto fragmenti pomoci membranového kitu jiz nebylo pokracovano, jelikoz zisk
enzymu v jeho plné délce sliboval vysokou aktivitu, selektivitu a stabilitu pro nasledny
screening inhibitorit BACEI.

Findlnim krokem produkce rekombinantniho proteinu je jeho purifikace. Kratka
histidinova sekvence AMK (nejvice vyuzivané je Sestindsobné opakovani histidinu)
patii k nejéastéji pouzivanym afinitnim znaCkam pro purifikaci rekombinantnich
proteint. Tuto doménu vétSinou neni nutné odstranit, protoze nema vliv na biologickou
aktivitu proteinu. Naslednd purifikace takto oznacen¢ho proteinu je zalozena
na schopnosti histidinu vézat se s vysokou afinitou na ionty n&kterych kovi jako je Ni*",
Co*", Cu”" nebo Zn*". Eluce proteinu obvykle probih4 za vyuziti gradientu imidazolu.
V ptipadé purifikace enzymu BACE]1 touto metodou je v odborné literatufe nejcastéji
popisovana afinitni chromatografie vyuZzivajici nikl-nitriltrioctovou (Ni-NTA)
pryskyfici (Bruinzeel et al. 2002; 2002; Sidera et al. 2002; Mallender et al. 2001).
Kromé niklu se u afinitni pryskyfice také pouZzivaji ionty kobaltu. Ackoliv vazebna
kapacita obou pryskyfic se pohybuje podobné mezi 5-10 mg proteinu na 1 ml, je vazba
na kobaltovou pryskytici méné specifickd nez na niklovou, na druhou stranu purifikace
praci jsme proto zvolili zpisob purifikace s prvotnim odsolenim supernatantu,
ziskaného izolaci z bunck, pomoci dialyzy, naslednou vazbou na kobalt-chelata¢ni
pryskyfici a kone¢nou dialyzou eluovaného enzymu.

Po purifikacnim kroku, kdy byl ziskany enzym dostate¢né vyciStén, nasledovala
jeho identifikace, ktera probéhla pomoci dvou metod, a to gelové elektroforézy a
western blotu. Sekvence BACEl o délce 501 AMK dle databaze UniProt
Knowledgebase ma molekulovou hmotnost 55,764 kDa. Vysledky SDS-PAGE a
western blotu BACE1 ukazaly prouzek BACEl v pozici ~75 kDa. Toto zjisténi
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odpovida jiz dfive publikovanym datim. Nezrald N-glykosylovana BACEI, ktera je
produkovand v HEK293 bunikach, je na zacatku syntetizovana jako protein o velikosti
~70 kDa. Behem zrani se N-vazané cukry modifikuji, coz vede ke zvySeni molekulové
hmotnosti na ~75 kDa (Haniu et al. 2000; Capell et al. 2000).

S objevem BACEl zacalo intenzivni hledani novych inhibitord, jak
ve farmaceutickém pramyslu, tak v akademické sféfe. Tyto latky by mohly slouzit jako
nové léky pro 1écbu AD. Velky zajem v posledni dob¢ se zaméfil na selektivni malé
nepeptidové molekuly s optiméalnimi farmakokinetickymi vlastnostmi, které by byly
schopny proniknout do centralniho nervového systému (CNS). Pro screening a
charakterizaci inhibitori BACEl je rozhodujici vybrat vhodnou metodu. In vitro
aktivita BACEI je v soucasné dobé obvykle méfena pomoci FRET technologie. Tato
metoda vyuzivd fadu fluorescencnich substrdti na béazi peptidd. Variabilita
enzymatickych metod dana typem enzymu, jeho koncentraci, pH, vybérem pufru,
koncentraci substratu a inkubaci inhibitoru mtize modifikovat kone¢ny vysledek a mize
tak mit vliv na porovnani jednotlivych vysledkil inhibitord. Doporucuje se tedy provést
experimenty s alespoii dvéma riznymi FRET substrdty a poté zhodnotit konecny
vysledek meéfeni. Problémem je, ze komeréni firmy maji tyto substraty v omezené
nabidce. Navic jsou Casto soucasti kitu, tudiZ malokdy samostatné prodejné nebo si je
védeckd pracovist¢ sama syntetizuji (Mancini et al. 2011). Dal$i nevyhodou
fluorescencnich substratl je jejich omezend rozpustnost ve vodném prostiedi, kterd je
Casto limitujici pro urCeni K,, a tak i nastaveni dostate¢né¢ koncentrace substratu
v meéfeni. V tomto pfipadé pak nelze provést kinetickou charakterizaci BACEI
inhibitord. V literatufe byly popsédny metody stanoveni aktivity BACE1 s pouzitim
chromogenniho substratu N-a-benzoyl-D,L-arginin p-nitro-anilid (BAPNA). Tato
metoda je zaloZena na odStépeni p-nitroranilidu, kdy métfeni pak probiha pfi vinové
délce 405 nm. Ackoliv byla zakoupena L-variantu substratu, ktera méla mit vyssi
specifitu nez racemat, nepodafilo se metodu zopakovat ani pii dostateCné aktivité
enzymu (nepublikované udaje). Zajimavé je, ze tato skupina nasledné publikovala
¢lanek, kdy méfeni aktivity BACE1 bylo zaloZeno pouze na fluorescen¢nich metodéach
a tato kolorimetrickd metoda jiz dale nebyla publikovana s naméfenymi daty (Mancini
et al. 2007; 2011). Na zaklad¢ téchto informaci bylo méfeni aktivity BACEI
uskute¢néné pomoci fluorescencniho substratu
7-methoxykumarin-4-acetyl-[Asn670, Lue671]-amyloid /A4 prekursorovy protein 770
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fragment 667-676-(2,4-dinitrophenyl)Lys-Arg-Arg amid trifluorooctova stl. Tento
fluorescen¢ni substrat je soucésti kitu pro méfeni aktivity BACEI od firmy Sigma
Aldrich. Lze ho vSak zakoupit i samostatn¢. Jak uz bylo vyse popsano, nevyhodou je
jeho nizké rozpustnost, proto nebylo mozné urcit K;,. Ackoliv se jedna o stl je nutné
substrat rozpustit v DMSO, ktery interferuje pii vysSich koncentracich s méfenim.
V publikacich byly popsany metody méteni aktivity BACEL, které obsahovaly az 10 %
DMSO v experimentu, naSe zkuSenost vSak pfipousti maximalné¢ 1% DMSO, aby
nedochazelo k ovlivnéni vysledku (Sardana et al. 2004).

Pomoci tohoto substratu byla zméfena jak aktivita vyprodukovaného enzymu, tak
inhibi¢ni vlastnosti verubecestatu. Vzhledem ke zvolenému savéimu bunéénému
modelu a naslednych extrakénich a purifika¢nich krocich se podatilo izolovat enzym
s dostateCnou aktivitou. Specificka aktivita lidské rekombinantni BACEl se
po purifikaci pohybovala ~120 000 + 4,000 RFU.min".ug”. Objem substratu tak bylo
mozné snizit v mefeni na polovinu oproti koncentraci, kterd byla doporucena vyrobcem.
Finalni koncentrace substratu 0,25 uM byla dostate¢na pro nase méfeni.

Jako standard byl vybran inhibitor verubecestat, ktery byl vyvinut farmaceutickou
firmou Merk a byl jeden z poslednich inhibitordt BACEI, ktery se dostal do III. faze
klinického testovani (Das a Yan 2019; Hrabinova et al. 2020). Vysledna hodnota ICsg
pro verubecestat (1,765 += 0,036 nM) koreluje s publikovanymi vysledky, které se
pohybovaly v rozmezi 2,1-3,4 nM. Tyto hodnoty nicméné nelze Gplné porovnat, jelikoZ
publikovand data byla méfena jinymi metodami nebo nebyl vysledek vyjadien jako
hodnota ICs, ale jako inhibi¢ni konstanta (K;) (Kennedy et al. 2016; Scott et al. 2016).
Proto byl pro dalsi validaci zakoupen inhibitor lanabecestat, pro jehoz hodnoceni byla
pouzita metoda FRET. V publikaci je uvedena hodnota K; 0,40 £ 0,03 1 hodnota ICsg
0,60 £ 0,04 nM (Eketjéll et al. 2016). Pro dalsi hodnoceni a validaci inhibitord BACEI
uvazujeme o nakupu dalSiho fluorescencniho substratu, ktery by poskytl lepsi

charakterizaci inhibitori BACE].
5.2 Produkce lidskych rekombinantnich ChE

AChHE 1 BChE jsou zajimavé z hlediska fyziologického i patologického a obzvlasté
z pohledu nasi katedry, z hlediska toxikologického. Lidskd BChE hydrolyzuje nebo
zachycuje Sirokou Skalu toxickych sloucenin vcetné kokainu, organofosforovych

pesticidi a NPL. Lidskd& AChE je zajimavad z hlediska otrav NPL, pesticidy a
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neurodegenerativnich onemocnéni, jako je AD. JelikoZ se nase katedra zabyva vyse
uvedenou problematikou, je nutné mit k dispozici dostate¢né mnozstvi obou enzymu
s vysokou stabilitou a dostate¢nou aktivitou.

Obé tyto ChE Ize snadno izolovat zlidské heparinizované krve. Krev je
centrifugovéna pii 2 300 x g a teploté¢ 4 °C po dobu 20 minut. Centrifugaci se oddéli
plazma od krevniho kolace. Z odebrané lidské plazmy lze izolovat enzym BChE z tzv.
Cohnovy frakce. Tento postup vyuziva rozdilt vlastnosti plazmatickych proteind, kdy je
plazma postupné srazena riznymi koncentracemi etanolu (0-40 %). V kazdém kroku
dojde k vysrazeni urcitych plazmatickych proteinii (Mousavi Hosseini a Ghasemzadeh
2016). BChE se nachazi ve frakci IV a jeji koncentrace se pohybuje ~4-9 mg v 1 litru
plazmy (Grunwald et al. 1997a; Das a Liddell 1970; Muensch et al. 1976). Nové¢;jsi
informace v literatufe popisuji zisk ~7 g Cist¢ BChE po nasledném dvoukrokovém
purifikacnim kroku a filtraci z Cohnovy frakce IV, ktera vazila 80 kg, coz odpovida
~4 000 1 lidské plasmy (Saxena et al. 2010). Nevyhodou tohoto postupu je, Ze obsah
proteind je velmi nizky a aktivita enzymu po nasledné purifikaci neni dostatecné vysoka
(Schopfer et al. 2019). Lidska BChE, ktera je velmi G¢innd jako bioscavenger
pred ucinky otrav NPL, dokaze v davce 200 mg proteinu ochranit pfed 2xLDs, somanu
(Nachon et al. 2013a).

AChE se v krvi nachdzi na povrchu erytroyti. Erytrocyty ziskané centrifugaci jsou
opakované¢ promyvany 0,IM FP o pH 7,4 a centrifugovany. Nasledné¢ jsou
hemolyzovany. Hemolyzat je zmrazen na -80 °C. Po rozmrazeni hemolyzatu je mozZné
odstranit hemoglobin a uvolnit AChE, kterd je ukotvena k bunéné membrané
erytrocytl glykofosfatidylinositolovou kotvou, ultracentrifugaci pii 20 800 x g a teploté
4 °C po dobu 30 minut. Pro zisk dostatecného mnoZstvi aktivni AChE 1 BChE je tak
zapotfebi zpracovat velké objemy plné krve. Vlastni produkce lidskych
rekombinantnich ChE umoznuje potiebu plné krve pro pfipravu enzymu eliminovat.

Lidska rekombinantni AChE byla v minulosti pfipravena jak ve standardnich
expresnich systémech jako jsou prokaryotni buiiky napt. E. coli (Fisher et al. 1993),
v metylotrofnich kvasinkach Pichia pastoris (Heim et al. 1998), tak i eukaryotnich
buitkdch HEK293 (Franklin et al. 2016), HeLa (Kronman et al. 1992a) nebo CHO
(Nachon et al. 2013b). Dale je mozné ziskat rekombinantni lidskou AChE napf. i
z geneticky upravenych rajcat, u kterych byla produkce AChE potvrzena jak v listech,
tak 1 v plodech této rostliny (Mor et al. 2001).
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Lidska rekombinantni BChE byla rovnéz pfipravena v prokaryotnich a eukaryotnich
systémech. Exprese aktivni rekombinantni lidské BChE v prokaryotickém systému
nebyla zcela Uspésna, jelikoz vedla k produkci nerozpustného, neaktivniho proteinu
z divodu jeho nespravnému slozeni do vysledné struktury, ktera je dana piitomnosti ti
disulfidickych mistkd, po jeho izolaci z inkluznich télisek. Pro uspé$nou produkci
enzymu v téchto systémech musela byt DNA BChE geneticky upravena (Brazzolotto et
al. 2017). Aktivni lidsk4a rekombinantni BChE byla produkovana v sav¢ich bunkach
(Ilyushin et al. 2013; Xue et al. 2011; Lockridge et al. 1997), hmyzich bunkéach
(Brazzolotto et al. 2012), bourci morusovém (Wei et al. 2000), kozim mléce
transgennich koz (Huang et al. 2007) a tabakovych listech (Schneider et al. 2014).

Jak uz bylo vySe popsano u produkce BACEI je pro expresi enzymu, ktery ma
vSechny posttranslacni modifikace a podoba se tak své fyziologické form¢, vhodné
zvolit eukaryotni systém. Proto byl pro produkei lidskych rekombinantnich ChE vyuzit
stejny expresni Expi293 systém.

U firmy GeneArt gene synteticky servis byly pfipraveny sekvence genu lidské
ACHE o velikosti 1 878 bp a lidské BCHE o velikosti 1 842 bp. Tyto fragmenty byly
uspesSné nasyntetizovany, zaklonovany do expresniho vektoru a po potvrzeny DNA
sekvenaci. Izolované plazmidy ziskané z bakterialni no¢ni kultury byly pouzity
pro naslednou expresi lidské rekombinantni AChE a BChE v Expi293 bunkach. Lidské
rekombinantni ChE byly sekretovany do bunééného média, coz je technologicky
do roztoku, jako tomu bylo u lidské rekombinantni BACEI.

Dtlezitym milnikem pro purifikaci ChE bylo bylo zavedeni afinitni chromatografie
za pouziti prokainamidové Sefarosy v roce 1978. V ptipadé enzymu AChE je tato
pryskyfice stale jednou z nejvyuzivanéjsich (Carletti et al. 2008; Lockridge et al. 2018).
Jednokrokova purifikace BChE s pouZitim prokainamid Sefarosy, kterd je uspésSné
pouzivana pro purifikaci AChE, poskytuje castecné purifikovany enzym z ~10 %
(Lockridge et al. 2018). Tento fakt vedl k vyvoji dalSich pryskyfic, které by byly
vhodnéjsi pro purifikaci BChE. Pro enzym AChE byly v literatufe popsany dal$i vhodné
afinitni nosice, naptiklad Q Sefarosa (Ma et al. 2006), diethylaminoethanol-Sefarosa
(DEAE- Sefarosa) (Geyer et al. 2005) a Ni-NTA resin (Ceylan a Erdogan 2017).

Pro naslednou purifikaci lidské rekombinantni AChE jsme zvolili zptsob purifikace

bez Uprav supernatantu, pouze s prvotnim odsolenim supernatantu pomoci dialyzy a
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naslednou vazbou na Sefarosu4B/prokainamidovou pryskyfici, kterda byla jiz
v minulosti na nasi katedie vyuzivana pro purifikaci musi AChE. Jednotlivé kroky
purifikace byly sledovany zaznamem zmeény aktivity enzymu modifikovanou
Ellmanovou metodou. Tapo expresi dosahovala hodnoty az ~12,000 AAs,min™.
Vzorek enzymu byl pied néslednou vazbou na pryskyfici natedén Tris pufrem o pH 7,5
na aktivitu ~2,000 AA4j,.min”". Bez této Gpravy dochézelo k vysokym ztratam aktivity

AChE. Cely proces byl zakoncen dialyzou eluovaného enzymu.

Nova pryskytice Hupresin, ktera byla vyvinuta pro purifikaci BChE, startupovou
firmou Chemforase ve Francii, spojuje inhibitor BChE huprin, ktery je navazan pomoci
kyseliny 6-aminohexanové na Sefarosu (Brazzolotto et al. 2012). Experimentalné bylo
prokazano, ze purifikace s pouzitim pryskyfice Hupresin umoznuje ziskani BChE
dosahujici Cistoty v rozmezi 54-90 % (Lockridge 2015c). Hupresinovou pryskyfici neni
mozné pouzit pro purifikaci obou ChE, jako je tomu u pryskyfice prokainamid
Sefarosy, jelikoZ huprin vaZze AChE velmi silné a nelze ji poté z této vazby uvolnit
(Lockridge et al. 2018). Tuto pryskyfici je mozné dekontaminovat pomoci 0,1M NaOH
a pouzit az 7krat bez ztraty vazebné kapacity (Onder et al. 2017). Tato obnova vazebné
kapacity byla popsana v odborné literatute pii purifikaci plazmatick¢ BChE z Cohnovy
frakce, avSak tento poznatek u purifikace nasi lidské rekombinantni BChE v naSich
laboratornich podminkéch nepotvrdil (nepublikované udaje). Ackoliv jsme postupovali
podle literd&rné¢ popsané¢ho postupu, pii nasledném pouziti vycisténé Hupresinové
pryskyfice, jsme nedosahli podobnych vysledki Cistoty proteinu jako pfi pouziti nové
pryskyfice.

Jak je patrné z vysledki SDS-PAGE je Hupresinova pryskyfice velmi ucinna
pro purifikaci lidské rekombinantni BChE. JelikoZ je nami piipravena lidska
rekombinantni BChE oznacena kratkou sekvenci 6x His, je mozné vyuzit k jeji
purifikaci iontov€ afinitni chromatografii. Nejcastéji je v literatufe popsano vyuZiti
Ni-NTA pyskyfice. V budoucnosti je tak mozné uvaZovat o pouziti pouze jediné
pryskyfice, a to Ni-NTA, jak pro purifikaci AChE, BChE, tak i BACEI, kde by
vysledky purifikace pfi pouziti niklové misto kobaltové afinitni pryskyfice nemusely

byt pfiliS rozdilné. Hlavni ptinos Ize spatfit v:

e zavedeni jednotného postupu pro vSechny tfi enzymy,
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e Casové uspotfe pii piipravé velkého mnoZstvi roztoku pro jednotlivé

purifikacni postupy,

e vyrazna finan¢ni uspotfe vzhledem k vysoké cené¢ Hupresinové pryskytice
(cena za 10 ml je v soucasnosti 20 000 K¢) oproti cené Ni-NTA resinu

(25 ml za 11 900 K&).

Po purifikatnim kroku pryskyficemi nésledovala identifikace proteind, ktera
probéhla pomoci dvou metod, a to gelové elektroforézy a western blotu.

Sekvence AChE o délce 614 AMK ma dle databaze UniProt Knowledgebase
molekulovou hmotnost 67,796 kDa. Vysledky SDS-PAGE a western blotu lidské
rekombinantni AChE ukézaly prouzek v pozici ~70 kDa. Toto zjisténi odpovida jiz
diive publikovanym datim. Molekulova hmotnost lidské rekombinantni AChE, ktera je
HEK293 bunkach produkovana casto jako dimer, dosahovala po redukci na monomerni
podjednotky potvrzena o velikosti 67 a 70 kDa (Kronman et al. 1992b).

Sekvence BChE o délce 602 AMK ma dle databaze UniProt Knowledgebase
molekulovou hmotnost 68,418 kDa. Vysledky SDS-PAGE a western blotu lidské
rekombinantni BChE ukézaly prouzek v pozici ~100 kDa. Toto zjisténi nicméné
odpovida jiz diive publikovanym datlim. Nativni lidska BChE je tetramer o molekulové
hmotnosti 340 kDa, coZz znamend, ze jedna monomerni jednotka mé& molekulovou
hmotnost 85 kDa. Z ¢ehoz ~65 kDa je protein a ~20 kDa jsou cukerné jednotky.
Podle stupné glykosylace se velikost monomerni jednotky u rekombinantni BChE
pohybuje mezi ~85-110 kDa (Saxena et al. 2010; Chilukuri et al. 2008; Huang et al.
2007).

Specificka aktivita lidské rekombinantni AChE, ktera byla pouZita pro naslednou
charakterizaci jejich kinetickych parametrii se pohybovala ~20 000 U.min™.mg.
Pro néslednou stabilizaci enzymu, ktery byl na tuto specifickou aktivitu natfedén 0,1M
FP pH 7.4, byl piidan albuminu (1 mg.ml™ roztoku). Ziedény roztok lidské AChE, ktery
neni stabilizovdn albuminem, muze ztratit svou aktivitu jiz za 1 hodinu (Lockridge

2015b).

Pro charakterizaci lidské rekombinantni AChE jsme stanovili hodnotu K,
pro substrat ATChI. Jelikoz hodnota K, je pro dany enzym a substrat konstantni, Ize

pomoci této hodnoty porovnat jednotlivé enzymy produkované rliznymi pracovisti.
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Nami namétfend hodnota K, pro substrat ATChI byla 0,288 + 0,020 mM a odpovidala
hodnoté K, 0,210 mM publikované v praci Geyer a kolektivu (Geyer et al. 2005). Casto
citovana K, 0,120-0,150 mM, se pouze fadové shoduje s naSimi daty. Je vSak dulezité
zminit, ze se jednd o lidskou rekombinantni AChE exprimovanou v HEK bunkach

bez jeji nasledné purifikace (Velan et al. 1991; Wang et al. 2014).

Jako standardni inhibitor AChE byl vybran donepezil, ktery je jednim z léciv
pouzivanych k 1écbé mirné az stfedn¢ tézké formy AD. Vyslednd hodnota ICs
pro donepezil byla 7,834 + 0,054 nM. Tato hodnota koreluje s publikovanymi vysledky
6,7-14,8 nM (Ogura et al. 2000; Costanzo et al. 2016; Wang et al. 2014).

Specificka aktivita lidské rekombinantni BChE, kterd byla pouzita pro néslednou
charakterizaci jejich kinetickych parametri, se pohybovala ~50 000 U.min.mg".
Pro stabilizaci enzymu, ktery byl na tuto specifickou aktivitu nafedén 0,1M FP pH 7,4,

byl rovnéz ptidan albumin (1 mg na 1 ml roztoku).

Pii charakterizaci lidské rekombinantni BChE jsme stanovili hodnotu
K1 0,256 £ 0,003 mM pro substrat BTChI. V dostupnych literarnich zdrojich je hodnota
Ky uvadéna v rozmezich 0,01-0,035 mM. Tyto vysledky byly nicméné publikovany
pro enzymy z jinych ZivociSnych druhi, jako napf. potkan, mys, nebo jeho produkce
probihala v jiném expresnim systému, pfipadné byl enzym geneticky modifikovan
(Amitai et al. 1998; Ilyushin et al. 2013; Shenouda et al. 2009; Radi¢ et al. 1993).
Proto jsme tuto hodnotu ovéfili u komeréné dostupné rekombinantni BChE. Zjisténa
hodnota K,, pro dany enzym a substrat byla 0,277 + 0,030 a odpovidala hodnotdm

u nami piipravené rekombinantni BChE.

Etopropazin je selektivni inhibitor BChE a antiparkinsonikum uZivané
pro symptomatickou 1€cbu této choroby. Snizuje extrapyramidovy motoricky syndrom
charakteristicky pro Parkinsonovu chorobu (Tortorice 1993). Afinita etopropazinu
k BChE je 1 000krat vys$si nez k AChE. Selektivita tohoto inhibitoru souvisi
s prostorn€j$im vazebnym mistem u BChE, které je tak schopné vazat relativné velkou
molekulu etopropazinu (Sinko et al. 2011; Simeon-Rudolf et al. 2001)

Z tohoto divodu byl inhibitor etopropazin vybrdn pro charakterizaci nasi

rekombinantni BChE. Vysledn4 hodnota ICs, pro etopropazin byla 0,477 + 0,045 uM a
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koreluje s literarné publikovanymi vysledky, jez se pohybuji v rozmezi 0,16—15,14 uM
(Ucar et al. 2005; Simeon-Rudolf et al. 2001).

AChE 1 BChE vykazuji odlisSnou stabilitu. AChE v roztoku, jak jiz bylo vyse
zminéno, muze v prostiedi FP ztratit enzymatickou aktivitu béhem jedné hodiny, pokud
neni stabilizovana pfidavkem albuminu. V literatufe bylo popséno, ze ChE obsazené
v hemolyzatu plné krve, ztraci za pokojové teploty az 90 % své aktivity. Jestlize krev
zamrazime, sniZi se aktivita ChE pouze o 10 % béhem 50 dni. Pokud od sebe odd¢lime
Cervené krvinky, které obsahuji AChE, a plazmu, jez obsahuje BChE, dosahneme
rozdilnych stabilit. Hemolyzat z ¢ervenych krvinek, ztraci aktivitu mnohem rychleji nez
plazma jak za laboratorni teploty, tak i pfi teplotdich 4 °C a -20 °C. Aktivita AChE
v hemolyzovanych Cervenych krvinkach, které byly skladovany pii -20 °C, vymizela
béhem 6 tydni (Crane et al. 1970).

Aktivita BChE v lidské plazmé, ktera byla skladovana pii 4 °© C nebo zmrazena
pii -20° C, poklesla v pribéhu 50 dnti o 10 % (Crane et al. 1970). Bylo potvrzeno, Ze
aktivita lyofilizované i rozpusténé BChE byla stabilni po dobu nejméné 2 let (Doctor et
al. 2010). Lockridge ve své publikacia popsala, Zze pokud je BChE uchovavédna
ve sterilnim roztoku, je plazmaticka 1 rekombinantni forma enzymu stabilni pii teploté
4 °C po dobu nejméné 20 let (Lockridge 2015b).

U lidské BChE nedochézi vyznamnéji k adsorpci na stény nadob, ve kterych je
uchovana. Ziedéné roztoky BChE v Tris pufru neztraceji v prub¢hu casu aktivitu a tak
je neni tieba je stabilizovat pfidanim albuminu. Oproti tomu roztoky fedéné ve FP
ztraceji pti pokojové teploté 50 % aktivity za 24 hodin pii pokojové teploté (Grunwald
et al. 1997b). Jelikoz pti naSich méteni pouZivame FP je pro zvySeni stability enzymu
pridavan albumin v koncentraci 1 mg.ml™” roztoku.

Na zaklad¢ uvedenych poznatki a naSich dlouhodobych zkuSenosti jsme proto
nepfistoupili k lyofilizaci BChE tak, jak to bylo provedeno u AChE. Oba enzymy byly
uchovany pii -80 °C.
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6. Prinos prace

Hlavni pifinos piredlozené disertacni prace spociva v zavedeni produkce
rekombinantni lidské BACE1, AChE a BChE, vcetné validace enzymi stanovenim
jejich Cistoty, kinetickych parametri K, a ur¢eni hodnot ICsy pro jejich selektivni
inhibitory. Ackoliv prvotni ndklady na pofizeni jednotlivych komponenti Expi systému
pro produkci rekombinantnich proteinti pfesahly ¢astku 100 000 K¢, je finanéni Castka,
kterou v budoucnu usettime v ramci nakupu jednotlivych enzymi, nevy¢islitelna. Ceny
komeréné dostupnych enzymt, v zavislosti na valutovém kurzu, se pohybuji v fadech

desitek tisic za setiny az desetiny mg:
e AChE: 0,1 mg~39 000 K¢ (Sigma-Aldrich),
e BChE: 0,05 mg ~14 000 K¢ (Sino Biological),
e BACEIL: 0,1 mg~12 000 K¢ (Sino Biological).

Obcasny vypadek v dodavkach a hlavné kolisajici aktivita pofizenych enzymu je
dalsi nevyhodou, kterou pfinasi ndkup od komercnich firem. Porovname-li enzymy
dostupné na trhu s nami vyprodukovanymi enzymy, maji tyto enzymy vyssi aktivitu a
stabilitu, ktera je zajiSténa okamzitou lyofilizaci vyprodukovaného proteinu. Lyofilizace
enzymu s sebou piindsi i lepSi manipulaci v ramci piipravy roztoku enzymu o dané
specifické aktivité a dochazi tak 1 k niz§im ztratdm pfi manipulaci s enzymem. Zaroven
byla pozorovana vys$i stabilita aktivity enzymu v pribéhu biochemickych méfeni.
Nedochézi ke kolisani, ¢i k iiplnému poklesu aktivity enzymu béhem méfeni v pribéhu
dne.

Vlastni produkce proteinii umozni rozvoj portfolia in vitro a in vivo metod v rdmci
KTVEF. Produkce enzymu BACE1 dovoli zavést jednoduchou a financné vyhodnou
metodu pro hodnoceni novych inhibitorti tohoto proteinu. Pfinese tak rozsiteni souboru
biochemickych metod v ramci patologie AD. Vysoka specificka aktivita AChE umozni
testovat inhibitory kromé spektrofotometrie i v rdmci jinych fyzikaln€ chemickych
metod, napf. potenciometrie. Homogenni vysoky vytézek BChE poskytne dostate¢né

mnozstvi enzymu pro jeho vyuZiti jako bioscavengeru v dalSich experimentech.
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7. Zavér

Odvétvi zabyvajici se produkci rekombinantnich proteinti, proslo obrovskym
vyvojem, ktery byl provazen fadou vyznamnych objevi. Dalo by se ptfedpokladat, ze
hlavni objevy v této oblasti jiz byly ucinény. Je vSak jisté, ze s dalSim pokrokem
v mnoha védnich oborech, které jsou stimto odvétvim spojeny, bude dochazet
k neustadlému rozvoji této oblasti. V pribéhu feSeni disertacni prace, doslo napf.
k posunu vyvoje expresniho systému pro produkci obtizn€¢ exprimovatelnych
membranovych proteind, jez se pak snadno ziskavaji z kultivacniho média. V této chvili
se zd4a, ze by bylo jist¢ vyhodnéj$i pouzit tento systém pro produkci lidské
rekombinantni BACEI, ktera je transmembranovy protein a odstranit tak jeden krok
procesu izolace tohoto enzymu z bunééné membrany. Pfineslo by to usporu casu
1 finan¢nich prostiedki.

Piivodni systém Expi293 vSak vzhledem ke své univerzalnosti umoznil zavést jak
expresi lidské rekombinantni BACEIl, tak i AChE a BChE, které nejsou
transmembranovymi proteiny.

U vSech enzymi byl validovan proces purifikace. Enzymy byly charakterizovany
urcenim kinetickych konstant (enzym/substrat), jako jsou Kp, specificka aktivita a ICsg
pro selektivni inhibitor daného enzymu. Tyto lidské rekombinantni enzymy slouZzi
pro in vitro 1 in vivo hodnoceni novych potencidlnich 1éCiv, ktera jsou ptipravovana
na pracovisti KTVF FVZ UO.

VSechny produkované proteiny BACE1, AChE a BChE byly podrobeny dalsi
charakterizaci, jako je urceni nativni konformace enzymu, glykosylace enzymu a
identifikace pomoci kapalinové chromatografie spojené s hmotnostni spektrometrii.
Tato data zde nejsou v praci uvedena, jelikoz se jedna o praci kolegt.

Na zavér je dilezité podotknout, ze zvoleny systém mize slouzit pro produkci
dalSich rekombinantnich enzymu napft. pro produkci mysich ¢i potkanich ChE. Ty pak
mohou byt vyuZity jak pro in vivo, tak i pro in vitro hodnoceni potencialnich 1é€iv a

umnozni tak rozsitit dalsi testovaci modely na nasi katedfe.
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