Abstrakt a klicova slova

Stavajici disertani prace je zaméiena na produkci tii 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.
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