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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze

Farmaceutick4 fakulta v Hradci Kralové
Katedra biologickych a 1ékaiskych véd
Kandidat: Bc. Barbora Hejtmankova
Skolitel: PharmDr. Miroslav Kovaiik, Ph.D.
Konzultant: RNDr. Martina Hrabinova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Betasekretasa: Produkce a in vitro testovani inhibitori

Betasekretasa 1 hraje klicovou roli v amyloidni teorii vzniku Alzheimerovy
choroby. Kde za patologickych podminek spole¢né s y-sekretasou §t€pi amyloidovy
prekurozorovy protein za vzniku amyloidu [ (APi42), ktery se hromadi
v extracelularnim prostoru mozku ve formé amyloidovych plakd. Ty jsou rozeznany
imunitnim systémem jako antigeny a vznika zanétlivdA reakce vedouci az
k neurodegeneraci. Alzheimerova choroba je zavazné onemocnéni projevujici se
narusenim kognitivnich funkci. Je to progresivni onemocnéni, které ma fatalni nasledky

a vaze postizeného jedince k péci ostatnich ¢lent rodiny.

Tato diplomova prace zahrnuje produkei, purifikaci a validaci vlastniho enzymu (-
sekterasy 1. Purifikace byla provedena s vyuzitim Ni-NTA agarozy. K jeho
charakterizaci byla ur¢ena koncentrace proteinu a k identifikaci byla pouzita metoda

western blot.

Rekombinantné¢ pripravend p-sekretasa 1 byla pouzita pro in vitro stanoveni
inhibi¢ni G¢innosti u 19 vybranych latek pomoci fluorescencéni spektrofotometrické
metody. U nejucinnéjsiho inhibitoru K1142 byla stanovena hodnota ICso, ktera byla
porovnana s hodnotou ICso standardniho inhibitoru Verubecestatu. Bohuzel latka K1142
nedosahla lepsi inhibi¢ni U€innosti neZ Verubecestat. Pro tuto latku byla u¢ena hodnota

pKa, ze které bylo spocteno BBB skore a predikovana prostupnost do mozku.

Kli¢ova slova: inhibitory, in vitro testovani, betasekretasa, Alzheimerova choroba,

produkce proteint



ABSTRACT

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Biological and Medical Sciences
Candidate: Bc. Barbora Hejtmankova

Trainer: PharmDr. Miroslav Kovarik, Ph.D.
Consultant: RNDr. Martina Hrabinova, Ph.D.

Title of the master thesis: Beta-secretase: production and in vitro testing of

inhibitors.

Beta-secretase 1 plays a major role in the amyloid hypothesis in Alzheimer’s
disease pathogenesis. Non-physiologically B-secretase together with y-secretase cleaves
amyloid precursor protein and is responsible for the production of amyloid beta peptides
(AB1-42), which accumulates in extracellular space and creates amyloid plaques. These
are recognized by immune systems as antigens. Inflammatory response, which appear,
can lead into neurodegeneration. Alzheimer’s disease is a complex multifactorial
progressive disease which cause cognitive decline. Due to fatal consequences a patient

depends on the care of other family members.

This master thesis aims to own expression, purification, and validation of
recombinant P-secretase 1. It's purification was made using Ni-NTA agarose.
Concentration of protein was defined for characterization. For identification, a western

blot method was used.

Recombinant B-secretase was used for experimental in vitro inhibition efficiency
determination of 19 compounds by fluorescence spectrophotometric method. For the
most effective inhibitor K1142 was determined ICso value, which was compared to
standard inhibitor Verubecestat. Unfortunately, K1142 is not a better inhibitor than
standard Verubecestat. In conclusion, a pKa value was determined and used for the

calculation of BBB score, which predicts transport into the brain.

Keywords: inhibitors, in vitro determination, beta-secretase, Alzheimer’s disease,

production of recombinant proteins
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1. Uvod

Piedkladand diplomova prace se zabyvd produkci lidského rekombinantniho

enzymu betasekretasy 1 (BACE1) a in vitro testovani jeho inhibitort.

Experimentalni prace byla provedena na Katedie molekularni patologie a biologie
a na Katedfe toxikologie a vojenské farmacie (KTVF) Vojenské 1ékatské fakulty (VLF)
Univerzity obrany (UO).

KTVF je vyjimeénym pracovistém Armady Ceské Republiky (ACR). Toto
pracovisté¢ se zameétfuje na vyzkum UCinku nervové paralytickych latek (NPL),
(naptiklad sarin, soman, VX nebo tabun) (UNOB 2021a). Diky znalostem inhibice
cholinesteras (ChE), ke které pii otravé NPL dochédzi, mohou ddle vyuZzivat své

zkuSenosti 1 v civilnim vyzkumu terapie Alzheimerovy choroby (UNOB 2021b).

BACEI1 je dilezitym enzymem pii vzniku Alzheimerovy choroby (AD). AD je
progresivni neurodegenerativni onemocnéni, které nejcastéji postihuje osoby
v pokrocilém veku jejich Zivota. Nasledky tohoto onemocnéni jsou fatalni. Projevuji se
poruchou kognitivnich funkci a demenci. Péce o postizeného ¢lovéka touto chorobou je
narocna jak financné, tak 1 ¢asové pro dalsi ¢leny rodiny. Prozatim neumime toto
onemocnéni vylécit. Je proto diileZité intenzivné pracovat na uc¢inné a dostupné 1écbe.
Velké mnozstvi inhibitori BACE1 bylo efektivnich v redukci amyloidnich plakt
v mozku a zlepSeni kognitivnich funkcich na zvifecich modelech a dostaly se az do treti
faze klinického testovani (Das a Yan 2019). BohuZzel, zatim byly vSechny klinické
testovani dosavadnich inhibitordi BACEl ukonCeny z diivodu vedlejsich uc¢inka ¢i

bezpecnosti uziti (Hampel et al. 2021).

Terapie AD je aktualné pouze symptomaticka a probiha s pouzitim inhibitorti ChE,
které docasné zvysSuji dostupné mnozstvi acetylcholinu v mozku, ¢imz zlepSuji jeho
funkci. Dalsim schvalenym 1éCivem je antagonista N-methyl-D-asparat (NMDA)
receptori memantin, ktery piispiva k omezeni zmén v neurotransmiterovém systému
(Ferreira-Vieira et al. 2016). U.S. Food and Drug administration (FDA) schvalil v roce
2021 a 2023 ke klinickému pouziti protilatky proti amyloidovym plakiim Aducanumab
a Lecanemab (U.S. FDA 2021) (U.S. FDA 2023). Bohuzel ani jedna z terapii AD

nemoc zcela nevyléci, ale pouze zpomali jeji progres.



2. Cil prace

Cilem ptedkladané diplomové prace bylo zméfit i€innost 19 inhibitorti enzymu
BACEI. Soucasti experimentu byla vlastni produkce BACEI s vyuzitim Expi293F
bunék, které¢ jsou upravenou linii HEK293 (immortalized human embryonic kidney
cells) bun¢k. Byla pfipravena a izolovana plazmidova DNA, kterda byla pouzita pro
expresi proteinu. Po expresi byl enzym izolovan z bun€k a poté purifikovan pomoci
pryskyfice Ni-NTA agarozy, Nasledné¢ byla stanovena koncentrace proteinu a aktivita
BACEl. Enzym byl identifikovin metodou western blot. Uginnost inhibitorti byla
zméfena pii koncentraci 10° M fluorescenéni spektrofotometrickou metodou
na multifunkénim desti¢kovém readeru Spark od firmy Tecan. Pro standardni inhibitor
Verubecestat a nejucinnéjsi inhibitor K 1142 byla ur¢ena hodnota ICso. Zavérem byla

pro nejlepsi latku urcena hodnota pKa a vypocteno BBB skore, které predikuje prostup

pfes hematoencefalickou bariéru.



3. Teoreticka ¢ast

3.1 Alzheimerova choroba

AD je multifaktoridlni, progresivni onemocnéni, projevujici se degeneraci mozku,
které je jednou z nejcastéji se vyskytujicich pfi€in vzniku demence v populaci. Mezi
jeho projevy patii ptedevsim porucha kratkodobé paméti, feci, isudku a orientace. Tyto
poruchy kognitivnich funkci zpisobuji potiZze s feSenim ukolt a maji negativni dopad
na zivot postizené osoby. Dochdzi k porusSe 1 dalSich fyziologickych funkci a nasledné
je pacient vazan na lizko, kde vyzaduje nepfetrzitou pé¢i (Alzheimer’s association

2016).

Existuje mnoho hypotéz o vzniku AD (amyloidni, cholinergni, cholesterolova,
mitochondrialni, proteiny tau atd.) V disledku nedostate¢ného objasnéni etiopatogeneze
onemocnéni, a 1 pies velky zajem v poslednich letech, se stidle nepodafilo zavést

efektivni 1é¢bu a prevenci.

AD se rozdé¢luje na ¢asnou (familidrni) a pozdni (sporadickou) formu. Familiarni
zahrnuje 5 — 10 % postiZzenych, objevuje se v €asnéjSim veéku (obvykle 30-60 let) a poji
se svyskytem mutaci v genech pro amyloidovy prekurzorovy protein (APP) ¢i
presenilin 1 (PS1), presenilin 2 (PS2), které jsou soucasti enzymu y-sekretasa (Zhang et
al. 2014), a mutacemi apoproteinu E (ApoE). ApoE je dulezitym receptorem pro
transport cholesterolu, ktery je dileZzity pro tvorbu myelinu a normalni funkci mozku.
ApoE ma tii isoformy ApoE2, ApoE3 a ApoE4. Mutace v ApoE4 je vyznamnym
rizikovym faktorem vzniku casné formy AD a hraje dilezitou roli pii vzniku
amyloidnich plakd a cerebralni amyloidni angiopatie (CAA), kterd je markerem pro

diagnostiku AD. (Breijyeh a Karaman 2020).

Sporadicka forma souvisi se starnutim populace. Jeji pfiznaky se objevuji mezi
60.-70. rokem Zivota (Tobore 2019). Zivotni styl pfimo neovliviiuje patogenezi AD, ale
stale miize pozitivné prispivat ke zlepseni stavu nemocnych jedinct (Scheltens et al.
2021). Kardiovaskularni systém zéasobuje mozek, proto fada rizikovych faktor
poskozeni kardiovaskuldrniho systému, je zaroven rizikovym faktorem i pro AD. Patii

sem naptiklad hypertenze, dyslipidémie, diabetes mellitus, obesita, koufeni, piti
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alkoholu. Zaroven zdrava strava, dostatek pohybu, spolecenské a intelektudlni vyziti

mohou pomoci v prevenci AD (Passeri et al. 2022).

AD zahrnuje 50 az 60 % piipadii demence a mlize postihnout kohokoliv a kdykoliv.
Vyskytuje se az dvakrat Castéji u Zen nez u muzi. Nejvice se vSak vyskytuje u pacientli
nad 60 let, kdy AD trpi az 5 % lidi v tomto v€ku, u osob nad 80 let to mtize byt dokonce
az 56 % postizenych (Olazaran et al. 2023). V Ceské republice je to jedna
z deseti nejCastéjSich pfi¢in amrti (u Zen dokonce treti nejcastéjsi) (World Health
Organization 2023). Median pieziti po diagnostikovani AD je v Evropé 6 let (Scheltens
et al. 2021).

3.1.1 Amyloidni teorie

Jiz 40 let je znamo, Zze nadmérné ukladani amyloidniho B peptidu (AB) vyznamné
koreluje s vyskytem demence. Toto zjisténi vedlo vroce 1992 k vytvofeni

tzv. amyloidni teorie (Breijyeh a Karaman 2020; Selkoe a Hardy 2016).

Za fyziologickych podminek je amyloidovy prekurzorovy protein (APP) Stépen
neamyloidogenni cestou pomoci a-sekretasy za vzniku neuroprotektivniho N-terminalni
fragmentu sAPPa a membranového C-terminalniho zbytku (C83) o délce
83 aminokyselin (AMK). C83 je dale §tépen y-sekretasou na P3 a intracelularni doménu

amyloidového prekurzorového proteinu AICD (Zhang et al. 2010).

Za patologickych podminek mutze pB-sekretasa (BACETL; beta-site amyloid precursor
protein cleaving enzyme) zpusobit Stépeni APP za vzniku amyloidniho B peptidu
o velikosti 42 aminokyselin (AMK, Ap.42) (Breijyeh a Karaman 2020). Stépeni za¢ina
vznikem N-terminalniho fragmentu (sAPPB) a membranového C-koncového fragmentu
(CTFB) o délce 99 AMK, ktery je Stépen y-sekretasou na APi42 a AICD. ABi4 je
klicovym fragmentem v patogenezi AD a hromadi se v extraceluldrnim prostoru mozku

ve form¢ amyloidovych plakii (Obr. 1) (Soria Lopez et al. 2019; Khan et al. 2020).
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Neamyloidogenni cesta Stépeni Amyloidogenni cesta Stépeni
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Obr. 1 Neamyloidogenni a amyloidogenni §t€peni amyloidového prekurzorového

proteinu

APP - amyloidovy prekurzorovy protein, SAPPa - neuroprotektivni N-terminalni
fragment, C83 - membranovy C-termindlni zbytek, AICD - intracelularni doména
amyloidového prekurzorového proteinu, SAPP - N-terminalni fragment, CTFJ -

C-koncovy fragment, AP - amyloid beta, (zdroj: viastni s vyuzitim BioRender)

Tento peptid je zodpovédny za vznik in vitro toxicity pro endotelidlni buiky
hematoencefalické bariéry (,,blood-brain barrier, BBB), kde se vaZe na receptor pro
produkty pokrocilé glykace (receptor for advanced glycation end products, RAGE)
a indukuje vznik volnych radikalf, které naruSuji t€sné spoje mezi endotelidlnimi
buiikami a integritu membrany celkové (Zenaro et al. 2017). Amyloidni plaky jsou
rozeznany imunitnim systémem jako antigeny a spousti se zanétliva reakce, dochazi
k aktivaci mikroglii, uvolnéni cytokinll a eventualné k bunéné smrti a neurodegeneraci

(Khan et al. 2020).

Dalsi  dulezit¢ drahy zahrnuté v patogeneze AD jsou glutamatova

a monoaminooxiddsova drdha. Dva enzymy monoaminooxydasy (MAO-A, MAO-B)

12



katalyzuji oxidativni deaminaci primarnich a nékterych sekundarnich amind a jsou
zodpovédné za metabolismus neutrotrasmiterti. Bohuzel produkty toho metabolismu
jako aldehyd nebo peroxid vodiku jsou toxické a zptisobuji neuronalni poskozeni a smrt.
Volné kyslikové radikdly jsou produkovany i amyloidnimi plaky a zplsobuji dale
inaktivaci glutaminsyntetasy (GS), ktera je klicovym enzymem v metabolismu
astrocytli. GS je potfebna ke konverzi glutamatu na glutamin, ¢imz zabrafiuje vzniku
excitotoxicity. GS je vSak citlivd k oxidaci. Neurony vystavené vlivu APi.42 maji dale
zvySenou hladinu intraceluldrniho vapniku, coz zpusobuje kalciovou a synaptickou

dysfunkci (Svobodova et al. 2023).

Mezi dalSi mikroskopické zmény v mozku patii hyperfosforylace tau (t) proteinu
pomoci enzymu glykogen syntasa kinasa-3, coz opéct piispivd ke vzniku oligomeril
APi142. Tau protein stabilizuje neuronalni mikrotubuly. Pfi hyperfosforylaci neni
T protein schopen vzdjemné komunikace s mikrotubuly, dochazi tak k jejich
destabilizaci, naruSeni axonalniho transportu, rozpadu cytoskeletu a zaniku neuronu
(Soria Lopez et al. 2019). Hyperfosforylovany t protein agreguje do filament, tvofi
parova helikdlni filamenta a vytvafi neurofibrilarni klubka. Tato hyperfosorylace
ovliviiuje 1 dalsi signalni kaskady, mitochondridlni funkci a vznik oxidacniho stresu.

Nasledné dochazi k mozkové atrofii (Breijyeh a Karaman 2020).

Vznik AD muiZe podpofit i mutace na chromozomu, ktery obsahuje dilezity gen.
Naptiklad gen kodujici APP je lokalizovany na 21. chromozomu. Mutace tohoto
chromozomu, tfeba trisomie znama jako Downtliv syndrom, mize vézt k rozvoji casné
AD. Dale mutace na chromozomu 14, ktery obsahuje gen pro PS1 a chromozom
1 s genem pro PS2, zpisobuji vice neZ polovinu piipadii casné familiarni AD (Vardy et

al. 2005).
3.1.1.1 BACE

BACE se vorganismu nachdzi ve dvou formach a patii do podrodiny
membranovych aspartylovych proteas. BACE1 je slozena z 501 AMK a nachazi
se hlavné v nervové tkani, ale i v pankreasu a v nizSich hladindch v mnoha dalSich
bunkach (adipocyty, hepatocyty, vaskularni bunky) (Vassar 2004). BACE1 je
z 64 % homologni s BACE2, kterd je tvofena 518 AMK a nachazi se hlavné

v perifernich tkénich (ledviny, placenta, prostata, trachea).
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Piesto ze se na BACE] pohlizi hlavné jako na enzym zodpovédny za vznik
amyloidnich plaki, protoZze ma schopnost stépit APP, je spojovan i se vznikem dalSich

onemocnéni jako je diabetes mellitus 2, schizofrenie a epilepsie (Taylor et al. 2022).

Enzym BACE2 podléha neustdle vyzkumu. Nekolik studii uvadi, ze BACE2
se nachdzi v mozkové tkani a ma neuroprotektivni u¢inky. Mize Stépit ABPP amyloidni
1 neamyloidni cestou a zabranovat vzniku AP42. Ve studii na mySich se ukazalo,
ze zvysend exprese BACE2 nemé patologicky dopad na amyloidogenni cestu Stépeni
APP a nezptsobuje kognitivni dysfunkce nebo cholinergni degradaci spojovanou
se vznikem AD. Naopak bylo prokazano, ze zvyseni exprese BACE2 u bunék, které
by jinak produkovaly nizkou hladinu tohoto enzymu, vedlo ke snizeni mnoZzstvi

fragmentl ABi-40 a APi142(Yeap et al. 2023).
3.1.1.2 BACEI1 struktura a lokalizace

BACE1 ma nejvyssi aktivitu pfi acidickych hodnotich pH (pH =4,5), jelikoz
se nachdzi v intracelularnich kyselych strukturach jako tfeba v endosomech

¢i v trans ¢asti Golgiho aparatu (GA) (Vassar 2004).

Gen BACEI je lokalizovan na chromozomu 11 v pozici q23.3 a je pfepisovan
do proteinu dlouhého 501 AMK (Holsinger et al. 2013). Protein se sklada z péti
klicovych domén (Vassar et al. 2009): N-termindlni signdlni peptidové
(SP, 1-21 AMK), prodomény (PD, 22 — 45 AMK)), katalytické domény
(KaD, 46460 AMK), transmembranové domény (TD, 461 —477 AMK) a cytosolické
domény (CD, 478 — 501 AMK), (Obr. 2). Katalytickd doména ma dvé aktivni mista
aspartylové protedzy: DTGS (D - kyselina asparagova, T — threonin, G — glycin,
S —serin, 93 — 96 AMK) a DSGT (289 — 292 AMK). Dojde-li k mutaci byt’ jen jednoho

z aktivnich mist, enzym se stava inaktivnim (Cole a Vassar 2008).
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Obr. 2 Struktura a domény BACEI (A), krystalicka struktura (B)

SD — signélni doména, PD — prodoména, KaD — katalytickd doména, TD-
transmembranova doména, CD — cytosolickd doména (zdroj: viastni s vyuZitim

BioRender)
3.1.1.3 Syntéza BACE1

BACEI! existuje ve tfech izoformach BACE476, BACE4s7 a BACE43, které maji

ponechéany dv¢ aktivni mista.

Syntéza BACE1 zac¢ind v endoplazmatickém retikulu (ER), kde vznikd nezraly
prekurzorovy protein pro BACEI o molekulové hmotnosti ~60 kDA. (Holsinger et al.
2013). V ER dochazi téz k post-translaénim modifikacim jako je N-glykosylace
asparaginovych zbytk (Asnl53, Asnl72, Asn223, a Asn354), pifechodnd acetylace
sedmi lysinovych zbytkd (Lysiz6, Lysszoo, Lysszo7, Lys27s, Lysaze, Lysass a Lyszoo)
na N-terminalnim konci nascentni BACE1, coz umoznuje jeji transport do GA (Wang et

al. 2013).

V GA je pomoci furin proprotein konvertasy provedena deacetylace, glykosylace
a odstépeni propeptidové domény. BACE1 dale podstupuje palmytoylaci na ctyfech

cysteinovych zbytcich, coz pravdépodobné ovliviiuje jeji lokalizaci a transport (Vassar
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a Cole 2008). Kdyz dojde k fosforylaci (Sersog) pomoci kasein kinasy 1, je BACEI
rozpoznana pomoci GGAs (Golgi-localized vy-ear-containing ARF-binding)
a transportovana na povrch bunky. Pokud dochazi k jeji defosforylaci, je transportovana

do ¢asného endosomu (Wang et al. 2013).

Maturovand BACE1 o molekulové hmotnosti ~75 kDa se pfevdzn€ nachazi
na lipidovych raftech bohatych na cholesterol a je celkem stabilni s polo¢asem rozpadu

9 h (Vassar a Cole 2008, Wang et al. 2013).
3.1.1.4 Inhibitory BACE1

Prvni studie zamétené na redukci amyloidnich plakd se soustiedily na enzym
y-sekretasa. BohuZel vedlejsi nezadouci G¢inky mély ptevahu nad pozitivnimi G€inky
terapie. V lidském téle je vice nez 140 rGznych substrati pro y-sekretasu, napiiklad
Notch protein, ktery reguluje bunéénou proliferaci, diferenciaci a rust. Pouziti téchto
inhibitort vedlo k hematologickym a gastrointestinalnim problémtm a riziku vzniku
rakoviny kiize. S ohledem na tyto informace se vyzkum terapie AD zamétil na BACEI
(Hur 2022). Pomoci proteomické analyzy bylo pro BACE1 urceno az 68 substrath
(naptiklad neuregulin-1, adhézni protein CHLI, nebo amyloidu podobny protein
1 (APLP1) dalezitych v synaptickych procesech, bunécné signalizaci ¢i imunitnich

reakcich.

Inhibitory BACE1 se dé&li do 4 generaci na zédkladé¢ molekulové hmotnosti
a selektivité¢ via¢i BACEl nebo BACE2 (viz Tab 1). Do posledni faze klinického
testovani se dostaly 2 latky z 3. generace. Mezi nimi byl Verubecestat od firmy Merck.
Prokézalo se, ze Verubecestat redukuje mnozstvi amyloidu v mozku, nicméné terapie
byla doprovazena nezddoucimi Ucinky jako ztrata vahy, zména barvy vlast a vyrazkou,
v dvakrat veétsi mife nez pii pouziti placeba. DalSim inhibitorem je Lanabecestat
od firmy Astra-Zeneca. Treapie Lanabecestatem byla sndSena dobie a nedochézelo
k dalSimu prohloubeni poruchy kognitivnich funkci, bohuzel se vyskytovaly stejné
nezadouci ucinky jako u Verubecestatu. Ze 4. generace se do posledni fiaze dostaly
Atabecestat (vyloucen kviili hepatotoxicité¢), Umibecestat (mnohonasobné selektivnéjsi
pro BACE1 nez BACE2, vylou€en kvili atrofii mozku) a Elenbecestat (dobie sndSen)
(Hrabinova et al. 2020).
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Tab 1 Prehled inhibitord BACE1 3. a 4. generace

Inhibitor Generace Faze klinického testovani Davka [mg] Redl[l(};c]e AP
(1]
12 50-75
Lanabecesat 3 111
40 80-90
15 63
Verubecestat 3 II/111
50 79
5 60
Atabecestat 3/4 1Ib/111 30 80-85
50 90
15 95
Umibecestat 4 1I/111
50 95
25 43,6
Elenbecestat 4 1T 50 59,4
100 71,3

AP — amyloid beta

Vzhledem k témto netispéchlim FDA navrhla doporuceni na zaméteni se na lécbu
pacientd s ¢asnou formou AD, kdy jest¢ neni demence plné rozvinuta, kterd kladla
diiraz 1 na v€asnou diagnostiku AD. Na zaklad¢ vysledki z tieti faze klinickych studii
dosavadnich inhibitorti se také fesi optimalizovani bezpecné davky daného inhibitoru.
V<casné podani inhibitori BACE1 by mohlo oddalit nastup AD a zpomalit jeji progresi
(Das a Yan 2019).

3.1.2 Hematoencefalicka bariéra

Hematoencefalickd bariéra (BBB) byla poprvé pozorovana na elektronovém
mikroskopu roku 1937. Slouzi jako filtracni vrstva krve a je sloZzena z bunék pericytd,
astrocytli, neuronit a mikroglii. Zabranuje vstupu toxickych antigennich molekul do
mozku. Diky vysokému elektrickému odporu a tésnym a adherentnim spojim

v endotelidlnich bunikach mohou pies BBB prostoupit jen voda a malé molekuly. Pro
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pasivni a aktivni pfenos makromolekul a proteinti slouzi transportéry (kanaly) (Zenaro

et al. 2017).

V terapii AD je dulezité 1éCiva transportovat pies BBB, jelikoz cil plisobeni je
pravé vmozku. Léky proti AD casto selhdvaji pii prestupu pres BBB. Pro ptenos
do mozku se vyuzivaji nanoc¢astice jako liposomy a exosomy, které jsou schopny 1é¢iva
do mozku dorucit. Bohuzel ani konvenéni liposomy nedokazou transportovat léky proti
AD do mozku. Kvuli tomu se zvysil zajem o problematiku transportu 1éciva do mozku
skrze BBB. Intranasalni podani pfinasi slibnou alternativu k oradlnimu podani, kdy
1é¢ivo musi prekonat trdveni, stfevni mikrobiotu, ,clearance ledvin a jater.
Je to neinvazivni a bezbolestna metoda. Lé€ivo se dostava pfimo do centrdlni nervové
soustavy pres ¢ichovou sliznici, kterd je bohaté prokrvend a poskytuje velkou plochu
pro vstiebani. Neddvné studie se zamétily na prostup proteinti a peptidii intranasalni
cestou, ale zatim jesté zadny z nanosystémil neprosel fazi klinického vyvoje (Passeri et

al. 2022).
3.1.3 Cholinergni teorie

V 70. letech 19. stoleti piispély k formovani cholinergni teorie vysledky
histologického post mortem vySetteni mozkl pacienti s AD a objev ucinku
cholinergniho antagonisty skopolaminu. Podéani skopolaminu zdravym lidem narusuje
schopnost uceni. Zaroven podani inhibitoru acetylcholinesterasy (AChE) fysostigminu,
ktery se pouziva pro zlepSeni dlouhodobé paméti u starych lidi, tento ucinek rusi

(Patocka et al. 2004).

Nejcastéji postizenou oblasti mozku je temporalni a parietalni lalok, hippokampus
a amygdala. U pacientll je pozorovana ztrata a degenerace cholinergnich receptora,
kdy pocet synapsi koreluje s kognitivni poruchou. V membrané¢ neuronti je Stépen APP
za vzniku AP. Oligomery AP usnadiiuji hyperfosforylaci t proteinu, ktery stabilizuje
mikrotubuly v neuronu. Dochézi k poruSe axonalniho transportu a rozpadu cytoskeletu
coz vede k neuronové smrti. Dale je pozorovan nedostatek cholin-O-acetyltransferasy,
ktera je zodpovédna za tvorbu acetylcholinu (ACh) v mozku, jehoZz nedostatek

negativné ovlivituje pamét’ a uceni pacienta (Francis et al. 1999).

Soucasna terapie se opird o inhibici acetylcholinesterasy, jejiZ jedna molekula mtze

hydrolyzovat az 25 000 molekul ACh za sekundu (Pundir a Chauhan 2012). Inhibici
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AChE dojde ke zvySeni ACh dostupného pro nervovy pienos. Terapie feSi pouze
symptomy a zpomaluje progres AD. Prvnim latkou pouzitou v experimentélni terapii
AD byl sice fyzostigmin, ale prvnim lé€ivem pouzitym v klinické praxi byl takrin, ktery

je hepatotoxicky a déale se nepouziva. Mezi tfi soucasné nejpouzivanéjsi inhibitory

AChE patii donepezil, rivastigmin a galantamin (Patocka et al. 2004).
3.2 Produkce rekombinantnich enzymi

Produkce rekombinantnich proteinti (r-proteinil) ma rozsahlé vyuziti nejen
ve farmaceutickém pramyslu, ale 1 v potravindiském, papirenském a odévnim. Hlavni
vyhodou rekombinantnich proteind je jejich reakéni rychlost, stereo a enantio
selektivita, vysoka Cistota a Setrnost k zivotnimu prostfedni. Nejvétsi nevyhodou jsou
naklady na jejich produkci. Mezi hojné vyuzivané r-proteiny patii cytokiny, hormony,
rustové faktory, protilatky, vakciny (produkce HBsAg v Saccharomyces serevisiae
pro lécbu hepatitidy B (Zhao et al. 2020)) a dal§i peptidy (insulin, faktor VIII)
(Cacicedo et al. 2019, s. 7).

Pro produkci r-proteinli se vyuZzivaji rizné bunécné systémy (bakteridlni,
kvasinkovy, hmyzi ¢i sav¢i, viz Obr. 3). Velkou problematikou je ziskani spravné
slozeného, a tim pddem aktivniho, proteinu. Skladdni proteinu je ovlivnéno
posttranslacnimi modifikacemi, které jsou specifické pro jednotlivé bunécné systémy.

Vybér bunééného systému je proto zasadni.

Cilem tedy je exprimovat a purifikovat aktivni r-protein ve velkém mnozstvi
s co nejniz§imi naklady. Optimalizace produkce r-proteinii zavisi na typu vektoru,

sloZeni rastového média, teploté a expresi chaperoni. (Beygmoradi et al. 2023).
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Obr. 3 Expresni systémy vyhody a nevyhody, (zdroj: (Hejtmankova 2022)
3.2.1 Savdi systémy

Mezi nejcastéji pouzivané savci buiiky patii buiiky kiecka CHO (chinese hamster
ovary), lidské¢ bunky (HEK293, HT-1080, PER.C6) a mysi buiky (NSO, Sp2/0).

Nicméné 70 % r-proteinti je exprimovano v bunkach CHO.

Proteiny produkované v CHO bunkach pfinas§i fadu vyhod: r-proteiny maji
kompletni posttranslacni modifikace podobné proteinim lidskym, velky vytézek,
snadno je neovliviiuji zmény teploty, tlaku, pH ¢i mnoZstvi kysliku a nejsou nachylné
k infekci lidskymi viry. Za nékolik poslednich let se vyzkum zabyval praveé genetickou
modifikaci bunék CHO, aby byly ziskany stabilni nesmrtelné klony s produkei proteinii
vice nez 7 g/l (Tihanyi a Nyitray 2020).

Soucasnou novinkou je genetickd modifikace CHO bun¢k pomoci CRISPR-CAS9
(clustred regulatory interspaced short palindromic repeats) a tim umoznéni produkce
r-proteinti. Pomoci této techniky dokdzeme ucinné a velice pfesné stiihat genetickou
informaci a vlozit do ni potebny transgen. Oproti diive pouzivanym technikam, které

pouzivaly programovatelné endonukleasy jako ZFNs (zinc finger nukleasy) nebo
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TALENSs (transcription activatior-like efektor nukleasy), nam CRISPR-CAS9, CAS12a
(cilené na DNA) nebo CASI13 (cilené na RNA) umoziuji editovat vicero genli naraz
avporovnani s ZFNs a TALENs jsou jednoduchou, efektivni a levnou metodou.
Provadéné upravy mohou byt inhibice apoptdézy (prevence akumulace laktatu
a amonnych iontl), vy$si produkce r-proteinu (inhibice metylace transgenu), zvyseni
stability transgenu a hlavné Uprava genil pro postranslacni modifikace (glykosylace,
fukosylace, sialylace, galaktosylace), ktera je extrémné dulezita pro spravné slozeni,
rozpustnost, intracelularni transport, polo¢as rozpadu, biodistribuci a aktivitu r-proteini

(Kalkan et al. 2023).
3.2.2 Mikrobialni systémy

Prvnim jednoduchym systémem vyuzivanym pro produkci r-proteinti byla od roku
1980 Escherichia coli (E. coli). Vyhodou je vysokd produkce r-proteinti. Nevyhodou
E. coli je absence posttransla¢nich modifikaci, tvorba nerozpustnych inkluznich télisek,
omezend schopnost tvorby disulfidickych wvazeb, chybi sekre¢ni mechanismus

pro ucinné uvoliovani proteinu do kultivacniho média (Khow a Suntrarachun 2012).
3.2.3 Kvasinkové systémy

Oproti bakterialnim bunkam kvasinkové systémy (Saccharomyces cerevisiae)
poskytuji mnoho vyhod: cenové dostupné rustové médium, rychlost rastu, absence
endotoxini a lepS§i posttranslacni modifikace umoziujici skladani proteinu jako
je glykosylace. Kvasinky jsou vhodné pro produkci r-proteint v primyslu, protoze maji
silné promotory, které kontroluji genovou expresi. Navzdory potencidlu mikrobidlnich
systémd, si sav¢i systémy vydobyly pozici primarné uzivanych systémi (Beygmoradi et

al. 2023).
3.2.4 Hmyzi systémy

Hmyzi bunky jsou alternativou mezi bakteridlnimi a sav¢imi. Vyzaduji podobné
podminky jako sav¢i buniky, jen rostou pii niZsi teploté (28 °C), niz§im pH (6,2 — 6,9)
ajsou citlivéjsi na Cistotu prace nez sav¢i expresni systémy. Pro pienos vektoru
se pouziva bakulovir (Weber a Fussenegger 2009). Nejcastéji pouzivané hmyzi buiky
pro produkci rekombinantni proteinti pochazi z Spodoptera frugiperda (Blyskavka
kukuti¢nd), Trichoplusia ni (Kovolesklec cizokrajny) nebo z Bombyx mori (Bourec
moruSovy). Hmyzi systémy nejsou schopny produkce glykoproteinu se stejnymi
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glykacemi jako v lidském téle, coz ovliviiuje klinické pouziti téchto produktt. Kultivace

hmyzich buné€k je ¢asové i finan¢né narocna (Geisler et al. 2015).
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4. Experimentalni ¢ast

4.1 Pouzité chemikalie a Kity

4.1.1 Chemikalie

dimethylsulfoxid (DMSO), sterilni filtrovana voda vhodna pro bunééné kultury,
dodecylsiran sodny (SDS), N,N,N’,N’-tetramethyletan-1,2-diamin (TEMED),
5,5-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina (DTNB), peroxodisiran amonny (APS),
B-merkaptoethanol, akrylamid, chlorid sodny (NaCl), dihydrogen fosfore¢nan draselny
(KH2PO4), hydrogen fosfore¢nan sodny (Na;HPOs), glycin, glycerol, Comassie
brilantni modi G-250, metanol (MeOH), isopropanol, 7-methoxykumarinu-4-acetyl-
[Asn670, Lue671]-amyloidu B/A4 prekursorového proteinu 770 fragmentu 667-676-
(2,4-dinitrophenylu)Lys-Arg-Arg amid trifluorooctova sul, kyselina octova
(CHsCOOH) a octan sodny (CH3COONa), Triton, Luria Broth (LB) médium a agar
byly zakoupeny u Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Verubecestat byl zakoupen u Selleckchem (Houston, TX, USA)
Ni-NTA agar6za byla zakoupeny u Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA).

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

Némecko).
BACE1 enzym byl zakoupen u SinoBiological (Peking, Cina).

Hmotnostni marker Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™ Prestained Protein

Standards byl zakoupen i firmy Bio-Rad (Hercules, CA, USA).
Karbenicilin byl zakoupen u SERVA Electrophoresis (Heidelberg, Némecko).

4.1.2 Kity

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

e PureLink Quick plasmid MiniprepKit, ExpiFectamine293 transfek¢ni kit,
Mem-PER Plus extrakéni kit pro membranové proteiny a Micro BCA

Protein Assay kit byly zakoupen u Thermo Fisher Scientific.
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4.2 Biologicky material

Bunécna linie Expi293F, a chemicky kompetentni E. coli TOP10 byly zakoupeny

u Thermo Fisher Scientific.
Bakterialni stok E. coli s templatovou DNA.
4.3 Sterilni plast a spotiebni material

e FErlenmeyerovy banky s trny a ventilaci a Coolcell kontejner byly zakoupeny

u Corning (New York, NY, USA).

e 96jamkové cCerné polystyrenové desticky byly zakoupeny u Brand
(Wertheim, Némecko).

e 96jamkové desticky Ciré a Cerné byly zakoupeny u Nalge Nunc International

(New York, NY, USA).

e Sérologické pipety (10, 25 ml) a centrifugacni zkumavky (15, 50 ml) byly

zakoupeny u Techno Plastic Product (Trasadingen, Svycarsko).

e Centrifugatni mikrozkumavky (0,5, 1,5, 2 a 5 ml) byly zakoupeny
u Eppendorf (Hamburk, Némecko).

e Kolonky Amicon® Ultra Centrifugal Filter byly zakoupeny u Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA)

4.4 Instrumentace

e Thermotfepacka MTC-100 Thermoshaker Incubator (MI Instruments,
Hanzghou, Cina)

e vyrobnik ultraist¢ vody (H2O) na bazi reverzni osmoézy typ 06

(AquaOsmotic, Tisnov, Ceska republika)

e box s laminarnim proudénim Bioair safe flow 1.2 (EuroClone, Pero MI,

Italie),
e inkubator CB 160 (Binder, Tuttlingen, Némecko),
e vodni lazeit (GRANT, Cambridge, Velka Britanie)
e centrifuga U-320 R, centrifuga M-240 R (Boeco, Hamburk, Némecko)
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e michacka big squide, Vrotex Lab Dancer, Ttepacka desti¢ek (IKA, Staufen

v Breisgau, Némecko)
e tiepacka/kyvacka MR-1 (Biosan, Riga, LotySsko)
e clektroforéza (Bio-Rad)
e hlubokomrazici box -80 °C (ESCO, Horsham, PA, USA)
e lednice (Liebherr, Bulle, Svycarsko)
e multifuknéni destickovy reader Synergy 2 (BioTek, Winooski, VT, USA)
e laboratorni vahy CPA 225D (Sartorius, Gottingen, Némecko)
e vyrobnik ledu CB 249 A HC (Berma, Modletice, Ceska republika)
e Azure c280 (Azure biosyntems, Dublin, CA, USA)
e nanofotometr (Implen, Mnichov, Némecko),
e Muse Cell Analyzer (Merck Millipore, Darmstadt, Nemecko),
e multifunkéni desti¢kovy reader Spark (Tecan, Manedorf, Svycarsko)
e System Trans-blot (Bio-Rad, Herkules, CA, USA)
4.5 Metodika

Amplifikace genu BACEI a produkce rekombinantni BACE1 v Expi293F bunikach
probéhla na Katedie molekularni patologie a biologie VLF UO. Identifikace a validace
BACE]L, in vitro testovani ucinnosti jejich inhibitori a stanoveni hodnoty ICso bylo

provedeno na KTVF VLF UO.
4.5.1 Priprava bakterialnich konzerv

Bakteridlni konzerva obsahujici kulturu E. coli TOPO10 s plazmidovou DNA
BACEI byla pouzita pro produkci plazmidové DNA. Bakteriadlni kultura o objemu
150 pl byla inokulovano do 150 ml LB média (koncentrace kultury v LB médiu
100 mg'ml") a piidavkem 75 ul karbenicilinu (ze zasobniho roztoku o koncentraci
100 mg'ml™") a inkubovéna v Erlenmayerové bafice o objemu 1000 ml pii 37 °C
za stalého michani 200 ota¢ek/min (rpm). Po 24 hodindch byly =z casti kultury
pfipraveny bakteridlni konzervy: 400 pl bakteridlni kultury s 600 pl 50 % glycerolu,
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ktery slouzi jako kryoprotektivum, bylo smichdno a skladovano pfi

— 80 °C v hlubokomrazicim boxu pro dalsi produkci.

Zbytek narostlé bakteridlni kultury byl pouzit pro izolaci plazmidové DNA, kterd byla
provedena PureLink Quick plasmid Midiprep Kitem. Bakteridlni kultura E. coli byla
stocena na centrifuze pii otackach 4000 x g po dobu 10 minut. Supernatant byl odebran
a peleta byla resuspendovédna v 4 ml pufru R3. Poté byly pfidany 4 ml lyza¢niho pufru
L4. Celkovy obsah zkumavky byl jemné promichéan a inkubovan pfi laboratorni teploté,
po dobu 5 min. Po inkubaci byly pfidany 4 ml precipita¢niho pufru N3. Obsah
zkumavky byl promichan otacenim do homogenniho stavu. Nasledovala centrifugace
pti otackach 12 000 x g po dobu 10 minut pfi laboratorni teploté. HiPure Midi kolony
byly zaktivovany pufrem EQI, ktery plsobenim gravitani sily protekl kolonou.
Supernatant byl pfeveden na kolonu. Ke vzorku bylo pfiddno 10 ml promyvaciho pufru
W8. Tento krok byl opakovan dvakrat. Poté byla pod kolonu umisténa sterilni
zkumavka a na kolonu bylo nadavkovano 5 ml elu¢niho pufru E4. Eluat ve zkumavce
obsahoval purifikovanou DNA. K roztoku bylo ptidano 3,5 ml isopropanolu. Obsah byl
dobie promichdn a centrifugovan pti otackach 12 000 x g po dobu 30 minut pfi teploté
4 °C. Supernatant byl odebran a k peleté byly ptidany 3 ml 70 % ethanolu. Zkumavka
byla centrifugovana pii otd€kach 12 000 x g po dobu 5 minut pifi teploté¢ 4 °C.
Supernatant byl odebran a peleta obsahujici plazmidovou DNA se ponechala schnout
na vzduchu po dobu 10 minut. Peleta byla resuspendovana ve 100 pl TE pufru.
Koncentrace a ¢istota DNA byla zméfena pomoci nanofotometru a v ten samy den byla

pouzita pro transfekei.
4.5.2 Kultivace bunék

K 1 ml bun¢k Expi293 bylo pfidano 29 ml rGstového média predehiatého na 37 °C.
Bunééna suspenze byla kultivovana v jednorazovych plastovych Erlemayerovych
baitkdch strny a ventilatnim otvorem, vloZzené v orbitalni tfepacce nastavené
na 130 rpm, v inkubatoru pii 37 °C a atmosféte 8 % CO,. Pocet a Zivotnost bun¢k byla
priabézné zjistovana pouzitim mikrokapilarniho pritokového cytometru Muse, ktery
k odliSeni Zivych a mrtvych bun€k vyuZziva rozdily v prostupnosti barviv do bunék

a jejich vazbu na DNA.
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Buiiky byly kultivovany do po&tu 3—5 x 10° na 1 ml média, s Zivotnosti nad 95 %.
Buiiky o koncentraci 75 x 10° bunék byly centrifugovany pii 500 rpm po dobu 15 minut
pii laboratorni teploté. Ziskana peleta byla rozpusténa v 25,5 ml Cerstvého kultiva¢niho

média a tato suspenze byla pouzita pro expresi rekombinantniho proteinu.
4.5.3 Exprese lidské rekombinantni BACE1

Exprese lidské rekombinantni BACEI byla provedena s vyuzitim ExpiFectamine
293 transfekéniho kitu. Byl dodrzen postup stanoveny vyrobcem pro kulturu o objemu
30 ml. Plazmidova DNA o koncentraci 1 pg'ml”! byla nafedéna s OPTI-MEM I médiem
s redukovanym sérem do celkového objemu 1500 pl. Soucasneé bylo 81 pl
ExpiFectamine 293 ¢inidla smichéno s 1419 pl OPTI-MEM médiem. Oba roztoky byly
inkubovany po dobu 5 minut pfi laboratorni teploté. Po uplynuti této doby byly roztoky
smichany a ponechany dalSich 20 minut k inkubaci pfi laboratorni teploté. Vznikla smés
roztokii byla pfiddna k suspenzi Expi293 bunék o koncentraci 7,5 x 107 v 25,5 ml
pfedehiatého Expi293 ristového média. Erlenmayerova banka obsahujici transfekované
buiiky byla vloZzena do orbitélni tfepacky nastavené na 130 rpm, umisténé v inkubatoru
pii 37 °C, vatmosféte 8 % CO2 a relativni vlhkosti 95 %. Po 20 hodinich byla
k transfekovanym bunikdm pfidana smés zesilovaci transfekce 1 o objemu 150 pl
a2 oobjemu 1350 pl (v celkovém objemu 1,5 ml). Celkovy objem kultury doséahl
objemu 30 ml. Po tfech dnech byly buiky centrifugovany pti otackach 500 x g po dobu

15 minut pfi laboratorni teploté. Peleta byla pouzita k izolaci enzymu.
4.5.4 Izolace lidské rekombinantni BACE1

Pro izolaci BACEI byl pouzit membranovy proteinovy extrakéni kit Mem-PER
plus, ktery obsahoval 3 roztoky: promyvaci, permeabilizacni a solubilizacni pufr.
Izolace probchla podle postupu doporuc¢eného vyrobcem s drobnymi zménami
v objemech pufri. Ziskané pelety byly resuspendovany v 5 ml promyvaciho pufru
a centrifugovany pii otackach 1000 x g po dobu 5 minut pii 4 °C. Promyvaci krok byl
opakovan tiikrat. K promyté peleté bylo pfidano 5 ml permeabiliza¢niho pufru. Obsah
byl promichédn a inkubovan v tfepacce pii 300 rpm po dobu 30 minut pii teploté 4 °C.
Po uplynuti této doby byl vzorek centrifugovan pii 18 600 X g po dobu 15 minut
pii teploté 4 °C. Supernatant obsahujici cytosolické proteiny byl odstranén a ke vzorku

bylo pfidano 5 ml solubiliza¢niho pufru. Peleta byla resuspendovana a inkubovana
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pii 300 rpm a teploté¢ 4 °C po dobu 30 minut v termotiepacce. Suspenze bunck byla
centrifugovana pii 18 600 x g teploté¢ 4 °C po dobu 15 min. Supernatanty, které
obsahovaly lidskou rekombinantni BACEI1, byly odebrany a spojeny do dvou vzorkl

pro dalsi zpracovani.
4.5.5 Purifikace lidské rekombinantni BACE1

Do Amicon Ultra Cetrifugal Filter kolony bylo napipetovano ~2 ml Ni-NTA
agarozy, kterd slouzi jako purifikacni pryskyfice a vaze na sebe BACEl pomoci
histidinovych znacek (His-tag). Kolona s pryskyfici byla stocena na 4000 % g po dobu
~20 minut pro odstranéni skladovaciho roztoku. Poté bylo do kolony pifidano 5 ml
promyvaciho pufru 1l (TRIS o pH = 7.5) a kolona byla centrifugovdna na 4000 x g
po dobu 30 minut. Nasledn¢ byl ptidan promyvaci pufr 2 (TRIS o pH = 7,5 s 10 mM

roztokem imidazolu) a obsah byl centrifugovan na 4000 x g po dobu 10 minut.

Dalsim krokem je navazani enzymu. Na kolonu bylo pipetovano ~9 ml supernatantu
obsahujiciho enzym. Enzym s pryskyfici byl promichdn pomoci pipety a vloZen
na 60 minut do lednice za stalého tfepani k navazani enzymu na pryskyfici. Po inkubaci

byla kolona sto¢ena na 4000 x g po dobu 30 minut pii 4 °C.

Eluce vzorku probihala pomoci koncentraéniho gradientu roztoku imidazolu.
Nejprve bylo pfidano 5 ml 25 mM roztoku imidazolu v 20mM Tris pufru a kolona byla
centrifugovana na 4000 x g po dobu 30 minut pfi 4 °C. Nasledoval krok s 5 ml 50 mM
roztoku imidazolu v 20mM Tris pufru. Doba centrifugovani byla 30—50 minut. Na zavér
bylo pfiddno 5 ml 250 mM roztoku imidazolu v20mM Tris pufru, ktery slouzi
jako elu¢ni roztok. Cely obsah byl dikladné promisen a propipetovan. Nanesen

na kolonu a gravita¢ni silou eluovan do centrifugacni zkumavky.

K enzymu s imidazolem bylo pfidano 2x 5 ml promyvaciho pufru (TRIS, pH = 7,5)
a centrifugovano na 4000 % g po dobu 2 x 10 minut pii 4 °C. Purifikovany enzym byl

rozpipetovan do sklenénych vialek a lyofilizovan.
4.5.6 Stanoveni koncentrace proteinu

Celkovy obsah proteinu vbunééném lyzatu byl zméfen pomoci komeréné
dostupného ,,Protein Assay kitu“. Tato kolorimetrickd metoda je zalozené na principu

redukci méd’natého iontu na méd’ny po reakci s peptidovou vazbou a jeho néslednou
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reakci s kyselinou bicinchoninovou (BCA). Byla pfipravena kalibracni fada
se standardem hovéziho sérového albuminu (BSA) o koncentraci v rozmezi
200-1,25 pg'ml™!. Vzorky i standard byly nafedény 0,1 M fosfatovym pufrem o pH 7,4.
Pracovni roztok byl vytvofen smichanim reagencii A, B a C dle navodu vyrobce.
Do jamky mikrotitracni desti¢ky bylo pipetovano 150 ul standardu ¢i vzorku a 150 pl
pracovniho roztoku. Smés byla promichéna a inkubovana 30 min pii teploté¢ 37 °C.
Barevna zména byla zméfena pomoci spektrofotometru Synergy 2 pii vlnové délce
562 nm. Koncentrace proteinu, ktera je pfimo umérna intenzité¢ zbarveni, byla spocitdna

z kalibra¢ni ktivky.

4.5.7 Detekce BACE1 metodou western blot
4.5.7.1 Gelova elektroforéza
Pro analyzu purifikované BACE1 byl pouzita gelova elektroforéza. Analyza
probéhla na 12% polyakrylamidovém gelu (PAGE) s pfidanim SDS, ktery umoznil
separaci proteinti na zaklad¢ velikosti molekuly bez ovlivnéni analyzy jejich nabojem.

Cim byla molekula vétsi, tim se pohybovala gelem pomaleji. SloZeni gelu popisuji

tabulka Tab 2 a Tab 3.

Tab 2 - SloZeni 12% separa¢niho gelu (2 mini gely), zdroj: Hejtmankova 2022

Slozka Objem
destilovana voda 5ml

1,5 M Tris(hydroxymethyl)aminomethan 3,8 ml

sul pH 8,8

40% akrylamid 6,0 ml

10% dodecylsiran sodny 150 pl

10% peroxodisiran amonny 50 ul
Tetramethylethylendiamin 6 ul
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Tab 3 - Slozeni 4% zaosttovaciho gelu (2 mini gely), zdroj: (Hejtmankova 2022)

Slozka Objem
destilovana voda 5ml
1,5 M Tris(hydroxymethyl)aminomethan 3,8 ml
sul pH 8,8
40% akrylamid 6,0 ml
10% dodecylsiran sodny 150 pl
10% peroxodisiran amonny 50 ul

60 pl vzorku bylo smichdno s 30 ul smési vzorkovaciho pufru (viz Tab 4)
a B-merkaptoethanolu (85 pl vzorkovaciho pufru a 15 pl f-merkaptoethanolu) a zahiato
na 95 °C po dobu 5 minut. Smés byla vytvofena smichanim. Na gel byly naneseny
vzorky a pozitivni kontrola (komeréni BACE1) o objemu 30 pl a hmotnostni marker
o objemu 5 pl. Vzorek €. 2 byl nafedén 2x 0,1M fosfatovym pufrem o pH 7,4, vzhledem
k 2x vyssi koncentraci proteinu. Elektroforéza probéhla v prostiedi elektrodového pufru
pH 8,5 (viz Tab 5) za konstantniho napéti 200 V v proudu 60 mA na 1 gel po dobu
1 hodiny.
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Tab 4 - Slozeni vzorkového pufru, zdroj: (Hejtmankova 2022)

Slozka Mnozstvi
0,5 M Tris(hydroxymethyl)aminomethan 3,75 ml
stul pH 6,8
Glycerol 3 ml
Dodecylsiran sodny 0,69 g
Destilovana voda Doplnit do celkového mnozstvi 8,5 ml

Tab 5 — SloZeni elektrodového pufru, zdroj: (Hejtmankova 2022)

Slozka MnozZstvi
50 mM Tris(hydroxymethyl)aminomethan I5¢g
baze
384 mM Glycin 72 g
0,1% Dodecylsiran sodny 25¢g
Destilovana voda Doplnit do celkového mnozstvi 2,5 1

4.5.7.2 Western blot

Gel byl promyt transfer pufrem po dobu 10 minut (viz Tab 6). Polyvinilfluoridova

membrana byla aktivovana ponofenim do methanolu po dobu 1 minuty. Poté byla

po dobu 10 minut promyta transfer pufrem spolecné s filtracnimi papiry. Tento krok byl

opakovan 3x. Postupné na sebe byly navrstveny originalni filtraéni papir, membrana,

gel a pét kusu filtracnich papirt. VSechny vrstvy byly stlaceny povalenim zkumavky.

Pienos gelu na membranu probihal za konstantniho proudu 0,17 A a maximalniho

napéti 25 V po dobu 30 minut.
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Tab 6 — Slozeni transfer pufru, zdroj: viastni

Slozka Mnozstvi
25 mM Tris baze 15,15 ¢
192 mM glycin 72 g
methanol 1000 ml
Destilovana voda Doplnit do celkového mnozstvi 5000 ml

Membrana s pienesenym proteinem byla promyta TBS pufrem (viz Tab 7).
Nasledné byla blokovana v 5% mléce rozpusténém v TBS pufru obsahujicim 0,05%
Tween 20 po dobu 1 hodiny. Nésledn¢ byla membrana promyta v tomto roztoku TBS
pufru s 0,05% Tween 20 3x po dobu 5 minut.

Membrana byla inkubovdana do druhého dne pii teploté 8 °C s primarni
protildtkou Anti-BACEI, kterda byla pfipravena nafedénim v poméru 1:1000 v 5%
mléce, které bylo rozpusténo v TBS pufru s 0,05% Tween 20. Dalsi den byla membrana
promyta 10 ml TBS s 0,05% Tween 20 ve Falkonové zkumavce za stalého michani
v mini rotatoru 3% po dobu 5 minut. Pot¢ byla membrana inkubovana se sekundarni
protilatkou, kterda byla nafedéna v poméru 1:5000 v 5% mléce, které bylo rozpusténo
v TBS pufru s 0,05% Tween 20 a michéno v rotatoru po dobu 60 minut. Na zavér byla

membrana promyta 4x 15 ml v TBS pufru po dobu 5 minut.

Vizualizace vazby protilatky byla provedena pomoci BM chemiluminescenéniho
substratu z Western blotting kitu. Substrat byl inkubovan s membranou po dobu
1 minuty a poté byla provedena detekce chemiluminiscence s pouZitim pfistroje

Azure ¢280.
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Tab 7 - Slozeni zakladniho 10x koncentrovaného TBS pufru o pH 7,6

Slozka Mnozstvi
25 mM Tris baze 48,8 g
137 mM NaCl 160 g
Destilovana voda Doplnit do celkového mnozstvi 2000 ml

4.5.8 Testovani in vitro u¢innosti inhibitori BACE1
4.5.8.1 Stanoveni aktivity BACE1

Aktivita lidské rekombinantni BACEl byla méfena na zdkladé prenosu
fluorescencni resonancni energie (FRET). Fluorescencéni signidl je zaznamendn
po Stépeni substratu 7-methoxykumarinu-4-acetyl-[Asn670, Lue671]-amyloidu B/A4
prekurzorového proteinu 770 fragmentu 667-676-(2,4-dinitrophenylu)Lys-Arg-Arg

amidu trifluorooctové soli pomoci BACEL.

BACEI] byla natedéna 0,1 M fosfatovym pufrem o pH 7,4 na intenzitu fluorescence
~10 000 ARFU-hod™! (relativnich fluorescenénich jednotek za hodinu) a stabilizovédna
0,01% albuminem. V pribéhu méfeni se BACE1 uchovéavala v ledové tiisti, aby se
zamezilo kolisani jeji aktivity. Vzorek pro méfeni o celkovém 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 7 uM substratu. Reakce byla méfena ihned po ptidani substratu v 96jamkovych
¢ernych destickach s plochym dnem pii excitacni a emisni vlnové délce 330 nm a 390
nm a teploté¢ 37 °C. V prubéhu 1 hodiny byl kazdych 30 sekund odecten fluorescenc¢ni

signal. Experiment byl proveden v triplikatu a opakovan tfemi nezavislymi métenimi.

4.5.8.2 Stanoveni in vitro ucinnosti inhibitoru

Na zéklad¢ in silico modelovani bylo z databdze KTVF zvoleno 19 latek
pro in vitro testovani schopnosti inhibovat enzym BACEIL. Pribéh inhibice byl
monitorovan fluorescenéni  spektrofotometrickou metodou na multifunkénim

destickovém readeru Spark od firmy Tecan. Byla pfipravena koncentracni fada
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inhibitort. Latky byly nafedény na koncentraci 1 x 102 M a 1x 103 M v DMSO a dalsi
koncentrace az do 1x 10° M byly nafedény ve sterilni filtrované vodé. Méfeni
probihalo v 96jamkovych Cernych destickach s plochym dnem. Do kazdé jamky bylo
napipetovano 10 ul enzymu BACEI, 70 pl 20 mM acetatového pufru o pH 4,5, 0,1 %
Triton X-100 a 10 ul inhibitoru o koncentraci 1 x 10° M (vysledna koncentrace
1 x 10°M). Smés byla promichéna na tiepaéce a enzym byl inhibovan 30 minut na
ledu. Po uplynuti inhibi¢ni doby bylo do jamek pfidano 10 ul 7 uM substratu 7-
methoxykumarinu-4-acetyl-[ Asn670, Lue671]-amyloidu /A4 prekurzorového proteinu
770 fragmentu 667-676-(2,4-dinitrophenylu)Lys-Arg-Arg amidu trifluorooctové soli,
¢imz se odstartovala reakce. Méfeni prob¢hlo pii excitacni a emisni vlnové délce
330 nm a 390 nm a teploté 37 °C. V pribehu 1 hodiny byl kazdych 30 sekund odecten
fluorescen¢ni signdl. Experiment byl proveden v triplikdtu na multifunkénim
destickovém readeru Spark. Poté byla spocitana aktivita BACEl v % auc¢innost

inhibitoru podle nasledujicich vzorcti:

o 1 — (aktivita enzymu — aktivita inhibovaného enzymu)
Aktivita (%) = aktivita enzymu x 100

Vypocet aktivity v procentech (zdroj: viastni)

Inhibice (%) = 100 — aktivita (%)

Vypocet inhibice v procentech (zdroj: viastni)

4.5.9 Stanoveni ICsg

Hodnota ICso udava takovou koncentraci standardniho inhibitoru, kterd zpiisobi
pokles aktivity enzymu o 50 %. Pro hodnoceni inhibitord BACE1 byl pouzit standardni

inhibitor Verubecestat.
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Pro stanoveni bylo smichdno 10 pl enzymu BACEIL, 70 pl 20 mM acetatového
pufru o pH 4,5, 0,1 % Triton X-100 a 10 pl roztoku inhibitoru dané koncentrace
(1 x 10*- 1 x 107! M). Inhibice probihala 30 min pii teploté 37°C. Po piidani 10 ul
7 uM roztoku substratu 7-methoxykumarinu-4-acetyl-[ Asn670, Lue671]-amyloidu /A4
prekurzorového proteinu 770 fragmentu 667-676-(2,4-dinitrophenylu)Lys-Arg-Arg
amidu trifluorooctové soli byla reakce odstartovana a méteni probehlo v 96jamkovych
¢ernych destickach pii excitacni a emisni vinové délce 330 nm a 390 nm pfii teploté
37°C na multifunk¢énim destickovém readeru Spark. Kazdych 30 s po dobu 1 hodiny byl
odecten fluorescencni signal. Experiment byl proveden v triplikidtu a opakovan tfemi
nezavislymi méfenimi pro standardardni inhibitor Verubecestat. U experimentu
pro latku K1142 bylo meéfeni provedeno pouze vjednom triplikatu. Pro statistické
vyhodnoceni byl pouzit statisticky program GraphPad Prism (GraphPad Software Inc,
San Diego, CA, USA).

4.5.10 Vypocet pKa

v

Hodnota pKa pro nejucinnéjsi inhibitor K1142 byla vypoctena pomoci software

MarvinSketch, v. 18.24.0 (Sketch software, The Hague, Netherlands).
4.5.11 Stanoveni BBB skore

V praxi se pro predikci prostupnosti lé¢iva pouziva BBB skore, které je zalozeno na
chemicko-fyzikalnich vlastnostech latky: poctu aromatickych kruhd, poctu tézkych
atoml, molekulové hmotnosti, poctu donorti vodikové vazby a poctu akceptort
vodikové vazby, topologické vrstvé polarniho povrchu (topological polar surface area,
TPSA) hodnoté pak a MWHBN (deskriptor obsahujici molekulovou hmotnost, donor

vodikové vazby a akceptory vodikové vazby) spocitaného podle nasledujicich vzorct:

HEN = HEA + HED
MWHEBN = MW ~%5 w HEN

Vypocet MWHBN (deskriptor obsahujici molekulovou hmotnost, donor vodikové
vazby a akceptory vodikové vazby) kde HBN je dano souctem HBA (pocet akceptort

vodikové vazby) a HBD (pocet donort vodikové vazby), MW je molekulova hmotnost.
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BBE skore = AroR + HA+ 15 x MWHBEN +2 x TPSA+ 05 x pKa

Vypocet BBB skore: AroR (pocet aromatickych kruhi), HA (pocet téZkych atomu),
MWHBN (deskriptor obsahujici molekulovou hmotnost, donor vodikové vazby
a akceptory vodikové vazby, vypocet viz vyse), TPSA (topologicka vrstva polarniho
povrchu), pKa (zaporny dekadicky logaritmus hodnoty disociac¢ni konstanty kyseliny
Ka)
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5. Vysledky

5.1 Exprese a purifikace BACE1

Z narostlé bakteridlni konzervy bylo izolovano 100 pl DNA. Koncentrace DNA
ve vzorku, zméfend pomoci nanofotometru, byla 3370 ng-ul'. Pro koncentraci DNA
lug'ml! v 30 ml celkového objemu bun&éné kultury bylo v ten samy den pouzito 9 pl
z toho vzorku DNA pro jednu transfekci Expi293F bunék. Z objemu 100 pl vyizolované
plazmidové DNA bylo pfipraveno 11 expresi. Z pelet bun¢k byla izolovana BACEI],
ktera byla spojena do dvou vzorkii, purifikovina a pomoci fluorescencni

spektrofotometrie byla potvrzena jeji aktivita.
5.2 Stanoveni koncentrace proteinu

Pomoci BCA kitu byla stanovena koncentrace proteinu pro oba dva purifikované

vzorky.
Hodnota koncentrace proteinu BACE1 ve vzorku 1 byla 211,60 pg-ml™.

Hodnota koncentrace proteinu BACE1 ve vzorku 2 byla 501,11 pg-ml™.
5.3 Analyza proteinu metodou western blot

Reprezentativni vysledky analyzy BACEI (~75 kDa) s pouzitim metody western
blot jsou ukazany na obrazku 7 (Obr. 4). Pted timto krokem byla provedena SDS-PAGE
gelova elektroforéza. Vzorek komeréné dostupné BACE1 byl porovnan se vzorky
zexpresi a hmotnostnim markem. Vzorky byly na gel naneseny podle zmétené
koncentrace proteinu (viz kapitola 5.1). Vzorek ¢islo 2 BACE1 byl na gel nanesen

v koncentraci 1:1.
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100 kDa

75 kDa

37 kDa

25 kDa

20 kDa

Obr. 4 Western blot analyza purifikované BACE1

1, 5 a 9 hmotnostni marker, 2 a 6 komeréni BACEI, 3 a 7 prvni vzorek BACEI, 4
a 8 druhy vzorek BACEI (fedénd 1:1), (zdroj: viastni fotografie)
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5.4 Stanoveni ucinnosti vybranych inhibitori BACE1

Struktury testovanych inhibitorli se nachazi na obrazku Obr. 5 a Obr. 6. Jejich
inhibi¢ni u¢innost byla porovnana s inhibi¢ni ucinnosti standardniho inhibitoru

Verubecestatu (jeho strukturu viz Obr. 7).

/
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K1134 K1135

Obr. 5 Struktury testovanych inhibitort BACE1 prvni ¢ast
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Obr. 7 Struktura Verubecestatu
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Tab 10 Vysledky stanoveni G¢innosti inhibitorit BACE1

Ciselné Primérna hodnota Ciselné Primérna hodnota
oznaceni BACE + SEM (%), oznaceni BACE + SEM (%),
c=1x10¢ c=1x10"°
K994 36,17 £ 0,37 K997 29,91 + 5,46
K998 22,9 +2,30 K1000 39,89 + 3,40
K1004 33,15+5,78 K1006 40,55 + 3,00
K1045 44,29 + 3,81 K1052 43,27 £2,83
K1060 47,42 £0,98 K1132 40,84 + 1,68
K1134 50,89 £ 1,59 K1135 40,81 £3,22
K1138 50,80 + 6,64 K1142 69,69 + 7,41
K1143 46,66 + 8,00 K1260 49,61 + 3,23
K1330 40,82 £6,91 K1350 53,03 + 3,65
K1352 34,95 + 0,99 Verubecestat 100 + 0,00

Priimérnd hodnota BACE + SEM (%), c=1x10° — inhibi¢ni a¢innost inhibitorti
BACE]1 byla spoétena z pétiplikitu ze tfech nezavislych méfeni pii koncentraci 1x10

s uvedenou stiedni chybou priiméru

5.5 Stanoveni ICsg

Hodnota ICso pro nejucinnéjsi inhibitor K1142 (viz Obr. 8) byla 407,8 £ 77,54 nM.
Vysledek je vyjadien jako hodnota z priméru triplikatt jednoho méfeni + SEM. Ziskana

hodnota byla porovnana s ICso latky Verubecestat.
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Obr. 8 Inhibi¢ni ucinek riznych koncentraci inhibitoru K1142 na -sekretasu 1

(BACEI)

Hodnota ICso pro standardni inhibitor Verubecestat (viz Obr. 9) byla
9,945 £ 0,398 nM. Vysledek je vyjadien jako hodnota priméru z 3 nezavislych

stanoveni * SEM.

42



Verubecestat

100 -
-
L
&)
<
m
Py
S 501
]
-
]
2

0 T T T
11 10 9 ] 7 ] 3

log ¢ (mol.I'")

Obr. 9 Inhibi¢ni ucinek riznych koncentraci Verubecestatu na K1142 na f3-

sekretasu 1 (BACEI)

5.6 Stanoveni pKa

Hodnota pKa 8,08 pro nejucinnéjsi inhibitor K1142 byla stanovena pomoci

programu MarvinSketch, v. 18.24.0 (Sketch software, The Hague, Netherlands).
5.7 Stanoveni BBB skore

v

Hodnota BBB skore pro nejucinné;jsi inhibitor K1142 byla vypoctena 2,91.
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6. Diskuze

BACE1 ma kli¢ovou roli pii vzniku AD, kde spolecné s y-sekretasou je zodpovédna
za patologické Stépeni APP a vznik amyloidnich plakd v mozku. Tento jev vede
ke vzniku kognitivni dysfunkce (Taylor et al. 2022). I pfes dosavadni netspéch
v hleddni vhodného inhibitoru BACE1 se od amyloidni teorie uplné neodstoupilo.
V klinickém testovani se zkoumaji rizna 1é¢iva, které by mohly ovlivnit pfitomnost Ap
plakt. Patii sem latky proti AP agregaci a jejich kombinace v s BACE]1 inhibitory, nové
inhibitory zesilovace AP transportu, vakcinace proti AP ¢i imunizacni terapie proti

ukladani AP (Das a Yan 2019; Pratsch et al. 2023; Tarif et al. 2024).

Od roku 2003, kdy byl k terapii AD schvalen Memantine, a roku 2006, kdy byl
Donepezil rozsifen k 1écbe AD, nebylo schvaleno zadné dalsi 1éCivo. Trvalo skoro 20 let
k dosazeni uspéchu v hledani terapie AD (Espay et al. 2024). Az v roce 2021 a 2023
byly schvéaleny monoklonalni protilatky anti-Af proti amyloidovym plakiim. Protilatky
Aducanumab a Lecanemab, schvalené pouze ve Spojenych statech americkych nikoliv
v Evropé, progresi AD pouze zpomaluji. Soucasné je znamo, Ze je jejich pouziti
nejucinnéjsi v ¢asné fazi AD. Proto je potieba se zaméfit na Casnou diagnostiku AD
onemocnéni, jeSté nez je pozorovatelnd akumulace AP, k ¢emuz jsou potifeba vhodné
biomarkery, které by byly neinvazivni a dostupné pro denni pouziti. Mezi aktualni
invazivni metody patfi detekce biomarkert z cerebrospinalni tekutiny a pozitronova
emisni tomografie, které detekuji az vzniklé zmény. Problémem je, Ze hladina
neinvazivnich biomarkerti (hladina AB42/AB42 v plazmé a v séru, t-protein, lehkych
fetézec neurofilamen NfL) se méni i pii dalSich neurodegenerativnich onemocnéni
(Perneczky et al. 2024). Prvni uspéchem v terapii AD byla anti-A monoklondlni
protilatka Aducanumab, kterd prostupuje pres hematoencefalickou bariéru a selektivné
se vaze na amyloidni plaky. Stejné jako BACEI inhibitory 1 anti-AP protilatky mély
dlouhou historii  neuspéchti  (naptiklad Bapineuzumab, PF-05236812 nebo
Solanezumab). Uspéch protilatky Aducanumab by mohl oZivit piipad inhibitord
BACEI] a zesilit tak intenzitu prace v jejich vyzkumu (Long et al. 2024). Dalsi uspéch

oslavila protilatka Donanemab, kterd byla schvélena v Cervenci roku 2024 k pouZiti
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v imunoterapii AD, kterd zpomaluje progresi onemocnéni az o 40 % (Alzheimers.org.uk

2024).

Vramci této diplomové prace byl pro testovani ucinnosti inhibitori BACEI
produkovan a validovan tento enzym. Pro expresi BACE1 byla pouzita bakterialni
konzerva obsahujici kulturu E. coli TOPO10 s plazmidovou DNA BACE]L. Z narostlé
bakteridlni kultury bylo izolovano 3370 pg-ul"! plazmidové DNA ve 100 pl TE pufru.
Zbytek bakteridlni bunééné kultury byl zamrazen pro dalsi vyuziti. Pro expresi BACE1
bylo pouzito 9ul plazmidové DNA pro transfekci do Expi293F bunék, o celkovém
objemu 30 ml, coz odpovida koncentraci 1 ug'ml”'. Celkem bylo takto pfipraveno
11 transfekci, které byly nasledné spojeny do dvou vzorkl. Vzhledem k vysokému
poctu expresi a piedpokladu zisku dostatecného mnozstvi proteinu pro jeho
charakterizaci a stanoveni UCinnosti inhibitori, byla exprese BACEl po 3 dnech
ukoncena. Standardni doba exprese BACEI] je jeden tyden. Enzym BACEI byl izolovan
pomoci membranového proteinového extrakéniho kitu Mem-PER, s mirnymi zménami
od doporuc¢eného postupu vyrobcem. Zmény byly v doporuc¢eném objemu jednotlivych
pufrii, vzhledem k vy$Simu poctu bunék. Dle vyrobce bylo doporuceno resuspendovat
bunéénou peletu ve 3 ml promyvaciho pufru. Poté pouzit 3 ml permeabilizacniho a 3 ml
solubiliza¢niho pufru. K ziskané peleté bylo pfiddno 5 ml kazdého pufru. Po izolaci
proteinu nasledovala purifikace pomoci Amicon Ultra Cetrifugal Filter kolon (30kDa)
a pouzitim pryskyfice Ni-NTA agar6zy. Membrana o velikosti 30 kDa, kterd je
umisténa v Amicon Ultra Cetrifugal Filter kolonach, umoznila separaci proteinii mensi
nez 30 kDa. BACEI, kterda ma molekulovou hmotnost ~75 kDA byla navazéna
na pryskyfici a potom byla ztéto pryskyfice uvolnéna koncentracnim gradientem

imidazolu.

Po purifikaci proteinu nésledovala jeho identifikace. Byla zkontrolovana aktivita
pomoci fluorescencni spektrofotometrie a stanovena koncentrace proteinu pomoci kitu
pro proteiny. Z kalibra¢ni kiivky sérového hovéziho albuminu byly vypocitany

koncentrace proteinu pro vzorek ¢. 1 211,60 pg-ml™! a pro vzorek ¢&. 2 501,11 pg-ml™.

Nasledovala gelova elektroforéza. Vzhledem k dvojnasobné koncentraci u vzorku ¢. 2,
byl tento vzorek pfed nanesenim na gel nafedén fosfatovym pufrem na stejnou
koncentraci, jakou mél vzorek ¢. 1. BACEI byla identifikovana metodou western blot

pomoci protilatky Anti-BACE1, kde bylo potvrzeno, Ze se BACE1 nachazi v okoli
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~75 kDa. Coz je molekulovd hmotnost pro plné maturovany, glykosylovany protein
(Capell et al. 2000). Jako pozitivni kontrolu jsme pouzili komeréné dostupnou BACEI,
ktera byla produkovana v HEK293 buiikach, a na western blotu byl jeji pruh ve stejné
pozici, jako nami produkovany enzym (Sino Biological 2024).

Ucinnost 19 vybranych inhibitori BACE1 byla zméfena pomoci fluorescenéni
spektrofotometrické metody s vyuzitim substratu 7-methoxykumarin-4-acetyl-[ Asn670,
Lue671]-amyloid p/A4 prekursorovy protein 770 fragment 667-676-(2,4-
dinitrophenyl)Lys-Arg-Arg amid trifluorooctova stl. Uginnost inhibice latek K994,
K997, K998, K1000, K 1004 a K1352 pti koncentraci 1-10°® M se pohybovala pod
40 %. Uginnost inhibice K1006, K1045, K1052, K1060, K1132, K1134, K1135,
K1138, K1143, K1260, K1330 a K1350 pii koncentraci 1-10° M se pohybovala
vrozmezi 40-50%. V porovnani s UCinnosti latky Verubecestat pii koncentraci
1-10° M, ktera byla stanovena 100 + 0,00 %, byly tyto hodnoty velmi nizké. Nejvyssi
inhibi¢ni t¢innost byla pozorovana u latky K1142 a to 69,69 + 7,41 %, proto bylo u této

latky stanovena hodnota ICso.

Vzhledem k velmi malému mnozstvi latky bylo méteni ICso pro latku K1142
provedeno pouze jednou v triplikdtu. Experimentalné¢ zjiSt€énd hodnota ICso
407,8 +£280,7 nM byla porovnana se standardnim inhibitorem Verubecestatem, ktery
se dostal do 3. faze klinického testovani. Vysledna hodnota 1Cso pro Verubecestat byla
9,945 + 0,398 nM. Hodnota ICso pro latku K1142 byla tedy 41x niz§i nez hodnota
Verubecestatu. V publikacich se pro Verubecestat uvadi hodnoty ICso pohybujici
se v rozmezi 2,1 — 13 nM (Kennedy et al. 2016; Tocris.com 2024; Yan 2016). Cast&ji je
uvadéna hodnota Ki, kterd je vzdy mensi nez hodnota ICso a zdvisi na kinetickém
mechanismu inhibice (kompetitivni, nekompetitivni a mix inhibice). Hodnota ICso je
tedy méné¢ presn¢j$i nez hodnota Ki, ale jeji ureni by vyzadovalo provést dalsi

experimenty (The Science Snail 2019).

Ve struktufe latky K1142 se nachazi 6-chlorotakrin a 1-(4-metoxybenzyl)-4-oxo-
1,4-dihydrochinolin-3-karboxylova kyselina (BQCA). V roce 1993 byl takrin schvalen
FDA jako prvni inhibitor AChE v 1é€bé AD. Pro svoji hepatotoxicitu nebyl ale nadale
v terapii uzivan (Hepnarova et al. 2018). V dnesni dobé se pouziva k designovani
a syntéze multicilenych ligandii v terapii multifaktoridlni AD (Long et al. 2024).
Hybridizace takrinu vede ke snizeni jeho hepatotoxicity a zvySeni jeho biologické
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aktivity. BQCA byla syntetizovana firmou Merck a je zndma jako vysoce selektivni
pozitivni alostericky modulator muskarinovych receptorit typu M1, které jsou dualezité
pro zlepSeni kognitivniho deficitu, ke sniZzeni fosforylace t-proteinu skrz aktivaci
proteinu C a inhibici glykogensynthasy 3B. K1142 byla v pfedchozim vyzkumu
testovana jako inhibitor AChE, i kdyz ve vysledku nebyla lepsi nez standardni inhibitor
Donepezil. Jejich hodnota ICso byla 51,7 £ 3,4 nM. (Hepnarova et al. 2018). Hodnota
ICso pro Donepezil pro inhibici AChE je udavana 6,7-35,0 nM (Ogura et al. 2000, Li et
al. 2016). In vivo vyzkum ukazal, ze pisobeni BQCA ma prokognitivni ucinek diky své
schopnosti zvratit skopolaminem-indukovanou pamétovou deficienci (Shirey et al.

2009).

Bohuzel rozpustnost nejucinngjsiho inhibitoru K1142 limitovala jeho dalsi in vitro
testovani. Vzhledem k plivodné planovanému spektrofotometrickému stanoveni
hodnoty pKa, kdy pfi vysSich koncentracich pH dochazelo k vysrazeni vzorku, byla
proto hodnota pKa stanovena pomoci software Swissadme.ch. Hodnota pKa byla 8,08,
z této hodnoty bylo spocitano BBB skore, které predikuje prostupnost latky do mozku.
Jeho hodnoty nabyvaji 0—6. Hodnota 0-1 znamena 0% Sanci prostupu do mozku,
hodnota 5-6 90,3% Sanci (viz Obr. 10). VSechny testované latky jsou potencialnimi
lécivy AD. Léky proti AD casto selhdvaji pii piestupu ptes BBB. Prestup je ale stéZejni
v cileni na inhibici BACE1 v mozku a zastaveni tvorby amyloidovych plaki. Byla
spoctena hodnota BBB skore 2,91, coz bohuZzel predikuje nizkou prostupnost do mozku.

Hodnota 2-3 udava 12,8% Sanci prostupu do mozku (Gupta et al. 2019).
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Obr. 10 BBB skore: nabyva hodnot 0-6 a udava Sanci v % na prostup 1é¢iva pies

hematoencefalickou bariéru (BBB), zdroj: (Gupta et al. 2019)

S ohledem na vysledek BBB skére a velikost molekuly latky K1142 je jasné, Ze
sama nebude mit schopnost prostupu pies BBB, kam prostupuji pouze malé molekuly
(Zenaro et al. 2017). V hematoencefalické bariefe vSak funguji transportéry ,,ATP-
binding cassette transportes” (ABC) napiiklad ABCA1l, ABCA2 nebo ABCA7, které¢
pomahaji 1éciviim k jejich prostupu (Pereira et al. 2018). K tomuto zjiSténi, zda by se
naSe latka byla schopna vazat na néjaky transportér a prostupovat tak do mozku, by

musely byt provedeny dalsi in vitro testy.
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7. Zavér

Po zméfeni inhibi¢ni u¢innosti 19 vybranych latek bylo zjisténo, Ze Zadnéa z nich
nedosahuje stejné nebo lepsi ucinnosti nez standardni inhibitor Verubecestat.

Vysledkem této diplomové prace je:

e produkce vlastniho rekombinantniho enzymu BACEI, ktera zahrnovala
ptipravu bakteridlnich konzerv, kultivaci transfekovanych buné€k, expresi a

izolaci enzymu
e jeho purifikace a detekci pomoci metody western blot
e testovani in vitro u¢innosti inhibitort BACEI

e vybrani nejucinnéjsiho inhibitoru K1142, u které¢ho byla stanovena hodnota

1Cs0 407,8 = 77,54 nM, ktera je 41x nizsi nez hodnota Verubecestatu

e stanoveni hodnoty pKa 8,08 pro nejucinnéjsi inhibitor K1142 pomoci

programu MarvinSketch

v

e a vypocet hodnoty BBB skore 2,91 pro nejucinnéjsi inhibitor K1142, ktera

predikuje 12,8% Sanci prostupu do mozku

Kwvili asociaci se vznikem AD byla BACE1 po dlouhou dobu atraktivnim cilem
ve vyzkumu terapie AD. Bylo vyvinuto nékolik BACEI1 inhibitorti, které¢ se ale
nedostaly do Sirsiho klinického pouziti kviili nedostatecné ucinnosti, vedlejSim u¢inkiim
nebo dokonce az zhoreni kognitivnich funkci. Ubytek vahy a ztrata apetitu pozorované
jako vedlejsi ucinky u lécby Verubecestatem a Lanabecestatem by ale mohly byt
vyuzity u 1écby metabolického syndromu, ¢ehoz si vSimla spole¢nost AstraZeneva,

kterd obdrZela patent pro lécbu obezity (Taylor et al. 2022).

VsSechny klinické faze testovani BACEI inhibitori byly doposud ukonceny,
nicméné to snad neni jejich uplnym koncem. BACEI je nadéle nejvice slibnym cilem
ve vyvoji léCiva AD. Navzdory jejich netuspéchim byly zjistény nové uzitecné
informace. Mnoh¢ predeslé testovani 1€kl se také potykalo s netspéchy. Naptiklad
imunoterapie v oblasti AD musela piekonat spoustu ptekazek, neZ byla schvalena
protildtka proti AP aducanumab nebo lecanemab. Vysledné vedlejsi ucinky pouziti

BACE] inhibitord mohou byt mozna nasledkem nespecifického cileni se na isoformu
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enzymu BACE2 (Ghosh 2024). BACE2 je nejvice exprimovana ve stieve, ledvinach
a slinivce bfisni. Stépi naptiklad PMEL (pigment cell-specific melanocyte protein)
v pigmentovych bunkach. Jeji inhibice mad za nasledek depigmetaci, ktera byla
pozorovana jako Casty vedlejsi ucinek testovanych BACEI inhibitord (Hampel et al.
2021). Odhaleni vSech BACEI substratli umoziuje 1épe pochopit fyziologickou funkci
BACEIl a pfedem odhadnout k jakym vedlejsim efektim muZe, inhibice BACEI1
v terapii AD, vést. Piesné definovani BACE1 substratt je klicové pro design novych
inhibitort, protoze uplna inhibice BACE1 by vedla k hromadéni téchto substratt

v buné¢ném endomembranovém systému véetné ER (Hrabinova et al. 2020).

Vysledky klinického testovani BACE] inhibitori ukéazaly sniZeni tvorby Af
az 0 50 %. Tak velkd redukce moznd vede ke vzniku nezddoucich ucinki. Pokud
by mensi davka stale zamezovala vzniku AP a nastup AD by se zpomalil byt jen
o n¢kolik let, a zaroven by doslo i ke snizeni vyskytu vedlej$ich u¢inku, znamenalo

by to stale velky uspéch (Ghosh 2024).

Alternativni 1écbou pro familiarni AD by mohla byt uprava genetické informace
s vyuzitim CRISPR-Cas9. Mutace v alele e4 ApoE je rizikovym faktorem pro vznik
AD. Technologie CRISPR-Cas9 jiz byla ve vyzkumu AD vyuzita pro upravu §védské
mutace APP, tato mutace vede k zvySenému St€peni APP pomoci BACE1 a vzniku AP.
Odstranéni této mutace vedlo k redukci vzniku AP. Piekdzkami takové 1écby jsou

bohuZel ptesnost, efektivnost a cena (Yang et al. 2021).
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8. Seznam pouzitych zkratek

AD
ACh
AChE
ACR
AMK
ApoE
APP
APLPI
APS
AroR
BACE
BBB
BCA
CAA
CAS
CD

CHO

Alzheimerova choroba
acetylcholin

acetylcholinesterasy

Armada Ceské Republiky
aminokyselina

apoprotein E

amyloidovy prekurzorovy protein
amyloidu podobny protein 1
peroxodisiran amonny
aromaticky kruh

beta-site amyloid precursor protein cleaving enzyme
hematoencefalickd bariéra
kyselina bicinchoninova
cerebralni amyloidni angiopatie
katalytické anionické misto
cytosolicka doména

chinese hamter ovary

CRISPR-Cas9  clustred regulatory interspaced short palindromic repeats

CTFB
D
DMSO
DTNB

E. Coli

membranovy C-koncovy fragment 3
kyselina asparagova

dimethylsulfoxid
5-5’-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina
Escherichia coli
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ER endoplazmatické retikulum

FRET pienos fluorescencni resonan¢ni energie

FvVZz Fakulta vojenského zdravotnictvi

G glycin

GA Golgiho aparat

GGAs Golgi-localized y-ear-containing ARF-binding

GS glutaminsyntetasa

H>O voda

HBA pocet akceptorti vodikové vazby (hydrogen bond aceptors)
HBD pocet donorti vodikové vazby (hydrogen bond donors)
HBH HBA + HBD

HEK293 immortalized human embryonic kidney cells
ChE cholinesterasa

CH;COOH kyselina octova

CH;COONa octan sodny

ICso koncentrace inhibitoru, pfi niz aktivita enzymu klesne na 50 %

puvodni aktivity
Ka disocia¢ni konstanta
KaD katalytickd doména

KH>POq4 dihydrogen fosfore¢nan draselny

KTVF Katedra toxikologie a vojenského zdravotnictvi
LB Luria Broth médium

MAO-A monoaminooxidasa A

MAO-B monoaminooxidasa B

MeOH methanol

MWHBN  deskriptor obsahujici molekulovou hmotnost
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MW molekulova hmotnost
NacCl chlorid sodny
Na,HPOs  hydrogenfosforec¢nan sodny

NMDA N-methyl-D-asparat receptor

NPL nervove paralytické latky

PAGE polyakrylamidovy gel

PAS periferni anionické misto

PCR polymerazova fetézova reakce

PD prodoména

pKa zaporného dekadického logaritmu Ka pfi standardni teploté 25°C
PS1 presenilin 1

PS2 presenilin 2

rpm otacky/min

r-protein rekombinantni protein

S serin

sAPPf N-terminalniho fragmentu 3
SEM smérodatnd odchylka

SDS dodecylsiran sodny

SDS-PAGE elektroforéza na polyakrylamidovém gelu s pfidavkem SDS

Sp signalni peptidové prodoména
T tau
T threonin

TALENs transcription activatior-like efektor nukleasy
TEMED N,N,N’",N’-tetramethyletan-1,2-diamin

TD transmembranova doména
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TPSA topologicka vrstva polarniho povrchu

uo Univerzita obrany
VLF Vojenska lekarska fakulta
ZFNs zinc finger nukleases
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