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ABSTRAKT

Univerzita Karlova

Farmaceutické fakulta v Hradci Kralové

Katedra biologickych a 1¢kaiskych véd

Kandidat: Barbora Hejtmankova

Skolitel: PharmDr. Miroslav Kovatik, Ph.D.
Konzultant: RNDr. Martina Hrabinova, Ph.D.

Nazev bakalaiské prace: Validace a purifikace enzyml acetylcholinesterasy

a butyrylcholinesterasy

Purifikace je zdvéreénym krokem produkce rekombinantnich proteinil. Zahrnuje
sérii procesu, které vedou k izolaci jediného typu bilkoviny, ze slozitéjsi smési latek.
Purifika¢ni metody vyuzivaji rozdilnych vlastnosti proteinu, které jsou dany jeho

velikosti, nabojem, tvarem ¢i aktivitou.

Tato bakalatska prace porovnavala ucinnost tiech afinitnich pryskyfic, prokainamid
sefar6sy, Hupresinu a nikl-nitriltrioctové kyseliny (Ni-NTA), na enzymech
acetylcholinesterasa (AChE) a butyrylcholinesterasa (BChE). Prabéh purifikace
cholinesteras (ChE) byl monitorovan modifikovanou Ellmannovou
spektrofotometrickou metodou. K identifikaci a urceni Cistoty enzymi bylo vyuZito
gelové elektroforézy a spektrofotometrického stanoveni koncentrace proteinti. Enzymy
byly charakterizovany urenim kinetickych konstant: Michaelisovy konstanty (Km),
specifické aktivity a hodnoty poloviny maximalni inhibi¢ni koncentrace (ICso)

pro selektivni inhibitor AChE donepezil a pro BChE etopropazin.

Porovnanim vysledkti gelové elektroforézy byla pryskyfice obsahujici Ni-NTA
vyhodnocena jako nejvhodnéjsi typ pro obé ChE. Tento vysledek byl taktéz potvrzen

vyslednou koncentraci proteinu v purifikovaném enzymu.

Klicova slova: purifikace, acetylcholinesterasa, butyrylcholinesterasy, kineticka

konstanta, inhibitor



ABSTRACT
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Trainer: PharmDr. Miroslav Kovarik, Ph.D.
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Title of the bachelor thesis: Validatoin and purification of enzymes

acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase

Purification is a final step in the production of recombinant proteins. It involves
a series of processes that lead to isolation of a single type of protein from more complex
mixture of substances. Purification methods take advantage of the different properties

of protein, which determined by its size, structue, charge and activity.

This bachelor‘s thesis compared the effectivness of three afinity resins,
procaineamide sepharose, Hupresin and nikel-nitrilotriacetic acid (Ni-NTA), on the
enzymes acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BChE). The progres
of purification of cholinesterases (ChE) was monitored by modified Ellmann
spectrophotometric method. Gel electrophoresis and spektrophotometric determination
of protein concentraion were used to identify and determine the purity of the enzyme.
The enzymes were characterized by determining the kinetic constants: Michaleis
constant (Km), specific activity and ICso value of half-maximal inhibitory concentration
(ICso) for the selective AChE inhibitor donepezil and for the BChE inhibitor

ethopropazine.

By comparing the results of gel electrophoresis, the Ni-NTA agarose was evaluated
as the most suitable type for both ChEs. This result was also confirmed by the final

protein concentration in the purified enzyme.

Key words: purification, acetylcholinesterase, buryrylcholinesterase, kinetic constant,

inhibitor
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Uvod

Predkladana bakalarskéd prace se zabyva porovnanim tfech purifikacnich pryskytic
vyuzitych k ptecisténi rekombinantnich lidskych cholinesteras (ChE). Komeréné
dodavané lidské enzymy se Casto potykaji s problémem nizké stability a aktivity.
Z téchto diavodii a také vzhledem k vysoké spotifebé téchto enzymii si pracovisté
Katedra toxikologie a vojenské farmacie (KTVF) Fakulty vojenského zdravotnictvi

(FVZ) Univerzity obrany (UO) produkuje enzymy vlastni.

KTVF je unikétni pracovi§té Armady Ceské Republiky (ACR) a Ceské Republiky
celkové, vjejichz laboratofich se provadi vyzkum ucinku toxickych a bojovych
otravnych latek a ochran¢é proti nim na vysoké urovni (UNOB 2021a). Vyzkum je
predevsim cilen na profylaxi u otrav nervové paralytickymi latkami (NLP) jako je sarin
soman, VX, tabun. Pfedmétem studie jsou efektivni antidota, jejichz Uc¢inek spociva
v ochrané ChE pfed inhibici. Diky témto zkuSenostem se zabyvaji i civilnim vyzkumem

novych 1é¢iv Alzheimerovy choroby (UNOB 2021Db).

Doposud se pro purifikace acetylcholinesterasy (AChE) vyuzivala pryskyftice
prokainamid sefarosa (PS) a pro purifikaci butyrylcholinesterasy (BChE) pryskyfice
Hupresin. S ohledem na ekonomickou ¢ast produkce bylo potfeba optimalizovat krok
purifikace za pouziti jedné pryskyfice na obé ChE. Polyhistidinovd znacka, ktera
oznacuje nase proteiny, nam umoziiuje pro jejich purifikaci vyuzit nikl-nitriltrioctovou
agarosu (Ni-NTA). Tento krok by mohl sniZit jak Casovou narocnost pfipravy, tak

1 finan¢ni zatiZeni pracoviste.



1. Cil prace

Cilem prace bylo porovnat u¢innost purifikace rekombinantni lidské AChE a BChE
pfi pouziti rtiznych afinitnich pryskyfic. Pribéh purifikace ChE byl monitorovan
modifikovanou spektrofotometrickou Ellmannovou metodou. K identifikaci a urceni
Cistoty enzymil bylo vyuzito gelové elektroforézy a spektrofotometrického stanoveni
koncentrace proteinl. Enzymy byly charakterizovany uréenim kinetickych konstant:
Michaelisovy konstanty, specifické aktivity a hodnoty poloviny maximalni inhibi¢ni

koncentrace (ICso) pro selektivni inhibitor AChE donepezil a pro BChE etopropazin.
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2. Teoreticka ¢ast

2.1 Acetylcholinesterasa

AChE je Kklicovy enzym v centrdlnim nervovém systému. Nachazi se
v nervosvalovych spojich a choliregnich synapsich, kde katalyzuje hydrolyzu esterti
neurotransmiteru acetylcholinu (ACh). Slouzi k ukonceni synaptického pienosu
a zabranuje nepietrzitému vzruchu nervového zakonceni, které by se mohlo projevit
napt. ve svalech, kiec¢i. Dale ji najdeme na erytrocytech, plicich, slezin¢€ a vSech castech

mozku (Patocka et al. 2004).

Molekula AChE je slozena ze dvou domén. Velkd doména je tvofena 500 zbytky
a mala je tvofena méné nez 50 zbytky peptidi zakoncenych C-koncem. Kavita AChE
zahrnuje dvé vazebna mista: periferni anionické misto (PAS) a katalytické anionické
misto (CAS), acylovou kapsu a estratické misto téZ nazyvané katalytickd tridda
(Wiesner et al. 2007). PAS se nachazi na vstupu katalytické kavity, kde dochazi
k prvnimu kroku katalytické drahy, vazbé kationtového dusiku ACh. Jeho dalsi funkci
je 1 vazba kvarternich ligandu kompetitivnich inhibitorii a kvarternich oximi,
reaktivatorit AChE inhibovanou oragnofosfaty. V. CAS dochazi k interakci kvarterniho
dusiku ChE s Tryss. Acetylova skupina je pak vazana v acylové kapse. Na dn¢ kavity se
nachdzi katalyticka tridda slozend z aminokyselin Serzoo-His40-Gluso7. Zde dochazi
k hydrolyze ACh na acetat a cholin. AChE se vyskytuje se jak v globularni formé
(monomer, dimer, tetramer), tak 1 v asymetrick¢é formé¢ spojené kolagenem Q,

v rozpustné a i v membranové formé (Johnson a Moore 2006).

AChE je vyznamnym markerem otrav pesticidy a nervové paralytickymi latkami
(NPL). Své misto ma i v patologii a terapii Alzheimerovy choroby (AD). AD je
nejcastéj$i pfi€¢ina demence na celém svéte. Kromé amyloidovych plaki
a neurofibrilarnich klubek je jednim z hlavnich patofyziologickych znakii AD ztrata
cholinergnich receptori. To se projevuje poruchou zejména kratkodobé paméti, ktera je
spojend se zhorSenim kognitivnich funkci. Inhibitory AChE a nekompetitivni
antagonista N-Metyl-D-Asparatovych (NMDA) receptorti (Ebixa®) (SUKL 2010), jsou
jedinymi terapeutikami v 1é¢bé AD (Lionetto et al. 2013). V soucasné chvili byl v USA

registrovany 1ék Aduhelm, jehoZz ucinna latka je aducanumab (protilatka na amyloid
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beta). Tento 1€k, nefunguje jako soucasnd terapeutika, ale cili na pravdépodobnou

pti¢inu AD, (Cummings et al. 2021).
2.2 Butyrylcholinesterasa

BChE patii stejn¢ jako AChE do skupiny ChE. Piezdiva se ji plazmaticka, sérova ¢i
faleSna esterasa. Najdeme ji v plazmé, jatrech, hladké svaloving, stfevu, slinivce bfisni

a bilé hmot¢ mozkové (Patocka et al. 2004).

BChE mitize zastoupit funkci AChE v hydrolyze ACh, pokud je aktivita AChE
vyCerpana. BChE je zodpovédna za hydrolyzu sukcinylcholinu, ktery se pouziva
pfi operacich jako svalového relaxancia ke kratkodobé blokaci cholinergnich receptorti
(Chatonnet a Lockridge 1989). Jeji hlavni vyznam je v degradaci xenobiotik napt. 1éCiv
a kokainu. Hraje dulezitou roli pfi adhezi bun€k, v neurogenezi a udrZzovani myelinu.

BChE muze byt pouzita jako bioscavenger pii otravach NPL a pesticidy.

V lidské plazmé se nachazi ve ¢tyfech formach. Nejéastéji jako oligomer utvoreny
ze Ctyf podjednotek spojenych hydrofobnimi interakcemi. Tyto tetramery jsou tvofeny
dimery vznikajicimi z monomerli, které jsou spojené disulfidickymi mistky mezi
molekulami cysteinu (Boyko et al. 2019). Existuji i dal$i asymetrické formy spojeny
kolagenem Q. Kromé¢ katalytické triddy obsahuje acylovou kapsu, oxyanionové misto
1 anionické misto, kde se stejné jako u AChE vaze kationtovy dusik Ach. Katalyticka

tridda obsahuje Serog, Hisssg a Glusos. (Darvesh et al. 2003).

2.3 Produkce rekombinantnich proteini

V dnes$ni dobé se rekombinantni proteiny vyuzivaji v Sirokém spektru vyzkumi.
Jejich prakticky vyznam se nachdzi v rozsdhlém klinickém pouziti napt. hormonalnich
produktl, enzyma pfi insuficienci a onkologii. Léba hemofilie vyuzivd virového
vektoru koédujiciho gen pro tvorbu srdzeciho faktoru (VIII nebo IX) (Nathwani 2019).
Dalsi moZnosti aplikace rekombinantniho proteinu je 1écba diabetu mellitu. Inzulin byl
v minulosti ziskdvan ze slinivky bfiSni skotu ¢i prasat. Dnes se inzulin pfipravuje
rekombinantné¢ pomoci bakterie Escherichia coli (E. coli) nebo kvasinky
Saccharomyces cervisiae (Hwang et al. 2016). Do pokroku v terapii nélezi i pfiprava

rekombinantnich vakcin. Vakcina proti viru hepatitidy B (HBV) se vroce 1982
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vyrabéla z plazmy infikovanych lidi. Ackoliv byla bezpecna a Gcinn4, jeji ptiprava byla
draha, coz limitovalo pouziti pro vétsi masu lidi. Dnes se antigen HBsAg, ktery se
nachazi na povrchu HBV, piipravuje pomoci klonovani v kvasinkovém systému
s vyuzitim Saccharomyces cerevisiae. Tento antigen se pak naockuje ¢lovéku, ktery si

vytvoii imunitu, aniz by se dostal do pfimého kontaktu s virem (Zhao et al. 2020).

Rekombinantni proteiny musi splitovat pfisnd kritéria jako je kvalita, Gi¢innost
a bezpecCnost. Proto se piipravuji ve specialnich expresnich systémech, které umoziuji
protein modifikovat dle potfeby napf. zménou biologického polocasu, zménou
farmakokinetickych parametrii (Fusek et al. 2012), aby byla usnadnéna jejich purifikace
a také pozménéna jejich stabilita, aktivita nebo funkce, (Rickova et al. 2014).
Jednotlivé kroky produkce rekombinantnich proteinii popisuje Chyba! Nenalezen

zdroj odkazi., podrobnégji budou vysvétleny v kapitolach 2.3.1 az 2.4.

1. pfiprava vektoru
a nasledna exprese
proteinu v buiice

2. uvolnéni proteinu

do média Q ’@

3. vazani na pryskyfici Q ﬁ

21 Supernatant
s proteinem
5 a odpadem

v gravitacni purifikaéni

kotons Pryskyfice

4. promy‘ti/_ ] \ 5. eluce

> .. ° g L % purifikovany protein

ve zkumavce

Created in BioRender.com bio

Obr. 1 Priprava rekombinantniho proteinu s diirazem na purifikaci (zdroj: viastni s

vyuzitim BioRender)
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2.3.1 Priprava vektoru a exprese

Molekularni klonovani zalina izolovanim ¢i syntetickou pfipravou genové
sekvence, kterda koduje pozadovany protein. Tato genova sekvence se oznaci afinitnimi
znackami (tagy). Diky afinit¢ téchto tagii k purifika¢ni matrici se zjednodusuje nasledny

krok purifikace (vice o afinitnich znackach v kapitole 2.4.2).

Pro vlozeni genové sekvence do vhodného vektoru se pouzivaji tii zakladni

metody.

1. pfimé klonovani PCR (polymerazova tfetézova reakce) produkta (lze vyuzit
u prokaryotnich genti, pokud klonujeme eukaryoticky gen obsahujici introny, je
vyhodnéjsi izolovat mRNA a tu pomoci reverzni transkriptazy prepsat

do komplementarni DNA (cDNA)) (NEB 2022)
2. ligace fragmentli DNA pomoci DNA ligazy (Casali a Preston 2003)
3. specificka rekombinace DNA katalyzovana enzymy (Gibson 2011)

Ptipraveny vektor se vklada do expresniho systému (bakterialni, hmyzi nebo sav¢i
buiiky), ktery je pro expresi proteinu nejvhodnéj$i. Vneseni rekombinantni DNA
do prokaryotické buiiky se oznacuje jako transformace, vneseni do eukaryotické bunky
jako transfekce. Chemicky upravené E. coli (CaCly, chemokompetentni bunky) jsou
transformovany tepelnym Sokem (Kant et al. 2019). Dalsi metoda je elektroporace,
ktera je zaloZena na docasné destabilizaci bunééné membrany, zplisobené elektrickym
pulsem. Tato metoda se nejCastéji pouziva pii transfekci eukaryotickych bunék.
Pro transformaci prokaryotickych bunék se vyuZziva infekce rekombinantnimi plazmidy,

u hmyzich buné¢k bakuloviry (Celie et al. 2016).

Exprese se vyjadfuje transkripci a translaci genu. Exprimovany protein se z bunky
izoluje nebo se sekretuje do rstového média. Pokud chceme vyuZzit piimé sekrece
do média, na C nebo N konec pozadované¢ho proteinu navazeme specidlni sekrecni
sekvenci. Protein se pak pfemisti z vnitfni strany membrany na vnéj$i a uvolni se
do média (Mackman et al. 1987). Pokud je protein exprimovany v buiice, je nutné pro
jeho izolaci vlozit lyzacni krok, jehoz cilem je rozrusit bunéénou membranu bunék
a uvolnit jejich obsah do roztoku. Lyzu bunék 1ze provést fyzikalnimi nebo chemickymi
metodami, nejcastéji vSak jejich kombinaci (Wingfield 2015).

14



2.3.2 Expresni systémy

Hlavni rozdéleni expresnich systému je na prokaryotni (bakterialni) a eukaryotni
(napt. kvasinkové, hmyzi, sav¢i). Pouziti riznych expresnich systéml ma rtizné vyhody
a nevyhody. Zajimd nas predevS§im rychlost bunécného riistu, cena, vynos
a posttranslacni modifikace, které dany systém na vznikajicim rekombinantnim proteinu

provede

(
nizka — vysoka

- \
Rychlost ” M,%

Savci systémy Hmyzi systémy  Kvasinkové systémy Bakterialni systémy

Bakterilni sys;témy Kvasinkové systémy Hmyzi systémy Savéi systémy
Vynos f a8 AR

Savéi systémy Hmyzi systémy Bakterialni systémy  Kvasinkové systémy

oy oo,
translaéni : : P Lt B s
modifikace Bakterialni systémy Kvasinkové systemy  Hmyzi systémy Savéi systémy

Obr. 2).

15



nizka — vysoka

NN VAR N
Rychlost X ) L \\W’ -/..‘-\ - . *

Savéi systemy Hmyzi systémy  Kvasinkové systémy Bakteridlni systémy
T — S
e M. (9 sumR Sy
Bakterialni systémy Kvasinko;.'é_systémy Hmyzi systémy Savéi systémy
P VST
. 0 /X -
Vynos v S AN ) A By
Savci systemy Hmyzi systémy Bakteridlni systémy Kvasinkové systémy
s T
Post- (o) gy nl\\\‘]) ft‘j‘\
translacni Wom os ok
modifikace Bakterialni systémy Kvasinkové systemy Hmyzi systémy Savéi systémy

Obr. 2 Prehled expresnich systému a jejich vyhod, zdroj: viastni

2.3.2.1 Bakterialni systémy

Pro produkci rekombinantnich proteind se nejcastéji pouzivaji bakteridlni systémy.
Jsou oblibené pro jednoduchou kultivaci bakteridlnich bungk, jejich rychly rist, vysoky
vytézek proteinu, genetickou manipulaci a ztoho vyplyvajici finanéni nenédrocnost.
Nevyhodou vsak je, Ze vzniklé proteiny nejsou posttranslacné modifikovany, jsou
schopny produkce proteinu o max. velikosti ~150 kDa, Casto je omezena schopnost
disulfidickych vazeb a sekre¢niho mechanizmu pro efektivni uvolfiovani proteinu do
kultiva¢niho média. Proteiny jsou exprimovany bud v cytosolu nebo se hromadi
v inkluznich téliskach, Casto nerozpustnych a muze tak vznikat nefunkéni protein.
I presto je nejoblibenéjsi hostitelem pro produkci rekombinantnich proteini E. coli

(Khow a Suntrarachun 2012).
2.3.2.2 Kbvasinkové systémy

Kvasinky jsou lepsi alternativou, pro produkci rekombinantnich proteint, k bakterii
E. Coli. Produkce v kvasinkach je popularni hlavné proto, Ze si zachovavaji vyhody
bakteridlnich expresnich systému (finan¢ni nendro¢nost, snadnd genetickd manipulace)

a k tomu jsou navic schopny nékterych eukaryotickych posttranslaénich modifikaci
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(Griffith et al. 2003). Nejpouzivanéj§imi hostiteli jsou Saccharomyces cerevisiae,
Pichia pastoris, Hansenula Polymorpha nebo Yarrowia lipolytica. Proteiny vzniklé
v kvasinkach nesou strukturni i funkéni podobnosti k lidskym nebo k t€ém, které vznikaji
ve vysSich eukaryotach (Mumberg et al. 1995). N¢ékteré kvasinky byly modifikovany,
aby nesly dals$i vyhody, jako jsou tfeba glykosylace. Nevyhodou je, Ze glykosylace
Casto neprobéhne spravné, coz miize ovlivnit aktivitu enzymu. Diky vSem informacim,
které se o kvasinkach doposud vi (velky vybér vektort, promotord, selek¢nich markera
¢1 techniky fermentace), jsou védci schopni navrhnout efektivnéj$i expresni systémy

pro produkeci proteinil a glykoproteinti (Celik a Calik 2012).
2.3.2.3 Hmyzi systémy

Hmyzi buiiky jsou alternativou mezi bakteridlnimi a savéimi expresnimi systémy.
Kultivace je Casov€ 1 finanéné naro¢na. U hmyzich bunck si musime davat pozor
na Cistotu pii praci, jsou totiz citlivéjsi na kontaminaci nez sav¢i bunky. Hmyzi bunky
jsou sice schopny posttranslacnich modifikaci, ale glykosylace je odlisSna
od glykosylace v sav¢ich bunkach. (Geisler et al. 2015). Nejcastéji vyuzivanym
hostitelem je Spodoptera frugiperda (Blyskavka kukufi¢na) nebo Trichoplusia ni
(Kovolesklec cizokrajny). U hmyzich bunék se obvykle pouziva infekce bakulovirem,

wev

nez piiprava plazmidu (hodiny) (Weber a Fussenegger 2009).
2.3.2.4 Sav¢i systémy

Hlavni vyhodou sav€ich bunék je jejich schopnost zajistit slozeni vzniklého
proteinu do spravné konformace a pottebné posttranslacni moditikace, jako je metylace,
fosforylace, acetylace, glykosylace atd., které jsou dulezité pro spravnou biologickou
aktivitu rekombinantniho proteinu (Khan 2013). Nevyhodou je vysoka cena produkce
a celkova naroc¢nost podminek pro kultivaci bun€k. Mezi ¢asto pouzivané patii buiiky
ovarii kiecka ¢inského (CHO), mysi myelomové bunky (NSO) ¢i lidské embryonalni
ledvinné bunky (HEK293). Sav¢i systémy jsou pro piipravu proteinti nejlepsi, 1 kdyz

jsou finan¢né narocné.
2.3.2.5 Specifické systémy

Mezi dal$i expresni systémy, které jsou pro produkci proteini moznd méné

vyuzivané, ale poskytuji mnoho vyhod, patfi tteba houby, fasy ¢i mechy.
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Z vléknitych hub se vyuzivaji druhy Aspergillus, Penicillium nebo Trichoderma.
Vyhodou houbovych systémi je schopnost sekrece velkého mnozstvi proteinu
do rastového média (Nevalainen et al. 2005). Nejsou tolik vhodné pro produkci
lidskych rekombinantnich proteinli, protoze v nich proteiny podléhaji odliSnym
glykosylacim. Vlaknit¢é houby jsou hlavni producenti primarnich a sekundarnich

metabolitil (penicilin, cefalosporin), které jsou vyuzivany v terapii (Ward 2012).

Naopak systémy ze zelenych fas nejsou finanéné narocné, jsou bezpecné,
metabolicky rozmanité a nenarocné. Jelikoz zelené tfasy ziskdvaji energii fotosyntézou,
pozadavky na médium nejsou tak naroéné. Omezené zdroje uhliku v médiu snizuji
riziko kontaminace bakteriemi, coz je vyhodou. Nedavné studie dokazaly, ze zelené
fasy jsou schopny exprimovat, sklddat a posttranslacné modifikovat savéi 1 jiné

eukaryotické proteiny (Rasala a Mayfield 2015).

2.4 Purifikace

Findlnim krokem produkce rekombinantniho proteinu je purifikace. Purifikace je
muzeme rozdélit do 4 typa podle vyuzivanych vlastnosti proteinu na ty, které vyuzivaji
vlastnosti povrchu, velikost a tvar, naboj a biologické vlastnosti jako je aktivita (Scopes

2001).
2.4.1 Chromatografické metody

Chromatografické metody se zabyvaji pfedev§sim povrchovym nabojem pii daném
pH a rozpustnosti. VyuZziva se staciondrni faze, kterou prochdzi mobilni faze. Ta unasi
separovanou latku stacionarni fazi, na niz se zachycuje dle rozdili v rozpustnosti. Tyto
rozdily jsou dilezité pro vybér vhodného rozpoustédla, a néasledném zisku extraktu,

obsahujici poZadovany protein.

Chromatografické metody se vyuZzivaji zejména ve svislém kolonovém provedeni.
Patfi sem mimo jiné i1 ionexova chromatografie, chromatofokusace, hydrofobni
chromatografie, reverzni faze, afinitni chromatografie a molekulova vylucovaci

chromatografie (Mixa 2010).
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2.4.2 Afinitni chromatografie

Nejvice specifickou metodou je afinitni chromatografie, ktera se provadi
v kolonach. Purifikace je vyrazné jednodussi, pokud cilovy protein obsahuje afinitni

znacku (tag), ktera je navazana na N- nebo C- konci.

Mezi nejcastéji pouzivané tagy patii polyhistidin, oznacovany jako His-tag nebo
His6. Obvykle se sklada z 6 (ale klidné 1 2 az 10) histidinovych zbytkli. Vzhledem
k jeho malé velikosti (0,84 kDa) a diky tomu, ze pti fyziologickém pH je prakticky bez
naboje, neinterferuje se strukturou a obvykle nenarusuje sklddani proteinu (Loughran et
al. 2017).

Dalsim pouzivanym tagem je maltozu vazajici protein (maltose binding protein —
MBP). Proteiny znacené pomoci MBP mohou byt purifikoviany pomoci afinitni
chromatografie na zesiténé amylozové pryskyfici. Dale se vyuziva znaceni glutatonin S-
transferdzou (GST), kdy se nasledné aplikuje afinitni chromatografie na glutatonin

sefardse (Kimple et al. 2013).

Diky tagu se protein specificky zachyti na chromatografické kolong. Aby se doséhlo
které se nenavazou, se poté¢ vymyji v promyvacim kroku a v dal§Sim kroku se cilovy
protein uvolni pfidanim kompetitivniho ligandu, zménou pH, iontové sily ¢i polarity

(Ruckova et al. 2014).
2.4.3 Purifikacni systém Ni-NTA

Ni-NTA agardza je specidlné vytvorena pro purifikaci rekombinantnich proteint,
které jsou znaCeny His-tagem. Histidin snadno tvofi koordinaéni vazby
s imobilizovanymi ionty prechodnych kovi (Co?", Cu**, Ni**, Zn*', Ca®", Fe*").
NejCastéji se ve spojeni s His-tagem pouzivd Ni-NTA agardsa obsahujici
nitrilotrioctovou kyselinu (NTA) nabitou Ni** a vézanou dlouhymi oddalujicimi

raménky s agarésou CL-6B (viz Obr. 3) (Kimple et al. 2013).

Proteiny, které jsou navdzany na resin, jsou pak vymyvany pufrem o nizkém pH
nebo imidazolem. (Novex by life technologies 2015). Tento typ purifikace se provadi

v gravitacnich kolondch. Metoda je jednoducha a robustni.
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Obr. 3 Struktura Ni-NTA purifika¢ni pryskyfice, zdroj: (Biotrend 2021)
2.4.4 Purifika¢ni systém Prokainamid sefarosa

Prokainamid sefardsa slouZi k purifikaci ChE od roku 1978. Ackoliv tato pryskyfice
byla vynalezena pro purifikaci BChE, je specifictéjsi pro purifikaci AChE. Stejné jako
ptedchozi pryskyfice, funguje PS na principu afinitni chromatografie. Ligand
prokainamid je kovalentné navazdn na agar6zovou matrici a jeho dlouhé hydrofilni
konce (viz Obr. 4) interaguji s ChE. Poté se vhodnym elu¢nim ¢inidlem uvolni ChE

z vazby na pryskyfici (Cytiva 2021).

ooy A

Obr. 4 Hydrofilni rameno prokainamid sefarosy, ktera vaze cilovou ChE

(Cytiva 2021)
2.4.5 Purifikac¢ni systém Hupresin

Hupresin je od roku 2012 nastupcem PS pro prufikaci BChE. Tato pryskyfice je
selektivni pryskyfici pro purifikaci BChE. Hupresin se skladd ze dvou komponent:
sefarosové matrice a huprinového ligandu, ktery specificky vaze BChE diky vysoké
vazebn¢ afinité (Obr. 5). Hupresin nemutize byt pouzit k purifikaci AChE, protoze ji vaze

prili§ silné. AChE se pak neda z této vazby uvolnit bez pouziti denaturacnich pufrt.
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Tento ligand je specialn¢ syntetizovany hybrid takrinu a huprezinu, ktery slouzi jako

kompetitivni inhibitor BChE (Lockridge et al. 2018).

o

@....F& + FGWE — @——FGW

Hupriovy ligand Sephardsa matrix Hupresin

Obr. 5 Hupresin sloZzeny ze dvou komponent, zdroj: viastni

2.5 Hodnoceni Cistoty

Nedilnou soucasti purifikace je monitorovani ¢istoty proteinu v prubéhu i na konci
purifikace. Pokud se jedna o biologicky aktivni protein, mizeme tyto vlastnosti vyuzit
k hodnoceni Cistoty. Pokud se jedna napft. o protein strukturni, vyuzivame alternativni

cestu, antigenni vlastnosti (detekce pomoci protilatek) (Lillehoj a Malik 1989).

Pro hodnoceni cistoty ChE bylo vyuzito méfeni koncentrace proteinu pomoci
kyseliny bicionchoniové (BCA Protein Assay Kit), viz kapitola 0, kdy se vysledna
koncentrace proteinu méfila spektrofotometricky (Thermofisher 2021). Mezi dalsi
metody hodnoceni koncentrace proteinu patii napi. Lowryho metoda ¢i Bradfordiv test

(Netinbag 2022).

Déle se k hodnoceni Cistoty pouziva gelova elektroforéza, ktera vyuziva k separaci
odli$ny naboj proteinu, nebo velikost molekuly ¢i odlisnou pohyblivost v elektrickém
poli. Pro mou praci byla pouzita SDS-PAGE elekroforéza, ktera vyuziva
polyakrylamidovy gel obohaceny o dodecylsiran sodny (SDS) a B-merkaptoethanol
ve vzorkovém pufru, ktery slouZi jako denaturacni €inidlo. V tomto ptipadé je cilovy
protein na gelu v monomerni form¢ a déli se podle své molekulové hmotnosti. (Lillehoj

a Malik 1989).

Purifikovany protein muZeme nasledné charakterizovat pomoci
spekrofotometrickych metod: stanoveni aktivity a vypocet kinetickych konstant jako je

Vmax a KM .
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité chemikalie a kity
3.1.1 Chemikalie

¢ dimethylsulfoxid (DMSO)

e acetylthiocholin jodid (ATChI)

e butyrylthiocholin jodid (BTChI)

e dodecylsiran sodny (SDS)

e tris(hydroxymethyl)aminomethan sul (Tris-HCI)

e tris(hydroxymethyl)aminomethan-baze (Tris-baze)

e akrylamid

e kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA)

e imidazol

e N,N,N’,N’-tetramethyletan-1,2-diamin (TEMED)

e 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina (DTNB)

e peroxodisiran amonny (APS)

e [-merkaptoethanol, chlorid sodny (NaCl)

e dihydrogen fosfore¢nan draselny (KH2POj4)

e hydrogen fosfore¢nan sodny (Na;HPO4)

e donepezil

e ectopropazin

e glycin

e glycerol

e Ni-NTA agar6za byla zakoupeny u Thermo Fisher Scientific (Waltham,
MA, USA).

e prokainamid sefardsa byla zakoupena u GE Healthcare (Chicago, IL, USA).

e Hupresinova pryskyfice byla zakoupena u Chemforase (Patiz, Francie).

e pufr Tris-HCI pH 8,8 byl zakoupen u Bio-Rad.
3.1.2 Kity

Micro BCA Protein Assay kit byl zakoupen u Thermo Fisher Scientific.
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3.2 Biologicky material

Supernatant obsahujici ChE v médiu.(enzymy AChE a BChE byly exprimovany
v buiikdch Expi293)

3.3 Sterilni plast a spotiebni material

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

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

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

Dialyzacni kazety byly zakoupeny u Thermo Fisher Scientific.

3.4 Instrumentace

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

pH metr-Titrando 820 (Metrohm, Herisau, Svycarsko),

vyrobnik ultra¢ist¢ vody (H2O) na bazi reverzni osmoézy typ 06

(AquaOsmotic, Tisnov, Ceska republika),
centrifuga U-320 R, centrifuga M-240 R (Boeco, Hamburk, Némecko),

michacka big squide, Vrotex Lab Dancer, Tfepacka desticek (IKA, Staufen

v Breisgau, Némecko),

trepacka/kyvacka MR-1 (Biosan, Riga, LotySsko),

elektroforéza (Bio-Rad),

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

lednice (Liebherr, Bulle, SV)’/Carsko),

multifuknéni destiCkovy reader Synergy 2 (BioTek, Winooski, VT, USA),
laboratorni vahy CPA 225D (Sartorius, Gottingen, Némecko),

vyrobnik ledu CB 249 A HC (Berma, Modletice, Ceska republika),
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e Azure c280 (Azure biosyntems, Dublin, CA, USA).
3.5 Vypracovani metodické prace

Purifikace, identifikace a validace kinetickych vlastnosti enzymtit AChE a BChE
byla provedena na KTVF FVZ UO.

3.6 Purifikace lidské rekombinantni AChE

Supernatant, ktery byl po expresi proteinu o celkovém objemu 30 ml, byl rozdélen
na tfi alikvotni Casti (10 ml) a nasledn¢ zmrazen. Pied kazdou purifikaci byla vzdy
jedna ¢ast rozmrazena a rozdélena na dvé po 5 ml pro kazdou pryskyfici, tento postup

byla zopakovan celkem 3x.

Ze supernatantu obsahujici AChE byl odebran vzorek pro zméfeni aktivity enzymu.
Poté byl supernatant ptfeveden pomoci sterilni jehly a stfikacky do dialyzacni kazety,
kterd byla predem navlhéena Tris pufrem viz Chyba! Nenalezen zdroj odkazi..
Kazety byly umistény do kadinek s Tris pufrem o pH 7,5 a supernatant byl dialyzovan
pti teploté 4 °C do druhého dne. Vyména pufru probihala po 2 hodinach. Tento proces
byl zopakovan 3x. Druhy den byl odebran vzorek pro kontrolni zméteni aktivity.

Do jedné Econo-Pac kolony bylo napipetovdno 5 ml pryskyfice prokainamid
sefar6sy a do druhé 5 ml pryskyfice Ni-NTA agarosy. Obé kolony naplnéné
pryskyficemi byly promyty 10 ml 20 mM TRIS pufrem s 0,3 M NaCL o pH 7,5. Objem
supernatantu byl rozdélen na polovinu. Do obou kolon se napipetovalo 5 ml enzymu
AChE. Objem pryskyfice se navySuje podle objemu supernatantu. Kolony obsahujici
pryskyfici a supernatant byly ponechany na kyvacce Mini Rocker MR/1 pii teploté
4°C. Vpribéhu vazby enzymu na pryskyfici byla sledovdna aktivita enzymu
modifikovanou Ellmanovou metodou (viz kapitola 3.10.1). Jakmile byla aktivita vzorku
nulova, byl roztok z kolony vypustén.

Kolona obsahujici pryskyfici prokainamid sefardsu, na které byla navazana AChE,
byla promyta 20 mM Tris pufrem o pH 7,5 a poté stejnym pufrem ktery pii prvni eluci
obsahoval 0,1 M NaCl a pfi druhé 0,3 M NaCl. Nasledné¢ byl enzym z prykyfice

uvolnén pomoci elu¢niho roztoku viz Tab. 2.

Kolona obsahujici pryskyfici Ni-NTA agaréozu byla promyta 5 ml roztoku

imidazolu o tfech rliznych koncentracich. Nejprve 25 mM imidazolem, poté 50 mM
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roztokem a nakonec byl enzym uvolnén z pryskyfice pomoci 250 mM roztoku

imidazolu.

Poté byly odebrany vzorky pro kontrolni méteni aktivity a eluat z obou purifikaci
byl opét dialyzovan (jako pted purifikaci) v 20 mM roztoku Tris pufru o pH 7,5
viz Tab. 1. Roztok byl po 2 hodinach ménén, vyména roztoku byla provedena 3x.
Dialyza byla ponechana do druhého dne. Enzym byl zmraZen v hlubokomrazicim boxu

pii teploté — 80 °C

Tab. 1 — Slozeni 20 mM Tris(hydroxymethyl)aminomethan pufru pH 7,5, zdroj:

viastni
Slozka Mnozstvi
tris(hydroxymethyl)aminomethan sil 2,0488 g
tris(hydroxymethyl)aminomethan baze 0,8356 g
destilovana voda doplnitdo 11

Tab. 2 — SloZeni elu¢niho roztoku AChE, zdroj: viastni

Slozka MnozZstvi

10 mM tetramethylamonium jodid 2,105 g
ImM dekametonium bromid 0,0418 g

1 M chlorid sodny 5,844 g

20 mM tris(hydroxymethyl)aminomethan doplnit do celkového mnozstvi 100 ml

pufr pH 7,5
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3.7 Purifikace lidské rekombinantni BChE

Lidska rekombinantni BChE byla purifikovana stejnym postupem jako AChE
(kapitola 3.6),3.6 pouze s tou odli$nosti, Ze byla pouzita selektivni pryskyfice Hupresin
a Ni-NTA agaréza. Do prvni kolony bylo napipetovano 2 ml Hupresinu. Do druhé
kolony bylo napipetovano 2 ml Ni-NTA agarozy. Ob¢ pryskyfice byly nasledné
promyty
20 mM Tris pufrem o pH 7,5 a bylo k nim piipipetovano 5 ml supernatantu BChE.

Eluce BChE z Ni-NTA agarozy probéhla stejné¢ jako v predchozi kapitole 3.6.
Navazana BChE na pryskyfici Hupresin byla nejdiive promyta 20 mM Tris pufrem
o pH 7,5 a poté stejnym pufrem ktery pii prvnim promyti obsahoval 0,1 M NaCl
a pti druhé 0,3 M NaCl. Nasledné byl enzym z pryskyfice uvolnén pomoci elu¢niho

roztoku viz Tab. 3.

Opét byly odebrany vzorky pro kontrolni zméteni aktivity a eludt z obou purifikaci
byl dialyzovan v 20 mM roztoku Tris pufru o pH 7,5 viz Tab. 1. Roztok byl
po 2 hodinach ménén, jeho vymeéna probéhla 3x a dialyza byla ponechéna do druhého

dne. Enzym byl zmrazen v hlubokomrazicim boxu pfi teploté — 80 °C.

Tab. 3 — Slozeni elu¢niho roztoku BChE, zdroj: viastni

Slozka Mnozstvi

Tris baze 0,2422 g

trimethylamonium chlorid 0,9557 g
destilovana voda 0,1M/100 ml

3.8 Analyza ChE gelovou elektroforézou

Pro analyzu purifikované AChE a BChE byla vyuzita gelova elektroforéza, ktera
separovala proteiny na zakladé velikosti molekuly proteinu, diky pfidanému SDS. Cim

byla molekula vétsi, tim se gelem pohybovala pomaleji. Analyza probéhla na 12 %
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polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE). Slozeni gelu popisuji nasledujici tabulky
(Tab. 4 a Tab. 5).

3.8.1 SlozZeni gelu

Tab. 4 — Slozeni 12 % separac¢niho gelu (2 mini gely), zdroj: viastni

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 pul
tetramethylethylendiamin 6 ul

Tab. 5 — SloZeni 4% zaosttfovaciho gelu (2 mini gely), zdroj: viastni

Slozka Objem
destilovana voda S5ml
1,5 M tris(hydroxymethyl)aminomethan 3,8ml
stl pH 8,8
40% akrylamid 6,0 ml
10 % dodecylsiran sodny 150 pl
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Slozka Objem

10 % peroxodisiran amonny 50 pul

3.8.2 Priprava vzorki na gelovou elektroforézu

Bylo smichéno 85 ul vzorkového pufru viz Tab. 6 a 15 pl B-merkatoethanolu. 60 pl
vzorku enzymu bylo smichano s 30 pl smési (vzorkového pufru a f-merkatoethanolu) a
povateno pii 95 °C po dobu 5 minut. Na gel bylo naneseno 5 pl hmotnostniho markeru

a 30 ul vzorku. Elektorforéza prob¢hla v prostredi elektrodového pufru pH 8,5 viz

Tab. 7 za konstantniho napéti 200 V v proudu 60 mA na 1 gel po dobu 1 hodiny.

Tab. 6 — SloZeni vzorkového pufru, zdroj: viastni

Slozka Mnozstvi
0,5 M tris(hydroxymethyl)aminomethan 3,75 ml
sul pH 6,8
glycerol 3 ml
dodecylsiran sodny 0,69 g
destilovana voda doplnit do celkového mnozstvi 8,5 ml

Tab. 7 — SloZeni elektrodového pufru, zdroj: viastni

Slozka Mnozstvi

50 mM tris(hydroxymethyl)aminomethan I5¢
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Slozka Mnozstvi

baze
384 mM glycin 72 g
0,1 % dodecylsiran sodny 25¢g
destilovana voda doplnit do celkového mnozstvi 2,5 1

3.8.3 Barveni gelu

Po skonceni elektroforézy byla od gelu odstranéna ¢ast zaostfovaciho gelu, gel byl
oplachnut destilovanou vodou a barven na modro viz Tab. 8 po dobu 10 minut a poté

odbarven odbarvovacim roztokem viz Tab. 9.

Tab. 8 — Slozeni roztoku pro modteni gelu, zdroj: viastni

Slozka Mnozstvi
Comassie Briliant Blue R 250 1,25 g
methanol 227 ml
kyselina octova 46 ml
destilovana voda doplnit do celkového mnozstvi 500 ml

Tab. 9 — Slozeni odbarvovaciho roztoku, zdroj: viastni

Slozka MnozZstvi
methanol 300 ml
kyselina octova 100 ml
destilovana voda 600 ml
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3.9 Stanoveni koncentrace proteini

Celkovy obsah proteinti byl stanoven pomoci kolorimetrické metody, jejiz princip
je zalozen na redukci méd’natého iontu na méd'ny po reakci s peptidovou vazbou a jeho
naslednou reakci s kyselinou bicinchoninovou (BCA). Pro méteni byl pouzit komer¢ni
Protein Assay kit. Jako standard byl pouzit hovézi sérovy albumin (BSA), z né¢hoz byla
piipravena koncentraéni fada v rozmezi koncentrace 200 — 1,25 pgml!. Vzorky i
standard byly nafedény 0,1 M fosfatovym pufrem o pH 7,4. V jamce mikrotitra¢ni
desticky bylo smichano 150 pl standardu (nebo vzorku) a 150 pl pracovniho roztoku
BCA, kterd byla smichana ze slozek A, B a C dle pracovniho postupu ptilozenému v
kitu. Smés byla promichana a inkubovana 1 h pii teploté 37 °C. Spektrofotometricky se
zméfila barevnad zména pomoci multifunk¢niho readeru Synergy pii vinové délce 562

nm. Intenzita zabarveni je pfimo imérna koncentraci proteinu.

3.10 Validace kinetickych vlastnosti lidskych rekombinantnich ChE

3.10.1 Princip Ellmanovy metody

Ellmanova metoda je modifikovand kolorimetrickd metoda pomoci niz byla
stanovena aktivita ChE. Princip této metody je zaloZen na hydrolyze substratu (ATChI
¢i BTChI) ptsobenim ptislusné ChE za vzniku thiocholinu a kyseliny octové (Obr. 6)
(kyseliny méselné¢ u BChE). Méfime intenzitu zlutého zbarveni, které¢ vznika pii reakci
thiocholinu s DTNB. Thiocholin redukuje disulfidicky mustek v molekule DNTB sam
se vaze na vzniklou -SH skupinu (Obr. 7). Uvoliiuje se 5-merkapto-2-nitrobenzoovy
aniont (TNB), u kterého dochéazi ke konjugaci dvojnych vazeb (Obr. 8) za vzniku
barevného chromoforu, ktery je detekovan pii vinové délce 412 nm. Jedna se o citlivou

metodu, pro stanoveni bylo pouZito 10 pl enzymu (Ellman et al. 1961).
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Obr. 6 Hydrolyza acetylthiocholinu ptisobenim AChE, zdro.j viastni
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Obr. 7 Redukce S-S miistku a vazba thiocholinu na DTNB, zdroj: viastni
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Obr. 8 Konjugace dvojnych vazeb kyseliny 5-merkapto-2-nitrobenzoové, zdroj:

viastni
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3.10.2 Stanoveni aktivity

ChE byly natedény 0,1 M fosfatovym pufrem o pH 7,4 na aktivitu cca 300
Aas12min™ a stabilizovany albuminem. V priibéhu méfeni se ChE uchovavaly v ledové
tfisti, aby se zamezilo kolisani  jejich  aktivity. = Meéfeni  probihalo
v 96-jamkovych ¢irych destickach splochym dnem. Do kazdé¢ desticky bylo
napipetovano 10 pl enzymu, 50 pl 0,1 M fosfatového pufru o pH 7,4 a 20 pul 2,5 mM
DTNB. Smés v destickach byla promichana na tifepacce a desticka byla vloZena na
5 minut pro inkubaci pii 37 °C do spektrofotometru, kde dochézelo ke kontinualnimu
protfepavani. Po uplynuti inkubacni doby byl do jamek ptidan 20 pl 10 mM substratu
(ATChI neo BTChI), ¢imz se odstartovala reakce. Absorbance byla métena pti vinové
délce 412 nm. Hodnoty aktivity v % byly vypocitany nésledujicim postupem Obr. 9.
Specificka aktivita vztazend na hmotnost enzymu byla vypocitana dle Obr. 10. Méfeni
bylo provedeno v triplikatu a vysledky byly hodnoceny pomoci GrapdPad Prism 5
(GrahpPad Software Inc, San Diego, CA, USA).

Enzym byl nafedén 0,1M fosfatovym pufrem o pH 7,4 na aktivitu ~0,3 AA-min’'.
Nasledn& byl enzym stabilizovan piidavkem albuminu 1 mg/ml! roztoku. Takto
pripraveny enzym byl pak pouzit pro méfeni Michaelisovy konstanty a stanoveni

hodnoty ICso selektivniho inhibitoru AChE.

{aktivita enzymu — aktivita inhibovaného enzymu)
aktivitav % =|1— » 100

aktivita enzymu

Obr. 9 Vypocet aktivity, zdroj: viastni

primirni hodnota absorbance [
Koncentrace ensymiu

specificka aktivita = U-mg]

Obr. 10 Vypocet specificke aktivity, zdroj: viastni
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3.10.3 Stanoveni Michaelisovy konstanty

Michaelisova konstanta (Km) je koncentrace substratu, pii niz je
rychlost reakce rovna poloving maximalni rychlosti, (polovina
enzymu je pfitomna jako enzym-substrat). Tato konstanta byla ur¢ena modifikovanou
Ellmanovou metodou (viz kapitola 3.10.1).

Michaelisova konstanta se pouzivd v praxi misto substratové konstanty Ks.
Vyjadfuje afinitu enzymu k substratu a je specificka pro kazdy substrat. Cim je Km
nizs8i, tim je afinita enzymu k substratu vyssi. Pro zjisténi hodnoty K byla pfipravena
koncentracni tada substratu ATChI, které byla proméfena v triplikdtu. Pro vypocet
hodnoty Km byl pouzit jiny vzorec (Chyba! Nenalezen zdroj odkazu.l), nez se
standardé pouziva, protoze enzym byl inhibovan nadbytkem substratu. Pti vypoctu
pomoci programu GraphPad Prism 5 byla pro obé ChE urcena maximalni rychlosti
reakce (Vmax). Vmax je definovéna takovou koncentraci substratu, kdy je rychlost

pribéhu reakce polovi¢ni k maximalni rychlosti (Copeland 2000).

Vo X X

=Km+.k’x(1+%)

Y

Obr. 11 Vypocet hodnoty K, zdroj: viastni

3.10.4 Stanoveni ICsg standardniho inhibitoru

Hodnota ICso udava takovou koncentraci standardniho inhibitoru, kterd zplsobi
pokles aktivity enzymu o 50 %. Pro hodnoceni AChE byl pouzit reverzibilni
nekompetitivni inhibitor donepezil, ktery je vysoce selektivni pro tento enzym. Byla
piipravena koncentra¢ni fada v rozmezi od 102 do 10° M v destilované vodé. Pro
BChE byl pouzit selektivni inhibitor Etopropazin. Aktivita ChE byla zmétena v 96-
jamkové CcCiré destice s plochym dnem (viz kapitola Chyba! Nenalezen zdroj

odkazi.). Hodnota aktivity v % byly vypocitany viz Obr. 9.
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4. Vysledky

4.1 SDS-PAGE gelova elektroforéza

Reprezentativni vysledky SDS-PAGE purifikované AChE (~70 kDa) a BChE
(~70 kDa) s pouzitim riznych pryskyftic na (Obr. 12).

Obr. 12 SDS-PAGE (gelovéa elektroforéza s ptidavkem dodecylsulfatu sodného na
polyakrylamidovém gelu), 1. hmotnostni marker, 2. acetylcholinesterasa (AChE) -
supernatant, 3. purifikovand AChE pomoci prokainamid sefarésou (PS), 4. purifikovana
AChE Ni-NTA (nikl-nitriltrioctova kyselina), 5. marker, 6. butyrylcholinesterasa
(BChE) - supernatant, 7. purifikovana BChE pomoci pryskyfice Hupresin, 8.
purifikovand BChE Ni-NTA, 9. hmotnostni marker. Zdroj: vlastni fotografie
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4.2 Stanoveni koncentrace

Hodnota koncentrace proteinu pro AChE purifikovanou pomoci pryskyftice PS byla

23,94 [ug/ml].

Hodnota koncentrace proteinu pro AChE purifikovanou pomoci pryskytice Ni-NTA
byla 1,17 [pg/ml].

Hodnota koncentrace proteinu pro BChE purifikovanou pomoci pryskyfice

Hupresin byla 4,85 [ug/ml].

Hodnota koncentrace proteinu pro BChE purifikovanou pomoci pryskyfice Ni-NTA
byla 0,42 [pg/ml].

4.3 Validace kinetickych vlastnosti

4.3.1 Aktivita enzymu

Aktivita AChE byla méfena optimalizovanou Ellmanovou metodou. Natedény
a stabilizovany enzym albuminem byl pouzit pro méfeni Michaelisovy konstanty
a stanoveni hodnoty ICso selektivniho inhibitoru AChE. Aktivita BChE byla méfena
stejnym zptisobem.

Priimérn4 aktivita AChE po purifikaci pomoci PS byla 1,203 AA-min™.

Priimérn4 aktivita AChE po purifikaci pomoci Ni-NTA byla 2,653 AA-min’!.

Priimérna aktivita BChE po purifikaci pomoci Hupresinu byla 0,668 AA-min!.

Priimérn4 aktivita BChE po purifikaci pomoci Ni-NTA byla 1,470 AA-min™.
4.3.2 Specificka aktivita

Specificka aktivita byla spocitana dle vzorce na Obr. 10.

Specifickd aktivita pro AChE purifikovanou pomoci pryskyfice PS byla
5025 U - mg’!

Specificka aktivita pro AChE purifikovanou pomoci pryskyfice Ni-NTA byla
226752 U - mg.

Specificka aktivita pro BChE purifikovanou pomoci pryskyfice Hupresin byla
13773 U - mg™".

Specificka aktivita pro BChE purifikovanou pomoci pryskyfice Ni-NTA byla
350 000 U - mg™.
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4.3.3 Michaelisova konstanta a maximalni rychlost reakce

Kinetické parametry lidské rekombinantni AChE a BChE K @ Vimax, byly ziskény
s pomoci programu GraphPad Prism 5 (Obr. 13, 14, 15, 16). Vysledek je vyjadien jako
hodnota priméru z 3 nezavislych stanoveni £ SEM. Vysledné hodnoty K byly

porovnany s vysledky zveiejnénymi v odborné literatuie.

Hodnota K., (Obr. 13) pro AChE purifikovanou pryskyfici PS byla
0,000456 =+ 0,000042 M a hodnota Viax byla 0,412 + 0,015 AA-min™".

Hodnota Kn (Obr. 14) pro AChE purifikovanou pryskyfici Ni-NTA byla
0,000281 = 0,000027 M a hodnota Vimax byla 0,382 + 0,013 AA-min’.

Hodnota K (

Obr. 15)  pro BChE  purifikovanou  pryskyfici ~ Hupresin  byla
0,001342 £ 0,000113E-10* mM a hodnota Vimax byla 0,651 + 0,020 AA-min™.

Hodnota K, (Obr. 16) pro BChE purifikovanou pryskyfici Ni-NTA byla
0,000889 = 0,000064 M a hodnota Vimax byla 0,458 + 0,008 AA-min™.
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%41 Inhibice AChE (PS) nadbytkem substratu
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c (mol/l)

Obr. 13 Pribéh inhibice acetylcholinesterasy (AChE), purifikované prokainamid
sefarosou (PS), nadbytkem substratu acetylthiocholin jodid (ATChI)

947 Inhibice AChE (Ni-NTA) nadbytkem substratu

0.1-

ﬂﬂ T T T T 1 1
0.000 0.002 0.004 0.006 0.008 0.010

c (molfl)

37



Obr. 14 Prabéh inhibice acetylcholinesterasy (AChE), purifikované NI-NTA
pryskyfici, nadbytkem substratu acetlthiocholin jodidu

%87 Inhibice BChE (Hupresin) nadbytkem substratu

i].l]l]l] I.'I.I.'I'IZIE I].I]'IM I.'I.I]ll.'IB I.'I.I.'I'IZIB I].I.'I'1I.'I
c {molfl)

Obr. 15 Prabéh inhibice butyrylcholinesterasy (BChE), purifikované pryskyfici
Hupresin, nadbytkem substratu butyrylthiocholin jodidu (BTChI)

%57 Inhibice BChE (Ni-NTA) nadbytkem substratu

AAmin

0.000 I].IZIII]2 IZI.IZI'I]-I I].I]II]E IZI.IZI'IZIB I].I]I1I]
c (mol/l)

Obr. 16 Pribéh inhibice butyrylcholinesterasy (BChE), purifikované NI-NTA
pryskyfici, nadbytkem substratu butyrylthiocholin jodidu (BTChI)
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4.3.4 1Csodonepezilu

Hodnota ICso pro obé AChE byla 26,1 nM nezavisle na metod¢ purifikace (viz Obr.
17 a Obr. 18). Vysledky byly spocitany jako primér ze tii nezavislych méfeni. Pro
vypocet byl pouzit program GraphPad Prism 5. Naméfend hodnota ICso byla porovnana

s vysledky zvefejnénymi v odborné literatute.

Donepezil IC5; (AChE PS)

w 1504

G

<

-

S 100+

=
50+
ﬂ ] ] 1
-10 -9 -8 -7 -6 -5

log ¢ (mol/l)

Obr. 17 Inhibi¢ni Gc€inek riznych koncentraci donepezilu na acetylcholinesterasy

(AChE) purifikovanou pryskyfici prokainamid sefarosa (PS)

39



Donepezil IC5, (AChE Ni-NTA)
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Obr. 18 Inhibi¢ni ucinek raznych koncentraci donepezilu na acetylcholinesterasy

(AChE) purifikovanou pryskyfici Ni-NTA
4.3.5 ICso etopropazinu
Hodnota ICsp etopropazinu pro obé BChE byla 1,92 uM nezévisle na metodé
purifikace (viz Obr. 19 a Obr. 20). Vysledky byly spocitany jako pramér ze tfi riiznych

méfeni. Pro vypocet byl pouzit program GraphPad Prism 5. Namétfend hodnota 1Cso

byla porovnana s vysledky zvefejnénymi v odborné literatute.
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Obr. 19 Inhibi¢ni ucinek raznych koncentraci etopropazinu na butyrylcholineserasu

(BChE) purifikovanou pryskyftici Hupresin

Etopropazin IC5; (BChE Ni-NTA)
100
80-

% aktivita BChE

40-

20+

-7 -6 -5 -4 -3
log ¢ (moll)

Obr. 20 Inhibi¢ni ucinek raznych koncentraci etopropazinu na butyrylcholinesterasu
(BChE) purifikovanou pryskyfici Ni-NTA
5. Diskuze

Vramci této bakalarské prace byly porovndny 3 pryskyfice (Ni-NTA, PS
a Hupresin) vhodné k purifikaci ChE. Proces byl zopakovan tfikrat se vzorky z jedné
exprese, aby byly zachovany stejné podminky pro v§echna opakovani.
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AChE byla purifikovana pryskyficemi PS a Ni-NTA. BChE byla purifikovana
pryskyficemi Hupresinem a Ni-NTA. Purifikacnim krokiim pfedchazelo odsoleni
supernatantu pomoci dialyzy. Pribéh purifikace byl hodnocen sledovanim zmény

aktivity enzymu, ktera se zaznamenavala modifikovanou Ellmanovou metodou.

Po purifikaci byla provedena identifikace enzymii pomoci SDS-PAGE gelové
elektroforézy, stanovena koncentrace proteinl, zméfena aktivita enzymi a validace
enzyml pomoci kinetickych konstant Km, Vmax a uréeny hodnoty ICso selektivnich

inhibitorti pro obé ChE.

5.1 Purifikace AChE

Vyznam AChE tkvi ve fyziologickém, patofyziologickém 1 toxikologickém odvétvi
vyzkumu. V centralnim nervovém systému slouzi k degradaci neurotransmiteru
acetylcholinu (ACh) a tim ukoncuje nervosvalovy pifenos (Patocka et al. 2004). Je
vyznamny marker pifi otravé pesticidy, nervové paralytickymi latkami (NPL)
¢i v problematice AD, kde jedna z pfiin tohoto onemocnéni je ztrata cholinergnich

receptorti (Lionetto et al. 2013).

Jelikoz nase rekombinantni ChE byly oznaceny histidinovou sekvenci His-tag, bylo
vyhodné pro purifikaci enzymi zvolit Ni-NTA pryskyfici. Histidin je schopen tvofit
vazbu s ionty prechodnych kovii, napf. Ni**, Co?* nebo Cu?" a vaZe enzym pevné na
pryskyfici, ta je umisténa v purifikacni gravitani kolon¢, a miiZeme ho tak ptecistit od
nezadoucich latek (nizkomolekularnich proteint, zbytkii média atd.) (Kimple et al.

2013).

U pryskyfice PS, kterad byla roku 1978 ptivodné zavedena i pro purifikaci BChE, se

v

casem zjistilo, Ze je €inngj$i jen pro purifikaci AChE.

Na gelu (Obr. 12) ve sloupci ¢islo 4 se nachazi band AChE (~70 kDa — molekulova
hmotnost potvrzena v predchozich testech pomoci Western blotu a protilatky - data
neuvedena) purifikované pomoci Ni-NTA agardsy, ktery ukazuje mnohem mensi
zne€isténi nizkomolekuldrnimi proteiny nez AChE purifikovand PS ve sloupci ¢islo 3.
Tento vysledek byl potvrzen vyslednou koncentraci proteinu ve vzorcich

purifikovanych pomoci Ni-NTA, ktera byla 20x niz$i, neZ u AChE purifikované PS.
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Vypocitana specifickd aktivita byla 45x vyssi u purifikace s Ni-NTA, v porovnani
s purifikaci pomoci PS. Z vySe zminénych hodnot je patrné, Ze i malé mnozstvi tohoto

enzymu preciSténého pomoci Ni-NTA je velice aktivni.

Hodnota K, po purifikaci Ni-NTA agarosou byla asi 1,5x niz8§i a Vmax byla asi 1,1x
nizsi, néz pti pouziti PS. Nizsi hodnota K po purifikaci Ni-NTA agardsou nez po PS
pryskyfici zna¢i vyS$$i afinitu enzymu k substratu. Hodnota Vmax enzymu
purifikovaného pomoci Ni-NTA agarosou byla také nizsi nez po PS, tedy ndm staci k

preméné stejného mnozstvi substratu mensi mnozstvi enzymu.

Vyslednd hodnota ICso pro donepezil, byla pro ob¢ purifikace shodna. Tuto hodnotu
tedy Cistota enzymu neovliviiuje. Jeji hodnota 26,1 nM se shoduje s
literarn€ publikovanymi hodnotami, které se nachazi v rozmezi 6,7-35,0 nM (Ogura et

al. 2000, Li et al. 2016).

5.2 Purifikace BChE

BChE hydrolyzuje Ach s mnohem mensi U¢innosti. Naopak bylo prokazano, Ze
BChE hydrolyzuje ghrelin, jemuz se pfezdiva hormon hladu a je spojovan s obezitou. U
lidi, ktefi maji v plazmé& nizsi hladinu BChE, se vyskytuje vyssi hladina ghrelinu. BChE
dale uc¢inné hydrolyzuje kokain. Tyto poznatky by se mohly vyuzit pti 1écbé zavislosti

na kokainu, Gzkosti, agrese a obezity (Brimijoin et al. 2018).

Pti purifikaci BChE se porovnavaly pryskyfice Hupresin a Ni-NTA. Hupresin v
roce 2012 nahradil PS. Huprinovy ligand selektivné vaze BChE diky jeho vysoké afinité
(Lockridge et al. 2018). Studie prokazala, Ze pomoci Hupresinu lze ziskat BChE o
Cistot¢ 54-100% (Lockridge 2015). BohuZel ho nelze pouzit pro purifikaci AChE,

protoze ji vaze prili§ siln€ a nelze ji poté z této vazby uvolnit (Lockridge et al. 2018).

Pro identifikaci byla opét pouzita SDS-PAGE gelova elektroforéza (Obr. 120br.
12). Molekulova hmotnost BChE se miize ménit v zavislosti na poctu obsazenych
glykosylacnich mist. Nejcastéji byla nalezena BChE o velikosti ~70 a ~100 kDa, tyto
vysledky byly potvrzeny Western blotem s pouzitim protilatky pii predchozich
pokusech (data nejsou uvedena). Ve sloupci ¢islo 8 vidime band BChE (~70 kDa)

purifikované pomoci Ni-NTA, ktery obsahuje mnohem méné nizkomolekularnich

43



proteintl, nez u purifikace BChE pomoci Huperesinu, kterou vidime ve sloupci ¢islo 7.
Tento vysledek byl potvrzen vyslednou koncentraci proteinu ve vzorcich
purifikovanych pomoci Ni-NTA, ktera byla asi 11,5x nizsi a specifickd aktivita BChE

byla asi 25x vy$si, nez pii pouziti Hupresinu.

Hodnota Km byla 1,5x niz§i a hodnota Vmax byla asi 1,4x niZ§i, nez pfi pouziti
Hupresinu. Z toho nam vyplyva, ze BChE po purifikaci Ni-NTA agarésou ma vyssi
afinitu k substratu a posta¢i ndm ho mensi mnozstvi k pfeméné stejného mnozstvi

substratu, nez pii pouziti pryskyfice Hupresinu.

Vyslednd hodnota ICso pro etopropazin, byla pro obé purifikace stejna. Tento
vysledek neni tedy ovlivnén cistotou BChE stejné jako tomu je u enzymu AChE.
Vyslednd hodnota 1,92 uM se shoduje s literarné publikovanymi hodnotami, které se

nachdzi v rozmezi 0,16—-15,14 uM (Ucar et al. 2005).

Z téchto vysledkt je patrné ze BChE purifikovand pryskyfici Ni-NTA je opét
vyrazng Cist§i o vyssi specifické aktivit¢ a lepSimi hodnotami kinetickych konstant nez

enzym purifikovany pomoci Hupresinu.
5.3 Prinos prace

Hlavnim pfinosem bakalarské prace je sjednoceni purifikacniho postupu pro obé
ChE. Po porovnani vysledki vychéazi jako nejvhodnéjsi pryskyfice Ni-NTA pro
purifikaci obou ChE, kdy jsme dosdhli mnohem vysSich ¢istot enzymt nez u pivodné
pouzivanych pryskyfic prokainamid sefar6sy a Hupresinu. Tento postup byl pak
zopakovan v laboratoii KTVF FVZ UO i s dal§imi supernatanty z rtiznych expresi

a vysledky potvrdily nas zavér (data nejsou v bakalaiské praci uvedena).

Molekula AChE v organismu degraduje 25 000 molekul Ach za sekundu, ma tedy
velmi vysokou aktivitu (Colovié et al. 2013). Takové enzymy musi pfesné a rychle
pracovat 1 pfi testovani, abychom se co nejvice pfiblizili reakcim v organismu. Enzymy
po purifikaci Ni-NTA maji 1 vyS8i specifickou aktivitou. Vysoce aktivniho enzymu
spotfebujeme mensi mnoZstvi a vysledkem je provedeni vétSiho mnozstvi experimentt.
Zvolenim Ni-NTA pryskyfice pro purifikaci naSich enzyml mimo jiné skryva
1 ekonomické vyhody. Vybérem jedné purifikaéni pryskyfice Ni-NTA si usnadnime

1 dalsi préci:
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e Nemusime pfipravovat rizné typy roztokl pro rozdilné purifikacni postupy.

Jednotny gradient imidazolu 1ze pouZit pro obé ChE.

e Vyznamna finanéni uspora. Cena 10 ml Hupresinu se pohybuje okolo

20 000 K¢. Oproti tomu cena 10 ml Ni-NTA je 4760 K¢.

Ackoliv si miizeme pofidit komeréné ptipravené a purifikované enzymy, aktivita
takovych enzymu je Casto kolisava a dodavka téchto enzyma neni vzdy ihned. Tyto
nevyhody vedly laboratof na pracovisti KTVF FVZ UO kvlastni produkei
rekombinantnich enzymi pro vyzkumné ucely, k ¢emu se véaze i vlastni purifikace
enzymu. Takto pfipravené enzymy se ihned lyofilizuji, ¢imz se predchazi ztraté aktivity
pii manipulaci, a pii biochemickych reakcich vykazuji vyssi stabilitu. AChE o vysoké
aktivit¢ umoziiuje testovat inhibitory i jinymi nez spektrofotometrickymi metodami,
napt. potenciometrickymi. BChE nam umoznuje jeji pouziti jako bioscavangeru

v dal$ich experimentech.
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6. Zavér

Porovnanim ucinnosti purifikace rekombinantni lidské AChE a BChE pomoci
ruznych afinitnich pryskyfic bylo zjiSténo, Ze i1 pfesto, Ze jsou ob& pryskyfice
prokainamid sefardésa a Hupresin vhodné pro purifikaci obou ChE, tak Ni-NTA
pryskyfice je mnohem selektivnéj$i a ucinnéjsi, jelikoz His-tag ma velmi vysokou

afinitu k vazbé Ni*" iontu. Pfi pouziti Ni-NTA pryskyfice jsme ziskali AChE i BChE

vvvvv

Vysledkem této bakalafské prace je zavedeni jednotného purifikacniho postupu
pryskyfici Ni-NTA agarésou pro AChE i BChE , ktery pfinese vyraznou usporu
finan¢nich prostiedk na ndkup pryskyfic a Casu, kterd byla nutna vénovat ptipravé
velkému mnozstvi roztokd, nutnych pii pouziti raznych pryskytic. Tyto purifikované
enzymy pak budou slouzit kin vitro a in vivo hodnoceni potencidlnich lé¢iv
Alzheimerovy choroby a k vyzkumu tc¢inku toxickych a bojovych otravnych latek a
ochrané proti jejich ucinku, které jsou predmétem vyzkumu na pracovisti KTVF FVZ

Uo.

Tak jak se v prubéhu let vyviji produkce rekombinantnich proteinti, tak se posouvaji
1 purifikaéni postupy. V pritbé¢hu vypracovavani bakalaiské prace jsme se rozhodli
vyuzit purifika¢nich kolon Amicon od firmy Merck, které umoznuji provadét jednotlivé
kroky purifikace (odsoleni, dialyzu a purifikaci) v jedné koloné. Hlavni vyhodou kolon
Amicon je usnadnéni prace. Nemusime pfipravit tak velké mnozZstvi roztokl, k cemuz
se vaze uspora financi a Casu. Prace, ktera nam dfive trvala n€kolik dni, ndm ted’ trva
pouze par hodin. Diky zjednoduSenému postupu predchazime sniZeni aktivity proteinti

béhem procesu purifikace (Merck 2021).
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7. Seznam pouzitych zkratek

AD Alzheimerova choroba
ACh acetylcholin

AChE acetylcholinesterasy
ACR Armada Ceské Republiky
AMK aminokyselina

BCA bicinchoniové kyselina
BChE butyrylcholinesterasy

BTChI butyrylcholin

CAS katalytické anionické misto
CNS centralni nervovy systém
DM diabetus mellitus

DMSO dimethylsulfoxid
DTNB 5-5’-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina
E. Coli Escherichia coli

FvZ UO Fakulta vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany

GST glutatonin S-transferaza

HBV vir hepatitidy B

His histidin

CaClz chlorid vapenaty

ChE cholinesterasa

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

puvodni aktivity
Km Michaelisova konstanta

KTVF Katedra toxikologie a vojenského zdravotnictvi
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MBP
MeOH
NaCl
Ni-NTA
NPL
PAS
PCR
PNS

PS

Vmax

SDS

maltdzu vazajici protein
methanol

chlorid sodny
nikl-nitriltrioctova kyselina
nervovée paralytické latky
periferni anionické misto
polymerazova fetézova reakce
periferni nervovy systém
prokainamid sefardsa
maximalni rychlost reakce

dodecylsiran sodny

SDS-PAGE elektroforéza na polyakrylamidovém gelu s pfidavkem SDS
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