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a) Tytul osiagnigcia naukowego: ,,Butyrylocholinoesteraza - badania aktywnoSci
enzymatycznej, polimorfizm genu BCHE i rola w patogenezie choroby
Alzheimera”
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takze aspekty 1 analizy podsumowujace wczesniejsze wyniki moich badan. Wszystkie te

prace zostaly opublikowane po uzyskaniu przeze mnie stopnia doktora. We wszystkich



tych publikacjach jestem autorem korespondencyjnym, a w pigciu takze pierwszym

autorem.
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¢) omdéwienie celu naukowego wyzej wymienionych prac i osiggni¢tych wynikéw wraz

z omoOwieniem ich ewentualnego wykorzystania

Wprowadzenie

Butyrylocholinoesteraza  (pseudocholinoestreaza, cholinoesteraza osoczowa
(BChE, E.C. 3.1.1.8; UniProt P06276), enzym hydrolizujacy wigzania estrowe wielu
zwigzkow, obecny w prawie wszystkich tkankach ssakdéw, stanowi pierwsza lini¢ obrony
cztowieka 1 zwierzat przed toksycznymi zwigzkami. Czlowiek posiada dwa enzymy o
aktywnosci cholinoesterazy: acetylocholinoesteraze (AChE, E.C. 3.1.1.7) 1 BChE. AChE
bedaca kluczowym enzymem transmisji impulséw nerwowych, jest specyficznym celem
dla fosforoorganicznych pestycydéw oraz bojowych $rodkéw trujacych (BST)
nalezacych do grupy paralityczno-drgawkowej. Zahamowanie  aktywnos$ci
enzymatycznej AChE w organizmach zywych prowadzi do cholinergicznych objawow
zatrucia wynikajacych z nadmiaru acetylocholiny i objawiajacych si¢ zwezeniem Zrenic,
slinotokiem, wymiotami, bradykardig i paralizem o$rodka oddechowego. Funkcja BChE
nie jest regulacja neurotransmisji cholinergicznej, co czyni AChE, ale neutralizacja
trucizn, ktore moga si¢ dosta¢ do organizmu przez co stanowi¢ moze antidotum na wiele
zwigzkéw chemicznych 1 lekow takich jak: alkaloidy roslinne, pestycydy
fosforoorganiczne, bron chemiczna (sarin, soman, czynnik VX), jady zwierzat,
pilokarpina, kokaina i wiele innych [1-3]. W zwigzku ze specyficzng budowg centrum
aktywnego, BChE moze rozktada¢ lub trwale wigza¢ wszystkie zwigzki posiadajace
wigzania estrowe, mieszczace si¢ w kieszeni centrum katalitycznego. Z punktu widzenia
aplikacyjnego BChE jest uzywana w detektorach (biosensorach) do wykrywania BST 1
innych zwigzkow fosforoorganicznych takich jak pestycydy [4,5]. Wysoka toksyczno$¢
zwigzkéw fosforoorganicznych wynika z hamowania aktywnosci AChE poprzez
fosforylacje seryny w centrum aktywnym. Zwigzki fosforoorganiczne s3 od dawna
stosowane jako pestycydy, a takze jako grozne $rodki bojowe. Na swiecie kazdego roku

notuje si¢ 200 tysiecy zgondéw spowodowanych zatruciami fosforoorganicznymi



pestycydami, sg wiec one powaznym problemem zdrowia publicznego, szczeg6lnie na
wiejskich terenach krajow rozwijajacych si¢ [6]. Zwiazki te dostajac si¢ do organizmu,
hamuja aktywno$¢ BChE obecnej w osoczu, jednak nie wywotuje to powaznych
konsekwencji zdrowotnych. Takze brak BChE lub zmniejszona aktywno$¢ tego enzymu
nie powoduje u cztowieka ani u myszy zadnych powaznych efektow fenotypowych,
oprécz zwickszonej wrazliwosci na suksametonium (depolaryzujacy lek zwiotczajacy
miegsnie prazkowane stosowany w anestezjologii) i zwigzki fosforoorganiczne. Z punktu
widzenia fizjologii jest to bardzo rzadka sytuacja, kiedy w organizmie czlowieka
utrzymuje si¢ tak wysoki poziom niepotrzebnego na pozoér biatka (brak efektow
fenotypowych u ludzi 1 zwierzat nieposiadajagcych tego biatka lub posiadajacych
nieaktywny wariant). Jednak korzysci ptynace z wysokiej aktywnosci BChE, skutkujace
wigksza odpornoscig na zatrucia, szczegllnie alkaloidami ro$linnymi we wczesnych
fazach naszej ewolucji zapewne byly niewatpliwe [7]. BChE wychwytujac zwigzki
toksyczne obecne w osoczu albo je hydrolizuje albo trwale wigze zapobiegajac dotarciu
ich do AChE obecnej w obwodowych potaczeniach nerwowych lub centralnym uktadzie
nerwowym. Do§wiadczenia na modelach zwierzecych, ktorym podano dozylnie BChE,
wykazaty, ze BChE stanowi peing ochrong na dawke 5 x LDso czynnika bojowego [8]. Z
kolei, 1 mol ludzkiej BChE wigze 1 mol zwigzkéw fosforoorganicznych, a dawka 200
mg tego bialka jest w stanie prawdopodobnie zapobiec efektom zatrucia cztowieka o
wadze 70 kg somanem w dawce 2 x LDs0[2,9] Warto zwrdci¢ tutaj uwage na ilos¢ biatka
BChE potrzebnego do inaktywacji toksyny u jednej osoby - 200 mg czystego preparatu
BChE, jest to ilo$¢ bardzo duza i kosztowna. Zapewnienie takiej ilosci preparatu tylko
na potrzeby ochrony oddziatéw wojskowych w obszarze potencjalnego skazenia bronia
chemiczng wiaze si¢ ogromnymi kosztami. Gtéwnym zrodtem oczyszczonego preparatu
biatka - BChE jest osocze cztowieka (frakcja IV Cohna), ale ilo$¢ biatka jakg mozna
rocznie pozyskaé tym sposobem jest niewystarczajaca na potrzeby armii USA, a tym
bardziej na potrzeby szerokiej ochrony ludnosci cywilnej. Na wyprodukowanie dawek
dla 5000 osob (1 kg BChE) potrzeba by bylo ogromnych ilosci ludzkiego osocza,
ekwiwalent tego co rocznie otrzymuje si¢ w USA. W §wietle potencjalnej koniecznos$ci
obrony przed uzyciem broni chemicznej, amerykanski Departament Obrony USA
przeznaczyt setki milionow dolarow na opracowanie metod produkcji czystej ludzkiej
BChE [10]. Podjeto wiec rozne proby opracowania bardziej wydajnych technologii
produkcji BChE, oparte na technologiach inzynierii genetycznej. Probowano uzyskaé

nadprodukcj¢ BChE w réznych organizmach m.in. w réznych bakteriach, drozdzach, w



larwach owadzich jedwabnika morwowego Bombyx mori, roslinach [11,12]. Jednak
zadna z tych prob nie pozwolita na uzyskanie wysokiej nadprodukcji BChE aktywnego i
stabilnego w ludzkim osoczu enzymu. Prébowano uzyskac¢ ekspresj¢ BChE takze w
ssaczych liniach komérkowych (CHO), czy tez w linii komorkowej (HEK 293)[13,14].
Glownym jednak ograniczeniem tych systemow ekspresji jest jednak niska wydajnosé
nadprodukcji rekombinowanego bialka, co czyni je nieoplacalnymi w masowej
produkcji. Uzyskano nadprodukcje ludzkiej BChE w transgenicznych kozach, ktore
wydzielaja BChE w mleku. Preparat tego rekombinowanego biatka BChE
skomercjalizowano pod nazwa Protexia (PharmAthene Canada, Inc.)[15,16]. Jednak
technologia ta posiada pewne wady ktore nie pozwolg na pokrycie zapotrzebowania na
to biatko. W ramach projektu pt.: “Opracowanie technologii przemystowego
otrzymywania rekombinowanych cholinoesteraz na podstawie klonowania
molekularnego gendow kodujacych enzymy" (Grant rozwojowy NCBiR nr N R12 0070
06 (2009-2012) pod kierunkiem prof. dr hab. Piotra Skowrona opracowalismy
technologi¢ produkcji i oczyszczania rekombinowanej BChE w mikroorganizmach
uzyskujac duza wydajnos$¢ nadprodukeji. Uzyskalismy ekspresje genu kodujacego BChE
w mikroorganizmach otrzymujac aktywny biologicznie enzym oraz opracowaliSmy
metode oczyszczania tego enzymu na skale przemyslowa. Dotychczasowa metoda
pozyskiwania enzymu opiera si¢ na izolacji BChE z osocza. Produkcja enzymu w
mikroorganizmach z wykorzystaniem metod inzynierii genetycznej jest znacznie tansza
niz pozyskiwanie go z osocza, powtarzalna technologicznie, nie niesie zagrozenia w
postaci mozliwych infekcji (bakterie, wirusy, priony), umozliwia tatwiejsze oczyszczanie
(w wyniku zastosowania znacznikéw) produkt (homogenne biatko) oraz nie niesie
problemow etycznych. Ponadto technologia ta daje praktycznie nieograniczone
mozliwosci produkcji enzymu w poréwnaniu do dotychczasowych metod bazujgcych na
pozyskiwaniu enzymu z ograniczonego zrodla pod wzgledem dostepnej ilosci jakim jest
ludzkie osocze. Mozemy w razie potrzeby w ciggu kilku tygodni dowolnie zwielokrotni¢
produkcje BChE ze skali laboratoryjnej na skale przemystowg. Wynikiem tych prac

wdrozeniowych jest ztozony wniosek patentowy [17].



Cel badawczy osiagniecia habilitacyjnego

Celem naukowym prowadzonych badan bylo znalezienie wariantow
polimorficznych w genie BCHE wplywajacych na poziom ekspresji 1 aktywno$¢
enzymatyczng butyrylocholinoesterazy. Dodatkowe cele naukowe stawiane w ramach

przedstawianego osiggnigcia naukowego to:

— Oznaczenie rozktadu aktywnosci BChE w populacji o réznych haplotypach wariantu

BChE- K.

— Zbadanie wplywu substytucji w 5S'UTR (rs1126680) i/lub intronie 2 (rs55781031) genu
BCHE na proces translacji BChE 1 analiza czgstosci ich wystgpowania u pacjentow z

chorobg Alzheimera.

— Walidacja 1 kalibracja metody szybkiego oznaczania aktywnosci enzymatycznej BChE

W 0SOCZu.

Ludzki gen BCHE ulega ekspresji gldwnie w watrobie, nerkach, ptucach, sercu 1
migs$niach. Cztowiek posiada w organizmie 10 razy wigcej BChE (680 nmoli) niz ACHE
(62 nmole) [18]. W osoczu BChE wystepuje w stezeniu 2-5 mg/L gléwnie w formie
glikozylowanego tetrameru (G4) o masie 340 kDa zlozonego z 4 jednakowych
podjednostek. BChE o dlugosci 602 reszt aminokwasowych ulega modyfikacji
potranslacyjnej, polegajacej na odcigciu sekwencji sygnatowej, w wyniku ktorej powstaje
aktywny enzym — BChE, zbudowany 574 reszt aminokwasowych [12]. Gen BCHE o
dhugosci okoto 70 000 par zasad jest zlokalizowany na chromosomie 3 (3q26.1-q.26.2) i
sktada si¢ z 4 egzondéw i 3 introndw. Z genu tego w wyniku transkrypcji i splicingu
powstaje mRNA o dlugosci okoto 2400 zasad, kodujacy biatko ztozone z 602 reszt
aminokwasowych [19,20]. Do tej pory zidentyfikowano ponad 100 wariantow
polimorficznych genu BCHE. Chociaz wigkszos$¢ mutacji jest rzadka, dwie z nich -
»atypowy wariant” i ,,wariant K” - wystepuja znacznie czes$ciej homozygotycznie w
populacji kaukaskiej, odpowiednio 1:3000 1 1:100. Osoby z ,,atypowym’ wariantem genu
BCHE czyli z substytucja w sekwencji aminokwasowej biatka (D70G) wykazujg
przedtuzone zwiotczenie migs$ni po podaniu suksametonium [21-23]. Suksametonium to
krotko dziatajacy srodek zwiotczajacy, stosowany w anestezjologii. U 0s6b z normalnym

fenotypem typu dzikiego, dziatanie suksametonium jest zakonczone w wyniku hydrolizy



przez BChE. Normalne funkcjonowanie migéni zostaje przywrocone okoto 10 minut po
zakonczeniu podawania tego srodka. Przedtuzone zwiotczenie mig$ni w wyniku podania
suksametonium wystepuje takze u oso6b z wariantami BChE o zmniejszonej aktywno$ci
katalitycznej (warianty jakosciowe) lub/i 0 zmniejszonym stezeniu w osoczu (warianty
ilosciowe) oraz u osob, ktore w wyniku zatrucia pestycydami majg obnizong aktywnos¢
enzymu. Ten fenotypowy efekt moze zosta¢ okreslony u pacjenta wczesniej, przed
podaniem suksametonium przez pomiar aktywno$ci BChE w osoczu w obecnosci i
nieobecnosci inhibitora - dibukainy. Na tej podstawie mozna obliczy¢ warto$¢ dibukainy
(ang. dibucaine number) (DN), ktéory odpowiada stopniowi inhibicji aktywnosci
enzymatycznej badanej BChE. Warto§¢ DN 1 catkowita aktywno$¢ BChE s3 uzywane w
pofaczeniu aby opisa¢ biochemiczny fenotyp BChE. Osoby o normalnym fenotypie (U)
wykazujg krotkotrwala (do 10 min) blokade nerwowo-mig$niowa po podaniu
suksametonium to majg wartos¢ DN wigksza niz 80. W przeciwienstwie do tego, osoby
z wartoscig DN mniejsza niz 30 wykazujg przedtuzone zwiotczenie mi¢sni po podaniu
suksametonium i u nich czgsto wystepuje wariant ,,atypowy” (A) BChE. Heterozygoty
(UA) maja kliniczne i biochemiczne fenotypy pomiedzy U i A. Inne scharakteryzowane
fenotypy to (S) (silent) u ktorych brakuje aktywnosci katalitycznej enzymu, oraz (F)
wykazujace zwiekszong odpornos¢ na inhibicje przez fluorki [24][25]. Inne warianty,
ilosciowe - James (J), i Hammersmith (H) [26,27], posiadajg normalng powinowactwo
do substratu ale maja obnizong ilo§¢ enzymu w osoczu. Dane literaturowe wskazuja, ze
wariant BChE-K moze by¢ powigzany z wieloma chorobami m. in miazdzyca naczyn
wiencowych 1 choroba Alzheimera [28][29]. Okoto 6% populacji posiada fenotyp BChE
odbiegajacy od normy (dane na podstawie wynikow badan 726 oséb) [30]. Warte uwagi
jest to, ze er¢ farmakogenetyki i spersonalizowanej medycyny zapoczatkowato odkrycie
dziedzicznej nietypowej reakcji ludzi na suksametonium i metody oznaczania tej cechy
w probkach osocza stosujac dibukaine, ktora zostata opisana przez Wernera Kalowa w
1957 [31]. Nie znano wtedy jeszcze podstaw molekularnych tej fenotypowej cechy, ale
pozwalata ona okresli¢ ryzyko wystapienia bezdechu przy zabiegach anestezjologicznych
z wykorzystaniem suksametounium szczeg6lnie u ludzi obarczonych dziedzicznym

ryzykiem.



Badanie aktywnosci butyrylocholinoesterazy i polimorfizm genu BCHE w populacji

Wigkszo$¢ raportow na temat mutacji i polimorfizmow w genie BCHE pojawia si¢
w kontekscie zwigkszonej wrazliwosci na suksametonium czy hipocholinoesteresemii, a
wiec mutacji, ktore zmniejszaja aktywnos¢ enzymatyczng biatka. Malo jest doniesien o
wariantach polimorficznych genu BCHE w statystycznej populacji ludzkiej, a nie byto w
ogoéle wynikéw badan charakteryzujacych populacja mieszkancow Polski. Tylko
niewielka ilo§¢ poznanych substytucji w tym genie wptywa negatywnie na aktywnos¢
enzymatyczng. Funkcja czesci reszt aminokwasowych BChE nie jest w peini poznana.
Czes$¢ mutacji powoduje spadek aktywnosci BChE, wynikajacy ze zmiany przestrzennej
budowy centrum katalitycznego enzymu, albo wptywa na poziom produkcji i stabilno$ci
biatka. Inne z kolei mutacje centrum aktywnego i miejsca wigzacego reszte choliny (ang.
choline-binding site) powoduja catkowita utrat¢ aktywnosci przez enzym. Niektore
warianty polimorficzne powodujg obnizenie ekspresji genu BCHE, inne wprowadzaja
kodon stop (mutacja nonsensowna), powodujac obnizenie lub brak aktywnosci BChE w
surowicy. Istniejg takze doniesienia o wariantach BChE o zwigkszonej aktywnosci, sg to

warianty Cyntiana 1 Johanesburg [32,33].

W celu znalezienia wariantoéw polimorficznych w genie BCHE wptywajacych na
poziom ekspresji 1 aktywno$¢ enzymatyczng butyrylocholinoesterazy przeprowadzono
pomiar aktywnos$ci enzymatycznej w osoczu 1200 osob (ryc. 1) jak 1 pomiar stopnia
inhibicji enzymu przez dibukaing i fluorek sodu w celu okreslenia parametréw DN i FN.

Otrzymane wyniki przedstawiono w ponizej pracy:

Jasiecki, J.; Jonica, J.; Zuk, M.; Szczoczarz, A.; Janaszak-Jasiecka, A.; Lewandowski, K.;
Waleron, K.; Wasag, B. Activity and polymorphisms of butyrylcholinesterase in a
Polish population. Chem. Biol. Interact. 2016, 259, 70-77.
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Ryec. 1. Aktywno$¢ enzymatyczna BChE okreslona u 1200 ludzi. Aktywnos$¢ pojedynczej
osoby jest reprezentowana przez pojedyncza czarng kropke. Aktywno$¢ BChE mierzono
metoda Ellmana. Czerwone kropki i niebieskie trojkaty z odpowiednia numeracja
oznaczajg aktywno$¢ BChE u 0s6b wybranych do sekwencjonowania genu BCHE [34].

Nastepnie gen BCHE poddano sekwencjonowaniu DNA z probek pochodzacych od osob,
ktére wykazywaly skrajnie odbiegajace od $redniej wartosci aktywnos$ci BChE. Czyli
probki o najwyzszych 1 najnizszych aktywnos$ciach enzymu, tj. z zakresu ponizej 2000
U/L 1 powyzej 5745 U/L). Sekwencjonowaniu genu BCHE poddano takze probki o
obnizonych warto$ciach DN i1 FN. Analogicznie do DN warto$¢ FN (ang. fluiride
number) odpowiada stopniowi inhibicji aktywnosci enzymatycznej badanej probki BChE

w wyniku dziatania fluorku sodu.

Podsumowujac, uzyskane wyniki pokazaly ze czestos¢ wystepowania
poszczegolnych znalezionych wariantéw m. in. ,,atypowy wariant” i ”fluorkowy” genu
BCHE jest podobna do czesto$ci wystepowania tych wariantéw w innych populacjach
kaukaskich. Inng wazng obserwacja wynikajaca z naszych badan jest fakt, ze (50%) oso6b
z aktywnoscig BChE ponizej 2000 U/L miato mutacj¢ w 5'UTR (32G/A), intronie 2
(c.1518-121T/C) lub eksonie 4 (c.1699G/A mutacja wariantu K). Ponadto wykazaliSmy,
ze proponowany przez nas szybki test fenotypowania BChE z uzyciem czytnika 96-
dotkowych ptytek jest bardzo powtarzalng i szybka metoda identyfikacji wariantow
atypowego 1 fluorkowego. ObserwowaliSmy doskonata (100%) zgodno$¢ migdzy
fenotypem a genotypem w populacji 1200 oséb dla fenotypdéw fluorkowego i atypowego,

co $wiadczy o doktadnosci przeprowadzonych badan.

Na potrzeby badan enzymatycznych tak duzej populacji ludzi przeprowadzono
kalibracj¢ metod i warunkow, w ktorych te testy beda przeprowadzane i bgda spetniaé

pozadane parametry czutosci, powtarzalnosci i szybkosci wykonywania. Na podstawie
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wielu prob ustalono optymalny protokét przeprowadzania testow aktywnosci BChE i

wyznaczania DN 1 FN przedstawiony w ponizszej pracy [35].

Jonca, J.; Zuk, M.; Wasag, B.; Janaszak-Jasiecka, A.; Lewandowski, K.; Wielgomas, B.;
Waleron, K.; Jasiecki, J. New insights into butyrylcholinesterase activity assay:
Serum dilution factor as a crucial parameter. PLoS One 2015, /0:¢0139480.

Nasze badania wykazaty, ze istnieje zjawisko zaleznos$ci aktywnosci obserwowanej
BChE od stopnia rozcienczenia badanej surowicy. Im bardziej rozcienczona surowica
tym wicksza obserwowana byta aktywno$¢ tej samej probki po przeliczeniu
uwzgledniajacego stopien rozcienczenia (ryc. 2). Gtownym wnioskiem ptynacym z tych
doswiadczen jest to, ze w klinicznych pomiarach aktywnos$ci BChE nalezy uwzglednia¢
1 ujednolici¢ sposdb przygotowania probek surowicy aby mozna bylo poréwnywaé
probki migdzy laboratoriami. Dotychczas nie ma takiego ujednoliconego protokotu i
sposob przeprowadzania pomiarow roézni si¢ miedzy laboratoriami i producentami

sprzetu do badan biochemicznych.

m 1/100 O1/400 O1/2000
8000+
6000+
4000+
2000+

Aktywnos¢ BChE U/L

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Numer probki osocza

Ryec. 2. Wplyw rozcienczenia surowicy na aktywno§¢ BChE. Aktywnos$¢ BChE w 100,
400, 2000-krotnie rozcienczonych jedenastu losowo wybranych probkach surowicy [35].

Przypuszczalnym powodem istnienia tej zalezno$ci aktywnosci enzymatycznej od
stopnia rozcienczenia o jest ztozonos$¢, gestos¢ i lepkos$¢ osrodka jakim jest osocze w
ktérym ten enzym wystepuje i w ktoérym jest badany. Prowadzone sg dalsze prace w
kierunku wyjasnienia rodzaju i natury oddzialywan tego enzymu z innymi komponentami

osocza. Uzyskane wyniki sugeruja, ze BChE oddziatuje z wieloma innymi biatkami
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osocza m.in.: ApoA-I, CLU, VTN [36] i tworzy znacznie wigksze kompleksy niz

przewidywano na podstawie masy czasteczkowej tetrameru BChE.

Wplyw substytucji w genie BCHE na aktywnos$¢ enzymatyczng
butyrylocholinoesterazy

Wariant K genu BCHE (BChE-K, ¢.1699G > A, p.A539T, rs1803274), substytucja
zlokalizowana w domenie tetrameryzacji jest najczestszym wariantem genetycznym genu
BCHE, wystepujacy w populacji dos¢ czesto MAF/MinorAlleleCount: T=0.158546/794
(1000Genomes). Wczesniejsze publikacje z innych osrodkéw naukowych sugerowaty, ze
wariant BChE-K moze by¢ powigzany z zmniejszong iloscig biatka BChE w osoczu co
skutkowaé by miato obserwowang obnizong aktywnos$cig enzymu w osoczu wynikajaca
z zaburzonej czwartorzedowej organizacji tetrameru [28,37]. Z drugiej strony badania
innych zespotow nie potwierdzaly tej hipotezy 1 wskazywaty, ze wariant BChE-K nie ma
wplywu na aktywno$¢ enzymatyczng BChE w osoczu [38]. W ponizszej pracy

analizowano wptyw substytucji na aktywnos$¢ enzymatyczng wariantu BChE-K.

Jasiecki, J.; Zuk, M.; Krawczynska, N.; Jonca, J.; Szczoczarz, A.; Lewandowski, K.;
Waleron, K.; Wasag, B. Haplotypes of butyrylcholinesterase K-variant and their
influence on the enzyme activity. Chem. Biol. Interact. 2019, 307, 154-157.

Przeprowadzone badania enzymatyczne i genetyczne wykazaty istnienie wariantow
BChE-K w 3 trzech r6znych konfiguracjach (K1; K2; K3) (ryc. 3). K1- bez dodatkowe;j
substytucji w genie BChE; K2- z dodatkowg ,,atypowa” substytucja D (rs1799807); K3-
z dodatkowymi substytucjami w 5'UTR (rs1126680) i intronie 2 (rs55781031). Co
cieckawe tylko pacjenci posiadajacy wariant K genu BCHE z tymi dodatkowymi
substytucjami czyli majacy wariant K3 lub K2 majg jednocze$nie obnizong wartos¢

aktywnosci enzymatycznej BChE w surowicy.

Podsumowujac, wyniki naszych badan potwierdzity nasze wcze$niejsze wyniki a
takze tych zespoléw badawczych, ktore sugerowaty, ze sama substytucja rs1803274 nie
ma wplywu na aktywno$¢ enzymatyczng BChE w surowicy, a tylko w przypadku
istnienia dodatkowych substytucji w egzonie 2 (rs1799807) lub egzonie 1 (rs1126680) i
intronie 2 (rs55781031) (K3) obserwowalismy obnizong aktywnos¢ BChE [39].
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K-variant

rs1803274
Kl > - escesssss o
ATG....... ATG......
t
START CODON
Atypical K-variant
rs1799807 rs1803274
K2 s E-mateeesseems i
ATG....... ATG......
t
START CODON
5’UTR loop INT2 K-variant
rs1126680 rs55781031 rs1803274

K3 5 S aeeaeeens—— X
3 ATG......ATG...... /\

START CODON CATCAATATATATCCACATT

Ryec. 3. Haplotypy zwigzane z wariantem BChE-K. K1 — 1 substytucja w allelu: wariant
BChE-K ¢.1699G > A, p.A539T,(rs1803274); genotyp K2-AK, 2 substytucje w allelu:
wariant atypowy.293A > G, p.Asp70Gly, (rs1799807) i BChE-K; K3-trzy substytucje w
allelu: 5'UTR ¢.-32G > A(rs1126680) oraz w intronie 2 ¢.1518-121T > C(rs55781031) 1
BChE-K [39].

Rola butyrylocholinoesterazy w patogenezie choroby Alzheimera

Dotychczasowe dane literaturowe sugeruja powigzanie wystepowania allelu
BCHE-K z wieloma chorobami m. in. miazdzycg naczyn wiencowych czy z chorobg
Alzheimera [40][41][41]. Cze$¢ tych danych literaturowych pokazuje, ze istnieje
korelacja miedzy wystepowaniem chorobg Alzheimera a obecno$cig wariantu BChE-K u
pacjentow posiadajacych takze allel APOE4 [42][43]. Inne dane z kolei wykazuja brak
takiej korelacji. Pomimo tego, ze wiele z tych badan opiera si¢ na metaanalizie GWAS
(ang. genome-wide association study) to wyniki te sg niespojne i rola BChE w
patogenezie choroby Alzheimera pozostaje niejasna [44][45]. Prawie wszystkie
dotychczasowe doniesienia dotyczace udziatu BChE w rozwoju choroby Alzheimera

skupialy si¢ wytacznie na roli wariantu BChE-K (K1).

Nasza badania na populacji chorych na Alzheimera wskazuja na wyrazng korelacje¢
miedzy wystepowaniem choroby Alzheimera a obecnosécig wariantu BChE K3, czyli z

dodatkowymi substytucjami w 5'UTR (rs1126680) i intronie 2 (rs55781031). Co sktonito



nas do glebszej analizy tej zalezno$ci. Przedstawiono w ponizej pracy efekt synergiczny
miedzy wariantem APOE-g4 a substytucjami zlokalizowanymi w 5'UTR (rs1126680)
oraz w intronie 2 (rs55781031) z jednoczesnym wystepowaniem allelu BCHE-K
(rs1803274) u 18% pacjentdéw z chorobg Alzheimera o pdZznym poczatku (n = 55).

Jasiecki, J.; Limon-Sztencel, A.; Zuk, M.; Chmara, M.; Cysewski, D.; Limon, J.; Wasag,
B. Synergy between the alteration in the N-terminal region of butyrylcholinesterase
K variant and apolipoprotein E4 in late-onset Alzheimer’s disease. Sci. Rep. 2019, 9,
5523.

Wyniki wskazuja, ze wspoltistnienie allelu APOE-e4 1 trzech substytucji w genie
BCHE wiaze si¢ z ryzykiem wystgpienia choroby Alzheimera. Mimo matej badanej
grupy pacjentow warty uwagi jest fakt u wszystkich pacjentow posiadajacych ten komplet

alleli (APOE-¢4 1 trzech substytucji w genie BCHE) wystapita choroba Alzheimera.

Substytucja (rs1126680) w 5'UTR w genie BCHE znajduje si¢ 32 nukleotydy
powyzej 28-aminokwasowego peptydu sygnatowego, co sugerowatoby, Ze ta mutacja nie
wigze si¢ ze zmiang sekwencji aminokwasowej biatka, a ewentualnie moze wpltywac na
regulacje jego translacji (ryc. 4). Analiza sekwencji nukleotydowej transkryptu genu
BCHE wykazata jednak prawdopodobienstwo istnienia dodatkowego miejsca startu
translacji znacznie wcze$niej niz opisany w literaturze, ktory obejmowatby SNP
(rs1126680) w 5'UTR (kodon Met No. 1 i No.2 na ryc. 4). Zatozylem, ze skoro takie
wydtuzona wersja biatka nie byta wczes$niej opisana w literaturze to takie biatko mogtoby
powstawa¢ w pewnych warunkach, na przyktad w wyniku zmian w strukturze 5'UTR
RNA w przypadku wystgpowania wtasnie takiej substytucji SNP (rs1126680). W celu
potwierdzenia tej hipotezy oczyScitem biatka BChE z surowicy homozygotycznych
pacjentow z substytucja (rs1126680) i poddano analizie z wykorzystaniem spektrometrii
mas w Srodowiskowym Laboratorium Spektrometrii Mas IBB PAN w Warszawie.
W wyniku tej analizy okazato si¢, ze obie homozygotyczne probki zawieraly fragmenty
BChE s$wiadczace o tym, ze biatko to moze powstawaé takze w formie wydluzonej
obejmujacej substytucje (rs1126680) (ryc. 5)[46]. Eksperyment ten udowodnil nasza
hipoteze, zakladajacg, ze bialko moze powstawaé z alternatywnego miejsca startu
translacji BChE (No.l na ryc. 4) i powstaje w formie wydluzonej u ludzi niosacych
substytucje (rs1126680). Wiaze si¢ to takze z tym, ze w tych warunkach powstaj¢ takze
bialko ze zmienionym aminokwasem w pozycji 31 liczac od poczatku biatka N-BChE.
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No. 1

.2 ™M s v Q S-

1 GTCAGTAACAGTTGATTGTTACATTCAGTAACACTGAATGTCAGTGCAGT
-123

2 S N L Q A G A A A A S (o] | S P K ¥

51 CCAATTTACAGGCTGGAGCAGCAGCTGCATCCTGCATTTCCCCGAAGTAT

c.-32 G>A (rs1126680)
No. 2 ‘

3 Y B ™ B | ) F ) T B P ) C ) K B L B Y B H ) L } [ } [ B R } E ) S
101 TACATGATTTTCACTCCTTGCAAACTTTACCATCTTTGTTGCAGAGAATC
57 =

No. 3

3 S E | N ™M H s K v T I | c I R F L F:

151 GGAAATCAATATGCATAGCAAAGTCACAATCATATGCATCAGATTTCTCT
+1

Ryec. 4. Poczatek sekwencji genu BCHE ulegajacy transkrypcji. cDNA 1 odpowiadajaca
mu sekwencja aminokwasowa N-koncowej czeSci BChE. Przewidywane kodony inicjacji
translacji (ATG) w pierwszych 200 nukleotydach cDNA pokazano jako powigkszone
pogrubione litery. Proponowany kodon startowy ATG rozszerzonego wariantu biatka
BChE jest oznaczony jako No. 1. Znany kodon inicjacji wt BChE oznaczony jako No. 3.
Substytucja w nukleotydzie -32 TGC>TAC (c.-32G >A) pC-11Y (rs1126680) lub
oznaczajac inaczej p.C31Y (w pozycji 31 liczac od poczatku biatka N-BChE) jest
powigkszona i podkreslona [46].

MSVQSNLQAGAAAASCISPKYYMIFTPCKLYHLCCRESEINMHSKVTIICIRFLFWFLLL

MSVQSNLQAGAAAASCISPK ESEINMHSKVTIICIR
SVQSNLOQAGAAAASCISPK

Ryec. 5. Peptydy N-BChE zidentyfikowane za pomoca spektrometrii mas przedstawiono
kolorem czerwonym pod odpowiadajaca sekwencjag pierwszych 60 reszt
aminokwasowych biatka N-BChE [46].

Powstajacy wariant biatka z 69-aminokwasowa sekwencja sygnalowa, oznaczony
przeze mnie jako N-BChE, ktory przypuszczalnie moze odgrywac role w patogenezie
choroby Alzheimera. Jaka jest fizjologiczna rola takiego wydtuzonego wariantu BChE i

w jaki sposob ulega on sekrecji z komorek bez odcinania sekwencji sygnalowej? Na te

15



pytania bede takze szukal odpowiedzi w planowanych przysztych badaniach. Jedng z
przypuszczalnych funkcji takiego wydluzonego N-konca biatka jest rola kotwiczaca
BChE w btonach komoérek. Wezesniejsze badania innych zespotow wykazaly, ze dziki
typ bialka ulega sekrecji z komorek m. in. watroby, a podczas tego procesu odcinana jest
sekwencja sygnalowa. W przypadku substytucji (rs1126680) biatko to ulega sekrecji bez
odcinania tej sekwencji sygnatowej co moze $wiadczy¢ o tym ze w tym przypadku
wybierana jest nieckonwencjonalna droga sekrecji (bez odcinania sekwencji sygnatowej)

[47].

Jasiecki, J.; Wasag, B. Butyrylcholinesterase protein ends in the pathogenesis of
Alzheimer’s disease—could BCHE genotyping be helpful in Alzheimer’s therapy?
Biomolecules 2019, 9, 592.

Analiza sekwencji aminokwasowej wykazala, ze ta wydtuzona forma sekwencji
sygnatowej jest bardzo konserwowana ewolucyjnie. Szczegdlnie pozycja substytucji
(rs1126680) p.C31Y (w pozycji 31 od poczatku biatka N-BChE) jest wyjatkowa, gdyz
jak wskazuje to analiza filogenetyczna tej sekwencji, obecno$¢ tyrozyny w tej pozycji
jest bardzo konserwowana ewolucyjnie u wszystkich zwierzat naczelnych. Wyjatkiem
jest tu sekwencja aminokwasowa czlowieka, gdzie w przypadku dzikiego typu BChE
wystepuje reszta cysteiny w pozycji 31 (ryc. 6). Obecnos$¢ tej cysteiny w tej pozycji daje
mozliwo$¢ tworzenia dodatkowych mostkow disiarczkowych w obrebie tego N-konca.
Przeprowadzilem analize sekwencji z wykorzystaniem narzedzi bioinformatycznych,
ktore sugeruja, ze fragment ten moze przybiera¢ forme 3 helis alfa spigtych mostkami

disiarczkowymi (ryc. 7) [48].

1 MSVCSNLCAGAAAASCISPRYYMIFTPCRLCHLCCRESEINMHSKVTIICIRFLFWFLLLCMLIGEKSHTE

I . Y i ittt eeeccscsscssssssssssssensessncenees
4 [eececceccccccccsccscccsncsccsnnsnsns Yeeeeeeenasne Qeccccccccccccccncsccscccncss
5 [eeccccccscccccsnss Leccccscoscscs V¥ececcecccsccscsccsscscscscscscsscssccsssscsssnsnscs
6 [secsonnnssansesnnnnsn L.ceeeeacnn 2
7 |scccccaccccncncnans L.ceeeenenn VY. eeeennnnn .
8 [sescscsscnsscnnanes Desessscsss VIcF.cccacnsccssnnsancnsnssncassncsassnnnnsnsas
9 [eecseccsccsncncnns Liceeeeanns S
10 o v v v Secccescscccscscsssscccssss Yecesseeososscsscsscscnsssnse YPFeoeosoo Feocoasoe
11 [eecceccccsccccscscscscsssscscccsssse Yeeeooeososne S..... .
12 [eeccecccccscccccccscsscscsscscccas Yeeocoooos Seccccces SV......
13 (e eeee Decaeoe Becescascacsssanscanns YY¥eeoooanasne Ruecccsccsscsnscscsscacsncsncsannse
28 lecanasne Secscasnssnccanans Tesnanss Xecessannae Secans BeeSeancnnccsnens | R
L Yoeeeennann S T 4

Ryc. 6. Porownanie 70-cio aminokwasowej sekwencji N-BChE u ewolucyjnie bliskich
gatunkow. Pozycja p.C-11Y (rs1126680) (lub p.C31Y liczone od poczatku biatka N-
BChE) jest zaznaczona czarng strzatka. Poréwnanie za pomocag BLASTP N-BChE u 14
najblizszych zyjacych krewnych: 1—(Homo sapiens) EAW78592.1; 2 — (Pan
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troglodytes) XP_516857.2; 3 — (Pan paniscus) XP_003817746.1; 4 — (Gorilla gorilla
gorilla) XP_018880258.1; 5 — (Chlorocebus sabaeus) XP_007970394.1; 6 — (Colobus
angolensis  palliatus) ~ XP_011800018.1;  7-  (Piliocolobus  tephrosceles)
XP_023069278.1; 8 — (Rhinopithecus bieti) XP_017745933.1; 9 — (Rhinopithecus
roxellana) XP_010353594,1; 10 — (Nomascus leucogenys) XP_003256448.1; 11 —
(Cebus capucinus) XP_017358747.1; 12 — (Callithrix jacchus) XP_002807699,3; 13 —
(Pongo abelii) XP_009237773.2; 14 — (Saimiri boliviensis  boliviensis)
XP 003925023.1; 15 — (Aotus nancimae) XP_012302784.1 [48].

CCHHHHHHHHHHHHCCCCEEEEECCHHHHHHHCHHHHCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHCCC
Seq MSVQSNLQAGAAAASCISPKYYMIFTPCKLYHLCCRESEINMHSKVTIICIRFLFWFLLLCMLIGKSHTE

Ryec. 7. Proponowana struktura drugorzedowa N-konca biatka N-BCHE o dtugosci 70
reszt aminokwasowych. Fragment BChE z p.C-11Y (rs1126680) (lub p.C31Y od
poczatku biatka) analizowano za pomocg programu PSIPRED [49,50]. Reszty cysteiny
moga tworzy¢ mostki dwusiarczkowe prowadzace do potaczenia 1 stabilizacji 3
helikalnych regionow (czarne klamry). Tworzenie wigzan dwusiarczkowych miedzy
resztami cysteiny przewidywano za pomoca serwera DISULFIND [48][51].

Choroba Alzheimera (ang. Alzheimer's disease, AD) — postepujaca choroba
neurodegeneracyjna, najczestsza przyczyna otepienia u ludzi po 65 roku zycia, klinicznie
charakteryzuje si¢ postepujacym pogorszeniem pamieci i innych funkcji poznawczych,
prowadzacym do utraty zdolnos$ci do wykonywania codziennych czynno$ci. Opisat ja po
raz pierwszy niemiecki neuropatolog Alois Alzheimer w 1906 i mimo uptywu ponad 100
lat nadal nie znamy doktadnie przyczyn wystgpienia tej choroby i nie dysponujemy
zadnym lekiem ani terapig ktora potrafi zapobiegac jej powstawaniu. Na poziomie tkanki
moézgu choroba ta wigze z uszkodzeniem synaps, ktoremu towarzyszy utrata neurondéw,
szczegolnie w hipokampie 1 korze méozgowej [52-55]. Istnieje wiele hipotez dotyczacych
pierwotnej przyczyny wystapienia choroby Alzheimera, w tym uszkodzenia neuronéw
cholinergicznych, akumulacji biatek, takich jak beta-amyloid (AB) i fosforylowanego tau,
ktéra prowadzi do masywnej utraty neuronow, zapalenia, stresu oksydacyjnego i

ferroptozy [56—60].

Z definicji wiek jest najwigkszym czynnikiem ryzyka wystapienia choroby

Alzheimera o p6znym poczatku [61], z kolei najczestszym genetycznym czynnikiem
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ryzyka jest obecno$¢ allelu APOE-e4 [62]. Wydaje si¢, ze w patogenezie choroby
Alzheimera o péznym poczatku bierze udziat wiele innych czynnikéw genetycznych i
srodowiskowych. Wiele badan wykazato, ze brak rownowagi migdzy wytwarzaniem a
usuwaniem beta-amyloidu (AP) tworzacego zlogi amyloidowe jest prawdopodobnie
znaczacym czynnikiem przyczyniajacym si¢ do neurodegeneracji i rozwoju choroby
[63,64]. Badania biochemiczne mozgoéw pacjentow z chorobg Alzheimera ujawnity
niedobory acetylocholiny (ACh). Badania te doprowadzily do sformutowania hipotezy
cholinergicznej choroby Alzheimera ktéra sugeruje, ze degeneracja neurondow
cholinergicznych przodomézgowia 1 zwigzana z tym utrata neuroprzekaznictwa
cholinergicznego w korze mozgowej inicjuje progresje¢ dysfunkcji poznawczych i
behawioralnych obserwowanych u pacjentéw z chorobg Alzheimera [65-67]. Hipoteza
stata si¢ bardziej przekonujaca, gdy wykazano skuteczno$¢ terapii z uzyciem inhibitorow
cholinoesterazy co skutkowato poprawa gtownych funkcji poznawczych u pacjentow z
chorobg Alzheimera [68]. Stezenie ACh w synapsach neuronéw cholinergicznych jest
wypadkowa jej syntezy 1 hydrolizy, ktéra jest kontrolowana odpowiednio przez
acetylotransferaz¢ cholinowa (ChAT) i cholinoesterazy (ChE). Mézgi ssakow zawieraja
dwa siostrzane enzymy cholinesterazy: AChE 1 BChE. AChE jest glownym enzymem
neurondw uczestniczacym w przewodnictwie cholinergicznym poprzez hydrolize ACh,
ale BChE moze rowniez hydrolizowa¢ ACh. W mozgu BChE znajduje si¢ glownie w
komorkach gleju i istocie biatej. Niemniej jednak BChE jest réwniez zwigzane z
neuronami, szczegdlnie w hipokampie, ciele migdatowatym i wzgorzu [69,70]. Obecno$é¢
BChE stwierdzono rowniez w ztogach beta-amyloidu 1 splatkach neurofibrylarnych
(NFT), co sugeruje, ze biatko moze by¢ zaangazowane w patogenez¢ choroby

Alzheimera [41,71,72].

W ciggu ostatniego stulecia, od czasu kiedy zdiagnozowano pierwszego pacjenta z
chorobg Alzheimera do leczenia otgpienia zwigzanego z ta chorobg zatwierdzono tylko
kilka lekéw. Terapia ta oparta jest na inhibitorach cholinoesterazy (ChEI) czyli lekach
zwiekszajacych stezenie neuroprzekaznikow w synapsach w mézgu [73,74]. U pacjentow
z farmakologiczng inhibicjg AChE przez ChEI i dodatkowo obnizong aktywno$cig BChE
z powodu mutacji w genie BCHE obserwowano szkodliwy wptyw takiej terapii na
funkcje poznawcze poniewaz zbyt duzy stopien inhibicji ChE prowadzi do
niekorzystnych konsekwencji zdrowotnych wynikajacych z nadmiaru acetylocholiny.

Uwazano, ze to wariant BChE-K (rs1803274), najczestszy wariant genetyczny genu
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BCHE, zmniejsza aktywno$¢ enzymu, odzwierciedlajac stabszg odpowiedz kliniczng na
rywastygming u pacjentoéw z chorobg Alzheimera [75]. Podczas terapii ChEI pacjenci z
BChE o zmniejszonej aktywnosci nie wykazuja takiej poprawy funkcji poznawczych, jak
pacjenci z enzymem typu dzikiego [76]. Z drugiej strony substytucje w genie BCHE
powodujace zmniejszenie aktywnos$ci enzymu moga opdzni¢ wystgpienie choroby
Alzheimera u pacjentow z grupy ryzyka poprzez zwigkszenie poziomu acetylocholiny w
korze mozgowej (ACh). Nasze wyniki wskazuja, ze substytucje zlokalizowane poza
sekwencja kodujaca w 5'UTR (rs1126680) i/lub intronie 2 (rs55781031) genu BCHE, a
nie tylko substytucja wariantu K (rs1803274) odpowiadajg za zmniejszong aktywnos$¢
enzymu [39].

Podsumowujac, na podstawie naszych badan podejrzewamy, ze nie sam wariant
BChE-K, ale te wspotistniejgce substytucje (rs1126680 1 rs55781031), moga byc
zwigzane z pogorszeniu funkcji poznawczych u pacjentow leczonych ChEI. Na
podstawie tych wynikdw sugerujemy, ze powinno si¢ przeprowadza¢ genotypowanie
pacjentéw na obecno$¢ substytucji (rs1126680) i/lub (rs55781031) w celu
zidentyfikowania 0s6b zagrozonych obnizong skutecznoscig terapii ChEIs. Pacjenci z

tymi substytucjami powinni by¢ leczeni mniejszg dawka rywastygminy [48].

Pojawiajg si¢ coraz czesciej z roznych osrodkéw naukowych badania sugerujace,
7ze obecno$¢ beta-amyloidu tworzacego ztogi amyloidowe nie jest czynnikiem
wystarczajagcym do tego aby rozwijata si¢ choroba Alzheimera. Badania te pokazuja, ze
u okoto 40% ludzi wykryto w mdzgach ztogi biatka beta-amyloidu ale nie manifestowali
oni zadnych objawow klinicznych. Wyniki te sugeruja, ze musza istnie¢ dodatkowe
czynniki ktére uruchamiajg proces degeneracji neuronow [77-80]. Interesujaca hipoteza
jest teoria méwigca o tym, ze oprocz zlogéw beta-amyloidu do wywotania objawow
choroby potrzebne s3 zmiany zapalne zwigzane ze starzeniem si¢, ktore sg skorelowane
zZ wWyzszym stezeniem jonow zelaza w mozgu i stresem oksydacyjnym. Wykazano, ze
jony zelaza gromadza si¢ wokot ztogéw amyloidowych w mysich modelach choroby
Alzheimera i mozgu pacjentéw z chorobg Alzheimera [81-83]. Jony zelaza niezbedne sg
we wszystkich procesach komoérkowych, a w mozgu takze potrzebne sg do mielinizacji i
syntezy neuroprzekaznikéw. Brak rownowagi w homeostazie zelaza lezy u podstaw
wielu chordb neurodegeneracyjnych. Badania naukowe wskazuja, ze wysokie st¢zenie

jonow zelaza wywotuje kaskade¢ zdarzen, ktore przyspieszaja postgp choroby Alzheimera
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1 pogorszenie funkcji poznawczych. Pacjenci ze zwigkszong ilosciag zlogow
amyloidowych i zelaza sg bardziej narazeni na rozw0j demencji [84—86]. Kolejng wazng
obserwacja wynikajaca z wezesniejszych badan jest to, ze poziom aktywnosci BChE jest
wprost proporcjonalny do ilosci erytrocytow we krwi a przez to moze by¢ posrednio
zalezny od poziomu stezenia jonow zelaza w komodrkach. Potencjalng role jonow zelaza

w regulacji ekspresji BChE opisano w ponizszej pracy przegladowej [87].

Jasiecki, J.; Targonska, M.; Wasag, B. The Role of Butyrylcholinesterase and Iron in
the Regulation of Cholinergic Network and Cognitive Dysfunction in Alzheimer’s
Disease Pathogenesis. /nt. J. Mol. Sci. 2021, 22, 2033.

Z kolei badania z innych osrodkéw naukowych pokazuja, ze gen BCHE ulega
ekspresji w reaktywnych astrocytach (Al) co moze pogarsza¢ funkcje poznawcze,
przyspieszajac rozpad acetylocholiny w starzejagcym si¢ mozgu [88,89]. Na podstawie
naszych jeszcze niepublikowanych wynikow przypuszczam, ze ekspresja BCHE w
komorkach astrocytow zostaje wtaczona w obecnosci wyzszego stezenia jonow zelaza w
komorkach, ktéra pojawia si¢ w odpowiedzi na stan zapalny. Nieznany jest jeszcze
mechanizm regulujacy ekspresje genu BCHE przez co jest niezmiernie interesujacy temat
badawczy nad ktorym bede prowadzit dalsze badania. Gen BCHE nie ulega ekspresji w
powszechnie wykorzystywanych w laboratoriach liniach komoérkowych, za wyjatkiem

niektorych linii komoérek macierzystych [90].

Whioski

Przeprowadzone biochemiczne i1 genetyczne badania populacyjne na grupie 1200
0sOb polegajace na okresleniu fenotypu i1 genotypu pacjentéw pozwolily na znalezienie
nowych zaleznosci miedzy aktywnoscig enzymatyczng butyrylocholinoesterazy a
sekwencja genu kodujacego ten enzym. Pokazano, ze najczgSciej] wystepujaca
substytucja - wariant K (rs1803274) genu BCHE nie wptywa na aktywno$¢ enzymatyczna
biatka. Za obserwowane obnizenie aktywnos$ci enzymatycznej wariantu K odpowiadaja
inne wspotwystepujace substytucje w 5S'UTR (rs1126680) i/lub intronie 2 (rs55781031)
w tym genie. Przypuszczalnie odkrycie to moze mie¢ to duze znaczenie w terapii ludzi
chorych na chorobe Alzheimera bo szczegolnie homozygotyczni pacjenci z substytucja
w 5'UTR (rs1126680) i/lub intronie 2 (rs55781031), beda prawdopodobnie mieli niski
poziom aktywno$ci BChE w modzgu 1 powinni mie¢ wdrozone leczenie mniejszymi

dawkami inhibitorow cholinoesteraz w przypadku leczenia otgpienia zwigzanego z
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chorobg Alzheimera. Ponadto wykazano doswiadczalnie, ze przewidziane za pomoca
narzgdzi bioinformatycznych alternatywne miejsce startu translacji biatka BChE moze
by¢ wykorzystywane w procesie translacji do produkcji tego enzymu u ludzi. Analiza
czgstosci wystepowania substytucji (rs1126680) 1 (rs55781031) u badanej grupy
pacjentdw z chorobg Alzheimera i zdrowej grupie kontrolnej wskazuje, ze moga one by¢
markerem wystapienia tej choroby. Aby jednak potwierdzi¢ te obserwacje dalsze badania
obejmujace wieksze grupy pacjentOw powinny zosta¢ wykonane. Pokazano rowniez, ze
w celu okre$lenia poziomu aktywnos$ci enzymatycznej BChE w osoczu pacjentow nalezy
bra¢ pod uwage takze stopien rozcienczenia badanej probki osocza gdyz obserwowana

aktywnos$¢ enzymu zalezy od stopnia rozcienczenia danej probki.
Literatura
Lista publikacji cytowanych w tek$cie znajduje si¢ na koncu rozdziatu.

Inne osiggniecia naukowo-badawcze przed uzyskaniem i po uzyskaniu stopnia

naukowego doktora

Karier¢ naukowga zaczatem jako student biotechnologii UG-GUMed w Katedrze
Biologii Molekularnej Uniwersytetu Gdanskiego na Wydziale Biologii wykonujac prace
magisterska pod kierunkiem prof. dr hab. Grzegorza Wegrzyna. Wyniki prac badawczych
zostaty opublikowane w dwdch czasopismach i cz¢$¢ z nich stanowity przedmiot mojej
pracy magisterskiej pt.:”Konstrukcja szczepu Vibrio harveyi podatnego na manipulacje
genetyczne w wykorzystaniem bakteriofaga lambda [91,92]. Nastepnie kontynuowatem
prace badawcze w tej samej jednostce juz jako doktorant Srodowiskowego Studium
Doktoranckiego Uniwersytetu Gdanskiego. Stopien doktora nauk biologicznych
uzyskatem z wyréznieniem w 2005 roku na podstawie rozprawy doktorskiej pod tytutem:
,Regulacja ekspresji genow przez poliadenylacje RNA w komoérkach Escherichia coli”.
Promotorem w przewodzie doktorskim byl prof. dr hab. Grzegorz Wegrzyn. Wyniki
moich doswiadczen zostaly opublikowane w czterech czasopismach naukowych i
prezentowane na kilku konferencjach, w tym miedzynarodowych [93-96]. We
wszystkich tych czterech publikacjach bytem pierwszym autorem badan. Publikacja pt.:”
Growth-rate dependent RNA polyadenylation in Escherichia coli” zostala wyrdézniona
nagroda Polskiego Towarzystwa Biochemicznego im. Jakuba Karola Parnasa za

najlepsza prace doswiadczalng z zakresu biochemii lub biologii molekularnej wykonang
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calkowicie w pracowni na terenie Polski w 2003 roku. Nastepnie odbylem krotki staz
podoktorski (18 miesigcy) na Uniwersytecie w Calgary (Kanada), gdzie zajmowatem si¢
badaniem procesu retrotranspozycji intronow grupy II. Wyniki moich prac byly
prezentowane na dwoch konferencjach naukowych. Po powrocie do Kraju zostalem
zatrudniony na stanowisku adiunkta w Katedrze Mikrobiologii Farmaceutycznej
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, gdzie kontynuowalem karier¢ naukowa czego
owocem jest kilka publikacji, patent i doniesienia konferencyjne, ktore przedstawione sg

niniejszy autoreferacie.

Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywnos$cig naukowg albo artystyczng
realizowang w wigcej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w

szczegolnos$ci zagranicznej.

Udzial w projektach realizowanych na Uniwersytecie Gdanskim w wyniku

realizacji ktorych powstaly zgloszenia patentowe i publikacja.

Piotr Skowron, Jacek Jasiecki ,,Sposob uzyskiwania rekombinantowej, biologicznie
aktywnej butyrylocholinoesterazy konskiej 1 jej pochodnych oraz sposéb uzyskiwania
biologicznie aktywnych cholinoesteraz oraz ich pochodnych w mikroorganizmie
Leishmania tarentolae.” Zgloszenie patentowe PL423116A1; data zgtoszenia 2019-04-
23

Piotr Skowron, Jacek Jasiecki “Genes encoding butyrylcholinesterase, DNA vectors
for obtaining recombinant, biologically active equine butyrylcholinesterase or
acetylcholinesterase and its derivatives, and a method for obtaining biologically active
butyrylcholinestarases or cholinesterases”. Zgloszenie patentowe w European Patent

Office; Publication of EP3473709A1; data zgloszenia 2019-04-24

Patenty te powstaly w wyniki realizacji projektu w ramach ktérego opracowalismy
technologi¢ produkcji i oczyszczania rekombinowanej BChE w mikroorganizmach.
Technologia produkcji enzymu w mikroorganizmach z wykorzystaniem metod inZynierii
genetycznej jest znacznie tansza niz pozyskiwanie go z osocza, powtarzalna

technologicznie, nie niesie zagrozenia w postaci mozliwych infekcji (bakterie, wirusy,
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priony), umozliwia fatwiejsze oczyszczanie (w wyniku zastosowania znacznikow)
produkt (homogenne biatko) oraz nie niesie probleméw etycznych. Ponadto technologia
ta daje praktycznie nieograniczone mozliwosci produkcji enzymu w poréwnaniu do
dotychczasowych metod bazujacych na pozyskiwaniu enzymu z ograniczonego zrddta

pod wzgledem dostepne;j ilosci jakim jest ludzkie osocze.

Zylicz-Stachula A, Zolnierkiewicz O, Jasiecki J, Skowron PM. 2013. A new genomic
tool, ultra-frequently cleaving Taqll/sinefungin endonuclease with a combined 2.9-bp

recognition site, applied to the construction of horse DNA libraries. BMC Genomics 14:

370.
Publikacja ta przedstawia zastosowanie modyfikowanej endonukleazy restrykcyjnej do

konstrukcji bibliotek genomowych.

Udzial w innych projektach badawczych ktorych efektem realizacji byly

doniesienia konferencyjne:

1. Jacek Jasiecki, Steven Zimmerly. 2008. ,, Transcription dependent mobility of group
IIC intron, B.A.11 from Bacillus halodurans” Ribowest conference 2008, Lethbridge,
Kanada

2. Jacek Jasiecki, Agnieszka Zylicz-Stachula, Joanna Jezewska-Frackowiak,
Matgorzata Skowron, Piotr M. Skowron. Cloning and expression of horse
butyrylcholinesterase in Escherichia coli. The 12th ASEAN FOOD CONFERENCE
2011, 16 -18 June, 2011; BITEC Bangna, Bangkok, Thailand

3. Piotr M. Skowron, Robert Boratyfiski, Agnieszka Zylicz-Stachula, Joanna Jezewska-
Frackowiak, Matgorzata Skowron, Jacek Jasiecki. Construction of fully synthetic,
intron-less gene encoding horse butyrylcholinesterase and cloning into bacterial
expression system. The 12th ASEAN FOOD CONFERENCE 2011, 16 -18 June,
2011; BITEC Bangna, Bangkok, Thailand

4. Joanna Makowska, Jacek Jasiecki, Sylwia Rodziewicz-Motowidto, Maciej Kozak,
Maria Smuzynska, Borys Wrobel, Katarzyna Ruszczynska-Bartnik, Stanistaw Oldzie;j,
Cezary Czaplewski, Adam Liwo. ,,Calorimetric and conformational studies of the
folding of two mutants of the B-domain of staphylococcal protein A differing in
stability” IX European Symposium of The Protein Society, May 22-26, 2011 in
Stockholm, Sweden

5. Salim Ahmed, Jacek Jasiecki, Steven Zimmerly. 2014 ,,In vivo coupling between

group IIC intron insertion and transcriptional termination” RNA 2014 - The
Nineteenth Annual Meeting of the RNA Society, Quebec City, Canada, June 3-8, 2014
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6. Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych
nauke lub sztuke.

Opiekun naukowy 12 prac magisterskich w latach 2009-2021:

1. ,,Klonowanie i nadprodukcja N-terminalnej domeny butyrylocholinoesterazy” 2020
r. mgr Monika Stanczak

2. ,,Nadprodukcja i oczyszczanie beta-amyloidu” 2019 r. mgr Klaudia Neubauer

3. ,,Nadprodukcja, oczyszczanie i charakterystyka ludzkiej acetylocholinoesterazy”
2018 r. mgr Partycja Cysewska

4. ,Nadprodukcja, oczyszczanie i charakterystyka enzymatyczna naturalnie
wystepujacego wariantu butyrylocholinoesterazy - 2017 r. mgr Agnieszka Weryk

5. ,.Identyfikacja i charakterystyka szczepow bakteryjnych zdolnych do rozktadu
pochodnych iperytu” 2016 r. mgr Zaneta Wieckowska

6. ,,Identyfikacja 1 charakterystyka szczepow bakteryjnych zdolnych do rozktadu
zwigzkow fosfoorganicznych i pochodnych iperytu” 2015 r. mgr Aleksandra
Krzeminska

7. ,,Charakterystyka genetyczna i biochemiczna bakterii izolowanych z préb osadow
Oceanu Atlantyckiego z rejonu Spitsbergenu. 2014 r. mgr. Izabela Sledz

8. ,,Nadprodukcja i oczyszczanie zmodyfikowanej genetycznie domeny GA ze
Staphylococcus dysgalactiae”- 2012 r. mgr Patrycja Antczak

9. ,,Nadprodukcja i oczyszczanie zmodyfikowanej genetycznie domeny GB ze
Staphylococcus dysgalactiae”- 2012 r. mgr Dagmara Wypych

10. ,,Nadprodukcja i oczyszczanie zmodyfikowanej genetycznie domeny Z ze
Staphylococcus aureus”- 2011 r. mgr Weronika Strawa

11. ,,Nadprodukcja i oczyszczanie biatka poli(A) polimeraza z komoérek Escherichia
coli” 2011 r mgr Ewa Siwik.

12. , Nadprodukcja i oczyszczanie fragmentu biatka A ze Staphylococcus aureus,

wigzacego przeciwciata”- 2010 r. mgr Paulina Witort

Od 2009 prowadzg zajecia laboratoryjne w Katedrze i Zaktadzie Mikrobiologii
Farmaceutycznej na Wydziale Farmaceutycznym Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego z przedmiotu mikrobiologia dla studentéw kierunku farmacja. Od 2009 i

prowadzg ¢wiczenia z przedmiotu biologia molekularna dla studentow kierunku
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analityka medyczna na Wydziale Farmaceutycznym Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego. Od 2020 przygotowatem i prowadze cykl wykltadéw z przedmiotu biologia
molekularna dla studentéw kierunku analityka medyczna na Wydziale Farmaceutycznym
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Dodatkowo od 2011 prowadze zajecia
fakultatywne w ramach przedmiotu biotechnologia farmaceutyczna dla studentéw

kierunku farmacja.

. Oprécz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze poda¢ inne informacje,

wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowe;j.

Nagrody i wyrdznienia:

2021 - Nagroda specjalna Rektora Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego za publikacje
pt.: ,,The Role of Butyrylcholinesterase and Iron in the Regulation of Cholinergic
Network and Cognitive Dysfunction in Alzheimer’s Disease Pathogenesis™ Int. J. Mol.
Sci. 2021, 22,2033

2020 - Nagroda Naukowa Zespotowa II stopnia Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego
za badania nad wptywem polimorfizmu genu BCHE na aktywno$¢

butyrylocholinoesterazy i patogeneze choroby Alzheimera.

2008 — nagroda ,,Ribowest 2008 Poster Award” za prezentacje na konferencji Ribowest

2008, Lethbridge, Kanada

2004 — Nagroda im. Jakuba Karola Parnasa za wspolautorstwo w najlepszej pracy
doswiadczalnej wykonanej w Kraju i opublikowanej w roku 2003 (Jacek Jasiecki,
Grzegorz Wegrzyn. 2003. Growth-rate dependent RNA polyadenylation in Escherichia
coli. EMBO reports 4: 172-177).

2001 — Nagroda I stopnia w konkursie Polskiego Towarzystwa Genetycznego na

najlepsze prace naukowe wykonane w polskich placowkach badawczych w 2000 roku.
2000 — Wyroznienie Polskiego Towarzystwa Biochemicznego za plakat pt.:

,Konstrukcja szczepu Vibrio harveyi podatnego na manipulacje genetyczne z

wykorzystaniem wektorow pochodzacych od bakteriofaga lambda”
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10.

2000 — Zespotowa Nagroda Stopnia I Rektora Uniwersytetu Gdanskiego za osiggnigcia
naukowe i cykl publikacji dotyczacych biologii morskiej bakterii Vibrio harveyi, oraz
mozliwosci jej wykorzystania jako bioindykatora mutagennych zanieczyszczen

Srodowiska.

_(podpis wnioskodawcy)
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