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V navaznosti na predesly projekt SV bylo na zafatku provedeno hodnoceni derivati
takrinu a 7-methoxytakrinu (homodimerni a heterodimerni struktury) a monokvartérnich a
biskvartérnich amoniovych soli, odvozenych od pyridinu a akridinu. Jejich inhibi¢ni
schopnost vii¢i acetylcholinesterase (AChE; EC 3.1.1.7) byla vyjadiena hodnotou ICsq,
odpovidajici koncentraci latky pfi které je enzym inhibovan pravé z 50 %. Latky byly
testoviny pomoci modifikované Ellmanovy metody. Zdrojem hmyziho enzymu byl
homogenat, ziskany z hlav mouchy domaéci. K porovnani G¢inku latek na lidskou AChE byl
pouzit enzym. ziskany ultracentrifugaci z hemolyzovanych erytrocyth. Meéfeni probihalo
peralelné na hmyzim a lidském enzymu. Latky byly testovany v rozmezi koncentraci 107-
107" M, kazda koncentrace byla zméfena v triplikatu. Aktivita enzymu byla uréena méfenim
narlstu absorbance vzorku pifi vinové délce 412 nm a pii 37 °C a byla méfena ve dvou
minutovych intervalech za pouziti Microplate readeru Synergy 2. Ke statistickému
vyhodnoceni dat byl vyuZit software Microsoft Excel a GraphPad Prism 5.02 pro Windows.
Index selektivity byl vypoéitan jako pomér ICso lidského enzymu k ICso hmyzi AChE.
Hodnoty ICso byly mezidruhové porovnany a nejselektivnéj$i kandidati jsou vyznadeni
v Tabulka 1. Latka K009 (prekurzor takrinu) dle vysledkd vykazuje nejvétsi selektivitu
k hmyzi AChE, avSak hodnota ICso leZi v mikromolarni oblasti. Proto se jevi jako vhodn&jsi
potencialni insekticidy slouceniny 1-10 (obecna struktura viz. Obrazek 1), které maji
desetkrat nizsi hodnotu ICspu obou enzymi
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Ohndzeic L Obecna strukiura Yatek oznacenych 1-10.

Latka 2 vykazovala nejsiln€jsi inhibi€ni G¢inek pfi nejvyssi mezidruhové selektivité, a
proto by mohla slouzit jako vhodny strukturni motiv pro dalsi vyvoj selektivnich inhibitord
komai AChE. Uvedené vysledky byly prezentovany na konferenci ve Span&lsku (The 12th
International Meeting on Cholinesterases and Sixth International Conference on
Paraoxonases).
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Fabulla L Mezddruhové porevudni hoduot Fse w himyziho a lidského enzymu,

SoubéZné s testovanim latek prob&hlo i zahdjeni produkce rekombinantni AChEI]
koméia druhudnopheles gambiae. DNA fragment AgAChE1 (Uniprot ID:Q869C3) byl
pfipraven firmou Life Technologies. Pomoci polymerazova fetézova reakce (PCR) byla
namnozena templatova DNA. K ohrani¢eni amplifikovaného useku byly pouzZity
oligonukleotidové primery (j910: 5-GGAATTCACGACAACGATCCGCTG, nukleotidy
702-725 a  j911:  5-ACTCGAGGCTGCTTTCGCACG, reverzné komplementarni
k nukleotidim 2353-2373) vyrobené firmou Generi Biotech s.r.o. K ziskani PCR produktt
bylo nutné provést teplotni profil reakce a optimalizovat teplotu vzhledem k teploté tani
primeru.

Dalsim krokem bylo vloZeni amplifikované DNA do vektoru pFastBac pomoci Bac-
to-Bac® C-His TOPO® klonovaciho kitu. Pozitivni kolonie byly izolovéany, sekvenaci
potvrzené klony se spravné orientovanym cilovym konstruktem byly pomnoZeny a uchovany
pti -80 °C. Verifikovany konstrukt byl transformovan do bunék E. coli DH10Bac. Zde doglo
ke vzniku rekombinantniho bakmidu transpozici mezi vektorem pFastBac a bakmidem.

lzolace bakmidové DNA probé&hla pomoci High pure plasmid isolation Kit (Roche k.¢.
11754758001), kdy doslo k zisku plasmidu, bohuZel v nizké koncentraci. Plasmid byl
pravdépodobné zachycen na SPE kolonce. Dle publikace byla izolace plasmidu
optimalizovana, s Uspé€Snym zvySenim koncentrace DNA, kterd byla potvrzena
spektrofotometricky. Pro snadnéjsi analyzu prob&hlé transpozice byla pouZita tzv. modrobila
selekce, kdy vyrostlé kolonie nesouci rekombinantni bakmid jsou bilé.



Nasledn¢ jsme transfekovali rekombinantni bakmid do hmyzich bunék Sf9
(Spodoptera frugiperda) za pomoci lipidického ¢inidla Cellfectin Il a 1, 2, 3, 4 a 5 pg
bakmidové DNA. Po prob&hlé infekci byl uréen virovy titr §toku pomoci plakové eseje, kdy
byl supernatant po infekci nafedén desitkovou fadou. Nasledné jim byl infikovan monolayer
hmyzich Sf9 bungk, ktery se prevrstvil agar6zou s nizkym bodem tani a tuhnuti (tzv. low
melting). Inkubace probihala pfi 27°C po dobu 7 dnti. Po této dob& byl odeften pocet
vytvorenych plaki a spoéitan titr.

Ziskany bakuloviralni $tok s pfesné uréenym titrem byl pouZit k analyze exprese
rekombinantniho proteinu v High Five™ (Trichoplusia ni) butikach. Pro prvotni analyzu byla
zvolena multiplicita infekce 5, coZ znamena infekci péti viriond a jednu hmyzi buiiku.
Exprese probihala celkem 72 hodin, pii 27°C. Jednotlivé odbéry bunék byly po 24, 48, 72, 96
hodinach. Buiiky byly centrifugovany 10 min p#i 800 x g, teploté 4°C. Supernatanty byly
pfeneseny do novych zkumavek. Supernatanty a pelety uréené pro analyzu rekombinantniho
proteinu byly zmrazeny pii -80°C.

Analyza ziskaného rekombinantniho proteinu probihala pomoci 1D SDS-PAGE a
detekce proteinu byla potvrzena na western-blotu imunodetekci protilatkou Anti-His tag.
Pouze v oblasti supernatantu se vyskytuje prouZzek odpovidajici molekulové hmotnosti naseho

rekombinantniho proteinu, coZ potvrzuje produkci proteinu infikovanymi burikami do média
(Obrazek 2.).

Obrézek 2, Detekee western blotu a anti-His tag protilatkou, Ovalem vyznaéena oblast s detekovanou
rekahdinantni AChE,

Naslednym krokem byla purifikace rekombinantniho proteinu ze supernatantu.
Ziskany supernatant byl dialyzovan proti 50 mM Tris-HCI pufru, pH 7,5 12 hodin pfi 4 °C.
Dialyzat byl nanesen na HisLink™ Protein Purificarion Resin a inkubovan 1 hod. ve 4 °C.
Eluce proteinu byla provedena 500mM a 750mM imidazolem. Vyskyt rekombinantni AChE
byl monitorovan ve viech mezikrocich purifikace pomoci 1D SDS-PAGE a western-blotem s
imunodetekci protildtkou Anti-His tag. V eluatech s detekovanym proteinem byla pomoci
modifikované Ellmanovy reakce prokazana enzymaticka aktivita.

Spinéni cili FeSeni a pFinos projektu.

V ramei projektu byl proveden screening cca 60 potencidlnich inhibitori hmyzi AChE.
Nejselektivngj$i inhibitory mohou v budoucnu slouzit jako pfedlohové struktury pro nové
insekticidy cilené na komara druhu Anopheles gambiae. Tyto vysledky byly prezentovany na

mezinarodni konferenci 12th International Meeting on Cholinesterases - Sixth International



Conference on Paraoxonases konané 27. 9. 2015 v Alicante ve Spanélsku. Vysledky
testovani skupiny latek byly shrnuty v ¢€lanku sndzvem ,,Bis-isoquinolinium and bis-
pyridinium acetylcholinesterase inhibitors: in vitro screening to find new selective
insecticides” (v redak&nim fizeni). ProtoZe tato data byla v ramci feSeni pfedchoziho projektu,
je mu publikace dedikovana (SV/UHK2109). Dalsi publikace je pied dokonCenim, odeslani
manuskriptu do redakce je planovdno na prosinec 2016. Dale se ndm podafilo pfipravit
rekombinantni komafi AChEl. Nicméné je je§té nutné provést optimalizaci produkce a
purifikace, aby bylo moZné ziskdvat enzym ve v&t§im mnoZstvi, potfebném pro charakterizaci
a testovani latek. P¥inos projektu je velky vezmeme-li v potaz, Ze onemocnéni §ifena komary
se Fadi z hlediska umrtnosti celosvétové na piedni mista. Schopnost produkovat vlastni
rekombinantni enzym nam dava moZnost zafadit se mezi Spickova védeckd pracoviste
zabyvajici se problematikou selektivnich insekticidd.

Splnéni kontrolovatelnych vysledkii FeSeni.

Uved'te jen vystupy, které vznikly na zaklad¢ feSeni tohoto projektu. Dale uved'te, zda byly
publikace skute¢ng zaddny do OBD s vazlbou na RIV.
Tab. 1 Sumar vystupu Feleni projekiu

Typ vystupu Plan Skute¢nost | Poznamka (napfr.
vyslo, pFijato,

v redak¢énim
Fizeni apod.

| Pocet obhajenych dizertaénich praci
u-f’-o?-fit _obhajenych dl[?lomovych praci
| Zafazeno do kategorie excelence
Jimp - vystup v impaktovaném Casopisu 1 2 v redakénim
Fizeni

]
|
1[ Jsc - vystup v databazi Scopus
Ineimp — vystup v databazich Scopus a WOS
| Jrec — vystup v recenzovaném Casopisu
' B -- odborna kniha
| C - kapitola v odborné knize
P - ¢lanek ve sborniku

| Pocet vysledki celkem

Podrobné zdavodnéni vydaju a dolozeni dodateénych Zadosti o0 zménu rozpodtu:

a) osobni naklady (mzdy, odmény; odvody na zdravotni, socialni a urazové poji§téni; tvorba
socidlniho fondu, dohody o provedeni prace a dohody o pracovni ¢innosti) a jejich stru¢né
zdavodneéni,

Nebyly planovany.

b) stipendia a jejich struéné zdavodnéni,
Stipendia byla Cerpana v souladu s planem. V nakladech na stipendium bylo zahrnuto
financovani cestovného a naklad@i na konferenci (The 12th International Meeting on
(Cholinesterases and Sixth International Conference on Paraoxonases, Spanélsko)

¢) spotiebni material (vydaje na pofizeni kancelafskych potfeb a ostatniho spotfebniho
materialu) a jejich struéné zdivodnéni

1V pripadé, ze vznikly typy vysledki neuvedené v tabulce, pFidejte si do ni Fadky.



d)

V polozce spotfebni material doslo ke zméné Cerpani. Byla podana Zadost o zménu
rozpodtu a nevyuzité penize zpolozky sluzeb byly vyuZity na nadkup chemikalii
potebnych k realizaci projektu.

drobny hmotny majetek a jejich struéné zdtivodnéni,
Nebyl planovan.

dal3i naklady a jejich stru¢né zdivodnéni,
Dalsi ndklady se nevyskytly.

naklady nebo vydaje na sluzby a jejich struéné zdiivodnéni,
Ptvodné planované vydaje na sluzby nebyly vyuzity, a proto byla dan4 ¢astka pfevedena
na potizeni chemikalii.

g) doplikové (rezijni) naklady nebo vydaje v souladu s pfisluSnym fidicim aktem UHK,

Nebyly planovany.

h) cestovné a jeho strucné zdivodnéni.

Nebylo plénovano

Vysledek ¢erpani finanénich prostiedkt uved'te v jednotné piehledné tabulce 2.

Tab. 2 Cerpani finanénich prostéedki v K&

| Poloika Plan Zadost o zménu Skuteénost
__________ rozpoctu
‘Podet élend resitelského 0 0 0
tymu Cerpajicich mzdové
prostredky
Podet studenti cerpajlclch (1 1 1
| mzdove prostfedky
| Stipeadia 4G 000 38 786,5 38 786,5
DPP. DPC -studenti | 0 0 0
[ Cdmény, DPP, DPC - 0 0 0
ostatni
Z&konné zdravotni a 0 0 0
sociaini pojiSténi
Celkem osobni naklady | 40 000 38 786.5 38 787,0
%pqtr_ebm material | 68 000 722135 73 051,10
Drobny hmotny majetek | 0 0 0
Materialové naklady 68 000 72 213,5 73 051,10
celkem
Sluzby celkem 13000 0 0
I Cestovné celkem 10 0 0
| Celkové naklady 111 600 111 000 111 838,10

Ke zpravé prilozte:

&) kopie publikacnich vystupi,
b) vypis z OBD - vystupy podpofené timto projektem

Datum: 30. 11. 2016

Podpis odpovédného tesitele

dakezra




