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V navaznosti na predesly projekt SV bylo na zac¢atku provedeno hodnoceni derivatd
takrinu a 7-methoxytakrinu (homodimerni a heterodimerni struktury) a monokvartérnich a
biskvartérnixh amoniovych soli, odvozenych od pyridinu a akridinu. Latky byly testovany
pomoci  modifikované  Ellmanovy metody. Jejich inhibiéni  schopnost  vici
acetylcholinesterase (AChE; EC 3.1.1.7) byla vyjadiena hodnotou ICso, odpovidajici
koncentraci latky pii které je enzym inhibovan pravé z 50 %. Zdrojem hmyziho enzymu byl
homogenat ziskany z hlav mouchy domaci. K porovnani ucinku latek na lidskou AChE byl
pouzit enzym ziskany ultracentrifugaci z hemolyzovanych erytrocyti. Méteni probihalo
paralelné na hmyzim a lidském enzymu. Latky byly testovany v rozmezi koncentraci 107-
10%% M a kazda koncentrace byla proméfena v triplikatu. Aktivita enzymu byla urdena
meéfenim narustu absorbance pii 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 version 5.02 pro
Windows. Index selektivity byl vypoéitan jako pomér ICsg lidského enzymu k ICsp hmyzi
AChE. Hodnoty ICso byly mezidruhové porovnany a nejselektivnéjsi kandidati jsou
vyznaceni v Tabulka 1. Latka K009 (prekurzor takrinu) dle vysledki vykazuje nejvétsi
selektivitu k hmyzi AChE, avsak hodnota ICsg lezi v mikromolarni oblasti. Proto se jevi jako
vhodnéjsi insekticidy slouc¢eniny 1-10 (obecna struktura viz. Obrazek 1), které maji desetkrat
niz$i hodnotu ICso u obou enzymii
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Obrazek 1. Obecna struktura latek oznacenych 1-10.

Latka oznacena ¢islem 2 vykazovala viibec nejleps$i vlastnosti a v budoucnu by mohla
slouzit jako vhodny prekurzor pro dal§i vyvoj selektivnich inhibitord komati AChE. Tyto



vysledky byly prezentovany na konferenci ve Spané&lsku (The 12th International Meeting on
Cholinesterases and Sixth International Conference on Paraoxonases).

THA.HCL 234,72 0,32 0,5856 0,546 K223 367,18 37,82 52,89 0,7151
6-CL-THA.HCL 269,17 0,017 1,465 0,012 K229 404,14 0,1377 0,0226 6,0929
7-MEOTA.LAKTAT 318,37 10 13,83 0,723 K302 586,44 0,0697 0,036 1,9361
K007 2711 246,1 90,82 2,710 K364 283,2 N.D. N.D.
K009 321,16 3,51 0,1087 32,291 K365 372,1 N.D. N.D.
K013 222,03 3,977 761,8 0,005 K366 472,22 8,011 14,1 0,5682
K014 222,03 N.D. N.D. K412 373,28 51 7,39 0,6896
K015 222,03 N.D. N.D. K413 490,23 N.D. 693,9
K016 277,15 346,8 81,99 4,230 K414 472,22 15,78 17,6 0,8966
K017 297,13 N.D. N.D 1 715,84 0,1001 0,0436 2,2959
K019 223,02 N.D. N.D 2 675,27 0,355 0,014 25,3571
K020 311,16 1092 73,72 14,813 3 659,73 0,3 0,029 10,3448
K021 298,12 993,2 490,9 2,023 4 703,85 0,186 0,049 3,7959
K023 263,12 761,2 AKTIVUJE 5 717,87 0,1261 0,1372 0,9191
K025 264,06 N.D. N.D 6 745,93 0,712 0,077 9,2468
K035 298,12 1023 AKTIVUJE 7 687,78 0,073 0,028 2,6071
K036 440,06 841,4 AKTIVUIE 8 729,86 0,193 0,027 7,1481
K037 244,17 N.D. AKTIVUIE 9 689,82 0,123 0,083 1,4819
K055 422,16 62,59 718,4 0,087 10 7319 0,294 0,031 9,4839
K056 422,16 519,8 N.D. 11 673,76 0,059 0,031 1,9032
K057 422,16 484,3 N.D. 12 701,81 0,038 0,012 3,1667
K058 279,12 10,18 102,2 0,100 13 655,84 0,519 0,279 1,8602
K080 278,09 N.D. N.D. 14 612,71 0,521 0,714 0,7297
K143 246,05 711,1 76,25 9,326 15 670,82 1400 N.D.
K146 264,11 103,9 590,7 0,176 16 612,67 1400 N.D.
K152 232,02 132,5 583 0,227 17 346,94 01 1,153 0,0867
K155 410,11 N.D. N.D. 18 360,97 0,1 3,655 0,0274
K210 332,03 N.D. N.D. 19 489,45 0,03 1,032 0,0291
K212 360,09 N.D. N.D. 20 503,47 0,03 0,5801 0,0517
K215 402,17 145,7 1534 0,0950

Tabulka 1. Mezidruhové porovnani hodnot ICso u hmyziho a lidského enzymu.

Soubézné s testovanim latek probéhlo i zahajeni produkce rekombinantni AChEL
komara rodu Anopheles gambie. DNA fragment AgAChELl (Uniprot ID:Q869C3) byl
piipraven firmou Life Technologies. Pomoci polymerazova fetézova reakce (PCR) byla
namnoZena templatovd DNA. Kohrani¢eni amplifikovaného tuseku byly pouzZity
oligonukleotidové primery (j910: 5-GGAATTCACGACAACGATCCGCTG, nukleotidy
702-725 a j911: 5-ACTCGAGGCTGCTTTCGCACG, reverzné komplementarni
k nukleotidiim 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
primerq.

Dal8im krokem bylo vloZeni amplifikované DNA do vektoru pFastBac pomoci Bac-
to-Bac® C-His TOPO® klonovaciho kitu. Pozitivni kolonie byly izolovany, sekvenaci
potvrzené klony se spravné orientovanym cilovym konstruktem byly pomnozeny a uchovany
pii -80 °C. Verifikovany konstrukt byl transformovan do bunék E. coli DH10Bac. Zde doslo
ke vzniku rekombinantniho bakmidu transpozici mezi vektorem pFastBac a bakmidem.

Izolace bakmidové DNA probéhla 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
optimalizovéna, s UspéSnym zvySenim koncentrace DNA, kterda byla potvrzena



spektrofotometricky. Pro snadnéjsi analyzu probé&hlé transpozice byla pouZita tzv. modrobila
selekce, kdy vyrostlé kolonie nesouci rekombinantni bakmid jsou bilé.

Nasledné¢ jsme transfekovali rekombinantni bakmid do hmyzich bunék Sf9
(Spodoptera frugiperda) za pomoci lipidického ¢inidla Cellfectin I a 1, 2, 3, 4 a 5 ug
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 bunék, ktery se prevrstvil agar6zou s nizkym bodem tani a tuhnuti (tzv. low
melting). Inkubace probihala pfi 27°C po dobu 7 dnl. Po této dobé byl odeften pocet
vytvotenych plaki a spocitan titr.

Ziskany bakuloviralni Stok s piesn¢ urCenym titrem byl pouzit k analyze exprese
rekombinantniho proteinu v High Five™ (Trichoplusia ni) bunkach. Pro prvotni analyzu byla
zvolena multiplicita infekce 5, coz znamend infekci péti virioni a jednu hmyzi bunku.
Exprese probihala celkem 72 hodin, pii 27°C. Jednotlivé odbéry bunék byly po 24, 48, 72, 96
hodinach. Bunky byly centrifugovany 10 min pfi 800 x g, teploté¢ 4°C. Supernatanty byly
pfeneseny do novych zkumavek. Supernatanty a pelety urené 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 prouzek odpovidajici molekulové hmotnosti naseho
rekombinantniho proteinu, coz potvrzuje produkci proteinu infikovanymi bunkami do média
(Obrazek 2.).

Obrazek 2. Detekce western blotu a anti-His tag protilatkou. Ovalem vyznacena oblast s detekovanou
rekombinantni AChE.

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



Splnéni cila FeSeni a pFinos projektu.

V ramci projektu byl proveden screening cca 60 potencialnich inhibitordi hmyzi AChE.
Nejselektivnéjsi inhibitory mohou v budoucnu slouzit jako ptfedlohové struktury pro nové
insekticidy cilené na komara rodu Anopheles gambiae. Tyto vysledky byly publikovany na
mezinarodni konferenci konané na konci zaii ve Spané¢lsku. Déle se ndm podafilo vyrobit
rekombinantni komaii AChELl. Nicméné je jeSté nutné provést optimalizaci produkce a
purifikace, aby bylo mozné ziskavat enzym ve vétSim mnozstvi vhodném pro charakterizaci a
testovani latek. Pfinos projektu je obrovsky vezmeme-li Vv potaz, ze onemocnéni S$ifena
komary se tfadi z hlediska umrtnosti celosvétové na predni mista. Schopnost produkovat
vlastni rekombinantni enzym nam dava moznost zatfadit se mezi Spickova védecka pracoviste
zabyvajici se problematikou selektivnich insekticidu.

Splnéni kontrolovatelnych vysledki FeSeni.

Uved'te jen vystupy, které vznikly na zakladé feseni tohoto projektu. Dale uved'te, zda byly
publikace skute¢né zadany do OBD s vazbou na RIV. Uved’te, které dalsi vystupy planujete
do konce feSeni projektu.

Tab. 1 Sumaf vystupi FeSeni projektu®

Typ vystupu Plan Splnéno | Plin | Poznimka
Vv zadosti do (nap¥. vyslo,
0 12/16 | prijato,
projekt V redakénim

Fizeni apod.

Pocet obhdjenych dizertacnich praci

Pocet obhdjenych diplomovych praci

Jimp - vystup v impaktovaném casopisu 1 0 1

Jsc — vystup v databazi Scopus

Jneimp — vystup v databazi ERIH

Jrec — vystup v recenzovaném ¢asopisu

B — odborna kniha

C — kapitola v odborné knize

D — ¢lanek ve sborniku

Pocet vysledkl celkem

Podrobné zdivodnéni vydaji a doloZeni dodatecnych Zadosti 0 zménu rozpoctu:

a) osobni naklady (mzdy, odmény; odvody na zdravotni, socialni a urazové pojisténi; tvorba
socialniho fondu, dohody o provedeni prace a dohody o pracovni ¢innosti) a jejich stru¢né
zduvodnéni,

Nebyly planovany.

b) stipendia a jejich strucné zdivodnéni,

Stipendia byla Cerpana v souladu s planem. V néakladech na stipendium bylo zahrnuto

financovani cestovného a nakladi na konferenci (The 12th International Meeting on
Cholinesterases and Sixth International Conference on Paraoxonases, Spain)

c) spotiebni material (vydaje na pofizeni kancelarskych potieb a ostatniho spotiebniho
materialu) a jejich struéné zdivodnéni

1V pripadé, ze vznikly typy vysledkl neuvedené v tabulce, pridejte si do ni Fadky.



V polozce spottebni material doSlo ke zméné Cerpani. Byla podana zadost o zménu
rozpoCtu a nevyuzité penize z polozky sluzeb byly vyuzity na nakup chemikalii

potiebnych k realizaci projektu.
d) drobny hmotny majetek a jejich stru¢né zdivodnéni,

Nebyl planovan.
e) dalsi naklady a jejich stru¢né zdtivodnéni,

Dalsi naklady se nevyskytly.
f) naklady nebo vydaje na sluzby a jejich struéné zdivodnéni,

Pivodné planované vydaje na sluzby nebyly vyuzity, a proto byla dana ¢astka prevedena

na pofizeni chemikalii.

g) dopliikkové (rezijni) naklady nebo vydaje v souladu s pfislusnym fidicim aktem UHK,
Nebyly planovany.

h) cestovné a jeho struéné zduvodnéni.
Nebylo planovano

Vysledek cerpani finanénich prosttedkll uved’te v jednotné prehledné tabulce 2.

Tab. 2 Cerpani finanénich prostiedkii v K&

Polozka Plan Zadost 0 zménu | Skute¢nost
rozpoctu

Pocet ¢lent feSitelského | 0 0 0

tymu Cerpajicich mzdové

prostiedky

Pocet studentii 1 1 1

cerpajicich mzdové

prostiedky

Stipendia 40 000 38 786,5 38 786,5

DPP, DPC - studenti 0 0 0

Odmény, DPP, DPC - 0 0 0

ostatni

Zakonné zdravotni a 0 0 0

socialni pojisténi

Celkem osobni naklady | 40 000 38 786,5 38 787,0

Spotiebni material 68 000 72 213,5 73 051,10

Drobny hmotny majetek | O 0 0

Materialové naklady 68 000 72 213,5 73 051,10

celkem

Sluzby celkem 3000 0 0

Cestovné celkem 0 0 0

Celkové naklady 111 000 111 000 111 838,10

Ke zpravé piilozte:
a) vypis z kopie publikac¢nich vystupu,
b) OBD - vystupy podpofené timto projektem,
¢) vysledovku z ekonomického informaéniho systému Magion — vyuctovani dotace.

Datum: 5. 1. 2016 Podpis odpovédného tesitele




