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Anotace

Malarie je infek¢ni onemocnéni zplsobené parazity prvokd rodu zimnicka,
které jsou prenaseny komarim (Anopheles gambiae) kousnutim. Prevence proti
prenosu maldrie je zaloZena na uziti insekticidd uc¢inkujicim na cholinergni enzym
acetylcholinesterazu. Komar si za dobu pouzivani pesticidii vybudoval rezistenci
spocivajici v mutaci genu pro acetylcholinesterazu, ktera vede k produkci enzymu
zaménou glycinu na pozici 119 za serin (G119S).

Vliterarnim piehledu po uUvodu tykajicim se malarie a prenosu tohoto
onemocnéni, nasleduje kapitola zabyvajici se prostiredky prevence vii¢i malarii.
Nasledujici kapitoly predstavuji enzym acetylcholinesterdzu a rezistentni
mechanismus komara. Dalsi cast teoretického prehledu je vénovana pripravé
rekombinantnich proteini a expresnich systémi, ve kterych je mozZné
rekombinantni proteiny produkovat.

Experimentalni ¢ast se zabyva pripravou komari mutantni acetylcholinesterazy,
ktera je dilezita pro vyvoj novych insekticidli prekonavajici rezistenci. Po zaméné
byl gen pouZit pro tvorbu rekombinantniho bakmidu a nasledné byl bakmid vyuZit
k tvorbé bakulovirt v kulture bunék Sf9. V bunkach byl rekombinantni enzym

exprimovan jako sekretovany do bunééného média a byla stanovena jeho zakladni

aktivita vii¢i nemutovanému (wild-type) enzymu.
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Annotation

Malaria is an infectious disease caused by protozoan parasites which are
transmitted by mosquito bites (Anopheles gambiae). Prevention of malaria
transmission is based on the use of insecticides acting on the cholinergic enzyme
acetylcholinesterase. The mosquito has built up resistance to the
acetylcholinesterase gene mutation during pesticide use, leading to enzyme
production by replacing glycine at position 119 with serin (G119S).

The first part of the literary review contains the introduction of malaria, the
transmission of the disease and a chapter about the means of preventing malaria.
The following chapters present the enzyme acetylcholinesterase and the mosquito
resistant mechanism. The final part of the review is focused on the preparation of
recombinant proteins and expression systems in which the recombinant proteins
can be produced.

The experimental part of this theses documents the used procedures for the
preparation of the mutated mosquito acetylcholinesterase and the exchange of
bases in the gene. This change is important for the development of new overcoming
resistance insecticides. After substitution, the gene was used for the formation of a
recombinant bacmid. Subsequently, the bacmid was used to form baculoviruses in
the cell culture Sf9. The recombinant enzyme was expressed as secreted into the cell

medium. [ts basal activity against the wild-type enzyme was determined.

Keywords:
malaria, insecticides, acetylcholinesterase, baculovirus, expression system,

Spodoptera frugiperda Sf9
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Seznam zkratek pouZzitych v textu

AChE acetylcholinesteraza

AgAChE1 komari acetylcholinesteraza Anopheles gambiae
WHO Svétova zdravotnicka organizace

DDT dichlordifenyltrichlorethan

ACT artemisinin based combination therapy



1. Uvod

Po tuberkuléze je malarie druhou nejcastéjsi infek¢ni smrtelnou chorobou
na svété.[1] Pric¢inou tohoto lidského onemocnéni jsou riizné druhy prvoka rodu
zimnicka (Plasmodium). Tito prvoci jsou charakteristi¢ti svym Zivotnim cyklem,
kdy za Zivot vyméni dva hostitele, komara a clovéka.[2]

Vyuzivaji se razné metody obrany proti pifenosu tohoto onemocnéni,
jak chemoprofylaxe, tak latky pro kontrolu vektori. Chemoprofylaxe je zaloZena
na zabranéni Sifeni onemocnéni odstranénim parazita z lidského téla pomoci 1éCiv
blokujicich pienos. Dalsim zplisobem prevence je imunizace jedinci pomoci
ockovani. Do prevence proti malarii je také zahrnuta kontrola vektorii. Komary lze
kontrolovat pomoci inhibitori iontovych kandld a acetylcholinesterazy,
bakteridlnimi larvicidy a reguldtory riistu hmyzu.

NejcastéjSim vektorem pro prenos malarie je komar Anopheles gambiae
(An. gambiae). Proti vektorim lze dnes vyuzit ctyri tiidy insekticida:
organochloridy, karbamaty, pyrethroidy, organofosfaty. Tyto pesticidy se déli
dle mechanismu udc¢inku na insekticidy ucinkujici na napétové tizené sodikové
kandly ainsekticidy ucinkujici na acetylcholinesterazu. BéZné pouzivané
organofosfatové slouceniny vSak maji nedostatky, jelikoZ nejsou prilis selektivni ke
komarimu enzymu a dochdazi ke vzniku rezistence viici cilovym strukturam.[3]

Rezistence na organofosfatové insekticidy u komara An. gambiae zptsobuje
mutace genu pro acetylcholinesterazu, ktera vede k produkci enzymu zaménou
glycinu na pozici 119 za serin (G119S).

Vtéto praci bude vytvorena mutantni verze rekombinantniho enzymu

acetylcholinesterazy komara An. gambiae a budou porovnany aktivity obou

exprimovanych proteinti, wild-type a mutantniho.



2. Literarni prehled

2.1 Malarie

Malarie patii k nejcastéjSim onemocnénim v mnoha tropickych a subtropickych
oblastech. V roce 2017 bylo zaznamendno 219 milionti novych pripadi nakazy
v 90 zemich svéta a zemrielo na néj okolo 435 000 lidi. Celosvétové je malarie
nejrozsirenéjsi na africkém kontinentu.[4] Kromé Afriky (90 %) se toto onemocnéni

vyskytuje také v jihovychodni Asii (7 %), ve vychodnim Stiedomori (2 %) a JiZni

Americe. [5]
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Obrdzek 1: Rizika vypuknuti maldrie, 2015 méritko na 1000 ohroZenych lidi za rok,
upraveno dle Our World In Data. [74]

Onemocnéni malarif zplisobuji paraziti¢ti prvoci rodu zimnicka (Plasmodium).| 6]
Komarem z ¢lovéka na Clovéka jsou prenaSeny Ctyri druhy: zimnicka tretidenni
(Plasmodium vivax), zimnicka tropickd (Plasmodium falciparum), zimnicka
ctvrtodenni (Plasmodium malariae) a Plasmodium ovale. V poslednich letech
se objevuji pripady malarie spojené se zoonézou (infekce prirozené prenosné
ze zvirat na ¢lovéka) Plasmodium knowlesi v oblastech jizni Asie, kde jsou u tohoto
druhu parazita hlaseny pripady prenosu malarie z infikovanych opic na ¢lovéka.[7]

Nejrozsitenéjsimi druhy zimnicek zptsobujicich maldrii jsou zimnicka tropicka
(Plasmodium falciparum) a zimnicka tfetidenni (Plasmodium vivax). Naptiklad

zimnicka tropicka zplisobila 99,7 % pripadi malarie v roce 2017 v Africe.[7]
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Malarie je paraziticka infekce prenosna na clovéka kousnutim infikovanym
komarem. Po prenosu infekce do lidského téla je nakaza nejprve prenesena do jater.
Vjatrech se parazit rozmnozuje a pronika do ¢ervenych krvinek, kde se mnoZi
az krvinka praskne. Prasknutim Kkrvinky se do krevniho recisté uvolni vice
paraziti. [8]

Nakaza malarii se Spatné rozpoznava, jelikoZz ma prvni ptiznaky podobné
chiipkovym onemocnénim. Nejprve se objevi horecka, kterd je charakteristicka
typickymi cykly horecky, zachvatii zimnice a vydatnym pocenim. DalSimi piiznaky
podobnymi s chiipkovym onemocnénim jsou bolesti kloubti, bolesti hlavy, nauzea,
¢asté zvraceni, bolesti svalu, kirece, krvava stolice az kdma. Pokud se malarie neléci
v zacatcich, miiZe se vyvinout v tézkou formu onemocnéni. V disledku sniZeni poctu
cervenych krvinek mutze dojit k anémii. Mezi Zivot ohrozujici symptomy patii
opuchnuti krevnich cév mozku, hromadéni tekutiny v plicich, ktera miize zptsobit

problémy s dychanim az edém plic a selhani organt. [9, 10]

2.1.1 Prenos malarie
Maldrie je transmisivni nakaza, tedy ndkaza prenaSena pomoci vektori - komard.
Prenaset malarii mohou pouze komari samicky, samecci nekousou, proto malarii
ajiné nemoci prenaset nemohou. Komard rodu Anopheles existuje vice nez
400 druhti, ale pouze 30-40 druhi prendsi malarii. Pfrenos zavisi na mnoha
faktorech napriklad na druhu parazita, vektoru, hostiteli nebo prostredi. [8]
Komafti prochazi kompletni metamorfézou pres 4 vyvojova stadia: vajicko, larvu,
kuklu a dospélce. Obecné dospélé samicky ziji velmi kratkou dobu, jen maly podil
jich Zije tak dlouho, aby mohlo dojit k prenosu malarie. Samicky nakladou vajicka,
ktera se lthnou po 2 dnech az 3 tydnech. Vyvinou se v larvu a nasledné se larva
zavine do kukly. Po néjaké dobé kukla praskne a na hladiné se objevi mlady

komar. [11]
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2.1.2 Pivodce malarie - zimnicka (Plasmodium)

Pravym pavodcem maldrie jsou zimnicky. Zimnicka neboli Plasmodium patii
do rodu prvokl z kmene vytrusovci a tiidy krvinkovky. Zimnic¢ky za sviij Zivotni
cyklus vyméni dva hostitele, komara rodu Anopheles a ¢lovéka. [12]

Cyklus nakazy malarii za¢ind nasatim infikované krve obsahujici gametocyty
zimnicky komari samickou. V komarim strevé dojde koplodnéni gamety,
pres stadium zygoty a ookinetu vznikne oocysta. Z oocysty vznikne sporozoit.
Sporozoity se pii sdni komarem inokuluji do krevni kapilary nebo do perivaskularni
tkané Clovéka. Po proniknuti  preerytrocytarniho stadia zimnicek
do parenchymovych bunék jater schizonti dospéji v merozoity. Dojde k hepatolyze
a nasledné merozoit pronikne do krevniho recisté, kde napada erytrocyty. V krvi
probiha erytrocytarni faze asexualniho mnoZeni, kde merozoity rostou a méni se
v trofozoity. Trofozoity se vyznacuji délenim jadra, které se rozdéli a vzniknou nové
merozoity. Erytrocyty se rozpadnou a vzniklé merozoity napadaji dalsi erytrocyty.
Erytrocytarni cyklus se timto zptisobem opakuje a synchronizuje, proto se vétSina
erytrocytli rozpadne zaroven. Tento rozpad je provazen typickym vzestupem

teploty. [2, 8, 13]

Sporozoity ve e
slinnych zlazach = e A

\ Preerytrocytdrni faze
X
W

sporozoity ve

stfednim stievé X
Merozoity

i Komari faze

2
4, oocysta
'Y

zraly schizont

/| &

~

| )
trofozoity J@)

zygota s \ / Erytrocytdrni faze
©\ @]e d ’

d;\';

~~ — Gametocyty

~

0]
I8

Gametocyty

Obrdzek 2: Biologicky cyklus P. falciparum, Komadr kousne ¢lovéka a injikuje sporozoitové formy. Sprotozoity
Jjsou preneseny do jater a napadaji hepatocyty, ve kterych se vyvijeji do exoerytrocytdrnich forem merozoiti,
které se uvolriuji do krevniho obéhu. Merozoity napadaji erytrocyty a rostou do trofozoitii a zralych schizontii.

Merozoity jsou uvolnény a napadaji dalsi erytrocyty. Gametocyty, vytvorené z asexudlniho krevniho stddia, jsou
prijimdny komdrem do streva, kde zraji v sam¢i a samici gamety. Oplodnénd zygota se vyviji na ookinetu a
oocystu a nakonec ve sporozoity, které migruji do slinné zZldzy. [14]
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Trvale pohlavni formy vznikaji z nékterych merozoitli jejich zvétSenim az pres
velikost erytrocytli. Tato forma je nasledné nasata komarem a timto je uzavien Zi-

votni cyklus zimnicek. [8] [14]

2.2 Lécba
Malarie je jedno z nejzavaznéjsich onemocnéni, které si rocné vyzada pres ptl
milionu lidskych Zivotli. Existuji metody prevence pred ndkazou, které spocivaji
v ochrané pied sanim infikovanych komaru. V nékterych pripadech vsak prevence
selze a musi dojit k1é6¢bé antimalariky. U¢inna lé¢ba proti véem druhéim tézké
tropické malarie je 1é¢ba chininem a chinolinovymi 1écivy. Chlorochin (dle IUPAC -
N*-(7-chlorchinolin-4-yl)-N1,N1-diethylpentan-1,4-diamin), primachin (dle IUPAC -
8-(4-amino-1-methylbutylamino)-6-methoxychinolin) pro protirelapsovou terapii
a meflochin jsou néktera z dnes pouzivanych ucinnych antimalarik. V tropickych
zemich je v rostouci mire ohroZeno verejné zdravi kviili rezistenci Plasmodium
falciparum, vGc¢i chlorochinu a antifolatim, proto se vyuzivaji kombinovana
antimalarika s artemisininem. [15]

Nejcastéji se k1écbé malarie pouziva antimalarikum artemisinin v kombinaci
s jinymi 1éc¢ivy. Artemisinin (dle IUPAC (1R, 4S, 5R, 8S, 9R, 12§, 13R)-1,5,9-trimethy
1-11,14,15,16-tetraoxatetracyklo[10.3.1.0413.0813]hexadek-10-on) je prirodni
extrakt zpelynku (Artemisia annua). Artemisininy jsou léCiva urcena pouze

k terapeutickému vyuziti, pro prevenci vSak nejsou vhodna. [16]

2.3 Prevence

Ackoli je 1écba malarie zaloZena na odstranéni parazitickych zimnicek z lidského
téla pomoci antimalarik jako je chinin nebo artemisinin, existuji také zptsoby
prevence proti nakaze.

K prevenci malarie mohou byt pouZzita antimalaricka lé¢iva a oCkovani. Léciva
blokuji prenos a ockovani maji svij cil v clovéku. Dalsim zptlisobem, jak lze zamezit
prenosu malarie, je kontrola vektort. Kontrola probiha pomoci inhibitort iontovych
kanald a acetylcholinesterazy, bakteridlnich larvicidi aregulatord ristu

hmyzu. [17]
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2.3.1 Léciva blokujici prenos

Antimalarika blokujici prenos infekce, naptr. kombinace artemisinin-piperaquin
prerusi Sifeni nemoci zinfikovaného hostitele na komari vektor. Komerc¢né
dostupna antimalarika s gametocidnim u¢inkem mohou blokovat prenos infekce
odstranénim vétSiny gametocytl z lidského hostitele. Lidské té€lo se po uziti téchto
antimalarik chova jako neinfek¢ni vii¢i vektortim, coz ma za nasledek sniZeni
prenosu infekce. [18, 19]

Gametocidni aktivita komer¢né dostupnych antimalarickych 1ékii, kombinovana
latka ACT (artemisinin based combination therapy) s nizkou davkou primachinu,
byla zkoumana v 17 kambodZskych vesnicich. Ze ziskanych vysledkl v roce 2010
Svétova zdravotnickd organizace doporucila jednordzovou davku a omezeni pro
lé¢ivo ACT v kombinaci s davkou primachinu. [19] V nékterych statech jsou nové
registrovana a uzivana léciva zaloZenda na latce artesunat (systematicky nazev -
4-0x0-4-[[(4S, 5R, 8S, 9R, 10R, 12R, 13R)-1,5,9-trimethyl-11, 14, 15, 16-tetraoxotet
racyklo[10.3.1.0413.0813]hexadekan-10-yl]oxy]butanova kyselina) v kombinaci
s dalSimi lécivy. [20]

2.3.2 Ockovani

Prenos blokujici vakciny jsou urceny k vyvolani imunitni odpovédi proti parazitim.
Imunizovani jedinci nemohou prendsSet malarii. Nechrani pifed onemocnénim,
ale populaci pred prenosem maldrie. Od infikovaného lidského zdroje nakazy
je malaricka infekce prenesena komdarem pievazné do nékolika stovek metra.
UZivani TBV (transmission blocking vaccination) uvniti komunity by ochranilo
od nakazy bezprostiedni sousedstvi ockovanych jedinct. [21]

V poslednich letech se vyvin vakciny zaméfuje na preerytrocytarni,
tedy sporozoitové a jaterni stadia zimnicky. Principem plné ucinné vakciny
proti preerytrocytarnimu stadiu je zastaveni infekce v krvi. Vakciny, které by
plsobily proti sexudlnim stadiim zimnicek, by mohly prerusit cyklus prenosu,

nemély by vSak primy ucinek na stavajici infekci ockovaného clovéka. [14]
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2.3.3 Kontrola vektori
Komar hraje dilezitou roli v Zivotnim cyklu parazitd, a tudiZ jsou insekticidy
pro regulaci vektort klicovym mechanismem pro sniZeni poc¢tu nakazenych malarii.
Dnes existuji pouze ¢tyti tiidy insekticidii (organochloridy, karbamaty, pyrethroidy
a organofosfaty), které jsou doporuceny Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO)
pro pouZiti jako pesticidy. [1]

Tyto insekticidy mohou byt rozdéleny na zakladé jejich mechanismu ptisobeni
na aktivatory napétové rizeného sodikového kandlu nebo inhibitory enzymu
acetylcholinesterazy. PouZiti insekticidi pro kontrolu malarie spociva v pouziti
téchto latek pro vnitini postiik nebo venkovni postriky proti komarim. [22]

Kromé konvencnich insekticidl na bazi chemickych latek existuji také alternativy
jako regulatory ristu hmyzu nebo bakteridlni larvicidy. Regulatory ristu hmyzu
interaguji s metabolismem a tim ovliviiuji rist hmyzu pomoci naruseni jeho
embryogeneze a metamorfézy. Vyhodou téchto regulatort je, Ze vykazuji mensi
toxicitu vici Clovéku nebo obratlovcim nez konvencni insekticidy. [23, 24]
Bakterialni larvicidy jsou proteiny produkované bakteriemi, které maji insekticidni
a selektivni UCinek na larvalni stredni strevo. Tyto toxiny reaguji sreceptory
v epitelu stredniho stfeva avyvolavaji cytopatologické ucinky vedouci ke smrti

larvy. [25]

2.3.3.1 Insekticidy cilici na napétové rizené sodikové kanaly

Napétové rizené sodikové kandly jsou iontové kanaly pritomné na membranach
bunék. Sodikové kanaly mohou byt blokovany pomoci urcitych chemickych latek
napr. pyrethroidovymi a organochlorovymi insekticidy, které narusuji jejich
funkci. [26]

pro kontrolu vektorli. Pyrethroid se vorganismu navdZe na otevieny kanal
a zabranuje jeho uzavreni, tim se prodluzuje akcni potencial, coZ ma za nasledek
rychlou paralyzu hmyzu, znamou jako ,knockdown“ a naslednou smrt. [27]
Selektivni toxicita pyrethroidd je zaloZena na vyssi afinité insekticidu k sodikovym
kanalim hmyzu nez k sav¢im. [28, 29] Nékterymi zastupci syntetickych pyrethroidi
jsou deltamethrin (systematicky nazev - [(S)-kyano(3-fenoxyfenyl)methyl]-
(1R,3R)-3-(2,2-dibromethenyl)-2,2-dimethylcyklopropan-1-karboxylat)
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a permethrin (systematicky nazev - (3-fenoxyfenyl)methylester 3-(2,2-dichlorethe
nyl)-2,2-dimethylcyklopropan-1-karboxylat). [24, 30, 31]

DalSimi insekticidy cilicimi na napétové rizené sodikové kandly jsou
organochlorové pesticidy. NejznaméjSim zastupcem téchto insekticidli je DDT
(dichlordifenyltrichlorethan), kterého bylo hojné vyuzivano, ale kviili jeho tc¢inkiim
na zivotni prostifedi byl vyloufen zprogramu kontroly vektori. V disledku
vylouceni tohoto insekticidu vypukla vroce 1996 jedna z nejhorSich epidemii
maldarie v historii Jihoafrické republiky. PrestoZe pyrethroidy a organochlorové
pesticidy sdileji stejny mechanismus ucinku, lisi se ve svych vazebnych mistech

sodikovy kanal. [1, 32]

2.3.3.2 Insekticidy cilici na acetycholinesterazu

Dnesni acetylcholinesterazové pesticidy pro hubeni Skidcl byly vyvinuty
v priibéhu druhé svétové valky. Acetylcholinesteraza (AChE) je Zivotné dulezity
enzym pro regulaci neurotransmiteru acetylcholinu u savci a hmyzu. Insekticidy
uzivané pro kontrolu hmyzich vektori jsou karbamatové a organofosfatové
insekticidy. [33]

Organofosfaty jsou chemicky estery kyseliny ortho-, thio- a pyro- fosforecné.
Jejich mechanismus ucinku je reakce se serinem za vzniku kovalentni vazby
v aktivnim misté acetylcholinesterazy a butyrylcholinesterazy. Tato reakce vede
kinhibici synaptického vedeni signalu v nervovych vlaknech. Mezi zastupce
organofosfatli patii paraoxon (systematicky nazev - diethyl-4-nitrofenyl fosfat).
V minulosti byly ptipraveny riizné derivaty organofosfatii pro zvyseni selektivity
pesticidli vici Skodlivému hmyzu. Selektivity bylo docileno obménou oxo formy
pesticidu na thio analoga. Tato analoga jsou konvertovana pomoci oxidaz s Sirokou
specifitou ucinku. [34]

Karbamatové insekticidy jsou chemické estery kyseliny karbaminové nebo
karbamidové. Mechanismus ucinku je skoro stejny jako u organofosfati s tim

rozdilem, Ze se u karbamati jedna o pseudoireverzibilni inhibici. [25]

2.4 Acetylcholinesteraza

Acetylcholinesteraza (AChE) ( EC 3.1.1.7 ) je serinova hydrolaza patrici do skupiny

cholinesteraz, které katalyzuji hydrolyzu neurotransmiteru acetylcholinu na cholin
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a kyselinu octovou. Tato reakce je nezbytna pro umoZnéni navratu cholinergniho
neuronu do klidového stavu po aktivaci. Ma-li dojit krepolarizaci, musi byt

acetylcholin rychle odstranén ze synapse. [35]

2.4.1 Struktura enzymu AChE
Enzym AChE je tvoren retézcem o 737 aminokyselinach a velikosti 80,902 Da.
Enzym se vyskytuje jako homodimer.[36]

Tento enzym ma hluboké a uzké uzlabi s katalytickym mistem uvnitr a perifernim
mistem u vstupu do tzlabi aktivniho mista. Uzlabi je lemované aromatickymi zbytky,

které usnadiiuji pohyb kladné nabitého acetylcholinu nebo kationtového inhibitoru

z periferniho mista u vstupu k vnitiku katalytického mista v dolni ¢asti. [37, 38]

\)

. Katalyticka misto

[:] Periferni misto

Obrdzek 3: Uzlabi AChE s aktivnim mistem s vyobrazenym katalytickym a perifernim mistem, obrdzek byl
prevzat a upraven z [37]

V katalytickém misté se nachazi serinovy, histidinovy a glutamatovy zbytek. Tyto

aminokyselinové zbytky tvori katalytickou triddu, ktera ma sit vodikovych vazeb,

zvySujici nukleofilitu serinové hydroxyskupiny pro hydrolyzu substratu
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acetylcholinu. Toto konstruk¢éni usporadani poskytuje vysokou katalytickou
ucinnost. [39-41]

Existuje nékolik rozdilii ve strukture mezi lidskou a hmyzi acetylcholinesterazou.
Jednim z nich je aminokyselina na okraji uzlabi enzymu, kdy hmyzi AChE se u vstupu
do aktivniho mista nachazi volny (nesparovany) cysteinovy zbytek. [42] Africky
komar (An. gambiae) ma dvé AChE, Ace-paralogickou AChE a Ace-ortologickou
AChE, kdy obé maji na uzlabi v blizkosti aktivniho mista cysteinovy zbytek. [43]
Lidska AChE spolu s dalsimi zastupci obratlovcli ma v tomto misté aminokyselinu

fenylalanin.

2.4.2 Fyziologicka funkce u hmyzu

Acetylcholin se nachazi ve vysokych koncentracich uzavien v malych, synaptickych
vaccich vzakonceni cholinergntho neuronu. Syntetizuje se reakci cholinu
sacetatem.  Acetylcholin je excita¢ni neurotransmiter olfaktorickych
a mechanosenzorickych neuronti a interneuronti. Acetylcholinesteraza ukoncuje
pienos impulsli na synapsi prostiednictvim rychlé hydrolyzy neurotransmiteru
acetylcholinu na kyselinu octovou a cholin (Obr. ¢ 4) [39]Po reakci je acetylcholin
vezikuldarnim prenaseCem zpétné vychytdvdn do synaptickych vackl. [26]
Acetylcholinesteraza je zodpovédnd za nervosvalovy pienos mezi neurony
u obratlovc(, avsak u hmyzu za transmisi v nervosvalovém spojeni je zodpovédna

pro inhibici kyselina y-amino maselna (GABA) a glutamat pro excitaci. [44]
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Obrdzek 4: Hydrolyza acetylcholinu za katalyzy AChE na acetdt a cholin, vytvoreno v
ChemSketch



2.4.3 Inhibice acetylcholinesterazy insekticidy

Malarie zptisobi ro¢né obrovské ztraty na lidskych Zivotech. Usili kontrolovat
komari vektor pomoci vnitfniho a vnéjSiho postiiku insekticidy je uspésné
pro sniZzovani globalni imrtnosti na malarii. AChE neni pouze cilem insekticidd,
ale také chemicky piibuznych bojovych latek a prirozené se vyskytujicich toxini
(napft. hadi jedy). [45]

Insekticidy funguji na principu reakce latky se serinem v katalytickém misté pro
znemoznéni fungovani AChE. Aromatické zbytky okolo katalytického mista
pomahaji pii prenosu substratu. JelikoZ se nachazi stejné serinové reziduum také
v katalytickém misté sav¢i AChE, bylo vyuzivani téchto pesticidi limitovano kvili
toxicité k savciim. I kdyz se dlouho uvazovalo o tom, Ze lidem malé davky insekticidt
neSkodi. Nedavna zprava americké agentury pro ochranu Zivotniho prostredi (U.S.
Environmental Protection Agency’s Office of Inspector General) poukazuje na to,
ze nékteré insekticidy mohou prostoupit pres hematoencefalickou bariéru
do mozku zarodki ¢lovéka a malych déti, kde mohou znicit bunky ve vyvijejicim
se nervovém systému. Dalsim diivodem limitovani insekticidi byl vznik rezistence
mutaci v genu pro acetylcholinesterazu (G119S mutant AChE komara An. gambiae),
kviili kterému je komar nesouci tuto zaménu rezistentni vii¢i témto pesticidim. [19,

46]

EtO, /OO»NO
o \/ 2

e0” 0
Paraoxon

Inaktivni AChE

Obrdzek 5: Periferni a katalytickd mista v uzlabi aktivniho mista Acetylcholinesterdzy, ID reziduf prevzaty z
krystalové struktury Torpedo californica acetylcholinesterdzy (Protein Data Bank ID: 2ACE), obrdzek byl prevzat
a upraven z [37]
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2.4.4 Rezistence

Obecné odolnost hmyzu vii¢i insekticidim je velmi zavaZny problém. Tento
mimoradny jev poskytuje model adaptace eukaryot na toxické prostiedi. Odolnost
vicCi insekticidim vyplyva ze tii hlavnich mechanismii: sniZend penetrace
insekticidii, ucinnéjsi metabolizace insekticidu a geneticka uprava insekticidniho
cile. [47]

Komar An. gambiae ma tfi rezistentni mechanismy proti insekticidiim, dva
spocivaji ve zméné cilového mista a treti mechanismus rezistence je zvySeni
ucinnosti metabolické detoxifikace insekticidt. [48]

Mutace cilového mista pro gen acetylcholinesterazy, vede k zaméné G119S AChE
a je zodpovédna za necitlivost acetylcholinesterazové rezistence vuci
organofosfatovym a karbamatovym insekticidim u populace An. gambiae v zapadni
Africe. [49]

Predpoklada se, Ze mutace sniZuje prostupnost inhibitoru ke katalytickému
mistu, které je stericky branéné. Tato mutace vSak také ovliviiuje zpracovani
prirozenych substratii a mutant G119S An. gambiae AChE vykazuje sniZeny obrat
enzymu ve srovnani s nemutovanou verzi. [50]

Aminokyselinovy zbytek G119 leZi uvnitf oxoanionového otvoru v blizkosti
katalyticky aktivniho mista. [50, 51] Mutace sniZuje objem aktivniho mista a serin
S119 blokuje karbamylaci katalytického zbytku serinu S199. Rekombinantné
exprimovand a purifikovana katalyticka ¢ast G119S AChE1 prokazala pouze 3 %
obrat wild-typ enzymu. [48]

Druhym rezistentnim mechanismem je také mutace napétovych sodikovych
kanald. Siroké pouzivani pesticidéi pravdépodobné piispélo k rezistenci napii¢
subsaharskou Afrikou. U An. gambiae je rezistence zpisobena mutacemi sodikovych
kanald leucinu (TTA) na fenylalanin (TTT) nebo leucinu na serin (TCA) v kodonu
1014 (mutace oznacované jako kdr - knock down resistence nebo super-kdr). [52]

DalSim rezistentnim mechanismem je metabolicka detoxifikace. Mechanismus
detoxifikace je zaloZen na zvySené expresi detoxifikacnich enzymi patiicich
do skupiny karboxyesteraz, cytochrom P450 monooxidaz a glutathion S-transferaz.

[53]
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proto ackoliv nam metody molekularni a bunécné biologie poskytuji mnoho
prostfedkd pro analyzu urcitych gend, nemusi byt tyto metody uplné piresné.
Interakce rezistentnich a regula¢nich genti miiZe hrat klicovou roli v insekticidni

rezistenci kvilili nadmérné genové expresi a necitlivosti vii¢i cilovému mistu. [54]

2.5 Rekombinantni proteiny

Rekombinantni proteiny jsou proteiny ziskané vnesenim rekombinantni DNA
do heterologniho hostitele, ve kterém dojde kexpresi genu. Expresni systém
podporuje expresi genu a translaci jeho mRNA, a tim se mlze pripravit mutantni
protein. [42]

Nadprodukce a purifikace rekombinantnich proteini jsou nezbytnym
predpokladem pro biochemickou funkéni charakteristiku proteinu, strukturni
analyzu, proteinové inZenyrstvi a produkci 1ékti, vakcin a potravinovych doplikd.
VétSina rekombinantnich proteinli je exprimovana v jinych organismech. Tyto
organismy se nazyvaji expresni systémy. Existuji bakteridlni expresni systémy,
kvasinkové expresni systémy, expresni systémy vyuZivajici hmyzi buiiky, savci

expresni systémy a bezbunécné expresni systémy. [55]

2.5.1 Vyuziti rekombinantnich proteini

Technologie rekombinantnich proteini se vyvinula v nedavné dobé a ma jedinecny
vliv v lidském Zivoté. Diky tomuto pokroku je mozné bezpecné pripravit dostate¢né
mnozstvi klicCovych proteinti potrebnych pro védecké a zdravotnické ucely, které by
jinak nebylo mozné ziskat viibec, nebo jen stézi. [56]

Uziti technologie rekombinantni DNA umoznilo vyrobu novych enzym
vhodnych pro specifické podminky zpracovani potravy. Vysledkem je vytvoreni
dilezitych potravinarskych enzymda, jako jsou amylazy a lipazy s vlastnim
prizplisobenim konkrétnim potravinovym aplikacim. [57]

Tyto metody maji take Siroké spektrum vyuziti prilécbé onemocnénia zlepSovani
zdravotnich podminek. Technologie rekombinantni DNA se vyuZiva pro genovou
terapii, l1écbu kardiovaskularnich onemocnéni nebo rakoviny. Dale se tento postup

vyuziva pro vyvoj vakcin a rekombinantnich hormont. [25, 58, 59]
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Genetické inZenyrstvi ma Siroké uplatnéni pri feSeni environmentalnich

problémt. Jeho pomoci se rozviji fytoremediace a odolnost rostlin. [60, 61]

2.6 Expresnisystémy

Vyvoj genetického inZenyrstvi a klonovani oteviel mnoho moZnosti pro expresi
a izolaci heterolognich proteintli pro vyzkumné ucely. Znacny pokrok v technologii
umoznil expresi a izolaci rekombinantnich proteinti ve velkém meéritku, jako je
produkce enzymt, protilatek nebo vakcin. JelikozZ tyto proteiny musi byt pripraveny
ve velkych mnoZstvich, vyuzivaji se riizné expresni systémy. Tyto systémy musi byt
snadno kultivovatelné a udrzovatelné, musi rychle riist a produkovat velké mnozstvi
proteint. Existuji bakterialni, kvasinkové, hmyzi, savCi a bezbunécné expresni
systémy. [62]

Nejcastéji se vyuZivaji bakteridlni expresni systémy, v této skupiné dominuje
Escherichia coli (E. coli), dalSimi bakterialnimi systémy jsou Lactoccoctus lactis,
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida. Vyhodou
pouziti je snadna kontrola genové exprese, rychly riist, snadna kultivace, mozZnost
sekrece proteinu do média a nizké ndklady. Nevyhodami jsou chybéjici
posttransla¢ni modifikace, kviili cemuzZ protein miiZe postradat biologickou aktivitu
a vysoky obsah endotoxinti v bakteridlnich burikach. [63-65]

Pro expresi rekombinantnich proteinii se také vyuZzivaji kvasinkové systémy.
Zastupcem kvasinkovych expresnich systémi je kvasinka Saccharomyces cerevisiae.
Vzhledem ktomu, Ze se skvasinkami snadno geneticky manipuluje, 1ze kmen
optimalizovat pro expresi specifickych proteinti. Vyhoda kvasinkovych systémti je,
zZe v nich Ize provadét posttransla¢ni modifikace eukaryotickych proteint. Jsou také
rychle rostouci a méné ndkladné v porovnani se savéimi bunéénymi kulturami. [66]

Expresni systémy vyuZivajici bakuloviry a hmyzi buiniky maji schopnost
produkovat mnoho rekombinantnich proteinii na vysoké urovni, tyto systémy také
poskytuji moZnosti posttranslacniho zpracovani podobné eukaryotickym
proteinim. Baculoviridae je velka skupina virl s relativné velkymi, kruznicovymi
DNA genomy. Prirozenymi hostiteli téchto vird jsou ¢lenovci, hlavné hmyz. Vyhodou
téchto systémil jsou posttranslacni modifikace podobné savéim, bezpecnost
pro clovéka a relativné vysoka uroven exprese proteinu. Nevyhodou je mirné

odlisna N-glykosylace. Kultivace téchto bunék je Casové i finan¢né naroc¢na. [63]
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V dnesni dobé je vice Zddana produkce proteinti pomoci sav¢ich bunék. Expresni
systémy vyuzivajici sav¢i buniky pro tvorbu rekombinantnich proteint jsou schopny
produkovat spravné sloZené proteiny vcetné posttranslacnich modifikaci, které jsou
dllezité pro uplnou biologickou aktivitu proteinu. [67]

Existuji i bezbunécné expresni systémy, kde exprese proteinti probiha bez pouziti
zivych bunék. Misto toho expresni systémy obsahuji vSechny slozky potiebné
k transkripci DNA na mRNA. Slozky, které preklddaji mRNA na protein
(napt. ribozomy, tRNA, enzymy, kofaktory, aminokyseliny), jsou poskytnuty
v roztoku pro pouziti in vitro. Obecné se tyto roztoky ziskaji vytvorenim bunécného
lyzatu z pozadovaného typu bunék. Tyto systémy nejsou obecné praktické pro
expresi proteindi ve velkém méritku. Casto se viak velmi dobie hodi pro aplikace
bezbunécné exprese zahrnujici vyrobu proteind, které jsou toxické pro expresni
hostitele in vivo, expresi proteint s modifikovanymi aminokyselinami a zaclenéni

posttransla¢nich modifikaci. [68]

2.6.1 Bakulovirovy expresni systém

Klasicky bakulovirovy expresni vektor ve své nejjednodussi formé je rekombinantni
bakulovirus, jehoz genom obsahuje cizi sekvenci nukleové kyseliny kodujici protein,
ktery je predmétem zajmu. VloZeny insert je pod transkripéni kontrolou velmi
silného promotoru genu pro polyhedrin. Rekombinantni virus miize byt pouzit
k infekci kultivovanych bunék hmyzu nebo larev. [69]

U¢inny a rychly zptsob produkce rekombinantnich protein je pomoci
bakulovirového expresniho systému Bac-to-Bac. Tato metoda je zaloZena na mistné
specifické transpozici expresniho vektoru do bakulovirového vektoru (bakmid)
produkovaného v E. coli. Pro expresi rekombinantnich proteint se uzivaji bunécné
linie odvozené od ovaridlnich bunék vojnice (Spodoptera frugiperda), Sf9 a Sf21
a z embryonalnich bunék Trichoplusia ni. Ovarialni bunky jsou infikovany
rekombinantnim bakulovirem s cilem ziskat rekombinantni protein. Vyhodou
téchto expresnich systémil kromé intracelularni exprese mize byt také efektivni
sekrece proteinu do média. [70, 71]

Signalni sekvence pro vceli melitin (honeybee melittin - HBM) umozZniuje sekreci

=7 s
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sekvenci pro HBM, sekvenci homologniho genu lacZ spolu s polyhedrinovym
promotorem, ktery ridi rekombinantni expresi fuzniho proteinu. [70]

Cizi gen je vnesen do zakladniho vektoru polyhedrinového viru (AcMNPV-
Autographa californica multiple nuclear polyhedrosis virus) Autographa californica,
ktery obsahuje silny polyhedrinovy promotor. Polyhedrinovy promotor je obklopen
homolognimi sekvencemi s bakulovirovou DNA, které umoZnuji homologni
rekombinaci vektoru s virovou DNA, a tim produkci bakuloviru a zvoleného
proteinu. [70]

Exprese rekombinantniho proteinu v bakulovirovém expresnim systému

zahrnuje postup uvedeny na obrazku ¢. 6.
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Obrdzek 6: rekombinantni bakuloviry a genovy expresni systém vyuZivajici expresni systém “bac-to-bac”, 1.
krok priprava donorového plazmidu, 2. krok produkce bakmidu, 3. krok priprava rekombinantniho bakmidu, 4.
krok produkce rekombinantniho bakuloviri upraveno [72]
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3. Cil prace
Cilem prace bylo pripravit mutantni komari enzym acetylcholinesterazu AgAChE-1

G119S jako rekombinantni enzym pomoci bakulovirového expresniho systému

v bunécnych liniich ExpiSf9™. Prace byla ¢lenéna do nékolika ¢asti:

e Literdrni reSerse
o Informace o malarii
o Prevence proti prenosu malarie
o Acetylcholinesteraza
o Mutantni acetylcholinesteraza
o Rekombinantni proteiny

o Expresni systémy

Tvorba mutace v genu pro komafri acetylcholinesterazu

Piiprava rekombinantniho bakmidu

Transfekce hmyzich bunék Spodoptera frugiperda ExpiSfo®

Stanoveni biochemické aktivity enzymu

25



4. Experimentalni cast

4.1 Pouzity material

4.1.1 Laboratorni zarizeni

Thermomixer (Grant Instruments)

PCR thermocykler (Eppendorf)
Hlubokomrazici box (ThermoFisher)
Vortex (Grant Instruments)

Inkubator s tiepaci jednotkou (MiuLab)
Horizontalni elektroforéza (SciePlas)

Box s laminarnim proudénim (Faster Dasit)
UV/VIS spektrofotometr (Tecan Spark)

UV transiluminator s kamerou (Uvitec Cambridge)
Zdroj pro elektroforézu (VWR)

Mikroskop

4.1.2 Laboratorni pomicky

Automatické pipety a Spicky
Kadinky

Odmérny valec
Erlenmeyerova barika
Mikrozkumavky typu Eppendorf
Petriho misky

PCR mikrozkumavky
Parafilm

Kolonky

Stopky

Mikrobiologické hokejky
Stojanky

Biirkerova komurka
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4.1.3 Biologicky material
e Reverse primer pro gen Agace-1G119S (Agilent)
e Forward primer pro gen Agace-1G119S (Agilent)
e  Bunécné kultury Escherchia coli XL-10 Gold (Agilent)
e  Bunécné kultury MAX Efficiency "DH10bac™ (Thermo Fisher)
e  Bunécné kultury ExpiSf*™ (Thermo Fisher)
e Templatova DNA pro PCR reakci (Thermo Fisher)

4.1.4 PouZité chemikalie
e Agaroza pro rutinni DNA elektroforézu (Serva)
e DNA standard (O’gene Ruler 1kb DNA ladder) (Thermo Fisher)
e NanadSeci pufr (10x Blue Juice - gel loading bugger) (Invitrogen)
e LB Broth (Miler) médium (Sigma-Aldrich)
e LB bakterialni agar (Sigma-Aldrich)
e Antibiotikum karbenicilin (Serva)
e Antibiotikum kanamycin (Serva)
e Antibiotikum gentamicin (Serva)
e Antibiotikum ampicilin (Serva)
e Destilovana voda
e X-Gal (Serva)
e [-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich)
e Bunécné médium CD ExpiSf™ (Thermo Fisher)
o ExpiFectamine™ Sf Transfection Reagent (Thermo Fisher)
e ExpiSf Enhancer™ (Thermo Fisher)
e DTNB (5,5"-dithiobis (kyselina 2 - nitrobenzoova)
e Isopropanol (Serva)
e Ethanol (Serva)
e Sada PureLink Quick Plasmid Mini Prep Kit
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4.2 Tvorba mutace vgenu pro komari acetylcholinesterazu
(AgAChE1)

In vitro mutageneze je metoda, pfi niZ se méni primarni struktura molekul DNA.

Tato technika poskytuje neocenitelny zdroj informaci pro studium vztahi mezi

strukturou a funkci proteinu, expresi genti a pro provadéni vektorovych modifikaci.

[73]

4.2.1 Navrh mutagennich primeri

Primer je kratky oligonukleotidovy retézec komplementarni k cilové sekvenci,
ktery ohranicuje amplifikovany usek v metodé polymerazové retézové reakce
(PCR). [74]

Pro zdménu bazi byla pouZita komercéni sada Quik Change XL
Site-DirectedMutagenesis Kit (Agilent Technologies) a postupovalo se dle vyrobce.
Pfi designu primer pro naslednou zdménu aminokyselin bylo tfeba,
aby oligonukleotidové fetézce obsahovaly poZadovanou mutaci a navazaly se oba na
stejnou sekvenci. Zadkladni primer mél byt dlouhy od 25 do 45 bazi s teplotou tani
vétsi nebo rovnou 78 °C. Pozadovana mutace by se méla nachazet uprostied
primert a méla by byt obklopena 10-15 bazemi spravné (nemutované) sekvence
na obou stranach primeru. Primery by mély obsahovat minimalné 40 % GC bazi
a mély by koncit jednim nebo vice C nebo G bazemi.

Primery byly navrZeny pomoci QuickChange Design programu, ktery je
k dispozici online na adrese www.agilent.com/genomics/qcpd.

V tabulce ¢islo 1 jsou uvedené sekvence forward a revers primert. Pomoci
primert dochazi k zaméné tripletu GGA koédujici aminokyselinu glycin na triplet

AGC, ktery kéduje aminokyselinu serin.
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Tabulka ¢. 1: Pfedni a zadni primery

Predni primer:

atgctgtggattttcggaggt-ttttactccggaaccgcaact

Lt e et rr e
3'-gacacctaaaagcctccatcgaaaatgaggccttggecgt-5"

Zadni primer:

5'-ctgtggattttcggaggtagettttactccggaaccgca-3"
T T e s e O B B

tacgacacctaaaagcctccacctaaaatgaggccttggcgttga

4.2.2 PCR-zaména nukleotidii pomoci mutagennich primert
PCR smés byla pripravena dle tabulky 2 a parametry cyklovani jsou uvedeny
v tabulce 3. Jako templat byl pouZit plazmid pFastBac nesouci gen Agacel. Reakce

trvala 4,5 hodiny a ihned poté se s reakci pracovalo dale.

Tabulka ¢. 2 - Priprava PCR smési

Komponenta Mnozstvi
10x reakéni buffer 2,5 ul
dsDNA 0,125 pl
Predni primer 0,5 ul
Zadni primer 0,5 ul
dNTPmix 0,5 ul
Quick solution reagent 1,5 ul
Voda 18,875 ul
DNA polymeraza 0,5 ul

Tabulka ¢. 3 - Parametry cyklovani

Segment Pocet cyKklt Teplota Cas
1 1 95 °C 1 minuta
95 °C 50 sekund
2 18 60 °C 50 sekund
68 °C 12 minut
3 1 68 °C 7 minut
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4.2.3 Rozstépeni templati enzymem Dpn |

Amplifikacni reakce byla prenesena do 1,5 ml zkumavky a bylo pridano 1 ul Dpn I
restrikéniho enzymu, ktery $tépi methylovanou DNA. Jemné a diikladné byla reakce
promichana pomoci propipetovani roztoku. Poté byla smés kratce zcentrifugovana
a inkubovana pri 37 °C po dobu 1 hodiny pro rozstépeni templatové plazmidové

DNA.

4.2.4 Transformace plazmidu do chemokompetentnich bunék

Pro transformaci byly na ledu rozmrazeny superkompetentni buiiky Escherchia coli
XL-10 Gold. Pri postupu prace s bunkami a transformaci byl dodrZen protokol
dodany vyrobcem.

Do zkumavek bylo napipetovano 45pl bunék, bylo pridano 2 pl
B-merkaptoethanolu, smés byla jemné promichana a inkubovana po dobu 10 minut
na ledu s promichanim kazdé dvé minuty. K superchemokompetentnim burnikam
bylo pridano 2 ul PCR reakce oSetfené enzymem Dpn I a bunky byly inkubovany
dalSich 30 minut na ledu. Nasledné byl proveden teplotni Sok pti 42 °C po dobu
30 sekund a smés byla umisténa zpatky na led po dobu 2 minut. Po teplotnim Soku
bylo k buiikdm piidano SOC médium a smés byla tiepana po dobu 1 hodiny na 37 °C
na 200 rpm. Pro vysev kultury byly pouZzity Petriho misky umoZiujici modro-bilou
selekci.

Pro ptipravu misek pro modro-bilou selekci bylo do zchlazeného LB média
obsahujici 1,5% agar pridano 80 pg/ml X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-f3-D-
galactopyranosid) a 20 mM IPTG (isopropyl-1-thio-B-D-galaktopyranosid).
Déle bylo pridano prislusné antibiotikum pro plazmidovy vektor v tomto pripadé
karbenicillin o koncentraci 100 pg/ml média.

Po inkubaci byly transformované buriky pieneseny na agarové plotny. Agarové

plotny byly poté inkubovany pti 37 ° C po dobu minimalné 16 hodin.
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4.2.5 Analyza kolonii

Vyrostlé kolonie byly analyzovany pomoci PCR na koloniich, pozitivni kolonie byly
kultivovany pres noc v LB médiu obsahujici 100 pg/ml ampicilinu. Byla izolovana
plazmidova DNA pomoci soupravy PureLink Quick Plasmid Miniprep Kit (Thermo
Fisher Scientific), pro vysoce ¢istou plazmidovou DNA z transformantd E. coli.

[zolovany plazmid byl sekvenovan pro potvrzeni poZadované zamény.

Odpichnuti kolonii

Bilé kolonie na Petriho miskach byly sterilné odpichnuty do 50 pl sterilni vody
a ¢ast kultury byla pouzita jako templatova DNA pro analyzu pomoci PCR reakce.
Bylo analyzovano 7 kolonif nesoucich plazmid pFastBac Agace-1 G119S pomoci PCR

na koloniich.

PCR na koloniich

Pro PCR na koloniich byla pouZita predpripravena komerc¢ni smés pro rutinni
PCR PPP MasteMix (Top-Bio). Priprava reakéni smési PPP MasterMix je uvedena
vtabulce Cislo 4 a parametry cyklovani v tabulce c¢islo 5. Produkt byl dale

analyzovan pomoci agarézové gelové elektroforézy.

Tabulka ¢. 4 - Priprava reak¢ni smési PPP MasterMix

Komponenta Mnozstvi
PPP Mastermix 12,5 ul
Predni primer acel 1ul
Zadni primer acel 1l
Templat 3ul
Voda 7,5 ul
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Tabulka ¢. 5 - Parametry cyklovani

Teplota Cas Cykly
94 [°C] 1 [min] 1x
94 [°C] 15 [s]

55 [°C] 15 [s]

30x
72 [°C] 1 min 30 sec
72 [°C] 7 [min] 1x
22 [°C] ©

Agardzova gelovd elektroforéza

Pro gelovou elektroforézu byl nejprve pripraven gel dle nasledujiciho postupu.
Do erlenmeyerovy baiiky bylo priddno 40 ml 1x TAE pufru a 0,4 g agarézy (Serva)
atato smés byla zahfivana, dokud nebyla agar6za rozpusSténa. Poté byla smés
zchlazena a byly ptridany 4 pl DNA barvy Sybr Safe DNA Gel Stain (Thermo Fisher
Scientific). Gel byl poté nalit do pripravené aparatury a nechal se zatuhnout.
Po zatuhnuti gelu byl nalit elektroforeticky pufr do elektroforetické vany. Nasledné
byl pipetou nanesen vzorek a standard DNA velikosti (O’GeneRuler, 1kbp DNA
Ladder, ThermoFisher Scientific) do komtrek pod hladinou elektroforetického

pufru.

4.2.6 Izolace plazmidové DNA

Plazmidova DNA byla izolovana pomoci komercni sady PureLink Quick Plasmid
DNA Miniprep Kit z no¢ni kultury pozitivnich transformantt a postupovalo se dle
vyrobce.

Nejprve bylo 1-5 ml LB noc¢ni kultury bunék centrifugovano a odstranéno
vSechno médium. Bunécna peleta byla resuspendovana 250 pl resuspendacniho
pufru (R3) s RNazou. Poté byla smés zlyzovana 250 pl lyzacniho pufru (L7).
Dale bylo pridano 350 pl sraZeciho pufru (N4). Bunécny lyzat byl centrifugovan
pfi 14 100 x g po dobu 10 minut. Supernatant byl nanesen na kolonu obsahujici
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silika membranu. Kolona byla centrifugovana po dobu 1 minuty pri 14 100 x g.
Proteklé frakce byly odstrafiovany do odpadu. Kolona s nanesenym vzorkem byla
promyta 500 pl promyvaciho pufru (W10) a inkubovana po dobu 1 minuty pri
laboratorni teploté. Nasledné byla centrifugovana pti 14 100 x g po dobu 1 minuty.
Do kolony bylo pridano 700 upl promyvaciho pufru (W9) a kolona byla
centrifugovana pri 14 100 x g po dobu 1 minuty.

Plazmidova DNA byla eluovana do 30 pl vody a byla stanovena jeji koncentrace
a Cistota pomoci spektrofotometru (Tecan Spark). Pro ovéreni zavedeni mutace
do plazmidu pFastBac acel byl vzorek DNA odeslan na sekvenaci na spolupracujici

pracovisté (Mikrobiologicky ustav, AVCR, Praha).

4.3 Priprava rekombinantniho bakmidu

4.3.1 Transformace DH10Bac bunék E. coli

Transformace plazmidové DNA do bunék MAX Efficiency"DH10bac™ bunék E. coli
byla provedena dle manualu Bac® HBM TOPO® Secreted Expression System
od firmy Thermo Fisher Scientific. Byl transformovan konstrukt pFastBac™
acelG119S.

Pro transformaci bylo preneseno 100 pl bunék DH10Bac™ do pfedem vychlazené
15ml zkumavky. Bylo pfidano 1 ng konstruktu pFastBac™ nesouci gen acel se
zaménou. Buiiky byly inkubovany na ledu po dobu 30 minut. Poté byl proveden
teplotni Sok na 45 sekund pii 42 °C. Okamzité byly bunlky presunuty na led
na 2 minuty. Nasledné se pridalo 900 pl SOC media a dale byla transformacni smés
inkubovana pti 37 °C na 225 rpm po dobu 4 hodin.

Nasledoval vysev 100 pl transformace na plotny sobsahem 50 pg/ml
kanamycinu, 7 pg/ml gentamicinu, 10 pg/ml tetracyklinu, 100 pg/ml X-Gal
a 40 pg/ml IPTG. Plotny byly inkubovany pii 37 °C po dobu 48 hodin. Pro dalsi
analyzu byly vybrany bilé kolonie.
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4.3.2 Analyza rekombinantniho bakmidu

Bilé kolonie byly sterilné odpichnuty a byla provedena kontrolni PCR reakce. SloZeni

kontrolni PCR reakce je wuvedena v tabulce C.

6. Pro zjisténi velikosti

rekombinantniho bakmidu byly pouZzity primery pUC19 nasedajici na bakmid.

PCR reakce byla analyzovana pomoci gelové elektroforézy a kolonie o spravné

velikosti byly pouZity dale pro izolaci bakmidové DNA.

Tabulka ¢. 6 - PCR reakce
Komponenta
10x Taq buffer

dNTP’s
Piedni primer pUC19
Zadni primer pUC19
Templat
polymeraza

Voda

Tabulka ¢. 7 - Parametry cyklovani

~

Teplota Cas
95 [°C] 30 [s]
95 [°C] 30 [s]
55 [°C] 40 [s]
68 [°C] 4 [min] 30 [s]
68 [°C] 5 [min]
4 [°C]
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MnoZstvi
2,5 ul
0,5 ul
0,5 ul
0,5 ul

3ul
0,2 ul
17,8 ul

Cyklovani

1x

30x



4.3.3 Izolace bakmidové DNA
Byly vybrany tfi bilé kolonie, které byly zao¢kovany do 10 ml tekutého LB média
obsahujicitho 50 pl/ml kanamycinu, 50 pl/ml tetracyklin a 7 pl/ml gentamycinu,
100 pl/ml X-Gal a 40 pl/ml IPTG. Nasledné byla izolovana bakmidova DNA.
Kultura o objemu 1,5 ml byla stoena na 14 100 x g po dobu jedné minuty. Peleta
byla resuspendovana pomoci 300 pL solution 1 (15mM TRIS-HCI, 10mM EDTA,
100 pg RNaza). Bylo pridano 300 pL solution 2 (0,2 N NaOH, 1 % SDS) a smés byla
michana a inkubovana na 5 minut pii laboratorni teploté. Pomalu bylo ptidavano
0,3 ml 3M octanu draselného (pH 5,5) a opatrné bylo se smési michano. Smés byla
umisténa na led a inkubovana po dobu 5 minut. Nasledné byla smés centrifugovana
10 minut na 14 000 x g. Do druhé sady mikrozkumavek bylo napipetovano 0,8 ml
absolutniho isopropanolu, byl knému pfipipetovdn supernatant vzorku
po centrifugaci a smés byla opatrné promichana. Zkumavka byla umisténa na led na
5az 10 minut a ndasledné centrifugovdna na 15 minut pfi laboratorni teploté
na 14 100 x g. Supernatant byl odstranén a bylo pridano 500 pL 70 % ethanolu.
Zkumavka byla jemné prevracena pro omyti pelety. Smés byla dale centrifugovana
na 5 minut na 14 100 x g pri laboratorni teploté. Bylo odstranéno co nejvice
supernatantu a peleta byla vysuSena na 5-10 minut ptilaboratorni teploté. DNA byla
rozpusténa v 40 pL TE pufru a byla stanovena koncentrace bakmidové DNA. Takto

pripravena DNA byla skladovana kratkodobé pti +4 °C anebo pii-20 °C dlouhodobé.
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4.4 Transfekce hmyzich bunék Spodoptera frugiperda ExpiSf9 ®
4.4.1 Prace s buiitkami ExpiSf9®

Rozmrazovani bunék

Bunky byly dovezeny na suchém ledu. Lahvicka sbunkami byla vyjmuta
ze suchého ledu a buniky byly rozmraZovany jemnym vifenim ve vodni lazni zahraté
na teplotu 27 °C po dobu 1 aZ 2 minut. Tésné pred tim, neZ byly bunky roztaté,
lahvicka byla dekontaminovana 70% ethanolem a dale se pracovalo vboxu
s lamindarnim proudénim. Cely obsah kryovialky byl prenesen do 125 ml sterilni
Erlenmeyerovy trepaci banky, kterd obsahovala 25 ml predehfatého média CD
ExpiSf ™. Bunky byly inkubovany bez atmosféry CO: pri 27 °C vinkubatoru
na orbitalni trepacce pri 125 rpm. Tfi dny po rozmrazZeni byla stanovena jejich
densita a viabilita. MnoZstvi bunék a jejich viabilita byla monitorovana, dokud

bunéc¢ni kultura nedosahla 5 - 10 x 106 bunék na mililitr média.

Pasazovani bunék

Pro subkultivaci byly buiiky nafedény na koncentraci 0,5 x 10¢ na mililitr média
do cerstvého predehratého CD ExpiSf™ média do trepaci barnky. Bunky byly
inkubovany v inkubatoru, dokud kultury nedosahly hustoty 5 -10 x 10¢/ml. Kazdy
den byla stanovovana densita a viabilita bunék, aby bunky nepresahly exponencialni

ristovou fazi a nezacaly odumirat.

Zamrazovani bunék

Pro uchovani bunék byly bunéc¢né kultury zamrazeny. Buniky byly zamraZeny pri
konec¢né hustoté 1 x 107 Zivotaschopnych bunék/ml v celkovém objemu 1,5 ml.
ZamrazZovaci médium se sklddalo z 92,5 % kondiciovaného média ExpiSf™ CD
a 7,5 % DMSO (dimethylsulfoxid). Pro dosaZeni koncentrace 1 x 107 / ml byly burniky
odstredény pri 100 x g po dobu 5 minut, kondiciované médium bylo preneseno do
sterilni 15 ml falkonky a bunécna peleta byla resuspendovana v1 ml
kondiciovaného média. MnozZstvi a Zivotnost bunék byla stanovena v Biirkerkové
komiirce smichanim bunék v poméru 1:1 s 0,4 % trypanovou modii a nanesenim
suspenze do komirky. Kbunkdm bylo pfiddno poZadované mnoZstvi média

a pozZadovany objem DMSO a cela smés byla jemné promichana. OkamZité byl objem
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bunék alikvotovan do 1,5ml oznacenych kryovialek. Kryovialky byly preneseny
do zarizeni pro zamrazovani bunék CoolCell a byly umistény do -80 °C

hlubokomraziciho boxu.

4.4.2 Transfekce pomoci kitu ExpiSfo™

V den transfekce byla stanovena densita a viabilita bunék, ktera musela dosahovat
minimalné 95 %. Bylo napipetovano 62,5 x 10° Zivotaschopnych bunék do sterilni
50ml zkumavky. Bunlky byly centrifugovany pri 100 x g po dobu 5 minut. Byl
odstranén supernatant a bunky byly jemné resuspendovany v 25 ml Cerstvého
média. Bunécna suspenze byla prevedena do 125ml banlky a po dobu pripravy
bakmidu byly buniky inkubovany pfti 27 °C.

Pro pripravu komplexti DNA bakmidu bylo pridano 30 pl transfekéniho Cinidla
k1 ml média Opti-MEM™ I sredukovanym sérem. Tato smés byla promichana
a inkubovana po dobu 5 minut pri laboratorni teploté. Nasledné bylo ptidano
12,5 pg bakmidové DNA. Cela smés byla promichana a inkubovana po dobu 5 minut
pri laboratorni teploté.

Pripravend smeés bakmidové DNA a Expifectaminu byla opatrné piidana
k bunécné suspenzi. Tato smés byla inkubovana p¥i 27 °C v inkubatoru s orbitalni
tirepackou na 125 rpm po dobu 72-96 hodin. Virus byl sbiran, kdyZ bunécna viabilita
klesla na uroven 60-80 %. Médium s bakulovirem bylo odpipetovano do zkumavky
a centrifugovano na 100 x g po dobu 5 minut. Supernatant byl prenesen do cisté
zkumavky. Tento bakulovirus byl oznacen jako PO a byl skladovan pri 4 °C.
Vygenerovany PO virus byl nasledné pouzit pro infekci dalSich bunék pro expresi

rekombinantniho proteinu.

4.4.3 Exprese sekretovaného rekombinantniho proteinu

Den pred infekci byly bunky zaockovany na kone¢nou hustotu 5 x 106 bunék/ml
Cerstvym médiem. Ihned po nasazeni bunék bylo pridano 100 pl ExpiSf™ enhanceru,
ktery obsahuje inhibitory deacetylazy histond, coz zvysi prepis rekombinantni
mRNA a tim i expresi proteinu. Po tomto oSetfeni by mélo dojit k postupnému
zastaveni riistu bunék. Pres noc byly bunky inkubovany pti 27 °Cna 125 rpm. Druhy
den po pridani enhanceru byla ur¢ena hustota bunék na mililitr média a viabilita.

K buné¢nym kulturam bylo ptiddno mnozstvi bakulovirti s MOI 5 dle tabulky ¢. 14.
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Po infekci bunécnych kultur bakuloviry bylo pravidelné odebirano 50 ul kultury,
ktera byla stocena a nasledné byla zmérena cholinesterazova aktivita v téchto
vzorcich. Konecna kultura byla rozdélena po 4-5 ml do zkumavek a buiky byly

centrifugovany. Supernatant se sekretovanym enzymem byl zamraZen na -80 °C.

4.5 Méreni aktivity enzymu

Enzymova aktivita byla mérena pomoci Ellmanovy metody. Vzorky byly méreny
v triplikdtech. Do mikrodesticky bylo prevedeno 50 pl fosfatového pufru, pH 7,4,
10 pl supernatantu obsahujici rekombinantni enzym a 20 ul 2,5mM DTNB
(5,5-dithio-bis-(2-nitrobenzoova kyselina)). Pro start reakce bylo ke smési bylo
pridano 20 pul 1mM substratu acetylthiocholinjodidu. Zavislost absorbance na case
byla méfena  ve 20 sekundovych intervalech po dobu 2 minut

pomoci UV/VIS spektrofotometru Tecan Spark.
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5. Vysledky

5.1 PCR na koloniich pFastBac acel G119S

Provedena zdména pomoci Quik Change Mutagenesis kitu byla analyzovana pomoci
PCR na koloniich. Pro potvrzeni pritomnosti genu acel byla pouZzita reak¢ni smés
PPPMasterMix. Analyza PCR reakce probihala pomoci gelové elektroforézy. Byly
detekovany pozitivni kolonie G1, G2, G3, G4, G5, G6 a G7 (Obr. 6), které poskytly PCR

amplikon o priblizné velikosti (o¢ekavana velikost byla 1656 part bazi).

6000 bp

o

3000 bp
Gl GudiG3ice B R

/' G5 G6 G7

1000 bp

Obrdzek 7: PCR na koloniich pFastBac acel G119S

5.2 Stanoveni koncentrace a Cistoty plazmidové DNA

Byly vybrany tfi pozitivni kolonie a ty byly zaoc¢kovany pro dalSi praci. Z no¢nich
kultur kloni byla izolovana plazmidova DNA pomoci sady Quick Plasmid Miniprep
Kit. Na spektrofotometru Tecan Spark byla purifikované plazmidové DNA stanovena
Cistota a koncentrace pomoci modulu NanoQuant. Byl stanoven také pomeér
absorbanci pfi 260 a 280 nm, ktery udava cistotu purifikované DNA. Vysledna
koncentrace a Cistota je uvedena v tabulce ¢. 14. Ziskana plazmidova DNA pFastBac
nesouci gen acel svnesenou mutaci byla odeslana na sekvenci pro potvrzeni

provedené mutace.
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Tabulka €. 8: Stanoveni Cistoty a koncentrace

Kolonie Koncentrace [ng/pl] Cistota 260/280
G1 175 1,88
G2 187 1,88
G3 176 1,88

5.3 Tvorba bakmidu

Rekombinantni bakmid byl vytvoren transformaci plazmidu pFastBac acel G119S
do bunék DH10Bac. Pro identifikaci kolonii obsahujici rekombinantni bakmid byl
pouzit modro/bily test.

Celkem vyrostlo pres 20 bilych kolonii. Bylo odpichnuto celkem 6 Kkolonii,
u kterych byla stanovena velikost bakmidu jako potvrzeni vloZeni genu acel
s mutaci (obr. 7). Oc¢ekavané velikosti prazdného bakmidu a bakmidu s vloZenym
konstruktem pFastBac acel G119S jsou uvedeny v tabulce €. 9. VSechny ziskané
rekombinantni bakmidy mély spravnou velikost, a tudiz byly vybrany 2, se kterymi
se pracovalo dale (oznacovani bakmid S1 a bakmid S3). Rekombinantni bakmidy
byly napéstovany a byla izolovana bakmidova DNA. Spolu s bakmidy nesouci gen
acel se zaménou G119S byla napéstovana i kultura bakmidu nesouci gen acel
v nezménéné podobé (oznaceni wt - wild type). Ziskané koncentrace a Cistoty

bakmidové DNA jsou uvedeny v tabulce ¢ 10.

Obrdzek 8: Stanoveni velikosti bakmidu jako potvrzeni vioZeni genu acel s mutaci
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Tabulka ¢. 9: Velikosti produktu PCR

Vzorek Velikost produktu PCR
Samostatny bakmid 300 bp
Bakmid s pFastBac 2500 bp +1656 bp

Tabulka ¢. 10: Koncentrace a Cistoty izolované plazmidové DNA

Klon Koncentrace [ng/pl] Cistota 260/280
S1 1445 1,92
S3 2526 1,98
WT 685 1,91

5.4 Transfekce bunék ExpiSf9 bakmidovou DNA

Pred transfekci byla spocitdna densita a viabilita kultur ExpiSfo™. K celkovému
poctu 6,25 x 107 bunék bylo ptidano 12,5 pg bakulovirové DNA v komplexu
s Expifectaminem (S1 8,6 pl, S2 4,95 pul a WT1 18,3 ul) v celkovém objemu 25 ml
kultury. Byly celkem transfekovany dvé kultury bakmidt S1 a S3 a dvé kultury WT
pro nemutovanou formu acetylcholinesterazy (tabulka ¢. 11). Kultury byly sklizeny
po 120 hodinach transfekce a u kultur byla stanovena jejich viabilita. Tyto

bakulovirové stoky byly oznaceny jako PO.

Tabulka ¢. 11: Densita a viabilita kultur S1, S3, WT1 a WT2

Kultury S1 S3 WT1 WT2
Densita
1,11 x 107 8,3x106b/ 6,8 x 106 4,5x106¢
[b/ml]
Mortalita
2,25x 106 3x 106 6x106 8,1x 106
[b/ml]
Viabilita [%] 83 73 53 46
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5.5 Exprese rekombinantnich proteinii AgAChE a AgAChE G119S

Pro expresi byla kultura bunék rozpéstovdna do dostatecné denzity
v 9 samostatnych Erlenmeyerovych plastovych lahvich. Den pied zacatkem exprese
byla u vSech lahvi stanovena bunéc¢na densita (tabulka ¢.12). Nasledné bylo do vSech
kultur piidano 100 pl ExpiSf™ Enhanceru po dobu 24 hodin. U¢innost enhanceru
byla zkontrolovana stanovenim density bunék po 24 hodinach (tabulka ¢. 13).
K bunikkam pripravenym na infekci bakuloviry bylo pridano dle protokolu vyrobce
urcené mnozstvi bakulovirového Stoku P0. Vzhledem k tomu, Ze u kultury PO nebyl
stanoven virovy titr, postupovalo se dle doporuceni vyrobce a byl pouZit zakladni
objem 250 pl a objem dvojnasobny 500 pl kultury PO. Pro kulturu WT1 byl jako
u jediné pouzit také ctyfnasobny objem 1000 ul (tabulka ¢. 14).

Tabulka ¢. 12: Koncentrace kultur pred pridanim enhanceru

Kultury Koncentrace [b/ml]
S1,1 5,45 x 106
S1,2 5,35x 106
S2,1 5,94 x 106
S2,2 5,8x 106
WT1, 1 5,94 x 106
WT1, 2 5,6 x106
WT1, 3 53x10°
WT2, 1 5,6 x106
WT2, 2 55x10°
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Tabulka ¢. 13: Koncentrace kultur po pridani enhanceru

Kultury Koncentrace [b/ml]

S1,1 7 x 106

S1,2 6,1 x 106

S2,1 7,1 x 106

S2,2 6,9 x 106
WT1,1 6,5 x 100
WT1, 2 5,7x 106
WT1, 3 6,2 x 106
WT2, 1 7,3x 106
WT2, 2 7,4 x 106

Tabulka ¢. 14 - Objem pridanych bakuloviri k bunéénym kulturam

Kultury Objem bakulovira [ pl ]
S1,1 250
S1,2 500
S2,1 250
S2,2 500
WT1, 1 250
WT1, 2 500
WT1, 3 1000
WT2, 1 250
WT?2, 2 500

5.6 Stanoveni aktivity enzymu AgAChE1 a AgAChE1-G119S
Aktivita enzymu se mérila pomoci spektrofotometrické Ellmanovy metody pro
stanoveni aktivit cholinesteraz.

Po infikovani bunék bakulovirem byla kazdy den stanovovana aktivita enzymu

komari wild-type acetylcholinesterazy a G119S acetylcholinesterazy. Bylo méreno
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5 expresi wild type ACHE a 4 exprese G119S ACHE. Vysledek enzymové aktivity byl

vypocten jako hodnota rozdilu absorbanci za minutu. Vypoctené hodnoty jsou

uvedeny v tabulce 15.

Tabulka 15: Vypoctené hodnoty aktivit enzymu v Case

cas
[hod]
wri1,1
[A/dt]
Wr1,2
[A/dt]
wr1,3
[A/dt]
WT 2,1
[A/dt]
WT 2,2
[A/dt]
S1,1
[A/dt]
51,2
[A/dt]
S2,1
[A/dt]
52,2
[A/dt]

24

0,405167

0,5033

0,579033

0,470567

0,588467

0,050067

0,016167

0,014133

0,02905

48

1,005667

0,938267

0,928967

1,042833

1,042833

0,106433

0,0611

0,106467

0,059267

68

1,093467

0,9875

0,9901

1,1039

1,031467

0,120333

0,080067

0,1136

0,0681

92,5

1,642

1,37333

1,412167

1,478167

1,461167

0,137833

0,089

0,155167

0,0305

119,5

2,299

1,908667

2,267333

2,350167

2,126667

0,206667

0,180167

0,252833

0,171167

145,5

3,57233

3,13333

3,099667

3,74

3,40333

0,304

0,26333

0,415667

0,143333

Graf 1: Porovnani absorbance AgAChE-1 G119S a AgAChE-1
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165,5

4,007

3,797667
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0,365333
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6. Diskuze

V experimentalni ¢asti prace byla pripravovana mutantni forma komari
acetylcholinesterazy AgAChE-1 G119S. Nasledné byla stanovena aktivita AGAChE-1
G119S a porovnana s aktivitou AgAChE-1. AgAChE-1 G119S vykazovala 7% obrat
aktivity AgAChE-1. Tento rozdil aktivit potvrzuje, Ze uzlabi u AgAChE-1 G119S
je uzsi pro substrat, miize se tedy predpokladat, Ze toto misto bude uzsi i pro
stavajici organofosfatové insekticidy. Tento obrat je jen hruby odhad, jelikoz
z kultury bunécného supernatantu nelze urcit koncentraci proteinu. Pro stanoveni
Kinetickych parametri je nutno dale pracovat s enzymem a purifikovat ho. Ve svétle
noveé vznikajicich populaci rezistentnich komari v lokalitdch postizenych malarii
jsou zapotrebi insekticidy schopné prekonat rezistenci. Tento mutant mize slouzit
pro vyvoj a in vitro testy nové syntetizovanych insekticid(i, aby byly ucinné
i v rezistentni populace komart. Nova latka se biochemicky in vitro vyzkousi nejen
na WT enzymu, ale také na jeho ,rezistentni“ formé. [50]

v bakulovirovém expresnim systému, napf. Engdahl Cecillia v praci
LAcetylcholinesterases from the Disease Vectors Aedes aegypti and Anopheles
gambiae: Functional Characterization and Comparisons with Vertebrate Orthologues*
v této praci byl enzym dale purifikovan a stanovena hodnota Km. Pro enzym wild-
type 24-36 uM a AgAChE1-G119S vykazoval pokles afinity enzymu k substratu Ku
58 uM. [75] Dalsi praci zabyvajici se pripravou AgAChE1 je ,Recombinant expression
and biochemical characterization of the catalytic domain of acetylcholinesterase-1
from the African malaria mosquito, Anopheles gambiae“. V této praci byl pripravovan
pouze ,wild-type“ enzym AgAChE1, ktery vykazoval Km 44,5 pM. [76]

V soucasné dobé existuje pouze jedna vakcina proti malarii zndma jako ,RTS, S“.
RTS, S injekéni vakcina poskytujici ¢astecnou ochranu proti malarii u malych déti.
Tato vakcina usiluje o spusténi vlastniho imunitniho systému téla pro branéni
se vuci infekci. Vakcina byla testovana v bezpecnostni fazi 3, ktera skoncila v lednu
2014. Studie dokazala, Ze vakcina ma pfinos pro verejné zdravi, proto by se mohly
sniZit jiné prostredky bojujici s prenosem malarie. Implementacni program byl
zahdjen 23. 4. 2019 v Republice Malawi, je jedou ze tii africkych statt, ve kterych
jevakcina dostupna pro déti starSi dvou let.  Vakcina bude dostupna
v nadchazejicich tydnech i v Ghané a Keni. [77, 78]
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Je nutné, aby byly navrZeny insekticidy jiného druhu nezZ dnes$nich Ctyr kategorii.
Napriklad nové racionalné navrzené a vyvinuté insekticidy na bazi thiomocoviny
a fenoxyacetamidi vykazovaly vysokou ucinnost na rekombinantni AChE-1,
jak u wild-type, tak mutantni AChE. [79]

Sambici navrhnout nové insekticidy byly testovany inhibitory na bazi
thiomocoviny na enzymatickou aktivitu AChE, jak na rekombinantnich proteinech
invitro, tak na tkanovych extraktech komar(. Slouceniny testované ex vivo
odpovidaly hodnotam ICso stanovenych v rekombinantnich AChE1.[79]

Existuje hypotéza, Ze hmyzi specificky cysteinovy zbytek umistény na okraji
aktivniho mista acetylcholinesterazy, miiZe byt novym cilovym mistem pro nové
insekticidy. Cysteinovy zbytek v blizkosti nebo na aktivnim misté enzymu mize
kovalentné vazat malou molekulu, kterd obsahuje sulfohydrylovou skupinu nebo
odstupujici skupinu nachylnou k napadenti thiolovou skupinou.[80] [37] Tyto latky
jiZz byly pripraveny a testovany a vykazovaly selektivitu v inhibici komariho enzymu
oproti lidskému. Tyto latky vSak nebyly testovany dale in vivo a nejsou znamy
ani informace ohledné jejich moZné detoxifikace v téle komara.

Po konzultaci odbornikii a védcl zabyvajicich se touto problematikou WHO
a globalni komunita malarie prednesli vizi ,Svét bez malarie“. Tato vize stanovuje
cile, narodnich programi, za ticelem boje s malarii. [20]

Nejlepsi reSeni je pouZit kombinaci nebo smés insekticidi rtznych druhg,
kde alespon jeden znich ma smrtici ucinek na komara, ktery je rezistentni.

(napt. karbamat nastrikany na sténu a pyretroid pro dlouhotrvajici efekt). [42]
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7. Zavér

400 000 osob. Diky vyvoji genetického inZenyrstvi a pripravé rekombinantnich
proteini je mozné lépe a snadnéji vyvinout ucinnou lé¢bu nebo nové ucinnéjsi
insekticidy. Produkce rekombinantnich proteinli ndm také umoziiuje studovat
biochemické vlastnosti enzymu.

Cilem této prace bylo pripravit mutantni komaii acetylcholinesterazu. Na zac¢atku
piipravy rekombinantniho proteinu metodou bac-to-bac byly navrZeny primery
vhodné pro amplifikaci cilové sekvence, po PCR-zaméné nukleotidli byla templatova
DNA roz$tépena pomoci enzymu Dpn [ Dale byl transformovan plazmid
do chemokompetentnich bunék. Narostlé kolonie byly analyzovany a poté byl
pripraven rekombinantni bakmid. DalSim krokem byla transformace vyizolovaného
plazmidu do bunék DH10Bac, ze kterych byla izolovana bakmidova DNA. Poslednim
krokem pripravy byl pro expresi genu rekombinantniho proteinu vytvoren
bakulovirus, kterym byly nasledné infikovany hmyzi bunky ExpiSfo™. Zavérem
prace se mérila aktivita enzymu ze supernatantu bunék.

Z urceného hrubého odhadu obratu aktivit mutantni formy enzymu a wild-type
enzymu, by se dale dalo Fici, Ze uzlabi pripravené mutantni formy AgAChE-1 G119S
je uzsi pro substrat. Proto se da predpokladat, Ze toto misto bude uZzsi i pro stavajici
organofosfatové insekticidy. Pripravena forma mutantniho enzymu timto miiZe
pomoci pri vyvoji novych insekticidii. Novy insekticid by mél vykazovat selektivni
inhibici pro komari enzym s velmi nizkou inhibici lidského enzymu a zaroven by mél
byt schopen inhibovat také mutantni formu acetylcholinesterazy G119S,
které se vyvinula jako odpovéd na selek¢ni tlak pri pouzivani stavajicich druhi

insekticidu.
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