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Nitisinon, herbicid a 1éCivo a jeho vliv na parazitické
a neparazitické hlistice

Souhrn

Diplomové prace se zabyvala studiem ucinku nitisinonu (NTBC), inhibitoru enzymu
4-hydroxyfenylpyruvat dioxygendzy (HPPD), na vybrané¢ zastupce hlistic s vyuzitim
fenotypovych experimentli, molekularné-biochemickych metod a bioinformatické analyzy.

Fenotypové testy provedené na modelovém organismu Caenorhabditis elegans (n = 13)
prokazaly silny synergicky uc¢inek NTBC v piitomnosti exogenniho L-tyrosinu. Zatimco
samostatné podani latek mélo na vitalitu hlistic minimalni vliv, jejich kombinace vedla
k signifikantnimu poklesu reprodukce o 44,2 % a vysoké akutni mortalité¢ dosahujici 61,5 %.
Tento jev potvrzuje, ze k fatdlnimu poskozeni organismu nevede samotna blokédda enzymu,
ale az néasledna akumulace toxickych meziprodukti. Piedbézné testy u fytoparazita
Meloidogyne hapla odhalily extrémni fytotoxicitu NTBC vuci hostitelskym rostlinam jiz ve
fazi klicivosti, coz znemoznilo vytvofeni hostitelského systému pro fenotypové studie
a poukazalo na limity praktického vyuziti latky v ochran¢ rostlin.

Molekularné-biochemické ¢ast prace byla zamétfena na rekombinantni expresi HPPD
u druhit M. hapla a C. elegans v systému E. coli. Kolorimetricka esej nevykazala u parazitarnich
proteinii o¢ekavanou pigmentaci. Ve spolupraci s Biologickym centrem AV CR bylo pomoci
metody Western Blot zjiSténo, Ze sledované enzymy tvoii v bakteridlnim hostiteli neaktivni
inkluzni téliska, coz vysvétluje absenci jejich enzymatické aktivity. Zjisténi poukazuji
na zasadni limity standardnich expresnich protokold pro parazitarni proteiny a definuji nutnost
budouci optimalizace experimentalnich podminek pii studiu rekombinantnich proteini
u parazitickych hlistic.

Bioinformaticka analyza 11 sekvenci potvrdila vysokou konzervaci aktivniho mista
enzymu napfi¢ studovanymi fady hlistic 1 zooparazitem Haemonchus contortus. Identifikovana
byla absolutni shoda v klicové katalytické triadé (His183, His266 a Glu349) a vysok4 mira
konzervace u rezidui urcujicich vazebnou afinitu inhibitoru (Tyr221 a Leu224), coz podporuje
hypotézu o univerzalni zranitelnosti tyrosinové drahy u nematod. Ziskané vysledky naznacuji,
ze HPPD piedstavuje perspektivni cil pro vyvoj anthelmintik, jehoz u€innost je vSak uzce spjata
s dostupnosti L-tyrosinu. Prace zaroven upozoriiuje na environmentalni rizika pro volné Zijici
hlistice.

Klicova slova: Caenorhabditis elegans, Meloidogyne hapla, Haemonchus contortus,
4-hydroxyphenylpyruvat dioxygenaza (HPPD), nitisinon (NTBC), E. coli, inhibi¢ni testy



Nitisinone, herbicide and drug and its effect on parasitic
and non-parasitic nematodes

Summary

The diploma thesis focused on the study of the effect of nitisinone (NTBC), an inhibitor
of the enzyme 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase (HPPD), on selected nematode species
using phenotypic experiments, molecular-biochemical methods, and bioinformatic analysis.

Phenotypic assays conducted on the model organism Caenorhabditis elegans (n = 13)
demonstrated a strong synergistic effect of NTBC and exogenous L-tyrosine. While individual
treatments had only a minimal impact on nematode viability, their combination resulted in a
significant reduction in reproduction by 44.2 % and a high acute mortality rate reaching 61.5 %.
These findings indicate that fatal effects are not caused by enzyme inhibition alone, but rather
by the subsequent accumulation of toxic metabolic intermediates. Preliminary experiments with
the phytoparasitic nematode Meloidogyne hapla revealed extreme phytotoxicity of NTBC
toward host plants already at the germination stage, which prevented the establishment of a host
system for phenotypic assays and highlighted limitations in its practical application in plant
protection.

The molecular-biochemical part of the study focused on the recombinant expression of
HPPD from M. hapla and C. elegans in an E. coli system. The colorimetric assay did not show
the expected pigment formation for the parasitic proteins. In collaboration with the Biology
Centre of the Czech Academy of Sciences, Western blot analysis revealed that the studied
enzymes formed inactive inclusion bodies in the bacterial host, explaining the absence of
detectable enzymatic activity. These findings highlight significant limitations of standard
expression protocols for parasitic proteins and emphasize the need for further optimization of
experimental conditions when studying recombinant proteins in parasitic nematodes.

Bioinformatic analysis of 11 protein sequences confirmed a high degree of conservation
of the enzyme’s active site across the studied nematode orders as well as in the zooparasite
Haemonchus contortus. Complete conservation was identified in the key catalytic triad (His183,
His266, and Glu349), along with a high level of conservation in residues determining inhibitor
binding affinity (Tyr221 and Leu224), supporting the hypothesis of a broadly conserved
vulnerability of the tyrosine degradation pathway in nematodes. The results suggest that HPPD
represents a promising target for anthelmintic development; however, its effectiveness appears
to be closely linked to the availability of L-tyrosine. At the same time, the study highlights
potential environmental risks for free-living nematodes.

Keywords: Caenorhabditis elegans, Meloidogyne hapla, Haemonchus contortus,
4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase (HPPD), nitisinone (NTBC), E. coli, inhibition assays
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1 Uvod

Hlistice (Nematoda) ptedstavuji jednu z nejdiverzifikovanéjsich skupin zivocichii na Zemi,
zahrnujici jak volné Zijici druhy plnici nezastupitelné funkce v pldnich ekosystémech
a biogeochemickych cyklech, tak parazitické formy zptsobujici zadvazné skody v zemédélstvi
1 mediciné. Fytoparazitické hlistice jsou celosvétové zodpovédné za ztraty zemédélské
produkce odhadované na 80 az 100 miliard americkych dolarG rocné (Jones et al. 2013),
Zooparazitické druhy pak predstavuji zasadni zdravotni problém u lidi i hospodaiskych zvirat,
coz dokladaji i aktudlni data Svétové zdravotnické organizace (WHO 2023; WHO 2024).

Stavajici strategie ochrany pted parazitickymi hlisticemi jsou zaloZeny predevs§im
na aplikaci anthelmintik, jejichz terapeuticka G¢innost je vSak v poslednich desetiletich zdvazné
kompromitovana naristajici rezistenci parazitii. Tato alarmujici situace podtrhuje naléhavou
potfebu identifikace novych terapeutickych cili, mezi nimiz zaujimaji prominentni misto
esencialni metabolické procesy, v€etné metabolismu aminokyselin (Sterkel et al. 2021). ZvI1asté
perspektivnim kandidatem v rdmci degradacni drahy tyrosinu je enzym 4-hydroxyfenylpyruvat
dioxygenadza (HPPD), katalyzujici pfeménu 4-hydroxyfenylpyruvdtu na homogenizat
azastavajici  klicovou tlohu v udrzovani bunééné metabolické homeostazy
(Raspail et al. 2011). Vyznamnym inhibitorem tohoto enzymu je nitisinon. Tato synteticka
sloucenina ptivodné vyvinuta pro herbicidni aplikace posléze nalezla zdsadni uplatnéni
v huméanni medicing pti 1é¢beé hereditarni tyrosinémie typu I (Lock et al. 1998). Prestoze
je nitisinon v klinické praxi i vyzkumu hojné€ vyuzivan, jeho vliv na fyziologii a metabolismus
hlistic zistdva dosud nedostatecné charakterizovan.

Ptedlozena diplomovéa prace se vénuje studiu vlivu nitisinonu na hlistice prostfednictvim
kombinace fenotypovych, molekularné-biochemickych a bioinformatickych ptistupli. V prvni
¢asti je pozornost vénovana hodnoceni fenotypovych zmén u modelového organismu
Caenorhabditis elegans, konkrétn¢ vlivu nitisinonu na piezivani a reprodukci v zavislosti
na exogenni dostupnosti tyrosinu. Pro posouzeni moZnosti realizace obdobnych fenotypovych
testll u fytoparazitického druhu Meloidogyne hapla byly provedeny predbézné testy klicivosti
hostitelskych rostlin, které slouzily k vyhodnoceni fytotoxicity nitisinonu a ovéteni funkénosti
hostitelského systému in vitro.

Molekularné-biochemicka ¢ast prace se zamétuje na rekombinantni expresi enzymu HPPD
u druhtt Caenorhabditis elegans a Meloidogyne hapla s cilem ovéfit jejich enzymatickou
aktivitu a posoudit vliv inhibitoru na biochemické urovni. Tyto experimentalni piistupy
jsou doplnény detailni bioinformatickou analyzou a komparaci aminokyselinovych sekvenci
HPPD studovanych organismi a zooparazita Haemonchus contortus, zamefenou na konzervaci
aktivniho mista a predikci vazebné afinity inhibitoru. Komplexni studium téchto mechanismi
umoziiuje posoudit potencidl HPPD jako nového cile pro vyvoj anthelmintik a zaroven
zhodnotit limity praktického vyuziti nitisinonu v ochran¢ rostlin i jeho moZzna rizika pro volné
zijici hlistice (Smythe et al. 2019).



2 Cil prace

Cilem préce bylo:

stanovit U¢inek nitisinonu na Zivotaschopnost a pfezivani parazitickych hlistic
(Haemonchus contortus, Meloidogyne hapla) a voln¢ zijictho modelového organismu
Caenorhabditis elegans v in vitro kultivacich,

ovétit vliv koncentrace aminokyseliny tyrosinu v kultivaénich médiich na Gc¢innost
nitisinonu,

stanovit miru inhibice aktivity rekombinantniho enzymu 4-hydroxyfenylpyruvat
dioxygenazy (HPPD) u jednotlivych studovanych druht hlistic,

porovnat rozdily v odpovédi parazitickych a volné Zijicich hlistic na expozici nitisinonu
a inhibici HPPD,

posoudit potencial nitisinonu jako antihelmintika pro kontrolu infekci parazitickymi
hlisticemi a vyhodnotit jeho mozZné riziko pro volné Zijici hlistice v ptdé.



3 Literarni reSerse

3.1 Parazitické a neparazitické hlistice

Hlistice (Nematoda) piredstavuji kmen mnohobunéénych organismii zaujimajici
vyznamné postaveni v zivocisné fi8i z hlediska abundance, druhové diverzity i ekologické role.
Jejich piivod sahd do rané¢ho kambria ptfed vice nez 500 miliony lety, kdy obyvaly moiské
sedimenty (Holterman et al. 2019). Od té doby se rozsitily témet do vSech prostiedi na Zemi.
Ptestoze bylo védecky popsano ptiblizn¢ 30 000 druht, jejich skutecny pocet je odhadovan
na stovky tisic az nékolik milioni (Hodda 2022). Tento nepomér je z velké ¢asti disledkem
toho, ze se védeckd pozornost historicky soustfedila na parazitické zastupce, zatimco diverzita

ey

voln¢ 7zijicich druht zGstdvala podcenovana. Z dosud popsanych druhli piipada

15 % na fytoparazity a 45 % na zooparazity, volné Zijici druhy tvoii zbyvajici C&ast
(Schratzberger et al. 2019).

3.1.1 Volné zijici druhy

Na zaklad¢ poctu jedincti jsou hlistice dominantni slozkou ptidni fauny. Podle studie
van den Hoogen et al. (2019) dosahuje globalni abundance hlistic v povrchovych vrstvach pady
ptiblizné 4,4 x 10?° jedinci. Bylo prokézano, Zze v piirozenych biotopech je hustota hlistic
vyrazn€ vyssi nez v téch, které byly pfeménény lidskou Cinnosti, napiiklad zeméd¢€lskymi
zasahy. Nejvys$si hustoty jsou zaznamendvany v pudach travnich ekosystémi, kde mize
mnozstvi jedinct dosahovat 0,630 milionti na metr ¢tverecni (Baginska et al. 2025). V tadé
stanovist’ tak hlistice pocetné pievysSuji vSechny ostatni zivoCichy a zejména v pltidnich
ekosystémech mohou tvorit 80-90 % veskeré zivocisné biomasy (Bongers & Ferris 1999).
Toto hojné zastoupeni hlistic se promitd do jejich ekologickém vyznamu. Volné Zijici druhy
reguluji populace mikroorganismt a drobnych bezobratlych, ¢imz ovliviiuji procesy rozpadu
organické hmoty a mineralizace Zivin. Zaroven slouZi jako potrava pro organismy vysSich
trofickych trovni. Slozeni nematodovych spolecenstev je povaZovano za citlivy bioindikator
kvality plidy a reaguje na zmény zpisobené zemédelskym hospodafenim nebo zne€isténim
prostiedi (Smythe et al. 2019).

3.1.2 Parazitické druhy

Vedle své role v plidnich ekosystémech vstupuji hlistice do vysoce specializovanych
vztaht s rostlinnymi 1 Zivo¢iSnymi hostiteli. Fylogenetické analyzy ukazuji, ze se parazitismus
v ramci kmene Nematoda vyvinul nezavisle nejméné 15krat v rGznych evolucnich liniich
(Blaxter etal. 1998). Parazitické druhy si vytvofily fadu adaptaci umoZiujici prinik
do hostitelskych tkani, modulaci imunitni reakce hostitele a efektivni Sifeni v prostiedi
diky vysoké reprodukcni schopnosti. Jejich Zivotni cykly casto zahrnuji nékolik vyvojovych
stadii s odliSnou morfologii a rliznym zpisobem vyzivy a v nékterych ptipadech 1 stfidani
hostitelt. Nékteré druhy jsou schopny vstoupit do vyvojové dormance, ktera jim umoziuje
ptezit nepfiznivé podminky prostfedi i dlouhodobou nepiitomnost hostitele (Blaxter 2011,
Coakley et al. 2016).
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Fytoparazitické hlistice zplsobuji celosvétové zemédélské ztraty 80-100 miliard
americkych dolarti roéné (Jones et al. 2013). Napadaji kotfenové systémy i nadzemni ¢asti
rostlin, a to pfimou infekci kofend a listli nebo migraci do vegetativnich organti rostlin.
Podle typu interakce s hostitelem dochdzi kriznym formdm poskozeni. Koifenova
(hélkotvorna) hadatka (rod Meloidogyne) indukuji vznik velkych vyzivovych bunck
(giant cells), coz vede k tvorb¢ charakteristickych zdufenin na kofenech (halek). Cystotvorna
had’atka (rody Heterodera, Globodera) vytvéreji obdobné zivné struktury (syncytia) a nasledné
se zapouzdiuji do ochranné schranky vzniklé z téla samicky, ktera umoznuje dlouhodobé
prezivani vajicek v ptidé. Migrujici fytoparazité (rody Pratylenchus, Ditylenchus) mechanicky
narusuji rostlinné pletivo, zpiisobuji nekroticka loziska a postupny rozpad. VSechny typy
infekce vedou k omezeni pfijmu vody a zivin, zakrslému rastu, chloréze a snizenému vynosu
az 0 50-80 % u citlivych plodin (Perry & Moens 2013).

Zooparazitické hlistice infikuji Siroké spektrum Zivoc¢ichli od bezobratlych po obratlovce
vcetné ¢loveka. Vstup do hostitele probihd riiznymi cestami — aktivni penetraci kiize za pomoci
proteolytickych enzymil, perordlnim piijmem infekénich stadii kontaminovanou potravou
¢1 vodou, nebo pienosem vektory (krev sajicim hmyzem). Po infekci ¢asto dochézi k rozsdhlym
tkanovym migracim. U hospodaiskych zvirat zplusobuji gastrointestindlni hlistice (napf.
Haemonchus contortus, Ostertagia ostertagi, Cooperia oncophora) chronické ztraty krve,
ztratu télesné hmotnosti a vyrazné snizenou produkci. Pouze v chovech piezvykavcii mohou
ro¢ni ekonomické ztraty presahovat 10 miliard americkych dolard (Strydom et al. 2023).
U cloveéka predstavuji hlistice zdvazny zdravotni problém pifedevSim v rozvojovych zemich.
Tzv. pidni helmintdézy, oznacované také jako geohelmintdzy, jsou infekce zpiisobené
hlisticemi, u nichZ se infekéni stddia vyvijeji v ptidé a k ndkaze dochazi zejména pti kontaktu
s kontaminovanym prostiedim (Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, Necator americanus,
Ancylostoma duodenale). Celosvétoveé postihuji 1,5 miliardy lidi (WHO 2023), nejcastéji
v oblastech s nedostatkem Ccist¢ vody a nizkou uUrovni hygieny. Infekce témito parazity
vede k chronické anémii, malnutrici a zpomalenému fyzickému a kognitivnimu vyvoji déti.
Filarialnimi hlisticemi (Wuchereria bancrofti, Onchocerca volvulus) je infikovano ptiblizné
51 miliont lidi (WHO 2024). Jejich vyskyt je omezen na subtropické a tropické pasmo, kde
se pfirozené¢ vyskytuji vhodni pfenaSeci. Zpisobuji chronickd onemocnéni jako lymfatickou
filariézu (elefantidzu) a onchocerkidzu, zndmou také jako ficni slepota. Kombinace vysoké
prevalence, chronického pribehu a omezené dostupnosti 1écby Cini z parazitickych hlistic jednu
z nejvyznamnéjsich zanedbavanych tropickych chorob (Mitreva et al. 2007).

Navzdory negativnim dopadiim na zeméd¢lstvi a zdravi hostitelti mohou mit parazitické
hlistice praktické vyuziti v biologické ochrané rostlin. Entomopatogenni druhy pronikaji do téla
hostitele a ve spolupraci se symbiotickymi bakteriemi zptisobuji rychlé usmrceni napadeného
hmyzu. Zejména zastupci roda Steinernema a Heterorhabditis jsou vyuzivany jako biologicka
agens prti regulaci populaci sklidcl a jako alternativa k chemickym insekticidim ptedstavuji
soucast integrované ochrany rostlin (Lacey & Georgis 2012).

11



3.1.3 Vyznam studia u¢inku chemickych latek na hlistice

Hlistice jakozto mimofadné heterogenni skupina vynikaji ve schopnosti adaptace
na rizné ekologické niky a s tim souvisejici odliSné Zivotni strategie — od volné zijicich
bakteriovornich a fungivornich forem po parazitické formy (Schratzberger et al. 2019).
Tato ekologicka a fyziologicka plasticita ma zasadni dasledky pro selektivitu chemickych latek
pouzivanych k jejich kontrole. Moderni nematocidy a anthelmintika vykazuji casto
nedostatecnou selektivitu a mohou negativné ovlivitovat necilové volné zijici hlistice v ptidnich
a vodnich ekosystémech (Thoden et al. 2020). Studie Grabau et al. (2020) potvrdila, ze zatimco
nékteré nematocidy na bédzi pyridylethylamidii maji minimalni vliv na volné zijici skupiny,
jiné latky jako 1,3-dichloropropen vyznamné snizuji abundanci fungivori. Naproti tomu

v

nove¢jsi chemikalie jako fluensulfone a fluazaindolizine vykazuji ptiznivéjsi profil — kontroluji
fytoparazitick¢ hlistice pifi zachovani hustoty a diverzity volné¢ zijicich druht
(Kawanobe et al. 2019; Talavera et al. 2021). Dilezitym zjisténim je, Ze nékteré nematocidy
mohou také poskozovat entomopatogenni hlistice pouzivané v biologické ochrané, coz vytvari
konflikt mezi chemickou a biologickou kontrolou. Studium ucinka chemickych latek na hlistice
proto propojuje vyzkum zaméfeny na kontrolu paraziti s hodnocenim moznych dopadi

na necilové organismy (Thoden et al. 2020).

3.2 Hlistice v interakci s xenobiotiky

Termin xenobiotikum oznacuje jakoukoli chemickou latku, kterd se v daném organismu
ptirozené nevyskytuje a neni produktem jeho metabolismu. Do této kategorie patii pesticidy,
lé¢iva 1 primyslové chemikalie (Vosala et al. 2025).

3.2.1 Detoxikacni systémy hlistic

Preména xenobiotik v téle hlistic probiha typicky ve dvou fazich za pomoci efektivni
enzymatické drahy. Kli¢ovou roli hraji cytochromy P450 (CYP), které provadéji predevsim
oxidacni reakce a do molekuly xenobiotika zavadéji funkéni skupiny umoziujici dalsi apravy.
Chakrapani a spolupracovnici (2008) vyvinuli reportérovy systém zaloZzeny na fluorescen¢nim
proteinu GFP, ktery je napojen na promotory CYP genli u Caenorhabditis elegans. Tento
systém ukazal, Ze xenobiotika (napifiklad analogy rifampicinu) silné¢ indukuji expresi
nematodovych CYP enzyml podobné jako u savci. Diky tomuto objevu je moZné rychle
testovat, které latky indukuji detoxikacni enzymy, a tim ptedvidat potencialni problémy
s ucinnosti nebo rezistenci (Chakrapani et al. 2008).

V druhé fazi metabolismu se na produkty z prvni faze napojuji hydrofilni molekuly
glutathionu pomoci enzymu glutathion-S-transferaza (GST). Tyto konjugaty jsou pak 1épe
rozpustné ve vod¢ a snadnéji se vyluCuji zorganismu (Figueiredo et al. 2018). Syntéza
detoxika¢nich enzymii se miize zdroven zvySovat vreakci na piitomnost xenobiotik,
coZ umoznuje organismu piizptisobit se ménicim se podminkam (Chakrapani et al. 2008).

Tretim klicovym prvkem obrany jsou transportni proteiny ze skupiny ABC
(ATP-binding cassette), zejména P-glykoproteiny (P-gp). Tyto molekularni pumpy aktivné
vyplavuji xenobiotika z bun€k, ¢imz sniZzuji jejich intracelularni koncentraci a toxicitu
(Whittaker et al. 2017). Raza (2017) vramci své studie zjistil, ze zvySend hladina P-gp
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u rezistentnich izolatd H. contortus koleruje s vys$i odolnosti vii€i ivermektinu a snizené
ucinnosti Iéku. KdyZz vSak pouzili inhibitory MDR (multidrug resistence), latky blokujici funkci
P-gp transportéri, citlivost k ivermektinu se obnovila. Podobné Figueiredo et al. (2018)
prokazali klicovou roli Pgp-12 v rezistenci k ivermektinu u C. elegans, kde experimentalni
potlaceni exprese genu pgp-12 vedlo k reverzi rezistentniho fenotypu.

3.2.2 Rezistence k anthelmintikiim

Opakované pouzivani anthelmintik v zemédélstvi i medicing vede k nartstajici rezistenci
parazitickych hlistic, coz pfedstavuje globalni problém omezujici moznosti kontroly.
Mechanismy rezistence zahrnuji specifické zmény v cilovych proteinech (naptiklad mutace
B-tubulinu u benzimidazolové rezistence) i1 nespecifické zmeény v metabolismu a transportu
1éCiv (Whittaker et al. 2017). Transkriptomické studie rezistentnich izolath H. contortus
odhalily zmény v expresi stovek genii kddujicich receptory, transportni proteiny, detoxikacni
enzymy a dalSi komponenty bunééné obrany (Tuersong et al. 2022). Analyzy studie
na Teladorsagia circumcincta odhalily, ze rozdily v expresi P-gp a CYP mohou byt
jak konstitutivni, ptitomné uz pied expozici 1é¢ivu, tak indukovatelné, vznikajici jako reakce
na pritomnost lé¢iva (Dicker 2010). Rehborg et al. (2023) demonstrovali na modelu C. elegans,
ze genetické zmény ovliviiujici propustnost bunéénych bariér nejen méni citlivost
k jednotlivym latkdm, ale mohou také pozmeénit interakce mezi rliznymi lé¢ivy. V tomto
ptipad¢ kombinacni terapie, které byly dfive synergické, mohou u rezistentnich kmenil ztratit
ucinnost nebo dokonce vykazovat antagonismus. Tyto poznatky podporuji kombinovany
pfistup managementu rezistence spocivajici v rotaci riznych tfid anthelmintik, vyhybani se
subletalnim davkam, které by mohly aktivovat detoxikacni drahy, a potencialni vyuziti
inhibitorG transportnich pump (Raza 2017; Rehborg et al. 2023). Krom¢ modulace
transportnich mechanisma piedstavuji slibnou strategii také metabolické drahy a enzymy
jako potencialni terapeutické cile (Vosala et al. 2025).

3.3 Metabolickeé cile a enzymy jako terapeutické targety

Identifikace a validace metabolickych cilli predstavuje perspektivni metodu pro navrh
novych nematocidii a anthelmintik. Metabolické enzymy, jakozto katalyzatory biochemickych
transformaci nezbytnych pro homeostdzu organismu, nabizeji atraktivni moznosti
pro farmakologickou intervenci. Inhibice metabolickych drah mutze vést k naruSeni
energetického metabolismu, biosyntézy esencidlnich makromolekul nebo naruSeni
detoxikacnich procesti, pfi¢emz v kone¢ném dusledku vede k neschopnosti hlistice pfezit
amnozit se. Metabolické drahy jsou ¢asto propojené, a proto inhibice jednoho klicového
enzymu miiZze mit kaskadové efekty na vice procesti soucasné. Tyto metabolické cile jsou Casto
konzervovany napfi¢ Zivymi organismy, coZz usnadiiuje jejich studium na modelovych
organismech jako C. elegans (Burns et al. 2023, Vosala et al. 2025).
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3.3.1 Principy vybéru enzymatickych cili

Vybér vhodného metabolického cile vyzaduje posouzeni nékolika kritérii. Priméarné
musi byt dany enzym esencidlni pro pteziti nebo reprodukci nematoda, to lze ovéfit
prostiednictvim genetickych pfistupti, jako je RNA interference nebo knock-out mutace
(Burns et al. 2015). Déle je nezbytna dostupnost enzymatického cile pro malé molekuly. Lécivo
musi byt schopné proniknout ochrannymi bariérami hlistice a dostat se do bun¢k ve spravné
koncentraci (Holden-Dye & Walker 2014). Tietim aspektem je dostatecnd strukturni odlisnost
od ortolognich enzymu hostitele, coz umoziuje navrh selektivnich inhibitor s minimalni
toxicitou pro necilové organismy (Burns et al. 2023). Tyto ti principy pfedstavuji idedlni scénar
pro vyvoj anthelmintik, avsak v praxi ne kazdy potencionalni cil splituje vSechna tato kritéria.
Zejména dosazeni dostatecné selektivity mize byt technicky néaroc¢né, pokud jsou enzymy
vysoce konzervované (Vairoletti et al. 2022).

3.3.2 Priklady enzymatickych cil

3.3.2.1 Energeticky metabolismus a anaerobni drahy

cey

Hlistice, pfedevsim parazitické druhy zijici v anaerobnich podminkach (4scaris suum,
Haemonchus contortus), maji modifikované metabolické drahy pro ziskdvani energie. Inhibice
téchto specifickych drah miize selektivné poskodit parazity, aniz by ovlivnila hostitele.
Narozdil od savcel, ktefi vyuZzivaji kyslik jako termindlni akceptor elektront v dychacim
fetézci, mohou parazitické hlistice za hypoxickych podminek vyuzivat fumarat
jako alternativni akceptor  elektront (Kita et al. 2002). KliCovym enzymem
ve fumarat-reduktazové draze je rhodochinon-dependentni fumarat reduktaza, jejimz u¢innym
inhibitorem je naptiklad nafuredin, pfirodni metabolit produkovany houbou Aspergillus niger
(Omura et al. 2001). OdlisSny mechanismus tc¢inku pfedstavuji benzimidazolové anthelmintika,
ktera neptisobi pfimo na energeticky metabolismus, ale naruSuji polymeraci mikrotubuli
vazbou na B-tubulin, ¢imz dochazi k omezeni pfijmu Zivin a naslednému energetickému
vycerpani parazita (Saidu et al. 2025).

3.3.2.2 Neuromuskuléarni systém hlistic

Tradicni anthelmintika casto cili na nervovy nebo svalovy systém hlistic, ktery
jeklicovy pro fizeni pohybu, pifijem potravy a celkovou Zivotaschopnost parazita.
Organofosfore¢né slouceniny a karbamaty plisobi jako inhibitory acetylcholinesterazy, enzymu
zodpovédného za hydrolyzu acetylcholinu v synaptické Stérbing. Inhibice tohoto enzymu
vede k akumulaci acetylcholinu na postsynaptickych receptorech, nasledné spastické paralyze
a usmrceni parazita (Wolstenholme et al. 2004). Podobného efektu je dosaZeno také u latek,
které necili na enzymy, ale pfimo na receptory. Napiiklad imidazothiazoly (levamisol)
a tetrahydropyrimidiny (pyrantel) plsobi jako agonisté nikotinovych acetylcholinovych
receptord. PrestoZze je mechanismus uUc¢inku odlisny, vede rovnéz k nadmérné stimulaci
svalovych bunék a spastické paralyze hlistic (Martin et al. 2012).
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3.3.2.3 Detoxikaéni mechanismus hlistic

Hlistice disponuji robustnim systémem enzymd, které jim umoznuji neutralizovat
toxické latky hostitele i podavand anthelmintika. Tyto drahy jsou zodpovédné za ptirozenou
odolnost i rozvoj ziskané rezistence. Detoxikatni enzymy a transportni systémy proto
ptfedstavuji vyznamnou skupinu potencialnich terapeutickych cill. Jejich inhibice mize vést
ke zvySeni ucinnosti anthelmintik. V pfipadé ABC transportérti, zejména P-glykoproteint,
bylo navic prokazano, ze jejich blokada miize vést k obnoveni citlivosti rezistentnich kment,
jak bylo zminéno v kap. 3.2.1 (Chakrapani et al. 2008; Figueiredo et al. 2018).

3.3.2.4 Metabolismus aminokyselin

Dal$im slibnym cilem jsou enzymy zapojené do syntézy a metabolismu aminokyselin,
které slouzi nejen jako stavebni bloky proteinti, ale také jako vychozi latky pro biosyntézu
neurotransmiterd, kofaktori a dalSich biologicky aktivnich latek. NaruSeni jejich metabolismu
muze mit devastujici disledky, zejména pokud jsou hlistice zavislé na piijmu urcitych
aminokyselin zvenc¢i nebo pokud se hromadi toxické meziprodukty. Specifickym piikladem
metabolického cile, ktery si zaslouzi pozornost, je 4-hydroxyfenylpyruvat dioxygenaza
(HPPD), kterd ma nezastupitelnou funkci v metabolismu tyrosinu (Vosala et al. 2025).
Tento enzym a jeho inhibitory jsou predmétem nasledujicich kapitol.

3.4 Metabolismus tyrosinu

Tyrosin (para-hydroxyfenylalanin) je aromaticka aminokyselina, ktera hraje multifunkcni
roli v bunéném metabolismu. Kromé své inkorporace do proteinti slouzi jako prekurzor
pro biosyntézu katecholaminovych neurotransmitert (dopamin, noradrenalin, adrenalin),
thyroidnich hormont (thyroxin, trijodthyronin), melaninovych pigmenti a dalsich fenolickych
sloucenin. Tyrosin miZe byt ziskavan pfimo z potravy nebo syntetizovan v téle z fenylalaninu,
a proto je povazovan za semi-esencialni aminokyselinu (Shah & Moran 2015). Fenylalanin
se hydroxyluje na tyrosin pomoci enzymu fenylalanin hydroxylazy (PAH), ktery vyZaduje
kofaktor tetrahydrobiopterin. Tato reakce je u savct hlavnim zdrojem tyrosinu a jeji porucha
vede k fenylketonurii, dédi¢nému metabolickému onemocnéni, pii kterém dochazi k akumulaci
fenylalaninu a jeho alternativnich metabolitli (fenylpyruvat, fenyllaktat, fenylacetat) v téle
organismu. U hlistic je biosyntéza tyrosinu méné prostudovana. Genomické analyzy vSak
naznacuji, ze u C. elegans existuji homologni geny k lidské PAH, coz pfipousti moznost
endogenni syntézy. Vedle toho mohou hlistice tyrosin pfijimat alimentarné, v ptipade
parazitickych druht pfimo z tkdni a té€lnich tekutin hostitele. Pfebytek tyrosinu je rozkladan
prostiednictvim katabolické drahy (Moran 2005).

3.4.1 Katabolicka draha tyrosinu

Degradace tyrosinu probiha v sekvenci péti enzymatickych krokt, které preméiuji
tyrosin na fumarat a acetoacetdt, intermediaty centralniho metabolismu. Prvni krok
je katalyzovan tyrosin aminotransferdzou (TAT), kterd pfenaSi a-amino skupinu z tyrosinu
na o-ketoglutarat za vzniku 4-hydroxyfenylpyruvatu (4-HPP) a glutamatu. V druhém kroku
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je meziprodukt 4-HPP  oxidativné dekarboxylovan a  hydroxylovdn enzymem
4-hydroxyphenylpyruvate  dioxygenazou @ (HPPD aka 4-HPD) nahomogentisat
(2,5-dihydroxyfenylacetat). Tato reakce je povazovana za rozhodujici v katabolismu tyrosinu,
jelikoz homogentisat nepodléha alternativnim metabolickym pfeménam a pokracuje pouze v
této degradacni draze (Raspail et al. 2011). Ve tietim kroku je aromaticky kruh homogentisatu
oxidativné Sté€pen homogentisat 1,2-dioxygendzou (HGD), ¢imz vznika maleylacetoacetat.
Ctvrty krok zahrnuje izomerizaci maleylacetoacetatu na fumarylacetoacetat, ktera je
katalyzovana maleylacetoacetat izomerazou (MAAI). V posledni fazi je fumarylacetoacetat
hydrolyticky S§tépen fumarylacetoacetat hydrolazou (FAH) na fumarat a acetoacetat. Fumarat
vstupuje do citratového cyklu a predstavuje glukogenni produkt, zatimco acetoacetat mize byt
vyuzit pro syntézu ketolatek nebo pfeménén na acetyl-CoA, coz fadi tyrosin mezi
aminokyseliny soucasné glukogenni i ketogenni (Lewis & Botham 2013).

Tyrosine

TAT

4-Hydroxyphenilpyruvate

NTBC
HPPD

Homogentisate

HGO

4-Maleylacetoacetate

MAAI

4-Fumarylacetoacetate

FAH

Fumarate Acetoacetate

Obrazek 1: Schéma katabolické drdahy tyrosinu a misto ucinku nitisinonu (NTBC) — inhibitoru HPPD
(Angileri et al. 2014).

3.4.2 Enzym HPPD - funkce a inhibice

Enzym HPPD (EC 1.13.11.27) katalyzuje oxidativni dekarboxylaci 4-HPP
na homogentisat za piitomnosti molekularniho kysliku. Je pfitomen u vétSiny aerobnich
organismil a jeho katalyticka funkce je evolu¢né konzervovana (Santucci et al. 2017). U rostlin
ma HPPD kromé role v katabolismu tyrosinu také vyznamnou ulohu v biosyntéze
plastochinoni a tokoferoli, jejichz prekurzorem je homogentisat. Tyto slouCeniny
jsou nezbytné pro funkéni fotosyntézu a ochranu fotosyntetického aparatu pied oxidacnim
stresem (Shah & Moran 2015). U savct je HPPD vyhradné soucasti katabolické drahy tyrosinu.
Mutace v genu pro HPPD zptsobuji tyrosinémii typu III, dédi¢nou poruchu metabolismu
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spojenou se zvySenou hladinou tyrosinu v krvi a neurologickymi symptomy
(Santucci et al. 2017). Pfitomnost HPPD byla prokdzana také u hlistic. U modelového
organismu C. elegans je gen hpd-1 kodujici HPPD dobfe anotovan a jeho produkt vykazuje
enzymatickou aktivitu (Scott et al. 2023). Analyza sekvencni podobnosti v databdzi WormBase
dale identifikovala dalsi sekvenci (gen C37H2.4) vykazujici vyznamnou podobnost s hpd-1.
Tato sekvence pravdépodobné predstavuje paralogni gen, jehoz funkce vSak neni dosud
jednoznacné charakterizovana (WormBase 2024).

Strukturnim znakem HPPD je pfitomnost aktivniho centra obsahujiciho Zeleznaty iont
(Fe*), ktery je nezbytny pro katalytickou aktivitu enzymu. Triketonové inhibitory, vcetné
nitisinonu, chelatuji toto katalytické zelezo a kompetitivné blokuji pfistup substratu 4-HPP.
Inhibi¢ni konstanta nitisinonu vici HPPD se 1i$i v z&vislosti na organismu a mize se pohybovat
v rozmezi od nanomolarnich hodnot po vyssi koncentrace, coz fadi nitisinon mezi velmi
potentni inhibitory tohoto enzymu (Kucera et al. 2025).

3.5 Nitisinon

Nitisinon (2-(2-nitro-4-trifluormetylfenyl)-1,3-cyklohexandion), téz znamy pod zkratkou
NTBC, predstavuje pozoruhodny piiklad ptevedeni puvodné agrochemické slouceniny
do humanni farmakoterapie a je tak jednou z mala latek suplatnénim v zemédélstvi
jako herbicid a zaroven v medicing jako registrované 1é¢ivo (Lock 2022). V soucasnosti je také
vyuzivan k experimentdlnimu studiu ucinku inhibice HPPD u riiznych organismii, pfedevs§im
krev sajicitho hmyzu a dalSich hematofagnich ¢lenovcii (Kucera et al. 2025).

3.5.1 Historie a objev nitisinonu

Triketonové slouceniny byly poprvé syntetizovany v 80. letech 20. stoleti jako strukturni
analogy pfirodniho herbicidu leptospermonu, izolovaného =z australské rostliny
Callistemon citrinus (Lewis & Botham 2013). Béhem preklinického testovani triketonovych
herbicidl bylo zjisté€no, Ze tyto latky zplsobuji u laboratornich zvitat tyrosinémii, tedy zvySeni
hladiny tyrosinu v krvi. Tento efekt nebyl spojen s hepatotoxicitou, coZ vedlo k hypotéze,
ze latky inhibuji enzym zapojeny v katabolismu tyrosinu (Lindstedt et al. 1992). Nasledné
in vitro experimenty s HPPD izolovanou z potkanich jater prokazaly, Ze NTBC je potentni,
casové dependentni a reverzibilni inhibitor HPPD s ICso pfiblizn€ 40 nM. Tento mechanismus
vysvétlil pozorovanou tyrosinémii a soucasné naznacil potencialni terapeutické vyuziti latky
u onemocnéni spojenych s metabolismem tyrosinu (Ellis et al. 1995; Lock et al. 1998).

3.5.2 Chemicka struktura a vlastnosti

NTBC je synteticka triketonova sloucenina charakterizovand ptfitomnosti
tii karbonylovych skupin, které jsou uspotadany v B-triketonovém motivu. Struktura molekuly
se skladd z 1,3-cyklohexandionového kruhu obsahujiciho dvé karbonylové skupiny
a z benzoylové karbonylové skupiny navazané na aromatické jadro, ¢imZ vznikd celkova
triketonova konfigurace. Aromatické jadro je déale substituovdno nitro- a trifluormethylovou
skupinou. Tato struktura je podobna ptirozenému substratu HPPD (4-HPD) a umozituje NTBC
kompetitivne se vazat do aktivniho mista enzymu. Trifluormetylova skupina zvysuje lipofilitu
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molekuly a stabilitu vi¢i metabolické degradaci. Nitroskupina muze pfispivat k vazbé
do aktivniho mista prostfednictvim interakci s Zeleznym iontem nebo okolnimi
aminokyselinami. Relativné mala molekula NTBC (molekulova hmotnost 329 g/mol) je stabilni
za fyziologickych podminek. U savct je NTBC dobfe absorbovan po peroralnim podani a ma
dlouhy biologicky polocas (u c¢lovéka az nékolik dni). Tyto vlastnosti pfispivaji k jeho
dlouhodobému tc¢inku a u¢inné inhibici enzymu HPPD (Lock 2022).

3.5.3 Vyuziti a potencial nitisinonu

NTBC byl vyuzit jako modelova sloucenina pro vyvoj triketonovych herbicidi.
Biologické testy na citlivych rostlinach potvrdily, Ze inhibice HPPD vede k rychlému poklesu
obsahu karotenoidli a naslednému fotooxida¢nimu poskozeni chlorofylu, coz ma za nasledek
charakteristické zbé¢leni listlh — chlordzu (Lock et al. 1998). Na zaklad¢ struktury NTBC byly
syntetizovany Uc¢inngj$i a selektivnéjsi slouceniny, z nichz néckteré byly zavedeny
do zeméd¢lské praxe, naptiklad mesotrion (Callisto) a tembotrion (Laudis). Tyto herbicidy
se pouzivaji ptredevsim k regulaci dvoudéloznych plevel v porostech kukufice, a to pfii
zachovani selektivity vici plodiné (Beaudegnies 2009).

Do humanni mediciny byl NTBC zaveden pod obchodnim nazvem Orfadin®
jako terapeutické Cinidlo pro 1é¢bu hereditdrni tyrosinémie typu I, zdvazného dédiéného
onemocnéni zpiisobeného deficitem fumarylacetoacetat hydrolyzy (FAH). Kumulace
fumarylacetoacetatu a maleylacetoacetitu vede k poskozeni jater a ledvin, pficemz pied
zavedenim NTBC byla jedinou u¢innou lé€bou transplantace (Holme a Lindstedt 2000).
Klinick4 studie Lindstedt et al. (1992) ukézala, Ze inhibice HPPD vede k vyraznému snizeni
koncentraci toxickych metaboliti v plazmé€ a moci pacientti. Soucasné bylo pozorovano
zlepSeni jaternich funkci a snizeni mortality. Nasledné dlouhodobé sledovani pacientt
prokézalo, ze 1écba NTBC v kombinaci s dietnim omezenim tyrosinu a fenylalaninu vyznamné
snizuje riziko jaterniho selhani a rozvoje hepatocelularniho karcinomu.

NTBC je v soucasnosti zkouman u hematofagnich ¢lenovct jako inhibitor metabolismu
tyrosinu po piijmu krve. Experimentalni prdce na komaru Anopheles stephensi prokézala
vysokou mortalitu jedincii po nasati krve pii podani triketonovych inhibitort HPPD, zatimco
u jedincl bez piijmu krve nebyl tento efekt vyrazny. Tato mortalita byla spojena pravé
s akumulaci tyrosinu a naruSenim metabolické homeostdzy (Kucera et al. 2025). Podobné
vysledky byly zaznamenany také u much tse-tse (rod Glossina), kde inhibice HPPD vedla
k vyznamnému snizeni piezivani po nasati krve (Sterkel et al. 2021). Tyto experimenty
poukazuji na moznost vyuziti NTBC pii kontrole vektori infek¢nich onemocnéni
prostfednictvim cilené inhibice metabolismu tyrosinu.

Navzdory prokdzanému u¢inku NTBC u rostlin, savcil i hematofagnich ¢lenovcet zlistava
jeho potencial u parazitickych hlistic nedostate¢né prozkouman. Zadné ze schvélenych
anthelmintik ani nematocidnich latek v soucasnosti necili na enzym HPPD ani obecné
na metabolismus tyrosinu. Inhibice této metabolick¢ drahy tak predstavuje odliSny
mechanismus ucinku ve srovnani s dosud pouzivanymi latkami urenymi k regulaci hlistic.
Klicovou otazkou zlstava selektivita, tedy zda inhibice HPPD poSkozuje parazitické druhy
pii koncentracich bezpecnych pro hostitele a volné Zijici organismy. Vzhledem k evoluc¢ni
konzervovanosti enzymu HPPD nelze predpokladat vysokou selektivitu bez dalsi optimalizace
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inhibitord. NTBC vSak mtze slouZzit jako referencni inhibitor pro ovéfeni zranitelnosti
metabolismu tyrosinu u hlistic a jako vychozi struktura pro pfipadny vyvoj selektivnéjSich
analogl. Pro experimentalni zhodnoceni ¢inkti NTBC na hlistice byli vybrani zastupci volné

cey

zijiciho a parazitického druhu.

3.6 Studované organismy

3.6.1 Caenorhabditis elegans

C. elegans (fad Rhabditida) je volné zijici ptidni hlistice, kterd se bézné¢ vyskytuje
v organicky bohatych substratech, jako je kompost nebo rozkladajici se rostlinny material.
Patii mezi nejvyznamnéjs$i modelové organismy v biologii a je Siroce vyuzivana v genetickych,
vyvojovych i toxikologickych studiich. Dospély jedinec dosahuje délky piiblizn€ 1 mm a jeho
zivotni cyklus je za laboratornich podminek kratky, 3—4 dny pti 20 °C. Vyvoj probihd pies Ctyti
larvalni stadia (L1-L4) oddélena svlékanim kutikuly. Za nepfiznivych podminek muize larva
vstoupit do alternativniho diapauzniho stadia dauer larvy, které umoziuje pteziti v prostiedi
s nedostatkem potravy nebo vysokou hustotou populace (Brenner 1974).

Velkou vyhodou C. elegans je plné¢ sekvenovany genom (pfiblizné¢ 100 Mb,
20 000 genil) a detailn€ popsand bunécnd linie zahrnujici pfesn¢ definovany pocet bunck
u dospélého hermafrodita (959 somatickych bunck). Organismus je transparentni,
cozumoznuje piimé sledovani morfologickych zmén a fyziologickych procesti pomoci
mikroskopie. C. elegans se Zivi bakteriemi a v laboratornich podminkach se bézné¢ kultivuje
na agarovém médiu s bakteridlnim kmenem Escherichia coli OP50. Diky snadné kultivaci,
kratkému zivotnimu cyklu a dostupnosti genetickych néstroji je tento druh vhodny
pro screening biologicky aktivnich latek, vCetné testovani ucinku potencidlnich anthelmintik
(Kaletta & Hengartner 2006).

Metabolické drahy u C. elegans, véetné metabolismu aminokyselin, vykazuji vysokou
miru konzervace s parazitickymi hlisticemi. Genom tohoto druhu obsahuje homologni geny
pro enzymy katabolismu tyrosinu, véetné genu hpd-1 kddujiciho HPPD. Diky tomu pfedstavuje
C. elegans vhodny model pro studium G¢inku inhibitord HPPD a jejich dopadu na fyziologii
hlistic (Corsi et al. 2015; Scott et al. 2023). V kontextu této prace reprezentuje neparaziticky
pudni druh, jehoz citlivost k NTBC slouzi jako zaklad pro hodnoceni ekotoxikologického rizika
a jako komparativni referenc¢ni bod vii¢i parazitickym druhtim.
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Obrazek 2: Larvalni stadium L4 druhu C. elegans (délka téla 616,2 um) zachycené pomoci svételné mikroskopie
(Leica DMLB, software Leica Application Suite, foto: autorka).

3.6.2 Meloidogyne hapla

M. hapla je fytoparazitickd hlistice patfici mezi kofenova had’atka (root-knot
nematodes) fadu Tylenchida. Tento druh napadad Siroké spektrum hostitelskych rostlin,
vcetné zeleniny, okrasnych rostlin a nékterych polnich plodin. Infekce se projevuje tvorbou
charakteristickych halkovitych zdufeni na kotenech, ktera vznikaji v disledku indukce
hypertrofie bunék hostitelské rostliny. Zivotni cyklus M. hapla zahrnuje embryonalni vyvoj
ve vajicku, Ctyfi juvenilni stadia a dospélce. Infekénim stadiem jsou larvy druhé vyvojové faze
(J2), které pronikaji do kotenového pletiva a zaklddaji krmnd mista. Jejich nésledny vyvoj
jesiln¢ zavisly na teplot¢ a dostupnosti hostitelské rostliny. Samice jsou sedentarni,
hruskovitého tvaru a zlstavaji trvale v kofenovém pletivu hostitele, kde produkuji vajicka.
Naproti tomu samci maji vermiformni tvar, jsou pohyblivi a kofenové pletivo opoustéji
(Perry & Moens 2013; Jones et al. 2013).

Genom M. hapla byl kompletné¢ osekvenovan, dosahuje ptiblizn¢ 54 Mb a obsahuje
zhruba 14 000 protein-kddujicich gend, veetné genu kddujiciho HPPD (Opperman et al. 2008).
Pritomnost katabolické drahy tyrosinu tak umoZiiuje zkoumat uc¢inek inhibitort HPPD
u fytoparazitickych hlistic. Narozdil od C. elegans jsou vSak vyvoj a metabolicka aktivita druhu
M. hapla 0zce vazany na hostitelskou rostlinu. Pfijem exogennich latek u tohoto typu hlistic
probiha primarné prostiednictvim hostitelské tkané beéhem parazitického stadia, zatimco pfimy
pranik latek pies kutikulu je obecné omezeny (Perry & Moens 2013). Z fyzikalné-chemického
hlediska vykazuje NTBC sttedni lipofilitu (logP =~ 2,3, PubChem 2024), coz ve srovnani
s nékterymi u€innymi nematocidy (napi. fluopyram, logP = 3,3, PubChem 2024) naznacuje
omezenou schopnost pasivniho priniku pies kutikularni bariéru hlistic. Pasivni difuze latek
ptes kutikulu je limitovana nejen lipofilitou, ale i velikosti molekuly a jeji polaritou. Z tohoto
divodu nelze ocekavat, ze by NTBC byl efektivné piijiman ptimou expozici (Ho et al. 1990).
DalSim limitujicim faktorem je nutnost soucasné pfitomnosti L-tyrosinu pro manifestaci
sledovaného efektu (Turcelova 2023). Tyrosin je polarni aminokyselina s nizkou lipofilitou,
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kterd neprochazi pasivné lipidovymi bariérami, a jeho pfijem je proto vézan na aktivni
transportni mechanismy nebo piijem potravy (Nelson & Cox 2017). Z téchto divodi lze
predpokladat, ze u¢innd expozice M. hapla latkdim NTBC a L-tyrosin je mozna predev§im
prostiednictvim hostitelské rostliny. Tento zptsob expozice predstavuje omezeni pro piimé
experimentalni ovlivnéni parazita, nicméné na molekularni rovni Ize ucinek inhibitordi HPPD
studovat nezavisle na hostitelském systému.

3.6.3 Haemonchus contortus

H. contortus neboli vlasovka slezova (fad Strongylida) je jednim z nejvyznamnéjSich
gastrointestindlnich parazith malych prezvykaved, napadd piedevsim ovce akozy
(Schwarz et al. 2013). Vyvojovy cyklus H. contortus je ptimy bez ucasti mezihostitelt. Vajicka
parazita se vylucuji do prostiedi, kde se z nich vyvijeji voln¢ zijici larvy v n€kolika stadiich
(L1, L2 a L3). Pti spaseni travy s infek¢nimi stadii L3 se larvy dostavaji do traviciho traktu
hostitele, kde se ptes stddium L4 vyvijeji do dospélych jedinct. Dospélci jsou hematofagni
a parazituji ve slezu hostitele. Aktivni sani krve zptisobuje typické ptiznaky infekce, zejména
anémii a celkové vyCerpani zvitete (Laing et al. 2013).

Geneticka informace H. contortus byla sekvenovana a sestavena v nékolika variantach
prorizné izoldty a kmeny. Genom referenéniho laboratorniho kmene MHco3(ISE).N1
dosahuje velikosti 280—283 Mb a obsahuje ptiblizn¢ 19 000 kddujicich genii (Doyle et al. 2019;
Zheng et al. 2024). Diivéjsi navrzena sestava publikovana pro kmen MHco3(ISE).N1 uvad¢la
zhruba 23 000 genii (Schwarz et al. 2013), zatimco paralelni studie reportovala nizsi hodnoty
kolem 21 000 genil (Laing et al. 2013). Rozdily v odhadech velikosti genomu a poctu gent
souviseji predev§im s odliSnostmi mezi kmeny a postupnym zlepSovanim sekvenacnich
technologii. Nov¢jsi pristupy, zejména dlouhoCteci sekvenovani, umoznily vytvofit presnéjsi
chromozomalni sestavy, které 1épe odrazeji skutecnou strukturu genomu (Gasser et al. 2016;
Zheng et al. 2024). Podobn¢ jako u modelového organismu C. elegans a fytoparazitické hlistice
M. hapla je 1 v genomu H. contortus ptitomen gen hpd kodujici enzym HPPD
(WormBase 2024). Tento druh tak ptedstavuje vyznamny model pro studium G¢inku inhibitorii
HPPD u parazitickych hlistic veterinarniho vyznamu.
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4 Metodika

Experimentalni pfistup byl pfizpisoben biologickym vlastnostem studovanych
organismi a dostupnosti experimentalniho materialu. V ptipadé modelového druhu C. elegans
byl u€inek nitisinonu sledovan komplexné na tirovni celého organismu i v ramci molekularnich
analyz. U fytoparazita M. hapla byly ptivodné planovany fenotypové experimenty, ty vSak
znemoznila vyrazna fytotoxicita nitisinonu vici hostitelskym rostlindm. Studium tohoto druhu
bylo soustfedéno na molekularné-biochemickou analyzu cilového enzymu. U druhu
H. contortus nebylo mozné experimentalni ¢ast realizovat z divodu nedostupnosti biologického
materidlu. Tento druh byl vSak zahrnut do komparativni bioinformatické analyzy, kterd byla
zaméfena na detailni srovnani proteinovych sekvenci s cilem identifikovat konzervované
domény.

4.1 Analyza alignmentu

Metoda vicenasobného sekvencniho zarovnani (multiple sequence alignment) byla pouzita
k posouzeni konzervace proteinu HPPD napfi¢ vybranymi organismy. Tento pfistup umoznuje
identifikovat homologni oblasti proteinii a posoudit zachovani jednotlivych aminokyselin, které
mohou byt kli¢ové pro strukturalni a funk¢ni vlastnosti enzymu (Notredame 2007).

Jako vychozi sekvence byl zvolen protein HPPD kdédovany genem hpd-I u druhu
C. elegans. Tato sekvence byla ziskdna z databdze WormBase (Howe et al. 2017) a ve formatu
,,Conceptual translation* pouzita jako vstupni dotaz v programu BLAST (Altschul et al. 1990).
Vybér konkrétnich organismli byl proveden se zamérem zahrnout zastupce z rtiznych
fylogenetickych skupin, u nichz byl popsan nebo je pfedpokladan ucinek NTBC. Na zaklad¢
vysledkl a procenta shodnosti byly do analyzy zarazeny nasledujici taxonomické skupiny:
hlistice (Caenorhabditis elegans, Haemonchus contortus, Meloidogyne hapla), plosténci
(Schistosoma mansoni), Clenovci (Ixodes ricinus, Anopheles stephensi, Dermanyssus gallinae)
a obratlovci (Homo sapiens). Kompletni proteinové sekvence byly exportovany ve formatu
FASTA adale zpracovany v programu MAFFT (Katoh et al. 2002). Vystup byl dale importovan
do programu Geneious Prime 2023 (Dotmatics), kde byla provedena vizualni Giprava, kontrola
homolognich pozic a graficka finalizace vysledného alignmentu.
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4.2 Caenorhabditis elegans
4.2.1 Fenotypové testy u Caenorhabditis elegans

Pro posouzeni vlivu inhibitoru NTBC a L-tyrosinu u C. elegans (kmen N2, wild-type)
byly provedeny experimenty zaméfené na hodnoceni piezivani a reprodukcéni schopnosti
jedinct. Pozorovani probihalo in vitro v Petriho miskach s agarovym zivnym médiem NGM
(nematode growth medium), které umoziiuje vhodné podminky pro rist a udrzovani
laboratornich kultur nematod. V pribéhu nékolika dni byly pomoci stereoskopického
mikroskopu sledovany zminéné fenotypové projevy.

4.2.1.1 Kultivace Caenorhabditis elegans

Standardni kultivacni médium NGM (200 ml) bylo ptipraveno smichanim 0,6 g NaCl,
3,4 gagaru, 0,5 g s6jového peptonu a 195 ml dH>O. Pfipravena smés byla sterilizovana
v autoklavu a poté temperovana ve vodni 14zni na teplotu ptiblizné 55 °C. Po ochlazeni média
byly asepticky pfidany nasledujici roztoky: 200 pl 1M CaClz, 200 pl IM MgSO4
a 200 pl cholesterolu (o koncentraci 5 mg/ml v 96% ethanolu). Nésledné¢ bylo do média
doplnéno 5 ml IM KPOg4 pufru a smés byla dikladné¢ homogenizovana. Hotové médium bylo
davkovano do Petriho misek o priméru 60 mm (10 ml) a po jeho ztuhnuti inokulovano suspenzi
kmene E. coli OP50 v LB médiu (200 pl). Takto pfipravené misky byly ponechdny 24 hodin
pfi laboratorni teploté (21 °C) pro vytvofeni souvislého bakteridlniho pokryvu (lawn).
Pro udrzeni zivotaschopné kultury C. elegans byly hlistice pravideln¢ pasdzovany na Cerstvé
misky s NGM a OP50 a uchovavany v inkubatoru pfti teploté 20 °C. K transferu C. elegans byly
vzdy vyuzity misky s pterostlou kulturou, ze kterych byl pomoci sterilniho skalpelu vytiznut
piiblizn& 1 cm? agarového média a pienesen na novou misku.

4.2.1.2 Synchronizace kultury Caenorhabditis elegans

Pro experiment byly pouZity synchronizované kultury C. elegans ve stadiu L4, které
ptredstavuje posledni larvalni stupen pfed dosazenim pohlavni dospélosti. Sjednoceni populace
bylo nezbytné pro zajisténi vyvojové uniformity sledovanych jedincii a reprodukovatelnosti
experimentalnich podminek.

Synchronizace byla provedena ziskanim embryi zt¢l dospélych jedinctii metodou
alkalické hypochloritové 1yzy. Dospélci nesouci embrya byli z kultivanich misek promyti
1000 pl pufru M9 do mikrozkumavky. Po kratké centrifugaci (5000 r.p.m., 30 s) bylo
odpipetovano piebytecné mnozstvi supernatantu s ponechanim ptiblizné¢ 350 pl suspenze.
K sedimentu bylo pfidano 150 pl lyza¢niho roztoku (50 pl KOH, 100 pl hypochloritu), smés
byla dikladn€ promichéna a ponechdna 3—4 min. Béhem plisobeni roztoku byla uspésnost lyzy
mikroskopicky kontrolovana do okamziku naruseni téla dospélych jedincii a uvolnéni embryi.
Nasledné byla suspenze centrifugovana (5000 r.p.m., 30 s) a supernatant opét odstranén.
Sediment obsahujici embrya byl tfikrat promyt pufrem M9 pro odstranéni zbytki chemického
roztoku. Ziskand embrya byla pfevedena na kultivaéni misky bez potravy a inkubovana
pii teploté 20 °C do nésledujiciho dne. Vylihl¢ larvy ve stadiu L1 byly pieneseny na nové misky
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s OP50 a dale inkubovény za stejnych podminek po dobu 30—40 hodin do vyvojového stadia
L4.

4.2.1.3 Testy ptezivani a reprodukce

Provedené testy vychazely z metody popsané v protokolu Panska et al. (2023). Jedinci
C. elegans byly kultivovany na Petriho miskach o priméru 35 mm s 2,5 ml NGM média
a 100 pl kultury OP50. Fenotypové testy byly realizovany ve ctyfech experimentdlnich
skupinach podle ptitomnosti testované latky: kontrolni skupina (bez pfidanych latek), skupina
s ptfidavkem L-tyrosinu, skupina s piidavkem NTBC a skupina kultivovana v pfitomnosti obou
latek. L-tyrosin (zasobni roztok o koncentraci 100 mg/ml v 1M HCI) byl pfidan do tekutého
NGM média pred vylitim do Petriho misek do findlni koncentrace 1 mg/ml. NTBC byl
rozpustén v PBS (fosfatovém pufru; 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na;HPO4
a 1,8 mM KH>PO4) v koncentraci 600 mg/l. Tento roztok byl v objemu 100 ul napipetovan
do misky s tekutym NGM médiem a promicham sterilni §pi¢kou. Na kazdou ptipravenou misku
byl pienesen jeden jedinec ve stadiu L4. Misky byly nasledné inkubovany pii 22 °C.
Po 24 hodinach (1. den) byl spocitan pocet nakladenych vajicek a vylihnutych larev a samice
byla pfenesena na novou misku odpovidajiciho slozeni. Tento postup byl opakovan po dobu
4 dnti pro zachyceni celého reprodukéniho obdobi samice.

Experiment byl proveden ve tfech nezéavislych biologickych opakovanich (sériich)
se ¢tyfmi experimentdlnimi skupinami (kontrola, L-tyrosin, NTBC, NTBC + L-tyrosin).
V kazd¢ sérii byla pouzita nova skupina jedincii ze synchronizované kultury C. elegans a byly
dodrZeny stejné experimentalni podminky. Pocet replikéatt (jednotlivych misek) byl v prvnich
dvou sériich n = 4. Ve tfeti sérii byl pocet replikatti navySen na n = 5 pro ziskani vice dat
a ovéfeni vysledkt. Celkovy pocet jedinct (n = 13) byl ziskan sloucenim dat z jednotlivych
sérii.

4.2.2 Molekularné-biochemicka analyza u Caenorhabiditis elegans

Molekularné-biochemicky usek prace byl zaméfen na ptipravu rekombinantniho
proteinu a naslednou verifikaci enzymatické aktivity HPPD. Pro ziskani zdrojové DNA byl
vyuzit expresni vektor pET-22b(+) sjiz zaklonovanym insertem genu hpd-1 a C31H2.4.
Tyto vektory byly pfipraveny a transformovany do bakteridlniho kmene E. coli pLysS v ramci
ptedchozich studii (Turcelova 2023) realizovanych na Katedfe zoologie a rybatstvi (FAPPZ,
CZU v Praze). Prakticka &ast zahrnovala PCR amplifikaci sekvence genu hpd-1 a C31H2.4,
purifikaci DNA, klonovéani do expresniho vektoru pET SUMO a transformaci hostitelskych
bunék. Usp&sna transformace byla ovéfena pomoci Colony PCR. Nasledné byla provedena
indukce exprese rekombinantniho proteinu a stanovena aktivita enzymu HPPD pomoci
kolorimetrické eseje.

42.2.1 PCR

Polymerazova tetézova reakce (PCR) pfedstavuje laboratorni metodu pouzivanou
k cilenému namnozeni definovaného fragmentu DNA. Princip spociva v opakovanych cyklech
zahfivani a ochlazovani reakéni smési, béhem nichZ dochazi k rozvolnéni dvousSroubovice
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DNA, navazani specifickych primerti na templat a ndsledné syntéze komplementarniho fetézce
pomoci termostabilni DNA polymerdzy. Reakéni smés obsahuje templatovou DNA, forward
areverse primery, DNA polymerdzu, smés deoxynukleotidi a vhodny reakéni pufr
(Mullis et al. 1986).

Pro PCR byly pouzity primery uvedené v Tabulce 1.

Tabulka 1: Sekvence primerit pro PCR reakci.

Primer Sekvence (5‘—3¢)

HPD-1_pET-SUMO _fwd ATGACTACATTCGACAAAGGAGC

HPD-1 pET-SUMO rev TTACTTAGTATTTCCATCCTTAACATTATC
Primer C31H2.4 Sekvence (5‘—3¢)

C31H2.4 pETSUMO fwd ATGGGTTCAATTTCTGCAATTCATCAC
C31H2.4 pETSUMO rev TCAAAAAAGGGTTCCACGCTTTTC

Ze zdrojovych bakterialnich kolonii byla izolovana plazmidova DNA pomoci GenElute
Plasmid Miniprep Kit (Sigma-Aldrich) podle protokolu vyrobce, ktera byla nasledné pouZzita
pro PCR amplifikaci cilové sekvence genu hpd-1 a C31H2.4. PCR reakce byla pfipravena
v celkovém objemu 50 pl spouzitim 25 pl PCR Master Mix DreamTaq (Thermo Fisher
Scientific), 1 pl templatové DNA v plazmidu pET-22b(+), 1 pl forward primerd, 1 pl reverse
primert a 22 ul dH>O. Cyklus probihal v termocykleru s nastavenym programem uvedenym
v Tabulce 2.

Tabulka 2: Teplotni a casovy profil PCR reakce.

Krok Teplota (°C) Cas (min) Pocet cykli
Predenaturace 95 3:00 Ix
Denaturace 95 0:30

Annealing 52 0:30 40x
Elongace 72 1:30

Finalni elongace 72 5:00 Ix
Uchovani 10 ) -

4.2.2.2 Analyza vysledkti PCR

PCR produkt byl analyzovan elektroforézou v 1% agar6zovém gelu v TAE pufru.
Do gelu byl pfidan ethidium bromid umoznujici vizualizaci DNA fragmentl pii prosviceni
UV transluminatorem. Pro kontrolu velikosti amplifikované sekvence byl pouzit GeneRuler
1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific), ¢imz byla ovéfena ptitomnost fragmentu
odpovidajici velikosti (Obrazek 3). DNA byla zagar6zového gelu extrahovana pomoci
Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (Geneaid) podle protokolu vyrobce. Koncentrace
purifikované DNA byla zkontrolovana pomoci mikrospektrofotometru NanoDrop.
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Obrazek 3: Vievo velikostni DNA stupnice GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific),
vpravo elektroforeticka analyza PCR produktu genu hpd-1 (<1182 bp) a C31H2.4 (~1175) u C. elegans.

4.2.2.3 Klonovani do expresniho vektoru a transformace bunék

Purifikované PCR produkty byly zaklonovany do expresniho vektoru pET SUMO
podle doporuceni vyrobce (Thermo Fisher Scientific). Proces byl zaloZzen na principu
TA klonovéani, kdy PCR produkt pfedem amplifikovany Taq DNA polymerdzou nesl
na 3‘ koncich adeninové nukleotidy, které umoznily jeho navazani na linearizovany vektor
pET SUMO s komplementarnimi 3¢ thyminovymi ptesahy.

Liga¢ni smés byla pfipravena v objemu 10 pl smichanim 3 pl PCR produktu,
1 ul T4 liga¢niho pufru, 2 pl pET SUMO vektoru, 1 pul T4 DNA ligdzy a 3 pl dH:O.
Ligacni reakce trvala 4 h pii 15 °C. Vektor byl nésledné transformovéan do hostitelskych
expresnich bunék E. coli BL21(DE3) metodou tepelného Soku, pii niz kratkodobé zvySeni
teploty vede k prechodnému zvySeni permeability bunééné membrany a umoziuje vstup
plasmidové DNA (Hanahan 1983). Za ucelem regenerace byly transformované buiiky nejprve
1 h inkuboviany v SOC médiu (0,5 % kvasni¢ny extrakt, 2 % trypton, 10 mM NacCl,
2,5mM KCIl, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSOs4, 20 mM glukéza) na tfepacce pii 37 °C
a 225 r.p.m. Poté byly naneseny na LB agarové plotny (LB agar: 10 g trypton, 5 g kvasni¢ni
extrakt, 10 g NaCl, 15 gagarna 1 [; pH 7,0) se selektivnim antibiotikem kanamycinem (v médiu
ve finélni koncentraci 50 pg/mL). Po 16 h inkubace pti 37 °C byly kolonie otestovany pomoci
Colony PCR na pfitomnost insertu a nasledné¢ uchovavany pti 8 °C. Sekvence primerd pouzité
pro studované geny jsou Pro oba studované geny (hpd-1 a C31H2.4) byl pouzit vektorovy
primer a specifické genové primery, jejichz sekvence jsou uvedeny v Tabulce 3. Teplotni
a ¢asovy profil byl pro obé reakce shodny (Tabulka 4). Usp&sna amplifikace byla potvrzena
gelovou elektroforézou. V piipadé genu hpd-1 byl detekovan produkt o velikosti 1182 bp
(Obrazek 4), u genu C31H?2.4 byl potvrzen produkt o velikosti 1175 bp (Obrazek 5).

26



Tabulka 3: Sekvence primeri pro Colony PCR.

Primer hpd-1 Sekvence (5‘—3¢)

SUMO Forward AGATTCTTGTACGACGGTATTAG

HPD-1 pETSUMO rev TTACTTAGTATTTCCATCCTTAACATTATC
Primer C31H2.4 Sekvence (5‘—3¢)

SUMO Forward AGATTCTTGTACGACGGTATTAG

C31H2.4 pETSUMO _rev TCAAAAAAGGGTTCCACGCTTTTC

Tabulka 4: Teplotni a casovy profil Colony PCR.

Krok Teplota (°C) Cas (min) Pocet cykli
Predenaturace 95 3:00 Ix
Denaturace 95 0:30

Annealing 55 0:30 40x
Elongace 72 1:30

Finalni elongace 72 5:00 Ix
Uchovani 10 o0 -

bp ng/0.5 pg %

20000 20 4
/ 10000 20 4
/7000 20 4
[/ 5000 75 15

4000 20 4
— 3000 20 4
— 2000 20 4
—1500 80 16
—1000 25 5
—700 25 5
—500 75 15
—400 25 5
— 300 25 5
—200 25 5

5

1% agarose

0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7 V/cm, 45 min

Obrazek 4: Vievo velikostni DNA stupnice GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific),
vpravo elektroforeticka analyza produktu Colony PCR z transformovanych bakterialnich kolonii s insertem hpd-1 z C. elegans
(~1182 bp).
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1% agarose

0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7 V/cm, 45 min

Obrazek 5: Vlevo velikostni DNA stupnice GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific),
vpravo elektroforeticka analyza produktu Colony PCR z transformovanych bakterialnich kolonii s insertem C31H2.4
z C. elegans (~1175 bp).

Z vybranych transformovanych kolonii byl izolovan plazmid pomoci GenElute Plasmid
Miniprep Kit (Sigma-Aldrich) a odeslan k sekvenovani za ucelem ovéfeni ptitomnosti cilového
genu hpd-1 a C31H2.4. Analyza potvrdila pfitomnost insertll odpovidajici ocekévané sekvenci
a ovétené bakteridlni kolonie byly nasledné pouzity pro expresi rekombinantniho proteinu
a kolorimetrickou esej.

4.2.2.4 Kolorimetricka esej

Za tucelem sledovani inhibicniho w¢inku NTBC na aktivitu enzymu HPPD
byla provedena kolorimetricka esej podle Neuckermans et al. (2019). Pozitivni bakteridlni
kolonie BL21(DE3) nesouci rekombinantni plazmid pET SUMO byly pouzity pro piipravu
reakéniho média s 5 ml LB a 5 pl kanamycinu a inkubovany pies noc na tiepacce (37 °C,
225 r.p.m.). Z ptipravené suspenze bylo nasledné odebrano 0,5 ml bakteridlni kultury, ktera
byla ptenesena do 100 ml cerstvého LB média a opét ponechina na tfepalce za stejnych
podminek. Timto zpiisobem byly pfipraveny dvé paralelni kultury. Rist bakterii byl pribézné
sledovan méfenim optické denzity aZ do hodnoty ODsoo = 0,6. Po dosaZeni poZzadované hustoty
bylo do obou kultur pfidano IPTG do finalni koncentrace ImM pro indukci exprese
rekombinantniho proteinu a 75 mg L-tyrosinu (finalni koncentrace 0,75 mg/ml) slouZiciho jako
substrat reakce. Do jedné z kultur bylo souc¢asné doplnéno 237 ul NTBC (findlni koncentrace
5uM), zatimco druhd kultura slouzila jako kontrola bez inhibitoru.

Ptipravené kultury byly inkubovany na tfepacce pii 37 °C do nasledujiciho dne.
Po inkubaci bylo sledovano zbarveni jednotlivych kultur. Princip metody vychazel z bakterialni
pfemény L-tyrosinu na 4-hydroxyfenylpyruvat (HPP), ktery slouzi jako substrat
pro exprimovany HPPD. Vznikajici kyselina homogentisovd (HGA) je za fyziologickych
podminek  dale  Stépena  enzymem = homogentisait  1,2-dioxygendzou  (HGD)
na maleylacetoacetat. Pti zvySené produkci HGA v disledku exprese rekombinantniho enzymu
vSak kapacita tohoto kroku neni dostate¢nd, coz vede k akumulaci HGA. Ta nésledné spontanné
oxiduje a polymeruje za vzniku pigmentu pyomelaninu, ktery zptisobuje hnédé zbarveni kultury
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(ochrondzu). V pfitomnosti inhibitoru NTBC méla byt aktivita enzymu HPPD snizena
nebo zcela blokovana, coz by vedlo k omezeni tvorby HGA a nésledn¢ sniZeni intenzity
zbarveni, ptipadné jeho absenci. O¢ekdvanym vysledkem experimentu bylo rozdilné zbarveni
kultur v zavislosti na pfitomnosti inhibitoru. Tvorba hnédého pigmentu méla indikovat aktivitu
enzymu HPPD, zatimco sniZeni intenzity zbarveni v piitomnosti NTBC mélo odpovidat
inhibici enzymové aktivity.

4.3 Meloidogyne hapla

4.3.1 Fenotypové testy u Meloidogyne hapla

Pted zahdjenim vlastnich fenotypovych testll byly provedeny pilotni testy fytotoxicity
zaméfené na posouzeni vlivu NTBC na kli¢ivost a rany vyvoj modelovych a hostitelskych
rostlin. Cilem bylo ovéfeni, zda testované podminky umozni vytvoteni funkéniho hostitelského
systému pro nasledné experimenty.

4.3.1.1 Pilotni testy fytotoxicity

Experimentalni prace byla zahajena testy klicivosti. Jako indikatorova rostlina byla
pouzita feficha setd (Lepidium sativum L.), béZné vyuzivana v testech fytotoxicity. Jako
hostitelské rostliny hlistice M. hapla byly zvoleny okurka setd (Cucumis sativus L.) a rajée jedlé
(Solanum lycopersicum L.).

Test kli¢ivosti fefichy seté byl proveden podle upraveného protokolu Pliva et al. (2006).
Semena byla umisténa do sterilnich Petriho misek (@ 6 cm) vyloZenych filtracnim papirem.
Do kazdé misky bylo umisténo 10 semen, pficemZ pro kazdou variantu bylo pfipraveno
5 replikath (celkem 50 semen). Na kaZzdou misku byl aplikovan 1 ml testované latky. Misky
byly utésnény parafilmovou f6lii a inkubovany pti 20 °C ve tmé po dobu 3 dnd.

Testy klicivosti okurky seté a rajcete jedlého vychazely z protokolu Ibafiez & Blazquez
(2020). Semena byla umisténa do vétSich sterilnich Petriho misek (@ 9 cm) s filtra¢nim papirem
(10 semen/miska, 5 replikatl). Do kazdé misky byly nasledné ptidany 4 ml dané latky.
Zaparafilmované misky byly inkubovany pii 25 °C ve tm¢ po dobu 8 dnii. Hodnoceni kli¢ivosti

probihalo 5. a 8. den.

Obrazek 6: Rozmisténi semen rerichy seté (Lepidium sativum L.) (foto: autorka).
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Testované varianty latek zahrnovaly dH>O (kontrola 1), PBS (kontrola 2) a roztoky
NTBC (v PBS) o koncentracich 600 mg/1, 100 mg/l a 10 mg/l. Za vykli¢ené bylo povazovéano
semeno, u n¢hoz délka radikuly piesahla 1 mm. Kli¢ivost byla vyjadfena jako konecné procento
kli¢ivosti (Final Germination Percentage, FGP) podle vztahu FGP = (n / N) x 100, kde
n predstavuje pocet vyklicenych semen a N celkovy pocet semen na zacatku experimentu
(Kader 2005).

V piipad€ zachovani dostatecné kli¢ivosti rostlin bylo planovano pokracovat aplikaci
NTBC do kultivacniho média a sledovat riistové parametry hostitelskych rostlin. Soucasné bylo
uvazovano o stanoveni akumulace NTBC v rostlinné tkani pomoci LC-MS. Na zédkladé
vyhodnoceni testi klic¢ivosti (viz kap. 5.4) nebylo pfistoupeno k dal§im experimentim
fytotoxicity. JelikoZ testované podminky neumoznovaly udrzeni zivotaschopného hostitelského
systému, nebyly realizovany ani néasledné fenotypové testy u M. hapla a dalsi ¢ast prace byla
zaméfena na molekularné-biochemickou analyzu tohoto organismu.

4.3.2 Molekularné-biochemicka analyza u Meloidogyne hapla

Molekularné-biochemicka ¢ast prace byla zaméfena na klonovani genu /spd a nasledné
ovéieni aktivity enzymu HPPD. Pivodnim zdmérem bylo ziskani cilové sekvence genu hpd
z ptirozené populace M. hapla. Bylo odebrano 17 pidnich vzorki o hmotnosti 1 kg v oblasti
Lysa nad Labem — Litol, ze kterych byla flotaéné-centrifugacni metodou podle standardu
EPPO PM 7/119 (2013) extrahovana juvenilni stddia M. hapla. 1zolovani jedinci méli slouzit
k namnoZeni populace na hostitelskych rostlindich za ucelem ziskédni dospélych stadii.
Z dtivodu omezené¢ho mnozstvi biologického materidlu v odebranych vzorcich nebylo mozné
tento postup realizovat, a proto byla zvolena alternativni experimentalni strategie s vyuzitim
syntetického genu.

Experimentalni postup zahrnoval identifikaci sekvence genu hpd, navrh primeri
a ziskani syntetického genu. Nasledovala amplifikace cilové sekvence metodou PCR,
purifikace DNA a klonovéani do expresniho vektoru pET SUMO. Rekombinantni vektor byl
transformovan do hostitelskych bakteridlnich bunék a byla indukovana exprese
rekombinantniho proteinu. Aktivita enzymu HPPD byla nasledné sledovdana pomoci
kolorimetrické eseje.

Metodicky postup molekularné-biochemické analyzy u organismu M. hapla probihal
obdobné¢ jako analyza u prvniho studovaného organismu C. elegans (kap. 4.2.2). S ohledem na
omezeni duplicitnich popisi jsou v nasledujicim textu uvedeny odkazy na pfedchozi kapitoly.

4.3.2.1 Synteticky gen

Sekvence genu hpd kédujiciho HPPD u M. hapla byla identifikovdna v databazi
WormBase (Howe et al. 2017) pomoci metody BLAST (Altschul et al. 1990) pod oznac¢enim
MhA1 Contig388.frz3.genel3. Na zakladé¢ této sekvence byl od spole¢nosti Integrated DNA
Technologies (IDT) dodan synteticky gen v klonovacim vektoru pUCIDT-AMP nesoucim
rezistenci k ampicilinu. Délka insertu ¢inila 1176 bp. Dodany plazmid byl pouzit jako templat
pro PCR amplifikaci cilového genu.
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4.3.2.2 Néavrh primerti a PCR

Primery pro amplifikaci sekvence genu /ipd byly navrzeny pomoci nastroje NCBI
Primer-BLAST (Ye et al. 2012) a nasledn€ upraveny se zohlednénim poctu bp, teploty tani,
CG obsahu a dalSich zakladnich parametri pomoci programu Oligo Calc (Kibbe 2007).
Navrzené primery jsou uvedené v Tabulce 5.

Tabulka 5: Sekvence primeri pro PCR reakci.

Primer Sekvence (5‘—3¢)
HPD fwd ATGAAAAACGGAAAAAAGGAAGGAG
HPD rev TTAACATATTTTCTCAACTTTTTCCCCC

Dodany plasmid byl resuspendovan dle doporuceni vyrobce (IDT) a nésledné pouzit
jako templat pro PCR. Reakéni smés o celkovém objemu 50 ml obsahovala
25 ul PCR Master Mix DreamTaq (Thermo Fisher Scientific), 1 pl templatové plazmidové
DNA, 1 pl forward primert, 1 pl reverse primert a 22 pul dH20. Amplifikace byla realizovana
v termocykleru s nastavenym programem viz Tabulka 6.

Tabulka 6: Teplotni a casovy profil PCR reakce.

Krok Teplota (°C) Cas (min) Pocet cykli
Predenaturace 95 3:00 Ix
Denaturace 95 0:30

Annealing 55 0:30 40x
Elongace 72 1:30

Finalni elongace 72 5:00 Ix
Uchovani 10 ) -

4.3.2.3 Analyza vysledki PCR

Analyza PCR produktu, gelova extrakce (Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit,
Geneaid) 1 naslednd kontrola koncentrace purifikované DNA na pfistroji NanoDrop
probihala shodné s postupem popsanym v kapitole 4.2.2.2. Pro vizualizaci fragmentii byl opét
vyuzit 1% agar6zovy gel s ethidium bromidem a velikost fragmentu byla ovéfena pomoci
markeru GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific), viz Obrazek 7.
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Obrazek 7: Vlevo velikostni DNA stupnice GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific), vpravo
elektroforeticka analyza PCR produktu genu hpd u M. hapla (~1176 bp).

4.3.2.4 Klonovani a transformace bunék

Vzhledem k niZsi ndkladovosti a snazsi manipulaci byly purifikované PCR produkty
nejprve zaligovany do linearizovaného vektoru pJET1.2. Reakce byla ponechana 15 min
pti pokojové teploté¢ (21 °C). Vektor byl dale transformovan metodou tepelného Soku
do kompetentnich bakterii XL-1 Blue, kmene E. coli, za u¢elem vytvofeni stabilni zasoby
pro ptipadné opakované vyuziti plazmidové DNA. Transformované bakterie byly naneseny
na LB plotny obsahujici ampicilin (v médiu ve findlni koncentraci 100 pg/mL) a inkubovéany
16 h pii 37 °C. U vybranych kolonii byla otestovana pfitomnost insertu pomoci Colony PCR
(Tabulka 7-8, Obrazek 8).

Tabulka 7: Sekvence primerii pro Colony PCR.

Primer Sekvence (5‘—3°¢)
pJET1.2 sequencing primer_ fwd CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC
pJET1.2 sequencing primer_rev AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG

Tabulka 8: Teplotni a casovy profil Colony PCR.

Krok Teplota (°C) Cas (min) Pocet cykli
Predenaturace 95 3:00 1x
Denaturace 95 0:30

Annealing 55 0:30 40x
Elongace 72 1:30

Finalni elongace 72 5:00 1x
Uchovani 10 o -
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Obrazek 8: Vlevo velikostni DNA stupnice GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific), vpravo
elektroforeticka analyza produktu Colony PCR z xlI-1 kolonii s insertem hpd z M. hapla (~1176 bp).

Plasmidova DNA ziskana z pozitivnich kolonii pomoci GenElute Plasmid Miniprep Kit
(Sigma-Aldrich) byla odeslana k sekvenovani za ucelem potvrzeni pfitomnosti genu /pd.
Z ovétenych kolonii byla pfipravena zasobni kultura v glycerolu, kterd byla uchovavana
pti -80 °C.

Purifikované PCR produkty byly rovnéz zaklonovany do expresniho vektoru
pET SUMO (TA klonovani a slozeni reakéni smési viz kap. 4.2.2.3). Ligac¢ni reakce probihala
4 h pti 15 °C. K transformaci byly pouzity hostitelské expresni bakterie E. coli BL21(DE3),
do kterych byla DNA vpravena metodou tepelného Soku. Bakterie byly regenerovany v SOC
médiu na tfepacce (1 h, 37 °C, 225 r.p.m.) a nasledné selektovany na LB agaru s kanamycinem
(v médiu ve finalni koncentraci 50 pg/mL). Po 16 h inkubace pti 37 °C byla u narostlych kolonii
ovéfena pritomnost insertu pomoci Colony PCR (Tabulka 9-10, Obrazek 9). Kolonie byly
nasledn¢ skladovany pfii 8 °C.

Tabulka 9: Sekvence primerii pro Colony PCR.

Primer Sekvence (5‘—3¢)
SUMO Forward AGATTCTTGTACGACGGTATTAG
HPD rev TTAACATATTTTCTCAACTTTTTCCCCC

Tabulka 10: Teplotni a casovy profil Colony PCR.

Krok Teplota (°C) Cas (min) Pocet cykli
Predenaturace 95 3:00 1x
Denaturace 95 0:30

Annealing 55 0:30 40x
Elongace 72 1:30

Finalni elongace 72 5:00 1x
Uchovani 10 o0 -
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Obrazek 9: Vlevo velikostni DNA stupnice GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific), vpravo
elektroforeticka analyza produktu Colony PCR z BL21(DE3) kolonii s insertem hpd z M. hapla (~1176 bp).

Z pozitivnich kolonii byl pomoci GenElute Plasmid Miniprep Kit (Sigma-Aldrich)
ptipraven plasmid, ktery byl odeslan sekvenacni analyze. Spravnost sekvence insertu byla
potvrzena a vybrané kolonie byly pouzity k expresi rekombinantniho proteinu.

4.3.2.5 Kolorimetricka esej

Kolorimetricka esej pro sledovani inhibice aktivity enzymu HPPD byla provedena podle
Neuckermans et al. (2019). Experiment u M. hapla probihal shodné s postupem pouzitym
pro C. elegans (kap. 4.2.2.4) za pouziti vektoru pET SUMO, expresnich buné¢k BL21(DE3) a za
stejnych experimentalnich podminek. Byly pfipraveny dvé paralelni kultury, z nichz jedna
obsahovala NTBC (finalni koncentrace 5 uM), zatimco druhd slouZila jako kontrola
bez inhibitoru. Po inkubaci bylo hodnoceno zbarveni kultur, pfi¢emZ vznik hnédého pigmentu
mél sv&dcit o aktivité¢ enzymu HPPD, zatimco sniZeni intenzity zbarveni v pfitomnosti NTBC
meélo indikovat inhibici enzymové aktivity.

4.4 Haemonchus contortus

V ptipad€ parazita H. contortus nebylo mozné laboratorni experimenty realizovat.
Hlavnim limitem byla absence pouzitelného biologického materialu na domovském pracovisti
(Katedra zoologie a rybaistvi, FAPPZ, CZU) a komplikace pii predchozich pokusech, kdy se
z izolované cDNA nepodafil amplifikovat gen Apd (zejména z diivodu kontaminace vzorki).
Vzhledem k vysledklim kolorimetrickych eseji u ostatnich dvou studovanych organismiti (kap.
u tohoto druhu se ptfesunulo k rozsahlé komparativni bioinformatické analyze. Tato analyza
umoznila hlubs$i srovnani proteinovych sekvenci (multiple sequence alignment) a predikci
vlastnosti enzymu HPPD.
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5 Vysledky

5.1 Vysledky analyzy alignmentu

Pro posouzeni miry konzervace cilového proteinu HPPD a predikci citlivosti vybranych
organismil k inhibitoru NTBC byla vypracovdana komparativni analyza 11 proteinovych
sekvenci. Ve vysledném alignmentu byly patrné konzervované oblasti sdilené mezi druhy,
zejména useky odpovidajici aktivnimu mistu enzymu (Obréazek 10).
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Obrazek 10: Alignment sekvenci proteinu HPPD.
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Vicenasobné sekvenéni porovnani se zameéfilo na identifikaci aminokyselinovych
zbytkl, které tvoii aktivni misto enzymu, tj. vhodné prostfedi pro uchyceni inhibitoru.
His266 a Glu349. Tato kombinace je zasadni pro koordinaci Zeleznatého iontu (Fe®*)
a naslednou piimou vazbu NTBC (Lin et al. 2019). Stoprocentni identita této triady potvrzuje,
ze zakladni aparat pro koordinaci kofaktoru je zachovan bez ohledu na taxonomickou
piislusnost organismu.

Dalsi ¢ast analyzy se soustiedila na aminokyseliny Tyr221 a Leu224, které ptedstavuji
klicové determinanty urcujici selektivni vazebnou afinitu inhibitoru k enzymu HPPD. Studie
prokazaly, Ze jejich experimentalni mutace na alanin vede k dramatickému poklesu schopnosti
NTBC vazat se do aktivniho mista (Liu et al. 2020). V ramci alignmentu byla tato rezidua
potvrzena jako konzervovand u vétSiny studovanych druhd, avSak vyznamné odchylky
byly identifikovany u plosténce S. mansoni a u specifickych sekvenci hlistic C. elegans 1
(protein C31H2.4) a H. contortus 1. Zjisténé substituce v mistech zodpovédnych za afinitu
mohou naznaCovat snizenou citlivost té€chto proteinti k pisobeni inhibitoru.

Pro stabilitu komplexu enzym-inhibitor jsou dale podstatné hydrofobni interakce
se strukturou cyklohexanového kruhu NTBC, které zajistuji Vall85, Val228 a Pro239
(Lin et al. 2019). Analyza ukézala, Ze pozice Vall85 je shodna u vSech sledovanych zastupct
s vyjimkou druhu S. mansoni. U zbyvajicich dvou pozic, Val228 a Pro239, vykazovaly
sekvence S. mansoni, C. elegans 1 a H. contortus 1 aminokyselinové zamény, coz opét
poukazuje na odlisSné uspotadani vnitiniho prostoru aktivniho mista u téchto zastupcu.

Posledni sledovanou oblasti byla vazebna mista pro trifluoromethyl skupinu NTBC
a methylsulfonyl skupiny herbicidnich inhibitort, jako jsou sulcotrion a mesotrion. Tuto funkci
plni rezidua Leu323, Leu367, Phe336 a Phe364 (Lin et al. 2019, Liu et al. 2020). Prvni tfi
jmenované aminokyseliny byly zcela shodné v rdmci celého souboru sekvenci. Jedinou
vyjimku v této oblasti pfedstavovala pozice Phe364 u druhu S. mansoni.

Pti celkovém pohledu na alignment vykazovala sekvence C. elegans 2 (produkt genu
hpd-1) v aktivnim misté shodu s lidskym modelem i s vétSinou ostatnich vybranych druht.
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5.2 Vysledky testii prezivani a reprodukce Caenorhabiditis elegans

Byly provedeny tii biologické opakovéni (série) se Ctyfmi testovanymi variantami
(kontrola, L-tyrosin, NTBC, NTBC + L-tyrosin). Data z jednotlivych experimentli byla
analyzovana pomoci jednofaktorové analyzy variance (ANOVA, a = 0,05) a pro nasledna
parova srovnani mezi skupinami byl pouzit dvouvybérovy t-test (a = 0,05). Vzhledem
k vicenasobnému porovnavani byla aplikovana Bonferroniho korekce a upravend hladina
statistické vyznamnosti byla stanovena na o = 0,0083. Statistické analyzy byly provedeny
v programu Microsoft Excel (Microsoft 365). Souhrnné vysledky jsou prezentovany nize.
Kompletni prehled dat v¢etné denniho poctu nakladenych vaji¢ek, po¢tu vylihnutych larev
a prezivani samic je uveden v ptilohach (Ptiloha 1).

5.2.1 Reprodukce Caenorhabiditis elegans

Ve vSech experimentalnich skupinach byl pribéh reprodukce obdobny. Nejvyssi
produkce potomkul byla zaznamenana béhem druhého dne experimentu, zatimco ve ctvrtém dni
doslo k vyraznému poklesu reprodukce. Po slouceni dat ze tii sérii byl nejvyssi primérny
pozorovana ve skupiné s kombinaci NTBC a L-tyrosinu (Tabulka 11). Celkové primérné
hodnoty reprodukce jsou zndzornény prostiednictvim Grafu 1.

Tabulka 11: Reprodukce a prezivani samic C. elegans. Priimérné pocty potomkii oznacené odlisnymi pismeny se mezi sebou
statisticky vyznamné lisi (ANOVA, parové t-testy s Bonferroniho korekci; o = 0,0083).

. Celkovy pocet potomkii Pocet prezivajicich
Skupina n (pl?,ﬁll)nér :I:pSD) samI;c 4. din)
Kontrola 13 120+£25,4a 13
L-tyrosin 13 106 £254 a 9
NTBC 13 96 +21,7a 10
NTBC + L-tyrosin 13 67+£21,8b 5
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Graf 1: Priimérny celkovy pocet potomkii C. elegans béhem ctyrdenniho reprodukcniho obdobi.
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Mezi sledovanymi skupinami byly zjiStény vysoké statisticky vyznamné rozdily
(ANOVA, p<0,001). Nasledna parova porovnani s Bonferroniho korekci (o= 0,0083) ukazala,
ze skupina NTBC + L-tyrosin se statisticky vyznamné 1i8i od ostatnich skupin. Konkrétné byly
zaznamenany nasledujici rozdily:

e kontrola vs. NTBC + L-tyrosin (p = 7,58 x 10°),

e L-tyrosin vs. NTBC + L-tyrosin (p = 0,0003),

e NTBC vs. NTBC + L-tyrosin (p = 0,0020).
Naproti tomu mezi kontrolni skupinou, skupinou L-tyrosin a skupinou NTBC nebyly
pii vzdjemném porovnani zjistény zadné statisticky vyznamné rozdily.

Pti podrobném vyhodnoceni reprodukénich parametri byla napfi¢ vSemi sledovanymi
skupinami patrna zna¢nd individualni variabilita mezi jednotlivymi samicemi. Tento rozptyl
hodnot nebyl omezen pouze na vnitini variabilitu v ramci jedné skupiny, ale projevoval se
rovnéz pii srovnani vysledkti mezi jednotlivymi ¢asové odd€lenymi sériemi experimentu.
Rozdily mezi témito sériemi, které jsou zndzornény v Grafu 2, zahrnovaly jak odchylky
v prumérnych hodnotach celkového poctu potomki, tak i proménlivost v relativnim potadi
uspésnosti ostatnich experimentéalnich skupin. Navzdory uvedenym rozdiliim vSak ziskana data
uroven reprodukce u skupiny s kombinaci NTBC a L-tyrosinu. Tento pokles byl natolik
dominantni, ze jej neovlivnila ani kolisava uspésnost kontrolnich skupin ¢i jinych testovanych
variant, a ukazuje, ze vliv kombinace NTBC a L-tyrosinu na reprodukéni schopnosti neni

nahodnym jevem.
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Graf 2: Souhrn primérného celkového poctu potomkii C. elegans béhem ctyrdenniho reprodukcniho obdobi ve trech
biologickych opakovanich (sériich).
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5.2.2 Prezivani samic Caenorhabditis elegans

Béhem ¢Etyfdenniho experimentu byly sledovany rozdily v odolnosti jednotlivych
dospélcti vici testovanym latkdm. Zatimco u kontrolni skupiny byla zaznamenana 100% mira
preziti po celou dobu experimentu, u ostatnich skupin doslo k naruseni vitality a thynu jedinct
(Obrazek 11). Ve skupiné s L-tyrosinem doslo k tthynu 4 samic (30,8 %), a to pfevazné v druhé
poloviné sledovaného obdobi (3. a 4. den). Ve skupin¢ s NTBC uhynuly 3 samice (23,1 %),
pricemz vSechny tyto uhyny nastaly shodné az posledni den experimentu. Zcela nejvyssi
mortalita byla sledovana ve skupin¢ NTBC + L-tyrosin, kde experiment neptezilo 8 ze 13 samic
(61,5 %). U této skupiny dochazelo k thyntim jiz druhy den, coz vysvétluje nizké hodnoty
celkové reprodukce.

Obrazek 11: Reprezentativni snimky samic 4. den experimentu: a) samice kontrolni skupiny vykazujici standardni vitalitu,
b) uhynula samice ze skupiny NTBC + L-tyrosin (foto: autorka).

5.3 Vysledky kolorimetrické eseje u Caenorhabditis elegans

Cilem kolorimetrické eseje bylo ovéfit enzymatickou aktivitu sledovanych proteinii
a posoudit vliv inhibitoru NTBC na tvorbu pigmentu. V pribéhu experimentu vSak nebyla
pozorovana zadn4 barevnd zména ani v kontrolnich (bez NTBC), ani v experimentalnich
vzorcich (s NTBC). Absence zbarveni pietrvavala i po prodlouzené inkubaci (16 h pti 37 °C).
Prestoze vizudln¢ nedetekovatelna kolorimetrickd reakce neposkytovala podklad
pro kvantitativni vyhodnoceni, bylo provedeno kontrolni méfeni optické denzity pomoci
mikrospektrofotometru NanoDrop pii vinové délce 405 nm. Zaznamenané hodnoty OD
vykazovaly pouze minimalni odchylky od nulové hodnoty (+ 0,1) a neprokazaly vyznamné
rozdily mezi jednotlivymi vzorky. Vzhledem k absenci detekovatelné enzymatické aktivity
nebylo mozné provést planovanou kvantifikaci produktu reakce ani stanoveni inhibi¢niho
ucinku NTBC (vypocet 1Cso).

Ziskané vysledky naznacuji, Ze za pouzitych podminek nedoSlo k funkéni expresi
sledovanych enzym nebo jejich aktivita nebyla dostatecna k vyvolani métitelné kolorimetrické
reakce. Tento zavér je podpofen i experimentalnimi daty z Biologického centra AV CR (Ceské
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Budé¢jovice), kde byla provedena kolorimetrickd esej zaméfend na stanoveni enzymatické
aktivity u proteint ze Schistosoma mansoni a Caenorhabidits elegans (geny C31H2.4 a hpd-1).
Soucasti experimentu byla pozitivni kontrola obsahujici funkéni enzym HPPD druhu
Dermanyssus gallinae (¢melika kufiho), u niz doslo k oCekdvanému zbarveni. U ostatnich
vzorkli nebyla pozorovana zadna kolorimetricka reakce (Obrazek 12). Nasledna analyza
pomoci metody Western Blot ukézala, ze sledované proteiny byly pfevazné lokalizovany
v nerozpustné frakci ve formé inkluznich télisek. Pouze protein C31H2.4 u C. elegans byl
¢aste¢n¢ detekovan v rozpustné frakci (Obrazek 13).

. S : - el
Obrazek 12: Kolorimetrickd esej enzymatické aktivity HPPD: 68 — zbarveni pozitivni kontroly HPPD D. gallinae,
85 az 87 — bez barevné zmeény C31H2.4 C. elegans, HPPD S. mansoni, HPPD C. elegans (se svolenim autora, Mgr. Jan Perner,
Ph.D., Biologické centrum AV CR Ceské Budéjovice, nepublikovana data,).
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Obrazek 13: Western blot HPPD proteini (anti-His detekce) po 20 h indukce: S — rozpustnd frakce (supernatant),
P —nerozpustna  frakce (pelet), pl68 — pozitivni kontrola HPPD D. gallinae, pl85— C31H2.4 C. elegans,
pl86 — HPPD S. mansoni, pl87 — HPPD C. elegans (se svolenim autora, Mgr. Jan Perner, Ph.D., Biologické centrum AV CR
Ceské Budéjovice, nepublikovand data).

40



5.4 Testy kliivosti a limitace fenotypovych testii u Meloidogyne hapla

Vliv NTBC byl hodnocen u fetichy seté (Lepidium sativum L.), okurky seté (Cucumis
sativus L.) a rajcete jedlého (Solanum Ilycopersicum L.). Vysledky testi kliivosti jsou
znazornény v Grafech 3-5.

U vSech testovanych rostlin byla v kontrolnich variantach (dH20, PBS) zaznamenéna
vysoka kli¢ivost, s mirné niz§imi hodnotami u rajcete jedlého. S rostouci koncentraci NTBC
pozorovana vyrazna inhibice kli¢eni (FGP 8-20 %). Pti vysSich koncentracich byla kli¢ivost
prakticky zcela potlaena. Nejvyssi citlivost vykazovala okurka setd, u niz byla kli¢ivost zcela
inhibovana jiz pii koncentraci NTBC 100 mg/I (FGP 0 %). Reficha set4 a rajée jedlé vykazovaly
mirné vys§i toleranci, nicméné€ 1 u téchto druhii byla pii koncentraci NTBC 600 mg/l
zaznamenana nulova klic¢ivost (FGP 0 %).
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Graf'3: Procento klicivosti (FGP) rerichy seté (Lepidium sativum,).
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Graf 4: Procento klicivosti (FGP) okurky seté (Cucumis sativus).
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Graf'5: Procento klicivosti (FGP) rajcete jedlého (Solanum lycopersicum).

Na zaklad¢ vysledkii testd klic¢ivosti nebylo pfistoupeno k dal§im experimentiim
zaméfenym na sledovani morfologickych zmén rostlin pfi kultivaci na médiu s NTBC, jelikoz
nebylo moZzné ocekdvat udrzeni zivotaschopnych rostlin po del§i dobu kultivace, ktera je
nezbytné pro hodnoceni ristovych parametrii. Vysledky ukazaly vyraznou citlivost testovanych
rostlin k NTBC jiZz vranych fazich vyvoje. Pozorovana inhibice kli¢eni pravdépodobné
souvisela s narusenim metabolickych drah spojenych s plastidy, které jsou aktivni jiz béhem
kliceni a nejsou plné€ zavislé na pritomnosti svétla (Lock 2022). Za téchto podminek nebylo
mozné vytvorit funkéni hostitelsky systém, a proto nebylo pfistoupeno k fenotypovym testim
u M. hapla.

5.5 Vysledky kolorimetrické eseje u Meloidogyne hapla

Kolorimetrickd esej byla provedena za ufelem sledovani inhibi¢niho G€inku NTBC
na aktivitu enzymu HPPD. Experimentalni kultura s NTBC nevykazovala zadné barevné
zmény. Stejné tak u bakteridlni kultury bez ptidavku NTBC nebylo sledovdno viditelné
zbarveni. Proces ochrondzy nebyl pozorovan ani po delsi inkubaci ptes noc pii 37 °C. Absence
pigmentace v obou piipadech naznacovala, Ze rekombinantni enzym nebyl exprimovan
v dostatecném mnozstvi nebo nevykazoval detekovatelnou enzymatickou aktivitu. V piipadé
dosaZeni pozitivni enzymatické aktivity by ndsledovala spektrofotometricka kvantifikace
produkce pyomelaninu pii vinové délce 405 nm a stanoveni ICso pomoci nelinedrni regrese
ktivky davka-uc¢inek. Vzhledem k nulové reakci nebylo opodstatnéné provadét kvantitativni
analyzy a dale hodnotit inhibi¢ni u¢inek NTBC.

Tyto vysledky jsou v souladu s pozorovanimi ziskanymi u C. elegans, kde rovnéz nebyla
prokazéana detekovatelna enzymatickd aktivita za stanovenych podminek.
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6 Diskuze

6.1 Fenotypova odezva Caenorhabditis elegans

Vysledky fenotypovych testd u C. elegans piinesly jasny dikaz o toxickém ucinku
kombinace NTBC a L-tyrosinu. Statisticka analyza potvrdila vyznamné rozdily mezi skupinami
(ANOVA, p <0,001), ptfi¢emz nésledna parova porovnani s Bonferroniho korekci (o = 0,0083)
prokazala statisticky vyznamny rozdil mezi skupinou NTBC + L-tyrosin a vSemi ostatnimi
variantami. Pouzitd Bonferroniho korekce piredstavuje nejkonzervativnéjsi pfistup, ktery
upiednostiiuje eliminaci chyby I. typu (faleSné pozitivity) za cenu zvySeni rizika chyby II. typu
(falesné negativity). Ve statistické analyze vSak kombinace NTBC a L-tyrosinu vykazovala
vyznamnost 1 pii této ptisné korekci, coz vyrazné posiluje spolehlivost zavéru.

Zatimco samostatné podavani NTBC nebo L-tyrosinu vedlo pouze k mirnému
a statisticky neprikaznému poklesu plodnosti, jejich spole¢na aplikace zpusobila propad
reprodukce 0 44,2 % oproti kontrolni skupin€. Tento trend byl vysoce konzistentni napti¢ vSemi
tremi biologickymi opakovanimi, coZz potvrzuje robustnost pozorovaného jevu. Z vysledki
vyplyva, Ze pokles poctu potomkl neni zpisoben pouze inhibici reprodukcnich procest, ale
predevsim akutni toxicitou pro dosp€lé samice. Ve srovnani se 100% mirou pieziti u kontrolni
skupiny mortalita ve skupiné NTBC + L-tyrosin dosahla 61,5 %, pticemz k thyniim dochazelo
jiz od druhého dne experimentu. Pravé pired€asné ukonceni reprodukéniho obdobi v disledku
uhynu je hlavnim faktorem, ktery stoji za statisticky vyznamnym rozdilem poctu potomka
u této skupiny. Rychlost a Cetnost Uthynii v této skupin€ naznacuje, Ze metabolickd zatéz
zpusobend kombinaci latek NTBC a L-tyrosinu je pro organismus samice fatalni v mnohem
krat$im ¢asovém useku nez u latek podavanych samostatné. Tento mechanismus je analogicky
s patofyziologii huménni tyrosinémie typu III, kde defekt enzymu HPPD vede k akumulaci
tyrosinu a jeho meziproduktd, zejména 4-hydroxyfenylpyruvatu (Lock 2022). Vysledky
fenotypovych testl potvrzuji, ze tento metabolicky rozvrat, vyvolany uméle kombinaci
inhibitoru a substratu, je relevantni 1 pro hlistice. Pozorovany jev je také v pfimém souladu
s poznatky Sterkela et al. (2021), ktery popsal podobny efekt u krevsajiciho hmyzu. U much
rodu Glossina vedla inhibice HPPD po nasati krve, kterd je bohatym zdrojem tyrosinu,
k rychlému hromadéni toxickych meziproduktii a nasledné smrti.

Vysledky jsou v souladu s bakalaiskou praci Turcelové (2023), ktera pfi testovani vlivu
NTBC na C. elegans zaznamenala nulové ptezivani pfi kombinaci NTBC a L-tyrosinu.
PtedloZena prace tato pozorovani dopliiuje o pocet testovanych jedinci (n = 13) a statistickou
analyzu, pfiCemz potvrzuje reprodukovatelnost sledovaného trendu 1 pifes zachycenou
variabilitu v nezavislych opakovanich.
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6.2 Fytotoxicita nitisinonu jako limit fenotypovych testi u Meloidogyne
hapla

Pivodnim zamérem prace bylo sledovat vliv NTBC na zivotni cyklus fytoparazitické
hlistice M. hapla v in vitro podminkach. Vysledky testa kli¢ivosti u fetichy (L. sativum), okurky
(C. sativus) arajCete (S. lycopersicum) vsak ukazaly extrémni citlivost téchto rostlin k testované
latce. Jiz nejnizsi koncentrace NTBC vedly k drastickému propadu kli¢ivosti (FGP 8-20 %)
a pii vyssich davkach byla klicivost zcela potlacena. Tato pozorovani jsou v souladu s historii
NTBC, ktery byl plivodné patentovan jako selektivni herbicid. Mechanismus jeho u¢inku
u rostlin spoc¢iva v inhibici HPPD, ktera vede k naruSeni syntézy plastochinonu a nasledné
ke kritickému nedostatku karotenoidii, coz zplsobuje béleni (bleaching) a smrt rostlinnych
tkani. Pozorovana inhibice kliceni pravdépodobné souvisela s narusenim metabolickych drah
spojenych s plastidy, které jsou aktivni jiz béhem kli¢eni a nejsou pln€ zavislé na piitomnosti
svétla (Lock 2022). Za téchto podminek nebylo mozné vytvofit funkéni hostitelsky systém,
coz znemoznilo realizaci fenotypovych testl u M. hapla. Z praktického hlediska se tak NTBC
jevi pro pfimou ochranu rostlin jako nepouzitelny, nebot’ jeho fytotoxicita pfevysuje potencialni
nematocidni uc¢inek.

6.3 Bioinformaticka analyza a predikce selektivni toxicity

Porovnani 11 proteinovych sekvenci (zahrnujici 8 riznych druhi) ukéazalo, ze zdkladni
kostra enzymu zUstavd vysoce konzervovanad mezi riznymi fady hlistic (Rhabditida,
Tylenchida, Strongylida) 1 napfi€¢ vSemi vybranymi taxonomickymi skupinami. Zatimco
diivejsi avahy (Turcelova 2023) vychazely z celkové sekvencni podobnosti, tato detailni
analyza zaméfend na aminokyseliny tvofici aktivni misto (His183, His266, Glu349;
Lin et al. 2019) odhalila absolutni shodu mezi fylogeneticky vzdalenymi organismy, coz odrazi
nezbytnost enzymu HPPD pro metabolismus tyrosinu. Na zéklad€ zatazeni konkrétnich druht,
u kterych byla védecky prokdzana inhibice HPPD za pouZziti NTBC (Homo sapiens,
Lindstedt et al. 1992; Anopheles stephensi, Kucera et al. 2025), bylo mozné piedpokladat, Ze
1 pro organismy s vyss§i sekvenéni shodou bude tento zasah do metabolismu vysoce G¢inny.

Tyto vysledky poskytuji strukturdlni rdmec pro vysvétleni pozorovanych fenotypovych
projevii u C. elegans. Shoda v klicovych reziduich (Tyr221, Leu224; Liu et al. 2020) urcujicich
selektivni vazebnou afinitu inhibitoru k enzymu stoji za vysokou citlivosti této hlistice
k pisobeni NTBC, ktera se v experimentalni ¢asti projevila prikaznym snizenim reprodukce
a zvySenou mortalitou. Identifikované substituce u homolognich sekvence C. elegans (protein
C31H2.4) naznacuji, Ze vnitini uspofddani aktivniho mista nemusi byt pro vazbu inhibitoru
optimalni. To by mohlo v praxi znamenat, Ze k dosazeni srovnatelného inhibi¢niho ucinku by
byly zapotiebi vyssi koncentrace latky, nebot’ tento protein mize byt vii¢i NTBC pfirozené
odolngjs$i. Nicméné prikazny dopad na vitalitu C. elegans naznacuje, ze pritomnost této
potencialné odolnéjsi varianty enzymu nedokazala kompenzovat blokadu HPPD (kdédovanym
genem hpd-1). Na tomto zakladé mizeme ptredvidat, Ze pro vyvolani patologického stavu staci
inhibice té varianty enzymu, ktera vykazuje shodu v aktivnim misté€ s citlivymi modely, ¢imz
muzeme predpokladat Gc¢inek NTBC i u vSech ostatnich vybranych druhit s vyjimkou
S. mansoni.
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6.4 Interpretace kolorimetrické eseje a metodické limity

Kolorimetrickd esej byla provedena podle protokolu Neuckermans et al. (2019), ktery
vyuziva expresi HPPD v bunkach E. coli k produkci hnédého pigmentu (pyomelaninu)
vznikajiciho autooxidaci a polymerizaci HGA. Tato studie GspéSné vyuzila tento systém
pro screening inhibitortt lidského enzymu HPPD a potvrdila inhibi¢ni ucinek NTBC.
V experimentalni Casti této prace se vsSak pfi ovéfovani inhibice HPPD u druhii C. elegans
a M. hapla nepodaftilo zaznamenat ocekévanou barevnou zménu, a to u vzorkl s inhibitorem
1 bez n¢j. Absence barevné reakce ve vzorcich bez NTBC vypovida o tom, ze v expresnim
systému nedoslo k detekovatelné produkci enzymaticky aktivniho proteinu. Podobny problém
byl jiz zaznamenan v bakalaiské praci Turcelové (2023) na modelovém organismu C. elegans,
kde pii pouziti expresniho vektoru pET-22b(+) rovnéz nedoslo ke zbarveni kultur. V této praci
jsme se pokusili tento limit prfekonat pouzitim pokrocilejsiho expresniho vektoru pET-SUMO,
ktery by mél napomahat solubilité proteinu, nicmén¢ se toto feSeni ukdzalo jako nedostatecné.

Tyto vysledky je nutné interpretovat v kontextu prace Neuckermans et al. (2019). Autofi
prokézali, ze standardné¢ vyuzivany kmen E. coli BL21(DE3) vykazuje pii expresi HPPD
znaéné limity. V jejich studii byla exprese lidského HPPD pro tento kmen dokonce letalni
na pevnych médiich, zatimco v tekutych kulturdch dosahoval kmen BL21(DE3) témét
osminasobné niz$i produkce pigmentu (OD4os = 0,688) ve srovnani s kmenem C43(DE3)
(OD4os = 5,370). V nasem piipad¢ probéhla kultivace kmene BL21(DE3) bez potizi, coz
doklada, ze HPPD z C. elegans 1 M. hapla nevykazuje pro hostitelskou buiiku tak vysokou miru
toxicity jako lidsky enzym. Absence pigmentace po indukci IPTG vSak potvrzuje nefunk&nost
produkovaného proteinu, pravdépodobné v disledku chyby v jeho prostorovém uspotadani.
Pti¢inou neuspéchu tedy mohla byt neschopnost pouzitého kmene E. coli produkovat
rekombinantni protein v aktivni solubilni formé. Proteiny cizorodého pivodu mohou mit
pii nadprodukei tendenci vytvaret nerozpustné agregaty Spatné sbalené¢ho proteinu (inkluzni
téliska), ktery postrada enzymatickou aktivitu.

Zasadni vhled do tohoto problému poskytla spoluprace s Biologickym centrem AV CR,
kde byly podobné proteiny (S. mansoni a ob¢ varianty C. elegans) podrobeny detailni analyze.
Skutecnost, Ze pozitivni kontrola s HPPD druhu Dermanyssus gallinae vykazovala silnou
pigmentaci, vylucuje chybu v nastaveni reakénich podminek a poukazuje na specifické limity
exprese proteinu HPPD. Vysledky analyzy pomoci metody Western Blot potvrdily, ze zatimco
kontrolni enzym druhu D. gallinae byl ptitomen v rozpustné frakci, sledované proteiny hlistic
a motolic byly lokalizovany témét vyhradné v nerozpustné frakci ve forme inkluznich télisek.
To vysvétluje nulovou enzymatickou aktivitu v kolorimetrickém testu — proteiny byly sice
bunikou syntetizovany, ale v disledku chybného prostorového uspotadani ziistaly katalyticky
inertni. Jedinou ¢aste¢nou vyjimkou byl protein C31H2.4 (C. elegans), ktery byl detekovéan i v
rozpustné frakci, av§ak ani zde jeho koncentrace nedosahla prahové hodnoty pro vznik viditelné
pigmentace.

Ptestoze jsme v této praci inovovali vektorovy systém, pro budouci vyzkum hlistic se jako
nezbytny krok jevi pfechod na kmen C43(DE3). Ten disponuje mutacemi, které usnadiiuji
toleranci nadprodukce toxickych proteinii a jejich spravné sbaleni do aktivni formy. Dale
se nabizi také optimalizace samotnych kultiva¢nich podminek. Naptiklad snizeni teploty
na 18-20 °C nebo pouZiti niz§i koncentrace induktoru IPTG (0,5 mM) by mohly zpomalit
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syntézu proteinu a poskytnout dostatek casu pro zaujmuti jeho funkéni konformace. Pokud by
ani tyto optimalizace v bakteridlnich systémech nevedly k produkci funkéniho enzymu, bylo by
nezbytné zvazit alternativni expresni systémy, jako jsou kvasinky (Pichia pastoris) nebo hmyzi

bunky.
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7 Zavér

Ptedlozena diplomova prace se zabyvala studiem vlivu nitisinonu (NTBC) na enzym
4-hydroxyfenylpyruvat dioxygendzu (HPPD) u volné zijicich (Caenorhabditis elegans)
a parazitarnich hlistic (Meloidogyne hapla, Haemonchus contortus). Vyzkum kombinoval
bioinformatické srovnani, molekuldrné-biochemickou analyzu a fenotypové testy, coz
umoznilo nahlizet na problematiku zranitelnosti tyrosinové drahy hlistic z vice irovni.

Ziskana fenotypova data u modelového organismu C. elegans ptinesla jasny dikaz
o synergickém toxickém uc¢inku kombinace NTBC a L-tyrosinu. Experimenty na celych
organismech (n = 13) prokazaly, ze zatimco samotnd inhibice HPPD je pro hlistice v in vitro
podminkach zvladatelna, v pfitomnosti nadbytku tyrosinu dochazi k dramatickému propadu
reprodukce (o 44,2 %) a vysoké akutni toxicité¢ (mortalita 61,5 %). Tento proces, analogicky
s patofyziologii humanni tyrosinémie typu III, potvrzuje hypotézu, ze NTBC vyvolava
vyraznou nerovnovahu v aminokyselinovém metabolismu. Akumulace L-tyrosinu a jeho
meziproduktii je pro organismus hlistice fatdlni, ¢imz byl Gspé$né splnén cil zaméteny
na ovéfeni vlivu tyrosinu na u¢innost NTBC u druhu C. elegans.

U fytoparazitického druhu M. hapla byla identifikovana zasadni bariéra pro vyuZziti
NTBC v ochran¢ rostlin. Testy kli¢ivosti prokazaly extrémni fytotoxicitu NTBC,
coz znemoznilo vytvoreni funkéniho hostitelského systému. Ackoliv by pro tucely
fenotypovych testli bylo mozné tento limit obejit vyuzitim transgennich rezistentnich rostlin,
pro realnou zemédélskou praxi se NTBC jako piimy nematocid jevi jako nerealny, nebot” jeho
herbicidni G€inek pfevysSuje potencidlni piinos v ochrané proti hlisticim.

V ptipadé druhu H. contortus nebylo mozné realizovat experimentalni ¢ast z divodu
sezonni nedostupnosti biologického materidlu a komplikaci pfi zajisténi infekéniho cyklu
v dobé konani pokusii. Tento druh byl vSak prioritné zahrnut do detailni komparativni
bioinformatické analyzy, ktera slouZila jako teoreticka alternativa k in vitro testim.

V oblasti molekularné-biochemickych analyz narazilo studium druhl M. hapla
a C. elegans na technologické limity heterologni exprese. Navzdory inovaci vektoru
(pET SUMO) nedoslo v bakteridlnim systému BL21(DE3) k produkci enzymaticky aktivniho
proteinu. Zasadnim pifinosem bylo objasnéni této neuspésné exprese prostiednictvim
spoluprace s Biologickym centrem AV CR. Analyza metodou Western Blot odhalila,
Ze parazitarni proteiny tvoii nerozpustna inkluzni téliska, coZ znemoznilo stanoveni miry
inhibice (IC50) na biochemické tirovni. Tento vysledek definuje nutnost budouci optimalizace
(vyuziti expresniho kmene E. coli C43(DE3) ¢i eukaryotickych systémt) pro studium HPPD
u parazitickych nematod.

Bioinformaticka analyza 11 sekvenci potvrdila vysokou konzervaci aktivniho mista
(rezidua His183, His266, Glu349) napfic¢ riznymi fady hlistic i dal§imi fylogeneticky odlisSnymi
taxony. Identifikovana shoda v kli¢ovych pozicich pro vazbu inhibitoru (Tyr221, Leu224)
u C. elegans, M. hapla, H. contortus a dalSich taxonli poskytuje strukturdlni vysvétleni
pro pozorovanou citlivost a dava silny pfedpoklad pro obdobny G¢inek u dalSich parazitickych
druht.

Z praktického hlediska prace identifikovala HPPD jako slibny cil, nicméné aplikace
samotného nitisinonu naradZi na limity v selektivité. Vzhledem k vysoké homologii aktivniho
mista parazitdrnich a sav€ich enzyma by stdvajici inhibitor pravdépodobné vyvoldval
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nezédouci vedlejsi €inky i u hostitele (clovéka). Nitisinon by vSak mohl slouzit jako vychozi
strukturni model pro syntézu specifickych analogt, které by diky drobnym modifikacim cilily
pouze na parazitarni varianty enzymu. Tento pfistup by mohl zajistit potiebnou selektivni
toxicitu a zaroven snizit rizika pro necilové organismy v prostiedi, na jejichz vysokou citlivost
poukazaly vysledky u modelu C. elegans. Cile prace byly vzhledem k objektivnim metodickym
pirekazkam (fytotoxicita, stabilita proteinli, nedostupnost biologického materidlu) splnény
v maximalnim mozném rozsahu a vytvorily pevny zaklad pro navazujici vyzkum metabolismu
parazitickych hlistic.
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9 Samostatné prilohy

Ptiloha 1: Data reprodukce a ptezivani C. elegans (3. - celkovy pocet potomkii (vajicka a larvy),
L1 — pocet vylihnutych larev, M — tthyn (mortalita) samice v priibéhu sledovani).

Skupina L4 1.den 2.den 3.den 4.den Celkem
> L1 > L1 > L1 > L1
Kontrola 1 5 2 86 28 20 13 0 0 111
Kontrola 2 9 0 102 43 18 12 2 0 131
Kontrola 3 2 0 93 27 89 37 1 0 185
Kontrola 4 4 0 86 32 24 18 3 0 117
Kontrola 5 2 0 103 21 15 9 1 0 121
Kontrola 6 3 0 86 39 31 16 3 0 123
1 [Kontrola 7 7 3 110 48 17 8 0 0 134
Kontrola 8 1 0 95 29 25 14 4 0 125
Kontrola 9 30 5 39 4 19 3 6 3 94
Kontrola 10 38 1 33 3 28 10 8 1 107
Kontrola 11 13 0 61 15 39 8 10 1 123
Kontrola 12 44 7 57 4 13 6 5 2 119
Kontrola 13 21 0 34 27 16 14 2 1 73
L-tyrosin 1 6 3 48 26 27TM 21 oM 0 81
L-tyrosin 2 13 3 73 46 16 10 2 0 104
L-tyrosin 3 16 1 59 38 42 36 0 0 117
L-tyrosin 4 5 1 63 55 18 16 0 0 86
L-tyrosin 5 10 4 89 31 43 32 1 0 143
L-tyrosin 6 5 0 67 47 22 11 0M 0 94
2 |L-tyrosin 7 2 0 70 26 14 M 6 oM 0 86
L-tyrosin 8 8 1 55 41 36 29 2M 0 101
L-tyrosin 9 28 3 5 0 27 16 2 0 62
L-tyrosin 10 32 7 67 30 22 3 1 0 122
L-tyrosin 11 36 11 54 23 18 2 0 110
L-tyrosin 12 35 3 64 25 39 30 4 1 142
L-tyrosin 13 38 11 63 34 31 26 8 7 140
NTBC 1 7 0 46 18 36 24 15M 0 104
NTBC 2 14 8 70 24 19 15 3 0 106
NTBC 3 6 0 62 29 43 33 10 0 121
NTBC 4 4 0 71 21 35 27 5 0 115
NTBC 5 6 2 61 17 28 19 3M 0 98
NTBC 6 1 0 55 26 32 26 6 0 94
3 INTBC 7 3 0 49 19 19 10 5 0 76
NTBC 8 5 1 63 30 41 28 9 0 118
NTBC 9 10 0 17 4 18 9 4 0 49
NTBC 10 32 1 52 3 24 11 11 M 4 119
NTBC 11 24 2 37 8 31 2 4 1 96
NTBC 12 28 4 25 6 13 9 1 1 67
NTBC 13 26 4 37 9 23 11 5 2 91
NTBC+L-tyrosin 1 4 0 69 44 36 33 2 0 111
NTBC+L-tyrosin 2 2 0 49 46 28 26 9 0 88
NTBC+L-tyrosin 3 6 0 26 11 21 M 19 0OM 0 53
NTBC+L-tyrosin 4 2 0 47 M 36 (Y 0 oM 0 49
NTBC+L-tyrosin 5 2 0 34 24 17 15 1 0 54
NTBC+L-tyrosin 6 3 0 39 31 0M 0 oM 0 42
4 [NTBC+L-tyrosin 7 1 0 48 37 oM 0 oM 0 49
NTBC+L-tyrosin 8 4 0 55 42 24 M 21 0M 0 83
NTBC+L-tyrosin 9 18 1 31 M 15 0M 0 oM 0 49
NTBC+L-tyrosin 10 7 7 9 7 39 19 9 8 64
NTBC+L-tyrosin 11 28 4 31 15 25 16 3 1 87
NTBC+L-tyrosin 12 29 7 15 13 8 8 1M 1 53
NTBC+L-tyrosin 13 33 7 41 22 15M 14 oM 0 89




