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Vliv herbicidu nitisinonu na Caenorhabditis elegans

Souhrn

Bakalarska prace se zabyvala G¢inkem herbicidu nitisinonu na ptidniho nematoda had’atko
obecné (Caenorhabditis elegans). Nitisinon se také pouziva pod obchodnim nazvem
Orfadin® jako 1€k na vzacna geneticka onemocnéni, pficemz mechanismus jeho ucinku je
dosud mdlo zndmy. Probihajici vyzkum ukazuje jeho potencialni vyuziti pii 1écbé dalSich
onemocnéni. Cilem této prace bylo prokazat ucinek nitisinonu na inhibici enzymu hpd-1,
ktery katabolizuje degradaci tyrosinu. Uginek nitisinonu nebyl dosud piimo studovan na
organismu bez krevniho obéhu nebo hematofagie Lepsi pochopeni fungovani nitisinonu a
jeho ucinku na C. elegans tak mize byt piinosné pro efektivn€jsi vyrobu herbicidu, pesticida
a ochranu krajiny s dopadem na védu nebo medicinu.

Testovani nitisinonu bylo provedeno pifimym pozorovanim inhibice enzymu HPPD v
molekularné-biochemické casti prace a pozorovanim fenotypovych zmén na organismu in
vitro. Metodou alignmentu sekvenci se zji§tovala shoda v sekvenci hpd-1 u C. elegans a u
dalSich organismu s potvrzenym fungovanim tohoto inhibitoru.

Jak predpovédéla velka shoda v alignmentech sekvenci, inhibici se podafilo v provedenych
testech potvrdit. Mizeme tak predvidat negativni dopad nitisinonu i na jiné pudni organismy,
které mél C. elegans reprezentovat jako modelovy organismus v pfipadé rezidui nitisinonu v
pudé ve formé 1éCiv nebo herbicidu. Inhibici se v§ak podatilo potvrdit prozatim pouze jednou,
a proto v radmci prace probéhla diskuse o moznych chybach v laboratornich postupech a o
tom, jak je lze napravit. Vysledky zahrnuji také zjisténi nizsiho prezivani C. elegans pti
vyssich koncentracich tyrosinu a také pfi vyssich koncentracich samotného nitisinonu.

Prace rovnéz shrnuje Sirokou Skalu aplikaci nitisinonu a mtze tak spolu s dal§imi poznatky
slouzit jako zaklad pro dal§i vyzkum v této oblasti.

Klicova slova: 4-hydroxyphenylpyruvit dioxygendza (HPPD), inhibice, tyrosin, herbicid,
ochrana krajiny



Effects of the herbicide nitisinone on Caenorhabditis elegans

Summary

This thesis examined the effects of the herbicide nitisinone on soil nematode
Caenorhabditis elegans. Nitisinone is also sold under the brand name Orfadin®, used as
a treatment for rare genetic diseases, so far with a poorly understood mechanism of action.
Ongoing research proves its potential use for treating more types of diseases. This thesis
aimed to prove the effect of nitisinone on the inhibition of enzyme hpd-1, which catalyses
tyrosine degradation. A better understanding of nitisinone and its effect on C. elegans can be
beneficial for more efficient designing of herbicides, pesticides and nature protection, with
areach to science and medicine. The mechanism of action of nitisinone was so far not
examined on organism without blood circulation or hematophagy.

Nitisinone testing consisted of a direct examination of inhibition of the hpd-1 enzyme in
the molecular-biochemical part of the thesis, and observation of changes in phenotype of the
organism in vitro. Using the sequence alignment method, we determined the match in the
sequences of hpd-1 in C. elegans and in other organisms with confirmed functioning of this
inhibitor.

As substantial match in the sequence alignments predicted, the inhibition was confirmed in
the performed tests. Thus, we can predict the negative impact of nitisinone on other soil
organisms, which C. elegans was intended to represent as a model organism in the case of
nitisinone residues in soil in the form of pharmaceuticals or herbicides. However, the
inhibition was only confirmed once, therefore there was a discussion about possible errors in
laboratory procedures and how they can be corrected. Results include the finding of lower
survival of C. elegans at higher concentrations of tyrosine and also at higher concentrations of
nitisinone itself.

The work also provides a summary of the broad scope of the use of nitisinone and thus,
together with other outcomes of this work, can serve as a basis for further research in this
area.

Keywords: : 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase (HPPD), inhibition, tyrosine, herbicide,

nature conservation
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1 Uvod

Nitisinon je synteticka latka, kterd se v minulosti pouzivala jako uc€inny triketonovy
herbicid, patfici do skupiny spolecné s dosud pouzivanymi herbicidy sulcotrionem nebo
mesotrionem (Lock 2017). Toxikologické studie tohoto herbicidu pozdéi potvrdily, ze
nitisinon puisobi jako inhibitor enzymu HPPD u zvitat i rostlin (Ellis et al. 1995). U Zzivocicha
tento enzym katabolizuje rozklad tyrosinu, u rostlin je HPPD soucasti syntézy plastochinonu
nebo tokoferolu, latek dulezitych pro fotosyntézu (Prisbylla et al. 1993).

Rozsahlejsi toxikologické studie nitisinonu u savcu prokazaly problémy v podobé o¢nich
1ézi u zvifat s pfimou souvislosti s tyrosinemii - poruchou metabolismu aminokyseliny
tyrosinu (Lock et al. 1996).

Tyto nové védecké poznatky se staly zakladem pro studie S. Lindstedta a jeho kolegu
(1992) tykajici se pouziti nitisinonu v 1é¢bé lidské tyrosinémie typu 1. V tomto piipadé
nitisinon blokuje tvorbu toxickych metabolitl, pfispiva ke zlepSeni zdravotniho stavu
pacientll s timto vzacnym onemocnénim a muze zabranit transplantaci jater. Lék byl po
pozitivnich vysledcich schvalen a dale pouzivan pro lécbu alkaptonurie a také jako
potencialni kandidat pro lécbu dalSich onemocnéni. Stale vsak zlstava velmi nedostatecné
prozkoumanym lékem.

Toxikologické studie se dale zaméfily 1 na mensi organismy, jako je napfiklad hmyz rodu
Drosophila- zndimé mouchy octomilky, které jsou skiidci zemédélskych plodin, u kterych mél
nitisinon rovnéz prokazatelny ucinek. Drosophila navic figuruje také jako dualezity modelovy
organismus pro védu, s jeji genomem ze 60 % shodnym s genomem clovéka (Ugur et al.
2016).

Podle nasich nejlepSich znalosti vSak nitisinon dosud nebyl studovan u organismi bez
krevniho ob&hu nebo hematofagie. Pro nasi praci jsme proto jako modelovy organismus
zvolili C. elegans, ktery se Casto pouziva i v praxi. C. elegans nam poslouzi také jako
modelovy pudni organismus, ktery ukaze potencialni riziko pro ostatni pudni organismy v
ptipad€ aplikace herbicidi nebo rezidui 1éCiv v padé. Podrobnéjsi pochopeni mechanismu
ucinku nitisinonu maze mit pifinos pro védu, efektivn€jsi vyrobu herbicidt, pesticidi nebo
aplikace v mediciné.



2 Cil prace

Cilem prace bylo prokazat ucinek nitisinonu na C. elegans. Jeho ucinek byl zkouméan
pfimym pozorovanim inhibice enzymu HPPD v molekularné-biochemické cCasti prace a
pozorovanim fenotypovych zmén na organismu in vitro.



3 Nitisinon

Nitisinon  (2-(2-nitro-4-trifluoromethylbenzoyl)-1, 3-cyclohexanedione), (NTBC) je
synteticky vyrabéna latka objevena pii vyzkumu triketon herbicidl. Triketonové alkaloidy se
ptirozené vyskytuji v rostlinach Celedi Myrtovité (Myrtaceae) a liSejnicich.

V roce 1977 si védec Reed Gray, ktery pracoval pro spolecnost Stauffer Chemicals ve
Western Research Center v Kalifornii, vSiml, ze kolem australského okrasného kere
Callistemon citrinus z Celedi Myrtaceae roste méné plevell. Oddélil tedy vytazky z rostliny a
aplikoval je na travni porost, ktery vybledl a zistal zakrn€ly v rastu. Izolaci se mu podafilo
urcit strukturu herbicidné uc¢inné latky, kterou byla acylsynkarboxylova kyselina, nazyvana
leptospermon. Dalsi vyzkum potvrdil ucinnost leptospermonu jako mirného herbicidu proti
uzkému profilu nezadoucich rostlin. Pro travni plevele se stava uCinnym pii davce 1000 g/ha a
vyssi (Beaudegnies et al. 2009).

Dalsi studie zkoumaly kombinace leptospermonu s benzoilem za ucelem zkvalitnéni a
rozsifeni herbicidniho tGcinku, které se ukazaly jako uspésné. Vzinkli tak syntetické herbicidy,
jako sulcotrion nebo mesotrion, coz dale nastartovalo trend vyroby novych herbicidd se
stejnym mechanismem ucinku, mezi néz patfi napiiklad nitisinon. Podrobné fungovani
benzoyl acylsynkarboxylovych kyselin a benzoyl cyklohexani pfi hubeni rostlin v§ak dosud
nebylo jasné (Lock 2017).
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Obrdzek 1 — Molekula nitisinonu (https.//en.wikipedia.org/wiki/Nitisinone).
3.1 Toxikologické studie nitisinonu

Toxikologické studie tohoto herbicidu pozdéji ukazaly, ze potkani, kterym byl nitisinon
podavan, vykazovali zvySené koncentrace tyrosinu v krvi a zvySené mnozstvi 4-
hydroxyfenylpyruvat dioxygenazy (HPPD) v moci (Ellis et al. 1995; Lock et al. 1996; Lee et
al. 1997). Nasledny vyzkum potvrdil, Ze nitisinon je inhibitorem HPPD, ktera u zvirat
katabolizuje rozklad tyrosinu (Ellis et al. 1995). Pti degradaci tyrosinu tento enzym katalyzuje
oxidativni dekarboxylaci a pfeskupeni 4-hydroxyfenylpyruvitu na homogentisat.

U rostlin je HPPD soucasti syntézy plastochinonu nebo tokoferolu, coz bylo objeveno az o
nékolik let pozdéji Prisbyllou a spol. (1993). Pfitomnost enzymu byla objevena u kukufice,
kde byla prokazana citlivost na NTBC. OSetteni povijnice biectanovité (Ipomoea hederacea)
nitisinonem vedlo ke zvySeni koncentrace tyrosinu v rostliné a odpovidajicimu snizeni obsahu
plastochinonu, ktery byl zodpovédny za zbé€leni. Obé zminéné organické chemické latky jsou
dilezitymi soucastmi fotosyntézy.
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Obradzek 2- Degradacni cesta tyrosinu a misto plsobeni nitisinonu (Lock 2017).
3.1.1 Toxikologické studie nitisinonu u savcu

Pravidelné toxikologické studie NTBC v laboratofich Environmental Health Centre ve
Farmingtonu, CT, USA prokdzaly nizkou akutni ordlni toxicitu nitisinonu. Dal§i vyskumy
vSak zjistily souvislost mezi NTBC a zakalmi rohovky u potkand, at uz se soucasnou
vaskularizaci nebo bez ni, vyskytujicimi se jednostranné i oboustranné. Potkanim byl pfedtim
podavan nitisinon v koncentracich 0,05-40 mg/kg/den po dobu 90 dni. Prvni reakce se
objevila pfiblizné tyden po zahijeni diety, pfiCemz nejvyssi reakce byla zaznamenana na
konci studie, s pfibliznym vyskytem 80 % pfi nejvysSich davkach (Lock et al. 1996). U
nékterych potkana v této studii se vSak znamky nezadoucich uc¢inktu viibec neprojevily. Na
konci pokusu se o€i potkanu vratily do normalniho stavu, pfi vaskularizaci vykazovaly pouze
rezidua zbytka krevnich cév.

Studie na mysich, kterym byl NTBC podavan v davkach 1-350 mg/kg/den po dobu 90 dnu,
neprokazaly zadné léze rohovky spojené s experimentem (Lock et al. 2000), zatimco u psu
plemene bigl v davkach 0,1-5 mg/kg/den doslo k zakalim rohovky pfi vSech podavanych
davkach (Lock et al. 2006). Stejny pokus byl proveden také na opicich makak rézus v
davkach 10 mg/kg/den po dobu 90 dnt, kdy nebyl prokazan zadny nezadouci tcinek (Lock et
al. 2006). Primarni toxikologicka pozorovani tedy prokéazala nepiiznivy ucinek NTBC
spojeny se zakalem rohovky u potkant a psu jiz pii nizkych davkach, zatimco mysi a makak
rézus byli vii¢i tomuto Gc¢inku odolni.

Zajimavym zjiSténim pfi testech radioaktivniho znaceni na potkanech bylo zadrzeni velké
casti davky NTBC v jatrech a mensi ¢asti v ledvindch. Retence NTBC byla zaznamendéna také
v harderové zlaze, ktera se nachazi v ocni orbité, bez selektivni retence v rohovce nebo v
samotném oku (Lock et al. 1996).

3.1.2 Mechanismus uc¢inku nitisinonu a tyrosinémie u zvirat

Pfi inhibici enzymu HPPD nitisinonem se NTBC nevaze kovalentné na enzym, protoze
komplex enzym-inhibitor disociuje s odhadovanym polocasem 25 °C, in vitro 63 hodin.
Interakce NTBC s enzymem se tedy mize vyznacovat rychlou inaktivaci vytvoreni komplexu,
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ktery muze pomalu disociovat s obnovenim aktivity enzymu. Tento proces naznacuje, ze
NTBC se vaze na stejnou Cast aktivniho mista jako substrat.

P1i pokusech s podavanim vyssSich davek NTBC potkantim, napt. 10 mg/kg, se odbouravani
z jater vyrazné zpomalilo po 24 hodinach, s mensi ztratou na Ctvrty az sedmy den (Lock et al.
1996). Z této skutecnosti vyplyva, ze béhem druhého a ttetiho dne podéavani denni davky byla
HPPD zcela inhibovana, coz vedlo k ustalenym plazmatickym koncentracim NTBC a tyrosinu
po n€kolikanasobném podani, které zpusobily poSkozeni o¢i. O¢ni 1éze byly tedy zptsobeny
tyrosinemii, ktera byla prokazana u potkanti krmenych nizkobilkovinnou dietou obsahujici 5
% hm. tyrosinu, coz vedlo k o¢ni toxicité podobné toxicité¢ NTBC. U samotného tyrosinu vSak

Podobny pokus byl opét proveden na mysich, kde byly pouzity vyssi koncentrace NTBC a
nedoslo k zadnym oc¢nim lézim. Pfi téméf uplné inhibici jaterni HPPD bylo pozorovano
rychlejsi odbouravani tyrosinu z plazmy nez u potkani. Za rychlou degradaci byla
pravdépodobné zodpoveédna aktivita jaterni tyrosinaminotransferazy, kterd je u mysi vyssi.
Tato zjisténi vedla k domnénce, ze dolni hranice pro tyrosin v plazmeé a vyskyt poskozeni oci
je 1000 nmol/ml (Lock & Smith 2003). Dalsi vyskumy na jinych zviratech v§ak ukézala, ze
ani pfi hladinach tyrosinu v plazmé vysSich nez 1000 nmol/ml nedochézelo k poskozeni o¢i.
Opét tedy existoval predpoklad vlivu jinych faktort.

3.2 Tyrosinémie u lidi

Tyrosinémie je dédicné onemocnéni metabolismu, zpusobené neschopnosti organismu
ucinné odbouravat aminokyselinu tyrosin. Pacienti trpi mutaci genu kodujiciho enzym
fumarylacetoacetat hydrolazu (FAH), ktery katalyzuje pfeménu fumarylacetoacetitu na
kyselinu fumarovou a acetoctovou. Md vysokou morbiditu a mortalitu, zejména v prvnich
letech Zivota, predevsim v disledku zavaznych jaternich onemocnéni, véetné€ rakoviny jater
nebo dplného selhdni jater (Lindstedt et al. 1992).

Predchozi vyzkum inhibitord HPPD polozil zaklady pro jejich dalsi vyuziti. Vyzkum Svena
Lindstedta a jeho kolegt z univerzity ve $védském Goteborgu se zaméfil na pouziti NTBC u
tyrosinémie 1. typu. Koncept spocival v blokovani HPPD u pacientd, coz by zabranilo tvorbé
toxickych metabolitd pocinaje kyselinou homogentisovou a dale po degradacni draze
zlepSujici jejich zdravotni stav. Inhibice lidské HPPD byla prokazéana na lidskych jatrech.

V roce 1991 pouzil Lindstedt se souhlasem Svédské Medical Products Agency (MPA)
NTBC ke klinické 1é¢bé vazné nemocného dvoumésicniho kojence, ktera byla uspésna
(Lindstedt et al. 1992). Podobna 1écba byla Gspésné provedena i u dalSich pacientd, coz vedlo
k zédkonnému schvdleni 1éku US Food and Drug Administration v roce 2002 a European
Medicines Agency (EMA) v roce 2005. Lék byl uveden na trh pod obchodnim ndzvem
Orfadin®.

koumanym parametrem toxickych metaboliti byla pfitomnost sukcinylacetonu v moci,
pficemz hladiny tyrosinu byly v tomto piipadé zanedbatelné (Sander et al. 2006). Hladiny
tyrozinu v plazmeé pro terapeutické ucely by vSak nemély prekrocit 400 uM kvili potencialni
tyrozinové toxicité. Lécba NTBC tedy musi byt kombinovana s nizkobilkovinnou dietou
doplnénou smesi aminokyselin zbavenou tyrozinu a fenylalaninu (Das 2017). Za velky uspéch
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se povazuje zejména skutecnost, ze 1écba nahradila transplantaci jater, ktera byvala v mnoha
ptipadech nutna.

Ackoli je NTBC stale nedostatecné prozkoumanym lékem, dosud zjisténé nezadouci ucinky
jsou vzacné a obvykle reverzibilni. O¢ni 1éze, které se vyskytly v pfedchozich studiich na
savcich, byly u lidi minimdlni, obvykle souvisely s vysokou hladinou tyrosinu a byly
reverzibilni pfi snizeni hladiny dodrzovanim pfisné diety (Mayorandan et al. 2014).
Neurokognitivni deficity vyskytujici se u nékterych pacientt jsou stale predmétem zkoumani
(Thimm et al. 2012).

3.3 Nitisinon jako kandidat na 1éCbu onemocnéni spojenych s poruchami
metabolismu tyrosinu

3.3.1 Alkaptonurie

Mezi dal§i onemocnéni spojena s poruchami metabolismu tyrosinu patii alkaptonurie, ktera
je duasledkem nedostatku enzymu homogentisat dioxygenazy (HGD). Alkaptonurie je
(autozomalné recesivni) porucha, pfi niz nedostatek HGD brani metabolismu kyseliny
homogentisové (HGA) na kyselinu maleylacetoctovou (O'brien et al. 1963). Vyslednym
efektem je tedy hromadéni HGA v télesnych tekutinach, a to i pfes ucinné vylucovani
ledvinami. Pfi této poruse dochéazi k procesu zvanému ochrondza, kdy se cirkulujici HGA
pfeménuje na pigmentovany polymer, ktery muze byt viditelny na uSich a ocich. Tento
pigment se uklada v tkanich vysoce selektivnim, dosud nevysvétlenym zptusobem. Vyse
uvedené procesy napadaji predevSim chrupavku, takze kloubni tkané jsou u alkaptonurie
nejzranitelnéjsi oblasti.

Studie potvrdily snizeni vyluCovani HGA pii 1é¢bé nitisinonem, coz naznacuje
pravdépodobnost snizeni tvorby polymerd. Tento vyzkum vSak vyzaduje dal§i zkoumani k
potvrzeni klinické ucinnosti (O'Brien et al. 1963).

3.3.2 Okulokutanni albinismus

Dalsi experimentalni vyzkum Ighovie F. Onojafe a kolegii pro American Society for
Clinical Investigation se zabyval 1é€bou okulokutanniho albinismu, ktery je zptisoben mutaci
genu tyrosinazy. Tyrosinaza (TYR) je enzym, ktery katalyzuje pfeménu tyrosinu na
dihydroxyfenylalanin a poté na dopachinon, z néhoz se dale v téle tvofi melanin. Tato forma
albinismu se vyznacuje snizenou pigmentaci kiize a o¢i melaninem nebo ztratou zraku. Ztrata
zraku je zpUsobena predevsim defektnim pigmentovym epitelem sitnice. ReSenim by tedy
mohlo byt zvySeni o¢ni pigmentace u pacientl, coz by podpofilo spravnou funkci oci.
Hypotézou vyzkumu bylo pouziti nitisinonu ke zvySeni plazmatické koncentrace tyrosinu, coz
by vedlo ke stabilizaci TYR a zlepSeni pigmentace u pacientd. Pokusy na mySich tuto
hypotézu potvrdily, takze miizeme jen doufat, ze dalsi klinické studie potvrdi jeho ucinnost u
lidi (Onojafe et al. 2011).
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3.4 Nitisinon v 1écbé Parkinsonovy choroby

Nedavno se védcim podafilo odhalit propojeni aminokyselinové transaminazy 1 s
rozvétvenym fetézcem (BCAT1) s pohybovou poruchou Parkinsonove choroby (PD).
Vyzkum prevedeny na C. elegans ukazal, ze redukce BCAT1 zplsobuje u hlistice kieCovité,
zkroucené pohyby, které se projevuji s rostoucim vekem organismu. Tato zji§téni polozila
zaklad pro dalsi testovani a vyvoj 1éki na PD. K testovani bylo vybrano padesat 1éku
schvalenych FDA, z nichz ¢tyfi, vCetné nitisinonu, by mohly v budoucnu piedstavovat
vhodné kandidaty na 1écbu s ohledem na pozdéjsi veék pacientd. Podle téchto zjisténi se za
slibné 1éky pro PD povazuji predevSim ty, které pusobi na metabolické (NTBC) nebo
mitochondridlni funkce (Sohrabi et al. 2020).

3.5 Nitisinon proti prrenosu africké trypanosomoézy a malarie

Africkd trypanosomoéza je smrtelné onemocnéni lidi a zvifat, které pienasi krev sajici
moucha tse-tse (Glossina). Zatim proti ni nebyla vynalezena zadna vakcina, takze jedinym
ucinnym mechanismem zistava kontrola populace mouchy tse-tse. V soucasnosti pouzivanou
metodou je pouzivani neurotoxickych insekticidi s vysokou ucinnosti, ale s nezadoucimi
ucinky na zivotni prostiedi a hmyzi opylovace. Nové studie se snazi vynalézt alternativu
Setrnéj$i k zivotnimu prostfedi a zaméfuji se na drahu metabolismu tyrosinu. Krevni potrava
mouchy tse-tse obsahuje vysoké mnozstvi tyrosinu, ktery je bez degradace nebo vhodné
eliminace pro hematofigni hmyz toxicky. Experimentdlni aplikace nitisinonu byla pro
mouchy tse-tse smrtelnd, at’ uz pii oralnim poziti, nebo pii povrchové aplikaci. Oralni
aplikace NTBC c¢melakim (Bombus) vSak neméla vliv na jejich preziti, coz svédCi o
napt. s endektocidnim vyuzitim (Sterkel et al. 2021).

Vyzkum s podobnym mechanismem ucinku provedli také Vergaray Ramirez et. al. (2022).
Predmétem jejich vyzkumu byly vSak komafi (Culicidae), u nichz prokézali letalitu v
nitisinonovych krmnych testech i pfi povrchové aplikaci.

3.6 Nitisinon v boji proti nemocem prenasenym kliSt’aty

Prostfednictvim osobni komunikace s Mgr. Janem Pernerem, PhD., z Parazitologického
Gstavu Biologického centra Akademie véd CR nam byl potvrzen uéinek nitisinonu v vodnich
testech na Ixodes ricinus. V testech preziti byla u jedinci I ricinus krmenych NTBC
pozorovana vyrazna letalita a zména velikosti snisky vajec u prezivSich samic, coz vedlo
k tomu, Ze se nevytvortily zadné larvy.

Vsechny vyse uvedené priklady pouziti NTBC podtrhuji jeho velky vyznam a potencial,
stejné jako dulezitost dalSiho pochopeni mechanismu jeho u¢inku. S lepSim pochopenim
muzeme navrhnout GCinné herbicidy, insekticidy nebo 1éc¢bu lidi se vzacnymi vrozenymi
chybami metabolismu tyrosinu.
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4 Caenorhabditis elegans

Caenorhabditis elegans je mala, prahledna, voln€ Zijici pidni nematoda s celosvétovym
roz§ifenim. Dospéli jedinci dosahuji velikosti 1 mm, zatimco Cerstveé vylihlé larvy jsou velké
pouze 0,25 mm. Vyznacuji se také velmi rychlym zivotnim cyklem, 3 dny pfi teploté 25 °C.
Funguji predevsim jako autogamni hermafroditi, s ojedinélym vyskytem samcu.

Prukopnikem vyuziti C. elegans jako modelového organismu pro védu byl Sydney Brenner
z Cambridge University v roce 1974, ktery chtél tuto nematodu vyuzit v molekularni biologii,
zejména v oblasti vyvojové biologie a neurobiologie. Podafilo se mu definovat asi 100 gent a
popsat asi 300 mutaci ovliviiujicich chovani a morfologii organismu. Dnes je znam cely
genom C. elegans, jehoz sekvence byla dokoncCena jako u prvniho mnohobunécného
organismu na svété (C. elegans Sequencing Consortium 1998).

4.1 Caenorhabditis elegans jako modelovy organismus pro védu

V souCasné dobé se vyzkum C. elegans posunul do novych mezi, zahrnujici studie
zakladniho fungovani a interakci eukaryotickych bunék, interakci mezi hostitelem a parazitem
nebo studium lidskych chorobnych procest. Zasadni vyznam pro studium C. elegans byla
moznost fesit biologické problémy geneticky, a to jak pfimymi, tak reverznimi genetickymi
pristupy na urovni celého organismu nebo jedné urcené buriky.

4.1.1 Pozorovani Caenorhabditis elegans in vitro

K pfimému pozorovani organismu se obvykle pouziva stereomikroskop nebo tzv. slozeny
mikroskop, kterym se nematody pozoruji na Petriho miskach b&hem béznych Zzivotnich
aktivit, jako je pohyb, krmeni, vyvoj, pafeni nebo kladeni vaji¢ek. Stereomikroskop umoziuje
pozorovani s vys§Sim rozliSenim, coz védcim umoziuje provadét experimenty na urovni
jednotlivych bunék se zaméfenim na bunéény vyvoj a funkci.

Diky prahlednosti C. elegans lze jednotlivé buriky a subcelularni detaily vizualizovat
pomoci Nomarského diferencidlniho interferenéniho kontrastu (DIC). Pro jesté lepsi
zvyraznéni detailli 1ze pouzit fluorescencni protein ke znaceni proteini nebo subcelularnich
Casti. Tyto proteiny lze také pouzit ke studiu vyvojovych procest, ke screeningu mutantt
ovliviiujicich vyvoj a funkci bunék, k izolaci bun€k a k charakterizaci interakci proteint in
vitro (Chalfie et al. 1994; Boulin T et al. 2006; Feinberg et al. 2008).

4.1.2 Caenorhabditis elegans na molekularni arovni

Diky svému rychlému zivotnimu cyklu se C. elegans stal oblibenym modelem pro
genetické studie eukaryot. Kromeé toho ma tento organismus také neménny pocet somatickych
bun€k, coz védcim umoznilo sledovat osud kazdé jednotlivé buriky mezi oplozenim a
dospélosti u zivych jedinci a stanovit kompletni bunécnou linii (Sulston & Horvitz 1977,
Kimble & Hirsh 1979; Sulston et al. 1983). Védci také dokazali na zakladé elektronovych
mikrofotografii rekonstruovat tvar vSech bunek C. elegans, vetné kazdého z 302 neuront
dospélého hermafrodita (White et al. 1986) a zadniho paficiho obéhu u dospélého samce
(Jarrell et al. 2012). Tyto rekonstrukce poskytly dosud nejuplnéjsi "schému vedeni"
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jakéhokoli nervového systému a pomohly vysvétlit, jak pohlavni dimorfismus ovliviiuje
neurondlni okruhy.

Neménny tvar bunétné linie a neuroanatomie C. elegans také umoznil objev mutaci
zpusobujicich vyvojové a behavioralni poruchy pii genetickém sledovani. Jak jiz bylo
zminéno vyse, jako prvni mnohobunécny organismus s kompletné sekvenovanym genomem
byl C. elegans vyuzit pro pifimou a zpétnou genetiku, coz vedlo k molekularni identifikaci
mnoha kliCovych genti ve vyvojovych a biologickych bunéénych procesech.

Podobnost bunécnych a molekularnich procest u C. elegans a ostatnich zivoc¢ichti napfic
evoluci (metabolismus, struktura a funkce organel, genova regulace, biologie proteini atd.)
ucinila z C. elegans idealni organismus pro studium obecné mnohobunécné biologie.
Nejméne 38 % protein kodujicich genti u C. elegans ma predpokladané ortology v lidském
genomu (Shaye & Greenwald 2011), 60-80 % lidskych genti ma ortolog v C. elegans (Kaletta
& Hengartner 2000) a 40 % lidskych gent souvisejicich s nemocemi ma jasné ortology v
genomu C. elegans (Culetto & Sattelle 2000). Mnoho objevi u C. elegans ma tedy vyznamny
pfinos pro studium lidského zdravi a nemoci. Mizeme zminit napiiklad vyuziti C. elegans pti
vyzkumu antihelmintik a nematocidl, pfi vyzkumu obezity a regulace tuku, pii zkoumani
mechanismu plsobeni teékavych anestetik a mnoho dalsich.

V zemédélstvi se tento pudni nematod bézn€ pouziva k testovani environmentalni toxicity
zemedelskych pripravki, jako jsou napfiklad fungicidy (Raley-Susman et al. 2017).

4.2 C. elegans a nitisinon

Toxikologické studie nitisinonu u rostlin a zvifat, zejména savci - véetné Clovéka, nam
umoznily nahlédnout do mechanismu u¢inku NTBC jako inhibitoru enzymu HPPD. Vyzkumy
leptospermonu, ucinné latky nitisinonu, byly provadény také u hmyzu rodu Drosophila.
Utinek na Drosophila suzukii, znamého $kadce ovoce, byl prokazan pii fumigaci nebo
kontaktni toxicité proti dospé€lcim D. suzukii (Park et al. 2017).

Dalsi vyzkum se zabyval Skidcem Drosophila melanogaster, ktery se také vyskytuje
pfevazné na ovoci nebo jinych potravinach. Tento skidce je dulezitym modelovym
organismem pro védu, zejména v oblasti genetiky nebo vyvojové biologie. Ma také znacné
vyuziti jako geneticky model pro lidské nemoci, protoze jeho genom je ze 60 % homologni s
lidskym genomem (Ugur et al. 2016). Vyzkum se zaméfil na identifikaci metabolickych drah
spojenych se starnutim u D. melanogaster, pticemz pozoroval zvySené hladiny tyrozinu s
rostoucim veékem. Snizeni enzymi v degradacnich drahach tyrozinu vyznamné prodlouzilo
délku zivota organismu (Parkhitko et al. 2020).

Podle nasSich znalosti vSak dosud nebyl proveden zadny vyzkum NTBC na organismech
bez krevniho obéhu nebo hematofagie, s vyjimkou vySe zminéného vyzkumu vyuziti NTBC
pti 1écbé Parkinsonovy choroby. Vzhledem k jeho vlastnostem jsme tedy pro nasi praci
vybrali C. elegans jako vhodny organismus pro dal§i zkoumani fungovani NTBC. Navic je C.
elegans v praxi bézné€ pouzivan pro rizné toxikologické studie (Toxicology Letters 2019).

Cilem naSeho experimentu je prokazat vliv NTBC na HPPD u C. elegans, pti pouziti
NTBC jako herbicidu, pesticidu nebo léciva u lidi, s dosahem na padu. V tomto piipad€ bude
C. elegans slouzit jako modelovy pudni organismus, ktery poskytne vhled do potencialni
toxicity u nami zkoumaného organismu nebo do predpokladané toxicity u jinych pidnich
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organismi. Pfi podrobng&jsim zkoumani fungovani inhibi¢ni reakce HPPD a drahy degradace
tyrozinu C. elegans miizeme také dospét k zajimavym poznatkiim pro védu s dusledky pro
G¢inngjsi vyrobu herbicidd, pesticidi nebo pro vyuziti v medicing.
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5 Metodika

Molekularné-biochemicka cast prace zahrnovala ptipravu komponentt zapojenych do PCR
reakce, jako je navrh primert, extrakci RNA a z ni naslednou syntézu cDNA. Vysledky PCR
reakce byly sledoviany pomoci gelové elektroforézy s ndslednym UV prosvicenim.
Restrikénim klonovanim byl né§ cilovy gen hpd-1 déle zaklonovan do bakteridlntho média
pro dalsi laboratorni pozorovani, az po cilovych expresnich bakterii pouzitychas v
kolorimetrické eseji pro pfimé pozorovani inhibice proteinu hpd-1 nitisinonem.

5.1 PCR

Polymerase chain reaction (PCR), nebo také polymerazova tetézova reakce, je laboratorni
metoda pouzivana k rychlé amplifikaci velkého mnozstvi specifického useku vzorku DNA.
Reakce probihd v termocykleru, kde pfistroj v pozadovanych intervalech méni teplotu.
Soucasti reakce jsou vzorek DNA, forward a reverse primery, DNA polymeraza a zakladni
reak¢ni roztok s volnymi nukleotidy a podparnymi prvky.

5.1.1 Navrhovani primera

Primery pro na$i reakci byly navrzeny ze sekvence cilového genu hpd-1 pomoci platformy
WormBase a nasledné upraveny a vyladény pro klonovani do plazmidu E. coli v programu
NEBcutter V2.0 (Vincze et al. 2003). Pomoci programu Oligo Calc (Kibbe 2007) byly
provedeny konecné upravy nami vybrané sekvence z hlediska teploty tani a dalSich
parametra. Primery byly navrzeny pro restrikéni klonovani do vektoru pJET1.2, s restrikénimi
mistami Ncol a Sall, ktera jsou v tabulce sekvenci oznacena malymi pismeny a podtrzenim.

Tabulka 1- Sekvence primera:
hpd-1 fwd; Ncol
5’-ccatggacATGACTACATTCGACAAAGGAGCA- 3’

hpd-1 rev(RC); Sall
57-gtcgacTTACTTAGTATTTCCATCCTTAACATTATCAT-3’

5.1.2 Extrakce total RNA z C. elegans a purifikace extrahované RNA

Extrakce probihala podle protokolu od Green & Sambrook (2020). RNA byla izolovédna z
dospélych Cervt C. elegans pomoci nasledujicich Cinidel: chloroform, ethanol (75%), minimal
medium buffer M9, isopropanol, jednokrokové lyzacni €inidlo TRIzol a destilovana H20 bez
RNaz. Princip extrakce spocival ve vymyti Cervll z misek a jejich nékolikanasobném promyti
pufrem M9 a centrifugace. Po posledni centrifugaci byl supernatant odstranén a zbytek
obsahujici Cervy byl odpipetovan do zkumavky a uchovan. Pfidanim TRIzolu doslo k
rozpusténi Cervi a nasledné pridani chloroformu umoznilo oddéleni RNA od DNA. Vznikly
supernatant obsahujici RNA byl izolovan pfidanim isopropanolu. Vzorek byl dale promyt
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75% ethanolem, aby se odstranil TRIzol (Invitrogen™-Ambion®), isopropan (Invitrogen™:-
Ambion®) a dalsi nezadouci latky; a nechal se odpafit ve vakuu. Nakonec byl vzorek
rozpustén v dH20 bez Rnazy, prenesen do nové zkumavky a ulozen pii -80 °C.

RNA byla precisténa od zbytki DNA pomoci Dnazy s Ambion® TURBO DNA-free 9™
Kit.

5.1.3 Syntéza cDNA z total RNA

Syntéza cDNA byla provedena pomoci reakce reverzni transkriptizy z total RNA podle
protokolu SuperScript™ IV First-Strand cDNA Synthesis Reaction. Jako primer byl v nasi
reakci pouzit Oligo d(T)20.

5.1.4 PCR a analyza vysledki

Samotna PCR reakce byla smichana na koncentraci 50 pl s pouzitim 25 pul PCR Master
Mix Emerald Amp® (TaKaRa), 2 pl KO21 ¢cDNA, 1 pl ndmi navrzenych forward a 1 pl
reverse primerd a 21 pl dH20. Teplotni cyklus byl nastaven podle navodu k pouziti PCR
Master Mix (Emerald Amp®).

Tabulka 2- Pocet, délka a teplota reakcnich cykla PCR:

1. | denaturace 98 °C 0:30 min
2. | denaturace 98 °C 0:10 min
3. | renaturace 58 °C 0:30 min
4. | syntéza 72 °C 1:30 min
krok ¢.2-4 35x
5. | syntéza 72 °C 10:00 min
10 °C o0

Analyza vysledki PCR byla provedena elektroforézou v 1% agar6zovém gelu a pufru TAE.
Pridani ethidium bromidu umoznilo nasledné UV prosviceni a detekci cilového genu hpd-1.

Kédujici sekvence hpd-1 obsahuje 1182 bp. V gelu pro elektroforézu byl pouzit GeneRuler
1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific™), podle néhoz byla kontrolovana velikost naseho
genu pomoci bendu, a tim 1 uspéSnost PCR reakce a pfitomnost genu.
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bp ng/0.5 pg %

)5 pa/lane, 8 cm kength gel,
X 7 Viem, 45 min

Obrdazek 3- Vlevo stupnice GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder , vpravo PCR produkt hpd-
1 C. elegans v elektroforéznim gelu (cca 1182 bp).

Extrakce PCR amplifikované DNA z gelu byla provedena pomoci Zymoclean™ Gel DNA
Recovery Kit. Koncentrace DNA byla méfena pomoci mikrospektrofotometru NanoDrop.

5.2 Restrik¢éni klonovani

PCR produkty byly zaklonovany do klonovaciho vektoru pJET1.2 (CloneJET™ PCR
Cloning Kit). ,,Sticky-end" konce insertu hpd-1 vytvorené Taq polymerazou byly odstépeny
tzv. “blunting” reakci (podle protokolu poskytnutého vyrobcem), coz umoznilo ndsledné
vlozeni do ,blunt-end" vektoru pomoci ligace T4 DNA ligdzou.. Vektor byl dile
transformovdn do hostitelského organismu kompetentnich bakterii DHS-Alpha, kmene E.
coli, metodou tepelného Soku. Hosistelské bakterie byly natfeny na LB plotny s ampicilinem a
nasledné udrzovany pii 37 °C, kde vytvortily kolonie s plazmidy obsahujicimi hpd-1. Po 24
hodinach byly kolonie otestovany na pfitomnost insertu pomoci Colony PCR s plasmidovymi
primery (sekvence jsou uvedeny v tabulce 3).

Tabulka 3- Sekvence primert:

pJET1.2 forward sequencing primer;
5’-CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC- 3’

pJET1.2 reverse sequencing primer; Sall
5’-AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG-3’

Tabulka 4- Pocet, délka a teplota cykli Colony PCR reakce:
1. denaturace 95 °C 3:00 min
2. denaturace 95 °C 0:30 min
3. renaturace 55 °C 0:30 min
4 syntéza 72 °C 1:30 min
krok ¢.2-4 35x
5. syntéza 72 °C 5:00 min
10 °C o0
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Vysledky DNA z Colony PCR ukdazaly pozitivni kolonie. Vybrané kolonie byly
naockovany do zkumavek s Sml LB media s Ampicilinem a byly inkubovany pfes noc na
tiepacce (72 °C, 225rpm). Cilovy amplifikovany plazmid byl nasledné izolovan pomoci
GenElute™ Plasmid Miniprep Kit.. Izolovany plazmid byl odesldn k sekvenovani, aby se
ovétila pritomnost genu hpd-1.

Po pozitivnich vysledcich sekvenace byl nas cilovy gen klonovan z vektoru pJET1.2 do
expresniho vektoru pET-22b(+) pomoci restrikéniho klonovani. Insert hpd-1 byl vystépen z
vekoru pJET1.2 pomoci restrikénich enyzmt Ncol a Sall (37 °C, 20 min.), oddélen na
agarové elektroforéze a izolovany z gelu (Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit). Stejné tak
vektor pET-22b(+) byl linearizovan pomoci stejnych restrikénich enzymu. Insert byl nasledné
zaligovan do linearizovaného plasmidu pomoci T4 DNA ligazy. Liga¢ni smés byla pozita pro
transformaci kompetentnich bakterii. Pro druhou Colony PCR byly pouzity primery T7.

Tabulka 5- Sekvenace primert:

T7 promotor fwd;
5’-TAATACGACTCACTATAGGG- 3’

T7 terminator rev;
5’-GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3’

Tabulka 6- Pocet, délka a teplota cykl druhé reakce Colony PCR:

1. | denaturace |98 °C 0:30 min
2. | denaturace |98 °C 0:10 min
3. | renaturace | 50 °C 0:30 min
4. | syntéza 72 °C 0:07 min
krok ¢.2-4 35x
5. | syntéza 72 °C 10:00 min
10 °C o0

Na zaklad¢ pozitivnich vysledkii DNA z Colony PCR byl z bakterii opét izolovan plazmid
pomoci GenElute™ Plasmid Miniprep Kit a odeslan k sekvenovani. Sekvenaci ovétené
vektory pET-22b(+) obsahujici hpd-1 byly transformovany tepelnym Sokem do hostitelskych
expresnich bakterii pLysS. Bakterie s plazmidem byly poté opét udrzovany 16 hodin pii 37
°C na Petriho miskdch v LB médiu spolu se selektivnim antibiotikem Ampicilinem a nasledné
uchovivéiny v 8 °C.

5.3 Kolorimetricka esej sledovani inhibitoru hpd-1 — nitisinonu u

C. elegans

Esej byla provedena podle protokolu Neuckermans et al. (2019) a zacala piipravou
reakéniho média v podob€ 5 ml LB, 5 pl Ampicilinu a bakterii z pozitivni kolonie. Reak¢ni
médium bylo ponechano pies noc v tfepacce pii 37 °C, 225 r.p.m.
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Z takto pripraveného reakéniho média bylo odebrano 0,5 ml kultury kterou jsme ptidali do
100 ml LB. Takto byly pfipraveny dvé zkumavky a byly opét umistény na tfepacku pii 37 °C.
Prubézné jsme kontrolovali rust bakterii az do OD600= 0,6; coz se nam podafilo asi po 3
hodinach. Po uplynuti této doby jsme do kazdé zkumavky ptidali 100 pul ITPG (do findlni
koncentrace 1mM), 75 mg L-tyrosinu (findlni koncentrace 0,75 mg/ml) a pouze do jedné
zkumavky 237 ul NTBC (findlni koncentrace nitisinonu 5 uM). Pfipraveny roztok byl vracen
na tfepacku pii stejné teploté, kde zistal az do nasledujiciho dne. Timto postupem byl
proveden pokus s bakteriemi ze dvou pozitivnich kolonii. Vysledkem eseje mélo byt rozdilné
zbarveni reakcnich roztokti s obsahom NTBC a bez né;.

5.4 Fenotypizacni testy

Pro zkoumani a charakterizaci vlivu NTBC na fenotypové zmény u C. elegans bylo
provedeno pozorovani in vitro na NGM destickach pomoci mikroskopickych, kvantifika¢nich
a fluorescencnich metod.

5.4.1 Priprava NGM- nematode growth medium s agarom

Agarové zivné médium pro nematody bylo pripraveno z 1,5 g NaCl; 8,5 g agaru; 1,25 g
peptonu (ze s6ji) a 488 ml dH20. Roztok byl umistén do autoklavu a poté se nechal
vychladnout ve vodni 1azni o teploté 55 °C. Pokracovali jsme pridanim 500 ul 1M CaCls, 500
ul 1M MgSO4 a 500 pl Smg/ml cholesterolu v 96% ethanolu. Nakonec bylo pfidano 12,5 ml
IM KPOs pufru a hotova smeés byla rozpipetovana do Petriho misek o praiméru 60 mm (10 ml
NGM) a 35 mm (3 ml NGM).

5.4.2 Priprava synchronizované kultury larvalnich stadii L1 C. elegans

Pro ucely naseho vyzkumu jsme potiebovali synchronizovanou kulturu wild-type C.
elegans, abychom zajistili jednotnost vyvoje sledovanych nematod.

Samotna synchronizace zacala ¢isténim dospélych jedinct C. elegans obsahujicich embrya,
z misek. K tomuto procesu bylo pouzito 150 ul KOH, 300 ul SAVO original a M9 pufru.
Miska byla promyta 1000 pul M9 do zkumavky, ktera byla sto¢ena na 5000 r.p.m, 30 s,
ponechano ve zkumavce bylo 350 ul roztoku a zbytek byl odpipetovan. K tomuto mnozstvi
bylo dale ptidano 150 ul roztoku KOH + SAVO, ktery byl promichin a ponechdn po dobu 3-
4 min, kdy jsme pod mikroskopem pozorovali rozlomeni dospélcti v misté vulvy a uvolnéni
embryi. Poté byla zkumavka s obsahem opét stoCena na 5000 r.p.m, 30 s, roztok byl
odpipetovan s ponechdnim sedimentu na dné¢ zkumavky a byl pfidan pufr M9. Tento postup
se opakoval tfikrat az do posledniho pfidani pufru M9, kdy byl cely roztok ze zkumavky
prelity do nové misky, kde byl ponechan do dalsiho dne. Z embryi (vajicek) se pfes noc
vylihly larvy C. elegans ve stadiu L1.

5.4.3 Testy prezivani C. elegans v médiu s nitisinonem a erytrocyty

Roztok pufru M9 a larev L1 byl nafedén na 200 pul a poté byly 2 pl roztoku odpipetovany
do nové zkumavky. Podle naSich pfibliznych vypoctia by ve 2 ul roztoku mélo byt asi 50
jedinct L1. Dale bylo pfidano 100 ul roztoku NTBC s PBS (koncentrace nitisinonu v roztoku
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600 mg/l) a 98 pl pufru M9. Takto byly pfipraveny dva vzorky. Do dalSich tfi zkumavek bylo
ptidano 198 pl pufru M9 a 2 pl roztoku pufru M9 s larvami L1. Pfipravené zkumavky byly
ponechany v klidu pii pokojové teploté po dobu 6 hodin. Nasledné bylo na 5 pfipravenych
NGM misek o priméru 60 mm piidano 200 pul krmného média baktérii OP50. Dalsi obsah
misek je uveden v ndsledujici tabulce.

Tabulka 7- koncentrace roztoku v reakcich:

1. 198 ul M9 pufr + 2 pl roztoku M9 pufru s L1 larvami | pozitivni kontrola

2. 100 ul NTBC roztoku + (198 ul M9 pufr + 2 ul | NTBC pridany az na misku
roztoku M9 pufru s L1 larvami)

3. 100 ul NTBC roztoku + 100 pl erytrocytt + (198 ul | NTBC pfidany az na misku
MO pufr + 2 ul roztoku M9 pufru s L1 larvami)

4. 100 pl NTBC roztoku + (98 pul M9 pufr + 2 pl roztoku | L1 inkubovany s NTBC po
MO pufru s L1 larvami) dobu 6 hodin

5. 100 pul NTBC roztoku + 100 ul erytrocytd + (98 ul | L1 inkubovdany s NTBC po
MO pufr + 2 ul roztoku M9 pufru s L1 larvami) dobu 6 hodin

Misky byly ponechany pii pokojové teploté po dobu ctyf dnt, kdy byl nasledné vysledek
pozorovan pod mikroskopem. Findlni koncentrace NTBC v tomto experimentu byla 60 uM.

5.4.4 Testy prezivani a reprodukce C. elegans v médiu s nitisinonem a tyrosinem

Testy prezivani byly provedeny podle upraveného protokolu Panska et al. (2023).

Do predem ptipravenych Petriho misek s NGM médiem byl pridan L-tyrosin ve findln{
koncentraci 1 mg/ml (koncentrace tyrosinu v zasobnim roztoku 45 mg/ml v 1M HCI) a 100 ul
OP50. Timto zpisobem bylo pfipraveno 24 misek o priméru 35 mm. Do 12 z téchto misek
bylo ptidano 100 pl roztoku NTBC v PBS (o koncentraci 600 mg/1).

Prvni den bylo po jednom jedinci ze synchronizované kultury wild-type C. elegans
preneseno na 4 misky obsahujici NTBC a 4 misky neobsahujici tento inhibitor. Vybrany byly
larvy ve stadiu L4. Nasledné byly takto pfeneseni nematodi umistény do inkubatoru pii 22 °C
uchovani do nasledujiciho dne.

Druhy den byl pouze na 1 ze 4 NTBC misek nalezen zivy jedinec C. elegans, na miskach
bez inhibitoru pfezili 3 jedinci. Tito jedinci byli pfeneseni na nové misky se stejnym médiem,
na kterém se predtim nachazeli. Pivodni misky byly ponechany a spolu s novymi umistény
zpét do inkubatoru pii 22 °C.

Treti den byli nalezeni zivi dospélci C. elegans pouze ve dvou miskach, z nichz jedna
obsahovala NTBC a druha nikoli.

Cely experiment mél trvat 4 dny pro moznost statistického zpracovani fekundity C. elegans
za danych podminek, ale bohuzel musel byt v této fazi ukoncen z diivodu nedostatecné kvality
dosud ziskanych dat/pozorovéni.
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Stejny pokus byl opakovan jesté jednou po dobu 4 dni, tentokrat s jinou kone¢nou
koncentraci NTBC - 60 uM a koncentraci L-tyrosinu 1 mg/ml. Zpocatku byly pfipraveny 4
desticky (pramér 35 mm s NGM, OP50) od kazdého ze sledovanych jevi:
samotny wild-type C. elegans, C. elegans + L-tyrosin, C. elegans + NTBC a C. elegans + L-
tyrosin + NTBC.

5.4.5 Pozorovani prezivani C. elegans ve fluorescencnich testech

Fluorescencni testy byly provedeny podle upraveného protokolu Jackson & Hoste (2010).

Ze synchronizované kultury byly odebrany 2 ul C. elegans, které by podle nasich vypoctu
mély obsahovat pfiblizné 30 jedincti L1. Bylo pfidano 193,5 pl pufru M9. Timto zplisobem
bylo pfipraveno 8 zkumavek. Do vSech zkumavek bylo pfidano 4,5 pl L-tyrosinu
(koncentrace tyrosinu v zasobnim roztoku 45 mg/ml v jednomolarni HCI; konecna
koncentrace tyrosinu 1 mg/ml) a nasledné jenom do 4 zkumavek 1,5 ul roztoku NTBC v PBS
(findlni koncentrace NTBC 15uM). Pripravené zkumavky byly uchovavany v inkubéatoru pfi
teploté 22 °C. Po 8 hodinach byly do vSech zkumavek ptidany 2 pl fluorescen¢niho konjugatu
baktérii druhu E. coli (Invitrogen™-Ambion®) a takto namichané roztoky byl opét umisténé
do inkubatoru pii stejné teplote, kde byly uchovavany do nasledujiciho dne.

Nasledujici den jsme roztoky odstfedili na centrifuze, pfi¢emz jsme se zbavili supernatantu
a ve zkumavce zustal pouze pelet. K peletu byly pfidany 2 pl roztoku antihelmintika
Levamisolu v methanolu (o koncentraci 1 mg/ml), na imobilizaci nematod. Po promichani
byly malé kapky pipetou naneseny na mikroskopickd sklicka, na nichz byly doty¢né
organismy pozorovany pod fluorescenénim mikroskopem.

5.5 Alignment metoda

Metoda alignmentu sekvenci, neboli porovndvani sekvenci, fungovala na principu
specifického uspofadani proteinovych sekvenci s cilem najit oblasti podobnosti (Wiltgen
2018). V nasem pripadé byl protein hpd-1 u C. elegans porovnavan s proteinem hpd-1 u
jinych organismu, u rodd kterych jiz byl prokazany vliv NTBC. U C. elegans byla vybrana
koédujici sekvence z webové stranky WormBase, kterou jsme ve formdtu "Conceptual
translation" porovnali v programu BLAST® (Altschul et al. 1990) se sekvencemi ndmi
vybranych rodu. Jednalo se o konkrétni rody: Ixodes scapularis (Ixodes), Glossina fuscipes
(Glossina), Anopheles maculipalpis (Culicoidea), Haemonchus contortus (Haemonchus),
Drosophila suzukii (Drosophila) ahpd-1 lidsky — Homo sapiens. O vhodnosti vybéru
konkrétnich zastupcl z rodu rozhodovalo také procento shodnosti v programu BLAST®.

Samotny alignment byl provedeny v programu MAFFT, kam byly vlozeny sekvence hpd-1
C. elegans a zbyvajicich zastupci ve formatu FASTA a uvedeny do finalni podoby v
programu Geneious Prime 2023 (Dotmatics).
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6 Vysledky

6.1 Molekularné-biochemicka analyza

6.1.1 Vyhodnoceni kolorimetrické eseje sledovani inhibitoru hpd-1 - nitisinonu u
C. elegans

Predmétem této prace bylo pfimé pozorovani inhibice proteinu hpd-1 inhibitorem
nitisinonem. Hpd-1 byl obsazen v plazmidech expresnich bakterii pLysS. Cilovy gen byl
pfitomen v reakénim médiu rozdéleném do dvou zkumavek, kdy pouze jedna z nich
obsahovala inhibitor NTBC. Vysledkem pokusu mélo byt rozdilné zbarveni roztokid. Diky
pfirozenému vyskytu transaminaz je E. coli schopna snadno preménit L-tyrosin na 4-
hydroxyfenylpyruvat (HPP), coz je prvni krok metabolismu tyrosinu, ktery je nasledné
enzymem hpd-1 metabolizovan na kyselinu homogentisovou (HGA). V roztoku bez NTBC by
vzhledem k nepfitomnosti homogentisat 1,2-dioxygendzy (HGD) v E. coli mélo dojit k
autooxidaci a samopolymeraci HGA. HGA tedy méla takhle produkovat ochronoticky
pigment podobny melaninu- pyomelanin, ktery vykazuje charakteristické hnédé zbarveni. V
pritomnosti inhibitoru hpd-1 je aktivita tohoto proteinu blokovana a proces ochronézy je tak
znemoznén, tj. nedochazi ke zbarveni.

Obrdzek 4- Schéma fungovadni bakteridini eseje (Neuckermans et al. 2019).

Podle protokolu Neuckermans et al. (2019) méla byt zména barvy viditelna po nékolika
hodinach. Jakmile doslo k reakci a zmén€ barvy, mohlo se pokracovat v dalsim zkoumani
fungovani proteinu C. elegans hpd-1 na zaklad€é kvantifikace vzniklého pyomelaninu a
dalSich metod, jako je vypocCet procenta inhibice v zavislosti na davce (koncentraci)
inhibitoru, inhibi¢ni kiivky, IC50 (Hendriks 2010) nebo ruzné dalsi vypocCetni a statistické
metody.

P11 nami pouzitych koncentracich klicovych latek v reakei — 0,75 mg/ml L-tyrosinu a 5 uM
NTBC v PBS vsak nebyly spozorovany zadné barevné zmény ani po 24 h. Proto nebylo
mozné esej dale rozvijet.
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6.2 Analyza zmén fenotypu
6.2.1 Vysledky testu prezivani C. elegans v médiu s nitisinonem a erytrocyty

Pti této reakci C. elegans s NTBC byly jako zdroj tyrosinu pouzity erytrocyty. V tomto
ptipadé mély erytrocyty slouzit jako srovnavaci faktor pro vysledky inhibice hpd-1 u C.
elegans a u jinych zivo€ichu, protoze dosavadni vyzkum NTBC se soustiedil na hematofagni
zivoCichy a zivocichy disponujici krevnim obéhem.

Ve vSech vzorcich vSak vyvoj C. elegans pies larvalni stadia k dospélcim probihal i pres
pfitomnost nitisinonu a nebyly patrné jiné vyznamné fenotypové zmény, s vyjimkou
spozorované nizsi motility. Pouzita findlni koncentrace nitisinonu byla 60uM.

6.2.2 Vysledky testu prezivani a reprodukce C. elegans v médiu s nitisinonem a
tyrosinem

V testech prezivani a rozmnozovani C. elegans se mél sledovat predev§im vyvoj embryi a
lihnuti vajic¢ek do larvalnich stadii L1, coz by se pouzilo ke kvantitativnimu stanoveni
zivotaschopnosti zkoumaného organismu a jeho odchylky od normalu.

Pokus mél trvat 4 dny, pficemz kazdy den byl jeden stejny hermafroditni dospély jedinec
schopny kladeni vaji¢ek, prenesen z predchozi misky na novou Petriho misky. Jedinci byli
vzdy preneseni z misek a do misek se stejnym médiem. (1. pokus- tyrosin X nitisinon +
tyrosin / 2. pokus- Cistd miska x tyrosin X nitisinon X nitisinon + tyrosin).

Pti prvnim pokusu byl druhy den po pfemisténi nalezen zivy jedinec C. elegans pouze v
jedné z misek obsahujicich NTBC a tfi zivi jedinci v miskach bez NTBC. Treti den vSak
prezivali dospélci pouze na jedné misce s NTBC a jedné misce bez NTBC.

U obou nematod byly spozorovany zmény v pohyblivosti, které byly vyrazné pomalejsi ve
srovnani s normalnimi jedinci stejného druhu. Na miskach ze vSech dnli byl rovnéz pozorovan
vyskyt embryi a larev ve stadiu L1, kde bylo spolu nalezeno pouze nékolik embryi a také
pouze né¢kolik larev stadia L1. Tento stav je v ramci normaln€ piezivajicich populaci
neobvykly. Mlady dospély hermafrodit ma obvykle v daném okamziku v déloze ulozeno 10-
15 vajicek (Schafer 2005). Za optimalnich podminek dospély hermafrodit naklade 4-10
vajicek za hodinu (Lints & Hall 2009).

Vysledky prvniho pokusu tedy nebyly relevantni pro statistické zpracovdni, ale
predpovidaly nepfiznivy ucinek nitisinonu na pfeziti C. elegans. Problémy s piezivanim C.
elegans vSak byly pozorovany 1 v tyrosinovém médiu, a tak je velmi obtizné urcit, kterym
faktorem byly nakonec ovlivnény.

Ve druhém experimentu byla pouzita jina konecnd koncentrace NTBC- 60 uM s
koncentraci L-tyrosinu 1 mg/ml. Piezivani C. elegans ve studovanych médiich a pocty
nalezenych prezivajicich potomka (L1 larev) jsou uvedeny v nasledujici tabulce.
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Tabulka 8- pocty prezivajicich potomkt C. elegans za riznych podminek:

vzorek skupina | den1 | den2 den3 | den4 | spolu
wild-type 1 71 143 0 1 215
wild-type 2 108 148 3 0 259
wild-type 3 52 140 1 0 193
wild-type 4 119 89 1 0 209
L-tyrosin 1 67 101 3 0 171
L-tyrosin 2 67 117 3 0 187
L-tyrosin 3 91 0 0 0 91
L-tyrosin 4 92 102 2 0 196
NTBC 1 26 38 3 0 67
NTBC 2 41 78 8 10 137
NTBC 3 43 72 11 0 126
NTBC 4 38 105 0 2 145
L-tyr+ NTBC | 1 0 0 0 0 0
L-tyr+ NTBC | 2 0 0 0 0 0
L-tyr+ NTBC | 3 0 0 0 0 0
L-tyr+ NTBC | 4 0 0 0 0 0

Tabulka 8 jasn€ ukazuje, Ze inhibice byla v tomto piipadé potvrzena. Nasledujici boxplot
graficky znazornuje Ciselné udaje pomoci kvartild ( obrazek 5). Kazdy box predstavuje

rozptyl danych vzorkd, pficemz jejich median je vyznacen tlustou Carou uvnitt boxu. Malé
krouzky uvnitf nebo kolem boxt znazoriuji velikost (v tabulce "spolu") konkrétnich skupin.

Muzeme tedy pozorovat trend normalniho prezivani wild-type C. elegans ("WT" v grafu) v
laboratornich podminkach a odchylku od tohoto prezivani zpusobenou pfidanim nitisinonu
(NIT), tyrosinu (TYR) nebo jejich kombinaci (TYR+NIT). Z grafu je tedy patrné snizené
prezivani C. elegans jiz vlivem L-tyrosinu, jesSté vice snizené prezivani C. elegans vlivem
nitisinonu a nulové ptezivani vlivem obou faktorti - L-tyrosinu i nitisinonu. V tomto piipadé
se tedy potvrdila inhibice pfedpovézena metodou alignmentu.
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Obrdzek 5- Boxplot graf testu preZivdni a rozmnoZovdni C. elegans v médiich obsahujicich NTBC a

L-tyrosin.
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6.2.3 Vysledky prezivani C. elegans ve fluorescencnich testech

Cilem tohoto experimentu bylo pozoroviani krmeni se C. elegans fluorescenCnim
konjugatem bakterii druhu E. coli, které byly nasledné prosviceny pod fluorescenénim
mikroskopem. Takto prosvicené bakterie bylo mozné pozorovat v travicim traktu prezivsich
C. elegans, ktefi se jimi krmili. Pod fluorescenénim osvétlenim vSak nebyli nalezeni zadni
zivi jedinci.

Pri klasickém présviceni bylo spozorovano nekolik mrtvych jedincl, néktefi Cerstvé
rozlozeni, jini vice rozlozeni, takze byli pod mikroskopem S§patné viditelni a pravdépodobné
tedy mrtvi uz od zacatku pridani L-tyrosinu nebo NTBC.

Pouzité koncentrace byly 15uM NTBC a 1 mg/ml pro L-tyrosin.

6.3 Analyza alignmentu

Podle vysledkt zpracovani alignmentu sekvenci proteinu hpd-1 u C. elegans a zastupcu
dalSich roda byla zjisténa vyznamna shoda, 61,3 %, na zakladé shodnosti parti. Shodné
aminokyseliny (zastoupené zkratkami) u riznych organismu jsou barevné€ vyznaCeny na
pfilozeném obrazku.
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Obrdzek 6- Alignment sekvenci proteinu hpd-1.
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7 Diskuse

7.1 Kolorimetricka esej sledovani inhibitoru hpd-1 - nitisinonu u

C. elegans a metoda alignmentu

Vysledky pozorovani kolorimetrické eseje nedopadly podle naSich ocekavani, protoze
nebyla patrna zadna zmeéna zbarveni roztokl, a tudiz nebyla patrna zadna funkce inhibicni
reakce nitisinon x hpd-1 u C. elegans na molekularni Grovni. Hypotézou pied zahijenim
experimentu bylo plné fungovani inhibice na zakladé vice poznatkd, které jsme o této
problematice dosud ziskali. Jednou z nich byla podobnost proteinu hpd-1 u C. elegans a
dalsich cilovych organismu, zjisténa metodou alignmentu sekvenci. Na zakladé téchto
podobnosti a zhody v sekvencich (61,3 % na zakladé zhodnosti pari) je mozné predpokladat,
ze inhibice uc¢inné funguje 1 u C. elegans, a to na zakladé skuteCnosti, ze ucinnost inhibice
byla védecky prokazana u zastupca stejnych rodd, jako jsou nami porovnavané organismy
(Ixodes scapularis (Ixodes), Glossina fuscipes (Glossina), Anopheles maculipalpis
(Culicoidea), Haemonchus contortus (Haemonchus)), pripadné u samotnych zastupitel'ov
(Drosophila suzukii (Drosophila), Homo sapiens ( Lindstedt et al. 1992; Sterkel et al. 2021).
Tuto hypotézu se nim vsak nepodafilo potvrdit.

Pric¢inou nefunk¢nosti nasi inhibice vSak muze byt i mnoho dalSich proménnych faktoru.
Experimentu piedchazela fada molekularnich in vitro ukont , u nichz diky kontrole sekvenci
vime, ze pfiprava rekombinantniho proteinu hpd-1 byla tispé$na. Problém tedy mohl nastat v
expresnim plazmidovém vektoru E .coli, kde byl pouzit pET-22b(+) v hostitelské bakterii
pLysS. Odpovédi na tispé$nou inhibici by tedy mohla byt zména vektoru na jiny typ vektoru,
ktery by umoznil lepsi produkci solubilniho proteinu (napi. pET SUMO), nebo zména
hostitelskych expresnich bakterii.

Problémem pii inhibici mohla byt také pouzita davka, a tedy koncentrace L-tyrosinu a
NTBC. Do piislusnych roztokd v obou zkumavkach bylo pfidano 75 mg L-tyrosinu (finaln{
koncentrace v reakci 0,75 mg/ml) a pouze do jedné ze zkumavek bylo pfidano 237 pl NTBC
(findlni koncentrace 5 uM). Zména koncentrace téchto dilezitych latek by tedy hypoteticky
mohla ovlivnit i prubéh reakce.

Dalsi teorii je, ze niz§i aktivita hpd-1 v nasem experimentu byla zpusobena dusledkem
inkluzi, do kterych se tento protein mohl dostat a zistat tak neaktivni. Svou roli mohly sehrat i
dalsi, dosud neprozkoumané faktory.

7.2 Testy prezivani C. elegans médiu s nitisinonem a erytrocyty

Pti reakci C. elegans s nitisinonem byly tentokrit zdrojem tyrosinu erytrocyty. Ty byly
pouzity se zamérem lépe porovnat fungovani NTBC u C. elegans s organismy, na kterych byl
vyzkum dosud provadén - coz jsou organismy hematofigni a organismy s krevnim ob&hem.
Podobné podminky byly tedy nastaveny i pro naSe, v pfirode voln€ zijici, pudni nematody. V
zadné fazi jejiho vyvoje vSak nebyly zaznamenany zmény v piezivani, s vyjimkou nizsi
motility.

30



Prvni otazkou je, v jakém mnozstvi byl tyrosin zastoupen v nami pouzitych erytrocytech. Je
pravdépodobné, ze NTBC spolu s tyrosinem v nizSich koncentracich nema na C. elegans
vyznamny vliv. To také vede k hypotéze, ze pfitomnost tyrosinu je kliCovym faktorem pro
fungovani inhibice nitisinonem. Problém vSak opét mohl byt ve finalni pouzité koncentraci
NTBC.

V ramci Casovych moznosti bakalarské prace se tento test zaméfil pouze na samotné
prezivani C. elegans. Je mozné, ze pii velkém poctu C. elegans zastoupenych v Petriho
miskach doslo také k uhynu jedinct zpisobenému NTBC nebo tyrosinem, pfipadn€ k raznym
zménam v jejich chovani, které jsme blize nesledovali. Pfi opakovani testu by bylo mozné
provést §irsi testy zahrnujici pozorovani vice fenotypovych znakii nebo testy faryngalniho
pumpovéni apod.

7.3 Testy prezivani a reprodukce C. elegans v médiu s nitisinonem a
tyrosinem

Prvni test zaméfeny na vyvoj embryi C. elegans a lihnuti vajicek do larvalnich stadii L1 byl
rovnéz neuspesny. Zlom nastal tfeti den, kdy ptezili pouze 2 jedinci z 8, jeden na misce
obsahujici NTBC a jeden na misce s tyrosinem. Pokus byl proto v tento den ukon&en. Udaje
nebyly dostate¢né pro porovnani prezivani s prezivanim jedinc v normalnich podminkach.

Oba nematodi vSak vykazovaly snizenou motilitu a také po prohlédnuti vSech misek
pouzitych v pokusu bylo nalezeno spolu pouze nékolik embryi a larev L1, coz je neobvykly
stav.

Preziti bylo vyznamné zhor§eno v obou studovanych verzich - na miskdch s NTBC a
tyrosinem i na miskach pouze s tyrosinem. Nebylo tedy mozné ur¢it, co je vlastné za tento
stav zodpoveédné. Nasi hypotézou pro nefunkénost pokusu jsou opét neoptimalni laboratorni
tkony, kdy mohlo dojit k poSkozeni hlistic pfi pfenaSeni na nové misky, nebo nestastny vyber
slabsich jedinct, kterym mohly takto vyrazné uskodit nami zvolené koncentrace L-tyrosinu
nebo NTBC.

Druhy pokus ctyfdenniho testu byl uUspéSny a potvrdil inhibici pfi zménénych
koncentracich NTBC. Odchylky od normalniho pfezivani C. elegans bylo mozné pozorovat
jiz u médii se samotnym L-tyrosinem a samotnym NTBC, zatimco pii kombinaci obou latek
bylo pfezivani nulové. Potvrdila se tak metoda alignmentu sekvenci hpd-1 u C. elegans a
jinych organismu, ktera predpovédéla pozitivni fungovani inhibice.

7.4 Pozorovani prezivani C. elegans ve fluorescencnich testech

Ve fluorescencnich testech byl pozorovan podobny trend jako v pfedchozim experimentu, a
to v podobé negativniho ucinku NTBC 1 tyrosinu. Pfi fluorescenénim présviceni nebyly
viditelné zadné zivé organismy s fluorescencnimi bakteriemi v travicim traktu. Pri
konvencnim presviceni bylo nalezeno celkem jen né€kolik mrtvych jedincta (z celkového poctu
pfiblizné 240 jedincll), coz naznacuje, ze tyrosin i nitisinon zacaly pisobit ihned po pfidani do
roztoku s C. elegans a zpusobily jejich smrt. Jejich brzky uhyn a rozklad v médiu
komplikoval nase mikroskopické pozorovani. Byla pouzita stejnd findlni koncentrace tyrosinu
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(1 mg/ml), a proto predpokladame, ze byl opét piiCinou uhynu jedinci. Opét se potvrdila i
inhibi¢ni funkce nitisinonu v kombinaci s tyrosinem.

7.5 Specifika vyzkumu

Povaha naSeho vyzkumu byla specificka v tom, ze podle naSich znalosti nebyl dosud
proveden zadny vyzkum nitisinonu na organismu bez krevniho ob&hu nebo hematofagie
(kromé zkoumani vyuziti NTBC na C. elegans pii 1écbé Parkinsonovy choroby, s jinym
zamérem a jinym sledovanym proteinem). Experimenty byly tedy obtiznéji zacilitelné,
protoze jsme neméli k dispozici vzor v podobnych organismech a spoléhali jsme se na
standardizované laboratorni postupy nebo experimenty, které byly dosud provedeny s NTBC
na jinych typech organismu.

C. elegans predstavovalo mnoho vyhod jako modelovy organismus pro védu, v nasem
piipadé také jako zastupce pudnich organisma. Nase prace prinesla oCekavané vysledky a
posunula tak vyzkum interakce hpd-1 a nitisinonu o krok déle. Podle porovnani sekvenci genu
hpd-1 u C. elegans a jinych organismu bylo predpovézeno fungovani inhibice na molekularni
urovni. Provedené experimenty potvrdily inhibici pouze jednou, ale vime predpovedét, kde se
v postupech vyskytly chyby a jejich ptfipadnou napravu. Pripoustime také moznost vyskytu
nékolika proménnych, které mohou ovlivnit experimenty a pfinést negativni vysledky i po
nami doporucené upravé. Mezi vysledky patii také zjisténi nizsiho prezivani C. elegans pii
vyssich koncentracich tyrosinu a také pfi samotném NTBC.

Dalsi otazkou je ucinek nitisinonu na C. elegans v jeho pfirozeném prostiedi - v padé.
Pokud by dalsi laboratorni studie potvrdily inhibici vice nez jednou, bylo by stale otazkou,
zda by obsah nitisinonu v ptudé ve formé herbicidd, pesticidi nebo zbytkd 1éCiv mél na C.
elegans n¢jaky vliv. Dulezita by byla jeho koncentrace v pudé a podle vysledkd naseho
vyzkumu 1 pfistup tyrosinu v potravé C. elegans. Idealni by tedy bylo v dalSich vyzkumech
zjistit hodnotu LD50 pro NTBC u C. elegans, podil tyrosinu v potravé C. elegans a mnozstvi
rezidui v pidé pro vyse zminéné pouziti NTBC. Dopad na dalsi ptidni organismy v rozsahu
naseho vyzkumu na C. elegans tedy zatim nelze potvrdit, 1 kdyz je velmi pravdépodobny.

Studentiim, ucitelim, vyzkumnym pracovnikiim a dal§im zainteresovanym skupinam se
tak otevira mnoho otazek a moznosti dal§iho vyzkumu tohoto tématu.
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8 Zavér

Nitisinon je litka syntetizovand z leptospermonu, ktera se v minulosti pouzivala jako
herbicid a jejiz analogy jsou stale pouzivany jako sulcotrion nebo mesotrion. V soucasné dobé
se nitisinon pouzivd pod obchodnim ndzvem Orfadin® k 1écbé vzacnych genetickych
onemocnéni - lidské tyrosinémie typu 1 a alkaptonurie (Lindstedt et al. 1992).

Fungovani a uspésnost nitisinonu je zaloZzena na inhibici enzymu HPPD u zvirat i rostlin. V
pocatcich jeho objevu bylo nutné provést toxikologické studie, zjistujici mechanismus jeho
fungovani a nezadouci ucinky. Studie u savci potvrdily problémy v podobé ocnich 1ézi
spojenych s tyrosinemii, kdy vznikla potieba dalsiho vyzkumu a lep§iho pochopeni fungovani
nitisinonu (Lock et al. 1996).

Mnoho studii tak dospélo k zavérim, ze by nitisinon mohl byt potencidlnim kandidatem na
lécbu dalSich onemocnéni, jako je okulokutanni albinismus, Parkinsonova choroba,
trypanosomoza, malarie nebo nemoci prenasené klistaty. Uginek nitisinonu byl prokdzan také
u Skudct plodin, much rodu Drosophila (Park et al. 2017).

Podle nasich nejlepSich znalosti vSak nitisinon dosud nebyl studovan u organismt bez
krevniho obéhu nebo hematofagie. Pro nasi praci jsme proto jako modelovy organismus
zvolili C. elegans, ktery je v praxi ¢asto pouzivan.

Podle testu alignmentu sekvenci proteinu hpd-1 u C. elegans a dalSich organismu, u kterych
jiz byla inhibice potvrzena, jsme pfisli na 61,3% shodu na zakladé shodnosti par, coz
naznacuje fungovani inhibice 1 u C. elegans. V dalSich testech byla inhibice nami skutec¢né
potvrzena, ale pouze jednou. V Casti diskuse jsme dale rozebirali mozné priCiny a souvislosti
neuspésné inhibice v ostatnich pfipadech a také mozné zpusoby napravy.
Nejpravdépodobnéjsimi  faktory mohou byt chyby v laboratornich postupech nebo
koncentrace L-tyrosinu a nitisinonu pouzité v pokusech. Vysledky zahrnuji také zjisténi
niz§iho prezivani C. elegans pti vySsich koncentracich tyrosinu, stejné jako pfi samotném
nitisinonu.

Uginek nitisinonu na C. elegans je tedy v této fazi prokazatelny. Dokazeme také predpokladat
negativni vliv nitisinonu na dal$i pudni organismy, které mél C. elegans zastupovat jako
modelovy organismus v piipadé rezidui nitisinonu v ptidé ve formé 1éCiv nebo herbicidd,
insekticid. Pro rozsifeni té€chto poznatkt by bylo idealni v dal§im vyzkumu stanovit hodnotu
LD50 pro NTBC u C. elegans, podil tyrosinu v potraveé C. elegans a hodnoty rezidui v pudé
pro vySe uvedena pouziti NTBC.

Vysledky naseho vyzkumu a shrnuti §irokého spektra vyuziti nitisinonu mohou slouzit jako
zaklad pro dalsi vyzkum v této oblasti a pfinést dilezité informace o mechanismu ucinku
nitisinonu pro védu, lidskou a veterinirni medicinu nebo efektivnéj$i vyrobu herbicidi a
pesticida.
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