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Vliv herbicidu nitisinonu na Caenorhabditis elegans 

Souhrn 

Bakalářská práce se zabývala účinkem h e r b i c i d u n i t i s i n o n u n a půdního n e m a t o d a háďatko 
obecné {Caenorhabditis elegans). N i t i s i n o n se také používá p o d obchodním názvem 
Orfadin® j a k o lék n a vzácná genetická onemocnění, přičemž m e c h a n i s m u s j e h o účinku j e 
d o s u d málo známý. Probíhající výzkum u k a z u j e j e h o potenciální využití při léčbě dalších 
onemocnění. Cílem této práce b y l o prokázat účinek n i t i s i n o n u n a i n h i b i c i e n z y m u h p d - 1 , 
který k a t a b o l i z u j e d e g r a d a c i t y r o s i n u . Účinek n i t i s i n o n u n e b y l d o s u d přímo studován n a 
o r g a n i s m u b e z krevního oběhu n e b o hematofágie Lepší pochopení fungování n i t i s i n o n u a 
j e h o účinku n a C. elegans t a k může být přínosné p r o efektivnější výrobu herbicidů, pesticidů 
a o c h r a n u k r a j i n y s d o p a d e m n a vědu n e b o medicínu. 

Testování n i t i s i n o n u b y l o p r o v e d e n o přímým pozorováním i n h i b i c e e n z y m u H P P D v 
molekulárně-biochemické části práce a pozorováním fenotypových změn n a o r g a n i s m u in 
vitro. M e t o d o u a l i g n m e n t u sekvencí se zjišťovala s h o d a v s e k v e n c i h p d - 1 u C. elegans a u 
dalších organismů s potvrzeným fungováním t o h o t o i n h i b i t o r u . 

J a k předpověděla velká s h o d a v a l i g n m e n t e c h sekvencí, i n h i b i c i se podařilo v provedených 
t e s t e c h p o t v r d i t . Můžeme t a k předvídat negativní d o p a d n i t i s i n o n u i n a jiné půdní o r g a n i s m y , 
které měl C. elegans r e p r e z e n t o v a t j a k o modelový o r g a n i s m u s v případě reziduí n i t i s i n o n u v 
půdě v e formě léčiv n e b o herbicidů. I n h i b i c i se však podařilo p o t v r d i t prozatím p o u z e j e d n o u , 
a p r o t o v rámci práce proběhla d i s k u s e o možných chybách v laboratorních p o s t u p e c h a o 
t o m , j a k j e l z e n a p r a v i t . Výsledky zahrnují také zjištění nižšího přežívání C. elegans při 
vyšších koncentracích t y r o s i n u a také při vyšších koncentracích samotného n i t i s i n o n u . 

Práce rovněž s h r n u j e širokou škálu aplikací n i t i s i n o n u a může t a k s p o l u s dalšími p o z n a t k y 
sloužit j a k o základ p r o další výzkum v této o b l a s t i . 

Klíčová slova: 4-hydroxyphenylpyruvát dioxygenáza ( H P P D ) , i n h i b i c e , t y r o s i n , h e r b i c i d , 

o c h r a n a k r a j i n y 



Effects of the herbicide nitisinone on Caenorhabditis elegans 

Summary 

T h i s t h e s i s e x a m i n e d t h e e f f e c t s o f t h e h e r b i c i d e n i t i s i n o n e o n s o i l n e m a t o d e 
Caenorhabditis elegans. N i t i s i n o n e i s a l s o s o l d u n d e r t h e b r a n d n a m e Orfadin®, u s e d as 
a t r e a t m e n t f o r r a r e g e n e t i c d i s e a s e s , s o f a r w i t h a p o o r l y u n d e r s t o o d m e c h a n i s m o f a c t i o n . 
O n g o i n g r e s e a r c h p r o v e s i t s p o t e n t i a l u s e f o r t r e a t i n g m o r e t y p e s o f d i s e a s e s . T h i s t h e s i s 
a i m e d t o p r o v e t h e e f f e c t o f n i t i s i n o n e o n t h e i n h i b i t i o n o f e n z y m e h p d - 1 , w h i c h c a t a l y s e s 
t y r o s i n e d e g r a d a t i o n . A b e t t e r u n d e r s t a n d i n g o f n i t i s i n o n e a n d i t s e f f e c t o n C. elegans c a n b e 
b e n e f i c i a l f o r m o r e e f f i c i e n t d e s i g n i n g o f h e r b i c i d e s , p e s t i c i d e s a n d n a t u r e p r o t e c t i o n , w i t h 
a r e a c h t o s c i e n c e a n d m e d i c i n e . T h e m e c h a n i s m o f a c t i o n o f n i t i s i n o n e w a s s o f a r n o t 
e x a m i n e d o n o r g a n i s m w i t h o u t b l o o d c i r c u l a t i o n o r h e m a t o p h a g y . 

N i t i s i n o n e t e s t i n g c o n s i s t e d o f a d i r e c t e x a m i n a t i o n o f i n h i b i t i o n o f t h e h p d - 1 e n z y m e i n 
t h e m o l e c u l a r - b i o c h e m i c a l p a r t o f t h e t h e s i s , a n d o b s e r v a t i o n o f c h a n g e s i n p h e n o t y p e o f t h e 
o r g a n i s m in vitro. U s i n g t h e s e q u e n c e a l i g n m e n t m e t h o d , w e d e t e r m i n e d t h e m a t c h i n t h e 
s e q u e n c e s o f h p d - 1 i n C. elegans a n d i n o t h e r o r g a n i s m s w i t h c o n f i r m e d f u n c t i o n i n g o f t h i s 
i n h i b i t o r . 

A s s u b s t a n t i a l m a t c h i n t h e s e q u e n c e a l i g n m e n t s p r e d i c t e d , t h e i n h i b i t i o n w a s c o n f i r m e d i n 
t h e p e r f o r m e d t e s t s . T h u s , w e c a n p r e d i c t t h e n e g a t i v e i m p a c t o f n i t i s i n o n e o n o t h e r s o i l 
o r g a n i s m s , w h i c h C. elegans w a s i n t e n d e d t o r e p r e s e n t as a m o d e l o r g a n i s m i n t h e c a s e o f 
n i t i s i n o n e r e s i d u e s i n s o i l i n t h e f o r m o f p h a r m a c e u t i c a l s o r h e r b i c i d e s . H o w e v e r , t h e 
i n h i b i t i o n w a s o n l y c o n f i r m e d o n c e , t h e r e f o r e t h e r e w a s a d i s c u s s i o n a b o u t p o s s i b l e e r r o r s i n 
l a b o r a t o r y p r o c e d u r e s a n d h o w t h e y c a n b e c o r r e c t e d . R e s u l t s i n c l u d e t h e f i n d i n g o f l o w e r 
s u r v i v a l o f C. elegans a t h i g h e r c o n c e n t r a t i o n s o f t y r o s i n e a n d a l s o a t h i g h e r c o n c e n t r a t i o n s o f 
n i t i s i n o n e i t s e l f . 

T h e w o r k a l s o p r o v i d e s a s u m m a r y o f t h e b r o a d s c o p e o f t h e u s e o f n i t i s i n o n e a n d t h u s , 
t o g e t h e r w i t h o t h e r o u t c o m e s o f t h i s w o r k , c a n s e r v e as a b a s i s f o r f u r t h e r r e s e a r c h i n t h i s 
a r e a . 
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n a t u r e c o n s e r v a t i o n 
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1 Úvod 

N i t i s i n o n j e syntetická látka, která se v m i n u l o s t i používala j a k o účinný triketonový 
h e r b i c i d , patřící d o s k u p i n y společně s d o s u d používanými h e r b i c i d y s u l c o t r i o n e m n e b o 
m e s o t r i o n e m ( L o c k 2 0 1 7 ) . Toxikologické s t u d i e t o h o t o h e r b i c i d u později p o t v r d i l y , že 
n i t i s i n o n působí j a k o i n h i b i t o r e n z y m u H P P D u zvířat i r o s t l i n ( E l l i s e t a l . 1 9 9 5 ) . U živočichů 
t e n t o e n z y m k a t a b o l i z u j e r o z k l a d t y r o s i n u , u r o s t l i n j e H P P D součástí syntézy p l a s t o c h i n o n u 
n e b o t o k o f e r o l u , látek důležitých p r o fotosyntézu ( P r i s b y l l a e t a l . 1 9 9 3 ) . 

Rozsáhlejší toxikologické s t u d i e n i t i s i n o n u u savců prokázaly problémy v podobě očních 
lézí u zvířat s přímou souvislostí s tyrosinemií - p o r u c h o u m e t a b o l i s m u a m i n o k y s e l i n y 
t y r o s i n u ( L o c k e t a l . 1 9 9 6 ) . 

T y t o nové vědecké p o z n a t k y se s t a l y základem p r o s t u d i e S . L i n d s t e d t a a j e h o kolegů 
( 1 9 9 2 ) týkající se použití n i t i s i n o n u v léčbě lidské tyrosinémie t y p u 1 . V t o m t o případě 
n i t i s i n o n b l o k u j e t v o r b u toxických metabolitů, přispívá k e zlepšení zdravotního s t a v u 
pacientů s tímto vzácným onemocněním a může zabránit t r a n s p l a n t a c i j a t e r . Lék b y l p o 
pozitivních výsledcích schválen a dále používán p r o léčbu a l k a p t o n u r i e a také j a k o 
potenciální kandidát p r o léčbu dalších onemocnění. Stále však zůstává v e l m i nedostatečně 
prozkoumaným lékem. 

Toxikologické s t u d i e se dále zaměřily i n a menší o r g a n i s m y , j a k o j e například h m y z r o d u 
Drosophila- známé m o u c h y o c t o m i l k y , které j s o u škůdci zemědělských p l o d i n , u kterých měl 
n i t i s i n o n rovněž prokazatelný účinek. Drosophila navíc f i g u r u j e také j a k o důležitý modelový 
o r g a n i s m u s p r o vědu, s její g e n o m e m z e 6 0 % shodným s g e n o m e m člověka ( U g u r e t a l . 
2 0 1 6 ) . 

P o d l e našich nejlepších znalostí však n i t i s i n o n d o s u d n e b y l studován u organismů b e z 
krevního oběhu n e b o hematofágie. P r o naši práci j s m e p r o t o j a k o modelový o r g a n i s m u s 
z v o l i l i C. elegans, který se často používá i v p r a x i . C. elegans nám poslouží také j a k o 
modelový půdní o r g a n i s m u s , který ukáže potenciální r i z i k o p r o ostatní půdní o r g a n i s m y v 
případě a p l i k a c e herbicidů n e b o reziduí léčiv v půdě. Podrobnější pochopení m e c h a n i s m u 
účinku n i t i s i n o n u může mít přínos p r o vědu, efektivnější výrobu herbicidů, pesticidů n e b o 
a p l i k a c e v medicíně. 

8 



2 Cíl práce 

Cílem práce b y l o prokázat účinek n i t i s i n o n u n a C. elegans. J e h o účinek b y l zkoumán 
přímým pozorováním i n h i b i c e e n z y m u H P P D v molekulárně-biochemické části práce a 
pozorováním fenotypových změn n a o r g a n i s m u in vitro. 

9 



3 Nitisinon 

N i t i s i n o n ( 2 - ( 2 - n i t r o - 4 - t r i f l u o r o m e t h y l b e n z o y l ) - l , 3 - c y c l o h e x a n e d i o n e ) , ( N T B C ) j e 
s y n t e t i c k y vyráběná látka objevená při výzkumu t r i k e t o n herbicidů. Triketonové a l k a l o i d y se 
přirozeně vyskytují v rostlinách čeledi Myrtovité (Myrtaceae) a lišejnících. 

V r o c e 1 9 7 7 s i vědec R e e d G r a y , který p r a c o v a l p r o společnost S t a u f f e r C h e m i c a l s v e 
W e s t e r n R e s e a r c h C e n t e r v K a l i f o r n i i , všiml, že k o l e m australského okrasného keře 
Callistemon citrinus z čeledi Myrtaceae r o s t e méně plevelů. Oddělil t e d y výtažky z r o s t l i n y a 
a p l i k o v a l j e n a trávní p o r o s t , který v y b l e d l a zůstal zakrnělý v růstu. Izolací se m u podařilo 
určit s t r u k t u r u herbicidně účinné látky, k t e r o u b y l a acylsynkarboxylová k y s e l i n a , nazývaná 
l e p t o s p e r m o n . Další výzkum p o t v r d i l účinnost l e p t o s p e r m o n u j a k o mírného h e r b i c i d u p r o t i 
úzkému p r o f i l u nežádoucích r o s t l i n . P r o travní p l e v e l e se stává účinným při dávce 1 0 0 0 g / h a a 
vyšší ( B e a u d e g n i e s e t a l . 2 0 0 9 ) . 

Další s t u d i e z k o u m a l y k o m b i n a c e l e p t o s p e r m o n u s b e n z o i l e m z a účelem zkvalitnění a 
rozšíření herbicidního účinku, které se ukázaly j a k o úspěšné. V z i n k l i t a k syntetické h e r b i c i d y , 
j a k o s u l c o t r i o n n e b o m e s o t r i o n , což dále n a s t a r t o v a l o t r e n d výroby nových herbicidů se 
stejným m e c h a n i s m e m účinku, m e z i něž patří například n i t i s i n o n . Podrobné fungování 
b e n z o y l acylsynkarboxylových k y s e l i n a b e n z o y l cyklohexanů při hubení r o s t l i n však d o s u d 
n e b y l o jasné ( L o c k 2 0 1 7 ) . 

Obrázek 1 - Molekula nitisinonu (https://en.wikipedia.org/wiki/Nitisinone). 

3.1 Toxikologické studie nitisinonu 

Toxikologické s t u d i e t o h o t o h e r b i c i d u později ukázaly, že p o t k a n i , kterým b y l n i t i s i n o n 
podáván, v y k a z o v a l i zvýšené k o n c e n t r a c e t y r o s i n u v k r v i a zvýšené množství 4 -
hydroxyfenylpyruvát dioxygenázy ( H P P D ) v moči ( E l l i s e t a l . 1 9 9 5 ; L o c k e t a l . 1 9 9 6 ; L e e e t 
a l . 1 9 9 7 ) . Následný výzkum p o t v r d i l , že n i t i s i n o n j e i n h i b i t o r e m H P P D , která u zvířat 
k a t a b o l i z u j e r o z k l a d t y r o s i n u ( E l l i s e t a l . 1 9 9 5 ) . Při d e g r a d a c i t y r o s i n u t e n t o e n z y m k a t a l y z u j e 
oxidatívni d e k a r b o x y l a c i a přeskupení 4-hydroxyfenylpyruvátu n a homogentisát. 

U r o s t l i n j e H P P D součástí syntézy p l a s t o c h i n o n u n e b o t o k o f e r o l u , což b y l o o b j e v e n o až o 
několik l e t později P r i s b y l l o u a s p o l . ( 1 9 9 3 ) . Přítomnost e n z y m u b y l a o b j e v e n a u kukuřice, 
k d e b y l a prokázána c i t l i v o s t n a N T B C . Ošetření p o v i j n i c e břečťanovité (Ipomoea hederacea) 
n i t i s i n o n e m v e d l o k e zvýšení k o n c e n t r a c e t y r o s i n u v rostlině a odpovídajícímu snížení o b s a h u 
p l a s t o c h i n o n u , který b y l zodpovědný z a zbělení. Obě zmíněné organické chemické látky j s o u 
důležitými součástmi fotosyntézy. 
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Obrázek 2- Degradační cesta tyrosinu a místo působení nitisinonu (Lock 2017). 

3.1.1 Toxikologické studie nitisinonu u savců 

Pravidelné toxikologické s t u d i e N T B C v laboratořích E n v i r o n m e n t a l H e a l t h C e n t r e v e 
F a r m i n g t o n u , C T , U S A prokázaly nízkou akutní orální t o x i c i t u n i t i s i n o n u . Další výskumy 
však z j i s t i l y s o u v i s l o s t m e z i N T B C a zákalmi r o h o v k y u potkanů, ať už se současnou 
vaskularizací n e b o b e z ní, vyskytujícími se jednostranně i oboustranně. Potkanům b y l předtím 
podáván n i t i s i n o n v koncentracích 0 , 0 5 - 4 0 m g / k g / d e n p o d o b u 9 0 dnů. První r e a k c e se 
o b j e v i l a přibližně týden p o zahájení d i e t y , přičemž nejvyšší r e a k c e b y l a zaznamenána n a 
k o n c i s t u d i e , s přibližným výskytem 8 0 % při nejvyšších dávkách ( L o c k e t a l . 1 9 9 6 ) . U 
některých potkanů v této s t u d i i se však známky nežádoucích účinků vůbec n e p r o j e v i l y . N a 
k o n c i p o k u s u se oči potkanů vrátily d o normálního s t a v u , při v a s k u l a r i z a c i v y k a z o v a l y p o u z e 
r e z i d u a zbytků krevních cév. 

S t u d i e n a myších, kterým b y l N T B C podáván v dávkách 1 - 3 5 0 m g / k g / d e n p o d o b u 9 0 dnů, 
neprokázaly žádné léze r o h o v k y spojené s e x p e r i m e n t e m ( L o c k e t a l . 2 0 0 0 ) , zatímco u psů 
p l e m e n e bígl v dávkách 0 , 1 - 5 m g / k g / d e n došlo k zákalům r o h o v k y při všech podávaných 
dávkách ( L o c k e t a l . 2 0 0 6 ) . Stejný p o k u s b y l p r o v e d e n také n a opicích m a k a k rézus v 
dávkách 1 0 m g / k g / d e n p o d o b u 9 0 dnů, k d y n e b y l prokázán žádný nežádoucí účinek ( L o c k e t 
a l . 2 0 0 6 ) . Primární toxikologická pozorování t e d y prokázala nepříznivý účinek N T B C 
spojený se zákalem r o h o v k y u potkanů a psů již při nízkých dávkách, zatímco myši a m a k a k 
rézus b y l i vůči t o m u t o účinku odolní. 

Zajímavým zjištěním při t e s t e c h radioaktivního značení n a p o t k a n e c h b y l o zadržení velké 
části dávky N T B C v játrech a menší části v ledvinách. R e t e n c e N T B C b y l a zaznamenána také 
v harderově žláze, která se nachází v oční orbitě, b e z selektivní r e t e n c e v r o h o v c e n e b o v 
samotném o k u ( L o c k e t a l . 1 9 9 6 ) . 

3.1.2 Mechanismus účinku nitisinonu a tyrosinémie u zvířat 

Při i n h i b i c i e n z y m u H P P D n i t i s i n o n e m se N T B C neváže kovalentně n a e n z y m , protože 
k o m p l e x e n z y m - i n h i b i t o r d i s o c i u j e s odhadovaným poločasem 2 5 °C, in vitro 6 3 h o d i n . 
I n t e r a k c e N T B C s e n z y m e m se t e d y může vyznačovat r y c h l o u inaktivací vytvoření k o m p l e x u , 
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který může p o m a l u d i s o c i o v a t s obnovením a k t i v i t y e n z y m u . T e n t o p r o c e s naznačuje, že 
N T B C se váže n a s t e j n o u část aktivního místa j a k o substrát. 

Při p o k u s e c h s podáváním vyšších dávek N T B C potkanům, např. 1 0 m g / k g , se odbourávání 
z j a t e r výrazně z p o m a l i l o p o 2 4 hodinách, s menší ztrátou n a čtvrtý až sedmý d e n ( L o c k e t a l . 
1 9 9 6 ) . Z této skutečnosti vyplývá, že během druhého a třetího d n e podávání denní dávky b y l a 
H P P D z c e l a inhibována, což v e d l o k ustáleným plazmatickým koncentracím N T B C a t y r o s i n u 
p o několikanásobném podání, které způsobily poškození očí. Oční léze b y l y t e d y způsobeny 
tyrosinemií, která b y l a prokázána u potkanů krmených nízkobílkovinnou d i e t o u obsahující 5 
% h m . t y r o s i n u , což v e d l o k oční toxicitě podobné toxicitě N T B C . U samotného t y r o s i n u však 
b y l pozorován 1 0 0 % výskyt očních lézí, které b y l y závažnější než léze pozorované u N T B C . 

Podobný p o k u s b y l opět p r o v e d e n n a myších, k d e b y l y použity vyšší k o n c e n t r a c e N T B C a 
nedošlo k žádným očním lézím. Při téměř úplné i n h i b i c i jaterní H P P D b y l o pozorováno 
rychlejší odbourávání t y r o s i n u z p l a z m y než u potkanů. Z a r y c h l o u d e g r a d a c i b y l a 
pravděpodobně zodpovědná a k t i v i t a jaterní tyrosinaminotransferázy, která j e u myší vyšší. 
T a t o zjištění v e d l a k domněnce, že dolní h r a n i c e p r o t y r o s i n v plazmě a výskyt poškození očí 
j e 1 0 0 0 n m o l / m l ( L o c k & S m i t h 2 0 0 3 ) . Další výskumy n a jiných zvířatech však ukázala, že 
a n i při hladinách t y r o s i n u v plazmě vyšších než 1 0 0 0 n m o l / m l nedocházelo k poškození očí. 
Opět t e d y e x i s t o v a l předpoklad v l i v u jiných faktorů. 

3.2 Tyrosinémie u lidí 

Tyrosinémie j e dědičné onemocnění m e t a b o l i s m u , způsobené neschopností o r g a n i s m u 
účinně odbourávat a m i n o k y s e l i n u t y r o s i n . P a c i e n t i trpí mutací g e n u kódujícího e n z y m 
fumarylacetoacetát hydrolázu ( F A H ) , který k a t a l y z u j e přeměnu fumarylacetoacetátu n a 
k y s e l i n u f u m a r o v o u a a c e t o c t o v o u . Má v y s o k o u m o r b i d i t u a m o r t a l i t u , zejména v prvních 
l e t e c h života, především v důsledku závažných jaterních onemocnění, včetně r a k o v i n y j a t e r 
n e b o úplného selhání j a t e r ( L i n d s t e d t e t a l . 1 9 9 2 ) . 

Předchozí výzkum inhibitorů H P P D položil základy p r o j e j i c h další využití. Výzkum S v e n a 
L i n d s t e d t a a j e h o kolegů z u n i v e r z i t y v e švédském G o t e b o r g u se zaměřil n a použití N T B C u 
tyrosinémie 1 . t y p u . K o n c e p t spočíval v blokování H P P D u pacientů, což b y zabránilo tvorbě 
toxických metabolitů počínaje k y s e l i n o u h o m o g e n t i s o v o u a dále p o degradační dráze 
zlepšující j e j i c h zdravotní s t a v . I n h i b i c e lidské H P P D b y l a prokázána n a lidských játrech. 

V r o c e 1 9 9 1 použil L i n d s t e d t se s o u h l a s e m švédské M e d i c a l P r o d u c t s A g e n c y ( M P A ) 
N T B C k e klinické léčbě vážně nemocného dvouměsíčního k o j e n c e , která b y l a úspěšná 
( L i n d s t e d t e t a l . 1 9 9 2 ) . Podobná léčba b y l a úspěšně p r o v e d e n a i u dalších pacientů, což v e d l o 
k zákonnému schválení léku U S F o o d a n d D r u g A d m i n i s t r a t i o n v r o c e 2 0 0 2 a E u r o p e a n 
M e d i c i n e s A g e n c y ( E M A ) v r o c e 2 0 0 5 . Lék b y l u v e d e n n a t r h p o d obchodním názvem 
Orfadin®. 

koumaným p a r a m e t r e m toxických metabolitů b y l a přítomnost s u k c i n y l a c e t o n u v moči, 
přičemž h l a d i n y t y r o s i n u b y l y v t o m t o případě zanedbatelné ( S a n d e r e t a l . 2 0 0 6 ) . H l a d i n y 
t y r o z i n u v plazmě p r o terapeutické účely b y však neměly překročit 4 0 0 u M kvůli potenciální 
tyrozinové toxicitě. Léčba N T B C t e d y musí být kombinována s nízkobílkovinnou d i e t o u 
doplněnou směsí a m i n o k y s e l i n z b a v e n o u t y r o z i n u a f e n y l a l a n i n u ( D a s 2 0 1 7 ) . Z a velký úspěch 
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se považuje zejména skutečnost, že léčba n a h r a d i l a t r a n s p l a n t a c i j a t e r , která bývala v m n o h a 
případech nutná. 

Ačkoli j e N T B C stále nedostatečně prozkoumaným lékem, d o s u d zjištěné nežádoucí účinky 
j s o u vzácné a o b v y k l e reverzibilní. Oční léze, které se v y s k y t l y v předchozích studiích n a 
savcích, b y l y u lidí minimální, o b v y k l e s o u v i s e l y s v y s o k o u h l a d i n o u t y r o s i n u a b y l y 
reverzibilní při snížení h l a d i n y dodržováním přísné d i e t y ( M a y o r a n d a n e t a l . 2 0 1 4 ) . 
Neurokognitivní d e f i c i t y vyskytující se u některých pacientů j s o u stále předmětem zkoumání 
( T h i m m e t a l . 2 0 1 2 ) . 

3.3 Nitisinon jako kandidát na léčbu onemocnění spojených s poruchami 
metabolismu tyrosinu 

3.3.1 Alkaptonurie 

M e z i další onemocnění spojená s p o r u c h a m i m e t a b o l i s m u t y r o s i n u patří a l k a p t o n u r i e , která 
j e důsledkem n e d o s t a t k u e n z y m u homogentisát dioxygenázy ( H G D ) . A l k a p t o n u r i e j e 
(autozomálně recesivní) p o r u c h a , při níž n e d o s t a t e k H G D brání m e t a b o l i s m u k y s e l i n y 
homogentisové ( H G A ) n a k y s e l i n u m a l e y l a c e t o c t o v o u ( 0 ' b r i e n e t a l . 1 9 6 3 ) . Výsledným 
e f e k t e m j e t e d y hromadění H G A v tělesných tekutinách, a t o i přes účinné vylučování 
l e d v i n a m i . Při této poruše dochází k p r o c e s u zvanému ochronóza, k d y se cirkulující H G A 
přeměňuje n a pigmentovaný p o l y m e r , který může být viditelný n a uších a očích. T e n t o 
p i g m e n t se ukládá v tkáních v y s o c e selektivním, d o s u d nevysvětleným způsobem. Výše 
uvedené p r o c e s y napadají především c h r u p a v k u , takže kloubní tkáně j s o u u a l k a p t o n u r i e 
n e j zranitelnější oblastí. 

S t u d i e p o t v r d i l y snížení vylučování H G A při léčbě n i t i s i n o n e m , což naznačuje 
pravděpodobnost snížení t v o r b y polymerů. T e n t o výzkum však vyžaduje další zkoumání k 
potvrzení klinické účinnosti ( O ' B r i e n e t a l . 1 9 6 3 ) . 

3.3.2 Okulokutánní albinismus 

Další experimentální výzkum I g h o v i e F . O n o j a f e a kolegů p r o A m e r i c a n S o c i e t y f o r 
C l i n i c a l I n v e s t i g a t i o n se zabýval léčbou okulokutánního a l b i n i s m u , který j e způsoben mutací 
g e n u tyrosinázy. Tyrosináza ( T Y R ) j e e n z y m , který k a t a l y z u j e přeměnu t y r o s i n u n a 
d i h y d r o x y f e n y l a l a n i n a poté n a d o p a c h i n o n , z něhož se dále v těle tvoří m e l a n i n . T a t o f o r m a 
a l b i n i s m u se vyznačuje sníženou pigmentací kůže a očí m e l a n i n e m n e b o ztrátou z r a k u . Ztráta 
z r a k u j e způsobena především defektním pigmentovým e p i t e l e m sítnice. Řešením b y t e d y 
m o h l o být zvýšení oční p i g m e n t a c e u pacientů, což b y podpořilo správnou f u n k c i očí. 
Hypotézou výzkumu b y l o použití n i t i s i n o n u k e zvýšení plazmatické k o n c e n t r a c e t y r o s i n u , což 
b y v e d l o k e s t a b i l i z a c i T Y R a zlepšení p i g m e n t a c e u pacientů. P o k u s y n a myších t u t o 
hypotézu p o t v r d i l y , takže můžeme j e n d o u f a t , že další klinické s t u d i e potvrdí j e h o účinnost u 
lidí ( O n o j a f e e t a l . 2 0 1 1 ) . 
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3.4 Nitisinon v léčbě Parkinsonovy choroby 

Nedávno se vědcům podařilo o d h a l i t propojení aminokyselinové transaminázy 1 s 
rozvětveným řetězcem ( B C A T 1 ) s p o h y b o v o u p o r u c h o u P a r k i n s o n o v e c h o r o b y ( P D ) . 
Výzkum převedený n a C. elegans ukázal, že r e d u k c e B C A T 1 způsobuje u hlístice křečovité, 
zkroucené p o h y b y , které se projevují s rostoucím věkem o r g a n i s m u . T a t o zjištění položila 
základ p r o další testování a vývoj léků n a P D . K testování b y l o vybráno padesát léků 
schválených F D A , z nichž čtyři, včetně n i t i s i n o n u , b y m o h l y v b u d o u c n u představovat 
vhodné kandidáty n a léčbu s o h l e d e m n a pozdější věk pacientů. P o d l e těchto zjištění se z a 
slibné léky p r o P D považují především t y , které působí n a metabolické ( N T B C ) n e b o 
mitochondriální f u n k c e ( S o h r a b i e t a l . 2 0 2 0 ) . 

3.5 Nitisinon proti přenosu africké trypanosomózy a malárie 

Africká trypanosomóza j e smrtelné onemocnění lidí a zvířat, které přenáší k r e v sající 
m o u c h a t s e - t s e (Glossina). Zatím p r o t i ní n e b y l a v y n a l e z e n a žádná vakcína, takže jediným 
účinným m e c h a n i s m e m zůstává k o n t r o l a p o p u l a c e m o u c h y t s e - t s e . V současnosti používanou 
m e t o d o u j e používání neurotoxických insekticidů s v y s o k o u účinností, a l e s nežádoucími 
účinky n a životní prostředí a hmyzí opylovače. Nové s t u d i e se snaží vynalézt a l t e r n a t i v u 
šetrnější k životnímu prostředí a zaměřují se n a dráhu m e t a b o l i s m u t y r o s i n u . Krevní p o t r a v a 
m o u c h y t s e - t s e o b s a h u j e vysoké množství t y r o s i n u , který j e b e z d e g r a d a c e n e b o vhodné 
e l i m i n a c e p r o hematofágní h m y z toxický. Experimentální a p l i k a c e n i t i s i n o n u b y l a p r o 
m o u c h y t s e - t s e smrtelná, ať už při orálním požití, n e b o při povrchové a p l i k a c i . Orální 
a p l i k a c e N T B C čmelákům (Bombus) však neměla v l i v n a j e j i c h přežití, což svědčí o 
netoxičnosti p r o opylovače. N i t i s i n o n b y t a k m o h l být slibným ekologičtějším i n s e k t i c i d e m , 
např. s endektocidním využitím ( S t e r k e l e t a l . 2 0 2 1 ) . 

Výzkum s podobným m e c h a n i s m e m účinku p r o v e d l i také V e r g a r a y R a m i r e z e t . a l . ( 2 0 2 2 ) . 
Předmětem j e j i c h výzkumu b y l y však komáři ( C u l i c i d a e ) , u nichž prokázali l e t a l i t u v 
nitisinonových krmných t e s t e c h i při povrchové a p l i k a c i . 

3.6 Nitisinon v boji proti nemocem přenášeným klíšťaty 

Prostřednictvím osobní k o m u n i k a c e s M g r . J a n e m P e r n e r e m , P h D . , z Parazitologického 
ústavu Biologického c e n t r a A k a d e m i e věd ČR nám b y l p o t v r z e n účinek n i t i s i n o n u v úvodních 
t e s t e c h n a Ixodes ricinus. V t e s t e c h přežití b y l a u jedinců /. ricinus krmených N T B C 
pozorována výrazná l e t a l i t a a změna v e l i k o s t i snůšky v a j e c u přeživších s a m i c , což v e d l o 
k t o m u , že se nevytvořily žádné l a r v y . 

Všechny výše uvedené příklady použití N T B C podtrhují j e h o velký význam a potenciál, 
stejně j a k o důležitost dalšího pochopení m e c h a n i s m u j e h o účinku. S lepším pochopením 
můžeme n a v r h n o u t účinné h e r b i c i d y , i n s e k t i c i d y n e b o léčbu lidí se vzácnými vrozenými 
c h y b a m i m e t a b o l i s m u t y r o s i n u . 
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4 Caenorhabditis elegans 

Caenorhabditis elegans j e malá, průhledná, volně žijící půdní n e m a t o d a s celosvětovým 
rozšířením. Dospělí j e d i n c i dosahují v e l i k o s t i 1 m m , zatímco čerstvě vylíhlé l a r v y j s o u velké 
p o u z e 0 , 2 5 m m . Vyznačují se také v e l m i rychlým životním c y k l e m , 3 d n y při teplotě 2 5 °C. 
Fungují především j a k o autogamní h e r m a f r o d i t i , s ojedinělým výskytem samců. 

Průkopníkem využití C. elegans j a k o modelového o r g a n i s m u p r o vědu b y l S y d n e y B r e n n e r 
z C a m b r i d g e U n i v e r s i t y v r o c e 1 9 7 4 , který chtěl t u t o n e m a t o d u využít v molekulární b i o l o g i i , 
zejména v o b l a s t i vývojové b i o l o g i e a n e u r o b i o l o g i e . Podařilo se m u d e f i n o v a t a s i 1 0 0 genů a 
p o p s a t a s i 3 0 0 mutací ovlivňujících chování a m o r f o l o g i i o r g a n i s m u . D n e s j e znám celý 
g e n o m C. elegans, jehož s e k v e n c e b y l a dokončena j a k o u prvního mnohobuněčného 
o r g a n i s m u n a světě ( C . e l e g a n s S e q u e n c i n g C o n s o r t i u m 1 9 9 8 ) . 

4.1 Caenorhabditis elegans jako modelový organismus pro vědu 

V současné době se výzkum C. elegans p o s u n u l d o nových mezí, zahrnující s t u d i e 
základního fungování a interakcí eukaryotických buněk, interakcí m e z i h o s t i t e l e m a p a r a z i t e m 
n e b o s t u d i u m lidských chorobných procesů. Zásadní význam p r o s t u d i u m C. elegans b y l a 
možnost řešit biologické problémy g e n e t i c k y , a t o j a k přímými, t a k reverzními genetickými 
přístupy n a úrovni celého o r g a n i s m u n e b o jedné určené buňky. 

4.1.1 Pozorování Caenorhabditis elegans in vitro 

K přímému pozorování o r g a n i s m u se o b v y k l e používá s t e r e o m i k r o s k o p n e b o t z v . složený 
m i k r o s k o p , kterým se n e m a t o d y pozorují n a P e t r i h o miskách během běžných životních 
a k t i v i t , j a k o j e p o h y b , krmení, vývoj, páření n e b o kladení vajíček. S t e r e o m i k r o s k o p umožňuje 
pozorování s vyšším rozlišením, což vědcům umožňuje provádět e x p e r i m e n t y n a úrovni 
jednotlivých buněk se zaměřením n a buněčný vývoj a f u n k c i . 

Díky průhlednosti C. elegans l z e jednotlivé buňky a subcelulární d e t a i l y v i z u a l i z o v a t 
pomocí Nomarského diferenciálního interferenčního k o n t r a s t u ( D I C ) . P r o ještě lepší 
zvýraznění detailů l z e použít fluorescenční p r o t e i n k e značení proteinů n e b o subcelulárních 
částí. T y t o p r o t e i n y l z e také použít k e s t u d i u vývojových procesů, k e s c r e e n i n g u mutantů 
ovlivňujících vývoj a f u n k c i buněk, k i z o l a c i buněk a k c h a r a k t e r i z a c i interakcí proteinů in 
vitro ( C h a l f i e e t a l . 1 9 9 4 ; B o u l i n T e t a l . 2 0 0 6 ; F e i n b e r g e t a l . 2 0 0 8 ) . 

4.1.2 Caenorhabditis elegans na molekulární úrovni 

Díky svému rychlému životnímu c y k l u se C. elegans s t a l oblíbeným m o d e l e m p r o 
genetické s t u d i e e u k a r y o t . Kromě t o h o má t e n t o o r g a n i s m u s také neměnný počet somatických 
buněk, což vědcům umožnilo s l e d o v a t o s u d každé jednotlivé buňky m e z i oplozením a 
dospělostí u živých jedinců a s t a n o v i t kompletní buněčnou l i n i i ( S u l s t o n & H o r v i t z 1 9 7 7 ; 
K i m b l e & H i r s h 1 9 7 9 ; S u l s t o n e t a l . 1 9 8 3 ) . Vědci také dokázali n a základě elektronových 
mikrofotografií r e k o n s t r u o v a t t v a r všech buněk C. elegans, včetně každého z 3 0 2 neuronů 
dospělého h e r m a f r o d i t a ( W h i t e e t a l . 1 9 8 6 ) a zadního pářícího oběhu u dospělého s a m c e 
( J a r r e l l e t a l . 2 0 1 2 ) . T y t o r e k o n s t r u k c e p o s k y t l y d o s u d nejúplnější "schému vedení" 
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jakéhokoli nervového systému a p o m o h l y vysvětlit, j a k pohlavní d i m o r f i s m u s ovlivňuje 
neuronální o k r u h y . 

Neměnný t v a r buněčné l i n i e a n e u r o a n a t o m i e C. elegans také umožnil o b j e v mutací 
způsobujících vývojové a behaviorální p o r u c h y při genetickém sledování. J a k již b y l o 
zmíněno výše, j a k o první mnohobuněčný o r g a n i s m u s s kompletně sekvenovaným g e n o m e m 
b y l C. elegans využit p r o přímou a zpětnou g e n e t i k u , což v e d l o k molekulární i d e n t i f i k a c i 
m n o h a klíčových genů v e vývojových a biologických buněčných p r o c e s e c h . 

P o d o b n o s t buněčných a molekulárních procesů u C. elegans a ostatních živočichů napříč 
evolucí ( m e t a b o l i s m u s , s t r u k t u r a a f u n k c e o r g a n e l , genová r e g u l a c e , b i o l o g i e proteinů a t d . ) 
učinila z C. elegans ideální o r g a n i s m u s p r o s t u d i u m obecné mnohobuněčné b i o l o g i e . 
Nejméně 3 8 % p r o t e i n kódujících genů u C. elegans má předpokládané o r t o l o g y v lidském 
g e n o m u ( S h a y e & G r e e n w a l d 2 0 1 1 ) , 6 0 - 8 0 % lidských genů má o r t o l o g v C. elegans ( K a l e t t a 
& H e n g a r t n e r 2 0 0 6 ) a 4 0 % lidských genů souvisejících s n e m o c e m i má jasné o r t o l o g y v 
g e n o m u C. elegans ( C u l e t t o & S a t t e l l e 2 0 0 0 ) . M n o h o objevů u C. elegans má t e d y významný 
přínos p r o s t u d i u m lidského zdraví a nemocí. Můžeme zmínit například využití C . elegans při 
výzkumu a n t i h e l m i n t i k a nematocidů, při výzkumu o b e z i t y a r e g u l a c e t u k u , při zkoumání 
m e c h a n i s m u působení těkavých anestetík a m n o h o dalších. 

V zemědělství se t e n t o půdní n e m a t o d běžně používá k testování environmentálni t o x i c i t y 
zemědělských přípravků, j a k o j s o u například f u n g i c i d y ( R a l e y - S u s m a n e t a l . 2 0 1 7 ) . 

4.2 C. elegans a nitisinon 

Toxikologické s t u d i e n i t i s i n o n u u r o s t l i n a zvířat, zejména savců - včetně člověka, nám 
umožnily nahlédnout d o m e c h a n i s m u účinku N T B C j a k o i n h i b i t o r u e n z y m u H P P D . Výzkumy 
l e p t o s p e r m o n u , účinné látky n i t i s i n o n u , b y l y prováděny také u h m y z u r o d u Drosophila. 
Účinek n a Drosophila suzukii, známého škůdce o v o c e , b y l prokázán při f u m i g a c i n e b o 
kontaktní toxicitě p r o t i dospělcům D. suzukii ( P a r k e t a l . 2 0 1 7 ) . 

Další výzkum se zabýval škůdcem Drosophila melanogaster, který se také v y s k y t u j e 
převážně n a o v o c i n e b o jiných potravinách. T e n t o škůdce j e důležitým modelovým 
o r g a n i s m e m p r o vědu, zejména v o b l a s t i g e n e t i k y n e b o vývojové b i o l o g i e . Má také značné 
využití j a k o genetický m o d e l p r o lidské n e m o c i , protože j e h o g e n o m j e z e 6 0 % homologní s 
lidským g e n o m e m ( U g u r e t a l . 2 0 1 6 ) . Výzkum se zaměřil n a i d e n t i f i k a c i metabolických d r a h 
spojených se stárnutím u D. melanogaster, přičemž p o z o r o v a l zvýšené h l a d i n y t y r o z i n u s 
rostoucím věkem. Snížení enzymů v degradačních drahách t y r o z i n u významně prodloužilo 
délku života o r g a n i s m u ( P a r k h i t k o e t a l . 2 0 2 0 ) . 

P o d l e našich znalostí však d o s u d n e b y l p r o v e d e n žádný výzkum N T B C n a o r g a n i s m e c h 
b e z krevního oběhu n e b o hematofágie, s výjimkou výše zmíněného výzkumu využití N T B C 
při léčbě P a r k i n s o n o v y c h o r o b y . V z h l e d e m k j e h o v l a s t n o s t e m j s m e t e d y p r o naši práci 
v y b r a l i C. elegans j a k o vhodný o r g a n i s m u s p r o další zkoumání fungování N T B C . Navíc j e C. 
elegans v p r a x i běžně používán p r o různé toxikologické s t u d i e ( T o x i c o l o g y L e t t e r s 2 0 1 9 ) . 

Cílem našeho e x p e r i m e n t u j e prokázat v l i v N T B C n a H P P D u C. elegans, při použití 
N T B C j a k o h e r b i c i d u , p e s t i c i d u n e b o léčiva u lidí, s d o s a h e m n a půdu. V t o m t o případě b u d e 
C. elegans sloužit j a k o modelový půdní o r g a n i s m u s , který p o s k y t n e v h l e d d o potenciální 
t o x i c i t y u námi zkoumaného o r g a n i s m u n e b o d o předpokládané t o x i c i t y u jiných půdních 
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organismů. Při podrobnějším zkoumání fungování inhibiční r e a k c e H P P D a dráhy d e g r a d a c e 
t y r o z i n u C. elegans můžeme také dospět k zajímavým poznatkům p r o vědu s důsledky p r o 
účinnější výrobu herbicidů, pesticidů n e b o p r o využití v medicíně. 
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5 Metodika 

Molekulárně-biochemická část práce z a h r n o v a l a přípravu komponentů zapojených d o P C R 
r e a k c e , j a k o j e návrh primerů, e x t r a k c i R N A a z ní následnou syntézu c D N A . Výsledky P C R 
r e a k c e b y l y sledovány pomocí gelové elektroforézy s následným U V prosvícením. 
Restrikčním Honováním b y l náš cílový g e n h p d - 1 dále zaklonován d o bakteriálního média 
p r o další laboratorní pozorování, až p o cílových expresních bakterií použitýchas v 
kolorimetrické e s e j i p r o přímé pozorování i n h i b i c e p r o t e i n u h p d - 1 n i t i s i n o n e m . 

5.1 PCR 

P o l y m e r a s e c h a i n r e a c t i o n ( P C R ) , n e b o také polymerázová řetězová r e a k c e , j e laboratorní 
m e t o d a používaná k rychlé a m p l i f i k a c i velkého množství specifického úseku v z o r k u D N A . 
R e a k c e probíhá v t e r m o c y k l e r u , k d e přístroj v požadovaných i n t e r v a l e c h mění t e p l o t u . 
Součástí r e a k c e j s o u v z o r e k D N A , f o r w a r d a r e v e r s e p r i m e r y , D N A polymeráza a základní 
reakční r o z t o k s volnými n u k l e o t i d y a podpůrnými p r v k y . 

5.1.1 Navrhování primerů 

P r i m e r y p r o naši r e a k c i b y l y navrženy z e s e k v e n c e cílového g e n u h p d - 1 pomocí p l a t f o r m y 
W o r m B a s e a následně u p r a v e n y a vyladěny p r o klonování d o p l a z m i d u E. coli v p r o g r a m u 
N E B c u t t e r V 2 . 0 ( V i n c z e e t a l . 2 0 0 3 ) . Pomocí p r o g r a m u O l i g o C a l c ( K i b b e 2 0 0 7 ) b y l y 
p r o v e d e n y konečné úpravy námi vybrané s e k v e n c e z h l e d i s k a t e p l o t y tání a dalších 
parametrů. P r i m e r y b y l y navrženy p r o reštrikční klonování d o v e k t o r u p J E T 1 . 2 , s restrikčními 
místami N c o l a S a l l , která j s o u v t a b u l c e sekvencí označena malými písmeny a podtržením. 

T a b u l k a 1 - S e k v e n c e primerů: 
hpd-1 fwd; Ncol 
5 ' - c c a t g g a c A T G A C T A C A T T C G A C A A A G G A G C A - 3 ' 

hpd-1 rev(RC); Sall 
5 ' - g t c g a c T T A C T T A G T A T T T C C A T C C T T A A C A T T A T C A T - 3 ' 

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

E x t r a k c e probíhala p o d l e p r o t o k o l u o d G r e e n & S a m b r o o k ( 2 0 2 0 ) . R N A b y l a izolována z 
dospělých červů C. elegans pomocí následujících činidel: c h l o r o f o r m , e t h a n o l ( 7 5 % ) , m i n i m a l 
m e d i u m b u f f e r M 9 , i s o p r o p a n o l , jednokrokové lyzační činidlo T R I z o l a destilovaná H 2 0 b e z 
RNáz. P r i n c i p e x t r a k c e spočíval v e vymytí červů z m i s e k a j e j i c h několikanásobném promytí 
p u f r e m M 9 a c e n t r i f u g a c e . P o poslední c e n t r i f u g a c i b y l s u p e r n a t a n t odstraněn a z b y t e k 
obsahující červy b y l odpipetován d o z k u m a v k y a uchován. Přidáním T R I z o l u došlo k 
rozpuštění červů a následné přidání c h l o r o f o r m u umožnilo oddělení R N A o d D N A . Vzniklý 
s u p e r n a t a n t obsahující R N A b y l izolován přidáním i s o p r o p a n o l u . V z o r e k b y l dále p r o m y t 
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7 5 % e t h a n o l e m , a b y se o d s t r a n i l T R I z o l (Invitrogen™-Ambion®), i s o p r o p a n (Invitrogen™-
Ambion®) a další nežádoucí látky; a n e c h a l se odpařit v e v a k u u . N a k o n e c b y l v z o r e k 
rozpuštěn v d H 2 0 b e z Rnázy, přenesen d o nové z k u m a v k y a uložen při - 8 0 °C. 

R N A b y l a přečištěna o d zbytků D N A pomocí Dnázy s Ambion® T U R B O D N A - f r e e 9™ 
K i t . 

5.1.3 Syntéza cDNA z total RNA 

Syntéza c D N A b y l a p r o v e d e n a pomocí r e a k c e reverzní transkriptázy z t o t a l R N A p o d l e 
p r o t o k o l u SuperScript™ I V F i r s t - S t r a n d c D N A S y n t h e s i s R e a c t i o n . J a k o p r i m e r b y l v naší 
r e a k c i použit O l i g o d ( T ) 2 0 . 

5.1.4 PCR a analýza výsledků 

Samotná P C R r e a k c e b y l a smíchána n a k o n c e n t r a c i 5 0 u l s použitím 2 5 u l P C R M a s t e r 
M i x EmeraldAmp® ( T a K a R a ) , 2 u l K 0 2 1 c D N A , 1 u l námi navržených f o r w a r d a 1 u l 
r e v e r s e primerů a 2 1 u l d H 2 0 . Teplotní c y k l u s b y l n a s t a v e n p o d l e návodu k použití P C R 
M a s t e r M i x (EmeraldAmp®). 

T a b u l k a 2 - Počet, délka a t e p l o t a reakčních cyklů P C R : 
1 . d e n a t u r a c e 9 8 °C 0 : 3 0 m i n 
2 . d e n a t u r a c e 9 8 °C 0 : 1 0 m i n 
3 . r e n a t u r a c e 5 8 °C 0 : 3 0 m i n 
4 . syntéza 7 2 °C 1 : 3 0 m i n 

k r o k č.2-4 3 5 x 
5 . syntéza 7 2 °C 1 0 : 0 0 m i n 

1 0 °C c o 

Analýza výsledků P C R b y l a p r o v e d e n a elektroforézou v 1 % agarózovém g e l u a p u f r u T A E . 
Přidání e t h i d i u m b r o m i d u umožnilo následné U V prosvícení a d e t e k c i cílového g e n u h p d - 1 . 

Kódující s e k v e n c e h p d - 1 o b s a h u j e 1 1 8 2 b p . V g e l u p r o elektroforézu b y l použit G e n e R u l e r 
1 k b P l u s D N A L a d d e r ( T h e r m o Scientific™), p o d l e něhož b y l a kontrolovaná v e l i k o s t našeho 
g e n u pomocí b e n d u , a tím i úspěšnost P C R r e a k c e a přítomnost g e n u . 
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Obrázek 3- Vlevo stupnice GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder, vpravo PCR produkt hpd-
1 C. elegans v elektroforézním gelu (cca 1182 bp). 

E x t r a k c e P C R amplifikované D N A z g e l u b y l a p r o v e d e n a pomocí Zymoclean™ G e l D N A 
R e c o v e r y K i t . K o n c e n t r a c e D N A b y l a měřena pomocí m i k r o s p e k t r o f o t o m e t r u N a n o D r o p . 

5.2 Restrikční klonování 

P C R p r o d u k t y b y l y zaklonovány d o klonovacího v e k t o r u p J E T 1 . 2 (CloneJET™ P C R 
C l o n i n g K i t ) . „Sticky-end" k o n c e i n s e r t u h p d - 1 vytvořené T a q polymerázou b y l y odštěpeny 
t z v . " b l u n t i n g " reakcí ( p o d l e p r o t o k o l u poskytnutého výrobcem), což umožnilo následné 
vložení d o „blunt-end" v e k t o r u pomocí l i g a c e T 4 D N A ligázou.. V e k t o r b y l dále 
transformován d o hostitelského o r g a n i s m u kompetentních bakterií D H 5 - A l p h a , k m e n e E. 
coli, m e t o d o u tepelného šoku. Hosistelské b a k t e r i e b y l y natřeny n a L B p l o t n y s a m p i c i l i n e m a 
následně udržovány při 3 7 °C, k d e vytvořily k o l o n i e s p l a z m i d y obsahujícími h p d - 1 . P o 2 4 
hodinách b y l y k o l o n i e otestovány n a přítomnost i n s e r t u pomocí C o l o n y P C R s plasmidovými 
p r i m e r y ( s e k v e n c e j s o u u v e d e n y v t a b u l c e 3 ) . 

T a b u l k a 3 - S e k v e n c e primerů: 
pJET1.2 forward sequencing primer; 
5 ' - C G A C T C A C T A T A G G G A G A G C G G C - 3 ' 

pJET1.2 reverse sequencing primer; Sali 
5 ' - A A G A A C A T C G A T T T T C C A T G G C A G - 3 ' 

T a b u l k a 4 - Počet, délka a t e p l o t a cyklů C o l o n y P C R r e a k c e : 
1 . d e n a t u r a c e 9 5 °C 3 : 0 0 m i n 
2 . d e n a t u r a c e 9 5 °C 0 : 3 0 m i n 
3 . r e n a t u r a c e 5 5 °C 0 : 3 0 m i n 
4 . syntéza 7 2 °C 1 : 3 0 m i n 

k r o k č.2-4 3 5 x 
5 . syntéza 7 2 °C 5 : 0 0 m i n 

1 0 °c c o 
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Výsledky D N A z C o l o n y P C R ukázaly pozitivní k o l o n i e . Vybrané k o l o n i e b y l y 
naočkovány d o z k u m a v e k s 5 m l L B m e d i a s A m p i c i l i n e m a b y l y inkubovány přes n o c n a 
třepačce ( 7 2 °C, 2 2 5 r p m ) . Cílový amplifikovaný p l a z m i d b y l následně izolován pomocí 
GenElute™ P l a s m i d M i n i p r e p K i t . Izolovaný p l a z m i d b y l odeslán k sekvenování, a b y se 
ověřila přítomnost g e n u h p d - 1 . 

P o pozitivních výsledcích s e k v e n a c e b y l náš cílový g e n klonován z v e k t o r u p J E T 1 . 2 d o 
expresního v e k t o r u p E T - 2 2 b ( + ) pomocí restrikčního Honování. I n s e r t h p d - 1 b y l vyštěpen z 
v e k o r u p J E T 1 . 2 pomocí restrikčních enyzmů N c o l a S a l l ( 3 7 °C, 2 0 m i n . ) , oddělen n a 
agarové elektroforéze a izolovaný z g e l u (Zymoclean™ G e l D N A R e c o v e r y K i t ) . Stejně t a k 
v e k t o r p E T - 2 2 b ( + ) b y l linearizován pomocí stejných restrikčních enzymů. I n s e r t b y l následně 
zaligován d o linearizovaného p l a s m i d u pomocí T 4 D N A ligázy. Ligační směs b y l a požita p r o 
t r a n s f o r m a c i kompetentních bakterií. P r o d r u h o u C o l o n y P C R b y l y použity p r i m e r y T 7 . 

T a b u l k a 5 - S e k v e n a c e primerů: 
T7 promotor fwd; 
5 ' - T A A T A C G A C T C A C T A T A G G G - 3 ' 

T7 terminator rev; 
5 ' - G C T A G T T A T T G C T C A G C G G - 3 ' 

T a b u l k a 6 - Počet, délka a t e p l o t a cyklů druhé r e a k c e C o l o n y P C R : 
1 . d e n a t u r a c e 9 8 °C 0 : 3 0 m i n 
2 . d e n a t u r a c e 9 8 °C 0 : 1 0 m i n 
3 . r e n a t u r a c e 5 0 °C 0 : 3 0 m i n 
4 . syntéza 7 2 °C 0 : 0 7 m i n 

k r o k č.2-4 3 5 x 
5 . syntéza 7 2 °C 1 0 : 0 0 m i n 

1 0 °C c o 

N a základě pozitivních výsledků D N A z C o l o n y P C R b y l z bakterií opět izolován p l a z m i d 
pomocí GenElute™ P l a s m i d M i n i p r e p K i t a odeslán k sekvenování. Sekvenací ověřené 
v e k t o r y p E T - 2 2 b ( + ) obsahující h p d - 1 b y l y transformovány tepelným šokem d o hostitelských 
expresních bakterií p L y s S . B a k t e r i e s p l a z m i d e m b y l y poté opět udržovány 1 6 h o d i n při 3 7 
°C n a P e t r i h o miskách v L B médiu s p o l u se selektivním a n t i b i o t i k e m A m p i c i l i n e m a následně 
uchovávány v 8 °C. 

5.3 Kolorimetrická esej sledování inhibitoru hpd-1 - nitisinonu u 

C. elegans 

E s e j b y l a p r o v e d e n a p o d l e p r o t o k o l u N e u c k e r m a n s e t a l . ( 2 0 1 9 ) a začala přípravou 
reakčního média v podobě 5 m l L B , 5 u l A m p i c i l i n u a bakterií z pozitivní k o l o n i e . Reakční 
médium b y l o ponecháno přes n o c v třepačce při 3 7 °C, 2 2 5 r . p . m . 
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Z t a k t o připraveného reakčního média b y l o odebráno 0 , 5 m l k u l t u r y k t e r o u j s m e přidali d o 
1 0 0 m l L B . T a k t o b y l y připraveny dvě z k u m a v k y a b y l y opět umístěny n a třepačku při 3 7 °C. 
Průběžně j s m e k o n t r o l o v a l i růst bakterií až d o O D 6 0 0 = 0 , 6 ; což se nám podařilo a s i p o 3 
hodinách. P o uplynutí této d o b y j s m e d o každé z k u m a v k y přidali 1 0 0 u 1 I T P G ( d o finální 
k o n c e n t r a c e l m M ) , 7 5 m g L - t y r o s i n u (finální k o n c e n t r a c e 0 , 7 5 m g / m l ) a p o u z e d o jedné 
z k u m a v k y 2 3 7 u l N T B C (finální k o n c e n t r a c e n i t i s i n o n u 5 u M ) . Připravený r o z t o k b y l vrácen 
n a třepačku při stejné teplotě, k d e zůstal až d o následujícího d n e . Tímto p o s t u p e m b y l 
p r o v e d e n p o k u s s b a k t e r i e m i z e d v o u pozitivních kolonií. Výsledkem e s e j e mělo být rozdílné 
zbarvení reakční c h roztoků s o b s a h o m N T B C a b e z něj. 

5.4 Fenotypizační testy 

P r o zkoumání a c h a r a k t e r i z a c i v l i v u N T B C n a fenotypové změny u C. elegans b y l o 
p r o v e d e n o pozorování in vitro n a N G M destičkách pomocí mikroskopických, kvantifikačních 
a fluorescenčních m e t o d . 

5.4.1 Příprava NGM- nematode growth medium s agarom 

Agarové živné médium p r o n e m a t o d y b y l o připraveno z 1,5 g N a C l ; 8 ,5 g a g a r u ; 1 ,25 g 
p e p t o n u ( z e sóji) a 4 8 8 m l d H 2 0 . R o z t o k b y l umístěn d o autoklávu a poté se n e c h a l 
v y c h l a d n o u t v e vodní lázni o teplotě 5 5 °C. Pokračovali j s m e přidáním 5 0 0 u l 1 M C a C b , 5 0 0 
u l I M M g S 0 4 a 5 0 0 u l 5 m g / m l c h o l e s t e r o l u v 9 6 % e t h a n o l u . N a k o n e c b y l o přidáno 1 2 , 5 m l 
I M K P O 4 p u f r u a hotová směs b y l a rozpipetována d o P e t r i h o m i s e k o průměru 6 0 m m ( 1 0 m l 
N G M ) a 3 5 m m ( 3 m l N G M ) . 

5.4.2 Příprava synchronizované kultury larválních stádií L I C. elegans 

P r o účely našeho výzkumu j s m e potřebovali s y n c h r o n i z o v a n o u k u l t u r u w i l d - t y p e C . 
elegans, a b y c h o m z a j i s t i l i j e d n o t n o s t vývoje sledovaných n e m a t o d . 

Samotná s y n c h r o n i z a c e začala čištěním dospělých jedinců C. elegans obsahujících e m b r y a , 
z m i s e k . K t o m u t o p r o c e s u b y l o použito 1 5 0 u l K O H , 3 0 0 u l S A V O originál a M 9 p u f r u . 
M i s k a b y l a p r o m y t a 1 0 0 0 u l M 9 d o z k u m a v k y , která b y l a stočena n a 5 0 0 0 r . p . m , 3 0 s, 
ponecháno v e z k u m a v c e b y l o 3 5 0 u l r o z t o k u a z b y t e k b y l odpipetován. K t o m u t o množství 
b y l o dále přidáno 1 5 0 u l r o z t o k u K O H + S A V O , který b y l promíchán a ponechán p o d o b u 3 -
4 m i n , k d y j s m e p o d m i k r o s k o p e m p o z o r o v a l i rozlomení dospělců v místě v u l v y a uvolnění 
embryí. Poté b y l a z k u m a v k a s o b s a h e m opět stočena n a 5 0 0 0 r . p . m , 3 0 s, r o z t o k b y l 
odpipetován s ponecháním s e d i m e n t u n a dně z k u m a v k y a b y l přidán p u f r M 9 . T e n t o p o s t u p 
se o p a k o v a l třikrát až d o posledního přidání p u f r u M 9 , k d y b y l celý r o z t o k z e z k u m a v k y 
přelitý d o nové m i s k y , k d e b y l ponechán d o dalšího d n e . Z embryí (vajíček) se přes n o c 
v y líhly l a r v y C. elegans v e s t a d i u L I . 

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

R o z t o k p u f r u M 9 a l a r e v L I b y l naředěn n a 2 0 0 u l a poté b y l y 2 u l r o z t o k u odpipetovány 
d o nové z k u m a v k y . P o d l e našich přibližných výpočtů b y v e 2 u l r o z t o k u mělo být a s i 5 0 
jedinců L I . Dále b y l o přidáno 1 0 0 u l r o z t o k u N T B C s P B S ( k o n c e n t r a c e n i t i s i n o n u v r o z t o k u 
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6 0 0 m g / l ) a 9 8 p u f r u M 9 . T a k t o b y l y připraveny d v a v z o r k y . D o dalších tří z k u m a v e k b y l o 
přidáno 1 9 8 u l p u f r u M 9 a 2 u l r o z t o k u p u f r u M 9 s l a r v a m i L I . Připravené z k u m a v k y b y l y 
ponechány v k l i d u při pokojové teplotě p o d o b u 6 h o d i n . Následně b y l o n a 5 připravených 
N G M m i s e k o průměru 6 0 m m přidáno 2 0 0 u l krmného média baktérií O P 5 0 . Další o b s a h 
m i s e k j e u v e d e n v následující t a b u l c e . 

T a b u l k a 7 - k o n c e n t r a c e roztoků v reakcích: 
1 . 1 9 8 u l M 9 p u f r + 2 u l r o z t o k u M 9 p u f r u s L I l a r v a m i pozitivní k o n t r o l a 

2 . 1 0 0 u l N T B C r o z t o k u + ( 1 9 8 u l M 9 p u f r + 2 u l 
r o z t o k u M 9 p u f r u s L I l a r v a m i ) 

N T B C pridaný až n a m i s k u 

3 . 1 0 0 u l N T B C r o z t o k u + 1 0 0 u l e r y t r o c y t u + ( 1 9 8 u l 
M 9 p u f r + 2 u l r o z t o k u M 9 p u f r u s L I l a r v a m i ) 

N T B C přidaný až n a m i s k u 

4 . 1 0 0 u l N T B C r o z t o k u + ( 9 8 u l M 9 p u f r + 2 u l r o z t o k u 
M 9 p u f r u s L I l a r v a m i ) 

L I inkubovány s N T B C p o 
d o b u 6 h o d i n 

5 . 1 0 0 u l N T B C r o z t o k u + 1 0 0 u l e r y t r o c y t u + ( 9 8 u l 
M 9 p u f r + 2 u l r o z t o k u M 9 p u f r u s L I l a r v a m i ) 

L I inkubovány s N T B C p o 
d o b u 6 h o d i n 

M i s k y b y l y ponechány při pokojové teplotě p o d o b u čtyř dnů, k d y b y l následně výsledek 
pozorován p o d m i k r o s k o p e m . Finální k o n c e n t r a c e N T B C v t o m t o e x p e r i m e n t u b y l a 6 0 u M . 

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

T e s t y přežívání b y l y p r o v e d e n y p o d l e upraveného p r o t o k o l u Panská e t a l . ( 2 0 2 3 ) . 
D o předem připravených P e t r i h o m i s e k s N G M médiem b y l přidán L - t y r o s i n v e finální 

k o n c e n t r a c i 1 m g / m l ( k o n c e n t r a c e t y r o s i n u v zásobním r o z t o k u 4 5 m g / m l v I M H C 1 ) a 1 0 0 u l 
O P 5 0 . Tímto způsobem b y l o připraveno 2 4 m i s e k o průměru 3 5 m m . D o 1 2 z těchto m i s e k 
b y l o přidáno 1 0 0 u l r o z t o k u N T B C v P B S ( o k o n c e n t r a c i 6 0 0 m g / l ) . 

První d e n b y l o p o j e d n o m j e d i n c i z e synchronizované k u l t u r y w i l d - t y p e C . elegans 
přeneseno n a 4 m i s k y obsahující N T B C a 4 m i s k y neobsahující t e n t o i n h i b i t o r . Vybrány b y l y 
l a r v y v e s t a d i u L 4 . Následně b y l y t a k t o přenesení n e m a t o d i umístěny d o inkubátoru při 2 2 °C 
uchováni d o následujícího d n e . 

Druhý d e n b y l p o u z e n a 1 z e 4 N T B C m i s e k n a l e z e n živý j e d i n e c C . elegans, n a miskách 
b e z i n h i b i t o r u přežili 3 j e d i n c i . T i t o j e d i n c i b y l i přeneseni n a nové m i s k y se stejným médiem, 
n a kterém se předtím nacházeli. Původní m i s k y b y l y ponechány a s p o l u s novými umístěny 
zpět d o inkubátoru při 2 2 °C. 

Třetí d e n b y l i n a l e z e n i živí dospělci C . elegans p o u z e v e d v o u miskách, z nichž j e d n a 
o b s a h o v a l a N T B C a druhá n i k o l i . 

Celý e x p e r i m e n t měl t r v a t 4 d n y p r o možnost statistického zpracování f e k u n d i t y C . elegans 
z a daných podmínek, a l e bohužel m u s e l být v této fázi ukončen z důvodu nedostatečné k v a l i t y 
d o s u d získaných dat/pozorování. 
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Stejný p o k u s b y l opakován ještě j e d n o u p o d o b u 4 dnů, tentokrát s j i n o u konečnou 
koncentrací N T B C - 6 0 u M a koncentrací L - t y r o s i n u 1 m g / m l . Zpočátku b y l y připraveny 4 
destičky (průměr 3 5 m m s N G M , O P 5 0 ) o d každého z e sledovaných jevů: 
samotný w i l d - t y p e C. elegans, C. elegans + L - t y r o s i n , C. elegans + N T B C a C . e l e g a n s + L -
t y r o s i n + N T B C . 

5.4.5 Pozorování přežívání C. elegans ve fluorescenčních testech 

Fluorescenční t e s t y b y l y p r o v e d e n y p o d l e upraveného p r o t o k o l u J a c k s o n & H o s t e ( 2 0 1 0 ) . 
Z e synchronizované k u l t u r y b y l y odebrány 2 u l C . elegans, které b y p o d l e našich výpočtů 

měly o b s a h o v a t přibližně 3 0 jedinců L I . B y l o přidáno 1 9 3 , 5 u l p u f r u M 9 . Tímto způsobem 
b y l o připraveno 8 z k u m a v e k . D o všech z k u m a v e k b y l o přidáno 4 , 5 u l L - t y r o s i n u 
( k o n c e n t r a c e t y r o s i n u v zásobním r o z t o k u 4 5 m g / m l v jednomolární H C 1 ; konečná 
k o n c e n t r a c e t y r o s i n u 1 m g / m l ) a následně j e n o m d o 4 z k u m a v e k 1,5 u l r o z t o k u N T B C v P B S 
(finální k o n c e n t r a c e N T B C 1 5 u M ) . Připravené z k u m a v k y b y l y uchovávány v inkubátoru při 
teplotě 2 2 °C. P o 8 hodinách b y l y d o všech z k u m a v e k přidány 2 u l fluorescenčního konjugátu 
baktérií d r u h u E. coli (Invitrogen™-Ambion®) a t a k t o namíchané r o z t o k y b y l opět umístěné 
d o inkubátoru při stejné teplotě, k d e b y l y uchovávány d o následujícího d n e . 

Následující d e n j s m e r o z t o k y odstředili n a c e n t r i f u z e , přičemž j s m e se z b a v i l i s u p e r n a t a n t u 
a v e z k u m a v c e zůstal p o u z e p e l e t . K p e l e t u b y l y přidány 2 u l r o z t o k u a n t i h e l m i n t i k a 
L e v a m i s o l u v m e t h a n o l u ( o k o n c e n t r a c i 1 m g / m l ) , n a i m o b i l i z a c i n e m a t o d . P o promíchání 
b y l y malé k a p k y p i p e t o u n a n e s e n y n a mikroskopická sklíčka, n a nichž b y l y dotyčné 
o r g a n i s m y pozorovány p o d fluorescenčním m i k r o s k o p e m . 

5.5 Alignment metoda 

M e t o d a a l i g n m e n t u sekvencí, n e b o l i porovnávání sekvencí, f u n g o v a l a n a p r i n c i p u 
specifického uspořádání proteinových sekvencí s cílem najít o b l a s t i p o d o b n o s t i ( W i l t g e n 
2 0 1 8 ) . V našem případě b y l p r o t e i n h p d - 1 u C . elegans porovnáván s p r o t e i n e m h p d - 1 u 
jiných organismů, u rodů kterých již b y l prokázaný v l i v N T B C . U C . elegans b y l a vybrána 
kódující s e k v e n c e z webové stránky W o r m B a s e , k t e r o u j s m e v e formátu " C o n c e p t u a l 
t r a n s l a t i o n " p o r o v n a l i v p r o g r a m u BLAST® ( A l t s c h u l e t a l . 1 9 9 0 ) se s e k v e n c e m i námi 
vybraných rodů. J e d n a l o se o konkrétní r o d y : Ixodes scapularis (Ixodes), Glossina fuscipes 
(Glossina), Anopheles maculipalpis (Culicoidea), Haemonchus contortus (Haemonchus), 
Drosophila suzukii (Drosophila) a h p d - 1 lidský - Horno sapiens. O v h o d n o s t i výběru 
konkrétních zástupců z rodů r o z h o d o v a l o také p r o c e n t o s h o d n o s t i v p r o g r a m u BLAST®. 

Samotný a l i g n m e n t b y l provedený v p r o g r a m u M A F F T , k a m b y l y vloženy s e k v e n c e h p d - 1 
C . elegans a zbývajících zástupců v e formátu F A S T A a u v e d e n y d o finální p o d o b y v 
p r o g r a m u G e n e i o u s P r i m e 2 0 2 3 ( D o t m a t i c s ) . 
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6 Výsledky 

6.1 Molekulárně-biochemická analýza 

6.1.1 Vyhodnocení kolorimetrické eseje sledování inhibitoru hpd-1 - nitisinonu u 

C. elegans 

Předmětem této práce b y l o přímé pozorování i n h i b i c e p r o t e i n u h p d - 1 i n h i b i t o r e m 
n i t i s i n o n e m . H p d - 1 b y l obsažen v p l a z m i d e c h expresních bakterií p L y s S . Cílový g e n b y l 
přítomen v reakční m médiu rozděleném d o d v o u z k u m a v e k , k d y p o u z e j e d n a z n i c h 
o b s a h o v a l a i n h i b i t o r N T B C . Výsledkem p o k u s u mělo být rozdílné zbarvení roztoků. Díky 
přirozenému výskytu transamináz j e E. coli s c h o p n a s n a d n o přeměnit L - t y r o s i n n a 4 -
hydroxyfenylpyruvát ( H P P ) , což j e první k r o k m e t a b o l i s m u t y r o s i n u , který j e následně 
e n z y m e m h p d - 1 metabolizován n a k y s e l i n u h o m o g e n t i s o v o u ( H G A ) . V r o z t o k u b e z N T B C b y 
v z h l e d e m k nepřítomnosti homogentisát 1,2-dioxygenázy ( H G D ) v E. coli mělo dojít k 
a u t o o x i d a c i a s a m o p o l y m e r a c i H G A . H G A t e d y měla t a k h l e p r o d u k o v a t ochronotický 
p i g m e n t podobný m e l a n i n u - p y o m e l a n i n , který v y k a z u j e charakteristické hnědé zbarvení. V 
přítomnosti i n h i b i t o r u h p d - 1 j e a k t i v i t a t o h o t o p r o t e i n u blokována a p r o c e s ochronózy j e t a k 
znemožněn, t j . nedochází k e zbarvení. 

Obrázek 4- Schéma fungování bakteriální eseje f N e u c k e r m a n s e t a l . 2 0 1 9 ) . 

P o d l e p r o t o k o l u N e u c k e r m a n s e t a l . ( 2 0 1 9 ) měla být změna b a r v y viditelná p o několika 
hodinách. J a k m i l e došlo k r e a k c i a změně b a r v y , m o h l o se pokračovat v dalším zkoumání 
fungování p r o t e i n u C . elegans h p d - 1 n a základě k v a n t i f i k a c e vzniklého p y o m e l a n i n u a 
dalších m e t o d , j a k o j e výpočet p r o c e n t a i n h i b i c e v závislosti n a dávce ( k o n c e n t r a c i ) 
i n h i b i t o r u , inhibiční křivky, I C 5 0 ( H e n d r i k s 2 0 1 0 ) n e b o různé další výpočetní a statistické 
m e t o d y . 

Při námi použitých koncentracích klíčových látek v r e a k c i - 0 , 7 5 m g / m l L - t y r o s i n u a 5 u M 
N T B C v P B S však n e b y l y spozorovány žádné barevné změny a n i p o 2 4 h . P r o t o n e b y l o 
možné ese j dále rozvíjet. 
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6.2 Analýza změn fenotypu 

6.2.1 Výsledky testů prežívaní C. elegans v médiu s nitisinonem a erytrocyty 

Při této r e a k c i C. elegans s N T B C b y l y j a k o z d r o j t y r o s i n u použity e r y t r o c y t y . V t o m t o 
případě měly e r y t r o c y t y sloužit j a k o srovnávací f a k t o r p r o výsledky i n h i b i c e h p d - 1 u C. 
elegans a u jiných živočichů, protože dosavadní výzkum N T B C se soustředil n a hematofágní 
živočichy a živočichy disponující krevním oběhem. 
V e všech vzorcích však vývoj C. elegans přes larvální stádia k dospělcům probíhal i přes 
přítomnost n i t i s i n o n u a n e b y l y patrné jiné významné fenotypové změny, s výjimkou 
spozorované nižší m o t i l i t y . Použitá finální k o n c e n t r a c e n i t i s i n o n u b y l a 6 0 u M . 

6.2.2 Výsledky testů přežívání a reprodukce C. elegans v médiu s nitisinonem a 
tyrosinem 

V t e s t e c h přežívání a rozmnožování C. elegans se měl s l e d o v a t především vývoj embryí a 
líhnutí vajíček d o larválních stadií L I , což b y se použilo k e kvantitativnímu stanovení 
životaschopnosti zkoumaného o r g a n i s m u a j e h o o d c h y l k y o d normálu. 

P o k u s měl t r v a t 4 d n y , přičemž každý d e n b y l j e d e n stejný hermafroditní dospělý j e d i n e c 
schopný kladení vajíček, přenesen z předchozí m i s k y n a n o v o u P e t r i h o m i s k y . J e d i n c i b y l i 
vždy přeneseni z m i s e k a d o m i s e k se stejným médiem. ( 1 . p o k u s - t y r o s i n x n i t i s i n o n + 
t y r o s i n / 2 . p o k u s - čistá m i s k a x t y r o s i n x n i t i s i n o n x n i t i s i n o n + t y r o s i n ) . 

Při prvním p o k u s u b y l druhý d e n p o přemístění n a l e z e n živý j e d i n e c C. elegans p o u z e v 
jedné z m i s e k obsahujících N T B C a tři živí j e d i n c i v miskách b e z N T B C . Třetí d e n však 
přežívali dospělci p o u z e n a jedné m i s c e s N T B C a jedné m i s c e b e z N T B C . 

U o b o u n e m a t o d b y l y spozorovány změny v p o h y b l i v o s t i , které b y l y výrazně pomalejší v e 
srovnání s normálními j e d i n c i stejného d r u h u . N a miskách z e všech dnů b y l rovněž pozorován 
výskyt embryí a l a r e v v e s t a d i u L I , k d e b y l o s p o l u n a l e z e n o p o u z e několik embryí a také 
p o u z e několik l a r e v s t a d i a L I . T e n t o s t a v j e v rámci normálně přežívajících populací 
neobvyklý. Mladý dospělý h e r m a f r o d i t má o b v y k l e v daném okamžiku v děloze uloženo 1 0 -
15 vajíček ( S c h a f e r 2 0 0 5 ) . Z a optimálních podmínek dospělý h e r m a f r o d i t n a k l a d e 4 - 1 0 
vajíček z a h o d i n u ( L i n t s & H a l l 2 0 0 9 ) . 

Výsledky prvního p o k u s u t e d y n e b y l y relevantní p r o statistické zpracování, a l e 
předpovídaly nepříznivý účinek n i t i s i n o n u n a přežití C . elegans. Problémy s přežíváním C . 
elegans však b y l y pozorovány i v tyrosinovém médiu, a t a k j e v e l m i obtížné určit, kterým 
f a k t o r e m b y l y n a k o n e c ovlivněny. 

V e druhém e x p e r i m e n t u b y l a použita jiná konečná k o n c e n t r a c e N T B C - 6 0 u M s 
koncentrací L - t y r o s i n u 1 m g / m l . Přežívání C . elegans v e studovaných médiích a počty 
nalezených přežívajících potomků ( L I l a r e v ) j s o u u v e d e n y v následující t a b u l c e . 
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Tabuľka 8 - počty přežívajících potomků C. elegans z a různých podmínek: 
vzorek skupina den 1 den 2 den 3 den 4 spolu 
w i l d - t y p e 1 7 1 1 4 3 0 1 2 1 5 
w i l d - t y p e 2 1 0 8 1 4 8 3 0 2 5 9 
w i l d - t y p e 3 5 2 1 4 0 1 0 1 9 3 
w i l d - t y p e 4 1 1 9 8 9 1 0 2 0 9 
L - t y r o s i n 1 6 7 1 0 1 3 0 1 7 1 
L - t y r o s i n 2 6 7 1 1 7 3 0 1 8 7 
L - t y r o s i n 3 9 1 0 0 0 9 1 
L - t y r o s i n 4 9 2 1 0 2 2 0 1 9 6 
N T B C 1 2 6 3 8 3 0 6 7 
N T B C 2 4 1 7 8 8 1 0 1 3 7 
N T B C 3 4 3 7 2 1 1 0 1 2 6 
N T B C 4 3 8 1 0 5 0 2 1 4 5 
L - t y r + N T B C 1 0 0 0 0 0 
L - t y r + N T B C 2 0 0 0 0 0 
L - t y r + N T B C 3 0 0 0 0 0 
L - t y r + N T B C 4 0 0 0 0 0 

T a b u l k a 8 jasně u k a z u j e , že i n h i b i c e b y l a v t o m t o případě p o t v r z e n a . Následující b o x p l o t 
g r a f i c k y znázorňuje číselné údaje pomocí kvartilů ( obrázek 5 ) . Každý b o x představuje 
r o z p t y l daných vzorků, přičemž j e j i c h medián j e vyznačen t l u s t o u čarou uvnitř b o x u . Malé 
kroužky uvnitř n e b o k o l e m boxů znázorňují v e l i k o s t ( v t a b u l c e " s p o l u " ) konkrétních s k u p i n . 
Můžeme t e d y p o z o r o v a t t r e n d normálního přežívání w i l d - t y p e C . elegans ( " W T " v g r a f u ) v 
laboratorních podmínkách a o d c h y l k u o d t o h o t o přežívání způsobenou přidáním n i t i s i n o n u 
( N I T ) , t y r o s i n u ( T Y R ) n e b o j e j i c h kombinací ( T Y R + N I T ) . Z g r a f u j e t e d y patrné snížené 
přežívání C . elegans již v l i v e m L - t y r o s i n u , ještě více snížené přežívání C . elegans v l i v e m 
n i t i s i n o n u a nulové přežívání v l i v e m o b o u faktorů - L - t y r o s i n u i n i t i s i n o n u . V t o m t o případě 
se t e d y p o t v r d i l a i n h i b i c e předpovězená m e t o d o u a l i g n m e n t u . 

O 

3 0 0 

2 5 0 

2 0 0 -

1 5 0 

1 0 0 

5 0 

0 -

I ^ I 

T 

i 
N I T 

i 
W T T Y R T Y R + N I T 

g r o j p 

Obrázek 5- Boxplot graf testu přežívání a rozmnožování C. elegans v médiích obsahujících NTBC a 

L-tyrosin. 
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6.2.3 Výsledky prežívaní C. elegans ve fluorescenčních testech 

C f l e m t o h o t o e x p e r i m e n t u b y l o pozorování krmení se C. elegans fluorescenčním 
konjugátem bakterií d r u h u E. coli, které b y l y následně prosvícený p o d fluorescenčním 
m i k r o s k o p e m . T a k t o prosvícené b a k t e r i e b y l o možné p o z o r o v a t v trávicím t r a k t u přeživších 
C. elegans, kteří se j i m i k r m i l i . P o d fluorescenčním osvětlením však n e b y l i n a l e z e n i žádní 
živí j e d i n c i . 

Při klasickém přesvícení b y l o spozorováno několik mrtvých jedinců, někteří čerstvě 
rozložení, jiní více rozložení, takže b y l i p o d m i k r o s k o p e m špatně viditelní a pravděpodobně 
t e d y mrtví už o d začátku přidaní L - t y r o s i n u n e b o N T B C . 

Použité k o n c e n t r a c e b y l y 1 5 u M N T B C a 1 m g / m l p r o L - t y r o s i n . 

6.3 Analýza alignmentu 

P o d l e výsledků zpracování a l i g n m e n t u sekvencí p r o t e i n u h p d - 1 u C . elegans a zástupců 
dalších rodů b y l a zjištěna významná s h o d a , 6 1 , 3 %, n a základě s h o d n o s t i párů. Shodné 
a m i n o k y s e l i n y (zastoupené z k r a t k a m i ) u různých organismů j s o u barevně vyznačeny n a 
přiloženém obrázku. 
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Obrázek 6- Alignment sekvencí proteinu hpd-1. 
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7 Diskuse 

7.1 Kolorimetrická esej sledování inhibitoru hpd-1 - nitisinonu u 

C. elegans a metoda alignmentu 

Výsledky pozorování kolorimetrické e s e j e n e d o p a d l y p o d l e našich očekávání, protože 
n e b y l a patrná žádná změna zbarvení roztoků, a tudíž n e b y l a patrná žádná f u n k c e inhibiční 
r e a k c e n i t i s i n o n x h p d - 1 u C. elegans n a molekulární úrovni. Hypotézou před zahájením 
e x p e r i m e n t u b y l o plné fungování i n h i b i c e n a základě více poznatků, které j s m e o této 
p r o b l e m a t i c e d o s u d získali. J e d n o u z n i c h b y l a p o d o b n o s t p r o t e i n u h p d - 1 u C. elegans a 
dalších cílových organismů, zjištěná m e t o d o u a l i g n m e n t u sekvencí. N a základě těchto 
podobností a z h o d y v sekvencích ( 6 1 , 3 % n a základě z h o d n o s t i párů) j e možné předpokládat, 
že i n h i b i c e účinně f u n g u j e i u C. elegans, a t o n a základě skutečnosti, že účinnost i n h i b i c e 
b y l a vědecky prokázána u zástupců stejných rodů, j a k o j s o u námi porovnávané o r g a n i s m y 
ilxodes scapularis (Ixodes), Glossina fuscipes (Glossina), Anopheles maculipalpis 
(Culicoidea), Haemonchus contortus (Haemonchus)), prípadné u samotných zastupiteľov 
(Drosophila suzukii (Drosophila), Horno sapiens ( L i n d s t e d t e t a l . 1 9 9 2 ; S t e r k e l e t a l . 2 0 2 1 ) . 
T u t o hypotézu se nám však nepodařilo p o t v r d i t . 

Příčinou nefunkčnosti naší i n h i b i c e však může být i m n o h o dalších proměnných faktorů. 
E x p e r i m e n t u předcházela řada molekulárních in vitro úkonů , u nichž díky k o n t r o l e sekvencí 
víme, že příprava rekombinantního p r o t e i n u h p d - 1 b y l a úspěšná. Problém t e d y m o h l n a s t a t v 
expresním plazmidovém v e k t o r u E .coli, k d e b y l použit p E T - 2 2 b ( + ) v hostitelské b a k t e r i i 
p L y s S . Odpovědí n a úspěšnou i n h i b i c i b y t e d y m o h l a být změna v e k t o r u n a jiný t y p v e k t o r u , 
který b y umožnil lepší p r o d u k c i solubilního p r o t e i n u (např. p E T S U M O ) , n e b o změna 
hostitelských expresních bakterií. 

Problémem při i n h i b i c i m o h l a být také použitá dávka, a t e d y k o n c e n t r a c e L - t y r o s i n u a 
N T B C . D o příslušných roztoků v o b o u zkumavkách b y l o přidáno 7 5 m g L - t y r o s i n u (finální 
k o n c e n t r a c e v r e a k c i 0 , 7 5 m g / m l ) a p o u z e d o jedné z e z k u m a v e k b y l o přidáno 2 3 7 u l N T B C 
(finální k o n c e n t r a c e 5 u M ) . Změna k o n c e n t r a c e těchto důležitých látek b y t e d y h y p o t e t i c k y 
m o h l a o v l i v n i t i průběh r e a k c e . 

Další teorií j e , že nižší a k t i v i t a h p d - 1 v našem e x p e r i m e n t u b y l a způsobená důsledkem 
inkluzí, d o kterých se t e n t o p r o t e i n m o h l d o s t a t a zůstat t a k neaktivní. S v o u r o l i m o h l y sehrát i 
další, d o s u d neprozkoumané f a k t o r y . 

7.2 Testy přežívání C. elegans médiu s nitisinonem a erytrocyty 

Při r e a k c i C. elegans s n i t i s i n o n e m b y l y tentokrát z d r o j e m t y r o s i n u e r y t r o c y t y . T y b y l y 
použity se záměrem lépe p o r o v n a t fungování N T B C u C. elegans s o r g a n i s m y , n a kterých b y l 
výzkum d o s u d prováděn - což j s o u o r g a n i s m y hematofágní a o r g a n i s m y s krevním oběhem. 
Podobné podmínky b y l y t e d y n a s t a v e n y i p r o naše, v přírodě volně žijící, půdní n e m a t o d y . V 
žádné fázi jejího vývoje však n e b y l y zaznamenány změny v přežívání, s výjimkou nižší 
m o t i l i t y . 
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První otázkou j e , v jakém množství b y l t y r o s i n z a s t o u p e n v námi použitých e r y t r o c y t e c h . J e 
pravděpodobné, že N T B C s p o l u s t y r o s i n e m v nižších koncentracích nemá n a C. elegans 
významný v l i v . T o také v e d e k hypotéze, že přítomnost t y r o s i n u j e klíčovým f a k t o r e m p r o 
fungování i n h i b i c e n i t i s i n o n e m . Problém však opět m o h l být v e finální použité k o n c e n t r a c i 
N T B C . 

V rámci časových možností bakalářské práce se t e n t o t e s t zaměřil p o u z e n a samotné 
přežívání C. elegans. J e možné, že při velkém počtu C. elegans zastoupených v P e t r i h o 
miskách došlo také k úhynu jedinců způsobenému N T B C n e b o t y r o s i n e m , případně k různým 
změnám v j e j i c h chování, které j s m e blíže n e s l e d o v a l i . Při opakování t e s t u b y b y l o možné 
provést širší t e s t y zahrnující pozorování více fenotypových znaků n e b o t e s t y faryngálního 
pumpování a p o d . 

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

První t e s t zaměřený n a vývoj embryí C . elegans a líhnutí vajíček d o larválních stadií L I b y l 
rovněž neúspěšný. Z l o m n a s t a l třetí d e n , k d y přežili p o u z e 2 j e d i n c i z 8 , j e d e n n a m i s c e 
obsahující N T B C a j e d e n n a m i s c e s t y r o s i n e m . P o k u s b y l p r o t o v t e n t o d e n ukončen. Údaje 
n e b y l y dostatečné p r o porovnání přežívání s přežíváním jedinců v normálních podmínkách. 

O b a n e m a t o d i však v y k a z o v a l y sníženou m o t i l i t u a také p o prohlédnutí všech m i s e k 
použitých v p o k u s u b y l o n a l e z e n o s p o l u p o u z e několik embryí a l a r e v L I , což j e neobvyklý 
s t a v . 

Přežití b y l o významně zhoršeno v o b o u studovaných verzích - n a miskách s N T B C a 
t y r o s i n e m i n a miskách p o u z e s t y r o s i n e m . N e b y l o t e d y možné určit, c o j e vlastně z a t e n t o 
s t a v zodpovědné. Naší hypotézou p r o nefunkčnost p o k u s u j s o u opět neoptimální laboratorní 
úkony, k d y m o h l o dojít k poškození hlístic při přenášení n a nové m i s k y , n e b o nešťastný výběr 
slabších jedinců, kterým m o h l y t a k t o výrazně uškodit námi zvolené k o n c e n t r a c e L - t y r o s i n u 
n e b o N T B C . 

Druhý p o k u s čtyřdenního t e s t u b y l úspěšný a p o t v r d i l i n h i b i c i při změněných 
koncentracích N T B C . O d c h y l k y o d normálního přežívání C . elegans b y l o možné p o z o r o v a t 
již u médií se samotným L - t y r o s i n e m a samotným N T B C , zatímco při k o m b i n a c i o b o u látek 
b y l o přežívání nulové. P o t v r d i l a se t a k m e t o d a a l i g n m e n t u sekvencí h p d - 1 u C . elegans a 
jiných organismů, která předpověděla pozitivní fungování i n h i b i c e . 

7.4 Pozorování přežívání C. elegans ve fluorescenčních testech 

V e fluorescenčních t e s t e c h b y l pozorován podobný t r e n d j a k o v předchozím e x p e r i m e n t u , a 
t o v podobě negativního účinku N T B C i t y r o s i n u . Při fluorescenčním přesvícení n e b y l y 
viditelné žádné živé o r g a n i s m y s fluorescenčními b a k t e r i e m i v trávicím t r a k t u . Při 
konvenčním přesvícení b y l o n a l e z e n o c e l k e m j e n několik mrtvých jedinců ( z celkového počtu 
přibližně 2 4 0 jedinců), což naznačuje, že t y r o s i n i n i t i s i n o n začaly působit i h n e d p o přidání d o 
r o z t o k u s C . elegans a způsobily j e j i c h s m r t . J e j i c h brzký úhyn a r o z k l a d v médiu 
k o m p l i k o v a l naše mikroskopické pozorování. B y l a použita stejná finální k o n c e n t r a c e t y r o s i n u 
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( 1 m g / m l ) , a p r o t o předpokládáme, že b y l opět příčinou úhynu jedinců. Opět se p o t v r d i l a i 
inhibiční f u n k c e n i t i s i n o n u v k o m b i n a c i s t y r o s i n e m . 

7.5 Specifika výzkumu 

P o v a h a našeho výzkumu b y l a specifická v t o m , že p o d l e našich znalostí n e b y l d o s u d 
p r o v e d e n žádný výzkum n i t i s i n o n u n a o r g a n i s m u b e z krevního oběhu n e b o hematofágie 
(kromě zkoumání využití N T B C n a C. elegans při léčbě P a r k i n s o n o v y c h o r o b y , s jiným 
záměrem a jiným sledovaným p r o t e i n e m ) . E x p e r i m e n t y b y l y t e d y obtížněji zacílitelné, 
protože j s m e neměli k d i s p o z i c i v z o r v podobných o r g a n i s m e c h a spoléhali j s m e se n a 
standardizované laboratorní p o s t u p y n e b o e x p e r i m e n t y , které b y l y d o s u d p r o v e d e n y s N T B C 
n a jiných t y p e c h organismů. 

C. elegans představovalo m n o h o výhod j a k o modelový o r g a n i s m u s p r o vědu, v našem 
případě také j a k o zástupce půdních organismů. Naše práce přinesla očekávané výsledky a 
p o s u n u l a t a k výzkum i n t e r a k c e h p d - 1 a n i t i s i n o n u o k r o k dále. P o d l e porovnání sekvencí g e n u 
h p d - 1 u C. elegans a jiných organismů b y l o předpovězeno fungování i n h i b i c e n a molekulární 
úrovni. Provedené e x p e r i m e n t y p o t v r d i l y i n h i b i c i p o u z e j e d n o u , a l e víme předpovědět, k d e se 
v p o s t u p e c h v y s k y t l y c h y b y a j e j i c h případnou nápravu. Připouštíme také možnost výskytu 
několika proměnných, které m o h o u o v l i v n i t e x p e r i m e n t y a přinést negativní výsledky i p o 
námi doporučené úpravě. M e z i výsledky patří také zjištění nižšího přežívání C. elegans při 
vyšších koncentracích t y r o s i n u a také při samotném N T B C . 

Další otázkou j e účinek n i t i s i n o n u n a C . elegans v j e h o přirozeném prostředí - v půdě. 
P o k u d b y další laboratorní s t u d i e p o t v r d i l y i n h i b i c i více než j e d n o u , b y l o b y stále otázkou, 
z d a b y o b s a h n i t i s i n o n u v půdě v e formě herbicidů, pesticidů n e b o zbytků léčiv měl n a C. 
elegans nějaký v l i v . Důležitá b y b y l a j e h o k o n c e n t r a c e v půdě a p o d l e výsledků našeho 
výzkumu i přístup t y r o s i n u v potravě C . elegans. Ideální b y t e d y b y l o v dalších výzkumech 
z j i s t i t h o d n o t u L D 5 0 p r o N T B C u C . elegans, podíl t y r o s i n u v potravě C . elegans a množství 
reziduí v půdě p r o výše zmíněné použití N T B C . D o p a d n a další půdní o r g a n i s m y v r o z s a h u 
našeho výzkumu n a C . elegans t e d y zatím n e l z e p o t v r d i t , i když j e v e l m i pravděpodobný. 

Studentům, učitelům, výzkumným pracovníkům a dalším zainteresovaným skupinám se 
t a k otevírá m n o h o otázek a možností dalšího výzkumu t o h o t o tématu. 
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8 Závěr 
N i t i s i n o n j e látka syntetizovaná z l e p t o s p e r m o n u , která se v m i n u l o s t i používala j a k o 

h e r b i c i d a jejíž a n a l o g y j s o u stále používaný j a k o s u l c o t r i o n n e b o m e s o t r i o n . V současné době 
se n i t i s i n o n používá p o d obchodním názvem Orfadin® k léčbě vzácných genetických 
onemocnění - lidské tyrosinémie t y p u 1 a a l k a p t o n u r i e ( L i n d s t e d t e t a l . 1 9 9 2 ) . 

Fungování a úspěšnost n i t i s i n o n u j e založena n a i n h i b i c i e n z y m u H P P D u zvířat i r o s t l i n . V 
počátcích j e h o o b j e v u b y l o nutné provést toxikologické s t u d i e , zjišťující m e c h a n i s m u s j e h o 
fungování a nežádoucí účinky. S t u d i e u savců p o t v r d i l y problémy v podobě očních lézí 
spojených s tyrosinemií, k d y v z n i k l a potřeba dalšího výzkumu a lepšího pochopení fungování 
n i t i s i n o n u ( L o c k e t a l . 1 9 9 6 ) . 

M n o h o studií t a k dospělo k závěrům, že b y n i t i s i n o n m o h l být potenciálním kandidátem n a 
léčbu dalších onemocnění, j a k o j e okulokutánní a l b i n i s m u s , P a r k i n s o n o v a c h o r o b a , 
trypanosomóza, malárie n e b o n e m o c i přenášené klíšťaty. Účinek n i t i s i n o n u b y l prokázán také 
u škůdců p l o d i n , m u c h r o d u Drosophila ( P a r k e t a l . 2 0 1 7 ) . 

P o d l e našich nejlepších znalostí však n i t i s i n o n d o s u d n e b y l studován u organismů b e z 
krevního oběhu n e b o hematofágie. P r o naši práci j s m e p r o t o j a k o modelový o r g a n i s m u s 
z v o l i l i C. elegans, který j e v p r a x i často používán. 
P o d l e t e s t u a l i g n m e n t u sekvencí p r o t e i n u h p d - 1 u C. elegans a dalších organismů, u kterých 
již b y l a i n h i b i c e p o t v r z e n a , j s m e přišli n a 6 1 , 3 % s h o d u n a základě s h o d n o s t i párů, což 
naznačuje fungování i n h i b i c e i u C. elegans. V dalších t e s t e c h b y l a i n h i b i c e námi skutečně 
p o t v r z e n a , a l e p o u z e j e d n o u . V části d i s k u s e j s m e dále rozebírali možné příčiny a s o u v i s l o s t i 
neúspěšné i n h i b i c e v ostatních případech a také možné způsoby nápravy. 
Nejpravděpodobnějšími f a k t o r y m o h o u být c h y b y v laboratorních p o s t u p e c h n e b o 
k o n c e n t r a c e L - t y r o s i n u a n i t i s i n o n u použité v p o k u s e c h . Výsledky zahrnují také zjištění 
nižšího přežívání C. elegans při vyšších koncentracích t y r o s i n u , stejně j a k o při samotném 
n i t i s i n o n u . 
Účinek n i t i s i n o n u n a C. elegans j e t e d y v této fázi prokazatelný. Dokážeme také předpokládat 
negativní v l i v n i t i s i n o n u n a další půdní o r g a n i s m y , které měl C. elegans z a s t u p o v a t j a k o 
modelový o r g a n i s m u s v případě reziduí n i t i s i n o n u v půdě v e formě léčiv n e b o herbicidů, 
insekticidů. P r o rozšíření těchto poznatků b y b y l o ideální v dalším výzkumu s t a n o v i t h o d n o t u 
L D 5 0 p r o N T B C u C. elegans, podíl t y r o s i n u v potravě C. elegans a h o d n o t y reziduí v půdě 
p r o výše uvedená použití N T B C . 

Výsledky našeho výzkumu a shrnutí širokého s p e k t r a využití n i t i s i n o n u m o h o u sloužit j a k o 
základ p r o další výzkum v této o b l a s t i a přinést důležité i n f o r m a c e o m e c h a n i s m u účinku 
n i t i s i n o n u p r o vědu, l i d s k o u a veterinární medicínu n e b o efektivnější výrobu herbicidů a 
pesticidů. 
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