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1 Uvod a cile prace

Parazitické hlistice predstavuji hrozbou pro lidi, zvitata i rostliny. Fytopatogenni had’atka
jsou navzdory svému vyznamu Casto prehlizena. Jedna se o klicovou, globalné rozsifenou
skupinou sktdcti zemédélsky vyznamnych plodin. Jednim z téchto paraziti je migrujici
endoparazitické had’atko Ditylenchus destructor, jez se vyskytuje pievazné v mirném
pasmu. Jedna se o vysoce zdvazného Sklidce bramborovych a batatovych hliz, ktery
parazituje dokonce na 70 réiznych hostitelskych vyssich rostlinach.’

Existuje fada strategii, které¢ brani zamoteni. Jednou z nich je pouziti chemickych
nematicidd. Valnou nevyhodou je, Ze existujici prostiedky mohou maji ¢asto negativni
dopad na zdravi zvitat i lidi, ale také na zivotni prostfedi. Proto se pouzivani fady z nich v
poslednich letech bud’ zakdzalo anebo vyznamné omezilo.* Jednim z potencialnich feSeni
tohoto problému by mohlo byt pouziti pfirodnich slou¢enin fenylpropanoidniho typu
s nematicidnim U¢inkem. Tyto latky jsou sekundarnimi rostlinnymi metabolity, které
umoziuji rostling reagovat na abiotické i biotické faktory.>® U tady z nich byla popséana
jejich nematicidni aktivita na fytopatogennich had’atkach. Potencialni aplikace téchto
fenylpropanoidil v praxi by mohla pomoc sniZit negativni dopad konvencnich syntetickych
nematicidd na Zivotni prostredi.

Vyzkumna skupina doc. RNDr. Jitiho Pospisila, Ph.D. se zaobira chemickou
syntézou derivatl lignanii a neolignanl. Pfipravuji rozmanité orientovanou syntézou
chemickou knihovnu slouenin, ktera vychazi ze zakladni kostry cyklopropylfenylsulfonyl
laknonu. Ptipravené slouéeniny jsou predavany do laboratofe Mgr. Aleny Kadlecové, Ph.D.,
kde dochazi k otestovani jejich anthelmintické/nematicidni aktivity. Béhem pravidelnych
screeningll fenylpropanoid na had’atkach Caenohabditis elegans za vyuziti chitinasovych
testt, bylo zjisténo, ze latka L-32 (Obrazek 1) vykazovala slibnou aktivitu proti testovanym
Cervim. Toto zjisténi vedlo k vytvofeni nového projektu, kterym se zabyvam ve své

diplomovou praci.

Obrazek 1: Strukturni vzorec latky L-32.



V této zavéreCné praci je v ramci literarni reSerSe diskutovana problematika
fytopatogennich hlistic a vlivu fenylpropanoidnich ptirodnich latek na had’atka. Cilem prace
bylo zkoumat nematicidni aktivitu latek fenylpropanoidniho typu, a to zejména u slouc¢eniny
L-32. Dalsim cilem bylo vyvinout nové experimentalni postupy vhodné pro testovani latek
(ptirodniho) plivodu na fytopatogenni hlistici Ditylenchus destructor. V neposledni tadé
byla testovana predbézna cytotoxicka aktivita slou¢eniny L-32 na né€kolika nerakovinovych

bunécnych liniich.
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3 Teoreticka Cast

24

Reserse se zpocatku orientuje na popis kmene hlistic s diirazem na obecné nejnebezpecnéjsi
fytopatogenni had’atka, ale i na cerva Ditylenchus destructor. Nasledné¢ se vénuje
syntetickym nematicidim a pouzivanym nematicidnim strategiim v Ceské republice. Také
se zameétuje na aktivni U¢inky derivatl Sikimatové drahy, a to hlavné lignanti a neolignani,
proti rostlinnym parazitickym had’atkim. A v neposledni fadé teoreticka ¢ast popisuje
dostupné metody pro screening chemickych sloucenin s potencialnimi nematicidnimi G¢inky

proti had’atkim.

3.1 Hlistice

Kmen Hlistice (lat. Nematoda) se vyznacuje svou diverzitou, komplexnosti i biologickou
specifitou.” Jedna se o mnohobunééné nesegmentované organismy, jejichZ anatomie na
prvni pohled piisobi velmi jednoduse, avsak jejich morfologie je dosti rtiznoroda.”® Tito
Cervoviti bilateralné symetric¢ti zivo¢ichové s pseudocoelomovou dutinou dosahuji délky
v rozmezi od 0,1 mm do n&kolika metr.2® B&Zné plati, Ze jejich télo je tzkého, protahlého
a zaroven vélcovitého tvaru.81% Kutikula, ktera je produkovana pokozkou, pokryva vngjsi
povrch téla Cervu a také je pficinou zvySené rozmanitosti jednotlivych taxonomickych
jednotek.*!2 Pokozka oddéluje somaticky sval od kutikuly, pfi¢emz v uréitych ¢astech se
objevuje zvysSeny pocet epidermalnich bunck. Diky tomu vznikaji ¢tyfi hlavni podélné
provazce, které umoznuji pripevnéni svalii ke kutikule.!> Hlistice obsahuji svaly jenz
zajistuji vlnivy pohyb a ucastni se travicich i reprodukénich procest.'® Travici soustava je
slozena ze stomodea (dutina ustni, hltan), stfeva a proktodea (rektalni otvor & kloaka).
Obecné se u nich vyskytuje velmi primitivni vylucujici systém a kruhovy nervovy prstenec.
Obéhové a dychaci soustava nejsou vyvinuty a kyslik se v jejich t&le distribuuje difuzi.®®
Pohlavni soustava je trubicovita. Existuji hermafroditni, gonochoristické, ale 1 intersexudlni
druhy hlistic.’®

Samooplodiujici hermafroditismus se u dospélcti Caenorhabditis elegans (Obrazek
2) objevuje v 99,8 % piipadi. Vzacnéji se u tohoto druhu vyskytuji samci, jejichz vznik je
podminén nondisjunkci chromozomu X.'®® Hermafroditi i samci maji stejnou sadu
autozomd, tj. pét autozomalnich chromozom. Jejich odli$nost spociva v poctu chromozomt
X (hermafrodit XX, samec X0).!” Hlavnim genem pro uréovani pohlavi je gen xol-1, ktery
je regulovan pomérem pohlavnich chromozomii vzhledem k saddam autozoma.l’® C.

elegans, stejn¢ jako vétSina hlistic, po vylihnuti z vajicka prochazi ¢tyfmi larvalnimi stadii
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(L1-L4) separovanymi svlékanim kutikuly.!®® Je jednim znejznaméjsich had’atek a
vyznamnym modelovym organismem, jenz piispél k porozuméni mnoha vyvojovych a
bunécnych procest, interakci eukaryotickych bunék ¢i interakci mezi hostitelem a
parazitem.!” Toto had’atko sehralo kli¢ovou roli pfi objevu programované bunééné smrti a
RNA interference, ale i pfi vyvoji markeru genové exprese, a to zeleného fluorescen¢niho
proteinu.!® Zaroven se jedna o prvni mnohobuné&ny organismus, jehoz genom byl plng
sekvenovan. Cervi jsou volné Zijici a jsou rozsiteni prakticky viude. Pro jejich izolaci Ize
vyuzit hnijici rostlinny material s vyznamnym mnozstvim bakterii. V laboratornich
podminkach se chovaji na agarovych plotnach s obsahem bakterii Escherichia coli slouzici

K potravé.t’

Obrazek 2. Anatomie dospélého hermafrodita a vajicek C. elegans zachycena interferencni mikroskopii —

Nomarského diferencialni interferencni kontrast (Internetovy zdroj 1).

Stejné jako C. elegans jsou ostatni hlistice pfitomny po celém svété napi. v pudé,
sladkovodnich vodach, vyprahlych poustich, ale dokonce i v hlubokomoftskych sedimentech
a arktickém ledu. Nékteré druhy jsou oviem parazitujici.”1° Parazitické hlistice zvifat jsou
vysoce rozmanité. Zpusobuji infestace v fad¢ hostitelli, pies bezobratlé ZivocCichy az po
obratlovce, ¢imz mohou byt piic¢inou velmi zavaznych chorob.!®? Parazité hospodaiskych
zvitat mohou negativné plisobit na jejich riist, chovani, rozmnoZovani i fyziologii, coz vede
ke znaénym ekonomickym ztratdm.?® Zhruba 60 druhd hlistic je schopno napadat ¢lovéka
(Internetovy zdroj 2). Nejvice rozSitené jsou parazitické hlistice piendsené pldou, jeZ
zpusobuji gastrointestinalni infestace a dle odhadi Svétové zdravotnické organizace (WHO)
je jimi infikovano zhruba 1,5 miliardy lidi po celém svéte. Jsou hojné rozsifené predevsim
Vv tropickych a subtropickych oblastech. Nejvice ohrozeni jsou lidé v ekonomicky slabsich
regionech s nedostate¢nou infrastrukturou, kterd neumozni adekvatni inaktivaci parazitd,

coz vede k jejich snazSimu $ifeni. Gastrointestinalni parazité zptsobuji pfedevSim poruchy
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vstiebavani zivin, ztratu chuti k jidlu, podvyzivu, malatnost, slabost, anémii a hlavné u déti
mohou vést i k porucham fyzického vyvoje.?! Velky vyznam v medicingé ma dale skupina
onemocnéni souhrnné zvanych filarioza, které zpusobuji paraziti¢ti cervi Filariae (vlasovci),
jez jsou hmyzem pienaseni na lidi. Parazité¢ se usazuji v miznich cévach, které¢ blokuji.
Filarioza miize mit za nasledek Siroké spektrum klinickych projevii od asymptomatickych
po chronické.?? Miize vést az ke slepoté i k deformaci kondetin a organi.’® Mezi humanni
1é¢ivé piipravky proti hlistim patii: derivaty piperazinu, derivaty benzimidazolu, derivaty
imidazothiazolu a makrocyklické laktony. Farmaceuticky pramysl se potyka se vznikajici
rezistenci kmenu hlistic na anthelmintika, ¢imz se ztraci G¢innost mnoha IéCebnych
postupti.z32

Boji proti parazitarnim hlisticim se nevyhnul ani zemédélsky primysl.?® Nékteré
druhy parazitickych hlistic jsou fytopatogenni a negativné ovliviiuji zemédélskou
produktivitu tim, Ze snizuji vynosnost péstovanych plodin, ovoce a zeleniny.!®% Bohuzel
vycet aktivnich latek proti fytopatogennim hlisticim (PPN) neni neomezeny stejné jako u

veterinarni a humanni mediciny.??

2.1.1 Patogenni hlistice rostlin

Genomické studie naznacuji, Ze parasitismus na rostlindch se v evoluci hlistic vyvinul
nékolikrat nezavisle na sob&. To vedlo ke zna¢né variabilité v interakcich mezi PPN a jejich
hostiteli.?® PPN jsou kli¢ovou skupinou $kiidcti na zemédélsky vyznamnych plodinach.?®
Jejich neptiznivy dopad v zemé&délském primyslu se zejména tyka kukufice, ryze, obili,
cukrové titiny, brambor, séjovych bobi aj.2>2” PPN zptisobily ztraty na produkci okolo 358
miliard dolarti v obdobi od roku 2010 do 2013.%° Roéni celosvétové skody lze stézi vyeislit,
avSak pohybuyji se v rozmezi od 80 miliard do 157 miliard dolarii ro¢né, z toho ve Spojenych
statech sahaji do vyse 10 miliard dolar.?® Nicméné tato data budou patrné podhodnocens,
z divodu nevédomosti o PPN hlavné v zemich tetiho svéta.?®

Jedna se o velmi zéketné sktidce, kteti disponuji fadou mechanismu, diky kterym
odolavaji dosavadnim strategiim kontroly. N&které druhy mohou napftiklad ptechédzet do
klidovych stadii, ve kterych jsou schopni pteckat neptiznivé podminky, nedostatek potravy,
ale i 1épe odolévat chemickym pesticidim, a to po dobu nékolika mésicii i let. Zatimco
néktefi Cervi napadaji zké spektrum hostiteld, jini infikuji 1 stovky riznych druhti plodin,
které se mohou lisit, dokonce i v rodu. U zminéného druhého piipadu pak ztraci na efektivité

1 jindy vysoce efektivni strategie kontroly (rotace a pravidelné stfidani plodin na polich),
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¢imz je kontrola hlistic zna¢né ztizena. PPN lze rozd¢lit na endoparazity vyskytujici se po
vétsinu Casu v hlizach, kofenech ¢i cibulich a na volné Zzijici hlistice obyvajici predevsim
pudy, které parazituji na kofenech. PPN jsou pfevazné ektoparaziti, jez jsou zastupovani
nékolika tisici druhy.?” Co se ty¢e endoparaziti, ti se dale rozlisuji na migratorni a sedenterni
podle usazovani/neusazovani ervii v pletivech rostliny.*® Vétsina ekonomicky relevantnich
PPN se fadi mezi endoparazity.?®

Endoparaziticti Cervi ptimo infikuji plodiny, ale také ulehcuji napadeni jinymi
patogeny (houby, bakterie aj.) anebo plisobi jako virové vektory.?’ Infekci dochézi
k vyvolani biotického stresu a poklesu produktivity a vynosu rostlin.?® Rostliny v ranych
stadiich nakazy po rozpoznani parazitujicich hlistic produkuji reaktivni kyslikaté i dusikaté
radikaly a také toxické sekundarni metabolity (napf. fytoalexiny), ¢imz dochézi ke vzniku
oxidativniho stresu u hlistic. Radikaly (tj. H202, NO) také funguji jako signdlni molekuly
spoustéjici dalsi obranné bunécné pochody. V kone¢né fazi nastava oxidativni vzplanuti. U
fady PPN byly popsany adaptované reakce proti imunitni odpovédi rostlin, pti které se snazi
zmirnit poskozeni rostlinnych bunék, aby mohly dlouhodobé na hostiteli cizopasit.*

Uplnéa devastace plodin po infekci PPN neni asta, miize viak nastat pii rozsahlé
infekci nebo naptiklad po zavleceni neptivodniho druhu na nové tzemi, kdy hostitelské
rostliny nemaji vii¢i danému parazitovi vyvinutou rezistenci/toleranci. PPN se vsak typicky
podili na buné¢éné smrti, nekroze, chorobnych stavech rostlinnych pletiv, pozastaveni ristu,
opadu listli, vytvafeni skvrn i poskozeni kofenového organu.?>?’ P¥i poruchich kofenovych
funkei dochazi k naruSeni pfijmu esencidlnich zivin, kviili ¢emuZ se projevuji symptomy
nutri¢niho stresu i sucha, coz miize komplikovat diagnostiku.?” Mylné rozpoznani choroby
miiZze mit za nasledek pouziti nekompetentnich i nerozlisujicich pesticidi.?® Mezi faktory,
které ovliviiuji miru patogenity PPN patii veék 1 druh hostitele, prahova hustota osidleni ¢i
piidni, klimatické a enviromentalni podminky.?’

Podobnost u jednotlivych PPN lze nalézt v morfologii, ale i v biochemickych
reakcich. Ke spoleénym rysiim nalezi silna vrstva kutikuly, maléd velikost téla, zvySena
odolnost vici oxidativnimu stresu, tvorba nespecifickych symptomt v hostiteli a také
nékteré metabolické procesy tukii.?®3! Velikost jejich genomi se pohybuje v rozmezi od 50

do 100 Mb. U nekterych PPN se mohou objevovat rizné nasobky ploidii.?®

2.1.1.1 Souhrn globaln¢ nejskodlivéjsich PPN

K PPN bylo zatazeno pies 4100 druhi hlistic a jejich pocet se kviili novym objeviim
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neustale zvysuje.?®?"32 Valnd vétSina nejagresivnéjsich druhii PPN je biotrofni. Pro
hospodarské a védecké plsobeni byl sestaven list deseti nejvyznamnéjSich PPN do néjz
patii: halkotvorna had’atka (rod Meloidogyne); cytotvorna had’atka (rody Heterodera a
Globodera); rod Pratylenchus; Radopholus similis; Ditylenchus dipsaci; Bursaphelenchus
xylophilus; Rotylenchulus reniformis; Xiphinema index; Nacobbus aberrans a také
Aphelenchoides besseyi.?®
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nejvetsi finanéni ztraty. Jsou rozsifeni téméei do vSech koutl svéta. V daném rodé bylo
objeveno 98 druhii,?® znichz &tyfi jsou povazovany za nejvyznaénéjsi (Meloidogyne
arenaria, Meloidogyne hapla, Meloidogyne incognita a Meloidogyne javanica).®*** Jedna

se 0 obligatni biotrofni endoparazity kotent.?

Hostitelem je témét jakakoliv cévnatd
rostlina,® coz piedstavuje zhruba 5500 odlignych druh@ rostlin.® Meloidogyne jsou
zodpoveédné za vytvoreni halek ¢i ,,root-knots* na kotfenech plodiny, které brzdi rast, piijem
zivin a vody, ale i kvalitativni a kvantitativni vynosnost.?>3>%¢ Zpiisobuji i zvyseny opad
listfl, niz§i objem zakofenéni, vadnuti a vyskyt skvrn.?®2?° P¥iznaky napadeni Meloidogyne
mohou byt snadno zaménitelné s poskozenim kofenového systému rostlin.*® Jednotlivé
druhy had’atek zpasobuji na riznych plodinach odlisné zavaznosti §kod. Avsak poskozeni
také zavisi na hostiteli, sezoné i typu puidy.® Zivotni cyklus trva 20-40 dni.?® Vétsina druhd
se rozmnozuje partenogenezi.?® Samice uschovavaji vaji¢ka v Zelatinovych obalech. Po
vylihnuti larvy migruji ke kofenové Spi¢ce a sméfuji az k vaskularnimu vélci, kde po
vylouceni sekretii endoreduplikaci pozméiuji normalni rostlinné buniky v tzv. ,,buiiky obii*,
z nichz vysavaji zZiviny. V nastavajici fazich Zivota az do vyvinu v dospélce se stavaji
sedantnimi.?>**3" Kdyz uz se v populaci za nepiiznivych podminek vytvoii samci, tak ti
opoustéji kofen, kdezto samice v infekénim misté zistavaji a produkuji dal$i populace
had’atek.?® Globalné za nejskodlivéjsiho parazita toho rodu je povazovan M. incognita.®
Rody Heterodera i Globodera jsou znamy jako obligatni endoparaziti infikujici Sirsi
spektrum rostlin.®®3° Nekteré jejich druhy jsou omezeny pouze na nékolik malo hostitelt,
kdezto jiné parazituji i na stovkach plodin, jejichZz rozsah vSak nepfesahuje mnoZstvi
hostitelt u M. incognita.?®® Napiiklad nej¢astéjsim hostitelem Heterodera glycines je
s6ja,*0 pro Heterodera tabacum tabak, pro Globodera rostochiensis naopak brambory,
raj¢ata i lilek® a Heterodera avenae nejhojnéji parazituje na obilninach, a to p3enici, ovsu a
zit¢. Cystotvornd had’atka jsou rozsifena globalné, naptiklad na evropském kontinentu
predstavuji zdvazné potize H. avenae.*® Jejich Zivotni cyklus je podobny jako u vyse

zminénych sedantnich had’atek rodu Meloidogyne avsak 1isi se tim, ze po vstupu druhého
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larvalniho stadia (J2) had’atek do kotene plodiny se netvoii ,,0bii bunky* slouzici k potrave,
ale je indukovana tvorba syncytia. Zivna struktura syncytium, jenz je slozena z vicero bunék,
vznikd procesem cCastecného rozpusténi bunééné stény, pocinaje plasmodesmaty.
Protoplasty okolnich bun¢k se poté spoji a vytvoii se syncytium. Opakovanim tohoto
procesu se do syncytia piiddvaji dal§i buriky.3®“° Déle se od Meloidogyne odlisuji tim, Ze po
oplodnéni samice dochazi ke vzniku cyst ze samici kutikuly obsahujici zhruba 500 vajicek.
Cysty chrani vajicka proti neptfiznivym podminkam, zaroven vajickiim umoznuji zlstat
latentni fadu let, proto je jejich kontrola problematicka.*

Dalsi skupinou, ktera neptiznivé ovliviiuje hospodarsky vynosné plodiny, je rod
Pratylenchus. Tito pohyblivi endoparaziti napadaji koteny hospodarsky vyznamnych plodin
(mj. pSenice, cukrové titiny, lusténiny, zeleniny, ovoce), ¢imz omezuji distribuci zivin
v hostiteli.***® Rod je rozsifen globalné a zhruba 97 druhfl je taxonomicky piisuzovano
k tomuto rodu.*® Casto mize dochazet ke koinfekci patogennimi bakteriemi &i ptidnimi
houbami. Mezi dalsi nezadouci u¢inky parazitismu had’atek se radi tvorba 1ézi kotfenového
organu a nekrozy.?>* Mezi hospodaisky nejvyznamnéjsi druhy patii had’atka Pratylenchus
thornei a Pratylenchus prohibitus, ktera maji devastujici efekt pfevazné na obilniny, ov§em
infekci s mirngjsim prab&hem mohou zpiisobit i jiné druhy, napt. Pratylenchus penetrans.*?

Mezi dalsi siln¢ agresivni endoparazity se fadi Radopholus similis. Primarné je
usidlen v subtropickém a tropickém pasmu, bohuzel byl také zavleCen do evropskych
sklenikii.*® Uvadi se, Ze tento patogen napada 350 druhii rostlin, ne-li vice.*® Skodi zejména
v kofenech citrusovych stromd, pepfovniku ¢erném, a dale pak v bananovnicich. R. similis
zpusobuje v bananovém primyslu vyrazny ekonomicky propad.*® Patologické jevy se u
jednotlivych druhil rostlin odliSuji. Tento Cerv zplsobuje devastaci rostlinnych bunék u
Siroké $kaly hostiteli (pies tvorbu 1ézi a az po hnilobu kofenového systému).*®

Migrujici endoparazit Bursaphelenchus xylophilus ma pivodni stanovisté v Severni
Americe, kde si na néj jehli¢nany, na kterych parazituje, vytvofily resistenci ¢i toleranci.
Nicmén¢ byl dopraven do Japonska a nasledné rozsifen po celé Asii, kde jeho ucinky byly
naprosto zni¢ujici.*’ Ve srovnéni s jinymi PPN mé B. xylophilus rozdilny styl parazitismu.
Hadatka se zivi jak z hub, tak i z umirajicich ¢i zZivych stromt, na které jsou prenaseni
hmyzem b&hem kladeni vajicek.*®

V Indii bylo prokazano, ze semiendoparaziticky nepohyblivy Rotylenchulus
reniformis se déli na dvé skupiny — A a B. Varianta R. reniformis A vznikd pohlavnim
kiizenim dvou jedincti, ktetfi se rozmnozuji ve vigné ¢i baviné. V dalSich studiich byla

mikrosatelitnimi markery prokazana existence nové populace, a to partenogenetické.?® R.
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reniformis piebyva pievazné v tropech a subtropech, ale byl nalezen i v mirném podnebném
pasmu. Infikuje vice nez 314 druhti Plantae.*® Typickou nakazu Ize nalézt na bavlnicich, u
nichZ snizuje vynosnost okolo 50 %. Tento patogen muize byt pfi¢inou zmenSeni ristu
plodin, devastace kofentl az dokonce uhynu celé rostliny.>

Ektoparazitické had’atko Xiphinema index je nejen parazitem kotenti vinné révy, ale
zaroven se jedna i o vektor viru listd vinné révy. Zptsobuje obrovské problémy na plantazich
péstujici vinnou révu v Chile, kde jeho zastoupeni v mistnich ptdach ¢ini okolo 48 %.
Osetieni pud spociva v aplikaci nematicidi — karbamatii a organofosfati, avSak S nizsi
Gi¢innosti.* Piitomnost X. index je pretrvavajicim problémem i na Blizkém vychodé a
v Evropé. Bylo zjisténo, ze X. index se pfevazné rozmnozuje partenogenezi, avsak v mensim
méfitku i sexualng.>?

Nacobbus aberrans lze snadno zaménit za had’atka z rodu Meloidogyne, protoze také
v kofenovém systému vyvolavaji tvorbu halek.>® Tito &ervi obyvaji obzvlasté severni a jizni
americky kontinent. Skala hostitelskych rostlin a stavba t&la N. aberrans se li§i v zavislosti
na oblastech vyskytu had’atek.>

Had’atko Aphelenchoides besseyi je povazovano za zavazného Skadce ryze. Infestace
se projevuje typickym zbarvenim hornich ¢asti listd dobéla. Dochazi tak k nekroze,
deformaci listu, omezeni rastu i kveteni. A. besseyi se vyskytuje i ve form¢é endoparazitické
zodpovédné za léze na listech u fikovniku pryZodarném a tuberézy hliznaté.>

Rod Ditylenchus se chlubi vice nez 60 druhy, z nichz pouze mensina infikuje vys$si
rostliny.®® Napiiklad Ditylenchus africanus napad4d prevazné podzemnici olejnou,
Ditylenchus angustus zase ryzi setou a Ditylenchus destructor, jemuz bude vénovana cela
kapitola 2.1.1.2, parazituje hlavné na bramborach a pak dale i na mrkvi nebo cibulich
kosatce.>” Valna ¢ast druh@i je viak mykofagni.®® Za nejvyznamnéjsiho parazita z tohoto
rodu je ale mozné povazovat D. dispaci, ktery se v Zebficku deseti globalné¢
nejinvazivn&jsich PPN umistil na patém misté.?® Jeho agresivita spo¢iva v mimoiadné
Sirokém rozsahu hostiteli, jenz ptesahuje 500 odlisnych druhti rostlin jako napt. oves, hrach,
gesnek, brambory, jahody, tabak, rGizné druhy plevele, napf. rozrazil rolni aj.>’ Dal§im
dulezitym faktorem agresivity je vyjma skod, které parazit zapficiniuje, i odolnost vuci
neptiznivym klimatickym podminkam — teplotdm pod nulou, teplotdm okolo 50 °C, ale 1
extrémnimu suchu.?®°%%® Obligatni endoparazit D. dipsaci pojidajici parenchymatické
pletivo stonkfl a cibuli je rozsifen v oblastech mirného pasma.>® Bylo popsano, Ze tato

hlistice ma sedm riiznych variant, jenZ jsou podminéné na preferenénim druhu hostitele.>*

58
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2.1.1.2 Ditylenchus destructor

Migrujici endoparazitické had’atko D. destructor se nachazi v mirném pasmu severni
polokoule. Nalezist¢ bylo hlaseno obzvlast v mnoha zemich Evropy, Spojenych statech
americkych a v byvalém Sovétském svazu.!®*>® Mnoho zemi jej oznacilo za karanténniho
parazita.® D. destructor ma neblahy vliv na hospodafstvi kvili vytvafeni Sirokych
ekonomickych skod.*

Infikuje houby a hlizovité i cibulovité¢ plodiny. Bylo objeveno pfinejmensim 70
hostitelskych vyssich rostlin.!? Jednd se o vysoce zdvazného Skiidce bramborovych a
batatovych hliz. Kupiikladu v severni Ciné zptisobil §kody, které snizovaly vynosnost batatii
od 20% az do 100 %.3 Po invazi PPN se vytvaieji na bramborach povrchové léze &asto

Mrve

Prefektura Aomori se naopak potyka se zamotenim ¢esneku timto patogenem. Jeho infestace
je na pocatku téZko rozpoznatelna, avsak pii dlouhodobé&jsi tuschové cibulky hniji. Symbidza
nékterych druhti hub s ¢esnekem pfispiva k Sifeni infestace, protoze parazit se chemotaxi
pohybuje k rostling, na niz jsou ptfitomny houby, jimiz se pfedevsim krmi, avsak poté
piesedla i na ¢esnek. Ke kontrole hub by mohlo byt napomocné mykofagni had’atko
Aphelenchus aveane, jenz také ptispiva K snizeni hustoty po¢ateéni populace D. destructor.°

Uspé&snou kultivaci v laboratornich podminkach Ize provést na kukufi¢ném agaru za
pfitomnosti hub Alternaria tenuis a Aphelenchus solani, slouZici jako krmivo?®! anebo na
celych &astech rostlin &i na jejich kalusech p¥i pokojové teplots.®? Zivotni cyklus je pomérné
kratky (trvé p¥iblizné 7 dni)*® a za optimélnich podminek se miize vytvofit nékolik generaci
b&hem jednoho obdobi sklizné.®*

Mezi hlavni strategie umoziujici kontrolu D. destructor ale i jinych PPN nalezi
zejména chemické nematicidy, jimz bude vénovana kapitola 2.2, dale stiidani plodin,
Slechténi rezistentnich odrtid, desinfekce pidy, spravné zemédélské praktiky, biologicka
kontrola atd.1?58384 \/ praxi dochdzi zejména ke kombinaci pesticidnich a nepesticidnich
metod.®* BohuZel Z4dna zuvaddénych strategii nepfedstavuje idedlni feSeni. Valna &st
chemickych nematicidi ma neblahy enviromentalni dopad a odolnych odrid rostlin se
vyskytuje pramalo. Z téchto divodu je nutné stale vyvijet vykonné a spolehlivé kontroly
cervu D. destructor i dal$ich PPN a také se snazit 1épe porozumét interakcim mezi parazitem

a hostitelem, které jsou kli¢ové pro rozvoj novych strategii.®®
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2.2 Nematicidy na chemické bazi

Jako nematicidy jsou oznaCovany slouceniny, které inhibuji PPN, zatimco termin
anthelmintikum popisuje veterinarni a humanni 1éky s uc¢innou slozkou pouzivajici se proti
cizopasnym &erviim.?® Pro kontrolu PPN je stale jednou z nejspolehlivéjsich strategii
pozivani chemickych nematicidi kvili jejich vysoké ucinnosti i pies fadu uskali s nimi
spjatymi.* Mezi jejich negativa patii toxické ucinky na Zzivotni prostfedi a zdravi ale i
zvySené riziko vzniku rezistence PPN vic¢i pouzivanym nematicidim, ¢imz G¢innost
kontroly PPN kles4.?3?>%* Jednim z piipadii je poskozeni 0zonové vrstvy kviili rozsahlému
pouzivani methylbromidu.®® To je jednim z divodtl, pro¢ je jiz zakazan.%®

Kwvili zajisténi bezpe€nosti a ochrané ekosystému syntetické nematicidy podléhaji
v poslednich letech markantnim regulacim.®®®” Tim se $kdla pouzivanych nematicidf
rapidné snizila.®* Absence efektivnich alternativ konvenénich metod pro kontrolu PNN
vyvolava v zemédélském priimyslu obavy.®® Do budoucna je dilezité vyvijet stale nové
ucinné strategie, jez nebudou tak nebezpecné a zaroven budou participovat na zpomaleni
riistu rezistence PPN.# Jednou z moznosti je hledat ptirodni slou¢eniny, které by podle v§eho
nemély byt tak environmentalng nebezpecné.®® Zaroveii velkou vyhodou nové vznikajicich
strategii pro kontrolu PPN v porovnani s tradiénimi nematicidy je, ze jsou zacilené pouze na
had’atka a jejich toxicita pro okolni prostedi je nizi.%

Tradi¢ni prostfedky kontroly PPN zahrnuji pouziti nespecifickych a biocidnich
chemikalii fungujici na bazi neurotoxintl, ¢imZ jsou napf. karbamaty ¢i organické slouceniny
s molekulami fosforu anebo halogent.® Karbamatové a organofosfatové derivaty se jako
nematicidy pouzivaly od Sedesatych let dvacatého stoleti.?® Tyto latky jsou zodpovédné za
naruseni pfenosu nervovych impulzt u ¢ervi tim, Ze inhibuji acetylcholinesterasu. Had’atka
se stavaji dezorientované a jejich pohyblivost je omezena. Znaénym handicapem téchto
sloudenin je jejich toxicky ucinek na okolni prostfedi,®’ proto mnohé z nich jiz byly
zakazany.%

K hodnoceni vztahu mezi chemickymi latkami a PPN se ¢asto pouZzivaji tfi rizné
typy laboratornich testl: testy zaloZzené na chemotaxi, pohyblivost ¢i Zivotaschopnost a
lihnuti.®® Nematicidy mohou byt klasifikovany vicero zpiisoby, napiiklad podle jejich
funk¢nich skupin zajistujicich se 0 nematicidni aktivitu —amidy, ketony, thioestery, sulfony,
hydrazony, organokovové komplexy aj.* Jind rozdéleni se mohou tykat formy podani
biologicky aktivnich latek — fumiganty ¢ nefumiganty.®® Anebo se mohou délit podle

) 68,70,71

zpisobu pfipravy (extrahované slouceniny/syntetick¢ slouceniny Dosavadni

19



literatura je v tomto ohledu neucelena.

O rozvoj amidli jakozto komeréné pouzivanych pesticidi inhibujici PPN se
zaslouzily predevsim derivaty arylforamidu. U téchto sloucenin vazbu mezi nimi a kyzenymi
proteiny umoziuje amidova funkéni skupina tim, Ze se zajiStuje o tvorbu intermolekularni
vodikové vazby s danym proteinem. Jednou z téchto latek je fluopyram (Chyba! N
enalezen zdroj odkazii.),* jehoZ nematicidni aktivita byla odhalena v roce 2008 spole¢nosti
Nihon Nohyaku CO. T#i roky poté firma Bayer poprvé objevila jeho fungicidni vlastnosti.®
Fluopyram zptisobuje inhibici sukcinatdehydrogenasy Vv metabolismu trikarboxylovych
kyselin a bunééného dychani hub, které parazitujici na hospodaisky vynosné rostliny. Bylo
objeveno, ze i pii nizkych koncentraci je vysoce U¢inny pro likvidaci J» had’atek M.
incognita.”” Navic nematicidni aktivitu vyrazné podporuje trifluormethylova skupina na
fenylové ¢asti fluopyramu.” Nejenomze se vyznaduje svymi likvidaénimi vlastnostmi hub
a PPN, ale podporuje i rist a vynosnost plodin.’? Hendikepem fluopyramu miize byt miize
delsi polo¢as rozpadu v puidé, ktery v zavislosti na typu pudy trva piiblizné 746 dni.®® V CR

je vyuzivana zejména jeho fungicidni aktivita. Jako nematicid se v CR nepouziva.’

TZ
z

Fluopyram

Obrdzek 3: Strukturni vzorec fluopyramu.*

2.2.1 Seznam pouzivanych nematicidnich strategii v CR
Ustiedni kontrolni a zkugebni tstav zemédélsky (UKZUZ) k datu 21. ledna 2019 vydal
véstnik se seznamem povolenym piipravka na ochranu plodin, v némz bylo zahrnuto nékolik
nematicidii, jeZ maji povoleni se komeréné pouzivat na tizemi CR. Jedn4 se o oxamyl,
granulovanou mod&ovinu, dusikaté vapno, dazomet a careo combi granulat proti skadctim.’*
Obchodni nazev ptipravku obsahujici aktivni slouceninu oxamyl (Obrazek 4) se
nazyva Vydate 10 G. Jeho prodej byl v CR ukonéen do data 11. 5. 2022, av§ak pouZivani do
spotfeby zasob je mozné do 11. 5. 2023 (Internetovy zdroj 3). Oxamyl nalezi do skupiny
karbamati. V CR se pouziva na had’atky zamotené brambory, cukrové fepy, kapusty
ruzickove, mrkve, petrzele kofenové a pastinaky seté. Naptiklad pfi napadeni cukrové fepy

je oxamyl zejména pouzit proti voln¢ zijicim had’atkim a Heterodera spp. (zejména H.
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schachtii) a Meloidogyne spp..”* Jelikoz se jednd o karbamat, inhibuje enzym
acetylcholinesterasu, jak jiz bylo vysvétleno vySe. Aplikace pripravku je bud’ fadkova anebo
plosna v zavislosti na tom, Ktera plodina je infikovana.t”’* Z diivodu dobré rozpustnosti ve
vodé¢ by pravdépodobné oxamyl mohl znecistit vody. Ve studiich na modelovém organismu
zebricek vystavenych oxamylu bylo odhaleno negativni ovlivnéni vyvoje neuront,
notochordii a vaskulatury pfi koncentracich, jez nebyly jesté smrtelné. Tento chybny vyvoj
byl spojen se supresi elektronového transportniho fetézce na transkripéni urovni, stejné jako
se zménami v signalnich drahach proteinu p38 a protein kinasy B.”

Mocdovina (Obrazek 4), jez ma nematicidni G¢inek, se podava v granulované formé
na ornou puadu. Pro anastaci pud od G. rostochiensis a G. pallida se vyuziva dusikaté vapno
CaCN: (0,1-0,5 kg:m?). Granulovany piipravek careo combi obsahuje Gi¢innou latku
acetamiprid, jez se vaze na acetylcholinové nikotinové receptory. Lze jej pouzit i proti jinym
Skiildetim nez jen had’atkim. Je ucinny napf. proti msicim, tftdsnénkdm (s vyjimkou tfasnénky
zapadni), Cervetim a kiisim po infekci pokojovych dekorativnich rostlin, pficemz podminkou
je pouziti v uzavienych prostorach.”* Nematicidni piipravek VOTiVO obsahuje bakterie
Bacillus firmus (kmen 1-1582), které osidli kofeny oSetfenych rostlin a pomahaji ¢aste¢né
potlacit infekci hlisticemi, lze pouzZit na had’atky zamotenou fepu krmnou, kukufici a
cukrovou fepu od 2. srpna 2019.7®

Dazomet (Obrazek 4) byl komerénd prodavan v CR pod nazvem Basamid®
v granulované formé do data 5. 7. 2019 (Internetovy zdroj 4). Tento fumigant byl pouzivan
proti had’atkim, patogennim houbam, pidnimu hmyzu a plevelu.”*’” Dazomet se pfi
kontaktu svodou pfeméni na ucinnou plynnou slozku methylisothiokyanat, jenz je
zodpovédna za likvidaci skiidct. AvSak transformaci mohou vyvolat 1 jiné faktory (pidni
porovitost, pH aj.). Basamid® byl posouzen za vysoce toxicky pro ryby, koryse a fasy, ale
hodnoceni expozice bylo provedeno pouze na aktivni sloZce prostednictvim ptimého fedéni
ve vodg, coz zcela nevypovida o moznych scénatich, jenz by pravdépodobné mohly nastat
pfi aplikaci ptipravku do pid. Pfesto pii testovani vyluhii z kontaminovanych ptd
ptipravkem (pfi doporucené davce: 145,7 mg dazometu/kg pidy) bylo zjisténo, Ze by
pravdépodobné¢ Basamid® mohl mit negativni dopad na vodni ekosystém. Také bylo

prokazano, ze zménou pH pid se mize zvySovat anebo snizovat toxicita piipravku.’’
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Obrazek 4: Strukturni vzorce vybranych nematicidii pouzivanych v CR do roku 2019.7

2.3 Fenylpropanoidni derivaty a jejich nematicidni ucinky
Z divodu negativniho dopadu valné ¢asti syntetickych nematicidi na zivotni prostredi je
nutné vyvijet nové kontroly proti PPN. Ekologicky Setrn¢jsi strategie se slibnou ucinnosti
proti PPN by pravdépodobné mohla byt aplikace nematofagnich druhd hub nebo bakterii
(biologicka kontrola), ¢i vyuziti pfirodnich latek a jejich derivati, jez fada organismi,
typicky rostliny, produkuji pro svoji obranu. Pozitivem nékterych z téchto ptirodnich
produkti je jejich specifi¢nost a selektivnost.’

Fenylpropanoidy jsou sekundarni rostlinné metabolity vznikajici biosyntézou

6

z aromatickych aminokyselin.” Tato biosyntéza je oznacovana jako Sikimatova cesta, jez

pociné reakci erythrosa-4-fosfatem s fosfoenolpuruatem. Jedna se o komplexni nékolika
tuto drahu je Sikimat, ktery nékolika dal$imi reakcemi dava za vznik tfem aminokyselinam
— Phe, Tyr a Trp.” Pocatek fenylpropanoidové cesty tvoii Phe pomoci enzymu (fenylalanin
amoniak-lyasa) smétujici ke vzniku obrovské $kaly fenylpropanoidd.®

Slouceniny fenylpropanoidniho typu obsahuji ve své struktuie fenylovou funkéni
skupinu piipojenou ke t¥i uhlikatému fetézci. Strukturni skelet je popisovan jako C3-Cg.5
Jedna se o Siroce rozliSné latky v rostlinné fiSi. Jejich zastoupeni u rostlin je druhové
odli$né.®! Napomaéhaji rostliné reagovat na abiotické i biotické faktory. Zucastiuji se valné
vétsiny fyziologickych procest rostlin jako napf. riistu 1 vyvoje rostlin, strukturalni podpory,
interakci mezi rostlinami ¢i jinymi organismy, ale i odolnosti proti stresu (deficience
minerali, svételné zafeni, chemikalie atd.).>®

Zisk latek fenylpropanoidniho typu je umoznén extrakci rostlinnych celku ¢i jejich
bunéénych kultur anebo chemickou syntézou, jejiz nevyhodou je vicero krokovy postup na
sebe navazujicich reakci. Tato Siroce zastoupena skupina sekundarnich metabolitd se dale
rozdé€luje na hydroxycinamové kyseliny, monolignoly, kumariny, flavonoidy, isoflavonoidy,

skoficové aldehydy stilbenoidy, flavonoly, antokyany, lignany, neolignany aj. Mnohé

22



Ztéchto sloucenin se vyuzivaji v kosmetickém, farmaceutickém ¢i zemédélském
pramyslu.®

Béhem poslednich dvou dekad se fada studii zaméfenych na boj proti PPN vénovala
hledani pfirodnich nematicida (potencidlné bezpeénych pro zivotni prostiedi) a jejich
nasledné syntéze a derivatizaci. Mnoho riznych chemikalii s fenylpropanoidnim kostrou
bylo zkoumano v laboratornich experimentech, v kvétinacich, ale i na polich pro posouzeni
jejich ucinnost v boji proti had’atkim.®® Napiiklad u fenylpropanoidi trans-sko¥icové
kyseliny a kyseliny (4E)-5-fenylpent-4-enové (Obrazek 5) bylo prokazano, Ze vykazuji
silnou nematicidni aktivitu proti Jo fytopatogennich had’atek M. incognita a Tylenchulus
semipenetrans. Tyto slouceniny lze ziskat izolaci z in vitro kultur Photorhabdus luminescens
sonorensis. Bylo zjisténo, Ze kyselina (4E)-5-fenylpent-4-enova je ucinnéjsi proti M.
incognita v porovnani s T. semipenetrans pii inkuba¢ni dobé 24 hodin, avsak s del$i dobou
expozice se dany rozdil ¢astecné vyrovna. Naproti tomu kyselina trans-skoficova nevykazala
zadny vyznamny rozdil nematicidni ucinnosti proti obéma zminénymi PPN béhem

experimentu.®?

OH
X \ 0
0]
OH
Trans-skoficova kysclina (4E)-5-Fenylpent-4-cnova kyselina

Obrdzek 5: Strukturni vzorce dvou druhii fenylpropanodii — trans-skovicovd kyselina, (4E)-5-fenylpent-4-

enova kyselina.®

Proti M. incognita vykazuji slibnou ucinnost i fenylpropanoidy jako eugenol,
methylengenol a estragol (Obrazek 6).8%%* Zaroven byla také prokidzana nematicidni
tg¢innost prvnich dvou zminénych latek na B. xylophilus.®8® Eugenol se také vyznaduje
nematicidni aktivitou proti Jo hadatkim M. javanica.”® Latky eugenol, methylengenol a
estragol jsou tfemi hlavnimi slozkami v esencialnim oleji z nadzemnich ¢asti Agastache
rugosa, ktera se jevi jako potencialni slibny zdroj latek s nematicidnim téinkem.%

Z _0 P _0 =
-« /@/\/ HO;@/\/ \Oj@/\/
Estragol Eugenol Methylengenol

Obrazek 6 Chemické struktury estragolu, eugenolu a methylengenolu.®
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Hlistice M. incognita je chemotakticky pfitahovana ke kyseliné salicylové (Obrazek
7), ktera piisobi nematicidné a inhibuje mobilitu i lihnuti.?®® Testovanim kyseliny ferulové
(Obrazek 7) byla prokazana nematostaticka i nematicidni aktivita v had’atku R. similis a
s mensi G¢innosti i v M. incognita. Inhibici lihnuti paraziti M. incognita bez poskozeni
larvalnich stadii ¢i dospé€lct zptisobuje dale i kyselina kavova (Obrazek 7). Predpoklada se,

A4

ze vyssi pocet hydroxyli ve fenylpropanoidech pravdépodobné zvySuje toxicitu na PPN, ale

na druhé strané se snizuje lipofilni vlastnost latek a tim padem htife pronikaji membranami.®®

Os -OH

0] 0]
/OWOH OH HOD/\)L on
HO HO

Ferulova kyselina Salicylova kyselina Kavova kyselina

Obrazek 7: Strukturni vzorce kyseliny ferulove, salicylové a kdavové.

Dimerizace dvou fenylpropanoidnich jednotek vede k tvorbé lignant a neolignant.
U lignant je vazebné misto obou fenylpropanoidnich monomerti vzdy na osmém uhliku.
V piipadé, Ze je spojeni jakékoliv jiné nez Cg-Cg* a to i za podminky substituce jakymkoliv
jinym typem této vazby, se dané latky oznacuji jako neolignany (Obrazek 8). Naopak
norlignany jsou pfirodni slouceniny, které maji jadrovou strukturu mensi nez Cig. Bézné se
vyskytuji vedle lignanii nebo neolignani. Pfedpoklada se, Ze tyto struktury vznikaji ztratou
jednoho ¢i dvou uhliki z fenylpropanoidovych dimert, podle vseho v dusledku

dekarboxylace.®

2 7 9
3
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4 6 9 9
5 5 6 6 5 ®
+ Dimerizace 8 8
------------ . 1 1 .
77 7
2 7 R 8
3 3 2 2 3 9 2/
1 ) 9
. . 8 Lignan Cg-Cy' P 22 6
4
5 17 4 5
) 5 8
2x Fenylpropanoid Neolignan Cg-C3'

Obrazek 8: Dimerizace fenylpropanoidii za vzniku lignanu a neolignanii.®’

V riznych rostlinach byla identifikovana fada lignanii 1 neolignanii vykazujici
biologickou aktivitu, kterou lze vyuzit v 1ékarském ale i zemédélském odvétvi. Zemeédelské

studie naznacuji, ze rostlinné lignany a jejich pifibuzné slouceniny maji insekticidni,
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antifungalni, ba dokonce i nematicidni vlastnosti.®® Gonzilez a spol. studovali aktivitu
lignantt burseherninu, matairesinolu, buplerolu, guayarolu a nortrachelogeninu
(Obrazek 9) izolovanych z Bupleurum salicifolium. Ukazali, Ze tyto latky inhibuji lihnuti
vaji¢ek cystotvornych had’atek Globodera pallida a G. rostochiensis (smés 50:50), avSak
nevykazuji nematicidni aktivitu v infekénich Jz larvach. Nejaktivngjsi byly lignany
bursehernin a matairesinol, které v koncentraci 50 ppm snizily lihnuti vajicek o 69,
respektive 55 %. Nejaktivnéjsi sloucenina, bursehernin, v aromatickém kruhu B obsahuje
methylendioxylovou skupinu, kdezto u méné aktivniho guayarolu se zde vyskytuji dvé
hydroxy skupiny a u nejméné aktivniho buplerolu je methylendioxyl nahrazen methoxylem
a hydroxylem. Druhy nejaktivnéj$i matairesinol ma v aromatické kruhu B stejné substituce
jako buperol, avSak v aromatickém kruhu A je jeden methoxyl nahrazen hydroxylem, coz
zvySuje nematostatickou aktivitu v souladu s hypotézou, ze G€inek proti hlisticim roste se

zvyS$ujicim se poétem hydroxylt.”

Bursehenin

Matairesinol Nortrachalogenin

Obrdzek 9: Strukturni vzorce vybranych nematostatickych lignanii — bursehemin, buplerol, guayrol,

matalresinol a nortrachalogenin.”

Extrakei rostliny Silypum marianum lze izolovat chemické slozky — silybin,
silychristin (Obrazek 10), silymarin, a derivaty silybinu, jez inhibuji lihnuti had’atka M.
incognita. U¢innost téchto latek nejspise spo&iva v blokaci chloridovych kanalkii oocyti,

které byvaji bézn¢ aktivovany zménami napéti. Tuto funkci patrné zajistuje 5-nitro-2-(3-
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fenylpropylamino)benzoova skupina. Ovicidni efekt téchto sloucenin byl vyznamnéjsi nez

jejich nematicidni aktivita v J2 %8

Silychristin Silybin

Obrdzek 10: Chemicka struktura silychristinu a silybinu.®

Z 1écivé rostliny Daphne acutiloba lze ziskat lignany s nematicidnimi, ale i s
antibakterialnimi vlastnostmi, a to 1-(4-hydroxyfenyl)-5-fenylpentanon a dafneolon
(Obrazek 11). Jejich zminéné aktivity byly prokazany testovanim na bakterii Ralstonia
solanacearum a smésnych larvalnich stadiich had’atek M. incognita odebranych
z infikovanych kofent tabdku. Autofi studie se domnivaji, Ze tyto lignany by pravdépodobné
mohly byt stavebnim pilifem pro vyvoj novych syntetickych derivatu anebo bioagens, jenz

by mély potencial pro vyuziti v boji proti PPN.%

0O O OH
1-(4-Hydroxyfenyl)-5-fenylpentanon Dafneolon

Obrazek 11: Chemicka struktura ldtek - 1-(4-hydroxyfenyl)-5-fenylpentanon a dafneolon. %

Jak jiz bylo vySe zminéno derivaty Sikimatové drahy, a to napf. lignany a neolignany,
by pravdépodobné mohly byt uzitecnym pomocnikem pii kontrole parazitickych had’atek v
rostlinach. Jejich pouziti by nejspiSe mohlo pomoci snizit negativni dopad konvencnich
syntetickych nematicidi na zivotni prostredi, kvtli cemuz by jejich dalsi studium mohlo byt
diileZitou sou¢asti programil integrované ochrany proti fytopatogennim $kiidetim.®>7° Avsak
je nutno zduraznit, Ze zkoumani biologické aktivity lignani a neolignanl je predevSim
zaméfeno na potencialni pouziti téchto slou¢enin v medicing.®” Posuzovanim nematicidni
aktivity téchto latek se mnoho vyzkumi nezaobira. Neblahym aspektem, jenz znesnadiiuje
zkoumani nematicidnich slouc¢enin na PPN, je i vysoka manudlni naro¢nost a z ni vyplyvajici
nizka testovaci kapacita tradic¢nich biotestii. Z toho diivodu se pro testovani a identifikaci
slibnych chemickych slouc¢enin ¢asto pouziva nepatogenni C. elegans, pro které jiz existuje

fada efektivnich metod vysokokapacitniho screenovani (HTS).%
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2.4 Vysokokapacitni screening latek na hlisticich

Pro modelovy organismus C. elegans byla zavedena cela fada vysokokapacitnich
metod screeningu (HTS), jejichz princip se vzdy odviji od zamyslené aplikace. Vyuzivaji
se k vyzkumu raznych molekularnich déja a interakei i ke studiu reakci na biotické i
abiotické podnéty. Pro tucely této prace byly tyto pfistupy rozdéleny do dvou skupin:
genetické a chemické screeningy.®? Tato prace se prvnim jmenovanym zabyva pouze
okrajove.

Geneticky screening je Casto povazovan za jednu z nejsilnéjsich stranek C. elegans
jakozto modelového organismu. Zahrnuje bud’ selektivni, cilené¢ vyfazeni funkce genu s
naslednym pozorovanim vyslednych zmén fenotypu (reverzni genetika)®® anebo nahodnou
mutagenezi hlistic, pficemz posléze byvaji jedinci s zddanym fenotypem izolovani a blize
zkouméni s cilem nalézt neznamy gen zodpovédny za biologicky proces (klasicka
genetika).* V C. elegans je mozno velmi snadno provadét RNA interferenci, coZ je piistup
reverzni genetiky, kdy staci Cervy nakrmit bakteriemi nesoucimi plasmid, jez koduje Cast
cilového genu obklopenou dvéma antiparalelnimi promotory. Knihovny transformovanych
bakterii, jez umoznuji selektivné umléet témét kazdy gen C. elegans, jsou komercné
dostupné.®® Pro hodnoceni klasického genetického screeningu se &asto vyuziva jednoduché
vizualni hodnoceni, avSak pro identifikaci jemnych nebo méné zjevnych fenotypi mize byt
zapotiebi zobrazovani s vysokym rozlisenim.%

Jako chemicky screening oznacujeme testovani souboru sloucenin s cilem identifikace
téch, jez vyvolavaji pozadovany specificky u¢inek.%? Obvykle jsou hodnoceny parametry
jako mira pieziti populace, inhibice lihnuti vaji¢ek® &i reprodukce,®® nebo zmény v mobilité
gervir.®” Konvenéni metody hodnoceni vlivu chemikalii na tyto parametry u had’atek obvykle
spocivaji v mikroskopickém hodnoceni a manualnim pocitani a jsou proto ¢asove naro¢né a
pracné. Kvilli tomu nejsou zcela vhodné pro testovani ve vétsSim métitku® a pro zkoumani
biologické aktivity velkych chemickych knihoven latek v kratkém casovém tseku jsou

pouzivany automatizované/poloautomatizované HTS.%%1%

Ty si davaji za cil nalézt
biologicky aktivni struktury z chemickych knihoven s obsahem nékolika tisicti latek
v kratkém ¢asovém tseku.'® HTS drzi krok sinovacemi v molekularni biologii,
technologickych oblastech 1 informatice. Velkou zasluhu v pokroku vyvoje téchto
screeningovych metod nese farmaceuticky prtimysl, nicméné¢ dané platformy jsou nyni
Siroce vyuzivany 1 v jinych sférach biologického vyzkumu. HTS se obvykle sklada ze Ctyt

hlavnich komponent: knihovny latek, kvalitnich a spolehlivych testd, sledovacich
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mechanism a analytickych i anota¢nich procesii.’% Celkové mohou HTS metody napomoct
ziskat cenné poznatky o biologii i chovani had’atek vystavenych efektu riznych sloucenin,
jez 1ze pak vyuzit pro dal3i testovani a vyvoj.*>1% Vyuziti HTS zasahuje i do genetické
oblasti, kde se slouceniny pouzivaji k simulaci ¢inkt genetickych mutaci, coz umoznuje
identifikovat a analyzovat spektrum chemickych struktur zptsobujicich zménu nékterych
produktii genové exprese. 1%

I pfi vyhledavani novych latek s anthelmintickou/nematicidni aktivitou je dilezita
kapacita biologickych test. Proto se k experimentim v prvni fazi ¢asto pouziva C. elegans
jakozto ,,modelovy parazit®, hlavné diky tomu, ze pro n¢j jiz fada efektivnich metod existuje,
a také diky jeho snadné kultivaci, hlavné v porovnani se savéimi parazity. Ackoliv je vSak
C. elegans uzitetnym modelem, je to nepatogenni organismus, diky ¢emuz je mezi nim a
parazity fada fyziologickych a biologickych rozdili. BohuZel neni zaru€eno, ze aktivita latky
v C. elegans a parazitech bude korelovat. V dalsich fazi vyzkumu je proto vhodné aktivitu
latek pted-vybranych s pomoci C. elegans ovéfit i v parazitech. Idealni by bylo provadét
HTS piimo v parazitech. V literatufe jiz existuji pokusy adaptace nékterych

vysokokapacitnich postupt z C. elegans i pro savéi parazity,'%®

avSak zminky o podobnych
snahach pro fytoparazitické hlistice jsou jen velmi vzacné. Screeningy na PPN stile
vyuzivaji nejcastéji klasické ptistupy pro detekci a to predevS§im mikroskopické
metody.%8104105 Jednim zcilG této prace bylo proto adaptovat nékteré metody bé&zné
pouzivané v nasi laboratofi pro C. elegans i pro fytoparazitického D. destructor. V posledni
fazi hledani novych latek je pak nutno prozkoumat jejich efekt i v redlnych podminkach a
Vv systému hostitel-parazit. Pro PPN toto znamend 1 ziskani poznatkli o fytotoxicité ¢i
chovani chemikalii v ptidé (in vivo).%

Jako potencialné slibny pfistup, jez umoziuje vysoce vykonnou analyzu C. elegans,
byly identifikovany mikrofluidni platformy.%? Zaroveii patii mezi vyjimky v tom, Ze jiz byly
pouzity 1 pro testy na fytoparazitickych hlisticich. Termin mikrofluidika vyjadiuje
manipulaci a zkoumani tekutin ve strukturach, jejichz velikosti nepresahuji tady
mikrometr(.1®® Béhem poslednich nékolika letech byla mikrofluidni technologie aplikovana
v riznych biologickych oblastech, ¢imz pfispéla i k vyvoji metod screeningu chemickych
slozek i biologickych agens!®’ a studiu jejich dopadu na chovani had’atek. Zaroven také
umoznila zkoumat pamét’, uceni, neuronalni obnovy po zranéni i zachytit aktivitu neuronti
ervii.1®® V nematologii je vétsina téchto systémil vytvofena pomoci polydimethylsiloxanu
(PDMS). Ultrafialova fotolitografie umoznuje tvarovat PDMS do specifickych tvart

s funk¢énosti 1 v mikrométitku. Z divodu pfiznivych vlastnosti materialu, ¢imz je
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biokompatibilita a propustnost pro plyny, miize byt PDMS pouzit pro celozivotni vyzkum
had’atek na ¢ipu.®? Mikrofluidni systémy je mozné také déle zefektivnit kombinaci s dal§imi
technologiemi, naptiklad pro automatizované nanaseni vzorki, monitoringu v redlném case,
zaznamu a analyzy dat i paralelniho testovani.’’” Carr a spol. demonstrovali uZite¢nost
tohoto pristupu pro screening biologicky aktivnich substanci na C. elegans a sav¢im parazitu
Oesophagotomum dentatum. Autofi vyvinuli mikrofluidni technologii na ¢ipu s vysokou
citlivosti. Jejich metoda umoziuje sledovani jednotlivych Cervii po celou dobu expozice
latkdm. Hlavnim monitorovanym parametrem je rychlost mobility hlistic v tekutém
prostiedi, diky niz se da vyjadrit biologicka ucinnost sloucenin. Smér pohybu hlistic je
kontrolovan elektrickym polem. Platforma se sklddd z mikrokanali umoznujici studium
mobility had’atek a vzorkovaci jamky. Pomoci téchto hlavnich komponent je mozné sledovat
ucinky podanych latek na hlisticich v pritbéhu casu. Testovani odezev Cervli na bioaktivni
molekuly zahrnuje pted expozi¢ni studii (charakterizace pohybt hlistt v mikrokandlech, do
kterych byli Cervi vlozeni), studii expozice Cervi s latkou (had’atka jsou navadény do
vzorkovaci jamky a dochazi k monitorovani jejich prechodné reakce na latku) a po expozi¢ni
studii (Cervi se vraci do mikrokanall a jejich mobilita v odezv€ na latku je srovnévana s
pohybem pied expozici).'® V ramci studie provedené Bemmanem a spol. byly vytvofeny
dva typy mikrofluidnich ¢ipti, s pomoci kterych je mozné také méfit chemotaxi PPN (J2 M.
incognita a H. glycines) k chemikaliim (chemicky ¢ip) nebo ke kofenim mladych rostlin
(kotfenovy €ip). Snimani PPN zajiStuje bud’ mikroskop anebo skener. Metoda je méné pracna
a ziejm¢ umoznuje lepsi distribuci latek v porovnani s klasickymi chemotaktickymi testy
provadénymi na agaru, avSak kvili nutnosti vizualni identifikace a oznaceni kazdého hlista
uzivatelem zfejmé neni v soucasné podob& vhodna pro HTS. Je vSak mozné, ze bude v
budoucnu inovovana a zefektivnéna.’®” Moznou komplikaci, jez znemoziuje piimé prevzeti
nastroju vyvinutych pro vysoce pohyblivou C. elegans, by mohl byt i fakt, ze fada parazit,
jak sav¢€ich tak rostlinnych, je obecné v neptitomnosti signal od hostitele méné aktivni ve
snaze Setfit omezené zasoby energie.

Pro posouzeni aktivity latek na C. elegans byly déle vytvofeny rizné metody
zaméfené na pozorovani metabolickych aktivit ¢i chovani ¢ervii. Prvni typ lze analyzovat
kolorimetrickymi anebo fluorescencnimi testy. Na druhé strané existuje fada ptistupli pro
hodnoceni a analyzu behavioralnich zmén. Ty Casto vyuzivaji automatizované snimani
obrazu (pf. skenery, automatické mikroskopy, kamerové systémy aj.) a naslednou obrazovou
analyzu. Oba typy testd se pro vyssi efektivitu casto kombinuji s metodami pro

automatizovanou distribuci vzorkt do vice jamkovych desek. Existuji i zafizeni principialné
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vychazejici z pritokového cytometru jez jsou uzptisobena pro praci s vétsimi objekty jako
jsou hlistice.11

Vroce 2004 byla popséna jednoduchd, poloautomatickd metoda screeningu
chemickych slou¢enin na C. elegans zaloZzena na méfeni aktivity enzymu chitinasy, ktera
byla pouzivana i v rAmci feseni této prace.!!* Chitinasu produkuiji lihnouci se &ervi, jelikoz

zodpovida za §tépeni chitinového obalu vajicek.!'?

Mnozstvi enzymu uvolnéného do
kultivacniho média je indikdtorem lihnuti vajicek. Cilem této metody bylo dosazeni
rychlejsiho testovani tim, ze se oprosti od vyuziti vizudlnich technik. Enzymatickou aktivitu
lze zjistit pfidanim fluorogenni substratu pro chitinasu s naslednou detekci pomoci
fluorimetru. Niz§i detekovany signal vypovida o snizené reprodukéni kapacité C. elegans.!'!

V neposledni fad¢é byl v rdmci feSeni této prace pouzivan i piistroj wMicrotracker
(WMT), coz je poloautomatizovany, kvantitativni systém, ktery umoZznuje zaznamendavat
pohybovou aktivitu populaci had’atek pomoci detekce poctu zlomi infracerveného
svételného paprsku, které jsou zptisobeny pohybem cervil. Paprsky prochazeji skrz kazdou
jamku na mikrotitraéni desti¢ce a vysledny signal kazdého ptima fototranzistor. Platforma
poté automaticky data zpracuje a poskytne informaci o celkové aktivité¢ v jednotlivych

jamkéch, 110113

2.5 Screeningy fenylpropanoidt na C. elegans — chitinasové

testovani

Vyzkumna skupina doc. Jifiho PospiSila se zaobira chemickou syntézou derivatt lignani a
neolignanti. Vytvaii chemickou knihovnu sloucenin, ktera vychazi ze zakladni kostry
cyklopropylfenylsulfonyl laknonu (Obrazek 12), u niz byla objevena antileshmanialni
aktivita testovanim latek pfipravenymi rozmanit¢ orientovanou syntézou na
promastigotickych prvocich Leishmania major na Hebrejské Univerzit¢ v lzraeli.
Cytotoxickymi testy na bunécnych linii lidskych makrofagh THP-1 bylo zjisténo, ze latky
toxické nejsou. Slouceniny, jenZ v ramci své vyzkumné skupiny pfipravi, ptfedavaji i do
laboratore Mgr. Aleny Kadlecové, Ph.D., kde dochazi k otestovani jejich

anthelmintické/nematicidni aktivity chitinasovym testem na C. elegans.''*

30



Cyklopropylfenylsulfonyllakton

Obrazek 12: Strukturni vzorec cyklopropylfenylsulfonyl laknonu.t4

Pti takovémto screeningu nasyntetizovanych lignant a neolignant bylo zjisténo, ze
latka L-32, jenz byla piipravena vyzkumnou skupinou doc. RNDr. Jifiho Pospisila, Ph.D.,
vykazovala slibnou aktivitu proti C. elegans (Tabulka 1). Byla stanovena polovina
maximalni inhibi¢ni koncentrace ICso, tedy koncentrace, u niz dochazi ke inhibici
reprodukce 0 50 % Vv porovnani s kontrolou. Toto testovani tak odstartovalo novy projekt,

jimz se zabyvam ve své diplomové praci.

Tabulka 1: Zkoumdni dopadu slouceniny L-32 na ,,wild-type** kmene C. elagans N2 a na dalsi ctyri kmeny C.
elegans s odolnosti viici anthelmintikiim, jmenovite CB211 (levamisol rezistentni), ZZ15 (levamisol
rezistentni), CB3474 (mebendazol rezistentni), DAL316 (ivermektin rezistentni). Standardizovanym
chitinasovym testem (Kapitola 3.6.2) byla vyhodnocena primérnd hodnota ICso VuM a standardni chyba

prumeéru (SEM) z triplikati/tetraplikati.

Nazev ) Koncentrace (umol-I?)
. Strukturni vzorec
latky N2 CB211 ZZ15 CB3474 DA1316
0 oy d N 2,20 1,85 3,09 3,00 2,96

L-32 o ~F @Oﬁ + + + + +
© o 0,26 0,10 1,10 0,27 0,13
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3 Experimentalni cast

3.1 Pouzité piistroje
8 kanalova pipeta Transferpette typu S-12 (BRAND; Némecko)
Analyticka vaha typu ER-182A (A&D Company; Japosko)
Automatické pipety (Eppendorf; Némecko)
Centrifuga typu 5702 (Eppendorf; Némecko)
Centrifuga typu BR4i (Jouan; Francie)
CO; Inkubator typu MCO-19M (Panasonic; Japonsko)
Inkubatory Q-Cell (Pol-lab; Polsko)
Laminarni box typu aura HZ 72T (BIOAIR, Itélie)
Laminarni box MSC-Advantage (Thermo Fisher Scientific; USA)
Magneticka michacka WiseStir typu MSH-30D (Witeg; Némecko)
Mikroskop Olympus typu CKX41 (Olympus; Japonsko)
wMicroTracker ONE wMT (NemaMetrix, USA)
Mini centrifuga typ C1301-B (Labnet International; USA)
Multifunkéni modularni reader infinite typ M200 PRO (TECAN; Svycarsko)
pH metr pH1000L (VWR International s. r. 0.; CR)
Pipetor Swiftper PRO (HTL; Polsko)
Skener Epson Perfection V800 Photo (EPSON; Indonésie)
Stereo mikroskop ICD LED (Bresser; Némecko)
Invertovany mikroskop Leica typu DMIL LED (Progolab s.r.o; CR)
Thermoshaker Mixing Block typ MB-102 (BIOER, Cina)
Ttepacka BioSan typu OS-10 (BioSan; Lotyssko)
Trepacka IKA KS typu 260 basic (IKA; Némecko)
Ultrazvukova lazen typu USC100T (VWR International s. r. 0.; CR)

3.2 Testované slouceniny

Veskeré testované fenylpropanoidni slouceniny byly pfipraveny vyzkumnym tymem doc.
RNDr. Jitiho Pospisila, Ph.D. (Tabulka 2). Dané latky byly rozpustény v dimethylsulfoxidu
(DMSO) za vzniku zasobniho roztoku o koncentraci 50 mmol-I"* a skladovany v mraznicce.

Pted vSemi experimenty byly roztoky sonikovany a vortexovany.
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Tabulka 2: Strukturni vzorce a molekulové hmotnosti testovanych sloucenin

Nazev latky Strukturni vzorec Molekulova hmotnost

o/
L\@?O \0
L-32 N0 504,54
s O,
(@]
x>
L-147 /©/\)L 0~ 178,19
HO
O\_——
L-148 { 204,23
O

L-179 ® SO 296,32

3.3 Biologicky material
Bunééna linie pigmentového epitelu lidské sitnice ARPE-19 (American Type
Culture Collection, USA)
Bursaphelenchus mucronatus (UKZUZ, CR)
D. destructor (UKZUZ, CR)
Uracil auxotrofni kmen E. coli OP50 znemoznujici dal$i mnozeni bakterii v médiu
ur¢eném pro kultivaci hlistic, jenZ je chudé na uracil (Ceanorhabditis genetic center;
USA)
Imortalizované kozni keratinocyty HaCaT (German Cancer Research Center;
Némecko)
Lidské kozni fibroblasty BJ (American Type Culture Collection, USA)
,»Wild-type* linie C. elegans N2 (Ceanorhabditis genetic center; USA)

3.4 Chemikalie

Pro biologické testovani byly pouzity tyto chemikalie: DMSO, 70% ethanol (EtOH),
ivermektin, NaNs, destilovana voda (dH20), 4-methylumbelliferyl p-D-N, N’, N'’-
triacetylchitotriosid, 14% NaClO, amfotericin B (1 mg-ml?), streptomycin (10 mg-ml?),
kaolin a MgSQOs - 7H20. Chemikalie byly zakoupeny od firmy Merck (Némecko) ¢i firmy

Lachner (CR). Viechny slougeniny byly pouzity v takové &istoté, kterou deklaruje vyrobce,
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pokud ovSem neni uvedeno jinak. Pro chemické syntézy byly pouzity tyto chemikalie:
CH.Cl,, DMSO, 1,8-diazabicyklo[5.4.0]undek-7-en, p-toluensulfonova kyselina zakoupené
od firem Sigma-Aldrich, Merck, Lachner a Fluka. VSechny slou¢eniny byly pouZity v takové
Cistoté, kterou deklaruje vyrobce, pokud ovSem neni uvedeno jinak. Slouceniny 2,4-
dimethoxyfenyl)methanol 1 a methyl (2S,3S)-2-(4-hydroxyfenyl)-5-(3-methoxy-3-
oxopropyl)-2,3-dihydrobenzofuran-3-karboxylat 5 byly pfedem piipraveny vyzkumnou
skupinou doc. RNDr Jitiho Pospisila, Ph.D.

3.4.1 Roztoky pro vizualizaci na tenkovrstvé chromatografii (TLC)

Hannesianlv roztok pro vizualizaci pfipraven rozpuSténim 12 g fosfomolybdenové
kyseliny v 250 ml EtOH

Vanilin byl pfipraven rozpusténim 2 g vanilinu v 100 ml EtOH s 1 ml koncentrované
H2SO4

Zasadity roztok KMnOg4 byl pfipraven rozpusténim 9 g KMnOsa 20 g K.CO3 ve 150
ml 10% NaOH

3.5 Pufry a média

Agar pro chemotaktické testy
Agar (7,8 g)
Doplnéno dH20 do 400 mi
Autoklavovano a rozlito na Petriho misky fixou zespod narysovanymi kiizi a kruhy

uprostied misky

Alkalicky pufr na chitinasovy test
NaOH (40 g)
Glycin (75 g)
Doplnéno dH,O do 11

Srovnano pH na 10,6

Citratovy pufr:
CesHs5K507 - H20 (268,8 g)
CesHsO7 - H20 (26,3 g)
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Doplnéno dH20 do 0,9 |
Hodnota pH upravena na 6 diky 5 mol-1"* KOH
Doplnéno dH>O do 1 |

Autoklavovano

Fosfatovy pufr (PPB):
KH2PO4 (136 g)
Doplnéno dH20 do 0,9 |
Hodnota pH upravena na 6.0 piidanim 5 mol-1"* KOH
Doplnéno dH-O do 11

Autoklavovano

Kultivaéni médium - Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
Zakladni médium DMEM (450 ml)
Fetalni sérum (50 ml)
L-glutamin (2 mmol-1; 5 ml)
5 ml smés antibiotik penicillin (100 IU-ml?) a streptomycin (100 pg-ml™)

Kukufi¢ny agar (,,cornmeal* agar, CMA)
10 g smési Himedia M 146 (10 g)
Doplnéno dH20 do 200 mi
Ptidan glycerol (10 ml)

Autoklavovano a rozlito na Petriho misky

LB médium
Trypton (10 g)
Kvasnicovy extrakt (5 g)
NaCl (10 g)
Doplnéno dH>O do 1 |

Autoklavovano

Médium MO:
NazHPO; - 12 H,0 (15 g)
KH2PO4 (3 g)



NaCl (5 g)
MgSO4 - 7 H20 (0.25 g)
Doplnéno dH>O do 1 |

Autoklavovano

Médium pro rast hlistic (NGM, nematode growth medium)

NaCl (1,2 g)

Pepton (1 g)

Agar (7,8 g)

dH0 (400 ml)

Cholesterol v EtOH (5 mg-ml™; 400 pul)

Autoklavovano

Po autoklavovani zchlazeno
Sterilni CaClz (1 mol-1"%; 200 ul 1M)
Sterilni MgSO4 (1 mol-1*; 400 ul)
Sterilni fosfatovy pufr (10 ml; pH 6)

Mrazici roztok
NaCl (5,85 g)
KH2PO4 (6,8 0)
Glycerol (300 g)
NaOH (1 mol-1?; 5,6 ml)
Doplnéno dH,O do 1 1

Autoklavovano

Stopové prvky:
Na,EDTA (1,86 g)
FeSO4 - 7 H20 (0,69 g)
MnCl; - 4 H>0O (0,2 g)
ZnSO04 - 7 H20 (0,29 g)
CuSO4 (0,016 g)
Doplnéno dH20 do 11

Autoklavovano



S bazalni reagent:
NaCl (5,9 g)
Nesterilni fosfatovy pufr (50 ml)
Cholesterol (1 ml; 5 mg-ml™* v EtOH)
Doplnéno dH.0 do 11

Autoklavovano

S- kompletni médium
Do 11 S bazalniho reagentu bylo pfidano:
Sterilni citratovy pufr (10 ml)
Sterilni stopové prvky (10 ml)
Sterilni CaCl, (1 mol-1't; 3 ml)
Sterilni MgSQ4 (1 mol-1*%; 3 ml)

Roztok na vyvojovou synchronizaci
dH20 (8 ml)
NaClO 14% (1,5 ml)
NaOH (10 mol-1%: 0,5 ml)

Roztok MgSOs - H20 (p = 1,18 kg'm?)
MgSOs - H20 (500 g)
dH20 (L 1)

Roztok resazurinu
Resazurin (12,5 mg-100 ml%; 2 ml)
Médium DMEM (16 ml)

Roztok trypsinu
Sterilni voda (230 ml)
Trypsin (25 g-1't; 20 ml)
EDTA (0,5 mmol-17; 25 ml)

Firma Merck (Némecko) — ivermektin a substrat pro chitinasu (4-methylumbelliferyl B-D-
N, N’, N"’- triacetylchitotriosid)
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Firma VWR (International s.r.0., CR) — kvasnicova extrakt, trypton, pepton i agar
Firma Sigma-Aldrich (USA) — latky pouzité k vyhodnoceni cytotoxickych testt

Firma Lach-ner (CR) — ostatni slougeniny

3.6 Metodika

3.6.1 Chemicka syntéza

3.6.1.1 Klasické metody organické syntézy

Pomoci analytickych vah Radwag AS 220.R2 byly vSechny slouceniny zvazeny. Syntetické
reakce byly michany v plamenem Zzihané aparatufe Meidolph MR 3001 K za vyuziti
standartnich laboratornich technik. Ke sledovani pribéhu reakci byla pouzita TLC na
hlinikovych deskach na jejichz povrchu byl silikagel 60 SIL G/UV254 s fluorescentnim
indikatorem od spole¢nosti Machery-Nagel ¢i  Sigma-Aldrich. Pro detekci latek
aplikovanych na TLC bylo k vizualizaci pouzito UV zéfeni pii vinové délce 250 nm a
roztoky z kapitoly 3.4.1. Purifikaci vysledného produktu umoznila kolonova chromatografie
(silikagel 34; ¢astice: 230-400 mech; pory: 60 A) od firmy Sigma Aldrich. Pro odpateni
roztoku byla vyuzita rota¢ni vakuova odparka (RVO) Interface 1-300, Biichi. U jednotlivych
slou¢enin byla zméfena nuklearni magnetickou resonanci (NMR) JEOL 500 JNM-ECA 'H
NMR a 3C NMR spektra pii frekvenci 500 MHz pro *H a 125 MHz pro C (rozpoustédlo -
deuterovany chloroform) pii laboratorni teploté¢ (RT). Chemické posuny (8, ppm) byly
uvedeny ve vztahu k deuterovanému chloroformu pro H spektra 8H - 7,27 ppm a pro *C
spektra 6C - 77,23 ppm. Interakce protont jsou oznaceny jako singlet (s), dublet (d), dublet
dublet (dd), a multiplet (m). Ptipravena latka L-32 byla analyzovana metodou HPLC-PDA-
MS. Byla vyuzita kapalinova chromatografie Agilent 1290 Infinity Il s UV-VIS detektorem
a hmotnostnim detektorem Agilent InfinityLab. Vzorek (10 ul) byl rozpustén v 1% 1 ml
methanolu a nanesen na kolonu s reverzni fazi Agilent 5Prep-Cig (10x21,2 mm) pii 40 °C a
analyzovan pomoci gradientu rozpoustédla - 10% methanol, 0 minut; 90% methanol, 10-12
minut; 10% methanol 12,5-13 minut. Pratok byl nastaven na 20 ml/min. DalSim pouzitym
rozpoustédlem byl 15 mmol-I* mraven¢nan amonny (pH 0,4). Eluéni roztok byl poté
podroben hmotnostni spektrometrii za pouziti systému ESI, a to pfistrojem QDa Waters MS
Technologies. Méfeni probihalo v pozitivnim (ESI+) a negativnim rezimu (ESI-), pfi¢emz
iontovy zdroj byl zahtat na 120 °C a napéti bylo nastaveno na 15 V. Skenovani bylo
nastaveno na 100-1700 m/z. Softwarem MassHunter bylo vyhodnoceno hmotnostni

spektrum.
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3.6.1.2 Ptiprava latky 2,4-dimethoxybenzyl 2,2,2-trichloroacetimidat

HO
o f\Q
+ Cl )KI<
O Cl CH,Cl,
1 2

Do roztoku 1,8-diazabicyklo[5.4.0Jundec-7-en 3 (0,18 ml; 1,19 mmol; 0,1 equiv) byla
pfidana sloucenina 2,4-dimethoxyfenyl)methanol 1 (2 g; 11,9 mmol; 1 equiv) rozpusténa
v CH.Cl2 (40 ml; 0,3 mol-1? ; 1 equiv) za RT, pod inertni atmosférou argonu. Po patnacti
minutach byla reakce ochlazena na 0 °C (voda/led). Po péti minutach michani rekce pti 0 °C
byl ptidan trichloracetonitril 2 (529 mg; 1,69 mmol; 1,2 equiv). Vysledna smés byly michana
ptes po dobu 18 hodin pii RT a byla poté odpafena do sucha ha RVO. Ze smési byl izolovan
surovy produkt 4 (1,4 g). Spektroskopicka data latky 4 odpovidaji v literatue.!®® Vysledny
imidat byl pouzit v dalsim kroku bez purifikace. Slouc¢enina 1 byla pfedem pfipravena
vyzkumnou skupinou doc. RNDr. Pospisila, Ph. D. a cely tento experimentalni protokol byl

vytvoten Mgr. Danielem Chrenkem podle odpovidajici literatury.1>116

3.6.1.3 Priprava latky methyl (2S,3S)-2-(4-((2,4-dimethoxybenzyl)oxy)fenyl)-5-
((E)-3-methoxy-3-oxoprop-1-en-1-yl)-2,3-dihydrobenzofuran-3-karboxylat

CH,Cl,

Sloucenina methyl (2S,3S)-2-(4-hydroxyfenyl)-5-(3-methoxy-3-oxopropyl)-2,3-
dihydrobenzofuran-3-karboxylat 5 (1,33 g; 3,75 mmol ; 1 equiv) byla rozpusténa v CH2Cl;
(15 ml; 0,25 mol-1"%; 1 equiv) a k smési byl nasledné pfiddn imidat 4 (1,4 g;4,5 mmol;1,2
equiv) z predchozi syntézy pii RT, pod inertni atmosférou dusiku. Vysledna reakéni smés
byla michdna po dobu 48 hodin pfi RT. Reakcni smés byla odpatena na RVO. Crud byl poté
precistén pomoci gradientové sloupcové chromatografie (SiO2; petrolether/ ethyl-acetat =
4:1-2:1) za ziskani produktu L-32 jakozto bilé pevné latky (1.8 g, vytézek 95.1 %).
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Sloucenina 5 byla pfedem pfipravena vyzkumnou skupinou doc. RNDr. Pospisila, Ph. D. a
cely tento experimentalni protokol byl vytvofen Mgr. Danielem Chrenkem.

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) 8 (ppm): & 7.66 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 7.57 — 7.55 (m,
1H), 7.42 (dd, J = 8.4, 2.0 Hz, 1H), 7.33 — 7.28 (m, 3H), 7.00 — 6.96 (m, 2H), 6.89 (d, J =
8.3 Hz, 1H), 6.50 — 6.47 (m, 2H), 6.32 (d, J = 15.9 Hz, 1H), 6.10 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 5.02
(s, 2H), 4.29 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 3.84 (s, 3H), 3.82 (s, 3H), 3.81 (s, 3H), 3.80 (s, 3H)
1B3C{*H} NMR (126 MHz, Chloroform-d) & (ppm): & 171.0, 167.9, 161.3, 161.1, 159.5,
158.4, 144.7, 132.0, 131.0, 130.3, 127.9, 127.4, 125.3, 125.1, 117.5, 115.3, 110.5, 104.3,
98.6, 86.6, 65.1, 55.6, 55.5, 55.2, 53.0, 51.8

MS (ESI) m/z (%): 505 [M+H]* (100)

HRMS (ESI) m/z: [M+H]" calculated for C29H260sK: 543.1416; nalezeno: 543.1417

3.6.2 C. elegans —udrzba, kultivace a hodnoceni anthelmické aktivity

3.6.2.1 Priprava E. coli OP50 suspenze v LB médiu

Piiprava bakterii E. coli OP50 v tekutém LB médiu spocivala v pieliti erstvé ptipraveného
LB média do sterilni Erlenmayerovy banky a ptfidanim bakterii pomoci sterilni klicky. Dané
bakterie byly ziskany z ,,maintence* LB Petriho misky osazené bakteriemi E. coli OP50.
Tyto ,,maintenance misky byvaly pravidelné obménovany pomoci naneseni kolonii
kfizovym roztérem ze starS§i LB misky na novou LB misku. Erlenmayerova banka
s inokulovanym médiem byla kultivovana 24 hodin v 37 °C za stalého michani na tfepacce

(150 rpm).

3.6.2.2 Ptiprava NGM Petriho misek a transfer had’atek
Na 100 mm Petriho misky bylo pipetorem pifeneseno Cerstvé piipravené NGM médium
Vv tekuté form¢. Po ztuhnuti média bylo mozné na misky nasazet a sterilni hokejkou rozettit
bakterie E. coli OP50 v LB médiu (100 ul suspenze na misku). Po vstiebani inokulovaného
LB média byly misky kultivovany (37 °C, 24 h), poté byly misky umistény do chladnicky.
Z ,,maintenance® Petriho misky obsahujici populaci ¢ervii na agaru, jeZ byla uloZena
v inkubatoru (15 °C), byl vyjmut sterilizovanym skalpem &tverec 1 cm?, ktery byl pfenesen
na Petriho misku s ¢erstvyym NGM médiem. Misky byly zajistény parafilmem a byly tyto
inkubovany (48 hodin, 20 °C).
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3.6.2.3 Prtiprava bakterii v S-kompletni médiu

Z bakteridlni suspenze v LB médiu bylo odlito 50 ml do pfedem zvéazenych zkumavek, jez
byly poté vlozeny do centrifugy (4100 rpm, 15 minut). Kapalny obsah byl vylit a v ptipadé
potteby vétsiho poctu bakterii byl predchozi krok zopakovan. Nasledné byly stény
zkumavky a vicko dvakrat omyty sterilni dH20. Poté bylo nutné nadbytecnou kapalinu
odstranit, a to vyklepavanim do buniciny, na kterou bylo pro zachovani sterility predem
nanesen 70% EtOH. Vicka a zkumavky se nechaly v lamindrnim boxu samovolné oschnout
tak, aby nedos$lo Uplnému vyschnuti peletu. Zkumavky byly znovu zvazeny a vaha peletu
byla spocitana odectenim vahy prazdné zkumavky. K peletu bylo poté piidano S-kompletni

médium v takovém objemu, aby vysledna koncentrace bakterii byla 60 mg-ml™.

3.6.2.4 Synchronizace vyvoje C. elegans

Po dvou denni kultivaci had’atek v NGM miskach byla populace s velkym mnozstvim
téhotnych hermafroditi smyta z misek za pomoci média M9. Obsah byl pienesen do
mikrozkumavek, tento byl jesté dvakrat promyt M9 médiem pro piecisténi od bakterii. Mezi
jednotlivymi promyvacimi kroky byly mikrozkumavky stoceny mikrocentrifugou (10
sekund). Po tietim odebrani supernatantu byl k peletu pfidan roztok na vyvojovou
synchronizaci (1 ml) a mikrozkumavky byly tfepany na thermoshakeru (1500 rpm, 10-15
minut, 25 °C). Pfi tomto procesu dojde k usmrceni a rozpusténi larev a dospé€lct a v roztoku
zustanou jen viabilni vajicka, kterd jsou diky chitinovému obalu odolnéjsi. Po nasledném
sto¢eni mikrozkumavek na centrifuze a odstranéni supernatantu byly vajicka promyty tfikrat
M9 médiem (1 ml) a jednou S-kompletnim médiem (1 ml). Pelet vaji¢ek byl na zavér
pienesen do 5 ml S-kompletniho média v 15 ml zkumavce. Zkumavka s vajicky byla tfepana
Vv inkubatoru (150 rpm, 24 hodin, 20 °C).

3.6.2.5 Priprava C. elegans pro hodnoceni anthelmintické aktivity — screeningy
testovacich slou¢enin

Vyvojove synchronizovana prvni larvalni stddia ¢ervli byla natedéna S-kompletnim médiem

tak, aby jedna jamka na 96-jamkové mikrotitra¢ni desti¢ce obsahovala 20 had’atek na jamku.

Zjisténi poctu Cervil v roztoku bylo uskute¢néno pomoci manualniho spocitani ervii v 5

kapkach o 10 ul v invertovaném mikroskopu. Cervi byli piepipetovani do sterilniho

rezervoaru a byla k nim pfiddna vySe zminéna bakterialni suspenze v S-kompletnim médiu

s vyslednou koncentraci 3 mg-mlt. Multikanalovou pipetou byla suspenze (15-30
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&ervii/jamku) nanesena do 96-jamkové mikrotitraéni desky. Cervi byli otraveni testovanymi
slou¢eninami ve dvou koncentracich: 50 umol-1*a 5 umol-1. Jako pozitivni kontrola slouzil
ivermektin (1 pmol-1ta 0,1 umol-17?) a jako negativni kontrola dimethylsulfoxid DMSO
(0,1% a 0,01%). Obé kontroly byly testovany v ekvivalentnich objemech s testovanymi
latkami. Screening veskerych sloucenin byl proveden v triplikatu, pficemz kazdd jamka
obsahovala 100 ul suspenze. Desky byly zajistény folii a inkubovany na tiepacce
Vv inkubatoru (150 rpm, 3 dny, 20 °C) po dobu 4 dnu.

3.6.2.6 Chitinasové testy pro had’atko C. elegans

Jednotlivé jamky byly pod invertovanym mikroskopem oskorovany — (a) usmrceni ¢ervi, (b)
zastava vyvoje had’atek (pouze prvni larvalni stadia), (c) zpozdéni vyvoje Cervu (i jina
larvalni stadia nez prvni), (d) mensi zpomaleni vyvoje ¢i mensim pocet potomstva cervd, (e)
ziva nezpomalena had’atka s poCtem potomstva v normé. Pro odstranéni zkondenzované
kapaliny na folii byly desky stoceny v centrifuze (1500 rpm, 2 minuty). Do kazdé jamky byl
piidan fluorogenni substrat 4-methylumbelliferyl B-D-N, N’, N"’- triacetylchitotriosid (0,8
mmol-17, 2,5 ul) pro méfeni aktivity enzymu chitinasy, ktery je produkovan lihnoucimi se
larvami. Enzym rozklada obal vajicek obsahujici chitin a pfi kultivaci v tekutém médiu se
do n¢&j uvoliuyje. Substrat je jim $tépen za vzniku fluorescen¢niho 4-methylumbelliferylu.
Tento test umoziiuje detekovat Gc¢innost testované latky, pficemz nizs§i detekovany signal
znaci absenci reprodukce a toxické vlastnosti sloucenin a naopak. Deska byla néasledné
vloZena do inkubdatoru (1 hodina, 37 °C). Po inkubaci bylo ptidano 50 pl alkalického pufru
do jednotlivych jamek a fluorescencni aktivita byla zméfena pfistrojem multifunkéniho

modularniho readeru pti excitacni vinové délce 360 nm a emisni vlnové délce 460 nm.

3.6.3 Udrzba a péstovani had’atka B. mucornatus

3.6.3.1 Priprava kultur Botrytis cinerea
Z CMA misek s narostlou plisni Botrytis cinerea byl sterilnim skalpelem vyfiznut ¢tverec
5 mm?. Vzapéti byl tento pfenesen na Gerstvé pripravenou CMA na Petriho miskach. Misky

byly poté zajistény parafilmem a vloZeny do inkubétoru (2 tydny, 25 °C).

3.6.3.2 Kultivace a izolace B. maucornatus pro experimenty
Vyfiznutim (sterilnim skalpelem) &tverce o plose 3 mm? z ,maintenance CMA misek

obsahujici B. mucornatus byl umoznén transfer na Cerstvé piipravenou CMA misku
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(podobné jako u C. elegans; Kapitola 3.6.2.2). Misky byly zajistény parafilmem a vlozeny
do inkubéatoru (3 tydny, 25 °C). Izolaci bylo mozné provést dvéma zptisoby, a to smytim
had’atek z vicek pomoci M9 média a prenesenim do mikrozkumavek (Cistsi populace; delsi
kultivace) ¢i né¢kolikanasobnym promytim (v zdsadé dvakrat az trikrat) plisnovych disk
pomoci média M9 pro zajisténi CistSiho média a napipetovanim do mikrozkumavek (kratsi
kultivace; nutné promyvani). Mezi jednotlivymi promyvacimi kroky byli ¢ervi ponechani
samovoln¢ klesnout ke dnu gravitaci a po zhruba 15 minutach byla odebrana tekutina a

pfidano M9 médium.

3.6.4 D. destructor — Udrzba, kultivace, hodnoceni anthelmické aktivity a

chemotaktickeé testovani

3.6.4.1 Ptiprava mrkvovych diski

Olisténa a kohoutkovou vodou omyt4d mrkev po osuseni byla vlozena do 11 0,5% NaClO
pro sterilizaci povrchu (30 minut). Osetfené mrkve byly oplachnuty dH20 a po tomto kroku
veskerd prace probihala v lamindrnim boxu. Sterilni kovovou Skrabkou byla mrkev
oskrabana a sterilnim noZem nakrajena na 1,5 - 2 cm Siroké disky. Disky byly pfeneseny na

Petriho misky, na které byl nanesen parafilm a vloZeny do inkubétoru (3 tydny, 25 °C).

3.6.4.2 Infekce mrkvovych diska

K inokulaci had’atek D. destructor dochazi teprve tehdy, kdy se na mrkvovych discich za¢ne
objevovat kalus. K naockovani se pouzivaji sterilni had’atka, avsak pokud nejsou k dispozici
lze pouzit i nesterilni kulturu oSetfenou antibiotikem steptomycinem (10 mg-ml?t) a
antimykotikem amfotericinem B (1 mg-ml™). Na mrkvové disky bylo rovnomérné naneseno
50-60 zdravych pohyblivych cervii. Misky byly zajistény parafilmem a inkubovany
(ptiblizné 2-3 tydny, 25 °C).

3.6.4.3 lzolace had’atek z mrkvovych diski

3.6.4.3.1 lzolace z cerstvych nedotéenych mrkvovych diskii

Pokud bylo mozné na mrkvovych discich sledovat znamky aktivity ve formé tmavych skvrn
na discich ¢i ¢ervi, jez disk opustili a zkoumaji okolni prostfedi, mohly byt had’atka smyta
pomoci 2ml M9 média a vzapéti piepipetovat do mikrozkumavky. Byl proveden

nékolikandsobny oplach misek pro zisk co nejvétsiho poctu nematod. Médium ve zkumavce
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bylo dvakrat vyménéno pro odstranéni necistot, jez byly nechtén¢ smyty z misek béhem

izolace.

3.6.4.3.2 Izolace ze starsich mrkvovych diskii

Star§imi mrkvovymi disky se rozumi hnédé¢, kompletné zmeklé disky, jenz ztraci integritu.
V tomto ptipad¢ je izolace provedena centrifugaci. Mrkvové disky z Petriho misek byly
1zickou rozmackéany na kasi a byly pieneseny do adekvatné velké nesterilni Erlenmeyerovy
banky. Byla piidana dH20 (40 ml na 3-4 disky, coz naplni jednu 50 ml falkonu). Baiika byla
umisténa na michacku (20 minut, 15000 rpm). Dobfe promichand smés byla pielita do
zvazenych falkonek, do kterych byl nanesen kaolin (5 g na jednu 50 ml falkonu) a falkony
byly vlozeny do centrifugy (4000 rpm, 4 min). Tekutina byla vylita do odpadu a k peletu byl
doplnén roztok MgSO4 - 7H20 (40 ml). Pelet byl manualné rozrusen plastovou tycinkou,
promichan a protfepan. Byla provedena centrifugace falkonek (4000 rpm, 4 min). Jelikoz
hustota roztoku je podobna hustoté téla Cervii a vajicek, tak se had’atka v tomto koku
vyskytuji v supernatantu. Kviili tomu byl roztok slit ptes sitovinu (pramér poért 23 um) a
¢ervi byli zachyceni na sitoving, byli promyti dH2O pro o€isténi od zbytkl siranu tak, aby
byli koncentrovani uprostied. Cervi byli ze sitoviny smyti médiem M9 (10 ml) do Petriho

misky a pfeneseni do zkumavky.

3.6.4.4 Chitinasové testy pro had’atka D. destructor
Prvné byly ve tfech 1 pl objemech spocitdny a zprimérovany vajicka ziskané izolaci ze
starSich mrkvovych diskii (pfedesla kapitola). Vajicka nafedéna M9 médiem byla
napipetovana na 96-jamkovou desku (40 pl na jamku). Nasledné byla do nesterilniho
rezervodru nachystina koncentraéni fada bud’ NaNs s nejvy$§i koncentraci 20 mmol-1*
anebo testovaci 1atky L-32 s nejvyssi koncentraci 100 pmol-17. Dalsi koncentrace byly vzdy
dvakrat mensi nez koncentrace predesla. Negativni kontrolou bylo DMSO. Jako pozitivni
kontrola u testujiciho vzorku L-32 byl pouzit NaNs. VSechny natfedéné roztoky byly
napipetovany do desticky k vajickim po 40 pl na jamku. Desticka byla poté vlozena na
tiepacku (3 dny, 25 °C).

Do kazd¢ jamky na desce bylo napipetovano 2 ul substratu pro chitinasu (stejné jako
v kapitole 3.6.2.6). Nasledn¢ byla deska inkubovana (1 hodina, 37 °C). Po inkubaci bylo do

jednotlivych jamek ptidano 40 pl alkalického pufru pro zastaveni reakce mezi chitinasou a
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substratem. Hned poté byla zmétena fluorescenéni aktivita multifunkénim modularnim

readerem (excitace: 360 nm a emise: 460 nm).

3.6.4.4.1 Statistické zpracovani dat chitinasovych testii

Pro sestaveni jednotlivych grafti a pro statistickou analyzu dat byl pouzit biostatisticky
program GraphPad Prism 8.0.1. Pro zhodnoceni normality distribuce dat byl pouzit Shapiro-
Wilk test. Pro srovnani dvou datasett byl pouzit neparovy Studentav t-test, pripadné Mann-
Whitney test jestlize data neméla normalni distribuci. Pro hodnoceni vétSich dataseti byla
vyuzita jednofaktorova (one-way) ANOVA a Dunnettv post-hoc test, piipadné
neparametricky Kruskal-Wallis test a Dunnuiv post-hoc test, jestlize data neméla normalni
distribuci. Jako statisticky vyznamny vysledek je povazovan ten vysledek, jehoz p-hodnota
byla statistickou analyzou spoétena jako nizsi nez 0,05. V grafech byla p-hodnota oznac¢ena
jako: ns (p-hodnota > 0,05; nesignifikantni vysledek), * (p-hodnota < 0,05; signifikantni
vysledek); ** (p-hodnota < 0,01; signifikantni vysledek); *** (p-hodnota < 0,001;
signifikantni vysledek); **** (p-hodnota < 0,0001; signifikantni vysledek).

3.6.4.5 Hodnoceni anthelmintické/nematicidni aktivity na wMT

Vyizolovana sterilni smésna populace had’atek (C. elegans pouze smyti médiem M9 z
,maintenance* misek; B. mucornatus viz kapitola 3.6.3.2; D. destructor viz kapitola
3.6.4.3.1) byla spocitana a nafedéna tak, aby koncentrace ¢inila 600—700 kusti na 1 ml M9
média. Takto pfipravend suspenze cCervii byla pienesena do rezervoaru a nasledné
multikanalovou pipetou za stdlého michani byla suspenze pfenesena na mikrotitracni
desticky (45 pl na jamku). Desky byly vlozeny na tfepacku (150 rpm, 30 minut, 25 °C).
Nasledné byly desky vlozeny do wMT a zméfila se pocatecni pohyblivost ¢ervi.

Mezitim byla do nesterilniho rezervoaru nachystana koncentra¢ni fada testované
latky L-32 v M9 médiu o Sesti koncentracich, kdy nejvyssi Cinila 200 pmol-1'1. Ostatni
koncentrace byly vzdy dvakrat niz§i nez ptfedesla koncentrace. Po zmétfeni pohyblivosti
had’atek byly jednotlivé jamky otraveny vySe zminénou zfedénou koncentra¢ni fadou latky
L-32. Do otravenych jamek bylo ptidano DMSO tak, aby v kazdé¢ podmince byla stejna
koncentrace DMSO (0,4%). Pro kaZdou podminku byl vymezen cely fadek na mikrotitra¢ni
desti¢ce. Do dalSich fadk byla pfidana negativni kontrola 0,4% DMSO zitedéna v M9 médiu
a negativni kontrola 10 mmol-1"1 NaNs zfedéna taktéz v M9 médiu. Veskeré latky byly
napipetovany do mikrotitraéni desky po 45 pl na jamku. Deska byla zaji§téna folii a hned
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poté tfepana na tiepacce (150 rpm, 3 dny, 25 °C). Po uplynuti stanovené doby otravy had’atek

byla deska vlozena do wMT a byla zmétena aktivita hlisti.

3.6.4.5.1 Statisticke zpracovani dat z wMT testovani

Pro sestaveni jednotlivych grafti a pro statistickou analyzu dat byl pouzit biostatisticky
program GraphPad Prism 8.0.1. Pro analyzu byla vyuzita dvoufaktorova korelovana
ANOVA (two-way repeated measures ANOVA) a naslednou Holm-Sidakovou post-hoc
analyzou. Jako statisticky vyznamny vysledek je povazovan ten vysledek, jehoz p-hodnota
byla statistickou analyzou spoétena jako nizsi nez 0,05. V grafu byla p-hodnota oznacena
jako: ns (p-hodnota > 0,05; nesignifikantni vysledek), * (p-hodnota < 0,05; signifikantni
vysledek); ** (p-hodnota < 0,01; signifikantni vysledek); *** (p-hodnota < 0,001;

signifikantni vysledek); **** (p-hodnota < 0,0001; signifikantni vysledek).

3.6.4.6 Testy zaloZené na chemotaxi

Predpokladem tohoto testu je umistit had’atka na vyznacenou ,,startovni drahu® a pozorovat
jejich pohyblivost ve sméru chemického atraktantu. Izolovani dospélci D. destructor
z ¢erstvych mrkvovych diskii (Kapitola 3.6.4.3.1) byli nafedéni tak, aby koncentrace
suspenze had’atek ¢inila 50 ¢ervi/Petriho misku. Doprostied predem zvyraznéného kruhu na
Petriho misce slouzici jako ,,startovni draha® bylo ptidano 10 pl suspenze ¢ervi (Obrazek
13). Na jednu agarovou plotnu byla nanesena (do dvou sektori ze ¢tyf) nesterilnim nozem
nakrajend ¢ast kofene zeleniny (cibule, mrkev, brambor) o velikosti cca 3 mm?, &tveredek
agaru s plisni B. cinerea o stejné velikosti anebo 1 mmol-I" §krobu v dH20 (5 pl). Do dalsich
dvou sektorti vZzdy naproti sobé byla napipetovana kontrola — 5 pl dH20 (Obrazek 13). Misky
byly ponechany ve tmé pti pokojové teploté na 1-1,5 hodiny, avSak kazdych 10 minut byla
kontrolovana migrace had’atek. Nasledné skenerem byl pofizen obraz misek s vysokym
rozliSenim a manudlnim spocitinim byla vyhodnocena pohyblivost Cervii v podobé
chemotaktického indexu od Skaly hodnot — 1 az + 1, podle chemotaktického ptitahovani
had’atek k atraktantu ¢i kontrole. Ze ziskanych dat byly softwarem GraphPad Prism 8.0.1

sestaveny jednotlivé grafy.
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Obrazek 13: Petriho miska (60 mm) byla rozdélena do ¢ty kvadrantii — atraktant ¢i kontrola. Prostredni
kruh urcuje oblast, kde byli naneseni éervi (U této oblasti nebyl bodovin pohyb). Stridavé kvadranty
zabranuji zkreslovani vysledkal.

3.6.5 Cytotoxické testovani
Buné¢naé linie HaCaT a BJ byly péstovany v médiu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium) s 10% fetalnim sérem, 1% penicilinem-Steptomycinem a 1% L-glutaminem za
podminek 37 °C a 5 % COg, kdezto linie ARPE-19 byla kultivovana v médiu DMEM F12.
Veskeré chemikalie byly zakoupeny od spole¢nosti Sigma-Aldrich s.r.o. Pasdzovani bungk,
které se provadélo co 2 — 3 dny, probihalo nasledovné: staré kultiva¢ni médium bylo odsato
a hned potom bylo k buitkam napipetovano 2 ml fyziologického roztoku (PBS — solny roztok
pufrovany fosfatem), ktery byl vzapéti také odsan. Buiky byly timto promyty od zbytki
fetalniho séra, jez by mohlo branit tvorbé vazby mezi proteolytickym trypsinem a buiikami.
Byl pfidan roztok trypsinu (2 ml), ktery umoznil uvolnéni buné€k ze dna a poté misky byly
vlozeny do inkubatoru (5 minut, 37 °C). Enzymaticka reakce byla zastavena nanesenim
kultivacniho média DMEM/DMEM F12 (5 ml) a pipetou byl objem na Petriho misce
promichan. Zhruba dvé¢ tretiny bunék byly pfeneseny do zkumavky a jedna tfetina byla
ponechédna na Petriho misce (1,5 ml suspenze). Posléze k buitkdm na Petriho misce bylo
dodéno dalsich 5 ml kultiva¢niho média a ty byly inkubovany (5 % COz, 37 °C) do dal$iho
pasazovani.

Odpipetovany zbytek ve zkumavce byl stocen v centrifuze (5 minut, 1000 rpm, 25
°C), supernatant byl odsan a k buiikkam v peletu bylo pfidano kultivaéni médium (10 ml).
Stocenim se zbavilo zbytkl trypsinu. Nasledné byly bunky spocitdny pomoci Biirkerovy

komiirky, ¢imz byl zjistén piiblizny pocet bun¢k ve zkumavce. Nasledovalo predpfipraveni
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suspenze pro naneseni na 96-jamkové desticky. Buniky byly zfedény, tak aby jejich vysledny
objem ¢inil 5000 bunék na jamku (80 pl) pro linie HaCat a BJ, avsak pro linie ARPE-19 byl
objem vys$i, a to 7000 bun¢k na jamku (80 pl). Mikrotitratni desky byly nasledné
inkubovany (24 hodin, 37 °C).

Testovana latka L-32 byla rozpusténa v DMEM médiu (5x vyssi koncentrace, nez
byla finalni pozadovand) a 20 ul suspenze bylo v triplikatu napipetovano do jednotlivych
jamek v destickach s buiitkami. Latka byla testovana v Sesti koncentracich, pficemz nejvyssi
koncentrace byla 50 pmol-1? a dalsi byly vzdy dvakrat mensi. Pro negativni kontrolu byl
pouzit ekvivalentni objem DMSO a pro odecteni pozadi umoznujici vyhodnocovani
cytotoxické aktivity latky byl napipetovan slepy vzorek — ¢isté DMEM bez bun¢k. Desky
byly vlozeny do inkubatoru (3 dny, 5 % CO», 37 °C).

Do jednotlivych jamek bylo napipetovano 100 pmol-1? resazurinu v DMEM a
nasledné desky byly vlozeny do inkubatoru (3 hodiny, 37 °C). Resazurin je slabé
fluorescencni barvivo, které¢ se po vniknuti do bunck pies cytoplazmatickou membranu
nevratné redukuje na silné€ fluorescencni resofurin. Detektorem multifunkéniho modularniho

readeru byl tak zméfen fluorescencni signdl resofurinu (excitace: 544 nm; emise: 590 nm).
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4 Vysledky a diskuse

4.1 Organicka syntéza

Slouc¢enina 4 byla vytvofena podle znamého protokolu jejichz autory byli K. Ikeuchi, K.
Murasawa a H. Yamada z Univerzity Hokaido.!'® Avsak postup, ktery byl pouzit v této
diplomové praci se lisil v pouzitém rozpoustédle, ¢imz bylo CH2Cl,. Tato zména byla
navrzena Mgr. Danielem Chrenkem. Byla pozorovana reakce 3,4-dimethoxybenzylalkohol
1 (pfipraveny vyzkumnou skupinou doc. RNDr. Jiftho Pospisila, Ph.D.) s
trichloracetonitrilem 2 v ptitomnosti katalytického mnozstvi 1,8-diazabicyklo[5.4.0]undek-
7-en 3 za vzniku latky 4 (Kapitola 3.6.1.2).

Poskytnuty imidat 4 v dal$im syntetickém kroku reagoval s alkoholem 5 jiz pfedem
pfipravenym vyzkumnou skupinou doc. RNDr. Jifiho PospiSila, Ph.D. rozpusténym
v CH2Cl, (Kapitola 3.6.1.3). Z reak¢ni smési vznikla slou¢enina L-32 s celkovym vytézkem
95,1% (Schéma 1). Tento synteticky krok byl navrzen Mgr. Danielem Chrenkem, jenz
vytvotil cely synteticky postup ptipravy L-32. Pilotni syntéza L-32 byla provedena
vyzkumnou skupinou doc. RNDr. Jititho PospiSila, Ph.D., avSak z diivodu omezeného
mnozstvi slouceniny L-32, bylo nutné ji pfipravit ve vét§im mnozstvi pro dalsi biologické

testovani.

CH,Cl, RT
petrolether/ ethyl-acetat
OH =4:1-2:1 L-32 (95,1%)

Schéma 1: Priprava karboxylatu (slouceniny L-32) s 95,1% vytezkem.

4.2 Anthelminticka a nematicidni aktivita

4.2.1 Hodnoceni mobility had’atek pomoci wMT

Vyuzitim wMT je mozné sledovat pohybovou aktivitu populace cervli v mikrotitracnich

deskach na zéklad¢ poctu zlomu infracerven¢ho paprsku, jimz pfistroj jamky prozaiuje.

Pohybujici se Gervi paprsek narusuji a poéet jeho zlomi je nasledné detekovan. 10113
Jednim z cilti této diplomové prace bylo optimalizovat jiz rozpracovany postup

testovani na wMT zejména pro fytopatogenni Cervy D. destructor. Nejprve byl pfistroj
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vyuzit pro experiment se tfemi rlznymi, vyvojové nesynchronizovanymi cervy —
fytopatogenni D. destructor a pro srovnani i mykofagni B. mucornatus a voln¢ zijici C.
elegans (Graf 1). Pripravena had’atka pro wMT testovani (Kapitola 3.6.4.5) byla inkubovana
po dobu 3 dni s latkou L-32 (Tabulka 2) v $esti riznych koncentracich 200 pumol-I%, 100
umol-I?, 50 pmol-I?, 25 pmol-I?, 12,5 pmol-I?* a 6,25 umol-It. Veskeré koncentrace pro
jednotlivé Cervy byly aplikovany v technickém tetraplikdtu a experiment byl tfikrat
zopakovan. Jest¢ pred zahajenim daného experimentu byla zjiSténa nejvysSi mozna
koncentrace, pfi které byla sloucenina L-32 rozpustna v DMSO. Jednalo se o koncentraci
200 pmol-I. Latka L-32 byla pfipravena vyzkumnou skupinou doc., RNDr. Jifiho Pospisila,
Ph.D. V testu bylo negativni kontrolou rozpoustédlo DMSO v ekvivalentnim objemu jako
latky (0,4%) a jako pozitivni kontrola byl pouzit 10 mmol-I"t NaNs.

El Pocate¢ni mobilni aktivita

B Inkubace s Leish-32 (3 dny)
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Graf 1: Vyjadreni poctu detekovanych zlomii paprsku U populaci cervii D. destructor, B. mucornatus i C.
elegans pred a po tridenni inkubaci hadatek s latkou L-32 v Sesti riiznych koncentracich c1.6 (1 -200 gumol-I1,
2 -100 umol-I?, ¢3 - 50 umol-I?%, ¢4 - 25 umol-I?L, cs - 12,5 umol-I* a cs - 6,25 umol-IY). Veskeré koncentrace
pro jednotlivé cervy byly aplikovany v technickém tetraplikdatu a experiment byl tiikrdt zopakovan. Jako
pozitivai kontrola byl pouzit 10 mmol-1*NaNs. Negativni kontrolou bylo 0,4% DMSO. Hvézdicky znaci
statistickou signifikanci (two-way RM ANOVA a Sidak post-foc test; vysvétlivky: **** p > 0,0001). Chybové

usecky odrazeji standardni chybu.

Nameétena data u jednotlivych cervii byla zna¢né variabilni a nebylo proto mozno
presn¢é vyhodnotit, zda L-32 ma v téchto testech aktivitu. Variabilita byla zptisobena dle

naseho nazoru tim, Ze ¢ervi po inkubaci na ttepacce byli roztrouseni v celém roztoku. Z toho
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divodu nepfisedali ke dnu mikrotitraéni desti¢ky, ¢imz nejspiSe spousta z nich v prvnich
minutach méfeni unikla detekci. V porovnani s ostatnimi Cervy (D. destructor a B.
mucornatus) byli C. elegans, vyjma populace vystavené pozitivni kontrole, zdanlivé vice
kultivovani bez potravy. Vyhladovélé populace C. elegans se stavaji aktivnéjsimi
(Internetovy zdroj 5). Jelikoz u zbylych dvou paraziti nebyl pridavek potravy do
experimentu mozny, nebyli krmeni ani C. elegans. Ptitomnost potravy pouze u jednoho
druhu by vedla k rozdilu v efektivité vstiebavani latky a ptipadnému ovlivnéni vysledku.
Vyssi turbidita roztoku kvili pfitomnosti bakterii by taktéz mohla ovlivnit vysledky méteni
na wMT. Zda se vSak, ze pro ziskani presnéjsich vysledkt bude pro tento druh tfeba potravu
do budoucich experimentl piidat.

Dalsim experimentem (Graf 2 B) byla ovéfena nase hypotéza, ze pokud by pied
meéfenim byli jednotlivi Cervi propipetovani/tfepani, mira naméfeného signalu by se snizila
z divodu neklesnuti Cervii ke dnu mikrotitraéni desticky. Spousta cervi by tak unikla
detekci. V dalsich experimentech proto byly mikrotitraéni desticky ponechany na stabilni
podlozZce po dobu 30 minut pii 25 °C.

Experiment s L-32 byl poté zopakovan tentokrat pouze s fytopatogennimi ¢ervy D.
destructor, jez byli z hlediska této prace nejzajimavéjsi (Graf 2 A). Kromé¢ ustaleni ¢ervu,
veskeré podminky ziistali stejné jako u prvotniho wMT testu (Grafu 1). Diky této zméné se
variabilita vyrazné snizila v porovnani s pfedchozim experimentem (Graf 1), avSak dalsi
komplikaci, kterd nastala, byl nezvykle nizsi signal celkové mobilni aktivity v jamkach po
ttidenni inkubaci ¢ervii oproti poc¢ate¢ni mobilni aktivité i v negativni kontrole (DMSO). To
prace. Blizsi prozkoumani kultury D. destructor odhalilo vyskyt kontaminace jinym druhem
had’atka. Druh nebyl piesné uréen, dle nazoru expertti z UKZUZ a nematologti z Bonnu,
ktefi byli dotazani, se vSak jednalo o volné Zijici druh z fadu Rhabditida. Ptivodni populace
D. destructor byla ziskana z bramborovych hliz péstovanych na polich a pfi jejich sbéru bylo
zfejmé zpudy izolovano 1 né€kolik hadéatek jiného druhu, kterd se Casem v kultuie
pfemnozila. Tento nezndmy druh had’atka zifejmé snaSel kultivaci na deskach hiife, nez
diivéjsi populace tvotena z drtivé vétsSiny D. destuctor, coz zpisobilo pozorovany pokles
v kontrolnich jamkach. Po tomto zji§téni nasi spolupracovnici z UKZUZ laskavé svolili

kontaminovanou populaci ¢ervu precistit. Kvili zminénym divodim naméfena data (Graf 2
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A) patrné neni mozné pouzit pro spolehlivé posouzeni efektu testované latky v D. destructor.
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Graf 2: Vyjadreni poctu detekovanych zlomii paprsku u populaci u cervii D. destructor pied a po tiidenni
inkubaci had'atek s latkou L-32 V Sesti riiznych koncentracich ci-6 (€1 -200 umol-I"1, ¢; -100 umol-I?%, ¢3 — 50
umol-I, ¢4 — 25 umol-I%, ¢s — 12,5 umol-I"! a ¢s — 6,25 umol-I"%) pro graf A. Veskeré koncentrace byly aplikovany
V technickém dodekaplikatu a experiment byl trikrat zopakovan. Pozitivni kontrola pro graf A i B byl pouZit
10 mmol-I*NaNs. Negativni kontrolou bylo 0,4% DMSO (graf A i B). Hvézdicky znadi statistickou signifikanci
(two-way RM ANOVA a Sidak post-hoc test; vysvétlivky: **** p > 0,0001). Chybové usecky odrdzZeji
standardni chybu. Graf B zndzoriuje celkové aktivity cervit D. destructor v jamkdch pii zméné podminek

aplikace cervii do jamek — propipetovani pred méreni a bez propipetovani pred mérenim.
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Po obdrzeni jiz purifikované populace D. destructor bylo ovéfeno chovani novych
¢ervi pii hodnoceni pohyblivosti na wMT, jez bylo ziroven spojeno jest¢ s dalSim
optimalizatnim krokem. Tim bylo zvySeni populace cCervii na koncentraci 50
had’atek/jamka, coz dle nékterych studii maze vést ke snizeni experimentalni chyby.''®
Zaroven byla ¢ast populace ¢erva zfiltrovana pomoci sitoviny s vétsi velikosti pora (115
um) pro odstranéni vaji¢ek a také prvnich larvalnich stadii (J1), coz mélo za cil populaci
Caste¢né veékove synchronizovat, a tim vysledky potencialné dale zptesnit (Graf 3). Celkova
aktivita ¢erva D. destructor v testovanych jamkach byla méfena pted a po téidenni inkubaci
s pozitivni kontrolou 10 mmol-I NaNs. Negativni kontrolou byla dH,0. Byly testovany dvé

rizné podminky — aplikace 50 nefiltrovanych (N) ¢ervi na jamku a aplikace 50 filtrovanych

(F) ¢ervli na jamku.
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Graf 3: Vyjadreni poctu detekovanych zlomii paprsku u populaci u cervii D. destructor pred a po tifidenni
inkubaci had'datek s pozitivni kontrolou 10 mmolI"*NaNs a negativni kontrolou dH20. Veskeré koncentrace byly
aplikovany v technickém hexaaplikatu. V grafu jsou vyjddieny dvé rizné podminky — aplikace 50
nefiltrovanych (N) Cervii/jamku a aplikace 50 filtrovanych (F) Cervit/jamku. Hvézdicky znaci statistickou
signifikanci (two-way RM ANOVA a Sidak post-foc test; vysvétlivky: *p = 0,0491), ****p > 0,0001). Chybové

usecky odrazeji standardni chybu.

Nova populace Cervi se chovala dle o¢ekavani a ke snizeni mobility v kontrolach po
tfidenni inkubaci uz nedochazelo. Castetna vékova synchronizace pravdépodobné
k zptesnéni vysledkl napomohla. U zfiltrovanych ¢ervt byla zaznamenana nizsi variabilita
mezi technickymi replikaty. AvSak experiment by se jeSté musel zopakovat pro dalsi

posouzeni, jestli neni zdanlivé zlepSeni déno jen drobnymi nepfesnostmi v piiprave
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experimentu. Zatim nemuzeme zcela jisté posoudit, zda-li pfidani dalsiho kroku a z n¢j
vyplyvajici zvyseni pracnosti experimentu by vedlo ke kyzenym vysledkiim. Mikroskopické
pozorovani navic odhalilo, ze filtrace je nedokonald, z diivodu objeveni znaéného mnozstvi
vajicek a J1 Cervl 1 ve zfiltrované suspenzi. Pokud by byla objevena metoda, kterd by
umoznovala ¢ervy 1épe vyvojoveé synchronizovat (vice diskutovano v nésledujici kapitole),
zlepsila by se nejspiSe kvalita testovani, protoze odlisna velikost a z ni vyplyvajici schopnost
Cervii vytvofit zlom infracerveného paprsku mezi jednotlivymi vyvojovymi stadii
screeningu patrné neprospiva. Zaroven bylo zajimavé, ze motilita v pozitivni kontrole u
zfiltrované populace byla vyssi nez u nezfiltrovanych cervii. Pravdépodobné byla dana tim,
ze 1 nedokonalou synchronizaci bylo v populaci docileno vétsi proporce dospéleti, jez jsou
k NaN3 mozna odolngjsi nez vyvojove nizsi stadia Cervi. Tato hypotéza by také potiebovala
dalsi ovéfeni, na zakladé kterého by mozna bylo tfeba upravit koncentraci pozitivni kontroly.

Jelikoz ptecisténi populace vedlo ke znacnému zpozdéni experimentl, z Casovych
divodt uz nebylo mozno dotestovat latku L-32, u které by se vSak tento v rdmci moznosti
optimalizovany test mohl pouzit do budoucna. AvSak bylo by nutné jesté n€kolikrat dané
testovani zopakovat, aby byla optimalizace zcela potvrzena.

Navzdory technickym komplikacim ani v jednom z experimentii nebyl v zadném
druhu hlistice pozorovan po expozici latce L-32 vyrazny pokles mobility blizici se pozitivni
kontrole. Je pravdépodobné, ze latka ptimy toxicky efekt v tomto druhu testu zfejmé na
cervy nemd. To neni Uplné piekvapivym zjiSténim, jelikoZ v pivodnich chitinasovych
testech na C. elegans, kde byla aktivita latky odhalena, L-32 zptsobovala spise
zastaveni/zpomaleni vyvoje a sniZzenou reprodukéni schopnost Cervil. Jeji mechanismus

ucinku neni znam, avSak pravdépodobné nebude ptimo usmrcovat ¢i paralyzovat cervy.

4.2.2 Chitinasové screeningy

4.2.2.1 Testovani nematicidni aktivity latky L-32 na had’atcich D. destructor
Metoda chitinasovych screeningli se v laboratofi Mgr. Aleny Kadlecové, Ph,D. bézné
pouziva pro testovani chemickych sloucenin na C. elegans pro zkoumani vlivu latek na
téchto Cervech. Jak jiz bylo feceno v kapitole 3.6.2.6, tyto screeningy vyuzivaji enzym
chitinasy, jenz Stépi fluorogenni substrat 4-methylumbelliferyl B-D-N, N’, N''-
triacetylchitotriosid na fluorescencni 4-methylumbelliferyl. Naméfena fluorescence poté
umozni posouzeni reprodukcni aktivity Cervii po inkubaci s testovanymi latkami. Vyssi
intenzita detekovaného signalu znaci nizsi toxicitu testované slouceniny pro reprodukeci,
vyvoj a umrtnost had’atek. Latka L-32 (Tabulka 2), jez byla v této diplomové praci hojné
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vyuzivand, byla pfipravena vyzkumnou skupinou doc. Jititho Pospisila a v chitinasovém
testu na C. elegans vykazovala aktivitu (Tabulka 1). Jednim z cilt této zavérecné prace bylo
optimalizovat chitinasovy test i na fytopatogennich ¢ervech D. destructor zejména pro
ovéteni, zda-li latka L-32 vykazuje obdobny efekt ve zminéném had’atku jako v C. elegans.
Optimalizaci tohoto testu ur¢eného piimo na D. destructor by se snizilo spektrum latek, jez
by bylo uc¢inné proti C. elegans, avsak nebylo by aktivni proti PPN.

V laboratoii Mgr. Aleny Kadlecové, Ph.D. se jako pozitivni kontrola hojné pouziva
ivermektin, ktery brani vyvoji ¢ervl a tim zastavi dal§i mnozeni, avSak nedisponuje pfimymi
ovicidnimi ucinky. Kvili rozdilim v zZivotnim stylu neni mozné tento test provadét v D.
destructor stejné, jako v C. elegans, tzn. nechat Cervy vystavené latce projit celym Zivotnim
cyklem a zkoumat produkci potomstva. Cervi D. destructor byli v suspenzi bez potravy. Pro
testy s parazitem jsme vyuzivali pfimo vajicka izolovana ze starSich mrkvovych diski
pomoci centrifugace, a bylo proto nutné pouzit jako kontrolu p¥imo ovicidni latku. 17118
Z tohoto diivodu byl vybran jako pozitivni kontrola NaN3 u kterého byl v nasi laboratofi
piimy ovicidni efekt jiz dfive potvrzen mikroskopickym pozorovanim s pouzitim vajicek C.
elegans.

V grafu 4 jsou ukazany pro porovnani reprezentativni data, jez ukazuji intenzitu
fluorescence (relativni jednotka fluorescence — RFU) naméfenou u C. elegans inkubovanych
po dobu 4 dnt s a bez pozitivni kontroly ivermektinu (Graf 4 A) a RFU data z prvotniho
zkusebniho experimentu pro ¢erva D. destructor (1000 vajicek/jamku) inkubovaného po
dobu 7 dnti s a bez 10 mmol-I* NaN3 (Graf 4 B a C). A¢koliv je mozno pozorovat rozdil
mezi kontrolami u grafu 4 B a C, dle nasich standardii nebyl zcela piesvéd¢ivy v porovnani
s kontrolami u grafu 4 A. V negativnich kontrolach byl u C. elegans (Graf 4 A) naméten
vyrazné vyssi signal nez u D. destructor (Graf 4 B a C). Rozdil byl i ptfesto neparovym
Studentovym t-testem vyhodnocen jako signifikantni (p-hodnota 0,0001).
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Graf 4: A) Hodnoty RFU (technicky tetraplikat) po ctyrdenni inkubaci populaci C. elegans s bézné pouzivanou
pozitivai (1 umol-I"tivermektin) a negativni (0,1% DMSO). B) Hodnoty RFU (technicky dodekaplikdt) po sedmi
denni inkubaci populaci D. destructor s pozitivni (10 mmol-I* NaN3) a negativni (pufr M9) kontrolou. Pro lepsi
vizudlni srovndni vysledkit mezi obéma druhy je na ose Y pouZito stejné méritko jako v grafu A. C) Jind
prezentace (mensi meritko osy Y) dat ukdzanych v grafu B pro lepsi vizudlni zhodnoceni rozdilii mezi
kontrolami. V experimentu zndzornéném v grafu A bylo aplikovino 30 Ccervit/jamku. V experimentu
zndzornéném v grafech B a C bylo aplikovino 1000 vajicek/jamku. Hvézdicky znaci statistickou signifikanci
(neparovy Studentiiv t-test,; vysvetlivky: **** p-hodnota > 0,0001). Chybové uisecky znaci standardni chybu.

Dalsimi prvotnimi chitinasovymi testy na had’atkach D. destructor byly z vyse
popsanych divodl zjistovany podminky, které by data vylepSily — rtizné koncentrace
pozitivni kontroly NaNs, riizné pocty aplikovanych vaji¢ek na jamku a riizna délka inkubace
sloucenin s &ervy. Bylo testovano celkem sedm koncentraci NaNs, a to 20 mmol-I?, 10
mmol-I", 5 mmol-I7, 2,5 mmol-I7, 1,25 mmol-I-1, 0,625 mmol-I" a 3,125 mmol-I". Do jamek
bylo aplikovano 1700 vaji¢ek/jamku, 1000 vajicek/jamku a 600 vaji¢ek/jamku. Timto
zpisobem piipravené desky byly zméfeny pii intervalu inkubace 3 dnii, 10 dnti, 14 dnti a 28
dnli. Veskera namétend data vSak byla vysoce variabilni a nebyla v této diplomové praci
zahrnuta. Z danych dat Zadné nové kloudné informace nebyly zjistény.

Pro sniZeni variability a také pro sniZeni signalu pozadi, jez je v grafech 4B a 4C
patrny, bylo rozhodnuto vyzkouset piecisténi kultury vajicek. Dle naseho nazoru bylo pozadi
dano ptitomnosti velkého poctu starych a odumielych cervi, jez pravdépodobné vykazovali
vysokou miru autofluorescence.'® Metodou centrifugace jsou totiz vyjma vaji¢ek z kultury
izolovany i vSechny ostatni larvalni stadia, dosp€lci ale i odumfeli ¢ervi. Moznou vytkou
mize byt, ze u experimentu s D. destructorem byl pouzit jiny pufr (Kapitola 3.6.4.4) nez u
C. elegans (Kapitola 3.6.2.5), jez by za pozadi mohl byt zodpovédny. Avsak dle naSich
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dlouhodobych zkusenosti Cisty pufr M9 produkuje jen velmi maly signal (pt. Graf 7A nize)
aani v ptivodnim ¢lanku Ellerbrock a spol., kde byl pouzivan, s vysledky neinterferoval.!'!
Pravdépodobné se tedy na zvySeném pozadi nepodili. Kultura ¢ervli izolovana ze starSich
mrkvovych diski (Kapitola 3.6.4.3.2) méla byt piecisténa postupem podobnym vyvojové
synchronizaci had’atek C. elegans (Kapitola 3.6.2.4) za pouziti riznych koncentracich
roztoku NaClO (10%, 7% a 3%) a rizné délky inkubace na tfepacce. AvSak tento pokus
nebyl Gspésny, protoze i kdyz roztok dospélce a larvy usmrtil, nedoslo k jejich rozpusténi.
D. destructor ma tedy podle vSeho chemicky odolnéjsi kutikulu, nez C. elegans. Po
nékolikadenni inkubaci takto pfipravenych suspenzi navic nebyly pozorovany nové
pohyblivé larvy, zadna nova vajicka se tedy ziejmé nevylihla. Dale byl proto pridan dalsi
krok filtrace prvotni suspenze pies sitovinu s vét§imi pory (115 um, za pouziti 10 ml M9
pufru). Metoda nebyla dokonala, avSak mikroskopickym pozorovanim bylo zjisténo, ze k
Caste¢nému oddé€leni populace vajicek a nizSich larvalnich stadii (Ji, ¢aste¢né i J2) od
dospélcti a vétsich larev (vétsina Jz a J4) doslo. Tento krok byl proto nadale pouzivan i v nize
zminénych experimentech (Graf 5, 6, 7).

Z malého rozdilu v aktivité¢ enzymu mezi kontrolami jsme dale usoudili, Ze lihnuti
vaji¢ek D. destructor nejspise nebylo dostate¢né. Divodem by mozna mohla byt absence
potiebného stimulantu. Mechanismy na zaklad¢, kterych dochazi u tohoto druhu ke stimulaci
lihnuti, zatim nebyly dle naseho védomi popsany. U jinych druhG PPN je vSak lihnuti
ovlivilovano naptiklad teplotou, vlhkosti, pfitomnosti kysliku ¢i chemickymi stimuly od
hostitele.!?® V literatufe je také popsano, ze u cystotvornych had’atek je mozné lihnuti
stimulovat pfiddanim ZnCl..'2! Jelikoz byl D. destructor v priibéhu nasich experimenti
inkubovan v idedlni teploté, v tekutiné a na tfepacce, jeZ by méla zajistit dobrou aeraci
suspenze, tyto parametry lze ziejmé vyloucit. V dalSich experimentech tedy byla snaha o
stimulovani lihnuti vajicek D. destructor pomoci pfidanim signalu od hostitele. Jelikoz
existence, natoz pak presnd chemickd povaha stimulantu neni znama, bylo vyzkouSeno
ptipravit jednoduchy mrkvovy extrakt (Graf 5). Mrkvovy extrakt byl pfipraven sterilizaci
mrkve (Kapitola 3.6.4.1) s naslednym rozmixovanim a ptefiltrovanim pfes sitovinu. Jeho
aplikace vSak k vyraznému zlepSeni vysledkti nevedla, proto bylo z divodu pracnosti
pfipravy, znacné variability a ndchylnosti suspenze ke kontaminaci od dalSiho pouZiti

upusténo.
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Graf 5: Hodnoty RFU (technicky dodekaplikat) pro pozitivni kontrolu (10 mmol1" NaNs) a Zivé populace cervii
NT pomoci chitinasového testu na had'atkach D. destructor. Misto Cistého M9 média byl pouzit extrakt z mrkve
vV M9 médiu. Chybové usecky odrazeji standardni chybu. Hvézdicky znadi statistickou signifikanci (Mann-
Whitney test; vysvétlivky: ** P = 0,0011).

Dale byl také pouzit ZnCly, ktery zvySuje miru lihnuti vaji¢ek u nékterych druht
PPN.12L Pufr M9, ve kterém byla vaji¢ka suspendovana, byl nahrazen 3 mmol-1 roztokem
ZnCl; (Graf 6 B a C). Tato koncentrace stimulantu je rutinné pouzivana pro experimenty
s had’atky Heterodera. V grafu 6 jsou ukazany pro porovnani reprezentativni data namétena
pro C. elegans, jez byla inkubovana po dobu 4 dna s a bez pozitivni kontroly ivermektinu
(Graf 6 A) a data naméfena pro ¢erva D. destructor (1000 vajicek/jamku), inkubovaného po
dobu 7 dnii s a bez 10 mmol-1* NaNs (Graf 6 B a C). I zde byl zaznamenan vyrazné nizsi
signal v negativni kontrole pro D. destructor (Graf 6 B a C) oproti negativni kontrole pro C.
elegans (Graf 6 A). Z toho by se dalo usoudit, Ze roztok ZnCl; celkové nebyl na lihnuti ¢erva
patrné ucinny. Rozdil mezi kontrolami (pro lepsi vizualni zhodnoceni viz graf 6 C) byl
ptitomen (p-hodnota = 0,0007, Studentiv neparovy t-test) stejné jako predchozim
experimentu (grafu 4 C), ale stale nebyl zdaleka tolik pfesvédcivy v porovnani s kontrolami
ugrafud A ¢i6 A.
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Graf 6: Hodnoty RFU (technicky tetraplikat) po Ctytdenni inkubaci populaci C. elegans s bézné pouzZivanou
pozitivai (1 umol-I"tivermektin) a negativni (0,1% DMSO). B) Hodnoty RFU (technicky dodekaplikadt) po sedmi
denni inkubaci populaci D. destructor s pozitivni (10 mmol-I"* NaNs) a negativni (3 mmol-I" roztok ZnCl,)
kontrolou. Pro lepsi vizudlni srovnani vysledkit mezi obéma druhy je na ose Y pouzito stejné méritko jako
v grafu A. C) Jina prezentace (mensi meritko osy Y) dat ukdazanych v grafu B pro lepsi vizualni zhodnoceni
rozdilit mezi kontrolami. V experimentu zndazornéném v grafu A bylo aplikovano 30 Ccervii/jamku.
V experimentu znazornéném v grafech B a C bylo aplikovano 1000 vajicek/jamku. Hvézdicky znaci statistickou
signifikanci (neparovy Studentlv t-test; vysvétlivky: *** P = 0,0007, **** p-hodnota > 0,0001). Chybové

usecky znaéi standardni chybu.

Jelikoz ani jeden z ndvrhli nebyl uspésny, bylo usouzeno, ze problémem nejspise
mize byt i ptitomnost fady neoplozenych ¢i neviabilnich vaji¢ek pouzitych pro testovani.
Rozmnozovani D. destructor je sexualni,’?? z toho diivodu je mozné, ze v suspenzi byly
pfitomny 1 vajicka od samicek, jimZ se nepovedlo se spafit. Tento pfedpoklad bylo obtizné
pfesngji ovefit mikroskopickym pozorovanim diky vySe zminéné nedokonalosti naSich
postupil pro precisténi populace. Ani filtraci, jez poskytla o néco lepsi vysledky nez
chemicka metoda, nebylo docileno dokonalého oddéleni Cervii. Ze suspenze byly vcelku
efektivné odstranéni vétsi jedinci, avSak mladsi larvalni stadia sitovinou prochazela ve vetsi
mife, a ve vysledné populaci nebylo mozné tyto larvy rozpoznat od nové vylihlych larev.

Navzdory neuspéchu fady naSich snah protokol vylepSit doSlo k otestovani
slouceniny L-32 na had’atkach D. destructor. Koneckoncii byl zaznamenan alespon v ramci
mezi dostacujici a reprodukovatelny rozdil mezi pozitivni a negativni kontrolou u
chitinasovych testti pro D. destructor (Graf 4 B a C; Graf 6 B a C). Pro inkubaci vaji¢ek bylo
pouzito oboje, M9 médium (Graf 7 A) a 3 mmol-1* roztok ZnCl, (Graf 7 B). V daném
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testovani L-32 na vajickach nebylo zahrnuté mrkvové M9 médium obzvlasté kvili obavam

Z kontaminaci.
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Graf 7: Hodnoty RFU (technicky dodekaplikat) po sedmi denni inkubaci populaci D. destructor s latkou L-32
Vv §esti koncentracich (100 umol-I"t, 50 umol-I'1, 25 ugmol-I*, 12,5 umol-I?%, 6,25 umol I, 3,125 umol-1Y),
pozitivni kontrolu NaNs ve tiech koncentracich (10 mmol-I%, 5 mmol-I"t a 1 mmol-I"), negativni kontrolu 0,1%
DMSO, zivou populaci cervii NT a cisté médium M9 (graf A) ¢ cisty roztok 3 mmol-I"t ZnCl, (graf B). Do
Jjednotlivych jamek byla nanesena suspenze hadatek v M9 médiu (graf A) anebo v roztoku 3 mmol-I"t ZnCl;
(graf B). V experimentech znazornénych v grafech A a B bylo aplikovano 1000 vajicek/jamku. Hvézdicky znaci
statistickou signifikanci (Kruskal-Wallis test; vysvetlivky: * P = 0,0191, ** P = 0,0027). Chybové usecky

odrazeji standardni chybu.
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Nameétena data byla dle ocekdvani pomérné variabilni diky nedokonalosti protokolu
(Graf 7 A a B). Pro precizni a spolehlivé posouzeni efektu latky nebyla data patrné v
dostate¢né kvalité. Lze z nich vSak usoudit, Ze L-32 na lihnuti vajicek D. destructor ziejmeé
nema vliv. Vajicka pouzita v tomto experimentu s M9 médiem a roztokem ZnCl, (Graf 7 A
a B) pochazela ze stejné populace cervi. Jelikoz jsou naméfena RFU data u cervi
suspendovanych v roztoku ZnClz (Graf 7 B) zna¢né vyssi nez u ¢ervii suspendovanych v M9
médiu (Graf 7 A), dalo by se piedpokladat, ze ZnCl, mohlo nejspise mit v tomto pokusu na
lihnuti ¢ervu D. destructor drobny vliv. Avsak s tplnou uréitosti nebylo mozné vydedukovat
zaver ohledné vlivu ZnClz na lihnuti, protoze u pfedchoziho experimentu naméfené RFU
signaly kontrol u D. destructor v ZnCl; (Graf 6 B a C) byly rapidné nizsi. Test v soucasné
podobé neni spolehlivy a k dalSimu testovani bez dalSich uprav neni vhodny.

Metoda by mohla byt vylepSena dokonalejsi izolaci vajicek, tedy nalezenim uc¢inného
veékove synchroniza¢niho roztoku, ktery by spolehliveé odstranil jiz vylihnuté cervy a zaroven
nelimitoval lihnuti vaji¢ek. Déle by také mohlo potencialné pomoct i déale prozkoumat
moznost nalezeni vhodného aktivatoru lihnuti vajicek specifického pro D. destructor.
Alternativou by také mohlo byt vyuziti faktu, Ze D. destructor se muze Zivit i nékterymi
houbami.?® Ty by byly potencialné snazsi na pievod do tekutého prostfedi, nez rostlinny
material. Jedinci by se pak v prib&éhu experimentu teoreticky mohli mnozit a krmit. Test by
mohl byt proveden v podobném uspoiadani jako v C. elegans, kde metoda funguje
spolehlivé. Zavaznou komplikaci by ale mohl byt fakt, Ze fada hub produkuje chitin a enzym
chitinasu,'? coz by s vysledky interferovalo. Jednim z dalsich potencialnich feseni by také
mohla byt vyména substratu. Chitinasa produkovana C. elegans se od enzymu, jez produkuje
D. destructor, pravdépodobné casteéné strukturné odliSuje a jiny substrat by mohl
s enzymem lépe interagovat.

Optimalizovat metodu na vajicka D. destructor se ukéazalo jako zna¢né obtizné.
Metoda je v soucasné dobé bohuzel stale pfili§ nespolehliva. Prace vSak vedla k zisku fady

uziteCnych poznatk, jez budou v dalSich fazich vyvoje metody uzitecné.

4.2.2.2 Testovani anhelmintické aktivity vybranych fenylpropanoidt na C. elegans
DalSim cilem préce bylo i otestovat nékolik latek strukturné podobnych latce L-32.
Byly zvoleny slouceniny L-147, L-148 a L-179 (Tabulka 2), které byly taktéz piipraveny
vyzkumnou skupinou doc. Jifiho Pospisila. Tyto latky byly vybrany pro zjisténi, ktera z ¢asti
L-32 je zodpovédna za anthelmintickou aktivitu v C. elegans. Sloucenina L-179 je

monomerem, ze kterého vznikd latka L-32. Naopak slouceniny L-147 a L-148 obsahuji
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benzofuranovy skelet, jenz byva zodpovédny za mnoho biologickych vlastnosti. Tyto latky
se od sebe odliSuji postrannimi fetézci. Latka L-148 disponuje aromatickym postrannim
fetézcem, kdezto skelet L-147 neobsahuje chirdlni centra. Chtinasovym testem (Kapitola
3.6.2.6) byl hodnocen ucinek na reprodukcni kapacitu linie divokého typu (,,wild-type*)
had’atek C. elegans N2. Namétena intenzita, znacici tuto anhelmintickou ucinnost, byla
vztazena k negativni kontrole — DMSO.

Vybrané latky byly aplikovany ve dvou koncentracich c1 (50 pmol-I"t) a ¢z (5 umol-I-
1. Pozitivni kontrolou byl ivermektin pii koncentracich c1* (1 pmol-I"t) a c2* (0,1 umol-I)
a negativni kontrolou DMSO o koncentracich ci** (0,1%) a c2** (0,01%). Veskeré
slouceniny byly aplikovany v technickém triplikatu a experiment byl tiikrat zopakovan. V
nékterych podminkich bylo mozné zaregistrovat velmi maly pokles intenzity signéalu
(nejvice u L-147 pii koncentraci 50 umol-I?). Je viak nutno podotknout, ze Zadny
z uvedenych ubytki intenzit signalu nepfesahl 10%. U zadné piipravené latky nebyla
prokazana athelminticka aktivita ani pfi nejvyssi testované koncentraci (Graf 8 A). Pro
srovnani jsou ukazéany i vysledky L-32 testované za stejnych podminek, jez byly pied

zapoCetim tohoto projektu ziskany vedouci prace (Graf 8 B).
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Graf 8: Vyhodnoceni chitinasového testovani na ,,wild-type* linii C. elegans N2 po ctyidenni inkubaci
s testovacimi latkami L-147, L-148, L-179 (Graf A) a L-32 (Graf B) p#i koncentraci ¢1 (50 umol-It) a ¢z (5
umol-IY). Screening pro jednotlivé latky byl proveden V technickém triplikitu a experiment byl tfikrat
zopakovan. Chybové uisecky odrdzeji standardni chybu. Jako pozitivai kontrola byl pouzit ivermektin - ¢1* (1
umolI"Y) a co* (0,1 umol-I"Y). Negativni kontrolou bylo DMSO - ¢1**(0,1%) a c;** (0,01%). Zméiené hodnoty
intenzity signdlu byly vztazené k negativni kontrole 100 % DMSO.
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Vizudlnim pozorovanim pomoci mikroskopu taktéz nebyla prokazéna toxicka
ucinnost na populace C. elegans N2 u zadné z testovanych latek (Tabulka 3). K jednotlivym
latkam bylo pfifazeno skore, které vypovidalo o konkrétni situaci v jednotlivych jamkach.
Po expozici slou¢enin L-147, L-148 a L-179 s ¢ervy byly populace zivé a nezpomalené

S po¢tem potomstva v normé u obou testovanych koncentraci.

Tabulka 3: Vyhodnoceni anthelmintického testovani na ,, wild-type* linii C. elegans N2 po tFidenni inkubaci
s testovacimi latkami L-147, L-148, L-179 p#i koncentraci 50 umol-It a 5 umol-I?* za vyuziti vizudIniho

hodnoceni pomoci mikroskopu. Pro kazdou testovanou slouceninu bylo prirazeno skore podle kapitoly 3.6.2.6.

Nazev latky 50 pmol-I* 5 pmol-I?
L-147 (e) (e)
L-148 (e) (e)
L-179 (e) (e)

Ivermektin €)) (@)
DMSO (e) (e

Jelikoz ani u jedné zlatek nebyla prokdzana anthelmintickd ucinnost
standardizovanym chitinasovym screeningem, jejich vyuziti pro dalsi testovani na
had’atkach nema do budoucna pravdépodobné smysl. Vysledky napovidaji o tom, Ze za
aktivitu L-32 zfejmé neni zodpovédna jedna konkrétni ¢ast molekuly, a interakci s jejim

doposud nepopsanym molekuldrnim cilem zifejmé umoziiuje kombinace jejich soucasti.

4.2.3 Chemotaktické testovani za vyuziti cerva D. destructor

Dominantnim smyslem had’atek je jejich ¢ich. Castym behavioralnim testem, jeZ se u nich
pouziva, je tedy hodnoceni chemotaxe, tedy jejich schopnosti smétovat k chemickému
gradientu dané latky ¢&i se od né&j oddalovat.!®® Tento aspekt lze vyuzit pro testovéani
atraktantd ¢i repelent?.'? V ramci mé diplomové prace byla snaha 0 modifikaci tohoto testu
na Cervech D. destructor (Kapitola 3.6.4.6). Jako inspirace byl vyuzit protokol, ktery byl
popséan Palmer a spol. pro C. elegans.1?

Preference Cervli v téchto testech byva vyjadiena chemotaktickym indexem CI

(Schéma 2), jehoz vysledné hodnoty se pohybuji v rozmezi od +1 do -1. Hodnoty blizké +1

odrazeji zvysenou chemickou atraktivitu podnétu a naopak.'?
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Kontrolni segmenty — Testovaci segmenty

VSechny Ctyri segmenty na misce

Schéma 2: Vypocet chemotaktického indexu Cl vztaZeny pro jednu Petriho misku.

Ideou bylo ze zacatku nalézt optimalni kontrolu, ktera by Cervy D. destructor
spolehlivé pritahovala, a nésledn¢ metodu pro tyto had’atka vyuzit i na testovani dalSich
chemickych sloucenin. Prvotné byly experimenty koncipovany na méfeni mobility smésné
populace ¢ervu k Casti kofene bramboru, mrkve a cibule (Graf 9, segment 2). Jelikoz D.
destructor je vyznamnym $ktidcem t&chto plodin,’ bylo predpokladem, ze CI se bude
pohybovat v kladnych hodnotach. Naméteny CI ziskany z misek v tetraplikatu vsak byl
relativné blizky nule, tedy neutralni reakci. CI bramboru vysel v porovnani se zbylymi
plodinami nejlépe, pohyboval se v kladnych hodnotach (0,13), i kdyZ niz8ich, nez by bylo
optimalni. Nevykazoval ani velkou variabilitu, jak tomu bylo naptiklad u mrkve. Dalsi
testovani, opét v tetraplikatu, bylo tedy zopakovano pouze s bramborem, av$ak v tomto testu
CI ¢inil -0,03 (Graf 9, segment 1). V tietim testu hodnota CI u kofene brambory cinila
dokonce -0,25. Brambor tedy podle vSeho spolehlivym atraktantem neni. V poslednim
opakovéani bylo navic otestovano i 1 mmol-1? $krobu ztoho diivodii, Ze infikované
bramborové ¢i batatové hlizy hlisticemi produkuji zna¢né mnozstvi tohoto polysacharidu.
Skrob je amylasou rozloZen na jednodussi sacharidy, jez jsou pravdépodobné z podatku
infestace vyuzivany pro riist had'atek.?® U toho taktéz nebyla zaznamenana zvysena
chemoatrakce (Graf 9, segment 3). Dale bylo vyzkou$eno pouzit jako atraktant i pliseni B.
cinerea, jelikoz je D. destructor &asteéné i mykofagni.?® Ani kni vsak Gervi nebyli

pfitahovani.
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Graf 9: Chemotaktické indexy od intervalu +1 az -1 byly ziskdany provedenim experimentii na smésné populaci
cervii D. destructor s pouzitim atraktantu, a to ¢dsti korene (3 mm?) bramboru, cibule a mrkve; 3 mm? étverce
B. cinerea a skrobu (1 mmol-I"). Jako kontrola byla pouzita dH,0. Uvedené hodnoty predstavuji priimér ctyr
samostatnych testit zahrnujici priblizné 50 cervii pro kazdou podminku. Byly provedeny tii nezavislé testy

rozdélené do segmenty 1, 2 a 3. Chybove usecky odrazeji standardni chybu.

Z ¢asovych divodu nebylo mozné v testech pokracovat s dalSimi substancemi
s cilem nalézt kyZeny atraktant. Dal$i optimalizace metody pro testovani chemickych latek
by bez spolehlivych kontrol v této chvili byla pfedCasnd. Je ale zajimavym zjiSténim, Ze
znami hostitelé D. destruktor podle vSeho neprodukuji chemické podnéty, jez by Cervy
lakaly. V literatufe byl popsan pfipad, kdy jsou D. destructor ptitahovani k symbiotickym
houbam Zijicim na ¢esneku, naéez poté napadaji i tuto plodinu.®® Tento fakt, spole¢né s nami
ziskanymi vysledky, nam napovida, ze u D. destructor je ziejm¢ vice vyvinuté vnimani
signalu produkovanych houbami nez rostlinami. AC je toto téma zatim neprobadané,
muzeme spekulovat, Ze houby jsou mozna pro D. destructor preferovanym zdrojem potravy.
Toto zajimavé zjisténi by mohlo byt podkladem pro dalsi studii, vV ramci které by byly
ziskany a otestovany dalSi druhy mikroskopickych hub s cilem najit ty nepiitazlivéjsi a
identifikovat specifické molekuly zodpovédné za chemoatrakci. Takovéa studie by
V kone¢ném diisledku mohla vést k praktickym aplikacim pro zemédé&lstvi — naptiklad by
mohly byt vytvofeny rizné pasti na parazity ¢i produkty, jeZ by je omamily. Potencidlni
uziteénost takovychto piistupt byla jiz dfive v literatufe diskutovana.!?®
Dalsim kamenem trazu i u této metody by mohlo byt pouziti smésné populace Cervi

D. destructor. Z toho divodu by bylo nejspiSe potieba objevit metodu, kterd by umoznila
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populace Cervii synchronizovat. Vyifesenim tohoto aspektu by chemotaktické testy na
had’atkach D. destructor snad mohly fungovat.

Veskeré chemotaktické testy byly snimdny skenerem. Tim byla usnadnéna detekce
jednotlivych had’atek pohybujicich se v nastavenych segmentech s testovanym materidlem
&i kontrolami na Petriho misce (Obrazek 14). Cervi D. destructor byli na obrazcich velmi
dobfe viditelni, coz naznacuje, Ze tento zpuisob detekce umoznuje automatizaci metodou jako
je WormScan nebo Lifespan machine, i kdyz jsou tyto zavedeny zatim pouze pro C. elegans.
Na&s zplsob hodnoceni je také podstatné pohodlné€jsi v porovnani s bézn€ pouzivanymi
metodami, které jsou zalozeny na mikroskopii.!® Jejich nevyhodou je nutnost rychlého
pocitani po uplynuti doby inkubace, kterd mtize vést k chybam. Alternativné jsou vyuzivany
anestetika (levamisol, NaN3) pro pozastaveni pohybu ¢ervu, ktera jsou vSak potencialné

toxicka pro hodnotitele a zvysuji pracnost experimentu.1°

Obrazek 14: Snimek ze skeneru Epson Perfection V800 Photo zachycujici Petriho misku s chemotakticky

migrujicimi had'atky D. destructor (Vlevo) a pribliZzeny detail had'atka viditeIného na misce (vpravo).

4.3 Cytotoxicka aktivita
4.3.1 Stanoveni hodnoty ICsp U latky L-32 na bunécnych liniich

resazurivonym testovanim

Pro inicialni provéteni toxicity L-32 pro lidi byla hodnocena jeho cytotoxicita na

nekolika nekarcinogennich lidskych bunécnych liniich, a to na koznich fibroblastech BJ,
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bunikach retindlniho pigmentového epitelu ARPE-19 a aneuploidnich nesmrtelnych
dermalnich keratinocytech HaCaT. Oc¢i a kize jsou nejpravdépodobnéjsi mista nahodné
expozice, ktera by mohla nastat u pracovniki, jenz by se slou¢eninou manipulovali, pokud
by naptiklad nalezla aplikaci v zeméd¢€lstvi. Cytotoxické testovani bylo provedeno
resazurinovym testem (Kapitola 3.6.5). Slouc¢enina L-32 byla inkubovana s vySe zminénymi
bunéénymi liniemi po dobu 3 dnil. Principem tohoto testovani pro méfeni cytotoxicity je
pridani barviva resazurinu, jeZ je mitochondridlnimi enzymy redukovano na fluorescencni
resorufin. Tato aktivita je ve vetsi mife piitomna u vitdlnich bun¢k nez u

k.2” Ani v nejvyssi nami zvolené koncentraci (50 pmol-I™?)

usmrcenych/umirajicich buné
nebyl zaznamendn jakykoliv snizeny signal informujici o poklesu zivotaschopnosti bunék.
To znemoznilo piesny vypocet hodnoty 1Cso. Dana hodnota bude vyssi nez nami pouzita

maximalni koncentrace (Tabulka 4).

Tabulka 4: Stanoveni cytotoxické aktivity L-32 v bunécnych liniich BJ, ARPE-19 a HaCaT po tFidenni expozici

bunécnych linii s danou latkou.

Koncentrace (umol-It)

Nazev latky Strukturni vzorec 1Cs0 1Cs0 1Cso0

ARPE-19 BJ HaCaT

MeO
COMe

L-32 Meozcoﬁ@om > 50 > 50 > 50

Resazurinovy test byl v tomto ptipad¢ proveden pouze jednou. Pro piesné stanoveni
hodnoty ICsp na bunéénych liniich by bylo potifeba experiment zopakovat a pouzit
koncentrace vy$si nez 50 umol-I. Problém by mohl nastat pfi rozpousténi testovaci
slouceniny Vv rozpoustédle DMSO. Bylo zjisténo, Ze pti koncentracich vyssi nez 200 pmol-I°
! rozpustnost slouceniny je v zasadé zna¢né obtizna. Data nicméné ukazuji, Ze slou¢enina

nejspiSe disponuje pouze relativné nizkou cytotoxicitou pro lidské bunééné linie.

68



S5 Zavér

Predlozend diplomova prace se v literarni resSerSi struéné zabyva problematikou spjatou
s fytopatogennimi hlisticemi a strategiemi u¢innymi proti témto parazitim. Pojednava také
o fenylpropanoidnich slouceninéch a jejich nematicidnich Gcincich. Zaroven se také vénuje
metoddm umoznujici vysokokapacitni screening chemikalii na hlisticich.

V experimentalni  ¢asti tato prace zkouma nematicidni aktivitu latek
fenylpropanoidniho typu, a to zejména u slouceniny L-32, kterou vyzkumna skupina doc.
RNDr. Jifiho Pospisila, Ph.D. prvotné ptipravila. Odhaleni jeji aktivity proti Caenorhabditis
elegans pomoci standardizovanych chitinasovych testii odstartovalo tento projekt, ktery se
ve vEétsi mife zabyval prozkoumanim jeji nematicidni aktivity na fytopatogennim had’atku
Ditylenchus destructor. Ze ziskanych piedbéznych vysledki se zda, ze sloucenina L-32
pravdépodobné nebyla pro had’atko Ditylenchus destructor toxicka v Zzadném z provadénych
testt. Ani dalSi zkoumané latky strukturné podobné L-32 nevykazovaly aktivitu
v Caenorhabditis elegans.

V dané préci je také zahrnut vyvoj novych experimentalnich postupit vhodnych pro
testovani latek (pfirodniho) pivodu na fytopatogennich hlisticich Ditylenchus destructor.
Zabyva se zejména optimalizaci metod — chitinasovych screeningii, chemotaktického
testovani a testd zajiStujicich se o hodnoceni mobilni aktivity had’atek pomoci metody
wMicroTracker. Z téchto metod byla téméf plné optimalizovana, metoda hodnotici mobilitu
had’atek Ditylenchus destructor, avsak z ¢asovych divodi jiz nebylo mozné dotestovat s jeji
pomoci vybrané latky fenylpropanoidniho typu. Dal$i zminéné metody Vv tuto chvili zatim
neposkytuji dostatené spolehliva data. V ramci této diplomové prace byla vSak ¢astecné ¢i
pln€ vyfeSena fada technickych komplikaci a prace taktéz demonstrovala nékteré slepé
ulicky. Tim poskytla fadu uzitecnych poznatk, o kterou se budou opirat dalsi optimalizace.

V neposledni fad¢ byla testovana piedbézna cytotoxicka aktivita slouceniny L-32 na
vicero nerakovinovych bunéénych linii BJ, ARPE-19 a HaCaT. Bylo zjiSténo, Ze latka ma

pomérné nizsi cytotoxickou G¢innost na téchto bunéénych linii (ICso > 50 puM).
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