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Anotace

Byla vyvinuta nova metoda na testovani protivirdvygtowenin proti rostlinnym
viram. Tato metoda je zaloZzena na rychle rostouciclkvonritych rostlinach un vitro
podminkach v kapalném mediu. Zjp&ali jsme fytotoxicitu a protivirovou dinnost
ribavirinu a @&innost acyklickych nukleosid fosforiédt(R)-PMPA, PMEA, PMEDAP
a (S)-HPMPC na virus Zluté mozaiky vodnice. Pr&taji relativni koncentrace viru
vrostline jsme pouzili metodu Double sandwich ELISA. Ribavirmél nejsilngjsi
protivirovy inek. (R)-PMPA a PMEA nevykazovaly zadny protivijoucinek a tensi
Zadnou fytotoxicitu ve srovnéni s kontrolnimi rosimi. (S)-HPMPC a PMEDAP

vykazovaly mirné protivirovédinky, ale zarove i vysSsi fytotoxicitu.

KLICOVA SLOVA: Virus Zluté mozaiky vodnice; ChemoterapRibavirin; Brassica

Annotation

A new method was developed for testing antivirahpounds against plant viruses
based on rapidly growing brassicas in vitro onitigmedium. While using ribavirin as
a standard for comparison, phytotoxicity and apibf the acyclic nucleotide analogues
(R)-PMPA, PMEA, PMEDAP, and (S)-HPMPC to elimings&RNA Turnip yellow mosaic
virus (TYMV) were evaluated by this method. Doulaletibody sandwich ELISA was
used for relative quantification of viral proteim plants. Ribavirin had the most powerful
antiviral effect against TYMV. On the other han®){PMPA and PMEA had no antiviral
effect and almost no phytotoxicity compared to toatrol. (S)-HPMPC and PMEDAP

showed moderate antiviral effect, accompanied gidr phytotoxicity.

KEYWORDS: Turnip yellow mosaic virus; Chemotherapybavirin; Brassica
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1.Uvod

Virdzy pati po mykozach k ekonomicky nejzavé@@im chorobam rostlin
a u rekterych plodin je dokonce fpdii svou zakeosti a vysi zfisobenych Skod.
V podminkach gedni Evropy jsou viry fwodci téngf 10% vSech ekonomicky
vyznamnych chorob autpobi giblizné¢ 30% vSech ztrat. Vaznéuisledky maji zvlast
u vegetativil rozmnozovanych a vytrvalych rostlin.

Zakladem ochrany proti rostlinnym um je vysadba zdravého materialu. Vysazeni
zdraveého, viruprostého materidlu ndm vsakéje&@musi zarit, Ze kthem rékolika mélo
let nedojde k infikovani porostu.

Uspsdna ochrana proti rostlinnym um je nemyslitelna beziesné diagnézy viru
a bez dkladnych znalosti Zisohi, jimiz se jednotlivé viry penaseji. Restoze v posledni
dok¢ byly vypracovany izné metody, jimiz Ize s &Sim ¢i menSim Usgchem I€it
nakazené rostliny, vyuZivaji se tyto terapeutickétady dosud malo v praxi vzhledem
k nakladnosti &asto i omezenémusiinku (Cata, 1981).

Neptimé metody ochrany jsou zareny hlavi na:

1. Likvidaci nebo jiné eliminaci zdroje nakazy (fapnegativni vybr, hubeni
rezervoarovych rostlin a plevgl

2. Zabranu nebo alespamezeni vSech moznychtgmhi pienosu vitt z infekenich
zdroja (boj proti vektoim, omezeni zigovani rostlin pi kultivaci).

3. Zé&branu pronikani viru z napadenych vegetativigésti do reproduinich orgai
(napr. predtasné ukodeni vegetace).

4. Ovlivnéni vyvinu rostlin  za o©elem uniknuti nebo odolavani nakaze
(nag. aprava doby vysewti vysadby, pedklicovani bramborovych hliz aj.)

5. Pestovani odolnych nebo viruprostych rostlinifiela, 1989).

Vlastni metody, jimiz se dosahujéchto cili, mohou byt #izné: agrotechnické,
Slechtitelské, biologické, metody chemické ochrakgranténni op#&kni aj. Mnoha
z téchto opatteni maji @inek vymezeny jen ditymi podminkami, takze musi byt vhotin
kombinovéana s jinymi metodami. Ztimych metod se v dkterych odtvich, zvlias¥
v ovocndstvi a zelinéstvi, uplatiuje termoterapie a vélterych gipadech i meristémova
terapie (tzv. biologickd terapie), vychazejici z lthu apikalnich meristéf
popt. kombinace obouéthto metod, jejichZz cilem je ziskat viruprosty migte At jiz

7



se viruprosty material ziska terapeutickymi metodaebo vylirem, je vzdy iteba jej
kontrolovat rozsahlym testovanim, které dale prodea vyrobu bezvirové sadby
(Urban, 1983).

DalSi moznost produkce bezvir6zniho materialu jekape protivirovych latek.
Rostlinna chemoterapigiimila mnohem mensi pokrok v poslednich dvou dextéth nez
vyzkum v oblasti rostlinné molekularni virologietdem niize byt velmi rychly rozvoj
molekularni biologie rostlin za#eny na studium na molekularni interakce virus-noatl
a divéra v ziskanou odolnost rostlin, expresi rostlinnyebo od viik odvozenych gen
Nicmére slibné strategie pro antivirové rezistence tranageh rostlin (Prins et al., 2008)
jsou dosud omezenytignymi pgedpisy a Spatnym spdienskym pijetim geneticky
modifikovanych organisfv Evrope.

Tradicni pristupy Slechini odolnych plodin jsoucaso¥ nara@né a omezeneé
piirodnimi zdroji rezistence (Maule et al., 2007)otBrtestovani nay syntetizovanych
slowenin nebo latek dinnych v lidskéci veterinarni medici® by mohlo ginést pokrok,

i kdyZ jejich &inky proti rostlinnym viiim mohou byt odliSné. V posledni dotXia et al.
(2006) syntetizoval ¢které slodeniny, které jsou dinnéjSi proti rostlinnému RNA viru
mozaiky tabaku (TMV) nez ribavirin. Neni pochybamt, Ze antivirové slaieniny budou
pouzivany pro vyrobu viruprostého materialu i v buchu. Pennazio (1997) doSel
k zawru, Ze chemoterapie nabizi Siroké moznosti pro Saep I€b¢ virdoz na rozdil

od konvexini terapie (termoterapia vitro kultury), kterou bude obtizné dale zlepsit.



2. Cil prace

Cilem této diplomové prace je zhodnocerinfosti ribavirinu a acyklickych
nukleosid fosfondit na virus Zluté mozaiky vodnice. Pojednava o prvnigkledcich
chemoterapie pomoci acyklickych nukleosid fosf@reéibwiuje (Einnost ribavirinu proti
viru Zluté mozaiky vodnice imvitro kultur na pekingském zeli. Déle se zabyva

hodnocenim fytotoxicity pouzitych antivirotik.



3. Literarni pehled

3.1 Charakteristika rostlinnych vir

VétSina vil napadajici rostliny p#tz hlediska velikosti viriof, genonii a jeho
organizace mezi nejjednodussi viryibec. Viriony sférického, tynkovitého anebo
vlaknitého tvaru maji jednoduchy kapsid sloZzeny4 druhi proteini (Davies, 1985).

Rozvojem metod molekularni genetiky bylo um&im odhaleni replikaich
strategii rostlinnych vir na bukc¢né i molekularni drovni. Nasledkem toho dochazi
ivsowasné dob kneustalému  Zpsiovani  taxonomie  rostlinnych  ir
(Zemla et al., 1998).

Uplatiuje se dleni jednotlivych vifi do rodi, které se sdruzuji doéeledi ato
piinejmenSim na zaklgdgenomu a replikai strategie. Bkteré viry doposud nebyly
zallerény do celedi a popisuji se samostatiDruhové nazvy rostlinnych virobyejné
popisuji symptomy chorob, které vyvolavaji a hedsité rostliny, ze kterych byly
rostlinné viry izolovany. Dosud je popsano asi 180§tlinnych vifi vyuzivajici jednu z
nukleovych kyselin (dsDNA, ssDNA, dsRNA, -ssRNAsR&NA)(Ramirez-Malagon et al.,
2006) Prevaznd wtSina rostlinnych vik ma RNA genom, ktery je taktéZ vyhe ssRNA

s pozitivni polaritou (Zemla et al., 1998).

3.2 Popis TYMV

Turnip yellow mosaic viruyiz priloha ¢. 1, pati do rodu Tymovirus.Zname
spektrum hostitelskych rostlin je omezeno na tytthgl Cruciferae Brassicassp,Reseda
odorata (Resedacege Cleome spinoséCapparodaceae (Adams & Antoniw 2006).
Velké Skody zpsobuje na pekingském zelitiBhaky se projevuji na listech jako jésn
ohrantené zelenozluté mozaiky a téedevSim u drulnBrassica ostatnirady se vyznéuji
apikélniho meristému. Mnozi se v cytoplaznburek, kde zmisobuje shlukovani
chloroplast, které je snadno pozorovatelné pomoci ¢teimé mikroskopie
(Bichen-Osmond, 2003). Optimalni teplota pro rozvou se pohybuje vrozmezi
20-25 °C.
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Kompletni genom je tien 6319 nukleotidy. Byl pthosekvenovan. Genom se
sklada z podil guanin 17,6%, adenin 23,75%, cytosin 37,05%, LE&;115%. Na 5'-konci
genomu je umisgha cepicka, sekvence typu m7G5'ppp5 (Matthews, 1983konec ma
strukturu promotoru, oblast znama jako "tymoboxt¢Ben-Osmond, 2003). Genom je
tvofeny monopartitni +ssRNA. Inféki jednotky maji jednoduchou konstrukci, bez obalu
a s izometrickymicasticemi. Izometricky kapsid viru je neobaleny, kyla kubickou
symetrif. Jeho fimer je 29,2 — 31,8 nm s hmotnosti 5,6 % Haltor.

Virus je prenaSen prostdnictvim hmyzich vektdr mechanicky, semeny,
roubovanim a neniipnosny pylem. Z vektér jsou to nésledujici rodyColeoptera,
Phyllotreta a Psylloides (Phaedon cochleariaefevropt a Pedilophorus spy Australii
(Biichen-Osmond, 2003).

3.3 Chemoterapie rostlinnych wir

Chemoterapie rostlinnych vir byla definovana jako produkce bezvirozniho
materialu z infikovanych rostlin. Eliminace viru §asto zaloZena na termoterapii celych
rostlin nebo rostlinnych explantat Nasleduje odéleni meristémového vrcholu a jeho
kultivace vin vitro podminkach na médiu s nebo bez antivirovych latekio v sérii 3-5
pasazi viz filohac. 2.

Termoterapie a chemoterapie mohou byt prémsigowasreé. Uspidnost odstrami
viru je owtrovana pomoci ELISA nebo PCR testem po dodkolika mésicich¢i dokonce
letech (Verma et al., 2005).

Mozna fytotoxicita antivirovych slaenin vyZaduje test, ktery stanovi optimalni
pomér mezi eliminaci viru a procentem Zivych explaftat

Viruprosty material ziskany z meristémovych kulabecr vykazuje maly nebo
zadny geneticky rozdil odugodni infikované rostliny. Antivirotika by mohla #pobit
genetickou variabilitu, prozatim to neridecky podloZeno (Spak, 2009).

Historii rostlinné chemoterapie shrnuli Pennazi®9d) a Faccioili a Marani
(1998), kt&i se zabyvali eliminaci rostlinnych irvin vitro kulturach. Z literatury je
ziejmeé, Ze zatim neni znama idealni chemicka latkalaalni metoda.

Dosud bylo popsano vice nez 1800 rostlinnychi,viryuZivajici jednu zéchto
nukleovych kyselin (dsDNA, ssDNA, dsRNA, +ss RNAss RNA) a siznou replik&ni
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strategii. Mohou infikovat velké mnozZstvi rostlirmyceledi, rod, druhi a kultivaf,
vytvéret mizné anatomické a biochemické variace v systémudinastirus a vyvolavat
tkanové infekce (Ramirez-Malagon et al., 2006). Praopprovnavani mezi ziskanymi
vysledky mnoha latek, které byly testovany rangych rostlinach, virech aiznymi
metodami, obtizné. Nedostatek standardizace expetéimi metodiky pro inhibici vir
rostlin chemickymi latkami iive vést k proticidnym zaéram. Z pehledu metod
Hansen (1989) (ndp purifikace viru, protoplagt nakazenych virem, pdgt antivirotik
na listy nebo dokonce na celé rostliny, diskova adet I€ba kalusu, meristematické
oSeteni, injekce do celé rostliny nebo aplikace n&kg), se zda, Ze obecdochazi ke
zvySeni specifinosti inhibeni reakce s rostouci mirou organizace rostlinniéhit

Bylo zjiSttno, Ze nejainngjSi pro odstraéni viru jsou syntetické inhibitory
(Hansen, 1989). Mezi nimi analogy bazi nukleovyciiselin ribavirin, tiazofurin,
pyrazofurin, 8-azaguanin, 5-azauracil, derivatyraaie jako
(RS)-3-adenin-9-yl-2 -hydroxypropionova kyselinae(Bazio et al., 1990)
a9 - (2,3-dihydroxypropyl) adenin [(S)-DHPA] (Sdter & Holy, 1988) byly
nejintenzivigji prostudovany a¢které z nich jsou také prakticky pouzivany v zdatstvi.
Pannattoni et al., (2007) oznamili éSpé odstratni GLRaV-3 z explantétVitis vinifera
tiazofurinem. U ribavirinu (1 -p-D-Ribofuranosyl)-1H-1,2, 4-triazol-3-karboxamidylb
Zjisténo, Ze je dinny nejmér proti 20 rostlinnym viim. Viruprosté pryty mohou byt
ziskany z meristému sléenim 20-50 mg / | sisi do média. Nedavné studie obvykle
zahrnuji i testovani jinych slganin (Verma et al., 2005), ale zda se, Ze ribay¥inasi
nejlepsi vysledky proti rostlinnym RNA vim, které pedstavuji 88% vir napadajicich
rostliny. V nedavné dab byly ziskany velmi pozitivni vysledky s ribavirime
ve Vyzkumném a Slechtitelském Ustavu ovdaském s.r.o. v Holovousech, pro odstfiain
komplexu virové infekce z jabloni (Paprstein et 2007).

Pokud jde o rostlinné DNA viry, naSli jsme pouzedge z&znam
(Caner et al., 1985), kde byl ribavirin r@iny proti SSDNA viru.

Spoluprace mezi profesorem A. Holym (UOCHB ASR, Praha) a profesorem
E. de Clercgem (Rega institut pro |éslay vyzkum, Leuven, Belgie), vedla k objekady
acyklickych analo@ nukleosidi (prototyp (S)-DHPA) a nasledrk objevu velkého pgiu
nukleotidovych analag (acyklické nukleosidy fosfonaty - ANPs, prototy){H(R)-
PMPA).

Od (S)-H(R)-PMPA(9-[(S)-3-hydroxy-2 (phosphonometijopropyl] adenine byly
odvozeny i latky, které byly na celém &t schvaleny pro klinické pouZziti:
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1) (S)- HPMPC (1 - [(S)-3-hydroxy-2-(phosphonontedy) propyl] cytosin)
Cidofovir, Vistide’pro 1&bu cytomegalovirové renitis u paciérg AIDS a Iébu polyoma-

, papilom-, adeno-, herpes-a poxvirus infekce (daRd¢nom vif)

2) PMEA (9 - [2 - (phosphonomethoxy) ethyl] adenidelefovir, Hepserd) pro
|é¢bu chronické infekce virem hepatitidy (dsDNA genwinti)

3) (R)-PMPA (9 - [(R) -2 - (phosphonomethoxy) pyip ®adenine, Tenofovir,

Viread® pro I&bu HIV (retrovirus) infekce.

Zadné z &chto latek nebyly doposud testovany na inhibici RIgélymerazy.

Hodnoceni aktivity ANPs proti rostlinnym viim navrhl profesor Antonin Holy.
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3.4 ELISA

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent A9sag jednou z nejpouZivéjsich
metod ve virové diagnostice. Princip této metodgésm@ v reakci antigenu s protilatkou,
kterd je zn&ena enzymem (alkalicka fosfataza)uftela et al., 2002). Dochéazi k barevné
zmene, kterd je zfisobena reakci enzymu se substratem. Na mikratitraestéku
se navaze specificka protilatka 1gG, na kterou s& mavaze antigen, virugifmny
ve zkoumaném materialu. Péigani konjugatu protilatek s enzymem a substranikve
barevna reakce, kterou detekujeme spektrofotorkgtricas potebny pro diagnostiku je
n¢kolik hodin az dva dny (Nms & KrSka 2006). B¢ pouZivanou variantou ELISA
testu je v rostlinné virologii DAS-ELISA test (ddebantibody sandwigtviz priloha¢. 3,
kde antigen nefdve reaguje se specifickymi protilatkami navazanyaipovrch pevného
nosce a je pak detekovan specifickymi protilatkami &areymi enzymem, ktery vifpac
pozitivniho vzorku zviditelni reakci rozkladem vhwho chromogenniho substratu.
Pomoci tohoto testu lze ziskat Udaje o sérologiBuznosti izolal vira a relativni
¢i celkové koncentraci viru v rosténnebo jeji ¢asti. Ve vSech ifpadech je vystupni

informaci provedeného ELISA testu soubor hodnobdiznce.

Antigen

Antigeny jsou makromolekuly fpozeného nebo u&ého pivodu. Po chemické
strance setadi mezi @zné polymery protein polypeptidi, polysacharil nebo
nukleoproteih. Maji dw zakladni vlastnosti - navozuji specifickou imunitdpowd,
at’ burgéného nebo protilatkového typu, a specificky reagujprodukty této odpddi
(tj. protildtkami a imunokompetentnimi tkami). Ol tyto vlastnosti ma kompletni
antigen - imunogen, ktery je tken z makromolekulového nd@si a antigennich
determinant neboli epitdp Antigenni determinantu fedstavuje ufitd skupina atorin
na povrchu molekuly antigenu a charakterizuje jedpeecifitu a schopnost reagovat
s vazebnym mistem protilatky nebo antigenovym rewem na lymfocytech.
Nizkomolekulova latka, kterd neéibe sama navodit tvorbu protilatek, ale specificky
reaguje s produkty imunitni odpé&li, se ozné&uje jako hapten (nekompletni antigen)
(Lapcik et al., 2004).
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Protilatka
Je protein, ktery je schopen jako &ast imunitniho procesu identifikovat

a zneskodnit cizi objekty ¥le. Protilatky jsou nositeli humoralni imunity.

Polyklonalni protilatky
Jsou produktem mnoha aktivovanych KloB lymfocyti a proto jsou namény

proti vice epitopm uritého antigenu nebo s antigemi. Ziskavaji se imunizaci
laboratornich zwat antigenem (nebo jejich $81). Ri imunizaci organizmu dochazi
ke stimulaci #znych B lymfocyti a k jejich proliferaci a diferenciaci na plazmééc
buinky. Je produkovano spektrum protilatek pratemym epitogm prislusné bilkoviny
S fiznou schopnosti se na ni vazat. Po¢88p imunizaci se zkdti odebere sérum
¢i ascites obsahujici protilatky protiayodnimu imunogenu. Specifita polyklonalnich
protilatek velice zavisi na imunizaim protokolu, resp. na tom, v jaké fazi imunitni

odpowdi zvitete jsou z & protilatky ziskdvany (Tonar & Beranovéa 2002).

3.5 Charakteristika protivirovych latek

Ribavirin

(1 - (3-D-Ribofuranosyl)- 1H-1, 2, 4-triazol-3-karboxami@) (Einny nejmeérs proti
20 rostlinnym vitim. Zda se, Ze ribaviriniimési nejlepsi vysledky proti rostlinnym RNA
viram, které pedstavuji 88% vir napadajicich rostliny. V nedavné dobyly ziskany
velmi pozitivni vysledky s ribavirinem ve Vyzkumnéra Slechtitelském Ustavu
ovocn&ském s.r.0. v Holovousech, pro odstiain komplexu virové infekce z jabloni
(Paprstein et al., 2007).tiBavek ribavirinu do kultivénich médii byl usgsre vyuZzit
pro eliminaci fiznych vii u bramboru a tabaku (Faccioli a Marani 1998, kKoaa
1998). Chemoterapie ribavirinem byla také s poaitii vysledky pouZzita i eliminaci
viru chlorotické skvrnitosti jablah (Apple chlorotic leaf spot virusACLSV) v in vitro
kulturach (Hasen & Lane 1985) a hrasr{Cieslinska, 2002) a ip eliminaci viru
Zlabkovitosti kmene jablan(Apple stem grooving ViruyASGV) uin vitro kultur tabaku
a jablorg (James et al., 1997). J&keva (1993) dosahla kombinaci segmentové kultury

in vitro chemoterapie ribavirinem eliminaci hospitsky zavaznych vir slivorg.
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Acyklické nukleosidfosfonaty

Spoluprace mezi profesorem A. Holym (UOCHB ASR, Praha) a profesorem
E. de Clercgem (Rega institut pro lésley vyzkum, Leuven, Belgie) vedla k objetady
acyklickych analo@y nukleosid (prototyp (S)-DHPA) néslednobjevenim velkého ptu
nukleotidovych analag (acyklické nukleosid fosfonaty - ANPSs), prototyR){HPMPA).
Od (S)-PMPA (9-[(S)-3-hydroxy-2-(phosphonomethoxymyl) byly odvozeny latky, které
byly na celém sit¢ schvaleny pro klinické pouZiti.

Acyklické nukleosid fosfonéaty jsou katabolicky stab sloweniny. Po chemické
strance viz nize popsany vzorec (Votruba, 2009).

Ry
Ra....H...... PMEA
* R2
R>....CHOH ..... (S)-HPMPC /(/)
Rs....CHs...... (R)-PMPA P—OH
Ov \
R,...H.....PMEDAP OH

R1....Pu nebo Py

PMEA

Je &inny proti retroviom etre HIV, ktery zpisobuje onemocami AIDS
(Hejtink et al., 1993, Ying et al., 2000). Tato pkwa acyklickych nukleotid téZ potlguje
multiplikaci DNA vira. PMEA (9-(2-phosphonylmethoxyethyl) adenine, ad&fa od ni
odvozené oralni profarmakum bis (POM)-PMEA js@ingé i proti hepatitid B. Lék pod
nazvem (Hepseld byl nedavno v USA a Evrépschvalen pro kbu chronické
hepatitidy B (Hejtink et al., 1993, Ying et al.,®).

(S)-HPMPC

N-[3-hydroxy-2-(fosfonomethoxy)propyl] derivaty (IMP sloweniny) selektivi inhibuji:

DNA viry, tj. herpesviry (HSV, CMV, VZV, EBV), adaviry, poxviry, polyoma-
a papilomaviry. Cytosinovy derivat téttady - [(S)-HPMPC, cidofovir, Vistid§ -

je v klinickému pouZziti proti CMV infekcim u AIDSgeienti. Latka se jevi jako velmi
acinna téz k léb¢ papilomatosy hrtanu, moluscum contagiosum i HPYJukované

intraepitelialni neoplasiestbzniho hrdla.
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(R)-PMPA

N-[2-(Fosfonomethoxy)propyl] derivaty (PMP sl@niny)-(2-phosphonylmethoxypropyl)
adenine ((R)-PMPA, tenofovir) (Heijtink et al., 189Ying et al., 2000a,b) patmezi
nejeinngjSi od nukleosil odvozené antiretroviralni latkyaleec: Tenofovir [(R)-PMPA,
Viread®] je (inny proti HIV a HBV. V USA i v Evrogp jiZ byl schvalen jako Iék.

PMEDAP
9 - (2-Phosphonomethoxyethyl) - 2,6- diaminopudig silny inhibitor replikace viru lidské
imunodeficience (HIV) a pottaije tvorbu nadar (Compton et al., 1999).

Mechanismy dinku acyklickych nukleosidfosfonat

1) Vznik NDP a NTP analagin vitro

Biologicky &inné ANP typu PME, PMP a HPMP jsou fosforylovany lune
prostednictvim isozym nukleotidkinas: AMP-kinasy, GMP-kinasy, CMP-kigas
NDP -kinasy.

2) Protivirové a cytostatickécinky

Zé&sah acyklickych nukleosidfosfoiaddo DNA syntézy (jde o substrat-inhibitory):

(a) kompetitivni inhibice DNA-polymerazy (resp. RT)

(b) inkorporace do DNA vedoucidasténému prodlouzeniettzce (analogy typu HPMP)
nebo k terminaci (analogy typu PME)

(c) produkty reakce jsou rova inhibitory enzymu.

3) Blokovani (inhibice) replikace viru

Inkorporace (¥lenéni) do genomové DNA a disociace &tni) replikgniho komplexu
v disledku nahodné akumulace analogu aktivuji kontrbbdy S-faze buitného cyklu,
coz vede k apoptose (btgmé smrti), (Votruba, 2009).
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4. Materialy a metody

Pri své praci jsem dodrzovala zasady benpsti prace, organizai fad UMBR

BC AV CR, interni snirnice oddleni virologie.

4.1. Kultivace rostlin

K pokusu jsme pouzili pekingské zeBr@ssica oleracea var. pekinensisdiida

Manoko F1. Vysev semen a kultivace rostlin bylyyadiny v magentach, viz.ifjoha

¢. 4. Do kultivani naddobky jsme vlozili filtrani papir, ktery slouZzil jako opora. Jako
Zivnou pidu jsme pouzili zakladni tekuté médium Murashig8koog (MS) s vitaminy
(2,0 mg / | glycin, 100 mg / | myo-inositol, 0,5 md kyselina nikotinova, 0,5 mg / |
pyridoxin a 0,1 mg / | thiamin) a 20 g / | sachard@Murashige a Skoog, 1962) bez
rastovych reguléatdr. Do MS jsme fidali testované protivirové latky. Po 3 tydnech gm
provedli vynenu Zivného média za nové. Kultivace probihala zalngoek 23°C,
fotoperioda 16 hod., intenzita askeni 90 umol/mVs v kultivaini mistnosti. Veskeré

manipulace s rostlinami jsme prowidza sterilnich podminek ve flowboxu.

Sterilizace semen
Ke sterilizaci jsme pouzili roztok SAVA, v pamu SAVO:H,O = 1:9. Doba

pusobeni byla 10 minut,éhem této doby bylo nutné zkumavky se semeékolikrat
protiepat. Poté jsme semena 5krat proplachli sterilgiildganou HO (vzdy cca 2 min).

Vyseti zeli

Sterilni pinzetou jsmetpvedliétyii semena do kultivanich nadob.

Rozsazeni pekingského zeli

Po tydenni kultivaci jsme opatrnrozsadili rostliny za pomoci dvou dlouhych
pinzet. Po 3 tydnech kultivace jsme wymili staré médium za nové (pomoci 10 ml pipety,

15 ml média). VeSkeré manipulace jsme praliagh sterilnich podminek ve flowboxu.
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4.2 Inokulace rostlin virem TYMV

Priprava inokula

Odker pletiv infikovanych TYMV jsme provedli ze sklenik zcerstw
naatkovaného zeli (Manoko F1), 3 tydny po inokulacistyijsme rozmixovali tlotkem
tak, aby vznikla co nejvice rozdrcena hmota, v goni:10 (2g listu na 20mlc&ovaciho
pufru), dale jsme hmotu ifecedili ges 2krat slozeny monofil do malé kadinky
(pramér 3cm, vySka 5cm) ve flowboxu. Sterilizaci inokysane provedli pes bakterialni
filtr, pomoci injekni stikacky do sterilni kadinky. VSe bylo uméste v ledové iisti
(aby se docililo co nefisi stability viru), nakonec jsme do roztokdidali sterilni
karborundum (Sig), ktery rozruSuje bufgnou sénu rostlin a vytvéi pro virus ideal®jSi
podminky pro vstup.

Inokulace

Rostliny gistované v kultivénich nadobach jsme za 2 tydny inokulovali virem
TYMV. Byl pouzit ¢esky izolat viru Zluté mozaiky vodnice (TYMV) (P&la Spak, 1987).

Mechanickou inokulaci 128 rostlin v prvnim pokustiZ6 rostlin v druhém pokusu
jsme provedli tak, Ze jsme geti prvni 2 pravé a 2d&bzni listy rostlin pekingského zeli
v magentach. 1. pravé&ldzni listky jsme potirali 2 krat ve flowboxu poniogatového
tamponu naméeneého ve sisi inokula se sterilnim karborundem. Kontrolni liost byly
ockované pouze pufrem. Poté nasledovala kultivagel®yt aby se virus mohl rozmnozit

v dostaténé koncentraci.

4.3 Priprava zivneho roztoku MS s protivirovymi latkami

Chemikalie PMEA, PMEDAP, (S)-HPMPC, (R)-PMPA jsmiskali od profesora
RNDr. A. Holého DrSc., Ustav organické chemie ach@mie AVCR Praha, Ribavirin od
firmy Duchefa.

Navazené mnozstvi latek jsme rozpustili v digéste malé kadince, pomoci
navazovaci Ig&ky ve 20 ml sterild odebraného MS meédia +120 pl roztokpavku.
Upravili jsme pH na 5,7 pomoci kyseliny chlorovoolié a hydroxidu draselného.
Sterilizaci jsme provedli ve flowboxu pomoci ingek stikacky a mikrofiltru. Vyslednéa
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koncentrace byla 5 mg/100 ml tedy 50 mg latky ndariMS+vit. VSechny roztoky jsme
uchovévali v ledrice g 4°C.

N

4.4 Pufry, roztoky, pracovniifstroje

4.4.1 Pufry a roztoky
1. Dezinfekni roztoky

Dezinfeleéni roztoky jsme pouzivali k dezinfekci nastrojrukavic, pracovnich
stoli, nddob apod. Podle okolnosti jsme voliléghto ¢inidel, giipadre i dalSi s podobnym
acinkem.

KMNO¢, 0,1% vodny roztok
CH3CH,OH 70-80% vodny roztok
Chloramin,fecéni podle pokyi vyrobce
Savo,ifedni podle pokyfi vyrobce

2. Zasobni roztok

Z&sobni roztok (10krat koncentrovany) jsme pouZikgiipraw promyvaciho pufru.
Obsahuje azid sodny, ktery je silfedovaty. Je zrimé nasyceny, obtiznse rozpousti,
v chladnéce mize dojit k rekrystalizaci.

NacCl 80g
KH.PO4 29
NaoHPO, 11,59
KCI 29
NaNs 29
100 ml jsme #edili v priblizné 900 ml destilované vody. Po rozpirt
a promichani jsme kvantitativrobsah pevedli do odrdrné baiky na 1000 ml a doplnili

po zn&ku.
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3. Oc¢kovaci pufr

Jako @kovaci pufr jsme pouzili 0,1 M fosfatovy pufr, pshje upravili na 7,0.
NaHPO, .12H,0 8,9535¢ pH 9,6
NaHPO, . 2H,0 2,34 ¢ pH 4,9

4. Potahovy pufr

Potahovy pufr jsme pouzivali k potahovani dedti specifickym 1gG. Obsahuje
velmi jedovaty azid sodny.
Na,CO; 1599
NaHCG; 293¢
NaNs 0,20 g
pH 9,6 1000 mi

Navazené chemikalie jsme rozpustili v kadince veéd X0l destilované vody.
Po Uplném rozpu&hi a dokonalém promichani jsme obsah kvantitatiprevedli do
odmerné bailky 1000 ml a doplnili po zriku. pH jsme upravili pomoci 3M roztoku
NaOH nebo koncentrované HCI na 9,6.

5. Promyvaci pufr

Po inkubaci potahovaciho roztoku, jsme promyvacfr pouzivali k promyvani
mikrotitracnich destiek.

pH 7,4 pro 2000 ml dest. vody

NaCl 16,00 g
KH,PO, 0,40¢
NeHPO,.12 HO 2,30 ¢
KCI 0,40 g
Tween 20 0,10 g
NaNs 0,40 g
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6. Konjugatovy pufr

Konjugatovy pufr jsme pouzivali tedni specifické protiladtky konjugované s
enzymem. Ma sniZzenou dobu skladovatelnosti.
pH 7,4 pro 1000 ml

TRIS 2,40 ¢
NaCl 8,009
PVP 20,00 ¢
TWEEN 20 0,50 ¢
BSA 2,00 g
MgCl,. 6 HO 0,20 ¢
KCI 0,20 g
NaNs 0,20 g

Do 1000 ml kadinky jsme pipetou odfti 100 ml zasobniho roztoku a 0,5 ml
TWEEN, déle jsme iffidali 20 g PVP, 0,2 g MgGl 6 HO a 2 g BSA. Asi v 900 ml
destilované voé jsme obsah dokonale rozpustili a kvantitatiygme gevedli do odnirné
baiky a doplnili po rysku na 1000 ml. Upravili jsme pid 7,4 pomoci 3M roztoku Na OH

nebo koncentrované HCI.

7. Substratovy pufr

Substratovy pufr jsme pouzivali fedni p-nitrofenyl fosfatu (substrat). Obsahuje

jedovaty azid sodny, skladuje se v leaei 1 aZ 2 rsice.

pH 9,8 pro 1000ml
DEA HN (CH,CH,OH), 97,00 ml
NaN; 0,20 g

Odnxtili jsme odnmérnym valcem 97 ml diethanolaminu, nechali rozpuestity 900
ml destilované vody aiflali jsme 0,2 g azidu sodného. Po rozmichani jewaatitativre
pievedli obsah do 1000 ml o@mmé baiky a doplnili po zn&ku. Upravili jsme pH na 9,8
koncentrovanou HCI.
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8. Extrakéni pufr

Extralkeni pufr jsme pouzivali k extrakci antigenu z rosilych bugk nebo kiedni

vylisované gavy.

pH 7,4 1000 mi
TRIS 2,40 g
NaCl 8,00 g
KCI 0,20 g
Tween20 0,50 g
PVP 10,00 g
NaN; 0,20 g

Navazili jsme pislusSné mnozstvi chemikalii a nechali jsme je rezipasi v 900 ml
destilované vo#& po dokonalém rozpusdti jsme obsahipvedli kvantitativeé do 1000 ml
odmerné baiky a upravili pH na 7,4 3M roztokem NaOH nebo kartoevanou HCI.

Pufry jsme skladovali v zakryté nadolpii 4-8 °C po dobu max. 2 #sidi.
Pred pouzitim jsme pufry ponechavali c¢itou dobu @i pokojové teplat

(laboratorni tepla).

4.4.2 Pracovniifstroje

Pristroje a pomcky:

1. Homogenizator, homogenizd s&ky
2. Promyvéka mikrodestiek

3. Spektrofotometr préteni mikrodestiek
4. pH metr

5. Mrazici box

6. Biologicky termostat, flowbox

7. Automaticka pipeta afiglusné Sgiky

8. Jednokanalova mikropipeta éigusné Spiky

9. Sterilni polystyrenové mikrotit¢ai desttky 96 jamek, wWka na mikrotitréni destéky,
mikrozkumavky

10. Analytické vahy

11. Mikrofiltry
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4.5 Stanoveni obsahu viru metodou ELISA

ELISA byla provedena po 3 tydnech kultivace oddkawani virem. Pro testovani
protivirovych latek jsme vybrali rostliny, které kgzovali vySSi absorbanci neZiper £ 3
SD (Sutula et al., 1986}ip405 nm.

Stanovili jsme skupiny pro kazdou testovanou latkkontroly. V prvnim
experimentu na jednu zkoumanou latku po 17 rosttirdae druhém experimentu po 13
rostlinach s minimalnimi rozdily v pmérné absorbanci. Aplikaci protivirovych latek jsme

provedli nahrazenim média v kultiwrgdich nadobach ihned po prvnim ELISA testu.

Pracovni postupipdetekci viru metodou ELISA

PotaZeni desky

Promyti desky od potahovani

Odker vzorku- vaZeni, homogenizace
Pipetovani vzork

Promyti od vzork

Pipetovani konjugatu

Promyti od konjugatu

Pipetovani substratu

© 0 N o g b~ wWwDdhPRE

M¢éteni po stanovené délma spektrofotometru

10.Zaznam vysledk méieni absorbance ELISA do §itace a tisk

1. PotazZeni desky

Mikrotitra¢ni destéky jsme po vyjmuti obalu ozt zkratkou viru a datem
potahovani. PouZivali jsme mikrotitrdd desky NUNC polysorp. ipravili jsme si
potahovaci roztok sifslusnou protilatkou IgG-TYMV, v koncentraci 2ug/alpoté jsme
nakapali do kazdé jamky 200ul pomoci automatickétyi Rikrytou (z divodu zabraéni
odpdovani roztoku zjamek, tim vlastnprodluzujeme moznou dobu inkubace)

a ozngenou desku jsme vlozili do lednicées noc na 18 hodirripd°C.
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2. Promyti desky od IgG

Vymyvani mikrodestiek jsme provatli ihned po inkubaci potahovacim roztokem.
Roztok jsme odstranili na promyee s odsavanim. Zasobni lahev jsme naplnili
promyvacim pufrem. ied vlastnim vymyvacim procesem jsme museli celistij
proplachnout destilovanou vodou. Prom§kaa jsme zapnuli a nastavili gebny objem
na odsati. Bhem prace jsme kontrolovali spravné gmih a odsavani. Proces trva
cca 15minut. Na konci procesu je deska sucha. Rzithgsme museli vzdy ifstroj

dukladre proplachnout destilovanou vodou.

3. Odker vzorku pro ELISA

Ve flowboxu jsme steril® odebrali mladé listy rostlin {foha ¢.6) z magent
(nejmér 0,2 g), vazili jsme ihned po odebrani nemposnych vahach Kern (vazivost do
0,01g) na s&ich pro homogenizaci Bioreba AG Svycarsko (jizteess), které jsme si

ozn&ili a zaznamenali hmotnosti navazek. Vzorky jsmieav@vali vZzdy v chladu.

Do homogenizénich sé&ka jsme napipetovaliifislusné mnozstvi extrakiho pufru
v pomeru 1:10. Homogenizovali jsme vzdy n#giroji HOMEX 6 (Bioreba, Svycarsko) az
do upIného rozdrceni. Taktdipravené vzorky jsme pipetovali do jizgglem potazenych
(IgG proti TYMV) mikrotitratnich desek pro ELISA.

4. Pipetovani vzork

Stavu z homogenizovanych vzdrksme pipetovali ze zadni komoryéga, do jiz
piedem potaZzenych a promytych mikrotitnech destiek pro ELISA testy. Do kazdé
jamky jsme nakapali 200pl. Do jamek pro BLANK jsipipetovali jen samotny extraki
pufr. BLANK, negativni a positivni kontroly jsmepatovali jako prvni. Taktoifpravené
desttky jsme ulozZili do ledniceies noc i 4°C. Jako negativni kontrolu jsme pouzivali

pekingské zeli z magent inokulované pouze pufrem.
5. Promyti od vzork

Promyvali jsme po vioZeni desky programem VZORKYik{ddrgjSi promyti),

jedna deska cca 20 minut.

25



6. Pipetovani konjugatu

V konjugatovém pufru jsmeiedili predepsané mnoZzstvi konjugované protilatky
v poneru 1:4000. Po dostateém promichani jsme pipetovali automatickou pipetou
kazdé jamky 200ul detré kontrol a blanku. Mikrotitréni destéky jsme vloZili do
termostatu na 3 hodinyiB7°C.

7. Promyti od konjugatu

V promyvace jsme promyvali programem ELISA, promyti jedné&lgetrva 15

minut.

8. Pipetovani substratu

Tésre pred pouzitim jsme od#iili do kadinky, ktera byla v temnu, vypivané
mnoZstvi substratového pufru. Poté jsidadi 5 mg tablety substratu (koncentrace
1mg/ml) 4-NitrophenylphosphatedisodiumsalthexahydrgSIGMA) a na magnetickém
michadle jsme obsah dokonale rozpustili. Do kaadgky jsme pipetovali 200ul substratu
pomoci automatické pipety. Substrat jsme uchovavaémnu a fi pokojove teplot.

M¢éteni probihalo po stanovené @pB0 min.
9. Mg¢teni na spektrofotometru

Absorbanci jsme #iili pii vinové délce sitla 405nm a p teplog 18-25°C na
Tecan Spectra Classic ELISA reader a hodnotili pdnpoogramu KIM-W (piloha ¢.5).
Zvolili jsme ikonu MERIT DESKU a SP@ITAT. Vypoétena hodnota alespgro jednu
jamku u pozitivni kontroly muselai@sahnout 1,0. Pozitivni a negativni kontrolni vyork

jsme pouzivali pro porovnani vysledl jednotlivych desek po celou dobu experimentu.

26



4.6 Statistické hodnoceni dat

Namegiené hodnoty absorbance jsme statisticky vyhodnAWNIOVA a Tukeyho
HSD testem. Aby byl pokus statistickyigazny, musi byt velikost jednoho testovaného

souboru o minimakn 13 rostlinach (Dostalkova, 2009).
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4.7 Casové schéma pokius

Prehled pokus:

Tyden 0: KIteni semen v magentach v kapalném médiu

Tyden 2: Mechanické inokulace rostlin virem

Tyden 5: ELISA test, vyr infikovanych rostlin a sestaveni homogennich soubostlin
(10-20), gidani testovanych latek

Tyden 8-17: Stanoveni koncentrace viru pomoci EL1&u v intervalu 3 tydny,
pozorovani fytotoxickéhodinku

Prvni pokus

Vyseto: 16. 10. 2008
Presazeno: 24. 10. 2008
Inokulace virem: 30. 10. 2008
ELISA (1): 19. 11. 2008
Pridani latek: 21. 11. 2008
ELISA (2):10. 12. 2008
ELISA (3):6. 1. 2008

ELISA (4):26. 1. 2008

Druhy pokus

Vyseto: 2. 2. 2009
Presazeno: 8. 2. 2009
Inokulace virem: 17. 2. 2009
ELISA (1): 9. 3. 2009
Pridani latek: 10. 3. 2009
ELISA (2):30. 3. 2009
ELISA (3):20. 4. 2009
ELISA (4): 11. 5. 2009
ELISA (5):1. 6. 2009

28



5.Vysledky

Patty pokusnych a testovanych rostlin jsou uvedergbv 1

Tab. 1 Péty pokusnych, virem govanych a testovanych rostlin v pokusech.

Pcacty rostlin 1. pokus 2. pokus
Patet vysetych rostlin 138 227
Patet atkovanych rostlin 128 126
Patet testovanych rostlin 126 126
Patet pozitivni rostlin 102 78

1 soubor pro 1 test.latku 17 13
Neg. kontrola v magentach 8 2
Negativni kontrola sklenik 2 2

Uginnost ribavirinu a acyklickych nukleosid fosfotat(S)-HPMPC, PMEDAP,
(R)-PMPA a PMEA v koncentraci 50 mg/l na virus 2luhozaiky vodnice jsou shrnuty
v tabulkach 2-5 a v grafech 1 a, b.
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Tab. 2, 3, 4, 5. EInnost ribavirinu a acyklickych nukleosid fosfoha(S)-HPMPC,

PMEDAP, (R)-PMPA a PMEA v koncentraci 50 mg/l naugi Zluté mozaiky vodnice.

Tab. 2 Experiment 1 - pmér hodnot absorbance A 405 nm
Latka/Tydny 0 3 6 9
RIBAVIRIN 1,380 1,076 0,324 0,016
(S)-HPMPC 1,351 0,762 0,556 0,635
PMEDAP 1,284 1,075 0,860 0,735
(R)-PMPA 1,269 1,063 1,488 1,173
PMEA 1,240 1,085 1,351 1,383
Kontrola 1,215 1,282 1,430 1,186
Tab. 3 Experiment 1 - hodnoty 8rodatné odchylky hodnot absorbance A 405 nm
Latka/Tydny 0 3 6 9

RIBAVIRIN 0,657 0,486 0,359 0,013
(S)-HPMPC 0,639 0,298 0,251 0,268
PMEDAP 0,540 0,312 0,465 0,260
(R)-PMPA 0,607 0,444 0,470 0,372
PMEA 0,538 0,511 0,566 0,512
Kontrola 0,519 0,415 0,279 0,417
Tab. 4 Experiment 2 - pmér hodnot absorbance A 405 nm
Latka/Tydny 0 3 6 9 12
RIBAVIRIN 1,559 0,837 0,564 0,238 0,012
(S)-HPMPC 1,481 0,901 0,651 0,338 -
PMEDAP 1,508 0,790 0,697 0,253 -
(R)-PMPA 1,582 0,891 1,088 0,772 0,882
PMEA 1,558 0,679 0,957 0,742 0,978
Kontrola 1,599 0,744 0,857 0,878 0,899
Tab. 5 Experiment 2 - hodnoty 8rodatné odchylky hodnot absorbance A 405 nm
Latka/Tydny 0 3 6 9 12
RIBAVIRIN 0,840 0,620 0,670 0,385 0,016
HPMPC 0,870 0,360 0,230 0,171 -
PMEDAP 0,870 0,420 0,210 0,146 -
PMPA 0,910 0,350 0,370 0,342 0,231
PMEA 0,810 0,370 0,220 0,309 0,416
Kontrola 0,780 0,390 0,270 0,281 0,436
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Obr. 1 a, b. Winnost ribavirinu a acyklickych nukleosid fosfofat (S)-HPMPC,
PMEDAP, (R)-PMPA a PMEA v koncentraci 50 mg/l naugi Zluté mozaiky vodnice.
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Hodnoceni fytotoxicity

Rozdily ve fytotoxici& u jednotlivych slotenin jsme pozorovali od 6. tydne po
aplikaci latek. U Ribavirinu, (R)-PMPA a PMEA jsmeepozorovali tégi zadnou
fytotoxicitu ve srovnani s kontrolami po 9 tydnekbltivace (tab. 6). U (S)-HPMPC
a PMEDAP byla zji&na stedrg silna fytotoxicita, projevujici se jako Zloutnutstlin
od 6. tydne a dramatickym uhynem rostlin mezi ®2atydnem.

Posouzeni inhibice viru

Udaje jsou shrnuty v tabulce 6 a graf 1 a, b.

Tab. 6 Hodnoceni relativni koncentrace viru Tukey[CHtestem v 9. tydnu a posouzeni

fytotoxicity latek vyjadené jako % fezivajicich rostlin.

Experiment 1 Experiment 2 Experiment 1+ 2
latka A 405nm A 405nm %ipZzivajicich rostlin
Tukey Tukey
prameér S.D. |HSD pamér | S.D. |HSD 9 tyden 12 tyden
Ribavirin 0,016 0,01 p<0.05 0,238 0,3p p<0j0576,7 66,7
(SYHPMPC 0,635 0,27 p< 0.05 0,338 0,17 p<0J0563,3 3,30
PMEDAP 0,735 0,26 p<0.0b 0,253 0,15 p<0[{0563,3 6,70
(RyXPMPA 1,383 0,51 NS 0,742 0,31 NS 70,0 53,3
PMEA 1,173 0,37 NS 0,772 0,34 NS 96,7 73,3
Kontrola 1,186 0,42 0,878 0,28 76,7 73,3

NS: Neni statisticky gikazny rozdil, S.D. simodatna odchylka

U (R)-PMPA a PMEA jsme nezjistili Zaddny antivirowginek, zatimco u
(S)-HPMPC a PMEDAP jsme odhalilitetini antivirové &inky ve srovnani s kontrolou,
s vyznamnym rozdilemipp <0,05 v 9. tydnu. Ribavirin prokazoval nejlep$otivirové
Gcinky. Druhy pokus byl provam s vysSi koncentraci viru v rostlinach. To vedi® k
zpozdni pii snizeni obsahu viru, ale vysledky obou pdkjs®u srovnatelné. Na rozdil od
prvniho experimentu, nebyl zj&t Zzadny vyznamny rozdil, ve druhém pokusu v 9. tiydn
mezi ribavirinem, (S)-HPMPC a PMEDAP. Tento rozpildisledkem vysSi variability
koncentrace viru (S.D.) v rostlindch (v rostliny Zistaly s vy3Sim
bsahem viru do 9. tydne).
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Analyza relativniho obsahu viru v jednotlivych pskah odhalila nahly pokles
koncentrace TYMV ve &Sirg rostlin oSetenych ribavirinem, i kdyZz ugkterych z nich to
trvalo delSi dobu, v zavislosti nadaeni koncentraci viru. V prvnim experimentu, jiZ po
6 tydnech Iéby, byly hodnoty absorbance blizko limitu detekddJA (tabulka 6) u 7 z
12 rostlin. V 9. tydnu nebyly Zadné rostliny poaiti v ELISA testu. K podobné situaci
doslo ve druhém pokusu, kde 6 z 8 rostlin bylo tiegav ELISA testu v 6. a 9. tydnu,
pouze 1 z 10i@Zivajicich rostlin byla pozitivni na konci expeentu.

Na rozdil od oSéeni ribavirinem bylo sniZzeni obsahu viru v rosttind&enych
(S)-HPMPC a PMEDAP pomalejsi. Virus byl zjistitelBf.ISA testem v 9. tydnu u obou
experimeni. Vyjimkou byly dw rostliny oSatené PMEDAP v druhém pokusu.

Udaje nazn&uji, Ze snizovani obsahu viru, jésledkem inhibice viru latkami,
spiSe nez jejich fytotoxicitou. Vyznamny poklesataini koncentrace viru bylo mozné
vidét jiz v 6. tydnu v obou experimentech, kdy rostlingvykazovaly Zadné zeZloutnuti,
nebo snizenitstu (obr. 1 a, b). Tak&gzivani skupin rostlin v obou pokusech u PMEDAP
a (S)-HPMPC v 9. tydnu bylo jen o 6,7% nizSi (t&laub), nez u rostlin o&enych
(R)-PMPA, ktera neukazala zadny virostatickynéek.
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6.Diskuze

Zjistili jsme, Ze ribavirin m& lepsi virostatick&inky na virus Zluté mozaiky
vodnice, neZ ANPs. NaSe experimenty potvrdily, e gniZovani obsahu viru je nezbytna
dlouha doba expozice. ¢hnost ribavirinu byla testovana v Sirokém rozsahu
experimentalnich podminek a bylo zi%b, Zze je dinny nejmér na 20 rostlinnych vir
(Hansen, 1989). Jeho antivirova aktivita byl&zkoumana Parker (2005). Pouziva se
v mnoha laboratiich na vyrobu bezvirového materidlu (hapAwan et al., 2007;
Verma et al., 2005). Bezvirozni pryty mohou bykaisy z meristérin aplikaci 5-50 mg / |
ribavirinu do kultiv&niho média. Zda se, Ze ribavirin ma nejlepsi vystegroti
rostlinnym RNA vitim, které pedstavuji piblizné 75% vSech zndmych vima rostlinach
(Brunt et al., 1996; http://www.agls.uidaho.edufetiie//). Proto jsme zapojili ribavirin do
nasi studie nejen Kl ovéreni nové metody, ale také jako standard pro hodrnaua/ych
protivirovych latek proti rostlinnym vim (Xia et al., 2006; Panattoni et al. 2007b). Bov
testovana antivirotika by &a mit lepSi antivirovorou dinnost, mensi fytotoxicitu
a levrgjSi vyrobu nez ribavirin.

Podle dostupnych znalosti, nebyly zatim ANPs testgvna inhibici RNA
polymerazy v rostlinnych virech.

Antivirova aktivita (S)-HPMPC a PMEDAP na ssRNA ligpci viru
v chloroplastech jefgkvapiva. Balzarini et al. (1993) uvadi, Ze HPMPwdy se ukazaly
byt (&&inné proti DNA vitim, ale nedinné na RNA viry nebo retroviry. dihky ANPs
sSRNA proti rostlinnym viim jsou srovnatelné s ribavirinentkali to bylo doprovazeno
jejich vyssi fytotoxicitou. Naproti tomu PMEA a J{RMPA, které zjevé nevykazovaly
Zadny antivirovy dinek proti viru ssSRNA. Nadale tyto latkyagtavaji jako potencialni
kandidati pro dalSi testovani v nizSich koncentfaei s iznymi kombinacemi vir.

V literatue WtSina autol pouziva antivirotika v koncentraci 5-25 mg / |
(Verma et al., 2005). Na zakkadnaSich pedkéznych tesi s PMEA, jsme vybrali
koncentraci 50 mg / ml jako horni limit koncentrapeo pozorovani antivirovécinnosti
i mozného vlivu fytotoxity u ANPs. NaSe vysledkyisZpvani fytotoxicity u PMEDAP
jsou podobnéem, které ziskali Helliot et al. (2003), kieejprve testovali vliv &innosti
v rizném stupni koncentrace (10, 25, 50 mg / I) PMEDRRMEA a (R)-PMPA Bhem 3
mesial, proti viru BSV Banana streak virgsobsahujici kruhovy dsDNA genom.
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Na rozdil od naSich experiméntodhalili také vysokou toxicitu u (R)-PMPA
Vv (25 mg / I) a poékud nizZsi toxicitu u PMEA (50 mg / 1). Jinginek ANPs na pekingskeé
zeli ve srovnani s BSV, ukazuje nutnost testu dpioity ucinnych antivirotik pro

jednotlivé druhy rostlin, f&d jejich pouzitim v praxi.
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7. Zawr

1) Byla experimentalth ovétena novd metoda testovani protivirovych gemin proti
rostlinnym vitim, zaloZzena na rychle rostoucich brukvovitych me&th vin vitro
podminkéach v kapalném mediu.

2) Byla vyhodnocena fytotoxicita a protivirov&tianost ribavirinu a acyklickych
nukleosid fosfondit (R)-PMPA, PMEA, PMEDAP a (S)-HPMPC na virus Zluté
mozaiky vodnice.

3) Pro zjiséni relativni a celkové koncentrace viru v rostligme pouzili metodu
Double sandwich ELISA.

4) Ribavirin, ktery jsme pouZili jako standard pro @amani @innosti protivirové
aktivity acyklickych nukleosid fosfonét vykazal nejsilgjSi protivirovy &inek
z testovanych latek.

5) Acyklické nukleosid fosfonaty (R)-PMPA a PMEA newagovaly Zadny protivirovy
Ucinek a témdi Zadnou fytotoxicitu ve srovnani s kontrolnimi twstmi.

6) Acyklické nukleosid fosfonaty (S)-HPMPC a PMEDAP kagovaly mirné
protivirové &inky, ale zarove i vyssi fytotoxicitu nez ribavirin.

7) Acyklické nukleosid fosfonaty (S)-HPMPC a PMEDAPoys potencialnimi
kandidaty na testovani jejichéiaku proti dalSim rostlinnym vim a pro pokusy
s ozdravenim vegetatignrmnozenych plodin, ig@vin a okrasnych rostlin od virové

infekce.
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9. Seznam pouzitych zkratek

Ab
ACLSV
Ag
AMP
ASGV
AV CR
AIDS
ANP
BSA
CMP
CMV
DAP
DAPy
DAS
DEA
dsDNA
dsRNA
ELISA
GMP
HBV
HIV
(S)-HPMPC
I9G
MS
Neg.K
NDP
NTP
PMEA
PMEDAP
PVP
(R)-PMPA
RT

protilatka, protilatky
Apple chlorotic leaf spot virus
antigen, antigeny
adenosinmonofosfat
Apple stem grooving virus
Akademie ¥d Ceské Republiky
Acquired Immune Deficiency Syndrome
acyklické nukleosid fosfonaty
Bovine serum albumin
cytidinmonofosfat
cytomegalovirus
2,6-diaminopurine
2,6-diaminopyrimidin
double antibody sandwich
Diethanolamine
double stranded Deoxyribonucleic acid
double stranded Ribonucleic acid
Enzyme-linked immunosorbent assay
guanosinmonofosfat
Hepatitis B virus
Human Immunodeficiency Virus
(S) -1 - [3-hydroxy-2-(phosphonomethopsopyl] cytosin
imunoglobulin
Murashige a Skoog medium
Negativni kontrola
nukleosiddifosfaty
nukleosidtrifosfaty
9 - [2 - (phosphonomethoxy) ethyl] adenine
2,6-diamino-9-[2 - (phosphonomethoxy) efipylrine
Polyvinyl pyrrolidone
(R) -9 - [2 - (phosphonomethoxy) propstienine

reverzni transkriptazy
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ssDNA
+SsSRNA
-SSRNA
TYMV
UOCHB

single stranded deoxyribonucleic acid
positive single stranded Ribonucleic acid
negative single stranded Ribonucleic acid
Turnip yellow mosaic virus

Ustav organické chemie a biochemie@¥/
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10. RILOHY

C.1. Purifikovany virus Zluté mozaiky vodnice v traxisnim elektronovém mikroskopu
(Foto J. Spak, 2009).

C.2.Schématické znazoeni jednotlivych krok pii ozdravovani rostlin od vir(Bos,
1999).
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& AT ™7
A B/ C\U D E

A) Podélnyiez bramboru, B,C)#eneseni apikalniho meristému s 1 nebo 2 listovymi
primordii doin vitro kultury za aseptickych podminek, D, E) @efovani a peneseni celé
rostliny do mdy.
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C.3. Princip ELISA (http://www.microvet.arizona.edalirses/mic419/ToolBox/elisa.html,
online 22.3.2010).

Principle of Enzyme-Linked Immunosolvent Assay (ELISZA)

~ Concentration of £
Mycotoxinindicated by intensity of yellow
? #Yellow deepens according to
3 E’ concentration of .
Alg A0 ‘Eml}r—-‘l’e*li\;

Antibodies linked Liquid containing

to A |, ta which various substances Liguid turned
enzymes are attached. from clear to
vellow by

enzymas

Washing

Vessal
only antibody-
substancas and
antibody-
BNZYIMES remain.
Vessel in which antibodies
linked to & were linked.

C.4 Kultivaéni nadoba s rostlinoBrassica pekinensig-oto J.Spak, 2009).
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C.5 Mikrotitraéni desttka, Zluta pole vyznaiji pritomnost viru, bile zbarvena pc
negativni nizkou nebo nulovou koncentraci viierné vyznaéeni bez vzorku (oduiela
rostlina). ( Foto J. Spak, 200

U

C.6 Riznaky TYMV naBrassica pekinens (systémova mozaikgJoto, J. Spak, 200¢

LR
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