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Cile prace

Cilem této prace bylo vypracovani literarni reSerSe o moznostech vyuziti C. elegans pfi
vyvoji 1é¢iv. Dalsim cilem byla optimalizace podminek pro testovani efektu latek na

délku zivota C. elegans a testovani vybranych derivat fytohormona cytokinint.



Uvod

Ceanorhabditis elegans je volné zijici, neparaziticka, asi Imm velka padni hlistice.
Vyuzivani had’atka v laboratofi ma fadu vyhod. Naklady spjaté s jeho kultivaci jsou
nizké, ma rychly zivotni cyklus a rychle se mnozi, jé prihledné, dobie diferencované
atd. Genom C. elegans je maly a byl plné¢ zmapovan. K dispozici je velké mnozstvi
mutantnich, modelovych ¢i reportérovych linii. Diky tomu nasla C. elegans vyuziti v
oblastech zakladniho vyzkumu jako je napfiklad studium bunécné smrti, diferenciace a
starnuti. Pouziva se ale také pro skrinink potencidlnich 1é¢iv a dalSich studium jejich
mechanismu uc¢inku.

V této praci byl testovan vliv cytokininli substituovanych v pozici 8 purinu na
délku zivota C. elegans a podafilo se mi identifikovat nékolik potencialné¢ aktivnich

latek.



1 Soucasny stav reSené problematiky
1.1 Ceanorhabitis elegans

Ceanorhabitis elegans (C. elegans), ¢esky had’atko obecné, patii do fise Animalia,
kmen Nematoda, tfida Chromadorea, fad Rhabditida, c¢eled” Rhabditidaea rod
Ceanorhabditis. BéZzn¢ Zije v pidé a kompostu. Na rozdil od jinych had’atek, napf.
fepného, neni parazit, ale zivi se bakteriemi. Doriista délky asi 1 mm. Pfirozené se
vyskytuje v mirnych podminkach. Vyvoj C. elegans probiha vysoce reprodukovatelné.
Vysledkem jsou jedinci, ktefi maji vzdy stejny pocet somatickych bunck. Buiiky se déli
a prochazeji apoptdézou v uréenych casovych bodech a je mozné tento proces piesné
zmapovat [1].

Hadatka postradaji dychaci a ob&hovy systém [2]. Télo je bilateralné
symetrické, pokryté pokozkou a kutikulou. Mezi télni sténou a travicim traktem je
pseudocoelom (t€lni dutina vyplnéna tekutinou). Tato tekutina nahrazuje ob&hovou
soustavu a slouzi také jako hydrostaticka kostra. Kromé& orgént travici soustavy jsou
v pseudocoelomuu také ulozeny pohlavi organy[3].

Travici soustava je uplna, trubicovitd. Potrava je ziskdvana nasavanim tekutiny
pomoci pharingedlniho svalu z okoli spolu se suspendovanymi casticemi a
bakteriemi[4]. Pharingealni sval je schopen fungovat i bez nervovych signalt, ale za
normalnich okolnosti jej ovliviiuji dva typy hltanovych hybnych neurond [5].Hltan je
slozen z 60 bunék: 34 svalovych buné¢k, 20 neurontl, 4 zlazovych buné€k, 9 epitelovych
bun¢k a 9 margindlnich imunitnich bun€k. DalSi posun potravy zajiStuji kontrakce
Sijovych svalu, které ovlivituje motoricky neuron. C. elegans je schopno rozlisit, které
bakterie jsou vyzivnéjsi a vybirat si [6].

Tyto hlistice maji nervovy systém slozeny z 302 neuronti. Jednoduchost nervové
soustavy byla klicovym prvkem pro S. Brennera, aby C. elegans vybral jako novy
modelovy organizmus [7]. Neurony jsou shromazdény v piedni ¢asti téla v primitivnim
mozku zvaném nervovy kruh. VSechna spojeni, ktera tyto neurony tvofi, byla
zmapovana V kompletni schémata.Jejich hlavni funkci je inervovat svaly, které vedou
podélné télem ve Ctyfech kvadrantech, coz vede k sinusovému typu pohybu. Nervovy
systém piispiva k riznému chovéni, které¢ 1ze pozorovat, véetné reakce na mirné a drsné
doteky, pohyb smérem k potravé a dalS§im atraktantim i pohyb od neZédouciho

prostiedi, naptiklad chemickych latek[8].
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1.1.1 Vyvoj a rozmnoZovani

Rychlost vyvoje trva za optimalnich podminek pouhé tfi dny. Had’atko prochazi

Ctyfmi larvalnimi stadii, nez doroste v rozmnozovani schopného dospélce (obr.1)[9].
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Obr. 1: zivotni cyklus C. elegans (Zdroj: Erkut, Cihan (2014): C. elegans life cycle and developmental
stages. figshare. http://dx.doi.org/10.6084/m9.figshare.1096220

i

Zivotni cyklus C. elegans se sklada z n&kolika fazi. Vyvoj zagina uvniti hermafrodita.
Hermafrodit naklade vajicka, jakmile je embryo ve stadiu, kdy ma ptiblizn¢ 28-30
bunck. Embryogeneze je pak dokoncena mimo télo rodi¢e v pribéhu asi 13 hodin.
Tésné pred vylihnutim vajiCko obsahuje larvu sloZzenou z 556 bunck a dvou
primordidlnich zarode¢nych bunék. Larva dale prochéazi vyvojovymi stadii L1 — L4 a za
piiznivych podminek se vyvine aZz v dospélce [10]. Za neptiznivych podminek se vyvoj
larvy muze zastavit ve stadiu L1, star$i larvy mohou také vytvofit tzv. dauer larvu.
Dauerlarvy jsou vysoce odolné proti nepfiznivym vliviim okoli a vydrzi bez potravy az
nekolik mésict. Pokud se podminky Vv okoli zlepsi, jedinec pokracuje ve vyvoji [9].
Geny, které fidi rozhodnuti vstoupit do dauer drahy jsou homology inzulinové signalni

drahyu obratlovcd a mnoho z nich hraje roli v dlouhovékosti C. elegans. Pokud jsou
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okolni podminky pfiznivé (napi. pfitomnost potravy)larva prochazi prosttednictvim ctyt

etap, které jsou prerusovany linanim [11].
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spermiemi.

Jsou znamy dva typy pohlavi, samci a hermafroditi. Hermafroditi ve ¢tvrtém larvalnim

stadiu tvofi a ukladaji spermie. Mezi dozranim vajicek a spermii u hermafrodita je

prodleva, usamct dozravaji spermie o néco diive a proto kdyz je v okoli samec,

oplodni hermafrodita preferencné. Pii pafeni se samcem vznika také vice potomstva.

Schopnost samooplozeni je nicméné evoluc¢ni vyhoda, diky niz sta¢i pouze jedno
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had’atko pro kolonizaci nového tizemi. Samci jsou uzitecni jako darci nové kombinace
gent, ktera zaruc¢i vitalitu populace. To je nejspiSe divod udrzeni samciho pohlavi,
které by jinak bylo pro reprodukci postradatelné [12].

Hermafroditi jsou diploidni, s péti pary autozomi a dvéma chromozomy X.
Samci maji také pét part autozomu, ale pouze jeden chromozom X (X0). Témeér
vSechny gamety, vajicka 1 spermie produkované hermafrodity jsou haploidni
S chromozomem X a to vede ke tvorbé dalSich hermafroditi XX. Spontdnni ztrata
chromosomu X vede k produkci sam¢ich jedinct, embrya XXX jsou letalni. Samci
produkuji gamety s chromozomem X ale i gamety bez X v poméru 1:1, proto pii
oplodnéni samcem vznika polovina Samci a polovina hermafroditd [13]. Dulezitym
znakem je, zZe jejich embryogeneze probiha ptresnym, druhové-specifickym zpisobem
po kazdou generaci. Pfi larvalnim vyvoji se ze somatickych zdkladovych bunck tvofi
ruzné typy tkani s konstantnim poctem bunck. Vyvoj kazdé somatické buiiky miize byt
rekonstruovan pomoci sledovani déleni zarode¢nych linii za pouziti vitalnich markerd,
jako jsou fluorescenc¢ni barviva, protilatky a reportérové geny. Roli jednotlivych bun¢k
ve vyvoji tkdn€ je mozné zkoumat i jejich odstranénim nebo znicenim bunék laserem.
Samci i hermafroditi maji spoleénych asi 650 bunék. Samci maji v dospélostil031
somatickych bun€k, hermafroditi 959 somatickych bun¢k [14].

Vétsina struktur potfebnych k pafeni je dimorfni. Samci maji vysoce
specializované reprodukéni struktury v ocasni Casti. Gonady kazdého pohlavi maji
rizné struktury a funkce, dimorfni neurony a svaly. Ronald Ellis a jeho tym z New
Jersey zjistili, Ze Vv zavislosti na po¢tu chromozému X buiiky pohlavnich orgéni aktivuji
signalni drahu fidici vyvoj odpovidajicich pohlavnich organd. KliCovy je protein je
TRA-2. U samcil je neaktivni, sam¢i geny se mohou projevit. Pro projev genli
hermafroditi je nezbytné, aby byl TRA-2 naopak aktivni. Behem kratkého obdobi vS§ak
i u hermafroditti dochazi k potlaceni aktivity TRA-2, konkrétné pfi tvorbe spermii, které

pak postaci na zbytek zivota. K predCasné aktivaci spermii brani protein SWM-1 [15].

1.2 Historie

Pted zhruba pil stoletim se zacal had’atkem zabyvat jihoafricky védec, syn Sevce,
Sydney Brenner. ZaslouZil se o to, Ze se tato hlistice zafadila mezi modelové
organismy, mezi které dale patii naptiklad octomilka, myS nebo husenic¢ek. Zmapoval

spoje v§ech 303 neuroni[16,17].
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V roce 2002 dostal Nobelovu cenu za fyziologii a lékafstvi spolu s Robertem
Horvitzem a Johnem Sulstonem za své objevy ,.genetické regulace vyvoje organd
a bunécéné smrti“. John Sulston sledoval vyvoj vSech bunék a zjistil, Ze vznika 1090
somatickych jader. Dospélec ma 959 jader, 131 jich umird programovanou smrti. Pokud
se tento jev narusi, vznikaji vyvojové deformace. Robert Horovitz se zabyval
apoptozou, zkoumal receptor pro epidermalni rustovy faktor (EGF) a protein RAS. Tato
draha se vyskytuje i u ¢lovéka, kde ma piimou souvislost s rakovinou [18].

Dalsi Nobelova cena spjata s timto organismem byla v roce 2006 za fyziologii a
1ékaftstvi, kterou ziskali Andrew Z. Fire a Craig C. Mello za vyzkum RNA interference
[19].

Zatim posledni Nobelova cena, ke které had’atko ptispélo, byla udélena v roce
2008 za chemii, konkrétné za objev a vyzkum zeleného fluorescenéniho proteinu, na
kterém se podileli Osamu Simomura, Roger Y. Tsien a Martin Chalfie, ktery had’atko
pouzival [20].

Dnes se vyuziva iv oblasti molekularni biologie, pro metody reverzni genetiky,
neurobiologie, ekologie, evolu¢ni biologie, biofyziky a ve vyzkumu tykajicim se
nemoci jako je rakovina [21], metabolické poruchy [22] nebo neurodegenerativni
onemocnéni [23].

V roce 1998 se tato hlistice stala prvnim mnohobunéénym organizmem, jehoz
DNA byla pln¢ sekvenovana [24].

C. elegans je dulezity zdroj informaci i pfi zkoumani procesu starnuti [25].
Prvnim vyraznym objevem v této oblasti byl objev mutace Vv genudaf-2,
kteraprodlouzila délku zivotaCaenorhabditiselegansna dvojnasobek v porovnani
s divokym kmenem. Gen daf-2 koduje receptorovou tyrosin kinazu [26].Pro efekt
mutace v daf-2 je vyzadovana aktivita dalsiho genu, daf-16. Daf-16 patii do rodiny
FOXO transkrip¢nich faktorid a jeho mutace nejenze rusi efekt mutace v genu daf-2, ale
sama o sob¢ také délku zivota u C. elegans snizuje. Obagenypatii do drahy nazyvané
winsulin/insulin-like growth factor pathway* (IIS) a reguluji také tvorbu dauer larev.
Mutace v dalSich komponentadch IIS také ovliviiyji délku Zivota, napiiklad mutace
v genu age-1, kodujicim fosfatidylinositol-3 kinazu, mize prodlouzit délku zivota C.
elegans az na desetinasobek[27].Mutace v IIS jsou spjaty Se starnutim i u jinych
organismt, jako jsou kvasinky, octové musky, hlodavci a pravdépodobné i1 opice a
1idé[28].
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1.3 Starnuti

Starnuti (senescence) je proces, ktery se projevuje chatranim télesné schranky
a snizovanim efektivity a u¢innosti fungovani organismu, hromadénim rtznych defektt
v organizmu a jeho klesajici schopnosti tyto defekty opravovat a nahrazovat vadné ¢i
odumfielé builkky novymi. Dochazi k vys$s$i nachylnosti k riznym nemocem a miize
skon¢it smrti, pokud dany jedinec nezemie z jinych davodu jiz diive. Mazeme ho
chapat jako interakci prostiedi a gentl.

Existuje n€kolik teorii, které se pokouseji starnuti vysvétlit. Nékolik z nich je
rozebrano nize. V souCasné dob¢ je ve vyzkumu v oblasti teoretické gerontologie
typické rostouci mnozstvi dil¢ich poznatkti. Prozatim vSak neexistuje jedna univerzalni
teorie. Zadna ze soudasnych teorii nevysvétluje vSechny stranky procesu starnuti a
neddva do pfimych souvislosti zmény behem starnuti pro hlavni organizac¢ni Urovné
celého organizmu. Teorie se navzajem nevyvraceji, vSechny tedy mohou byt alespon

¢astecné pravdivé a nejblize realnému stavu bude néjaka jejich kombinace.

1.3.1 Teorie volnych radikali

Volné radikaly jsou velmi reaktivni atomy nebo molekuly. Vysokd reaktivita je
zptisobena pfitomnosti nesparovaného elektronu. Predpoklada se, ze se mohou podilet
na vzniku raznych chorob, jako je naptiklad rakovina. Podle profesora Denhama
Harmana zaind organizmus starnout kvili poSkozeni bun€k zplisobenym prave
nestabilnimi volnymi kyslikovymi radikély, takzvanymi ROS (reactive oxygen species).

Toxické kyslikové radikaly vznikaji pfi metabolizmu buiiky. Obecné jsou
syntetizovany mitochondrialnimi procesy, peroxizomy a cytoplasmickymi enzymy jako
vysledek rtiznych metabolickych aktivit [29]. T¢lo ma vSak antioxida¢ni enzymy
deaktivujici volné radikaly, jako jsou napiiklad superoxiddismutaza, glutathion
peroxidaza a kataldza. S pribyvajicim vékem télo ztraci schopnost produkovat tyto
enzymy. Volné radikaly se kumuluji a poSkozuji jednotlivé buiiky a tkdn€. Harman déle
uvadi, Ze degenerativni nemoci nejsou samostatna onemocnéni, ale rtizné formy exprese
starnuti organizmu zplUsobené oxidativnim stresem, podminéné také genetickou
vybavou a okolnim prostifedim organizmu [30].

Pozorovanim bylo zjiSténo, ze dlouhovékost je nepfimo Umeérna rychlosti
metabolizmu. Dlouhovékost pozitivné koreluje s pomérem superoxiddizmutazy (SOD),

kterd je povazovana za hlavni intracelularni enzym pro ochranu proti toxicité
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kyslikovych radikalt. Dokaze katalyticky odstranit superoxidové radikaly. Nejvyssi
aktivita u cloveéka byla zjisténa v mozku, jatrech a srdci. Pfi zkoumani riznych druht
savcll bylo zjisténo, ze aktivita SOD je specificka pro dany druh. U déle zijicich druhti
je aktivita vyssi. Tento fakt mize ovliviiovat délku zivota i na urovni jedince. Tato
korelace naznacuje, ze druhy, které maji vyssi stupenn ochrany proti ROS, se dozivaji
vys$siho véku [31].

Zajimaveé je, ze také kaloricka restrikce, tedy dietni omezeni bez toho, aby doslo
k podvyzivé, zvySuje SOD a katalazovou aktivitu. Omezeni potravy konzervativné
zvySuje délku zivota u celé fady organismu [32] véetné C. elegans. Had’atka, u kterych
byl omezen piijem potravy, vykazuji mj. zvySenou antioxida¢ni obranu a odolnost vici
oxidativnimu stresu[33].

Existuje vsak tada pozorovani, ktera nejsou s touto teorii v jejim ptivodnim
znéni v souladu. Je vSak pravdépodobné, Ze ROS ve starnuti n¢jakou roli hraji. Proto
je posledni dobé zkoumdana i varianta, ze pevné kontrolované koncentrace ROS a
kolisani redoxniho potencidlu mohou byt dilezitymi mediatory signalizacnich procest

[34].
1.3.2 Geneticka teorie starnuti

Genetické teorie se daji rozde€lit na dvé skupiny. Prvni z nich je muta¢ni teorie, podle

které je divodem starnuti hromadéni stochastickych mutaci v somatickych bunkach.
Druha varianta, teorie programovaného starnuti, pfedpoklada aktivni roli

jednotlivych konkrétnich gend a skupin genti. Podle genetické teorie starnuti je tedy

starnuti geneticky determinovano [35].

1.3.3 Pacemakerové teorie starnuti

Tyto teorie starnuti hleda;ji fidici ¢asovaci systém (pacemaker) v organovych systémech.
Jednim zorgantt hojné diskutovanym v této souvislosti je epifyza produkujici
melatonin. Melatonin je podle jedné z téchto teorii hlavni protistarnouci agens a proto
by mél pozitivné ovlivitovat celkovy stav organizmu. Z toho by vyplyvalo, ze epifyza je

fidicim organem starnuti [36].

V souvislosti se starnutim se casto hovoii o né€kolika signalnich drahéch.

Centralni z nich je IS draha, ktera jiz byla zminéna vyse (kapitola 1.2.).
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Dal$im jevem, ktery vyrazné¢ a konzervativné¢ prodluzuje délku zivota, je kaloricka
restrikce. I ta jiz byla struén¢ zminéna vyse (kapitola 1.2.)

Na starnuti ma vliv také aktivita nékterych kinaz, naptiklad TOR (target of
rampamycin) kinazy, ktera je zodpovédna mj. za rast bunck. Snizeni jeji aktivity
prodluzuje délku zivota a 1 tento efekt je konzervativni u fady organizmi, od kvasinek
po mysi [37]. Dalsim piikladem mohou byt napiiklad JUN kinaza nebo sirtuiny [38,39].
Dalsimi jevy ovliviiujicimi starnuti je napiiklad mitochondridlni signalizace nebo
signaly z germinalnich bunék[40,41].

Rada vy$e zminénych drah a jevi spolu tzce souvisi a navzajem spolu interaguiji.
Komplexni ptedstavu o molekuldrnich procesech doprovazejicich starnuti zatim ovSem

nemame.

1.4 ,Lifespan“ a ,,Healthspan*

Starnuti je charakterizovano kumulaci progresivnich, ¢asto Skodlivych zmén v bunikach
a tkanich organismu. Takové zmény mohou vést k poklesu v kvalité zivota[42]. Studie u
modelovych organizmt jako je Caenorhabditis elegans poskytly cenny vhled do
anatomickych i1 funkénich aspektl starnuti, a vedly k identifikaci n€kolika genetickych
drah, které urcuji délku zivota (anglicky ,,lifespan®) [43]. Velka ¢ast téchto vyzkumu
pouziva délku zivota jako métitko miry starnuti. Délka Zivota je univerzalni a presné
meéfitelny parametr. Cilem farmakologickych intervenci vSak primarné neni prodlouzit
délku zivota jako takovou, ale pokud mozno oddalit degenerativni zmény a prodlouzit
obdobi Zivota, kdy je organizmus zdravy a pln€ funkéni. Proto je kromé délky Zivota
nékdy posuzovan také healthspan [44]. Healthspan se da definovat naptiklad jako
"obdobi stiedniho véku vitality, které predchazi statisticky vyznamnému funkénimu
poklesu” [45].Vyhodnocovani healthspanu obvykle zahrnuje méfeni vlastnosti, které
zpétné reflektuji zmény prichazejici s rostoucim vékem jedince. Nékteré z téchto zmén
jsou sdilené mezi organizmy, jiné jsou druhové specifické [46].

K analyze healthspanu se pouZiva naptiklad fluorescencni mikroskopie,
konfokalni a elektronova mikroskopie, GFP reportéry[47].

U starych had’atek mizeme pozorovat nepravidelnosti v jadernych hranicich
svalovych buné€k, ztratu cytoplazmatické textury nebo vznik nekrotickych dutin.
Mitochondrialni sité jsou naruSeny a sarkomery ztraci svoji systematickou organizaci.

Myozinova filamenta jsou scvrkla a rozbita [48,49]. Tyto vady jsou vyrazné podobné
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sarkopenii u c¢loveka [50]. Lipidy se hromadi ve svalovych bunkach, zatimco
cytoplazmaticky obsah je snizen.

Ve stfevnich buiikach, je naruSena jadernd architektura ajsou patrné zlomy
mikroklka [51].

Dalsim charakteristickym rysem starych hadatek je pfirtstek tzv. pigmenti
starnuti jako je autofluorescencni pigment lipofuscin, ktery je pokroc¢ilym koncovym
produktem glykace [52]. Lipofuscin se nachazi ve stfevnich burnkach ale i v jinych
tkanich [53]. Akumulace lipofuscinu je jevem, ktery se vyskytuje jak u C. elegans tak u
¢lovéka. Dalsim snadno kvantifikovatelnym parametrem je u had’atek celkovy pokles

pohyblivosti organismu a snizovani frekvence pumpovani hltanu.

1.5 Vyhody vyuzivani C. elegans ve vyzkumu

Had’atko se rychle mnozi a je schopno vyprodukovat i stovky potomkt za jediny tyden.
Diky schopnosti samooplozeni je snadné udrzet zajimavy fenotyp a fixovat v populaci
zadouci mutace. Jeho délka Zivota je relativné kratkd, v priméru okolo 2-3 tydni pfi
kultivaci ve 20°C [10]. Kultivace v laboratofi je nenaro¢na a levna. Prihledné télo
umoznuje snadné pozorovani biologickych procesi nebo fluorescencni znaceni
zadanych struktur. Ma maly genom a 60-80% gent je homolognich s geny sav¢imi,
véetné fady gentu spojenych s lidskymi nemocemi[21,22,23]. Je vhodnym modelem pro
genetické studie a vyzkum funkce genti diky velmi jednoduché metodice RNA
interference i diky relativné snadno proveditelné mutagenezi [8]. Diky popularité tohoto
organizmu je mozné snadno sehnat fadu nastrojii, modelovych linii a mutantl
uzite¢nych pro fadu oblasti vyzkumu.

Velkou vyhodou napiiklad pro farmaceuticky vyzkum je také moznost provadét
vysokokapacitni experimenty in vivo. Experimenty na celém organizmu mohou
poskytnout komplexnéj§i obraz biologickych procesti nez in vitro experimenty na
bunécnych kulturach, oproti savéim modelim je ovS§em mnohem levnéjsi a jednodussi
na udrzbu. Diky tomu, ze tato hlistice patii mezi bezobratlé¢, také odpada
slozita legislativa, ktera je vyZzadovana u pokust na obratlovcich. Vyuzivani C. elegans
ma tedy do urcité miry vyhody obou téchto ptistupti.

Ocividnou nevyhodou je ov§em znac¢na odlisnost a evolu¢ni vzdalenost C. elegans
od Clovéka a savci vSeobecné. Navzdory mnohym podobnostem je zde 1 mnoho

vyraznych rozdili. Vysledky experimenti s C. elegans je tedy vzdy potfeba brat
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s rezervou. Pro pocatecni faze farmaceutického vyzkumu by vSak vyuzivani C. elegans i

ptes to mohlo byt vyhodné, jak bylo navrhnuto naptiklad zde [54].

1.6 Skrinink latek na C. elegans

1.6.1 Skrinink latek s potencidlnim uplatnénim v mediciné

C. elegans se hojn¢ vyuziva pro modelovani lidskych onemocnéni, jako jsou naptiklad
neurodegenerativni onemocnéni [23], diabetes [22] nebo rakovina [21]. Je mozZné
sledovat celou fadu ovliviiovanych parametrt, od zmén v pohyblivosti, vzhledu, délce
zivota az po reprodukéni kapacitu atd. Pro Gi¢ely medicinského vyzkumu existuje také
fada mutantl a transgennich a reportérovych linii.

Pro vyhodnocovani vlivu latek na C. elegans se dfive vyuzival svételny
mikroskop a manualni vyhodnocovani. Podobné experimenty jsou naro¢né, proto bylo
diive C. elegans Kk hledani aktivnich latek vyuzivano spiSe okrajové. S rozvojem
metodiky pro vysokokapacitni skrininky se vSak situace zménila. Moderni metody jsou
nejcastéji zalozeny na automatické mikroskopii a analyze obrazu, na vyuzivani sorteri
schopnych analyzovat vétsi ¢astice nebo na fluorescen¢nim znaceni [55].

Pro tuto praci jsou dulezité hlavné pokroky v metodach vyhodnocovani délky
zivota. Umrtnost had’atek je obvykle vyhodnocovana pomoci jejich pohybu, ktery je
stimulovan bud’ dotekem pomoci specidlnich nastroji zvanych ,,wormpicker* (starsi a
Jedinci, ktefi na tento stimulus nereaguji a nepohybuji se, jsou vyhodnocovani jako
mrtvi [56].

PIna automatizace takovychto experimentu je relativné naro¢na. Je mozné pouzit
naptiklad automatickou mikroskopii [57]nebo sortery [56], nicméné zjevnou nevyhodou
této metody je nakladnost potiebného vybaveni.Castéji se vyuzivaji Casteénd
automatizované postupy. Mezi takovéto postupy patii napiiklad metodika popséna
doktorem Petrascheckem, kterou jsem pouzila v této praci, kdy jsou had’atka v tekutém
médiu naneseny na 96-ti jamkovou desku a v pravidelnych intervalech pocitany
v mikroskopu [58]. Dalsi zajimavou metodou je WormScan, ktery je zalozen na
fotografovani misek s had’atky na kancelaifském skeneru a nasledné obrazové analyze
[59]. Na stejném principu je zaloZena také metoda Lifespan machine, kdy navic odpada

nutnost manudlniho skenovani umisténim skeneru pfimo do inkubdtoru a
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naprogramovanim k automatickému pofizovani snimku. Lifespan machine vSak do
ur¢ité miry omezuje kapacitu a mnozstvi latek, jez je mozné paralelné testovat, protoze
s miskami umisténymi na skeneru neni mozné po celou dobu experimentu manipulovat.
K vyhodnocovéni délky zivota je mozné také vyuzit specialni Cipy, kvuli potencialné
vysoké spotiebé testovanych latek vSak ani tento postup pro skrinink latek neni Gplné
idealni[60].

1.6.2 Vyznam C. elegans pro vyvoj antibiotik a antimykotik

C. elegans muze byt také vyuzito pfi hledani novych antibiotik nebo fungicidi. Pfi
téchto experimentem je had’atko pouzito jako hostitel pro patogenni mikroorganizmus. |
zde je vyhodou sledovani ucinku latek na patogen v §irSim kontextu nez u in vitro
experimentll a jsou brany v Givahu i parametry jako je vstfebavani nebo metabolizace
latky hostitelem. Timto zptisobem he také mozno hledat i latky, které nejsou piimo
toxické pro patogen, ale ovliviiuji interakce mezi hostitelem a patogenem a snizuji tim

virulenci [61].

1.6.3 Vyznam C. elegans pro vyvej anthelmintik

Do ttidy nematoda patii celd fada parazitl rostlin, zvifat i lidi. Péstovani parazitickych
hlisti mlze byt technicky velice naroné (potfeba mezi/hostitell) a potencidlné
rizikové. Skrinink na C. elegans, které je snadno kultivovatelné, samo neparazitické, ale
zaroven parazitim blizce ptibuzné, pomaha fadu téchto problému fesit.

Kwvili vyraznym rozdilim ve zplsobu zivota, které se projevuji i na genetické
urovni, je i zde tfeba brat v potaz omezenou relevanci C. elegans jakozto
modelu.Nicméné& napiiklad nervova soustava, kterd byva Castym cilem antihelmintik, je
u C. elegans i mnoha jeho parazitickych ptibuznych obdobna[56].VétSina v soucasné
dob¢ vyuzivanych nematicidnich latek ptisobi i na C. elegans[62].

Kromé hledani novych latek je C. eleganstaké hojné vyuzivanym nastrojem pro
objastiovani mechanismil resistence, ktera je u antihelmintik ¢astym problémem. I pfi
hledani antihelmintik je mozné vyuzit naptiklad reportérové linie, jak naznauje prace
[63], ve které autofi hledali latky snizujici aktivitu genu skn-1. Gen skn-1 je transkripéni
faktor, ktery mj. reguluje geny zodpovédné za odolnost vici stresu a 1. fazi detoxikace
xenobiotik a sniZeni funkce tohoto genu by mohlo pomoci piekonat rezistenci parazit

k existujicim nematocidim [64].

20



1.7 Cytokininy

Cytokininy jsou rostlinné hormony odvozené od adeninu. Jsou primarné zodpovédné za
rust a diferenciaci rostlin, déale se podileji naptiklad také na apikalni dominanci, formaci
pupentit nebo chloroplastii. V rostlinach jsou rozpoznavany specifickymi receptory.
Podle substituentu v N6 poloze je dale délime na aromatické nebo izoprenoidni.
V rostlinéch se vyskytuji jako volné baze, ale i jako ribosidy a ribotidy.

Tyto latky vSak maji také fadu zajimavych Uc¢inku v zivoéiSich. Cytokinin
kinetin byl schopen oddalit starnuti v bunéénych kulturach [65] a prodlouzit délku
zivota u octomilky [66]. Kinetin byl dale také schopen ochranit mysi pied stresem
vyvolanym vysokou koncentraci galaktozy [67] a dokaze také snizovat glykaci proteint
in vitro[68].Dalsi zajimavou vlastnosti kinetinu je jeho schopnost korigovat alternativni
sestfih a tim napravit projevy né€kterych onemocnéni [69]. Ve formé ribosid trifosfatu
dokéze kinetin také interagovat s kindzou PINK1, jejiz mutace jsou spojeny s dédi¢nymi
formani Parkinsonovy choroby, a zvysit jeji funkci na iroven nemutované varianty [70].

Také dalsi cytokinin,5 -trans-zeatin, byl schopen oddalit starnuti v bunéénych

kulturach [71]. Dale také prokazal schopnost potlait formaci amyloidnich plakt a
zleps$it pamét’ u skopolaminem indukovanych krysich modelti Alzheimerovy choroby
[72].
Mechanismy uc€inku zatim nejsou pifesné objasnény. Protistarnouci a ochranné
vlastnosti cytokinind jsou €asto pfipisovany jejich schopnosti sniZovat oxidativni stres,
a to jak pfimym antioxida¢nim u¢inkem, tak indukci antioxidac¢nich enzymu [73].
Cytokininy by také mohly fungovat jako hormetiny — tedy latky schopné indukovat
vlastni obranné mechanizmy organizmu a tim zvysit jeho celkovou odolnost [74].

Veskeré ucinky popisované vySe jsou spiSe cytoprotektivnicho charakteru,
nékteré¢ formy cytokinin vSak disponuji i cytotoxickymi Uc¢inky. Piikladem jsou

protirakovinné ucinky fady cytokininovych-ribosida [75].
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2 Material

2.1

2.2

Material
e Caenorhabditis elegansliniefem-1/HT17

Tato linie ma teplem indukovatelnou mutaci. Pii péstovani ve 25°C se vSichni
jedinci vyvinou v samice, coz zabrani dalsi reprodukci.

e Linie bakterii Escherichia coli OP50
Jedna se o uracil auxotrofni kmen. Pfi pfidani do médii slouzicich ke kultivaci C.
elegans, ktera nejsou obohacena o uracil, se bakterie dale ned¢li. Tim se zabrani
jejich prertistani, jez by zhorSovalo viditelnost a mohlo ovliviiovat vysledky
experimentt.
Oboji zakoupeno z Caenorhabditis genetic center (CGC).
( https://www.cbs.umn.edu/research/resources/cgc)

Testované latky
Bylo otestovano celkem 32cytokinint substituovanych v pozici 8 purinu. Jednalo

se o nasledujici latky v téchto koncentracich: LRR 1796 10uM, 1796 100uM,
100pM, 1828 1uM, 1830 10uM, 1830 100uM, 1852 10uM, 1888 10uM, 1888
100pM,1889 10uM, 1889 100pM, 1890 10uM, 1891 10uM, 1891 100uM, 1892
10uM, 1892 100pM, 1895 10uM,1895 100puM, 1896 10uM, 1896 100uM, 1914
10uM,1924 10uM, 1924 100puM, 1925 10puM, 1925 50uM, 1926 10uM, 1926
50uM, 1927 10uM, 1927 25uM, 1974 10uM, 1974 50uM, 1999 10uM, 1999
100uM, 2000 10pM, 2000 100uM, 2001 10uM, 2001 100puM, 2018 1uM, 2018
5uM, 2018 10uM, 2019 10uM, 2019 50uM, 2041 10uM, 2041 100uM, 2044
10uM, 2044 100uM, 2106 10puM, 2106 100uM, 2107 10uM, 2107 100uM, 2108
10uM,2108 100uM, 2221 10uM, 2221 100uM, 2537 10uM, 2537 100uM .

Jako pozitivni kontrola byl vyuZivan cytokinin kinetin, ktery v ptedchozich

experimentech v nasi laboratofi reprodukovatelné prodlouzil délku Zzivota

C. elegans (nepublikovana data).
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2.3 Meédia

VSechny uvedena média a pufry byly pfipraveny v souladu s [58], knihou
Caenorhabditis elegans: Modern biological analysis of an organism [76] nebo podle
internetového zdroje WormBook. Pokud neni piimo uvedeno jinak, roztoky byly

skladovany pfti pokojové teplotg.

LB medium
Na 1000 ml:

. 10 g trypton

o 5 g kvasinkovy extrakt
. 5 g NaCl
. pro pevné médium navic 15 g agaru
o deionizovana voda do 1000 ml
. upravit pH na 7,5 a autoklavovat
M9 pufr
Na 1000 ml:

o 6 g Na;HPO,

. 3 g KH,PO,

. 5 g NaCl

o 0,25 g MgS0O4-7H,0

) deionizovana voda do 1000 ml, autoklavovat

Puf fosfatu draselného
Na 1000 ml:

° 136 g KH,PO4
° deionizovana voda do 900 ml
o upravit na pH 6,0

° deionizovana voda do 1000 ml, autoklavovat
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Roztok stopovych prvku
Na 1000 ml:

J 1,86 g Na,;EDTA

J 0,69 g FeSO4-7H,0
° 0,20 g MnCl,-4H,0
o 0,29 g ZnSO, - 7TH,0
. 0,016 g CuSO4

° deionizovana voda do 1000 ml, autoklavovat, skladovat ve tmé

Ristové médium pro hlistice (NGM)

Na 1000 ml:
J 3,0 g NaCl
. 2,5 g pepton
. 17 g agar
° deionizovana voda do 1000 ml, autoklavovat
o po ochlazeni na 55°C, ptidat:

° 0,5 ml sterilniho 1M CaCl,

o 1 ml cholesterolu (5 mg/ml v ethanolu)

o 1 ml sterilniho 1M MgSO4

o 25 ml sterilniho fosfat draselného pufru

o pouZzit okamZité po pfipravé, znovu ohfati neni mozné

S-zakladni médium

Na 1000 ml:
o 5,9 g NaCl
o 50 ml 1M fosfat draselny
° deionizovana voda do 1000 ml, autoklavovat
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Citrat draselny, 1M

Na 1000 ml:

268,8 g citrat tridraselny

26,3 g kyselina citronovd monohydrat
900 ml deionizovana vody

upravit pH na 6,0

deionizovana voda do 1000 ml, autoklavovat

S-kompletni médium

Na 1000 ml:

974 ml ptedem piipraveny S-zakladni médium
10 ml sterilni 1M citrat draselny

10 ml sterilni roztok stopovych prvka

3 ml sterilni 1M CaCl,

3 ml sterilni 1M MgSO,4

skladovat ve tmé

Roztok pro sjednocovani véku had’atek

Na 10 ml:
.
.
.

1,5ml 14% HCIO (zasobni roztok pro sjednoceni véku had’atek)
0,5ml 10M NaOH
8,5ml deionizovana voda

roztok se musi chystat vzdy Cerstvy
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2.4 Metody

2.4.1 Priprava bakterii

Bylo piipraveno sterilni kapalné LB médium.

LB médium bylo naockovano kmenem E. coli OP50

Suspenze byla péstovana pies noc na tiepacce pii 37 °C.

Suspenze byla pfevedena do sterilnich centrifuga¢nich zkumavek (15 ml

nebo 50 ml) a skladovana v lednici.

2.4.2 Priprava suspenze bakterii E. coli OP50 v S-complete

Pfedem pfipravena bakteridlni suspenze v LB médiu byla napipetovana
do pfedem zvazenych centrifugatnich zkumavek, nasledovala
centrifugace (3000 x g) po dobu 10 min.

Piebytek kapaliny byl opatrné odstranén, zkumavky byly znovu zvazeny
a pelety byly resuspendovany v S kompletnim médiu tak, aby se dosahlo
zasobniho roztoku s 60 mg bakterii v 1 ml.

Suspenze byla ulozena v ledni¢ce (ne déle nez jeden nebo dva tydny),

nebo ve zmrazeném stavu pii -20 °C.

2.4.3 Priprava NGM misek

Cerstvé teplé NGM médium bylo napipetovano na Petriho misky (PM),
piiblizné 5-6 ml na 60mm PM (10-11 ml pro 90mm PM).

Po ztuhnuti média byla na misky napipetovana suspenze bakterii E. coli
OPS50 v LB médiu (30 pl na 60mm PM, 50 pl na 90mmPM) a rozetiena
pomoci sterilni hokejky.

Misky byly steriln€ zabaleny a skladovany v lednicce.

2.4.4 Transfer had’atek

Z misky s pierostlou populaci had’atek byl pomoci sterilniho skalpelu

vykrojen asi 1cm? NGM agaru a prenesen na &erstvou misku.

245 Sjednocovani véku had’atek

Na PM byl nepipetovan 1 ml M9 pufru.
Tento roztok i shadéatky byl prepipetovan do mikrozkumavky a
centrifugovan asi 10 s na stolni centrifuze.
PrebyteCny roztok byl opatrné odpipetovan, aby na dné zlstal pelet
s had’atky.
K peletu byl ptidan 1 ml roztoku pro sjednocovani véku had’atek.
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e Suspenze v mikrozkumavce byla tiepana na tiepacce (1500 rpm, 20°C)

dokud had’atka nepiestala byt viditelna (asi 5 minut).

e |hned po rozpadu t¢l hadatek byla suspenze v mikrozkumavkach

centrifugovana 10 s na stolni centrifuze.

e Piebytecny roztok byl ihned odpipetovan.

e Byl pridan 1 ml M9 pufru.

e Suspenze byla znovu centrifugovana 10 S na stolni centrifuze.
e Prebytecny roztok byl odpipetovan.

e Piedchozi 3 kroky byly opakovany tiikrat.

e Nasledné byl pfidan 1 ml S-kompletniho média.

e Suspenze byla centrifugovéna 10 sekund na stolni centrifuze.
e Roztok byl opét odpipetovan.

e Znovu byl pfidan 1 ml S-kompletniho roztoku.

e Médium svajicky bylo nafedéno a byl pfidan zdroj potravy (2 ml

suspenze, 1 ml suspenze bakterii v S-kompletnim médiu 60 mg/ml, 7 ml
S-kompletniho média), suspenze byla umisténa na 90mm PD a

skladovana v inkubatoru

2.4.6 Krystalizace latek v S-kompletnim médiu

Testované latky rozpusténé v DMSO byly smichany S-kompletnim médiem
Vv takovém objemu, aby se dosahlo poZzadované koncentrace.

Suspenze byla rozpipetovana po 200 ul do 96 jamkové mikrotitracni
desticky a kultivovana ve 25°C.

Mira precipitace byla pozorovana pomoci inverzniho svételného mikroskopu

pii 100x zvétseni.

2.4.7 Ovérovani vlivu amfotericinu B na C. elegans

Nesynchronizovand populace had’atek v tekutém S kompletnim médiu
s bakteriemi byla rozdélena na dvé Petriho misky

Do jedné misky byl ptidan amfotericin B do finalni koncentrace 0,1 ug/ml.
Misky byly sledovany po né€kolik dni a byla vizudln€ srovnavana amrtnost

a mnozeni had’atek v médiu s i bez ptidavku amfotericinu B.
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2.4.8 Vliv amfotericinu B v kombinaci s DMSO na C. elegans
e V¢kove synchronizovana populace byla nanesena do media s ruznymi

koncentracemi DMSO (0; 0,1; 0,5%) a amfotericinu B (0; 0,05; 0,5 ug/ml) a

rozpipetovana na 96-ti jamkovou desku v triplikatech.

e Ziva hadatka byla poéitana v mikroskopu okamzité po nasazeni, 3h po

nasazeni a dale 1, 2, 3 a 6 dni po nasazeni.

2.4.9 Urdceni vlivu vybranych latek na délku C. elegans

Suspenze s mladymi dospélci byla nafedéna na koncentraci piiblizné 100
had’atek na ml.

Na 9 ml tohoto roztoku byl pfidan 1 ml bakterii (E. coli OP50 v S-
kompletnim médiu).

Suspenze byla ptepipetovana do mikrozkumavek po 2 ml.

Do suspenze byly ptidany 2 ul zdsobniho roztoku latky v DMSO.
Suspenze byly rozpipetovany do mikrotitra¢nich 96 jamkovych desek po
200 pl.

Jako pozitivni kontrola byl pouzit kinetin v koncentraci 100 a 10 uM.
Jako negativni kontroly poslouzily suspenze s ptidavkem DMSO a Cista
suspenze.

Kultivace probihala v inkubétoru pii 25°C, pii repetici pii 16 °C.

V pravidelnych intervalech (2-3 dny) byli Zivé hlistice poéitany pomoci
inverzniho svételného mikroskopu pfi 100x zvétSeni.

K analyze byl vyuzit program OASIS [77]
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3 Vysledky a diskuse

3.1 OvérovanivlivuamfotericinuB na C. elegans

Amfotericin B je fungicid. Byl testovan, aby mohl byt vyuzit k zabranéni

potencionalnim problémiim s plisniovymi kontaminacemi.

Tabulka 1: Vliv amfotericinu B na C. elegans
Den Situace na miskach
0 Nepozorovana zadna akutni toxicita
1 Umrtnost i rozmnozovani had’atek na obou miskach srovnatelné.

Umrtnost i rozmnoZovani had’atek na obou miskach srovnatelné. Vyvoj larev
4 na misce s amfotericinem B normalni.

Urtnost i rozmnozovani had’atek na obou miskach srovnatelné. Druha
6 generace dospélcti péstovanych na médiu s amfotericinem bez viditelnych

defektl v rozmnoZovani.

Z téchto vysledki vyplyva, ze amfotericin B by nemél mit na C. elegans zadny vyrazny

vliv.

3.2 Vlivamfotericinu B k kombinaci s DMSO na C. elegans

Dale byl otestovan vliv amfotericinu B v kombinaci s DMSO, které¢ bylo pouzito jako

rozpoustédlo pro latky. Je zndmo, Ze DMSO dokaZe naptiklad zvySovat permeabilitu

membran

[78], proto bylo tieba se ujistit, zda ani kombinace téchto latek nema na na C.

elegans vliv.

Primérna velikost testované populace byla 20 had’atek.

Tabulka 2: Vliv amfotericinu B v kombinace s DMSO (% pteZivsich)

L0 Lo
DMSO%-+amp o x s S 4 = S o o
(ng/ml) e e
0 100 100 100 100 100 100 100 100 100
3h 100 100 100 100 100 100 100 100 100
1d 100 100 100 100 97 100 100 100 100
2d 100 100 100 100 97 100 100 100 100
3d 100 100 100 100 97 100 100 100 100
6d 100 100 86 100 93 95 100 93 86
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Ani vtomto experimentu nebyla pozorovana vyraznéjsi toxicita kombinace DMSO
s amfotericinem B. Amfotericin B v pozadované koncentraci by tedy mél byt bezpecny

pro vyuzivani v dalSich experimentech.

3.3 Precipitace latek v S kompletnim médiu

Dalsi véci, jez bylo tfeba ovétit, byla rozpustnost latek v S kompletnim médiu. Pouzité
koncentrace v prvnim experimentu byly 10, 50 a 100 uM u vsech latek s vyjimkou latek
1974, 2018 a 2107, které jsou hife rozpustné v DMSO a zasobni roztoky tedy byly

V nizS8ich koncentracich.

Tabulka 3: Krystalizace latek v S-kompletnim médiu

Oh 24h

Nazev latky cl c2 c3 cl c2 c3
1796 - - -
1828 - + + - + +
1830 - - - - - -
1852 - - + - - -
1853 - - - - - -
1888 - - - - - -
1889 - - - - - -
1890 - + ++ - + 4+
1891 - - - - - -
1892 - - - - - -
1895 - - - - - -
1896 - - - - - -
1913 - - - - - -
1914 - + ++ - - +
1924 - - - - - -
1925 - - - - - -
1926 - + + - - -
1927 - - - - - -
1974 - - - - - -
1996 + ++ +++ 44+ ++ +++
1999 - - - - - -
2000 - - - - - -
2001 -
2018 -
2019 +
2041 -
2044 -
2106 -
2107 + + ++ - - +
2108 - - - - - -
2221 - - - - - -
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2537 : : : : - -

-bez krystald + krystaly

Vétsina latek byla bez problémi rozpustna. Cast latek vytvofila po vneseni do
média krystaly, které se do druhého dne rozpustily. Dvé latky, 1828 a 1996 nebylo
mozné rozpustit v zadné z testovanych koncentraci, byl tedy proveden jesté jeden test,
kdy byly tyto dvé latky nandSeny v niz§ich koncentracich. Latku 1828 se podafilo
rozpustit v koncentraci 1 uM, latka 1996 vsak formovala krystaly i v této koncentraci a

byla tedy z dalSich experimentl vyfazena.

Vysledné experimentalni koncentrace zvolené na zaklad¢ tohoto experimentu
jsou shrnuty v podkapitole 2.2. Navzdory absenci krystalil v tomto experimentu, pfimo
pfi vyhodnocovani délky Zivota nékteré latky dodatecné ve vysSSich koncentracich
krystaly zformovaly, mozné v disledku malych zmén pH zplsobenych metabolismem
had’atek a bakterii. Tyto latky byly z experimentu vyrazeny dodate¢né a pravé toto je
davodem, pro¢ byly nékteré latky testovany zdanlivé pouze v jedné koncentraci i pies

to, Ze v tomto experimentu krystaly netvofily.

3.4 Testovani vybranych latek

Po ur¢eni vhodné koncentrace byly latky podany had’atkiim. Cytokinin kinetin byl
pouzit jako pozitivni kontrola. Negativni kontrolou byly had’atka v ¢istém médiu (NT)
a had’atka vystavena 0,1% DMSO, které bylo pouzito jako rozpoustédlo pro latky.
Hodnotilo se prodlouzeni priméru a medianu doziti a dale vék, ve kterém odumfelo
90% populace (Q90). Tuto hodnotu jsme pouzili namisto maximalni délky Zivota (tedy
den Umrti posledniho jedince), kterd muze byt nachylnd k extrémim. Vysledky

experimentu jsou shrnuty v tabulce nize.

Tabulka 4:vysledky testovanych latek

Pocet
Nazev / ¢ had’atek Pramér Sd. Er. Median Q90
K 10uM 43 17.05 1.29 15 31
K 100uM 48 13.17 1.01 12 22
1796 10uM 37 15.08 1.40 12 31
1796 100uM 51 18.39 1.44 17 37
2537 10uM 51 16.31 151 10 37
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2537 100pM 52 16.83 1.61 10 37
2221 10pM 40 15.10 1.28 10 29
2221 100pM 49 10.71 0.70 10 19
DMSO 49 10.86 0.87 10 19
NT 45 14.20 1.29 10 29
2108 10pM 52 16.67 1.27 15 31
2108 100pM 47 19.34 1.77 15 40
2041 10pM 46 19.20 1.75 15 37
2041 100pM 47 20.04 1.49 17 37
2044 10pM 53 17.60 1.46 15 37
2044 100pM 53 17.87 1.38 15 37
2106 10pM 51 18.67 1.44 17 33
2106 100pM 57 19.14 151 17 40
2107 10pM 59 16.92 1.28 15 37
2107 100pM 46 16.02 1.30 15 26
DMSO 52 17.48 1.39 15 37
NT 43 20.05 1.38 17 33
2001 10pM 40 20.43 2.04 15 40
2001 100pM 42 16.93 1.83 12 37
2018 1pM 48 15.27 1.75 10 37
2018 5pM 54 19.81 1.70 15 37
2019 10pM 51 14.82 1.41 10 29
2019 50pM 51 17.75 1.59 12 37
2000 10pM 49 16.02 1.72 10 40
2000 100pM 61 13.72 1.40 10 33
1999 10pM 40 15.20 1.66 10 29
1999 100pM 53 14.13 1.45 10 37
DMSO 48 12.33 1.11 10 24
NT 43 15.33 1.62 12 29
1895 10uM 64 11.89 1.04 10 19
1895 100pM 48 12.08 1.23 10 19
1852 10pM 61 9.79 0.73 10 15
1896 10pM 52 11.48 0.98 10 22
1896 100pM 46 12.00 1.24 10 22
1924 10pM 55 10.75 131 8 31
1924 100pM 60 9.18 0.87 10 15
1892 10pM 64 10.50 0.93 8 26
1892 100pM 57 8.82 0.63 8 12
DMSO 55 9.25 0.75 8 12
NT 52 12.94 1.08 10 26
1926 10pM 53 14.62 1.18 15 22
1926 S0pM 67 10.51 0.83 10 17
1891 10pM 66 12.65 0.96 10 19
1891 100pM 82 14.48 1.00 15 29
1890 10pM 67 15.36 1.42 12 33
1889 10pM 62 15.03 1.39 12 31
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1889 100nM 59 15.88 1.33 12 33

1888 10pM 56 16.54 1.61 15 37
1888 100nM 81 11.83 0.96 8 22
1828 1uM 61 15.54 1.50 12 29
1830 10pM 53 16.68 1.65 12 33
1830 100nM 49 14.08 1.47 10 33
1925 10pM 52 14.52 1.58 10 31
1925 50pM 55 13.42 1.22 10 26
1927 10pM 64 12.19 1.13 8 24
1927 25pM 41 15.10 1.58 12 31
1914 10pM 44 16.98 1.87 10 33
2018 10npM 63 12.95 1.27 10 29
1974 10 pM 41 13.46 1.47 12 24
1974 5S0pM 56 14.93 1.37 10 31
DMSO av. 204 12.40 0.56 10 24
NT av. 183 15.46 0.70 15 29

Z4dna z testovanych latek nebyla pro C. elegans akutné toxicka.

Pramérna velikost populace byla 53 had’atek. Jednalo se tedy o pomérné malé
populace. Latky byly proto srovnavany jak s deskovymi negativnimi kontrolami, byly-li
k dispozici, tak s celkovou populaci negativnich kontrol na vSech deskach. Jako
smérodatnd byla brana ta kontrola, kterd byla piisnéjsi. Z testovanych latek bylo
vybrano 8 potencidlné aktivnich k opakovani experimentu na vétsich populacich: 1796
10 a 100uM; 1830 10uM, 1888 10uM; 1914 10uM; 2001 10uM; 2018 SuM; 2019
50uM; 2537 10 a 100uM. Latky byly vybrany hlavné na zékladé prodlouZeni priméru a
medianu délky doziti, v potaz vSak byla brana i statistickd signifikance (P hodnota <

0,05) a tvar kiivek preZiti.

3.5 Opakovani experimentu s potencionalné aktivnimi latkami

Druhé testovani vybranych latek probihalo obdobné jako prvni s nasledujicimi
rozdily:

V tomto experimentu nebyl pouzit amfotericin B. V literatufe je mozno dohledat
[79], ze DMSO samo o sob¢ je schopno mirn¢ prodlouzit délku zivota C. elegans. Tyto
vysledky podporuji i ptedchozi zkuSenosti od nas z laboratofe. V prvnim experimentu
bylo vSak patrné, Ze délka zivota populace had’atek pestované v 0,1% DMSO byla kratsi
nez u populace péstované v Cistém médiu. Tento rozdil mlize byt vysvétlen pfirozenou

variabilitou vramci populaci, nicmén¢ vznikla i obava, ze navzdory vysledkim
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Z optimalizac¢nich experimentti amfotericin B v kombinaci s DMSO pfece jen vliv na C.
elegans ma. Rad¢ji byl tedy z dalSich experimentt vynechan a pii pfipravé desek a
vymeéné folii bylo dbano na ptisné dodrzovani sterility.

Dalsim rozdilem bylo to, ze ztechnickych divodi byla pozménéna teplota
kultivace. Had’atka byla v 25°C péstovana jen do dosazeni dospélosti, aby se projevila
teplotou indukovatelna sterilita, a poté byla premisténa do 16°C.

Pro vétsi robustnost vysledkll byly napocitané hodnoty jest¢ upraveny, a to
odeCtenim 4 nejextrémnéjSich jamek — tedy téch, kde byla v dany den napocitana
nejvyssi a nejnizsi tmrtnost (dveé od kazdého extrému). I po cenzuie 4 jamek je velikost
populace stale dostatecné velka — primérné 281 had’atek.

Latky byly testovany na tfech mikrotitracnich deskdch Vv nasledujicim
usporadani: prvni deska: K (100uM), 1796 (100uM), 2019 (50uM), 2537 (100uM),
DMSO a NT, druhd deska: K (10uM), 1796 (10uM), 1830 (10uM), 2537(10uM),
DMSO a NT a treti deska: K(10uM), 1888 (10uM), 1914(10uM), 2001 (10uM), 2018
(5uM), DMSO a NT.

Vysledky pro jednotlivé latky jsou ukazany nize.

1) LRR 1796

Tabulka 5: Efekt latky 1796 v koncentraci 10uM

Nazev latky Pocet had’atek  Priimér Median Q90
K10pM 379 25.13 23 41
1796 10pM 202 28.21 30 41
DMSO 271 24.15 25 37
NT 311 22.62 23 37

Latka 1796 v koncentraci 10 uM prodlouzila délku zivota ve vSech sledovanych parametrech
oproti negativnim kontroldm. Prodlouzila primér a medidn délky zivota i v porovnani

S pozitivni kontrolou.

Pribéh celého experimentu je mozné piehlednéji posoudit z Kaplan-Meierovy kiivky pieziti.
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Obr 4: Kaplan-Meierova ktivka pieziti, latka 1796(10uM) v porovnani s kontrolami.

Z Kaplan-Meierovy kiivky pieziti byla vyhodnocena statisticka vyznamnost vysledkd (P

hodnota korigovana podle Bonferroniho).

Tabulka 6: Bonferroniho P hodnoty - latkal796, 10uM

Bonferroni P-hodnota

1796 10uMv.s. K 10pM 1.6436
1796 10pMv.s.DMSO 3.36x10™
1796 10uMv.s.NT <1x10”’

Latka 1796 o koncentraci 10 pM statisticky vyznamné prodlouzila délku Zivota v porovnani
S negativnimi  kontrolami. V porovnani s pozitivni kontrolou navzdory numerickému

prodlouzeni vsak efekt statisticky vyznamny neni.

Tabulka 7: Efekt latky 1796 v koncentraci 100uM

Nazev latky Pocet had’atek  Priimér Median Q90
K100pM 304 29.61 33 45
1796 100pM 336 31.48 33 45
DMSO 260 20.75 20 36
NT 399 19.75 17 33

Latka 1796 o koncentraci 10 uM prodlouZzila délku Zivota ve vSech sledovanych parametrech
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oproti negativnim kontrolam. Prodlouzila primér délky zivota i v porovnani s pozitivni

kontrolou.

Pribéh celého experimentu je mozné piehlednéji posoudit z Kaplan-Meierovy kiivky pieziti.
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Obr 5: Kaplan-Meierova kiivka pteziti, latka 1796 (100uM) v porovnani s kontrolami

Z Kaplan-Meierovy kiivky pfeziti byla vyhodnocena statisticka vyznamnost vysledka(P-

hodnota korigovana podle Bonferroniho).

Tabulka 8: Bonferroniho P hodnoty - latka 1796, 100 uM

Bonferroni
P-hodnota
1796 100puMv.s.K 100pM 0.6146
1796 100pMv.s.DMSO <1x10”
1796 100uMv.s.NT <1x10”

Latka 1796 o koncentraci 100 uM statisticky vyzmamné prodlouzila délku Zivota v porovnani
s negativnimi  kontrolami. 'V porovnani S pozitivni kontrolou navzdory numerickému

prodlouzeni vsak efekt statisticky vyznamny neni.

Pozitivni vliv na délku Zivota z prvniho experimentu se potvrdil i na vétsi populaci. Efekt latky i

pozitivni kontroly je vysSi v koncentraci 100 uM neZ v koncentraci 10 uM. MiZeme tedy
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predpokladat, ze efekt je zavisly na davce latky.

2) LRR 1830

Tabulka 9: Efekt latky 1830 v koncentraci 10 uM

Nazev latky Pocet had’atek Pramér Median Q90
K10pM 379 25.13 23 41
1830 10pM 326 26.25 26 39
DMSO 271 24.15 25 37
NT 311 22.62 23 37

Latka 1830 o koncentraci 10 uM prodlouzila délku Zivota ve vSech sledovanych
parametrech oproti negativnim kontroldm. Prodlouzila primér a median délky Zivota i

V porovnani s pozitivni kontrolou, hodnota Q90 je vSak niZsi nez u pozitivni kontroly.

Pribéh celého experimentu je mozné pichlednéji posoudit z Kaplan-Meierovy kiivky

preziti.
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Obr6: Kaplan-Meierova kiivka preziti, latka 1830(10uM) v porovnani s kontrolami

Z Kaplan-Meierovy kiivky preziti byla vyhodnocena statisticka vyznamnost vysledkt

(P- hodnota korigovana podle Bonferroniho).
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Tabulka 10:Bonferroniho P hodnoty - 1atka1830, 10 uM

Bonferroni P-hodnota

1830 10uMv.s.K 100pM 12.2458
1830 10uMv.s.DMSO 0.0882
1830 10pMv.s.NT 4.76x10°

Latka 1830 o koncentraci 10 pM statisticky vyznamné prodlouzila délku Zivota
V porovnani s jednou z negativnich kontrol (NT). V porovnani s populaci vystavenou
efektu DMSO a s pozitivni kontrolou navzdory numerickému prodlouzeni vSak efekt

statisticky vyznamny neni.

U této latky se pozitivni vliv na délku Zivota had’atek nepodatilo plné potvrdit.

3) LRR 1888

Tabulka 11: Efekt latky 1888 v koncentraci 10 uM

Nazev latky Pocet had’atek Priamér Median Q90
K10uM 250 28.79 31 42
1888 10pM 234 28.91 33 40
DMSO 257 25.12 26 40
NT 298 27.22 31 40

Latka 1888 o koncentraci 10 pM prodlouzila primér a median délky Zzivota oproti
negativnim kontrolam. Hodnota Q90 je u latky i negativnich kontrol identicka. Latka
dale prodlouzila primér a medidn délky Zivota i v porovnani s pozitivni kontrolou,

hodnota Q90 je vSak niz§i nez u pozitivni kontroly.
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Obr7: Kaplan-Meierova kiivka preziti, latka 1888(10uM) v porovnani s kontrolami

Z Kaplan-Meierovy kiivky preziti byla vyhodnocena statisticka vyznamnost vysledkt

(P- hodnota korigovana podle Bonferroniho).

Tabulka 12: Bonferroniho P hodnoty - latka 1888, 10 uM

Bonferroni P-hodnota

1888 10uMv.s.K 10uM
1888 10pMv.s.DMSO
1888 10pMv.s.NT

45612
6.58x10
0.3948

Latka 1888 o koncentraci 10 pM statisticky vyznamné prodlouzila délku Zivota

V porovnani s jednou z negativnich kontrol (DMSQ). V porovnani s populaci v ¢istém

médiu a s pozitivni kontrolou navzdory numerickému prodlouZeni vSak efekt statisticky

vyznamny neni.

Ani u této latky se pozitivni vliv na délku Zivota had’atek nepodaftilo plné potvrdit.
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4) LRR 1914

Tabulka 13: Efekt latky 1914 v koncentraci 10 uM

Nazev latky Pocet had’atek Priumér Median Q90
K10pM 250 28.79 31 42
1914 10pM 229 29.27 31 42
DMSO 257 25.12 26 40
NT 298 27.22 31 40

Latka 1888 o koncentraci 10 pM prodlouzila primér délky Zivota oproti negativnim i

pozitivni kontrole. Median délky zivota je identicky s pozitivni kontrolou a s jednou s

negativnich kontrol (NT). Latka dale prodlouzila primér a median délky Zzivota i

V porovnani s pozitivni kontrolou, hodnota Q90 je vSak nizsi nez u pozitivni kontroly.

Pribéh celého experimentu je mozné piehlednéji posoudit z Kaplan-Meierovy kiivky

preziti
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Obr8: Kaplan-Meierova kiivka preziti, latka 1914(10uM) v porovnani s kontrolami

Z Kaplan-Meierovi kiivky preziti byla vyhodnocena statisticka vyznamnost vysledku

(P- hodnota korigovana podle Bonferroniho).
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Tabulka 14: Bonferroniho P hodnoty - latka 1914, 10 uM
Bonferroni P-hodnota

1914 10pMv.s.K 10pM 13.3644
1914 10uMv.s.DMSO 6.16x10™
1914 10uMvV.s.NT 0.1554

Latka 1914 o koncentraci 10 uM statisticky vyznamné prodlouzila délku zivota
V porovnani s jednou z negativnich kontrol (DMSQ). V porovnani s populaci v ¢istém
médiu a s pozitivni kontrolou navzdory numerickému prodlouzeni vSak efekt statisticky

vyznamny neni.

Ani u této latky se pozitivni efekt na délku zivota nepodatilo pIn€ potvrdit.

5) LRR 2001

Tabulka 15: Efekt latky 2001 v koncentraci 10 uM

Nazev latky Pocet had’atek Primér Median Q90
K10pM 250 28.79 31 42
2001 10pM 229 29.51 33 42
DMSO 257 25.12 26 40
NT 298 217.22 31 40

Latka 2001 v koncentraci 10 uM prodlouzila délku zivota ve vSech sledovanych
parametrech oproti negativnim kontrolam. Prodlouzila primér a medidn délky Zivota 1

V porovnani s pozitivni kontrolou.

Prubéh celého experimentu je mozné piehlednéji posoudit z Kaplan-Meierovy kiivky

preziti.
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Obr9: Kaplan-Meierova ktivka pteziti, latka 2001(10uM) v porovnani s kontrolami

Z Kaplan-Meierovi kiivky preziti byla vyhodnocena statisticka vyznamnost vysledku

(P- hodnota korigovana podle Bonferroniho).

Tabulka 16: Bonferroniho P hodnoty - latka2001, 10 uM
Bonferroni P-hodnota

2001 10pMv.s.K 10pM 13.5926
2001 10pMv.s.DMSO 1.96x10™
2001 10pMv.s.NT 0.0588

Latka 2001 o koncentraci 10 uM statisticky vyznamné prodlouzila délku Zivota
V porovnani s jednou z negativnich kontrol(DMSQ). V porovnani s pozitivni kontrolou
a s populaci v ¢istém médiu (i kdyZ zde je vysledek na hran¢) navzdory numerickému

prodlouzeni vSak efekt statisticky vyznamny neni.

Ani u této latky se nepodafilo efekt plné€ potvrdit.
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6) LRR 2018

Tabulka 17: Efekt latky 2018 v koncentraci 5uM

Nazev latky Pocet had’atek Pramér Median Q90
K10uM 250 28.79 31 42
2018 5pM 186 31.52 33 47
DMSO 257 25.12 26 40
NT 298 21.22 31 40

Latka 2018 v koncentraci S5uM prodlouzila primér a median délky Zzivota i Q90

V porovnani s pozitivni i negativnimi kontrolami.

Pribéh celého experimentu je mozné pichlednéji posoudit z Kaplan-Meierovy kiivky

preziti.
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Obr10: Kaplan-Meierova kiivka pteziti, latka 2018(5uM) v porovnani s kontrolami

Z Kaplan-Meierovy kiivky preziti byla vyhodnocena statisticka vyznamnost vysledkt

(P- hodnota korigovana podle Bonferroniho).

Tabulka 18: Bonferroniho P hodnoty - latka 2018, 5 uM
Bonferroni P-hodnota

2018 5pMv.s.K 10uM 0.3752
2018 5pMv.s.DMSO 9.1x10”’
2018 5uMv.s.NT 6.44x10™
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Latka 2018 o koncentraci 5 puM statisticky vyznamné prodlouzila délku zivota
V porovnani s negativnimi kontrolami. V porovnani s pozitivni kontrolou vsak efekt

navzdory numerickému prodlouzeni statisticky vyznamny neni.

Pozitivni efekt latky 2018 se ndm podafilo potvrdit na vétsi populaci. Latka numericky
prodlouzila délku Zivota 1 v porovnani s pozitivni kontrolou navzdory tomu, Ze byla

testovana v o polovinu nizsi koncentraci.

7) LRR 2019

Tabulka 19: Efekt latky 2019 v koncentraci 50uM

Nazev latky Pocet had’atek Pramér Mediin Q90
K100pM 304 29.61 33 45
2019 50pM 305 29.45 33 45
DMSO 260 20.75 20 36
NT 399 19.75 17 33

Latka 2019 v koncentraci 50 pM prodlouzila vSechny sledované parametry v porovnani
s negativnimi kontrolami. Primérna délka Zivota byla krat$i nez u pozitivni kontroly,

V obou zbylych parametrech byl efekt stejny.

Pribéh celého experimentu je mozné piehlednéji posoudit z Kaplan-Meierovy kiivky

preziti.
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Obrl11: Kaplan-Meierova ktivka pteziti, latka 2019(5 uM) v porovnani s kontrolami

Z Kaplan-Meierovi kiivky preziti byla vyhodnocena statisticka vyznamnost vysledkt

(P- hodnota korigovana podle Bonferroniho).

Tabulka 20:Bonferroniho P hodnoty - latka 2019, 10 uM

Bonferroni P-hodnota

2019 50pMv.s.K 100pM 2.8379
2019 50pMv.5.DMSO <1x107
2019 50puMv.s.NT <1x10”

ProdlouZeni délky Zivota je statisticky vyznamné vV porovnani s negativnimi kontrolami.

V porovnani s pozitivni kontrolou efekt statisticky vyznamny neni.

Efekt této latky je patrny i v experimentu s vétsi populaci.

8) LRR 2537
Tabulka 21: Efekt latky 2537 v koncentraci 10uM
Nazev latky Pocet had’atek Pramér Median Q90
K10uM 379 25.13 23 41
253710uM 284 28.12 30 41
DMSO 272 24.25 25 37
NT 311 22.62 23 37
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Latka 2537 v koncentraci 10 uM prodlouzila délku Zivota ve vSech sledovanych
parametrech oproti negativnim kontrolam. Prodlouzila primér a median délky Zivota i

V porovnani s pozitivni kontrolou.

Pribéh celého experimentu je mozné piehlednéji posoudit z Kaplan-Meierovy kiivky

preziti.
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Obrl11: Kaplan-Meierova ktivka pteziti, latka 2537(10 pM) v porovnani s kontrolami

Z Kaplan-Meierovy kiivky pfeziti byla vyhodnocena statisticka vyznamnost vysledki

(P- hodnota korigovana podle Bonferroniho).

Tabulka 22: Bonferroniho P hodnoty - latka2537, 10 uM
Bonferroni P-hodnota

2537 10pMv.s.K 10puM 0.805
2537 10pMv.s.DMSO 1.288x10™
2537 10pMv.s.NT <107

ProdlouZeni délky Zivota je statisticky vyznamné vV porovnani s negativnimi kontrolami.

V porovnani s pozitivni kontrolou efekt statisticky vyznamny neni.

Efekt této latky se tedy potvrdil i v experimentu s vétsi populaci.
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Tabulka 23: Efekt latky 2537 v koncentraci 100uM

Nazev latky Pocet had’atek Primér Median Q90
K100pM 304 29.61 33 45
2537 100uM 292 27.97 31 45
DMSO 260 20.75 20 36
NT 399 19.75 17 33

Latka 2537 v koncentraci 100uM prodlouzila délku zivota ve vSech sledovanych
parametrech oproti negativnim kontroldm. Primér a median délky Zivota je vSak nizsi

nez u pozitivni kontroly. Hodnota Q90 je shodna s pozitivni kontrolou.

Pribéh celého experimentu je mozné piehlednéji posoudit z Kaplan-Meierovy kiivky

preziti.
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Obr 12: Kaplan-Meierova kiivka pieziti, latka 2537(100 pM) v porovnani s kontrolami

Z Kaplan-Meierovy kiivky preziti byla vyhodnocena statisticka vyznamnost vysledkt

(P- hodnota korigovana podle Bonferroniho).

Tabulka 24: Bonferroniho P hodnoty — latka2537, 100 uM
Bonferroni P-hodnota

2537 100pMv.s.K 100pM 0.4704
2537 100uMv.s.DMSO <1x10”
2537 100uMv.s.NT <1x10”
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Prodlouzeni délky zivota je statisticky vyznamné v porovnani s negativnimi kontrolami.

V porovnani s pozitivni kontrolou efekt statisticky vyznamny neni.

Efekt nekterych latek byl statisticky vyznamny Vv porovnani s kontrolami, je tedy
mozné Tict, ze se jej podafilo potvrdit. Jednalo se o nasledujici latky: 1796 (10 a
100uM), 2018 (5uM), 2019 (50uM) a 2537 (10uM). | zbylé latky vSak prodlouzily
alesponn néktery ze sledovanych parametri v porovnani s negativnimi kontrolami a

jejich efekt byl statisticky vyznamny v porovnani alespon s jednou kontrolou.

Vzhledem ke zméndm v podminkach mezi prvnim a druhym experimentem by
vSak bylo vhodné pokus jest¢ minimalné jednou opakovat. VEtsi mnozstvi dat by bylo
vhodné ziskat i pro dalsi posouzeni aktivity latek, u kterych se vliv na délku zivota
nepodaftilo pln¢ prokédzat. Metodologie vyuzita v této praci je pomérné pracna, mozna
by tedy bylo vhodné vyuzit jiny postup. Moznosti by mohl byt napiiklad WormScan,
ktery se od doby zaclatku této prace podafilo u nas v laboratofi zavést. Vzhledem
k tomu, ze v ramci WormScanu jsou latky testovany na pevném médiu je vSak mozné,
ze by efekt zanikl a to z divodu horsiho vstiebavani latek na pevném médiu, jak bylo
doloZeno napfiiklad zde [80]. Bylo by zajimavé srovnat u¢innost vstfebavani nékterych
cytokininii v pevném a tekutém médiu pomoci HPLC-MS, aby se zjistilo, zda jsou
takovéto obavy relevantni. Takovyto experiment by mél byt v podminkach nasi

laboratote proveditelny.

Kinetin se osvédcil jako pozitivni kontrola, v obou experimentech délku Zivota
had’atek prodlouzil. To je v souladu s pfedchozimi zkuSenostmi z nasi z laboratote.
Pozitivni vliv kinetinu na délku zivota se tedy podafilo dale podlozit. Schopnost
kinetinu pozitivné modulovat nékteré projevy starnuti byla pozorovana jiz diive

Vv jinych systémech, jak je podrobnéji rozebrano v podkapitole 1.7.

Z4dna z latek nebyla statisticky vyznamné aktivn&j§i nez kinetin, nicméné u
nékterych bylo patrné numerické prodlouzeni délky Zivota, které naznacuje, Ze by jejich

aktivita mohla byt vyssi.

Pti srovnani obou negativnich kontrol v druhém experimentu — had’atek v ¢istém
médiu a hadatek vystavenych DMSO — si milZzeme povSimnout variability mezi
deskami. Na dvou (prvni a druhé desce) ziji déle had’atka v DMSO, na jedné (tieti

desce) had’atka v Cistém médiu. Podezieni z prvniho experimentu na mirnou toxicitu
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kombinace amfotericinu B a DMSO se tedy v druhém experimentu spiSe nepotvrdilo a
rozdil miizeme pficist pfirozené variabilit¢ v rdmci populace. Ani na jedné desce nebyl

kazdopadné rozdil mezi kontrolami statisticky vyznamny.

Amfotericin B by v pfipadé vétsiho vyskytu plisnovych kontaminaci mél byt
bezpecnym feSenim. V jinych laboratofich, v¢etn¢ laboratote, ktera sestavila v této praci

pouzivany protokol, je amfotericin B pouzivan standardné [81].

Smyslem této prace nebyla hlubsi analyza mechanismi Uc¢inku potencialné
aktivnich latek, nicméné byla by dalsim logickym krokem. Bylo by vhodné provést
naptiklad experimenty na sérii riznych mutantnich linii s pozménénou délkou zivota a

sledovat, zda testované latky budou schopné tento efekt dale prodlouzit.

Pfi dalSich experimentech by bylo vyhodné vyuzit znalosti piredpokladanych
mechanisml u¢inkll jinych cytokininl. Nelze ale vyloucit, ze latky testované v této
praci pusobi dosud nepopsanym mechanismem. Zda latky chrani proti oxidativhimu
stresu bychom mohli ové&fit pomoci stresovych testt, kdy jsou had’atka po nékolik dni
vystavena nejprve ucinku potencialné aktivni latky a nasledné vystavena efektu latky
indukujici oxidativni stres (paraquat, juglon)[83]. Muze byt sledovano jak pieziti C.
elegans V letalnich koncentracich stresort, tak pfimo vznik ROS napf. pomoci

barviva2’,7—dichlorofluorescin diacetatatu [83].

Zda latky funguji jako hormetiny by se mohlo ovéfit napiiklad testem, kdy je
spolecné s latkou podan silny antioxidant. Pokud by se efekt latky ztratil, naznacovalo

by to mitohormezi[84].

Efekt latek by mohl byt déale sledovan také na molekuldrni trovni pomoci

molekularné biologickych metod nebo pomoci reportérovych linii.
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Z.aver

V ramci této prace bylo otestovano celkem 32 cytokinind substituovanych v pozici 8

purinu. Zadna z latek nebyla akutng toxicka.

Po inicidlnim skrininku na malych populacich bylo vybrano 8 nejaktivnéjSich
latek, jez byly otestovany na vétSich populacich. Z téchto 8 latek 4 statisticky vyznamné
prodlouzily délku zivota v porovnani s negativnimi kontrolami tj. Cistym médiem a
médiem obsahujicim vehikulum (DMSO). Jednalo se o nasledujici latky 1796(10 a
100uM), 2018 (5uM), 2019 (50uM) a 2537 (10uM).

Zbylé 4 latky — 1830 (10uM), 1888 (10uM), 2001 (10uM) a 1914 (10uM) —
mély pozitivni efekt na nékteré sledované parametry V porovnani s negativnimi
kontrolami a byly schopny statisticky vyznamné prodlouzit délku Zivota v porovnani

s alespon jednou negativni kontrolou.

Zadna z latek nebyla statisticky vyznamné aktivngjsi nez kinetin, jez byl pouzit
jako pozitivni kontrola. Kinetin je cytokinin s diive publikovanymi u¢inky proti starnuti
a prodlouzil jiz dive délku zivota C. elegans i v nasi laboratofi. U nekterych latek vSak
bylo mozno pozorovat vétsi efekt na nékteré ze sledovanych parametrii v porovnani

s kinetinem.

Do budoucna by bylo vhodné provést dal$i opakovani experimentt s latkami,
které prodlouzily zivot C. elegans a v piipad¢ potvrzeni aktivity se zaméfit na zkoumani
jejich mechanismu ¢inku. Logickym krokem je i testovani cytokininti v modelech
onemocnéni spojenych se zvySenou mirou stresu. K dispozici je napt. fada kmena C.

elegans pro studium neurodegenerativnich chorob.
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Seznam zkratek:

C. elegans
DMSO
FOXO
GFP
HPLC-MS

1S

NGM
NT
OASIS

PM
ROS
TOR

Ceanorhabditis elegans

Dimethylsulfoxid

Forkhead transcription factors (transkripcni faktory)
Green fluorescein protein (zeleny fluorescencni protein)
High Performance liquid chromatography with

mass spectrometry(vysokovykonna kapalinova
chromatografie s hmotnostnim spektrometrem)
Insulin/insulin-like growth factor signalling pathway
Kinetin

Nematode growth medium (médium pro rust had’atek)
Non-treated (neosetiené)

Online application for survival analysis (Online aplikace
pro analyzu preziti)

Petriho miska

Reactive oxygen species (reaktivni formy kysliku)

Target of rampamycin
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