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Abstrakt

Neurodegenerativni onemocnéni jsou charakterizovana progresivnim postizenim
neuroni a jejich  synaptickych  spojeni  vedoucim K motorickym a
kognitivnim poruchdm. Soucasnd 1écba cili pfevazné na zmirnéni symptomi. Tato
prace je zaméfena na testovani organoselenovych latek se znamou neuroprotektivni
aktivitou z experimentd na lidskych buiikdich na modelovém organismu
Caenorhabditis elegans. Po pilotnich experimentech s fragmentem proteinu tau, byla
testovana ochrana proti oxidaénimu a tepelnému stresu. Efekty na C. elegans v 96 a
384jamkovych deskach byly hodnoceny pomoci automatické mikroskopie a pfistroje
pro detekci motility (WMicrotracker). Optimalizované parametry zahrnovaly pocet
jedincd na jamku, mnozstvi potravy, objem, koncentraci floxuridinu a koncentraci
stresoru (juglon, paraquat). U nékterych organoselenovych derivati byla pozorovana
protektivni aktivita vac¢i pusobeni stresoru, avsak tento efekt nebyl pii opakovani

konzistentni. Pfekvapenim byla vysoka toxicita ebselenu pii indukovaném oxida¢nim

stresu.
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Neurodegenerative diseases are characterized by progressive degeneration of neurons
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AD
ADAM10
ACh
AChE
AICD
ALS
AMPK
Aph-1
APOE
APP

AP
BACE1
CI90RF72
CDK5
DJ-1
DMSO
DTC
EBS
ECT
FOXO
FUdR
GSK3-B
IDE

1S

IL-1B

Alzheimerova choroba

A disintegrin and metalloproteinase
Acetylcholin

Acetylcholinesteraza

C-terminalni fragment APP
Amyotroficka lateralni sklerdza
AMP-aktivovana protein kinaza
Anterior pharynx-defective 1
Apolipoprotein E

Amyloidovy prekurzorovy protein
Amyloid beta

Beta-sekrektaza 1

Otevieny ¢teci ramec 72 na 9. chromozomu
Cyklin-dependentni kinaza 5
Protein PD 7

Dimethylsulfoxid

Distélni koncové bunky

Ebselen

Elektronovy transportni fetézec
Forkhead box O
5-fluoro-2'-deoxyuridine
Glykogensyntazova kindza 3 beta
Enzym degradujici inzulin
Insulin/insulin-like growth factor signaling pathway

Interleukin 18



IL-6
iPSC
JGL
LRRK2
MAPT
MDA
mTOR
NEP
NFT
NGM
OP50
PARK2
PD
PGC-la
PHF
PRQ
PSEN1/2
RFC
RNAI
ROS
RPM
SAPP-0/B
SIRNA
SNCA
SOD1

TARDBP

Interleukin 6

Indukovana pluripotentni kmenové butika
Juglon

Kinéza bohaté na leucinové repetice 2
Mikrotubuly asociované s tau proteinem
Malondialdehyd

Mechanistic target of rapamycin
Neprilysin

Neurofibrilarni klubka

Nematode growth medium

Kmen bakterie E. coli OP50

Parkin RBR E3 ubiquitin ligase
Parkinsonova choroba

Koaktivator receptoru PPARy typu la
Parové helikalni filamenta

Paraquat

Presenilin 1 a2

Replikac¢ni faktor C

Interferen¢ni RNA

Reaktivni formy kysliku

Otéacky za minutu

Soluble APP-alpha/beta

Mala interferujici RNA

Gen synuklein alfa

Superoxid dismutaza 1

Gen TAR DNA-vazebny protein 43
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B
TDP-43
TNFa
YY1

aSyn

Tryptonem pufrované médium
TAR DNA-vazebny protein 43
Tumor nekrotizujici faktor alfa
Yin-Yangl

Alfa-synuklein
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1 UVOD A CILE PRACE

Caenorhabditis elegans (C.elegans) je 1 mm velka, hlistice zijici volné se po celém
sveté. Diky své velikosti, rychlému zivotnimu cyklu, hermafroditismu, prihlednému
a dobfe diferenciovanému télu, plné¢ zmapovanému genomu a nizkym nakladim
spojenych s jeji kultivaci se velmi rychle stala jednim z kli¢ovych modelovych
organisma (Corsi et al., 2015). Tato hlistice se bézné vyuziva pro studium bunééné
smrti, diferenciace, starnuti, pro skrining potencialné 1é¢ivych latek a ke studiu jejich
mechanismu G¢inku. Mezi nejvyznamnéjsi objevy vyzkumu na C. elegans patii objev
genetické regulace vyvoje organt a apoptozy a objev RNAi (Conradt, 2005; Corsi et
al., 2015; Watts, 2006). C. elegans také hraje klicovou roli v hledani novych
terapeutickych ptistupt k 1é€beé riznych neurodegenerativnich onemocnéni, které jsou
charakterizovany progresivni degeneraci neuront a jejich synaptickych spojeni
V centralnim nervovém systému, coz vede k poruse motorickych a kognitivnich
schopnosti. Jejich vznik je podminén kombinaci genetické vybavy jedince, faktora
prostiedi a predevsim véku. Vzhledem Kk trendu starnuti populace v pramyslovych
zemich dochazi k nartstu neurodegenerativnich chorob, kdy mezi nejcastéjsi patii
Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba, Amyotroficka laterdlni skler6za a
Huntingtonova choroba (Dugger and Dickson, 2017; Lamptey et al.,, 2022;
Przedborski et al., 2003a). Pro testovani potencidlné protektivnich latek proti
oxidativnimu stresu, ktery je charakteristickym znakem neurodegenerativnich chorob,

byl v této diplomové praci vyuzit modelovy organismus C. elegans.

Cilem této diplomové prace bylo testovani ucinkd riznych potencidlné
protektivnich latek vici stresovym podminkam u modelového organismu C. elegans.
Tyto stresové podminky byly vyvolany latkami indukujicimi oxidacni stres, konkrétné
juglonem a paraquatem. Kromé¢ toho byl zkouman vliv tepelného stresu a moznost
jeho zmirnéni testovanymi latkami. Dale byl také testovan vliv WT R2R3 tau peptidu
na C. elegans. Pro efektivni hodnoceni protektivnich u¢inkd testovanych latek byla
vyuzita metoda skriningu pomoci WMicrotrackeru a analyza pomoci automatického

mikroskopu.

Tato diplomova préce byla vypracovana na Katedfe experimentalni biologie a

na Ustavu molekularni a translaéni mediciny Lékatské fakulty Univerzity Palackého.

12



2 TEORETICKA CAST

2.1  Modelové organismy

Studium modelovych organismil vyrazné piisp€lo k pochopeni dédi¢nosti, vyvoji,
fyziologii, zdkladnich bunéénych a molekularnich procesi. Navzdory rozmanitosti
forem organismi byly vyzkumem peclivé vybranych organismt odhaleny univerzalni
principy. Tyto organismy byly vybrany na zakladé kombinace snadné experimentalni
prace s nimi a relevance pro konkrétni vyzkumné otazky. Mezi jedny z
nejvyznamnéjSich modelovych organismd, z pohledu diilezitosti a Sirokého pouziti,
patii i Caenorhabditis elegans. Jedna se o prvni mnohobunécny organismus, u kterého
byl roku 1998 kompletné¢ osekvenovan genom, coz umoznilo rozsahlé
transkriptomické a proteomické studie (Corsi et al., 2015; Miiller and Grossniklaus,
2010).

Pro studium neurodegenerativnich onemocnéni (ND) se zvifeci modely
rozd€luji na modely pfirozené, intervencni a genetické. Pfirozené modely jsou
charakteristické komplexem neurodegenerativnich zmén, které se objevuji v pritbéhu
starnuti. U interven¢nich modeli jsou patologické zmény a symptomy podobné ND
vyvolany pomoci chemikalii, pfi¢emz se ¢asto zaméfuji na neurozanét a oxidacni stres.
Jako genetické modely jsou nejcastéji zkoumané transgenni mySi. Tyto genetické
modifikace umoznuji vznik patologickych zmén typickych pro ND a vyznamné tak
piispivaji ke studiu téchto chorob. Mezi zvifeci modely vyuZzivané pro studium ND
patii primati, psi, krysy, mysi, Drosophila melanogaster ¢i Caenorhabditis elegans
(Castillo-Rangel et al., 2023; Chen and Zhang, 2022). Zvifeci modely pii studiu ND
poskytuji informace o zkoumanych patofyziologickych jevech pouze ¢astecné, jelikoz
zadny zviteci model nezahrnuje vSechny charakteristiky a diagnosticka ¢i klinicka

kritéria, které jsou pfitomné u lidi (Castillo-Rangel et al., 2023).

2.2  Caenorhabditis elegans

Caenorhabditis elegans neboli had’atko obecné je mala, pruhledna hlistice z ¢eledi
Rhabditidae, ktera se nachazi v pidach mirného pasma na riznych mistech svéta, Casto
Vv rozkladajici se vegetaci. Ve volné pfirod¢ se Zivi riznymi druhy bakterii, av§ak
Vv laboratornich podminkach jsou krmeni E. coli. U C. elegans existuji dvé sexualni
formy, a to hermafroditi a samci, ktefi vznikaji non-disjunkci pohlavniho

chromozomu. (Corsi et al., 2015).
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Kultivace C. elegans byla do laboratorniho vyzkumu zavedena v 60. letech 20.
stoleti Sydney Brennerem. Navzdory jednoduché anatomii, kdy dospély hermafrodit
ma pouze 959 a samec 1031 somatickych bunék, disponuje také komplexni systémy
podobnymi tém u vySSich organismu. Patii mezi né napiiklad proliferujici zarode¢na
linie, jejiz pocet bungk je variabilni v zavislosti na pohlavi a podminkach prostiedi.
Experimentalnimi vyhodami tohoto organismu je snadné mnozeni diky jejich
hermafroditismu a kratkému zivotnimu cyklus. Jejich pruhledné télo, stereotypni
vyvoj a nemeénny pocet somatickych bunék usnadnil popis vyvoje jejich bunécné linie
a zmapovani po¢tu neuront u hermafroditli i samci. Dokoncenim sekvenace genomu
had’atka v roce 1998 bylo prokazano, ze ptiblizné 38 % jeho geni ma lidské ortology.
Vsechny tyto vlastnosti, spolu se snadnou manipulaci pomoci siRNA, z néj d¢laji
idealni model pro eukaryotické studie a studium zékladnich biologickych procesl a

nemoci (Corsi et al., 2015; Herndon et al., 2017; Nigon and Félix, 2017).

2.2.1 Anatomie

Stejné jako vétsina hlistic ma C. elegans jednoduchy télni plan. Télo je
nesegmentované, valcovité se zuzujicimi se konci a tvorené vné&jSi a vnitini
soustfednou trubici, které jsou oddélené pseudocoelomem. Vnéjsi trubice je tvoiena
kolagenni kutikulou, hypodermis, vylucovacim, nervovym a svalovym systémem.
Vnitini trubice zahrnuje trdvici systém, tedy hltan, stfevo a fitni otvor.
V pseudocoelomu se nachazi reprodukéni systém — gonady (Obrazek 1). C. elegans
zcela postrada kosterni prvky a tvar téla je tak udrzovan vnitinim hydrostatickym
tlakem, tzv. hydrostatickou kostrou. Dale nemaji specializovanou ob&hovou ani
dychaci soustavu. Funkce téchto soustav jsou zajiStény difuzi a pohybem tekutin

v pseudocoelomu (Altun, Zeynep F. et al., 2009; Riddle et al., 1997).

Kutikula o
Dorzalni strana

Pseudocoel

Strevo

Ventralni strana
Hypodermis

Obrazek 1: Pri¢ny priiez télem C. elegans. Prevzaté z Altun, Zeynep F. et al., 2009.
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Télo hadatek je kryto kutikulou, tvofenou ptevazné kolagennimi proteiny
sekretovanymi z hypodermis. Kutikula udrzuje tvar téla, tvofi ochranou bariéru a
vystyla hltan a kone¢nik. Je pferuSena otvory, kterymi prostupuji struktury z riiznych
tkani. Jedna se o otvory hltanu, vylu¢ovaciho poru, vulvy a analniho otvoru. V kutikule
se nachazi také smyslové struktury dodavajici C. elegans schopnost chemotaxe a
mechanotaxe. 'V oblasti hlavy se nachazi chemoreceptory (amfidy) a
mechanoreceptory (cefalické a labialnich senzily). Dalsimi mechanoreceptory jsou
deiridové senzily, které se nachdzeji ve stfedu téla. Na ocasnim vybézku se nachézeji
sekundarni chemoreceptory, tzv. fasmidové senzily (Altun, Zeynep F. et al., 2009).

C. elegans ma jednoduchy nervovy systém obsahujici 302 neuronti a 56
gliovych bunék u hermafroditti a 383 neuronti a 82 gliovych bunék u samct. VSechny
neurony i gliové buiiky jsou tzv. invariantni, tedy Ze jejich vyvojova linie je od zygoty
az do dospélce dand a neménna. Na zadkladé morfologie a synaptické konektivity byly
neurony rozdéleny do 118 riznych tiid. U had’atek je hlavni nervové centrum umisténo
Vv hlavové oblasti, kde kolem hltanu vytvaii nervovy prstenec obklopujici bazalni
membranu. Z ngj vychdzeji podélné svazky nervovych vlaken, které pftiléhaji
k hypodermis a vedou na ventralni i dorzalni stran¢ po celé délce téla. Jejich propojeni
je zajisténo cirkularnimi komisurami. Nervové spoje propojuji nervovy prstenec s
parovymi smyslovymi receptory, jako jsou amfidy ¢i fazmidy, dale s motorickym
nervovym systémem a s n¢kolika malymi ganglii v ocasni ¢asti té€la (Durbin, 1987,
Purice et al., 2025; Riddle et al., 1997; Tekieli et al., 2021).

Travici soustava je tvofena dvojlaloénym hltanem, stfevem a fitnim otvorem.
Hltan je diky vlastnimu nervovému, svalovému, zlazovému a epitelidrnimu systému
témet autonomni organ, ktery vykazuje typické pumpovaci pohyby zajistujici ptijem
potravy. Potrava je pti prichodu peristaltickymi pohyby mechanicky zpracovana a
pies fagyngealni chlopen pfesunuta do stfeva. Stfevo neni pevné pfipojeno ke sténé
téla, ale je ukotveno pomoci hltanovych a rektalnich chlopnich. Sklada se
z epitelidlnich bun€k nesoucich ¢etné mikroklky umoziujici absorpci Zivin. Zbyly
stievni obsah je nasledné vylucovan pres rektalni chlopen do kone¢niku. K defekaci
ptispivaji Ctyfi svaly nachazejici se kolem zadniho stieva a kone¢niku (Altun, Zeynep
F. etal., 2009; Riddle et al., 1997).

Pohyb had’atek je umoznén svalovym systémem, ktery je tvofen hladkou i
pfi€né pruhovanou svalovinou. Pfi¢né pruhovana svalovina je uspofddéna do Ctyf

podélnych pruhd, a to dvou na ventralni a dvou na dorzalni strané téla podél celé délky
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had’atka. Toto pti¢n€ pruhované svalstvo je ptes tenkou vrstvou hypodermis ptipojeno
k vné&jsi kutikule. Pro inervaci svaloviny jsou nezbytna tzv. svalova ramena, coZ jsou
vybézky tvorené svalovymi bunkami. Ty se napojuji na axony motoneuronti a
umoziuji tak prenos signalu ke svalové kontrakci. Kontrakce dvou ventralnich
svalovych pruht a zdroveil relaxace dorzalnich svalovych pruhi vede ke
koordinovanému pohybu v elegantnich sinusovych vinach, které zajistili C. elegans
své jméno. Mensi, hladka svalovina je soustfedéna v oblasti hltanu, vulvy, stfeva a

konecéniku (Altun, Zeynep F. et al., 2009; Riddle et al., 1997).

2.2.2 Reprodukéni soustava

Reproduk¢ni systém se 1isi dle pohlavi. U C. elegans jsou znamy dva typy pohlavi, a
to hermafroditi a samci. Ob¢ pohlavi maji pét parti autozomi. Hermafroditi nesou dva
chromozomy X. Jelikoz téméf vSechny vajicka i spermie produkované hermafrodity
jsou haploidni a obsahuji tedy chromozom X, po samooplodnéni vznikaji dalsi
hermafroditi. Samci maji karyotyp X0 a tvofi se velmi vzacné, pouze v 0,2 % piipada.
Samec vznika, kdyZ dojde k oplodnéni haploidniho oocytu spermii, kterd nenese Zadny
pohlavni chromozom. K tomuto jevu dochézi pii nondisjunkci chromozomu X béhem
meidzy. Samci produkuji spermie s chromozomem X i bez n€j v poméru 1:1, ¢imz
dochazi po pafeni ke vzniku pravé poloviny samct a poloviny hermafrodita (Lints, R.
and Hall, D. H., 2009).

Gonady hermafroditii jsou sloZeni ze dvou funkéné nezéavislych €asti, a to z
predniho a zadniho gonadového ramene. Obé¢ tyto ramena jsou stoCena tak, ze tvori
typicky tvar pismene U spojujici se v centralni déloze. Tento systém umoziiuje
efektivnéjsi usporadani reprodukénich orgdnt v télni dutin€é. Kazdé ramen se sklada
ze zarodecné linie, somatickych gonéd zahrnujicich vejcovod a spermatéku a délohu,
kde probihd uchovani rannych embryi. Na koncich gonad se nachazeji distalni bunky
(DTCO), které zajistuji déleni zdrode¢nych bunék. S dozravanim téchto bunék dochéazi
k jejich posunu smérem k déloze, kde se hromadi a ¢ekaji na oplodnéni (Obrazek 2).
Gonady hermafroditi ve ctvrtém larvalnim stadiu tvoii ovotestis, ktery docasné
produkuje haploidni améboidni spermie, které jsou ukladany ve spermatéce. Poté
pfechdzi gonadda na tvorbu oocytl, které jsou nasledné uloZenymi spermiemi
oplodnény. Po oplodnéni oocytu nasleduje rychld embryogeneze, béhem které se
embrya hromadi v dé€loze a nasledné jsou pies vulvu vypuzovany (Athar and

Templeman, 2022).
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Obrazek 2: Anatomie hermafroditniho dospélce C. elegans. Prevzato z Athar and Templeman, 2022.

U samct se nachazi pouze jedno gonaddové rameno, které po celé délce jedince
tvoti strukturu ve tvaru pismene J. Na ocasu samce se nachéazi specifické kopulacni
struktury dulezité pro pareni. Mezi ty patii paprskovité vybézky obsahujici senzorické
neurony reagujici na chemické a mechanické podnéty od hermafrodita. K orientaci
s ventralni stranou obracenou k hermafroditovi slouzi rozsifena ocasni struktura, tzv.
v&jit. Parové struktury spikuly umoziuji lokalizovat a rozeviit hermafroditni vulvu,
do niz samec uvolni spermie (Obrazek 3). Ty putuji do hermafroditnich spermaték,
kde jsou piednostné vybirany k oplodnéni oocyti (Altun, Zeynep F. et al., 2009; Athar
and Templeman, 2022; Pires-daSilva, 2007).

Hitan Stievo

Jednoramenna gonada

Vejit
Paprskové
vybézky

Spermie Semenny
vacek

Obrizek 3: Anatomie saméiho dospélce C. elegans. Prevzato z Pires-daSilva, 2007.
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2.2.3  Zivotni cyklus

Zivotni cyklus u C. elegans je pomémé rychly. Pii 20 °C trva jejich vyvoj od vajicka
po dospé€lce 3 dny a celkova zivotnost byva 2-3 tydny. Jak jiz bylo fe¢eno vyse, u
had’atek se nachazeji samooplodnujici se hermafroditi a samci. Jednotliva pohlavi 1ze
vsak rozlisit az ve ¢tvrtém larvalnim stadiu a u dospélych jedinc (Herndon et al.,
2017).

Vyvoj C. elegans miizeme rozdélit do tfech zakladnich fazi: 1) embryogeneze,
2) lihnuti a larvalni vyvoj a 3) dospélost a reprodukce. Embryogeneze zacina
oplodnénim vajicka a rychlym vznikem nepropustné chitinové skotdpky, ktera
umoziuje vyvoj embrya nezavisly na hermafroditu. Nize je popsan vyvoj C. elegans,
pfi¢emZ uvedené Casy odpovidaji vyvoji pii teploté 20 °C.

Ke kladeni vaji¢ek dochézi poté, co embryo dosdhne 24bunécéného stadia,
¢ehoz je dosazeno piiblizné 3 hodiny od oplozeni. Celkové faze embryogeneze trva
ptiblizn¢ 14 hodin. Embryo obsahujici 558 bunéénych jader, z nichz néktera jsou
soucasti vicejadernych syncytii, se pak lihne a prochazi ¢tyimi larvalnimi stadii (L1-
faze larvalniho vyvoje trvaji pfiblizn€ 12 hodin. Kazdé¢ larvalni stadium konci tzv.
letargusem, coz je obdobi necinnosti podobné spanku, ve kterém se vytvari nova vngjsi
kolagenova vrstva (kutikula) a dochdzi k odlucovani té staré. Dospélymi jedinci se C.
elegans stavaji pfiblizn¢ 12 hodin po odlouceni kutikuly &tvrtého larvalniho stadia,
kdy zacinaji produkovat potomstvo. To obvykle tvoii po dobu 3 dnti, dokud nedojde
k vyCerpani vlastnich spermii. Hermafroditi mohou samostatné vyprodukovat okolo
300 vlastnich potomkt. Pokud se vSak spaii se samcem jsou schopni vyprodukovat az
1000 potomkl. Samci tedy slouzi jako déarci nové kombinace genl. Po ukonceni
reprodukéni faze ziji hermafroditi 2—3 tydny a poté umiraji statim (Corsi et al., 2015).

Pfi nedostatku potravy ¢i nevhodnych podminkach vnéjsiho prosttedi mize
dojit k aktivaci alternativniho cyklu. C. elegans se ve stadiu L2 svlékaji do
alternativniho stadia L3, tzv. dauer larvy. Dochazi k tvorbé tzv. dauer kutikuly, ktera
slouzi pro zvySeni odolnosti larvy pfi neptiznivych vnéjSich vlivech. Tato kutikula
uzavira ustni dutiny a tim dochézi i k pozastaveni vyvoje. Diky tomu mohou dauer

larvy ptezivat i n€kolik mésict (Obrazek 4) (Corsi et al., 2015; Herndon et al., 2017).
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Obrdzek 4: Schéma zobrazujici Zivotni cyklus C. elegans pii 20 °C. Zdroj obrazku: Corsi et al., 2015.

2.2.3 Ekologie a taxonomie

C. elegans patii do rodu Caenorhabditis, ¢eled Rhabditidae, tad Rhabditida, tfida
Secernentea, kmen Nematoda a fise Animalia. Rod Caenorhabditis zahrnuje
morfologicky velmi podobné, avsak ekologicky velmi odlisné druhy, které¢ kolonizuji
rizné substraty bohaté na ziviny a bakterie. Objev novych druht byl po mnoho let
zpomalovan mylnou pfedstavou o pfirozeném prostiedi tohoto rodu. Prizkum
ptirozenych populaci C. elegans a C. briggsae ukazal, Ze tato had’atka nejsou pouze
pudnimi organismy, ale Ze kolonizuji rizné substraty bohaté na bakterie, jako je hnijici
ovoce. Tento poznatek umoznil objev vice jak 50 novych druhti rodu Caenorhabditis.
Schéma zobrazujici fylogenetickou topologii popsanych druhli je zndzornéno na

obrazku 5 (Kiontke, 2006; Stevens et al., 2019).

U mnohych druhtit Caenorhabditis byla zjisténa asociace dauer juvenilt
s riznymi druhy suchozemskych ¢lenovci a plzii, coz poukazuje na dva typy souZiti,
a to na phoresie ¢i nekroménii. Pfi phoresii dauer larvy vyuZzivaji hostitelské zvite
pouze jako pfenaSe¢ k novému zdroji potravy, kde jej okamzit€ opousti a obnovi svijj
vyvoj. Typickymi ptiklady jsou C. plicata ¢i C. drosophilae. U nekroménie se dauer
larvy pfidruzi k hostiteli, neopousti jej a po jeho smrti obnovi svllj vyvoj a mnozi se

v rozkladajici se mrtvole. Zajimavym typem asociace je fakultativni nekroménie,
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kterou vykazuji druhy C. elegans, C. japonica a C. remanei. Ti za pfiznivych
podminek svého hostitele opousti, avsak pokud diiv hostitel zemie, vyvijeji se a mnozi
Vv jeho mrtvole. Nékteré druhy jsou také asociovany s obratlovci, jako je skot zebu,

avSak povaha této interakce dosud nebyla objasnéna (Kiontke, 2006).

_[ C. briggsae
. migoni
— C.emica

— O latens

Flegans — . remanel
o wallacer

— O trapicalis
—— . brenneri

L O donghertyl

— (. elegans
Elegans _E C. nauraguensis
. pungiiensis

— L macrasperig

— . affa

J :
Caenarhiabditis S — . mmperialis

— C japonicd

— . amaama

— . drosaphilae

— C.ap 2

—— . angaria

. castelli
— C.ap. 8
—— . portoensis

Drosophilae

— O virfis

— . guadeloupensis
_[ . monodelphis
. plicata

Obrazek 5: Schéma zobrazujici fylogenetickou topologii popsanych druhii v laboratorni kultuie.

Hermafroditni druhy jsou oznaceny cervené a gonochoristické druhy jsou oznaceny modre. Prevzato z

Félix et al., 2014.
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2.2.4 Starnuti

Starnuti neboli senescence je charakterizovano progresivnimi degenerativnimi
zménami, které postupné snizuji efektivitu a ucinnost fungovani organismu,
¢imz zvySuji pravdépodobnost umrtnosti. Jedna se o komplexni proces, jehoz zékladni
molekularni mechanismy stdle nebyly zcela objasnény. V soucasnosti existuje pies
300 rtiznych teorii starnuti, z nichZz mezi nejvyznamnéjsi patii teorie volnych radikald,
ktera predpokladd, ze starnuti organismu vede k postupné akumulaci oxidac¢niho
poskozeni, coz prekracuje schopnost téla jej opravit. Tuto teorii v soucasnosti
nahradily komplexnéj$i modely, které odrazeji multifaktorialni povahu starnuti. Patii
sem charakteristické znaky starnuti (hallmarks of aging) a pilife starnuti (pillars of
aging), které popisuji hlavni biologické procesy spojené se starnutim, jako jsou
genomova nestabilita, epigenetické zmény ¢i mitochondridlni dysfunkce. Hlavni cile
vyzkumu starnuti tak zahrnuji jak pfi¢iny degenerativnich zmén, tak analyzu
environmentalnich a genetickych faktord, které tyto zmény ovliviiuji (Biga et al., 2025;

Collins et al., 2007; Lin et al., 2025).

U C. elegans jsou mnohé rysy spojené se starnuti analogické s ¢lovékem. Pii
starnuti prochazeji had’atka zménami na molekularni, bunécné i1 tkanoveé urovni.
Zaroven se objevuji zmény v mitochondriich, proteinové homeostaze a genové
expresi, coz odpovida procestim starnuti u ¢lovéka. Dochéazi k degeneraci nervového,
svalového a reprodukéniho systému. V neposledni fadé je znamo, ze genom C. elegans
obsahuje geny homologni k lidskym genlim spojenych s nemocemi souvisejicimi se
starnutim. Diky kratkému Zivotnimu cyklu je idedlni také pro studium délky Zivota,
napiiklad prostfednictvim konstrukce kiivek pieziti. V kombinaci se snadnosti a
nizkymi néklady na jeho kultivaci v laboratofi tvoti vynikajici modelovy organismus
pro vyzkum starnuti. Na druhou stranu ve srovnani se savci postrada krevni ob¢h,
hematoencefalickou bariéru a dalsi klicové struktury, coz muize ovlivnit nékteré
signalni drahy nebo epigenetické procesy. Jednd se tak o zjednoduSeny model pro

studie zakladnich mechanismu starnuti a signalnich drah (Zhang et al., 2020).

U C. elegans bylo identifikovano vice nez 50 genu regulujicich starnuti,
pficemz vétSina znich ma své homology ujinych organismt. V souvislosti se
starnutim jsou zkoumany predevSim genetické a molekularni mechanismy, které
ovliviuji délku Zivota a odolnost organismu viici stresu. Mezi nejvyznamnéjsi signalni

drahy spolupracuji na regulaci téchto procest patii IIS, AMPK a mTOR. Nejvice
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studovanou signdlni drahou je ,,insulin/insulin-like growth factor pathway* (ISS),
kterou tvofi proteiny kodované tfemi klicovymi geny: daf-2, age-1 a daf-16. Gen daf-
2 koduje receptorovou tyrosin kinazu, kterd je homologni s lidskym inzulinovym
receptorem. Gen age-1 koduje fosfatidylinositol-3-kinazu. Mutace v téchto genech
vedou k aktivaci genu daf-16, coz zvysuje odolnost vici stresu a zaroven prodlouzeni
zivota priblizné o 15 %. Efekt téchto mutaci je tedy zavisly na aktivité proteinu daf-
16. Jedna se o protein patfici do rodiny FOXO transkrip¢nich faktort, které fidi expresi
genu podporujici dlouhovékost. Mutaci genu daf-16 dochazi nejen k vyruseni efektu
mutace gent daf-2 a age-1, ale i ke zkraceni zivota C. elegans. Draha je konzervovana
u hmyzu, savct a tedy i u ¢lovéka, diky ¢emuz se jedna o slibny terapeuticky cil na

podporu dlouhové€kosti (Jeayeng et al., 2024; Zhang et al., 2020).

Dtlezitou roli v dlouhovékosti hraje AMP-aktivovana protein kindza (AMPK),
ktera funguje jako hlavni energeticky senzor bunék a reguluje energetickou
homeostazu bunécného metabolismu. K aktivaci dochazi pfi nizké hladiné energie,
primérné béhem hladovéni ¢i vyvojové diapauze, tzv. dauer stadiu. Aktivace AMPK
vede ke zvySeni aktivity transkripcnich faktort jako je FOXO, ¢imz inhibuje drahu IIS
a prodluzuje tak délku zivota (Yasuda, 2025; Zhang et al., 2020).

Kli¢ovou drdhou spojujici dostupnost zivin a metabolickou regulaci
dlouhovékosti je ,,mechanistic target of rapamycin“ (mTOR). K aktivaci této drahy
dochazi v ptitomnosti zvySené hladiny aminokyselin ¢i riistovych faktord v burce.
Aktivace stimuluje proliferaci a rist bun¢k, naopak inhibice mTOR prodluzuje délku
zivota C. elegans. Tento efekt je konzervovany u fady organismil, a to od kvasinek po
lidi. Tato draha také podporuje mitochondrialni dychani a aktivuje gen PGC-1a, ktery
spole¢né s transkripénim faktorem Yin-Yangl (Y'Y1) fidi expresi mitochondrialnich
genu. [ ptes aktivné probihajici studie, mTOR dréha nebyla stéle zcela objasnéna, ale
predpoklada se, ze mezi ni a IIS miZe dochazet k vzdjemné interakci. Jednim ze
sdilenych mechanismt souvisejicich s dlouhovékosti mezi drahami 1S a mTOR je

autofagie, kterou ob¢ drahy inhibuji (Zhang et al., 2020).

V procesu starnuti zastavaji vyznamnou roli také epigenetické mechanismy,
jako je metylace DNA ¢i modifikace histonti. Spolecné s transkripénimi regulatory
ovlivituji funkce bun¢k a mohou slouzit jako markery starnuti. Dietni restrikce bez

toho, aniz by doslo K podvyziveé, prodluzuji délku zivota mnoha druhd organismt,
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véetné C. elegans, a to i prostiednictvim epigenetickych zmén. Omezenim piijmu
potravy dochazi také k inhibici signélnich drah IIS a mTOR, coz podporuje autofagii,
zvySuje antioxidac¢ni ochranu a odolnost organismu vici stresu (Jeayeng et al., 2024;

Zhang et al., 2020).

2.2.6 SKkrining lé¢iv

C. elegans je také vyuzivan k modelovani lidskych onemocnéni, zejména
neurodegenerativnich onemocnéni, jako je Alzheimerova ¢i Parkinsonova choroba.
Vzhledem ke kratké délce Zivota (anglicky lifespan) je C. elegans idealnim
modelovym organismem pro hodnoceni ucinnosti riiznych 1€¢iv na zakladeé kiivek
preziti. Avsak prodlouzeni délky Zivota neni vzdy korelované s prodlouzenim délky
zdravého Zivota (anglicky healthspan), coz je doba, pfi které starnouci jedinec stale
vykazuje zdravé biologické funkce. Parametry souvisejici se zdravim jsou frekvence
pumpovaci aktivita hltanu, pocet nakladenych vajicek, integrita vyvoje larev, absence
morfologickych zmén, odolnost vici teplu a ROS. Nové se také k hodnoceni zdravi
pouziva méfeni motility (Huang et al., 2022; Yasuda, 2025).

C. elegans byl jako model pro testovani vlivu latek dlouho ptehlizen. Hlavni
piekazkou byla jeji kultivace na agarovych plotnach s E. coli, coz nebylo kompatibilni
s automatizaci a vysokokapacitnim skriningem. Testovana lé¢iva bylo nutné vmichat
do agaru béhem pftipravy plotny, coz vedlo k velké spotieb¢ latky, nejen vzhledem k
objemu agaru, ale i proto, Ze se testovala obvykle vyssi koncentrace kviili omezenému
vstfebavani ve srovnani s kulturou tekutou. Hodnoceni pomoci svételného mikroskopu
bylo ¢asov€ 1 manualné narocné. Prillom nastal v roce 2006, kdy zavedeni kapalnych
médii umoznilo vysokokapacitni testovani latek na C. elegans. Moderni metody jsou
tak Casto zaloZeny na automatizaci piesunu Cervl, automatizované mikroskopii
S pokrocilou analyzou obrazu, dale na fluorescencnim znaceni ¢i vyuZivanim sorteri
(O’Reilly et al., 2014). K vyhodnocovani délky Zivota se vyuzivaji i automatizované
systétmy pro hodnoceni motility, jako je WMicrotracker. Tento opticky systém
monitoruje pohyb cervli prostfednictvim rozptylu infracerveného svétla. Kazdou
jamku protinaji dva infra¢ervené mikropaprsky, které snimaji vice nez desetkrat za
sekundu. Kdyz Cerv paprsek pirerusi dojde k rozptylu svétla a detekovany signal je
digitaln€ zpracovan. Nepohyblivi jedinci nerozptyluji svétlo a jsou vyhodnoceni jako

mrtvi (Munguia et al., 2022).
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C. elegans se vyuziva také k vysokokapacitnimu skriningu novych antibiotik
¢i antimykotik. Infikace had’atka riznymi patogennimi mikroorganismy umoziuje
studium interakci hostitel-patogen. Studie odhalily nékolik konzervovanych
vrozenych imunitnich odpovédi, ¢imz poskytly voditka k novym terapeutickym cilim
(Anastassopoulou et al., 2011; Peterson and Pukkila-Worley, 2018). V neposledni fadé
je C. elegans vyznamna i pro vyvoj anthelmintik, zejména v kontextu naristajici
rezistence parazitickych hlistic vii¢i bézn€ pouzivanym léciviim. Jelikoz testovani na
samotnych parazitickych hlisticich mize byt technicky velmi naro¢né az rizikové,
ptipadné parazity ani nejde (efektivn¢) laboratorné chovat, vyuziva se k vyhledavani
anthelmintik praveé evoluéné blizce piibuzné had’atko obecné. Hlavni mechanismem
ucinku 1é¢iv je obvykle paralyza parazita ¢i zpomaleni jeho rlstu a rozmnozovani.
NejcastéjsSim cilem 1é¢iv byva nervova soustava, kterd je u had’atek a parazitickych
hlistic strukturaln¢ i funkéné velmi podobna (Hernando et al., 2019; Septulveda-Crespo
et al., 2020).

2.3  Neurodegenerativni onemocnéni

Neurodegenerativni onemocnéni jsou skupinou poruch charakterizovanych
progresivni degeneraci neurond a jejich synaptickych spojeni v centralnim nervovém
syst¢tmu (CNS). Jejich ztratou dochazi k poruse motorickych a kognitivnich
schopnosti, coZ zpiisobuje omezeni pii vykonavani zakladnich tikonil. Mezi nejcastéjsi
neurodegenerativni onemocnéni ¢lovéka patfi Alzheimerova choroba (AD),
Parkinsonova choroba (PD), amyotrofick4 lateralni skler6za a Huntingtonova choroba
(Dugger and Dickson, 2017; Lamptey et al., 2022).

Etiologie 1 patogeneze neurodegenerativnich onemocnéni zlstavaji do znacné
miry nejasné. Jsou vysledkem kombinace genetické vybavy jedince, faktort prostiedi
a predev§im veéku, ktery zlstava nejvyznamnéjSim rizikovym faktorem. Trend starnuti
populace v primyslovych zemich navic vede k vyraznému nartstu prevalence téchto
poruch, coz zvySuje poptavku po rozvoji u€innych strategiich prevalence, 1écby a
podpirnych sluzbach (Przedborski et al., 2003). Piedpoklada se, Ze vétSina
neurodegenerativnich onemocnéni je zplisobena nespravnym sloZenim nativnich
proteint a jejich naslednym pienosem mezi buitkami, coz vede k postupnému Sifeni a
hromadéni jednoho ¢i vice patologickych proteind. Piikladem muze byt amyloid-
peptid (AP), tau protein, a-synuklein ¢i transaktivni protein vazajici DNA 43
(Brettschneider et al., 2015; Cullinane et al., 2024).
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K vyzkumu neurodegenerativnich onemocnéni se pouzivaji modely in vitro a
in vivo. Modely in vitro v posledni dob¢ zahrnuji i linie odvozené z iPSC (indukované
pluripotentni kmenové bunky) a organoidy, umoziuji detailni analyzu patologickych
mechanismi, coz je ¢inni vhodné pro vysoce uU¢inny screening 1ékt. Ale pouze
experimenty in vitro poskytuji celkovy pohled na progresi onemocnéni v Zivém
organismu. Bezobratli mohou slouzit i1 jako efektivni nastroj pro vysokoformatovy

skrining 1é¢iv (Pereira et al., 2023; Slanzi et al., 2020; Wu et al., 2023).

2.3.1 Parkinsonova choroba

Parkinsonova choroba je jedno z nejcastéjsich neurodegenerativni onemocnéni, které
celosvetove postihuje pies 10 milionti pacientti. Jednéa se neurologickou pohybovou
poruchu, pro kterou jsou typické symptomy, jako je svalova ztuhlost, bradykineze a
posturalni nestabilita. Nemotorické symptomy zahrnuji poruchy spanku, deprese,

apatie a kognitivni dysfunkce (Cooper and Van Raamsdonk, 2018).

PD je charakteristicka ztratou dopaminergnich neuronti v oblasti substantia
nigra, coz snizuje dopaminovou signalizaci a zpusobuje motorické symptomy.
Patologickym znakem PD na bunéfné urovni je agregace proteinu a-Synukleinu
(aSyn) do Lewyho télisek, které se akumuluji v pfezivajicich neuronech. Tento protein
je exprimovan nejen v CNS, kde jeho akumulace vede ke vzniku kognitivnich
symptomtl, ale také v perifernich oblastech, coz poukazuje na systémovy charakter
onemocnéni. K patologii PD pfispivaji 1 zvySené hladiny ROS, zhorSena autofagie a
mitochondrialni dysfunkce. PD byla tradi¢né povaZovana za idiopatické onemocnéni,
avSak v soucasné dobé se odhaduje, ze az 15 % vSech ptipadl je familiarni povahy, se
kterou jsou asociovany mutace v fadé gent, véetné SNCA, LRRK2, DJ1, PARK2 a
PINKZ1(Cooper and VVan Raamsdonk, 2018; Wu et al., 2023).

Prvni znamou genetickou pfi¢inou PD byla mutace v genu SNCA kodujici
protein aSyn. Ten hraje roli v synaptické homeostaze tim, ze se podili na uvoliovani
neurotransmiteril a také na prestavbé a recyklaci vezikul v presynapsi. Reguluje také
dynamiku mitochondrii a stresové odpovédi buniky. Mutace v SNCA zpisobuje ¢asny
nastup PD s brzkym poklesem kognitivnich funkci. Alfa-synuklein také interaguje
s dalsimi proteiny spojenymi s PD. Napfiklad s kinazou fosforylujici aSyn (LRRK?2)
se hromadi v Lewyho téliskach v oblasti sttedniho mozku a s progresi onemocnéni se

Sifi do kortikdlnich oblasti. S rozpustnymi monomernimi ¢i oligomernimi formami

25



aSyn interaguje protein DJ1, jehoZ exprese za fyziologickych podminek zabrafuje
shlukovani tohoto proteinu. Parkin (PARK2, kédovana ubikvitin ligaza) zajistuje
ubikvitinaci aSyn, avSak pii nadmérném mnozstvi aSyn je tento mechanismus naruSen
a vede ke smrti mozkovych bunék. Dal$im proteinem interagujicim s aSyn je protein
kindza PINKI1 (PTEN-induced putative kinase 1), ktery zabraiiuje jeho spojeni
s mitochondriemi a indukuje jeho degradaci (Magistrelli et al., 2021).

Jelikoz C. elegans nema homolog k SNCA, byly vytvofeny transgenni linie,
které potvrdily, Ze nadmérna exprese aSyn vedla ve vSech neuronech k agregaci
proteinli v dopaminergnich neuronech, coz zplsobilo poruchy pohybu a znamky
neurodegenerace podobné jako u PD. Pfi pouziti chiméry s fluorescenénim proteinem
byla pozorovéna tvorba inkluzi v axonech, coz vedlo k zm&nam chovéani had’tek,
predevsim ke zmén¢ pohybu, pii¢emz projevy se zhorSovaly s vékem (Cooper and Van

Raamsdonk, 2018; Wu et al., 2023).

Druhym genem kauzaln€ spojenym s familiarni i sporadickou formou PD je
gen kinazy s repeticemi bohatymi na leucin (LRRK?2, Leucine-Rich Repeat Kinase 2).
Predpoklada se, ze kdduje protein podilejici se na regulaci signalnich drah neurondalni
smrti, regulaci transkripce SNCA ¢i mikroglialni aktivaci. Mutace tohoto genu vede k
expresi proteinu se zvySenou kinazovou aktivitou, coZ je spojovano s rozvojem
patologickych rysii PD, jako smrt dopaminergnich neuront, porucha neurotransmise
dopaminu, chyby v syntéze a degradaci proteind a oxida¢nimu stresu (Rui et al., 2018).
C. elegans ma homolog tohoto genu Irk-1, ktery hraje dalezitou roli v synaptickém
transportu. Exprese jeho mutované formy ve vSech, 1 specificky pouze
v dopaminovych neuronech, indukovala sniZzeni hladiny dopaminu, vedla k poruchdm
vV chovani zavislého na dopaminu a zpusobila postupnou ztratu dopaminovych

neuront (Cooper and Van Raamsdonk, 2018; Wu et al., 2023).

Jednim z autozomalné recesivnich PD genti je PARK2 kddujici protein parkin,
ktery je soucasti ubikvitinového proteazomového systému. Jeho role spociva
v oznaceni dysfunk¢nich a nadbytecny proteinti pro degradaci, kdy ptikladem muze
byt aktivace fosfatazy A2, ktera defosforyluje aSyn. Mutace tohoto genu vede
k akumulaci poskozenych proteint, dysfunkci mitochondrii a autofagii, coz podporuje

rozvoj PD (Magistrelli et al., 2021; Nuytemans et al., 2010).
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Mutace vgenu PINK1 (PTEN-induced putative kinase 1) zpUsobuje
autozomalné recesivni formu familiarni PD s ¢asnym nastupem. Jednd se o
mitochondrialni kindzu, kterd se s proteinem parkin podili na mitofagii. Jeho mutace
byla zkoumana v homologu pink-1 u C.elegans, kde vedla ke zvySené citlivosti vici
riznym stresovym podminkdm, zpomaleni bazéalniho metabolismu a naruSeni tak
pohybu v reakci na stres. Mitochondrie se u had’atek s touto mutaci s vékem hromadi,
maji pozménény tvar a objevuji se deficity pii oxidativni fosforylaci (Cooper and Van
Raamsdonk, 2018; Wu et al., 2023)

2.3.2 Amyotroficka lateralni skleréza

Amyotroficka lateralni skleré6za (ALS) je progresivni letdlni degenerativni
onemocnéni motorickych neuront, které je charakterizované svalovou rigiditou,
postupnym ochabovanim koncetin a bulbarnich svall, coz zptsobuje problémy feci,
polykéni i dychani. Déle se objevuji kognitivni symptomy zahrnujici problémy
s verbalni paméti ¢i s exekutivnimi funkcemi. Pfi¢ina ALS neni pln¢ objasnéna.
Vétsina piipadl ALS se objevuje sporadicky, jen asi 5-10 % ptipadii mé familiarni
charakter a dédi se autozomalné¢ dominantnim zpitisobem. Mezi geny spojené
s familiarni ALS patii superoxiddismutaza 1 (SOD1), TAR DNA-vazebny protein
(TARDBP), FUS (fused in sarcoma) a otevieny ¢teci ramec 72 na chromozomu 9
(C9ORF72). Spole¢nym rysem mutaci vtéchto genech je wvznik toxickych
proteinovych agregati vedoucich k progresivni degeneraci neuront (Chen et al., 2024;

Chong et al., 2024; Wu et al., 2023).

Mutace v genu SOD1 byla prvni identifikovanou jako pfic¢inou familiarni ALS.
Koduje protein Cu, Zn—superoxiddismutazu, ktera katalyzuje rozklad toxickych
superoxidovych aniontli, a ma tedy antioxida¢ni funkci. Mutace v tomto genu jsou
zodpovédné az za 20 % familiarnich pfipadii ALS. Mutace SOD1 vedou ke zménam
skladani a nadmérné produkci tohoto proteinu, coz ma za nasledek agregaci
vV motorickych neuronech a jejich naslednou smrt. Vliv zvySené exprese SOD1
v motorickych neuronech byl studovan na transgenni C. elegans. U této linie byla,
zejména po vystaveni oxida¢nimu stresu zplisobeného paraquatem, pozorovana
rekapitulace charakteristickych pfiznakii ALS, jako je tvorba nerozpustnych shluka
SOD1, poskozeni axoni a motorické poruchy. Skrining RNAi u C. elegans pomohl

identifikoval 63 genti zmiriiujicich produkci agregati SODI1, coz potvrzuje dilezitou
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roli proteostatické sit¢ zahrnujici chaperonovy systém, autofagii ¢i ubikvitin-

proteozomovy systém (Wu et al., 2023; Zhou and Xu, 2023).

Mutace v genu TARDBP jsou zodpovédné za asi 3 % familiarni ALS. Tento
gen koduje protein TDP-43, ktery reguluje rizné aspekty metabolismu RNA, jako
transkripci, alternativni sestiih a stabilitu. Ulastni se také regulace apoptdzy,
bunécného déleni a synaptického prenosu. Jednim z typickych rysta nékterych forem
ALS je nespravna lokalizace TDP-43, ktery po translokaci z jadra agreguje v cytosolu
a vykazuje neurotoxické ucinky. U pacienti s ALS jsou v motorickych neuronech
bézné ptitomné hyperfosforylované a zkracené agregaty tohoto proteinu, coz ptispiva
k rozvoji tzv. TDP-43 proteinopatie. Tento mechanismus byl studovan na transgennich
liniich C. elegans, kdy jedinci vykazovali neurotoxicitu analogickou k lidské ALS.
Toxicita tohoto proteinu u C. elegans souvisi s jeho fosforylaci na serinovych zbytcich.
Ta muze byt korigovdna kalcineurinem, ktery vSak zhorSuje motorické funkce
had’atek. Skrining na transgenech vedl k objevu protektivni aktivity a-methyl-a-
fenylsukcinimidu, ktery zlepsil pohyb a zvysil délku zivota (Chen et al., 2024; Wu et
al., 2023).

Gen FUS koduje RNA/DNA vazebné proteiny a jeho mutace zplsobuji
piiblizné 4 % piipadt familiarni ALS. Protein FUS hraje vyznamnou roli v regulaci
transkripce a zpracovani mRNA v neuronech. Podobné jako u modelu TDP-43 vedou
na molekuldrni Grovni tyto mutace k porucham transkripce, alternativniho sesttihu ¢i
naruSuji stabilitu mRNA. Tyto mutace zaroven vedou k tvorbé toxickych
cytoplazmatickych inkluznich télisek nebo proteinovych agregatli, coz celkové vede

k poskozeni motoriky (Chen et al., 2024; Zhou and Xu, 2023).

Mutace v genu COORF72 je dalsi genetickou pfi¢inou ALS. Tento gen se
podili na vnitrobunééném transportu, zejména na autofagii a lysozomalni draze.
Mutace tohoto genu vedou k expanzi hexanukleotidové repetice (GGGGCC)
v nekodujici oblasti genu, kdy u pacientl s ALS se mlize nachazet az tisice kopii.
Ptesny mechanismus toxického ucinku vSak zatim neni zcela objasnén, ale
predpokladad se, Ze souvisi se ztratou funkce genu nebo ziskani funkce toxické,
zejména v souvislosti s translaci repetic do $kodlivych proteint (Chen et al., 2024;
Chong et al., 2024).
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2.3.3 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba je progresivni degenerativni onemocnéni mozku. Je to hlavni
zpusobuje dusevni 1 fyzicky upadek vedouci ke smrti, kdy typickym rysem je
akumulace AP a tau proteinii vedoucim k tvorb¢ plaki a neurofibrilarnich klubek, coz
poskozuje mj. hipokampus a narusuje pfeménu kratkodobé paméti na dlouhodobou.
V rannych stadii tak dochazi k selektivni ztraté¢ paméti, s postoupenim nemoci se
objevuji potize s exekutivnimi funkcemi, jako planovani a feSeni problémd, coz
vyznamné narusuje kazdodenni fungovani (Lamptey et al., 2022; Rostagno, 2022).

AD lze klasifikovat na formu s pozdnim nastupem, ktera tvoti az 95 % piipadd,
a na familidrni, kterd je charakteristickd ¢asnym vyskytem klinickych pfiznaki. U této
formy byla prokéazana spojitost s dominantnimi genetickymi mutacemi v genech
kodujici amyloidni prekurzorovy protein (APP), presenilin 1 (PSEN1) a presenilin 2
(PSEN2) (Rostagno, 2022; Sheppard and Coleman, 2020). Nejrizikovéjsi faktorem
rozvoje AD je pokrocily vék, kdy riziko vzniku onemocnéni je ve v€ku 85 letech vice
nez 30 % (Sheppard and Coleman, 2020). Organizaci Alzheimer’s Disease
International byla v roce 2019 odhadnuta celosvétova prevalence Alzheimerovy
choroby ¢i demence zhruba na 55,2 milionu lidi. Zaroven se predpoklada, ze do roku
2050 se incidence tohoto onemocnéni vice jak ztrojnasobi (Scheltens et al., 2021;
Zhang et al., 2024a).

Nejnovejsi vyzkumy podporuji existenci genetickych rizikovych faktort, jako
je gen APP, MAPT (mikrotubule-associated protein tau), ¢i alela €4 v genu APOE
(Apolipoprotein E), kterou ma az 16 % populace. Tyto genetické faktory izce souvisi
s hlavnimi hypotézami o vzniku AD, jako jsou cholinergni hypotéza, amyloidni
hypotéza, hypotéza o roli hyperfosforylace cytoskeletarnich proteinii (pfevazné tau
proteinu), metabolicka hypotéza (AD jako diabetes mozku) a hypotézy zdlraziujici
roli zanétlivych procesti, oxidativniho stresu ¢i vlivu genetickych variant APOE

(Korabecny et al., 2020; Wu et al., 2023).

2.3.3.1 Cholinergni hypotéza.

Nejstarsi teorii patogeneze AD, ze které do nedavna vychazela vétSina lécby, je
cholinergni hypotéza. Dle ni je hlavnim faktorem vedouci k rozvoji kognitivnich
poruch u AD odumirani cholinergnich neuronti a pokles neurotransmiteru

acetylcholinu (ACh), ktery je kli¢ovy pro pamét’ a uceni. Tento pokles ale miize byt
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recyklace ¢i postizenim signalizace pies cholinergni receptory. Ovlivnén tedy muze
byt i rozklad ACh pomoci acetylcholinesterazy (AChE). V soucasné dobé se k 1é¢bé
AD vyuzivaji inhibitory AChE, ¢imz brani rozkladu ACh a zpomaluji tak kognitivni
pokles (Abualassal et al., 2025; Silva et al., 2025). Aktualn¢ jsou schvaleny tfi
inhibitory AChE, a to donepezil, rivastigmin a galantamin (Lamptey et al., 2022).

2.3.3.2 Amyloidni hypotéza

Jednou z hlavnich patofyziologickych pti¢in AD se povazuje abnormalni Stépeni
amyloidového prekurzorového proteinu. Jedna se integralni transmembranovy protein
s extracelularni doménou primarné exprimovany v mozku, zejména na synapsich,
ktery se podili na podpoie synaptické plasticity, neuroprotekce a vyvoji neuront,
vcetné procest, jako je adheze bunck, migrace a rist neuritii (Miiller and Zheng, 2012).
APP je za fyziologickych podminek $tépen tzv. neamyloidni drahou na neSkodné
fragmenty, kdezto pii chorobnych stavech se $tépi tzv. amyloidni drdhou za vzniku
AB-peptidi (Salminen et al., 2013; Tiwari et al., 2019).

Pti degradaci neamyloidni drahou podléha APP regulovanému S$tépeni. To
zacina enzymem a-sekrektazou (ADAM10), ktera $t€épi APP uvnitt Ap domény, ¢imz
zabranuje v tvorbé AP. Tento proces vede k uvolnéni rozpustné ¢asti proteinu (SAPP-
a) a vzniku membranového fragmentu C83, ktery je nasledné Stépen plisobenim y-
sekrektazy. Tento proces ma za nasledek vznik a uvolnéni intracelularni C-terminalni
domény (AICD) do cytosolu a hydrofobniho fragment p3 do lumenu. Naopak v ramci
amyloidni drahy je APP nejprve Sté€pen B-sekrektazou (BACEL), coZ zapfi€iiiuje vznik
SAPP-B a membranového fragmentu C99. Ten je nasledné pisobenim y-sekrektazy
Stépen na ACID a nerozpustné a neurotoxické peptidy (nejcastéji o délce 40-42
aminokyselin) oznacované jako APi-s0/42, které vstupuji do mezibunééného prostoru.
AP je za fyziologickych podminek rozkladan inzulin-degradujici enzymem (IDE) nebo
neprilysinem (NEP). AvSak u AD se AP abnormalné hromadi a polymerizuje do
oligomerti pronikajicich do synaptickych Stérbin, kde naruSuji pfenos nervovych
signalli mezi neurony a prispivaji k synaptické dysfunkci. Oligomery se dale shlukuji
do amyloidnich fibril, které se agreguji do nerozpustnych amyloidnich plaki, jez se

ukladaji v mozku (viz. Obrazek 6) (Salminen et al., 2013; Tiwari et al., 2019). Nedavné

30



studie poukazuji na moznost, ze AP muze byt produkovan také ptfi Stépeni a-
sekrektazou (Korabecny et al., 2020).

sAPPa sAPPf
Degradace

IDE D

NEP
APP Ap DG

y-sekrektaza a-sekrektaza B-sekrektaza y-sekrel'n.éza \
(presenilin) (ADAM10) (BACEI) (presenilin)
— +— - —_ )
p3 [ lumen
AP AB
| i Agregace
cytosol
C83 C99
AICD AICD
\ VI J
e . g3
Neamyloidogenni draha Amyloidogenni draha

Obrazek 6: Srovndni §tépeni APP pomoci neamyloidni (vlevo) a amyloidni drahy (vpravo), véetné
degradace a agregace p-amyloidu. Vytvoreno v Biorender a Microsoft Office Word. Prevzato z
Salminen et al., 2013.

DalSimi geny ovliviiyjici $tépeni APP jsou geny pro presenilin (PSEN1 a
PSENZ2), které jsou soucasti y-sekrektazového komplexu. Tento komplex se sklada
z proteinti Psenl a 2, anterior pharynx-defective (Aph-1) a nikastrinu. Funkci proteinu
Aph-1 je stabilizace komplexu, nikastrin slouzi jako receptor pro APP a dalsi substraty,

aproteiny Psenl a 2 plisobi jako hlavni katalyticka slozka y-sekrektazového komplexu.

(Tiwari et al., 2019).

Vyznamnou roli v patogenezi AD hraje také gen APOE, ktery existuje ve tfech
izoformach, a to €2 s neuroprotektivni funkci, nejbéznéjsi €3 (nejbéznéjsi) a 4
(rizikovou). Izoforma €4 vede k urychleni neurodegenerace tim, ze omezuje efektivni
odstraniovani AP, aktivuje gliové buiiky, ¢imz podporuje neurozanét, zvysuje oxidacni
stres a podporuje hyperfosforylaci tau proteini a vznik intracelularnich
neurofobrildrnich klubek (NFT). Varianta APOE €4 piedstavuje hlavni geneticky
rizikovy faktor pro AD, pficemz jeji nositelé maji pfiblizné 2-3% vyssi riziko rozvoje

AD (Liu etal., 2013).
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Vliv AP je zkouman také na C. elegans. Exprese lidského APi-42 ve svalech
vedla ke vzniku zkraceného APs42, pfiCemz 1 tak se u had’atek hromadily toxické
agregaty AP a dochazelo k progresivni paralyze. Expresi plného ABi-42 umoznilo
pfidani dvou aminokyseliny (Asp-Ala) na N-konec, coz vedlo ke vzniku tézké
paralyzy, zvySeni hladiny ROS a zkraceni délky zivota. Pfi expresi APi-42 V neuronech

byla pozorovana agregace AP, poruchy chovéani a zkraceni zivota. Zaroven bylo

vrvr

2.3.3.3 Patologie tau proteinu

Dal8imi pozorovanymi utvary v mozkové tkani u pacient s AD jsou NFT, které jsou
tvofeny tau proteinem. Ten se za fyziologickych podminek vaze na mikrotubuly a
pomaha stabilizovat jejich sit’ v neuronech, piedevS§im v axonu. AvSak pii nadmérné
fosforylaci se tau proteiny disociuji od mikrotubuli a spojuji do shluki, coz vede
k destabilizaci mikrotubult a jejich rozpadu. Volné hyperfosforylované tau proteiny
nasledn¢ agreguji do parovych helikélnich filament (PHF), které se dale shlukuji do
nerozpustnych fibrilarnich Gtvard (NFT). Fosforylace tau proteinu je regulovana
primérné kindzami GSK3-beta a CDKS, které jsou aktivované extracelularnim AP. Pti
nadmérném mnozstvi AP teda dochazi k hyperfosforylaci tau proteinu a vzniku NFT.
Vysledkem je naruseni transportu Zivin, organel a signalnich molekul uvniti neuront,
coz vede k jejich degeneraci. Oba typy agregati, jak AP plaky, tak NFT klubka,
narusuji komunikaci mezi neurony, ¢imz dochazi k porucham V pfenosu signalu a
k poskozeni neuronti (Korabecny et al., 2020; Tiwari et al., 2019).

U C. elegans je pfitomen homolog lidského tau proteinu, ptl-1, ktery se podili
na udrZzovani nervového zdravi béhem starnuti. Jelikoz ztratu jeho funkce nelze plné
nahradit lidskym tau proteinem, zavadi se do modelu C. elegans pfimo exprese
lidského tau. Jeho nadmérna exprese spolu s mutacemi v nervovém systému potvrzuje
vV tomto modelovém organismu akumulaci tau proteinu a vznik defektl v senzorickych
a motorickych funkcich. Po vyrazné ztraté neurond se u té€chto jedincti objevovaly také

zlomy nervového provazce, coz poukazovalo na probihajici neurodegeneraci (Wu et
al., 2023).

2.3.1.4 Hypotéza neurozdanétu.

Dals$im typickym patologickym mechanismem AD je neurozanét, coz je chronicka
zangtlivda reakce v CNS. Udrzuje toxické prosttedi v mozku, &imZ pfispiva

k akumulaci AB atvorbé NFT klubek. Tento zanét se projevuje aktivaci dvou hlavnich

32



gliovych bunék mozku, a to mikroglii a astrocytd, které uvoliiuji prozanétlivé faktory,
volné radikaly ¢i slozky komplementu. Aktivované mikroglie v pocatecéni fazi AD
pusobi ochranné, jelikoz migruji k senilnim plakiim, pohlcuji AP a uvoliuji enzymy
pro jeho rozklad. Avsak jejich dlouhodoba aktivace vede ke ztraté schopnosti efektivné
odstraniovat AP a déale dochazi ke generovéani prozanétlivych cytokina (IL-1p, IL-6,
TNFa), coz udrzuje zanétlivy stav a zvysuje oxidacni stres produkei reaktivnich forem
kysliku (ROS). Tento proces narusuje synaptickou funkci, ¢imz prohlubuje zanét a
zvySuje neurotoxicitu (Guo et al., 2020; Zhang et al., 2024b). Uvolnéné prozanétlivé
cytokiny spolu s akumulovanymi A spoustéji astrogliozu. Zpocatku aktivované
astrocyty pusobi také ochranné, a to podporou degradace A. Pfi dlouhodobé aktivaci
vSak zhorSuji zanét produkci prozanétlivych cytokinii a aktivnich forem dusiku a
kysliku, ¢imz negativné ovliviiyji tvorbu novych spojeni mezi neurony (Al-Ghraiybah

et al., 2022; Guo et al., 2020; Zhang et al., 2024b).

2.3.1.5 Hypotéza oxidacniho stresu a mitochondridlni dysfunkce

Jednim z patogenetickych procesti ovliviiujici vznik a rozvoj AD je také oxidacni
stres, ktery uzce souvisi s mitochondrialni dysfunkci. Ta postihuje jak buitky CNS, tak
1 buiiky nenervového systému. Jednim z ¢asnych projevi této dysfunkce je narusSeni
vSech péti komplext dychaciho fetézce (ETC) v riznych oblastech mozku, coz vede
k poklesu hladin ATP a nadmérné produkci ROS. Zvysené mnozstvi ROS podporuje
dal$i agregaci AP a hyperfosorylaci tau proteinu (Bell et al., 2021; Misrani et al.,
2021). AP se pfimo vaze na mitochondridlni povrchovy protein a interaguje
S cytochrom ¢ oxid4dzou, ¢imz naruSuje jejich funkci a zvySuje produkci ROS
(Hernandez-Zimbron et al., 2012; Lee et al., 2021). Vysledkem je zvySeny oxidacni
stres, ktery zpiisobuje peroxidaci lipidl, oxidaci proteinli a poskozeni nukleovych
kyselin. Tento proces je snadno detekovatelny pomoci biomarkerd, jako je
malondialdehyd (MDA) ¢i 3-nitrotysin. Dalsi diisledky zahrnuji oxida¢ni poSkozeni
ATP syntéazy, coz déle snizuje energetickou bilanci bunék. V pokrocilych stadii AD
dochazi k nitraci podjednotek ATP syntazy, coz poskozuje funkce ETC. V mozku
pacienti s AD dochazi také k nadmérné fragmentaci mitochondrii, coz je disledek
nerovnovahy mezi proteiny regulujicimi procesy fize a fragmentace mitochondrii.
Fragmentované mitochondrie tak ztraceji schopnost produkovat energii a pfispivaji
k apoptoze (Bell et al., 2021; Misrani et al., 2021). Podle hypotézy mitochondrialni

kaskady se predpoklada, Ze mitochondridlni dysfunkce mize pfedchdzet a fidit jiz

33



zminéné patologické rysy, jako je akumulace AP a hyperfosforylace tau proteinu

(Ashleigh et al., 2023).
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3.3

PRAKTICKA CAST

Biologicky material
Cearnohabditis elegans — divoky typ (N2)
Escherichia coli — kmen OP50

Testované latky

Organoselenové derivaty 1-15
WT R2R3 tau
Ebselen (2—-Fenyl-1,2—benzoselenazol-3(2H)-on)

Pristrojové a laboratorni vybaveni

Autoklav Microjet (Enbio)

Automaticky mikroskop CV7000S (Yokogawa)
Automaticky  mikroskop  Operetta High-Content
(PerkinElmer)

Automatické pipety (Eppendorf)

Centrifuga BR4I (Jouan)

Centrifuga ROTINA 420R (Hettich)

Inkubator 140 inox (Q-Cell)

Inkubator (Vevor)

Mikrocentrifuga Smart 15 (Hanil)

Minicentrifuga Combi-Spin FVL-2400N (BioSan)
Flowbox Herasafe KS 18 (Thermo Fisher Scientific)
Mikroskop Researcher ICD (Bresser)

Mikroskop IX70 (Olympus)

Ttepacka HS 260 basic (IKA)

Ttepacka Vortex V-1 plus (BioSan)

Vertikalni rotator PTR-35 (Grant-bio)
WMicrotracker One! (PhylumTech)

Spotiebni material
Mikrozkumavka 0,6 ml
Mikrozkumavka 1,5 ml
Mikrozkumavka 2 ml

Petriho misky 100x15 mm
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3.4

Petriho misky 60x15 mm
15ml zkumavky (Falcon)
50ml zkumavky (Falcon)
24jamkov¢ desky (TPP)
96jamkové¢ desky (TPP)
384jamkové desky (TPP)

Chemikalie

Nize uvedené chemikalie pochazeji od nasledujicich dodavateli: anorganické soli

(firma Lach-ner), ostatni chemikalie (firma Sigma-Aldrich/Merck), pokud neni

uvedeno jinak.

34.1

Agar

CaCl;

Ebselen — firma Focus Biomolecules
FUdR (5 - Fluorodeoxyuridin)

Glycerol

Juglon (5 — hydroxy - 1, 4 - naftochinon)
K2HPO4

KH2PO4

KPOg4

Kvasni¢ni extrakt

MgSO4

NaCl

NaOH

Paraquat (N, N'- dimethyl - 4,4"- bipyridinium dichlorid)
Pepton

Savo — firma Unilever

Trypton

Pracovni postup pripravy chemikalii

3.4.1.1 Riistové médium pro C. elegans (NGM)

Na analytickych vahach bylo navazeno 1,5 g NaCl, 8,5 g agaru a 1,25 g peptonu. Tyto

chemikalie byly promichdny a vloZzeny do 500ml lahve, ktera byla nasledné doplnéna

487,5 ml destilované vody a poté autokldvovana. Takto vzniklé médium bylo ve vodni
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lazni ochlazeno na 56 °C. Poté bylo pfesunuto do laminarniho flowboxu, pticemz bylo
sterilni metodou obohaceno o 0,5 ml 1M CaClz, 0,5 ml 5 mg/ml cholesterolu
v ethanolu, 0,5 ml 1M MgS0O4 a 12,5 ml 1M KPOs pufru o pH 6,0. Do kazdé Petriho
misky bylo nalito 10-12 ml takto pfipraveného NGM.

3.4.1.2 S kompletni médium (S-complete medium)

Na analytickych vahach bylo navazeno 2,925 g NaCl, 0,5 g Ko:HPO4 a 3,0 g KH2POa.
Tyto chemikalie byly vlozeny do 500ml kultiva¢ni lahve, ktera byla nasledné doplnéna
destilovanou vodou do 500 ml a autoklavovéna. Nasledné bylo sterilni metodou
V lamindrnim flowboxu pfidano 0,5 ml Smg/ml cholesterolu v ethanolu, ¢imz vzniklo
S-zakladni médium. Do takto ptipraveného média bylo piidano 5 ml citratu draselného

(pH 6), 5 ml roztoku stopovych prvki, 1,5 ml IM CaClz a 1,5 ml 1M MgSOa.

3.4.1.3 Roztok M9
Na analytickych vahach bylo navazeno 1,5 g KH2PO4, 3 g Na2HPO4, 2,5 g NaCl, coz
bylo nésledné vlozeno do 500ml kultivaéni lahve. Ta byla doplnéna destilovanou

vodou do 500 ml a autoklavovana po dobu 12,5 minut. Toto médium bylo poté sterilné

obohaceno 0 0,5 ml 1M MgSQsa.

3.4.1.4 Lyzacni roztok.
Do 15 ml zkumavky typu Falcon bylo napipetovano 2,5 ml Sava, 3 ml 3M NaOH a
4,5 ml destilované H2O.

3.4.1.5 Tryptonem pufrované médium (TB)

Na analytickych vahach bylo navazeno 3 g tryptonu, 6 g kvasni¢niho extraktu, 3,135
g Kz:HPO4 a 0,578 g KH2PO4. Tyto chemikalie byly promichany a vloZeny do
kultivaéni lahve s 200 ml destilované vody. Po rozpusténi bylo médium obohaceno 1

ml glycerolu, objem byl doplnén do 250 ml a médium bylo sterilizovano v autoklavu.

3.4.1.6 P¥iprava E. coli kmene OP50 v TB roztoku

Za sterilnich podminek bylo do 50ml zkumavky se Sroubovacim uzavérem odebrano
50 ml TB média. To bylo inokulovano 1 ml E. coli kmene OP50 z ptivodniho TB
média. Takto pfipravené médium bylo kultivované na tiepacce (200 RPM) pii teploté
37 °C po dobu 24 hodin a nésledn¢ umisténo do chladni¢ky o teplote 4 °C.

37



3.4.1.7 Priprava OP50 v S-complete médiu

V laminarnim floboxu bylo 200 ml TB média v kultiva¢ni lahvi obohaceno o 2 ml
OP50 o koncentraci 50mg/ml. Takto ptfipravené médium bylo kultivovano na tiepacce
(200 RPM) pti 37 °C po dobu 24 hodin. Po kultivaci byl obsah rozlit do ¢tyiech 50ml
zkumavek se Sroubovacim uzévérem a centrifugovany pii 5000 RCF po dobu 10
minut. Nésledn¢ byl odebran supernatant a pelet byl resuspendovan v 10 ml S-
complete médiu. Takto ptipravené roztoky byly opét centrifugovany pii 5000 RCF po
dobu 10 minut a tento proces se 3x opakoval. Po poslednim odebrani suspernatantu
byly zkumavky s peletem zvdZeny na analytickych vahéch. Zjist€éna hmotnost byla
odectena od pfedem zvazenych hmotnosti 50ml zkumavek a byla tak vypocitana
hmotnost samotného peletu. Dle zjisténé hmotnosti OP50 doslo k doplnéni S-complete

média tak, aby celkova koncentrace byla 50mg/ml.

3.5  Metody kultivace C. elegans
V této diplomové praci bylo pro ziskani validnich vysledkd bylo nutné zajistit
synchronizovanou populaci C. elegans. Piiprava této populace zahrnovala nékolik

postupty, které jsou rozepsany nize.

3.5.1 Priprava NGM misek s kulturou E. coli

Na jiz ptipravené Petriho misky s NGM bylo nejprve zapotiebi aplikovat 0,1 ml tekuté
kultury E. coli OP50 v TB médiu, a to sterilni metodou v laminarnim flowboxu. Tento
objem byl po médiu rozprostien za pomoci sterilni sklenéné bakteridlni hokejky, a
nasledné byly takto pfipravené Petriho misky kultivovany po dobu 24 hodin pfii
teploté 37 °C.

3.5.2 Prenos C. elegans péstovanych na NGM miskach

C. elegans bylo nutné pravideln¢ ptenaset do nového prostiedi. Pro pienos ze staré
kultury do nové byla vyuZita metoda ,,chunking®, kdy za pouziti sterilizovaného
skalpelu byl agar nafezdn na malé Ctverecky o velikosti 5 mm. Na novy NGM misky
s jiz kultivovanou E. coli kmene OP50 byly naneseny 4 ¢tverecky a nasledné byly
inkubovany ve 20 °C po dobu 72 hodin.

3.5.3 Synchronizace vyvoje
C. elegans byly nejprve pomoci sterilnich metod ze 3 Petriho misek pfeneseny do
plastové sterilni 15ml zkumavky se Sroubovacim uzdvérem typu Falcon, a to

splachnutim destilovanou vodou. Nasledné byly centrifugovany pii 280 RCF po dobu
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2 minut. Po odstranéni supernatantu byl objem doplnén destilovanou vodou na 15 ml
a centrifugace byla opakovana. Po odstranéni supernatantu bylo k C. elegans pfidano
5 ml Cerstvé piipraveného lyzac¢niho roztoku. Takto pfipraveny roztok byl piiblizn€ po
dobu 3-4 minut pravidelné protfepavan a vortexovan, ¢cimz doslo k rozruseni dospélcti
a uvolnéni vajicek, ktera jsou diky svému chitinovému obalu odolngjsi. Tento krok byl
pomoci svételného mikroskopu vizudlné monitorovan za tcelem urceni spravného
momentu pro neutralizaci reakce, ke kterému doslo okamzité po rozruseni dospélcu.
Neutralizace byla provedena pfidanim 10 ml roztoku M9 a naslednou centrifugaci pii
1100 RCF po dobu 2 minut. Po odstranéni supernatantu bylo ptfidano 15 ml roztoku
M9 a centrifugace byla opakovana. Tento proces se 3x opakoval. Nasledné byl roztok
M9 nahrazen 15 ml roztoku S-complete a zkumavka byla naposledy centrifugovana.
Po opétovném odstranéni supernatantu byl pelet resuspendovan a objem doplnén na
10 ml roztokem S-complete. Zkumavka byla poté umisténa na vertikalni rotator, kde

byla ponechana po dobu 24 hodin, coz umoznovalo vylihnuti C. elegans.

3.5.4 Stanoveni po¢tu vaji¢ek C. elegans po synchronizaénim procesu

Po ptipravé vzorku byl pocet vaji¢ek zjistén pomoci 384jamkové desticky. V prvni
fazi bylo do prvnich deviti jam (usporfadanych do tfi horizontalnich a tii vertikalnich
sloupcti) napipetovano 25 pl destilované vody. Néasledné bylo do prvnich tii
vertikalnich jam napipetovano stejné mnozstvi C. elegans v roztoku S-complete. Tento
vzorek byl poté rovnomérné rozpipetovan do zbyvajicich jam desticky za vzniku fedici

fady, coz za pomoci mikroskopu umoznovalo snadné zjisténi poctu vaji¢ek ve vzorku.

3.5.5 Preneseni L1 na NGM misky

Po vylihnuti C. elegans byla koncentrace L1 stadia had’atek opét stanovena pomoci
vySe popsané metody. Nasledné doSlo k centrifugaci pfi 280 RCF, ptebyte¢ny
supernatant byl odstranén a pelet byl resuspendovan ve vhodném objemu. C. elegans
byly poté transferovany na NGM misky s jiz kultivovanou E. coli, a to v mnozstvi
2 000 az 3 000 had’atek na misku. Takto pfipravené misky byly zabaleny do hlinikové
folie a inkubovany pti 17 °C po dobu 72 hodin.

3.5.6 Ptenos C. elegans do tekutého média
Po 72hodinové inkubaci byli dospélci pomoci destilované vody pieneseni do 15ml
zkumavky. Nasledné byla stanovena koncentrace dospélcii pomoci vysSe popsané

metody. Takto pfenesend had’atka byla promyta destilovanou vodou, a to centrifugaci
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ptfi 280 RCF, pfebytecny supernatant byl odstranén a pelet byl resuspendovan ve

vhodném objemu roztoku S-complete.

3.6  Optimalizace p¥ipravy vzorki s protektivnimi latkami
Latky byly ptidavany k dospélcim v S-complete médiu dokrmenych E.coli OP50 (1
mg/ml) a oSettenych FUdR (500 pM).

3.6.1 Aplikace s inkubaci v mikrozkumavkach na rotatoru bez promyti

Pii prvni metod¢ byli dokrmeni a oSetfeni dospé€lci vlozeni do Sesti 1,5ml
mikrozkumavek tak, aby se vkazdé nachazelo 1000 jedinci v objemul ml.
Nasledovala mikrocentrifugace, po které doslo k odebrani 750 ul supernatantu. Pelet
byl resuspendovan ve zbytku supernatantu, do kterého bylo néasledné ptidano 25 pl
testované latky tak, aby finalni koncentrace v celkovém objemu 275 pl ¢inila 100 ¢i
30 uM. Takto pfipravené vzorky byly inkubovany na vertikdlnim rotatoru po dobu 3
h. Nakonec byl objem mikrozkumavek doplnén na 1 ml pfipravenym roztokem S-
complete s obsahem FUDR a OP50, ¢imz byla zamezena reprodukce had’atek a

zaroven doslo k jejich dokrmeni.

3.6.2 Aplikace s inkubaci v mikrozkumavkach na rotatoru s promytim

Druha metoda se liSila tim, ze po 3. hodinové inkubaci byly vzorky pfeneseny do
laminarniho flowboxu a za sterilnich podminek byl jejich objem doplnén na 1 ml a
opct doslo k centrifugaci pii 280 RCF po dobu 2 minut, po které nasledovalo
odstranéni supernatantu. Tento krok byl 3x zopakovan, coZ umoznilo odstranéni
potencialnich protektivnich latek v médiu a ponechalo pouze ovlivnéné C. elegans.
Nakonec byl objem mikrozkumavek doplnén na 1 ml pfipravenym roztokem S-
complete s obsahem FUDR a OP50, ¢imz byla zamezena reprodukce hadatek a

zaroven doslo k jejich dokrmeni.

3.6.3 Aplikace s inkubaci ve 24jamkové desti¢ce na tifepacce s promytim

U této metody byly dokrmeni a oSetfeni dospélci vlozeni do Sesti jamek 24jamkové
desticky, kazda obsahujici 1000 jedinct v objemu 270 pl. Nasledné doslo k pfidani 30
ul testované latky tak, aby finalni koncentrace v celkovém objemu 300 pl ¢inila 100 ¢i
30 uM. Takto pfipravené roztoky s C. elegans byly umistény na tfepacku a inkubovany
po dobu 3/24 hodin. Po inkubaci doslo za sterilnich podminek k pfeneseni C. elegans
do 1,5ml mikrozkumavek a nasledovalo promyti a doplnéni objemu do 1 ml stejnym

zpiisobem, jako u prvni metody.
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3.7  Optimalizace parametri méieni pomoci WMicrotrackeru

Pted samotnym méfenim bylo nezbytné provést optimalizaci podminek, za kterych
WMicrotracker One! poskytuje validni a reprodukovatelné vysledky, tedy motilitu C.
elegans. Pogate¢ni hodnoty testovanych parametri vychézely z prace Nguyén (2024).

Testované parametry jsou popsané nize.

3.7.1 Pocet had’atek na jamku

Nezbytnym parametrem pro uspéSnost méfeni je praveé pocet had’atek na jamku. Prilis
maly nebo naopak pfili§ vysoky pocet had’atek muze vést k faleSnym hodnotam. Za
sterilnich podminek byli jedinci osetfeni FUdR (1200 pM) a dokrmeni E. coli OP50
(0,5 mg/ml) umistény do 96jamkové mikrotitraéni desti¢ky s plochym dnem tak,
aby se v kazdé jamce nachazel pozadovany testovany pocet jedinci (50, 80) v objemu
100 pl.

3.7.2 Koncentrace floxuridinu

Floxuridin (FUdR), synteticky analog pyrimidinu, byl k jedincim ve stadiu L4 ¢i k
dospé€lcim piidan do rustového média S-complete za Gcelem zamezeni reprodukce a
zastaveni dal$iho larvalniho vyvoje. K dosazeni tohoto efektu byly do testovany rizné
koncentrace FUdR, kdy hadatka byla dokrmena OPS50 (0,5 mg/ml). Testovani
probihalo v 96jamkové mikrotitra¢ni desticky s plochym dnem o objemu 100 pl.

3.7.3 Vliv dokrmovani

Pro ovéfeni vlivu pfitomnosti potravy na motilitu C. elegans byla provedena
optimalizace, kdy se zkoumal rozdil motility had’atek pfi dokrmeni. Za sterilnich
podminek bylo k testované skupiné C. elegans piidano 10 pl OP50 (5 mg/ml), a to po

24 a 48 hodinach méfeni.

3.7.4 Koncentrace E. coli OP50

Pro ziskani validnich vysledkl bylo nezbytné zajistit také dostateny pfisun potravy,
ktery udrzuje C. elegans aktivni. K tomuto ucelu byla vyuzita E. coli kmene OP50,
ktera byla za sterilnich podminek pfidana do S-complete rdstového média spolu
s FUdR (500 uM). Testovani probihalo v 96jamkové mikrotitracni desticky s plochym

dnem o objemu 100 pl s pozadovanymi koncentracemi OP50.

3.7.5 Objem pro méreni
Objem nachazejici se v jamce je dalSim nezbytnym parametrem pro uspéSnost méfeni

pomoci WMicrotrackeru. Do 96jamkové mikrotitracni desticky s plochym dnem byli
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vlozeni dospélci C. elegans osetfeni FUdR (500 pM) a OP50 (0,5mg/ml) o

pozadovaném objemu.

3.7.6 Optimalizace koncentrace latek navozujici toxicitu

Meétenim motility C. elegans byly testovany také optimalni koncentrace latek
indukujicich toxicitu, pfesnéji juglonu a paraquatu. Do 96jamkové mikrotitracni
desti¢ky s plochym dnem byli sterilni metodou vloZeni dospélci C. elegans oSetieni
FUdR (500 uM) a OP50 (0,5mg/ml) o objemu 80 pl, ke kterému bylo pfidano 20 pl

toxickych latek v pozadovanych koncentracich.

3.8  Metody méreni

3.8.1 Méreni motility pomoci WMicrotrackeru

Za sterilnich podminek byli oSetfeni dospé€lci umistény do 96jamkové mikrotitracni
desticky s plochym dnem. Pro zajiSténi signifikantniho méteni bylo do kazdé jamky
vzdy pridano optimalné 80 jedinct tak, aby celkovy objem cinil 0,1 ml. Pro méfeni
motility C. elegans byl vyuzivan WMicrotracker, ktery zaznamenaval aktivitu jedinct

V 2hodinovych intervalech po dobu 48 hodin.

3.8.1.1 Testovani protektivnich ucinkii

Dale byly testovany protektivni G¢inky latek. Dospélci C. elegans, oSetieni podle
postupu V kapitole 3.6.3, byli za sterilnich podminek vloZzeni do 96jamkové
mikrotitracni desti¢ky s plochym dnem o objemu 80 pl. Nésledné byl ptidan objem 20
ul toxickych latek o pozadované koncentraci. Testovani, zda zvolené latky maji
protektivni G¢inky C. elegans, probihalo méfenim jejich motility pomoci
WMicrotrackeru, ktery zaznamenaval aktivitu jedinci v 30minutovych intervalech po
dobu 48 hodin.

3.8.1.2 Testovani tepelného stresu

Dospélci oSetfeni FUdR a OP50 byli naneseni do Petriho misky o velikosti 60x15 mm
tak, aby jejich pocet byl optimalné 1000 jedinct ve 3 ml. Nasledné byli vloZeni do
inkubacni komory o pozadované teploté po dobu 24 hodin, po které byla jejich motilita

zkontrolovana vizudln€ pomoci svételného mikroskopu pti zvétSeni 40x.

Po optimaliza¢nich procesech byl tepelny stres méfen pomoci
WMicrotrackeru. Osetfeni dospélci byli po 3/24hodinové inkubaci za sterilnich

podminek umisténi do 96jamkové mikrotitracni destic¢ky tak, jak je popsano v kapitole
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3.8.1 WMicrotraker byl umistén do inkubaéni komory, ve které byla testovana motilita

C. elegans za pozadovanych teplot.

3.8.2 Hodnoceni motility automatickym mikroskopem

3.8.2.1 Testovani protektivnich ucinkii

Dospélci oSetieni dle kapitoly 3.6.3 byli umisténi do 384jamkové mikrotitracni desky
s plochym dnem tak, aby v kazdé jamce bylo 10 jedinct v objemu 80 ul. K tomuto
objemu byly pfidany toxické latky o poZzadované koncentrace o objemu 20 pl. Motilita
C. elegans byla méfena pomoci automatického mikroskopu Yokogawa, ktery

monitoroval aktivitu v ¢asech 19 a 72 hodin po pfidani juglonu.

3.8.2.2 Testovani tepelného stresu

Dospélci osetieni FUDR a OP50 byli naneseni do 384jamkové mikrotitra¢ni desticky
s plochym dnem tak, aby se v jedné jamce nachazelo 10 jedinct v objemu 100 pl.
Pomoci automatického mikroskopu Operetta byla testovana teplota 37 °C, a to po dobu

24 hodin.

3.9  Zpracovani dat
Agregace udalosti registrovaného pohybu do c¢asovych intervali byla provedena
pomoci softwaru dodaného K pfistroji WMicrotracker, ktery automaticky zajistil

vypocet praimérného poctu aktivit na interval, standardni chyby a dal$ich metrik.

Obrazky potizené automatickym mikroskopem byly pro lepsi vizualizaci

ofiznuty a jejich jas byl upraven pomoci online nastroje Photopea.
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4 VYSLEDKY

Cilem této diplomové prace bylo vyhodnoceni efektu vybranych stresortina C. elegans
a testovani ucinkt protektivnich latek vici vhodné volenym stresovym podminkam.
Konkrétné vici toxicité indukované fragmentem proteinu tau, oxidacnimu stresu
indukovanym juglonem ¢i paraquatem, a vici tepelnému stresu. Protektivni ucinky
zkoumanych latek byly testovany metodou meéfeni motility pomoci zafizeni
Wmicrotracker fungujiciho na principu infracervenych paprski, a automatického

mikroskopu.

41  Optimalizace experimenti méricich motilitu zafizenim Wmicrotracker
Pro hodnoceni ucinkii latek pomoci zafizeni WMicrotracker bylo nejprve nutné

optimalizovat experimentalni parametry, které jsou podrobné rozebrany nize.

4.1.1 Ovéfeni optimalniho poétu C. elegans

Pocet C. elegans na jamku je vyznamny parametr nebytny pro zisk spolehlivych a
reprodukovatelnych vysledki. Nizké pocty povedou k nizké intenzité signalu, kdy
jedinci vzacné prekiizi paprsek, a vysoké k nelinearité, kdy pohyb jedince uvede do
pohybu jejich shluk. Experimenty bylo zvoleno, Ze vhodny poc¢et had’atek na jamku
pro mé&feni motility pomoci WMicrotrackeru je 80, kdy byl signal jasné detekovatelny

po 48 hodin. (Graf 1).
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Graf 1: Pocet had’atek. Hadatka byla kultivovana na NGM plotndach a mérena v S-complete médiu
(n=0-80 jedinci na jamku) po dobu 48 h. Experiment zahrnoval 1200uM FUdR a krmen; E.coli OP50
(0,5mg/ml) vden 0. Motilita C. elegans byla v case mérena pomoci zarizeni WMicrotracker a je
vyjadrena jako pocet preruseni paprsku za 2 h. Vysledky jsou zobrazeny ve spojnicovém grafu se

standardni chybou (SE). Graf zahrnuje data ze #% nezavislych experimentii, které byly slouceny.
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4.1.2 Optimalizace koncentrace floxuridinu

Pro zajisténi synchronni populace had’atek bylo zapottebi zamezit jejich reprodukci a
dalSimu vyvoji, k ¢emuz byl pouzit FUdR. Stanoveni jeho vhodné koncentrace se
odvijelo od schopnosti zastavit tento vyvoj a zaroven nenarusit fenotyp jedince a

neusmrtit jej.

Tento experiment byl proveden v duplikatu, jehoz hodnoty byly nasledné
slouceny. Na grafu 2 u koncentrace FUdR 1000 uM bylo mozné pozorovat snizenou

A4

motilitu had’atek oproti kontrole i niz§im testovanym koncentracim jiz od 4. hodiny.

k protnuti s koncentracemi 200 a 100 uM v kratkém casovém okné od 29. do 36.
hodiny. Hodnoty motility jedinct u koncentraci 200 a 100 uM se béhem méfeni od
16. hodiny navzajem piekryvaly a do 22. hodiny se vyrazné nelisily od neoSetiené
kontroly. Motilita had’atek u koncentrace 10 uM se prakticky nelisila od kontroly a
jeji pokles byl sledovan az ve 26. hodin€é méfeni. Vysoka variabilita neumoziiuje jasné
fict, zda pozorujeme toxicky efekt. Na grafu 2 v ¢ase 24 hodin je vyrazny kratkodoby
nartist motility, ktery byl pravdépodobné zapti¢inény mechanickym naruSenim méteni

vlivem pohybu v okoli zatizeni WMicrotrackeru.
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Graf 2: Vliv riiznych koncentraci FUdR na C. elegans. Hdad'atka byla kultivovand na NGM plotndch
a mérena v S-complete médiu (n=80) po dobu 48 h. Experiment zahrnoval 0-1000 uM FUdR a krmeni
E.coli OP50 (0,5mg/ml) v den 0. Motilita C. elegans byla v case méfena pomoci zarizeni WMicrotracker
a je vyjadrena jako pocet preruseni paprsku za 2 h. Vysledky jsou zobrazeny ve spojnicovém grafu se

standardni chybou (SE). Experiment byl proveden v duplikdtu, jejichz hodnoty byly slouceny.
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Nejvhodnéjsi koncentrace FUdR pro testovani protektivnich latek na C.
elegans byla vybrana tak, aby indukovala plynuly pokles motility v prib&hu 48 hodin.
Ten umoziuje idealni sledovani dynamiky zména a srovnani mezi vzorky. Z téchto
vysledkii byla pro testovani vybrana koncentrace FUdR 500 uM. Ackoliv tato
koncentrace ptesahuje bézn¢ pouzivané hodnoty, vramci vyse uvedenych
experimentll poskytovala konzistentni vysledky a lépe odpovidala pozadovanému

prabéhu experimentu.

4.1.3 Optimalizace koncentrace E. coli OP50

Vhodna koncentrace potravy ma kli¢ovy vliv na zdravi a motilitu C. elegans. Graf 3
zobrazuje velmi nizkou aktivitu had’atek bez dodani OP50, oznacenou jako kontrola,
kdy snizend motilita je typickou reakci na hladovéni. Déle 1ze pozorovat motilitu pfi
koncentraci OP50 0,5 mg/ml, ktera je vyrazné¢ vys$Si. NejvySsi motilita je
pozorovatelnd u koncentraci 1,5 a 2 mg/ml, které se sobé rovnaly. Avsak od 28 hodiny
méfeni se motilita had’atek téchto koncentraci neliSila ani od koncentrace 1 mg/ml,

ktera byla ptfedchozi hodiny méfeni nizsi.
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Graf 3: Vliv koncentrace E.coli OP50 na motilitu C. elegans. Hdaddtka byla kultivovand na NGM

plotndach a méiena v S-complete médiu (n=80) po dobu 48 h. Experiment zahrnoval 500 uM FUdR a

krmeni E.coli OP50 (0-2 mg/ml) v den 0. Motilita C. elegans byla v ¢ase méfena pomoci zarizeni

WMicrotracker a je vyjadirena jako pocet preruseni paprsku za 2 h. Vysledky jsou zobrazeny ve

spojnicovém grafu se standardni chybou (SE).
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Dle potieby zajisténi optimalnich podminek pro testovani protektivnich latek
byla z vyse uvedenych koncentraci OP50 pouzita 1mg/ml, jelikoz z vysledkil jasné

vyplynulo, Ze vyssi koncentrace vyrazné nevedly k odlisné motilité had’atek.

4.1.4 Optimalizace objemu pro méieni
Dalsim sledovanym parametrem byl objem, jehoz nizké hodnoty by mohly vést k
naruseni slozeni média kvtli relativné vétSimu odparu ¢i naopak vétsi objem by mohl

zaprti¢init hypoxii had’atek a snizenou motilitu.

Tento experiment byl proveden v duplikatu, jehoz hodnoty byly nasledné
slouceny. Na grafu 4 je zietelné, Ze nejvyssi motilitu vykazovali jedinci nachazejici se
v objemu 100 pl, a to do 22. hodiny méfeni, kdy doslo k srovnani hodnot motility s
jedinci v objemu 150 pl. Nasledné po 34. hodiné se motilita v riznych objemech
neliSila. Z grafu lze jasné vycist, ze vEtsi objem vede k nizsi motilité testovanych
jedincﬁ. Ve 24. a 46. hodin¢ je moZzné pozorovat krétkodoby nardst motility u vsech

wrwe

méfeni vlivem pohybu v okoli WMicrotrackeru.
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Graf 4: Vliv objemu média na motilitu C. elegans. Haiddtka byla kultivovand na NGM plotndch a
mérena v S-complete médiu (n=80) po dobu 48 h. Experiment zahrnoval 500 uM FUdR, objem (V) 100-
300 ul a krmeni E.coli OP50 (1 mg/ml) v den 0. Motilita C. elegans byla v éase méiena pomoci zarizeni
WMicrotracker a je vyjadiena jako pocet preruseni paprsku za 2 h. Vysledky jsou zobrazeny ve
spojnicovém grafu se standardni chybou (SE). Experiment byl proveden v duplikatu, jejichz hodnoty
byly slouceny.
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Z testovanych objemil byl jako nejvhodné;jsi zvolen objem 100 pl, ktery nejlépe
zachovaval motilitu C. elegans a zajistoval tak optimalni podminky pro testovani

protektivnich latek.

4.1.5 Optimalizace koncentrace latek indukujicich toxicitu
Pro testovani ucinki protektivnich latek bylo nejprve zapotiebi vyvolat u C. elegans
oxidativni stres, ktery byl indukovan pomoci juglonu ¢i paraquatu. Pro zajisténi

optimalni sestupné trajektorie kiivky byly testovany riazné koncentrace téchto latek.

4.1.5.1 Juglon

Jako prvni byly testovany G¢inky juglonu na C. elegans, a to v riznych koncentracich
jako duplikaty, jehoz hodnoty byly nasledné slouceny. V experimentu byla
pozorovana jasna davkova zavislost. Pii podani juglonu o koncentraci 500 pM,
dosahovala motilita oproti kontrole velmi nizkych hodnot, pficemz jiz ve 28. hodiné
byla prakticky nulova. O poznéni vyS$$i motility dosahovala had’atka pfi koncentraci
250 uM, avsak kolem 34. hodiny experimentu se jiz hodnoty prakticky rovnaly
hodnotdm motility u 500 uM. Nejvyssi motility (mimo kontrolu) bylo dosazeno u
koncentrace 100 uM, kde bylo mozné pozorovat postupny pokles motility v Case, aniz

by vsak doslo k jejimu tplnému atlumu (Graf 5).

3000
2500 r
2000 r
S e Sepy vzorek
% 1500 | JGL 500 uM
= s JG L 250 uM
1000 e JGL 100 pM
e K ONtrola
500
0

Graf 5: Vliv riizné koncentrace juglonu na motilitu C. elegans. Had'dtka byla kultivovand na NGM
plotnach a mérena v S-complete médiu (n=80) po dobu 48 h. Experiment zahrnoval 500 uM FUdR,
krmenti E.coli OP50 (1 mg/ml) v den 0 a 0-500 M juglonu v objemu 100 x«I. Motilita C. elegans byla v
case merena pomoci zarizeni WMicrotracker a je vyjadiena jako pocet preruseni paprsku za 2 h.
Vysledky jsou zobrazeny ve spojnicovém grafu se standardni chybou (SE). Experiment byl proveden
V duplikatu, jejichz hodnoty byly slouceny.
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Dalsi juglonovy optimalizaéni experiment byl zopakovan v podobném
uspotradani — tentokrat chybéla koncentrace 500 uM a piibyla koncentrace 50 puM.
Opét byl tento experiment proveden v duplikatu, jehoz hodnoty byly nasledné
slouceny. Dale byla opét pozorovana davkova zavislost, ale variabilita méfeni byla
vyssi. Pfi koncentraci juglonu 250 uM tentokrat doslo k utlumu motility jiz ve 12.
hodiné testovani, z c¢ehoz vyplynulo, Ze pro dalsi testovani je tato koncentrace
nevhodna. Koncentrace 100 puM opét vykazovala s vyjimkou kontroly nejlepsi
vysledky motility. Nové byla také testovana koncentrace 50 puM, kterd vykazovala
daleko nizs§i motilitu nez u vyssi testované koncentrace (100 uM). Ke srovnani motility
s koncentraci 100 uM doslo az ve 28. hodin¢ a nasledné i s kontrolou ve 36. hodiné

(Graf 6).
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Graf 6: Vliv riizné koncentrace juglonu na motilitu C. elegans. Had'atka byla kultivovand na NGM
plotndach a mérena v S-complete médiu (n=80) po dobu 48 h. Experiment zahrnoval 500 uM FUdR,
krmeni E.coli OP50 (1 mg/ml) v den 0 a 0-250 uM juglonu v objemu 100 xl. Motilita C. elegans byla v
case meérena pomoci zarizeni WMicrotracker a je vyjadirena jako pocet preruseni paprsku za 2 h.
Vysledky jsou zobrazeny ve spojnicovém grafu se standardni chybou (SE). Experiment byl proveden
V duplikatu, jejichz hodnoty byly slouceny.

Z testovanych koncentraci juglonu vyplyva jako nejvhodnéjsi koncentrace
100 uM, ktera ucinné snizovala motilitu v ¢ase méfeni tak, Ze tvotila plynulou
sestupnou trajektorii kiivky, coz zajiStovalo optimalni podminky pro testovani
protektivnich latek. Srovnani experimentd ale upozorhilo na moZnou variabilni

odpovéd’ na stresor danou riznym zdravotnim stavem pfipravenych populaci. Tato
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variabilita stézuje vybér vhodné koncentrace stresorti — hrozi, ze odolnd populace
nebude umirat a oslabend naopak zemie rychle. Variabilita v odpovédi byla pak
pozorovana i u testovani latek, a proto se s v pribéhu diplomové prace s koncentraci

pohybovalo (40-175 pM).

4.1.5.2 Paraquat

Dalsi latkou indukujici oxidativni stres u C. elegans byl paraquat. V tomto
experimentu byly testovany jeho riizné koncentrace, a to v duplikatu, jejichz hodnoty
byly nasledné sjednoceny. Opét byla pozorovana davkova zavislost, kterd je jasné
patrna po 24 hodinach. Nejnizsi testovana koncentrace 1 mM dosahovala od 8. hodiny
nejvyssi motility oproti ostatnim testovanym koncentracim. Daéle byla testovana
koncentrace 10 mM, jejiz kiivka vykazovala postupny pokles motility, ktera byla dle
o¢ekavani nizsi nez u nejnizsi koncentrace. Koncentrace 50 a 100 mM byly nejvyssi
testované koncentrace, jejich motilita byla do 16. hodiny meéfeni srovnatelna.
Nasledné koncentrace 50 mM dosahovala vys$si motility az do konce méfeni. Naopak
u koncentrace 100 mM se motilita od tohoto ¢asu snizovala rychleji, kdy od 36. hodiné

byla prakticky nulova (Graf 7).
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Graf 7: Vliv riizné koncentrace paraquatu na motilitu C. elegans. Haddtka byla kultivovand na NGM
plotnach a mérena v S-complete médiu (n=80) po dobu 48 h. Experiment zahrnoval 500 uM FUdR,
krmeni E.coli OP50 (1 mg/ml) v den 0 a 0-100 mM paraquatu v objemu 100 ul. Motilita C. elegans byla
v Case merena pomoci zarizeni WMicrotracker a je vyjadrena jako pocet preruseni paprsku za 2 h.
Vysledky jsou zobrazeny ve spojnicovém grafu se standardni chybou (SE). Experiment byl proveden
V duplikatu, jejichz hodnoty byly slouceny.
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Pro zajisténi optimalnich podminek pro testovani protektivnich latek byla
Z testovanych koncentraci paraquatu zvolena koncentrace 50 mM, kterd konstantné

snizovala motilitu v Case méteni a tvoftila tak plynulou sestupnou kiivku.

4.1.6 Vliv dokrmeni

Graf 8 ukazuje vliv dokrmeni na motilitu C. elegans. Vyrazné rozdily jsou znat uz ve
24 hodin¢, kdy doslo k znaénému nartistu motility u dokrmenych jedinct, ktery si
zachovali po cely zbytek méfeni. Stejny trend se opakoval i U jedinci dokrmenych po
48 hodinach. V 50. hodin€¢ lze pozorovat kratkodobé zvySeni motility vSech

wrwe

méieni vlivem pohybu v okoli WMicrotrackeru.

2500
2000 f
o] 1500 e Slepy vzorek
g @ms Dokrmeno DO
= 1000
_| s Dokrmeno D1
Dokrmeni D2
500
0
.y
P22V BRRY e D5 L2E 0% 2

Cas méfeni [h]
Graf 8: Vliv dokrmeni C. elegans na motilitu. Had'atka byla kultivovand na NGM plotndch a mérena
v S-complete médiu (n=80) po dobu 72 h. Experiment zahrnoval 500 uM FUAR a krmeni E.coli OP50
(0,5mg/ml) vden 0, 1 a 2. Motilita C. elegans byla v case méFena pomoci zarizeni WMicrotracker a je
vyjadrena jako pocet preruseni paprsku za 2 h. Vysledky jsou zobrazeny ve spojnicovém grafu se
standardni chybou (SE).
4.1.7 Testovani toxicity
Jelikoz byl dimethylsulfoxid (DMSO) pouzivany jako rozpoustédlo pro juglon, bylo
potieba zjistit jeho vliv na C. elegans. Zaroven byl testovan potencialni toxicky vliv
ebselenu (EBS) a latky 1 a 11. Pro lepsi piehlednost byly vysledky rozdéleny do dvou
grafti— A, B.

Z grafu 9A lze jasn¢ vycist, ze nizsi motilitou oproti kontrole méli jedinci

osetfeni EBS o koncentraci 100 uM, a to jiz od 16. hodiny do konce méfeni. Toxické

ucinky na motilitu C. elegans nebyly zaznamenany u zadné z koncentraci DMSO.
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Graf 9B zobrazuje moznou toxicitu latky 1 a 11 na C. elegans, ktera byla potvrzena u
latky 11 v nejvyssi testované koncentraci (100 uM). O mirné toxicité by se dalo
uvazovat i u koncentrace 10 uM, kdy v 10. hodin€ bylo mozné pozorovat mirné snizeni
motility, a to az do konce méfeni. Latka 1 v koncentraci 10 uM kopirovala motilitu
kontroly, stejné tak koncentrace 100 uM, u které doslo k finalnimu snizeni motility az
v 32. hodin¢. Celkoveé tato mirnd sniZzeni motility mohla byt zplsobena také

biologickou variabilitou.
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Graf 9: Vliv riizné koncentrace EBS, DMSO (A), latky 1 a 11 (B) na motilitu C. elegans. Grafy 9A a
9B zobrazuji jednotlivé vysledky oddélené pro lepsi prehlednost, pricemz kontrola byla ve vsech
pripadech shodna. Hadatka byla kultivovana na NGM plotndach a mérena v S-complete médiu (n=380)
po dobu 48 h. Experiment zahrnoval 500 M FUdR, v objemu 100 u/ a krmeni E.coli OP50 (1 mg/ml)
v den 0. Ddle zahrnoval EBS 0-100 M, DMSO 0-100 uM, latku 1 0-100 uM a latku 11 0-100 uM.
Motilita C. elegans byla v case mérena pomoci zarizeni WMicrotracker a je vyjadrena jako pocet

prerusent paprsku za 2 h. Vysledky jsou zobrazeny ve spojnicovém grafu se standardni chybou (SE).
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4.2  Testovani ulinki litek na automatickém mikroskopu

Pomoci automatického mikroskopu byly testovany toxické ucinky vybranych latek na
C. elegans a protektivni G¢inky vybranych latek vuci oxidativnimu stresu. Had’atka
byla otravena FUdR (¢ = 500 uM), krmena E.coli OP50 (c = 1 mg/ml) a preinkubovana
s vybranymi latkami po dobu 3 hodin. Latky nebyly po inkubaci odstranovany.
Testovani bylo provedeno v triplikatech o koncentracich 100, 30, 1 a 0 uM.

Po 19 hodinach od pfidani juglonu (¢ = 150 pM) bylo u vSech otravenych
kontrol pozorovano natazeni téla, bez pohybu, tedy jejich usmrceni (Obrazek 7B).
V tomto ¢asovém bodu byl pozorovan efekt ochrany pouze v nejvyssich koncentracich
nekterych testovanych latek — 100 uM. Dvé latky: latka 1 a latka 14 dobie chranily
pred G¢inkem juglonu. Fenotyp a motilita takto oSetfenych had’atek byla srovnatelna
s kontrolou (Obrazek 7A), s vyjimkou jedné jamky latky 1, kde byla pozorovana
snizend motilita. Déle byla u latek 2 a 13 pozorovana ¢astecna ochrana pied uc¢inkem
juglonu, ov§em had’atka méla pozménény fenotyp ¢i sniZzenou motilitu oproti kontrole.
Dal8imi latkami, u kterych by se dalo uvazovat o efektu, jsou latky 3, 6 a 7, u nichz
nékolik jedinct prezivalo s pozménénym fenotypem a snizenou motilitou. Poslednim
testovanou latkou byl EBS, u néjz bylo mozné pozorovat nizkou miru ochrany, a to

pouze Vv jedné jamce, kde méla had’atka pozménény fenotyp a sniZzenou motilitu.

Obrazek 7: Zobrazuje C. elegans ve stavu Zivych (A) a mrtvych (B) jedincu. Obrazek byl porizen
automatickym mikroskopem CV7000S (Yokogawa). Skutecnd velikost jedincii se pohybuje kolem 1 mm.
Vzorek byl fotografovin na 384jamkové mikrotitracni desticce. Pro lepsi vizualizaci byly obradzky

oriznuty a nasledné upraveny ve Photopea, kde byla pouzita automaticka uprava urovné jasu.
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Jedina testovana latka, kterd chrénila pted plisobenim juglonu i po 72 hodinach
po otraveni byla latka 14, a to v nejvyssi koncentraci — 100 uM. Fenotyp i motilita
byly ve dvou jamkéch srovnatelné s kontrolou, avSak ve tieti jamce byla pozorovana
zména fenotypu se snizenou motilitou. VSechny ostatni jamky otravené juglonem po

dobu 72 hodin nepftezily.

Po 72 hodinach od pfidani juglonu byla také pozorovéna toxicita testovanych
latek na C. elegans bez piitomnosti juglonu. Bylo pozorovano, ze latky 6 a 11
0 koncentraci 100 uM zabijely stejné ucinné jako juglon. U téchto latek pii koncentraci
30 uM byla pozorovana zména fenotypu a u latky 6 dokonce i pii koncentraci 1 uM.
U latek 5, 10, 13, 14 a 15 byla pfi nejvysSich koncentracich zaznamendna mirna
toxicita, a to lehkou zménu fenotypu ¢i sniZeni motility. VSechny ostatni latky

nevykazovaly efekt toxicity.

Pomoci automatické mikroskopie byl testovan také toxicky vliv fragmentu tau
(WT R2R3) na C. elegans, kdy testovani jedinci byly oSetfeni stejnym zptisobem, jaky
je uvedeny vySe. U tohoto stresoru vsak nebyl pozorovan vliv na fenotyp takto
oSetfenych jedinci, a to v zadné jamce. Z téchto pilotnich experimentu lze usoudit, ze

WT R2R3 nemél na C. elegans vliv.

4.3 Testovani ucinki jednotlivych latek za souc¢asného ptsobeni stresoru

Protektivni G¢inky vici ptisobeni juglonu nebo paraquatu na C. elegans byly testovany
pomoci WMicrotrackeru u latek 1, 2, 13, 14 a EBS, a néasledn¢ vyhodnoceny na
zakladé ziskanych grafickych dat. C. elegans byly preinkubovany s testovanymi
latkami po dobu 3 ¢i 24 hodin, a to ttemi metodami: 1) v mikrozkumavkéch na rotatou
bez nasledného promyti, 2) v mikrozkumavkach na rotatou s naslednym promytim,

nebo 3) ve 24jamkové desticce na tiepacce S naslednym promytim.

4.3.1 Vysledky ziskané preinkubaci latky v mikrozkumavkach bez promyti
Vsechny testované latky touto metodou byly preinkubovany s C. elegans pied

métfenim pomoci WMicrotrackeru na rotatoru po dobu 3 hodin.

Graf 10 zobrazuje soucasné pusobeni ruznych koncentraci juglonu s EBS ¢i
latkou 1. Latka 1 byla testovana v koncentracich 100 a 30 uM pfti sou¢asném plsobeni
juglonu (175 uM), pticemz v obou piipadech byla motilita C. elegans vyrazn¢ vyssi
nez u negativni kontroly (JGL 175 uM), a to zejména pii koncentraci 100 pM. Z téchto

vysledku by se dalo uvazovat o protektivnim ucinku této latky. Dale byl testovan EBS,
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kdy pfi nejvyssi pouzité koncentraci juglonu (250 uM), nevykazoval zadné protektivni
ucinky, ani v jedné testované koncentraci. Pii testovani juglonu v koncentraci 175 uM
bylo u EBS v koncentraci 30 uM pozorovana vyrazné vyssi motilitu ve srovnani s
negativni kontrolou (JGL 175 uM), coZ naznacuje mozny protektivni u¢inek. AvSak
pfi testovani koncentrace juglonu 100 uM nebyl u EBS prokazan zadny protektivni

efekt, ani v jedné testovanych koncentraci.
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Graf 10: Vliv riizné koncentrace juglonu na motilitu C. elegans a soucasné piisobeni EBS a latky 1
PF¥i riuznych koncentracich. Had'atka byla kultivovana na NGM plotnach a mérena v S-complete médiu
(n=80) po dobu 48 h. Experiment zahrnoval 500 xM FUdR, 0-250 M juglonu, v objemu 100 u! a krmeni
E.coli OP50 (1 mg/ml) v den 0. Ddle zahrnoval 0-100 uM EBS, ldatku 1 0-100 uM. Motilita C. elegans
byla v case mérena pomoci zarizeni WMicrotracker a je vyjadiena jako pocet prerusSeni paprsku za 2

h. Vysledky jsou zobrazeny ve spojnicovem grafu se standardni chybou (SE).

4.3.2 Vysledky ziskané preinkubaci latky v mikrozkumavkach s promytim
Vsechny testované latky touto metodou byly preinkubovany s C. elegans pied

meéfenim pomoci WMicrotrackeru na rotatoru po dobu 3 hodin.

Graf 11 ukazuje vliv EBS a latky 1 za soucasného ptisobeni juglonu o riizné
koncentraci. Pro lepsi ptehlednost byl rozdélen (A, B). Graf 11A zobrazuje, ze ve
srovnani s negativni kontrolou (JGL 150 uM) dosahovala mirné vyssi motility pouze
had’atka oSetfena latkou 1 (30 uM), a to pouze od 9. do 18. hodiny. Had’atka oSetfena
ostatnimi latkami nevykazovala zadnou miru protekce. U grafu 11B je oproti negativni

vV

kontrole (JGL 100 uM) mozné pozorovat mirné vyssi motilitu C. elegans osetienou
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latkou 1 (30 uM) pouze do 8. hodiny. Motilitu negativni kontroly prakticky kopiruji
ostatni testované latky ve vSech koncentracich. Pro posouzeni realného protektivniho

ucinku téchto latek by bylo zapotiebi zopakovat testovani za nizs$i koncentrace

stresoru.
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Graf 11: Viiv EBS a latky 1 p¥i riiznych koncentracich na motilitu C. elegans za souc¢asného piisobeni
juglonu o koncentraci 150 (A) a 100 (B). Had'atka byla kultivovand na NGM plotndch a mérena v S-
complete médiu (n=80) po dobu 48 h. Experiment zahrnoval 500 uM FUdR, krmeni E.coli OP50 (1
mg/ml) v den 0 a 0-150 uM juglonu v objemu 100 ul. Ddle zahrnoval 0-100 uM EBS a 0-100 uM latky
1. Motilita C. elegans byla v case mérena pomoci zarizeni WMicrotracker a je vyjadiena jako pocet
prerusent paprsku za 2 h. Vysledky jsou zobrazeny ve spojnicovém grafu se standardni chybou (SE).
Kontrola byla provedena v duplikatu, jejiz hodnoty byly slouceny.

56



Graf 12 zobrazuje vliv EBS a latky 1 za soucasného ptisobeni paraquatu o rizné

koncentraci, kdy pro lepsi piehlednost byl graf rozdélen — A, B.

Z grafu 12A je ziejmé, Ze ob¢ koncentrace EBS dosahuji srovnatelnych az
nizs§ich hodnot motility nez negativni kontrola (PRQ 50 mM). Naopak latka 1 (30 uM)
az do 14. hodiny vykazovala mirn¢ vyssi motilitu. VV koncentraci 100 uM vykazovala
ve srovnani s negativni kontrolou konzistentné vyssi motilitu v pritbé¢hu celého

méieni, s vyjimkou 28., 32. a 42. hodiny, kdy se hodnoty obou skupin rovnaly.

Motilita had’atek oSettenych EBS u grafu 12B je niz8i i oproti negativni
kontrole (PRQ 10 mM). Latka 1 (100 uM) dosahovala ve srovnani s negativni
kontrolou vys$i motility az do 12. hodiny, kdy se motilita obou skupin vyrovnala.
Ovsem v koncentraci 30 pM méla tato latka hodnoty motility vysSi nez neoSetfena
kontrola az do 14. hodiny. A dalo by se tak u ni uvazovat o protektivnim efektu. Pfi
porovnani sgrafem 12A je ziejmé, ze EBS v obou koncentracich v kombinaci

s paraquatem ma pravdépodobné na C. elegans toxické tc¢inky.
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Graf 12: Vliv EBS a latky 1 p¥i riiznych koncentracich na motilitu C. elegans za soucasného piisobeni
paraquatu o koncentraci 50 mM (A) a 10 mM (B). Haddtka byla kultivovand na NGM plotnach a
mérena v S-complete médiu (n=80) po dobu 48 h. Experiment zahrnoval 500 uM FUdAR, krmeni E.coli
OP50 (1 mg/ml) v den 0 a 0-150 uM juglonu v objemu 100 w!. Ddle zahrnoval 0-100 uM EBS a 0-100
uM latky 1. Motilita C. elegans byla v ¢ase mérena pomoci zarizeni WMicrotracker a je vyjadrena jako
pocet preruSeni paprsku za 2 h. Vysledky jsou zobrazeny ve spojnicovém grafu se standardni chybou

(SE). Kontrola byla provedena v duplikatu, jejiz hodnoty byly slouceny.
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4.3.3 Vysledky ziskané preinkubaci latky ve 24jamkové destic¢ce S promytim
Vzhledem k nizkému objemu média pfi preinkubaci C. elegans s testovanymi latkami
by v mikrozkumavkach nemuselo dochazet k jeho dostate¢nému pohybu, coz by
mohlo vést kusazovani C. elegans ¢i k jejich uplivani na sténach. Zavedenim
preinkubace ve 24jamkové desticce umisténé na tfepacce byl tento mozny rizikovy
faktor minimalizovan a byl zaji$tén konzistentni pohyb C. elegans béhem expozice.
VSechny testované latky byly touto metodou preinkubovany s C. elegans po dobu 3 ¢i
24 hodin.

4.3.3.1 Latky 1, 14 a ebselen

Graf 13 zobrazuje vliv EBS a latky 14 za soucasného piisobeni juglonu a paraquatu.
Testované latky byly preinkubovany po dobu 3 hodin. Pro lepsi ptehlednost byl graf
rozdélen (A, B).

Na grafu 13A lze pozorovat vyrazné nizkou motilitu had’atek inkubovanych
s 100 uM EBS, coz opét poukazuje na toxicitu této koncentrace na C. elegans. Nizsi
testovand koncentrace EBS (30 uM) se vétSinu méfeni rovnala motilité u negativni
kontroly (JUGL 150 pM). Naopak latka 14 v obou koncentracich konstantné
dosahovala velmi podobné motility jako neotravena kontrola, pticemz od 14. do 22.
hodiny byl zaznamenan propad na hodnoty negativni kontroly. OvSem v tomto
casovém useku bylo pozorovano kratkodobé snizeni motility u vSech testovanych
mechanickym narusenim méfeni vlivem pohybu v okoli WMicrotrackeru. Na grafu
13B lze opét pozorovat vyrazné nizkou motilitu EBS (100 pM). I zbylé testované latky

dosahovaly ve v§ech koncentraci niz§i motility nez negativni kontrola (PRQ 50 mM).
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Graf 13: Vliv EBS a ldtky 14 pii riznych koncentracich na motilitu C. elegans za soucéasného

puisobeni juglonu (4) a 50 mM paraquatu (B). Haddtka byla kultivovand na NGM plotndch a mérena
V S-complete médiu (n=80) po dobu 48 h. Experiment zahrnoval 500 uM FUdR, krmeni E.coli OP50 (1

mg/ml) v den 0 a 0-150 M juglonu, 0-50 mM paraquat, v objemu 100 /. Ddle zahrnoval 0-100 M

EBS a 0-100 uM latky 14. Motilita C. elegans byla v case mérena pomoci zarizeni WMicrotracker a je

vyjadrena jako pocet preruseni paprsku za 2 h. Vysledky jsou zobrazeny ve spojnicovém grafu se

standardni chybou (SE). Kontrola byla provedena v duplikdtu, jejiz hodnoty byly slouceny.
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Graf 14 zobrazuje vliv latky 1 a 14 na motilitu C.elegans za soucasného
pusobeni paraquatu. Testované latky byly preinkubovany po dobu 3 hodin. Na grafu
lze pozorovat, ze zpocCatku méfeni dosahovala neoSetiend kontrola velmi nizkych
hodnot a na ocekavanou uroven motility se srovnala az ve 14. hodin¢ méfeni, coz
mohlo byt zptisobeno nékolika diivody. C. elegans mohla byt fazi klidu ¢i regenerace
zpisobené manipulaci po prenosu do jamek mikrotitracni desticky, nebo mohlo dojit
k technickému problému pfi kalibraci na zac¢atku méteni. Celkové toto vychyleni vSak
nenaruSilo méfeni. Pfi porovnani motility had’atek negativni kontroly (PRQ 50 mM)
S testovanymi latkami o rizné koncentraci, je patrné, Ze pouze jedinci inkubovany s
latkou 14 (100 M) dosahovaly mirn€ vys$si motility, a to pouze od 4. do 13. hodiny
méfeni. Tato latka v koncentraci 30 uM spole¢né s latkou 1 v koncentraci 100 pM
dosahovaly srovnatelné niz$ich hodnot nez negativni kontrola. Vyrazné nizké hodnoty
motility byly pozorované u had’atek oSetienych latkou 1 v koncentraci 30 uM, kdy jiz

Vv 16. hodin¢ byla jejich aktivita nulova.
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Graf 14: Vliv latky 1 a 14 p¥i riiznych koncentracich na motilitu C. elegans za sou¢asného piisobeni
paraquatu. Haddatka byla kultivovana na NGM plotnach a mérena v S-complete médiu (n=80) po dobu
48 h. Experiment zahrnoval 500 uM FUdR, krmeni E.coli OP50 (1 mg/ml) v den 0 a 0-50 mM paraquat,
v objemu 100 ul. Ddle zahrnoval 0-100 uM latky 1 a 0-100 uM ldatky 14. Motilita C. elegans byla v case
mérena pomoci zarizeni WMicrotracker a je vyjadrena jako pocet preruseni paprsku za 2 h. Vysledky
jsou zobrazeny ve spojnicovém grafu se standardni chybou (SE). Kontrola byla provedena v duplikatu,

Jejiz hodnoty byly slouceny.
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Graf 15 opét zobrazuje vliv latky 1 a 14 na motilitu C.elegans za soucasného
pusobeni paraquatu, avsak testované latky byly tentokrat preinkubovany po dobu 24
hodin. Zde je mozné pozorovat mirny protektivni efekt u latek 1 i 14 v koncentraci 30
uM. Had’atka inkubovéna s latkou 1 (30 uM) vykazovala ve srovnanim s negativni
kontrolou (PRQ 50 mM) do 14. hodiny mirné vyssi motilitu s vyjimkou 8. hodiny, kdy
se sledované parametry protnuly. Ve stejné koncentraci byla motilita u latky 14 vyssi
oproti negativni kontrole pouze od 9. do 15. hodiny. U obou testovanych latek
V nejvyssi koncentraci (100 uM) byla po celou dobu méfeni pozorovana nizka motilita,
ktera se nachézela pod urovni negativni kontroly. Od 18. do 24. hodiny Ize pozorovat
kratkodobé zvysSeni aktivity hadatek, coz bylo pravdépodobné zapfic¢inéno

mechanickym naruSenim méfeni vlivem pohybu v okoli WMicrotrackeru.

2500
2000
e Slepy vzorek
S 1500 PRQ + Latka 1 100 uM
% PRQ + Latka 1 30 pM
e PRQ 50 MM
= 1000
PRQ + Latka 14 100 uM
PRQ + Latka 14 30 uM
500 e K ONtrola
0

Graf 15: Vliv latky 1 a 14 p¥i riiznych koncentracich na motilitu C. elegans za soucasného piisobeni
paraquatu. Haddatka byla kultivovana na NGM plotnach a mérena v S-complete médiu (n=80) po dobu
48 h. Experiment zahrnoval 500 uM FUdR, krmeni E.coli OP50 (1 mg/ml) v den 0 a 0-50 mM paraquat,
v objemu 100 ul. Ddle zahrnoval 0-100 uM latky 1 a 0-100 uM latky 14. Motilita C. elegans byla v case
mérena pomoci zarizeni WMicrotracker a je vyjddrena jako pocet preruseni paprsku za 2 h. Vysledky
jsou zobrazeny ve spojnicovém grafu se standardni chybou (SE). Kontrola byla provedena v duplikdtu,

Jejiz hodnoty byly slouceny.
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Graf 16 zobrazuje vliv latky 1 a 14 na motilitu C.elegans za soucasného
pusobeni juglonu. Testované latky byly preinkubovany po dobu 3 hodin. Ve srovnani
sneotravenou kontrolou dosahovala oSetiena hadatka velmi nizké motility.
Nejvyraznéjsi aktivitu oproti negativni kontrole (JGL 75 uM) vykazovaly jedinci
inkubovany s latkou 1 (100 uM), které se srovnaly na stejnou troven ve 12. hoding.

Déle byla pouze do 8. hodiny mirn€ vyssi motilita u zbylych testovanych latek.
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Graf 16: Vliv latky 1 a 14 p¥i riiznych koncentracich na motilitu C. elegans za sou¢asného piisobeni
juglonu. Haddatka byla kultivovand na NGM plotndch a méiena v S-complete médiu (n=80) po dobu
48 h. Experiment zahrnoval 500 uM FUAR, krmeni E.coli OP50 (1 mg/ml) v den 0 a 0-75 uM juglonu,
v objemu 100 ul. Ddle zahrnoval 0-100 uM latky 1 a 0-100 uM latky 14. Motilita C. elegans byla v case
mérena pomoci zarizeni WMicrotracker a je vyjadriena jako pocet preruseni paprsku za 2 h. Vysledky
jsou zobrazeny ve spojnicovém grafu se standardni chybou (SE). Kontrola byla provedena v duplikdtu,

Jejiz hodnoty byly slouceny.

Graf 17 zobrazuje vliv latky 1 a 14 na motilitu C.elegans za soucasného
pusobeni juglonu. Testované latky byly preinkubovany po dobu 3 hodin. Na grafu je
mozné pozorovat vyssi aktivitu had’atek viici negativni kontrole (JUGL 50 uM) v obou
koncentracich u latky 1, kdy ke srovnani pozorovaného parametru doslo pouze v
koncentraci 30 uM az ve 34. hodiné. Mirn¢ vyssi motility dosahovala i had’atka
oSetfena latkou 14. V koncentraci 100 uM se s vyjimkou 6. a 18. hodiny nachazela nad
urovni motility negativni kontroly. Naopak v koncentraci 30 uM vyssi motility

dosahovala pouze od 12. do 33. hodiny. Na konci méteni, od 42. do 46. hodiny, byla

63



pozorovana kratkodoba zvysSena motilita C. elegans, coz bylo pravdépodobné

wrwe
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Graf 17: Vliv latky 1 a 14 p¥i riiznych koncentracich na motilitu C. elegans za sou¢asného piisobeni
juglonu. Hdadatka byla kultivovand na NGM plotmach a mérena v S-complete médiu (n=80) po dobu
48 h. Experiment zahrnoval 500 uM FUdR, krmeni E.coli OP50 (1 mg/ml) v den 0 a 0-50 M juglonu,
v objemu 100 ul. Ddle zahrnoval 0-100 uM latky 1 a 0-100 uM latky 14. Motilita C. elegans byla v case
mérena pomoci zarizeni WMicrotracker a je vyjadrena jako pocet preruseni paprsku za 2 h. Vysledky
jsou zobrazeny ve spojnicovém grafu se standardni chybou (SE). Kontrola byla provedena v duplikdtu,

Jejiz hodnoty byly slouceny.

Graf 18 zobrazuje vliv EBS, latky 1 a 14 na motilitu C.elegans za souc¢asného
pusobeni juglonu. Latky 1 a 14 byly testovany ve dvou paralelnich vzorcich, které byly
nasledné slouCeny. Testované latky byly preinkubovany po dobu 24 hodin. U 100 uM
EBS byl potvrzen jeho toxicky efekt, kdy jim oSetfeni jedinci dosahovali motility
srovnatelné s negativni kontrolou (JUG 50 pM), a to jiz v 8. hodiné méfeni. Z tohoto
grafu je také patrné, Zze motilita had’atek s EBS (30 uM) a s latkou 14 (100 pM)
dosahovala velmi podobnych hodnot, které ve srovnani s negativni kontrolou byly
mirné vyssi, coz ukazuje na mozny protektivni ucinek. Niz8i koncentrace latky 14
(30 uM) dosahovala také nizsi motility, ktera avsak byla velmi podobna jako u latky 1
v obou koncentracich. Celkové tyto latky vykazovaly vyrazngjsi pozitivni vliv na
motilitu oSetfenych had’atek od 4. do 14. hodiny méfeni, kdy nasledné doslo ke sniZeni
motility, ktera ale stale byla nad arovni negativni kontroly. Od 16. hodiny méfeni se u

téchto latek pohybovala motilita v podobnych hodnotach. Celkové by se dalo uvazovat
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o protektivnim efektu u latky 14 (100 pM), ktera si drzela nejvyssi motilitu ze vSech

testovanych latek do konce méfeni, avSak ani ta se neblizila neotravené kontrole.
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Graf 18: Vliv latky 1, 14 a EBS pii riiznych koncentracich na motilitu C. elegans za soucasného
pusobeni 50 uM juglonu. Had'atka byla kultivovand na NGM plotndach a mérena v S-complete médiu
(n=80) po dobu 48 h. Experiment zahrnoval 500 uM FUdR, krmeni E.coli OP50 (1 mg/ml) v den 0 a O-
50 uM juglonu, v objemu 100 u/. Ddle zahrnoval 0-100 uM EBS, 0-100 uM ldtky 1 a 0-100 uM latky 14.
Motilita C. elegans byla v case mérena pomoci zarizeni WMicrotracker a je vyjadrena jako pocet
preruSeni paprsku za 2 h. Vysledky jsou zobrazeny ve spojnicovém grafu se standardni chybou (SE).
Kontrola a latky 1 a 14 byly méieny v duplikatu a jejich hodnoty byly slouceny.

4.3.3.2 Latky 2 a 13
Graf 19 ukazuje vliv latky 2 a 13 na motilitu C. elegans za soucasného pusobeni
ruznych koncentraci juglonu. Testované latky byly preinkubovany po dobu 24 hodin.

Pro lepsi pfehlednost byl graf rozdélen na A, B.

Graf 19A je zobrazuje, ze obé testované latky v obou koncentracich
nedosahovaly vyrazné vyssi motility nez negativni kontrola (JGL 50 puM). Z
testovanych latek dosahovala nejvySsi motility had’atek ve srovnani s negativni

kontrolou latka 2 v koncentraci 30 uM, avsak pouze do 10. hodiny.

U grafu 19B je s porovnanim s negativni kontrolou (JGL 40 puM) znatelné
viditelna vyssi motilita u latky 13 v koncentraci 100 uM, ktera se vSak od 12. do 14.
hodiny méteni srovnala negativni kontrolou a nasledné se nachazela pouze mirn€ nad

urovni této kontroly. Dale se mirné vysSich hodnot dosahovala i latka 2 v obou
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koncentracich, pficemz od 18. do 22. hodiny doSlo k protnuti s negativni kontrolou.
Toxicky zde pasobila koncentrace 30 uM latky 13, ktera od zacatku do konce méfeni

pohybovala pod Grovni negativni kontroly.

Pfi porovnani variant téchto grafli je patrné, Ze pro vyhodnoceni protektivnich
vlastnosti testovanych latek byla indukce oxidacniho stresu za pomoci juglonu

idealnéjsi pii pouziti koncentrace 40 uM.
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Graf 19: Vliv latky 2 a 13 p¥i riiznych koncentracich na motilitu C. elegans za sou¢asného piisobeni
juglonu o koncentraci 50 (A) a 40 uM (B). Haddatka byla kultivovand na NGM plotndch a méiena v S-
complete médiu (n=80) po dobu 48 h. Experiment zahrnoval 500 uM FUdR, krmeni E.coli OP50 (1
mg/ml) v den 0 a 0-50 M juglonu, v objemu 100 ul. Ddle zahrnoval 0-100 uM latky 2 a 0-100 uM latky
13. Motilita C. elegans byla v case mérena pomoci zarizeni WMicrotracker a je vyjadrena jako pocet
prerusent paprsku za 2 h. Vysledky jsou zobrazeny ve spojnicovém grafu se standardni chybou (SE).
Kontrola byla merena Vv duplikatu a jeji hodnoty byly slouceny.
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Graf 20 zobrazuje vliv latky 2 a 13 na motilitu C. elegans za soucasného
pusobeni paraquatu. Testované latky byly preinkubovéany po dobu 3 hodin. Had’4tka
oSetiena latkou 2 v obou koncentracich vykazovala srovnatelnou motilitu s negativni
kontrolou (PRQ 50 mM). Naopak u latky 13 byla v nizsi koncentraci (30 uM)
pozorovana mirna protekce, avSak pouze do 16. hodiny méteni. Vyssi koncentrace
(100 uM) této latky vykazovala vyssi motilitu had’atek az do 24. hodiny méfeni, kdy

se jejich motilita srovnala s negativni kontrolou.
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Graf 20: Vliv latky 2 a 13 p¥i riiznych koncentracich na motilitu C. elegans za sou¢asného piisobeni
50 mM paraquatu. Had'dtka byla kultivovand na NGM plotndach a mérena v S-complete médiu (n=80)
po dobu 48 h. Experiment zahrnoval 500 uM FUdAR, krmeni E.coli OP50 (1 mg/ml) v den 0 a 0-50 mM
paraquatu, v objemu 100 ul. Ddle zahrnoval 0-100 uM latky 2 a 0-100 uM latky 13. Motilita C. elegans
byla v ¢ase mérena pomoci zarizeni WMicrotracker a je vyjadiena jako pocet preruseni paprsku za 2
h. Vysledky jsou zobrazeny ve spojnicovém grafu se standardni chybou (SE). Kontrola byla mérena

V duplikdtu a jeji hodnoty byly slouceny.

4.4  Testovani tepelného stresu

Testovani tepelného stresu probihalo na had’atkach, ktera byla otrdvena FUdJR
(c = 500 uM) a krmena E.coli OP50 (¢ = 1 mg/ul). Testovani nejprve probihalo
Vv tekutém S-complete médiu v Petriho miskach v inkubatoru o teploté 30 a 32 °C po
dobu 24 hodin, kdy ani u jednoho experimentu nebyla vizualné¢ pozorovana zadna
zmeéna motility. Toto zjisténi neodpovidalo informacim z literatury, dle které jsou tyto
hodnoty nad horni hranici ptirozené teploty u C. elegans, kterou je 25 °C (Zhang et

al., 2015). Duvod téchto vysledki je nejasny. Dale byla otestovana teplota 37 °C
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pomoci automatického mikroskopu Operetta s pravidelnym snimanim po 1 hoding, u
kterého bylo pozorovano umrti had’atek do 3 hodin. Nésledn¢ byl tepelny stres
testovan pomoci WMicrotrackeru umisténym v inkubator, kdy byli jedinci nejprve
preinkubovani s vybranymi latkami ve 24jamkové mikrotitracni desti¢ce na tfepaéce

po dobu 3 a 24 hodin, které byly nasledné pied métenim promyty.

Nejprve byl testovan vliv 34,5 °C na C.elegans, kdy byl pozorovan téinek latky
1, 14 a EBS. Tyto latky byly s C. elegans preinkubovany po dobu 24 hodin. Latka 1
v koncentraci 30 uM spolecné s latkou 14 v obou méfenych koncentracich dosahovala
podobné motility, ktera byla oproti kontrole vyrazn¢ vyssi. To by napovidalo o
mozném protektivnim u¢inku té€chto dvou latek viici tepelnému stresu. Motilita u latky
1 o koncentraci 100 uM byla srovnatelna s kontrolou. Had’atka osetiena EBS byla
V obou koncentraci vykazovala srovnatelné az nizsi vysledky motility nez kontrola,
¢imz byl mozny protektivni ucinek vyloucen. Celkové doslo k umrti had’atek velmi

rychle, a to jiz v 5. hodiné méteni prakticky vSech testovanych skupin (Graf 21).
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Graf 21: Viiv EBS, ldatky 1 a 14 na motilitu C. elegans za piisobeni 34,5 °C. Haddtka byla kultivovand
na NGM plotnach a mérena v S-complete médiu (n=80) po dobu 48 h. Experiment zahrnoval 500 uM
FUdR, v objemu 100 ul, krmeni E.coli OP50 (1 mg/ml) v den 0. Ddle zahrnoval 0-100 EBS, 0-100 uM
latky 1 a 0-100 uM latky 14. Motilita C. elegans byla v ¢ase mérena pomoci zarizeni WMicrotracker a
Jje vyjadiena jako pocet preruSeni paprsku za 0,5 h. Vysledky jsou zobrazeny ve spojnicovém grafu se
standardni chybou (SE). I pres to, Ze méreni probihalo po dobu 48 hodin, byla osa x zkrdacena z diivodu

brzkého vhynu vsech jedincii, coz umoznovalo pozorovat rozdily mezi oSetrenymi skupinami.
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Dale byl testovan vliv 33,5 °C, kdy C. elegans byla preinkubovana s latkami 1,
14 a EBS po dobu 3 hodin. Z grafu 22 je ztejmé, ze had’atka oSetfend testovanymi
latkami, dosahovala srovnatelné motility s kontrolou. Tudiz nebyl prokazan zadny
protektivni ucinek testovanych latek v zadné koncentraci. U EBS v koncentraci
100 uM bylo dokonce mozné pozorovat rychlejsi umrti testovanych had’atek. Celkové
oproti vysledkim z grafu 21 doslo k umrti had’atek rychleji, a to jiz ve 4. hodiné

meéieni.
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Graf 22: Viiv EBS, ldatky 1 a 14 na motilitu C. elegans za piisobeni 33,5 °C. Hadatka byla kultivovand
na NGM plotnach a mérena v S-complete médiu (n=80) po dobu 48 h. Experiment zahrnoval 500 uM
FUdR, v objemu 100 u/, krmeni E.coli OP50 (1 mg/ml) v den 0. Ddle zahrnoval 0-100 EBS, 0-100 uM
latky 1 a 0-100 uM latky 14. Motilita C. elegans byla v case mérena pomoci zarizeni WMicrotracker a
Jje vyjadiena jako pocet preruseni paprsku za 0,5 h. Vysledky jsou zobrazeny ve spojnicovém grafu se
standardni chybou (SE). I pres to, ze mereni probihalo po dobu 48 hodin, byla osa x zkrdacena z ditvodu

brzkého vhynu vsech jedincu, coz umoznovalo pozorovat rozdily mezi oSetienymi skupinami.

Na grafu 23 byla testovana reakce C. elegans na teplotu 32 °C, kdy had’atka
byla preinkubovéna s latkami 1, 14 a EBS po dobu 24 hodin. Had’atka oSettena latkou
1 v obou koncentracich dosahovala oproti kontrole niZz§i motility a k umrti doslo jiz
v 9. hodiné. Mirn¢ vyssi motilitu oproti kontrole bylo mozné pozorovat u latky 14
v koncentraci 30 uM, ktera se vSak vyrovnala jiz v 5. hodiné a nasledn¢ klesla pod
uroven kontroly. Do 5. hodiny méfeni $lo pozorovat srovnatelnou motilitu u EBS o

koncentraci 100 uM s latkou 14 (30 uM), ta ovSem nasledn¢ prudce klesla. Nejdéle
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bylo mozné pozorovat vyssi motilitu oproti neosetiené kontrole u EBS (30 uM), ktera
po jeho uroven klesla az po 9. hodiné. Oproti teploté 34,5 °C byla délka zivota u

kontroly prodlouzena z 5 na 12 hodin.
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Graf 23: Viiv EBS, litky 1 a 14 na motilitu C. elegans za piisobeni teploty 32 °C. Had'dtka byla
kultivovana na NGM plotmdach a mérena v S-complete médiu (n=80) po dobu 48 h. Experiment
zahrnoval 500 M FUdR, v objemu 100 u/, krmeni E.coli OP50 (1 mg/ml) v den 0. Ddle zahrnoval 0-
100 EBS, 0-100 uM latky 1 a 0-100 uM latky 14. Motilita C. elegans byla v case méFena pomoci zarizeni
WMicrotracker a je vyjadiena jako pocet preruseni paprsku za 0,5 h. Vysledky jsou zobrazeny ve
spojnicovém grafu se standardni chybou (SE). I pres to, ze méreni probihalo po dobu 48 hodin, byla
osa x zkracena z duvodu brzkého uhynu vsech jedinci, coz umoziiovalo pozorovat rozdily mezi

oSetrenymi skupinami.

Dalsi testovanou teplotou bylo 25 °C, kterd je hranic¢ni pfirozenou teplotou u
C. elegans. Testované latky byly preinkubovany s C. elegans po dobu 24 hodin.
Na grafu 24 |ze pozorovat, ze had’atka osetiena EBS v koncentraci 100 uM dosahovala
velmi nizké motility, coZ potvrzovalo hypotézu o jejim toxickém efektu, kterd byla
Vv ptedchozim testovani pozorovana. Naopak v koncentraci 30 uM byla jejich aktivita
ve srovnani s neosetienou kontrolou od 4. do 22. hodiny vyrazné vyssi. Stejny trend
byl pozorovan také u latky 1 (30 uM) a 14 v obou koncentracich, pti¢emz u latky 14
(100 uM) byl pozorovan pokles motility pod hladinu kontroly jiz v 18. hodin¢. Latka
1 v nejvyssi testované koncentraci (100 uM) do 15. hodiny kopirovala motilitu

neoSetiené kontroly, pii¢emz nasledné klesla pod jeji troven. Celkové by $lo o
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protektivnim efektu uvazovat u latky 1 v koncentraci 30 uM a u latky 14 v obou

koncentracich a u EBS (30 uM).
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Graf 24: Vliv EBS, ldtky 1 a 14 na motilitu C. elegans za piisobeni 25 °C. Haddtka byla kultivovand

na NGM plotnach a mérena v S-complete médiu (n=80) po dobu 24 h. Experiment zahrnoval 500 uM
FUdR, v objemu 100 u/, krmeni E.coli OP50 (1 mg/ml) v den 0. Ddle zahrnoval 0-100 EBS, 0-100 uM
latky 1 a 0-100 uM latky 14. Motilita C. elegans byla v case mérena pomoci zarizeni WMicrotracker a

je vyjadrena jako pocet preruseni paprsku za 2 h. Vysledky jsou zobrazeny ve spojnicovém grafu se

standardni chybou (SE). Kontrola a latky 1 a 14 byly méreny V duplikatu, jejichz hodnoty byly slouceny.
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Dale byly testovany mozné protektivni G€inky latek 2 a 13 vici teploté 25 °C,
kdy preinkubace s C. elegans probihala 24 hodin. U grafu 25 nebyla pozorovana
protekce u zadné z testovanych koncentraci latky 2 i 13, kdy tedy motilita had’atek
oSetfenych témito latkami byla niZs§i nez samotna kontrola. Zaroven byla niz$i motilita
pozorovana i hadatek oSetfenych EBS (30 puM), ktera v piedchozim méfeni
dosahovala vyssi motility a vedla k Givaze o jejim mozném protektivnim ucinku, ktery
zde nebyl potvrzen. Naopak jeji koncentrace 100 uM i v ramci tohoto méfeni potvrdila

svlyj toxicky ucinek.
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Graf 25: Vliv EBS, ldatky 2 a 13 na motilitu C. elegans za piisobeni 25 °C. Haddtka byla kultivovana
na NGM plotnach a mérena v S-complete médiu (n=80) po dobu 24 h. Experiment zahrnoval 500 uM
FUdR, v objemu 100 u/, krmeni E.coli OP50 (1 mg/ml) v den 0. Ddle zahrnoval 0-100 EBS, 0-100 uM
latky 2 a 0-100 uM latky 13. Motilita C. elegans byla v ¢ase merena pomoci zarizeni WMicrotracker a
Jje vyjadrena jako pocet preruseni paprsku za 2 h. Vysledky jsou zobrazeny ve spojnicovém grafu se

standardni chybou (SE). Kontrola a latky 1 a 14 byly méreny v duplikatu, jejichz hodnoty byly slouceny.
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5 DISKUZE

Tato prace se zabyvala optimalizaci metod pro testovani vlivu latek na motilitu a
preziti C. elegans s pouzitim mikrotitra¢nich desticek. Tyto metody by mohly najit
uplatnéni ve studiu neurodegenerace a neuroprotekce v modelu C. elegans. Pouzivané
metody zahrnovaly méteni motility C. elegans pomoci zafizeni WMicrotracker za
pouziti 96jamkové mikrotitracni desticky a automatickou mikroskopii vyuZzivajici
384jamkové mikrotitraéni desticky. WMicrotracker funguje na principu detekce
pohybu hadatek pomoci infracervenych paprska, které prochazeji skrz jamky
mikrotitracni desti¢ky. V ptipadé pohybu had’atka dochazi k pteruseni paprsku, coz je

zaznamenano jako motilita (PhylumTech, 2025).

Studované stresory zahrnovaly juglon, paraquat, fragment tau proteinu a
teplotu v rozmezi od 25 do 37 °C. Jelikoz testovany fragment tau nevykazoval zjevné
toxické efekty v pilotnich experimentech, byly pro testovani protektivnich ucinki
skupiny organoselenovych latek, u kterych byla diive pozorovana neuroprotektivni

aktivita na lidskych bunkach, pouzity pouze ostatni uvedené stresory.

Jako kontrolni latka byl pouzit organoselenovy derivat ebselen (EBS), jehoz
antioxida¢ni a neuroprotektivni aktivita byla prokdzana na C. elegans v modelu
toxicity vyvolané manganem ve studii Avila et al. (2012). Jeho neuroprotektivni,

ve studii Klann et al. (2020).

5.1  Optimalizace testovanych parametri

Pro zajisténi stability signalu pro testovani motility pomoci zatizeni WMicrotracker
byla zvolena 96jamkova mikrotitracni desticka oproti 384jamkové, jelikoz dnem
desky tak prochazely dva infracervené paprsky, zatimco u 384jamkové pouze jeden.
Volena byla deska s plochym dnem, aby pohyb jedince neovliviioval pohyby jedincti
ostatnich. Ze stejnych divoda byl optimalizovan i pocet jedinci na jamku. Zde se

vychézelo z pilotnich experimentii v laboratofi Skolitele Nguyén (2024).

Pocate¢ni testované hodnoty vychdzely z vysledki prace Nguyén (2024),
doporucujicich 40-50 had’atek na jamku. AvSak jako optimalni byla zvolena hodnota
80, kdy signal byl jasn€ vyssi, mén¢ variabilni a aktivitu helminti bylo mozné sledovat
déle. Tento pocet byl v souladu s praci Sun (2023), ve které nebyl pozorovan

vyznamny rozdil v motilité pii poctech 70-100 jedincti.
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DalSim optimalizovanym parametrem byl objem média v jednotlivych
jamkach, kdy cilem bylo omezit vliv odparu a zaroven se vyhnout hypoxii had’atek.
Jako vhodny byl vybran byl objem 100 pl, coz je i hodnota odpovidajici literature Sun
(2023).

Pro udrzeni synchronizované starnouci populace C. elegans bez kontaminace
potomky byl vyuzit inhibitor syntézy DNA FUdR, jehoZ optimalni koncentrace byla
stanovena na 500 uM, protoze spolehlivé branila produkci potomstva. Jeho snizeni v
nékolika piipadech nemélo potiebny efekt. Ackoliv tato koncentrace presahuje bézné
pouzivané hodnoty, v ramci provedenych experimentll poskytovala konzistentni a
plynuly pokles motility v pribéhu 48 hodin srovnatelny s kontrolou. I pfes to, Ze se
Vv této praci jednalo o kratkodobé experimenty, pro néz neni délka Zivota C. elegans
kriticka, je tfeba zminit, Ze tyto vyssi koncentrace FUdR (400 uM) mohou pii
dlouhodobé expozici dle studie Rooney et al. (2014) vést ke zkraceni délky Zivota

tohoto organismu.

Bakterie E. coli OP50 se v laboratornich podminkach bézné vyuziva jako
potrava pro C. elegans. Piestoze pocatecni testované koncentrace této bakterie
vychézely z prace Nguyén (2024), ve které se vyuziva 0,5 mg/ml, byla stanovena jeji
optimalni koncentrace na 1 mg/ml, nebot’ pfi ni byly pozorovany vys$si hodnoty
motility. Avsak vliv této koncentrace na dlouhodobou Zivotnost nebyl testovan, coz by

mohlo byt pfedmétem budouciho vyzkumu.

Dale byly optimalizovany vhodné koncentrace stresoru — juglonu a paraquatu.
Cilem bylo najit koncentraci, ktera by zajistila konzistentni sestupnou kifivku motility
C. elegans v ¢ase 48 hodin. Tim bylo mozné ziskat piedstavu nejen o zavislosti
odpovédi na davce stresoru, ale také na variabilit¢ v odpovédi mezi riznymi
populacemi. Z optimalizacnich experimentd pro juglon byly jako nejvhodngjsi
koncentrace vybrany 50—100 uM. Juglon je znamy induktor oxidativniho stresu, a to
diky své schopnosti generovat reaktivni formy kysliku, avSak dle studie Hernandez-
Cruz et al. (2023) muze pfi nizkych koncentracich pusobit také jako antioxidant.
Optimaliza¢ni vysledek odpovida bézn¢ pouzivanym hodnotam, které jsou uvedeny i
v praci Hernandez-Cruz et al. (2023). Oxidativni stres, zejména na urovni
mitochondrii, byl u C. elegans indukovan pomoci paraquatu, ktery je kvuli tvorbé

superoxidového aniontu povazovan za potencidlni rizikovy faktor pro rozvoj PD.
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Paraquat redukuje a prendsi elektron na kyslik, ¢imz tvofi superoxidovy anion.
Z testovanych koncentraci paraquatu byla jako vhodna vybrana hodnota 50 mM. Tato
koncentrace poskytovala konzistentni sestupnou kiivku zavislosti motility na ¢ase. To
je v souladu s vysledky studie Gonzales-Moreno et al. (2023), ktera testovala
koncentrace 10, 50 a 100 mM, kdy koncentrace 50 mM a vyssi vedly k rychlejsi

mortalité.

Kontrolnim experimentem bylo i testovani vlivu dokrmovani béhem méfeni
motility C. elegans. Ukéazalo se, Ze dokrmeni ma na motilitu, a to i v pozdni dobg,
zasadni vliv. Potencialné by slo informativnost testovani zvysit dokrmenim v Case, kde
uz i kontrolni vzorek vykazuje minimalni motilitu. Tento kontrolni experiment byl
vSak proveden az v zavérecné fazi prace, dokrmeni pomoci OP50 mohlo potencidlné

odlisit toxicitu od energie Setfici inaktivity.

Déle je nutné uvést komentat k moznému statistickému vyhodnoceni dat.
V diplomové praci nebyl pouzit statisticky test pro porovnani kiivek, jelikoz
k dispozici nebyly vhodné nastroje. SmiSené modely, které by umoznily praci
S nespojitymi daty a nepravidelnou variabilitou, nebyly na pracovisti dostupné
Vv softwarech bez nutnosti programovani. Uvazované Siroce pouzivané metody, jako je
analyza kiivek pteziti nebo ANOVA pro opakovana méteni, nebyly kompatibilni se
strukturou dat méteni z WMicrotrackeru. Napiiklad analyza pteziti pomoci Kaplan-
Meierovy kiivky a log-rank testu vyzaduje, aby pro kazdy subjekt byl pouze jeden ¢as
do udalosti (naptiklad do umrti nebo ochrnuti). Toho nebylo moZzné dosédhnout, jelikoz
u WMicrotrackeru mohou jednotlivd had’atka generovat vice pohybovych udalosti
V kazdém méfeném Casove intervalu. Dal§im problémem je, Ze hodnoty méfeni Casto
neklesaji monotonné kvilli vysoké variabilité méfeni, ktera mize byt zapfiinéna 1
ruSenim méfeni pravé pohybem v okoli pfistroje. Dal§im piikladem je ANOVA pro
opakovana méfeni, kterd predpoklada spojitou proménou a to, Ze data jsou pfiblizné
normaln¢ rozdélend a maji stejnou variaci kazdém casovém bodé€ s konstantnimi
kovariancemi mezi nimi. AvSak v této praci jsou data o motilit¢ z WMicrotrackeru
celoc¢iselné hodnoty, které maji rozdilnou varianci v ¢ase a mezi riznymi podminkami,

tudiz pozadované predpoklady tato data nespliuji.
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5.2  Testovani uc¢inku litek vii¢i juglonu a paraquatu

Pilotni studie organoselenovych latek byly provedeny pomoci automatické
mikroskopie, kdy po 19 a 72 hodinach byly C. elegans hodnoceny na zakladé fenotypu
(motilita a tvar téla). Pozorovana byla vysoka mira toxicity u latek 6 a 11. Naopak
protektivni ¢innost vic¢i oxidativnimu stresu indukovanym juglonem byla pozorovana
pouze u latek 1, 2, 13, 14 a velmi mirna u EBS, a to obvykle v nejvyssi testované
koncentraci (100 uM). Na tyto latky se pak zaméfilo testovani pomoci piistroje
WM icrotracker, pomoci kterého byl tento efekt potvrzen u latky 1, ktery byl ale
pfitomen pouze pokud latka po preinkubaci nebyla odstranéna. Po odmyti zZadna latka
neposkytovala konzistentni protekci, coz by naznacovalo, Ze testované latky vyvazuji
nebo chemicky neutralizuji juglon v médiu. Stejny efekt byl zaznamenan i pfi indukci

oxidativniho stresu paraquatem.

Zajimavé bylo, ze EBS i v koncentraci 100 uM pii samotném pisobeni na C.
elegans nevykazoval toxicky efekt, coz odpovida zjisténim ve studii Avila et al.
(2012). Avsak pfi jeho aplikaci spole¢né s latkami indukujici toxicitu byl i pti promyti
pozorovan vyrazny toxicky vliv. Ztéchto vysledki lze piedpokladat, ze tato
koncentrace EBS synergicky uc¢inkuje s juglonem i paraquatem a zvySuje tak
oxidativni stres organismu. Prooxidativni U¢inky pfi vySSich koncentracich byly u

organoselenovych derivati riznych typt jiz diive popsany.

Testovani latek probihalo ve dvou variantach preinkubacnich Casd, a to po
dobu 3 a 24 hodin. Pfi prodlouZeni inkubaéniho ¢asu testovanych latek byl ocekavan
vy$si protektivni uc¢inek vii€i oxidativnimu stresu, avsak byla nékdy pozorovéana nizsi
motilita osetfenych C.elegans. Tato absence ucinku podpofila hypotézu z predchozich
vysledkl, ze testované latky pravdépodobné efektivné nepronikaji do bunék C.

elegans.

5.3  Testovani u¢inku latek vici tepelnému stresu

Je znamo, Ze tepelny stres vede k vyraznému sniZeni pieZiti had’atek v Case. V této
diplomové praci vysledky poukazuji, Ze kombinace nizké teploty béhem larvalniho
stadia (17 °C) a nasledné vystaveni vysokym teplotdm (30-37 °C) v dosp€losti vede
K teplotnimu Soku, coz se projevuje snizenim motility a délkou zivota jedinct. U C.
elegans bez ohledu na pfitomnost testovanych latek byla jiz pii 32 °C pozorovana smrt

vétSiny dospélet do 10 hodin, pti 33,5-33,4 °C do 5 hodiny a pti 37 °C dokonce do 3
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hodin, kdy doba pieziti posledni zminiované teploty odpovida vysledkiim ve studii
Zevian and Yanowitz (2014). Naopak pii teploté 25 °C, ktera piedstavuje horni hranici
tolerance pro tento organismus, dochazelo ke snizeni na nejnizs§i motilitu vétSiny
jedinct az ve 40. hodin¢ méteni. Celkove tyto vysledky koreluji s vysledky studie
Zhang et al. (2015).

Ze zkoumanych teplot bylo mozné pozorovat vyrazné rozdily v motilité a délce
Zivota mezi testovanymi latkami az pti 25 °C. Osetfeni testovanymi organoselenovymi
latkami nezvysilo Zivotaschopnost C. elegans, naopak zvysilo toxicitu, a to predevsim
u EBS ve 100 uM koncentraci. Tyto vysledky odpovidaji zavéru ze studie Stefanello
et al. (2015), ktera studovala vliv tepleného Soku (35°C) na zivotnost tohoto druhu za
pfitomnosti organickych sloucenin selenu. Uvedena studie se zarovenl zabyvala
antimikrobialnimi u¢inky téchto latek na E.coli OP50, se kterymi jsou organoselenové
slouceniny spojovany. Tento parametr nebyl v ramci této diplomové prace studovan,
a proto by mél byt do budoucich studii téchto latek zahrnut. Zaroven je tfeba zminit,
ze se jednalo o pilotni testovani vlivu tepelného stresu, tudiz je zapottebi celkové tato

méfeni zopakovat.
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6 ZAVER

V této diplomové praci byla uspesné optimalizovana metodika testovani ucinku latek
na modelovém organismu C. elegans v 96jamkovych deskach pomoci pfistroje pro
méfeni motility WMicrotracker. Optimalizované parametry zahrnovaly pocet C.
elegans na jamku, koncentraci FUdR, koncentraci E. coli kmene OP50, objem pro
meéfeni a vliv dokrmovani. Podafilo se najit koncentrace stresord juglonu a paraquatu
a do urc¢it¢ miry i hodnoty teploty pouzitelné pro testovani protektivnich latek.
Pivodné nadéjné vysledky pro antioxidac¢ni ucinek latek 1, 2, 13, 14 a nebyly
jednoznacné potvrzeny, pokud byli ¢ervi po preinkubaci promyti, coz naznacovalo, zZe
testované latky pravdépodobné vyvazovaly ¢i neutralizovaly latku indukujici oxidacni
stres (juglon, paraquat). Prekvapeni bylo pozorovani, ze ebselen (100 uM) ma
v kombinaci s juglonem, paraquatem ¢i tepelnym stresem na C. elegans toxické
ucinky. Nasledné testovani tepelného stresu na C. elegans potvrdilo jeho vliv mortalitu
Vv Case. Ani proti tomuto stresoru nevykazovaly testované latky protektivni ucinky,
avsak pro tato testovani byly provedeny pouze pilotni experimenty a bylo by tfeba je

zopakovat.
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