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1. Uvod
1.1. Oxidativni stres

Oxidativni stres je v soucasnosti horkym tématem vyzkumu pro svou vazbu na
starnuti organismu a vznik nejriznéjSich akutnich ¢i chronickych onemocnéni. Oxidativni
stres je zpusoben nadmérnym vznikem volnych kyslikovych a dusikatych radikalti, neboli
reaktivnich forem kysliku (ROS, reactive oxygen species) a dusiku (RNS, reactive nitrogen
species), a neschopnosti organismu se s jejich pfevahou vypotadat. Radikaly jsou vysoce
reaktivni molekuly ¢i molekulové fragmenty, které maji ve své valencni slupce jeden nebo
vice neparovych elektront. Diky neparovym elektronim dochazi k jejich snadné interakci
S proteiny, aminokyselinami, lipidy, DNA a jinymi buné¢nymi sou¢astmi (Ermak a Davies
2002). Poprvé byly volné radikaly popsany vroce 1900, kdy byl pozorovan vznik
trifenylmetylovych radikali rozpadem hexafenyletanu. Kyslikové radikaly byly
pozorovany o bezmala tiicet let pozd&ji pti rozkladné reakci tetrametylu. Ve 40. letech 20.
stoleti byl popsan vznik kyslikovych radikala uvnitt zivych organismu (Halliwell 1999).

Ke vzniku reaktivnich forem kysliku a dusiku tedy dochazi dvéma cestami: exogenné
a endogenné. Mezi hlavni exogenni faktory vzniku oxidativniho stresu patii UV zéfeni,
0z6n, ionizujici zafeni, koufeni, znecisténé zivotni prostiedi, tepelny Sok, ale i rizna 1éCiva,
pesticidy ¢i dokonce ptisobeni anestetik (Ermak a Davies 2002; Abdollahi et al. 2004; Cheng
et al. 2010). VSechny tyto faktory negativné ptsobi na organismus, jeho tkané, bunécéné
struktury a genetickou informaci (Evans et al. 2004). Co se ty¢e endogenniho vzniku
oxidativniho stresu, nejvyraznéj$§im zdrojem je dychaci fetézec v mitochondriich, kde se
oxidativni fosforylaci pfeménuje 2-3% Kysliku na peroxid vodiku a superoxid (hlavné
v komlexu I a I1l) (Chance et al. 1979; Grigolova et al. 1980; Ott et al. 2007). DalSimi
endogennimi zdroji jsou imunitni reakce pii napadeni organismu patogenem (Cadenas a Sies
1998; Yasunari et al. 2002), reakce katalyzované enzymatickym komplexem cytochromu
P450 na endoplazmatickém retikulu pii odbouravani xenobiotik (Lewis et al. 1998), volné
kyslikové radikaly se také ucastni pfipienosu energie a slouzi jako signalni molekuly
(Lander 1997). Producenty ROS jsou membranové vazané enzymy, koenzymy flavinové
struktury (Messner a Imlay 1999), hemové koenzymy, enzymy s Cu v aktivnim centru
(Schuff-Werner a Splettstoesser 1999). Reaktivnost ROS muze byt také zvySena
Fentonovymi reakcemi s pfechodnymi kovy, coz muze vést k rozsahlejSimu bunécnému
poskozeni (Valko et al. 2005).

Optimalni hladina ROS je uvnitf organismu udrzovana nckolika antioxidacnimi



mechanismy, zaloZenymi na enzymatickém a neenzymatickém piisobeni. V piipadé, ze mira
ROS prevysi antioxidacni kapacitu organismu, nastava oxidaéni stres, kdy buiika jiz nestaci
odbourdvat reaktivni formy, antioxidacni bariéra se borti, dochazi k defektim na trovni
DNA a pii vysokych trovnich oxida¢niho stresu dochdzi az k bunécné apoptoze (Bartsch a
Nair 2006).

Antioxidac¢ni systém organismu je zalozen na tfech zakladnich principech ochrany.
Za prvé na zabranéni tvorby nadmérného mmnozstvi kyslikovych a dusikatych radikalt
pusobenim antioxidantli, které zabranuji vzniku fetézovych radikdlovych reakci. Dalsi
mechanismy pusobi proti jiz probihajicim reakcim. Nekteré z nich jsou schopny preménit
reaktivni formy na relativné stabilni radikély, a proto jsou nazyvéany lapace, zhaSece zase
nabidnou volny elektron ke stabilizaci reaktivni formy a systémy pfeménujici reaktivni
formy na latky neradikélové povahy jsou nazyvany vychytdvace. Poslednim ze tii typt
ochrany jsou repara¢ni mechanismy poskozenych molekul (Kone¢na et al. 2001).

Antioxidanty mohou pracovat samostatné, ale nejcastéji jsou soucasti systémt a o to
ucinnéji pracuji. Mezi enzymatické antioxidaéni systémy patii pusobeni kataldzy, superoxid
dismutazy, glutation peroxidazy, cytochrom c atd. Vyznamnym antioxidantem je katalaza,
nebot’ se vyskytuje ve ve€tSiné zivych organismt, které jsou v kontaktu s kyslikem.
Katalyzuje heterolytické Stépeni dvou molekul peroxidu vodiku za vzniku molekularniho
kysliku a vody a na rozdil od jinych je schopna soucasné redukce i oxidace (Schonbaum a
Chance 1976). Katalaza je soucasti peroxisomu. U vétSiny eukaryot spolupracuje se
superoxid dismutdzami a tim zvySuje ochranu proti vy$sim koncentracim peroxidu vodiku
(Fridovich 1995). V organismech bylo nalezeno né¢kolik typt katalaz, pocetné zastoupeni
bylo prokazano hlavné u rostlin, napf. jeCmene, jenz obsahuje az 4 katalazy (Skadsen et al.
1995). Dle jejich charakteru byly rozd¢leny na typické, nechemové, a katalazy-peroxidazy.
Endogenni antioxidanty maji také neenzymaticky charakter a jsou rozdélovany na
membranové, jako je napt. koenzym QI10, glutation, -tokoferol, vitamin C, vitamin E,
flavonoidy a nemembranové, ke kterym paii napt. bilirubin, urdty, transferin. DalSimi
dalezitymi antioxidanty jsou ty, které jsou podavany exogenng¢, a které ptisobi jako inhibitory
vzniku volnych radikalt regulaci enzymatickych aktivit, tedy stopové prvky. Mezi né patii
napt. zinek, ten ma vliv na stabilizaci bunéénych membran, selen, jez podporuje absorpci
vitaminu E a dalSi. Nakonec i samotné vyvazena strava ma nezanedbatelnou antioxida¢ni
aktivitu (Halliwell 1996).



1.1.1. Oxidativni stresajeho vliv na DNA

K zéasadnim poSkozenim vlivem oxidativniho stresu dochazi na urovni nukleovych
kyselin. Dosud bylo nalezeno piiblizn¢ 24 riznych typt oxidativnich modifikaci bazi v DNA
(Obr. 1). Baze jsou ruzné citlivé na rizné druhy radikald, stejné tak antioxidanty maji ,,své*
volné radikaly, na které pasobi. Velmi citlivym se stava guanin, ktery ma rtizné modifikace a
tou nejznaméjsi je 8-0X0-2'-deoxyguanosin (Loft a Poulsen 1996). Také muze naptiklad
dochézet k oxidaci thyminu na thymin glykol (Kao et al. 1993). K dal$im, velmi ¢astym

poskozenim po piisobeni oxidativniho stresu patii jednofetézcové zlomy a dvouretézcové

zlomy.
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Obr. 1. Pfehled modifikaci bazi zptisobené oxidativnim stresem (pfevzato z Cooke et al. 2003).

1.2. Reparaéni mechanismy poskozené DNA

V piipadé poskozeni DNA je v buiice aktivovan systém repara¢nich mechanismu
(Obr. 2). Soucasti téchto opravnych mechanismi je detekovat razné distorze, zlomy ve
struktufe DNA navazdnim rGznych specialnich proteinii pro jeji stabilizaci. Nej€ast&jsim
reparacnim mechanismem, at’ uz po oxidativnim ¢i jiném poskozeni, je NER (nucleotide
excision repair). Dochazi k vystiizeni poSkozené oblasti (oblast okolo 21-23 nukleotidi). Po
vystfiZzeni je na toto prdzdne misto navazana DNA polymerdza a ligdza nakonec spoji

fetézce, poskozeni je opraveno (Croteau a Bohr 1997).



Oxidativnim poSkozenim, jak jiz bylo uvedeno, vznikaji modifikace bazi. Pro opravu
modifikovanych bazi zajistuje bunka reparacni mechanismus BER (Base exciton repair).
DNA glykosylazy tohoto systému rozpoznaji sadu modifikovanych bazi, jako je 80xoG ¢i
tymin glykol, a vystfihnou ji za vzniku abazického mista (AP). Pro jeho odstranéni jsou tu
AP endonukledzy, jez vytvofi jednofetézcovy zlom a pomoci 3'- 5° exonukleazy dojde
K odstrafiovani ptilehlych nukleotidd. Vzniklé prazdné misto je zaplnéno pomoci DNA
polymerazy a opét v zavéru ligaza kovalentné spoji tyto fetézce v jeden (Croteau a Bohr
1997).

DalSim mechanismem oprav proti oxidativnimu poSkozeni mohou byt ,,mismatch
DNA repair“ (MMR). V tomto ptipadé dochéazi k opravam az po replikaci, kdy dojde k
chybnému parovani, napf. adeninu, zafazen¢ho v dcefinném helixu v pozici vici 8-

oxoguaninu (Slupphaug et al. 2003).
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Obr. 2. Celkovy proces vznikly ptsobenim volnych radikalti exogenni i endogenni cestou. Dochazi k poSkozeni DNA a

nasledné néstupu reparaénich mechanismi, které vedou k opravé poskozené DNA &i neschopnosti toto poskozeni opravit.

V ptipadé neopravené DNA muiize byt buiika podrobena bunééné smrti nebo se miize stat butikou nadorovou.



Vlivem oxidativniho stresu vznikaji jednofetézcové zlomy. V mensi mife muize
dochdzet i ke zlomiim dvoufetézcovym, které mohou mit na osud builky mnohem vazné&;jsi
dopad. Typickym zdrojem vzniku dvoufetézcovych zlomu je ionizujici zafeni a také
pusobeni nékterych chemickych latek, vedoucich ke vzniku volnych radikala.
Dvoufetézcové zlomy mohou také vznikat replikaci poSkozené DNA a také po rozpadu
replika¢ni vidlicky (Heyer et al. 2006). Casto se vyskytuji v terminalni ¢asti chromosomt na
telomerach (Khanna a Jackson 2001). Existuji dva odlisné a vzijemné se dopliujici
mechanismy pro opravu dvoufetézcovych zlomi v DNA, a to homologni rekombinace (HR
— homologous recombination) a nehomologni spojovani (NHEJ — non-homologous end-
joining) (Haber 2000). U NHEJ dochazi k pfimému spojeni konct dvoutetézcovych zlomd.
Toto spojeni obstara ligaza, kterd ti€¢inkuje bez ohledu na to, zda doslo k né¢jakému poskozeni
¢i ztrat¢ DNA (Tan et al. 2003). Rozpoznani mista zlomu zaji$tuji proteinové komplexy
KU70 a KU80 (Buck et al. 2006; Ahnesorg et al. 2006). Homologni rekombinace je velmi
Casta u savcd, vyskytuje se také v souvislosti s V(D)J rekombinaci (Dai 2003), uplatiiuje se
V meioze pii crossing-overu, pii mitotické rekombinaci, opravuje rozpadlé ¢i zablokované
replikacni vidlicky a také se uplatituje pii jiz zminénych reparacich dvoutetézcovych zlomii,
kdy dle homologni sekvence dochazi k syntéze a opravé poSkozené DNA (Heyer et al.
2006).

Vyznamny vliv volnych kyslikovych radikall je pozorovan na koncovych ¢astech

chromosomii, oznacovanych jako telomery (von Zglinicki 2002).

1.3. Telomery

Telomery (telos — koncovy, meros — ¢ast) jsou konce eukaryotickych linearnich
chromosomil, které jsou tvofeny specifickou sekvenci DNA a specifickymi proteiny.
Telomery maji nezaménitelnou ulohu v mnoha dualezitych bunécnych procesech.
Telomerickymi strukturami jsou konce chromosomu chranény pied vzdjemnymi
chromosomalnimi faizemi (McClintock 1942) a degradaci ptisobenim DNaz. Telomery
kompenzuji zkracovani chromosomil, které vznikd z neschopnosti DNA polymerazy
kopirovat chromosom az do jeho konce (Watson 1972) a jsou dilezité pro prostorovou
organizaci chromosomi uvnitf jadra (Greider 1996). Telomery a zmény v jejich biologii
souvisi s procesy, které vedou ke karcinogenezi, vzniku lidskych nemocnéni a starnuti

organismu (Harley et al. 1990, Artandi a DePinho 2000).



1.3.1. Telomerickéa sekvence

Telomericka DNA, jeZz se vyskytuje v eukaryotnich chromosomech, je nejcastéji
sloZena z tandemovych repetic a sama o sobé je nekddujici sekvenci. Tandemova repetice
5°-T1.4A0-1G18-3" se opakuje u dnes jiz probadanych eukaryotnich organismu s odchylkami
Vv usporadani cytosinu ¢i guaninu (Snustad a Simmons 2009). Tyto sekvence jsou velmi
konzervativni a vyskytuji se vzdy u protilehlych fetézcti DNA, a to s 3’bohatym koncem na
G baze a 5'koncem bohatym na C baze. Telomerickd DNA tvoii kratké G-bohaté repetice
s 5'- 3'ptesahujicim fetézcem (Makarov et al. 1997), tvoticim G:G pary nebo G-kvartery,
charakteristické pro velké skupiny organismt (Williamson et al. 1989).

Telomery obratlovcl jsou tvofeny hexamerickou opakujici se sekvenci (TTAGGG),
(Meyne et al. 1989); stejna sekvence se rovnéZ nachazi u krouzkovcu (Anellida) (Vitturi et
al. 2000) a mekkysu (Mollusca) (Guo a Allen 1997). U vétsiny vyssich rostlin jsou telomery
tvofeny heptamerickou sekvenci (TTTAGGG), (Fajkus et al. 2005), dale napiiklad
tandemova repetice (TTAGGC), u Caenorhabditis a Ascaris (Miller et al. 1991). U hmyzu
je telomera nejcastéji tvofena pentamerickou sekvenci (TTAGG),, (Sahara et al. 1999). Od
vetSiny organismit odlisny typ telomer se nachazi u drozofily, kde se namisto kratkych
opakovanych sekvenci vyskytuji retrotransposibilni elementy neboli retrotransposony
(Capkova Frydrychova et al. 2008). Ackoliv je drozofila nejznaméjsim piikladem
,»odlisnych* telomer, dalSi ,,odliSné” typy jsou nalézany napi. u pakomara rodu Chironomus
nebo komara Anopheles gambiae, s telomerami tvofenymi dlouhymi satelitnimi sekvencemi
(Saiga a Edstrom 1985).

1.3.2. Telomera areplikace DNA

V souvislosti s replikaci chromosomalnich konct James Watson v roce 1972 napsal:
»Zatimco syntéza ve sméru 5'- 3" by méla probihat hladce od zacatku az do konce svého
templatu, u opacného vlakna zadny jednoduchy zptisob k dosazeni 3 'konce nevidim.*

Replikace konci DNA, tj. konci chromosomd, je vskutku problém, vychazejici z
neschopnosti DNA polymerazy plné syntetizovat tyto casti. DNA polymeraza muze
syntetizovat DNA pouze ve sméru 5'- 3" a pro iniciaci syntézy vyzaduje pritomnost kratké
sekvence RNA, tzv. RNA primerd, které pfisedaji k templatovému fetézci a od kterych
zatina syntéza DNA. RNA primery, které tedy slouzi jako misto startu pro syntézu DNA,
jsou nasledné degradovany, ale pozice v nové vzniklém fetézci, kterd je po jejich degradaci

uvolnéna, nemize byt jiz dodateéné dosyntetizovana. Volny G-konec po odpojeni RNA-



primeru nemuze poskytnout volnou 3°-OH skupinu pro polymeraci deoxyribonukleotida
(Snustad a Simmons 2009). Timto jsou koncové useky chromosomti zkracovany. Existence
mechanismd, které by kompenzovaly tyto koncové ztraty, byly predpovézeny Olovnikovem
(Olovnikov 1973) a poprveé popsany v roce 1985 Carol Greider a Elizabeth Blackburn, ktefi

pfisli s objevem enzymu telomerazy.

1.3.3. Telomeraza
Poprve byla telomerdza identifikovana u nalevnika Tetrahymena thermophila (Greider a
Blackburn 1985). Nicméné postupem ¢asu byla jeji ¢innost prokazana u vétSiny

eukaryotnich  organismii  (Nugent a

Telomerase RNA

Lundblad 1998). Telomeraza je velky

komplex, slozeny zRNA a bilkovin,

CCCCAACCCCAACCC &'
\

A : pracujici jako reverzni transkriptaza podle
GGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGG T TGGGG 3

svého RNA templatu, ktery obsahuje

F\H;E'O"Ga‘m" sekvenci komplementarni k telomerické
sekvenci (Greider a Blackburn 1989).

CCCCAACCCCAACCC \5' X

GGGGTTGGGGTTGEGGTTCEGE Molekulova hmotnost tohoto enzymu

v lidskych buiikdch je pfiblizné¢ 500 kDa.
JL Translocation . .
\/ Sklada se ze dvou podjednotek. Prvni

o'

CCCCAACCCCAACCC &'

podjednotkou je TERT (TElomerase

Reverse Transcriptase), ktera  je
JL Elongation zodpovédna za reverzni transkripci a byla

\ 7 - =g 7 -
o' poprvée identifikovana u  kvasinek.

CCCCAACCCCAACCC 5' A
GGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTIGGGGTIGGGGTTG 3
e

Struktura podjednotky TERT sestava ze tii

(b
hlavnich ¢asti: prvni je N-terminalni

Obr. 3: Jednoduché schéma procesu elongace telomer
za pomoci telomerdzy (Greider and Blackburn 1989).

prodlouzeni, obsahujici RNA vazebné
domény, druhou je centralni katalytickd RT doména a tieti je kratka C-terminalni extenze
(Autexier 1994). Druha podjednotka, ktera nese templatovou molekulu RNA se oznacuje TR
(Telomerase RNA) (Blasco et al. 1997). Na svém 5’konci nese sekvenci templatu a 3"konec
je tvoren specifickou oblasti H/ACA boxu (Smith a Steitz 1997). Podjednotka TR je ve sve
délce zna¢n¢ proménliva. Napiiklad u prvoka Tetrahymena je dlouha 150 nukleotida
(Greider a Blackburn 1989) a u hub vice nez 1300 nukleotidii (Chen a Graider 2004).

Telomeraza dosedd na konec chromosomu, ke kterému dopliiuje termindlni useky
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syntetizované podle templatové molekuly RNA. Sekvence komplementdrniho fetézce je
dosyntetizovana za pomoci DNA polymerazy. In vitro u Euplotes aediculatus bylo zjisténo,
7e aktivita telomerazy se sestava ze Cétyf krokt (Hammond a Cech 1998). Nejprve se
telomeraza vaZze na 3’konec substratové DNA, a to za pomoci podjednotky TR a dalSich
specifickych proteind. Nésledné dojde k samotnému procesu piidavani deoxyribonukleotida
a k prepsani celé telomerické sekvence (Obr. 3). Po pfepsani dojde k odpojeni telomerazy a
jejimu presunu na jiné misto DNA, kde pokracuje v dal§im ptepisovani nebo k jejimu
odpojeni a dokonceni procesu (Wyatt et al. 2010). Pivodnim piedpokladem bylo, Ze
telomeraza je aktivni pouze u telomer, které jsou tvoreny kratkou opakujici se sekvenci,
avsak diky in vitro experimentim na Tetrahymena bylo prokazano, ze telomeraza umoziuje
prodluzovani take netelomerickych sekvenci (Wang a Blackburn 1997). U riznych
organismu se telomeraza lisi také svymi vlastnostmi a presnosti syntézy. Naptiklad u hub ¢i
kvasinek telomeraza vyrabi DNA in vitro vice méné o jedné repetici, kdeZzto telomeraza
¢lovéka je schopna ptidavat az stovky nukleotid (Morin 1989; Greider 1991; Prowse a
Greider 1995). Detailni ¢innost telomerazy byla prostudovana také v lidskych buiikach (Shay
a Bacchetti 1997).

Telomeraza je obvykle aktivni v délicich se zarode¢nych bunkach, nejvyssi aktivita
byla zaznamenana béhem embryonalniho vyvoje. U vétSiny somatickych bunck dospélého
¢loveéka je hladina telomerazy nulova ¢i jen velmi nizkéd. Vyjimkou jsou proliferacné aktivni
bunky, jako lymfocyty, epitelidlni buiiky nebo buniky kmenové (Shay a Bacchetti 1997,
Yasumoto et al. 1996). VWysoka telomerazova aktivita je rovnéz zjistovana u nadorovych
bunék (Harley a Villeponteau 1995). Samotna aktivita telomerazy je ovlivnéna mnoha
faktory. Dochazi k interakcim telomerazy s telomerami a dal§imi proteiny. Cinnost
telomerazy je napf. ovliviiovana pfitomnosti G-kvadruplex na volném G-pfesahu. Diky
témto kvadruplextim, dochézi ke snizeni aktivity telomerazy, nebot’ zamezuji jejimu ptistupu

k telomeram (Collins 2006).

1.3.4. Telomericka smycka a telomericka Cepicka

U obratlovci bylo prokézano, ze telomerickd DNA je sbalena do nukleosomu a
zakonena tzv. t-smyckou. Jiz zminény piesahujici konec bohaty na G baze je v této
struktufe pretoCen a vnika do dvoufetézcové oblasti zpét a vytvoii tzv. ocko neboli D-loop.
Dulezité pro stabilitu této t-smycky jsou u savct proteiny shelterinového komplexu, ktery se
sestava z Sesti proteinovych podjednotek (TRF1, TRF2, TIN2, TPP1, POT1 a Rapl) (Griffith



et al. 1999), které spolu s dalSimi proteiny vytvaii tzv. telomerickou Cepicku. U savcl a
pravdépodobné i dalSich organismi, jejichz telomery jsou tvofeny kratkymi repeticemi, je
formace telomerické Cepicky striktné zavisla na ptitomnosti telomerické sekvence a
dostatecné délce telomery. Telomericka cepicka mimo jiné slouzi pro rozpoznani
ptirozenych chromosomalnich koncti od chromosomalnich zlomu. V piipad¢, ze je formace
telomerické cepicky poruSena, at uz z divodu defektu nékterého z proteini nebo
nedostatecné telomerické délky, dochazi k aktivizaci bunécnych repara¢nich mechanismii,
jejichz ¢innosti dochazi k chromosomalnim flzim, eventuelné k apoptéze (Mason et al.,
2007; Capkova Frydrychova et al. 2008).

U organismu jako jsou kvasinky a prvoci, obsahujici v telomerové oblasti taktéz
kratké opakované sekvence, je tato telomerickh DNA sbalena do tzv. telosomd,
nenukleosomalnich struktur (Wright et al. 1992).

1.3.5. Neobvyklételomery

Vedle vySe popsaného telomerdzového systému pro udrzovani délky telomer existuji
i odlisné mechanismy. Jsou to tzv. alternativni zptsoby prodluzovani telomer, Které jsou
aktivni u organismu, u kterych je hlavnim kompenza¢nim mechanismem ¢innost telomerazy,
jako napft. u ¢loveéka rekombinace v 5 — 20% nadorovych bunék (Henson et al. 2002). Jsou to
ale taktéz mechanismy, které zajiStuji kompenzaci telomerickych ztrat u organismu
postradajicich telomerazu, jejichz telomery nejsou tvoreny kratkymi repeticemi. Piikladem
téchto organismu jsou zastupci dvoukiidlych (Gilson a Géli 2007).

Napiiklad u Ch. pallidivittatus byly nalezeny telomery s opakujicimi se repeticemi o
340 bp (Saiga a Edstrom 1985). Tyto dlouhé repetetivni sekvence jsou pravdépodobné
prodluzovany mechanismem genove konverze (Rovira et al. 1993; Lopez et al. 1996).
Obdobny mechanismus byl popsan u koméara A. gambie (Pluta a Zakian 1989; Wang a
Zakian 1990), taktéZ u cibule Allium cepa (Pich a Schubert 1998).

1.4. Retrotransposony

Nejvyznamngj§im piikladem alternativni skladby telomer a typu kompenzacniho
mechanismu je drozofila. Telomery drozofily jsou tvofeny tzv. non-LTR retroposony (non-
long-terminal-repeat retrotransposable elements) HeT-A, TART (Mason a Biessmann 1995;
Biessmann et al. 1992) a TAHRE (Abad et al. 2004), které jsou v telomefe v nahodném
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usporadani (Obr. 4). Lokalizace téchto transposont je specifickd pro chromosomové konce a
tudiz jsou oznaCovany jako telomerické retroelementy. Telomerické elementy byly popsany
u D. melanogaster, avsak pozdé&ji byly nalezeny u dalSich druhd napi. u D. virilis, coz
ukazuje, Ze tento mechanismus se zachoval z doby pied 40 — 60 milionu lety, tj. doby pied
speciaci danych druhti (Russo et al. 1995). Elementy se Vtelomefe vyskytuji
v mnohonésobnych kopiich (Kaminker et al. 2002), nicméné vétsina z téchto kopii je,
vzhledem k nekompletni replikaci, zkracend na svém 5’ konci a tedy nefunk¢ni. Oblast,
zahrnujici tyto tii retrotransposony, byla zkracené nazvana HTT. HTT oblast m& znacné
variabilni délku, a to od 26 do 147 kb.

VSechny tii telomerické retroelementy obsahuji neobvykle dlouhé 3' nepiekladané
oblasti (UTRs). HeT-A element ma vice nez 2,5 kb nekodujicich sekvenci (Danilevskaya et
al. 1997), v jeho struktuie se nenachdzi ORF 2 (Open reading frame), takze reverzni
transkriptaza, ktera je napt. u TART v ORF2, je ziskavana zatim neznamym zptusobem (Abad
et al. 2004). Dlouhy 3 neptekladany region v ptipadé HeT-A elementu obsahuje nedokonalé
repetice (Abad et al. 2004) a promotorovou sekvenci, ktera zajist'uje transkripci sousedniho
elementu, leziciho v 3" sméru (Obr. 4). HET-A je n¢kolikanasobné hojnéjsi nez TART. TART
obsahuje dva c¢teci ramce ORF1 a ORF2 (také nazyvany gag a pol, protoze jejich sekvence
jsou podobné retrovirovym gag a pol genim). V ORF2 je obsazena endonukleazova a RT
doména (Obr. 4). Sekvence téchto telomerickych prvkt byly nalezeny také v centrickém
heterochromatinu, pravdépodobné jako poziistatek chromosomalnich fazi (Traverse a Pardue
1989; Danilevskaya et al. 1993). TAHRE, stejné jako TART, koduje reverzni transkriptazu,
gag a pol proteiny. TAHRE sdili sekven¢ni podobnost s HET-A (ORF1, 5’UTR, 3'UTR)
(Obr. 4), stejné jako vzor transkripce, coz vede k hypotéze, ze TAHRE je zdroj RT
enzymatické aktivity pro HeT-A transpozici (Abad et al. 2004). Segmenty elementd jsou

extrémné bohaté na adeninové sekvence (Rashkova et al. 2002).

HeT-A
6078 nt

[ 5" | LT AAA

TART
10654 — 13424 nt |_>

E Gag ORF1 | RTORF2 1 1 bann

TAHRE
10446 nt |—>
= Gag ORF1 I 1 bann

Obr. 4. Strukturalni usporadani telomerickych non-LTR retrotransposont u D. melanogaster.
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Kompenace telomerické délky u drozofily je prostiednictvim transpozice
telomerickych elementd cilené specificky ke konciim chromosomu. Cely proces elongace
telomer zahrnuje nékolik krokti. Prvnim krokem je transkripce telomerickych elementi.
Vzniklé transkripty jsou transportovany ven z jadra do cytoplasmy, poté dochazi k jejich
translaci na ribozomech a tvorbé proteini. Dojde k navazani proteint Gag na transkripty
retroelementtl a tyto nukleoproteinové komplexy jsou transportovany zpét do jadra, kde se
pomoci svého 3' oligoA konce navazuji na chromosomalni konec, na kterém dochazi k jejich
piepisu do DNA pomoci reverzni transkriptazy. V poslednim kroku se na koncich vytvoii
telomericka cepicka, tedy komplex specifickych proteind, zajistujici ochranu telomery
(Biessmann a Mason 2003). Cileni elementi ke koncim chromosomu je nezavislé na
sekvenci daného chromosomalniho konce (Traverse a Pardue 1988; Biessmann et al. 1990;
Biessmann et al. 1992).

Na rozdil od napft. obratlovct, kde ztrata telomery vede k letalité bunky, u drozofily
bunika po ztraté telomer vykazuje zivotaschopnost i po mnoho generaci. Chromosomy,
kterym chybi HTT oblast byly nalezeny jak v laboratornich kmenech, tak 1 v pfirodnich
populacich (Mechler et al. 1985; Mason et al. 2004). Zachovani Zivotaschopnosti v piipadé
telomerickych deficienci je u drozofily umoznéno sekvenéné nezavislou formaci telomerické
Cepicky, tj. jeji schopnosti se vytvaret na jakémkoliv chromosomalnim konci, tzn. i

netelomerickém (Capkova Frydrychova et al. 2008).

1.5. Zkracovani telomer vlivem oxidativniho stresu

Po ztraté¢ ¢i vyznamném zkraceni telomerické oblasti chromosomu je u vétSiny
organismu spustén signal pro bunéénou senescenci nebo bunéénou smrt. Pfedpoklada se, ze
zkracovani telomer je nejenze neodbytnou soucasti procesu starnuti, ale Ze vyznamné ztraty
telomerické sekvence v somatickych bunikach dospélého ¢lovéka vyraznym zpisobem
starnuti urychluji (Salk 1982; Zglinicki et al. 2002). Vedle telomerickych ztrat nekompletni
replikaci jsou telomery zkracovdny pusobenim oxidativniho stresu a dokonce se
ptedpoklada, Ze v porovnani s nekompletni replikaci ma ptisobeni oxidativniho stresu na
telomerickou délku mnohem vyraznéjsi vliv.

V porovnani s ostatnimi ¢astmi chromosomti jsou telomery k oxidativnimu poskozeni
mnohem nachylnéjsi. Je to dano ptredev§im bohatym zastoupenim guaninu, ktery je pro
vznik oxidativnich modifikaci obzvlast citlivy, zejména ke vzniku 8-0x0-deoxyguanosinu a

takeé snizenou aktivitou DNA reparaénich procesu v telomerdch. Rovnéz dochazi ke vzniku
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jednotetézcovych zlomi, vznikajici bud pfimo, nebo jako mezikrok pii opravé
modifikovanych bazi. Pfitomnost jednofetézcovych zloml mize byt divodem pro odpadnuti
koncové Casti telomery pii tvorbé replikacni vidlicky, kdy dvoutetézec DNA disociuje na
jednofetézcové useky, a tim dochazi k vyraznému zkraceni telomery. Na rozdil od zbytku
genomové DNA dochézi v té telomerické k nedostatecnému opravovani poskozené DNA. To
bylo napiiklad pozorovano v brzliku telete pii reakci H,O, s Cu** (Oikawa a Kawanishi
1999), kdy byla prokazana zvysend Cetnost zlomu a jejich pomalé ¢i neuplné opravy ve
srovnani s minisatelity. V porovnani s netelomerickymi oblastmi, poSkozena telomericka
DNA je opravovana daleko méné efektivnéji. Dlvodem je nizkad aktivita reparacnich
mechanismi v telomerach, pravdépodobné diky piitomnosti telomerického proteinu TRF2
(telomeric repeat binding protein), ktery blokuje piistup reparac¢nich enzymu k defektni DNA
(Richter et al. 2007; Beyne-Rauzy et al. 2004). Existuje piedpoklad, Ze pusobeni

oxidativniho stresu ovlivituje rovnéz i aktivitu telomerazy (Epel et al. 2004).

1.6. Propojeni oxidativniho stresu, telomer, psychického stresu a zdravotnich
aspekti.

Vazba mezi chronickym stresem a Spatnym zdravotnim stavem byla potvrzena
cetnymi studiemi (McEwen 1998; Segerstrom a Miller 2004). Akcelerace bunééného starnuti
pusobenim stresu zahrnuje zmény v telomerach a aktivité telomerazy. Zmény telomerické
délky mohou chorobny stav v organismu doprovazet ¢i, jak je pfedpokladano, dokonce jej
evokovat. Napf. u lidi s dyskeratosis congenita, vzacnym genetickym onemocnénim, které
snizuje schopnost syntetizovat dostatecné mnozstvi telomerdzy, dochéazi ke zkraceni telomer
a pred¢asnému Umrti z progresivniho selhani kostni dien¢ a diky néachylnosti k infekcim.
Vliv vnimaného psychosocialniho stresu na bunétné prostiedi byl prokazan jako zvysené
oxidativni poSkozeni v leukocytech (Irie et al. 2001). Je tedy pifedpokladano, ze chronicky
psychicky stres pfispiva ke zkracovani telomer, sniZzuje funkci telomerazy a vede k
oxidativnimu stresu, ktery prispiva velkou mérou ke vzniku riznych onemocnéni.

Vzhledem k prokazanému vztahu mezi stresovymi hormony a oxida¢nim stresem na
bunécné trovni se predpoklada, ze stres vede k oxidacnimu stresu prostfednictvim chronické
aktivace autonomni a neuroendokrinni reakce. Napf. glukokortikoidy, primarni adrenalni
hormony vylu¢ované pii stresu, zvySuji oxidativni stres z ¢asti tim, ze zvySuji hladiny
glutamatu a vapniku a sniZujici antioxida¢ni enzymy (Mclntosh a Sapolsky 1996).

Zkracovani telomer tedy miize byt zpusobeno psychickym stresem, ktery bezpochyby
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souvisi se Spatnym zivotnim stylem a nedostatkem pohybu. Dle rGznych studii byl prokazan
pozitivni vliv pravidelné pohybové aktivity na délku telomer (Cherkas et al. 2008). Ackoliv
vSechny tyto faktory ovliviiuji délku telomer a vznik oxidativniho stresu, délka telomer je

takeé do zna¢né miry dana genetickou predispozici (von Zglinicki et al. 2000).

1.7. Oxidativni stresindukovany parakvatem

Parakvat-dichlorid (1,1'-dimethyl-4,4'-bipyridin-1,1'-diium-dichlorid, CgH13NsO) je
neselektivni herbicid, uréeny pro hubeni plevele, ptisobi rychle (nékolik minut po nastiiku) a
kontaktné¢ a je absorbovan hlavné¢ pomoci listi. Nici rostlinné tkané, naruSuje proces
fotosyntézy a dochézi k protrhavani bunéénych membran, z nich poté dochazi k uniku vody
a listi, rostlina rychle vadne (Dinis-Olivera et al. 2006). Je také pouZivan jako desikant a
defoliant nebo jako vodni herbicid (Ecobichon 1991). Jako herbicid je parakvat na trhu, v
rukou spolecnosti Syngenta, jiz od 60-tych let minulého stoleti. I pies jeho vysokou toxicitu
je dodnes pouZivan u vice nez sta plodin, a to ptiblizn¢ ve stovce zemi (Paraquat Information
Centre 2010a). V tadé nckterych statd, zejména EU, je vSak pouZivani parakvatu
v poslednich letech pro zemédélské tcely zakazano. Parakvat je genotoxicky, potencialné
karcinogenni a teratogenni (Wesseling et al. 2001).

K chronickym poSkozenim pusobenim parakvatu patii zejména mitochondrialni
poskozeni prostiednictvim tvorby volnych radikal. Pisobenim parakvatu dochazi ke snizeni
po¢tu Cervenych krvinek, bilych krvinek, hemoglobinu, nartstu polymorfonuklearnich
leukocytti, zméné poméru jaternich enzymd, zvySeni drasliku a glukozy, ubytku hmotnosti
fady organti jako mozek, srdce, jatra, vajecniky, stitna zlaza, ledviny, mo¢ovy méchyt (EPA,
internetovy zdroj). IPCS (internetovy zdroj) rovnéz uvadi zvySeni kortikosteroidi v krevni
plazmé. V laboratornich pokusech na jaternich bunkach potkant, bylo prokazano, Zze
parakvat inhibuje G¢inky inzulinu (Kimura et al. 2007). Dale bylo prokdzano, Ze parakvat
inhibuje inzulin-dependentni glukdzu, prostfednictvim oxidativniho stresu (Shibata et al.
2010). Soucasti diskuse o negativnich ucincich parakvatu je také jeho neurotoxicita. Dle
dostupnych epidemiologickych studii existuje souvislost mezi Parkinsnovou chorobou a
expozici parakvatu (Seidler et al. 1996). Pii dlouhodobém ptisobeni ma parakvat také ucinky
na imunitni systém, u n¢hoz dochazi k poklesu makrofagnich bunék ¢i k potlaéeni T
lymfocyti (Caroleo et al. 1996).

Jako biomarkery pro intoxikaci parakvatem mohou byt pouZity zmény v jednotlivych

slozkach antioxida¢niho systému, jako jsou glutation reduktéaza, glukoza-6-fosfat
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dehydrogenaza, glutation-S-transferaza, glutation peroxidaza, katalaza a superoxid
dismutéza (Ray et al. 2007).
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2. Cileprace

Hlavnim cilem mé bakalaiské prace je studium vlivu oxidativniho stresu na délku telomer u
polytennich chromosomu drozofily a aktivitu telomerickych kompenza¢nich mechanismi.
Dil¢i cile zahrnuji: (1) optimalizaci ptisobeni parakvatu pro indukci oxidativniho stresu, (2)
sledovani zmén ve struktufe chromosomu a délky telomer, (3) sledovani transkripce

elementu HeT-A jako markeru aktivity telomerického kompenza¢niho mechanismu.

16



3. Material a metody

3.1. PouZity kmen drozofily

Pro pokusy byly pouzity larvy 3. instaru D. melanogaster kmene Oregon R, chované
Vv laboratornich podminkach pfi pokojové teploté na standardnim kukufi¢no-melasovém
médiu (163 g kukuti¢ného Srotu, 16g agaru, 33g susenych kvasnic, 200ml melasy, 2,61 vody)
s desinfekénim roztokem (12g kyseliny benzoové, 2,59 kyseliny sorbove, 240 ml

denaturovaného etylalkoholu).

3.2. Indukce oxidativniho stresu

Oxidativni stres byl indukovan podavanim parakvatu (Sigma — Aldrich, 36541). Pro
optimalni indukci oxidativniho stresu byla testovana koncentrace parakvatu v rozmezi od
2,5mM do 50mM. Parakvat byl pfidavan do 0,7g instantniho Zivného media (Formula 4-24,
Carolina Biological Supply Company) rozpusténého ve 2ml vody v Petriho miskach.
Obdobnym zpiisobem byly ptipraveny kontrolni vzorky, tzn. vzorky bez ptidavku parakvatu.

Na pfipraveném médiu byly larvy inkubovany po dobu 12 — 14 hodin.

3.3. Priprava preparatia polytennich chromosomi ze slinnych Zlaz

Preparaty byly provedeny klasickou roztlakovou metodou. Tzn., larva byla ptenesena
do 45% kyseliny octové, zde byly vypitvany slinné zlazy a pieneseny na 2-3 min do kapky
roztoku kyseliny mlécné, vody a ledové kyseliny octové v poméru 1:2:3 na podloZznim
mikroskopickém skle. Tkan byla piikryta krycim sklem a rovnomérnym tlakem palce
roztlacena. Preparaty byly vyuzity pro fluorescencni in Situ hybridizaci, pfipadné barveny

orceinem a vyhodnocovany ve svételném mikroskopu.

3.4. Fluorescenéni in situ hybridizace (FISH)

FISH byla provedena dle Sahara et al. (1999) s vyuZitim sondy specifické k sekvenci
elementu HeT-A a znacené biotinem. Na kazdy preparat bylo pouzito 10 ng sondy s 3ng
DNA lososich spermii. Smés byla precipitovana klasickym zpusobem pomoci 3M octanu
sodneho a 100% etanolu, a to po dobu jedné hodiny v -80°C a poté centrifugovana pii 4°C
pii 13000 rpm. Ziskany pelet DNA byl rozpustén v 10ul hybridiza¢ni smési (50% formamid
(Sigma, kat. c¢islo F7508), 10% dextran sulfat, 20x SSC, 1% Tween 20). Proba byla
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denaturovana pii 95°C po dobu 5 min a poté rychle pienesena na led, a to nejméné na 3
minuty. Chromosomalni preparaty byly nejprve zchlazeny vloZzenim do tekutého dusiku a
ihned poté byla z preparatti za pomoci ziletky odstranéna kryci sklicka a preparaty byly
neprodlené¢ odvodnény vloZzenim do alkoholové fady (po 30-ti sekundach, 70%, 80%, 96%
EtOH). Po vyschnuti byla skla ptenesena do Coplinovy naddobky s 2x SSC, 1% Tween 20,
pH7 (2xSSCT) a to na 20 min za mirného tfepani pii 37°C. Poté byla skla denaturovana v
70% formamidu v 2x SSCT pii 75°C, za mirného tfepani po dobu 10min.
Rychlym okapénim a osuSenim hran byl preparat zbaven piebytecné¢ho roztoku a nasledné
bylo aplikovano 10ul ptipravené sondy v hybridizaéni smési. Preparat byl piikryt krycim
sklem (24x32 mm), jehoz okraje byly utésnény pomoci Rubber cementu (Fixo gum, Marabu
GmbH & Co.) Takto ptipravené preparaty byly vlozeny do vlhké komitrky a hybridizovany
20-24 hodin pti 37°C. Preparaty byly promyty v 50% formamidu/2x SSC pti 45°C, ato 4x 5
minut za mirného tfepani. Dalsi promyti bylo 4x 2minuty ve 2x SSCT pufru pii 37°C a 5
minut v promyvacim pufru 4x SSCT pii pokojové teploté. Po promyti byla reakce
blokovana pomoci 250 ul 2,5% BSA (Sigma, kat. ¢islo A9418) ve 4x SSC po dobu 10-ti
minut. Nasledné byly preparaty inkubovany 45-60 minut pii pokojové teploté se 100ul
roztoku streptavidinu konjugovaného s fluorochromem cyanomycinem 3 (Cy3; Jackson
Research Laboratories, kat. ¢islo 016-160-084) v 2,5% BSA (1:1000). Poté byly preparaty
promyvany, a to 3x Smin ve 4x SSCT pii 37°C. Preparaty byly nasledné opét blokovany ve
2,5% BSA v 4x SSC po dobu 10 min a poté inkubovany 60 min pii 37°C s 50ul roztoku
biotinylovaného anti-streptavidinu (Vector, kat. ¢islo BA-0500) v2,5% BSA (1:25).
Preparaty byly promyty 3x5min ve 4xSSCT za mirného tfepani pii 37°C a po op&tovném
blokovani v 2,5% BSA inkubovany s antistreptavidinem konjugovanym s Cy3, v tomto
piipadé po dobu 30-ti minut. Finalni promyvani bylo také provedeno v pufru 4xSSCT,
3x5min pii 37°C. Chromosomy byly barveny pomoci DAPI o finalni koncentraci 3ng/ul,
(Sigma-Aldrich) v 60ul roztoku Antifade/preparat. Zasobni roztok Antifade je o sloZeni 0,23
g DABCO (Sigma), 800 ul vody, 200 pul 1M Tris-HCI pH8, 9ml glycerolu. Preparéat byl
prikryt krycim sklem (24x32 mm), jehoz okraje byly piekryty lakem na nehty.

Preparaty byly pozorovany pod fluorescencnim mikroskopem Zeiss Axioplan 2 a
nasnimany digitalni, ¢ernobilou CCD kamerou F-View. Snimky byly zpracovany v programu
AnalySIS Software. Vyhodnoceni, sestavovani a Giprava obrazkl probihala pomoci programu

Adobe Photoshop CS4.
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3.5. lzolacetotalni RNA

Na izolaci RNA bylo pouZito 30 larev 3. instaru D. melanogaster inkubovanych na
pokusném médiu. Pro izolaci byl pouzit kit NucleoSpin RNA Il (MACHEREY-NAGEL
GmbH & Co. KG, kat. ¢islo 740955.50). Pfi izolaci bylo postupovano dle navodu

poskytnutym vyrobcem. Koncentrace ziskané RNA byla stanovovana spektrofotometricky.

3.6. Syntéza cDNA SMARTScribe TM rever zni transkriptazou

Pro syntézu cDNA byl pouzit kit (Super Script 1 First-Strand, Invitrogen, kat. ¢islo
18080-051). Na jednu reakci bylo pouzito 0,2 — 2ug totalni RNA. Reakce byla provadéna
50,2 ng oligo dT, ul reverzni transkriptdzy SmartScribe RT (100 jednotek/ul) v celkovém
objemu 10 ul, pii 42°C, 90 minut. Reakce byla zakon¢ena zahiatim na 70°C po dobu 15-ti

minut.

3.7. 1zolace genomové DNA (gDNA)
Pro izolaci gDNA bylo vyuZito 20 larev 3. instaru a byl pouzit kit PureLink Genomic
DNA Kits (Invitrogen, kat. ¢islo K1820-01). Pii izolaci bylo postupovano dle navodu

poskytnutym vyrobcem. Koncentrace ziskané DNA byla stanovovana spektrofotometricky.

3.8. Real-timePCR

Kvantitativni real-time PCR byla vyuZita pro vyhodnocovani hladiny transkripce
genu pro kataldzu a telomerickeho elementu HeT-A, stejné tak jako pocet kopii elementu
Het-A v genomu. Jako referen¢ni kontrola byl pouzit gen pro ribozomalni protein RpL 32.
Primery byly navrzeny ke kodujicim sekvencim danych gent. Sekvence primera byly pro
katalazu byly 5’-AAGCAAAATGGCTGGACGCG-3* a 5'-CAGGATAGGTCCTCGCGGA-
3¢, pro Rpl32 5'-GGACAGTATCTGATGCCCAAC-3* a 5- TCTCGCCGCAGTAAACGC-
3%, pro HeT-A5*-ATTGTCTTCTCCTCCGTCCACC-3“ a
5*-TTCTCTATGCTATTGTCGCTGTGC-3". Pro real-time PCR byl vyuZit Syber Premix EX
Taq Il (Takara, ka. ¢islo RRO81A) a reakce byla provadéna na BioRad CFX96 Real-time
System. Profil reakci byl nasledujici: 3min, 95°C - (95 C, 30s- 58'C, 30s -72'C, 205)sox.
Reakce byly provadény v 25ul objemu, a to vzdy v duplikdtech. Finélni koncentrace

ptislusnych primert byla 0,2 pmol/pl. Ze ziskanych ct hodnot byly vysledné poméry
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o&itany dle vztahu R=Effres ¢ | Effiarger & 9%, kde Eff je Gi¢innost reakce, ct je ziskana ct
p y 9 J J

hodnota, Ref je referen¢ni gen, target je cilovy gen. Uinnost byla kalkulovana dle
standardni kiivky. Reakce byly provadény nejméné dvakrat, a to vzdy s nové piipravenymi

vzorky.
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4. Vysedky

4.1. Indukceoxidativniho stresu

Prvnim cilem mého vyzkumu bylo ur¢eni vhodné davky parakvatu pro indukci
oxidativniho stresu. Larvy 3. instaru byly ponechany pfi pokojové teploté po dobu 12 — 14
hodin v instantnim Zivném mediu s pifidavkem parakvatu o koncentracich 25mM, 15mM a
5mM. Pro kazdy vzorek bylo pouzito 50 larev a byla vyhodnocovana amrtnost a schopnost
zakukleni. V kontrolnich vzorcich bez parakvatu byla Gmrtnost nulovd, ptfi¢emz 60 %
jedincti bylo zakuklenych. Umrtnost pfi podani 25mM parakvatu byla 30%, u piezivsich
jedinct bylo zaznamenano 50% zakuklenych, umrtnost u vzorku s 15mM parakvatem
byla 25%, z prezivsich 30% zakuklenych a u pusobeni SmM parakvatu byla zaznamenana

15% amrtnost, z piezivsich 35% zakuklenych (Obr. 5).
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Obr. 5. A. Pocet piezivsich a mrtvych larev po plisobeni 25mM, 15mM a 5mM parakvatu ve srovnani
S kontrolnim vzorkem bez piisobeni parakvatu. B. Pocet zakuklenych jedinct u pteziv§ich larev u kontroly a po

pulsobeni parakvatu v uvedenych koncentracich.

4.2. Vyhodnoceni katalazy jako markeru oxidativniho stresu

Jako marker oxidativniho stresu byla pouZita kataldza, resp. hladina jeji transkripce.
Pro vyhodnoceni vzorkl byla izolovana totalni RNA z larev 3. instaru, kterd byla piepsana
do cDNA reverzni transkriptdzou za pouziti oligo dT. Zajimavym zjiSténim byla koncentrace
izolované RNA, kterd u vzorku s 25mM parakvatem az osminasobné pievySovala
koncentrace RNA u dalsich vzorkd. Transkripéni hladina katalazy byla vyhodnocovana
oproti transkripci genu ribozomalniho proteinu Rpl32 jako interni kontroly s vyuzitim Real-
time PCR. V pifipadé 25mM parakvatu byl narist transkripéni hladiny katalazy vyrazné
vysSi oproti kontrolnimu vzorku (Obr. 6).
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Obr 6. Transkrip¢ni hladina katalazy po ptisobeni 25mM parakvatu na larvy 3. instaru.

4.3. Morfologie chromosomii po piisobeni oxidativniho stresu

Pro vyhodnoceni morfologie chromosomt byly pouzity polytenni chromosomy
slinnych zl4z na roztlakovych preparatech. Byly pouzity larvy po piisobeni 25mM, 15mM,
5mM parakvatu a negativni kontrola. Vzhledem ke kontrole byly u vzorkt s parakvatem
pozorovany zna¢né odliSnosti v chromosomalni struktufe, a to nejpatrnéji na preparatech s

nejvyssi koncentraci parakvatu (Obr. 7, 10).

Obr. 7. Polytenni chromosomy barvené lakto-aceto-orceinem. A. kontrolni vzorek bez piisobeni parakvatu. B.

chromosomy po puisobeni 25mM parakvatu.

Byla pozorovana fragmentace chromosomt a v nékolika pfipadech i pfitomnost
inverznich smycek. Detailni struktura chromosomil byla rovnéz poskozena, Casto nebylo
patrné ani typické prouzkovani chromosomu (Obr. 7, 10). Procentuelni zastoupeni jader
s chromozomalnimi fragmenty u vzorku s 25mM parakvatem bylo nad 40%, u kontroly
k fragmentaci dochéazelo zhruba v 15% ptipadu (Obr. 8). Podobny charakter chromosomalni
struktury jako u preparati po pusobeni 25mM parakvatu byl pozorovan u preparati
S pusobenim 15mM parakvatu. PoSkozeni chromosomt u vzorku s 5mM parakvatem bylo

celkové mirngjsi (Obr. 10). Celkové jsem vyhodnotila 480 polytennich jader a na zakladé
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své analyzy mohu jednozna¢n¢ tvrdit, ze ptsobeni parakvatu vede k vyznamému poskozeni

celkové morfologie chromosoml.
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Obr. 8. Procentuelni zastoupeni jader s chromosomalnimi fragmenty u negativni kontroly a chromosomii po

plsobeni parakvatu v uvedenych koncentracich.

Obr. 9. Charakter hybridiza¢nich signali. A. Telomericky signal tvofeny separovanymi body. B. Celistvy

telomericky signal. D, E. Pfitomnost asociovanych telomer.
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.

. 10. Obrazky polytennich chromosomi po provedeni metody FISH s telomerickou sondou k HeT-A

elementu, znaCenou biotinem (Cervend barva) a nasledné barveni DAPI (modrd barva). A. Polytenni
chromosomy bez piisobeni parakvatu. B. Polytenni chromosomy po pusobeni 15mM parakvatu. C. Polytenni

chromosomy po pusobeni SmM parakvatu. D. Polytenni chromosomy po pusobeni 25mM parakvatu.

4.4. Vyhodnoceni délky telomer pomoci FI SH

Pro vyhodnoceni telomerické délky byly pouzity larvy 3. instaru, a to opét po
pusobeni parakvatu o koncentracich 25mM, 15mM a 5mM a u kontrolniho vzorku bez
pusobeni parakvatu. Telomericka délka byla vyhodnocovana na preparatech polytennich
chromosomii hybridizovanych s nepfimo znacenou telomerickou sondou k retrotransposonu
HeT-A. Chromosomy byly barveny pomoci DAPI. Cilem bylo prozkoumani morfologie
chromosomil, pocet, velikost a intenzita hybridiza¢nich signali. Pomoci programu
AdobePhotoshop byla vyhodnocovéna intenzita a plocha signalli, jejich pocet v jadie a
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celkovy charakter. U kazdého vzorku bylo vyhodnoceno cca 100 jader. Pozorované signaly
byly dvojiho charakteru, jednak to byly celistvé signély a jednak signaly tvofené mnozZstvim
malych separovanych bodli. Rovnéz byly pozorovany asociace mezi telomerami riznych
chromosomii (Obr. 9). Je obecnym pravidlem, Ze ne vSechny chromosomalni konce nesou
HeT-A elementy a Ze pocet telomer v jadfe, pozitivnich na tyto elementy, mize byt
variabilni. Lze pfedpokladat, Ze pisobeni oxidativniho stresu muze tyto rozdily jeste vice
prohlubovat, a to jednak diky zkraceni ¢i ztraté telomer a jednak naopak vybuzenim
transpozice HeT-A elementu pfi stresovych podminkach. Proto jsem se v prvni fadé zaméiila
na vyhodnoceni poctu hybridizaénich signalt v jednotlivych jadrech (Obr. 11). Z vysledku je
patrné, Ze pisobenim parakvatu doslo ke zméné v celkové distribuci poctu jader o uritém
poctu signalt, coz je nejvyraznéji patrné v narustu jader s vice nez 6-ti signaly (Obr. 11).
Piedpokladame, Ze zvySeny pocet signal mohl byt pusobenim oxidativniho stresu
vyvolan indukci novych transpozic HeT-A elementu nebo i fragmentaci chromosomu a
naslednou formaci de novo telomer na koncich vzniklych fragmenti. Nicméné celkove
Spatna morfologie chromosomil po plisobeni parakvatu, pro kterou jsem nedokazala urcit,
zda se v danych ptipadech jednalo o pfirozeny telomericky konec ¢i konec chromosomalniho

zlomu, mi znemoziiovala platnost téchto hypotéz testovat.
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Obr. 11. Cestnost hybridizaénich signala v jednotlivych jadrech na zékladé provedené FISH s telomerickou

sondou k HeT-A elementu po puisobeni parakvatu v 5mM, 15mM, 25mM koncentraci.
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Pro kazdy signal byla vyhodnocena jeho plocha a intenzita. Hodnoty obou téchto
parametru klesaly se stoupajici koncentraci parakvatu, takze napf. u vzorku s ptasobenim
25mM parakvatu byly hodnoty vhledem ke kontrole dvojnasobné niz§i (Obr. 12).
Z naméfenych vysledkti byla spocitana primérna intenzita v signalu a souctem intenzit
signalt byla stanovena primérnd intenzita signalli na jadro. Tyto hodnoty vykazovaly stejny

charakter, tedy se stoupajici koncentraci dochazelo ke sniZeni intenzity.
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Obr. 12. Analyza hybridizaénich signald u vzorkd po ptisobeni 25mM parakvat 15mM a 5mM parakvatu.
Celkové lze tedy konstatovat, ze vysledky hybridizace zcela jasné prokazaly, ze
pusobeni oxidativniho stresu ma na telomery drozofily zasadni vliv, dochazi k jejich

zkracovani a zménam v jejich formaci.

4.5. Pocet elementi HET-A v genomu

Vzhledem k tomu, Ze pomoci FISH jsem prokazala zkracovani telomer v butikach
slinnych 7laz, mou dal$i snahou bylo ovéfit, zda k podobnému zkracovani dochazi i na
arovni celéeho organismu. Pomoci Real-time PCR byl vyhodnocovan relativni pocet
elementt HeT-A v rdmci genomu celych larev. Vysledky v3ak nevykazovaly zadné vyrazné
rozdily mezi vzorky po pusobeni parakvatu a kontrolnim vzorkem (Obr. 13). Vysvétlenim
této skuteCnosti by mohl byt fakt, ze parakvat, ktery larvy pfijimaly pfedevsim s potravou,

V porovnani se slinnymi zlazami obdobné neptisobil v celém organismu.
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Obr. 13. Whodnoceni telomerické délky na Grovni genomové DNA z celych larev na zakladé po¢tu kopii HeT-

A elementu po plsobeni 25mM parakvatu.

4.6. Transkripce elementu HeT-A

Predpoklada se, ze oxidativni stres muze ovlivilovat aktivitu mechanismi
kompenzace telomerickych ztrat. Proto mym dal$im pokusem bylo vyhodnoceni transkripéni
aktivity HeT-A elementu, opét s vyuzitim Real-time PCR. Analyza, kterou jsem provedla,
vSak pfinesla celkové nejednozna¢né vysledky se zna¢nou variabilitou dat ziskanych pfi

jednotlivych opakovanich.
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5. Diskuze

Hlavnim cilem prace bylo sledovat Uc¢inek parakvatu, jako cinitele pro vyvolani
oxidativniho stresu, na morfologii chromosomii, délku telomer a aktivitu telomerického

kompenzac¢niho mechanismu.

5.1. Ocxidativni stres a antioxida¢ni enzymy

Jako biomarker oxidativniho stresu po pusobeni parakvatu byla sledovana katalaza.
Katalaza je enzym, ktery rozklada peroxid vodiku na H,O a molekularni kyslik za pomoci
porfyritovych hemovych skupin (lvancich et al. 1997). V larvach 3. instaru dochazelo po
pusobeni vyssich davek parakvatu ke zvySené transkripci katalazy, coz je dikazem zvysené
antioxidacni reakce organismu. Aktivita katalazy, stejné jako dalSich antioxidac¢nich enzym1,
je prostudovana u cel¢ fady organismi, stejné tak jsou do zna¢né miry prostudovany toxické
ucinky parakvatu. U drozofily je toxicita parakvatu zifejma, coz dokazuje také studie, ve
které pusobeni 20mM parakvatu po 48 hodin vyvolalo na mouchach zcela letalni GCinky
(Bonilla et al. 2006). Pti pusobeni parakvatu o koncentracich 25mM, 15mM a SmM jsem
zaznamenala 30%, 25% a 15% umrtnost, cozZ je ve shodé s publikovanymi vysledky. Napf.
Hirano et al. (2012) pozorovali po plsobeni 10mM parakvatu na tfi dny staré mouchy
snizeni pteziti o0 60 — 70%. U 15 dni starych much dochéazelo po ptisobeni stejné davky ke
sniZzeni preziti o 10%. Mouchy staré dva dny vykazovaly po podani 10mM parakvatu
trojnasobny nartst v expresi Kkatalazy, u SOD Kk nartstu oproti kontrolnim vzorkiim bez
pusobeni parakvatu nedochazelo (Hirano et al. 2012). V mych pokusech dochazelo pfi
25mM parakvatu k 6-ti nasobnému nartistu exprese katalazy vzhledem ke kontrole. Je tieba
ovSem dodat, ze srovnavani procentuelni narastu letality ¢i aktivity antioxida¢nich enzymut
po pusobeni parakvatu mezi riznymi typy experimentl lze délat jen s urCitou opatrnosti,
s ohledem na geneticky background, zplsob podavani parakvatu (v médiu ¢i jen roztoku
sacharozy), poméru samcl a samic v testovaném vzorku ¢i zplsobu anestezie much. Bylo
prokazano, Ze drozofili samecci jsou mnohem vice citlivéjsi k oxidativnimu stresu nez
samicky (Magwere et al. 2006; Weber et al. 2012). V naSi laboratofi jsme pozorovali az o
30% vyssi thyn dospélych sameck oproti dospélym samickdm pii pisobeni 25mM
parakvatu, rovnéz byla pozorovana vyrazné vyssi citlivost k parakvatu pfi pouziti oxidu

uhli¢itého jako anestetika (osobni sdéleni Skolitelky).
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Utinky parakvatu byly rovnéz studovany u plostice Pyrrhocoris apterus. Po
injikovani 38 pM parakvatu do dospé€lct P. apterus byly prokazany vyznamné zmény
v mozku. Dochézelo k peroxidaci lipidd, proteinové karbonylaci, dochazelo ke zménam
profilu krevnich bilkovin, sniZzeni plodnosti u samic a taktéZ ke sniZeni Zivotnosti u obou
pohlavi (Krishnan et al. 2007). Byla zde prokazana také zvySena enzymaticka antioxida¢ni
odezva, v této préci jesté zvySena ucinkem piidanim adipokinetického hormonu (AKH),
ktery se takto projevil jako soucast antioxida¢nich mechanismt (Veceta et al. 2007). Toto
dokazuje i dalSi prace (Kodrik 2008), ve které navozeni vyrazného oxidativniho stresu
zvysuje antioxidaéni hladinu a ptirozené uvolnovani AKH z cytoplasmy do hemolymfy.
ZvySena aktivita katalazy byla rovnéz zjisténa u kultur femoralnich arterialnich bunék
hladkého svalstva kralika, lidskych pupecnich zil endotelovych bunék ¢i makrofagnich
bunék. Je také znamo, Ze na pusobeni parakvatu jsou obzvlast citlivé nigrostriatalni
dopaminergické neurony (McCormack et al. 2005; Thiruchelvam et al. 2003) a rovnéz se

uvazuje o toxicité u gliovych bun¢k u potkand (Morita et al. 1999).

5.2. Morfologie polytennich chromosomiu po ptisobeni oxidativniho

stresu

Vliv oxidativniho stresu byl testovan pomoci polytennich chromosomu.
Chromosomalni struktura polytennich chromosomli ma sva specifika, neprobihd u nich
bunécné déleni a zlstavaji v interfazi. Vznikaji endoreduplikaci a u D. melanogaster mohou
obsahovat az 2048 C. Charakteristicky je pro né systém prouzkd a meziprouzkd, mezi nimiz
jsou nachazeny Balbianiho prstence, mista s intenzivni transkripci (Case a Daneholt 1977).
Po pusobeni parakvatem v nékolika koncentracich na larvy 3. instaru jsem prokazala zmény
vV chromosomalni struktufe, chromozomalni aberace jako chromosomalni zlomy a inverzni
smy¢ky. Vyskyt chromosomalnich zlomu po indukci oxidativnim stresem byl nékolikrat
prokazan, nicméné pro mnohé zistava stile vice méné kontroverzni. Na mitotickych
chromosomech bunék stitné Zlazy prasete byly po indukci oxidativniho stresu peroxidem
vodiku prokazany v hojném poc¢tu jednofetézcové a dvouietézcové zlomy, obdobné rovnéz u
bungk §titné zlazy z lidské kultury (Driessens et al. 2009). U kmene drozofily s mutaci
v proteinu DRecQ4, podilejicim se na opravach dvoufetézcovych zlomu, byla studovana
piitomnost fragmentovanych metafaznich chromosomti po ptsobeni 10mM parakvatu. U
kontrolniho divokého typu byly tyto aberace nalézany ve 20% piipadti, naopak u mutantnich

typt byly chromozomalni aberace pozorovany v 90% (Xu et al. 2009). Nicmeéng, vznik
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dvoufetézcovych zloml plisobenim parakvatu nebyl pln¢ osvétlen (Xu et al. 2009). V mé
studii jsem pii pusobeni parakvatu pozorovala zvySenou frekvenci fragmentovanych
chromosomi, ale je tfeba si uvédomit, ze vzhledem k pfitomnosti mnohonasobnych kopii
vlaken DNA v polytennich chromosomech o nich nelze hovotit jako o dvoufetézcovych
zlomech. Lze jen spekulovat o tom, jestli pozorované fragmentace vznikly skutecné
pusobenim parakvatu na vSech vlaknech DNA v daném mist¢ nebo je pozorovana
fragmentace spiSe artefaktem vzniklym pii roztlaku preparatu, umocnénym ovsem celkoveé

Spatnou strukturou chromosomi, danou ptisobenim parakvatu.

5.3. Zkracovani délky telomer

Mnohé¢ studie potvrdily vliv oxidativniho stresu na telomery clovéka (Zglinicki 2002;
Petersen et al. 1998). Vliv oxidativniho stresu byl studovan v kulturach lidskych fibroblastu,
u nichZ bylo zkracovéani telomer potvrzeno, jak ptisobenim peroxidu vodiku, tak ptisobenim
chronické hyperoxie. V piipadé chronické hyperoxie bylo prokazano péti- aZz desetindsobné
rychlejSi zkracovani telomer (Zglinicki et al. 2000). Rizné kmeny fibroblastd maji také
riznou antioxida¢ni obranu. Ty, které¢ vykazuji pomalejsi zkracovani telomer, maji zvySenou
expresi glutatioperoxidazy a/nebo Cu, Zn- dependentni SOD (Serra et al. 2000). Rovnéz
vyzkumy naznacuji, Ze senescence buniky nemusi byt indukovana pii stejné délce telomery
(von Zglinicki 2000; Toussaint et al. 2000). Tchirkov a Lansdorp (2003) prokazali, Ze akutni
a chronicky oxidacni stres mize vyvolat senescentni fenotyp. V fad¢ studii byl piredcasny
nastup senescence spojovan se zrychlenym zkracovanim telomer (von Zglinicki 2002). Ve
studii Wanga et al. (2010) byl zkouman vliv oxidativniho stresu na telomerickou délku a
jejich triplet guaninovych repetic u chromosomi mysich tkani, primarnich embryonalnich
bunék divokého typu a bun€k svypnutym genem Oggl, kodujici 8-oxoguanin DNA
glykosylazu. Pomoci FISH a telomerické sondy bylo po pusobeni parakvatu pozorovano
sniZzeni intenzity signdlu u mutantnich Oggl oproti divokému typu. TaktéZ dochéazelo ke
snizeni intenzity signalu u divokého typu po pisobeni 0,5mM parakvatu oproti kontrolnim
bunkam, krom toho byly také pozorovany chromosomy bez detekovatelnych telomerickych
signald.

Ackoliv je vliv oxidativniho stresu na telomery c¢lovéka pfedmétem mnoha
publikovanych studii, pisobeni oxidativniho stresu na drozofili telomery studovano nikdy
nebylo. To mize byt dano odliSnou strukturou drozofilich telomer, tedy absenci kratkych

telomerickych repetic bohatych na guanin. Je to pravé pfitomnost guaninu, citlivého
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k oxidativnimu poskozeni, ktera je obecné chapana jako dilezita predispozice telomerického
zkracovani vlivem oxidativniho stresu. To muze vést k domnénce, Ze vliv volnych
kyslikovych radikala u drozofilich telomer nebude takovy, jaky pozorujeme u lidskych
telomer a divodem toho, pro¢ tento modelovy organismus ve vyzkumu tohoto typu je
opomijen. Nicméné, v mém vyzkumu jsem jednoznacné prokazala, Zze volné kyslikové
radikaly ke zkracovani telomer vedou i u drozofily. Krom zkracené telomerické délky jsem
pozorovala i jisty narust telomerickych signala v jednotlivych jadrech, coz mize naznacovat
de novo formaci telomer na vzniklych chromosomalnich zlomech nebo oxidativnim stresem
zesilenou aktivitu elementu HeT-A, transponujiciho se k vice telomerickym konctim. Diky
Spatné morfologii polytennich chromosomut po indukci oxidativniho stresu nebylo mozné
urCit, zda byly signdly na pfirozenych ¢i nové vytvorenych chromosomalnich koncich.
Pomoci izolované genomové DNA z celych larev jsem testovala vliv parakvatu na pocet
kopii elementu HeT-A. Oproti kontrolnim vzorkim jsem u vzorkl s parakvatem nezjistila
zadné zmény. Na rozdil od slinnych zlaz, tedy vliv parakvatu na telomerickou délku na
arovni celeho organismu nebyl prokdzan. Vzhledem ktomu, Ze parakvat byl larvami
piijiman pievazné s potravou, rozdily telomerické deélky mezi slinnymi Zlazami a celym
organismem jsou pravdépodobné dany rozdily v G¢innosti parakvatu, danymi jeho dosahem
v organismu. To koresponduje s mym pozorovanim u vzorkti s SmM parakvatem, u n¢hoz
zkraceni telomerické délky vzhledem ke kontrole bylo pouze minimalni.

Celkové 1ze rovnéz fici, ze larvy v mych pokusech byly exponovany parakvatu v
kratkodobych, ale relativné vysokych davkach, které vedly kakutnimu stresu,
doprovazeného znaénym thynem larev. Je otazkou, k jakému pozorovani bych dospéla pti
pusobeni chronického stresu. Na kulturach z fibroblasti (V79 z ¢inskych kieckl) byla po
vyvolani opakovaného stresu, za pomoci nizkych davek H,O, po dobu 4 tydni, pozorovana
zvySena ¢innost katalazy (Sen et al. 2005) a rovnéZ zkracovani telomerické délky (Tchirkov
a Lansdorp 2003).

5.4. Vliv oxidativniho stresu na transkripci elementu HeT-A

Predpoklada se, ze plisobeni volnych kyslikovych radikalti ma, kromé na samotnou
telomerickou délku, také vliv na aktivitu telomerickych kompenzac¢nich mechanismul.
Spekuluje se pfedev§im o vlivu na telomerdzu, nicméné existuje jen minimalni pocet studii,
které by tento ptedpoklad podpofily. V posledni dobé bylo prokéazéano, ze aktivita telomerazy

muze byt modifikovana oxidativnim stresem in vitro, kdy nadmérna exprese TERT pisobi
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ztratu mitochondridlniho membranového potencidlu a dochazi ke zvySeni ROS v buiikéach.
Pusobenim oxidativniho stresu dochazi i k anti-apoptické roli telomerazy, naopak
poskozenim hTERT je usnadnéna indukce apoptdzy po ptisobeni ROS v riznych nadorovych
bunéénych liniich (Massard et al. 2006). Endogenni TERT lze nalézt v jadie a cytoplasmé
neurontt hypokampu mysi a lidskych bunék a tkani (Fu et al. 2000; Haendeler et al. 2009).
Telomeraza muze byt spojovana se signalizacnim proteinem a spolecné se podileji na sub-
bunééném pohybu nékolika proteinti (Seimiya et al. 2000). Tento proces zavisi na mnoha
faktorech, taktéZ na oxidativnim stresu (Saretzki 2009).

Vyzkumy vlivu oxidativniho stresu na alternativni kompenzac¢ni mechanismy zcela
chybi. Existuje snad jen jedna studie, kterd naznacuje vliv stresu, a to nikoliv stresu
oxidativniho, ale teplotniho na transkripéni aktivitu V telomerach pakomarta rodu
Chironomus. U tohoto organismu byla v telomerach nalezena vysoce repetetivni nekodujici
sekvence, transkripéné aktivovana po pusobeni teplotniho Soku (Martinez-Guitarte et al.
2008). Stejn¢ tak byla ukdzana aktivizace genomickych transposabilnich elementl pfi
pusobeni environmentalniho stresu, kdy dochaelo ke zvySené genové transkripci v reakci na
tepelné namahani u Pseudodiamesa branickii. Vzhledem k napojeni stresovych hormont na
mechanismy vzniku oxidativniho stresu (Mclintosh a Sapolsky 1996) lze ptedpokladat, Ze
tato publikovana data naznacuji propojeni environmentalniho stresu s hladinou oxidativniho
stresu a jeho vlivem na aktivitu telomerickych kompenza¢nich mechanismt, o kterych
muzeme uvazovat jako o soucasti obranné masinerie vuci pusobicim volnym radikalim.
NaSe vyhodnocovani transkripce HeT-A elementu vSak nepfineslo prokazatelné vysledky,
nebylo mozné urcit zda dochézi ¢i nedochéazi ke kompenzaci, v tomto piipadé zvysenou
transkripci HeT-A elementu. Rozporuplné vysledky by mohly vychazet z ptedpokladu, Ze
telomery a jejich kompenzacni mechanismy jsou vyznamné citlivé na rizné faktory, jako
environmentalni faktory ¢i geneticky background. Proto bude zapotiebi optimalizovat

experimentalni podminky a tuto analyzu provést jesté jednou.
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6. Zavér a perspektiva vyzkumu

Ve své bakalarské praci jsem potvrdila vliv parakvatu, tedy plsobeni volnych
kyslikovych radikalti, na morfologii polytennich chromosomd, telomerickou délku u
drozofily a =zvySeny narust pozorovanych chromosomalnich fragmenti. Na drovni
transkripce Kkatalazy jsem rovnéz potvrdila, Ze podavanim parakvatu je indukovana
antioxidacni reakce. Primarnim cilem studie byl vliv akutniho oxida¢niho stresu na telomery,
a to jak polytennich, tak mitotickych chromosomi. Nicméné z metodickych a Casovych
divodi byla studie nakonec zaméiena pouze na polytenni chromosomy. Proto mym dal§im
cilem, vramci dalsiho vyzkumu, je rozSifeni studic na mitotické chromosomy, a to
s vyuZitim nejen klasické fluorescencni mikroskopie, ale také konfokalni mikroskopie, ktera
by v trojrozmérné vizualizaci jadra mohla pfinést informace o pfipadnych zménach v
prostorové organizaci telomer a tvorbé telomerickych klastrd. V. mém dalSim zajmu bude,
pro studium de novo formace telomer na chromosomalnich zlomech, také ur¢eni lokalizace
proteinti telomerické Cepicky a foforylovaného histonu HHRAX) jako inddéoru

ptitomnosti dvoutetézcovych zlomd.
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8. Prilohy

| zolace DNA
Pro izolaci DNA z drozofil byl pouzit kit ,, PureLink Genomic DNA Mini Kit* od

firmy Invitrogen.

Ptiblizn¢ 20 larev bylo pteneseno do 1,5ul mikrozkumavky, do které bylo nésledné
piidano 200 ul pufru PureLink Genomic Lysis/Binding Buffer, 20 ul proteinazy K a 20 pl
RNazy A. Pomoci homogenizatoru larvy homogenizujeme a dobfe zvortexujeme.
Inkubujeme 10 minut pifi 55 °C, aby byly rozpustény proteiny. Pak ptiddme 200 pl 100% a
opét dobfe zvortexujeme po dobu 5 sekund.

Roztok (zhruba 640 pl) prepipetujeme do kolonky, kterd je soucasti kitu, a
centrifugujeme 1 minutu pii 10 000 otackach za minutu. Odstfedénou kapalinu vylijeme a
filtr umistime do nové mikrozkumavky.

Nésleduje promyvaci faze. K membrané piidime 500 pl roztoku Wash Buffer 1 a
centrifugujeme za stejnych podminek jako v pfedchozim kroku. Opét kapalinu vylijeme a
filtr dame do nové mikrozkumavky. Pripipetujeme 500 pl Wash Buffer 2 a centrifugujeme na
maximalni rychlost po dobu 3 minut. Kapalinu znova odstranime.

Nyni zbyva jen samotné uvolnéni vyizolované DNA z membrany. Membranu umistime
do sterilni mikrozkumavky o objemu 1,5 ml (neni soucésti kitu). Pfimo do stfedu membrany
napipetujeme 50 ul PureLink Genomic Elution Buffer. Nechame v pokojové teploté po dobu
1 minuty a nasledn¢ centrifugujeme na maximalni rychlost 1 minutu.

\Wyizolovanou DNA uchovavame v mrazaku pti -20 °C.

| zolace RNA

Pro izolaci RNA z jedinct drozofily byl pouzit kit ,,Total RNA isolation* od firmy
Macherey-Nagel.

K nasemu vzorku, ktery jsme dobfe zhomogenizovali, pfiddme do mikrozkumavky
350 pl roztoku RAT1 a 3,5 ul B-merkaptoetanolu. Mikrozkumavku dikladné zvortexujeme.
Abychom vy¢istili roztok, pouzijeme mikrozkumavku z filtrem, kterd je soucasti kitu
(mikrozkumavka z fialovym krouzkem na hrdle). Centrifugujeme po dobu 1 minuty pii
11 000 otackach za minutu. Odstranime filtr a k odstfedénému roztoku ptidame 350 pl 70%
etanolu (lze pfidat i stejné mnozstvi 100% etanolu) a roztok promichdme pipetovanim (5x).

Nasledné kapalinu nepipetujeme do nové mikrozkumavky, kterd je opét soucasti kitu

(mikrozkumavka s modrym krouzkem na hrdle). Centrifugujeme 30 sekund opét pii 11 000
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otackach za minutu. Filtr nasledn€ umistime do nové mikrozkumavky a ptipipetujeme 350 pl
roztoku MDB (Membrane Desalting Buffer) a centrifugujeme 1 minutu za stejnych
podminek.

Pfipravime si reakéni smés DNazy. Do sterilni mikrozkumavky o objemu 1,5 mi
napipetujeme pro kazdou reakci 10 pl nafedénou rDNazu a 90 ul reakéniho pufru pro
rDNéazu. Zamichdme pfevracenim mikrozkumavky. Ke kazdému naSemu vzorku nasledné
piidame do stiedu filtru 95 ul této smési a nechdme po dobu 15 minut v pokojové teploté.

Nasleduje promyvani membrany. Na filtr pfidame 200 pl pufru RA2 a centrifugujeme
30 sekund pfi 11 000 otackéach za minutu. Odstiedénou kapalinu vylijeme a filtr umistime do
nové mikrozkumavky a ptiddme 600 pl pufru RA3 a opét centrifugujeme za stejnych
podminek. Kapalinu vylijeme a filtr umistime zpét do mikrozkumavky. Pfiddme 250 pl
pufru RA3 a centrifugujeme 2 minuty pfi stejnych podminkach jako v pfedchozim kroku.
Tim se membrana vysusi.

Kolonku umistime do nove ,,neclease-free* mikrozkumavky o objemu 1,5 ml. Ptidame
60 ul ,,RNasa-free“ vody a centrifugujeme 1 minutu opét pii 11 000 otackach za minutu.

WWizolovanou RNA uchovavame v mrazaku pti -80 °C.

Syntéza cDNA SMART Scribe TM rever zni transkriptazou

Pro syntézu cDNA pouzivame kit od firmy Clontech.

V prvnim kroku si vytvofime mix, ktery obsahuje 1 pg vyizolované RNA, 0,5 pl oligo
dT (50 uM) a doplnime RNAse free vodou do 5 pl. Celou smés zahifejeme na 72 °C po dobu
3 minut a pak vzorek neprodlené pieneseme na led, kde ho inkubujeme 2 minuty. Pak
centrifugujeme a ke vzorku piidame 2 ul 5x First-Stand Buffer, 1 ul DTP mixua 1 pl 20 mM
DTT. Jemné promichame pipetou a jesté¢ pfidime 1 ul SmartScribe RT a opét zvolna
promichame. Nasleduje inkubace pti 42 °C po dobu 60 minut. Reakci ukonéime zahiatim na
70 °C po 15 minut.
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