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1 Uvod

1.1 Ocxidativni stres

Oxidativni stres vznika nerovnovahou mezi oxidanty a antioxidanty. Oxidativni stres
zpusobeny reaktivnimi formami kysliku (ROS) nebo dusiku (RNS) se vyskytuje, kdyz je
antioxidacni ochrana vycerpana nebo kdyz je pomér ROS vys$si nez antioxidanty mohou
pohltit (Pollack a Leeuwenburgh 1999, Turrens 2003).

ROS jsou vysoce reaktivni molekuly zahrnujici superoxidové anioty (O *),
hydroxylové radikaly (OHe) a peroxid vodiku (H,O) (Cui et al. 2011, Nasir et al. 2014).
Redukci kysliku vznika superoxidovy aniont (Oz ), ktery je prekurzorem vétSiny ROS a
mediatorem v reakcich oxida¢niho fetézce. Dismutaci Oz ¢ (bud’ spontanné nebo pomoci
superoxidismutazy) se tvoii peroxid vodiku (H20,), ktery miize byt pIn¢ redukovan na vodu,
nebo castecné redukovan na hydroxylovy radikal (OHe), jenz je jeden z nejsilngjSich
piirodnich oxidanti. O, * mize reagovat s dalsimi radikaly jako je oxid dusnaty (NOe).
Produkt této reakce, peroxynitrid, je také velmi silny oxidant. Oxidanty odvozené od NO- se
nazyvaji reaktivni formy dusiku (RNS) (Turrens 2003).

ROS mohou vznikat vlivem exogennich faktorti nebo jsou tvofeny vnitrobuné¢né
z ruznych zdroju. Mezi exogenni faktory patii napiiklad ultrafialové nebo ionizujici zafeni,
chemoterapeutika, chemické oxidanty nebo rtizné toxiny z prostiedi. Endogenni faktory ROS
zahrnuji peroxizomy, makrofagy, endotelidlni bunky, lipoxygenazy, cytochrom P450 a
NADPH oxidazy. NADPH oxidazy produkuji superoxid z kysliku za pomoci elektronii z
NADPH (Turrens 2003, Cui et al. 2011, Nasir et al. 2014). Proteolyticka konverze xantin
dehydrogenazy na xantin oxidazu je dal$i reakci vytvarejici O, * a H,O,. Za nejvétsi zdroj
ROS jsou vsak povazovany mitochondrie. Behem reakci dychaciho fetézce v mitochondriich
jsou ROS produkovany transmembranovymi komplexy, komplexem I ( NADH
dehydrogenaza) a komplexem IIl (ubichinon-cytochrom-c-reduktaza). Komplex Il je
hlavnim producentem ROS za normalnich podminek. Volny radikal semiquinon (Q-) je
tvofen jako intermediat v regeneraci cytochromu Q. Q- muze odebrat elektron z molekuly
kysliku a tim nasledn& vznika superoxidovy radikal. Cim rychlejsi je metabolismus, tim je
vétsi produkce ROS (Turrens 1997, Finkel a Holbrook 2000, Turens 2003).

Mnoho lidskych nemoci je spojovano se zvysenou hladinou ROS, nejcastéji se jedna
o kardiovaskularni onemocnéni (jako selhani srdce), cukrovku ¢i rakovinu (Essick a Sam

2010). Dale byl prokazan vliv oxidativniho stresu na vznik neurodegenerativnich



onemocnéni, mezi néz patii Parkinsonova choroba, Alzheimerova choroba, roztrouSena
skler6za a amyotroficka lateralni skler6za (Uttara et al. 2009).

ROS mohou reagovat s riznymi makromolekulami, jako jsou lipidy, proteiny a
nukleové kyseliny a zptisobovat tak jejich poskozeni (Cui et al. 2011). ROS atakuji DNA a
vytvari fadu defektl, jako jsou oxidované baze, abazickd mista a zlomy DNA fetézcl
(Krokan et al. 1997). Mutaéni rychlost mitochondrialni DNA je 10x vyssi nez u nuklearni
DNA, coz je zpasobeno nepfetrzitou pritomnosti ROS, rychlejsi replikaci a méné
efektivnimi opravnymi mechanismy (Yang et al. 1994). Poskozeni mitochondrialni DNA
nevyhnuteln¢ vede k naruSeni funkce a integrity mitochondrii. Poskozené mitochondrie pak
uvoliuji vice ROS a dochazi k jesté vétsimu ni¢eni DNA (Finkel a Holbrook 2000).

Obzvlasté citlivé na poskozeni oxidativnim stresem jsou koncové tseky DNA, tzv. telomery.

1.2 Antioxidanty

Aerobni organismy si pro ochranu pied oxidativnim stresem vyvinuly sofistikované
antioxidac¢ni systémy (Pollack a Leeuwenburgh 1999). Antioxidanty jsou exogenni (pifirodni
nebo syntetické) nebo endogenni slouceniny, které jsou zodpovédné za odstranéni volnych
radikalii, snizeni produkce ROS a vazani kovovych iontii potiebnych pro tvorbu ROS.
Piirodni antioxida¢ni systém je rozdélen na dvé hlavni skupiny, enzymatickou a
neenzymatickou.

Enzymatické antioxidanty zahrnuji proteiny jako je superoxiddizmutaza (SOD),
katalaza a glutathion peroxidaza (Uttara et al. 2009). Vyssi hladiny téchto enzymu byly
objeveny u déle Zijicich kment nékterych druhd, naptiklad u Neurospora crassa, Drosophila
melanogaster a Caenorhabditis elegans. Studie na drozofile prokazaly, ze zvySena exprese
katalazy a SOD muze prodlouzit zivot az o jednu tietinu a snizit oxidativni poskozeni
proteinu (Pollack a Leeuwenburg 1999).

Superoxiddizmutazy jsou antioxida¢ni enzymy, jejichz funkci v buiice je ochrana
proti superoxidovym radikdliim tim, Ze katalyzuji jejich pfeménu na peroxid vodiku a kyslik
(Powers a Lennon 1999, Poljsak a Milisav 2013). Superoxiddizmutazy byvaji klasifikovany
do tii skupin podle kovového kofaktoru: Fe SOD, Mn SOD a Cu-Zn SOD. Fe SOD se
nachazi v chloroplastech, Mn SOD v mitochondriich a peroxizomech a Cu-Zn SOD
v chloroplastech, cytosolu a v extracelularnim prostoru (Alscher et al. 2002).

Peroxid vodiku vytvofeny SOD, dalSimi metabolickymi reakcemi nebo vznikly

neenzymatickou cestou, je rozkladan katalazou za vzniku vody a kysliku (Santoro a Thiele


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0300483X03001513#BIB80

1997). Tento antioxida¢ni enzym je vysoce zastoupen v buiice, pievazné v mitochondriich a
peroxizomech (Powers a Lennon 1999).

Glutathion peroxidaza katalyzuje redukci peroxidu vodiku za vyuziti glutathionu jako
substratu. Muze také rozkladat dalsi peroxidy (lipidové peroxidy) na alkoholy (Poljsak a
Milisav 2013). Glutathion peroxidaza se vyskytuje v cytosolu a mitochondriich (Pollack a
Leeuwenburg 1999).

Neenzymatické antioxidanty mohou byt ptimé, které jsou extrémné dilezité v obrané
proti oxidativnimu stresu a dale nepiimé. Pfimé antioxidanty zahrnuji kyselinu askorbovou
(vitamin C) a lipoovou, polyfenoly a karotenoidy pfijimané potravou. Bunka sama
syntetizuje minimum téchto molekul. U nepfimych antioxidanti se vétSinou jedna o

chelatacni ¢inidla, ktera vazi kovy (Uttara et al. 2009).

1.3 Telomery

Telomery jsou specifické nukleoproteinové struktury na koncich linearnich
chromozomu eukaryot, které zajist'uji jejich stabilitu. Chrani chromozomy pied degradaci
zpusobenou exonukledzami, fizi chromozomalnich konci a kompenzuji ztraty zpiisobené
nekompletni replikaci (Blackburn 1991). Z duvodu neschopnosti DNA polymeraz replikovat
uplné konce chromozomii dochazi s kazdym cyklem DNA replikace k jejich zkracovani
Vv telomerické oblasti (Capkova Frydrychova a Mason 2013). U lidskych somatickych bun¢k
jde o ztratu délky o 30-200 pb (Olovnikov 1971). Neptitomnost mechanismu udrzujicich
délku telomer muze vést k bunéénému starnuti a apoptoze (Capkova Frydrychova a Mason
2013). U lidskych fibroblastti dochazi k nejpomalejSimu zkracovani telomer, které ¢ini okolo
10-20 pb na cyklus replikace. Naopak rychlejsi se vyskytuje u bunék, které maji vyssi obsah
peroxidi, jez naznacuji méné efektivni antioxida¢ni ochranu (Zglinicky 2002).

U vétsiny eukaryot telomery tvoii dlouhé useky repetitivni DNA obsahujici sekvence
(TnGn)n. Obratlovei maji telomerickou sekvenci (TTAGGG),, rostliny (TTTAGGG), a
vétsina hmyzu (TTAGG), (McKnight 2004, Maeshima et al. 2001). Existuje nékolik
vyjimek z tohoto pravidla, jako je komar Anopheles gambiae, zastupci rodu Drosophila,
pakomaii Chironomus a rostliny rodu Allium. VétSina téchto vyjimek ma na koncich
chromozomu slozité tandemové repetice, avSak telomery rodu Drosophila se 1isi (Louis
2002). Jsou tvofeny mobilnimi elementy, a to retrotranspozony HeT-A, TAHRE a TART
(Mason et al. 2008). U nekterych skupin, jako jsou pavouci a motylice, telomerické struktury

nejsou doposud znamé (Traut et al. 2007).



Délka telomer se lisi mezi druhy i mezi jednotlivymi chromozomy. Lidské
chromozomy maji telomery dlouhé mezi 0,5 a 15 kb (Aubert a Lansdorp 2008). Nejdelsi z
nich se nalézaji u bun€k zarode¢né linie (primérna délka okolo 16 kb), zatimco jejich
primérna délka u lymfocytd nebo fibroblastt starych lidi se pohybuje okolo 5-6 kb
(Makarov et al. 1997).

Telomerickd DNA je zakoncena tzv. telomerickou cepickou, které je tvorena 3’
pfesahem tvoficim smycku D-loop a piislusnymi proteiny. Mnoho z téchto proteini jsou
dillezitymi regulatory délky telomer. Proteiny telomerické Cepicky byly izolovany u rtiznych
organismil, naptiklad Rapl u Saccharomyces cerevisiae a Taz 1 u Schizosaccharomyces
pombe. U savca telomericka Cepicka obsahuje komplex 6 proteinid, TRF 1 a TRF2, TIN2,
TPP1, POT1 a RAP1 (Obr. 1). Telomericka ¢epicka umozinuje buinkam rozlisit pfirozené
chromozomalni konce od dvoufetézcovych zlomu (Cohn 2008, Fujita et al. 2012, Capkova
Frydrychova a Mason 2013).

D-loop

Obrazek 1: Schéma telomerické ¢epicky savcu a jeji proteiny (Oeseburg et al. 2010). TRF1
a TRF2 proteiny se specificky vazou na telomerickou dsDNA, zatimco POT1 (TPPI1)
rozpoznava ssDNA (tzv. D-loop). TIN2 spojuje sSDNA s dsDNA vazajicimi komplexy.
Vznik smycky T-loop zahrnuje invazi G-pievisu do dsDNA za vzniku D-loop (Boutou et al.
2013).



1.4 Telomeraza
Telomeraza je  eukaryoticky  ribonukleoproteinovy  komplex S reverzné

transkriptdzovou aktivitou, ktery pridava telomerické repetitivni sekvence na konce
linearnich chromozomti a tim brani jejich zkracovani (Shay et al. 2001). Prvné byla objevena
u nalevnika Tetrahymena thermophila (Greider a Blackburn 1985).

Telomeraza vSak neni aktivni ve vSech bunikach. Telomerazovou aktivitou u ¢lovéka
se zabyval Wright et al. (1996), jenz ji detekoval u plodu, novorozenct, dale ve varlatech a
vajeCnicich dospélych jedinct. Aktivitu vSak nepozoroval ve zralych spermatozoich a
oocytech. Vysokou aktivitu telomerazy vykazuji blastocysty, stejné jako vétSina
somatickych bun¢k plodu staré¢ho 16 — 20 tydni, vyjimkou je mozek. Tato aktivita v§ak mizi
po narozeni a ve vétSiné tkani dospélych se jiz neobjevuje. AvSak jsou 1 somatické buiky,
kde se ¢innost telomerazy udrzuje i v dospélosti. Jedna se o hematopoetické progenitorové
buiiky, intestindlni bunky, endometrium, epitelidlni bunky, fibroblasty a cervikélni
keratinocyty. Telomerazova aktivita v téchto buiikach je tzce spojena s bunéénou proliferaci
a umozinuje jim regeneraci. Vysokd telomerdzova aktivita je pozorovana v 90 % lidskych
nadort (Kyo a Inoue 2002, Wege et al. 2003).

Telomerdza ma jedineCnou schopnost katalyzovat reakci, pii niz dochazi
k prodluzovani telomer. Je tvoifena z RNA podjednotky, kterd slouzi jako templat pro
syntézu a proteinové podjednotky, kterd provadi samotnou syntézu (Meyerson 2000). Pti
reakci dochazi ke kopirovani templatu a pfidavani stovek nukleotidti k jedné substratové
molekule DNA. Dana reakce je tvoiena tiemi kroky: 1) rozpoznanim substratu, 2) syntézou
prvni telomerické repetice a 3) translokaci a pfeskupenim nové DNA na 3 "konec, aby mohlo
dojit k dalsi telomerické syntéze. Béhem syntézy dochazi k reverzni transkripci RNA
templatu. Reakce déle pokracuje piidavanim deoxynukleotid trifosfatii (ANTP) na volnou 3°
hydroxy skupinu telomerického DNA primeru. Jako tento DNA primer slouzi 3" telomericky
previs. Béhem prodluzovani telomer vznikd RNA-DNA hybrid, ktery si udrzuje konstantni
délku 7-8 parh bazi tak, Ze na distdlnim konci dochazi k rozpojovani vazeb, zatimco se nové
vazby tvofi na proximalnim konci. Po dokonceni reverzni transkripce nasleduje translokace a
muze zacit dalsi kolo reakce (Wyatt et al. 2010). Komplementarni fetézec je syntetizovan
pomoci komplexu polymerazy a a primézy, kdy priméza ptidd RNA primer a polymeraza
dosyntetizuje chybéjici tsek. Odstranénim RNA primeru pak vznikd 3 pfevis jednoho
vlakna (Cooper 2000) (Obr. 2).

Piitomnost telomerazy byla studovana u celé fady organismu (Prowse a Greider

1995, Meyerson 2000, Sasaki a Fujiwara 2000, Betts et al. 2006). Pritomnost kratké
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telomerické sekvence (TTAGG), u vétSiny hmyzu naznacuje, Ze piidavani telomerickych
repetic na zékladé telomerdzy je u hmyzu hlavnim systémem prodluzovani telomer.
Telomeraza u hmyzu vsak byla studovdna jen okrajové na né€kolika malo druzich hmyzu

(Sasaki a Fujiwara 2000).
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Obrazek 2: Telomerazova reakce (upraveno dle

http://oregonstate.edu/instruction/bi314/summer09/Fig-06-16-0.jpg).

1.5 Telomery, telomeraza a oxidativni stres

Oxidativni stres ptispiva ke zkracovani telomer mnohdy vice nez problém netplné
replikace. Telomery jsou velmi citlivé na vliv oxidativniho stresu, alkylaci nebo UV zafeni,
jelikoz obsahuji velké mnozstvi guaninu (Zglinicky 2002). Guanin je baze, u niz nejcastéji
dochazi k oxidaci, protoze oxida¢ni potencial je niz§i nez u ostatnich bazi (Nasir et al. 2014).

Vysoka hladina stresu mize indukovat zkracovani telomer vytvofenim
dvoufetézcovych zlomt ve vysoké frekvenci. Dvoufetézcové zlomy vsak nejsou hlavnim
divodem zkracovani, ale neopravené nukleotidy a poskozené baze (Zglinicky 2002).

Reaktivni formy kysliku mohou ni¢it DNA tim, Ze zpusobi oxidacni modifikaci bazi



(Houben et al. 2008). Tvorba 7,8-dihydro-8-oxodeoxyguanosinu (8-oxo-dG) je jedno
Z nejhojngjsich poskozeni zpisobenych ROS (Dizdaroglu et al. 2002). Kromé toho ROS,
obzvlasté hydroxylovy radikal, indukuji jednotfetézcové zlomy DNA a potlacuji opravu
DNA bazi. Telomery, na rozdil od zbytku genomu, nejsou schopné tyto jednofetézcové
zlomy opravit. To je zpusobeno tim, Zze TRF2 na telomerach brani repara¢nim enzymim
V navazani. Navic interakce mezi TRF2 a polymerazou B ma negativni vliv na opravy
poskozeni (Nasir et al. 2014).

U telomerazy byla zaznamenana ochranna role pied oxidativnim stresem, ktera se
projevuje snizenim intracelularnich ROS a zlepSenim funkce mitochondrii (Mattiussi et al.
2012). Vlivem oxidativniho stresu dochazi k vylouceni telomerazy z jadra do mitochondrii,
avSak biologicka funkce telomerazy mimo jadro zlstava nejasna. Ahmed et al.(2008) popsal
po exportu telomerdzy do mitochodrii zlepSeni jejich funkce a zvySeni ochrany mtDNA, coz
mélo za nasledek sniZeni produkce ROS mitochondriemi a zvySeny mitochondrialni
membranovy potencial.

Vliv oxidativniho stresu na telomery nebyl doposud u hmyzu studovan. Vyzkum
nebyl provadén ani u drozofily, jakozto modelového organismu, kde to vSak muze byt dano
jinym systémem telomer a odliSnym kompenzacnim mechanismem telomerickych ztrat nez
je u vétsiny organismil, takze z toho divodu vyuziti drozofily pro tento smér studia neni tak

atraktivni.



2 Cile prace

Primarnim cilem prace bylo ur€it, zda sarance st¢hovavé (Locusta migratoria) mize
fungovat jako vhodny hmyzi modelovy organismus pro studium oxidativniho stresu na
telomery a telomericky kompenzacni systém. Sarance stéhovavé bylo vybrano jednak
z diivodu jeho hospodatské vyznamnosti, dale kvili kompaktni délce telomer a ptitomnosti
klasickych hmyzich telomer se sekvenci TTAGG (Sahara et al. 1999), diky nimz byla
predpokladéna i aktivita telomerazy. Cilem prace bylo sledovani vlivu oxidativniho stresu na
délku telomer a aktivitu telomerdzy u sarancete st€éhovavého. Prace zahrnovala zjisténi
optimalnich podminek pro indukci oxidativniho stresu za pouziti parakvatu, tj. pfedevSim
sledovani vlivu parakvatu o riznych davkach na aktivitu antioxida¢nich enzymu. Dal$im
cilem byla optimalizace metody TRAP (telomerase amplification assay protocol) pro
vyhodnoceni aktivity telomerazy a metody qPCR pro vyhodnoceni telomerické délky.
Kone¢nym cilem bylo vyhodnoceni délky telomer a aktivity telomerazy po indukci

oxidativniho stresu.



3 Material a metody

3.1 Pokusny hmyz

Saran¢ata Locusta migratoria byla zakoupena od firmy ACHETA farm a dale byla
chovavana v insektariu Entomologického ustavu. Pro chov sarancat byla udrzovana
konstantni teplota 30°C a nastavena 12-ti hodinova fotoperioda. Jako potrava bylo
saranCatim podavano Ccinské zeli, seno a Srot, obCas jablka ¢i mrkev. K pokusim
S parakvatem byli vybirani dospéli jedinci. Pro zjisténi rozdila v délce telomer mezi riznymi
vyvojovymi stadii byla vyuzivdna sarancata 1. az 5. instaru.

Pro stanoveni telomerazové aktivity byly dale potizeni Svabi Periplaneta americana,
cvréci Acheta domestica, Gryllus assimilis, sarancata Schistocerca gregaria, motyl Ephestia
kuehniella a octomilka Drosophila melanogaster. Vsechny tyto organismy byly uchovavany

pti pokojovée teploté.

3.2 Indukce oxidativniho stresu

K pokustim byl pouzivan herbicid parakvat-dichlorid od spole¢nosti Sigma-Aldrich
(znacka: Fluka, Cislo produktu: 36541). Parakvat byl saran¢atim podavan do zadeCkové Casti
tésné pod télni sténu pomoci mikroinjek¢ni Hamiltonovy stiikacky (Hamilton 1701N
syringe, 10 ul, Sigma) v davce 5 ul a koncentracich 1 nM, 2 nM, 200 nM. Kontrolnim
jedinciim bylo injikovano 5 ul fyziologického roztoku. Po aplikaci parakvatu byla sarancata
ponechana pti pokojové teploté po dobu 16 hodin. Nasledné byla provedena pitva a odebran

mozek a pohlavni Zlazy.

3.3 Sekvenace genii pro katalazu a SOD u L. migratoria

Jako templat pro sekvenaci slouzila ¢cDNA, ktera byla syntetizovana podle RNA.
Izolace RNA byla provadéna za pouziti komeréniho Kitu NukleoSpin RNA I
(MACHEREY-NAGEL, ¢islo produktu: 740955.50). Pro denaturaci byla reak¢ni smés 0 20
ul (5 pg RNA, 0,5 mM dNTP, 50 uM Oligo (dT)) inkubovana 5 minut v 65°C a dana na led.
Po inkubaci bylo pfidano 9 pl smési (2 x RT pufr, 11 mM MgCl,, 22 mM DTT), to vSe bylo
promichdno a inkubovdno 2 minuty ve 42°C. Nasledné bylo do vysledné smési dano 50 U
reverzni transkriptazy SMARTScribe RT (100 U/ul) (Clontech, ¢islo produktu: 639537) a
smés byla nechana 50 minut ve 42°C. Reakce byla ukoncena 15 minutovou inkubaci v 70°C
a zchlazenim na ledu. Pro eliminaci zbylé RNA byl nakonec ptidan 1 ul RNasy H (60U/ul) a

smés byla inkubovana 20 minut v 37°C.



Pripravena CDNA slouzila jako templat pro PCR. Finalni slozeni 25 pl reakéni smési
bylo 2 ul cDNA, 0,2 mM dNTP, 1 x Dream buffer, 400 nM forward primeru, 400 nM
reverse primeru, 0,2 U DreamTaq DNA polymerazy (Thermo Scientific, ¢islo produktu:
EP0701). Pro PCR byly pouzity degenerované primery Cat492F, Cat537F, Cat987R,
SOD147F, SOD429R (Tab. 1). Prub¢h reakce PCR byl nasledujici: 95°C, 1 min (95°C, 30 s
— 55°C, 30 s — 72°C, 1 min)spx, 72°C, 5 min. Produkty PCR byly analyzovany na 1 %
agardzovém gelu, nasledné z gelu vytiznuty a extrahovany pomoci QIAquick Gel Extraction
kit (Qiagen, ¢islo produktu: 28704).

Poté byla provedena ligace do vektoru pGEM (Promega). Transformace probihala do
bakterii Escherichia coli kmene DH5a teplotnim Sokem. Po transformaci byly bakterie
naneseny na kultivaéni misky s LB/Amp/IPTG/X-Gal a inkubovany ptes noc v 37°C. Bilé
kolonie byly pfeneseny na misku s cerstvym mediem, inkubovany pifes noc v 37°C a byl
proveden test na piitomnost specifického produktu pomoci PCR s degenerovanymi primery.
Finalni slozeni 12,5 pl reakce bylo 0,2 mM dNTP, 1 x Dream buffer, 400 nM forward
primeru, 400 nM reverse primeru, 0,2 U DreamTaq DNA polymerazy (Thermo Scientific,
Cislo produktu: EP0701). Prabéh reakce PCR byl nasledujici: 95°C, 1 min (95°C, 30 s —
55°C, 30 s — 72°C, 1 min)sox, 72°C, 5 min. Produkty byly nasledné elektroforeticky
separovany.

Plazmidy byly izolovany pomoci komer¢niho kitu NukleoSpin Plasmid (Macherey-
Nagel, ¢islo produktu: 740588.50). Pro ovéteni specificity inzertu byly po izolaci plazmidy
Sté€peny pomoci ECOR1 a spravnost §t€pného produktu byla ovéfena pomoci elektroforetické
Separace.

Sekvenace pozitivnich kloni byla provadéna v Laboratofi Genomiky v Biologickém
centru AVCR. Pro sekvenovani byly pouzity primery SP6 a T7 (Tab. 1), které ohrani¢uji
klonované misto. Po ziskani sekvence gena kataldzy a superoxiddizmutazy byly navrzeny

specifické primery Cat50F, Cat209R, SOD48F a SOD207R (Tab. 1).
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Tabulka 1: Sekvence degenerovanych a specifickych primer. U degenerovanych primer:

H=ATCY=CT,N=ACGT,R=AGM=ACK=G,T.

Nazev Sekvence Produkt (pb)
Cat492F 5"-ATH CAY ACN CAR AAR MGN AAY CC-3’ 495
Catb537F 5-GAY ATGTTY TGG GAY TTY AT -3° 456
Cat987R 5-ACY TCN GCR AARTARTTY TTN GG -3’ 495 nebo 456
SOD147F 5-GAR TTY GGN GAY AAY ACN AAY GG -3° 362

SOD429R 5-CKN GCN CCN GCR TTN CCN GT -3° 362

Cat50F 5-TTG GCA AAG TAATTC TTG GGG-3’ 138
Cat209R 5-ATT GCA ACA GGA AACTTC CCC-3’ 138
SOD48F 5-ATT CGG TGA CAA CAC TAA CGG-3” 143

SOD207R 5-TCT CCA GTC AGA GAG ATA ACC-3’ 143
SP6 5-ATTTAGGTGACACTATAG-3’ -
T7 5-TAATACGACTCACTATAGGG-3’ -

ActlF 5-GTA GAC AAT GGC TCT GGT ATG -3’ 121

Act143R 5-ACCTCT CTTTGACTGTGCTTC -3’ 121
TS primer 5-AAT CCG TCG AGC AGA GTT -3° .
Bm-Cxa 5-GTG TAA CCT AAC CTAACC -3 -
primer
Telolnsl 5-GGT TTT TGA GGT GAG GTG AGG TGA =
GGT GAG GT -3°
Telolns2 5-TCC CGACTATCC TAT CCT ATC CTA =

TCC TAT CCT A-3°

3.4 Vyhodnoceni transkrip¢ni aktivity superoxiddizmutazy a katalazy

Pro amplifikaci byly navrzeny specifické primery pro katalazu Cat50F a Cat209R,
pro superoxiddizmutazu SOD48F a SOD207R (Tab. 1) a jako referen¢ni gen byl vybran
aktin ActlF a Actl43R (Tab. 1). Objem PCR reakce byl 20 ul a jeji finalni sloZeni bylo
nasledujici: 1x Syber Premix Ex Taq Il (Takara, ¢islo produktu: RR081A), 400 nM forward
primer, 400 nM reverse primer, 5 ul cDNA. Reakce byla provadéna v duplikatech. Termalni
cycler BioRad CFX96 Real-time System byl nastaven na 95°C, 1 min (95°C, 30 s — 59°C, 30
s — 72°C, 1 min)sox, 72°C, 5 min. Transkrip¢ni aktivita vzorkid byla vypoc¢itana na zakladé
hodnoty C; (cycle treashold), ktera urcuje Cislo cyklu, pfi kterém fluorescence vytvarena
uvnitt reakce prekond prahovou hodnotu. Ziskané hodnoty byly pfepocitany podle vzorce:
R = Eff G ¢/ JEffCetar kde Eff = efektivnost, ref = referenéni gen (aktin), tar = cilovy gen
(Cat nebo SOD). Pokus byl proveden 3x.
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3.5 Priprava proteinovych extraktu

Tkan mozku dospélych sarancat byla nejprve ruéné¢ homogenizovana v 50 mM
draselno-fosfatovém pufru (pH 7.8) a nasledné centrifugovana 10 minut pfi 10 000 otackach
za minutu a teploté 4°C. Poté byl odebran supernatant, ktery byl znovu centrifugovan po
dobu 10 minut pii 20 000 otackach za minutu a ve 4°C. Po centrifugaci byl supernatant opét
odebran a pfimo pred pouzitim dikladné vortexovan. Homogenizace a manipulace se

supernatantem se odehravala na led¢, aby nedoslo k degradaci enzym.

3.6 Stanoveni enzymatické aktivity superoxiddizmutazy
Stanoveni enzymatické aktivity superoxiddizmutazy bylo provadéno V proteinovych
extraktech mozkové tkan¢ pomoci SOD Assay Kit (Sigma-Aldrich, ¢islo produktu: 19160).
SOD Assay Kit umoziuje stanoveni aktivity SOD za pomoci tetrazolinové soli, ktera
produkuje pfi redukci superoxidovym aniontem ve vodé rozpustné formazanové barvivo.
Pomér redukce superoxidovym radikalem je linedrné€ zavisly na pfitomnosti xantin oxidazy a
je inhibovan SOD. Cim je ve vzorku niz§i aktivita SOD, tim vice se uvoliiuje
formazanového barviva a vzorek je tmavsi.
Nejprve bylo nutno vytvofit kalibra¢ni kiivku, kde na ose y byla mira procentualni
inhibice pro fedéni roztoku 5x, 10x a 25x, na ose x fedéni SOD. Hodnoty inhibice

jednotlivych fedéni se pocitaly podle vzorce: SOD aktivita={[(Aslepy,,zorekl—

Agtepy vzoreks) — Avzorex — Astepy vzorek2]/ (Asiepy vzoreks — Asiepy vzorers)} X 100, kde A
je absorbance pii 450 nm. SloZeni vzorku a jednotlivych slepych vzorku je uvedeno
v tabulce 4. Pfed méfenim absorbance byla desti¢ka s nasimi a slepymi vzorky inkubovana
20 minut ve 37°C. Po sestaveni kalibracni kfivky byly pomoci programu Excel ureny
hodnoty smérnice piimky a prasecik s osou y. Podle zjisténého fedéni bylo poté vypocteno
mnozstvi jednotek SOD ve vzorku a pfepocitano na celkové mnoZzstvi proteinii. Méteni bylo

3x opakovano.
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Tabulka 2: Mnozstvi kazdého roztoku pro vzorek, slepy vzorek 1, 2, 3.

Vzorek Slepy Slepy Slepy
vzorekl vzorek2 vzorek3
Redény vzorek 20 pl 20 ul
ddH,O 20 pl 20 ul
WST pracovni roztok 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl
Enzymovy pracovni roztok 20 pl 20 ul
Redici roztok 20 pl 20 pl

3.7 Stanoveni enzymatické aktivity katalazy

Enzymaticka aktivita katalazy byla hodnocena v extraktech z mozkové tkané
dospélych sarancat pomoci Amplex Red Catalase Assay Kit (Invitrogen, ¢islo produktu:
A22180). Katalaza nejdiive reaguje s H,O, za vzniku vody a kysliku. Poté Amplex Red
reagent reaguje s H,O, za pritomnosti avidin peroxidazy a produkuje vysoce fluorescencni
produkt resorufin. Proto se spolecné se =zvySujici se aktivitou katalazy snizuje
fluorescence resorufinu. Vysledky fluorescence jsou nasledné porovnavany mezi vzorkem a
kontrolou bez katalazy. Pro hodnoty fluorescence se méti absorbance pii 571-585 nm.

Kromé¢ vyhodnocovani zmény fluorescence vzorkil bylo nutno vytvofit standardni
kiivku, ktera zobrazuje hodnoty zmény fluorescence u roztok s pfesné ur¢enym mnozstvim
katalazy. Pomoci této kiivky pak bylo vypocitano mnozstvi jednotek katalazy v naSich
vzorcich a to bylo poté piepocitano na celkové mnozstvi proteinti. U pokusu byla provedena

tf1 opakovani.

3.8 Vyhodnoceni telomerazové aktivity

Ke stanoveni telomerazové aktivity byla vyuzivana TRAP (telomere repeat
amplification protocol) assay. Tuto metodu tvoii 2 kroky, ve kterych nejprve telomeraza
ptidava telomerické repetice na 3" konec oligonukleotidu jako substratu (primer TS) a poté
jsou prodlouzené produkty amplifikovany PCR reakci za vyuziti forward primeru (TS) a
reverzniho primeru ( Bm-cxa) (Uehara et al. 1999).

Priblizn€¢ 50 mg zmraZzené tkané pohlavnich 7laz dospélych sarancat bylo
zhomogenizovano v 250 pul extrakéniho CHAPS pufru (Kim et. al. 1994: 10 mM Tris-HCI
pH 7,5; 1ImM MgCl;; 1 mM EGTA; 0,1 mM PMSF; SmM B-mercaptoethanol; 0,5 %
CHAPS; 10% glycerol). Vzorky byly inkubovany 30 minut na ledé¢ a poté 20 minut
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centrifugovany na 20 000 g pti 4°C. Supernatant byl odebran, zmrazen v tekutém dusiku a
skladovan v -80°C do dalSiho pouziti. Koncentrace proteinti byla méfena pomoci kitu
BioRad Protein Assay (BioRad, ¢islo produktu: 500-0001).

Reak¢ni smés 25 pl obsahovala 10 pg proteinu, 0,1 pg TS primeru, 0,05 pg Bm-Cxa
primeru, 1 x Sybr Premix Ex Taq Il (Takara, ¢islo produktu: RRO81A). Sekvence primert
jsou uvedeny v tabulce 1. Reakéni smés byla nejprve inkubovana 60 minut ve 25°C, coz
umozni telomeraze v nasem proteinovém extraktu prodlouzit TS primer pridavanim TTAGG
sekvenci. Nasledné byla provedena kvantitativni PCR na ptistroji BioRad CFX96 Real-time
System. Pribéh PCR reakce byl nasledujici: 95°C, 3 min (95°C, 30 s — 60°C, 90s)30x. Jako
negativni kontrola byla zvolena Drosophila melanogaster, ktera ma jiny mechanismus
prodluzovani telomer a tedy prokazatelné telomerazu neobsahuje. Jako pozitivni kontrola byl
vybran $vab Periplaneta americana, u n¢jz byla telomeraza jiz diive detekovana a dale
motyl Ephestia kuehniella. Pro ovéfeni, zda jini zastupci fadu Orthoptera maji telomerazu,
byly testovany tyto tfi druhy: Schistocerca gregaria, Acheta domestica, Gryllus assimilis.
Jako dal$i negativni kontrola byly pfipraveny vzorky vSech zminénych organismi

inaktivované RNazou A.

3.9 Izolace genomové DNA

Genomova DNA byla izolovana z pohlavnich Zlaz dospélych jedincti ¢i ze zadeckové
¢asti u mladSich instarG. Po zchlazeni tekutym dusikem byla tkan rozmélnéna v ttecich
miskach s tlouckem, které byly rovnéz pfedem zchlazeny pomoci tekutého dusiku.
Rozmélnéna tkan byla smichana s 800 ul extrakéniho pufru (100 mM NaCl, 10mM Tris-HCI
o pH 8, 50 mM EDTA o pH 8, 0,5% Sarkosyl, 100 pg/ml Proteinaza K). Extrakce DNA byla
provadéna  klasicky  fenol-chloroformem. Ziskana DNA byla kvantifikovana

spektrofotometricky a jeji integrita ovéiena na elektroforéze.

3.10 Piiprava telomerické sondy

Sonda pro Southernovu hybridizaci byla ptipravena pomoci beztemplatové PCR a
znaCena digoxigeninem pomoci DIG DNA Labeling Mix (ROCHE, ¢islo produktu:
11277065910).

Reakéni smés 100 pl pro beztemplatovou PCR obsahovala 0,5 uM primer TELO1
(3-TTAGG-5"), 0,5 uM TELO2 (3’-CCTAA-5"), 1x PCR pufr, 0,8 mM dNTP mix, 2 U Taq
polymerazu a prubéh reakce byl 94°C, 90s (94°C, 45 s — 52°C, 30 s — 72°C, 1 min)soyx, 72°C,
5 min, 4°C, 1h. PCR produkt byl pfecistén etanolovou precipitaci.
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Pro samotné znaceni bylo 3 pg sondy doplnéno do objemu 15 pl, denaturovano 10
minut pii 95°C a nésledné prudce zchlazeno na ledu 5 minut. K denaturované sond¢ jsme
ptidali 5 pl reakéni smési obsahujici 4x Hexanucleotide Mix, 4x DIG DNA Labeling Mix,
20 U Klenow enzyme. Znacici smés se sondou byla kratce centrifugovana a inkubovana pies

noc pii 37°C. Nakonec byla reakce ukonéena pridanim 2 ul 0,2 M roztoku EDTA o pH 8,0.

3.11 Southernova hybridizace

Southernova hybridizace umoziuje prenos fragmentii DNA z agar6zového gelu na
nylonovou membranu. DNA je na membran¢ vizualizovana pomoci hybridizace se sondou
znac¢enou digoxygeninem.

Vzorky DNA byly nejprve $tépeny pomoci dvou restrikénich endonukleaz Hinf | a
Rsa I. Tyto enzymy byly zvoleny pro vysokou ¢etnost jejich rozpoznavacich mist v genomu,
ale jejich absenci v telomerické oblasti. Restrikéni reakce obsahovala 1 pg DNA, Hinf |
(NEB, ¢islo produktu: R0155S), Rsa | (NEB, ¢islo produktu: R0167S) oba po 10 U, 1x
NEBuffer 4 (NEB, cislo produktu: B7004S). Reakéni smés byla inkubovéna pii 37°C 2
hodiny. Cely objem vzorku byl nanesen na 1% agarézovy gel spole¢né s velikostnimi
markery Dig Marker II (ROCHE, ¢islo produktu: 11218590910) a Pulse Marker 0.1-200 kb
(SIGMA, ¢islo produktu: D2291). Vzorky byly separovany na pulzni elektroforéze (CHEF-
DR 11l Pulsed Field Electrophoresis Systems, BIO-RAD, ¢islo produktu: 170-3690), ktera
byla nastavena na hodnoty: initial switch time 0,1, final switch time 1,5, variable speed
pump 70, voltage 6 V/cm, run time 18 h. Poté byl gel obarven ethidium bromidem a
vizualizovan pod UV kamerou, aby bylo mozno lokalizovat pozici fragmentt pulzniho
markeru.

Po obarveni byl gel oplachnut a DNA depurinovana 10 minut v 0,25 M HCI,
denaturovana 2x 15 minut v roztoku (0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl) a poté na 2x 15 minut
neutralizovana (0,5 M Tris-HCIl; 3 M NaCl; pH 7,5). Nasledn¢ byla DNA pienesena
kapilarnim pfenosem na nylonovou membranu a fixovdna v pfistroji Stratagene UV
crosslinker. Po 16 hodinach byla membrana prehybridizovana 60 minut v pfedehiatém
roztoku DIG Easy Hyb (ROCHE, c¢islo produktu: 11603558001) pii 42°C a dale
hybridizovana v 6,5 ml Dig Easy Hyb se znacenou telomerickou sondou pfi stejné teploté
pies noc.

Druhy den byla membrana promyta nejprve ve Stringent wash buffer I (2x SSC;
0,1% SDS) 2x 5 minut a poté ve Stringent wash buffer II (0,2x SSC; 0,1% SDS)

predehiatém na 68 °C na 20 minut.
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Dale byla membrana promyvana v 1x Washing buffer (0,3% Tween; 50 mM Tris-Cl
pH 7,5; 150 mM NaCl) 5 minut, inkubovana v 1x Blocking solution (5% suSené netu¢né
mléko, 50 mM Tris-Cl pH 7,5; 150 mM NaCl) 30 minut a nasledné v 1x Blocking solution s
Anti-Digoxigenin-AP fedénym 1:10 000 (ROCHE, ¢islo produktu: 11082736103) dalsich 30
minut. Membrana byla opét promyta v 1x Washing buffer 2x 15 minut a vlozena do 1x
Detection buffer (0,1 M Tris-HCI; 0,1 M NaCl) na 5 minut. Membrana byla dana do
hybridiza¢niho sacku, zakapana substratem CDP-Star (ROCHE, ¢islo produktu: 11 759
051 001) a inkubovana ptl hodiny pti pokojové teploté bez piistupu svétla. Vysledek byl
dokumentovan pomoci CCD kamery LAS-3000.

3.12 Délka telomer kvatitativni PCR

Jako kontrolni neboli referencni vzorek byla pouzita DNA sarancete injikované¢ho
fyziologickym roztokem. Pti zavadéni metody bylo vychazeno z protokolu publikovaného
pro vyhodnoceni telomerické délky ¢loveka, tj. délky sekvence TTAGGG (O’Callaghan et
al. 2011, Samsonraj et al. 2013). Pro amplifikaci hmyzi telomery byly navrzeny specifické
telomerické primery Telolnsl a Telolns2. Jako referenéni gen byl vybran aktin a byly
vyuzity primery ActlF a Act143R (Tab. 1). RT PCR s telomerickym a aktinovym primerem
byla provadéna oddélené. Objem reakce byl 20 ul a jeji finalni slozeni bylo 1x Syber Premix
Ex Taq Il (Takara, ¢islo produktu: RRO81A), 400 nM forward primer, 400 nM reverse
primer, 12 ng DNA. Reakce byla provadéna v triplikatech. Termalni cycler BioRad CFX96
Real-time Systém byl pro telomerové primery nastaven na 95°C, 10 min (95°C, 15 s — 65°C,
1 min)4ox & pro aktin na 95°C, 10 min (95°C, 15 s — 47°C, 1 min)aox.

Po ziskani Ct hodnot byl vypocitan stupeini exprese cilového/referenéniho genu nasich
vzorku. Nejprve byl vypo¢itan rozdil v Ct hodnotach telomerového a aktinového genu:

Acgzore" = Vzorek Crery — Vzorek Crkep

Poté byl vypocitan pomér exprese telomer k aktinovému genu (T/S) reference a testovanych

vzorki podle nasledujiciho vzorce:

T l 2Cr(ten

S = l = [ZCT(tel)_CT(akt)]—l = [ZACT]—l = 2-ACr

2Cr(akt)
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4  Vysledky

4.1 Sekvenace genii pro katalazu a SOD u L. migratoria

Jelikoz sekvence genu katalazy a superoxiddizmutazy L. migratoria nebyly doposud
zvefejnény v databazi GenBank, bylo nutno nejdiive sekvenci identifikovat. Prvnim krokem
bylo navrzeni degenerovanych primerd srovnanim sekvenci MRNA sarancete Schistocerca
gregaria (katalaza: GenBank HQ851386, SOD: GenBank HQ851372), vsi Pediculus
humanus (katalaza: GenBank XM_002427665, SOD: GenBank XM_002427857), vazky
Enallagma aspersum (katalaza: GenBank AY580210) a krtonozky Gryllotalpa orientalis
(SOD: Genbank AY835397). Srovnavani sekvenci bylo provadéno pomoci programu
Lasergene 8 - SeqBuilder a MegAlign- od firmy DNASTAR. Degenerované primery byly
vyuzity pro amplifikaci gent katalazy a SOD pomoci PCR. Ziskané produkty byly nasledné
osekvenovany Vv Laboratofi Genomiky v Biologickém centru AVCR. Sekvence kataldzy a

superoxiddizmutazy jsou uvedeny v ptiloze.

4.2 Transkrip¢ni aktivita superoxiddizmutazy a katalazy

Jako jeden z markert oxidativniho stresu byla zvolena transkripce antioxida¢nich
enzymu. Predpokladali jsme, ze ptfi vyvolani oxidativniho stresu by mélo dojit k nartstu
hladiny transkriptu superoxiddizmutazy a katalazy. Transkrip¢ni aktivita byla hodnocena u
jedinct injikovanych roztokem parakvatu o koncentracich 1 nM, 2 nM a 200 nM a
fyziologickym roztokem. Doba piisobeni parakvatu byla 16 hodin, po kterych byla sarancata
uchovavana v oddé€lenych boxech pii pokojové teploté. Oproti ocekavani dochazelo u
katalazy i superoxiddizmutazy k poklesu hladiny transkriptu ve srovnani s kontrolou (Obr.
3). Ke stejnym vysledkiim jsme dochazeli i pfi opakovanych pokusech. U katalazy i SOD

byl pokles transkripce nejvétsi pii koncentraci 1 nM.

4.3 Meéreni enzymatické aktivity superoxiddizmutazy a katalazy

Dalsi krokem bylo méteni enzymatické aktivity katalazy a SOD. Podminky pokust a
indukce oxidativniho stresu byly shodné jako u transkripéni aktivity. Stejné jako u
transkripéni aktivity, jsem po indukci oxidativniho stresu ocekavala u téchto enzymi i
zvySenou hladinu enzymatické aktivity. U SOD doslo k nartstu po plsobeni parakvatu o
koncentraci 1 nM, u koncentraci 2 nM a 200 nM vsak doslo ke snizeni aktivity témét na
hodnotu kontroly (Obr. 3).
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U katalazy doslo k vyraznému poklesu u vSech vzorkt oproti kontrole (Obr. 3), ktery

vrcholil u hodnot pro koncentraci 1 nM.
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Obrazek 3: Vliv parakvatu na transkripéni a enzymatickou aktivitu katalazy a SOD. Pfi
pusobeni parakvatu o koncentracich 1 nM, 2 nM a 200 nM byla vyhodnocovéana hladina
transkriptu  katalazy (A), hladina transkriptu SOD (B), enzymaticka aktivita
superoxiddizmutazy (C) a enzymaticka aktivita katalazy (D). Vysledky byly vyhodnoceny

jako primér tii méteni + SE.

4.4 Vyhodnoceni telomerazové aktivity

Jelikoz u L. migratoria byla potvrzena pfitomnost typické hmyzi telomerické
sekvence TTAGG (Sahara et al. 1999), pfedpokladala jsem, ze k jejimu prodluzovani
dochazi typickou cestou pomoci telomerazy. Jelikoz tato metoda nebyla doposud u L.
migratoria testovana, bylo nutno nejprve metodu optimalizovat. Pro detekci telomerazové
aktivity byly zvoleny pohlavni zlazy dospélych jedinci L. migratoria, kde lze na zakladé¢
pfedchazejicich studii o¢ekavat vyznamnou hladinu telomerazové aktivity. Tyto organy byly
vybrany pro pozitivni vysledky telomerazy u jinych druhtt hmyzu (Sasaki a Fujiwara 2000).
D. melanogaster poslouzila z divodu prokazané nepfitomnosti telomerazy jako negativni
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kontrola. Jako pozitivni kontrola byl zvolen §vab P. americana, jehoz telomerazova aktivita
byla predchazejici studii prokazana (Sasaki a Fujiwara 2000). Ptestoze byl experiment
provadén opakované, nebyla telomerdzova aktivita u dospélych sarancat detekovéana. To
naznacovalo absenci ¢i nizkou hladinu telomerdzy u dospélcti, ptipadné celého druhu ¢i
technicky problém v podobé pritomnych inhibitort PCR, které se v homogenatech mohou
ptirozené¢ vyskytovat. Pro snizeni rizika vlivu inhibitorti byly pro reakci vzorky natfedény
10x a 100x, nicméng ani v téchto piipadech nebyl produkt PCR ziskan. Dale jsem testovala
subadultni jedince, jedince 2. instaru a vajicka. Pro piipravu homogenatli byly vyuzity jak
pohlavni zlazy, tak celé hlavy jedincti.Telomeraza vSak nebyla detekovana ani tentokrat.
Nedetekovani telomerazy mohlo byt jednak zplsobeno jejim malym mnozZstvi, nebo je
mozné, ze L. migratoria telomerazu nema a k dopliovani telomerické délky dochazi jingym
mechanismem.

Jelikoz telomerazova aktivita nebyla u L. migratoria piekvapivé zjisténa, rozhodla
jsem se otestovat pritomnost telomerazové aktivity u dalSich zastupct fadu Orthoptera. Pro
tento pokus byly zvoleny tii druhy tohoto fadu S. gregaria, A. domestica, G. assimilis,
telomerazovou aktivitu vSak nevykazoval zadny z nich. Poslednim vzorkem, u kterého jsem
testovala pfitomnost telomerazy a telomerazu posléze prokazala byly gonady E. kuehniella.
E. kuehniella patii k fadu Lepidoptera (motyli), tzn. fadu, u jehoz dalSich dvou zastupct
telomeraza byla detekovana v ptedchazejici studii (Sasaki a Fujiwara 2000).

Fuk¢nost metody TRAP v mych experimentech, resp. specificita reakce byla ovéfena
na E. kuehniella a P. americana, u nichz byl ziskany produkt PCR zaklonovan a

osekvenovan a skutecné byla prokdzéana ptitomnost sekvence TTAGG.

4.5 Vyhodnoceni délky telomer

D¢élka telomer se zkracuje s kazdym cyklem replikace, z tohoto diivodu by méla byt
délka telomer kratsi u starSich jedincl. Tento piedpoklad jsem testovala mezi sarancaty L.
migratoria 1. -5. instaru a dospélym samcem a samici Southernovou hybridizaci. Na rozdil
od predeslé studie telomer L. migratoria (Sahara et al. 1999) jsem pracovala s pulzni
elektroforézou, ktera mi umoznila lepsi rozdéleni fragmentt a tim i piesnéjsi odhad velikosti
produkti, kterd ¢inila 45 kb. Oproti o¢ekdvanym vysledkiim jsem mezi rizné starymi jedinci
ve velikosti hybridiza¢nich produktu, tj. délce telomer, nepozorovala zadné rozdily (Obr. 4).

Déle jsem testovala délku telomer ovlivnénou oxidativnim stresem. Stejné jako
v ptredchazejicich experimentech jsem pro vyvolani oxidativniho stresu do sarancat

injikovala parakvat. Délka telomer byla vyhodnocovana opét pomoci Southernovy
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hybridizace. U vzorku, které byly oSetfeny parakvatem jsem po hybridizaci opakované
nachazela frakci kratSich fragmentl, coz mohlo naznaCovat, ze v souladu s pivodnim
predpokladem, skutecné s pisobenim parakvatu dochazi u telomer ke zkraceni jejich délky

(Obr 4).
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Obrazek 4: Porovnani délky telomer mezi vyvojovymi stadii, mezi dospélym samcem a
samici, a po podani parakvatu o koncentracich 1 nM, 2 nM a 200 nM. Produkty byly
vizualizovdny  hybridizaci se sondou znacenou digoxigeninem a naslednou
chemiluminiscen¢ni detekci. Mezi jedinci rizného stafi nejsou pozorovany zmény, ty se
objevuji az po plsobeni parakvatu 2 nM a 200nM ve formé kratSich fragmentli (oznaceno

Sipkou).

Southernova hybridizace v mych experimentech tedy opakované naznacovala urcité
zkraceni telomerické délky vlivem parakvatu. Ackoliv byly fragmenty separovany pulzni

elektroforézou, i tak nebylo moZno rozdily ve velikosti fragmenti dostatecné definovat.
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Proto jsem se rozhodla k vyuziti kvantitativni PCR. Jelikoz byla tato metoda doposud
pouzivana na hodnoceni délky lidskych telomer, tzn. telomer se sekvenci TTAGGG (Cawton
2002, O’Callaghan et al. 2011, Samsonraj et al. 2013), bylo nutno tuto metodu pro
kvantifikaci hmyzi telomerické sekvence nejprve optimalizovat. Telomerické primery
(Teloinsl a Teloins2) bylo nutno navrhnout tak, aby amplifikovaly telomerické sekvence, ale
netvofily vzajemné konglomeraty, tzv. ,dimery“. Pti hybridizaci mezi primery a templatem
je kazda Sestd baze Spatné parovana, ale poslednich Sest bazi na 3’konci primert se
s templatem paruje dokonale. Pfi vzidjemném spojeni primert by nejsiln€j$i mozna
hybridizace zahrnovala Ctyfi spravné sparované baze nasledované dvémi chybnymi. U
3’konce kazdého primeru pak nedochazi k vytvofeni paru a DNA polymerdza nemuize
pridavat nukleotidy, tim je zajisténo, ze se ,,dimery” primerti neamplifikuji. Soucasti
optimalizace byla identifikace vhodné teploty nasedani primerii. Pii optimalizaci reak¢nich
podminek jsem vyuzivala fadu standardii, ktera byla ptfipravena dvojkovym fedénim
genomové DNA sarancete. Ve chvili, kdy jsem identifikovala vhodné reakéni podminky,
jsem pfistoupila k samotnému vyhodnoceni telomerické délky.

Pomoci metody qPCR jsem potvrdila, ze ke zkracovani délky telomer dochazi po
pusobeni parakvatu o koncentracich 2 nM a 200 nM (Obr. 5). Parakvat 1 nM nezpisobil

vyrazné zmény v délce. Tyto vysledky jsou ve shodé se zaveéry ze Souhernovy hybridizace.
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Obrazek 5: Porovnani délky telomer pomoci qPCR po pilisobeni parakvatu o koncentracich
1 nM, 2 nM a 200 nM. Graf byl sestaven z primérnych hodnot tfi méfeni + SE. Vliv

parakvatu se projevil zkracenim telomer u koncentraci 2 nM a 200 nM.
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5 Diskuze

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo zhodnotit vhodnost L. migratoria jako
modelového organismu pro studium vlivu oxidativniho stresu na telomericky kompenzacni
mechanismus. Pro indukci oxidtivniho stresu byl vyuzivan hericid parakvat a byl testovan
vliv na antioxida¢ni mechanismy a udrzeni délky telomer. Zaméfila jsem se na dva

antioxidacni enzymy - katalazu a superoxiddizmutazu.

5.1 Parakvat a antioxida¢ni systémy

Vliv parakvatu jako oxida¢niho agens byl studovan u Sirokého spektra organismul.
Aplikace parakvatu ma za nasledek zvysenou produkci superoxidového radikalu (Farrington
et al. 1973), ktera byla pozorovana v cytosolu (Missirlis et al. 2003) a na vné&j$i membrané
mitochondrii (Hirai et al. 1999). Nicméné piesny mechanismus puisobeni parakvatu nebyl
doposud pIné objasnén (Sanhita et al. 2007).

Piisobeni parakvatu na transkripéni aktivitu antioxida¢nich enzymi bylo sledovano
jen v n¢kolika malo studiich, a to na kosternim svalstvu mysi (Franco et al. 1999), na
kortikalnich neuronech a astrocytech laboratornich krys (Schmuck et al. 2002). Dale byl
vyzkum délan u had’atka Caenorhabditis elegans (Tawe et al. 1998) a u rostliny Nicotiana
plumbaginifolia (Tsang et al. 1991). Obecné dochazelo ve vsech studiich k zvySovani
transkripCni aktivity jak u kataldzy, tak i1 u superoxiddizmutazy. Na rozdil od transkripcni
urovné, aktivita antioxida¢nich enzymu vlivem parakvatu byla zkoumana v celé fad¢ studii.
Mnoho téchto praci bylo zaméfeno na obratlovce (Sanhita et al. 2007, Shopova et al. 20009,
Czarniewska et al. 2003) a rostliny (Zacheo et al. 1991, Iturbe-Ormaetxe et al. 1998, Kim a
Jung 2013), vyzkum hmyzu byl zaméfen jen na D. melanogaster (Rzezniczak et al. 2011,
Peng et al. 2012).

V mé diplomové préci bylo u vSech pouzitych koncentraci parakvatu pozorovano
snizeni hladiny transkripti obou testovanych enzymu a rovnéz i pokles enzymatické aktivity
katalazy. Plvodni pfedpoklad byl, ze aplikace dostatecné davky parakvatu musi nutné vést
k aktivizaci antioxida¢nich enzymu. Nicméné zpétné lze usuzovat, Zze davky parakvatu, které
jsem pouzila, byly pfili§ vysoké, a proto mohly vést naopak k poklesu, resp. kolapsu
antioxida¢ni obrany. Dodatec¢nou indicii k tomuto pfedpokladu mize byt pravé SOD, jejiz
Obdobny ptiklad Ize najit ve studii na rajceti Lycopersicon esculentum, kde byly méfeny

hodnoty aktivity po ptisobeni parakvatu u koncentraci v rozsahu 0-50 pM. Po podani 5 pM a
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10 uM parakvatu se objevoval postupny nartst aktivity SOD oproti kontrole, avSak pii
koncentraci 50 uM nastal jeji pokles (Zacheo et al. 1991). Podobné&, Abrashev et al. (2011)
zjistil u Vibrio cholerae postupné zvySovani aktivity SOD u 0,1-1 mM parakvatu, u vyssich
koncentraci se opét objevoval pokles. Lze také spekulovat o nevhodné zvoleném vyvojovém
stadiu pro testovani vlivu parakvatu. Tawe et al. (1998) ku piikladu zjistil, ze transkripéni
aktivita riznych stadii vyvoje se mize lisit. U larvalnich stadii Caenorhabditis elegans byla
objevena 2x vyssi exprese SOD nez u kontroly, zatimco u starSich had’atek nedoslo ke
zméné aktivity. Vysledek, ktery jsem pozorovala, mohl byt také zplsoben kratkym
pusobenim parakvatu, kdy se aktivita enzymu jesté nestaila rozvinout. ZvySena hladina
antioxidacnich enzymi az po delsi dobé pusobeni parakvatu byla pozorovana v nékolika
studiich. Ke stejnému zaveéru dospéla i studie Czarniewska et al. (2003) provadéna na
jatrech skokanti Rana esculenta, kde nejprve po Sesti dnech podavani parakvatu dochazelo
k 50 % snizeni aktivity oproti kontrole, vyrazny narast nastal az po dvanaci dnech. Nartst
aktivity katalazy az pti delSim pusobeni také pozorovali Kim a Jung (2013), ktefi prvni den
po aplikaci parakvatu neobjevili u ryze Oryza sativa rozdil v aktivité v porovnani
s kontrolou, avSak po dvou dnech se jiz projevilo zvySeni. Zmény antioxida¢ni aktivity na
zakladé doby ptisobeni parakvatu studoval Abrashev et al. (2011) u baktérie Vibrio cholerae.
V této studii dochazelo k postupnému zvySovani aktivity katalazy v 15., 30. a 60. minute,
S delsim ptsobenim pak dochdzelo k postupnému poklesu. U SOD byl vSak s postupujicim
¢asem pozorovan kontinudlni nartst aktivity.

Aplikaci 1 nM parakvatu v mych experimentech dochdzelo vzhledem ke kontrole
ke zvysené aktivit¢ SOD, pficemz u katalazy byl zaznamenan vyznamny pokles. Podobnou
reakci pozorovali i Asma a Yesilada (2002) u houby Funalia trogii, kdy po pusobeni
parakvatu o koncentracich 1 mmol/l a 0,1mmol/l byl zji§tén vzrast aktivity SOD a pokles u
katalazy. Rozdily v aktivité téchto enzymi po podani parakvatu studoval také Abrashev et
al. (2011) u Vibrio cholerae, ktery zjistil, ze pti 1 h pisobeni parakvatu se pii koncentracich
0,1-1 mM aktivita SOD zvySovala, zatimco u katalazy téméf nedochdzelo ke zméndm oproti
kontrole. Je ptedpokladano, ze k niz8i odezvé katalazy nez SOD mize dochazet z nékolika
duvodd. Jednak tim, ze parakvat indukuje vznik superoxidu, ktery je redukovan pravé
pomoci SOD, a tak na zvySujici se koncentrace parakvatu pfimo reaguje zvySenim aktivity.
Dale pak tim, Ze je kataldza zavisld na funkci SOD, protoZze SOD umoZziuje dismutaci
superoxidového radikdlu vznik peroxidu vodiku, ktery pak rozklada katalaza. Je tedy moZné,
ze ke zvyseni aktivity kataldzy by mohlo dojit pozdé&ji, kdy SOD jiZ prevede vét§i mnoZzstvi

superoxidu na peroxid vodiku. Rozdily mezi aktivitami antioxidacnich enzymut by mohly byt
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dale zpasobeny jejich rGznou citlivosti na koncentrace parakvatu. Katalaza je nejspi$
citlivéj$i na davku parakvatu a k naruseni funkce enzymu dochazi tedy jiz pii koncentraci 1
nM.

Vysledky antioxida¢ni aktivity se vyrazné liSily mezi méfenim na transkripéni a
enzymatické urovni. Podle toho mizeme vidét, ze tyto dvé urovné regulace jsou rizné citlivé
na vliv parakvatu. U katalazy dochdzelo ke snizeni aktivity na obou trovnich, zatimco u
SOD se vysledky lisily. Transkrip¢ni aktivita SOD se po ptsobeni parakvatu snizila, zatimco
ta enzymaticka se zvysila. Jiz diive bylo zjiSténo, ze pozorovany nardst enzymatické aktivity
nekoreluje s arovni mRNA, tudiz zmény v transkripci neukazuji, jak dilezitou roli hraje

antioxida¢ni gen v ochran¢ proti oxidativnimu stresu (Mylona a Polidoros 2010).

5.2 Telomerazova aktivita

Telomerdze je v soucasné dobé veénovana velkd pozornost, jelikoz je klicovou
sloZzkou bunééné nesmrtelnosti a tumorogeneze. Telomeraza je aktivni az v 90% lidskych
karcinomu, ale ne v normalnich somatickych buiikach, proto by jeji detekce mohla slouzit
jako diagnosticky marker pro nadory (Chen a Chen 2011). Z tohoto diivodu je mnoho studii
zamé&fujicich se pravé na ¢loveéka a nadorové bujeni (Broccoli et al. 1995, Counter et al.
1995, Hahn et al. 1999, Meyerson 2000). Aktivita telomerazy u hmyzu byla dosud
zkoumana jen velmi okrajové, a to na nékolika malo hmyzich druzich (Sasaki a Fujiwara
2000). V této praci byla pfitomnost telomerazy pozorovana u Svaba Periplaneta americana,
u cvrcka Teleogryllus taiwanemma, u motyld Agrius convolvuly a Papilio xuthus. Dle
pfedpokladii se telomeraza nevyskytovala u dvoukiidlych Drosophila melanogaster a
Sarcophaga peregrina. Zajimavym zjiSténim byla absence nebo velmi nizkd aktivita
telomerazy u Bombyx mori, u kterého vsak byla potvrzena pfitomnost hmyzi telomerické
nebylo mozné metodou TRAP assay detekovat.

Vzhledem Kk publikovanym tdajum byl velky ptedpoklad, Zze systém telomerické
kompenzace u saranéete je zaloZzen na aktivit¢ telomerazy. Navzdory ocekavani vsak
telomeraza nebyla detekovana. Nepiitomnost telomerazové aktivity u L. migratoria mohla
byt zplisobena technickymi diivody, kdy malé mnoZstvi telomerazy mohlo zptisobit selhani
TRAP assay jako tomu bylo v ptipadé Bombyx mori.

Telomerazovou aktivitu dale nevykazovali ani dal§i tfi zastupci Orthoptera (S.

gregaria, A. domestica, G. assimilis). Z tohoto divodu usuzujeme, Zze by nepfitomnost
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telomerazy mohla byt specificka pro cely tento fad, nicméné toto je v rozporu s detekovanou

telomerazou u T. taiwanemma (Sasaki a Fujiwara 2000).

5.3 Délka telomer

V této diplomové praci byla studovana délka telomer L. migratoria u riznych
vyvojovych stadii a dale mezi dospélci po pusobeni parakvatu o riznych koncentracich.
Nami zjisténa délka telomer L. migratoria odpovidala podle vysledkd Southernovy
hybridizace 45 kb. Tento vysledek je v rozporu s publikaci Sahara et al.(1999), kde u
stejného organismu byla naméfena délka 22 kb. Rozdil byl pravdépodobné zplisoben tim, Ze
jsem pro praci vyuzivala pulzni elektroforézu, ktera mi umoznila lep$i rozdéleni fragmentt a
tim ptfesnéjsi odhad délky.

Pti porovnavani délky telomer mezi riznymi vyvojovymi stadii jsem vychazela
z ptedpokladu, ze se telomery zkracuji s kazdym cyklem replikativniho déleni kvili
neschopnosti DNA polymerazy dosyntetizovat konce chromozomu (Coviello-McLaughlin a
Prowse 1997). Cim je tedy organismus star$i, podstoupil vice déleni, a tudiz by mél mit
telomery krat$i. Tuto hypotézu podporuje nékolik studii zaméfenych na telomery clovéka
(Benetos et al. 2001, Cheng et al. 2013) a mysi (Coviello-McLaughlin a Prowse 1997).
Benetos et al. (2001), ktery studoval dospé€lé lidi razného véku, zjistil, Ze telomerické délka
je negativné korelovana s vékem. V praci Cheng et al. (2013) bylo zjisténo zkraceni telomer
i U plodu v6. -11. tydnu prenatalniho vyvoje, ackoliv v tomto obdobi by méla byt jesté
aktivni telomeraza, ktera zkracenou délku doplnuje. U L. migratoria jsem vSak zadné rozdily
Vv délce telomer mezi rizné starymi jedinci nepozorovala. Rozdily v telomerach zavislé na
veéku budou nejspise tak malé, ze je neni mozné pomoci Southernovy hybridizace, alespon
zpusobem jaky jsem pouzila ja, detekovat.

Déle byl testovan vliv oxidativniho stresu ptisobenim parakvatu na délku telomer.
Oxidativni stres je povazovan za hlavni pti¢inu zkracovani telomer, ale doposud neni zcela
oxidativni stres zptsobuje jednofetézcové zlomy v telomerické DNA, které jsou v soucasné
dob¢ povazovany za hlavni pti¢inu zkracovani DNA (Zglinicki et al. 2000). Tuto hypotézu
potvrdil Wang et al. (2010), ktery pozoroval narGst vyskytu jednofetézcovych i
dvoufetézcovych zloml v telomerické oblasti po pisobeni peroxidu vodiku nebo 20%
kysliku.

V souladu s témito piedpoklady jsem zmény v telomerické délce pozorovala, a to jak

s vyuzitim Southernovy hybridizace, tak kvantitativni Real-time PCR. Stejny vysledek byl
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zaznamenan v n¢kolika studiich, avSak v zadné z nich nebyl oxidativni stres vyvolavan
parakvatem, ale byly pouzity jiné zplsoby indukce. Po oxidativnim stresu vyvolaném
vyfukovymi plyny (Hoxha et al. 2009), peroxidem vodiku (Uziel et al. 2008) a UVA
zatenim (Kawaniski a Oikawa 2004) byly pozorovany zmény v telomerové oblasti, bylo
pozorovano zkraceni telomer, jednofetézcové zlomy a vyskyt oxidovanych bazi (8oxodG).
Celkové mohu konstatovat, ze ackoliv jsem u L. migratoria byla schopna detekovat
ur¢ité zmeény v telomerické délce vlivem plsobeni oxidativniho stresu, saran¢e L. migratoria
nelze brat jako pouZitelny organismus pro studium vlivu oxidativniho stresu na hmyzi
telomery. To je dano nedetekovatelnou telomerazovou aktivitou, tedy aktivitou, kterd je

Vv tomto ohledu studia zcela zasadni.
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6 Zavér

Tato diplomovd prace se zabyva vlivem oxidativniho stresu indukovanym
parakvatem na antioxida¢ni systémy a délku telomer, dale byla studovana délka telomer
mezi riznymi vyvojovymi stadii a telomerazova aktivita u sarancete L. migratoria. V ramci
této prace byly navrzeny degenerované primery pro geny kataldzu a superoxiddizmutazu, na
jejichz zaklad¢ byla provedena sekvenace danych genl. Po urceni sekvenci byly nasledné
navrzeny specifické primery, které byly pouzity pro vyhodnocovani transkripéni aktivity. Na
urovni transkripce a enzymatické aktivity byl prokazan vliv parakvatu na aktivitu katalazy a
superoxiddizmutazy. Metodou Southernovy hybridizace a kvantitativni PCR bylo po
aplikaci parakvatu zaznamenano zkraceni telomerické délky. Byla provedena TRAP assay
pro vyhodnoceni telomerdazy. Telomerazova aktivita vSak u L. migratoria detekovana
nebyla. Zavérem lze konstatovat, Ze vzhledem k nedetekovatelnym hladinam telomerazové
aktivity, neni L. migratoria vhodnym modelem pro studium vlivu oxidativniho stresu na

telomery €1 telomericky kompenza¢ni mechanismus.

28



7 Pouzita literatura

ABRASHEV R., KRUMOVA E., DISHLISKA V., ENEVAR., ENGIBAROV S.,
ABRASHEYV |., ANGELOVA M., 2011. Differential effect of paraquat and hydrogen
peroxide on the oxidative stress response in Vibrio cholerae. Biotechnology &
Biotechnological Equipment, 25, s. 72-76.

AHMED S., PASSOS J. F., BIRKET M. J., BECKMANN T., BRINGS S., PETERS H.,
BIRCH-MACHIN M. A., ZGLINICKI T., SARETZKI G., 2008. Telomerase does
not counteract telomere shortening but proteus mitochondrial function under
oxidative stress. Journal of Cell Science, 121, s. 1046-1053.

ALSCHER R. G., ERTURK N., HEATH L. S., 2002. Role of superoxide dismutases (SODs)
in controlling oxidative stress in plants. Journal of Experimental Botany, 53,

s. 1331-1341.

ASMA D., YESILADA 0., 2002. Effect of paraquat on cellular defense enzymes and
glutathione level of Funalia trogii. Folia Microbiologica, 47, s. 413-416.

AUBERT G., LANSDORP P. M., 2008. Telomeres and aging. Physiological reviews, 88, s.
557- 579.

BENETOS A., OKUDA K., LAJEMI M., KIMURA M., THOMAS F., SKURNICK J.,
LABAT C., BEAN K., AVIV A, 2001. Telomere length as an indicator of biological
aging: The gender effect and relation with pulse pressure and pulse wave velocity.
Hypertension, 37, s. 381-385.

BETTS D. H., PERRAULT S., HARRINGTON L., KING W. A., 2006. Quantitative
analysis of telomerase activity and telomere length in domestic animal clones.
Methods in Molecular Biology, 325, s. 149-180.

BLACKBURN E. H., 1991. Structure and fiction of telomeres. Nature, 350, s. 569-573.

BOUTOU E., VLACHODIMITROPOULO D., PAPPA V., STURZBECHER H. W.,
VORGIAS C. E., 2013. DNA repair and telomeres — an intriguing relationship. New
Research Directions in DNA Repair. InTech, Open Access Publisher, ISBN 978-953-
51-1114-6.

BROCCOLI D., YOUNG J. W., DE LANGE T., 1995. Telomerase activity in normal and
malignant hematopoietic cells. Proceedings of the National Academy of Sciences of
the United States of America, 92, s. 9082-9086.

CAPKOVA FRYDRYCHOVA R., MASON J. M., 2013. Telomeres: Their structure and

29


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Alscher%20RG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11997379
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Erturk%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11997379
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Heath%20LS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11997379
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Aubert%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18391173
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lansdorp%20PM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18391173
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Betts%20DH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16761726
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Perrault%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16761726
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Harrington%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16761726
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=King%20WA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16761726

maintenance. The Mechanisms of DNA Replication. InTech, Open Access Publisher,
S. 423-443.

CAWTHON R. M., 2002. Telomere measurement by quantitative PCR. Nucleic Acids
Research, 30, s. 1-6.

COVIELLO-MCLAUGHLIN G. M., PROWSE K. R., 1997. Telomere length regulation
during postnatal development and ageing in Mus spretus. Nucleic Acids Research, 25,
s. 3051-3058.

COHN M., 2008. Molecular diversity of Telomeric sequences. Origin and Evolution of
Telomeres, s. 70-82.

COOPER G. M., 2000. DNA replication. The Cell: A Molecular Approach.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK9940/.

COUNTER C. M., GUPTA J., HARLEY C. B., LEBER B., BACCHETTI S., 1995.
Telomerase activity in normal leukocytes and in hematologic malignancies. Blood,
85, s. 2315-2320.

CUI H., KONG Y., ZHANG H., 2012. Oxidative stress, mitochondrial dysfunction, and
aging. Journal of Signal Transduction, 2012, ID 646354.

CZARNIEWSKA E., KASPRZYK A, ZIEMNICKI K., 2003. Effect of paraquat and
metoxychlor on antioxidant enzymes in frog Rana esculenta L. liver. Biological
Letters, 40, s. 125-133.

DIZDAROGLU M., JARUGA P., BIRINCIOGLU M., RODRIGUEZ H., 2002. Free
radical-induced damage to DNA: mechanisms and measurement. Free radical
biology & medicine, 32, s. 1102-1115.

ESSICK E. E., SAM F., 2010. Oxidative stress and authophagy in cardiac dinase,
neurological disorders, aging and cancer. Oxidative Medicine and Cellular Longevity,
3,s.168-177.

FARRINGTON T. A,, EBERT M., LAND E. T., FLETCIIER K., 1973. Bipyridylium
quaternary salts and related compounds. V. Pulse radiolysis studies on the reaction of
paraquat radidl with oxygen. Implication for the mode of action of bipyridyl
herbicides. Biochimica et Biophysica Acta, 314, s. 372-385.

FINKEL T., HOLBROOK N. J., 2000. Oxidants, oxidative stress and the biology of ageing.
Nature, 408, s. 239-247.

FRANCO A. A,, ODOMR. S., RANDO T. A,, 1999. Regulation of antioxidant enzyme
gene expression in response to oxidative stress and during differentiation of mouse
skeletal muscle. Free Radical Biology & Medicine, 27, s. 1122-32.

30


http://nar.oxfordjournals.org/search?author1=Gina+M.+Coviello-McLaughlin&sortspec=date&submit=Submit
http://nar.oxfordjournals.org/search?author1=Karen+R.+Prowse&sortspec=date&submit=Submit
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK9940/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dizdaroglu%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12031895
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jaruga%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12031895
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Birincioglu%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12031895
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rodriguez%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12031895

FUJITA I, TANAKA M., KANOH J., 2012. Identification of the functional domains of the
telomere protein Rapl in Schizosaccharomyces pombe. PLoS ONE, 7, s. 1-5.

GREIDER C. W., BLACKBURN E. H., 1985. Identification of specific telomere terminal
transferase activity in Tetrahymena extracts. Cell, 43, s. 405-413.

HAHN W. C., STEWART S. A,, BROOKS M. W., YORK S. G., EATON E.,

KURACHI A., BEIJERSBERGEN R. L., KNOLL J. H.,, MEYERSON M.,
WEINBERG R. A., 1999. Inhibition of telomerase limits the growth of human cancer
cells. Nature Medicine, 5, s. 1164-1170.

HIRAI K., PAN J., SHIMADA H., IZUHARA T., KURIHARA T., MORIGUCHI K.,

1999. Cytochemical energy-filtering transmission electron microscopy of
mitochondrial free radical formation in paraquat cytotoxicity. Journal of Electron
Microscopy, 48, s. 289-296.

HOUBEN J. M., MOONEN H. J., SCHOOTEN F. J., HAGEMAN G. J., 2008. Telomere
length assessment: biomarker of chronic oxidative stress? Free radical biology &
medicine, 44, s. 235-246.

HOXHA M., DIONI L., BONZINI M., PESATORI A. C., FUSTINONI S., CAVALLO D.,
CARUGNO M., ALBETTI B., MARINELLI B., SCHWARTZ J.,, BERTAZZI P. A,,
BACCARELLI A., 2009. Association between leukocyte telomere shortening and
exposure to traffic pollution: a cross-sectional study on traffic officers and indoor
office workers. Environmental health, 8, doi: 10.1186/1476-069X-8-41.

CHEN G., KONG F., LUAN Y., SUN C., WANG J., ZHANG L., JIANG B., QI T.,

ZHAO J., ZHENG C., XU D., 2013. Differential shortening rate of telomere length
in the development of human fetus. Biochemical and Biophysical Research
Communications, 442, s. 112-115.

CHEN CH., CHEN R. J., 2011. Prevalence of telomerase activity in human cancer. Journal
of the Formosan Medical Association, 110, s. 275-289.

ITURBE-ORMAETXE |., ESCUREDO P. R., ARRESE-IGOR C., BECANA M., 1998.
Oxidative damage in pea plants exposed to water deficit or paraquat. Plant
Physiology, 116, s. 173-181.

KAWANISHI S., OIKAWA S., 2004. Mechanism of telomere shortening by oxidative
stress. Annals of the New York Academy of Sciences, 1019, s. 278-284.

KIM J. G., JUNG S., 2013. Differential antioxidant mechanisms of rice plants in
response to oxyfluorfen and paraquat. Weed and Turfgrass Science, 2, s. 254-259.

KIM N. W., PIATYSZEK M. A., PROWSE K. R., HARLEY C. B., WEST M. D., HOP. L.,

31


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hahn%20WC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10502820
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Stewart%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10502820
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Brooks%20MW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10502820
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=York%20SG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10502820
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Eaton%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10502820
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kurachi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10502820
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Beijersbergen%20RL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10502820
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Knoll%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10502820
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Meyerson%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10502820
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Weinberg%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10502820
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Houben%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18021748
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Moonen%20HJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18021748
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=van%20Schooten%20FJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18021748
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hageman%20GJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18021748
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hoxha%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19772576
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dioni%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19772576
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bonzini%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19772576
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pesatori%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19772576
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fustinoni%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19772576
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cavallo%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19772576
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Carugno%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19772576
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Albetti%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19772576
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Marinelli%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19772576
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Schwartz%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19772576
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bertazzi%20PA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19772576
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Baccarelli%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19772576
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cheng%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24246679
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kong%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24246679
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Luan%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24246679
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sun%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24246679
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wang%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24246679
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhang%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24246679
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jiang%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24246679
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Qi%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24246679
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhao%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24246679
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zheng%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24246679
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Xu%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24246679
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kawanishi%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15247029
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Oikawa%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15247029
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kim%20NW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7605428
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Piatyszek%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7605428
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Prowse%20KR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7605428
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Harley%20CB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7605428
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=West%20MD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7605428
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ho%20PL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7605428

COEVIELLO G. M., WRIGHT W. E., WEINRICH S. L., SHAY J. W., 1994.
Specific association of human telomerase activity with immortal cells and cancer.
Science, 266, s. 2011-2015.

KIM N. W., WU F., 1997. Advances in quantification and characterization of telomerase
activity by the telomeric repeat amplification protocol (TRAP). Nucleic Acids
Research, 25, s. 2595-2597.

KROKAN H. E., STANDAL R., SLUPPHAUG G., 1997. DNA glycosylases in the base
exciton repair of DNA. Biochemical Journal, 325, s. 1-16.

KYO S., INOUE M., 2002. Complex regulatory mechanisms of telomerase activity in
normal and cancer cells: How can we apply them for cancer therapy? Oncogene, 21,
S. 688-697.

LOUIS E. J., 2002. Are Drosophila telomeres an exception or the rule? Genome Biology, 3.

MAESHIMA K., JANSSEN S., LAEMMLI U. K., 2001. Specific targeting of insect and
vertebrate telomeres with pyrrole and imidazole polyamides. EMBO Journal, 20, s.
3218-3228.

MAKAROV V. L., HIROSE Y, LANGMORE J. P., 1997. Long G tails at both ends of
human chromosomes suggest a C strand degradation mechanism for telomere
shortening. Cell, 88, s. 657-666.

MASON J., CAPKOVA FRYDRYCHOVA R., BIESSMANN H., 2008. Drosophila
telomeres: an exception providing new insights. BioEssays, 30, s. 25-37.

MATTIUSSI M., TILMAN G., LENGLEZ S., DECOTTIGNIES A., 2012. Human
telomerase represses ROS-dependent cellular responses to tumor necrosis factor-a
without affecting NF-«B activation. Cellular Signalling, 24, s. 708-717.

MCKNIGHT T. D., 2004. Plant telomere biology. Plant Cell, 16, s. 794-803.

MEYERSON M., 2000. Role of telomerase in normal and cancer cells. Journal of Clinical
Oncology, 18, s. 2626-2634.

MISSIRLIS F., HU J., KIRBY K., HILLIKER A. J., ROUAULT T. A,, PHILLIPS J. P.,
2003. Compartment-specific protection of iron-sulfur proteins by superoxide
dismutase. The Journal of Biological Chemismy, 278, s. 47365-47369.

MYLONAP. V., POLIDOROS A. N., 2010. ROS Regulation of Antioxidant Genes.
Reactive Oxygen Species and Antioxidants in Higher Plants, s. 101-127.

NASIR N. F. M, KANNAN T. P., SULAIMANN S. A., SHAMSUDDIN S., AHMAD A,
STANGACIU S., 2014. Telomeres and oxidative stress. British Journal of Medicine
& Medical Research, 4, s. 57-67.

32


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Coviello%20GM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7605428
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wright%20WE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7605428
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Weinrich%20SL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7605428
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shay%20JW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7605428
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Laemmli%20UK%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Makarov%20VL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9054505
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hirose%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9054505
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Langmore%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9054505

O’'CALLAGHAN N., BAACK N., SHARIF R., FENECH M., 2011. A qPCR-based assay to
quantify oxidized guanine and other FPG-sensitive base lesions within telomeric
DNA. BioTechniques, 51, s. 403-412.

OESEBURG H., BOER R. A, GILST W. H., HARST P., 2010. Telomere biology in healthy
aging and disease. Europien Journal of Physiology, 459, s. 259-268.

OLOVNIKOQOV A. M., 1971. Principle of marginotomy in template synthesis of
polynucleotides. Doklady Akademii Nauk, 201, s. 1496-1499.

PENG C., ZUO Y., KWAN K. M., LIANG Y., MAK. Y., CHAN H. Y., HUANG Y.,

YU H., CHEN Z. Y., 2012. Blueberry extract prolongs lifespan of Drosophila
melanogaster. Experimental Gerontology, 47, s. 170-178.

POLJSAK B., MILISAV 1., 2013. Aging, oxidative stress and antioxidants. Oxidative
Stress and Chronic Degenerative Diseases - A Role for Antioxidants InTech, Open
Access Publisher, ISBN 978-953-51-1123-8.

POLLACK M., LEEUWENBURGH CH., 1999. Molecular mechanisms of oxidative stress
in aging: free radicals, aging, antioxidant and disease. Handbook of Oxidants and
Antioxidants in exercise, s. 881-923.

POWERS S. K., LENNON S. L., 1999. Analysis of cellular responses to free radicals: focus
on exercise and skeletal muscle. Proceedings of the Nutrition Society, 58,

s. 1025-1033.

PROWSE K. R., GREIDER C. W., 1995. Developmental and tissue-specific regulation of
mouse telomerase and telomere length. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America, 92, s. 4818-4822.

RZEZNICZAK T. Z., DOUGLAS L. A., WATTERSON J. H., MERRITT T. J., 2011.
Paraquat administration in Drosophila for use in metabolic studies of oxidative stress.
Analytical Biochemistry, 419, s. 345-347.

SAHARA K., MAREC F., TRAUT W., 1999. TTAGG telomeric repeats in chromosomes of
some insects and other arthropods. Chromosome Research, 7, s. 449-460.

SAMSONRAJR. M., RAGHUNATH M., HUI J. H., LING L., NURCOMBE V.,

COOL S. M., 2013. Telomere length analysis of human mesenchymal stem cells by
quantitative PCR. Gene, 519, s. 348-355.

SANHITAR., ARNAB S., ABITABHA R., 2007. Effects of paraquat on anti-oxidant
system in rats. Indian Journal of Experimental Biology, 45, s. 432-438.

SANTORO N., THIELE D. J., 1997. Oxidative stress responses in the yeast Sacharomyces

cerevisiae. Yeast Stress Responses, s. 171-211.

33


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Peng%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22197903
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zuo%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22197903
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kwan%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22197903
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Liang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22197903
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ma%20KY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22197903
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chan%20HY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22197903
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Huang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22197903
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yu%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22197903
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chen%20ZY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22197903
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rzezniczak%20TZ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21910964
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Douglas%20LA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21910964
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Watterson%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21910964
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Merritt%20TJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21910964

SASAKI T., FUIIWARA H., 2000. Detection and distribution patterns of telomerase activity
in insects. European Journal of Biochemistry, 267, s. 3025-3031.

SHAY J. W., ZOU Y., HIYAMA E., WRIGHT W. E., 2001. Telomerase and cancer.
Human Molecular Genetics, 10, s. 677-685.

SHOPOVAV. L., DANCHEVA V. Y., SALOVSKY P. T., STOYANOVA A. M., 2009.
Protective effects of a superoxide dismutase/catalase mimetic compound against
paraquat pneumotoxicity in rat lung. Respirology, 14, s. 504-510.

SCHMUCK G., ROHRDANZ E., TRAN-THI Q.-H., KAHL R., SCHLUTER G., 2002.
Oxidative stress in rat cortical neurons and astrocytes induced by paraquat in vitro.
Neurotoxicity Research, 4, s. 1-13.

TAWE W. N., ESCHBACH M. L., WALTERR. D., HENKLE-DUHRSEN K., 1998.
Identification of stress-responsive genes in Caenorhabditis elegans using RT-PCR
differential display. Nucleic acids research, 26, s. 1621-1627.

TRAUT W., SZCZEPANOWSKI M., VITKOVA M., OPITZ C., MAREC F., 2007.

The telomere repeat motif of basal Metazoa. Chromosome Research, 15, s. 371-382.

TSANG E. W., BOWLER C., HEROUART D., VAN CAMP W., VILLARROELIR.,
GENETELLO C., VAN MONTAGU M., INZE D., 1991. Differential regulation of
superoxide dismutases in plants exposed to environmental stress. The Plant Cell, 3, s.
783-792.

TURRENS J. F., 1997. Superoxide production by the mitochondrial respiratory chain.
Bioscience Reports, 17, s. 3-8.

TURRENS J. F., 2003. Mitochondrial formation of reactive oxygen species. The Journal of
Physiology, 552, s. 335-344.

UEHARA H., NARDONE G., NAZARENKO I., HOHMAN R. J., 1999. Detection of
telomerase activity utilizing energy transfer primers: comparison with gel- and
ELISA-based detection. BioTechniques, 26, s. 552-558.

UTTARA B., SINGH A. J., ZAMBONI P., MAHAJAN R. T., 2009. Oxidative stress and
neurodegenerative diseases: a review of upstream and downstream antioxidant
therapeutic options. Current Neuropharmatology, 7, s. 65-74.

UZIEL O., RESHEF H., RAVID A., FABIAN I., HALPERIN D., RAM R.,
BAKHANASHVILI M., NORDENBERG J., LAHAV M., 2008. Oxidative stress
causes telomere damage in Fanconi anaemia cells — a possible predisposition for
malignant transformation. British Journal of Haematology, 143, s. 82-93.

WANG Z., RHEE D. B., LU J., BOHR CH. T., ZHOU F., VALLABHANENI H.,

34


http://hmg.oxfordjournals.org/search?author1=Jerry+W.+Shay&sortspec=date&submit=Submit
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tawe%20WN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9512531
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Eschbach%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9512531
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Walter%20RD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9512531
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Genetello%20C%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lu%20J%5Bauth%5D

SOUZA-PINTO N. C., LIU Y., 2010. Characterization of oxidative guanine damage
and repair in  mammalian telomeres. PLOS  Genetics, 6, DOI:
10.1371/journal.pgen.1000951.

WEGE H.,LEH. T, CHUI M. S,, LIU L., WU J., GIRI R., MALHI H., SAPPAL B. S.,
KUMARAN V., GUPTAS., ZERN M. A., 2003. Telomerase reconstitution
immortalizes human fetal hepatocytes without disrupting thein differentiation
potential. Gastroenterology, 124, s. 432-444.

WRIGHT W. E., PIATYSZEK M. A., RAINEY W. E., BYRD W., SHAY J. W., 1996.
Telomerase activity in human germline and embryonic tissues and cells.
Developmental Genetics, 18, s. 173- 179.

WYATT H. D. M., WEST S. C., BEATTIE T. L., 2010. INTERTpreting telomerase structure
and function. Nucleic Acids Research, 38, s. 5609-5622.

YANG J. H., LEEH. C,, LIN K. J., WEI Y. H., 1994. A specific 4977- bp deletion of
mitochondrial DNA in human aging skin. Archives of Dermatological Research, 286,
s. 386-390.

ZACHEO G., GUIDA G., BLEVE-ZACHEO T., MELILLO M. T., 1991. Effect of paraquat
on the superoxide dismutase and katalase aktivity of tomato plants susceptible and
resistant to Meloidogyne incognita. Nematologia Mediterranea, 19, s. 155-162.

ZGLINICKI T., PILGER R., SITTE N., 2000. Accumulation of single-strand breaks is the
major cause of telomere shortening in human fibroblasts. Free Radical Biology &
Medicine, 28, s. 64—74.

ZGLINICKI T., 2002. Oxidative stress shortens telomeres. Biochemical Sciences, 27, s. 339-
344.

35


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Souza-Pinto%20NC%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wright%20WE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8934879
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Piatyszek%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8934879
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rainey%20WE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8934879
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Byrd%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8934879
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shay%20JW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8934879

8 Prilohy

8.1 Sekvence katalazy a superoxiddizmutazy

Kataldza:
CGATTACTTCGGCAAAGTAATTCTTGGGGATTGCGATTTAGCACAATTTTGCCCA
CTGGGATGAGTGGAAACTCGTCATGTGGCCAGACCTTAGTGAGATCAAACGGGT
TAAATTTCCAGTTCTCAGCCTGTTTAAATGTCATGACTTGTATGTACATAGTCCA
AGAGGGGAAGTTTCCTGTTGCAATAGCATTATAGAGATCCCGGATTGAATAATC
CGGATCACTGCCAGAGAGGTCACCAGCCTGTTTTGTTGGTAGATTTTTTATTCCT
TGGTCAGTCTTATAATGGAATTTGCAATAAACAGCTTCATTCTTGGCATTGACTA
ATTTGAATGTGTGTGAACCATAACCATTCATGTGGCGATATCCATCTGGGATTCC
CCTGTCAGAGAACAGGAACATAACCTGATGGGTTGTCTCTGGTCTAAGTGTAAT
GAAGTCCCAAAACATGTCA

Superoxiddizmutaza:

CGATTGAATTCGGTGACAACACTAACGGGTGTATGAGTGCCGGGGCACATTTCA
ACCCTCACAGCAAGGACCACGCAGGCCCCGAGGATGCCGACCGCCACGTCGGA
GATCTGGGCAATGTCGAGGCAGGCGGGGATGGAGTTGCCAAAGTTAACATTACT
GACAAGGTTATCTCTCTGACTGGAGATCACAATGTCATCGGCCGCACTCTTGTGG
TGCATGCTGACCCGGATGACCTGGGACGTGGCGGACACGAGCTGAGCAAGACG
ACCGGCAACGCAGGCGCTAGAAT
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