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1 Uvod

1.1 Telomery

Na vsech koncich eukaryotnich chromosomii se nachazi nukleoproteinové struktury
zvané telomery, které maji svou specifickou sekvenci a jsou opatfeny urcitymi proteiny,
nezbytnymi pro spravné fungovani. Cely tento komplex je nepostradatelny pro samotny
zivot bunky, jelikoz telomery maji esencialni roli v mnoha bunéénych procesech (Chan and
Blackburn 2002; von Zglinicki 2002; Cenci et al. 2005) a jsou dulezité pro prostorové
usporadani uvnitt jadra (Greider 1996). Ptirozené konce chromosomi jsou za pomoci
telomerickych struktur rozpoznavany od dvoufetézcovych zlomt, brani exonukleazovym
degradacim a jsou chranény pied chromosomalnimi fazemi (McClintock, 1942). Béhem
déleni buinky muze vlivem téchto nestabilnich fuzovanych chromosomi dochdzet ke
$patnému rozchodu do dcefinych bunék, tim padem k ubytku genetické informace (Greider
and Blackburn 1996). Nezbytné jsou i pii procesu kompenzace koncovych ztrat DNA
v disledku oxidativniho stresu a neschopnosti DNA polymerdzy dosyntetizovat dcefiné
vlakno na 5” konci (Watson, 1972; Olovnikov, 1973). V burice se tedy s kazdym délenim
telomery zkracuji, nebot’ dochazi ke ztratam ¢asti sekvence na 5° konci. V piipadé, ze
Vv buiice dojde ke zkraceni na urcitou kritickou mez (tzv. Hayflickliv limit), buiika ztraci
schopnost déleni (Hayflick and Moorhead, 1961; Harley et al. 1990). Tento jev je signalem
pro bunécnou senescenci ¢i bunéénou smrt. Ruzna poskozeni ¢i zmény v telomerach a v
kompenzaci jejich ztrat souvisi se vznikem civiliza¢nich onemocnéni a vyznamnou mérou se

podili na starnuti organismu (Ferron et al. 2009; Lin et al. 2012).

1.2 Struktura telomer

Nejcastejsi formou vyskytujici se v eukaryotnich chromosomech je telomerickda DNA
sloZzend ztandemovych repetic 5°-T1.4A0-1G1.8-3, kterd je ve své podstate sekvenci
nekddujici. U eukaryotnich organismii se tato sekvence opakuje, vysoké zastoupeni guaninu
na 3’ konci ¢i cytosinu na 5” konci je proménlivé v zavislosti na dané skupiné organismd,
avsak v ramci taxonomické skupiny je sekvence vysoce konzervovana (Mason et al. 2008).
Na konci 5'- 3'fetézce se vytvaieji kratké repetice bohaté na guanin, vznikaji zde
charakteristické G-kvartery ¢i G:G pary (Williamson et al.1989). Obratlov¢i telomery jsou
slozeny z hexamerické opakujici se sekvence (TTAGGG), (Meyne et al. 1989; Frydrychova
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and Marec 2002). Vyssi rostliny pak ve vétsiné piipadi zachovavaji sekvenci (TTTAGGG),
(Pich et al. 1996). Telomericka sekvence u hmyzu je mnohdy tvotfena repetici (TTAGG),
(Okazaki et al. 1993). V hmyzi #i§i muZeme nalézt nékolik odliSnosti od klasické
pentamerické sekvence, a to napiiklad u komara Anopheles gambiae ¢i pakomara rodu
Chironomus, jejichz telomery jsou opatfeny dlouhymi satelitnimi sekvencemi (Nielsen and
Edstrom 1993). Dalsim organismem s odlisnym typem telomer je Drosophila melanogaster,
u které se nachazeji tfi retrotransposibilni elementy, tvofici HTT oblast, které se fadi mezi
non-LTR retrotransposony (Frydrychova et al. 2008). HTT oblast je napojena na

subtelomerickou oblast TAS (telomere associated sequences) (Mason et al. 2008).

Pro celkovou stabilitu telomer, potazmo celého genomu, se na jejim samotném konci
nachazi tzv. telomericka cepicka. Ta je u Clovéka tvofena shelterinovym komplexem,
nazyvanym také telosom, ktery se skladd ze Sesti proteinovych podjednotek TRF1, TRF2,
TIN2, TPP1, POT1 a Rapl (Diotti and Loayza 2011), a dalsich proteini. Cely komplex ma
specifickou vazbu pravé na telomerickou sekvenci s dostatecnou délkou. U drozofily se
nachdzi obdobny proteinovy komplex terminin, jehoz slozky se vSak od shelterinu lisi
(Frydrychova and Mason 2013). Avsak nékteré ostatni proteiny telomerické cepicky u
Clovéka a drozofily vykazuji homologii, napiiklad ATM kindza ¢i proteiny ucastnici se
oprav dvoufetézcovych zlomi (Cenci et al. 2003). Nepostradatelnou roli ma telomericka
Cepicka pfi rozpoznavani chromosomalnich zlomt od pfirozenych konci chromosomd,
nebot’ po jejim naruSeni ¢i vyrazném zkraceni telomerické délky dochdzi vlivem reparacnich
mechanismt k fazovani téchto konct, pti drastickém poskozeni ¢i zkraceni az k bunécné
smrti (Mason et al. 2008; Frydrychova and Mason 2013). V piipad¢ drozofily je tomu jinak.
Po ztraté telomery mize buiika vykazovat zivotaschopnost i po mnoho generaci. Proteinovy
komplex terminin se na rozdil od shelterinového mulZe formovat na jakémkoliv
chromosomalnim konci. V piipadé ztraty telomerické sekvence je tak moznost navazani
termininu i na konec netelomericky, proto k apoptdze nemusi dochazet. Ztrata HTT oblasti
byla identifikovana u pfirodnich 1 laboratornich populaci s pfezivanim do dalSich generaci

(Mason et al. 1984).

1.3 Kompenzace telomerickych ztrat

DNA polymeridza je enzym, ktery je esencialni pii replikaci DNA. Hlavnim

problémem je jeji neschopnost plné syntetizovat konce chromosomil, nebot” je toho zcela
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schopna pouze ve sméru 5'- 3’. Pro nastartovani syntézy je nezbytnad pfitomnost RNA
primeru, ktery prisedne k templatovému fetézci a pravé po jeho zapojeni zapocne syntéza
DNA. RNA primery jsou poté¢ degradovany, vznikne tak volné misto v novém fetézci, které
nemuze byt zpétné¢ dosyntetizovano, nedochdzi k polymeraci deoxyribonukleotidii, nebot’
volny G-konec neposkytuje volnou 3-OH skupinu (Olovnikov, 1973; Levy et al. 1992).

V disledku toho jsou koncové useky chromosomil zkracovany.

Kompenzace téchto ztrat je feSena nékolika zpusoby, tim nejbéznéjsim je aktivita
enzymu telomerazy, fungujici jako reverzni transkriptaza, ktera se vaze na 3 konce, u
kterych neprobéhla replikace, a dopliuje je. Telomeraza byla poprvé identifikovana u
nalevnika Tetrahymena thermophila (Blackburn and Gall, 1978; Greider and Blackburn,
1985). Tento velky komplex skladajici se zRNA a bilkovin obsahuje dvé hlavni
podjednotky: TR (Telomerase RNA), nesouci molekulu RNA, kterd slouzi jako templat
(Blasco et al. 1997; Lee et al. 1998; Lee et al. 2008) a TERT (TElomerase Reverse
Transcriptase), hlavni ¢initel reverzni transkripce (Autexier and Lue 2006). Telomeraza neni
aktivni pouze u telomerické sekvence, ale muze svou Ccinnosti prodlouzit i konce
netelomerické, a to v pribéhu vyvojové fizeného chromosomalniho 1éceni nebo po
nahodném ¢i uméle vytvofeném chromosomalnim poskozeni (Melek et al. 1996), kdy jsou
chromosomy znovu stabilizovany formaci nové telomery (McClintock, 1941; Magnenat et

al. 1999).

Buiikky a jejich funkce mohou byt uzce spjaty s mirou aktivity telomerazy.
V nékterych vyvojovych stadiich somatickych bunck je tato aktivita obvykle utlumena.
Naopak vysoka aktivita byla zaznamendna v délicich se zarode¢nych builkéch, béhem
embryonalniho vyvoje, a dale pak u proliferaéné aktivnich ¢i kmenovych bunék (Yasumoto
et al., 1996; Shay and Bacchetti, 1997). V pribéhu nadorového bujeni ma telomeraza svou
nezaménitelnou roli, nebot’ i u nékterych téchto bunék je vysoce aktivni (Harley and

Villeponteau, 1995).

Kompenzaéni mechanismus pomoci telomerdzy je hlavnim mechanismem u ¢lovéka,
existuji vSak 1 jiné, alternativni zplsoby, jak ztraty doplnit v ndvaznosti na chybé&jici
telomerazu nebo jinou skladbu telomerické sekvence. Prodluzovani telomer mtZe probihat
tzv. genovou konverzi, pti které dochazi k vyméné uUseki sesterskych chromatid. Tohoto
mechanismu pravdépodobné vyuziva napt. zastupce dvoukiidlého hmyzu Chironomus

pallidivittatus, jehoz telomery jsou slozeny z dlouhych repetetivnich sekvenci (Rovira et al.



1993; Lopez et al. 1996) a také drozofila (Kahn et al. 2000; Walter et al. 2007), ktera ma
telomery slozené z retrotransposonovych elementi. Avsak genova konverze je zde jen
dopliyjici, hlavnim mechanismem kompenzace telomerickych ztrat u drozofily je

retrotranspozice.

1.4 Retrotranspozice

Telomery drozofily maji svou specifickou skladbu. Tvoii ji tf1i non-LTR
retrotransposony (non-long-terminal-repeat retrotransposable elements) HeT-A, TART
(Biessmann et al. 1992) a TAHRE (Abad et al. 2004b), tvotici HTT oblast. Kompenzac¢nim
mechanismem telomerickych ztrat u drozofily je proces transpozice téchto telomerickych
elementll, a to pravé ucelové k telomerickym konclim mechanismem ,,copy and paste®,

zkopirovani sebe sama a vlozeni na nové misto.
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Obr. 1. Proces retrotranspozice u D. melanogaster (Pardue and DeBaryshe 2008).

V procesu transpozice nejprve dochazi k transkripci elementd v jadfe a ty jsou poté
odeslany do cytoplasmy pies jaderné pory. Zde za pomoci ribozomu pii nasledné translaci
vznikaji proteiny. Transkripty jsou opét transportovany zpét do jadra po navazani
prislusného proteinu Gag. Vzniklé komplexy se vazi na chromosomalni konce a za pomoci
enzymu reverzni transkriptdzy dochazi k jejich zpétnému ptepisu do DNA (Obr. 1) Pro

ochranu telomerické sekvence se na takto vzniklém konci zacne formovat telomericka



Cepicka. Smeérovani elementl je na chromosomalnim konci sekvencné nezavislé

(Danilevskaya et al. 1999; Rashkova et al. 2003).

1.5 Telomerické elementy

Telomerické elementy HeT-A, TART a TAHRE tvofi u drozofily tzv. HTT oblast a
jsou zde zastoupeny Vv rizném poctu a poradi, avS§ak v mnohanasobnych kopiich (Pardue and
Debaryshe 2000; Abad et al. 2004b; Mason et al. 2008). V mnoha pfipadech jsou tyto
elementy nefunk¢ni, jelikoz jsou na svém 5° konci zkraceny vlivem nekompletni replikace.
Diky ndhodnému uspotadani ma HTT oblast proménlivou délku, a to v rozmezi od 26 do
147 kb (Obr. 2). Velmi bohaté zastoupeni maji v tsecich elementii adeninové sekvence
(Rashkova et al. 2002). V procesu transpozice se cileni jednotlivych elementu jevi jako

nezavislé na sekvenci v transpozi¢nim misté (Mason et al. 2008).

HeT-A
6078 nt q‘*
n Gag ORF1 s
TART
10654 —13424 nt —
Ecl Gag ORF1 RT ORF2 | R
TAHRE
104a6nt [
Bl Gag ORF1 RT ORF2 Iann

Obr. 2. Strukturalni uspofadani non-LTR retrotransposonti u D. melanogaster.

Zdaleka nejprostudovanéjSim elementem je HeT-A, ktery je dlouhy 6 kb a mé vice
nez 2,5 kb nekddujicich sekvenci (Danilevskaya et al. 1997). HeT-A byl poprvé
identifikovan klonovanim DNA fragmentu u faga A XT-A (Young et al. 1983), pozdéji byly
nalezeny dalsi podskupiny. V jeho struktufe se nachazi pouze jeden otevieny Cteci rdmec
ORF1 (Open reading frame) kodujici protein Gag, jez je specificky vazan na transkript pfi
procesu transpozice. Reverzni transkriptaza, kterd je u ostatnich dvou elementi kdédovéana
pomoci ORF2, je diky jeho nepfitomnosti v tomto elementu ziskdvana nezndmym

zpusobem, piedpokladem pro ziskéni jeji enzymatické aktivity jsou dal§i dva elementy,



pravdépodobné TAHRE, ktery sdili sekven¢ni podobnost s HeT-A (Abad et al. 2004b). HeT-
A element ma velmi riznorodou délku oligo(A) sekvence, diky niz je pfipojovan na
chromosomalni konec. Dlouhy 3 'netranslatovany region (UTR) obsahuje promotor, ktery je
zodpovédny za transkripci sousedniho elementu, ktery lezi ve sméru 3° (Pardue and
DeBaryshe 2003). V 5'UTR oblasti se nachazi jesté jeden promotor, ten v§ak nema vétSich

ucinki v procesu transkripce a ziejmé je potiebny pro tkanovou specificitu.

Mén¢ cetnym telomerickym elementem oproti HeT-A je TART (telomere-associated
retrotransposon) dlouhy 12 kb (Frydrychova et al. 2009). V ramci D. melanogaster byly u
TART elementu popsany tii podskupiny TART-A, TART-B, TART-C (Sheen and Levis, 1994).
Nukleotidové sekvence obou ORF jsou z vice nez 90% podobné u vSech tfi podskupin,
rozdilna je jejich délka ve 3"'UTR oblasti (Obr. 2) (Maxwell et al. 2006). Tento element,
stejn¢ jako LINE transposony, obsahuje dva ¢teci ramce a oproti HeT-A koduje mimo
protein Gag i protein Pol, ktery nese endonukleazovou a RT doménu. U TART byly nalezeny

,sense 1 ,,antisence” RNA (Danilevskaya et al. 1999).

Tretim telomerickym elementem je 11 — 13 kb dlouhy TAHRE (Telomere-Associated
and HeT-A-Related element). Byl nalezen jako posledni, a to in silico u telomer-specifickych
klont y'; cn® bw* sp' kmene D. melanogaster (Abad et al. 2004a), a jeho pritomnost byla
prokazana také u Drosophila sechellia (Shpiz et al. 2007). Pfedpoklada se, ze element TART,
spolecné s TAHRE, je odvozen od spolecného piedka, nebot’ oba vykazuji sekvencni
podobnost u ORF1 a ORF2, reverzné-transkriptazové domény, endonukleazové aktivity a
kodovani Gag a Pol proteint (Abad et al. 2004a; Shpiz et al. 2007). Na zakladé sekvenc¢ni
podobnosti TAHRE s HeT-A elementem je piedpokladano, ze HeT-A je odvozen od TAHRE,
a to bud’ deleci nebo retrotranspozici sestfizené subgenomové RNA kodujici ORF1. U druhé
teorie (sekvencni podobnosti HeT-A s TAHRE) by mohl byt vétsi predpoklad, nebot
retroelementy generuji sestfizené RNA kodujici Gag a Env-like proteiny, které prilezitostné
mohou slouzit jako transpozi¢ni meziprodukty (Katsuji et al. 1991). Nabizi se zde také jiz

zminény pfedpoklad pro poskytnuti reverzni transkriptazy z TAHRE pro element HeT-A.

1.5.1 Aktivita telomerickych elementu

V pribéhu vyvoje a v jednotlivych tkanich je aktivita elementl rizn4, 1isi se také
jejich exprese pfi normalnim vyvoji a cilené stimulaci rastu. Transkripéni aktivita HeT-A a

TART vzgjemné souvisi s bunécnou proliferaci, coz naznacuje spojeni mezi prodluZovanim
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telomer a regulaci bunééného cyklu u drozofily (Walter and Biessmann, 2004). Transkripce
elementu TAHRE byla prozkoumana pozdé&ji, vysledky v§ak naznacuji, ze jeho transkripéni
aktivita ma podobné zacileni (Shpiz et al. 2007). Exprese telomerickych elementd byla
potvrzena v zarode¢né linii (George and Pardue 2003; Walter and Biessmann 2004; Shpiz et
al. 2007). Zatimco HeT-A a TAHRE byly detekovany Vv rostoucim embryu Vv brzkych fazich
vyvoje, TART je distribuovan v bunkach az v pozdni fazi oogeneze. Vysoka proliferace
HeT-A transkripti v zarodecnych bunkach a stim spojené prodluzovani telomer Vv téchto

bunkach se mize odrazet v telomerazové aktivité zarodecné linie u savcu (Wright et al.

1996).



2 Cile prace

Tato diplomova prace je zaméfena piedevS§im na identifikaci a zmapovani
telomerickych non-LTR retrotransposontt ve vztahu Kk jednotlivym chromosomalnim
ramenam Drosophila melanogaster a na pfitomnost telomerickych fizi. Pro studii byly
stanoveny tyto dil¢i kroky: (1) vybér vhodnych linii D. melanogaster, tj. linii rizného
puvodu, nesoucich rozdilné genetické pozadi ¢i linii, u nichZ je obecné¢ predpokladana
rozdilna telomericka délka, (2) pomoci kvantitativni Real-time PCR zhodnotit zastoupeni
jednotlivych elementd v rdmci vybranych linii a otestovat jejich pocet v genomu (3) navrzeni
a vytvoreni fluorescenéné znacenych sond k telomerickym elementiim, (4) u vybranych linii
pomoci fluorescenéni in situ hybridizace vyhodnotit zastoupeni jednotlivych telomerickych
element v ramenech polytennich chromosomu a zjistit piipadné morfologické zmény

V oblasti telomer, jako jsou fize ¢i terminalni delece.



3 Material a metody

3.1 Pouzité linie drozofily a jejich chov

Linie byly chovany na standardnim melaso-kukufi¢ném médiu (163 g kukufi¢ného

Srotu, 33 g susenych kvasnic, 200 ml melasy, 16 g agaru, 2,6 1 vody) s desinfekénim

roztokem (12 g kyseliny benzoové, 2,5 g kyseliny sorbové, 240 ml denaturovaného

etylalkoholu), pfi teploté 25°C a nastavené fotoperiodé¢ 16 hod / svétlo a 8 hod / tma
Vv inkubatoru s vlhkosti 65 — 70 %.

Byly pouZzity tyto linie:

y'w®7®3: Su(var)205*/SM1: kmen nesouci mutaci v genu Su(var)205, ktery koduje
heterochromatinovy protein 1 (HP1). Mutace zesiluje aktivitu telomerickych
elementll, ¢imz dochdzi k nadmérnému prodlouzeni telomerické délky (Frydrychova
et al. 2008). SM1 (Second Multiple 1 — balancovany druhy chromosom,
homozygotnost je zde letalni). Linie byla ziskdna z laboratotfe Dr. J.Masona /(NIEHS
NC, USA).

y' w**® : Gaiano Ill: kmen nesouci mutaci v dosud neidentifikovaném genu a
oznac¢ovanou jako Tell. Jedna se o ptirozené vzniklou linii, objevenou v pfirodni
populaci v Italii v oblasti Gaiano (Siriaco et al. 2002). Mutace Tel vede
k nadmérnému prodluzovani telomer.

35 HeTom: linie vytvofena na pozadi y'w®"*?

a obsahujici konstrukt HeTom, tvofeny
promotorem elementu HeT-A a fluorescen¢nim proteinem Tomato. Kmen byl
vytvofen v nasi laboratoti Mgr. Michalou Korandovou (Korandova 2014 -
diplomova prace).

Ral 161: inbredni linie divokého typu z pfirodni populace (oznaCovana také jako
DGRP — 161). Kmen byl ziskdn z kmenového centra v Bloomingtonu (Indiana,
USA).

Oregon R: divoky typ, chovany v nasi laboratofi po mnoho let.

67c23

Mutace y* w (déle vtextu jen jako yw), ktera se vyskytuje v nékterych

z pouzitych kment, se tyka genu yellow (y) a genu white (w).



3.2 Vyhodnocovani poc¢tu kopii elementi pomoci Real-time PCR

Pro tento pokus bylo vyuzito dospélych jedinct (24 hodin po vylihnuti zamrazeni
v tekutém dusiku). Nasledné byla izolovana totalni RNA za pomoci kitu NucleoSpin RNA 11
(MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, kat. ¢islo 740955.50). Postup byl proveden dle
navodu poskytnutym vyrobcem. Koncentrace ziskané RNA byla zméfena pomoci nanodropu
(NanoDrop 2000; Thermo Scientific). Vyuzitim kitu (Super Script Il First-Strand,
Invitrogen, kat. ¢islo 18080-051) byla syntetizovana cDNA. Reakce obsahovala 1 pg totalni
RNA, 50 uM oligo dT, 1 pl reverzni transkriptdzy SmartScribe RT (100 jednotek/ul),
100 mM DTT v celkovém objemu 10 pl, 90 minut pii 42 °C. Pro zastaveni byla reakce
zahtata na 70 °C / 15 min.

Pro Real-time PCR byl vyuzit qPCR 2 x SYBR MIX (Top-Bio s.r.0., kat. ¢islo P553)
pomoci cycleru Light Cycler CFX96 BioRad Real-time PCR systém. Primery byly navrzeny
ke kodujicim sekvencim HeT-A, TART a TAHRE a jako referen¢ni kontrola byl pouzit gen
pro ribozomalni protein RpL 32. Pro absolutni kvantifikaci byl pouzit gen white. Sekvence
jednotlivych primera jsou shrnuty v tabulce 1. Reakce byly provedeny v duplikatech, vzdy
v 25 ul / reakei s 5 pl 10krat fedéné cDNA. Finalni koncentrace piislusnych primert byla 0,2
pmol / pl. Profil reakci byl: 95 °C, 3 min — (95 °C, 30 s; 58 °C, 30 s; 72 °C, 20 s)30x. Ze
ziskanych ct hodnot byly vysledné poméry poitany dle vztahu R=EffRef “**'/ Efftarget
et kde Eff je Gi¢innost reakce, ct je ziskana hodnota ,,cycle treashold”, Ref je referenéni

gen, target je cilovy gen.

Tab. 1: Sekvence primerti D. melanogaster pro Real-time PCR.

Nazev primeru Sekvence primeru Teplota Velikost

nasedani produktu
HeT-A (forward) 5~ ATTGTCTTCTCCTCCGTCCACC — 3’ 58 150
HeT-A (reverse) 5—TTCTCTATGCTATTGTCGCTGTGC -3 58 150
TART (forward) 5'-TGGTGGAGGTACGGAGACAG-3’ 57 120
TART (reverse) 5-ACTAGTTGGTGGAGGTACGGAGA- 3’ 57 120
TAHRE (forward) 5'-CCCCCAATACCAAGCAGGTC-3 58 135
TAHRE (reverse) S'-TTCACTCATTTTCGCCAACTAACC-3" 58 135
Rpl 32 (forward) 5~ GGACAGTATCTGATGCCCAAC -3’ 58 145
Rpl 32 (reverse) 5— ATCTCGCCGCAGTAAACGC -3 58 145
WEXo02 (forvard) 5—CCTCTTTATCGGCTCCCTAACG - 3° 57 146
WEX02 (reverse) 5~ TCGTGTGCTGACATTTGCTGAG -3’ 57 146
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Pomoci statistické metody jednocestné ANOVy s Bonferroni post-testem byla
vyhodnocena namétena data pro prikaznost rozdilti v poctu kopii jednotlivych elementl u

testovanych linii. Data byla zpracovavana ve statistickém programu GraphPadPrism

(GraphPad Sofware Inc., San Diego, CA).

3.3 Priprava preparati polytennich chromosomii ze slinnych 7laz

Preparaty byly provedeny klasickou roztlakovou metodou. Tzn., larva byla pfenesena
do 45 % kyseliny octové, zde byly vypitvany slinné zlazy a preneseny na 2-3 min do kapky
roztoku kyseliny mlééné, vody a ledové kyseliny octové v poméru 1:2:3 na podloznim
mikroskopickém skle. Tkan byla piikryta krycim sklem a rovnomérnym tlakem palce
roztlaena. Preparaty byly vyuzity pro fluorescencni in situ hybridizaci po predchozim

pusobeni etanolové fady (70 %, 80 %, 96 % etanol v kyvetach, vzdy v kazdé 30s).

1.6. Priprava preparata celych jader s glycerolovym piedpiisobenim

Slinné zlazy byly vypitvany v pufru A" (10 mM Tris HCI, pH7.4, 15 mM NacCl, 60
mM KCI, 1 mM EDTA, 0.1 mM EGTA, 0.1% Nonidet P-40, 0.25 M sacharosa, 0.15 mM
spermin, 0.5 mM spermidin). Dva pary slinnych Zlaz byly pieneseny do zkumavky se 100 pl
pufru A* (100 pl / 2 péry slinnych 71az). Takto pfipraveny vzorek byl protazen 6x injekéni
jehlou 27Gyj. Z ptipravenych vzorki byly zhotoveny preparaty celych jader pomoci
centrifugace cytospinem na mikroskopické sklo (4 °C, 2200 rpm, 10 min). Do kolonky na
cytospinu bylo vzdy pouzito 100 pl pufru s pozadovanou tkani. Preparaty byly bezprostiedné
po centrifugaci fixovany 10 min pii pokojové teploté Vv Cerstvé pfipraveném roztoku 4 %
formaldehydu a nasledné inkubovany v 1X PBS, 0,5% Triton, a to po dobu 5min. Preparaty
byly vlozeny do 20 % glycerolu v 1X PBS na dobu 35 minut, poté byly danyna 5 sekund do
tekutého dusiku. Pisobeni glycerolu a tekutého dusiku bylo opakovano 5x. Takto pfipravené

preparaty byly vyuzity pro fluorescen¢ni in situ hybridizaci.

3.4 Priprava hybridizac¢nich sond

Pro sondu k elementu HeT-A byl vyuzit klon 9D4 (Genbank ¢. X68130) ziskany od
Dr. Masona. Sondy k elementu TART a TAHRE byly ziskany pomoci PCR s vyuzitim
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primert K sekvenci ORF2 (Tab. 2) a naslednym piecisténim produktt PCR pomoci
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, kat. ¢islo
740609.50). Ziskané produkty byly standardni procedurou klonovany do vektoru pGEM
(Promega, kat. ¢islo PRA1360) s vyuzitim kompetentnich bunék DH5a. Zavérem byly sondy
znaeny biotinem metodou nick-translace (metoda posunu jednofetézcového zlomu) za
pomoci kitu Nick Translation Kit (Abbott Molecular, Wiesbaden, Némecko, kat. ¢. 07J00-
001), a to dle instrukci poskytnutych vyrobcem.

Tab. 2: Sekvence pouzitych primert jednotlivych telomerickych elementii D. melanogaster.

Element  Nézev primeru Velikost Sekvence primeru Teplota
produktu nasedani
(bp) primeru (°C)
TART Tart567F (forward) 1691 5-AAGAATCCCTGACAACCTCAGAA-3’ 55
Tart2258R (reverse) 1691 5-AACTTGTATCCGTCTTATCTGTG-3’ 51
TAHRE  Tahre6144F (forward) 982 5’-CAGACGAATCATAAACGCCAGC-3’ 56
Tahre7126R (reverse) 982 5-CGCATCACTTCGTCATGATCAG-3’ 56
HeT-A Zaklonovany cely fragment 9D4 (4153 bp)

3.5 Fluorescené¢ni in situ hybridizace (FISH)

FISH byla provedena dle Sahara et al. (1999) s vyuzitim sond specifickych k
sekvencim jednotlivych telomerickych element. Pro kazdy preparat bylo pouZito 10 ng
sondy s 3 ng DNA lososich spermii. Smés byla ve zkumavce precipitovana pomoci 3 M
octanu sodného a 100 % etanolu, a to po dobu jedné hodiny v -80 °C a poté centrifugovana
pti 4 °C pfi 13000 rpm, 30 min. Néasledné byl odstranén supernatant, k peletu bylo pfidano
100 pl 70% etanolu a smés opét centrifugovana na 10 min pii 4°C. Pelet ziskané DNA byl
rozpu$tén v 10ul hybridiza¢ni smési (10% dextran sulfat, 20x SSC, 50% formamid (Sigma,
kat. Cislo F7508), 1% Tween 20). Sonda byla denaturovana pii 95 °C po dobu 5 min a
bezprostfedné poté prenesena na led, na vice nez 3 minuty. Skla byla denaturovana v 70%
formamidu v 2x SSCT pii 75°C, po dobu 10 min za mirného tfepani. Rychlym okapanim a
osuSenim hran byl preparat zbaven piebytecného roztoku a nasledné bylo aplikovano 10 ul
pfipravené sondy v hybridizacni smési. Preparat byl zakryt krycim sklem (24x32 mm),
okraje byly zajistény proti vyteCeni hybridizacni smési pomoci Rubber cementu (Fixo gum,
Marabu GmbH & Co.) Takto pfichystané preparaty byly vloZzeny do vlhké (2x SSCT)

vanicky s vikem a poté hybridizovany pti 37° C pies noc.
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Druhy den byly preparaty promyty v 50 % formamidu / 2x SSCT pti 45 °C, a to 4x5
minut za mirného tfepani. Dalsi promyti bylo 4x2 min ve 2x SSCT pufru pii 37 °C a 5 minut
v promyvacim pufru 4x SSCT pii RT. Po promyti byla reakce blokovana pomoci 200 ul
2,5% BSA (Sigma, kat. ¢islo A9418) ve 4x SSC po dobu 10-ti minut. Déle byly preparaty
inkubovany 45 minut pii pokojové teploté se 100 pl roztoku streptavidinu konjugovaného s
fluorochromem cyanomycinem 3 (Cy3; Jackson Research Laboratories, kat. ¢. 016-160-084)
v 2,5% BSA (1:1000). Poté byly preparaty promyvany, a to 3x Smin ve 4x SSCT piti 37 °C.
Preparaty byly néasledné opét blokovany ve 2,5% BSA v 4x SSC po dobu 10 min a poté
inkubovany 60 min pii 37 °C s 50 pl roztoku biotinylovaného anti-streptavidinu (Vector, kat.
¢islo BA-0500) v 2,5% BSA (1:25). Preparaty byly promyty 3x5min ve 4xSSCT za mirného
ttepani pti 37 °C a po opétovném blokovani v 2,5% BSA inkubovény s antistreptavidinem
konjugovanym s Cy3, v tomto pfipad¢ po dobu 30-ti minut. Findlni promyvani bylo také
provedeno v pufru 4x SSCT, 3x5min pii 37°C. Jadra polytennich chromosomu byla barvena
pomoci DAPI (3 ng / ul), (Sigma-Aldrich) v 60 pl roztoku Antifade / preparat. Zasobni
roztok Antifade obsahuje 0,23 g DABCO (Sigma), 800 pl vody, 200 pul 1M Tris-HCI pH8, 9
ml glycerolu. Preparat byl piikryt krycim sklem (24x32 mm), jeho okraje byly ptekryty

lakem na nehty pro fixaci preparatu.

3.6 Mikroskopie

Roztlakové preparaty polytennich chromosomt po FISH byly pozorovany pod
fluorescenénim mikroskopem Zeiss Axioplan 2 a nasniméany digitalni, ¢ernobilou CCD
kamerou OLYMPUS XM10 za pomoci programu AnalySIS Software 3.2. Vyhodnoceni,

sestavovani a Uprava obrazkti probihala pomoci programu Adobe Photoshop CS4.

Pro naskenovani a sloZeni vrstev celych jader z preparatl ze slinnych Z1az byl vyuzit
konfokalni mikroskop OLYMPUS FluoView FV1000 Laser scanning microscope. Analyza

obrazku byla provedena v programu Imaris 8 (Bitplane).
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4 Vysledky

4.1 Rozdilné zastoupeni elementii v genomu u jednotlivych linii

Zastoupeni jednotlivych telomerickych elementi v genomu vybranych linii Oregon
R, 35HeTom, Su(var)205™, Gaiano Il a Ral 161 bylo analyzovano kvantitativni Real-time
PCR a vyhodnocenim intenzity hybridizac¢nich signalli v testovanych jadrech. Lokalizace
elementi na jednotlivych chromosomalnich koncich byla vyhodnocena pomoci FISH na
polytennich chromosomech, a to na obou ramenech chromosomu 2 (levé a pravé rameno 2L
a 2R) a chromosomu 3 (levé a pravé rameno 3L a 3R), a na volnych ramenech (to jest
ramenech nelokalizovanych v chromocentru) telocentrickych chromosomi 4 a X. Pomoci
kvantitativni Real-time PCR jsem prokazala, Ze v zastoupeni jednotlivych elementl HeT-A a
TAHRE v ramci jednotlivych linii neni statisticky signifikantni rozdil, nicméné vyskyt
elementu TART je zhruba 1,5-krat nizsi (P < 0,0001) (Obr. 3). Statisticky priikazné rozdily
V poctu elementll jsem nasla srovnanim testovanych linii, kdy se pocet elementi zvySoval u
linii v tomto pofadi 35Hetom - Oregon R - Su(var)205%- Gaiano Il - Ral 161. Obdobné
vysledky byly ziskdny vyhodnocenim hybridizacnich signali pomoci programu Adobe
Photoshop (Obr. 4).
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Obr. 3. Vyhodnoceni poctu kopii elementu HeT-A, TART a TAHRE pomoci kvantitativni Real-time PCR
v genomu testovanych linii D. melanogaster. Jako referen¢ni kontrola byl pouzit gen RpL 32, pro absolutni
kvantifikaci byl pouZit gen white. Statistické vyhodnoceni bylo provedeno jednocestnou ANOVou s Bonferroni
post-testem. U HeT-A elementu bylo statisticky neprikazné pouze porovnani 35HeTom a Oregon R. Ostatni
linie se v porovnani mezi sebou statisticky lisily (P < 0,01). U elementu TART nebyl statisticky prikazny
rozdil mezi 35HeTom a Oregon R a mezi Gaiano III a Ral 161. Mezi ostatnimi liniemi byl potvrzen statisticky

rozdil (P < 0,01). U TAHRE byl statisticky signifikantni rozdil nalezen mezi v8emi testovanymi liniemi (P <
0,01).
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4.2 Vyhodnoceni hybridiza¢nich signali jednotlivych element po FISH

4.2.1 Element HeT-A

V ramci linie Oregon R byl vyskyt elementu HeT-A zaznamenén na koncich vSech
chromosomalnich ramen, nicméné jadra v ramci jednotlivych testovanych jedinct vykazala
hybridizac¢ni signdly na raznych chromosomalnich koncich. V ramci ne€kterych jedinct byla
pozorovana variabilita v lokalizaci signadlu mezi jednotlivymi jadry. U vSech testovanych
jedinct byl element HeT-A pozorovan vzdy na 2L a 3R telomerach. U chromosomu X byl
tento element zastoupen zhruba u padesati procent jedinci, na chromosomu 4, 2R a 3L se
tento element vyskytoval variabilné¢ v ramci jednotlivych jader. Naproti tomu u linie
35HeTom byl element HeT-A vzdy zastoupen na chromosomech X a 4. Naopak u 3R a 2R
bylo jeho zastoupeni okolo 70 %, u 2L to bylo 60 % a 3L 30 % (Tab. 3). U linie
Su(var)205* byl HeT-A pritomen vzdy na telomerach X, 2L a 4. U 60% jedinct byl element
nalezen u 2R a 3R. Element byl detekovan na 3L variabilné v ramci jednotlivych jader.
Mimoto, u vSech vyhodnocenych jedinct této linie byla pozorovana porucha koheze mezi
homolognimi chromosomy, a to tak, ze byla viditelnd separace celych chromosomalnich
ramen na dva homology (Obr. 4C). U linie Gaiano Il byly signaly detekovany na vSech
chromosomalnich ramenech. S vyjimkou telomery 2R byly signaly mnohem intenzivngjsi
nez u predchazejicich linii (Obr. 4). Rovnéz v mnohem vétsi mife byly patrny flze
jednotlivych telomer. Linie Ral 161, tj. linie, u niz jsem pomoci Real-time PCR mezi
testovanymi liniemi prokazala nejvysSi pocet telomerickych elementii, vykéazala velmi
vyrazné signdly, a to pfitomné na vSech vyhodnocenych telomerach (Obr. 5). Kromé toho

byl u této linie signal zaznamenan i v oblasti chromocentra.

4.2.2 Element TART

U linie Oregon R se element TART vzdy vyskytoval na 3L, naproti tomu nikdy nebyl
pfitomen na chromosomu X. U ostatnich ramen byl jeho vyskyt variabilni Vv rdmci
testovanych jedinct a kromé 2R i v jednotlivych jadrech (Tab. 3). V ramci linie 35HeTom
byl TART identifikovan na vSech testovanych ramenech. Vzdy byl nalezen na chromosomu
4. Ve vice nez poloviné piipadi se vyskytoval na chromosomu X, ovSem s variabilitou
v ramci jednotlivych jedincii (Tab. 3). U linie Su(var)205% byl signal vzdy pozorovan na

chromosomu X a 3L, naopak signal nebyl detekovdnu chromosomu 2R a 4. Zajimavym
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ukazem byla separace ramen 2L a 3R na jejich homology a vzajemné parovani téchto
chromosomit (Obr. 4C). U linie Gaiano Il (Tab. 3) se u kazdého testovaného jedince
vyskytoval signal na 3R, naopak variabilni vyskyt byl zaznamenan u dal$ich chromosomu,
vyrazn¢ méné na X. Vyskyt elementu TART byl vice méné konstantni v ramci linie Ral 161
(Obr. 5), ktera nesla hybridizacni signaly na vSech sledovanych telomerach, vyjimkou byl
chromosom X, ten byl zastoupen v 60 % jedinci. Cetnost vyskytu tohoto elementu na

jednotlivych ramenech mezi vyhodnocenymi jedinci je shrnuta v tabulce 3.

4.2.3 Element TAHRE

U linie Oregon R nebyl tento element detekovan na chromosomu X a 4. S pfevahou
byl nalezen na 2R a 3R, u 2L a 3L byla v ramci jednotlivych jedinct opét variabilita (Obr. 4,
Tab. 3). U linie 35HeTom nebyl element p¥itomen na Zzadném rameni. U linie Su(var)205%
byly hybridiza¢ni signaly zaznamenany pouze u dvou chromosomalnich ramen, a to na 2L a
3R. Vyjimecné u nékterych jader byl pozorovan signal u 4 chromosomu. Linie Gaiano III
vykazala signdl na vSech sledovanych telomerach, kromé chromosomu X, kde u poloviny
vyhodnocenych jedinct signal chybél, mezi jadry byla variabilita. U linie Ral 161 (Obr. 5)
byl signal pfitomen na vSech chromosomech, na n¢kterych jadrech se rovnéz vyskytoval i

signal v chromocentru.
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Tab. 3: Procentuelni zastoupeni signalti v jednotlivych ramenech u linii D. melanogaster.

Ptitomnost hybridiza¢nich signala (%)

Linie

Oregon R

35 HeTom

Su(var)205

Gaiano 111

Ral 161

Element 2L 2R 3L 3R 4

HeT-A 100 100J70,20  60J40,30 100 40J45,20
TART 40J65,10 80J 100 60J20,20 50J10,20
TAHRE  60J20,20 80 50J20,20 80 0
HeT-A 60 70 30 70 100
TART 40 80 70 40 100
TAHRE 0 0 0 0 0
HeT-A 100 60 30J100,15 60 100
TART 75 0 100 75 0
TAHRE 100 0 0 100 0
HeT-A 100 100 100 100 100
TART 70 40 90 100 30
TAHRE 100 100 100 100 100
HeT-A 100 100 100 100 100
TART 100 100 100 100 100
TAHRE 100 100 100 100 100

X
50
0
0
100
55J100,30
0
100
100

100
10
50J80,40
100
60
100

J — variabilita hybridiza¢niho signalu na daném chromosomalnim rameni mezi jadry v ramci

jednotlivych jedinct (napt. 50J20,30 - hybridiza¢ni signal byl pozorovéan u 50 % jedinct, ale u 20 %

téchto jedinct alespoii 30 % vyhodnocenych jader vykazovalo absenci signalu.
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Obr. 4. Polytenni chromosomy po provedeni metody FISH s telomerickou sondou k telomerickym elementtim,

znacenou biotinem (Cervena barva) a naslednym barvenim DAPI (modra barva) u linie Oregon R (A), 35Hetom

(B), Su(var)205 (C) a Gaiano Il (D). Chromosomalni separace ramen na dva homology u Su(var)205* je

naznacena zelenymi Sipkami.




Obr. 5. Polytenni chromosomy po provedeni metody FISH s telomerickou sondou k telomerickym elementtim,
znacenou biotinem (Cerven¢) a naslednym barvenim DAPI (modré barva) u linie Ral 161. U tohoto kmene byl

patrny také signal v oblasti chromocentra (zelena Sipka).

4.3 Analyza intenzity fluorescen¢nich signali

V ramci jednotlivych linii a telomerickych elementi byla zaznamenéna variabilita
v intenzité fluorescence. Polytenni chromosomy se signaly k HeT-A, TART a TAHRE byly
analyzovany pomoci programu AdobePhotoshop, kdy v ramci linii byly pozorovany rozdily
v intenzité fluorescence korelujici s vysledky z kvantitativni Real-time PCR. Tj., naméfené
hodnoty intenzity fluorescence vykazovaly nejvyssi miru signalu u elementu HeT-A, poté u
TAHRE a nejniZsi intenzitu vykazal TART (Obr. 6). Mira fluorescence telomerickych signalt
byla rovnéz vyhodnocena u jednotlivych chromosomt pro kazdy element v kazdé testované
linii (Obr. 7). Rozdilné chromosomy vykazovaly rozdilnou miru fluorescence, coz je patrné

zejména u linii s krat§imi telomerami, tj. OregonR, Su(var)205** a 35HeTom.
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Zastoupeni telomerickych elementui dle intenzity fluorescence
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Obr. 6. Analyza intenzity hybridiza¢nich signild u jednotlivych elementd v ramci testovanych linii.

Vyhodnocovani bylo provedeno pomoci programu AdobePhotoshop na dvaceti ndhodn¢ vybranych jadrech.
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Intenzita fluorescence elementu TAHRE v jednotlivych chromosomalnich ramenech
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Obr. 7. Analyza intenzity fluorescence telomerickych signali jednotlivych chromosomalnich ramen u
testovanych linii pomoci AdobePhotoshop. Pro kazdy element a chromosomalni rameno bylo vyhodnoceno
deset nahodné vybranych jader u kazdé linie. Vysledky vykazuji variabilitu mezi zacilenim elementt
k jednotlivym ramentim, vyrazné rozdily jsou u linii Oregon R, HeTom a Su(var)205*, tedy u linii bez posileni

transkripéni aktivity.

4.4 Telomerické fuze

Pii vyhodnocovani hybridiza¢nich signalti na roztlakovych preparatech byla u linie
Gaiano III a Ral 161 casto pozorovana spojeni hybridiza¢nich signalt do jednoho bodu
(Obr. 8), naznacujici ptitomnost telomerickych fazi pravdépodobné nasledkem dlouhych
HTT oblasti. Pro ovéfeni tohoto pozorovani jsem pouzila konfokalni mikroskopii. Pro
analyzu byl vybran kmen Ral 161 a Oregon R, a to vzhledem Kk jejich rozdilnym
telomerickym délkam. Pro hybridizaci byla vyuzita sonda kelementu HeT-A. Mezi
testovanymi liniemi byl vramci jadra patrny rozdil v rozmisténi signala (Obr. 9).

Hybridiza¢ni signaly v jadrech u Oregon R vzdy vykazaly jednotlivé rozmisténi, naopak u

Ral 161 byla v 60% zaznamenana lokalizace signalt v jednom bodé.

Obr. 8. Pozorované telomerické faze u linie Gaiano I11 (A) a Ral 161 (B) u roztlakovych preparatu.
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Obr. 9. Jadra polytennich chromosomii po FISH se sondou k elementu HeT-A skenovana pomoci konfokalniho

mikroskopu a analyzovana v programu Imaris 8, u linie Oregon R (A) a Ral 161 (B).
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5 Diskuze

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo zmapovani genomové lokalizace
telomerickych elementti u Drosophila melanogaster, tj. urcit, jestli transpozice jednotlivych
elementt je striktné ¢i preferencné cilena k nékterym z chromosomalnich ramen ¢i naopak
k ni dochazi nezavisle na typu chromosomu. Piedchazejici publikovana data sice v tomto
ohledu pfinesla n¢jaké informace, nicméné¢ vzdy to byly informace vedlejsiho charakteru,
neposkytujici uceleny obraz o dané problematice. Nekteré prace ukazuji stabilni absenci
nekterého z telomerickych elementti na urcitych telomerickych koncich (Abad et al. 2004b,
naSe predchéazejici nepublikované vysledky) nebo dokonce nepfitomnost jakéhokoliv z
telomerickych elementti na nékterém z chromosomu (Abad et al. 2004b), naznacujicich
persistence termindlnich deficienci. Souhrn vSech publikovanych udaji mapujicich
pfitomnost telomerickych elementd na jednotlivych chromosomdlnich ramenech je ukézan
v tabulce 4. Na zékladé¢ naSich vysledkd, a to zejména diky liniim Gaiano III a Ral 161 a v
kombinaci s publikovanymi tudaji, l1ze konstatovat, ze ani u jednoho z telomerickych
elementll se transpozice elementll obecné nejevi jako striktné cilend pouze k nékterému ¢i
nékterym z chromosomt, rovnéz, pokud vyhodnocujeme Cisté pifitomnost / nepfitomnost
hybridiza¢nich signalti na jednotlivych telomerach, neni patrna néjaka obecnd preference
elementd pro jednotlivé telomery. Nicméné z analyzy jednotlivych linii vyplyva, Ze jejich
chromosomy mohou vykazovat dlouhodobé&jsi absenci nékterého z elementd, stejné tak, ze
vV ramci jednotlivych telomer byla pozorovédna rozdilna cetnost jednotlivych elementd, coz
bylo ostatné pozorovano i v predchazejicich studiich (Siriaco et al. 2002, Abad et al. 2004b).
To by mohlo naznacovat, ze urcitd regulace pro cilenou transpozici k jednotlivym
chromosomalnim koncim zde funguje. Je to i vsouladu stim, Ze u linii bez posilené
transpozi¢ni aktivity lze do jisté miry pozorovat, Ze element TAHRE je Castéji, v porovnani
s elementy TART a HeT-A, nepfitomen na chromosomech 4 a X. Ve vsech testovanych
v souladu s ptedchazejicimi studiemi (Siriaco et al. 2002; George et al. 2006), naznacujici
interdependentni zavislost mezi elementy. Pro svou analyzu jsem vyuzila polytenni
chromosomy, kter¢ jsou diky své biologii a morfologii uréitym specifikem. Muze byt tedy
otazkou, do jaké miry lze ziskané informace zobecnit. George et al. (2006) ve své praci
popisuji mensi pocet elementd HeT-A a TART v telomerach polytennich chromosomu

V porovnani s telomerami bunck izolovanych z hlav dospélych much, nicméné vzijemny
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pomér mezi témito dvéma elementy byl nalezen jako identicky ve vSech testovanych liniich.
I kdyz se ptredpoklada, Zze k transpozici telomerickych elementli v polytennich bunikach
nedochazi, autofi studie se nedomnivaji, Ze k pozorovanému Ubytku telomerické DNA,
vzhledem k pouze deseti replika¢nim cyklim v polytennich jadrech, mohlo dojit na zakladé
nekompletni replikace. Jako mozné vysvétleni autofi predkladaji drastické zkraceni
telomerické DNA naptiklad mechanismem, ktery byl pozorovan u savcu pomoci t-loop
homologni rekombinace (George and Pardue 2003). Variabilita v pfitomnosti signala
pozorovand v mé studii v raznych jadrech jednoho jedince vyznamnou meérou podporuje
tvrzeni, Ze u drozofily, dosud nevyjasnénym mechanismem, mize dochézet k abnormalné

vysokému telomerickému zkracovani.

Na zaklad¢ experimentalnich udaji bylo telomerické zkracovani u drozofily
odhadnuto na pfiblizné 75 bazi za generaci, pfiCemz v ramci generace se frekvence
transpozice jevi jako 1 %, a to pfi primérné délce 6 kb transponovanych elementd, coz je
zhruba ptesné tak dostacujici délka, ktera muze pokryt vzniklé replikaéni ztraty (Biessmann
et al. 1992; Frydrychova et al. 2009). Vzhledem ke schopnosti formace termininu na
sekvencné riznorodém chromosomalnim konci, nejsou u drozofily termindlni delece letalni
a mohou v liniich existovat po fadu generaci. Ne&kteti autofi uvadi, ze persistence
terminalnich deficienci u drozofily mize byt obecnéjsiho charakteru (Mason et al. 1984,
Abad et al. 2004a; George et al. 2006), nicméné pii mém studiu jsem linie s terminalni deleci
nezaznamenala. Lze vSak predpokladat, Ze za Ucelem studia termindlnich deleci by bylo
vhodnéj§i pouzit multicolor FISH, ktera by na pfitomnost termindlnich deficienci,
Vv porovnani se standardni FISH pouzitou v mych experimentech, dala jednoznacnou

odpoved'.

Je znamo, Ze prostorova organizace eukaryotniho genomu uvniti jadra je
dynamickym procesem pfispivajici k regulaci procest jako je transkripce gend, replikace
DNA ¢i opravné procesy (Schneider a Grosschedl 2007). Proto vyznamnym zjisténim, které
pfinesla ma studie, je to, Ze telomericka délka drozofily ovliviiuje lokalizaci telomer uvnitt
jadra, a tedy, ze telomery skrze svou délku mohou mit vliv na celou vnitrojadernou
architekturu, a tim na procesy fungujici na celogenomové urovni. Toto zjiSténi si jisté

zaslouZzi mnohem vétsi pozornost v nékteré z budoucich studii nasi laboratofte.
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Tab. 4: Mapovani pfitomnosti telomerickych elementd na jednotlivych chromosomalnich ramenech.

Element 2L 2R 3L 3R 4 X Linie Studie

- H- H- H- o+ + 35Hetom Moje studie

+ + + + + + Gaiano 11l Moje studie

+ + - + + + y; cn bw sp (Abad et al. 2004a)

+ + + o+ + 4 Oregon R (Siriaco et al. 2002)

+ KG01591 (Biessmann et al. 2005)

TART - o+ o+ H- H- - Oregon R Moje studie

+/- - +  +- - + Su(var)205 Moje studie

+ + + + + + Ral 161 Moje studie

+ EY00453 (Biessmann et al. 2005)

+ EY001387 (Biessmann et al. 2005)

TAHRE +H- - - - - Oregon R Moje studie

+ - - + - - Su(var)205 Moje studie

+ + + + + + Ral 161 Moje studie

+ EY008176 (Biessmann et al. 2005)

N

6



6 Zaveér

Na zékladé¢ této diplomové prace bylo prozkoumano zastoupeni telomerickych
elementi HeT-A, TART a TAHRE vV polytennich chromosomech u vybranych linii
Drosophila melanogaster. Experimenty piinesly uceleny pichled o zastoupeni elementi
Vv genomu a jejich zacileni k jednotlivym chromosomélnim ramentim. Z vysledkt je patrné,
ze cilena transpozice urcitého elementu k urcitému chromosomalnimu rameni zde striktné
nefunguje, ovSem preferencné¢ by k tomuto jevu mohlo dochizet na zakladé absence

nekterého z elementt, a to hlavné v ramci linii bez posileni transkripcni aktivity.

Telomery u testovanych linii, dle pfedpoklad a dosavadnich vysledkt, vykazovaly
rozdilnost ve své délce. U linii s dlouhymi telomerami byly patrné Casté chromosomalni
fuze, které byly pozorovany i vramci jaderného uspofddani polytennich chromosomil.
Vysledky by mohly pfinést vyznamné poznatky o délce telomer v korelaci s
vnitrojadernou architekturou. Tuto hypotézu je vSak nutné dale testovat, nebot’ vysledky jsou

zatim jen pfedbézné.
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