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1. Uvod

S vyvojem novych 1€k, technologii a nepfedstavitelnym pokrokem dnesni mediciny se
nemoci, kterych se lidé dlouhé roky obavali, stavaji Iépe porazitelnymi, ¢i dokonce
vyléCitelnymi. Naproti tomu lidé podléhaji civilizatnim chorobdm, jako jsou
kardiovaskularni a nddorova onemocnéni, neurodegenerativni poruchy, diabetes mellitus
nebo obezita. Se zvySujici se dobou zivota se také zraky lékaiG upinaji k problematice
starnuti. Mnoho studii na svété se zamétuji na procesy, které maji za nasledek starnuti

a jednim z nich je i vyzkum telomer.

1.1. Telomery

Telomery jsou nukleoproteinové struktury na koncich eukaryotnich chromozomi. Mezi
jejich hlavni funkce patifi zachovani celistvosti a stability pii nekompletni replikaci
terminalni Casti chromozomut (Olovnikov 1996), obrana proti fizim s dvoufetézcovymi
zlomy aochrana konci chromozomu pred nukledzami (Capkova Frydrychova 2009;
Cenci etal. 2005). Pii kazdé replikaci DNA dochazi ke ztraté¢ casti chromozomu, ato
z diivodu nedokonalé replikace na opozd’ujicim se fetézci DNA. Problém je ve schopnosti
syntetizovat vladkno DNA pouze ve sméru 5'— 3" a pro iniciaci syntézy je navic vyZzadovana
piitomnost kratkych sekvenci RNA, tzv. RNA primerd, které piisedaji k templatovému
fetézci a od kterych zacind syntéza DNA. Nasledné jsou primery degradovany, ale degradaci
uvolnéné misto nemize byt jiz dodatecné dosyntetizovano a takto jsou koncové useky
chromosomii zkraceny (Olovnikov 1973; Snustad & Simmons 2010). Po ur¢itém poctu
déleni dojde ke zkraceni na urcitou kritickou mez, tzv. Hayflickv limit, a buiika poté ztraci
schopnost dé¢leni anastadva starnuti (tzv. bunéénd senescence), piipadné smrt buiky
(Hayflick & Moorhead 1961). U vétsiny somatickych bunék je tento proces nezvratny,
nicméné v bunkach, které jsou charakterizovany vysokou ¢i stalou proliferaci, jako jsou
naptiklad buiiky zarodecné, embryonalni nebo kmenové, existuje enzym telomerdza, ktery
proces bunécné senescence dokaze zvratit, a to tim, ze k telomerdm naseda a prodluzuje je

(Zhu et al. 2011).



1.2. Telomeraza

Telomeraza je ribonukleoprotein s RNA-dependentni DNA-polymerazovou aktivitou.
Poprvé byla objevena u nalevnika Tetrahymena thermophila (Greider & Blackburn 1989)
a obsahuje dvé hlavni podjednotky, telomerazovou RNA, ktera slouzi jako templat
(Blasco et al. 1997; Lee et al. 1998) a telomerazové specificky protein TERT (telomerase
reverse transcriptase), ktery je zodpovédny za reverzni transkripci (Collins & Mitchell 2002;
Lee et al. 2008). Telomeraza doseda na 3’ konec substratové DNA, ke kterému dopliuje
useky DNA syntetizované podle templatové molekuly RNA. Sekvence komplementarniho
fetézce je doplnéna za pomoci DNA polymerdzy. Enzym tak pfipojuje ke koncim
chromozomu kratké, opakujici se sekvence, kterymi tak telomery prodluzuje
(Wyatt et al. 2010).

Nefunk¢nost telomerazy méa za naésledek pfirozené starnuti builky ajeji smrt
(Blasco 2007), na druhou stranu jeji opétovné aktivace vyuZzivaji nadorové bunky
(Blagoev 2009; Harley 1995). Sekvence, ktera je telomerazou k telomeram piipojovana je
obvykle vysoce konzervovédna pro celé taxony, takZe napf. u obratlovcl to je sekvence
(TTAGGG)n, u vétsiny hmyzu (TTAGG)n (Maeshima et al. 2001; Chan & Blackburn 2004;
McKnight & Shippen 2004).

1.3. Telomery u drozofily

Co se tyce skladby telomer a mechanismu kompenzace telomerickych ztrat, jsou telomery
drozofily vyjimecné. Telomery drozofily totiz nejsou ani tvofeny kratkymi telomerickymi
repeticemi a ani zde nefunguje telomerdza. Namisto toho se jeji telomery skladaji z vétsiho
mnozstvi kopii tfech telomericky specifickych non-LTR retroelementi HeT-A, TART
a TAHRE, které tvoti tzv. HTT oblast, a které jsou mnoZeny prostfednictvim mechanismu
retrotranspozice. Telomerické elementy jsou v telomefe zastoupeny v rtuzném poctu
opakovani i v rizném sledu (Biessmann & Mason 2003; Mason et al. 2008), a proto muze
mit HTT oblast proménlivou délku od 26 do 147 kb. Tyto elementy kompenzuji telomerické
ztraty pomoci své retrotranspozice vedené specificky ke koncim chromozému
(Mason et al. 2008; Capkova Frydrychova 2009).

Obdobné¢ jako u dalSich prostudovanych organismi i u drozofily se na koncich telomery
formuje proteinovy komplex oznacovany jako telomerickd Cepicka, ktera predevsim slouzi

k rozpoznani koncti chromozémt od chromosomalnich zlomt a tim k celkové stabilité



a celistvosti genomu (Mason et al. 2008; Capkova Frydrychova 2009). Ackoliv jsou urcité
rozdily v proteinové kompozici telomerické ¢epicky mezi drozofili telomerou a telomerami
udrzovanymi telomerazou, hlavnim rozdilem mezi témito telomerami je to, Ze u drozofily se
telomericka cepicka formuje nezédvisle na sekvenci DNA konce chromozému. Proto
v kontrastu s telomerami kupftikladu ¢loveka, ztrata drozofili telomerické sekvence nemusi

vést ke genomové nestabilité (Frydrychova & Mason 2013).

1.4. Telomerické elementy

Vsechny tfi telomerické retroelementy obsahuji ¢teci ramec ORF1 pro protein GAG, jenz
se stara o pfenos RNA elementi do jadra a jeho navazani pii procesu transpozice. Elementy
TART aTAHRE maji navic druhy cteci rdmec pro reverzni transkriptdzu (RT)
(Rashkova etal. 2002). Elementy dale obsahuji dlouhy netranslatovany tsek UTR na
3" konci, ktery tvofi az polovinu jejich sekvence (Abad et al. 20041; George et al. 2006)
(Obr. 1).

HeT-A 6078 nt >
5'UTR Gag ORF 1 3'UTR
AAAA
TART 10654 — 13424 nt
Gag ORF 1 RT ORF 2
AAAA
TAHRE 10446 nt
Gag ORF 1 RT ORF 2
AAAA

Obr. 1: Telomerické retroelementy HeT-A, TART a TAHRE: 5" UTR — neptekladana
oblast na 5" konci; Gag ORF1 — kodovani proteinu GAG; RT ORF2 — kodovani reverzni
transkriptazy; 3' UTR — nepiekladana oblast na 3’ konci, AAAA — polyadeninovy konec,
kterym se elementy ptipojuji k chromozomalnimu konci.



Nejprostudovangjsim retroelementem je HeT-A. Element HeT-A je dlouhy 6 kb, tvofi
80 — 90 % HTT oblasti (Frydrychova & Mason 2013) a je pteruseny duplikacemi, delecemi
a vice nez 2,5 kb nekddujicimi sekvencemi (Biessmann et al. 1992;
Danilevskaya et al. 1997). Oproti zbyvajicim retroeclementim, HeT-A obsahuje pouze jeden
otevieny cteci ramec ORF1 (open reading frame) kodujici protein GAG. Chybgjici restrikéni
transkriptazu ziskdva od zbylych elementi TART a TAHRE (Danilevskaya et al. 1997;
Danilevskaya et al. 1999; Pardue & DeBaryshe 2003). Transpozon HeT-A ma variabilni
délku oligo(A) konce, diky kterému je pfipojovan na chromozomalni konec. V dlouhé
netranslatované oblasti 3' UTR se nachazi promotor, ktery fidi transkripci sousedniho
elementu ve sméru 3’ (Pardue & DeBaryshe 2003). Diky tomu obsahuje novy element ¢ast
sousedniho ze sméru 5’. V oblasti 5" UTR se také nachazi dal§i promotor, nicméné ten
k celkové transkripci piispiva jen nepatrné a pravdépodobné je dulezity pro tkanovou
specifi¢nost (George & Pardue 2003).

Dalsim, méné ¢etnym (10 — 20 %), telomerickym elementem je TART. Ten jiz obsahuje,
jako ostatni LINE transpozony, dva ¢teci ramce, ORF1, kédujici protein GAG stejné jako
uelementu HeT-A, a ORF2, kédujici protein Pol s endonukleazovou doménou a funkci
reverzni transkriptazy (Capkova Frydrychova 2009; Casacuberta & Pardue 2005). TART je
12kb dlouhy a byly popsany tii podskupiny, TART-A, TART-B aTART-C
(Sheen & Levis 1994). | piesto, Ze TART nese gen pro protein GAG, bez transkriptu Gag
z elementu HeT-A neni schopny vyhledat konce chromozomi (Rashkova 2002).

Poslednim  telomerickym elementem je TAHRE (Telomere-Associated and
HeT-A-Related Element). Predpoklada se spole¢ny piedek pro TART a TAHRE diky
shodnym ¢tecim ramctim ORF1 a ORF2, které u obou elementti koduji proteiny GAG a POL
(Shpiz et al. 2007). Navic je element TAHRE sekvenéné velmi podobny transpozonu HeT-A
v oblastech 5’UTR, ORF1 a 3'UTR a ptedpoklada se vznik elementu HeT-A z elementu
TAHRE, a to ztratou oblasti ORF2 (Abad et al. 2004). TAHRE je 11 — 13 kb dlouhy a je zde

domnénka, Ze poskytuje reverzni transkriptazu elementu HeT-A.

1.5. Retrotranspozice

U drozofily jsou pro prodluZzovani telomer vyuzivany dva systémy. Prvnim z nich je
genova konverze, kdy v pribéhu prodlouZeni telomer slouzi jedna telomera jako templat pro

syntézu druhé. Nicméné tento systém je u drozofily vyuzivan jako alternativni
(Mason et al. 2008).



Hlavnim procesem kompenzace telomerické délky je retrotranspozice telomerickych
element. Mechanismus retrotranspozice zahrnuje nékolik kroki (Obr. 2). Prvnim krokem je
transkripce telomerickych elementti. Vzniklé transkripty jsou transportovany jadernymi pory
do cytoplazmy jako mRNA. Zde jsou translatovany na polypeptid GAG, u elementd TART
a TAHRE navic dochazi k translaci reverzni transkriptazy. Poté jsou proteiny GAG navazany
na transkripty retroelementii a transportovany zpét do jadra. Pomoci 3'oligo(A) konct
transkriptl a interakci proteinti dojde k navazani na chromozomalni konec a pomoci reverzni
transkriptazy k piepisu molekuly RNA do DNA a tedy k telomerické elongaci. Poslednim
krokem je  vytvofeni telomerické Cepicky  (Capkova  Frydrychova  20009;
Biessmann & Mason 2003).

chromozom
Qo (A0 e (A)n |
o \ JADRO
G / AAAA (AN

reverzni transkripce transkript
retroelementd

CYTOPLAZMA

RINA translace

%\A(A)n
proteiny Gag
asociované s mRINA

vznik proteimi

X

Obr. 2: Znazornéni retrotranspozice telomerickych elementti (Pardue a Debaryshe 2008,
upraveno). Nejprve dochazi k transkripci elementd. Tyto transkripty opoustéji pomoci
jadernych poéra jadro a v cytoplazmé dochazi na ribozomech k translaci a vzniku proteinu
GAG a reverzni transkriptazy. Nasledné se protein GAG navaze na transkripty a spolu
s reverzni transkriptdzou se navraceji do jadra. Pomoci 3'oligoadeninového konce a na
zéklad¢ interakce proteini dochéazi k navazani ke konci chromozomt, reverzni transkripci,
prodlouzeni telomery a k vytvoteni telomerické cepicky.



1.6. Aktivita telomerickych elementii

HeT-A promotor se jevi jako mozny evolucni mezi¢lanek mezi typickymi non-LTR
elementy a retroviry a LTR transpozony. Promotor HeT-A elementu je sloZen z terminalni
sekvence piedchazejiciho elementu, lezictho na 3’ konci, a fidi transkripci sousedniho
elementu ve sméru 5’ (Pardue & DeBaryshe 2003) (Obr. 3). Kazdy element tedy obsahuje

¢ast elementu predchazejiciho.

— N — N

3" UTR AAAA> 5" UTR Gag ORF 1 3" UTR AAAA>

V V

HeT-4 #1 HeT-A #2

Obr. 3: Obrazek znazoriujici transkripci HeT-A elementi. Sipky zobrazuji promotory ve
3’ UTR, odkud zacina transkripce nasledujiciho elementu (Pardue a DeBaryshe 2003,
upraveno).

Obecné lze ftici, Ze exprese telomerickych elementi souvisi s bunéénou proliferaci
aregulaci bunééného cyklu (Walter & Biessmann 2004; George & Pardue 2003;
Shpiz et al. 2007). Transkrip¢ni aktivita byla studovana v praci Danilevskaya et al. (1997),
kde byly vyuzity rizné dlouhé tiseky 3" UTR oblasti v konstruktu s reportérovym genem pro
[B-galaktosidazu v kulturach bunék drozofily. Konec oblasti 3" UTR, majici riznou délku od
nukleotidu -590 po nukleotid -1 (kdy nukleotid -1 je poslednim nukleotidem HeT-A
elementu), byly pfipojeny kregionu 5 UTR sdélkou od nukleotidu +1, tj. prvniho
nukleotidu HeT-A elementu, po nukleotid +646. Béhem pokusi bylo zjisténo, ze
promotorova aktivita je z 90 % lokalizovana v oblasti 3" UTR a za zbylych 10 % aktivity je
zodpovédny promotor v oblasti 5° UTR. Promotor z oblasti 3' UTR je tvofen vice
komponenty, protoze s rostouci délkou pouzité oblasti 3’ UTR se aktivita promotoru
zesilovala. Stejné konstrukty byly pouzity ve studii zaméfujici se na aktivitu promotoru
HeT-A v euchromatinu (George & Pardue 2003). V této praci byly konstrukty sledovany pro
tkanové a vyvojoveé specifickou expresi. I piesto, ze byl promotor piemistén ze

svého prirozeného prostiedi do euchromatinu, vykazoval svou aktivitu. Nicméné pickvapivé



bylo, ze kratsi promotor, 0 sekvenci -404 az +646, vykazal aktivitu v $irSim spektru tkani
(v mozku a imaginalnich discich) nez delsi promotor 0 sekvenci -590 az +646, u n¢hoz byla
exprese pozorovana pouze v kiidelnich discich. Tento fakt naznacuje, ze rozdilné sekvence
mohou vést k rozdilné aktivité promotoru.

Magisterska prace Korandové (2014) se zabyvala studiem aktivity telomerickych
elementll drozofily. Soucésti prace bylo vytvofeni transgenniho konstruktu HETom,
nesouciho gen pro tdTomato fluoresce¢ni protein pod kontrolou promotoru HeT-A, a jeho
integrace do euchromatinovych oblasti. Transgenni jedinci sice vykazali expresi transgenu
0 spoleénych rysech s dfive popsanou expresi endogenniho elementu HeT-A
(George & Pardue 2003; Walter & Biessmann 2004), tj. exprese byla detekovana v tkanich
s vysokou proliferacni aktivitou, nicmén¢ byly zde nékteré nesrovnalosti. Exprese, ackoliv se
intenzivné projevila v larvalnich, tak adultnich testes, nebyla prokazana v ovariich, stejné tak
nebyla detekovana v embryich, a krom toho v imaginalnich discich byla pomérné slaba.
Absenci signalu ve zminénych tkdnich by mohla vysvétlit znacnd sekvencni variabilita
elementu HeT-A, ktera byla vramci jedinci potvrzena jak v kodujicich oblastech, tak

i v oblastech s regulaéni aktivitou elementu HeT-A (Pineyro et al. 2011).



2. Cile prace

Cilem mé prace bylo ovéfeni predikce, ze sekvenéné ruznorodé oblasti 3’ UTR jsou
zodpovédné za organové specifickou aktivitu elementtl, a to pomoci (1) izolace sekvencné
variabilnich oblasti s pfedpokladanou regulacni aktivitou elementu HeT-A a jejich vyuziti
pro vytvofeni HETom konstruktii nesoucich jak ziskanou promotorovou sekvenci HeT-A, tak
gen fluorescenéniho proteinu tdTomato, (2) vytvofeni transgennich linii drozofily nesoucich
tyto konstrukty a(3) in vivo studium expresni aktivity téchto konstrukti na zakladé

fluorescence proteinu tdTomato.



3. Material a metody

3.1. Kmeny Drosophila melanogaster

Pro mou praci byl vyuzit kmen y'w®® kmen HETom35 s konstruktem HETom
(Korandova 2014) a kontrolni divoky kmen Oregon R. VSechny kmeny drozofil byly
chovany pfi stejnych podminkach, fotoperioda 16 hodin svétlo + 8 hodin tma pfti 25°C, na
standardnim kukufi¢no-melasovém médiu (163 g kukuficného Srotu, 16 g agaru, 33 g
suSenych kvasnic, 200 ml melasy, 2,6 1 vody) s desinfekénim roztokem (12 g kyseliny
benzoové, 2,5 g kyseliny sorbové, 240 ml denaturovaného etylalkoholu).

3.2. Priprava transgennich konstrukti

Na portalu GenBank byla analyzovana sekvence DNA AC010841, tj. sekvence fragmentu
telomery nesouci sérii nékolika elementi HeT-A, pfi¢emz byly identifikovany tii HeT-A
elementy s ruznou sekvenci 3’ UTR. Jedna z téchto sekvenci byla pro detailni analyzu
pouzita jiz v piedeslé studii v konstruktu HeTom (Korandova 2014). Ja jsem se zaméfila na
dalsi dve sekvence, oznacené jako A3 a A4. Sekvence byly izolovany metodou PCR pomoci
specifickych primert. Templatem pro PCR reakci byla genomova DNA z kmene Oregon R
izolovand kitem NucleoSpin® Gel. Po kontrole velikosti produkti pomoci agardzoveé
elektroforézy byly pfislusné prouzky DNA =z agardzy izolovany kitem PCR Clean-up
(Macherey-Nagel, kat. ¢islo 740609.50) a DNA byla opétovné amplifikovana PCR reakci
S primery nesoucimi restrikéni mista pro enzymy Pacl a Spel. Po ptecisténi byl PCR
produkt ligovan do vektoru pGEM (Promega). Pomoci mist Pacl a Spel byl pfislusny
fragment vysStépen a napojen ke genu Tomato ve vektoru pUAST (Obr. 4). Pripravené
konstrukty byly firmou Rainbow transgenic, Inc. (USA) injikovany do vajicek drozofily

kmene  y'w®'=E,

Integrace konstruktu do genomu byla pomoci
P-elementové inserce, s tim, Ze tseky zodpovédné pro tuto inserci jsou obsazeny v pUAST.
Pro naslednou selekci transformanti byla vyuzita exprese genu w z vektoru pUAST,

tj. oproti netransformovanym bélookym jedinctim byli tranformovani jedinci cervenooci.



Xhol Pacl Spel Bgl2

| | L

GYPSY Tomato GYPSY

387 bp 1634 bp 387 bp 8897 bp

Obr. 4: Schéma konstruktu HETom. Tom je gen pro fluorescenéni protein tdTomato,
transkripce je fizena promotorem elementu HeT-A. Konstrukt je opatien isolatory Gypsy, a to
pro zabranéni pozi¢niho efektu po integraci konstruktu do genomu.

Izolace DNA

Genomova DNA byla izolovana pomoci E.Z.N.A. Insect DNA Kit (Omega, kat. ¢islo
D6943-02) a pro izolaci plazmidové DNA byly vyuzity komer¢ni kity E.Z.N.A Plasmid
DNA Mini Kit I (Omega, kat. ¢islo D6943-01) a QIAGEN® Plasmid Midi Kit (Qiagen,

kat. ¢islo 12143), pti¢emz jsem postupovala dle navodti doporucenych vyrobeci.

3.4. PCR a pouzité primery

K sekvencim A3 a A4 byly navrzeny primery, ke kterym byly pfidany restrikéni mista
Pacl a Spel (restrikéni mista umoznila zaklonovani useku do vektoru pUAST) (Tabulka 1).
Pro kontrolu spravnosti klonovani byly také vyuzity primery pro gen tdTomato ve vektoru
PUAST. Reakéni smési byly sloZzeny z 10xDreamTaq Buffer, 10 mM dNTP, 0,4 uM
primert, 8 U DreamTaq a doplnéné vodou. Reakéni profil pro primery HET byl 95°C,
3 min—(90°C, 30 s — 59°C, 30 s — 72°C, 1 min);;x, 72°C, 4 min. Reak¢ni profil pro primery
Tomato byl 95°C, 3 min — (90°C, 30 s — 61°C, 30 s — 72°C, 1 min)3;«, 72°C, 4 min.
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Tab. 1: Sekvence primert pro jednotlivé konstrukty.

Primery pro: Sekvence primeru
HEToml
AT7-5097PacF (forward) 5— TTAATTAAATTACCTACCAGCTAA-3’
HET-Rev (reverse) 5— TTTAACTTTGCTGGTGGAGGTA-3’
HETom?2

A4-4796PacF (forward) 5'— TTAATTAAAACTTAATGATTCTAAATC-3’
A4-5885SpeR (reverse) 5— ACTAGTTGGTGGAGGTACGGAGA-3'

HETom3
AT7-5271PacF (forward) 5— TTAATTAAGCACTGCCACAAGAAG-3'
HET-Rev (reverse) 5— TTTAACTTTGCTGGTGGAGGTA-3'
HETom4
AT7-4786PacF (forward) 5'— TTAATTAAAATTCGACGACTCCAAA-3’
HET-Rev (reverse) 5— TTTAACTTTGCTGGTGGAGGTA-3'
Tomato

SpelTomatoF (forward) 5'— AGACTAGTATGGTGAGCAAGGG-3’
SpelTomatoR (reverse) 5— GGACTAGTGCAGTGAAAAAAATG-3’

3.5. Vyhodnocovani fluorescen¢niho signalu

Transgenni jedinci byli fotografovani pod stereo-mikroskopem (Olympus, SZX12)
s filtrem pro Cervené spektrum fotoapardtem Olympus E-600. Potfizovala jsem fotky celych
jedinci nebo jednotlivych organt larev tfetiho instaru ¢i dospélcu rtuzného stari. Pitva

probihala na podloznim skli¢ku v kapce fyziologického roztoku.
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4. Vysledky

Byly ptipraveny dva konstrukty, a to HETom3 a HETom4, které nesou promotorové
sekvence z koncové oblasti 3’ UTR elementu HeT-A (Obr. 12-14) napojené ke genu
tdTomato. Sekvence byly vzajemné porovnany v programu Mega 5.2 a rovnéz byly
porovnany s piislusnym usekem sekvence z diive publikované prace Danilevskaya et al.
(1997) a ptislusnym usekem konstruktu HETom35 z prace Korandové (2014). Sekvenéni
rozdilnost Gsekl je prezentovana v obrazku 5. U sekvence HETom35, kdy bylo pouzito
892 bp zkonce 3" UTR, je sekvence témé&f totozna se sekvenci pouzitou v praci
Danilevskaya et al. (1997), ato s vyjimkou nékolika nukleotidii. Naproti tomu sekvence
z HETom3, ktera nesla 706 bp z konce 3’ UTR, a HETom4 se sekvenci 3" UTR o délce
1147 bp se od sekvence publikované v praci Danielevskaya (1997) vyrazné odliSovaly.
Sekvence HETom4 a HETom3 se navzajem odliSuji jednak svou délkou a rovnéz deleci
45 bazi v HETom4 (v useku od nukleotidu -256 po nukleotid -301 sekvence HETom3
pocitané od konce elementu), jinak jsou sekvence navzajem totozné. Kompletni sekvence
pouzitych tsekd 3" UTR jsou uvedeny v ptiloze (Obr. 12—14).

We7% Ziskano

U obou konstruktti bylo po kiizeni transgennich jedinci s mouchami y
15 homozygotnich linii, U nichZz obou byly pro dalsi analyzu vybrany &tyfi linie. Mezi
testovanymi liniemi vramci jednotlivych konstruktd nebyl pozorovan zadny rozdil
v lokalizaci ¢i intenzit¢ fluorescence. Spole¢né s pfipravenymi konstrukty HETom3
aHETom4 jsem sledovala linii HETom35 a jako kontrolni skupinu jsem pouzila kmen
divokého typu Oregon R. Exprese byla studovana pod fluorescen¢nim mikroskopem béhem
celého vyvoje drozofily, od nakladenych vajicek, ptes vSechny larvalni instary, obdobi kukly
az po dospélce. Z dospélych jedinct a larev tietiho instaru byly vypitvany organy pro
detailnéjsi analyzu konstruktd. V rdmci pokusu byly také potizeny casosbérné snimky

vyvoje kukel.
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Species/Abbrv

1. fragment_HeT-A Damilevskaya 97

2. Sekvence HETom33 €c-aTa

3. Sekvence HETom3

4 Sekevence HETomd |6E TEE HEE - EEEEEEX
A / e |
224 -168 -53
Species/Abbrv
1. fragment HeT-A Danilevskaya 97
). Sekvence EETom33 - E-TEEE
3. Selvence HETom3 - I - IIII
4. Selovence HETomd AAA - - oo
B -301 s / -256 /
Species/Abbrv

1. frapment HeT-A Danilevskava 97

2. Selvence HETom33

3. Selvence HETom3

4. Selvence HETomd

C

Species/ Abbrv

1. fragment HeT-A Danilevskaya 97

2. Selovence HETom33

A
CEPCER ] R EEE | RS R R T TR ol | Ry P ey

3. Sekvence HETom3 l

AERAETER

el CaaaaalTBTAATCAAABEC A2ATAAATTETEEA TECHEA ACABAATTTITATTLCT|
D / —
-62 -31

Obr. 5: Vybrané useky sekvenci promotoru. A. Nékteré z rozdili mezi usekem HeT-A
elementu z prace Danilevskaya et al. (1997) a sekvenci HETom35 v pozicich -224, -168
a-53 od konce elementu. B. Delece sekvence HETom4 od nukleotidu -256 po nukleotid
-301, kterou se odliSuje od linie HETom3. C. Variabilita promotord konstruktu HETom3
aHETom4 od nukleotidu -490 po nukleotid -505 od konce elementu. D. Mista iniciace
transkripce v misté -31 a -62 od konce elementu.
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4.1. Exprese konstrukti v larvach

Fluorescence, tedy exprese konstruktu, byla analyzovana ve vSech tfech instarech
larvalniho obdobi. Zadna vyznamna fluorescence nebyla zaznamenana v prvnim a druhém
instaru, a to u zadné z linii. Fluorescence byla pozorovana az u larev tietiho instaru. U linie
HETom3 a HETom35 byla pozorovana mirnd exprese Vv celém téle larvy, intenzivni
fluorescence vsak byla sledovana v testes (Obr. 6). Drozofily z linie HETom4 vykazovaly
pouze mirnou fluorescenci v celém téle (Obr. 6). U kontrolniho kmenu Oregon R byla
sledovdna mirna autofluorescence celého téla, a to znatelné¢ niz8i nez byla zminéna
fluorescence téla transgennich jedinct. U larev tietiho instaru byly vypitvany jednotlivé
tkané. Krom& zminénych testes, pii detailngjsi inspekci fluorescence byla exprese
zaznamenana V nékterych imaginalnich discich (kfidelni disky, nozni disky a prothorakalni
disky), mozku a dokonce i v bunikach slinnych Zlaz u jedinci HETom35 (Obr. 6). Avsak
s vyjimkou protorakalnich diskti a u nékterych jedinct také i slinnych Zlaz, byla intenzita
fluorescence relativné nevyrazna. U optickych lalokd mozku linie HETom35 byla jasné

patrné fluorescence v mitotickych bunikach morfogenetické brazdy (Obr. 6C)
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Obr. 6: Exprese konstrukti v larvach a jejich vypitvanych tkanich pii viditelném
a fluorescencnim svétle. A. Larva linie HETom35 (nahote) a jeji vypitvana tkan (dole).
B. Exprese konstruktu HETom35 v prothorakalnich discich (vyznacenych Sipkami).
C. Exprese konstruktu HETom35 v mitotickych buiikach morfogenetické brazdy, nazna¢eno
Sipkami, optickych lalokit mozku. D. Exprese konstruktu HETom35 ve slinnych Zlazach.
E. Larva linie HETom3 (nahofe) a jeji vypitvana tkan (dole). Sipky naznacuji testes.
F. Larva linie HETom4 (nahote) a jeji vypitvana tkan (dole). G. Larva linie Oregon R.
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4.2. Exprese konstrukti v kuklach

Pro vyhodnoceni exprese v kuklach byly pouzity c¢asosbémé snimky pripravené
snimanim jednotlivych kukel v priitbéhu celého jejich vyvoje. Exprese konstrukti byla
pozorovana po celou dobu vyvoje kukel, ale liSila se jak mezi jednotlivci, tak se ménila
Vv pribéhu vyvoje kukly. U linie HETom35 byla nejvyssi exprese Vv pribéhu prvniho dne
zjisténa, podobn¢ jako u larev tfetiho instaru, Vv testes, avSak jiz od druhého dne se misto
fluorescence ménilo s postupnym vyvojem jednotlivych organt. U kmenu HETom3 byla
pozorovana fluorescence celych kukel, ale ponejvice v testes. Testes u linie HETom3 oproti
linii HETom35 vykazovala vysokou fluorescenci po celou dobu vyvoje kukly. U konstruktu
HETom4 byla pozorovana mirna exprese v celém téle kukly, a to bez vyrazné fluorescence
V jednotlivych ¢astech kukly (Obr. 7). S postupnym vyvojem se fluorescence u linie
HETom4 snizovala. Kontrolni skupina Oregon R oproti transgennim liniim vykazovala jen
lehkou autofluorescenci.
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Obr. 7: Exprese HETom konstruktu v prabéhu vyvoje kukly. U jednotlivych kukel byly
Vv priibéhu jejich vyvoje pofizovany Casosbérné snimky, a to ve viditelném a fluorescen¢nim
svétle. A. Linie HETom35, B. Linie HETom3, C. Linie HETom4, D. Linie Oregon R.




4.3. Exprese konstrukti v dospélcich a embryich

U dospélych jedinct byla u vSech transgennich linii pozorovana exprese Vv celém téle,
nicmén¢ nejintenzivnéjsi fluorescence byla lokalizovana v bfisni dutingé (Obr. 8). Po pitvé
testovanych jedincti byla u linie HETom35 nalezena vyznamna exprese v testes, ale pouze
mirna exprese V ovariich a vyvijejicich se oocytech. U linie HETom3 byla vyrazna
fluorescence pozorovana jak v testes, tak ovariich a oocytech. U linie HETom4 byly testes,
ovaria a oocyty zaznamenany pouze s mirnou fluorescenci. Jedinci a vypitvané organy linie
Oregon R vykazovaly oproti transgennim jedincim pouze lehkou autofluorescenci (Obr. 9
a 10).

Na intenzitu fluorescence byla dale vyhodnocovana embrya v prvnich osmi hodinach
jejich vyvoje. Fluorescence byla zaznamenana pouze u linie HETom3, s tim, ze fluorescence
v embryu byla homogenni bez n&jakych zjevnych struktur. Fluorescence u ostatnich linii
neptevysila intenzitu autofluorescence pozorovanou u linie Oregon R (Obr. 11). Pri
pozorovani embryi mezi 15-22 hodinou jejich vyvoje byly u vSech transgennich linii
zjistény blize nespecifikované tutvary, které vykazovaly vyssi fluorescenci nez zbytek

embrya (Obr. 11).
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Obr. 8: Exprese konstrukti v dospélcich pozorovana ve viditelném a fluorescenénim
svétle. A. Samice a samec linie HETom35. B. Linie HETom3. C. Linie HETom4.
D. Srovnani samic kmene HETom3 (vlevo) s Oregonem R (vpravo). E. Srovnani samct
HETom4 (vlevo) se samci Oregon R (vpravo).




Obr. 9: Exprese konstruktti v oocytech a v ovariich ve viditelném a fluorescen¢nim
svétle. A. Oocyty linie HETom35. B. Oocyty kmenu HETom3. C. Oocyty linie HETom4.
D. Oocyty kontrolniho kmene Oregon R. E. Ovaria linie HETom35. F. Ovaria linie
HETom3. G. Ovaria kmene HETom4. H. Ovaria linie Oregon R.




Obr. 10: Exprese konstrukti v testes ve viditelném a fluorescencnim svétle. A. Testes
linie HETom35. B. Testes kmenu HETom3. C. Testes linie HETom4. D. Testes kontrolniho
kmene Oregon R.
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Obr. 11: Exprese konstruktu HeTom v embryich. A. Embryo linie HETom35. B. Embryo
u linie HETom3 C. Embryo u linie HETom4. D. Embryo u linie Oregon R. E. Detail embryi
s viditelnymi Gtvary vykazujici vyssi fluorescenci nez zbytek tkang.



5. Diskuze

Transkripce telomerickych elementi je klicovym krokem telomerické elongace
u drozofily, pficemz HeT-A element je hlavnim komponentem drozofilich telomer. Tkanové
a vyvojove specificky charakter transkripce telomerickych elementii byl studovéan ve tiech
ptedchazejicich studiich pomoci Northernovy hybridizace, in situ hybridizace ¢i pomoci
transgennich much nesouci konstrukt s HeT-A promotorem fidici expresi genu
pro B-galaktosidazu (Danilevskaya et al. 1997; Pardue & DeBaryshe 2003;
Walter & Biessmann 2004). Cilem této prace bylo vytvofeni transgennich konstruktd
nesoucich riznou promotorovou sekvenci elementu HeT-A a jejich aktivitu studovat in vivo
pomoci tdTomato fluorescenéniho proteinu. Danilevskaya et al. (1997) s vyuzitim
reportérovych konstrukti, obsahujicich HeT-A element fidici gen pro B-galaktosidazu,
transientné transfekovanych do S2 (Schneider line 2), nalezla promotorovou aktivitu tohoto
elementu na 3’ konci elementu v oblasti 3’ UTR. To ukazalo, ze elementy HeT-A jsou, krom
velmi slabého promotoru v 5" UTR, ktery je zodpovédny jen za cca 10 % aktivity elementu,
transkribovany z promotoru leziciho na 3" konci sousedniho elementu (sousedniho elementu
ve sméru 5'). Ve stejné studii pfi blizS§i charakterizaci umisténi promotoru, s vyuzitim
konstrukti s rizné dlouhymi fragmenty 3’ UTR, vyslo najevo, ze promotor HeT-A je slozen
z alespon tii Casti umisténych v 3" UTR. Konstrukty obsahujici 367—-400 bp na 3" konci
vykazaly vice nez 50% aktivitu nejdelsiho konstruktu, tj. konstruktu s 590 bp z 3" konce,
pfi¢emz iniciace transkripce byla identifikovana na pozicich 31. a 62. nukleotidu od 3’ konce
elementu. Pineyro et al. (2011) na zakladé¢ analyzy sekvenci z 3’ UTR a oblasti gag ukazal na
zna¢nou sekven¢ni variabilitu jednotlivych elementi HeT-A uvnitf jedince, pficemz na
zéklad¢ sekvencni piibuznosti identifikoval minimalné devét rtznych skupin tohoto
elementu.

Korandova (2014) studovala aktivitu elementu HeT-A in vivo pomoci konstruktu
tvofeného genem pro fluorescencni protein tdTomato, ktery byl umistén pod kontrolou
promotorové oblasti elementu HeT-A, s tim, ze pro pfipravu konstruktu bylo vyuzito 892 bp
z 3’ konce 3' UTR elementu. Exprese byla pozorovana v testes a fadé imaginalnich diskt
a byla tak potvrzena pozorovani z praci George & Pardue (2003) a Walter & Biessmann
(2004), ze element HeT-A je transkripcné nejaktivnéjsi ve vyvijejicich se a aktivné
proliferac¢nich tkanich. OvSem na rozdil od obecného ptedpokladu, v praci piekvapiveé

nebyla detekovana exprese Vv ovariich. Tento rozpor, spolu snedavnymi studiemi
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zabyvajicimi se variabilitou v sekvencich retrotranspozonu HeT-A (Pineyro et al. 2011), byl
divodem pro mou magisterskou praci.

Variabilita sekvence HeT-A muze znamenat rozdilné regula¢ni sekvence a rozdilnou
tkanovou specifi¢nost transkripce. Pro studium promotorové aktivity elementu HeT-A jsem
ve své praci pouzila tii rizné sekvence z konce 3" UTR. Sekvence promotoru linie HETom35
(dlouha 892 bp) Dbyla téméf totozna se sekvenci pouzitou V pracich
Danilevskaya et al. (1997) a George & Pardue (2003) a lisila se sni pouze Vv nékolika
nukleotidech. Oproti tomu linie HETom3 (se sekvenci 3" UTR o délce 706 bp) a HETom4 (se
sekvenci 3" UTR o délce 1147 bp) se odliSovaly mnohem vice, a to desitkami zmén.
Sekvence HETom4 se od sekvence HETom3 odlisovala pouze svou délkou a deleci 45 bazi
a lze spekulovat o tom, Ze prave tato delece je zodpovédna za odliSny charakter fluorescence
pozorovany u linie HETom4.

U linie HETom4 byla fluorescence ve srovnani s dal$imi dvéma transgennimi liniemi
nejslabsi a intenzivnéjsi fluorescence byla u této linie pozorovana pouze pii vyvoji kukly
a u dospélce. U linii HETom35 a HETom3 byla intenzivni fluorescence pozorovana v testes,
a to jak v obdobi tietiho larvalniho instaru, vyvoje kukly, tak i v dospélém jedinci. Ob¢ tyto
linie vykazaly intenzivni fluorescenci ve vyvijejicich se tkanich kukly. Porovnanim
lokalizace mezi obéma liniemi vysly najevo i nékteré vzajemné odliSnosti. Zejména to byla
fluorescence v ovariich, vyvijejicich se oocytech a ¢asnych embryich, nalezena pouze u linie
HETom3, nebo naopak fluorescence v mozku a nékterych z imaginalnich disktt u HETom35.
V praci George & Pardue (2003) byla 404 bp dlouha sekvence z konce 3" UTR, téméf
identicka k sekvenci HETom35, pouzita v kombinaci se 405 bp dlouhou sekvenci ze zacatku
5" UTR. Byla pozoroviana exprese predev§im v kiidelnich discich a nékterych
dal§ich imaginéalnich discich v pribéhu tfetiho larvalniho obdobi. Pozorovani exprese
Vjinych orgdnech nez imaginalnich discich ¢i jinych vyvojovych stadiich nebylo
reportovano. Zkraceni konstruktu o 5’ UTR vedlo k expresi pozorované pouze ve stieve,
z ¢ehoz autofi usuzovali, ze kombinace promotori z obou UTR muze byt zodpovédna za
tkanoveé a vyvojoveé specifickou regulaci aktivity HeT-A element. Nicméné&, k vyznamné
ztraté exprese, kdy exprese byla pozorovana pouze v kiidelnich discich, ptekvapivé doslo
I po prodlouzeni délky 3" UTR na 590 bp. Ztrata exprese byla o to prekvapivejsi, ze delsi
konstrukt vedl v piedchazejici studii v transfekovanych S2 buikach k mnohem silngjsi
expresi (Danilevskaya et al. 1997). Autofi uvedené pozorovani vysvétluji moznou zménou

formace chromatinu v promotoru HeT-A nasledkem pieneseni ,,heterochromatinového*
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HeT-A promotoru do euchromatinového (a tedy pro HeT-A neptirozeného) prostredi. OvSem
je tfeba zduraznit, ze pozd&jsi studie jasné ukazaly na euchromatinovy charakter
telomerickych elementu (Biessmann et al. 2005) a timto uvedenou intepretaci 1ze povazovat
za mylnou. Na druhou stranu je tfeba vyzdvihnout, Ze pozorovani ztraty exprese u delSiho
konstruktu bylo zaznamenano rovnéz i v mé studii, a to pfi srovnani sekvence HETom3
a HETom4. Ale jestli za zménou fenotypu stoji prodlouzeni sekvence ¢i jiz zminéna 45 bp
delece v sekvenci HETom4 1ze tézko posoudit.

Celkov¢ lze fici, ze signal ziskany z transgennich konstruktl sice do znacné miry kopiruje
expresi endogenniho HeT-A elementu, tak jak je ostatné konstatovano uz i v praci
George & Pardue (2003), nicméné shoda je jen Caste¢na. Rozpor s charakterem exprese
HeT-A elementt, které jako soubor poskytuji celé spektrum transkripce se vSemi vyvojovymi
a tkatovymi specifikami, ale také i kombinaci promotori lokalizovanych v obou UTR
a jednak i faktem telomerické vs. netelomerické lokalizace, kdy pfispévek samotné
lokalizace elementd v telomerach mutze hrat velkou roli v regulaci aktivity telomerickych

elementt.
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6. Zavér

M4 magisterskd prace byla zaméfena na studium aktivity sekvencéné odliSnych
telomerickych promotort elementu HeT-A pomoci fluorescen¢niho proteinu tdTomato.
S vyuzitim konstruktt HETom35, HETom3 a HETom4, které nesly odlisné sekvence
potencialnich promotorti, jsem pozorovala tkanoveé odlisnou expresni aktivitu. Ackoliv
celkové hodnotim pouziti proteinu tdTomato jako reportéru transkripéni aktivity
telomerickych elementd pro nizkou intenzitu ziskaného signalu a jeho nizkou stabilitu jako
nepftili§ vhodné, pfesto ma prace pfispiva k potvrzeni domnénky, Ze sekvencni variabilita
promotoru elementu HeT-A mize vést K rizné tkanové a organové specificité. Na zakladé
mych zkuSenosti s pouzitymi konstrukty mohu konstatovat, ze pro ziskani detailn&jSich
informaci o tkanové a vyvojové regulaci HeT-A elementu s vyuzitim HETom konstruktt je
tieba zvysit citlivost signalu, a to napiiklad kombinaci s imunodetekci proteinu tdTomato,
a ptipadné pfipravit délkové varianty sekvenci 3" UTR ¢i obohatit pouzité sekvence o oblast

5" UTR.
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8. Priloha
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Obr. 12: Porovnani sekvence (nukleotid 1-400) fragmentu HeT-A elementu z prace
Danilevskaya et al. (1997) a sekvenci pouzitych v konstruktech HETom35, HETom3

a HETom4
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Obr. 13: Porovnani sekvence (nukleotid 401-850) fragmentu HeT-A elementu z prace
Danilevskaya et al. (1997) a sekvenci pouzitych v konstruktech HETom35, HETom3
a HETom4. Hvézdic¢ky znazornuji stejné nukleotidy u vSech sledovanych sekvenci.
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Obr. 14: Porovnani sekvence (nukleotid 851-1206) fragmentu HeT-A elementu z prace
Danilevskaya et al. (1997) a sekvenci pouzitych v konstruktech HETom35, HETom3
a HETom4. Hvézdicky znazoriiuji stejné nukleotidy u vSech sledovanych sekvenci. Mista
iniciace transkripce jsou znazornéna svétle modie.
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