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1. Uvod

1.1 Struktura a funkce telomer

Telomery jsou specializované DNA-proteinové struktury na koncich linearnich
eukaryotnich chromosomti, skladajici se z tandemové opakovanych jednoduchych sekvenci
DNA (Blackburn 1990; Blackburn 1991). Plni fadu funkci a pro zivotaschopnost bun¢k jsou
zcela zasadni. Svou proteinovou strukturou odliSuji prirozené konce chromosomut od
dvoufetézcovych zlomu. Ztrata telomer vede k chromosomalnim fazim, které vznikaji jako
nasledek reparacnich procest pii dvoutetézcovych zlomech, s tim, ze chromosomalni faze
vedou nasledné ke genomové nestabilité¢ (Mason et al. 2008; Denchi 2009; Blackburn 1990).
Diky neschopnosti DNA polymerazy plné replikovat koncové useky linearni DNA, tim, Ze
béznd DNA polymerdza neni schopna nahradit prazdny usek vznikly po degradaci RNA
primeru, se délka telomer zkracuje s kazdym bunéénym cyklem, coz je divodem toho, Ze
obecné se telomery zkracuji v prubéhu starnuti (Deng et al. 2004). Krom nekompletni
replikace je telomerickd délka zkracovana také plsobenim oxidacniho stresu, ktery je

povazovan za hlavni zdroj telomerickych ztrat (von Zglinicki 2002).

Jestlize je telomera zkracena na nejkrat$i moznou délku, dochazi k tzv. Hayflickovu
limitu, pii kterém buika ztraci schopnost déleni a podléha bunééné senescenci (Hayflick &
Moorhead 1961). Nicméné, prodlouzenim telomerické délky lze stav Hayflickova limitu
odvratit a prodlouzit tak prolifera¢ni schopnost dané buiiky. Dosud byly popsany tfi
mechanismy kompenzace telomerickych ztrat — aktivita telomerazy, genova konverze a

retrotranspozice telomerickych elementt.

Nejcastéji jsou telomery tvofeny dlouhymi useky repetitivni DNA, které se skladaji
z jednoduchych opakovanych sekvenci sobecnou strukturou (TxAyG;)n. Napt.,
Vv obratlov¢ich bunkach telomery obsahuji tisice part bazi telomerickych TTAGGG repetic,
rostliny maji sekvenci TTTAGGG (Meyne et al. 1989; Chan & Blackburn 2002).
Telomerickd sekvence hmyzu je obecné tvofena repetici TTAGG, vyjimku ale tvoii
napiiklad Drosophila melanogaster (Korandova et al. 2014), u niz jsou telomery tvofeny

sérii tii rizné se opakujicich retrotranspozéntt HeT-A, TART a TAHRE.



1.1.1 Kompenzacni mechanismy telomer

U vétSiny organismd, tj. u téch, ktefi maji telomery tvotfené kratkou opakujici se
sekvenci, se kompenzace telomerickych ztrat déje ptidavanim novych telomerickych repetic
prostiednictvim  enzymu telomerazy. Telomeraza je specializovany eukaryotni
ribonukleoproteinovy (RNP) komplex, jehoz jadro obsahuje reverzni transkriptizu TERT
(telomerase reverse transcriptase) a dale molekulu RNA. Tato RNA slouzi jako templat pro
TERT pro syntézu novych telomerickych repetic, které jsou pak pfipojovany K telomerickym
koncum (Blackburn 2005; Hahn 2001). Aktivita telomerazy je zavisla na bunééném typu a
souvisi s bunécnou proliferaci. Obecné je telomerdza vysoce aktivni v raném zarode¢ném
stadiu a v dalSim vyvoji je jeji aktivita postupné utlumovana, takze u dospélych jedinct byva
aktivni jen v bunikdch se stalym proliferacnim potencidlem, jako jsou kmenové bunky,
zarodecné buiiky nebo imortalizované nddorové buniky. Ve vét§in€ somatickych bunéénych
typil neni enzym aktivni. Nadmérné aktivizace telomerazy v somatickych bunikdch mize byt
pii¢inou nekontrolovatelného nadorového bujeni (Sharma et al. 1995; Wright et al. 1996;
Blackburn 2005; Hahn 2001).

Hlavnim mechanismem terminalni elongace u drozofily je retrotranspozice (Obr. 1),
pfi niz se kchromosomalnim koncum piipojuji nové utvotené kopie telomerickych
elementd. Prvnim krokem mechanismu je transkripce telomerickych elementt. Transkripty
opousti jadro a prochazi do cytoplazmy, kde dochazi k produkci transportniho proteinu Gag
a u elementd TART a TAHRE jest¢ dochazi k translaci reverzni transkriptdzy, ktera je
potiebna pro zavérecny krok elongace. Protein Gag se vaze na transkript elementu a pomaha
jej transportovat zpét do jadra, kde je transkript pfipojen k chromosomalnimu konci. Na
zavér je transkript pomoci reverzni transkriptazy piepsan do molekuly DNA, ¢im se
telomericky konec prodluzuje (Biessmann & Mason 2003; Capkova Frydrychova et al.
2009; George & Pardue 2003; Mason et al. 2008).
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Obr. 1: Schéma retrotranspozice. Mechanismus retrotranspozice drozofilich telomerickych elementa se
sklada z n&kolika po sob& jdoucich krokd. Prvnim krokem je transkripce telomerickych elementil. Vzniklé
transkripty jsou transportovany do cytoplasmy, kde jsou translatovany na Gag protein a reverzni transkriptazu.
Gag protein se vaze na transkript retroelementi a cely tento komplex je transportovan zpét do jadra, kde
molekula RNA najde konec chromosomu a vaZe se na néj. Reverzni transkriptiza prevadi RNA do fetézce
DNA, a tim se telomericky konec prodluzuje.

1.1.2 Telomerické elementy drozofily

Telomery drozofily jsou tedy tvotfeny sérii ti retroelementt HeT-A, TART a TAHRE,
které jsou v telomete zastoupeny V rizném poctu a pofadi. Oblast tvofend telomerickymi
elementy, je oznacovana jako HTT. Z proximalniho konce na oblast HTT navazuje
subtelomericka oblast TAS (telomere associated sequences), tvofena satelitnimi sekvencemi
DNA, na distalni ¢ast naseda specialni multi-proteinovy komplex oznacovany jako
telomericka Cepicka, coZ je pravé ta komponenta, kterou telomery prokazuji svou identitu

(Pardue & DeBaryshe 2008; Mason et al. 2008; Capkova Frydrychova et al. 2009).

Nejvice prostudovany telomericky element je element HeT-A. HeT-A, ktery je
vlastnostmi i strukturou mezi LTR a non-LTR retrotranspozonem (Danilevskaya et al. 1997;
Biessmann & Mason 2003), je dlouhy asi 6 kb (Pardue et al. 2005) a ma jen jeden otevieny
¢teci ramec (Capkova Frydrychova et al. 2009), koédujici protein GAG. Element HeT-A ma
dlouvhou 3'UTR nepravidelnou oligo(A) sekvenci, ktera element pfipojuje
k chromosomalnimu konci (Danilevskaya et al. 1997). V 3'UTR (tj. 3’'netranslatované
oblasti) lezi promotor elementu HeT-A, ktery fidi transkripci sousedniho elementu. Elementy

HeT-A nejsou tedy transkribovany =z vlastnich promotori, ale promotori sousednich



elementi. HeT-A nekoduje vlastni reverzni transkriptdzu. Pro reverzni transkripci elementy
HeT-A vyuzivaji reverzni transkriptazu kodovanou z dal§ich dvou elementt (Abad et al.
2004; Biessmann & Mason 2003; Danilevskaya et al. 1997). Druhym telomerickym
retroelementem je retrotranspozon TART, ktery je dlouhy asi 10 kb a ma dva oteviené ¢teci
ramce, kodujici reverzni transkriptazu a protein Gag (Pardue et al. 2005; Capkova
Frydrychova et al. 2009). Tietim telomerickym retroelementem je TAHRE (Telomere-
Associated and HeT-A-Related Element) (Abad et al. 2004), ktery stejné jako TART koduje
proteiny Gag a Pol (Abad et al. 2004; Capkova Frydrychova et al. 2009).

Transkripcni aktivita telomerickych elementl, kterd byla studovand ptedev§im u
elementu HeT-A, je spjata s bunénou proliferaci (Walter & Biessmann 2004; George &
Pardue 2003). Je tedy patrna zejména v embryonalnim stadiu, v imaginalnich discich larev,
gonadach larev a stejné tak gonadach dospélcu. Transkrip¢ni aktivita promotoru HeT-A byla
rovnéz studovana pomoci transgenniho konstruktu HeTom, ktery nese gen pro fluorescencni
protein Tomato pod kontrolou promotoru HeT-A a je integrovany v netelomerické pozici
chromosomu 3. Exprese konstruktu, na zakladé fluorescence exprimovaného proteinu
Tomato, vykazala do jist¢ miry obdobny charakter aktivity, jako ten, ktery je nalézan u
promotoru endogennich elementti HeT-A. Exprese Tomato byla znatelnd, i kdyz na rozdil od
endogennich HeT-A jen snizkou intenzitou, v né€kterych imaginalnich discich, dale byla
velmi vyrazna v larvalnich a adultnich testes. Vyznamna exprese byla zaznamendvana

Vv prib&hu vyvoje kukly (Korandova 2014).

1.2 Oxidacni stres a jeho vliv na telomerického zkracovani

Ackoliv jsou telomery zkracovany kazdym dalSim bunéénym cyklem, a to zcela
pfirozené z podstaty samotné replikace, usuzuje se, Ze mnohem vyznamnéjsi vliv na délku

telomer ma oxidacni stres, tedy pfedevsim aktivita volnych kyslikovych radikali.

Oxidacni stres je charakterizovan jako posun bunécného redoxniho stavu na vice
oxidovany stav (Abdollahi et al. 2004; Ermak & Davies 2002). Je zpusoben pfetizenim
pfirozené antioxidacni obrany nadmérnym mnozstvim reaktivnich forem kysliku (ROS —
Reactive Oxygen Species) nebo dusiku (RNS — Reactive Nitrogen Species) (Wiseman &
Halliwell 1996; Ermak & Davies 2002). Volné radikaly i ROS jsou odvozené ze zakladniho
metabolismu kysliku a dusiku nebo z jinych extracelularnich zdroja (Wiseman & Halliwell
1996; Abdollahi et al. 2004) a jsou definovany jako atomy nebo molekuly s jednim nebo

vice neparovych elektronti, proto jsou nestabilni a vysoce reaktivni (Jones 2008; Abdollahi
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et al. 2004). Chemicka reaktivita volnych radikali muize naruSovat vSechny bunécné
makromolekuly, v¢etné bilkovin, uhlohydratt, lipidi a nukleovych kyselin, a ovliviiovat tak
normalni fyziologické drahy ¢i dokonce zpusobit buné¢nou smrt ( Droge 2002; Abdollahi et
al. 2004).

Ziva buiika je neustale vystavena potencialng skodlivym radikalam, jejichz pavod
muze byt intracelularni nebo extracelularni. Extracelularni jsou oxidanty napt. ve formé
ionizujiciho ¢i UV zafeni nebo znecisténého Zivotni prostiedi. Intracelularni zdroje vyplyvaji
z normalniho buné¢ného metabolismu (Evans et al. 2004; Abdollahi et al. 2004; Ermak &
Davies 2002), jako je dychaci fetézec mitochondrii, ktery je za normalnich podminek
povazovan za vubec nejveétsi zdroj oxida¢niho stresu, nebo to jsou imunitni reakce

k patogentim ¢i detoxikace xenobiotik (Turrens 2003).

ROS muizeme rozdélit do dvou skupin, na radikdlové povahy a neradikalové povahy.
Reaktivni formy kysliku (ROS) zahrnuji vysoce reaktivni hydroxylové radikaly (¢ OH),
superoxidové radikaly (O2 ¢ -), peroxylové (RO2¢), alkoxylové (RO¢) a ne-radikaly peroxidu
vodiku (H202), kyselina chlorna (HCIO), ozén (03), peroxynitrit (ONOO-), singletovy
kyslik (02). RNS je na tom podobnég, zahrnuje radikal oxidu dusnatého (NOe¢ ), ONOO-,
radikal oxidu dusicitého (NO2¢ ) a dalsi oxidy dusiku (Evans et al. 2004; Wiseman &
Halliwell 1996).

Existuje fada antioxidacnich mechanismi, které v bunikach snizuji hladinu volnych
radik4lid. Jednotlivé antioxidanty ¢i antioxidacni mechanismy maji specifické aktivity a Casto
pracuji synergicky pro zvySeni celkové antioxidacni schopnosti organismu. Nejjednodussi
antioxida¢ni obrana je formou sloucenin s nizkou molekulovou hmotnosti, jako jsou napf.
antioxidanty vitamin C a vitamin E. Vitaminy volné radikaly zachycuji a poskytnutim
elektronu je inaktivuji. Procesem sice vznikaji radikaly vitamint, nicméné jejich reaktivita je
pomérné nizka. Hlavni antioxida¢ni obrana organismu je ovSem zaloZena na ¢innosti silnych
antioxidacnich enzymu, k nimz pfedev§im patii Mn a CuZn superoxidaza dismutazy, které
méni superoxidovy radikal na peroxid vodiku, a katalaza, kterd rozklada peroxid vodiku na

vodu (Sies 1997; Levy et al. 1999; Abdollahi et al. 2004; Evans et al. 2004).

Ackoliv je ziejmé, ze oxidacni stres ovliviiuje celou fadu fyziologickych procest, jeho
vliv na genetickou informaci je vniman jako zcela zdsadni. Oxida¢nim stresem se DNA
poskozuje jak ve form¢ vznikajicich jednofetézcovych zlomt, a to zejména plsobenim

hydroxylového radikalu, tak zejména poSkozenim bazi (Krokan et al. 1997; Sies 1997),



s tim, ze kazdy radikal mé na rizné baze rtiznou intenzitu u¢inku. Nejcastéji modifikovanou
bazi je guanin, jeho nejznaméjsi modifikaci je 8-0x0-7,8dihydro2’-deoxyguanosin (8-
oxodG), ktery mimochodem je také nejvice mutagenni modifikaci, zpusobujici GT

transverze a nachazejici se ¢asto v nadorovych bunkach (Loft & Poulsen 1997).

Uvadi se, ze oxidaéni stres je hlavnim diivodem telomerického zkracovani (Epel et al.
2004; von Zglinicki 2002). Telomery jsou pusobenim volnych radikald zkracovany
pfedevs§im diky vznikajicim jednofetézcovym zlomum, jejichz opravy jsou v telomerach
provadény jen s velmi nizkou efektivitou. Jednotetézcové zlomy se v telomerach objevuji
jak pfimym pusobenim volnych radikald, ale taktéz jako intermediaty pii reparacnich
procesech oxidaéné¢ modifikovanych bazi. A je to predevSim v telomerach bohaté se
vyskytujicim guaninem, a tim také jeho modifikaci 8-0xodG. 8-0x0dG je sice rozpoznan
opravnym enzymem DNA glykosylazou, kterd modifikovanou béazi odstrani a vytvoii tim
abazické misto, ale nastavajici rozstépeni tohoto mista prislusSnou endonukledzou vede praveé
ke vzniku kritického jednofetézcového zlomu. Pii nasledné replikaci DNA, kdy dochazi
k separaci dvouftetézcti DNA na jednofetézcové molekuly, dochazi totiz vlivem ptitomného

zlomu ke ztraté celého distalniho useku dané molekuly (Houben et al. 2008).

Nadprodukce volnych radikali v organismu ma vyznamné patologické dusledky.
PredevSim je to urychlené starnuti, mutageneze, karcinogeneze a s tim pfimo ¢i nepiimo
souvisejici vznik fady civilizaénich onemocnéni, jako je Alzheimerova choroba,
Parkinsonova nemoc, Sedy zakal, ateroskler6za, nadorova onemocnéni, diabetes, chronické
zanétlivé choroby z gastrointestinalniho traktu, astma, a mnoho dal$ich (Abdollahi et al.
2004). Stejné tak se usuzuje, Ze s urychlenym starnutim a vznikem civiliza¢nich chorob
souvisi nastoleni pfedcasné senescence vlivem nedostate¢né telomerické délky (Slijepcevié

2007; von Zglinicki 2002).

1.3 Vliv oxida¢niho stresu na telomery drozofily

Vliv oxidacniho stresu na telomery je studovan piedevSim na savcich, ktefi nesou
telomery tvorené kratkou opakujici se sekvenci udrzovanou telomerazou, a to s tim, ze jsou
studovany ucinky zejména vysokych davek oxidacnich ¢inidel. V piedchazejici studii v nasi
laboratoii byl naopak studovan vliv velmi nizkych, subletalnich davek oxida¢niho ¢inidla na
aktivitu telomer drozofily. S vyuzitim parakvatu Szakosova (2015) zkoumala ucinky
dlouhodob¢ podavanych subletalnich davek tohoto oxida¢niho agens na telomery drozofily.

Zjistila, ze diky optimaln¢ zvolené koncentraci parakvatu byla posilovana transkripéni
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aktivita telomerickych elementi a byla prodluzovana telomericka délka. Efekt jevil
podobnost s hormezi, neboli adaptivni odezvou, coz je jev, kdy vysoké davky Skodlivych
latek jsou pro organismus toxické, ale nizké davky stresujiciho stimulu aktivuji adaptivni
obranou reakci, zvySujici odolnost buniky ¢i organismu a mohou vyvolat blahodarné u¢inky

(Mattson 2008; Calabrese 2004; Calabrese & Baldwin 2002).



2. Cile prace

Hlavni naplni prace bylo studium vlivu oxida¢niho stresu na aktivitu telomerickych
elementi u drozofily. Prace vychazela z pifedchazejici studie Szakosové (2015), ktera zjistila,
ze pusobenim urcitych subletalnich ddvek oxidacniho Cinidla parakvatu dochézi ke stimulaci
transkripce telomerickych elementt a prodlouzeni telomerické délky drozofily. Mym ukolem
bylo identifikovat, jestli piisobeni parakvatu na telomerické elementy je zprostiedkovano
samotnymi telomerami, tedy jestli je dano ku ptikladu chromatinovou strukturou telomer, ¢i
naopak je toto ptisobeni na telomerach nezavislé a mize byt pozorovano i v netelomerickych
pozicich. Planem bylo vyuziti linie s netelomerickou inserci konstruktu HeTom, ktery pod
kontrolou promotoru HeT-A nese gen pro fluorescen¢ni protein Tomato. Konkrétnimi tikoly
bylo po plsobeni riznych koncentraci parakvatu, srovnat transkripéni hladiny konstruktu
HeTom a endogenniho elementu HeT-A a déle zjistit, jestli pisobeni parakvatu miize ovlivnit

vyvojovy charakter aktivity promotoru HeT-A.



3. Material a metody

Kmen drozofily

Byla pouzita linie y'w®"*®; HeTom, kterd nese zabudovany transgenni konstrukt
HeTom v pozici 86E na chromosomu 3. Konstrukt HeTom a linie nesouci tento konstrukt
byly pfipraveny Vv predeslé studii nasi laboratofe (Korandova 2014). Exprese transgenu
HeTom v linii y'w®"*®; HeTom vykazuje obdobny charakter jako ten, ktery nese aktivita
telomerického elementu HeT-A (Korandova 2014). Standardng byla linie y'w®®?®; HeTom
chovana na médiu slozené¢ho z 163 g kukuii¢ného Srotu, 33 g suSenych kvasnic, 16 g agaru,
200 ml melasy a 2,6 | vody, s pfidanym dezinfekénim roztokem (12 g kyseliny benzoové, 2,5 g
Kyseliny sorbové a 240 ml denaturovaného etylalkoholu). Konstrukt HeTom nese v sobé gen
pro fluorescencni protein Tomato pod kontrolou promotoru telomerického elementu HeT-A.
Tomato se pouziva pro vizualizaci aktivity elementu HeT-A. Pro praci byly pouzité larvy 3.
instaru, kukly a dospéli jedinci, chovani v inkubétoru pfti teploté 25 °C na instantnim médiu
pro drozofily (Formula 4-24; Carolina biological supply company) s destilovanou vodou a

riznymi koncentracemi parakvatu ve sklenéné vialce.

3.1 Vyvolani oxidaéniho stresu

Oxidacni stres byl vyvolavan herbicidem parakvatem dichloridem (Sigma — Aldrich,
kat. ¢islo 36541), ktery byl moucham aplikovan na instantni médium pro drozofily (Formula
4-24; Carolina biological supply company). Byly testovany koncentrace 1.6 x 107 mM, 1.6
x 10° mM, 1.6 x 10° mM, 1.6 x 10* mM, 1.6 x 10° mM, 1.6 x 10° mM a 1.6 x 10" mM.
Parakvat byl podavan v 6 ml destilované vody a 1,35 g instantniho média. Kontrolni vzorky
byly pfipraveny bez parakvatu, tzn. v 1,35 g média v 6 ml destilované vody. Do kazdé vialky

bylo ddno 10 samic a 10 samcf.

3.2 Izolace celkové RNA a syntéza cDNA

Na izolaci celkové RNA bylo pouzito 20 larev 3. instaru inkubovanych na médiu
s parakvatem. Izolovalo se pomoci komeréniho kitu NucleoSpin RNA (Macherey-Nagel,
kat. ¢islo 740955.50). Postupovalo se piesné podle pokynii v navodu. Nasledné¢ byla
koncentrace RNA stanovena pomoci pfistroje Nanodrop 2000 Spectrophotometer (Thermo

Scientific).



Vzorky RNA byly ptevedeny do vzorki ¢cDNA pomoci 1,25 pg 20 uM primeru
oligo(dT) a 0,25 pg reverzni transkriptizy SMART MMLV RT (Clontech, kat. ¢islo
639522). Na reakci bylo pouzito 0,5 pg celkové RNA. Inkubace pii 42°C probihala 60

minut. Reakce byla zakoncena zahiatim na 70°C po dobu 15 minut.

3.3 Real time PCR

Pomoci kvantitativni Real-time PCR jsem vyhodnocovala hladinu transkripce
netelomerického konstruktu HeTom a telomerického elementu HeT-A. Jako referenéni gen
byl pouzit gen pro ribozomalni protein RpL 32. Byly pouzity primery vyrobené firmou
Generi Biotech. Sekvence primerd, velikosti produkti primert a teploty nasedani primert
byly pro RpL 32 (forward) 5" - GGACAGTATCTGATGCCCAAC - 3’, 58°C, 145bp, RpL
(reverse) 5'- TTCTCTATGCTATTGTCGCTGTGC — 37, 58 °C, 145 bp. HeT-A (forward)
5- ATTGTCTTCTCCTCCGTCCACC - 37, 58 °C, 150 bp, HeT-A (reverse) 5'-
TTCTCTATGCTATTGTCGCTGTGC — 37, 58 °C, 150 bp. Tom 1115 (forward) 5°-
GGGCGAGGGLCCGLCeee - 37, 58 °C, 102 bp, Toml299 (reverse) 5'-
CGAAGTTCATCACGCGCTC - 37, 58 °C, 102 bp. Pro kvantitativni Real-time PCR byl
vyuzit cycler Light Cycler CFX96 BioRad Real-time PCR systém (Biorad) a 2x SYBR Mix
(Top-Bio kat. ¢islo: P553). Prubéh reakci byl 3 minuty pii 95°C, 15 sekund pii 94 °C, 30
sekund pii 58 °C a 20 sekund pii 72 °C, tento cyklus se opakoval 39x. Reakce byly
provadény v duplikatech. Ziskala jsem ct (cycle treashold) hodnoty, ze kterych jsem
vysledné poméry vypocitala ze vztahu R=Effres Ctret / Efftarger Cliarger. Eff je u€innost reakcee,

Ref je referencni gen a target je cilovy gen.
Vyhodnoceni fluorescenéniho signalu

Fluorescence byla hodnocena u larev a testes, které byly z testovanych jedincd
vypitvany v kapce fyziologického roztoku Ringer. Fluorescence jednotlivych preparati byla
snimana na fluorescencnim mikroskopu (Olympus SZX12) s filtrem pro ¢ervené spektrum a
se zabudovanym fotoaparatem Olympus (E600) a dale pomoci pocitacového programu
(QuickPHOTO CAMERA 3.0). Intenzita fluorescence byla hodnocena na ziskanych
snimcich pomoci programu Adobe Photoshop CS4 (verze 11. 0.2). Fluorescence kukel byla

focena kazdy den vyvoje kukel, jak z ventralni, tak i z dorzalni strany.
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3.4 Statisticka analyza

Data byla vyhodnocovana metodou jednocestné ANOVY pomoci Dunnettova testu a
dvoucestné ANOVY pomoci Bonferroniho testu v programu GraphPad Prism 4. Statisticky

zpracované vysledky byly alespon z deseti opakovani.
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4. Vysledky

4.1 Transkripce transgenniho konstruktu HeTom a telomerického

elementu HeT-A v zavislosti na nizkych koncentracich parakvatu

Za ucelem zjistit, zda nizké davky parakvatu maji vliv na promotorovou aktivitu
transgenu HeTom jsem pomoci kvantitativni Real-time PCR vyhodnocovala hladinu
transkriptd  netelomerického transgenu HeTom soub&zné¢ s hladinou transkriptt
telomerického elementu HeT-A. Zjistila jsem, ze pO pusobeni testovanych davek parakvatu
se hladina transkriptd oproti kontrole zvySovala, a to jak u elementu HeT-A, tak i transgenu
HeTom. V obou pfipadech maximdlni narGst byl pozorovan po aplikaci parakvatu o
koncentraci 1,6 x 10 mM (Obr. 2). Na zakladg tdchto vysledki lze tedy fict, Ze po plisobeni
nizkych davek parakvatu dochdzi ke stimulaci transkripéni aktivity promotoru HeT-A

nezévisle na jeho telomerické pozici.
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Obr. 2: Hladiny HeTom a HeT-A transkripti. Hladina transkriptd byla vyhodnocovana kvantitativni
Real-time PCR. K naristu transkriptd dochazelo ve srovnani s kontrolou v zavislosti na koncentraci. Data byla
zpracovana jednocestnou ANOVOU s Bonferroniho posttestem (P<0,0001). Chybové usecky ukazuji
smérodatné odchylky. * znaci P < 0.05, ** znaci P < 0.01.

4.2 Analyza in vivo exprese konstruktu HeTom

V dalsi ¢asti projektu jsem po plisobeni parakvatem vyhodnocovala ptfipadné zmény v
charakteru fluorescence, tj. exprese proteinu Tomato. Vyhodnocovani jsem provadéla
Vv prib¢hu vyvoje jedinct, a to ve 3. instaru larvalniho stadia, kuklach a u dospé€lct. Exprese

byla zaznamenana v mozku a v imaginalnich discich. Nicméné, zaznamenana intenzita
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fluorescence byla jen velmi nizkd a mezi testovanymi skupinami nebyl v intenzit¢ ani
charakteru lokalizace vidén zadny rozdil. Vyrazna exprese byla ovSem pozorovana U
larvalnich a adultnich testes (Obr. 3 A, B). Vyhodnoceni intenzity fluorescence V téchto
organech vykézalo statisticky vyznamné nariisty po expozici 1,6 x 10* mM parakvatu (Obr.
3 C, D). Dale byla vyhodnocovana fluorescence Vv prib¢hu vyvoje kukly (Obr. 4), ovsem
porovnani jejiho charakteru ¢i intenzity fluorescence nevykdzalo mezi testovanymi

skupinami zadné rozdily.
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Obr. 3: Intenzita fluorescence Vv larvalnich a adultnich testes. Po puisobeni parakvatu byla vyhodnocena
intenzita fluorescence proteinu Tomato ve vypitvanych larvalnich (A) a adultnich (B) testes. Pramérna
intenzita fluorescence po vyhodnoceni vSech larvalnich testes (C) a adultnich testes (D). Ziskand data byla
statisticky vyhodnocena jednocestnou ANOVOU. Chybové usecky ukazuji smérodatné odchylky. * znaéi P <
0.05, ** zna¢i P < 0.01.
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Obr. 4: Fluorescence v prub&hu vyvoje
kukly. Na obréazku je piiklad
fluorescence u kontrolni linie snimané
z dorzalni strany (A) a z ventralni
strany (B).




5. Diskuze

Svou praci jsem navazovala na praci Szakosova (2015), ktera u drozofily zkoumala
vliv oxida¢niho stresu na délku jejich telomer. Zjistila, ze ptisobeni mirnych, tj. subletalnich
davek parakvatu posiluje transkripéni aktivitu telomerickych elementt a Ze napfi. po expozici
1,6 x 10 mM parakvatu po dobu péti generaci se telomericka délka prodlouzi o vice nez 0
1/3. Hlavnim cilem mé bakalaiské prace bylo porovnani hladiny transkriptu konstruktu
HeTom, ktery je integrovan V netelomerické pozici chromosomu, a promotoru elementu
HeT-A, s tim, jestli po pusobeni nizkych davek parakvatu dochazi u obou typt promotoru
k obdobnym nartGstim jejich aktivity. Vysledky ukazaly, ze aktivita konstruktu HeTom
korelovala s aktivitou promotoru HeT-A, a tedy lze spekulovat o tom, ze to neni
chromatinova struktura telomery ¢i telomera samotnd, ktera by striktné udavala odezvu
promotoru HeT-A K ptsobicimu oxida¢nimu stresu, ale Ze je to spi§ samotny promotor HeT-
A, ktery takto na parakvat reaguje. To je ostatné i v souladu se zjisténim Szakosové (2015),
ze stimulacni efekt nizkych davek parakvatu lze pozorovat i v ptipadé netelomerickych LTR

anon-LTR elementu Gypsy, Jockey a I-elementu.

Aktivita promotoru elementu HeT-A v transgenu HeTom byla studovana Korandovou
(2014), ktera sledovala aktivitu tohoto promotoru po celou dobu vyvoje drozofily a zjistila,
ze transkripce koreluje S transkripénimi hladinami telomerického elementu HeT-A. Stejné
tak, jako aktivita telomerazy, tak i aktivita elementu HeT-A je spjata s buné¢nou proliferaci a
je tak nachazena piedev§im V diploidnich bunkach, jako jsou buiiky imagindlnich disku,
mozku larev a gonad dospélci (George & Pardue 2003; Korandova 2014; Walter &
Biessmann 2004). Podobn¢ jako Korandova (2014) jsem fluorescenci potvrdila
v imaginalnich discich a testes. Tzn., promotor HeTom ve své aktivité, navzdory své
netelomerické pozici, vykazuje stejnou tkanovou specifi¢nost jako promotory telomerickych

HeT-A a stejné tak i odezvu na pouzité subletalni davky parakvatu.

Délka telomer je dana geneticky, ale stejné tak je i vyznamné ovlivnéna faktory
zivotniho prostiedi. U cloveéka je Cetnymi studiemi prokazéano, Ze plisobeni chronickych
stresovych podminek, jako je oxidacni stres, psychosocidlni stres, Spatny zdravotni stav ¢i
vibec $patny zivotni styl pfispivaji ke zkracovani telomerické délky (Zhu et al. 2011; Epel et
al. 2004). To, Ze v naSich studiich pozorujeme u drozofily opacny jev, tj. Ze se telomery
pusobenim chronického oxidac¢niho stresu naopak prodluzuji, mlize byt zpisobeno nizkymi a

pfitom optimalné zvolenymi koncentracemi oxidac¢niho ¢inidla, nebo rozdilnou strukturou
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telomer a telomerického kompenza¢niho mechanismu drozofily. Stimulace aktivity
mobilnich elementd pisobenim environmentélnich stresovych podminek neni ptekvapujici a
byla navrzena jiz samotnou McClintockovou, objevitelkou mobilnich elementid (Mourier et
al. 2014). Piedpoklada se, ze vlivem stresovych podminek se mobilni elementy aktivizuji a
predevsim integruji do specifickych isekii genomu, a to do kddujicich ¢i regulacnich oblasti
konkrétnich genti, které¢ diky svému potencidlu mohou hrat roli pfi adaptaci k dané stresové
podmince. Nejednd se tedy jen o integraci mobilnich elementti do ndhodnych mist genomu
(Mourier et al. 2014). Mobilni elementy hraji tedy vyznamnou roli v prib&éhu evoluce pii
adaptaci k novym podminkdm, a to, ze pozorujeme jejich zvySeny pocet na koncich

chromosomil, mize byt jen dalSim sttipkem z jejich celkového charakteru.
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6. Zavér

davky parakvatu zesiluji transkripcni aktivitu v telomerach drozofily a podporuji tak rist
telomerické délky. Dale pfinasi nové zjisténi, a to ze transkripcni aktivita promotoru je
posilovana i v pfipadé promotoru leziciho Vv netelomerické oblasti. Takze lze fici, Ze je to

promotor elementu HeT-A, ktery takto reaguje na parakvat, nikoli struktura telomery.
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8. Priloha

8.1 lzolace RNA

K izolaci RNA byl pouzit kit NucleoSpin RNA od firmy Macherey-Nagel. Vzorek se
nejdiive musel tlouckem zhomogenizovat. Ke zhomogenizovanému se piidalo 350 pl pufru
RA1 a 3,5 pl B-merkaptoethanolu. Abychom se zbavili pevnych casteCek a necistot
pouzijeme rizové mikrozkumavky s filtrem, které jsou v baleni a centrifugujeme 7 minut pii
11 000 otackach za minutu. Cisty supernatant preneseme do 1,5 ml mikroodstiedivé
zkumavky, ptiddme 350 pl 100% ethanolu a roztok dikladné zvortexujeme, ale
necentrifugujeme. Nasledné do 2 ml sbérné zkumavky vlozime hibind RNA mini kolonku a
do kolonky pteneseme 700 pl vzorku. Centrifugujeme 1 minutu pii 10 000 otackach za
minutu. Do hibind RNA mini kolonky pfidame 250 ul RNA Wash Buffer | a centrifugujeme
1 minutu opét pii 10 000 otackach za minutu. Filtrat vyhodime a sbérnou zkumavky znovu
pouzijeme. Mezitim si pfipravime smé&s DNazy. Do sterilni mikrozkumavky napipetujeme na
kazdou reakci 10 pl DNazy a 70 pl reakéniho pufru RDD. Jemné promichdme pievracenim
mikrozkumavky. Ke kazdému vzorku pfidime 80 ul této smési tak, aby se namocil filtr a
nechame 15 minut pii pokojové teploté. Néasleduje promyvani membrany, kdy na filtr
piidame 250 pul RNA Wash Buffer 1. Nechame 2 minuty pii pokojové teploté a
centrifugujeme 1 minutu pfi 10 000 otackach za minutu. Filtrat vylijeme a sbémou
zkumavku opét pouzijeme. Ptidame 500 pul RNA Wash Buffer 1l a znovu centrifugujeme 1
minutu pii stejnych otackach. Filtrat opét vylijeme. Opét piidame 500 ul RNA Wash Buffer
I, znovu centrifugujeme 1 minutu pfi stejnych otaCkach a filtrat opét vylijeme. Dale
centrifugujeme 2 minuty pii 11 000 otackach za minutu pro vysuSeni membrany. Kolonku
umistime do nové 1,5 ml odstfedivé mikrozkumavky a ptidame 40-70 pl DEPC vody.
Nechame 1 minutu pii pokojové teploté a centrifugujeme 2 minuty pii 11 000 otackéch za

minutu. Vyizolovanou RNA dame do mrazaku (-70°C).

8.2 Smart MMLYV Reverzni Transkriptaza

Na syntézu cDNA byl pouzit kit od firmy Clontech. K 0,5 ul vyizolované RNA
ptidame 1,25 pl 20 uM primeru oligo dT a RNAse-free vodu do celkového objemu 5,75 pl.
Smés zahfivame 3 minuty na 70°C. Poté vzorek okamzit¢ ddme na led. Vzorek kratce
centrifugujeme a pridame k nému 2 pl 5x First-Strand Buffer, 1 ul dNTP mixu a 1 ul 100
mM DTT. Promichame pipetou pipetovanim nahoru a dolt. Pfidame 0,25 ul SMART
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MMLYV RT a znovu promichame. Inkubujeme pii 42 °C po dobu 60 minut. Reakci ukonc¢ime
zahtatim na 70 °C po dobu 15 minut nebo pfidanim 2 ul 60 mM EDTA.
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