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1. Uvod

1.1 Telomery

Telomery jsou specialni nukleoproteinové struktury na koncich eukaryotnich
chromozémt. Telomery odliSuji pfirozené konce chromozomi od konct vzniklych
dvoutetézcovymi zlomy, brani jejich fuzim repara¢nimi mechanismy a také chrani jejich
konce pred pisobenim nukledz. Telomery tak hraji kli¢ovou roli v zachovani stability a
celistvosti chromozomi (Chan & Blackburn 2002; von Zglinicki 2002; Cenci et al. 2005;
Denchi 2009). Telomery také kompenzuji ztraty koncové DNA, které vznikaji pii replikaci
¢i ptisobenim oxidativniho stresu. Nejbéznéjsim mechanismem kompenzace ztrat na koncich
chromozému je aktivita telomerazy, enzymu, ktery se vaze k chromozémovym konctim a
pridava zde kratké sekvence telomerické DNA. Telomerazova aktivita je spjata s bunéénou
proliferaci a najdeme ji nejCastéji u vysoce proliferacné aktivnich bunék jako tfeba u
embryonalnich, zdrodecnych nebo kmenovych bunék. Nefungujici telomerdza je pticinou

procesu starnuti nebo rakoviny (Wright et al. 1996; Zhu et al. 2011).

1.2 Telomery u drozofily

Telomery vétSiny organismu jsou tvofeny sérii kratkych opakujicich se sekvenci jako je
napiiklad sekvence TTAGGG u ¢lovéka (Meyne et al. 1989; Chan & Blackburn 2002).
Telomericka sekvence velké ¢asti hmyzich fadu je tvorena repetici TTAGG, vyjimku tvori
napiiklad Drosophila melanogaster. Jeji telomery se skladaji z vétsiho mnozstvi kopii tfech
telomericky specifickych non-LTR retroelementt HeT-A, TART a TAHRE. Telomerické
elementy jsou v telomefe zastoupeny V rizném sledu a poétu. Tyto elementy kompenzuji
telomerické ztraty pomoci své retrotranspozice vedené specificky ke konciim chromozému
(Mason et al. 2008; Capkova Frydrychova et al. 2009). Oblast, ktera je tvofena
telomerickymi elementy, je souhrnné¢ oznacovana jako HTT. Ktéto oblasti pfiléha
subtelomericka oblast TAS (telomere associated sequences) a navazuje se specialni

proteinovy komplex oznacovany jako telomericka ¢epicka (Obr. 1) (Mason et al. 2008).



15-26 kb 26 - 147 kb

HTT oblast— HeT-A, TART, TAHRE

—

centromera
Obr. 1: Koncova ¢ast chromozomu s telomerickou oblasti HTT (zndzornéna zIuté) u D. melanogaster, tvofena

z retroelementd HeT-A, TART a TAHRE. Délka HTT je znacné proménlivd, a to od 26 do 147 kb.
Subtelomericka oblast TAS (zndzornéna zeleng) o délce 15- 26 kb pfiléha k oblasti HTT. Na oblast HTT je
navazan specialni proteinovy komplex oznadovany jako telomericka ¢epicka (znazornéna &ervend). Sipka

znazoriiuje smer k centromete.

1.2.1 Telomerické elementy

Nejprostudovangj$im telomerickym elementem je element HeT-A (Obr. 2A). Tento
element je dlouhy 6 kb a obsahuje jeden otevieny ¢teci ramec (ORF), kodujici protein Gag
(Biessmann & Mason 2003). Charakteristickou vlastnosti elementu HeT-A je délkové
variabilni sekvence oligo(A), kterou je element pfipojovan k chromozomalnimu konci.
Néapadnym rysem je ovSem jeho promotor, ktery lezi na 3> UTR (tj. 3" netranslatované
oblasti) daného elementu a ¥idi transkripci sousedniho, tj. 3"elementu (Pardue & DeBaryshe
2003). Protoze pocatek transkripce lezi rovnéz v promotorové oblasti, kazdy transkript ma
kratky usek (piiblizné kolem 60 bp) pochazejici ze sousedniho 5° elementu. Dalsi promotor
lezi v 5 UTR oblasti, nicméné tento promotor piispiva k celkové transkripci jen nepatrné a
ztejmé je dulezity pro tkanovou specificitu. Protoze HeT-A nekdduje vlastni reverzni
transkriptazu, je pfi reverzni transkripci zavisly na dal$ich dvou telomerickych elementech
(Danilevskaya et al. 1997; Danilevskaya et al. 1999; Pardue & DeBaryshe 2003).

Dal$im telomerickym retroelementem je 12 kb dlouhy non-LTR retrotranspozon TART se
dvéma ¢tecimi ramcei (Obr. 2B) (Capkova Frydrychova et al. 2009). Oproti elementu HeT-A
se element TART vice podoba non-LTR elementim tim, ze koduje kromé proteinu Gag |
protein Pol s endonukleazovou doménou a funkci reverzni transkriptazy (RT) (Casacuberta
& Pardue 2005).



Tretim telomerickym retroelementem je TAHRE (Telomere-Associated and HeT-A-
Related Element) (Obr. 2C) (Abad et al. 2004). Jako TART i tento element ma dva oteviené
Cteci ramce. ORF2 koduje reverzni transkriptdzu a endonukledzu, je shodny s ORF2 u
elementu TART. Stejné tak je ORF1 kodujici Gag protein shodné s ORF1 elementu TART a
je tedy mozné, ze TART a TAHRE m¢ély spolecného piedka (Shpiz et al. 2007). Protoze
5" UTR oblast, ORF1 a 3" UTR oblast elementu TAHRE jsou velmi podobné i sekvencim
elementu HeT-A, pfedpoklada se, Ze element HeT-A vznikl odvozenim od spole¢ného
pfedchidce ztratou oblasti ORF2. Podobnost se nachazi i v transkripci a existuje proto
domnénka, ze TAHRE spolecné s TART jsou zdrojem enzymatické aktivity reverzni

transkriptazy pro transkripci elementti HeT-A (Abad et al. 2004).

HeT-A—6078 nt
5" UTR Gag ORF1 3" UTR
AAAMAA
A
TART — 10654 — 13424 nt
AAAA

B

TAHRE — 10446 nt
AAAA

C
Obr. 2: Telomerické retroelementy HeT-A (A), TART (B) a TAHRE (C): 5" UTR — nepfekladana oblast na

5" konci; Gag ORF1 — kodovani proteinu Gag; RT ORF2 — kdodovani reverzni transkriptazy; 3~ UTR —

nepiekladand oblast na 3 konci, AAAAA — polyadeninovy konec, kterym se elementy pfipojuji

k chromozomalnimu konci. Sipka znazoriiuje umisténi promotoru a smér transkripce.

1.2.2 Prodluzovani telomer — retrotranspozice

Retrotranspozice je hlavnim mechanismem telomerické elongace. Vedle toho jsou
telomery drozofily také prodluzovany genovou konverzi. Mechanismus retrotranspozice se
skladé z nekolika po sobé jdoucich kroki (Obr. 3). Jedna se o analogicky proces k jinym
retroelementiim. Prvnim krokem elongace je transkripce. Nasledné transkripty opousti jadro
jadernymi péry jako mRNA a jsou translatovany na polypeptid Gag. U elementu TART a

TAHRE jesté dochazi k translaci reverzni transkriptazy. Gag protein se vaze na transkript



retroelementu a cely tento komplex je transportovan zpét do jadra, kde RNA najde konec
chromozému. Vazba na chromozomalni konec se pravdépodobné déje na zaklad¢ interakce
proteintl a 3" oligoadeninového konce. Reverzni transkriptaza vyuziva volnou hydroxylovou
skupinu na 3" konci chromozomu a pievadi RNA do fetézce DNA, tim se telomericky konec

prodluzuje (George & Pardue 2003; Biessmann & Mason 2003).

jadro

Reverznitranskripce

[T HerA ﬁ HeT-A ﬁ HeT-A * HeT-A _

Q : m RNA
protein

ribozom

cytoplazma

Obr. 3: Schéma retrotranspozice telomerickych element drozofily. Ze 3° UTR oblasti, kde se nachazi
promotor elementu HeT-A, dochazi k transkripci. Vytvotené transkripty, mRNA, opousti jadro jadernymi pory.
V cytoplazmé dochazi na ribozomech k translaci a ke vzniku proteintt Gag a reverzni transkriptazy. Protein
Gag se v cytoplazmé navaze na transkripty a tento nukleoproteinovy komplex je jadernymi pory transportovan
zpét do jadra. Pomoci 3" oligoadeninového konce a na zaklad¢ interakce proteinti dochazi k navazani ke konci
chromozému. Zde dochazi k reverzni transkripci do DNA diky ¢innosti reverzni transkriptazy. Nasledné dojde

k vytvofeni telomerické Cepicky.

Klicovym krokem pro prodluZzovani telomer u drozofily je transkripce telomerickych
retroelementu. Jeji tkanove a vyvojove specificky charakter byl studovan v n¢kolika studiich
(Danilevskaya et al. 1999; Pardue & DeBaryshe 2003; Walter & Biessmann 2004). Pro
vyhodnoceni transkripéni urovné byla vyuzita RNA in situ hybridizace s protilatkou proti
elementim HeT-A a TART (Walter & Biessmann 2004) nebo transgenni mouchy
s promotorem HeT-A, ktery fidi expresi reportérového genu B-galaktosidazy (Danilevskaya
et al. 1999; Pardue & DeBaryshe 2003). Témito experimenty bylo zji§téno, ze aktivita
telomerickych elementi koreluje s bunécnou proliferaci a je predev§im zacilena do

diploidnich tkani (George & Pardue 2003).



1.2.3 Telomericka ¢epicka drozofily

Telomericka cepicka je multiproteinova struktura na konci chromozému, ktera zajist'uje
stabilitu a celistvost genomu. Jeji poskozeni muze mit za nasledek chromozomalni faze,
které jsou nasledovany chromozomalnimi zlomy, ztratou genetického materialu, celkovou
genomovou nestabilitou vedouci az k apoptoze (Linger & Price 2010). Telomericka ¢epicka
u cloveéka (Obr. 4A) je tvofena komplexem, ktery se nazyva shelterin, a dal$imi
telomerickymi proteiny. Telomericka cepicka drozofily (Obr. 4B) je tvofena proteinovym
komplexem oznaCovanym jako terminin. Komponenty termininu se od proteini lidského
shelterinu 1i8i (Capkova Frydrychova & Mason 2013). Kromé proteint shelterinu a
termininu jsou v telomerické Cepicce dalsi proteiny, z nichZz nékteré jsou totozné u obou
organismil. Jedna se napiiklad o DDR proteiny, které jsou Casto zapojeny do oprav
dvoutetézcovych zlomu. Dale pak proteiny ATM, ATR nebo Ku70/80 (Cenci et al. 2005).
Shelterin se sklada z Sesti proteini - TRF1, TRF2, TIN2, TPP1, POT1 a Rapl, které se
specificky a vyhradn€ vazi na lidskou telomerickou sekvenci TTAGGG o dostate¢né délce.

Na proteiny TRF1 a TRF2 nasedaji TIN2 a TPP1. Protein TPP1 spojuje proteiny TRF
s POT1 (Raffa et al. 2005; Raffa et al. 2011).

TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG

B
Obr. 4: Proteinové slozeni telomerické ¢epicky u ¢lovéka (A) a u drozofily (B) (upraveno podle Capkova

Frydrychova & Mason 2013; Raffa et al. 2011). Lidsky shelterin je tvofen z Sesti proteini - TRF1, TRF2,
TIN2, TPP1, POT1 a Rapl, které se specificky a vyhradn¢ vazi na sekvenci TTAGGG. Na proteiny TRF1 a
TRF2 nasedaji TIN2 a TPP1. Protein TPP1 spojuje proteiny TRF s POT1(A). Drozofili terminin je tvoien

z proteinit HOAP, Moi, Ver a HipHop. Na terminin nasedaji dalsi proteiny telomerické ¢epicky (B).



U drozofily bylo prozatim urceno nékolik proteinti, které jsou pro strukturu a funkeci
telomerické Cepicky esencialni (Tab. 1). Jedna se o geny Su(var)205 a carravagio (cav),
které koduji HP1 a HOAP, dale pak gen UbcD1, ktery se enzymem E2 podili na ubikvitinaci
proteinti, drozofili homology geni ATM, RAD50, MRE11 a NBS1, gen without children
(woc), ktery koduje transkripéni faktor spojeny s RNA polymerazou II, gen modigliani
(moi), ktery kéduje ,,HOAP-binding™ protein, gen verrocchio (ver), ktery koduje protein se
strukturni homologii s proteinem STN1 a protein HipHop (HP1-HOAP interacting protein)
(Cenci et al. 2005; Raffa et al. 2005; Mason et al. 2008). HOAP a Moi maji vlastnosti, které
je odlisuji od ostatnich proteinti spojenych s drozofili telomerickou ¢epickou. Jedna se o to,
7e se nachazeji pouze v oblasti telomer a jejich jedinou funkci je udrZzovani struktury a
funkénosti telomer. Tyto vlastnosti naznacuji, ze pravé komplex HOAP-Moi je funkénim

zakladem termininu (Raffa et al. 2011).

Tab. 1: Piehled dosud znamych proteini esencialnich pro ochranu koncti chromozémii (pfevzato z Raffa et al.

2011; Mason et al. 2008).

Zkratka genu Zkratka proteinu Nazev proteinu Funkce mimo telomeru

cav HOAP HP1-ORC-Associated Protein neznama

hiphop HIPHOP HP1-HOAP-interacting protein neznama

moi Moi Modigliani neznama

ver Ver Verrocchio neznama

Su(var)205 HP1 Heterochromatin Protein 1 regulace heterochromatinu,
transkripéni faktor

eff UbcD1 Ubiquitin Conjugating Enzyme D1 konjugaéni enzym ubikvitin E2

woc Woc Without Children transkripéni faktor

mrell Mrell Meiotic recombination 11 oprava DNA, v komplexu MRN

rad50 Rad50 Radiation sensitive 50 oprava DNA, v komplexu MRN

nbs Nbs Nijmegen breakage syndrome oprava DNA, v komplexu MRN

tefu ATM Ataxia Telangiectasia Mutated kinaza, funkce pfi reparaci DNA

mei-41 ATR Ataxia Telangiectasia Related kinaza, funkce pfi reparaci DNA

mus-304 ATRIP ATR interacting protein helikaza, funkce pfi reparaci DNA

armi Armi Armitage helikaza, biogeneze piRNA

aub Aub Aubergine biogeneze piRNA

Irbp Ku70 Ku subunit 70 oprava DNA pomoci NHEJ

Ku80 Ku80 Ku subunit 80 oprava DNA pomoci NHEJ

spn-E SPN-E Spindle-E RNA helikaza, RNA interference

E(tc)/ Tel E(TC)/ TEL Enha-ncer of telomeric gene- neznama

conversion / Telomere elongation




Terminin je multiproteinovy komplex pokryvajici oblast ptiblizn¢ 10 kb a skladajici se
z proteind HOAP, Moi, Ver a HipHop. Zékladni proteinové sloZeni termininu a shelterinu se
lisi, ale proteiny, které kromé¢ vytvoieni telomerické Cepicky zaujimaji v bunce jeste dalsi
funkce, jsou stejné. Nicméné nejvyznamnéjSim rozdilem téchto dvou komplext je to, Ze se
terminin nevéaze na specifickou telomerickou sekvenci, kdezto shelterin pro svou vazbu a
formaci vyzaduje pritomnost telomerickych repetic (Capkova Frydrychova & Mason 2013).

Na rozdil od telomer ¢lovéka pii poskozeni telomer drozofily nemusi nevyhnutelné dojit
ke ztraté stability genomu a bunééné smrti, a to pravé diky sekvencné nezavislé formaci
termininu. Tento komplex muze vzniknout de novo na konci zlomeného chromozomu a
poskytnout mu stejnou ochranu jako puvodni telomefe (Capkova Frydrychova & Mason
2013). Vyznamnym rysem drozofili telomery je to, Ze tvorba ¢epi¢ky na konci chromozému
je nezéavisld na sekvenci a tedy cepicka muze byt formovana na jakémkoliv konci DNA
(Capkova Frydrychova et al. 2009). Misto specifické sekvence DNA hraji dileZzitou roli pii
formovani telomerické Cepicky epigenetické mechanismy. Navzdory tomu je u drozofily
vyuzivano vysoce konzervativnich faktorii, které jsou podobné tém, které vyuZivaji
organismy s telomerazovou aktivitou. Jedna se o vyuzivani ATM a ATR kinaz spole¢né

s komplexem MRN (Mrell, Rad50 a Nbs) a ATRIP protein (Gao et al. 2008).

1.2.4 Heterochromatinovy protein HP1

Heterochromatinovy protein 1 (HP1) je chromozomadlni protein, ktery je ptfednostné
spojovan s heterochromatinem, a to pfedevSim s pericentrickym. Nicméné vyskytuje se také
v oblasti telomer a na specifickych euchromatinovych mistech, kde plni Glohu transkripéniho
regulatoru (Cryderman et al. 1999; Cryderman et al. 2005). Bylo prokazano, ze HP1 je
soucasti komplexu telomerické cepicky a vyskytuje se podél celé oblasti HTT. Svou
pfitomnosti reguluje elongaci telomer. Pokud je mutovan, dochazi jak k vyraznému zesileni
transkripce telomerickych elementi a genové konverze v telomerické oblasti, tak
prodlouzeni telomerické délky (Perrini et al. 2004; Capkova Frydrychova et al. 2008).
Predpoklada se, ze tento vliv HP1 neni omezen na specifickou telomerickou oblast, ale Ze
zasahuje po celé délce oblasti HTT (Capkova Frydrychova et al. 2008). Jeho funkce
v telomerické Cepicee je pravdépodobné diky jeho ptimé vazbé k telomerické DNA, zatimco

V proximalni ¢asti telomery je vazan prostfednictvim interakce s metylovanym lysinem 9



histonu H3 (me-K9H3) a prostfednictvim této interakce také dochazi k formaci
heterochromatinové struktury v oblasti TAS a uml¢ovani genti. Gen Su(var)205 je jednim
Z mala znamych genti, u nichz se prokazala spojitost s regulaci telomerické délky, a jedinym
znamym genem, u jehoz mutaci je pozorovano nadmérné prodluzovani telomer (Perrini et al.

2004; Capkova Frydrychova et al. 2008).

1.3 Vliv chromatinové struktury na utlum geni

1.3.1 Telomericky pozi¢ni efekt (TPE)

Mezi faktory, které ovliviiuji telomerickou aktivitu patii vliv subtelomerické oblasti TAS,
a to prostiednictvim telomerického pozi¢niho efektu (TPE) (Capkova Frydrychova et al.
2009). Subtelomericka oblast TAS se sklada ze satelitnich sekvenci a je dlouha 15 az 26 kb.
Sekvenéné se lisi mezi jednotlivymi telomerami, které ale i tak sdili nékteré sekvencni
motivy (Mason et al. 2008). Délka opakujicich se jednotek se 1isi, a to od 460 bp na rameni
2L az po 1 kb na rameni 3R. Dva odlisné sekvenéni motivy (400 a 800 bp) jsou
kombinovany na rameni chromosomu X (Biessmann & Mason 2003).

Princip TPE se jevi jako totozny s efektem PEV (position effect of variegation)
vyvolanym ptsobenim centromerického heterochoromatinu. U obou jevil se jedna o inhibici
transkripce euchromatinovych transgent, pokud jsou v€lenény do heterochromatinové
oblasti ¢i jen blizko heterochromatinové oblasti, a to diky expanzi heterochromatinové
struktury do euchromatinového inzertu (Obr. 5). Pro studium pozi¢niho efektu u drozofily se
vyuziva reportérovy transgen white (w). Gen w u divokého typu lezi na chromozomu X a je
zodpovédny za jasn¢ Cervené zbarveni oka drozofily. Pokud je pfenesen do blizkosti
heterochromatinu, vede to k celé Skale zabarveni oka od svétle Cervené, po oranzové, zluté
az bilé. Oko miize byt zbarveno homogenné nebo jsou patrné ostrivky rtiznych odstint
(Capkova Frydrychova et al. 2007).

Zdrojem TPE v drozofilich telomerach jsou oblasti TAS (Mason et al. 2004; Capkova
Frydrychova et al. 2009). TPE je smérované ke konci chromozomii a vyznacuje se snizenim
efektu s nardstajici vzdalenosti transgenu od oblasti TAS. Telomericky pozi¢ni efekt je dan
jak chromatinovymi proteiny (tzv. trans-modifikatory), tak samotnou DNA sekvenci oblasti
TAS (tzv. cis-modifikator). Pokud je sekvence TAS zkracena, dochazi k supresi TPE. K této

supresi dochazi jak v ramci jedné telomery, tzv. cis-efekt, tak v ramci riznych telomer, to
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jak homolognich, tak nehomolognich, coz je oznacovano jako trans-efekt (Obr. 6). Suprese
TPE diky deleci TAS byla pozorovana jak u telomerického transgenu w, tak i u elementu
HeT-A v proximalni ¢asti oblasti HTT (Golubovsky et al. 2001; Capkova Frydrychova et al.
2007). Proto se ptedpoklada, ze TPE muze ovliviiovat i aktivitu telomerickych elementd, a
tudiz i telomerickou délku (Capkova Frydrychova et al. 2007). Byl navrzen tzv. HeT-A
aktivacni model, ktery predpoklada, ze neptitomnosti TAS, napiiklad diky ztraté konce
celého chromozoému, dochazi k potlaceni TPE, tim Kk aktivaci telomerickych elementi

v ramci celého genomu a tim K rychlé kompenzaci vzniklé ztraty (Mason et al. 2003).

Trans modifikatory TPE A

HTT oblast —HeT-A, TART, TAHRE J

Cis modifikator TPE

Trans modifikatory TPE B

HTT oblast —HeT-A, TART, TAHRE

Cis modifikator TPE —
Expanze heterochromatinu

heterochromatin | | euchromatin |

HTT oblast —HeT-A, TART, TAHRE

"o

.‘. ~"

RO ot ., RO

Obr. 5: Model expanze heterochromatinové struktury z oblasti TAS do oblasti HTT. Oblast TAS jako tzv. cis

modifikator TPE a tzv. trans-modifikatory, tj. heterochromatinové proteiny v oblasti TAS (A). Dochazi k §ifeni
heterochromatinu, tj. heterochromatinovych proteinti, podél chromozému z oblasti TAS smérem k oblasti HTT
vedoucim k utlumeni transkripéni aktivity v proximalni ¢asti HTT (B). V dusledku rozsiteni
heterochromatinové struktury ze subtelomerické oblasti TAS dochazi k utlumeni funkéniho euchromatinového
genu. Gen w, ktery lezi na rozhrani oblasti HTT a subtelomerické oblasti TAS ¢i uvnitt oblasti TAS, je vlivem
TPE utlumen a drozofila ma oko bilé. Pokud gen w lezi v distalni ¢asti HTT, je mimo dosah vlivu TPE a jeho

transkripce tak neni tlumena (C).



(¢ [

A Delece TAS
white
(¢ 1
(=
B Efekt delece TAS mezi homolognimi telomerami
@ —
o
C Efekt delece TAS mezi nehomolognimi telomerami homolognich chromozém

':b‘
-

D Efekt delece TAS mezi telomerami riznych chromozému

Obr. 6: Suprese TPE studovana pomoci genu . Casteénou ¢&i uplnou deleci TAS dochazi k supresi TPE, ¢imz

dochazi k siln&jsi expresi telomerickych transgenti W ¢i elementi HeT-A lokalizovanych v blizkosti TAS (A).

Pokud je oblast TAS na homologni telomefe deletovana, dochazi k supresi TPE, a tim k zesileni exprese

telomerického w oproti kmeni s pivodni délkou TAS. Oko drozofily tim ziskava tmavsi odstin. Suprese TPE

deleci TAS ma globalni vliv v celém genomu, tj. plsobi mezi homolognimi telomerami (B), riznymi

telomerami homolognich chromozémii (C) a telomerami nehomolognich chromozéomu (D).
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1.3.2 Modifikatory TPE

Vyuzitim transgenu W byla detekovéana cela skala modifikatord PEV. Obecné se jedna o
geny kodujici proteiny chromatinu. Jedna se 0 geny tzv. Su(var) (Suppressor of variegation),
tzn. geny, jejichz poskozenim dochazi k tlumeni PEV, a geny E(var) (Enhancer of
variegation), jejichz mutacemi je tento jev zesilovan. Piikladem supresoru centromerického
pozi¢niho efektu je gen Su(var)205, ktery koduje HP1 (Heterochromatinovy protein 1).
Ackoliv se TPE a PEV jevi jako fenotypicky totozné, tyto dva mechanismy se u drozofily od
sebe vyrazn¢ odliSuji. Presto, ze byla provedena fada studii, vzdy se ukazalo, ze
modifikadtory PEV nemaji zadny vliv na reportérovy w, pokud je umistén v telomerach.
Obecné se ptijima, ze modifikatory TPE jsou dosud neznamé (Cryderman et al. 1998;
Cryderman et al. 1999; Mason et al. 2004).
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2. Cile prace

Celkov¢ je tato diplomova prace smérovana na aktivitu telomerického elementu HeT-A.
Hlavnim zamérem bylo in vivo studium promotorové aktivity telomerického elementu
HeT-A v prubéhu vyvoje drozofily. Prvofadym cilem bylo proto vytvoifeni transgenniho
konstruktu HeTom, ktery by toto studium umoznil. Konstrukt HeTom nese gen pro
fluorescencni protein Tomato pod kontrolou promotoru HeT-A.

Po ptipravé transgennich linii S timto konstruktem bylo nasledujicim cilem sledovani
exprese proteinu Tomato Vv transgennich liniich ve vSech vyvojovych stadiich a riznych
organech a vyhodnoceni, zda transkripcni aktivita HeTom Kkoreluje s transkripéni aktivitou
telomerickych HeT-A.

Soucasti prace bylo i posouzeni vhodnosti vyuziti transgenu HeTom pfi sledovéni vlivu
environmentalnich faktorGd na aktivitu telomerického kompenza¢niho mechanismu u
drozofily.

Rovnéz byl sledovan vliv nékterych mutaci, jako potencidlnich supresorti ¢i enhanceri

TPE, na aktivitu elementu HeT-A.
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3. Material a metody

3.1 Drozofili kmeny

Kmeny drozofily byly chovany pfi 25 °C na mediu z kukufi¢ného $rotu s melasou (163 g
kukufi¢ného Srotu, 16 g agaru, 33 g suSenych kvasnic, 200 ml melasy, 2,6 | vody) a
dezinfek¢nim roztokem (12 g kyseliny benzoové, 2,5 g kyseliny sorbové, 240 ml
denaturovaného etylalkoholu) pii fotoperiodé: 16 hodin svétlo + 8 hodin tma a 60 — 75 %
vihkosti.

Drozofili kmeny byly ziskany ze sbirky kment z Bloomingtonu. Kromé divokého kmene

Oregon R, byly viechny kmeny na pozadi y* woes

(v textu dale zkracovano jako yw), tedy s
mutacemi v genu white (w) a genu yellow (y). Fenotypové byly mouchy bélooké a se

svétlejsim télem nez je divoky typ.

Pouzité kmeny byly:

> yw; P{w'®}11-5, tj. kmen nesouci inzerci telomerického transgenu W mezi oblasti
HTT a oblasti TAS na levém rameni 2. chromosomu (2L), (v textu dale zkracovano
jako 11-5)

> In(1)w[m4h]; Su(var)205[2] / SM1 s bodovou mutaci v genu Su(var)205 v ¢asti
kodujici chromodoménu (v textu dale zkracovéano jako Su(var)205°4/SM1)

» In(1)w[m4h]; Su(var)205[4] / In(2L)t In(2R)Cy, Cy[1] amos[Roi-1] pr[1] cn[1] s
mutaci genu Su(var)205 vedouci ke zkracenému proteinu HP1 o doménu dulezitou
pro lokalizaci proteinu v jadfe (v textu dale zkracovano jako Su(var)205**/SM1)

» yw; Sco / SM1, tj. kmen nesouci mutaci na druhém chromozému, jedinci maji mensi
pocet chlupti na hrudnim segmentu téla (v textu dale jako Sco/SM1)

» yw; Sb / TM6, Ubx, tj. kmen nesouci mutace na tfetim chromozomu, jedinci maji

krats$i chlupy na hrudnim segmentu téla a jejich haltery jsou zvétSené (v textu dale
Sh/TMG6)

Jako kmeny pro identifikaci trans-modifikatord TPE byly pouzity linie: yw; Z* / TM3;

yw; ChroP<¢/ TM3; yw; Spnt®=%7/ TM3; yw; Jil-1 / TM3; yw; ScmE™% TM3 a yw; Scm®Y/
TMa. Pro kiizeni a jako kontrolni kmen byl vyuzit yw; Sb/ TM3, GFP.
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3.2 Priprava konstruktu HeTom

Konstrukt HeTom nese Vv sobé reportérovy gen pro fluorescenéni protein Tomato
(Clontech) pod kontrolou promotoru HeT-A. Cast s promotorem HeT-A byla piipravena
metodou PCR s primery navrzenymi podle diive publikované sekvence (Danilevskaya et al.,
1994) (GenBank accession number U06920). Sekvence pouzité pro reakci PCR byly
nukleotidy 70 az 961 ze sekvence U06920.

Jako templat pro reakci PCR byla pouzita genomova DNA izolovana z kmene 11-5.
Izolace DNA byla provadéna pomoci komer¢niho kitu PureLink Genomic DNA Mini Kit
(Invitrogen, kat. ¢islo: K1820-01) podle navodu dodavaného vyrobcem. Produkt PCR byl
zaklonovan do vektoru pGEM (Promega, kat. ¢islo: A1360) a nasledné osekvenovan a
publikovan v GenBank (GenBank accession number je KJ081250). Diky restrik¢nim mistim
byl promotor HeT-A pieklonovan do konstruktu GypsyTOM, ktery byl komeréné pfipraven
firmou GenScript (USA).

Konstrukt HeTom (Obr. 7) je na obou koncich ohrani¢en inzulatory gypsy, které brani
pozi¢nimu efektu pfi inzerci konstruktu do genomu. Konstrukt byl nasledné zaklonovan ptes
restrikéni mista do vektoru pCasper4. Funkc¢nost konstruktu byla ovéfena transfekei do
bunék S2. Pro transfekci byl vyuzit kit , Efectene Transfection Reagent™ (Qiagen,
kat. ¢islo: 301427) a bylo postupovano dle instrukci dodanych vyrobcem. Poté byl konstrukt
injikovan do vajicek drozofily kmene yw, a to komer¢né firmou Rainbow transgenic, Inc.
(USA). Integrace vektoru do genomu drozofily prob¢hla na zakladé P-elementové inzerce

prostiednictvim P-elementovych konct pritomnych ve vektoru pCasper4.

Fluorescencni
Inzulator protein Inzulator

GYPSY GYPSY

Obr. 7: Schéma konstruktu HeTom. Tom je gen pro fluorescenéni protein Tomato o velikosti 1.4 kbp.

Transkripce Tomato je fizenad promotorem elementu HeT-A, ktery ma velikost 860 bp. Konstrukt je opatien

inzulatory GYPSY pro zabranéni pozi¢niho efektu po integraci konstruktu do genomu.

Z komer¢né injikovanych vajicek se vylihli bélooci jedinci, potencidlné nesouci transgen

v zarode¢né linii. Tito jedinci byli po jednom kiizeni s jedincem opa¢ného pohlavi kmene
yw. Transformanti v potomstvu byli selektovani na zakladé cerveného zbarveni o¢i, které
14



bylo dano expresi genu w piitomného ve vektoru pCasper4. Transformanti v jednotlivych
liniich byli kfizeni navzajem. Z tohoto kiiZeni bylo selektovano homozygotni potomstvo.

Takto bylo ziskano deset transgennich linii.

3.2.1 Lokalizace konstruktu HeTom v genomu jednotlivych linii

Poloha transgenu Vv genomu drozofily byla uréena pomoci fluorescen¢ni in situ
hybridizace. Preparaty byly pfipravovany z polytennich chromozému slinnych zlaz larev
tietiho instaru. Protokol byl prevzaty z prace (Sahara et al. 1999). Pro hybridizaci byla
pouzita sm&s dvou biotinylovanych sond, specifickych ke genu w (gen w je soucasti
konstruktu pCasper4). Sonda w' byla ziskdna pomoci PCR s primery w6248F a w8748R,
sonda w? s primery w1056 a w13065.

w6248F (forward) 5" - CGAGCTTCACTCAACCAACA - 3’, 61 °C, 1500 bp
w8748R (reverse) 5" - GAAGGAGGCGCAATTATTCA - 3’, 61 °C, 1500 bp
w1056 (forward) 5" - TTGGAAAACTCGGATCTTGG - 3’, 61 °C, 1500 bp

w13065 (reverse) 5" - ACGGAACCATGAGAGGTACG - 3, 61 °C, 1500 bp

Preparaty byly pozorovany pod fluorescenénim mikroskopem (Zeiss, Axioplan 2)
s vhodnymi filtry a nasledné foceny pomoci fotoaparatu (Olympus, XM10). Fotografie byly
upraveny v programu Adobe Photoshop 11.0.2. Podle nich a podle map jednotlivych

chromozomu (Lindsley & Zimm 1992) byla ur¢ena poloha konstruktu HeTom.

3.2.2 Vyhodnocovani fluorescen¢niho signalu u linie 35HeTom

U transgennich jedinci byla fotografovana fluorescence pod stereco-mikroskopem
(Olympus, SZX12) s filtrem pro Cervené spektrum pomoci fotoaparatu Olympus (E-600).
Byli vyhodnocovani bud’ celi jedinci, nebo jednotlivé organy. Pro pitvu larvalnich organt
byly pouzity larvy tietiho vyvojového instaru. Pitva probihala na podloznim sklicku v kapce
fyziologického roztoku. K hodnoceni intenzity fluorescencniho signalu v testes byly pouzity
larvy pfed zakuklenim. Intenzita fluorescenéniho signalu byla vyhodnocovéna na ziskanych
snimcich pomoci programu Adobe Photoshop 11.0.2. Byla zaznamenana plocha a

integrovana denzita. Ta byla vyuzita ke kvantifikaci fluorescencniho signalu.
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3.3 Izolace genomové DNA

DNA byla izolovana pomoci fenol-chloroformu. Vzdy 20 jedincii bylo homogenizovano
v 700 ul extrakéniho pufru (100 mM NaCl; 10 mM Tris-HCI, pH = 8,0; 50 mM EDTA,
pH = 8,0; 0,5% Sarkosyl; 100 pg/ml Proteindza K). Po 12 hodinach horizontalniho
promichéavani pti 37 °C bylo ptidano 700 pul fenolu (pH = 8,0). Po 30 minutach byly vzorky
centrifugovany (5000g, 15 min.) a odebrana vrchni faze. Postup s fenolem byl 2x zopakovan
a pak pridana smés fenol-chloroform-isoamylalkohol (25:24:1). Po 15 minutach mirného
horizontélniho tfepani nasledovala centrifugace za stejnych podminek jako u fenolu a
opatrné odebrani horni faze. Dale bylo piidano 600 ul smési chloroform-izoamylalkohol
(24:1) a tfepano a centrifugovdno za stejnych podminek. DNA byla precipitovana
3M Na-acetatem a 96% etanolem a rozpusténa ve 100 pl miliQ vody. Integrita a kvantita

genomové DNA byla vyhodnocena spektrofotometricky (Biochrom, WPA Biowavw I1).

3.4 1zolace RNA, syntéza cDNA a kvantitativni Real-time PCR

Pro izolaci vzorkii RNA byl pouzit komeré¢ni kit NucleSpin RNA II (Macherey-Nagel,
kat. ¢islo: 740955.50) a bylo postupovano presné podle instrukei prilozenych vyrobcem.
Vzorky RNA byly pfevedeny do vzorki cDNA pouzitim oligo(dT) a reverzni transkriptazy
Superscript Il (Clontech, kat. ¢islo: 1308819A). Pro kvantitativni Real-time PCR byl pouzit
cycler Light Cycler CFX96 BioRad Real-time PCR systém (Biorad) a SYBR Premix Ex
Taq'™ Il (Takara, kat. ¢islo: RR820A). Tato metoda byla zvolena pro ziskani relativni
urovné cilového transkriptu v porovnéni s referencnim transkriptem ribozomalniho proteinu
RpL32. Kvantifikace byla provedena ze dvou nezévislych experiment, které byly vzdy

v triplikatech.

3.5 Pouzité primery

Zde jsou uvedeny sekvence, teploty nasedani a velikost produkti vSech primert, které
byly v praci pouzity. VSechny primery byly komeréné nasyntetizovany firmou Generi
Biotech.
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HeT-A (forward) 5'- ATTGTCTTCTCCTCCGTCCACC — 3, 58 °C, 150 bp
HeT-A (reverse) 5'- TTCTCTATGCTATTGTCGCTGTGC — 3, 58 °C, 150 bp
RpL32 (forward) 5'- GGACAGTATCTGATGCCCAAC — 3', 58 °C, 145 bp
RpL32 (reverse) 5'- ATCTCGCCGCAGTAAACGC — 3', 58 °C, 145 bp
Tom1115 (forward) 5'- GGGCGAGGGCCGCCCC — 3, 58 °C, 102 bp

Tom1299 (reverse) 5'- CGAAGTTCATCACGCGCTC — 3/, 58 °C, 102 bp
Hsp70a Ft (forward) 5'- CAGACGCAGTCATCACAGTTC - 3, 58 °C, 151 bp
Hsp70Aa Rt (reverse) 5'- TTGAGGTTCTTGTCCAGTCCG - 37, 58 °C, 151 bp
W-MN 1a (forward) 5'- CTGTTACCACATCGTCCGTG - 3, 56 °C, 312 bp
W-MN 1b (reverse) 5'- TGTTGTCGTCCCGTTTCG - 3, 56 °C, 312 bp

WEx002 1a (forward) 5'- CCTCTTTATCGGCTCCCTAACG — 3', 57 °C, 146 bp
WEX002 1b (reverse) 5'- TCGTGTGCTGACATTTGCTGAG — 37, 57 °C, 146 bp
Het_3UTR (forward) 5'- CACTTACCTCCAATTTCCCATC — 3’, 56 °C, 891 bp
Het_Rev (reverse) 5'- TTTAACTTTGCTGGTGGAGGTA — 3, 56 °C, 891 bp

3.6 Pouzita krizeni

Pfi identifikaci modifikatori TPE bylo pouzito kiiZzeni kmene 11-5 s jednotlivymi

mutantnimi liniemi (Obr. 8). Pro pfipravu linie 35HeTom s rtiznou telomerickou délkou byla
linie 35HeTom kiiZena s mutantnimi kmeny Su(var)205%/SM1 a Su(var)205%/SM1 (Obr. 9).

testovana mutace y 11-5
TM3, GFP 11-5
testovand mutace 11-5
11-5 TM3, GFP

Obr. 8: Schéma kiizeni linii s mutaci znagenou GFP s kmenem 11-5.
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Obr. 9: Schéma kiizeni linie 35HeTom s kmeny Su(var)205/SM1 pro vytvofeni rizné dlouhych telomer v linii
35HeTom. Linie A je zékladni linie s nejkrat§imi telomerami. Tato linie byla kiiZena skmenem
Su(var)205/SM1 nesouci mutaci v genu pro HP1 a tim stimulujici telomerickou elongaci. Kiizenim byla

vytvofena linie B nesouci delsi telomery a linie C nesouci nejdelsi telomery.

3.7 Sledovani vlivu environmentalnich podminek na HeT-A

3.7.1 Priprava vzorku p¥i vyhodnoceni vlivu teplotniho stresu

Cerstvé vylihnuti dospélci byli vybirani a drzeni oddélené po dobu 3 dntl. Nasledné byli
samci 1 samice spolecné vystaveni na 1 hodinu teploté 35 °C nebo 0 °C. Po uplynuti hodiny
byli jedinci umisténi na Zivné médium do teploty 25 °C. Teplotni stres byl testovan jak po
jedné generaci, tak opakovan u Ctyf po sob€ jdoucich generaci. Byla izolovana RNA a

provedena kvantitativni Real-time PCR.

Rovnéz byly testovany larvy tretiho instaru. Ty byly na dobu jedné hodiny vystaveny
zméné teploty na 0 °C a na 35 °C. RNA byla u larev izolovana jak hned po stresu, tak i po

jedné hodiné pti 25 °C.
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3.7.2 Vliv fotoperiody

Jedinci z jedné puvodni vialky byli rozdéleni na dvé poloviny. Jedna polovina byla
ponechana pfi svételné fotoperiodé a druha byla umisténa do absolutni tmy. Nasledné byl
sledovan rozdil v intenzité fluorescencniho signalu v testes u tietitho larvalniho instaru.
Pokus byl nésledné déle rozsifen a to tak, Ze byly pozorovany rozdily v expresi n€kolik po
sob¢ nasledujicich dnl a i v dalSich generacich pfi stejném svételném rezimu. Aby bylo
mozné zjistit, zda se jedna o reakci vyvolanou pouze pisobenim svétla na expresi nebo zda
se jedna o néjakou vnitini fyziologickou pfi¢inu jedince, byla do pokusu piidana treti vialka,
ktera byla na otocené svételné fotoperiode.

Dalsi casti byla analyza toho, jaky vliv mé na expresi HeTom stfidani svételnych rezimi
mezi generacemi. Pokus probihal jako v predchozich piipadech, jen dospélcim vzdy byla

fotoperioda mezi jednotlivymi generacemi zménéna.

3.7.3 Vliv parakvatu

Pro zjisténi G¢inki chemickych latek na aktivitu elementu HeT-A byl zvolen herbicid
parakvat, u kterého byly potvrzeny toxické vlastnosti a schopnost vyvolavat oxidativni stres.
Parakvat-dichlorid  (1,1'-dimethyl-4,4'-bipyridin-1,1'-diium-dichlorid, = CgHi3NsO)  je
neselektivni herbicid na hubeni plevele. V dne$ni dobé je vSak jiZ jeho pouzivani zak4dzéno.

Opét jako pfi zjiStovani vlivu teplotniho stresu byli Cerstvé vylihnuti jedinci drzeni tfi
dny oddélené. Nasledné byli rozdéleni do Sesti vialek — samotni samci, samotné samice a ob¢
pohlavi spole¢né (vzdy po 2 vialkach). Parakvat (Sigma — Aldrich, kat. ¢islo: 36541) byl
aplikovan na tercik filtra¢niho papiru na dné vialky. Byl pouzit roztok o koncentraci 20 mM
parakvatu v 1% sachar6ze a celkovém objemu 300 pl. Jako kontrola byl pouzit roztok 1%
sachar6zy. Mouchy byly s parakvatem inkubovany 16 hodin. Pak byla izolovana RNA a

provedena kvantitativni Real-time PCR.
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4. Vysledky

4.1 Promotorova aktivita elementu HeT-A

Pro studium aktivity promotoru HeT-A byl kombinaci PCR a klonovani vytvoien
konstrukt HeTom, jehoz funkénost byla ovéfena transfekci bun¢k S2. Vytvoreny konstrukt
byl poté injikovan firmou Rainbow Transgenic do kmene yw. Na zakladé exprese genu W
byli identifikovani transgenni jedince a pfipraveny homozygotni linie. Takto bylo ziskano
deset transgennich linii s konstruktem HeTom. U tiech z téchto linii byla pozice transgenu
urcena pomoci in Situ hybridizace. U vSech téchto linii byl transgen mapovan na chromozom
3, u linie 35HeTom je inzerce v misté 86E, v linii 2HeTom v pozici 65E a v linii 3HeTom
v misté 89E. U zbylych linii bylo umisténi inzertu ur¢eno pouze na dany chromozém, a to
vyuzitim standardniho kitizeni s kmeny Sco/SM1 a Sb/TM6 nesoucimi mutace na
chromozomu 2 a chromozému 3. Takto bylo ur¢eno, Ze vSechny linie nesou transgen na
chromozomu 3, s vyjimkou linie 29HeTom, ktera ma integrovany konstrukt na chromozému
2. Pii srovnani umisténi konstruktu s intenzitou a lokalizaci fluorescence mezi jednotlivymi
liniemi nebyl zaznamendn z4dny vyrazny rozdil, coz znamena, ze pozice konstruktu
v genomu, patrné diky ochranné funkci inzuldtorti, nehraje vyznamnou roli v aktivité

HeTom. Pro dal$i experimenty byla zvolena linie 35HeTom.

4.1.1 Exprese konstruktu HeTom v pribéhu vyvoje jedince

Intenzita a lokalizace exprese konstruktu HeTom byla sledovana Vv pribéhu vyvoje
drozofily. Nebyla pozorovana zddna exprese u embryi. V larvalnim obdobi byly na expresi
HeTom vyhodnocovéany larvy tretiho instaru. Zde byla exprese patrnd v celém téle, nicméné
HeT-A (George & Pardue 2003; Walter & Biessmann 2004). Exprese byla nachazena
v mozku a v imaginalnich discich jako jsou o¢ni, antenalni, nozni a kiidelni disky, stejné tak
Vv labralnich a labidlnich discich, dorzéalnich prothorakalnich imaginalnich discich,
imaginalnich discich slinnych 714z a imaginalnich prstencich pfedniho a zadniho stfeva
(Obr. 10). Charakter exprese pozorovany v mozku byl napadn€¢ podobny charakteru
endogenniho elementu HeT-A (Walter & Biessmann 2004). Obzvlasté silné centrum exprese

bylo v optickych lalocich a ventralnim gangliu. Na rozdil od mozku byla exprese
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Vv antenalnich, noznich a kiidelnich discich pomérn¢ slaba. Piekvapivé fluorescence, i kdyz
slaba, byla pozorovana ve slinnych zlazach. Nejvyraznéjsi exprese byla ovSem pozorovana
v testes. Byla pozorovana u vSech samci, ale jeji intenzita se mezi jednotlivymi jedinci
znacné liSila, od velmi silné az po chab¢ patrnou (Obr. 10A, C). Pirekvapivé exprese nebyla
pozorovana v ovariich.

Exprese konstruktu HeTom byla pozorovana po celou dobu vyvoje kukly. Fluorescence
V jednotlivych kuklach byla zaznamenavana kazdy den jejich vyvoje, a to jak z dorzalni, tak
z ventralni strany (Obr. 11). V pribéhu prvnich hodin od zakukleni charakter exprese
pfipominal expresi pozorovanou u larev tfetiho instaru, tj. bez zadnych velkych zmén
Vv intenzité nebo lokalizaci signalu. Nahly nartst v intenzit¢ exprese nastal druhy den a
vrchol byl pozorovan tieti az étvrty den. Béhem vyvoje v kukle byla exprese HeTom spojena
s vyvojem adultnich organi. Aby bylo vylouceno, Ze pozorované fluorescencni signaly
pochazi z autofluorescence, byli vyhodnoceni také kontrolni jedinci kmene yw a Oregon R.
U téchto kmeni nebyla pozorovana zadna fluorescence (Obr. 12A). U dospélych samic a
samcl Srovnani s kontrolnimi jedinci yw naznacilo, slabou expresi HeTom V celém téle
transgennich jedinci (Obr. 12B, C). Srovnani exprese mezi dospélymi samci a samicemi
bylo rovnéz provedeno pomoci kvantitativni Real-time PCR. V porovnani se samicemi

samci vykazuji ptiblizn¢ dvakrat vétsi hodnotu exprese (Obr. 13).
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Obr. 10: Exprese elementu HeT-A Vv jednotlivych organech drozofily. Cela larva s expresi v testes (A), cela larva pti

priniku bilého svétla i fluorescence (B), cela larva s expresi v riznych segmentech téla (C), pfedni ¢ast larvy s mozkem pii
fluorescenénim svétle a pii bilém svétle (D), mozek (E), pfedni ¢ast téla s mozkem a pocatkem stieva proventrikulem (F),

ptedni ¢ast téla s kiidelnimi, noznimi a o¢nimi disky (G), testes (H).
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Obr. 11: Vyvoj exprese v po celou dobu vyvoje kukly z dorzalni (A) a ventralni (B) strany.




yw;HeTom

Obr. 12: Srovnani fluorescence u jedinci linie HeTom a kontrolnich jedinct kmend yw a Oregon R. Kontrolni
kukly Oregon R pod viditelnym svétlem (levy panel) a fluorescenénim svétlem (pravy panel) (A). Srovnani u

dospélych samcti (B) a dospélych samic (C) pod fluorescenénim svétlem (horni panely) a viditelnym svétlem

(dolni panely).

0.009
0.008
0.007 -
0.006 -
0.005
0.004 -
0.003 -
0.002 -
0.001 -

0-

Obr. 13: Hladina transkriptu HeTom a HeT-A u samcl a samic. Transkripéni hladiny byly normalizovany
k hlading transkriptu RpL 32.
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4.1.2 Variabilita v expresi HeTom

Okamzity dojem, ktery byl ziskan pii pozorovani jednotlivych larev, byla variabilita
v expresi HeTom. Obecné lze fici, ze zadna larva nevykazovala expresi ve vSech vySe
zminénych organech. Byla patrna jednak variabilita v lokalizaci fluorescence, ale také i
variabilita v intenzit¢ signalu. Bylo proto rozhodnuto variabilitu vyhodnotit. Pro jeji
vyhodnoceni byla vyuzita fluorescence v testes. Byla hodnocena intenzita fluorescence a
velikost oblasti stimto signalem. Intenzita exprese v testes se vyrazné lisila jak mezi
riznymi jedinci, tak rGznymi vialkami, tak 1 v ramci jedné vialky v prabéhii po sobé
nasledujicich dnti. Lze konstatovat, Ze zmény byly nepfedvidatelné a velmi individualni.
Jedno z méfeni je zaznamenano na Obr. 14. Rozdilné vysledky v mife transkripcni aktivity

byly také ziskany pii porovnani riznych linii HeTom, i kdyz patern zlstaval vzdy stejny.

Den 1 Den 2
6 6
5 5
4 14 — —
3 3 S—
2 2 — —
1 +— 1 4 — S— —
|° <04 04 05 06 07 08 09 10 i1 12 i3 14 >15 © <04 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 >15
Den 3

1+

0 1
<04 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 >15

Obr. 14: Variabilita v intenzité fluorescence. Variabilita v intenzité fluorescence byla vyhodnocovana u larev

tietiho instaru z jedné vialky. Vyhodnoceni bylo provadéno v prvnim, druhém a tfetim dni, kdy se tyto larvy
zacaly objevovat. Jednotlivé larvy byly vyfotografovany a intenzita fluorescence vyhodnocena pomoci
programu Adobe Photoshop. Na o0se X je zaznamenana intenzita fluorescence, na ose y pocet larev s danou

intenzitou. Z grafti je patrné, Ze intenzita byla rizna jak mezi riznymi jedinci, tak mezi riznymi dny.

Pozorovani in vivo exprese HeTom bylo provadéno po dobu vice neZz jednoho roku a
Vv pritbéhu tohoto Casu, i navzdory tomu, Ze jednotlivé linie byly chovany v konstantnich

laboratornich podminkach, byly pozorovany piekvapujici zmény v charakteru exprese.
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Ackoliv z ¢asovych diivodi nebylo mozné se timto detailnéji zabyvat, lze fici, Ze v pribehu
letnich mésicti (¢ervenec — srpen) vice nez 80% larev vykazovalo vyssi expresi v mozku nez
na podzim a v zimé, kdy pozorovana exprese v mozku byla pfiblizné jen u 30 % larev.
Vyznamné bylo predevSim pozorovani exprese Vv dorzalnich prothorakalnich imaginalnich
discich (Obr. 10F). Tato exprese nebyla pozorovana v prubéhu celého roku, jen na konci
srpna, kdy exprese nahle a neocekévan¢ narostla a byla velmi intenzivni a jednoduse
pozorovatelna i pies kutikulu jedince. Tato exprese byla pozorovana u vice nez 50% larev.
Za n¢kolik tydnii zacala exprese v dorzalnich prothorakalnich imaginalnich discich postupné
slabnout az zmizela upln€. Dulezitym rysem téchto zmén byl soucasny narist fluorescence u
vSech vialek a vSech linii. Proti tomu nebyly pozorovany zadné zmény a rozdily v expresi

reportérového transgenu White, ktery je soucasti konstruktu HeTom.

4.1.3 Korelace mezi HeTom a telomerickym HeT-A

Lze namitat, ze kvuli riznému ,prostfedi“ v genomu, aktivita HeTom nemusi
odpovidat aktivit¢ telomerického HeT-A. Aby bylo mozné potvrdit nebo vyvratit, ze
transkripce HeTom a HeT-A jsou regulovany stejnym zpusobem jako odpovéd’ na rozdilné
podnéty, byl zjistovan tento vztah pomoci metody kvantitativni Real-time PCR.
Hladina transkripce HeT-A a HeTom byla sledovana v pribéhu vyvoje drozofily. V obou
pripadech byl pozorovan postupny nartst u larev prvniho, druhého i tfetiho instaru a stejné
tak i u kukel (Obr. 15). Korelace ve zménach hladiny transkriptu HeTom a HeT-A byla také
pozorovana pii testovani vlivu mutace HP1. Genetickym kiizenim byly ziskany linie
HeTom, které mély v genomu mutace Su(var)205. Byly vyuzity mutace Su(var)205** a
Su(var)205%. U HeT-A i HeTom byl pozorovan nartst transkripéni urovné u dospélych
jedincti Su(var)205/+ ve srovnani s kontrolnimi dosp&lymi jedinci Su(var)205*. Ackoli
narust zpisobeny mutacemi HP1 byl vyrazné siln¢jsi u HeT-A nez u HeTom (Obr. 16),
musime vzit v Gvahu, Ze telomericky HeT-A se v genomu vyskytuje ve vicero kopiich,
zatimco HeTom pouze ve dvou. Z tohoto divodu lze piedpokladat, ze v pifipadé HeT-A by
potencialni efekt mutace na celkovou hladinu transkriptu HeT-A mohl byt vétsi. Rovnéz byla
pozorovana ur€itd korelaci mezi transkripéni trovni HeT-A a HeTom pfi porovnani samcti a
samic (Obr. 13). Spojitost mezi HeT-A a HeTom byla nalezena pii srovnavani vlivu
teplotniho stresu (viz. dale v textu). Celkové tyto data naznacuji, ze HeTom by mohl byt

dobrym reporterem transkripcni aktivity telomerického elementu HeT-A.
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Obr. 15: Transkripéni aktivita HeT-A a HeTom v pribéhu vyvoje. Transkripéni aktivita byla vyhodnocovana

promoci kvantitativni Real-time PCR u prvniho, druhého a tfetiho larvalniho instaru a u kukel, a to jak

elementu HeT-A (A), tak HeTom (B). Jako referen¢ni gen byl pouzit RpL32.

27



0.07

0.06

0.05

0.04

0.03

0.02

Hi

0.01

0
A Su(var)205”  + Su(var)205”  +

0.005
0.0045
0.004
0.0035
0.003
0.0025
0.002
0.0015
0.001
0.0005

Su(var)205”  +

0
B Su(van205”  +

Obr. 16: Vliv mutace v Su(var)205 na transkripéni aktivitu HeT-A a HeTom. Porovnani transkripéni aktivity
elementu HeT-A (A) a konstruktu HeTom (B) mezi jedinci Su(var)205 a Su(var)205™.

4.2 Vliv exogennich i endogennich faktori na expresi HeT-A

Predpoklada se, ze délka telomer a aktivita telomerickych kompenza¢nich mechanismi je
ovlivitovana fadou exogennich a endogennich faktorti. Variabilita, kterd byla pozorovana
v expresi HeTom nasmérovala tuto praci pravé K identifikaci faktord, které telomerickou
délku u drozofily ovlivituji. Cilem nebylo zadné detailni studium vlivu téchto faktort, ale
spiSe identifikace potencialu transgenu HeTom pro studium regulace telomerické délky
environmentalnimi vlivy. Pro toto testovani byl vybran faktor délky telomer, vliv teplotniho

a oxidativniho stresu a vliv fotoperiody.
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4.2.1 Vliv délky telomer na transkripéni aktivitu HeTom

Lze predpokladat, ze s narustajici délkou telomer roste celkova transkripcni aktivita
elementu HeT-A a to diky vétSimu poctu opakovani tohoto retroclementu v telomeie. Je
mozné ale také predpokladat, ze mezi délkou telomer a aktivitou elementu HeT-A existuje
negativni zpétnd vazba, tj. pokud jsou telomery dlouhé, je to signal pro nizsi aktivitu
elementu HeT-A a naopak. Studovat tranksripcni aktivitu HeT-A relativné k poctu HeT-A
elementi v genomu lze jen s obtizemi. Telomery jsou totiz tvofeny smésici funkénich a
predevsim nefunkc¢nich, rizné zkracenych telomerickych elementt. Transgen HeTom se
naproti tomu v genomu vyskytuje jen v neménném poctu. To vedlo K napadu vyuziti
transgenu HeTom pro testovani vlivu telomerické délky na aktivitu promotoru HeT-A.
Vyuzitim mutace v genu Su(var)205 byly vytvoteny linie s riznou délkou telomer. Relativni
délka telomer u ziskanych linii byla srovnana pomoci kvantitativni Real-time PCR
(Obr. 17A). Exprese HeTom byla vyhodnocena u testes larev tfetiho instaru na zakladé
fluorescenc¢iho signalu (Obr. 17B). Z vysledkl vyplyva, ze exprese HeTom v testes je

ovliviiovana délkou telomer, protoze ¢im jsou telomery delsi, tim je intenzita exprese HeTom

nizsi.
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Obr. 17: Vliv telomerické délky na expresi HeTom v testes. Vyuzitim mutace v Su(var)205 byly vytvofeny
linie 35HeTom A, B a C sriznou délkou telomer. Relativni telomericka délka byla vyhodnocena pomoci
kvantitativni Real-time PCR s primery pro element HeT-A. Byl tedy vyhodnocovan relativni pocéet elementi
HeT-A vzhledem ke genu RpL32 (A). U linii 35HeTom A, B a C byla u larev tfetiho instaru vyhodnocena
intenzita fluorescence HeTom v testes (B).
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4.2.2 Vliv teplotniho stresu na transkrip¢ni hladinu HeTom

Vliv teplotniho stresu byl studovan na transkripéni urovni jak HeTom, tak HeT-A. Jako
stresové teploty byly vyuzivany teploty 35 °C a 0 °C po dobu jedné hodiny. Kontrolni
mouchy byly vystaveny teploté 25 °C. Vliv teplotniho stresu byl vyhodnocovén u ¢tyi po
sob¢ jdoucich stresovanych generaci. U kazdé z téchto generaci byl zaznamenan nardst
transkripce u obou skupin stresovanych jedinct (Obr. 18). Pokud dojde ke zvySeni aktivity
telomerickych elementt, teoreticky by mélo dojit také k prodlouzeni telomer. Proto bylo
rozhodnuto vyhodnotit telomerickou délku pfimych potomkl stresovanych dospélci. Jak
bylo patrné, telomericka délka potomkil stresovanych jedinct byla mirn€ delSi nez délka u
kontrolnich jedinct (Obr. 19A). Paralelné jako kontrola byla sledovana transkripéni aktivita
genu pro heat-shock proteinu Hsp70 (Obr. 19B), zde byl pozorovan narust transkripcni
hladiny pfedevsim pii 35 °C.
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Obr. 18: Vliv teplotniho stresu na transkripéni aktivitu HeT-A a HeTom. Dospélé mouchy linie 35HeTom byly

vystaveny teplotdm 0 °C (modré sloupce), 25 °C (Zluté sloupce) a 35 °C (Cervené sloupce) po dobu jedné
hodiny. Z poloviny jedincii byla izolovana RNA pro dalsi zpracovani a druhé polovina jedincti byla pouzita
pro zalozeni dal$i generace. Pomoci kvantitativni Real-time PCR byla hodnocena hladina transkriptu
HeT-A (A) a HeTom (B) v jednotlivych generacich (1, 2, 3 a 4).
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Obr. 19: Vliv teplotniho stresu na telomerickou délku. Genomova DNA byla izolovana z larev jako potomka
prvni generace rodi¢t stresovanych teplotou 0 °C a 35 °C a kontrolnich rodi¢ti drzenych pii 25 °C. DNA byla
vyhodnocovana na relativni mnozstvi elementu HeT-A v genomu vzhledem ke genu RpL32 (A) a na hladinu

transkriptu Hsp70 (B) u kontrolnich a stresovanych much.

4.2.3 Vliv dalSich exogennich faktori

Dale byl testovan vliv oxidativniho stresu po indukci herbicidem parakvatem a vliv
svételné fotoperiody. Nicméné, vysledky z této ¢asti pokusu byly rozporuplné a je tieba je

s vétsi dikladnosti zopakovat.

4.3 ldentifikace trans-modifikatoru TPE

Na zaklad¢ ptedchazejicich studii vznikl pfedpoklad, ze vyuziti genu w pro identifikaci
modifikatord TPE je nevhodné. Spekulovalo se o tom, Ze promotorova aktivita W je piili§
silné na to, aby reflektovala zmény v ptasobeni TPE a Ze vhodné&j$im reportérem zmén TPE
bude HeT-A element, ktery sousedi piimo s oblasti TAS a jehoz promotora aktivita je 10-15x

slabsi nez je aktivita HeT-A (Capkova Frydrychova et al. 2008).
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Pro identifikaci trans-modifikatort TPE byl vyuzit kmen 11-5, ktery na chromozému 2
mezi oblasti HTT a oblasti TAS nese transgen w. Ten je pfepisovan jak ze svého vlastniho
promotoru, tak promotoru piilehlého elementu HeT-A jako tzv. HeT-A/w ,read-through*
transkript (Capkova Frydrychova et al. 2007). Bylo vybrano nékolik genti s potencialni roli
pti TPE. Jednalo se o geny Jil-1, Chro®*¢, semE™°, sem®, SanOS%7 a Z4, které lezi na
chromozému 3. Mutantni kmeny byly ziskany z kmenového centra v Bloomingtonu a
genetickym kiiZzenim bylo u nich sjednoceno genetické pozadi. Tyto experimenty byly
provedeny J. Masonem (NIEHS, USA). Jednotlivé kmeny byly kiiZzeny s kmenem yw;
Sb/TM3, GFP. Poté byli selektovani jedinci yw; mutace/ TM3, GFP. Nasledné tito jedinci
byli kiizeni s kmenem 11-5. Pomoci fluorescence GFP byli v tietim larvalnim stadiu
selektovani jedinci yw; 11-5/+; mutace/+ a jedinci yw; 11-5/+; +/TM3, GFP. Byla
vyizolovdna RNA a provedena kvantitativni Real-time PCR. Vliv pfitomné mutace byl
testovan na transkripéni aktivitu tzv. HeT-A/w ,read-through® transkriptu, telomerického
transgenu w a elementu HeT-A. Pro testovani ,read-through® transkriptu byly vyuZity
primery k oblasti genu w, které lezi nad jeho promotorem, a tudiz tato oblast nemize byt
promotorem w piepisovand a je tedy kontrolovand pouze promotorem sousedniho HeT-A.
Dale byly pouzity primery ke koédujici oblasti genu W (oblast 2. exonu) a kddujici oblasti
elementu HeT-A (Obr. 20).

,Read-through" transkript

»>
ATG Stop kodon
H eT'A | Enhancer § pl
- A———— white
Primery Primery - ’.‘
HeT-A Rth w Transkripce z promotoru a"'“efy
genu w

Obr. 20: Schéma umisténi primertt v transgenu w v kmeni 11-5. Transgen W je umistén na druhém
chromozomu levé telomery mezi oblasti HTT a oblasti TAS a je piepisovan jak ze svého vlastniho promotoru,
tak formou ,,read-through® transkriptu (Rth w), ktery je veden z ptilehlého elementu HeT-A. Pro kvantifikaci
»read-through® transkriptu byly pouzity primery k oblasti enhanceru genu w, tj. oblasti, ktera je nad

promotorem genu w. Dale byly vyuZity primery k 2. exonu genu w a kodujici oblasti elementu HeT-A.

Vysledky, které byly ztohoto experimentu ziskdny, byly neocekavané. Charakter

vysledkt byl viceméné totozny mezi HeT-A a HeT-A/w ,read-through® transkripty, kde
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mutace Chro®™®, SecmF™, Scm®, Spn

E03987 a Z4

stimulovaly transkripci a mutace Jil-1

transkripci naopak potlacovala. V piipadé genu W dochazelo k potlaceni transkripce u vSech

mutaci (Obr. 21).
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s proteinem GFP.
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5. Diskuze

5.1 Konstrukt HeTom a jeho aktivita

Hlavnim cilem pro tuto praci bylo ziskat prostorovou a ¢asovou vizualizaci aktivity
promotoru HeT-A. Vyuzitim exprese reportérového transgenu Tomato bylo mozné pozorovat
aktivitu promotoru HeT-A po celou dobu vyvoje drozofily. Jako promotor byla vyuzita
oblast 3" UTR od nukleotidu -888 do nukleotidu +3.

Touto praci byla potvrzena a rozsifina piedchozi pozorovani (George & Pardue 2003;
Walter & Biessmann 2004), ze aktivita HeT-A koreluje s proliferaci bunék a je zaméfena na
diploidni buiiky ve tkanich larev a vyvijejicich se organech dospélcti béhem vyvoje v kukle.
Nejsiln€jsi exprese byla pozorovéna v testes larev tietiho instaru a dospélych samci.
Zajimavé je, Ze v ovariich samic nebyla exprese pfitomné viibec nebo jen na spodni hranici
detekovatelnosti, prestoze predchazejici studie expresi HeT-A v ovariich potvrdily (George
& Pardue 2003; Walter & Biessmann 2004). Dilezitym vysledkem této prace je zjisténi
zmén V charakteru exprese HeTom v pribéhu roku. Ziskana data podporuji piesvédceni, ze
ackoli se na prvni pohled telomericka elongace telomerazou a telomerickymi retroelementy
jevi jako zcela odlisna, mizeme vidét jednu dilezitou shodu, Kterou je tésné spojeni mezi
elongaci telomer a kontrolou bunééného cyklu.

Piedesla studie Danilevskaya et al. (1997) charakterizovala promotor elementu HeT-A
vyuzitim rtizn¢ dlouhych fragmentl jeho 3" UTR, a to v konstruktu s reportérového genem
pro B-galaktosidazu pfi tranzientni expresi v kulturach bunék drozofily. Byly vyuzity rizné
dlouhé useky od nukleotidu -590 po nukleotid -1, které byly ptipojeny k sekvenci oblasti
5" UTR od nukleotidu +1 do nukleotidu +646. Bylo prokazano, Zze oblast -133 az -1 je
bezpodmine¢né nutnd pro promotorovou aktivitu. Tato aktivita se postupné zvétSuje se
zvySujici se délkou sekvence 3° UTR. Odstranéni sekvence oblasti 5 UTR z konstruktu
snizilo aktivitu promotoru o 10% (Danilevskaya et al. 1997). Ty samé konstrukty byly
pouzity pro studium tkanové a vyvojové specifické exprese a to jejich inzerci do
euchromatinovych oblasti (George & Pardue 2003). Exprese u konstruktu se sekvenci -404
az +646 ukazovala podobny charakter, ktery byl nalezen u endogenniho transkriptu HeT-A.
Ptekvapive na rozdil od studie vyuzivajici transfekci (Danilevskaya et al., 1997), nartstajici

délka pridanim nukleotidl -590 az -405 snizovala aktivitu HeT-A a to tak, ze exprese byla
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pozorovatelnd jen v kiidelnich discich. Nicménég, zavérem bylo, ze telomerické ,,prostiedi*
neni potfebné pro zakladni aktivitu elementu HeT-A a jeji regulaci (George & Pardue 2003).

Nedavné studie zaznamenaly, Ze variabilita v sekvencich retrotranspozéni HeT-A je
mnohem vétsi nez se puvodné odhadovalo (Pifieyro et al. 2011). S ohledem na variabilitu
sekvenci HeT-A neni jasné, zda jednotlivé elementy HeT-A maji vzdy stejné regulacni
sekvence. Existuje proto moznost, Ze v pribéhu transgenni studie pfi pouziti sekvence pouze
jednoho uréitého elementu nelze pozorovat uplné celé spektrum transkripce, se vSemi
vyvojovymi a tkanovymi specifikami, tak jak je to mozné pii pozorovani endogennich
elementil HeT-A, naptiklad pfi in situ hybridizaci (Walter & Biessmann 2004). Toto mutze
byt vysvétlenim pro vysledky této praci, konkrétné pro neptitomnost fluorescenéniho signalu
V ovariich samic a pro pfitomnost jen velmi slabého signdlu v nékterych imaginalnich

discich.

5.2 Vliv exogennich a endogennich faktori

Ptedpoklada se, Ze stres vyvolany vnéjSimi stresovymi vlivy méa dopad na celkovou
transkripci v genomu a ze délka telomer mize reagovat na vnéjsi signaly pres transkripéni
zmény gend, které se podileji na telomerickém kompenza¢nim mechanismu (Shachar et al.
2008; Romano et al. 2013). Obecné se piedpoklada, ze mezi vnéj$im stresem a délkou
telomer existuje spojitost, ale zddna data nenabizi hlubsi vysvétleni tohoto vztahu na
molekularni bazi. V této praci byla pozorovana rtiznorodost aktivity promotoru HeT-A. Tato
fluktuace mutize byt vysvétlovana jednak jako odpoveéd regulace telomerické délky na rozdily
vngjSiho prostiedi, ale stejné tak jako odpoveéd’ na vnitini podminky. Lze spekulovat také o
sezonnim vlivu, ktery byl patrny pii rozdilech v expresi v prubéhu roku. Je mozné také
namitnout, ze i1 ptes dikladnou snahu o konstantni podminky mohly byt jednotlivé kmeny
Vv laboratofi ovlivnény nekontrolovatelnymi faktory prostfedi, které vedly k vnitinimu fizeni
sezonnich zmén. Vyznam sezénnich vliva za ,,stalych® laboratornich podminek je dokladan
pozorovanim sezénnich zmén v ramci fertility, fekundity i velikosti téla nebo zastoupeni
jednotlivych pohlavi v laboratornich kmenech (Drickamer 1977; Drickamer 1990) nebo
dokonce i frekvenci spontannich mutaci (Mason et al. 1985). Ac¢koliv by bylo tieba provést
dlouhodobou analyzu zmén v expresi HeTom, lze fici, ze tato prace doklada to, ze je vzdy

potieba velmi peclivé zvazit informace o telomerické aktivité, ktera muze byt znacné
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variabilni a jednoduSe ovlivnitelnd nezndmymi podminkami daleko za hranici naseho
nynéjsiho chapani.

Uspokojivym vysledkem této prace bylo zjisténi, ze jak HeTom, tak element HeT-A
transkripéné reaguji na pusobeni teplotniho stresu. VétSinou je zminovan vliv
environmentalniho stresu na zkracovani telomer u ¢lovéka (Entringer et al. 2011; Lin et al.
2012). Muizeme ale ptedpokladat podobny vliv i u bezobratlych. Ptikladem je pakomar rodu
Chironomus, jehoz telomery jsou tvoieny komplexem satelitnich sekvenci, u nichz za
pusobeni stresovych podminek byla pozorovana transkripéni aktivace (Martinez-Guitarte et
al. 2008). Podobné¢ zvySenou aktivitu za pusobeni stresu muzeme piedpokladat i u
telomerickych elementl drozofily, protoze je zndmo, ze environmentélni stres miize mobilni
elementy aktivovat u fady organismi (Capy et al. 2000). Nicmén¢, zadné detailni studie

vlivu environmentalnich faktorii na telomery hmyu doposud nebyly provedeny.

5.3 Modifikatory TPE

V této praci byly testovany mutace nckterych genil jako potencidlni modifikatory TPE.
Kandidatni geny byly vybrany na zakladé dfive publikovanych studii, kde je prokazéana
jejich funkce pfi stavbé chromatinu (Eggert et al. 2004; Wang et al. 2001; Savitsky et al.
2009; Rath et al. 2004; Bornemann et al. 1998). Jednalo se o Jil-1, Z*, Spn-E, Scm a Chro.
Protein Chro ovliviuje spiralizaci chromozomu a jeho segregaci (Rath et al. 2004). Spn-E je
RNA helikaza. Pravdépodobné hraje roli v regulaci signalni drahy pro spravnou reorganizaci
struktury mikrotubulti béhem vyvoje jedince obzvlast¢ béhem oogeneze. Mutace v tomto
proteinu zplsobuje eliminaci kratkych RNAs ve vajickach. ZvySend frekvence elementi
TART, ale nikoliv HeT-A, byla pozorovana u jedinct s heterozygotni mutaci Spn-E. Naopak
zvySend frekvence elementi HeT-A byla zaznamendna pfi homozygotni mutaci tohoto
proteinu (Savitsky et al. 2006). Dal$imi zkoumanymi proteiny a jejich mutacemi jsou
SemF™ a Sem®'. Sem (Sex comb on midleg) patii do skupiny transkripénich represort
(Bornemann et al. 1998). Jil-1 a Z* jsou chromozomalni proteiny lokalizované v oblasti HTT
(Andreyeva et al. 2005), podilejici se na regulaci telomerického chromatinu a expresi
telomerickych elementd. Protein Z*, ktery je znamy také pod nazvem Putzig, je dillezitym
kofaktorem pii modelovani struktury chromatinu. Protein Jil-1 je chromozomalni kinéza,
ktera je zodpovédna za fosforylaci serinu 10 histonu 3 v prubéhu interfaze (Eggert et al.
2004; Wang et al. 2001). Tyto dva proteiny maji opacny ucinek na transkripci elementu
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HeT-A. Zatimco Z* ji zesiluje, Jil-1 ji zeslabuje (Silva-Sousa et al. 2012). Jil-1 a Z* vytvateji
spolu komplex, na ktery se pfipojuje i Chro (Gan et al. 2011; Rath et al. 2006; Eggert et al.
2004).

Vysledky této Casti prace byly piekvapivé. Rozdilné vysledky mezi transkripcni aktivitou
w a elementu HeT-A znaci rozdily Vv transkripéni regulaci téchto dvou genti a rovnéz se zda,
ze zvolené proteiny se spiSe jevi jako enhancery nez jako supresory TPE. Pfedchozi studie
vedly ke spekulaci, ze gen W je silny a ponckud nete¢ny vici supresi TPE. Na zaklad¢ toho
bylo navrhovano pro identifikaci modifikatora TPE pouzivat promotor telomerického
elementu HeT-A. HeT-A ma zhruba 10x nizsi promotorovou aktivitu nez ma gen w. Proto se
predpokladalo, ze diky tomu a diky i snad své ptirozené telomerické lokalizaci, HeT-A muze
lépe odrazet zmény v chromatinové struktufe TAS a tedy i intenzitu TPE (Capkova
Frydrychova et al. 2008). Pfedchozi studie potvrdila, ze HeT-A a HeT-A/w ,,read-through*
reaguji obdobné, co se tyCe delece TAS (Capkova Frydrychova et al. 2007). Je proto
piekvapivé, ze studie v této diplomové praci objevila jejich rozdilnou reakci k pouzitym
mutacim. Z vysledki prace Ize vyvodit, ze ¢ast oblasti HTT ptilehla k oblasti TAS reaguje
k mutacim obdobné jako elementy na opa¢ném konci HTT. Z toho vyplyva, ze transkripéni
regulace telomerickych elementt prostiednictvim TPE a mutaci proteini HTT oblasti jsou
dva odli$né mechanismy.

Celkové lze fici, Ze vysledky této casti prace jsou neocekavané, ale pro jednoznacnou

interpretaci by bylo vSak potfeba dikladngjsi a komplexnéjsi analyzy.
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6. Zavér a dalSi perspektiva vyzkumu

Vyuzitim transgenu HeTom byla pozorovana aktivita promotoru telomerického elementu
HeT-A. Aktivita byla zaznamenana u diploidnich tkéni u larev tietiho instaru, zejména pak
v testes. Vysoka aktivita promotoru byla sledovana v pribéhu vyvoje kukly s vyvojem
adultnich organt. U dospélci byla aktivita pozorovana opét piedevsim v testes. Dle
ziskanych vysledkll se zd4, ze transgen HeTom je dobrym reportérem aktivity elementu
HeT-A. Aktivita HeTom nebyla pozorovana v dostateéné intenzité ve vSech ocCekavanych
tkanich. Lze proto piedpokladat riznou tkanovou ¢i organovou specificitu riznych
promotorti HeT-A danou jejich sekvenc¢ni variabilitou. Toto zjisténi vybizi k in vivo analyze
aktivity dalsich sekven¢né odlisnych promotria HeT-A.

Pfi in vivo pozorovani exprese HeTom byla ziskana pfedstava o obrovské variabilité
v aktivité¢ promotoru HeT-A. Vyznamnym zjiSténim byla reakce HeTom na pilisobeni
teplotniho stresu, coz vyjevuje vyznamny potencial tohoto transgenu ke studiu vlivu
environmentalnich faktori na délku telomer a aktivity telomerického kompenzac¢niho

mechanismu u drozofily s moznymi vystupy pro studium telomer u dal$ich organismu.
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