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Anotace

Oxidative stress is an expression of the imbalance between free radicals and antioxidants
in the body. It is involved in the development of many diseases, contributes to aging, and
plays an important role in the immune system. A number of signaling pathways are
involved in the regulation of oxidative stress, it is influenced by the level of metabolism
and the function of a number of enzymes. Among the most important enzymes involved
in the regulation of oxidative stress is glutathione peroxidase (GPX). In this study, we
investigated the silencing of the gene for GPX in D. melanogaster and observed the
effects of the adenosine pathway on the level of oxidative stress. We monitored stress
levels by tracking fly viability and measuring protein carbonylation. Our results showed
that knocking out the gene for GPXled to a sharp increase in oxidative stress. At the same

time, the adenosine signaling pathway was shown to have no effect on this increase.
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1. Uvod

Na vnitfni mitochondrialni membrané dochazi k jednomu z nejdilezitéjsich procest
probihajicich v burice, ktery ma za ukol zajistit tvorbu novych molekul ATP sledem reakci
znamych jako respiracni fetézec (Nelson & Cox, 2005). V tomto sledu reakci oxidacné —
reduk¢nich déju prechazi pres membranu elektrony pomoci elektronovych pfenasect az na
konecny akceptor — kyslik, pfi¢emz vznikéa protonovy gradient. Protonovy gradient pohani
vodik zpét pfes membranu prostiednictvim ATP syntazy produkujici ATP. Molekula ATP je
vyuzivana jako zdroj energie, ktera je potfebna pro spravnou funkci bunék. Béhem tohoto déje
se uvolnuji meziprodukty nazyvané volné radikaly. Volné radikaly jsou atomy s neparovym
poctem elektrond, coz z nich €ini velmi reaktivni a nestabilni latky (Burton & Jauniaux, 2011).
Vznikly reaktivni volny radikal mize reagovat se stabilnimi molekulami za vzniku novych
volnych radikal.

V malych koncentracich jsou volné radikaly butikou vyuzivané k bunécné signalizaci
(Brieger et al., 2012). Jejich mnozstvi je vSak nutné piisné regulovat pomoci anti-oxidativnich
enzymu a malych anti-oxidativnich molekul. Pokud totiz dojde k jejich nadprodukei vlivem
stresu na organismus, spusti se fetézové reakce poskozujici proteiny, lipidy, nukleové kyseliny
1 polysacharidy. Tento d€j se nazyva oxidativni stres.

V laboratofi prof. Michala Zurovce pii praci s Drosophila melanogaster, ktera méla
mutaci v adenosinovém receptoru (AdoR’), byla vyslovena hypotéza, ze adenosin a jeji
receptor mohou byt dulezité pro buriku branici se oxidativnimu stresu. Drozofila s timto typem
mutace totiz po vystaveni se pesticidim dokazala ptezit déle nez drozofila, ktera mutaci
v adenosinovém receptoru neméla.

Tato bakalaiska prace navazuje na praci RNDr. Anny Zaloudikové, ktera byla zamétena
na testovani vySe zminéné hypotézy navozenim oxidativniho stresu zablokovanim
detoxifikacniho enzymu superoxid dismutazy 2 (SOD2). Tato prace se bude zabyvat
testovanim hypotézy zablokovanim enzymu gluthathion peroxidazy (GPX).

1.1. Octomilka obecna (Drosophila melanogaster)

Modelovym organismem pro tento vyzkum byla zvolena octomilka obecna (Drosophila
melanogaster). Jedna se o dvouktidly hmyz o rozmérech 2 — 3 mm vyskytujici se po celém
svété. Taxonomicky je zafazovana do kmene ¢lenovci (Antropoda), ttidy hmyz (Insecta), fadu

dvoukitidli (Diptera) a Celedi octomilkoviti (Drosophilidae) (Schoch et al., 2020).



Délka zivota se pohybuje mezi 40 az 120 dny (Abolaji et al., 2013; Hirth, 2010), pficemz
je ovliviiovana nékolika faktory. Prvnim jsou stresové podminky prostfedi, jakymi jsou
napfiklad teplota, vlhkost okoli a velikost populace (Joshi & Mueller, 1997; Hirth, 2010).
Druhym velmi dilezitym faktorem je strava (Hirth, 2010). Kupftikladu jidelnicek, ktery
zahrnuje kukuficnou mouku, octomilce pfispiva kdélce zivota, ale pokud bude
krmena potravou s vysokym obsahem sacharidii a cholesterolu, tato délka se zkrati (Hirth,
2010). Pii chovu v laboratofich je tedy nejcastéji krmena mediem obsahujicim kukufi¢nou
mouku, glukézu, agar a fungicid (Rand, 2010). Dalsim v fad€ ovliviiujicich faktort je pohlavni
aktivita. Plodnost je totiz soucasti zdravého zivotniho stylu, a tudiz uzce souvisi s délkou
zivota (Staats et al., 2018).

Octomilka se vyznacuje rychlym zivotnim cyklem, kdy jeden pafici se par je schopen
behem 10-12 dni pii teploté 25 °C vyprodukovat obrovské mnozstvi potomstva (Pandey &
Nichols, 2011). Od jedné samice je mozné oCekavat az 300 potomkd, piicemz vajicka jsou
kladena na potravu (Zurovec, 1999). Po nakladeni je mozné sledovat &tyfi vyvojova stadia a
témi jsou embryo, larva, kukla a dospélec (Ong et al., 2015). Diky vné&jSimu vyvoji octomilky
jej mizeme pozorovat pod mikroskopem.

Do 24 hodin od nakladeni se vylihne larva prvniho instaru. Po dobu ¢tyt dni se krmi a
roste (3 larvalni instary), pficemz jeji hmotnost se dokaze zvysit az 200krat, coz je zplisobeno
predev§im endoreplikaci larvalni tkan€ (Ong et al., 2015). Larva obsahuje tzv. imaginalni
disky, ze kterych pozdé€ji vznikaji vnéjsi struktury dospélé octomilky. Témi jsou tykadlo,
kridla, konCetiny a slozené oko (Yamaguchi & Yoshida, 2018). V té samé fazi (pfiblizné Ctyfi
dny od nakladeni) se larva pfestava zivit a opousti potravu za ucelem hledani si vhodného
mista pro zakukleni (Ong et al., 2015). Stadium kukly pretrvava dalsi Ctyfi dny a octomilka
béhem ného prochazi metamorféozou. Imaginalni disky podstupuji procesy zakoncené
organogenezi, pii které vzniknou dospélé formy organd. V té samé dobé zaroven vétSina
larvalnich tkani zanik4 (Yamaguchi & Yoshida, 2018).

V dospélém stadiu je jiz snadné opticky rozeznat pohlavi. Samice jsou obvykle vétsi nez
samci a do 24 hodin od vylihnuti jsou pfipravené k pafeni. Samci maji na konci abdomenu na
bfisni strané tzv. ,,pohlavni vénecek™; konec abdomenu je obvykle tmavé zbarven a na

prednim paru nozicek maji tmavy ,,pohlavni hiebinek".
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Obr. 1: Ukazka zivotniho cyklu octomilky obecné (Drosophila melanogaster) (Ong et
al., 2015).

Octomilka predstavuje slozity systém, ktery je ve spousté ohledech velmi podobny
savcum. Jeji mozek se sklada z vice nez 100 000 neuront fidicich cirkadialni déje, pamét’,
pareni, krmeni, navigaci pii letu, a dokonce 1 agresivitu (Pandey & Nichols, 2011). Z tohoto
divodu je pouzivana jako vhodny model ve velkém mnozstvi vyzkumu. Toxikologické studie
zkoumajicich uc€eni a pamét’ a studiich fyziologickych a behavioralnich procest (Yamaguchi
& Yoshida, 2018). V dospélosti octomilka Casto reaguje na léky velmi podobnym zptisobem
jako savci (Abolaji et al., 2013).

Jelikoz je drozofila studovana vice nez sto let, o jeji genetice je znamo obrovské mnozstvi
informaci. Octomilka ma Ctyfi pary chromozomt — pohlavni chromozomy X ¢i Y, dva
autozomy (nazyvané 2 a 3) a jeden pomérné maly chromozom (4) (Yamaguchi & Yoshida,
2018). V nich bylo identifikovano pfiblizn¢ 13 600 gent, z nichz 95 % se nachazi na tfech
chromozomech (Rand, 2010). Z provedené analyzy bylo také zjist€éno, ze 77 % gent
souvisejicich s lidskymi nemocemi vykazuje podobnost s geny octomilky (Reiter et al., 2001)
stejné jako proteiny regulujici genové exprese a metabolismus (Ong et al., 2015).

Dalsim z divodd, pro€ je octomilka ¢asto vybirana jako modelovy organismus, jsou jeji
nizka naroc¢nost a snadny chov v laboratoti (Hirth, 2010). Byva chovana pfi teploté 25 °C ve
zkumavkach (tzv. vialkach) ¢i vétSich lahvich, na jejichz dné je umisténa pevna potrava

ptipravena z kukuficné mouky, glukézy, agaru a fungicidu (Rand, 2010).
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1.2. Oxidativni stres

Oxidativni stres lze definovat jako nerovnovahu mezi produkci volnych radikalt
(reaktivnich forem kysliku, ROS) a anti-oxidativni obranou (Pisoschi & Pop, 2015). Vyskyt
tohoto jevu se zvySuje se zvySujicim se vékem, pfiCemz jsou ovliviiovany bézné funkce tkani
(Cabello-Verrugio et al., 2017), a nasledkem toho zptuisobeny riizné typy onemocnéni. Bylo
zjisténo, ze tento d€j vzajemné souvisi s vice nez sto chorobami, at’ uz jako jejich zdroj ¢i
nasledek (Pisoschi & Pop, 2015). Mezi takové se fadi naptiklad neurodegenerativni ci
kardiovaskularni onemocnéni, diabetes a v neposledni fad¢ i proces starnuti. Je ovSem nutné
zminit, Ze v nizkém mnozstvi produkce volnych radikalti nemusi byt pro organismus skodliva,
ba naopak je nezbytna pro spoustu fyziologickych procest (Brieger et al., 2012). Pfirozenym

producentem jsou mitochondrie, kde ROS vznikaji z molekuly kysliku.

1.2.1. Vznik volnych radikalia v dychacim retézci

Molekularni kyslik se oznacuje jako biradikal, coz znamena, ze ve svych valencnich
vrstvach obsahuje dva nesparované elektrony (Turrens, 2003). Z této definice vyplyva, Ze se
jedna o pomérné reaktivni latku se schopnosti vysokoenergetickych prenosu elektront, diky
¢emuz napomahd tvorbé obrovského mnozstvi ATP pii oxidativni fosforylaci (Burton &
Jauniaux, 2011). V dychacim fetézci slouzi jako konecny akceptor elektront a je posléze
pfeméniovan na neSkodnou vodu, coz se nazyva tetravalentni redukce kysliku (Davies, 1995).
Ovsem zaroven probiha i1 univalentni redukce kysliku, pfi které v kazdém kroku dochazi ke
vzniku reaktivnich meziproduktd, tedy volnych radikalt.

K jejich produkci dochéazi na komplexech I a I1I, kdy castecné redukovany ubichinonovy

radikal daryje elektron molekule kysliku, ¢cimz vznikne superoxidovy anion (03 ).
0 2 + e - 0 2_

Z tohoto typu volného radikalu poté mohou vznikat dal§i druhy. Patii mezi né€ kuptikladu
peroxid vodiku a hydroxylovy radikal. Peroxid vodiku (H,0,) sice neni jiz radikalem, jelikoz
ma elektrony ve valencni vrstvé sparovang, ale stale dokaze byt velmi toxickou molekulou pro
organismus. Pokud totiz zreaguje s kovy, vznika hydroxylovy radikal (- OH), ktery se tadi
mezi nejreaktivné)si typy ROS.

SOoD
202_ + 2H+ — HzOz



Fe** + H,0, < Fe3*+ OH +-0OH

Rychlost formace volnych radikalt zavisi na poctu elektront pfitomnych v fetézci,
zvySuje se tedy ve stavech hyperoxie ¢i zvySeného mnozstvi glukédzy, ale paradoxné k tomu
tak dochazi i ve stavu hypoxie (Burton & Jauniaux, 2011). Obecné se piedpoklada, ze jejich
produkce v mitochondriich pfipada na 1-2 % celkové spotieby kysliku (Filomeni et al., 2015).

Nicméné existuji i jiné zdroje volnych radikala. Ty se obecné déli na vnéjsi a vnitini. Mezi
vnéjsi faktory zvysujici produkci se fadi napfiklad razné druhy chemikalii, UV ¢i ionizyjici
zateni (Blokhina et al., 2003; Filomeni et al., 2015). Mezi vnitini se kromé dychaciho fetézce

radi 1 fagocytujici buriky, jakymi jsou neutrofily, monocyty a makrofagy (Davies, 1995).

1.2.2. U&inky reaktivnich forem kysliku na organismus
Jak bylo jiz zminéno vySe, volné radikaly dokazou byt prospésné organismu, ov§em jen
za predpokladu, ze jejich urover je udrzovana na nizkych hladinach. V takovych ptipadech
jsou soucasti signalizaCnich kaskad, které jsou schopné vyvolat odpovéd na stimulaci
rastovymi faktory (Brieger et al., 2012). Zaroven se ucastni regulaci bunécnych procesu,
jakymi jsou diferenciace, proliferace, rust, apoptoza ¢i migrace (Brieger et al., 2012).

Jednim z pfiznivych a zasadnich vlivll na organismus je dulezitost reaktivnich forem
kysliku v imunitni reakci, kde se uplatiiuji pfi zneskodiovani mikroorganismii a omezovani
specifické imunitni odpoveédi a zanétu. Existuji o tom dikazy u pacientd s chronickym
granulomatoznim onemocnénim (CGD), které je pravé zpusobeno nedostatkem fagocytarni
NADPH oxidazy zodpovédné za tvorbu reaktivnich forem kysliku (Brieger et al., 2012). Tito
pacienti trpi imunodeficienci spojenou s opakovanymi infekcemi, jelikoz fagocytujici buiky
nemohou bez ROS provést ucinnou fagocytdzu bakterii, hub a mikroba (Brieger et al., 2012).

Dale je dualezité zminit funkci peroxidu vodiku jako nezbytného kofaktoru
thyroperoxidazy, enzymu ucastniciho se posledniho kroku v produkci thyroidnich hormont
(Brieger et al., 2012). Pfedpoklada se, ze ROS také napomahaji ovliviiovat kognitivni funkce

¢l starnuti.

Negativni disledky reaktivnich forem kysliku jsou naopak vyvolany v ptipadé obrovské
nadprodukce, kdy kontrolni mechanismy nejsou schopné ji vyvazovat. V takovém piipadé

dochazi k tvorbé fetézovych reakcei, které zasahuji proteiny, lipidy 1 nukleové kyseliny.
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Oxidace lipidd ma skodlivy ucinek na bunééné membrany. Zejména hydroxylovy
radikal podnécuje k peroxidaci nenasycenych mastnych kyselin odebranim vodiku
z postranniho fetézce za vzniku peroxylového radikalu (—C — O — O) (Burton & Jauniaux,
2011). Za ptitomnosti molekuly kysliku, reakce pokracuje dal velkou rychlosti, pti které hrozi
riziko, ze muZze dojit ke zniceni 200-400 lipidovych molekul pred zastavenim reakce (Jones,
2008). Oxidace lipidd muze téz vést ke vzniku reaktivnich aldehydd, jejich naslednému
navazani na proteiny a naruseni funkce (Pisoschi & Pop, 2015).

ROS u proteinti zptisobuje také poskozeni jejich integrity, ztratu katalytické aktivity u
nékterych enzymi a neschopnost regulovat metabolické drahy zpisobenim jejich oxidace
(Juan et al., 2021). Ta muze nastat pfimou oxidaci postranniho fetézce, fragmentaci molekul
a chybnym slozenim aminokyselin (Pisoschi & Pop, 2015).

Co se tyCe molekuly DNA, nékolik studii charakterizovalo uc€inky ROS zahrnujici
jednovldknové ¢i dvouvlaknové zlomy a posSkozeni bazi (Yakes & Van Houten,
1997). Zranitelnou je zvlasté mitochondrialni DNA (mtDNA), ktera i za normalnich podminek
podléha 5-10krat vice mutacim nez jaderna DNA (Burton & Jauniaux, 2011). Hlavnim
divodem je jeji umisténi, nachazi se totiz velmi blizko mista vzniku superoxidového aniontu,
jelikoz jeji funkci je kodovani nékolika enzymu elektronového transportniho fetézce (Burton
& Jauniaux, 2011). V pfipadé mutace mtDNA dochazi tedy ke zhorSené produkci ATP,
pficemz se zvysuje riziko dal§iho Gniku elektrond, tudiz i vyssi hladiny oxidativniho stresu.
V takovém pripadé dochazi k aktivaci specifické stresové odpovédi, adaptivnimu

mechanismu, jehoz cilem je chranit buriky pfed ROS (Schreibelt et al., 2007).

1.3. Anti-oxidativni obrana

Za biologicky antioxidant je povazovana jakakoli slouCenina se schopnosti zpomaleni ¢i
uplného zabranéni oxidace substratu (Pisoschi & Pop, 2015). Existuji dva typy antioxidantl —
exogenni a endogenni.

Exogenni antioxidanty, za jaké lze oznacit vitaminy C a E ¢i karotenoidy, lze ziskat
z potravy, predevSim z ovoce a zeleniny. Je mozné je také ziskat z dopliikt stravy pfi
nedostatecném mnozstvi v organismu. V takovém piipadé vsak hrozi riziko ovlivnéni
antioxidacniho potencialu bunék, kdy v disledku toho mize dojit ke zpomaleni vstiebavani
endogennich antioxidantil (Pisoschi & Pop, 2015).

Endogenni antioxidanty vznikaji v organismu a nachazi se ve vodnych a membranovych
kompartmentech buinky. Lze je dale rozdélit na enzymatické a neenzymatické. Mezi
nejdulezitéjsi enzymatické antioxidanty se fadi enzymy superoxid dismutaza, katalaza ci
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gluthathion peroxidaza. Tyto enzymy jsou zodpoveédné za intracelularni obranu (Shanker et
al., 2005). Co se tyCe neenzymatickych antioxidantl, mezi ty patii naptiklad gluthathion,
proteiny (albumin, feritin ¢i transferin), koenzym Q a kyselina mocova (Pisoschi & Pop,
2015).

Kazdy zantioxidanti ma svou specifickou funkci, pfiCemz soucasné kooperuje
s ostatnimi. Dle jejich ui€inku je mozné je rozdélit na antioxidanty blokujici fetézce, které brani
Sifeni fetézovych reakci a na tzv. preventivni antioxidanty, které brzdi tvorbu novych fetézct
(Somogyi et al., 2007). Spolené tedy zabranuji Sifeni ROS ¢i inhibuji jejich reakce

s molekulami.

1.3.1. Mechanismus anti-oxidativnich enzymu
Enzymatické antioxidanty jsou zodpovédné predevS§im za obranu intracelularniho
prostiedi proti superoxidovému aniontu (Somogyi et al., 2007). Mezi nejdulezitéjsi, jak bylo
jiz zminéno vySe, se fadi superoxid dismutaza, kataldza a gluthathion peroxidaza.
0,

|

Mitochondria
P 450 oxidases

Y

0,*

X

CAT g+ | OF
T /
H,0

Obr. 2: Prehled hlavnich anti-oxidativnich enzym a jejich funkce (Pandey & Rizvi,
2010).
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Prvni v potfadi se po vzniku superoxidového aniontu uplatiiuje superoxid dismutaza
(SOD). Jedna se o skupinu enzymu (SOD1, SOD2, SOD3), které katalyzuji reakci zvanou
dismutace superoxidovych radikald. Pfi dismutaci dochazi k oxidaci a zaroven redukci

superoxidovych aniontt, a kone¢nym produktem je peroxid vodiku.
_ . SoD
20, +2H" — H,0, + 0,

Ten je sice stabilngjsi, ma dokonce dulezitou funkci souvisejici s prenosem
signalli, bunécnym ristem, proliferaci, diferenciaci a apoptdézou (Dominguez et al., 2010),
ovSem ma také schopnost difuze skrze membrany. ZvySuje se tudiz riziko reakce
s prechodnymi kovy (tzv. Fentonova reakce), pfi které vznika reaktivni hydroxylovy radikal.

Je tedy nutné, aby dochazelo k detoxifikaci této molekuly a tu zajist'uji enzymy katalaza a
gluthathion peroxidaza. Tyto dva enzymy katalyzuji sice stejnou reakci, ale kazdy z nich ma
jiny mechanismus provedent.

Katalaza (CAT), enzym u drozofily exprimovany prevazné v malphigickych trubicich a
tukovém télese (Yang et al., 2007), katalyzuje dismutaci peroxidu vodiku ve dvou krocich.
Nejdiive dochazi k redukci jedné molekuly peroxidu vodiku (H,0,), pficemz vznika
kovalentni oxyferolova forma (Fe'VO) s porfyrinovym n-kationtovym radikalem (sloucenina
I) a molekula vody (Nandi et al., 2019). V druhém kroku druha molekula H,0, pteda
slouceniné I dva elektrony a vysledkem je jeji redukce a vznik druhé molekuly vody,

molekularniho kysliku a volného enzymu (Nandi et al., 2019).

(@) Enzyme[porphyrin Fe(11I)] + H,0, — Enzyme[porphyrin Fe(IV) — 0] + H,0
(b) Enzyme[porphyrin Fe(IV) — 0] + H,0, — Enzyme[porphyrin Fe(IIl)] (volny enzym) + H,0 + 0,

Obr. 3: Jednotlivé kroky reakce peroxidu vodiku s katalazou: (a) prvni krok, (b) druhy krok
(Nandi et al., 2019).

Na rozdil od katalazy vyuziva gluthathion peroxidaza (GPX) k detoxifikaci molekulu
gluthathion (GSH), coz je vSudypiitomny redoxni Cinitel vétSiny aerobnich organismu (Fu et
al., 2007). Tato molekula se sklada z cysteinu, glycinu a glutamatu (Mytilineou et al., 2002).
Jeho vyznam vyplyva z nékolika studii, které¢ uvedly, ze u savci je GSH proti oxidacnimu

stresu ucinngjsi dokonce vice nez katalaza (Ehrhart & Zeevalk, 2001; Panday et al., 2020).



Spolecné s gluthathion peroxidazou tvori GSH/GPX systém, kde detoxifikuji peroxid
vodiku na vodu, pficemz se GSH oxiduje na gluthathion disulfid (GS — SG).

GPX
H,0,+2 GSH — GS — SG + 2H,0

Kromé& redukce peroxidu vodiku (GPX je zodpovédna az za 70 % detoxifikace
v endotelialnich bunkach (Forgione et al., 2002)) je také zodpovédna za redukci lipidovych
hydroperoxida na odpovidajici alkoholy (Pisoschi & Pop, 2015).

GPX
ROOH + 2 GSH — GS —SG + ROH + H,0

Z mnoha studii vyplyva, ze nedostatek GSH a GPX je schopen zpusobit endotelialni
dysfunkci a apoptozu (Panday et al., 2020).

1.3.2. Gluthathion peroxidaza

Gluthathion peroxidaza predstavuje skupinu fylogeneticky pfibuznych enzymi, z nichz 5
obsahuji selenocystein. Pfedpoklada se, ze pfitomnost selenocysteinu je dulezita pro zaruceni
rychlé reakce s hydroperoxidem a zéaroveri rychlé redukovatelnosti pomoci GSH (Brigelius-
Flohé & Maiorino, 2013). Do dnesni doby bylo u savcu identifikovano celkem osm typa GPX
(GPX1 — GPX8) (Smeyne & Smeynen, 2013), které jsou si navzajem velmi podobné.

U drozofily byly zjistény zatim pouze dva typy geni pro tento enzym (CG12013 a
CG15116 (Missirlis, 2003; The FlyBase Consortium, 2003). CG 12013 (ktery byl pouzit v této
praci) byl lokalizovan v Golgiho komplexu a exprimuje se v nékolika strukturach (napf. travici
soustava Ci zloutkové jadro). Bylo zji§téno, ze se podili na nékolika procesech — odpovédi na
oxidativni stres a také stres endoplazmatického retikula (Missirlis, 2003). Pfi porovnani
s lidskymi typy GPX byla zjisténa urcitd podobnost s lidskou GPX4. Stejné¢ tomu bylo i
druhého identifikovaného genu (CG15116), ktery se nachazi v extracelularnim prostoru a u
kterého se predpoklada, ze se podili na peroxidazové aktivité (vyvijené proti oxidativnimu

stresu) a pohlavnim rozmnozovani (Missirlis, 2003; The FlyBase Consortium, 2003).



1.4. Adenosin

Adenosin je ubikvitarni endogenni purinovy nukleosid (Cunha R. A., 2008; Novotny J.,
2015). Z chemického hlediska se jednd o 6-amino-9-beta-ribofuranosyl-9-H-purin
(Neumannova, 2014; Novotny J., 2015).

CI dnnps-

B
o
H” " "H
Obr. 4: Strukturni vzorec adenosinu (zdroj:

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/adenosine#section=2D-Structure).

Za obvyklych podminek se adenosin vné bunék udrzuje v koncentracich v fadech desetin
nM (Cunha R. A., 2008). Kromé& toho je jednou z tstfednich molekul Ucastnici se zivotné
dulezitych procest bunky. Je totiz nezbytnou soucasti jeji redoxni rovnovahy ("A" v NADH),
genetiky (DNA a RNA), bioenergetiky ("A" v ATP) a epigenetiky (hlavnim darcem metylu je
S-adenosylmethionin) (Cunha, 2019).

Adenosin je dulezitou slozkou bunééné signalizace v eukaryotickych burikach, pficemz se
radi také mezi vyznamné neuromodulatory a kliCové homeostatické regulatory (Novotny J.,
2015). Je to hydrofilni molekula a ztoho divodu neni schopna volné prechazet pres
membrany. U savcu i drozofily vyuziva tzv. nukleosidovych transportéri — koncentracniho
(CNT) a ekvibrilacniho (ENT), které jsou si vzajemné podobné (Lin et al., 2021). Tyto
transportéry jsou evolu¢né staré proteiny, a kromé regulace hladin extracelularniho adenosinu
zaroven vychytavaji nukleosidy a nukleové baze pro re-syntézu nukleovych kyselin (Novotny
J.,2015; Young et al., 2013).

Pokud tedy dojde k naruseni homeostazy, burika se dostane do stresového stavu a zacne
uvolniovat ATP. Ten je v extracelularnim prostoru defosforylovan na adenosin, ktery mize byt

dale metabolizovan adenosin deaminazou na inosin nebo aktivuje své adenosinové receptory
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jako signalni molekula (Liu & Xia, 2015). Protoze je hladina ATP mnohonasobné vyssi, staci,
aby doslo k rozpadu jen malého mnozstvi ATP, aby se koncentrace adenosinu zvysila az sto
tisic krat v dusledku vysoké koncentrace ATP v burice (Cunha, 2008).

Timto uvolnénim buiika dava najevo okolnim burikam, aby se zaCaly adaptovat na novy
metabolismus, tedy ten ,stresovy“. Musi se jednat o velmi rychly proces, aby se zajistila
celkova homeostaza tkané, ve které byl stres vyvolany (Cunha, 2008). Aby vsak burika byla

schopna zaznamenat zménu v okoli, musi mit na svém povrchu receptory.

1.4.1. Adenosinovy receptor

Adenosinové receptory (AdoR) se fadi ke skupiné receptori sprazenych s G-proteiny
(Novotny J., 2015). Dosud u savcu byly popsany Ctyfi podtypy receptorq, tedy A1, A2A, A2B,
A3 (Cunha R. A., 2008). U drozofily byl popsan pouze jediny receptor (Dolezelova et al.,
2007). VSechny se skladaji z jednoho polypeptidového fetézce, ktery je strukturnim motivem
tvoricim sedm transmembranovych Sroubovic (Liu & Xia, 2015). Kazdy zreceptori se
vyznacuje jinym bunéénym a tkdnovym rozlozenim i rozdilnou afinitou k adenosinu
(Novotny, 2015).

Nejrozsitenéj§im v savéim organismu je receptor Al, ktery se nachdzi v mozku, srdci,
zaludku, tukové tkani, genitaliich, ledvinach, jatrech, oCich a mo¢ovém meéchyti (Dolezelova
et al., 2007; Novotny J., 2015). Receptor A2A se predevsim nachazi ve specifickych Castech
mozku, ale napftiklad i v brzliku, imunitnich burikach, srdci, plicich ¢i cévach. Posledni dva
receptory se vyskytuji jen v nizkych hladinach, A2B téméf ve vSech tkanich a A3 naptiklad
jen v thyroidni zlaze, mozku, jatrech ¢i srdci (Dolezelova et al., 2007). Od jejich vyskytu se
odviji 1 jejich afinita. Receptory Al, A2A, A3 maji vysokou afinitu k extracelularnimu
adenosinu narozdil od A2B, ktery je obvykle aktivovan az za patologickych stavt (Liu & Xia,
2015).

1.5. Souvislost adenosinu s oxidativnim stresem

Signalni funkce adenosinu pfi oxidativnim stresu neni zcela jasna, ale predpoklada se, ze
adenosin pres své receptory pisobi na misto vzniku detoxifikacnich enzymu a ovliviiuje jejich
produkci. V organismu se mohou hromadit reaktivni formy kysliku, které poskozuji bunky a
tkan&. V laboratofi prof. Zurovce se testovala hypotéza, e mutace v adenosinovém receptoru

povede ke snizeni signalizace adenosinu v burice, a to bude mit pozitivni vliv na obranu proti
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oxidativnimu stresu. V laboratofi byly jiz testovany dva dilezité enzymy SOD2 a katalaza, a
v této praci je testovan dalsi dilezity enzym gluthathion peroxidaza (GPX).

V této bakalai'ské praci byly nakfizeny drozofily, které mély mutaci v receptoru (AdoR’) a
oxidativni stres byl u nich vyvolan RNA interferenci genu gluthathion peroxiddazy (GPX). Tyto
linie se srovnavaly s ptivodni linii GPX®'bez AdoR! mutace, jako kontroly, abychom zjistili

vliv AdoR' na miru oxidativniho stresu.
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2. Cil prace

1) Popsat uCinek RNA interference (RNAI) tzv. ,silencing® genu gluthathion

peroxidazy (GPX1) u Drosophila melanogaster, vliv na viabilitu a délku Zivota.

UAS-GPXRNAL -~ AdoR!

2) Vykiizit mouch n m: w; . :
) Vy t mouchu s genotype UAS-GPXRNAL” AdoR!

3) Sledovat vliv mutace AdoR’ na projevy oxidativniho stresu navozeného uml¢enim
genu GPX.
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3. Materialy a metody

3.1.Materialy

Vzorky pouzité v bakalatské praci byly drozofily objednané z Vienna Drosophila Resource
Center (VDRC), Bloomington Drosophila Stock Center ¢i byly vykiizené v laboratofi prof.
Zurovce a udrzovany v laboratornim stocku® pii teplotd 18 °C. V tabulce (Tab. I) jsou

popsany jednotlivé genotypy drozofil, které byly pouzity, a jejich ptvod.

Tab. I: Seznam pouzitych genotypu drozofil a jejich ptvodu.

Genotyp Puvod
_ RNAL
w; vas — GhX -: + VDRC (CG12013)
UAS — GPXRNAL
act — Gal4 N Tomas Dolesal
w; Cy0,GFP ' omas Doleza
CyO MKRS
w; 4 ; Erika Viragh
IF " TM6B HuTb
1
w; AdoR” Eva Dolezelova
AdoR*
wilis Tomas Dolezal

actGal4 ADOR?
"3 Cy0 GFP’ ADOR?

Laboratorni stock prof.

Zurovce

UAS — GPXRNAL  ADOR?

w; - Vlastni kfizeni
UAS — GPXRNAL” ADOR?

3.2.Metody

3.2.1. Viabilita, pomér genotypu a test délky zivota dospélcu

Cilem této metody bylo zjistit, kolik jedinci se vylihne s danym genotypem, jak se
predpokladany pomér 1:1 bude lisit vlivem zvy$ené mortality zpusobené oxidativnim stresem
béhem vyvoje od embrya po dospélce. Poté byly srovnavany dvé skupiny (genotyp bez AdoR’
a genotyp s AdoR"), aby bylo zjisténo, zda mutace AdoR’ ovliviiuje drozofilu, u které byl
umlcen gen pro GPX.

Proumlcovani genu se pfi kfizeni vyuzilo mechanismu RNA interference (Fire et al., 1998).
Jedna se o dé& fidici genovou expresi v eukaryotickych burikach. Po vstupu dvouvlaknové
RNA (dsRNA) do buiiky dochazi k jejimu rozdéleni enzymem Dicer na malé fragmenty o
velikosti pfiblizn€ 21 nukleotidt, které se nazyvaji malé interferujici RNA (siRNA).
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Ty se navazi na protein Argonaut, ¢cimz se vytvoii komplex zvany RISC (RNAI silencing
complex), ktery rozpozna komplementarni mRNA, navaze se na ni a roz§tépi ji. Timto je

exprese genu inaktivovana na post-transkripcni urovni (Mocellin & Provenzano, 2004).

dsRNA
Dicer

ﬂ dsRNA cleavage
/<(<<>>§>>/ ‘LZZZZT siRNA

NENEEE

ﬂ RISC formation

RISC

ﬂ mRNA cleavage

mANA AT ™,
T ¢
r PN
v
r  »
-

Obr. 5: Schéma mechanismu RNA interference (RNAi) (Mocellin & Provenzano, 2004).
UAS-GALA4 je pomérné jednoduchy systém skladajici se ze dvou ¢asti: transkripéniho
aktivatoru (protein Gal4) a aktivaéni sekvence (UAS) v DNA, ktera aktivuje transkripci

navazujiciho genu (Brand & Perrimon, 1993). Pokud se tyto dvé Casti na sebe napoji, systém

je aktivovan a je schopen fidit expresi konkrétniho genu (overexprese ¢i zabranéni exprese).
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Obr. 6: Princip pisobeni UAS-GAL4 systému.

) R TI CyO0 GFP ves o
RNAIi v genu GPX! bylo zajisténo linii driveru w; m ; +. Kfizeni je zobrazeno na
nasledujicim schématu:
UAS-GPXRNAL CyO GFP
P:3w, ——————; + X g w; LT —;
UAS—GPXRNAL actGala
UAS-GPXRNAL UAS-GPXRNAL
Fl:w;, ———; e R

’ ’

CyO GFP actGala

Stejnym zpUsobem byla nakiizena linie AdoR!, viz kapitola 3.2.2., s driverem

actGals ADOR! , v , o .
w; ———; ———. Schéma kiizeni je znazornéno nize:
CyOGFP’ ADOR?

UAS-GPXRNAL  ADOR! _actGal4 ADOR!

P: S w; - COW,——;, ——
Sw; UAS—GPXRNAL’ ApDOR1 " CyOGFP’ ADOR
UAS-GPXRNAL - gpoR1 UAS—-GPXRNAL  ApoR1
Fl: w; ; ; ;
CyO0 GFP ADOR! actGal4 ADOR!
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Pocty jednotlivych drozofil s danym genotypem byly sc¢itany a poté byl statisticky stanoven
pomer (T test).

Toto potomstvo bylo dale sledovano, pfiemz se zaznamenaval ¢as od vylihnuti do smrti

v jednotlivych vialkach. Mouchy byly chovany pii standartnich podminkach, teploté 25 °C a

na standardni dieté obsahujici kukufi¢nou mouku, vodu, cukr, kvasnice, agar a 10 % paraben.

Kazda vialka obsahovala cca 15-20 jedincti. Celkoveé bylo testovano minimalné 200 drozofil

od kazdého fenotypu a kazdy den se zaznamenaval pocCet mrtvych jedinci. Tato data byla

zpracovana v programu R.

3.2.2. K¥izeni much

Cilem bylo ziskat linii smutaci AdoR' na II. chromozomu s genotypem

_ UAS—-GPXRNAL  ApOR?
" UAS-GPXRNAL’ ADOR!

dle nasledujiciho schématu:

_ UAS—-GPXRNAL Cy0  MKRS

" UAS—GPXRNAL’ Sw; IF ’ TM6B HuTb

_UAS—GPXRNAL TM6BHuUTD

P:dw

. actGal4 . AdoR

Fl:cw w
! IF ! + g w; CyOGFP’ AdoR!
F2: 8 w; UAS-GPXRNAL — AdoRY W UAS—GPXRNAL — AdoR!
: ’  CyOGFP ' TM6B HuThb ’  CyOGFP ' TM6B HuTb

v

_ UAS—GPXRNAL  ApoR!

F3:w -
" UAS—-GPXRNAL’ ApDOR?

3.2.3. Izolace DNA

Pfitomnost AdoR’ mutace a spravnost kiizeni byla potvrzena pomoci izolace celkové DNA
a PCR. K izolaci DNA byla pouzita cela drozofila. Do 0,6 ml zkumavky bylo pfidano 50 pl
,»Squishing buffer (10 mM TRIS, 1 mM EDTA, 25 mM NaCl), 1,25 ul Proteinasy K a
prislusna drozofila, ktera byla pomoci pipetovaci §picky zhomogenizovana. Vzorky se nechaly
inkubovat po dobu jedné hodiny pii teploté 56 °C. Nasledovala inaktivace Proteinasy K pii
teploté 96 °C, 10 minut. Takto pfipravené vzorky byly pouzity pro detekci mutace AdoR’
pomoci PCR.
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3.2.4. Polymerazova retézova reakce (PCR)

Pro provedeni polymerazové rfetézové reakce byla na ledu pfipravena smés obsahujici:
DreamTaq Green PCR Master mix (Thermo Scientific), ddH>O, primery ,,AdoRmutFw* (se
sekvenci 5'CCGCGAATTAATAGCTCCTG-3") a ,,AdoRmutRev* (se sekvenci
5"GCACTCACACTCACCCACAT-3"). Ktéto smési byl piidan 1 pl templatové DNA.
Tabulka (Tab. II) zobrazuje mnozstvi jednotlivych polozek.

Tab. II: Mnozstvi jednotlivych komponent pouzitych na ptipravu reakce PCR.

Na 1 vzorek | Na 4 vzorky
Master mix 5ul 20 ul
Primer Forward 0,4 ul 1,6 ul
Primer Reverse 0,4 ul 1,6 ul
ddH>O 3,2 ul 12,8 ul
Templatova DNA 1 ul 1 ul

1

N .. . AdoR
Jako pozitivni kontrola byla pouzita samice w; ~—

omi @ jako negativni kontrola byla

pouzita samice w/!!®. Primery byly navrzené a pouzivané v laboratofi prof. Zurovce.

PCR byla provadéna v termocykleru Gene Pro (model: TC-E-48D). Tabulka (Tab. III)
ukazuje pouzivany PCR profil.

Tab. II1: Prehled PCR profilu.

Teplota (°C) Cas
1. Predenaturace 94,0 2 min
2. Denaturace 94,0 30s
3. Annealing 60,0 30s
4. Elongace 72,0 40 s
5. Postelongace 72,0 7 min
6. Chlazeni 10,0 -
Pocet cyklu (2-4) 35
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3.2.5. Gelova elektroforéza

Po PCR byla provedena gelova elektroforéza s cilem vizualizovat spravnost kiizeni a
detekovat mutaci AdoR! v danych liniich. Zaroveri byla ovéiena velikost produktu.

1 % agar6zovy gel se pfipravil smichanim 40 ml 1x TAE pufru, ve kterém bylo rozpusténo
0,4 g agarozy (SeaKem LE Agarose) povafenim v mikrovinné troubé. Roztok byl poté chlazen
pod tekouci vodou a byly do n¢j ptidany 3 ul Ethidium Bromid (jedna se o interkalac¢ni €inidlo,
které slouzi k detekci DNA pod ultrafialovym svétlem).

Roztok byl nalit do formy elektroforetické vany s hiebinky, které definuji jamky. Po
zatuhnuti gelu byly hfebinky vyjmuty. Na pfipraveny gel bylo naneseno 10 pl PCR produktu
spolu s velikostnim markerem (1 kb marker od spolec¢nosti New England BioLabs Inc.).

Elektroforéza probihala 20-25 minut pfi napéti 80 V. Vysledek elektroforézy byl zobrazen
pod UV svétlem a posléze vyfotografovan pomoci CCD kamery (VWR SMARTS

Fluorescence Image Capture Quick).

3.2.6. Stanoveni karbonylu a bilkovin

Karbonylace proteinii je ireverzibilni oxidativni modifikace, ktera je povazovana za
hlavni znak poruch souvisejicich s oxidativnim stresem a slouzi jako dulezity marker pro jeho
meéteni (Song et al., 2020).

Tento experiment byl proveden ke stanoveni koncentrace karbonylti jako spolehlivych
biomarkerti oxidativniho stresu. V experimentu bylo pouzito 25 drozofil na jeden vzorek.
Celkem bylo testovano 12 vzorkd, 3 vzorky od jednoho genotypu. Jako negativni kontrolni
vzorky byly pouzity linie CyO GFP bez driveru.

K provedeni experimentu byly pouzity nasledujici reagencie:

e 50 mM K-PO4 (KH2PO4+ KoHPO4; pH 7.0) pufr

e 7 mM 2 4-dinitrofenylhyrazinu (DNPH) ve 2 M HCl, vzdy Cerstvé pfipraven
e 6 M guanidin hydrochlorid (GdmCl) ve vodé

e 28 % kyseliny trichloroctové (TCA)

e 5% kyseliny trichloroctové (TCA)

Kazdy vzorek s 25 kusy drozofil byl homogenizovan pomoci ru¢niho homogenizatoru

(Kimble Chase) ve 150 ul pufru K — PO, a poté byla homogenizace provedena jesté
dikladngji na ledu tzv. sonikaci. Bylo pfidano 350 pul pufru (pro doplnéni objemu na 500 pl)
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a vzorky byly inkubovany pti pokojové teploté 15 minut. Nasledovala centrifugace, 10 minut
pii odstfedivém zrychleni 6000 g a teploté 4 °C.

Vznikly supernatant byl nasledné rozdélen do dvou 1,5 ml zkumavek, 200 pl do
zkumavky oznacené pismenem S (sample) a 200 pl do druhé s pismenem C (control). Do
zkumavek znacenych S bylo piidano 800 ul DNPH ve 2 M HCl a do vzorkt znac¢enych C 800
ul samotného 2 M HCI. Ty se nechaly inkubovat v temnu po dobu jedné hodiny a kazdych 15
minut byly promichany.

Po inkubaci bylo ke kazdému vzorku ptidano 0,5 pl 28 % TCA, vzorky byly promichény,
a nakonec inkubovany na ledé 5 minut. Po této inkubaci byly vzorky znovu centrifugovany na
10 minut pii 15 000 g a teploté 4 °C. Po odstranéni supernatantu ve vzorcich se na dné nachézel
sediment, ktery byl resuspendovan v 0,5 ml 5 % TCA a nasledné byl nechan 5 minut na ledu.
Opét probéhla centrifugace, pii stejnych podminkach, a nakonec byl ze vzorkd odstranén
supernatant.

Sediment se dale promyval ve 300 pl smeési ethanol/ethyl acetat (1:1) celkem dvakrat.
Poté byl sediment znovu rozpustén v 500 ul GdmCI promichanim a centrifugovan (6000 g, 10
minut) pii teploté 4 °C z diivodu odstranéni zbytkt a necistot.

Z kazdé zkumavky bylo 220 ul supernatantu duplicitné napipetovano do dvou jamek
mikrotitraéni desticky (Cornig flag UV transparent (96)) a byla zméfena absorbance (Tecan
Infinite 200 PRO) pfi vinovych délkach 370 nm (karbonyly) a 280 nm (proteiny). Zaroven
byla pripravena kalibracni kfivka pro proteiny, diky které se stanovil celkovy objem proteinti
ve vzorku a ktera byla nutna k dal§im vypoctam.

Koncentrace karbonylli byla stanovena pomoci matematickych vypocta a transformaci.

3.2.7. Real-time RT PCR (neboli gPCR)

Real-time PCR byla provedena s cilem zjisténi rozdilu exprese genu GPX v drozofile
s genotypem obsahujicim AdoR! mutaci a genotypem neobsahujici AdoR! mutaci.

Kazdy vzorek obsahoval 15 dospélych samic, které byly 3 dny staré a byly uchovavany do
zpracovani pii teploté -80 °C v 1,5 ml zkumavkach obsahujicich 100 pl ribozolu (TRIzol

Reagent; Thermo Fisher Scientific).
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3.2.7.1. Izolace RNA

Po rozmrazeni byly vzorky dikladné zhomogenizovany pomoci ru¢niho homogenizatoru
(Kimble Chase). Nasledné bylo ke vzorkiim pfidano 700 pul ribozolu (TRIzol Reagent; Thermo
Fisher Scientific). Celkovy objem byl 800 pl.

Aby bylo jisté, ze doslo ke kompletni disociaci nukleoproteinti, vzorky byly inkubovany
pti pokojové teploteé po dobu 5—10 minut. Po inkubaci bylo ke vzorkiim pfidano navic 160 pl
chloroformu, vzorky byly dukladné promichany a poté znovu inkubovany pii pokojové teploté
2-3 minuty.

Nasledné byly centrifugovany po dobu 15 minut pfi 12 000 g a teploté 4 °C. Po centrifugaci
byly patrné tfi faze: spodni Cervena faze obsahujici fenol a chloroform, uprostred bila faze a
horni bezbarva vodna faze, ktera obsahovala RNA. Tato faze byla opatrné odebrana do nové
zkumavky a RNA byla precipitovana piidanim 400 pl Cistého isopropanolu.

Vzorky byly inkubovany 10 minut pii pokojové teploté a poté centrifugovany pti 12 000 g
a teploté 4 °C 10 minut. Vysledkem byl bily sediment precipitované RNA nachazejici se na
dné zkumavky (jeho velikost byla zavisla na mnozstvi pocatecniho materialu). V pfipadé
velmi Cisté RNA byl sediment téméf prasvitny a tézko zaznamenatelny.

Ze vzorkt byl opatrné odebran supernatant a sediment byl dvakrat promyt 75 % etanolem,
ktery byl piipraven s DEPC H;O. Pii kazdém promyvani bylo k sedimentu pfidano 800 pl
etanolu a poté byly vzorky centrifugovany pfi odstfedivém zrychleni 7500 g a teploté 4 °C po
dobu 5 minut. Ze =zkumavky byl pokazdé odebran etanol opatrn€, aby bylo
zabranéno poskozeni sedimentu. Po promyti byl potfeba sediment RNA znovu rozpustit.
Nejdiive byl 5-10 minut ,,suSen na vzduchu® a poté byl rozpustén ve 100 pl DEPC H»O.

Poslednim krokem izolace RNA bylo ptecisténi vzorki pomoci kitu NucleoSpin RNA
(Macherey-Nagel). Byl piipraven lyzacni pufr, kde k 100 ul vzorku byla pfidana smeés
obsahujici 300 pul RAT pufru a300 pl 100 % etanolu. Tato tekutina byla premisténa do kolonky
se silikonovou membranou (NucleoSpin RNA Column), centrifugovana pii 11 000 g po dobu
30 sekund a poté byla kolonka presunuta do nové sbérné zkumavky (2 ml). Ke vzorkiim bylo
pfidano 350 pul MDB (Membrane Desalting Buffer), aby byla odstranéna stl na silikonové
membrané. Nasledné byly vzorky znovu centrifugovany pti 11 000 g po dobu jedné minuty.

Poté byla pfipravena smés ve sterilni zkumavce: 10 ul rDNazy bylo pfidano k 90 pl
reak¢niho pufru pro DNazu. Tato smés byla pfimo napipetovana na silikonovou membranu ke
vzorku. Vzorek se nechal 15 minut inkubovat.

Ke vzorkim bylo pfidano 200 ul RAW?2 pufru, aby se dosahlo inaktivace rDNazy a po
centrifugaci (30 sekund pii 11 000 g) byly vzorky presunuty do nové zkumavky (2 ml). Ve
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fazi druhého promyvani bylo ke vzorkiim pfidano 600 pl RA3 pufru. Vzorky byly znovu
centrifugovany za stejnych podminek a poté byly pfeneseny do nové sbérné zkumavky.
K poslednimu promyti bylo pfidano ke kazdému vzorku 250 pl RA3 pufru a centrifugace
probihala 2 minuty pii 11 000 g, aby doslo k uplnému vysuSeni membrany. Poté byly vzorky
umistény do 1,5 ml zkumavek. Poslednim krokem bylo napipetovani 60 pl vody ocisténé od
RNA a centrifugace pii 11 000 g po dobu 1 minuty.

Konecny vytézek RNA byl zméten spektrofotometricky pfi 260 nm na ,,NanoDrop 2000
(ThermoScientific) a vzorky byly uchovany pii teploté -80 °C.

3.2.7.2. Reverzni transkripce

Cilem této metody bylo pfepsani genetické informace z RNA do cDNA (complementary
DNA) a bylo k ni vyuzito kitu ,,RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit*
(Thermo Scientific).

Z vytézené koncentrace RNA ve vzorcich bylo vypocteno mnozstvi ul potfebné templatové
RNA tak, aby ve vzorku byla ziskana koncentrace 1000 ng/pl.

K tomuto mnozstvi byla doplnéna DEPC H>O na objem 11 pl a posléze byl ke vzorkim
ptidan 1 pl oligo (dT) primeru a 2 ul dNTP (10 mM). Kone¢ny objem zkumavek, ktery €inil
14 pl, byl inkubovan 5 minut pfi teploté 65 °C v cykleru Gene Pro Thermal Cycler (BIOER).
Poté byly vzorky presunuty na led a byly k nim pfidany nasledujici slozky: 4 ul 5 x pufru, 1
ul inhibitoru RNaz (RiboLock RNase Inhibitor) a 1 pl reverzni transkriptazy (Revert Aid H
minus RT). Toto mnozstvi (20 pl) bylo inkubovano pii 42 °C po dobu 60 minut a posléze
dalSich 5 minut pfi teploté 70 °C. Vzorky byly nasledné uchovany pfti teploté -20 °C.

3.2.7.3. Kvantitativni RT-PCR

Byly namichany dva , master mixy“ obsahujici 1X , Solis BioDyne“ mixu (5x HOT FIRE
EvaGreen qPCR Mix Plus), 5" a3 primery (po 1 pul), 5 pl templatu cDNA a ddH20 dopliiyjici
na objem 20 ul. Do kazdého ,,master mixu“ se ptidal jiny par primert. Byly pouzité dva typy
primerd, primery LK-RT-RacklFw (se sekvenci 5'-CCCGTGACAAGACCCTGAT-3") a
LK-RT-RacklRv (se sekvenci 5'-TAGTTGCCATCGGAGGAGAG-3") a primery , GPX
FW* (se sekvenci 5'-GCGGCCTGGTGATCCTCAAC-3") a ,,GPX Rev* (se sekvenci 5'-
AGTCGCGCAGGTGGCACA-3").

Vzorky byly stoCeny na stolni centrifuze a rozpipetovany dle nasledujici tabulky (Tab. IV).
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Tab. IV: Schéma pipetovani jednotlivych vzorki pro kvantitativni PCR reakci.

C. Typ vzorku Koncentrace C. Typ vzorku Koncentrace
vzorku vzorku
1-3 w8 25 x 29-31 wh!s 25 x
4-6 w8 5x 32-34 wh!s 5x
7-9 w8 1x 35-37 wh!s 1x
10-12 _UAS—GPXRNA". 5x 38-40 .UAs_prRNAi. 3%
actGal4 actGal4
13-15 _UAS—GPXRNA". 5x 41-43 .UAs_prRNAi. 3%
actGal4 actGal4
16-18 UAS — GPXRNA! 5x 44-46 UAS — GPXRNAL 5«
actGal4 actGal4
19-21 “UAS — GPXRNAi AdoR* 5o 47-49 _UAS — GPXRNAi AdoR* 5«
actGal4 " AdoR? actGal4 " AdoR?
22-24 |, UAS—GPXRNAi AdoR’ 5x 50-52 |, UAS = GPXRNAi AdoR’ 5x
actGal4 " AdoR? actGal4 " AdoR?
25.27 “UAS — GPXRNAi AdoR* 5w 53-55 _UAS — GPXRNAi AdoR* 5«
actGal4 " AdoR* actGal4 " AdoR*
28 NTC - 56 NTC -

Bylo pipetovano elektronickou pipetou a sterilnimi pipetovacimi §pickami, aby se zabranilo

kontaminaci vzorku a dosahlo se piesnych vysledka.

Vzorky byly poté vlozeny do termocykleru Rotor Gene Q (QIAGEN), ktery byl nastaven

na nasledujici program (viz. Tab. VI.). Vyhodnoceni probihalo v programu Excel.

Tab. V: Program na RT-PCR.

Teplota [°C] Cas Pocet cyklu
Predenaturace 95 12 min 1
Denaturace 95 I5s
Annealing 60 20s 40
Elongace 72 20 s
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4. Vysledky

4.1. Pomér genotypu narozeného potomstva

Vliv oxidativniho stresu béhem vyvoje se muze projevovat jako vyS$§i umrtnost jiz
v larvalnim stadiu ¢i kukle. Pokud by zde nebyl témét zadny vliv, po kfizeni s driverem
actGal4 a aktivaci RNAi by se potomstvo rodilo v idealnim poméru 1:1 (25 %). Cervené
ptimky v grafech vyznacuji idealni pomeér genotypu s actGal4 nebo s CyO GFP u vylihnutého
potomstva.

Hodnota vyznamnosti byla spocitana pomoci T testu, kde byly mezi sebou porovnavany
vzdy dvé skupiny — samci a samice zvlast.

Na néasledujicim grafu (Obr. 7) pomér narozeného potomstva ukazuje, ze se celkové ve
vétSim pomeéru lihnou samice oproti samcum, avSak poméry jednotlivych genotypt se mezi

sebou signifikantné nelisi.

100 -
90 A
80 -+
70 1
60 o
50 -
40 -+

30 -

Percentage of progeny %

20 -

10 A

Female w; UAS- Male w; UAS- Female w; UAS- Male w; UAS-
GPXRNAIi/CyO GFP; + GPXRNAIi/CyO GFP; + GPXRNAi/actGal4; + GPXRNAi/actGal4; +

UAS—-GPXRNAL - UAS—-GPXRNAL
actGala '’ " CyO GFP

’

Obr. 7: Pomér narozeného potomstva u genotypi w;

Z kazdého fenotypu se narodilo 700-800 jedinct. Hladiny vyznamnosti mezi samicemi (p>

0,05) a samci (p> 0,05) se signifikantné nelisily.

Graf (Obr. 8) ukazuje pomér u linii drozofil majici AdoR! mutaci na III. chromozomu. Pomér

UAS—-GPXRNAL ~ AdoR!
actGal4 ' AdoR!

samcu w; byl tentokrat signifikantné nizsi, coz muaze naznaCovat, ze

AdoR" mutace nem4 v tomto pfipadé pozitivni efekt, jaky byl predpokladan.
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Female w; UAS-GPXRNAi/CyO Male w; UAS-GPXRNAi/CyO Female w; UAS- Male w; UAS-
GFP; AdoR1 GFP; AdoR1 GPXRNAi/actGal4; AdoR1 GPXRNAi/actGal4; AdoR1

UAS-GPXRNAL AdoR1 N
actGal4 ' AdoR!

Obr. 8: Pomér narozeného potomstva u genotypi w;

UAS—-GPXRNAL  AdoR1
CyoGFP ' AdoRY

; Z kazdého fenotypu se narodilo pfiblizné 600 jedinct. Hladiny

vyznamnosti mezi samicemi (p> 0,05) neukazuji signifikantni rozdily v poméru, naopak

tomu bylo u samcu (p <0,001).

Pfidanim AdoR! mutace byla ovlivnéna rychlost vylihnuti, kterd se u genotypu

_ UAS—-GPXRNAL adoR!
" actGald ' AdoR!

prodlouzila na 11 dni, misto obvyklych 9 dni. Zde si také bylo mozné

UAS-GPXRNAL
actGald '’

vS§imnout snizené¢ho poctu potomstva oproti genotypu w;
4.2. Srovnani délky zivota

Oxidativni stres je schopen signifikantné snizit délku preziti. Uvazuje se tedy pfima umera,

ze ¢im niz§i zivotaschopnost drozofila vykazuje, tim vyssimu stresu podléhala. Pro vypocteni

hladin vyznamnosti byl pouzit vazeny log-rank test, ktery se byl zpracovan v programu R. Pro

vétsi prehlednost jsou hodnoty signifikance zobrazené v tabulce (Tab. VI a Tab. VII).

Na nasledujicim grafu (Obr. 9) je srovnavana zivotaschopnost jednotlivych skupin samct
mezi sebou. Standartni délka Zivota u drozofily je pfiblizne 60 dni, avsak u genotypti s RNAi
pro GPX bylo predpokladano, ze se vyrazné zkrati. U genotypu s AdoR! mutaci byl oéekavany
znacny vliv na tyto vysledky.
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Obr. 9: Srovnani viability genotypi w;
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. UAS—GPXRNAL  pdoR?

_ UAS-GPXRNAL

’

UAS-GPXRNA
; taw, ———

actGal4 CyO GFP
UAS—GPXRNAL pdopt

; ; 179 w;

’ actGal4 ' AdoR! by 7 auW;

actGal4

UAS—GPXRNA

aw
’ AdoR1 " CyoGFP '’ AdoR1

; + usamcd. Priméry den umrti

actGala o byl 9’5'

Tab. VI: Signifikance mezi porovnavanymi genotypy u samcu.

Porovnavané skupiny genotypu Hladina vyznamnosti p
UAS—GPXRNAL UAS-GPXRNAL -
W, —————; +Vvs. W, ———; 2x 1071
actGala CyO GFP
_ UAS-GPXRNAL 4 vs wr UAS—GPXRNAL AdoRY 7 % 10-7
! actGala '’ 77 actGal4 ' AdoR?!
UAS-GPXRNAL UAS—-GPXRNAL  AdoR1 _g
s ————— tvs. w; ; n 4 x10
CyO GFP Cyo GFP AdoR
UAS-GPXRNAL AdoR! o w UAS-GPXRNAL  AdoR1 2 % 1016
. . Vs, W .
" actGal4 ' AdoR! ’  CyoGFP ' AdoR1

Z vySe uvedenych dat vyplyva, ze jednotlivé genotypy se v kazdém piipadé mezi sebou

vyrazng li§i. Pfi porovnavani linii s driverem actGal4 a linii CyO GFP se ocekaval vyrazny

, . . o . . UAS-GPXRNAL
rozdil, coz bylo statisticky potvrzeno. Pfi porovnavani jen linii wW; ——————
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_ UAS—GPXRNAL  AdoR!
"’ CyoGFP ' AdoR!

s AdoR!

UAS—-GPXRNAL AdoR! 4w
actGald ' AdoR! !

rozdil oCekavan puavodné nebyl, avSak se tyto skupiny zdaji byt

odlisné.  Genotyp umiral dfive. Nakonec byly porovnané 1 skupiny

UAS—-GPXRNA
actGal4

’

; +, u kterych byl rozdil ocekavan. Ponékud

zajimavé bylo, ze rozdil byl v tomto pfipadé obraceny, nez bylo predpokladano.

—-Female w; UAS-
GPXRNAi/actGal4; AdoR1
—e-Female w; UAS-GPXRNAIi/CyO

GFP; AdoR1
-0O—-Female w; UAS-
GPXRNAi/actGal4; +
-l-Female w; UAS-GPXRNAI/CyO
GFP; +
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UAS—-GPXRNAL  AdoR?
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Obr. 10: Srovnani viability genotypli w; CyoGFP’ AdoRL

_ UAS-GPXRNAL

’

_ UAS—GPXRNAL

a ; + u samic. Prumémy den umrti u
actGala '’ ’  CyOoGFP '’ y

_ UAS—GPXRNAL pdoRl

UAS—GPXRNAL
’ actGal4 ' AdoR!

actGal4

byl 8,7 auw; ; +byl 11,1

Tab. VII: Signifikance mezi porovnavanymi genotypy u samic.

vnavané skupi u ina vyz i
Porovnavané skupiny genot Hladina namnost
_ UAS—-GPXRNAL 4 vs w UAS—-GPXRNAL 2 % 10-16

" actGalda '’ "7’ CcyoGFP '’
w UAS—-GPXRNAL L ovs w UAS—-GPXRNAL  pdoRl 3 % 10-9
. 4 vs W .
’ actGala '’ ’ actGala ' AdoR1
UAS—-GPXRNAL UAS—GPXRNAL  pqoRl
; ————— +vs. w; ; N 0,02
CyO0 GFP Cyo GFP AdoR
UAS-GPXRNAL AdoR! UAS—-GPXRNAL  AdoR1 _16
; ; T VS. w; ; N 2x10
actGala AdoR Cyo GFP AdoR
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U samic se linie CyO GFP mezi sebou také piekvapivé lisily, avSak signifikance byla o

poznani niz§i nez u samcul. Linie s driverem actGal4 a linie CyO GFP byl signifikantni

UAS—-GPXRNAL AdoRY AW UAS-GPXRNA!
actGal4 ' AdoR! " actGal4

’

vysledek naopak o¢ekavan. Pii porovnani skupin w;

vysel také signifikantni rozdil, stejné jako tomu bylo u samcu.

Ptiznaky pusobeni oxidativniho stresu, které byly v obou pfipadech stejné, se u kazdé
skupiny dostavily v jinou dobu. Mezi symptomy se fadily: velmi pomaly pohyb, nékdy témért

UAS—-GPXRNAL

az neschopnost pohybu, a minimalni reakce na vnéjsi podnéty. Genotyp w; v
zacCal vykazovat znamky onemocnéni pfiblizné paty az sedmy den od vylihnuti, zatimco

UAS—-GPXRNAL AdoR! o " . .
genotyp w; ——-—-—;-———5 tyto sam¢ znamky zacal vykazovat mnohem dfive, Casto prvni

¢i druhy den po vylihnuti, nejpozd¢€ji ovsem paty den.

4.3. Ovéfeni pritomnosti AdoR! mutace

Pfitomnost AdoR! mutace byla ovéfena pomoci metody PCR u samic i samcl. Negativni

e AdoR? Ly
118 4 pozitivni kontrolou byla w; ——— ktera méla do genu AdoR

kontrolou byla drozofila w -,
AdoR

vlozen konstrukt , miniwhite”. Produkty meély mit velikost pfiblizné¢ 945 bp, ¢imz bylo

potvrzeno, ze se jedna o pozadovanou cast genu.
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Obr. 11: Vysledek PCR reakce ovétujici pfitomnost mutace AdoR’.

4.4. Hodnota karbonylu v jednotlivych genotypech
Mnozstvi karbonylti oznaduje uroveii oxidativniho stresu, kterému drozofila podléha. Cim
vy$si hodnota vyjde, tim vice konkrétni drozofila je stresovana. Tento experiment byl
provadén ve tfech opakovanich, pti kazdém experimentu bylo testovano 15 vzork. Hodnota
vyznamnosti (p <0,05) byla posléze vypoctena T testem.

2

Na grafu (Obr. 12) jsou tyto hodnoty zobrazeny. Kontrolnimi skupinami byly w!!/

UAS-GPXRNA UAS—-GPXRNAL  AdoR?
; a w; ; 1>
CyO GFP CyO GFP AdoR

u kterych byla predpokladana nizsi uroven

’

karbonylt na rozdil od zbylych skupin.
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Obr. 12: Uroveii karbonyld v jednotlivych genotypech drozofil. Hladiny vyznamnosti mezi

jednotlivymi skupinami (p <0,05) neukazuji signifikantni rozdily, kromé dvou

UAS—-GPXRNAL  AdoR1 AW UAS—-GPXRNAL — AdoR!
actGal4 ' AdoR! ’  CyOGFP ' AdoR!

porovnavanych skupin w; (p >0,05).

UAS—GPXRNAL  AdoR!
actGal4 ' AdoR!

Uroveti karbonyld byla u genotypu w; mirné zvysena, nejednalo se

. . , , L, . UAS—GPXRNAI . ,
vSak o signifikantni rozdil v porovnani se skupinou w; —can 0 T+ Jediny rozdil se
kézal mezi skupinami w; LASZGPXNY . AdoRY UAS—GPXTVA, AdoR” "y 1o ni skupiny se
ukaz zi sku ; ; ; ; : u
p " actGal4 ’ AdoR! "’ CyOGFP ' AdoR! piny
mezi sebou vyznamné nelisily.
UAS—GPXRNAL _ UAS—GPXRNAL  adoR!

4.5.Exprese genu GPX v genotypechw; ——————; —a .
P g g yp " UAS—GPXRNAL’ 4 ’ UAS—GPXRNAL’ pAdoRl

Metodou RT-PCR byla zjisténa mira exprese genu GPX u jednotlivych genotypu, aby bylo
mozné zjistit, zda neni pti¢inou rozdili mezi genotypy. Celkem bylo testovano sedm vzorka
ve dvou opakovanich. Vzorek ¢islo 1 (w!!/%) byl negativni kontrolou. Signifikance byla
vypoctena T testem.

Na nasledujicim grafu (Obr. 13) jsou vyznacené jednotlivé exprese genu GPX.
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’

nebyla signifikantni (p >0,05).

Oba genotypy mély oproti kontrolni skuping (w/!%) vyrazné nizsi expresi genu GPX.

Nicméné neukazal se signifikantni rozdil mezi jednotlivymi testovanymi genotypy
(w;

ziejme neovliviiuje hladinu exprese GPX.

UAS-GPXRNAL a W UAS—-GPXRNAL  AdoR!
actGald '’ " actGal4 ’ AdoR!

). Mutace v adenosinovém receptoru tedy
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5. Diskuse

5.1. Oxidativni stres zkracuje délku Zivota Drosophila melanogaster

V této praci byly studovany ucinky oxidativniho stresu a jeho uzka spojitost se
zivotaschopnosti drozofil. Podobné jako predchozi experimenty se stresem vyvolanym
herbicidy nebo rotenonem u drozofil se ucinky oxidativniho stresu projevily predev§im
zkracenim délky zivota (Hosamani & Muralidhara, 2013). Abychom se vyhnuli pouzivani
nebezpeénych chemikalii, oxidativni stres byl vtéto studii zaveden blokovanim
detoxifikacnich enzyml pomoci RNA interference, kdy doslo k umlceni genu pro GPX
(Mourio et al., 2009; Deepashree et al., 2022). To vedlo k chronickému pasobeni oxidativniho
stresu, kdy se v organismu zvysila urovenn H,0,, coz mélo za nasledek snizeni pfezivani
drozofil az 0 85 % (Obr. 9 a Obr. 10). Pfiznaky onemocnéni se zacaly projevovat piiblizn€ po
prvnim tydnu od vylihnuti. Z vysledki je patrné, ze dfivejsi umrti postihovalo vice samce, coz
nebylo prekvapivé. Z clanku Niveditha et al., 2017 vyplyva, Ze samci jsou obecné citlivéjsi na
pusobeni oxidativniho stresu. Bylo téz potvrzeno, ze samice vykazuji vyssi aktivitu anti-
oxidativnich enzymu (konkrétné SOD a CAT) oproti samctum (Niveditha et al., 2017), z ¢ehoZz
muzeme odvozovat divod, pro€ i pres piiznaky zvladaly svij stav 1épe nez samci. V porovnani
s praci RNDr. Zaloudikové, 2023, nepublikovana data, ve které byl vypnut gen pro SOD2
(Kirby et al., 2002), kde byl ¢tvrty den od vylihnuti primérnym dnem umrti, ovSem nebyl
narast umrti tak prudky. Vysvétlenim pozorovanych rozdili mezi jednotlivymi enzymy by
mohly byt jejich odlisné funkce a mozné odliSné miry toxicity molekul, jejichz pfeménu

katalyzuji (viz kapitola 1.3. a Obr. 2).

5.2. AdoR! mutace nezachraruje drozofilu s nefunkéni GPX

V predeslych studiich byl oxidativni stres navozen injikovanim paraquatu a vysledkem byla
vy$§i rezistence mutantnich linii AdoR! nez v ptipadé kontrol (Lin et al., 2021). Vliv mutace
v adenosinovém receptoru na oxidativni stres byl testovan paraleln€ oproti kontrolni skupiné
pfidanim AdoR’ mutace k drozofilam s blokovanym genem GPX. Dle nasich piedpokladt, by
drozofily nesouci AdoR! mély piezivat mnohem déle, podobné jako tomu bylo v piipadé
SOD?2 (Zaloudikova, 2023, nepublikovana data). Ukazalo se viak, ze AdoR’ zfejm& nema vliv
u genu GPX na zmirnéni oxidativniho stresu navozeného timto zpiisobem. Mohlo by to byt
zpusobeno odlisnymi misty exprese jednotlivych detoxifika¢nich enzymt. Gen GPJX je totiz
exprimovan u dospélych drozofil prevazné v travici soustavé (Missirlis, 2003), zatimco gen

SOD2 je ve vy$§i mife exprimovan v nervové a kardiovaskularni soustavé (The FlyBase
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Consortium, 2003). Lze tedy predpokladat, ze gen GPX je soustiedén spiSe na detoxifikaci
potravy.

Dalsi detoxifikacni enzym, enzym katalaza (CG6871), ktery je zodpovédny za podobnou
funkci jako GPX (viz kapitola 1.3.), je v téle drozofily exprimovan predevsim
v malpighickych trubicich a tukovém télese (tyto organy maji podobnou funkci jako jatra u
savcu) (Yang et al., 2007). Jak vyplyva jiz z predeslych studii (Missirlis, 2003), GPX je sice
u drozofily jednim z detoxifikacnich enzymdi, ale na rozdil od katalazy se jeho ucinek
projevuje v geneticky rozdilnych drahach a jinych bunécnych kompartmentech. Zajimavé je,
ze v koronarnich cévach u Clovéka byla zji§téna interakce mezi adenosinovym receptorem
A2A a pravée kataldzou (Sharifi-Sanjani et al., 2013). Kromé toho dochézelo
v kardiomyoblastech ke zvySeni exprese enzymu katalazy a GPX v dusledku stimulace
adenosinového receptoru A1R (Mangmool et al., 2022).

Nase vysledky jsou tedy v souladu s hypotézou (Missirlis, 2003), ze hlavnim enzymem
zodpoveédnym za detoxifikaci H,0, v organismu je katalaza, kdezto GPX je spise potiebna
pro kontrolu H,0, pfichazejici do organismu. Je tedy mozné uvazovat, ze mutace AdoR’ by
mohla byt prospésna jen vurcitych c¢astech organismu (Fredholm, 2007). Ze studii
provadénych v laboratofich prof. Zurovce (2023, nepublikovana data) bylo totiz pozorovano,
7e mutanti s AdoR! oproti kontrolnim skupinam jsou citlivéj§i na metabolicky stres v podobé
hladovéni. Naopak pfi vyvolani oxidativniho stresu injikaci ¢i krmenim herbicidy (napf.

paraquatem) byla AdoR’ mutace kli¢em ke kompenza¢nim zménam (Lin et al., 2021).

5.3. Samotna AdoR! mutace negativné ovliviiuje Zivotaschopnost Drosophila
melanogaster
Vysledky zpozorovani starnuti nejenze ukazaly, ze AdoR' mutace nebyla schopna
drozofilu zachranit, ale takova drozofila podléhala zvySenému oxidativnimu stresu praimérné
o dva dny diive (Obr. 9 a Obr. 10). Snizenou zivotaschopnost v§ak mély 1 kontrolni skupiny
drozofil s funk&nim genem pro GPX a AdoR! mutaci. Rozdily mezi jednotlivymi genotypy se
ukazaly 1 pfi testovani urovné karbonyli v organismu (Obr. 12). U skupiny

UAS—GPXRNAL - AdoR?
actGals ' AdoR?

; byla tato uroven karbonylti lehce zvySena, coz koresponduje
s vysledky ptezivani (viz Obr. 9 a Obr. 10). I kdyz se v tomto piipadé€ nejednalo o signifikantni
rozdil, vysledek naznaduje, ze drozofila s piidanou AdoR’ mutaci podléhala mirn& vyssimu

oxidativnimu stresu.
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Pii opétovném srovnani s vysledky s blokovanym enzymem SOD2 (Zaloudikova, 2023,
nepublikovana data) dochazelo k opacnému efektu, u SOD2 doslo k signifikantnimu
prodlouzeni zivota. Rozdil oproti blokovani SOD2 by ziegmé mohl spocivat v tom, zZe
adenosin reguluje opravné mechanismy jiné nez kontrolu H, 0,, pfipadné nema vliv na expresi
opravnych mechanismu ve stievé. Jisté ovSem je, jak bylo dokazano v predchozich studiich
(Dolezelova et al., 2007), ze adenosin je molekulou, kterd se ucastni obrany organismu. Vliv
AdoR" na délku zivota viak dosud pozorovan nebyl, zfejmé proto, Ze se jedna pouze o relativng
maly vliv (Dolezelova et al., 2007; Lin et al., 2021). Pro odhaleni pfesného mechanismu tohoto

jevu bude do budoucna potieba podrobit zkoumané drozofily dal§im experimentim.
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6. Zavér

V této praci bylo dokazano, ze umlceni genu pro GPX mé vazné nasledky na
zivotaschopnost Drosophila melanogaster v disledku zvySeného oxidativniho stresu. Pfi
porovnavani nasich vysledki s daty blokovani SOD2, ktera predstavuje prvni linii obrany proti
reaktivnim formam kysliku, je patrné, ze rychlost umrti neni tak nahla. Z téchto pozorovani
vyplyva, Ze enzym gluthathion peroxiddza, zodpovédny za odstrafiovani H,0,, je rovnéz
podstatnym detoxifikacnim enzymem v tomto organismu.

V prabéhu studie byly Gspésné nakiizeny drozofily s genotypem, ktery kromé konstruktd
pro uml&eni GPX na svém III. chromozomu obsahovaly AdoR’ mutaci. P¥itomnost AdoR’
mutace ovSem nebyla schopnéa zachranit drozofily, které mély blokovany gen GPX, naopak
jejich zivotaschopnost spiSe negativné ovliviiovala. Moznym divodem tohoto jevu je, ze GPX
je exprimovana na rozdil od ostatnich enzymu pievazné€ v travici soustave.

Je tedy ziejmé, ze mutace AdoR! neni prospésna v drozofilach ve vSech ¢astech organismu
a ze odstrafiovani H,0, v travicim traktu je na receptoru pro adenosin nezavisla. V prubéhu
pokust jsme rovnéz pozorovali vliv AdoR na délku zivota. Tento GCinek ovS§em nebyl dosud
pozorovan, a proto by bylo do budoucna dobré se jim vice zabyvat i nadale a podrobit ho

dal$im experimentim.
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8. Prilohy

Tab. VIII: Pomér narozeného potomstva linie drozofil bez AdoR’

_ RNAi
Female w; Z22—5PX_— . 782 | 26,12763
CyO GFP
_ RNAi
Male w; 222X~ . 676 | 22,58603
CyO GFP
_ RNAi
Female w; Z22=PX — . 807 | 2696291
actGal4
_ RNAi
Male w; Z2&=CPX— . 728 2432342
actGal4

Tab. IX: Pomér narozeného potomstva linie drozofil s AdoR"

_ RNAi 1
Female w; Z25_6PX_~ 440k 1 660 | 26,305301
CyO GFP AdoR1
_ RNAi 1
Male w; 220X A0 676 | 26,943005
CyO GFP AdoR?
_ RNAi
Female w; ZASZCPXTTH . AdoR” | 654 | 26066162
actGal4 AdoR1
Male w; ZAS=GPXMMA AdoR” | 519 | 20 685532
actGal4 AdoR1

pnosti linie drozofil bez AdoR!

Tab. X: Sledovani zivotascho
Den Umrti 316 9)12)15|18|21)24|27|30)33]|36|40|45|50|55]|60]|70]| celkem
Male w;UAS-GPXRNAi/actGal4; | 34 | 65 [113| 50|27 |20 4[ 0| o0jojJo|lofofjo0ojo]Jo]jo]|oO
Female w; UAS-GPXRNAi/actGal4; +| 14 | 65 [ 85|24 | 40|21 )3 |14[{ 0o oJo|JofofofoOo]oO]oO
Male w; UAS-GPXRNAI/CyOGFP;+| 0 | 0 ) 0| O[O0 0] O] O|O| 7 [18]26]15]21|40([2]37]75
Female w; UAS-GPXRNAi/CyOGFP;{ 0 | 0| 0] 0| 0| 0| 0) O | 5|15 8 |24|15]21]|24[21[45]51
Tab. XI: Sledovani zivotaschopnosti linie drozofil s AdoR’
Den Uimrti 03|6]9]12)15|18|21({24[27|30|33]36]40]45|50]|55]|60]|70]|celkem
Male w; UAS-GPXRNAI/actGal4; AdoR1 | 0 |38 [125| 76|48 8 [ 3|3 [ 1] 0|00 00 0[0f0
Female w; UAS-GPXRNAi/actGal4; AdoR1 | 0 | 29 [107| 57 |52|15[20| 7] 0[O0 | 0] O 00 0[0(0
Male w; UAS-GPXRNAIi/CyOGFP;AdoRL | 0 [ O [ O OJ O[O [O0] O[O0 |24[25] 8 |18[25]|56|5[39]|43]2
Female w; UAS-GPXRNAI/CyOGFP;AdoR1| O [ O J O J O[O [ O0JO[O[O0|7]26]9[1]31]36]27|35]38]|3
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