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Anotace

Telomeres are special nucleoprotein structures at the ends of eukaryotic chromosomes.
Because of incomplete DNA replication telomere length becomes shorter with each cell
cycle. Several mechanisms of telomere maintenance have been identified. Although the most
common mechanism is the activity of telomerase that synthesizes short telomeric sequences
onto chromosome ends, telomere length might be elongated by alternative ways such as the
retrotransposition of special telomeric mobile elements targeted to chromosome ends, found
in Drosophila, and homologous recombination. Homologous recombination extends satelite
sequences in some dipteran species and also serves in vertebrates as the alternative
mechanism to telomerase. The (TTAGG)n sequence was designated as the insect telomeric
sequence. Although the (TTAGG)n sequence was found at telomeres of most of the tested
insect orders in previous studies, there are numerous insect species showing the (TTAGG)n
absence. Diptera is the large insect order, which shows the lost of the (TTAGG)n sequence
together with telomerase system and its replacement by the transposition of telomeric
elements in Drosophila or homologous recombination in mosquitoes or midges. The
(TTAGG)n sequence was reported as telomeric sequence in most insect orders, however, the
(TTAGG) specific telomerase activity was not tested in these orders. Therefore, | first
speculated that non-telomerase systems in insects may not be limited only to Diptera and the
presence of non-telomerase systems in insect might be underestimated. When | tested a
distribution of the TTAGG-specific telomerase activity | confirmed that the telomerase
system is the most comon telomere length compensation mechanism in insect, however, it is
not present in Zygentoma, Orthoptera and Phasmida, which are insect orders with a
previously reported presence of the (TTAGG)n telomeric motif. Data of the thesis showed

that the activity of telomeric retrolements at Drosophila is up-regulated by mild-levels of



free radical species, enhancing telomere extension. The role of non-telomerase mechanisms

to overcome stress conditions during evolution of insect telomeres is hypothesized.
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1. Uvod

1.1. TELOMERY - JEJICH FUNKCE A STRUKTURA

Telomery jsou nukleoproteinové struktury na koncich linearnich chromosomu
eukaryot (Blackburn a Gall 1978), tvotfené specifickou sekvenci DNA a specifickym
proteinovym slozenim. Existuje nékolik funkci, které telomery zastavaji. Telomery jednak
diky své specidlni proteinové strukture umoziuji buitkam rozpoznavat ptirozené konce
chromosomti od chromosomalnich zlomi. Telomery tak chrani chromosomy pied vznikem
chromosomalnich fuzi, které by jinak vznikaly nasledkem ¢innosti repara¢nich mechanismu
a jejichz ptitomnost by vedla k mohutné genomové nestabilité¢ (Day a kol. 1993). Dale
telomery hraji ulohu v prostorové organizaci chromosomi v jadfe, ¢i chrani konce
chromosomti pfed enzymatickymi degrada¢nimi procesy. Nejcastéji V literatufe zminovanou
telomerickou funkci je ale vyvazovani ztrat DNA, které vznikaji na koncovych usecich
telomer, a které¢ lze jednoduse oznacit jako tzv. telomerické zkracovani. Ke zkracovani
telomer jednak dochazi s kazdym bunéénym délenim vlivem nekompletni replikace kvili
tomu, Ze konvenéni DNA polymerdza neni schopna doplnit prazdny usek vznikly po
degradaci RNA primeru, ¢i nahodnym ptsobenim genotoxickych agens, jako jsou volné
kyslikové radikaly (de Lange 2002; Kim a kol. 2002; Day a kol. 1993). Mechanismy, které
nahrazuji tyto ztraty, a de facto telomery zpétné prodluzuji, tizce souvisi s danym typem
telomery.

NejrozsifenéjSim typem telomery, vyskytujicim se naptic eukaryoty, je dlouhy klastr
kratké repetitivni sekvence DNA, vétsinou dlouhé 5-8bp a s obecnym vzorcem (TxAyGz)n.
Telomery tohoto typu jsou prodluzovdny specidlnim enzymem telomerdzou. Malo
obvyklymi typy telomer, popsanymi zatim skute¢né jen u né€kolika druhti organismd, jsou
telomery tvofené satelitnimi sekvencemi udrZovanymi homologni rekombinaci, ¢i se
telomery, tak jako je tomu u drozofily, skladaji z mobilnich elementl, které jsou na
chromosomalni konce navazovany prostiednictvim retrotranspozice (Mason a kol. 2008;
Biessmann a Mason 2003). Délka telomerické sekvence se cCinnosti telomerickych

kompenzac¢nich mechanismii udrzuje na optimalni Grovni, a to vzhledem k typu buiky a



vyvojovému stadiu (Chan a Blackburn 2002; Blackburn 1991). Krom toho, Ze telomericka
délka je geneticky uréena, mize byt do zna¢né miry ovlivnéna i faktory vnéjsiho prostiedi.
Z toho tedy vyplyva, Ze jak mezi riiznymi jedinci jednoho druhu, tak i v rdmci jednoho
jedince, muze byt délka telomery zna¢né variabilni. Takze napf. u Clovéka je telomericka
délka dlouha v praméru 5-15 kb (Moyzis a kol. 1988), u mysi az 150 kb (Hemann a Greider
2000) a u drozofily, kde jsou telomery tvofeny mobilnimi elementy, jsou telomery dlouhé
26-147 kb dlouha (Abad a kol. 2004b).

1.2. KOMPENZACE TELOMERICKYCH ZTRAT

Diky nekompletni replikaci a zejména pisobenim oxida¢niho stresu dochdzi v
prubéhu vyvoje a starnuti jedince u vétSiny jeho somatickych bunék k postupnému
zkracovani telomer (Blackburn 1991; Oikawa a kol. 2001; Zglinicki a kol. 2000, 2002).
Zkraceni mize dosahnout az tzv. Hayflickova limitu, ktery vlivem nekompletni replikace
nastava u lidskych bunék po ptiblizné 50 bunéénych délenich (Hayflick a Moorhead 1961) a
jeho dosazenim jsou aktivovany signalni drahy vedouci k zastaveni bunééného cyklu,
bunééné senescenci, piipadné apoptdze (Takai a kol. 2003; d”Adda a kol. 2003).

Kompenza¢nim mechanismem, ktery je spjat s telomerami tvofenymi kanonickou, t;.
kratkou opakujici se telomerickou sekvenci, je Cinnost enzymu telomeraza, coz je
ribonukleoproteinovy komplex, ktery naseda na konce chromosomi, kde syntetizuje nové
telomerické repetice a dodava je ke stavajicimu telomerickému konci. Telomeraza je slozena
z RNA slozky (TER — Telomerase RNA), jez funguje jako templat pro syntézu telomerické
sekvence a reverzni transkriptazy (TERT — Telomerase Reverse Transcriptase), ktera
zajistuje vlastni syntézu novych telomerickych repetic DNA (Cohen a kol. 2007). Obecné je
aktivita telomerazy spjata s proliferaénim statusem burniky. Vysoka aktivita telomerazy je
typicka pro rany embryondlni vyvoj a v pribéhu vyvoje a starnuti organismu obecné jeji
aktivita v bunkach klesa, takze béhem dospélosti je jeji hladina ve vét§iné bun€k nulova. U
dospélych jedinct zistava aktivita telomerazy na vysoké hlading v proliferaéné aktivnich
burikach, jako napt. buiikach kmenovych ¢i zarode¢nych (Geserick a Blasco 2006, Saretzki a
kol. 2008). Negativnim aspektem telomerazy je jeji aktivace v nadorovych burkach,
umoziujici nepfiméfené telomerické prodlouzeni, a to jako jeden z piedpokladi bunécné

imortalizace (Kim a kol. 1994; Yui a kol. 1998; Liu a kol. 1999; Forsyth a kol. 2002).



U savcu byl kromé telomerazového systému objeven také alternativni zpisob
telomerické kompenzace, a t0 homologni rekombinace. Jedna se o prenos genetického
materialu z ,,darcovské* sekvence na homologniho ,piijemce* (Chen a kol. 2007), kdy tedy
jedna telomera slouzi jako templat pro syntézu a prodlouZeni telomery druhé (Pluta a Zakian
1989; Wang a Zakian 1990). Homologni rekombinace byla popsana i u fadu dvoukftidlych
(Diptera), kde funguje jako hlavni kompenza¢ni mechanismus U telomer tvoienych satelitni
sekvenci, a to u Anopheles gambiae ¢i pakomart rodu Chironomus, nebo funguje jako
alternativni mechanismus k telomerické retrotranspozici u drozofily. Na tomto misté je tieba
zduraznit jedinecnost fadu dvouktidlych, protoze, ackoliv se jedna 0 pocCetny hmyzi taxon,
existence telomerazového kompenza¢niho mechanismu se u n¢j dosud neprokazala (Mason a
kol. 2016).

1.3. AKTIVITA TELOMERICKYCH MOBILNiCH ELEMENTU JAKO zZPUSOB
TELOMERICKE KOMPENZACE

Mobilni elementy jsou vyznamnou soucasti genomu. Jedna se o repetitivni sekvence,
Casto oznacované jako parazitické, které jsou rozptylené po ,,hostitelském* genomu a majici
schopnost vlastni mobilizace. Mobilni elementy se totiz v rdmci genomu presouvaji z mista
na misto, a to bud’ tak, Ze se z ptiivodniho mista vystépi a pfesunou se na misto jiné, nebo se
nejprve zkopiruji a na nové misto je integrovana nové vytvoiena kopie (McClintock 1984;
Kazazian 2004). AZ na nékolik vyjimek, jsou mobilni elementy piitomné ve vétSing
eukaryotnich, tak prokaryotnich organismt (Arkhipova a Meselson 2000; Gardner a kol.
2002), u nichz tvofi podstatnou ¢ast genomu. Napiiklad u ¢lovéka mobilni elementy a jejich
zbytky tvoii néco mezi polovinou az dvéma tietinami genomu, u genomu kukufice je to az
90 % (Lander a kol. 2001; de Koning a kol. 2011; SanMiguel a kol. 1996).

Mobilni elementy jsou klasifikovany podle zplisobu transpozice a tedy ptfitomnosti ¢i
nepifitomnosti RNA jako meziclanku v procesu transpozice na skupinu DNA transposont a
retrotransposonti. DNA transposony jsou ty elementy, které se jednoduse presouvaji z mista
na misto, a které si za timto ucelem koduji vlastni enzym transposazu, zajistujici vyStipnuti
transposonu na jednom misté v genomu a jeho zalenéni na misto jiné. Tedy, DNA
transposony se presunuji z jednoho mista genomu na jiné bez vlastni replikace, tj. procesem
zvanym ,,cut and paste” (Mufioz-Lopez a Garcia-Pérez 2010). Retrotransposony naopak pro

svou transpozici potfebuji RNA intermediat, pro jehoZz produkci vyuZzivaji retrotransposony



hostitelskych RNA polymeraz. RNA, ktera vznika pfepisem retroelementu, je transportovana
do cytoplasmy, kde je na ribozomech translatovana jednak do proteinti slouzicich pro
transport a mobilizaci elementu a jednak do reverzni transkriptazy, ktera slouzi k ptrepisu
RNA intermediatu do molekuly DNA. Molekula DNA, ktera vznika reverzni transkripci, je
zaclenéna na nové misto vV genomu. Retrotransposony se tedy mobilizuji mechanismem
,copy and pase“ a na rozdil od transposont jejich aktivitou nardsta pocet jejich kopii
v genomu. Retrotransposony se dale déli na LTR a non-LTR, a to podle obsahu dlouhé
terminalni repetice (LTR jako ,,long terminal repeat®) (Kazazian 2004; Beauregard 2008).
LTR retrotransposony jsou ve své struktufe a zivotnim cyklu podobné retrovirim, protoze
stejné jako retroviry maji geny gag a pol, stim, ze na rozdil od retroviri U nich nebyva
ptitomen funkéni gen env. Vzhledem k tomu, Ze gen env produkuje proteiny virového obalu,
které jsou u retrovirli nutné pro formaci infekéniho virionu, LTR retrotransposony na rozdil
od retrovirl nejsou schopny tvofit infekéni viriony, které umoznuji Sifeni infekce z bunky do
buriky, a jsou tak omezeny v pohybu pouze v ramci bunky (Finnegan 2012). Pfedpoklada se,
7e LTR retrotransposony vznikly z retrovirli ztratou genu env.

Pohled na tlohu mobilnich elementli v ramci hostitelského genomu se riizni, a to
piredevsim od vnimani elementi jako Cisté parazitickych sekvenci s €isté negativnim efektem
na hostitele, jako je mutageneze ¢i genomova nestabilita, které nastavaji pohybem elementi
po genomu, az po mutualisticky vztah mezi hostitelem a clementem (Mufioz-Lopez a
Garcia-Pérez 2010). Telomerické mobilni elementy drozofily jsou nicméné dosud jediné
znamé mobilni elementy, které jsou zcela zasadni pro udrzeni zivotaschopnosti svého
hostitelského organismu (Mason a kol. 2008) a Ize tak v nich spatifovat piimo exklusivni
piiklad domestikace mobilnich elementli svym hostitelem.

Drozofili telomerické mobilni elementy spadaji do kategorie non-LTR
retrotransposontl. Dosud byly identifikovany tfi typy téchto elementl, a to HeT-A, TART a
TAHRE , které jsou souhrnné oznacovany jako HTT elementy (Biessmann a kol. 1990; Levis
a kol. 1993; Abad a kol. 2004a; Mason a kol. 2008). HTT elementy jsou V telomerach
zastoupeny Vv riazném poctu a seskupeni a svou retrotranspozici, ktera je vedena specificky ke
konctim chromozomil, kompenzuji telomerické zkracovani (Mason a kol. 2008; Capkova
Frydrychova a kol. 2009). Telomericka oblast, ktera je slozena z téchto retroelementt, Se
zkracené nazyva HTT oblast, s tim, Ze délka HTT oblasti je odvisld od chromosomu a li$i se
mezi ruznymi populacemi ¢i individui (Abad a kol. 2004b; Golubovsky a kol. 2001;
Melnikova a Georgiev 2002).



Mechanismus telomerické transpozice se uskutecnuje v nekolika krocich. Prvnim
krokem je transkripce retroelementti. Transkripty v podobé mRNA jsou smérovany ven
Z jadra do cytoplasmy, kde jsou translatovany do polypeptidu Gag. U elementd TART a
TAHRE je také translatovana reverzni transkriptdza. Po tomto kroku se Gag protein vaze
k jednotlivym transkriptim retroelementl a takto vznikly komplex je nasmérovan zpét do
jadra. V jadie je RNA pripojena ke konci chromosomu. Reverzni transkriptdza vyuziva
volné hydroxylové skupiny na 3’konci chromosomu a pfevadi RNA na DNA v procesu
reverzni transkripce (George a Pardue 2003; Biessmann a Mason 2003).

Nejprostudovang€jsim telomerickym elementem drozofily je element HeT-A. Element
HeT-A ma délku piiblizn¢ 6kbp (Pardue a kol. 2005) a jeden otevieny ¢teci ramec (ORF)
kodujici protein ,,GAG-like. Element si tedy nekdduje vlastni reverzni transkriptazu;
reverzni transkriptaza je patrné vyuzivana z dalSich dvou telomerickych element. HeT-A ma
neobvyklou 3 'nepiekladanou oblast, na jejimz 3°konci je lokalizovan promotor transkribujici
sousedni telomericky element, coz znamena, Ze element HeT-A neni transkribovan
z vlastniho promotoru (Danilevskaya a kol. 1997; Pardue and DeBaryshe 2003). Element
TART, o délce 10-12 kbp, obsahuje dva oteviené ¢teci ramce ORF1 a ORF2 (geny gag a
pol). ORF1 koéduje protein GAG a ORF2 ma doménu jak pro endonukleazu, tak i pro
reverzni transkriptazu. TART elementy jsou na rozdil od HeT-A transkribované z obou
vlaken DNA, ze dvou promotoru jako ,,sense* a ,,anti-sense“. Anti-sense RNA transkriptl
se produkuje 10x vice nez ,,sense” (Danilevskaya a kol. 1999), ov§em funkce téchto ,,anti-
sense” transkriptti je zatim neznama (Abad a kol. 2004a). Element TAHRE (Telomere-
Associated and HeT-A Related Element) koduje reverni tranksriptazu a endonukleazu (Abad
a kol. 2004a; Shpiz a kol. 2007).

1.4. PROTEINOVA STRUKTURA TELOMER

Proteinové struktura telomer, stejn€ tak mechanismus jejiho fungovani, byly popsany
hlavné u savci. Lidska telomera je 9-15 kb dlouha (Moyzis a kol. 1988), obsahujici na 3°
konci jednovlaknovy TTAGGG piesah, ktery dosahuje 200-300 nt. Tento piesah invaduje do
dvouftetézcové telomerické sekvence a tvofi tak struktury zvané t-smycka a d-smycka, které
se povazuji za souéast ochrany chromosomu pied chromosomalnimi fuzemi (Griffith a kol.
1999, de Lange 2004). Stabilita sav¢ich telomer je dana komplexem proteinti specifickych k

telomeram, nazvaného jako ,shelterin complex™ (de Lange 2005), stim, ze poskozenim



komplexu nastava aktivizace reparacnich procesti a dochéazi ke vzniku chromosomalnich
fuzi. Hlavnimi soucastmi shelterinového komplexu jsou proteiny TRF 1 (telomeric repeat-
binding factor) a TRF 2, které se vazi k dvoufetézcové telomerické DNA (Chong a kol.
1995; Broccoli a kol. 1997). Dalsim proteinem komplexu je POT 1 (protein protection of
telomeres), navazujici se k jednofetézcovému piesahu DNA a interagujici S TPP1
(tripeptidyl peptidase) (Smogorzewska a de Lange 2004; Wang a kol. 2007). Rap 1
(repressor activator protein 1) se vaze k TRF2 (Li a kol. 2000). TIN2 (TRF1- interacting
nuclear factor 2) je hlavni komponentou komplexu interagujiciho s TRF1, TRF2 a TPP1
(Kim a kol. 1999; O'Connor 2006). Proteiny TRF1,TRF2 a POT 1 se vazi pfimo na
TTAGGG opakovani, zatimco TIN2, TPP1 a Rapl se Kktelomeram vazi protein-
proteinovymi interakcemi a slouzi pro stabilizaci celého telomerického komplexu. Pomoci
interakce mezi proteiny komplexu a DNA, a to ptedevsim s TRF2, je DNA ohnuta do d- a t-
smycky (Stansel a kol. 2001).

Obdoba savciho shelterinu se u drozofily nazyva terminin. Zasadni rozdil mezi
shelterinem a termininem je ve vazbé komplexu k DNA, terminin se totiz k DNA, na rozdil
od shelterinu, vaze sekvenéné nespecificky a mize se tak formovat na jakémkoliv
chromosomalnim konci, tedy i na konci s netelomerickou sekvenci DNA. Diky tomuto,
ztrata telomerické sekvence u drozofily, na rozdil od savcl, nemusi vést k chromosomalnim
fizim a nasledné genomové nestabilité (Capkova Frydrychova a Mason 2013). Terminin je
slozen z proteint HOAP, HipHop, Moi a VER. Tyto proteiny jsou lokalizovany pouze
Vv telomerické oblasti a znama je jejich role piedevsim v prevenci telomerickych fuzi (Raffa a
kol. 2011). Kromé proteint shelterinového ¢i termininového komplexu, jsou v telomerach
identifikovany dalsi proteiny. Tyto proteiny se ale na rozdil od proteini shelterinu a
termininu vyskytuji jak v telomerickych, tak i netelomerickych oblastech a pii srovnani
drozofilich a lidskych telomer vykazuji ur¢ité homologie. Jedna se napt. o proteiny Rad 50,
Mre 11, ATM kinaza, UbC D1, Ku70/80 (Cenci a kol. 2005), coz jsou sice proteiny hrajici
roli pfi ochran¢ telomer proti vzijemnym fizim, ale jinak se také jednd o proteiny, které se

obecn¢ Ucastni procest pii reparaci poskozené DNA

1.5. TELOMERY V PRUBEHU EVOLUCE

Ackoliv je telomerdzovy systém vice méné konzervativni, v pribé¢hu evoluce

nescetnekrat doslo ke zménam Vv ptivodnim motivu telomerické repetice. Naptiklad motiv



(TTAGGG)n, jenz je ptitomen u cloveéka a je nazyvan také jako obratlovéi motiv, je
klasickou telomerickou sekvenci spole¢nou nejen pro obratlovce a vétSinu metazoi (Moyzis
a kol. 1988; Meyne a kol. 1989; Traut a kol. 2007), ale také pro houby a améby (Fulneckova
a kol. 2013). Mezi zivocichy je sekvence (TTAGGG)n stabilni mezi druhotistymi (Gomes a
kol. 2011), avSak mezi prvoustymi se jiz ponékud méni (Mason a kol. 2011). Naptiklad u
kmene Nematoda se vyskytuje motiv (TTAGGC), a u Onychophora, Mollusca a Annelida je
motiv (TTAGGG)n. Rozsahlé studie byly provedené také u ¢lenovcet, jejichz hlavnim
telomerickym motivem je sekvence (TTAGG)n (Obr. 1). U hmyzu je sekvence (TTAGG)n
nejspiSe ptivodni, avSak nejméné 15 krat doSlo v pribehu evoluce k jeji ztraté. Jak se zda,
tento motiv je zachovan u primitivniho bezkfidlého hmyzu, jako jsou Archaeognatha a
Zygentoma, a také u nizSich zastupct Neoptera (Plecoptera, Phasmida, Orthoptera, Blattaria,
Mantodea a Isoptera) s vyjimkou u Dermaptera a Heteroptera. Pifekvapivé vSak nebyl motiv
nalezen u nizSich kiidlatych (Palacoptera: Ephemenoptera a Odonata). Pfitomnost motivu
TTAGG u skupiny Endopterygota je znac¢né heterogenni, motiv byl zde nalezen u
Hymenoptera (blanokiidli), Lepidoptera (motyli), Trichoptera (chrostici), Megaloptera
(stiechatky) a nékterych druhd broukd (Coleoptera) (Frydrychova a kol. 2004).

U fady hmyzich taxont se telomerickou sekvenci dosud nepodafilo identifikovat
S tim, ze nepritomnost dané sekvence muze byt spjata s pfechodem sekvencniho motivu na
jiny, nicméné se zachovanim telomerazového systému. Nebo naopak mohlo dojit ke ztraté
telomerazy a jeji ndhrad¢ alternativnim kompenzac¢nim mechanismem. Lze predpokladat, ze
alternativni mechanismy se vyvinuly jako zéachrana v situacich, kdy je funkce zakladniho
mechanismu porusena nebo se zcela vytratila. Pravdépodobné piiklady upIné ztraty
telomerazy a jejiho nahrazeni alternativnim mechanismem V prubéhu evoluce jsou patrné
pravé u zastupcu dvoukiidlych a zvlastnim piipadem je bourec moruSovy (Bombyx mori),
ktery sice vykazuje telomerickou sekvenci (TTAGG)n, jez klasicky byva prodluzovana
telomerazou, av$ak piitomnost telomerazy u bource prokazana nebyla. Muzeme tedy
predpokladat, ze sekvence (TTAGG), u bource je udrzovana jinym, alternativnim
mechanismem (Fujiwara a kol. 2005; Mason a kol. 2016).

Kratké telomerické repetice udrzované telomerazou jsou viceméné povazovany jako
ancestralni telomericka struktura, ¢i pfi nejmen$im jSou vnimany jako témef normativni
struktura telomery. A naopak, telomerické satelity ¢i retrotransposony, popisované u
nevelkého poctu organismtl, jsou shleddvany jako vyjimka z pravidla. Nicméng, jak uvadi
Mason a kol. (2016), diky fadu dvouktidlych si mizeme na danou problematiku dovolit i

trochu jiny nahled. U dvoukiidlych nebyla telomeraza objevena u zadného z dosud
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testovanych druhd, naopak byly zde, a to hned u nékolika vzdalenych druht, objeveny dva
rizné alternativni mechanismy telomerické kompenzace. Vzhledem k tomu, ze dvoukiidli
zaujimaji ptiblizné 15 % druhti z celkového poctu vsech zivocisnych druhti, nemusime
absenci telomerazy z celkového pohledu nutné chapat jako zanedbatelnou vyjimku, a nota
bene, kdyz motiv kratké telomerické sekvence nebyl nalezen ani u fylogeneticky piibuznych
skupin dvoukftidlych, tj. u blech (Siphonaptera) ¢i srpic (Mecoptera) (Mason a kol. 2016).
Existuji dohady o tom, Ze sekvencni piibuznost reverzni transkriptazy nalezené u
telomerického elementu TART drozofily, se sekvenci katalytické podjednotky savci
telomerazy, by mohla naznacovat spole¢ny ptivod telomerazového systému s telomerickymi
elementy (Mason et al. 2016). Porovnanim fylogenetickych vztahd uvniti hmyzu 1ze dospét
k zavéru, ze ke ztraté telomerazového systému a jeho nahradé telomerickymi elementy doslo
uz zhruba pted 260 miliony lety, a to u piedkt dvouktidlych jesté pted jejich oddélenim od
rada blech a srpic. Nicméné bez jakychkoliv spekulaci je diky pravé piikladu evolucné
uspeésného tadu dvoukiidlych ziejmé, ze telomerdza neni pro evoluci kriticky nutnd a Zivot

se obejde i bez jeji pfitomnosti (Fujiwara a kol. 2005; Mason a kol. 2016).

1.6. TELOMERICKA AKTIVITA PRI STRESOVYCH PODMINKACH

Na zaklad¢ Cetnych studii je ¢im dal intenzivnéji diskutovano o vzajemném propojeni
mezi starnutim organismu, oxida¢nim stresem, funkci telomer a vznikem tady civiliza¢nich
onemocnéni (Artandi a DePinho 2009). Oxida¢ni stres je povazovan za jednu
z nejdulezitéjSich pricin starnuti (Milton a Sweeney 2012) a vzniku rozliénych lidskych
nemoci. Se starnutim a vznikem riznych onemocnéni je taktéz spjata telomerickd délka a
aktivita telomerazy a nadto je zndm také vliv oxidacniho stresu na zkracovani telomerické
délky (von Zglinicki et al. 2000; von Zglinicki 2002). Lze piedpokladat, ze pusobeni téchto
jevl v organismu je navazano k rozlicnym fyziologickym procesum, jejichz kombinace
vV organismu méni nastolenou homeostazi. Jako ptiklad lze uvést praci Romano a kol.
(2013), v niz byl studovan vliv pisobeni riznych agens na telomerickou délku kvasinek, a
kde se zjistilo, ze napf. alkohol a kyselina octova telomery prodluzuji, zatimco kofein a
vysoké teploty je naopak zkracuji. Prace naznaCuje, Ze telomericka délka a aktivita
telomerickych kompenza¢nich mechanismit umoziuji byti modulovany V zavislosti na
vnéjsich faktorech, které v organismu méni homeostazi, Stim, ze zména je zavisla na

koncentraci a mnozstvi pusobici stresové latky a muze byt pouze docasna. Bylo totiz



pozorovano, ze po odeznéni vlivu podané latky se telomery vraci na svou pivodni délku, coz
naznacuje spiSe fyziologickou nez genetickou odpovéd na stres (Romano a kol. 2013).
Dalsim ptikladem vlivu vné&jSich stresovych podminek jsou telomery pakomara rodu
Chironomus, které jsou tvofené satelitni sekvenci udrzovanou homologni rekombinaci a
které po pusobeni teplotniho stresu vykazuji nartst transkripéni aktivity (Martmez-Guitarte a
kol. 2008). Vyznamné pusobeni na telomerickou délku je obecné znamé u oxidativniho

stresu.

1.7. OXIDATIVNI STRES

Oxidativni stres v organismu nastava plisobenim volnych kyslikovych radikala, a to
nejcastéji superoxidového radikélu a hydroxylového radikdlu. Oxidativni stres je porusenim
bunééné rovnovahy mezi produkeci volnych kyslikovych radikalid a jejich pfirozenym
odbouravanim prostiednictvim antioxida¢nich mechanismti v organismu (Sies 1997). Zdroje
volnych radikali mohou byt exogenni, tedy piichazejici z vnéjSiho prostredi, jako je
ioniza¢ni zafeni ¢i chemické Skodliviny v podob¢ syntetickych sloucenin kovii, pesticidii, ¢i
jinych organickych chemikalii, nebo endogenni vznikajici bunénym metabolismem.
Celkové nejvyznamnéjSim zdrojem volnych kyslikovych radikali je proces oxidativni
fosforylace v mitochondriich (Bandy a Davidson 1990; Halliwell and Gutteridge 1989).
Volné kyslikové radikaly plni fadu dilezitych fyziologickych roli v organismu, jako je
napftiklad jejich ucast na obrané organismu vuci patogentim ¢i detoxikace xenobiotik pomoci
cytochromu P450 (Bokoch a Knaus 2003; Halliwell a Gutteridge 1989; Ahmad a Pardini
1990; Surai 2003) nebo jsou volné kyslikové radikaly vyuzivany jako signalni molekuly,
naptiklad je zndma jejich role v procesu uceni a paméti (Milton a Sweeney 2012). Vzhledem
k negativnim aspektim pusobeni volnych kyslikovych radikald (volné radikaly totiz
vzhledem ke své radikalové podstaté napadaji okolni molekuly a struktury) je tieba hladinu
volnych kyslikovych radikalt udrzovat v organismu na urcité optimalni tirovni. Ke snizovani
hladiny volnych kyslikovych radikalii organismus vyuziva Cetné antioxida¢ni mechanismy,
které jsou zalozeny jak na enzymatickém, tak neenzymatickém plisobeni. Zakladnimi
mechanismy antioxidacni obrany je aktivita superoxid dismutazy, ktera katalyzuje dvé
molekuly superoxidového radikalu na kyslik a peroxid vodiku, a katalazy, ktera slouZzi ke

St€peni peroxidu vodiku na kyslik a vodu. Jako antioxidanty mohou fungovat cetné



molekuly, jako je vitamin C a E ¢i glutathion (Racek a Holecek 1999; Halliwell a Gutteridge
1999).

Negativni pasobeni volnych kyslikovych radikdli na struktury organismu je
nepieberné. Volné kyslikové radikaly narusuji signalni drahy, které kontroluji bunécny rist a
buné¢nou apoptézu (Giorgio a kol. 2007), poskozuji bunky cestou oxidativni modifikace
membranovych lipidl, proteinti (Seehafer a Pearce 2006; Terman a Brunk 2006; Janero
1990), DNA (Halliwell and Gutteridge 1989; Sies 1991) a rovnéz byl zjistén jejich vliv na
snizeni aktivity synaptickych a mitochondridlnich transkriptd. Oxidativni poSkozeni se
odréazeji na zménach morfologické struktury, jak je patrno naptiklad u dendritickych bunck,
u nichZ pusobenim oxidativniho stresu dochazi ke zmén¢ jejich poctu a hustoty (Dickstein a
kol. 2007). Je znamo, ze za vznikem fady civilizaénich onemocnéni, a predevsim téch
z kategorie neurodegenerativnich, stoji ptisobeni volnych kyslikovych radikalt (Valko a kol.
2007).

Specialni zietel je bran na genotoxické pusobeni oxidativniho stresu, a to predevSim
na pusobeni volnych kyslikovych radikali v telomerické oblasti. Plisobenim volnych
kyslikovych radikali dochazi k oxidativnim modifikacim bazi DNA, které méni parovaci
potencial danych bazi. Nejcastéji oxidativné modifikovanou bazi je 8-oxoguanin, ktery vede
k chybnému parovani s adeninem. U cClovéka je 8-oxoguanin opravovan pomoci DNA
glykosylazy OGG1, jez vytvari jednotfetézcové zlomy jako intermediaty béhem opravného
procesu. Nicméné, specifickd chromatinova struktura telomer snizuje efektivitu opravnych
mechanismi v telomerach, takze ve zvySené mife zistavaji jednofetézcové zlomy, které
vznikaji ptsobenim OGG1, neopraveny. Béhem nasledné replikace DNA, kdy se vytvaii
replikacni vidlicka, fetézec DNA, ktery distalné ptiléha k jednofetézcovému zlomu, odpada
(Houben a kol. 2008; Oikawa a Kawanishi 1999; Kawanishi a Oikawa 2004). Oxidativni

stres tedy vyznamnym zpisobem urychluje telomerické zkracovani.

1.8. MOBILNi ELEMENTY JAKO MECHANISMUS ADAPTACE KE STRESOVYM
PODMINKAM

Obecné je znam genotoxicky U€inek mobilnich elementl na jejich hostitelskou DNA.
Plsobenim mobilnich elementii, resp. transpozici mobilnich elementi na novad mista
genomu, dochézi k rozlicnym genetickym zménam, které lze souhrné definovat bud’ jako

inaktivace genové transkripce, zména urovné genové transkripce ¢i produkce nefunkéniho
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proteinu. Dale se miize jednat o chromosomalni pfestavby vinou nerovnomérného crossing-
overu, kdy dochazi k rekombinaci mezi sekvenéné podobnymi elementy, lezicimi ovSem na
nehomolognich lokusech genomu (Kidwell a Lisch 2001; Moran a kol. 1999; Sayah a kol.
2004; Prak a Kazazian 2000). Vsechny uvedené zmény mohou zcela zasadné snizit
zivotaschopnost hostitele a ve svém dusledku tak i ohrozit existenci samotnych mobilnich
elementl. Je proto logické, Ze, jak u hostitele, tak mobilnich elementt, byly vyvinuty
strategie, jak témto dopadim piedchazet ¢i je mirnit na Gnosnou mez (Mufioz-Lopez a
Garcia-Pérez 2010). Prikladem je ptednostni vkladani nékterych typl transposonti do
neesencialnich oblasti genomu, jako je heterochromatinova oblast (Kidwell 1991; Pimpinelli
a kol. 1995; Dimitri a kol. 1997; Ikeda a kol. 2007). Nebo koncentrace aktivity mobilnich
elementii do zarode¢né linie ¢i raného embryonalniho stadia, kde mohou byt Skodlivé
mutace bez pozdé€jSich nasledkt odstranény (Levitt a Emmons 1989; Calvi a Gelbart 1994;
Kano a kol. 2009). Na stran¢ hostitelskych organismt je to redukce exprese mobilnich
elementti pomoci metylace DNA (Dennis a Brettell 1990; Barlow 1993; Yoder a kol. 1997,
Bourc'his 2004), rizné mechanismy zalozené na RNA interferenci (Obbard a kol. 2009) ¢i
reakce specifickych proteind s mobilnimi elementy (Engels 1996; Schumann 2007; Stetson a
kol. 2008). Na druhé strané mutze byt mezi hostitelem a elementem nastolen stav
mutualismu, kdy ob¢ strany profituji z ptitomnosti druhého (Munoz-Lopez a Garcia-Pérez
2010).

Jiz ptedstava Barbary McClintockové (1984), ktera byla objevitelkou mobilnich
elementt, vedla k tomu, Ze mobilni elementy mohou vystupovat jako elementy modifikujici
genetickou odpovéd’ organismu na vystaveni urcitym stresovym podminkam. To ale za
piredpokladu schopnosti mobilnich elementii umét se zaclenit do konkrétniho mista
Vv genomu, resp. vytvoiit specifickou genetickou modifikaci v genomu, ktera by byla
adekvatni k nastalym podminkdm (Mourier 2014). Aktivita mobilnich elementl po
vystaveni stresovym podminkam je vskutku znama jiz n€jakou dobu (Arnault a Dufournel,
1994; Capy a kol. 2000; Garcia Guerreiro 2012) a je vnimana jako ptimy dtsledek ¢i reakce
na konkrétni stres, a tedy ne jen jako nepiimy produkt vyvolany bunéénou nerovnovdhou
(Mourier 2014). Napiiklad u komara pisklavého (Culex pipiens) byla popsana rezistence ke
specifickému toxinu, ktera se vytvofila inaktivaci genu pro receptor cpml, a to integraci
mobilniho elementu (Darboux a kol. 2007). Dalsim ptfipadem je zkraceni genu CG10618
pomoci mobilniho elementu a nasledné zvyseni rezistence k organofosfatovym pesticidim u
drozofily (Aminetzach a kol. 2005). Skvélym piikladem mutualismu mezi mobilnim

elementem a jeho hostitelskym genomem je gen L1TD1. Tento gen, jenz se nachazi u
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¢loveka, je odvozen z LINE-1 retroelementu a hraje dilezitou roli v udrzeni pluripotence.
Gen pochdzi pivodné¢ z obdobi evoluce mysi a primatt, kdy hral pravdépodobné roli
Vv obran¢ pravé proti LINE-1 elementim (McLaughlin 2014).

Lze rovnéz predpokladat, ze k uplatnéni selekéni vyhody nedochazi jen pii ptechodu
Z generace na generaci, ale Ze adaptacni proces ke zménénym podminkam a néasledna selekce
muze probihat i v rdmci somatickych bunék daného jedince. Z hlediska studia je bohuzel
nevyhodou to, Ze tyto zmény jsou, az na vyjimku klondlnich amplifikaci u nadorovych
bunék, dosud jen stézi technicky odhalitelné (Mournier a kol. 2014). Piesto Ize z pohledu

evoluce ptinos mobilnich elementl vnimat vic nez ptiznive.

Archeognatha (chvostnatky)
Zygentoma (Supinusky)

HMYZ
Palej_t‘era|

Isoptera (termiti)
‘IE Blataria (Svabi)
Mantodea (kudlanky)
— Plecoptera (posvatky)
_1: Orthoptera (rovnokfidli)
Phasmida (strasilky)
Psocoptera (pisivky)
— Thysanoptera (tfasnokridli)
— Sternorrhyncha (m3icosavi)
_|: Auchenorrhyncha (kFisi)

ptera

Neoplatera
Paraneo
1

Coleoptera (brouci)
— _E Megaloptera (stiechatky)

1

_ETrlchoptera (chrostici)
Lepidoptera (motyli)

Endopterygota
|

Hymenoptera- Apocrita ——Apoidea (vcely)
L— Vespoidea(vosy)

Obr. 1. Distribuce telomerické sekvence TTAGG u hmyzu. Telomericka sekvence TTAGG byla
potvrzena u hmyzich tada, které jsou vyznaceny Cerné, naopak u hmyzich tadt znazornénych v Sedé

barvé sekvence nalezena nebyla.
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2. Hypotézy a cile

Telomerazovy systém je chapan jako vice méné konzervativni mechanismus
telomerické kompenzace, s tim, Ze existuje bezpocet prikladti zmén telomerické sekvence,
které nastaly v prib&hu evoluce, av§ak vétSinou se zachovanim telomerazového
kompenzac¢niho mechanismu. Ptikladem relativné Castych ztrat v prubéhu evoluce je
sekvence TTAGG. Presto, ze se tato telomericka sekvence u hmyzu jevi jako nejcastéjsi a
také i jako piivodni, byla v pribéhu evoluce hmyzu ztracena mnohokrat (Frydrychova a
Marec 2002; Frydrychova a kol. 2004). Sekvence ¢i telomerické systémy, které nahradily
ztratu sekvence TTAGG V jednotlivych piipadech ovSem nebyly vétsinou identifikovany.

Pro mapovani sekvence TTAGG v telomerdch hmyzu bylo provedeno nékolik
extensivnich studii, ovSem je tfeba dodat, Ze v nckterych studiich byla pro mapovani
telomerické sekvence vyuzita jen Southernova hybridizace, namisto jeji kombinace s in situ
hybridizaci, a nelze tak vzdy zcela vétit v deklarovany pozitivni nalez sekvence. Na zakladé
metodickych nedostatki nebylo také zcela presvédCivé, ze nalezené motivy jsou skuteéné
tou deklarovanou telomerickou sekvenci a nejedna se jen o pouhé relikty kdysi funkénich
sekvenci ¢i dokonce subtelomerické sekvence, tak jak to Ize ostatné pozorovat na piikladu B.
mori (Mason a kol. 2016; Frydrychova a kol. 2004; Takahashi a Fujiwara 1999). Rovnéz je
tfeba zminit ¢asto nizky pocet vyhodnocenych druhi, které byly vybrany k jednotlivym,
¢asto pomerné obsahlym taxoniim, jako referencni.
studiemi jako telomerickd sekvence u zastupcii hmyzich tadl, je doplnéna pifisluSnym
telomerazovym systémem a takto ovéfit, ze TTAGG sekvence je u testovanych taxont
skute¢nou a funkéni telomerickou sekvenci.

VSe nasvédCuje tomu, ze alternativni mechanismy telomerické kompenzace se
vyvinuly jako zéichrana v kritickych momentech, kdy byla funkce telomerdzy, jako
zakladniho mechanismu telomerické kompenzace, porusena nebo se zcela vytratila.
Telomerické elementy drozofily jsou jednim z ptikladl alternativnich mechanismt, které
pfevzaly funkci telomerdzy, a to bud’ jako nasledek ztraty telomerazy c¢i ztraty kratké
telomerické sekvence, k niz je aktivita telomerazy vazana (Mason a kol. 2016). Telomerické

mobilni elementy drozofily jsou jediné dosud znamé mobilni elementy, které svému
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hostitelskému organismu poskytuji zcela prospésnou a pro zivot klicovou funkci. Je zndmo,
ze mobilni elementy mohou byt aktivovany stresovymi podminkami (Mourier a kol. 2014), a
tudiz lze spekulovat o tom, ze u drozofily mohly mobilni elementy pievzit svou
telomerickou funkci pfi své aktivaci, ktera byla iniciovana pusobenim néjakého stresového
faktoru. Pasobeni volnych kyslikovych radikald, a potazmo oxidac¢niho stresu, ktery jejich
vlivem vznika, patii k vyznamnym stresovym faktorim prostfedi. Je obecné znamo, ze ataky
volnych kyslikovych radikali na telomerickou oblast vedou Kk vyznamné akceleraci
ptirozeného telomerického zkracovani (Von Zglinicki 2002). Na druhou stranu je tieba
dodat, Ze telomerickd eroze vlivem oxidacniho stresu byla experimentalné ovéfena jen
pti akutni expozici relativné vysokych davek oxidaénich agens (Kawanishi a Oikawa 2004),
naopak chronické plisobeni mirnych davek ¢i subletdlnich davek zistava nejasné. Lze se
rovnéz tézat, jestli ptisobni nizkych davek volnych radikalii mlZe na telomery plsobit
hormetickym efektem. Hormeze je totiz jev, kdy pisobenim velmi nizkych davek skodlivych
chemickych, fyzikalnich ¢i biologickych agens dochazi v organismu Kk prospésnému a
vitalit¢ stimulujicimu Gc¢inku, a to navzdory tomu, Ze piisobeni vyssi koncentrace danych
latek je pro organismus toxické ¢i letalni (Calabrese 2004; Mattson 2008).

Cil prace: Dalsim cilem této disertaéni prace bylo proto zjistit, jestli aktivita
drozofilich telomerickych mobilnich elementi muize byt ovliviiovana chronickym
pusobenim nizkych davek volnych radikalti a ptipadné urcit, jestli vhodné zvolené nizké
davky volnych radikald mohou u drozofily ¢i Vv jejich telomerach vyvolavat hormeticky

efekt.
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3. Vysledky

Publikované vysledky jsou prezentovany dvéma publikacemi, nepublikované
vysledky jsou zpracovany ve formé rukopisu. Celé znéni publikaci a rukopisu je uvedeno

v sekci 7. Publikace a Rukopis.

3.1. Publikacecd.|

Korandova M., Kra¢ek T., Vrbova K. a Capkova Frydrychova R. (2014). Distribution of
TTAGG-specific telomerase activity in insects. Chromosome research. 22(4): 495-503.

Abstrakt. Telomery u vétSiny eukaryot obsahuji tandemové uspofadané kratké repetitivni
sekvence DNA, stim, ze u hmyzu je nejcastéjsi telomerickou sekvenci (TTAGG)n.
Nejcastéji jsou telomery udrZzovany pomoci enzymu telomerdzy, specialni reverzni
transkriptazy, jez dopliuje telomerické repetice K telomerickym koncim. Testovali jsme
telomerazovou aktivitu u 15 hmyzich druhii z 12 hmyzich fadi. Telomerazova aktivita byla
odhalena u tada Isoptera, Blattaria, Lepidoptera, Hymenoptera, Trichoptera, Coleoptera a
Sternorrhyncha, naproti tomu u Orthoptera, Zygentoma a Phasmida aktivita telomerazy
detekovana nebyla. Jelikoz jsme telomerazovou aktivitu potvrdili u fylogeneticky odlisSnych
druhd napfi¢ hmyzem, miizeme Kkonstatovat, ze telomerazova aktivita specificka k sekvenci
TTAGG se jevi jako nejbéznéjsi telomericky kompenzacni mechanismus u hmyzu. Pomoci
metody RTQ-TRAP jsme kvantifikovali telomerazovou aktivitu u vyvojové odliSnych stadii
a rozdilnych tkani S§vaba (P. americana). Ukazali jsme, ze telomerazova aktivita se
S vyvojem Svaba sniZzuje. U dospélctl je jeji aktivita nejvyssi v testes a ovariich. Zda se tedy,
7e telomerdzova aktivita je u hemimetabolniho hmyzu spojena s bunécnou proliferaci a

vyvojem organismu.
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3.2. Publikacec. Il

Kricek T., Korandova M., Sery M., Szakosovéa K., Capkova Frydrychova R. (2015). Effect
of low doses of herbicide paraquat on antioxidant defense in Drosophila. Archives of
Insect Biochemistry and Physiology. 88(4): 235-48.

Abstrakt. Paraquat je navzdory velké toxicité stale ve svété Siroce uzivanym herbicidem.
NaSe studie hodnoti dopady paraquatu na antioxida¢ni odezvu a lokomoc¢ni aktivitu u
Drosophila melanogaster. Zkoumali jsme jak enzymatickou, tak transkripéni aktivitu
superoxid dismutazy (SOD) a katalazy. Mouchy byly béhem pokusti vystaveny spektru
koncentraci (od 0.25 uM do 25 mM) po dobu 12 hodin. SOD, jak na transkrip¢ni, tak
enzymatické aktivité, vykazuje bifazickou a na koncentraci zavislou kiivku s maximalnim
naristem pii koncentraci 2.5 puM paraquatu. Podobnou k¥ivku vykazuje i transkripcni
aktivita katalazy. U samct se projevuje vyssi citlivost k psobeni paraquatu, tedy vyssi
umrtnost, zvySena aktivita SOD a vyssi hladina peroxidi V porovnani k samicim. U samic
jsme pii koncentraci paraquatu 2,5 uM objevili také zvySenou lokomoc¢ni aktivitu. ZvySena
citlivost Kk parakvatu byla pozorovana u reprodukcéné aktivnich jedincd, coz podporuje

hypotézu zvysené citlivosti vii¢i stresu jako fyziologické dani z reprodukce.
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3.3. Rukopis

Korandova M., Kruéek T., Szakosova K., Kodrik D., Kiihnlein R. P., Tomaskova J.,
Capkova Frydrychova R. Chronic low-dose pro-oxidant treatment stimulates
transcriptional activity of telomeric retroelements and increases telomere length in

Drosophila. (zaslano do Journal of Insect Physiology)

Abstrakt. Predpoklada se, Ze oxidativni stres, vyvolany zvySenou hladinou reaktivnich
forem kysliku, vyvolava telomerickou erozi. Zatimco vétSina eukaryot se vyrovnava se
zkracovanim telomer pomoci aktivity telomerazy, telomericka ztrata u drozofily je
kompenzovana pomoci retrotranspozice telomerickych retroelementi HeT-A, TART a
TAHRE k chromosomalnim koncim. V této studii jsme testovali efekt chronického
vystaveni much subletalnim davkam paraquatu, coz je sloucenina s redoxnim potencidlem a
schopna vyvolavat oxidativni stres. Expozice much paragatu béhem péti generaci vyustila ve
zvySenou transkripéni aktivitu telomerickych a netelomerickych elementi a prodlouzeni
telomerické délky. Predpokladame tedy, ze vystaveni mirnému oxidativnimu stresu vede
k prodlouZeni telomerické délky v ramci testované populace drozofily. Nartst telomerické
délky lze vysvétlit bud’ adaptaci pfimo vedouci ke stimulaci telomerické extenze, nebo

pozitivni selekci, kterd by favorizovala jedince s del$imi telomerami.
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4. Diskuze

Telomery jsou struktury, které zcela zasadnim zpisobem zajistuji celistvost
genetické informace, a tim také bunce zajist'uji jeji existenci a funk¢nost. Poskozeni telomer
ma za nasledek cetné genomové defekty, znichz nejlépe zdokumentované jsou
chromosomalni fize, které usti v celou Skalu projevii, a to od defektni genetické informace
az po buné¢nou apoptdzu. Telomera funguje jako slozita nukleoproteinova struktura, v niz
jednotlivé komponenty maji V zajisténi funkcénosti celého systému své dulezité a
nezastupitelné opodstatnéni (Blackburn 1991). Timto, destabilizace celého systému muize
byt vyvolana nejenZe celou ztratou, ale i jen snizenim funkénosti jedné z mnoha
telomerickych komponent. To Ize dobfe dokumentovat na ptikladu proteinu HP1, ktery je
soucasti telomerické Cepicky a vliv jeho mutaci, a to i v heterozygotnim stavu, je dobie
patrny na zvysené ¢etnosti chromosomalnich fazi a dalSich s tim spojenych letalnich defektt
(Cenci a kol. 2005).

Ztrata telomery ma obecné pro buiku a potazmo organismus letdlni nasledky, na
druhou stranu, jak bylo prokdzano na mnoha piikladech, ztrata telomerické sekvence a jeji
nahrada sekvenci jinou, ¢i dokonce ztrata telomerazového systému a jeho ndhrada jinym
telomerickym kompenza¢nim mechanismem, nemusi nutné vést k zaniku dané¢ho organismu.
To je patrné zejména na piikladu hmyzu, a to zejména broukt, u nichz evoluce telomerické
sekvence byla spojend mozna az s prekotnymi zménami. Zmény v kompozici telomerické
sekvence brouku se totiz v prub¢hu evoluce odehraly nejméné pétkrat (Frydrychova a Marec
2002; Frydrychova a kol. 2004). Je ticba si uvédomit, ze ztrata telomerické sekvence
v prubéhu evoluce neni pouhou vyménou jedné sekvence za jinou, ale ze zmény
v telomerické sekvenci ssebou piind$i zmény jak ve wvazebné specificit¢ proteinli
shelterinové struktury, tak ptfedev§im systému telomerické kompenzace. Pokud budeme
uvazovat situaci, kdy byl zachovan telomerdzovy systém, ale doSlo ke zméné telomerické
sekvence, pravdépodobné prvotni zménou je zmeéna templitové sekvence telomerdazové
podjednotky, ktera je nasledovand adaptaci shelterinovych proteinii k nové telomerické
sekvenci. Jak uvazuje Mason a kol. (2016), nahrada jedné telomerické sekvence za druhou
je umoznéna v piipadech, kdy proteiny telomerické CepiCky postradaji striktni vazebnou

specificitu k ur¢ité DNA sekvenci. Ptikladem, ktery toto skvéle doklada, je drozofila, jejiz

18



telomery jsou tvofeny smésici tii telomerickych elementl, které jednak vykazuji rliznou
délku a v rdmcei daného typu rovnéz i urcitou sekvencni variabilitu. Komplex termininu, coz
je u drozofily proteinovy komplex svou funkei analogicky shelterinovému proteinu
obratlovct, je schopen se zformovat na jakékoliv sekvenci DNA (Cenci a kol. 2005; Mason
a kol. 2008), coz je divod, pro¢ nahla ztrata koncovych casti telomery drozofily nemusi
nevyhnutelné vést, na rozdil od savci, ke genomové nestabilité a letalnim efektim.

Pfitomnost netelomerazovych systémi telomerické kompenzace mize byt mnohem
obecn¢jsiho charakteru, nez jak se bézné predpoklada. Kratké opakujici se sekvence, které
jsou obvykle v telomerach spjaty s telomerazovym systémem, byly prokazany v telomerach
vétSiny testovanych druhti rostlin a zivo¢ichli (Frydrychova a Marec 2002; Frydrychova a
kol. 2004; Gomes a kol. 2011). Nicmén¢, na piikladu B. mori, u n¢hoz je telomeraza
neaktivni, a to i navzdory pfitomnosti kratké opakujici se sekvenci v telomerach (Sasaki and
Fujiwara, 2000), Ize usuzovat, ze pouha pfitomnost urcité sekvence v telomerach mize byt
pro celkové hodnoceni dan¢ho telomerického typu pfi nejmensim zavadéjici. Navic, Mason
a kol. (2016) na ptikladu fadu Diptera, ktery patii k nejpocetnéjsim fadiim zivoc¢ichi a jehoz
zastupci nahradili telomerazovy systém dvéma ruznymi systémy, ukazuje, ze pfitomnost
telomerazy neni pro existenci zivota tak zasadni, jak je obvykle chapano. Tim se otvira
prostor pro spekulaci, jak to s obecnosti telomerazového systému vlastné je.

Jednim z cili diserta¢ni prace bylo ovéfeni piitomnosti telomerazového systému
specifického k hmyzi telomerické sekvenci TTAGG u vybranych jedenacti hmyzich fada,
které v diivéjSich studiich prokazaly ptitomnost telomerické sekvence TTAGG
(Frydrychova a Marec 2002; Frydrychova a kol. 2004). Dle ptvodniho piedpokladu, ne
vSechny testované tady vykazaly ptitomnost TTAGG-telomerazového systému, protoze
absence tohoto systému byla zaznamenana u Zygentoma (rybenky), Orthoptera (rovnokiidli)
a Phasmida (straSilky) (Korandova a kol. 2014). To zcela jasné potvrzuje, Ze pouha
ptitomnost telomerické sekvence nemtize byt jedinym ukazatelem ptislusného telomerického
systému. Lze ptedpokladat, ze telomerickd sekvence, kterd se V telomerach vyskytuje,
navzdory absenci specifického typu telomerazy, muze byt pouhou reliktni sekvenci, zbylou
po zaniklém telomerickém systému, pfipadné se mize jednat o subtelomerické sekvence,
které byly mylné€ vyhodnoceny jako telomerické. V piipadé¢ zminénych fadi Zygentoma,
Orthoptera a Phasmida, TTAGG-telomeraza tedy prokazana nebyla, nicméné zistava
otazkou, zda v téchto fadech doslo k pouhé zméné v templatové sekvenci telomerazy, nebo
naopak ztraté celého telomerdzového systému. Jak se zda, tak napiiklad u Hymenoptera

doslo pravdépodobné také ke ztraté telomerického systému specifického k (TTAGG)n
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sekvenci u tfinacti z doposud patnacti studovanych ¢eledi Menezes a kol. (2017). Tito autofi
navrhuji teorii ztraty telomerického motivu jiz u ptedkd Apocrita, nebo dokonce jiz u predkt
Hymenoptera, s naslednou obnovou u dvou celedi Formicidae a Apidae. U Coleoptera je
situace obdobnad, i zde postradda mnoho zastupct klasickou hmyzi sekvenci a také se zda, ze
sekvence TTAGG byla ztracena osmkrat v prubéhu evoluce tohoto tadu (Frydrychova a
Marec 2002). Klasicky telomericky motiv se viibec nevyskytuje u 8 z 19 testovanych celedi.
U tfi blizce pfibuznych celedi (v ramci nadceledi Tenebrionoidea) byla hmyzi sekvence
nahrazena motivem (TCAGG), (Mycetophagidae, Tenebrionidae a Meloidae) (Mravinac a
kol. 2011; Frydrychova kol. 2002; 2004; Mason a kol. 2016).

V nékterych piipadech mohou alternativni mechanismy sekundovat hlavnimu
mechanismu telomerické kompenzace, tak jak je pozorovano v pfipadé homologni
rekombinace u c¢lovéka ¢i kvasinek jako alternativy k telomeraze, nebo jako alternativy
k retrotranspozici u drozofily (Mefford a Trask 2002; Biessmann a Mason 2003; Mason a
kol. 2011, 2008). Do jaké miry se alternativni mechanismy Vv téchto piipadech uplatiiuji na
celkové telomerické kompenzaci, neni =zatim zcela jasné, nicméné s velkou
pravdépodobnosti slouzi tyto mechanismy nejspiSe pouze jako dopln€k telomeraze.
Telomeraza se totiz na zakladé vSech dat, kterd v soucasné dobé mame, jevi jako ptivodnim,
ancestralnim mechanismem telomerické kompenzace (Frydrychova a kol. 2004; FulneCkova
a kol. 2013; Gomes a kol. 2011; Traut a kol. 2007), coz je ostatné podpoieno i vysledky této
diserta¢ni prace (Korandova a kol. 2014). Lze ptfedpokladat, Ze telomeraza je v organismech
doprovazena alternativnim mechanismem, ktery pfebira roli hlavniho mechanismu za
urc¢itych stresovych podminek, coz si Ize dost dobie piedstavit na piikladu drozofily a jejich
telomerickych elementi.

Vysledky této disertacni prace jasn¢ ukazuji, ze aktivita telomerickych mobilnich
elementll a tim 1 telomerickd délka je zvySovana piisobenim nizké koncentrace volnych
kyslikovych radikala (Korandova a kol., zaslano do ¢asopisu), coz jsou agens, ktera
V obecném povédomi telomery spi§ zkracuji, nez prodluzuji, a kterd pii svych vysokych
koncentracich mohou vést az k chromosomalnim zlomtm, tedy i ztraté telomer (Proctor a
Kirkwood 2002). Aktivace mobilnich elementti volnymi kyslikovymi radikaly podporuje
teorii, ze telomerdza mohla byt u drozofily nahrazena mobilnimi elementy pravé pii
pusobeni  oxida¢niho stresu. Vlivem oxida¢niho stresu jednak mohlo dojit ke ztraté
telomerickych sekvenci, které jsou mimo jiné limitujicim faktorem pro navazovani
telomerazy k chromosomalnim konctim a tedy telomerické elongaci (Mason a kol. 2016), a

zaroven byly hyperaktivovany mobilni elementy, jejichZ nové kopie, ndhradou za kanonické
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telomerické sekvence, zaujaly pozice na koncich chromosomdlnich zlomid. Vzhledem
k tomu, Ze komplex telomerické Cepicky byl hned od pocatku dostateéné tolerantni vuci
nové ,telomerické* DNA, doslo k postupné adaptaci z ptivodné telomerazového systému na
systém telomerické retrotranspozice.

Hormeze je jev, kdy nizké davky chemickych, fyzikalnich ¢i biologickych agens maji
na organismus prospesny a vitalitu-stimulujici ucinek, a to navzdory vysokym koncentracim
danych latek, které naopak pusobi na organismus Skodlivé az letaln¢ (Calabrese 2004;
Mattson 2008).S ohledem na mobilizaci retroelementd puisobenim oxida¢niho stresu,
disertatni prace poukazuje na telomerickou hormezi jako na zcela novy fenomén. Na
zakladé prace se totiz jevi, Ze puisobeni nizkych koncentraci volnych kyslikovych radikala
stimuluje nejenze aktivitu antioxidaénich mechanismt, ale i piekvapivé aktivitu
telomerickych elementd. Tedy, vysoké hladiny oxidantt telomery zkracuji, nizké hladiny

naopak telomery prodluzuji.
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5. Zaver

Mobilni elementy sice vystupuji jako genotoxicka agens, nicméné na druhou stranu
je znama jejich tloha pfi adaptaci organismu k ¢etnym stresovym podminkam. Telomerické
mobilni elementy drozofily jsou chapany jako jediné zndmé mobilni elementy, které svému
hostitelskému organismu prokazuji funkci, kterd je nejenze Cisté prospésna, ale i1 zcela
zasadni pro existenci organismu. To, Ze telomerické mobilni elementy mohou byt
aktivovany pusobenim volnych radikalii, je zcela jisté dalS$i nastavbou pro nase vnimani
mobilnich elementi ve smyslu jejich uzite¢nosti v ramci genomu, ale taktéz ptinasi dalsi
nahled do pochopeni tlohy, kterou hraji alternativni telomerické kompenza¢ni mechanismy

V evoluci telomer a potazmo organismu.
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7. Publikace a Rukopis

7.1. Publikacel

Korandova M., Krigek T., Vrbova K., Capkova Frydrychova R. (2014). Distribution of
TTAGG-specific telomerase activity in insects. Chromosome Research. 22: 495-503.

Abstract

In most eukaryotes, telomeres consist of tandem arrays of a short repetitive DNA sequence.
Insect telomeres are generally constituted by a (TTAGG)n repeat motif. Usually, telomeres
are maintained by telomerase, a specialized reverse transcriptase that adds this sequence to
chromosome ends. We examined telomerase activity in 15 species across Insecta.
Telomerase activity was revealed in Isoptera, Blattaria, Lepidoptera, Hymenoptera,
Trichoptera, Coleoptera, and Sternorrhyncha. In contrast, we were not able to detect
telomerase activity in Orthoptera, Zygentoma, and Phasmida. Because we found telomerase
activity in phylogenetically distant species, we conclude that a distribution pattern of
(TTAGG)n sequence in Insecta is generally consistent with that of telomerase activity. Thus,
the TTAGG-telomerase system is functional across the Insecta. Using real-time quantitative
telomeric repeat amplification protocol (RTQ-TRAP) system, we quantified telomerase
activity in different developmental stages and different tissues of a cockroach, Periplaneta
americana. We show that telomerase is upregulated in young instars and gradually declines
during development. In adults, it is most active in testes and ovaries. Thus, the telomerase
activity of hemimetabolous insects seems to be associated with cell proliferation and

organismal development.

Nasledujici stranky jsou chranény autorskymi pravy.
Plna verze disertacni prace je archivovana v Akademické knihovné Jihoceskeé Univerzity.
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7.2. Publikace ll

Kricek T., Korandova M., Szakosova K., Capkova Frydrychova R. (2015). Effect of low
doses of herbicide paraquat on antioxidant defense in Drosophila. Archives of Insect
Biochemistry and Physiology. 88: 235-248.

Abstract

Despite a high toxicity, paraquat is one of the most widely used herbicides in the world. Our
study evaluated the effect of paraquat exposure on antioxidant response and locomotion
activity in Drosophila melanogaster. We examined the enzymatic activity of superoxide
dismutase (SOD) and catalase, and the transcript levels of both enzymes. Flies were exposed
to a wide range of paraquat concentrations (0.25 uM to 25 mM) for 12 h. SOD, at both
transcript and enzymatic levels, revealed a biphasic dose—response curve with the peak at 2.5
UM paraquat. A similar dose—response curve was observed at transcript levels of catalase.
Males revealed higher susceptibility to paraquat exposure, displaying higher lethality,
increased levels of SOD activity, and increased peroxide levels than in females. We found
that the exposure of females to 2.5 uM paraquat leads to an increase in locomotion activity.
Because susceptibility to paraquat was enhanced by mating, the study supports the

hypothesis of elevation of stress sensitivity as a physiological cost of reproduction .

Nasledujici stranky jsou chranény autorskymi pravy.
PIna verze disertacni prace je archivovana v Akademické knihovné Jihoceské Univerzity.
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7.3. Rukopis

Korandovd M., Kruéek T., Szakosova K., Kodrik D., Kiihnlein R. P., Tomaskova J.,
Capkova Frydrychova R. Chronic low-dose pro-oxidant treatment stimulates transcriptional
activity of telomeric retroelements and increases telomere length in Drosophila. Rukopis

(odeslano do casopisu).

Abstract

It has been proposed that oxidative stress, elicited by high levels of reactive oxygen species,
accelerates telomere shortening by erosion of telomeric DNA repeats. While most
eukaryotes counteract telomere shortening by telomerase-driven addition of these repeats,
telomeric loss in Drosophila is compensated by retrotransposition of the telomeric
retroelements HeT-A, TART and TAHRE to chromosome ends. In this study we tested the
effect of chronic exposure of flies to non-/sub-lethal doses of paraquat, which is a redox
cycling compound widely used to induce oxidative stress in various experimental paradigms
including telomere length analyses. Indeed, chronic paraquat exposure for five generations
resulted in elevated transcriptional activity of both telomeric and non-telomeric transposable
elements, and extended telomeric length in the tested fly lines. We propose that low
oxidative stress leads to increased telomere length within Drosophila populations. For a
mechanistic understanding of the observed phenomenon we discuss two scenarios: adaption,
acting through a direct stimulation of telomere extension, or positive selection favoring

individuals with longer telomeres within the populati

Nasledujici stranky jsou chranény autorskymi pravy.
Plna verze disertacni prace je archivovana v Akademické knihovné Jihoceské Univerzity.
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8. Prilohy

Tabulka 1.PCR primers used in this study.

Primer Sequence (5'-3")

wW1lF 5’>-TTGGAAAACTCGGATCTTGG-3’
wiR 5’-CGTACCTCTCATGGTTCCGT-3’
w2F 5’-CGAGCTTCACTCAACCAACA-3’
W2R 5>-TGAATAATTGCGCCTCCTTC-3’

HeT-A (forward)
HeT-A (reverse)
Tart (forward)
Tart (reverse)
TAHRE (forward)
TAHRE (reverse)
Jockey (forward)
Jockey (reverse)
RpL32 (forward)
RpL32 (reverse)
white (forward)
white (reverse)
actin 42A (forward)
actin 42A (reverse)

5-ATTGTCTTCTCCTCCGTCCACC-3°
5-TTCTCTATGCTATTGTCGCTGTGC-3’
5’-TAGAACGGACGAGGACAAAG-3’
5’-CCTTCATCTAGCAGTCTCCA-3’
5’-TCAAAGGCTTCCACACCTAC-3’
5’-AGGGGATAAGTGCGATGGGT-3’
5’-ATATGACCGGGTTCGCTTTG-3’
5’-GTTGTGGAGGTTTGAGTGTG-3’

5’- GGACAGTATCTGATGCCCAAC-3’
5’- ATCTCGCCGCAGTAAACGC-3’

5’- CCTCTTTATCGGCTCCCTAACG-3°
5’- TCGTGTGCTGACATTTGCTGAG-3’
5’-AAGAGGTTGCAGCTTTAGTGG-3’
5’- GCCGACATAAGAGTCCTTTTG - 3°
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Tabulka 2. Statistical analysis of HeT-A copy numbers in generation 1

Paraquat concentration
0 nM 10'mM | 102mM | 10°mM | 10*mM | 10°mM | 10° mM
> 5 92,358 | 98,4698 | 97,6041 | 120,6866 | 106,7299 | 106,8459 | 110,9534
S g 89,08689 | 90,68517 | 92,9121 105,62 | 112,1741 | 92,59065 | 95,19373
< 2| 72,39632 | 85,7934 | 76,25683 | 103,0924 | 76,78724 | 98,55073 | 63,02248
5 93,8954 | 112,0239 | 76,1849 | 101,9417 | 113,6495 | 101,4602 | 89,43668
I 88,47466 | 99,7285 | 116,7918 | 107,0985 | 114,3882 | 78,94602 | 64,34672
75,64453 84,61225 | 103,2318 | 111,2867 | 85,1839 | 110,9534
One-way analysis of variance
P value 0,0655
P value summary ns
Are means signif. different? (P < 0.05) No
Number of groups 7
F 2,138
R squared 0,2075
Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected) 30,53
P value P<0.0001
P value summary il
Do the variances differ signif. (P < Yes
0.05)
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 5083 6 847,2
Residual (within columns) 19410 49 396,2
Total 24500 55
Dunnett's Multiple Comparison Test Mean Diff. | g P value 95% CI of diff
0 mM vs 10-1 mM 4,193 0,4213 P>0.05 |-22.30t030.69
0 mM vs 10-2 mM -5,418 0,5444 P >0.05 -31.91 t0 21.08
0 mM vs 10-3 mM -21,64 2,174 P >0.05 -48.13 t0 4.857
0 mM vs 10-4 mM -20,53 2,063 P >0.05 -47.02 t0 5.966
0 mM vs 10-5 mM -8,620 0,8662 P >0.05 -35.11t0 17.87
0 mM vs 10-6 mM 0,7187 0,07222 P >0.05 -25.77 t0 27.21
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Tabulka 3. Statistical analysis of HeT-A copy numbers in generation 2

Paraquat concentration
0 nM 10'mM | 102mM | 10°mM | 10*mM | 10°mM | 10° mM
> 5 80,46874 | 84,02779 | 72,64516 | 90,05875 | 72,39382 | 102,3803 | 65,92686
S 453 91,45894 | 75,20698 | 107,0985 | 91,31593 | 106,3587 | 102,0261 | 101,3214
< 2| 100,2454 | 90,05875 | 105,6241 | 104,5315 | 83,15866 | 97,86999 | 109,3489
5 93,98306 | 78,21699 | 101,6731 | 137,453 | 150,9362 | 100,9708 | 106,3587
I 84,69875 | 89,04475 | 73,15044 | 73,15044 | 101,3214 | 79,77112 | 84,02779
91,74247 | 80,05175 | 92,27031 | 108,8021 | 99,23621 | 79,2201 | 80,88468
82,43648 | 72,24599 | 81,44728 52,44723 | 49,6181
One-way analysis of variance
P value 0,2201
P value summary ns
Are means signif. different? (P < 0.05) No
Number of groups 7
= 1,436
R squared 0,1496
Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected) 18,68
P value 0,0047
P value summary **
Do the variances differ signif. (P <0.05) | Yes
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 2911 6 485,1
Residual (within columns) 16550 49 337,8
Total 19460 55
Dunnett's Multiple Comparison Test Mean Diff. | q P value 95% CI of diff
Column A vs 10-1 mM 8,026 0,8734 P >0.05 -16.44 to 32.49
Column A vs 10-2 mM -1,268 0,1380 P >0.05 -25.73 10 23.19
Column Avs 10-3 mM -11,59 1,262 P >0.05 -36.06 to 12.87
Column A vs 10-4 mM -12,94 1,409 P >0.05 -37.40 to 11.52
Column A vs 10-5 mM 1,478 0,1609 P >0.05 -22.98 t0 25.94
Column A vs 10-6 mM 3,935 0,4283 P >0.05 -20.53 t0 28.40
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Tabulka 4. Statistical analysis of HeT-A copy numbers in generation 3

Paraquat concentration
0 nM 10'mM | 102mM | 10°mM | 10*mM | 10°mM | 10° mM
> 5 84,3568 | 110,8753 [ 64,57011 | 103,4503 | 112,4231 | 65,01923 | 55,63013
S 453 85,28328 | 85,49657 | 108,2178 | 134,1585 | 117,1972 | 85,20078 | 90,37141
< 2| 105,0642 | 86,69006 | 113,5981 | 120,4921 | 144,2867 | 112,4231 | 125,6089
5 90,63444 | 65,24496 | 111,2603 | 180,7428 | 110,7428 | 107,8434 | 128,2482
I 88,86426 | 115,985 | 89,43668 | 110,8753 | 110,8753 | 55,24587 | 76,52158
94,36749 | 111,6465 | 118,4221 | 125,1743 | 125,1743 | 83,73708 | 80,04807
84,3568 | 110,8753 [ 64,57011 | 103,4503 | 112,4231 | 65,01923 | 55,63013
One-way analysis of variance
P value 0,0009
P value summary ookl
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
Number of groups 7
F 4,598
R squared 0,3602
Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected) 12,84
P value 0,0456
P value summary *
Do the variances differ signif. (P < 0.05) Yes
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 12470 6 2078
Residual (within columns) 22150 49 4519
Total 34610 55
Dunnett's Multiple Comparison Test Mean Diff. | g P value 95% CI of diff
0 mM vs 10-1 mM -8,121 0,7640 P>0.05 |-36.421020.17
0 mM vs 10-2 mM -9,489 0,8927 P>0.05 |[-37.78t018.81
0 mM vs 10-3 mM -37,72 3,549 P <0.01 -66.02 t0 -9.425
0 mM vs 10-4 mM -28,69 2,699 P<0.05 |-56.98t0-0.3924
0 mM vs 10-5 mM 6,517 0,6131 P>0.05 |[-21.781t034.81
0 mM vs 10-6 mM -1,310 0,1232 P>0.05 |[-29.61t026.99
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Tabulka 5. Statistical analysis of HeT-A copy numbers in generation 4

Paraquat concentration
0 nM 10'mM | 102mM | 10°mM | 10*mM | 10°mM | 10° mM
> 5 91,13921 | 122,1741 | 97,53139 | 136,5036 | 138,8896 | 123,8796 | 132,7709
S 453 87,1241 | 110,4917 | 118,0124 | 132,7709 | 118,8332 | 124,7412 | 112,4231
< 2| 8944851 | 98,20977 | 102,0261 | 82,87096 | 120,2603 | 105,6241 | 91,63296
5 93,59323 | 106,3587 | 99,58073 | 146,8088 | 115,5837 | 110,4917 | 124,7412
I 95,65385 | 112,4231 | 67,31213 | 136,0313 | 122,5983 | 65,92686 | 79,77112
92,98754 | 95,19373 | 117,6041 | 117,1972 | 126,4826 | 104,8945 | 80,32597
87,75674 | 67,78033 | 97,53139 | 88,81889 | 127,3623 | 66,84718 | 87,59609
91,13921 | 122,1741 136,5036 | 138,8896 | 123,8796 | 132,7709
One-way analysis of variance
P value 0,0082
P value summary *x
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
Number of groups 7
F 3,310
R squared 0,2884
Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected) 26,42
P value 0,0002
P value summary okl
Do the variances differ signif. (P < 0.05) Yes
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 6871 6 1145
Residual (within columns) 16950 49 346,0
Total 23820 55
Dunnett's Multiple Comparison Test Mean Diff. | gq P value 95% CI of diff
0 mM vs 10-1 mM -10,70 1,151 P>0.05 |-35.46t0 14.05
0 mM vs 10-2 mM -9,244 0,9940 P>0.05 |-34.00to 15.51
0 mM vs 10-3 mM -29,04 3,123 P<0.05 |-53.80t0-4.286
0 mM vs 10-4 mM -33,19 3,568 P<0.01 |-57.94t0-8.430
0 mM vs 10-5 mM -9,243 0,9939 P>0.05 |-34.00to015.51
0 mM vs 10-6 mM -10,22 1,099 P>0.05 |-34.98t014.53
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Tabulka 6. Statistical analysis of HeT-A copy numbers in generation 5

Paraquat concentration
0 nM 10'mM | 102mM | 10°mM | 10*mM | 10°mM | 10° mM
> 5 90,86325 | 105,9908 | 88,5116 | 128,6934 | 173,982 | 125,1743 | 104,5315
S 453 104,9363 | 145,7947 | 145,2903 | 172,1825 | 166,8947 | 155,7183 | 169,2245
< 2| 9742974 | 105,2586 | 142,3003 | 1124231 | 166,3173 | 135,5607 | 130,4899
5 82,64679 | 108,5936 | 115,985 | 121,3302 | 137,9302 | 120,4921 | 60,8757
I 90,65634 | 138,8896 | 122,5983 | 104,5315 | 144,2867 | 115,207 | 93,23467
94,65333 | 98,20977 | 105,6241 | 141,808 | 157,3458 | 127,8929 | 92,9121
89,98763 | 105,9908 | 119,6598 | 118,0124 | 158,9903 | 101,3972 | 97,86999
90,86325 88,5116 | 128,6934 | 173,982 | 125,1743 | 104,5315
One-way analysis of variance
P value P<0.0001
P value summary okl
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
Number of groups 7
= 7,641
R squared 0,4834
Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected) 16,25
P value 0,0125
P value summary *
Do the variances differ signif. (P < 0.05) Yes
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 19510 6 3252
Residual (within columns) 20850 49 425,6
Total 40360 55
Dunnett's Multiple Comparison Test Mean Diff. | g P value 95% CI of diff
0 mM vs 10-1 mM -24,10 2,336 P>0.05 | -51.56to3.359
0 mM vs 10-2 mM -26,97 2,615 P>0.05 |-54.43t00.4864
0 mM vs 10-3 mM -35,40 3,432 P<0.01 |-62.86t0-7.944
0 mM vs 10-4 mM -64,94 6,296 P<0.01 |-92.40to0-37.48
0 mM vs 10-5 mM -32,90 3,189 P<0.05 |-60.35t0-5.438
0 mM vs 10-6 mM -14,00 1,357 P>0.05 |-41.45t013.46
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Tabulka 7. Statistical analysis of TART copy numbers in generation 1

Paraquat concentration
0 nM 10°mM | 10°mM | 10*mM | 10°mM
> 5 112,49 97,99 61,98 111,68 35,21
S 453 103,42 137,45 131,42 101,84 108,35
E 2 81,56 75,8 89,58 80,6 100,2
|<£ 105,43 | 68,3302 103,42 97,89 91,59
93,354 103,42 103,42 101,29 87,19
One-way analysis of variance
P value 0,8170
P value summary ns
Are means signif. different? (P < 0.05) No
Number of groups 5
F 0,3846
R squared 0,07142
Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected) 5,139
P value 0,2733
P value summary ns
Do the variances differ signif. (P < 0.05) No
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 760,5 4 190,1
Residual (within columns) 9887 20 494 4
Total 10650 24
Dunnett's Multiple Comparison Test Mean Diff. | g P value 95% CI of diff
0 mM vs 10-1 mM 2,653 0,1886 P>0.05 |-34.61t0239.92
0 mM vs 10-3 mM 1,287 0,09151 P>0.05 | -35.98to 38.55
0 mM vs 10-4 mM 0,5908 0,04201 P>0.05 |-36.67t037.86
0 mM vs 10-6 mM 14,74 1,048 P>0.05 |-22.521t052.01
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Tabulka 8. Statistical analysis of TART copy numbers in generation 5

Paraquat concentration
0 nM 10°mM | 10°mM | 10*mM | 10°mM
> 5 89,73 86,36 97,51 100,61 93,89
S 453 106,46 104,11 121,56 119,93 97,79
E 2 87,89 142,6 145,03 129,34 102,63
|<£ 101,1203 101,92 103,42 137,79 132,63
75,258 103,42 103,42 138,19 101,43
One-way analysis of variance
P value 0,0719
P value summary ns
Are means signif. different? (P < 0.05) No
Number of groups 5
= 2,540
R squared 0,3368
Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected) 1,257
P value 0,8686
P value summary ns
Do the variances differ signif. (P < 0.05) No
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 2936 4 733,9
Residual (within columns) 5780 20 289,0
Total 8716 24
Dunnett's Multiple Comparison Test Mean Diff. | q P value 95% CI of diff
0 mM vs 10-1 mM -15,59 1,450 P>0.05 |-44.081t012.90
0 mM vs 10-3 mM -22,10 2,055 P>0.05 |-50.59to 6.396
0 mM vs 10-4 mM -33,08 3,077 P<0.05 |-61.57to-4.588
0 mM vs 10-6 mM -13,58 1,263 P >0.05 -42.07 to 14.91
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Tabulka 9. Statistical analysis of TAHRE copy numbers in generation 1

Paraquat concentration
0 nM 10°mM | 10°mM | 10*mM | 10°mM
W > 98,49 154,3 92,98 99,26 71,9
DI‘ %Q 112,08 88,35 95,7 81,31 102,14
|<j 3 90,89 75,8 88,96 81,73 111,18
98,02 81,35 97,7 71,41 103,34
91,18 77,9 88,96 69,78 115,28
One-way analysis of variance
P value 0,4149
P value summary ns
Are means signif. different? (P < 0.05) No
Number of groups 5
F 1,032
R squared 0,1711
Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected) 14,32
P value 0,0064
P value summary **
Do the variances differ signif. (P < 0.05) Yes
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 1372 4 342,9
Residual (within columns) 6643 20 332,2
Total 8015 24
Dunnett's Multiple Comparison Test Mean Diff. | g P value 95% CI of diff
0 mM vs 10-1 mM 5,392 0,4678 P>0.05 |-25.15t035.94
0 mM vs 10-3 mM 8,072 0,7003 P>0.05 |-22.471t038.62
0 mM vs 10-4 mM 20,23 1,755 P>0.05 |-10.31t050.78
0 mM vs 10-6 mM 0,1640 0,01423 P>0.05 |-30.38t030.71
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Tabulka 10. Statistical analysis of TAHRE copy numbers in generation 5

Paraquat concentration
0 nM 10°mM | 10°mM | 10*mM | 10°mM
W > 89,73 86,36 97,51 115,61 93,89
DI‘ %Q 106,46 104,11 121,56 119,93 97,79
|<j = 87,89 142,6 145,03 129,34 102,63
101,1203 101,92 103,42 137,79 132,63
75,258 103,42 105,58 138,19 101,43
One-way analysis of variance
P value 0,0318
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
Number of groups 5
F 3,287
R squared 0,3966
Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected) 12,29
P value 0,0153
P value summary *
Do the variances differ signif. (P < 0.05) Yes
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 8720 4 2180
Residual (within columns) 13270 20 663,3
Total 21990 24
Dunnett's Multiple Comparison Test Mean Diff. | q P value 95% CI of diff
0 mM vs 10-1 mM -19,21 1,179 P>0.05 |-62.371t023.96
0 mM vs 10-3 mM -38,94 2,390 P>0.05 |-82.10to04.227
0 mM vs 10-4 mM -54,76 3,362 P<0.05 |-97.93t0-11.60
0 mM vs 10-6 mM -20,56 1,262 P>0.05 |-63.73t022.60
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Tabulka 11. Statistical analysis of HeT-A transcript in Oregon R

Generation 1:

Paraguat concentration
0nM 102mM | 10°mM | 10*mM | 10°mM | 10° mMm
> 5 0,003488 [ 0,014665 | 0,009484 | 0,001925 | 0,024598 | 0,016323
8 -g 0,005671 [ 0,00326 | 0,003594 | 0,012632 | 0,031864 | 0,015897
< 3 0,0049 0,0198 | 0,012296 | 0,00566 | 0,007835 | 0,017385
5 0,009645 [ 0,005906 | 0,03117 0,0257 | 0,022902 [ 0,023337
I 0,003488 [ 0,014665 | 0,009484 | 0,001925 | 0,024598 | 0,016323
One-way analysis of variance
P value 0,1775
P value summary ns
Are means signif. different? (P < 0.05) No
Number of groups 7
P value 1,672
P value summary 0,3232
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 0,001032 6 0,0001721
Residual (within columns) 0,0003687 | 21 0,00001756
Total 0,001401 27
Dunnett's Multiple Comparison Mean Diff. q P value | 95% CI of diff
Test
0 mM vs 10-1 mM -0,004982 0,8573 | P >0.05 | -0.02119 t0 0.01123
0 mM vs 10-2 mM -0,008210 1,413 | P>0.05 | -0.02442 to 0.008002
0 mM vs 10-3 mM -0,005553 0,9557 | P >0.05 | -0.02177 to 0.01066
0 mM vs 10-4 mM -0,01587 2,732 | P>0.05 | -0.03209 to 0.0003384
0 mM vs 10-5 mM -0,01231 2,118 | P>0.05 | -0.02852 to 0.003903
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Generati

Paraguat concentration on 5:
0 nM 10°mM | 10°mM | 10*mM | 10°mM | 10° mMm
> 5 0,005279 [ 0,013669 | 0,009344 | 0,019246 | 0,024598 | 0,015323
8 ‘ED 0,005668 [ 0,01325 | 0,006584 | 0,019632 | 0,021864 | 0,012887
< 3 0,005919 [ 0,009801 | 0,010296 | 0,02566 | 0,026825 | 0,016375
5 0,008649 [ 0,006906 | 0,021172 0,0247 | 0,022902 [ 0,022338
I 0,005279 [ 0,013669 | 0,009344 | 0,019246 | 0,024598 | 0,015323
One-way analysis of variance
P value P<0.0001
P value summary ookl
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
Number of groups 7
P value P<0.0001
P value summary ekl
Bartlett's test for equal variances
Treatment (between columns) 0,001032
Residual (within columns) 0,0003687
Total 0,001401
Treatment (between columns) 0,001032
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 0,001032 6 0,0001721
Residual (within columns) 0,0003687 | 21 0,00001756
Total 0,001401 27
Dunnett's Multiple Comparison Test | Mean Diff. q P value | 95% CI of diff
0 mM vs 10-1 mM -0,004528 1,528 [ P>0.05 | -0.01279 to 0.003738
0 mM vs 10-2 mM -0,005471 1,847 [ P >0.05 | -0.01374 to 0.002795
0 mM vs 10-3 mM -0,01593 5,377 | P <0.01 | -0.02420 to -0.007665
0 mM vs 10-4 mM -0,01767 5,964 | P <0.01 | -0.02593 to -0.009403
0 mM vs 10-5 mM -0,01035 3,494 | P <0.05 | -0.01862 to -0.002087
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Tabulka 12. Statistical analysis of HeT-A transcript in y*w®’¢? ; Hetom line

Paraquat concentration
0 nM 102mM | 10°mM | 10*mM | 10°mM [ 10° mMm
> 5 0,000108 [ 0,000228 | 0,000495 | 0,000833 | 0,000354 | 0,000349
S 453 0,000145 [ 0,00015 | 0,000323 | 0,000413 | 0,000143 | 0,000522
< 3 0,000154 [ 0,000126 0,0001 | 0,000512 | 0,00021 | 0,00015
5 0,000254 [ 0,00027 [ 0,00058 | 0,00061 | 0,00028 | 0,000251
I 0,000108 [ 0,000228 | 0,000495 | 0,000833 | 0,000354 | 0,000349
One-way analysis of variance
P value 0,0001
P value summary ookl
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
Number of groups 6
F 8,403
R squared 0,6365
Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected) 10,35
P value 0,0659
P value summary ns
Do the variances differ signif. (P < 0.05) No
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 0,000005037 | 5 0,000001007
Residual (within columns) 0,000002877 | 24 0,0000001199
Total 0,000007914 | 29
Dunnett's Multiple Comparison Test | Mean Diff. q P value 95% CI of diff
0 mM vs 10-1 mM -0,0003898 1,780 P>0.05 |-0.0009811to
0.0002014
0 mM vs 10-3 mM -0,001087 4,963 P<0.01 |-0.001678to -
0.0004956
0mM vs 10-4 mM -0,0008984 | 4,103 P<0.01 |-0.001490 to -
0.0003072
0mM vs 10-5 mM -0,00002264 | 0,1034 P>0.05 |-0.0006139to
0.0005686
0mM vs 10-6 mM -0,0003394 1,550 P>0.05 |-0.0009307 to
0.0002518
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Tabulka 13. Statistical analysis of HeTom transcript levels in y'w®¢?® ; HeTom line

Paraquat concentration
0 nM 102mM | 10°mM | 10*mM | 10°mM | 10° mMm
£ 8O 0,000818 [ 0,000916 | 0,001353 | 0,00151 | 0,000802 | 0,000927
=5 3 0,000596 [ 0,000779 | 0,00192 | 0,001609 | 0,001114 | 0,001029
T % ] 0,000798 0,0015 0,0015 0,0019 0,0004 | 0,00153
= 0,000912 [ 0,00149 0,0027 0,0017 0,0009 | 0,000997
0,000818 [ 0,000916 | 0,001353 | 0,00151 | 0,000802 | 0,000927
One-way analysis of variance
P value 0,0001
P value summary ookl
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
Number of groups 6
= 8,403
R squared 0,6365
Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected) 10,35
P value 0,0659
P value summary ns
Do the variances differ signif. (P < 0.05) No
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 0,000005037 | 5 0,000001007
Residual (within columns) 0,000002877 | 24 0,0000001199
Total 0,000007914 | 29
Dunnett's Multiple Comparison | Mean Diff. q P value | 95% CI of diff
Test
0 mM vs 10-1 mM -0,0003898 1,780 | P>0.05 [ -0.0009811 to 0.0002014
0 mM vs 10-3 mM -0,001087 4,963 | P<0.01 | -0.001678 to -0.0004956
0 mM vs 10-4 mM -0,0008984 | 4,103 | P <0.01 | -0.001490 to -0.0003072
0mMvs 10-5mM -0,00002264 | 0,1034 | P >0.05 | -0.0006139 to 0.0005686
0mM vs 10-6 mM -0,0003394 1,550 | P>0.05 [ -0.0009307 to 0.0002518
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Tabulka 14. Statistical analysis of HeTom fluorescence

Paraquat
concentration

Fluorescence

0mM

272349,0
98651,0

527772,0
239449,0
366894,0
281319,0
235119,0
123899,0
301611,0
232899,0
143644,0
348061,0
207243,0
246377,0
277945,0
241651,0
288469,0
298132,0
287828,0
282945,0
138611,0
345129,0
232703,0
230932,0
122436,0
322283,0
167588,0
250455,0
320089,0
2244540
663042,5
456838,0
396187,5

194344,0
292818,0
253747,0
384985,0
496023,0
420105,0
345586,0
333483,0
371306,0
414545,0
239276,0
315396,0
206608,0
421125,0
286515,0
372507,0
282818,0
353541,0
283163,0
164260,0
322366,0
387617,0
310134,0
287132,0
418740,0
346032,0
203810,0
283903,0
301218,0
331592,0
584646,5
267735,0
289984,5

305554,0
254331,0
239253,0
442122,0
306417,0
535577,0
278392,0
348107,0
321279,0
666309,0
324879,0
457528,0
303101,0
271739,0
198996,0
145483,0
134052,0
262773,0
186414,0
165316,0
116386,0
299226,0
176203,0
223931,0
385702,0
216562,0
315866,0
165464,0
315157,0
335901,0
347512,5
394149,3
212238,0

395996,0
220560,0
218124,0
318975,0
197918,0
149510,0
157612,0
339185,0
311215,0
184860,0
153140,0
246673,0
243585,0
390369,0
288927,0
195021,0
222853,0
259679,0
326956,0
315955,0
165546,0
154156,0
213491,0
181001,5
131209,5
203580,5
164928,0
276406,0
248558,0
478834,5
396187,5
212238,0
463263,5

478834,5
320183,5
242648,5
509994,0
462947,5
336236,0
386759,5
540208,0
540549,0
439318,5
337422,0
328154,5
174597,0
454602,0
347223,5
259664,0
197346,0
484209,0
432466,0
154891,5
383249,0
722247,5
420461,0
422230,5
630417,5
215347,0
379314,0
329992,5
590551,5
347805,0
398012,8
386502,0
267692,0
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Paraquat
concentration

Fluorescence

10* mM

391183,0
407835,0
441661,0
360440,0
344377,0
405940,0
429839,0
321293,0
582919,0
293502,0
311696,0
351912,0
164160,0
471187,0
402147,0
541117,0
579978,0
307160,0
187858,0
286968,0
243763,0
484057,0
402554,0
341200,0
320755,0
402477,0
273965,0
307293,0
153391,0
411225,0
644731,5
462163,5
185289,5
302787,5
482718,5

345685,0
222973,0
206160,0
307186,0
551382,0
428373,0
267390,0
323020,0
287421,0
307073,0
392656,0
379335,0
214337,0
471166,0
408762,0
572422,0
400118,0
592176,0
545811,0
221864,0
284884,0
259547,0
250542,0
519881,0
307193,0
320099,0
284997,0
323491,0
269148,0
220647,0
454560,0
374136,5
690063,0
888368,0
313972,5

467169,0
304265,0
584407,0
370172,0
308460,0
416389,0
546999,0
311044,0
396596,0
196725,0
296395,0
509366,0
248172,0
398741,0
296178,0
379242,0
161347,0
345064,0
379007,0
248159,0
579144,0
340857,0
288014,0
317531,0
496290,0
365928,0
589470,0
192030,0
642850,0
632045,0
411824,5
417014,5
424642,0
340065,5

482041,0
409312,0
587709,0
376135,0
234904,0
314603,0
517955,0
538547,0
314954,0
170313,0
425591,0
410572,0
233566,0
591698,0
307100,0
243085,0
358435,0
378872,0
513645,0
513469,5
264742,0
421865,0
227730,5
207116,5
161252,5
245034,5
566402,0
544899,0
593356,0
409025,0
374878,5
404088,0
286023,5
457589,0

409025,0
494332,0
342764,5
359433,0
288435,5
404520,0
327090,5
327961,5
292270,0
201703,5
396244,5
371086,5
393666,5
447350,0
290389,0
658268,0
325216,0
298608,0
679499,0
248227,0
410395,0
577497,0
488048,5
420852,0
455708,0
195209,0
312530,0
378396,5
672430,0
457680,5
303852,5
546906,0
380374,5
190673,5
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Paraquat
concentration

Fluorescence

10 mM

436224,0
267476,0
224840,0
202707,0
580423,0
332957,0
642903,0
386803,0
627715,0
542230,0
342562,0
304664,0
554257,0
330436,0
480558,0
420214,0
150075,0
201424,0
375397,0
349285,0
532351,0
284508,0
147826,0
172401,0
85194,0

291793,0
280374,0
427229,0
347457,0
377692,0
482273,0
317805,0
239214,0
252457,0

335515,0
330190,0
621818,0
293267,0
377452,0
352850,0
363165,0
285275,0
2442940
218130,0
341790,0
272909,0
233055,0
373702,0
306320,0
215698,0
194946,0
344827,0
301734,0
260207,0
150396,0
287210,0
341817,0
373760,0
291461,0
458670,0
227385,0
216201,0
333657,0
358500,0
593228,0
382752,0
389998,0
402884,5

278000,0
343766,0
325400,0
408046,0
212797,0
302526,0
239366,0
390263,0
209708,0
340320,0
291116,0
376502,0
194158,0
491273,0
209497,0
358390,0
281040,0
451665,0
223999,0
375277,0
241763,0
322451,0
295715,0
411612,0
242010,0
486699,0
592894,0
360997,0
507032,0
156882,0
298980,0
386014,0
373114,0
275052,0

290288,0
291041,0
471011,0
459423,0
442740,0
283005,0
408075,0
238976,0
571637,0
263514,0
249551,0
159208,0
465815,0
246716,0
311590,5
434443,0
387803,0
441307,5
448246,0
436502,5
256290,5
478190,5
404035,0
266995,0
449856,0
136667,5
396943,5
419228,0
223797,0
334365,5
634523,5
335170,0
425805,0
178021,0

306610,0
461078,0
352196,0
317145,0
200317,5
314773,5
217646,0
392148,5
457278,0
317786,5
198955,0
194887,0
360492,5
458779,5
282175,5
776364,5
227176,0
574187,5
396813,0
496281,0
359505,5
420325,5
380406,0
418855,5
358224,0
325057,5
217268,0
520506,5
384539,5
225446,0
593364,5
655087,5
278993,5
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Paraquat
concentration

Fluorescence

10t mM

263810,5
204076,0
592936,0
150179,5
489083,5
562555,5
393867,5
384702,0
474979,0
414298,5
207565,5
319921,0
303738,5
305906,0
382476,0
402078,0
319056,5
672286,0
440921,5
427559,0
440059,5
444977,5
322427,0
449591,0
641434,0
586258,0
463921,5
325823,0
237420,0
333323,0
380788,0
261982,0
124700,0
118606,0
250279,0
176419,0
193406,0

282860,0
426811,0
312108,0
223630,5
433207,0
476003,5
638268,5
495084,0
534024,0
500453,0
470514,5
434128,5
178878,0
582553,5
434650,0
443805,5
570972,0
562767,0
384834,0
372241,0
417667,5
313455,5
470462,5
620540,0
118178,0
146991,0
343673,0
251998,0
190916,0
116735,0
122478,0
191516,0
271084,0
198423,0
401424,0
381301,0
410824,0

271084,0
159847,0
305243,0
278045,0
236837,0
289467,0
454435,0
269500,0
239991,0
355883,0
209173,0
224024,0
251904,0
181294,0
327159,0
290368,0
348123,0
256882,0
378161,0
160425,0
333863,0
284660,0
398211,0
263385,0
477918,0
307262,0
357150,0
441034,0
313298,0
378684,0
372610,0
352234,0
369827,0
171718,0
465338,0
235138,0
191317,0

326669,0
220248,0
239727,0
390256,0
279561,0
307540,0
313089,0
536211,0
262343,0
458810,0
307959,0
337400,0
270242,0
317056,0
446442,0
419094,0
226283,0
532437,0
477926,0
244626,0
253961,0
428733,0
561702,0
540374,0
173802,0
334147,0
246376,0
542730,0
222829,0
373182,0
465338,0
235138,0
191317,0
235138,0
191317,0
235138,0
191317,0

542730,0
324465,0
680052,0
365381,0
422178,0
351669,0
483103,0
286448,0
299254,0
454858,0
316022,0
368050,0
400654,0
254143,0
135908,0
455145,0
186393,0
93818,0

119625,0
452944,0
228090,0
436871,0
250875,0
245821,0
161466,0
243834,0
126234,0
376352,0
346446,0
560748,0
384402,0
244202,0
188882,0
428104,0
328759,0
171718,0
465338,0
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One-way analysis of variance
P value P<0.0001
P value summary kel
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
Number of groups 4
= 10,06
R squared 0,04297
Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected) 2,131
P value 0,5456
P value summary ns
Do the variances differ signif. (P < 0.05) No
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 470000000000 3 156700000000
Residual (within columns) 10470000000000 | 672 15580000000
Total 10940000000000 | 675
Dunnett's Multiple Comparison | Mean Diff. q P value [ 95% CI of diff
Test
0 mM vs 10° mM 56,77 4,856 | P<0.01 [ 26.32t087.23
0 mM vs 10° mM 56,77 4,856 | P<0.01 | 26.32t0 87.23
0 mM vs 10° mM 56,77 4,856 | P<0.01 | 26.321087.23
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Tabulka 15. Non-telomeric retroelement Jockey

Transcript level of non-telomeric retroelement Jockey in the 1% generation

Paraguat concentration
0 mM 10T mM 10° mM 10* mM 10° mM
= _ 0,364755 0,329877 0,473029 [ 0,641713 | 1,035077
3 > 0,784584 0,765779 1,231144 | 1,235419 2,12874
|‘_£ = 0,469761 0,38289 0,568409 1,01396 [ 0,114036
0,072154 0,54123 1,32121 0,98741 0,82547
One-way analysis of variance
P value 0,2650
P value summary ns
Are means signif. different? (P < 0.05) No
Number of groups 5
F 1,454
R squared 0,2795
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) SS df MS
Residual (within columns) 1,250 4 0,3124
Total 3,222 15 0,2148
Dunnett's Multiple Comparison | Mean Diff. q P value | 95% CI of diff
Test
0mM vs 10" mM -0,08213 0,2506 [ P >0.05 | -0.9768 to 0.8126
0 mM vs 10° mM -0,4756 1,451 [P >0.05 | -1.370 to 0.4191
0 mM vs 10 mM -0,5468 1,669 [P >0.05 |-1.441100.3479
0 mM vs 10° mM -0,6030 1,840 [P >0.05]-1.498 to 0.2917

Transcript level of non-telomeric retroelement Jockey in the 5™ generation

One-way analysis of variance
P value 0,0009
P value summary ol
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
Number of groups 5
F 8,356
R squared 0,6902
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ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 5,251 4 1,313
Residual (within columns) 2,357 15 0,1571
Total 7,608 19

Dunnett's Multiple Comparison | Mean Diff. q P value | 95% CI of diff

Test
0 mM vs 10" mM -0,3693 1,317 [P >0.05|-1.134 t0 0.3959
0 mM vs 10° mM -1,089 3,886 | P<0.01 [-1.854t0-0.3240
0 mM vs 10 mM -0,8032 2,866 | P <0.05 | -1.568 to -0.03801
0mM vs 10° mM -1,448 5,168 | P <0.01 |-2.214 to -0.6832

Paraquat concentration
0mM 10T mM 10° mM 10* mM 10° mM

= _ 0,4003266 | 0,9843388 1,630104 | 1,200621 | 2,065846
3 > 0,4297998 0,478711 1,140735 | 0,9684713 | 2,198825
Sy 0,2841138 | 0,8964077 2,136077 | 1,679995| 0,953783

= 0,4641981 | 0,6960326 1,028088 | 0,9419884 | 2,153574
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Tabulka 16. Statistical analysis of transcript level of HeT-A element after H>O> treatment

H,O concentration
0% 10° % 10 % 10° %
= _ 0,002472 0,006968 0,004597 | 0,001906
3 > 0,002677 0,004826 0,002705 | 0,001118
Sy 0,003401 0,00423 0,002687 [ 0,000914
- 0,003687 0,005282 0,003187 | 0,001218
One-way analysis of variance
P value P<0.0001
P value summary ookl
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
Number of groups 4
F 16,05
R squared 0,7506
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 0,00003509 3 0,00001170
Residual (within columns) 0,00001166 16 0,0000007288
Total 0,00004675 19
Dunnett's Multiple Comparison | Mean Diff. q P value | 95% CI of diff
Test
0% vs 10-3 % -0,002403 4,450 | P<0.01 [-0.003801 to -0.001004
0% vs 10-4 % -0,0001896 | 0,3511 | P >0.05 [ -0.001588 to 0.001209
0 % vs 10-6 % 0,001281 2,372 [P >0.05 | -0.0001177 to 0.002679
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Tabulka 17. Statistical analysis of eclosed flies from 80 eggs

Paraguat concentration

0mM 10" mM 10° mM 10°mM | 10° mM

72 60 48 56 52

68 72 40 56 58

56 66 78 56 76

68 62 42 42 66

74 60 62 52 54

46 70 70 60 40

62 68 66 70 60

62 64 66 64 56

54 60 72 66 52

54 50 64 52 42

72 58 60 76 60

70 44 58 68 56

60 50 66 58 42

68 52 56 72 42

60 60 42 46 56

48 54 42 56 36

66 58 54 50 68

54 44 48 64 48

46 60 50 66 44

46 48 48 68 68

o 76 68 54 66 50
= 60 44 44 70 48
2 58 60 54 52 36
e 66 42 48 50 42
5 52 32 54 52 70
3 68 44 60 56 60
E 66 64 56 58 66
z 60 48 56 58 76
58 46 58 62 62

60 62 48 68 66

64 60 52 40 64

62 52 52 48 62

66 62 60 60 54

62 60 70 54 62

56 48 52 60 64

46 64 64 60 62

50 56 64 62 58

66 68 58 64 54

64 60 66 64 48

50 56 50 52 54

42 66 66 36 58

52 66 74 64 66

50 48 44 54 68

60 46 58 42 56

48 38 58 64 52

46 36 66 30 46

74 48 o 46 64

60 48 46 42 64




One-way analysis of variance

P value 0,3200
P value summary ns
Are means signif. different? (P < 0.05) No
Number of groups 5
F 1,181
R squared 0,01970
Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected) 0,9358
P value 0,9194
P value summary ns
Do the variances differ signif. (P < 0.05) No
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 4287 4 107,2
Residual (within columns) 21330 235 90,76
Total 21760 239
Dunnett's Multiple Comparison | Mean Diff. q P value [ 95% CI of diff
Test
0 mM vs 10" mM 4,083 2,100 [ P>0.05 | -0.7024 to 8.869
0 mM vs 10° mM 2,667 1,371 | P>0.05 [ -2.119 to 7.452
0 mM vs 10 mM 2,417 1,243 | P>0.05 | -2.369 to 7.202
0 mM vs 10° mM 2,917 1,500 | P>0.05 | -1.869 to 7.702
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Tabulka 18. Statistical analysis of eclosed flies

Paraguat concentration
0 mM 10t mM 10°mM | 10* mM 10° mM
e 82 20 68 66 66
8 2g 70 16 58 90 48
3 E = 60 8 40 44 56
© 88 24 42 88 96
One-way analysis of variance
P value 0,0007
P value summary ookl
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
Number of groups 5
F 8,778
R squared 0,7007
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 9052 4 2263
Residual (within columns) 3867 15 257,8
Total 12920 19
Dunnett's Multiple Comparison | Mean Diff. q P value | 95% CI of diff
Test
0mM vs 10" mM 58,00 5,109 | P<0.01 | 27.01 t0 88.99
0 mM vs 10° mM 23,00 2,026 | P>0.05 | -7.995 to 53.99
0 mM vs 10 mM 3,000 0,2642 [ P>0.05 | -27.99 to 33.99
0 mM vs 10° mM 8,500 0,7487 | P>0.05 | -22.49 to 39.49

108




Tabulka 19. Statistical analysis of AKH titre

Paraquat concentration
0 mM 10t mM 10° mM 10 mM 10° mM
0,06598354 | 0,09108091 | 0,08496276 | 0,09429793 | 0,08408722
0,06275306 | 0,04130919 | 0,05184843 | 0,06344352 | 0,06782658
0,0652163 0,1008678 | 0,1037391 | 0,1214853 | 0,1175753
0,06517591 | 0,09156338 | 0,1097567 | 0,08826458 | 0,08192731
0,04765059 | 0,09703006 | 0,07917637 | 0,07728953 | 0,06241874
0,06598354 | 0,1464616 | 0,1242787 | 0,1167852 | 0,1156324
0,06275306 | 0,1661083 | 0,1621144 | 0,1436342 | 0,1271414
0,0652163 0,1439384 | 0,1121149 | 0,1407367 | 0,1193986
0,06517591 | 0,1712409 | 0,1436972 | 0,1234664 | 0,127077
0,04765059 | 0,1468097 | 0,1518158 | 0,1122758 | 0,1158553
0,06598354 | 0,1563299 | 0,1660538 | 0,1179286 | 0,06031972
0,06275306 | 0,1664884 | 0,08601976 | 0,1666325 | 0,1160578
0,0652163 0,03860807 | 0,09571436 | 0,08751356 | 0,04953915
0,06517591 | 0,0618934 | 0,03911192 | 0,06301014 | 0,03699012
0,04765059 | 0,07700641 | 0,07615277 | 0,07686413 | 0,08433382
0,06598354 | 0,0733286 | 0,07677335 | 0,08728898 | 0,080000
0,06275306 | 0,03602763 | 0,05968678 | 0,06261169 | 0,05254991
o 0,0652163 0,06965933 | 0,05793992 | 0,05611691 | 0,05867202
=] 0,06517591 | 0,05524261 | 0,0530327 | 0,06065108 | 0,06438559
E 0,04765059 | 0,07667329 | 0,06555033 | 0,08560538 | 0,04622844
}E 0,06598354 0,08142252 | 0,07709573 | 0,07987537
0,06275306 0,06904965 | 0,08904667 | 0,081163
0,0652163 0,05459997 | 0,0650514 | 0,09277491
0,06517591 0,05520312 | 0,06927618 | 0,054189
0,04765059 0,1055698 | 0,1006622 | 0,05702504
0,06598354 0,1101007 | 0,07788188 | 0,1058502
0,06275306 0,03132804 | 0,0562244 | 0,1390015
0,0652163 0,05652925 | 0,04732782 | 0,04810763
0,06517591 0,139253 0,1384621 | 0,1229076
0,04765059 0,09082617 | 0,07307043 | 0,08960165
0,06598354 0,05967856 | 0,05451871 | 0,05948979
0,06275306 0,07849982 | 0,07218048 | 0,07370824
0,0652163 0,05499253 | 0,05844815 | 0,05770387
0,06517591 0,05077661 | 0,06623341 | 0,0646512
0,04765059 0,05577917 | 0,06063453 | 0,05593584
0,06598354 0,06141685 | 0,05516444 | 0,05385441
0,06275306 0,06999504 | 0,07654861 | 0,07455686
0,08444759 | 0,08604674 | 0,08049764
0,0345323 | 0,0293636 | 0,02772787

109




One-way analysis of variance
P value P<0.0001
P value summary kel
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
Number of groups 5
= 7,294
R squared 0,1331
Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected) 94,92
P value P<0.0001
P value summary ookl
Do the variances differ signif. (P < 0.05) Yes
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 0,03016 4 0,007541
Residual (within columns) 0,1964 190 0,001034
Total 0,2266 194
Dunnett's Multiple Comparison | Mean Diff. q P value | 95% CI of diff
Test
0 mM vs 10" mM -0,03886 5,338 [ P <0.01 | -0.05681 to -0.02092
0 mM vs 10° mM -0,02165 2,973 | P <0.05 | -0.03959 to -0.003704
0 mM vs 10 mM -0,02307 3,169 [P <0.01 |-0.04102 to -0.005130
0 mM vs 10° mM -0,01763 2,421 | P >0.05 | -0.03557 to 0.0003188
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Tabulka 20. Statistical analysis of survival rate

Paragquat concentration
0 mM 10T mM 10° mM 10* mM 10° mM
S 42,000000 70,000000 | 55,000000 73,00000 75,000000
< 47,000000 61,000000 | 72,000000 64,000000 | 91,000000
S 32,000000 57,000000 | 72,000000 75,000000 | 68,000000
g 42,000000 50,000000 | 60,000000 51,000000 | 80,000000
& 50,00000 54,000000 | 89,000000 85,000000 | 65,000000
One-way analysis of variance
P value 0,0006
P value summary ookl
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
Number of groups 5
= 7,835
R squared 0,6104
Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected) 2,390
P value 0,6645
P value summary ns
Do the variances differ signif. (P < 0.05) No
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 3440 4 860,1
Residual (within columns) 2196 20 109,8
Total 5636 24
Dunnett's Multiple Comparison | Mean Diff. q P value | 95% CI of diff
Test
0 mM vs 10" mM -15,80 2,384 [P >0.05 |-33.36t01.761
0 mM vs 10° mM -27,00 4,074 [P <0.01 | -44.56 to -9.439
0mM vs 10° mM -27,00 4,074 | P<0.01 | -44.56 to -9.439
0 mM vs 10° mM -33,20 5010 [P<0.01 | -50.76 to -15.64
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