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Abstract

We tested the hypothesis that experimental manipulations increasing life span correlate to
reduced physical activity and reduced molecular oxidative damage. We used three longevity
phenotypes of males and females of Pyrrhocoris apterus, diapause insects, reproductive
insects and insects with ablation of the corpus allatum, an endocrine gland producing
juvenile hormone. Protein carbonyl content in thoracic muscles was used as an index of
molecular oxidative modification. In both sexes, diapause and ablation of the corpus allatum
(allatectomy) extended life span, but the intensity of locomotor activity was reduced only by
diapause. The carbonyl content, both relative (per protein unit) and absolute (per thorax)
increased with age in reproductive insects of both sexes. However, effects of diapause and
allatectomy on carbonyl content differed between males and females. In males, the carbonyl
content was not affected by either diapause or allatectomy. In females, diapause abolished
the age-related increase in both relative and absolute carbonyl level, while only the increase
in relative carbonyl level was abolished by allatectomy. Overall, the results show that
allatectomy and diapause, although both prolong life span, have differential and sex-specific
effects on locomotor activity and carbonyl content and do not provide a general support for
the proposed hypothesis. Only the extension of life span in diapause females was
accompanied by both reduced locomotor activity and reduced carbonyl content as the

hypothesis suggests.
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1 UVOD

1.1 Teorie starnuti

Starnuti je povazovano za velmi slozity proces, ktery pro biologii zlstava stale
nepochopenym fenoménem. Starnuti probihd na vSech tUrovnich, jak molekulérnich,
bunéénych, tak i systémovych a vSechny urovné se mohou navzajem ovliviiovat (Weinert
a Timiras, 2003). Do dne$ni doby vzniklo mnoho teorii popisujicich starnuti z ur¢itého
aspektu. Pro zajimavost, bylo uvedeno na 300 teorii starnuti (Medvedev, 1990). V¢tSina
z nich byla popfena a jen nékolik ziskalo experimentalni podporu.

V dne$ni dobé mlizeme teorie starnuti rozdelit do dvou hlavnich skupin, do tzv. teorii
programovych a teorii chyb. Programové teorie se odvozuji od piirozené urcenych zivotnich
obdobi, kterymi organismus prochazi (rast, dospé&lost, stafi), podle tzv. biologického
rozvrhu. Zmény v genové expresi reguluji jednotlivé faze pies imunitni a ,,0drzbové*
odpovédi organismu. Teorii chyb odvozujeme od wvnéjSich zasahtii do organismu
zpusobujicich kumulativni poskozeni na riznych tGrovnich (Jin, 2010).

Teorie programovaného starnuti zahrnuje nasledujici podkategorie: 1) teorie

programované dlouhovékosti, ii) endokrinni teorii a iii) teorii imunologickou.

I) Teorie programované dlouhovekosti povazuje starnuti za disledek s vékem klesajici
schopnosti geni spravné fidit organismus (Prinzinger, 2005).

i) Endokrinni teorie pracuje s regulaci starnuti pfes evolu¢né konzervovanou cestu
fizenou inzulin/IGF-1 signalizaci (Van Heemst, 2005).

iii) Imunitni teorie vysvétluje starnuti jako pokles efektivity imunitniho systému
s vékem, disledkem je vzristajici nachylnost k infekénim nemocem (Cornelius,

1972).

Teorie chyb zahrnuje teorie: i) ,,wear and tear®, ii) ,,rate of living*, iii) ,,cross-linking®,

iv) volné radikaly a v) poskozeni somatické DNA.
i) Teorie ,,wear and tear je teorii pomé&rn¢ starou, pochazi jiz z roku 1882. Vysvétluje

starnuti jako sekundarni produkt bunécné cinnosti (Weismann, 1882). Teorie se

principialn€ shoduje s teorii ,,rate of living™.
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i) Teorie ,rate of living™ (Pearl, 1928) vysvétluje starnuti nepfimym pomérem rychlosti
bazalniho metabolismu kysliku k délce Zivota. Podle teorie ,rate of living™ se
ocekavana délka zivota urcuje rychlosti metabolismu.

iii) ,,Cross-linking teorie (Bjorksten, 1968) popisuje starnuti jako akumulaci ,,Cross
linking* makromolekul (spojovani totoznych nebo rozdilnych makromolekul), které
zpomaluji procesy v organismu a poskozuji bunky i tkan¢.

iv) Teorie poskozeni somatické DNA (Gensler a Bernstein, 1981) iika, Ze starnuti
zpusobuji dve pticiny, poskozeni nebo mutace DNA.

V) ,,Teorie volnych radikald“ popisuje poskozeni makromolekul volnymi radikaly.
Narusené makromolekuly se akumuluji a poskozuji buniky i tkané — pficina starnuti.
Molekuly néachylné k poskozeni radikaly jsou proteiny, lipidy, cukry i nukleové
kyseliny.

1.1.1 Teorie volnych radikala

Jedna se o jednu z nejznaméjsich a ptitom i nejkontroverznéjsich teorii. Teorie byla
nejprve formulovana Gerschmanem v roce 1954, dale na ni pracoval a rozsifoval ji Harman.
Jesté v poloving 20. stoleti se predpokladalo, ze volné radikély jsou pfili§ reaktivni pro
existenci ,,in vivo*. Harman navrhl, Ze se volné radikaly tvoii i endogenné pii metabolickych
procesech spotiebovavajicich kyslik. Z pocatku byla mySlenka zamitana, ale s pfichazejicimi
objevy dalSich védct ziskavala hypotéza duvéryhodnost. Napi. potvrzenim existence
endogenniho peroxidu (Chance, 1979) a pfedevS§im objevem enzymu superoxid dismutazy
(SOD), jejimz jedinym ukolem v organismu se zddlo byt odstranovani superoxidovych
anionti (McCord a Fridovich, 1969). Vroce 1972 Harman teorii volnych radikalt
modifikoval. Ur¢il mitochondrii jako misto, kde se generuje nejvétsi mnozstvi volnych
radikald. Vznikla tak mitochondridlni teorie starnuti. Mitochondrie produkuji zhruba 90 %
bunééné energie cestou oxidativni fosforylace, a proto spotiebovavaji nejvétsi mnozstvi
kysliku. Oxida¢ni stres zpiisobuje tvorbu mutaci v mitochondridlni DNA (delece, bodové
mutace), jejichz mnozstvi se s vékem zvétsuje u mnoha druhti organismu (Yui a spol., 2003).
Mitochondrialni teorie starnuti se nevylucovala s teorii ,,rate of living* (ROL), protoze
mitochondrie nejvice pracuji s endogennim kyslikem. Mohlo se usuzovat, ze ¢im rychlejsi je
metabolismus, tim vice se spotiebovava kyslik a tim vice se produkuji volné radikaly.
Nasledné dochazi k vétsimu poskozeni organismu a tim se zkracuje délka zivota. Teorie
volnych radikald zacala byt uznavana, ale teorie ROL upadala v zapomnéni, ptevazné proto,

7ze mezitadova porovnani (mezi ptaky a savci) nepotvrdila ocekavani. Podobné
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u vnitrodruhovych srovnani metabolismu, protoze napf. ptaci a mali savci by podle teorie
meli zit krat$i dobu, nez jak je tomu ve skuteCnosti. Dalsi experimenty ukazaly, Ze
mitochondrie téchto druhti produkuji méné volnych radikalt, nez se piedpokladalo
(Ku aspol., 1993). Potvrdila se spiSe korelace mezi délkou Zivota a mnozstvim volnych
radikalu.

Postupné se zjistilo, Ze oxidacni poSkozeni zplsobuji i peroxidy a aldehydy, které
nepatii mezi volné radikaly. Pravé ztohoto divodu byla teorie volnych radikalt
pfejmenovana na teorii oxidac¢niho stresu (Sohal a Weidruch, 1996). Teorie oxida¢niho
stresu postuluje, ze buiky jsou vystaveny oxida¢nimu stresu pti normalnich fyziologickych
podminkach, kdy existuje ur€itd nerovnost v mnozstvi prooxidantti a antioxidanti. Tato
nerovnost vede K neustalému hromadéni oxidativné poskozenych makromolekul s vékem,
coz vede k poklesu efektivnosti bunéénych pochodu (Muller a spol., 2007).

Pozdé&ji se ukazalo, Zze volné radikaly nemaji pouze negativni dopady na organismus,
ale ze maji i svou funkci, naptiklad v udrzovani homeostazy, vyporadavani se s infekci

a v regulaci bunééné proliferace (Finkel, 1998).

1.1.1.1 Co jsou volné radikaly a ROS?

Volné radikaly mohou byt prvky, molekuly nebo ionty, které maji ve valencni sfére
jeden nebo i nékolik neparovych elektroni dodavajicich ¢astici zvySenou reaktivitu. ROS
(=reactive oxygen species) jsou reaktivni formy molekul obsahujici kyslik. ROS zahrnuji jak
volné radikaly, tak i peroxidy a aldehydy. Mezi nejvyznamnéjsi patii superoxidové anionty
(-02-), hydroxidové radikaly (-OH-), peroxid vodiku ( H,O), alkyl peroxid radikal (-OOR),
alkyl peroxid (-OR) a organické peroxidy (ROOR®).

1.1.1.2 Kde se v organismu berou?

ROS jsou produktem normalniho bunééného metabolismu, ale pochdzi i z vnéjsiho
prostiedi. Za faktory environmentdlniho pivodu povazujeme zafeni (x-zafeni, y-zafeni
a ultrafialové zafeni) a atmosférické polutanty (ozon, N,O,, NO; a cigaretovy koui). Mnoho
ROS vznika jako vedlejsi metabolicky produkt pii autooxidaci redukovanych forem
elektronovych prenaseci (NAD(P)H, redukované flaviny, cytochrome P450), dale pii
zanétlivych reakcich, syntéze oxidu dusnatého, oxiddzami katalyzovanych reakci, lipidovych
peroxidaci, glykace/ glykooxidace a pfi reakcich katalyzovanych kovy (Stadtman a Levine,
2000).
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V organismu jsou ROS produkovany v nejvétsi mife mitochondriemi. Mitochondrie
tvoii ATP ve Cétyf-stupnovém procesu: 1) glykolyza, 2) Krebsiv cyklus, 3) elektronovy,
transportni fetézec a 4) oxidativni fosforylace. Prvni dva kroky ptimo s kyslikem nepracuji,
ale jejich prabeh by bez kysliku nebyl mozny. V prvnich dvou krocich se redukuje NAD
na NADH; a FAD na FADH,. Dilezité je si uvédomit, ze jejich dostupnost v buiice neni
neomezena. NAD a FAD jsou okamzitymi akceptory elektrond. Kdyby NADH, a FADH,
fungovaly jako zasobarna energie, buiice by jejich zasoba dosla a cely proces by zkolaboval.
Zde hraje dulezitou roli kyslik, ktery NADH; i FADH, zpétné oxiduje na NAD a FAD, ¢imz
je uvoliiuje pro dalsi vyuziti. Odniméni elektroni z NADH, a FADH, probiha
v elektronovém transportnim fetdzci. Retézec se skladd ze 4 hlavnich proteinovych
komplexti umisténych na vnitini strané¢ mitochondridlni membrany. V prvnich tfech
komplexech dochéazi k odnimani elektront z NADH, a FADH,. V poslednim komplexu,
zvaném cytochrom oxidaza, se redukuje molekula kysliku na molekulu vody. Uvolnéni
NAD a FAD je v elektronovém transportnim fetézci sekundarni proces, primarni je tvorba
molekuly ATP procesem oxidativni fosforylace (Hill a spol., 2008). V1 — 2 % piipadu
dochazi k netplné redukci kysliku a vzniku superoxidového radikalu (O;), jak bylo zjisténo
z pokust in vitro (Boveris a Chance, 1973). Pokusy byly provadény na izolovanych
mitochondriich v nefyziologickych  podminkach s vysokou koncentraci  kysliku.
Ve fyziologickych podminkach by byla produkce ROS pravdépodobné nizsi, uvadi se kolem
0,1 % (St. Pierre a spol., 2002). Superoxidovy radikal se tvoii pfevazné na dvou mistech
elektronového transportniho fetézce: 1) komplex I. (NADH dehydrogendza) a 2) komplex
[1l. (ubichinon-cytochrom c reduktaza). Pfi normalnich metabolickych podminkach je
komplex Ill. nejvétsim producentem ROS (Turrens, 1997). Elektrony z komplexu I. a Il.
(dehydrogenaza) piechazeji k cytochromu c¢ (ubichinon) a produkuji jeho redukovanou
formu QH,. V Q cyklu dochazi k postupné jedno-elektronové redukci za vyuziti
oxidovanych a redukovanych forem cytochromu b a cytochromu c. Nestabilni meziprodukt
Q cyklu (Q) muze piedavat elektrony i na molekuly kysliku a tvofit superoxidovy radikal.
Tvorba superoxidu je neenzymaticka a tedy, ¢im rychlejsi metabolismus, tim veétsi je
produkce ROS (Finkel a Holbrook, 2000). V cytoplazmé¢ mohou ROS tvofit NADPH
oxidazy a syntetazy oxidu dusnatého (NOS).
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1.1.1.3 Co ROS zpiisobuji?

Nerovnost mezi produkci ROS a antioxidanti navozuje v buiice oxidacni stres.
Diusledkem tohoto stresu jsou zmény ve struktuie proteind, lipidii nebo nukleovych kyselin.
Nejvice studované zmény navozené oxida¢nim stresem jsou zmeny ve struktufe proteint,
kdy se tvoii karbonylové derivaty (Stadtman, 1992). Tyto derivaty jsou v dne$ni dobé
jednim z nejoblibenéjSich ukazatelti oxidacniho stresu, hlavné diky své stabilité. Zatimco
poskozené nukleové kyseliny podstupuji fadu vysoce ucinnych opravnych mechanismi,
karbonylace proteint je, az na vyjimky, nevratnym oxidativnim procesem (Dalle-Donne
a spol., 2003).

Teoreticky by mohly byt karbonylovany v§echny typy proteint, ale zda se, ze nékteré
proteiny a tkané podléhaji karbonylaci vice nez jiné (Yan a spol., 1997). Existuji faktory,
které umoznuji ptredpovidat citlivost aminokyselin vi¢i ROS (Obr.1). Citlivost muzeme
posuzovat podle zastoupeni aminokyselin citlivych k oxidaci, pfitomnosti kov-vazebnych
mist a podle pozice proteinu v buiice (Avery, 2011). Vliv ma i tercialni struktura protein.
Pokud dojde ke $patnému sbaleni proteinu, je protein nachylnéjsi ke karbonylaci (Dukan,
2000). Pribyva i poznatkl, ze nové syntetizované proteiny jsou nejnachylnéjsi na oxidaci,
jelikoz jesté neziskaly konecnou tercidlni strukturu a nezaclenily se do proteinovych
komplext, které poskytuji ochranu pied ROS (Medicherla a Golberg, 2008). Proteiny
nachylné k oxidativnimu poSkozeni ¢asto nachazime ve specifickych metabolickych drahach
a funkcich jako je napf.: energeticky metabolismus, mitochondridlni proteiny, chaperony
a jednotky ubiquitin-proteazomového systému.

Navic se ukazalo, Ze oxidac¢ni poSkozeni proteinii hraje roli i V proteinové funkci
ataktéz pti degradaci proteini. Rychld karbonylace poskozenych proteini umoziuje
kvalitativni kontrolu, protoze karbonylované proteiny jsou nachylnéjsi k degradaci nez
nekarbonylované. VétSina karbonylovanych proteind, at” uz se jedna o proteiny poskozené
ROS nebo specificky oxidované pro signalni Ucely, neni opravena, nybrZ odstranéna
proteolytickou degradaci v endogennich proteazach (katepsin c, kalpain, trypsin a hlavné
proteazom 20s).

Diivody, pro¢ nedochéazi k odstranéni nckterych karbonylovanych proteint, zatim
nejsou znamy (Levine, 2002). Velké mnozstvi studii dokazalo, ze mnozstvi
karbonylovanych proteint stoupa S vékem u ruznych bungk, organel i tkani, (Yan a spol.,

1997). Akumulace karbonylovanych proteinii narusuje bunécnou funkci, zpiisobuje ztratu
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katalytické Cinnosti, strukturni integrity a naruSuje regulacni procesy v buiice (Stadtman
a Levine, 2000).
PFiciny pro vznik karbonylovanych proteinii mohou byt (Nynstrom, 2005):

e oslabeni antioxida¢niho obranného systému

e zvysena produkce ROS

e zhorSena schopnost odstraiiovani poskozenych proteint

e zvySena nachylnost proteinil k oxidativnimu poskozeni

Chaperones

Translatlon
; 2 Obrazek 1 Vznik proteini nachylnych ke karbonylaci (1-

J_ O, 3 chybna translace, 2- chybna tercialni struktura, 3- poskozeni
'l" ) ‘—@f stresem, 4- Kkarbonylace nelinnych enzymii). Tvorba cross
@

\l ‘ linked proteinii a jimi zpisobena inhibice proteazomi ( podle
’ Nystrom 2005).
* Carbonylation

Aggregation Proteolysns

e
-
A
Starnuti je doprovazeno ztratou proteolytické kapacity a akumulaci katalyticky méné
aktivnich, teplotn¢ citlivéjsich enzymu (Dreyfus a spol., 1978). Bylo prokazano, ze s vékem
spojenou akumulaci poskozenych enzymu zptisobuji, alespon ¢aste¢né, poskozené proteiny,
bereme-li v uvahu nasledujici zjisténi:

1) Zmeény srovnatelné se starnutim (katalyticka aktivita, teplotni stabilita a citlivost vici
proteolitické degradaci) mohou byt u precisténych enzyml navozeny jejich
vystavenim ROS in vitro (Stadtman, 1990).

2) Stejna poskozeni enzymi jako u starych zivocichi mizeme najit i u mladych poté,
vystavime-li je oxida¢nimu stresu (Yan a spol., 1997).

3) Faktory a fyziologické podminky vedouci Kk prodlouzeni délky Zzivota, zpusobuji
i pokles v hladin¢ intercelularnich oxidovanych proteini (méfeno mnozstvim
karbonylovanych proteini) (Sohal a spol. 1993).

4) Proteiny ve tkanich starych zivocichll jsou senzitivnéjsi k oxidativnimu poskozeni

nez tkan€ mladych zZivocichii (Agarwal a Sohal, 1993).

Dalsim dilezitym faktorem je dostupnost volného zeleza v bunce, které katalyzuje
karbonylaci proteind (Stadtman a Levine, 2000). Soucasna data ukazuji, ze karbonylace

proteinii se muze objevit, aniz by doSlo k nartistu produkce ROS, zhorSeni antioxida¢ni
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obrany nebo snizeni proteazomové aktivity. V tomto ptipadé dochazi ke karbonylaci
diky nartstu (vEtsi dostupnosti) a citlivosti substratu k oxidativnimu poskozeni. Karbonylace
je potom mén¢ specificka. Dalsim piipadem, kdy dochazi k nartstu frekvence karbonylace,
je podavani antibiotik, napf. streptomycinu. Po podani tohoto 1éku dojde k nartistu produkce
superoxidu. Aktivita superoxid dismutazy a katalazy zlstava stejna. Taktéz nedochazi ani

ke zméné exprese gend vyuzitych v obrané proti oxida¢nimu stresu (Dukan a spol., 2000).

1.1.1.4 Zpisob oxidace proteini

a) piimou oxidaci postrannich fetézcti aminokyselin (AA)
b) oxidaci peptidické vazby
c) reakci s produkty oxidace lipidd a cukrii

a) Prima oxidace postrannich Fetézci AA

Pfima oxidace probihd Vv normalnich podminkich nejcastéji kovem katalyzovanou
oxidaci MCO (=metal cytalyzed oxidative attack) aminokyselinovych postrannich fetézca
prolinu, argininu, lysinu a threoninu. Nejbéznéjsi koncové produkty systému produkujicich
ROS jsou peroxid vodiku (H,0,) a organické peroxidy (ROOR®). Peroxidy samy o sob¢
ptili§ reaktivni nejsou. Avsak Vv pfitomnosti prechodnych kovu (Fez+, Cu") prechazeji
do formy vysoce reaktivnich hydroxidovych radikalt (1) nebo alkylovych radikalu (2), které
reaguji témér se vSemi dalSimi organickymi molekulami.

H,O, + Fe**/Cu* - > -:OH + OH™ + Fe***/Cu* (1)
ROOH + Fe®*/Cu* - > -OR + OH + Fe*"*/Cu* (2)

Oxidace proteinti pfi normalnich fyziologickych podminkach probiha mistné-specificky.
lonty kovli Se vazi na vazebna mista kov/ protein. Nasledné reaguji s peroxidem za vzniku
ROS (‘OH, ‘RO), které reaguji pfednostné¢ s aminokyselinovymi derivaty pobliz jejich
vazebného mista (Stadtman, 1990). Na oxidaci hydroxylovym radikdlem jsou nachylné
vSechny typy aminokyselinovych zbytkd. Oxidace proteinil je reakci nevratnou, existuji vSak
vyjimky. Oxidaci cysteinu a methioninu je mozné opravit. Jedna se ziejm¢ o systém chranici
tyto aminokyseliny pfed nevratnym poskozenim oxida¢nim stresem. Cystein a methionin
obsahuji, jako jediné dvé aminokyseliny, siru, a proto jsou citlivejsi na oxidaci vice nez jiné
aminokyseliny (Lee, 2009). Cystein se oxiduje na disulfid, methionin na methionin sulfoxid
(MeSOX). Methionin je jednou z nejcitlivéjSich aminokyselin K oxidativnimu poskozeni

vibec. Témét vSechny organismy tvoii enzym methionon sulfoxid reduktazu opravujici
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modifikace této AA zplsobené oxidativnim poskozenim (Avery, 2011). Nachylngjsi

k oxida¢nimu stresu jsou i aromatické aminokyseliny (Berlett a Stadtman, 1997).

b) Oxidace peptidické vazby

Oxidativni poskozeni peptidické vazby zahajuje hydroxylovy radikal (-OH) pochézejici
napi. z radiolyzy vody nebo kovem katalyzovaného $tépeni peroxidu. Hydroxylovy radikal
nejprve reaguje s a-atomem uhliku aminokyselinového zbytku, ¢imz je vytvofen radikal
s atomem uhliku v centru (-CR). Tento radikal okamzité reaguje s O,. Vytvoii alkylperoxy
radikal (-OOR), ktery dale reaguje na alkylovy radikal (-OR) a finaln¢ na hydroxylovy
derivat proteinu. Reakce mohou byt katalyzovany peroxidovym radikdlem nebo ionty kovl
(Fe?*, Cu"). Vsechny prechodné stavy (-CR, -OOR, -OR) mohou reagovat s dal§imi
aminokyselinami v ramci jednoho nebo jiného proteinu a tvofit tak nové radikaly s uhlikem
v centru. Pokud reaguji dva uhlikové radikaly navzajem, vznika ,,cross-linked” derivat
protein-protein.

Alkylovy radikal podporuje rozstépeni peptidické vazby diamidovou nebo a-amidovou

cestou (Obr.2).

a) Fragment zbyly po diamidovém Stépeni vznikly od N-konce ziskava na C-konci
diamidovou strukturu ((NH,),). Fragment vznikly §tépenim od C-konce ziska na N-
konci izokyanatovou strukturu (-N=C=0).

b) Fragment zbyly po a-amidovém S$tépeni vznikly od N-konce vlastni na C-konci
amidovou skupinu, na druhém fragmentu od C-konce se na N-konci vyskytuje N-a

ketoacyl derivat.

e 9 h
NH, ~G-C-NHG + 0=G=N-C-G~
Ra Rs

R1
A
}:|O o0 II-IO

[} [ [
NH, ~C-C-NH-C-C-NH-C-C

Ry R. Ra \
H? o] HO

I ([T} [}
NH, —C-C-NH; + R,-C-C-NH-C-C~

R, R,

Obrizek 2 Stépeni peptidické vazby a) diamidovou cestou, b) a-amidouvou cestou (podle Berlett a Stadtman, 1997)

Po kyselé hydrolyze peptidové fragmenty utvofené diamidovym Stépenim ziskavaji
CO,, HN3 a volnou karboxylovou skupinu. Po hydrolyze a-amidovou cestou ziska fragment

skupinu NHs3 a volnou a-ketokarboxylovou skupinu (Berlett a Stadtman, 1997).
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c) Reakce s produkty oxidace lipidi a cukria

Oxida¢né poSkozené proteiny vzniknou reakci se sekundarnimi produkty oxidace lipidd,
kterymi jsou: 4-hydroxy-2-nonenal - HNE, malondialdehyd - CHy(CHO),) (Esterbauer,
1991). Dale vznikaji jako dusledek reakce karbonylovanych derivati (ketoaminy,
ketoaldehydy, deoxyozonem), které vznikaji jako dusledek reakce redukujicich cukri
(glykace a glykooxidace) (Kristal a Yu, 1992) s lysinovymi derivaty proteinu (Garrison,
1987).

1.1.1.5Vznik karbonylovanych derivata proteint

Karbonylovéa skupina (reaktivni aledehydy a ketony) muze vzniknout nékolika rGznymi

zpusoby:

a) piimou oxidaci aminokyselinovych zbytku, pievazné lysinu, argininu, prolinu
a threoninu (podobné v ramci zivocisné fise);

b) Stépenim peptidické vazby (a-amidovou cestou)

¢) reakci s pokrocilymi koncovymi produkty oxidace lipidi a cukrt (pfedev§im nukleofilni
AA jako cystein, histidin a lysin)

1.1.1.6 Antioxidanty

Karbonylovana skupina proteint vznikla nékterym z vySe uvedenych mechanismi muize
dale reagovat s a-amidovou skupinou lysinu ve stejné nebo jiné molekule proteinu a vytvofit
intra- nebo inter- propojeni proteinu (,,cross-linked*).

Organismy vyvinuly celou fadu obrannych mechanismli vyrovnavajicich
se s oxidaénim stresem. Antioxidanty méni ROS na nereaktivni latky. Jedna se vétSinou
0 zvySenou produkci antioxidativnich proteinti, jako napiiklad peroxiddzy, katalazy,
glutathion peroxidazy, glutathion-S-transferazy, glutathion reduktazy, thiol-specifické
peroxidazy, thioredoxin reduktazy, superoxid dismutazy a methionin sulfoxid dismutazy
(Avery, 2011). Kovy vazici proteiny jako ferritin, ceruloplazmin a transferin. Dale
metabolity a kofaktory jako NADP*/NADPH, NAD*/NADH, kyselina lipoov4, bilirubin,

atd. Antioxidacné ptisobi i ionty kovii Mg2+, Mn?*, Zn?",

1.1.1.7 Degradace poskozenych proteinii

Poskozené proteiny jsou odstraiiovany v proteazomalnich systémech. Proteazom je
enzymaticky komplex vyskytujici se v cytosolu a v jadie eukaryotickych bun¢k. Degradace

poskozenych proteinli neni 100% U¢inna a neodstranéné poskozené proteiny mohou
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formovat ,,cross-linked* proteiny shromazd'ujici se s vékem (Dunlop a spol., 2009). Cross-
linked proteiny jsou rezistentni vuci degradaci v proteazomech a navic snizuji schopnost
proteazomu odstranovat jiné oxidované proteiny (Friguet a spol., 1994). Posledni moZnosti
na odstranéni agregovanych molekul je autofagni destrukce. Ani zde nedochazi

k naprostému odbouravani (Pan a spol., 2008).

1.1.1.8 ROS jako signaliza¢ni prostiedek

Zda se, ze zmény v intracelularnim redoxnim stavu reguluji nckolik dulezitych
bunécnych procesii. Podle nékterych studii nejsou ROS jen skodlivymi vedlejsimi produkty,
ale cilenymi produkty nékterych enzymu, které se podileji na fizeni procest v buiice.

ROS se podili na regulaci buné¢ného riistu, zahajovani a udrZzovani zmén bunéénych
fazi, programované bunécné smrti a starnuti. Jakym zpisobem signalizace probiha, neni
znamo. Receptory rustovych faktori potiebuji produkci ROS na nékteré aspekty
,downstream* signalizace (Droge, 2002). Existuji i piiklady ROS zahrnuté do signalnich
drah inzulinu, cytokinl (tumor nekrézis faktori a - TNF o, interleukinu f — IL-1 B)
(Mahadev a spol., 2001; Xu a spol., 2002).

Dalsi kandidat pro bunécnou signalizaci je protein tyrozin fosfat (PTP), jelikoz
obsahuje velké mnozstvi cysteinu na aktivni strané¢ — pfistupné k oxidantim (cystein je
k oxidaci citlivy). Oxiduje se tedy jiz pifi nizké hladin¢ oxidanti a jeho vyhodou je
navratnost do plvodniho neoxidovaného stavu enzymatickou reakci, coz by spliovalo
redoxni pozadavky pro ROS signalizaci (Finkel, 2003).

Upeviiuje se i pomyslna vazba mezi bunéénou odpovédi na oxidacni stres
a mechanismy regulujicimi dlouhovékost. Existuji studie u téi genovych produkti spojenych
se starnutim ( “forkhead” transkrip¢ni faktor, histon deacetylaza Sir2, p66Shc), které reguluji
mnozstvi intracelularntho ROS v savc€ich buiikdch nebo zvySuji rezistenci k oxidaénimu

stresu (Finkel, 2003).

1.1.1.9 ROS a nemodci lidi

Oxidativni stres vede u lidi ke vzniku mnoha nemoci, napt. ALS (amyotroficka
lateralni  skler6za), ateroskleréza, Alzheimerova choroba, Parkinsonova nemoc,
Freindreichova ataxie, rakovina a dalsi (Roberts a spol, 2009). Zaroven vsak nedostatek
v produkci superoxid dismutazy v neurofilech vede ke snizené schopnosti bojovat proti
infekcim. Tato porucha je Castd u lidi postizenych Downovym syndromem, ktefi maji

nadbytec¢nou kopii genu pro SOD (Voorhies, 2001).
Stranka | 10



1.2 Starnuti a endoKkrinni soustava

V soucasné¢ dob¢ dochazi k vétSimu pochopeni regulace dlouhovékosti. Poznavaji
a popisuji se molekularni mechanismy ovliviiujici stdrnuti. Vyznamna data ziskavame
z modelovych organismi C. elegans, D. melanogaster, M. musculus a dalsich. Mutace
v genech hormont nebo molekul zjejich signalnich drah, povazovanych za iniciatory
procesu preziti za nepfiznivych podminek, prodluzuji piezivani, aniz by doslo
k environmentalnim pfi¢inam. Proces preziti je antagonistou procesu starnuti, a proto
pomaha odhalit buné¢né a molekularni pfic¢iny starnuti. Dlouhovéci mutanti pomohli odhalit
mnoho genil zahrnutych v endokrinni signalizaci, které jsou univerzalni v rdmci eukaryot,
napt. hlavni signalni drahu inzulinu/ ,,inzulin-like growth* faktoru 1(IFG-1) a nasledna
kaskada, zachovévajici si svou funkci napfi¢ organismy. Proto mulzeme vyuzivat
modelovych organismti k poznani univerzalnich mechanisma starnuti, ale musime mit
na paméti, ze nevime, jestli signalni drahy piisobi u rtiznych druhii stejné.

I ptesto, ze doSlo k poznani ¢etného mnozstvi signalnich drah, neni jasné, jakym
zpusobem spolu komunikuji a interaguji. Zajimavym aspektem signalnich drah ovliviigjicich
dlouhovékost je, ze nejednaji neautonomné. Mutace jedné bunky vede ke zménam v celém
organismu. Miizeme tedy fici, ze endokrinni signalizace koordinuje stdrnuti mezi
jednotlivymi tkdnémi a builkami. Poznani toho, Ze mutace jednoho genu mize vést
ke zvySeni délky Zivota celého organismu, bylo piekvapujici. Tyto mutace ukazuji, Ze
starnuti je proces, ktery podléha regulaci, nejedna se o proces ndhodny, jak by se mohlo zdat.
U bezobratlych povazujeme endokrinni regulaci spojenou se starnutim za adaptivni, protoZe
stejné hormony reguluji schopnost organismu piezit v pribéhu stadii spojenych se snizenym

metabolismem, pozastavenym vyvojem a zvySenou stresovou rezistenci.

1.2.1 Snizena Inzulin/IGF-1 signalizace (11S) a diapauza

IIS dradha hraje vyznamnou roli v fizeni energetického metabolismu, rastu, reprodukce
a dlouhoveékosti u Caenorhabditis elegans, hlodavci a Drosophila melanogaster
(Tu a spol., 2005)

a) Caenorhabditis elegans

U hadatka Caenorhabditis elegans piechazeji jedinci nepiiznivé podminky (nedostatek
potravy, velkd hustota jedincll) pozastavenim vyvoje, nazvané¢ho dauer larva. Mutanti
v genech dauer formace (Daf) vykazuji nezvyklou dlouhovékost. Slabé alelické projevy Daf
mutantl v genech age-1 a daf-2 (homolog inzulin/IGF-1 jaderného receptoru), které koduji
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komponenty inzulin/IGF signalni drahy, vedou k pfekroceni stadia dauer larvy a pfeménu
Vv dlouhovéké dospélce, ktefi jsou stres rezistentni a délka zivota je u nich navySena
az 0200% (Guarente a Kenyon, 2000). Proces je fizeny geny daf-16 a primarné
inzulin/ IGF-1 signalizaci (Larsen a spol., 1995).

Had’atko produkuje kolem 32 inzulin-like ligandt. Po navazani ligandu na inzulin-like
receptor (DAF-2), se spusti kindzova kaskada (PI3-kinaza/PDK/Akt draha) vedouci
k fosforylaci DAF-16 (forkhead transcription factor-FOX), ktery je uvolnén do hemolymfy.
Nasleduje rychla reprodukéni vyspélost a starnuti. Pokud nedojde k popsané aktivaci, spousti
DAF-16 diapauzu a dlouhovékost. DAF-16 je klicovy regulator resistence k oxida¢nimu
stresu, metabolismu, reprodukci i starnuti. Pokud jsou podminky ptiznivé, dochdzi spise
K rustu a reprodukeci, nezli k idrzbé organismu a opravam, navic délka Zivota je kratsi. DAF-
16 je za ptiznivych podminek lokalizovan v cytoplasmé. V opaéném ptipadé, za stresovych
podminek, je DAF-16 lokalizovan v jadre. Reprodukce a rist jsou potlaceny a dochazi spise
k opravam a udrzb¢ organismu, nez k rastu a reprodukci (Henderson a Johnson, 2001).

DAF-16 mizeme povazovat za molekularni pfepina¢ v ,trade-off* mezi reprodukci
adélkou zivota. Inzulin/IGF signalizace negativné reguluje daf-16, nasledné dochazi
ke zvySeni délky zivota a rezistence ke stresu. Soucasné snizeni metabolismu, reprodukce
azvyseni resistence ke stresu ftizené inzulin/IGF-1 signalizaci mize byt divodem
ke zpomaleni starnuti (Tatar a spol., 2003). Existuji ale dikazy, Ze pozitivni vliv na starnuti
muze byt odlou¢en od negativniho vlivu reprodukce, protoze zastaveni exprese DAF-2
(C.elegans homolog InR) RNA interferenci béhem vyvoje vedlo ke snizeni plodnosti, ale
u dospélct stejny zasah nevedl ke snizeni plodnosti za soucasného zvyseni délky zivota
(Dillin a spol., 2002). Odnéti celych gonad (buniky zarodecné linie a somatické tkang)
zastavilo produkci vajicek, ale neovlivnilo délku Zivota. Odstranéni bunc¢k zarodecné linie
samotnych zpisobilo prodlouzeni délky Zivota, které je zavislé na 1IS a DAF-16 (Hsin a
Kenyon, 1999).

Odnéti bunék zarodecné linie u had’atka prodluzuje délku Zivota. ProdlouZeni délky
zivota a odnéti bun¢k zarodecné linie zavisi napt. na DAF-9 (homolog cytochromu P450),
DAF-12 (homolog jaderné¢ho receptoru) a DAF-16. Pfitomnost a déleni bunék zarodecné
linie mé negativni vliv na starnuti (Arantes-Oliveira a spol., 2002). Data naznacuji existenci
signalni drahy, ve které se steroidni hormon, syntetizovany z cholesterolu v procesu
vyzadujicim DAF-9 a DAF-36, vaze na DAF-12 a aktivuje DAF-16, coz vede k prodlouzeni

délky Zivota. Produkce steroidniho hormonu je potlacena délenim bun€k zarode¢né linie.
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Odnéti bunek zarodecné linie prodlouzi dobu zivota dlouhovékych mutanti daf-2. Znamena
to, ze reprodukcni signalni drdha plsobi paraleln¢ k IIS draze v fizeni dlouhovékosti
(Arantes-Oliviera a spol., 2003). Do dne$ni doby byly identifikovany dva steroidni hormony
pusobici na reprodukci a délku zivota. Jsou jimi pregnenolon a ,,bile-acid like cholestenoic
acid“ (Motola a spol., 2006).

Inzulin/IGF-1 signalizace, ,transforming growth factor-p* (TGF- B) a signalni draha
serotoninu pusobi na jediného pfijemce signalu — hormonalni receptor jadra DAF-12 (Antebi
a spol., 2000). Mutanti v genu pro daf-2 , ktery tidi vznik dauer larvy a starnuti, pomahaji
objevit mechanismus putsobeni sekundarnich hormoni, kterymi jsou: ligand pro jaderny
receptor DAF-12, DAF-9 a cytochrom P450.

Piijem zivin tidi inzulin/IGF a TGF-B drahy stimulujici produkci DAF-12 ligandu ptes
DAF-9, ktery indukuje reprodukci a starnuti. Neékteti mutanti v genu daf-9 piezivaji o 25%
déle nez divoky typ (Jin a spol., 2002). Mutanti daf-9 dale prodluzuji délku zivota daf-2
mutantim, kdy signalni draha vede ptimo pies daf-12. Je pravdépodobné, ze DAF-9 signalni

draha funguje paralelné s inzulin/IGF signalizaci.
b) Hmyz

1) Juvenilni hormon

Podobné jako had’atko i hmyz se brani nepfiznivym podminkdm vstupem do stavu se
snizenym metabolismem, tzv. diapauza. U dosp€lcli se diapauza projevuje pozastavenim
vyvoje reprodukénich organd, véetné paticiho chovani a dlouhovékosti (Tatar a Yin, 2001).
Reprodukéni diapauza je znama u mnoha druhG hmyzu, napf. brouki, rovnokiidlych
a ungkterych druhd much a motyld. U nékterych druhlt hmyzu se podatilo navodit
reprodukéni diapauzu odnétim corpora allata (CA). Odstranéni CA indukuje diapauzu
a zaroven prodluzuje délku zivota Drosophila o vice nez 100% (Tatar a Yin, 2001). Stejna
situace je i u rovnok¥idlych (Pener, 1972), plostice Pyrrhocorris apterus (Hodkova 2008),
kdy chirurgické odnéti CA vyrazné prodluzuje délku zivota oproti kontrolnim jedincim.
Endokrinni zlazy CA produkuji a uvoliuji juvenilni hormon (JH) pod vlivem vnégjSich
podminek, kterymi jsou teplota, potrava, fotoperioda, koordinované se signaly vnitinimi
(Hartfelder, 2000).

JH ovlivituje mnoho zivotnich procesi hmyzu (metamorfozu, chovani, reprodukci).
Jedna se o ,,lipid-like* hormon sesquiterpenoidni povahy. U dospélcti indukuje vitelogenezi

a potlacuje diapauzu. Stimuluje syntézu a sekreci Zloutkového proteinu tukovym télesem
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ajejich spotfebu do oocytii (Nijhout, 1994). JH je znam jako ,,downstream* efektor
inzulinové signalni drahy (Flatt a spol., 2005).

Buriky pars intercerebralis (PI) mozku jsou hlavnimi producenty inzulin-like proteint
(ILP) u dospé€lct D. melanogaster, které jsou uvolfiované do protecerebra, do corpora
cardiaca (CC), a do hemolymfy. Drosophila produkuje né€kolik typd ILP v neurosekrecnich
bunkach PI, které se vazi na ,,inzulin-like receptor (InR) v cilovych tkanich, jako jsou
gonady a tukové téleso (Tatar a spol., 2005). Jiné typy neurosekrecnich bun¢k produkuji
biogenni aminy, kterymi jsou serotonin a dopamin (neurotransmitery a neuromodulatory)
(Monastirioti, 1999).

Casteéné genetické odstranéni neurosekreénich bunék produkujicich ILP redukuje
expresi ilp — RNA a vede ke zvySeni délky zivota u samic i samci. Octomilky
s odstranénymi  neurosekre¢nimi  buiikami jsou rezistentnéj$i k oxidacnimu = stresu
a hladovéni. Vykazuji také sniZzenou plodnost. Proces by mohl byt fizen snizenim IIS
aktivity (Broughton, 2005). U Pyrrhocoris apterus vede odnéti PI a CA k aditivnimu
navyseni délky Zivota, tedy neni zprostiedkovano pouze JH signalizaci, jak bylo naznac¢eno
u Drosophily (Hodkova, 2008).

IIS draha reguluje u Drosophila i velikost téla, protoze zvitata nesouci mutaci v IIS draze
jsou mala (,,dwarf™). Mutanti v homologu sav¢iho inzulin- receptor-substrat protein (IRS)
Chico, ktery se spojuje s receptorem aktivujicim kindzovou signdlni drahu (PI3 kindza), se
u Drosophila nazyvaji chico. ,,Null“ mutanti Drosophila v IRS homologu chico, vykazuji az
0 45% vyssi délku Zivota a zaroven maji normalni velikost téla a plodnost. ZvySenou délku
Zivota maji 1 mutanti genu kodujiciho inzulin-like receptor (InR), ekvivalent k daf-2
u had’atka (Clansy a spol., 2001). Heterozygotni mutanti se dvéma odliSnymi mutacemi
v inzulin/IGF-1 receptoru a ziji az o 85% déle, nezli kontroly (Tatar a spol., 2001).
Prodlouzeni délky Zivota mutacemi InR a chico podléha nedostatku JH, protoze syntéza JH
je u InR ,,dwarf nepatrna a po aplikaci methoprenu (analogu JH) se zahaji vitelogeneze
a obnovi normalni délka zivota (Tu a spol., 2002). Z vyse uvedenych zjisténi mizeme
oznacit JH jako ,,pro-aging® hormon. Z vyse uvedeného vyplyvd, ze nemusi existovat
spojitost mezi zvySenou délkou zivota a snizenou reprodukci zvySenim IIS u Drosophila,
podobné ani u had’atka (Gems a spol., 1998).

Kli¢ovym transkripnénim faktorem IIS u octomilek je FOXO, homolog DAF-16
u had’atka, ktery je vysoce konzervovanym savéim ,,forkhead“ transkripénim faktorem.

Reguluje bunéény cyklus, apoptozu, opravy DNA, metabolismus a rezistenci k oxida¢nimu
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stresu (Partridge a Briining, 2008). IIS draha negativné reguluje FOXO fosforylaci pies
konzervovanou kinazovou kaskadu s PI3K a protein kinazou B (PKB), kterd zabranuje
presun FOXO kjadru. Pokud je IIS zablokovana, vstupuje nefosforylovany FOXO
Z hemolymfy do jadra, kde reguluje transkripci gent (vCetné gent ovlivijicich oxidacni
stres), ¢imz zplisobi zvySenou resistenci ke stresu a dlouhovekost. Zvysend exprese dFOXO
V tukovém télese dospélcti octomilky zvySuje délku zivota a zaroven snizuje reprodukci
u samicek, ale nema zadny vliv na délku zivota samct (Giannakou a spol., 2004).

Zaroven, pii snizeném kalorickém piijmu, coz vede ke snizeni IIS, dojde k zvySeni
transkripce Inr a pfipraveni bunék na zménu v potravnich podminkach (Puig a spol., 2003).
Podobnou regulaci nachazime i u savct (Puig a Tjian, 2005). Soucasné studie oznacuji
FOXO jako hlavni faktor v organizaci transkripéni odpovédi na piijem potravy.
Mitochondrialni biogeneze spojend se zvySenym piijmem potravy je spojena s IIS ztratou
FOXO zprostiedkovanou represi ,,peroxisome-proliferator y* koaktivator 1 (PCG-1)
(Gershman a spol., 2007).

Existuje n¢kolik kandidatt na receptor JH. Prvnim z nich je MET. Gen pro MET je X-
vazebny Metopren-tolerant (Met, nebo Resistance to Juvenile Hormon, Rst(1)JH), ktery je
¢lenem rodiny transkripénich reguldtori. Druhym kandidatem je UPS, viz nize. Bez
navazaného ligandu se MET vyskytuje jako neaktivni homodimer. Protein MET obsahuje
zakladni helix-loop-helix (bHLH)strukturu nasledovanou dvéma Per-Arnt-Sim (PAS)
doménami (Ashok a spol., 1998). Po navazani ligandu (JH nebo homologl) na PAS-B
specificky vazebnou doménu MET dojde ke strukturnim zméndm a homodimer se rozpadne
na jednotlivé MET. To umoZni navdzani Taimanu, protein podobny savéimu steroidnimu
receptoru koaktivatoru 1 (SRC-1)/NCoA-1/p160. Dimer MET-Taiman by mohl byt aktivni
JH receptor (Charles a spol., 2011). Zda se, ze pleiotropni plsobeni JH je zplsobeno
genetickou ruznorodosti vazby JH na receptor (Flatt a Kawecki, 2004), ale mechanismus
neni znam.

Pti zvySeni délky Zivota u mutantl musSky v IIS draze, stejn¢ tak u podobnych mutantt
had’atka, byva snizena reprodukce. Situace je obdobna reprodukcni diapauze. Snizena
reprodukce je povazovana za nejbéznéjsi ,trade-off™ u populaci dlouhoveékych octomilek
(Stearns a spol, 2000). Mutanti Drosophila v receptoru inzulin/IGF-1 jsou sterilni a jejich
ovaria se podobaji ovariim diapauznich jedinct divokého typu a vykazuji snizeny titr JH.
Po podani methoprenu zapocala témto mutantim vitelogeneze a obnovila se normalni délky

zivota. Coz znamena, ze IIS stimuluje tvorbu JH v CA, a vzajemn¢ reguluje délku zivot
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a reproduk¢ni diapauzu. JH vsak pravdépodobné nebude jedinym hormonem ovliviiujicim
dlouhovékost, protoze jsou znadmi i mutanti, ktefi nesou mutaci v IIS a piesto ziji stejné
dlouho jako divoky typ musek (Tatar a spol., 2001).

Odnéti reprodukénich tkani bylo povazovano za dalsi faktor prodluzujici délku Zivota.
Nicmén¢ odnéti bunck zarodecné linie v brzkém stupni vyvoje nevede k prodlouzeni délky
zivota u octomilek (Barnes a spol., 2006), ale odnéti bunék v pozdéjsich vyvojovych fazich
zvySuje dlouhovékost a je spojeno s vlivem IIS (Flatt a spol., 2008). U ruménice pospolné
nema odnéti ovarii zadny vliv na délku zivota (Hodkova, 2008).

Rizeni dlouhovékosti a starnuti neni vibec jednoduché vysvétlit, protoze existuji
I vyjimky, které dokazi vyvratit mnohé hypotézy. Délka zivota nezavisi na velikosti téla,
protoZe heterozygotni mutanti v chico null/+ dosahuji normalni velikosti, ale ziji déle
(~35%) nez kontroly. Ani snizenid plodnost pravdépodobné nezplisobuje dlouhovékost,
protoze chico (-) samicky s mutaci odstranénymi ovarii ziji déle nez chico (+) kontroly,
kterym analogicky chybi ovaria (Clancy a spol., 2001). IIS interaguje s nejméné dvéma
vnitrobunéénymi kaskadami: 1) ,,amino-acid-sensing Target of Rampamycin“ (TOR) drahou
a 2) ,stress-sensing Jun NH,*“ (JKN) drahou. Ob& dvé jsou soucasti kontroly starnuti

U had’atka a octomilek (Giannakou a Partridge, 2007).

i) Ekdyzon

Dalsim kandidatem na regulaci starnuti u hmyzu je steroidni hormon ekdyzon,
ovliviiuje vyvoj, metamorfozu a u dospélcti oogenezi ¢i spermatogenezi (Obr.3) (Kozlova
a Thummel, 2000). Klicovym signalem k produkci ekdyzonu je neuropeptid zvany
prothoracikotropni hormon (PTTH). PTTH je syntetizovan ve dvou velkych neurosekrecnich
buiikdch nachdzejich se v dorzolaterdlnim regionu mozkovych hemisfér. Tyto neurony
inervuji endokrinni zlazy hmyzu: corpora allata (CA), u nékterych druhtt hmyzu corpora
cardiaca (CC) (Bollenbacher a spol., 1980). PTTH je uvoliiovan z neurohemalnich organi
(CA, CC) pod slozitou kontrolou rtiznych signaltt do hemolymfy. Mechanismus regulace
hladiny PTTH stale neni znamy (Thummel, 2001), ale je ovlivnén environmentalnimi
stimuly, jako je fotoperioda — cirkadialni rytmy (Truman, 1972) a teplota, tak stimuly
vnitfnimi, napt.: velikost téla, vaha a pfijem zivin (Truman a Riddiford, 1974). Produkci
podnécuje 1 JH, jak bylo zjisténo v pfedposlednim instaru larvy u motylt (Mizoguchi, 2001).
PTTH je peptidicky hormon neschopny vstoupit do bunék prothorakdlnich 7zlaz,

syntetizujicich z cholesterolu ekdyzon. Jeho funkce zavisi na receptorech spojenych s G-
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JH and 20E titers in development

proteinem, jehoz aktivaci stoupne hladina ,,druhého posla“ (Ca2+) v bunce. Pies Ca2+-

calmodulin zévislou adenylat cyklazu se spousti cAMP, ktery aktivuje cestu protein kinazy,

ta fosforyluje a aktivuje enzymy biosyntetickych procesii vedoucich k bunécéné odpovédi —

syntéze a sekreci ekdyzonu (Klowden, 2007). U dospé€lct se z ekdyzonu tvoii, prevazné

v periferialnich tkanich a ve folikularnich bunkach (ovaria, testes), aktivni forma ekdyzonu,

metabolit 20-OH-ekdyzon (20E). 20E produkovany v ovariich byva ukladan do vajicek

a po vykladeni vyuzivan embryem (Gilbert a spol., 2002).
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Obrazek 3 Titry juvenilniho
hormonu a 20-hydroxyekdyzonu
béhem vyvoje Drosophila.
Rovnovaha mezi 20E (souvisla
¢ara) a JH (prerusSovana c¢ara)
V jednotlivych fazich vyvoje
(znateno nad grafem). VSechny
vyvojové pirechody jsou zahajovany
20E (larva-larva, larva-kukla,
kukla-dospélec) a ukonéovany JH.
Kukleni a rist se vyskytuji za
pritomnosti vysokého titru JH. Na
konci vyvoje poklesne titr JH a 20E
zahaji tak kukleni. Od tietiho
instaru, pod grafem, vidime
genetické  Fizeni  metamorfozy
(podle Dubrovsky 2005).

Sekven¢né specificka transkripce fizend ekdyzonem je zprostiedkovana dvéma

jadernymi receptory: ekdyzon receptorem - EcCR a Ultraspiraklem — UPS (homologem

retinoid X receptoru obratlovcil). EcR a UPS spolu vytvafi heterodimerni komplex, ktery

muze aktivovat nebo inhibovat transkripci. Aktivni metabolit 20-OH-ekdyzon (20E) je

exportovan do tukového télesa, kde funguje jako aktivaéni ligand pro EcR. Ligandem pro

UPS muze byt JH, ktery po navdzani na UPS vykazuje supresivni efekt na ekdyzon

dependentni aktivaci transkripce, pravdépodobné aktivaci

histone deacetylazového

komplexu s inhibi¢nimi u¢inky na transkripci — zvySuje pozitivni naboj histont (Maki

a spol., 2004). Avsak nevykazuje pln¢ afinitni vazbu typickou pro vazbu hormon receptor

(Dubrovsky, 2005). Po navazani ekdyzonu na EcR se komplex navadze na koaktivatory, které

aktivuji enzymy histon acetyltransferazy — snizuji kladny ndboj histond a umozni uvolnéni

DNA, ¢imz se uvolni pro transkripci ,,early genes*: Broad-Complex (BR-C), E74 a E75,
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kazdy koduje nckolik izoforem proteinti, DNA vazebnych transkripénich regulatori
(Thummel, 2001). Proteiny vyprodukované ,,early genes* ovlivituji produkci velké skupiny
»late genes®: L63, L71, L82 atd., které se piimo ¢i nepfimo podileji na metamorfologickych
procesech, jakymi jsou bunécna smrt staré larvalni tkan¢, bunécné proliferace, diferenciace
imaginalnich tkani a tvorba kutikuly kukly (Thummel, 2002). Komlpex EcR/USP se stava
funk¢énim az po navazani chaperonového heterokomplexu (Hsc70 a Hsp 90) (Arbeitman
a Hogness, 2000). Pii absenci ekdysonu EcR/USP komplex interaguje s jednim nebo vice
korepresornimi proteiny napt.: alien a SMRTER. SMRTER je strukturné rozdilny, ale
funk¢éné podobny jadernému korepresoru obratlovett SMRT a N-CoR (Simon a spol., 2003).
SMRTER stejné jako alien zprostiedkuje represi interakci se Sin3A, represorem znamym
utvarenim komplexu s histon deacetylazou Rpd3/HDAC. Asociace SMRTER s dSin3A
naznacuje, ze existuji zakladni mechanismy represe jadernymi receptory, které jsou evolu¢né
konzervované mezi obratlovci a Drosophila (Tsai a spol., 1999).

Zvysena tvorba chaperonti u D. melanogaster zvysuje délku Zivota, stejné jako
u C. elegans (Tatar a spol., 1997). Stejny G¢inek ma i mutace v genu pro Rpd3 u Drosophila
(Rogina a spol., 2002). Ekdyzon muze byt gonadami fizeny signal, pfes ktery inzulin
zpusobuje starnuti organismu. Potlaceni syntézy ekdyzonu nebo mutace pro ECR
u D. melanogaster pusobilo prodlouzeni primérné délky zivota (u samci i samic o 40-50%)
spolu se zvySenou odolnosti vuéi stresu a velmi piekvapivé se zvySenou pohybovou
aktivitou (Simon a spol., 2003). Neplati tedy, Ze snizena aktivita vede k vétsi dlouhovékosti.
Heterozygotni mutanti v EcR nevykazuji ani Zadné defekty oogeneze (Carney a Bender,
2000), naopak, plodnost u mutanti byla vekoveé specificky vétsi nez u kontrol (Simon
a spol., 2003).

I ptesto, ze steroidy a inzulinové signalni drahy maji rozdilné Gi¢inky na organismus,
je patrné, ze spolu interaguji (Tu a spol., 2002). Stale neni jasné, jakym zptisobem JH
ovlivituje geny, ale existuji dva modely, prvni tikd, ze JH upravuje genovou expresi genu
aktivovanych 20E a druhy, ze 20E piimo ovliviiuje genovou expresi, bud’ pozitivné, nebo
negativné (Dubrovski, 2005). Vice je prosazovany prvni model. MozZnost, jakym JH
ovlivituje 20E transkripéni aktivitu je receptorovy komplex EcR/UPS nebo fizenim BR-C
(Dubrovski, 2004). Gen E75 vykazuje dvoji hormonalni regulaci, mize byt aktivovan jak
JH, tak 20E . Znamena to, Ze E75 muze délat prostfednika mezi dvéma signalnimi drahami.
Béhem larvalniho svlékani, 20E nariistd v pfitomnosti vysokého titru JH s pozitivnim vlivem

na E75A RNA, kterd se objevi pied transkripci ,,early genes. Pozdé&ji, za pfitomnosti JH,
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E75A zacne koordinované ,,downregulovat* expresi ,.early genes®. Na konci larvalniho
vyvoje poklesne hladina JH a E75A se stane méné citlivym k 20E. Na pocatku tfetiho instaru
larvy, jeden nebo n€kolik nizkych titrii E20 v absenci JH, aktivuje skupinu ,,early genes‘
(EcR-B, E74B a BR-C). Kdyz je BR-C aktivovan, nemtze byt odstranén ptasobenim JH ani
E75A a dochazi k tvorb¢ kukly (Sullivan a Thummel, 2003).

Na zavér mizeme fici, Ze JH ma mimo jiné i tlohu v regulaci ekdyzonu (Riddiford
a spol., 2003).

c) Savci

vvvvvv

funkénimu rozdilu inzulinu a IGF-1. Zasadni naru$eni inzulinové signalizace, ktera u savci
ovlivituje metabolismus, vede k metabolické nerovnovaze a zkraceni Zivota (Russel a Khan,
2007). U savct nachazime né¢kolik receptort pro inzulin/IGF-1, na rozdil od musky
a had’atka, kde je jen jeden. Dlouhovékost mySi miize byt zpiisobena, at’ uz ndhodné ¢i
spontanné, mutaci zasahujici do biosyntézy nebo ¢innosti GH, IGF-1 nebo inzulinu. GH
ovliviuje sekreci IGH-1.

Prvni pozorovani dlouhovékosti zptisobené pozménénim IIS drahy u mysi bylo u
»~Ames dwarf* mutantli (nesou mutaci v PROP1 — transkripéni faktor potfebny k vyvoji
hypofyzy). ,,Ames dwarf* mysi postradaji GH a maji snizenou hladinu cirkulujiciho IGF-1.
Vykazuji delsi primeérou dobu zivota oproti divokému typu kontrol. Zaroven vsak
postradaji prolaktin a hormony $titné zlazy (Brown — Borg a spol., 1996). ,,Snell dwarf*
mysi nesouci mutaci v PIT (dalsi transkripéni faktor nezbytny pro vyvoj hypofyzy) maji
podobny fenotyp jako ,,Ames dwarf‘ mutanti. ,,Snell dwarf* mutanti ziji déle oproti
divokému typu (aZ o 45%) i po podani hormont §titné zlazy a GH (Vergara a spol., 2004).
Mysi s odstranénym ,,GH-receptor/biding protein“(GHR/BP) nebo ,,GH releasing hormone
receptor’ také vykazuji nizsi hladiny GH a IGF-1 a delsi dobu Zivota (Flurkey a spol., 2001).

Mutace v genech pro IGF receptor Iglr (analogy receptori InR u Drosophila
a DAF -2 C.elegans) v homozygotnim uskupeni lglr-/- zpisobuji thyn. Heterozygoti
Ig1r+/- Ziji v praiméru o 26% déle, nez kontroly divokého typu. Heterozygotni sami¢ky Ziji o
33% déle, nez kontroly, ale u heterozygotnich sameckt je narast délky zivota jen 16%.
Dlouhovéci lglr+/- mutanti nevykazuji zadné zmény ve srovnani s kontrolami v ristu,
V pohlavni vyspélosti, plodnosti, metabolismu a jsou rezistentn¢js$i k oxidacnimu stresu

(Holzenberger a spol., 2003).
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Dalsim faktorem prodluzujici zivot mysi je tukové specifické odstranéni genu pro
inzulinovy receptor. Mysi po zasahu normalné piijimaji potravu, ale udrzuji se §tihlé
a tolerantni na glukézu (Blither a spol., 2003). Inzulin v tukovych tkanich muZze ovlivnit
starnuti vlivem na hormony ¢i regulaci metabolismu. U mysi vede odstranéni receptort pro
GH nebo odstranéni GH k sekundarnimu potlaceni IGF-1 a inzulinu, tim k prodlouzeni
délky zivota (medidlni i maximalni) a zpomaleni starnuti. I pfimé odstranéni IGF 1
signalizace vede Kk prodlouzeni dlouhovékosti, nicméné uc¢innost je niz§i nez u GH
nedostate¢nosti. Navic plsobi povétSinou jen na samicky (Bartke, 2011). Vyssi rezistence
ke stresu je spojena s mensi fosforylaci stresem aktivovanych protein kinaz (ERK 1 a 2)
ovliviyjicich expresy gent (Sun a spol., 2009).

Inzulinova resistence je na rozdil od had’atka a octomilky prekurzorem pro s vékem
spojované nemoci u jinak zdravych a ne obéznich lidi (Facchini a spol., 2001). Omezeny
kaloricky pfijem (,,caloric restriction” - CR) zvysSuje u hlodavci délku zivota a stejné plisobi
i u primati a pravdépodobné i u lidi (Kirwan a spol., 2001). CR u savcii je spojovano
s poklesem hodnot inzulinu a normélni ¢i sniZenou hladinou glukézy, z ¢ehoz vyplyva
pozitivni korelace mezi délkou zivota a citlivosti na inzulin (Masoro, 2005). Snizenych
hodnot inzulinu a tuku lze dosahnou i bez CR, jak dokazuje dal$i mutace pozitivné
ovliviujici délku zivota u mysi: ,,fat-specific insulin-receptor knockout” (FIRKO). Mysi
s touto mutaci maji podstatné rozdilny fenotyp ve srovnani s ostatnimi tkanovée specifickymi
mutacemi pro inzulinovy receptor. Adipocyty FIRKO mysi jsou rezistentni na inzulin, ale
mysi jsou Stihlé a ochranéné pied s vékem spojovanou obezitou a metabolickymi zménami,
prestoze je jejich kaloricky piijem normdlni (Blither a spol., 2003). Stale neni jasné, jakym
zpisobem CR ovliviiuje délku zZivota. CR miiZe jednat pfimo tim, ze dojde ke zvySeni
ucinnosti metabolismu, zaroven ke sniZeni produkce volnych radikalt ¢i aktivaci histon
deacetyldz a tim znemoZnéni genové transkripce (Lin a spol., 2002). Pfipadné¢ mize CR
jednat neptimo. Signaly z bun€k o pfijmu zivin, napi. pies leptin, adiponektin ¢i resistin,
mohou byt shromazd’'ovany v hypothalamu, ktery zpétné tidi pfijem potravy a endokrinni
signalizaci (Schwartz a spol., 2000). Dlouhodobé CR miZe navodit endokrinni fizeni vedené
K programu ,,udrzby bun¢k®. V tomto ptipadé¢ by omezeni inzulin/IGF-1 signalizace béhem
CR bylo nezbytné (Tatar a spol., 2003).

Omezeni syntézy hormont S§titné Zlazy je dalSim ptikladem zasahu do fizeni
hypofyzy, které pozitivn€ ovliviiuje starnuti mysi (Ooka a spol., 1983). Hormony §titné zlazy

pusobi na vyvoj hlodavci fizenim produkce GH. Navozena hypotyre6za u krys navozuje
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snizenou produkci volnych radikali a zmenSeni Skod, zplsobenych volnymi radikély
(Lopez-Torres a spol., 2000). Receptor pro hormony stitné zlazy patii do rodiny jadernych
receptort zahrnujicich DAF-12 C.elegans a ECR D.melanogaster (Chawla a spol., 2001).

V souvislosti s inzulinovou signalni drahou a dlouhovékosti se spojuji i proteiny
Sirtuins a FoxO (u savet FOXO1, FOXO03, FOX0O4 a FOXO6), které¢ jsou homologni
k DAF-16 a FOXO. Proteiny jsou regulovany AKT/PBK fosforylaci a tedy IIS. U¢inky
FoxO zavisi na tkanich, ale obecné jsou antagonistou inzulinu (Puijg a Tjian, 2005).
A zpétné aktivita FoxO je negativné regulovana inzulinem skrze AKT/PBT fosforylaci, ktera
zpuisobi translokaci z jadra do cytoplazmy. Neni zatim znamo, jak zvySend hladina FoxO
proteini reguluje dlouhovékost. Sirtuiny byly prvné definovany u kvasinek, ve kterych
zvySena exprese Sir2 prodluzuje délku Zivota. ZvySena exprese Sir2 homologu SIR-2.1
u had’atka a SIR2 u octomilky pusobi stejné (Longo a Kennedy, 2006). U savci bylo
nalezeno sedm sirtuind (SIRT1-7), kdy SIR1 je nejbliz§im homologem Sir2. Metabolicky
efekt SIR1, podobné jako FOXOI, je protichiidny inzulinové signalizaci, pievazné v jatrech
a tukové tkéni (Rodgers a spol., 2005).

Potencionalnim medidtorem mezi tkanémi by mohl byt KLOTHO, trans-
membranovy protein, podobny B-glykosidaze. Klotho je syntetizovan pievazné v mozku
a ledvinach. Mysi, které vykazuji zvySenou expresi Klotho, ziji déle nez kontroly (samice
0 19%, samci o 31%), coz dokazuje, ze gen ma efekt na délku zivota (Kurosu a spol., 2005).
Na fyziologické a molekularni trovni zptsobuje KLOTHO resistenci k inzulinu jak u samci,
tak samic. Pravdépodobné se nejedna o soutéZeni s inzulinem o navazani se na receptor.
KLOTHO inhibuje autofosforylaci inzulinu a IGF-1 receptoru, podobné jedna i v pfipadé
»downregulovanych® signalli. Protein KLOTHO blokuje autofosforylaci IGF-1 receptort,
jako odpovéd’ na IGF-1 stimulaci a zpusti defosforylaci dfive aktivovaného inzulinu a IGF-1
receptorli, coz podporuje domnénku, Ze KLOTHO piisobi pozitivné na dlouhovékost,

protoze alespon ¢astené inhibuje IIS (Russel a Kahn, 2007).
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Obriazek 4 Inzulinové signalni drahy v regulaci starnuti

Paralelni signalni drahy Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster a Mus musculus regulujici aktivitu
»forkhead box“ transkrip¢nich faktora (DAF-16, FOXO a FOXO1). Muska a had’atko maji jeden receptor pro savéi
homolog inzulinu a IGF-1 receptoru tyrozin kinazy (DAF2, resp. InR). Po navazani jednoho z ligandi ,,inzulin-like*
rodiny dojde k aktivaci tyrozinové kinazy a fosforylaci fosfatydylinositol 3-kinazy (PI3K). U musek InR substrat
(CHICO), ktery je analogem sav¢iho inzulinového receptoru (IR) substratovych proteini (IRS), usnadniiuje
interakci INnR-PI3K. Fosforylovany PI3K syntetizuje fosfatydylinositol -3,4,5- trifosfaty (Ptdins (3,4,5)P3)
a Ptdlns(3,4)P2, které nasledné aktivuji PDKI1. PDK1 aktivuje AKT/protein kindizu B (PKB)
a ,,serum/glukokortikoid-regulated* kinazu (SGK). Tyto kinazy zablokuji FoxO transkripéni aktivitu. Inhibice IIS
necha FoxO pozitivné regululovat expresi genti proti starnuti a negativné geni prispivajicih ke starnuti. DAF-16
pozitivné reguluje expresi dalSich geni (podle Russel a Khan, 2007)

Vysledky pokust s octomilkami, had’dtkem a my$Smi naznacuje, Ze role IIS (u savcil

IGF-1) v regulaci dlouhové€kosti je evolu¢né konzervovana (Obr.4) (Clansy a spol., 2001).
Role IIS ovSem neni zcela jasnd, protoZe ne vSechny mutace v této signalni draze vedou
k dlouhovékosti, nékteré, naopak, zivot zkracuji. Miize to byt zpusobeno tim, ze ne vSechny
jednotky signalni drahy souvisi s fizenim délky Zivota, ale tvoii soucast zakladnich jednotek

dalezitych pro Zivot.

1.3 Diapauza, metabolismus, oxida¢ni stres a starnuti

Spojitost mezi metabolismem a délkou Zivota objevil jiz v roce 1908 Max Rubner,
ktery méftil metabolismus péti domacich zvifat. Urcil, Ze 1 pies rozdilné chronologické délky
zivota maji vSichni méfeni savci stejny vydej energie na gram. Myslenku, ze vyuziti energie
je klicovy determinant rychlosti starnuti, rozvinul Pearl v roce 1928. Jeho hlavnimi navrhy
bylo, Ze Zivot je funkci dvou proménnych veli€in: 1) geneticky podminénd konstituce
jedince neboli ,,vitalita® a 2) primérna rychlost metabolismu béhem zZivota. Druha slozka se
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da vyjadrit obecné tak, ze délka zivota je nepfimou umérou vydaného mnozstvi energie,
ktera vesla do povédomi jako teorie pod nazvem ,,Rate of living“ (ROL) (Pearl, 1928).
Teorii ROL dale rozsitil Harman v roce 1956 na teorii volnych radikalt.

Pokud bychom teorii ROL rozsitili 0 dal$i proménnou - reprodukci, dostavame
zakladni ,trade-off™ mezi reprodukci a udrzbou bunék (Kirkwood, 1981). Pti reprodukci
zajisté dochazi ke zvyseni metabolismu, dochazi k ubytktim zasob energie, zvySené produkci
ROS a zrychleni starnuti. Naopak pii reprodukcni diapauze dochazi k tisporam energie, nebo
K jejimu vyuziti na udrZzbu organismu, pravdépodobné je snizena i produkce ROS (Tatar
a Yin, 2001).

Vztah mezi rychlosti metabolismu (na hmotnost) a dlouhovekosti napii¢ zvifeci fisi
ukazuje, Ze mali zivo€ichové maji vyssi rychlost metabolismu a krat$i dobu Zivota nez vétsi
zivocichové. Jednoduché vysvétlené tohoto jevu je takové, Ze pifi vyS$im metabolismu
vznikd vice ROS (Voorhies, 2001). Prace na poikilotermnich zivociSich, kterym byla
prodlouzena délka zivota (snizenim teploty, inaktivaci enzymi, snizenim fyzické aktivity),
ukazala na zmenseni metabolismu a s nim spojenou snizenou produkci ROS (Sohal, 2002).
Potvrzovala tedy teorii ,rate of living”. Experimenty na savcich nepotvrdily, Ze faktory
zvySujici rychlost metabolismu vedou k néslednému snizeni délky zivota (Holloszy a spol.,
1985). Moznym diivodem je to, ze metabolické manipulace se savci jsou omezené, vzhledem
K jejich stalé a pomérné vysoké mife metabolismu (Voorhies, 2001). Nicméné i u nékterych
druhti savcl existuje piiklad prodlouZeni délky Zivota. Jednim z nich je kiecek, jehoz délka
zivota maze byt prodlouzena navozenim hibernace (Lyman a spol., 1981).

Dalsi diikazy potvrzujici teorii volnych radikalti jsou zalozeny na biochemii aerobni
respirace, oxidacni fosforylace a ze studii, kde zvySeny obsah antioxidant zvySoval délku
zivota. Jako pfiklad mizeme uvést zvyseni exprese superoxid dismutazy u Drosophila (Sun
a Tower, 1999) a C. elegns (Melov a spol., 2000). Dlouhovékost u had’atka s formaci dauer a
dlouhovékych mutanti je ¢asto spojovana se zvysSenou resistenci ke stresu. Nicméné zvyseny
obsah antixodantii miize mit mensi vliv na dlouhovékost, nez snizena rychlost karbonylace
proteini (Sohal, 1993). Situaci dale komplikuji hlodavci ryposi lysi, kteti vykazuji vysokou
dlouhovékost ve srovnéni se stejné velkymi mySmi. Pokusy na ryposich ukazaly, ze nemaji
signifikantné¢ zvySené mnozstvi antioxidantd, ale zaroven maji prikazné vys$i mnoZstvi
oxidaéné poskozenych makromolekul, jak DNA, tak proteind. U ryposu vyvstava hypotéza,
ze existuje jiny mechanismus, vedouci k dlouhovékosti, nez snizeny oxidacni stres (Andziak

a spol., 2006).
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Diapauza je programované pozastaveni vyvoje spojené s fyziologickymi zménami, které
pomahaji zivocichovi preckat neptizniva obdobi. Vstup do diapauzy muize nastat v libovolné
fazi vyvoje (vajicko, larva, kukla, dospé€lec), bud’ v jedné, nebo v n€kolika, coz zalezi na
druhu (Tatar a Yin, 2001). U dospélct se vyskytuje tzv. reprodukéni diapauza, kterd umozni
jedinci Unik v ¢ase, vyzaduje somatickou udrzbu a vede k pozastaveni starnuti (Danks,
1987).

Reproduk¢éni diapauza se da charakterizovat: 1) sniZzenym metabolismem, 2)
pozastavenim oogeneze, pafeni a produkce vaji¢ek, 3) zvySenim rezistence ke stresu, 4)
zvySenou délkou Zivota (Tu a spol, 2005). Octomilka prochdzi reprodukéni diapauzou, pfi
které se zvysi resistence ke stresu a zpomaluje proces starnuti. Vékove specificka rychlost
starnuti postdiapauznich jedinci je stejna jako u mladych. Naopak, reprodukce
U postdiapauznich jedinct klesa s dobou stravenou v diapauze, kde miize dochéazet k ,,trade-
off* mezi udrzbou somatickych bun€k a reprodukci (Tatar a spol., 2001). Na druhou stranu,
ani snizeny metabolismus nemusi hrat roli v dlouhovékosti, protoze u mutanti receptoru
inzulin/IGF-1 nachazime normalni rychlost metabolismu (Tatar a spol., 2001). Dale
u n€kolika druhti Drosophila, které se 1isi v délce Zivota, neexistuje jasna korelace mezi
délkou zivota a rychlosti metabolismu (Hulbert a spol., 2004).

Vime, ze IS mutace prodluzuji délku zivota u had’atka i octomilky, coz Casto souvisi se
zvySenou resistenci ke stresu, jak bylo prokdzano v nékolika studiich. Napiiklad, zasah
do IIS dahy u Drosophila, kdy dojede ke zvyseni exprese dFOXO, zpusobi vyssi rezistenci
k paraquatu (Hwangbo a spol., 2004). Podobn¢ u dlouhovékych mutanti v InR nebo
po odnéti neurosekre¢nich bunék produkujicich ILP doslo ke zvySeni resistence
k oxidaénimu stresu (Tatar a spol., 2001b, Broughton a spol., 2005). IIS mutanti vykazuji i
u octomilek (Tu a spol., 2006). Aplikace analogu JH, methoprenu, zvysila reprodukci, ale
snizila délku zivota a resistenci k oxida¢nimu stresu (Salmon a spol., 2001). Zda se tedy, ze
vysoka hladina JH a 20E zvySuje reprodukci na ukor délky zivota a rezistenci ke stresu (Tu
a spol., 2006).

Vyse uvedena hypotéza neplati vSeobecné, protoze napiiklad vceli kralovny (Apis
mellifera) vykazuji mnohem del$i dobu Zivota nez dé€lnice a pfitom jsou reprodukéné aktivni
a délnice nikoliv. Zaroven jsou kralovny resistentnéjSi k oxidacnimu stresu nez d€lnice.
U krdloven byla zjiStétna mnohem vétsi exprese vitelogeninu, Zloutkového proteinu

syntetizovanému v tukovém télese, nez u délnic. JH ovliviluje expresi vitellogeninu a IIS
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drahu v opa¢ném trendu. Existuje hypotéza, Ze vitellogenin hraje tlohu antioxidantu, ktery
zvysuje délku zivota u vcel, protoze kralovny postradaji geny pro intracelularni antioxidanty
(Corona a spol., 2007). U octomilky bylo zjisténo, Ze chico (homolog savc¢iho inzulin
receptor substratu) mutanti sice ziji déle, ale nejsou rezistentnéjsi k paraquatu nez kontroly.
Coz by znamenalo, ze dlouhovékost nemusi byt viilbec spojena se zvySenym obsahem

antioxidantti (Clancy a spol., 2001).

1.4 Pohybova aktivita a starnuti

Reprodukéni diapauza je charakterizovana mimo jiné i zménou bunécného
metabolismu a pozménénym chovanim u obou pohlavi. AvSak diapauzni dospélci n€kterych
druhil pfijimaji potravu a jsou aktivni (Pener, 1992).

Motyli monarchové V reprodukéni diapauze cestuji 2000 km na piezimovani do
Nového Mexika. Doba pfezivani je u nich az 6x vyssi nez u reprodukéné aktivniho letniho
typu (Herman, 1985). Z ¢ehoz se da usoudit, Ze pohybova aktivita neomezila negativné dobu
Zivota.

U kobylek je situace podobna. Alatektomovani samci ziji dvakrat déle, nez jejich
neoperované resp.‘“sham operated kontroly. Je mozné, Ze alatektomie navozuje nizsi
spottebu kysliku (Joly, 1968), ale v pokusu, ve kterém byli alatektomovani samci
(stimulovani k letu a v klidu) porovnavani s kontrolami (stimulovani k letu a v klidu), Zzili
1étajici alatektomovani samci podobné dlouho jako nelétajici a o 100% déle, nezli obé
skupiny kontrol (Pener, 1972). Zda se tedy, ze pohyb sam o sobé nema vliv na délku Zivota
u alatektomovanych samct rovnokiidlych.

U mouchy Musca domestica vede zamezeni létani k prodlouzeni délky zivota az
trojnasobné na rozdil od much s umoznénym létanim. Zajimavé je, Ze primérna spotieba
kysliku byla u primérné délky zivota much s normalnim pohybovou aktivitou stejna jako
u téch, které nemohly Iétat. Délka zivota je podle téchto vysledkl spiSe funkci rychlosti
spotfeby energie ¢i kysliku, nez pribéhu casu. Produkce peroxidu mitochondriemi byla
u aktivnich much vyssi po celou dobu Zivota, coz by potvrzovalo Skodlivy vliv ROS (Yan a
Sohal, 2000). Podobné vysledky ziskavame u octomilek s umoznénym létanim, kde se délka
zivota oproti kontroldm snizila. Hladina ROS u musek s vysokou aktivitou se vSak pftilis
nelisila oproti muskam kontrolnim (Magwere a spol., 2006).

Zjistilo se, ze oxidace proteint je vysoce selektivnim procesem. Jediné oxidované
proteiny, v mitochondriich z létacich svalii much, byly dva enzymy: akotindza a adenin

nukleotid translokaza (Yan a spol., 1997).
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Aspekt ovliviujici starnuti mtize byt i rytmicita pohybové aktivity. Existuji studie,
kde ptsobeni oxidac¢niho stresu na octomilky pfispivda ke zméndm v rytmech a spanku

podobnych pii starnuti (Koh a spol., 2006).

1.5 Pyrrhocoris apterus

Plostici Pyrrhocoris apterus muZzeme povazovat za vhodny modelovy organismus
pro experimenty zaméiené na starnuti, protoze dokazeme pozitivné ovlivitovat délku zZivota
bud’to fotoperiodou nebo chirurgickym zasahem do endokrinniho systému (Hodkova 2008),
aniz by doslo ke zméné genotypu ¢i larvalniho vyvoje. Navic plostice prochazi pomérné
silnou reproduk¢ni diapauzou, pii které je snizena rychlost metabolismu a zvySena schopnost
celit nepfiznivym podminkédm. Kratké fotoperioda (,,short day* — SD) navozuje reprodukéni
diapauzu i pii dosti vysokych teplotach a prodluzuje délku Zivota. Plostice drzené v dlouhém
dnu (,,Jlong day*“ — LD) jsou reprodukéné aktivni a Zziji kratsi dobu nez diapauzni jedinci.
Efekt fotoperiody je zprosttedkovan skrze corpus allatum (CA), endokrinni zldzu
produkujici juvenilni hormon (JH). Odnéti CA (alatektomie) prodluzuje Zivot reprodukéné
aktivnich plostic, ale ne tolik jako diapauza (Hodkova 2008, Blazkova a spol., 2011).

Vliv fotoperiody na reprodukci samicek je zprostiedkovan PI — CA signalizaci
(Hodkova, 1976; Hodkova a spol., 2001). PI zprostfedkovava stimulaci reprodukce u LD
a naopak inhibici reprodukce u SD (Hodkova, 1976). U reprodukéné aktivnich plostic je
stimulace vedena od PI skrze CA a dal§imi drahami, kde PI pravdépodobné stimuluje rist
a sekreci CA u nediapauznich samic plostice (Hodkova a spol., 2001). Pokud vystavime
plostice bez PI analogu JH, dosdhneme dozrani oocytll v prvnim reprodukénim cyklu, ale
nedojde Kk navyseni celkové plodnosti na normalni uroven. U diapauznich plostic je CA
inhibovano skrze PI, ¢imZ je zamezeno vitelogenezi. Po odnéti PI vymizi jak inhibicni, tak
indukéni signaly, coz vede knizké plodnosti u obou fotoperiod (Hodkova, 1976).
Reprodukce mtize byt zastavena kompletné odstranénim CA (Slama, 1964b).

Odnéti PI v LD vede k prodlouzeni Zivota, ale u SD k jeho zkraceni, coz naznacuje,
ze PI ma pozitivni i negativni vliv na dlouhovekost v zavislosti na fotoperiodé¢ (Hodkova,
2008). PI a CA pusobi na délku zivota aditivnim zptisobem, protoze soucasné odnéti PI-CA
zvysi délku zivota az o 96%, kdezto samotné odnéti PI prodluzujeje zivot o 32% u samic
a odnéti CA o 60% (Hodkova, 2008). Délka zivota a reprodukce jsou fizeny signalizaci z Pl
a CA, ale - na rozdil od vseobecné pfijimaného nazoru - produkce vajicek a signalizace
z gonad nesnizuji délku Zivota samic plostice. Drahy ovliviiujici délku zivota a reprodukci

U samic plostice jsou alesponi Castecné rozdilné. Paklize by CA signalizace méla ovliviiovat
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dlouhovékost skrze reprodukci, musela by pilisobit jinymi cestami nez ptes ovaria (Hodkova,
2008).

Stejné jako u jinych druhtt hmyzu tidi JH syntézu Zloutkovych proteini v tukovém
télese a jejich ukladani do vyvijejicich se vajicek (Wyatt, 1997). Alatektomie u samicek
plostice zamezuje syntéze i vyuziti zloutkového proteinu. Kastrace vede pouze k zabranéni
pfijmu Zloutkového proteinu (Socha a spol., 1991). Navic tukové téleso hypertrofuje
u alatektomovanych 1 kastrovanych samicek a 1iSi se 1 zasobni latky. Alatektomované
samicky ukladaji vice glykogen nez lipidy a kastrované samicky opac¢né (Némec, 1981).

7Zd4d se, ze ani metabolismus nema vliv na dlouhovékost, protoze klidovy
metabolismus urceny spotiebou kysliku je stejny u reprodukéné aktivnich, alatektomovanych
1 diapauznich samct P. apterus (Slama 1964a). A to ptesto, ze alatektomovani samecci Ziji
mnohem déle nez reprodukéné aktivni (Blazkova a spol., 2011). U reprodukéné aktivnich
samicek je klidovy metabolismus vyssi oproti diapauznim a alatektomovanym samikam
(Slama, 1964b), neptimo umérné s délkou zivota. Odnéti ovarii snizi spotiebu kysliku na
urovei alatektomovanych samicek (Sldma, 1964b), ale tato operace neprodluzi délku Zivota
(Hodkové, 2008). Existuji vSak pochybnosti, zda je klidovy metabolismus spravnym
ukazatelem spotieby energie (Speakman, 2005). Pokusy vyuzivajici k méfeni dlouhovékosti
aktivni metabolismus koresponduji s timto pohledem.

Plostice P. apterus je nelétajici hmyz, ale vykazuje béhaci aktivitu, kterd se da lehce
méfit. P.apterus patii do skupiny hmyzu s polymorfizmem k#idel, kdy ale ani jedna z forem
(brachypterni a makropterni) neléta (Socha a Zemek, 2000). Respirace diapauzniho hmyzu
hodn¢ zalezi na mnozstvi aktivni svalové hmoty. Respirace izolovanych létacich svall
z dospé€lého Svaba se po alatektomii zvySila (Samuels, 1956). Ale u plostice P.apterus
zustava klidova spotieba kysliku stejna i po odnéti CA ¢i v diapauze (Slama, 1965). Proto by
hrudni svaly plostice mohly byt dobrym ukazatelem oxidacniho poskozeni v dasledku

pohybové aktivity.
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Obriazek 5. Spotieba kysliku u sami¢ek a samecki v riznych fotoperiodach a po odnéti CA ( podle Slama 1964a,b)

C- kontroly v dlouhém dnu (reprodukéné aktivni), SD — diapauzni jedinci v kratkém dnu, -CA — jedinci v dlouhém
dnu po odnéti CA
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Obrazek 6. Spotieba kysliku u samicek po odnéti ovarii ¢i odnéti jak corpora allata, tak ovarii (podle Slama 1964b).
LD — dlouhy den, OV — odnéti ovarii, OV+CA odnéti ovirii a corpora allata
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2 CILE PRACE

V diplomové praci se zabyvam vztahem mezi starnutim a oxida¢nim stresem
(indikovanym karbonylovanymi proteiny hrudnich svali) pod vlivem ruznych fotoperiod
a endokrinniho ftizeni zlazy corpora allata u modelového organismu plostice Pyrrhocoris
apterus.

Dalsim zkoumanym aspektem byl vztah mezi délkou zivota a pohybovou aktivitou

plostice.

2.1 Vliv fotoperiody a corpora allata na délku Zivota
» Oveéfeni jiz diive publikovanych vysledkt o délce zivota P.apterus
Vv proreprodukénim dlouhém dnu , diapauzu indukujicim kratkém dnu a po odnéti

endokrinni zlazy corpora allata, zdroje juvenilniho hormonu.

Hypotéza:
Diapauza by mé&la pozitivné ovlivitovat délku zivota, stejné by mélo pusobit i odstranéni
corpora allata (inhibice IIS drahy) a naopak negativné by na délku zivota méla pusobit

reprodukce (,,trade-off** mezi udrzbou a reprodukci).

2.2 Vztah mezi délkou Zivota a mnoZstvim karbonylovanych proteint (indikatoru

oxida¢niho poSkozeni) v hrudnich svalech

» Vliv rizné dlouhovekych fenotypti na mnozstvi karbonylovanych proteind

Hypotéza:
o S vékem by méla nariistat akumulace oxidacné poSkozenych proteinii
o Dlouhovéké fenotypy by mély mit snizeny obsah karbonylovanych proteinti oproti

kratkovékym fenotypiim

2.3 Vztah mezi pohybovou aktivitou a délkou Zivota

» Zjistit, zda ma pohybova aktivita vliv na délku zivota

» Zjistit, zda pravidelnost pohybovych rytma ovliviiuje délku zivota

Hypotéza:
o Pokud pohybové aktivita zkracuje zivot, mély by dlouhovéké fenotypy (diapauza,

alatektomie) souviset se snizenim intenzity pohybové aktivity
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o PakliZe pravidelnost (sila) rytmi pozitivn€ ovliviiuje dlouhovékost, mély bychom pfi

stejné pohybové intenzité nalézt silnéjsi rytmy u dlouhovekych fenotypti

24 Vztah mezi pohybovou aktivitou a obsahem Kkarbonylovanych proteini

V hrudnich svalech

» Zjistit, zda ma vyssi intenzita pohybové aktivity vliv na mnozstvi karbonylovanych

proteinil v hrudnich svalech plostice

Hypotéza:

o Vyssi pohybova aktivita by méla zptsobit nartst v produkci ROS a tim zvétsit
oxidacni poSkozeni proteini v hrudnich svalech plostice. Pokud pohybova
aktivita zkracuje Zzivot prostfednictvim oxida¢niho poskozeni proteint, mélo by
prodlouzeni délky Zivota alatektomii ¢i diapauzou vést k soucasnému snizeni jak

pohybové aktivity, tak ke snizeni mnozstvi karbonylovanych proteint
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3 METODIKA

3.1 Modelovy organismus

Modelovym organismem pro diplomovou praci byla ploStice ruménice pospolna,
Pyrrhococris apterus (L.). Jedna se o hojné rozsifeny palearkticky heteropterni druh plostice,
vyznacujici se polymorfysmem kiidel ( brachypterni a makropterni). V dne$ni dobé& si na
vyzkumnych pracovistich ziskdva stale vétsi oblibu pro sviij snadny chov a moznosti
fyziologickych zakroki bez vyuziti genové manipulace, ale pfimymi chirurgickymi zasahy.
Plostice se zacala pro vyzkum vyuzivat pfi objevu juvenilniho hormonu v 60. letech 20.
stoleti. Plostice prochézi reprodukéni diapauzou. Chov plostic pouzitych k pokustim pochézi
z Chelcic nebo Oldfichovce. Plostice byly chovany v termostatech s konstantni teplotou 26 +
1°C. Plostice byly drzeny ve sklenicich uzavienych pradySnym silonem, na lipovych
seminkdch ad libidum a vodé€. Podle fotoperiody se rozliSuji dvé skupiny plostic.
Fotoperioda dlouhého dne (=long day, LD), 18 hodin svétla a 6 hodin tmy, navozuje proti-
diapauzni (pro reprodukéni) chovani a fotoperioda kratkého dne (=short day, SD), 12 hodin
svétla a 12 hodin tmy, indukuje diapauzu.

Doba larvalniho vyvoje trvala pfiblizn€ jeden mésic. Primérna vaha imag v reZimu SD
je u samic 61,1 mg a u samcu 56,4 mg. Vrezimu LD se vaha samic méni podle
reprodukéniho cyklu, primérna vaha je 58,4 mg a u samct 41,6 mg.

Extirpace corpus alatum probihala po narkotizaci ve vodé¢ (po dobu cca 15 min.) skrze
kréni membranu. Operace byla vykonavéana ve fyziologickém roztoku Ringer.

Oxidac¢ni stres byl navozovan neselektivnim herbicidem paraqut (N, N*-dimethyl —
4,4‘-bipyrimidinium dichlorid). Paraquat byl injikovan Hemiltonovou jehlou do postranni

¢asti hrudniku (pod kiidlo) v objemu 0,2 ul rizného fedéni.

3.2 Pfiprava vzorki

Desekce thoraxti bez pouziti pufru, okamzité zamrazeni na suchém ledu, skladovani pii -
80°C. Vzorek obsahuje 10 thoraxi zbavenych tuku a stfeva. Homogenizace probiha
sklenénym homogenizatorem v pufru (1000 pl K-PO4 pufru pro spektorfotometrické metody
nebo v 600 ul Tris-EDTA pufru pH 7,3 pro western).

Dalsi homogenizace je sonikatorem 2x 10 sec. pii 20-90 Mhz. K vzorku se ptidava 10%
streptomycin pro vysraZeni nukleovych kyselin ze vzorku, se kterym se vzorek nechava pfti

pokojové teploté 15 min. inkubovat. Nasleduje sonikace 10 sec. pti 20-90 Mhz. Vzorky se
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sto¢i pii 3000g/10min/4°C a odebere se supernatant (cca 500 ul). Dale je postup pro kazdou

metodu odlisny a bude popsan u jednotlivych metod.

3.3 Metodika stanoveni karbonylovanych proteini

Existuje n€kolik zptsobi, kterymi 1ze méfit proteinové karbonyly. Citlivou metodou
se ukazala byt reakce karbonylové skupiny proteinu s 2,4 dinitrohydrofenylhydrazinem
(DNPH), coz vede ke vzniku stabilniho dinitrofenylhydrazonu (DNP), ktery muze byt
detekovan ne¢kolika riznymi zpGsoby (spektrofotometricky, Western blot, ELISA). Metoda
byla zavedena Levinem v roce 1990. Pii méfeni svych vzorkll jsem pouzivala pfedevsim

spektrofotometricky postup detekce, ale zkouSela jsem i detekci pomoci Western blotu.

3.3.1 Spektrofotometricka detekce

Pii reakci karbonylované skupiny s DNPH vznika DNP (ODbt.7), ktery sam o sobé
pohlcuje ultrafialové svétlo. Tim dava moznost detekce spektrofotometrickym zptisobem.
Nevyhodou této metody je, Ze muzete detekovat pouze celkové mnozstvi proteinovych

karbonylt z tkdn€ ¢i hemolymfy.

NH,
Asging NF>:=NH Obrazek 7. Kovem katalyzovana oxidace peptidické vazby
N\ - . . , .
C argininu za vzniku semialdehydu kys.glutamové a jeho
CONH—é i e "
W CONH nasledna derivatizace s DNPH (podle Nystrom, 2005).
NH,
>=NH
NH
mco
No—oH
CONH-é
2l CONH
NH,
X=NH
v NH,
Glutamic semialdehyde ,C=0 gr‘;’:‘;“y'
CONH~§
Yo CONH
| HzN—NH—@—NOQ
Derivatization A‘C:::’Ik NO,
l 2,4-Dinitrophenol hydrazine
C=N—NH NO,

CONH
W CONH  NO,

2,4-Dinitrophenol hydrazone

Reagencie

1) Pufr 50mM K-PO4 s ImM EDTA
- 340 mg monobasické KH2P0O4/100ml H20
- 871 mg dibasické KH2PO4/100mIH20

Stranka | 32



- pfidavame monobasicky roztok k dibasickému dokud nedosahneme pH 7.0;
na zavér pridame 41,6 mg EDTA (tetrasodium)/100 ml roztoku

2) 7mM DNPH v 2M HCI
3) 6M guanidine hydrochlorid (ve vodé)
4) 28% a5% TCA

Postup

Vzorek ptipravime homogenizaci v 1000 pl pufru K-PO4 (doporucena koncentrace
pro proteinovy vzorek je 1-10 mg/ml) a naslednou sonikaci 2x10 sec (20-90Mhz). Ptidame
100 pl 10% streptomycin sulfatu - > vortex — 15 min inkubace v RT (pfi pokojové teploté —
RT). Opét vzorek sonikujeme 1x10 sec (20-90Mhz). Dale jej centrifugujeme pii 3000g/10
min/ 4°C. Cast vzorku odebereme na uréeni mnozstvi proteinii metou BCA (viz. nize). Dale
odebereme 200 pl vzorku do dvou 2ml zkumavek typu ependorf, jedna bude kontrolou a
druha vzorkem. Ptidame 800 pul DNPH do vzorki a 800 pul 2M HCI ke kontrolam.
Inkubujeme vzorky ve tmé po dobu 1 hodina v RT za ob¢asného promichani vortexem. Po
inkubaci pfidame do kazé zkumavky 1 ml 28% TCA a inkubujeme na ledu 5 min. Nasleduje
centrifugace 10000g/10min/4°C. Po centrifugaci odsranime supernatant, resuspendujeme
pelet v 5% TCA a nechame inkubovat na ledu 5 min. Centrifugujeme 10000g/10min/4°C.
Odsranime supernatant, resuspendujeme pelet v 1 ml smési ethanol/ethyl acetatu (1:1),
inkubujeme na ledu 5 min., sonikujeme 10 sec., opét centrifugujeme 12000g/10min/4°C
(krok s etaholem zopakujeme 2x). Odstranime supernatant a nechame vypafit zbytek
ethanol/ethyl acetatu. Pelet rozpustime v 500 ul 6mM guanidin hydroxychloridu (sonikace
10 sec.). Nasleduje centrifugace 3000G/5min/4°C. Po centrifugaci pfeneseme 200 pl (2x) od
kontrol 1 vzorkd na mikrotitracni desticku. Absorbanci méfime pfi 370 nm na pfistroji
Synergy 4 (Biotek).

Vypocteme prumérné absorbance u kontrol i vzorkli. Od primérnych hodnot kontrol
odecteme primérné hodnoty vzorkid, Cimz ziskame vlastni absorbanci (tzv. corrected
absorbance - CA). Koncentraci karbonyl vypoéteme vlozenim hodnoty CA do vzorce:
proteinové karbonyly (nmol/ml) =[ (CA)/(0,011 uM/cm)]*(500u1/200ul).

*tato hodnota je prepoctem k danému roztoku z koeficientu DNPH p#i 370 nm a 22000 M-1
Cm-1.
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3.4 Metoda BCA

Metoda BCA (pojmenované podle kyseliny bicinchoniové) se vyuziva ke zjisténi
koncentrace proteini ve vzorku, zndma od roku 1985. Jedné se o metodu velmi citlivou 0,5
mg/ml, kde jeji citlivost neni ovlivnéna slozenim aminokyselin proteinu.

Metoda je zaloZena na reakci pfemény Cu(Il+) na Cu(l+) proteinem v alkalickém prostiedi
(biureticka reakce). Kdy se Cu (II+) navaze na peptidickou vazbu a uvolni Cu(I+), tyto
Cu(l+) ionty jsou komplexovany pravé bicinchoniovou kyselinou v poméru 2 BCA: 1
CU(I+). Zbarveni reakce je zptusobeno chelatacnimi vlastnostmi komplexu. Tento ve vodé
rozpustny komplex vykazuje silnou absorbanci pfi 562 nm. Na barevné reakci se podili jak
mnozstvi peptidickych vazeb, makromolekularni sktruktura, tak i aminokyselinové (AK)
slozeni (ptfedevsim pritomnost 4 AK: cysteinu, cystinu, tryptofanu a tyrozinu).

Proteinova koncentrace je stanovena vzhledem ke standardu béznych proteint, zde
bovinnimu séru albuminu (BSA). Pfed vlastnim méfenim si pfipravime znamou
koncentraéni fadu roztokti albuminu v pufru K-PO4. Z naméfenych absorbanci ur¢ime

rovnici kalibracni kiivky pro piepocet hodnot absorbance nezndmého vzorku.

Postup (dle Pierce BCA Protein Assay Kit)

Ptipravime pracovni roztoku (WR) smichanim reagencii A a B v poméru 1: 50, A
(uhli¢itan sodny, hydrogenuhli¢itan sodny, kyselinu bicinchoniovou a vinan sodny v 0,1M
hydroxydu sodném), B (4% siran médnaty). Dale piipravime albuminovy standard
z ampulky (BSA 2mg/ml v 0,9% fyziologickém roztoku a 0,05% azidu sodném) fedény
v pufru K-PO4. Od kazdého vzorku a standardu nanasime 3x10 pl na mikrotitracni desti¢ku
a pridavame 200ul WR. Inkubujeme 2 hodiny pii pokojové teploté. Zabarveni méfime na
spektrofotometru Spectra Max 340 PC (Port East) pii vinové délce 562 nm. Ze standardd
vytvofime kalibra¢ni kfivku (pomér vzorku: WR je 1:20 => rozsah citlivosti 125 — 2000

ug/ml).
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Kalibracni krivka pri 10pl vzorku
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3.5 Jednorozmérna elektroforéza a Western blot

Provedeni metody se mize liSit v naasovani derivatizace s DNPH. Proteiny mohou
byt derivatizovany s DNPH jiz ptfed elektroforézou nebo az po pieneseni na membranu.
Prevazné star$i metody vyuzivaly deprivatizace pifed elektroforézou, kdy muze dojit
k ovlivnéni mobility proteinu, ¢emuz se vyvarujeme derivatizaci az po pfeneseni proteinli na
membranu.

Zaklad je ale u obou zpusobl stejny. Proteiny se prvné rozdéli podle velikosti SDS
PAGE elektroforézou a pteblotuji se na membranu. Zviditelnéni probiha diky protildtkam
proti DNP.

Pii nékterych pokusech jsem zkousSela zaroveil a Westernem méfit i mnozstvi proteint

metodou BCA a mnozstvi proteinovych karbonyli spektrofotometrickou metodou.

3.5.1 SDS-PAGE Elektroforéza

Reagencie

1) separacéni gel - spodni
Pufr A (0,1% SDS; 0,375 M/I Tris-HCI pH 8,8)
- 22,75 g Tris, pH upravime koncentrovanou HCI na 8,8)
- ptidame 5 ml 10% SDS ve vodé
- doplnime vodou na 500 ml
Polymerac¢ni roztok A (30% akrylamid, 0,8% BIS v pufru A)
- 30 g akrylamidu s 0,8 g BIS/ 100 ml v pufru A
2) Velkoporovy gel — spodni
Pufr B (0,1% SDS, 0,125 M/I Tris-HCI pH 6,8)
- 5,259 Tris, pH upravime koncentrovanou HCl na 6,8
- ptiddme 3,5 ml 10% SDS ve vodé
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- doplnime vodou na 350 ml
- ptiddme bromfenolovou modft
Polymerac¢ni roztok B (30% akrylamid, 0,8% BIS v pufru B)
- 30 g akrylamidu s 0,8 g BIS/ 100 ml v pufru B
3) Elektrodovy pufr (0,1% SDS, 0,192 M/l glycin, 0,025 M/l Tris pH 8,3)
- T72gglycin
- 1519Tris
- 59SDS
- koncentrovanym roztokem Tris upravime pH piesné n 8,3
- doplnime vodou na 1000ml
4) Vzorkovy pufr (2% SDS, 10% glycerol, 0,063 M/1 Tris-HCI pH 6,8, 0,003%
bromfenolova modi; pokud se jedna o redukujici vzorkovy pufr, pfidame 5% 2-
merkaptoethanol)
- 25 ml pufr B
- 5ml glycerol
- 10 ml 10% SDS ve vod¢
- 1,5 g bromfenolova modf
- 2,5 ml 2-merkaptoethanolu
5) Vzorkovy pufr redukujici koncentrovany 4x
- 1,514g Tris-HCI pH 6,8
- 49gSDS
- 20 ml glycerol
- 10 ml 2-merkaptoethanolu
- 2mg bromfenolova modf
- doplnit vodou na 50 ml
6) Barvici lazen (0,25% Coomassie briliant blue R-250, 50% ethanol, 10% kys. octova)
- 1,25 g barviva rozpustime ve 230 ml ethanolu, zfiltrujeme
- 46 ml koncentrované kys. octové
- doplnit vodou na 500 ml
7) Odbarvovaci lazen ( ethanol : kys. octova : voda — 25 : 10 : 65) 1000 ml
- 250 ml ethanol
- 200 ml kys. octova

3.5.2 Western Blot

Reagencie
(Protein Carbonyls Western Blot Detection Kit, Cosmo Bio Co, Ltd.)
1) Primarni protilatka: Rabbit anti-DNPH (10mM Tris-pH 7,6; 0,14 M NaCl)
krali¢i polyklonalni protilatka proti 2,4 dinitrofenylu IgG (ocisténé IgG frakce)
2) Sekundarni protilatka: Goat anti-Rabbit (Thermo Scientific)
3) Roztok DNPH (10x2,4-Dinitrofenylhydrazin)
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4) Oxidovany protein (oxidované BSA v SDS-PAGE pufru - 2% SDS, 5%
2merkaptoethanol, 10% glycerol, 0,05% brofenolova modt, 62,6 mM Tris-HCI - pH
6,8)

5) TBS (10mM Tris-HCI, pH 7,4, 0,24M NaCl)

6) TBST (10mM Tris-HCI, pH 7,4, 0,14M NaCl, 0,1% Tween 20)

7) Chemoluniniscence (SuperSignal West Dura Extendd Duration Substrate — Pierce)

Postup
(od kroku 6. dle Protein Carbonyls Western Blot Detection Kit, Cosmo Bio Co, Ltd.)
Piipravime gely: separa¢ni 10% (6ml pufr A, 3 ml polymeracni pufr A, 7,5 pl
TEMED, persiran - Spetka) a horni gel 3% (3,375 ml pufr B, 0,0375 polymera¢niho roztoku
B, 3,75 ul TEMED, persiran). Dale ptipravime vzorky: homogenizace vzroku v 600 pl pufru
Tris-EDTA pH 7,3 a sonikace vzorku 2x10 sec (20-90Mhz). K vzorku ptidame 60 ul 10%
streptomycin sulfatu - > vortex — 15 min inkubace v RT (pifi pokojové teploté — RT) a
sonikace vzorku 1x10 sec (20-90Mhz). Dale vzorek centrifugujeme pii 3000g/10 min/ 4°C.
Po centrifufaci odebereme supernatant cca 500 ul (100 ul na western blot(W) a 400 ul na
spektrofotometrickou metodu (S) Vzorky nafedime: W: 34 pl vzorkovym pufrem
koncentrovanym 4x (nejniz$i koncentrace a dal$i fedime na stejnou koncentraci), S: 200 pl
K-PO,4 pufrem. W vzorek povaiime 10 min., centrifugujeme 10 min/3000g/4°C. S vzorek
dale podle spektrofotometrické metody. DNPH deprivatizace: ponofeni PVDF membrany na
1 min do 100 % methanolu; promyti membrany v 20 % methanolu — 80 % TBS 5 min.;
promyti v2M HCI 5 min.; inkubace membrany v IXDNPH roztoku na 5 min.; promyti
membrany v 2MHCI 3x 5 min.; promyti membrany 100 % methanolem 7x 5 min.; promyti
membrany v TBS 5 min.Imunoreakce: blokovani v nizkotu¢ném kozim mléce 5% /TBST
1hod v RT za stalého michani; inkubace s primarni protilatkou fedénou 1:2000 (5 pl) v 10ml
5% nizkotuéného koziho mléka/TBST pies noc ve 4°C; promyti membrany 3x 5 min
v TBST; inkubace se sekundarni protilatkou fedénou 1:1000 (5 pl) v 10 ml 5% nizkotuéného
koziho mléka/ TBST 1 hod v RT; promyti membrany 3x 5 min v TBST. Detekce: piiprava
chemoluminiscen¢nich roztokd; inkubace s membranou 5 min.; pfeneseni na folii; detekce

CCD kamerou, programem Las 3000 a Image Quant 5.2.

3.6 Méreni pohybové aktivity
Pii méteni pohybové aktivity jsou plostice drzeny samostatné v Petriho miskach.
Monitorovani probihalo pfi konstantni teploté 26+1°C. Seminka a pitiko jsou pfipevnény, tak

aby nezasahovali do laserového parsku, ktery miskou horizontalné prochdzi a zaznamenava
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pocet piebehti za 12 min (nastavitelna hodnota). Pocita¢ zaznamenava hodnoty v binech, kdy

1 bin = pocet pieb&hi/12 min.

3.7 Statistické hodnoceni

Statistické hodnoceni bylo provadéno programy GraphPad Prism a Bioclock. V grafech
je vyobrazen prumér a SEM. Rozdily mezi praimérnymi hodnotami byly provadény pomoci
jednocestné ANOVA a Tukey Post-testem. Pfezivani bylo hodnoceno a porovnavano Long
rang testem. Sila rytmu (Qp) vypoctena v programu Bioclock byla hodnocena pomoci chi-
square periodogram analyzy (Refinetti, 2000). Intenzita pohybové aktivity byla vypocitana

jako aritmeticky pramér vSech hodnot (mezor).
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4 VYSLEDKY

4.1 Vliv diapauzy a corpus allatum na délku Zivota

Zuvodu je patrné, ze diapauza a nepfitomnost JH pozitivné ovlivituji dlouhovékost.
Skute¢nost, Ze tato fakta plati i u ploStice Pyrrhocoris apterus, byla zjisténa uz dfive.
Nasledujici pokus overil a porovnal délku zivota u reprodukéné aktivnich plostic,

diapauznich a po odnéti corpora allata (CA) — zdroje juvenilniho hormonu (JH).

A B
100+ 100-
= LD
— CA
—~ 754 —~ 754
2 2 e
‘= =
:‘_;_ 50 g 50
>5 >al’
i e
o 25- o 254
0 T T — T T 1 0 T T T T T 1
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Stafri [dny] Stafri [dny]

Obriazek 8 Vliv fotoperiody a corpus allatum na délku Zivota u samci a samic Pyrrhocoris apterus

LD — dlouhy den (reprodukce), SD — kratky den (diapauza), CA — dlouhy den, alatektomie.

(A) Stiedni délka Zivota samcu (median): LD=86 dnti (N=53); CA=122 dnt (N=42); SD=158 dni (N=79).
Srovnani kiivek pfezivani Log-Rank (Mantel-Cox) Test: LD vs. SD P<0,001; LD vs. CA P=0, 0006; SD vs.
CA P<0.0001. (B) Stfedni délka zivota samic (median): LD=66 dnti (N=62); CA-119 dnti (N=29); SD=168 dnii
(N=53). Srovnani kiivek ptezivani Log-Rank (Mantel-Cox) Test: LD vs. SD P<0,001; LD vs. CA P=0,0006;
SD vs. CA P<0.0001.

Obr. 8 znazornuje dobu piezivani jednotlivych skupin u samct (A) a samic (B).
Nejkratsi Zivot maji reprodukéné aktivni ploStice v dlouhém dnu (LD). Odstranéni CA
(alatektomie), zabranilo produkci vajiCek a prodlouZilo Zivot jak samicim, tak samciim.
Maximalni prodlouZeni zivota bylo dosaZeno u diapauznich plostic obou pohlavi v kratkém
dnu. Skute¢nost, ze Zivot diapauznich plostic je delSi nez zivot alatektomovanych plostic,
ukazuje, Ze neptitomnost JH pfispiva k prodlouzeni Zivota, ale nestaci na prodlouzeni Zivota

na diapauzni uroven.
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4.2 Vliv oxidaéniho stresu na délku Zivota

Zvyseni oxida¢niho stresu je povazovano za ptic¢inu urychlujici proces starnuti. Zda
oxidaéni stres snizuje délku zivota i u ploStice Pyrrhocoris apterus ovétuje nasledujici

pokus. Oxidacni stres byl zvySen herbicidem paraquatem (PQ), ktery katalyzuje tvorbu

volnych radikalt (superoxidu).

A B
00
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804 9 —— 3)0,0037mg/0,2
9 = 601 —— 4)0,00185mg/0,2 i
2 o
e 5
& 40-
£ 40 £
R 40-
L 204
o
20 |
0 T T T 1
N 0 10 20 30 40
0 5 10 15 Stafi [dny po aplikaci PQ]

Stari [dny po aplikaci PQ]

c PQ 0,002775mg/0,2pl D PQ 0,002775mg/0,2pl
- LD - -CALD
—— SD b LD
= =2 - sD
- €
© T
= 2
N N
2 2
o o
0 .;) 1‘0 1'5 2‘0 0 ; 1'0 1'5 2‘0
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Obrazek 9 Vliv oxida¢niho stresu na délku Zivota u samci a samic Pyrrhocoris apterus pod raznou

fotoperiodou a po odnéti corpora allata

LD — dlouhy den (reprodukce), SD — kratky den (diapauza), CA — dlouhy den, alatektomie

(A) Stiedni délka zivota samcl (median):PQ 0,0148mg/0,2ul = 1(N=5); PQ 0,0074mg/0,2ul = 2 (N=5); PQ
0,0037mg/0,2ul = 3 (N=5); PQ (0,00185mg/0,2ul) = 6 (N=5); Statisticka analyza: Log-rang (Mantel-Cox)
Test: 1) vs. 2) P=0,0143; 1) vs. 3) P=0,0047; 1) vs. 4) P=0,0016; 2) vs. 3) P=0,0143; 2) vs. 4) P=0,0027; 3) vs.
4) P=0,0145; (B) Stiedni délka Zivota samic (median):PQ 0,0148mg/0,2ul = 1(N=5); PQ 0,0074mg/0,2ul = 1,5
(N=5); PQ 0,0037mg/0,2ul = 2 (N=5); PQ (0,00185mg/0,2ul) = 34 (N=5); Statisticka analyza: Log-rang
(Mantel-Cox) Test: 1) vs. 2) P=0,0771(NS); 1) vs. 3) P=0,0027; 1) vs. 4) P=0,0024; 2) vs. 3) P=0,8925(NS); 2)
vs. 4) P=0,0123; 3) vs. 4) P=0,0031

(C) Stiedni délka zivota samct (median) po aplikaci PQ (c= 0,002775mg/0,2ul): LD = 3 dnt (N=15), SD =7
dni (N=25),

Statisticka analyza Log-rang (Mantel-Cox) Test: LD vs. SD P<0,0001; (D) Stfedni délka Zivota samic (medidn)
po aplikaci PQ (c= 0,002775mg/0,2ul): LD = 6 dnit (N=9), SD = 9 dnl (N=18), CA = 8 (N=17), Statisticka
analyza Log-rang (Mantel-Cox) Test: LD vs. SD P=0,1988(NS);LD vs. —CA P=0,9328(NS); SD vs. -CA
P=0,0201;
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Na Obr. 9 A a B je porovnavan vliv riznych koncentraci PQ na pfezivani samct
asamic po aplikaci na cCerstva imaga. Koncentrace vys$si nez 0,0074 mg/0,2 ul vedla
K rychlému umrti u samic i samci. Po podani niz$i koncentrace se délka zivota prodlouzila
predev§im u samic, které se zdaji byt rezistentnéjsi k oxida¢nimu stresu. Na Obr. 9. C a D
vidime vliv fotoperiody a odnéti corpora allata (JH) na rezistenci vi¢i oxidaénimu stresu.
Pouzitd koncentrace byla podle vysledkii ptfedchoziho pokusu zvolena tak, aby
predpokladana doba Zivota byla vyssi nez né€kolik dni (0,002775 mg/0,2 ul). Samci (Obr 9
C) v diapauze jsou signifikantné rezistentnéj$i k oxida¢nimu stresu nez reproduk¢né aktivni
jedinci. Coz muze byt v disledku vyssi vahy diapauznich samct. U samic (Obr 9 D) zvySuje

alatektomie rezistenci k oxida¢nimu stresu, ale ne tak signifikantn¢ jako diapauza.

4.3 Obsah karbonylovanych proteinii a celkovych proteinii v hrudnich svalech

Z ptedchoziho pokusu miizeme fici, Ze experimentalné zvySeny oxidacni stres snizuje
délku Zivota plostice, ale protoze se jednd o nepiirozeny zdsah do organismu, ktery pomérné
dramaticky snizuje dobu zivota. Rozhodli jsme se zjistit zmény v posSkozeni oxida¢nim
stresem b&hem zivota u plostice bez experimentdlné¢ navySené¢ho oxidacniho poskozeni

Vv diapauze, po odnéti CA a u reprodukéné aktivnich jedinc.
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4.3.1 Samice — karbonylované proteiny

A- Relativni obsah karbonylti (samice)
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Obrazek 10 Zmény v obsahu karbonyli v hrudnich svalech samic Pyrrhocoris apterus pod vlivem
fotoperiody, corpora allata a véku.

LD - dlouhy den, LD-CA — dlouhy den,alatektomie, SD — kratky den; N=3-5 (10 thoraxt/vzorek) (A) Relativni
obsah karbonyld (nmol/g proteinu). Rozdil mezi praméry: Jednocestna ANOVA: Tukey Post Test
(Signifikantné odlisné hodnoty jsou znaceny riznymi pismeny nad sloupci). P (LD)=0,0018; 0-1 vs. 6-7
P<0,005; 3-5 vs. 6-7 P<0,05; 6-7 vs. 6-7-CA P<0,005; (B) Absolutni obsah karbonylti (nmol/ thorax). Rozdil
mezi praméry: Jednocestna ANOVA: Tukey Post Test (Signifikantné odlisné hodnoty jsou znaceny rtznymi
pismeny nad sloupci). P (LD)=0,0014; 0-1 vs. 6-7 P<0,005; 0-1 vs. 6-7-CA P<0,05; 3-5 vs. 6-7 P<0,005; 3-5
vs. 6-7-CA P<0,05;

Na Obr 10 (A, B) jsou znazornény zmény v obsahu karbonyll s vékem pod vlivem

ruznych fotoperiod a alatektomie. U reprodukcéné aktivnich samic stoupd jak relativni, tak
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absolutni obsah karbonylld s vékem. U diapauznich samic se relativni i absolutni hladina
karbonylovanych proteinti s vékem neméni. Alatektomie pfili§ neméni absolutni mnozstvi
karbonylovanych proteini (Obr 10 B), zaroven vSak zvySuje mnozstvi celkovych proteint
(Obr 11), takze dochazi ke sniZzeni mnozstvi relativniho obsahu karbonyld (Obr 11 A).
Miuizeme tedy fici, ze dlouhovékost (navozena diapauzou C¢i alatektomii) je spojena

S udrzenim nizsiho relativniho obsahu karbonylovanych proteint. Nizké absolutni a relativni

mnozstvi karbonyll souvisi se snizenim pohybové aktivity pouze u diapauznich samic (Obr
10).

4.3.2 Samice — celkové proteiny

Absolutni obsah proteinii (samice)

10 B sd
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> >
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Tl Tl
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35 6-7 0-1 4-6 7-8
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Obrizek 11 Zmény v obsahu proteini v hrudnich svalech samic Pyrrhocoris apterus pod vlivem
fotoperiody, corpora allata a véku.

LD - dlouhy den, LD-CA — dlouhy den,alatektomie, SD — kratky den; N=2-5 (8-10 thoraxt/vzorek)

Rozdil mezi priméry: Jednocestna ANOVA: Tukey Post Test (Signifikantné odlisné hodnoty jsou znaceny
rliznymi pismeny nad sloupci). P(LD)<0,0001; 0-1,3-5, 6-7 vs. 6-7-CA P<0,0001; P(SD)

Obsah celkovych proteind se u reprodukéné aktivnich plostic s vékem neméni, stejné

jako u diapauznich, pouze alatektomie obsah proteint zvySuje (Obr 11).
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4.3.3 Samci — karbonylované proteiny

A - Relativni obsah karbonylu (samci)
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B - Absolutni obsah karbonyli (samci)
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Obrazek 12. Zmény v obsahu karbonyli v hrudnich svalech samcia Pyrrhocoris apterus pod vlivem
fotoperiody, corpora allata a véku.

LD - dlouhy den, LD-CA — dlouhy den,alatektomie, SD — kratky den; N=3-6 (8-10 thoraxi/vzorek) (A)
Relativni obsah karbonylli (nmol/g proteinu). Rozdil mezi priméry: Jednocestna ANOVA: Tukey Post Test
(Signifikantné odlisné hodnoty jsou znaCeny riznymi pismeny nad sloupci). P (LD)=0,0043; 0-1 vs. 6-7
P<0,005; P(SD) = 0,0053; 0-1 vs. 4-6 P<0,05; 0-1 vs. 7-8 P<0, 005; (B) Absolutni obsah karbonyli (nmol/
thorax). Rozdil mezi primeéry: JednocestnA ANOVA: Tukey Post Test (Signifikantn¢ odlisné hodnoty jsou
znaéeny ruznymi pismeny nad sloupci). P (LD)=0,0001; 0-1 vs. 6-7 P<0,0001; 0-1 vs. 6-7-CA P<0,005; 3-5 vs.
6-7 P<0,05; P(SD)=0,0178; 0-1 vs. 4-6 P<0,05
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Na Obr. 12 vidime zmény v relativnim (A) a absolutnim (B) obsahu karbonylii u
samcli. U reprodukéné aktivnich samct stoupa s veékem relativni i absolutni hodnota
karbonylovanych proteint, u diapauznich samci je vzestup podobny. Alatektomie mirné
snizuje mnozstvi karbonylovanych proteini u starSich samcii, ale tento rozdil neni
signifikantni. Na rozdil od samic, u samcti nemé alatektomie vliv na celkovy obsah proteint,
ktery zlstava stejny jako u mladych samci (Obr 11 a 13). V rozporu s vysledky samic (Obr
10) nemlizeme u samcu potvrdit hypotézu, ze prodlouzeni délky zivota souvisi s nizsi

hladinou karbonylovanych proteinti.

4.3.4 Samci — celkové proteiny

Proteiny [mg/thx]
Proteiny [mg/thx]

0-1 3-5 6-7 6-7 0-1 4-6 7-8
StaFi [tydny] Stafi [tydny]

Obriazek 13 Zmény v obsahu proteini v hrudnich svalech samic Pyrrhocoris apterus pod vlivem
fotoperiody, corpora allata a véku.

LD - dlouhy den, LD-CA — dlouhy den,alatektomie, SD — kratky den; N=3-4 (8-10 thoraxt/vzorek)

Rozdil mezi priméry: Jednocestna ANOVA: Tukey Post Test (Signifikantné odlisné hodnoty jsou znacCeny
riznymi pismeny nad sloupci).

Na Obr. 13 je patrné, ze mnozstvi celkovych proteini se u samci pod vlivem

fotoperiody pfili§ neméni a zstava podobné i v prubehu zivota.
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4.4 Pohybova aktivita

Pokus ovétuje, zda je prodlouzeni délky zivota diapauzou ¢i alatektomii spojeno se
snizenim pohybové aktivity a/nebo se zménou charakteru denniho rytmu v pohybové

aktivits.

4.4.1 Pokus 1 - Reprodukéni a diapauzni plostice

Na Obr. 14 a 15 vidime, Ze intenzita pohybové aktivity byla podstatné sniZena
diapauzou jak u samcu, tak samic. Diapauzni jedinci nevykazuji v dennich rytmech
vyznac¢nou periodicitu. Naopak denni rytmus reprodukénich plostic vykazuje periodicitu
zietelnou (Obr 16). Silu rytmu reprodukéné aktivnich a diapauznich plostic 1ze velmi tézko

srovnavat vzhledem k velmi rozdilné intenzité pohybové aktivity u téchto dvou skupin.

A B
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£ -~ SD £ 1.5
c 24 ©
0 o
5 3
2 2 1.0
5 2
S 1 = b
: ] i
= =
2 2
-t -’
20 . . . < 00 .

0 5 10 15 LD SD
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Obrazek 14 Intenzita pohybové aktivita samca Pyrrhocoris apterus pri rizné fotoperiodé

LD — dlouhy den (N=15), SD — kratky den (N=13); 1 bin = 12min.

(A) Jednodenni priméry, (B) Pramér za celou dobu méfeni (14dnit). Rozdil mezi praméry: t-test (signifikantné
odlisné hodnoty jsou znaceny riiznymi pismeny nad slpupci):. P<0,0001; LD vs. SD P< 0,0001
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Obriazek 15 Intenzita pohybové aktivita samic Pyrrhocoris apterus p¥i riizné fotoperiodé

LD — dlouhy den (N=13), SD — kratky den (N=14); 1 bin = 12 min.

(A) Jednodenni praméry, (B) Primér za celou dobu méieni (14dnit). Rozdil mezi praméry: t-test (Signifikantné
odlisné hodnoty jsou znaceny riiznymi pismeny nad slpupci): P<0,0001; LD vs. SD P<0,0001

Stranka | 47



Samci Samice

LD LD

10

-
o

-]
-]

o

6

»
E

N
N

_
£
K=
Q
é
©
]
=
D
2
[
b
=N
2
©
s
2
£
<

Aktivita [pfebéh/samice/bin]

o

0

012345678 9101121314 01234561728 911121314

Stafi [dny] Stafi [dny]
L sD
= 104 T 10-
2 =2
2 8 _8 8-
5 e
92 6 N
&= £
O ]
o -1
© ©
; 2
£ g o
012345867 89101121314 012345678 91011121314
Stafi [dny] StafFi [dny]
Periodogram Periodogram
1000+ 800~
600 — LD
— 8D
g G 4001
200
0-+— T T T 1
10 15 20 25 30 10 15 20 25 30
Perioda (h) Perioda (h)

Obrazek 16 Denni rytmus pohybové aktivity samcii a samic ploStice Pyrrhocoris apterus v riznych
fotoperiodickych rezimech.

Samcii a) za dlouhého dne (LD) N=15 a c) kratkého (SD) N=13 nebo u samic v rezimu b) dlouhého dne (LD)
N=13 a d) kratkého dne (SD) N=14; 120 bind = 24h.

Sila rytmy (Qp) hodnocena pomoci chi-square periodogram anylysis (Refinetti 2000); (Samci) maximalni Qp:
LD — 800/24h., P<0,011, SD — 217/23,4h., P<0,011; (Samice) maximalni Qp: LD -610/23,8h., P<0,011, SD —
180/24h., P>0,05 n.s.;
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4.4.2 Pokus 2 — Reprodukéni, alatektomované a diapauzni plostice

Druhy pokus rozsifuje predchozi vysledky o alatektomované plostice. Byl zuzen

infracerveny paprsek, coz zvysilo pocty pieruseni paprsku prebéhem plostice.

4.5 Intenzita pohybové aktivity

Podobn¢ jako v predchozim pokuse byla pohybova aktivita diapauznich jedincii nizsi
nez u reprodukéné aktivnich u obou pohlavi (Obr 14 a 15). Naproti tomu odstranéni CA
nem¢lo signifikantni vliv na intenzitu pohybové aktivity (Obr 17 a 18). Srovnani
reprodukéné aktivnich plostic s diapauznimi podporuje hypotézu, Ze snizeni pohybové

MV

nepiitomnosti CA (JH) neni disledkem snizené pohybové aktivity.

Samci
A B
= 104 -~ LD =i
s 5
3 -o- CA %
-o- SD
- A :
= 6 2
) =
-1 )
L 4 S
= I N 5
= K=
2_.
2 z
é o Ll L} T T ] ] T L} T 1 é
3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23

Stari [dny]

Obrazek 17 Intenzita pohybové aktivity pii riizné fotoperiodé a nepiitomnsoti corpora allata u samcu
Pyrrhocoris apterus

LD — dlouhy den (N=6), CA — dlouhy den, alatektomie (N=8), SD — kratky den (N=14). 1bin = 12 min.

(A) Dvoudenni priméry. (B) Primér za celou dobu méfeni (16 dnid); Rozdil mezi priméry: Jednocestna
ANOVA: Tukey Post Test (Signifikantné¢ odliSné hodnoty jsou znaceny rlznymi pismeny nad
sloupci).P(B)<0,0001; LD vs. SD P<0,001; CA vs. SD P<0,001
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Obrazek 18 Intenzita pohybové aktivity p¥i rizné fotoperiodé a nepfitomnosti corpora allata u samic
Pyrrhocoris apterus

LD — dlouhy den (N=6), CA — dlouhy den, alatektomie (N=7), SD — kratky den (N=16). 1bin = 12 min.

(A) Dvoudenni pruméry. (B) Primér za celou dobu méfeni (16 dnid); Rozdil mezi priméry: Jednocestna
ANOVA: Tukey Post Test (Signifikantné odlisné hodnoty jsou znaCeny ruznymi pismeny nad
sloupci).P(B)=0,0017; LD vs. SD P<0,01; CA vs. SD P<0,01
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4.6 Rytmus vV pohybové aktivité

Intenzita pohybové aktivity je u reprodukéné aktivnich plostic podobna jako
u alatektomovanych, avsak denni rytmus je silngj$i u alatektomovanych nez u reprodukéné
aktivnich plostic (Obr 19 a 20). Tento rozdil je dobfe viditelny hlavné u samic (Obr 20), kde
ma nepfitomnost CA za nasledek prodlouzeni period s nizkou aktivitou (spankova
konzolidace?) a snizeni fragmentace rytmu. CoZz podporuje hypotézu, ze silné rytmy
pozitivné joreluji s délku Zivota.
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Obrazek 19 Denni rytmus v pohybové aktivité samcd Pyrrhocoris apterus pfi rizné fotoeriodé a
nepiitomnosti corpora allata

LD — dlouhy den (N=6), CA — dlouhy den, alatektomie, SD — kratky den (N=14). 120 bind = 24 h.

Sila rytmt (Qp) byla hodnocena pomoci chi-square periodogram alalysis (Refinetti 2000); maximalni Qp: LD —
354/24h., P<0,011; CA -521/24h., P<0,011; SD — 144/29h.,n.s.
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Obrazek 20 Denni rytmus v pohybové aktivité samic Pyrrhocoris apterus pi#i rizné fotoeriodé
a nepritomnosti corpora allata

LD — dlouhy den (N=6), CA — dlouhy den, alatektomie (N=7), SD — kratky den (N=1). 120 bint = 24 h.

Sila rytmi (Qp) byla hodnocena pomoci chi-square periodogram alalysis (Refinetti 2000); maximalni Qp: LD —
337/24h., P<0,011; CA -528/23,8h., P<0,011; SD — 146/2%9h.,n.s.
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4.7 Pouziti metody Western Blot

Pro urceni nejvhodnéjsi koncentrace proteinii na detekci karbonylovanych proteini
metodou Western blot, byly pouzity hrudni svaly reprodukéné aktivnich samic plostice
Pyrrhocoris apterus stafi 2-3 tydna o rizném fedéni (Obr. 21). Vychozi, nefedény vzorek,
obsahoval 10 thoraxi/500ul Tris-EDTA pufru. Redéni je v posloupnosti se vzorkovym
pufrem 1:0, 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:6. Na membran¢ vidime prouzky molekulovou velikosti
odpovidajici aktinu (cca 40kDa). Vidime, Ze fedéni odpovida relativni koncentraci vzorku.

Na Obr. 22 je srovnano mnozstvi karbonylovanych proteinti mladych u (0-1tyden)
a starych (3-4tydny) samic LD. Vzorek obsahoval 3 thoraxy/100 pl vzorkového pufru.
Standard oxidovaného proteinu 5 pl/10ul vzorkového pufru. Na Obr. 22 jsou vidét dvé sekce
prouzki, jedna v urovni molekulové hmotnosti aktinu a druhd myosinu. U mladych samic je
karbonylovan ptfedev§im prouzek odpovidajici myosinu. U starych plostic nestoupla
karbonylace vSech proteint, ale jen vV prouzku odpovidajicimu aktinu. Zajimavé je, Ze klesla
karbonylace v oblasti myosinu. Zména v kvalité karbonylovanych proteinti muze mit za
nasledek nevypovidajici zavér z kvantitativniho hodnoceni celkovych karbonylovanych

proteint.

Zavislost denzity na koncentraci
100- o

Relativni denzita [%]

1:0 1:1 1.2 1:3 14 15 16

- 0 20 40 60 80 100
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Obrazek 21 Western blot karbonylované proteiny hrudnich svalid samic plostice Pyrrhocoris apterus v LD pri
postupném Fedéni. (Derivatizace karbonyli s DNPH). Proteiny o molekulové hmotnosti cca 40kDa (aktin?)
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Obrazek 22 Western blot karbonylované proteiny hrudnich svali samic plostice Pyrrhocoris apterus v LD ve stafi
0-1 tyden a 3-4 tydny. Oznacené prouzky odpovidaji molekulové hmotnosti aktinu a myosinu. Linearni zavislosti
koncentrace vzorku na membrané vytvorena programem Image Quant 5.2.
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5 DISKUZE

V diplomové praci jsem z n¢kolika pohledd testovala hypotézy ovéiujici vliv oxida¢niho
stresu na starnuti. Jednim z nich byl vliv fotoperiody a corpora allata, dalSim mnozstvi
karbonylovanych proteint a to v§e v souvislosti s pohybovou aktivitou plostice Pyrrhocoris
apterus.

Ve studiich starnuti se pii mezidruhovém porovnavani Casto vyuziva maximalni délky
Zivota a pro metabolismus ,,resting metabolic rate” (RMR). Podle Speakmana (2005) nejsou
vyse uvedené parametry vhodné pro porovnavani starnuti. Vhodnéj$i by podle né€j bylo
pouziti ,,daily energy expenditure®, nez RMR, které by udavalo mnozstvi energie na gram za
den v zavislosti na velikosti organismu. Zvifata vydavaji znacné mnozstvi energie na rizné
procesy a funkce. Na bazalni metabolismus u malych savca piipada jen 40% z celkového
vydeje energie. Zda se tedy, Ze zahrnuti pohybové aktivity do studii o starnuti znamena

dulezity pokrok.

5.1 IS signalizace a délka Zivota

Pozorovani na had’atku, octomilce 1 savcich ukazuji, Ze IIS drahy reguluji délku Zivota
(Kang a spol., 2008). Juvenilni hormon je jednim z ¢initeld IIS drahy (Flatt a spol., 2005).
Vysledky ziskané na plostici ukéazaly, Ze po odstranéni zdroje juvenilniho hormonu, corpora
allata, dojde k prodlouzeni zivota. Podobny vliv ma i diapauza, kde je vSak délka zivota jesté
vy$$i neZz u alatektomavanych plostic. Reprodukce mé negativni vliv na délku Zivota.

Vysledky jsou v souladu s diivejsimi zjisténimi (Hodkova, 2008 a Blazkova a spol., 2011).

5.2 Pohybova aktivita a délka Zivota

U hmyzu byl prokazan vztah mezi pohybovou aktivitou a délkou Zivota u mouchy Musca
domestica (Yan a Sohal, 2000) a octomilky (Megware a spol., 2006). Létani je u hmyzu
energeticky velmi narocné ¢innost (Wegener, 1996), béhem které se rychlost metabolismu
oproti bazalni rychlosti metabolismu mnohanosobné zvysuje (Megware a spol., 2006).
Vzhledem k velikosti téla je i chlize pro hmyz velmi naro¢na, napf. chiize u octomilky je
podobné¢ jako let by méla byt chlize energeticky naro¢nou ¢innosti u nelétajiciho hmyzu jako
je plostice Pyrrhocoris apterus.

Mouchy Musca domestica se zvySenou pohybovou aktivitou maji kratsi délku Zivota

ve srovnani s nelétajicimi kontrolami (Yan a Sohal, 2000). Podobné je tomu u octomilek,
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kde vyssi pohybova aktivita souvisi s krat§i dobou Zivota a naopak niz$i pohybova aktivita
s delsim zivotem (Megware a spol., 2006). Podobné vysledky najdeme i u diapauznich
plostic, které maji snizenou pohybovou aktivitu a delsi zivot. Potvrzeni vSak nenachazime
u plostic alatektomovanych, kde je dlouhy zivot doprovazen vysokou pohybovou aktivitou.
Rozdil v délce zivota alatektomovanych a diapauznich plostic by mohl souviset pravé se
snizenou pohybovou aktivitou diapauznich samic. Rozdil Vv pohybové aktivité
u alatektomovanych a diapauznich plostic mize byt zptsoben buiikami pars intercerebralis
(PI), producenty ,,inzulin-like* peptidt. Jejich odnéti snizi intenzitu pohybové aktivity
u alatektomovanych plostic na troven plostic diapauznich (Hodkova, unpublished). Po
odnéti PI se u plostice prodluzuje Zivot, pti sou¢asném odnéti CA a PI dochdzi k aditivnhimu
prodlouZeni zivota na troven diapauznich plostic (Hodkova, 2008). Odnéti PI u octomilky
také zvySuje délku zivota, jak primérnou, tak maximalni a navic bylo zjiSténo, Ze zvysuje
resistenci k oxida¢nimu stresu (Broughton a spol., 2005). Prodlouzeni zivota zamezenim
produkce inzulinovych ligandi disledkem odnéti produkujicich bunék bylo prokazano i
u had’atka. OvSem u savcl vede zamezeni IIS signalizace k cukrovce a snizeni délky zivota
(Murphy a spol., 2003).

Jednim z dalSich aspektii pohybové aktivity je rytmus. U octomilek bylo prokazéano, ze
s vékem slabne sila v rytmech spanku a bdéni. Délka Zivota byla manipulovana teplotou, kdy
souvisi spiSe s fyziologickym nez chronologickym starnutim. VSechny teplotni skupiny
vykazovali stejnou pohybovou aktivitu a dobu spanku. Navic bylo prokazano, ze zvySeny
oxida¢ni stres navozuje stejné zmény v rytmech bdéni octomilek jako vysoky veék (Koh
aspol., 2006). Tuto hypotézu podporuji vysledky u alatektomovanych plostic, které maji
siln€j§i rytmus a delSi Zivot neZ reprodukéné aktivni ploStice. U diapauznich ploStic

nemuZeme srovnavat silu rytmt, protoze jejich pohybova aktivita je velmi nizka.

5.3 Oxidacni stres, metabolismus a pohybova aktivita

Pokles intenzity metabolismu snizenim teploty vede u nékterych druhti ke snizeni
oxidaénich Skod a zvySeni délky zivota. Je tomu tak u poilkilotermnich zivocicht, kde
pokles metabolismu souvisi s delsim zivotem a zaroven se snizenym oxida¢nim poskozenim
(Sohal a Weindruch, 1996). Potvrzeni této teorie nachidzime i u hmyzu, kdy sniZena
pohybova aktivita a souvisi s nizsi tvorbou ROS, jak bylo potvrzeno u mouchy M. domestica
(Yan a Sohal., 2000). To vsak nebylo potvrzeno na octomilkach, kde zvySend pohybova

aktivita nezvySovala mnozstvi ROS ve srovnani s kontrolami (Megware a spol., 2006).
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V souvislosti snizsi tvorbou ROS nachazime u mouchy M.domestica niz§i mnozsvi
oxida¢né¢ poskozenych proteini. Testovani hypotézy, zda zvySeni pohybové aktivity
ovlivituje délku zivota tim, Ze dochazi ke zvySeni oxidacné poskozenych proteint,
nepfineslo ani u plostice jednoznacné zavéry. U samcu plostice je pohybova aktivita vyssi
u reprodukéné aktivnich a alatektomovanych nez u diapauznich skupin, ale obsah karbonyli
je u vsech skupin podobny. Z toho vyplyva, ze u samci nemizeme potvrdit vztah mezi
pohybovou aktivitou a relativnim ani absolutnim mnoZzstvim karbonylovanych proteint.
Usamic =zalezi na vztazné jednotce. Nachazime vztah mezi absolutnim obsahem
karbonylovanych proteinii a pohybovou aktivitou, protoze alatektomované a reprodukéné
aktivni samice maji podobné¢ vysS§i mnozstvi poSkozenych proteinii oproti diapauznim
samicim, coz odpovida jejich vys$i lokomoéni aktivité. Ale vV relativnim mnoZstvi
karbonylovanych proteinii souvislost s pohybovou aktivitou samic nenachazime, protoze
pohybova aktivita je podobna u reprodukcéné aktivnich i alatektomovanych plostic, ale
relativni mnozstvi karbonylli alatektomovanych plostic je signifikantné niz§i nez

u reproduk¢né aktivnich samic.

5.4 Starnuti a mnoZstvi oxidacné poskozenych proteinii

V mnoha studiich bylo prokdzéno, Ze svékem vzristd mnozstvi oxidacné
poskozenych makromolekul, lipidd, DNA a proteint v riznych tkanich. Oxida¢ni poskozeni
proteini indikované proteinovymi karbonyly se neukazalo byt jednozna¢nym ukazatelem
V procesu starnuti u plostice. Naprosto odliSnou situaci nachazime u samic a samcii. U samct
dochazi s vékem k akumulaci oxida¢niho poskozeni proteinti u vSech skupin, ale u samic se
stejny trend potvrdil pouze u reprodukéné aktivnich samic. Vzestup karbonylovanych
proteind s chronologickym vékem je jeden pohled na situaci, ale druhy pohled fesi vztah
fyziologického starnuti a karbonylace proteinli V porovnani rtizné€ starnoucich fenotypu.
Ocekavali bychom, ze pomaleji starnouci fenotypy budou mit mensi obsah karbonylovanych
proteinli, jak prokdzali nékteré prace na had’atku, i mySich. Ale mnohé dikazy byly
nepfimého charakteru, jako je zvySeny obsah antioxidantd ¢i zvySenad resistence
k oxida¢nimu stresu (Peréz a spol., 2009).

Pokusy na plostici nepotvrdily jednozna¢né vztah mezi dlouhovékosti a zvySenym
obsahem oxida¢né poSkozenych proteinti. Vysledky byly rozdilené u samcti a samicC.
U samcli nenachazime zadny vztah mezi mnozstvim oxidacné poskozenych proteint
a délkou Zzivota, protoze u rizné¢ dlouhovékych fenotyp jsme nenasli vyznamné rozdily

v mnozstvi karbonylti. U samic hypotézu potvrzuje relativni mnoZstvi karbonylovanych
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proteintl, které je nizsi u dlouhovekych fenotypii, ale absolutni mnozstvi karbonylovanych
proteinli hypotézu nepotvrzuje, protoze dlouhovéké alatektomované ploStice maji stejné
absolutni mnozstvi oxidacn¢ poskozenych proteinti jako kratkoveéké reprodukcné aktivni
samice. Nizsi relativni mnozstvi karbonylovanych proteini u alatektomovanych samic je
zptisobeno zvySenym obsahem celkovych proteini alatektomovanych samic. Divodem
muze byt nepfitomnost juvenilniho hormonu, protoze v nékterych pracich bylo prokédzano,
ze vysoky titr juvenilniho hormonu mé za nésledek relokaci energie ze svali do vajicek,
¢imz dochazi k histolyze svalii. Stejn¢ tak u makropterni formy plostice, kde bylo prokéazano,
7e analog juvenilniho hormonu urychluje histolyzu létacich svalti (Socha a Sula, 2008).
Ale u cvr¢ka se tato hypotéza plné nepotvrdila. Juvenilni hormon se Gcastni ,,trade —off*
mezi udrzbou svalll a riistem vajicek, ale je potieba i dalSich faktord (Zera a Cisper, 2001).
Také u diapauznich plosStic pouhd nepfitomnost juvenilniho hormonu nemé za nésledek
vzestup obsahu proteinti. Rozdil mezi alatektomovanymi a diapauznimi plosticemi by mohl
souviset s pohybovou aktivitou a aktivitou PlI.

Pohlavné vézané rozdily se vyskytuji moznd proto, Ze samicky investuji velké
mnozstvi energie do tvorby vajicek. Pokud se podivame na klidovou spottebu kysliku,
viz. Obr. 5 (avod), vidime, Ze u samci nejsou znatelné rozdily u reprodukéné aktivnich,
alatektomovanych ¢i diapauznich jedinct (Slama, 1964a). U samic ovliviiuje respiraci
reprodukéni cyklus a po odstranéni corpora allata ¢i v diapauze dochazi ke snizené spotiebé
kysliku, je tedy pod hormonélni regulaci (Slama, 1964b). SniZeni spotieby kysliku by mohla
mit za nasledek snizenou produkci ROS a sniZzenou karbonylaci proteinti. Juvenilni hormon
ovlivituje respiraci prostifednictvim aktivity ovarii. CA nemd piimy vliv, jak vidime na
Obr. 6 (vod), ale odstranéni ovarii neprodluzuje zivot (Hodkova, 2008).

Spotieba kysliku u samic je o tietinu az polovinu vyssi nez u samcti. Tento rozdil
odpovida i1 primérné délce zZivota, reprodukéné aktivni samecci se doZivaji o tfetinu déle,
nez reprodukcné aktivni samice, ale mnozstvi karbonylovanych proteind je podobné. Dale
by bylo zapotiebi zméfit spotfebu kysliku u rizné stdrnoucich fenotypii ve starSim veku,
protoze je mozné, ze dochdzi k néjakym zméndm v prubehu Zivota. Vysvétleni neni idedlni
ani proto, Ze u hrudnich svall je hladina bazalniho metabolismu stejna u samcti i samicek
a neni pod pfimym hormonalnim vlivem (Slama, 1965).

Rozdilné vysledky ziskané od samci a sami¢ek mohou byt i proto, ze samice
prochazeji hlubsi reprodukéni diapauzou, nez samci. Po pfidani aktivnich samicek

k diapauznim samctim se u samcti do 14 dnt obnovi reprodukéni aktivita, ale pfi stejném
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pokusu u samicek k obnoveni reprodukéni aktivity nedojde (Hodkova a spol., 1991). At jiz
je vysvétleni jakékoliv, zd4 se, ze mnozstvi karbonylovanych proteini v hrudnich svalech
neni spolehlivym indikatorem starnuti u plostic.

Dalsim faktorem, kterym by mohla pohybova aktivita ovliviiovat délku Zivota
v souvislosti s oxida¢nim stresem, jsou zmény ve sloZeni bunééné membrany. U octomilek
bylo prokazano, ze pohybové aktivita souvisi se zménami v zastoupeni lipidd v bunécné
membrané (Magwere a spol., 2006). Octomilky s vyssi pohybovou aktivitou maji vyssi podil
nenasycenych mastnych kyselin a vétsi pocet dvojnych vazeb. Rozdil v délce Zivota
U octomilek se zvySenou aktivitou by tedy mohl byt zplisoben i vys§i nachylnosti
membranovych lipidi k oxidaci. Ve studii na had’atku se zjistilo, Ze nachylnost k oxidaci
nezalezi pouze na nasycenosti, ale i na délce fetézce mastnych kyselin. Zjistilo se, ze
nachylnost je zvySena v membrané s vysSim zastoupenim mastnych kyselin s dlouhym
fetézcem. Naopak déle zijici fenotypy (mutanti v IIS) maji vyssi zastoupeni fetézcti kratsich,
méné nachylnych k oxidaci (Shmooklers a spol., 2011). Podobné vysvétleni by mohlo platit i
u plostice, protoze zastoupeni mastnych kyselin v membrané je odlisné ve svalech a tukové
tkani u diapauznich a alatektomovanych plostic ve srovnani s reprodukcéné aktivnimi
(Hodkova a spol., 2002). Zda se, Ze produkty lipoperoxidace se zvysuji fetézovou reakci

a zpusobuji tim vazné poskozeni funk¢énosti buiiky (Zimniak, 2008).

5.5 Pochybnosti o teorii oxida¢niho stresu

Teorie oxidac¢niho stresu starnuti se stala hlavni teorii vysvétlujici starnuti na
molekularni arovni. I pfesto, Ze existuje velké mnoZstvi dat podporujicich tuto teorii, velka
vétSina znich je korelatniho razu (napf. korelace mezi délkou Zivota a mnozstvim
oxida¢niho poskozeni, atd.). Pfimé dlikazy, ze oxidac¢ni poskozeni ovliviiuje starnuti, vSak
chybi (Peréz a spol., 2009).

I presto, Ze se zda, Ze existuje reverzni vztah mezi rychlosti metabolismu a délkou
Zivota, ukéazalo se, Ze situace neni tak jednoduchd. Méfeni u savcl prokazala, Ze zvySena
rychlost metabolismu nevede ke kratSimu zivotu (Holloszy a spol., 1985). U lidi dokonce
zvySena rychlost metabolismu naznacuje pozitivni korelaci s délkou Zivota (Lee a spol.,
1995). U ektodermu se zda byt situace snazsi, protoze neni takovy problém v manipulaci
s rychlosti metabolismu jako u endotermit (Van Voohries, 2001). Ale existuje i né€kolik
praci, které nepotvrzuji vztah mezi délkou Zivota a rychlosti metabolismu, napt u octomilky

(Promislow a Haselkorn, 2002 a VVan Voories a spol., 2004).
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Jednim z divodi, pro¢ nenachazime negativni korelaci mezi rychlosti metabolismu
a délkou zivota vzdy, muze byt to, ze rychlost spotieby kysliku mitochondrii nemusi pfesné
predpovidat mnozstvi vyprodukovanych ROS (Loft a spol., 1994). V nékterych ptipadech
dokonce mitochondrie pfi vysSim metabolismu produkuje méné¢ ROS (Speakman, 2005).
Na druhou stranu existuji studie, kde je prokazano, ze vysoka pohybova aktivita vede
k produkci tak velkého mnozstvi ROS, Ze piekona antioxidaéni obranu (Ji, 1995).
Komplikace nastavaji i pfi méfeni metabolismu, kdy standardni méfeni neodliSuje rtizné
respiratorni faze mitochondrie, které se 1isi v produkci ROS podle zavislosti na ADP. Je
mozné, ze ptaci vyuzivaji vice respiratorni stav-3, ve kterém dochézi k nizsi produkci ROS
(Herrero a Barja, 1998). Rychlost metabolismu je dilezitym faktorem ovliviiujicim starnuti,
ale je zfejmé, ze existuje 1 mnoho dalSich faktori, které jsou dulezité v urCovéani
dlouhovékosti. Navic ROS nemaji pouze Skodlivé funkce, ale jsou potieba pii stimulaci
transkrip¢nich faktorti zahrnutych v mitéze (Halliwell, 2000), formaci paméti a pii kontrole
iontové signalizace (vapniku) (Suzuki a spol., 1997).

Soucasné prace na antioxidantech velmi zpochybniuji roli oxida¢niho stresu v procesu
starnuti. U had’atka vedlo odstranéni mitochondrialnich SOD RNA interferenci ke zvySené
citlivosti na oxida¢ni stres, ale nem¢lo zadny vliv na délku zivota, v nékterych ptipadech
doslo dokonce k prodlouzeni Zivota. Zadny vliv nemélo odstranéni SOD ani u prodlouZeni
délky Zivota snizenim IIS regulace. Podobné zavéry byly zjistény u SOD produkovanych
Vv cytoplasmé ¢i extracelularné (Van Raamsdonk a Hekimi, 2009). U komara vedlo zvySené
mnozstvi inzulinu dodavané v potravé ke snizeni tvorby SOD a délky Zivota, coz by
naznacovalo, ze inzulinem sniZzena délka zivota je ve vztahu s oxida¢nim stresem (Kang a
spol., 2008). Opac¢né zavéry dostavame u octomilky a mysi, kde odstranéni jedné izoformy
SOD vede k vaznym porucham ¢i smrti (Van Raamsdonk a Hekimi, 2009). U diapauzniho
komara a Lutzomyia longipalpis zamezeni tvorby katalazy RNA interferenci vedlo
ke zvysené tmrtnosti (Sim a Denlinger, 2011 a Diaz-Albiter a spol., 2011). SOD u mysi je
vsak jedinym prokdzanym antioxidantem, ktery prodluzuje zivot. Zadny dalsi z 18
testovanych antioxidantti nemél vliv na délku zivota mysi (Peréz a spol., 2009).

Komplex 1 mitochondridlniho elektronového transportniho fetézce (ubichinon
oxidoreduktaza) je povazovan za nejvétSiho producenta ROS. Dosud nebylo mozné jej ptimo
manipulovat, protoze je slozen u mnoha podjednotek. Recentné doslo k objevu slozeni
NADH-ubichinon oxidoreduktazy u had’atka, ktera je slozena pouze z jednoho polypeptidu,

¢imz umoziiuje piimou manipulaci s mitochondridlni aktivitou a vétSimu pochopeni vztahu
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mezi respiracni aktivitou, produkci ROS a starnutim (Partridge, 2011). NemlzZeme tedy
S jistotou tvrdit, ze oxidacni stres je pfi¢inou starnuti. Ani vysledky této diplomové prace
jednozna¢né nepotvrdili ani nevyvratily vztah mezi pohybovou aktivitou, délkou zivota
a mnozstvim oxidacné poskozenych proteini. Pouze u diapauznich samic souvisela zvySena

dlouhovékost se snizenou pohybovou aktivitou a obsahem karbonylovanych proteini.
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6 ZAVERY

Q Q
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Vliv fotoperiody a corpora allata na délku Zivota P. apterus

Diapauza a odstranéni corpora allata prodluzuje délku zivota u samic i samcii.

Srovnani mnoZstvi oxida¢né poskozenych proteinu (karbonylovanych proteint —

KP) v hrudnich svalech plostic u rizné starnoucich fenotypi

Zmény v obsahu KP s vékem:

Samci: U viech méfenych fenotypi VZRUSTA ABSOLUTNI i RELATIVNI obsah
KP s vekem

Samice:

a. Diapauza - NEMENI se ABSOLUTNI{ ani RELATIVNI obsah KP

b. Alatektomie - VZRUSTA ABSOLUTNI, ale ne RELATIVNI obsah KP

c. Reprodukce - VZRUSTA ABSOLUTNI i RELATIVNI obsah KP

Obsah karbonylovanych proteinii u star§ich jedinct je rizny u samcti a samic rizné
dlouhovékych fenotyp:
Samci: Mnozstvi KP je podobné u v§ech zkoumanych fenotypt
Samice:
a. Diapauza — nizky RELATIVNI i ABSOLUTNI obsah KP
b. Alatektomie — nizky RELATIVNI obsah, ale vysoky ABSOLUTNI obsah KP
c. Reprodukce — vysoky RELATIVNI i ABSOLUTNI obsah KP

Srovnani pohybové aktivity u rizné starnoucich fenotypu

Diapauza u samcti a samic SNIZUJE intenzitu pohybové aktivity
Alatektomie samcii i samic ZVYSUIJE silu rytmu pohybové aktivity

Srovnani pohybové aktivity a obsahu karbonylovanych proteini v hrudnich

svalech plostic u riizné starnoucich fenotypi

RELATIVNI obsah KP samic: NENI korelace s lokomoéni aktivitou
ABSOLUTNI obsah KP samic: ZJISTENA korelace s lokomoéni aktivitou

U samcti NENT vztah mezi intenzitou pohybové aktivity a RELATIVNIM ani
ABSOLUTNIM obsahem KP
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Vysledky jednoznacné nepodporuji hypotézu, ze prodlouzeni Zivota souvisi se snizenim
pohybové aktivity a mnozstvim karbonylovanych proteinti v hrudnich svalech plostice.
Rozdilné vysledky jsme ziskali u samct a samic. Zasahy, které prodluzuji zivot (alatektomie
a diapauza) maji odlisné dusledky na pohybovou aktivitu a mnoZzstvi karbonylovanych
proteini. Pouze u diapauznich samicek souvisela zvySena dlouhovekost jak se snizenou

pohybovou aktivitou, tak s obsahem karbonylovanych proteind.
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