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1 Uvod

1.1 Oxidativni stres

Pro aerobni organismy je esencidlni pfijem a vyuziti kysliku jako zdroje konecného
akceptoru elektrond pii bunééné respiraci. Kyslik je vSak také vyznamnym zdrojem tvorby
metabolitl, jako jsou volné radikaly. Aerobni organismy si osvojily schopnost vyuzivat tyto
produkty pii piirozenych fyziologickych procesech. Volné kyslikové radikaly se tcastni
procesti pfemény energie, dale jsou vyuzivany v bunéénych signalnich drahdch nebo
V imunitnim systému (Droge, 2002; Knight, 2000). Vsechny tyto procesy probihaji
v buitkkdch pod pfisnou kontrolou. Pro ptipad piebytku volnych radikdlti si organismy
vytvorily fadu kompenza¢nich mechanismd, které je redukuji a ni¢i - jde o0 tzv. antioxidac¢ni
mechanismy. Za normalnich podminek tedy existuje rovnovaha mezi tvorbou volnych
radikalll a schopnosti organismu se s timto stavem vyrovnat. Pokud vSak dojde k naruseni
rovnovahy, mluvime 0 oxidativnim stresu. Poprvé tuto myslenku bunééné nerovnovahy
zformuloval Helmut Sies (1997). Oxidativni stres je tedy zptisoben nadmérnym vznikem
reaktivnich forem kysliku (ROS - Reactive Oxygen Species), ale také vznikem reaktivnich
forem dusiku (RNS - Reactive Nitrogen Species) (Wiseman & Halliwell, 1996).

Diky své reaktivni povaze ROS a RNS napadaji buné¢né makromolekuly, jako jsou
DNA, RNA, lipidy, proteiny nebo glycidy. Tyto interakce volnych radikalt s bunéénymi
komponenty nasledné vedou k fyziologickym zménam v organismu, a prave jednou z nich je
poskozeni ¢i ztrata koncovych tsekit DNA neboli telomer. V kone¢né fazi mize oxidativni
stres vyustit az v bunéfnou apoptoézu. EXistuje taktéz spojitost mezi vznikem nékterych
civiliza¢nich ¢i neurodegenerativnich onemocnéni, ato pravé vlivem oxidativniho stresu

(Valko et al., 2007).

1.1.1 Definice volnych radikali

Pro porozuméni definice volného radikalu je dulezité fici, ze elektrony se v atomu
pohybuji po orbitalech, které by mély obsahovat minimaln¢ dva elektrony s opacnym
spinem. Latka (atom nebo molekula), ktera ve svém valen¢nim orbitalu obsahuje neparovy

elektron, je charakterizovana jako volny radikal (Jones, 2008). Tyto castice mohou



Vv biologickych systémech vzniknout pfijmutim nebo ztratou jednoho ¢i vice elektront.
Radikaly se vyznacuji svoji vysokou reaktivitou atim, ze nejsou schopny samostatné
existence. Proto ve snaze doplnit chybé&jici parovy elektron velmi ochotné interaguji
s okolnimi latkami. Volné radikaly mohou jednak reagovat spolu navzajem a vytvofit tak
neradikalovou molekulu, jednak atakovat jinou latku, ktera neni radikalem, a tim odstartovat
fetézec dalsich radikalovych reakci (Halliwell, 1991). Mezi volné radikaly patii latky

odvozené z meziproduktt metabolismu kysliku a dusiku (Wiseman & Halliwell, 1996).

1.1.2 Reaktivni kyslikové radikaly

Majoritnim zdrojem volnych radikalt v biologickych systémech je molekuldrni kyslik.
Ten plni v organismu fadu fyziologickych funkci ajeho oxidanty jsou produkty bézného
aerobniho metabolismu (Sies, 1997). Skodlivost téchto latek zavisi predevsim na mnozstvi,
ve kterém jsou generovany. Jako ptiklad fyziologické funkce ROS je obrana proti bakteriim,
antigenum a parazitim, kde jsou zdrojem volnych radikald neutrofily, monocyty, eozinofily
amakrofagy (Conner & Grisham, 1996). Dale slouzi jako signalni molekula
(Thannickal & Fanburg, 2000) nebo pii detoxikaci xenobiotik (Turrens, 2003). Pieména
kysliku na reaktivni formy je dana schopnosti oxidace a redukce nebo vlivem katalytického
Stépeni. Volné Kyslikové radikaly vznikaji zejména jako meziprodukty v procesu redukce
kysliku na vodu. ROS mtzeme rozdélit do dvou skupin, ato na latky radikalové povahy
a neradikaly, ucastnici se vzniku volnych radikalt. Do prvni skupiny fadime superoxidovy
(027), hydroxylovy (HO"), hydroperoxylovy (HO3'), peroxylovy (ROQO") a alkoxylovy (RO’)
radikal. Mezi neradikalové formy kysliku patii peroxid vodiku (H207), 0zén (O3), singletovy
kyslik (10,) hydroxoperoxyl (HO;) a kyselina chlorna (HOCI) (Valko et al., 2007).

Reaktivni kyslikové radikaly muzeme také rozdélit dle mista vzniku na endogenni
aexogenni. NejbohatSim zdrojem endogennich ROS je piedevsim dychaci
fetézec mitochondrii, ato zejména  transmembranovy komplex | (NADH -
ubichinonreduktaza) a komplex Ill (ubichinon-cytochrom-c-reduktaza) (Turrens, 2003).
Priblizné 1 — 3 % vsech elektront, které jsou v mitochodrii redukovany na vodu, vedou
ke vzniku superoxidu (Valko et al., 2007). Dalsi piikladem vyznamu mitochondrii
pii generovani ROS je vysoka muta¢ni rychlost (asi 10 x vyssi nez u nuklearni DNA), ato
prevazné¢ z divodu absence histonti nebo nizsi efektivnosti reparatnich mechanismi

(Yang et al., 1994). Mitochondrialni lipidy se snadno rozkladaji a dochazi k peroxidaci



bunééné membrany anaslednému uvolnéni ROS, coz vede k jesté¢ vétSimu niceni DNA
(Finkel & Holbrook, 2000). V endoplazmatickém retikulu jsou ROS generovany komplexem
cytochrom P-450 a maji zde funkci biotransformace, kdy reaguji S endogennimi latkami
a xenobiotiky (Zangar et al., 2004). Vyznamnym donorem ROS je také NADPH oxidaza,
ktera hraje klic¢ovou roli pii respiraénim vzplanuti fagocytujicich (monocytd, makrofagi,
neutrofili a lymfocyti) a nefagocytujicich bunék (fibroblastd, endotelialnich, kosternich
svalovych a cévnich hladkych svalovych bungk), nebot’ produkuje superoxid a ten mize byt
dale konvertovan na dal$i reaktivni formy kysliku (Van Heerebeek et al., 2002;
Magder, 2006). Poslednim piikladem organely produkujici ROS je peroxizéom, ktery
redukuje molekularni kyslik na peroxid vodiku (pfi procesu B-oxidace) (Reddy et al., 1986).
Do druhé skupiny zdroje ROS patii exogenni faktory, jako jsou herbicidy, pesticidy, toxické
a chemické latky, chemoterapeutika aVv neposledni tad€ ionizacni ¢i UV  zéfeni

(Finkel & Holbrook, 2000; Abdollahi et al., 2004).

1.1.3  Ogxidativni poskozeni a jeho role ve vztahu k onemocnéni

Diky svému vysoce reaktivnimu potencidlu mohou bunééné oxidanty ochotné
interagovat s bunéénymi biomolekulami, jako jsou nukleové kyseliny, lipidy, proteiny ¢i
glycidy, a zptsobovat tak jejich poskozeni. Jaderné a mitochondrialni nukleové kyseliny
patii mezi biomolekuly, jejichz struktura a funkce miize byt pozménéna utokem volnych
radikali a dat tak vzniknout fadé defektii, jako jsou oxidace purinovych a pyrimidinovych
bazi a deoxyribozy, abazicka mista, ,,cross-linky* a jednofetézcové a dvouietézcové zlomy.
Plsobeni ROS na nukleové kyseliny je pfi¢inou mutageneze, karcinogeneze a starnuti. Mze
dochazet i k zastaveni nebo indukci transkripce, naruseni signalnich drah nebo k replika¢nim
chybam. Tyto zmény vedou k celkové genomické nestabilité¢ bunky (Krokan et al., 1997;
Buonocore et al., 2010; Marnett, 2000). Oxidaci bazi vznikaji baze modifikované, které
nejsou Casto pritomny pii normalnim metabolismu, a proto je mizeme oznacit za markery
oxidativniho  stresu. Jako  vzorovy pfiklad lze uvést oxidaci  guaninu
na 8-hydroxy-2-deoxyguanosine  (8-OHdG)  (Fisher-Wellman & Bloomer,  2009).
V neposledni fad¢ vyvolavaji ROS oxidativni poskozeni, jejichz nasledkem je zkracovani

telomer (Von Zglinicki, 2002).

Vyzkum patologickych projevli oxidativniho stresu ma velky vyznam zejména

v medicin€. Oxidativni stres mlze piispivat ¢i doprovazet fadu patologickych stavi, jako



jsou  kardiovaskularni  choroby  (Griendling & FitzGerald, = 2003), rakovina
(Klaunig et al., 2010), neurodegenerativni onemocnéni - Parkinsonova choroba, Alzheimer
¢i amyotroficka lateralni skler6za (Barnham et al., 2004), diabetes (Maritim et al., 2003)
nebo proces starnuti (Cadenas & Davies, 2000). ROS dokéazi nejen nemoci vyvolavat, ale
také zhorSovat ¢i komplikovat jejich prubéh. Béhem zivota dochazi k akumulaci bunéénych
poskozeni aklesd schopnost antioxidacni obrany aopravnych mechanismi tyto
nedokonalosti odstranovat (Holeéek & Rokyta, 2005). Tato vlastnost mtize vést k postupné
akumulaci modifikovanych makromolekul a mit tak vliv na normdlni prabéh metabolismu
azménu bunéénych  funkci, naruseni rustu avyvrcholit az smrti bunky

(Bandyopadhyay et al., 1999).

1.2 Telomery

1.2.1 Struktura a funkce telomer

Konce linearnich eukaryotickych chromosomii jsou opatfeny specialnimi
nukleoproteinovymi komplexy neboli telomerami, které jsou esencialni pro zivot bunky
(Chan & Blackburn, 2002). Funkci telomery je udrzovat celistvost a stabilitu chromosomu
tim, ze odlisuje pfirozené konce chromosomu od dvoufetézcovych zlomu, ¢imz zabramnuje
chromosomalnim fuzim a degradacim zpisobenym exonukleazami (Blackburn, 1991,
Chan & Blackburn, 2004). Fuzované chromosomy, at' uz dicentrické, kruhové ¢&i jiné
nestabilni formy, vedou ke Spatnému déleni béhem mitdézy nebo meiozy, atim ke ztraté
genetické informace (Blackburn, 1991). Dalsi kritickou funkci telomery je kompenzace
ztraty koncové DNA, ke které dochazi z divodu neschopnosti DNA polymerazy dokoncit
replikaci (Watson, 1972; Olovnikov, 1973). Kazdym délenim tak dochazi ke ztraté casti
koncovych repetic na 5” konci dcefiného fetézce, a tim tedy i ke zkraceni telomery. Pokud je
telomera zkracena na minimalni, kritickou délku oznacovanou jako tzv. Hayflickiv limit,
ztraci bunka schopnost déleni (Hayflick & Moorhead, 1961). Telomery jsou proto
povazovany za tzv. ,,bunéné hodiny*, protoze jsou spojeny s poctem dé¢leni somatickych
bunék (Allsopp et al., 1992). U vétsiny eukaryotickych organismu jsou telomery tvofeny
dlouhymi tuseky repetitivni DNA. TelomerickA DNA se obvykle sklada z jednoduché
sekvence (TnGn)n (Meyne et al., 1989; Chan & Blackburn, 2002). Ac¢koliv telomery nemaji
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vzdy uplné shodnou sekvenci, spolecnym znakem je vysoky obsah G bazi na 3" konci a C
bazi na 5 konci (Blackburn, 1991). Telomericka sekvence je ve fylogenezi znacné
konzervovana. Obratlovci maji sekvenci (TTAGGG)n, rostliny vétsinou (TTTAGGG)n
avétSina hmyzu (TTAGG)n (McKnight & Shippen, 2004; Maeshima et al., 2001;
Meyne etal., 1989; Chan & Blackburn, 2002). Nicméné existuje nékolik vyjimek
alternativni skladby telomer, mezi které patii i Drosophila melanogaster. Telomery drozofily
jsou tvofeny tfemi specifickymi retrotransposibilnimi elementy neboli retrotransposony
HeT-A, TART a TAHRE (Frydrychova et al., 2008; Mason et al., 2008).

Pokud dojde u obratlovct ke ztraté telomer, bufika neni schopna udrzet stabilitu
anastava bunéfna smrt. U drozofily nemusi tento ubytek vést k bunécné apoptoze.
K formaci cepiCky totiz mlze dojit na jakémkoli chromosomélnim konci vcetné téch
netelomerickych, ato diky nezavislému formovani multiproteinového komplexu termininu

na jakékoliv sekvenci DNA (Frydrychova et al., 2008; Frydrychova & Mason, 2013).

1.2.2 Telomerické elementy u drozofily

Telomery drozofily jsou tvofeny HTT oblasti, to jest sérii telomerové-specifickych
non-LTR  retroposonid HeT-A, TART aTAHRE (Mason & Biessmann, 1995;
Pardue et al., 1996; Pardue & DeBaryshe, 2003). HTT oblast ma zna¢né variabilni délku,
ato od 26 do 147 kb, z divodu rizného poctu kopii retrotransposoni v nahodném
usporadani (Abad et al., 2004a). Elementy HTT oblasti kompenzuji telomerické ztraty
pomoci procesu retrotranspozice (Frydrychova et al.,, 2008). Vsechny tii telomerické
retroelementy obsahuji ¢teci ramec ORF1 pro protein Gag-like, jez se stara o transport RNA
elementl do jadra a jeho navazani pii procesu transpozice. Elementy TART a TAHRE maji
navic druhy ¢éteci ramec pro reverzni transkriptazu (RT) (Rashkova et al., 2002). Elementy
dale obsahuji charakteristicky dlouhy netranslatovany usek UTR na 3' konci, ktery tvoii az
polovinu jejich sekvence (George et al., 2006; Abad et al., 2004a).

NejprostudovangjSim telomerickym elementem je element HeT-A. Rodina elementt
HeT-A drozofily byla poprvé identifikovana klonovanim DNA fragmentu ve fagovi A XT-A
(Young et al., 1983). Elementy HeT-A jsou vysoce konzervované sekvence pierusované
kratkymi inzercemi, delecemi a duplikacemi (Biessmann et al., 1992). HeT-A je 6 kb dlouhy
atypicky element obsahujici pouze jeden otevieny ¢teci ramec, kodujici protein Gag-like,

ktery se specificky vaZze na nukleovou kyselinu pfi procesu transpozice. Na rozdil
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od ostatnich elementti nekdduje reverzni transkriptazu, coz vede k predpokladu, ze je RT
produkovana z neznamého zdroje (Biessmann & Mason, 2003; Abad et al., 2004a). Moznym
donorem RT pro transpozici elementu HeT-A by mohl byt TART (Levis et al., 1993;
Rashkova et al., 2002) nebo TAHRE (Abad et al., 2004b). Transkripce vyzaduje promotor,
ktery je umistény v 3” UTR oblasti sousediciho elementu (Danilevskaya et al., 1997). Jednim
z charakteristickych ryst tohoto elementu je oligo (A) segment variabilni délky tvotici jeden
konec kazdého elementu (Biessmann et al., 1992). Element HeT-A je dvakrat Castéjsi nez
element TART (Abad et al., 2004a).

Druhy telomericky element, zvany TART, byl ziskany pifimou analyzou telomer
z drozofily (Levis et al., 1993). Tento 12 kb dlouhy retrotransposon obsahuje, jako ostatni
LINE transposomy, dva ¢teci ramce ORF1 a ORF2, kodujici protein Gag-like a protein Pol

s endonukleazovou doménou a funkci reverzni transkriptazy (Sheen & Levis, 1994).

Tretim telomerickym retroelementem je 11 - 13 kb velky element TAHRE
(Telomere-Associated and HeT-A-Related Element), ktery vykazuje sekvenc¢ni podobnost
s HeT-A po celé své délce az na ORF2 pro reverzni transkriptdzu, a proto predpoklddame, ze
element HeT-A vznikl odvozenim od spole¢ného predchidce ztratou oblasti ORF2
(Abad et al., 2004a; Shpiz et al., 2007). TAHRE element ma stejné jako TART dva oteviené
¢teci ramce kodujici reverzni transkriptazu, endonukleazu a protein Gag-like. Tato shoda
¢tecich ramch opét signalizuje, Ze TART aTAHRE mély spolecného piedka
(Shpiz et al., 2007).

1.2.3 Kompenzacni mechanismy telomer

Existuje nékolik mechanismli kompenzace ztraty koncové sekvence. VétSina
organismi  prodluZzuje telomery pomoci enzymu telomerdzy. Telomeraza je
ribonukleoproteinovy komplex s reverzné transkriptazovou aktivitou, ktery byl poprvé
objeven v roce 1985 u Tetrahymena thermophila (Greider & Blackburn, 1985). Funkci
telomerazy je kompenzace telomerické repetitivni sekvence prodluZzenim 3' konce, ktera je
uzce spojena s bunécnou proliferaci (Blackburn, 2005; Shay et al., 2001). Telomeraza se
sklada ze dvou zakladnich podjednotek, enzymu reverzni transkriptdzy zvaného TERT
(telomerase reverse transcriptase) atelomerazové RNA slouzici jako templat
(Blackburn, 2005). Telomeraza piiseda ke koncim chromosomu adle své templatové

molekuly RNA knim syntetizuje nové telomerické repetice. Jeji aktivita zavisi na typu
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bunky, ve které se nachazi. Nejaktivnéjsi je zejména v zarodecnych bunkach, ale najdeme ji

I v bunikach somatickych (Sharma et al., 1995; Thomson et al., 1998).

U drozofily se vyvinul alternativni zpiisob prodlouzeni telomer, ato pomoci genové
konverze a retrotranspozice telomerickych elementi. Hlavnim typem je vSak pravé
retrotranspozice, pii¢emz se jedna 0 stejny princip jako u tradi¢nich retroelementu, které jsou
schopné vkladat své vlastni kopie do novych poloh v genomu mechanismem ,,.zkopiruj
avloz“ (copy and paste). Retrotraspozice je nejprve zahdjena transkripci pfislusného
retroelementu na mRNA, ktera prochéazi jadernymi pory do cytoplazmy, kde je nasledné
translatovana na protein Gag-like. U elementu TART a TAHRE jesté dochazi k translaci
reverzni transkriptazy. Protein Gag-like je navazan na transkript a transportovan zpét
do jadra, kde se RNA diky protein-proteinové interakci spoji s ¢epickou na konci telomery
astane se templatem pro prodlouzeni sekvence pomoci reverzni transkriptazy. Proces je
zakoncen  odstoupenim  templatu  adoplnénim  druhého  fetézce  telomery

(Biessmann & Mason, 2003; Mason et al., 2008; Frydrychova et al., 2008).

Alternativou k transpozici je u drozofily genova konverze neboli prodluzovani telomer
vyménou useki sesterskych chromatid t-SCE (telomeric Sister Chromatid Exchange).
Pfi tomto procesu dochézi k hybridizaci zkraceného vlakna telomery se sekvenci telomery
sesterské chromatidy, kterd poslouzi jako templat. Retézec je elongovan anasledné se
odpojuje. Proces je dokoncen prodlouzenim druhého fetézce (Mikhailovsky et al., 1999;
Melnikova & Georgiev, 2002).

1.3 Telomery a oxidativni stres

Ke zkracovani telomerické oblasti, v diisledku neuplné replikace, dochazi v buiikach
piirozené. Pokud dojde k Gplné ztrat€ nebo vyznamnému zkraceni telomer, bunka se dostane
do stadia senescence a podléha apoptéze. Nekompletni replikace, nizkd telomerdzova
aktivita a oxidativni stres vyznamné pfispivaji k urychleni zkracovani telomer
(Epel et al., 2004; Von Zglinicki, 2002). Konstatntni rychlost zkracovani délky telomer
u drozofily byla odhadnuta na 75 bp za generaci (Biessmann & Mason, 1988). Oxidativni
stres muze vytvorit zlomy na DNA bud’ piimo pomoci reaktivnich forem kysliku, ato
zejména hydroxylovymi radikdly produkujicimi jednofetézcové zlomy, nebo jako
mezistupen pii opravé oxidovanych bazi (Houben et al., 2008). Jednofetézcové zlomy vedou

ke zkracovani telomer pii tvorbé replika¢ni vidlicky, kdy je dvouietézcova DNA disociovana


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0891584907006533

na jednofetézcovou. Dalsim moznym vysvétlenim CcastéjSiho poskozeni telomer oproti
ostatnim Castem chromosoml je vysoké zastoupeni guaninu, ktery je snadnym cilem
oxidativnich modifikaci jako je 8-ox0-deoxyguanosin (8-0x0dG)
(Oikawa & Kawanishi, 1999; Kawanishi & Oikawa, 2004). Dale bylo zjisténo, Ze
senescentni buiiky obsahuji 0 tfetinl vice téchto modifikovanych guanint a ctytikrat tolik
volnych 8-0xodG bazi (Von Zglinicki et al., 2005). Poslednim rozdilem mezi telomerickou
DNA a vétSinou genomové DNA je snizena aktivita telomerickych repara¢nich procesu,
pravdépodobné z diivodu blokace pfistupu telomerickym proteinem TRF2 (telomeric repeat
binding protein) (Richter et al., 2007).

Ackoli se Castéji hovoii 0 skodlivych ucincich oxidativniho stresu, existuje tzv. pojem
hormeticky efekt neboli hormeze, ktery je pouzivan v toxikologii a je definovan jako dvoji
odpovéd na chemické, biologické ¢i fyzikdlni latky. Zatimco vysokd ddvka mize mit
inhibujici ¢i toxicky t¢inek nebo naopak nizka muze u organismu vyvolat stimulaéni az
benefi¢ni Gcinky. Mnozstvi vyvolavajici hormeticky efekt je velmi individualni, a proto ho
nelze stanovit standardné. Existuje mnoho studii popisujicich dvoji efekt chemickych latek
v zavislosti na mnozstvi pouzité latky (Calabrese, 2005a). Poprvé byl tento jev ukazan
v praci Schulz (1887, 1888), ktery zjistil, Ze mnoho chemickych dezinfekénich piipravk ma
pfi nizkych davkach zvyseny efekt na metabolismus kvasinek, zatimco pfi vyssich davkach
dochazi k efektu inhibi¢nimu. Za zminku stoji rozsahla prace Calabrese & Baldwin (2001),
ktefi katalogizovali fadu hormetickych analyz u chemickych latek, teploty, zafeni ¢i piijmu
energie. NavySeni aktivity antioxida¢nich enzyma po vystaveni herbicidu parakvatu bylo

zaznamenano v praci Kricek et al. (2015).



2 Cile prace

Tato diplomova prace je soucasti Sir§iho projektu nasi laboratofe, jehoz zamérem je

studium oxidativniho stresu a jeho vliv na telomery hmyzu. Cile této magisterské prace byly

jsme prokazali, ze antioxida¢ni mechanismy jsou stimulovany nizkymi davkami parakvatu.
V névaznosti na to bylo Ustfednim bodem této magisterské prace urceni, zda stimulacni
ucinky nizkych davek parakvatu lze pozorovat i u telomer. Konkrétni cile zahrnovaly (1)
vyhodnoceni vlivu chronického oxidativniho stresu vyvolaného nizkymi koncentracemi
parakvatu na telomerickou délku ahladinu transkripti telomerickych a netelomerickych
mobilnich elementi pomoci kvantitativni Real-time PCR, (2) vyhodnoceni pfitomnosti
oxidativni modifikace guaninu na 8-oxodG pomoci enzymu formamidopyridin glykosylazy

(Fpg) a (3) vliv délky telomer na pieziti D. melanogaster pii piisobeni oxidativniho stresu.



3 Material a metody

3.1 Drozofili linie

Ke své praci jsem pouzivala linie drozofily, které byly standardné chovany pii 25 °C
na bézném médiu z kukuii¢ného Srotu s melasou (163 g kukufi¢ného Srotu, 33 g suSenych
kvasnic, 16 g agaru, 200 ml melasy a 2,6 | vody) spolu s dezinfekénim roztokem (12 g
kyseliny benzoové, 2,5 g kyseliny sorbové a240 ml denaturovaného etylalkoholu).
Fotoperioda chovu byla 16 hodin svétlo a 8 hodin tma. Pouzité linie D. melanogaster byly
mutantni linie y*w®"*%; Su(var)205%, y'w®"*®: Su(var)205* a y*w®"*?; Su(var)205%, nesouci
mutaci v genu Su(var)205 pro Heterochromatinovy protein 1 (HP1), Gaiano lll, nesouci
mutaci Tel, y'w®"*®®; Sco/SM1 a divoké linie Oregon R, RaL 882 a RaL 161. Linie byly

ziskany z kmenového centra v Bloomingtonu.

3.2 Indukce oxidativniho stresu

Pro wvyvolani oxidativniho stresu byl pouzit herbicid parakvat dichlorid
(Sigma - Aldrich, kat. ¢. 36541). Pokusy byly provadény na adultnich jedincich o stafi
jednoho dne od vylihnuti. K indukci oxidativniho stresu u testované linie Oregon R bylo
pouzito né€kolika nizkych koncentraci parakvatu: 16 x 10® mM, 16 x 107 mM,
16 x 10° mM, 16 x 10° mM, 16 x 10" mM al6 x 10° mM. Parakvat byl pfipraven
v roztoku s destilovanou vodou. Pokusnym jedincim byl roztok 0 objemu 6 ml aplikovan na
1,35 g instantniho media (Formula 4-24; Carolina biological supply company) ve sklenéné
vialce. Vzorek negativni kontroly obsahoval pouze dH,O. Inkubace probihala po dobu
11 - 14 dni, tj. po dobu nutnou K vylihnuti. Kazda nové vylihla generace byla umisténa na
Cerstvé pripravené medium s parakvatem. Pro stanoveni LDsp, testované u divoké linie
Oregon R, RaL 161, RaL 882 a mutantnich linii Gaiano I, y'w®"**® a y'w®"**® ; Sco/SM1 byl
pouzivan parakvat 0 koncentracich 10 — 70 mM. Parakvat o koncentracich 20 a 30 mM byl
pouzit pro zjiSténi mortality jedinci vystavenych dlouhodobému ptisobeni nizkych davek
parakvatu. Roztok parakvatu fedény 1 % roztokem sachardzy byl aplikovan o objemu 400 pl

na &tveredek buniiny o velikosti 1 x 1 cm? a doba inkubace trvala 24 hodin.
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3.3 Priprava vzorki

Pro pfipravu jednoho vzorku bylo pouzito 20 jedinci. Ti byli po vylihnuti
z jednotlivych generaci roztfidéni na virginilni samice a samce a po 24 hodinach zamrazeni

Vv tekutém dusiku. Vzorky byly uchovavany v -80 °C.

3.4 1Izolace genomové DNA

Jednotlivé vzorky byly homogenizovany pomoci umélohmotného tlouc¢ku v 600 ul
extrakéniho pufru (100 mM NaCl; 10 mM Tris-HCI, pH = 8,0; 50 mM EDTA, pH = 8,0;
0,5 % Sarkosyl; 100 pg/ml proteinazy K) apoté za mirného promichavani inkubovany
12 hodin pti 37 °C. K extrakci DNA byla pouzita klasicka fenol-chloroformova metoda, kdy
byly vzorky za mirného promichavani inkubovany 2krat se stejnym dilem fenolu (pH=8,0),
poté se stejnym dilem fenol-chloroform-isoamylalkoholu (25:24:1) ana zavér se stejnym
dilem chloroform-isoamylalkoholu. Kazda inkubace byla provadéna po dobu 15 min.
Centrifugace probihala pii 5000 g, 15 min. DNA byla precipitovana pomoci 3 M octanu
sodného a rozpusténa ve 100 pl dH,O. Kvantita genomové DNA (gDNA) byla vyhodnocena

pomoci nanodropu (NanoDrop 2000; Thermo Scientific).

3.5 1Izolace celkové RNA

Izolace RNA byla provedena pomoci kitu NucleoSpin RNA II (MACHEREY-NAGEL
GmbH & Co. KG, kat. ¢. 740955.50), ato dle postupu doporuc¢eného vyrobcem. Ptesna
koncentrace ziskané celkové RNA byla vyhodnocena spektrofotometricky pomoci

nanodropu.

3.6 Syntéza cDNA

K syntéze c¢cDNA byl pouzit kit Super Script III First-Strand (Invitrogen,
kat. ¢. 18080-051). Reakce byla provadéna dle instrukci doporucenych vyrobcem. Tzn.,
k provedeni reakce 0 celkovém objemu 10 pl bylo pouzito 1 pg celkové RNA, 50 uM
oligo dT, 100 U reverzni transkriptazy SmartScribe RT a100 mM DTT. Reakce byla
provadéna pfi 42 °C, 90 minut ana zavér probéhla inaktivace reverzni transkriptazy pti
70 °C po dobu 15 minut.
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3.7 Real-time PCR

Pro vyhodnocovani relativni telomerické délky arelativni hladiny transkriptt
telomerickych elementi bylo vyuzito kvantitativni Real-time PCR svyuzitim gPCR
2 x SYBR MIX (Top-Bio s.r.o., kat. ¢. P553). Kvantifikace pomoci Real-time PCR pfistrojem
cycler Light Cycler CFX96 BioRad Real-time PCR systém (BioRad) byla provedena ze ¢tyf
nezavislych experiment, pticemz reakce byly vzdy nanaseny v duplikatech o objemu 25 pul,
s primery 0 koncentraci 0,2 pmol/ul as5 ul 10krat fedéné cDNA. Jako vnitini kontrola
slouzil gen pro ribozomalni protein RpL 32. Pro ovéfeni funk¢nosti referenéniho genu RpL
32 byly reakce provedeny jesté s dalsi vnitini kontrolou, a to s primery ke genu aktinu Act
79PO0. Prubeh reakei byl 95 °C, 3 min — (95 °C, 30 s; 58 °C, 30 s; 72 °C, 20 S)30x. U kazdé
reakce byla vyhodnocena hodnota ct (,,cycle treashold®), definujici cyklus amplifikace,
ve kterém hodnota fluorescence reakce pickond prahovou fluorescenci (,,threshold®).
Ziskané hodnoty ct byly nasledné piepocitany na zakladé¢ komparativni metody dle vztahu
R=Effrer™ " / Effrarger & " (Ref je referenéni gen, Eff je u&innost reakce, ct je ziskand
hodnota ,,cycle treashold, target je cilovy gen). Absolutni kvantifikace byla provedena
pomoci genu white (w). Primery navrzené firmou Generi Biotech ke kddujicim sekvencim

danych gent jsou uvedeny v tabulce 1.

Tab. 1: Sekvence pouzitych primert D. melanogaster.

Gen Nazev primeru or o\éilli(lzﬁs(t pb) Te;’é‘:;::ﬁsgni Sekvence primeru
HeT-A HeT-A (forward) 150 58 5~ ATTGTCTTCTCCTCCGTCCACC — 3’
HeT-A (reverse) 150 58 5~ TTCTCTATGCTATTGTCGCTGTGC — 3’
Rpl 32 RpL 32 (forward) 145 58 5— GGACAGTATCTGATGCCCAAC - 3’
RpL 32 (reverse) 145 58 5'— ATCTCGCCGCAGTAAACGC — 3’
White WEx02 (forward) 146 57 5'— CCTCTTTATCGGCTCCCTAACG -3’
WEX02 (reverse) 146 57 5—TCGTGTGCTGACATTTGCTGAG — 3’
Gypsy Gypsy (forward) 195 58 5~ GCTAGAGAAGCAGAGGCAAG - 3’
Gypsy (reverse) 195 58 5~ GTCCTTGTTGGTTTGTCCGT — 3’
I-element I-el (forward) 175 57 5~ GGGATGCAAACGTACAAGAG — 3’
I-el (reverse) 175 57 5'—- GTCGATGTGTCTAAGGTCGT — 3’
Jockey Jockey (forward) 174 57 5— ATATGACCGGGTTCGCTTTG — 3~
Jockey (reverse) 174 57 5~ GTTGTGGAGTTTGAGTGTG — 3’
Actin Act79PO (forward) 171 55 5"— TGTATGCCAACAATGTGC -3’
Act79PO (reverse) 171 55 5'— ACAACGAAGCCAGGATGGAG -3’
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3.8 Analyza hladiny 8-oxoguaninu pomoci Fpg

Ke své préaci jsem pouzivala stejnou gDNA jako v pokusu pro zjistovani vlivu
parakvatu na pocet elementi HeT-A (viz. 4.1.1). Tato gDNA byla nejprve
spektrofotometricky zméfena a nafedéna tak, aby mnozstvi DNA pouzité ke Stépeni bylo
ve vSech vzorcich srovnatelné. DNA byla nasledné Stépena pomoci enzymu Fpg, ktery
specificky rozeznava a $tépi mista s 8-0xodG, které vznikaji v dusledku oxidativniho stresu.
K provedeni Stépici reakce 0 objemu 10 ul bylo pouzito 200 ng DNA a8 U Fpg. Reakce
byla provadéna pii 37 °C, 12 hodin a nasledné byla 5krat nafedéna. Tato naStipana gDNA
byla poté vyhodnocena pomoci kvantitativni Real-time PCR s primery k telomerickému

elementu HeT-A.

3.9 Indukce naristu telomerické délky

Pro indukovani nartstu délky telomer byly vyuzity mutantni linie y1W67°23;Su(var)205,
které byly kiizeny s linii y'w®’*?;Sco/SM1. Alely Su(var)205% Su(var)205**a Su(var)205%
koéduji HP1, ktery nese defekty v doménach pro spravnou lokalizaci proteinu v jadie

(Powers & Eissenberg, 1993).

3.10 Statisticka analyza

Ziskana data byla vyhodnocovana metodami jednocestné ANOVY a dvoucestné
ANOVY s Bonferroni posttestem (pro porovnani kontrolnich vzorki se vzorky osetfenymi
parakvatem) pomoci statistického programu GraphPadPrism (GraphPad Sofware Inc.,
San Diego, CA). Vysledky uvedené v grafech na obrazcich (Obr. 1, 2 a 3) reprezentuji
pramér z alesponi ¢tyf opakovani + standardni chyba. U vyhodnoceni LDsy jsou uvedeny

praméry ze dvou opakovani + standardni chyba.
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4 Vysledky

Pro mou studii jsem vyuzila chronické pusobeni parakvatu, ktery byl aplikovan
0 velmi nizkych koncentracich (16 x 10°® mM, 16 x 107 mM, 16 x 10°® mM, 16 x 10" mM,
16 x 10 16 x 10° mM) do zivného média, v némZ probéhl cely vyvojovy cyklus
studovanych jedinct linie Oregon R. Celkem bylo pfipraveno pét po sobé jdoucich generaci
s tim, ze kazd4 nové vznikla generace byla pfenesena na Cerstvé médium. Z kazd¢é generace
byli odebirani jedinci, U kterych byla testovand telomerickd délka, hladina transkript
a pritomnost oxidaéné modifikovaného guaninu 8-0xodG. Rovnéz byl testovan vliv
telomerické délky na miru mortality much po kratkodobém podani vysokych davek
parakvatu. U vSech vzorkl kazdé generace byly vyhodnocovany pocty vylihlych jedinci.
S vyjimkou vzorku s nejvy3si koncentraci parakvatu, tj. 16 x 10° mM, byl pocet vylihlych
jedincti mezi jednotlivymi vialkami statisticky srovnatelny (kolem 250 jedincti na vialku
Vv pribéhu prvnich dvou dnid od pocatku lihnuti). Uvzorku s 16 x 10° mM se lihlo

0 35 + 10 % much méné.

4.1 Nizké koncentrace parakvatu vedou k naristu telomerické délky

Jako marker telomerické délky byl pouzit pocet telomerickych elementt, ktery byl
u studovanych jedincli vyhodnocovan V jejich genomové DNA, ato pomoci kvantitativni
Real-time PCR. Nejprve byla provedena relativni kvantifikace srovnanim ke genu RpL 32
jako nandSeci kontroly a nasledné absolutni kvantifikace srovndnim ke dvéma kopiim genu
w, které se v genomu nachdzi na chromosomu X. Absolutni kvantifikaci byl tedy stanoven
konkrétni pocet kopii elementu nachazejici se v genomu danych jedincd. Pro ovefeni
vhodnosti RpL 32 jako referenéniho genu byla v jednom z pilotnich experimentd provedena
kvantifikace rovnéz s pomoci primerit ke genu aktinu Act 79PO. Nicméné srovnanim
vysledkii s vyuzitim obou referencnich gend nebyl zaznamenan zadny rozdil (vysledky

neukéazany).

Test byl proveden u samciho pohlavi, ato nejprve uelementu HeT-A. Ze ziskanych
vysledd (Obr. 1A) je patrné, ze vlivem pusobeni nizkych koncentraci parakvatu dochazi
V po sobé jdoucich generacich k postupnému nartstu pocétu kopii elementu HeT-A. Nartst

muizeme zaznamenat jak v poc¢tu kopii HeT-A mezi generacemi (P < 0,0001), tak i oproti
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kontrolnim vzorkim V ramci jednotlivych koncentraci (P = 0,0011). Rozdil v poctu kopii
HeT-A mezi kontrolnimi a parakvatem oSetienymi vzorky se zvySoval S postupujicimi
generacemi a jako nejvyssi byl tedy zaznamenan U paté generace. NejvétSich nardsta bylo
dosahovano u koncentrace 16 x 10° mM, u nichZ byla tato navyseni statisticky vyhodnocena
jako vysoce prikazna (P < 0,001). Statisticky prikazny nardst (P < 0,05) byl rovnéz

zaznamenan U koncentraci 16 x 10® mM, 16 x 10" mM a 16 x 10 mM.

Protoze element HeT-A je pouze jednim ze tfi telomerickych elementii rozhodla jsem
se vyhodnotit pocet kopii dvou zbyvajici retroelementi - TAHRE a TART. U téchto
telomerickych elementi jsem se rozhodla otestovat pouze nékteré koncentrace
(16 x 10 mM, 16 x 10° mM, 16 x 10° mM, 16 x 10° a0 mM). U elementu TAHRE byl
zaznamenan narust v poctu kopii ato jak mezi generacemi (P < 0,001), tak i oproti
kontrolnim vzorkim v ramci jednotlivych koncentraci (P < 0,001) (Obr. 1B). Stejné jako
u elementu HeT-A, byl iu TAHRE pozorovan postupny narist vrcholici v paté generaci.
Nejvyssich nartsti oproti kontrolni skuping bylo dosahovano u koncentrace 16 x 10° mM
(P < 0,001). Navyseni poctu kopii uelementu TART bylo opét prokazano jak mezi
generacemi (P = 0,0046), tak i oproti kontrolnim vzorkiim v ramci jednotlivych koncentraci
(P = 0,0053). Statisticky vyznamna hodnota byla zjisténa pouze u koncentrace 16 x 10> mM
v druh¢ generaci (Obr. 1C).
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Obr. 1: Pocet elementd HeT-A (A), TAHRE (B) a TART (C) u samct V prubéhu péti generaci, vyhodnoceny
pomoci kvantitativni Real-time PCR. Jako referenc¢ni gen byl pouzit RpL 32, absolutni kvantifikace byla
provadéna vzhledem k po¢tu genomovych kopii genu w. Pro statistické vyhodnoceni byla vyuZita dvoucestna

ANOVA s Bonferroni posttestem (* P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001).

4.2 Nizké davky parakvatu zvySuji hladinu transkripti elementu
HeT-A

Pozorovany nartst poc¢tu kopii mobilnich elementi po plsobeni nizkych davek
parakvatu lze vysvétlit posilenou aktivitou nékterého z kompenzacnich mechanismt, tedy
aktivitou transpozice ¢i genové konverze. Vzhledem k tomu, Ze transkripéni aktivita
mobilnich element je klicovym krokem pro jejich transpozici, tak jsem se u testovanych
jedinct rozhodla vyhodnotit hladinu jejich transkripti. Test jsem provadéla uelementu
HeT-A, ato pomoci kvantitativni Real-time PCR. Vzhledem Kk moZznym rozdilim
Vv transkripni regulaci mezi sam¢im asami¢im pohlavim, byly experimenty provadény
u obou pohlavi, a to v prvni, druhé, ¢tvrté a paté generaci. Zjistila jsem, ze k nartstu hladiny
transkriptt elementu HeT-A vzhledem ke kontrole dochazi jak v zavislosti na koncentraci
(P < 0,0001), tak mezi pohlavimi (P < 0,0001) aze jednotlivé generace se mezi sebou
v tomto nartstu nelisi. Vzhledem k absenci rozdilu mezi jednotlivymi generacemi, byla data

ze vSech generaci slouc¢ena a vyhodnocena dohromady (Obr. 2A). Nejvyssi nardst hladiny
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transkriptt oproti kontrolnimu vzorku byl zaznamenan u jedinci s koncentraci parakvatu
16 x 10° mM, u nichZ byla tato navyseni statisticky vyhodnocena jako vysoce pritkazna
(P <0,001). Pomoci téchto experimentli jsem tedy potvrdila, ze nizké davky parakvatu
vedou Kk posilovani transkripce testovaného retroelementu a ze narust hladiny transkriptu,

porovnavanych vzhledem ke kontrole, se v prib&hu postupujicich generaci nemeéni.

4.3 Narist hladiny transkripti netelomerickych elementi po

pusobeni parakvatu

Pro zjisténi, zda ma plsobeni oxidativniho stresu vliv nejen na telomerické elementy,
ale i na ostatni mobilni elementy nachazejici se jinde v genomu, jsem se rozhodla otestovat
hladinu transkript tfi netelomerickych elementd. Jednalo se o LTR elementu Gypsy
anon-LTR elementd Jockey a l-elementu. Experimenty byly provedeny u obou pohlavi.
Podobné jako u telomerickych elementi byl po plsobeni parakvatu zaznamenin nartst
hladin transkriptii v zavislosti na koncentraci podavané davky (Jockey, P = 0,0008; Gypsy,
P = 0,0015; I-element, P < 0,001) arovnéz nebyl pozorovan rozdil mezi generacemi.
Nejvyssiho nardstu oproti kontrolnimu vzorku bylo dosazeno u koncentrace parakvatu
16 x 10® mM (P < 0,01), a to s vyjimkou samic u elementu Jockey, kde hladina transkriptd
vrcholila u koncentrace 16 x 10° mM (P < 0,05) (Obr. 2B, 2C, 2D). Na zéklad& t&chto
pozorovani mizeme fici, ze nizké davky parakvatu vedou k posileni transkripénich hladin

jak telomerickych, tak i netelomerickych mobilnich elementti.
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Obr. 2: Narust hladiny transkriptd mobilnich elementi. HeT-A (A), Jockey (B), Gypsy (C) a I-elementu (D).
Hladina transkripti byla vyhodnocovana pomoci kvantitativni Real-time PCR. Jako referen¢ni gen byl pouzit
RpL 32. Pro statistické vyhodnoceni byla vyuzita dvoucestna ANOVA s Bonferroni posttestem (* P < 0,05;
** p <0,01; *** P <0,001).

4.4 Vyhodnoceni oxidativni modifikace guaninu 8-0xodG pomoci
enzymu formamidopyridin glykosylazy (Fpg)

Ziskanymi vysledky z ptfedchozich pokusti jsem potvrdila, Ze mirnym plisobenim
parakvatu dochazi k posileni transkripce v telomerach, coz mtze byt spjato s celou fadou
genetickych ¢i epigenetickych modifikaci v telomerickych oblastech ¢i genetickych defektt.
Ptitomnost 8-0x0dG je Vv poskozené DNA povazovana za jeden z hlavnich markert
oxidativniho  poskozeni. Jeho hladina byla vyhodnocovana pomoci enzymu
formamidopyridin glykosyldzy (Fpg). Meéfeni jednotlivych pokusli vSak vychazela

nejednoznacné, vysledky byly opakované zna¢né variabilni (data nejsou ukazana).

4.5 Testovani selekéni vyhody dlouhych telomer

Ziskané vysledky indikuji, Ze plisobeni nizkych dévek parakvatu vede k prodlouzeni
délky telomer. Existuje obecn¢ znama domnénka, ze delsi telomery pfinaseji organismu

urcitou vyhodu, protoze kratké telomery souvisi s bunéénym a celkovym starnutim. Naproti
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tomu dlouhé telomery jsou atributem zdravi a dlouhovékosti (Heidinger et al., 2012). To
vede k otdzce, jestli pozorovany nartist telomerické délky vlivem mirného oxidativniho
stresu miize pii vyrazné oxidativni zatézi vést k urcité selek¢ni vyhod¢€. Pro potvrzeni této
hypotézy jsem jednak testovala miru mortality po akutnim podani vysokych davek parakvatu
u parakvatem chronicky exponovanych much, ataké zavislost mortality na délce telomer
riznych linii D. melanogaster.

V prvnim experimentu byly pouzity mouchy linie Oregon R, jejichz piedchozi tfi
generace byly chovany na nizkych davkach parakvatu. Vysledek tohoto experimentu
naznacuje, ze mortalita much pfi akutnim podani vysoké davky parakvatu (20 mM u samci,
30 mM usamic) je snizena, pokud jsou jedinci v prubéhu jejich vyvoje chronicky
exponovani nizkym koncentracim parakvatu (P < 0,0001) (Obr. 3A). Snizeni mortality
vzhledem ke kontrole bylo pozorovédno az témét 0 50 %.

Dale byla pomoci kvantitativni Real-time PCR s primery k elementu HeT-A u nékolika
vybranych laboratornich linii odhadnuta relativni délka telomer samci, ato odvozenim
od relativniho poctu elementu HeT-A (Obr. 3B) anasledné byla u téchto linii testovana
odolnost k parakvatu pomoci LDsy (Obr. 3C), kde se statisticky liSily jak jednotlivé linie
(P <0,0001), tak samci a samice (P = 0,0128). Hodnota LDsy udava, pti jaké koncentraci
Vv pribéhu 24 hodin uhyne 50 % testovanych jedincii. Nejvyssi rezistence vici pisobicimu
parakvatu, tj. nejvyssi LDsy (45 mM usamct, 65 mM usamic), byla namétena u linie
Gaiano |11, ktera vykazala druhou nejdelsi telomerickou délku aktera nese mutaci Tel,
zodpovédnou pravé za zesilenou elongaci telomer (Siriaco et al., 2002). Jako linie
s nejkrat§imi telomerami byla identifikovana y'w®’°?*;Sco/SM1, coz je linie projevujici se
odolnost k parakvatu u vSech testovanych linii korespondovala s délkou jejich telomer. Ta
byla statisticky vysoce prikaznd mezi pohlavimi (P < 0,0001) i ujednotlivych linii
(P <0,0001).

19



Vliv letalni davky p na jedince ych na nizkych davkach parakvatu

=20 mM

16 x10° mM
B 16 x10° mM
B 16x10% mm
16 x10% mm

samci ‘samice

Délka telomer u raznych linii D. melanogaster c LD, u ritznych linif D. melanogaster

®
=]
]

~
S
3

3 y'w°%%; scorsm1
I:lyiwﬁﬁ:ZS

E= Oregon R

I Ral 882

I Gaiano Il

I Ral 161

@
S
z

]

8 8 3
T I
Letalni koncentrace parakvatu (mM)

Relativni poZet elementd HeT-A vzhledem k RpL 32 (9
3 g

©
o
T

YWD, Sca/si 1 ywB Oregon R Ral 882 Gaiano lll Ral 161 samci samice

Obr. 3: Vyhodnoceni mortality u much chronicky exponovanych parakvatu (A). Vyhodnoceni relativniho

poétu elementu HeT-A u sameti (B) a LDsy (C) u linii y'W®"*?, y'w®”°?%:5co/SM1, Oregon R, RaL 882,

Gaiano |11, RaL 161. Vyhodnoceni poctu elementu HeT-A bylo provedeno pomoci kvantitativni Real-time
PCR. Jako referen¢ni gen byl pouzit RpL 32. Pro statistické vyhodnoceni byla vyuzita dvoucestna ANOVA s
Bonferroni posttestem (A, C) a jednocestna ANOVA (B) (* P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001).

Pro dikladné oveéfeni zavislosti parakvatové rezistence na telomerické délce
s minimalizaci mozného vlivu rozlicného genetického pozadi testovanych linii jsem
se rozhodla pro piipravu experimentu, v némz pomoci mutantnich linii y'w®’*?;Su(var)205
pfipravim linie 0 podobném genetickém pozadi, ale nesouci rizn€ dlouhé telomery.
Su(var)205 je totiz gen kodujici Heterochromatin protein 1 (HP1), jehoz mutace vede
nadmérné telomerické elongaci (Frydrychova et al., 2008). Byly vyuzity alely Su(var)205%,
Su(var)205™ a Su(var)205® a provedena série kiizeni (Obr. 4), jejichz cilem je postupné
ziskat n&kolik linii y'w®"°?*;Sco/SM1 s naristajici telomerickou délkou. Vzhledem k asové

narocnosti experiment jesté nebyl dokoncen.
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Linie 1

67¢23 67¢23
yw o ScosM1| x  yY'w' . Su(var)205/SM1 <+—
Linie 2

1 67c

23 1 67c23
yw Sco/SM1\ x yw : Sufvar)205/SM1

Linie ,n“

Obr. 4: Schéma kiizeni S mutantni linii y'w®"**%;Su(var)205 pro indukci postupného narstu délky telomer v

linii y'w®"*®;Sco/SM1. Gen Su(var)205 koduje HP1 a jeho mutace vede k nadmérné telomerické elongaci
(Frydrychova et al., 2008). Opakovanym kfiZenim jsou ziskany linie y'w®"®?*;Sco/SM1 s postupné nariistajici

telomerickou délkou a oznacené jako 1 az n.
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5 Diskuze

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo stanovit, zda nizké davky parakvatu maji
stimulacni ucinky na telomery D. melanogaster, ato co se tyce jejich délky a transkripéni
aktivity. Délka telomer byla vyhodnocovana u dospé€lct v prubéhu péti generaci, které byly

vystaveny chronickému pusobeni mirnych davek herbicidu parakvatu.

Ve svém projektu jsem vychazela ze dvou ptredpokladiu. Zaprvé, Ze oXidativni stres
obecné piispiva K urychleni zkracovani telomer (Von Zglinicki, 2002; Houben et al., 2008).
A naopak zadruhé, ze pokud chemické, biologické ¢i fyzikalni latky ovliviiuji organismus
dlouhodobg, a to v optimalné nizkych davkach, mize to u daného jedince vyvolat stimulaéni,
resp. az benefi¢ni ucinky, oznacované jako efekt hormeze (Calabrese & Baldwin, 2002).
Ackoliv uc¢inky vysokych hladin volnych radikald na zkracovani délky drozofilich telomer
nebyly dosud publikovany, i pfesto je lze teoreticky dost dobte piedpokladat. Toto je
i vsouladu snaSimi nepublikovanymi vysledky, kde jsme po aplikaci vysokych davek
parakvatu sledovali zkraceni telomer pomoci fluorescen¢ni insitu hybridizace
na polytennich chromosomech. Naproti tomu hormeticky efekt volnych radikald na
telomerickou délku drozofily byl dosud jev zcela nejasny, a proto byl vybran jako primarni
objekt mého studia. Pii této praci jsem vychazela z naSich piedchozich studii, ve kterych
jsme studovali aktivitu antioxida¢nich enzymt SOD a katalazy a ve kterych jsme potvrdili,
ze optimdlné nizkd hladina parakvatu vykazuje hormetické ucinky (Szakosova, 2013;

Krucek et al., 2015).

Chronické ptsobeni parakvatu, pouzit¢é v mé studii, skute¢né naznacuje dusledky
v prodluZzovani telomerické délky. U drozofily existuji dva mechanismy. Jedna se
o genovou konverzi telomerickych oblasti atranspozici telomerickych elementt
k chromosomalnim koncim (Mason et al., 2008; Frydrychova et al., 2008). Ve své praci
jsem potvrdila, ze plsobenim parakvatu dochazi k posileni transkripénich hladin
telomerickych elementii. V souladu s tim, ze transkripce téchto elementl je jednou
z klicovych aktivit vedoucich k jejich transpozici, zvySené hladiny transkripti naznacuji
telomerickou elongaci skrze posileny transpozi¢ni mechanismus. Nicmén¢ variantu soucasné
zvySené genové konverze telomerickych oblasti jsem nevyloucila, a tak Ize stale uvazovat,

Ze pusobenim mnou zvolenych podminek dochazi k obéma kompenzacnim mechanismim,
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ato na zakladé¢ ftady genetickych ¢i epigenetickych zmén ve struktufe a biologii
telomerickych oblasti. Piikladem mutize byt celkové uvolnéni chromatinové struktury, které
vede k uvolnéni transkripce, posileni genové konverze, zvysSeni piistupnosti telomerického

konce k nov¢ transponujicim se elementim (Mason et al., 2008).

Telomerickd délka se u vzorkli po ptusobeni parakvatu zvysSovala s poftem generaci,
coz napovida tomu, ze kdanym zménam, které vedou K prodluzovani telomer
po parakvatovém oSetfeni, musi dochdzet v zarode¢né linii, pfipadné v zdrodecné
i somatické linii. Spojitost transkripéni aktivity telomerickych elementti S prolifera¢né
aktivnimi bufikami zarode¢né linie a imaginalnich diski byla jako obecny jev pozorovana
ve dvou predeslych studiich (George & Pardue, 2003; Walter & Biessmann, 2004). To, jestli
k posilovani aktivity telomerickych elementi vlivem pisobiciho parakvatu dochazi pouze
v prolifera¢né aktivnich bunkach, tj. v bunkach s pfirozenou aktivitou telomerickych

elementl, je tieba jesté ovéfit.

Krom¢ zvySené aktivity telomerickych elementi byla po pisobeni parakvatu
pozorovana i zvySena aktivita netelomerickych mobilnich elementt. To je ve shodé s mnoha
pfedchazejicimi studiemi, které potvrdily, ze expozice fady modelovych organismu
environmentalnim stresovym podminkam vede Vv jejich genomech Kk aktivizaci mobilnich
element (Mourier et al., 2014). Ty byly nalezeny u vétSiny testovanych eukaryotnich
organismu, U kterych tvofi podstatnou ¢ast jejich genomu (3 — 30 %). Aktivita mobilnich
elementl je spjata s genomovou nestabilitou, o cemz svédéi také to, ze je Casto nalézana
u nadorovych bunék. Na druhou stranu, protoze maji mobilni elementy schopnost u¢inné
zvySovat genetickou variabilitu, je jejich aktivita chdpana jako vykonny evolucni
mechanismus pro adaptaci organismi k novym environmentalnim podminkdm. Pfitom to
neni pouze nahodna inser¢ni mutageneze, ktera vede k adaptaci k novym podminkam, ale
| Casto ne-nahodna integrace elementi do genomu, resp. integrace elementd do gent
hrajicich dulezitou roli v adaptabilit¢ k danym stresovym podminkam (Mourier et al., 2014).
Prikladem muze byt preferovana integrace LTR retrotransposonu Tfl do genomu
Schizosaccharomyces pombe s navySenim exprese geni spn7a acssl jako odpovéd
na teplotni a oxidativni stres (Feng et al., 2012). U D. melanogaster mizeme nalézt ptiklad
mobilniho elementu Docl1420 inzertovaného do genu CHKovl, ktery ziejme ovliviiuje
metabolismus  acetylcholin  esterdzy, jez je cilem nckolika typl pesticidl
(Aminetzach et al., 2005). Dalsi ptiklady mobilnich element ovliviiujici geny pro rezistenci
k pesticidim byly zjistény u Heliothis virescens (Gahan et al., 2001), D. melanogaster
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(Daborn et al., 2002) a D. simulans (Schlenke & Begun, 2004). Tato zjisténi podporuji
dulezitost mobilnich elementii v adaptivni evoluci k pesticidové rezistenci. K aktivaci
mobilnich element pii stresovych podminkach azmeénach vnéjsSiho prostiedi dochazi
uvsech eukaryot, avSak jejich regulacni sekvence jsou velice variabilni
(Grandbastien, 1998). Vyvstava tedy otazka, zdali pfi stresovych podminkach dochazi
k aktivaci vSech mobilnich element nebo pouze ur€itych typu ¢i rodin. Pokud by stresové
podminky ovliviiovaly veskeré mobilni elementy, pak by prodlouZeni telomer transpozici,
tak jak jsem to pozorovala ve své studii, mohlo byt pouze vedlejsim produktem adaptace.
V opa¢ném piipadé, pii cilené aktivaci telomerickych elementl stresovymi podminkami,
bychom mohli spekulovat 0 mozné adaptac¢ni roli telomer a jejich délky v prub&hu evoluce

organismil.

Vyznamnym zavérem mé studie je ito, Ze pii chronickém pulsobeni nizkych
parakvatovych koncentraci nedochazelo k poklesu Zivotaschopnosti a plodnosti testovanych
jedinct. To totiz naznacuje, ze narist telomerické délky v testovanych liniich nebyl pouze
skrze ziskani urcité selekéni vyhody jedinct obdafenych del§imi telomerami, a tudiz jejich
upiednostnénim pied jedinci s kratkou telomerickou délkou, ale piimou stimulaci
telomerické aktivity. To indikuje, Ze zvolené déavky parakvatu plsobi na telomery

hormetickym efektem.

Hormeze je jev, ktery je charakterizovan nelinearni, dvoufazovou zavislosti reakce
na mnozstvi ur€itého chemického, fyzikalniho ¢i biologického agens. Vysoké ¢i stredni
davky latky ptisobi na organismus inhibi¢né a toxicky, naopak nizké maji G¢inky stimulujici
az benefi¢ni (Calabrese & Baldwin, 2003a; Calabrese, 2004). Pii hormezi plati, ze expozice
organismu subletdlnim davkadm stresového faktoru spusti adaptivni obranné mechanismy
chranici daného jedince proti jinak letalnim davkam stejného ¢i jiného stresového faktoru.
Hormeze vede k aktivaci exprese proteinii zodpovédnych za stresovou rezistenci, jako jsou
proteiny teplotniho stresu (tzv. heat-shock proteiny), antioxida¢ni enzymy superoxid
dismutaza a glutation peroxidaza ¢i rustové faktory jako ,.insulin-like growth factors®
(Mattson, 2008). Pisobeni jednoho typu stresu muze vést k indukci krosmodalnich
hormetickych mechanismtim, tj. k realizaci vice nez jedné adaptivni odpovédi
(Mattson & Cheng, 2006; Mattson, 2008). Stimulac¢ni ucinky, které obvykle nastavaji pouze
v mirnych odezvach, velmi zavisi nejen na optimalni davce, ale také na vhodném davkovani
v Case (Calabrese, 2005a). Hormeze byla studovana u fady organismu, co se tyce riznych

biologickych faktord jako je rist, délka zivota, metabolické amolekularni procesy,
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kognitivni  funkce  ¢i  imunitni  odpovéd  (Calabrese = & Baldwin,  2003a;
Calabrese & Baldwin, 2003b; Calabrese, 2005b). Hormeticky efekt byl pozorovan
ve spojitosti  jak s chemickymi agens jako jsou pesticidy, herbicidy, tézké kovy
(Calabrese & Baldwin, 2003a; Duke et al., 2006), tak fyzikalnimi stresory jako je radiace
(Macklis & Beresford, 1991) nebo biologickymi a environmentalnimi stimuly zastoupenymi
napiiklad teplotou, hladovénim, pohybem ¢i infekci (Le Bourg, 2009; Le Bourg, 2015;
McClure et al., 2014). U D. melanogaster byla taktéz pozorovana spojitost pusobeni nizkych
davek teplotniho stresu, navySeni gravitace ¢i infekce entomopatogennimi houbami
smirnym prodlouzenim délky zivota, navySenim teplotni rezistence ¢i opozdénym
behavioralnimu starnutim (Le Bourg, 2007; Hercus et al., 2003; McClure et al., 2014). Je
tedy zfejmé, Ze hormeticky efekt 1ze pozorovat u celé fady fyziologickych parametri a

stresoru.
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6 Zavér

Celkové se na zaklad€ této prace jevi, ze chronické pisobeni subtoxickych hladin
parakvatu funguje jako G¢inny mechanismus pfi ziskavani obranyschopnosti k jeho jinak
toxickym davkam. Ackoliv jsou n¢které¢ vysledky zatim predbézné aje tfeba provést
experimenty i s jinymi induktory oxidativniho stresu nez je parakvat, ma studie naznacuje,
ze je to pravdépodobné¢ mimo jiné i délka telomer, ktera je diky optimalné zvolené
koncentraci parakvatu prodluzovana, aze délka telomer jako takova ovliviiuje odolnost
k oxidativnimu stresu. Lze zatim jen spekulovat 0 mechanismech, kterymi je dany signal

Z telomer piendsSen, resp. z ¢eho vlastné prameni vyhoda dlouhych telomer k dané rezistenci.
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