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Annotation

As the most widely dispersed fauna around the world, insects are exposed to a range
of stresses within their environments. Oxidative stress causes a disturbance of the balance
between production of free radicals and antioxidant response, which leads to various
physiological changes in an organism. Despite this, there are several of defense mechanisms,
which include in particular the main antioxidant enzymes AKH. In this thesis, | tried to
contribute especially to understand the physiological nature of telomere elongation after

exposure to free radicals.
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1 Uvod

1.1 Oxidacni stres

Jednou z dulezitych roli kysliku v organismu je produkce metabolitt, které se ti¢astni
fady fyziologickych procesti a mezi které patii volné radikaly. Volné radikaly hraji dilezitou
roli v piirozené a ziskané imunité. Uastni se procesti pfemény energie, jsou soulasti
bunéénych signalnich drah a také dalSich piirozenych fyziologickych procesu (Knight,
2000). Produkce volnych kyslikovych radikalt probiha pod pfisnou kontrolou a v piipadé, ze
se v organismu vyskytne piebytek volnych radikald, dochazi k aktivaci tzv. antioxida¢nich
mechanismu, které hladinu volnych radikali redukuji. Za normalnich podminek existuje
mezi tvorbou volnych radikalt a antioxida¢ni odezvou rovnovaha, a pokud je tato rovnovaha
porusena tim, zZe je hladina volnych kyslikovych radikal vyssi, nez je optimalni, hovotfime o
tzv. oxidacnim stresu (Sies, 1997). Oxidacni stres je tedy zpisoben nadmérnym vznikem
reaktivnich forem dusiku (RNS - Reactive Nitrogen Species) a reaktivnich forem kysliku

(ROS - Reactive Oxygen Species) (Wiseman & Halliwell, 1996).

1.1.1 Volné kyslikové radikaly a reaktivni formy kysliku (ROS)

Volné radikaly mohou byt definovany jako molekuly nebo molekulové fragmenty
obsahujici jeden nebo vice nesparovanych elektronii v atomech nebo molekulovych
orbitalech, po nichz se pohybuji (Halliwell & Gutteridge, 1999). V biologickych systémech
vznikaji volné radikély pfijetim ¢i naopak ztratou jednoho nebo vice elektronti. Tento stav
ma za nasledek vznik nepéarového elektronu, ktery poskytuje znacnou reaktivitu volnym
radikalim, pro které je charakteristické, Ze nejsou schopny samostatné existence (Miller et
al., 1990). Aby byly volné radikaly schopné samostatné existence, maji snahu doplnit
chybéjici parovy elektron. Radikaly atakuji latku, ktera je neradikalové podstaty, a tim
dochazi ke sledu dalsich radikalovych reakci, nebo, v pfipad¢, ze je koncentrace volnych
radikali dostatecné vysokd, dochazi k vytvofeni neradikdlové molekuly vzajemnymi
interakcemi volnych radikala (Halliwell, 1991). Reaktivni formy kysliku je vyraz pouzivany
pro popis riznych molekul a volnych radikdld (chemické latky s jednim neparovym
elektronem) odvozenych od molekularniho kysliku. Molekuldrni kyslik je sam o sobé
volnym radikédlem s jedine¢nou elektronovou konfiguraci (Miller et al., 1990). V zakladnim
stavu je bi-radikal, obsahujici dva neparové elektrony ve vnéjsim plasti (také znamy jako
triplet). Vzhledem k tomu, Ze dva samostatné elektrony maji stejny spin, kyslik mize

reagovat pouze s jednim elektronem, a proto neni pfili§ reaktivni se dvéma elektrony v



chemické vazbé. Na druhé strané, je-li jeden ze dvou neparovych elektront excitovan, méni
se jeho spin a stava se silnym oxida¢nim Cinidlem. Reaktivni formy kysliku lze rozdélit do
dvou zakladnich skupin. Do prvni skupiny fadime latky radikélové povahy, mezi které patii
superoxidovy (02e-), hydroxylovy (HO¢), hydroperoxylovy (HO2e¢), peroxylovy (ROQOe¢) a
alkoxylovy (RO¢) radikal. Naopak v druhé skupiné jsou latky oznacované jako neradikaly
ucastnici se tvorby volnych radikéld. Jednd se o peroxid vodiku (H202), ozén (03),
singletovy kyslik (102) hydroxoperoxyl (HO2¢) a kyselina chlorna (HOCI) (Valko et al.,
2007).

Existuji sice exogenni zdroje vzniku ROS, jako je UV a ionizujici zéfeni, rizné
chemické latky (Ermak & Davies, 2002; Abdollahi et al., 2004; Cheng et al., 2010), ale ROS
vznikaji pfedev§im endogenné, stim, Ze v tadé pifipadi maji i vyznamné fyziologické
funkce. K vyznamnym zdrojim endogennich ROS patii dychaci fetézec mitochondrii, a to
zejména transmembranovy komplex I (NADH - ubichinonreduktidza) a komplex III
(ubichinon-cytochrom-c-reduktaza) (Cadenas & Sies, 1998). V dychacim fetézci
mitochondrii dochazi zhruba u 1- 3 % elektronil k redukci na vodu. Zde se hlavné uplatituje
komplex III, ktery je za normalnich podminek hlavnim producentem ROS. Béhem
regenerace cytochromu Q se uplatituje volny radikal semiquinon (Q-), ktery je tvofen jako
intermediat. Superoxidovy radikal vznika poté, co Q- odebere elektron z molekuly kysliku
(Turrens, 1997; Finkel & Holbrook, 2000; Turens, 2003). Superoxid neni silné oxidaéni
¢inidlo, nicméné je prekurzorem dalsich reaktivnich forem kyslikovych radikala (Turrens,
2003). Dalsi vyznamnou organelou vzniku volnych kyslikovych radikall je endoplazmatické
retikulum, v némz jsou ROS generovany komplexem zvanym cytochrom P-450, a to za
ucelem procesu biotransformace xenobiotik (Zangar et al., 2004). NADPH oxidaza je dalSim
dilezitym donorem ROS, jejiz klicovad role je pii respiratnim vzplanuti hlavné
fagocytujicich bun¢k. Pii tomto procesu NADPH oxidaza produkuje superoxid, ktery mize
byt konvertovan na dal$i reaktivni formy kysliku (Van Heerebeek et al., 2002; Magder,
2006). Posledni, ale neméné dulezitou organelou produkujici ROS je peroxizém. Ten pii

procesu -oxidace redukuje molekularni kyslik na peroxid vodiku (Reddy et al., 1986).

Volné kyslikové radikaly diky své reaktivni povaze napadaji rizné makromolekuly
jako DNA, RNA, lipidy, glycidy a proteiny a jejich pusobenim tak dochazi k riznym
fyziologickym zménam v organismu (Droge, 2002). O prospésnosti ¢i naopak Skodlivosti
jejich pusobeni rozhoduje mnozstvi, v némz jsou generovany (Sies, 1997). Byla zjiSténa

souvislost mezi ptisobenim oxidacniho stresu a vznikem fady civiliza¢nich onemocnéni, a to



zejména téch neurodegenerativnich jako je Alzeheimerova a Parkinsonova nemoc, nebo také
kardiovaskularni onemocnéni, rakovina, cukrovka (Uttara et al., 2009; Essick & Sam, 2010;
Valko et al., 2007).

1.1.2 Oxidativni poskozeni DNA

Jednim z mnoha cili ptisobeni volnych kyslikovych radikélii jsou molekuly DNA, u
nichz dochazi ke vzniku nejriznéjsich defekti, jako jsou abazickd mista, oxidace
pyrimidinovych a purinovych bazi a deoxyribdzy, dale pak jedno- a dvouietézcové zlomy a
tzv. ,,cross-linky*, coz muze vést k poruseni celkové genomické stability bunky spojené s
mutagenezi, karcinogenezi a také ke starnuti (Krokan et al., 1997; Buonocore et al., 2010;
Marnett, 2000). Jednim z efekti volnych kyslikovych radikald na DNA je zkracovani
telomer, tedy koncovych ¢asti chromosomt. Je to z divodu vysokého obsahu guaninu
Vv telomerach, ktery je castym cilem aktivity volnych radikali a jeho oxidace na
8-hydroxy-2-deoxyguanosine (8-oxodG) (Fisher-Wellman & Bloomer, 2009). 8-oxodG je
sice v telomerach opravovan, ale diky nizké efektivité reparacnich procest v telomerach je
opravovan nedokonale na jednofetézcové zlomy. Jednofetézcové zlomy pii separaci
dvouretézci DNA pfi nasledné replikaci vedou ke ztraté celého distalniho iseku telomery

(Nasir et al., 2014).

1.1.3 Antioxidac¢ni obrana

Organismy si proti oxidaénimu stresu vyvinuly w¢innou mnohaslozkovou
antioxida¢ni obranu. Mezi enzymatické komponenty podilejicich se na antioxidacni obrané
fadime piedevSim katalazu a superoxid dismutazu SOD (Scott et al., 1991; Mendis et al.,
2005; Burlakova et al., 2010). Funkce SOD spoéiva v preméné superoxidu na peroxid
vodiku, ktery je dale rozkladan katalazou (Paoletti et al., 1986). Enzym katalaza katalyzuje
heterolytické St€peni dvou molekul peroxidu vodiku, kdy dochazi ke vzniku kysliku a vody
(Chance, 1952). Dale se na antioxida¢ni obran¢ podili i fada nizkomolekularnich latek, jako
jsou napfi. vitamin C a E, které volné radikaly neutralizuji poskytnutim elektronu. Sice se
samy tim samy stavaji latkou radikalové povahy, ale jejich radikalova aktivita je nizka.

Jednotlivé komponenty antioxidac¢ni obrany funguji ¢asto synergicky (Jose et al., 1999).

Antioxidacni obrana hmyzu je regulovana pievazné pomoci adipokinetickych hormont
(AKH), které¢ se vylucuji z corpora cardiaca, coz je mala neuroendokrinni zlaza spojena s
mozkem (Velki et al., 2011). AKH obsahuji 8 az 10 aminokyselin (Gide et al. 1997) a ve
svém ucinku jsou pleiotropni. Obecné plati, ze AKH ptsobi jako typické anti-stresové
hormony, stimuluji katabolické reakce, a tim mobilizuji zadsoby energie ulozené ve formé
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lipida, sacharidi, nebo aminokyselin. Soucasné AKH inhibuji syntetické reakce; tedy
uvolnéna energie se pouziva k odstranéni hrozici stresové situace. Tyto zakladni antistresové
ucinky jsou nasledovany stimulaci fyziologické odezvy proti stresu (Kodrik, 2008), ktera
zahrnuje aktivaci srde¢ni Cinnosti (Scarborough et al., 1984), zvySeni imunitni odpovédi
(Goldsworthy et al., 2002) a dalsi antioxidacni mechanismy zahrnujici i zvySeni piijmu
potravy a travicich procesu ve stievé hmyzu (Bednatova et al., 2013; Bil et al., 2014; Kodrik
etal., 2012; Vecerta et al., 2007; Velki et al., 2011; Vinokurov et al., 2014).

1.2 Telomery

Telomery jsou nukleoproteinové komplexy na koncovych ¢astech chromozomd.
U vétsiny organismu jsou sloZeny ze série kratkych opakujicich se sekvenci (napt. TTAGG u
hmyzu, TTAGGG u ¢loveka), které jsou syntetizovany enzymem telomerazou (Capkova
Frydrychova et al., 2008). Telomery maji dilezitou roli v replikaci chromozomu, zajist'uji
jejich stabilitu, segregaci a postaveni v jadie (Hochstrasser et al., 1986; Blackburn, 1991;
Hari et al., 2001; Chan & Blackburn, 2002; Biessmann & Mason, 2003; Abad et al., 2004).
Mezi jejich vyznamné role patii to, ze odliSuji ptirozené konce chromozomu od téch, co
vznikly dvoufetézcovymi zlomy a chrani tak chromosomy s ptirozenymi konci pied jejich
vzajemnou fuzi, ke které dochazi pravé v piipadé chromosomalnich zlomu (Blackburn,
1991; Chan & Blackburn, 2004). Dalsi dulezitou funkci telomer je kompenzace ztrat
koncové DNA. Telomerické ztraty nastavaji jednak z divodu pilisobeni oxida¢niho stresu
nebo zcela pfirozené na zakladé neschopnosti DNA polymerazy plné replikovat koncovou
¢ast telomery (Watson, 1972; Olovnikov, 1973), diky ¢emuz béhem kazdého déleni dochazi
na 5konci dcefiného fetézce ke zkracovani koncovych ¢asti repetic. Pokud zkraceni dosahne
svého kritického limitu, tzv. Hayflickova limitu, bunka ztraci schopnost dal$iho déleni
(Hayflick & Moorhead, 1961), dostava se do stadia bunécné senescence. A jelikoZ jsou
telomery spjaty s poftem somatickych dé€leni, jsou povazovany za tzv. ,bunééné hodiny*
(Allsopp et al., 1992). Koncové ztraty chromozomi jsou nejcastéji opravovany aktivitou
telomerazy, coz je enzym, ktery se vaze k telomerické DNA a prikladd zde nové
nasyntetizované sekvence telomerické DNA. Aktivita telomerazy je spjata S proliferacné
aktivnimi buiikami, jako jsou embryonalni, zarode¢né nebo kmenové bunky (Wright et al.,

1996; Zhu et al., 2011).

1.2.1 Vyjimecné telomery drozofily
Ackoli vétsina doposud prozkoumanych organismti ma telomery s kratkymi

tandemovymi repeticemi syntetizovanymi telomerazou, bylo nalezeno nékolik organismi s
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odliSnymi strukturami. Jsou to napiiklad telomery komara Anopheles gambiae (Roth et al.,
1997) a pakomara Chiromomus sp. (Nielsen and Edstrom, 1993) tvofené dlouhymi

satelitnimi sekvencemi a prodluzované genovou konverzi.

Dalsi vyjimku tvofi tii rodiny telomericky specifickych non-LTR retroelementt,
které jsou popsany u Drosophila melanogaster, a to HeT-A, TART a TAHRE (Mason et al.,
2008). V telomeie jsou tyto elementy zastoupeny v rizném sledu i po¢tu. Pomoci své
retrotranspozice jsou jejich nové kopie pfipojovany specificky ke konciim chromozomd,
¢imz se tak kompenzuji telomerické ztraty (Mason et al. 2008; Capkova Frydrychova et al.,
2009). Souhrnné se oblast vSech tfi telomerickych elementti oznacuje jako HTT. Tato oblast
ma ruznou variabilni délku. Muze se pohybovat od 26 do 147 kb podle poctu kopii
retrotranspozontt v nahodném potadi (Abad et al., 2004a). K oblasti HTT je pftiloZzena
subtelomericka oblast zvana TAS (telomere associated sequences) a dale specialni

proteinovy komplex oznacovany jako telomericka cepicka (Mason et al., 2008).

1.2.2 Telomerické elementy

Element HeT-A je nejvice prostudovany eclement. Tento element o délce
6 kb obsahuje pouze jeden otevieny Cteci ramec (ORF), ktery koduje protein Gag-like.
Protein Gag-like se specificky vaze na nukleovou kyselinu pii procesu retrotranspozice.
Navic elementy HeT-A jsou vysoce konzervované sekvence, které jsou preruSované
kratkymi delecemi, inzercemi a duplikacemi (Biessmann et al., 1992). Jelikoz tento element
nekoduje reverzni transkriptazu, piedpoklada se, ze reverzné transkriptazova funkce je
zavisla na dalSich dvou telomerickych elementech (Biessmann & Mason, 2003; Abad et al.,
2004a). Typicka vlastnost elementu HeT-A je délkové variabilni sekvence oligo(A), pomoci
niz je element pfipojen k chromozomalnimu konci. Naopak neobvyklym rysem je jeho
promotor, ktery lezi na 3> UTR (tj. 3" netranslatované oblasti) dané¢ho elementu. M4 za kol
fidit transkripci sousedniho, tj. 3"elementu (Pardue & DeBaryshe, 2003). V promotorové
oblasti se nachdzi i po€atek transkripce a kazdy transkript ma tak kratky usek asi 60 bp, ktery
pochézi ze sousedniho 5’elementu. Druhy promotor je umistén v 5" UTR oblasti, jehoz
prispevek k celkové transkripci je pouze nepatrny a je tedy pravdépodobné dulezity pro
tkanovou specifitu (Danilevskaya et al., 1997; Danilevskaya et al., 1999; Pardue &
DeBaryshe 2003). Element TART je dlouhy 12 kb se dvéma ¢tecimi rameci ORF1 a ORF2,
kodujici protein Gag-like a protein s funkci reverzni transkriptazy (Levis et al., 1993) (Sheen
& Levis, 1994). Element TAHRE (Telomere-Associated and HeT-A-Related Element) je



tietim telomerickym elementem dlouhym 11 - 13 kb (Abad et al., 2004a) se dvéma ORF

kodujicimi protein Gag-like a reverzni transkriptazu.

Cela HTT oblast je kryta multiproteinovym komplexem, oznaCovanym jako
telomericka ¢epicka. A je to pravé struktura telomerické Cepicky, ktera identifikuje pfirozené
chromozomalni konce od téch zlomenych a tedy, pokud dojde k poskozeni telomerické
¢epicky, miize to vést k chromozomalnim fizim, a tim posléze k chromozomalnim zlomim
se ztratou genetického materialu a celkovou nestabilitou genomu (Linger & Price, 2010). Na
rozdil savct se u drozofily formace telomerické Cepicky déje nezavisle na sekvenci DNA,
kterd se nachdzi na chromosomalnim konci, a proto u drozofily pfi ztraté telomerické DNA
nemusi dojit ke ztrat¢ genomové stability a bunééné smrti. Nova telomera je totiz schopna se

zformovat na konci zlomeného chromozému (Capkova Frydrychova & Mason, 2013).

1.2.3 Retrotranspozice - prodluzovani telomer

Hlavnim mechanismem kompenzace telomerickych ztrat drozofily je retrotranspozice
telomerickych elementli. Kromé retrotranspozice mohou byt ovsem telomery prodluzovany i
pomoci genové konverze. Mechanismus retrotranspozice se skladd z nékolika po sobé
jdoucich krokd. Prvnim krokem je transkripce retroelementtl, tedy ptepis DNA na mRNA.
Poté nove vzniklé transkripty opousti jadro jadernymi pory ve formé mRNA. Na ribozomech
dochazi k translaci mRNA retroelementi na polypeptid Gag. Navic u elementi TART a
TAHRE probiha translace reverzni transkriptazy. Poté co se Gag protein navaze na transkript
retroelementu, vznika komplex, ktery je transportovan zpét do jadra, kde se pomoci 3 oligo
(A) navaze na konec chromozomu. Reverzni transkriptaza ptepise molekulu RNA na DNA,

¢imz dochazi k prodlouzeni telomery (George & Pardue, 2003; Biessmann & Mason, 2003).



2 Cil prace

Tato diplomova prace je soucasti SirS§iho projektu nasi laboratoie, ktery je zaméien na
studium oxidacniho stresu a jeho vlivu na telomery u hmyzu. Pfi studiu vlivu volnych
radikali nas vyzkumny tym diive potvrdil jednak stimulaéni vliv subletalnich davek
parakvatu na antioxida¢ni mechanismy drozofily (Kracek et al., 2015) a taktéz dosel ke
zjisténi, Ze pfi pusobeni nizkych davek volnych radikalt dochazi k prodluzovani telomerické
délky (Szakosova, 2015). Cilem mé prace bylo ptispét piedevsim K pochopeni fyziologické
podstaty prodlouzeni telomer po puasobeni volnych radikald. Tzn., mym tkolem bylo u
much, které byly po nékolik generaci vystaveny subletdlnim davkam parakvatu, testovat
parametry, jakymi jsou zmény v délce vyvoje drozofily a poctu vylihlych jedinct, rezistenci
vuci letalnim davkédm parakvatu a zmény v hladiné adipokinetického hormonu, tj. hmyziho
stresového hormonu. Dale jsem také testovala délku telomer v reakci na zvysené mnozstvi

adipokinetického hormonu.



3 Material a metody

3.1 Chov drozofily

Ke své praci jsem pouzivala mouchy linie Oregon R, jejiz chov je dlouhodobé
udrzovan pii 25 °C na bézném kukuficno-melasovém médiu (163 g kukuticného Srotu, 33 g
susenych kvasnic, 16 g agaru, 200 ml melasy a 2,6 1 vody) spolu s dezinfekénim roztokem
(12 g kyseliny benzoové, 2,5 g kyseliny sorbové a 240 ml denaturovaného etylalkoholu) pti
fotoperiodé: 16 hodin svétlo + 8 hodin tma a 60 — 75 % vlhkosti. Linie byly chovany ve

sklenénych vialkach.

3.2 Aplikace subletalnich davek parakvatu

Parakvat (Sigma - Aldrich, kat. ¢. 36541) je silnym oxida¢né redukénim Cinidlem, ktery
vede k produkci superoxidych aniontd (Mollace et al., 2003; Choi et al., 2006). Pfi aplikaci
subletalnich davek byl parakvat aplikovan do média, které bylo tvofeno 5.43 g agaru, 15.65
g kvasnic, 8.7 g sojové mouky, 69.57 g kukufi¢né mouky, 19.13 g fepného sirupu, 69.57 g
sladového sirupu, 5.43 ml propionové kyseliny a 1.3 g metyl-4-hydroxybenzoatu v 1 litru
destilované vody. Do pfipraveného média byl vmichan parakvat s finalni koncentraci o
rozsahu 1,6 x 10! mM az 1,6 x 107 mM. Kontrolni médium bylo vytvofeno smichanim
média S odpovidajicim mnozstvim destilované H2O. Pro zaloZeni nové generace bylo vzdy
vyuzito 10 samci a 10 samic z piredchdzejici generace, vloZenych do vialky s ptislusnou
koncentraci parakvatu. U pokustli, kdy se hodnotila délka vyvoje a pocet nové vylihlych

jedincu, se do kazdé vialky aplikovalo 80 vajicek.

3.3 Aplikace letalni davky parakvatu
Hodnoceni umrtnosti se provadélo po akutni aplikaci letalni davky parakvatu (20
mM), a to u linii, které byly pfedtim drzeny po pét generaci na ptislusnych koncentracich

parakvatu. Umrtnost byla po aplikaci 20 mM parakvatu hodnocena po 24 hodinéch.

3.4 Rezistence vuci hladovéni
K pokusu bylo pouzito vzdy 20 samct, a to ve vialce s 0,5 % agar6zovém gelem.

Mortalita byla sledovana kazdych 6 hodin.

3.5 Dlouhodobé preziti
K této metodé bylo na jednu vialku pouzito 20 samct pochazejicich z linii chovanych

po dvanact generaci na prislusné koncentraci parakvatu. Testovani jedinci byli drzeni za



standardnich podminek, stim, ze v pribéhu pokusu byli co Ctyii dny pfemistovani na

Cerstvé kukuti¢no-standardni médium a po kazdych 4 dnech byla sledovana imrtnost.

3.6 Urc¢eni hladiny AKH v corpora cardiaca

Pro urceni hladiny hormonu AKH byla pouzita metoda ELISA, tak jak je popsano
v praci Zemanova et al., 2016. Vzorky extrahované v 80% metanolu byly vyjmuty z CNS
(corpora cardiaca), ziskané vzdy ze tii jedinct cephalothoraxoadultniho stadia. Extrakt byl
pouzit pro ureni hladiny AKH pomoci metody kompetitivni ELISA. 96-ti mikrotitra¢ni
desticka byla pfes noc ponofena do pufru o koncentraci 1:10 000 obsahujiciho IgG
protilatku, ¢imz doslo k vytvoreni tenkého filmu IgG protilatky na povrchu jamek (anti
Drome-AKH polyklonalni protilatka). Po blokovani pomoci 3% roztoku BSA (albumin
hovéziho séra) s destilovanou vodou byly vzorky pifidany do konkrétnich jamek. Ke
vzorkiim byla pfidana biotinylovana proba Drome-AKH za pouziti Biotin Long Arm
Maleimide (Blam, GIn-Leu-Thr-Phe-Ser-Pro Asp-Trp-Lys (Bio) -Gly-NH 2; Vidia, Praha,
Ceskéa Republika) rozpusténa v 1 mM PBS o pH = 7,5. Po kompetici 0 vazebna mista na
primarni protilatce IgG navazané na desticce byl do kazdé jamky pfidan streptavidin spojeny
s roztokem kienové peroxidazy (Vector Laboratories, CA, USA) o koncentraci 1:500 v PBS-
Tween. Nakonec byl piidan vizualizujici ELISA substrat (3,30,5,50-tetramethyl
thylbenzidine, Sigma Aldrich) a reakce byla ukoncena pridanim
0,5 M kyseliny sirové. Absorbance byla métena pii 450 nm. Jako standardy, podle kterych
byla vytvoiena koncentracni ktivka a odhadnuta hladina AKH
v jednotlivych vzorcich, byly pouzity znamé koncentrace Drome-AKH (Vidia, Praha, Ceské
Republika). Detekéni limit pro test ELISA byl odhadnut podle standardni k¥ivky 20 fmol
Drome-AKH. Protilatka byla poskytnuta k pouziti Prof. Kodrikem (ENTU, BC AVCR).

3.7 Aplikace hormonu Drome-AKH

Pro tento pokus byl pouzit synteticky hormon AKH z D. melanogaster, Drome-AKH
(pGlu-Leu-Thr-Phe-Ser-Pro-Asp-Trp-NHz;  Vidia Company, Praha) o koncentraci
184,65 pmol/ul v 80% metanolu. Pro aplikaci hormonu byly vybrany larvy much, které byly
ponofeny do roztoku Drome-AKH v 20% metanolu v Ringerové roztoku o koncentraci
3 pmol/ul po dobu n¢kolika sekund. Kontrolni larvy byly namaceny v 20% metanolu
v Ringerové roztoku stejnym zplisobem. Poté se larvy nechaly lehce osusit a pienesly se na

zivné médium, kde se vylihly. Vyhodnoceni se provadélo u cerstvé vylihlych samct.



3.8 lzolace RNA a syntéza cDNA

Pomoci komeréniho kitu NucleoSpin RNA 1l (MACHEREY-NAGEL GmbH & Co.
KG, kat. ¢. 740955.50) byla provedena izolace RNA a bylo postupovéano podle instrukci
ptilozenych vyrobcem. Presna koncentrace RNA byla stanovena spektrofotometricky, a to

pomoci nanodropu.

Vzorky RNA byly pfevedeny do vzorkii cDNA pouzitim kitu Super Script III First-
Strand (Invitrogen, kat. ¢. 18080-051). Reakce byla provadéna dle instrukci doporuc¢enych
vyrobcem. Celkovy objem reakce byl 10 pl a mnozstvi pouzitych reagencii byl nasledujici:
1 pg celkové RNA, 50 uM oligo dT, 100 U reverzni transkriptazy SmartScribe RT a 100
mM DTT. Reakce probihala pii 42 °C po dobu 90 minut a nakonec byla provedena

inaktivace reverzni transkriptazy pii 70 °C po dobu 15 minut.

3.9 Kvantitativni Real-time PCR

Pro vyhodnocovani relativni telomerick¢ délky a relativni hladiny transkriptt
telomerickych elementti byl pouzit cycler Light Cycler CFX96 BioRad Real-time PCR
systém (Biorad) s vyuzitim qPCR 2 x SYBRE MIX (Top-Bio s.r.o., kat. ¢&. P553). Tato
metoda byla zvolena pro ziskdni relativni Urovné cilového transkriptu v porovnani
s referen¢nim transkriptem ribozomdalniho proteinu RpL32. Vzorky byly nanaSeny
v duplikatech o objemu 25 pl, s primery o koncentraci 0,2 pmol/ul a s 5 pl 10krat fedéné
cDNA. Pribé¢h reakei byl 95 °C, 3 min — (95 °C, 30 s; 58 °C, 30 s; 72 °C, 20 s)30x. Pouzité
primery a jejich sekvence, teploty nasedani a velikost produktli jsou zaznamenany

v tabulce 1. VSechny primery byly komeréné vyrobeny firmou Generi Biotech.

Tab. 1: PouZité primery.

Gen Nazev primeru Velikost produktu (bp) Teplota nasedani primeru Sekvence primeru
HeT-A (forward) 150 58 5— ATTGTCTTCTCCTCCGTCCACC — 3°
HeTA HeT-A (reverse) 150 58 5= TTCTCTATGCTATTGTCGCTGTGC -3’
RpL 32 (forward) 145 58 5'— GGACAGTATCTGATGCCCAAC — 3°
ot 32 RpL 32 (reverse) 145 58 5'— ATCTCGCCGCAGTAAACGC -3’
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4 Vysledky

4.1 VIiv nizkych davek parakvatu na délku telomer a transkrip¢ni aktivitu

Prvnim krokem byl experiment k ovéfeni efektu subletalnich davek parakvatu,
podavanych v pribéhu péti generaci, na transkripéni aktivitu telomerickych elementt, ktery
jsem piedpokladala na zakladé vysledku predchazejici studie (Szakosova, 2015). Na zakladé
mého pokusu jsem obdobné jako ve zminéné studii potvrdila zvySené hladiny transkriptu
u much vystavenych parakvatu 102 a 10 mM (Obr. 1).

0.0007+ e

0.0006+ \\:
0.0005- B \\
0.0004+

0.0003+

0.0002+

0.0001. -
0.0000- /’ s

0mM 1.6x10%mM 1.6 x10° mMm 1.6x10% mm 1.6 x10%mm

P
%

Hladina transkripti HeT-A

%

Obr. 1: Vliv parakvatu na hladinu transkripti HeT-A. Relativni hladina transkripti Het-A byla méfena v paté
generaci much vystavovanych ptislusnym koncentracim parakvatu. Data byla analyzovana pomoci jednocestné
ANOVA (p <0,001) a ke srovnavani jednotlivych vzorkli ke kontrolnimu vzorku byl pouzit Dunnettiv test

(* P <0,05, ** p <0,01). Chybové GseCky v grafech pfedstavuji primér = SD z péti nezavislych experimenta.

4.2 Piusobeni parakvatu ovliviiuje pocet vylihlych much a délku vyvoje

V dalsim kroku jsem pfiistoupila k vyhodnoceni efektu subletalnich davek parakvatu
na vyvoj jedinct testovanych linii. Oproti kontrolnim moucham jsem u skupin, které byly
v pribé¢hu vyvoje vystaveny plisobeni parakvatu, pozorovala zmény v jejich poctu.
Statisticka vyznamnost se nachazela ve skupinach, které byly vystaveny dvéma nejvys$sim
koncentracim parakvatu, a to 101 mM a
102 mM, kde pocet nové vylihnutych much byl asi 20% (P <0,01) a 45% (P <0,05)
vzhledem ke kontrole (Obr. 2A). Za dalsi, ve srovnani s kontrolnimi mouchami, u kterych
byla primérna doba vyvoje 9.9 dnl od nakladeni vajicek, mouchy drzené na
10"t mM parakvatu vykazovaly delsi vyvoj (10.65, p <0,01), zatimco mouchy pii koncentraci
10* mM se vyvijely rychleji (9.24 dni, p <0,01) (obr. 2B).

11



90 4

804
S 70+
E
ﬁ g RS i
‘T 50 * R
5 % T -
£ 40+ o
> / B2
2 304 7 i
8 204 T %
o. X n::
104 / B3
A 0O- // - R
o 10" 102 10° 10* 10° 10% 107
Koncentrace parakvatu (v mM)
1. *k
;"-‘- -T=
10 4 ez
9+ e
e
= B e
] 7 e
c e
el : "
2 0 %
o e
2 5- ey
rd 44 ;{._
S .
©
: I
o
2
1a
0-
B o 10" 102 10° 10* 10° 10° 107

Koncentrace parakvatu (v mM)

Obr. 2: Uginky parakvatu na po¢et vylihlych much a délku jejich vyvoje. A. Poéet celkové vylihnutych much.
B. Vyvojovy ¢as. Chybové usecky v grafech predstavuji praimér £ SD z péti nezavislych experiment. Data
byla analyzovéna pomoci jednocestné ANOVA
(p <0,001) a ke srovnavani jednotlivych vzorkii ke kontrolnimu vzorku byl pouzit Dunnettiv test

(* P <0,05, ** p <0,01). Chybové usecky v grafech ptedstavuji primér + SD z péti nezavislych experimentii.
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4.3 Vliv dlouhodobého pusobeni parakvatu s ohledem na starvaci a oxida¢ni
stres

U vSech linii, které jsem po pét generaci vystavovala piisluSnym koncentracim
parakvatu, a rovnéz u linie kontrolni jsem analyzovala odolnost proti oxida¢nimu stresu, a to
tak, ze mouchy byly vystaveny 20mM parakvatu a po 24 hodinach se u nich hodnotila
mortalita. Ve srovnani s kontrolou, kde mortalita dosahla asi 58%, mortalita u much
dlouhodobé ovliviiovanych parakvatem byla sniZzena. Nejvyrazné€j$i pokles ve srovnani s
(Obr. 3). Rovnéz jsem u testovanych much vyhodnocovala rezistenci k hladovéni. Jak u
kontrolnich linii, tak linii oSetfovanych parakvatem nebyly v podminkach dietni restrikce

zaznamenany rozdily v dobé¢ pteziti; primérna doba preziti byla u vSech skupin cca 10 dni.
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Obr. 3: Odolnost proti letalnim davkam parakvatu. Mira pieziti po akutnim vystaveni 20mM parakvatu byla
hodnocena u much, jejichz linie byla drzena po pét generaci na subletalnich davkach parakvatu, a u linie, ktera
nikdy parakvatem oSetiena nebyla. Data byla analyzovana pomoci jednocestné ANOVA
(p <0,001) a ke srovnavani jednotlivych vzorkii byl ke kontrolnimu vzorku pouzit Dunnettiv test

(* P <0,05, ** p <0,01). Chybove tsecky v grafech predstavuji primeér + SD z péti nezavislych experimentu.

4.4 Pusobeni hormonu AKH na oxidaéni stres

V dalsi ¢asti projektu jsem vyhodnocovala vliv pouzitych subletalnich davek na
hladinu adipokinetického hormonu (AKH). Mnou ziskané vysledky ukéazaly, ze pouzita

davka parakvatu pozitivné korelovala se zjisténou hladinou AKH (Obr. 4), a tedy ze nejvyssi
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narast hladiny AKH byl zaznamenan u nejvyssi koncentrace parakvatu, tedy 10 mM, a

nejnizsi u kontroly s nulovou davkou parakvatu.
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0.100 - *

0.075 +

tr

0.050 =

AKH t

0.025 -

0.000-

0 19" 10°

Koncentrace v parakvatu (v mM)

Obr. 4: Vyhodnoceni titru AKH. Hladina AKH byla hodnocena po akutnim vystaveni much 20mM paravkatu,
jejichz linie byly po pét generaci vystaveny chronickému pusobeni zvolenych davek parakvatu. Stanoveni
AKH bylo provadéno ve vypitvanych mozcich, jejichz soucasti je corpora cardiaca nesouci zasoby AKH. Data
byla analyzovéna pomoci jednocestné ANOVA
(p <0,001) a ke srovnavani jednotlivych vzorkt byl ke kontrolnimu vzorku pouzit Dunnettlv test

(* P <0,05, ** p <0,01). Chybové tisecky v grafech pfedstavuji primér = SD z péti nezavislych experimentd.

4.5 Vyhodnoceni hladiny transkriptii HeT-A po aplikaci syntetického AKH
Poslednim bodem mé prace bylo vyhodnoceni vySe transkriptu telomerického
elementu HeT-A u much, jejichZ larvy byly vystaveny kratkodobé aplikaci hormonu AKH
pro zjisténi, jestli uméle zvySend hladina AKH muZe ovliviiovat telomerickou aktivitu.
Nicmén¢, zadné statisticky signifikantni rozdily mezi kontrolnimi mouchami a mouchami po

aplikaci AKH zaznamenany nebyly (vysledky neukazany).
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5 Diskuze

Hlavnim ukolem mé diplomové prace bylo navéazat na ptedchozi studie tykajici se
vlivu oxida¢niho stresu na délku a transkrip¢ni aktivitu telomer u D. melanogaster. V téchto
studiich bylo zjiSténo, ze pii plsobeni subletalnich davek parakvatu jsou aktivovany
antioxida¢ni mechanismy drozofily (Krucek et al., 2015) a navic nizké davky volnych
radikalt maji za nasledek prodluzovani telomerické délky (Szakosova, 2015). Fyziologicka

podstata pozorovanych jevii ovSem objasnéna nebyla.

Proto jsem se v prvni fadé zamcéiila na to, zda u much, které byly vystaveny
subletdlnim davkam parakvatu po nékolik generaci, dochdzi ke zméndm v délce jejich
vyvoje a plodnosti. Tento experiment byl zaméfen zejména pro objasnéni toho, jestli
pozorované narlsty poctu telomerickych elementi a jejich transkripéni aktivity jsou
vysledkem dlouhodobé adaptace vic¢i plsobeni oxidaéniho stresu ¢i je to jen pulsobici
selekce, ktera skazdou generaci postupné eliminuje jedince s kratkymi telomerami.
Vzhledem k tomu, Ze v po¢tu jedincti nebyl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil mezi
kontrolou a zejména linii oSetfovanou 10“% mM parakvatem, Ize se ptiklonit k tomu, Ze
pravdépodobnéjsim vysvétlenim narlstu telomerickych elementli po plsobeni subletalnich
davek je adaptace a nikoliv selekce. V mém projektu jsem také zjistila, ze mouchy
vystavené nejvyssi koncentraci parakvatu potiebuji pro svlij vyvoj delsi Cas a zaroven se
lihnou v menSim poctu, nez je tomu u much chovanych pouze na Zivném médiu bez
parakvatu. Toto zjiSténi koreluje s publikovanymi vysledky (Harshman et al., 2000), kdy
byly mouchy testovany na relativni odolnost proti oxida¢nimu stresu po vystaveni parakvatu,
a to se zavérem, ze po pusobeni oxida¢niho stresu je pro vyvoj jedinct potieba delsi doby,
k reprodukci tak dochazi v pozdéjsi fazi Zivota a celkové dochazi u much k prodlouzeni

jejich zivota (Chaudhuri et al., 2007; Vermeulen et al., 2005).

Dal$im bodem bylo zjistit, zda plsobeni subletalnich davek parakvatu ovliviiuje
odpovéd’ na nutri¢ni potfeby. Dle dosud nepublikované studie z nasi laboratote dochazi po
expozici subletalnimi davkami parakvatu ke zmén¢ v energetické rovnovaze, tzn., dochézi ke
zvySeni hladiny glukosy a glykogenu, a naopak ke sniZeni tukovych zdsob. Na zaklad¢ toho
jsem ptedpokladala, Ze budu pozorovat zmény v odpovéedi testovanych much k nutricnimu
stresu. Nicméné Zadna zména v citlivosti k dietnimu omezeni po expozici parakvatem nebyla
pozorovana. Naopak dle oc¢ekavani, byly zvySeny hladiny AKH, coz se jednd o hormon,
ktery je uvoliiovan z corpora cardiaca pravé pii zvySené oxidacni zatézi jako soucast

antioxida¢ni obrany (Géde et al., 1997; Kodrik, 2008; Van der Horst et al., 2001). Ve shodé
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s publikovanymi vysledky se rovnéz jevi zvySené hladiny AKH se soucasné zvySenou
hladinou glykogenu a snizenou hladinou tukt. Galikova (2015) totiz potvrdila, Ze AKH hraje
roli v energetické homeostazi, kdyz u mutanti AKH prokézala zvysenou hladinu tukt a

snizenou hladinu glykogenu.
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6 Zavér

Na zakladé mych vysledkt 1ze souhrnné konstatovat, ze chronické plisobeni subletalnich
davek parakvatu na vyvijejici se drozofily v pribéhu nékolika generaci zvysuje rezistenci
linii vic¢i akutnimu pasobeni letadlnich davek parakvatu. Pisobeni parakvatu je pfitom spjato,
at’ uz ptfimo ¢i nepfimo, s prodluzovanim telomerické délky a lze spekulovat o tom, Ze se

pritom jedna o adaptacni proces, a nikoliv o selekci.
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