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1 Úvod 

1.1 Oxidační stres   

 Jednou z důležitých rolí kyslíku v organismu je produkce metabolitů, které se účastní 

řady fyziologických procesů a mezi které patří volné radikály. Volné radikály hrají důležitou 

roli v přirozené a získané imunitě. Účastní se procesů přeměny energie, jsou součástí 

buněčných signálních drah a také dalších přirozených fyziologických procesů (Knight, 

2000). Produkce volných kyslíkových radikálů probíhá pod přísnou kontrolou a v případě, že 

se v organismu vyskytne přebytek volných radikálů, dochází k aktivaci tzv. antioxidačních 

mechanismů, které hladinu volných radikálů redukují. Za normálních podmínek existuje 

mezi tvorbou volných radikálů a antioxidační odezvou rovnováha, a pokud je tato rovnováha 

porušena tím, že je hladina volných kyslíkových radikálů vyšší, než je optimální, hovoříme o 

tzv. oxidačním stresu (Sies, 1997). Oxidační stres je tedy způsoben nadměrným vznikem 

reaktivních forem dusíku (RNS - Reactive Nitrogen Species) a reaktivních forem kyslíku 

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

1.1.1  Volné kyslíkové radikály a reaktivní formy kyslíku (ROS) 

 Volné radikály mohou být definovány jako molekuly nebo molekulové fragmenty 

obsahující jeden nebo více nespárovaných elektronů v atomech nebo molekulových 

orbitalech, po nichž se pohybují (Halliwell & Gutteridge, 1999). V biologických systémech 

vznikají volné radikály přijetím či naopak ztrátou jednoho nebo více elektronů. Tento stav 

má za následek vznik nepárového elektronu, který poskytuje značnou reaktivitu volným 

radikálům, pro které je charakteristické, že nejsou schopny samostatné existence (Miller et 

al., 1990). Aby byly volné radikály schopné samostatné existence, mají snahu doplnit 

chybějící párový elektron. Radikály atakují látku, která je neradikálové podstaty, a tím 

dochází ke sledu dalších radikálových reakcí, nebo, v případě, že je koncentrace volných 

radikálů dostatečně vysoká, dochází k vytvoření neradikálové molekuly  vzájemnými 

interakcemi volných radikálů (Halliwell, 1991). Reaktivní formy kyslíku je výraz používaný 

pro popis různých molekul a volných radikálů (chemické látky s jedním nepárovým 

elektronem) odvozených od molekulárního kyslíku. Molekulární kyslík je sám o sobě 

volným radikálem s jedinečnou elektronovou konfigurací (Miller et al., 1990). V základním 

stavu je bi-radikál, obsahující dva nepárové elektrony ve vnějším plášti (také známý jako 

triplet). Vzhledem k tomu, že dva samostatné elektrony mají stejný spin, kyslík může 

reagovat pouze s jedním elektronem, a proto není příliš reaktivní se dvěma elektrony v 
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chemické vazbě. Na druhé straně, je-li jeden ze dvou nepárových elektronů excitován, mění 

se jeho spin a stává se silným oxidačním činidlem. Reaktivní formy kyslíku lze rozdělit do 

dvou základních skupin. Do první skupiny řadíme látky radikálové povahy, mezi které patří 

superoxidový (O2•-), hydroxylový (HO•), hydroperoxylový (HO2•), peroxylový (ROO•) a 

alkoxylový (RO•) radikál. Naopak v druhé skupině jsou látky označované jako neradikály 

účastnící se tvorby volných radikálů. Jedná se o peroxid vodíku (H2O2), ozón (O3), 

singletový kyslík (1O2) hydroxoperoxyl (HO2•) a kyselina chlorná (HOCl) (Valko et al., 

2007).  

 Existují sice exogenní zdroje vzniku ROS, jako je UV a ionizující záření, různé 

chemické látky (Ermak & Davies, 2002; Abdollahi et al., 2004; Cheng et al., 2010), ale ROS 

vznikají především endogenně, s tím, že v řadě případů mají i významné fyziologické 

funkce. K významným zdrojům endogenních ROS patří dýchací řetězec mitochondrií, a to 

zejména transmembránový komplex I (NADH – ubichinonreduktáza) a komplex III 

(ubichinon-cytochrom-c-reduktáza) (Cadenas & Sies, 1998). V dýchacím řetězci 

mitochondrií dochází zhruba u 1- 3 % elektronů k redukci na vodu. Zde se hlavně uplatňuje 

komplex III, který je za normálních podmínek hlavním producentem ROS. Během 

regenerace cytochromu Q se uplatňuje volný radikál semiquinon (Q-), který je tvořen jako 

intermediát. Superoxidový radikál vzniká poté, co Q- odebere elektron z molekuly kyslíku 

(Turrens, 1997; Finkel & Holbrook, 2000; Turens, 2003). Superoxid není silné oxidační 

činidlo, nicméně je prekurzorem dalších reaktivních forem kyslíkových radikálů (Turrens, 

2003). Další významnou organelou vzniku volných kyslíkových radikálů je endoplazmatické 

retikulum, v němž jsou ROS generovány komplexem zvaným cytochrom P-450, a to za 

účelem procesu biotransformace xenobiotik (Zangar et al., 2004). NADPH oxidáza je dalším 

důležitým donorem ROS, jejíž klíčová role je při respiračním vzplanutí hlavně 

fagocytujících buněk. Při tomto procesu NADPH oxidáza produkuje superoxid, který může 

být konvertován na další reaktivní formy kyslíku (Van Heerebeek et al., 2002; Magder, 

2006). Poslední, ale neméně důležitou organelou produkující ROS je peroxizóm. Ten při 

procesu β-oxidace redukuje molekulární kyslík na peroxid vodíku (Reddy et al., 1986).  

Volné kyslíkové radikály díky své reaktivní povaze napadají různé makromolekuly 

jako DNA, RNA, lipidy, glycidy a proteiny a jejich působením tak dochází k různým 

fyziologickým změnám v organismu (Dröge, 2002). O prospěšnosti či naopak škodlivosti 

jejich působení rozhoduje množství, v němž jsou generovány (Sies, 1997). Byla zjištěna 

souvislost mezi působením oxidačního stresu a vznikem řady civilizačních onemocnění, a to 
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zejména těch neurodegenerativních jako je Alzeheimerova a Parkinsonova nemoc, nebo také 

kardiovaskulární onemocnění, rakovina, cukrovka (Uttara et al., 2009; Essick & Sam, 2010; 

Valko et al., 2007).  

1.1.2 Oxidativní poškození DNA 

Jedním z mnoha cílů působení volných kyslíkových radikálů jsou molekuly DNA, u 

nichž dochází ke vzniku nejrůznějších defektů, jako jsou abazická místa, oxidace 

pyrimidinových a purinových bází a deoxyribózy, dále pak jedno- a dvouřetězcové zlomy a 

tzv. „cross-linky“, což může vést k porušení celkové genomické stability buňky spojené s 

mutagenezí, karcinogenezí a také ke stárnutí (Krokan et al., 1997; Buonocore et al., 2010; 

Marnett, 2000). Jedním z efektů volných kyslíkových radikálů na DNA je zkracování 

telomer, tedy koncových částí chromosomů. Je to z důvodu vysokého obsahu guaninu 

v telomerách, který je častým cílem aktivity volných radikálů a jeho oxidace na  

8-hydroxy-2-deoxyguanosine (8-oxodG) (Fisher-Wellman & Bloomer, 2009). 8-oxodG je 

sice v telomerách opravován, ale díky nízké efektivitě reparačních procesů v telomerách je 

opravován nedokonale na jednořetězcové zlomy. Jednořetězcové zlomy při separaci 

dvouřetězců DNA při následné replikaci vedou ke ztrátě celého distálního úseku telomery 

(Nasir et al., 2014). 

1.1.3 Antioxidační obrana 

 Organismy si proti oxidačnímu stresu vyvinuly účinnou mnohasložkovou 

antioxidační obranu. Mezi enzymatické komponenty podílejících se na antioxidační obraně 

řadíme především katalázu a superoxid dismutázu SOD (Scott et al., 1991; Mendis et al., 

2005; Burlakova et al., 2010). Funkce SOD spočívá v přeměně superoxidu na peroxid 

vodíku, který je dále rozkládán katalázou (Paoletti et al., 1986). Enzym kataláza katalyzuje 

heterolytické štěpení dvou molekul peroxidu vodíku, kdy dochází ke vzniku kyslíku a vody 

(Chance, 1952).  Dále se na antioxidační obraně podílí i řada nízkomolekulárních látek, jako 

jsou např. vitamín C a E, které volné radikály neutralizují poskytnutím elektronu. Sice se 

samy tím samy stávají látkou radikálové povahy, ale jejich radikálová aktivita je nízká. 

Jednotlivé komponenty antioxidační obrany fungují často synergicky (Jose et al., 1999). 

Antioxidační obrana hmyzu je regulována převážně pomocí adipokinetických hormonů 

(AKH), které se vylučují z corpora cardiaca, což je malá neuroendokrinní žláza spojená s 

mozkem (Velki et al., 2011). AKH obsahují 8 až 10 aminokyselin (Gäde et al. 1997) a ve 

svém účinku jsou pleiotropní. Obecně platí, že AKH působí jako typické anti-stresové 

hormony, stimulují katabolické reakce, a tím mobilizují zásoby energie uložené ve formě 
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lipidů, sacharidů, nebo aminokyselin. Současně AKH inhibují syntetické reakce; tedy 

uvolněná energie se používá k odstranění hrozící stresové situace. Tyto základní antistresové 

účinky jsou následovány stimulací fyziologické odezvy proti stresu (Kodrík, 2008), která 

zahrnuje aktivaci srdeční činnosti (Scarborough et al., 1984), zvýšení imunitní odpovědi 

(Goldsworthy et al., 2002) a další antioxidační mechanismy zahrnující i zvýšení příjmu 

potravy a trávicích procesů ve střevě hmyzu (Bednářová et al., 2013; Bil et al., 2014; Kodrík 

et al., 2012; Večeřa et al., 2007; Velki et al., 2011; Vinokurov et al., 2014). 

1.2 Telomery 

 Telomery jsou nukleoproteinové komplexy na koncových částech chromozomů.   

U většiny organismů jsou složeny ze série krátkých opakujících se sekvencí (např. TTAGG u 

hmyzu, TTAGGG u člověka), které jsou syntetizovány enzymem telomerázou (Capkova 

Frydrychova et al., 2008). Telomery mají důležitou roli v replikaci chromozomů, zajišťují 

jejich stabilitu, segregaci a postavení v jádře (Hochstrasser et al., 1986; Blackburn, 1991; 

Hari et al., 2001; Chan & Blackburn, 2002; Biessmann & Mason, 2003; Abad et al., 2004). 

Mezi jejich významné role patří to, že odlišují přirozené konce chromozomů od těch, co 

vznikly dvouřetězcovými zlomy a chrání tak chromosomy s přirozenými konci před jejich 

vzájemnou fúzí, ke které dochází právě v případě chromosomálních zlomů (Blackburn, 

1991; Chan & Blackburn, 2004). Další důležitou funkcí telomer je kompenzace ztrát 

koncové DNA. Telomerické ztráty nastávají jednak z důvodu působení oxidačního stresu 

nebo zcela přirozeně na základě neschopnosti DNA polymerázy plně replikovat koncovou 

část telomery (Watson, 1972; Olovnikov, 1973), díky čemuž během každého dělení dochází 

na 5´konci dceřiného řetězce ke zkracování koncových částí repetic. Pokud zkrácení dosáhne 

svého kritického limitu, tzv. Hayflickova limitu, buňka ztrácí schopnost dalšího dělení 

(Hayflick & Moorhead, 1961), dostává se do stádia buněčné senescence. A jelikož jsou 

telomery spjaty s počtem somatických dělení, jsou považovány za tzv. „buněčné hodiny“ 

(Allsopp et al., 1992). Koncové ztráty chromozomů jsou nejčastěji opravovány aktivitou 

telomerázy, což je enzym, který se váže k telomerické DNA a přikládá zde nově 

nasyntetizované  sekvence telomerické DNA. Aktivita telomerázy je spjata s proliferačně 

aktivními buňkami, jako jsou embryonální, zárodečné nebo kmenové buňky (Wright et al., 

1996; Zhu et al., 2011).  

1.2.1 Výjimečné telomery drozofily 

 Ačkoli většina doposud prozkoumaných organismů má telomery s krátkými 

tandemovými repeticemi syntetizovanými telomerázou, bylo nalezeno několik organismů s 
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odlišnými strukturami. Jsou to například telomery komára Anopheles gambiae (Roth et al., 

1997) a pakomára Chiromomus sp. (Nielsen and Edstrom, 1993) tvořené dlouhými 

satelitními sekvencemi a prodlužované genovou konverzí.  

 Další výjimku tvoří tři rodiny telomericky specifických non-LTR retroelementů, 

které jsou popsány u Drosophila melanogaster, a to HeT-A, TART a TAHRE (Mason et al., 

2008). V telomeře jsou tyto elementy zastoupeny v různém sledu i počtu. Pomocí své 

retrotranspozice jsou jejich nové kopie připojovány specificky ke koncům chromozomů, 

čímž se tak kompenzují telomerické ztráty (Mason et al. 2008; Capkova Frydrychova et al., 

2009). Souhrnně se oblast všech tří telomerických elementů označuje jako HTT. Tato oblast 

má různou variabilní délku. Může se pohybovat od 26 do 147 kb podle počtu kopií 

retrotranspozonů v náhodném pořadí (Abad et al., 2004a). K oblasti HTT je přiložena 

subtelomerická oblast zvaná TAS (telomere associated sequences) a dále speciální 

proteinový komplex označovaný jako telomerická čepička (Mason et al., 2008). 

1.2.2 Telomerické elementy 

 Element HeT-A je nejvíce prostudovaný element. Tento element o délce  

6 kb obsahuje pouze jeden otevřený čtecí rámec (ORF), který kóduje protein Gag-like. 

Protein Gag-like se specificky váže na nukleovou kyselinu při procesu retrotranspozice. 

Navíc elementy HeT-A jsou vysoce konzervované sekvence, které jsou přerušované 

krátkými delecemi, inzercemi a duplikacemi (Biessmann et al., 1992). Jelikož tento element 

nekóduje reverzní transkriptázu, předpokládá se, že reverzně transkriptázová funkce je 

závislá na dalších dvou telomerických elementech (Biessmann & Mason, 2003; Abad et al., 

2004a). Typická vlastnost elementu HeT-A je délkově variabilní sekvence oligo(A), pomocí 

níž je element připojen k chromozomálnímu konci. Naopak neobvyklým rysem je jeho 

promotor, který leží na 3’ UTR (tj. 3´ netranslatované oblasti) daného elementu. Má za úkol 

řídit transkripci sousedního, tj. 3´elementu (Pardue & DeBaryshe, 2003). V promotorové 

oblasti se nachází i počátek transkripce a každý transkript má tak krátký úsek asi 60 bp, který 

pochází ze sousedního 5´elementu. Druhý promotor je umístěn v 5´ UTR oblasti, jehož 

příspěvek k celkové transkripci je pouze nepatrný a je tedy pravděpodobně důležitý pro 

tkáňovou specifitu (Danilevskaya et al., 1997; Danilevskaya et al., 1999; Pardue & 

DeBaryshe 2003). Element TART je dlouhý 12 kb se dvěma čtecími rámci ORF1 a ORF2, 

kódující protein Gag-like a protein s funkcí reverzní transkriptázy (Levis et al., 1993) (Sheen 

& Levis, 1994). Element TAHRE (Telomere-Associated and HeT-A-Related Element) je 
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třetím telomerickým elementem dlouhým 11 - 13 kb (Abad et al., 2004a) se dvěma ORF 

kódujícími protein Gag-like a reverzní transkriptázu. 

 Celá HTT oblast je kryta multiproteinovým komplexem, označovaným jako 

telomerická čepička. A je to právě struktura telomerické čepičky, která identifikuje přirozené 

chromozomální konce od těch zlomených a tedy, pokud dojde k poškození telomerické 

čepičky, může to vést k chromozomálním fúzím, a tím posléze k chromozomálním zlomům 

se ztrátou genetického materiálu a celkovou nestabilitou genomu (Linger & Price, 2010). Na 

rozdíl savců se u drozofily formace telomerické čepičky děje nezávisle na sekvenci DNA, 

která se nachází na chromosomálním konci,  a proto u drozofily při ztrátě telomerické DNA 

nemusí dojít ke ztrátě genomové stability a buněčné smrti. Nová telomera je totiž schopna se 

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

1.2.3 Retrotranspozice - prodlužování telomer 

 Hlavním mechanismem kompenzace telomerických ztrát drozofily je retrotranspozice 

telomerických elementů. Kromě retrotranspozice mohou být ovšem telomery prodlužovány i 

pomocí genové konverze. Mechanismus retrotranspozice se skládá z několika po sobě 

jdoucích kroků. Prvním krokem je transkripce retroelementů, tedy přepis DNA na mRNA. 

Poté nově vzniklé transkripty opouští jádro jadernými póry ve formě mRNA. Na ribozomech 

dochází k translaci mRNA retroelementů na polypeptid Gag. Navíc u elementů TART a 

TAHRE probíhá translace reverzní transkriptázy. Poté co se Gag protein naváže na transkript 

retroelementu, vzniká komplex, který je transportován zpět do jádra, kde se pomocí 3´oligo 

(A) naváže na konec chromozómu. Reverzní transkriptáza přepíše molekulu RNA na DNA, 

čímž dochází k prodloužení telomery (George & Pardue, 2003; Biessmann & Mason, 2003). 
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2 Cíl práce 

 Tato diplomová práce je součástí širšího projektu naší laboratoře, který je zaměřen na 

studium oxidačního stresu a jeho vlivu na telomery u hmyzu. Při studiu vlivu volných 

radikálů náš výzkumný tým dříve potvrdil jednak stimulační vliv subletálních dávek 

parakvatu na antioxidační mechanismy drozofily (Krůček et al., 2015) a taktéž došel ke  

zjištění, že při působení nízkých dávek volných radikálů dochází k prodlužování telomerické 

délky (Szakosova, 2015). Cílem mé práce bylo přispět především k pochopení fyziologické 

podstaty prodloužení telomer po působení volných radikálů. Tzn., mým úkolem bylo u 

much, které byly po několik generací vystaveny subletálním dávkám parakvatu, testovat 

parametry, jakými jsou změny v délce vývoje drozofily a počtu vylíhlých jedinců, rezistenci 

vůči letálním dávkám parakvatu a změny v hladině adipokinetického hormonu, tj. hmyzího 

stresového hormonu. Dále jsem také testovala délku telomer v reakci na zvýšené množství 

adipokinetického hormonu.  
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3 Materiál a metody 

3.1 Chov drozofily 

 Ke své práci jsem používala mouchy linie Oregon R, jejíž chov je dlouhodobě 

udržován při 25 °C na běžném kukuřično-melasovém médiu (163 g kukuřičného šrotu, 33 g 

sušených kvasnic, 16 g agaru, 200 ml melasy a 2,6 l vody) spolu s dezinfekčním roztokem 

(12 g kyseliny benzoové, 2,5 g kyseliny sorbové a 240 ml denaturovaného etylalkoholu) při 

fotoperiodě: 16 hodin světlo + 8 hodin tma a 60 – 75 % vlhkosti. Linie byly chovány ve 

skleněných vialkách. 

3.2 Aplikace subletálních dávek parakvatu 

Parakvat (Sigma - Aldrich, kat. č. 36541) je silným  oxidačně redukčním činidlem, který 

vede k produkci superoxidých aniontů (Mollace et al., 2003; Choi et al., 2006). Při aplikaci 

subletálních dávek byl parakvat aplikován do média, které bylo tvořeno 5.43 g agaru, 15.65 

g kvasnic, 8.7 g sojové mouky, 69.57 g kukuřičné mouky, 19.13 g řepného sirupu, 69.57 g 

sladového sirupu, 5.43 ml propionové kyseliny a 1.3 g metyl-4-hydroxybenzoatu v 1 litru 

destilované vody. Do připraveného média byl vmíchán parakvat  s finální koncentrací o 

rozsahu 1,6 × 10-1 mM až 1,6 × 10-7 mM. Kontrolní médium bylo vytvořeno smícháním 

média s odpovídajícím množstvím destilované H2O. Pro založení nové generace bylo vždy 

využito 10 samců a 10 samic z předcházející generace, vložených do vialky s příslušnou 

koncentrací parakvatu. U pokusů, kdy se hodnotila délka vývoje a počet nově vylíhlých 

jedinců, se do každé vialky aplikovalo 80 vajíček. 

3.3 Aplikace letální dávky parakvatu  

 Hodnocení úmrtnosti se provádělo po akutní aplikaci letální dávky parakvatu (20 

mM), a to u linií, které byly předtím drženy po pět generací na příslušných koncentracích 

parakvatu. Úmrtnost byla po aplikaci 20 mM parakvatu hodnocena po 24 hodinách.  

3.4 Rezistence vůči hladovění 

 K pokusu bylo použito vždy 20 samců, a to ve vialce s 0,5 % agarózovém gelem. 

Mortalita byla sledována každých 6 hodin. 

3.5 Dlouhodobé přežití 

 K této metodě bylo na jednu vialku použito 20 samců pocházejících z linií chovaných 

po dvanáct generací na příslušné koncentraci parakvatu. Testovaní jedinci byli drženi za 
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standardních podmínek, s tím, že v průběhu pokusu byli co čtyři dny přemísťování na 

čerstvé kukuřično-standardní médium a po každých 4 dnech byla sledována úmrtnost. 

3.6 Určení hladiny AKH v corpora cardiaca 

 Pro určení hladiny hormonu AKH byla použita metoda ELISA, tak jak je popsáno  

v práci Zemanová et al., 2016. Vzorky extrahované v 80% metanolu byly vyjmuty z CNS 

(corpora cardiaca), získané vždy ze tří jedinců cephalothoraxoadultního stádia. Extrakt byl 

použit pro určení hladiny AKH pomocí metody kompetitivní ELISA. 96-ti mikrotitrační 

destička byla přes noc ponořena do pufru o koncentraci 1:10 000 obsahujícího IgG 

protilátku, čímž došlo k vytvoření tenkého filmu IgG protilátky na povrchu jamek (anti 

Drome-AKH polyklonální protilátka). Po blokování pomocí 3% roztoku BSA (albumin 

hovězího séra) s destilovanou vodou byly vzorky přidány do konkrétních jamek. Ke 

vzorkům byla přidána biotinylovaná proba Drome-AKH za použití Biotin Long Arm 

Maleimide (Blam, Gln-Leu-Thr-Phe-Ser-Pro Asp-Trp-Lys (Bio) -Gly-NH 2; Vidia, Praha, 

Česká Republika) rozpuštěná v 1 mM PBS o pH = 7,5. Po kompetici o vazebná místa na 

primární protilátce IgG navázané na destičce byl do každé jamky přidán streptavidin spojený 

s roztokem křenové peroxidázy (Vector Laboratories, CA, USA) o koncentraci 1:500 v PBS-

Tween. Nakonec byl přidán vizualizující ELISA substrát (3,30,5,50-tetramethyl 

thylbenzidine, Sigma Aldrich) a reakce byla ukončena přidáním  

0,5 M kyseliny sírové. Absorbance byla měřena při 450 nm. Jako standardy, podle kterých 

byla vytvořena koncentrační křivka a odhadnuta hladina AKH  

v jednotlivých vzorcích, byly použity známé koncentrace Drome-AKH (Vidia, Praha, Česká 

Republika). Detekční limit pro test ELISA byl odhadnut podle standardní křivky 20 fmol 

Drome-AKH. Protilátka byla poskytnuta k použití Prof. Kodríkem (ENTÚ, BC AVČR). 

3.7 Aplikace hormonu Drome-AKH 

 Pro tento pokus byl použit syntetický hormon AKH  z D. melanogaster, Drome-AKH 

(pGlu-Leu-Thr-Phe-Ser-Pro-Asp-Trp-NH2; Vidia Company, Praha) o koncentraci  

184,65 pmol/μl v 80% metanolu. Pro aplikaci hormonu byly vybrány larvy much, které byly 

ponořeny do roztoku Drome-AKH v 20% metanolu v Ringerově roztoku o koncentraci  

3 pmol/μl po dobu několika sekund. Kontrolní larvy byly namáčeny v 20% metanolu  

v Ringerově roztoku stejným způsobem. Poté se larvy nechaly lehce osušit a přenesly se na 

živné médium, kde se vylíhly. Vyhodnocení se provádělo u čerstvě vylíhlých samců.  
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3.8 Izolace RNA a syntéza cDNA 

 Pomocí komerčního kitu NucleoSpin RNA II (MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. 

KG, kat. č. 740955.50) byla provedena izolace RNA a bylo postupováno podle instrukcí 

přiložených výrobcem. Přesná koncentrace RNA byla stanovena spektrofotometricky, a to 

pomocí nanodropu. 

 Vzorky RNA byly převedeny do vzorků cDNA  použitím kitu Super Script III First-

Strand (Invitrogen, kat. č. 18080-051). Reakce byla prováděna dle instrukcí doporučených 

výrobcem. Celkový objem reakce byl 10 μl a množství použitých reagencií byl následující:  

1 μg celkové RNA, 50 μM oligo dT, 100 U reverzní transkriptázy SmartScribe RT a 100 

mM DTT. Reakce probíhala při 42 °C po dobu 90 minut a nakonec byla provedena 

inaktivace reverzní transkriptázy při 70 °C po dobu 15 minut. 

3.9 Kvantitativní Real-time PCR 

 Pro vyhodnocování relativní telomerické délky a relativní hladiny transkriptů 

telomerických elementů byl použit cycler Light Cycler CFX96 BioRad Real-time PCR 

systém (Biorad) s využitím qPCR 2 × SYBRE MIX (Top–Bio s.r.o., kat. č. P553). Tato 

metoda byla zvolena pro získání relativní úrovně cílového transkriptu v porovnání  

s referenčním transkriptem ribozomálního proteinu RpL32. Vzorky byly nanášeny  

v duplikátech o objemu 25 μl, s primery o koncentraci 0,2 pmol/μl a s 5 μl 10krát ředěné 

cDNA. Průběh reakcí byl 95 °C, 3 min – (95 °C, 30 s; 58 °C, 30 s; 72 °C, 20 s)30×. Použité 

primery a jejich sekvence, teploty nasedání a velikost produktů jsou zaznamenány  

v tabulce 1. Všechny primery byly komerčně vyrobeny firmou Generi Biotech. 

Tab. 1: Použité primery. 

Gen Název primeru Velikost produktu (bp) Teplota nasedání primeru 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´ 

 

 

 



11 

 

4 Výsledky  

4.1 Vliv nízkých dávek parakvatu na délku telomer a transkripční aktivitu  

 Prvním krokem byl experiment k ověření efektu subletálních dávek parakvatu, 

podávaných v průběhu pěti generací, na transkripční aktivitu telomerických elementů, který 

jsem předpokládala na základě výsledků předcházející studie (Szakosova, 2015). Na základě 

mého pokusu jsem obdobně jako ve zmíněné studii potvrdila zvýšené hladiny transkriptu  

u much vystavených parakvatu 10-3 a 10-4 mM (Obr. 1). 

 

Obr. 1: Vliv parakvatu na hladinu transkriptů HeT-A. Relativní hladina transkriptů Het-A byla měřena v páté 

generaci much vystavovaných příslušným koncentracím parakvatu. Data byla analyzována pomocí jednocestné 

ANOVA (p <0,001) a ke srovnávání jednotlivých vzorků ke kontrolnímu vzorku byl použit Dunnettův test  

(* P <0,05, ** p <0,01). Chybové úsečky v grafech představují průměr ± SD z pěti nezávislých experimentů.  

4.2 Působení parakvatu ovlivňuje počet vylíhlých much a délku vývoje 

 V dalším kroku jsem přistoupila k vyhodnocení efektu subletálních dávek parakvatu 

na vývoj jedinců testovaných linií. Oproti kontrolním mouchám jsem u skupin, které byly 

v průběhu vývoje vystaveny působení parakvatu, pozorovala změny v jejich počtu. 

Statistická významnost se nacházela ve skupinách, které byly vystaveny dvěma nejvyšším 

koncentracím parakvatu, a to 10-1 mM a  

10-2 mM, kde počet nově vylíhnutých much byl asi 20% (P <0,01) a 45% (P <0,05) 

vzhledem ke kontrole (Obr. 2A). Za další, ve srovnání s kontrolními mouchami, u kterých 

byla průměrná doba vývoje 9.9 dnů od nakladení vajíček, mouchy držené na  

10-1 mM parakvatu vykazovaly delší vývoj (10.65, p <0,01), zatímco mouchy při koncentraci 

10-4 mM se vyvíjely rychleji (9.24 dní, p <0,01) (obr. 2B). 
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Obr. 2: Účinky parakvatu na počet vylíhlých much a délku jejich vývoje. A. Počet celkově vylíhnutých much. 

B. Vývojový čas. Chybové úsečky v grafech představují průměr ± SD z pěti nezávislých experimentů. Data 

byla analyzována pomocí jednocestné ANOVA  

(p <0,001) a ke srovnávání jednotlivých vzorků ke kontrolnímu vzorku byl použit Dunnettův test 

(* P <0,05, ** p <0,01). Chybové úsečky v grafech představují průměr ± SD z pěti nezávislých experimentů.  
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4.3 Vliv dlouhodobého působení parakvatu s ohledem na starvaci a oxidační 

stres 

 U všech linií, které jsem po pět generací vystavovala příslušným koncentracím 

parakvatu, a rovněž u linie kontrolní jsem analyzovala odolnost proti oxidačnímu stresu, a to 

tak, že mouchy byly vystaveny 20mM parakvatu a po 24 hodinách se u nich hodnotila 

mortalita. Ve srovnání s kontrolou, kde mortalita dosáhla asi 58%, mortalita u much 

dlouhodobě ovlivňovaných parakvatem byla snížena. Nejvýraznější pokles ve srovnání s 

kontrolou byl pozorován v linii ošetřené nejnižší koncentrací parakvatu (25%, p < 0,01) 

(Obr. 3). Rovněž jsem u testovaných much vyhodnocovala rezistenci k hladovění. Jak u 

kontrolních linií, tak linií ošetřovaných parakvatem  nebyly v podmínkách dietní restrikce 

zaznamenány rozdíly v době přežití;  průměrná doba přežití byla u všech skupin cca 10 dní. 

 

Obr. 3: Odolnost proti letálním dávkám parakvatu. Míra přežití po akutním vystavení 20mM parakvatu byla 

hodnocena u much, jejichž linie byla držena po pět generací na subletálních dávkách parakvatu, a u linie, která 

nikdy parakvatem ošetřena nebyla. Data byla analyzována pomocí jednocestné ANOVA  

(p <0,001) a ke srovnávání jednotlivých vzorků byl ke kontrolnímu vzorku použit Dunnettův test  

(* P <0,05, ** p <0,01). Chybové úsečky v grafech představují průměr ± SD z pěti nezávislých experimentů.  

4.4 Působení hormonu AKH na oxidační stres 

 V další části projektu jsem vyhodnocovala vliv použitých subletálních dávek na 

hladinu adipokinetického hormonu (AKH). Mnou získané výsledky ukázaly, že použitá 

dávka parakvatu pozitivně korelovala se zjištěnou hladinou AKH (Obr. 4), a tedy že nejvyšší 
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nárůst hladiny AKH byl zaznamenán u nejvyšší koncentrace parakvatu, tedy 10-1 mM, a 

nejnižší u kontroly s nulovou dávkou parakvatu. 

 

Obr. 4: Vyhodnocení titru AKH. Hladina AKH byla hodnocena po akutním vystavení much 20mM paravkatu, 

jejichž linie byly po pět generací vystaveny chronickému působení zvolených dávek parakvatu. Stanovení 

AKH bylo prováděno ve vypitvaných mozcích, jejichž součástí je corpora cardiaca nesoucí zásoby AKH. Data 

byla analyzována pomocí jednocestné ANOVA  

(p <0,001) a ke srovnávání jednotlivých vzorků byl ke kontrolnímu vzorku použit Dunnettův test  

(* P <0,05, ** p <0,01). Chybové úsečky v grafech představují průměr ± SD z pěti nezávislých experimentů.  

4.5 Vyhodnocení hladiny transkriptů HeT-A po aplikaci syntetického AKH 

 Posledním bodem mé práce bylo vyhodnocení výše transkriptu telomerického 

elementu HeT-A u much, jejichž larvy byly vystaveny krátkodobé aplikaci hormonu AKH 

pro zjištění, jestli uměle zvýšená hladina AKH může ovlivňovat telomerickou aktivitu. 

Nicméně, žádné statisticky signifikantní rozdíly mezi kontrolními mouchami a mouchami po 

aplikaci AKH zaznamenány nebyly (výsledky neukázány).  

 

 

 



15 

 

5 Diskuze 

 Hlavním úkolem mé diplomové práce bylo navázat na předchozí studie týkající se 

vlivu oxidačního stresu na délku a transkripční aktivitu telomer u D. melanogaster. V těchto 

studiích bylo zjištěno, že při působení subletálních dávek parakvatu jsou aktivovány 

antioxidační mechanismy drozofily (Krůček et al., 2015) a navíc nízké dávky volných 

radikálů mají za následek prodlužování telomerické délky (Szakosova, 2015). Fyziologická 

podstata pozorovaných jevů ovšem objasněna nebyla. 

 Proto jsem se v první řadě zaměřila na to, zda u much, které byly vystaveny 

subletálním dávkám parakvatu po několik generací, dochází ke změnám v délce jejich 

vývoje a plodnosti. Tento experiment byl zaměřen zejména pro objasnění toho, jestli 

pozorované nárůsty počtu telomerických elementů a jejich transkripční aktivity jsou 

výsledkem dlouhodobé adaptace vůči působení oxidačního stresu či je to jen působící 

selekce, která s každou generací postupně eliminuje jedince s krátkými telomerami. 

Vzhledem k tomu, že v počtu jedinců nebyl zaznamenán statisticky významný rozdíl mezi 

kontrolou a zejména linií ošetřovanou 10-4 mM parakvatem, lze se přiklonit k tomu, že 

pravděpodobnějším vysvětlením nárůstu telomerických elementů po působení subletálních 

dávek je adaptace a nikoliv selekce.  V mém projektu jsem také zjistila, že mouchy 

vystavené nejvyšší koncentraci parakvatu potřebují pro svůj vývoj delší čas a zároveň se 

líhnou v menším počtu, než je tomu u much chovaných pouze na živném médiu bez 

parakvatu. Toto zjištění koreluje s publikovanými výsledky (Harshman et al., 2000), kdy 

byly mouchy testovány na relativní odolnost proti oxidačnímu stresu po vystavení parakvatu, 

a to se závěrem, že po působení oxidačního stresu je pro vývoj jedinců potřeba delší doby,   

k reprodukci tak dochází v pozdější fázi života a celkově dochází u much k prodloužení 

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

 Dalším bodem bylo zjistit, zda působení subletálních dávek parakvatu ovlivňuje 

odpověď na nutriční potřeby. Dle dosud nepublikované studie z naší laboratoře dochází po 

expozici subletálními dávkami parakvatu ke změně v energetické rovnováze, tzn., dochází ke 

zvýšení hladiny glukosy a glykogenu, a naopak ke snížení tukových zásob. Na základě toho 

jsem předpokládala, že budu pozorovat změny v odpovědi testovaných much k nutričnímu 

stresu. Nicméně žádná změna v citlivosti k dietnímu omezení po expozici parakvatem nebyla 

pozorována. Naopak dle očekávání, byly zvýšeny hladiny AKH, což se jedná o hormon, 

který je uvolňován z corpora cardiaca právě při zvýšené oxidační zátěži jako součást 

antioxidační obrany (Gäde et al., 1997; Kodrík, 2008; Van der Horst et al., 2001). Ve shodě 
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s publikovanými výsledky se rovněž jeví zvýšené hladiny AKH se současně zvýšenou 

hladinou glykogenu a sníženou hladinou tuků. Gáliková (2015) totiž potvrdila, že AKH hraje 

roli v energetické homeostázi, když u mutantů AKH prokázala zvýšenou hladinu tuků a 

sníženou hladinu glykogenu.  
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6 Závěr  

Na základě mých výsledků lze souhrnně konstatovat, že chronické působení subletálních 

dávek parakvatu na vyvíjející se drozofily v průběhu několika generací zvyšuje rezistenci 

linií vůči akutnímu působení letálních dávek parakvatu. Působení parakvatu je přitom spjato, 

ať už přímo či nepřímo, s prodlužováním telomerické délky a lze spekulovat o tom, že se 

přitom jedná o adaptační proces, a nikoliv o selekci. 
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