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1. Uvod

1.1.  Teorie starnuti @ jeho mechanismy

Proces starnuti, také nazyvany senescence, je neoddélitelnou soucasti zivota nas vSech, a tak
hledani jeho priciny a plvodu je od nepaméti predmétem lidského badani a mnoha
védeckych vyzkumu. Pro senescenci existuje velky pocet, vétSinou V principu podobnych,
definic. Od komplexnéjsich, jako je progresivni zhorSovani funkci organismu doprovazené
poklesem fertility a nartistem morality b&hem postupujiciho véku jedince 2, po jednodussi,
jako je zvysujici se mortalita se zvySujicim se chronologickym vékem v divoké populaci 2.
Ackoliv se starnuti mize na prvni pohled jevit jako univerzalni fenomén napfti¢ rostlinnou
azivoCiSnou fi§i, organismy nevykazujici vékovy narGst v mortalit¢ nebo pokles
ve fertilité “° nam ukazuji, Ze tento proces nejspise nebude jednoduse popsatelny a principy
jeho fungovani, ¢i dokonce pfi¢iny jeho vzniku, se mohou mezi nékterymi skupinami
organismu liSit.

Dosud bylo formulovano mnoho teorii zabyvajicich se pfi¢inami starnuti a v zékladu by se
daly rozdélit na neevolu¢ni a evolu¢ni. Neevoluc¢ni teorie povazuji piivod starnuti za proces
nezéavisly na pfirodnim vybéru. Vysvétluyji ho budto stochasticky, jako dlsledek
nahromadéni ndhodnych chyb v molekuldch bunck, vyustujici ve fyziologicky pokles
a senescenci 8, nebo jen &isté popisujici mechanismy starnuti, bez blizsiho vysvétleni diivodu
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jejich existence ‘. Evolu¢ni teorie naopak vidi za vznikem senescence i roli selekce

a dokonce mohou starnuti popisovat jako geneticky urceny program, ktery je adapci

populace na prostiedi 3°.

1.1.1. Neevoluc¢ni teorie — mechanismy starnuti

1.11.1.  Volné kyslikové radikaly a oxidacni stres

Oxidacni stres je mechanismus velmi ¢asto spojovany se starnutim. Jde o Skodlivé oxidac¢ni

pusobeni reaktivnich forem kysliku (ROS) na strukturu a funkénost bunéénych molekul,



jako je DNA, proteiny a lipidy 1®*. ROS mohou byt tzv. volnymi radikély, tedy atomy
amolekulami  obsahujicimi  nesparovany elektron, ktery je ¢ini reaktivnimi,
ale i neradikalovymi slou¢eninami jako je peroxid vodikd (H202), jehoz silny oxidacni
potencial spociva ve slabé jednoduché vazbé mezi kysliky jeho molekuly. V buiikkach ROS
vznikaji béhem béznych metabolickych pochodii. Jejich nejvétsimi producenty jsou
mitochondrialni elektronovy transportni fetézec, nikotinamidadenindinukleotidfosfat oxidaza
(NADPH oxid4za) a lipoxygenaza 46, Prvotnim ROS byva superoxid (O2). Ten pak miize
byt enzymaticky transformovan na peroxid vodiku a ten déale bud’to na kyslik a vodu, nebo
na hydroxylovy radikal (OH'), ktery je z téchto tii nejreaktivnéjsi a ma na makromolekuly

nenic¢ivéjsi efekt 1619,

ROS maji velky mutagenni potencial vic¢i nukleovym kyselinam, a to piedev§im
mitochondrialni DNA (mtDNA). To muze vést k defektim v procesech dychaciho fetézce,
atedy i k vyssi produkci dalich Skodlivych ROS, dysregulaci mitochondrialnich procest
a celkové ke snizeni bioenergetické kapacity bungk 223, Oxidace proteini vede k jejich
tzv. cross-linkingu (zesitovani), zmény v jejich funkénosti a nasledné cytotoxicité 24,
Peroxidace nenasycenych mastnych kyselin ma skodlivy vliv pfevdazné na fosfolipidy
v biologickych membranach 2°?°. Oxidované molekuly navic mohou samy pusobit jako
volné radikaly a formou redoxni kaskady sifit toto poskozeni dale ®%. Oxida¢ni stres,
mnozstvi ROS a jejich nasledky pozitivné koreluji s v€kem a jsou spojeny s fadou nemoci
doprovézejicich starnuti, jako je Parkinsonova choroba 2. V poslednich letech se navic
ukazuje, ze by ROS mohly napomahat jak globalni hypometylaci tak lokalni hypermethylaci
DNA, fenoméniim také spojenych se starnutim, ovliviiujicich zmény v transkripci

genomu 2%,

Buiky ovSem maji své mechanismy, jak se volnym radikalim branit. Tim jsou pfevazné
antioxidanty. Patii mezi né celd ftada enzymi, napf. superoxid dismutazy,
glutathionperoxidazy, peroxiredoxiny a kataldzy. Vyskytuji se jak v cytosolu,
tak v mitochondriich a jejich funkci je zamezovat vzniku volnych radikal, ¢i ménit jejich
stav na méné reaktivni nebo nereaktivni 36, Vysledky mnoha studii podpotily piedpoklad,
ze zvySena exprese antioxidacnich enzymi koreluje s dlouhovékosti a snizenim oxida¢nim
stresem 73738 Jiné studie ovsem tyto zavéry zpochybiiuji 394! Pokusy na had’atku navic
ukazaly, ze vyssi exprese superoxid dismutazy (SOD) neprodluzovala zZivot skrze odstranéni
ROS, ale pravdépodobné pomoci stimulace transkripnich faktorii napomahajicich

ve stresové odpovédi endoplazmatického retikula a udrZeni proteinové homeostize *2.



ROS ale maji i svou pozitivni roli viadé bunétnych signalizaci jako energeticky
metabolismus, obrana proti patogenum, proliferace, apoptdza, translace nebo regulace
MAPK signaliza¢ni drahy a mohou mit i pozitivni efekt na délku Zzivota skrze roli
v protektivnich stresovych odpovédich 448, Spoleéné s faktem, Ze dlouhovéké organismy
vykazuji niz$i unik ROS z mitochondrii do cytoplazmy “°, se nabizi otdzka, zda piicina
negativniho efektu oxida¢niho stresu na starnuti neni pfimo Skodlivé plisobeni ROS, ale
spise zmény v regulaci jejich signalizace a v mechanismech udrzujicich je v biologicky

piijatelnych koncentracich .

1.1.1.2.  Mitochondrialni dysfunkce

Dal$im mechanismem, stojicim za starnutim organismd, je S vékem se zvysujici poskozeni

49,51

a dysfunkce mitochondrii . Mitochondrie zajistuji produkci energie skrze bunécné

dychani, Krebstv cyklus, glykolyzu a beta-oxidaci. Maji také roli v bunééné signalizaci nebo

5255 Mitochondrialni DNA je pomérné bohata na geny a koduje fadu

syntéze steroidll
faktorti dilezitych pro oxidativni fosforylaci a dal§i mitochondrialni procesy *°. Oviem
vykazuje né¢kolikanasobné vyssi miru mutaci oproti jaderné DNA v zavislosti na zivo¢isném
druhu . Mitochondrie sice disponuji podobnymi reparaénimi mechanismy jako bunééné
jadro a jejich polymeraza y ma rovnéz proofreadingovou aktivitu, avsak na druhou stranu
maji daleko vys8i miru replikace, coZ ma za nasledek castéjSi chybovost, kterou tyto
mechanismy nejsou schopné dostateéné pokryt. To je podpofeno 1 jiz zminénym silnym
oxidativnim prostiedim v mitochondriich, umisténim mtDNA v blizkosti vnitini membrany,
kde dochazi k produkci ROS, a nepfitomnosti protektivnich histonti v mtDNA 51:58-63,
Mnozstvi mitochondridlni mutaci a dysfunkcénich mitochondrii v tkanich pak koreluje se
stoupajicim vékem a je navazano na stafecké choroby 649°164 Bghem starnuti také dochazi
k poklesu biogeneze mitochondrii a k poklesu mitofagie (mechanismu odstranujiciho

poskozené mitochondrie) ® a diky tomu se zvysuje zastoupeni defektnich mitochondrii

V bunikach a tkanich.

Ztrata funk¢nosti a zvySend produkce ROS ale nemusi byt jedinym piispévkem mitochondrii
ke starnuti. V disledku poskozeni mtDNA vznikaji fragmenty, u nichZ byla pozorovéana
inkorporace do jaderné DNA. Mnozstvi téchto inkorporovanych fragmentli se navysuje

s pribyvajicim vékem, a dokonce koreluje s kratsi délkou Zivota 4% Toto vkladani se zda



byt regulované a do jisté miry nendhodné. Fragmenty mtDNA totiZ maji tendenci vyskytovat
se Vv oblastech bohatych na adenin a thymin, v oblastech otevieného chromatinu a
v pericentromerickych oblastech **™*, Fragmenty byvaji po vloZeni také ohranieny retro-
transpozibilnimi elementy, pomoci kterych dochazi k jejich pienosu do genovych sekvenci a
regulacnich oblasti, a tak i k poskozeni t&chto oblasti %72, Zarove jejich umisténi mfze mit

za nasledek i chromozomalni aneuploidie a ptestavby 497374,

1.1.1.3.  NaruSeni proteinové homeostdze

Starnuti je uzce spojeno se zvySujici se chybovosti v molekulach proteinti, doprovazené
sniZzenim specifity a aktivity mnoha enzymi, agregaci poskozenych proteinii a naslednou
toxicitou 77, Piivod téchto defekti je prevazné ve dvou riiznych procesech. Prvnim z nich
je translace, ktera je oproti DNA replikaci a transkripci mnohondsobn¢ nachylnéjsi ke vzniku
spontannich chyb 87, Tyto chyby mohou mit negativni dopad na skladani a funkci proteint
a ovlivnit tak i jejich pusobeni v dalSich bunéénych procesech souvisejicich se syntézou
proteinl a zpétnovazebné tak zplsobovat dal$i poSkozeni. Ptikladem je v€kové spojena
akumulace aberantnich DNA polymeraz a dalSich transkripénich komponentii vedouci
k chybam pii transkripcich a nasledné i translacich "°%% Dalsim procesem zpiisobujicim
proteinova poskozeni jsou neenzymatické modifikace. Sem patii vySe zminovana oxidace,
pusobici bud’ pfimo na aminokyselinové zbytky nebo jako dusledek reakce s vedlejSimi
produkty lipidické oxidace 8%, Druhym zastupcem téchto modifikaci je glykace, coz je
reakce karbohydratli, predevSim glukézy, s volnymi aminokyselinovymi zbytky proteind.
Je Gastou pii¢inou poskozeni tkani u lidi trpicich cukrovkou %% Produkty glykace se
nazyvaji Amadoriho produkty a jsou to velmi reaktivni latky, které mohou dale reagovat
s proteiny i lipidy a vytvaret takzvané pokrocilé produkty glykace (AGE), které poskozuji

buiiky diky svym oxidativnim a prozanétlivym vlastnostem 8388,

Proteinova poskozeni jsou casto ireverzibilni, a to zvlast ta vznikla oxidaci nebo
glykaci %! Hlavnim mechanismem bunék k odstranéni poskozenych proteinil je aktivita
proteinového komplexu zvaného proteasom. Ten rozpoznava posSkozené proteiny oznacené
pomoci ubiquitinace a nasledné je degraduje %24 Pokud ale nejsou tyto proteiny
proteasomem rozpoznany nebo je funkce tohoto proteolytického komplexu poskozena,

dochazi k jejich akumulaci v buiikach. Takovéto proteiny mohou dale oxidovat a vytvaret



kovalentni zesitovani s vedlejsSimi aldehydickymi produkty lipidické peroxidace.
Jejich zesitovani je schopno dospét az do faze takzvanych aggresomi. Aggreosomy jsou
velké hydrofobni a nerozpustné agregaty poskozenych a zesitovanych proteind, které jiz
neni mozné degradovat v proteazomu, a které puisobi toxicky viaci buiikam 899 Ve staii
lze pozorovat jejich nartistajici pocet a roli v fadé neurodegenerativnich onemocnéni 1%,
Zaroveti je bé&hem toho zaznamenavan i pokles v aktivité proteazomu %1% Experimentalni

zvyseni exprese &i aktivity proteazomu pak vede k prodlouzeni délky Zivota 10310,

Mezi dal$i mechanismy zabranujicim akumulaci proteinovych chyb v buiikach patii kontrola
sklddani proteinti (napf. pomoci chaperonti a proteint teplotniho Soku) %1% redukce

syntézy proteinti (napf. pomoci snizeni aktivity Insulin/TOR signalizace) 109110

, C1 autofagie
(odstranéni poskozenych bunéénych komponent) 1, Zmény v téchto procesech doprovazeji
proces starnuti 1127118 Spole¢né se syntézou a degradaci proteini jsou tyto mechanismy
soucasti komplexniho systému udrzujici v buiikdch proteinovou homeostazi, jejiz

dysregulace ¢i kolaps miize byt jednou z pii¢in senescence 119120,

1.1.1.4.  Akumulace somatickych mutaci a nestabilita genomu

Béhem postupujiciho zivota se v buitkach akumuluje velké mnoZstvi somatickych mutaci
a genetickych chyb. To mlZe ovlivnit funkci esencialni genli a transkripce, néasledné vést
k dal§im chybam, dysfunkci bunék a az k funkénimu selhani a smrti organismu 23124,
Nejvice patrné jsou tyto zmény V piipad¢ poskozeni kmenovych bun€k, protoze ty omezuji
dostate¢nou obnovu tkani 12126, Stabilitu DNA ohrozuji jak exogenni faktory ve formé
ionizujicich zafeni, ¢i chemickych mutagent, tak faktory endogenni, jako jsou chyby v DNA
replikaci nebo putsobeni ROS. Builky ovSem disponuji obsahlym systémem mnoha
opravnych mechanismi, které s velkou Gsp&snosti témto chybam zamezuji '2*'%’. Problém
nastava v ptipadé jejich nefunkénosti. DNA opravna kapacita koreluje s délkou Zivota 128,
defekty v opravnych mechanismech zptisobuji urychleni starnuti a doprovazeji syndromy

piekotného starnuti, napiiklad Werneriv syndrom 123129130,

Krom pfimych zmén ve struktuie DNA doprovazi starnuti i rozsdhlé zmény v epigenetickém
kédu. V arovni DNA dochazi k rozsdhlym hypomethylacim, ale i k hypermethylacim 31-1%3,
Hypomethylace krom zmén v regulacich genové exprese, muze vést i K aktivaci dfive

metylaci uml¢enych transpozibilnich elementi a umoznit jim tak projevit svlij genotoxicky
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potencidl. PFi¢emZ je znamo, Ze aktivita téchto elementll ve stafi naristd 3413,

Hypermethylované oblasti DNA jsou naopak transkripcné utlumeny a k tomu s ptibyvajicim
vékem dochézi naptiklad u regulaénich oblasti tumor supresorovych geni **1. Déle je znamo,
7e na projev starnuti maji vliv i nékteré histonové modifikace 3. Napiiklad zvysena exprese
fady histon deacetylaz ze skupiny sirtuini vede K prodlouzeni zivota u mysi
i bezobratlych 13142 Bghem starnuti také dochazi k prestavbam a redukci heterochromatinu
143144 S piibyvajicim vékem dochazi napiiklad ke snizeni mnoZstvi heterochromatinového
proteinu 1o **°. Tento protein byl u drozofily geneticky manipulovan, pfi¢emz pii ztraté jeho

funkce dochazelo ke zkraceni Zivota a naopak pii zvyseni exprese k prodlouzeni Zivota 14°.

1.1.15.  Zmeny v na zZiviny citlivych signalizacnich drahdach a vliv dietdrni restrikce

O dietarni restrikci (DR), tedy omezeném piijmu vSech ¢i nékterych Zzivin v potravé,
je znamo, ze u modelovych Zzivo¢ichti a mnoha dal$ich eukaryot zplsobuje prodlouzeni
zivota a zpomaleni starnuti 47153 Zda se, Ze efekt DR na organismus zprostiedkovavaji
bunécné signalizani drahy citlivé na hladiny Zivin, znichZ je fada evolu¢né velmi
konzervovana 418V ramci odpovédi na nutriéni stav tyto drahy reguluji mnoho
bunécénych pochodu jako je rust, proliferace, stresové odpovedi, oxidacni stres, energeticky
metabolismus a reprodukce, pticemz ke zménam v regulaci a aktivité téchto dochazi prave
pii procesu starnuti (podrobngéji dale v textu). Jednotlivé komponenty téchto drah spolu navic

Casto uzce interaguji (Obr. 1).
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Obr. 1: ZjednoduSeny model vztahu mezi na Ziviny citlivymi drahami s vlivem na starnuti: Dietarni
restrikce snizuje aktivitu Insulin/IGF 1 signalizaéni drahy, coz vede k poklesu aktivity fosfatidylinositol-3-
kinazy (PI3K) a k poklesu AKT a nasledné tak k inhibici mammalian targed of Rapamycin (mTOR)
a k aktivaci Forkhead Box O transkripéniho faktoru (FOXO), ktery dale inhibuje mTOR. Dochazi k poklesu
Vv syntéze proteint a proliferaci a jsou aktivovany geny s roli v proteinové homeostazi a rezistenci vii¢i stresu
s potlacujicim efektem na starnuti. Dietarni restrikce také stoji za zvySenymi hladinami adenosinmonofosfatu
(AMP) a redukovaného nikotinamid adenin dinukleotidu (NADY), kteti aktivuji AMP aktivovanou kinazu
(AMPK) a sirtuiny (Sirt). Mezi AMPK a sirtuiny dochazi k vzajemné stimulaci. AMPK putsobi inhibi¢né
namTOR. AMPK i Sirt aktivuji FOXO a zarovei i stimuluji prolifera¢né aktivovany koaktivator receptoru
gama la (PGCla), ktery také koaktivuje FOXO. V dusledku toho jsou spustény exprese antioxidacnich
enzymu, drahy sroli v autofagii a mitofagii a dalSi metabolické drahy s potlacujicim vlivem na starnuti.

Obrazek a informace v popisku pfevzaty a upraveny z Pignatti et al. 2020 a z Lopez-Otin et al. 2013 159160,

Kostrou a klicovym komponentem odpovédi na ziviny se zda byt Insulin/IGF signalni draha
(11S). Ta zacina sekreci inzulinovych peptidi v odpovédi na piijem potravy, pfedev§im na
glukozu, ale i1 nckteré aminokyseliny. Jejich navazanim na ptislusné receptory dojde
k aktivaci IIS drahy, ktera pusobi piedevSsim zvySenim bunécného rustu, proliferace

161-166  Tento efekt je vykonan pievazné aktivaci Vv draze nize

a anabolické produkce
umisténého mTORC1 komplexu (vice dale v textu). Genetické manipulace vicero
komponentti IIS drahy, vedouci ke snizeni jeji aktivity, zplisobuji prodlouzeni Zivota
modelovych organismi 67174, Stejné tak dietni restrikce a hladovéni stoji za niZsi aktivitou
IIS drahy 7178 QOvsem i pfirozené starnuti je doprovazeno poklesem ¢&innosti IIS drahy,
coz by mohla byt reakce organismu na stresové podminky systematického posSkozeni
vznikajiciho v priabehu Zivota, protoze omezeny bunétny rist a mira metabolismu vede
179180 Mutace této drdhy také zp@sobuji

7

k niz$i generaci dalSich poskozeni a chyb



sterilitu 167168181 '3 to by mohlo vysvétlovat pokles v reprodukci béhem kalorické restrikce
1182 To spole¢né s faktem, ze IIS draha také snizuje kapacitu opravnych mechanism@ bunék
skrze inhibici FOXO proteinti (vice o nich dale v textu), déla z této signalizace skvélého
kandidata na jeden z mechanismu u¢inkujicich v teoriich starnuti, jako jsou antagonisticka

pleiotropie a postradatelné soma (viz. kapitola Evolu¢ni teorie starnuti).

Mammalian targed of Rapamycin (mTOR) je serin/threoninova kinaza figurujici ve dvou
proteinovych komplexech mTORC1 a mTORC2, které jsou soucasti 1IS drahy 8. Znamé
jsou predevsim vlastnosti prvniho komplexu. Ten krom toho, ze je aktivovan insulinovou
signalizaci, 1 samostatné reaguje na hladiny aminokyselin a né¢kterych jednoduchych cukrt
v organismu &8 Podporuje bunéény rist, proliferaci a snad vétsinu aspekti anabolismu
jako je syntéza proteinii a lipogeneze 183187192  Stimuluje glykolyzu, ale snizuje aktivitu
ostatnich katabolickych drah 193197, Také potlacuje autofagii a tvorbu lysozomd, ¢imz tedy
negativné ovliviiuje udrzeni proteostaze %8202, Jeho aktivita se snizuje pii DR a jeho
inhibice m4 podobné efekty jako DR 22297, Genetické a farmakologické snizeni aktivity

mTOR stoji za vys§i délkou Zivota modelovych organismi 208213,

Forkhead Box O transkrip¢ni faktory (FOXO) hraji velkou roli v ptezivani a délce Zivota
organismu Vv reakci na stresové podminky a nedostatek zivin. D&je se to formou autofagie,
rezistenci na stres, zastavenim bun&cného cyklu, potlatenim zanétu, produkei antioxidantt,
aktivaci DNA opravnych mechanismi, mitochondriogenezi a katabolickymi pochody, jako
je glykogenolyza a prechod z glykolyzy na oxidaci mastnych kyselin 1°214-22° \/eskrze jsou
to tedy pochody znamé pro sviyj pozitivni dopad na zdravi a délku Zivota. FOXO jsou také

komponentem IIS drahy, ve které dochazi k jejich inhibici 226227,

O sirtuinech a jejich vlivu na epigenetiku bylo psano jiz v ptechozi podkapitole. Tyto
deacetylazy se ovSem také ucastni odpovédi na Ziviny. Konkrétn€ jsou aktivovany za stavu
vysoké koncentrace redukovaného nikotinamid adenin dinukleotidu (NAD™), coz znamena
v situaci nedostatku energie b&hem hladovéni ¢i fyzické namahy 22820 Krom vlivu
na epigenom svoji deacetylani aktivitou ovliviiuji velké mnozstvi enzymu zapojenych
jak do katabolismu, tak do anabolismu, oxida¢niho stresu, zanétu, autofagie a mitofagie,
oprav DNA a obecné do stavu, ktery pfispiva k preziti bungk 231245, Jejich aktivita a vliv na
zminéné bundéné pochody jsou propojeny se zdravym staiim a dlouhovékosti 13°246-249

Deacetylaci také umoziiuji aktivitu FOXO proteina 2°02%1,



Podobn¢ jako sirtuiny pak na nizké stavy energie reaguje i AMP aktivovana kinaza (AMPK).
Ta ovsem na misto NAD* odpovida na vysoké koncentrace adenosinmonofosfatu (AMP) 1*.
Obdobn¢ jako FOXO proteiny stimuluje katabolické procesy a upozaduje anabolické
procesy, a to predev§im tvorbu mastnych kyselin, triglyceridi a cholesterolti 2°22%3, Také
inhibuje aktivitu TORC1 2°* a naopak fosforylaci aktivuje FOXO proteiny, skrze které
inhibuje prozanétlivy transkripéni faktor NF-xB . Navic md zpétnovazebny vztah se
Sirtuinem 1, ve kterém si oba komponenty navzajem podporuji svou aktivitu 222%, Aktivace

AMPK zpuisobuje prodlouZeni Zivota u modelovych organismi 2°/?%8,

1.1.1.6.  Zmeny v aktivite imunitniho systéemu a zanétlivé odpovedi

Starnuti doprovazi i1 dysregulace homeostdze imunitniho systému a zanétlivych odpovédi,
Casto nazyvana imunosenescence. Dochazi k poklesu obranyschopnosti vici patogentim
pomoci nespecifické i adaptivni imunity, snizuje se produkce protilatek, zvySuje se pomér
pamétovych bun€k oproti naivnim (tedy se snizuje schopnost adaptovat imunitu na nové
patogeny), imunitni buniky ztraceji schopnost fagocytozy, zhorsuje se hojeni ran a zvysuje se
pravdépodobnost vzniku autoimunity 2°°29, Naopak se ve vys§im véku mnohdy vytvaii
chronicky zanét, ktery poSkozuje tkan¢ a organy a doprovazi rozvoj nemoci, jako je diabetes
druhého typu, ateroskleréza, nemoci jater, obezita nebo revmatoidni artritida 2/,
Receptory spoustéjici zanétlivou signalizaci jsou aktivovany kontaktem s molekulami
virového a bakteridlniho pliivodu, ale také molekulami vlastniho téla, které jsou poskozené
nebo chybné lokalizované 268276278 Proto ke vzniku chronického zanétu ve staii mize
dochdzet vlivem akumulace tkanového poskozeni, neschopnosti imunitniho systému zcela
zbavovat télo patogeni a hostitelskych bunék, nebo defektem v autofagii >’*. Senescentni
buiiky jsou také zndmé pro sviij sklon produkovat prozanétlivé cytokiny 2’°. Vznik zdnétu
pak vede k aktivaci dalSich prozanétlivych drah a k nartstajici produkci interleukint, faktord

271,280

nadorové nekrozy a interferont Béhem starnuti se napiiklad zvySuje aktivita

prozanétlivého transkripéniho faktoru NF-xB 281282

. Zanét je ve stafi také vyvolavan
zvysenym pifjmem zivin 28?2 Davod mize byt jednak v plisobeni dfive jiz zmifiovanych
na ziviny citlivych bunétnych drah na pro- i proti-zanétlivé reakce (vizte piedchozi
podkapitolu) a jednak ve vlastnostech prozanétlivych receptoru. Ty patii mezi patern

rozeznavajici receptory a maji pravdépodobné spole¢nou evoluc¢ni historii s receptory zivin.



285-294 3 7aroven

Proto nékteré¢ z nich, naptiklad Toll-like receptory, reaguji i na slozky zivin
nékteré chemosenzorické receptory vyvolavaji zanétlivé reakce 2°°2%, Také slozeni stfevni
mikroflory mé velky vliv na imunitu a zanétlivé reakce a zmény ve slozeni stfevnich
mikroorganismit pak u velmi starych lidi koreluji s nartstem koncentraci prozanétlivych

cytoking 298300,

Imunosenescence se vyskytuje u obratlovci i bezobratlych, a to navzdory odliSnostem
Vv komplexité¢ jejich imunitnich systému, protoze bezobratli zcela postradaji adaptivni
imunitu %%, Pro nalezeni spole¢nych proménnych mezi obratlovci a bezobratlymi srovnavali
ve studii Fabianetal. 2021 zname geny s pleiotropnimi G¢inky na imunitu a starnuti u
Clovéka a tii modelovych organismi — Mus musculus, Caenorhaabditis eledgans
a Drosophila melanogaster %2, Mezi nimi identifikovali celkem 7 konzervovanych signalni
drah, a to Insulin/TOR signalizaci, tii MAPK (ERK, p38 a JNK), JAK/STAT, TGF-B, a NF-
kB drahy. Nutno podotknou, Ze ne vSechny jsou spolecné pro vSechny ¢tyfi druhy zaroven a
jejich efekty na imunitu a starnuti jsou casto zavislé na kontextu, jako typ tkéné€, pohlavi,

nebo druh patogenu.

1.1.2. Evolu¢ni teorie

Nejznamé;jsi evolucni teorie starnuti vychazeji ze spolecného predpokladu slabé sily selekce
v postreprodukénim véku jedince 3%33%, Pfestavme si nestarnouci populaci s neménici se
mirou reprodukce a vnéj$i (na véku nezdvislé) mortality napfic¢ vSemi vékovymi skupinami.
Nov€ vznikajici mutace se Skodlivym vlivem na fitness, tedy na schopnost prezivani
a reprodukce, budou z populace selekéné odstranény mnohem diive a ucinnéji, pokud se
projevuji jiz v nizkém véku. Naopak ty projevujici se ve véku vysSim jsou Castéji predavany
na potomky a selekci tak unikaji. V prub&hu generaci se pak hromadi a vytvafeji senescentni
populaci, ve které jsou jiz pred piirodnim vybérem skryté, protoze se naplno projevuji
az v postreprodukénim véku °3%43% Pryni teorii vychazejici ztohoto modelu je teorie

nahromadéni mutaci 3%,

V ni je senescence dusledkem mnoha Skodlivych mutaci,
které samostatn¢ ovliviiuji fitness jen mirné a diky tomu unikaji selek¢nimu tlaku. Jejich

nahromadény efekt se pak ukazuje az ve vyssim véku.

Dalsi z téchto teorii je antagonistické pleiotropie 3%. Pokud je gen schopen ovliviiovat vice

nez jeden znak, je oznacovan jako pleiotropni 3. Rozdilné u¢inky genu se pak mohou
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projevovat v odlisnych ¢asovych obdobich, to znamena v rtiznych vékovych ¢&i vyvojovych
stadiich. Navic efekty genu mohou byt protichtidné (antagonistické). Tato teorie pak tika, ze
objevi-li se v populaci mutace zvyhodnujici fitness organismu v pribéhu mladi, ale se
Skodlivym efektem postupné se projevujicim ve vys$Sim véku, je tato mutace v populaci
selekéné ukotvena, protoze u mladé generace zvysi reprodukéni uspéSnost, zatimco jeji
negativni pisobeni ve stafi je skryto pred ptirodnim vybérem.

V teorii postradatelného soma je pak predmétem zajmu ,,trade-off* (kompromis) v alokaci
energie mezi mechanismy udrzujici funkénost somatickych bunék a reprodukci 30°3%,
ProtoZe zdroje energie nejsou neomezené, organismy se musi rozhodnout, zda vice investuji
do udrzby svého téla, a tim pravdépodobné i vyssi délky Zivota, nebo tyto zdroje presméruji
do svého reprodukéniho potencialu a zvysi tak svoji tspésnost v predani genetické informace
do dalSich generaci. Jestlize je pteziti druhu v jeho prostiedi nejisté, miize vyssi investice
do rozmnozovani poskytnout oproti dlouhovékosti vyssi selekéni vyhodu %831, Tato teorie
byva povazovéna za rozSifeni antagonistické pleiotropie, protoze ve vysledku mluvi o sad¢
pleiotropnich gend piesouvajicich metabolickou energii od udrzby somatickych bunék
na reprodukéni pochody 3. Zaroven ladi s fenoménem ,,cost of reproduction” (poplatek
za reprodukci), ktery je znamy u mnoha zivocichi, a popisuje fakt, kdy organismy s nizsi

mirou rozmnozovéani maji del§i Zivotnost a naopak 303312313,

Specialni podskupinou evolucnich teorii jsou pak takzvané programové teorie starnuti.
Zatimco vySe zminéné evoluéni a neevolucni teorie popisuji starnuti jako disledek
nahromadéni defekth a nepfiznivych mutaci v organismu z divodu nedostatecné sily
pfirodniho vybéru ¢i plsobeni opacnych selekénich sil, programové teorie piimo
predpokladaji, ze je senescence selekéné zvyhodiiovdna a omezend délka zZivota je evolu¢ni

314315 Hlavni otazkou tedy je, co je tou evoluéni vyhodou? Vétsina dosavadnich

vyhodou
teorii by se dala shrnout tak, ze starnuti je jakysi altruisticky plan, ktery V prostoroveé
strukturovanych populacich zajistuje odstranéni jedinca v postreprodukéni fazi zivota. Diky
tomu nedochazi ke kompetici o zdroje s jejich potomstvem a zvySuje se generacni obrat,
jehoz vysledkem je urychleni evoluce a zvySend schopnost populace adaptovat se
na podminky prostiedi 334316320 Tento program by pak mohl byt vykonavan pfimo

,senescentnimi** geny pfitomnymi v genomu 32,

Byla publikovana ftada c¢lankt a studii, argumentujicich ve prospéch neevolu¢nich

¢i evoluénich, programovych ¢i neprogramovych teorii 16:7:309314:315322-324 ' 7 iejich zavérh
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se lze dovtipit, ze zatim nebyla definovdna zadna teorie, kterd by zvladla samostatné
vysvétlit veskeré znamé charakteristiky starnuti. Mnozstvi z nich je ale schopno interpretovat
dil¢i procesy senescence. Proto se do budoucna nabizi otdzka, zda neni potieba vytvorit
jakousi unifikovanou teorii starnuti. Ta by brala v potaz poznatky teorii ptfedchozich
a na misto obhajovani pravdivosti jednotlivych pohledii na véc, se mezi jednotlivymi

teoriemi snazila najit konsenzus 32°32°,

1.2. Eusocialita a termiti

1.2.1. Definice eusociality a znamy eusocialni hmyz

Eusocialita je brana za nejvyssi troven sociality a vétSinou je definovana tfemi nésledujicimi
pravidly: 1) dospéli jedinci téhoz druhu spolupracuji v péci o potomstvo; 2) dochdzi
k piekryvu nejméné dvou dospélych generaci; 3) existuje reprodukéni délba prace

za pfitomnosti vice ¢ méné neplodnych jedinch 330331

Takova definice muize byt
pro ptedstaveni si eusocidlnich spolecenstev ponékud strohd, proto jejich podoba bude
Vv nasledujicich odstavcich popsana podrobnéji, a to pfedevsim s piihlédnutim k eusocialnim

zastupcum z tfidy hmyzu (Insecta).

Reprodukéni délba prace je primarnim kastovnim rozdélenim eusocidlnich spoleCenstev
na zakladé schopnosti rozmnozovat se, a to tedy na kastu reprodukéni a kastu nereprodukéni.
Reprodukéni kasta je vétSinou zastoupena jednim ¢i nékolika mélo jedinci, nazyvanymi
kralovny a krélové. V pfipadé tuspéSného zalozeni kolonie, je hlavnim poslanim
reproduk¢nich jedinct produkce potomkd, tedy udrzovani a navySovani poctu ¢lent hnizda.
K tomu jsou vybaveni vysokou plodnosti, kdy naptiklad zastupci z fad eusocidlniho hmyzu
produkuji tisice a vice vajicek denné. Naopak, jedinci nereprodukcni kasty se docasné
¢1 upln€ vzdavaji schopnosti sami se rozmnozovat ve prospech kasty reprodukéni, S tim,
ze kooperativné piebiraji pé¢i o potomstvo a dalsi prace dilezité pro preziti kolonie, jako je
obrana pted predatory a kompetici, obstarani potravy nebo stavba hnizda. Proto jsou
oznacovani jako dé€lnici ¢i pomocnici. Mezi délniky pak miize dochazet k dalsi de€lbé prace,
pricemz vznikaji skupiny se specializovanym chovanim ¢i morfologickymi a fyziologickymi
vlastnostmi, zaméfenymi na konkrétni tikoly, nap¥. obranu. 33%-34, S ohledem na to, se zde

vyskytuje dal§i jev, ktery je pro eusocidlni druhy typicky, a tim je polyfénismus.
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Polyfénismus je specifickym typem fenotypové plasticity, béhem které tentyz genotyp mize
dat vzniknout fenotypové odlisnym jedinciim 330341342 vegkeré ¢innosti vykonavané kolonii
jsou navic piesné organizované a koordinované. Komunikace probihajici mezi c¢leny
spolecenstvi ma vicero podob, at’ uz vizualnich, napt. v podob¢ vcelich taneckt, zvukovych,
jako naptiklad vibra¢ni signaly termitd, ale predevS§im chemickych ve formé

feromont 34334,

Z evolucniho pohledu je zajimavy altruismus spojeny s nereprodukénimi kastami. Dé€lnici se
totiz omezenim svého reprodukéniho potencialu, nebo az svou Gplnou sterilitou, vzdavaji své
vlastni fitness a naopak svou péci podporuji fitness reprodukénich jedinct. To je navic
podpoifeno zvySenym rizikem mortality pii obrané hnizda nebo praci mimo né&j a celkovou
vlastnosti déInikéi nékterych druhfl se sebeobétovat ve prospéch celku 35! Evoluéni
opodstatnéni vzniku pomocného chovani a altruismu u délnika, které je jednou z pficin
vzniku eusocialnich spolecenstvi, se v souc¢asné dobé pokousi vysvétlit dva hlavni teoretické
proudy. Jeden z nich vyuziva koncepti pfibuzenského vybéru (kin selection) a inkluzivni
fitness. Zjednodusené feceno, ptibuznost mezi jedinci znamend, ze sdileji ¢ast své genetické
informace (v priméru 50 % mezi sourozenci a 25 % s jejich potomky), ¢imz mize jedincova
fitness narGst i nepfimo vlivem reprodukéniho uspéchu jeho piibuznych, ktefi predaji jim
spolecné alely do dalSi generace. V pfipadég, Ze je vlastni reprodukce spojena s vysokymi
riziky (nebezpe¢i predace pti disperzi, energetickda naro¢nost zakladani vlastniho hnizda
a samostatné péce o potomky, apod.), miize napomahani ptibuznym jedincim zvysit jejich
fitness, a tim 1 vlastni nepfimou fitness, kterad se stane vyznamnéjS$i nez ta pifima.
Ve vysledku to vede az ke vzniku altruismu a v dusledku toho 1 eusocidlniho
spoledenstvi 347348352355 yelkou roli miize mit tento princip u haplodiploidnich druhd,
jako jsou eusocialni zastupci fadu blanok¥idlych (Hymenoptera), kde je piibuznost mezi
jedinci jestd vyssi (az 75 % mezi sourozenci a 37,5 % k potomkim sourozencii) 3533,
Druhy z proudt se pak zaméfuje na roli skupinové selekce (group selection) a mutualismu
v ptivodu altruismu. Opét zjednoduSené, jednotlivci jsou soucasti vétsSiho celku, skupiny,
ve které spolu kooperuji, protoze spoluprace zvySuje jejich individualni fitness.
Zaroven fitness kazdého z nich je soucasti fitness celé skupiny. Takovéto skupiny si pak
mohou konkurovat mezi sebou. Alely stojici za eusocialitou a vznikem altruistickych
vlastnosti pak mohou zvyhodiovat fitness celé¢ skupiny i pfes to, Ze snizuji piimou fitness
jedinctd, ve kterych jsou exprimované. Tato teorie pak fika, Ze selekce neucinkuje jen

na urovni jedince, ale 1 na trovni skupiny jako celku. V disledku toho miize vést k zvySeni
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frekvenci eusocialnich alel ve skupiné, které celou skupinu kompeti¢né zvyhodnuji
a zpisobit tak vznik eusocidlnich spoledenstvi 333346357361 " 7a5tanci jednoho & druhého
proudou pfichazeji s dikazy pro podpofeni ¢i vyvraceni jedné z teorii, ale prozatim
neexistuje obecnd shoda na tom, ktery ztéchto proudi ma vétsi vliv na vznik altruismu

a eusociality 348:355:357.362

V ramci hmyzu dnes zname nékolik malo eusocialnich druhti mezi msicemi (fad Hemiptera,
Seled” Aphididae) 3334 tiasnénkami (fad Thysanoptera) 3% a u brouka Austroplatypus
incompertus (fad Coleoptera) 3%°. Nejvétsi pozornosti se ale dostava fadu blanokiidlych
(Hymenoptera), ktery zastupuje fada druhG véel a vos (Celedi Apidae, Halictidae a
Vespidae) %735 a téméf viechny druhy mravenct (Seled” Formicidae) 3. K eusocialnim
hmyzim druh@im dale patii vSechny druhy termitd (podiad lsoptera, ¥ad Blattodea) 37°.
Eusocialni vlastnosti vedly k obrovské ekologické tispé$nosti danych druhtt a dominanci nad
solitérnimi a subsocialnimi druhy v oblastech jejich vyskytu. Napf. samotni mravenci
a termiti tvofi piiblizné jen 2 % druhové diverzity hmyzu, pficemz ale zaujimaji vice nez

polovinu hmyzi biomasy na svéte 333371,

1.2.2. Termiti (Isoptera)

Infrafad Isoptera neboli termiti jsou monofyletickou skupinou spadajici do fadu Blattodea
neboli $vabi. Vznikli pravdépodobné 130-150 miliond let nazpét ve spodni kiidé nebo
svrchni jufe, a to s nejveétsi pravdépodobnosti ze subsocialnich $vabich predkl hnizdicich
a stravujicich se v dfevéném materidlu. Ti byli ziejmé podobni dnesnimu rodu Cryptocercus,
coz jsou dfevni §vabi, fylogeneticky uréeni jako sesterskd skupina termita 372737,
Termiti jsou tedy eusocialnimi §vaby a pravdépodobné fylogeneticky nejstarSi eusocialni
hmyz. Dnes zname okolo 3000 termitich druhti rozélenénych do 9 soucasnych cCeledi
(Obr.2) 32, zg&ehoz viechny ziji eusocialné. Vykytuji se ve vsech terestrialnich
ekosystémech krom Antarktidy a dalich chladnych oblasti. Jejich ekologicka dominance je
patrna piedev§im v oblastech tropt 3’®. Primarné se termiti stravuji dfevem a jinymi zdroji
celulozy. K jejimu traveni jim napomahaji mutualistické stievni mikroorganismy. Podle
jejich sloZeni také byvaji déleni na nizsi termity, ktefi k trdveni krom bakterii vyuZivaji
377-380

I protista, a na vyssi termity, jejichz stfeva obsahuji pouze mutualistické bakterie

Do vyssich termiti spada jen jedna odvozena ¢eled’ Termitidae, ktera ovSem zahrnuje okolo
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70 % z druhové diverzity termitli 372, Protoze po vylihnuti termitich larev nejsou tito
symbionti v jejich télech pfitomni a po kazdém svlékani navic dochazi k jejich ztraté,
predavaji si je termiti mezi sebou pomoci proktodealni trofalaxe, tedy vzdjemnym krmenim
vykaly. To by spole¢né s allogroomingem (vzajemnym se C¢iSténim) mohlo byt jednou

Z predispozic termitii ke vzniku eusociality 31384,

Termiti jsou hemimetabolni hmyz. Na rozdil od holometabolnich hymenopter jsou tedy
jejich larvy ptedobrazem télniho planu dospélct, ke kterému se postupné piiblizuji skrze
nékolik instarti ohrani¢enych svlékanim kutikuly. Larvy se také stavaji castecné nezavislé jiz
vV brzké fazi vyvoje, coz u mnoho druhli termiti umoziuje stit se d€lniky jiz b&hem
nedospélé faze Zivota, zatimco v ptipadé blanokiidlych jsou vsichni délnici dospélci 8387,
Termiti jsou vyhradné diploidni organizmy, coZ je jejich dalsi rozdil oproti haplodiploidnim
blanokiidlym. Diky tomu nemaji jasné genetické rozdily mezi samci a samicemi, zatimco

u hymenopter jsou samci haploidni a samice diploidni 3%,

Termité také disponuji komplexnim kastovnim systémem, jehoZz pochopeni muze

komplikovat i pon¢kud slozita terminologie k popisu kast pouzivana.
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Obr. 2: ZjednoduSeny fylogeneticky strom s vyznafenymi typy hnizdéni a prFitomnosti (+)
¢i nepFitomnosti (-) pravé kasty délniki. Uvedena je také sesterskd skupina §vabu Cryptocercidae.
OP — termiti sidlici v jednom kusu — hnizdo slouZi jako tkryt a zarovei jako zdroj potravy. MP — termiti sidlici
v mnoha kusech — rozsituji sva hnizda pomoci podzemnich chodeb do dal$ich mist. CP — centralné hnizdici
termiti — hnizdo oddéleno od zdroje potravy. ? u Stylotermitidae znaci nejistotu v typu hnizdéni a pfitomnosti
pravych délnikd 3%, Po pravé strané je vyznadeno rozdéleni na vy38i niz§i termity na zakladé piitomnosti
symbiotickych protist ve stievech. Obrazek pievzat z Korb a Hartfelder 2008 a upraven podle fylogenetického

stromu z Hellemans et al. 2021 340.3%,

1.2.2.1.  Kastovni systém termitd, ndvaznost na styl hnizdéni a kastovni determinace

Pro termity je typicky vyvoj rozdéleny do dvou linii (Obr. 3), v kterych se projevuje kiidelni
dimorfismus 340:372385391-3% v/ sexialni (nékdy nazyvané nymfalni) linii vznika z larvalnich
instarti nymfa. Ta také prochazi nékolikero instary, béhem nichz se postupné vyviji kiidelni
pupence a po poslednim svlékani vznikd okiidleny dospélec, takzvany alat. Alati opoustéji
hnizdo pfi snubnich letech, pafi se, shazuji kiidla (dealati) a s partnery zakladaji nové
kolonie, v nichz vystupuji jako primarni reproduktivci. Druha vyvojova linie se pak nazyva

apterickd, protoze vni nedochdzi ke vzniku kiidel, a kterd je rozdélena na jedince
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reproduktivni (tzv. neoteniky) a nereproduktivni (vojaci a délnici). Neotenici na rozdil
od alatti nemaji gradualni vyvoj pfes nymfalni instary, ale mohou vzniknout z jakéhokoliv
stadia (krom stadia vojaku), a to po 3. larvalnim instaru béhem jednoho svlékani, v jehoz
prabéhu se jim vyvijeji gonady. V porovnani S alaty jsou neotenici bez kiidel, kutikula je
mén¢ sklerotizovana a vétSinou nemaji slozené oci. Mohou nahrazovat chybéjici primérni
reproduktivce nebo slouzit jako pomocni reproduktivci k tém stavajicim. Primarné tedy
neopoustéji hnizdo (vyjimky jsou uvedeny dale v textu). U vyssich termiti se podle puvodu
oznacuji bud’ jako nymfoidi (vyvijeji se z né¢jakého nymfalniho instaru) nebo jako ergatoidi
(vyvijeji se z délnikl). V apterické linii pak vznikaji dvé nereprodukéni kasty, a to vojaci
a délnici. Pfitomnost vojaka je pro termity monofyleticka, vojaci se totiz vyskytuji ve vSech
druzich termitd, a to az na vyjimky, kde byli ziejm¢ sekundarné ztraceni. Z larev se vyvijeji
béhem dvou svlékani s mezistupném takzvaného bilého vojaka (pre-soldier). Vzdy jsou
sterilni a v mnoha termitich druzich jsou tak jedinou cCisté altruistickou kastou. Zajistuji
obranu hnizda pred vnitro- i vné-druhovymi kompetitory ¢i predatory. K tomu jsou
morfologicky vybaveni obrovskymi mandibulami nebo obranymi zlazami. ZvétSené Celisti
Jim v mnoha ptipadech zabranuji samostatné¢ se nakrmit, a tak jsou odkazani na pomoc

ostatnich ¢lenu kolonie.

Tento rozvétveny vyvoj se ale mezi termitimi celedémi 1iSi ve své plasticité, protoze
k determinaci, zda se jedinec bude vyvijet apterickou nebo sexudlni cestou, dochazi
v odlisnych fazich vyvoje (Obr. 3) 353% To se pak odrazi predev§im v p¥itomnosti pravé
kasty délniki. Celedi Stolotermitdae, Archotermopsidae, Kalotermitidae, pravdépodobné
Stylotermitidae, né¢ktefi Rhinotermitidae (rody Prorhinotermes a Termitogeton)
a Serritermitidae nemaji brzce udany vyvoj a vétSina ¢lend jejich kolonii jsou takzvani
falesni délnici (Obr. 3A) 359:389.3913923%63%8 Talesni délnici jsou nazyvani proto, Ze nejsou
findlnim vyvojovym stadiem jako pravi dé€lnici ostatnich Celedi, ale jsou skupinou velkych
nedospélctl, sloZzenou z vicero pozdnich larvéalnich instard. Zachovéavaji si totipotenci
a na zakladé enviromentalnich podnéti (vizte nize) se z nich mohou vyvijet jak sterilni
vojaci, tak reproduk¢ni neotenici a skrze nymfalni stadia 1 disperze schopni alati. Plasticita je
také podpoiena moznosti regresivniho svlékani z nymfélnich instarG zpét do larvélnich.
Takovi jedinci se pak nazyvaji pseudergati 3%. Zajimavé je, Ze zminéné termiti celedé maji
krom falesnych délnikt i spoleény zpiisob Zivota. Radi se totiz do skupiny v jednom kusu
hnizdicich termiti (one-piece nesting - OP) 340400 Tyto druhy si vytvaieji méné pocetndjsi

hnizda (stovky az tisice jedinct) uvnitt jednoho kusu dieva, které jim zaroven slouzi jako
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zdroj potravy. Krom alatii neopoustéji clenové kolonie hnizdo a existence kolonie je zavisla
na bohatosti osidleného zdroje. Pti jeho vyCerpani kolonie zanika. Tomu ale pfedchazi nahlé
navyseni poétu alati a jejich disperze 4% Ovsem jsou zde vyjimky, kdy napiiklad
u nékterych druha Prorhinotermes dochazi pfi snizujicim se mnozstvi zasob k vyhledavani
novych zdroji v okoli a pfesunu ¢asti kolonie spolecné s neoteniky (takzvanému puceni
kolonif) do nového hnizda %%, Plasticita kolonie, zajisténa pfitomnosti falesnych délnikd,
tak zajistuje rychlou odpovéd kolonii na nepfiznivé zmény prostiedi 4*+4%. Zaroveri to ale
znamend, ze faleSni dé€lnici nejsou plné altruisticka kasta, protoze si zachovavaji svij
reprodukéni potencidl. Maji vysoké ptimé fitness v disledku moznosti zdédit jiz zavedené
hnizdo nahrazenim primarnich reproduktivci jako neotenici. Do té doby zbyte¢né neriskuji
opousténim hnizda a jen v pfipad¢ hrozby jeho zaniku se Sifi ve formé alath nebo jako
neotenici pucenim kolonie. Takovéto chovani mize mit plivod v opozdéné disperzi
ancestralnich subsocialnich druhd, zijicich podobnym zptisobem jako tito difevo osidlujici

termiti 496407,

V ramci Celedi Mastotermitdae, Hodotermitidae, vétsiny Rhinotermitidae (krom rodu
Prorhinotermes a Termitogeton) a Termitidae pak jiz mluvime o pravych délnicich
(Obr. 3B) 340391392 Dyeterminace vyvojové linie je totiz zajisténa jiz ve vajicku nebo velmi
brzo bé¢hem larvéalniho vyvoje. Larvy tedy uz maji doptedu definovano, zda budou prochazet
nymfalnim vyvojem na alaty, nebo apterickym vyvojem na délniky a vojaky. Uz zde
nedochazi k pfepnuti vyvoje z ,,délnika* na nymfu a naopak. AvSak vétSina téchto druht si,
az na vyjimky, zachovava moznost tvorby neotenikti, budto znymf anebo z pravych
délnikti. Zminéné celedi opét krom typu délnikti sdileji podobnost ve stylu Zivota.
Mastotermitidae, vétsina Rhinotermitidae a néktefi Termitidae patii mezi takzvané v moha
kusech hnizdici termity (multiple-piece nesting - MP) 3*%4%_Ti pomoci podzemnich chodeb
rozsifuji svoje hnizda do dalSich mist a existence kolonie tak neni zavisld na jednom
omezeném zdroji. Hodotermitidae a vétSina Termitidae jsou pak skupinou centralné
hnizdicich termitii (central-piece nesting - CP) 3404 Tj zase vytvateji slozita hnizda, ¢asto
ve form¢ hlinénych nadzemnich ¢asti, kterd jsou oddélena od zdroji potravy. Délnici obou
skupin vykazuji €lenitéjsi délbu prace, staraji se 0 plod a reproduktivce, podileji se na stavbé
hnizda, nebo vyhleddvaji potravu mimo hnizdo. Spravny chod celé kolonie je tak na jejich
¢innosti vice zavisly, nez je v ptipadé OP. Zvysené riziko imrti pfi aktivitich mimo hnizdo a
vys$$i pomocné chovani vici ostatnim cleniim kolonie, spole¢né s faktem, Ze pravi dé€lnici,

oproti t¢ém faleSnym, maji daleko mensi reprodukcni potencial a v nékterych ptipadech jsou
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zcela sterilni, znamend, ze tézi daleko vice z nepifimé fitness oproti té piimé a jsou dalsi
opravdu altruistickou kastou vedle vojakdi 384498499 Jejich ptitomnost je tedy znakem

komplexnéjsi eusociality téchto &eledi, pfiblizujici je do faze jakéhosi superorganismu 419,

Co ma ale vliv na kastovni determinaci termiti a jejich reprodukcni délbu prace? Zda se,
ze nejvetsi dopad maji interakce jedinct a celych kolonii s prostfedim. Pomérné zastoupeni
kast je u termitd ovlivnéno sezonou a zménami v teplotaich *%#4 Také, jiz zminéna
dostupnost a kvalita potravy nebo zdravi kolonie maji vliv na kastovni diferenciaci,
napiiklad na vyssi produkei alatii nebo diferenciaci vojakt 401402414415 Obrovsky vliv maji
ale 1 socidlni interakce uvniti kolonie. Pfitomnost reprodukénich jedincti mé pozitivni vliv

416419 Celkova velikost kolonie

navojaky a naopak negativni vliv na neoteniky
pak pozitivné ovliviiuje jak pocet vojaki, tak alatd 402417420424 Nnozstvi vojakli negativné
ovliviiuje vyvoj dalsich vojakt #1%4%. Sprostfedkovatelem téchto socialnich interakci je
ziejm¢ chemicka komunikace, v c¢ele s feromony, informujici jedince o stavu celého
spolecenstva 42642° U termitli konkrétné ma velky vliv i proktodealni trofalaxe, b&hem které
jsou pravdépodobné piredavany ruzné stimulanty ¢i inhibitory s vlivem na kastovni

diferenciaci #1743, Naptiklad vojaci jsou pfednostné krmeni primarnimi reproduktivci 43,

Nejvétsi donofi trofolaxe se velmi &asto stavaji nymfami a naopak 402417

Enviromentalni kastovni determinace je ziejma v pfipad€ Celedi s plastickym vyvojem.
Naopak u celedi, kde je kastovni determinace, zvlasté, co se moZznosti reprodukce tyce,
urcena jiz v brzké fazi vyvoje, existuje piredpoklad, Ze prostiedi neni jedinym tcastnicim se
mechanismem. Hlavné vyzkumy na druzich zrodu Reticulitermes (Rhinotermitidae)
nasv&dcuji pritomnosti genetické kastovni determinace, ¢i vlivu epigenetiky a parentalniho

imprintingu 432437,
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Obr. 3: Rozvétveny vyvoj termitii a odliSnosti v jeho plasticité: A. Vice plasticky vyvoj s pozdni
determinaci kasty jedince, typicky pro v jednom kusu hnizdici termity. Funkci d€lnikt zastupuji pozdni instary
larev (falesni délnici), které si zachovavaji moznost jak nymfalniho vyvoje na okfidlené reproduktivce,
tak apterického V}'lvoje na Vojéky nebo neotenické reproduktivce. Navic muze dochazek kregresivnim
Sipkami). B. Méné plasticky vyvoj s determinaci kasty jedince jiz ve stadiu vajicka, typicky pro v mnoha
kusech hnizdici termity a centrdlné hnizdici termity. Larvy jiz maji pfedem urceno linii vyvoje,
kterou nemtizou opustit, a to bud’to nymfalni nebo apterickou. Nedochazi zde k regresivnim svlékanim z nymfy
na larvu. Stale mohou vznikat neoteniGti reproduktivci jak z nymf (nymfoidi) tak z délnikd (ergatoidi).

Zdroj termitich ilustraci shutterstock.com.
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Dulezitym molekuldrnim mechanismem regulujicim kastovni diferenciaci je endokrinni
kontrola. Juvenilni hormon (JH) spolu s ekdyzonem jsou klicovymi hormonélnimi faktory,
které u holo — i hemimetabolniho hmyzu fidi svlékani larvalnich i nymfalnich stadii

a metamorfozu 438441

. Ov8em eusocialni hmyz pievzal roli signalizace JH i do fizeni
kastovni diferenciace. Hladiny a produkce JH vykazuji typické vzorce béhem vyvoje
a zivota jednotlivych termitich kast 424442446 Titry JH hormonu odpovidaji na vy$e zminéné
enviromentalni vlivy, jako je teplota, strava a socialni sloZeni kolonie #13414424:444,447448
Zda se, ze mezi jedinci je pfi interakcich a trofalaxi pfedavan i samotny JH nebo jeho
inhibitory #3144 Kastovné typické zmény JH jsou doprovidzeny zménami v mechanismech,
se kterymi JH interaguje, a to i zpétnovazebné. Témi jsou napiiklad aktivita corpora
allata #?%, exprese a hladiny vitellogenint #42444449451 © cvtochromi P450 4°0:452-455
allostatinl *®, JH vazebnych proteinti *°"4%® hexamerinii “***%3 nebo aktivita 11S/TOR
signaliza¢nich drah !, K tomu navic nékteré z téchto na JH navazanych mechanismii, jako
jsou allostatiny a IIS/TOR drahy, samy osob¢ interaguji s vlivy vnéjSiho prostredi (konkrétné
V jejich ptipadé s potravou — vizte vise) 644%, Vliv zminénych mechanismi na délbu prace

a kastovni diferenciaci je dobfe popsany i u véel a mravenci #6472,

1.3.  Starnuti u socialniho hmyzu

Mezi reprodukénimi a nereprodukénimi kastami eusocidlniho hmyzu existuji obrovské
rozdily v délce zZivota. Kralovny (a u termiti kralové) se dozivaji i 20 let a vice, zatimco
délnici ¢i vojaci umiraji obvykle v fadu tydnd. A to i pies to, Ze vSichni ¢lenové kolonie maji
stejné genetické pozadi **#7. Krom toho je pro vétsinu Zivota reproduktivci typicka
i obrovska plodnost, ktera vzhledem k jejich dlouhovékosti odporuje jiz zminovanému
fenoménu cost of reproduction. Zd4d se tedy, Ze u eusociadlnich druhi nedochazi
ke kompromisu mezi dlouhovékosti a fertilitou, alespon tedy vtom smyslu, vjakém je
piitomen u solitérnich druhi 47>478480 V&tsina studii dlouhovékosti je paradoxné provadéna
na kratkovékych rychle se mnozicich modelovych organismech jako Drosophila
melanogaster a mys domaci (Mus musculus) #8484 Eusocialni zivo¢ichové se ale diky vyse

zminénym vlastnostem zdaji byt vhodnéjSimi kandidaty pro tyto vyzkumy.

Fylogenetické studie potvrzuji, ze je socialita pfimo svazana se vznikem dlouhovékosti.

Eusocialni hmyz totiz vykazuje az 100ndsobny narist v délce Zivota oproti solitérné zijicim
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druhlim, a to i k druhiim blizce pfibuznym, které znazoriiuji pfechod ze solitérnosti
k socialité 4">48 Hlavnim diivodem tohoto nériistu se z evoluéniho pohledu jevi byt zmény
ve vnéj$i mortalité. Jak jiz bylo feeno diive v rdmci evolucnich teorii starnuti, vysoka vng¢jsi
mortalita, pisobici jiz od brzké faze reprodukéniho 7Zivota, zpisobuje vznik
kratkovekosti 30031148 Primarni reproduktivci eusocialnich druhti jsou oviem obrovskému
riziku umrti vystaveni jen v pocatku jejich dospélého Zivota, béhem disperze a nasledného
zakladani novych kolonii. To se ale odehrava jesté¢ pred zahajenim jejich reprodukce.
Dalsi reproduk¢ni jedince navic produkuji az v pozdéjsi dobé, kdy je prekonana kiehka faze
zaCinajici kolonie. Pfirodni vybér tak na né pusobi teprve v dob¢, kdy vyuzivaji benefiti
hnizda, ve form¢ ochrany pied predaci, kolektivni imunity vici patogentim a parazitim,
stabilniho prostfedi a péce od nereprodukénich kast, které u nich snizuji vliv vnéj$i mortality
na minimum. Rizika spojena hlavné s obranou hnizda a ¢innostmi vykonavanymi mimo jeho
bezpeci na sebe naopak piebiraji délnici a vojaci, tedy kasty v porovnani s reprodukénimi
kratkoveké 338474475485487-489 " Dikazem pro to mize byt rozdil v délce Zivota malych
a velkych délnikt nékterych druhli mravenct. Velci délnici se v ramci délby prace vystavuji
vysSim rizikim vnéj$i mortality oproti malym délnikiim a odrézi se to i v jejich kratsi
pramérné délce zZivota. Ta je zachovana i v pifipad¢ laboratornich chovli zbavenych vnéjsi
mortality “*°. Podobny piipad je i u mraven¢ich druhd, kde se reprodukéni kasty piilis nelisi
v morfologii a velikosti téla od té nereprodukéni (Casto partenogeneticky mnozici se druhy).
Opét, vyssi riziko vnéjs$i mortality je u nereprodukcnich jedincii spojené s krats$i délkou
zivota v porovnani s reprodukujicimi se jedinci, a to i v laboratornich podminkach 49492,

Tyto poznatky koreluji s teorii postradatelného soma, kdy dusledkem vysoké wvnéjsi

cvwr

na délku Zivota vétsi vliv nez velikost téla, reprodukce a genotyp 305311,

Vliv by ale mohla mit také jiZ zminovana piibuzenskd selekce a nepiima fitness.

v

Pro nereprodukéni kasty se stdva vzhledem k prostiedi vyhodnéjsi investovat své zdroje do

reprodukéniho tspéchu svych piibuznych, v tomhle pfipadé kraloven a kral 352353:355:370493

Je tedy pro ob¢ skupiny diilezité, aby si reproduktivci udrzeli vysokou plodnost po dlouhou
dobu. Disledky muzeme pozorovat v ptipadé poklesu fertility kraloven, kdy jsou tyto
krélovny casto nereprodukénimi kastami zabijeny a nahrazovany mladymi, protoZe snizuji

493,494

nepiimé fitness zbytku kolonie . Nartstajici podil nepfimé fitness u nereprodukénich

kast pak doprovazi i navySujici se komplexitu sociality kolonii — tedy jejich velikost a

souvisejici nartst v sofistikovanosti délby prace a tedy i specializaci ¢lenti kolonie 4894954%,
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Analyza desitek hmyzich druhti s rozdilnou mirou sociality pak ukdzala, ze se zvySujici se
velikosti kolonie nartistd i rozdil v délce zivota mezi nereprodukénimi a reprodukénimi
kastami a to i mezi blizce pfibuznymi druhy “®. P¥ikladem mtZou byt nékteré druhy
mravencl a termitli, tvofici malé kolonie z né¢kolika stovek totipotentnich délnikt. Ti maji
stale moznost stat se reprodukénimi jedinci a zachovavaji si tedy vysokou pfimou fitness.
Soucasné v mensi mife vykonavaji prace mimo bezpe¢i hnizda, a tak se vyhybaji vn&jsi

mortalite 384489,

Oboji miize mit dasledek v jejich, mozna piekvapivé, délce doziti
az nékolika let *%’. Naopak délnici eusocialnich druht, s koloniemi &itaji i nékolik miliont
jedinct, maji zpravidla velmi omezeny reprodukéni potencial, ¢i byvaji zcela sterilni. Jejich
spoleCenstva vyzaduji sofistikovanéjsi délbu prace a délnici ¢asto vykonavaji rizikové prace
mimo hnizdo. Spoléhaji tedy &isté na nepiimou fitness a podléhaji vnéjsi mortalite 384489,
To se odrazi v kratké délce Zivota, vétsinou nékolika tydni *%8. Da se fici, Ze s nartstajici
komplexitou se kolonie stava superorganismem, kde ve shod¢ s teorii postradatelného soma
nereproduk¢ni kasty piebiraji funkci nahraditelnych bunék somatické linie a reprodukéni
kasty roli zarodecné linie. Kwvili efektivité celého celku je pak vyhodné investovat méné
omezenych zdroji do mechanisml udrzujicich funkcénost organismu nereprodukéniho

jedince, oproti tém reprodukénim #104%,

Zkoumany jsou samoziejm¢ i1 mechanistické divody starnuti. Stejné jako je znamo
u solitérnich organismi, tak i u eusocialniho hmyzu je senescence urychlovana oxidativnim
stresem 4%9-%01 Styudie na eusocidlnich druzich se pak zaméiuji na hledani rozdila v expresi
¢1 aktivit€¢ antioxidaCnich enzymi a v mife karbonylace proteini mezi reprodukénimi
a nereprodukénimi kastami v pribéhu jejich starnuti. Z jejich vysledki 1ze usoudit, Ze mezi
jednotlivymi druhy neexistuje jednotny vzorec téchto zmén, krom snad SODI1, kterd se vice
exprimuje u dé¢lnikii, a peroxiredoxinu 3 (Prx3), ktery se vice exprimuje u starych
jedinct 479990502508 ' Tyto rozdily ale mohou byt i tkafové specifické. Ackoliv exprese
antioxidantli v somatickych tkanich kraloven véely medonosné (Apis mellifera) s vékem
oproti délnicim obecné klesaji, v okoli a uvniti spermatéky jsou navySené a v tukové tkani
atrofocytech s vékem nartistaji ziejmé v odpovédi na narfistajici hladinu ROS 59951,
U kraloven je také pozorovan nartist v podilu peroxidaci odolnych mononenasycenych

mastnych kyselin v membranach *7.

Z termitiho pohledu na véc miZeme zminit poznatky
hlavné okolo dvou zastupci. U délnika Cryptotermes secundus (Kalotermitidae OP) dochazi
oproti kralovndm k mensimu nartistu karbonylace proteinti a zvySeni exprese antioxidant

jako je katalaza (Cat) a SODI, které naopak u kraloven klesaji. AvSak kralovny maji
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zvednuté exprese 2 glutathion-S-transferaz °92°%, Pii stresovych podminkéch byla u délnikt
navic pozorovana siln&j$i antioxidacni odpovéd’ °'2. U obou Kast se projevuje s vékem
spojeny narust v aktivit¢ imunity, coz u kraloven mize mit negativni nasledky ve spojeni

56 Staré kralovny Reticulitermes speratus

sniz§i obranou proti oxida¢nimu stresu
(Rhinotermitidae M+\P) vykazuji oproti délnikiim velmi vysoké exprese Cat a Prx. Exprese
SOD (vicero typt) jsou mezi kastami stejné, ale aktivita je vyssi u reproduktivet. Kralovny
maji také méné oxidativné poskozené proteiny, lipidy i DNA 3514, Z porovnani téchto dvou
druhti by se tedy dalo usoudit, ze totipotentni d€lnici v porovnani s reproduk¢énimi kastami

investuji vice do obrany proti oxida¢nimu stresu. Divod by mohl byt opét jejich moznost

stat se reproduktivci a tedy potfeba udrzovat své soma.

Dalsi vyzkumy se u eusocialniho hmyzu zaobiraly roli genti starajicich se o stabilitu genomu
a opravu DNA. U kraloven mravence Lasius niger dochazi béhem starnuti k vy$Simu
naristu gentl spojenych s DNA opravami, nez je tomu u délnikt °*°. U dlouhovékych kralt
termita R. speratus byla zaznamenéna vysoka exprese genu BRCA1 v tukové tkani °1°. Jeho
produkt ma roli v opravé DNA, syntéze microRNA, signalizaci antioxidantii a homologni
rekombinaci °7°1%, Krom BRCA1 je Vv reprodukénich tkanich krali zvySend i exprese
dalsich DNA reparaénich genti °. Reproduktivci C.secundus ukazuji s vékem spojeny
pokles v expresi proteinti dilezitych pro opravu DNA a stabilitu genomu. V ptipadé délnikt
k tomuto poklesu také dochdzi, zdd se, ze viak mirngji °. Navic maji ve stafi vysoké
hladiny transkriptl n¢kolikero serin/threonin kindz ATR, které se ucastni koordinace oprav
DNA, bun&éného cyklu a zajisténi stability telomer 2?2 Krilovny a kralové se k tomu
ve vy$$im véku potykaji s nartistem aktivity transpozibilnich element a poklesem exprese
genu tuto aktivitu potlacujicich, s roli v piwi RNA syntéze a RNA interferenci. U délniki je
tomu naopak °%°2, Naopak Macrotermes bellicosus (Termitidae CP) ma tyto trendy
v aktivité¢ a supresi transpozibilnich elementii mezi reprodukénimi a nereprodukénimi
kastami zcela opacné *%. To vie opét nasvédéuje trendu zminéného u oxidacniho stresu,
tedy, ze faleSni dé€lnici OP termitich druhti kvili zachovalému reprodukénimu potencialu

investuji vice do udrzby svého téla.

V souvislosti s kompromisem mezi reprodukci a dlouhovekosti jsou u eusocialniho hmyzu
asi nejvice zkoumany JH signalizace a vitellogeniny (Vg). JH krom jiz zminované role
vV metamorféze a kastovni diferenciaci ma 1 vliv na reprodukci, hlavné skrze zvySovani

524-528

produkce Zloutkovych proteini a prekurzorit vajecného zloutku Vg Ovsem

U modelovych organismt je zndm i jeho negativni pleiotropni efekt na dlouhovékost,
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rezistenci vi¢i stresu a imunitu 107924529530 K tomu je jeho exprese podporovana skrze
na ziviny citlivou IIS/TOR signalizaci, kterd, jak jiz bylo fe¢eno, ma také na dlouhovékost
Skodlivy vliv 3952452953L532 " 71mingné komponenty tak dohromady, zda se, tvoii jakousi
centralni sit’ ovladajici, spolecné sna ni navazanymi efektory, kompromis mezi
dlouhovékosti a plodnosti u hmyzu °2°265%_To by odpovidalo i znamému faktu, e hladiny
JH a aktivita IIS stoupaji u starnoucich d€lnic v¢ely medonosné a jsou spojeny s jejich
pirechodem z mladusek na létavky vykonavajici praci mimo ul. Zaroven se udrzuji velmi
nizké béhem zivota vceli kralovny. Naopak hladiny Vg se, jak u d¢lnic, tak u kraloven,
vyskytuji v opaéném trendu oproti JH, tedy Snejvétsi expresi u kraloven 3°335%
Navic se podle vyzkumii také provedenych na vcelach zda, ze ma Vg antioxidacni G¢inky
apozitivni vliv na imunitu a mnozstvi hemocyt v hemolymfé 495 Diky témto
vlastnostem by tak mohl mit i podporujici vliv na dlouhovékost, pfi¢emz odtrzeni jeho
exprese od pro zdravé stafi Skodlivého vlivu JH se pak jevi jako adaptace vcely medonosné a
nékterych mravenct °26°335% Nicméné u termitii a snad i u mnoha mravencii je exprese Vg
stile vazana na JH 442528538 Existuje ale predpoklad, ze TOR/IIS-JH sit’ i u nich musi byt
néjak pozménéna, tak, aby vysvétlovala absenci ,cost of reproduction® 526,
Ovsem Linetal. 2021 pomoci transkripénich analyz charakterizovali tyto drahy pro
kralovny termita C. secundus a jejich vysledky zminény ptedpoklad nijak nepodpotily 42,
Korb et al. 2021 pak provedli komparativni transkriptomickou analyzu mezi mladymi
a starymi jedinci jak délnikd, tak kraloven ¢i krall u Sesti eusocialnich druhtli z fad termitd,
vcel a mravencil. Pfi¢emz se opét zamétovali na TOR/IIS-JH sit’ a jeji vliv na kompromis

reprodukce/dlouhovékost 23,

Jeji vliv na tento kompromis potvrdili. Ukézalo se,
ze paradoxn¢é ke zméndm v expresich dochéazi relativné maélo mezi hornimi komponenty
téchto drah (geny IIS a TOR signalizaci) a Ze mezi nejvice diferencidlné exprimované
transkripty patii jeji dolni komponenty (JH signalizace) a cilové geny (jako napiiklad Vg
a yellow proteiny). Silny signal projevily i1 nékteré geny spojené se somatickou udrzbou,
zapojené zvlasté do imunity, obrany proti oxidativnimu stresu a detoxifikace. U fady téchto

gend je pak znamo, ze jsou transkripénimi cili pravé TOR/ISS a JH signalizace.
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Obr. 4: Termit Prorhinotermes Simplex a jeho vyvejova stadia. (Popsano z leva doprava) A. Vajicka,
larvalni stadia 1-3 a falesny délnik. B. Bily vojak (pre-soldier), vojak prvni den po svlékani a zraly vojak
s viditelnou sklerotizaci a pigmentaci kutikuly. C. Mladi neotenici (Samice a samec) ptiblizné tyden po svleku a

zrali neotenicCi (samice a samec) s vyrazn&jsi pigmentaci kutikuly. Obrazek pievzat z Jehlik 2017 5,

1.4.  Prorhinotermes simplex (Rhinotermitidae: Prorhinotermitinae)

Rod Prorhinotermes obsahuje 20 zndmych druhd °*. Ty maji pfedevsim ostrovni rozsiteni
v indo-pacifické oblasti a Karibském mofi. V ramci pevniny se vyskytuji na pobiezi Floridy,
Kostariky a severni Australie. Prorhinotermes simplex konkrétné osidluje pobiezi
jihovychodni Floridy, severni Kubu, Jamajku a Puerto Rico >*%**!, Vytvati si malé kolonie
o0 velikosti né€kolika malo tisic jedinci v naplavenych a vlhkych kusech dieva, jejichz
velikosti a kvalitou je Zivot kolonie limitovan. Oproti ostatnim OP termitim je u rodu
Prorhinotermes zdokumentovano vyhledavani novych kust dieva vojaky v okoli hnizda,
do kterych se pii nedostatku zdroji v hnizdé pfesunou neotenici s ¢asti délnika 4%, Stejné

jako ostatni OP termiti maji plasticky vyvoj a kastovni diferenciaci za piitomnosti
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totipotentnich falesnych dé&lnikG (Obr. 3a, 4) >!°%, Délnici a vojaci se doZivaji zhruba
4 roky. Primarni reproduktivci se dozivaji pfiblizn€ 10 az 12 let, ale je zaznamendno i staii
19 let. Neotenicti reproduktivei se po své diferenciaci z délniki dozivaji nejméné dalSich

5 let >4,

2. Cil prace

Cilem prace je analyzovat diferencialni genovou expresi u termita druhu Prorhinotermes
simplex, a to za vyuziti termitich jedinci zastupujicich nereproduk¢ni kratkoveéké a
reprodukéni dlouhovéké kasty a jedinct odlisného staii. Ugelem analyzy je identifikace gent
a skupin genli podobnych vlastnosti, jejichz funkce by mohla vysvétlovat rozdily

V o¢ekavané délce zivota mezi témito kastami.

3. Metody

3.1.  Odbéry vzorki kast termitt

Vzorky byly ziskany z laboratornich kolonii termita Prorhinotermes simplex na fakulté
lesnické a dievaiské Ceské zemédélské univerzity v Praze. Pro sekvenaci bylo pouZito
celkem 10 ,,falesnych®“ d€lnik (D) blize neuréeného stafi, 10 neotenickych krala starSich
jednoho roku (SK) a 7 nové indukovanych neotenickych krala starych maximalné 1 tyden
(MK). Z divodu vyhnuti se kontaminaci stfevnimi symbionty byla provedena pitva vzorku,
pfi které doslo k odstranéni stfevni trubice. Veskery zbytek tkani byl zamrazen v tekutém

dusiku a uchovévan pfi teploté -80 °C do dalSiho zpracovani.

27



3.2. Izolace celkové RNA

RNA byla izolovana z jednotlivych zmrazenych vzorkii pomoci kitu Nucleospin® RNA
(Machery-Nagel) a k nému ptiloZzenému protokolu pro izolaci ze zvifecich tkani. Na konci
postupu byla pro kazdy vzorek ziskana RNA rozpusténa v 40 ul RNase-free H.O (Machery-
Nagel). Jeji koncentrace a kvalita byla ovéfena pomoci spektrofotometru (Thermo
Scientific™ NanoDrop™ 2000 Spectrophotometer). Do dal§iho zpracovani byla RNA
uchovavana pii -80 °C. Vzorky celkové RNA byly na suchém ledu odeslany do Centralni
laboratofe Genomika ve Stfedoevropském technologickém institutu (CEITEC) (Brno,

Ceska republika) pro jejich sekvenaci.

3.3.  Piiprava RNA-seq knihovny a jeji sekvenace (pro tvorbu referencniho transkriptomu)

Z RNA vzorki byla odstranéna ribosomalni RNA pomoci kitu RiboCop rRNA Depletion Kit
V1.2 (Lexogen). Transkriptomické knihovny byly pfipravené za pouziti kitu NEBNext®
Ultra™ 11 Directional RNA Library Prep Kit for Illumina® (NEB) a jejich kvalita byla
zanalyzovana pouZzitim kitu Qubit dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen) a pfistroje Agilent
High Sensitivity D1000 ScreenTape System (Agilent Technologies). Multiplexované
knihovny byly sekvenované na pfistroji [llumina® NextSeq™ 500 Sequencing System za
pouziti kitu NextSeq™ 500/550 High Output v2 kit (lllumina) (pair-end ready, délka
151 para bazi).

3.4. De-novo sestaveni a anotace referencniho transkriptomu

Vystupni soubory sekvenace byly demultiplexovany a piekonvertovany z Bcl formatu
na Fastq format pomoci néstroje bcl2fastq Conversion Software (v2.20.0.422, Illumina)
pro vyvolavani bazi. Kvalita hrubych readl byla zkontrolovand skrze néstroj
FastQC (v0.11.8) °%. V ramci piedzpracovani byly ready podrobeny trimmingu (odstranéni
adaptéri a kvalitativni ofez) pomoci nastroje Trimmomatic (v0.36) °* a korekci

sekvena¢nich chyb nastrojem Rcorrector (v1.0.4) **. K sestaveni transkriptomu doslo
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za vyuziti nastroje Trinity (v2.8.5) a to ve dvou bézich s riznymi délkami K-mera (21 a 25),
kvili optimalizaci vysledki, tak jak je doporudeno autory Trinity °*. Dil¢i sestavené
transkriptomy byly spojeny a klastrovany na zdkladé podobnosti mezi nukleotidy
aaminokyselinami pomoci nastroje  EvidentialGene toolset (v2017.12.21) %,
Kvalita ziskaného setu transkripti byla stanovena pomoci mapovani hrubych readt na
transkripty skrze nastroj Bowtie (v1.3.0) *° a také jejich srovnanim se specifickymi
databazemi evolu¢né konzervovanych ortolognich genii pouzitim nastroje BUSCO (v3.0.2)
%1 Pouzité byli databaze pro tiidu hmyz (Insecta), kmen &lenovei (Arthropoda) a #si
zivocichové (Metazoa) (verze odb9). Anotace transkriptomu byla provedena pomoci nastroji
Transcoder v5.5.0 *°2 a Tritonate v3.2.1 >3 a to na zdklad& nejlepsich vysledk hled4ni
podobnych sekvenci (hranice pro hodnotu E < 0,05) v databazi UniProt (Swiss-Prot,
verze 2019_07) >** pomoci programu Blast (v2.9.0) % a v databazi proteinovych rodin
Pfam (verze 33.1) °°® pomoci programu HMMER (v3.2.1) **’. Pomoci néstroje Transcoder
byly také identifikovany pravdépodobné kodujici sekvence na zékladé¢ délky jejich
otevien¢ho ctecitho ramce (ORF). Nakonec byla kvantifikovdana abundance vyslednych

) 558

transkriptll skrze nastroj Salmon (v0.13.1 . V8echny vysledky a statistiky byly

zpracovany skrze nastroj MultiQC do jednoho kompaktniho HTML reportu °%°.

3.5.  Piiprava Quant-seq knihoven a jejich sekvenace (pro analyzu diferencidlni exprese)

500ng celkové RNA zkazdého vzorku poslouzilo jako vstup pro ptipravu sekvenacnich
knihovny za pouziti kitu QuantSeq FWD 3’mRNA Library Prep Kit (Lexogen),
ktery pro knihovnu selektuje sekvence obsahujici polyadenylované 3 konce. Ve zkratce byla
RNA ptepsana do cDNA pomoci oligodT primeru (FS1). Kvili minimalizaci tvorby
necilenych produkt byl pouzit polovi¢ni objem primeru oproti instrukcim poskytovanych
vyrobcem. Po syntéze prvniho cDNA vldkna a odstranéni RNA nasledovala syntéza
druhého vlédkna za vyuziti UMI Second Strand Synthesis Mix (UUS), ktery obsahuje
unikatni molekularni identifikatory (UMI). Ty v naslednych analyzach umoziuji detekci
a odstranéni PCR duplikatti. Nakonec byly sekvenacni knihovny vytvofené pomoci PCR
a kitu i5 6 nt Unique Dual Indexing Add-on Kit (Lexogen). Kvalita a kvantita knihoven byla
determinovana skrze ptistroj Fragment Analyser a kit DNF-474 High Sensitivity NGD
Fragment Analysis Kit (Agilent Technologies) a kit QuantiFluor® dsDNA systém
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(Promega). Nakonec byly knihovny sekvenovany na pfistroji Illumina® NextSeq™

500 Sequencing Systém (single-end ready, 75 parti bazi dlouhé).

3.6.  Primarni analyza Quant-seq dat

Vystupni soubory sekvenace byly demultiplexovany a piekonvertovany z Bcl forméatu
na Fastq formdt pomoci nastroje bcl2fastq Conversion Software (v2.20.0.422, Illumina)
pro vyvolavani bazi. Nasledovala extrakce 6 nt dlouhych UMI (pouzité k deduplikaci
alignovanych readd, vizte dale). Kvalita hrubych read byla determinovana skrze nastroj
FastQC (v0.11.8) °%. V ramci predzpracovani byly ready podrobeny trimmingu pomoci
néstroje Seqtk (v1.3-r106) °% (odstranéni 6 nt dlouhych barcode sekvenci z Lexogen Unique
Dual Indexing Add-on kitu) a pomoci néstroje Trimmomatic (v0.36) ** (odstranéni adaptérii
a kvalitativni ofez). Také doslo ke kategorizaci readii na zékladé jejich ptivodu za pouziti
néstroje BioBloomTools (v2.3.4) *®1, jejim cilem je kontrola kontaminace vzork(. Nésledng
byly vytvoreny alignmenty readl s referencnim transkriptomem pomoci nastroje STAR
(v2.7.3a) %2, Namapované ready byly deduplikovany pomoci UMI-tools (v1.0.1) 5%,
Alignmenty podstoupily nékolikero kontrol kvality pomoci nastrojii Samtools (v1.5) °%,
Picard (v2.18.29) %% a Subread (v1.6.4) °°®. Nakonec doslo ke kvantifikaci namapovanych
readii skrze Subread funkci featureCounts %’ a také skrze nastroj RSEM (v1.3.1) 568
VSechny vysledky a statistiky byly zpracovany skrze néstroj MultiQC do jednoho
kompaktniho HTML reportu **°.

3.7.  Analyza diferencialni exprese

Diferencialni genova exprese byla vypocCitdina pomoci Bioconductor balicku
DESeq?2 (v1.20.0) °%°. Jako zéklad pro vypocet poslouzily vysledné gene-counts (poéty readii
mapované na jednotlivé transkripty zreferencniho transkriptomu) paralelné¢ jak
z featureCounts tak z RSEM. Statistické zhodnoceni (p-hodnoty) bylo provedené pomoci
Wald testu a pro korekci vicendsobného testovani byl pouzit false discovery rate (FDR)
pristup. Geny (transkripty) byly vyhodnocené jako diferencialné¢ exprimované (DEG) pokud
spliovaly néasledujici podminky: baseMean pokryti > 20 (pramérny pocet readi
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namapovanych na transkript); log2fold-change > 1,5849 nebo < -1,5849 (dvojkovy
logaritmus pomérné zmény v expresy); FDR < 0,05. Pro vizualni ovéfeni, zda se jednotlivé
skupiny vzorkt (SK, MK a D) od sebe v expresich dostate¢né 1isi a vzorky jedné skupiny
jsou si dostate¢né¢ podobné, byla pomoci Bioconductor balicku pcaExplorer (v2.20.2)

provedena Principle component analyza (PCA) a jeji vysledky vyneseny do grafu °°.

3.8.  Funk¢ni anotace diferencialni exprimovanych gent a jejich enrichment

K diferencialné exprimovanym genlim a genlim pivodniho datasetu genové exprese, které se
podafilo anotovat v databazi UniProt (Swiss-Prot, verze 2019 _07) >°*, byly z této databaze
prifazeny i ptislusné genové ontologie (GO). Geny ptivodniho datasetu genové exprese byly
pouzity jako pozadi. Analyza obohaceni (enrichmentu) byla provedena pomoci funkce
enricher v bali¢ku clusterProfiler (v.4.4.4.) °"*. Nadmérné zastoupeni (enrichment) termind

bylo uré¢eno pomoci Fisherovo exaktniho testu a naslednou korekci pro FDR.

3.9.  Konstrukce vazené genové koexpresni sit¢ (WGCNA) a jeji vizualizace

K vytvoteni genové koexpresni sit€¢ byl pouzit balicek WGCNA (v1.71) pro program R
(v4.2.1) 52, Vyuzity byly pfislusné protokoly pro tuto metodu °’%. Z piivodniho datasetu
genové exprese obsahujiciho surové ready byly odstranény geny s velkym poctem
chybéjicich hodnot (ve vzorcich neexprimované) a také geny, jejichz primérna exprese byla
mensi nez 15 transkriptli ve vice neZ 75 % vzorkd. Pomoci principle component analyzy
(PCA) a hierarchického shlukovani byly identifikovany vzorky s odlehlymi hodnotami
(outlier samples) a z datasetu také vyjmuty. K tomu byly vyuzity funkce prcomp (bali¢ek
stats v4.2.1) a hclust (bali¢ek fastcluster v1.2.3) >4, Témito zasahy doslo k odstranéni ruchu
na pozadi. Nasledovala normalizace poctu readi metodou stabilizace varianci pomoci funkce
vst z bali¢ku DESeq2 (v1.36) °¢°. Pied konstrukci WGCNA bylo potieba uréit tzv. mékkou
prahovou hodnotu (soft-tresholding power) neboli hodnotu B. Ta slouzi k modifikaci
genovych korelaci v matici sousednosti tak, aby se pfiblizily k prahové hodnoté a zaroven
doslo k odstranéni ruchu na pozadi. Musi byt ovSem vybrana takova hodnota, kterd po
aplikaci spliiuje podminku tvorby sité s bezSkalovou topologii. Pro jeji vybér byla pouzita
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WGCNA funkce pickSoftTreshold. Zvolena hodnota 3 a upraveny dataset pak byly pouzity
k automatickému  sestaveni  koexpresnich  moduli  pomoci WGCNA  funkce
blockwiseModules, ktera je vhodna k analyze datasetti velkych rozméra. Ve funkci bylo
pouzito zékladni nastaveni krom nésledujicich: mergeCutHeight, neboli hranice pro slouceni
dvou modulti, byla nastavena na 0,25; networkType, tedy typ sité, byl zvolen signed hybrid,
pro replikovatelnost byl randomSeed nastaven na 1234. Obecné Se béhem sestavovani
WGCNA nejprve spocita matice sousednosti (adjacency matrix) pomoci Pearsonovi korelace
mezi vSemi pary genl napii¢ vzorky. Z ni je pak vypocitana matice topologickych presahti
(Topological overlap matrix TOM) °°. Hodnoty v TOM reprezentuji miru propojenosti mezi
geny a shlukovanim gent s vysokym topologickym piesahem se vytvaieji moduly. Ty byly
identifikovany z dendrogramu pomoci funkce cutreeHybrid (bali¢ek dynamicTreeCut v1.63-
1) 5. Blizce korelované moduly byly slou¢eny dohromady pomoci WGCNA funkce
mergeCloseModules. Genové sité vybranych moduld byly nakonec vizualizovany pomoci

programu Cytoscape (v3.9.1) >77.

3.10. Korelace modulil a znakti, vypocet vlastnosti genové sité a jejich korelace

Z vysledkit WGCNA analyzy byly ziskdny hodnoty modul eigengene (ME), tedy prvni
hlavni komponenty (principal components) kazdého modulu °°. Ty byly pouzity pro
vypocet korelace mezi moduly a znaky stary kral (SK), mlady kral (MK) a dé¢lnik (D)
pomoci Pearsonovy korelace, a ta statisticky vyhodnocena pomoci Studentova t-testu.
Vizualizace v podobé heatmapy byla provedena pomoci funkce CorLevelPlot (balicek
CorLevelPlot v0.99.0) 578,

Genova signifikace (GS) je definovana jako korelace mezi jednotlivymi geny a znakem,

a definuje tedy dilezitost daného genu k danému znaku °7

. Spocitana byla pomoci
Pearsonovy korelace mezi normalizovanymi hodnotami genové exprese a danym znakem
a statisticky vyhodnocena pomoci Studentova t-testu. Intramodularni konektivita (K.in) je
hodnota znazorfujici miru propojenosti/koexprese gent ur¢itého modulu K ostatnim geniim
stejného modulu °”°. Spo¢itana byla jako soudet sousednosti (adjacenci) skrze viechny geny
v dané siti (modulu). K jejimu vyhodnoceni poslouzila funkce intramodularConnectivity

balicku WGCNA. Modul membership (MM) je definovano jako korelace mezi profilem

genové exprese a modul eigengene. M¢éfi miru prisluSnosti daného genu k danému modulu
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aje vypocitana pro vSechny geny, nehledé na jejich originalni ptislusnost k modulu. Tato
hodnota ma velmi blizko k K.in. Geny s vysokou K.in disponuji vétsinou i vysokou MM
u daného modulu °73. Spocitana byla jako Pearsonova korelace mezi normalizovanymi
hodnotami genové exprese a ME a statisticky zhodnocena pomoci Studentova T-testu.
Korelace mezi hodnotami GS, K.in a ME byla spocitana a vizualizovana pomoci WGCNA
funkce verboseScatterplot. Pouzita byla Pearsonova korelace a statistické zhodnoceni

pomoci Studentova t-testu.

Pro urceni geni, které patii do top 5% gent s jak nevyssimi hodnotami GS tak i K.in a MM,

byly sestaveny Vennovy diagramy pomoci balicku VennDiagram (v1.7.3) °7°.

Profil genové exprese vybranych modult byl vytvofen a vizualizovan pomoci funkce
Heatmap balicku ComplexHeatmap (v2.12.1) %%, Vstupem byly normalizované hodnoty

genové exprese transformované na standardizované skore (Z-skore).

3.11. Funk¢ni anotace modultl a jejich enrichment

Funkéni anotace moduld pomoci genovych ontologii (GO), KEGG pathway a UniProt
Keywords (UP-KW) a jejich nasledné obohaceni (enrichment) bylo provedeno pomoci
webového nastroje Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery
(DAVID) %8, Jako pozadi byly pouzity viechny geny z piivodniho datasetu genové exprese.
Nadmérné zastoupeni (enrichment) termint bylo uréeno pomoci Fisherovo exaktniho testu

a naslednou korekci pro false discovery rate (FDR).
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4. Vysledky

4.1.  Ziskana sekvenac¢ni data, BUSCO a PCA analyza

Sekvenacni analyzou bylo celkové zpracovano 27 vzorki rozd€lenych do tii skupin (10x SK,
10x D a 7x MK). Celkové bylo identifikovano 20944 typt transkriptd, z ¢ehoz se jich

podatilo 48,5 % anotovat pomoci UniProt databaze a 20,5 % pomoci Pfam databaze.

Ziskana data byla podrobena BUSCO (Benchmarking Universal Single-Copy Orthologs)
analyze, ktera poskytuje kvantitativni méfitka pro hodnoceni uplnosti transkriptomu
na zéklad¢ evolucné ocekavanych sekvenci ortolognich genti. Vysledky BUSCO analyzy
referencniho transkriptomu vykazuji 99,4 % kompletnost ve srovnani s kmenem c¢lenovci

(Arthropoda) a 99,2 % kompletnost v piipad¢ tfidy hmyzu (Insecta) (Tab. I)

Pro celkové srovnani testovanych skupin byly vzorky dale podrobeny PCA, ktera data
rozdélila na dvé komponenty (Obr. 5). Prvni komponenta, umisténa na ose x, vysvétluje
29,1 % variance, s tim, ze vzorky SK a MK se na této ose shlukuji do dvou oddé€lenych
klastrii. Naproti tomu vzorky D jsou podél této osy rozptylené a castené se piekryvaji se
vzorky MK. Druha komponenta, umisténa na ose y, vysvétluje 18,4 % variance. Zde jsou
od ostatnich skupin nejvice separovany (s vyjimkou vzorku 2) vzorky MK. Vzorky SK a D

se naproti tomu na ose y nachdzi v totozném useku.
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Tab. I: Vysledky BUSCO analyzy (Benchmarking Universal Single-Copy Orthologs). Porovnani bylo
provedeno vici ortolognim gentim ze skupin Arthropoda, Insecta a Metazoa. Prvni &islo vyjadiuje pocet
nalezenych ortholog a druhé jejich procentualni zastoupeni vzhledem k celkovému hledanému poctu.
C = kompletni (disponuji oéekavanou délkou a rozsahem alignmentu) ortologni transkripty, s jednou ¢&i vice
kopiemi. S = kompletni ortologni transkripty sjednou kopii. D = kompletni ortologni transkripty

s duplikovanymi kopiemi. F = frangmentované ortologni transkripty. M = chybéjici ortologni transkripty.

BUSCO - vysledky hodnoceni — arthropoda %
Kompletni BUSCOs (C) _
Kompletni BUSCOs s jednou kopii (5) 949 89,02
Kompletni BUSCOs s duplikovanymi kopiemi (D) | 111 10,41
Fragmentovane BUSCOs (F) 2 0,19
Chybé&jici BUSCOs (M) 4 0,38
Veitkere hledané BUSCO skupiny 1066 100,00
BUSCO - vysledky hodnoceni — insecta %
Kompletni BUSCOs (C) _
Kompletni BUSCOs s jednou kopii () 1455 87,76
Kompletni BUSCOs s duplikovanymi kopiemi (D) | 150 11,46
Fragmentované BUSCOs (F) 7 0,42
Chybéjici BUSCOs (M) 6 0,36
Veikeré hledane BUSCO skupiny 1658 100,00
BUSCO — vysledky hodnoceni — metazoa %
Kompletni BUSCOs (C) Y
Kompletni BUSCOs s jednou kopii (35) 857 87,63
Kompletni BUSCOs s duplikovanymi kopiemi (D) | 111 11,35
Fragmentovane BUSCOs (F) 4 0,41
Chybéjici BUSCOs (M) 6 0,61
Veikeré hledané BUSCO skupiny 978 100,00
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PC2: 18,42 % variance
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Obr. 5: PCA analyza sekvena¢nich dat vSech sekvenovanych vzorkii: Pomoci PCA analyzy byla

vizualizovana variance transkripéniho profilu mezi vzorky. Transkripénim profilem je mySlena mnozina poétl

¢teni (read) vSech sekvenovanych typt transkripti (gentl). Na grafu PCA analyzy mutzeme vidét, zda se

transkripéni profily odliSnych typt vzorkli (napf. délnik a stary kral) od sebe dostate¢né lisi, nebo zda jsou

transkrip¢ni profily stejnych typd vzorkd (napi. délnik a délnik) dostate¢né podobné. Na ose x nalezneme prvni

hlavni komponentu vysvétlujici 29,1 % variance a na ose y druhou hlavni komponentu vysvétlujici 18,42 %

variance.
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4.2.  Vysledky analyzy diferencialn¢ exprimovanych gent

Vysledky analyzy diferencialni genové exprese vSech 3 porovnani (D oproti SK, MK oproti
D a MK oproti SK) jsou v tabulce v piiloze |I. Geny byly povazované za diferencialné
exprimované (DEG) pokud spliiovaly nasledujici podminky: baseMean > 20; log2fold-
change > 1,5849 nebo < -1,5849; FDR < 0,05. Mezi D a SK bylo nalezeno 459 DEG,
pfi¢emz z toho je 192 DEG vice exprimovano u SK a 267 vice u D. Mezi D a MK bylo
nalezeno 383 DEG, z toho je 147 vice exprimovano u MK a 236 u D. Mezi SK a MK je

370 DEG, z toho je 140 vice exprimovano u SK a 230 vice exprimovano u MK.

Informace o vlastnostech a funkcich jednotlivych DEG byly dohledany skrze vetejné
dostupné internetové zdroje, pii¢emz byl kladen duraz na jejich potencialni vliv
na dlouhovékost a starnuti. Na zédklad¢ dohledanych vlastnosti bylo identifikovéno 9 skupin
DEG, které spojuje to, ze spoleéné ovliviiuji uréité bunécné pochody, které maji dopad na
délku zivota a pribéh starnuti. Témito skupinami jsou: 1) DEG spojené s autofagii
a apoptozou; 2) DEG spojené sodpovédi na oxidacéni stres; 3) DEF spojené se
signaliza¢nimi drdhami ovliviiujicimi apopticky proces; 4) DEG spojené s Toll signalizaci,
patern rozeznavajicimi receptory a antimikrobialnimi peptidy; 5) DEG spojené s odpovédi
na poSkozeni DNA, proteinovou homeostazi, sesttihem mRNA a transpozibilnimi elementy;
6) DEG spojené sregulaci bunééného cyklu; 7) DEG spojené s detoxifikaénimi
mechanismy; 8) DEG spojené s aktivitou juvenilniho hormonu; 9) DEG spojené

s metabolismem lipida.

4.2.1. DEG spojené s autofagii a apoptdézou

V ramci DEG souvisejicich s autofdgickym procesem bylo pii porovnani skupiny D
a skupiny MK zaznamenéno Sest DEG, pficemz je pét DEG vice exprimovéano u D a jeden
DEG u MK. Pii porovnani skupiny D se skupinou SK bylo zaznamenano sedm DEG,
pficemz vSechny maji vyssi expresi u D. Pfi porovnani skupiny MK a SK bylo zaznamenano
sedm DEG, pficemz vSechny maji vyssi expresi u MK. Vsechny tyto geny, v¢etné¢ hodnot
jejich diferencialni exprese (Log2FC) a popisu jejich vztahu k autofagii, jsou zaznamenany
v Tab. II.
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Tab. Il: DEG spojené s procesem autofagie: Signifikantni hodnoty diferencialni exprese (Log2FC > 1,5849

nebo < -1,5849) jsou barevné zvyraznény. ZvySena exprese u prvniho typu vzorku z porovnavané dvojice je

zvyraznéna Cervené, zvySena exprese u druhého typu zelené. ID — id genu v piislusné databazi (UniProt nebo

Pfam), D — délnik, MK — mlady kral, SK — stary kral.

DvSK DvMK MKvSK

ID Zkratk Na Funk
ratia azev (Log2Fc) | (Log2FC) | (Log2FC) unice
ANT2-binding Spoleéné s ANT2 regulace potencialll mitochondridini
Q5RFTL ANT28P protein membrany a podpora mitofagie stabilizaci PINK15%2,
Protein DJ-1 Ucastni se mitofagie vyvolané ptsobenim
Q9FPFO DJ1A PINK1/PARKIN 3%, Absence genu u drozofily zkracuje
homolog A P o K "
délku Zivota a zpUsobuje sterilitu 584,
Glyceraldehyde- Jeho sulfhydratace, fosforylace nebo nitrosilace
P17721 GAPDH 3-phosphate zpUsobuje transport do jadra. Zde maze stabilizovat
dehydrogenase, autofagicky Sirtl nebo apoptickou Siah1 585-582,
. Hydrolyza glukosylceramidd v lysozomu — soucast
Acid beta- LA 590-593
. autofagického procesu . Absence genu vedla
Q70KH2 GBA glucosidase . o . M .
mitochondrialnim dysfunkcim, pravdépodobné vinou
absence mitofagie >°*.
[P, R T o . 588,595
Q8VCNS CGL Cystathionine Sulfhydrfatace GAPD!—I > neprllma stvatilllzace S,IrF.ls% .
gamma-lyase Produkuje H>S — také schopny spoustét autofagii >°.
Serine/threonine
Q97265 Chk2 -protein kinase 0,17778 Inhibuje Sirt1 7.
Chk2
Ubiquitin
carboxyl- Inhibice mitofagie hydrolyzaci ubiquitin(i pfipevnénych
A4QNN3 usp30 terminal 047692 | 1,14283 na mitochondridlni proteiny skrze PARKIN 59:5%,
hydrolase 30
P50430 Arsh Arylsulfatase B 0,11486 Lysozomalni protien jehoZ Groven se zveda béhem

autofagie 60,

V ramci DEG souvisejicich s pozitivni regulaci apoptického procesu bylo pii porovnani

skupiny D a skupiny MK zaznamenéno Sest DEG, pficemz jsou ¢tyfi DEG vice exprimovany

u D a dva DEG u MK. Pii porovnani skupiny D se skupinou SK bylo zaznamenano Sest

DEG, pticemz pét DEG je vice exprimovanu u D a jeden DEG u SK. Pfi porovnani skupiny

MK a SK bylo pozorovano devét DEG, piicemz sedm DEG ma vyssi expresi u MK a dva

DEG u SK. VsSechny tyto geny, vcetn¢ hodnot jejich diferencialni exprese (Log2FC)

a popisu jejich vztahu k apoptoze, jsou zaznamenany v Tab. I11.
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Tab. Ill: DEG spojené s pozitivni regulaci apoptického procesu: Signifikantni hodnoty diferencialni
exprese (Log2FC > 1,5849 nebo < -1,5849) jsou barevné zvyraznény. Zvysend exprese u prvniho typu vzorku
z porovnavané dvojice je zvyraznéna Cervené, zvysena exprese u druhého typu zelené. ID — id genu v ptislusné

databazi (Uniprot nebo Pfam), D — déInik, MK — mlady kral, SK — stary kral

DvSK DvMK MKvSK
ID Zkratk Na Funk
ratia azev (Log2FC) | (Log2Fc) | (Log2FC) unkce
NADP-
dependent Béhem oxidativniho stresu se oddéluje od proti-
Q6PFP6 ndorl diflavin apoptického Ciapinl, presouva se do mitochondrii a
oxidoreductase pozitivné reguluje apopticky proces 601,602,
1

Zabraruje oxida¢nim stresem a amyloid-beta
indukované apoptdze redukci aktivity kaspazy 3 603604,
0,75117 | Pfi akutnim stresu zabrariuje vazbé inhibitoru MDM2 na
p53 %, V jinych bunécénych typech naopak navysuje
vazbu MDM?2 na p53 5%,

Delta(24)-sterol

Q15392 DHCR24
reducatase

Ucastni se odpovédi na poskozeni DNA, inhibice
Serine/threonin bunécéného cyklu a spusténi apoptdzy. Stabilizuje p53,
Q97265 Chk2 e-protein kinase 0,17778 zamezuje jeho inhibici skrze MDM2, aktivuje apopticky
Chk2 transkripéni faktor E2-F1, inhibuje Sirt1 inhibujici p53

597,607-615

SINA- Seven in Exprese sav¢ich homologU je p53 dependentni,
PF03145 TRAF absentia protein 0,24393 napomahaji zastaveni bunécného cyklu a ucastni se
family apoptdz degradaci jadernych protein( 58%616-618,

Pozitivné reguluje apoptické funcke FOXO3

NAD- nden . . Ly
dependent 619,620 Centralni regulator propojeni zmén

QINTG7 Sirt3 protein 0,12319 mitochondridlniho membranového potencialu,
deacetylase . - X o o
sirtuin3 intraceluldrni pH a mitochondridlnich apoptickych drah,
ktery ma pro- i proti-apoptické vlastnosti 619621623,
. Nadmérnd exprese zpUsobuje oxidacni stres a indukuje
P29216 APP Amyloid-beta A4 | 1,20480 0,70457 apoptézu skrze protein BAX a kaspazy #2457,
E3 ubiquitin- Negativné reguluje aktivitu p53 a p21. Béhem
PF15815 | MKRN1_C | protein ligase 0,39737 | -1,47911 stresovych podminek ale upfednostriuje p21 a p53 je
makorin aktivni 26,
Cytoskeleton
Pr15297 | ckap2 ¢ assoc'lated 0,18459 Zvysen}a exprese v rgaku rlal t?traplmdu aktlvu1e627 o
- protein 2-c apoptozu a zastavuje bunécny cyklus skrze p53 627,628,
terminus

Receptor of Oligomerizaci pro-apoptického BAX zabrariuje jeho
042249 RACK1 activated 0,09742 inhibici skrze anti-apopticky BCL2L 6%°. Potladuje aktivitu
protein kinase C Scr, ktery potladuje aktivitu p53 630,631,

E3 ubiquitin- Exprimovana v p53 dependentnim zplsobu.
P50876 RNF144A protein ligase -1,51152 | 0,92930 Ubiquitinaci oznacuje k degradaci DNA-Pkcs a podili se

RNF144A tak na apoptdze %32,
PA9756 RBM25 RNA—bl'ndmg Alternativni sestfich BCL2L1 na pro-apoptickou formu L
protein 25 633,

V ramci DEG souvisejicich s negativni regulaci apoptického procesu bylo pifi porovnani
skupiny D a skupiny MK zaznamenano deset DEG, pti¢emz vSechny maji vyssi expresi u D.
Pfi porovnani skupiny D se skupinou SK bylo zaznamenano deset DEG, pficemz vSechny
maji zvySenou expresi u D. Pfi porovnani skupiny MK a SK bylo pozorovéano devét DEG,
pficemz vSechny maji zvySenou expresi u MK. VsSechny tyto geny, véetné¢ hodnot jejich
diferencidlni exprese (Log2FC) a popisu jejich vztahu k apoptdze, jsou zaznamenany

v Tab. V.
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Tab. IV: DEG spojené s negativni regulaci apoptického procesu: Signifikantni hodnoty diferencialni

exprese (Log2FC > 1,5849 nebo < -1,5849) jsou barevné zvyraznény. Zvysend exprese u prvniho typu vzorku

z porovnavané dvojice je zvyraznéna Cervené, zvySena exprese u druhého typu zelené. ID — id genu v ptislusné

databazi (UniProt nebo Pfam), D — délnik, MK — mlady kral, SK — stary kral

. DvSK DvMK MKvSK
ID Zkratka Nazev (Log2Fe) | (Log2Fe) | (Log2FC) Funkce
Q5RFT1 ANT2BP ANE:;:;:mg Ve spoluprdci s ANT2 zabranuji apoptdze 634636
14-3-3 protein
P42650 14-3-33 3 Role v inhibici apoptickych proteint BAD a BAX, reguluji
asxHK2 | YwHAB-A 14-3-3 protein aktivitu p53 a E2-F1 6377640,
beta/alpha-A
Zabranuje apoptdze vyvolané oxida¢nim stresem.
Protein DJ-1 Znemoznuje vazbu p53 na DNA. SniZuje transkripci pro-
Q9FPFO DJ1A apoptického BAX a aktivaci kaspazy 3 541-%4 Absence
homolog A X A, . R
genu u drozofily zkracuje délku Zivota a zplsobuje
sterilitu 84,
Jeho sulfhydratace, fosforylace nebo nitrosilace
Glyceraldehyde o . o oy I
17721 GAPDH -3-phosphate zpusobL.ue ’trans.port d9 Ja’drf‘a\. Zde muze sta.b|l|zova.t
autofagicky/antiapopticky Sirtl nebo apoptickou Siahl
dehydrogenase S35-580
Cystathionine Sulfhydratace GAPDH -> nepfima stabilizace Sirt1, ktery
QBVCN> ceL gamma-lyase inhibuje aktivitu p53 58859615,
Béhem programované bunécné smrti indukuje prasknuti
Q92982 | N1 | Ninjurin-1 bunéné membrny =, Je exprimovan v ps3
dependentnim zplsobu, aviak sdm potlacuje expresy
p53 a tedy i dalSi apoptozu 646647,
Zabranuje oxida¢nim stresem a amyloid-beta
Delta(24)- indukované apoptdze redukci aktivity kaspazy 3 603604,
Q15392 DHCR24 sterol 0,75117 | Pfi akutnim stresu zabrafiuje vazbé inhibitoru MDM?2 na
reducatase p53 605,
Reguluje tok proton( pfes vnitini mitochondridlni
membranu, snizuje produkci ROS mitochondriemi a
Mitochondrial predchazi tak oxidacnim stresem indukované p53
P70406 Ucp2 uncoupling 0,03733 | apoptdze. Zamezuje uvolnéni cytochromu C
protein 2 z membrany béhem apoptdzy 548652, Jeji aktivita je
spojena s prodlouzenim Zivota u mysj 65365, Je
pravdépodobné utlumovéna skrze TGF-B drahu 555,
NAD- Pozitivné reguluje apoptické funcke FOXO3
dependent 619,620 Centralni regulator propojeni zmén
QINTG7 Sirt3 protein 0,12319 mitochondridlniho membranového potencialu,
deacetylase intraceluldrni pH a mitochondridlnich apoptickych drah,
sirtuin3 ktery ma pro- i proti-apoptické vlastnosti 619621623,
Aurora kinase Destabilizuje p53 protein ¢, ZvySuje expresy anti-
Q2TADS AURKA A 0.58333 apoptického BIRCS5, skrze nepfimou inhibici FBXCL7 7.
P61023 Chpl E?)Ircr:rglectjgr:)nug 0,56333 1,41248 Negativni regulator aktivity pro-apoptické kinazy STK17B

658

protein 1

4.2.2. DEG spojené s odpovedi na oxidacni stres

V ramci DEG souvisejicich s odpovédi na oxidacni stres bylo pfi porovnani skupiny D

a skupiny MK zaznamenano sedm DEG, Sest DEG je vice exprimovano u D a jeden DEG je

vice exprimovan u MK. Pii porovnani skupiny D se skupinou SK bylo zaznamendno devét

DEG, pfi¢emz pét DEG je vice exprimovano u D a tfi u SK. Pfi porovnani skupiny MK a SK
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bylo pozorovano osm DEG, pticemz Sest DEG ma vyssi expresi u MK a dva DEG maji vyssi

expresy u SK. VsSechny tyto geny, vcetné hodnot jejich diferencidlni exprese (Log2FC)

a popisu jejich vztahu k oxida¢nimu stresu, jsou zaznamenany v Tab. V.

Tab. V: DEG spojené odpovédi na oxidaéni stres: Signifikantni hodnoty diferencidlni exprese (Log2FC

>1,5849 nebo < -1,5849) jsou barevné zvyraznény. ZvySena exprese u prvniho typu vzorku z porovnavané

dvojice je zvyraznéna Cervené, zvySend exprese u druhého typu zelené. ID — id genu v piislusné databazi

(Uniprot nebo Pfam), D — délnik, MK — mlady kral, SK — stary kral

Funkce

Senzor oxidacniho stresu zabranujici oxidacnim stresem
vyvolané apoptdze 54542, Absence genu u drozofily
zkracuje délku Zivota a zpUsobuje sterilitu 58

Recykluje askorbat v endoplasmatickém retikulu (ER).
UdrZuje tak redox potencidl v ER. Nedostatek vitaminu C
v ER zvysuje jeho oxidacni stres 659662, VVitamin C md
antioxidaéni Uinky 663664,

Béhem akutniho oxidaéniho stresu zvysuje odolnost
proti tomuto stresu navySenim koncentrace
cholesterolu. Zabrarnuje apoptdze vyvolané oxida¢nim
stresem 603,604,665.

P DvSK DvMK MKvSK
1D Zkratka Nazev (Log2FC) | (Log2Fc) | (Log2FQ)
QOFPFO DIA Protein DJ-1
homolog A
Transmembran

014569 | CYB561D2 e reductase 0,14475
CYB561D2

Q15392 | DHCRog | Delta(24)-sterol 0,75117
reducatase
Mitochondrial

P70406 Ucp2 uncoupling 0,03733
protein 2
NAD-
dependent

QI9NTG7 Sirt3 protein 0,12319
deacetylase

sirtuin3
Q6X012 VgR Vitellogenin 0,55259 | 1,13210

receptor
P00432 Cat Catalase 1,57712 -0,17898
Q94637 Vg6 Vitellogenin-6 1,44321 -0,32408
QsZIF4 PrX6 Pemx'rgdox'"' 1,15389 | -0,95590
Q9BPSO Vg2 Vitellogenin-2 -1,25177
Alpha-
Q9D3D0 |  Ttpal tocopherol -0,96234 | -0,90043
transfer
protein-like
Q9GLW7 PrXG Peroxw:doxm—
Superoxid
P08228 SOD1 dismutase [Cu-
Zn]

Reguluje tok proton( pres vnitini mitochondridlni
membranu a sniZuje produkci ROS mitochondriemi 648~
652, Jeji aktivita je spojena s prodlouzenim Zivota u mysi

653,654 Je pravdépodobné utlumovéna skrze TGF-B drahu
655

Ridi odpovéd na oxidacni stres, napfiklad pozitivné
reguluje aktivitu SOD a Cat a FOXQ3 619,666,667,

Spousti vstiebdvani vitellogenind 668,

Antioxidant 3¢

Pravdépodobné disponuje jistymi antioxidacnimi
vlastnostmi 4%°.

Antioxidant®s

Pravdépodobné disponuje jistymi antioxidacnimi
vlastnostmi 4%°.

Umozniuje distribuci vitaminu E lipoproteiny 67°. U
¢lovéka dochazi k jeho zvySené expresi pfi oxidaénim
stresu ¢71, Vitamin E je antioxidant 72,

Antioxidant 673

Antioxidant 674
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4.2.3. DEG spojené se signalizaénimi drahami S vlivem na apoptdzu

Pti porovnani skupiny D a skupiny MK bylo zaznamenano Sest DEG souvisejicich s MAPK
signalizacemi, pticemz pét DEG je vice exprimovano u D a jeden DEG je vice exprimovan
u MK. Dale dva DEG vice exprimované u D a souvisejici s regulaci proteinu FOXO a ¢tyfi
DEG vice exprimované u D a souvisejici s ISS/TOR signalizaci. Pfi porovnani skupiny D se
skupinou SK bylo zaznamenéano pét DEG souvisejicich s MAPK signalizacemi, pficemz tfi
DEG jsou vice exprimované u D a dva DEG u SK. Déle tfi DEG vice exprimované u D
a souvisejici s regulaci proteinu FOXO a pét DEG vice exprimovanych u D a souvisejicich
s IIS/TOR signalizaci. Pfi porovnani skupiny MK a SK bylo pozorovano Sest DEG
souvisejicich s MAPK signalizacemi, pticemZ pét DEG je vice exprimovano u MK a jeden
DEG u SK. Dile tfi DEG s vyssi expresi u MK souvisely s regulaci proteinu FOXO a tfi
DEG vice exprimované u MK a jeden DEG vice exprimovany u SK souviseli s ISS/TOR
signalizaci. VSechny tyto geny, véetné¢ hodnot jejich diferencialni exprese (Log2FC)

a popisu jejich vztahu ke zminénym draham, jsou zaznamenany v Tab. VI.

Tab. VI: DEG spojené s MAPK/INK, MAPK/p38, MAPK/ERK, ISS/TOR a FOXO signalizacemi:
Signifikantni hodnoty diferencialni exprese (Log2FC > 1,5849 nebo < -1,5849) jsou barevné zvyraznény.
ZvySena exprese u prvniho typu vzorku z porovnavané dvojice je zvyraznéna cervené, zvysSena exprese
u druhého typu zelené. ID — id genu v piislusné databazi (UniProt nebo Pfam), D — d€lnik, MK — mlady kral,
SK — stary kral

. DvSK DvMK MKvSK
ID Zkratka Nazev (Log2Fc) | (Log2Fe) | (Log2F) Funkce
PA2650 14-3-3-3 14-3-3 protein Inh|I’ou!! MAPK./JI\!K.a' MAPI'(/p?,'S, stlm.uIijl MAPK/EKB,
3 podileji se na inhibici a aktivaci TOR, inhibuji FOXO, jsou
regulovany insulinovou aktivitou 83764, Jejich negativni
regulace FOXO je u drozofily spojend s délkou Zivota 75,
14-3-3 protein
Q5XHK2 | YWHAB-A beta/alpha-A
Locusta insulin- Lo - 1676
P15131 LIRP related peptid 0,68009 | Insulin-like peptid
pag706 | cycp | G/ specific 0,67929 Pozitivné reguluje TORC1 &7
cyclin-D2
NAD-
dependent
QINTG7 Sirt3 protein 0,12319 Aktivace FOX036%°
deacetylase
sirtuin-3
Calcium and
) ) ) Inhibici kindzy ASK1 inhibuje MAPK/JNK a MAPK/p38
B1A8Z2 Calmyrin . |r1tegr|n . -0,41667 stimuluje MAPK/ERK 7367
binding protein
- . — - PE——
P28840 NEC1 Neuroendocrin 0,38580 1,24694 tI;c;le v syntéze peptidicky hormond, tedy i insulinu
e convertase 1 .
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Amyloid-beta

P29216 Ad

APP 1,20480

Receptor of
activated
protein kinase
C

042249 RACK1 0,09742

Aryl
hydrocarbon
receptor
nuclear
translocator-
like protein 1

088529 ARNTL1 -1,07975

Superoxid
dismutase [Cu-
Zn]

P08228 SOD1

Protein kinase

P34722 cike 1

PKCL1

-0,70457

Zvysena exprese muze vést k aktivaci MAPK/JNK,
MAPK/ERK a MAPK/p38 683-686,

Podili se na aktivaci MAPK/JNK a MAPK/p38 687-689,

Negativné reguluje aktivitu TOR 6

Potla¢uje MAPK/ERK stimulovanou apoptdzu 5°*

U C. elegans stimuluje MAPK/JNK a v rémci MAPK/p38
stimuluju sekreci AP 592.6%,

V ramci DEG souvisejicich TGF-f signalizaci byly pfi porovnani skupiny D a skupiny MK

zaznamenany tii DEG, pti¢emz dva DEG jsou vice exprimovany u D a jeden DEG je vice

exprimovan u MK. Pfi porovnani skupiny D se skupinou SK byly zaznamenany ¢tyii DEG,

pticemz jeden DEG je vice exprimovan u D a tii u SK. Pfi porovnani skupiny MK a SK bylo

pozorovano pét DEG, ptfi¢emz vSechny maji vyssi expresi u SK. VSechny tyto geny, vcetné

hodnot jejich diferencialni exprese (Log2FC) a popisu jejich vztahu k TGF-B signaliazci,

jsou zaznamenany v Tab. VII.

Tab. VII: DEG spojené s TGF-fB: Signifikantni hodnoty diferencidlni exprese (Log2FC > 1,5849 nebo

<-1,5849) jsou barevné zvyraznény. ZvysSena exprese u prvniho typu vzorku z porovnavané dvojice je

zvyraznéna Cervené, zvysena exprese u druhého typu zelené. ID — id genu v piislusné databazi (UniProt nebo

Pfam), D — d€lnik, MK — mlady kral, SK — stary kral

DvSK
(Log2FC)

DvMK

ID Zkratka (Log2FC)

Nazev

BMP and
Activine
membrane-
bound inhibitor
homolog

Q13145 BAMBI

Bone
morphogenetic
protein 7

P23359 BMP7 0,30734

P35556 FBN2 Fibrillin-2 -1,51180 1,38032

MAD protein

Q02330
homolog

MAD 0,53283

P35555 FBN1 Fibrillin-1 0,73435

Serine/threonin
e protein kinase
S6KL

QovwaQz2 S6KL

MKvsK Funkce
(Log2FC)
-0,85323 | Inhibitor BMP a Activin receptort %4

Rustovy faktor aktivuji BMP drahu 69%6%

Interaguje s BMP faktorem a napomaha v aktivaci TGF-
697

Transkripéni faktor, sou¢ast BMP dréhy 698700

Interakci s BMP faktorem napomaha v aktivaci TGF- %7

Inhibitor BMP drahy 7
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4.2.4. DEG spojené s Toll signalizaci, patern rozeznavajicimi receptory (PPR) a

antimikrobidlnimi peptidy (AP)

V ramci DEG souvisejicich Toll signalizaci, PRR a AP bylo pfi porovnani skupiny D
a skupiny MK zaznamenano osm DEG, ptficemz sedm DEG je vice exprimovano u D a jeden
u MK . Pii porovnani skupiny D se skupinou SK bylo zaznamenano dvanact DEG, pti¢emz
devét DEG je vice exprimovano u D a tfi u SK. Pfi porovnani skupiny MK a SK bylo
pozorovano jedendct DEG, pfi¢emz Sest DEG ma vyssi expresi u MK a pét DEG u SK.
VSechny tyto geny, v€etné hodnot jejich diferencialni exprese (Log2FC) a popisu jejich
vztahu k Toll signalizaci, PRR a AP, jsou zaznamenany v Tab. VIII.

Tab. VIII: DEG spojené s Toll signaliazci, patern rozeznavajicimi receptory a antimikrobidlnimi
peptidy: Signifikantni hodnoty diferencidlni exprese (Log2FC > 1,5849 nebo < -1,5849) jsou barevné
zvyraznény. ZvySena exprese u prvniho typu vzorku z porovndvané dvojice je zvyraznéna Cervené, zvysSena
exprese u druhého typu zelené. ID — id genu v piislusné databazi (UniProt nebo Pfam), D — délnik,
MK — mlady kral, SK — stary kral

DvSK DvMK MKvSK
(Log2FC) | (Log2FC) | (Log2FC)

ID Zkratka Nazev Funkce

Cystathionine

Q8VCN5 CGL
gamma-lysase

Sulfhydrataci NF-kB stimuluje jeho aktivitu 7°2.

Neativné reguluje Imd signalizaci, ¢imZ zabranuje

patogenni ¢astice 70%-71

B7TB45 NT1 Neurotrophin 1 ‘ nadmérné expresy AP 703
. Reaguje na bakteridIni peptidoglykany. Jeho drozofili
Peptidoglycan o vy
holog PGRP-LF inh ImD PGRP-LE
A1A547 | Pglrp3 recognition 149118 | Ortholog PGRP-LF inhibuje ImD receptor PGRP-LE, tim?
rotein 3 negativné reguluje signaliza¢ni drahu ImD a zabrariuje
P nadmérné produkci AP 704-706
U ¢lovéka pozitivné reguluje aktivitu TLR-4 7°7 , U
Q92982 NINJ1 Ninjurin-1 drozofily dochazi k jeho zvysené regulaci pomoci Toll
dréhy pti zranéni a infekci 7°%
PF16077 Pz Spaetzle Ligand Toll receptord, k aktivaci dochdzi v odpovédi na

Q17005 LSZ-c1 Lysozyme c-1 -0,13250 AP 712713

Beta-1,3-
Q8NON3 GBP ?ta. 3 gluca.ln 1,57832 1,22379 | Reaguje na mikrobialni beta-glukany 747
binding protein

Inhibitor serinovych proteaz, mdze negativné regulovat
Q5Sv42 | Serpinblc Serpin blc 1,42432 1,07406 | Toll signalizaci, pravdépodobné skrze blokaci proteolyzy
pro-speatzle protein( 7%,

Toll-like receptory (TLR) v odpovédi na patogenni
Toll-like receptor Castice spoustéji Toll signalizaci (Valanne, Wang, Ramet

Q6R5N8 TLR13 0,57170 1,27102

13 2011; Hidmark, von Saint Paul, Dalpke 2012; Weber et
al. 2003; Chowdhury et al. 2019.
Hemolymph
P26305 LPS-BP |Ip0(§)_(;|i\:1$;i(r:](z1arl 1,54487 | -0,59137 Reaguje na mikrobidlni lipopolysacharidy (LPS) 77
protein
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Ligand Toll receptor(, k aktivaci dochazi v odpovédi na

Q9VKG9 SPz4 Speatzle 4 0,41939 patogenni &astice 70571
Inhibitor serinovych proteaz, mdzZe negativné regulovat

Q9JK88 Serpini2 Serpin i2 0,18297 Toll signalizaci, pravdépodobné skrze blokaci proteolyzy
pro-speatzle protein( 7%,

QOVLV7 P73 Speatzle 3 -0,07216 | 0,80375 Ligand To!lvrgc?pt?:i;lli aktivaci dochazi v odpovédi na
patogenni Castice

Putative defense
Q0Q028 DFP-3 - 0,56032 Ap 718
protein 3
Qousw7 Tech-5B Techylectin-5B ‘ -1,00218 | -1,13785 | AP
COHLB7 LSZ-2 Lysozyme 2 ‘ ‘ AP 712713

4.2.5. DEG spojené s poskozenim DNA, proteinovou homeostazi, sestithem mRNA a TE

V ramci DEG souvisejicich s odpovédi na poskozeni DNA byl pfi porovnani skupiny D
a skupiny MK zaznamenan jeden DEG s vyssi expresi u D. Pfi porovnani skupiny D se
skupinou SK byly zaznamenany ¢tyii DEG s vys$si expresi u D. Pfi porovnani skupiny MK
a SK bylo pozorovano Sest DEG, ptfi¢emz pét DEG je vice exprimovéano u MK a jeden u SK.
Vsechny tyto geny, véetné hodnot jejich diferencidlni exprese (Log2FC) a popisu jejich

vztahu k odpovédi na poskozeni DNA, jsou zaznamenany v Tab. IX.

Vramci DEG souvisejicich s proteinovou homeostazi bylo pfi porovndni skupiny D
a skupiny MK zaznamenano sedm DEG, pficemZ pét DEG je vice exprimovanu u D a dva
DEG jsou vice exprimovany u MK. Pfi porovnani skupiny D se skupinou SK bylo
zaznamenano pét DEG, pficemz ctyfi DEG maji vySsi expresi u D a jeden u SK. Pii
porovnani skupiny MK a SK bylo pozorovano devét DEG, pificemz sedm DEG je vice
exprimovano u MK a dva u SK. Vsechny tyto geny, v¢etné hodnot jejich diferencialni
exprese (Log2FC) a popisu jejich vztahu K proteinové homeostazy, jsou zaznamenany
v Tab. IX.

V ramci DEG souvisejicich s transpozibilnimi elementy byl pii porovnani skupiny D
a skupiny MK zaznamenan jeden DEG s vyssi expresi u MK. Pfi porovnédni skupiny D se
skupinou SK byly zaznamendny dva DEG s vyssi expresi u SK. Pfi porovnani skupiny MK
a SK byly pozorovany dva DEG s vyssi expresi u SK. VSechny tyto geny, v€etné hodnot
jejich diferencialni exprese (Log2FC) a popisu jejich vztahu k transpozibilnimi elementim,

jsou zaznamenany v Tab. IX.
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V ramci DEG souvisejicich se sestfihem mRNA byly pfi porovnani skupiny D a skupiny
MK zaznamenany tii DEG, pfi¢emz jeden DEG ma vys$si expresi u D a dva u MK.
Pti porovnani skupiny D se skupinou SK byl zaznamenan jeden DEG s vyssi expresi u SK.
Pfi porovnani skupiny MK a SK byly pozorovany tii DEG, pti¢emz dva DEG jsou vice
exprimovany u MK a jeden u SK. VSechny tyto geny, v¢etné hodnot jejich diferencialni
exprese (Log2FC) a popisu jejich vztahu k sestfihu messenger RNA, jsou zaznamenany
v Tab. IX.

Tab. IX: DEG spojené s odpovédi na poSkozeni DNA, proteinovou homeostizi, sestrihem mRNA
a transpozibilnimi elementy: Signifikantni hodnoty diferencialni exprese (Log2FC > 1,5849 nebo < -1,5849)
jsou barevné zvyraznény. ZvySena exprese u prvniho typu vzorku z porovnavané dvojice je zvyraznéna
Cervené, zvySena exprese u druhého typu zelené. ID — id genu v piislusné databazi (UniProt nebo Pfam),
D — délnik, MK — mlady kral, SK — stary kral

Odpovéd na poskozeni DNA

DvSK
(Log2FC)

DvMK
(Log2FC)

MKvSK
(Log2FC)

ID Zkratka nazev Funkce

Soudasti Arp2/3 komplexu, ktery polymerizuje aktin

Actin-related béhem rGznych bunécnych pochodll v cytoplasmé 72,

protein 2/3 Pokud ale pUsobi v jadfe, tak ma vliv na regulaci genové
7T0US ARPC3-b . (X
Q complex subunit transkripce a opravy DNA. Zprostfedkovava pohyb
3-B dvouvldknovych zlom DNA béhem homologni

rekombinace (HR) 72

V odpovédi na poskozeni DNA zprostiedkovéva blokaci
bunééného cyklu v S fazi a béhem G2/M tranzice 610722,
Spousti opravu DNA skrze HR fosforylaci proteinG
BRCA1 a BRCA2 723724, Fosforylaci transkripéniho
faktoru FOXM1 spousti expresy BRCA2 a dalSich DNA
opravnych gen( 12,

Serine/threonine
Q97265 Chk2 protein kinase
Chk2

0,17778

Sav¢éi homologové Siah jsou exprimovanany v odpovédi
na poskozeni DNA a degradaci beta-kateninu pfispivaji
k zastaveni buné¢ného cyklu 616-618,

Seven in absentia
protein family

PF03145 SINA-TRAF

0,24393

Q27415 Nip Nucleqplasmin- 0,88566 0,83304 D.ekondenzgzj;e chromatin 725726, Inhibuje biogeneze
like ribozom
Depozice, vyména Ci odstranéni histond béhem tvorby
¢i rozloZzeni nukleozomu, tvorba tichého
i H 728,729 ici
Qov464 ASE1 Histon chaperon 136775 | -0,38513 h(;:lteff)clhromatmu' ' .EU:Sacharvon)fces Cerev:staev )
asfl dllezity pro normalni priibéh bunécného cyklu, soucast
RCAD komplexu dlleZitého pro sestaveni chromatinu
po replikaci a opravé DSB 73
Katalytickd podjednotka RNazy Hlil, degradace RNA
. v RNA:DNA hybridech, dalezZita béhem replikace DNA,
Ribonuclease H2 - - . .
Q9VPP5 RNH2-A K 1,09136 | -0,54232 odstraniuje RNA primery z Okazakiho fragemnt(,
subunit A2 Ly . . o N .
ucastni se opravy mismatchl v DNA zplsobenych
chybnou inkorporaci ribonukleotid( 731733,
E3 ubiquitin- Ubiquitinaci oznacuje DNA-PKcs pro degradaci 32. DNA-
P50876 RNF144A protein ligase -1,51152 | 0,92930 PKcs maji kritickou roli v opravé DNA skrze
RNF144A nehomologni spojovani koncd (NHEJ) 734735,
Proteinova homeostaze
. DvSK DvMK MKvSK
ID Zkratka nazev (Log2FC) | (Log2rc) | (Log2Fc) Funkce
P62630 EFlal Elongation Zprostredkovavaji vazbu aminoacyl-tRNA na A misto

factorl-alpha-1 béhem syntézy proteint 3¢, jeho zvy$ena exprese je
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Elongation spojend s prodlouzenim délky Zivota 737,
P41745 EFla (1) factor-1-alpha (1) pravdépodobné hraje roli i béhem bunécné smrti
Elongation zpUsobené lipotoxicitou a jeho exprese se zveda béhem
POCT32 EF1a (2) factor-1-alpha (2) oxidacniho a endoplasmaticko-retikularniho stresu 7%,
POCG60 PUBB Polyubiquitin-B Poskytuje ubiquitiny pro ubiquitinaci proteint 7374
Cut8 neclear Zajistuje nukledrni akumulaci proteazomu 26s a tedy
PF08559 Cut8 proteasome 1,15992 | -1,10928 degradaci proteinG v ubiquitin-proteazom systému
tether protein béhem jaderné kontroly kvality proteind 2.
Z:sr:clgizz— Soucdst TRAP komplexu, jenz na endoplasmatické
P43307 TRAP-a . . 1,03868 | -0,75211 membrdané translokuje a pomdaha spravné skladat
protein subunit 43746
proteiny .
alpha
Komponent ribozomalni podjednotky 40S, je zahrnut
v inicializaci ribozomalni kontroly kvality pfi zaseknuti
Receptor of se ribozomalni translace. Ve spolupraci s ZNF598
042249 RACK1 activated protein | 0,09742 ubiquitin-protein ligdzou umoznuje ubiquitinaci 40S
kianse C podjednotky a v dusledku toho zniceni translatované
mMRNA a vznikajiciho proteinového retézce a recyklaci
ribozomalnich podjednotek 747.748
Arrestin domain- Adaptér pro navazani ubiquitin-protein ligazy na jeji
AOAOBAJ1F4 | ARRDCA containing | -0,39948 | 1,28265 DL quitine gazynale
: substrat
protein 4
Soucasti fady proteinu souvisejicich s transkripci,
Ring finger translaci, distribuci mRNA, skladanim protein(,
PF13639 Znf_RING dgmaign -1,22191 0,47425 | prestavbou chromatinu a dalsi 7°2.,doména protein-
proteinové interakce a je pro ni typickd E3-ubiquitin-
protein ligdzova aktivita 753754,
Q9Qz04 | maGEL2 MAGE-like -1,26653 Zvyiuje aktivitu E3 ubiquitin-ligaz 755756
protein 2
Mitochondrialni protein konvertujici methionyl-tRNA
Q9D799 MEMT Methionyl-tRNA -0,23478 | -1,45315 na l.\l—ff)rmyl—methlc.myl—tRNA, ktera je klicova pro
formyltransferase iniciaci translace. Disfunkce tohoto enzymu vede
k mitochondridlnim dysfunkcim 757758,
Transpozibilni elementy
. DvSK DvMK MKvSK
ID Zkratka nazev (Log2Fc) | (Log2Fc) | (Log2F) Funkce
RNA directed Reverzni transkriptéza, jejiz gen je souéasti TE t¥idy LINE
p21329 | PoLJockey | DNA Polvmerase | 4oa07 1,54748 | 759760,
from mobile
element jockey
Nucleic-acid
binding protein M3 pravdépodobné roli v reverzni transkripci a jeho
QINBX5 NABP-Xel from transposon 0,40325 gen je soudasti TE tfidy LINE 761762,
X-element
Retrovirus-
10394 POL-412 relateq Pol -0,02278 Reverzni transkriptaza, jejiz gen je soucasti TE tfidy LTR
polyprotein from 763,
transposon 412
Sestfich mRNA
. DvSK DvMK MKvSK
ID Zkratka nazev (Log2Fc) | (Log2Fc) | (Log2Fe) Funkce
e ot
Q9H814 PHAX adapter RNA | 1,29851 | 0,50408 oy se podiel na proteintl, Ktere.
. jsou pak casto dllezité pro sestaveni spliceozomalnich
export protein . 766
komplexu 76,
CWF19L2 CWF19-like
2TBE 1 2 Easti spli SInil 77,
Q2TBEO 2) protein 2 (2) ,0793 Je soucasti spliceozomalniho komplexu
RNA Katalyzuje pseudouridylaci mRNA, co? je
pseudouridylate posttranskripéni modifikace ménici RNA-protein a RNA-
Qsiz73 RPUSD2 synthase domain- 1,42616 0,98623 RNA interakéni vlastnosti 7%8. Tyto modifikace maji ale
containing protein 2 také roli v alternativni sestfihu mRNA 7%,
CWF19L2 CWF19-lik
Q28C44 ke Je souddsti spliceozomélniho komplexu 767

1)

protein 2 (1)
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4.2.6. DEG spojené s regulaci bunécného cyklu

JON4

V ramci DEG souvisejicich regulaci bunécného cyklu bylo pii porovnani skupiny D

a skupiny MK zaznamenano dvacet tfi DEG , pficemz devét DEG ma vyssi expresi u D

a ¢trnact u MK. Pfi porovnani skupiny D se skupinou SK bylo zaznamenano dvanact DEG,

pricemz deset DEG je vice exprimovano u D a dva u SK. Pfi porovnani skupiny MK a SK

bylo pozorovano tiicet DEG, pficemz dvacet osm DEG je vice exprimovano u MK a dva

u SK. Vsechny tyto geny, véetn¢ hodnot jejich diferencialni exprese (Log2FC) a popisu

jejich vztahu k buné¢nému cyklu, jsou zaznamenany v Tab. X.

Tab. X: DEG spojené s regulaci bunééného cyklu: Signifikantni hodnoty diferencidlni exprese (Log2FC

> 1,5849 nebo < -1,5849) jsou barevné zvyraznény. ZvySena exprese u prvniho typu vzorku z porovnavané

dvojice je zvyraznéna Cervené, zvysena exprese u druhého typu zelené. ID — id genu v ptislusné databazi

(UniProt nebo Pfam), D — délnik, MK — mlady kral, SK — stary kral

DvSK

DvMK
(Log2FC)

MKvSK

(Log2FC) Funkce

Stavebni prvek mikrotubul( 77°

Zajistuje lokalizaci myosinu Il v ekvatorialnim kortexu
bé&hem mitotické cytokineze 77!

Pravdépodobné role béhem sam¢i meidzy a to na
zakladé jeho expresnich zmén a lokalizace u mysi 772,

Stavebni prvek mikrotubul( 77°

Stavebni prvek mikrotubul( 773

Spolupracuje s CDK4. Reguluje bunécény cyklus béhem
G1/S tranzice a funguje jako integrator rdznych
mitogennich a anti-mitogennich signal( 774775

0,67929

V odpovédi na poskozeni DNA zprostfedkovava blokaci
bunééného cyklu v S fazi a béhem G2/M tranzice 610722,

0,17778

Stavebni prvek mikrotubul( 77°

0,25436

Pravdépodobné se u¢astni procesu endomitozy 776777,
Také se zda, Ze ma roli v regulaci bunééného cyklu. U
mysich samecku, bez funkéni kopie tohoto genu,
dochdzelo ke sterilité. Ta byla zfejmé zplsobena
naru$enim haploidni faze spermatogeneze 778 .

-0,41667

Potiebny pro tvorbu centralniho vieténka a dokonceni

-0,41177 g ce
’ cytokineze b&hem mitdzy 779780 .

Komponent esencialniho kinetochorového komplexu
NDC80, dulezitého pro segregaci chromozom a
kontrolni bod sestaveni mitotického vieténka. Zajistuje
stabilitu kinetochoru a organizaci mikrotubule
vazajicich mist 781783 |

-0,91057

ID Zkratka Nazev (Log2FC)
Tubulin beta-1
017449 | TubB1(1) chain (1)
P39825 Profilin Profilin
Radial spoke
QEVTHS RSPH1 head 1 homolog
pes373 | Tubalc | Tubulinalpha-lc
chain
EF-hand domain-
Q32TF8 EFHC2 containing family
member c2
G1/S-specific
P49706 CycD2 oyelin-D2
Serine/threonine-
Q97265 Chk2 protein kinase
Chk2
Tubulin beta-1
Q24560 TubB1 (2) chain (2)
Calxium and
B1A8Z2 Calmyrin integrin-binding
protein 1
Leucin zipper
QGD'SS LZTSZ putatlve tumor
suppressor 2
homolog
Kinetochor
Q5U4X5 NDC80 protein NDC80 1,23293
homolog
Q91710 CycB3 G2/mitotic- 1,12863

specific cyclin-B3

Reguluje bunéény cyklus béhem G2/M tranzice. Pisobi
ovsem jako supresor cytokineze, u které dochazi ke
zrychleni po jeho odstranéni. Je dlleZity pro fertilitu
drozofilych samicek 784785,
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Protein abnormal

UdrZuje strukturu centrozomalniho mikrotubulového
organizacniho centra béhem mitdzy 7%,

Ma vliv na takzvany chromozomalni passenger
komplex, ktery je dlleZity pro spravny pribéh
cytokineze 77,

Komponent kinetochorového komplexu NDC80 788789

Q9VC45 ASP R 0,83086
spindle
P97329 |  KIF20A Kinesine-lke 1 ' 78189 | -1,47745
protein KIF20A ’ !
a7zwes | Nuf2 Kinetochor 1 5 76158 | -1,03649
protein Nuf2
Nucleolar and
PF16006 | NusAP1 spindle- 0,72206 | -1,18813
associated
protein
Centromere-
Q6RT24 CENPE associated 0,67737
protein E
Aurora A kinase /
Q2TA06 AURKA AURKA 0,58333 -1,34049
P23572 CDK1 Cyclin-depentent | ;54
kinase 1
P24861 CycA G2/mitotic- | o 1159,
specific cyclin-A
Chromosome-
P33174 KIF14 associated 0,41780 -1,26548
kinesin KIF14
Targeting protein
E2RYF8 TPX2 for Xklp2 0,24043
homolog
043663 PRCL Protein regulator | 169, [ 3 43875
of cytokinesis 1
Cytoskeleton
PF15297 CKAP2_C associated protei | 0,18459
2 —cterminus
Serine/threonine-
P52304 POLO protein kinase 0,12504
polo
Q2Hise | Tubawp | Tubufinaleha-lD | g ,4 .,
chain
Receptor of
042249 RACK1 activated protein | 0,09742
kinase C
POC1 centriolar
Q28185 POC1A protein homolog | -0,02709
A
PF18210 | Kknit Rwp_c|  Knwde 4 15650
terminal domain
Disk large-
Q15398 DAP-5 associated -0,45643
protein 5
QI9VGY6 Skeletor Protein Skeletor | -0,52727
HAUS augmin-
PF14932 HAUS3_N like complex -0,87784
subunit 3
Spindle pole
PF17082 Spc29 component 29
Partitioning
Q9BYG5 PARD6B defective 6 -1,25685

homolog beta

Stabilizuje vieténkové mikrotubuly béhem mitdzy 7°

Kinetochorovy protein s roli v konjugaci mikrotubuld
ke kinetochoru, v kontrolnim bodu sestaveni
kinetochorového vieténka béhem metafaze a sefazeni
chromozom{j 791793

Mitotickd serin/threonin kinaza. Asociuje se

s centrozomem a vieténkovymi mikrotubuly béhem
mitdzy a ma kritickou roli v sestaveni mitotického
vieténka, duplikaci centrozomu, segregaci
chromozomdi, sefazeni chromozomu, kontrolnim bodu
sestaveni mitotické vieténka a cytokinezi 7°47%,
Aktivuje CDK1, fosforyluje p53 nebo destabilizuje
BRCA1 a reguluje G2/M tranzici 656796797,

Reguluje bunécny cyklus v ramci G1/S a G/M tranzic
798—800.

Reguluje tranzici G2/M a G1/S fazi bunééného cyklu a
interaguje s CDK2 801,802,

Interaguje s mikrotubuly a ma roli béhem segregace
chromozomd a cytokineze 803804,

Faktor sestaveni mitotického vieténka. Cili kinezin 15
k minus konci mikrotubuld 8%,

Klicovi regulator cytokineze pomoci KIF14 lokalizovany
na centrdlnim vieténku 803806807

Stabilizuje mikrotubuly a reguluje na aneuploidii
zastavenim bunécného cyklu a iniciaci apoptdzy skrze
p53 signalizaci 27628, Je degradovan na vystupu

Z mitdzy 808,

Reguluje mitoticky cyklus a cytokinezi skrze regulaci
lokalizace augminového komplexu na mitotickych
vieténkach 809810,

Stavebni prvek mikrotubul( 77°

Inhibuje bunéény rast prodlouzenim GO/G1 a G1/S fazi
skrze inhibici Src tyrosin kinazy 81,

Vyzadovan pro sestaveni a stabilitu centriol a také pro
jejich duplikaci a kontrolu délky 812813

Soucast KMN sité, ktera je jadrem vnéjsiho kinetochoru
a je zodpovédnd za vazbu a stabilizaci mikrotubul( ke
kinetochoru a za kontrolni bod v sestaveni vieténka 4.

1,38380

Mitoticky fosfoprotein regulovany ubiquitin-proteazom
drahou. Potencialni regulator mitotické faze bunécného
cyklu béhem prechodu mezi metafazi a anafazi.
Nejspise ma roli ve formovani centrozomu a pohybu
chromozom podél vietének 8816,

Poskytuje strukturaini podporu pro stabilizaci a
organizaci mikrotubulového vieténka béhem mitdzy a
meidzy &7,

Soucdast HAUS komplexu, ktery je vyZadovan pro
sestaveni mitotického vieténka a udrZeni integrity
centrozomu 818819,

Soucast komplexu Spc110p, ktery je dulezity pro
spravnou duplikaci centrozomu 82

Adaptérovy protein podilejici se na asymetrickém
déleni bunék a ovliviiujici orientaci mitotického
vieténka 821822,

-1,31640
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4.2.7. DEG spojené s detoxifikacnimi mechanismy

V ramci DEG souvisejicich s detoxifikacnimi cykly bylo pii porovnani skupiny D a skupiny
MK zaznamenano sedm DEG, pficemz jeden DEG ma vyssi expresi u D a Sest u MK. Pii
porovnani skupiny D se skupinou SK bylo zaznamenano osm DEG, pfi¢emz ¢tyi1t DEG jsou
vice exprimovany u D a ¢tyfi u SK. Pfi porovnani skupiny MK a SK byly pozorovany Ctyfi
DEG, pficemz dva DEG jsou vice exprimovany u MK a dva u SK. VSechny tyto geny,
véetné hodnot jejich diferencialni exprese (Log2FC) a popisu jejich vztahu k detoxifikaci,

jsou zaznamenany v Tab. XI.

Tab. XI: DEG spojené s detoxifikacnimi mechanismy: Signifikantni hodnoty diferencialni exprese (Log2FC
> 1,5849 nebo < -1,5849) jsou barevné zvyraznény. ZvySena exprese u prvniho typu vzorku z porovnavané
dvojice je zvyraznéna Cerven€, zvySena exprese u druhého typu zelené. ID — id genu v pfislusné databazi

(UniProt nebo Pfam), D — délnik, MK — mlady kral, SK — stary kral

DvSK DvMK MKvSK
ID Zkratk Na Funk
ratka azev (Log2FC) | (Log2FC) | (Log2FC) unkee
Epoxid hydroldzy se podili na preméné toxickych
Q6IE26 EPH4 Epoxide hydrolase 4 xenobiotik s epoxidovymi residui na odpovidajici
dioly 823, O funkcich EPH4 se toho ale pfili$ nevi.
DHRS11 | Dehydrogenase/reducta Redukuje endogenni a exogenni alfa-
3ZBV9 0,46291 | 1,54819 , . . s
Q (1) se SDR family member ! ! dicarbonylované slouceniny a alicyklické ketony 8
Gluthathion S- Konjuguje redukovany glutathion s exogennimi a
P42860 GST1 1,00749 | 0,94804 | endogennimi toxickymi latkami, jako jsou
transferase 1-1 > e gs
peroxidované lipidy 82,
Aldo-keto reductase Redukuje celou fadu toxickych aldehydd jako je
Q32C12 | AKRIAL | o o ember AL 1,20814 | 0,64593 |\ iikiad acrolein 826577
Biphenyl hydrolase-like
R164 | BPHL(2 -0,97
Q8R16 (2) protein (2) 0,97838 0,83590 Je mozné, ze maji roli v detoxifikacnich procesech
i -li Ifa-aminokyselinovych G 828,
Q86WAG | BPHL (1) Biphenyl hy.drolase like -1,05848 1,15969 alfa-aminokyselinovych ester(
protein (1)
UGT UDP-
097951 glucuronosyltransferase | -1,15528 | -1,10934
2B18
2B18
UDP- Podili se na glukuronidaci potencialné toxickych
P16662 | UGT 2B7 | glucuronosyltransferase | -1,26618 0,48743 | endo- i exogennich sloudenin 829830,
2B7
UGT UDP-
Q8WN97 glucuronosyltransferase 1,18101
2B30
2B30
Dehydrogenase/reducta . , .
Q6UWP2 DHRS11 se SDR family member -0,23365 R?dUkuJe endoglennl zj ex.ogennl.alfa' . o
(2) 11(2) dicarbonylované slouceniny a alicyklické ketony 8.
Zprostfedkovava prvni krok premény kyseliny
. mocové na allantoin, tedy konecné faze purinového
P22673 uro Uricase katabolismu a kroku v exkreci dusikatého odpadu
831
UGT uDP- Podili se na glukuronidaci potencialné toxickych
QITSL6 glucuronosyltransferase 1,33790 . & . M p. 20,830 v
2B23 2823 endo- i exogennich sloucenin 829830,
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4.2.8. DEG spojené s aktivitou juvenilniho hormonu

V ramci DEG souvisejicich s aktivitou juvenilniho hormonu bylo pii porovnani skupiny D

a skupiny MK zaznamenano osm DEG , pficemz ¢tyti DEG maji vyssi expresi u D a Ctyfi

u MK. Pii porovnani skupiny D se skupinou SK bylo zaznamenano osm DEG, pificemz

¢tyfi DEG jsou vice exprimovany u D a ¢tyfi u SK. Pfi porovnani skupiny MK a SK bylo

pozorovano sedm DEG, pii¢emz Sest DEG je vice exprimovano u MK a jeden u SK.

Vsechny tyto geny, vcetné¢ hodnot jejich diferencialni exprese (Log2FC) a popisu jejich

vztahu K juvenilnimu hormonu, jsou zaznamenany v Tab. XII.

Tab. XII: DEG spojené s regulaci juvenilniho hormonu: Signifikantni hodnoty diferencialni exprese

(Log2FC > 1,5849 nebo < -1,5849) jsou barevné zvyraznény. ZvySena exprese u prvniho typu vzorku

Z porovnavané dvojice je zvyraznéna Cerven€, zvySena exprese u druhého typu zelené. ID — id genu v ptislusné

databazi (UniProt nebo Pfam), D — délnik, MK — mlady kral, SK — stary kral

DvSK DvMK MKvSK

Funkce

Larvalni zasobni proteiny 832, U termit( navic znamo,
Ze se jejich exprese zvySuje v odpovédi na
morfogenni JH a Ze pravdépodobné potlacuji JH
dependentni diferenciaci délnik( na vojaky 462463,
Jejich exprese v odpovédi na JH je znama i u vcel a
mravenc(, s tim Ze pravdépodobné sekvestruji JH

v hemolymfé a tim omezuiji jeho biologickou
dostupnost 470833,

Larvalni zasobni protein $vabu, pravdépodobné také
Hexamerin 834

Vaze se na JH béhem jeho distribuce hemolymfou a
chrani ho pred pusobenim esteraz 83°

Spousti vstrebani vitellogeninu pomoci endocytézy a
jeho expresy se podafilo indukovat pomoci JH
analogu methoprenu 58,

Multifunkéni neurohormon s vlivem na absorpci
tekutin a mnoZstvi lipidd a sacharidu trehaldzy

v hemolymfé 836837 Také je ovsem schopny inhibovat
aktivitu JH 838, JH také indukuje jeho zvysenou
expresy 83,

Vitellogeniny jsou produkovany v odpovédi na JH
442,528

1D Zkratka Nazev (Log2Fc) | (Log2Fc) | (Log2Fe)
Q17127 HEX Hexamerin
ACrPI
Q25641 (HEX) Allergen Cr-PI (HEX)
PFOG585 HIHB Hemolyph JH binding
protein
Q6X012 VgR Vitellogenin receptor 1,13210
P10776 NPA Neuroparsin-A 1,45141 -0,53691
Q94637 Vgb Vitellogenin 6 1,44321 -0,32408
Q8WPA2 AR Allostatin-A receptor 1,02383 -0,71337
Q6R7M4 | MFE Methyl farnesoate | o o350, | _0,79943
epoxidase
Geranylgeranyl
pyrophosphate
QINHO03 | GGPS (4) synthase / Farnesyl 0,58673
diphosphate synthase
(4)
Q9BPSO Vg2 Vitellogenin 2 -1,25177
p5a961 | HMGCs-1 | HYdroxymethylglutary -0,97771 | -1,36320

|-CoA synthase 1

Receptor Allostatinu inhibujici syntézu JH 84,

Zajistuje posledni krok v tvorbé Juvenilniho hormonu
Il 453,527

V mevalonatové draze se nachazeji v jakémsi bodé
vétveni, protoZze jejich produkty mohou davat za
vznik cholesterolim (ne u hmyzu), isoprenoidim, a
nebo Juvenilnimu hormonu 57,

Vitellogeniny jsou produkovany v odpovédi na JH
442,528

Zajistuje tvorbu HMG-CoA z acetyl-CoA a
acetoacetyl-CoA, tedy jeden z prvnich krokd
v mevalondtové draze 77.
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Q9WTNO

Geranylgeranyl
pyrophosphate
synthase / Farnesyl
diphosphate synthase
(3)

GGPS (3)

P56966

Geranylgeranyl
pyrophosphate
synthase / Farnesyl
diphosphate synthase
(2)

GGPS (2)

095749

Geranylgeranyl
pyrophosphate
synthase / Farnesyl
diphosphate synthase
(1)

GGPS (1)

-0,24741

-1,41184

1,44986

V mevalonatové draze se nachazeji v jakémsi bodé
vétveni, protoZe jejich produkty mohou davat za
vznik cholesterolim (ne u hmyzu), isoprenoidiim, a
nebo Juvenilnimu hormonu 527

4.2.9. DEG spojené s metabolismem lipidi

V ramci DEG souvisejicich s lipidickym metabolismem bylo pfi porovnani skupiny D

a skupiny MK zaznamenano deset DEG , pficemz Sest DEG ma vyssi

(4

expresi u D a Ctyfi

u MK. Pii porovnani skupiny D se skupinou SK bylo zaznamenano sedmnact DEG, pfi¢emz

jedenact DEG je vice exprimovano u D a Sest u SK. Pfi porovnani skupiny MK a SK bylo

pozorovano deset DEG, pfi¢emz Sest DEG je vice exprimovano u MK a ¢tyfi u SK. Vsechny

tyto geny, v€etné hodnot jejich diferencidlni exprese (Log2FC) a popisu jejich vztahu

k lipidickému metabolismu, jsou zaznamenany v Tab. XIII.

Tab. XIII: DEG spojené s metabolismem lipida: Signifikantni hodnoty diferencidlni exprese (Log2FC

>1,5849 nebo < -1,5849) jsou barevné zvyraznény. ZvySena exprese u prvniho typu vzorku z porovnavané

dvojice je zvyraznéna Cervené, zvySena exprese u druhého typu zelené. ID — id genu v ptislusné databazi

(UniProt nebo Pfam), D — délnik, MK — mlady kral, SK — stary kral

ID Zkratka Nazev
QsvBeX1 ELip Endothelian lipase
060488 LCACLA Long-chain-fatty-acid-

CoA ligase 4
Q70KH2 GBA Acid beta-glucosidase
P51309 APOD Apolipoprotein D
PE01442 APOA E Apollpoprotelrf Al1/A4/E
- domain
044390 ACD11DS Acyl-CoA Delata(11)
desaturase

DvSK DvMK
(Log2FC) | (Log2FC)

-1,55445

0,83510

MKvSK

(Log2FC) Funkce

Ma fosfolipazovou i triglycerid lipazou aktivitu,
ovsem je vice aktivni jako fosfolipaza 841,842
Také je aktivni viéi HDL lipoproteintim 84

-0,19257

Tvofi acyl-CoA z dlouhych mastnych kyselin,
které se pak vyuzivaji jak pfi beta-oxidaci tak pri
syntéze dlouhych kyselin. Preferuje jako
substrat AA a eicosapentenovou kyselinu 843-84

V lysozomech katalyzuje hydrolyzu
glucosylceramidli na ceramidy a glukdzu 5%,

Apolipoprotein spojovvany s dlouhovékosti,
obranou proti oxidacnimu stresu 846-851,
Zabranuje oxidaci volné arachidonové kyseliny
a hydrolyze jejich membranovych forem 852853,

0,54347

Protein obsahujici domény apolipoproteint
A/E. Nékteré alely apoE jsou spojovany
s dlouhovékosti u lidi 4.

-0,18183

Tvorba nenasycenych mastnych kyselin 85
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Delta(24)-sterol Pfeména potravné prijimanych fytosteroll na
Q15392 DHCR24 reduktase 0,75117 cholesterol #6857,
Dehydrogenase/reductas
Q3ZBV9 DHRS11 (1) | e SDR family member 0,46291 | 1,54819 | Podili se na tvorbé steroidnich hormon( 8.
11(1)
Q9u943 APOr;honn Apolipophorins 0,13702 Formuji lipoproteiny 858-860,
Q9Qzu7 GBBD Gamma-butyrobetaine 0,50431 | 1,21528 | Syntéza karnitinu 8182
dioxygenase
QovC74 TMLD Trimethyllysine 0,77721 | 0,82867 | syntéza karnitinu ss162
dioxygenase
046108 Lip3 Lipase 3 1,56651 -0,50970 aIg\/lszfaszaosfol|pazovou i triglycerid lipazou aktivitu
MCACL- Medium-chain acyl-CoA . - 865
QOP4F7 ACSE2 ligase 1,49751 0,21497 | Tvorba acyl-CoA z mastnych kyselin
Preméniuje lysofosfatidylcholin na
Q5ZJF4 Prx6 Peroxiredoxin 6 1,15389 | -0,95590 fosfatidylcholin a vykazuje fosfolipazovou A2
aktivitu a nezévislou na vapniku 866867,
AOAORAIVV Microsomal triglycerid Transport triglycerid(l a cholesterol esterl mezi
0 MTTP transfer protein large 0,91186 | -0,88633 bunécnymi membranami,napomaha sestaveni
subunit apolipoprotein B 868-870
Fatty acid esters of , N , .
QoD8B1 F/ZTQH hydroxy fatty acids | -0,45558 | 1,27502 xz‘r"'yjﬁ If S:Z;‘; mastnych kyselin a hydroxy-
hydrolase AIG1 Veh Ky )
Stearoyl-CoA desaturase . . . am2873
Q6T707 SCDS4 4 -0,96294 1,39996 | Tvorba nenasycenych mastnych kyselin 872873,
Q92038 ACDS Acyl-CoA desaturase -1,04411 1,23347 | Tvorba nenasycenych mastnych kyselin 872873,
Q7M415 PLA2 (1) Phospholipase A2 -1,48684 | 0,24644 Hydrolyzuje membranové fosfolipidy, uvoliiuje
Phospholipase A2 z nich volné mastné kyseliny. Ma preferenci
P16354 PLA2 (2) isozymes -0,43970 | -1,29314 k arachidonové kyseling, a tim zvySuje mnozstvi
PA3A/PA3B/PAS jeji volné cirkulujici formy 874875
) ) ' Receptor hormonu adiponectinu 8. Aktivace
Q9VCY8 AdipoR Adiponectin receptor 1,50632 | -0,30453 stimuluje lipidicky katabolismus 7.
Dehydrogenase/reductas
Q6UWP2 | DHRS11 (2) e SDR family member -0,23365 Podili se na tvorbé steroidnich hormonu 824,
11(2)
P80035 Glip Gastric tli';)icsye'g'ycem' -0,92300 | -1,40895 | Hydrolyza dietarnich triglycerid 873
Sterol O-acyltransferase o g7
Q61263 SOAT1 1 -1,13689 | -1,43765 | Tvorba cholesterol-esterd 879880
ASPKA6 | PLip-Rp2 | Pancreatic lipase-related -0,97542 Hydrolyza dietarnich triglycerid %1
protein 2
CYP304al Cytocchrome P450
Q9VG17 (1) 30421 (1) 3,84964 | 3,52722 | 0,32242
QINGX9 CYPEZ(;ZM Cyt"Chmm(‘;)Mo 3042l 1 518480 | 0,95848 | 1,22632 | Pravdépodobné maj roli v syntéze ecdysteroidd
882,883
Q9VYY4 CYP4g15 Cytochrome P450 4g15 | -0,67583 1,31767
Q9ov4u7 CYP6al4 Cytochrome P450 6a14 | 1,08301 | -0,85681 | 1,93982

4.3. Vysledky funk¢ni anotace a enrichmentu diferencidln€ exprimovanych gent

U vsech 3 datovych soubort diferencialni exprese (D oproti SK, MK oproti D a MK oproti

SK) byla provedena funkéni anotace a tzv. enrichment, a to za ucelem bliz§iho prozkoumani

biologickych funkci téchto diferencidlné exprimovanych gend. K analyze byla vyuzita

funkce enricher z bali¢ku clusterProfiler (v.4.4.4.) °"*. Geny byly funkéné anotované pomoci
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GO: biologicky proces ziskanych z databaze Uniprot. VSechny signifikantné obohacené
terminy (FDR < 0,05), pro kazdé ze 3 porovnani, jsou zobrazeny v Tabulce XIV. Kompletni
vysledky enrichment analyz jsou dostupné v piiloze V. Jako pozadi pro enrichment analyzu
byl pouzit zakladni datovy soubor genové exprese ziskany sekvenaci. Nevyhodou pouzitého
souboru bylo, ze pouze 48,5% ze vSech 20944 typu identifikovanych transkripti se podafilo
anotovat Vv proteinové databazi UniProt, takze jen k necelé¢ poloviné pozadi bylo mozno
prifadit funk¢ni anotace. Podil pomoci UniProt anotovanych genti byl mezi diferencialné
exprimovanymi geny mirné vyssi: 56,4 % D oproti SK, 55,9 % MK oproti D a 59,5 % MK
oproti SK. Nejvice signifikantné obohaceny termin v ramci vSech tii porovnani diferencialni
exprese je ,polysacharidovy Kkatabolicky proces (polysacharide catabolic process,
FDR = 1,48¢”" pro DVMK; 7,60e” pro DVSK; 1,52e” pro MKVSK).

Tab. XIV: Nejvice obohacené terminy GO mezi diferencialné exprimovanymi geny 3 porovnavanych

dvojic typu vzorki: GO ID = id genové ontologie, P hodnota — Fishertiv exaktni test, FDR — false discovery

rate.
Porovnavané znaky [GO:ID |Term|'n IP hodnota |FDR

G0:0000272 polysaccharide catabolic process 2,75E-10 1,48E-07
G0:0008152 metabolic process 6,01E-10 1,56E-07
Délnik G0:0030245 cellulose catabolic process 1,63E-08 2,53E-06
Mlady’ kral G0:0005975 carbohydrate metabolic process 3,68E-07 3,64E-05
G0:0007052 mitotic spindle organization 4,54E-05 3,22E-03
G0:0006096 glycolytic process 7,73E-04 4,31E-02
G0:0000272 polysaccharide catabolic process 2,00E-09 7,60E-07
G0:0030245 cellulose catabolic process 3,81E-09 9,63E-07
G0:0005975 carbohydrate metabolic process 8,34E-09 1,26E-06
G0:0008152 metabolic process 6,50E-08 7,04E-06
Délnik G0:0006096 glycolytic process 3,92E-05 2,48E-03
S 2 G0:0040003 chitin-based cuticle development 7,66E-05 4,15E-03
Stary kral G0:0008202 steroid metabolic process 1,04E-04 8,63E-03
G0:0051017 actin filament bundle assembly 3,59E-04 1,51E-02
G0:0006629 lipid metabolic process 5,32E-04 1,92E-02
G0:0008299 isoprenoid biosynthetic process 5,88E-04 2,03E-02
G0O:0007586 digestion 1,18E-03 3,73E-02
G0:0000272 polysaccharide catabolic process 2,05E-10 1,52E-07
G0:0030245 cellulose catabolic process 6,32E-10 2,35E-07
e G0:0005975 carbohydrate metabolic process 5,00E-08 7,43E-06

Mlady kral '
N G0:0008152 metabolic process 2,97E-07 3,15E-05
Stary kral G0:0006096 glycolytic process 1,03E-05 9,50E-04
G0:0007017 microtubule-based process 1,25E-04 7,70E-03
G0:0006094 gluconeogenesis 1,02E-03 3,99E-02
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4.4. Predzpracovani datasetu genové exprese a tvorba vazené genoveé koexpresni sité

(WGCNA)

Sekvenaci ziskané soubory dat byly dodatecné zpracovany jesté pomoci analyzy WGCNA,
kterd dokaze odhalit skupiny, tzv. moduly, genii asociované se zkoumanymi znaky a jejich

vzajemné propojeni.

Sekvenacni analyzou bylo celkové zpracovano 27 vzorkl rozdélenych do tfi skupin (10x SK,
10x D a 7x MK). Celkové bylo identifikovano 20944 typl transkripti. Ze ziskanych
surovych dat byly za ucelem odstranéni Sumu pozadi vyjmuty geny s velkym poctem
chybéjicich hodnot a s pfili§ nizkou primérnou expresi. Po téchto zasazich v souboru dat
ztstalo 7511 genti. Pomoci hierarchického shlukovani a PCA byly vzorky SK7, D6 a MK2
identifikovany jako vzorky obsahujici pfili§ odlehl¢ hodnoty a byly pro dal§i analyzu
ze souboru dat vyjmuty (Obr.6). Nasledné byly surové poéty readl v souboru normalizovany
a soubor dat pouzit pro konstrukci WGCNA. Pied jeji konstrukei bylo nejprve potieba urcit,
skrze analyzu topologie sité, optimalné¢ mékkou prahovou hodnotu (soft-tresholding power),
neboli hodnotu f, kterd by splitovala podminku udrZeni bezskalové sité. Ta byla stanovena
na hodnotu 8 (Obr.7). Z dendrogramu hierarchického shlukovani gent, za vyuziti
dynamického fezu stromu (dynamic tree cut) a dynamického slouceni (merged dynamic),
bylo vytvofeno 26 riznych genovych modulii oznacenych nahodnymi barvami z pouzitého
barevného schématu (Obr.8). 1729 genti se nepodatilo zaclenit do Zadného z moduld, a tak
byly pfifazeny k modulu s oznacenim Grey. Tento modul byl béhem naslednych analyz
ignorovan. Velikost modulii je vrozsahu od 24 (modul Orange) do 892 geni

(modul Turquoise). Vsechny moduly s pfifazenymi geny jsou Vv piiloze I1.
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Obr. 6: Identifikace vzorku obsahujici odlehlé hodnoty (tzv. outlier samples): A. Dendrogram sestaveny
pomoci hierarchického shlukovani vzorkli v datasetu. Cervené vyznadené vzorky byly z datasetu vyjmuty.
B. Analyza hlavni komponenty vzorki v datasetu. Cervené zakrouzkované vzorky byly z datasetu vyjmuty.
OK — stary kral. YK — mlady kral. W — déInik.
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Shlukovy dendrogram a pfifazené moduly
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Obr. 8: Shlukovy dendogram a pridélené moduly WGCNA analyzy: Geny byly shlukovany na zakladé

1-TOM, neboli miry odlisnosti. Vétve odpovidaji modulim predstavujicim vysoce propojené skupiny gent.

Moduly jsou reprezentovany barvami ve dvou spodnich pruzich. Prvni pruh pfedstavuje moduly pied

sloucenim a spodni pruh po slouceni. Hranice pro slouc¢eni modult byla 1-TOM = 0,25. Identifikovano bylo

celkem 26 modulu.
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Obr. 7: Identifikace optimalni hodnoty B: A. Porovnani indexu modelu bezskalové topologie a hodnoty p.
B. Porovnani primérné konektivity a hodnoty . Zvolena byla hodnota 8, ktera jako prvni pfesahuje hodnotu

indexu 0,9.

4.5. Identifikace modulii asociovanych se staiim jedince ¢i jeho kastovni piislusnosti.

Tzv. modul eigengene (ME) je prvni hlavni komponenta kazdého modulu, interpretovana
jako predstavitel miry exprese daného modulu 7. Pro zjisténi vztahu mezi jednotlivymi
moduly a mnou sledovanymi znaky, tedy SK, D, MK, byla spoc¢itina korelace mezi
ME modulti a znaky (Pfiloha III). Nésledné¢ bylo provedeno hierarchické shlukovani a
vysledky byly znazornény pomoci heatmapy (Obr .9). Ctyfi moduly, s oznadenim Yellow,
Turquoise, Orange, Green, byly pozitivné korelovany se znakem SK (r < 0,5 ap < 10?) a
dva moduly (Grey60, Blue) byly s timto znakem korelovany negativné (r < -0,5 a p < 10?).
Se znakem D byly pozitivné korelovany tfi moduly (Purple, Brown, Lightyellow) a
negativné korelovany také tfi moduly (Salmon, Darkgrey, Tuquoise). Se znakem MK byly
pozivné korelovany c¢tyii moduly (Red, Grey60, Pink, Yellow) a ¢tyfi moduly korelovany
negativné (Midnightblue, Black, Darkturquoise, Cyan). Vztah téchto moduli k danym

znakiim byl také znazornén pomoci histogramti zndzoriiujici ME profil exprese danych
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modult ve vztahu k jednotlivym vzorkiim (Obr. 10). O pozitivné korelovanych modulech

bylo uvazovano jako o téch, které podporuji dany znak, a naopak o negativné korelovanych

modulech jako o téch, které dany znak nepodporuji.

Vztah mezi moduly a zkoumanymi znaky

MEgrey - 0.35 -0.36 0
MEroyalblue -0.02 0.07 -0.06
MElightcyan — —0.52* 0.36 0.17

MEgreenyellow — -0.45* 0.58** -0.15
MEred | 04 022 S e
MElightgreen — -0.24 -0.22 0.52**
MEgrey60 - 0.1
MEsalmon
MEpink -
MEmagenta
MEdarkgrey |
MEyellow —
MEturquoise |
MEorange -
MEpurple -
MEbrown -
MEblue -
MElightyellow -
MEdarkred - -0.45% 0.52* -0.07
MEmidnightblue 0.24 0.56**
MEdarkgreen — -0.23 0.57** -0.38
MEdarkturquoise -

MEcyan -

MEgreen - -0.43*
MEtan | 0.02 -0.03 0.01
Star)'; kral Dé‘lnik Mladly kral
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Obr. 9: Heatmapa korelace modi se znaky SK, MK a D: Modul eigengene kazdého modulu byla

korelovana s kazdym ze znakii. Rady odpovidaji modulim a sloupce znakiim. Mira korelace kazdého

porovnani je zndzornéna jednak ciselné a jednak barevné. Korelace dosahuje hodnot od -1 do +1.

Cim zapornégjsi hodnota tim syt&j§i modra barva a ¢im kladngjsi hodnota tim syt&jsi dervena barva. Statisticky

signifikace jednotlivych korelaci je znazornéna pomoci znaku *. * - p < 102, ** - p < 102 *** - p < 1073,
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Obr. 10: Histogramy znazoriuji profil modul eigengene exprese u vybranych moduli: Osa y predstavuje
hodnotu ME a osa x jednotlivé vzorky v datasetu. Vzorky na ose x jsou rozdéleny do tii skupin podle znaku —

stary kral, mlady kral, délnik.

4.6. Analyza genové sité vybranych moduli

U modulii vybranych v pfedchozi ¢asti byla podrobnéji prozkouména jejich relevance
k danému znaku, a to skrze tfi pro genové sité typicky sledované vlastnosti GS, MM a K.in.
Ptredpokladem je, Ze pokud ma gen vysoké hodnoty ve vSech tfech téchto kritériich,
tak pravdépodobné hraje vyznamnou roli ve vztahu k danému znaku. Modul, jehoz genové
sloZzeni ma hodnoty MM a K.in signifikantné korelované s hodnotami GS v daném znaku,
ma pro tento znak dileZitou biologickou roli 73%75884 Vgechny vybrané moduly, pozitivné
¢1 negativné korelované s nékterym z naSich tfi znakli, vykazovaly i signifikantni korelace
jak mezi GS a MM, tak mezi GS a K.in (Pfiloha III). Pro kazdy znak byly vybrany dva
moduly s nejvyssi hodnotou korelace a signifikance, a to jeden jako positivné korelovany
s danym znakem a druhy jako negativné korelovany s danym znakem Pro znak SK to byl
modul Green (GS vs. MM: r = 0,88, p = 2.3e**: GS vs. K.in: r = 0,82, p = 1.1e%) a modul
Blue (GS vs. MM: r=0,68, p = 5,6e%; GS vs. K.in: r = 0,54, p = 2,3e®). Pro znak D
modul Purple (GS vs. MM: r = 0,9, p = 1,2e%; GS vs. K.in: r = 0,82, p = 5¢™**) a modul
Turquoise (GS vs. MM: r = 0,75, p = 6.1e%2; GS vs. K.in: r = 0,69, p = 4,5e1?"). Pro znak
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MK modul modul Pink (GS vs. MM: r = 0,94, p = 3e1%; GS vs. K.in: r=0,81, p=1,2¢%%) a
modul Midnightblue (GS vs. MM: r = 0,79, p = 4,8¢2* GS vs. K.in: r = 0,73, p = 4,7¢'19).
Pro znak SK to byl modul Green (GS vs. MM: r = 0,88, p = 2.3e"}**: GS vs. K.in: r = 0,82,
p=1.1e1%) a modul Blue (GS vs. MM: r = 0,68, p = 5,6e1%; GS vs. K.in: r = 0,54,
p=2,3e®). Pro znak D modul Purple (GS vs. MM: r = 0,9, p = 1,2¢%; GS vs. K.in:
r=0,82, p = 5e*) a modul Turquoise (GS vs. MM: r = 0,75, p = 6.1e1%%; GS vs. K.in:
r=0,69, p = 4,5¢*?"). Pro znak MK modul modul Pink (GS vs. MM: r = 0,94, p = 3e1%: GS
vs. K.in: r = 0,81, p = 1,2e%) a modul Midnightblue (GS vs. MM: r = 0,79, p = 4,8¢?%; GS
vs. K.in:r=0,73, p = 4,7¢19).

4.7. Funkc¢ni anotace a tzv. enrichment analyza vybranych genovych modula

U vybranych moduli byla provedena funkéni anotace a tzv. enrichment, a to za tcelem
blizsiho prozkoumani biologickych funkci téchto modulii. K analyze byl pouzit online
nastroj DAVID *8, Geny byly funkén& anotované pomoci GO: biologicky proces, KEGG
pathway a UP-KW: biologicky proces. Nejvice obohacené terminy ve vSech tiech
kategoriich u kazdého modulu jsou zobrazeny v Tabulce XV. Kompletni enrichment analyza
kazdého modulu je dostupna v ptiloze IV. Jako pozadi pro enrichment analyzu byl pouZit
zakladni datovy soubor genové exprese ziskany sekvenaci. Nevyhodou pouZitého souboru
bylo, Ze pouze 48,5 % ze vSech 20944 typt identifikovanych transkripti se podafilo anotovat
Vv proteinové databazi UniProt, takze jen k necelé poloviné pozadi bylo mozno piifadit
funkéni anotace. Podil pomoci UniProt anotovanych geni byl ale mezi vybranymi moduly
vyssi: od 71,9% v modulu Green po 87,3% v modulu Pink, v priméru se jednalo o 78,68% =+
6,65. Vzhledem k tomu, ze ale vétSina modulti neposkytla v enrichment analyze zadny nebo
jen maly pocet termini, které by proSly pies statistické kritérium FDR<0,05, nejsou
vysledky této analyzy statisticky dostacujici pro popsani biologickych funkci vybranych
moduli. Nicméné tyto vysledky mohly byt vyuzity v kombinaci s dalsimi vysledky

a analyzami pro lepsi orientaci v biologickych vlastnostech moduld.
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Tab. XV: Nejvice obohacené terminy GO, UP-KW a KEGG drah ve vybranych modulech:
GO = genova ontologie, UP-KW = UniProt Keywords, BF = biologicka funkce. P hodnota — Fisheriv exaktni

test. FDR — false discovery rate.

Znak |Korelace |Modul |Kategorie [ Termin [P hodnota [FOR
Stary kral Pozitivni Green GO: BF G0:0032981~mitochondrial respiratory chain complex | assembly 1,61E-07 2,09E-04
Negativni Blue GO: BF G0:0000398~mRNA splicing, via spliceosome 7,63E-04 1,00E+00
Délnik Pozitivni Purple GO: BF G0:0007411~axon guidance 1,64E-02 1,00E+00
Negativni Turquoise GO: BF (G0:0031057~negative regulation of histone modification 4,13E-17 9,25E-14
Miady kral Pozitivni Pink GO: BF G0:0006096~glycolytic process 2,95E-03 1,00E+00
Negativni Midnightblue GO: BF G0:0006357~regulation of transcription from RNA polymerase Il promoter  4,33E-03 1,00E+00
Stary kral Pozitivni Green UP-KW: BF KW-0679~Respiratory chain 261E-11 2,32E-09
Negativni Blue UP-KW.: BF KW-0443~Lipid metabolism 7,71E-06 9,56E-04
Délnik Pozitivni Purple UP-KW: BF KW-0805~Transcription regulation 4,36E-05 2,18E-03
Negativni Turquoise UP-KW: BF KW-0648~Protein biosynthesis 5,65E-06 6,79E-04
Miady kral Pozitivni Pink UP-KW: BF KW-0443~Lipid metabolism 3,95E-03 2,61E-01
Negativni Midnightblue UP-KW: BF KW-0804~Transcription 5,20E-03 1,57E-01
Stary kral Pozitivni Green KEGG_PATHWAY  dme00190:Oxidative phosphorylation 3,01E-05 8,30E-03
Negativni Blue KEGG_PATHWAY  ath01110:Biosynthesis of secondary metaboli 8,05E-04 5,01E-01
Délnik Pozitivni Purple KEGG_PATHWAY  hsa05168:Herpes simplex virus 1 infection 5,01E-03 3,76E-01
Negativni Turquoise KEGG_PATHWAY  dme03015:mRNA surveillance pathway 1,20E-02 1,00E+00
Miady kral Pozitivni Pink KEGG_PATHWAY  mmu01100:Metabolic pathways 2,80E-03 4,79E-01
Negativni Midnightblue KEGG _PATHWAY  dme00512:Mucin type O-glycan biosynthesis 5,17E-02 1,00E+00

4.8. Charakterizace profilti genové exprese u vybranych moduld, vizualizace jejich genové

sit¢ a identifikace hub gen.

U Sesti vybranych moduli byl vizualizovan profil jejich genové exprese napfi¢ vSemi
24 vzorky pomoci analyzy hierarchického shlukovani (Obr. 11). Ke zvySené ¢i snizené
expresi genu dochazelo dle pifedpokladu vzhledem k pozitivni ¢i negativni korelaci daného
modulu vic¢i danému znaku. Ve vSech ptipadech byla genova exprese ostatnich typl vzorki
(oproti pravé zkoumanému znaku) regulovdna v opaéném smeéru, a to az na par odchylek
tykajicich se pfedevsim vzorkit W1 a W9 v modulech Blue a Turquoise. Déle byly pro kazdy
modul identifikované takzvané hub geny, tedy geny s nejvétsi konektivitou a korelaci v siti
daného modulu. Pro takové geny je obvykle typickd vysoka hodnota GS pro dany
zkoumany znak a zdroven i vysoké hodnoty MM a K.in °°, Z kazdého modulu tak byly
vybrany tii skupiny geni obsahujici 5 % gent s nejvysSimi hodnotami GS, K.in nebo MM.
Tyto skupiny byly vloZeny do Vennova diagramu (Pfiloha Ill) a geny nalézajici se ve vSech
trech skupinach najednou byly uréeny jako hub geny daného modulu. VSechny zvolené geny
pro vSechny vybrané moduly jsou vypsany v Tabulce XVI. Také byly vytvofeny seznamy
gentl s nejvet§imi hodnotami GS a K.in pro dany modul a znak. Nejvyznamnéjsi tii geny

Z téchto seznamu jsou také zobrazeny v Tabulce XVI. Hub geny byly témito geny doplnény,
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protoze geny s vysokou genovou signifikanci nebo intramodularni konektivitou by mohly
byt stile biologicky vyznamné pro zkoumany znak, i kdyz neproSly ptes filtr vysoké
hodnoty u vSech tii kritérii najednou. Hodnoty diferencialni exprese (Log2FC) a vlastnosti

vybranych Hub genti jsou zaznamenany v Tab. XVII -XXIlI.

Pro kazdy modul byla také v programu Cytoscape vymodelovana ¢ast genové sité, zalozena
na hodnotach z TOM a hodnotach GS a K.in. Hub geny byly v sitich barevné zvyraznény.
Obrazky vymodelovanych siti jsou v piiloze III. Hodnoty GS a K.in kritérii se u gent ve
vymodelovanych sitich pohybovaly v nasledujicich rozmezich: Modul Green pii
TOM > 0,27 — hodnoty GS od 0,82 az 0,96 pti priméru 0,91+£0,033; hodnoty K.in od 25,78
az 60,44 pti praméru 43,7+6,64. Modul Blue pii TOM > 0,2 — hodnoty GS od -0,25 az -0,96
pfi priméru -0,69+0,114; hodnoty K.in od 9,26 az 78,69 pii praméru 41,11+11,88. Modul
Purple pii TOM > 0,085 — hodnoty GS od 0,33 az 0,98 pti priméru 0,73+0,099; hodnoty
K.in od 0,79 az 12,55 pfi priméru 4,88+2,05. Modul Turquoise pii TOM > 0,17 — hodnoty
GS od -0,52 az -0,96 pii praméru -0,76+0,084; hodnoty K.in od 5,11 az 60,75 pfi pruméru
26,51£8,93. Modul Pink pti TOM > 0,15 — hodnoty GS od 0,69 az 0,97 pfi priméru
0,84+0,055; hodnoty K.in od 4,26 az 24,68 pti praméru 13,7843,17. Modul Midnightblue pfti
TOM > 0,07 — hodnoty GS od -0,5 az-0,91 pfii praméru -0,72+0,065; hodnoty K.in od 0,9 az
8,12 pfi priméru 3,3+1,29.

63



EXPRESNI PROFIL MODULU GREEN EXPRESNi PROFIL MODULU BLUE

Kasta
stary beal
WO

5 laty ar) 5 Wiy bl

EXPRESNI PROFIL MODULU PURPLE

— | — V_-
I

=

Kasta Kasta
stars kel stary kel

ik Wk

Nl #ra Wiady keal

Obr. 11: Heatmapy znazoriujici profily genové exprese u vybranych modulii. Heatmapy byly vytvotené
pomoci hierarchického shlukovani. Prvni fadek v grafu barevné symbolizuje piislusnost vzorkt ke znakim
(stary kral, mlady kral, d€lnik). Kazdy dalsi fadek ptedstavuje jeden gen v modulu. Sloupce predstavuji
jednotlivé vzorky. Hodnoty exprese byly transformovéany na standardizované skore (Z-score). Cim kladngjsi
hodnota Z-score tim syt&jsi Cervena barva, ¢im zaporngjsi hodnota tim syt&j$i modra barva. Kladné hodnoty

prestavuji zvySenou expresi a zaporné snizenou expresi. OK — stary kral, YK — mlady kral, W — délnik.
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Tab.XVI: Identifikované hub geny ve vybranych modulech: Top GS/K.in/MM — geny nalézajici se

V hornich 5 % genti v ramci vSech téchto tii charakteristik. TOP3 GS — geny s nejvy$Simi hodnotami GS,

TOP3 K.in — geny s nejvy$§imi hodnotami K.in. Znaménka za nazvy modulii znazoriiuji, zda jsou moduly

pozitivné (+) ¢i negativné (-) korelovany s danym znakem. GS — genova signifikance. K.in — intramodularni

konektivita. MM — module membership. Databiaze — databaze v které byl gen anotovan. ID — id genu

v prislusné databazi. evglocus — geny které se nepodafilo anotovat.
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Tab. XVII: TOP Hub geny modulu Purple pozitivné asociovaného s D: Signifikantni hodnoty diferencialni

exprese (Log2FC > 1,5849 nebo < -1,5849) jsou barevné zvyraznény. Zvysena exprese u prvniho typu vzorku

z porovnavané dvojice je zvyraznéna ¢ervené, zvysena exprese u druhého typu zelené. ID — id genu v piislusné

databazi (UniProt nebo Pfam), D — délnik, MK — mlady kral, SK — stary kral

ID

Zkratka

Nazev

Q9VG17

CYP304al

Q5XxJas

EXOSC9

Exosome
component 9

DvSK
(Log2FC)

0,81395

DvMK
(Log2FC)

Cytochrom
p450 304al _ 032242

0,65002

MKvSK
(Log2FC)

Funkce

Pravdépodobné ma roli v syntéze ecdysteroidu 352883,

0,16393

Nekatalyticka komponenta RNA exozomalniho
komplexu, uéastni se zpracovani a degradace riznych
druh( RNA. V jadfe ma roli v maturaci rRNA, snRNA a
snoRNA. V cytoplasmé degraduje nestabilni mRNA a je

soucasti drahy zabranujici translaci aberantnich mRNA
885-887

COHBB2

GLMP

Glycosylated
lysosomal
membrane
protein

0,66628

0,61976

0,04652

Ochrana lysozomalniho transportéru MFSD1 pred jeho

degradaci lysozomem a lokalizace MFSD1 na lysozomu
888

P70031

CCKR

Cholecystokinin
receptor

1,22540

0,92564

0,29976

Receptor cholecystokininu aktivujici fosfatidylinositol-
véapnikovy systém sekundérnich posli. U obratlovcl
moduluje chovani béhem krmeni skrze centréini a
periferni nervovou soustavu. Ovliviiuje sekreci
pankreatickych enzym( a kontrakce bfi$niho hladkého
svalstva %894, Drozofili ortolog ovliviiuje lokomoci a
rast neuromuskuldrnich spojd. Ma vliv na funkci strev,
traveni, hyperaktivitu ¢i agresivitu 895897,

65




Low-density U savcl spojen s modulaci WNT a tvorbou a Gdrzbou
lipoprotein neuromuskuldrnich spojt #8. Drozofili ortolog je
075096 LRP4 receptor- 0,89613 0,79873 0,09740 | obohacen v membranach presynaptickych terminal(i a
related protein reguluje synaptickou organizaci v olfaktorickych
4 okruzich 8.
Sulphur Soucdst membranovych protein( transportujicich siru
PF04143 | Sulf_transp transport 0,78384 0,62455 0,15929 g
domain obsahujici molekuly °°

Tab. XVIII: TOP Hub geny modulu Turquoise negativné asociovaného s D: Signifikantni hodnoty
diferencialni exprese (Log2FC > 1,5849 nebo < -1,5849) jsou barevné zvyraznény. Zvysena exprese u prvniho

typu vzorku z porovnavané dvojice je zvyraznéna Cervené, zvySena exprese u druhého typu zelené. ID — id

genu v piislusné databazi (UniProt nebo Pfam), D — délnik, MK — mlady kral, SK — stary kral

P DvSK DvMK MKvSK
ID Zkratka Nazev (Log2FC) (Log2FC) | (Log2FC) Funkce
Q61263 | SOATL | tsrzer::f'ecr’;se L -1,13689 | -1,43764 | Tvorba cholesterol estert 87955,
Q172W0 | COMM2 comn:i';zer';ess 5 -0,10372 | Role ve vyvoji nervové pasky hmyzu %L,
. U obratlovcl slouZi jako chemoatraktant
P23352 | ANOS1 Anosmin 1 “L,16759 | -0,80306 | e ichch epitelovyich bundk 9255,
QOVMMS6 | OBST-E Obstructor-E 097504 | -0.90992 Chitin vazebny protein dlleZity pro larvaini vyvoj
! ! hmyzi kutikuly a tvaru téla %4,
Ovliviiuje mitochondridlni metabolismus skrze
regulaci rovnovahy mezi mitochondrialni fuzi a
mitochondrialnim Stépenim, reguluje formaci
lipidickych kapének, metabolismus mastnych kyselin
a funkci peroxizomu 147905906 Nefunkéni mutace
vede u mysi rohovky k fenotypovym zménam
Transmembrane spojenych se stafim a vy3si senzitivité k oxivo!aé?imu
Q6GQ39 | TMEM135 |  protein 135 L 10,80066 | -0,8958) | Stresu™™. U Caenorhabditis elegans je soutasti
homolog konzervované genetické sité ovliviujici tukové
zasoby a regulujici dlouhovékost. Delece tohoto
genu vedla ke snizeni tukovych zasob, redukci
mitochondrialniho akéniho potencidlu a ke snizeni
délky Zivota. Nadmérna exprese naopak vedla
k navySeni délky Zivota pfi chladem vyvolaném
stresu. ZvySend exprese byla spojena i se zvySenou
regulaci proteinu Daf16 (FOXO) 2%,
Solute carrier
organic anion Transportuje organické anionty, napfiklad hormony
Q8KO78 | SLCO4AL | o iy | 149360 | 140732 | -0,08628 | 5,50,
4al
. Katalyzuje Stépeni citratu na oxaloacetdt a acetyl-
Q2TCH3 ACLY | ATPcitrate lyase | -1,24682 | -1,14140 | -0,10542 | A, ktery je déle vyuzivan pfi syntéze lipidt 59
U obratlovcl oznacduje k degradaci receptor inositol-
1,4,5,-trifosfatu, ktery pfi navazani ligandu spousti
vypusténi vapniku z endoplasmatického retikula °**.
Tento receptor ma roli v endoplasmatickym
E3 ubiquitin- retikulem stimulované apoptdze, protoze vypustény
Q28DS3 RNF170 protein ligase -0,87903 -0,70570 | -0,17333 | vapnik muZe aktivovat pro-apoptickou CaM kinazu Il
RNF170 912 Drosofily ortolog tohoto receptoru ovlivriuje
sekreci ecdysonu a odpovida na nutricni stress
redukci sekrece adiponekinetinu skrze CaM II.
Reguluje lipidické zasoby a ovliviiuje pfijem vapniku
mitochondriemi béhem oxidaéniho stresu 913916,
Facilitated
trehalose Transport sacharidu trehal6zy hemolymfou
ASZSY3 TRETL transporter -1,13429 1 -0,92929 | -0,20500 |\ \ ového télesa do thani spotteby 17
TRET1
Putat.ive 289 0712 PFijem amoniaku. U drozofily pravdépodobné role v
P54145 AMT-1 tr::;zz::z: 1 -1,28941 | -1,1071 olfaktorické detekci amoniaku °8.
Heparan-alpha- “y P - .
Q3UDWS | HGSNAT | glucosaminide N- -0,8230 | -1,3a864 | UC3stni se zpracovdnia transportu heparinu

acetyltransferase

v lysozomech °*°
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Tab. XIX: TOP Hub geny modulu Green pozitivné asociovaného s SK: Signifikantni hodnoty diferencialni
exprese (Log2FC > 1,5849 nebo < -1,5849) jsou barevné zvyraznény. Zvysena exprese u prvniho typu vzorku
z porovnavané dvojice je zvyraznéna Cervené, zvysena exprese u druhého typu zelené. ID — id genu v ptislusné

databazi (UniProt nebo Pfam), D — dé€lnik, MK — mlady kral, SK — stary kral

DvSK DvMK MKvSK

ID Zkratka Nazev (Log2FC) | (Log2FC) | (Log2FC) Funkce
Geranylgeranyl
pyrophosphate V mevalonatové draze se nachazeji v jakémsi bodé
synthase / vétveni, protoZe jejich produkty mohou dévat za vznik

-0,24741

Q9WTNO | GGPS (3)
Farnesyl

diphosphate
synthase (3)

cholesteroliim (ne u hmyzu), isoprenoidiim, a nebo
Juvenilnimu hormonu 57

dellsc;lct)rzt:ase Katalyticka podjednotka enzymu katalyzujiciho
Q9VWH4 IDH3A yarog . -1,08897 dekarboxylaci isocitratu na alfa-ketoglutarat v ramci
[NAD] subunit
Krebsova cyklu °%°.
alpha
Superoxid
P08228 SOD1 dismutase [Cu- Antioxidant 674,
Zn]
Q99055 Lcca Laccase-4 -0,08267 Degradace ligninu a detoxifikace z ligninu odvozenych

produkt( %22,

Transkripéni reguldtor negativné i pozitivné ovliviujici
expresy cilovych gen(. U savcl je znam jako onkogen
s roli ve vyvoji organismu a bunéc¢né proliferaci a
diferenciaci 92%°%, Ovliviiuje apoptdzu skrze negativni
regulaci MAPK/JNK a TGF-beta signalizaci 924925,
Pravdépodobné ma také schopnost zvySovat regulaci
bunééného cyklu °2. U C. elegans koordinuje zastaveni
bunééného cyklu béhem G1 faze 926,

MDS1 and EVI1
s7zrRmg | MECOM- complex locus -0,10761
protein EVI2-B

-1,53014 | -0,03589 | -1,49425 | Ma klicovou roli béhem vstupu do a udrZeni M faze
bunééného cyklu. Inaktivaci protein fosfatazy PP2A
nepfimo udrzuje vysokou aktivitu cyklinB1-CDK1 927929,

Serine/threonine

B1WAR9 GWL -
kinase greatwall

NADH- Dulezita podjednotka NADH dehydrogenazy, tedy
L'Jblqumone -0,85420 | 0,29678 | -1,15098 kom’plefti I rTntovchondnaImho Eesplracnlho ret.ezc‘e,
oxidoreductase ktery zajiStuje prenos elektront z NADH na ubiquinon

chain 1 930

P33502 ND1

Proteinova rodina znama ze slin komard. Jsou to

Thrombin inhibitory trombinu, tedy peptidazy ucastnici se

PF10731 THRIN inhibitor 1,41921 koagulacni kaskady %31, Je mozné, Ze by v tomto pFipadé

anophelin mohli byt soucasti latek produkovanych obranymi
Zlazami termitd 232

Tab. XX: TOP Hub geny modulu Blue negativné asociovaného s SK: Signifikantni hodnoty diferencialni
exprese (Log2FC > 1,5849 nebo < -1,5849) jsou barevné zvyraznény. Zvysena exprese u prvniho typu vzorku
z porovnavané dvojice je zvyraznéna Cervené, zvysena exprese u druhého typu zelené. ID — id genu v piislusné

databazi (UniProt nebo Pfam), D — délnik, MK — mlady kral, SK — stary krél

. DvSK DvMK MKvSK
ID Zkratka Nazev (Log2FC) | (Log2FC) | (Log2FC) Funkce

Hydrolyza glukosylceramidd v lysozomu — soucast
autofagického procesu %%, Absence genu vedla
k mitochondridlnim dysfunkcim, pravdépodobné
vinou absence mitofagie %

Acid beta-glucosidase
Q70KH2 GBA

044390 | ACD11DS Acyl-CoA Delta(11) -0,83509 Tvorba nenasycenych mastnych kyselin 8%
desaturase
Q9U943 | APOphoriny Apolipophorins -0,1370 Formuiji lipoproteiny 858-860,

Role v interakci mezi burikou a extracelularni

P10493 | NID1 Nidogen-1 150908 | 0,60538 | 090369 | " Cl

DNA-directed RNA
Q923G2 RPABC3 | polymerases|, lland lll | 1,23720 | 0,13566 | 1,10153 | Podjednotka RNA polymeraz 3>,
subunit RPABC3
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Role vimportu a exportu RNA a protein( z nebo

GTP-binding nuclear |, 1503 | 31067 | 0,852364 | do jadra %%, Jaderns forma m3 vyznam ve

Qovz23 RAN

rotein Ran
P spravném sestaveni mitotického vieténka 939941,
Role v sestaveni endocytického receptoru
Q9BXJ7 AMN Protein amnionless | 1,03891 | -0,20495 | 133387 | tvoreného komplexem AMN-CUBN. Tento

komplex stoji za absorpci vitaminu B12 ve
stfevech 2427944,

Inhibitor serin proteaz jako je trombin a
0,70369 | 0,02997 | 0,67372 | chymotrypsin *°. Negativni reguldtor MAPK/ERK
signalizace 9°,

Phosphatidylethanolamine

P13696 PEBP1 binding protein 1

40s ribosomal protein

P13008 RpS26 0,75861 | 0,14070 | 0,61791 | Komponent malé ribozomalni podjednotky 742

S26-A
1 i A ri Al H 748
Q96387 RpLO 60s nbosoLr;al protein 0,63213 | 0,22441 | 0,40773 Komponent velké ribosomalni podjednotky 74,
Larvalni zasobni proteiny #32. U termitQ navic
zndmo, Ze se jejich exprese zvysuje v odpovédi na
morfogenni JH a Ze pravdépodobné potlacuji JH
i dif iaci déInikd iaky 462463
Q17127 HEX Hexamerin dependentni diferenciaci délnikd na vojaky

Jejich exprese v odpovédi na JH je znama i u vcel
a mravencd, s tim Ze pravdépodobné sekvestruji
JH v hemolymfé a tim omezuiji jeho biologickou
dostupnost 470833,

ACrPI Larvalni zasobni protein $vabu, pravdépodobné
Q25641 (HEX) Allergen Cr-Pl (HEX) ‘ 0,59765 také Hexamerin &%

Lysozomalni protedza. U Aedes aegypti se
Lysosomal aspartic 102732 | -0,03418 | 1,06150 pra_\,/d’epodobne’ucastpl degrac{ace protemLVJ )
protease stojicich za syntézou vitellogeninu po ukonéeni
vitellogeneze °¥.

Q03168 LASP

Tab. XXI: TOP Hub geny modulu Pink pozitivné asociovaného s MK: Signifikantni hodnoty diferencialni
exprese (Log2FC > 1,5849 nebo < -1,5849) jsou barevné zvyraznény. Zvysena exprese u prvniho typu vzorku
Z porovnavané dvojice je zvyraznéna Cerven€, zvySena exprese u druhého typu zeleng. ID — id genu v ptislusné

databazi (UniProt nebo Pfam), D — délnik, MK — mlady kral, SK — stary kral

DvMK
(Log2FC)

MKvSK
(Log2FC)

DvSK

(Log2FC) Funkce

ID Zkratka Nazev

Transportér organickych kationtu jako jsou biogenni
aminy, polyaminy a kationtové drogy a xenobiotika &~
950, Také transportuje acyl-karnitin %5,

Solute carrier
008966 SLC22A1 | family 22 membr
1

Stearoyl-CoA

QsT707 SCDS4 desaturase 4

-0,96294 1,39995 | Tvorba nenasycenych mastnych kyselin 872873,

Elongation of
very long chain

Soucasti elongacniho cyklu dlouhych nasycenych i

5ZJR8 ELOVL6 -0,05702 | -1,12968 1,07266 ,
Q fatty acids ! ! ! nenasycenych FA 952953,
protein 6
Flavoprotein katalyzujici oxidaci sperminu na
spermidin. Obecné ma dulezitou roli v regulaci
Spermine koncentraci intracelularnich polyamind 254955,
Q99K82 SMOX P . -1,08819 1,51836 | Polyaminy a zvlast spermidin jsou kladné asociovany
oxidase Y . M , . P
s dlouhovékosti a s dlouhovékosti asociovanymi
mechanismy jako autofagie, ochrana pfed oxida¢nim
stresem, redukce zanétu a dalsi 2567960,
Biphenyl s sy JT el v o
Q8R164 | BPHL(2) | hydrolase-like | -0,97838 0,83589 |’ Mozné e md rol v detoxifikatnich procesech alfa
protein [1] aminokyselinovych esterd 828,
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Tab. XXII: TOP Hub geny modulu Midnightblue negativné asociovaného s MK: Signifikantni hodnoty
diferencialni exprese (Log2FC > 1,5849 nebo < -1,5849) jsou barevné zvyraznény. Zvysena exprese u prvniho
typu vzorku z porovnavané dvojice je zvyraznéna Cervené, zvySena exprese u druhého typu zelené.

ID — id genu v ptislusné databazi (UniProt nebo Pfam), D — délnik, MK — mlady kral, SK — stary kral

P DvSK DvMK MKvSK
ID Zkratka Nazev (Log2FC) | (Log2FC) | (Log2FC) Funkce
Pravdépodobné role v transkripci genu TRIM28 961,
Zinc finger TRIM28 inhibuje pUsobeni apoptickych faktor( E2-F1 a

QO8ER8 ZNF543 0,62222 -1,266401

protein 543 p58 %6293, Z3roven je soudasti odpovédi na poskozeni

DNA a lokalizuje se na mistech DNA zlom( %4,

Tubulin alpha-1D

Q2HJ86 TubA1D .
chain

0,11147 Stavebni prvek mikrotubul( 77°

Transcriptional
Q99M85 SCRT1 repressor 0,26957 1,02486
scratch 1

- Transkripéni faktor s vlivem predevsim na nervovou
0,7552943 | diferenciaci 955956,

Kofaktor proteinu ftz, jemuZ umozriuje vazbu na DNA
97,968 Ftz je homeoboxovy transkripéni faktor aktivujici
segment-polarity geny °%°. Také ma roli ve vyvoji
centralniho nervovéhoO systému a gonad °7%°71,

Nuclear hormon
Q05192 FTZF1-B | receptor FTZ-F1 | 0,18895 0,66604 | -0,47708
beta

5. Diskuze

V ramci mé magisterské prace jsem porovnaval genovou expresi tii skupin termitl
P. simplex (d€lniki, starych a mladych neotenickych krald) s cilem pomoci identifikovat
faktory, kter¢ mohou hrat roli pfi determinaci rozdild v délce zivota termitich kast u tohoto
termitiho druhu. Pfistupem byla metoda RNAseq, s naslednou anotaci ziskanych transkriptt
a kvantifikace diferencialni exprese pomoci metody DSeq2. Ziskana data byla analyzovana
pomoci metody GO enrichment a WGCNA, a to scilem odhalit koexpresni sit¢ mezi
exprimovanymi geny a identifikovat moduly s testovanymi charakteristikami a v ramci
téchto moduli identifikovat tzv. hub geny, tj. geny snejvy$§im poctem interakci
Vv koexpresni siti jednotlivych modult. Pi analyze jednotlivych diferencidlné exprimovanych
genl jsem se zaméfoval na diferencidlné exprimované geny hrajici roli v bunécnych
pochodech potencialné spjatych s regulaci dlouhovékosti a starnuti, tj. autofagie a apoptoza,
oxidacni stres, imunita, integrita genomu, proteinova homeostaze, regulace bunééného cyklu,

detoxikace, aktivita juvenilniho hormonu a metabolismus lipida.

Autofagie a mitofagie jsou obecné povazovany za vyznamné piispévatele k prodlouzeni
délky zivota 118972975 Nicméng, aktivita téchto procesti musi byt velmi jemné& regulovana,

976,977

protoze jejich pfiiliSna aktivita je spjata sfadou negativnich efekti . Co se tyce

pozitivnich reguldtor autofagie/mitofagie, exprese téchto genii v mé studii je zvySena

69




u délnika, naopak snizend u starych krali. Jde o pét z osmi do této kategorie zarazenych
proteindl a zaroven o proteiny s vysokou diferencidlni expresi. Vyjimkou je protein Arsb,
jehoz gen méa mirné zvednutou expresi u MK, ale mezi SK a D neni rozdil. Nicmén¢,
0 tomto proteinu je zndmo jen to, Ze se jeho uroven zveda béhem autofagic v lysozomech
a dalsi informace o jeho zapojeni do autofagie nejsou znamy °%°. V ptipadé Chk2 a usp30 je
exprese srovnatelnd u D a MK, s tim, Ze u téchto dvou skupin je vys$si nez u SK. Oba tyto
proteiny piisobi proti autofagii a mitofagii a Chk2 zarovei podporuje apoptozu °97-°99607.613
V ramci modulu Pink, ktery je pozitivné asociovany s MK, se nalézaji proteiny SMOX
a TMEM135. SMOX, ktery oxiduje spermin na spermidin, obecné hraje roli v regulaci
koncentraci intracelularnich polyamini. TMEMI135 se zase miize podilet na transportu
polyamint %495, Spermidin i ostatni polyaminy jsou pak zndmy pro sviij pozitivni vliv
na autofagii *4°%° Takze jejich zvySena exprese pravdépodobné naznaluje zvySenou
autofagickou aktivitu u MK. Souhrnn¢ tedy, autofagicky proces je nejméné aktivni u starych

kralii, naopak nejvice podpoien u délnik.

V ramci negativni regulace apoptotického procesu je vétsi polovina diferencidlné
exprimovanych genti (sedm z dvanacti) nejvice exprimovana u délniki, a naopak nejméné
ustarych krald. Ctyfi znich (DJ1A, ANT2BP, GAPDH a CGL) jsou zarovei nejvice
diferencialné exprimované proteiny ve skupiné autofagie. Dalsi dva jsou 14-3-3 proteiny,
které by se mohly také zaradit i do skupiny autofagie, protoZe mohou negativné regulovat
autofagii regulaci aktivity proteinu TOR 4. Sedmym je NINJ potlacujici expresi p53 846647,
Diferencidlni exprese DHCR24 a Ucp2 je pak ve formé D > MK = SK a Chpl ve formé
D =SK > MK. Zbyla SOD1 je pak nejvice exprimovana u SK a kindza AURKA u MK.
Pokud pfihlédneme k modulu Turquoise, ktery je negativné asociovan s D, nalézdme zde gen
RNF170. Jeho protein mulze apoptozu negativné regulovat skrze degradaci receptoru
inositol-1,4,5-trifosfatu 91%2. Naopak diferencialné exprese geni ve skupiné pozitivni
regulace apoptického procesu jiz neni tak jednoznacnd. Ndorl vykazuje také vzorec
D > MK > SK, dale APP mirn¢ vykazuje vzorec D > SK = MK a k tomu kinaza Chk2, Sirt3
a SINA-TRAF vzorec D = MK > SK. Ovsem Sirt3, ktery funguje jako centralni regulator
homeostaze mitochondridlnich membran, mtze fungovat i proti-apopticky 619621-623
Oproti tomu jsou u MK zvednuté exprese RACK1, CKAP2 C a MKRNI1 C au SK exprese
RBM25 a RNF144. Z pohledu na tyto vysledky se nedd tedy jednozna¢né fici, zda je
pro-apoptické regulace vyssi nebo niz§i u D ¢i MK. Nejvice diferencidlné exprimovany je

Z téchto proteinti ndorl (Log2FC DvSK 7,97, DvsMK 4,13), a to s nejvétsi expresi u D.
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Ovsem ostatni vice u D exprimované proteiny se od MK uz do takové miry nelisi. V modulu
Midnightblue, negativné asociovaném s MK, je navic pfitomny protein ZNF543, ktery mtize

skrze transkripci genu TRIM28 inhibovat apoptické faktory E2-F1 a p58 9193,

Apoptdza plni dilezitou Glohu v udrzeni integrity a homeostaze tkani, protoze odstraiiuje
z organismu defektni a nevhodné se chovajici buiikky a plni tedy roli pfi tumorsupresi
a obnové neustale se délicich tkéani, jako je naptiklad stievni epitel a plicni epidermis.
Apopticka aktivita béhem starnuti neni vSak stale zcela vysvétlena a zda se, ze miize mit

978981 Nicméng, celkova aktivita

pro organismus jak benefitni, tak Skodlivé nasledky
jak apoptozy, tak autofagie ve starnoucich organismech klesd a zvySuje se tak riziko
hromadéni defektnich bungk %03%82983 Qnizens aktivita téchto procesi miize byt spjata také
S nastupem bun&cné senescence ve starnouci tkdni. Senescence totiZ mimo jiné funguje jako
protektivni mechanismus nevratné¢ zastavujici rist defektnich bunék, napt. v odpovédi
na onkogenetickou aktivitu %49 Senescentni buiiky jsou rezistentni k programované
bunécéné smrti a je tedy otdzkou, zda za nizkou apoptickou aktivitou béhem starnuti nestoji

pravé vyssi zastoupeni senescentnich bungk %82:986.987,

Skodlivé efekty apoptozy lze pozorovat v piipadé post-mitotickych tkani, u nichz neamérné
zvySend apopticka aktivita zvySuje jejich degeneraci a dysfunkcnost. Piikladem miZze byt
fada neurodegenerativnich onemocnéni a ubytek svalové hmoty vlivem apoptdzy myocyti
988-992 Bylo pozorovano, ze inhibice apoptozy u drozofily vedla k prodlouzi délky Zivota,
kdy se snizil ubytek svalové tkané a tedy se zmirnil projev fenotypového projevu starnuti ve
formé snizené lokomoce 3. Zda se tak, Ze pozitivni u¢inek apoptozy béhem starnuti zavisi
na spravné mire jeji regulace v kontextu typu tkan€ a dysregulace téchto pochodli miize mit

naopak velmi negativni dopad.

Starnuti 1 bunéfna senescence jsou doprovazeny zmeénami v expresich vyznamnych
apoptickych genti, jako jsou p53, kaspazy nebo apoptické Bcl-2 faktory, anti-apoptické
Bcl-xL (BCL2L1-L) %80.982994-9% 7 tgch vyznamnéjsich/znaméjsich pro- a proti-apoptickych
genll jsem v ramci diferencidlni exprese nalezl pouze kindzu Chk2, kterd ma zvySenou
expresi u D a snizenou expresi u SK. OvSem byla zjisténa fada diferencialné exprimovanych
proteint, které expresi pro- a proti- apoptickych gent reguluji, nebo reguluji aktivitu jejich
produktii. Z téch anti-apoptickych to byly u D a MK negativné regulované MDM?2 a NEK6
nebo BCL2L1-L a SRC se snizenou expresi u MK. Z téch pro-apoptickych to jsou SINA
a E2-F1, které vykazaly zvySenou expresi u D a MK, a BAD a BAX, které jsou negativné
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regulovany skrze proteiny 14-3-3 %3704 které jsou vyrazngji exprimované u D a MK,
ale zaroven pozitivné regulovany skrze tvorbu BLCL2L1-S u D 93, Aktiva¢ni & inhibiéni
interakce téchto proteind, a to v kombinaci s proteiny, které se zapojujici do regulace
bunécného cyklu a dalSich signaliza¢nich drah ovliviujicich apoptézu, jsou znazornény
na obrazcich 12, 13 a 14. Z téchto interakci mizeme vyvodit to, ze u MK a SK dochazi
ve vyss$i mife k negativni regulaci pro-apoptickych proteintl, s tim ze u MK je tento trend
vyraznéj$i skrze negativni regulaci BCL2L1-L (Bcl-xL) a Src a také sohledem
na ptitomnost proteinu ZNF543 v modulu Midnightblue. To ale neni zcela podlozené
z druhé strany, protoze u D jsou negativné regulovany proapoptické BAD a BAX a také
kaspaza 3. Pro uplnost je ale tieba dodat, Zze inhibice BAD a BAX proteiny 14-3-3 probiha
jen pokud neni bunika vystavena oxida¢nimu stresu (vizte nize). Krom toho je u SK zvySena

tvorba apoptické formy BCL2L1.

Vétsina apoptickych a anti-apoptickych proteinti bud’ piimo reguluje funkci p53 a nebo
reguluje aktivitu jeho navazujicich efektorti (Tab. XXIII). Protein p53 a jeho signalizaéni
draha je asi nejzkoumanéj$im tumorsupresorem. Spousti odpovéd’ na genotoxicky stres, kdy
iniciuje zastaveni bunééného cyklu a opravy DNA, ptipadné vyvolava apoptdzu, autofagii
¢i bunéénou senescenci %79 P#i poskozeni DNA je aktivovan pisobenim proteinovych
kindzz ATM, ATR, Chkl a Chk2 9%°19% Jak jiz bylo feceno v mych vysledcich ma Chk2
zvySenou expresi u D a MK. Pfi nedostatku glukézy ho miiZze aktivovat i1 kindza AMPK.
Krom fosforylace je regulovan i skrze acetylaci a deacetylaci, a to pfedevSim plsobenim

Sirtuin deacetylaz %1% Sirt] ma na p53 supresivni efekt 51°

a jeho aktivita je negativné
regulovdna skrze kindzu Chk2%’ a naopak pozitivné regulovana skrze proteiny CGL
a GAPDH®885% které jsou vice exprimované u D a MK. Za normalniho nestresového stavu
je p53 v burikach udrzovan na nizké hladiné diky ptsobeni ubiquitin ligazy MDM2, ktera ho
oznacuje pro degradaci 1%, Zaroven zde existuje negativni zpétna vazba, ve které aktivni
p53 spousti transkripci MDM?2 192, Kin4za Chk2 opét negativné reguluje aktivitu MDM2%%
a zarovei jeho aktivitu, negativné i pozitivné ovliviiuje DHCR24%%%%%  ktery je vice
exprimovany u D. Pfi prozkoumani obrazka 12, 13 a 14 a tabulky XXIII je zifejmé, ze
regulace p53 signalizace je podpofena zvySenou expresi u D a MK oproti SK.
Navic, negativni reguldtory p53 signalizace jsou exprimovany zejména u D, s vyjimkou
mirné zvednuté exprese AURKA u MK. ZvySena exprese negativnich regulatorti p5S3 u D je

podpotena rovnéz ZNF543 v ramci modulu Midnightblue. Naopak mezi proteiny piisobicimi

vuci p53 draze pozitivné je to mezi expresemi D a MK vyrovnanéjsi a pouze u MK je
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dokonce zvysend exprese proteinu RACKI1 supresujicitho antiapoptické proteiny Src
a BCL2L a protieni CKAP2 C a MKRN1 C podporujicich aktivitu p53. U SK je zvySena
pouze exprese proteinu RBM25, ktery miiZe stat za tvorbou pro-apoptické formy BCL2L %3
a proteinu RNF144A %0192 yeastniciho se opravy DNA, ktery je exprimovan v p53

dependentnim stylu.
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Obr. 12: Porovnani MK vs SK, aktiva¢ni a inhibi¢ni interakce diferencialné exprimovanych proteini
ucastnicich se nebo regulujicich apoptézu, autofagii, odpovéd’ na poskozeni DNA, bunéény cyklus
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Obr. 13: Porovnani D vs MK, aktiva¢ni a inhibi¢ni interakce diferencialné exprimovanych proteini
ucastnicich se nebo regulujicich apoptézu, autofagii, odpovéd’ na poskozeni DNA, bunécny cyklus
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pro-apoptické diferencialné neexprimované proteiny jsou oznaceny modie a anti-apoptické bézoveé. Ruzové
hranoly znazorfiuji signalizaéni drahy. Zkratky nazvl jsou vysvétleny v textu prace a v seznamu zkratek.
AMP = antimikrobialni peptidy. HR = homologni rekombinace. NHEJ = nehomologni spojovani konci.
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Obr. 14: Porovnani D vs SK, aktiva¢ni a inhibi¢ni interakce diferencialné exprimovanych protein tcastnicich
se nebo regulujicich apoptézu, autofagii, odpovéd na poskozeni DNA, bunécny cyklus a imunitu: Interakce
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Diferencidlné neexprimované proteiny jsou znazornény bezbarvymi ovaly. Vyznamné pro-apoptické
diferencialné neexprimované proteiny jsou oznaceny modfe a anti-apoptické béZové. RUZové hranoly
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AMP = antimikrobialni peptidy. HR = homologni rekombinace. NHEJ = nehomologni spojovani koncl. Obrazek
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Tab. XXI11l: Mira diferencialni exprese pro- a anti-apoptickych gend regulujicich funkci nebo aktivitu
p53 a na néj navazujicich efektori: Signifikantni hodnoty diferencialni exprese (Log2FC > 1,5849 nebo
<-1,5849) jsou zvyraznény tuénym pismem. Zkratky nazvi genl jsou vysvétleny jinde v textu a v seznamu

zkratek. D = déInik. SK = stary kral. MK = mlady kral. ID = id genu v pfislu$né databazi (UniProt nebo Pfam).

PROTEINY INTERAGUJICIi S P53 A JEHO DRAHOU
DvSK DvMK MKvSK . .
D Zkratka (Log2FC) (Log2FC) (Log2FC) Forma interakce s p53 drahou

;:iﬁ?z 33\;:;& 2:2‘5}:;3 g::gg:g g:zz::g aktivace p53; aktivace E2-F1; inhibice BAX a BAD
Q9FPFO |DI1A 6,76898 3,82608 2,94290 inhibice vazby p53 na DNA
P17721 |GAPDH 6,65489 4,29463 2,36026 aktivace Sina: aktivace Sirt1
Q8VCN5 |CGL 6,02297 3,41480 2,60817 ’
Q92982 [NINJ1 3,69071 1,62470 2,06602 transkripce skrze p53; potlacuje expresy p53
Q15392 |DHCR24 2,66543 1,91426 0,75117 inhibice/aktivace p53
097265  |Chk2/Rads3 2,49897 0,17778 2,32119 aktivuje p53; odpovida na p53; inhibuje MDM2; inhibuje Sirt1
P70406 |Ucp2 2,40708 2,36975 0,03733 zamezeni aktivaci p53
PFO3145 |[SINA-TRAF 2,37897 0,24393 2,13504 transkripce skrze p53
Q2TADE |AURKA 0,58333 -1,34049 1,92382 inhibice p53
PF15815 |MKRNI_C 0,39737 -1,47911 1,87648 regulace aktivity p53
PF15297 |CKAP2_C 0,18459 -2,30330 2,48789 aktivuje p53
042249 |RACK1 0,09742 -2,01577 2,11319 inhibuje Scr; inhibice antiapoptické BCL2L1
P50876 |RNF144A -1,51152 0,92930 -2,44083 transkripce skrze p53
P49756 |RBM25S -1,67293 2,22917 -3,90210 transkripce skrze p53; tvorba pro-apoptické formy BCL2L1

Vliv samotného p53 a jeho signaliza¢ni dréhy a délku Zivota je znacné nejednoznacny.
Specificky zkracené formy p53 vykazujici hyperaktivitu byly u mysi spojené s vyssi
rezistenci k rakoving, avSak zaroveii i s fenotypem zrychleného starnuti %, Naopak
neaktivni p53 stoji za zvysenym vyskytem nadorti 10941005 Py dysregulaci p53 signalizace
také dochazi k vy&erpani esencialnich kmenovych bunék 106197 Na zakladé n&kolikerych
studii na savcich byla navrzena teorie, ze je p53 prostiedkem antagonistické pleiotropie,
protoze zatimco u mladych jedinc pravdépodobné zvyhodnuje normélni vyvoj, plodnost
a poskytuje resistenci k rakoving, tak u starych jedincG urychluje starnuti 10081011
U Caenorhabditis elegans aktivita p53 limituje délku zivota hermafroditnich jedinci,
pfi¢emz je tento efekt zavisly na regulaci aktivity FOXO homologu Daf-16, tedy proteinu
spojené¢ho s vyssi délkou Zivota 1912, U D. melanogaster absence p53 genu nebo naopak jeho
zvySena exprese béhem vyvoje neni slucitelnd se zivotem, ale jeho umirnéné zvySena
exprese behem vyvoje vedla k prodlouzeni zivota u sameckl. ZvySena exprese p53 béhem
dospélé casti zivota pak prodluzuje zivot u samecku a zkracuje zivot u samicek. Naopak jeho
neaktivni forma v dospélosti prodluzuje Zivot samiek a mé maly Ci variabilni efekt na
samecky. To naznaduje, Ze p53 je i pohlavné antagonisticky pleiotropni %2, Délku Zivota u

drozofily prodluzuje i dominantné negativni forma p53 (DN-p53), kterd je neaktivni a

exprimovand pouze v mozku. Zda se, Zze tento narGst v délce zivota probihd stejnym
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zpisobem jako pti kalorické restrikci (CR), protoze CR nebo zvySend exprese Sirtl nijak
nezvySuje efekt DN-p53 na dlouhovekost. Sirtl pozitivné reguluje aktivitu FOXO
a suprimuje aktivitu p53 6151914 Steiného efektu DN-p53 dosahuje i pokud je jeho exprese
omezena pouze na mozkové bunky produkujici inzulin, coZ je navic doprovazeno snizenim
urovn¢ mRNA Insulin-like peptidu a redukci insulinové signalizace v tukovém télese
10151016 pyi absenci komponentii TOR drahy navic k z4dnému prodlouzeni Zivota vlivem
DN-p53 nedochazi. Zda se tedy ze p53 reguluje délku zivota drozofily skrze modulaci
insulinové signalizace, a pravdépodobné pii tom dochazi k vzijemnému ovlivnéni se

IIS/TOR, FOXO a p53 signaliza¢nich drah (vizte nize).

Zvysena regulace v pozitivnim sméru u MK a D oproti SK by tak mohla SK chranit pted
negativnim vlivem p53 ve stafi, zatimco u MK a D dochazi k ochrané pied tumorgenezi.
Pokud u P. simplex vykazuje p53 stejny pleiotropni efekt na délku Zivota samct a samicek,
je jeho pozitivni regulace u MK také vyhodou. U délnika je pak oproti MK kromé pozitivni
regulace zvySena 1 negativni regulace, coz by mohlo naznacovat, Ze u n& dochazi

k dysregulaci této drahy, ktera by teoreticky mohla mit negativni dopad na délku zivota.

Apoptdéza je krom p53 regulovana 1 drédhami patficimi do skupiny MAPK (mitogeny
aktivované proteinkinazy) signalizaci, které s p53 Casto vzdjemné komunikuji. MAPK/ERK
signaliza¢ni drédha odpovidd na ristové faktory a cytokiny a podporuje bunéény rist,
proliferaci a pieZiti. Skrze protein Ras jeji aktivitu navySuje i inzulinova signalizace. Da se
fici, Ze jeji cile jsou stejné €1 podobné jako u ISS/TOR signalizace, a to alokace zdroji
do riistu. Stejné jako IIS potladuje aktivitu FOXO a kindzy AMPK 101771099 v/e vztahu
k apoptoze jsou této draze priCitany predevsim vlastnosti proti-apoptické. Ovsem vyskytuji
se zde vyjimky, napftiklad pfi poSkozeni DNA, kdy tato draha naopak podporuje apoptdézu
skrze p53 a aktivitu kaspaz %%, Redukce aktivity Ras proteinu skrze redukci aktivity
insulinové signalizace 1 pfima redukce aktivity Ras ERK proteini u drozofily vede
k navyseni délky zivota 192!, Toho samého bylo docileno i u mysi a kvasinek 10221023,

Naopak u C. elegans ztrita MAPK/ERK aktivity vedla ke zkraceni délky Zivota 1024,

Funkce MAPK/p38 a MAPK/INK signaliza¢nich drah je dosti podobna, s tim, Ze tyto dvé
drahy mezi sebou komunikuji 1%?°. Zajistuji odpovéd’ na stresové podminky, kdy reguluji
imunitu, zanétlivou odpovéd’, inhibuji bunéény rust, reguluji bunécnou diferenciaci

a apopticky proces #6:1020.1026-1029 " jsoy novazovany za spise za pro-apoptické drahy, protoze
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podporuji aktivitu pS3 a aktivuji pro-apoptické proteiny BAX a BAD skrze zamezeni jejich
inhibice proteiny 14-3-3 1030-1034 " Naopak inhibuji proti-apoptické protein Bcl-2
a Mcl-1 1031038 INK signalizace také v odpovédi na stres ukonéuje inhibici FOXO 10391040
ato i tu, ktera je zprostiedkovana skrze 14-3-3 proteiny 875104 Jejich regulace bude oviem
také do jisté miry zavisla na kontextu, protoze u obou drah byly zaznamena i antiapoptické
Gginky 19421046 Byl pozorovan Zivot prodluzujici efekt p38 signalizace na svalové buiiky
drozofily, kde ve spolupréaci s proteinovym komplexem CASA reguluje proteinovou
homeostazu %', Ovsem v nervovych buiikach Zzadny vliv na délku Zivota pozorovan nebyl.
U C. elegans je piitomnost p38 drahy nezbytna k prodlouzeni délky Zivota pomoci kalorické
restrikce a redukce insulinové signalizace, a to pravdépodobné skrze interakci s 1IS/TOR
drahou a aktivaci Daf-16 %8, Oviem efekt p38 a JNK na délku Zivota je obecné diskutabilni

s ohledem na dal3i faktory, jako je napt. tkanova specificita ¢i teplota prostiedi 10241049-1055,

Mezi diferenciadlné exprimovanymi proteiny nebyl nalezen zadny komponent téchto tii drah.
Ovsem bylo nalezeno né€kolik malo proteind, které by se mohly podilet na regulaci jejich
aktivity. Protein PKCL1, ktery dokaze aktivovat drdhy p38 a JNK ®926%_ je diferencialné
exprimovan ve formé¢ MK > SK > D. Protein RACK1, ktery se také podili na aktivaci drah
p38 a JNK 88768 je exprimovan ve formé MK > D = SK. To by naznaGovalo mirné
zvySenou aktivaci téchto dvou signalizaci u mladého krale. PKCL1 u C. elegans zvySuje
aktivitu p38 za Gcelem vyssi produkce AP a tak je otdzka, zda tyto zmény v expresi maji vliv
1 na apoptdzu a nebo jen na zapojeni p38 do imunitni odpovedi (vizte nize). U SK je pak
zvednutd exprese SODI, kterd ma supresivni efekt na MAPK/ERK ®. Tomu odporuje
pfitomnost proteinu PEBP1, negativné regulujiciho MAPK/ERK drahu %, v modulu Blue,
ktery je negativné asociovany s SK. Co by ale mohlo naznacovat, ze mezi krali a D dochazi
k odlisné regulaci aktivit MAPK signaliza¢nich drah, je silné zvySena exprese dvou 14-3-3
proteinit u D a v mens$i mife i u MK oproti SK. Tyto proteiny se inhibi¢né tcastni regulace

mnoha signalizaci, a to véetné MAPK drah 63764067

. Za normalniho stavu buiiky inhibuji
kindzu ASKI1, kterd je soucasti p38 a JNK drah, a tak jim tedy zabraiuji v jejich aktivité.
Ovsem béhem oxida¢niho stresu dochazi k jejich odlouceni od ASKI1 a tim i k aktivaci
téchto drah %7 To dopliiuje i zvysena exprese proteinu Calmyrinu u D a MK oproti SK,
ktery v reakci na nizkou koncentraci Ca?* také inhibuje kinazu ASK1 %7867 MAPK/ERK
signalizaci 14-3-3 proteiny naopak podporuji, protoze stabilizuji Raf kinazy svou vazbou
nané 101057  Calmyrin aktivitu MAPK/ERK drahy také podporuje ®787°. Ztoho Ize
usoudit, ze jsou MAPK/p38 a JNK drdhy u D a do jisté¢ miry 1 u MK inhibovany, tedy pokud
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u nich neni zaroven zvysSeny oxidacni stres. Jak uvidime dale v textu, pfitomnost oxida¢niho
stresu je u D a MK docela pravdépodobnd a v tom pfipad¢ by u nich k inhibici téchto drah
nedochazelo. Inhibici JNK drahy naopak u SK podporuje piitomnost proteinu MECOM-B
94 v modulu Green, ktery je pozitivné asociovany s SK. Je§té potieba doplnit, ze pfi
poskozeni DNA 14-3-3 proteiny podporuji aktivitu p53 a to pfimou vazbou na n¢j, ¢imz
zamezuji jeho inhibice skrze MDM4 10%8-1061 Tak¢ behem toho stabilizuji pro-apopticky
faktor E2-F1 1062,

14-3-3 proteiny také odpovidaji na insulinovou signalizaci. Jejim komponentem je kindza
AKT, ktera na specifickych mistech fosforyluje proteiny PRAS40 a TSC2, ¢imz umoziuje
proteinlim 14-3-3 navazani se na né a tedy jejich inhibici. To mé za nésledek aktivaci TOR
signalizace 1983197 Qvsem pfi nedostatku energie se aktivuje kiniza AMPK, které sama
osobn¢ inhibuje aktivitu TOR drahy, ovSem také umoznuje inhibici proteinu RAPTOR
pomoci 14-3-3 proteinu a tak zamezuje jeho podptirnému efektu na TOR 1981089 Steing tak
AKT fosforyluje pro-apoptické proteiny FOXO, BAD a BIM, které jsou nasledné opét
inhibovany skrze navazani 14-3-3 proteini 2261070-1072 A jak jiz bylo zminéno, béhem
oxidacniho stresu aktivovand JNK drdha naopak tuto inhibi¢ni vazbu na proteiny BAD

a BAX a FOXO pferuéuje 675,1032,1033,1041,1073,1074

Jak jiz bylo pséno v uvodu, ISS/TOR je signaliza¢ni draha znama pro svij negativni vliv
behem starnuti a zaroven negativni regulaci transkripénich faktort FOXO, kter¢ jsou naopak
znamy pro svij vliv pozitivni. Z pfedchozi diskuze o apoptoze, pS3 a MAPK drahach
a 14-3-3 proteinech si nelze nevSimnout jejich blizkého propojeni s ISS/TOR signalizaci
a proteiny FOXO. Proto by bylo vhodné se podivat i na diferencialni expresi jejich
komponentti. Bohuzel mezi nasimi diferencialné exprimovanymi proteiny byla zaznamendna
pouze u D zvySend exprese insulin-like peptidu LIRP. Oproti SK byla u D také zvySena
exprese proteinu NECI1, ktery stoji za syntézou peptidickych hormont, véetn¢ insulinu
a pravdépodobné i zminéného LIRP %8982 LIRP by oviem u D teoreticky mohl aktivovat
insulinovou signalizaci a na to by mohla navazovat inhibice apoptickych proteint a proteint
FOXO a aktivace TOR a ERK drahy s vyuzitim 14-3-3 proteinti. To by opét podporovalo
pravdépodobné vysokou negativni regulaci apoptézy u D. K tomu je u D a MK také zvySena
exprese cyklinu D2, ktery pozitivné reguluje TORC1 komplex %, D a MK maji také
zvysenou expresi Sirt3, ktery naopak spousti apoptické ptisobeni FOXO ®°. Ovsem, jak jiz
bylo feceno Sirt3 mlze mit i antiapoptické Ucinky. Aktivitu FOXO také podporuje Sirtl,
ktery je u D a MK pozitivné regulovan skrze GAPDH 81076 74rovent je u D a MK vysoka
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aktivita Chk2 kinazy, ktera inhibuje Sirtl %, ¢imz ale i zamezuje v jeho inhibi¢nim efektu
na p53. P53 je u D a MK pravdépodobné aktivni i pfes pritomnost 14-3-3, a to kvuli
moznému vysSimu oxida¢nimu stresu (vizte nize). To samé by byl pak piipad i u JNK a p38
signalizaci. Vzato dohromady, u délnika a krale jsou pravdépodobn¢ aktivni p53, JNK a p38
apoptické drahy a zaroven jsou u D jimi vyvolané apoptické proteiny a FOXO inhibovany
vlivem zvySené inzulinové signalizace. Vyss§i aktivita IIS/TOR by ovSem také stila
za potlacenim autofagie, a to nekoresponduje s vysSi expresi autofagie podporujicich

proteinii u D.

Mezi diferencialné exprimovanymi geny byla také zaznamendno Sest proteinti souvisejicich
S TGF-B (Transforming growth factor beta) signalizatni drahou. Tato draha reaguje
na TGF-B proteinovou rodinu rustovych faktord, pficemz pro vétSinu z nich disponuje
vlastni signalizac¢ni vétvi. V naSem piipadé diferencidlné exprimované proteiny ovliviiuji
Aktivin a BMP vétvé této drahy. TGF-P signalizacni dréha je dilezity fyziologicky regulator
Sroli v embryonalnim vyvoji a udrzeni tkdnové homeostaze v dospélosti. Reguluje fadu
bunécénych funkei jako bunéény cyklus, rist, diferenciace a proliferace, imunitni a zanétlivou
odpovéd’, apoptézu, autofagii a senescenci. Podrobnéjsi popis slozZeni této signalizace
ajejich funkci naleznete ve &lancich Morikawa, Derynck a Miyazono 2016 %77, Zhang,
Alexander a Wang 2017 198 a Upadhyay et. al 2017 1°7°. Regulace téchto pochodi je velmi
slozitd, a to samé plati 1 o jeji komunikaci s mnoha dalSimi signalizatnimi drahami.
Naptiklad dochézi k vzdjemné podpote aktivity s MAPK/ERK drahou, avsak MAPK/ERK
muze vykazovat 1 supresivni vliv na TGF-B, a to za uc¢elem zamezeni inhibice bunééného
cyklu a apoptozy 10891081 Komplexita tohoto vztahu i vztahll s ostatnimi signalizaénimi
drahami, jako naptiklad NF-kB a Wnt, je popsana ve &lanku Luo 2017 1%, TGF-B se podili
na pribéhu apoptdzy zvySovanim aktivity JNK drahy, kaspazy 3 a dalSich apoptickych
genti 198271089 Naopak inhibuje aktivitu anti-apoptické Bcl2 1%, TGF-B apopticka aktivita je
pak potlacovana skrze insulinovou signalizaci, a to pravdépodobné skrze inhibici proteinu

1091109 Rovnovdha mezi témito dvéma drahami tak

Smad3 pomoci AKT kinazy
pravdépodobné rozhoduje o tom, zda buiika projde nebo neprojde apoptéozou. AKT také
inhibuje protein FOXO, ktery je, alespon na piipadu D. melanogaster, schopny navazovat se
na Aktivin a zamezovat tak jeho signalizaci. Ukazalo se, ze v rdmci Aktivin signalizace
dochazi k potlacovani exprese autofagického genu Atg8a. ZvysSena exprese samotného

tohoto genu ve svalech drozofily je pfitom dostacujici k prodlouzeni zivota %%, Tato
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interakce by tak mohla byt jednim z mechanismil stojicich za prodlouzenim Zivota jedince
pfi supresi insulinové signalizace. To, ze ma TGF-f draha vliv na starnuti je zfejmé jiz
ztoho, 7e se ve spolupraci sp53 podili na spusténi bundéné senescence 1094-10%
Zmény V jeji aktivité jsou asociovany sfadou se stafim spojenych nemoci, jako je
Alzheimerova choroba a svalova atrofie. Studie pfitom naznacuje, ze Spatna regulace této
drahy a zvySena regulace jejich ligandi pfispivaji k bunééné degeneraci, tkanové fibroze,
zanétu, nizsi regeneracni kapacité tkani, metabolickym malfunkcim a starnuti kmenovych

bunék (podrobné popsano v ¢lanku Tominaga 2019) 1997,

V ramci diferencidlné exprimovanych proteini se zdd, ze je TGF-beta signalizace silngji
regulovana u SK oproti MK a D. Protein BMP7, exprimovany ve formé¢ SK=D >MK,
aktivator BMP signaliza¢ni vétve dréhy 5%%% U SK jsou také zvednuté exprese dvou
fibrillinti, coz jsou proteiny extracelularni matrix, které napomahaji vazbé BMP ligandu na
jeho receptor %7, Avsak u SK a MK je také zvySena exprese proteinu S6KL,

ktery u drozofily zprostfedkovava degradaci BMP receptoru 'O,

To by naznacovalo,
ze navzdory vys§i expresi BMP7 je u SK snizena aktivace BMP drdhy. Tomu ovSem
odporuje u SK zvySena exprese proteinu Mad, ktery v ramci BMP signalizace slouzi jako
transkripéni faktor 89879 Efekty drozofiliho BMP homologu Dpp a jeho transkripéni faktor
Mad jsou povazovany za zivot prodluzujici %3, BMP signalizace je navic u drozofily
nezbytnd pro obnovu a proliferaci zarode¢nych ale i1 somatickych kmenovych bunék
Vv ovariich, pficemz prodluzuje i délku zZivota téchto bunék. Je pravdépodobné, ze BMP
signalizace ma takovyto dopad i na jiné kmenové buiiky 1998199 Pokud je i pres piitomnost
inhibitoru S6KL u SK vyssi aktivita BMP signalizace skrze transkripéni faktor MAD, mohlo
by to znamenat pozitivni efekt této signalizace na délku Zivota SK, skrze obnovu jeho
kmenovych bunék. U D je pak zvySena exprese proteinu BAMBI, ktery je inhibitor
jak BMP, tak aktivin receptori **. To zase naznaduje, ze i u D je sniZena aktivita BMP
signalizace navzdory vyssi expresi BMP7, pficemz u D neni zvySena exprese proteinu Mad
jako u SK. Pravdépodobné vyssi aktivita insulinové drdhy u D by znamenala vyssi aktivitu
Aktivin signalizace, coz by se projevilo na sniZzeni exprese autofagického Atg8a. Mezi
diferencialné exprimovanymi geny ovSem nebyl nalezen a je otdzka, zda jeho aktivita n¢jak
souvisi 1 s ostatnimi autofagickymi proteiny, jejichZ zvySena exprese byla u D pozorovana.

Protein BAMBI by navic mohl zamezovat aktivité Aktivin signalizace.

Vsechny zminéné pro-apoptické ¢i autofagické drdhy se povétSinou aktivuji vlivem

stresovych situaci v builkdch pravé probihajicich. Proto byly mezi diferencialné
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exprimovanymi geny hledany néznaky toho, zda u nékteré skupiny termiti nedochazi

K témto stresovym situacim ve zvySené mife.

Jak bylo zmiflovano v uvodni kapitole Starnuti u socidlniho hmyzu, mezi druhy eusocialniho
hmyzu nebyl pozorovan jednotny vzorec zmén exprese antioxidantii, krom toho exprese
SOD1 &asté&ji naristala u délniku a Prx3 u starych jedinct 479°005925% Tomy odporuje mnou
pozorovana vysoka exprese SODI u SK, ktera je podpofena piitomnosti SOD1 v modulu
Green, pozitivné asociovaném s SK. U starych kraloven Reticulitermes speratus a naopak
udélniku Cryptotermes secundus je zvySena exprese Cat °02°06514 Mg poznatky
tak odpovidaji spise druhému, protoze exprese Cat je zvySena u MK a do jisté miry i u D.

14 a v nasem ptipadé tomu

U starych kraloven R. speratus byly navySené i exprese Prx
odpovida vysoka exprese Prx5 u SK. Ale exprese Prx6 je vyssi u MK
a nesignifikantn¢ i U D. Nutno podotknout, Ze zhlediska hodnot Log2FC jsou nejvice
diferencialné exprimované antioxidanty ty s vyssi expresi u SK. K informacim o expresich
antioxidantll je ale potfeba pfidat informace 1 o dalSich odpovédich na oxidacni stres.
U délnika jsou vice exprimované Ctyfi proteiny odpovidajici na oxidacni stres a to Ucp2,
DIJ1A, Sirt3 a DHCR24. Ucp2 snizuje mitochondrialni produkci ROS a zamezuje uvolnéni
cytochromu ¢ z membrany béhem apoptézy %482 DJI1A je senzor oxidaéniho stresu,
podporuje aktivitu SOD1 v cytoplasm¢, zamezuje bunéné smrti vyvolané oxida¢nim
stresem, ale podporuje mitofagie 6841642 Sirt3 pak spousti odpovéd na oxidacni stres
a pozitivné reguluje aktivitu antioxidanti SOD1 a Cat 619666667 DHCR24 zamezuje apoptoze
vyvolané oxida¢nim stresem redukci aktivity kaspazy 3 603604685 podivame-li se zpatky
mezi proteiny podporujici apoptdzu, zjistime, ze u D vice exprimovany ndorl spousti

601,602

apoptozu v reakci na oxidacni stres a za zvySenym oxidaénim stresem miZe stat

nadmérna exprese APP u D624625,

Vezmeme-li tyto poznatky dohromady, zda se, ze u D oproti SK je vySsi exprese proteinli
odpovidajicich na oxidac¢ni stres a tato odpovéd’ je tak u nich i pravdépodobné aktivnéjsi.
To by mohlo znamenat, Ze D jsou pod vétSim oxidacnim stresem nez SK. V ramci toho
vyvolavaji obranu proti tomuto stresu, ktera se i zaroven snazi potlacit oxida¢nim stresem
vyvolanou apoptozu postizenych bunék. To by i korelovalo s vyss§i expresi antiapoptickych
proteinli u D ptekryvajici se s vy$si expresi neékterych pro-apoptickych proteint. Zaroven by
to ale znamenalo, ze zminéna inhibice apoptickych drah JNK a p38 proteiny 14-3-3
u d€lnika je ptferusSena v reakci na oxidacni stres. MK ma stejné jako SK snizenou expresi

Ucp2 a DHCRA4. Exprese DJ1A je u néj vyssi nez u SK, ale niz$i nez u D a exprese Sirt3 je
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na stejné Urovni jako u D. To znamend, Ze obrana proti oxidacnimu stresu neni u MK
pravdépodobné tak siln¢ aktivovana jako D, ale stile siln¢jsi nez u SK. Absence vyssi
exprese DHCR24 a Ucp2 by korelovala s tim, Ze anti-apoptické proteiny u MK vykazuji
nizs$i expresi nez u SK. MK by tak byl jakymsi pfechodem mezi D a SK znazornujicim
postupny pokles odpovedi na oxidacni stres a apoptického procesu od stavu v nereprodukéni
kast¢ do stavu ve starnouci reprodukéni kasté. To neni nijak nerealisticky pohled, z divodu
toho, Ze pro experiment pouziti kralové jsou neotenici, kteti v piipadé P. simplex vznikaji
krom nymf i z ,,faleSnych* délnikt a pfechod mezi d€lnikem a nymfou je znacné plasticky.
Navic u SK je sice zvySena exprese SODI, ale Sirt3 a DJIA zvySuji aktivitu tohoto
antioxidantu u D a MK, coz by jeho nizsi expresi mohlo kompenzovat. Aktivita Sirt3, Ucp2
a DJ-1 je sice u drozofily a savcl pozitivné spojena s délkou Zivota, ale jejich snizena
exprese spoleéné s faktem snizené exprese proteinu apoptické regulace u SK by mohla
prosté jen znamenat, ze jich neni potieba, protoze SK neni pod vlivem oxida¢niho a jinych
stresi a tim padem homeostaze jeho tkani a bun¢k nemusi byt tak aktivné udrzovéana.
Pravdépodobnéjsi je ale opak, tedy Ze u starych krall je oproti D a MK snizena aktivita
odpovédi na oxidacni stres a na jeho plisobeni navdzané apoptické odpovédi. K vyssi
odolnosti MK k oxida¢nimu stresu nabadaji i SMOX a SLC22A1 v modulu Pink, pozitivné
asociovaném s MK. Souviseji totiz s metabolismem polyamidd, které jsou spojeny se
zvysenou odolnosti organismu k oxidacnimu stresu 94890.954955958.960  Navic pritomnost

930 v modulu

proteinu ND1, podjednotky komplexu I mitochondridlniho respiracniho fetézce
Green, pozitivné asociovaném s SK a obohaceni genovych ontologii Sestaveni komplexu I
mitochondrialniho respiracniho fetézce, Respirani fetézec a Oxidativni fosforylace
U modulu Green, napovidaji moZzné vyssi aktivité mitochondridlniho respira¢niho fetézce
u SK, a tedy i pravdépodobné vyssi produkci ROS. Niz§i obrané proti oxidativnimu stresu
u SK by napovidaly vysledky studii na jinych druzich termita zminované jiz v kapitole
Starnuti u socialniho hmyzu. U C. secundus (OP; totipotentni d€lnici) dochazi u délnikt
K niz§im narastim karbonylace proteinti v disledku oxida¢niho stresu °%?, zatimco
uR. speratus (MP; pravi délnici) kralovny oproti délnikiim vykazuji niz$i oxidativni
poskozeni proteint, lipid i DNA >34 Mnou pouzity P. simplex je stejné jako C. secundus
V jednom kuse hnizdici druh s totipotentnimi délniky a zvySena exprese proteinti v odpovédi
na oxidacni stres by mohla znamenat, ze u n¢j dochazi k mensimu oxidativnimu poskozeni
bunéénych molekul jako v piipadé C. secundus. Zvysenou odpovéd’ u totipotentnich délnikt
oproti kralovnam C. secundus pozorovali i ve studii Rau a Korb z roku 2021 °'2, kde ji

pricitaji ve prospéch teorie, Ze totipotentni délnici maji stale relativné vysokou Sanci stat se
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reprodukénimi jedinci, nejsou tak zcela altruisticti, a investuji tak do mechanismi
udrzujicich integritu jejich tkani, tedy do mechanismu ptisobicich proti starnuti, aby navysili

své Sance. Stejna teorie se tedy da pravdépodobné aplikovat i na termita P. simplex.

V ramci odpovédi na poskozeni DNA je dulezitd predevsim zvySend exprese Chk2 u D
a MK, ktera spousti p53 odpovéd a podili se na zastaveni bunéného cyklu
pii dvoufetézcovich zlomech DNA (DSB) %7610 Také zvysuje expresi a aktivitu proteinu
BRCA2 a BRCAI, které maji roli v opravé DNA skrze homologni rekombinaci 612723724,
To podporuje 1 zvySend exprese ARPC3-b u D a MK, ktera se také podili na homologni
rekombinaci ! a také zvysend exprese SINA-TRAF napomdhajici v zastaveni bunééného
cyklu 81618 U D je pak zvednuta exprese Nlp a u MK exprese ASF1, tedy dvou proteini
stojicich za dekondenzaci chromatinu 2728729 ke které ve velké mife dochazi pravé
pii poskozeni DNA 11001103 ' ASF1 se navic podili na opétovném sestaveni heterochromatinu
po opravé DBS a replikaci DNA ™. Proti trendu jde akorat pfitomnost proteinu ZNF543
v modulu Midnightblue, ktery je negativné asociovany s MK. ZNF543 podporuje transkripci
proteinu TRIM28, ktery je soucasti odpovédi na poSkozeni DNA a lokalizuje se na mistech
DNA zlomii *+%4 To vie naznacuje, Ze je u D a MK aktivni odpovéd’ na DSB poskozeni
DNA a pravdépodobné 1 dochazi k opravé skrze homologni rekombinaci. To by pak mohlo
| znamenat, ze jsou D a MK pod vys§im genotoxickym stresem, ktery pak u nich vyvolava
nami pozorovanou zvySenou expresi apoptickych proteinu a aktivitu p53. Poskozeni DNA
by pak mohlo byt zplisobené oxida¢nim stresem, jez by doprovazela nami pozorovana

zvySena exprese proteini odpovidajicich na oxidacni stres u D a MK.

Ovsem tyto reakce na poSkozeni DNA a apoptdzu jsou doprovazeny zastavenim bunécného
cyklu. To se dé&e i skrze inhibice komplexiit CDK2/Cyc A/E a CDK1/CyclinB 1104-1106
Avsak exprese CKDI1, CycB3 a CycA jsou u MK zvySené. To doprovazi i velky pocet
proteinli UiCastnicich se mitdzy se zvySenou expresi u MK, a to jak oproti D, tak oproti SK.
V ramci porovnani MK a D je pak mezi diferencidlné exprimovanymi proteiny obohacena
genova ontologie Organizace mitotického vieténka a v ramci porovnani MK v SK zase
genova ontologie Proces zalozeny na mikrotubulech. Zaroven je v modulu Green, pozitivné
asociovaném s SK, pfitomen protein GWL, ktery inhibici fosfatdz PP2A nepiimo udrzuje
vysokou hladinu komplexu CDKZ1/CyclinB 92792°  Odpovéd’ na poskozeni DNA ovsem
beéhem mitdzy nespousti inhibici téchto CDK-cytokin komplex1, ale pozastavuje dokonceni
opravy zlomi DNA, kterou odkladd do G1 féaze, protoze béhem mitézy by mohlo vlivem

nespecifické NHEJ dojit k fuzi chromozomi!!®’. To naznacuje, Ze k poskozeni DNA u MK
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dochazi béhem mitotické faze bunécného cyklu. V poslednich letech ale nartistd diikazi,
ze V mitotické fazi bunécného cyklu by opravdu mohl figurovat jisty kontrolni bod pro
poskozeni DNA 1% 7Zvysena exprese mitotickych proteintl, a tedy pravdépodobné vyssi
mira mitotického déleni u MK, pravdépodobné souvisi rastem a jeho nedavnym piechodem
z nymfy/délnika na neotenika. V modulu Blue, negativné asociovaném s SK, se k tomu
navic nachazi protein RAN, podilejici se na spravném sestaveni mitotického vieténka 93%94,
U SK je zvySena exprese RNF144A, ktera ubiquitinaci ozna¢uje DNA-PKcs k degradaci.
DNA-PKGcs hraji dilezitou roli v opravé DNA skrze NHEJ 63273473 To by mohlo souviset

s poklesem efektivity NHEJ v opravé DNA pifi senescenci !%°

. Vys$si exprese genl
spojenych s opravou DNA u D a MK tak nekoreluje s ptedchozimi poznatky o jejich
zvySujici se expresi u starnoucich kraloven mravence Lasus niger a kralti termita R. spreratu
515516 Naopak koreluje s poklesem jejich exprese u reprodukéni kasty C. secundus 50652,
Ziejm¢ tak opét nardzime na podobny fenomén vyssi udrzby somatické integrity

u totipotentnich délniki, jako tomu bylo u odpovédi na oxidacni stres.

V tvodu byl zminovan negativni efekt vysoké aktivity mobilnich elementli na integritu
genomu a starnuti. Mezi DEG jsme objevili dva komponenty mobilnich elementd s vyssi
expresi u SK a jeden s vyssi expresi u MK. U starého krale by tak mohla byt zvySena aktivita
téchto elementd, ktera byla opét pozorovany i u reprodukénich jedinct C. secunsus a naopak
bylo pozorovano jeji potlaceni u reproduktivct termita Macrotermes bellicosus (CP, pravi

délni(n) 498,506,523 )

Mezi krali a délnikem také dochdzi ke zménam v expresi proteinli souvisejicich
s proteinovou homeostazi. Kvalita translace by mohla byt u D a MK podpofena zvySenou
expresi 3 EFla, jejichz exprese je spojena s prodlouZzenim Zivota a odpovédi na oxidacni
a endoplasmaticko-retikularni stres "%, To je doplnéno nariistem exprese RACK1 u MK,
ktery ma roli v ribozomdlni kontrole kvality translace a napomahé ubiquitinaci a nasledné
recyklaci podjednotek zaseklych ribozomt 4”78 U MK je navic proteinovd homeostize
podpofena  zvySenou expresi endoplamaticko-retikularntho  proteinu ~ TRAP-o,

ﬁ743_746

ktery napomaha spravnému skladani protein a zvySenou expresi Cut8 sestavujici 26s

proteazomalni komplex v jadie 2.

Poskozené proteiny jsou oznacovany k degradaci
V proteazomu pomoci ubiquitinace 1%, V tom ohledu je u MK zvy3ena exprese Znf-RING

domény, ktera je ¢asto soucasti E3-ubiquitin ligaz "°>™4, a oproti SK i Polyubiquitinu-B,
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ktery slouzi jako zdroj ubiquitint %74, Aktivitu E3-ubiquitin ligdz ale podporuji proteiny
MAGEL2 a ARRDC4 851755756 jeiichz exprese jsou oproti MK zvysené u SK a mirngji
iu D. Obecné se da usuzovat, ze u SK a MK se zvedaji exprese proteini zkvalitiujicich
translaci, coz je u MK doplnéné vyssi expresi proteini kontrolujicich proteinovou kvalitu.
Tomu ale do jist¢ miry odporuji vysledky WGCNA, protoze v modulu Blue, negativné

978 3 také

asociovaném s SK, jsou 2 komponenty ribozomalnich podjednotek RpS26 a RpL
protein RPABC3, ktery je podjednotkou RNA polymeraz °%. Zaroven jsou v modulu Purple,
pozitivné asociovaném s D, pfitomni proteiny EXOSC9 a GLMP. EXOSC9 je souc¢asti RNA
exozomalniho komplexu ucastniciho se maturace rtiznych druhi RNA a degradace
nestabilnich a aberantnich mRNA v cytoplasmé 888% Oviem modul Turquoise, negativné

asociovany s D, ma signifikantn¢ obohacenou genovou ontologii Biosyntéza proteinli

a nesignifikantné obohacenou ontologii Draha dohlizejici na mRNA.

Mezi diferencialné exprimovanymi proteiny byly nalezeny i Ctyii ovliviiujici sestfih mRNA.
CWF19L2 proteiny jsou soudasti spliceozomalniho komplexu ®’, pficemz jeden je vice
exprimovany u kralt oproti D a jeden u SK a D oproti MK. U MK je oproti D vice
exprimovany RPUSD?2, ktery pseudouridyluje mRNA, coz je modifikace, kterd ma 1 roli
v alternativnim sestiihu mRNA %875 PHAX transportujici zjadra U sn-RNA, které se

podili na tvorbé spliceozomalniho komplexu 76476

, je vice exprimovany u MK oproti SK.
Zaroven ma modul Blue, negativné asociovany s SK, nesignifikantné obohacenou genovou

ontologii Sestfth mRNA skrze spliceozom.

Vliv na miru bunééného stresu by mohly mit diferencidln¢ exprimované proteiny ucastnici se
detoxifikanich procesli. Zajimavé jsou predevSim u obou krald zvySené exprese
UDP-glukoronosyltransferaz (UGT 2B18 ma vys$si expresy u MK oproti SK, ale oproti D je
uobou krali zvednutd alesponn nesignifikantng). Jsou to vyznamné multifunkéni
detoxifikaéni enzymy zbavujici organismus endogennich i exogennich toxickych latek skrze
jejich glukoronidaci 82°8%° U D je naopak zvysend exprese GST1 konjugujici oxidovany
glutathion s toxickymi latkami, véetné peroxidovanych lipidi a AKR1A1 redukujici toxické
aldehydy 825827 U kralt se pak na detoxifikaci mizou podilet i urikdza, dvé BPHL a jedna
DHRSI11 [2]. BPHL [1] je soucasti modulu Pink, pozitivn¢ asociované¢ho s D. U D pak
mohou priispivat i DHRS11 [1] a EPH4. Na detoxifikaci by se také mohli podilet

diferencialng exprimované CYP, oviem ty maji spise roli v syntéze ecdysteroidi 8288,
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Mezi diferencidlné exprimovanymi proteiny bylo nalezeno nékolik regulujici aktivitu
imunitni odpovédi. Jejim centrem jsou u bezobratlych zivocichti Toll a Imd signalizacni
drahy, které patii mezi takzvané NF-kB signalizace. Na zacatku téchto drah receptory reaguji
na castice patogenniho pltvodu a na konci dochazi k expresi antimikrobidlnich peptida
agend sroli vimunitnich, zanétlivych a stresovych odpovédich 0271111111113 \/ goyladu
S teorii pleiotropniho efektu imunity na starnuti zptisobuje u drozofily exprese dvou patern
rozeznivajicich receptori PGRP-LE a PGRP-LC, které jsou oba soucasti Toll a Imd drah,
$kodlivy zanétlivy stav s negativnim efektem na dlouhovékost 14118 Geneticka
manipulace PGRP gent, které jsou naopak imunosupresivni, také ukézala, ze priliSna
aktivace imunitniho systému nese negativni dopad na délku Zivota 1171118 Negativni efekt
aktivity Toll a Imd drah je ovSem opét ¢aste€né zavisly na typu tkdné, pohlavi a stfevnim
mikrobiomu a jejich vysledny efekt zavisi na vlastnostech témito drahami prave
exprimovaného mixu antimikrobialnich peptidd, které mohou mit jak pozitivni, tak negativni
dopad na dlouhovékost 111%1123 U savci jsou NF-xB drahy také spojené se stimulaci zanétu
a jejich aktivita je sou¢asti zanétlivych onemocnénych spojenych se statim 1241127 pokud
to shrneme, tak i pfestoze jsou tyto drdhy pro organismus prospé$né v ramci obrany proti
patogentm, tak naopak jejich schopnost vyvolat chronické zanétlivé stavy je pro organismus

a jeho délku zivota Skodliva.

U SK jsou navysené exprese 3 AP proteinil, zatimco u MK a D pouze jednoho. Navic jsou
u SK navyseny i exprese tfi proteini Spaetzle dilezitych pro aktivaci Toll signalizace "1,
To by mohlo znamenat zvySenou aktivitu této drdhy u SK, a tedy jeji negativni vliv na
dlouhovékost. Ovsem u SK je pravdépodobné navySena aktivita BMP draha, kterd ma
schopnost zamezovat piiliSné expresi antimikrobidlnich peptidi (vizte niZze). Navic u D
a MK jsou vyssi exprese proteint CGL a NIJ1, které jsou spojené s vyssi aktivitou NF-kB
faktort a Toll signalizace ®>7"7% To u D dopliuje i oproti SK zvysena exprese Toll-like
receptoru 13 a fakt, ze SPZ je u n¢j exprimovan jest¢ vice nez u SK a SPZ4 vice nez u MK,
I kdyz méné nez u SK. Jejich efekt by ale mohla potlacovat u D zvySena exprese proteinu
Serpinblc, ktery blokuje pro aktivaci Toll diileZitou proteolyzu proteinti Spaetzle 1. Stejné
tak je u MK zvySend exprese Seripini2. GBP se zvySenou expresi u D a LPS-BP se zvySenou
expresi u MK, a mirnéji ale nesignifikantné 1 u D, jsou patogenni Castice rozeznavajici
proteiny, které by se také mohly podilet na vy33i aktivité imunitnich drah "**™°, Zaroven je
uD exprimovany Pglrp3 protein, ktery inhibuje receptor PGRLP-LC Imd signalizace

a zamezuje tak nadmérné aktivaci imunitni odpovédi této drahy "%4'%. To samé dél4 protein
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NT17% se zvysenou expresi u D a MK. Je tedy t&zké usuzovat, zda je imunitni odpovéd’
téchto dvou drah vice aktivni u SK, MK nebo D. S ur¢itosti ale vidime, ze dochazi k jejich

odlisné regulaci mezi jednotlivymi stadii termitiho Zivota.

Imunitu ovliviuji také jiz zminované MAPK/ERK, MAPK/p38, MAPK/INK a TGF-B
a IIS/TOR signaliza¢ni dréhy. Ukazuje se, ze v nékterych piipadech je zivot prodluzujici
efekt downregulace 1IS/TOR signalizace spojen se zvySenou rezistenci k nékterym
patogentm 168112871133 Tento fakt je pravdépodobné navazany na to, Ze béhem sniZené
aktivity ISS/TOR nedochdzi k inhibici FOXO, které bylo naopak spojeno s expresi
antimikrobidlnich peptidi a zvySenou rezistenci k patogentim 11281129.1132-1136 = poqobng
efekty na imunitu jako IIS/TOR pravdépodobné vykazuje i MAP/ERK. Jeji aktivace
u drozofily vede ke zkraceni délky zivota, které je doprovazeno inhibici IMD/NF-kB drahy,
coz vede k mensimu pfezivani drozofily pii bakteridlni infekci 19211137 U C. elegans je
ale naopak jeji ztrata spojena se zkracenou délkou Zivota a pravdépodobné i nizs§i produkci
AP 102411381139 Ngkteré studie také ukazuji Ze jeji aktivace u D. melanogaster vede
k omezeni virové replikace %0, P38 a JNK drdhy se pak podili na regulaci exprese AP
a imunitni odpovédi, jejich aktivita podporuje rezistenci k patogenli a zaroven je pozitivné
spojovana s délkou Zzivota u drozofily a C. elegans 10241039.1049.10501141-1144 * jajich vliv
na délku Zivot ovSem miZe byt zavisly na kontextu, jako je teplota prostfedi a typ
tkang 10241049-1053 "y Anopheles stephensi dokonce naopak snizena aktivita JNK signalizace
vede k vétsi rezistenci k Plasmodium palciparum 5. Exprese drozofilich TGF-B ligandii
Daw (Aktivinova draha) a Dpp (BMP daha) se zvySuje pfi infekci a aktivace TGF-B je
u drozofily spojena se supresi genii imunitni odpovédi, ktera pravdépodobné zabratiuje
vzniku patologii spojenych s pfiliSnou aktivaci imunity. Dpp také sniZuje produkci
nadbyteénych AP pfi sterilnim zranéni 14, V souladu s efektem u drozofily je ztrata funkce
proteinu dbl-1 (homolog TGF) u C. elegans spojena s nizsi mirou pieziti béhem infekce

a zkracenou délkou Zivota 147,

V kontextu mych vysledkii by zvySena aktivita p38 a JNK drah u D a MK mohla mit
pozitivni dopad na imunitu. To samé plati 1 o zvySené expresi proteinu PKCL1 u SK,
u které¢ho bylo ptimo zjisténo, ze u C. elegans podporuje a zvysSuje expresi AP skrze p38
signalizaci 2. Pravdépodobné zvysena aktivita insulinové a MAPK/ERK signalizace u D by
ovSem naopak mohla negativné ovliviiovat u D rezistenci k patogentim a délku zivota.
Aktivita imunitniho systému SK by pak mohla byt udrzovana na neskodné hladiné skrze

jeho pravdépodobné zvysenou aktivitu BMP dréhy.
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V ramci diferencialné exprimovanych proteini mezi D a SK je obohacena genova ontologie
Procesy lipidického metabolismu. To samé plati 1 o modulu BLUE, negativné spojeném
s SK a nesignifikantné i o modulu PINK, pozitivn¢ asociovaném s MK.

Vysoky podil polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA) v membranach je ve staii
povazovan za nevyhodu, protoze PUFA jsou nachylné k peroxidaci a dlouho Zzijici
zivocichové maji v membranach casto nizsi zastoupeni PUFA oproti mononenasycenym
mastnym kyselinam (MUFA) 11481150 [J dlouhovékych lidi byl sice pozorovan vyssi podil
PUFA, ovSem to bylo doprovdzeno jejich niz§i nachylnosti k peroxidaci a zvySenym
pomérem -3 mastnych kyselin oproti -6 1152 Delta-9 desaturdzy stoji za tvorbou
MUFA a jejich aktivita, spole¢né¢ s mnozstvim MUFA, je pozitivné spojena s prodlouzenim
zivota C. elegans pii mutacich insulinové signalizace. Naopak mnozstvi PUFA je s timto
negativné korelovano '°3, Zaroven inaktivace delta-9 desaturazového genu vedla k potladeni
dlouhove€kosti vyvolané mutacemi insulinové drahy u C. elegans, a naopak jeho zvySena
exprese prodluzovala Zivot spoleéné s navysenim akumulace MUFA 1541155 U MK je oproti
D zvysena exprese dvou delta-9 desaturdz ACDS a SCDS4 produkujicich MUFA 872873,
SCDS4 je soucasti modulu Pink, pozitivné asociovaného s MK. U D a MK je zvySena
exprese delta-11 desaturazy ACD11DS, avsak ta ma pravdépodobné roli hlavné pti tvorbé
prekurzorii ve feromonovych zlazach 1. ACDI11DS je zaroveii pfitomna v modulu Blue,
negativné asociovaném s SK. U D a MK je také zvySena exprese LCACL4 tedy ligazy
dlouhych mastnych kyselin a CoA. Ta ma preferenci k arachidonové (AA)
a eicosapentaénové kyseliné (EPA), obé patiici mezi PUFA. Snizuje tedy v organismu
mnozstvi jejich volnych neesterifikovanych forem a zvySuje jejich zastoupeni
v membranovych fosfolipidech a triacylglycerolech 843841157 7Z4roveit tim i zamezuje
tvorbé eicosanoidi, jejichz jsou prekurzorem %8, Dalsi ligazu dlouhych mastnych kyselin
ELOVL6 %293 nasycenych i nenasycenych, nalezneme také v modulu Pink. Mezi
eicosanoidy patii latky jako prostaglandiny, leukotrieny a dalSi podobné latky, které maji jak
pro-, tak proti-zanétlivé G¢inky. Zatimco eicosanoidy odvozené z eicosapentaénové kyseliny
jsou spojovany predevsim s proti-zanétlivymi ucinky, tak eicosanoidy odvozené z AA jsou
spojovany predevsim s pro-zanétlivymi ucinky. OvSem i mezi AA eicosanoidy nalezneme
proti-zanétlivé zastupce. Podrobné&jsi popis téchto latek naleznete ve ¢lancich Sonnweber
et al. 2018, Bennet a Gilroy 2016 a Calder 2006 %%l Pomér EPA:AA v organismu miize

byt vyuzivan jako ukazatel chronického zanétu ve stafi, kdy nizky pomér znaci riziko mnoha
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onemocnéni 1621183 7yyseny piijem -3 o-linolenové kyseliny, prekurzoru EPA, zvySuje
délku zivota u C. elegans % Ovsem i zvyseny piijem AA a w-6 linolové kyseliny,
prekurzor AA, vedl Kk prodlouzeni zivota C. elegans, pii¢emz tento efekt je spojeny

s aktivaci autofagie *1%°. Zaroveni neesterifikovana intra-celularni AA indukuje apoptozu 1,

Za zvySenym mnozstvim volné AA v organismu by pak mohli stat dvé PLA2 87487
se zvySenou expresy u SK. Z AA jsou také syntetizovany epoxyeicosatrienové kyseliny
(EET), fungujici jako hormony kratkého dosahu a spojovany jsou ptedevsSim s regulaci
krevniho tlaku a také moznou proti-zadnétlivou funkci v krevnich cévach. Inaktivovany jsou
pomoci epoxid hydrolazy 2 1671168 Mezi nasimi DEG je u EPH4 exprimovana ve formé
D > SK > MK, ovSem o jeho funkci neni pfili§ zndmo a je otazka, zda ma podobné funkéni
vlastnosti jako EPH2. EET jsou z AA tvofeny pomoci skupiny CYP nazyvané cytochrom
p450 epoxygenazy 191172 Mezi nasimi DEG nalezneme &tyfi odlisné exprimované CYP,
ovSem ani jeden znich pravdépodobné nepatii do skupiny epoxygendz. U D je zvySena
exprese ApoD. ApoD je schopen zabranovat oxidaci volné cirkulujici AA a také hydrolyze
membranové AA 85283 Pravdépodobné tak zabrafiuje pisobeni PLA2. Vysoka exprese
ApoD u clovéka zvySuje odolnost k oxida¢nimu stresu snizuje akumulaci peroxidovanych
lipidii a u mysi navic zvysuje délku Zivota 34484 Drozofili homology Glaz a Nlaz také
produluzuji délku Zivota a potladuji dopady oxida¢niho stresu &08111731174 “Krom ApoD
jsou nékteré vzacnéjsi alely ApoE jsou spojené s dlouhovékosti u lidi 4. U D je navysena

exprese proteinu osahujiciho domény ApoE a ApoA.

Mezi DEG bylo nalezeno nékolikero lipaz. Elip ma sniZzenou expresi u MK a SK oproti D. Je
aktivni proti TAG a HD lipoproteiniim a zaroven vykazuje fosfolipizovou aktivitu 84842,
Jeji exprese je spojovana s rakovinou prsu, kde v reakci na oxidaéni stres dochazi ke zvyseni
jeji exprese a nasledné akumulaci lipidickych kapének v bunkéch a zvysené odolnosti vici
oxida¢nimu stresu *”°. Exprese Lip3 je navysena také u D oproti kralim. Je aktivni viigi
TAG a ma také fosfolipazovou aktivitu 384 U drozofily se jeji exprese zvysuje béhem
hladovéni a starnuti, jeji mutace se spojena s vyS$i odolnosti k hladovéni a delSim
zivotem 82, Lidsky ortholog lysozomalni kysela lipdza (LPA) je aktivni viéi TAG
a cholesteryl-esterim. Jeho deficience je spojena s Wolmanovou chorobou a chorobou
v ukladani cholesterol-esterai 11"®177_ Glip a PLip-RP2 jsou spojené piedevsim s hydrolyzou
dietarnich TAG 87888 Naptiklad u mysi dochazi s vékem spojenému poklesu exprese

a aktivity pankreatické lipazy, coz vede k poklesu absorbce lipida 178,
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Pro beta-oxidaci je dulezity karnitin, vyuzivany pro pienos mastnych kyselin pies
mitochondrialni membrany *7®% Na jeho tvorb& se podileji GBBD a TMLD®!82
se zvySenou expresi u D oproti SK. Beta-oxidace je pfitom spojena s dlouhovekosti
a k poklesu jeji aktivity dochazi béhem starnuti 181184 | -karnitin je také znam pro svoje
dlouhovékost podporujici tcinky, hlavné co se tyce protekce nervové soustavy a proti-
zanétlivych Geinkd 8118V modulu Pink, pozitivné asociovaném s MK, pak nalezneme
SCL22A1 zprostfedkovavajici transport acyl-karnitinu %!. Zvysena exprese acetyl-CoA
syntazy 2 u C. elegans vede k aktivaci mitochondrialni beta-oxidace, coz vede k prodlouzeni
zivota 1191191 'y MK a SK je vzhledem k tomu zvysena exprese jiz zmitiované LCACL4 a u
D také exprese MCACL-ACSF2.

Adiponectin je hormon tukové tkané, ktery je spojovéan s prodlouzenim zivota, zvySenou
insulinovou sensitivitou, proti-zanétlivymi G¢inkt, a navySenim beta-oxidace (popsano
v ¢lanku Nedvidkova et. al 2005 87). Plisobi skrze své receptory, piicemz u kralii je oproti D
mirné zvysena exprese AdipoR 85877 Ovsem adiponektin je spojovéan i s negativnimi efekty
a jeho vysoké hladiny doprovazi nizka hustota svalii a $patna fyzickd kondice 192711%,
V rozporu se zvysenou expresi AdipoR u D je v modulu Turquoise, negativné asociovaném
s D, pfitomna E3 ubiquitin ligdza RNF170, kterd by degradaci inositoltrifosfat receptoru

mohla zabranovat aktivaci CAM II kindzy, kterd zase miZe inhibovat sekreci

adiponektinu 912914,

Zmény V metabolismu ceramidii a sfingolipidi maji také dopad na délku Zivota
u modelovych organismi 1'%, Mezi nagimi DEG je u D a MK vice exprimovani GBA, ktera
hydrolyzuje glukosylceramidy na volné ceramidy a glukézu >°°%%2, Béhem starnuti dochazi
k poklesu jeji aktivity v mozku mysi a jeji nedostatecna aktivita je i spojena s Parkinsonovo
nemoci 191%  Z4roven interference genu pro glukosylceramid syntdzu, ktera naopak stoji
za tvorbou glukosylceramidi, prodluzovala Zivot C. elegas 1% Je tedy mozné, Ze zvysena
exprese GBA u D a MK je vyhodou pfi jejich starnuti. GBA je zaroven soucasti modulu

Blue, negativné asociovaného s SK.

DHCR24 se zvySenou expresi u D se ucCasti pfemény dietdrné pfijimanych fytosteroll
na cholesterol 856857 Pfitomné jsou u D také zvysené exprese APOD, APOA_E a jen oproti
SK i APOphorinii, ktefi se podili na transportu cholesterolu 201202 Apophoriny jsou i
soucasti modulu blue, negativné regulované¢ho s SK. OvSem SOATI, vytvarejici cholesterol

estery 879880 je vice exprimovana u SK oproti D a je souc¢asti modulu Turquoise negativné
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asociovan¢ho s D. MTTP =zajistujici transport triglyceridi a cholesterol esteri mezi

bun&&nymi membranami 88870 je vice exprimovand u MK oproti SK.

DHRS11 se podileji na tvorb& steroidnich hormong 8241203

exprimovany u D oproti SK a druhy u SK oproti MK i D. Exprese CYP304al a CYP302al
zvySené u D, CYP4gl5 zvysené u MK oproti D a CYP6al4 zvysené u MK oproti SK se pak

, pricemz je jeden vice

pravdépodobné podili na syntéze ecdysteroidia #2883 CYP304al je také soucasti modulu
Purple, pozitivné asociovaného sD. Mezi diferencidlné exprimovanymi proteiny
v porovnani D oproti SK je pak obohacend genova ontologie Procesy steroidniho
metabolismu. V ramci modulu Turquoise, negativné asociovaného s D, jes$té nalezneme
proteiny TMEM135 a ACLY. Delece genu TMEM135 vedla u C. elegans ke snizeni
tukovych zasob spojenych sredukci akéniho potencidlu mitochondridlni membrany
a snizenim délky Zivota %, ACLY pak katalyzuje $tépeni citratu na oxalacetat a acetyl-CoA,

ktery je dale vyuzivam pro syntézu lipidi 992910,

Syntéza JH hormonu je navidzana na mevalonitovou drdhu %2124, HMGCS-1 je hornim
komponentem této drahy a jeho exprese je zvySend u SK oproti D. Pfiblizné ve stiedu
mevalonatové drahy pak ptisobi GGPS. Dva GPPS geny maji zvysenou expresi u SK i MK,
jeden u SK a jeden u MK. GGPS [3] je pak také soucasti modulu Green, pozitivné
asociovan¢ho s SK a vramci proteinti diferencidlné exprimovanych mezi D a SK je
obohacena genovéa ontologie Proces biosyntézy isoprenoidii. OvSem exprese MFE, ktery
[ 453,527

ptimo stoji za syntézou JH II

ze tyto vysledky koreluji s vysledky Korb et. al 2021, kdy z TOR/ISS-JH sité byly

, je zvySena pouze u MK pfti porovnani s SK. Da se fici,

u reproduktivcil vice exprimovany jeji dolni komponenty, tedy komponenty JH signalizace.
To dopliiuje 1 exprese receptoru allostatinu, kterd byla zvySend u D oproti MK, protoze
allostatin je schopny inhibovat syntézu JH 8. Avsak tomu uZ tolik neodpovidaji exprese
vitellinogenint. Vg6 je vice exprimovany u D a Vg2 naopak u MK. Vitellogenin receptor je
pak vice exprimovany u D oproti SK. V modulu Blue, negativné asociovaném s SK, je také
ptitomen protein LASP, ktery u Aedes aegypti po skonceni vitellinogeneze degraduje
proteiny stojici za syntézou vitellogeninu **’. Navic je ve velké mife u D a MK zvysena
exprese dvou hexamerintl, které jsou exprimovany v odpovédi na JH, avSak jeho funkci

sekvestruji 470833

. Tyto dva hexameriny jsou také soucasti modulu Blue, negativné
asociovaného s SK. To samé plati i o NPA se zvysenou expresi u D 8%, S piitomnosti JH u D
a MK by mohla souviset i zvysena exprese HTJHB®®. Takze se zd4, ze komponenty drahy

stojici za syntézou JH jsou vice aktivni u kralt, s pfihlédnutim k tomu MFE ma zvySenou
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expresi pouze u MK. Ale exprese proteinti, které se zvedaji v odpovédi na JH a naznacuji tak
i jeho zvySenou hladinu v organismu, jsou zvySené u MK a D. U D v rdmci této odpovédi
dochazi ale kinhibici syntézy a aktivity JH. Pokud opomeneme vliv JH na kastovni
diferenciaci, mohla by snizend hladina JH u SK byt jistym opatfenim, zabrafujicim

Skodlivym vliviim JH ve stafi.

V GO enrichmentech jak diferencidlné exprimovanych proteini, tak WGCNA modula
narazime 1 na glykolyticky proces. Proteiny souvisejici s glykolyzou nebyly v rdmci této
prace sledovany, avsak i zmény v regulaci glykolyzy by mohly souviset se starnutim 12051207,
a proto by bylo dobré se v budoucim vyzkumu vénovati i tomuto. Siln¢ obohacenymi
genovymi ontologiemi jsou proces katabolismu polysacharidi a proces metabolismu
karbohydratt. Ty ale spiSe budou souviset s dalsi silné¢ obohacenou genovou ontologii proces
katabolismu celulozy neZli s glykolyzou. Proteiny souvisejici s pochody v nervové soustaveé
a jejim vyvojem také nebyly v ramci této prace sledovany, ovSem zaznamenali jsme jich
mezi diferencidlné exprimovanymi proteiny a modulovymi HUB geny celou fadu. Protoze

zmény v nervové soustavé jsou spojené se starnutim a celou fadou stafeckych

nemoci 291210 bylo by také vhodné jim v budoucnu vénovat pozornost.

6. Zaver

Mezi délniky, mladymi a starymi neotenickymi krali termita Prorhinotermes simplex
se podafilo odhalit tadu diferencidlné exprimovanych gend s potencidlnim vlivem
na odliSnou délku Zivota mezi témito reprodukénimi a nereprodukénimi kastami. Velka cast
téchto diferencialné exprimovanych gent souvisi s udrzovanim somatické integrity, pfi¢emz
se jedna predevsim o odpovéd na oxidaéni stres, odpovéd’ na poskozeni DNA, regulaci
mitofagie, autofagie a apoptozy a také udrZeni proteinové homeostaze. Jako stfedobod téchto
pochodti se zda byt odlisna regulace aktivity proteinu p53 a jeho signalizace. Diferencialné
exprimované geny zapojené do zminénych pochodii jsou povétSinou vice exprimované
U délnika a mladého krale v porovnani se starym kralem. OdliSnost v expresich mezi
délnikem a mladym kralem neni tak vyraznd jako mezi d€lnikem a starym kralem, coZz
pravdépodobné souvisi s nizkym vékem mladych neotenickych krali a tedy jejich nedavnym
pfechodem z dé€lnika na reproduktivce. Vyssi exprese genti souvisejicich s obranou proti

oxida¢nimu stresu, odpoveédi na poSkozeni DNA a regulaci mitofagie/autofagie u délnika
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naznacuje, ze si, v souladu s pfedchozimi vyzkumy na termitovi Cryptotermes secundus, i
totipotentni délnici P. simplex uchovavaji potencial pro dlouhovékost, na rozdil od

»pravych® délnika vyssich termitt.

Mezi kastami navic pravdépodobné dochézi i k odlisné regulaci imunitniho systému, ale neni
jednoduché usoudit, zda je u jedné ¢i druhé kasty imunitni odpovéd posilovana
¢1 utlumovana. Také byla zaznamenéna diferencidlni exprese gent souvisejicich s lipidickym
metabolismem. V souvislosti s oxida¢nim stresem stoji za zminku u mladého krale zvySena
exprese genl souvisejicich s tvorbou mono-nenasycenych a poly-nenasycenych mastnych
kyselin (z divodu nachylnosti PUFA k peroxidaci) a také pravdépodobna vyssi produkce
volné arachidonové Kkyseliny u starého krale v souvislosti s jejim vlivem na apoptozu

a zanétlivé reakce.

V budoucich pokusech by bylo vhodné rozliSovat krom stafi reprodukénich jedincii 1 stafi
délnikt. To v tomto ptipad€ nebylo provedeno a ve vysledcich je patrnd vyssi heterogenita
Vv expresich mezi jednotlivymi vzorky délnikt. K tomu zfejmé ptispiva i fakt, Zze u délniki
nebylo rozliSovano pohlavi, zatimco u reproduktived byli pouziti jen samecci. Také je
potieba pripomenou, ze P. simplex je nemodelovy druh, coz se projevilo napiiklad na
usp&$né anotaci pouze 48,5% transkriptl v referencnim transktriptomu a je tedy velmi
pravdépodobné, ze mi fada dulezitych zmén v expresich zistala zahalena. Proto je dobré tyto
vysledky porovnavat s vysledky jinych studii na znaméjSich, vice vyuzivanéjSich termitich
druzich s podobnym kastovnim uspofadanim, jako je naptiklad Cryptotermes secundus a

také tento pokus na téchto druzich v budoucnu replikovat.
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7. Seznam zkratek

14-3-3-3 - 14-3-3 protein 3
AA - arachidonova kyselina

ACD11DS - Acyl-CoA Delta(11)
desaturase

ACDS - Acyl-CoA desaturase
ACLY - ATP citrate lyase
ACTrPI - Allergen Cr-PI
AdipoR - Adiponectin receptor

AGE - pokrocilé produkty glykace
(advanced glycation end products)

AKR1AL1 - Aldo-keto reductase
family 1 member Al

AKT - AKT kinaza

AMN - Protein amnionless

AMP - adenosinmonofosfat
AMPK - AMP aktivovana kindza

AMT-1 - Putative amonium
transporter 1

ANOS1 - Anosmin 1

ANT2BP - ANT2-binding protein
AP - antimikrobialni peptidy
APO - Apolipoprotein
APOphoriny - Apolipophorins
APP - Amyloid-beta A4

AR - Allostatin-A receptor

ARNTLL1 - Aryl hydrocarbon receptor
nuclear translocator-like protein 1

ARPC3-b - Actin-related protein 2/3
complex subunit 3-B

ARRDCA4 - Arrestin domain-
containing protein 4

Arsb - Arylsulfatase B
ASF1 - Histon chaperon asfl

ASK - apoptosis signal-regulating
kinase

ASP - Protein abnormal spindle

ATM - Ataxia-telangiectasia mutaed
serin/threonin kinase

ATR - s ataxii telangiectasii a s Rad3
souvisedjici protein

AURKA - Aurora kinase A

BAD - BCL2 associated agonist of
cell death

BAMBI - BMP and Activine
membrane-bound inhibitor homolog

BAX - BCL2-like protein 4
BCL2L-L - BCL2-like protein L

BCL2L-S - BCL2-like protein S

BIRCS5 - baculoviral inhinitor of
apoptosis repeat-containing 5

BMP - Bone morphogenetic protein

BPHL - Biphenyl hydrolase-like
protein

BRCAL - tumor supresorovy gen
rakoviny prsu 1 (breast cancer 1)

BUSCO - Benchmarking Universal
Single-Copy Orthologs

Calmyrin - Calxium and integrin-
binding protein 1

CAM I1 - Ca2+/calmodulin
dependentni protein kinaza II

CYP - Cytochrome P450

Cat - katalaza

CCKR - Cholecystokinin receptor
CDK — cyklin-dependentni kinaza

CENPE - Centromere-associated
protein E

CGL - Cystathionine gamma-lyase

CKAP2_C - Cytoskeleton associated
protein 2-c terminus

COMM2 - Protein commissureless 2
homolog

CP - centralng sidlici termiti (central
piece nesting)

CR - kaloricka restrikce (caloric
restriction)

Cut8 - Cut8 neclear proteasome tether
protein

CWF19L2 - CWF19-like protein 2

CYB561D2 - Transmembrane
reductase CYB561D2

Cyc - cyklin
D - délnik

Daf-16 - Caenorhabditis elegans
FOXO ortholog

DAP-5 - Disk large-associated protein
5

DAVID - Database for Annotation,
Visualization and Integrated
Discovery

Daw - Dawdle

dbl-1 - Caenorhabditis elegans TGF
ortholog

DFP-3 - Putative defense protein 3

DHCR24 - Delta(24)-sterol
reducatase

DHRS11 - Dehydrogenase/reductase
SDR family member 11

DJ1A - Protein DJ-1 homolog A

DNA-PKCcs - kataliticka podjednotka
DNA-dependentnich protein kinaz

DN-p53 - dominantné negativni forma

p53
Dpp - Decapentaplegic
DR - dietarni restrikce

DSB - dvoufetézcové zlomy DNA
(double strand breaks)

E2-F1 - E2F transkrip¢ni faktor 1
EET - epoxyeicosatrienova kyselina
EF1la - Elongation factor-1-alpha

EFHC?2 - EF-hand domain-containing
family member c2

ELip - Endothelian lipase

ELOVLS6 - Elongation of very long
chain fatty acids protein 6

EPA - eicosapentaénova kyselina
EPH — epoxid hydrolaza

ERK - extracelularni signal regulujici
kinazy

EXOSC9 - Exosome component 9

FAHFAH AIGL1 - Fatty acid esters of
hydroxy fatty acids hydrolase AIG1

FBN - Flbrillin

FBXL7 - F-box/LRR-repeat protein 7
FDR - false discovery rate

FOXM - forkhead box protein M

FOXO - forkhead box O transkripéni
faktor

FOXP1 - Forkhead box protien P1

FTZF1-p - Nuclear hormon receptor
FTZ-F1 beta

GAPDH - Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase,

GBA - Acid beta-glucosidase

GBBD - Gamma-butyrobetaine
dioxygenase

GBP - Beta-1,3-glucan binding
protein

GGPS - Geranylgerany!
pyrophosphate synthase / Farnesyl
diphosphate synthase

Glaz - Glial Lazarillo, Drosophila
melanogaster APOD ortholog

Glip - Gastric triacylglycerol lipase

GLMP - Glycosylated lysosomal
membrane protein

GO - genové ontologie
GS - genova signifikance
GST1 - Gluthathion S-transferase 1-1

GWL - Serine/threonine kinase
greatwall

HAUS3_N - HAUS augmin-like
complex subunit 3

HEX - Hexamerin

HGSNAT - Heparan-alpha-
glucosaminide N-acetyltransferase

HJHB - Hemolyph JH binding protein

HMGCS-1 - Hydroxymethylglutaryl-
CoA synthase 1

HR - homologni rekombinace

Chk2 - Serine/threonine-protein
kinase Chk2

Chp1 - Calcineurin B homologous
protein 1

IDH3A - Isocitrate dehydrogenase
[NAD] subunit alpha

IGF - inzulin-like ristovy faktor

11S - inzulin/insulin-like riistovy
faktor signaliza¢ni draha

IMD - Immune deficiency signalizace

JAK/STAT - Janus kinazy / Signalni
pienasec a aktivator transkripce

JH - juvenilni hormon
JINK - c-Jun N-terminalni kinazy
K.in - intramodularni konektivita

KEGG - Kyoto Encyclopedia of
genes and Genomes

KIF14 - Chromosome-associated
kinesin KIF14

KIF20A - Kinesine-like protein
KIF20A

Knl1_RWD_C - knl1 rwd c-terminal
domain

LASP - Lysosomal aspartic protease

LCACLA4 - Long-chain-fatty-acid-
CoA ligase 4

LCC - laccase

Lip - lipaza

LIRP - Locusta insulin-related peptid
Log2FC - log. fold change

LPA - lysozomalni kysela lipaza

LPS-BP - Hemolymph
lipopolysaccharid-binding protein

LRP4 - Low-density lipoprotein
receptor-related protein 4

LSZ - Lysozyme

LZTS2 - Leucin zipper putative tumor
suppressor 2 homolog

MAD - MAD protein homolog
MAGEL2 - MAGE-like protein 2

MAPK - mitogeny aktivované
proteinkinazy
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MCACL-ACSF?2 - Medium-chain
acyl-CoA ligase

Mcl-1 - Induced myeloid leukemia
cell differatiation protein

MDM - Mouse Double Minute
homolog

ME - modul eigengene

MECOM-B - MDS1 and EVI1
complex locus protein EVI2-B

MFE - Methy! farnesoate epoxidase
MK - mlady neotenicky kral

MKRNZ1_C - E3 ubiquitin-protein
ligase makorin

MM - module membership

MP - termiti sidlici v mnoha kusech
(multiple piece nesting)

MUFA - mono-nenasycené mastné
kyseliny (mono-unsaturated fatty
acids)

MRNA - messenger RNA

mMtDNA - mitochondrialni DNA

MtFMT - Methionyl-tRNA
formyltransferase

mTOR - mammalian Target of
Rapamycin

MTTP - Microsomal triglycerid
transfer protein large subunit

NABP-Xel - Nucleic-acid binding
protein from transposon X-element

NAD+ - nikotinamid adenin
dinukleotid

ND1 - NADH-ubiquinone
oxidoreductase chain 1

NDCS80 - Kinetochor protein NDC80
homolog

ndorl - NADP-dependent diflavin
oxidoreductase 1

NEC1 - Neuroendocrine convertase 1
NEKG®6 - NIMA-related kinase 6
NF-kB - nuklearni faktor kappa B

NHEJ - nehomologni spojovani
konct (Non-homogolous end joining)

NID1 - Nidogen-1
NINJ1 - Ninjurin-1

Nlaz - Neural Lazarillo, Drosophila
melanogaster APOD ortholog

NIp - Nucleoplasmin-like
NPA - Neuroparsin-A

NT1 - Neurotrophin 1

Nuf2 - Kinetochor protein Nuf2

NuSAP1 - Nucleolar and spindle-
associated protein

OBST-E - Obstructor-E
OK - stary neotenicky kral (old king)

OP - termiti sidlici v jednom kusu
(one piece nesting)

PARDEG6B - Partitioning defective 6
homolog beta

PCA - principle component analyza

PEBP1 - Phosphatidylethanolamine
binding protein 1

PGC1alpha - prolifera¢né aktivovany
koaktivator receptoru gama 1 alpha

Pglrp3 - Peptidoglycan recognition
protein 3

PHAX - Phosphorylated adapter RNA
export protein

PGRP - Peptidoglycan recognition
protein

PI3K - fosfatidylinositol-3-kinaza
PINK1 - PTEN-induced kinase 1
PKCL1 - Protein kinase c-like 1
PLA2 - Phospholipase A2

PLip-RP2 - Pancreatic lipase-related
protein 2

POCI1A - POCI centriolar protein
homolog A

POL-412 - Retrovirus-related Pol
polyprotein from transposon 412

POL-JOCKEY - RNA directed DNA
polymerase from mobile element
jockey

POLO - Serine/threonine-protein
kinase polo

PP2A - proteinové fosfataza 2A

PRASA40 - Proline-rich Akt substrate
of 40 kDa

PRC1 - Protein regulator of
cytokinesis 1

Profilin - Profilin

PRR - patern rozeznavajici receptory
Prx - peroxiredoxin

PUBB - Polyubiquitin-B

PUFA - poly-nenasycené mastné
kyseliny (poly-unsaturated fatty acids)

RACKT1 - Receptor of activated
protein kinase C

RAD®51 - Radiation sensitive protein
51

RAN - GTP-binding nuclear protein
Ran

RAPTOR - Regulatory-associated
protein of mTOR

Ras - Rat sarcoma virus proteins
RBM25 - RNA-binding protein 25
RNAseq - RNA sekvenace

RNF - E3 ubiquitin-protein ligase
RNF

RNH2-A - Ribonuclease H2 subunit
A2

ROS - reaktivni formy kysliku
(reactive oxygen species)

RPABC3 - DNA-directed RNA
polymerases I, Il and 111 subunit
RPABC3

RpL9 - 60s ribosomal protein L9
RpS26 - 40s ribosomal protein S26-A

RPUSD2 - RNA pseudouridylate
synthase domain-containing protein 2

RSPHL1 - Radial spoke head 1
homolog

S6KL - Serine/threonine protein
kinase S6KL

SCDS4 - Stearoyl-CoA desaturase 4

SCRT1 - Transcriptional repressor
scratch 1

Siah - seven in absentia homolog

SINA-TRAF - Seven in absentia
protein family

Sirt - sirutiny
SK - stary neotenicky kral
Skeletor - Protein Skeletor

SLC22A1 - Solute carrier family 22
membr 1

SLCOA4AL - Solute carrier organic
anion transporter family 4al

SMOX - Spermine oxidase
sn-RNA - small nuclear RNA
SOAT1 - Sterol O-acyltransferase 1
SOD - superoxid dismutaza

Spc29 - Spindle pole component 29
SPZ - Spaetzle

Src - proto-oncogene tyrosine-protein
kinase Sarcoma

STING - Stimulator of Interferon
Genes signalizace

Sulf_transp - Sulphur transport
domain

TE - transpozibilni elementy
Tech-5B - Techylectin-5B

TGF-p - transformujici ristovy faktor
beta

THRIN - Thrombin inhibitor
anophelin

TLR13 - Toll-like receptor 13

TMEML135 - Transmembrane protein
135 L homolog

TMLD - Trimethyllysine dioxygenase

TOM - matice topologického
piekryvu (topological overlap matrix)

TPX2 - Targeting protein for Xklp2
homolog

TRAP-a - Translocon-associated
protein subunit alpha

TRET1 - Facilitated trehalose
transporter TRET1

TSC2 - Tuberous Sclerosis Complex 2

Ttpal - Alpha-tocopherol transfer
protein-like

TubA - Tubulin alpha chain
TubB - Tubulin beta chain

Ucp2 - Mitochondrial uncoupling
protein 2

UGT - UDP-glucuronosyltransferase
UP-KW - UniProt Keywords
Uro - Uricase

usp30 - Ubiquitin carboxyl-terminal
hydrolase 30

Vg - vitellogeniny

VgR - vitellogenin receptor

W - délnik (worker)

WGCNA - analyza vazené genové ko-
expresni sité (Weighted gene co-
expression network analysis)

Whnt - Wingless/Int-1 signalizace

YK - mlady neotenicky kral (young
king)

YWHAB-A - 14-3-3 protein
beta/alpha-A

Znf_RING - Ring finger domain

ZNF543 - Zinc finger protein 543
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