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1 Uvod

1.1 Oxidativni stres

Za fyziologickych podminek jsou volné radikaly organismem cilené¢ produkovany a
vyuzivany v fadé procesu, jako je naptiklad v obrana proti patogentim, signalni drahy nebo
detoxikace xenobiotik (Kamata & Hirata, 1999). Soucasti bezchybného systému je také
redoxni homeostadza, tedy rovnovaha mezi volnymi radikaly a antioxidanty, které v ptipadé
potfeby hladinu volnych radikal v organismu snizuji. Pokud je redoxni rovnovaha porusena
a v organismu dochazi k nadmérné ptitomnosti ROS ¢i soucasné nedostateéné antioxidacni
obrang, nastava v organismu jev oznacovany jako oxidacni stres (Droge, 2002). Pti oxida¢nim
stresu dochazi k nadmérnému ataku volnych radikalt na dilezité makromolekuly, jako jsou
nukleové kyseliny, proteiny ¢i lipidy, nebo bunétné struktury, coz vede k defektim ve
struktuie a funk¢nosti bunék vedoucich az k poskozenim na trovni celého organismu

(Halliwell & Guttaridge, 1999).

1.1.1 Volné kyslikové radikaly a reaktivni formy kysliku

Volné radikaly jsou atomy nebo molekuly, které ve svém valenénim orbitalu obsahuji
neparové elektrony a z toho diivodu vykazuji snahu si chybé&jici elektrony doplnit, a velice
ochotné tak reaguji s jinymi latkami. Mohou reagovat s jinymi radikéaly za vniku neradikélové
molekuly nebo interaguji s jinou neradikalovou molekulou v okoli, kterou svou interakci
modifikuji. (Miller, Buettner, & Aust, 1990). Z hlediska patogeneze jsou pro organismus
nejvyznamnéjsi volné radikaly kysliku, jako je napf. superoxidovy a hydroxylovy radikal.
Volné kyslikové radikaly patii do skupiny latek souhrnn€ oznaovanych jako reaktivni formy
kysliku (ROS), k nimz krom volnych kyslikovych radikali nalezi i latky, které jsou sice
neradikalové povahy, ale které se za urcitych podminek ve volné kyslikové radikaly preméiu;i

(napf. se jedna o peroxid vodiku, H20) (Cadenas & Davies, 2000).

Ptikladem vzniku volnych kyslikovych radikala a reaktivnich forem kysliku je redukce
molekularniho kysliku za vzniku superoxidového radikalu (O.7), ktery miize byt dale
konvertovan na peroxid vodiku, a ten za pfitomnosti iontli Zeleza ¢i médi muze byt pfeménen
na hydroxylovy radikdl OH’. V organismu vétSina superoxidu vznikd timto zpiisobem
Vv mitochondriich, a to béhem elektronového transportniho fetézce v transmembranovych
komplexech I (NADH ubiquinon reduktdza) a III (ubiquinol-cytochrom c reduktaza), kdy je

sice za béznych okolnosti kyslik redukovan na vodu, ale 1-3 % kysliku z fetézce uniknou a



jsou zdrojem zminéného vzniku superoxidu (Hanukoglu, Rapoport, Weiner, & Sklan, 1993).
Superoxidovy radikal mize z kysliku vznikat také pomoci NADPH oxidazy a xantinoxidazy
(Cadenas & Davies, 2000). Dalsimi kyslikovymi radikaly jsou peroxylové radikaly ROO".
V peroxizomech vznika peroxid vodiku (H202), ktery je vyuzivan k oxidaci mastnych kyselin
pii jejich metabolismu. Peroxizomy za normalnich podminek samy reguluji redoxni
rovnovahu, ale pfi jejich poskozeni dochazi k uvoliiovani mnozstvi peroxidu vodiku a vzniku

oxidaéniho stresu (Valko, Izakovic, Mazur, Christopher, & Telser, 2004).

Vznik ROS miiZze byt vyvolan také plisobenim vnéjSich faktor, mezi které patii
toxické a chemické latky jako pesticidy a herbicidy, dale chemoterapeutika. Pro vznik ROS
jsou vyznamné i fyzikalni Cinitele, jako je ioniza¢ni a UV zafeni (Valko, Rhodes, Moncol,
Izakovic, & Mazur, 2006).

Za fyziologickych podminek ROS v butice zastavaji fadu Zivotné dulezitych funkei.
Hraji roli v bunécné signalizaci a regulaci, kdy jsou po stimulaci cytokiny, ristovymi faktory
a hormony produkovany napiiklad nékterymi interleukiny, TGF a nebo rustovymi faktory
(Thannickal & Fanburg, 2000). Superoxid je také produkovan neutrofily a makrofagy pii
bakterialni ndkaze, kdy je cilen¢ vyuZzivan pii destrukci daného patogenu a zaroven v imunitni
odpovédi funguje jako signdlni molekula (Droge, 2002; Murray, Juangbhanich, Nathan, &
Cohn, 1979).

Latky pusobici v organismu proti reaktivnim formam kysliku se nazyvaji antioxidanty.
Funkci antioxidantl je neutralizovat volné radikaly pfedtim, nez zptisobi poSkozeni. RozliSuji
se antioxidanty neenzymatické exogenni a enzymatické, které jsou télu vlastni.
Neenzymatické antioxidanty, které musi organismy pfijimat v potrave, jsou vitaminy (vitamin
A, E a C) a karotenoidy (napf. B-karoten) (Blokhina, Virolainen, & Fagerstedt, 2003). Vitamin
C, jak se oznacuje kyselina askorbovd, antioxida¢ni funkci vykonavé jako donor vodikového
atomu (Frei, England, & Ames, 2006). Vitamin E se vyskytuje v nékolika formach a
nejaktivnéjS$im antioxidantem u ¢lovéka je a-tokoferol. V burikach se vyskytuje navazany na
membranach a jeho hlavni funkci je ochrana lipida proti peroxidaci (Burton & Ingold, 1986).
Pii tomto procesu spolupracuje s kyselinou askorbovou. Kdyz a-tokoferol odevzda vodik
lipidovému radikalu k zajiSténi jeho neutralizace, sdm se stava stabilnim a malo reaktivnim
radikalem (van Acker, Koymans, & Bast, 1993). Do puvodni formy je regenerovan pomoci
kyseliny askorbové (Mukai, Nishimura, & Kikuchi, 1991). Karotenoidy jsou barviva

vyskytujici se v rostlinach a mikroorganismech a déli se na xantofyly, karoteny a lykopeny



(Edge, McGarvey, & Truscott, 1997). Jejich antioxidacni aktivita je zajistovana pfitomnosti
dvojné vazby v fetézci. Diky dvojné vazbé v karotenoidu a nesparovanému elektronu
v reaktivnim radikalu dochazi ke vzniku vazby a stabilizaci radikalu (Burton & Ingold, 1984).
Endogenni antioxidanty jsou enzymy jako peroxidaza, katalaza a superoxid dismutaza (Frei et

al., 2006; Fridovich, 1978).

1.1.3 Negativni vliv ROS a poSkozeni zpiisobena oxidativnim stresem

Pii vysokych koncentracich se v organismech ROS stdvaji problémem. Muzou
poskozovat vSechny dilezité struktury jako DNA, lipidy nebo proteiny (Valko et al., 2006).
Reakei ROS s lipidy vznikaji mutagenni a karcinogenni produkty. Oxidativni stres u protein
zapricinuje jejich modifikaci, ¢imZz méni jejich funkci anebo zpisobi degradaci (Valko et al.,
2007). V DNA poskozuji jak purinové a pyrimidinové baze, tak i deoxyriboézovou kostru
(Halliwell & Guttaridge, 1999). Nejbéznéjsi mutovanou formou vznikajici pii poSkozeni
oxidativnim stresem je 8-OH-G (8-0xo0-deoxyguanosin). Na poskozeni DNA vlivem
reaktivnich kyslikovych radikald je obzvlast’ citliva mitochondrialni DNA, protoze neni oproti
jaderné DNA chranéna histony a navic jsou pravé mitochondrie v buiice hlavnim producentem
volnych kyslikovych radikalid. S vékem se v organismech akumuluji mutace v DNA
zpusobené oxidativnim stresem, které eventualné vedou ke karcinogenezi a celkové genomové
nestabilit¢ (Valko et al., 2004). Role oxidativniho stresu byla zjisténa u nemoci jako jsou
napiiklad neurodegenerativni onemocnéni (Downtv syndrom a Parkinsonova choroba),
kardiovaskularni choroby nebo rakovina (Busciglio, 1995; Kukreja & Hess, 1992; Tretter,
Sipos, & Adam-Vizi, 2004; Valko et al., 2006).

Somatické buniky nemaji neomezenou schopnost déleni a jejich zivot kon¢i senescenci,
ktera je mimo jiné charakterizovana neschopnosti dal$iho déleni. SniZujici se pocet déleni u
bunék je spojen se stafim organismu. Bylo zjisténo, ze peroxid vodiku a dalsi ROS mohou
zabranit bunce v dal$im déleni podobné jako senescence, coz znamena, ze oxidativni stres
urychluje starnuti (Chen & Ames, 1994; Droge, 2002). Se starnutim organismu, bunécnou
senescenci a pusobenim oxidativniho stresu souvisi i zkracovani nukleoproteinovych struktur
na koncich chromosomu, tzv. telomer (Harley, Futcher, & Greider, 1990; von Zglinicki,
Saretzki, Docke, & Lotze, 1995).



1.2 Telomery

1.2.1 Funkce telomer

Telomery jsou specialni nukleoproteinové struktury na koncovych c¢astech
eukaryotickych chromosomu (Greider & Blackburn, 1989). Od ostatnich ¢asti chromosomu
se telomery lisi strukturou a funkci. Specificka struktura telomer slouzi k identifikaci
chromosomalnich koncti od chromosomalnich zlomt. Ztrata telomer ¢i poskozeni jejich
struktury vede kaktivaci repara¢nich mechanismi, jejichz G¢inkem dochazi k tvorbé
chromosomalnich fzi a nasledné tim k chromosomalni a genomové nestabilité (Blackburn &
Szostak, 1984). Dalsi dulezitou funkci telomer je zajisténi kompenzace ztraty DNA, ke které
dochazi na 5° koncich chromosomii vinou nekompletni replikace DNA (Blackburn & Szostak,
1984), a to na zaklad¢ principu pribéhu replikace a vlastnosti DNA polymerazy. Syntéza
nového vlakna totiz béhem replikace probiha zasadné od 5° konce k 3 konci, s tim, ze DNA
polymerdza pro iniciaci syntézy vyzaduje pfitomnost RNA primeru, komplementarné
napojen¢ho na templatovy fetézec, k jehoz 3’ konci DNA polymerdza navazuje prvni
nukleotid syntetizovaného fetézce. Jelikoz jsou ale RNA primery nésledné odstranény,
pfi¢emzZ uvolnéné misto nemuze byt DNA polymerazou zpétné doplnéno, zustava 5° konec
nedosyntetizovan, a tim zkracen (Blackburn, 1991). Vzniklé ztraty na 5° konci jsou
nahrazovany zpétng, a to aktivitou nckter¢ho ztzv. telomerickych kompenzacnich
mechanismu. Nejcastéj$im telomerickym kompenza¢nim mechanismem, popsanym u vSech
obratlovci a naprosté vétSiny dalSich organismi, je aktivita telomerdzy. V alternaci
k telomeraze, jak bylo popsano u sav¢ich bunék, funguje dodatkovy mechanismus telomerické
kompenzace, ktery je zalozeny na genové konverzi (Walmsley, Chan, Tye, & Petes, 1984). A
jako zcela odli$ny telomericky kompenza¢ni mechanismus, dosud popsany pouze u drozofily,
byla objevena retrotranspozice telomerickych mobilnich elementd. Aktivita telomerazy u
¢loveka, tak i aktivita telomerickych mobilnich elementl u drozofily, se soustfedi predevsim
do proliferacné aktivnich bunék, jako jsou buniky zarodecné, kmenové, ¢i, v ptipadé drozofily,
bunky larvalnich imaginalnich diskti (George & Pardue, 2003; Walter & Biessmann, 2004,
Wright, Piatyszek, Rainey, Byrd, & Shay, 1996). Zaroven se mnozstvi telomerazy snizuje
s vékem (Harley et al., 1990). Neptitomnost nebo snizena aktivita telomerazy se projevuje
postupnym zkracovanim telomer aZ na Hayflickliv limit. Po podstoupeni urcitého mnoZstvi

replikaci a dosazeni limitu dojde k senescenci (Hayflick & Moorhead, 1961).



1.2.2 Nukleoproteinova struktura telomer

Struktura telomer, a to co se tyce jak sekvence DNA, tak i proteinové skladby, je napiic
eukaryotnimi organismy velmi konzervovana. Telomery se sklddaji zjednoduchych
opakujicich se sekvenci DNA, obvykle bohatych na G:C pary, které tvoii klastry az o
desitkach tisic bazi (Blackburn, 1991). U obratlovci je telomerickou sekvenci sekvence
TTAGGG, u hmyzu je nejrozsifenéjsi sekvenci telomer TTAGG (Gomes, Shay, & Wright,
2010). Jak bylo prokazano, u savci telomericka sekvence vytvaii jednovlaknovy piesah o

délce 200 — 300 nukleotidt, ktery invazi do dvouvldknové ¢asti vytvari telomerickou smycku

(tzv. t-loop) (Griffith et al. 1999; de Lange 2004).

Pro funkci telomer jsou jejich dilezitou soucasti proteiny, které na telomete formuji ¢i
pomahaji formovat tzv. telomerickou Cepicku, ktera chrani telomery pted jejich degradaci
pusobenim DN4z, kryje konce chromosomi pied reparaénimi mechanismy ¢i reguluje aktivitu
telomerickych kompenza¢nich mechanismi a tim telomerickou délku. U savcil je soucasti
telomerické Cepicky tzv. shelterinovy komplex, jehoz jadro je tvofeno proteiny TRF1 a TRF2,
které se vazou na dvouietézcovou telomerickou DNA a zprostfedkovavaji vazbu ostatnim
proteinim (Liu, O’Connor, Qin, & Songyang, 2004). TRF1 je povaZovan za negativni
regulator telomerické délky; jeho ztrata se projevuje prodlouZenim telomer a jeho zvySena
exprese naopak zkracovanim (Van Steensel & De Lange, 1997). TRF2 chrani telomery proti
nukleazam a maskuje konce chromosomi pied reparaénimi mechanismy (Van Steensel,
Smogorzewska, & De Lange, 1998). POT1 je protein vazajici se na jednovlaknovou DNA a
jeho pfitomnost na dvouvlaknovych telomerach je uréena vazbou na TPP1. POT1 a TPP1
reguluji telomerazovou aktivitu, inhibici obou proteinli najednou dochazi k telomerickému
prodlouzeni (Loayza & De Lange, 2003; Wang et al., 2007). Pokud je inhibovan jen jeden,
poruseni POT1-TPP1 komplexu zptisobi silné poSkozeni telomerické DNA (Hockemeyer et
al., 2007; Kibe, Osawa, Keegan, & de Lange, 2010). Protein TIN2 slouZi jako spojovaci ¢lanek
mezi komplexy TRF1-TRF2 a POT1-TPP1. TINZ2 spojuje proteiny TRF1 a TRF2 a zaroven
vaze TPP1, ¢imz zajistuje navazani komplexu POT1-TPP1 (Hockemeyer et al., 2007; Ye et
al., 2004).

1.2.2 Vliv oxidativniho stresu na telomery

Netplna replikace neni jediny faktor zplsobujici zkracovani telomer. Pisobeni

oxidativniho stresu telomery poskozuje a zkracovani telomer timto urychluje.



Mirny stres zplisobuje zkracovani telomer, ¢imz zapficiiiuje i snizenou replikativni
schopnost a délku zivota bunky (Dumont et al., 2000; Von Zglinicki, Pilger, & Sitte, 2000;
von Zglinicki et al., 1995). V souladu s tim antioxidanty zvy$enou rychlost zkracovani pti
oxidativnim stresu nejen potlacuji, ale pii jejich nadmérném mnozstvi je zkracovani telomer
pomalejsi nez u bunék v normalnich podminkach (Lorenz, Saretzki, Sitte, Metzkow, & Von
Zglinicki, 2001). Sensitivita telomer k poskozeni kyslikovymi radikaly je také dana tim, ze
reparacni mechanismy zajistujici opravy jednofetézcovych zloma zpisobenych oxidativnim
stresem jsou Vv oblasti telomer méné efektivni neZ v jinych ¢astech DNA (Petersen, Saretzki,
& Von Zglinicki, 1998). Samotné zkraceni telomerické délky mize byt zplisobeno tim, ze
nesparované nebo poskozené nukleotidy ziejmé prodluzuji nereplikovatelnou oblast telomer.
Vzhledem ke zvysené ztraté telomer, kterou oxidativni stres zapfti¢inuje, lze fici, Ze pisobeni
kyslikovych radikali je hlavni determinantou ovliviiujici replikativni schopnost bunék.
V souvislosti s tim midzeme tvrdit, ze oxidativni stres v koneéném disledku vyznamné

ovliviiuje celkové stafi organismu (Von Zglinicki, 2002).

1.2.3 Telomery u Drosophila melanogaster

U drozofily byly na koncich chromosomi, namisto b&znych repetitivnich sekvenci
bohatych na G a C baze, objeveny retrotranspozony TART, HeT-A a TAHRE, souhrnné
nazyvané HTT elementy (Abad et al., 2004; Levis, Ganesan, Houtchens, Tolar, & Sheen,
1993). Zbylé ¢asti koncti chromosomti maji shodnou strukturu jako u ostatnich organismi —
na koncovych castech telomer je proteinova telomericka Cepicka a tisek mezi kodujicimi

sekvencemi a terminalnimi elementy je region repetitivnich sekvenci (TAS) (Mason,

Frydrychova, 2008).

Prodluzovani telomer je zajiStovano retrotranspozici. Proces retrotranspozice probiha
tak, Ze retrotranspozony se Vv jadre ptepisi do mRNA a jsou transportovany do cytosolu. Zde
dojde k transkripci Gag-like proteinu a reverzni transkriptazy. Gag-like protein navede
transkript zpét do jadra a pfipoji jej ke 3¢ konclim chromosomd, kde reverzni transkriptaza
prepise RNA molekulu do DNA. Proces prodlouzeni telomer je dokoncen syntézou druhého
vlakna podle vlakna vytvofeného transkriptazou (Capkova Frydrychova, Biessmann, &
Mason, 2009).

HeT-A elementy maji velikost 6 kb a nesou otevieny ¢teci ramec pro Gag-like protein
(ORF1). Gag-like protein pfi transpozici zajistuje transport transkriptu mobilniho elementu

Z cytoplasmy zpét do jadra a jeho pfipojeni k chromosomalnimu konci. HeT-A element



neobsahuje sekvenci pro reverzni transkriptdzu a proto se predpoklada, ze element HeT-A
vyuziva reverzni transkriptazu kodovanou elementy TART ¢i TAHRE (Mason & Biessmann,
1995). Promotorova sekvence elementu HeT-A se nachazi v jeho 5° UTR (Danilevskaya,
Arkhipova, Pardue, & Traverse, 1997). Retroposon TART je dlouhy 12 kb, nese ORF1 pro
Gag-like protein a ORF2 pro reverzni transkriptazu (ORF2) (Levis et al., 1993). Element
TAHRE (Telomere-Associated and HeT-A-Related Element) ma ORF2 shodny s TART, ale
UTR a ORF1 jsou velice podobné elementu HeT-A. Na zakladé téchto shod je predpokladem,
7e vSechny tii elementy HeT-A, TART a TAHRE vznikly ze spole¢ného ptredka (Abad et al.,
2004).

U drozofily jsou sekvence tvofici telomery méné odlisné od zbytkd chromosomi a
proteiny telomerické Cepicky zde nasedaji nespecificky na sekvenci. Telomericka ¢epicka se
tvofi i na obnazenych koncich po ztraté telomer, napiiklad pti zlomech, a tyto chromosomy

jsou udrZeny po generace bez fatalnich nasledkti (Mason & Biessmann, 1995).

Telomery drozofily chrani tzv. terminin. Je tvofen proteiny HOAP, HipHop, Moi a
Ver, které se vyskytuji pouze v drozofile. Proteiny termininu se vyskytuji jen na telomerach,
ale na rozdil od sekvencné specifického shelterinového komplexu je vazba nezavisla na
pfitomnosti HTT elementd. Stabilita chromosoml je tedy zajiSténa i pfi ztraté terminalnich
elementt (Cenci, Siriaco, Raffa, Kellum, & Gatti, 2003; Fanti, Giovinazzo, Berloco, &
Pimpinelli, 1998). Ovsem specifickou lokalizaci a funkci je terminin analogicky k savéimu
shelterinu. Dalsi dualezity protein, ktery se vyskytuje na telomerach a zajist'uje jejich funkci,
je HP1. HP1 ale neni fazen mezi proteiny termininu, protoZe se nevyskytuje vyhradné na

telomerach a v genomu zastava vice funkci (Raffa, Ciapponi, Cenci, & Gatti, 2011).

1.2.4 Vliv oxidativniho stresu na telomery u Drosophila melanogaster

Vysoké davky oxidantl zptisobuji zkracovani telomer, ale pii nizkych davkach dochazi
ke kompenzaci Skodlivych u¢inki, naptiklad stimulaci antioxidanich mechanismi (Kracek
et al., 2015). U drozofily chronickym pisobenim nizkych davek parakvatu, latky, ktera
indukuje produkci volnych kyslikovych radikalt, byl po n¢kolika generacich testovanych linif
pozorovan narust transkripcni aktivity telomerickych elementii a telomerické délky. Zaroven
byla u linii s del§imi telomerami pozorovana vyssi odolnost pfi vystaveni vysokym davkam
parakvatu, takze je pravdépodobné, Ze delsi telomery mohou poskytovat selekéni vyhodu pii

oxidativnim stresu (Korandova et al., 2018).



Tyto skuteCnosti 1ze vysvétlit tak, ze vlivem oxidacniho stresu dochazi k posileni
kompenzac¢nich mechanismu telomer. Moznym zplisobem muze byt zména v epigenetické

modifikaci telomer (Korandova et al., 2018).

1.3 Chromatin

1.3.1 Struktura a funkce chromatinu

DNA eukaryotickych chromosomti je formovana do struktury zvané chromatin, ktery
je dle stupné své kondenzace, typu histonovych modifikaci, pfidruzenych proteinovych
komplexti ¢i hladiny genové exprese rozliSovan na transkripné aktivni a strukturné vice
rozvolnény euchromatin a transkripéné neaktivni ¢i mélo aktivni a strukturou kondenzovany
heterochromatin. Formace heterochromatinu je v genomu iniciovana na konkrétnich mistech,
¢imz dochazi k epigenetické regulaci genové exprese, ktera ovliviiuje diferenciaci a vyvoj
buriky a celého organismu. Typicky se heterochromatinové domény nachazi v oblasti
centromer a telomer (Grewal & Moazed, 2003). U centromer ma heterochromatinova struktura
zasadni roli pii segregaci sesterskych chromatid, u telomer zajistuje jejich stabilitu a chrani

repetitivni sekvence pted homologni rekombinaci (Bernard et al., 2001; Grewal & Klar, 1997).

S expanzi heterochromainu je spjat fenomén PEV (position effect variegation) ¢i TPE
(telomeric position effect) jako analog PEV v telomerach (Frydrychova, Mason, & Archer,
2008). V obou pripadech se jedna o inaktivaci exprese bézné aktivniho euchromatinového
genu, a to pokud je tento gen integrovan do oblasti heterochromatinu ¢i jeho blizkosti, s tim,
ze k inaktivaci dochazi nasledkem zminéné heterochromatinové expanze (Wallrath & Elgin,
1995). Sila efektu mize byt pozménéna tzv. PEV modifikatory, coz jsou obecné strukturalni
nebo regulaéni komponenty chromatinu (Schulze & Wallrath, 2007). PEV modifikatory tvofi
dvé skupiny - geny Su(var) a E(var). Mutace v Su(var) genech se projevuji jako supresory
PEV efektu a patii sem i geny Su(var)205 kédujici heterochromatinovy protein HP1 a
Su(var)3-9 (Eissenberg et al., 1990). Jejich aktivita zahrnuje ptidavani heterochromatinovych
znacek a zaroven odstranovani euchromatinovych modifikaci. Antagonistickou funkci maji
geny skupiny E(var) majici schopnost chromatin rozvolnit degradaci heterochromatinovych

modifikaci a stabilizaci euchromatinové struktury (Grigliattia, 1991; Reute & Spierer, 1992).

Jak euchromatin, tak heterochromatin nesou specifické modifikace na urovni histond,
v podobé metylace, acetylace ¢i fosforylace, které vedou k rizné urovni kondenzace
chromatinu, navazovani odliSnych proteinovych komplext, a tak ve svém dusledku k rizné

urovni genové exprese. Typickou histonovou modifikaci heterochromatinu je metylace a
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deacetylace (Grewal & Elgin, 2002). Histonové modifikace jsou zaji§tovany specifickymi
enzymy, jako jsou histon metyltransferazy ¢i histon acetylazy, respektive deacetylazy. Jednou
Z histon metyltransferaz je drozofili Su(var)3-9 (homolog k lidské SUV39H1), zajist'ujici
metylaci Lys9 H3 (Rea et al., 2000). Jak tato modifikace, tak enzym Su(var)3-9 navzajem
interaguji s HP1 (Heterochromatinovy protein 1) a spolecné se tak podili na formaci a expanzi
heterochromatinu (v angli¢tiné ozna¢ovany jako ,,heterochromatin spreading*) (Schotta et al.,

2002).

1.3.2 Heterochromatinovy protein 1 (HP1)

Protein HP1 je ve vétSin€ organismil pfitomen v pericentrické oblasti, na telomerach,
Vv telomerické Cepicce a také, jak bylo potvrzeno u drozofily, v euchromatinu po celém
chromosomu (Fanti et al., 1998; Piacentini, Fanti, Berloco, Perrini, & Pimpinelli, 2003). U
savci se HP1 vyskytuje ve tiech izoformach — HP1a, HP1p3 A HP1ly. Funkci HP1 je stabilizace
heterochromatinu a jeho expanze, ucastni se také regulace transkripéni aktivity gent jako
aktivator i represor (Nielsen et al., 2001; Piacentini et al., 2003). Na telomerach zajistuje
stabilitu a zaroven svou piitomnosti zabrainuje jejich transkripci a prodluzovani a ucastni se

regulace délky telomer (Fanti et al., 1998; Savitsky, Kravchuk, Melnikova, & Georgiev, 2002).

HP1 se sklada ze dvou domén, které zajiStuji jeho funkci — chromo domény a
chromoshadow domény (Wallrath, 1998). V piipadé heterochromatinu se vaze specificky
k meLys9H3 (histon H3 metylovany v lysinu 9) pomoci chromodomény (Bannister et al.,
2001), u ochranné cepi¢ky se vaze piimo na DNA (Perrini et al., 2004). Expanze
heterochromatinu probiha tak, ze metyltransferaza Su(var)3-9 metyluje histon H3 a protein
HP1 toto misto rozpozné pomoci své chromodomény a navaze se. Nasledné se na protein HP1
navaze metyltransferaza a modifikuje vedlejsi histon. Takto se heterochromatin fetézove §ifi

po chromosomu (Bannister et al., 2001).

U drozofily je HP1 vyznamnym regulatorem telomerické délky. Mutace Su(var)205
zpusobuje stonasobné navySeni transkripce HTT elementi a vede tak k vyraznému
prodlouzeni telomer, coz naznacuje, Ze pfitomnost HP1 na telomerach inhibuje transkripci
elementa (Perrini et al., 2004; Savitsky et al., 2002). Prodlouzeni je zpusobeno zvySenou
transpozici elementll nebo také pomoci rekombinace s jinymi telomerami a extrémni délka
telomer je zachovana po nékolik generaci (Savitsky et al., 2002). Klicovou roli v regulaci
telomerické délky predstavuje chromodoména proteinu HP1. Chromodoména se ucastni

metylace H3K9 a u mutaci Su(var)205, které zptsobuji Spatnou funkci chromodomény nebo



uplnou neptitomnost proteinu, dochazi k tomu, ze se na telomerach meLys9H3 nevyskytuje.
Nepfitomnost chromodomény HP1 a metylovaného H3-K9 se také projevuje zvysSenou

transkripci HTT elementtli a jsou tedy zasadni pro regulaci telomerické délky (Perrini et al,
2004).

1.3.3 Role HP1 pfi oxidativnim stresu

HP1 ovliviuje transkripci a replikaci DNA i tvorbu a udrzeni heterochromatinu. Mimo
to existuji studie spojujici HP1 s oxidativnim stresem a reparaénimi mechanismy pii
poskozeni DNA. Bylo zjisténo, Ze HP1 funguje jako inhibitor i aktivator mechanismui
zajistujicich opravy DNA. V heterochromatinu plsobi jako inhibitor téchto mechanismil
s tim, Ze jeho disociaci od heterochromatinu je vlakno DNA opravé Iépe ptistupné (Ayoub,
Jeyasekharan, Bernal, & Venkitaraman, 2008; Goodarzi et al.,, 2008). V piipadé
dvouretézcovych zloml se kompaktni heterochromatin jevi jako struktura znemoziujici
ptistup opravnych mechanismi a u bunék, které maji deficit néjakého heterochromatinového
faktoru, napfiklad proteinu HP1 nebo Suv39hl, probihaji opravy zlomt DNA efektivnéji
(Goodarzi et al., 2008). Divodem je ziejmé rozvolnéni heterochromatinové struktury. Naproti
tomu HP1 zfejm¢ pfimo umoziiuje opravy DNA V pifipadé poskozeni a zlomi zplisobenych
oxidativnim stresem nebo UV zafenim (Luijsterburg et al., 2009; Zarebski, Wiernasz, &
Dobrucki, 2009). V ptipadé izoformy HP1f dochazi k jeho mobilizaci uvolnénim z H3K9me
a k navazani na poskozena mista, kde napomaha provedeni oprav poskozené DNA (Ayoub et
al., 2008).

Dal$im proteinem ucastnicim se tvorby heterochromatinu i stresové odpovédi je SirT1.
Je to jeden ze savc¢ich Sirtuint. SirT1 umoznuje tvorbu heterochromatinu svoji deacetylazovou
aktivitou a interakci se Suv39h1 (Vaquero et al., 2004). Zaroven zvysuje stabilitu Suv39h1l a
snizuje rychlost, s jakou dochazi k degradaci Suv39h1l. To je zajisténo tim, ze SirT1 inhibuje
polyubiquitinaci Suv39hl, ktera je zptisobena ubiquitin ligdzou MDM2. Pti oxidativnim stresu
dochazi k posileni této inhibice (Bosch-Presegué et al., 2011). Bylo zjisténo, Ze stejnym
mechanismem probiha regulace dynamiky Suv39hl i pomoci proteinu HP1 a tcastni se ji
izoformy HP1a a HP1y (u HP1p tato regulace prokazana nebyla). Pti absenci HP1a a HP1y
dochazi k vyraznému poklesu mnozstvi Suv39hl s tim, Ze tato zména probiha jen na Grovni
proteinu, kdezto mnozstvi mRNA Suv39hl se neméni. Pti oxidativnimu stresu tedy dochazi
ke zvySeni koncentrace Suv39h1 i H3K9me3, coz vede k utuzeni heterochromatinu a zvysuje
se stabilita a integrita genomu. Dal§im faktorem oxidativniho stresu je specifickd interakce

protein HP1a a HP1y se SirT1. To pravdépodobné znamena, ze proteiny SirT1 a HP1 pii
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stresu spolupracuji a ze protein HPla je pro tuto regulaci klicovy. Recipro¢né s aktivitou

Suv39hl vzrusta mnozstvi HP1a (Kane-Goldsmith et al., 2017).
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2 Cile prace

Tato prace navazuje na piedchozi vyzkumy nasi laboratote, pii nichz bylo zjisténo, ze
nizké davky parakvatu, které byly na pokusné linie aplikovany v prubéhu nékolika po sobé
jdoucich generaci, stimuluji transkripéni aktivitu HTT elementti a telomerickou délku
(Korandova et al., 2018). Hlavni ideou této prace bylo blize objasnit mechanismus
pozorovaného jevu. Protoze Ize piredpokladat, Ze posilend transkripcni aktivita HTT elementt
je spjata s epigenetickymi zménami na chromatinové trovni v oblasti HTT elementt, prace se
zamg¢iila na HP1 jako znamy regulator telomerické délky u drozofily (Capkova Frydrychova
et al., 2008), a to co se tyce jeho hladiny v oblasti telomer a vySe jeho transkripce. Mira
transkripce byla otestovana i u genti Atf2 a Mekkl. Atf2 je transkripénim faktorem, ktery se
taktéZ podili na tvorbé heterochromatinu. Pfi stresu navic dochdzi k fosforylaci Atf2 pomoci
Mekk1, coz ma za nasledek rozvolnéni heterochromatinu (Seong, Li, Shimizu, Nakamura, &
Ishii, 2011). Dalsim cilem bylo ovéfeni ptedchazejicich vysledktu (Szakosova, 2015), které

naznacily spojitost rezistence proti oxida¢nimu stresu s telomerickou délkou.
Konkrétni cile prace tedy byly:

1. Vyhodnoceni mnozstvi HP1 na telomerach a transkripnich hladin HP1 po
chronickém piisobeni nizkych koncentraci parakvatu.

2. Vyhodnoceni transkripéni hladiny dalSich epigenetickych regulatort, které na
zaklad¢ dostupnych informaci mohou hrat roli v obrané viic¢i oxidacnimu stresu a
interagovat s HP1.

3. Za pouzitim mutace Su(var)205 vytvofit linie, které maji prodlouzenou
telomerickou délku, a tyto linie otestovat na rezistenci/senzitivitu viéi letalnim

davkam parakvatu.
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3 Material a metody

3.1 Chov Drosophila melanogaster

K pokustim byly pouzity mouchy Drosophila melanogaster. Chov probihal pii 25 °C
na médiu z kukufi¢ného Srotu s melasou (163 g kukuti¢ného Srotu, 33 g susenych kvasnic, 16
g agaru, 200 ml melasy a 2,6 | vody), ke kterému byl pfidan dezinfekéni roztok (12 g kyseliny
benzoové, 2,5 g kyseliny sorbové a 240 ml denaturovaného etylalkoholu). Pii chovu byla
udrzovana fotoperioda 16 hodin svétla a 8 hodin tmy. Linie pochdzely z kmenového centra

v Bloomingtonu.

3.1.1 Pouzité linie Drosophila melanogaster

Transkrip¢ni aktivita a mnozstvi proteinu HP1 na telomeréach pti chronickém ptisobeni

parakvatu byly testovany na mouchéch linie Oregon R.

K ziskani much s riiznou délkou telomer byly pouzity linie y'w®7%; Su(var)205°4/SM1
a y'wb7%; Sco/SM1. Cilem kiiZzeni bylo ziskat jedince s genotypem yw®7°%3; Sco/SM1, a to
opakovanym zpétnym kiizenim jedinct y'wb7®?%; Sco/SM1 s linii y*w®7%3; Su(var)205%/SM1.
Predpokladem bylo, Ze skaZdou pfitomnosti této mutace v danych jedincich dojde
k prodlouzeni telomer v diisledku nefunké&niho proteinu HP1. Kmen y'w®7¢%; Sco/SM1 nese
mutaci na chromozomu 2, ktera se vyznacuje redukovanym poctem chlupti na dorzalni strané
thoraxu jako fenotypovy marker. Linie y'w®’®?; Su(var)205°/SM1 mé4 mutaci v genu
Su(var)205, ktera zpusobuje ztratu domény proteinu HP1 potiebnou k lokalizaci proteinu
Vv jadie. SM1 je oznaceni pro tzv. balancerovy chromosom, ktery nese mnohonasobné inverze
branici pfipadné rekombinaci. Jako marker chromosomu SM1 je na chromosomu piitomna
mutace genu Cy projevujici se zahnutymi kiidly daného jedince. Schéma postupu v kiiZeni je
uvedeno na Obr.1. Opakovanym zpétnym kiizenim mezi filidlnimi generacemi yw®7®?3;
Sco/SM1 (filialni generace F1 az F6) a Su(var)205%/SM1 (parentalni generace P0) bylo

vytvoieno 6 linii y'w®7¢?3; Sco/SM1.
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Vw73, Seo/SMI - X yw3; Sufvar)205%/SM1

YRR

V0. Seoisml X ywIeB; ScolSMI ywIeB; ScoiSMI - X YIwTH; Su(var) 205%/SM1

/ YA

LT3, Soo/SMI YwIeB; Sco/SMI D Viwe3: Sco/SMI - YW, Sco/SMI X ywe3: Su(var) 205%/SMI
ywe: Seo/S]

linie F1 / \

ylw07e23: Sco/SMI

yiw¥eB: Sco/SMI

linie F2 linie F3

Obr. 1. Schéma kiizeni much yWw®°23; Sco/SM1 s mouchami s mutaci v genu pro protein HP1
Su(var)205%, Jedinci linie F1 yw®¢%; Sco/SM1 byli s parentalni linii y'w67¢?%; Su(var)205%/SM1 zkfizeni
jednou, linie F2 byla zkiizena dvakrat, linie F3 byla zkiiZena tfikrat. Timto zptisobem probihalo kiizeni az do 6.

linie.
3.2 Aplikace parakvatu

Pro navozeni chronického ptisobeni nizkych davek parakvatu byl parakvat dichlorid
(Sigma - Aldrich, kat. ¢. 36541) aplikovan do chovného média. K pokusim byla pouzita
laboratorni linie Oregon R s tim, Ze cely vyvoj jedincl probihal za pfitomnosti parakvatu
v médiu. Parakvat byl pouzit o koncentracich 10° mM, 10* mM, 10° mM a 10°® mM, tyto
koncentrace byly zvoleny na zakladé ptedchazejicich vysledkt (Korandova et al., 2018). Pro
ptipravu média s parakvatem bylo pouzito instantni médium (Formula 4-24; Carolina
biological supply company). Parakvat byl pfipraven v roztoku s destilovanou vodou a o
objemu 6 ml byl aplikovéan na 1,35 g instantniho média. U negativni kontroly bylo na médium

aplikovano 6 ml destilované vody. K pokustim byli pouziti jedinci stafi 1-3 dny.

Pro stanoveni mortality pfi akutni davce parakvatu byl na ctvereek buniCiny o
rozmérech 1 X 1 cm aplikovan roztok parakvatu s 1M sachar6zou. Na buni¢inu bylo
aplikovano 400 ul roztoku o koncentraci 0,25 mM. K pokusu bylo pouzito 20 samic a 20
samcl stafi 2-4 dny, ktefi byli testovani zvlast. Inkubace probihala 24 hodin, po jejichz

uplynuti bylo zji§téno mnozstvi uhynulych jedinct.
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3.3 Izolace genomové DNA

Izolace DNA probihala pomoci kitu E.Z.N.A.® Tissue DNA kit (Omega bio-tek, Kat.
¢. D3396-02 podle protokolu od vyrobce. DNA byla izolovana vzdy z 10 jedinct, kteti byli
rozdéleni na samce a samice. Cistota a koncentrace ziskané DNA byla vyhodnocovéna pomoci

ptistroje Nanodrop (NanoDrop 2000; Thermo Scientific).

3.4 1zolace RNA
Izolace RNA byla uskute¢néna pomoci kitu Hybrid-R™ (GeneAll®, kat. ¢. 305-101)

podle postupu dodaného vyrobcem. K pokusu byli vyuziti samci a samice po 10 jedincich,
testovani byli zvlast. Kvalita a koncentrace RNA byla zjiSténa pomoci piistroje Nanodrop

(NanoDrop 2000; Thermo Scientific).

3.5 Syntéza cDNA

K syntéze cDNA byl pouzit kit HyperScript™ RT master mix (GeneAll, kat. &. 601-
740). Reakce byla provedena podle instrukci vyrobce. Byl pouzit 1 pg celkové RNA na reakci
o celkovém objemu 20 pl. Reakce obsahovala oligo dT (50uM), DEPC vodu a 10 pl
Hyperscript™ master mixu. Probihala 1 hodinu p#i 55 °C.

3.6 Real-time PCR

Metoda Real-time PCR byla pouzita k relativni kvantifikaci telomerické délky a
hladiny transkripti. K reakci byl vyuzit qPCR 2xMaster Mix (Top-Bio, kat. ¢. P553).
Kvantifikace probéhla v ptistroji CFX96 (BioRad). Reakce byly nandSeny v duplikatech,
objem jedné reakce byl 25 ul, templat ¢inil 5Sul. V piipadé cDNA byla DNA nanasena 10x
fedénd. Jako vnitini kontrola slouzil referen¢ni gen RpL32 pro ribozomalni protein. Pribéh
reakce byl 95 °C, 3 min— (94 °C, 15,57 °C, 30 s, 72 °C, 20 s)39~. Relativni kvantifikace byla
zjisténa vypoétem R = Eff(renT"N/Efftargen” @9V, V Tab.1 jsou uvedeny pouzité primery.

Primery pro geny Atf2, Mekkl a HP1 byly vytvofené firmou Generi Biotech.

15



Tab. 1. Primery pouZivané pii Real-time PCR.

Gen Nazev primeru  Teplota nasedani (°C) Sekvence primeru
RpL32  RpL 32 forward 58 5~ GGACAGTATCTGATGCCCAAC -3’
RpL 32 reverse 58 5~ ATCTCGCCGCAGTAAACGC 3’
HeT-A HeT-A forward 58 5~ ATTGTCTTCTCCTCCGTCCACC — 3’
HeT-A reverse 58 5 - TTCTCTATGCTATTGTCGCTGTGC — 3’
Su(var)205  HP1 forward 57 5¢- AAATCGACAA CCCTGAGAGC - 3¢
HP1 reverse 57 5'- GTTCTCAGT TT CGGGATAGC - 3'
Mekk1 Mekk1 forward 57 5 - TATGGTTTCTTTACAGCGTCC - 3¢
Mekk1 reverse 57 5°— CAGAAATTGTGCTCCAACAGT - 3°
Atf2 Atf2 forward 57 5¢ - ATGGACACCGCCGGAGAC - 3°
Atf2 reverse 57 5 — ACTTCTGCCCGAGAGAAATG - 3¢

3.7 Analyza mnozstvi HP1 pomoci ChiP

Ke kvantifikaci mnozstvi proteinu HP1 pfitomného na telomerach jsem pouzila
metodu Chromatin immuno precipitation assay (ChIP). K pokusim bylo vyuzito 150-200
jedinct. Samotné ChIP ptfedchazela homogenizace testovanych jedinct v tekutém dusiku a
izolace jader. Samotna ChIP byla provadéna na fragmentované DNA, ktera byla ziskana
sonikaci na lyzovanych jadrech. Imunoprecipitace byla provedena pomoci monoklonélni
protilatky proti HP1 (Covance) s vyuzitim proteinu A na agarozovych kuli¢kach. Po ptecisténi
imunoprecipitatu byla provedena extrakce DNA klasickou fenol-chloroformovou extrakei.
Ziskana DNA byla dale kvantifikovana pomoci Real-time PCR s primery specifickymi k HeT-
A elementiim. Jako nanéseci kontrola byla pouzita tzv. input DNA, ktera byla izolovana z 50ul
vstupniho vzorku do imunoprecipitaéni reakce. Detailn€j$i popis protokolu je uveden

nasledovné.

Homogenizace vzorkt probéhla v keramickych miskach s tlou¢kem pomoci tekutého
dusiku. Homogenizovana tkan byla smichana s 3ml pufru A+ (1M KCI, 5M NaCl, 0,5M
EDTA, 0,5M EGTA, 1M Tris-HCI, Nonidet P-40 a H20 a proteazov¢ inhibitory 0,1M PMSF,
Img/ml pepstatin, Img/ml aprotinin, 0,7M spermin, 0,5M spermidin, 1M DTT). Pro
homogenizaci byl pouzit 7 ml sklenény homogenizator, v némz byla homogenizace provedena
5 stlaky, pot¢ byl homogenat ptelit do 15 ml Dounce homogenizatoru (Wheaton) a
homogenizovan 10 stlaky pomoci volného tloucku a smés byla prefiltrovana pies membranu
Miracloth. Filtrat byl smichan s 1ml pufru AS (1M KCI, 5M NaCl, 0,5M EDTA, 0,5M EGTA,
1M Tris-HCI, Nonidet P-40 a H20 a proteazové inhibitory 0,1M PMSF, 1mg/ml pepstatin,
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Img/ml aprotinin, 0,7M spermin, 0,5M spermidin, 1M DTT) a smés byla sto¢ena pii 3000
rpm a 4 °C 5 minut. Poté byl pelet resuspendovan v 3ml pufru A+ a protlacen v 7 ml Dounce
homogenizatoru (Kontes Glass co.) pomoci tésného tloucku a 5 stlaky, pak smichan
s 1ml pufru AS a smés byla sto¢ena pti 3000 rpm a 4 °C po dobu 5 min. Nakonec byl pelet
resuspendovan v 3ml pufru A (1M KCI, 5M NaCl, 0,5M EDTA, 0,5M EGTA, 1M Tris-HClI,
Nonidet P-40 a H>O a proteazové inhibitory 0,1M PMSF, 1mg/ml pepstatin, 1mg/ml aprotinin,
0,7M spermin, 0,5M spermidin, 1M DTT) v 7 ml Dounce homogenizatoru s volnym tlou¢kem
na 5 stlakt, nasledné probéhla centrifugace pii 3000 rpm pii 4 °C 5 min Vv centrifuze a ziskany

pelet byl resuspendovan v 1ml pufru A.

Ke crosslinkovani, tedy vytvofeni kovalentni vazby mezi DNA a proteiny, bylo
pouzito 28ul 37 % formaldehydu a smés byla tiepana pii 4 °C po 8 min. Poté byla provedena
lyze jaderné membrany pomoci 1ml SDS lyzaéniho pufru (1 % SDS, 10 mM EDTA, 50 mM
Tris-HCI, pH 8) za pouziti proteazovych inhibitord (0,1M PMSF, 1,46 uM pepstatin, 150 uM

aprotinin).

DNA byla fragmentovana sonikaci (BioLogics, Inc., Model 150 V/T), pulzy trvaly 10
sekund a byly provedeny osmkrat, mezi pulzy byly vzorky chlazeny na ledu po dobu 20

sekund.

K imunoprecipitaci bylo na 400ul vzorku pouzito 3,6ml pufru slouziciho k navazani
protilatky (0,01 % SDS, 1,1 % Triton X-100, 1,2 mM EDTA, 16,7 mM Tris-HCI, pH 8,01,
167 mM NaCl) s proteazovymi inhibitory (0,1 M PMSF, 1,46 uM pepstatin, 150 puM
aprotinin). Pro vyvazani nespecifickych protilatek byly vzorky inkubovany s 150ul proteinu
A agaroza (EMD Millipore Corp., kat. ¢. 2971001) pi1 4 °C po 30 min na tfepacce.
Nespecifické komplexy byly sto¢eny na 500 x g 2 min a k dal§imu pouzivani byl odebran
supernatant. Jako input DNA bylo odebrano 50ul supernatantu. K navazani specifickych
komplext bylo pouzito 10pug monoklonalni protilatky k proteinu HP1 (Covance) na 1ml

supernatantu. Inkubace vzorku s protilatkou probihala pii 4 °C na tiepacce pfes noc.

K imunoprecipitaci komplexi protilatky anti HP1 a proteinu HP1 bylo pouzito 60l
proteinu A agardza a inkubace s konstantnim michanim trvala 1 hod pii 4 °C. Navazané
komplexy byly sto¢eny pii 1000 rpm po 2 min. Potom doslo Kk promyvani téchto komplext po
dobu 5 min na tiepacce pii 4 °C pomoci 1ml LSW pufru (0,1 % SDS, 1 % Triton X-100, 2
mM EDTA, 20 mM TrisHCI, pH 8, 150 mM NacCl), pak dvakrat po stejnou dobu s 1ml HSW
pufru (stejné jako LSW, jen 500 mM NaCl, 20mM Tris-HCI, pH 8,1), dvakrat za stejnych
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podminek v 1ml LiCl pufru (0,25 M LiCl, 1 % NP40, 1 % sodium deoxycholat,1 mM EDTA,
10 mM Tris-HCI, pH 8,1) a nakonec promyti tiikrat v 1ml TE za stejnych podminek. Po
kazdém promyti byly komplexy stoceny pii 1000 rpm 2 min a 4 °C. K ziskani komplexi
protein-DNA a odstranéni protein A agardzy bylo pouzito 250ul elu¢niho pufru (1 % SDS,
0,1 M NaHCO:s) a smés byla inkubovana 15 min na tfepacce pii pokojové teploté. K rozruseni
kovalentnich vazeb mezi proteiny a DNA bylo pouzito 20ul 5 M NaCl, inkubace probihala pti
65 °C 4 h. Nakonec byl vzorek osetfen 5ul proteinazy K (New England Bio Labs® Inc., 800
units/ml), 10 ul 0,5 M EDTA a 20ul 1M Tris-HCI, pH 6,5.

Extrakce DNA byla provedena nejprve fenol chloroform izoamylalkoholem (25:24:1),
nasledné jen chloroform izoamylalkoholem (24:1). Vycisténi a vysrazeni DNA bylo
provedeno s octanem sodnym (0,3 M, pH 5,2), jehoz bylo pouzito mnozstvi 1/10 objemu
vzorku, 1 pl glykogenu (20 mg/ml) a absolutnim etanolem, jehoz bylo pouzito 2,5 objemu

vzorku. Inkubace vzorku s etanolem probéhla v - 20 °C ptes noc.

3.8 Statisticka analyza

Ziskana data byla vyhodnocovéana pomoci statistického programu GraphPad Prism 4
(GraphPad Sofware Inc., San Diego, CA). Byla vyuzita metoda jednocestna ANOVA,
jednocestna ANOVA s Dunnettovym testem a neparovy oboustranny t-test. Vysledné praméry

byly u vSech experimentl ziskany z alespon tfi opakovani.
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4 Vysledky

4.1 Vliv chronického piisobeni nizkych davek parakvatu na

modifikatory chromatinu

Mouchy Oregon R byly umistény na médium s pifidanym parakvatem o raznych
koncentracich (10° mM, 10* mM, 10° mM, 10°® mM). Tyto koncentrace byly zvoleny na
zaklad¢ predchazejici studie, ktera tyto koncentrace pouzila pro indukci chronického ptisobeni
parakvatu a zaroven ukézala, ze koncentrace parakvatu 10 mM posiluje transkripéni hladinu
telomerickych mobilnich elementd a stimuluje telomerickou elongaci (Korandova et al.,
2018). U ziskanych much byla vyhodnocena transkrip¢ni hladina genti Su(var)205, Atf2 a
Mekk1 a dale relativni hladina proteinu HP1 na elementu HeT-A.

4.1.1 Chronicky oxidacni stres zpusobuje zvySenou transkrip¢ni

hladinu genu Su(var)205

U much Oregon R, u kterych probéhl vyvoj na médiu s pfidanym parakvatem o
koncentracich 102 mM, 10* mM, 10° mM, 10® mM, byla vyizolovina RNA, z RNA byla
syntetizovana ¢cDNA a pomoci cDNA bylo vyhodnoceno mnoZzstvi transkripti genti
Su(var)205, Atf2 a Mekkl metodou Real-time PCR. Mnozstvi transkriptd bylo vztaZeno
k hlading transkriptu genu Rpl 32 (Obr. 2). U genu Su(var)205 byl zaznamenan narist hladiny
transkripce u koncentrace parakvatu 10* mM (P <0,05), u této koncentrace byl pozorovan
narist transkripti také u genu Mekkl, nicméné bez statistické pritkaznosti. Naproti tomu na
hladinach transkripti genu Atf2 nebyly pozorovany zadné zmeény ani u jedné z testovanych

koncentraci.
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Obr. 2. Relativni hladina transkriptd po chronickém pusobeni nizkych davek parakvatu. Byla
vyhodnocovana transkripéni hladina genu Su(var)205 (A), Mekkl (B) a Atf2 (C), k analyze byla pouzita
jednocestna ANOVA. V piipadé Su(var)205 byl prokazatelny nartst transkripéni hladiny oproti kontrole na 5 %
hladin¢ vyznamnosti (*P <0,05). Hodnoty P3 — P6 piedstavuji vzorek much vystavenych parakvatu o

koncentracich 10 — 10 mM, PO jsou kontrolni skupinou bez parakvatu v Zivném médiu.

4.1.2 Mnozstvi telomerického proteinu HP1

Pro testovani hladiny telomerického HP1 byla vybrana koncentrace parakvatu 10
mM, a to vzhledem k mym vysledkium, které ukazaly, Ze tato koncentrace vede k posilovani
transkripéni hladiny HP1. Dale jsem testovala koncentraci parakvatu 10 mM, ktera oproti
kontrole nevykazala zadné zmény na urovni transkripce HP1. V pokusu byla zahrnuta také
kontrolni skupina much chovanych bez parakvatu. Ze ziskanych vysledkl (Obr. 3) je zfejmé,
7e v porovnani s kontrolnimi mouchami pii koncentraci parakvatu 10* M dochazi ke
statisticky vyznamnému poklesu mnozstvi proteinu HP1 na elementech HeT-A (P =0,0305).
Naproti tomu u koncentrace parakvatu 10® mM je mnozstvi HP1 na HeT-A elementech

statisticky stejné jako u kontrolni skupiny (P= 0,2615).
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Obr. 3. Relativni mnozstvi proteinu HP1 navizaného na elementech HeT-A u much vyvijejicich se pti
chronickém piisobeni parakvatu o koncentraci 10* mM (oznaceno P4) a 10 mM (znaceno P6), PO je kontrolni
skupinou. U skupiny P4 je statisticky vyznamny pokles navazaného HP1 na 5 % hladin¢ vyznamnosti (*P

=0,0305), analyza byla provedena metodou neparového oboustranného t-testu.

4.2 Vliv délky telomer na rezistenci

Ke studiu vlivu délky telomer na rezistenci k oxida¢nimu stresu byly zpétnym kiizenim
vytvoreny linie drozofily y'w®7%3; Sco/SM1, které nesly odlisnou telomerickou délku. Nartst
telomerické délky téchto linii byl kvantifikovan relativnim mnoZstvim HeT-A elementl
metodou Real-time PCR. Vytvofené linie byly pouZity na testovani mortality zplisobené

akutnim oxida¢nim stresem.

Samci a samice byli otestovani zvlast’, ale u obou pohlavi se projevil stejny trend, a
proto byly vysledky slouc¢eny (Obr. 4 A). Vysledky potvrdily, Ze mnozstvi HeT-A element(
se zvysilo v zavislosti na poctu zpétnych zkiizeni. U ziskanych linii byla otestovéana jejich
rezistence na letalni davku parakvatu. Pro testovani byly pouzity generace PO, F2, F3 a F4
(Obr. 4 B). Zadny prikazny vliv délky telomer jednotlivych generaci na ziskanou rezistenci u

testovanych much ovSem pozorovan nebyl (P=0,1785).
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Obr. 4. Rezistence linii s odlisnou telomerickou délkou k letalnim davkam parakvatu. Z generaci much
y'w67¢23: Sco/SM1, které vznikly opakovanym zpétnym kiiZenim s y*w®¢?%; Su(var)205%, byla vyizolovana
genomova DNA a bylo otestovano relativni mnozstvi HeT-A elementli pomoci Real-time PCR. Relativni
mnozstvi elementti bylo vyhodnoceno metou jednocestna ANOV A a byl prokazan narist elementt HeT-A oproti
kontrolni skuping (P <0,0001). Analyza byla doplnéna Dunnettovym testem (*P <0,01, **P <0,05) (A). Mouchy
ziskanych generaci byly poté testovany na rezistenci vici letadlnim koncentracim parakvatu, analyza byla
provedena metodou jednocestna ANOVA (B). Pocet generaci opakovaného zpétného kiiZeni je oznaéen jako F2
— F6. PO ptedstavuje mouchy parentalni generace PO linie y*w®%; Sco/SM1, které byly vyuzity pro kiiZeni s

linif y'wb7¢2; Su(var)205.
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5 Diskuze

Moje prace se zabyvala piedevs§im roli proteinu HP1 pii oxidativnim stresu a vlivem
HP1 na délku telomer. Vychazela jsem z pfedchozi studie nasi laboratofe naznacujici, ze
chronické plisobeni nizkych davek oxidacnich agens parakvatu a peroxidu vodiku zpiisobuje
zvySenou expresi telomerickych mobilnich elementl a prodluzovani telomer (Korandova et
al., 2018), pticemz za jeden z moznych mechanismt zvySené transkripéni aktivity HTT
element byly uvazovany epigenetické zmény na trovni chromatinu. A dale jsem vyuzila
informace ze studii zkoumajicich vliv proteinu HP1 na délku telomer, které prokazaly, ze
snizena hladina proteinu HP1 zptsobuje nékolikanasobné prodlouzeni telomer (Frydrychova
et al., 2008; Savitsky et al., 2002). Dalsim pfedpokladem pro mou praci byly studie zabyvajici
se funkci proteinu HP1 pfi poskozeni DNA a oxidativnim stresu. Tyto studie prokazaly, ze
protein HP1 je pfi poskozeni DNA mobilizovan a uvolnén z heterochromatinu a ze HP1
zfejmée hraje aktivni roli v reparacnich kaskadach a napoméaha opravam DNA zlomt. Zaroven
samotné rozvolnéni chromatinu zpusobené pierusenim vazeb mezi histony a HP1
pravdépodobné zefektiviiuje opravy vldkna DNA tim, Ze se vlakno stdva pfistupnéjSim

(Ayoub et al., 2008; Luijsterburg et al., 2009).

M¢ vysledky jsou s témito studiemi v souladu, nebot’ mnozstvi proteinu HP1 na
telomerach se pfi chronickém plisobeni parakvatu sniZilo, ale zaroveinl se zvysila transkripce
genu Su(var)205. To muze byt vysvétleno tim, Ze drozofila se mirnému oxida¢nimu stresu
prizptisobuje, a to pomoci u¢innéjSich oprav  DNA. Toho je dosazeno rozvolnénim
chromatinu, coz je zptsobeno disociaci HP1 od vldkna DNA. Spolu s tim také dochazi k vyssi
transkripci Su(var)205, coz by mohlo potvrzovat aktivni roli HP1 pfi reparacich. Prokazatelné
zvySena transkripce a zaroven snizené mnozstvi HP1 na telomerach bylo pozorovano jen u
parakvatu o koncentraci 10* M. Z toho lze piedpokladat, Ze mechanismy, jejichZ ukolem je
snizeni miry poskozeni DNA a jichz se ucastni HPI1, jsou aktivovany jen pii urcitych
koncentracich oxida¢niho agens. Koncentrace mensi nez 10 M je mozné povazovat na piilis
nizké k vyvolani kompenzacni reakce. Miizeme spekulovat, Ze se jedna o projev hormeze. Pti
hormezi dochédzi ke stimulaci kompenzac¢nich mechanismi, vlivem optimalné nizké
koncentrace né&jakého stresoru, vedoucich v organismu K prospé$nym ucinkim. Vysoké
koncentrace daného stresoru naopak plsobi na bunécné ¢i organové funkce negativné a jsou
pro organismus toxické ¢i letalni (Davis, Huff, Burns, Thayer, & Melnick, 2006). Hormeze se
vyznacuje transkripci proteinti zajiStujicich rezistenci vici stresovym faktorim, piikladem

jsou heat-shock proteiny a antioxida¢ni enzymy (Mattson, 2008). Je tedy mozné spekulovat,
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zda protein HP1 patii mezi proteiny, jejichz exprese je hormeticky stimulovana. Stimula¢ni
koncentrace parakvatu se shoduje s koncentraci, u které v predchozi studii nasi laboratoie
dochazelo ke zvySeni poctu elementt a transkripcni hladiny HeT-A (Korandova et al., 2018).
Z toho by mohlo vyplyvat, Ze pravé sniZzeni na elementech navazaného HP1 hraje pfi tomto

jevu klicovou roli.

Experiment, v némz jsem hodnotila rezistenci proti vysoké davce parakvatu u much
s riznou délkou telomer, navazoval na ptedchozi pozorovani nasi laboratofe. Rezistence byla
Vv pfedchozim piipadé testovana na riznych ndhodné vybranych laboratornich liniich a byla
pozorovana korelace mezi délkou telomer a odolnosti vici oxidativnimu stresu s tim, ze linie
s del§imi telomerami se vyznacovaly niz§i mortalitou (Szakosova, 2015). Ja jsem k testovani
vytvoftila linie much se sjednocenym genetickym pozadim a rtizné¢ dlouhych telomer bylo
dosazeno mutaci Su(var)205%. Vliv délky telomer na rezistenci se v mém pokusu nepotvrdil.

Moznym vysvétlenim je, ze v predchozi studii byl pozorovany vliv nahodny.

Nékteré studie naznacuji, Ze pfi oxidativnim stresu je pozadovana vyssi stabilita a
integrita genomu zajistovana kompaktnéjsim heterochromatinem. Tyto teorie jsou podlozené
vy$$i stabilitou metyltransferazy Suv39h1 pfi oxidativnim stresu, ktera je zajisténa proteinem
HP1 (Kane-Goldsmith et al., 2017). Z toho diivodu by bylo vhodné se v dalsich studiich
zamgéfit na to, jak mnoZstvi HP1 koreluje s mnoZstvim Suv39h1 pii oxidativnim stresu a zdali

jeho zvySena exprese zpusobuje vyssi stabilitu a aktivitu Suv39hl.

Podobné vlastnosti pfi stresu jako u proteinu HP1 byly pozorovany i u aktivacniho
transkripcniho faktoru Atf2. Atf2 se také ucastni vytvafeni heterochromatinu a spolupracuje
s HP1. Fosforylace Atf2 pomoci Mekk1, ktera je indukovana stresem, zptisobuje rozvolnéni
heterochromatinu (Seong et al., 2011). Z toho duvodu jsem zjist'ovala, zdali ma chronicky
oxidativni stres a snizené mnozstvi HP1 na telomerach, prokdzané v mé praci pomoci ChIP,

vliv na transkripci genti Atf2 a Mekk1. Statisticky vyznamny vliv ov§em nebyl pozorovan.
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6 Zavér

Stézejnim vysledkem mé prace je, ze pii chronickém plsobeni optimalnich davek
parakvatu dochazi k poklesu mnozstvi HP1 na telomerach. Toto pozorovani dopliiuje
pfedchozi vysledky laboratofe, které¢ prokazaly zvySeny pocet elementi HeT-A a také
zvySenou transkripéni hladinu HeT-A pfi chronickém oxida¢nim stresu (Korandové et al.,
2018). Pravdépodobnym vysvétlenim téchto jevi je rozvolnéni chromatinové struktury. Ma
prace tudiz potvrzuje piedchozi studie (Ayoub et al., 2008; Luijsterburg et al., 2009), Ze
rozvolnéna struktura chromatinu je jednim z mechanismt pfi obrané proti oxidativnimu stresu.
V mé praci jsem zarovenl pozorovala zvySenou transkripéni hladinu HP1 pfi chronickém
oxidativnim stresu a v této oblasti je tieba provést dalsi pokusy. V dalSich experimentech by
bylo vhodné se zaméfit na metyltransferazu Suv39h1 jako dalsi heterochromatinovy regulator

spolupracujici s HP1.
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