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1 UVOD

1.1 Proces starnuti a jeho mechanismy

Pfi¢iny a mechanismy starnuti neboli senescence, jsou pfirozenym piedmétem
lidského zdjmu jiz od nepaméti. Proces starnuti je na organismdlni udrovni patrny
charakteristickymi poklesy ve vykonosti a kondici, postupnym sniZovanim az tplnou ztratu
reprodukce a zvySenou mortalitu (Troen, 2003; Hughes a Reynolds, 2005). Na buné¢né urovni
se starnuti projevuje zvysujicim se vyskytem mutaci na irovni DNA, hromadénim chybnych
metabolickych produktl ¢i vyssim oxida¢nim stresem, tedy procesy, které v urcitych
pfipadech mohou vést az k apoptéze bunky (Orgel, 1963; Sohal a Weindruch, 1996;
Levine, 2002).

Pro vysvétleni procesu starnuti bylo dosud vytvofeno velké mnozstvi, ¢asto velmi
dobie se navzdjem dopliujicich teorii. V souCasnosti uznavané teorie jsou pak povétSinou
rozdélovany do dvou skupin, z nichZ prvni zahrnuje teorie stochastické, popisujici starnuti
prevazné jako dusledek nahromadéni ndhodnych chyb v molekuldch buné€k a tim zplsobujici
fyziologicky pokles a starnuti (Troen, 2003), a teorie mechanistické, snazici se vysvétlit
mechanismy, které za starnutim stoji (Hughes a Reynolds, 2005). Ve druhé skupiné jsou
pak zahrnuty teorie evolu¢ni ¢i programovaného starnuti nahlizejici na starnuti jako jakysi

geneticky program (Hughes a Reynolds, 2005; Troen, 2003).

1.1.1 Radikalova teorie starnuti

Radikalova teorie starnuti vysvétluje proces starnuti piisobenim volnych radikald, a to
predevs§im ze skupiny tzv. reaktivnich forem kysliku (ROS), které zpusobuji cetné Skody na
bunéénych molekuldch jako lipidy, proteiny a DNA (Harman, 1956). Volné radikély jsou
atomy a molekuly obsahujici nesparovany elektron a diky tomu jsou velmi reaktivni. Vznikaji
beéZné v organismu béhem metabolickych pochodt s tim, Ze k jejich nejvetsi produkcei dochazi
v mitochondriich béhem procesu bunééného dychani jako vedlejSi produkt pfii transportu
elektront pfes vnitini mitochondridlni membranu ke kysliku (Sergiev, Dontsova a Berezkin,
2015). Mezi ROS patii superoxid (O2), ktery je plsobenim enzymt superoxid dismutiz
(SOD), vyskytujicich se v riznych formach v mitochondriich, pfeménén na peroxid vodiku

(H207). Peroxid vodiku ndsledné miZe byt transformovan pomoci enzymu kataldzy



na kyslik a vodu, nebo davé vzniku hydroxylovému radikalu (OH-), ktery je vysoce reaktivni
a md negativni vliv na makromolekuly (Fridovich, 1989; Sohal a Weindruch, 1996;
Sergiev, Dontsova a Berezkin, 2015).

ROS maji vliv na regulaci genové exprese, bunéCnou replikaci, diferenciaci
a na apoptdzu, pii které mohou ptisobit jako sekundarni prenaseci signdlu v signdlnich drahdch
(Sen a Packer, 1996; Suzuki, Forman a Sevanian, 1997). Maji vysoky mutagenni potencidl
vaci DNA, a to zejména mitochondridlni DNA, u niZ jejich piisobeni vede k defektiim
v procesech dychaciho fetézce a tim gradujici produkci ROS v pribéhu zZivota jedince,
apoptéze mitochondrii a celkové tak sniZeni bioenergetické kapacity bunék (Fleming et al.,
1982; Linnane et al., 1992; Ozawa, 1997). Jejich zastoupeni v tkanich savci, jako je srdce €i
ledviny, pozitivné koreluje se staiim (Sohal et al., 1989). Zvyseny vyskyt ROS je spojovin

1 s nemocemi vdzajicim se ke starnuti jako je Parkinsonova choroba (Schapira et al., 1990).

1.1.2 Teorie chyby a katastrofy

Teorie chyby a katastrofy (Erorr-catastrophe theory) piiklad4 podil na starnuti chybam
pii syntéze molekul podilejicich se na dalSich syntézach. Jestlize nejsou tyto chybné molekuly
vCas bunkou degradovédny, nastane situace, kdy chybné produkty davaji vznik dalSim
chybnym produktiim a tento proces se neustdle opakuje ddle. Chybné molekuly se pak mohou
kumulovat aZ do hrani¢niho stavu, neslucitelného s funk¢nosti a Zivotem buiiky — katastrofy
(Orgel, 1963; Troen, 2003). V nckterych pokusech se vSak ukazuje, Ze pfiCina vzniku
chybnych proteinti ve starnoucich organismech, neni chybnd syntéza ale post-translacni

oxidace ¢i glykace (Levine a Stadtman, 2001; Levine, 2002).

1.1.3 Signalni drahy a starnuti

Pfi zkoumdni mutaci prodluzujicich délku Zivota u modelovych organismil jako
had’atko (Caenorhabditis elegans) a octomilka (Drosophila melanogaster) se zjistilo, Ze velky
pocet téchto mutaci se tykd bunécnych signdlnich drah, které reaguji na piijem potravy
a podminky vné&jSiho prosttedi, jako je drdha TOR ¢i draha Insulin/IGF-1 signélni draha (IIS)
(Dorman et al., 1995; Clancy et al., 2001; Hughes a Reynolds, 2005), a tedy Ze stifi je
regulovano hormondln¢ (Kenyon, 2010).

vvvvv

diferenciaci, rast a metabolismus organismu v odpovédi na ménici se podminky vnéjsiho
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prostiedi a dostupnosti potravy (Kenyon, 2010). Naptiklad u C. elegans za¢ind draha sekreci
n¢kolika insulinovych peptidl jako odpovédi na potravu (Obr. 1). Tyto peptidy se nasledné
vazi na receptor DAF-2 (inzulin/IGF-1 tyrosinkindzovy receptor). Takto aktivovany receptor
predava signdl dale, a to bud’ ptimo, nebo ptes protein IST-1, na fosfatidilinositol 3-kindzu
AGE-1, kterd preménuje fosfolipid PIP> na sekundarni pfenase¢ PIP3. PIP; miiZze byt zpétné
defosforylovan na PIP> fosfatdizou DAF-18. ZvySend hladina PIP; aktivuje 3-fosfoinositid
dependentni kindzu-1 (PDK1) a protein kindzu B (PKB1-2, také zndma jako AKT1-2), které
nasledn¢ fosforyluji DAF-16, coz je transkripéni faktor homologicky sav¢i rodiné faktort
FoxO. Tato fosforylace vede k jeho translokaci z jddra do cytoplasmy (Morris, Tissenbaum
a Ruvkun, 1996; Ogg et al., 1997; Paradis et al., 1999; Wolkow et al., 2002). Cilové geny
DAF-16 transkrip¢niho faktoru jsou geny odpovédi na stress, geny kédujici antimikrobidlni
peptidy a metabolické geny (Murphy et al., 2003). Mutace redukujici funkci DAF-2 nebo
kindz zapojenych v IIS drdze vedou k prodlouzeni Zivota €i vys§i odolnosti vici stresu
u C. elegans (Dorman et al., 1995; Kimura et al., 1997; Kenyon, 2010). Mutace sniZujici
aktivitu DAF-16 vedou naopak ke snizeni Zivotnosti C. elegans. Stejné tak u D.melanogaster,
jejiz ISS draha je siln€¢ podobnd draze C. elegans, vedly mutace insulinového receptoru ¢i
jeho substratu CHICO k prodlouzeni Zivota (Clancy et al., 2001; Tatar et al., 2001;
Toivonen a Partridge, 2009).

TOR (target of rapamycin) signalizacni dréha, kterd je rovnéz velmi konzervovana
v tzv. TOR signalizaCnim jadfe, které je preposila ddle a md tak vliv na regulaci translace,
mitochondridln{ oxidativni fosforylaci, regulatory apoptézy a odolnost vici stresu. Hovoii se
o takzvané modularni struktufe TOR drahy (Obr. 2) (Manning et al., 2002; Inoki, Corradetti
a Guan, 2005; Evans et al., 2011). Jednotlivé signdlni drahy vstupujici do TOR jadra
a nasledné bud’ piimo, nebo pomoci kaskady dalSich komponentiit TOR jadra, reguluji aktivitu
proteinového komplexu TORCI1 skladajicitho se z serin/threonin kindzy TOR (mTOR)
spole¢n¢ s proteiny Raptor a mLst8. Ten ndsledné aktivaci S6 kindzy, ¢i represi reguldtort
translace 4E-BP, reguluje dalsi cile (Guertin a Sabatini, 2005). Jednou ze vstupnich drah je
tzv. nutricni signalizace odpovidajici na mnoZstvi aminokyselin v potravé, kdy nedostatek
aminokyselin pisobi jako silny inhibitor TORC1 (Hara et al., 1998). S tim souvisi to, Ze
vSeobecné zndmd spojitost mezi dietni restrikci a prodlouZenim Zivota je zprostfedkovédna

pravé pomoci TOR signalizace (Kapahi et al., 2010).
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Obr. 1: Priklad zjednodusené IIS signalni drahy bezobratlych u Caenorhabditis elegans. Insulinové peptidy se jako
ligandy vaZou na receptor DAF-2. Po aktivaci receptoru je signél pfeveden bud’ piimo, a nebo skrze protein IST-1 (insulin
receptor substrate homolog protein-1) na fosfatidilinositol 3-kindzu (PI-3K) neboli AGE-1. Ta ndsledn¢ konvertuje
fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat (PIP2) na fosfatidylinositol-3,4,5-trisfosfat (PIP3). Ten slouZi jako sekundarni pfenasec a jeho
zvysujici se hladina aktivuje 3-fosfoinositid dependentni kindzu-1 (PDK1) zdrovei s protein kindzou B (PKB1-2 neboli
AKT1-2). Tato aktivace vede k fosforylaci transkripéniho faktoru DAF-16 témito kindzami a jeho translokaci z jadra do
cytoplasmy. PIP3 miiZe byt zpétn¢ defosforylovan fosfatizou DAF-18 (Morris, Tissenbaum a Ruvkun, 1996; Ogg et al., 1997,
Paradis et al., 1999; Wolkow et al., 2002).
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Obr. 2: Schéma TOR signaliza¢niho komplexu. Signaliza¢n{ jadro TOR je jakysi uzel shromazd'ujici informace z mnoha
signdlnich vstupt, a to signalizace ristovych faktord jako insulin a Wnt, hypoxie, energetického stresu a nutricnich hladin.
Tyto signdlni vstupy sleduji intra- i extraceluldrni podminky a na zdkladé jejich aktivace reguluji chod 2 zdkladnich
komponent TOR jadra. Témito komponentami jsou tumor supresorovy gen tuberdzni sklerézy 2 (Tsc2) a TOR komplex 1
(TORC1) skladajici se z serin/threonin kindzy TOR (mTOR) a proteinii Raptor a mLst8 (Manning et al., 2002; Guertin
a Sabatini, 2005; Inoki, Corradetti a Guan, 2005). V nefosforylovaném stavu je Tsc2 v komplexu s proteiny Tscl a Melted
a inhibuje funkci GTP4zy Rheb aktivovat TORCI, ktery by jinak skrze aktivaci S6K kindzy nebo represi proteinu elF4E-BP
kontroloval translaci (Harris a Lawrence, 2003; Zhang et al., 2003; Manning, 2004; Pan ef al., 2004; Guertin a Sabatini,
2005). Inzulinova signalizace pomoci aktivace proteinkindzy B (AKT) fosforyluje Tsc2 a tim zabrafuje inhibici Rheb, nebo
fosforyluje protein PRA S40 a zamezuje mu tak ve vazbé¢ a inhibici TORCI1 (Sancak et al., 2007). Nizké energetické hladiny
vedou k aktivaci AMP-dependentni kindzy a ta nasledné fosforylaci inhibuje Raptor, ¢i aktivuje Tsc2 (fosforylaci na jiném
mist¢ nez AKT) (Shaw er al., 2004; Shaw, 2009). Hypoxie vede aktivaci Tsc2 (DeYoung et al., 2008) a stimulace Wnt
receptord naopak k jeho deaktivaci (Inoki et al., 2006; van Amerongen a Nusse, 2009). Dostatek aminokyselin vyustuje

k aktivaci TORC1 (Nicklin et al., 2009).

1.1.4 Evoluéni teorie

Evolu¢ni teorie starnuti vychazi ze zédkladu obecné evolucni teorie, kterd predpokladd
vznik senescence jako spontdnniho déje béhem evoluce nestarnoucich populaci. U teoreticky
nestarnouci populace je mira imrti a reprodukce stejna pro kazdou vékovou strukturu a tato
populace podléhd jen takzvané vedlejsi, to je s vékem nespojené, mortalité. Noveé vznikajici
mutace, které znevyhodiuji jedince v prezivani a reprodukci v nizkém véku, budou z populace
daleko dfive vyselektovany neZ Skodlivé mutace pisobici ve star§Sim véku. Z toho vyplyva, Ze
mutace Skodici ve star§Sim veéku se stanou neviditelné pro selekci a v pribéhu mnoha generaci
se akumuluji a jejich frekvence v populaci naroste. Z nestarnouci populace se stane populace

starnouci (Hamilton, 1966; Hughes a Reynolds, 2005).



Z tohoto modelu vychazi i teorie nahromadéni mutaci vyslovena v roce 1952 Peterem
Medawarem. Medawar vychdzel z pozorovani lidskych genetickych chorob, které se projevuji
prave az ve staii, nebo jejich efekt postupné s vékem vzrista jako naptiklad u Huntingtonovy
choroby. Senescence je tedy podle této teorie nasledek hromadéni Skodlivych mutaci majici
samostatn¢ slaby efekt na fitness, tim dlouhodob& unikajici selekci, a projevuji se az se
stoupajicim v€kem (Le Bourg, 2001; Hughes a Reynolds, 2005).

Dalsi teorie pak tuto myslenku rozvedly déle, tak aby zahrnovala i koncept ,,trade-off*.
Preziti a rozmnoZovani organismil vyZaduje investici zdroji, jejichz mnoZstvi je vSak vétSinou
omezené. Zvyhodnéni jednoho znaku usnadiiujictho rozmnoZovani, miZe mit za ndsledek
znemoznéni ¢i zhorSenou schopnost dal$itho rozmnoZovani nebo pieZivani a naopak.
Pro organismy je tedy vyhodné, aby pii prerozdélovani zdroji vznikl kompromis
(,,trade-off*), maximalizujici jejich celoZivotni reprodukéni tspéch (Stearns, 1989, 1992).

Prvni z teorii obsahujici i tento kompromis byla teorie antagonistické pleiotropie
(Williams, 1957). Genové pleiotropie spoivd vtom, Ze dany gen je svym ucinkem
v organismu schopen ovliviiovat vice znakl nez jeden, a jednim z projevu pleiotropie mohou
byt i rozdilné ucinky pleiotropniho genu v riznych vyvojovych ¢i vékovych stadiich. Pokud
v organismu dojde k mutaci, kterd zvySuje fitness jedince béhem jeho mladi, a naopak ho
znevyhodnuje v pokrocilejsSim veku, je tato mutace v populaci ukotvena, protoZe mladsi
generace bude mit vySsi dspéSnost v reprodukci a piezivani (Williams, 1957; Hughes
a Reynolds, 2005).

Teorie nazvana Disposable soma theory (Kirkwood, 1977; Kirkwood a Holliday, 1979)
obohatila pfedchozi teorii antagonistické pleiotropie o dalsi koncept kompromist. Organismy
prerozd¢€luji svoji energii mezi vyvojem, reprodukénimi pochody a funkcemi udrZujicimi
a opravujicimi somatické bunky. Tato teorie pak mluvi o skupiné pleiotropnich geni, které
alokuji energii z ddrzby a oprav somatickych buné¢k na reprodukéni pochody. Druhy
organismd, které nejvice energie investuji do reprodukce a na udrzbu a opravy vyuZivaji jen
minimalni mnoZstvi dostate¢né pro preziti, ziskdvaji selek¢ni vyhodu, protozZe v piipad¢, kdy
je prezivani druhu nejisté, je vyznamnéjsi investovat vice zdroji do uspésné reprodukce nez

do dalsiho prezivani (Kirkwood a Holliday, 1979; Le Bourg, 2001; Kriete, 2013).



1.2 Telomery

Telomery jsou nukleoproteinové komplexy nalézajici se na koncich linedrnich
eukaryotnich chromozomi. Béhem procesu replikace DNA neni DNA polymerédza schopna
fetézce dosyntetizovat az do konce, a tak dochdzi ke ztratim termindlnich sekvenci
tzv. telomerickym ztratdm. Diky piitomnosti repetitivni telomerické sekvence jsou od této
ztraty uchrdnény geny leZzici v blizkosti chromozomadlnich konct. Dal§i vyznam telomer
je v napomédhdni rozezndni pfirozenych koncii chromozoml od chromozomadlnich zlomi
aochrana pied pusobenim nukledz (Blackburn, Greider a Szostak, 2006; Lin, Epel

a Blackburn, 2012).

1.2.1 Struktura telomer

Sekvence telomerické DNA se skldadéd z repetitivnich sekvenci s obecnym vzorcem
(TxAyGz).. Tento vzorec je v rdmci eukaryotnich organismli zna¢né konzervovany, ale presna
sekvence se mize v riiznych skupindch lisit (Zakian, 1995; Makarov, Hirose a Langmore,
1997; Frydrychova a Mason, 2013). Napiiklad u vétSiny vysSich rostlin a zelenych ftas je
telomerickou sekvenci (TTTAGGG),, v rdmci obratlovct (TTAGG), a hub a amoebozof je to
nejcastéji sekvence (TTAGGG), (Meyne, Ratliff a Moyzis, 1989; Wellinger a Sen, 1997;
Fajkus, Sykorovd a Leitch, 2005; Frydrychova a Mason, 2013). U kmene Arthropoda
(bezobratli) byla jako ancestralni telomerickd sekvence identifikovand sekvence (TTAGG),
(Sahara, Marec a Traut, 1999), nicméné v ramci hmyzu doslo k ¢etnym ztratdm této sekvence
a jejimu nahrazeni jinou kratkou repetitivni sekvenci, jako je sekvence TCAG> u broukt druhu
Tenebrionoidea nebo nekanonickymi sekvencemi, jako jsou dlouhé satelitni sekvence DNA
u n¢kolika zdstupcti rodu Chironomus, ¢i telomerické retroelementy v piipad¢ drozofily
(Nielsen a Edstrom, 1993; Frydrychovd a Marec, 2002; Frydrychova et al., 2004;
Mason, Frydrychova a Biessmann, 2008; Mravinac et al., 2011).

U telomerické DNA se na konci vyskytuje kratky jednovldknovy 3° piesah bohaty
na guanin, ktery se sklada smérem zpét a vaze se s komplementéarni sekvenci druhého vldkna,
¢imz vytvaii smycku pojmenovanou T-loop. Tato smycka napomahd v ochrané volnych koncii
(Makarov, Hirose a Langmore, 1997; Griffith et al., 1999).

Na chromozomadlnich koncich se vytvaii multiproteinové struktura oznacovéna jako
telomericka CepiCka. Prav¢ tato struktura pomdhd bunice rozeznat konce chromozomt

od dvouvldknovych zloml. Nefunkcnost telomerické Cepicky vede k aktivaci mechanismt
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reagujicich na poSkozenou DNA, nasledkem ¢ehoz dochdzi k chromozomadlnim fizim, tvorbé
cirkularnich chromozomu ¢i piipadné k apoptéze (Linger a Price, 2009). Tato struktura se
u Clovéka skladd z multiproteinu shelterinu, specificky se vadzajictho na telomerickou DNA,
a dalsich telomerickych proteind. Shelterin tvoii 6 proteind, a to TRF1, TRF2, TIN2, TPPI,
POT1 a Rapl. Proteiny TRF1 a TRF2 (telomeric repeat-binding factor), které se vdZou na
dvouvldknovou telomerickou DNA, interaguji s TIN 2 (interacting nuclear factor 2) a TPP1
(tripeptidil peptidaza). TIN2 a TPP1 vytvéteji spojnici mezi proteinem TRF a proteinem
POT1, coz je protein nasedajici na piesahujici jednovlaknovy konec telomerické DNA,
aumoznuji formaci a stabilizaci smyCky T-loop (Smogorzewska a de Lange, 2004;

Palm a de Lange, 2008).

1.2.2 Zkracovani telomerické DNA a funkce telomerazy

Béhem replikace DNA dochdzi ke zkracovédni telomerické sekvence. Pfiinou je
zpuisob syntézy novych fetézci pomoci DNA polymerdzy (Blackburn, 1991). DNA
polymerdza nesyntetizuje nové fetézce de novo. Pro zahdjeni syntézy je potfeba kratkych RNA
primertt komplementarnich k templatovému fetézci, k jejichz 3” konci DNA polymeraza
ptidava nové nukleotidy a syntéza tak probihd ve sméru 5” = 3. RNA primery jsou nasledné
odstranény a vzniklé mezery doplnény za pomoci 3” konce dalSiho syntetizovaného useku.
Problém ale nastava po odstranéni primert z Gplnych 5” koncti obou fetézct (jak vedouciho,
tak opozd'ujiciho se fetézce), protoZe za témito Useky jiz neni zadna dalsi sekvence od jejihoz
3" konce by mohla DNA polymeréza zapocit syntézu. Timto zplisobem se s kaZzdou replikaci
zkracuje délka telomer (Snustad, Simmons a Relichova, 2009).

NejbéznéjsSim feSenim zkracujicich se telomer je aktivita enzymu telomerazy.
Telomeraza je ribonukleoproteinovy komplex sklddajici se ze dvou hlavnich ¢asti, a to TERT
(telomerase reverse transcriptase) a TERC (telomerase RNA component). TERC je kratkd
molekula RNA, pomoci které telomerdza rozeznavd jednovldknovy 3 konec templatového
fetézce. Reverzni transkriptiza TERT ndsledn¢ vyuzivd TERC jako templat k prodlouZeni
tohoto fetézce. Pfi dostate¢ném prodlouzeni jiz mtiZze nasedat dals$i RNA primer a DNA
polymeraza je schopna dosyntetizovat dalSi ¢ast komplementdrniho fetézce. Po odstranéni
primeru vznikd opét termindlni jednovldknova c¢ast, ovSem vzhledem k predchozimu
prodlouzeni pomoci telomerdzy jiz neni toto zdvéreCné zkrdceni podstatné

(Greider a Blackburn, 2004; Zhou et al., 2014).



Aktivita telomerdzy se znacné liS{ mezi rGznymi typy bunék. Zatimco u vétSiny
somatickych bungk se u clovéka v dospélosti nevyskytuje, je tato aktivita vysoka u bung¢k silné
proliferujicich, jako jsou bunky epitelidlni, kmenové, zarode¢né, hematopoetické nebo
embryondlni. Vysoka aktivita telomerazy je typickd pro rakovinové buiky (Greider, 1998;

Zhu, Belcher a Van Der Harst, 2011).

1.2.3 Regulace telomerazy

Telomeraza je regulovand pomoci genetickych, epigenetickych a enviromentalnich
faktorii. Jednd se predevsim o regulaci transkripce jednotek TERT a TERC, posttranskripéni
a posttransla¢ni modifikace TERT a o navdzani telomerdzy k chromozomalnim konctim a jeji
procesivitu. Intenzivné byl zkoumdn promotor lidského TERT (Cairney a Keith, 2008;
Kyo et al., 2008) s tim, Ze byla objevena celd fada vazebnych mist transkripcnich faktort
umoziujici regulaci exprese TERT. Telomerdzova exprese je napiiklad spouSténa pomoci
onkogenu c-Myc a naopak potlatena tumor-supresorem WTI. ZvySend exprese c-Myc
pozorovand u rakovinovych bunck je spojena s vySsi aktivitou telomerdzy (Grandori
a Eisenman, 1997; Kyo et al., 2008). Inaktivace WT1 je spojend s telomerdzovou aktivitou
béhem vzniku nadoru (Horikawa a Barrett, 2003).

Nekolik piipadii poukazuje na epigenetické utlumeni transkripce TERT. Pro piiklad,
CTCEF, coz je izolator regulujici genovou transkripci skrze organizaci chromatinovych domén
(Ohlsson, Renkawitz a Lobanenkov, 2001), potlacuje expresi TERT prostiednictvim své
vazby na prvni exon TERT (Renaud et al., 2005).

Je obvyklé, Ze hladina m-RNA TERT casto nekoreluje s aktivitou telomerazy, protoze
aktivita telomerdzy je vyznamné ovliviiovdna posttranslacni fosforylaci TERT (Kharbanda
et al., 2000), ¢i degradaci TERT skrze ubiquitin (Kim et al., 2005).

A konecné, hlavni roli v regulaci procesivity telomerdzy a jeji naseddni k telomerdm
hraje komplex proteinit POT1 a TPP1 (Loayza a de Lange, 2003; Wang et al., 2007;
Xin et al., 2007).



1.2.4 Telomery a starnuti

Délka telomer je jednim z faktort starnuti. Postupné zkracovani telomer az na limitn{
hranici m4 negativni vliv na stabilitu a funkénost genomu dané buiiky a vede k senescenci
a apoptéze (Gong et al., 1999; Shammas, 2011). Zd4 se ale, ze délka telomer piimo
neovliviiuje rozdil v Zivotnosti mezi jednotlivymi druhy. Napft., v porovnani s clovékem jsou
mysi telomery delSi, navic somatické buiikky dospélych mysi €asto vykazuji telomerdzovou
aktivitu, a presto se mysi doZivaji zlomku délky Zivota ¢lovéka (Blasco, 2005). Rozdily v délce
a zkracovani telomer u jedinct téhoz druhu ale koreluji s jejich Zivotnosti a stafim. A to je
patrné napiiklad u clovéka, u néhoz vétSina somatickych bun¢k v dospélém véku nevykazuje
aktivitu telomerdzy (Hornsby, 2007). Délka lidskych telomer tedy souvisi s omezenou
proliferacni kapacitou somatickych bunék a d4 se povazovat za biologicky ukazatel starnuti
a dlouhové¢kosti (Zhu, Belcher a Van Der Harst, 2011).

Délka telomer a aktivita telomerazy nejsou urceny jen geneticky ale jsou ovliviiovany
i fadou endo- i exogennich faktorti, jako je zdravotni stav, psychicky i emocidln{ stres ¢i strava,
a to vSe 1 ve spojitosti s zZivotnim stylem ¢i socidlnim postavenim (Shammas, 2011;
Zhu, Belcher a Van Der Harst, 2011). Udava se ovSem, Ze nejvétSim Cinitelem ve zkracovani
telomer je oxidativni stres. Diky vysokému obsahu guaninu jsou totiZ telomery vuci
oxidativnimu stresu velmi citlivé a jejich zkracovani vlivem oxidativniho stresu je povazované

za daleko vyrazngj$i nez v piipadé replikacniho (von Zglinicki, 2002; Matthews et al., 2006).

1.3 Poplatek za reprodukci a socialni hmyz

,»Cost of reproduction” (poplatek za reprodukci) je fenoménem popisujicim
kompromis (,,trade-off*) mezi reprodukci a délkou Zivota. U vétSiny organismil méd vysSsi
investice zdrojt do rozmnoZovani diisledek ve snizené schopnosti dalsiho ptfezivani, a naopak
mensi mira rozmnoZovani Zivotnost zvySuje (Williams, 1966; Reznick, 1985;
Harshman a Zera, 2007). V tomto ale pfedstavuje socidlni hmyz, zvlasté ten z fadu
Hymenoptera (blanoktidli) a infratddu Isoptera (termiti), velkou vyjimku. Ve spolecenstvech
socidlniho hmyzu se totiZ reproduk¢ni jedinci (krdlovny a kralové) dozivaji v priméru
mnohondsobn¢ vyssiho véku nez jedinci z nereproduk¢nich kast (d€lnici a vojaci). Krom toho,
reproduk¢ni kasty jsou velmi dlouhoveéké i v porovnéni s blizce pfibuznymi soliternimi druhy

(Carey, 2001).
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Obecné se délnici a vojaci dozivaji délky Zivota v fadech tydnt ¢i mésicii, kdeZto
reprodukéni jedinci mohou Zit v fddu let. Na piiklad je to 5-8 let u vcely medonosné
(Page Jr aPeng, 2001; Remolina a Hughes, 2008) nebo az desitky let u nékterych druht
mravenct ¢i termit (Gay a Calaby, 1970; Grassé, 1984; Keller, 1998). Vznik dlouhovékosti
u kraloven muze byt diisledkem jejich minimélniho vystaveni negativnim enviromentalnim
efektim v jiZ dspéSné zaloZenych hnizdech, kdy toto nebezpeci piebiraji nereproduktivni
kasty a ony se mohou zaméfit jen na reprodukci. Plni tak dlohu jakychsi ,,kmenovych bunék*
v kolonii, kterd je pfirovnavéana k superorganismu, v némz dé€lnice vykazuji vlastnosti jako
tzv. ,.Disposible soma‘“ (Williams, 1966; Kirkwood, 1977; Keller a Genoud, 1997). Pojmem
superorganismus jsou kolonie socidlntho hmyzu pfirovndvany k mnohobunécnému
organismu, kde jako jeho bunky, tkdné ¢i organy figuruji jednotlivi ¢lenové kolonie. Stejné
jako jsou v tkanich skupiny bun¢k specializované k urc¢itym tkontim, tak i ve spolecenstvech
socidlntho hmyzu jsou skupiny organizovanych jedinct plnici wurcité poslani

(Holldobler a Wilson, 2009).

1.4 Véela medonosna: polyetismus a starnuti

Ve spolecenstvu vEely medonosné (Apis mellifera) existuji dvé samici kasty, a to
krdlovna zajiStujici reprodukci a dé€lnice. U dé€lnic probiha délba prace zajiSténd pomoci
veékového polyetismu. To znamen4, Ze v€ely v ndvaznosti na sviij rostouci vék prechdzeji od
jedné ¢innosti v dlu ke druhé (Seeley, 1982; Johnson, 2003, 2005, 2008). V prvnich piiblizné
21 dnech Zivota se dé€lnice nachdzeji ve stddiu mladusek, kdy zajist'uji prace uvniti dlu. Nove
vylihlé véely maji funkci Cistiek starajicich se o Cistotu plasta (Seeley, 1982). Ve véku 4-12
dni funguji jako kojicky, které pomoci hypofarygedlnich z14z produkuji potravu pro vceli plod,
popiipadé jsou €leny skupiny starajici se o matku (Seeley, 1982; Winston, 1987). Nédsledné
dé€lnice pfijimaji fadu funkci jako opravarky ¢i stavitelky vceliho dila, ventilaci, straZkyné
Cesna a v kone¢ném stadiu piebiraji nektar od pfilétajicich 1€tavek a pretvéreji ho v med, ktery
ukladaji do plasta (Seeley, 1982; Trumbo, Huang a Robinson, 1997; Johnson, 2003, 2008).
Pti dosazeni véku okolo 21 dna dochdzi k pfechodu dé€lnice ze stddia mladusky na létavku,
ktera m4 za dkol sbér nektaru, pylu a vody a jejich transport do dlu (Robinson, 1992; Seeley,
1995; Calderone, 1998). Piechody pii délbé prace jsou kromé behaviordlnich zmén spojené i
s fadou fyziologickych zmén a se zménami v genové expresi. Pfikladem mutZe byt zakrnéni

hypofaryngedlnich zlaz u 1étavek (Robinson, 2009).
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Tento vékovy polyteismus probiha pouze u letni generace vcel lihnouci se pfiblizné od
bfezna do poloviny srpna. U zimni generace, kterd se lthne ke konci srpna a jejiz ukolem je
udrzeni existence vcelstva v priabehu zimnich mésictli, jsou ¢innosti v rdmci dlu rozdéleny
rovnomérné mezi vSechny délnice (Winston, 1987). V prubéhu zimy dé€lnice udrzuji stdlou
teplotu v zimnim chomaci a asi v polovin€ zimy zacinaji s pé¢i o novou generaci letnich vcel
(Sekiguchi a Sakagami, 1966; Southwick, 1983; Winston, 1987; Seeley, 2014).

Mezi jednotlivymi skupinami vcel nejsou jen fyziologické rozdily, umoznujici délbu
prace, ale i rozdily v dlouhovékosti a rychlosti starnuti. Délnice letni generace se dozivaji
ptiblizn¢ 4 a7z 5 tydn1, pfiCemZ proces starnuti je velmi urychlen pfi pfechodu z mladusky na
létavku (Johnson, 2010). U zimni generace je pak starnuti utlumeno a tyto vcely se doZivaji
8-9 mésicli. Nejmarkantngjsi rozdil je v ptipad€ krdlovny, kterd se v pfirozenych podminkach
doziva 6 let, v extrémnich piipadech az 8 let (Page Jr a Peng, 2001; Remolina a Hughes, 2008).

Ackoliv presny mechanismus rozdilu v dlouhovékosti napfi¢ kastami neni zndm, mize
byt vysvétlen pomoci odliSnosti v hormondlni regulaci mezi jednotlivymi kastami
v souvislosti s jejich nutri¢nim stavem.

Nejvétsi podil na kastovni diferenciaci ma ziejme slozeni a mnoZstvi potravy. Patrné
je to v pfipadé krmeni matefi kaSickou. Matefi kaSicka je sekret hypofaryngealnich zlaz
kojic¢ek bohaty na proteiny, lipidy, sacharidy a fadu bioaktivnich latek, ktery hraje duleZitou
roly v pfesmyku vyvoje d€lni¢i larvy na kradlovnu. Zatimco obycejné larvy délnic jsou mateii
kaSickou krmeny jen po prvni 3 dny, larva krdlovny je ji krmena po celou dobu vyvoje
andsledné 1 po cely dospély Zivot. Zda se, Ze poddvani matefi kaSicky vede u matky
v porovnani k dé€lnicim k rychlejSimu vyvoji, vétsi velikosti t€la, morfologickym odliSnostem
a k vyssi genové aktivité (Buttstedt, Moritz a Erler, 2014; Buttstedt et al., 2016).

Nutri¢ni stav se odrdzi v aktivité signalizacnich drah TOR a IIL. Ty na zdkladé
informaci o sloZzeni potravy kontroluji riist larev a informace z nich jsou déle predavany
signaliza¢ni kaskddou dal§im faktoriim endokrinni kontroly, mezi které patii i faktory kastovni
diferenciace (Patel et al., 2007; Mutti e al., 2011; Wang et al., 2013). Rada genti zapojenych
do téchto kaskad patii mezi antagonisticky pleiotropni geny neboli gerogeny, a oproti jejich
dualezitosti béhem vyvoje, vede jejich aktivita v dospélosti k urychleni starnuti, a naopak jejich
utlumeni k potlaceni starnuti. Na piiklad, pravé u TOR drahy pravdépodobné vede priliSny
piisun Zivin v dospélém véku k jeji vySsi stimulaci a ndslednym gerontogenim ucinkim,
zatimco v piipad¢ kalorického omezeni a tim snizeni aktivity TOR drahy dojde k prodlouzeni

Zivota (Blagosklonny, 2010b, 2010a).
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Dal§im z faktorii souvisejicich se vcelim starnutim je vitelogenin, prekurzor
Zloutkového proteinu tvofici se v tukovém télese. Tento protein v dospélych vcelach
podporuje jejich imunitu a hraje roli v ochrané pied oxidativnim stresem (Havukainen et al.,
2013). Da se tedy fici, Ze zpomaluje proces starnuti. Zaroven vitelogenin potlacuje tvorbu
Juvenilniho hormonu (JH). JH je u hmyzu dileZity v larvdlnim vyvoji, kdy na zdklade
enviromentdlnich podminek brani pred€asné metamorféze. V dospé€losti pak napt. stimuluje
reprodukci, avSak md i negativni vliv na imunitu a obranu proti oxidativnimu stresu, a tim
podporuje starnuti (Guidugli et al., 2005; Seehuus et al., 2006).

ZvySené hladiny vitelogeninu se vyskytuji u mladusSek a u zimni generace vcel, ale
pfedevSim je jeho hladina az 300x zvySena u vcelich krdloven (Piulachs er al., 2003;
Aurori et al., 2013). Vitelogenin tedy ziejmé hraje vyznamnou roli v udrZzovani délky Zivota
vcel. Signdlni drahy pak maji diilezitou ulohu v kastovni diferenciaci vcel. B€hem vyvoje
larvy krdlovny vykazuji TOR a ISS drdhy a JH zvySenou aktivitu, coZ vede k jejimu
rychlej$Simu vyvoji (16 dni oproti 21 dntim u délnic). Pii experimentdlnim sniZeni zminénych
signalizacnich drah dojde ke zvraceni vyvoje matky na d€lnici (Mutti et al., 2011). U dospélé
vceli matky aktivita téchto drah a JH klesd, ¢im se potlacuje i jejich gerontogeni piisobent,
a soucasn¢ také dochézi ke zvySeni hladiny vitelogeninu (Guidugli et al., 2005; Mutti et al.,
2011). U délnic je v porovnani se véeli matkou hladina JH zvySend, a krom toho, k dal§imu
navySeni JH u nich dochdzi piijejich pfechodu ze stddia mladusky do stiddia létavky
(Elekonich et al., 2001).

Vékovy polyteismus v rdmci véel je znacné flexibilni a na jeho pribéh ma velky vliv
komunikacni sit’ v rdmci vcelstva, zohlednujici jeho vnitini stav, jako je velikost snusky
a mnoZstvi zasob a plodu, fizena piedevsim pomoci feromonu vceli matky a feromonu vceliho
plodu. Ty fidi jak socidlni interakce ve vCelstvu, tak ovliviiuji fyziologii délnic.

Feromon vceli matky je produkovan mandibuldrnimi zldzami krdlovny. Svym
pusobenim mad vliv na fyziologii délnic. Brani totiZ dozrdvani vaje¢nikli u délnic a tim jejich
reprodukci (Hoover et al., 2003), podporuje uklddéni tukovych zdsob a podporuje tak
rezistenci vici hladovéni a brani pfechodu mladusek na 1étavky (Kaatz, Hildebrandt a Engels,
1992; Pankiw, Winston a Robinson, 1998). Nov¢ vylihlé vCely prochazi dodate¢nym vyvojem
a potfebuji dostatecny pifisun proteint. Ty se ve form¢é pylu vyskytuji v oblasti v¢eliho plodu,
kde se naléza 1 kralovna. Tak jsou mladé vcely a kojicky starajici se o plod pod neustalym
pusobenim feromonu vceli matky (Johnson, 2010). Jednim z jeho fyziologickych ptsobeni je
potlaceni produkce JH, a naopak zvySeni hladiny vitelogeninu, ¢imZ dochédzi k utlumeni

metabolismu a pohybové aktivity d€lnic a vCely tak setrvdvaji v oblasti vCeltho plodu
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(Kaatz, Hildebrandt a Engels, 1992; Pankiw, Winston a Robinson, 1998). Navic dochézi i ke
sniZeni hladiny neurotransmiteru dopaminu, takze délnice vykazuji i maly zajem o jakoukoliv
¢innost krom péce o plod (Taylor et al., 1992; Beggs et al., 2007; Beggs a Mercer, 2009).
S lihnutim novych jedinct jsou pak vytlaCovany postupné az do okrajovych oblasti dlu, s ¢imz
se sniZuje pusobeni feromonu matky, a to umoziuje jejich postupny piechod do stadia 1étavky
(Tofts a Franks, 1992; Amdam a Ombholt, 2003). Zaroven s tim se zvySuje hladina JH, ktery
pak pravdépodobné inhibuje syntézu vitelogeninu (Kaatz, Hildebrandt a Engels, 1992;
Pankiw, Winston a Robinson, 1998; Pinto, Bitondi a Sim&es, 2000).

Feromon vceliho plodu je produkovdn larvami a vzhledem Kk jejich potravnim
potifebdm ovliviuje chovéni i fyziologii d€lnic (Le Conte ef al., 1990). Jeho chemické sloZeni
se méni s vékem larvicek, a tak uddva d€lnicim informace o potiebach jednotlivych larev
(Le Conte, Sreng a Trouiller, 1994) a zaroveil smés vSech typi tohoto feromonu informuje
létavky o potfebném mnoZstvi pylu k zdsobovéni (Pankiw, Page Jr a Fondrk, 1998; Pankiw
a Rubink, 2002). Kojicky jsou krom feromonu matky v pifimém kontaktu s plodem a jeho
feromonem. Ten u nich stimuluje funkci hypofaryngeélnich zlaz, coz vede ke zvySeni jejich
schopnosti konzumace pylu a jeho premény na potravu pro vceli plod. Vyssi konzumace
bilkovin ve formé pylu vede umladusek ke zvySovani hladiny vitelogeninu, coZ
pravdépodobné vede zpétnou vazbou ke sniZzeni hladiny JH (Mohammedi et al., 1996;
Le Conte, Mohammedi a Robinson, 2001; Pankiw, 2004; Guidugli et al., 2005). Naopak
u létavek sniZend pfitomnost vceliho plodu a jeho hormonu zpiisobuje sniZeni hladiny
vitelogeninu a sniZeni nutri¢niho statusu, ¢imz dojde k urychleni starnuti (Amdam a Ombholt,

2003; Le Conte a Hefetz, 2008).

1.5 Véely a telomerazova aktivita

ProtoZe telomerdzova aktivita je spojena se starnutim, nastivd otdzka, zda délka
telomer a aktivita telomerdzy pfispivaji k fyziologickym mechanismim doprovazejici
dlouhovékost u reproduk¢nich jedinct socidlniho hmyzu.

Predchozi prace v na$i laboratofi (Korandova a Frydrychovd, 2016) se zaméfila
na charakterizaci regulace telomerdzové aktivity v prubéhu vyvoje u vcely medonosné
avruznych tkdnich v pribéhu vyvoje dé€lnic, trubci a krdloven. Vysledky podpofily
predpoklad vysoké telomerdzové aktivity u krdloven, a potvrdily tak, zZe rozdily

v dlouhovekosti kast socidlniho hmyzu jsou spojeny s biologii telomer.
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KdyZz byla testovdna moZnd souvislost mezi aktivitou telomerazy a dlouhovékosti
pfezimujici generace délnic, bylo zjiSténo, Ze aktivita telomerdzy je u d€lnic postupné
zesilovdna v pribéhu podzimu, v zim¢ nabyva svého maxima a v prab¢éhu piedjaii a jara
postupné klesd (Korandovda, 2017) (Obr. 3). Nejmensi aktivita telomerdzy byla
zaznamendvana v prubéhu letnich mésict. Tato pozorovéni byla provddéna v pribéhu dvou
let a dala vznik naSi pracovni hypotéze, Ze aktivita telomerazy neni a priori zvySena u vcel,
které se lihnou na pocatku podzimu a maji slouZit jako ptezimujici a dlouhovéka generace
vcel, ale Ze se aktivita telomerdzy méni v prubéhu roku v zavislosti na dosud neznamych

faktorech, kterymi by mohly byt cirkadidlni a teplotni zmény v prib¢hu roku, vliv potravni

skladby nebo vliv sily plodovani veelstev.

3.5+ -

w
g

2.5+

N
<

1.5+

Telomerase activity

Obr. 3: Telomerazova aktivita v hlavach véely medonosné. Telomerizova aktivita byla kvantifikovdna v rdmci
5 1lt kazdy mésic béhem roku a pil (2014/2016). Data z obdobi listopad azZ prosinec 2014, listopad aZ prosinec 2015 a leden
az tnor 2016 jsou statisticky odli$né od obdob{ kvéten az t{jen 2015 (P < 0,05). Data byla statisticky vyhodnocena pomoci

Bonferroniho metody mnohondsobného porovnédni. Obrizek a data byly pouZzity z prace Korandovd 2017.
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2 Cil prace

Cilem prace bylo dalSi objasnéni zmén v telomerdzové aktivit€ u Apis mellifera

v prubéhu roku. Jednotlivé dilci cile byly:

* Ovéfeni vysledki predchozi prace kvantifikujici aktivitu telomerdzy u Apis mellifera
v pruibéhu roku dodateénym srovndnim aktivity telomerdzy v hlavich dé&lnic
odebranych béhem dnora a ¢ervna.

* Zhodnoceni aktivity telomerazy v jednotlivych tkdnich d€lnic z letni a zimni generace.

* Vyhodnoceni vlivu mnoZstvi véeliho plodu a feromonu véeliho plodu na aktivitu
telomerdzy u délnic.

* Zhodnoceni vlivu fotoperiody na zmény v telomerdazové aktivit€ u zimni generace
délnic.

* Vyhodnoceni transkrip¢nich hladin determinanti endokrinni signalizace, majicich roli
v procesu starnuti, jako je TOR, juvenilni hormon a vitelogenin pro piipadné zjisténi,

zda-1i maze existovat jejich korelace s regulaci telomerdzové aktivity.

3 Material a metody

3.1 Pouzity druh

Pro pokusy byl pouzity druh Apis mellifera mellifera carnica (Hymenoptera: Apidae).
Vzorky byly odebirdny z experimentédlnich vcelstev umisténych na pozemku Biologického
centra AV CR v Ceskych Budgjovicich. Odebrané vzorky byly bud’ celé, nebo po vypitvani

jednotlivych organti, zamrazeny v tekutém dusiku a skladovéany v -80 °C.

3.2 Ovlivnéni mnozstvi plodu a jeho feromonu v ulech

Pro zhodnoceni vlivu mnoZstvi véeliho plodu na aktivitu telomerazy u dé€lnic byly
pouzity dv¢ vcelstva, kdy v jednom z téchto vcelstev byla krdlovna izolovdna pomoci klicky,
kterd ji zabranovala v kladeni vajicek. V druhém kontrolnim dle byla matka ponechédna
v pfirozenych podminkdch. Pro zhodnoceni vlivu feromonu vceliho plodu byla pouZita dvé

véelstva, z nichZ byly odebrany matky, a jejich pfitomnost byla nahrazena aplikaci feromonu
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mandibulérnich Zl4z v¢eli matky. V jednom z téchto uli byl aplikovdn feromon véeliho plodu,
zatimco v druhém ule nikoliv. Pouzité byly feromonové ptipravky PseudoQeen AVEC QMP
(Intko Supply) jako feromon matky a SuperBoost (Contech) jako feromony vceliho plod.
Pokus probihal od 6.9. 2018 do konce zaii a byly uskutecnény 2 odbéry, a to 7. a 27. 9. 2018.

3.3 Ovlivnéni fotoperiody

U pokusnych uli byla v pribéhu listopadu a pocatku prosince 2018 pouzitim
zatemnovaci plachty pozménéna expozice vcelstev dennimu svétlu, tak aby byla
nasimulovdna fotoperioda pfiblizn€¢ odpovidajici lednovému obdobi, tj. s prodlouZzenou
délkou noci (16 hodin tma : 8 hodin svétlo). Tato vCelstva byla porovndvana se vcelstvy bez
zatemnéni, tedy prodlouzenou délkou dne (v priméru 14,86 hodin tma : 9,14 hodin svétlo).

Odbéry byly provedeny celkem tii, ato 5.11., 20.11. a 5.12.

3.4 Piiprava proteinovych extraktt

Pro vyhodnoceni aktivity telomerdzy byly ze vzorkl pfipraveny proteinové extrakty.
Vzorky byly nejprve homogenizovany v 200 pl extrakéniho roztoku (10 mM Tris/HCL, pH
7,6; 1 mM EGTA; 0,1 mM benzamidine (PMSF); 5SmM 2-merkaptoethanol; 0,5 % (w/v)
CHAPS; 10 % (v/v) glycerol a 40 U/ml Rnase inhibitor). Homogenizované vzorky byly
inkubovény piiblizn¢ 30 minut na ledu a nasledn¢ centrifugovany pii 12 000 g po dobu
20 minut pfi 4 °C. Po centrifugaci byl odebran supernatant a ten byl bud’ ihned vyhodnocovan,

¢1 byl uskladnén pii -80 °C.

3.5 Kvantifikace proteint

Stanoveni celkovych proteinti v homogenatech kazdého vzorku bylo provedeno za

pouziti Bio-Rad Protein Assay Kit zaloZeném na Bradfordové metodé€ (Bradford, 1976).

3.6 TRAP assay — telomere repeat amplification protocol

Pro stanoveni telomerazové aktivity byla pouzita metoda TRAP v kombinaci

s kvantitativni Real-time PCR. Metodika kvantifikace telomerdzy specifické k hmyzi
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telomerické sekvenci (TTAGG), byla popsdna v Korandova et al. 2014 a jeji pouZziti u vcel
bylo publikovédno v Korandov4 a Frydrychovd 2016. Principem metody je pouziti TS primeru
jako substratu pro telomerazu, kterd TS primer prodlouzi opakovanym pfidanim telomerické
sekvence TTAGG. Délka této elongace je nasledné kvantifikovdna promoci Real-time PCR
za vyuziti forward TS primeruareverse Bm-CX primeru (Bombyx mori - CX).
Elongacni a ndslednd  kvantifikacni reakce probihaji v rdmci jedné reakce.
V mé préci byly pouZzity primery o sekvencich 5-AAGCCATCGAGCAGAGTT-3" (TS)
a 5'-GTGTAACCTAACCTAACC-3' (Bm-CX). Kazda reakce probihala v 25 pul a obsahovala
10 pg proteinového extraktii, 0,5 pl 10 pmol TS primeru a 12,5 pl Xceed gPCR SG 2x Mix
Lo-ROX (IAB). Po inkubaci pii 30 °C po 60 minut bylo pfidano 0,5 pl 10 pmol Bm-CX
primeru a byla provedena PCR reakce o 30 cyklech (30 sekund pti 94 °C a 90 sekundu pfti
60 °C). TRAP reakce i nasledna PCR byly provadény na 96 jamkovych destickach v cycleru
CFX96 BioRad Real-time PCR system. Kazdy testovany vzorek byl pfipraven z odliSného
jedince ¢i tkdn€ a analyzovén byl v duplikatech.

Relativni aktivita telomerdzy byla u kazdého testovaného vzorku vypocitina podle
vztahu 1/2“* a ndsledné& piepocitidna vzhledem k proteinové koncentraci daného vzorku ve
vztahu (relativni aktivita) / (proteinova koncentrace). Hodnoty prahového cyklu (Ct) byly
ziskany pomoci Real-time PCR u kazdého testovaného vzorku. Pro vylouceni vlivu
piipadnych inhibitor v testovanych vzorcich na pribéh PCR reakce byla pfi kvantifikaci
zahrnuta vnitini kontrola ITAS (internal telomere assay standard), kterd byla provadéna
paralelné ke kazdému testovanému vzorku. ITAS (Generi Biotech, Cesk4 republika) je DNA
fragment o velikosti 100-nt obsahujici koncové sekvence pro primery TS a Bm-CXa. ITAS
byl pfidin do pfipravenych vzorkli o koncentraci 10-18 mol ITAS a byla provedena

kvantifikaéni PCR reakce. Relativni aktivita telomerazy byla poté vypocitdna podle 2t ITAS) /

2Ct (vzorek)

3.7 Vyhodnoceni transkripénich hladin

Pro vyhodnoceni transkripcnich hladin byla z tkdané tukového télesa vcelich délnic
izolovdna RNA pomoci komeréniho kitu Hybrid-R™ (GeneAll) a z ni syntetizovdna cDNA.
Pro syntézu cDNA byl vyuzit komercni kit HyperScriptTM RT master mix (GeneAll).
Reakce byla provedena podle instrukci vyrobce a na kazdou reakci byl pouzit 1 ug celkové

RNA. Reakce byla o celkovém objemu 20 pl a obsahovala oligo dT (50uM), DEPC vodu
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a 10 ul HyperscriptTM master mixu. Hladiny jednotlivych transkripti byly nésledné
vyhodnoceny pomoci RT-PCR. PouZité primery jsou uvedeny v tabulce (Tab. I). Kazda reakce
probihala v 25ul a obsahovala 5 pl 10x fedéného roztoku cDNA, 0,5 ul reverse primeru, 0,5 pl
forward primeru a 12 pl Xceed qPCR SG 2x Mix Lo-ROX (IAB). Pribéh reakce byl
95 °C, 3 min — (94 °C, 15 s, 57 °C, 30 s, 72 °C, 20 s), o 39 cyklech. Relativni kvantifikace
byla zjisténa vypostem R = Eff(ref)TD / Eff(target)cT@e, kde eff je i¢innost reakce, ref je
referen¢ni gen, target je cilovy gen a ct je hodnota ct (cycle treshold). Reakce byly provadény
v 96 jamkovych desti¢kach v cycleru CFX96 BioRad Real-time PCR systém. Uginnost reakce
byla zjisténa pro kazdy pouZzity par primert pomoci standardni kiivky. Jako referen¢ni gen
byla ve vzorcich vyhodnocovédna transkripcni hladina Ribosomélniho proteinu L (RpL).
Kazdy testovany vzorek byl pfipraven z odliSného jedince ¢i tkdn¢ a analyzovan byl

v duplikétech.

Tab I: Sekvence primert pouzitych pro vyhodnoceni transkripénich hladin

S Sekvence primer
Cilovy gen
forward reverse
Vitelogenin 5-ATG GTC GAC AAT CCA GAA TC-3' 5-GCT TCCA ACT TTT CTT CGC TC-3
TOR 5-GAT TAC ACG TGT CTG CCT C-3° 5-CTT AGT GCT GGT GAT GGT G-3°
Mfe 5°- AAT TGT TGG ACT CAA ACA GAA A-3"|  5-TAA AAT TAG CGA GAG TTT CAA C-3
RpL 5"-TGG CCA TTT ACT TGG TCG TT-3 5-GAG CAC GGA AAT GAA ATG GT-3

3.8 Statistické vyhodnoceni

Pro statistické vyhodnoceni byl pouZit program GraphPad Prism 8 za vyuZiti
neparového t-testu. Z hlediska povahy dat a toho, Ze u vSech dat byla otdzka, zda jedna skupina
nabyva prokazateln¢ vyssich hodnot nez druhd, byla pouzita jednostrannd varianta t-testu.
V ptipadech, kdy F-test odhalil piili§ velky rozdil ve variancich testovanych soubori, byla
pouzita Welchova korekce t-testu. Sloupce v grafech zndzoriiuji priméry hodnot dat
jednotlivych testovanych skupin a chybové tsecky reprezentuji smérodatné odchylky

vypoctené nejméne ze 4 testovanych vzorki.
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4 Vysledky

4.1 Rozdil v aktivité telomerazy v jednotlivych tkanich
zimnich a letnich délnic

Nejprve byla vyhodnocena telomerdzova aktivita extraktti hlav délnic odebranych ze
dvou ult v pribéhu tinora a ¢ervna 2018 (Obr. 4). Vysledné aktivity z téchto dvou obdobi byly
statisticky porovnany. V piipad¢ zimni generace délnic doSlo ke 4ndsobnému nariistu

v aktivité telomerdazy v porovndni s letni generaci, a to se statistickou pritkaznosti (p =0,0131).
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Obr. 4: Srovnani telomerazové aktivity v jednotlivych tkanich letni a zimni generace. Aktivita telomerazy byla
méfena pomoci metody TRAP assay v rdmci dvou tlti béhem tnora a ¢ervna 2018, a to z pfipravenych extrakt hlavy (A),
tukového télesa (B), hypofaryngedlnich zldz (C) a mozku (D). Rozdil mezi testovanymi vzorky byl vyhodnocen pomoci
neparového jednostranného t testu a v ptipadé hlavy, tukového télesa a mozku byla pouZita Welchova korekce (A. p=0,0131,

Df = 6,241; B. p = 0,0085, Df = 4,023; C. p =0,1765, Df = 8; D. p = 0,0007, Df = 4,569).

Poté byla telomerdzova aktivita vyhodnocena u dalSich tkdni, a to v mozcich,
hypofaryngedlnich Zlazach, tukovém télese a hemolymfé (Obr. 4). Tak, jak v pfedchozim
experimentu, testované dé€lnice pochdzely ze dvou uli a byly odebrany v pribéhu unora

a ¢ervna 2018. K nejvétsimu narlstu telomerdzové aktivity v zimni generaci délnic oproti letn{
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doSlo u tukového télesa, a to k l1lndsobnému (p = 0,0085). V ramci mozku doslo
k 3nasobnému nartstu v aktivité¢ (p = 0,0007). V piipad¢ hypofaryngedlni zZl4zy je pak vidéet
maly (1,5ndsobny) nartst, ktery ovSem neni statisticky prikazny (p = 0,1765). V ptipadé
hemolymfy nebyly ve vystupu metody TRAP zaznamendny zZadné hodnoty Ct.

4.2 Transkripéni hladiny determinanti endokrinni
signalizace délnic letni a zimni generace

V tukovém télese d€lnic odebranych v pribéhu inora a cervna 2018 byly vyhodnoceny
transkripéni hladiny vitelogeninu, Mfe (methyl farnesoate epoxidase), coz je enzym
katalyzujici findlni krok biosyntézy juvenilniho hormonu), a TOR (Obr. 5). Zimni generace
v porovnani s letni ukdzala 3,5ndsobny nérust vitelogeninu (p = 0,0311). V piipadé TOR doslo
u zimni generace k 1,4ndsobnému nartstu (p = 0,0147). U transkripénich hladin Mfe nebyl

pozorovan zadny statisticky prikazny rozdil (p = 0,1426).
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Obr. 5: Srovnani transkripénich hladin determinanti endokrinni signalizace v tukové tkani délnic letni a zimni
generace. Byly hodnoceny transkripéni hladiny Mfe (A) TOR (B) a vitelogeninu (C). Transkrip¢ni hladina byly vyhodnoceny
ze vzorkl cDNA syntetizovanych z RNA izolované z délnic odebranych ze dvou uld v dnoru a ¢ervnu 2018. Rozdil byl
vyhodnocen pomoci jednostranného neparového t-testu a v piipadé vitelogeninu byla pouzita Welchova korekce

(A.p=0,1426. Df = 11; B. p=0,0147, Df = 11; C. p = 0,0311, Df = 6,539).
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4.3 Vliv mnozstvi véeliho plodu a jeho feromonu na aktivitu
telomerazy u véelich délnic

Byla vyhodnocena aktivita telomerdzy extrakti hlav délnic odebranych béhem zaii
2018 z celkem cCtytech vcelstev. VCelstva byla o dvou typech. V prvnim typu (NBf) bylo jedno
vcelstvo s kladouci matkou a plodem a druhé vcelstvo bylo s nekladouci matkou a Zadnym
plodem. Druhy typ vcelstev (Bf) neobsahoval plod ani matku, pficemz v jednom ze vcelstev
byla nahrazena ptitomnost plodu a matky syntetickymi feromony, zatimco v druhém vcelstvu
byla syntetickym feromonem nahrazena pouze matka. U kazdého vcelstva probéhly dva
odbéry; prvni odbér probéhl nasledujici den po zahdjeni pokusu, druhy po tfech tydnech
(Obr.6). Mezi vSemi testovanymi vcelstvy byly v obou terminech odbérli zaznamenany

srovnatelné hladiny telomerdzové aktivity.
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Obr. 6: Srovnani vlivu mnozstvi véeliho plodu a jeho feromonu na aktivitu telomerazy v hlavach délnic.
Znacka NBf znamen4 tly s krdlovnou a pftomnym ¢i nepfitomnym plodem. Znacka Bf znamen4 tly pouze se syntetickym
mandibuldrnim feromonem vceli krdlovny a pifftomnosti ¢i nepiitomnosti syntetického feromonu vceliho plodu. Pokus
probihal od 6. z4i{ 2019 a aktivita telomerdzy byla vyhodnocena pomoci metody TRAP assay ve dvou odbérech ze 7. a 27. zai{
2019. Rozdily mezi 2 tly v jednotlivych pokusech a odbérech byly vyhodnoceny pomoci jednostranného neparového t testu,
kdy v pfipad¢ 1. odbéru Bf byla pouzita Welchova korekce (1. odbér: NBf p = 0,2639, Df = 8; Bf p = 0,1617, Df = 4,570;
2. odbér: NBf p = 0,4121, Df = 8; Bf = 0,2065, Df =7).
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4.4 Vliv fotoperiody na aktivitu telomerazy u zimni generace
véelich délnic

Byla vyhodnocena a porovndna telomerdazova aktivita v extraktech hlav délnic
odebranych v pribé¢hu listopadu a zacatku prosince 2018 ze dvou skupin vcelstev, odliSujicich
se délkou fotoperiody. Byla tedy pouZita Ctyfi v¢elstva s prodlouZenou délkou noci (16 hodin
tma : 8 hodin svétlo) a Ctyii vCelstva s prodlouZenou délkou dne (v praméru 14,86 hodin tma
: 9,14 hodin svétlo). Odbéry byly celkem tii, a to 5.11., 20.11. a 5.12. Rozdil v telomerazové

aktivité mezi testovanymi vcelstvy v§ak pozorovan nebyl (Obr. 7).
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Obr. 7: Srovnani vlivu fotoperiody na telomerazovou aktivitu véelich délnic zimni generace. Telomerizova
aktivita byla vyhodnocena pomoci metody TRAP assay z extraktt hlav délnic odchycenych ve 3 odbérech v obdobi
5.11.-5.12 2018 z 8 l4, kdy u poloviny téchto 1l byla ovlivnéna fotoperioda (16 hodin tma : 8 hodin svétlo). Rozdil mezi
zatemnénymi a nezatemnénymi tly byl vyhodnocen za pomoci neparového jednostranného t testu a v piipadé odbéru z 5.11.

byla pouZita Welchova korekce (5.11. p =0,3518, Df = 9,351; 20.11. p = 0,3147, Df = 14; 5.12. p=0,4666, Df = 14).
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5 Diskuze

Celkovym zaméfenim tato bakaldiska prace zkouma pficiny rozdilné délky Zivota letn{
a zimni generace dé¢lnic v¢éely medonosné (Apis mellifera), pricemz se zamétuje na odliSnou
telomerdzovou aktivitu v téchto generacich. Prace ovéfuje moZnou souvislost mezi zvysenou
telomerdzovou aktivitou u zimni generace a niZsi intenzitou plodové aktivity ve vcelstvu ¢i
odliSnou délkou fotoperiody. Krom toho byly v préaci vyhodnocovany transkripcni hladiny Vg,
TOR a Mfe, coz jsou geny endokrinni signalizace, které jsou obecné spojovany s regulaci délky
Zivota €i procesu starnuti (Guidugli et al., 2005; Seehuus et al., 2006; Blagosklonny, 2010b,
2010a; Havukainen et al., 2013), s otdzkou, zda rozdily v telomerdzové aktivité, které jsou
v pribéhu roku pozorovany, mohou byt korelovany s aktivitou téchto genli. Téma navazuje na
predchozi vyzkum telomerdzové aktivity socidlniho hmyzu, a to hlavné u vcely medonosné
(Korandova a Frydrychovd, 2016), ale také u termita Prorhinotermes simplex a ¢meldkl
Bombus terrestris (nepublikované vysledky), které prokdzaly souvislost zvySené
telomerdazové aktivity u reprodukénich kast socidlntho hmyzu a taktéZ zvySenou
telomerdzovou aktivitu u dlouhoveéké piezimujici generace vcelich dé€lnic citace
(Korandova, 2017).

Svymi vysledky jsem potvrdil vysledky pfedchdzejici studie (Korandova, 2017), Ze
uzimni generace d€lnic dochézi v jejich hlavich ke zvySeni telomerdzové aktivity. Tato
pozorovani jsem rozs$itil o zjisténi, Ze telomerdzova aktivita je u zimni generace délnic také
vyrazn¢ posilend v jejich tukovém télese. Lze spekulovat o spojitosti se zvySenou
metabolickou aktivitou tukového t€lesa zimnich vcel, coz by mohlo byt spojeno se zvySenou
syntézou DNA, a coZ by mohlo byt pfimy diivod zvysené telomerdzové aktivity. Co se tyce
syntetické aktivity DNA, neni redlnym pfedpokladem, Ze by syntéza DNA byla napojena na
proces bunécné proliferace. Tukové téleso je totiz polyploidni tkéni, s tim, Ze a syntéza DNA
je soucasti endoreduplikace (Edgar a Orr-Weaver, 2001). Podle nepublikovanych vysledkt
naSi laboratofe ke zvySené telomerdazové aktivité v tukovém télese, spojené s posilenou
endoreduplikacni aktivitou, dochdzi také u mladych kridloven ¢meldka zemniho (Bombus
terrestris). Je mozné, Ze zesilend telomerdzova aktivita spoletn¢ s endoreduplikaci jsou
nutnymi predpoklady pro vystavbu tukového télesa mladych krédloven ¢melédka, a tak posileni
metabolické aktivity, dalezité pro uspésné preziti jejich diapauzy. Posilend telomerdzova
aktivita v tukovém télese zimnich vcel je v souladu s faktem, Ze u fady organismui hraje
metabolismus tukt pravdépodobnou roli v kompromisu mezi plodnosti a dlouhovékosti, kdy

pfi ztraté¢ schopnosti reprodukce dochdzi k naristu jak tukovych zdsob, tak délky Zivota
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(Arrese a Soulages, 2010). Neplodnd vceli délnice se doziva zlomku Zivota krdlovny, coZ si,
jak uz bylo zminéno, protifeci s fenoménem ,,cost of reproduction®. Krdlovna sice disponuje
velkou plodnosti, na druhou stranu je si tteba uvédomit, Ze veSkerou péci o potomstvo piebiraji
dé€lnice a Ize tak pfemyslet nad tim, Ze je to pravé ten faktor, ktery vceli délnice vystavuje
daleko siln€jSimu dopadu ,,cost of reproduction®. Telomerdzova aktivita v tukovém télese
krélovny je v porovnani s dé€lnicemi posilend (Korandova, 2017), ¢imZ se naskytd myslenka,
Ze vyssi aktivita telomerdzy v tukovém télese zimnich dé€lnic je diisledkem zimni sezény jako
bezplodého obdobi ve vcelstvu. Ve své praci jsem ovéfoval vliv mnozstvi plodu
na telomerdazovou aktivitu, nicméné mé experimenty zminénou hypotézu nepotvrdily.
Experimenty byly ov§em provadény v zavéru veelatské sezony, kdy ve vcelstvu jiZ byl zna¢ny
podil zimnich vcel, ktery mohl vysledky experimentu zkreslit. TaktéZ, analyza byla provadéna
z extraktii hlav vcel, nikoliv tukového télesa, takze by bylo vhodné tuto ¢ast experiment
v modifikované verzi zopakovat.

Zvysena telomerdzovd aktivita v mozku, kterd byla potvrzena v rdmci mé préice
u prezimujici generace d€lnic a taktéz v predeslé studii u vcelich krdloven (Korandova
a Frydrychov4, 2016) je prekvapujici, a to z hlediska toho, Ze mozek je tkan obecné s nulovou
¢i nizkou proliferacni aktivitou (Ortega-Perez, Murray a Lledo, 2007). Na druhou stranu, fada
studii na ¢lovéku a hlodavcich zaznamendva telomerdzovou aktivitu u nékterych typi bunék
mozku (npf. u kmenovych a progenitorovych) i v dospélosti (Liu, Nemes a Zhou, 2018), a Ize
tedy piedpokladat pozitivni efekt pfitomnosti telomerazy i u tkani tohoto typu.

Zabyval jsem se otdzkou, jaké jsou pfiCiny ndriistu telomerdzové aktivity u zimni
generace dé€lnic. Z dostupnych vysledkl je zfejmé, Ze telomerdzova aktivita u zimni generace
vcel nariista postupné s postupujici sezonou, patrné tedy pod vlivem né¢jakého vnéjsiho faktoru
(Korandova, 2017). V mé prici jsem testoval mozny vliv zkracujici se fotoperiody, nicméné
Zadny prikazny vliv odhalen nebyl. Lze ale zminit nékolik studii, které poukazuji na
propojenost cirkadidnnich rytmi délnic s délbou prace ve vcelstvu (Bloch, Toma a Robinson,
2001; Shemesh, Cohen a Bloch, 2007; Shemesh et al., 2010). Aktivita 1étavek je uz vzhledem
k povaze jejich dd€lu siln€ rytmickd, zatimco vCely vykondvajici prace v ramci tlu vykazuji
chovani nepravidelné (Moore et al., 1998). Tento fakt se projevuje i na mife transkripce
cirkadidannich gend (Toma et al., 2000; Abreu, Freitas a Simdes, 2018). Bylo by tedy nadéle
zajimavé zjistit, zda existuje propojenost téchto genli s mechanismy souvisejicimi se
starnutim, vcetn¢ telomerdzové aktivity, a jestli se tento mechanismus projevuje i v piipadé
zimni generace délnic, kterd podobné¢ jako mladusky letni generace vykondva az do prvni jarni

sntsky veskeré prace uvnitf ilu (Winston, 1987; Seeley, 2014).
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Kdyz jsem porovndval transkripéni hladiny endokrinnich genii spojenych
s mechanismy stdrnuti, vyraznou zménu jsem pozoroval pouze u vitelogeninu, jehoz
transkripéni hladiny jsou vyrazné posileny u zimni generace. To potvrzuje pozorovani
predchozich studii, které nejenze ukdzaly zvySenou hladinu vitelogeninu u zimni generace
a vCelich kraloven, ale také prokdzaly roli vitelogeninu v obran€ proti oxidacnimu stresu,
imunitnich reakcich a obecné v regulaci procesu starnuti (Havukainen et al., 2013; Piulachs
etal., 2003; Aurori et al., 2013). Lze se ptat, zda-li pozorovany nartust vitelogeninu
a telomerdzové aktivity u zimnich vcel je Cist€ ndhodny, ¢i naopak mizZe byt mezi regulaci

vitelogeninu a telomerdzové aktivity néjaka tésnéjsi spojitost.

6 Zaver

V této praci se podafilo ovéfit predchozi zjiSténi, Ze u zimni generace délnic vcely
medonosné dochdzi k navySovani jejich telomerdzové aktivity. Bylo zjiSténo, Ze k nartstim
telomerdazové aktivity dochdzi zejména u tukového télesa, jako metabolického organu
s ptfedpokladanou roli v procesu starnuti. Tyto vysledky tedy posiluji predchédzejici zjisténi, ze
telomerdzova aktivita u vcely a vibec socidlntho hmyzu hraje roli v kastovni diferenciaci

a regulaci procesu starnuti.
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