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Abstrakt

Telomery, sestdvajici se zrepetitivnich sekvenci, chrani konce eukaryotickych chromozomt
pfed erozi. V béznych somatickych buiilkdch se telomery zkracuji s kazdym bunénym delenim.
Délka telomer pfimo odpovidd starnuti na bunééné trovni. Rychlost zkracovani telomer, a tim
rychlost starnuti organismu, je individualni. Li$i se nejen mezi druhy, ale i mezi jedinci, a mtize byt
ovlivnéna mnoha faktory jako je stres, nemoci, reprodukce, ¢i vliv vnéjSich podminek.
Ke stanoveni délky telomer miizeme pouzit rizné metody a kazdd z nich ma své limitace,

které je dobré znat a vyhnout se jejich negativnimu dopadu na ziskané vysledky.

vvvvvv

faktory, které mohou ovlivnit vysledky méfeni délky telomer pomoci qPCR, je mnozstvi
vmezeienych (tzv. intersticialnich) telomerickych sekvenci, spravny vybér referen¢niho markeru,
¢inasledné navrzeni vysoce specifickych primert. [ piesto je qPCR vhodnd piedevsim
pro pomérné rychlé¢ a levné stanoveni relativni délky telomer u velkého mnozstvi vzorki
nemodelovych organismd.

V praci se vénuji i konkrétnim vysledkiim studii zabyvajicich se zménou délky telomer u ptaki
a moznym pii¢inam, které dynamiku v délce telomer ovliviiuji a to z divodu, ze metoda gPCR
je pravé ve studiich provadénych na ptacich jednoznaéné nejpouzivanéj$i metodou a spousta

metodicky opomijenych nedostatkii 1ze tak ukazat prave na zakladé téchto studii.
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Abstract
Telomeres, the ends of eucaryotic chromosomes, consist of tandem repeated sequences,

play important role in protection of chromosomal ends. In somatic cells telomeres are getting
shorter with each cell division. Telomere length (TL) is directly related to cellular ageing
(senescence). The rate of telomere shortening as well as ageing is individual and it differs among
species and also among individuals. To the main factors, which can affect the rate of telomere
shortening, belong stress, diseases, reproduction or also environmental conditions. Many methods
could be used for TL determination. Each of them has its own limitation, which is good to know
to be able to avoid the negative impacts on results. gPCR is currently the most used method. The
most important factor, which could affect the results, is that g°PCR measures besides proper
telomeres also interstitial telomeric sequences. Furthermore, the choice of suitable reference
marker followed by designing of highly specific primers is also crucial, if gPCR is used.
Nevertheless, gPCR is suitable method especially because it offers fast and inexpensive relative TL
measurement of large amount samples. My bachelor thesis is moreover a review of studies focused
on telomere dynamics in birds and causes which influence different senescence measured by TL.
Because based on the studies in birds, we are able to point out the method’s deficiencies, which are
there often overlooked.
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(relative) telomere length measurement, senescence, birds
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1 UvVOD

Telomery, konce eukaryotickych chromozomtl, jsou v soucasnosti predmétem zajmu vétSiny védct
zabyvajicich se starnutim na bunééné trovni. Charakter replikace telomer vede ke zkraceni telomer
po kazdém dokonéeném bunééném cyklu. Telomery tak urcuji, kolikrat se dand bunka mize
rozdélit, nez dojde Kk zastaveni bunécného cyklu a nasledné apoptdze. Chromozomy s nejkratSimi
telomerami jsou tak nejblize stavu replika¢niho zestarnuti (Levy et al., 1992). Existuji ale i vyjimky
— v nekterych bunkach (kmenové, zarodecné, nebo napt. imortalizované) je exprimovan enzym
telomeraza, ktery je schopen udrzovat nebo dokonce i prodluzovat délku telomerickych sekvenci
(Masutomi et al., 2003; Ozturk, 2015). Z téchto divodi je dynamika telomer pfedmétem vyzkumu
zabyvajiciho se nejenom starnutim ale i rakovinnym bujenim. Ve své praci se ale vénuji predevsim

starnuti na bunécné urovni souvisejiciho se zkracovanim telomer.

Starnuti je obecné Sirokym pojmem, a proto je pomérné tézké dojit k jakékoliv jednotné definici.
Zpravidla je starnuti spojovano s fyziologickym chatranim, zménou fenotypu (Vleck et al., 2007)
a poklesem uspésné reprodukce s postupujicim vékem (Kirkwood and Rose, 1991). Dnes existuje
cela tada hypotéz, pro¢ ke starnuti dochazi, respektive pro¢ rizni jedinci, ¢i druhy starnou rizné
rychle. Mezi teorie o starnuti patii napt. teorie antagonistické pleiotropie ¢i hypotéza o akumulaci
mutaci (Hughes et al., 2002). Prvni ze zminénych teorii tvrdi, Ze pleiotropni geny (tj. geny
ovlivitujici vice znakil) poskytuji v mladi selekéni vyhody, kdezto ve stafi jsou svému nositeli
na obtiz. Jedna se tedy o trade-off, kdy lepsi fitness v dobé rozmnozovani, vede ke zvySenému
reproduk¢énimu uspéchu, ale také k vy$$imu stresu a vy$si mite ztraty telomer (Williams, 1957).
Jelikoz v obou ptipadech se negativni projevy projevuji az po reprodukci, udrzi se tyto alely

v populaci do dalsich generaci.

Dalsi, pfedevsim v oblasti ekologie ¢asto zmifiovanou teorii, pro¢ ke starnuti dochazi, je teorie
zvana ,,disposable soma“ (Kirkwood and Rose, 1991). Tato teorie poukazuje na to, kam jedinec
investuje své zdroje. Jde o trade-off, kdy ziskané zdroje lze alokovat v ruizném poméru bud’
do rastu, ¢i rozmnozovani, anebo do udrzby organismu. Délka Zivota podle této hypotézy proto
souvisi s mnozstvim zdroji vé€novanym udrzbé organismu a efektivitou této udrzby na tkor
ostatnich aktivit. Jednim z navrhovanych mechanismu starnuti je imunosenescence,
neboli chatranim imunitniho systému v souvislosti se zvySujicim se vékem (Palacios et al., 2011).
Naruseni funkci imunity muize vést k autoimunitnim chorobam, zvySenému riziku infekce,
ke vzniku rakovinného bujeni a tim ke zvySené mortalit¢ mezi star§imi jedinci. Dal§im faktorem,
jenz patrné ovliviiuje miru ztraty telomerickych sekvenci, je oxidativni stres. Reaktivni formy
kysliku (ROS), jako je napf. hydroxylovy radikal, mohou poskodit proteiny, lipidy nebo DNA —
zejména pak telomery (Speakman and Selman, 2011; Wang et al., 2010).

1



V soucasnosti je starnuti nejcastéji davano do souvislosti se zkracovanim telomer. Pravé moznost
stanoveni délky telomer otevira nové moznosti ve vyzkumu starnuti i jeho pfi¢in. Metod,
které umoziiuji meétit délku telomer anebo jeji zmény, existuje celd fada (napi. analyza TRF,
na FISH zalozené metody nebo STELA — viz kapitolu ¢. 4). V soucasnosti je predevsim
U nemodelovych druhti, napf. ptakd, nejvice vyuzivana kvantitativni PCR (qPCR, podrobngji
Vv kapitole ¢. 3) a to pfedevsim u nemodelovych druhd organismt, napt. ptaki. qPCR, jako ostatné

i zbylé metody, ma své vyhody i Gskali.

Tato prace si za cil klade shrnout nejcastéjsi metody vyuzivané ke studiu dynamiky délky telomer
a poukazat na jejich pfednosti i tiskali. Dal§i neméné podstatnou ¢ast prace tvoii literarni reserse,
ktera se zabyva vysledky studii, které fesi zménu délky telomer u ptakli a mozné pficiny ovliviiujici
dynamiku v jejich délce. Metoda qPCR je ve studiich provadénych na ptacich momenalné
nejpouzivanéjsi, a proto mnoho metodicky opomijenych nedostatkli 1ze ukazat pravé na zakladé

téchto studii.

2 TELOMERY JAKO UKAZATEL BUNECNEHO
STARNUTI

Jak jiz bylo naznaceno, zkracovani a zplsob replikace telomer hraje podstatnou ulohu v otazce
bunééného starnuti. Pravé proto vénuji ve své praci telomeram, jejich biologii a funkci samostatnou
kapitolu. Souvislost mezi zkracovanim telomer a starnutim byla naznacena vice studiemi (Barrett
et al., 2013; Bauch et al., 2013). Neni vSak zcela ziejmé, zda je zkracovani telomer pfi¢inou anebo

pouze privodnim jevem starnuti.

2.1 TELOMERY

Telomery jsou repetitivni nekodujici sekvence, které se nalézaji na koncich eukaryotickych
chromozomu. Jsou klicové pro chromozomalni stabilitu a zabraruji napiiklad piipadnym fazim
dvou samostatnych chromozomu (Counter et al., 1992; Rudolph, 2008). Tyto struktury hraji také

dilezitou roli pii déleni chromozomd.

Na odlisnosti v replikaci chromozomalnich koncli upozornil pocatkem 70. let 20. stol.
A. M. Olovnikov (Olovnikov, 1973). Ve své teorii (A Theory of Marginotomy) navrhnul nékolik
vysvétleni, pro¢ dochdzi ke zkracovani zreplikované genomové DNA oproti pivodnimu templatu.
Replikace probihd s pomoci DNA-polymerazy, kdy je replika zkrdcena o délku postulované
inaktivni zony DNA-polymerazy.

......

pfipadé byla zkracena pravé o délku RNA-primeru, ktery by z vysledné replikované molekuly



DNA byl odstranén (Olovnikov, 1973). Dalsi vyzkum potvrdil, Ze replikace telomer je netplna

(Levy et al., 1992) a ukazal na spravnost druhého zminéného vysvétleni.

Pii kazdé této replikaci dochazi ke zkraceni jednoho zvlaken na samotném konci
chromozomu. Divodem je, ze kazdé vlakno dvousroubovice DNA je pii replikaci syntetizovano
odlisnym zptisobem. DNA polymeraza muze syntetizovat nové komplementarni nukleotidy pouze
ve sméru od 5" k 3" konci. Vldkna jsou v dvouSroubovici orientovdna antiparalelné — vedouci
fetezec smétuje od 5” k 3" konci (tzv. leading strand), druhé opozd’ujici vlakno je orientovano od
3"k 5 konci (tzv. lagging strand) a je syntetizovano pierusované pomoci kratkych, dil¢ich usek.
Aby béhem replikace mohlo dojit k syntéze komplementarniho vlakna, potiebuje DNA polymeraza
kratkou sekvenci oligonukleotiddl, tzv. primer o délce 10 nukleotidd, jez se navaze do replika¢niho
pocatku (Waga and Stillman, 1998). Jelikoz DNA polymeraza syntetizuje pouze jednosmérné
od 5" k 3" konci, tak je nové vlakno na 3" konci zkraceno o délku primeru (Snustad et al., 2009).
Schéma replikace znazoriuje obr. €. 1, kde primery jsou znazornény vyplnénym obdélnikem.

Lagging strands with
Okazaki fragments

o 2 > 3
¥ \ -_/ 2 3
Replication
-— - fork
movement

Leading strands with
confinuous replication

Obr. 1 - Schéma replikace DNA; pfejato a upraveno ze studie Levy a kolegti (1992)

Bez telomerickych sekvenci by tak pii kazdé replikaci dochazelo ke ztraté dulezitych genu
piitomnych uvnité chromozomu pied témito koncovymi sekvencemi (Monaghan, 2010). Zivotnost
jednotlivych bunéénych linii je tedy imerna délce telomerickych sekvenci, protoze bunky s delSimi
telomerami se mohou vicekrat rozdélit (Allsopp et al., 1992). Struktura telomer je tvofena
opakujicimi se sekvencemi (repeticemi) bohatymi na guanin. Motiv telomerickych sekvenci
je mezi taxony velmi konzervativni, presto vSak miizeme najit jisté taxonomické rozdily, jak ukazi

na nékolika nasledujicich ptikladech.

Lidské telomery se vyznacuji opakovanim sekvence (TTAGGG)n (Moyzis et al., 1988). Délka
lidskych telomer se pohybuje v rozmezi 5-15 kbp (Monaghan, 2010; Samassekou et al., 2010).
Pfi kazdém déleni dojde ke zkraceni telomery 0 50-150 bp (Martens et al., 2000). Kriticka délka
telomer, tedy délka nutnd k tomu, aby mohlo dojit ke spravnému rozdéleni bunky, ¢ini u lidi
cca 2 kbp (Allsopp and Harley, 1995; Martens et al., 2000). Ukazalo se, ze sekvence telomer

vyskytujici se u lidi je patrné sdilena vSemi obratlovci. Zakonzervovany motiv telomer



ey

u obratloved (TTAGGG)n byl nejspiSe piitomen jiz u spoleéného piedka obratlovel zijiciho

pted vice nez 400 miliony lety (Meyne et al., 1989).

Telomericka sekvence typicka pro obratlovce se vyskytuje dokonce i u nékterych druhtt motskych
bezobratlych jako je sumys obecny (Holothuria tubulosa), nebo violetka obecna (Donax trunculus)
(Plohl et al., 2002). Oproti tomu u vétsiny zkoumanych zastupcti hmyzu byly objeveny telomerické
repetice (TTAGG), (Kuznetsova et al., 2015; Okazaki et al.,, 1993). Telomerické sekvence
nalevnika rodu Tetrahymena se skladaji z repetic (TTGGGG), (Greider and Blackburn, 1985).
Vétsina vyssich rostlin (véetné modelového husenicka, Arabidopsis thaliana) na koncich svych
chromozomu obsahuje repetice motivu (TTTAGGG), (Fuchs et al., 1995). Existuji ale i vyjimky.
Zvlastnosti rostlinné tiSe je napf. rod céesnek (Allium), jehoz telomery jsou tvofeny relativné

dlouhymi repeticemi (TTATGGGCTCGG), (Fajkus et al., 2016).

Pro stabilitu telomer je dtlezity tzv. shelterinovy komplex. Shelterinovy komplex je soubor Sesti
proteini. V piipadé¢ lidského shelterinového komplexu se jedna o podjednotky TRF1
(Telomere Repeat Factor 1), TRF2 (Telomere Repeat Factor 2), POT1 (Protection od Telomers-1),
TIN2 (TRF1- and TRF2-Interacting Nuclear Protein 2), TPP1(Tripeptidyl Peptidase 1) a RAP1
(Represor / Activator Protein 1) (de Lange, 2005). Pisobeni tohoto komplexu ovliviiuje organizaci
struktury telomer. V literatufe zminovanym piikladem je vliv shelterinového komplexu
na kondenzaci telomer, ktera chrani konce chromozomt pied poskozenim, tzv. DNA damage
response (DDR) (Bandaria et al., 2016).

DDR je proces vedouci k zastaveni buné¢ného cyklu do doby, nez dojde k opraveni poSkozeni,
napi: dvouvldknového zlomu. Neopravitelné poskozeni DNA zplsobené¢ exogennimi Ciniteli
Vv blizkosti telomery (napfi: ionizujicim zafenim) vede k navozeni persistentni DDR a spousti

buné¢né starnuti, kdy bunka ztraci schopnost se spravné rozdélit (Fumagalli et al., 2012).

Na 3’ pfesahu telomery se nachazi jednofetézcovy usek, jenz je patrné klicovy pro prodlouzeni
chromozomu pomoci telomerazy (Henderson and Blackburn, 1989). Dalsi vyzkum v in vitro
podminkach zjistil, ze tato oblast ma za pomoci proteinu TRF2 schopnost vytvofit tzv. t-smycku
(Griffith et al., 1999). K potvrzeni existence t-smycky in vivo doslo az s pouzitim metody STORM,
Stochastic Optical Reconstuction Microscopy (Doksani et al., 2013). T-smy¢ky vznikaji zanofenim
jednofetézcového 3’ piesahu mezi vlakna telomerickych sekvenci dale od konce, jak je znazornéno
na obr. ¢. 2. Presahujici vlakno je zde na zakladé komplementarity sparovano s pivodnim vlaknem.
T-smy¢ka patrné vyznamné prispiva ke stabilité chromozomalnich koncti (Doksani et al., 2013;
Griffith et al., 1999). Krozvolnéni t-smycky dochazi po interakci TRF2 a helikazy RTELI,
Regulator of Telomere Length 1 (Sarek et al., 2015). Uvolnéni t-smycky je dulezité piedevsim
béhem S faze bunééného cyklu, kdy dochazi k replikaci DNA.
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-
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Obr. 2 — Znazornéni t-smycky a proteint, které se Gcastni; pfejato a upraveno dle Doksani a kol. (2013)

2.2 TELOMERAZA

Samostatnou podkapitolu jsem se rozhodla vénovat enzymu zvanému telomeraza, protoze je jeji
funkce pro udrzovani telomer zasadni. Telomeraza svym pisobenim dokaze udrzovat délku nebo
dokonce i prodluzovat telomery od jejich 3' konce (Greider and Blackburn, 1985; Shippenlentz and
Blackburn, 1990). Lidska telomeraza se skladid ze dvou podjednotek — katalytické (telomerase
reverse transcriptase - TERT) a velké RNA podjednotky (telomerase RNA - TER) (Terali and
Yilmazer, 2016; Wenz et al., 2001). Funguje jako reverzni transkriptaza, coz znamena, ze dokaze
nasyntetizovat DNA vlakno dle RNA templatu. RNA templat obratlovcti o délce 11 nukleotidd ma
sekvenci (5-CUAACCCUAAC-3) (Feng et al., 1995). Mechanismus prodluzovani telomer
za pomoci telomerazy je nasledujici. Telomeraza nasedne na 3" konec chromozomu a zde ve sméru
od 5" ku 3" konci pfidava telomerické sekvence. Dosyntetizovani komplementarniho vlakna

zajistuje DNA polymeraza (Snustad et al., 2009).

Ve vétsiné somatickych bunék je telomeraza prakticky inaktivni, c0z je divodem zkracovani
telomer po kazdém dé€leni. Pravé zkracovani telomer je v oblasti gerontologie interpretovano jako
dukaz replikativniho starnuti (Haussmann et al., 2003a). Z tohoto diivodu je pravdépodobné,
7e telomeraza je klicovym faktorem pro pocet déleni, které buiika muize podstoupit (Vaziri
and Benchimol, 1998). V lidskych fibroblastech byl nalez telomerazy dan do souvislosti s regulaci
S faze bunééného cyklu (Masutomi et al., 2003). Telomeraza byla nalezena v butikach zarode¢nych

linii modelové transgenni mysi Pou5f1-GFP (Coussens et al., 2006).

Ukézalo se, ze spoleCnym rysem indukovanych pluripotentnich bun¢k a bun€k kmenovych je mimo
jiné i aktivni telomeraza (Takahashi et al., 2007). Tento enzym byl nalezen v imortalizovanych
bunkach (napf. bunééna linie HEK — human embryonic kridney transformovana onkogennimi viry
SV40 a Adb). Vysledky naznaduji, Ze telomery imortalizovanych bunék se pii déleni diky
zaktivované telomeraze nezkracuji a buiky tak ziskdvaji schopnost se neomezené délit (Counter
etal., 1992). Imortalizace bunék je podminkou pro piipadnou transformaci bunék. Proto je také
Casto poukazovano na souvislost telomerazy s rakovinnym bujenim a vznikem metastaz (Kim et

al., 1994). Ptitomnost telomerazy u velké ¢asti bunék malignich nadort toto tvrzeni podporuje.



Nabizi se také otazka, zda utlumeni telomerdzy v somatickych buiitkich neni obranou
pted onkologickymi nemocemi (Kim et al., 1994). Oproti tomu vysledky ve studii provedené
u burnacka dlouhokiidlého, Oceanodroma leucorhoa, (Haussmann et al.,, 2007) poukazuji
na zvysenou telomerazovou aktivitu i U starSich jedinci napf. ve tkanich gonad. Pfi porovnani
burnacka oproti jinym druhtim ptaki studie zjistila vys$i aktivitu telomerazy i v dalSich tkanich
(napt. vmozku ¢i v jatrech), coz by mohlo byt dano tim, Ze je tento druh ptdka relativné
dlouhovéky. O inhibici telomerazové aktivity se proto uvazuje i jako o mozném zptisobu lécby

onkologickych onemocnéni, napt. rakoviny prsu (Rao et al., 2016).

3 STANOVENI DELKY TELOMER POMOCI METODY
QPCR

Kvantitativni polymerazova tetézcova reakce, z anglického quantitative polymerase chain reaction
(QPCR), je metoda zaloZena na klasické PCR, tj. dochdzi k naamplifikovani ur¢ité ¢asti DNA
pomoci primert, polymerazy a dal§ich chemikalii. Metoda qPCR se n€kdy V literatufe vyskytuje
pod oznacenim real-time PCR, protoZze muZzeme sledovat jednotlivé kroky PCR v redlném Case.
Je dulezité metodu qPCR rozlisovat od tzv. reverse transcription-gPCR (RT-qPCR). RT-gPCR
ve svém procesu vyuziva reverzni transkripce k vytvoreni DNA z RNA a stanoveni miry genové

exprese (Bustin et al., 2009).

Kvantitativni PCR nam umoznuje amplifikovat sekvence nukleovych kyselin (pfi vyzkumu telomer
se jedna o vybrané sekvence DNA). Na rozdil od klasické PCR se metoda qPCR li§i pouzitim
fluorescen¢niho znaceni (pomoci sondy anebo aplikaci DNA vazajici se fluorescencni barvy)
a termalniho cykleru (LightCycler) s detekénim systémem. Termalni cykler musi byt schopen
detekovat emise uvolnéné z excitovanych fluorescenénich molekul, poté co dojde k navazani
fluorescencniho barviva na DNA. Jelikoz je uvolnéna hladina fluorescence emitovana béhem
amplifikace pfimo imérna mnozstvi amplifikované DNA, tak jsme schopni v jednotlivych cyklech
pfimo sledovat zmény v koncentraci amplifikované DNA. Pravé diky moznosti sledovat zménu
koncentrace DNA v pribéhu ¢asu, je tato metoda oznaCovana piivlastky kvantitativni a real-time
(Heid et al., 1996).

Pouziti metody qPCR pro stanoveni relativni délky telomer s sebou pfineslo obrovsky posun
ve vyzkumu dynamiky telomer. Je pravdépodobné, ze rozsifeni této metody je jednim z faktord,
které prispely ke vzrlstajicimu poctu studii zabyvajici se vyzkumem telomer. Od vydani klic¢ového
¢lanku (Criscuolo et al., 2009), ve kterém byla tato metoda aplikovana na ptaky, byla provedena

vétsina studii souvisejici s dynamikou telomer u ptaki pravé s pomoci metody gPCR.

Oproti do té doby obvykle pouzivané metodé¢ Telomere Restriction Fragment Assay (TRF),
ma qPCR nékolik zcela zésadnich vyhod.



(1) gPCR je pomérn¢ nenaro¢na a levna laboratorni metoda. Metody zalozené na TRF
patii mezi ty Casové nakladné. Provedeni celého protokolu muze zabrat i vice nez
¢tyfi dny (Haussmann and Mauck, 2008; Haussmann and Vleck, 2002).

(2) Pro provedeni qPCR je potieba daleko mensi mnozstvi DNA (obvykle méné nez
50 ng) (Gutierrez-Rodrigues et al., 2014), u obou nejéastéji provadénych TRF metod
(Southernovou nebo in-gel hybridizaci) je potfeba vzorek DNA vétsi nez 3 pg
(Kimura et al., 2010).

(3) Pouziti metod pro méteni délky TRF je komplikovano nutnosti vybrat spravny
restrikéni enzym, ktery muize také ovlivnit dosazeny vysledek (Cawthon, 2002).

Pouzivame-li metodu qPCR, je tieba si ale uvédomit i néktera jeji omezeni.

(1) Délka telomer je stanovena relativné pomoci poméru T/S (telomere/single copy
gene). Tento pomér poukazuje na pocet opakujicich se kopii telomer ku mnozstvi
kontrolniho genu. Objevily se i pokusy upravit qPCR pfidanim oligonukleotidového
standardu o0 znamé délce tak, aby bylo mozné stanovit délku telomer absolutné
(Barrett et al., 2012; O’Callaghan et al., 2008). Nicméné o spravnosti dosazenych
vysledka se vede diskuze (Nussey et al., 2014).

(2) Pti pouziti qPCR je tudiz kliCovym parametrem vybér vhodného referen¢niho
markeru.

(3) Metoda qPCR také neni schopna stanovit celkovou délku jednotlivé telomery,
ponévadz jako vysledek je udavana pramérna délka vSech telomer.

(4) Ptedevsim je vSak nutné pocitat s tim, ze tato metoda neodliSuje skute¢né telomery
od intersticialnich telomerickych sekvenci, které tak ovlivituji vysledny odhad
relativni délky telomer.

3.1 gPCR

Stanoveni délky telomer pomoci qPCR bylo umoznéno teprve s navrzenim primert, které uspésné
tyto repetitivni sekvence amplifikovaly (Cawthon, 2002). Pro stanovéni délky telomer u ptakt byla
tato metoda upravena o par let pozdé&ji (Criscuolo et al., 2009). Pro provedeni qPCR je dilezité,
aby ziskany vzorek DNA byl kvalitni, a proto byly pouzity postupy, které maji za kol zabranit
degradaci nukleovych kyselin a tim i znehodnoceni vzorki. U ptakt se krev obvykle odebira
z pazni zily (Angelier et al., 2015; Badas et al., 2015; Quirici et al., 2016; Stier et al., 2015).
Nekdy je mozné krev odebirat ze zily kréni anebo i tarzalni zily (Becker et al., 2015).

Genomicka DNA je u ptaki obvykle ziskavana pfimo z krve. VyuZziva se skuteCnosti, Ze ptaci maji
jaderné erytrocyty (Lucas and Jamroz, 1961). U jinych taxont (napf. savci), jejichZ erytrocyty jsou
bezjaderné, se genomicka DNA (gDNA) obvykle ziskava z leukocytl, koZznich nebo svalovych
bunék (Dantzer and Fletcher, 2015). Krev je odebirana jehlou proplachnutou antikoagulaéni latkou
(kyselinou ethylendiamintetraoctovou — EDTA nebo heparinem), aby nedoslo ke sraZzeni krve
(Zanet et al., 2013). Pokud neni gDNA ze vzorku izolovana ihned, je obvykle skladovana
pti nizkych teplotaich (3 °C az -80 °C), aby nedochazelo k degradaci DNA ve vzorku tkané



(Bauch et al., 2013; Stier et al., 2015; Voropaeva et al., 2015; Watson et al., 2015). Centrifugaci 1ze
odd¢lit plazmu od erytrocyti (Watson et al., 2015). Plazma mize byt poté vyuzita i Kjinym
analyzam, napi. pro analyzu hladiny latek naznacujici oxidativni stres (Quirici et al., 2016).
K extrakci gDNA mohou byt vyuzity rtizné izolaéni Kity, napf. DNeasy Blood and Tissue Kit
(Atema et al., 2013; Becker et al., 2015; Criscuolo et al., 2009; Stier et al., 2015). Dalsi moznosti,
jak vyizolovat gDNA z krve, je za pomoci octanu amonného (Badas et al., 2015), nebo fenol-
chloroformovou metodou (Asghar et al., 2015). Vyizolovanou gDNA je vhodné skladovat v pufru
(napt. AE pufr) pfi nizkych teplotach (od -20 °C do -80 °C), aby se jeji degradace snizila
na minimum. Cistotu a mnozstvi extrahované DNA lze ovéfit napf. pomoci spektrofotometru

(Watson et al., 2015) nebo s vyuzitim gelové elektroforézy.

Po ziskani DNA ze vzorku tkan¢ dochazi k amplifikacim telomer a single copy genu pomoci
gPCR. Kvantitativni PCR pro telomerické sekvence je provadéna odd€lené na samostatném
platicku, nez kde probihda qPCR pro sekvence referencniho genu. Obvykle, ale neni to pravidlem,
je pro kazdou reakci vyhrazena 96 jamkova PCR desti¢ka (Angelier et al., 2013; Cawthon, 2002;
Criscuolo et al., 2009). Reakéni smés pro gPCR obsahuje vyizolovanou gDNA (2,5-50 ng),
primery pro tusek, ktery amplifikujeme (koncentrace v fadech stovek nanomoli — nM),
deoxyribonukleotidy — dNTP (koncentrace v desetinach nM od kazdého ze c¢tyf nukleotidu),
fluorescen¢ni barvu nebo sondu vazajici se pfimo na dvouSroubovici DNA (obvykle se jedna
0SYBR Green Master Mix nebo Tagman probe), pufr (s riznym obsahem Mg?" ionti),
termostabilni DNA polymerazu (napi: AmpliTaq Gold DNA polymeraza) a destilovanou voda
(Cawthon, 2002; Criscuolo et al., 2009; Heid et al., 1996). Jako templat pro amplifikaci funguje
samotna DNA.

gPCR je provadéna s pouzitim termalniho lightcykleru, do néhoz se vklada, napt. 96 jamkova PCR
destic¢ka (Criscuolo et al., 2009). Pied kazdou qPCR je nutné spoditat jeji efektivitu. Ta se stanovi
diky tzv. fedici (kalibracni) tad€, kterd obsahuje jako templat sériové roziedénou referenéni DNA
(napt. 10x v kazdém fedéni), diky niZ je pak mozné urcit efektivitu, s jakou dana PCR na konkrétni
desticce probiha.

Efektivita PCR vétsinou koresponduje se specifi¢nosti primert, tj. s jakou ptesnosti se dana dvojice
primert dokaze za danych podminek navdzat na DNA templat a umoznit tak amplifikaci
pozadovaného PCR produktu. Dosahuje-li efektivita qPCR 100%, znamena to, Ze se v kazdém
kroku pocet DNA molekul pfesné zdvojndsobi. Je nutné, aby byl stejny vzorek nanasen do ti
jamek v tzv. triplikatech. Diky tfem nezavislym vysledkim (kfivkam) je mozné odlisit piipadné
chyby vzniklé pfi pipetovani, ¢i behem vlastni reakce.

Termalni LightCycler dokaze zaznamenat zafeni produkované excitaci fluorescencni barvy
(fluorescenci) ptimo béhem amplifikace DNA (Cawthon, 2002). V piipadé pouziti fluorescenéni

barvy dojde ke fluorescenci ve chvili, kdy se fluorescenéni barva navaze na nové vzniklou
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dvouvlaknovou DNA. Ve studiich zabyvajicich se vyzkumem ptaki a zkracovanim telomer
jsou obvykle pouzity tyto fluorescenéni barvy, nebot’ se jedna o vyrazné levné&jsi a 1épe dostupnou
variantu. Pouzivame-li namisto fluorescenénich barviéek sondu, k flourescenci dochazi poté,
co DNA polymeraza béhem elongacni faze odstépi sondu svou nukleolytickou aktivitou.
Vyuziti sondy je drazsi, ale tento postup poskytuje presnéjsi vysledky, protoze se vaze specificky

(Heid et al., 1996).

Podminky qPCR, béhem nichz dochézi k amplifikaci pozadovanych produkti, jsou do jisté miry
zavislé na pouzitém kitu (a predevSim na polymerdze) a obvykle zacinaji pfi teploté 95 °C,

kdy dochazi k aktivaci polymerazy (v zavislosti na typu polymerazy to mize byt od 5 do 15 minut).

Béhem této faze také dochazi k denaturaci dvousroubovice DNA. Nasledné probéhne cca 30 cykld,
kdy se opakuji tfi kroky. Po provedeni tivodniho kroku, kdy dochazi k aktivaci polymerazy
a denaturaci DNA pfi teploté 95 °C, nastava faze, kdy nasedaji primery na rozvolnéné fetézce
DNA. Teplota vtéto fazi se odviji od pouzitych primerd, ale obecné lze konstatovat,
ze se pohybuje mezi 50-60 °C. Posledni faze elongace, kdy dochazi k syntéze komplementarniho
fetézce, probiha pii 72 °C. Cas je umérny délce amplifikované DNA, ale obvykle se jedna
0 cca 10 minut (Watson et al., 2015).

Vystupem z lightcycleru jsou standardni kiivky pro kazdou PCR desticku (Cawthon, 2002, 2009).
Pomoci standardni kiivky (vztazeni hodnoty C; ke koncentraci referenéni DNA na pocatku
amplifikace) Ize urcit i uc¢innost qPCR (Criscuolo et al., 2009). Ta by se méla pohybovat kolem
100 + 15 % (Watson et al., 2015).

gPCR pro kazdou jamku stanovuje hodnotu C; (cycle of treshold). Tato hodnota oznacuje hladinu
fluorescence, ktera piekro¢i danou hranici, hodnotu spoéitanou softwarem nebo manualné
nastavenou (Cawthon, 2002; Criscuolo et al., 2009). Nizka C; hodnota je dikazem pro vysoké
mnozstvi DNA na poc¢atku amplifikace. Pro tuto hodnotu se v literatuie objevuji také jiné nazvy —
crossing point (C,) nebo quantification of cycle (C,) (Bustin et al., 2009; Nussey et al., 2013).
Naobr. ¢ 3 je také znazornéna Kinetika reakce, ktera je popsana sigmoidni kiivkou.
Béhem exponencialni faze produkt piibyva exponencialné ( 2% ,kde x znaci ¢&islo cyklu),
intenzita fluorescence dosahuje hodnoty treshold, kdyje termalni lightcykler schopen
ji zaznamenat. Kvantitativni PCR vyuziva skutenosti, Ze intenzita fluorescence je Umérna
mnozstvi templatové DNA (Yuan et al., 2006). Poté nastava linearni faze, kdy dochazi ke strmému
narustu intenzity fluorescence a nakonec prichazi na fadu plateu faze, kde je reakce limitovana

dochazejicimi zdroji, a proto nedochazi k vyraznému ptibyvani produktu.
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Obr. 3 — Kfivka znacici prabéh qPCR. Kazdy bod kfivky znazorniuje hodnotu vyzarené fluorescence
namérené dany cyklus. Ct je hrani¢ni hodnota, kdy Ize mnozZstvi fluorescence uvolnéné po dostatecném
namnoZeni templatu odliSit od pozadi. Pfevzato a upraveno dle (Heid et al., 1996).

Naméiené vzorky telomer jsou vzdy porovnavany k referenéni DNA. K vypoctu poméru T/S
se pouziva vzorec: 2(74¢) = (26t o /25 Gingle copygen) "+ Je-li pomér T/S roven jedné, v praxi
to znamena, Ze nami zkoumana DNA se pomérem telomerickych sekvenci ku single copy genu

nelisi od referen¢niho vzorku DNA, kterou pfidavame na desti¢ky ke vzorkim (Cawthon, 2002).

3.1.1 PRIMERY PRO AMPLIFIKACI TELOMERICKYCH SEKVENC/

Navrzeni vhodnych primert bylo dlouhou dobu hlavni piekazkou, ktera branila vyuziti metody
PCR pro amplifikaci telomerickych sekvenci. Hlavni divod spocival vtom, Ze telomerické
sekvence jsou tvofené mnohokrat opakujici se repetici kratkého telomerického motivu.
Primery amplifikujici sekvence telomer obratlovel (TTAGGG anebo CCCTAA) tak davaly vznikat
produktim, jez byly ¢asto odvozeny od dimert téchto primert (Callicott and Womack, 2006;
Cawthon, 2002). Tento problém byl prolomen teprve po roce 2000 Richardem Cawthonem

(Cawthon, 2002). sekvence prilomovych primeri (ve sméru: 5'—3°):

tel 1: GGT TTT TGA GGG TGA GGG TGA GGG TGA GGG TGA GGGT,
tel 2: TCC CGA CTA TCC CTA TCC CTA TCC CTA TCC CTA TCC CTA.

Klicem ke vzniku fungujicich primert je jen ¢&aste¢na komplementarita primeru k telomete
(viz obr. ¢. 4), kde se poslednich Sest bazi u5” konce nemtize sparovat s telomerou, ale zaroven
kde kazda Sesta baze je nesouhlasnda se sekvenci telomery. U 3" konce je naopak prvnich
pet bazi komplementarnich s templatem. DNA polymeraza pak pridava dalsi baze vzdy

za 3’ konec primeru.
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Obr. 4 — Princip primer( tel 1 a tel 2 amplifikujicich telomery. Sipka znaé&i smér syntézy

komplementarniho vlakna pomoci polymerazy; pfevzato z Cawthon (2002).
V soucasnosti jsou ve veétSiné studii zabyvajicich se dynamikou telomer nejvice vyuzivanymi
primery pro amplifikaci telomerickych sekvenci primery tel 1b a tel 2b (Angelier et al., 2013, 2015;
Asghar et al., 2015; Badas et al., 2015; Becker et al., 2015; Quirici et al., 2016; Stier et al., 2015;
Watson et al., 2015), tj. ¢aste¢né modifikované primery tell a tel2, které také navrhnul a védcum
poskytl Richard Cawthon (Callicott and Womack, 2006). Sekvence téchto modifikovanych primert
je (ve sméru od 5'ke 37):

tel 1b: CGG TTT GTT TGG GTT TGG GTT TGG GTT TGG GTT TGG GTT,
tel 2b: GGC TTG CCT TAC CCT TAC CCT TAC CCT TAC CCT TAC CCT.

Primery tel 1b a tel 2b jsou hojné vyuzivany pfi studiu dynamiky telomer ptakd, ale vyuzivaji se
i pro vyzkum dynamiky telomer jinych skupin zivo€icht, ptedevsim savci a to v lidské medicing,
na laboratornich zvifatech a dokonce i ve volné ptirodé. Poprvé byly vyuzity v ramci vyzkumu
mysi domaci — Mus musculus (Callicott and Womack, 2006). Objevily se i ve studii zabyvajici se
zménou relativni délky telomer v zavislosti na v€ku u karety obecné - Caretta caretta (Hatase
etal., 2008). Tym védci kolem Dr. Gérana Roose (Roos et al., 2008) pouzil tyto primery
pti vyzkumu chronické lymfatické leukémie u lidi, kdy byla zkoumana souvislost mezi délkou

telomer u pacientd a jejich prognozou.

3.2 POUZIVANE REFERENCNiIi MARKERY PRO STANOVENI
RELATIVNiIi DELKY TELOMER

Pro referen¢ni markery (reference gene) se v anglicky psané literatuie vyskytuji dal$i synonymni
nazvy — single copy genes (protoze se tyto markery musi v genomu vyskytovat pouze Vv jedné
kopii) nebo non-variable control gene (jelikoZ je dobré, kdyz nejsou tyto geny piilis geneticky

variabilni).

Tyto podminky spliiuje cela fada usekd gDNA a tak je pouzivanych referen¢nich markert cela
fada. Nekteré referencni markery Se pouzivaji jen pro urcity taxon, coz muze byt tim, ze jiné
skupiny organismtl maji ten samy gen v genomu vicekrat, napt. duplikovany (tj. ve dvou kopiich).
Pro jiné vyuZzivané referencni markery, jako naptiklad v pfipadé genu pro 18S podjednotku rRNA,

byly pii studiu moiské zelvy prevzaty primery navrhnuté Takara Bio Inc. pro lidi (Hatase et al.,
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2008). Jelikoz je délka telomer stanovend metodou qPCR vyjadiena relativné, tj. pomérem T/S
(pomér kopii telomer ku mnozstvi referenéniho genu), je pro co nejpresnéjsi vysledky této metody
nezbytné, aby se referencni marker v celém genomu vyskytoval pouze v jedné Kkopii.
Navic je potieba, aby byly primery navrzeny vysoce specificky, a tak nedochazelo k jejich

vyvazani, piipadné k amplifikaci jiné ¢asti genomu.

V dalsi podkapitole se pokusim vyjmenovat vSechny referencni markery vyuzivané pfi studiu
telomer ptakti. Sekvence primert uvedenych v této podkapitole jsou k nahlédnuti v priloze
(Tabulka ¢. 1). Dale také zminim nejéastéji pouzivané referencni markery ve studiich provedenych

na savcich i plazech, ktefi jsou ptaklim evolu¢né blizci.

3.2.1 REFERENCNI MARKERY VYUZIVANE PRI STUDIU PTAKU

Nejcastéji  pouzivanym referenénim markerem je gen pro glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogenazu (GAPDH). Gen pro GAPDH je velmi vyuzivan ve zna¢né Casti studii provadéné
na ptacich (Angelier et al., 2013, 2015; Atema et al., 2013; Badas et al., 2015; Becker et al., 2015;
Criscuolo et al., 2009; Quirici et al., 2016). Ve studiich se vSak pouZiva vice variant primert
amplifikujicich sekvenci tohoto genu. Ackoliv je tento referenéni marker védci s oblibou piejiman,
jeho pouziti by mélo byt dobfe zvazeno, zejména co se tyce otazky vybéru primerd.

Nazornym piikladem jsou primery pro GAPDH pouzité Vv prvni studii, kde byla qPCR
pouzita U ptakt (Criscuolo et al., 2009). Jelikoz se jedna o studii v této oblasti prulomovou,
neni piekvapujici, ze jsou tyto primery piejimany do dalSich studii (Badas et al., 2015; Becker
et al., 2015; Reichert et al., 2013, 2014). Sekvence téchto primera jsou:

F:5-AAC CAG CCA AGT ACG ATG ACAT-3"; R: 5'-CCATCA GCA GCA GCC TTCA-3".

Uskalim téchto primerd je pouze ¢aste¢né navazani primeru F na gDNA, které miize zpisobit
mensi a predev§im kolisajici efektivitu qPCR, coz pochopiteln€¢ mize ovlivnit dosazené vysledky.
Tyto primery byly totiz pravdépodobné navrzeny pro komplementarni DNA (¢cDNA) neobsahujici
introny, nikoliv pro gDNA. Aplikace primeri na gDNA obsahujici iintrony vede ktomu,
ze prvnich pét bazi F primeru (AACCA) neni specifickych Kk intronu pfed exonem 9, ale k exonu 8.

Pro lepsi ilustraci, viz obr. €. 5.
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Obr. 5 — Schéma primeru pro GAPDH ze studie Criscuolo s kol. (2009), Pouzita referencni sekvence GAPDH
zebf¥icky pestré (NCBI G1:224381666), vytvoieno v programu Geneious R9

Pochybnosti o spolehlivosti GAPDH, jako referen¢niho markeru, byly vyjadieny i proto,
7e je ovlivnén homolognimi segmentalnimi duplikacemi vyskytujicimi se v genomu (Ghani et al.,
2013). Varianta primeru pro GAPDH gen ptivodné navrzeny pro vyzkum dynamiky telomer
zebtiCky pestré, Taeniopygia guttata (Criscuolo et al., 2009), byl po Gpravé vyuzit i pii vyzkumu
dynamiky telomer sykory konadry (Parus major) a sykory modtinky, Cyanistes caerileus,
oboji Atema a kol. (2013). Tyto primery (GAPDH-F: 5'-TGT GAT TTC AAT GGT GAC AGC-3';
GAPDH-R: 5'-AGC TTG ACA AAA TGG TCG TTC-3") amplifikovaly ¢ast exonu o velikosti
80 bp. Bylanavrzena jeSté tieti varianta primerd, ktera byla optimalizovana také na pévce
(GAPDH-F: 5'-TGA CCA CTG TCC ATG CCA TCAC-3'; GAPDH-R: 5-TCC AGA CGG CAG
GTC AGG TC-3) a amplifikuje pro qPCR piekvapivé dlouhy usek (pfiblizné 2000 bp),
kde F primer lezi na zacatku exonu ¢. 7 a R primer na konci exonu ¢. 8. Tyto primery se v posledni
dobé objevily ve vice studiich (Angelier et al., 2013, 2015; Quirici et al., 2016).

Dal$im pouzivanymm referenénim markerem se stal zinc finger protein neboli ZENK, ktery byl
pouzit pii vyzkumu tu¢haka krouzkového, Pygoscelis adeliae (Beaulieu et al., 2011),
sykory konadry (Stier et al., 2015) nebo tuénaka patagonského - Aptenodytes patagonicus (Vaillant
et al., 2015). Beaulieu akolegové pouzili jiné primery (viz Tabulku ¢&. 1 v pfiloze) nez byly
aplikovany u zbylych dvou zminénych studii. Jednozna¢nou vyhodou vyuziti ZENKu coby
referen¢niho markeru pii studiu telomer ptakd, je obsah vysoce zakonzervovanych sekvenci mezi
jednotlivymi taxony této tiidy a mezi ptaky isavci (Long and Salbaum, 1998). Vzhledem
k sekven¢ni podobnosti pta¢iho ZENKu s tim savéim, by se teoreticky dalo pfemyslet i nad jeho
pouzitim ve studiich zabyvajicich se sav¢imi telomerami. Gen pro ZENK koduje transkripéni
regulator. U ptakd bylo zvySeni hladiny exprese tohoto genu dano do souvislosti se sluchovymi

vjemy, pfedevsim v oblasti vnimani zpé&vu ostatnich jedinct (Mello and Ribeiro, 1998).

Védci zabyvajici se dynamikou telomer buriacka malého navrhli vyuziti genu pro ornithin

dekarboxylazu (OCD) coby referenéniho markeru (Watson et al., 2015). Ornithin dekarboxylaza
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je enzym Katalyzujici syntézu polyamint, které jsou spjaty s bunénym cyklem a proliferaci,
kde reguluji piestavbu cytoskeletu (Mikitie et al., 2009). Ackoliv se pouziti tohoto referenéniho
markeru neroz§ifilo, Watsonova s kolegy zkonstatovali, Ze G¢innost amplifikace pifi pouziti OCD

je ptijatelna (Watson et al., 2015).

Moznou alternativou je také gen pro SFSR/3, ktery byl vyuzit pfi vyzkumu vlivu pta¢i malarie
na délku telomer u rakosnika velkého, Acrocephalus arundinaceus (Asghar et al., 2015) a ¢izka
lesniho, Spinus spinus (Asghar et al., 2016). SFSR/3 neboli serine/arginine-rich splicing factor 3
je soucasti spliceozomu. Tato oblast je mezi obratlovci velmi konzervovana (Bejerano et al., 2004),
coz je pro referenéni marker vyhodné, protoze ho lze pfejimat mezi jednotlivymi studiemi
zkoumajicimi rizné druhy. Primery amplifikujici produkt o délce 114 bp byly pouzity v obou vyse

zminénych studiich.

Nejpouzivanéjsim referencnim markerem je patrné z historickych dtvodu stale gen pro GAPDH.
Pti jeho pouziti je vSak nutné zvolit vhodné primery, protoze napf. S oblibou pifejimané primery
pouzit¢ v jedné z prvnich studii (Criscuolo et al., 2009) nejsou zcela specifické a tak je
pravdépodobné, ze amplifikuji templat s kolisajici efektivitou a tim mtze byt do jisté miry ovlivnén
vysledek studii, které ho pouzivaji. Dalsi primery pro tento gen vSak byly navrzeny lépe (Angelier
et al., 2013; Atema et al., 2013) a jsou tak vhodné&jsi, protoZe nevykazuji tento nedostatek. Primery
pro OCD dle autort (Watson et al., 2015) amplifikuji s dobrou efektivitou, jejich pouziti se vSak

zatim nerozsifilo, a tudiz toto prohlaseni neni definitivné ovéfeno.

Mezi dalsi rozsitené a védci pouzivané referenéni markery patii gen pro ZENK a SFSR/3.
U primerd navrzenych pro tyto referencni markery se zatim neobjevila zadna skutecnost
zpochybiiujici jejich spolehlivost. Presto bychom neméli zapominat, Ze vybér vhodného
referenéniho markeru a spolehlivych primerd je naprosto klicovy, a tudiz je nutné postupovat
obezfetné. To je tfeba mit na paméti i v ptipad¢, piejimame-li primery z jinych studii zabyvajicich

se studiem telomer ptakda.

3.2.2 REFERENCNI MARKERY VYUZIVANE PRI STUDIU DALSICH SKUPIN
ZIVOCICHU

V pivodni studii zkoumajici lidské telomery, kde byla navrzena i prvni dvojice primera
amplifikujicich telomery (tel 1 a tel 2), vyuzili jako referenéni marker gen pro 36B4 (Cawthon,
2002). Tento gen koduje kysely ribozomalni fosfoprotein (PO). Divodem pro pouziti tohoto
referencniho markeru tkvi v jeho evoluéni zakonzervovanosti (Callicott and Womack, 2006).
Sekvence téchto primerd ve sméru 5'— 3" je: F: CAG CAA GTG GGA AGG TGT AAT CC;
R: CCC ATT CTATCA ACG GGT ACAA.
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Tento referen¢éni marker byl poté piejat i tymem védci, ktefi se zabyvali telomerami mysi domaci
(Callicott and Womack, 2006), avsak primery byly navrzeny de-novo do jiného mista tohoto genu:
F: 5" ACT GGT CTA GGA CCC GAG AAG 3'; R: 5" TCA ATG GTG CCT CTG GAG ATT 3"

Ve studii zkoumajici dynamiku telomer motskych zelv — kareta obecna byl coby referencni marker
vyuzit gen pro 18S rRNA (Hatase et al., 2008), pii¢emz primery byly vyuzity komeréné prodavané
firmou Takara Bio Inc., které byly puvodné navrzeny pro lidi. Sekvence primerd je:
F: 5°-ACT CAA CAC GGG AAA CCT CA-3’; R: 5’-AAC CAG ACA AAT CGC TCC AC-3".

Oba zminéné referencni markery si jsou podobné svou zakonzervovanosti, a proto by se patrné

dalo uvazovat i o jejich pouziti ve vyzkumu telomer ptakda.

3.3 VMEZERENE TELOMERICKE SEKVENCE (ITS)

Analyzu délky telomerickych sekvenci mize zkomplikovat fakt, ze sekvence typické pro telomery
(u obratlovet TTAGGG) se nemusi vyskytovat pouze na koncich, ale ikdekoli uprostied
chromozomu. Tyto repetitivni sekvence, jezjsou Knalezeni uvnitf chromozomi, byvaji
oznaCovany jako vmezefené telomerické sekvence (interstitial telomeric sequences — ITS).
Jako ITS tedy byvaji oznaCovany vSechny sekvence stelomerickym motivem mimo téch,
které se vyskytuji na koncich chromozomti a v oblasti centromery (Nanda et al., 2002).
Bylo vytvoteno mnoho hypotéz, které se snazi osvétlit pfi¢inu vzniku ITS (Lin and Yan, 2008).
Obecné se soudi, ze jejich pfitomnost je znamkou v minulosti probéhlé chromozomalni fuze.
Dalsi moznosti je, ze se jedna o vysledek riznych opravnych mechanismi telomerazy
(napf. po dvouvlaknovém zlomu). Nabizi se i hypotéza, Ze ITS wvznikaji sklouznutim DNA
polymerazy pii syntéze DNA. Délka ITS navic neni Uplné zanedbatelnd, miZe se pohybovat

od jednotek az po stovky kb (Lin and Yan, 2008).

Fenomén ITS je podle vieho pomérné rozsifeny. ITS byly totiz popsany nejenom u zivodichd,
ale i u nékterych druhti vyssich rostlin, napt. bob obecny — Vicia faba (Fuchs et al., 1995).
Kromé¢ ptaki byly intersticialni telomerické sekvence prokdzany i u jinych taxond, jmenovité
u vac¢natych savca - Marsupialia (Metcalfe et al., 1997) nebo ukostnatych ryb — Teleostei
(Pomianowski et al., 2012). U kostnatych ryb se o ITS uvazovalo jako o pfipadnych
cytogenetickych markerech pro uréeni rodi¢ovskych chromozomti v hybridnich organismech
nebo ve studiich zabyvajicich se evoluci chromozomu u sivent — Salvelinus (Pomianowski et al.,
2012). Genom ptaku se obvykle vyznacuje zna¢nym obsahem ITS, mnozstvi téchto vmezetenych
telomerickych sekvenci se miize 1iSit dle taxonu. Genom bézct (Palaeognathae) zpravidla obsahuje
vysoky obsah ITS (Nanda et al., 2002).

Stejna studie poukdzala na to, Zze po divergenci Palacognathaec a Neognathae doslo k postupnému
snizovani mnozstvi ITS v genomu. Autofi povazuji za pravdépodobné, Ze tyto nepotiebné sekvence

byly bé&hem evoluce odstranény. Zvlastnosti je také absence ITS na Z chromozomu,
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ktera je vysvétlovana zakonzervovanim tohoto chromozomu V priabéhu evoluce. U velké ¢&asti
pevel (resp. U vétSiny jedinci daného druhu) délka koncovych telomer pievazuje nad délkou
vmezefenych telomerickych sekvenci (Foote et al., 2013). Vyjimkou z tohoto pozorovani je
napf. zebfi¢ka pestra nebo vlastovka obecna (Foote et al., 2013). Délka ITS se lisi nejenom
mezidruhov¢, ale i mezi jedinci daného druhu (Foote et al., 2013). Z délky koncovych telomer tak

pravdépodobné nejsme schopni usoudit mnozstvi ITS ve zbytku genomu.

Je dobré si uvédomit, ze v praxi existence ITS pfimo ovlivituje vysledky studii zabyvajicich
se stanovenim nebo zménou délky telomer. Délka ITS se mtize pohybovat od jednotek az po stovky
kb (Lin and Yan, 2008). Existence téchto intersticialnich telomerickych sekvenci tak komplikuje
stanoveni (relativni) délky telomer u metod, v jejichz vysledku jsou obsazeny i ITS (QPCR, TRF
pomoci Southernovy hybridizace, The dot blot telomere assay). Tyto metody totiz nejsou schopné
rozlisit telomerické sekvence objevujici se na konci chromozomi od téch vyskytujicich se uvnitt.
Ackoliv délka ITS nemusi byt vétsi nez délka samotnych telomer, méla by byt jejich existence

brana v vahu.

Bohuzel az na vyjimky (Atema et al.,, 2015) byva piitomnost ITS v genomu ve studiich
zamé&fenych na dynamiku telomer u ptakt opomijena, a to i pfesto, Ze na tento problém bylo
v minulosti upozornéno v jednom z kli¢ovych metodickych ¢lankti o analyze telomer pomoci
gPCR (Criscuolo et al., 2009). Ptitom existuji jasné ptiklady, kdy pfitomnost rozsahlych ITS
komplikovala stanoveni délky telomer, napi. u modelového organismu had’atka obecného —
Caenorhabditis elegans (Cheung et al., 2004). Posun ve vyzkumu telomer hadatka pfinesla

az metoda STELA (0 niz zminim vice pozdé&ji), ktera méfi pouze koncové telomerické sekvence.

Vzhledem k rozdilnému mnozstvi ITS u riznych druhii by bylo vhodné podobny postup pouzit,
metime-li telomerické sekvence pomoci qPCR u nového modelového organismu, jehoz genom
z hlediska mnozstvi ITS nezname. Tento postup by zaroveit umoznil objasnit variabilitu v délce
ITS mezi jedinci daného druhu. Je zifejmé, Zze vyrazna variabilita v mnozstvi ITS mezi jedinci
(podobné jako situace, kdy mnozstvi ITS ptfevazuje nad koncovymi telomerickymi sekvencemi),
by mohla negativné ovlivnit vysledky pozdéjsich analyz a vést k nepiili§ relevantnim vysledktm.
Nakolik budou vysledky ovlinény pfitomnosti ITS souvisi tedy s variabilitou délky ITS mezi
jedinci studovaného druhu a také tim, zda studujeme plosné populaci, nebo se zajimame o jedince
vramci Casového useku. Vzhledem ktomu, ze délka ITS se patrné béhem zivota neméni,
tak studium zmény délky telomer u jednotlivee by ovlivnéno byt nemélo. Mezi metody schopné
rozlisit koncové od ITS patii napt: STELA, analyza TRF In-gel hybridizaci, Q-FISH anebo metoda
Flow-FISH (Nussey et al., 2014). | z tohoto dtiivodu se budu v nasledujici kapitole vénovat dal$im

metodam, kterymi lze stanovit délku telomer.
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4 DALSIi METODY POUZiIVANE PRO STANOVENI
DELKY TELOMER

Metod, kterymi lze stanovit relativni nebo absolutni délku telomerickych sekvenci je celd fada
(Aubert et al., 2012; Nussey et al., 2014). Pted rozsitenim metody qPCR se hojné vyuzivala
analyza terminalnich restrikénich fragment — TRF (Goehring et al., 2014). Pfi vybéru metody
je dulezité si uvédomit, ze kazda z bézn¢ pouzivanych metod ma své vyhody i uskali. Umime-li
uréit délku telomer, mizeme se pokusit uréit biologické stafi jedince v divoké populaci (Vleck
et al., 2003). Pokud méfime zménu délky telomer za ¢asovou jednotku, 1ze studovat vliv riznych
faktori na rychlost zkracovani, popt. prodluzovani telomer (Asghar et al., 2015; Stier et al., 2015;
Sudyka et al., 2016; Watson et al., 2015).

Nekteré metody viz TRF (Terminal restriction fragment) stanovi délku telomer absolutné
V jednotkach bp. Délka telomerickych sekvenci stanovena absolutné poskytuje védciim moznost
porovnavat vysledky riznych studii mezi sebou (Kimura et al., 2010). Jiné metody (napi. qPCR)
ur¢uji délku telomer relativné pomoci poméru T/S (telomere/single copy gene), jedna se o pomér
poétt opakujicich se kopii telomer ku mnozstvi kontrolniho genu. Je proto zcela zasadni,
aby se kontrolni gen vyskytoval v genomu pouze Vv jedné kopii (Cawthon, 2002; Criscuolo et al.,
2009). Relativné, pomoci intenzity fluorescence, jsou vyjadieny i vysledky ziskané z méfeni
pomoci metody Flow-FISH (Kimura et al., 2010). V dalsich podkapitolach budou tyto metody
probrany podrobnéji.

4.1 TRF

TRF je metoda zabyvajici se rozborem terminalnich restrikénich fragmentti (Terminal Restriction
Fragment Assay). Odhady pramérné délky telomer ziskané pomoci této metody jsou mnohymi
povazovany za zlaty standard. (Criscuolo et al., 2009; Goehring et al., 2014). Jednou z pfi¢in
pro toto piizvisko patrné bude schopnost metody udavat vysledky Vv absolutnich ¢islech, tj. v kb.
Dalsim divodem pro toto oznacCeni mize byt fakt, Ze presnost dosazenych vysledkli ostatnich
pouzivanych metod je obvykle stanovena pravé porovnanim s TRF (Carbonari et al., 2014,
Criscuolo et al., 2009; Gutierrez-Rodrigues et al., 2014).

Tato metoda ma vSak i sva uskali, které byly okrajové zminény jizV ptredchozi kapitole.
Celkova ¢asova narocnost je dusledkem mnohahodinovych dil¢ich kroku pfedev§im pak doba
pusobeni restrikénich enzymil a samotna hybridizace. Vysledna stanovena délka telomer mtze byt
ovlivnéna nékolika faktory:

(a) zda pouzité restrik¢éni enzymy Stipou DNA pied nebo v subtelomerické oblasti,

(b) jakou cestou jsou zpracovany fragmenty (napf. Southernova hybridizace zapocitava i ITS).
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I pres tyto nevyhody patii metoda zalozena na analyze TRF k hojné vyuZivanym v oblasti vyzkumu
zmény délky telomer. Dalsi ptekazkou (pfedev§im u drobnych druhii) je nutnost relativné velkého
vzorku DNA (vice jak 3 pg).

Metoda TRF se sklada zn€kolika klicovych krokd, které zde budou zminény pouze

ve zkratce a podrobnéji budou rozebrany v nasledujicich podkapitolach.

(1) Pomoci restrikéniho enzymu, ktery nezasahuje do telomerickych sekvenci, je gDNA
nastipana na jednotlivé fragmenty.

(2) Ziskané telomerické fragmenty jsou separovany dle velikosti pomoci agarozové
elektroforézy.

(3) Kdetekci dochazi za piitomnosti znacené sondy bud cestou in-gel hybridizace,
nebo Southernovou hybridizaci.

(4) Stanoveni délky telomer je provedeno na zakladé obrazové analyzy skvrn ze ziskanych
gelt (Nussey et al., 2014).

4.1.1 SOUTHERNOVA HYBRIDIZACE

Pro provedeni rozboru TRF pomoci Southernovy hybridizace jsou potfeba minimalné 3 pl DNA,
ktera je ziskana vyizolovanim ze vzorku tkané napf. fenol-chloroformovou metodou (Kimura et al.,
2010). Koncentraci a Cistotu DNA lze zkontrolovat pomoci spektrofotometrie. Zda je ziskany
vzorek vhodny pro dal$i postup, je ovéfeno pomoci gelové elektroforézy, ktera dokaze odhalit

pfipadnou degradaci nukleovych kyselin. Klicovym krokem je nastipani DNA na fragmenty.

Metoda TRF vyuziva skutecnosti, Ze v telomerickych oblastech se nenachazi oblast, kde by pouzita
restrik¢ni exonukleaza mohla DNA prerusit. Telomery tak i po pusobeni restrikénich enzymu tvoii
nefragmentované dlouhé useky, zatimco zbytek genomu je fragmentovan na malé kousky.
Praveé na zakladé¢ odlisné velikosti fragmentu lze telomery odliSit od jinych fragmentt.
Kombinace restrikénich enzyma Hinfl a Rsal je nejobvyklejsi. Dal§i uZivanou alternativou
je kombinace Hphl a Mnll, ktera ptestiihne DNA v subtelomerické oblasti, a proto pii pouziti
téchto restrikénich enzymu ziskame fragmenty o néco kratsi (cca 1 kb) (Kimura et al., 2010).
Prolepsi ptedstavu je oblast plsobeni restrikénich enzymiti zobrazena na obr ¢. 6.
Dal$im vyuzivanym restrikénim enzymem je napi. Haelll (Cawthon, 2002, 2009)

Noncanonical

. . Telomeric region
Subtelomeric region

Hinfl  Rsal Hphl Mnil
..TCGACTCAAGTACTGC... " TTAGGGTGAGGG..TGAGGGTTAGGG... 7 TTAGGGTTAGGG(TTAGGG),

A B C

AC-BC ™1 kb

Obr. 6 — Oblasti ptsobeni restrikénich enzym p¥i pouZiti metody TRF pomoci Southernovy hybridizace;
dle Kimura a kol. (2010)
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Rozstiithana gDNA je poté podrobena elektroforéze na agarézovém gelu. Pozornost je tfeba také
vénovat vytvoreni vhodného souboru standardli, S jehoz pomoci bude mozné stanovit délku
telomerickych fragmentd. Tyto standardy se skladaji z fragmentti o znamé délce pokryvajici rozsah
o velikosti 3-20 kb. Po skonceni elektorforézy, je DNA pievedena z gelu na membranu a nasledné
dochazi k hybridizaci pti teploté 65 °C. K hybridizaci se vyuzivd sonda sestavajici se
z (TTAGGG)3/(CCCTAA)3 a ktera je znacena digoxigeninem. Sonda je po hybridizaci detekovana
pomoci protilatky a chemiluminiscenci. Nékdy je navic mozné sondu oznacit i radioaktivnim
izotopem (napf. *?P). Vzhledem k mnoZstvi zpracovavanych vzorkl je tieba zvazit ptipadné

bezpecnostni otazky.

Vizualizace probéhne vyvolanim membrany na rentgenovy film. Hotovy film je skenovan
denzitometrem, ktery zméfi absorbanci (kolik svétla zvladne pohltit dany vzorek).
Z digitalizovaného snimku se spoéitd délka telomerickych fragmenti. Vyuziva se obraz
zpracovavajici software, ktery vytvori graf kazdé TRF skvrny. Graf zaznamenava vztah mezi

hodnotami optické denzity a vzdalenostmi, kterou DNA wurazi. Pak je pomoci vzorce:

Mean TRF Length = ZgDDf spocitana primérna délka fragmentt (Kimura et al., 2010), kde ODi

MWi

zna¢i optickou densitu v bodé i a MWi je zkratkou pro délku TRF v pozici i. Dal§i moznosti

jak stanovit délku telomer je s pomoci standardu.

Jednozna¢nou nevyhodou tohoto postupu je skute¢nost, ze vysledna délka obsahuje i délku ITS
(Foote et al., 2013). Dalsi neptiznivou skuteCnosti této metody je jeji Casova naro¢nost.
Celkové provedeni TRF cestou Southernovy hybridizace véetné extrakce DNA trva sedm dni
(Kimura et al., 2010).

4.1.2 IN-GEL HYBRIDIZACE

Na rozdil od Southernovy hybridizace se pro nastithdni DNA na fragmenty obvykle pouziva
kombinace vice restrikénich enzymd, napf. Hinfl, Hindlll, Mspl nebo Hinfl, Rsal a Haelll
(Atema et al., 2015; Foote et al., 2013).

Zasadni rozdil oproti ptfedchozimu zplisobu analyzy TRF spociva ve zpracovani gelu
po vyhotoveni elektroforézy. Gel je vysusSen a v tomto stavu pii teploté 37 °C dochazi k hybridizaci
(Criscuolo et al., 2009; Haussmann and Mauck, 2008). K té se vyuziva sonda (CCCTAA)4 znatena
radioaktivnim izotopem **P (Haussmann et al., 2003a). Ziskané signaly jsou poté vizualizovany
pomoci fosforového zobrazeni. Délka telomerickych sekvenci je stanovena ze ziskanych skvin
pomoci softwaru (napf. Totallab) podobnym zpisobem jako u predchozi techniky
(Criscuolo et al., 2009).

Ziejmé nejzasadnéjsi vyhodou této metody je, ze vysledkem je stanoveni délky telomerickych

sekvenci, které nezahrnuji délku ITS (Foote et al., 2013). DNA totiz neni v prab¢hu denaturovana
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(hybridizace probiha pii nizké teploté) a sonda se tudiz chyti pouze 3" pfesahu uplného konce

chromozomu (Criscuolo, Haussmann ad Mauck 2008).

4.2 Q-FISH

Q-FISH je zkratka odvozena z anglického quantitative fluorescence in situ hybridization. Jedna se,
jak jiz nazev napovida, o cytogenetickou metodu vychazejici z fluorescenéni hybridizace in situ
(FISH). Metoda byla pivodné vyvinuta pro zkoumani telomer obratlovct (Lansdorp et al., 1996).
Q-FISH se v soucasnosti vyuziva piredevsim ke stanoveni délky telomer. Kvantifikace signalu
telomerickych sekvenci je provedena s pomoci fluorescencné znacené PNA (peptide nucleic acid).
Dalsi moznosti, kde je mozné Q-FISH aplikovat, je stanoveni délky ITS u druht, kde délka ITS
pfevazuje nad délkou koncovych telomerickych sekvenci, napt. kiec¢ik ¢insky — Cricetulus griseus
(Sanchez et al., 2009). Své uplatnéni nasla Q-FISH piedev§im v mediciné. Nedavno byla Q-FISH
vyuzita i Vlidské mediciné pfi studiu telomer choriovych klkG v ptipadech ploda trpicich

nitrod€lozni rastovou retardaci (Toutain et al., 2016).

Typickym rysem Q-FISH je vyuziti PNA (Ferlicot et al., 2003; Lansdorp et al., 1996; Poon et al.,
1999; Toutain et al.,, 2016). Jedna se o fluorescenéné znacenou oligonukleotidovou sondu
(CCCATT);s, jez detekuje telomerické sekvence. Sonda je znacena s pomoci cyaninu Cy3 (Ferlicot
et al., 2003; Poonet al., 1999; Samassekou et al., 2014; Wong and Slijepcevic, 2004) anebo
je vyuzito znaceni s FITC — fluorescein isothiocyanate (Lansdorp et al., 1996). Klasické nukleové
kyseliny (DNA, RNA) jsou tvofeny nabitou cukr-fosfatovou kostrou. U DNA je cukr zastoupen
deoxyribozou, u RNA je pentézou ribéza. Oproti tomu kostra PNA je nenabita a sklada se
zjednotek z N-(2-aminoethyl)-glycinu vazbou (Lansdorp et al., 1996). Pouzitim PNA
oligonukleotidil je zajisténa ucinnéjsi hybridizace.

Pro aplikaci metody Q-FISH je tfeba mit k dispozici tkanové anebo Castéji bunécné kultury
(Ferlicot et al., 2003; Lansdorp et al., 1996; Toutain et al., 2016; Wong and Slijepcevic, 2004).
Pii vyuziti tkanovych kultur pro metodu Q-FISH je dobré mit na paméti, ze mezi jednotlivymi
bunkami v tkani panuje znacna heterogenita v délce telomerickych sekvenci. Niz§i Gc¢innost
proniknuti sondy do tkanového vzorku je dalsi dilezity aspekt, na ktery by mél byt bran ohled
(Ferlicot et al., 2003). Obvykle se vyuzivaji buiiky, které byly zablokovany b&hem metafaze
(Lansdorp et al., 1996; Poon et al., 1999; Samassekou et al., 2014; Wong and Slijepcevic, 2004).

Postup pii Q-FISH sestava z piipravy vzorku, pofizeni a analyzy obrazku a nakonec ze stanoveni
a kalibrace délky telomer (Poon and Lansdorp, 2001). Zakladnim piedpokladem
pti vyhodnocovani vysledka Q-FISH je, ze délka telomer koreluje s intenzitou fluorescence
vytvoiené pomoci znacené PNA, z ¢ehoz mizeme vyvodit délku telomery (Lansdorp et al., 1996;
Poon et al., 1999). Vysledky méfeni mohou byt vyjadieny v jednotkach AUF - arbitrary units

of fluorescence (Sanchez et al., 2009).
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K zastaveni bunétného cyklu v metafazi se zpravidla vyuziva kolcemid (Lansdorp et al., 1996;
Samassekou et al., 2014; Toutain et al., 2016; Wong and Slijepcevic, 2004). Bunky, popiipadé
tkané jsou poté zafixovany. Nasleduje proplachnuti roztokem fosfatového pufru (PBS — Phosphate
Buffer Saline). Fixace a proplachovani fosfatovym pufrem se zpravidla opakuje vicekrat.
Poté se pridava hybridizacni smes obsahujici fluorescencné zna¢enou sondu. Chromozomalni DNA
je denaturovana za teploty 80 °C a poté dochazi k hybridizaci DNA a PNA za teploty 30 °C
(Poon and Lansdorp, 2001; Samassekou et al., 2014). Po ukonceni hybridizace je vzorek promyt
citratovym pufrem (SSC), vysuSen a po pfidani antifade solution sobsahem DAPI je piekryt
krycim sklickem.

Snimky jsou obvykle pofizeny fluorescenénim mikroskopem s CCD kamerou (Charge Couple
Device), jez na zakladé dopadajicich fotoni vytvoii vysledny obraz (Samassekou et al., 2014).
Vysledné snimky jsou analyzovany za pomoci image softwaru, napt. TFL-Telo software (Wong
and Slijepcevic, 2004). Kalibrace probiha dle tzv. fluorescent beads (jedna se o objekty rdznych
velikosti, které byly pofizeny jesté pred snimky analyzovanych vzork®) a pomoci plazmidi nesouci

znamy pocet telomerickych sekvenci (Poon et al., 1999; Wong and Slijepcevic, 2004).

Vyhodou této metody je, Ze dokaze méfit délku telomer v jednotlivé bunice. To se tyka,
jak jednotlivych ramének chromozomd, tak kazdé ze Ctyf ptitomnych telomer na chromozomu.
Diky tomu muZeme porovnavat rizné bunky i jednotlivé chromozomy v dané buice (Lansdorp
etal., 1996). Dalsi piednosti Q-FISH je, Ze Kk jejimu provedeni sta¢i pouze nékolik desitek bunék
(Poon et al., 1999). Hlavnim omezenim pro pouzivani této metody je potieba bunéénych kultur.
To muzZe byt limitujicim faktorem, sbirame-li vzorky v terénu. Navic je nutné pracovat s bufikami
v metafazi. Q-FISH je mimo to naro¢na iz technologického hlediska. Je tfeba si uvédomit,
ze naméfené hodnoty fluorescence mohou kolisat v zavislosti na riznych faktorech, coz se ukazalo
v ptipadech, kdy fluorescence byla méfena vice dni po sobé (Poon et al., 1999). Rozdily v intenzité
fluorescence mohou byt artefaktem plynouci z protokolu Q-FISH. Métime-li intenzitu fluorescence
na chromozomech v metafazi, odlisné hodnoty intenzity fluorescence totiz mohou odrazet rozdily

vV mife chromozomalni kondenzace (Wong and Slijepcevic, 2004).

4.3 FLOW-FISH

Flow-FISH je metoda zalozena na fluorescen¢ni hybridizaci in-situ, ktera vznikla upravenim
stavajici metody Q-FISH. Na rozdil od Q-FISH je ke zméfeni fluorescence vyuzita pritokova
cytometrie (Baerlocher et al., 2006). Pro provedeni Flow-FISH neni potieba mit k dispozici buiky
vV metafazi, coz je dalsi véc odliSujici tuto metodu od Q-FISH (Keyvanfar et al., 2012).
Naopak shodnym rysem s Q-FISH je pouziti PNA sondy. Ta je zpravidla znacena fluorochromy:

cyaninem Cy5 anebo fluoresceinem (Baerlocher et al., 2006; Carbonari et al., 2014).
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Pokud jsou zkoumany napi. DNA viry, lze pouzit i DNA sondu znafenou digoxigeninem
(Manaresi et al., 2015).

Klicovym krokem je kalibrace prutokového cytometru, ktera se déje pomoci fluorescencné
obarvenych kalibraénich mikrokuli¢ek o riznych velikostech (Baerlocher et al., 2006). Kalibrace
probiha pro kazdy fluorescen¢ni kanal — vynasi se vrchol intenzity fluorescence, kterého dosahnou
jednotlivé velikostni skupiny mikrokuli¢ek, proti ekvivalentnim MESF (Molecules of equivalent

soluble fluorochrome) hodnotdm dodanym od vyrobce.

Z zivych bunék, které chceme podrobit méfeni, je tieba vytvofit suspenzi. Buiiky jsou nejprve
fixovany. Dale je provedena permeabilizace membrany (Keyvanfar et al., 2012; Manaresi et al.,
2015). Nukleové kyseliny jsou vazany ptislusnymi barvami a Vv pfipadé potieby mohou byt buiky
oznaCeny 1 protilatkami. Fluorescenéné¢ znacend PNA sonda hybridizuje s telomerickymi
sekvencemi podobn¢ jako u Q-FISH. Do suspenze lze také ptidat kontrolni buiiky (napt. hovézi
thymocyty, jejichz telomery jsou podstatné del$i nez ty lidské).

Suspenze bunék je poté analyzovdna s pomoci prutokové cytometrie (Baerlocher et al., 2006).
Ziskana data jsou poté zpracovana patficnym softwarem (napi: Cell Quest pro Software) (Manaresi
etal., 2015). Zpracovana data lze prezentovat ve formé dot-blotu. Vysledky méfeni se udavaji
v relativnich hodnotach dle intenzity fluorescence (Kimura et al., 2010). Vysledky méfeni vSak 1ze
pfevést i na jednotky kb. Ktomu obvykle potfebujeme kontrolni bufiky ve formé napf. hojné
vyuzivanych hovézich thymocytl, jejichz délka telomer je znama (Baerlocher et al., 2006;
Weidner et al., 2014).

Vyhodou této metody je, ze odpada nutnost ptipravit builky v metafazi. Flow-FISH je také citlivejsi
avice specificka nez qPCR, coz je patrné dtivodem, pro¢ je tato metoda s oblibou vyuZzivana
v medicinalni diagnostice (Gutierrez-Rodrigues et al., 2014). Jednim z piikladi je pouziti
Flow-FISH pro identifikaci bunék s chromozomalni abnormalitou (Caste¢nd ztrata na 7q)

u pacientti s myelodysplastickym syndromem (Keyvanfar et al., 2012).

Dalsi piihodnou vlastnosti Flow-FISH je, Ze umoziuje zkoumat najednou velké mnozstvi
jednotlivych bunék. To naptiklad napomaha pfi snaze objasnit replikacni cyklus lidského parvoviru
B19, pro ktery je slozité nalézt bunécnou linii, jiz by ochotné infikoval (Manaresi et al., 2015).
Vyuzije-li se barveni bun€ék pomoci protilatek, mizeme studovat vice rtznych bunécnych
typl naraz.

U pacientq trpicich vrozenym selhanim kostni diené nebo dyskeratosis congenita se pomoci Flow-
FISH studovaly rozdily v délkach telomer mezi jednotlivymi druhy onemocnénimi. Metoda byla
aplikovana na Sesti typech lymfocytd (Alter et al., 2015). Nutnost pracovat s zivymi bufikami
piedstavuje jedno z omezeni této metody. Zarovei je i vysvétlenim, proc je tato metoda pouzivana

predevs§im pii vyzkumu lidskych chorob. Veskeré procedury nutné k ptipravé bunék jsou jistym
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omezenim pro aplikaci metody pro vyzkumy, u kterych byly vzorky ziskany v terénu. Je-li pouzita

metoda Flow-FISH, je také nutné mit pfistup pritokovému cytometru.

4.4 STELA

Single telomere length assay neboli STELA je metoda zalozend na PCR. Slouzi k méfeni
jednotlivych telomer na dil¢ich chromozomech. Zpocatku STELA slouzila k méfeni kratkych
ramének lidskych gonozomu (XpYp) ve fibroblastech (Baird et al., 2003). Posléze tato metoda
umoznila i méfeni délky telomer na dalSich lidskych chromozomech, napt. 17p (Baird et al., 2003;
Lin et al., 2010).

Metoda nasla vyuziti i v klinické onkologii, protoze dokaze méfit velice kratké ¢i dysfunkéni
telomery, které se v maligni tkani S postupujicim onkologickym onemocnénim (napi: chronicka
lymfocytarni leukémie) stavaji cetnéjsimi (Lin et al., 2010). S pomoci této metody lze téz stanovit
progndzu u pacientii s chronickou lymfocytarni leukémii (Lin et al., 2014).

Upravenim metody, predev§im pouzitych telorett (jednofetézcovy oligonukleotid c¢asteéné
komplementarni k telomerickym sekvencim, viz nize) a primerti, umoznilo posun ve vyzkumu
telomer u modelového organismu had’atka obecného (Cheung et al., 2004). Metoda byla
adaptovana na levé raménko chromozomu V. Pouziti jinych metod (TRF, Q-FISH)

bylo komplikovano pfitomnosti vimezefenych telomerickych sekvenci.

STELA pro své fungovani vyuziva jednofetézcového oligonuklotidu (tzv. ,.teloretta®). Zpravidla je
prvnich sedm bazi teloretty komplementarni k motivu sekvence telomer (zde TTAGGG).
Nasleduje tzv. ,,ocasek* — sekvence skladajici se z dvaceti nukleotidd, které nejsou komplementarni
k oblasti bohaté na guanin na 3" piesahu (Baird, 2004). Princip metody spoc¢iva v tom, ze teloretta
se navaze na 5" konec cytosin bohatého fetézce. Ligaci ke guanin bohaté oblasti na zakladé
komplementarity zajisti 3" konec teloretty. K ocasku teloretty je komplementarni primer pro PCR
(tzv. ,teltail). Dalsi primer, ktery je chromozomaln¢ specificky, se nachazi v subtelomerické
oblasti. Tento primer mize byt v piipadé potieby specificky i na trovni jednotlivych alel. Pro

nazornost je tento princip zobrazen na obr. ¢. 7. Poté probéhne samotna PCR (obvykle 9-18 cykli).

telomere-
allele-specific  specific primer

G-rich 3" overhang

primer XpYpE2
— —
AT
centroEnE_rE_ : :: G C g_gﬁ IR telorette
— 5 teltai
XppB2 ligate

433 nt 406 nt 0 nt i
! 1 ] subtelomeric TTAGGG telomere repeat variant
sequence D -

Obr. 7 — Princip metody STELA; pfevzato a upraveno z Baird a kol. (2003)
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K detekci DNA fragmenti je pouzita Southernova hybridizace. DNA fragmenty jsou nejprve
separovany pomoci elektroforézy na agar6zovém gelu, a poté hybridizovany s pomoci radioaktivné
znacené sondy. Sondy (ziskané PCR mezi primery ze subtelomerické oblasti) jsou obvykle znaceny
radioaktivnim izotopem fosforu *2P. Dal$im krokem je vypo&et molekulové hmotnosti DNA

fragmentt (Baird et al., 2003; Cheung et al., 2004; Lin et al., 2010).

Jednoznacnou vyhodou této metody je, ze dokaze méfit i velmi kratké telomery. Diky tomu
muzeme studovat senescentni bunky. Navic oproti jinym metodam (TRF, gPCR, Q-FISH) STELA
elegantné fes$i problém s intersticidlnimi telomerickymi sekvencemi (ITS), nebot se zabyva
konkrétnimi konci chromozomt, a tudiz vysledek meéteni délky telomerickych sekvenci ITS
neovlivni. K provedeni analyzy staci pouze maly vzorek DNA (obvykle méné nez 20ng)

(Baird et al., 2003; Lin et al., 2014; Sedivy et al., 2003).

Metoda STELA je vSak jen problematicky aplikovatelna na jiné nez modelové druhy organismd.
Abychom totiz mohli tuto metodu pouzit, musime dobie znat genom organismu (nebo alesponl
sekvence na koncich chromozomu), na ktery chceme metodu aplikovat. STELA vyzaduje znalost
sekvence oblasti ptilehlych k telomeram, aby bylo mozné navrhnout potiebné specifické primery.
Genom nékterych druhd ptakti obsahuje mnozstvi vmezetenych telomerickych sekvenci (ITS),
a proto by STELA mohla byt vhodnou metodou ke stanoveni délky telomer (Foote et al., 2013).
Dtivodem, pro¢ se STELA ke stanoveni délky telomer nepouziva, by mohla byt naro¢nost metody

na mnozstvi potiebnych primert.

4.5 THE DOT BLOT TELOMERE ASSAY

Tato metoda byla vyvinuta v roce 2011 (Kimura and Aviv, 2011). Jako standard se vyuziva vzorek,
jehoz délka byla stanovena metodou TRF zavyuziti Southernova blotu. Telomery jsou
na vyizolované DNA hybridizovany sondou, ktera je znacena digoxigeninem. Ten umozni pozdéjsi
detekci telomerickych sekvenci. Nasledné je u vSech vzorkt stanovena koncentrace pfitomné DNA
pomoci spektrofotometrie. Pfipravené vzorky se pievedou na membranu pomoci metody
UV-crosslink. S membranou je poté dale manipulovano. NejvyznamnéjSim krokem je pouZiti
fluorescen¢ni barvy a detekce fluorescenéniho signalu. S pomoci standardniho vzorku stanovime
mnozstvi DNA ve vzorcich. Digoxigenin je detekovan luminiscenci a exponovan na rentgenovy

film. Mnozstvi TTAGGG opakovani (sekvence telomer) spoc¢itame ze standardniho vzorku.

Nespornou vyhodou této metody je, ze k jejimu provedeni potiebujeme pomérné malé mnozstvi
DNA (cca 20 ng/vzorek). Oproti jinym metodam je analyza telomer pomoci dot blotu finan¢né
nenaro¢na a snadna na provedeni (Kimura and Aviv, 2011). Piestoze byva tato metoda obcas
zminéna jako mozna alternativa, v praxi se patrné piili§ nevyuziva. Také je tfeba si uvédomit,
ze metoda dot blotu vyuziva standard ziskany pomoci TRF cestou Southernova blotu, a tudiz

ve vysledné délce telomer jsou obsaZeny i sekvence ITS. V soucasné dob¢ jsou ke stanoveni délky
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telomer vyuzivany ostatni metody. Vzhledem k nedostatku vysledka ziskanych analyzou telomer

pomoci dot blotu, nelze v souc¢asnosti tuto metodu kriticky zhodnotit.

5 FAKTORY OVLIVNUJICi DYNAMIKU ZKRACOVANI
TELOMER U PTAKU

Zkracovani telomer bylo dano do souvislosti se starnutim a jeho tempo patrné¢ miize byt ovlivnéno
riznymi faktory (genetické dispozice, environmentalni podminky, stres, vybér zimovisté
nebo tieba reprodukce). Diky tomu se nabizi mnoho podnéti pro dalsi vyzkum. Ackoliv zpocatku
méla schopnost stanovit délku telomer vést k odhadu veéku jedince (Haussmann and Vleck, 2002),
Vv souCasnosti védci spiSe zkoumaji zmény v délce telomer, jejich pfi¢iny a také disledky
pro dany organismus.

Variabilita v délce telomer mezi jedinci stejného druhu miize byt zptisobena riiznymi faktory:
(1) odlisnou pocateéni délkou telomer,
(2) rtznou mirou zkracovani telomer béhem zivota a

(3) procesy vedoucimi k udrzbé telomerickych sekvenci v pribéhu Zivota
(Bischoff et al., 2005).
VSechny tyto aspekty mohou byt pfitom ovlivnény jak geneticky, tak i environmentalnimi
podminkami (Monaghan et al., 2008). V nasledujicich podkapitolach prace se budu vénovat nejvice
studovanymi piicinami zkracovani délky telomer u ptakl. Pfestoze se telomery volné Zijicich ptakt
zacaly ve velkém studovat pomérné nedavno, téma starnuti je velmi pfitazlivé, a proto je
k dispozici dostateény pocet studii predevs§im z nékolika poslednich let, kdy tento smér vyzkumu

zaznamenal velky rozmach.

5.1 RYCHLOST DEGRADACE TELOMER V ZAVISLOSTI NA
MAXIMALNI DELCE ZIVOTA DANEHO DRUHU

Souvislost mezi rychlosti degradace telomer a délkou Zivota dané¢ho druhu se zabyvala prifezova
studie kolektivu autorii kolem polské védkyné J. Sudyky (Sudyka et al., 2016). Ve studii byla,
kromé vlastnich vysledkti z vyzkumu sykory modfinky, pouzita idata zjiz existujicich studii
zabyvajicich se jinymi druhy ptakd (celkové bylo do souhrnné studie zahrnuto 10 druht).
Mezi nimi se vyskytovali zastupci dlouho Zijicich ptakt (napf. rybak obecny — Sterna hirundo,
jenzse mize doZivat véku prfes 25 let) ale i druht, které nedosahuji vysokého véku

(napf. rakosnik velky dosahujici maximalniho véku kolem deviti let).

Nejvyraznéjsi mira zkracovani telomer za rok byla zjisténa pravé u rakosnika velkého anebo

napf. U sykory modfinky. Telomery rychleji degradovaly i u zebficky pestré. Zminéné druhy jsou
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drobné a vyznacuji se krat$i maximalni délkou zivota. Oproti tomu nejmensi ztrata telomer byla
zjisténa u rybaka obecného a jespaka obecného (Calidris alpina), coz jsou oba druhy robustngjsi
ze muze dochazet dokonce K prodluzovani telomer (Haussmann et al., 2003b). Zda je tento
vysledek relevantni neni jisté, ponévadz vek studovanych ptakl nebyl presné znam. Tyto vysledky
prehledné zobrazuje obr. ¢. 8. Vysledky studie naznacuji, Ze rychlost degradace telomer souvisi

s maximalni délkou zivota u jednotlivych druhi (Sudyka et al., 2016).

Ackoliv autofi do prufezové studie zahrnuli pouze vyzkumy, kde nebylo s ptaky experimentalné
manipulovano, nebyla uz brana v tivahu rozmanitost pouzitych metod. Nekteré dilci studie byly
provedeny s pomoci metody TRF (Salomons et al., 2009), na jiné (v€etné vlastniho vyzkumu
kolektivu védct okolo J. Sudyky) byla aplikovana metoda qPCR (Barrett et al., 2013). Je tedy
pravdépodobné, ze dil¢i vysledky se lisi v obsahu zahrnutych sekvenci, jako jsou vmezetené ITS
nebo subtelomerické sekvence, které nelezi na koncich chromozomi a nemaji tedy Zzadny vliv

na bunécné starnuti.
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Obr. 8 — Graf zmény délky telomer za rok vs. maximalni délky Zivota pro jednotlivé druhy ptaku; prevzato
a upraveno dle Sudyka a kol. (2016)

Tyto zavéry byly potvrzeny i dalsi prifezovou studii, ktera kromé ptakti (Aves) rozsitila sviij zajem
i na jiné taxony — mlze (Bivalvia), paprskoploutvé ryby (Actinopterygii), plazy (Reptilia) a savce
(Mammalia) (Dantzer and Fletcher, 2015). Tato studie, narozdil od té predeslé, rozliSovala
pouzitou metodiku, tj. relativni hodnoty délky telomer (ziskané metodou gPCR) od téch
absolutnich (naméfenych metodou TRF). Vysledky nasvédéuji tomu, ze druhy s mens$i mirou

zkracovani telomer se doZivaji vy$siho maximalniho véku.
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5.2 DELKA TELOMER JAKO DEDICNA ZALEZITOST

Dédicnost délky telomer neni pfili§ objasnénou zalezitosti. Pfesto je podstatna pro pochopeni vlivu
selekce na zkracovani telomer, a tim i starnuti organismd na bunééné urovni. I proto se napf.
Els Atema s kolegy (2015) snazila pfijit na to, jak velkou roli hraje dédi¢nost v délce a mife
zkracovani telomer u modelového druhu pévce, zebricky pestré (Atema et al., 2015). Ve zminéné
studii byli zkoumani pouze jedinci zijici v chovech. Aby byl odfiltrovan vliv prostiedi
na zkracovani a délku telomer, byl u 75 % mlad’at ve véku ¢tyt dnti proveden tzv. cross-fostering
(pfemisténi do jiného hnizda). Dédi¢nost byla stanovena za pomoci tzv. animal modelu, ktery
vyuziva rodokmenu jednotlivce kustanoveni dédicnosti. Dalsi vyuzity model pocita
vnitroskupinovou korelaci a dédiénosti u sourozenct (vlastnich i nevlastnich), aby mohl byt zjistén
vliv efektu rodict. Ackoliv vysledky naznacuji, ze existuje podobnost v délce telomer u ptibuznych
jedincli, nelze jednozna¢né fici, jestlije pfi¢inou dédicnost nebo spise vliv prostiedi

(environmentalni faktory).

Dalsi studie zabyvajici se dédi¢nosti délky telomer byla provedenu u populace skorce vodniho
(Cinclus cinclus), kde védci méli k dispozici dlouhodoba data, ktera poslouzila k vytvoteni
rodokmenu pokryvajiciho 15 generaci (Becker et al., 2015). Cilem bylo studovat celé rodiny ptaka.
Ptestoze vysledky naznacuji existenci jisté souvislosti mezi relativni délkou telomer matky a jejich
potomkli, mira dédi¢nosti je nizk4. Rozdilnost délky telomer se nedala uspokojivé vysvétlit
ani maternalnim nebo  paternalnim  imprintingem, ¢i  pohlavné vazanou dédi¢nosti.
Autofti se nakonec spiSe priklonili k ndzoru, ze hlavni vliv na délku telomer ma prostredi,

nikoliv genetické vlohy.

Celkov¢ vzato vime o pfipadné dédicnosti telomer velice malo. Existujici studie se spiSe zabyvaji
analyzou RTL (relative telomere length) u piibuznych jedincti a nejéastéji jsou provadény
na lidech. Zde zavéry naznacuji, Ze jednovaje¢na dvojcata maji ve staii podobnou délku telomer
(Bischoff et al., 2005). Tento vysledek vsak muze byt do jisté miry ovlivnén skuteénosti,
7e dvojcata zpravidla vyrustala v détstvi ve stejném prostiedi. Také byla objevena jista podobnost
v rodinach dosahujicich vysokych vékt, kde potomci takového rodice méli delsi telomery
nez jejich bratranci a sestfenice (Honig et al., 2015). Situaci navic dale komplikuje to,
jakym zptisobem dochazi ke zpracovani dat (pfedevsSim vybér statistickych metod). Dalsi otazkou
je zvoleni metody pro stanoveni RTL (zda jsou ve vysledku zahrnuty i ITS). Kazdopadné se jedna
0 téma, které by si zaslouzilo vétsi osvétleni. Jednou z moznosti by bylo sméfovat vyzkum spise
smérem k otazkam dédi¢nosti evoluéné vyhodnych znakl, popf. gent, jejichz produkty mohou

dynamiku telomer ovlivnit.
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5.3 VLIV VNEJSICH PODMINEK NA MiRU ZKRACOVANI
TELOMER

Ptedchozi kapitola naznacila, Zze vnéjsi faktory (podminky prostfedi) maji na zkracovani a délku
nezanedbatelny telomer vliv. Pravé vlivem vnéjSich podminek na miru zkracovani telomer
umladat ptakd se zabyvala studie provedena na burna¢kovi malém (Hydrobates pelagicus)
(Watson et al., 2015). Ta zkoumala dvé kohorty mlad’at ze dvou od sebe znaéné odlisnych sezon,
kdy lze ptedpokladat, Ze v sezoné poznamenané nepiiznivym pocasim byla ovlivnéna fada dalSich
environmentalnich faktorGi (napt. kvalita potravy). Vzorky byly odebirany mlad’atim dvakrat
(mediany odbéru byly 11. a 45. den stafi jedince).

Védci se zamérili na to, jestli vn¢j$i podminky zazité v obdobi bezprostiedné po vylihnuti mohou
mit vliv na miru zkracovani telomer. Vysledky naznacily, Ze rozdil mezi jednotlivymi skupinami
mlad’at v mife zmény telomerické délky nastal. Mlad’ata vylihla béhem hnizdni sezony, ktera byla
typicka extrémnimi vykyvy pocasi, zaznamenala vyrazngj$i ztratu telomer prave béhem této rané
ontogeneze. V této kohort¢ byla také pozorovana vySs$i imrtnost mezi mladaty. Oproti tomu,
mlad’ata odchovand v roce s pfiznivejSimi vnéjSimi podminkami, zaznamenala nevyznamné
zkréaceni telomer. Vyzkum také poukazal na to, Ze pravdépodobnost pfeziti mladéte patrné stoupa

s délkou telomer.

Dalsim vné&jsim faktorem, ktery muze ovlivnit délku telomer v rané onotogenezi kromé pocasi,
je asynchronni sezeni na snusce (Stier et al., 2015). Sykora konadra za¢ina na snusce ¢astecné sedét
jesté ptred tim, nez snese posledni vajicko. Z toho vyplyva, Ze se mlad’ata vétSinou nevylihnou
uplné soucasné, ale s men$im prodlenim. To vede k vyhodné&jsimu postaveni prvné vylihlych
mlad’at (pfedevSim v pfistupu k potravé) oproti t€ém mladSim. Studie se zaméfila na prvni dveé
nejstarsi a prvni dvé nejmladsi mlad’ata a zkoumala piipadné rozdily v délce telomer, odliSnosti
vristu a nckteré dal§i fyziologické parametry (oxidativni stres, apod.). Vysledky ukézaly,
ze ackoliv véha i velikost nejmladsich mladat je zpocatku mensi, na konci ristové periody své
star$i sourozence doZenou. Zaroveil vSak v den finalniho méteni (tj. 16. den po vylihnuti) méla
nejpozdéji  vylihla mlad’ata niz$i kapacitu antioxidanti v plazmé a vySsi obsah ROS
(reactive oxygene species) Vv krvi na rozdil od diive vylihlych mladat, coz znamena, Ze jejich
telomery jsou vystaveny ni¢ivym ucinkim ROS ve vétsi mife. Délka telomer se v 7. den Zzivota
mlad’at mezi obéma skupinami vyrazné nelisila. To v§ak neplatilo pro 16. den, kdy pozdé&ji vylihla
mlad’ata vykazovala vyrazngjsi zkraceni telomer. Z vysledki 1ze usuzovat, ze mohl nastat trade-off
mezi investici do rdstu a adrzbou organismu. Ackoliv pozdé€ji vylihla mlad’ata dohnala, co se tyce
rastu své sourozence, doplatila na to vys$s§i mirou oxidativniho stresu a v dasledku toho

i v&tsi ztratou telomer.
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5.4 VLIV STRESU NA MiRU ZKRACOVANI TELOMER

Vliv stresu lze zkoumat napt. sledovanim hladiny urcitych latek, které mohou negativné ovlivnit
metabolismus a vést ke zvySené produkci ROS zptisobujici poskozeni zejména telomerickych

sekvenci (Wang et al., 2010).

Jednou z téchto latek muze byt kortikosteron — primarni ptaci glukokortikoid (Quirici et al., 2016).
Studie zabyvajici se vlivem této latky na telomery probéhla v Chile na dvou geograficky odlisnych
populacich hrncitika ostnoocasého (Aphrastura spinicauda). Prvni zkoumana populace byla
vybrana z nejseverngjsi oblasti vyskytu druhu (severni ¢ast Chile), druha populace pochazela
z jizniho cipu jihoamerického kontinentu. Vyzkum si dal za cil objasnit pfipadny vztah mezi
hladinou kortikosteronu a délkou telomer u jedincli dvou geograficky odlisnych populaci stejného
véku. Ukazalo se, ze jedinci z populace zijici v okrajové zoné geografického rozsiteni vykazuji
vyssi hladiny kortikosteronu a zaroven u nich byly naméfeny kratsi telomery. Oproti tomu jedinci
obyvajici Patagonii vykazovali niz§i hladinu kortikosteronu a delsi telomery. Populace sidlici
na severu obyvala les, ktery v semiaridnim prostiedi této ¢asti Chile existuje pouze diky pfitomnym
mlham. Tento habitat je typicky nizkou primarni produkci. Prezentovana fakta vybizi k nazoru,
ze zvyseni hladiny glukokortikoidii vlivem environmentéalnich stresori mlize mit za nasledek
zkréaceni telomer vlivem oxidativniho poskozeni zptisobeného ucinkem kortikosteronu. Kazda ze

zminénych populaci hrnéitika ostnoocasého je soucasti odlisné subpopulace (Gonzalez and Wink,

2010). Tudiz by se dalo uvazovat o ptipadném genetickém pozadi rozdilu.

Dal$im vyznamnym stresorem mize byt onemocnéni (zpisobené napft. parazitaci) nebo limitované
zdroje potravy, které se projevi piredevsim pii reprodukci. V ramci studie provedené na populaci
sykory modtinky byli hnizdici jedinci rozdé€leni do ¢tyt skupin (Badas et al., 2015). Prvni skupiné
rodicovskych parii byla podavana antimalarika, druhé dodavali antioxidanty ve form¢ vitaminu E
a methioninu, tieti skupina byla vystavena ptisobeni antimalarik i antioxidantd a posledni skupina

poslouzila jako kontrola.

V této studii byla zkoumana piedev§im cena reprodukce a souvislost se zkracovanim telomer,
vyzivou a parazitaci zpisobenu obvykle zastupci zpisobujici ptaci malarii (napt: Haemoproteus
majoris, Plasmodium sp.). Zména délky telomer u dospélcii byla stanovena na zakladé dvou
mefeni, kterd probehla po sobé nasledujicich sezénach (tj. s ro¢nim odstupem). Nejvyraznéjsi
zkraceni délky telomer bylo zaznamenéno u kontrolni skupiny a u sykor, u kterych byly aplikovany
antioxidanty iantimalarika. Skupina pfelé¢end antimalariky prodéla mensi ztratu telomer
nez predchozi zminéné skupiny. NejmenSi ztrata telomerickych sekvenci probéhla u skupiny,
které byly podavany dopliiky ve form¢ vitaminu E a methioninu. Tyto vysledky poukazuji na to,
ze ackoliv je s reprodukcei spjato velké mnozstvi stresu, projevy bunééného starnuti mohou byt

zmirnény podanim latek, jez funguji jako antioxidanty.
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Reprodukce je dalsim faktorem, ktery mize byt vzhledem ke své naro¢nosti povazovan za Stresor.
Vysledky vyzkumu rybaka obecného (Sterna hirundo) poukazaly na zajimavy fakt, Ze rodice,
ktefi odchovali mlad’ata do 10. dne, ztratili vice telomerickych sekvenci nez ptaci bez mladat

(Bauch et al., 2013).

5.5 VLIV NEMOCI Cl PARAZITACE NA DYNAMIKU TELOMER

Jak uz jsem zminila v pfedchozi podkapitole, tak na onemocnéni Ize nahlizet jako na jisty druh
stresu. Onemocnéni obvykle zméni chovani postizeného jedince, ktery pfijima méné potravy i vody
a vyznaCuje se celkovou apatii (Hart, 1988). Tovede nejenom Kk vys§imu riziku predace
nemocného jedince, ale také ke zvysené produkci ROS v ramci imunitni odpovédi na pfitomnost

puvodce nemoci.

Jednim z onemocnéni, které mtze ovliviiovat dynamiku délky telomer, je U ptaki velmi bézna
a studovana malarie. Ve studii Asghara a kolegli (Asghar et al., 2015) byla zkoumana populace
rakosnika velkého hnizdici ve Svédsku. PreZiji-li ptaci akutni fizi nemoci, pfejde onemocnéni bud’
do chronické podoby, anebo dojde k vymizeni infekce ztéla. Rakosnici jsou nakaZeni malarii
v Africe, kde kazdy rok ptezimuji. Puvodcem ptac¢i malarie jsou rody Plasmodium nebo
Haemoproteus spp. prenasené komary. Vysledky naznacuji, Ze jedinci trpici malarii ziji krat§i dobu
a maji mén¢ mlad’at. Navic maji potomci nakazenych matek v priméru kratsi telomery. Nemocni
ptaci vykazuji vyraznéjsi ztratu telomer oproti tém nenakazenym a zda se, Ze s intenzitou infekce
patrmn¢ koreluje i mira ztraty telomer. Mira zkracovani telomer je pravdépodobné ovliviiovana
druhem ptivodce nemoci, jak je znazornéno na obr. ¢. 9. Kdyz byli v ramci studie experimentalné
nakaZzeni jedinci chovani v zajeti, rozdil v mife ztraty telomer u nakazenych a zdravych jedincti byl
jesté vyrazngjsi.

1A Wild birds
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Obr. 9 — Vliv malarie na zkracovani telomer u rakosnika velkého; prevzato a upraveno dle
Asghar et al. (2015)
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Tyto vysledky byly podpotfeny dal§i studii, ktera zkoumala vliv infekce malarii
(zde Plasmodium ashfordi) na miru zkracovani telomer nejenom v krevnich bunkach,
ale i ve vybranych tkanich, tj. mozku, srdce, plic, jater, ledvin a sleziny (Asghar et al., 2016).
Zde experimentalné nakazeni juvenilové Cizka lesniho po odeznéni akutni faze infekce prodélali
vyrazn€j$i zkraceni telomer nez kontrolni skupina. Krat$i telomery byly zjiStény nejenom
v erytrocytech, ale i ve zkoumanych vzorcich tkani.

Zavery této studie potvrdila i dalsi prace, kde podani antimalarik mlad’atim sykory modfinky mélo

za nasledek mensi ztratu telomer oproti kontrolni skupiné (Badas et al., 2015).

5.6 STUDIE ZKOUMAJICi DYNAMIKU TELOMER U MLADAT

Mnoho studii se zabyva zménou relativni délky telomer u mladat, protoze rana ontogeneze
je pro rychle rostouci organismus velice naro¢na a jedinec tak neustale fesi dilema, kam alokovat
omezené zdroje, jestli do ristu nebo do samoudrzovacich mechanismi. V této fazi zivota jedince
tudiz dochazi k nejvétsi ztraté telomer a je pravdépodobné, ze podminky zazité v tomto obdobi

mohou ovlivnit délku Zivota.

Jedna ze studii zkoumajici dynamiku telomer byla provedena na mlad’atech i dospélcich kavky
obecné, Corvus monedula (Salomons et al., 2009). Zavéry studie poukazuji na to, Ze mira
zkracovani telomer je nejvétsi na zacatku a také na konci zivota. Vysledky dale naznacuji,
ze delsi telomery jsou vystaveny intenzivnéj$imu zkracovani nez telomery kratké. Autofi také
zaznamenali, Ze u jedinct s krat§imi telomerami klesa pravdépodobnost, ze budou odchyceni
i nasledujici rok.

Ve studii, jejimz pfedmétem zajmu byli samci lesnacka lejskovitého (Setophaga ruticilla), se autofi
zaméfili na to, jakym zplsobem mohou podminky rané ontogeneze (nejsou specifikovany,
nebot’ védci neméli pfistup k ptakim v této fazi zivota) ovlivnit velikost dospélce

(respektive nékterych jeho ¢asti) a zda je tomu umérna délka telomer (Angelier et al., 2015).

Kromé odebrani vzorku krve pro analyzu telomer, byla ptakim zméfena délka tarsu, délka, $itka
a hloubka zobaku. Samci byli rozdéleni do dvou skupin — jedinci vylihnuti danou sezonu anebo
star$i. Vysledky poukazaly na souvislost mezi velikosti zobaku a délkou telomer u obou skupin.
Ptaci s delsimi telomerami méli vyrazngjsi zobaky. Je mozné, Ze velky zobak poskytuje jedinci
vyhodu Vv obstarani potravy. U délky tarsu védci nezjistili souvislost s délkou telomer.
Prestoze coby —mladatim nebyla méfena hladina glukokortikoidi  indikujici  stres,
autori predpokladaji, Zze délka telomer a velikost zobaku je odrazem podminek, které jako

mlad’ata zaznamenaji béhem raného vyvoje.
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6 ZAVER

Vyzkum telomer zaznamenal v poslednich letech velky rozmach a to hlavné z divodu,
ze jsou vhodnym ukazatelem bunééného starnuti, tzv. senescence. Telomery jsou tak predmétem
zdjmu veédeckych disciplin jako je napf. gerontologie, onkologie nebo genetika. Vysledek studii
vSak mtize byt zavisly na zvolené metod¢€. Téch existuje celd fada, vEetné dnes asi nejpouzivané;si
gPCR. Ve své praci jsem se zaméfila na studie, které zkoumaji zmény v délce telomer u ptaki
a s tim souvisejici faktory jako jsou vn&jsi podminky, dédi¢nost, stres ¢i nemoci. Podrobné jsem
také sledovala metodické pozadi jednotlivych studii a konkrétnéji jsem se vénovala vyhodam
a nevyhodam jednotlivych metod, v¢etné gPCR.

Védecké prace zkoumajici zménu délky telomer dle ocekavani naznacuji, Ze telomery vétSiny
ptakt se skute¢né zkracuji se zvySujicim veékem (Salomons et al., 2009; Stier et al., 2015).
Naopak vliv pohlavi na miru zkracovani telomer u ptakti nebyl az na vyjimky prokazan (Stier et al.,
2015). Mnoho studii potvrdilo, ze stres hraje dulezitou roli v rychlosti zkracovani telomer
(Quirici et al., 2016). Se stresem tzce souvisi i to, ze K rychlej§imu zkracovani telomer dochazi
vlivem reprodukce (Bauch et al., 2013), ¢i nemoci (Asghar et al., 2015, 2016).

Mnoho studii se zabyvalo i vné&j$imi faktory, které ovliviuji dynamiku zkracovani telomer
(Angelier et al., 2013). Obecné lze konstatovat, ze pro organismus neoptimalni podminky patrné
vedou ke zvysenému zkracovani telomer. Védci studovali i piipadnou souvislost mezi mirou
zkracovani telomer a maximalni délkou Zivota. Zde se ukazalo, Ze druhy s krat$i maximalni délkou
Zivota vykazuji vy$$i miru ztraty telomer (Sudyka et al., 2016).

Zatim ne zcela objasnéna je otazka dédi¢nosti. Ackoliv dostupné studie naznacuji jistou souvislost
v délce telomer mezi potomky a rodi¢i, neni piesné objasnéno, na kolik je za tento vztah
zodpovédna dédiCnost. Osobné si myslim, ze jde spiSe o vliv jinych faktord. Zda se logicke,
ze horsi rodice svym potomkum neposkytnou tak dobré zazemi. Vys§i namaha pro rodi¢e a méné
kvalitni vyziva pro mladata mize vést ke zvySenému stresu, ktery povede K rychlej$imu
zkracovani telomer. Kazdopadné se jedna 0 zajimavy smér piipadného budouciho vyzkumu.
Ohledné dynamiky zkracovani telomer v zavislosti na véku, se zda, ze zasadni pro délku telomery
je obdobi ¢asné ontogenze a poté faze pred smrti, kdy dochazi k nejradikalngjsimu zkracovani
telomer. V ptipadé rané ontogeneze se jedna o obdobi, které zasadn€ ovlivni zbytek Zivota jedince
(Salomons et al., 2009).

Vysledky studii zabyvajicich se buné¢nym starnutim a zkracovanim telomer muze zasadné ovlivnit
vybér metody. Proto jsem se rozhodla pojmout svou bakalarskou praci spiSe metodicky, shrnout
ale poukazat i na jejich mozna tskali.

V soucasnosti nejuzivanéj$i metoda pro stanoveni délky telomer u ptaka je qPCR, a to pfedevsim

diky zasadnim vyhodam oproti jinym metodam jakymi jsou rychlost, ¢asova i finan¢ni nenaro¢nost
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a relativné snadnad proveditelnost. | pfes nesporné vyhody qPCR, je tfeba si uvédomovat jeji
limitace. Zajednu z nevyhod by mohl byt povazovan vysledek poskytnuty pouze v relativni,
nikoliv v absolutni hodnoté. To ov§em neni problém, zajima-li nas zména délky telomer u jedinct
Vv Case.

je mnozstvi ITS, které nelze pomoci qPCR odlisit od sekvenci vlastnich telomer. Tyto telomerické
sekvence nemaji s délkou koncovych sekvenci nic spolecného. Navic se jejich mnozstvi 1isi nejen
mezidruhové, ale i mezi jedinci, a tudiz mohou pii vyssi koncentraci znepfesnit vysledky studii
zkoumajici celé populace. Dalsi ¢asto opomijeny a neméné dulezity faktor je vybér vhodného
referencniho markeru a nasledné navrzeni vysoce specifickych primert, aby byla efektivita gPCR
blizka 100 %. Je totiz vhodné, aby byl vysledek co nejptesnéjsi a s co nejvétsi pravdépodobnosti
opakovatelny. Védci by se méli vyvarovat automatického piebirani primert pro referencni geny
z ptedchozich studii bez ovéfeni, jak tomu nastalo u primerd pro gen GAPDH ze studie
Criscuolo a kol. (2009).

I ptes tyto klicové faktory, které mohou ovlivnit vysledky ziskané pomoci qPCR, si myslim,
Ze je tato metoda vhodna pro relativné rychlé a levné stanoveni relativni délky telomer u velkého
mnozstvi vzorkll zvlasté u nemodelovych druhd organismd.

Dalsi metoda, ktera se pii vyzkumu dynamiky telomer u ptakii pouziva, je analyza TRF. Pfi pouziti
této metody je potiecba predevsim zvazit, jaké restrikéni enzymy budou pouZity, protoze mista
na chromozomu, kde enzymy pusobi, se mohou lisit. Vliv na dosazené vysledky ma i zptsob
zpracovani TRF: In-gel hybridizace =zapocitdva pouze koncové telomerické sekvence,
kdezto Southernova hybridizace ve vysledcich obsahuje 1 délku ITS, a proto netesi problém qPCR.
Metody zalozené na FISH jsou vyuzivany piedev§im v lidské mediciné. Ani Q-FISH ani Flow
FISH nebyvaji vyuzity pro vyzkum volné Zijicich organismi, natoz ptaku, a to predevsim kvuli
naro¢nému zpracovani ziskanych vzork.

Metoda STELA je citlivou a velice pfesnou metodou vyzadujici pouze malé mnozstvi vzorku.
Piesto vSak rozsifeni této metody i mezi ekology a evolu¢ni biology brani jeji zna¢na naro¢nost.
Piedevsim navrzeni chromozomalné (a nékdy i alelicky) specifickych primerti omezuje pouziti této
metody na ¢lovéka, popt. nékteré z modelovych organism.

The dot blot telomere assay patii mezi nové navrzené metody pro stanoveni délky telomer.
Bohuzel vsak nelze ovéfit jeji spolehlivost, protoze ve vyzkumu zatim nebyla pouzita.

Jak jiz bylo n€kolikrat naznaceno, vybér metody je pro spravné stanoveni a vyhodnoceni zmény
délky telomer zcela zéasadni. I pies nekteré limitace, ztistavd qPCR jednou z nejvhodnéjsich metod
pro vyzkum dynamiky v délce telomer u volné zijicich druhd, véetné ptakd. Pokud nezname

mnozstvi ITS daného druhu, je dobré nejprve délku telomer stanovit metodou nezapocitavajici
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délku ITS do vysledku (napf. analyza TRF pomoci In-gel hybridizace). S pomoci takto dosazenych
vysledkt mizeme ovéfit mnozstvi ITS u daného druhu i jeho variabilitu mezi jedinci.

Na tuto bakalatfskou préaci bych rada navazala i svou praci diplomovou, kterd se pravdépodobné
bude zabyvat dynamikou v délce telomer u volné Zijici populace sykory konadry a faktory,

jez ji ovliviiyji pfedev8im v rané ontogenezi.

7 SEZNAM ZKRATEK

ACD ......c..... acid citrate dextrose Q-FISH.......... guantitative fluorescence in situ
AUF.............. arbitrary units of fluorescence hybridization
CCD ...ccoeeee charge couple device gPCR ........... quantitative PCR; kvantitativni PCR
CDNA ........... complementary DNA; RAPL ............ Represor / Activator Protein 1
komplementarni DNA ROS ............. reactive oxygen species;
Cy3 i cyanin 3 reaktivni formy kysliku
Cy5 i cyanin 5 RTELL........... regulator of telomere length 1
dNTP ............ deoxyribonukleotid RTL ..ot relative telomere length;
EDTA ......... ethylenediaminetetraacetic acid; relativni délka telomery
kyselina ethylendiamintetraoctovd RT-qPCR...... reverse transcription quantitative PCR
FITC .......... fluorescein isothiocyanate SSC . saline-sodium citrate buffer;
gDNA .......... genomic DNA; genomickda DNA citratovy pufr
HEK ........... human embryonic kidney cells STELA ... Single Telomere Length Analysis
ITS (oo interstitial telomeric sequences; STORM......... stochastic optical reconstuction
intersticialni telomerické sekvence Microscopy
nM ..o nanomol TER ..o telomerase RNA
PBS ..o phosphate buffer saline; TERT .......... telomerase reverse transcriptase
fosfatovy pufr TIN2 ............ TRF1- and TRF2-Interacting
PCR .............. polymerase chain reaction; Nuclear Protein 2
polymerazova fetézova reakce TPPL ............. Tripeptidyl Peptidase 1
PNA ... peptide nucleic acid; TRFL ........... telomeric repeat binding-factor 1
peptidova nukleova kyselina TRF2 ............ telomeric repeat binding-factor 2
POT1 ............ Protection od Telomers-1 TRF .o, terminal restriction fragment;

terminalni restrikéni fragment
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