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ANOTACE

Tato prace se zabyva vlivem dvou kademnatych soli (CdCl> a CdSQO4) na aktivitu telomerazy,
enzymu zodpovédného za prodluzovani telomer. Telomery jsou koncové ¢ésti linedrnich
eukaryotickych chromozomit skladajici se z opakujicich se sekvenci nukleotidi. K vyzkumu
byla pouzita modelova rostlina Arabidopsis thaliana. Kademnaté soli se do média pfi kliceni
semen piiddvaly ve dvou vyslednych koncentracich: 4 uM a 50 uM. Analyza aktivity
telomerazy byla provedena pomoci metod TRAP (telomerase repeat amplification protocol)
aqTRAP (quantitative telomerase repeat amplification protocol). Bylo zjisténo, zZe
ve ¢tyfdennich kli¢nich rostlinach je aktivita telomerazy vyznamné ovlivnéna pouze piidavkem
CdSOs pti koncentraci 4 uM i 50 puM, zatimco u sedmidennich kli¢nich rostlin doslo
ke zménam aktivity telomerazy ptidavkem CdSOg4 i CdClz v obou testovanych koncentracich.
Dale bylo prokazano, ze kademnaté soli neovliviiuji aktivitu rostlinné telomerazy, pokud jsou
ptidany in vitro pifimo do reakéni smési. Z analyzy morfologickych zmén kli¢nich rostlin
vyplyva, Ze kademnaté soli maji vliv na délku kofene a Zloutnuti listd A. thaliana. Vyzkum
probihal v laboratofich vyzkumného stiediska CEITEC (Stiedoevropsky technologicky institut)
Masarykovy univerzity v Brn¢.

Klicova slova: telomery, telomeraza, TRAP, qTRAP, Arabidopsis thaliana, kademnaté soli,
kli¢ni rostliny



ANNOTATION

This work deals with the influence of two cadmium salts (CdCI, and CdSOs) on activity of
telomerase, an enzyme responsible for the lengthening of telomeres. Telomeres are regions at
the ends of linear eukaryotic chromosomes consisting from short repetitive sequences. In this
research, Arabidopsis thaliana was used as a model plant. Cadmium salts were added into
cultivation media in two final concentrations: 4 uM and 50 uM. Analysis of telomerase activity
was performed using TRAP (telomerase repeat amplification protocol) and TRAP
(quantitative telomerase repeat amplification protocol) methods. It was discovered that activity
of telomerase was significantly affected by 4 uM i 50 uM CdSOs in 4 days old seedlings. In
7 days old seedlings, activity of telomerase was affected by CdSO4 and CdCl. in both tested
concentrations. Furthermore, it was shown that addition of cadmium salts into the TRAP
reaction mixture did not affect telomerase activity. Analysis of morphological changes of
seedlings showed, that cadmium salts influenced negatively the length of roots and caused
yellowing of cotyledons. The research was realized in laboratories of the CEITEC (Central
European Institute of Technology) Masaryk University Brno.

Keywords: telomeres, telomerase, TRAP, qTRAP, Arabidopsis thaliana, cadmium salts,
seedlings
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1 UvoD

Kadmium je nebezpecnym priimyslovym polutantem a jeho slouceniny nachézime v atmosféte,
pudnim systému i vod¢. Kadmium ovliviiuje klicové metabolické procesy v zivocisnych
I rostlinnych bunkach, coz je zplsobeno i jeho vlivem na funkci mnoha enzymi. Jednim
Z enzymdi, na n¢jz by mohlo mit kadmium vliv, je telomeraza, coz je enzym zodpovédny
za prodluzovani telomer, které se nachédzeji na koncich chromozomu.

Cilem této prace bylo analyzovat vliv kademnatych soli — CdCl> a CdSO4 — na aktivitu rostlinné
telomerazy. Pro vyzkum byla zvolena modelova rostlina Arabidopsis thaliana, ¢esky husenicek
rolni, ktera se vyskytuje téméf v celé Evropé, Asii, ale i v Australii, Severni Americe, v Africe
a v Jizni Americe. Kademnaté soli byly ptidany pfimo do média, na kterém byly kultivovany
kli¢ni rostliny, v koncentraci 4 uM a 50 uM, nebo piimo do reakce, v niz byla stanovovana
aktivita telomerazy ve vyslednych koncentracich 1 pM, 1 nM a 100 nM.

V prvni fad¢ byla provedena analyza aktivity telomerazy v sedmidennich kli¢nich rostlinach,
které byly kultivovany na kontrolnim médiu, a kademnaté soli byly ptidany in vitro do reakéni
smési. Dalsi analyzy byly zaméfeny na u¢inky kadmia in vivo. Pro tyto analyzy byly
kultivovany dvé série kli¢nich rostlin A. thaliana. V prvni sérii byla semena klicena na médiu
s obsahem 50 uM CdSO4 a 50 uM CdClz. U druhé série byla koncentrace obou kademnatych
soli sniZzena na 4 pM. U obou sérii byly na analyzy odebirany ¢tyfdenni a sedmidenni kli¢ni
rostliny. Kromé prvniho experimentu, kde byla na analyzu pouzita pouze metoda TRAP, se
zjiStovala aktivita enzymu vzdy pomoci metody TRAP 1 qTRAP. Dale bylo analyzovéno, zda
ma pritomnost kademnatych soli v kultivacnim médiu vliv na fenotyp klicnich rostlin.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Kadmium

Kadmium je modrobily kov s vyraznou mekkosti a snadnou tavitelnosti, ktery fadime spolecné
se zinkem a rtuti do 12. skupiny periodické soustavy prvka. V pfirod¢ se vyskytuje pouze
ve slouceninach s jinymi prvky. Jedna se o toxicky kov znecist'ujici zivotni prostredi, ktery se
prostiednictvim ptidniho systému a transportu do rostlinnych pletiv mize stat nebezpecnym pro
lidské télo. Tento kov patii mezi nebezpecné prumyslové polutanty, protoze ovliviiuje zivotné
dulezité funkce zivocisnych i rostlinnych bunek (ptehledné v Hoseini a Zargari, 2013).

2.1.1 Vyskyt kadmia

Kadmium se kromé zemské kiiry, kde se jeho koncentrace pohybuje mezi 0,1 — 0,5 pg-g?,
vyskytuje také v moiské vodé (~ 0,1 pg-11), jejich sedimentech (~ 1 pg-g™) nebo v atmosféie
(0,1 -5,0 ng'm™) (shrnuto v Ly¢ka, 2016). Nejéasté&ji se kadmium do ovzdusi dostava skrze
primyslové zneCisténi. Ve vod¢ se s kadmiem cCasto setkdvame v usazeninach (piehledné
v Ismael a kol., 2019). Mezi vyznamné zdroje zneciSténi moiské vody kadmiem patii
atmosférické nanosy a prumyslové znecisténi. V pfipadé pidniho systému se povazuje
koncentrace kadmia mezi 0,04 — 0,32 mM jako neznecisténa pida a pida obsahujici kadmium
nad 0,32 mM je klasifikovana jako znecisténa (piehledné v Hoseini a Zargari, 2013).

V lidském téle se 50-70 % ptijatého kadmia absorbuje ve dvou organech — ledvinach a jatrech.
Kadmium a jeho slou€eniny se rovnéz fadi mezi karcinogenni latky. Jeho vdechovani ve vétsim
mnozstvi muze vést k poskozeni plic. V této souvislosti je tieba zminit vysokou kapacitu
rostliny Nicotiana tabacum (tabak virzinsky) pfijimat kadmium ze znecisténé pudy. To je
divodem, pro¢ patii kutéaci ke skupiné ohrozené intoxikaci timto kovem. Hmotnost kadmia,
kterou c¢loveék prijimd béhem vykoufenim jedné cigarety, se odhaduje na 0,2 -1,0 pug
(ptehledné v Ismael a kol., 2019).

2.1.2 Toxické ucinky kadmia

Kadmium je povazovano za genotoxicky kov, ktery negativné ovliviiuje rist a vyvoj rostlin.
Do rostlin se nejcastéji dostava, stejné jako vétsina tézkych kovil, pomoci kofenového systému
(ptfehledn¢ v Hoseini a Zargari, 2013). K vyraznym fyziologickym zménam v disledku
vystaveni u¢inklim kadmia patfi zmény v metabolismu dusiku, fotosyntéze a v ptijmu vody
a biogennich prvki jako jsou Ca, Mg, Zn, Fe, Mn. Mezi ¢asto uvadéné morfologické zmény
patii riistova retardace, nekr6éza a chlordza listli, hnédnuti kofenovych Spi¢ek a sniZeni
hmotnosti a po¢tu noduli (shrnuto v Lycka, 2016). Na urovni rostlinné¢ bunky vyvolava
kadmium fadu zmén vcetné¢ chromozomovych aberaci, sniZeni mitotickych ukazatelli
v kofenovych buiikkdch a zmény v organizaci jadra. V piipadé zivocisné bunky zvySuje



kadmium citlivost DNA na ptsobeni UV zafeni a rovnéz zasahuje do procesu oprav DNA
a aktivity detoxika¢nich enzymi (shrnuto ve Fojtova a kol., 2002).

2.2 Telomery

Telomery jsou nukleoproteinové struktury na koncich eukaryotickych chromozomi tvoiené
nekolikanasobné se opakujici (repetitivni) kratkou nukleotidovou sekvenci. Tato sekvence se
lisi podle toho, zda se jedna o zivoc¢isné nebo rostlinné telomery. U obratlovci byla jako
telomerova repetice detekovana sekvence 5°-TTAGGG -3 a u vétSiny rostlin, véetné modelové
rostliny Arabidopsis thaliana, jsou telomery tvoteny repetici 5*-TTTAGGG -3°. U nékterych
rostlin, napt. zastupct Celedi cesnekovitych nebo fadu chiestotvarych, byly nalezeny telomery
s odlisnou (alternativni) sekvenci. S variabilitou telomer se setkavame i v ptipad¢ jejich délky.
Napiiklad rostlina A. thaliana ma délku telomer v rozpéti 2-9 kb v zavislosti na ekotypu, délky
telomer N. tabacum se pohybuji mezi 20-160 kb (shrnuto v Lyc¢ka, 2016).

Telomery maji tfi zdkladni funkce. Brani deoxyribonukledzdm, aby odbourdvaly konce
linearnich molekul DNA, zabranuji fuzi konci chromozomi a usnadnuji replikaci konct
chromozomt (pfehledné¢ v Snustad a kol., 2017). Pti kazdém bunécném cyklu dochazi
ke zkracovani telomer kvili neschopnosti replika¢niho aparatu dosyntetizovat opozd'ujici se
vlakno DNA. Pti¢inou je fakt, Ze DNA polymeraza je schopna syntetizovat vldkna DNA pouze
ve sméru 5°—3°. Tento problém na opozdujicim se fetézci feSi Okazakiho
fragmenty. Po odbourani posledniho Okazakiho fragmentu vSak nejsou enzymy schopny DNA
dosyntetizovat. Dochézi tedy k tzv. replikativnimu zkracovani telomer a po urcitém poctu
bunéénych d€leni se telomery zkrati natolik, ze buiika neni schopna dalSiho déleni a piejde
do apoptdzy.

2.3 Telomeraza

Telomeraza je specificky nukleoproteinovy enzymovy komplex zajiSt'ujici stabilitu telomer.
Sklada se ze dvou podjednotek (Obr. 1): podjednotky TERT (telomerase reverse transcriptase),
coz je proteinova podjednotka s aktivitou reverzni transkriptdzy katalyzujici vlastni
prodluzovéani telomer, a TER (telomerase RNA), ktera slouzi jako templat pro TERT.
Telomerazovy komplex dopliuji dalsi pomocné komponenty, jez jsou potfebné pro jeho funkci
in vivo (ptehledné v Schrumpfova a kol., 2019).
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Obr. 1: Schéma komplexu telomerdzy nasedajiciho na DNA (prevzato

z http://www.longlonglife.org/fr/transhumanisme-longevite/vieillissement/telomeres-et-vieillissement/linfluence-
de-la-telomerase-sur-les-telomeres-et-le-vieillissement/).

Primarni funkci telomerazy je pfidavat telomerové repetice na konce linedrnich chromozomu
za ucelem prodlouzeni telomer. Telomeraza vSak mize mit i netelomerové funkce. Jedna se
napft. o spojovani ¢i prodluZzovani netelomerové DNA pomoci piidavani telomerovych repetic
de novo v procesu tzv. ,,chromosome healing® (ptehledné v Sykorova a Fajkus, 2009).

Aktivita telomerdzy je béhem vyvoje zivo€ichl 1 rostlin striktné regulovand a omezena
na buiiky s vysokou délici kapacitou. U zivocichli je aktivni telomerdza naptiklad
v rakovinnych buikach. Bylo prokdzano, ze aktivni telomerdza pfispiva k neomezenému
délicimu potencidlu rakovinnych bunék (ptehledn¢ v Shay, 2016). Déle nachazime aktivni
telomerazu v Zivoc¢iSnych embryonalnich bunkach. Nejvétsi aktivitu telomerdzy pozorujeme
Vv dobé, kdy se embryo nachézi ve stadiich moruly a blastuly. Od téchto etap vyvoje embrya se
aktivita telomerazy snizuje. Po ukonceni embryondlniho obdobi a organogeneze se aktivni
telomerdza nachdzi pouze ve kmenovych bunkach a jen vyjimecéné v somatickych butikach
(napt. T-lymfocytech) (pfehledné v Schrumpfova a kol., 2019).

U rostlin, stejné jako u Zivo€ichil, zodpovida telomerdza za prodluZovani telomer. Aktivni
telomeraza byla detekovana ve vysoce se délicich buiikdch meristematickych pletiv, které se
nachazeji v kli¢nich rostlinach, kofenovych $pickach, mladych listech, kvétech a pupenech.
V diferencovanych rostlinnych organech — napft. kotfeni nebo zralych listech — je telomeradzova
aktivita potlacena (pfehledné v Schrumpfova a kol., 2019).
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Material

3.1.1 Rostlinny material

Byla pouzita modelova rostlina Arabidopsis thaliana ekotypu Columbia, ktera byla kultivovana
na agarovych plotnach s MS médiem ptipadné doplnéném solemi kadmia. Pro analyzy aktivity

telomerazy byly sbirany ctyfdenni a sedmidenni kli¢ni rostliny.

3.1.2 Roztoky a chemikalie

e MS médium

e Rostlinny (plant) agar
e CdCl

e (CdSOq4

e TWEEN 20

e SAVO

o Pufrw

e Bradfordové ¢inidlo
e TRAP pufr

e DMSO
e PEG 8000
e NanaSeci pufr 6xLB

e persiran amonny

e TEMED

e 40% AA (akrylamid):BIS
(methylen bisakrylaamid),
19:1

e Pufr 5xTBE

o GelStar

Murashige-Skoog médium, firma Duchefa Biochemie
firma Duchefa Biochemie

firma Sigma-Aldrich

firma Sigma-Aldrich

firma Sigma-Aldrich

50 mM Tris-acetat, pH 7,5; 5 mM MgClz; 100 mM
glutamat draselny; 20 mM EGTA , pH 8,0; 1,5%
polyvinylpyrrolidon; 10% glycerol; 2 mM dithiotreitol;
0,2 mM fenylmethansulfonyl fluorid; 1,2 mM
vanadylribonukleosidovy ~ komplex; 4  pg-ml
leupeptin; 2 pg-ml™? pepstatin A

firma Sigma

50 mM Tris-acetat, pH 8,3; 50 mM glutamat draselny ;
0,1% Triton X-100; 1 mM spermidin; 1 mM
dithiotreitol; 50 uM dNTP (smés dATP, dCTP, dTTP,
dGTP; vysledna koncentrace kazdého 50 uM); 5 mM
MgClz; 10 mM EGTA, pH8,0; 100 ng-ul! BSA
(hovézi sérovy albumin)

firma Sigma-Aldrich

Firma Sigma-Aldrich

0,1% bromofenolova modf; 0,1% xylen cyanol FF;
60% glycerol; 60 mM EDTA

firma Sigma-Aldrich

firma Sigma-Aldrich

firma Serva

450 mM Tris-borat; 10 mM EDTA, pH 8,3
firma Lonza
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e FastStart SYBR Green firma Roche
Master

3.1.3 Primery

e TS21 5‘-GAC AAT CCGTCG AGC AGAGTT -3¢
e TelPr 5°—CCG AAT TCA ACCCTAAAACCCTAAACCCTAAACCCC-3¢

3.1.4 Enzymy
e DyNAzyme Il DNA polymeraza, 2 U-pul, firma Thermo Fisher Scientific
3.1.5 Pouzité pristroje

e Spektrofotometr DU 730  firma Beckman Coulter
e Centrifuga 5804 R firma Eppendorf

e Cykler C1000 firma Bio-rad

e Fotoaparat DMC-FZ45 firma Panasonic

e Homogenizalni piistroj firma Silamat

e Vortex firma IKA

e zdroj napéti firma Consort

e Detekéni systém Fusion firma Vilber Lourmat
Fx

e Sterilni box Biohazard firma Trigon-plus

e Skla na elektroforézu firma Hoefer

e Vana na elektroforézu firma Pharmacia Biotech

e Cykler nagPCR firma Qiagen
RotorGene6000

3.2 Metody

3.2.1 Vysev semen Arabidopsis thaliana

Semena byla vyseta na MS médium zfedéné 1:1 destilovanou vodou s 0,8% rostlinnym agarem.
Do média byly pfipadné ptidany kademnaté soli CdCl2 ¢1 CdSO4 do vysledné koncentrace 4 pM
a 50 uM. Médium bylo sterilizovano v Papinové hrnci po dobu 20 minut a nalito na Petriho
misky o priméru 8,5 cm. Nalévani MS média a vysévani semen bylo provedeno ve sterilnim
prostiedi boxu Biohazard, ktery byl pied pouzitim vysvicen UV zafenim.

Semena A. thaliana byla pied vysetim sterilizovana v 75% ethanolu po dobu 5 minut a nasledné
2 minuty v 96% ethanolu. Semena se poté nechala vyschnout na filtracnim papiru. Po vyseti
semen se Petriho misky kvili zabranéni pifipadné kontaminace oblepily izola¢ni paskou
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Spofapor 731. Pro kazdy experiment (kontrolni médium, médium s CdClz, médium s CdSOs)
byly pfipraveny 4 misky.

3.2.2 Kaultivace a sbér kli¢nich rostlin

Misky s vysetymi semeny A. thaliana byly umistény do chladové komory o teploté 4 °C pro
napodobeni podminek vernalizace. Po uplynuti dvou dnii se misky prenesly do kultiva¢ni banky
(fytotronu), kde semena nasledn¢ kli¢ila pti podminkéch kratkého dne: 8 hod. svétlo (intenzita
osvitu 100 umol-m2-s?), 21 °C; 16 hod. tma, 19 °C. Odbéry kli¢nich rostlin se provadély
po ¢tyfech a sedmi dnech od jejich presunu do fytotronu.

Odbéry kli¢nich rostlin se provadély ve sterilnim boxu do 1,5 ml mikrozkumavek se zameckem,
do kterych se pied sbérem umistilo 5-10 sklenénych sterilnich homogenizacnich kulicek.
Odebiralo se ptiblizné 50—70 mg kli¢nich rostlin z kazdé misky. Odbéry se provadély pinzetou,
ktera byla pted kazdym odbérem sterilizovana v 96% ethanolu a nasledné ozehnuta plamenem
plynového kahanu.

Odebrané vzorky se ihned pienesly do tekutého dusiku a nasledné byly uchovavany
v hlubokomrazicim boxu pfi teploté -70 °C.

Pro porovnani fenotypu kli¢nich rostlin kli¢enych na kontrolnim médiu a v pfitomnosti
kademnatych soli se sterilni semena vysévala pomoci sterilnich paratek do fad. Kli¢ni rostliny
se fotografovaly po 4 a 7 dnech kliceni.

3.2.3 lzolace telomerazového extraktu

Izolace telomerazového extraktu byla provedena dle nize uvedeného protokolu s dodrzenim
maximalni sterility, aby nedoslo ke kontaminaci vzorku.

1. 50-70 mg kli¢nich rostlin bylo homogenizovano 6x 7 vtefin v mikrozkumavce se
sterilnimi sklenénymi kulickami. Mezi jednotlivymi cykly homogenizace byly vzorky
chlazeny v tekutém dusiku.

2. Bylo ptidano 200 pl pufru W, smés promichéna vortexem a pienesena do nové 1,5 ml
mikrozkumavky, aby byly odstranény homogenizac¢ni kulicky.

3. Vzorky byly centrifugovany ve vychlazené centrifuze pti 4 °C a 20 000 g po dobu
15 minut.

4. Supernatant (tekutina nad sedimentem) byl odebran do 1,5 ml mikrozkumavky
a nasledné byl pfidan 1 objem 20% PEG 8000.

5. Vzorky byly promichany na vortexu a inkubovany na rotacnim zatizeni pfi teploté 4 °C
po dobu 30 minut.
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6. Vzorky byly centrifugovany ve vychlazené centrifuze pti 4 °C a 20 000 g po dobu
5 minut.

7. Supernatant byl odstranén a sediment rozsuspendovan pipetou ve 20 pl pufru W.

8. Vzorky byly promichany na vortexu a inkubovany na rotacnim zatizeni pfi teploté 4 °C
po dobu 30 minut.

9. Vzorky byly centrifugovany ve vychlazené centrifuze pii 4 °C a 25 000 g po dobu
2 minut.

10. Supernatant (telomerazovy extrakt, TEX) byl odebran do nové 1,5 ml mikrozkumavky
a vzorky byly bud skladovany pii -70 °C nebo protokol pokracoval méfenim
koncentrace proteint (kapitola 3.2.4).

3.2.4 Méreni koncentrace proteini

Koncentrace proteini v TEX byla méfena spektrofotometricky v oblasti vinové délky 595 nm
pomoci metody Bradfordové.

Roztok pro méteni koncentrace proteint se skladal z 980 pl ¢inidla Bradfordové a 20 ul vody
Vv pfipad€ negativni kontroly, nebo 16 ul vody a 4 ul TEX pro zméteni koncentrace proteint
ve vzorcich. Pomér vody a TEX byl pfipadné upraven tak, aby se koncentrace proteint
pohybovala mezi 0,1 mg-ml?* a 0,5 mg-ml™, tj. v oblasti, kde je piislusna kalibracni kiivka
spolehlivé linearni. Kalibra¢ni kfivka byla konstruovana s vyuzitim sady roztokd o znamych
koncentracich BSA jinymi ¢leny laboratofte.

TEX byl natedén pufrem W na koncentraci proteint 50 ng-ul™ (T50) a pienesen do tekutého
dusiku. Vzorky byly uchovavany v hlubokomrazicim boxu pfi teploté -70 °C.

3.25 TRAP

Metoda TRAP (telomeric repeat amplification protocol) slouzi k urceni aktivity telomerazy
in vitro a sklada se ze ti zakladnich fazi (Obr. 2). V prvni fazi telomeraza pfipojuje telomerové
repetice na substratovy primer. Po denaturaci telomerdzy dochéazi k amplifikaci extendovanych
substratovych primerit pomoci PCR. Pii kazdém cyklu PCR dojde ke zdvojnasobeni
amplifikované oblasti. Poslednim krokem protokolu je detekce produkti TRAP
na polyakrylamidovém gelu.
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Obr. 2: Schéma prvnich dvou fazi procesu TRAP.

SloZeni reakéni smési TRAP (1 reakce, 25 pl):

e 21,9 ul TRAP pufru

e 0,6 ul DMSO
e 0,5 pl substratového primeru TS21 (koncentrace 10 uM)
o 1ulT50

Rekéni smés byla vloZena do cykleru a pfi teploté 26 °C doslo k pfipojovani telomerovych
repetic na substratovy primer (mira prodlouzeni substratového primeru byla umérna aktivité
telomerazy v extraktu). Po tepelné denaturaci telomerazy (95 °C) byla do kazdé reakce pridana
smés 0,5 pl 10 uM primeru TelPr (zpétny primer v PCR) a 0,5 pul DNA polymerazy
DyNAzyme II a probéhla amplifikace produktli extenze (35 cykli PCR). Program TRAP je
uveden v Tab. 1.

Reakéni program TRAP:
Proces Teplota |Doba
piipojovani telomerovych repetic 26 °C 45 min
tepelna denaturace telomerazy 95 °C 5 min
pfidani smési polymerazy a reverzniho primeru |80 °C 5-10 min
denaturace DNA 94 °C 30s
nasedani primerQ 65 °C 30s
polymerace 72 °C 30s
dosyntetizovani fetézcii 72 °C 5 min
zchlazeni vzorku 10 °C —

Tab. 1: Rozpis reakéniho programu TRAP. Svétle Sedou je zvyraznénd prvni fize reakce a tmavé Sedou cyklus
PCR, ktery se 35 x opakuje. Bilou barvou je oznaceno dokonceni procesu PCR.

Po skonceni reakce se do vzorkl piidalo 5 pl nanaSeciho pufru 6x LB a nésledné se vzorky
nanesly na 12,5% polyakrylamidovy gel (PAGE). Ptipraveny gel se naléval mezi dvé svisle
umisténd skla firmy Hoefer, ktera byla upevnéna ve stojanu a oddélena dvéma 1,5 mm
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plastovymi mezerniky. Po naliti gelu se do jeho horni ¢asti prostoru umistil hiebinek s 15 nebo
20 jamkami.

Rozpis na 12,5% polyakrylamidovy gel (40 ml):

e 235mlH0

e 4ml5x TBE

e 125ml40% AA:BIS (19:1)

e 40 ul TEMED

e 80 ul 30% persiranu amonného

Po ztuhnuti gelu se hiebinek opatrné vytdhl a jamky se promyly destilovanou vodou.
Elektroforéza byla provadéna v pufru 0,5% TBE, 15 min pfi napéti 180 V a asi 3 hod. pfi napéti
300 V; byla ukonéena, kdyz se zelend barva v nanasecim pufru (xylen cyanol FF) dostala
na spodni okraj gelu.

DNA na gelu byla vizualizovana fluorescen¢ni barvou Gelstar (gel byl 20 min koupan ve 40 ml
destilované vody a 4 ul fluorescenéni barvy Gelstar), signaly byly monitorovany detekénim
systémem Fusion Fx, v kanale pro detekci SybrGREEN 1.

3.2.6 Kvantitativhi TRAP (qTRAP)

Metoda qTRAP (quantitave telomeric repeat amplification protocol) umoZziuje monitorovat
aktivitu telomerdzy v redlném case diky vyuZiti principu kvantitativni PCR. V reakéni smési je
pfitomna fluorescenéni barva SybrGREEN I, ktera je schopna se vdzat na dvouvlaknovou DNA
a po této vazbe vyrazné roste jeji fluorescence. Stejné€ jako u standardni TRAP dochdzi v prvni
fazi qTRAP k prodlouZeni substratového primeru TS21 enzymem telomerazou, ktery se
na konci této faze deaktivuje. Poté nasleduje amplifikace takto prodlouZenych primert. Naristu
mnozstvi amplikonu pak odpovida pfiristek fluorescence, jenz se méti na konci kazdého cyklu
PCR, pfi¢emz se vyhodnocuje tzv. prahovy cyklus (treshold cycle; Cr), coz je cyklus, pfi némz
mira fluorescence vzroste nad mez detekce pfistroje. Reakéni program qTRAP je uveden
v Tab. 2. Reakce byly provedeny v triplikatech v pfistroji RotorGene6000.

SloZeni reakéni smési qTRAP (1 reakcee, 20 pl):

e 10 pl 2x koncentrované reakéni smési FastStart SYBR Green Master
e 0,5 pl primeru TelPr (10 uM)

e 0,5 ul primeru TS21 (10 uM)

e 8 ulHO

e 1ulT50
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Reakéni program qTRAP:

Proces Teplota Doba
prodlouzeni primeru TS21 telomerazou 26 °C 45 min
deaktivace telomerazy a aktivace DNA polymerazy |95 °C 15 min
denaturace DNA 95 °C 155
Egslfgsgil g;li:ﬁjeru, polymerace, detekce fluorescence 60 °C 1 min
dosyntetizovani fetézct 72 °C 3 min
analyza kfivky tani 50-99 °C —

Tab. 2: Rozpis reakcniho programu gTRAP. Svétle Sedou je oznacena prvni faze. Tmavé Sedou je zvyraznén cyklus

PCR, ktery se 30 opakuje.

Statistické vyhodnoceni vysledkii analyzy aktivity telomerazy mezi bylo provedeno na zakladé¢
prumérnych hodnot Ct pomoci dvouvybérového neparového studentova t-testu. Vysledky
meéfeni se graficky zndzornily jako relativni aktivita telomerazy vztazena k aktivité telomerazy
Vv kli¢nich rostlinach péstovanych na kontrolnim médiu s chybovymi tseckami; vypocty byly

provedeny dle vzorcl uvedenych nize.
Soupis pouzitych vypoctii:

1. Uréeni ACt

ACt = Cr (vzorek) — Ct (kontrola)

2. Urceni ASD

ASD = NSD?vzorek + SD%ontrola
3. Vypocet relativni aktivity telomerazy
R =2 4% x100 [%]
4. Maximalni hodnota relativni aktivity telomerazy
Rmax = 2 ~“CT=45D) %100 [%]
5. Minimalni hodnota relativni aktivity telomerazy

Rumin = 2 ~UCr*45D) %100 [%]

18




4 \/YSLEDKY

4.1 Morfologické zmény kli¢nich rostlin péstovanych
Vv pritomnosti soli kadmia

U ctyfdennich kliénich rostlin A. thaliana byly kofinky kli¢nich rostlin péstovanych

v ptitomnosti 50 uM CdCl2 i CdSOs4 ve srovnani s kontrolnimi kli¢nimi rostlinami mirné kratsi
(Obr. 3).

Obr. 3: Ctyidenni klicni rostliny A. thaliana péstované na kontrolnim médiu (A), médiu s pridavkem 50 uM CdCl,
(B) a médiu s pridavkem 50 uM CdSOs (C).

Rozdily se zvyraznily u sedmidennich kli¢nich rostlin (Obr. 4), pficemz k vyraznéjSimu
ovlivnéni délky kotinki doslo u kli¢nich rostlin exponovanych 50 pM CdSOg. Jako dal§i zménu
lze pozorovat, ze délozni a prvni pravé listy klicnich rostlin péstovanych v pfitomnosti
kademnatych soli maji nazloutlou barvu ve srovnani s vyrazn€ zelenymi listy klicnich rostlin
kontrolnich.

Obr. 4: Sedmidenni klicni rostliny A. thaliana péstované na kontrolnim médiu (A), médiu s pridavkem 50 uM CdCl,
(B) a médiu s pridavkem 50 uM CdSOs (C).

Fenotyp kli¢nich rostlin A. thaliana exponovanych 4 uM CdCl; a CdSOs byl stejny jako fenotyp
rostlin kontrolnich (nedokumentovano).

4.2 Analyza aktivity telomerazy pomoci metody TRAP

Pro ovéfeni, ze pritomnost kademnatych iontli nemé vliv na vlastni PCR, kterd je soucasti
protokolu TRAP, byly CdCl, i CdSOs4 ptidavany do reakci, v nichz byla analyzovana
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telomerazova aktivita v extraktech ptipravenych z kontrolnich sedmidennich kli¢nich rostlin
A. thaliana, ve vyslednych koncentracich 1 pM, 1 nM a 100 nM. Z Obr. 5 je ziejmé, Ze
pritomnost kademnatych soli v reakéni smesi neméla vliv na aktivitu telomerazy.

Obr. 5: Analyza aktivity telomerdzy sedmidennich klicnich rostlin A. thaliana kultivovanych na kontrolnim médiu.
Do reakéni smési byly pridany CdCl, a CdSO4 do vyslednych koncentraci 1 pM, 1 nM a 100 nM. NEG, negativni
kontrola, TRAP bez pridavku telomerdzového extraktu; CTR, TRAP bez pridavku kademnatych soli.

Daéle byla aktivita telomerazy stanovena ve Ctyfdennich a sedmidennich kli¢nich rostlinach
A.thaliana. Reakce byly provadény s klicnimi rostlinami kultivovanymi na médiu
S koncentraci kademnatych soli 4 uM a 50 puM a skli¢cnimi rostlinami kultivovanymi
na kontrolnim médiu.

U ¢tytdennich kliénich rostlin kultivovanych na médiu s 50 uM CdClz i CdSOs se zda byt
aktivita rostlinné telomerazy mirn€ snizena v disledku expozice CdSOs (ve dvou ze tii
analyzovanych vzorka) (Obr. 6).

Obr. 6: Analyza aktivity telomerdzy ve ctyidennich kilicnich rostlindch A. thaliana kultivovanych na kontrolnim
médiu (CTR) a v pritomnosti 50 uM CdCl, a CdSOas. NEG, negativni kontrola, TRAP bez pridavku telomerdzového
extraktu.
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Pti analyze sedmidennich kli¢nich rostlin kultivovanych na médiu v pfitomnosti 50 uM CdCl»
I CdSO4 byla aktivita telomerazy piiblizné srovnatelna ve vSech vzorcich, i kdyz v jednom
vzorku kli¢nich rostlin ovlivnénych CdCl; se zda byt aktivita mirn€ snizena (Obr. 7).

Obr. 7: Analyza aktivity telomerdzy v sedmidennich klicnich rostlinach A. thaliana kultivovanych na kontrolnim
médiu (CTR) a v pritomnosti 50 uM CdCl, a CdSO4. NEG, negativni kontrola, TRAP bez pridavku telomerdzového

extraktu.

V piipad¢ kli¢nich rostlin kultivovanych v pfitomnosti 4 uM CdCl2a CdSO4 bylo pozorovano
snizeni aktivity telomerazy sedmidennich kli¢nich rostlin ovlivnénych CdSO4 (Obr. 8).

Obr. 8: Analyza aktivity telomerdzy ve ctyrdennich (4DS) a sedmidennich ( 7DS) klicnich rostlindch A. thaliana
kultivovanych na kontrolnim médiu (CTR) a v pritomnosti 4 uM CdCl, a CdSOs. NEG, negativni kontrola, TRAP

bez pridavku telomerdzového extraktu.
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4.3 Analyza aktivity telomerazy pomoci metody qTRAP

Pro potvrzeni a uptesnéni zmeén aktivity telomerazy kli¢nich rostlin v disledku jejich expozice
kademnatym solim byla pouzita metoda qTRAP. Byly analyzovany Ctyfdenni a sedmidenni
kli¢ni rostliny A. thaliana kultivované na kontrolnim médiu a v pfitomnosti kademnatych soli
o0 koncentraci 4 uM a 50 uM.

U ¢tyidennich kli¢nich rostlin kultivovanych na médiu s 50 uM koncentraci kademnatych soli
byl prokazan vyznamny pokles aktivity telomerazy pouze v piipadé ptidavku CdSO4 (Obr. 9,
Graf 1), coz odpovida vysledkiim standardni analyzy TRAP (Obr. 6).
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Obr. 9: Vysledné kiiivky kvantitativni analyzy aktivity telomerazy ctyFdennich klicnich rostlin. V odstinech riizové
az Cervené jsou vyznaceny klicni rostliny kultivované na kontrolnim médiu, modrou barvou jsou oznaceny klicni
rostliny kultivované na médiu s pridavkem 50 uM CdCl, a zelenou barvou jsou vyneseny klicni rostliny, které byly
kultivovany na médiu v pritomnosti 50 uM CdSOa.
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Graf 1: Kvantitativni analyza aktivity telomerdzy ve ctyidennich klicnich rostlinach A. thaliana kultivovanych
na kontrolnim médiu (CTR) a v piitomnosti 50 uM CdCl, a CdSQOs : R — relativni aktivita telomerdzy v % vztaZend
na rostliny kultivované na kontrolnim médiu (100% aktivita enzymu). Statisticke vyhodnoceni viz kapitola 3.2.6.
p < 0,05 vici kontrole je v grafu zaznamenan jako *. Pocet analyzovanych biologickych replik n = 3.
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Analyza sedmidennich kli¢nich rostlin A. thaliana pak prokazala vyznamny pokles aktivity
telomerazy kli¢nich rostlin kultivovanych v ptitomnosti 50 uM CdSO4 i CdCl, (Obr. 10,
Graf 2). Tato analyza tedy zpiesnila vysledky ziskané standardni TRAP, kde bylo jisté sniZzeni
aktivity telomerazy pozorovano pouze V jednom vzorku kli¢nich rostlin ovlivnénych CdCl»
(Obr. 7).
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Obr. 10: Vysledné kiivky kvantitativni analyzy aktivity telomerazy sedmidennich klicnich rostlin. V odstinech
Cervené az oranzové jsou vyznacemy klicni rostliny kultivované na kontrolnim médiu, modrou barvou jsou
oznaceny klicni rostliny kultivované na médiu s pridavkem 50 puM CdCl; a zelenou barvou jsou vyneseny klicni
rostliny, které byly kultivovany na médiu v pritomnosti 50 uM CdSOa.
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Graf 2: Kvantitativni analyza aktivity telomerdzy v sedmidennich klicnich rostlindch A. thaliana kultivovanych na
kontrolnim médiu (CTR) a v pritomnosti 50 uM CdCl> a CdSOs: R — relativni aktivita telomerdzy udavana v % a
vztazend na rostliny kultivované na kontrolnim médiu (100% aktivita enzymu). Statistické vyhodnoceni viz kapitola
3.2.6. p < 0,05 viici kontrole je v grafu zaznamenan jako * a p < 0,01 je v grafu zaznamenan jako **. Pocet
analyzovanych biologickych replik n = 3.
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Analyza ¢tytdennich kli¢nich rostlin kultivovanych na médiu s pfidavkem kademnatych soli
0 koncentraci 4 uM prokazala mirny le¢ statisticky vyznamny pokles aktivity telomerazy
kli¢nich rostlin kultivovanych na médiu s pidavkem CdSOa4 (Obr. 11, Graf 3).
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Obr. 11: Vysledné kiivky kvantitativni analyzy aktivity telomerazy ctyrdennich klicnich rostlin. V odstinech
Cervené az ruzové jsou vyznaceny klicni rostliny kultivované na kontrolnim médiu, modrou barvou jsou oznaceny
klicni rostliny kultivované na médiu s pridavkem 4 uM CdCl, a zelenou barvou jsou vyneseny klicni rostliny, které
byly kultivovdany na médiu v pritomnosti 4 uM CdSQa.

140
120
100 *

80

R [%)

60
40

20

CTR Ccdcl2 Cdso4

Graf 3: Kvantitativni analyza aktivity telomerdzy ve ctyrdennich klicnich rostlindch A. thaliana kultivovanych na
kontrolnim médiu (CTR) a v pritomnosti 4 uM CdCl, a CdSOas: R — relativni aktivita telomerdzy uddvand v % a
vztazend na rostliny kultivované na kontrolnim médiu (100% aktivita enzymuy). Statistické vyhodnoceni viz kapitola
3.2.6. p < 0,05 viici kontrole je v grafu zaznamendn jako *. Pocet analyzovanych biologickych replik n = 3.
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U sedmidennich kli¢nich rostlin kultivovanych na MS médiu s kademnatymi solemi o vysledné
koncentraci 4 uM byl pozorovan pomérné vyrazny pokles aktivity telomerazy CdSO4 i CdCl;
(Obr. 12, Graf 4).
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Obr. 12: Vysledné kiivky kvantitativni analyzy aktivity telomerdzy sedmidennich klicnich rostlin. V odstinech
Cervené az riizové jsou vyznaceny klicni rostliny kultivované na kontrolnim médiu, modrou barvou jsou oznaceny
klicni rostliny kultivované na médiu s pridavkem 4 uM CdCl, a zelenou barvou jsou vyneseny klic¢ni rostliny, které
byly kultivovany na médiu v pritomnosti 4 M CdSOa.
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Graf 4: Kvantitativni analyza aktivity telomerdzy v sedmidennich klicnich rostlinach A. thaliana kultivovanych na
kontrolnim médiu (CTR) a v piitomnosti 4 uM CdCl; a CdSOu: R — relativni aktivita telomerdzy uddvand v % a
vztazend na rostliny kultivované na kontrolnim médiu (100% aktivita enzymu). Statistické vyhodnoceni viz kapitola
3.2.6. p < 0,01 je v grafu zaznamendn jako **. Pocet analyzovanych biologickych replik n = 3.
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5 DISKUSE

Kadmium je vyznamnym polutantem zivotniho prostfedi. Jeho slouceniny nachazime
Vv atmosféte, ve vod€ i v plidnim systému. Jiz diive byly prokazany toxické tcinky kadmia
na diillezité procesy v rostlinnych i zivoc¢isnych bunkéch. V této praci nés zajimalo, zda
slouceniny kadmia, pfesnéji kademnaté soli CdSO4 a CdClz, maji vliv na aktivitu rostlinné
telomerazy, coz je enzym, jehoz primarni funkci je prodluzovat telomerickou sekvenci
nachdzejici se na koncich eukaryotickych chromozomi. Tyto soli kadmia byly pouzity ve dvou
koncentracich. V predeslych vyzkumech bylo zjisténo, ze v builkkidch tabdkové suspenzni
kultury BY-2 kultivovanych v pfitomnosti 50 uM CdSOs byla indukovana programovana
bunécna smrt (Fojtova a kol., 2000), pti¢emz v ¢asnych fazich dochazelo k opravam poskozené
DNA v procesu, kterého se pravdépodobné ucastnila telomeraza, jejiz aktivita byla v buiikach
ovlivnénych kadmiem zvysena (Fojtova a kol., 2002). Nizsi koncentrace kademnatych soli,
4 uM, je odvozena z preventivniho limitu pro znedisténi zemédglské pady v Ceské republice
podle vyhlasky Ministerstva zemédélstvi, 0,4 mg-kg™ pro lehké pudy, 0,5 mg-kg™? pro ostatni
typy pud. Z hlediska morfologickych zmén zptsobenych vlivem 50 uM CdSO4 a CdCl, byla
pozorovana rustova retardace klicnich rostlin, coz je efekt dobfe zdokumentovany v literatufe
(shrnuto v Lycka, 2016), a nasledné zloutnuti listi. V pfipadé étyfdennich kli¢nich rostlin
A. thaliana kultivovanych v ptitomnosti obou typt soli o koncentraci 50 uM bylo pozorované
mirné zkraceni kotene oproti kli¢nim rostlindm kultivovanym na kontrolnim médiu (Obr. 3).
U sedmidennich kli¢nich rostlin bylo kromé kratSiho kofene rovnéz patrné Zloutnuti déloznich
a prvnich pravych listi (Obr. 4), pti¢emz kli¢ni rostliny kultivované v ptitomnosti CdSO4 maji
vyraznéji zkracené kofeny nez rostliny kli¢ici na médiu s CdCl,, coZz naznacuje vétsi toxicky
ucinek pusobeni kadmia v ptipad¢, ze je do kultivaéniho média pfidano ve formé CdSOa.
Obdobny efekt naznacujici vétsi miru vlivu kadmia v piipade jeho ptidavku do kultivacniho
média ve form¢ siranu prokazuji 1 experimenty méteni aktivity telomerazy (Obr. 6, Graf 1,
Graf 3).

Jednim ze zptsobi projevu kademnatého iontu na bunécné trovni je jeho mozné piisobeni
na aktivitu enzymu, at’ uz pifimou nebo nepifimou cestou. DiivEéj§i experimenty vedly
k nejednoznaénym zavérim o ucinku kademnatych iontti na aktivitu telomerazy (Fojtova a kol.,
2002; Lycka, 2016). V prvni praci (Fojtova a kol., 2002) bylo pozorovano zvySeni aktivity
telomerazy v dasledku expozice bun¢k suspenzni kultury tabaku 50 uM CdSOs . V druhé praci
(Lyc¢ka, 2016) byla aktivita telomerdzy v bunkach suspenzni kultury tabaku vystavenych
pusobeni kademnatych ionti pfiblizné€ srovnatelna se vzorky kontrolnimi, v kli¢nich rostlinach
N. tabacum kli¢enych na médiu s 50 uM CdSO4 a CdCl. byla aktivita telomerazy snizena
zatimco v kliénich rostlinach A. thaliana byla pozorovana vyssi aktivita telomerazy ve vzorcich
izolovanych z rostlin ovlivnénych 50 uM CdSOas. Nutno zddraznit, Ze v praci Lycka (2016)
byly relativné velké odchylky mezi biologickymi replikami a v praci Fojtova a kol. (2002)
nebyla pouzita metoda qTRAP, protoze v té dob¢ jesté nebyla v laboratoii zavedena.

26



Pfi uvazovani o moznych pfi¢inach rozdili mezi nezavislymi experimenty jsme zvazovali
I pfipadny vliv kadmia v telomerazovém extraktu na TRAP. Pro vylouceni vlivu kademnatych
iontd na PCR bylo v nasi praci provedeno meéfeni aktivity tohoto enzymu v extraktech
izolovanych z rostlin A. thaliana kli¢icich na kontrolnim médiu, pti¢emz se k reakéni smési
ptidaly kademnaté soli o tfech riznych koncentracich: 1 pM, 1 nM a 100 nM. Analyza aktivity
telomerazy metodou TRAP neodhalila Zzadné zmény v disledku ptidavki téchto soli do reakéni
smési (Obr. 5).

V piipad¢ analyzy vlivu kademnatych iontd in vivo jiz byl efekt pozorovan. Metodou TRAP
byl u ctytdennich kli¢nich rostlin kultivovanych na médiu s 50 puM CdSOs dokumentovéan
mirny pokles v aktivité¢ telomerdzy ve srovnani s rostlinami kontrolnimi, i kdyz ne ve vSech
biologickych replikach (Obr. 6). Nasledné méfeni metodou qTRAP toto potvrdilo (Graf 1).
V ptipad¢ sedmidennich kli¢nich rostlin klasickd TRAP neukazala pritkazny vliv kademnatych
soli na aktivitu telomerazy (Obr. 7), nicméné nasledné méteni metodou qTRAP ukézalo
vyznamny pokles v aktivité telomerazy pro oba typy soli (Graf 2).

V ptipad¢ rostlin kli¢icich na médiu s koncentraci kademnatych soli 4 uM, coz
z environmentalniho hlediska pfedstavuje realnou situaci, nebyla dle vysledki standardni
analyzy TRAP aktivita telomerdzy ve ctyfdennich kli¢nich rostlinach ovlivnéna (Obr. 8).
Metoda qTRAP vSak prokazala vyznamny pokles aktivity telomerdzy v ptipadé ptidavku
CdSOqs (Graf 3), coz se shoduje se zavérem analyzy na rostlinach vystavenych 12,5x vyssi
koncentraci této soli (Graf 1). Ostatné¢ obdobny zavér jako v piipad¢ pusobeni kademnatych
soli o vyssi koncentraci (Graf 2) pfinesla 1 analyza sedmidennich kli¢nich rostlin exponovanych
4 uM CdSOs a CdCly, kdy se metodou TRAP ukazal negativni vliv CdSO4 (Obr. 8), ale
v analyze qTRAP uz byl prokazan vliv obou typt soli (Graf 4).

Tyto rozdily mezi TRAP a qTRAP je mozno vysvétlit na zéklad¢ principii téchto metod.
Soucasti TRAP je tzv. ,,end point* PCR, ktera uk4Ze ptipadné rozdily, az kdyZ jsou tyto velmi
vyrazné. qTRAP, v niZ je pribéh PCR monitorovan v redlném case, je z principu citlivejsi,
atato metoda je tedy schopna detekovat subtiln€jSi zmény. Na druhou stranu, relativné
podstatnou slabinou qTRAP je absence relevantni reference. V klasickych analyzach qPCR,
kdy se monitoruje obsah analyzovaného seku ve vzorku DNA nebo cDNA, se signal tohoto
useku vztahuje k signalu tzv. referen¢niho genu, tj. genu, jehoZ obsah/transkripce je totozny ve
vSech analyzovanych vzorcich DNA/cDNA. V ptipadé qTRAP je jedinym referenénim bodem
fedéni vzorkl na stejnou koncentraci proteinti a s ohledem na relativné velkou chybu v tomto
stanoveni a extrémni citlivost qPCR mohou byt vysledky qTRAP vyraznym zplsobem
ovlivnény. Dokladem toho je i relativné velky rozptyl hodnot relativnich aktivit telomerazy
(Grafy 1-4). Nicméné TRAP a qTRAP jsou v soucasné dob¢ jedinymi metodami pro analyzu
aktivity telomerazy, jakozto dulezitého fyziologického parametru délicich se rostlinnych
I zivo¢isnych bunék.

Z méfeni aktivity telomerazy v kli¢nich rostlinach A. thaliana lze tedy pozorovat jisty rozdil
ve vlivu CdSO4 a CdCl2 na aktivitu tohoto enzymu. Zda se, ze minimaln¢ v ranych fazich
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vyvoje rostliny mé ptitomnost CdSO4 vétsi vliv na aktivitu telomerazy nez ptitomnost CdCls.
Tuto tivahu navic podporuji vysledky z pozorovani morfologickych zmén kli¢nich rostlin, kdy
v piipadé sedmidennich kli¢nich rostlin péstovanych v pfitomnosti 50 uM CdSOs byla
pozorovana zietelnéjsi retardace vyvoje kofenového systému, nez tomu bylo u rostlin kli¢icich
Vv pfitomnosti 50 uM CdCl. (Obr. 4).

Ptipadnou odpovéd’ na to, zjakého diivodu jsou projevy toxicity (vyraznéjsi retardace
rustového systému a vyraznéjsi snizeni aktivity telomerdzy v ranych fazich kli¢eni rostliny)
CdSO4 vyrazngjsi oproti CdCI2 by mohly dat planované experimenty v ramci Sir§iho vyzkumu
zabyvajiciho se vlivem kadmia na aktivitu rostlinné telomerazy a dal§i parametry, jehoz
soucasti je 1 tato studie. Bude pfinosné provést analyzu intracelularniho obsahu kadmia
metodou ICP-MS (analyticka metoda kombinujici ionizaci mineralizovaného vzorku pomoci
argonového plasmatu a analyzu hmotnostni spektrometrii) v rostlinach A. thaliana kli¢icich
V pritomnosti obou typi soli pro zjisténi, zda jsou kademnaté ionty v piipad¢ ptidavku rizného
typu soli pfijimany kofenovym systémem se stejnou ucinnosti. Déale by bylo zajimavé zjistit
mozny vliv samotnych aniontd Cl" a SO4% na aktivitu telomerazy. V tomto ptipadé by bylo
piithodné péstovat klicni rostliny A. thaliana opét na agarovych plotnach, tentokrat vSak
s ptidavkem Na;SO4 nebo NaCl. Jsou planovany i analyzy dasledkd dlouhodobého piisobeni
kademnatych soli na aktivitu telomerazy a ptipadné i délku telomer a dalSich fyziologickych
parametrt v rostlinach kultivovanych 5 tydnti v podminkach hydroponie. Pilotni experimenty
ukazaly vyrazny vliv ptitomnosti 4 uM kademnatych soli na rist rostlin i zloutnuti listl
(Mikulaskova, 2019).
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6 ZAVER

Cilem prace bylo stanovit, jaky vliv maji kademnaté soli CdCl> a CdSOs na aktivitu telomerazy
v kli¢nich rostlinach A. thaliana.

Z hlediska morfologickych zmén se prokéazal negativni vliv kademnatych soli o koncentraci
50 uM na délku kotene u ¢tyfdennich i sedmidennich kli¢nich rostlin, pficemz piisobeni CdSO4
mélo vyraznéjsi efekt. U sedmidennich klicnich rostlin bylo u rostlin exponovanych
kademnatym solim rovnéz pozorovéano zloutnuti listd.

Analyza aktivity telomerdzy metodou TRAP odhalila niz$i aktivitu telomerdzy v nékterych
vzorcich kli¢nich rostlin kultivovanych na médiu v pfitomnosti kademnatych soli; vyrazné;si
zmény byly pozorovany v ptipadé kli¢nich rostlin ovlivnénych CdSOas.

Analyza aktivity telomerazy metodou qTRAP odhalila signifikantni snizeni aktivity telomerazy
ve ¢tytdennich kli¢nich rostlinach kultivovanych na médiu s CdSQO4 a v sedmidennich kli¢nich
rostlinach ovlivnénych CdSO4 i CdClo.

Tato prace méla poukazat na negativni i¢inky kadmia nejen na rostlinnou telomerazu, ale i jeho
komplexni piisobeni, které se projevuje na urovni fenotypu rostlin. Vzhledem k tomu, ze
kadmium je nebezpecnym primyslovym polutantem, ktery ma vliv nejen na rostlinné, ale také
na zivoCiSné buiky, tj. jeho toxické ucinky ovliviiuji i1 lidskou populaci, melo by se zacit
pracovat na zmén¢ prumyslovych postupti vedoucich k omezeni produkce kadmia na minimum.
Tento problém je zvIast’ aktualni v rozvojovych zemich, kde je problematika ochrany zivotniho
prostiedi vyrazné¢ méné akcentovana a diiraz je kladen pfedev§im na vysokou primyslovou
I zemé&délskou produkci.

29



7 POUZITE ZKRATKY

AA:BIS — akrylamid: N, N'-methylenbisakrylamid
BSA — hovézi sérovy albumin/ bovine serum albumin
CTR —kontrola

DMSO - dimethylsulfoxid

DNA — deoxyribonukleova kyselina

cDNA — komplementarni DNA

dATP — deoxyadenosin trifosfat

dCTP — deoxycytidin trifosfat

dGTP — deoxyduanosin trifosfat

dNTP — deoxyribonukleotid trifosfat

dTTP — deoxythymidin trifosfat

DS — days seedlings

EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova

EGTA — ethylenglycol-bis (B-aminoethyl ether) - N, N, N', N'-tetraoctova kyselina

ICP-MS — hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem/ inductively coupled
plasma mass spectrometry

LB — loading buffer

MS — Murashige-Skoog

NEG — negativni kontrola

PAGE — elektroforéza na polyakrylamidovém gelu/ polyacrylamide gele electrophoresis
PCR — polymerazova fetézova reakce/ polymerase chain reaction

gPCR — kvantitativni polymerazova reakce/ quantitative polymerase chain reaction
PEG - polyethylenglykol

RNA — ribonukleova kyselina

T50 — telomerazovy extrakt s koncentraci proteind 50 ng-ul
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TBE — Tris-borat-EDTA

TEMED - tetramethylethylendiamin

TER — telomerazova RNA/ telomeric RNA

TERT - telomerazova reverzni transkriptaza/ telomeric reverse transcriptase
TEX — telomerdzovy extrakt

TRAP —telomeric repeat amplification protocol

gTRAP — quantitave telomeric repeat amplification protocol

UV zareni — ultrafialové zatreni
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A. thaliana kultivovanych na kontrolnim médiu (CTR) a v ptitomnosti 4 uM CdClI a

CdSO4: R —relativni aktivita telomerazy udavana v % a vztazena na rostliny kultivované na
kontrolnim médiu (100% aktivita enzymu). Statistické vyhodnoceni viz kapitola 3.2.6.

p < 0,05 vici kontrole je v grafu zaznamenan jako *. Pocet analyzovanych biologickych
=101 L S AT TSRS 24
Graf 4: Kvantitativni analyza aktivity telomerazy v sedmidennich kli¢nich rostlinach

A. thaliana kultivovanych na kontrolnim médiu (CTR) a v pfitomnosti 4 uM CdCl: a

CdSO4: R —relativni aktivita telomerazy udavana v % a vztazena na rostliny kultivované na
kontrolnim médiu (100% aktivita enzymu). Statistické vyhodnoceni viz kapitola 3.2.6.

p < 0,01 je v grafu zaznamenan jako **. Pocet analyzovanych biologickych replik n = 3. .... 25
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