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1. Uvod

1.1. Hmyz a sezénni vykyvy teplot

NasSe planeta obiha kolem Slunce s nakion osou s Uhlemfiblizné 23°. Tato
astronomicka poloha, spolu s dalSimi geografickfahktory, je @i¢inou sezénniho sdani
teplot s ohromnymi rozdily viznych mistech na Zemi, tj. bezméla 150°C (Ahre@85).

Spolu se vznikem Zivota a s jeho evoluci je spjaddaptace na takovéto vykyvy
teplot. VeSké& Zivocichové na naSi planefsou ovliiovani dennimi a sezénnimi cykly,
Z nichz ty nejdlezitéjSi jsou pra¥ teplotni.

Tridu Insecta fadime podle schopnosti regulacélesné teploty fevazr
k ektoternim. Jsou tedy zavisli na teplobkolniho prostdi. Z hlediska stabilityéni
teploty spiSe fevazuje poikilotermie, jelikoZasto Ziji v teplotd nestalém prostdi.

Tato prace se obe&rzabyva pizpasobenim hmyzu k nizkym teplotam. Jak je ale
muzeme definovat? Tento pojem je velice relativre, @becy si mizeme takovy prah tit
jako teplotu, kdy se zastavuje vyvoj organismu. Urtuje hodnota LDT (,lower
developmental threshold”; JaroSik et al., 2002)oTptace se zabyvargvazmi cinky
podnulovych teplot. T¢asto byvaji pro hmyz dlouhodélneslgitelné se Zivotem, musel si
tedy poradit vyuzitim sikhkomplexnich strategii jako je nidklad: vstupem do dormantniho
stavu, migraci na mensi neb&si vzdalenosti, vyrovnanim se s fazovyrfeghody vody za
podnulovych teplot, restrukturaci membran, biosyotékryoprotektarit a také aktivizaci
ochrannych a opravnych syst&émcetné Sokovych proteit. Tato prace se zabyva Sokovymi

proteiny na konkrétnim modelovénikdadu octomilkyDrosophila melanogaster.

1.2. Adaptace hmyzu k sezénnim nizkym teplotam

1.2.1. Obecné adaptace

Spolu s vyskytem sezénnich vyKyteplot si hmyz Bhem evoluce vyvinul roziné
mechanismy umailjici jeho geziti. Co se t§e vyrovnani se s fazovymigchody vody,
literatura ¥tSinou uvadi dva zakladni pojmy (Obr. 1.2) — ,freeavoidance” a ,freeze
tolerance” (Salt, 1961; Bale, 1987; Lee, 1989; R|d991; Bale, 1993). Z SirSiho hlediska
jsou rekteré druhy hmyzu schopny se ,vyhnout* nizkymnim teplotdm chladného obdobi

pomoci nasledujicich adaptivnich strategii:



1) Reqgulacediesné teploty

Types of Insect Cold-Tolerance
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2) Migrace Obr. 1.2: Typy reakce hmyzu na nézieploty. Je znazo¥ne

, . .o télesnd teplota syznatenymi prahy bodu tani a bc
Vzhledem k malé velikosti €la podchlazeni (SCP). Ohraeni vpravo indikuje rozsahy f

. . . _razné typy chladové tolerance. (Lee et al., 2010)
byva tato strategie pro hmyz velice

nesnadnd a energeticky nevyhodna. Jednou z vyjjsoek miry (Lepidoptera: Noctuidae)
nebo Americky druh denniho motyla monarddgnaus plexippugBrower, 1995; Howard,
2009), ktery migruje az 3000 km.

3) Prezivani chladnych obdobi v tep&lpufrovaném prosedi
Tuto strategii mohou vyuzZivat jen takové druhy, r&tese vyskytuji v teploth

stabilnim mikroklimatickém progdi. Do této skupinyfadime nafiklad subnivealni
chvostoskoky, roztte nebo akteré druhy brouk a dvoukidlého hmyzu (Hagvar, 2010).

VétSina druth hmyzu vSak nedokéaze vyuzivat adaptivni strategeglené pod body
1) az 3), a proto se musi s podnulovydmimi teplotami gjakym zpisobem vyrovnat. Tyto
adaptivni strategie t&hvzdy za&inaji vstupem do dormance, konkrétrud”: a) kviescence,
pii které zastaveni vyvoje vyvolavajfimo negiznivé podminky progedi nebo b) diapauza,
tj. stav, ve kterém je vyvoj potlan pod vlivem signélz prostedi jako je fotoperioda neboli
ponerna délka dne a noci (Danks, 1987). Diapauza jm&ef v chladné temperatni oblasti
severskych zegpisnych Siek béZnou sodasti zZivotniho cyklu a slouzi také jakdlekzity
nastroj pro jeho synchronizaci (Bale et al., 19Panks, 2004). Adaptivni strategie, jez
zahrnuji vyrovnani se s hrozicim fazovyreghodemdni vody za podnulovych teplot (tedy

s mrznutim vody), Ize dale rodi takto:



4) Vstup do dormance &st&na aZ uplna dehydratace

Drobni pidni bezobratli s integumentem silpropustnym pro vodu jsou nachylni k
rychlym a rekdy tén®f kompletnim ztratdm kapalné vody procesem sublimédyg se
molekuly €Ini vody odpé&uji a pgipojuji se k okolnim krystam ledu. Nakonec dochazi k
témet Uplné desikaci organismu, takZze zZadrtgghod do tuhé faze (mrznuti) jiz nehrozi.

Tato strategie byla poprvé popsana pro kokony ZHalmstrup et al, 1994).

5) Vstup do dormance a tolerace podchlazeni (,chiltoigrance®)

Jakmile se desna teplota hmyzu dostane pod 0°C, neznamendetmkamZit
promrzne. Hemolymfa totiz obsahuje ionty, cukry,imokyseliny a dalSi solutyimz se
rovnovazny bod mrznuti posouva o 1,86°C na kaedgn osmol soluta zarové klesa i
teplota bodu podchlazeni (Lee, 2010). Hmyz, ktedytnedokéze tolerovat tvorbu ledu ve
svych tkanich, tak tstdva v nepromrzlém, tzv. podchlazeném (,superciplstavu, v
ojedirglych pripadech azipteplotach okolo -60°C (Miller, 1987).

6) Vstup do dormance a tolerance zmrznuti (,freezalgrance")

vvvvvv

prostorach. Intracelularni zmrznuti je
témei bez vyjimky letalni, pesto bylo
pozorovano feziti v ojedirlych
piipadech, nafklad v buikach
tukového &lesa (Salt, 1962) nebo

h&atka Panagrolaimus  davidii| Solutes i i

(Wharton et al., 1995). fP  Obr. 1.3: Extracelularni formace leduA)( za normalnic
podminek je osmolarita uvnit a vre buiky udrzovan

extracelularnim mrznuti (Obr. 1.3) vrovnovéaze. B) Pri tvorbé ledovych krystal se konc. solu
L, , . ., vhemolymg& zvySuje a voda je vyttevana v buiky na zaklad
dochazi k rychle osmotické rozdilu osm. gradieft (C) Sklesajici teplotou se lila stale vic

dehydrataci bukk na z&klad zakoncentrova (Sinclair et al., 201(

vyrovnavani koncenteaich gradient (Sinclair et al., 2010).

1.2.2. Fyziologické mechanismy pragriti v podchlazeném stavu

Jak jiz byloteceno v ivodu, mechanismy, které umibwiz hmyzu gezivat nizké

teploty, jsou vysoce komplexni. Od dob prvniho édéoboru hmyzi kryobiologie (Salt,

Mrivriw s



o Zesileni kutikuly a zéna jeji kvality

Prav@&podobnym adaptivnim vyznamem tétoény je prevence evapamaich ztrat
vody bkthem dlouhého zimniho obdobi. Zesilena kutikuléZen také branit pronikani
okolnich krystal ledu do &la a inokulaci mrznutiétnich tekutin.

* Biosyntéza a akumulace nizkomolekularnich kryoxtotst

Veskeré soluty rozpudté v hemolymd snizuji rovhovazny bod mrznuti o 1,86°C na
1 Osmol/kg solut (Lee, 2010). Bzné hodnoty osmolality jsou v rozmezi 400-600
mOsmol/kg u aktivnich, nediapauznich jedinclét (Zachariassen, 1985). U diapauznich,
castén¢ dehydratovanych a aklimovanych jedineniZze dosahovat hodnot az >3000
mOsmol/kg (Zachariassen, 1988adime sem polyoly, jako je glycerol, sorbitol, mioin
nebo etylenglykol, cukry — glukdza a trehal6zake teolné aminokyseliny (Lee, 1991).

* Restrukturace membran

Fyzikalni vlastnosti lipidické dvojvrstvy, jako jeji faze a fluidita, jsou strikén
zavislé na teplét Ze zakladni funéni tekuté faze, zaji®ijici optimalni regulovanou
propustnost a optimalni funkci integrovanych pnaiei se vlivem nizkych teplot membrana
dostava do tuhé faze gelové (Kak 2010). Aby se tomuto fazovémiephodu zamezilo,
dochéazi k proceésn desaturace a zkraceréttzci mastnych kyselin v membranovych
fosfolipidech (Li et al., 1998), &kdy také ke zréné zastoupeni etamnolaminu a cholinu v
hlavovych¢astech fosfolipid nebo ke zrné zastoupeni cholesterolu v memhbrgbowner
et al., 1981)

 Akumulace AFPs

AFP (,anti-freeze proteins®), téz oztmvané jako THPs (,thermal hysteresis

proteins®) jsou proteiny, které zalirgi rastu zarodénych krystah ledu pomoci adsorpce na
povrch vznikajiciho zarodeého krystalu a omezenfigtupu a fipojovani dalSich molekul
vody do krystalické izky ledu (Duman, 1977; Duman et al., 2010).

» Aktivizace Hsp komplementu (viz kap. 1.3.2)

1.3. Nizkoteplotni stres- Drosophila melanogaster

Pokud mluvime o stresu, a nemame na mysli stres peychicky stav vyvolany
psanim bakalgké prace, fiveme jej obeahchapat jako stav,ipkterém dochazi k naruSeni
normalnich funkci biologickych systdém nebo stav, ktery sniZzuje fithess organismu

(Hoffmann and Hercus, 2000; Bijlsma and Loeschdi897). Stresdr existuje celaada,
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v zakladu jsou to ale faktory chemicke, latky jakdké kovy, polutanty aj. a fyzikalni,
z nichZ nejvyznarjsi je teplota (Korsloot, 2004).

1.3.1. Strateqie proieziti chladu u octomilk¥prosophila melanogaster

Drosophila melanogasternema s chladem velké evohi zkuSenosti. Jejim
prapivodnim centrem rozi&ni je tropicka oblast rovnikové Afriky (Lachaiseat, 1988).
Vyvoj vajicek, larev a kukel se zastavuije jiii poklesu teplot pod 10°C (Loeb et al., 1917),
tehdy patrd nedochazi je8t k poSkozeni vnihich struktur a jedinci umiraji spiSe na
vyhladowni anebo na ztraty vody. K rychlému poskozeni anaad larev vSak dochazi jiz
pii teplotach nizSich 6°C (K@al et al.,, 2011a). Takovy chlad patrapisobuje naruseni
homeostatickych procés predevsim rovnovahu produkce a spbly ATP, a tim padem
vSechny procesy, které jsou na stalé dodavce chérsitergie zavislé. Typicky pak dochazi
nagiklad k narusenim iontové homeostazy a ted¢ktrochemickych potencia(Ko&’al et
al., 2004), pofipadt také k nekontrolovanému hromad toxickych kyslikovych radikél
(Korsloot et al., 2004). VeSkera vyvojova stadiaakienovanych jeding negeziji
podchlazeni na -5°C déle nez n&kalik hodin (Czajka et al, 1990) a tdgsto, Ze hodnota
SCP byla stanovena aZz na -20°C. Dochéazi tedy knahkut poSkozeni velmi nizkymi
teplotami. Pravépodobnou hlavni ii¢inou akutniho poSkozeni je denaturace prdtein
(Privalov, 1990) a fazovéechody membranovych fosfolipidZmrznuti tk&ni WDrosophily
(za jakekoli teploty) je vSeobetpovazovano za letalni¢koliv se jiz podélo pti vhodném
aklimainim rezimu a po jistych farmakologickych zasazictomilku zmrazit (Kogal et al.,
2012).

V temperatnim habitatu je vhodnou strategii proowgiku prezit v kviescencii
melké diapauze po kratkou dobu za mdimizkych teplot (okolo nuly) (Czajka et al., 1990),
popripadt pokraovat ve vyvoji v tepelé pufrovaném progédi = oportunni fg@zivani v
lidskych gibytcich. Pré se tedy omezenymi schopnostmi octomilkgzit v chladu viastn

vibec zabyvat?

Rod Drosophilazahrnuje az 1500 popsanych diuffhockmorton, 1975) ackteré
druhy jsou vysoce tolerantnit& chladu, z nichz se nabizi régad pribuzna muska
Chymomyza costatgejiz diapauzni larvy dokazi tolerovat dokonceniraZzeni a nasledné
vystaveni teplotam v kapalném dusiku (Kaset al., 2011b). Déle n#glad seversky druh
Drosophila Montanadokaze gkolik mésiai prezivat v podchlazeném stavu (Vesala et al.,

2011). Octomilka D. melanogasterrovréz nabizi velkou vyhodu dokonalé znalosti



fyziologie (Crill et al., 1996) a genetiky (Adams a., 2000), coZ se tyka i komplementu
Sokovych proteifi. Laboratorni modeD. melanogastendm tak davd moZnost porovnavat
ji s jejimi piibuznymi druhy a zji®vat, pr@ je od nich ve své "ne-toleranci” chladu natolik

odlisna.

Propojenost mezi Sokovymi proteiny a chladem jenzayé téma, které ovSem neni u
hmyzu a speciathani u modeluDrosophiladoposud filiS doke prostudovano (Burton et
al., 1988; Yiangou et al., 1997; Goto et al., 199&:sen et al., 2005; Qin et al., 2005;
Sinclair el al., 2007; Udaka et al., 2010, Colieeal., 2010). Tématem této prace je studium

vyznamu Hspsipvystaveni chladu.

1.3.2. Obecna charakteristika Hsps

Sokové proteiny, takzvané ,heat shock proteins‘p@skdy také obech nazyvané
.Stress proteins“) byly poprvé objeveny ndhodowpra octomilek (Ritossa, 1962; 1996),
puvodré pouze jako pozoruhodny pattern objevujici se peelteém Soku na puffech
polyténnich chromozotnslinnych Zlaz. Od té doby se Hsps staly vyznammpyeadnstem
pro studie, jejichz poznatky jsou shrnuty v mnolfaehfedovych¢lancich (Craig, 1985;
Burdon, 1986; Lindquist, 1986; Lindquist et al. 8389 Hartl, 1996; Feder et al., 1995; Kiang
et al., 1998; Parsell et al., 1993; Feder et 8991 Morimoto et al., 1999, Sorensen et al.,
2003).

Sokové proteiny (dale jen Hsps = proteisps= gen), které jsou podskupinou tzv.
chaperoi (Gething, 1992) jsou jedny z evoh& nejzachovalejSich skupin gewe vSech
bunkach prokaryot i eukaryot (Kiang et al., 1998). ttavni nukleotidi jsou mezi &gmito
dvéma hlavnimi skupinami organismhomologni az z 50% (Plesofsky, 1996). Za
normalnich podminek (za nestresovych situaci) mdiydkonstitutivié piitomny a podilet
se na sbalovani a rozbalovani proieina metabolickych procesech, Bamém fkstu a
vyvoji (Korsloot et al., 2004). Ve stresem ovlénych buikdch dochézi k masivni up-
regulaci inducibilnich Hsps, jejichz primarni furlje potom bd’ reparace denaturovanych
proteini nebo jejich odbourani v proteosomovych systeméedr et al., 1999, Parsell et
al., 1993). Inducibilni Sokové proteiny jsou takzelast dalezité pro volg Zijici populace
hmyzu, které jsou vystaveny prémivym teplotnim podminkam prasidi (Sorensen et al.,

2003).



Mechanismus exprese (Obr. 1.4) probiha prigh@a transkripni Urovni a je imo
zavisly na transkrignim faktoru zvaném HSF (,heat shock factor”). Temtanskrigni
faktor obsahuje dva leucinové zipy a dale DNA vamebdoménu (Craig et al., 1994). HSF
pietrvava ve stabilnim inaktivnim komplexuti mestresovych podminkach spolu s HSPs,
jejich afinita k denaturovanym proteéim za stresovych situaci destabilizuje komplex aved
k aktivaci HSF (Marchler et al., 2001). Leucinovpyzumozni HSF komplexu trimerizovat,
a v této aktivni trimerické fortn nasedd HSF na promotorové sekveimgegen a spousti

jejich transkripci. (Korsloot et al., 2004).

HSF KINAS

HSP </ TRANSCRIPTION
mRNA

Obr. 1.4: Mechanismus stresem vyvolané indukceiik@ch Drosophily. HSFs,
vyskytujici se v neaktivni forénv cytosolu jsou vazany HSPYiBtresu se oddluji
od HSP, jsou fosforylovany protein kinazami (PKG)eaforméch trimer se
dostavaji do jadra, kde dochazi k dalSi fosforylé®Fs a nasledné transkripci a
translaci. (Kiang et al., 1998)

1.3.3. HSPs Wrosophila melanogaster

Nazev ¥tSiny HSPs se ve &8 pripadech sklada zipdpony Hsp/Hsc a
naslednéhatisla (22,23,70,83...), které zf@aku ozna&ovalo jeho odhadovanou velikost
v kDa (Lindquist et al., 1980). Dnes r@hgieme stresove proteiny dtyi rodin (Korsloot et
al., 2004):

1) Sp90 — Hsp83
2) Sp70 — Hsp70Aa, Ab, Ba, Bb, Bbb, Bc; Hsc70-1, 2,%; Hsp68
3) SmallHsps — Hsp67Ba, Bb, Bc; Hsp22, Hsp23, Hsp26, Hsp2ip4Bls
4) ubiquitin
Vycet €chto geri neni patrtt dosud kompletni. V poslednich letech se s rozvojem

technik molekularni biologie nachazi dalSi variangjichz funkce byva neznama. Popis

jednotlivych ged (Tab. 1.1) byl vypracovan s pouzitim databazi :hftpbase.org/ a



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ obsahujici vSechny depd nalezené genyrosophila
melanogasterspolu s podkladovymi informacemideckych publikaci. V obrazkovéifmze
(7.1 - 7.22) jsou cytogenetické mapy zobrazujiciigtmi genu na chromozomu, jeho

transkript a kodujici sekvenci (http://flybase.grg/

* Hsp83
Protein se vyskytuje v cytoplazimkde je konstitutiva picitomen, jeho exprese je ale

také indukovana tepelnym stresem a nedostatkendogyuiindquist et al., 1986) athem
oogeneze (Lindquist et al., 1988). Vilkdch, které jsou pdizeny steroidnim hormdm se
vaze na na specifické receptory (Korsloot et @Q4). Ri stresu chrani nativni proteiny

proti denaturaci za asistence Hsp70 (Hartl etl@bg).

e Hsp70
Toto je nejvyznam¥jSi a nejvice studovana skupina stresovych pridtéingenomu

je zastoupen Sesti témdentickymi kopiemi (Lindquist et al., 1988)

Protein se vyskytuje v cytoplazimkde neni konstitutivhpiitomen, jeho exprese je
drasticky indukovanadhem stresu, nefSi abundance (az 1000x nasobnyasrSolomon
et al., 1991) byva pozorované pheat-shock response” (Lindquist et al., 1986);ragulace
genu byla pozorovana i po chladovém Soku (Sineladl., 2007). B bylo dokazano zvyseni
termotolerance u embryi, larev i deékm (Welte et al., 1993, Feder, 1996, Krebs et al.,
1997, Krebs, 1999). Pod stresovymi podminkami sg7Blshachazi zejména v j@da na
jaderné membran(Lindquist et al., 1988). Jeho primarni funkcipedil na znovuskladani
denaturovanych proteirzpit do nativni formy (Liang et al., 1997, Feder ef 8999) a tast
na degradaci poskozenych profteifindquist et al., 1988). Utte vyvolanda transkripce za

nestresovych podminek sniZzuje schopnosténgho @leni a fistu (Korsloot et al., 2004).

e Hsp68
Sekvence tohoto genu je z 85% shodimgs/Oa steji tak jeho se up-reguluje po

tepelném Soku (Craig et al, 1985), reakce je vSpéZzdina a abundance produktu je
mnohonasobhnizsi (Palter et al. 1986)ié&dpoklada se, Ze tento gen hraje st@kohsp70

dulezitou roli pro termotoleranci (McColl et al., 189

e Hsc70-(1-5)
| kdyZ je prokazano, ze se indukuji po stresu, Hsos v buice gitomny zejména

konstitutivre, abundance vyvolana stresem je oproti Hsp70 zatelid (Rubin et al., 1993,



Palter et al., 1986). Obetrze odvodit ti hlavni funkce, které Hscs plni za normalnich
podminek (Korsloot et al., 2004): 1) Podil na syaté& skladani polypepfid2) Asistence
pii shromad’ovani slozenych polypeptid 3) Funkce chaperonového prekurzoru prdiein
vnitrobuiéénych membran. Lokace v tice se u této skupiny se liSi gen od genu (Korstoot
al., 2004): Hsc70-1,2 a 4 nalezneme zejména v azop, Hsc70-3 v endoplazmatickém
retikulu, kde se vaze na nowsyntetizované a nekompletni proteiny (Kassenbreickl.,

1988) a Hsc70-5 v mitochondriich, kde se podilskladani mitochondrialnich protéin

e Small Hsps

Malé Sokové proteiny jsou na chromozomu (s vyjimkmp4) lokalizovany na
jednom mist, nékdy se jejich sekvence navzajenbekryvaji (viz Obr. 7.15 v idloze).
K nejdilezitejSim pati Hsp22,23,26 a 27. VSechny tyto proteiny se vymjiazachovalym
regionem, tzv.a-krystalinni doménou (Mymrikov et al., 2011)¢&Hem vyvoje vykazuji
stalou expresi, na Urovni tkani se vSakZmjejich koncentrace liSit az 100x (Korsloot et al
2004). V nestresované tixe jsou lokalizovany v cytoplazinavSak po Soku se mohou giln
upregulovat a akumulovat okolo jadra (Arrigo et #B94), kde tvi super-agregaty (Basha

et al., 2012).

» Ubiquitin

Ubiquitin je maly reguléni protein, jenz byl nalezen téinve vSech tkanich u
eukaryot, u prokaryot se nevyskytuje. Jeho primamkci je ozn&ovani proteif urcenych
k degradacti nasngrovat rekteré proteiny sgrem k bugcnym kompartmeriim, kde maji
plnit svou funkci (Hershko, 1998).

1.4. Cile prace

Cilem této prace je:

» Charakterizovat expresi komplemetu Sokovych prategttomilky Drosophila
melanogastervystavenych subletalnimu chladu aéblv potrebnost Sokovych
proteini Hsp70 pro reparaci chladového posSkozeni.

» Porovnat expresi jednotlivych giemsp komplementu a rozdily ve fenotypu larev
pro chladovou odolnost u divokého kme@esgon (dale jen Hsp a mutantshsp-

null (dale jen Hsp postradajiciho vSechny kopie genu Hsp70.



Tab. 1.1: Vet Sokovych proteiin u Drosophila

modra, ,small“ -¢ervena.

melanogastea jejich charakteristika. Rodiny: Sp90 - zelena7®p

o L o i Molekulova
Inducibilni/ Cytogenetické | Transkrigni pocet bazi
Gen o Chromozom ) hmotnost
konstitutivni umiseni varianty mRNA )
proteinu [Da]
. L Hsp83-RA 717
hsp83 inducibilni 3L 63B11-63B11 81735
Hsp83-RB 717
hsp70Aa 87A2-87A2 Hsp70Aa-RA 642 70160
hsp70Ab 87A3-87A3 Hsp70Ab-RA 642 70160
hsp70Ba . o 87B12-87B12 Hsp70Ba-RA 641 70181
inducibilni 3R
hsp70Bb 87B14-87B14 Hsp70Bb-RA 641 70196
hsp70Bbb 87B14-87B14 Hsp70Bbb-RA 641 70253
hsp70Bc 87B14-87B15 Hsp70Bc-RA 641 70196
hsp68 inducibilni 3R 95D11-95D11 Hsp68-RA 635 69744
Hsc70-1-RA 641 70686
hsc70-1 konstitutivni 3L 70C9-70C9 | Hsc70-1-RC 555 61347
Hsc70-1-RD 555 61347
hsc70-2 konstitutivni 3R 87D10-87D10 Hsc70-2-RA 633 69722
Hsc70-3-RA
o Hsc70-3-RB
hsc70-3 konstitutivni X 10E3-10E4 656 72261
Hsc70-3-RC
Hsc70-3-RD
Hsc70-4-RA
Hsc70-4-RB
Hsc70-4-RC
hsc70-4 konstitutivni 3R 88E4-88E4 | Hsc70-4-RD 651 71131
Hsc70-4-RE
Hsc70-4-RF
Hsc70-4-RG
hsc70-5 konstitutivni 2R 50E6-50E6 Hsc70-5-RA 686 066!
hsp67Ba inducibilni 3L 67B2-67B2 Hsp67Ba-RA 445 46931
Hsp67Bb-RA
. N Hsp67Bb-RB
hsp67Bb inducibilni 3L 67B2-67B2 111 12614
Hsp67Bb-RC
Hsp67Bb-RD
hsp67Bc inducibilni 3L 67B2-67B2 Hsp67Bc-RA 199 22180
. Lo Hsp22-RA
hsp22 inducibilni 3L 67B2-67B2 174 19763
Hsp22-RB
. S Hsp23-RA
hsp23 inducibilni 3L 67B3-67B3 186 20629
Hsp23-RB
hsp26 inducibilni 3L 67B2-67B2 Hsp26-RA 208 22994
hsp27 inducibilni 3L 67B3-67B3 Hsp27-RA 213 23617
DnalJ-1-RA 334 37028
hsp40 inducibilni 3L 64E5-64E5
(Dna-J-1) DnaJ-1-RB 334 37028
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2. Material a metodiky

2.1. KmenyDrosophila melanogaster

K nasemu
A @ 3 . vy
1 I | pokusu jsme pouzili dva
. LN il LR~ " e R— — o
odlisSné kmeny
B
i b whs octomilek: klasicky
whs whs
;{'\W un_ P ﬁ\\ laboratorni kmen
' / Hsp70Aa Hsp70A;b.“»;;\‘u . di‘;:ullspmsa ;"‘a M;/"L'ﬁfspwﬂaﬁm/i-lspﬂ)sbb Hsp70Bb Hsp7OBE S Oregon’ ktery ve svém
Sp SpSp Sp Sp Sp Sp Sp SpSp Sp ) . . )
} ! } genomu disponuje vSemi
XX - P STl R _\!_ EEE{___ . .
Hsp70A Hsp70Ba Hsp70B kOple ml hsp70 TentO

Obréazek 2.1Schéma pro targeting. (A) Regiony obklopujiciusidelece (L a R) by
zaklonovany do P-element vektorB)(Rekombinaci s Hsp70A, Hsp70Ba a Hsp kmen budeme v této
donory byly vytvdeny pozadované delece. (Gong and Golic, 2004)

praci nazyvat Hsp Déle
jsme pouzili transgenniho mutanta s genotypem DH{3R70A, Df(3R)Hsp70B (Obr. 2.1),
ktery vSechny tyto kopie udajrpostrada. Tento mutantni kmen vznikl cilenou geketi
manipulaci laboratorniho kmene™? (Gong & Golic; 2004) a budeme jej v této préci
nazyvat Hsp Bylo owieno, Ze larvy 3. instaru tohoto kmene nemaji scosipap-regulovat
expresi genthsp70po tepelném Soku a zardvenaji sniZzenou toleranci proti vysokym
teplotam, (39°C) (Gong and Golic, 2006). U kmenep Hsebyla pozorovana Zzadna
kompenzani exprese jiného genu z komplementu Sokovych mibtea chylgjici expresi
hsp70po tepelném Soku (Bettencourt et al., 2008). Dasrovani genému kmene W?®
vSak prokazalo, Zze se pattrmepod#ilo dosadhnout zcela kompletni delece vSech kopii
hsp70 V genému kmene #'®se udrzuje velmi nizka hladina jedné z kopii agabrrs
pouze jejiho 3' - konce. Proto byla pozorovanalinvaizka hladina mRNA transkrifptpro

hsp70po tepelném Soku (Bettencourt et al., 2008).

Pro nas pokus vybirdme larvy 3. instaru, o niéhzrjamo, Ze jsou tolera&jgi vici

dlouhodobému vystaveni chladu, na rozdil od larev 4. instaru (Rajamohan et al., 2008).

2.2.  Chov a akliméani varianty

Dosglci Hsp' i Hsp byli chovani za podobnych podminek v laikdch (cca 50 mL)
obsahujicich sterilni dietu sloZzenou z ktikného Srotu, agaru, kvasnic a cukru,
konzervovanou metylparabenem (Sigma). Chovy bylgris/any standarénpii 18°C
s pravidelnym sitinym cyklem 12 h sitlo: 12 h tma (12L:12D). Abychom docililiiesné

11



vyvojové synchronizace byla pouzivana #egi nakladena v intervalu 12 hod &ina faze
dne) a pro pokus byly vzdy vyuzity larvy které&lgn finalni velikost (ca. 95% finalni
hmotnosti "wandering" larev), ale jéSteopustily dietu zadlem nalezeni vhodného mista
pro pupariaci.

Pro analyzu genotypu jsme pouzili déigomusky z chovu. Pro analyzy fenotypu
jsme pouzili larvy 3. instaru aklimované nasledmizpisobem. Vajika byla nakladena v
podminkach chovu. Druhy den byla ¥la (pogipact c¢asné 1. instary) ipmistna do
konstantnich teplot ki 25°C (varianta Dm25) nebo 15°C (varainta Dm15pt@gderiody
12L:12D. Za &chto podminek dosahly larvy finalni velikosti pélhizné po 5 dnech za
teploty 25°C (u obou kmé) nebo 12 dnech u kmene Hsp+ a po 15-16 dnech adidsp-
za teploty 15°C. V posledni aklifra variant (Dm 15-6) byly larvy finalni velikosti je&t
na dalSi 2 dny fgneseny do konstatni teploty 6°C. Yeg@chozi studii (Korbelova, 2011)
bylo zjiS€no, Ze tizné aklimované larvy se vyra2niSi svou chladovou odolnostifipemz
larvy z aklim&ni varianty Dm 156-6C nely nejvyssi chladovou odolnost a reagovaly na
vystaveni v chladu (0°C)fetelnou up-regulaci genu hsp70. Pro analyzu traotsk byly

vyuzity pouze larvy z aklimani varianty Dm 156>6C.

2.3.  Fenotyp: chladova odolnost

2.3.1. Kratkodoby chladovy Sok (-4°C)
Byly pouzity larvy z akliméni varianty Dm 15. Larvy (celkovy get 320 ks z

kazdého kmene) byly vystaveny chladu ve skupinacl2(® ks. Skupiny byly umi&ty do

malych zkumavek s fimérem 1 cm a vySkou 5 cm, a cca 1 g diety. Poté pglgrobeny

teplotnimu protokolu uvedenému na OtlL

—# Channel 1 —& Channel 3 —- Channel 5 Channel 7
, o B °c Ch 12 Ch 14 —<- Ch 16 — Ch 18

2.3 v termoreguknim pistroji Huber® ;

ministat 240 Zaznam pikbéhu teploty byl ‘ i

zmeien  loggerem Pico®  TC-08 2
S pouzitim podfrného programuPico®

Technology Software (P-Tech).

Po vystaveni teplotnimu Soku by

TL :
larvy preneseny do konstantni teplo NN T e e tew W

brazek 2.3: Protokol chladového Soku. Jednotlamtéky
edstavuji sondy zavedené do diety v kazdé z testttiva

po dobu 10 dni. Posuzovanym kritérie{“™2e

18°C a fotoperiody 12L:12D pro zotavenf,

pro preziti byla schopnost dosazeni pupariao stadia.
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2.3.2. Dlouhodobé vystaveni mirnému chladu (0°C)

Byly pouzity larvy aklim&ni varianty Dm15-6. Celkovy p@et larev je uveden v

Tab. 2.3. Tento test slouzi ke zist hodnoty Lo, tj. urceni Tab. 2.3.: Jednotliva vystaveni 0°C a

takové délky chladové expozice, kterdigpbuje mortalitu ~ "aleZity paet larev

u 50% jedind. Skupiny larev po 20 ks byly umésty do 53502’2’:5[tr<?]ven n (Hsp) || n (Hsp)
malych zkumavek s dietou (viz 2.3.1) a vloZeny &d | 0 [ 200 ][ 200 ]
) . 30 740 800
(0C) vpolys:[yrenovem boxu do chladky s teplotou 25 =00 00
okolo +4C. Casové expozice v chladu (Tab 2.3) byly 72 | 200 | 240 ]

vybrany na zaklad vysledki piredchoziho vyzkumu (K@dl et al., 2011a). Posuzovanym

kritériem pro peziti byla schopnost dosazeni pupariao stadia.

2.4. Vybér a design primérpro PCR reakce

Primery byly designovany s pouzitim progra@eneious (BiomattersPrimery byly
zkonstruovany firmouGeneri-Biotech Kvalita pipravenych primer byla vzdy o¢fovana
jednak pomoci elektroforézy na agarovém gelu a daldyzou teploty tani po prétnuti
gPCR reakce (podrobnosti viz dale).

Pro ¥tSinu geri byl designovan pouze jediny par primgiab. 2.4.). Jelikoz ale
rodina gei hsp70je u octomilky pdetnd a obsahujeizné geny s vysoceiipuznymi
sekvencemi, bylo pro geimsp70Aanavrzeno ¥tSi mnozstviiznych pai primeri. Cilem
bylo vyhnout se fpadnému nasedani priniena blizce fibuzné sekvence jinych gi&n

V piiloze (Obr. 6.22)e zobrazen gehsp70Aase vSemi pary pouzitych printer
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Tab. 2.4: Seznam pouzitych primiex délka jejich PCR produktu. MiEljsou ozn&ny primery
pouzité pro gDNA, zelghpro cDNA, h¥zdickou no¥ designované primery. Neozfemé primery
byly pouZzity i doprovodnych pokiech (neuvedenc

Forward/
gen Reverse sekvence
[ R ] 5-GTGAAGCAGGCCGTGGAACAGG-3’ |
[ F2r | 5-GCACTGGCCTTTCAAGGTTGTAAGC-3' |
F3* 5-CTGGCCGTTATTCTCTATTCGTTTTGTGAC-3’
F4* 5-CTCAGCGGAGACCAGAGCGGCAAG-3’
F5* 5-GTGAGTCCAAGAGATTTGCC-3’
hsp70Aa F6* 5-GGCATATCTGGGCGAGAGCATC-3'
F7* 5- ACTCGTACTCCTCCTTCTCGGCGGTGG -3’
[ rR1 | 5-TCTTGGTCATGATGGGGGAGCAGT-3’ |
[ RrR2x | 5'-CTCCTCGGGGGCAAATCTCTTGGA-3' |
[ RrR3* | 5'-CAGCAGCAGGTCCTGGATCTTGCC-3' |
R4* 5-CGCCAGATGAGTGACTAGC-3’
R5* 5-CTTGAACTCGTCCGCCAGATGAG-3’
hsp68 F1 5-ATCGCCGCCCGCAATCAACTGG-3'
R1 5'- CCGAGGAAGAAGAACTCACA -3’
hsp83 F1 5'- GCACGCCAGCCGCATCTACC -3’
[ rR1 | 5'- TCAACCAGCGAGGGGGCATCT -3’ |
hsc70.1 [ x| 5-GAGATAACAACAGCCTGGGTAAG-3' |
[ rR2x | 5-CTCAATGGTTGGACCCGAG-3’ |
hsc70-2 F2* 5-TCGGAAACCGAACGCTCCAAGG-3’
R2* 5-TGGCACTCTTTCAGGTGACTC-3’
hsc70-3 F1 5-ACCAGAACCGCCTGACGCCC-3’
R1 5-GGGATCGGCATCGGGATTCTGT-3'
hsc70-4 F1 5-TGCCCTGGAGCGTTCGACCAA-3’
[ rR1 | 5-GCATACCTCCGGGACCGCC-3' |
hec70.5 [ R | 5-ATAAGCTTCTCGGCTCCTTTACA-3' |
[ rR1 | 5-TATCGTGGACTATGCTCTCGCCC-3' |
hsp67Ba F1 5-CAGCCGCCAAGGCCGTCAGAGGTAGA-3’
R1 5-GGCGAGAGTGAGCGAGAGCGAAGGAGT-3'
hsp678b F1 5-TGAACTGGACAAGGCTCTAAATCTGGA-3’
R1 5-CACCACATTGCTGTATCCCTGACTTTTG-3'
hsp67Bc F1 5-AGCCGCGGTGGAGCCTCAAATAAG-3’
[ rR1 | 5-GATCGTCCTCGCGCTCCTCGTGTT-3' |
hspa [ R | 5-GCAGGGCAGCAGGATACAGGTGAA-3’ |
R1 5-CTAGTTGGGCAGCAGCTCGGACAG-3'
hsp22 F1 5-CTCTCCTCGCCCTTTCACGCCTTCTTC-3’
R1 5-GGGTGAGGTTGTAGCCATCCTTGTTGACG-3'
hsp23 F1 5-TGCGCCAGCTGGAGAAACA-3’
R1 5-TCATAACCGGGTGGCAGAGC-3'
hsp26 [ R | 5'-CCAGGAGCCCCGCAGCCCCATCTACG-3’ |
[ rR1 | 5-CATCTCGCGCCGCAAAGCCAAAACCTG-3' |
hsp27 [ R | 5-ATTTGCTGGAGGATGACTTCGGTTTTG-3' |
R1 5-GGTGGCCATGGCTTCTCTCGTA-3’
049 F1 5-ATGCTAAGCTGTCGCACA-3’
R1 5-GAATCCGGTGGGGAGCAT-3’
Tubl F1 5 - ACATCCCGCCCCGTGGTCTGAA - 3
R1 5 - CTGCTCCTCCTCGAACTCGGCGTC - 3'
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2.5. Genomova DNA

Pro izolaci gDNA byla pouzita celéla jednotlivych dos@ct z chowvi, samci (M) a
samice (F) od&erg, pro oba kmeny (pracovni zfeni: +1M, +2F, +3F; -1M, -2M, -3F, -4F;
kde + znamena kmen Hsp+ a kde - znamena kmen Ngpsamec; F, samice). K izolaci
jsme pouzili reagencie z pracovniho kiblNeasy Tissue Kit (Qiagen GmbHPouzili jsme

nasledujici protokol:

1) Vybrané dosgice jsme uspali pomoci GQumistili do Eppendorfovych zkumavek
(1,5 mL) a okamz& usmrtili v tekutém dusiku.

2) Ke kazdému vzorku jsmetigali 180 uL ATL pufru a celkovou tkajsme rozsthali
nazkami.

3) Pripipetovali jsme 20 pL proteinazy KQ{agen GmbH)a vzorky jsme fes noc
inkubovali @i 55°C v inkubatoru MCO1-NMajor Science®

4)  Nasledujici den jsme vzorky vortexovali gidvortex V1 Biosan)po dobu 20 s a
piidali 200 pL AL pufru a okamzitpromichali. Naslednhjsme vzorky inkubovali § 70°C
po dobu 10 min.

5) Po inkubaci jsme vzorky vortexovali arigali 200 pL 100% EtOH a vzorek
promichali.

6) Vzniklou substanci (600 pL) jsmegpipetovali do sérné kolonky, tu jsme umistili na
podtlakovy odsawva(Promega®. Podtlakem byla odstrana vodna faze, DNAustala v
kolonce.

7) Do kolonky jsme napipetovali 500 pL AW1 pufru a&bpme odsavali.

8) Do kolonky jsme napipetovali 500 uL AW2 pufru abgme odsavali.

9) Kolonku jsme umistili do 1,5 mL Eppendorffovy zkuwkg a do kolonky jsme
pipetovali 200 pL AE pufru, inkubovali 1 mirfigpokojoveé teplat (déle jen r.t.).

10) Vzorky jsme centrifugovali na centrifuzéniversal 32 r (Hettich®)pii 10.000 g / 1
min / r.t..

11) Krok 9 a 10 jsme opakovali, ve vysledku jsme zis#@D pL vzorek DNA rozpudhé
v AE pufru.

Jelikoz jsme pouzili velmi malé mnoZstvi tkarmpredpokladame, Ze koncentrace
gDNA bude v AE pufru velice nizka. Proto jsmé&dali nasledujici kroky pro vysledné
vysrazeni gDNA v etanolu.
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12) Ke kazdému vzorku jsme napipetovali 40 pL 3M octaodného.

13) Pridali jsme 800 pL 100% EtOH.

14) Centrifugovali jsme $ 20.000 g / 5 min / 4°C.

15) Tekutou fazi jsme odsali, na @mkumavky zstala peleta.

16) Napipetovali jsme 500 puL 70 % EtOH.

17) Centrifugovali jsme  20.000 g / 5 min / 4°C.

18) EtOH jsme dkladre vysali a otetené zkumavky jsme nechali cca 5 — 6 minut susit.
19) Peletu jsme rozpustili v22 pL DEPC vody (destilo&a voda obsahujici
diethylpyrokarbonat, ktery inaktivuje RNazy), z Bého vzorku jsme odebrali 1 pL pro
meieni koncentrace. Ta byla provedena na spektrofeteanittanoDrop 2000 (Thermo
scientific®) zaznam byl proveden za pouziti pédpho programiNanodrop 2000

20) Vzorky byly naedény (Tab. 2.5) na shodnou koncentraci (¢ = 0,02 ry/ma
uskladrény v mrazicim boxuipteplot -80°C.

Tab. 2.5: Leveling vzortkgDNA. Pavodni vzorek +2M byl spéebovan pi predchozich
pokusech, podledp (nejnizsi konc) probihal leveling

vzorek koncentrace gDNA Abs piidat vodu || vysledna koncentrac
[uo/uL] 260/280 [uL] [mg/mL]
+1M 0,0570 1,72 38,9 0,02
+2F 0,1440 1,83 130,2 0,02
+3F 0,1458 1,84 132,1 0,02
-1M 0,0707 1,72 53,2 0,02
-2M 0,0391 1,76 20,1 0,02
-3F 0,1209 1,83 106,0 0,02

| 4F | 01497 | 179 | 1362 | 0,02 |

21) Pro PCR analyzu jsme pouzili nasledujici pary prinfviz Tab 2.4):
* Hsp70Aa F1 x R1

» Hsp70Aa F5 x R4
* Hsp70Aa F6 x R5

22)  VSechny vzorky byly podrobeny PCR reakci v 20 pakcich dle nasledujiciho
protokolu (Tab. 2.6). Master Mix (MM) byl sestavero celkem 42 reakci.:

Tab. 2.6: Master mix pro PCR.

1 x[uL] 21x [ul]
DEPC voda 10,5 220,5
dNTP 1,6 33,6
10x buffer 2,0 42
HS ExTaq 0,1 2,1
Primer F 0,4 X
Primer R 0,4 X
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cDNA 5 X
) 20 X
15 pyL MM bylo vzdy pipipetovano kvzorkm ve 200 pL Eppendorfovych

zkumavkach obsahujicich 5 pL vzorku gDNA — celktady 20 uL reakce.

23) PCR reakce byla provedena flaermocycler T3000 (Biometra®yi pouziti
nésledujiciho protokolu:

95°C 30 min%,]\
94°C 30s 20x
59°C 30s 0
72°C 90s —>
4°C 10 min

15°C 0

24) Pro kazdou sérii produkt(celkem 3x) jsme siffpravili 2% agar6zovy gel z 1 g agarézy, 1
mL TAE 50x pufru (obsahuje 40 mM Tris-HCI, 20 mMskyoctova, 1 mM EDTA pH = 8) a 49 mL
vody.

25) Ke vzorkiim jsme napipetovali 2 plLoading Dye6x (Promega) Vzorky byly spolu

s markeremX00 bp ladder, Lonza)apipetovany na gel.

26) Rozctleni produkii probihalo pi napsti 100 V po dobu 20 minut, gely byly poté
nam&eny po dobu 15 min v 0,02% roztoku Etidium bromidTE pufru (obsahuje 10 mM

Tris HCI, 1 mM EDTA)pro vizualizaci PCR produkt

27)  Gely byly vyfotografovany pod UV stlem (W/UV Transluminator, UVP®

2.6. Transkrigni analyza geinhsp

2.6.1. Vybér aklimace a vystaveni chladu

Byly pouzity larvy akliméni varianty Dm 156, které byly nasledné vystaveny
mirnému chladu (0°C) po dobu 30 hodin. Larvy bytiebirany z diety veétyrech fiznych
casech (Obr. 2.5).

2.6.2. lzolace tRNA

1) Pracovali jsme na lédve sterilnim tho3h P

T'eplota (°C)

j

—
i

prostedi.
2) Larvy byly aistény v destilované

X 6 o] 2 dny, Pre
vodk, usuSeny a okaméit usmrceny T

30h

0

v tekutém dusiku.

cas

Obr. 2.5:Ctyii vybrané varianty (krouzky) pro transkeipi
analyzu po aklimaci 156.
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3) Ke vzorku jsme napipetovali 500 pIRibozol™ RNA Extraction reagent
(Amresco®) celkovou tk& jsme nejprve roz#hali nizkami, poté homogenizovali
homogenizatorem.
4) Vzorky jsme nechali stat 10 mitigRT, kazdych 10 min vortex.
5) Ke kazdému vzorku jsme napipetovali 200 pL chlonofio (stabilizovany
v amylenu; Sigma® a okamzi radre promichali po dobu 15 sec. Vzorky jsme poté
ponechali 5 min ) RT.
6) Mezitim jsme si fipravili Eppendorfovy zkumavky (1,5 mL) s 200 plopopanolu.
7) Vzorky jsme centrifugovaliip 15.000 g/15 min/4°C.
8) Po centrifugaci jsme odebrali 200 pL svrchni vodage obsahujici RNA do
pripravenych zkumavek (krok 6) a vzorky mimpromichali.
9) Vysrazeni RNA probihalo po dobu 30 min nasled
10) Centrifugovali jsme $ 20.000/20 min/4°C.
11) Po centrifugaci jsme pipetou odséli veSkerou vodiday na di zbyla peleta.
12) Kusazené pelétjsme pipetovali 500 pL 75% EtOH (v DEPC ¥pda mirre
promichali.
13) Centrifugovali jsme $ 20.000 g/5 min/4°C.
14)  Dukladre jsme odséli veSkerou vodnou fazi a peletu jsmii gsdobu 5-6 min.
15) Peletu jsme rozpustili v 11 uL DEPC vody. 1 pL koijsme pouzili na rreni
koncentrace:

M¢iili jsme na spektrofotometrarian UV SpectrophotometefAbsorbanci fi 260
nm jsme ndili pro 1 pL vzorku + 149 uL DEPC vody. K vypt koncentrace (Tab 2.5)
jsme pouzili nasledujici rovnici:

Abs260 x 40 x faktor rozpustnosti (tj. 150) / 180kbncentrace [ug/uL]

16) Vzorky byly nasleda uchovany v fi -80°C pred pouZzitim pro cDNA syntézu.

2.6.3. cDNA syntéza

1) 5 pg alikvot kazdého vzorku jsme napipetovali dééntgppendorfovy zkumavky
(200 pL).

2) Pripravili jsme si Master Mix aifpravili 20 puL reakce (Tab. 2.8) s pouzitim kitu
Reverse transcription system (Promega)

3) Inkubace reakce prébla naThermocycler T3000t pouZiti nasledujiciho protokolu
42°C 45 min
95°C 5 min
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4°C

5 min

Tab. 2.7Redkni vzorki tRNA na vyslednou koncentraci 1 pg/uL

Abs konc. pridat vodu Abs konc. pridat vodu
Vzorek || Abs 260 2601280 || [ug/ul] uL] Vzorek || Abs 260 2601280 || [ug/ul] uL]

[ +Prea 1,3032]] 1,83 7,819 68,2 | -Prda 15487 54,81 9,3522 835 |
+Preb][ 2,0246 1,86 12,1476 111,5 -Préb  1,2493 7911, || 7,4958 65,0
+Prec| 09134 1,79 5,480 44,8 -Prdc 1,809 11,88 10,9254 99,3

+la 1,1340 1,79 6,804 58,0 -1h 0,185  1,7606,125D 1,3
+1b | 1,1369 1,79 6,8214 58,2 -1 0 1,0743 1,742 4638 54,6
+1c || 1,3721 1,82 8,2324 72,3 -14 1,215  1,7952 ,3050 63,1

| +3a || 1,8356] 1,85 11,0136 100,1 | -3k 1,4085  1,8038,4210 || 742 |

[ +3b || 1,2108] 1,80 | 6,6644 56,6 | -3 0,619  1,7985,66 || 26,7 ]

[ +3c || 1,2634] 1,81 | 7,5804 65,8 | -3¢ 1,388 11,8056 ,338B || 734 ]
+24al 1,0813 1,80 6,4878 54,9 -24fa 125919  1,7960,5114 65,1
+24b | 05813 1,76 3,4874 24,9 -24p  1,05h0  1,711%,3240 53,2
+24c ] 1,7958 1,84 10,7748 97,7 -24c 1,38p4 17988,2824 72,8

Tab. 2.8: MM pro reverzni transkripci.

1x [ul] 24x [ul]
MgCl, 4 96
10x buffer 2 48
dNTP mix 2 48
RNasin 0,5 12
AMV-RT 0,8 19,2
Oligo (dTxs 1 24
DEPC voda 4,7 112.8
tRNA templat 5 X
z 20 X

4) Vznikla jednovlaknova cDNA bylaiedina 25x pidanim 480 uL DEPC vody.

5) Vzorky byly roz&leny na alikvoty a skladovany v -80°@eg pouzitim pro qRT-

PCR 12 3 4 5 6 7 8 9 1011 12

Al OO0O00000000O0

Bl 000000000000

c]l OO0O00000000O0

2.6.4. gRT-PCR | IlfeNoNeNoReNoReNoReRoReXe!

] . ] El 000000000000

1) Naredkna CcDNA byla rozpipetovana n@rsl cooo0oo000 00000

. : . . |ls]l coooooo00000O0

analyz&ni destéku Biorad Hardshell ktera obsahuje|l il S oo 600000000 0
96 studniek (Obr. 2.6).

Obr. 2.6: Schéma destiky pro qRT-PCR. Vzorky
byly pipetovany v dubletech (svisle) vzdy vaech
gﬁakovénich (série a,b,c; vodorowé)

2)
Master Mixu (Tab 2.9) obsahujici pozadovany p

Ke kazdé reakci bylo vzdyfiano 15 pL

primer:
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Tab. 2.9: MM pro gRT-PCR

1x [uL] 100x [uL]
IQ Mix (Biorad) 10 1000
DEPC voda 4,2 420
cDNA templat 5 X
primer F 0,4 X
primer R 0,4 X
z 20 X

3) Desticka byla analyzovana kvantitativnim zhodnocenimtingia cetnosti transkripit
cilovych geri vici ¢etnosti transkrigt referenich geri (podrobnosti viz dale). Reakce
probihaly na termocycleriC1000, CFX96 Real-Time systespouZitim pod@rného

programuBiorad CFX Manager.

95°C 3 min

94°C 15s «—
60°C 30s P a0x
72°C 30s — >

analyza bodu tani produkteakce

Pro analyzu jsme vybrali primery uvedené v TaB, fro gerhsp70Agsme vybrali
pouze par F7 x R5, protoze tento vykazuje nejvggécificnost pro sekvenci tohoto genu.

2.6.5. Agar6zovy gel

Nasledujici vzorky jsme napipetovali na agarozael (postup viz vySe) a

zhodnotili.
+ Pre a - Prea
+1a -la
+3a -3a
+24a -24 a

2.6.6. Vybér refereknich gerd

Pro vyker referegnich geri bylo nutno si zvolit takové geny, jejichz trangae je

stdla a nezvySuje se ani po dlouhodobém vystavielaidae (Ponton et al., 2011). Tuto
podminku spluji geny rp49 a p-tubulin (viz Tab. 2.4), jejichz hladingetnosti Zistava
konstantni i po dlouhodobém vystaveni chladu (Kionke 2011).
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2.7. Statistické vyhodnoceni

Pro hodnoceni vysledk experimentu kratkého chladového Soku (kap. 2.&1)
dlouhodobého vystaveni mirnému chladu (kap. 2.2 nepouzili Zadnou statistickou
analyzu. V programwPrism 5 (GraphPad software)jsme vytvdili grafy porovnavajici
preziti dvou variant: Hspa Hsp

Pfi hodnoceni vysledktranskrigni analyzy (kap. 2.6) jsme si sfitali geometricky
pramér hodnot G referegnich geri, kterou uvadime jako referé&m hodnotu (Ref)
vzhledem k relativningetnostem transkriptu zkoumaného genu (X). Pousiitig statisticky
postup podle Pffafla (2001). Koeficient eficienampmikace na jeden PCR cyklus (eff) je

roven 1,85.:
(eff Ref ™) / (eff X°™)

V programu Prism 5 (GraphPad software)jsme ziskana data dale vyhodnotili
pomoci 1) jednocestného ANOVA testu pro posuzovéimil ¢ty variant (Pre, 1, 3, 24) na
relativnicetnost transkriptu, 2) Bonferroniho testu proemi statisticky vyznamnych rozdil

mezi €mito variantami.
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3. Vysledky
3.1. Chladova odolnost
3.1.1 Kratkodoby chladovy Sok

Prezivani larev octomilkyD. melanogaster podminkach kratkodobého chladového

Soku (-4°C/1 hod) bylo ngekavar vysSi u kmene Hsp- nezli u kmene Hsp+. Zatimco u
kmene Hsp- fezilo az do stadia puparia celkem 34,7% jetlimccelkového p&tu 320
jedinai, u kmene Hsp+ to bylo pouze 20,6% jedize 320 (Obr. 3.1).

100+

Survival
[% pupariated larvae]

50
(320)
(320)
Hsp+ Hsp-

Drosophila strain
Obr. 3.1: Porovnani ipziti Hsg a Hsp pc

vystaveni  kratkodobému chladovému  Sc
V zavorce jsou uvedenaiplusSnar

3.1.2 Dlouhodobé vystaveni chladu

Prezivani larev octomilkyD. melanogaster podminkach dlouhodobého vystaveni
mirnému chladu (0°C/30-72 h) bylo srovnatelné uwkmerni, atkoli se ogt projevovala
tendence k vy3Simurgzivani u larev kmene Hspez u kmene HSp(Obr. 3.2). Zhruba po
ttech dnech (72 h) vystaveni mirnému chladu klegdigani larev fiblizné na 50% u obou

kmena.
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(200/200)

100-
[ ] 740/800 Hsp+
S ( _) (200/200) [ Hsp-
g ™17 T (200/240)
£3 —
55 5077
i T
» 3
3  25-
O\O
0_ T T T T
0 30 48 72

Time of exposure to 0°C [h]

Obr. 3.2: Porovnaniipziti Hsp a Hsp po vystave
dlouhodobému chladu. ¥avorce jsou uvede
piisluSna n. Té&ovanou ¢arou jsou nazrny
hodnoty Lty a Lbs,

3.2. Gendmova DNA

V3echny vzorky u HSprykazuiji produkci #etelnych a unikatnich PCR prodiikd
ocekavané délcerppouziti vSech pdirvybranych primear. Agar6zovy gel ukazuje, Ze takeé
nékteré vzorky pipravené z kmene Hsgavaji vznik PCR produkin, jejichZ délka se
shoduje s &ekavanou délkou produktu z gensp7Q ktery by ovSem ®& v genomu kmene
Hsp zcela chybt. Tyto produkty byly Iépe patrné&ipouziti rékterych péait vybranych
primeri (F1XR1 nebo F5xR4)iné pary primer naopak neprodukovaly u kmene Hsp- &&m
Zadné produkty @ekavané délky (F6xR5). Zaravge patrné, Ze tyto produkty se nachazeji
pouze u tkterych jedind, zatimco u jinych se nettid'samice -3F{Obr. 3.3, 3.4 a 3.5).iP
pouziti primefi F1XxR1 doslo k masivni produkci nespecifickych REzedutk.

Par primeit délka PCR produktu
F1R1 181 bp
F5R4 404 bp
F6R5 756 bp
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100bp | +IM  +2F +3F | -IM  -2M -3F  -4F 100bp | +
ladder ladder

. . . o . Obr. 3.2:F5R4 PCR produkty pro Hspa Hsp. Hsp obsahuje
Obr.v3.1.,F1,Rl PC,R produkty opro,H§pa I—_lsp. I:|sp obsahuji velke nepatrné mnozstvi produktu souhlasiciho s pozadavdélkou.
mnozstvi nahodnych produktiznych velikosti.

100bp +IM  +2F +3F -IM -2M -3F  -4F
ladder

Obr. 3.3:F6R5 PCR produkty pro Hspa Hsp. Hsp obsahuje
nepatrné mnozstvi produktu souhlasiciho s pozadavdélkou.

3.3.  Transkrigni analyza geinhsp
3.3.1. Gerhsp70

Patern gRT-PCR produkha agar6zovém geldigouziti paru primear prohsp70
F7xR5 (@ekavana délka produktu 345 bp) ukazuje v zdpadobny vysledek jako u
analyzy genomoveé DNA (Obr. 3.6.). @pvidime Zetelné a unikétni produkty s odpovidajici
délkou i pouziti cDNA ziskané z kmene Hsp¥i pouziti cDNA ziskané z kmene Hsp
jsou produkty jen u&kterych vzork (-Pre, -3h), u vzorku -1h se vyii#o mnozstvi
nespecifickych produlita u vzorku -24h se nevytkity témét Zzadné produkty (Obr. 3.6.). Je
tieba zdraznit, Ze gel ukazuje produkty po 40 cyklech gROIRPreakci. Z tohoto gelu tedy

nelze usuzovat o abundnaci specifické templatowAX jejimu odhadu slouzi vysledky
kvantitativni PCR v realnérase.

Vysledky gRT-PCR pro gemsp70jsou uvedeny na Obr. 3.7. U kmene Hsp
pozorujeme signifikantni, zhruba 10-ti nAsobnowegptaci relativntetnosti transkrigt pro
genhsp70po expozici chladu. Vidime také typickgsovy ptibéh, kdy upregulace dosahuje
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vrcholu véase zotaveni po chladové expozici zhruba Xase 3 h jiz upregulace dohasina a
v ¢ase 24 h jiz nenitbec patrna. Blezity je rovréz udaj G = 20,8 £ 1,1°C uvedeny pod
sloupcem Pre. Totéislo udava pimeérny kriticky cyklus (x S.D.) gRT-PCR ifpnémz

dochazi ke startu exponencialniho nardstmosti produkt. Kriticky cyklus G- negimo

umeérné odpovida mnozstvi templatové cDNA v reakci. U kenétsp- je hodnota{G 32,6

+ 1,3°C, coz je 0 11,8 cyklpozdji. Z toho se da odvodit, Zetpnérnacetnost templatové
cDNA je u kmene Hsphruba 1421x (1,8%% nizsi neZ u kmene H&pKrome tohoto
dramatického rozdilu ¥etnosti templatové cDNA vidime u obou kniegitetelrs odliSny
patern exprese. Zatimco u kmene Hgppatrna upreguladesp70v pribéhu zotaveni, u

kmene hsp- je viit spiSe dowregulacedase 1 h, pajpac Zzadné zrény v ostatnich

casech.
100bp +Pre +lh +3h +24h -Pre -lh  -3h -24h
ladder
o e gy
; = s 8
il e S S Jeves 1D e
345 bp
: )
Obr. 3.6:F7R5RT-PCR produkty pro HS+Pre aZ +24) a HspPre az -24)
hsp70Aa (Hsp®) 0 hsp70Aa (Hsp’)
CE ANOVA: P =0.0002 *** CE ANOVA: P =0.0058 **
3 F=2511 8 F=9123
c c
g 2 g
ez = 25 | a
2 C 1 ol 2 ©
! ‘_‘5
o) 0]
14 o b
0.1- 0.1
Pre 1 3 24 Pre 1 3 24
C=20,8+1,1 C=32,6+1,3
Hours of recovery Hours of recovery

Obr. 3.7: Porovnani abundance transkripgp70Aau dvou kmef Drosophily Shodn
pismena nad sloupley ozna@uji skupiny, které se statisticky vyznatmmelisi. Vkazdém graf
je uvedena hodnota P a F (dle ANOVA). Pod vzorkem Pr& gy uvedena fimérna hodnot
CT s gislusnou odchylkou
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3.3.2. Ostatni geny

Nasledujici grafy obsahuji data relati¢etnosti transkriptu vSech gieonstatnich
nadrodiny Hsp (Obr. 3.8 - 3.22)

1) Rodina Sp90
Hladina transkriptinsp83se po zotavovani se z dlouhodobé chladové expozice

nezvysovala.
0 hsp83 (Hsp")
CE ANOVA: P < 0.0001 ***
8 F=37.19
c
S«
a
Sz a a
o 1
S £ b
=0 —T=
K
()
o
0.1-
Pre 1 3 24
C;=18,10,6

Hours of recovery

Obr. 3.8: Relativnéetnost transkripce piiosp83

2) Rodina Sp70
Hladina transkriptinsp68se mirr zvysila cca 2,5 krat v dét8 hod. po vystaveni

chladu.

Hladina transkript hscl, hsc2 a hsc& vyrazi nezvySovalahsc4dmirné v doke 3
hod..

hsp68 (Hsp") hscl (Hsp’)
CE  ANOVA P =00002* 10 CE  ANOVA P=01165
F=27 F=2697

a

a a
a a T =

Relative abundance
of MRNA
in
Relative abundance
of MRNA
in

0.1- 0.1-
Pre 1 3 24 Pre 1 3 24
C;=23,0¢1,0 C;=25,6+1,3
Hours of recovery Hours of recovery

Obr. 3.9: Relativnéetnost transkripce priosp68 Obr. 3.10: Relativnéetnost transkripce proscl
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Relative abundance

Relative abundance

of mMRNA

of mMRNA

hsc2 (Hsp hsc3 (Hsp
0 sc2 (Hsp?) 10 sc3 (Hsp’)

] CE ANOVA: P =0.0005 *** ] CE ANOVA: P < 0.0001 ***
F=19.73 3 F=145,73
c
]
a a2 S < b a a
b S Z c —
o ]
2 ©
8
(]
x
0.1-
Pre 1 3 24 Pre 1 3 24
C;=24,740,8 C;=20,640,5
Hours of recovery Hours of recovery
Obr. 3.11: Relativnéetnost transkripce priosc2 Obr. 3.12: Relativnéetnost transkripce priosc3
hsc4 (Hsp?) hsc5 (HspY)
0 10+
CE ANOVA: P =0.0008 *** CE ANOVA: P =0.0244*
F=17,15 8 F = 5,466
c
a < a
b b c< ab | @ b
— ax 4 — -
=
25
8
(]
@
0.1-
Pre 1 3 24 Pre 1 3 24
C;=19,740,7 C;=22,0£0,6
Hours of recovery Hours of recovery
Obr. 3.13: Relativnéetnost transkripce prasc4 Obr. 3.14: Relativnéetnost transkripce pitesch

3) small Hsps

Hladina transkript hsp67Ba, hsp67Bdbhsp67Bcse vyraza nezvySovala.

Hladina transkriptinsp22se vyrazg zvysila v dols 3 hod cca 12x a miérse zvysSila

u transkriph hsp233x, hsp265x ahsp272x taktéz v dob 3 hod.
Hladina transkriptinsp40se mirg zvysila cca 2x v dabl hod.
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Relative abundance

Relative abundance

Relative abundance

hsp67Ba (Hsp’)

C;=18,9+1,0

Obr. 3.19: Relativnéetnost transkripce priosp23

Hours of recovery

hsp67Bb (Hsp’)

CE ANOVA: P =0.0001 ***
F =29,65
a
b — b
Pre 1 3 24

Cr=23,640,4

Hours of recovery
Obr. 3.16: Relativnéetnost transkripce pilasp67Bb

0 hsp22 (Hsp)

CE ANOVA: P < 0.0001 ****
F=159.1
a

10 =

b b b
1
1_...
0.1
Pre 1 3 24
C;=23,9+0,9

Hours of recovery

Obr. 3.18: Relativnéetnost transkripce piiosp22

] CE ANOVA: P =0,0333 *
F=4,828 )
[
< ab a S <
Z b — T % =z
@ o
S o =
Y m N
o = O
ks
]
a4
Pre 1 3 24
C;=26,0£1,1
Hours of recovery
Obr. 3.15: Relativnéetnost transkripce prasp67Ba
hsp67Bc (Hsp")
CE ANOVA: P =0.0020 ***
F=1288 )

a G
=z b = =
I - o 3 o
S =
B 25

8
(]
o
Pre 1 3 24
C;=24,8£0,8
Hours of recovery
Obr. 3.17: Relativnéetnost transkripce priosp67Bc
0 hsp23 (Hsp")
CE ANOVA: P =0.0002 ***
q F=27.21 et
I _§
= b <
o T o
1S =
S b 2%
__ ks
O
nd
Pre 1 3 24
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hsp26 (Hsp) ANOVA: P < 0.0001 ****
0 F=3213
CE a
b
c
l_...
d
— —
0.1-
Pre 1 3 24
Cr=22,4%0,9

Hours of recovery
Obr. 3.20: Relativnéetnost transkripce priosp26



Relative abundance

of MRNA

hsp27 (Hsp)

CE ANOVA: P =0.0001 ***
F=27.49
a
b b
==
Pre 1 3 24
C1=22,4+0,9

Hours of recovery

Obr. 3.22: Relativnéetnost transkripce prtasp40

Relative abundance

of MRNA

29

o hsp40 (Hsp’)

CE ANOVA: P < 0.0001 ****
F =70,56
a

c — b

s e d
1+
0.1-
Pre 1 3 24
C;=20.8+0,6

Hours of recovery

Obr. 3.21: Relativnéetnost transkripce pitasp27



4. Diskuze

Cilem této prace bylo fpdevSim fpravit podminky pro nasledujici detailni
experimenty. Zejména Slo o &eni absence vSech kopii gemsp70v genomu kmene Hsp
octomilky D. melanogasterdale o o¥feni absence transkiipi odpowdi tohoto genu na
chladovy Sok, a nakonec o posouzeni moznosti, odhazi ¢i nikoli) ke kompenzéni
upregulaci jiného genu z komplementu Sokovych méatadhradou za chyfici genhsp70
Krome toho jsme owfovali, zda ma delece gehgp70u kmene Hspvliv na jeho chladovou

odolnost. VSechny tyto cile se pdiflmalespa cast&ne spinit.

Na urovni genomu jsmei@dpokladali tér¥ kompletni absenci gentsp70 u
kterych byl mutantni kmen Hspiipraven a otestovan. (Gong et al., 2004; Bettericetur
al., 2008). Ve druhé z obou uvedenych studii bgli’tzjiS€no, Zze deleci se nepaila
proveést zcela kompletnV gendmu Hspbyl nalezen zbyvajici fragment jedné kopie, patrn
kratSi nez 1000 bp, a nachazejici se blizko 3'-&okédujici sekvence. Nase vysledky
rovnéZ potvrzuji velmi slabou reakci specifickych prirnera genomovou DNA u kmene
Hsp Cilem dalSich analyz budergsnd lokalizace zbytkhisp70 genu pomoci série jiz
piipravenych specifickych prim&r NasSe vysledky rowf nazn&uji, ze fragment genu
hsp70nemusi byt fitomen v kazdém jedinci Hsfkmene, ale Ze se tthe vyskytovat s
urcitou frekvenci v ramci celé populace. Pro naSeidal8 je podstatné, Ze tento zbyvajici
fragment vykazuje nulovou nebo jen velmi nizkounstaipini schopnost a neni tedy

zdrojem proteinového produktu.

Pro geny komplementuspexistuje jeden velky specificky problém, a tim jsoka
piibuznost sedmiidznych kopii hsp7Q jedné kopiehsp68a navic je&t 5 kopii hsc70
sekvenci, které se shoduji az z 96% (Feder etl@85). Je tedy velmi obtizné nalézt v
sekvenci vhodné misto pro par pririnektery by zcela specificky produkoval pouze a prav
jediny PCR produkt ze svého specifického templde.zcela specifické primery tak mohou
za ugitych podminek, zejménaiipnevhodri zvolené teplat pro hybridizace primér s
gDNA, nasedat na necilové geny a sp&uStorbu nevyzadanych produk{Hecker et al.,
1996, Wu et al, 1999). Tento problém jsme se pdikugieSit alignovanim sekvence genu
hsp70Aa se vSemi fibuznymi geny v programu Geneious a naslednyméngjh co

nejspecifétéjSich pati primert po celé délce genu.
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Na transkripni arovni jsme pedpokladali téréf kompletni absenci transkriptu pro
gen hsp70a zarové Zadnou upregutami odpowd na chlad. Slovo té#éi opst vystihuje
situaci jiz dive popsanou ve studii Bettencourta et al. (20R&ya ukazala, Ze jista, velmi
nizka urové transkripce gentsp70se u kmene Hstale vyskytuje. V uvedené studii byl
pozorovan kriticky cyklus polymerazové reakce gRIRPpro gernsp70u kmene Hsp- na
hodnot C; priblizn¢ okolo 33 (Bettencourt et al., 2008). To je vemvietlobré shod s
nasimi vysledky, kde jsme zjistili{C= 32,6. Je logické, Ze pokud neni v genortitopen
gen, nebude se vyskytovat ani jeho transkript.gRT-PCR reakci jsme sice pozorovali
amplifikaci ugitych produkti i u kmene Hsp ale 1) abundance produktu &e&avané délce
(pravEpodobré specifickych produki) byla u kmene Hsp- k vice nez 1000-nasohizsi
nez u kmene HsSp 2) tyto ,specifické* produkty se netity u v3ech vzork a patri tedy
jejich templaty nejsoufifomny u vSech jedinicv populaci Hsp-, a 3) ostatni produkty byly
nespecifické (tedy #ty jinou nez éekavanou délku).

V dalsi, vysledkovym rozsahem nejobsahlejsisti prace jsme se zabyvali
relativnimi ¢etnostmi mRNA transkrifitpro dalSi geny (jiné neisp7Q Hspkomplementu
u kmene Hsp Celkem jsem analyzovali transkiig odpowd na chladovou expozici u
prakticky vSech znamych (protein kédujicich) @§yeéohoto komplementu. Celou tutast Ize
shrnout konstatovanim, Ze zadny ze sledovanycli gewykazal u kmene Hsgadnou
kompenzani upregulaci ndhradou za chyilsi gen hsp70 U rnekterych ged byla
pozorovatelna relativnslaba upregulace po vystaveni chladu:inapgeri hsp68, hsc4,
hsp67b, hsp4@ zejména pak u vSech tzv. "malych" Sokovych météhsp22, hsp23, hsp26
a hsp27. Tyto upregulani odpowdi byly vSak zcela srovnatelné (pokud séetywychozi
hodnoty G i ndsobku zvySenfetnosti po chladové expozici) se situaci u divokkhene
octomilky Hsp (Korbelova, 2012).

Navzdory prokdzanym falin: 1) téng kompletni absenci gerhsp70v genomu; 2)
témét kompletni absenci jeho transkiip odpowdi na chlad;, 3) absenci jakékoli
kompenzani odpowdi na transkripni arovni jinych¢lena komplementu Hsp, je fenotyp
chladové odolnosti kmene Hsgtejny nebo dokonce mirepsi nezli u kmene H3pLarvy
kmene Hsp- prokazaly minepsi odolnost proti chladovému Soku (-4°C/1h)hadsnou

odolnost proti chronickému vystaveni mirnému chlé@fC/24-72h).

Tyto vysledky lIze interpretovat tak, Ze upregulagenu hsp7Q ktera typicky
nasleduje po vystaveni chladu u kmene H&urton et al., 1988, Goto et al., 1988) neni
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potiebn& pro reparaci chladovych poskozeni. A to prbéokmen Hspnevykazuje Zadnou
upregulaci genthsp70a gesto si udrZzuje normalni chladovou odolnost. Pioraento
zawr povazujeme zaipdlEzny. V sodasnosti se zabyvame expresi na urovni Hsp pitotein
Velmi prekvapiw, naSe pedkEzné vysledky nazriaji, Ze &koli neni u kmene Hsgadna
pozorovatelna upregulai reakce na chlad na transkmp Grovni, existuje moznost, zZe
upregulace "kompenzujiciho" Hsp proteinu se odéhréa post-transkrimi Urovni.
Specifické protilatky proti Hsp70 proteinu ukazum@ Western blotech zesilenou tvorbu
neznamého proteinu o velikostiilizné 70kDa (avSak odliSitelného svou délkou od
"pbandu" skuténého proteinu Hsp70 u kmene HgMize se jednat o protein Hsp68 nebo o
nékterou z verzi kognatniho proteinu Hsc. V blizkédducnosti se chceme zafih na
identifikaci tohoto proteinu a obja&mi jeho role pi reparaci chladovych poskozeni u larev

octomilky D. melanogaster.
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Zavry

» schopnost fezivani larev 3. instaru obou knieoctomilky Drosophila
melanogastese po vystaveni kratkému chladovému Soku i pohdidobému
chladu nelisil.

* genhsp70nebyl ve své piné délce, dléakavani, v genomuiftomen.

* u mutantniho kmene nebyla na Urovni transkripceopmzna Zzadna
kompenzani exprese Zadného genu z kompleméfgp.

» ve fazi giprav se nachazi dalsi metoda pé&lddrejSi zkoumani vlivu
absence genlisp7Q které by mohly odhalit nova fakta na Grovni tlane

0 SDS-PAGE elektroforéza
= Western blotting - pokud existuje kompenzace arir
proteinu, je mozné jiip pouziti specifickych protilatek odhalitt
= Coomasie staining

0 2D - Elektroforéza
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Obr. 7.7: Hsp70Bc
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Obr. 7.10: Hsc70-3
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Obr. 7.16: Hsp67Bc
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Obr. 7.19: Hsp26
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