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Anotace: The constitutively obsereved up-regulation of Hsp70 expression often led to
premature conclusions about its critical role as a repair mechanism of cold injury that is,
besides, expressed by protein misfolding/denaturation. In this study, we analyze the cold
tolerance and the expression of 24 different mRNA transcripts of Hsp complex and other
genes, that are associated with the repair of injury caused by cold. We use two strains of D.
melanogaster: the wild type and the mutant type Hsp70™ null, that lacks all 6 copies of the gene
hsp70. We found out, that the larvae of two strains do not differ in their patterns of target genes
expression during long term acclimation nor during recovery from chronic cold exposure and
acute cold shock, therefore there is no transcriptional compensation of any other Hsp gene for
the missing Asp70 in Hsp70" strain. The cold tolerance of Hsp70" strain larvae was impaired
only, when they were exposed to strong acute cold shock by temperatures below -8°C. No
difference in cold tolerance was observed, when the larvae were exposed to chronic cold
exposure in 0°C or to mild acute cold shock by temperatures up to -4°C. Based on our results
we assess, that the cold injury caused by strong acute cold schock is of another nature than
caused by mild cold conditions and only in the first case Hsp70 expression is critical for the

repair of cold injury in Drosophila melanogaster larvae.
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1. Uvod

V podstate veskeré druhové zéastupce tidy Insecta muzeme popsat jako malé
ektotermni organismy se snizenou schopnosti udrzovéani télesné teploty. Kvili tomuto
omezeni si hmyz vyvinul rizné komplexni fyziologické mechanismy, které mu umoziuji
vyrovnavat se s nizkou télesnou teplotou (Lee, 2010). Mezi takové mechanismy patii napft.:

(a) kvalitativni a kvantitativni zmény ve strukturalnim slozeni kutikuly: je vyznamné
zejména pro zabranéni evaporace a inokulace zptisobené prinikem ledu skrze télni schranku.

(b) biosyntéza nizkomolekularnich kryoprotektantli: spo¢iva ve znatelném snizeni
rovnovazného bodu mrznuti (konkrétné¢ 1,86 °C na 1 Osmol/kg solutit) (Lee, 2010). Mezi
kryoprotektanty fadime polyoly (glycerol, sorbitol, mannitol nebo etylenglykol), cukry
(glukoza a trehaldza) a také volné aminokyseliny (Lee, 1991).

(c) akumulace AFPs: z angl. ,,Anti-freeze Proteins®, jsou skupinou proteint
zabranujicich v ristu zarode¢nych krystalii adsorpci na jejich povrch (Dumann, 1997; Dumann
et al., 2010).

(d) restrukturace membran: je potiebnd pro zabranéni pfechodu z tekuté/funkéni faze,
kterd je zaruCena pfi optimalnich teplotidch, do tuhé/nefunkéni gelové faze, do které se
membrany dostavaji ptisobenich teplot nizkych (Kost’al, 2010).

(e) aktivace komplexu Hsps: viz niZe

Tyto mechanismy jsou diileZité pro zabranéni vyskytu riznych typt chladového
poskozeni, které se daji obecné rozdélit do tii kategorii:

(a) neprimé chladové poskozeni: narista béhem dlouhodobého, chronického vystaveni
(v f4du dni aZ mésicll) mirnému chladu (hypotermni teploty okolo 0°C nebo nad 0°C) a je
pravdépodobné svou podstatou spojeno s: naruSenim fungovani metabolickych drah,
akumulaci toxickych meziprodukti, vcetné reaktivnich molekul (oxidativni stres),
nedostatkem volné chemické energie a naslednym naruSenim iontové rovnovahy (Hochachka,
1986; Rojas & Leopold, 1996; Kost’al et al., 2004; MacMillan & Sinclair, 2011; MacMillan
et al., 2012).

(b) primé chladové poskozeni: nastava jako dasledek kratkého vystaveni podminkam
silného chladu (kryotermni teploty blizici se bodu podchlazeni SCP, avSak bez zmrznuti)
akutniho rdzu (v fddu minut az hodin). Nasledky takového poskozeni jsou: disociace
multimernich makromolekuldrnich komplexti, ztrata enzymatické aktivity, denaturace

proteintt (Privalov, 1990; Tsai et al., 2002; Razvi & Scholtz, 2006), fazové prechody



v membranovych lipidech, masivni pritok iontd membranami a rychla bunécnd smrt (Knight
et al., 1986; Drobnis et al., 1993).

(c) mrazové poskozeni: je spojeno s rustem ledovych krystall, pficemz dochéazi k
mechanickému poskozeni bunéénych struktur a zakoncentrovani solutli, které mohou
prekrocit limity toxicity a vaznou dehydrataci, coz ma za nasledek fiizi nekompatibilnich
bunécnych membranovych organel (Muldrew et al., 2004).

Nase studie se soustfed'uje na opravu chladového poskozeni u larev octomilky
Drosophila melanogaster, coz je druh hmyzu tropického ptivodu pochazejici z oblasti
rovnikové Afriky (Lachaise et al., 1988). Tropické druhy hmyzu se obvykle vyznacuji pouze
omezenou toleranci k chladu, napt. vyvoj vajicek, larev a kukel octomilky se zastavuje jiz pfi
poklesu teplot pod 10°C (Loeb et al., 1917). Nekteré druhy nicméné disponuji schopnostmi
umoziujici vylepseni chladové tolerance jako disledek dlouhodobé aklimace (z angl. long-
term acclimation; dale jen LTA) v ¢asovém rozsahu dnt az tydni (Emerson et al., 2009;
Kostéal et al., 2011; Colinet & Hoffmann, 2012). V praxi se veskery doposud studovany hmyz,
vcetné octomilky mimo jiné vyznacoval i schopnosti zlepSeni své chladové tolerance v ¢asové
Skale fadu minut az hodin (z angl. rapid cold hardening; dale jen RCH) (Lee et al., 1987, Lee
& Denlinger, 2010). Tento mechanismus napomaha k prevenci chladového poskozeni béhem
dennich zmén okolni teploty (Kelty & Lee, 2001).

Fyziologické mechanismy probihajici pti LTA a RCH jsou pravdépodobné rizné (Lee
& Denlinger, 2010; Teets & Denlinger, 2013). RCH je zavislé na rychlych buné¢nych
procesech zaloZenych na signalnich kaskadach a zménach ve fosforylaci proteini (Teets &
Denlinger, 2013). LTA, stejné jako v pfirozenych podminkach probihajici sezonni chladova
aklimace, je jiZ vice systemicka, vysoce komplexni zélezitost a ¢asto je spuSténa s predstihem,
pted pfichodem obdobi chladu. Je spojovéana s pfechodem z aktivniho stavu Zivota do stavu
pozastaveni vyvoje, ktery nazyvame diapauzou (Denlinger, 1991; Kostal, 2006). Diapauza a
sezonni aklimatizace se vyznacuji vyraznou promenou fenotypu, zalozenou na celkovych
zménach v transkripci gentll, expresi proteinll a sloZzeni metabolomu (Ragland et al., 2010;
Colinet et al., 2012; Hayward, 2014). Adaptivni komplex LTA vede k iniciaci hned n€kolika
fyziologickych mechanismi, mezi néz fadime:

(a) regulaci aktivity nukleatorii ledu pro ovlivnéni rovnovazného bodu mrznuti SCP (z
angl. ,,supercooling capacity point®) (Salt, 1961; Zachariassen, 1985);

(b) syntézu nizkomolekularnich kryoprotektantli (Somme, 1982; Storey & Storey,
1991);



(c) syntézu proteind regulujicich postup formace zarodeénych ledovych krystali;
(Zachariassen & Krisansen, 2000; Dumann, 2001);

(d) kompozi¢ni resturkturaci membran (Kost’al, 2010);

(e) up-regulaci bunéénych ochrannych systémi slouZzicich k ochrané pfed apoptézou
(Yi et al., 2007), oxidativnim poskozenim (Lalouette et al., 2011) a denaturaci proteinii
(Rinehart et al., 2007; Kostal & Borovanska, 2009).

Kvuli komplexité, rozsalosti a provazanosti riznych procest je vSak velmi obtizné
studovat role mechanismt LTA jednotlivé (Hayward et al., 2007).

Ve své praci popisuji ulohu Sokovych proteinti (z angl. Heat Shock Proteins; dale jen
Hsps), konkrétn¢ inducibilni formu Hsp70, jako soucast adaptivniho komplexu LTA u larev
D. melanogaster. Divodi pro vybér octomilky je hned nékolik: (1) Drosophila je dobie
ustanoveny, geneticky probddany modelovy organismus a zaruc¢uje dobrou znalost genetické
struktury a fyziologickych funkci Hsps (Adams et al., 2000; Crill et al., 1996; Ritossa, 1962;
Lindquist, 1986; Lindquist & Craig, 1988; Sorensen et al., 2003; Sorensen et al., 2005). (2)
Drosophila disponuje znac¢nou schopnosti zdokonaleni chladové odolnosti v reakci na
chladovou aklimaci, jak v pfipadé RCH tak LTA (Kostal et al., 2011; Czajka & Lee, 1990;
Kostal et al., 2012), avsak fyziologicky princip tohoto ptizptisobeni je vpodstaté nezndmy. (3)
Druhova rozmanitost v rodin€¢ Drosophilidae je ¢asto vyuzivana ve srovnavacich studiich
ruznych geografickych linii v oblasti stresové odolnosti, véetné chladové odolnosti, s cilem
porozumét evolu¢nim vzorlim speciace, vysvétlit principy obyvani ekologickych nik a/nebo
pfedpovédét pripadnou odezvu na klimatické zmény (Hoffmann, 2010; Kellermann et al.,
2012). (4) Hlavnim divodem je vSak to, ze doposavadni studie zabyvajici se Hsps ve spojitosti
s chladem pfinesly variabilni vysledky (Yiangou et al., 1997; Goto et al., 1998; Nielsen et al.,
2005; Qin et al., 2005; Sinclair et al., 2007; Udaka et al., 2010; Colinet et al., 2010a). Bylo
zjisténo, Zze 70 kDa Hsps se syntetizuji béhem zotavovani z dlouhodobého vystaveni 0°C pii
absenci tepelné¢ho Soku, a Zze mirné tepelné ,,pfed-osetieni (angl. pre-treatment; dale jen PT)
napomohlo k prevenci mortality zpisobené nasledovanym vystavenim chladu (Burton et al.,
1988). Od této prilomové studie byla chladem vyvoland up-regulace komplexu Hsps
opakované pozorovana u octomilek na tirovni jak RNA, tak proteinu (Goto & Kimura, 1998;
Goto et al., 1988; Sinclair et al., 2007; Colinet et al., 2010a). Colinet et al. (2010b) navic
zjistili, ze znemoznéni exprese malych gentt Hsp22 a Hsp23 pomoci RNAi prodluzuje dobu
zotaveni z chladového komatu. Tyto vysledky, spolu s funkénimi studiemi (RNAi)
provedenymi na Hsps u jinych druhtt hmyzu (Rinehart et al., 2007; Kostal & Tollarova-

Borovanska, 2009) podpoftily pfedstavu o tom, Ze Hsps hraji dilezitou roli v chladové
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odolnosti hmyzu. Nielsen et al. (2005) vSak provedli studii s tepelné citlivym mutantnim
kmenem D. melanogaster, ktery je postizen mutaci v genu Hsf, poskytujici produkt Sokovy
faktor (angl. Heat Shock Factor; déle jen HSF). Exprese mRNA genu HSF se zastavuje pfi
teplotach nad 30°C (Nielsen et al., 2005; Jedlicka et al., 1997). Ve své studii Nielsen et al.
(2005) presvédciveé prokazali, ze aktivace HSF a nasledujici exprese Hsp70 se neprojevila
béhem RCH a, ackoliv se projevila béhem LTA, zadny ptiznivy efekt této up-regulace
pro chladovou odolnost D. melanogaster nebyl zpozorovan.

Hlavni tlohou této prace bylo objasnit, zda-li up-regulace inducibilniho genu Hsp70
v souvislosti s LTA a se zotavovanim po vystaveni chladu hraje, ¢i nehraje roli v adapta¢nim
komplexu chladové odolnosti D. melanogaster. Odpovédi na chlad byly srovnavany u dvou
kmeni octomilky: divoky typ (z angl. wild-type, wt), v praci oznacovén jako kmen Oregon R
(Lindsey et al., 1968) a mutantni, zde oznacovan jako Hsp70", ktery postrada vSech 6 kopii
genu Hsp70 (Gong & Golic, 2004). Zaméfili jsme se na chladovou odolnost larev pIné rostlého
3. instaru, které byly aklimovany (LTA) pfi nizkych teplotich (15°C a nasledné 6°C) za
ucelem dosazeni jejich maximdlni chladové odolnosti (Kost'al et al., 2011). Nasledovné
ptsobeni dlouhodobého vystaveni mirnému chladu (angl. chronic cold exposure; dale jen
CCE) bylo odliseno od ptisobeni kratkodobého vystaveni akutnimu chladovému Soku (angl.
acute cold shock; dale jen ACS). Ve studii byly navic aplikovany dva riizné chladové PT
subletalnimi ddvkami chladu, a to chronického ¢i akutniho razu, za i€elem vyvolani exprese
inducibilnich Hsps pfed samotnym vystavenim chladu. Metodou qRT-PCR byly
kvantifikovany urovné exprese transkriptu mRNA Hsp70 a dalSich 19 genti komplexu Hsp
plus 4 dalsi geny (Frost, Menin, Starvin, CG9705), pravdépodobné spojené s chladovou
aklimaci ¢i napravou chladového poSkozeni, nebyla vSak pozorovana Zadnd kompenzacni
odpovéd’ za chybéjici gen Hsp70 u kmene Hsp70". Na zdklad€ naSich vysledkd tvrdime, Ze
up-regulace mRNA Hsp70 nemusi byt vZdy potfebna pro napravu chladového poskozeni,
ackoliv je tato up-regulace vzdy ptfitomna v odpovedi na chladovou aklimaci a pti zotavovani
z chladového vystaveni. Zjistili jsme, Ze chladova odolnost mutantti Hsp70° je sniZena pouze,
pokud jsou larvy vystaveny ACS pfi teplotach < -8°C. Vystaveni mirngj$im davkam chladu,
a to jak CCE (0°C) ¢1 ACS (az do -4°C), mélo za nasledek podobné poméry

piezivani/mortality mezi obéma kmeny Oregon a Hsp70'.



2. Material a metody:

2.1. Modelové organismy:

Hlavni ¢ast experimentu byla provadéna na dvou kmenech octomilky Drosophila
(Sophophora) melanogaster (Meigen, 1830): divoky typ wt, konkrétné¢ kmen Oregon R
(Lindsley & Grell, 1968), a mutani kmen Hsp70™ (Gong & Golic, 2004), ktery byl ziskan
z ,,Bloomington Drosophila Stock Center, ev. ¢. 8841 s genotypen: w[1118]; Df(3R)Hsp70A,
Df(3R)Hsp70B. Kmen Oregon disponuje ve svém genomu Sesti téméf identickymi kopiemi
genu, ktery kéduje protein Hsp70. Pravé Hsp70 svou Cetnosti zodpovida za vétSinu objemu
produktt Hsps, které jsou exprimovany po tepelném Soku (Feder & Krebs, 1998). U
mutantniho kmene w[1118] bylo z genomu vSech Sest kopii genu Hsp70 odstranéno metodou
homolgni rekombinace, coz dalo vzniknout homozygotnimu kmenu Hsp70". (Gong & Golic,
2004). Larvy kmene White (mutace v lokusu white; Morgan, 1910), které slouzily jako
genetické pozadi pii tvorbé kmene Hsp707, byly pouzity v nasi studii za ucelem ovéieni
konstitutivni Grovné genové exprese nestresovanych larev. V disledku ztraty genu Hsp70,
larvy 1 dospélci kmene Hsp70" vykazovali sniZenou tepelnou odolnost, kterd se projevovala
nizkym nebo nulovym piezivanim po silném tepelném Soku (39-39,5°C), kterému predchazel
neletalni tepelny PT (35-36°C). Je zajimavé, Ze preziti po mirném tepelném Soku (<37°C) neni
negativné ovlivnéno ztratou Hsp70 (Gong & Golic, 2006; Bettencourt et al., 2008). Chovy
vSech kmenil byly udrzovany ve sklenénych tubic¢kach (vyska 12 cm, pramér 2,5 cm) pii
konstantnich 18°C, se svételnou periodou 12h/12h svétlo/tma (L/D) v inkubatorech MIR 154
(Sanyo Electric, Osaka, Japonsko). Kazda tubicka obsahovala cca 7-10 g diety, obsahujici agar
(1%), cukr (5%), kvasnice (4%), kukuticnou mouku (8%) a metylparaben (0,2%). K ovéfeni,
zda-1i nas kmen ev. €. 8841 ziskany z Bloomington centra skutecné postradd vSechny kopie
genu Hsp70, jsme navrhli tfi pary oligonukleotidovych primert, specifickych k sekvenci
Hsp70Aa (obr. ptiloha; Obr. 1). Nasledné byla provedena amplifikace PCR tsekti gDNA,
kterd byla izolovéana z deseti dospélych jedinc kmenti Oregon, White a Hsp70°". K ziskani
genomové DNA byl pouzit ,,DNeasy Tissue Kit* (Qiagen, Hilden, Némecko) dle nadvodu
vyrobce. PCR probihala na bloku T3000 cycler (Biometra, Goettingen, Némecko), za pouziti
enzymu HS ExTaq DNA polymerdzy (TaKaRa, Shiga, Japonsko). Podminky PCR byly
nasledujici: (denaturace 94°C / 30 s; annealing 61°C/30 s, extenze 72°C/30 s) opakovano pii
20 cyklech. Produkty PCR byly vizualizovany na 2% agar6zovém gelu (Obr. 1).

Provedli jsme také experiment, ktery mél potvrdit, ze kmen Hsp70™ vykazuje snizenou

odolnost vici tepelnému Soku (Gong & Golic, 2006; Bettencourt et al., 2008). Larvy byly



odebirany z chovi a rozdéleny do skupinek po cca 20 kusech na maly kousek diety (asi 0,25
g) ve 2 ml plastovych zkumavkéch (usti bylo uzavieno nylonovou siti), tyto zkumavky byly
vloZeny do hlinikového bloku inkubatoru MD-01 (Major Science, Saratoga, California), ktery
byl piednastaven na pozadovanou teplotu. Pfesna teplota shodujici se s teplotou uvnitt
zkumavek byla zaznamenana pomoci loggeru S0122 (Comet System, Roznov pod
Radhostém). Larvy, aklimované v 22°C, byly v prvni ¢asti experimentu pfimo vystaveny lh
tepelnému Soku (angl. ,,heat shock®; dale jen HS) rtizné intenzity od 32°C do 38°C bez
jakéhokoliv pfedchazejiciho osetfeni PT. Druha skupina stejné aklimovanych larev byla navic
podrobena 1h PT sub-letalni teploty 36°C, az poté byly vystaveny silnému HS 38°C nebo
39°C. Mezi PTa HS se vzdy larvy 1h zotavovaly pfi teploté 22°C. Po HS byly larvy umistény
na Cersvou dietu a zotavovaly se pfi teplot€¢ 18°C po dobu 14 dni. Byla pouzita dvé kritéria
jako indikator pteziti Soku: uspésna pupariace a ekloze zivotaschopného dospélce. Pfesna data

pro tento experiment jsou dolozena ve vysledcich.

2.2. Vyvojové aklimace a vystaveni chladu

Abychom docilili synchronniho vyvoje larev , dospélctim (cca 30 part na tubicku) bylo
umoznéno klast vajicka po dobu 24 hodin v 18°C. Vajicka byla nasledovné prevedena do tii
riznych teplotné aklimac¢nich rezimi/protokolll (schéma na Obr. 2), kde probihal jejich vyvoj
(Colinet & Hoffmann, 2012). Protokoly byly naprogramovéany v inkubatorech MIR 154
nasledujicim zptisobem:

(a) Aklimaéni rezim A: konstantnich 25°C pfti fotoperiodé 12L/12D po dobu 4 dnti

(b) Aklimacni rezim B: konstantnich 15°C pfi fotoperiodé 12L/12D po dobu 12 dni

(c) Aklimaéni rezim C: konstantnich 15°C pii fotoperiodé 12L/12D po dobu 12 dni
nasledovéano 2 dny pfti konstantnich 6°C pii stalé tmé (LTA).

Veskeré experimenty byly provadény na témét pIné rostlych, ale stale se krmicich
larvach 3. instaru, které byly vZzdy vzorkovany vybérem nejvétSich larev 3. instaru z tubicek,
kde se zacinaly objevovat prvni larvy v tzv. ,,wandering* fazi pfiblizn€ v dobach ukonceni
aklimace (tzn. ,,wandering® larvy nebyly vzorkovany). Aklimované larvy byly poté podrobeny
riznym chladovym vystavenim a/nebo pouzity k analyze mRNA.

U vétSiny experimentl nebyl pouzit zadny PT. V nékterych pokusech se vSak vystaveni
chladu skladalo ze dvou krokti: chladovy PT subletalni davkou chladu nésledovany samotnym
chladovym vystavenim. RozliSovali jsme dva typy chladového vystaveni: (a) chronické
vystaveni chladu (CCE) relativné mirné teploty 0°C po riiznou dobu v rozsahu 1,25 az 7 dni;

(b) akutni chladovy Sok (ACS) po konstantni dobu 1h, avSak pfi teplotach silnéjsiho chladu
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od 0°C do -12°C. Podobné provedeny PT byl bud’ chronicky (1.25 dni pti 0°C, nasledovano
zotavenim pii 18°C po dobu 2 h) nebo akutni (1h pii -4°C, nasledovano zotavenim pii 18°C
po dobu 2 h). Pouzivame termin pre-treatment, jelikoz se nase protokoly 1isi od klasického
RCH jak v dobé¢ trvani, tak v pfitomnosti zotavovaci periody, pii které byla pozorovana
exprese Hsps. Veskeré manipulace s larvami pied vystavenim chladu byly provadény
standardizovanym zptisobem, larvy byly odebirany ve stejném Case i pfi stejné teploté, aby se
minimalizoval potencidlni negativni efekt na chladovou odolnost larev. Manipulace vzdy
trvala 20 min a voda, pouzitd pro proplachnuti larev z diety, byla vytemperovana na hodnotu
aklimacni teploty.

Skupinky po cca 20 larvach byly bud’ (CCE) umistény do 1 g diety v plastovych
zkumavkach (délka 5 cm; priumér 1 cm), které byly ucpany obvazovou vatou, nebo (ACS)
zabaleny mezi dvé€ vrstvy vatové buni€iny (75 mg), ktera byla napusténa 300 ul 50% glycerolu
v dH>0 a poté umistény do stejnych zkumavek popsanych vyse. Voda v takovychto ,,vatovych
kulickadch® zabranila dehydrataci larev a glycerol slouzil jako ochrana pied spontdnnim
krystalizaci vody pti podnulovych teplotach. V zdznamu nebyly pozorovany zZadné exotermy
znacici ptitomnost promrznuti tkani. V pfedbézném experimentu jsme si ovéfili, ze glycerol
nema zadny negativni efekt na prezivani larev. Teplota uvniti diety ¢i vatové kulicky byla
pribézn¢ zaznamenavana bcéhem kazdého experimentu pomoci prob piipojenych
k dataloggeru TCO8 (Pico Technology, St. Neots, UK). Pfi CCE byly tubicky ponechéany pfi
konstantni 0°C na tajicim ledu. V pfipadé ACS byly zkumavky s larvami umistény
do nachlazené l4zn€ programovatelného termostatu Minisat 240-cc (Huber, Offenburg,
Némecko). Teplotni program se skladal ze tii krokt:

(1) zchlazeni na pozadovanou teplotu (0°C az -12°C) po dobu 10 min;

(2) udrZeni pozadované teploty po dobu 60 min;

(3) ohtati na 0°C po dobu 10 min.

Po vystaveni chladu, byly larvy bud’ (CCE) vraceny do konst. 18°C v pokusnych
zkumavkach obsahujici dietu nebo (ACS) vybaleny z vatovych kulicek a pfendany na Cerstvou
dietu do klasickych chovnych tubic¢ek. Po obou typech chladového vystaveni (CCE a ACS)
bylo larvdm umoZznéno zotavit se pii konst. 18°C dalSich 14 dni. Dvéma kritériemi po pteziti
byla uspeésna pupariace a Gspésné vylihnuti zivotaschopného dospélce. Presné pocty larev

pouzitych pro kazdy experiment jsou uvedeny ve vysledcich.



2.3. Analvza Cetnosti transriptu mRNA

Zkoumali jsme expresi celkem 24 raznych genti spojenych s bunéénym stresem:
jedenact inducibilnich ,, heat shock proteins“ (Hsp70AaAb, Hsp6S8, Hsp83, Hsp40, Hsp22,
Hsp23, Hsp26, Hsp27, Hsp67Ba, Hsp67Bb, Hsp67Bc), pét konstitutivnich ,, heat shock
cognates“ (Hsc70-1, Hsc70-2, Hsc70-3, Hsc70-4, Hsc70-5), Ctyfi sestiihové varianty faktoru
., heat shock factor (HsfA, HsfB, HsfC, HsfD) a Ctyti dal$i geny pravdépodobné spojené se
stresovou odpovédi a/nebo chladovou aklimaci €i s reparaci v diisledku chladového poskozeni
(F'st, Mnn, Stv, CG9705). Tab. I obsahuje kompletni seznam cilovych a referen¢nich genti.
Relativni Cetnost transkriptt mRNA cilovych genli byla métfena ve tfech experimentalnich
skupinach larev:

(a) vystavené riznym dlouhodobym aklima¢nim reZimiim (A, B, C; viz vySe);

(b) vystavené aklima¢nimu rezimu C (LTA), poté vystavené CCE 0°C/1,25 dni,

s nasledovanym zotavenim pti konstantnich 18°C po dobu 1, 3 a 24 h;

(c) vystavené aklimacnimu rezimu C (LTA), poté vystavené ACS -4°C/1h,

s nasledovanym zotavenim pfi konstantnich 18°C po dobu 1, 3 a 24 h.

Pro vystaveni larev podminkdm CCE a ACS jsme urcili takové davky chladu, které
zaruCuji pomérné¢ nizkou mortalitu larev po zotaveni v ¢asovém rozsahu 24 h, abychom
minimalizovali Sanci vzorkovani mrtvych larev. Mortalita dospé€lcl je ve vySe popsaném
pfipadé znatelng vyssi (25 - 50%).

Celkova RNA byla vyextrahovana z celych larev (pouzito 10 larev/vzorek, kazdy
vzorek byl proveden ve tiech biologickych replikatech) s pouzitim RiboZol RNA Extraction
Reagent (Amresco, Solon, OH, USA). Peleta s RNA byla rozpusténa ve 26 pl vody oSetfené
DEPC, piicemz alikvot 1 pl byl pouZit pro méfeni koncentrace pomoci NanoDrop 2000
(ThermoFischer Scientific, Waltham, MA, USA). Koncentrace RNA byly vyrovnany na
stejnou hodnotu 1 pg/1 pl. 5 pl alikvoty obsahujici 5 ug RNA byly pouzity k oSetfeni DNasou
I (Ambion, Life Technologies) nésledovanou syntézou cDNA pomoci kitu Reverse
Transcription System (Promega, Madison, WI, USA). Produkty cDNA byly natedény 25x
sterilni vodou a pouzity jako templaty pro reakce na qRT-PCR.

Relativni ¢etnosti mRNA transkriptil cilovych genli byly méfeny kvantitavtinim Real
Time PCR (qQRT-PCR) na pfiistroji CFX96 PCR light cycler (BioRad, Philadelphia, PA, USA)
s pouzitim IQ SYBR Green SuperMix (BioRad). Reakce PCR probihaly za pouZiti genovée
specifickych oligonukleotidovych parti primerit (Generi Biote, Hradec Kralové) (Tab I).

Primery byly navrZzeny pomoci softwaru Geneious (Biomatters, Novy Z¢éland), pficemz byla,



pro zachovani jejich specificnosti, zvlastni pozornost vénovéana geniim, které jsou si svou
strukturou vysoce podobné (napf. rodina Sesti gentt Hsp70, Hsp68, Hsp83, péti Hscs, rodina
sedmi malych Hsps, Ctyti sestiithové varianty Hsf).

PCR produkty vSech part primert byly sekvenovany (GATC Biotech, Constance,
Némecko) a ziskané sekvence BLASTovany (blastn) k databazi NCBI. Ve vsech piipadech se
sekvence produkti PCR vysoce shodovaly s ocekdvanymi sekvencemi obsazenymi
v jednotlivych genech (Tab. I). Dva geny, Hsp67Bb a Hsp22 se vSak ve svém lokusu
piekryvaji svou sekvenci pro mRNA. V tomto piipad¢ nezarucuji naSe primery dokonalou
specificitu, rozhodli jsme se vSak tyto vysledky ponechat, jelikoz vzory exprese téchto dvou
kment se lisi. V pripad¢é genu Hsp70 byly nase pary primerit pouzité pro qRT-PCR vysoce
specifické pro kopie Aa a Ab, pouzivame tedy zkratky Hsp70Aa, Ab pro jejich mRNA. Emise
fluorescentniho signélu vychdzejiciho z vazani SYBR Green na dvouvlaknové DNA produkty
PCR byla zaznamenana s narustajicimi cykly PCR reakce. Kvantitativni cyklus (Cq) kazdého
vzorku byl automaticky vypocten pomoci algoritmu v softwaru cykleru CFX96 PCR light
cycler. Urovné transkripti mRNA Ribosomdiniho proteinu L32 a p-tubulinu 56D (Obr. 3)
slouzily jako wvnitini referencni standardy pro relativni kvantifikaci Cetnosti transkriptl

cilovych genti (Ponton et al., 2011).
2.4. Statistika

Cas (t) nebo teplota (T), vedouci k mortalité 50% populace ve vzorku (dale jiz jen Ltso,
popt. LTso), byla urCena v piipadech vystaveni CCE nebo ACS ze sigmoidnich kiivek
zaznamenavajicich Cetnost pteziti jako hodnota inflexniho bodu kiivky mezi horni hranici
(vypoctenou z kiivky) a spodni hranici (ohrani¢ena nulou). Rozdily v pfeziti mezi dvéma
kmeny (Oregon a Hsp707) byly posuzovany za pouziti Studentova neparového t-testu (alpha =
0,05) nebo pomoci Fischerova exaktniho testu. Relativni poméry urovné transkriptu mRNA
cilovych genti (Cq) ku geometrickému priméru trovné mRNA dvou referencnich genti byly
vypocitany dle Pfaffla (Pfaffl, 2001). Relativni pomé&ry pfevedené na logaritmy (Log2) byly
statisticky analyzovany pomoci jednocestné ANOVA (s konfiden¢nim intervalem nastavenym
na 95%) poté podrobeny Bonferronimu post-hoc testu nebo, kde byly srovnavany pouze dva
primeéry, za pomoci Studentova neparového dvou vyberovéhot-testu (alpha = 0,05). Vyse
uvedené statistické operace byly provedeny v programu Prism6 (GraphPad Software, San
Diego, CA, USA). Celkovy trend v expresi cilovych genl byl analyzovan za pomoci analyzy
hlavnich komponent (PCA) v programu Canoco v. 4.52 (Biometris-Plant Research Institute,

Wageningen, Nizozemi).



3. Vysledky:

3.1. Larvy kmene Hsp70" vykazuji snizenou tepelnou odolnost

Na Obr. 4 je znazornéno piezivani larev kmeni Oregon a Hsp70” vystavenych riznym
podminkdm dlouhodobé aklimace (A, B, C). Ve vSech aklimacnich rezimech larvy vykazovaly
vysoky podil prezivani do stadia pupariace (v rozmezi hodnot 86,8 — 95%). Oba kmeny se
vSak dramaticky liSily v kritériu uspéSného vylihnuti Zivotaschopného dospélce. U kmene
Oregon se vétSina larev, které dosahly stadia pupariace, uspésné vylihla v dospélé jedince
(celkové prezivani do dospélce se pohybovalo v rozmezi 83,1 —91,8%). Jinak je tomu u kmene
Hsp707, kde byl pozorovan pomérné vysoky rozdil v mortalité¢ mezi stadii puparia a dosp&lého
jedince, kde se pfezivani do dospélce pohybovalo v rozmezi hodnot 44,0 — 55,0 %. Vysoka
mortalita byla vétSinou zplisobena neschopnosti fardtniho dospélce dostatecné oteviit
puparialni schranku a puparium opustit nebo se vyznac¢ovala morfologickymi abnormalitami
dospélct, ktefi prosli ispéSnym vylihnutim (nejcastéji nedovyvinuta kiidla). Abychom se tedy
vyhnuli zkresleni vysledki zplUsobenym konstitutivné pfitomnou vysokou mortalitou
dospélctt u kmene Hsp707, hlavnim kritériem pro pteZziti pfi porovnani obou kmenli byla

zvolena schopnost tspé$né pupariace u experimentt chladové i tepelné odolnosti.

Na Obr. 5 jsou zobrazeny vysledky testil tepelné odolnosti. Byl pozorovan pouze maly
rozdil v pfeziti mezi larvami kment Oregon a Hsp70-, které byly vystaveny pouze pfimému
tepelnému Soku rtizné intenzity (od 32°C do 38°C) po konstantni dobu 1 h, bez jakéhokoliv
PT. Hodnoty LTso byly u obou kmeni prakticky totozné: Oregon, 35,84°C; Hsp707, 36,13°C
(t-test: t = 1,796, df = 10, P = 0,1028). Zadné larvy neptezily pfimy tepelny $ok o teplot& 38°C.
V piipadé aplikace PT (36°C/1h, neni zobrazeno na obr.), ktery byl proveden pied samotnym
tepelnym Sokem, bylo ptezivani pozitivn€ ovlivnéno u kmene Oregon: 60,6% (N = 160) larev
oSetfenych PT pfezilo vystaveni 38°C a 38,3% (N = 120) piezilo 39°C. Na druhou stranu,
velmi maly nebo zZadny pozitivni efekt nebyl pozorovan u kmene Hsp70™ osettenych PT: 7,5%
(N =160) larev osetfenych PT pfezilo vystaveni 38°C a 0,3% (N = 120) piezilo 39°C. Tyto
vysledky potvrzuji, Ze tepelnd odolnost larev kmene Hsp70" je prokazatelné naruSena ve

srovnani s kmenem Oregon.

3.2. Prezivani larev Oregon a Hsp70 se nelisii po chronickém vystaveni chladu 0°C

(CCE)

Vysledné hodnoty Ltso (Obr. 6A) se u obou kment prakticky nelisi: Oregon, 3,61 dni;
Hsp70-, 3,63 dni (t-test: £ = 0,07717, df = 10, P = 0,9400). Pouze malé procento larev bylo
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schopno pupariovat po vystaveni CCE 5 dni (Oregon, 10,1%; Hsp707, 5,0%) a zddné neptezily
vystaveni CCE 7 dni. Zadny pozitivni efekt pro prezivani nebyl pozorovéan, pokud byl
aplikovan chronicky ¢i akutni pre-treatment pfed CCE 5 dni (neni zobrazeno na Obr.), naopak
mél mirné€ negativni efekt na prezivani, coz znamena, Ze kontrolni (bez PT) skupina m¢la nizsi

riziko smrti zptisobené CCE 5 dni, nez skupina larev oSetfenych pre-treatmentem (Tab. IT A)

3.3. Larvy kmene Hsp70 se vyznacovaly narusenym prezivanim po vystaveni akutnimu

chladovemu soku (ACS)

Vysledné hodnoty LTso (Obr. 6B) se u obou kmenl prokazateln¢ lisi: Oregon,
-11,00°C; Hsp707, -8.59°C (t-test: t = 8,668, df= 10, P < 0,0001). Pouze 46,6, 23,3 a 6,3%
larev Hsp70™ ptezilo do stadia pupariace po vystaveni ACS pfi teplotach -8°C, -10°C a -12°C
v tomto poradi, zatimco za stejnych podminek ptezilo 78,6, 43,8 a 31,0% larev kmene Oregon.
Zadny pozitivni efekt nebyl pozorovan u larev vystavenych PT chronickym & akutnim
chladem pred vystavenim ACS -12°C. Negativni efekt PT na pfeZivani byl statisicky prokazan
v ptipad¢ larev kmene Oregon, v ptipadé Hsp70™ nebyl rozdil signifikantni (Tab. II B).

3.4. Larvy t7i kmenii se lisi v konstitutivni urovni exprese cilovych genii

Obr. 7 shrnuje ptitomné rozdily v relativnich trovnich ¢etnosti mRNA cilovych genti
za nestresovych (aklimace A; 25°C) podminek u tii kmenti. Pokud ur¢ime prah rozdilnosti
jako dvojnasobek porovnavanych hodnot, deset gent bylo konstitutivné up-regulovano u
kmene Hsp70™ ve srovnani s kmenem Oregon: Hsp67Bb (5,6 krat), Hsp23, Hsp6S, Fst,
Hsp67Bc, Hsc70-4, Hsp40, Hsp22, Hsp67Ba a Hsc70-5 (2,0 krat). Zadny z cilovych gent
nebyl statisticky prokazatelné¢ down-regulovan u larev kmene Hsp70°, pouze uroven
transkriptu Hsp27 byla 1,6 krat niz8$i, neZ u srovnavaného kmene Oregon (Obr. 7B).
Pozorovana konstitutivni up-regulace cilovych genti u kmene Hsp70" byla pravdépodobné
zpusobena rozdilnosti v genetickém pozadi kmene White, jelikoz podobna skupina deseti genti
byla konstitutivné up-regulovéana u larev kmene White pfi srovnéni s larvami kmene Oregon:
Hsp67Bb (3,5 krat), Hsp23, Mnn, Hsp68, Hsp67Bc, Fst, Hsp67Ba, Hsp22, Hsc70-1 a Hsp26
(2,1 krat). Konstitutivni urovenn mRNA transkriptu genu Hsp27 byla 1,9 krat nizsi u kmene
White ve srovndni s kmenem Oregon. Nutno dodat, Ze irovné mRNA transkriptl Hsp70Aaq,
Ab byly také konstitutivné up-regulovany (3,5 krat) u kmene White ve srovnani s kmenem

Oregon (Obr. 7B).
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3.5. Exprese genii v odpovedi na dlouhodobou chladovou aklimaci (LTA) se mezi dvema

kmeny nelist

Odpovédi na tii aklimacni rezimy (A, B, C) byly kvantitativné a kvalitativné podobné
u larev kmenii Oregon a Hsp70™ vyjma jedné zjevné vyjimky, kterou je chybéjici mRNA
transkript u kmene Hsp70". U kmene Oregon byl transkript mRNA genu Hsp70Aa, Ab
prokazatelné up-regulovan 14,7 krat u chladové aklimovanych larev (C), v porovnani
s vychozim (pre-aklimacnim) rezimem (A). Je zjevné, ze tato up-regulace prob¢hla zejména

v odpovédi na findlni krok LTA rezimu C (tj. 6°C/2 d; Obr. 10).

Souhrnnd data exprese transkripti mRNA v odpovédi na aklimaéni reZimy byla
zpracovana pomoci analyzy PCA (Obr. 8). Detailni vysledky statistické analyzy jsou uvedeny
na Obr. 10. Abychom se vyhnuli zkresleni vysledki PCA kvuli chybéjicimu mRNA
transkriptu Hsp70 u kmene Hsp70", vyfadili jsme tento gen z PCA. Rozdil v konstitutivnich
urovnich exprese cilovych genli mezi obéma kmeny je zjevny jako jasné rozdé€leni ptislusnych
vzorkli podle komponenty PC2. Tii aklimaéni reZimy jsou ocividné rozdéleny podle
komponenty PCI1, kterd odpovidd za 96,4% variability. Vlastni vektory piedstavujici
jednotlivé mRNA, které jsou zobrazeny v horni ¢asti Obr. 8, mohou byt interpretovany jako
hnaci sily ur€ujici celkové zmény v genové expresi. Zdaleka nejsilngjsi up-regulace spojena
s aklimaci byla pozorovana u mRNA HsfD: 82-krat u kmene Oregon, 93-krat u kmene Hsp70°
pozorovany u obou kment na irovni mRNA genl HsfC, Hsp22, Hsp23, Hsp26, Hsp27, Fst a
Stv. VSechny malé Hsps a Mnn vykazovaly podobny vzor sestavajici ze dvou krok, kdy byly
urovné transkriptu na poc¢atku down-regulovany v odpovédi na aklimaci 15°C (B) a nasledné
byly up-regulovany v odpovédi na finalni krok 6°C/2d (C) (Obr. 10). Down-regulace urovné
transkriptu v odpovédi na chladovou aklimaci byla jasné pozorovatelna u HsfA: 201-krat u
kmene Oregon, 139-krat (Obr. 10), podobné¢ u HsfB a Hsc70-3. Pouze nékolik genil
nevykazovalo zadné statisticky vyznamné odchylky v odpovédi na chladovou aklimaci
(CGY9705, Hsp67Bc a dva kognaty Hsc70-1 a Hsc70-2) nebo jen mirnou kmenove specifickou
odpoveéd’ (kognaty Hsc70-4, Hsc70-5).

3.6. Exprese genii behem zotavovani neodhaluje Zadnou kompenzaci za chybéjici gen

Hsp70 u kmene Hsp70r

Urovné mRNA transkriptu inducibilniho genu Hsp70Aa, Ab byly opét vylouéeny
z analyzy PCA (Obr. 9), jelikoZ gen Hsp70 chybél u kmene Hsp70™ a byl siln€ up-regulovan

12



béhem zotavovani z chladového vystaveni u larev kmene Oregon. Nejvyssi trovné mRNA
Hsp70Aa, Ab u kmene Oregon byly pozorovany v ¢ase 1 h béhem zotavovani z CCE: 18,7-
krat vyssi ve srovnani se samotnou chladovou aklimaci (C), a tedy 275-krat vyssi ve srovnani
s pre-aklimaci (A). V ¢ase 1 h béhem zotavovani z akutniho chladového Soku (ACS) byla up-
regulace mMRNA Hsp70Aa, Ab taktéz zjevna: 3,2-krat vyssi ve srovnani s (C), tzn. 47-krat vyssi
ve srovnani s (A) (Obr. 10)

Ctyfi hlavni komponenty PCA vysvétluji varianci etnosti mRNA transkriptu
nasledujicim rozdélenim: PC1, 55,0%; PC2, 13,6%; PC3, 9,6%; PC4, 7,7% (85,9% celkov¢).
Diagram prvnich dvou PC komponent (Obr. 9) znédzorniuje ocividné rozdéleni vzorka
odebiranych v riznych casech zotavovani podle komponenty PCI1, pravdépodobné
charakterizujici rychlou Casovou variaci, kterd je typickd pro expresi inducibilnich Hsps.
Komponenta PC2 rozlisuje larvy vystavené CCE (kladné hodnoty PC2) od larev vystavenych
ACS (zaporné hodnoty PC2). Dva kmeny D. melanogaster nejsou o¢ividné rozdéleny na PCA

diagramu.

Az na zjevnou vyjimku v expresi genu Hsp70, vykazovaly ostatni cilové geny podobny
vzor exprese u obou kment a obou situaci (CCE, ACS). V zadném z pfipadi nebyla
pozorovana viditelna up-regulace jiného genu, ktery by timto kompenzoval chybé&jici gen
Hsp70 u kmene Hsp70. U obou kment byly pozorovany obdobné up-regulacni odpovédi
béhem zotavovani z chladového vystaveni u vSech inducibilnich Hsps (také Stv) (Obr. 10).
PCA poukazuje na malé inducibilni Hsps (22, 23, 26, 27) jakozto dobré indikatory odpovedi
na ACS, a obdobné¢ velké inducibilni Hsps (40, 68, 83) a malé (67Bb, 67Bc) jakozto indikatory
odpovédi na CCE (Obr. 9).
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4. Diskuze
4.1. Up-regulace mRNA transkriptii Hsp70 v odpovédi na chlad neni vzdy nutna pro

reparaci chladového poskozeni

V této praci prokazujeme, ze rtiznd vystaveni nizkym teplotam vyvolavaji patrnou up-
regulaci mRNA transkriptu inducibilniho Hsp70 u larev divokého kmene D. melanogaster.
Toto neni novy objev. Jiz diive byla stimulace exprese Hsp70 v odpovédi na chlad casto
zaznamenavana nejen u octomilky (Goto & Kimura, 1998; Goto et al., 1988; Sinclair et al.,
2007; Colinet et al., 2010a), ale i u mnoha jinych druhtt hmyzu (Yocum, 2001; Hayward et al.,
2005; Yocum et al., 2006; Rinehart et al., 2006). Ackoliv funk¢ni studie na toto téma byly
provedeny jen ziidkakdy, Casté pozorovani masivni up-regulace Hsp70 vedlo ke spekulacim
o jeho pfimé ucasti na reparaci chladového poSkozeni. RNAi byla pouzita k potlaceni up-
regula¢ni odpovédi Hsp70 u dvou druhtt hmyzu: kukly Sarcophaga crassipalpis (Rinehart et
al., 2007) a dospélct Pyrrhocoris apterus (Kost'al & Tollarova-Borovanska, 2009). V obou
ptipadech méla RNAi suprese Hsp70 za nésledek sniZzenou chladovou odolnost jedinci.
V podobném piipad¢, méla RNAi suprese malych Sokovych proteintt Hsp22 a Hsp23 za
nasledek snizenou schopnost zotavovani po vystaveni chladu u dospélcti D. melanogaster
(Colinet et al., 2010b). U¢inek RNAI byl nejvice zietelny u S. crassipalpis, kdy bylo piezivani
diapauznich kukel sniZzeno z 80% kontrolni skupiny na 15% pro mladé jedince nebo 50% pro
star$i jedince po injikaci Hsp70 dsDNA a nésledném vystaveni chladovému Soku -15°C/24 h.
U P. apterus byl ucinek suprese Hsps relativné maly a projevoval se na ¢asti pokusnych
jedincli neschopnosti reparace chladového poskozeni (nekoordinované plazeni), tito vSak
zustavali po vystaveni chladu nazivu. Nicméné, chladovéa odolnost hmyzu oSetfeného RNAi
nebyla ohroZena Uplné, ale spiSe jen ¢astecné ve srovnani s kontolnimi, RNAi neoSetfenymi
jedinci, coZ dobte koresponduje s obecné piijimanym nézorem, podle kterého je odolnost viici
chladu reprezentovana celym komplexem fyziologickych uzpiisobeni (Lee & Denlinger, 2010;
Teets & Denlinger, 2013), jejichz jednou soucésti je pravé up-regulace Hsps. Relativni
diilezitost tohoto mechanismu je siln€¢ zavisla na druhu a populaci (souvislost taxonomicka),
na ontogenetickém stadiu vyvoje, aklima¢nim a diapauznim stavu (souvislost fyziologicka) a

ptesnych environmentéalnich podminkach (souvislost ekologicka).

Jednou z dobfe zdokumentovanych roli inducibilnich Hsps u D. melanogaster je
umoznéni odolévat vysokym teplotdm (Ritossa, 1962; Lindquist, 1986; Lindquist & Craig,
1988; Sorensen et al., 2003; Sorensen et al., 2005; Feder & Krebs, 1998). To plati zejména

pro larvy, které jsou €asto vystavovany piimému slune¢nimu svitu na hnijicim ovoci, tudiz
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zazivaji velmi vysoké teploty, coz zplsobuje ¢asteCnou mortalitu (Feder & Krebs, 1998).
Tepelny stres typicky naruSuje piirozenou konformaci proteint (Parsell & Lindquist, 1993).
Denaturované proteiny vystavuji své hydrofobni postrani skupiny, coz zpiisobi jejich agregaci,
nedostatek funk¢nich proteinti a nasledkem toho pfimou toxicitu. V této situaci funguji Hsps
jako molekuldrni Saperony. Rozpoznavaji denaturované proteiny a vdzou se na n¢, chrani
hydrofobni skupiny od neplanovanych interakci a, pozdé€ji, pomahaji ve znovuskladani
denaturovanych proteinti nebo je oznaci pro degradaci v proteosomovych systémech (Hartl,
1996). Sokové kognaty (Hscs) také hraji podobou roli pii nepfitomnosti bunééného stresu.
Asistuji béhem skladani vznikajicich peptidovych fetézcli nebo se spoluti¢astni transportu
neslozenych proteinti pfes membrany (Feder & Krebs, 1998). Mimo vysokou teplotu muize
celd Skala dalSich stresovych faktorti, vcetné chladu, narusit normélni proces skladéni
nascentnich peptidl a transportu proteind, zpusobit disociaci polymernich proteinli a/nebo
¢aste¢n¢ zpusobit jejich denaturaci (Privalov, 1990; Tsai et al., 2002). To je pravdépodobné
davod, pro¢ je up-regulace inducibilnich Hsps tak casto pozorovana jako piimy dusledek
vystaveni chladu. Nicménég, mnoho proteinovych komplexii je schopno slozit se do ptivodniho
stavu spontanné pii ohtati (Privalov, 1990; Tsai et al., 2002). Tim padem je pravdépodobné,
ze vystaveni relativné mirné davce chladu bude zptisobovat up-regulaci inducibilnich Hsps, to
vSak bude mit jen maly nebo nebude mit zddny pozorovatelny efekt na chladovou odolnost.
Jiné druhy poskozeni spojované s vystavenim chladu, jako napt. selhani funkénosti membran,
mohou mit mnohem vétsi vyznam a jejich vyskyt a rozsah rozhodne mezi pfeZitim/mortalitou.
Je také tfeba podotknout, Ze cetnost inducibilntho Hsp70 proteinu produkovaného po
teplotnim Soku je vzdy mensi, nez ¢etnost konstitutivnich forem kognati Hscs (Palter et al.,
1986). Kognatni formy tudiz mohou pfispivat k odolnosti vii¢i chladu/opravé piimého
chladového poskozeni, nehled¢ na piitomnost/absenci inducibilnich forem Hsps. Kognatni
formy a rizné inducibilni Hsps se pfi naprave chladového poskozeni neprojevuji, av§ak mohou
vzajemn¢ kompenzovat funkci chybéjicich genti/proteini (Ish-Horowitz et al., 1979). Tento
fakt komplikuje rozhodovani o specifické roli jednotlivych genl/proteinli nebo skupiné
gent/proteinli pro odolnost vii¢i chladu, které jsou geneticky manipulovany (napi. pomoci
RNAi nebo cilenou mutaci). Navic, up-regulace Hsps byla u larev D. melanogaster
pozorovand v souvislosti s dlouhodobou chladovou aklimaci, béhem niz je mnoho Zivotnich
procesti zpomaleno a dochazi k indukci znacnych fenotypickych zmén (Vesala et al., 2012).
Podobné, jako je tomu v piipad€ up-regulace Hsps pfi diapauze (Yocum et al., 1998; Rinehart

et al., 2000), up-regulace spojend s chladovou aklimaci mize byt ddvana do souvislosti
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s regulaci vyvojovych procesi, apoptdzou ¢i imunitni odpovédi (Jaattela et al., 1998; Wallin

et al., 2002) spiSe nez s opravou chladového poskozeni.

Pokud uvézime rizné divody pro inducibilni up-regulaci Hsps, je zfejmé, Ze chladem
vyvolana up-regula¢ni odpovéd’ nemusi byt ani spojovana s napravou piimého chladového
poskozeni ve vSech situacich, ve shod¢ se zavéry publikovanymi Nielsenem et al. (2005).
Pozorovali jsme, napiiklad, Ze larvy obou kmenii, Oregon i Hsp70°, maji dramaticky
navysenou odolnost vii¢i chladu v odpovédi na LTA (Obr. 6; Kostal et al., 2011), zatimco
pouze larvy kmene Oregon jsou schopny up-regulovat mRNA produkt Hsp70. Nase jiné
pozorovani také prokazalo, ze mortalita zpisobend vystavenim chronickému mirnému chladu
(CCE) byla podobné u obou kmenti (Obr. 6A), i kdyZ pouze Oregon byl schopen masivni up-
regulace mRNA Hsp70 béhem zotavovani z CCE. Pouze v ptipadé¢ silného akutniho Soku

(ACS) byl pozorovan rozdil mezi larvami kmenti Oregon a Hsp70".

4.2. Up-regulace transkriptu genu Hsp70 muzZe byt potrebna k napravé chladového

poskozeni zpusobeného silnym akutnim chladovym sokem

Pozorovali jsme, Ze pfezivani je zna¢n€ naruSeno u larev kmene Hsp70" ve srovnani
s larvami kmene Oregon v ptipad¢ jejich vystaveni chladovym Soktim (ACS) o teploté < -8°C
(1 h; Obr. 6B). Larvy kmene Oregon mély pouze 59,3%, 53,2% a 20,2% relativni
pravdépodobnost smrti ve srovnani s larvami kmene Hsp70°, pokud byly vystaveny ACS
-8°C, -10°C ¢i -12°C v tomto potadi. Zajimavé je, ze podil pezivani po mirn&j$im ACS -2°C
a -4°C byl relativné srovnatelny u obou kmenii. Tyto vysledky naznacuji, ze denaturace
proteinti zptisobena silnym chladovym Sokem se mtze kvantitativné/kvalitativné lisit od té
zpusobené Sokem mirnéj§im. Z toho vyplyva, ze up-regulace Hsp70 u kmene Oregon by mohla
byt potfebna k podpoieni aktivity dal§ich ¢lenti komplexu Hsps které pak spolu napomahaji

k reparaci chladového poskozeni zpiisobeného silnym chladovym Sokem.

Pokud ma up-regulace Hsp70 pozitivni efekt na prezivani silného chladovéhom Soku,
je mozné ocekavat, Ze se prezivani navysi po pfedchazejici stimulaci up-regulace Hsp70 za
pouziti vhodného PT. Na zaklad€ podobného principu je tepelnd tolerance u D. melanogaster
znateln€ vylepSena vhodnym ptedchazejicim subletalnim tepelnym Sokem (Feder & Krebs,
1998; Gong & Golic, 2006; Bettencourt et al., 2009). Navzdory naSim ocekdvanim jsme
pozorovali jasné negativni efekt jak chronického, tak akutniho PT na pfezivani po vystaveni
ACS (Tab I B). Podobné tomu bylo tak v ptipadé¢ chronického vystaveni CCE, kdy PT piisobil

na prezivani neutraln€ nebo mirné negativné (Tab. I A). Komplexita chladového poSkozeni
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muze opé€t objasnit tyto pozorované vysledky: zavedeni PT vzdy znamend navyseni celkové
davky chladu a také kombinovani riznych typti chladového poskozeni (v ptipadé chronického
PT vs. vystaveni akutnimu chladovému Soku a naopak). Zde nardzime na trade-off situaci, kdy
potencialni pozitivni efekt PT na up-regulaci Hsps (spojenou s ¢astecnou a Casto neSkodnou
denaturaci proteinil) je na druhé strané pfevazovan negativnimi efekty zplisobenymi navic

pfidanym chladovym poSkozenim.
4.3. Exprese genti komplexu Hsps v reakci na chlad

V této praci piinasime detailni analyzu zmén v Cetnosti transkripti mRNA v reakci na
chlad u 24 rGznych transkriptl u D. melanogaster pii pokryti vétSiny genti komplexu Hsps
plus Ctyt dalSich geni, které byly spojovany s napravou chladového poskozeni. Hlavnim cilem
této analyzy bylo zaznamenat jakoukoliv potencialni kompenzaci za chybéjici gen Hsp70 u
larev mutantniho kmene Hsp70~. Zadna takovd kompenzace, viak, nebyla pozorovana.
Naopak, larvy obou kmeni, divokého typu Oregon a mutantniho Hsp70°, vykazovaly podobné
vzory exprese genll v odpoveédi na LTA anasledné na CCE a ACS (Obr. 8,9). Jsme si védomi
omezeni, které analyza genové transkripce pro ptfimé vysvétleni funkéni aktivity cilovych
genll obnasi (Feder & Walser; 2005) a téz si uvédomujeme, ze indukce syntézy Hsps je
¢aste¢né regulovana také na translacni trovni (Lindquist, 1986). Vliv delece genu Hsp70 na
tepelné indukovanou expresi jinych kddujicich gent Hsps byl dfive studovan u kmene Hsp70-
(Bettencourt et al., 2008). Ti ve své studii zjistili, Ze, ackoliv néjakd zména v expresi
inducibilnich a konstutivnich geni byla pozorovana, tato urovein neni dostateCna, aby
vykompenzovala ztratu schopnosti odolavat silnému tepelnému Soku. Nicméné jsme v nasem
experimentu o¢ekavali, Ze u kmene Hsp70” budeme pozorovat chladem vyvolanou up-regulaci
inducibilnich Hsps (jinych, nez Hsp70), kterd by mohla byt béZnym mechanismem stresové

regulovanym transkripénim faktorem HSF (Jedlicka et al., 1997; Wu, 1995).

U Drosophily je HSF pfitomen v inaktivni monomerické formé a/nebo je stabilizovan
v komplexu s Hsps. V reakci na vysokou teplotu, chlad nebo jiné stresory jsou monomerni
HSFs a komplexy HSF-Hsps destabilizovany a rychle se shlukuji do trimerickych forem
(Westwood et al., 1991). Trimery HSF se vdZou na Sokové elementy (HSEs) v promotorech
gentl inducibilnich Hsps a spoustéji jejich transkripci (Wisniewski et al., 1996). Jelikoz zna¢na
¢ast HSEs chybi v genomu octomilky kmene Hsp707, kde bylo odstranéno 6 kopii genu Hsp70,
pfedpokladali jsme, ze trimerické HSFs se budou vazat na zbyvajici HSEs u ostatnich

inducibilnich Hsps s vyssi frekvenci a, nasledné, zpisobi jejich ,,kompenzacni* up-regulaci.
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Pozorovali jsme vSak jen to, Ze vétSina typicky elementy regulovanych inducibilnich Hsps
(Lindquist & Craig, 1988; Jedlicka et al., 1997) vykazuje blizce podobné vzory exprese jak
v Case tak v intenzité u obou kment Drosophily (Obr. 10). V piipad¢ inducibilniho Hsp68,
ktery je svou sekvenci nejvice piibuzny Hsp70, byla up-regulace v odpovédi na vystaveni
chladu dokonce slabsi u kmene Hsp70" ve srovnani s kmenem Oregon (Obr. 10). Na druhou
stranu, vychozi urovné transkripth mRNA mnoha inducibilnich genti, v€etn¢ Hsp68, byly
konstitutivné vyssi u tepeln¢ aklimovanych (aklimacni rezim A) larev kmene Hsp70 oproti
kmenu Oregon (Obr. 10). Tato konstitutivni up-regulace nckolika Hsps genli nebyla
disledkem ,,adaptace” na absenci Hsp70 u kmene Hsp70, ale spiSe odrazela rozdily
v genetickém pozadi kmenii Oregon a White (Gong & Golic, 2004; viz Obr. 7). Navzdory
konstitutivni up-regulaci u nékolika gentt Hsps u kmene Oregon, larvy kment Oregon a White
vykazovaly témét identickou schopnost tepelné odolnosti, véetné témét identickych odpovedi
na PT a neletdlni davky tepelného Soku [viz srovnéni nasich vysledk u kmene Oregon, Obr.
5, s vysledky kmene White,(Gong & Golic, 2006; Bettencourt et al., 2008)]. Usuzujeme, tedy,
ze konstitutivni up-regulace mRNA inducibilnich Hsps u kmene Hsp70" ma zanedbatelny

ucinek pro jeho tepelnou i chladovou odolnost.

Hlavni uloha HSF pfi transkripéni up-regulaci inducibilnich Hsps je dobfe
zdokumentovana (Jedlicka et al., 1997; Wu, 1995; Pirkkala et al., 2001). U Drosophily byly
identifikovany Ctyfi alternativni sestfihy genu Hsf (A, B, C, D) a byla prokdzana regulace
pomeéru téchto isoforem tepelnym/chladovym stresem. Relativni pomér transkriptu isoformy
Hsf B byl pfiblizné€ 2,5-krat vyssi v dasledku vystaveni vysoké teploté (37°C/1 h), zatimco
transkript isoformy Hsf D zvysil svou Cetnost piiblizn€ 5-krat v disledku vystaveni chladu
rozsifili a zjistili jsme, Ze LTA byla doprovazena masivni down-regulaci isoforem Hsf A (vice
nez 130-krat) a Hsf B (10-krat), zatimco isoformy Hsf C a Hsf D byly siln¢ up-regulovany
(ptiblizné 5-krat a vice nez 80-krat ve stejném potadi, Obr. 10). Transkrip¢ni aktivity riznych
isoforem HSF byly studovany metodou reporter assay a bylo zjiSténo, Ze isoformy C a D
vykazuji n€kolikanasobné vyssi transkripéni aktivitu nez isoformy A a B (Fujikake et al.,
2005). Je tedy mozné, Ze alternativni sestfih napomaha ,,vyladovat® citlivost up-regulaci
odpoveédi Hsps na teplotu prostiedi. Pokud se okolni teplota snizi (naptf. béhem LTA),
isoformy s vyssi transkripéni aktivitou (C a D) mohou byt pfednostné povolavany ve snaze
kompenzovat sniZenou ucinnost biochemickych reakci pti nizsich teplotach. Kdyz se okolni

teplota zvysi, vysoky podil méné transkripéné aktivnich isoforem (A a B) mize pomahat pii
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ochrané organismu pied nezddoucimi ucinky nadprodukce Hsp70 (Krebs & Feder, 1997;
Krebs & Feder, 1998). Fujikake (2005) navic naznacuje, Ze rizné isoformy by mohly
indukovat rtuzné Hsps. Tato hypotéza vSak ziistavda neotestovana. Nicméné teplotou
regulovany alternativni sestiih a dramatickd up-regulace specifickych isoforem v dasledku
vystaveni chladu podporuje nazor, Ze komplex Hsps ma zivotné dulezitou funkci pii nizkych

teplotach u D. melanogaster.

4.4. Odpoved’ dalsich genu spojovanych s reparaci chladového poSkozeni v reakci na

vystaveni chladu

Produkt genu Frost ma neznamou funkci, ale byl navrzen jako kandidatni gen
zprostiedkovavajici chladovou odolnost na zaklad¢ ¢etnych pozorovani jeho up-regulace
mRNA v odpovédi na vystaveni chladu (Sinclair et al., 2007; Goto, 2001; Colinet &
Hoffmann, 2011; Bing et al., 2012). Pozorovali jsme, Ze uroveit mRNA genu Fist se zvysila
2 az 4-krat u larev obou kmenti D. melanogaster v odpovédi na LTA. Na rozdil od piedchozich
studii nebyla pozorovéna zddna up-regulacni odpovéd v reakci na CCE nebo ACS a troven
mRNA Fst se béhem zotavovani postupné vratila na Groven vychozich pre-aklimacnich
hodnot (Obr. 10). Je zajimavé, ze utlum exprese Fst pomoci RNAi zvysil ¢as zotavovani
z chladového komatu (Colinet et al., 2010c), ale pfezivani po 2 h vystaveni podnulovym
teplotdm u Fst RNAI linie nebylo ve srovnéni s kontrolni skupinou naruSeno (Udaka et al.,

2013).

Menin byl povazovan za gen hrajici roli v fizeni genové exprese (Agarwal et al., 1999).
Jina studie (Papaconstantinou et al., 2005) naznacuje, Ze Menin je zapojen do regulace exprese
inducubilnich Hsps. Nadprodukce mRNA Mnn méla za nasledek navySeni exprese mRNA
Hsp70 u embryi D. melanogaster, zatimco RNAI inhibice Mnn snizila expresi Hsp70 a
znemoznila transkripci Hsp23 v odpovédi na tepelny Sok. Proto jsme se rozhodli sledovat
urovné mRNA Mnn a zjistili jsme, Ze jeho transkript se up-reguluje pfiblizné 5-krat v reakci
na LTA u kmene Hsp70™ a pouze 1,8-krat u kmene Oregon. Dalsi up-regulace, ptfiblizné 4-
krat, arovné mRNA Mnn byla pozorovana v reakci na ACS ale pouze u kmene Oregon (Obr.
10). Mozna propojenost mezi expresi Mnn a irovni mRNA sedmi malych Hsps je naznacena
jejich ojedinélou reakei na LTA, skladajici se ze dvou krokti: trovenn mRNA nejdiiv poklesla

pii 15°C a v reakci na posledni krok LTA (6°C/2 d) se uroveit mRNA zvysila (Obr. 10).

Clenové rodiny proteinti obsahujici tzv. cold shock domému (CSD) jsou znamé svou

indukci exprese v odpoveédi na vystaveni chladu u bakterii a jejich ptfedpokladanou roli je
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vazéni mRNA a regulace ribosomalni translace pii nizkych teplotich (Ermolenko &
Makhatadze, 2002; Weber et al., 2002). CSD je také obsazena v neanotovaném genu CG9705
(FBgn0036661) u D. melanogaster, jeho funkce nebyla doposud zjisténa. Zadna signifikantni
zména v urovni mRNA CG9705 nebyla pozorovana v odpovédi na vystaveni chladu u D.

melanogaster (Obr. 10).

Starvin je ¢lenem rodiny BAG u D. melanogaster (Coulson et al., 2005). BAG (Bcl-2-
associated anthanogene) proteiny vazou ATPasovou doménu Hsp70 a mohou tedy regulovat
jeho Saperonovou aktivitu (Doong et al., 2002). Colinet & Hoffmann (2010) prokézali, ze
vystaveni chladu (0°C/9 h) mé za nésledek up-regulaci transkriptu mRNA Stv ptiblizné 8-krat,
zatimco Uroven proteinu se zvysila pfiblizn¢ 2,5-krat. Vzory exprese pozorované na ¢asové
ose chladové indukované exprese byly zna¢né€ podobné u genll Stv a Hsp70, coz naznacuje, Ze
starvin se muize chovat jako koSaperon, ktery reguluje aktivitu Hsp70 béhem zotavovani
z chladového stresu (Colinet & Hoffmann; 2010). V souladu s pfedchozimi vysledky jsme
pozorovali ptiblizné 3 az 4-nasobnou up-regulaci irovné¢ mRNA Stv v odpovédi na LTA a
naslednou 2 aZz 3-nasobnou up-regulaci u larev obou kmenil vystavenych CCE a ACS (Obr.

10).
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5. Zavéry:

Na zaklad¢ vysledkt nasi studie tvrdime, ze chladem vyvolana up-regulace celého
komplexu inducibilnich genti Hsps u larev D. melanogaster mize byt spojovéana
s alternativnim sestiihem mRNA Hsf, kdy je produkce sestfihovych variant C a D
uptednostiiovana pied variantami A a B pii nizkych, ale nad-nulovych teplotach okoli (béhem
dlouhodobé¢ chladové aklimace). Vystaveni chladu, at’ jiz chronické podstaty (0°C po riznou
Casovou periodu) nebo akutni (riizné podnulové teploty pii pevné Casové period¢ 1 h),
vyust'uje v naslednou up-regulaci inducibilnich Hsps, v€etné masivni exprese mRNA Hsp70,
béhem zotavovani z téchto podminek. Mutant Hsp70™ D. melanogaster nevykazuje zadnou
chladem vyvolanou kompenzaéni up-regulacni odpoveéd’ (v reakei na chybéjici gen Hsp70) na
urovni mRNA. Navzdory tomu, pfezivani mutantnich larev Hsp70™ neni naruSeno ve srovnani
s larvami divokého typu, at’ jiz byly vystaveny chronickému mirnému chladu ¢i mirnému
akutnimu chladovému Soku. Chladova odolnost mutanta Hsp70" je narusSena pouze, pokud jsou
larvy vystaveny silnému akutnimu chladovému Soku pfi teplotdch rovnajicich se nebo nizsich
-8°C. Takovy vysledek naznacuje, Ze mirny chladovy Sok zptsobuje chladové poskozeni jiné
podstaty, nez silny chladovy Sok. Tato podstata poskozeni se da vysvétlit kvantitativnim
a/nebo kvalitativnim rozdilem v denaturaci proteinti. Exprese inducibilniho Hsp70 muze byt
potiebna k podpofeni aktivity ostatnich ¢lent rodiny komplexu Hsps, jejichZ tlohou je poté

vypotadat se s denaturovanymi proteiny produkovanymi v disledku silného chladového Soku.
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7. Obrazkova a tabulkova piiloha

Obr. 1: Absence sekvence genu Hsp70, vyjmutého z genomu kmene Hsp70-

PCR tfi riznych oligonukleotidovych pari primera specifickych pro gen hAsp70 (viz
tabulka nize) produkovaly PCR produkty ocekavané délky, pokud byla jako templat pouzita
gDNA dospélcti kmenti Oregon nebo White (¢. 1, 2 na obrazku). Oproti tomu, zadny
specificky produkt nebyl pozorovan v reakcich, kde byla jako templat pouzita gDNA kmene
Hsp70 (€. 3 na obrazku). Jako pozitivni kontrolu jsme pouzili primery pro gen Asp83, v tomto
pripad¢ byly produkty ocekavané délky pozorovany pro gDNA vsech tifi kmenii. Z toho
vyvozujeme, ze sekvence kodujici gen hsp70 nejsou pritomny v genomu mutantniho kmene

Hsp70'.

Tab.: Genove¢ specifické oligonukleotidové primery pouZité pro ovéfeni pfitomnosti/absence

hsp70

100 bp/
ladder| 1 2

F7 xRS
756 bp

F6xR3 |  F4xR1
787bp i 723bp

CDS [

1929bp

t

76 F
4 4

| N
RS

|

756 bp

genu hsp70 v genomu tii kmenit D. melanogaster.

R3
| | ]
1" 787 bp

m RN A [ —

Gen Nazev primerua | g oo e (5° = 39 Délka produktu
smer (bp)
F7 Fwd ccgaggaagaagaactcaca 756
R5 Rev cttgaactcgtccgecagatgag
Hsp70 F6 Fwd ggcatatctgggcgagageatc 787
R3 Rev cagcagcacgtcctggatettgee
F4 Fwd ctcagcggagaccagagcggeaag
723
R1 Rev tettggtcatgatgggggageagtg
Hsp83 F1 Fwd gcacgecagecgeatctace 11
R1 Rev tcaaccagcgagggggcatct
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Obr. 2: Schématické zobrazeni aklim¢nich protokolu a vystaveni chladu pouZité ve
studii.
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Experimenty jsou vyobrazeny na horizontéalni ose a jsou zde zobrazeny hlavni teplotni
a Casové podminky. Vertikalni Cary rozdéluji experiment do Ctyt hlavnich ¢asti: vyvojova
aklimace (LTA: acclimation), pre-treatment, vystaveni chladu (cold treatment) a zotavovani
(recovery). Larvy byly aklimovany pomoci tfi rGznych dlouhodobych aklimacnich (LTA)
protokolti (A, B, C) a, teprve kdyz dosahly stadia pln¢ rostlého 3. instaru, byly vystaveny PT
[Zadny; chronicky (0°C/1,25 d), nebo akutni (-4°C/1 h)], poté ndsledovalo samotné vystaveni
chronickému ¢i akutnimu chladu, poté zotavovani v konst. 18°C. Pupariace a vylihnuti
dospélého zivotaschopného jedince, jakoZto vybrana kritéria pro ptezivani, byla kontrolovana
ve vSech pokusech po dobu 14 dni zotavovani. Vzorky pro analyzu genové exprese byly v Case
odebirany dle bodli naznacenych Sipkami: na konci kazdého aklimacniho protokolu (tedy pied
vystavenim chladu) a poté po vystaveni CCE (0°C, 1,25 dni) ¢i ACS (-4°C/1 h) v ¢asech 1, 3
a 24 h v pribéhu zotavovani.
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Obr. 3: Relativni stabilita irovné mRNA referen¢nich geni.
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Urovné transkripti mRNA referenénich genti (zobrazené jako hodnoty Cq v qRT-PCT
analyze) byly relativn¢ stabilni ve v§ech experimentalnich variantach studie. Malé odchylky
hodnot Cq byly c¢astecné zplsobeny ndhodnym kolisdnim zplsobenym technickymi
limitacemi nasi qRT-PCR analyzy a castecné systematickou transkripéni odpoveédi
referencnich gendl na rtiznd chladova vystaveni. Ve statistické analyze jsme se rozhodli
ignorovat moznou systematickou odpovéd’ referencnich gent, jelikoZ Zadné vzory v expresi
nebyly patrné (nebo nerozeznatelné od ndhodného koliséni) a také proto, ze celkova variace
Cq hodnot byla = 0,67 cyklu maximalné (coz znamend =+1,42-ndsobny rozdil v cetnosti
trenskriptu), zatimco zmény v Cetnosti transkriptu nékterych vysoce regulovanych cilovych
gent se pohybovaly ve znatelné vy$sich hodnotach, nékdy az o dva fady vyssich.
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Obr. 4: Vliv aklimace na piezivani dvou kmena D. melanogaster.
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Larvy dvou kmenii, Oregon a Hsp707, byly vystaveny riznym dlouhodobym
aklima¢nim rezimam (A, B, C). Cerné sloupecky zobrazuji pomér jedinct, ktefi byli progli
uspésnou pupariaci, Sedé sloupecky zobrazuji pomér dospélych, Zivotaschopnych vylihnutych
jedincti. Pocet pokusnych larev (V) pouzitych pro kazdou aklimaci je zobrazen v zavorkach.

Obr. 5: Vliv tepelného Soku na prezivani dvou kment D. melanogaster.

—
o
o

©

o

E-N

(o)]

g 181 -o- Oregon

.5 804 27 . -0+ Hsp70 minus

kS

S 60-

=5

o

£ 401

5

2 207

g 90

w 0 T T \J90 21 1
22 33 34 3B 3B 37 38 28

Heat shock temperature [°C]

Ptezivani dvou kmenii, Oregon (modra plna kolecka) a Hsp70  (Cervend prazdna
kolecka) aklimovanych pfi konst. 22°C a poté vystavenych 1 h tepelnému Soku riizné intenzity
v rozmezi 32°C az 38°C. Cisla nad symboly predstavuji pocet larev v kazdém experimentu

(N). Data byla prolozena sigmoidnimi kfivkami (test dobré shody, R?: 0,9895, Oregon; 0,9983,
Hsp70°).
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Obr. 6: Vliv CCE a ACS na prezivani dvou kmeni D. melanogaster.
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B) Acute cold shock

100

80

100
100

604

0 -2

-4 -6 -10
Temperature of cold exposure [°C]

Prezivani larev D. melanogaster dvou kmenti, Oregon (modra plna kolecka) a Hsp70"

(¢ervend prazdna kolecka) aklimovanych v rezimu C (15°C nasledovano 6°C/2 d) a poté
vystavenych bud’ CCE (A) pti 0°C po riznou dobu (0 — 7 dni) nebo ACS (B) po dobu 1h
chladovému $oku riizné intenzity (0°C az -12°C). Cisla nad symboly predstavuji pocet larev
v kazdém experimentu (N). Data byla proloZena sigmoidnimi kfivkami [test dobré shody, R*:
(A) 0,9124, Oregon; 0,9743, Hsp70™ (B) 0,8881, Oregon; 0,9916, Hsp707]. Zelené symboly
zobrauji analogni data ziskana z larev, které byly aklimovany v rezimu B (pouze 15°C).
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Obr. 7: Konstitutivni irovné exprese mRNA cilovych genii.
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Sloupce zobrazuji ndsobné rozdily relativni Cetnosti transkripti mRNA cilovych gent
(osa x) mezi kmeny Hsp70" (A) a White (B) relativné¢ ke kmenu Oregon (Grovné byly
normalizovany na Uroven hodnoty 1 u kmene Oregon), u larev, které byly aklimovéany pfi
konst. 25°C. Statisticky vyznamné rozdily byly vypocteny za pomoci Studentova neparového
dvouvybérového t-testu (*, P < 0,05; **, P < 0,01; *** P < 0,001).
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Obr. 8: PCA analyza exprese cilovych genii v odpovédi na aklimacni reZimy.
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Transkripéni odpovéd’ cilovych genli v odpovéedi na jednotlivé dlouhodobé aklimacéni
rezimy (A, B, C) byla zpracovéna statistickou analyzou hlavnich komponent (PCA) u larev D.
melanogaster dvou kment: Oregon (modrd) a Hsp70  (Cervend). Zlogaritmované (Log2)
nasobné rozdily relativni trovné mRNA (zobrazené na Obr. 10) byly pouzity pro model PCA,
zde je zobrazen diagram hlavnich komponent PC1 a PC2. Elipsy ve spodni ¢asti diagramu
oznacuji oblasti shluku tfi biologickych replikath v kazdé aklimaéni varianté¢ (A, B, C u
Oregon; A, C u Hsp70). Vlastni vektory v horni ¢asti diagramu znazorfiuji jednotlivé tirovné

mRNA cilovych gent.
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Obr. 9: PCA analyza exprese cilovych genii v odpovédi navystaveni CCE a ACS.
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Transkripéni odpovéd’ cilovych gent v odpovédi na vystaveni CCE (plné cary) nebo
ACS (pteruSované ¢ary) byla zpracovana statistickou analyzou hlavnich komponent (PCA) u
larev D. melanogaster dvou kmenii: Oregon (modra) a Hsp70™ (Cervend). Zlogaritmované
(Log2) néasobné rozdily relativni airovné mRNA (zobrazené na Obr. 10) byly pouZzity pro
model PCA, zde je zobrazen diagram hlavnich komponent PC1 a PC2. Elipsy ve spodni casti
diagramu oznacuji oblasti shluku tfi biologickych replikat. Vzorky byly odebirany ve tiech
ruznych Casech (1h, 3h, 24h) pii zotavovani pfi teploté¢ 18°C. Vlastni vektory v horni ¢asti
diagramu znéazornuji jednotlivé urovné mRNA cilovych genti.
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Obr. 10: Vzory exprese cilovych genti v odpovédi na aklimace a vystaveni ACS a CCE.
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Sloupce zobrazuji Cetnosti transkripti mRNA cilovych genl relativné vztaZzenych
k Cetnosti transkriptl dvou referencnich gent (Rp/32 a f-tubulin). Kazdy sloupec zobrazuje
primér £SD qRT-PCR analyzy tfi biologickych replikati. Hodnoty (nasobné rozdily) ¢etnosti
jsou normalizovany k hodnot¢ 1 = primérna relativni troven transriptu u larev aklimovanych
pii 25°C (aklimacni rezim A). Vysledky pro dva kmeny, Oregon a Hsp70", jsou prezentovany
vedle sebe pro kazdy gen.

Statistickd analyza byla provedena pro zlogaritmované (Log2) hodnoty. Byly
provedeny tii nezavislé jednocestné ANOV A nasledované Bonferroniho post-hoc testem: (1)
k ovéteni vlivu aklimace na genovou expresi (sloupce oznacené riznymi pismeny sestatisticky
vyznamn¢ lisi); (2) ke zhodnoceni genové exprese béhem zotavovani z CCE; a (3) ke
zhodnoceni genové exprese béhem zotavovani z ACS. V piipadech (2) a (3) byly testovany
rozdily mezi vychozi hodnotou (aklimaéni rezim C) a jednotlivymi Casy pfi zotavovani (*, P
<0,05; **, P <0,01; *** P <0,001).

Bil¢ sloupce znazoriuji tfi aklimacéni rezimy:

(A) konstantnich 25°C;
(B) konstantnich 15°C (tento reZim nebyl proveden pro larvy kmene Hsp70")
(C) konstantnich 15°C nésledovéno 2 dny pii 6°C

Sedé sloupce znazoriuji tfi asy (1, 3 a 24 h) ve kterych byly larvy vzorkovany béhem
zotavovani (18°C) po CCE 0°C/1,25 d.

Cerné sloupce znazorji tfi &asy (1, 3 a 24 h) ve kterych byly larvy vzorkovany béhem
zotavovani (18°C) po ACS -4°C/1 h.
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¢ni geny

(E) Referen

(D) Ostatni geny
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# Geny Hsp67Bb a Hsp22 jsou prepisovany ze stejného lokusu gDNA
(zelené cary) a nckteré jejich alternativni mRNA sestfihy se piekryvaji
(Cervené cary). Navrhli jsme primery uvnitt kodujicich sekvenci (CDS,
zluté ¢ary) obou pftislusnych genti, abychom zarucili amplifikaci PCR
produktti nejvice relevantnich transkripti mRNA. Nicméné, pary primert
nebyly dokonale specifické pro prislusné geny a pravdépodobné
vytvarely PCR produkty z méné Cetnych transkripti mRNA druhého
genu.
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Tabulka II:

A) Vliv chladovych PT na pteziti larev D. melanogaster po vystaveni CCE 0°C/5 d.

Pocet Pocet Relatini riziko
Kmen PT! (N) pupariovanych | mrtvych p? .3
larev larev smrti ~ [%]
Oregon zadny (158) 16 142
akutni (60) 2 58 0,1657 ns 92,97
chronicky | (110) 4 106 0,0584 ns 93,26
Hsp70 zadny (121) 6 115
akutni (60) 0 60 0,1802 ns 95,04
chronicky (60) 0 60 0,1802 ns 95,04

B) Vliv chladovych PT na pteziti larev D. melanogaster po vystaveni ACS -12°C/1 h.

P.oéet Pocet Relatini riziko
Kmen PT! (N) pupariovanych | mrtvych p? .3
larev larev smirti * [%]
Oregon zadny (100) 31 69
akutni (100) 10 90 0,0004 *** 76,67
chronicky (65) 7 58 0,0025 ** 77,33
Hsp70 zadny (80) 5 75
akutni (100) 2 98 0,2442 ns 95,66
chronicky (50) 4 46 0,7325 ns 100,02

' Akutni PT: -4°C/1 h; chronicky PT 1,25 dni/0°C. Oba PT byly nasledovany zotavenim v 18°C/2 h.

2 Statisticka priikaznost rozdilu mezi kontrolou (zdny PT) larvami oSetfenymi PT byla testovéana za pouziti
Fischerova exaktniho testu. Statisticky vyzanmné rozdily jsou zobrazeny tu¢né: *, P<0,05; ns, neni signifikantni.
3 Relativni riziko smrti vyjadiuje relativni $anci smrti u kontrolnich larev (neostettenych PT) ve srovnani

s larvami oSetfenymi PT.

47




