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1. Uvod

Pfiroda i cely Vesmir ptirozené funguji v periodicky opakujicich se rytmech, jako jsou
naptiklad obihani Zemé kolem Slunce, nebo jeji ob¢h okolo své osy. Sklon zemské osy je
zodpoveédny za cyklické prodluzovani nebo zkracovani dne/noci, takzvanou fotoperiodu-
pomér mezi svételnou a temnostni fazi dne, kterd je zodpoveédna za regulaci zivotnich cykla
u riznych organismi véetné hmyzu. Rizné druhy organismi reaguji na tyto cyklické zmény

odlisné (Wilde, 1962; Danks, 2003; Nelson et al., 2010; Smolik, 2008; Beck, 1964).

Zivé organismy se ¢asteéné adaptuji na cykliénost podminek prostiedi pomoci
fyziologickych funkei nebo svych Zivotnich cykli. Kazdy Zivy organismus prochazi
n¢kolika rozdilnymi cykly, které jsou soucasti ptirozenych, pravidelné se opakujicich
biorytmi (Berger, 1995). Jedna se o cykly ro¢ni (cirkanualni), denni (cirkadianni), lunarni a
dalsi. Pro Zivot jsou vSak nejvyznamnéjsi cirkadianni cykly, tedy denni (circa= okolo,
die=den), které jsou zodpovédné za ¢innost fyziologickych, behavioralnich a vyvojovych
procesu, mezi které se fadi pohybova aktivita, migrace, budovani zasob, ptijem potravy,
reprodukéni aktivita, organizovani zmény vV bunééné membrané, ovliviiuji metabolismus,
obranné mechanismy, aktivitu z1az, uvolfiovani enzymui, hormonti a de/aktivace genti
(Giebbultowicz, 1999; Grambal 2014; Berger, 1995; Lee, 1991; Nelson, 2009; Beck, 1980;
Saunders, 1982; Danks, 2003; Tauber, 1986).

Zivy organismus se musi v prib&hu Zivota piizpiisobovat fadé vnéjsich podminek, v naich
zemépisnych Sitkach se jedna zejména o ptekonavani zimy, tedy zejména nedostatek potravy
a prekonavani nizkych teplot. O tom, jak se organismus s vn&j§im prostiedim vyrovnava,
rozhoduje intenzita a délka ptisobeni vlivu vnéjsiho prostiedi, a schopnost organismu se
témto podminkam ptizpisobit (Grambal, 2014; Danks, 2003; Wilde, 1959; Lee, 1991;
Tauber, 1986). Hmyz témto vn&j$im cyklim pfizpisobuje sviij vlastni zivotni cyklus, tedy
stiida generace, pfekonava nepiiznivé obdobi ve specifickém vyvojovém stadiu a stavu tzv.
Diapauze. Béhem diapauzy Casto zvySuje svoji odolnost vii¢i chladu a mrazu, coz je
zajisténo komplexni fyziologickou zménou. Velmi dilezitym aspektem této zmeny je
syntéza a akumulace tzv. Kryoprotektantt.. Zajimalo nas, zda se v chladem

aklimovanych larvach hromadi néjaké latky, na rozdil od larev diapauznich nebo chovanych

za dlouhého dne. Na tuto otazku bylo odpoveézeno pomoci metabolomické analyzy, ktera

3



poskytla vycet kryoprotektivnich latek (metabolitl). V této praci se budu zabyvat jednim
z metabolitd, konkrétné prolinem, u larev modelového druhu musky Chymomyza costata
z ¢eledi Octomilkovitych (Drosophilidae). Budeme se zabyvat metabolickymi drahami,
které vedou k metabolitu, a budeme se snazit potvrdit hypotézu, Ze organismus ziskava

prolin z extracelularni matrix z kolagenu.

1.2 Diapauza a chladova odolnost hmyzu

1.2.1 Diapauza

Hmyz se nej€astéji vyrovnava s neptiznivymi podminkami vstupem do dormance. Zndme
dva typy. Prvnim je kviescence, coz je odpoveéd’ organismu na neptiznivé podminky
prostiedi jako jsou napiiklad chlad, nedostatek potravy, kysliku a jinych. V tomto ptipadé
trva klidovy stav jen po dobu, jakou ptisobi nepiiznivé podminky na zivy organismus. Pii

zméné podminek hmyz toho stadium ukoncuje a je opét pIné aktivni (Tauber et al., 1986).

Druhym typem dormance je diapauza. Diapauza je komplexni proces, ktery je obvykle fizen
vn¢jSimi faktory, jako jsou fotoperioda, zména teploty nebo piijem potravy. V tomto stadiu
jsou faze zivota siln¢ omezeny a je pozastaven vyvoj, ktery trva i pies zlepseni podminek,
tedy az do ukonéeni procesu diapauzy. Probiha hluboka fenotypicka proména. Organismus
je v klidovém stavu, a je zavisly na snizeni energetickych vydaju, produkcei latek, ukonéeni
reprodukce, shanéni potravy, tvorby zasob, migraci, vyraznému zpomaleni metabolismu,
dale dochazi k posilovani obrannych a ochrannych struktur (operony, Sokové proteiny),
zméné struktury membran, zméné genové exprese a akumulaci metaboliti (kryoprotektanti)
jako jsou napiiklad prolin, trehal6za, nebo betain (Tauber et al., 1986; Beck, 1975; Kostal et
al., 2017; Lees, 1955; Denlinger, 2009; Kost'al et al., 2006; Lee, 1991).

Da se rozd¢lit na fakultativni a obligatni. Fakultativni typ je zavisly na podnétech z prostiedi.
Obligatni je geneticky zavisly na vyvojovém stddiu druhu, nikoliv na ptirodnich
podminkach. Dal$im typem rozdéleni je na hibernaci neboli pfezimovani a estivaci. Oba
typy jsou indukovany nejcastéji fotoperiodickym signalem, ktery umoznuje hmyzu se

ptipravit na sezonni zménu podminek tpravou svého Zivotniho stylu (Nelson et al., 2010;
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Kostal, 2017; Saunders, 1981). Jedinym rozdilem mezi hibernaci a estivaci v ramci reakce
na fotoperiodu je, ze hibernace je odpovédi na kratky den (SD), a estivace na dlouhy den
(LD). Sekundarné reaguje hmyz pii vstupu do diapauzy na snizZeni teploty.

Riizné druhy vstupuji do diapauzy v odliSnou dobu, v reakci na rizné podminky prostiedi

Vv ruznych stadiich vyvoje (Tauber et al., 1986; Kostal et al., 2009; 2017; Lees, 1955;
Denlinger, 2009).

Larvy modelového druhu Chymomyza costata vstupuji do diapauzy koncem léta, kdyz se
zhorsuji podminky prostfedi. Larvy vstupuji do diapauzy ve tietim vyvojovém stadiu instaru,
kdy jsou chované v laboratornich podminkach v inkubatorech na umélé dieté, jak je
detailnéji popsano v ¢asti metodiky. Jednou z dulezitych fenotypickych zmén, jez

doprovazeji vstup do diapauzy je zvysSeni chladové odolnosti.

1.2.2 Chladova odolnost

Védni obor kryobiologie, ktery studuje chladovou odolnost, se zabyva poSkozujicimi u¢inky
nizkych teplot na hmyz, a na druhé stran¢ studuje adaptaci a aklimatizaci organismu, které
pomahaji poskozeni ptfedchazet, tolerovat nebo jej opravit. Definici pro chladovou odolnost
je schopnost organismu ptezit v nizkych teplotach pod teplotnim prahem pro vyvoj.
Konkrétni teplotni prah je pro organismy odli$ny, zavisly na druhu, ekologickém kontextu a
fyziologickém stavu jedince. Nizka teplota je takova, jaka lezi pod prahovou hodnotou pro
aktivitu a vyvoj, nebo pod kterou dochazi k poskozeni. Posledni stanoveny teplotni prah byl
definovan Nedvédem roku 1998 jako ,,Upper Limit of Cold Injury Zone “ (Nedvéd et al.,
1998). Chladova odolnost byva ovlivnéna ptizptisobenim genotypu druhu, nebo chladovou
aklimaci a vstupem do diapauzy, spojenym s fenotypovymi zménami vyvolanymi
prostfedim. Studii chladové odolnosti miizeme ptispét v cesté ke kryoprezervaci, skladovani
tkani, organti nebo celych organisml. Také ke zlepSeni znalosti o rdstu a pfezimovani
Skiidcli a nasledné ochrané plodin, nebo ke zdokonaleni chovu modelovych organismil a

jejich vstupu do diapauzy (Kost'al et al., 2009; Pegg, 2001; Toxopeus, 2019).



Principy chladové odolnosti rozdélujeme na pét zakladnich strategii, které hmyz vyuziva
k preziti nizkych teplot (Kostal, 2004; Bale, 1996, 1993; Lee et al., 1987; Holmstrup &
Westh, 1994):

1) Aktivita za nizkych teplot, nebo v tepelné pufrovaném prostiedi

2) Podchlazeni

3) Promrznuti

4)Dehydratace

5) Chladova aklimace

cey

1) Aktivitu za nizkych teplot vyuzivaji druhy zijici v ptid¢€, nebo tlejicim dievu a vytvari
vyvojova stadia, kterd zistanou aktivni po celou dobu vyvoje i ptes pritomnost
chladu. Tyto druhy musi byt schopny snizit sviij teplotni prah a zajistit veSkeré
funkce pfi teplotach blizko nuly nebo nizsich. Jedna se naptiklad o zastupce
dvoukiidlého hmyzu. Nékteré druhy jako jsou chvostoskoci dokonce svoji aktivitu

piesouvaji do chladného obdobi, a naopak to teplé piezivaji v dormanci.

2) Jedinci, jez vyuzivaji strategii podchlazeni (freeze avoidance) jsou schopni udrzovat
téIni tekutiny za teplot pod rovnovaznym bodem mrznuti/tani (m. p. — melting point)
Vv tzv. podchlazeném stavu. Rovnovazny bod mrznuti/tani (m. p.) je pod 0°C kvuli
pusobeni solutl rozpusténych v télnich tekutinach, a je pfimo umérny osmolarité
roztoku. Hodnota rovnovazného bodu mrznuti\tani byla stanovena na uroven -0,5°C
az -0,7°C. Ovsem ani pii dosaZeni téchto teplot t€lni tekutiny nepromrzaji a zistavaji
V tzv. podchlazeném stavu, az do doby nez dojde k homogenni nebo heterogenni
nukleaci a samovolnému rustu ledovych krystalki, ke které dochazi v bodé SCP
(Supercooling point). SCP neboli bod podchlazeni je realna teplota krystalizace vody.
Je tedy dilezité, aby se v téle nevytvofil zdrodecny krystal, nebo alesponl nenabyl
kritické velikosti, kdy dojde k explozivnimu promrzani a ptipojovani dal§ich molekul
vody do krystalické miizky ledu, coz vede k zahu§tovani zbylého vodného roztoku.
Opacny piipad zapti¢ini smrt jedince (Nedveéd, 1996; Kost'al, 2009).

Aby se vytvofil zarode¢ny krystal ledu, je nejprve nutné vytvofit shluk molekul vody
(homogenni nukleace), ktery ma prostorové uspotradani zarode¢ného krystalu. Dle
teploty se odvozuje mnozstvi molekul vody potfebnych k vytvoreni krystalu.
Naptiklad pii -5°C musi byt Ctyficet pét tisic molekul, nybrz pti -40°C staci pouhych

sedmdesat molekul vody (Kost’al, 2009). Dale je vznik krystalu ovliviiovan
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3)

rrrrrr

nebo makromolekuly; také povrchem, na kterém led vznika (heterogenni nukleace), a
regulaci pfitomnosti bilkovinnych latek typu AFPs (anti- INAS) nebo INAs

(Ramlev, 2000). Krystalizace ledu vSsak mtiZze zacit spontanné, a Sance se zvySuje se
zvétsujicim se objemem vody, a dobou vystaveni nizké teploté.

Hmyz k ochrang pied zmrznutim vyuziva vysokomolekularni kryoprotektivni latky
jako AFPs (Anti-freeze proteins), které se vazou na zarode¢né krystalky ledu.
Inhibuji jejich rust a udrzuji stav podchlazeni. Vyrazné snizi sviij bod podchlazeni
(SCP), a zvysi tak svoji kapacitu podchlazeni, coz jim umozni byt v kapalném stavu i
pii -25°C (Kostal, 2009; Nedveéd, 1996). Jakmile krystal piesahne svoji kritickou
velikost dojde k explozivnimu promrzani zminénému vyse. Tento proces je
doprovazen uvolfiovanim skupenského tepla, které umoznuje métit zaznam realného
bodu mrznuti, neboli bod podchlazeni tzv. SCP (Supercooling point).

Promrzéni je ukonceno az dosaZzenim molality odpovidajici okolni teploté, a
rovnovaze mezi krystalem a roztokem. Krystal tedy miize dale rast jen dalSim

snizenim teploty (Nedvéd, 1996).

Druhou moznosti je se vyhnout nukleaci zpusobené latkami (INAs — Ice nucleating
agents), které maji vhodny povrch pro vytvoreni zarodecného krystalu. Vyhyba se
jim odstranénim z téla (vyprazdnéni obsahu sttev) nebo jejich deaktivaci ulozenim v
lipidické fazi membran. Dlouhodobé piezivani v nizkych teplotach bylo zjisténo u
housenky obalece Epiblima scudderiana a u vajicek pid’alky Epirrita autumnata
(Nedved, 1996).

Ovsem pii dlouhodobému vystaveni nizkym teplotdm dochazi k poskozeni ¢i umrti 1
bez zmrznuti. Zalezi na intenzité vystaveni chladu. Chlad plisobi na struktury 1
procesy Vv organismu a je t€zké rozhodnout o pti¢iné poskozeni. Pi poklesu teploty
muze dochéazet k postupnému piechodu membranovych lipida do ,,nefunkcni“gelové
faze (Kost'al, 2009). Dale dochazi k chladové denaturaci proteint, nebo snizeni
enzymatické aktivity a zméné metabolismu, také ke sniZeni aktivit transportnich
systémd, a selhani iontovych pump (Privalov, 1990). Vsechny tyto aspekty zptsobuji

poskozeni organismu (Kost’al, 2009).

Dalsi strategii pfezivani nizkych teplot je promrznuti. Ne¢které druhy jsou schopni

tolerovat, a do jisté miry regulovat proces promrzani té€lnich tekutin
7



4)

v mimobunécnych prostorech. Kazdy druh ma sviij specificky prah tolerance, u
kterého zavisi na minimalni tolerované teploté a dobé jeji expozice (Toxopeus,
2019).

Principem je vylucovani vlastnich nukleatort (slouzi jako matrice pro krystalové
struktury) do hemolymfy. Zastupci téchto nukleatorti jsou INPs (Ice nucleation
proteins), které stimuluji tvorbu ledovych krystalki a podporuji mrznuti. Hmyz ma
nizko kapacitu podchlazeni a vysoko bod podchlazeni (SCP). Mrzne tedy pti vyssich
teplotach (zhruba od -1°C do -10°C). Diky tomu je zaruceny fizeny a pomaly rust
krystalki, pfiCemz buiiky maji dostatek Casu se vyrovnat s osmotickymi zménami, a
piedchazet osmotickému Soku. Vysoka koncentrace roztokl uvnitt bunék, a jeji
zvySovani diky dal§imu pfisunu vody do extracelularnich krystald, brani vzniku ledu
uvnitt bun€k. Urcité druhy prezimujiciho hmyzu (larvy pateticka snéhového) jsou
schopni pfezivat i velmi nizké teploty (-70°C) po dlouhou dobu, ¢i napiiklad Skokan
lesni (Rana sylvatica) dokaze piezit dva tydny pii télni teploté -6°C, pfitom az 70%
télni vody je pfeménéno na led (Toxopeus, 2019).

Casteénym promrznutim hemolymfy se zvysuje jeji osmolarita, kdy dochazi

k od¢erpani vody zevniti bun¢k. Je to proces mimobunééného mrznuti, ale i
vnitrobunééné dehydratace. Mezi poSkozeni, ktera mohou nastat se fadi naptiklad
zména aktivity proteint zapiicinéna zvysenim koncentrace solutli uvnitt bunék, dale
denaturace, ztrata elektrochemického potencialu, destrukce membran presahnutim

limit dehydratace buné¢k a dalsi.

Strategie dehydratace byla popsana u piezimujicich kokont Zizal, chvostoskok a
nékterych druht ¢lenovci. Vlastnosti jako mald velikost téla, a vysoka propustnost
povrchu téla pro vodu predurcuje tuto strategii (Holmstrup & Westh, 1994).
Principem je, Ze po vytvofeni ledu v piidnich prostorach je parcidlni tlak vodni pary
nad ledem niz§i nez tlak vodni pary nad osmoticky aktivni vodou, ktera je dosud

Vv kapalném stavu. JelikoZ je kutikula propustnd pro vodu, dochédzi k jejimu rychlému
odpafovani a ptipojeni ke krystalim ledu v okoli. Dochazi tedy k dehydrataci
organismu jako u strategie promrznuti, a navic zahusténi télnich roztokd, coz brani

promrznuti uvnitf organismu (Holmstrup &Westh, 1994).



5) Strategie rychlé chladové aklimace (,,rapid cold hardening*) byla poprvé studovana u
jedinct Sarcophaga crassipalpis. Je zalozena na kratkém vystaveni neletalni nizké
teploté, diky ¢emuz nasledné jedinci piezivaji delsi dobu ve velmi nizkych teplotach
(Lee, 1987). Pfi studiu u dalsich druhti byly analyzovany mechanismy jako
akumulace glycerolu, nebo aktivace chaperonini typu HSPs (Heat Shock Proteins),

které jsou ¢astecné zodpoveédné za aklimaci.

I ptes schopnost jedince ovladat strategii preziti nizkych teplot neni vylou¢en projev
néjakého poskozeni. Zména teploty se dotyka veskerych procesu i struktur bunky, jak jiz
bylo popsano vySe. Aby organismy piedesSly poSkozeni zapti¢inéného neptiznivymi vlivy
nizkych teplot akumuluji latky s kryoprotektivnimi G¢inky, tzv. kryoprotektanty (Storey,
1991; Kostal, 2003; Riihimaa a Kimura,1990). Kryoprotektanty mizeme rozdélit na
vysokomolekularni a nizkomolekularni. Vysokomolekularni maji charakter proteinu,
glykoproteinu, fadi se do nich naptiklad AFPs (anti-freeze proteins), nebo INPs (ice-
nucleation proteins). My se v§ak budeme vice zabyvat t€émi nizkomolekularnimi, které mayji
charakter cukru, polyolu, aminokyseliny a derivatd. Patii mezi né ribitol, mannitol, glycerol,
trehal6za, sachar6za, fruktoza, prolin a dalsi. Podobn¢ latky akumuluji riizni Zivo¢ichové i
rostliny v odpovédi na riizné vyzvy jako chlad/mraz/horko, sucho/dehydratace,
zasoleni/zmény osmolarity. Nas v8ak zajimaji v roli kryoprotektanta (Miller and Smith,
1975; Somme, 1982; Lee, 1991; Kostal, 2009; Toxopeus, 2019).



1.2.3 Modelovy druh - Chymomyza costata

Za modelovy druh jsme si zvolili musku Chymomyza
costata ztfidy Hmyzu (Insecta), tadu Dvoukftidli
(Diptera), celedi Octomilkoviti (Drosophilidae). Je to

blizka pribuzna musky Drosophila melanogaster, ktera je

jednou  z nejpopularnéjSich a  nejprozkoumanéjSich Obr. 1: C.costata (OBBARD, 2011)
modelovych organismi. Na nas experiment se D. melanogaster nehodi z divodu tropického
rozSifeni a nizké chladové odolnosti, tedy nizké schopnosti aklimace. Na rozdil od ni,
bohuzel o C.Costata zatim tolik informaci neni. Larvy této musky prochazi tfemi instary,
dale se kukli a nasleduje vyvoj v dospélce (imago). Béhem jara a 1éta, kdyz jsou musky
aktivni, se v piirod¢ vysttida nckolik (cca 3-4) generaci, v laboratoii pii teplot¢ 18°C

existuje jedna generace zhruba mésic.

Vime, Ze je rozsifena cirkumpolarné od chladného mirného pasu po subpolarni oblasti. Podle
studii binomie ostatnich druht soudime, Ze se pfezimujici larvy vyskytuji pod kiirou padlych
stromti. Na zdklad¢ jejiho severského rozsifeni je schopna adaptace na zimu, a disponuje
vysokou mrazuvzdornosti. Je to jeden z nejodoln€jSich organisma vic¢i mrazu, které véda
zna. Dokaze prezit v kapalném dusiku, ¢i elektronovém kryo-mikroskopu (Kostal et al.,
2011).

Také je velice senzitivni na fotoperiodu, a v souladu s blizicimi se neptiznivymi podminkami
a vystavenim kratkému dni vSechny larvy tietiho instaru zastavuji sviij vyvoj a Vstupuji do
diapauzy (Riihimaa a Kimura, 1989; Kostal et al., 2000a; Saunders, 1982). Pfezimujici larvy

jsou siln€¢ odolné vici chladu a mrazu, kdy dochazi k podchlazeni na -20°C.
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2. Cile prace

Cilem této prace bylo, se pokusit odpovédét na nékteré z dilcich otazek, které by pomohly
k objasnéni metabolickych pfemén spojenych se vstupem do diapauzy, chladovou aklimaci,
a adaptivnich pfemén, které vedou k syntéze a akumulaci kryoprotektanti, v mém piipadé

prolinu, které zvysSuji chladovou odolnost jedince.
Dalsim cilem bylo zvladnout metody analyzy transkriptti pomoci RT-qPCR metody.

Ovsem hlavnim cilem prace je zméfit relativni ¢etnosti mRna transkriptti pro geny kodujici
enzymy metabolismu vybraného kryoprotektantu — prolinu, u rizné aklimovanych larev
modelového druhu Chymomyza Costata. V souvislosti s posuzovanim zmén relativni
cetnosti transkriptl jsme chtéli vytipovat kandidaty pro dalsi vyzkum, u kterych byly

pozorovany nejvetsi zmeény.
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3. Material a metodiky

3.1 Metabolomicka analyza

Prvni poloZenou otazkou, ktera musela byt zodpovézena, byla metabolomicka analyza
zabyvajici se akumulaci kryoprotektantti u modelového druhu. Chtéli jsme zjistit, zda se
Vv téle aklimovanych jedincii hromadi kryoprotektanty, a v jakych koncentracich oproti

larvam nediapauznim a diapauznim bez chladové aklimace.

Bylo provedeno nékolik metabolomickych analyz:

A) Cilené analyzy: V tomto typu analyzy bylo zjistovano jen nékolik latek pomoci GC-
plynové chromatografie, LC-kapalinové chromatografie, i spektrofotometrickych
metod.

Jsou cilené, tedy jen pro maly pocet latek, o kterych je znamo, ze se podileji na
diapauze, a pokryvaji hlavni procesy, drahy vedouci k prolinu. Tyto latky byly
vybrany na zaklad¢ studii metabolickych drah vedoucich k prolinu z mnoha databazi
jako napiiklad KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes). Napiiklad na
obrazku ¢. 2, vidime metabolismus argininu a prolinu v databazi KEGG, kde zelené
zvyraznéné enzymy jsou znamé u druhu Drosophila melanogaster, tedy blizké
piibuzné C. costata. Enzymy jsou kodované jednim nebo vice geny. Vedoucim
prace mi bylo zadano schéma metabolismu prolinu a jeho okoli (obr. 3), a bylo mym
ukolem jej zaplnit transkripty kodujicich genu, a zjistit zda u prolinu dochazi

K aktivité na Grovni traskriptomu. Transkriptomické profilovani bylo zalozeno na
kandidatnich sekvencich libovolné vybranych z publikovanych databazi, ktera
obsahuj mRNA transkripty C. costata. Vybrané geny Siroce pokryvaji hlavni
struktury a procesy, které jsou zndmé nebo navrzené, aby byly spojeny s diapauzou

hmyzu a toleranci za studena (Kostal et al, 2018).

V dal$im kroku byly pro vybrané geny pomoci databazi FlyBase a Geneious
vyhledany a srovnany kodujici sekvence. U téchto kodujicich sekvenci byla
vyhledéana ta nejvice podobna pomoci metody blastovani. Na sekvenci byly

zhotoveny primery, které byly pouzity pti kroku u PCR metody.
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Obr. 2: Metabolismus argininu a prolinu u D. melanogaster

ter (fruit fly)

menu | Pathway entry | Download KGML | User data mapping )
ila melanogaster (fruit fiy) ) 67%

Obr. 3: Schéma metabolismu prolinu

Gin
122,23

Hydroxyproline &  Proline

NATs: 10,11,12,13,14,
others: 15,16,17,18,19.20

W56 S
?:B:B 1,2, 3 Proline Hydroxyproline
3,32

B) Necilena analyza: Analyzuje n€kolik tisic latek. Dle necilené analyzy zjistime, zda

se vyraznéji akumuluji 1 dal$i latky. Vedle trehaldzy a prolinu se ndm vyraznéji
akumuluje 1 betain (nepublikované vysledky, Kost'al; Toxopeus, 2019; Kost’al et al.,
2018).

Podle vysledkii analyzy byly srovnany velikosti peaku v grafech u LD a SD.
Velikosti peaku ,,odpovidaji* koncentraci. Podle nejvyraznéjsich zmén byla

sestavena tabulka vybranych metabolitti, kde je jasn¢ vidét nejvyssi koncentrace
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prolinu. Srovnavame ptibyvajici/ubyvajici mnozstvi jednotlivych metabolitt
aklimovanych pti LD, ptfes SD az po chladem aklimované larvy (SDA10), pomoci
barevné skaly.

Vysledky metabolomické analyzy (analyzované pomoci HILIC) jsem jiz dostala

zadané (viz Obr. 4).

Obr. 4: Tabulka s vyslednymi hodnotami riznych metabolitd ziskanych metabolomickou

analyzou u rizn€ aklimovanych larev modelového druhu.

50% percentil

formated as a whole matrix:
tiibarevna skala

percentil: 50
metabolites: LD3 SD3 SD6 5D11 SDA11

LC/GC peak area) Glutamine 4,4E+09 5,2E+09 1E+410 13E+10 4,7E+09
Aspartate | 186:07 6101464 14£:07 15E:07 7000360
Alanine 6,7E+07 5,6E+07 5,1E+07 SE+07 4E+07
alpha-Ketoglutarate SE+08 §56E408 5,1E+08 4,7E+08 SE+08
Glutamate 9,8E+08 7,4E408 6,4E+08 6,7E+08 6,1E+08
Proline 1,4E+10 1,6E+10 2,1E+10 E+10
4-Hydroxyproline
Pyrroline 3-hydroxy-5-carboxylate 3,3E409 3,8E+09 7,5E+09 9,2E+09 3,5E+09
Pyruvate
Ornithine S, 1E+07 8,6E407 7E+07 7.9E+07
Arginine 43E+09 4,7E409 4,7E+09 4,7E+09 4,2E+09

Arginosuccinate
Arginine phosphate 2,3E407 4,1E+07 7,BE+07 1,4E+08

Citrulline 286407 34E407 264078190487  1E:07

Mym tkolem bylo dodélat stejnou barevnou skalu pro vycet transkriptt (obr. 5), a
odhadnout jejich relativni &etnosti pomoci nasledujicich krokt metodiky. Cervené

zvyraznéné transkripty byly mym ukolem, a data ze zbylych jsem dostala vypracované.

Obr. 5: Seznam transkriptt, pro které byla métena relativni Cetnost

1 Matrix metalloproteinase 1, CG4859

2 Matrix metalloproteinase 2, CG1794

3 Brachyurin-like collagenase, XP_017012400

a Aminopeptidase P, CG6291

] Angiotensin converting enzyme, dipeptidase-A, CGE527
5 Prolyl aminopeptidase, KOB68397

7 Dipeptidase-like, CG1654

] Dipeptidase-B, CG9285

) Dipeptidase-C, CG5663

10 Nutrient amino acid transporter 1, CG3252

11 Nutrient amino acid transporter 2, CG15088

12 Mutrient amino acid transporter 3 & 5, CG4476, CG1698
13 Mutrient amino acid transporter 4, CGE850

14 Nutrient amino acid transporter 6, CG15279

1s Excitatory amino acid transporter 1 (Glu/Na+), CG3747
16 Meurotransmitter transporter like (Gly, Pro), CG7075

17 Glycine transporter, CG5549

18 Inebriated, SLC6 transpoter, CG15444

19 SLC7 CAT transporter similar to Eaal, CG5535

20 SLC7 LAT transporter similar to Eaal, CG1607

21 Gluteminzse, CG42708

22 Glutamine synthetase 1, CG2718

23 Glutamine synthetase 2, CG1743

24 Glutamate dehydrogenase, CG5320

25 delta-1-Pyrroline-5-carboxylate synthase, CG7470

26 delta-1-Pyrroline-S-carboxylate dehydrogenase 1, CG7145
27 delta-1-Pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase 2, CG33092
28 delta-1-Pyrroline-5-carboxylate reductase, CG6009

29 delta-1-Pyrroline-5-carboxylate reductase 2-like, CG5840
30 Proline oxidase (dehydrogenase) , CG1417

31 Prolyl-a-hydroxylase (collagen), CG31014

32 prolyl-a-hydroxylase (HIF-1alpha), CG44015

33 Arginesuccinate synthase, CG1315

34 Arginosuccinate lyase, CG9510

35 Arginase, CG18104

36 Ornitnine aminotransferase, CGE752

57 Arginine kinase, CG32031

38 Nitric oxid synthase, CG6713
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3.2 Laboratorni aklimace larev

Pro experimentalni ¢ast prace byly pouzity larvy C.Costata, konkrétné divoky kmen Sapporo
ziskan 1983 pobliz Sappora, Hokkaido, Japonsko. Od té doby musky chovame z ptivodnich
jedinct Vv laboratofi na Entomologickém ustavu AV CR v Ceskych Budgjovicich. V nasem
experimentu byli dospélci chovani ve sklenicich o objemu 250ml, a larvalni stadia v 50ml
zkumavkach s vatovou zatkou. Jedinci byli krmeni umélou dietou slozené z agaru,
kukufi¢ného Srotu, susenych kvasinek a je¢ného sladu. Musky kladly sva vajicka na kousek
jablka, které byly po nakladeni vaji¢ek pfeneseny do nové zkumavky s dietou, coz umoznilo
larvalni vyvoj. Larvy byly aklimovany v inkubatorech Sanyo MIR 154, pfi konstantni
teploté 18°C. Byl to kontinualni chov za dlouhého dne - LD 16L/8D (obr. 6), tedy pti
Sestnacti hodinach svétla a osmi hodinach tmy; a kratkého dne - SD 12L/12D (obr. 6), kde je
larva vystavena dvanacti hodinam svétla a dvanacti hodinam tmy (larvy reaguji na temnou
fazi dne); ¢i chladové aklimované (SDA) v SD pti 4°C (obr. 7). Indukce diapauzy probiha
primarn¢ kratkym dnem, a chladova aklimace probiha nejprve sniZenim teploty na jedenact

stupnili, po které nasleduje sniZzeni na Ctyfi stupné Celsia.
Rozlisujeme: 1. Nediapauzni larvy: LD3

2. Diapauzni larvy: SD3, SD6, SD10

3. Diapauzni chladem aklimované: SDA10

Pro experiment byly vzdy pouzity larvy tietiho instaru, kterého larvy dosdhnou zhruba
tfinacty den. NasSe larvy jsou sbirany 18. den. Jedna se tedy o pIn¢ vzrostl¢ larvy tfetiho
instaru, které se nachéazeji v tzv. pre-wandering stage, neboli pfed putujici f4zi. V putujici
fazi jsou larvy nachystané na fazi kukleni, prob&hly v nich hormonalni zmény, zastavily
ptijem potravy, a hledaji si vhodné misto na kukleni. Tato putujici faze je pro nas markerem
sbéru larev. Sbirdme takové larvy, které jsou ve tfetim instaru, ale jesté této putujici faze
nedosahly. Timto jsme dosahli vékové synchronizace larev v maximalnim rozmezi 24hodin.

Vzorky pro ziskani dat byly ptipravené z celych larev.
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Obr. 6: Larvalni vyvoj za dlouhého (LD 16L\8D) pii 18°C od embrya (E), pies vyvojova
stadia (L1-L3) vedouci ke kukleni a vyvoji imaga. A vyvoj za kratkého dne (SD 12L\12D)
pti 18°C zacinajici embryem (E), vedouci k diapauze po tfetim instaru (L3), ktera mize byt

udrzovana az do smrti larev.
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Obr. 7: Schéma aklima¢niho protokolu. Chladova aklimace larev v 6 tydnech (SD6) z 18 °C
pies 11°C na 4°C pro ziskani chladové aklimovanych larev v deseti tydnech (SDA10).
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3.3 Odhad relativni ¢etnosti mRNA transkripti

Larvy byly samplovany do Ribozolu™ a nasledné ulozeny do -80°C. Sledovani exprese

gentl probéhlo dle nasledujicich protokoli:

3.3.1 Izolace celkové RNA z larev (Total RNA isolation)

Chemikalie: Ribozol™ (RNA Extraction Reagent - Amresco, Solon, OH, USA), chloroform,
isopropanol, DEPC H,0, 75% EtOH v DEPC H,0

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)
8)

9)

Odeber 5 larev do 400 pl ledové chlazené¢ho Ribozolu

Uloz vzorky do -80°C

Dukladné vycisti pracovni plochu ethanolem, zapni si centrifugu, nachystej si
chladici box s ledem, RNA pipety, eppendorfky a pinzetu. Nasad’ si rukavice, aby
nedoslo ke kontaminaci.

Nechej rozpustit vzorky na ledu, ditkladné si rozsttihej larvy ocisténymi ntizkami. Po
kazdém vzorku omyj ntizky destilovanou vodou.

Duikladné homogenizuj (30sec) vzorky na ledu pomoci baterii pohanénym
homogenizérem s palickovym nastavcem. Nastavce vyméiuj po kazdé sérii vzorki.
Napipetuj 600 pul Ribozolu (celkovy objem 1000 pl), promichej pomoci vortexu a
kratce sto¢ na centrifuze

Nechej pii pokojové teploté Sminut. Vortexuj kazdou 1-2minuty.

Promyj $picku pipety chloroformem. Pfidej 200 pl chloroformu (stabilizovanym
amylenem). Prudce protiepej prudce po dobu 15s, poté zvortexuj.

Nechej pti pokojové teploté po dobu 5Sminut. Dvé faze (vodna a organicka) se

viditelné oddéli.

10) Mezitim si ptiprav 1,5 ml eppendorfku se 400 ul isopropanolu (srazi RNA), dej

chladit na led

11) Po rozdéleni dvou fazi a interfaze (genomicka DNA) dej do centrifugy na

12.000g/15min/4°C.

12) Odeber piesné 400 pl horni vodné bezbarvé faze do pripravené eppendorfky

s isopropanolem. V piipad¢ nasati interfaze s gDNA znovu stoc.

13) Nechej probihat srazeni RNA 30minut na ledu

14) Dej vzorek do centrifugy na 22.000g/20min/4°C, poté odstran vSechnu tekutinu

(isopropanol). Zistane pelet na dn¢ eppendorfky.
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15) Omyj peletu 500 ul 75%EtOH v DEPC H,0 (-20°C), nasledné opatrn¢ zamichej (5x)
otocenim eppendorfky. Peleta se uvolni od stény.

16) Dej do centrifugy na 22.000/5min/4°C, odstran vSechnu tekutinu. Pouzij
nejdiive1000 pl pipetu, dej na led, sto€ 2 zkumavky najednou, a opatrné odstran
zbytek tekutiny pomoci 200 pl pipety

17) Vysus pelet (5-6min) na vzduchu na velké ¢isté Petriho misce.

18) Rozpust’ peletu ve 12 ul DECP H,0, poklepej na eppendorfku a dvakrat stoc.
Nasledn¢ zahtej na 70°C/5minut, a dej do boxu na led, poklepej a stog.

19) Pouzij 2 pul pro zméfeni RNA koncentraci na piistroji NanoDrop, podle vysledki
rozpust’ zbyvajicich 50 pl na finalni koncentraci lug celkové RNA/1 pl

3.3.2 Oseti‘eni DNAsou (DNA treatment)

Chemikalie: DEPC H,0, 10x DNAse I reak¢ni pufr, DNAse | (Ambion, Life Technologies,
Foster City, CA, USA), isopropanol, glykogen, 75% EtOH v DEPC H,0, EDTA

1) Nastav heater na 65°C.
2) Smichej piesné 5 pl (5 pg) tRNA a piidej 20 ul MM:

Tab. 1: Tabulka slouzici pro vypocet MM pro 9 vzorki.

MM 1x: MM 9x:

2,5 ul 10x DNAse I Reaction buffer 22,5 ul 10x DNAse | Reaction buffer
15 ul DEPC H,0 135 ul DEPC H,0

2,5 ul DNAse [ 22,5 ul DNAse |

Total: 20 wl Total: 180 ul +9 =20 ul

3) Jemné promichej a nechej inkubovat pii pokojové teploté pfesné na 15 minut.
V mezicase si ptiprav EDTA, isopropanol, glykogen a zvortexu,.

4) Ptidej 2,5 pul 25 mM EDTA.

5) Zahtej na 10 minut v 65°C v heateru, kratce sto¢ na stolni centrifuze.

6) Piidej 27,5 pul isopropanolu.

7) Ptidej 2 pl glykogenu, promichej otoc¢enim eppendorfky a nechej srazet 30 minut na
ledu. Poté opé&t zvortexuj a stoc.

8) Dej do centrifugy na 22 000g/20 min/4°C , opatrné odstran tekutinu.

9) Promyj vzniklou peletu 500 pl 75% EtOH v DEPC H,0 (- 20°C) a Setrn¢ promichej
obracenim (5x) eppendorfky
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10) Dej do centrifugy na 22 000g/5min/4°C, poté odstran veskerou tekutinu. Nejdiive
pouzij 1000 pl pipetu, dej na led, zvortexuj a 2x sto¢ dvé zkumavky najednou a
odeber pomoci 200 pl pipety zbytek tekutiny

11) Vysus peletu na velké, ¢isté Petriho misce po dobu 5-6 minut.

12) Rozpust peletu v 5,5 ul DEPC H;0. Poklepej na eppendorfku aby se peleta uvolnila
a dvakrat stoc.

13) Ujisti se, ze je eppendorfka dobie uzaviena a zahiej na 70°C/5 min, ochlad’ na ledu,
poklepej a stoc.

14) Cely obsah uchovej pii -80°C do dalsiho kroku reverzni transkripce.

3.3.3 Reverzni transkripce (Reverse transcription)

V reverzni transkripci ziskdm z celkové RNA(tRNA) jen mRNA, diky Oligo(dt) 23
anchored primeru. A mRNA soucasné piepisuji pomoci enzymu Superskript 111 na cDNA,
ktera slouzi jako templat pro PCR polymerazu.

Chemikalie: Oligo (dt) 23 anchored primer (500 ng/ ul) (Sigma-Aldrich), 10mM dNTP mix,
DEPC H,0, 5x First Strand buffer (ze Superskript kitu), 0,1 M DTT(ze Superskript kitu),

40U/ ul RNasin (z RT System kitu), 200 U/ ul Superskript I1(Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA)

1) Nastav si termocyklér (T3000, Biometra) na 70°C
2) Nachystej si eppendorfky a fadné si je popis a sefad’
3) Piichystej si MM pro 44 vzorka dle tabulky ¢. 2:

Tab. 2: Tabulka pro vypocet MM na 44 vzorku.

1X premix: 44X premix:

1 ul Oligo (dt) 23 anchored primer (500 44 ul Oligo (dt) 23 anchored primer (500
ng/ ul) ng/ ul)

1 ul 20mM dNTP mix 44 nl 10mM dNTP mix

6 pl sterilni voda 264 pl sterilni voda

Total: 8 ul Total: 352 pl +~44=8 ul

4) Namichej 5 pul tRNA osetfené DNAsou s 8 pl premixu
5) Zahiej v heat bloku v 65°C na 10 minut (rozvolni se RNA sekundarni struktury)

6) Ochlad’ na ledu, inkubuj na ledu po dobu 1 minuty a poté zvortexuj a stoc.
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7) Nachystej si MM2 dle tabulky ¢. 3

Tab. 3: Tabulka pro vypocet premixu MM2 pro 44 vzorkd.

1x premix: 44X premix:

4 pul 5x First Strand buffer 176 pl 5x First Strand buffer
2ul 0,1 M DTT 88 ul 0,1 M DTT

0,25 ul 40U/ pul RNasin 11 pl 40U/ pl RNasin

0,75 ul 200 U/ pl Superskript 111 33 ul 200 U/ ul Superskript 111
Total: 7 pl Total: 308 ul +44="7 pl

8) Pridej 7 ul MM2 do kazdého vzorku (vysledny objem vzorku bude 20 pl).
9) Inkubuj v T3000 PCR bloku

46°C /2 hodiny

65°C /15 minut

0°C / 10 minut

10) Ochlad’ na ledu
11) Nated 25x (piidej 480 pl sterilni vody), zamichej, zvortexuj a sto¢
12) Vytvor si 3 aliquoty po 44 ul a uloz je do -80°C (spolu se zbyvajici cDNA)

3.3.4 gPRC metoda

V tomto kroku byla pouzita metoda RT-gPCR (Real-time/quantitative polymerase chain
reaction). Metoda slouzi pro kvantifikaci DNA a transkripce. Je zalozena na klasické PCR
metodgé, ale s cyclerem, ktery v pribéhu PCR kontinudIln€ zaznamenava mnozstvi DNA

v prub&hu cykli. Detekci mnozstvi DNA umoziuje fluorescen¢ni substrat (SYBR G), ktery
se vaze na ptritomnou DNA, a vyzaiuje fluorescenci az po navazani DNA. Hladina

fluorescence je detekovana detektorem a odrazi mnozstvi ptitomné DNA.

Chemikalie: LA mix, sterilni voda, SYBR G, cDNA, Primer up, Primer down,

RP(ribozomalni protein)
Tato analyza je tvofena na 96 - jamkovych desti¢kach (BioRad)

1) Rozpust si aliquoty cDNA z ptedchoziho kroku na ledu, a pouzij organizér
2) Ptiprav si gqPCR MM podle tabulky ¢. 4:
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3)
4)
5)
6)
7)

Tab. 4: Tabulka pro vypocet MM mixu.

1X MM: 20 X MM:

10 ul LA mix 200 pl LA mix
3,4 ul sterilni voda 68 ul sterilni voda
0,8 ulSYBR G 16 ul SYBR G
5 ul cDNA 100 pul cDNA

0,4 ul Primer up

8 ul Primer up

0,4 ul Primer down

8 ul Primer down

Total: 20 pl

Total: 400 pl +20=20 pl

Napipetuj do 96-jamkové desticky 5 ul cDNA a piidej 15 ul MM.

Sklepni desticky, aby se nic nedrzelo na stranach.

Ptikryj desticky folii, aniz by ses dotknul horni ¢asti prsty, a upevni pomoci Spachtle

Umisti desti€¢ky do PCR termocykléru (BioRad, CFX96 Thermal Light Cycler)

Zahaj proces qPCR:
95°C/ 3min

94°C/ 15 sec

60°C/ 30 sec

72°C/ 30 sec

95°C/ 15 sec
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4. Vvsledky

Hodnoty z PCR byly vyhodnoceny podle parametri EFF a CT uvedenych v tabulce na obr.
8. Z téchto hodnot métenych u vzorkt v LD3,SD3,SD6,SD10,SDA10, ve tfech opakovani
(A-C) byla vypocitana ddct hodnota, ta byla zprimérovana a dosazena pro zhotoveni

barevné skaly transkriptd (obr. 26).

Z horniho grafu na obrazku 9, jsme ziskali hodnotu CT, ktera byla pfimym vystupem RT-
gPCR. CT je kriticka hodnota, kdy se za¢ina zvedat kiivka a exponencialné piibyvat
produktu. Stroj CFX96 PCR light cycler stanovuje optimalni hodnotu CT podle
zabudovaného algoritmu pro vSechny kiivky ve vSech cyklech. Pokud je tedy vysoké CT,
znamena to, Ze na zacatku bylo velké mnozstvi targetu, a kiivka bude exponencialné rist
drive.

Dolni graf na obrazku 9 zobrazuje melting analyzu, kde je vidét Ze bylo méfeno spravne,
protoZze ma jen jeden peak s teplotou tani 80,5°C, v kazdé reakci byl amplifikovan jen jeden

produkt.

Hodnotou EFF se rozumi eficience. Eficience odpovida paru primeru, a teoretickému
zdvojnasobeni mnozstvi produktu pii kazdém kroku PCR. Kazdy par primeru ma svoji

eficienci. Nase eficience byla stanovena arbitrarné na hodnotu 1,85.

EFF refCT ref
EFF targetCT target

Hodnoty ddct (obr. 8) byly vypo¢itany podle vztahu: ddct =

V nasem méfeni byla pouzita neménna reference Sul pro reakci (1mg/ pul), a dalsi referenci
byly 4 referen¢ni geny (RP-ribozomalni protein). RP jsou ribozomalni proteiny kodujici
geny, které se syntetizuji v buiikach se stejnou frekvenci. Hodnota CT je tedy pro referenci

ve vSechno krocich velmi podobna.
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Obr. 8: Excelova tabulka s vysledky RT-gPCR métenych u larev v LD3,SD3,SD6,SD10 a
SDA10 u transkriptu Matrix metalloproteinase 1(Mmpl). Jsou zde uvedené hodnoty ddct,
které byly pievedeny na barevnou skalu (obr. 26). Hodnoty CT jsou v doubletech (CT1,

CT2), ve tfech opakovani(A-C). Dolni sloupcovy graf zobrazuje expresi gent.

Gene X: i
i o dresuls .
Repicats €1 cr2 ot av Refeff 1Cq/ X eff 1Cq to Initial vaius mean D mean $D.
A 2055 2082 185 [20885 | 0.135 15.70 1570 185 [156983] 0 0046466634 100
b3 3 2024] 203 185 203 ["aos 15a1] 1541 185 [san [ o 0049441521 105 00471770657 00016378296 100 003
< 2081 20390 185 [20855 | 0.045 1584 1584 185 [158%645] O 0045623043 038
A 2283 2309 185 [ 2208 | 0.13 17.50 17.50 185 (174 0 003475969 ors
sb3 8 2138] 2151 185 [21as8(aoes| 1612 1612 185 [1ezof o 0037863797 o8t 00370291666 00016233620 078 003
(4 2141 2141 185 [ 2141 ] 1611 1611 185 [16.1138] 0 0038464012 08
A 2145 21,14 185 [21288 | 0.155 1602 1602 185 [1601588] 0 o8
sDé 8 2125] 213 185 [2105('a0ss| 1596] 1596 185 [1sopusl o 0037424586 o8t
(4 2226 2234 185 23 | 004 1664 1664 185 16,6424 0 0030792758 058 00356952499 0035163406 076 007
£ 2128 21,16 185 (2122 | 006 1559 1559 185 (155078 O 0031373283 088
sbio £ 2201] 2184 185 215 [aoss| 1593 1593 185 [1sauml o 002503627 o5t
S 2155 2161 185 [ 2158 | 003 1577 1577 185 157672 L] 0027988726 050 060 00
A 2145 21.40] 185 [21425 ] 0025 1575 1575 185 1574538 0O 0030378429 085
SDAL0 3 2201 2208 185 [0l oms| 160s] 1605 185 [aos2 | o 0025039594 st
< 22,30 2254 185 [2287 [ 013 1664 1664 185 [1664388] 0O 0024546559 053 056 006
men| 2155 | 217 [ sove | sowe 215 6o | teor [ sowor [ sower 1607
so| an | om [ sova [sove a7 00 | om [sovae [ove 0
)

Obr. 9: Horni graf obsahuje zdznam snimani fluorescence béhem jednotlivych cyklu
(celkem 40) ptistrojem Light-Cycler. Proméfované vzorky obsahovaly hodnoty ziskané

Z celych larev C.Costata. Spodni graf pro kontrolu spravnosti zobrazuje melting analyzu pro
Mmpl s jednim peakem s teplotou tani 80,5°C. V horni ¢4sti obrazku vidime zprimérované

vysledné hodnoty ddct, slouzici pro tabulku transkripti s barevnou Skalou (obr. 26).

Copy for heat map:

03 503 506 010 SDAL0
00471770657 00370291666 00356952499 00281527597 00266543607
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Obr. 10: Tabulka s vysledky RT-qPCR méfenych u larev v LD3,SD3,SD6,SD10 a SDA10 u
transkriptu Matrix metalloproteinase 2 (Mmp2). V tabulce jsou vypo¢itané a zpramérované
hodnoty ddct, smérodatné pro souhrnnou tabulku transkriptd (obr. 26).

Gene X: |Reference gene

|RpL332, RpL19, RpS11, RpS27A Normalized results
Repats | 11 cr2 ot _av stow| ct1  cr2 ot av  stosv| ReferrCqiXeff1Cq | tomtaivaue mesn sD. mean S0
A 2531 2533 185 s Poot | 1s70] 1570 a5 Dol o 000268411 19
o3z 8 2470] 2481 185 [aapsslooss| 1sa1] 1541 185 [san[ o 0003190375 113 0,0026730182 0.0004270182 100 0.16
c 2580] 2585 185 Psmsloros| 158a] 158s 185 sawss! o o
A 3| 3035 185 P Pom| 1750 1750 185 Vel o o
sp3 3 2858| 2887 185 [om7as[aes 16.12| 1612 185 [esol o 016 00003943483 00001000118 0.15 004
< 2842 2855 185 [omeslooss| 1611] 1611 185 Darimsl o o
A 2795 2868 185 [oasisloxws| 1602] 1602 185 [eowsesl o o
S [ 2798| 2811 185 [280s5 (005 185 [sssusl’ o (¥
< 2010 2898 185 ['2a08 ["ace 185 [esal o 018 02 002
3 2765 27.0) 1as [avssPozs 185 [issamsl o ou
sp1o i3 2876] 2854 185 [ones o1t 185 [1ssuml o 018
s 2821] 2843 185 Paaar [ose 185 Psmn o o 019 004
A 2800 278 185 Paan oz 185 Dsassal o 000049719 a1
SDA10 8 2978] 2993 185 [2a88s [ 075 85 [aosn2[" o 0000205124 008
< 3026] 3102 185 [ouee oz ss [esaml o 0000182235 oo 00143381 o1 005
mean| 2815 | 2018 [ sowa [ sowo 217 6w _| teo Peove Psover 1807
so| 1 | 1 Peowe Pova 185 a0 | as Pwove Peove 0

Obr. 11: Ciselna fada zobrazuje zprimérované hodnoty ddct pro Matrix metalloproteinase

2 vypocitané v tabulce na obrazku 10. Horni graf obsahuje zaznam sniméani fluorescence
béhem jednotlivych cykla (celkem 40) ptistrojem Light-Cycler, ze kterého byly snimany
hodnoty CT. Proméfované vzorky obsahovaly hodnoty ziskané z celych larev C.Costata.
Spodni graf pro kontrolu spravnosti zobrazuje melting analyzu pro Mmp2 s jednim peakem

s teplotou tani 80,5°C.

D3 503 D6 s010 SDAL0
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Obr. 12: Tabulka s vysledky RT-qPCR méfenych u larev v LD3,SD3,SD6,SD10 a SDA10 u
transkriptu Brachyurin (Brach). Jsou zde vypocitané a zprimérované hodnoty ddct,
smérodatné pro tabulku transkriptd (obr. 26).

Gene X: Reference gene ] - . - - . |
; o = armaizad et i
Repcats | coT1  cr2 ot av cr1__cr2 ot av  stosv| RefefiiCq/XeffiCq | tointaivaws mean so. e so.
A 153 1544 185 [isamslaoss| 1s570] 1570 185 [15608] o 1211020150 100
b3 8 15.8] 1522 185 [C452 [ 002 1541 1541 185 [1sa1 o 1139377491 08¢ 12616118847 0,1256577858 100 0.10
c 1530 1520 185 P65 la0s | 158a] 1584 185 [smess| o 1434438008 118
A 1703] 1669] 185 [age [arr | 1750] 1750 185 [irasswl o 1481915508 122
$D3 [3 1583] 1573 185 1578 o5 | 1612] 1612 185 ezl o 1235241882 102 13317845825 0,1075972208 106 009
< 1559| 1584 185 [oamslors| se11] 161 185 (a1l o 1278196357 106
A 1676] 1676] 185 (e[ o 1602 1602 185 [eotsl o 0632733057 052
SD6 [ 1706] 1701 185 [zoss[oos| 1596] 1596 185 [1sesessl” o 051758333 043
< 1726] w22 185 Prasalace | 166a] 1660 185 [tesosl o 0692368866 st 06142284174 545 048 006
3 1648|1635 185 Poaarslaoss| 1559|1559 185 [ssml o 0603003896 0%
spio 3 1677] 1691 185 [iase [ oo 1593] 1593 185 [1sgmal o 0573030073 047
s 1651] 1665 185 Lwwmalow | 1577 1597 185 iz o 0606515325 05 05941831000 00150259835 047 001
A 1633] 1651] 185 [aaslaos | 1s35| 1535 185 [1s7es8] o 0648253177 ost
SDA10 [3 16356| 1636 185 (e[ o 1605| 16.05| 185 [assi2 [ o 0731247135 08
< 1706] 1671 185 [iamsforrs| 166a| 1664 185 [tasewal o 0862142545 on 07472143058 059 007
[ menn| 183 | 1622 Psonva Psover 183 60| 1o Peonve Peova 1607
sof am | as Peowe Peove 08 0w | s [sovo [Peova 0

Obr. 13: Ciselna fada zobrazuje zprimérované hodnoty ddct pro Brach vypo¢itané v tabulce
na obrazku 12. Horni graf obsahuje zdznam snimani fluorescence béhem jednotlivych cykli
(celkem 40) piistrojem Light-Cycler, ze kterého byly snimany hodnoty CT. Proméfované
vzorky obsahovaly hodnoty ziskané z celych larev C.Costata. Spodni graf pro kontrolu
spravnosti zobrazuje melting analyzu pro Brach s jednim peakem.
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Obr. 14: Tabulka s vysledky RT-qPCR méfenych u larev v LD3,SD3,SD6,SD10 a SDA10 u
transkriptu Aminopeptidase P (Apep) s daty ddct.

Gene X: Reference gene
Repucats | o711 cr2 o __av stosy] cri crz st av  stosv| Refefi1Cq/Xeff1Cq [ tontaivais e s, mean so.
A 19.10] 19.43) 185 Pramslaos| 1570 1570 185 Dsesenrl o 0122067718 100
Lo3 8 1903| 1sssl 185 [ramosflozs| 1s541] 1541 185 Psan [ o 0124026233 102 01221049267 00015537727 100 001
< 1937] 1319 185 (188 aos | 158a] 158a 185 Msswssl o 0120220829 o
A 2135|2138 185 onaslooms| 17s0] 1750 185 [essnl o 0092728836 o
so3 3 1967| 1938 185 Pramasfooes| 1642 1612 185 a1zl o 0.116005001 035 01095309374 00120365026 030 010
< 1970] 19.42) 185 [iasalaa| s611] tem 185 [l o 0120038975 o
A 1922] 13.06] 185 [rataloos| 1602] 1602 185 [emsml o 0146336213 12
s 3 1903| 1900 185 Praoisfoors|  1596] 1596 185 [1sesasl o 053101786 125
c 2008| 2008 185 2008 o 1664| 1664 185 esal” o 0120661806 03 | 01200332688 L o1
€ 1868|160 185 [mga oo | 1sse| 1sse 185 issaznel o 0153813304 128
sbie i3 1908| 1888 185 [Piasa [ ot 1593| 1593 185 [1sauml o 0,153613689 125
G 1900] 1908 185 [ieoalaoe | ss79] 1579 185 Vsonl o 0133536296 10 01468524299 00094176978 120 008
A 19.16] 1sa1 185 Pomesslarrs| 157s| 1575 185 Mszasl o 0136230104 11
sDA10 3 1916 1822 185 et o | s60s| 1605 185 ieos2” o 0145011541 11
< 1ass| 1951 185 (87 Poss| 166a] 1664 185 [essms] o 0.152577559 125 144626401 148 005
mean| 194 | 19 Vo Prove 1937 w07 | a7 Peova Prona 1607
so| o& | owr Prown Vo e 0w | om oo Pova 0

Obr. 15: Ciselna fada zobrazuje zprimérované hodnoty ddct pro Apep vypocitané v tabulce
na obrazku 14. Horni graf obsahuje zdznam snimani fluorescence béhem jednotlivych cykli
(celkem 40) piistrojem Light-Cycler, ze kterého byly snimany hodnoty CT. Proméfované
vzorky obsahovaly hodnoty ziskané z celych larev C.Costata. Spodni graf pro kontrolu
spravnosti zobrazuje melting analyzu pro Apep s jednim peakem.
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Obr. 16: Tabulka s vysledky RT-qPCR méfenych u larev v LD3,SD3,SD6,SD10 a SDA10 u
transkriptu Angiotensin converting enzyme, dipeptidase A (Ance) s daty ddct pro obr. 26.

Gene X: Reference gene
£
Repats | cr1 cr2 st av stosv] cT1 cr2 ot av  stosv| RefefiiCq/Xeff1Cq | tontaivaws mean . mean so.
A 183a] 1850 185 Pmmlaom| 1570] 1570 185 [1seeenl o 0187191092 190
LD3 e 17s88| 1308 185 [zosl o1 | ssa| 1sa 185 s o 020602989 110 0,1980539247 00073572015 100 002
< 1826] 1363 185 [oamsslares| 158a] 1584 185 [1sss o 0200940792 107
A 2012] 2021 185 [meslaos| 1750] 1750 185 [1amnl o 0.194008555 184
D3 3 19.14| 1928 185 [P1a21 ["oor 1612 1612 185 [asnol o 0.149745224 (1] 01685082463 00186878547 085 009
< 83| 1316 185 [vagmslaoss| s611] 1611 185 [tattamsl o 0161770962 [
A 1907| 1925 185 [sateloos | 1602] 1602 185 [eoiseal o 0148586765 o
D6 8 1925 1930 185 [Hazsfoos| 1596] 1596 185 [sesasl” o 0.130471486 o0
< 1372| 1374 185 [iamalao | 166a] 1664 185 [asoal o 0149651105 o | osass 62518 00081105249 071 004
3 1883| 1380 185 [wagisloois| 1sse| 1559 185 [1ssamsl o 013775519 on
sp10 3 1307 1308 185 [vaosslaois| 1593] 1593 185 [1saussl o 014668714 o
G 190s| 13ss) 185 [waoslaos| 1s577] 1577 185 sl o 0135605911 on 0,140016080: on 092
A 1308| 1896 185 e [aos | 157s| 1575 185 [1szascal o 0133386941 an
SDA10 8 1917 1921 185 [Prana (o2 1605| 1605 185 [eos2[ o 0.145011541 om
< 1959 1963 a5 [Tsami [oo2 | 166a] 1664 185 [taeswal o 0161263513 o 01465539983 114327071 078 006
mean| 190¢ | 1ar2 [sover Prova 1908 607 | 1eor Peona Vo 1807
so] o5 | om Puowe Peove a5t oz | o [eove Pove s

A | . ‘ a

Obr. 17: Ciselna fada zobrazuje zprimérované hodnoty ddct pro Ance vypoéitané v tabulce
na obrazku 16. Horni graf obsahuje zdznam snimani fluorescence béhem jednotlivych cykla
(celkem 40) piistrojem Light-Cycler, ze kterého byly snimany hodnoty CT. Proméfované
vzorky obsahovaly hodnoty ziskané z celych larev C.Costata. Spodni graf pro kontrolu
spravnosti zobrazuje melting analyzu pro Ance s jednim peakem.
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Obr. 18: Excelova tabulka s vysledky RT-qPCR métfenych u larev v LD3,SD3,SD6,SD10 a
SDA10 u transkriptu Prolyl aminopeptidase (ProPep) s daty ddct pro tabulku v obr. 26

Gene X: |Reference gene |
R 3 Normslized results |
Repocats | or1 cr2 st__av stow| cr1 cr2 st av  stosv| Refeif1CqiXeff1Cq | toutaivaue mean mean so.
A 2052 2503 185 [amslaxs| 1s570] 1570 185 Dseosn] o 0003639572 10
o3 [ 2208 2043 185 Pazsslams| 1sa1] 1541 185 Tsanl o 000433938 113 100 011
< 2a50] 2456 185 laass Voo | 158a] 1588 185 sawas! o 0004756385 131
A 2836| 2863 185 masslons| 1750 1750 185 el o 0001154198 o
03 3 2577| 2578 185 Posmsfooos| 1642 1612 185 [einol o 0002638582 on 052 o018
< 2567 2563 185 [oseslace | 1611] 1611 185 el o 0002832939 or
A 2a88] 2504 185 a8 Paos | 1602] 1602 185 [eoiseal o 0004077673 112
SD& [y 2s04| 2512 185 [2508 [ 004 1596| 1596 185 [1sssass o 0,003669304 10
< 2634| 2638 155 [l o 1664] 1664 185 Pasasl o 0002564926 on 00034373008 031 015
. 2a1s] 2827 185 P2zt Poos | 1sse] 1550 185 Dssans! o 0004985589 137
sb1o 3 2508) 2519 185 25135 [ 00ss 1593| 1593 185 [1sgmal o 0003483276 (X3
s 2061] 2474 185 aammslooes| 1577] 1577 185 Pisnl o 0004169526 115 099 o1s
A 2066|2475 185 Paameloos| 1575 1575 185 Pisaasal o 0004038704 1
SDA10 8 2593] 2595] 185 [osessfooos| 1605| 1605 185 [weosi2[” o 0002273304 052
< 2608|2647 185 Ponassloos| 166a] 1660 185 [essal o 0002391914 s 00029013076 00008057172 058 019
mean| 2536 | 26 [Psova Prova %2 @ | e Prove Psova 1607
so] 1 | 1w Peove Pova 104 0m | o Pwove Pova 0s

Obr. 19: Ciselna fada zobrazuje zprimérované hodnoty ddct pro ProPep vypogitané

V tabulce na obrazku 18. Horni graf obsahuje zdznam snimani fluorescence béhem
jednotlivych cykla (celkem 40) piistrojem Light-Cycler, ze kterého byly snimany hodnoty
CT. Prométované vzorky obsahovaly hodnoty ziskané z celych larev C.Costata. Spodni graf
pro kontrolu spravnosti zobrazuje melting analyzu pro ProPep s jednim peakem.

Copy for heat map:
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Obr. 20: Tabulka s vysledky RT-qPCR méfenych u larev v LD3,SD3,SD6,SD10 a SDA10 u
transkriptu Dipeptidase-like (DiPep) s vypocitanymi, a zprimeérovanymi hodnotami ddct,
smérodatnymi pro tabulku transkripta (obr. 26).

Gene X: |7 |
- Normalized results T |
Repiats | 11 cr2 ot av Refeff 1Cq/Xeff 1Cq | tointaivais mean sD. men so.
A 2622 2636 185 220 Mooz | 1570] 1570 185 [1se08) o 0001477895 180
o3z 8 2570 2589 185 [25ms[ams| 1sa1] 1541 185 Tisan[ o 0.001682609 114 0.0015239831 0.0001153993 100 008
c 2646 2655 185 [msslaos| 158a] 1584 185 [1586e5] o 001411445 0%
A 3006 3010] 185 [ooelaw | 1750] 1750 185 [17eoz8l o 0000435325 7
03 3 27287] 2807 185 Parar [ oy 1612] 1612 185 a1zl o 0000683799 04 00006132939 0,0001267446 040 008
c 2800 2775 185 Pzmamslons| 1611] 1611 185 Pierimsl o s
A 2173]  27.76] 185 [amesloos| 1602] 1602 185 [sotsesl o 0000735088 050
D6 8 2746] 2735 185 [oreosfotes| 1596 1596 185 [1sesasl” o 0000776203 053
c 2950 293a 185 (2@ laos | 1664] 1664 185 [esosl o 0000385643 ox 0632311 01752263 oat 011
€ 2732|2724 185 z7om oos | 1550] 1550 185 [155m8] o 0000754222 st
sp10 £ 2853) 2847 185 [F2a8 ["00s 1593] 1593 185 [1sesmal o 0.000439496 (]
G 2762 2799 185 [zzaslawss| 1577] 1577 185 Psmnl o 000060791 ot 0000128591 039 008
A 2802 2791 185 [zzseslaoss| 1575] 1575 185 [1s7s8] o 0000543578 o3
spato L3 2906] 2912 185 2 [ oo 1605| 1605 185 [1eos2f o 00003283339 .
< 2077| 2934 185 [oageslaoes| 1664] 1664 185 [asswal o 0000295367 on 0003891149 0001100516 026 007
mean| 2735 | 2802 [ sowe [ sow 7% 6| te0r Peowe Prover 1607
so] 120 | 120 Peove Peona 7 om0 | am Peovo Pova 0z
L

Obr. 21: Ciselna fada zobrazuje zprimérované hodnoty ddct pro DiPep vypoéitané v tabulce
na obrazku 20. Horni graf obsahuje zdznam snimani fluorescence béhem jednotlivych cykli
(celkem 40) piistrojem Light-Cycler, ze kterého byly snimany hodnoty CT. Proméfované
vzorky obsahovaly hodnoty ziskané z celych larev C.Costata. Spodni graf pro kontrolu
spravnosti zobrazuje melting analyzu pro DiPep s jednim peakem.

Copy for heat map:
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Obr. 22: Tabulka s vysledky RT-qPCR méfenych u larev v LD3,SD3,SD6,SD10 a SDA10 u
transkriptu Dipeptidase B (Dip B) s vypocitanymi a zprimérovanymi hodnotami ddct,
smérodatnymi pro tabulku s relativni ¢etnosti transkriptti (obr. 26).

Gene X: Reference gene
Ropueats | cT1 T2 st av cr1 ez ot av  stosv| RefefiiCq/Xeff1Cq | tounitaivaus mean mesn so.
A 1962| 1380 185 [wantlaos | 1s70] 1570 185 (15602 o 0084651303 180
LD3 e 1822 136 185 [zl | 1sa1] 1sa1 185 [1sanl o 009290604 112 00899564063 00041940177 100 005
< 1951| 1988 185 [tazaslams| 158a] 1584 185 [15e0es! o 0090311876 197
A 2266 2270 185 288 o2 | 1750] 1750 185 [17038] o 0081203718 [
s03 3 2070] 20.70] 185 27 [ o 1612] 1612 185 [1e1zsel o 0059877375 on 00562349323 00110175670 053 0.12
< 2052| 204 185 [0mslocs| 1611] 1611 185 [rarimsl o on
A 2054| 2061 185 [osmloos| 1602] 1602 185 [teoisml o 006052 o2
D& 8 2050] 2043 185 [0esloos| 1596 1596 15 [isseassl” o 0062745307 o4
< 2165 2155 185 [(218 [aos| 1664] 1664 185 [1asaal o 0047366227 05 00568800334 0067878748 053 08
€ 2030] 2021 185 [aosslaos| o 55 185 [15sa0m8] o 005680423 057
D10 : 2100 2097 185 [2103 [aos | o 185 [15guml o 0043523907 o5t
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Obr. 23: Ciselna fada zobrazuje zprimérované hodnoty ddct pro Dip B vypo¢itané v tabulce
na obrazku 22. Horni graf obsahuje zdznam snimani fluorescence béhem jednotlivych cykla
(celkem 40) piistrojem Light-Cycler, ze kterého byly snimany hodnoty CT. Proméfované
vzorky obsahovaly hodnoty ziskané z celych larev C.Costata. Spodni graf pro kontrolu
spravnosti zobrazuje melting analyzu pro Dip B s jednim peakem.
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Obr. 24: Tabulka s vysledky RT-qPCR méfenych u larev v LD3,SD3,SD6,SD10 a SDA10 u
transkriptu Dipeptidase C (Dip C)s vypocitanymi a zprumérovanymi hodnotami ddct,
smérodatnymi pro tabulku transkripti (obr. 26).
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Obr. 25: Ciselna fada zobrazuje zprimérované hodnoty ddct pro Dip C vypoéitané v tabulce
na obrazku 24. Horni graf obsahuje zdznam snimani fluorescence béhem jednotlivych cykla
(celkem 40) piistrojem Light-Cycler, ze kterého byly snimany hodnoty CT. Proméfované
vzorky obsahovaly hodnoty ziskané z celych larev C.Costata. Spodni graf pro kontrolu
spravnosti zobrazuje melting analyzu pro Dip C s jednim peakem.
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Data pro zbylé transkripty (¢. 10-38) byly vytvoieny dle stejného postupu. Jejich hodnoty

jsou zaznamenany v tabulce na obrazku ¢. 26.
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Obr. 26: Tabulka transkriptti a jejich relativni ¢etnosti, vyhodnocené pomoci nastroje

barevné skaly programu excel. V tabulce jsou zaznamenané primérné hodnoty ddct vSech

transkriptl. Dle hodnot byla vytvofena barevna Skala zobrazujici jejich expresi u rizné

aklimovanych larev modelového druhu C.costata.
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Obr. 27: Vpravo tabulka metabolitti u riizné aklimovanych larev
v LD3,SD3,SD6,SD10,SDA10. Vlevo tabulka srovnavajici signal metabolitti v log2-fold
tvaru, u larev diapauznich SD10/SD3 a chladové aklimovanych SDA10/SD3.
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Obr. 28: Vpravo tabulka relativni ¢etnosti transkriptti u rizné aklimovanych larev
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Obr. 29: Schéma metabolismu prolinu za tepla s vybarvenymi metabolickymi drahami

vedoucimi k prolinu. Schéma vychazi z dat ziskanych srovnanim relativni ¢etnosti
transkriptti u larev aklimovanych v SD10 a SD3 z obr. 28.
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Obr. 30: Schéma metabolismu prolinu za chladu s vybarvenymi metabolickymi drahami

signalizujicimi zmény. Schéma vychazi z dat ziskanych v tabulce na obr. 28
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5. Diskuze

Z dat v obrazku 27 a 28 byly sestaveny tloustky Sipek v metabolismu za tepla (orb. 29) a
chladu (Obr. 30). Hodnoty v tabulkach byly v logaritmickych fadach (ve tvaru log2), kdy
hodnota v tabulce naptiklad 2x vétsi pribyla ve skutecnosti 4x. V zavislosti na velikosti
zmény byly zhotovené barevné Sipky v metabolismech prolinu. Latky, které byly zvyraznéné
tenkou modrou Sipkou ve skutecnosti nejvice ubyvaly. Latky, které mély Sirokou ¢ervenou
Sipku ptibyvaly nejvice. Takto byl splnén tikol zaplnit slepou mapu metabolismu zménou
signalu transkriptd za tepla a chladu. Nasim cilem bylo zhodnotit aktivitu metabolitii a

transkriptli na zaklad€ schémat v teple (obr. 29) a chladu (Obr. 30).

Na otazku jak se zménily relativni Cetnosti transkriptli kodujici enzymy bylo odpoveézeno
v tabulce v obrazku ¢. 28, kde srovnavame naméfené hodnoty mezi jednotlivymi

aklimovanymi stadii larev.

Podle nasich vySe uvedenych vysledka (obr. 27) se u chladem aklimovanych larev C.Costata
akumuluje nejvyraznéji prolin, jakoZto jeden z metabolit vedle trehalozy, betainu. (Kostal,
nepublikované vysledky). Otazkou bylo, odkud se tento metabolit akumuloval. Nabizela se
hypotéza, Ze prolin pochazi z extracelularni matrix z kolagenu. Tato hypotéza nebyla
jednoznacné potvrzena, ale neslo ji ani vyloucit. Faktem zistava, ze cesty vedouci od
kolagenu z prolinu jsou upregulované , ale nékteré i downregulované, nelze tedy hypotézu

jednoznacné potvrdit.

Podle schéma na obr. 29 za tepla dochazi k hromadéni arginifosfatu (Arg-P), ktery je spojen
s enegetickym metabolismem. Dale se hromadi P-hydroxy-5C, glutamin a glutamat. Avsak
okolo prolinu nedochazi za tepla k zddnym zméndm. Zmensuje se rozklad kolagenu, ve
kterém je prolin ulozen. Kolageny tvoii vice nez 50% vSech proteintl a jsou v nich uloZené
glycin, prolin, nebo hydroxyprolin. V teple tedy nedochazi k zadnym zménam tykajich se

akumulace prolinu z kolagennich vlaken.

Naopak v chladu Ize pozorovat fadu vyznamnych zmén. Prvni z nich je stydnuti
(zmenSovani) okoli argininu na rozdil od schématu v teple. Je vSak logické, ze se budou
snizovat drahy souvisejici s energetickym metabolismem, kdyz jsou larvy vystaveny
chladové aklimaci a maji pozastaven vyvoj, Setfi energii, a jejich metabolismus je vyrazné

zpomalen. Dochazi k hromadéni arginofosfatu, ziejmé diky jeho nepotiebnosti v chladu.
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V okoli prolinu lze ocekavat vice zmén diky jeho extrémnim hladindm (0,5M). Pozorujeme
rozklad peptidii na aminokyseliny a dipeptidy, a vyrazné je ovlivnén i transport do cytosolu.
Mezi transportéry jsou zafazeny mimojité i transportéry prolinu a hydroxyprolinu které se
hromadi. Bohuzel transkriptd 1-3 (Mmp1, Mmp2, a Brachyurin) se nezménily. Ocekéavali
jsme aktivaci kolagenazy (3), bohuzel ta se ndm nijak neprojevila. Do metabolismu
vedoucicho od kolagenu se ovSem fadi i kolagenaza, kterd je aktivni stale, a je mozné, Ze jeji
produkce Stépi z kolagenu je dostate¢na. Dalsi drahy vedouci k prolinu vSak vykazuji
aktivitu. Peptidaza (9) se zvysuje, a transportéry 10,12,14 se zvySuji také. Neni zatim zndmo,
jakeé latky tyto transportéry vedou do buiiky, domnivame se ale, Ze transportér 10
transportuje mimo jiné i prolin. Velkym diikazem toho, Ze by se skute¢né prolin akumulovat
z kolagenu je i velké hromadéni hydroxyprolinu, ktery se nemiize vyskytovat v burce jinde
nez v kolagenu. Az rozkladem kolagenu dostaneme hydroxyprolin, ktery se od kolagenu
musel néjak dostat do cytosolu z extracelularniho prostoru. Hypotéza je tedy potvrzena jen
castecné. Nelze na otazku jednoznacné odpoveédet, protoze nezname regulaci mezi mRNA a
metabolity, a jejich studie by byla velice naro¢na. Nam se vSak podatilo uskutecnit prvni

krok na urovni transkriptu.

V chladu dochdazi také k rozkladu prolinu na sviij nestaly intermediat P5C. Enzym, ktery
zpusobuje konverzi je upregulovany(30). Enzymy, které vraci prolin zpét (28,29) jsou ale
také upregulované, nedochazi tedy ke ztratam prolinu. Degradace je tedy slabsi. Dochazi

zéaroven ke konverzi mezi prolinem a ornitinem (36), ktery ubyva.

Déle bylo naSim cilem najit dal$i kandidaty pro pokra¢ovani vyzkumu a podrobn¢;jsi
analyze. Tento cil se nam podafilo splnit, a bylo nalezeno 8 kandidati. Mezi n¢ se radi
transkripty s ¢islem 9 (Dipeptase C), 10 (Nutrient amino acid transpoter 1), 12 (Nutrient
amino acid transpoter 3), 14 (Nutrient amino acid transpoter 6), 23 (Glutamine
synthetasel), 29 (Delta-1-Pyrroline-5-carboxylate reductase 2-like), 30 (Prolin oxidase), 36

(Ornitine aminotransferase).
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6. Zavér

Cile prace se podatilo splnit pouze ¢astecné, vSechny vzorky byly odebrany a zpracovany
podle planu, bohuzel se nam ale nepodaftilo jednozna¢né potvrdit hypotézu, ze se prolin

akumuluje z extracelularni matrix z kolagenu. Hypotéza byla potvrzena jen castecné.

Osvojila jsem si metodu RT-qPCR, a praci s programy potfebnymi k ziskani a vyhodnoceni
dat.

Podaftilo se ndm najit kandidaty pro dalsi, podrobn¢jsi vyzkum zabyvajici se metabolickymi
drahami a akumulaci prolinu. Mezi kandidaty se fadi transkripty oznacené Cisly 9; 10; 12;
14; 23; 29; 30; 36.
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