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Anotace:

We assessed influence of three acclimation regimes and influence of recovery after cold
shock (exposure to 0°C for a period of time corresponding to Ltys) on the relative mRNA
levels of selected stress proteins using qRT-PCR method. Larvae acclimated at 25°C showed
relatively weak upregulation responses to cold shock. Much stronger responses were observed
in the larvae that were cold-acclimated at 15°C or 15°C — 6°C prior to cold shock. Two
different general trends were distinguished in the response to cold acclimation and cold shock:
(@) proteins from families SP70 and SP90 and splice variants ¢ and d of the transcription
factor HSF were upregulated in response to cold acclimation and the levels of their mMRNA
transcripts further increased after cold shock (for instance, the abundance of hsp70Aa mRNA
increased up to 300-fold after cold shock (acclimation variant 15°C — 6°C)); (b) four
members of the small Hsp family (22, 23, 26 and 27 kDa) and splice variants a and b of the
transcription factor HSF were down-regulated during cold acclimation (for instance, 10-fold
in the case of hsp22) and the levels of their mRNA transcripts were either unchanged or
increased only moderately after the cold shock. A third group of proteins, namely Hsc70,

Hsp40 showed no or relatively small changes.
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1. Uvod

1.1 Stres

Kazdy organismus na Zemi, at’ uz zije v jakémkoliv prostiedi, musi celit stresu. Napiiklad
stresu zpusobenému fluktuacemi environmentalnich podminek, naruSenim piirozeného
prostiedi lidmi, ¢i zneciSténim. Tyto nevyvazené zivotni podminky maji poskozujici vliv na
vSechny Grovné organizace zivych organismi: populace, jednotlivé organismy, tkan¢ i bunky
(Parker et al., 1999). Pusobeni stresu ovliviiuje zakladni parametry Zivota organismu, jako
jsou rust, vyvoj, reprodukce, ¢i délka zivota. MiZeme tedy fici, ze jedinci pod vlivem stresu
celkové neprospivaji. Co si ale pod pojmem stres mame predstavit? Nejprve je dilezité si
uvédomit, e koncept stresu neni absolutni. Zivotni podminky, které jsou extrémné stresujici
pro jeden organismus (napiiklad sland voda pro sladkovodni rybu), mohou byt zcela
vyhovujici pro organismus jiny (slana voda pro motskou rybu). Stres musi byt definovan vzdy

vzhledem K piirozené ekologické nice studovaného jedince.

V biologii je z pohledu jedince stres chapan jako soubor vnitinich nasledkti vyvolanych
pusobenim raznych faktorti, takzvanych stresorti. RozliSujeme dvé skupiny stresort. Prvni
skupinou jsou endogenni faktory, které jsou prevazné€ biologického puvodu (napiiklad
patogeny), druhou skupinu tvoii environmentalni faktory, které mohou mit fyzikalni charakter
(teplo, chlad, sucho), ¢i chemickou podstatu (oxidacni ¢inidla, t€zké kovy). Pisobeni téchto
faktori (stresorl) naruSuje bunéCnou integritu a piirozené chemické déje probihajici
Vv buiikach. Mira poSkozeni zavisi na typu stresu a délce jeho trvani. Primarné se vyskytuje
poskozeni na molekularni urovni (1), kde zahrnuje syntézu aberantnich polypeptidi, oxidaci a
denaturaci strukturalnich proteint, zmény v kovalentnich vazbach enzymu a oxidaci lipidi a
nukleotidii (Ananthan et al., 1986). Sekundarn€ se plsobeni stresu projevuje poSkozenim
struktur (2) (napiiklad membran, filament). Enormni stres zapii¢ini rozsahlé poskozeni
struktur a inhibuje metabolické drahy (3). Je-li poskozeni bunék opravitelné (1) (2), snazi se
vzdy organismus nastolit opetovnou homeostazu. Pokud je vSak buiika poskozena natolik, ze
V ni nemohou probihat ani zédkladni biochemické procesy (3), vstoupi do apoptozy, ¢i odumie

nekrdzou.

Cilem kazdého organismu je vypotfadat se s plsobicimi stresory a obnovit vnitini

homeostazu. Kazda bunka ovlada rizné obranné systémy, které vyuziva v zévislosti na typu



stresoru. Stresova odpovéd’ zahrnuje cely komplex fyziologickych procesu, které vedou
k zachovani rovnovahy vnitiniho prostfedi organismu. Jednim z nejznaméjsich mechanismt
zdolavani stresu je indukce stresovych proteini. Za vhodnych podminek tento systém hraje
roli pifi bunéném ristu a proliferaci a pfispivd k udrzeni homeostazy. Béhem plisobeni

stresort pak chrani funk¢ni strukturu proteint a udrzuje bunécnou integritu.

1.2 Stresové proteiny

Vsechny buiky (prokaryotické i eukaryotické) maji schopnost indukovat expresi
takzvanych stresovych proteind (SP). Tyto proteiny jsou napfi¢ evoluci vysoce konzervované
(Burdon, 1986). V ramci né€kterych rodin nalezneme silné homologie. Naptiklad u proteinu
hsp70 (heat shock protein 70) octomilky D. melanogaster a kvasinky S. cerevisiae nalezneme

72% shodu aminokyselin (Ingolia et al., 1982).

Stresové proteiny miizeme rozdélit do jednotlivych rodin na zékladé jejich homologie a
molekulové hmotnosti. Hlavnimi rodinami jsou SP100, SP90, SP70, SP60, SP40 a malé

stresové proteiny s molekulovou hmotnosti mensi nez 30 kDa (Hoffmann et al., 2003).

vvvvvv

dva typy proteinli: kognatni formy (70 kDa HSCs, heat-shock cognates) a inducibilni formy
(70 kDa HSPs, heat-shock proteins). Kognatni formy proteint se vyskytuji v buiikach vice-
mén¢ stale a plni rtizné ulohy v béZném metabolismu builkky za optimalnich podminek.
Inducibilni formy jsou indukovany plsobenim stresu, zatimco u nestresovanych bunck je

jejich hladina velmi nizka.

Za normalnich podminek se stresové (zejména kognatni) proteiny podili na procesu
skladani (folding) proteinii po syntéze na ribozomu a tedy na formovani jejich konecné
funkéni podoby. Ucastni se také v riznych metabolickych procesech, transportech,
signalizaci, bunéénému rastu a vyvoji. Je tedy ziejmé, ze SP jsou nezbytné pro zivot kazdé
bunky (Elefant and Palter, 1999; Ellis and van der Vies, 1991; Welch, 1993). 70 kDa HSPs se
siln€ indukuji béhem stresu a chrani buiiku pfed negativnimi ucinky externich stresorii. Bylo
prokézano, Ze stresové proteiny chrani esencidlni proteiny pied denaturaci, asistuji pfi
opravach naruSeni jejich optimalni terciarni konformace a ucCastni se rychlé degradace

abnormalné¢ slozenych proteinti (Sanders, 1990; Welch, 1992).



1.3 Typy, struktury a funkce stresovych proteini

Charakteristika dvou nejznaméjsich stresovych rodin (SP70 a malé stresové proteiny)

bude uvedena nize. DalSi vyznamné stresové proteiny, jez se nachdzeji u octomilky

Drosophila melanogaster (modelovy organismus této prace), zobrazuje Tab. 1.

Tab. 1 Rodiny a typy stresovych proteini octomilky Drosophila melanogaster

Rodina Druh Umisténi na Lokace Funkce
chromozomu
Sp9o hsp83 63BC cytoplazma vaze specifické proteiny (napf. receptory
hormonti) a chaperonové polypeptidy do
membran
Sp70 hsp70 87A7/87C1 jadro inducibilni soucast stresové odpovédi
(cytoplazma)
Sp70 hsp68 95D jadro inducibilni typ; funkce neznama
(cytoplazma)
Sp70 hsc70 88E (HSC4) cytoplazma konstitutivni protein vazajici komponenty
V cytoplazmé
Sp70 hsc71 50E/5C mitochondrie konstitutivni protein vazajici komponenty
(HSC5) v mitochondrii
Sp70 hsc72 10E (HSC3) | endoplazmatické konstitutivni protein vazajici komponenty
retikulum v endoplazmatickém retikulu

Sp40 hsp40 ? ? kofaktor hsp70
malé HSPs hsp22 67BC mitochondrie ucastni se vyvoje a stresové odpoveédi
malé HSPs hsp23 67BC cytoplazma ucastni se vyvoje a stresové odpovédi
malé HSPs hsp26 67BC cytoplazma ucastni se vyvoje a stresové odpovédi
malé HSPs hsp27 67BC jadro ucastni se vyvoje a stresové odpovédi

ubiquitin | ubiquitin ? jadro, cytoplazma oznacuje proteiny uréené pro degradaci

(Tabulka uvadi vybér nejvyznamnéjSich zéastupci.

kédujici geny.)

Jednotlivé druhy jsou uvedeny jako




1.3.1 Stresové proteiny rodiny SP70

Proteiny rodiny SP70 hraji dtlezitou roli v bunéné obrané proti stresu. Jak jiz bylo
zminéno vySe, nalezneme je u vSech zivych organismi (prokaryot i eukaryot). VSechny
stresové proteiny rodiny 70 obsahuji specifickou funkéni doménu. Vysoce konzervovanou
oblast v N-terminalni ¢asti zahrnujici vazebnou doménu pro adenosintrifosfat (ATP), zatimco
C-terminalni oblast je mén¢ konzervovana a obsahuje vazebné misto, kam se mohou navazat

jiné peptidy (Plesofsky-Vig, 1996).

Proteiny rodiny 70 mizeme u octomilky rozdélit do Ctyt skupin: cytoplasmatické kognaty
(hsc70 a hsc70b), mitochondrialni stresové proteiny (hsc71), hlavni stresovy protein
endoplazmatického retikula (hsc72) a inducibilni cytoplazmatické (jaderné) stresové proteiny
(hsp70 a hsp68).

Hlavni cytoplazmatické kognaty jsou siln¢ koncentrovany okolo jadra. Hojné se vyskytuji
béhem vyvoje a rustu. Za stresovych podminek se hsc70 mirné¢ indukuje, ale mira jeho

indukce je mnohem niz§i nez u jeho inducibilniho ekvivalentu hsp70 (Rubin et al., 1993).

Hsc71, stejné jako ostatnich 95% mitochondrialnich proteint (Pfanner, 1990), je kddovan
Vv jadfe, syntetizovan v cytoplazmé a translokovan do mitochondridlni matrix, kde plni svou

roli pfi sestavovani a sbalovani mitochondrialnich proteint.

Hsc72 se pevné vaze na noveé syntetizované, nekompletné sestavené, ¢i nespravné
glykosylované proteiny v endoplazmatickém retikulu a zabrafiuje jejich vyplavovani.

(Kassenbrock et al., 1988; Lindquist and Craig, 1988).

Hlavni inducibilni stresovy protein, hsp70, je u D. melanogaster kdédovan nékolika
homolognimi geny lokalizovanymi na dvou chromozomalnich mistech (87A7 a 87Cl).
Béhem stresu je velmi rychle a hojné upregulovan. Napiiklad u octomilek vystavenych
vysoko-teplotnimu Soku byl zaznamenan vzestup Cetnosti genu hsp70 jiz po 4 minutach
(Lindquist, 1986). V dob¢ zotavovani je tento gen translokovan do cytoplazmy (Linquist and

Craig, 1988), kde se ucastni pti degradaci poSkozenych proteinti.



1.3.2 Malé stresové proteiny

V této praci jsme se zaméfili na malé stresové proteiny o molekulové hmotnosti 22, 23,
26 a 27 kDa. U octomilky D. melanogaster je hsp22 lokalizovany v mitochondrialni matrix
(Morrow et al., 2000), hsp23 a hsp26 se nachazi v cytosolu a hsp27 v jadie (Beaulieu et al.,
1989; Marin and Tanguay, 1996). Kazdy z téchto proteini je kodovan jednim unikatnim
genem a vSechny tyto geny jsou lokalizovany na lokusu 67BC (Pauli and Tissiéres, 1990).

Malé stresové proteiny dokazi chranit proteiny pfed denaturaci pii pusobeni vysokych
teplot (van Montfort, 2001; Sun, 2005), ale i pii jinych stresovych podminkach, naptiklad pfi
chladu, suchu, hypertonickém stresu, UV ¢i pfi pusobeni tézkych kova (Waters, 2008;
Dasgupta, 1992). Béhem stresu jsou malé stresové proteiny indukovany ve velkych
mnozstvich v kazdé buiice (Arrigo and Landry, 1994), v niz se nachazi uvnitf a okolo jadra,
vazi se jednak na mRNA (Lindquist, 1986) a také na mikrofilamenta, a tvofi s nimi tzv.
superagregaty. Ma se za to, ze touto nekovalentni vazbou na nékteré komponenty buiky je

dosazeno jejich kyzené stabilizace (Arrigo and Landry, 1994).

1.4 Transkrip¢ni faktory tepelného Soku

Klicem k ovlivnéni genové exprese stresovych proteinil (jak kognatnich, tak inducibilnich
forem), je transkrip¢ni faktor, béZné zvany faktor tepelného Soku (HSF, heat shock factor). U
octomilky D. melanogaster byly identifikovany ¢tyfi sestiihové varianty (splicing variants)
genu hsf (hsf a, hsf b, hsf ¢, hsf d) (Fujikake, 2005).

Obecna struktura HSF obsahuje DNA vazebnou doménu a dva leucinové zipy. Analyza
vazebné domény odhalila ptitomnost DNA-vazebného motivu "helix-turn-helix" (Craig et al.,
1994; Wu et al., 1994). Domény leucinovych zipt jsou a helikalni oblasti bohaté na leucin,
kde kazdou sedmou aminokyselinou je leucin. Sousedici leucinové zbytky dvou proteinli se
mohou navzéijem spojovat na kazdé¢ dvé otaCky a helix a timto zplisobem se mohou tvofit

dimery a trimery HSF.

Za normalnich podminek se u D. melanogaster nachazi HSF v monomerni formé, ktera je
bud’ slabé vazana na kognaty HSC nebo je sbalena "do sebe™ pomoci leucinovych zipi.
Monomery HSF nemaji DNA-vazebnou aktivitu. Béhem stresu vSak dochdzi k rychlé

homotrimerizaci HSF. Trimery se potom hromadi v jadfe, kde se vazi na tzv. "heat shock



elements” (HSE) v promotorech gent kodujicich stresové proteiny a tim spousti jejich rychlou
transkripci. Tato transkripéni odpoveéd’ na stres je velmi rychld, za¢ina v fddu ne¢kolika malo
minut. Trimerizaci HSF zptsobuje jednak sam tepelny Sok, ktery "rozbali" leucinové zipy
monomernich HSF a také vyskyt aberantnich, ¢astecné denaturovanych proteint v buiice po
jakémkoli Soku. Kognaty HSC, které pivodné vazaly monomericky HSF, totiz preferuji
vazbu na tyto denaturované proteiny a uvolfiuji tak monomery HSF pro jejich vzijemnou

trimerizaci.
1.5 Modelovy organismus

Pro nasi praci jsme zvolili jako modelovy organismus octomilku Drosophila
melanogaster, ktera je obecnym modelem biologie a genetiky. Jsou k dispozici podrobné
znalosti o jeji fyziologii a kompletné zname jeji genom. Octomilka je plivodem tropicky druh,

ma tedy nizkou chladovou odolnost a nizkou schopnost chladové aklimace.

Drosophila melanogaster je ¢asto pouzivana pro studium fyziologickych odpovédi na
riazné formy stresu (Hoffmann et al., 2003; Sinclair et al., 2007; Kristensen et al., 2008a). A
pravé u ni védci poprvé pozorovali expresi Sokovych proteini jako zpisob odpovédi na

tepelny stres (Ritossa, 1962).

VétSina praci se zaméfuje na dospélce. V nasi praci jsme ovSem pracovali s plné
vzrostlymi larvami tfetiho (posledniho) instaru. Je potieba zdlraznit, Ze larvy jsou sice
nedospé€lé organismy, avSak morfologicky i fyziologicky pln€é komplexni a stresu se dokazi

branit silnymi stresovymi odpovéd’'mi. Jsou tedy vhodné pro studium stresovych proteini.

Smyslem volby pracovat pravé slarvami octomilky je hledani moZnych analogii
s muSskou Chymomyza costata (jiny druh téZe celedi Drosophilidae), ktera pravé v tomto
vyvojovém stadiu vykazuje nejvyssi chladovou odolnost (tzn. pfeziva ve zmrzlém stavu a to 1
za teplot kapalného dusiku, -196°C) (Moon et al., 1996). Tato prace je soucasti
dlouhodobéjsiho vyzkumného programu, ve kterém srovnavame razné fyziologickeé,
biochemické a molekularni parametry larev téchto dvou blizce piibuznych druhl (véetné
napfiklad transkripéni odpovédi Sokovych proteinti na chladovou aklimaci a stres). Hleddme
odpoveéd’ na otazku, které fyziologické a biochemické adaptace umoziuji larvam C. costata
prezit zchlazeni na teplotu kapalného dusiku? Cim se lisi od larev D. melanogaster, které

pteZivaji pouhé minuty (max. hodiny po aklimaci) za teploty 0°C?



1.6 Cile prace

Cilem prace je detailné popsat transkripéni odpovéd’ larev octomilky D. melanogaster na
chladovou aklimaci a na nasledny chladovy stres. Zamétujeme se na transkripci genti kodujici

Sokové proteiny riznych rodin.

Ptame se tedy:

1. Zda existuje vliv tii riznych aklimacnich postupt na relativni expresi vybranych genti.
Tyto tfi aklimacni postupy vyplyvaji z ptedchozi prace (Korbelova, 2009). Larvy
Z jednotlivych aklimacnich postupii se navzajem siln¢ 1i8i svoji schopnosti piezivat
Vv chladu (jejich doba preziti za teploty 0°C se prodluZzuje vice nez 100-nasobn¢).

2. Jak se lisi odpovéd na chladovy stres u larev ze tfi aklimacnich postupd. Davka
chladového stresu byla zvolena tak, aby odpovidala u vSech tfi aklimac¢nich variant
hodnoté Ltys (tedy takové dobé vystaveni teploté 0°C, jez zplsobi mortalitu pravé u

25% larev ve vzorku).



2. Material a metodiky

2.1 Chov octomilky

Pro nasi praci jsme si jako modelovy organismus zvolili octomilku Drosophila
melanogaster (Diptera: Drosophilidae), laboratorni kmen Oregon. Octomilky jsme chovali ve
zkumavkach (50 ml) opatienych vatovou zatkou. Jako zdroj potravy slouzi moucham ume¢la
dieta, kterd se sklada z agaru, kukuficného Srotu, cukru a kvasnic a je konzervovana pomoci

methylparabenu (Sigma).

Octomilky jsme nechavali klast v chovnych zkumavkach po dobu 24 hodin, pii teploté
18°C, za dlouhého dne (12 hodin svétlo : 12 hodin tma). Poté byly octomilky pfemistény do
jiné zkumavky. Zkumavky s nakladenymi vajicky byly umistény do klimatermil s riznym

nastavenim teplot (viz nize: aklimacni varianty).

Pro pokusy jsme si vybirali "dospé€lé" larvy té€sné pted dosazenim finalni faze jejich
tietiho instaru, tzv. wandering stage, kdy larvy opousti dietu a hledaji si vhodné misto pro

kukleni.

2.2 Aklimacni varianty

Schéma pokusu je znazornéno na Obr. 1. Prvni skupina larev byla chovéna za
konstantnich 25°C, druhé skupina za konstantnich 15°C. Posledni variantou byl vyvoj larev v
15°C po dobu 11 dnt, poté byly larvy vystaveny teploté 6°C po dobu 2 dnl. Délka vyvoje
larev je v ruznych teplotach zna¢né odlisna, bylo pro nas tedy potiebné prubézné kontrolovat,
kdy larvy dosahnou pozadovaného stupné vyvoje (findlni velikost tfetiho instaru). Poté bylo
Z kazdé aklimacni varianty odebrano 3 x 10 larev, jez pifedstavovaly kontrolni skupinu.
Ostatni larvy byly premistény do malych plastovych tubicek s dietou a vystaveny
nizko-teplotnimu Soku pifi 0°C po dobu Ltys. Cilem bylo vystavit larvy ze vSech tii
aklimacnich variant takovému nizko-teplotnimu Soku, ktery zplsobi piiblizné¢ shodné
poskozeni, tedy mortalitu u 25% larev (hodnota Ltys pro larvy chované v 25°C je 15 minut,
pro larvy chované v 15°C je 1,5 hodiny a pro larvy z aklimac¢ni varianty 15°C — 2 dny 6°C je

30 hodin; tyto hodnoty jsme ziskali z ptedchozich pokust, jsou uvedeny v mé bakalarské



praci). Po vystaveni nizko-teplotnimu Soku jsme larvy pfemistili do konstantni teploty 18°C,
kde probihalo postupné zotaveni. Odebirali jsme 3 x 10 zotavujicich se larev po 1h, 3h a 24
hodinach (od konce nizko-teplotniho $oku), pfidali k nim 200 ul RNA Blue, rozsttihali je a
uchovavali v -80°C. Posléze jsme izolovali celkovou RNA a syntetizovali cDNA pomoci
reverzni transkripce. Tato cDNA byla nakonec pouzita jako templat pro kvantitativni analyzu

vybranych transkripti pomoci qRT-PCR.
prior

20 f1h 3h24h 1h3h24h 1h3h24h
¢-0-0 -0-0 @-0-0

prior

prior

Temperature [°C]

o

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Time [days]

Obr. 1 Schéma aklima¢nich variant u modelového organismu Drosophila melanogaster. Prazdné body
predstavuji odbér "dospélych’™ larev pied vystavenim nizko-teplotnimu Soku (vzdy 3 x 10 larev). PIné body
predstavuji odbér zotavujicich se larev 1h, 3h a 24 hodin po ukonc¢eni vystaveni nizko-teplotnimu Soku (vzdy 3 x

10 larev).

2.3 lzolace RNA

RNA jsme izolovali z celych larev pomoci RNA Blue. Metoda izolace pomoci reagens
RNA Blue poskytuje Cistou a nedegradovanou RNA, kterd mlZe byt nasledné pouzita
naptiklad pro gRT-PCR (v naSem pftipad¢). Problémem pii izolaci RNA je aktivita
vSudypiitomnych RNaz, proto je pied praci nutné dikladné ocistit pracovni plochu, pti praci
pak mit nasazené rukavice a pouzivat sterilni zkumavky a automatické pipety urcené

vyhradné pro praci s RNA.



Postup prace:

z -80°C jsme si vyndali pfipravené vzorky a piidali k nim 800 pul RNA Blue (Top-Bio
s.r.0.), dikladné jsme homogenizovali pomoci ru¢niho homogenizatoru se sterilnim
plastovym nastavcem

vzorky jsme ponechali 10 minut pii pokojové teploté a kazdé 3 minuty je promichali
pomoci Vortexu

ke kazdému vzorku jsme piidali 200 pl chloroformu a rdzné€ jsme protiepali po dobu
15 sekund

vzorky jsme ponechali 5 minut pii pokojové teploté, mezitim jsme si piipravili 1,5 ml
RNA zkumavky, do kterych jsme napipetovali 400 pl isopropanolu, zkumavky jsme
umistili na led

centrifugovali jsme pii 15 0009/10min/4°C, po centrifugaci se utvoii dvé faze a
interfaze, odebrali jsme 400 pl horni (bezbarvé) vodni faze, jez obsahuje RNA (tuto
fazi pfidavame do jiz ptipravenych zkumavek s isopropanolem)

nechame RNA vysrazet na ledu po dobu 30 minut

centrifugovali jsme pii 20 000g/20min/4°C, poté jsme odstranili v§echnu kapalinu
(50% isopropanol)

k pelet¢ jsme ptidali 500 pl 75% etanolu v DEPC vodé (voda s piidavkem
diethylpyrocarbonatu, ktery inaktivuje RNazy), promichali jsme jemn¢ pievracenim
centrifugovali jsme pti 20 000g9/5min/4°C, poté jsme odstranili v§echnu kapalinu
vzorky jsme susSili asi 5 minut na vzduchu

ususenou peletu jsme rozpustili v 11 ul DEPC vody, 1 pl jsme odebrali na zméteni
absorbance (1 pl vzorku + 149 ul vody; faktor fedéni = 150)

zmétili jsme absorbanci pii 260 nm a vypocitali koncentraci celkové RNA dle

nasledujiciho vzorce:
Abs260 x 40 x faktor fedéni / 1 000 = koncentrace [pg/pl]

vzorky jsme natedili pfesn¢€ na koncentraci 1 pg celkové RNA/1 ul DEPC vody, od
kazdého vzorku jsme pfipravili jeden alikvot o objemu 5 pl, ktery jsme nasledovné

pouzili pro syntézu CDNA, zbytek vzorku jsme ulozili do -80°C
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2.4 Reverzni transkripce

Reverzni transkripce je proces katalyzovany enzymem RNA-dependentni-DNA-
polymerazou, pti némz se podle templatu mMRNA syntetizuje jednovlaknova cDNA pomoci

Oligo (dT)1s5 primeru.

Postup prace:

e 5 ul alikvot celkové RNA v PCR zkumavce jsme dali na 5 minut do inkubatoru
predehiatého na 70°C, pak jsme vzorky umistili na led

e pfipravili jsme si Master Mix podle Tab. 2

Tab. 2 Master Mix pro reverzni transkripci (Reverse Transcription System, Promega)

1x 11x M Mix 22X M Mix
MgCl, 4 44 88
10x pufr 2 22 44
dNTP mix 2 22 44
RNasin 0,5 55 11
AMV RT 0,8 8,8 17,6
Oligo (dT)1s 1 11 22
tRNA templat 5 X X
DEPC voda 4,7 51,7 103,4
celkovy objem 20 pl 165 ul 330 ul

e 15 pl Master Mixu jsme ptidali k 5 pl alikvotu tRNA (celkovy objem 20 pl)

e reakci jsme nechali inkubovat pti 42°C po dobu 45 minut, poté jsme zahtali na 95°C
po dobu 5 minut

e PCR zkumavky jsme nechali zchladit 5 minut na ledu, a pak je kratce stocili na stolni
centrifuze

e vzniklou cDNA jsme natedili 25x, coz je vyhovujici pro qRT-PCR (do 20 pl reakce
jsme ptidali 480 pl sterilni vody)

e rozpipetovali jsme alikvoty po 42 pl, zkumavky s alikvoty jsme umistili do -80°C

11



2.5 Testovani primert

Vyhodou navrhovani primerd byl nami zvoleny modelovy organismus Drosophila
melanogaster, u které je kompletné¢ znam jeji genom. Primery byly navrZeny za pomoci
programu CODEHOP (COnsensus-DEgenerate Hybrid Oligonucleotide Primers) a nasledné
objednany dva pary primeru (Generi Biotech). U obdrzenych primert jsme provedli kontrolni
PCR a elektroforézu, abychom ovéfili velikost a Cistotu produkti a vybrali vhodné&jsi par

z dvojice.

Postup prace:

e primery jsme nafedili v 1x TE-pufru (1 mM EDTA, 10 mM Tris-Cl, pH=8,0) na
koncentraci 100 pmol/ul), ¢imz ndm vznikl z&sobni roztok primeru

e dale jsme primery fedili vodou na koncentraci 20 pmol/ul, ¢imz nam vznikl
pracovni roztok primeru

e pripravili jsme si Master Mix podle Tab. 3

Tab. 3 Master Mix pro kontrolni PCR

1x 3X
iIQ Mix (BioRad) 10 30
voda 4,2 12,6
cDNA 5 15
Primer + 0,4 X
Primer - 0,4 X
celkovy objem 20 wl 57,6 wl
e Kontrolni PCR:
95°C/3 min
94°C/30 s — 60°C/30 s — 72°C/30 s (35x)
72°C/1 min
4°C/10 min

12



e elektroforeza:

- piipravili jsme si 1,5% agarovy gel:
0,375 g agaroza (Sigma)
0,5 ml 50x TAE (40 mM Tris, 20mM kys. octova, 1 mM EDTA,
pH=8,0)
24,5 ml voda

- do prvni drahy byl vlozen velikostni zebticek (100 bp, Lonza)
- vzorek jsme smichali s 2 pl Loading Dye (Promega), ktery ndm umozni
snadné napipetovani vzorku do komiirek v gelu (vzorek obarvi a zvysi

jeho hustotu)

e po probéhnuti elektroforézy jsme gel ponofili na 15 minut do roztoku s obsahem
ethidium bromidu (20 ml 10x TE, 180 ml vody, 40 ul EtBr o koncentraci 1 mg / ml)

e overili jsme vizualng velikost a Cistotu PCR produktu

2.6 QRT-PCR

Tato metoda je provadéna na specialnim PCR pfistroji, "light cycleru”, ktery umoziuje
kontinualn¢ zaznamenavat ptirstky DNA produktu béhem kazdého cyklu. Standardné se
pouzivaji 96-ti jamkové desticky, do nichz se napipetuji vzorky. Ke vzorklim se prida
fluorescenéni znacka (SYBR Green), ktera se vaze na syntetizovanou dvouvlaknovou DNA.
Uroveii naméfené fluorescence pak odpovida mnozstvi nasyntetizované nukleové kyseliny.
Diky této vysoce senzitivni a robustni metodé jsme byli schopni detekovat i malé rozdily

Vv hladinach transkriptii nami studovanych gend.

Postup prace:
e 7 -80°C jsme si vyndali dfive pfipravené alikvoty (cDNA); z -20°C jsme si
vyndali iQ Mix, primery a PCR vodu
e do zkumavky jsme napipetovali 1 000 ul iQ SYBR Green Supermixu a 420 pl

vody, ¢imZ jsme si ptipravili Master Mix

13



e 7 celkového objemu Master Mixu (1420 pl), jsme odebrali polovinu a dali ji do
jiné zkumavky, ¢imz nam vznikly dvé zkumavky s Master Mixem, kazda o
objemu 710 pl

e do kazdé z ptipravenych zkumavek jsme piidali 20 pl primeru (+) a 20 pl primeru
)

e do 96-ti jamkové desticky jsme napipetovali po 5 ul vzorku, ke kazdému vzorku
jsme pak ptidali po 15 pl Master Mixu

e desticku jsme opatfili folii (brani odpafeni vzork) a umistili ji do PCR
termocykléru (BioRad, CFX96 Thermal Light Cycler)

e ziskana data jsme vyhodnocovali vzhledem ke zvolenym referenénim genim

2.7 Referen¢ni geny

Jako referen¢ni geny bylo nutné zvolit takové geny, které nevykazuji kvantitativni narast
Vv organismu po jeho vystaveni nizko-teplotnimu Soku. Geny Rp49 a S-tubulin se ukazali jako
vysoce vyhovujici (Ponton, 2011), protoze jejich transkripty vykazovaly prakticky konstantni
hladinu ¢etnosti (tedy konstantni hodnoty Ct), jak u rtznych aklimaénich variant, tak po
vystaveni nizko-teplotnimu Soku. Obr. 2 ukazuje vzajemné relativni porovnani cetnosti
mRNA transkriptil pro tyto dva geny. Statisticka analyza nenalezla zddné vyznamné rozdily.
(Rp49 je ribozomalni protein kodujici stavebni slozku ribozomu; fS-tubulin koduje stavebni

slozku bunécného cytoskeletu.)
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Obr. 2 Relativni Cetnosti transkriptll pro g-tubulin vzhledem K &etnosti transkriptd pro Rp49 a jejich zmény
v zavislosti na aklimaénim postupu a na Casu zotavovani po nizko-teplotnim Soku u larev octomilky D.
melanogaster. Jednotlivé sloupce ukazuji primér + smérodatnou odchylku (n = 3). Shodna pismena oznacuji
sloupce, které se navzajem statisticky vyznamné neli§i (post-hoc Tukeyho test, o = 5%). Vysledky testi
ANOVA: (a) vliv aklimace: F = 0.2078, P = 0.8180; (b) zotaveni: 25°C: F = 0.9868, P = 0.4463; 15°C: F =
0.6321,P=0.6147; 15°C — 6°C: F = 1.247, P = 0.3552.

2.8 Statistické analyzy

Nejprve jsme hodnoty Cr (critical time) piepocitali na relativni zmény celkového
mnozstvi daného transkriptu ve vzorku jako 100%. Ze ziskanych hodnot Ct pro Rp49 a f-
tubulin jsme vypoditali geometricky pramér, ktery jsme pouzili jako referen¢ni hodnotu (Ref)
pro relativni kvantifikaci ¢etnosti mRNA transkriptd pro cilové geny (X) pomoci metody dle

Pfaffla (2001):

(eff RefCT Re / (eff XCT%),

kde koeficient amplifika¢ni efektivity na jeden PCR cyklus (eff) je roven 1,85 (primérna
hodnota odvozena z predbéZznych experimentit).

Ziskana data jsme nasledné statisticky vyhodnotili pomoci ¢tyt nezavislych jednocestnych
ANOVA testi a naslednych Tukeyho testi v programu Prism 5 (GraphPad Software).
V prvnim ANOVA testu (a) jsme posuzovali vliv tfi riznych aklimaénich postupti na relativni
expresi vybranych genl. Ve tfech dalSich ANOVA testech (b) jsme posuzovali vliv ¢asu
béhem zotavovani po chladovém Soku na relativni expresi vybranych genti. Tukeyho testy
byly potom pouzity pro identifikaci statisticky vyznamnych rozdili mezi jednotlivymi

aklimac¢nimi postupy (a) nebo €asy zotavovani (b).

15



3. Vysledky

3.1 Stresové proteiny rodiny 90 (Sp90)
Zjistili jsme, ze aklimace nema vliv na relativni ¢etnost transkriptti genu hsp83 (Obr. 3).

Béhem zotavovani larev po nizko-teplotnim Soku se cetnosti transkriptl mirng, ale
statisticky vyznamné, zvySovaly (maximaln¢ pouze 4-ndsobn¢). U larev chovanych v 25°C
bylo maxima dosazeno az po 24 hodinach od konce chladového Soku. U larev z aklimacnich
variant 15°C a 15°C — 6°C bylo nejvice transkriptii pfitomno v ¢ase 1 hodina od konce

nizko-teplotniho Soku a déle se jiz mnoZzstvi postupn¢ snizovalo az na vychozi Groven.
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Obr. 3: Relativni Cetnosti transkriptt pro hsp83. ANOVA: (a) vliv aklimace: F = 2.046, P = 0.2102; (b)
zotaveni: 25°C: F = 22.64, P = 0.0003; 15°C: F = 27.24, P = 0.0001; 15°C — 6°C: F = 59.89, P < 0.0001.
Ostatni popisky viz Obr. 2.

3.2 Stresové proteiny rodiny 70 (Sp70)

Pii porovnani vlivu aklimaénich postupi na relativni expresi genu hsp68 nenajdeme

zadny statisticky vyznamny rozdil (Obr. 4).

Béhem zotavovani se Cetnosti transkripti genu hsp68 chovaji rizné podle aklimacni
varianty. U larev vyvijejicich se v 25°C se neméni. U larev chovanych pii 15°C se béhem

zotavovani mirn€ (zhruba 4-nésobné¢) zvysuji v ¢ase 1 hodina od konce nizko-teplotniho Soku.
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U aklimacéni varianty 15°C — 6°C se béhem prvni hodiny zotavovaciho procesu 16-krat
upreguluje mnozstvi transkriptu a i béhem tieti hodiny si drzi stdle pomérné vysokou hladinu,

teprve poté klesd zpét na vychozi hladinu.

Hsp68
100~ a a
% 1 prior
ke a b = 1h
c =
3 101 mEm 3h
© a
[ |
< c 24h
= aa a b||bop
= 1----m- b---- | | |---C---
2
s
& o0.1- -
25°C 15°C 15 5 6°C

Obr. 4: Relativni Cetnosti transkriptti pro hsp68. ANOVA: (a) vliv aklimace: F = 1.753, P = 0.2514; (b)
zotaveni: 25°C: F = 20.78, P = 0.0004; 15°C: F = 13.19, P = 0.0018; 15°C — 6°C: F = 276.7, P < 0.0001.
Ostatni popisky viz Obr. 2.

U genu hsp70Aa je ziejmé, ze aklimacni rezimy maji vliv na relativni ¢etnosti transkriptd
(Obr. 5). U larev chovanych v 25°C i v 15°C je mnoZstvi transkriptl relativné nizké,
statisticky stejné. U larev aklimacni variaty 15°C — 6°C je hladina mRNA transkriptu 11-krat

zvysena.

Nejsilngjsi odpoveéd’ na stres je u vSech aklimacnich variant patrnd v ¢ase 1 hodina od
konce nizko-teplotniho Soku, poté Cetnosti transkriptii relativné rychle klesaji az na vychozi
uroven. U aklimacni varianty 15°C se relativni Cetnosti transkriptl béhem prvni hodiny

zotavovani zvySuji az 65-krat, u varianty 15°C — 6°C az 300-krat.
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Obr. 5: Relativni Cetnosti transkripta pro hsp70Aa. ANOVA: (a) vliv aklimace: F = 13.48, P = 0.0060; (b)
zotaveni: 25°C: F = 3.513, P = 0.0689; 15°C: F = 18.39, P = 0.0006; 15°C — 6°C: F = 79.13, P < 0.0001.
Ostatni popisky viz Obr. 2.

Porovname-li statisticky hodnoty transkriptd pro gen hsc70 zjistime, Ze aklimace ma
mirny vliv na jejich Cetnosti (Obr.6). Mirn¢ zvysena hodnota je u varianty 15°C — 6°C

(dvojnasobek hodnoty u varianty 25°C).

U variant 25°C a 15°C neovliviiuje ¢as béhem zotavovani po chladovém Soku relativni
expresi genu hsc70. U varianty 15°C — 6°C jsme nalezli statistické rozdily v Cetnosti
transkript a to takové, Ze nejvyssi hodnoty byly nalezeny v Case 1 hodina od konce

nizko-teplotniho Soku, poté se hladiny transkriptu postupné snizovaly.
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Obr. 6: Relativni Cetnosti transkripti pro hsc70. ANOVA: (a) vliv aklimace: F = 5.947, P = 0.0377; (b)
zotaveni: 25°C: F = 0.2760, P = 0.8412; 15°C: F = 1.695, P = 0.2446; 15°C — 6°C: F = 53.25, P < 0.0001.
Ostatni popisky viz Obr. 2.
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3.3 Stresové proteiny rodiny 40 (Sp40)

Pii zkoumani vlivu aklimace na relativni expresi genu hsp40 byly nalezeny statistické
rozdily mezi jednotlivymi aklimac¢nimi postupy (Obr. 7). Varianty 15°C, 15°C — 6°C

vykézaly mirné snizené hladiny oproti varianté 25°C.

Larvy aklimac¢ni varianty 25°C nebyly schopné béhem doby zotavovani reagovat zménou
mnozstvi transkriptu. Larvy aklimacénich variant 15°C a 15°C — 6°C reagovaly zvySenim
hladiny transkriptu (maximalné 11-krat) a to béhem prvni hodiny béhem zotavovani, nasledné

se hladiny transkript postupn¢ snizovaly.
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Obr. 7: Relativni etnosti transkriptt pro hsp40. ANOVA: (a) vliv aklimace: F = 9.889, P = 0.0126; (b)
zotaveni: 25°C: F = 6.579, P = 0.0149; 15°C: F = 18.44, P = 0.0006; 15°C — 6°C: F = 1543, P < 0.0001.
Ostatni popisky viz Obr. 2.

3.4 Malé stresové proteiny

Zjistili jsme, Ze vSechny nami studované malé stresové proteiny (Obr. 8, 9, 10, 11) se
chovaji v odpovédi na aklimaci a chladovy Sok velmi podobné. Néasledujici popis je proto

platny pro vSechny malé Sokové proteiny.

U vlivu aklimace byly hladiny transkripti nejvyssi u larev chovanych v 25°C. U larev
aklimacnich variant 15°C a 15°C — 6°C byly hladiny transkripti vzdy nizsi, a to vétSinou i

statisticky vyznamné.
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Obecn¢ lze fici, ze u varianty 25°C je pozorovatelné mirné zvySeni hladiny transkriptii
Vv Case 24 hodin od konce nizko-teplotniho Soku (tato zména byla vSak statisticky vyznamna
pouze u hsp22). Béhem =zotavovani larev z aklima¢ni varianty 15°C byly hladiny
upregulovany v ¢asech 1 a 3 hodiny od konce nizko-teplotniho Soku. Pfesto vSak 1 tyto
zvySené hladiny byly relativné nizké vzhledem k vychozi hodnoté u wvarianty 25°C.
Nejsiln€jsi odpovéd’ na chladovy Sok byla systematicky pozorovana u larev aklimacni
varianty 15°C — 6°C, kde bchem prvni a tfeti hodiny zotavovani byly transkripty
upregulovany 40 — 50-krat (nejsilnéji u hsp22 a hsp26).
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Obr. 8: Relativni Cetnosti transkriptt pro hsp22. ANOVA: (a) vliv aklimace: F = 41.15, P = 0.0003; (b)
zotaveni: 25°C: F = 17.82, P = 0.0007; 15°C: F = 31.41, P < 0.0001; 15°C — 6°C: F = 146.4, P < 0.0001.
Ostatni popisky viz Obr. 2.
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Obr. 9: Relativni Cetnosti transkripti pro hsp23. ANOVA: (a) vliv aklimace: F = 9.457, P = 0.0140; (b)
zotaveni: 25°C: F = 3.223, P = 0.0825; 15°C: F = 11.48, P = 0.0029; 15°C — 6°C: F = 146.3, P < 0.0001.
Ostatni popisky viz Obr. 2.
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Obr. 10: Relativni ¢etnosti transkriptti pro hsp26. ANOVA: (a) vliv aklimace: F = 27.45, P = 0.0010; (b)
zotaveni: 25°C: F = 2.311, P = 0.1528; 15°C: F = 874.4, P < 0.0001; 15°C — 6°C: F = 102.5, P < 0.0001.
Ostatni popisky viz Obr. 2.
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Obr. 11: Relativni Eetnosti transkriptti pro hsp27. ANOVA: (a) vliv aklimace: F = 79.36, P < 0.0001; (b)
zotaveni: 25°C: F = 2.954, P = 0.0980; 15°C: F = 12.40, P = 0.0022; 15°C — 6°C: F = 55.48, P < 0.0001.
Ostatni popisky viz Obr. 2.

3.5 Transkrip¢ni faktor tepelného Soku (heat shock factor)

U sestiihovych (splicing) variant a a b genu hsf pozorujeme jasny, statisticky vyznamny
vliv aklimacnich postupil na Cetnost transkripti (Obr. 12 a 13). Nejvyssi exprese byla zjisténa
u larev aklimac¢ni varianty 25°C, naopak nejnizsi u 15°C — 6°C (az 100-nasobny pokles u

sestfihové varianty a).
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Odpovéd’ na chladovy $ok se méni v zavislosti na aklimaéni varianté: Zadna odpovéd’ u
aklimaéni varianty 25°C. Mirna nebo vyrazna upregula¢ni odpovéd u variant 15°C nebo
15°C — 6°C. I pies vyraznou upregulaci po chladovém Soku nedosahuji vSak Cetnosti ani
vychozi hladiny u varianty 25°C (diky ptedchozi, az 100-nasobné, downregulaci bé¢hem

aklimace).
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Obr. 12: Relativni ¢etnosti transkripti pro hsf a. ANOVA: (a) vliv aklimace: F = 2609, P < 0.0001; (b)
zotaveni: 25°C: F = 7.337, P = 0.0110; 15°C: F = 166.0, P < 0.0001; 15°C — 6°C: F = 36.00, P < 0.0001.
Ostatni popisky viz Obr. 2.
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Obr. 13: Relativni Cetnosti transkripti pro hsf b. ANOVA: (a) vliv aklimace: F = 11345, P < 0.0001; (b)
zotaveni: 25°C: F = 0.3362, P = 0.7999; 15°C: F = 177.1, P < 0.0001; 15°C — 6°C: F = 36.83,
P <0.0001. Ostatni popisky viz Obr. 2.
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Nejvyssi hladinu transkriptd genu hsf ¢ mély larvy chované v 15°C, larvy aklimacnich
variant 25°C a 15°C — 6°C vykazovaly nizsi, statisticky navzdjem shodnou hladinu

transkriptt (Obr. 14).

U larev aklimac¢ni varianty 25°C dochazelo béhem zotavovani Kk mirné upregulaci
transkripti. Siln€ji reagovaly larvy z varianty 15°C — 6°C, u nichz dochézelo az k

30-nasobné upregulaci a to v ¢ase 1 hodina od konce nizko-teplotniho Soku.
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Obr. 14: Relativni Cetnosti transkriptd pro hsf c. ANOVA: (a) vliv aklimace: F = 59.52, P = 0.0001; (b)
zotaveni: 25°C: F = 48.01, P < 0.0001; 15°C: F = 46.82, P < 0.0001; 15°C — 6°C: F = 47.83, P < 0.0001.
Ostatni popisky viz Obr. 2.

Silny vliv aklimaénich postupl na Cetnosti transkripti genu hsf byl prokazan u sestiihové
varianty d (Obr. 15). Relativné nizka hodnota byla zjisténa u larev z varianty 25°C, vyssi

hodnoty (statisticky stejné¢) mély larvy z variant 15°C a 15°C — 6°C.

Statistické analyzy potvrdily silnou odpovéd’ na chladovy Sok (vliv casu bé&hem
zotavovani) tedy na expresi Sestfihové varianty d u vSech aklimacnich variant. Nejcetné&jsi
byly hladiny transkriptli 1 hodinu od konce nizko-teplotniho Soku. Nejvyraznéji reagovaly
larvy aklima¢ni varianty 15°C — 6°C, kde dochéazelo az k 80-ndsobnému zvyseni transkripth

oproti vychozi hladin€ u varianty 25°C.
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Obr. 15: Relativni Cetnosti transkripti pro hsf d. ANOVA: (a) vliv aklimace: F = 21.74, P = 0.0018; (b)
zotaveni: 25°C: F = 11.28, P = 0.0030; 15°C: F = 41.16, P < 0.0001; 15°C — 6°C: F = 196.7, P < 0.0001.

Ostatni popisky viz Obr. 2.
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4. Diskuse

Tato prace popisuje vliv tii riznych aklimacnich postupi a vliv ¢asu béhem zotavovani
po chladovém Soku na relativni expresi vybranych gent kodujicich stresové proteiny u larev
octomilky D. melanogaster. Vétsina dosavadnich praci se zaméfovala na mapovani zmén
béhem pulisobeni stresu. Bylo ale zjisténo, ze ptevaha genil/proteind je upregulovana spise
béhem faze zotavovani (Clark and Worland, 2008), kdy probihaji v organismu opravy

zpisobené stresem, nez vV prabéhu samotného stresu.

4.1 Vliv aklimaénich reZimi na relativni expresi

Aklimaéni rezimy jsme zvolili tak, aby mezi jednotlivymi skupinami larev bylo mozné
nalézt jednoznaéné rozdily v piezivani chladového Soku. Je znamo, ze D. melanogaster a jiné
druhy celedi Drosophilidae dokézi zlepsit toleranci chladového Soku, pokud jsou chovany za
relativné nizkych teplot (Goto and Kimura, 1998; Ohtsu et al., 1998; Ayrinhae et al., 2004;
Rako and Hoffmann, 2006). S vyuzitim poznatki z predchozi (bakalaiské) prace jsme zvolili
tfi aklimacni varianty, kdy byly larvy chovany za konstantnich teplot 25°C a 15°C a ve tfeti
varianté nejprve za konstantni teploty 15°C po dobu 11 dni a poté byly vystaveny teploté 6°C
po dobu 2 dnd.

Piedpokléadali jsme, Ze u larev chovanych v 25°C budou ¢etnosti transkriptti nizké (oproti
ostatnim variantdm), nebot’ tato teplota je pro vyvoj larev optimélni a larvy tedy "~"nemaji
potfebu’” upregulovat stresové proteiny. NaSe hypotéza se potvrdila. U larev chovanych za
konstantni teploty 15°C jsme zaznamenali pouze down-regulaci vSech malych stresovych
proteind (22, 23, 26 a 27) a hsp40. U larev aklimaéni varianty 15°C — 6°C dochazelo
k upregulaci inducibilnich proteini rodin SP90 a SP70 (11-nasobné zvySeni u hsp70Aa).
Znamena to tedy, ze vystaveni teploté 6°C ma na larvy octomilky poskozujici vliv a larvy se
snaZzi s timto stresem vypotadat upregulaci stresovych proteint.

Larvy i dospélci jsou velmi ndchylné k poSkozeni chladem, vyvojovym prahem pro
dospélce je teplota 9 - 10°C (Cohet & David, 1980), pfti teplot¢ 7°C ztraci nervovou a
svalovou drazdivost (Hosler et al., 2000) a rozsdhld mortalita nastdva pii méné nez -5°C

(Czajka & Lee, 1990).
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4.2 Zmény hladin transkripti stresovych proteinii béhem zotavovani

V této praci jsme potvrdili zndmy fakt, ze odpoved’ na stres je velmi rychla. VétSina
stresovych proteinti je indukovana béhem nékolika malo minut a béhem prvni hodiny
zotavovani po tepelném Soku dosahnou hladiny transkripti maximalniho mnozstvi (Lindquist,
1986), poté jejich hladiny postupné klesaji. Tento obecny vzorec chovani plati pro vétsinu
stresovych proteinti.

Zvolenymi Casy odbéru larev béhem zotavovani (1h, 3h a 24h od konce nizko-teplotniho
Soku) jsme se snazili co mozna nejlépe vystihnout ¢as (a) nejvyssi Cetnosti transkriptu (1h),
(b) postupného snizovani mnozstvi transkriptu (3h) a (c) vraceni hladiny transkriptu na jeho
puvodni Groven (24h). Ideélni by jisté bylo odebirat vzorky larev kazdou hodinu, ov§em tento
postup by byl ¢asové a finanéné€ velmi narocny.

Stresové proteiny rodin SP90 a SP70 se chovaji béhem zotavovani podobné. Larvy
aklimac¢ni varianty 25°C nejsou schopné upregulovat béhem zotavovani stresové proteiny.
Naproti tomu larvy aklimaénich variant 15°C a 15°C — 6°C jsou schopné silné upregulace
béhem prvni hodiny zotavovaciho procesu (U hspAa az 300-nasobné zvyseni), poté hladiny
transkripti postupné klesaji. Tato silna upregulace muze byt nasledkem piedchozi aklimace,
kdy byly octomilky chovany za relativné nizkych teplot, béhem kterych jiz upregulovali
stresové proteiny, byly tedy “predpfipravené’” na mozny chladovy Sok. Tento zplisob chovani
je znam, jak u rostlin (Goodwin et al., 1996), tak u zivocichd. Napiiklad u octomilky
(Drosophila) a masaiky (Sarcophaga) bylo prokazano, ze pokud probiha jejich vyvoj za
nizkych teplot, jsou nasledn¢ schopné 1épe se vyporadat s poskozujicimi ucinky chladového
Soku (Denlinger et al. 1991) diky schopnosti vyssi upregulace stresovych proteinti (oproti

larvam, jejichZ vyvoj probihd za optimalnich teplot).

Malé¢ stresové proteiny vykazuji béhem zotavovani velmi podobny vzor chovani (Colinet,
2009. (Stresovy protein Hsp40 se sice ve vétSiné zdroji fadi do samostatné rodiny, zde ale
muzeme fici, Ze jeho chovani béhem zotavovaciho procesu se velmi podoba malym stresovym
proteintim). U larev aklimaéni varianty 25°C se mirné upregulovala ¢etnost transkripti az 24
hodin od konce nizko-teplotniho Soku. U larev chovanych v 15°C dochazelo k upregulaci
transkripti béhem zotavovani, ovSem jejich ¢etnosti byly vzhledem k varianté 25°C pomérné
nizké. Naopak nejsilnéji reagovaly larvy varianty 15°C — 6°C, které upregulovaly transkripty

40 — 50-krat a drzely si jejich vysoké hladiny i tfi hodiny od konce nizko-teplotniho Soku.
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4.3 Zmény hladin transkripti genu hsf

Faktor tepelného Soku zprostiedkovava indukci stresovych proteinti v odpoveédi na riizné formy
stresu. Je pravdépodobné, Ze kazda ze Ctyt sestiihovych variant genu hsf (hsf a, hsf b, hsf ¢, hsf d)
mize mit v organismu jinou funkci. Bylo zjisténo, ze hladiny transkriptu hsf b se zvysuji po
vysoko-teplotnim Soku, zatimco Cetnosti transkriptu hsf d se zvySuji po nizko-teplotnim

Soku(Fujikake, 2005). Nase vysledky tuto tezi podporuji.

Je zajimavé, Ze transkripce hsf a, hsf b je velmi podobna chovani malych stresovych

proteint, zatimco hsf ¢, hsf d se chovaji jako velké stresové proteiny (SP90 a SP70).

Nejsilngji upregulovanym a tedy pievladajicim genem u D. melanogaster béhem stresu je
hsp70 (Parsell and Linquist, 1993; Parsell et al., 1993), coz napadné koreluje s chovanim
sestfihové varianty d genu hsf. Mize to tedy znamenat, Ze zvySeni hladiny transkriptt hsf d

vyvola naslednou upregulaci trasnskriptti genu hsp70Aa.

Vyrovndvani se organismu se stresem je komplexni proces zahrnujici mnoho
fyziologickych pochodu, které jsou vzajemné provazané. Je tedy vzdy nutné mit na mysli

Mmozné spojitosti a divat se na problém z riznych thli pohledu.
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5. ZAvéry

Zjistili jsme, ze ruzné aklimacni postupy (25°C, 15°C a 15°C — 6°C) maji vliv na

relativni expresi vybranych gent stresovych proteint u larev octomilek D. melanogaster:

- chladova aklimace vede jednak ke zvySeni Cetnosti transkripti velkych Sokovych
proteinit (obzvlast¢ SP70), ale zaroven ke sniZzeni cetnosti transkripti malych

stresovych proteinti

Zjistili jsme, Ze se projevuje vliv ¢asu béhem zotavovani po chladovém Soku na relativni
expresi vybranych gend stresovych proteini u larev octomilek D. melanogaster:

- u vetSiny stresovych proteinit dochazi velmi rychle k jejich upregulaci (béhem prvni a
treti hodiny od konce nizko-teplotniho Soku), poté hladina transkripti klesad na
puvodni uroven, tato silna upregulace probihd u varianty 15°C — 6°C, u varianty

15°C je upregulace nizsi a larvy varianty 25°C odpovidaji slabé nebo viibec

Transkripce HSF variant a a b dobfe koreluje s transkripci malych Sokovych proteint,

kdezto varianty ¢ a d koreluji s transkripci velkych Sokovych proteind.
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