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Abstraktni

Lidské epitelialni buriky rohovky (HCE-T) a epitelialni buriky lidské
cocky (SRA01/04) ziskané z lidského oka byly vystaveny zareni o
vinové délce 60 gigahertzii (GHz) po dobu 24 hodin. Nebylo zjisténo
zadné statisticky vyznamné zvySeni frekvence mikrojader (MN) v
bunikach vystavenych zareni o milimetrové vinové délce 60 GHz pri 1
mW/cm2 Y€ srovnani s kontrolnimi kontrolami a kontrolami v
inkubéatoru. Frekvence MN buneék oSetfenych bleomycinem po dobu
1 hodiny poskytla pozitivni kontroly. Kometovy test pouzivany k
detekci zlomi retézce DNA a exprese proteinu tepelného Soku (Hsp)
také neprokazaly zadné statisticky vyznamné G¢inky expozice. Tyto
vysledky naznacuji, Ze expozice zareni o milimetrové vinové délce
nema zadny vliv na genotoxicitu v lidskych o¢nich burikach.

Klic¢ova slova: milimetrové viny, bunééna genotoxicita, tvorba
mikrojader, kometovy test, protein tepelného Soku, dlouhodoba
expozice, bunky lidského oka
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1. Uvod

V poslednim desetileti doslo k rychlym zménam v technologii
pouzivané k elektronické komunikaci. Nové komunikacni
technologie nepochybné vzniknou a budou se Sirit navzdory
omezenim dostupnych radiovych frekvenci. Existuje proto poptavka
po pristupu k novym frekven¢nim rozsahtim elektromagnetického
spektra. Rychlé zavedeni bezdratovych zarizeni vSak zvysilo
pouzivani technologii s milimetrovou vinovou délkou (30—-300
gigahertzli (GHz)) a s tim zvysilo obavy verejnosti z moznych
nepriznivych G¢inkl zdrojt zatreni na lidské zdravi. Jiz drive bylo
publikovano, Ze Sirokopasmova milimetrova vinova délka pri 53—78
GHz vyznamné inhibovala proliferaci bunék melanomu lidské kiize [
1 ]. Kromeé toho Korenstein-Ilan a kol. [ 2] uvedl, Ze zareni 0,1
terahertzt (THz) spojitych vin zvySuje genomovou nestabilitu
lidskych lymfocyti. Jina studie ukazala, ze exprese genti
adiponektinu, GLUT4 a PPARG vykazovala jasné t¢inky THz ozareni
po prodlouzené Sirokopasmové expozici mezenchymalnich mysich
kmenovych bunék [ 3 ]. Nedavna studie uvedla, ze THz zareni
vyvolalo poruchy vreténka v hybridnich bunikach ¢loveéka a krecka [ 4
] a dalsi studie také uvadely negativni fyziologické ucinky [ 5,6, 7 1.
Existuje vSak také n€kolik zprav, které ukazuji nékteré netepelné
ucinky na biologické membrany z expozice milimetrové vinové délce
[8,9,10,11, 12 ]. Je proto nutné vyhodnotit vliv nizké expozice
lidského téla milimetrovym vinovym délkam, protoZe energie
milimetrového zareni je absorbovana povrchem té€la, zejména kiizi a
oc¢ima [ 13, 14 ]. Abychom prozkoumali netepelné acinky zareni
milimetrovych vinovych délek, vyvinuli jsme zarizeni pro vystaveni
bunék milimetrovym vlndm 60 GHz a hodnotili frekvenci tvorby
mikrojader (MN), jednoretézcové zlomy v DNA a expresi tepla.
Sokové proteiny (Hsp) v burikach pochazejicich z lidského oka.

Jit do:

2. Materialy a metody
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2.1. Nastaveni expozice milimetrovych vin

Pouzili jsme specidlné navrzeny pristroj k vystaveni bunék 60 GHz
milimetrovym vinam (Obrazek 1a,b). Podrobnosti o expozi¢nim
systému byly popsany drive [ 15 ]. Strué¢né receno, podminky
expozice byly nasledujici. Komora v expozi¢nim systému byla
udrzovana za kontrolovanych podminek podobnych tém v béZném
inkubatoru, tj. v atmosfére 95 % vzduchu a 5 % CO ,pri relativni
vlhkosti >95 % a teploté 37 + 0,1 °C. Expozi¢ni pristroj byl zalozen na
desce s plosnymi spoji s plochou ve tvaru disku obklopenou
vlnovodem po sténé€ pro privadéni milimetrovych vin do substratu
expozi¢ni oblasti. Kultivaéni miska o priméru 100 mm byla umisténa
na oblast ve tvaru kotouce a na dno misky byly aplikovany
milimetrové viny 60 GHz skrz izké stérbinové spojovaci okénka na
horni stran€ desky s obvody, ¢imz byly odhaleny bunky prilnuté k
dno kultiva¢ni misky na milimetrové viny. Prostoroveé zprimérovana
hustota vykonu byla nastavena na 1 mW/cm2 " dné kultivacniho
média a zvySeni teploty bylo udrzovano na méné nez 0,1 °C.

[ %

-

Obrazek 1

Vestavény inkubator expozi¢niho systému 60 GHz ( a ) a vnitini
pohled na inkubator (b ). Komora expozi¢niho systému byla
udrzovana za rizenych podminek podobnych tém v inkubatoru, tj. v
atmosfére 95 % vzduchu a 5 % CO2 y relativni vlhkosti >95 % a
teploté 37 °C.

2.2. Bunéc¢na kultura

Lidska epitelialni bunééna linie rohovky HCE-T (RIKEN CELL
BANK, Ibaraki, Japonsko) odvozena z lidskych epitelidlnich bunék
rohovky byla udrzovana v DMEM (Wako Pure Chemical Industries,
Ltd., Osaka, Japonsko): HamF12 (Wako Pure Chemical Industries,
Ltd. .) (1:1) médium doplnéné 5% fetalnim bovinnim sérem (FBS),
inzulinem (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) v konec¢né
koncentraci 5 pg/ml a lidskym epidermalnim rtistovym faktorem
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(Roche , Basilej, Svycarsko) v koneé¢né koncentraci 10 ng/ml. Tato
bunécna linie byla laskavé poskytnuta Masao Taki, Tokyo
Metropolitan University. Bunééna linie epitelidlnich bunek lidské
c¢ocky SRA01/04 (RIKEN CELL BANK) odvozena z epitelidlnich
bunék lidské ¢ocky byla udrzovana v médiu DMEM (Wako Pure
Chemical Industries, Ltd.) doplnéném 20 % FBS. Tato bunéc¢na linie
byla laskavé poskytnuta Hiroshi Sasaki, Kanazawa Medical
University.® bunék/ml s celkovym objemem 11,6 ml média pro
upravu tloustky vrstvy média na 2 mm pro idealni expozici. Po
kultivaci pres noc byly bunky vystaveny 60 GHz. Bunky byly
odebrany 24 hodin po vystaveni zareni o milimetrové vinové délce.
Pro pozitivni kontroly byly bunky oSetfeny 10 ug/ml bleomycinu po
dobu 1 hodiny pro test genotoxicity a teplem (43 °C po dobu 2 hodin
a poté 37 °C po dobu 1 nebo 2 hodin) pro test exprese Hsp.

2.3. Mikronukleus (MN) Frekvence

Metodika provadeéni testu tvorby mikrojader (MN) byla popsana
drive [ 16 ]. Struéné rec¢eno, po expozici zareni o milimetrové vinové
délce nebo 10 pg/ml bleomycinu po dobu 1 hodiny byly bunky
kultivovany v médiu doplnéném 3 ug/ml cytochalasinu B (Sigma-
Aldrich) v bézném inkubatoru po dobu 24 hodin, odstredény na
skli¢ka za pouziti centrifuga Cytospin (Shandon Southern
Instruments Ltd., Cambridge, UK) pri 100 x g po dobu 5 minut,

fixovana studenym 80% ethanolem po dobu 30 minut a obarvena 0,2

ug/ml propidium jodidu (Sigma-Aldrich). Celkem bylo spoéitano
1000 dvoujadernych bune€k a frekvence tvorby MN byla stanovena
pomoci fluorescen¢niho mikroskopu (Olympus, Tokio, Japonsko)
podle kritérii popsanych drive [ 17]. Byly provedeny nejméné tri
nezavislé testy.

2.4. Kometovy test

Kometovy test byl proveden pomoci soupravy Trevigen Comet Assay
Kit (Trevigen Inc., Gaithersburg, MD, USA) k detekci zlomt retézce
DNA na urovni jednotlivych bun€k, jak bylo popsano drive [ 18 ].
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Strucné receno, buriky byly vystaveny zareni o milimetrové vinové
délce po dobu 24 hodin, shromazdény trypsinizaci a odstredény
ihned po expozici, poté smichany s agar6zou s nizkou teplotou tani,
aby se pripravila bunécna suspenze v 0,1% agaréze/fosfatem
pufrovaném fyziologickém roztoku (PBS). Po gelovaténi agarozy byly
buniky lyzovany a poté bylo provedeno alkalické odvijeni (1 h pr1i 4 °C,
pH > 13). Vysledné vzorky DNA byly podrobeny elektroforéze pii 1
V/cm po dobu 30 minut v 0,3 M NaOH (Nacalai Tesque, Kyoto,
Japonsko) a 1 mM ethylendiaminu- N, N, N', Nroztok kyseliny '-
tetraoctové (Sigma-Aldrich). Poté, co byla DNA obarvena SYBR
Green I, byly imunofluorescen¢ni snimky zachyceny pomoci
fluorescen¢niho mikroskopu (Olympus, Tokio, Japonsko). Zlomy
retézce DNA byly analyzovany pomoci softwaru Comet (Perceptive
Instruments, Suffolk, UK). Bylo analyzovano alespon 100 komet z
kazdého gelu a bylo provedeno alespon pét nezavislych experimentii.
Délka ocasu udava délku pixelu ohonu komety, procento ocasu udava
procento obsahu ohonu vzhledem k obsahu komety a ocasni moment
byl vypoditan nasledovné:

Ocasni moment = (vzdalenost mezi stredem hlavy komety a stfredem
ohonu komety) x (procento ocasu)/100

(1)

2.5. Hsp Expression

Metodika pro kvantifikaci exprese Hsp byla popsana drive [ 18].
Strucné, po expozici milimetrové vinové délce nebo tepelném
oSetreni byly bunikky promyty studenym PBS, shromazdény pomoci
bunécné skrabky a proteiny byly extrahovany pomoci CelLyticTM-M
(Sigma-Aldrich) doplnéného koktejlem inhibitorii proteazy (Sigma-
Aldrich). Extrahované proteiny byly inkubovany pri 4 °C po dobu 15
minut a centrifugovany pri 100 x g po dobu 15 minut. Supernatanty
byly shromazdény a koncentrace proteinu byly méreny pomoci
ctecky desticek iMark (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) a kalibracni
krivky a upraveny na 1 mg/ml. Vzorky byly smichany s 2ME
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vzorkovym pufrem (Wako) v pomeéru 1:1 a inkubovany pri 100 °C po
dobu 1 minuty, poté ihned umistény na led. Extrahovany protein (20
ug) byl nanesen na 12,5% dodecylsulfat sodny (SDS)-
polyakrylamidovy gel (Wako), oddéleny elektroforézou, a preneseny
na nitrocelul6zovou membranu (Life Technologies Japan, Tokio,
Japonsko) pomoci iBlot (Life Technologies Japan). Pro blokovani a
imunobarveni byl pouzit BenchProTM 4100 (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA). Membrana byla blokovana odstredénym mlékem (DS
Farma Biomedical, Osaka, Japonsko) po dobu 1 hodiny a
imunobarvena protilatkami po dobu 1 hodiny. Priméarni protilatka
pro Hsp27 (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA, 1:10 000), Hsp70
(StressMarq Biosciences Inc., Victoria, BC, Kanada, 1:1000), Hspgoa
(StressMarq, 1:2000) a [-aktin ( Sigma-Aldrich, 1:1000). Pouzité
sekundarni protilatky byly anti-mysi (GE Healthcare, Tokio,
Japonsko, 1:1000), anti-kozi (R&D, 1:500) a anti-krali¢i (Sigma-
Aldrich, 1:500). Po imunobarveni byly membrany obarveny
kirenovou peroxidazou, nasledovala analyza pomoci softwaru ATTO
Image Analysis Software (Tokyo, Japonsko). Byly provedeny alespon
tr'l nezavislé experimenty.

2.6. Statisticka analyza

Data byla analyzovana pomoci Tukeyova testu. Hodnoty p < 0,05
nebo 0,01 byly povazovany za statisticky vyznamné. Statisticka sila
(1—p) v testu MN a kometového testu byla vypoc¢tena pomoci
velikosti téinku ( f) = 0,1. VSechny testy byly provedeny zaslepenym
zplisobem.

Jit do:

3. Vysledky

3.1. Formace MN

Frekvence tvorby MN v burikach HCE-T a SRA01/04 je uvedena
vObrazek 2a,b, resp. Frekvence MN v bunkach HCE-T a SRA01/04
se vyznamne zvysila po 1é¢bé bleomycinem, zatimco mezi kontrolou v
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inkubatoru, faleSnou expozici a buntkkami vystavenymi milimetrové
vlnové délce nebyl pozorovan zadny vyznamny rozdil. Tyto vysledky
naznacuji, Ze 24 hodinovéa expozice zareni o milimetrové vinové délce
60 GHz nemusi mit zadny vyznamny vliv na frekvenci MN v bunkach
HCE-T a SRA01/04.

[ %

-

Obrazek 2

Frekvence mikrojader v bunikkach vystavenych zatreni o milimetrové
vinové délce pri 60 GHz po dobu 24 hodin: buriky HCE-T (a ) a
bunky SRA01/04 (b ). Lé¢ba bleomycinem (10 ug/ml) poskytla
pozitivni kontroly. Data jsou prezentovana jako priimeér + SD ze tii
nezavislych experimenti. Hvézdi¢ky ** oznacuji p < 0,01. f = 0,1, (1-
B) = 0,9903.

3.2. Kometovy test

Ocasni momenty lyzovanych bunék HCE-T a SRA01/04 jsou uvedeny
vObrazek 3a,b, resp. Ocasni moment udava stupen genotoxického
uc¢inku na DNA. Ocasni momenty bunék HCE-T i SRA01/04 se
vyznamne zvySily po oSetfeni bleomycinem, zatimco nebyl pozorovan
zadny vyznamny rozdil v ocasnim momentu mezi kontrolnimi vzorky
inkubatoru, kontrolnimi vzorky a vzorky vystavenymi ptisobeni
milimetrovych vin. Ocasni momenty byly vypocteny pomoci délky
ocasu a procenta ocasu. Vysledky téchto hodnot byly statisticky
témer stejné jako vysledky ocasniho momentu (data nejsou
uvedena). Tyto vysledky naznacuji, ze 24 hodinova expozice zareni o
vlnové délce 60 GHz nemusi mit zAdny vyznamny vliv na kometovy
test bunék HCE-T a SRA01/04.

| %

-

Obrazek 3
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Hodnoty parametru komety (ocasovy moment) pro burky vystavené
zareni o milimetrové vinové délce 60 GHz po dobu 24 h: HCE-T (a )
a SRA01/04 (b ). Pozitivni kontrolou bylo oSetfeni bleomycinem (10
ug/ml). Data jsou prezentovana jako primeér + SD ze tii nezavislych
experimenti. Hvézdicky ** oznacuji p < 0,01. f= 0,1, (1-) = 0,2193.

3.3. Hsp Expression

Exprese Hsp27, 70 a 9oa v HCE-T burikach je ukazana vObrazek 4a—
¢, resp. Tepelné zpracovani (Hsp27: 43 °C (2 h) az 37 °C (1 h), Hsp70
a 9oa: 43 °C (2 h) az 37 °C (2 h)) jasné zvysilo hladinu kazdého Hsp.
Exprese Hsp27, 70 a 9oa v bunkach SRA01/04 je ukadzana vObrazek
5a—c, resp. Tepelné zpracovani (Hsp27: 43 °C (30 min) az 37 °C (2
h), Hsp70: 43 °C (2 h) az 37 °C (2 h), Hspgoa: 43 °C (3 h)) vyznamné
zvy$il hladinu kazdého Hsp.

| %

L

Obrazek 4

Exprese Hsp27 (a ); Hsp70 (b ) a Hspgoa ( ¢ ) v butikdch HCE-T
vystavenych zareni 60 GHz po dobu 24 hodin. Pozitivni kontrola byla
podrobena tepelnému oSetreni pri 43 °C po dobu 2 hodin. Data jsou
prezentovana jako primeér + SD ze tri nezavislych experimenta.
Hvézdicky ** oznacuji p < 0,01.

[ %

-

Obrazek 5

Exprese Hsp27 (a ); Hsp70 (b ) a Hspgoa ( ¢ ) v butitkdch SRA01/04
vystavenych zareni 60 GHz po dobu 24 hodin. Pozitivni kontrola byla
podrobena tepelnému osetreni pri 43 °C po dobu 30 minut (Hsp27),
2 hodiny (Hsp70) a 3 hodiny (Hspgoa). Data jsou prezentovana jako
prameér + SD ze tti nezavislych experimentt. Hvézdicky * a **
oznacuji p < 0,05, respektive 0,01.

Jit do:

4. Diskuze
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V této studii jsme hodnotili t¢inky vystaveni zareni o vinové délce 60
GHz pri konstantni teploté po dobu 24 hodin na bunéénou
genotoxicitu a stresové reakce pomoci bunék HCE-T a SRA01/04.
Nebyly detekovany zadné ucéinky na tvorbu MN, jednoretézcové
zlomy v DNA a expresi Hsp27, 70 a 90q, coz ukazuje na absenci
netepelnych ucinkt vystaveni milimetrové vinové délce.

Nékolik studii hodnotilo biologické Géinky vystaveni milimetrovym
vinovym délkam a zjistilo ac¢inky na neuronalni aktivitu [ 11 ],
proliferaci [ 19 | a bunécny metabolismus [ 20 ] a také ucinky na
genomickou nestabilitu [ 2 ]. Korenstein-Ilan a kol. popsali, Ze
nepretrzita aplikace zareni 0,1 THz (0,031 mW/cm 2 ) na lidské
lymfocyty po dobu 2 nebo 24 hodin vyvolala genomovou nestabilitu
chromozomi 11 a 17, detekovanou pomoci fluorescen¢ni hybridizacni
metody in situ, a navrhli, Ze takova expozice miiZze mit za nasledek
zvySené riziko rakoviny. Naproti tomu v této studii jsme detekovali
pouze tvorbu mikrojader (Obrazek 2) a zlomy retézce DNA (Obrazek
3) indukované lé¢bou bleomycinem, a nikoli vystavenim zareni o
milimetrové vinové délce 60 GHz po dobu 24 hodin, coz naznacuje,

zZe expozice nezpusobila zvySeni genotoxicity. Tyto protichtidné
vysledky mohou byt zptisobeny rozdily ve frekvenci, hustoté vykonu
nebo experimentalnim usporadani mezi témito dvéma studiemi, a
proto zakladni faktory téchto nesrovnalosti vyzaduji dalsi zkoumani.

Alexandrov a kol. uvadi tidaje ukazujici netepelné acinky na genovou
expresi bun€k po expozici terahertzovému zareni [ 3]. Pouzili
mezenchymalni mysi kmenové bunky vystavené Sirokopasmovému
pulznimu zareni 10 THz, coZ je systém, ktery je zcela odlisny od
systému pouzitého v soucasné studii. Dilezité je, Ze nezjistili rozdily
v hladinach proteinti proteinii tepelného Soku Hsp105, 90 a CPR, coz
je v souladu s nasi studii, ac¢koli hladiny exprese tti odpovidajicich
genl vykazovaly jasné ucinky ozareni THz. V nasi studii jsme
detekovali zvysSeni exprese Hsp po tepelném osSetreni, pouzitém jako
pozitivni kontrola, ale ne vystavenim zareni o milimetrové vinové
délce 60 GHz po dobu 24 hodin, coz naznacuje, Ze tato expozice
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nezpisobila upregulaci Hsp. Kromé Hsp27, 70 a 9oa zkoumanych v
soucasné studii je zapotrebi dalsi prace na zkoumani dalSich
proteind.

Velké mnozstvi literatury neuvadi zadné nepriznivé acinky expozice
zareni o milimetrovych vinovych délkach. Beneduci a kol. [ 21 ]
ukéazaly, ze dlouhodobé vystaveni bunék melanomu lidské kiize
zareni 42 GHz a 53 GHz pri hustoté vykonu niz$i nez 0,3 mW/cm 2
nevyvolalo zadny vliv na bunéény cyklus téchto bunék. Nicolaz a kol.
[ 22 ] popsali, ze vystaveni zareni 60,4 GHz pri hustoté vykonu 0,14
mW /cm * nezpusobilo stres endoplazmatického retikula v lidskych
gliovych bunkach. Le Dréanova skupina také publikovala studie o
ucincich zareni 60,4 GHz [ 23, 24 , 25 |. Le Quément a kol. [ 23, 24]
nevykazaly Zadné vyznamné rozdily v genové expresi po expozici
zareni o milimetrové vinové délce: ackoli po 6 hodinach expozice pri
20 mW/cm ? analyza PCR v realném case ukéazala, Ze nékteré tirovné
genové exprese byly ovlivnény a tento ¢inek byl spojen se zvySenou
teplotou zptisobené expozici. Haas a kol. [ 25 ] také naznacili, ze
mirné zvySeni proteinové exprese pozorované po expozici 60,4 GHz
po dobu 24 hodin souviselo se zahtivanim a Ze nebyly zadné rozdily v
proteinové expresi neuronového markeru -tubulinu nebo ve vnitini
expresi kontrolniho 8 -tubulin, v souladu s nasimi adaji. V
samostatné studii vSak stejna skupina navrhla specifické acinky na
milimetrovou vlnovou délku [ 26]: konkrétné, zZe vystaveni
milimetrovym vlnovym délkam vyvolalo drastickou modifikaci
celého genového expresniho systému primarné spojeného s
tepelnymi Gcinky zareni, ackoli nebyly nalezeny zadné vyznamné
rozdily v hladinach exprese n€kolika genii bez tepelnych ucinki. V
soucasné studii jsme nemohli detekovat zadné acinky na
genotoxicitu a expresi Hsp, ale molekularni mechanismy, které jsou
zakladem bunécénych odpovédi po expozici milimetrové vinové délce,
zbyva urcit.
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Vijayalaxmi a kol. [ 27] uvedli, Ze testy genotoxicity neposkytly zadny
diikaz pro indukei tvorby MN v mysich bunkach periferni krve a
kostni dren€ vystavenych elektromagnetickému zareni o vinové délce
42 GHz, coz je v souladu s nasimi tidaji. Souhrnné receno, vétsina
dosavadnich studii neprokazala zadny téinek vystaveni zareni o
milimetrovych vinovych délkach, ackoli nékolik studii tc¢inky
prokazalo. Tyto kontroverzni vysledky mohou pochéazet z rozdili v
experimentalnich podminkach. Celkove se zda, Ze vystaveni zareni o
milimetrové vinové délce nema zadny genotoxicky i¢inek a nemeéni
expresi Hsp v nepritomnosti tepelnych tcinkt. Nase studie vSak byla
provedena za specifickych podminek. Bylo prokazano, ze aéinky
mikrovln véetné zareni o milimetrové vinové délce silné zavisi na
rade fyzikalnich parametri, jako je frekvence,28 , 29 ]. Musime byt
opatrnéjsi pri porovnavani dat, ktera byla provedena za riiznych
podminek. Navic musime vzit v ivahu rigidni statistické vypocty,
které nam mohou chybét. V této studii jsme ziskali vysokou
statistickou silu v testu MN; v kometarnim testu jsme vSak nemohli
ziskat dostate¢nou statistickou silu. Méli bychom si byt peclivé
védomi téchto statistickych problémii.

V soucasné dobé provadime podobné studie vyuzivajici zareni 40
GHz.

Jit do:

5. Zavéry

Zjisténi z této studie naznacuji, ze vystaveni bunék HCE-T a
SRA01/04 zareni o milimetrové vinové délce pri 60 GHz po dobu 24
hodin nemé Zadny vyznamny vliv na frekvenci MN, jednovlaknové
zlomy v DNA nebo expresi Hsp. Zaveérem lze rici, Ze se nezda, ze by
vystaveni bunék zareni o milimetrové vinové délce pri 60 GHz mélo
nepriznivé U¢inky na genotoxicitu nebo expresi Hsp kultivovanych
bunek HCE-T a SRA01/04 za pouziti nasich specifickych
experimentalnich podminek, ackoliv mozné Gc¢inky jinych frekvence
vyzaduji dalsi studium.
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Hsp Protein tepelného Soku
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