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Abstrakt

Urceni stavby télniho planu diky asymetrickému rozlozeni maternadlnich RNA
a proteini bylo studovano u mnoha zivociSnych druhd. Béhem oogeneze si zivocichové
vytvaii zasoby téchto RNA a proteint, které¢ vyuZzivaji pro regulaci embryonalniho vyvoje,
a to az do znovuzahajeni transkripce z embryonalniho genomu. V této diplomové praci jsem
se vénovala predev§im identifikaci asymetricky rozmisténych RNA v ¢asnych embryich
obojzivelnika Ambystoma mexicanum, které stoji za uréenim animdalné-vegetativni osy.
V druhé ¢asti mé prace jsem se také pokusila identifikovat asymetricky rozmisténé RNA ve
2 a 4 bunééném embryu, které by mohly stat za ur¢enim dalSich télnich os — dorzo-ventralni
a levo-pravé. Pomoci RT-qPCR tomografie se mi uspéSné podafilo stanovit lokaliza¢ni
profil vybranych materndlnich RNA podél A-V osy a v jednotlivych blastomerach 2 a 4
bunééné¢ho embrya. Déle se nam pomoci RNA-seq podafilo ziskat celkovy obraz
transkriptomu ¢asnych embryi, ktery nam ukazal, Ze se béhem ¢asného vyvoje odehrava fada
zmén. Tyto uddlosti jsem rozdélila do tii kategorii: relokalizace RNA, syntéza RNA pted
aktivaci embryonalni transkripce a degradace RNA v ¢asném vyvoji. Zajimavé zjisténi bylo
odhaleno ve skupiné RNA degradovanych béhem casného vyvoje, ktera obsahuje fadu gent,
které maji u Xenopus laevis a dalSich Zivo€ichii nepostradatelnou roli ve vyvoji PGC.
Dosazené vysledky jsem v této praci porovnala piedev§im s pifibuznym modelovym
organismem Xenopus laevis a ukazala jsem, Ze 1 zdanlivé podobné organismy vykazuji

mnoho odli$nosti v regulaci ¢asného vyvoje.

Klicova slova: RNA lokalizace, Ambystoma mexicanum, Xenopus laevis, ¢asny embryonalni

vyvoj, animalné-vegetativni osa, dorzo-ventralni osa, levo-prava osa



Abstract

The asymmetric localization of maternal RNAs and proteins is a crucial mechanism
for the body plan development in many animal species. These maternal factors are expressed
during the oogenesis and they are used for the regulation of early developoment. In this
diploma thesis, I addressed the role of asymmetrically localized RNAs along animal-vegetal
axis in the early development of Ambystoma mexicanum. The second part of my thesis is
focused on RNA localization in dorso-ventral and left-right axes. I identified the localization
patterns of many known RNAs along the animal-vegetal axis using RT-qPCR and I also
detected several genes, which can be involved in the dorso-ventral or lef-right patterning.
Furthermore, we performed transcriptome wide analysis, which revealed changes classified
into the following categories: RNAs relocalization, de novo synthesis before the onset of
MBT and RNAs degradation during early development. Many vegetally localized genes in
Xenopus laevis with the important role in the development of primordial germ cells have
been previously described. Surprisingly, my results show that many of these genes are
degraded during the early development of 4. mexicnum. 1 believe that this degradation may
be due to a different mechanism of PGC development in A. mexicanum and X. laevis. In this
work, I compared the results of two closely related model organisms, and I showed each can

regulate the early development in a different way.
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Uvod

Casny embryonalni vyvoj zivo¢ichi je velice komplexni proces, ktery je jiz nékolik desetileti
podrobovan detailnimu vyzkumu, ale i tak zde pofdd panuje mnoho nejasnosti, zda jsou
vyvojové mechanismy mezi jednotlivymi druhy evolu¢né konzervované.

U tady zivocisnych druht je zakladem pro stavbu budouciho télniho planu gradient
materndlnich molekul pod¢l animalné-vegetativni osy (A-V) vajicka. Na rozdil od savci,
kde nebyly nalezeny zadné zndmky takto lokalizovanych molekul v ¢asném vyvoji,
u obojzivelnikil a ryb je zndmo, ze vyvoj zarodecnych vrstev je umoznén diky asymetricky
lokalizovanym RNA a proteiniim. Jednim z nejvice probadanych Zivocicht v tomto ohledu
je drapatka vodni (Xenopus laevis). Vajicko X. laevis je rozd€lené na tmavou animalni
polovinu, ktera je zodpovédné za vznik nervovych a ektodermalnich struktur, a na svétlou
vegetativni polovinu, ze které vznikaji endodermdlni struktury. V neddvné dobé provedena
transkriptomova analyza vajicek X. laevis ukazala, Ze az 98 % procent vSech maternalnich
mRNA vykazuje lokalizaci podél A-V osy (Sindelka et al. 2018).

Po oplozeni dochazi u obojzivelniku ke tvorbé druhé télni osy — dorzo-ventralni
(D-V). Zatimco v embryich octomilky obecné (Drosophila melanogaster) je znamo, ze
vznik D-V osy je zprostfedkovan gradientem maternalni mRNA gurken, u X. laevis je
vétsina studii toho ndzoru, ze je vznik D-V osy urc¢en pomoci lokalizace proteint. Poslednim
komponentem urcujicim stavbu télniho planu je vznik levo-pravé (L-P) osy. Dlouhou dobu
se mélo za to, Ze vznik asymetrické L-P osy je zahdjen aZ v obdobi gastrulace, ale
v nedavnych publikacich se podatilo identifikovat asymetricky lokalizované mRNA jiz ve 2
a 4 bunéném embryu.

V mé praci jsem se zaméfila na charakterizaci maternalnich RNA, potencialné
potiebnych k ur€eni t¥i zakladnich télnich os — A-V, D-V a L-P —v €asnych embryich
obojzivelnika axolotla mexického (Ambystoma mexicanum). A. mexicanum je
z fylogenetického hlediska pomérné blizko ptibuzny X. laevis a s timto druhem také sdili
fadu podobnosti. Oba druhy jsou ve vyvojové biologii vyuZzivané ve vyzkumech zamétujici
se na regeneraci a embryonalni vyvoj. Samice 4. mexicanum, tak jako X. laevis, klade velké
mnozstvich velkych (~2 mm) vajicek, které jsou diky vnéjSimu oplozeni dobfe piistupna pro
dalsi zkoumani. Nakladend wvajicka obou zivocichi jsou si velice podobnd a tato
morfologickd podobnost pfetrvava 1 v Casnych embryonalnich stadiich. Z tohoto diivodu
jsem se proto v mé praci rozhodla studovat asna embrya 4. mexicanum a dosazené vysledky

porovnat praveé s X. laevis.



Literarni prehled

1. Ranny embryonalni vyvoj

Jednou z kli¢ovych uddlosti pfi vzniku mnohobunééného organismu je pfiprava buniky na
bunécné d€leni, které je velmi Casto asymetrické. Pied samotnym délenim musi uvnitt bunky
dojit k asymetrickému rozdéleni takzvanych determinantti bunécného osudu — proteint,
kodujicich a nekodujicich ribonukleovych kyselin (RNA, ribonucleic acid).

U fady zivocicht se asymetrické rozdéleni determinantii objevuje jiz bcéhem
oogeneze nebo tésné po oplozeni. Takto lokalizované proteiny a RNA tvofi polaritu vajicek
aurcuji tak osud bun€k daného regionu béhem vyvoje. Zatimco sav¢i oocyty a rannd embrya
nejevi zadné znamky asymetrické lokalizace (Vinot et al. 2005), u obojzivelnika z fadu zab
(Anura) je tento jev velice Casty. Nejprozkoumanéj$im zastupcem tohoto fadu je X. laevis,
u niz dochézi k asymetrické lokalizaci maternalnich RNA a proteinil jiz béhem oogeneze
(Forristall et al. 1995, Kloc a Etkin 1995, Sindelka et al. 2010, 2018). Asymetricky
lokalizovana RNA byla identifikovana i u dalSich zastupct toho fadu — u skokana levhartiho
(Rana pipiens) (Nath et al. 2005) a bezblanky koki (Eleutherodactylus coqui) (Elinson et al.
2011).

DalSim fadem patfici pod obojZivelniky je tad ocasati (Caudata). NejCastéji
pouzivanym modelovym organismem z fadu Caudata je A. mexicanum, jenz je hojné
vyuzivany ve vyzkumech zaméfujici se na embryondlni vyvoj a regeneraci. Bohuzel
informace o lokalizaci maternalnich RNA u zastupct tohoto tadu, ale stale chybi. Proto jsem
si pro milj vyzkum vybrala pravé 4. mexicanum a zaméftila se na distribuci jeho maternalnich

RNA ve vajiccich a ¢asnych embryich.

2. Ryhovani

Kratce po oplozeni dochazi k ryhovani vajicka. Béhem prvniho déleni embrya X. laevis
probiha délici ryha od animalniho do vegetativniho polu a rozd€luje tak embryo na levou
a pravou blastomeru. Druhé déleni je kolmé k prvnimu za vzniku 4 bunék, které rozdéluje
embryo na dorzalni a ventralni Casti a nésledné dochézi ke tfetimu déleni kolmému
k ptedeslému déleni za vzniku 8 bunék. V 8 bunééném embryu jsou 4 builky animalni
poloviny mensi nez bunky vegetativni hemisféry z diivodu velkého mnozstvi zloutku, ktery
ovliviiyje pozici dé€liciho vieténka. Nasledné dochazi k dalsim dvéma déleni za vzniku 16
a 32 bunck (obrazek 1A-1D). V nasledujicich délenich embrya vstupuji do stadia blastuly
a dochazi ke ztraté synchronicity déleni (Gerhart a Kirschner 1994).



Trasovani bun¢k pomoci mikroinjikace dextranu nebo kienové peroxidazy do
jednotlivych blastomer ¢asného embrya X. laevis umoznila sestaveni tzv. mapy bunééného
osudu (,,fate map*). Buniky z animalni poloviny embrya davaji vzniknout ektodermalnim
a neuroektodermalnim strukturam, zatimco vegetativni polovina je zodpovédna za vznik
endodermu. Mesoderm poté vznikd z ekvatoridlniho segmentu vlivem vegetativnich
induk¢nich faktora (obrazek 1E) (Moody 1987a, 1987b, Mills et al. 1999). Podrobna mapa
osudu jednotlivych blastomer byla sestavena také u obojzivelnika Zebrovnik Waltliv
(Pleurodeles waltl), zastupce z fadu Caudata. Trasovani blastomer 32 bunétného embrya
ukézalo mnohé podobnosti s mapou X. laevis, ale ptesto se ptispévek jednotlivych blastomer
ke vzniku budoucich télnich organ caste¢né lisi. Naptiklad endodermalni struktury
u P. waltl vznikaji pouze z vegetativnich blastomer, zatimco u X. /aevis mohou ¢astecné
ptispivat vzniku endodermu i blastomery z vice ekvatorialniho segmentu (Delarue et al.
1997). Podrobnd mapa ukazujici osud jednotlivych blastomer 4. mexicanum chybi, ale
z vyzkumu z roku 1985 je patrné ze animalni pol gastruly dava vzniknout epidermis, ale jiz
ne prospektivnimu neurdlnimu plétu, zatimco ekvatoridlni segment je zodpovédny za vznik

mesodermu a endodermu (Cleine a Slack 1985).
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Obrazek 1: Ryhovani X. laevis. A) Dvoubunééné embryo B) 4 bunééné embryo C) Embryo 32
bunk D) Blastula E) Rez blastulou ukazujici piispévek blastomer k budoucim ektodermélnim,
entodermalnim a mesodermalnim strukturdm. V- ventralni; D- dorzalni; A- animalni; Vg-
vegetativni; CNS- centralni nervova soustava (pievzato a upraveno podle Elinson, 2011).

3. Aktivace embryondlniho genomu (EGA, embryonic genome activation)

Po oplozeni nastava u obojZivelnikl faze vyznacujici se rychlym bunéénym délenim, které
je umoznéno velkou zadsobou maternalni RNA a proteinil. Po definovaném poctu bunéénych
déleni dochazi k pfechodnému obdobi ve stadiu stfedni blastuly (MBT, midblastula
transition). Béhem MBT dochazi ke zpomaleni bunécného déleni, ztraté synchronicity
déleni a nasledné k aktivaci exprese zygotickych gent (Bachvarova et al. 1966, Hara 1977,
Satoh 1977).

I kdyz jsou si embrya 4. mexicanum a X. laevis v ¢asné embryogenezi morfologicky
velice podobna (obrazek 2), doba mezi jednotlivymi délenimi se li§i. Zatimco u X. laevis
trva bunécné deleni pred MBT pftiblizn€ 30 min u 4. mexicanum je to v priméru kolem 90
minut (Schreckenberg a Jacobson 1975, Bordzilovskaya a Dettlaff 1979). Rozdil
v dobé¢ trvani jednoho déleni miize spocivat v odlisné skladbé bunécéného cyklu v dobé pred
MBT. Zatimco bunéény cyklus se u X.laevis sklada pouze z S a M faze (Graham a Morgan
1966, Desnitskiy 2018) u A. mexicanum je zde navic ptitomna i G2 faze (Signoret a Lefresne

1974 citovano podle Lefresne et al. 1998). Po MBT dochazi k ptidani G1 faze (u X. laevis



1 G2 faze) do bunécéného cyklu (Graham a Morgan 1966, Frederick a Andrews 1994,
Lefresne et al. 1998, Iwao et al. 2005).

Oba obojzivelnici se odliSuji 1 v poctu bunéénych délenich pfedchazejicich MBT.
U X laevis dochézi k prodlouzeni bunééného cyklu po 12 dé€leni (obrazek 2B) a ve stejné
dobé¢ byla také zjisténa pritomnost nove syntetizované RNA (Bachvarova ef al. 1966, Satoh
1977). U A. mexicanum se doba bunécného cyklu prodluzuje po 11 dé€leni (Hara 1977)
(obrazek 2A). Bohuzel zadny vyzkum potvrzujici pfitomnost nové syntetizované RNA

v tomto stadiu u 4. mexicanum, ale proveden nebyl.

P - Veg

A. mexicanum X. laevis

Obrizek 2: Casny embryonalni vyvoj A. mexicanum (A) a X. laevis (B). Na obou obrazcich je
vyznacené, v jaké fazi dochazi k MBT. MBT- midblastula transition, D- dorzélni pohled, A-
animalni p., L- lateralni p., V- ventrdlni p., Veg- vegetativni p. (pfevzato a upraveno podle
Bordzilovskaya a Dettlaff, 1979; Gerhart a Kirschner 1994; Xenopus laevis stage series: complete.)

4. Vznik télnich os

41. A-Vosa

Béhem oogeneze a ¢asné embryogeneze dochdzi u obojzivelnikl ke stanoveni A-V, D-V
a L-P osy, které jsou nepostradatelné pro spravny vyvoj embrya. A-V osa je u X. laevis dana
rozdélenim vajicka na animdlni a vegetativni pol (obrazek 3), ke kterému dochazi jiz béhem
IV. faze oogeneze. Animalni polovina se vyznacuje pfitomnosti pigmentovych granul, které

ji udavaji tmaveé hnédé zbarveni. Pro animélni polovinu je typicka pfitomnost zarode¢ného
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vacku (,,germinal vesicle®). Vegetativni polovina je svétla a obsahuje velké mnozstvi
Zloutkovych proteinii. Zloutkové proteiny se zde nachazi ve formé membranové vazanych
vackd, tzv. zloutkovych platt, které jsou uvnitt oocytu mezi [V.-VI. fazi oocytu asymetricky
distribuovany pievazné do vegetativni poloviny. Déle se ve vegetativni poloviné nachézi
endoplazmatické retikulum, Golgiho aparat, velké mnozstvi mitochondrii a zarodecna
plazma. Toto uskupeni se formuje v 1. fdzi oocytu a oznacuje se jako mitochondridlni oblak
nebo také jako Balbianiho télisko (Dumont 1972). Zarodecna plazma obsahuje determinanty
(maternalni RNA a proteiny), ze kterych pozd¢ji vznikaji primordidlni zarode¢né bunky

(PGC) (Buehr a Blackler 1970, Tada et al. 2012). Na druhou stranu u 4. mexicanum se vsak

zdd, ze PGC vznikaji indukci v mesodermu bez piitomné zarode¢né plazmy (Ikenishi

a Nieuwkoop 1978, Johnson et al. 2003).

Obrazek 3: Vaji¢ko X. laevis (A) a A. mexicanum (B) s ukazatelem jejich velikosti.

4.2. D-Vosa
D-V polarita je u obojzivelnikli stanovena sérii procesti nastavajicich po oplozeni
a spoust¢jici prestavbu cytoplazmy a piesun dorzalnich determinantt.

U X laevis spermie pronikd skrz animalni stranu vajicka a tim dojde k pfestavéni
mikrotubuld, které umozni kortikalni rotaci. Ke kortikdlni rotaci dochdzi asi 45 minut po
oplozeni a trvd do prvniho bunééného déleni. B&hem této doby dochdzi k polymeraci
a depolymeraci mikrotubuld, coz umozni pohyb kortexu oproti cytoplazmé asi o 30°.
Ptesunem kortexu dojde ke vzniku Sedého srpku, struktury na budouci dorzalni strané, ktera

je zékladem pro organizator a Niewkoopovo centrum (Manes ef al. 1978, Vincent et al.

1986, 1987, Elinson a Rowning 1988).
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Pro urceni dorzélni strany jsou dilezité materndlni determinanty, které jsou béhem
oogeneze transportovany do vegetativniho polu. Mesoderm indukujici faktory jako
napt. ristovy diferenciacni faktor (gdfl, growth differentiation factor 1 — drive vgl)
a vegetativni T-box transkripcni faktor (vegt, vegetal T-box transcription factor) jsou
nejprve ukotveny ve vegetativnim kortexu, ale po oplozeni dojde k jejich translaci a mohou
tak difundovat do ekvatoridlniho segmentu, kde spousti expresi gend rodiny
transformujiciho riistového faktoru beta (tgf-f, transforming growth factor beta) dulezitych
pro vznik mesodermu (Melton 1987, Weeks a Melton 1987, Pondel a King 1988, Forristall
et al. 1995, Lustig et al. 1996, Stennard et al. 1996, Zhang a King 1996, Wardle a Smith
2006).

Dale se ve vegetativnim poélu vyskytuji faktory (napt. protein Dishevelled)
stabilizujici protein B-katenin (obrazek 4A), hlavni soucast Wingless/int-1 (Wnt) B-katenin
signaliza¢ni drahy zodpovédné za dorzalizaci celého embrya (Heasman et al. 1994, Miller
et al. 1999). B-katenin stabilizujici faktory se béhem oogeneze vyskytuji ve vegetativnim
polu, po oplozeni jsou vlivem kortikalni rotace pifesunuty podél mikrotubuli do
ekvatoriadlniho segmentu na budouci dorzalni stranu (obrdzek 4B) (Miller et al. 1999).
Nasledné dojde ke stabilizaci B-kateninu a jeho vstupu do jader bunck, kde zlstava
nahromadén az do obdobi MBT (obrazek 4C) (Larabell ef al. 1997, Miller et al. 1999). Po
MBT B-katenin aktivuje expresi fady zygotickych gentl, které kooperaci s exprimovanymi
geny fgf-f umoznuji tvorbu Niewkoopova centra, organizitoru a ndsledné¢ i1 vznik

mesodermu (obrazek 4D) (Wardle a Smith 2006).
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A Animalni pél

B-katenin stabilizujici

Vegetativni pol E—kater?in Stab“i_ﬂ{}"":i dorzalizaéni aktivita
dorzalizacni aktivita
Oocyt Zygota
c D

Blastocoel Blastocoel

Exprese a signalizace
genu organizéru

Dorzalni ret blastoporu

Jaderny pB-katenin

Blastula Gastrula
(~MBT)

Obrazek 4: Vznik D-V osy u X. laevis. Voocytu jsou B-katenin stabilizujici faktory
(napt. Dishevelled) lokalizované ve vegetativnim pdlu (A). Po oplozeni dochazi ke kortikalni rotaci
a premisténi B-katenin stabilizujicich faktorti do budouci dorzalni strany embrya (B). V blastule je
B-katenin stabilizovan a lokalizovan v jadrech (C). Vlivem B-kateninu a mesoderm indukujicich
faktorti dochazi k aktivaci exprese fady gentl a k dorzalizaci embrya (D).V- ventralni, D-dorzalni,
GV- zarode¢ny vacek (germinal vesicle), SEP- misto vstupu spermie (sperm entry point) (pievzato
a upraveno podle Houston, 2012).

43. L-Posa

Zatimco mechanismus stojici za ureni dvou jiz zminénych os se zda byt pomérn¢ dobie
prozkouman otazka, kdy a jakym zptisobem dochazi k ur€eni L-P osy u obojzivelnikli zatim
zustava nezodpovézena.

Prvnim krokem v ur€eni L-P osy u X. laevis se zda byt asymetrickd lokalizace
iontovych pump. Medidtorovd RNA (mRNA, messenger RNA) pro vodiko-draselnou
pumpu (H'/K'-ATPaza, Hydrogen potassium ATPase) je Vv oocytu exprimovéana
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rovnomérné, po oplozeni ale béhem nasledujicich dvou déleni dochazi k jeji lokalizaci do
blastomer pravé strany (Levin et al. 2002). Podobné je béhem prvnich déleni lokalizovana
1 vakuolarni vodikova pumpa (H*-V-ATPéza, vacuolar-type hydrogen ATPase) (Adams et
al. 2006).

Asymetricky tok H' se ukazal byt nejcasné&j$§im znamym krokem pro urceni L-P osy
také u dania pruhovaného Danio rerio a kura domaciho Gallus gallus. Zajimavé ale je, ze
u savcl zadny podobny mechanismus odhalen nebyl. Rozdilny tok iont béhem c¢asného
vyvoje tak miize byt konzervovanym mechanismem pro zahajeni asymetrické exprese genti
urcujicich L-P osu pouze u ¢asti obratlovcil (Levin et al. 2002, Adams ef al. 2006).

Protoze se vétSina doposud objevenych gentl asymetricky exprimuje az v pozd¢jsich
stadiich vyvoje, asymetricky lokalizovandA mRNA pro H/K'-ATPéazu v 2 bunééném stadiu

se proto povazuje za nejrannéjsi ukazatel L-P osy u X. laevis.

5. RNA lokalizace

5.1. Obecné mechanismy RNA lokalizace

Jednim ze zplsobu posttranskripéni regulace genové exprese je transport RNA v ramci
bunécného jadra, cytoplazmy nebo 1 v extracelularnim prostoru. Specificka lokalizace je
umoznéna interakci trans proteinli vazajici RNA s cis-lokalizaénimi elementy (LE)
transkriptu za vzniku ribonukleoproteinovych ¢astic (RNP, ribonucleoprotein particles). Cis-
lokalizac¢ni elementy (znamé téz jako zipcode) jsou specifické sekvence v délce pohybujici
se od jednotek az do né&kolika tisic nukleotidi a vyskytuji se vétSinou na 3° nebo 5°
nepiekladané oblasti (UTR, untranslated region) transkriptu (shrnuto v Chin a Lécuyer,
2017).

Lokalizace RNA miiZze buiice pfinaSet mnoho vyhod. Ptikladem jsou neurony,
v nichz jsou molekuly mRNA transportovany aZ do nejvzdalenéjSich ¢asti axonil a dendritd,
coz umoziuje sméfovat translaci proteind jen do vybranych ¢asti buniky. Oproti transportu
RNA by byl pfesun jednotlivych proteinil, 1 v nékolik metrii dlouhych axonech, velice
energeticky 1 ¢asoveé naro¢ny. RNA je transportovana spole¢né s RNA-vazajicimi proteiny
podél mikrotubulll a aktinovych mikrofilament za pomoci molekulovych motort (dyneiny,
kinesiny, myosiny) a ukazuje se, ze tento mechanismus je spole¢ny pro RNA transport ve
vetsing bunék (shrnuto v Gumy et al., 2014) .

Dalsi vyzkumy ukazaly, Ze lokalizace RNA hraje dutlezitou roli v ranném
embryonalnim vyvoji. Specifickd lokalizace maternalni mRNA a dalSich determinant do

urcité oblasti cytoplazmy polarizuje buniku a urcuje osud bunék pti probihajicim dé€leni.
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Jeden zprvnich vyzkuml pfinesl zjisténi, Ze v oocytech D. melanogaster dochazi
k aktivni lokalizaci maternalni mRNA bicoid do budouci anteriorni ¢asti embrya, zatimco
nanos mRNA je lokalizovana v jeho posteriorni Casti. Po oplodnéni dojde k translaci
a vzniklé proteiny vytvoii koncentracni gradient, ktery je zakladem pro vznik anterior-
posteriorni osy embrya (Frohnhofer a Niisslein-Volhard 1986, Driever a Niisslein-Volhard
1988, St Johnston ef al. 1989, Lehmann a Niisslein-Volhard 1991).

Asymetricky lokalizovana maternalni mRNA byla také Siroce studovéana v oocytech
obojzivelnika X. laevis. Vé&tSina maternalnich mRNA je zde lokalizovana bud’ do animélniho
nebo vegetativniho gradientu v ramci oocytu (Sindelka et al. 2018) a toto usporadani je
dalezité pro vyvoj zarodeCnych vrstev, specifikaci os a vznik zarodecnych bungk.
Naésledujici kapitoly se budou zabyvat detailnim popsdnim mechanismil vedouci k tomuto

asymetrickému rozloZeni molekul.

5.2.  Asymetrickd lokalizace RNA u X. laevis

V oocytech X. laevis 1ze rozlisit 4 kategorie lokalizace RNA — extrémné vegetativni,
vegetativni, animalni a extrémné animdlni. Z celkového poctu 15 005 analyzovanych
mRNA se jich vétSina (94,4 %) vyskytuje v animalnim polu. V extrémné animalni ¢asti
oocytu je lokalizované 2,8 % mRNA a ve vegetativni ¢asti 1,3 % mRNA. U 1,3 % mRNA
nebylo mozZné urcit lokalizacni profil. Nejmensi podil poté tvofi skupina mRNA
lokalizovana v extrémné& vegetativni ¢asti — 0,2 % (Sindelka ef al. 2018).

RNA lokalizovana ve vegetativni hemisféfe je na zdkladé LE v 3° UTR
transportovana casnou nebo pozdni transportni drahou a nasledné zabudovana do
vegetativniho kortexu. Oproti tomu o mechanismu lokalizace mRNA do animalni hemisféry

existuje minimum informaci (Sindelka ef al. 2018).

5.2.1. Casna (METRO) transportni draha

Casnou transportni drdhou jsou mRNA transportovany do vegetativniho kortexu pies oblast
mitochondrialniho oblaku nazyvanou organizator ptenosu mRNA (METRO, message
transport organizer) (obrazek 5). V této oblasti je nahromadénd zarode€na plazma, se kterou
se sdruzuje mRNA, a poté spole¢né s dal§imi komponenty davaji vznik zdrode¢nym bunikam
(Kloc a Etkin 1995).

Zastupcem Casné transportni drahy je mRNA nanos I (nanosl,; diive xcat2). Nanos1
mRNA je ve stddiu oocytu I lokalizovéana v oblasti mitochondridlniho oblaku (Mosquera et
al. 1993, Forristall et al. 1995). Lokalizace mRNA je umoznéna diftizi z jadra do cytoplazmy
a naslednym zachycenim v mitochondrialnim oblaku (Kloc a Etkin 1995, Zhou a King 1996,
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Chang et al. 2004). Zachyceni v oblaku probihd bez ticasti mikrotubulii a molekulovych
motort a je pravdépodobné zavislé na specifickych vazebnych mistech (Kloc a Etkin 1995,
Chang et al. 2004). V ptipad¢ nanosl byl objeven opakujici se motiv UGCAC v 3° UTR
oblasti, ktery pravdépodobné spolecné s dalSimi motivy interaguje s RNA vazebnymi
proteiny a tim umoziiuje vazbu v mitochondridlnim oblaku (Betley ef al. 2002, Chang ef al.
2004).

Na ptelomu stadia oocytu II-III dochéazi k piesunuti mitochondridlniho oblaku
spolecné s molekulami mRNA do vegetativni hemisféry a v posledni fazi transportu je
mRNA nanosl ukotvena v malé oblasti vegetativniho kortexu (Mosquera et al. 1993,
Forristall et al. 1995). Podle nejnovéjsiho modelu se zda, ze k findlnimu pfesunu RNA
dochazi ptfed samotnou fragmentaci mitochondridlniho oblaku. Mechanismus, kterym
dochazi k tomuto zavérecnému transportu RNA, ale neni vice objasnén (Wilk ef al. 2005).

Ve vegetativnim kortexu je mRNA ukotvena i po oplozeni a v obdobi ¢asného
embryonalniho vyvoje (Mosquera et al. 1993, Forristall et al. 1995). Schéma umisténi
mRNA casné transportni drdhy je béhem cCasného vyvoje konzistentni s rozmisténim
zarodecné plazmy, coz spolecné odpovida roli ve vzniku zarodecné linie (Savage a Danilchik

1993, Forristall et al. 1995).

5.2.2. Pozdni transportni draha
Maternalni mRNA transportované pozdni transportni drdhou se vyznacuji lokalizaci v $irsi
oblasti vegetativniho kortexu nez mRNA transportované METRO drdhou (obrazek 5).
mRNA pozdni drahy hraji roli ptedev§im pfi vyvoji zarode¢nych vrstev.

Mechanismus této transportni drahy byl nejvice popsany u mRNA vegt (Lustig et al.
1996, Stennard et al. 1996, Zhang a King 1996) a gdf1. Ob¢ molekuly jsou nejprve ve stadiu
oocyt I volné rozprostieny v cytoplazmé, ve stddiu oocyt II se zatnou hromadit v oblasti
vegetativniho polu, spojuji se s endoplazmatickym retikulem a néasledné jsou na ptrelomu
stadia IIT a IV pfesunuty a ukotveny do vegetativniho kortexu (Melton 1987, Forristall ef al.
1995, Kloc a Etkin 1995, Deshler et al. 1997).

Prvotni agregace mRNA v oblasti endoplazmatického retikula probiha bez tcasti
mikrotubull, pro pozdé&jsi transport do vegetativniho kortexu jsou jiz mikrotubuly
a molekularni motory (kinesin I a kinesin II), které¢ interaguji s RNP komplexem, nezbytné
(Yisraeli et al. 1990, Betley et al. 2004, Yoon a Mowry 2004, Messitt et al. 2008).
K ukotveni mRNA ve vegetativnim kortexu dochdzi interakci s cytokeratinovymi filamenty

(Pondel a King 1988, Alarcon a Elinson 2001). Kratce po oplozeni dojde k rozpadu
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cytokeratinu a mRNA jsou uvolnény z kortexu a difuizi rozprostieny ve vegetativni poloving
vajicka a rannych embryi (Weeks a Melton 1987, Pondel a King 1988, Forristall et al. 1995,
Zhang a King 1996).

Pro transport do vegetativniho pdlu je mRNA gdfl rozpoznana diky 340 nt
(nucleotide) dlouhému lokaliza¢nimu elementu v 3° UTR oblasti (Mowry a Melton 1992).
V ramci lokaliza¢niho elementu bylo nalezeno nékolik kratkych repetitivnich motivii
(UUUCUA a UUCAC), které jsou schopné vazby s proteiny za vzniku RNP komplexu
(Deshler et al. 1997, 1998, Cote et al. 1999). Lokaliza¢ni element byl identifikovan také v 3°¢
UTR oblasti mRNA vegt a i zde se nachazi klastry UUCAC motivi (Bubunenko et al. 2002,
Kwon et al. 2002). Zda se ale, ze motiv lokaliza¢nich elementt neni spoleny pro vSechny
mRNA pfepravované touto drahou. Piikladem je mRNA vegetativné lokalizovany protein
(velol, vegetally localized protein), kterd sice vykazuje stejny lokalizacni vzor jako vySe
zminéné mRNA, ale lisi se délkou i sekvenci LE (Claufen a Pieler 2004). Zda se tedy, Ze
mRNA molekuly uréené pro transport pozdni drahou mohou byt rozlisené na zakladé¢

ruznych motivii v 3¢ UTR a celkovy vycet zjisténych motivii nemusi byt stale konecny.
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Obrazek 5: Lokaliza¢ni drahy maternalni RNA. RNA transportovand METRO dréhou (nahoie)
je nejprve zachycena v mitochondrialnim oblaku (stadium oocytu I) a nasledné dochazi k jeji
lokalizaci do malé oblasti vegetativniho kortexu (stadium oocytu II-III). V pozdni draze je RNA
v oocytu nejprve distribuovana rovnomérné a k zachyceni do vegetativniho kortexu dochdzi az
pozdéji béhem oogeneze (stadium oocytu IV) (pievzato a upraveno podle Kloc a Etkin, 1995).

5.2.3. Stfedni transportni draha
Mnoho vegetativné lokalizovanych mRNA vykazuje charakteristiky jak pro ¢asnou, tak i pro
pozdni transportni drdhu a fadi se proto do samostatné skupiny nazyvané jako stfedni
transportni draha. Pfikladem je mRNA dead-end 1 (dndl), ktera sice ma lokaliza¢ni vzor
1LE typicky pro pozdni transportni drdhu, jedna se ale o transkript specificky pro
zarode¢nou plazmu (Horvay et al. 2006). Dalsimi zastupci stfedni transportni drahy je
mRNA peripilin 2 (plin2; dtive téZ fatvg) (Chan et al. 1999), kterd pravdépodobné vyuziva
k transportu oba typy drah nebo déale také mRNA proteinu interagujiciho s glutamdatovym
receptorem 2 (grip2, glutamate receptor-interacting protein 2) transportujici se na

podobném principu (Claufen ef al. 2011).

5.2.4. Lokalizace RNA v animalnim pdlu
V animdlnim polu oocytu je lokalizovand vétSina pfitomné mRNA (kolem 94 %)
a lokalizace probihé pravdépodobné béhem oogeneze difuizi z jadra bez aktivniho transportu

(Sindelka et al. 2010, 2018). Na druhou stranu, extrémné animalni skupina mRNA vykazuje
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rostouci gradient v animalnim pdlu v oblasti kortexu, coz jiz naznacuje pottebu aktivniho
transportu, ale protoze v 3’UTR oblasti zatim nebyl zjiStén zadny motiv potiebny pro

transport, mechanismus lokalizace zatim zlistava neobjasnén (Sindelka et al. 2018).

6. Role lokalizované RNA ve vyvoji zarodecnych bunék

6.1. Vznik zarode¢nych bunék
Béhem vyvoje obratlovctl je pro vznik PGC, prekurzora gamet, kritické odd€leni zarodecné
linie od somatické. Dosud byly popsany dva mechanismy zajiStujici tuto udalost —

mechanismus bunééné autonomni a induktivni.

6.2. Bunécné autonomni mechanismus
Bunécné autonomni mechanismus byl popsan naptiklad u obratlovcti D. rerio a X. laevis.
UX. laevis je zakladem pro vznik zarodecné linie zarodecnd plazma obsahujici
nemembranova zarode¢na granula s maternalnimi RNA a proteiny (Mahowald a Hennen
1971, Heasman et al. 1984, Kloc a Etkin 1995).

Na zacatku oogeneze se zarode¢na plazma akumuluje v oblasti mitochondridlniho
oblaku, nasledné nastdva piesun celého komplexu do vegetativni oblasti, fragmentaci
mitochondridlniho oblaku, a poté dochézi k ukotveni komponenti zarode¢né plazmy do
kortexu oocytu (METRO draha) (Heasman et al. 1984; Kloc a Etkin 1995). Po oplozeni je
zarode¢na plazma béhem ryhovani segregovana do vegetativnich blastomer pomoci
asymetrického dé€leni, kdy se zdrodecna plazma vzdy segreguje do jedné dcefiné buiky,
budouci PGC, a timto procesem postupné dojde postupné k oddéleni zarodecné linie od
somatické. Priblizné 1,5 dne po oplozeni dojde v embryu k né¢kolika mitotickym déleni PGC
v oblasti endodermu a zarodecné buniky poté migruji do genitalni ryhy, kde daji vzniknout

gametam (Blackler 1958, Whitington a Dixon 1975, Wylie ef al. 1976).

6.3. Induktivni mechanismus

Induktivni mechanismus diferenciace zarode¢nych bunék byva nejvice spojovan se savéimi
modely, ukazuje se ale, Ze tento mechanismus je spole¢ny i pro zastupce z fadu Caudata.
U A. mexicanum se ukdzalo, Ze PGC vznikaji bez ptitomnosti zdrodecné plazmy
v odpovédi na indukéni signaly z endodermu. PGC vznikaji z totipotentnich bun¢k, které
jsou v ranné gastrule lokalizované ve ventralni marginalni zéné. Prekurzory PGC na konci
gastrulace prochazi dorzalnim rtem blastoporu a usidluji se v budoucim mesodermu, kde
davaji vznik gametam (Nieuwkoop 1947, Boterenbrood a Nieuwkoop 1973, Sutasurja

a Nieuwkoop 1974, Ikenishi a Nieuwkoop 1978, Johnson et al. 2001, 2003). Bylo
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prokazéno, ze nevratné urCeni zarode¢ného osudu bunck probihd az po specifikaci
somatickych bungk, a to az v obdobi neurulace (Chatfield ef al. 2014).

Vzhledem ke spolecnému mechanismu urceni zarodec¢né linie pomoci induktivni
signalizace u mysi a ocasatych obojzivelnikli se zd4, Ze by induktivni mechanismus mohl
byt ptivodnim pro obratlovce a pochézet od spole¢ného piedka Tetrapod (Johnson et al.

2003, Chatfield et al. 2014).

6.4. Vyvojzarodecnych bunék v D. rerio
Vyvoj oocytu D. rerio se rozd€luje na 5 stadii v zavislosti na morfologickych
a fyziologickych zménach (Selman et al. 1993). Béhem prvniho stddia dochazi k formaci
Balbianiho téliska, které hraje vyznamnou roli ve vyvoji prekurzori PGC jak u D. rerio, tak
1u X laevis (Mahowald a Hennen 1971, Heasman et al. 1984, Selman et al. 1993).

Balbianiho télisko obsahuje fadu mRNA esenciadlnich pro tvorbu PGC jako je
napiiklad ddx4 (DEAD-box helicase 4, znamé téz jako vasa), nanosl, dndl a bucky ball
(buc) (Yoon et al. 1997, Braat et al. 1999, Koprunner et al. 2001, Weidinger et al. 2003,
Bontems et al. 2009). Balbianiho télisko se nejprve nachazi v blizkosti zdrode¢ného vacku,
nasledné ale dochazi ve stadiu II k jeho pfesunu do vegetativniho polu, kde se postupné
rozpadne a ¢ast jeho mRNA asociuje s kortexem oocytu (Braat et al. 1999, Howley
a Ho 2000, Kosaka et al. 2007). Odlisné je lokalizovana mRNA buc, kterd se oddéli
z Balbianiho téliska jiz béhem stadia II a pfemisti se z vegetativniho do animalniho pélu
(obrazek 6) (Bontems et al. 2009).

Po oplozeni se vlivem cytoplazmatické pfestavby a zapojeni cytoskeletu pfesunou do
animalniho polu, oblasti budouciho blastodermu, 1 zbylé mRNA- dndl, ddx4 a nanosl
(Howley a Ho 2000, Weidinger et al. 2003, Theusch et al. 2006). Béhem prvniho déleni
vajicka jsou mRNA lokalizované do blizkosti délici ryhy v oblasti embrya sousedici se
Zloutkem a nasledné jsou béhem dalSich d€leni asymetricky separovany do prekurzor PGC
(obrazek 6) (Yoon et al. 1997, Braat et al. 1999, Koprunner et al. 2001, Weidinger et al.
2003, Theusch et al. 2006).
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Oogeneze Animalni RNA:

/{6}\ “Bucky ball
O |
Vegetativni RNA:
' -Dead end1
i -Nanos1

-Vasa

Stadium la Stadium |b Stadium 1l Stadium -1V Dazl
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Embryogeneze

Bucky ball
MNanosl
Vasa

Dazl

N®®0

Vajicko Embryo ve stadiu 1 bufiky Embryo ve stadiu 2 bunék

Translokace blastodermu

Obrazek 6: Lokalizace zarode¢né plazmy v oogenezi a ¢asné embryogenezi D. rerio. Ve stadiu
Ia se utvati Balbianiho télisko, které asociuje s mRNA zarodec¢né plazmy. Na prelomu stadia Ib a II
se Balbianiho télisko a mRNA piesouvaji do vegetativniho pdlu. V nasledujicich stadiich se
Balbianiho télisko rozpada a mRNA asociuje s kortexem. buc mRNA se ve stadiu III piesouva do
animalniho pdélu. Po oplozeni se mRNA zirodecné plazmy z vegetativniho kortexu piesouva do
animalniho polu a nasledné se uskupuje v oblasti dé€lici ryhy (pfevzato a upraveno podle Aguero et
al., 2017).

7. Determinanty zarodec¢nych bunék

7.1. buc/velol

V X. laevis je mRNA pro velol lokalizovana pozdni transportni drahou do vegetativniho
polu (ClauBen a Pieler 2004). Byly objeveny dvé sestfihové varianty velol — kratka a dlouha
varianta. DelSi varianta proteinu se na rozdil od kratké varianty v previtelogennich oocytech
vyskytuje v mitochondrialnim oblaku. V pozdnich oocytech jsou ob¢ varianty soucasti
ostrivkl zarodec¢né plazmy ptricemz se ukéazalo, Ze kratka isoforma velol je podstatna pro
agregaci téchto ostravku (Nijjar a Woodland 2013). Sekvence velol obsahuje homologie pro
protein Buc D. rerio, kde ovliviiuje A-V lokalizaci mRNA pravdépodobné skrz formaci
Balbianiho téliska (Marlow a Mullins 2008, Bontems et al. 2009). V D. rerio je buc mRNA
ve stadiu oocyt I lokalizovana taktéz vegetativné, v pozd¢jSich stadiich oocytu ale dochazi

k jeji relokalizaci do animalniho polu. Béhem prvnich déleni je poté protein Buc lokalizovan
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spole¢né se zarode¢nou plazmou ve vegetativni ¢asti embrya. Experimentalné indukovana
zvySena exprese buc vedouci ke zvySeni poctu PGC poté ukazuje na roli proteinu
v embryonalni organizaci zarode¢né plazmy a tim padem na jeho esencidlni roli pfi vzniku

zarode¢nych bun¢k. (Bontems et al. 2009).

7.2. nanosl
RNA-vazajici protein obsahujici 2 konzervované motivy zinkovych prstl (,,zinc fingers®)
potifebné pro vazbu na RNA je kodovan genem nanos! (Hashimoto et al. 2010, Lai et al.
2011). Protein Nanos1 je specificky pro tvorbu zarode¢nych buniek u fady zivoc¢isnych druhti
jako naptiklad u D. rerio (Koprunner ef al. 2001) nebo X. laevis (Forristall et al. 1995, Zhou
a King 1996, Lai et al. 2011).

Transkripce mRNA nanos! X. laevis probihd jiz béhem Casné oogeneze, translace je
ale béhem oogeneze inhibovana a probiha az po oplozeni (Mosquera ef al. 1993, Forristall
et al. 1995, Zhou a King 1996, Luo et al. 2011). Ukazuje se, ze protein Nanos1 hraje roli pfi
inhibici translace RNA specifické pro endoderm (napt. VegT), a tim umoziuje vznik
zarode¢nych bunck. K inhibici translace ale dochazi pouze v obdobi, kdy se zarodecné

buiiky vyskytuji v oblasti endodermu, tedy pfed za¢dtkem migrace (Lai ef al. 2011, 2012).

7.3. grip2
Gen grip2 koduje protein se sedmi PDZ doménami, jehoz funkce byla plivodné objevena pii
synaptickych pfenosech nervové soustavy. Protein byl objeven v neuronech, kde asociuje
s AMPA glutamatovymi receptory a je tak pravdépodobné zodpovédny za jejich lokalizaci
(Dong et al. 1999). Nasledné byla ale zjisténa pritomnost mRNA grip2 v oocytech X. laevis
a vyvstala tak otdzka, zda miiZe mit tento gen roli 1 v ranném embryonalnim vyvoji.

Ve stadiu oogeneze I je mRNA lokalizovana v oocytu X. laevis uniformé, tak jako to
odpovida transkriptim lokalizovanym pozdni transportni drahou, nasledné ale dochézi k jeji
lokalizaci do mitochondrialniho oblaku, coZ odpovida METRO draze. Lokaliza¢ni vzor této
mRNA se tedy fadi ke stfedni transportni draze. Dale bylo zjisténo, Ze mRNA se v pozd¢jSim
vyvoji piresouvd do PGC, a protoze experiment inhibujici translaci grip2 pomoci morfolino
oligonukleotidu vedl k problémim lokalizace PGC do genitalni ryhy, pfedpoklada se, Ze
protein Grip2 mé pravdépodobné vliv na udrzeni populace PGC a na migraci PGC do
genitalni ryhy. Migrace PGC pomoci proteinu Grip2 by mohla probihat odpovédi na
pfitazlivé signdly z dorzalniho mesodermu (Kaneshiro et al. 2007, Tarbashevich et al. 2007,

Kirilenko et al. 2008).
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Cile diplomové prace
Hlavnim cilem mé diplomové préace je porovnat RNA lokalizaci v asné embryogenezi A.
mexicanum Vviac€i X. laevis. Pomoci kvantitativni PCR reverzni transkripce (RT-qPCR,
quantitative reverse transcription PCR) a RNA sekvenacni (RNA-seq, RNA-sequencing)
tomografie jsem identifikovala fadu gent spadajicich do jedné z kategorii lokalizace RNA
puvodné pouzivanych u X. laevis (Sindelka et al. 2018). K mym dal§im cilim se fadi
identifikace gend, vykazujici zmény mezi ¢asnymi stadii na RNA trovni:

1) Relokalizované RNA v casném vyvoji

3) Syntézy RNA pifed MBT

4) Degradace RNA v ¢asném vyvoji

V druhé ¢asti mé prace jsem se pomoci metod RT-qPCR a RNA-seq zaméfila na
identifikaci obsahu RNA v blastomerach 2 a 4 buné¢ného embrya. Cilem tohoto experimentu
bylo srovnat distribuci RNA v jednotlivych blastomerach u embryi 4. mexicanum s daty
X. laevis, které jiz byli ziskany v nasi laboratofi (Sindelka et al., nepublikovano). Nalezené
rozdily ukazuji na unikatnost kazdého modelu, a proto jsem zacala pomoci mikroinjikace
dextranu do poli oplozeného vajicka a jednotlivych blastomer studovat relokalizaci

v ¢asném vyvoji a bunéény osud.
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Metody

1. Embrya
Embrya A. mexicanum byla poskytnutd z chovu katedry zoologie Ptirodovédecké fakulty
Univerzity Karlovy ve spolupraci s Vladimirem Soukupem, Ph.D.

Samec a samice 4.mexicanum byli spolecné umistény ptes noc v akvariu o teploté
15°C. To indukovalo samice ke kladeni vajic¢ek a jejich oplodnéni. Oplodnéna vajicka byly
nasledné sesbirany do Petriho misky se Steinbergovym médiem (viz 6), kde byli s pouzitim
dvou pinzet zbaveny gelového obalu. Embrya jsme inkubovali pfi teploté 15 °C do stadia 1,
2, 4, 64 a 1000 bunck, a poté je pienesli do Tissue-Tek O.C.T. Compound a orientovali

animalni polovinou smérem vzhiiru. Vzorky byly poté uschovany pii teploté -80°C.

2. RT-gPCR tomografie

2.1. Priprava embryi pro identifikaci RNA distribuce podél A-V osy
5 vzorkl ve stadiu vajicka (1 burika), 4, 64 a 1 000 bunék bylo nafezano na 5 segmentt podél
A-V osy (obrdzek 7A) pomoci kryostatu (Leica CM1950). Teplota kryokomory byla
nastavena na 24 °C a teplota nastavce na vzorek na -14°C. Nejprve byly vzorky po dobu 10
min inkubovany v kryokomote a nasledné bylo kazdé embryo roziezano na 30 um Siroké
platky. Nasledné platky byly rovnomé&rné rozdéleny do 5 zkumavek, pfi¢emz zkumavka ¢.1

obsahovala animalni ¢4st, zatimco zkumavka ¢.5 vegetativni ¢ast embrya.

2.2.  Priprava embryi pro identifikaci RNA profilu pro uréeni L-P nebo D-V osy

Pro urceni distribuce RNA v jednotlivych blastomerach bylo 6 vzorki ve stadiu 2 a 4 bun¢k
nejprve 10 minut inkubovano pii teploté -14 °C v kryokomofte (pro zamezeni namrzavani
vzdusné vlhkosti) a nésledn€ pomoci velmi jemného skalpelu manudlné rozfezdno na
jednotlivé blastomery. Blastomery byly poté rozdéleny do zkumavek a ¢islovani vzorkt

probéehlo podle ptilozeného schématu (obrazek 7B).

A:(‘T
s \\//

Obrazek 7. Piiprava embryi podél A-V osy (A). Schéma rozdéleni blastomer 2 a 4 bunécného
embrya (B).
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2.3.RNA izolace

RNA byla izolovana pomoci TRI Reagent® protokolu. Vzorky byly homogenizované
s 300 ul TRI Reagent® (Sigma-Aldrich), po 15 minutich inkubace bylo pfidano 60 ul
chloroformu a vzorky byly nasledné¢ centrifugovany 15 minut pii 12000 g a 4 °C
v Eppendorf Centrifuge 5415 R (MarshallScientific). Centrifugaci se odd¢lila horni vodni
faze, kterd byla pridana k 180 pl isopropanolu. Po 30 min centrifugace (16 100 g, 4 °C)
doslo k vysrazeni RNA ve formé pelety, kterd byla procisténa 500 pl 80% ethanolu. Po
odsati ethanolu a vysuSeni se srazenina rozpustila v 20 ul Tris-EDTA pufru (Sigma-
Aldrich). Nasledné byl pfidan 1 pl GlycoBlue (ThermoFisher) a 20 pul 8M LiCl (Sigma-
Aldrich), ktery umozni dodatecné oc€isténi RNA od inhibitorG pfitomnych ve Zloutku
vegetativni hemisféry rannych embryi. Po celono¢ni inkubaci pii -20 °C byla provedena
centrifugace vzorkl (30 min, 16 100 g, 4 °C) a nasledn¢ byly vzorky 2x promyty 200 ul 80%
ethanolu. Po odsati a odpateni zbytkl ethanolu bylo ke vzorkiim pfidano 20 ul 1x Tris-
EDTA pufru (Sigma-Aldrich) a vzorky byly 5 min inkubovany pti 65 °C az do dokonalého
rozpusténi RNA. Zméteni koncentrace celkové RNA bylo pro RT-qPCR provedeno na
NanoDrop-2000 (ThermoFisher), pro ptipravu knihoven byla koncentrace a kvalita zméfena

pomoci 5200 Fragment Analyzer (Agilent).

2.4, RT-gPCR

2.4.1. Reverzni transkripce

30 ng RNA zkazdého segmentu embryi pfipraveného podél A-V osy a 50 ng RNA
z jednotlivych blastomer bylo pfepsano na komplementarni deoxyribonukleovou kyselinu
(cDNA, complementary deoxyribonucleic acid) metodou reverzni transkripce. Reakce byla
pfipravena na celkovy objem 10 pl a skladala se ze 2 krokll. V prvnim kroku byla nejprve
RNA nafedéna dH>O bez RNaz a DN4z (ThermoFisher) na objem 5 pl. Déle bylo pfidano
0,5 ul dNTPs (dGTP,dCTP, dATP, dTTP; kazdy 10mM, ThermoFischer), 0,5 ul oligo-dT
a ndhodnych hexamert (kazdy 50 uM, ThermoFisher), 0,5 ul dH>O bez RNaz a DNaz
(ThermoFisher) a 0,5 ul RNA-spike (TATAA biocenter). Pfidanim RNA-spike (TATAA
biocenter) jsme ovéfovali pfipadnou inhibici ve vzorku.

Druhy mix obsahoval 2 pul 5xRT pufru (ThermoFisher), 0,5 ul RnaseOUT
(ThermoFisher), 0,5 ul Maxima H minus Transkriptdzy (ThermoFisher). Reakce s prvnim
mixem probihala v C1000 Thermal Cycler (Bio-Rad) za nasledujicich podminek — 5 minut
pfi 65 °C a 10 minut pii 4 °C. Po tomto kroku byl do reakce pfidan druhy mix. Déle reakce
probihala 10 minut pfi 25 °C, 30 minut pfi 50 °C, 5 minut pii 85 °C a nasledné byly vzorky
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zchlazeny na teplotu 4 °C. Vyslednad cDNA byla natedéna na 100 pl Tris-EDTA pufrem
(Sigma-Aldrich) a uskladnéna pii -20 °C.

2.42. gPCR

Anotace genii a genové sekvence byly Cerpany z online databaze (https://www.axolotl-
omics.org/) a také znaSi RNA-seq analyzy. Primery pouzit¢é pro kvantitativni
polymerazovou fetézovou reakci (qPCR, quantitative polymerase chain reaction) byly
navrhnuté s pomoci programu Primer3 (Ptilohy, tabulka 1). Pro porovnani nukleotidové
sekvence jednotlivych RNA isoforem a zajisténi specifity cilového mista primera byl vyuzit
program Geneious verze 2021.2.

Reakéni smés o celkovém objemu 7 ul obsahovala 2 pl cDNA, 0,29 pl smési
»forward a reverse” primerti (smés 1:1, koncentrace 20uM), 3,5 ul 2x TATAA SYBR®
GrandMaster® Mix (TATAA Biocenter) a 1,21 pl dH>O bez RN4z a DN4z (ThermoFisher).
Reakce probihala na pfistroji CFX384 Real-Time System (Bio-Rad) za nasledujicich
podminek: denaturace 3 minuty pii 95 °C a nasledné v 45 cyklech: denaturace 15 sekund pfti
95 °C, nasednuti primert pii 60 °C 20 sekund a elongacni faze pti 72 °C 20 sekund.

Specificita reakce byla ovéfena analyzou kiivky tani produktu.

3. RNA sekvenovani

3.1.  Priprava knihoven z blastomer 2 a 4 buné¢ného embrya
Ze 150 ng RNA z jednotlivych blastomer 2 a 4 bunééného embrya (z kazdého stadia 4
replikéaty) byla nejprve odstranéna rRNA podle protokolu Ribocop rRNA Depletion Kit V1.3
(Lexogen). Po depleci byly piipraveny knihovny podle protokolu NEBNext® Ultra™ II
Directional RNA Library Prep Kit for [llumina® (New England Biolabs). Nejprve byla
provedena fragmentace RNA po dobu 8 minut. Syntéza prvniho fetézce cDNA probihala
10 minut pii 25 °C, 50 minut pfi 42 °C a 15 minut pii 70 °C v C1000 Thermal Cycler
(Bio-Rad). Syntéza druhého fetezce cDNA probihala 60 minut pii 16 °C. Dvoufetézcova
cDNA byla procisténa pomoci NEBNext Sample Purification Beads. Poté byla podle
protokolu pfipravena liga¢ni smés, umoznujici ligaci adaptorti s cDNA. Smés byla nejprve
inkubovana 15 minut pfi 20 °C. Néasledné byly pfidano 3 pul USER enzymu a smés byla
inkubovana dalSich 15 minut pii 37 °C. Po dalS§im procisténi doSlo k amplifikaci RNA
pomoci PCR reakce (12cykli) obsahujici indexované primery. Iniciaéni denaturace
probihala 30 sekund pfi teploté 98 °C, a poté nasledovala denaturace 10 sekund pti 98 °C.

Nasednuti primert probihalo pfi teploté 65 °C 75 sekund a zavérecna faze trvala 5 minut pti
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65 °C. Po procisténi knihoven byla zméfena kvalita pomoci 5200 Fragment Analyzer
(Agilent). Knihovny byli rovnomérné smichdny na smés o objemu 150 pl a molarité 12 nM.
Po zavérecném precisténi (odstranéni nespotifebovanych adaptori) byla molarni koncentrace

smési stanovena na 31 nM.

3.2. Priprava knihoven ze vzorkUl vaji¢ek a embryi piipravenych podél A-V osy
cDNA knihovny byli pfipraveny ze 3 replikati z kazdého stadia (5 segmentt z kazdého).
Postup byl shodny s pfedchéazejicim, jen jsem pouzila 100ng celkové RNA na vzorek

a vysledna koncentrace smichanych knihoven byla 3,5 nM.

3.3.  RNA sekvenovani
RNA sekvenovani bylo provedeno Servisni laboratofi funkéni genomiky a bioinformatiky
(Ustav molekularni genetiky AV CR, v. v. i.) za pouziti sekvanatoru Illumina NextSeq 500,

high-output 150bp.

4. Mikroinjikace

2 nl fluorescin dextranu (1% roztok v HO, 10 000 MW) byly injikovany do animalniho
nebo vegetativniho pdlu oplodnéného vajicka a do animalni ¢asti jedné z blastomer embrya
ve stadiu 2 bunék (obrazek 12). Embrya inkubovana pfi 15 °C a focena 8 nebo 12 dni po
oplozeni pomoci stereomikroskopu (Nikon SMZ1270). Vysledné obrazky byly zpracovany

v programu ImagelJ.

5. Analyza dat

5.1. Analyza lokalizace RNA podél A-V osy
Za ptedpokladu 100% ucinnosti gPCR byly hodnoty Cq pfevedeny na relativni mnoZstvi
podle nésledujiciho vzorce:
27¢4;
Xj = W

xj oznaCuje ¢ast RNA vyskytujici se v sekci embrya j. Cgj poté ukazuje hodnotu Cq
v jednotlivych sekcich. n je pocet sekci z jednotlivych embryi. Vzorec znazoriiuje mnozstvi
RNA v urcitém segmentu oproti celkovému mnozstvi v celém embryu.

Rozdéleni RNA do jednotlivych kategorii lokalizace probihalo podle nasledujicich
kritérii:

26



Kategorie lokalizace Kritérium

Extrémné animalni RNA maximumv A; (A+B)>(D+E);C>DneboE
Animalni RNA maximum v B; D + E < 40 % z celkové RNA
Vegetativni RNA (D+E)>(A+B+C);D>AneboBneboC
Extrémné vegetativni RNA | E > 50 % z celkové RNA; E > 2*D

Ostatni RNA nespliuje zadné ze zminénych kritérii

Lokaliza¢ni profil byl také urcen u vybranych RNA ziskanych RNA-seq analyzou.

Podil RNA na celkové RNA byl vypocitan nésledujicim zptisobem:

Zj

Xj = n

j=1%j
xj oznaCuje Cast RNA vyskytujici se v sekci embrya j. z; poté ukazuje pocet
transkriptd v jednotlivych sekcich. n je pocet sekci zjednotlivych embryi. Vzorec
znazoriuje mnozstvi RNA v ur¢itém segmentu oproti celkovému mnozstvi v celém embryu.
RT-qPCR a RNA-seq data byly zpracovany pomoci MS Excel. Podil jednotlivych

RNA z celkového mnozstvi RNA v embryu je zobrazen v grafech zndzorfiujici primér

z hodnot ze 3 replikatti. Chybové usecky ukazuji smérodatnou odchylku.

5.2. Analyza syntézy a degradace RNA
Pro analyzu zmény mnoZzstvi RNA v embryich podél A-V osy detekovanou metodou qPCR

byl pouzit nasledujici vypocet:

x; = Z—ACQi aAqu _ qu1+ qu2'+---+qu5 _ qu1,1+ quv2'+-~-+quv5 .
j J
x; je relativni mnoZstvi RNA v celém embryu ve stadiu i. ACgq; oznacuje relativni
zménu exprese ve stadiu i v porovnani se stddiem 1 buiiky. Cg; je hodnota Cg v sekci
j astadiu i a Cgj» je hodnota Cq v sekci j ve stadiu 1 buiky v.
Vypocet zmény mnozstvi RNA z dat ziskanych RNA sekvenovanim byl vypocitan
nasledujicim vypoctem:

le + sz + -+ Wj5

Yi= Zjl + ij + -+ st

yije relativni mnoZstvi mRNA v celém embryu ve stadiu i. w; oznacuje pocet
transkriptl ve stadiu i v sekci j a zj, poCet transkriptli embrya ve stddiu 1 bunky v sekei ;.

Hodnoty relativniho mnozstvi ziskané z analyzy RNA-seq a qPCR byly zpracovany
pomoci MS Excel a jsou znazornény ve sloupcovych grafech. Graf vyjadiuje srovnani

geometrického priméru hodnot ze 3 replikati z kazdého stadia chybova usecka oznacuje
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smérodatnou odchylku. Statistickd signifikance byla vypocitdna pomoci Studentova

neparového t-testu (Ptilohy, tabulka 2).

5.3.  Analyza distribuce RNA v 2 a 4 buné¢ném embryu
Pro analyzu RT-qPCR dat byl pouzit MS Excel. Celkem byl analyzovan distribu¢ni profil
20 mRNA ve 4 vzorcich z kazdého stadia. Pro analyzu profilu bylo nejprve nutné rozlisit od
sebe jednotlivé blastomery. Blastomery byly charakterizovany podle rostouciho mnozstvi
mRNA grip2 (A az D). Nasledné bylo vypocitané relativni mnozstvi v jednotlivych
blastomerach stejnym zpiisobem jako podél A-V osy (viz 5.1.). V grafu je vyjadieno
primérné mnozstvi RNA u daného genu v jednotlivych blastomer z 2 a 4 bunééného embrya.
Rozdily mezi jednotlivymi replikaty vyjadiuje smeérodatnd odchylka. Statisticka

signifikance byla vypocitdna pomoci Studentova neparového t-testu (Ptilohy, tabulka 3).

5.4. Analyza RNA-seq dat

RNA-seq analyza byla provedena mym kolegou MSc. R. Narainem. Analyza rozdilné
exprimovanych gent (DEGs, differentially expressed genes) podél A-V osy byla provedena
pomoci DEseq2 (Love et al. 2014). Urceni DEGs ve 2 a 4 bunééném embryu probihalo
pomoci NormQ normalizacni metody (Naraine ef al. 2020) na zdkladé RT-qPCR profili
grip2 adndl. Kritéria pro vybér gent byla nasledovna — vyskyt vice nez 20 kopii transkriptu
na embryo/blastomeru a upravena p-hodnota (padj, adjusted p-value) mensi nez 0,01. Pro
vSechny datasety byla také pouzita analyza hlavnich komponent (PCA, principal component

analysis), kterd zobrazuje 500 nejvice variabilnich gend.

6. Roztoky

1x Steinbergiiv roztok
58,2 mM NaCl; 0,9 mM KCI; 0,3 mM Ca(NOs3), x 4H>0; 0,4 mM MgSO4 x 7H,0; 5 mM
Trizma base; pH 7.35-7.45
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Vysledky

1. Distribuce materndlni RNA podél A-V osy

1.1. Distribuce celkové RNA

V oocytech X. laevis byly stanoveny 4 skupiny lokalizace RNA podél A-V osy pomoci
metody RT-qPCR tomografie (Sindelka ez al. 2018). Za vyuziti této metody jsem v mé praci
nejprve identifikovala distribuci celkové RNA podél A-V osy v oplodnénych vaji¢cich
a Casnych embryich 4. mexicanum (obrazek 8B). Celkové izolované mnozstvi RNA
v jednotlivych segmentech se v pribéhu vyvoje neméni (obrazek 8A). Dale jsem pomoci
RT-qPCR stanovila lokaliza¢ni profil dvou kontrolnich genti a ovéftila tak kvalitu a spravnou
orientaci pfipravenych vzorkll. Zatimco mRNA grip2 je ve vSech vzorcich lokalizovana
extrémné vegetativné (obrazek 8C), mRNA genu obsahujici ankyrinovou repetici a KH
doménu 1 (ankhdl, ankyrin repeat a KH domain containing 1) je lokalizovana animalné

(obrazek 8D).

Mnozstvi celkové RNA
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Obrazek 8: Distribuce celkové RNA ve stadiu 1 (modra), 4 (Cervena), 64 (Cerna) a 1000 (zelena)
bunek (A) podél A-V osy (B). Kontrolni geny grip2 (C) a ankhdl (D) pouzité pro ovéteni kvality
embryi. Hodnoty vyjadieny artimetickym primérem ze 3 replikatt. Chybova usecka vyjadiuje
smérodatnou odchylku. A- animalni; V- vegetativni.
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1.2.  Asymetricky lokalizovana RNA
Po ovéfeni lokalizacnich profili kontrolnich gent jsme pokracovali s RNA-seq tomografii,
ktera nam umoznila ziskat celkovy pohled na prostorovou lokalizaci maternalnich RNA
béhem casného vyvoje. PCA ukazuje, ze mezi animalni a vegetativni sekci jsou pomérné
velké rozdily pozorovatelné ve vsech stadiich a také je zde znacnd odliSnost mezi
jednotlivymi stadii (obrazek 9A). Dale se nam podafilo v kazdém pozorovaném vyvojovém
stadiu urcit 28 909 materndlnich RNA. Z celkového poctu gent bylo identifikovano 8-16 %
DEGs. Zatimco ve stadiu 1 buiiky se nachazi 4 708 DEGs v pozdéjSich stadiich je pocet
analyzovanych DEGs 2 280 az 2679. VétSinu identifikovanych DEGs jsme byli schopni
rozdélit do jedné ze 4 lokalizacnich skupin. V extrémné animalni sekci jsme detekovali 284
az 538 genti a v animalni sekci 326 az 685 genll. Nejvice genil se nachazi ve vegetativni (762
az 1 114 genli) a v extrémné vegetativni kategorii (240 az 1 083 gentll) (obrazek 9B). Ze
ziskanych dat je zfetelné, ze mezi jednotlivymi stadii ¢asného vyvoje dochazi ke zménam
v poctu gentl v jednotlivych kategoriich, a pravé popisu piicin téchto zmén se budu vénovat

v dalsi casti této prace.

A B
Kategorie 1 burika 4 buriky 64 bunék 1000 bunék
Stadium
rémnd
50 ® 1huika extremn® 538 284 523 418
. animalni
4 bunky
B 64bunek animalni 675 326 387 325
9 + 1000 bunék
< 25
g P :. Sekee vegetativni 1114 762 947 1036
®
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50 .. 1083 504 435 240
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A D s celkem
4 t ° DEG: Ik 4708 2280 2 867 2679
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Obrazek 9. PCA ukazujici rozdily podél A-V osy a mezi jednotlivymi stadii casného
vyvoje (A). Pocet genti identifikovanych v kazdé kategorii lokalizace v ¢asném embryonalnim
vyvoji (B).

1.3. Relokalizace RNA v priibéhu ¢asného vyvoje

Ze ziskanych RNA-seq dat se mi podatilo klasifikovat 3 skupiny gentli u nichz, 1ze pozorovat
zmény v RNA lokalizaénim profilu. Zatimco prvni skupina genti méni RNA lokaliza¢ni
profil bez zmény celkového mnozstvi mRNA v embryu, zbylé¢ dvé skupiny genid méni
lokalizaéni profil v zavislosti na ubyvajicim nebo klesajicim mnoZstvi mRNA.

V prvni skupiné jsme identifikovali celkem 3 geny (kiaall09, sicl6al, ccnt2).

Prikladem mRNA ménici lokalizaci je kiaall09, jenz je ve stadiu 1 buiiky lokalizovana
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extrémné animalné a ve stddiu 1000 bunék je poté pfitomna v embryu rovnomeérné
(obrazek 10A). Zména lokalizace kiaal 109 je doprovazena stabilnim mnozstvim v pribéhu
celého ¢asného vyvoje (obrazek 10B).

Do skupiny gent s pfibyvajicim mnozstvim mRNA spada celkem 5 gent (napf.
hspg2, adora2ab). Vsechny tyto geny jsou ve stadiu 1 buiky lokalizované animélné nebo
extrémné animaln¢ a v pozdéjsich stadiich vlivem syntézy nové mRNA dochdzi ke zméné
lokalizace. Do posledni skupiny poté spadaji geny, které méni lokalizaci vlivem degradace
mRNA. V této skupiné jsme identifikovali 2 geny (rac3 a fam208b) lokalizované ve stadiu
1 bunky extrémné animaln¢ nebo animaln¢ a s odliSnym profilem v pozdéjsich stadiich.
Nejpocetnéjsi podskupinu (31 gent) poté tvori geny zpocatku lokalizované extrémné
vegetativné nebo vegetativné a lokalizované animalné nebo rovnomérné v pozdéjSich
stadiich. Zastupcem této skupiny je gen nesouci nazev protein vazajici RNA s vicendsobnym
sestithem (rbpms2, RNA binding protein with multiple splicing 2 — dtive hermes). Ve stadiu
1 buniky je mRNA rbpms?2 lokalizovana extrémné vegetativné, ale v prib&hu vyvoje se jeji
rozloZeni v embryu stava také téméf rovnomérnym (obrazek 10C). Uniformni distribuce
rbpms?2 je zpusobena degradaci materndlni mRNA v sekci E, ktera nastdva mezi stadiem

1 buiiky a stddiem 4 bunék (obrazek 10D).
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Obrazek 10: Geny vykazujici zmény v RNA profilu. mRNA kiaall09 je ve stadiu 1 bunky
lokalizovana XA (A, modte) zatimco ve stadiu 1 000 bun¢k (A, zelen¢) je lokalizovana rovnomérné.
mRNA rbpms2 je lokalizovana ve stadiu 1 buiky XV (C, modfe) zatimco ve stadiu 4 (C, ¢erven¢),
64 (C, cern€) a 1000 bunek (C, zelen€) je rozmisténa spiSe rovnomeérné. Zmeéna v lokalizaci
kiaal 109 je provazena stabilnim mnozstvim mRNA ve vSech stadiich (B). rbpms?2 je zplsobena
degradaci mRNA v XV segmentu E znatelnou jiz ve stadiu 4 bun€k (D). Data jsou vyjadfeny
aritmetickym (A a C) nebo geometrickym (B a D) primérem ze 3 replikati z kazdého stadia
achybova tuseCka zndzorfiuje smérodatnou odchylku. Statistickd signifikance mezi embryi
v pozdégjSich stadiich a stadiem 1 bunky je spocitana pomoci Studentova neparového t-testu. b.s.
p>0.05, ***p<0.001; XA- extrémn¢ animalni; XV- extrémné vegetativni; b.s. - bez signifikance.

1.4. Syntéza RNA v obdobi pred MBT

Jako dalsi jsme ze ziskanych RNA-seq dat identifikovali geny, u nichZ jsme pozorovali
zmény v mnozstvi transkriptu mezi jednotlivymi stadii ¢asného vyvoje.

Celkem jsme identifikovali 4 371 gent, u nichz jsme pozorovali nartst relativniho
mnozstvi, pravdépodobné zplisobeny de novo syntézou mRNA, a to ve stadiich vyvoje
predchazejicich MBT. De novo syntetizované geny byly porovnany mezi jednotlivymi stadii
a nésledné rozdéleny do dvou kategorii — geny s alespon dvojndsobnou zménou mezi dvéma
stadii a geny s alesponl pétinasobnou zménou. Mezi stadiem 1 a 4 bunék bylo zjiSténo
1 666 gena (napt. dctnl) s piinejmensim dvojnasobnou zménou, z ¢ehoz 658 genl (napf.
mok, plscr2) dosahovalo vice nez pétinasobné zmény mezi témito dvéma stadii. Mezi
stadiem 4 a 64 bunék byl poté zjistén vice nez dvojnasobny piirtstek celkem u 1 003 genti
(napt. ilf3) aztohoto mnozstvi genti jich 652 (napt. ndufb6) vykazovalo vice nez

pétindsobnou  zménu. Mezi staddiem 64 a 1000 bun€k dosSlo kvice
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nez dvojnasobnému ndrstu mnozstvi u 1 702 genl (napft. catspere), z ¢ehoz 1 364 genl
(napt. nynrin-like, sirt4) bylo ve stadiu 1 000 bunék syntetizovano v pétindsobném mnozstvi
oproti stadiu 64 bun¢k.

Z RNA-seq dat jsem vybrala dva geny vykazujici zvySeni mnozstvi transkriptu
v pribéhu ¢asného vyvoje a ovefila jejich relativni expresi pomoci RT-qPCR. Prvni je gen
podobny proteinu obsahujici NYN doménu a retrovirovou integrdzu (nynrin-like, NYN
Domain A Retroviral Integrase Containing-like). Pti srovnani relativniho mnozstvi mRNA
pro nynrin-like ziskaného metodou RT-qPCR (obrazek 11A, modry sloupec) ve stadiu
1 bunky s pozdé¢jsimi stadii jsem identifikovala slaby nérGst exprese ve stadiu 64 bunck
a pot¢ mnohonasobn¢ véEtsi nardst ve stadiu blastuly. DalSim ptikladem je gen pro
MAPK/MAK/MRK prekryvajici se kindzu (mok, MAPK/MAK/MRK overlapping kinase), kde
je narust relativniho mnoZstvi mRNA ve srovnani se stddiem 1 buiiky zietelny jiz ve stadiu
4 bunck (obrazek 11C, moudry sloupec). Relativni exprese nynrin-like a mok ziskana
metodou RT-qPCR odpovida analyzovanym RNA-seq (Cerveny sloupec) datim (obrazek
11A, C). Pti porovnani lokalizacnich profill v jednotlivych stadiich lze vidét, Ze k nartistu
exprese nynrin-like (obrazek 11B) 1 mok (obrazek 11D) dochazi v celém embryu
rovnomerne.

Jak vyplyva ze ziskanych dat takovéto zmény v mnozstvi transkriptli jsou v ¢asnych
embryich spiSe ojedinélym jevem. VéEtSina materndlni mRNA se v embryich vyskytuje ve
stabilnim mnoZstvi. Pfikladem jsou mRNA pro glykogen syntazu kindzu 3b (gsk3b, glycogen
synthase kinase-3 beta) a pro cyklin dependentni kindazu 8 (cdkS8, cyclin-dependent kinase §8),
jejichz relativni mnozstvi je az do stadia Casné blastuly srovnatelné s mnozstvim mRNA
pfitomné ve stddiu 1 buiky (obrazek 11E, G). Lokalizace mRNA gsk3B (obrazek 11F)

a cdk8 (obrazek 11H) je ve vSech ¢astech embrya rovnomé&rna.

33



A nynrin-like B nynrin-like
90 * 40%
30 35%
<
w70 = 30%
L 60 -
a v 25%
3 50 2
E 10 . E 20%
% 30 N 15%
€ 5 8 10%
10 ﬁ 5%
0o —— - — 0%
1 burika 4 buriky 64 bunék 1 000 bunék A B C D E
A-V osa
C mok D mok
35 30%
k2
30
. o —_— < 25%
o 25 e L =z
g = 20%
a <
ﬁ 20 £33 o
-
= < 15%
=15 5]
& = 10%
w 10 -
2 &
5 5%
0 e 0%
1 burika 4 buriky 64 bunék 1 000 bunék A B C D E
A-V osa
E gsk3b F gsk3b
1,4 30%
1,2 - _
< 25%
2 1 2 L .
i & 20% i :
o = ; A
508 2 2
= = 15%
= 06 G
=] N
5 = 10%
v 04 3
# E
0,2 5%
0 0%
1 burika 4 buriky 64 bunék 1 000 bunék A B C D E
A-V osa
G cdk8 H cdk8
1,2 30%
1 25%
v % L
S o8 T 20% = e ——
50 e ““"‘%
= 0
z 06 = 15%
= <
& o4 = 10%
] °
o [s]
0.2 & 5%
0 0%
1 burika 4 buriky 64 bunék 1 000 bunék A B C D E
A-V osa

Obrazek 11: Syntéza mRNA v obdobi pired MBT. Srovnani relativniho mnozstvi mRNA nynrin-
like (A) a mok (C) v pozdgjsich stadiich vzhledem ke stadiu 1 buinky. Vysledky qPCR (modry
sloupec) jsou porovnany s RNA-seq daty (Cerveny sloupec). Lokalizace nynrin-like ve stadiu 64 (B,
¢erné) a 1 000 bunck (B, zeleng) a lokalizace mok ve stadiu 4 (D, cerveng), 64 (D, Cern¢) a 1000
bun¢k (D, zelené). Lokalizace mRNA v ostatnich stadiich neni zobrazena z divodu velmi nizké
exprese. RNA-seq analyza mRNA gsk3b (E) a cdk8 (G) vykazuje stabilni relativni mnozstvi
vzhledem ke stadiu 1 bunky v pribéhu celého casného vyvoje. Lokalizace gsk3b (F) a cdk8 (H) ve
stadiu 1 (modie), 4 (Cerveng), 64 (Cerné) a 1 000 bun€k (zelené¢). Hodnoty jsou vyjadieny
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aritmetickym (B, D, F, H) nebo geometrickym primérem (A, C, E, G) ze 3 replikatid z kazdého stadia
a chybova tusecka znazoriiuje smérodatnou odchylku. Statistickd signifikance mezi embryi
v pozdéjsich stadiich a stadiem 1 buiiky je spocitdna pomoci Studentova neparového t-testu. Metody:
RT-gpCR (A, C), RNA-seq (A, B, C, D, E, F, G, H). b.s. p>0.05, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001;
b.s. - bez signifikance.

1.5. Degradace maternalni RNA v ¢asném vyvoji

Poté, co jsem identifikovala n¢kolik gent, kde jsem pozorovala nariist exprese, jsem se
rozhodla zaméfit na geny s opacnym trendem — geny, u nichz lze pozorovat klesajici
mnozstvi mRNA mezi jednotlivymi stadii casného vyvoje. Celkem jsme identifikovali 2 731
genl, z ¢ehoz u 2 163 genl (napt. shg, metrn) jsme zaznamenali minimalné dvojnasobny
ubytek jiZz mezi stddiem 1 a 4 bunék. Vice nez pétindsobny tbytek mezi témito dvéma stadii
byl zaznamenéan u 1 216 genti (napfi. arvcf, nbea). Mezi stadiem 4 a 64 bunék dochazi k vice
nez dvojnasobnému ubytku mRNA u 327 genit (napt. rpl36) a ztoho u 109 geni
(napft. arid5b) je ubytek mezi stadii vice nez pétinasobny. Vice nez dvojndsobny ubytek
v mnozstvi mRNA jsme zjistily u 241 gent (napt. hnrnpl) a vice nez pétinasobny ubytek
u 87 genil (napt. zbtb45).

U dvou vybranych genli jsem provedla srovnani vysledkii obdrZenych
metodou RNA-seq a RT-qPCR. Prvnim ptikladem je gen koédujici protein SHQI homolog
(shql). Pti srovnani relativniho exprese mRNA shgl v pozdéjsich stadiich oproti stadiu
1 bunky jsem identifikovala ubyvajici mnozstvi mRNA ve stadiu 4 bunék, jak pfi pouziti
metody RT-qPCR (obrazek 12A, modry sloupec) tak i v pfipadé RNA-seq dat (obrazek 12A,
¢erveny sloupec). Razantni ibytek mnozstvi RNA ve stadiu 4 bunék jsem pozorovala také
u transkriptu oznacen¢ho jako AMEXTC 0340000049739 s neznamou anotaci (obrazek
12C). Zatimco shql je lokalizovan ve vSech stadiich embrya rovnomérné (12B)
AMEXTC 0340000049739 je lokalizovan ve stadiu 1 buiiky extrémné vegetativné (12D)
a v pozdéjsich stadiich jiz neni pfitomen.

Na zaklad¢ sekvenacnich dat jsem také identifikovala ubytek mnoZstvi mRNA
u dvou extrémné vegetativnich genli — dndl (obrazek 12F) a velol (obrazek 12H). U obou
genll dochazi ve stadiu 4 bun€k k degradaci mRNA (obrazek 12E, H), kterd ale nema na

velky vliv na jejich vegetativni lokaliza¢ni profil (obrazek 12F, H).
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Obrazek 12: Degradace maternalni RNA. Kdegradaci maternalni RNA shgl (A)
a AMEXTC 0340000049739 (C) dochéazi mezi stadiem 1 a 4 bun€k. Relativni exprese ziskana
metodou RNA-seq (Cerveny sloupec) byla ovéfena také pomoci RT-qPCR (modry sloupec).
Lokalizac¢ni profil shg! (B) se mezi staidiem 1 (modie), 4 (Cervene), 64 (Cerné) a 1 000 bunck (zeleng)
neméni. AMEXTC 034000004973 je ve stadiu 1 buiky (D, modte) lokalizovan XV a nasledné je
degradovan. RNA-seq data ukazuji, Ze mRNA dnd1 (F) a velol (H) je lokalizovana XV jak ve stadiu
1 bunky (modfe) tak i ve stadiu 4 (Cervene), 64 (Cern€) a 1 000 bunek (zelen¢). K degradaci obou
genl dochazi mezi stddiem 1 a 4 bunek (E, G). Data jsou vyjadfeny aritmetickym (B, D, F, H) nebo
geometrickym (A, C, E, H) primérem ze 3 replikati z kazdého stadia a chybova tsecka znazornuje
smérodatnou odchylku. Statistickd signifikance mezi embryi v pozd€jsich stadiich a stadiem 1 bunky
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je spocitana pomoci Studentova neparového t-testu.b.s. p>0.05, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001;
XV- extrémné vegetativni; b.s. - bez signifikance.

2. Distribuce materndlni RNA v jednotlivych blastomerach

2.1. Distribuce RNA ve 2 buné¢ném embryu

V druh¢ ¢asti mé prace jsem se vénovala identifikaci nerovhomérné rozmisténych mRNA
v blastomerach 2 a 4 bunécného embrya, které¢ by mohly stat za uréenim L-P nebo D-V osy.
V prvnim kroku jsem embrya ve stadiu 2 bunck rozdélila na jednotlivé blastomery a
nasledn¢ jsem identifikovala profil vybranych maternalnich RNA. Nejprve jsem ovétila
pritomnost né¢kolika mRNA, jenz jsem vyuzila jako pozitivni kontrolu pfi sestavovani
profilu mRNA podél A-V osy. U gent ankhdl a homolog virového onkogenu mysiho
thymomu v-akt 2 (akt2, v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 2) jsem
identifikovala rovnomérné rozmisténi mezi blastomerami ve vSech vzorcich embryi ve
stadiu 2 bunék (13B). Déle se mi pomoci metody RT-qPCR podafilo identifikovat 2 geny —
grip2 a dndl — jejichz mRNA je znateln¢ nabohacena v jedné z blastomer (obrazek 13A).
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Obrazek 13: Distribuce RNA v jednotlivych blastomerach. Ve stadiu 2 bunék je mRNA grip?2
a dndl (A) obohacena v blastomete B (Cervené) vice nez v blastomefe A (modfe). Jako kontrola
byly pouzity rovnomérné distribuované mRNA ankhdl a akt? (B). Data ziskana metodou RT-qPCR
jsou vyjadfena aritmetickym primérem ze 4 replikati a chybova tsecka zndzornuje smérodatnou
odchylku. Statisticka signifikance mezi blastomerami B a A (A, B) je spocitana pomoci Studentova
neparového t-testu. b.s. p>0.05, ***p<0.001; b.s. - bez signifikance.

K ziskani celkového profilu lokalizované RNA jsme vzorky podrobili RNA-seq
analyze. Celkem jsme ve 2 bunééném stadiu identifikovali 35 466 genti. Z celkového poctu
gent jich je 5,5 % nabohaceno v opacné blastomete nez grip2 a dndl, ale ptekvapive jsme
nezjistili Zadné geny se stejnym lokalizacnim profilem jako grip2 a dndl. Zatimco PCA
ukazuje jasné rozdily mezi obéma blastomerami 2 bunééného embrya A. mexicanum, u

X. laevis jsou si ob¢ blastomery pomérne€ podobné a vice se 111 jednotlivd embrya (obrazek
14A, B).
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Obrazek 14. Data pro PCA blastomer 2 bunécného embrya 4. mexicanum (A) byla normalizovana
metodou NormQ. Data pro PCA 2 buné¢ného embrya X. laevis (B) byla normalizovana pomoci
DEseq2.

2.2.  Distribuce RNA ve 4 buné¢ném embryu
Pti analyze vzorkt ze stddia 4 bunék jsem identifikovala nesoumérné rozlozeni mRNA grip?2
a dndl (obrazek 15A), tak jako v ptipad€ 2 bunééného embrya. Pfi srovnani vSech blastomer
je vidét, ze mRNA téchto dvou genid je zfetelné nabohacend v blastomeie D. Oproti
2 bunécnému stadiu lze vidét, ze ve 4 bunécném stddiu jsou mRNA ankhdl a akt?
lokalizované v jednotlivych blastomerach asymetricky (obrazek 15B). PCA, zobrazujici 500
nejvice variabilnich gentli, ukazuje, Ze jsou si jednotlivé blastomery z hlediska DEGs

pomérn¢ podobné.

A Stadium 4 bunék B Stadium 4 bunék

70% s 40%

1
Blastomera 359 Blastomera
Z 50 r 1 mA Z 30% HA
£ 50%
g " mB ‘g 25% EB
g 40 5
5 ’ e = 20% uc
0, ED o =D

: 30% N 15%
R B 10%
o

* il L

» o

grip2 dnd1 ankhd1 akt2
C
° Blastomera
°

2.5 A
] u o8B
c e C
©
E 0.0 [ ] D
[ A
? 25( 4 Replikat
S o1
& A

5.0 n3

-5 0 5 10 15
PC1: 80% variance

Obrazek 15: Stadium 4 bunék. Ve stadiu 4 bunék jsou mRNA grip2 a dndl (A) obohaceny
v blastomete D. Srovnani blastomer ze stadia 4 bunék s kontrolnimi geny ankhdl a akt2 (B). PCA
blastomer 4 bunétné¢ho embrya (C) normalizovanych pomoci NormQ. Data ziskana metodou
RT-qPCR jsou vyjadiena aritmetickym prumérem ze 4 replikatl a chybova tsecka znazornuje
smérodatnou odchylku. Statisticka signifikance mezi blastomerami D a A (A) je spocitana pomoci
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Studentova neparového t-testu. Statisticka signifikance neni z diivodu zjednoduSeni interpretace
uvedena v grafu B (Ptilohy, tabulka 3). b.s. p>0.05, ***p<0.001; b.s. - bez signifikance.

2.3.  Komplikace pfi validaci RNA-Seq dat pomoci RT-qPCR

Relativni expresi vybranych rozdilné exprimovanych gent identifikovanych RNA-seq
analyzou jsem se rozhodla ovéfit také pomoci RT-qPCR. Prekvapivé se lokalizacni profil
ziskany analyzou RNA-seq a RT-qPCR dat v n¢€kolika piipadech neshodoval. Piikladem je
gen kodujici protein obsahujici zinkovy prst HIT-typu 2 (znhit2, zinc finger HIT-type
containing 2), ktery by mél byt podle RNA-seq analyzy ve stadiu 1 bunky (obrazek 14A,
modfe) lokalizovan ve vegetativnim pdlu, zatimco ve stadiu 1000 bun¢k je jeho distribuce
v embryu rovhomeérna (obrazek 16A, zelen€). Pti pouziti metody RT-qPCR je ale lokalizace
genu ve stadiu 1 buiky (obrazek 16B, modie) i ve stadiu 1000 bunck (obrazek 16B, zeleng)
animalni. Na zaklad¢ genové sekvence jsme vyhledali transkripty s podobnou sekvenci.
Ukézalo se, ze transkript AMEXTC 0340000157859 kdédovany genem znhit2, ktery byl
pouzit pro RT-qPCR analyzu mé& 97,9% podobnost v sekvenci s transkriptem
AMEXTC 0340000157860, ktery se ukazal byt paralognim genem znhit2. Nasledné
vyhledani cilovych mist navrzenych primera ukazalo, ze primery jsou namifeny do oblasti,
kde se ob& RNA isoformy shoduji v nukleotidové sekvenci (obrazek 16C).

A znhit2 - RNAseq B znhit2 - qPCR
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Podil z celkové RNA
Podil z celkové RNA

10%
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Q w

A B C D E A B & D E
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Konsensus GAAGAEATATEA CETEEEAL CACAD TEACGACEATT - c c c AARCALCTAGETTT (ST CAGTACTETAACAL LEAACEETTCTECTE
igdentia P

AMEXTC_0340000157859
AMEXTC_0340000157860

Obrazek 16: Srovnani RNA profilu zrhir2. Data ziskand RNA-seq ukazuji, ze znhit2 je ve stadiu
1 bunky (A, modfe) lokalizovan v animalnim polu a ve stadiu 1000 bunek (A, zelen€) rovnomérné.
RNA profil ziskany metodou qPCR odpovida lokalizaci v animalnim poélu pro ob¢ stadia (B). Cilova
sekvence navrzeného primeru pro zrhit2 (C). Hodnoty vyjadieny aritmetickym primérem ze
3 replikat. Chybova usecka vyjadiuje smerodatnou odchylku. A - animalni; V - vegetativni.

3. Sledovani osudu bunék znacené fluorescenénim dextranem

Embrya, kterd jsem ve stadiu vajicka po oplozeni injikovala do animalniho nebo
vegetativniho polu, byla pozorovana pod mikroskopem 8 dni po oplodnéni. Injikace do

animalniho p6lu zptlisobila oznaceni bunék, které se béhem embryogeneze podileji na vzniku
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ektodermalnich dorzalnich struktur (obrazek 17A). Na druhou stranu, injikace do
vegetativniho polu oznacila bunky podilejici se na endodermélnich ventralnich struktur
(obrazek 17B). Po injikaci jedné z blastomer ve dvoubunééném stadiu, 1ze vidét, Ze larva
A. mexicanum ma oznacenou odpovidajici polovinu téla (obrazek 17C). Tento jev indikuje

podobnost s X. laevis a piestavbou A-V osy do ekto-endodermalnich struktur.

—
1000 pm

—
c 1600 pm
y 3

—
1000 pm

Obrazek 17: Sledovani osudu bunék. Fluorescencni dextran byl injikovan bud’ do animalniho (A),
nebo vegetativniho polu (B) oplodnéného vajicka. Dale byl fluorescencni dextran injikovan do
nahodné vybrané jedné blastomery embrya ve stadiu 2 bun¢k (C). Embrya byla vyfocena 8 (A, B) a
12 (C) dni po oplozeni.
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Diskuse

Jiz dlouho je znamo, Ze RNA lokalizace hraje dulezitou roli v asymetrickém bunécném
déleni umoznujicim determinaci osudu bunék béhem casné embryogeneze. Tento fenomén
byl popsan u fady druht v¢etné X. laevis, R. pipiens, D. rerio a jesetera malého Acipenser
ruthenus (Nath et al. 2005, Junker et al. 2014, Pocherniaieva et al. 2018, Sindelka et al.
2018, Naraine et al. 2021). To, jak v poslednich letech ptibyvaji organismy, které jsou
podrobeny analyze prostorového rozlozeni RNA molekul v oocytech nebo casnych
embryich, ndm ale ukazuje, ze regulace casného vyvoje v zivocisné tisi mize byt velice
rozmanita. Piikladem je rozdilna lokalizace vegt, wntll (Wnt family member 11) a otxl
(otxlorthodenticle homeobox 1), genl dillezitych pro ¢asny embryondlni vyvoj. Zatimco
u X. laevis se tyto geny nachazi ve vegetativnim po6lu oocytu u A. ruthenus je lokalizace
animalni (Pocherniaieva et al. 2018). Také lokalizace mRNA kodujici dazl (deleted in
azoospermia-like), jednoho z markerti PGC, neni pln¢ konzervovana mezi vSemi ZivocCichy.
Zatimco u vétSiny modelovych organismu je lokalizovana ve vegetativnim pdlu oocytu,
u A. mexicanum je lokalizovana animalné (Naraine et al. 2021). Tyto ptiklady nam ukazuji,
jak je pii zkoumani ¢asného vyvoje dulezité zaméfit se i na jiné nez tradicni modelové
organismy. Z tohoto divodu se v mé diplomové praci zabyvam RNA lokalizaci v ¢asném
vyvoji A. mexicanum, modelového organismu doposud vyuZivanému piedev§im pro
vyzkumy spojené s regeneraci. V této Casti prace budu dosazené vysledky diskutovat pfi

srovnani s dal§imi modelovymi organismy.

Asymetricka distribuce maternalnich RNA ve vajiccich X. laevis a A. mexicanum
X. laevis a A. mexicanum jsou fylogeneticky velice blizké druhy. Posledni znamy spole¢ny
predek zab a ocasatych obojzivelnika byl Gerobatrachus, ktery zil pted 260 miliony lety
anejnoveéjsi vyzkumy ukazuji, ze v této dobé také mohlo dojit k oddéleni jednotlivych
vyvojovych linii (Anderson et al. 2008). Oba druhy obojZivelnikll se fadi do skupiny
Tetrapod, fylogenetické¢ skupiny, kterd se vyvinuli pfiblizné¢ pied 390 miliony let
z ptedchidct dneSnich Sarcopterygii (Brinkmann et al. 2004, Meyer ef al. 2021).
Navzdory fylogenetické ptibuznosti a morfologické podobnosti ¢asnych embryi
(viz Literarni ptehled, obrazek 2) se ukazuje, Ze zdklady embryondlniho vyvoje obou
obojzivelniki jsou pomérné odlisné. Nedavno publikovany vyzkum zabyvajici se srovnanim
maternalnich rozdiln¢€ exprimovanych genti podél A-V osy v neoplodnéném vajicku ukazal,

ze je zde pomérné maly prekryv v RNA lokalizac¢nich profilech téchto genti. U X. /aevis bylo
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identifikovano a zatazeno do jedné z lokalizacnich skupin celkem 20 841 DEGs, zatimco
u A. mexicanum to bylo 29 612 genii (obrazek 18A). Nasledné byly z kazdé skupiny vybrany
nejvice reprodukovatelné geny ukazujici odliSny lokaliza¢ni profil mezi druhy (obrazek
18B). Zatimco v animdlni a extrémné animalni sekci sdili lokalizacni profil u obou
obojzivelnikd az 209 gentl, ve vegetativni a extrémné vegetativni Casti je to pouze 25 genli

(Naraine et al. 2021).

A
extrémné e e . . .| extrémné
. . animalni | vegetativni . celkem
animalni vegetativni
X. laevis 2576 17 540 554 25 20 841
A.
. 15 26933 662 417 29 612
mexicanum
B - llJ" d <0 .J':

X. laevis A. mexicanum A. mexicanum

X. laevis

XAaA Va XV

Obrazek 18: Lokalizace maternalnich rozdilné exprimovanych geni ve vajicku X. laevis
a A. mexicanum. PoCet DEGs v kazd¢ lokalizacni skuping (A). Prekryv vybranych sdilenych genti
v animalni a vegetativni ¢asti vajicka. Oproti A jsou zde znazomény pouze ty geny, jejichz mRNA
lokaliza¢ni profil je dobfe definovany a reprodukovatelny (B). XA- extrémné animalni; A- animalni;
V- vegetativni; XV- extrémné vegetativni (Pfevzato a upraveno podle Naraine et al. 2021).

Na zaklad¢ rozdiln¢ lokalizovanych materndlnich RNA

pritomnosti
v neoplodnéném vajicku u obou obojzivelnikli jsem se v mé praci rozhodla studovat
lokalizaci maternalnich RNA v ¢asnych embryich A. mexicanum. BohuZel podobny
vyzkum, ktery by se vénoval lokalizaci RNA v globdlnim méfitku také u ¢asnych embryi X.
laevis zatim proveden nebyl. Sice jiz byl proveden vyzkum zabyvajici se lokalizaci nékolika
vybranych mRNA v blastule X. laevis, ten ale neodhalil Zadné lokalizacni zmény a doSel

k zavéru, ze mRNA je stabiln¢ lokalizovand v ¢asném vyvoji (Sindelka et al. 2018). Je ale
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mozné, Ze celkovy pohled na distribuci RNA v ¢asnych embryich bude jiny a dalsi

transkriptomové analyzy mohou pfinést prekvapivé zjisténi.

Zmény RNA lokalizaé¢nich profila v pribéhu ¢asného vyvoje

Pomoci RNA-seq tomografie jsme identifikovali celkem 28 909 genti v kazdém vyvojovém
stadiu z ¢ehoz se ukazalo, ze 6 815 gent je rozdilné exprimovéano mezi jednotlivymi stadii.
Toto potvrdila také PCA, kterd nam ukazala nejen pomérné velké rozdily mezi jednotlivymi
stadii, ale 1 zna¢né odliSnosti mezi animalni a vegetativni ¢asti.

Nejprve jsem se zaméiila na geny, jejichz lokalizani profil se méni v pribéhu
vyvoje. Jednim z téchto gent je také kiaall09. Piesna funkce tohoto genu bohuzel neni
znama, ne¢které vyzkumy, ale ukazuji, ze je tento gen nezbytny pro spravny vyvoj mozku
clovéka (Homo sapiens) (Gueneau et al. 2018, Kane et al. 2019). V dalsi prace zabyvajici
se funkci tohoto genu provedli genovy ,,knockdown *“ experiment na homolognim genu u D.
rerio, jehoz vysledkem byl vznik embryi s abnormalnim notochordem a dalSimi neuralnimi
defekty (Gueneau et al. 2018). Tyto studie ukazuji, Ze je tento gen dilezity pro spravny vyvoj
nervové soustavy, coz odpovidd i lokalizaci mRNA kiaall09 v extrémné animalnim
segmentu embrya ve stadiu 1 buiiky (viz Vysledky, obrazek 10A), v oblasti, ktera je
povazovana za vychozi pro vznik ektodermu a neuroektodermu. Pro¢ ale dochazi
v pozd¢jSich stadiich k relokalizaci mRNA a ztraté asymetrického gradientu neni jasné.
V dostupné literatufe neexistuji Zadné zminky o relokalizaci RNA v ¢asném vyvoji. Jediny
podobny piipad se objevuje behem oogeneze D. rerio, kdy dochdzi k relokalizaci mRNA
buc a pozdéji také dndl, ddx4 a nanosl! z vegetativniho do animalniho polu (Howley a Ho
2000, Weidinger et al. 2003, Theusch ef al. 2006, Bontems et al. 2009). Vzhledem k tomu,
ze béhem relokalizace kiaall09 jsem nepozorovala Zadné zmény v mnozstvi transkriptu
mezi jednotlivymi stadii, je pravdépodobné, ze k relokalizaci mRNA dochéazi aktivnim
transportem pomoci cytoskeletu stejné€ jako v ptipadé D. rerio.

Na druhou stranu o diivodech relokalizace mRNA rbpms?2 se da diskutovat s vétSim
presvédéenim. Rbmps2 koduje RNA-vazebny protein a poprvé byl identifikovan ve
vyvijejicim se srdci embrya X. laevis (Gerber et al. 1999) V nezralych oocytech X. laevis je
mRNA spolecné s proteinem Rbpms2 lokalizovand ve vegetativnim kortexu
a v mitochondrialnim oblaku. Mnozstvi proteinu Rbpms2 po oplozeni vajicka klesa a panuje
presvédceni, ze je tento pokles dilezity pro spravné ryhovani vegetativnich blastomer a to
pravdépodobné skrz interakci proteinu s nékterymi RNA (Zearfoss et al. 2004). S témito

poznatky koresponduji mnou ziskané vysledky z ¢asnych embryi 4. mexicanum. Jak jsem
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jiz ukazala mRNA rbpms2 je v oplodnéném vajicku A. mexicanum lokalizovana taktéz
vegetativné, ale v pozdéjSich stadiich je jeji lokalizaci v embryu rovnomérna (viz Vysledky,
obrazek 10C). Pokud ale budeme sledovat i mnozstvi mRNA v jednotlivych stadiich
zjistime, ze oproti oplodnénému vajicku je mnozstvi mRNA ve stadiu 4 bunck
nékolikanasobné mensi (viz Vysledky, obrazek 10D). Z tohoto diivodu se v tomto ptipadé
pravdépodobné nejedna o nasledek aktivni relokalizace, ale spiSe o degradaci mRNA. Jak
jiz bylo zminéno vyse, po oplozeni se u X. laevis stdva protein Rbpms2 nepotiebnym
(Zearfoss et al. 2004) a tudiz spolecné¢ s degradaci proteinu pravdépodobné dochdzi
1 k degradaci mRNA.

Vegetativni lokalizace proteinu Rbpms2 byla také identifikovana v oocytech D. rerio
(Kosaka et al. 2007). V oocytech D. rerio hraje protein Rbmps2 diilezitou roli pti agregaci
audrzeni celistvosti Balbianiho téliska, a to interakci proteinu Rbpms2 s proteinem Buc
amRNA buc (Heim et al. 2014, Kaufman et al. 2018). Protoze dosavadni vyzkumy
provadéné na A. mexicanum zpochybnuji pfitomnost zdrodecné plazmy nebo Balbianiho
téliska (Ikenishi a Nieuwkoop 1978, Johnson ef al. 2001) neni zfejmé, zda zde protein
Rbpms2 také interaguje s buc a zda-li je tato interakce, vzhledem k absenci Balbianiho

téliska, vliibec potiebna (o této problematice viz dale).

De novo syntéza RNA pred MBT
U kazdého Zivocicha je dulezitym okamzikem ve vyvoji udélost EGA. Obecné u savci, kvili
malé mife zloutku v oocytech, k této udalosti dochdzi mnohem dfive nez u Zivocichii
s bohatym obsahem Zloutku, napf. u obojzivelniki a ryb. Dlouhou dobu panovalo
presvédceni, Ze k aktivaci zygotické exprese dochdzi v urCitém vyvojovém stadiu
specifickém pro dany druh, v poslednich letech ale ptibyva dikazl, ze EGA miiZe probihat
v malé mife probihat jiz o n€kolik stadii diive.

U X laevis je zndmo, ze k MBT dochézi po 12. bunééném de€leni (Bachvarova ef al.
1966, Satoh 1977), v malé mife byla ale detekovana syntéza RNA jiz béhem 6. bunééného
déleni (Kimelman et al. 1987, Nakakura et al. 1987). Dale také nékolik cykli pfed samotnou
MBT byla detekovana exprese geni nodal5 (t€z znamy jako xnr5) a nodal 6 (t€Z znamy jako
xnr6), ktefi jsou nezbytni pro aktivaci Nodal signaliza¢ni drahy (Yang et al. 2002). Bylo
zjisténo, Ze je Casna exprese téchto genti esencidlni pro indukci mesendodermu a spravny
vyvoj zarode¢nych vrstev (Skirkanich ef al. 2011).

Exprese zygotickych genli pfed EGA byla také detekovana béhem 6. bunétného

déleni embrya D. rerio (Mathavan et al. 2005) nebo v S-fazi béhem 1. bunééného déleni
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u M. musculus (Bouniol ef al. 1995, Aoki et al. 1997). V poslednim zminéném piipadu bylo
navic zji§téno, ze exprese genil v obdobi pred EGA je dilezitd pro preimplantacni vyvoj
embryi a pro samotné zahajeni EGA (Abe et al. 2018).

Ohledné urceni presného zahajeni MBT u A. mexicanum se zdroje rozchéazeji. MBT
uréuji podle okamziku, kdy dochazi ke ztraté synchronicity bunééného déleni mezi
10. a 11. délenim (Hara 1977), nebo také podle zavedeni G1 faze do bunééného cyklu béhem
9. bunécného déleni (Lefresne er al. 1998). Nejnovejsi vyzkum, ktery provedl RNA-seq
analyzu celého transkriptomu casnych embryi, ale dospél k zavéru, ze k MBT dochazi
u A. mexicanum tak jako u X. laevis po 12. bunécném déleni (Jiang et al. 2017).

U A. mexicanum se mi podafilo identifikovat celkem 4 371 gent, které jsou
exprimovany ve stadiich pfed MBT. Jednim z téchto genti je nynrin-like, jenz je exprimovan
v malé mife jiz v 64 bunéném embryu. Bohuzel, o tomto genu existuje velice malo
informaci. Homologni savéi gen mynrin pravdépodobné vznikl ndsledkem integrace
retrovirové sekvence a predpoklada se, ze jeho retrovirovda RNazova doména hraje roli
v endoribonukleové aktivité a podili se na retrovirové rezistenci skrz regulaci ubikvitinace
virovych proteinli (Anantharaman a Aravind 2006, Marco a Marin 2009). Vzhledem
k podobnosti s genem nynrin-like vyskytujicim se u 4. mexicanum se da predpokladat, ze
zde hraje podobnou roli.

DalSim ptikladem je gen mok, jenZ patii do Mitogenem aktivované proteinkinazové
(MAP, Mitogen-activated protein kianse) superrodiny. I kdyZz jeho ptesna funkce neni
znama, je pravdépodobné, Ze vzhledem k jeho velké podobnosti s dalSimi ¢leny MAP
superrodiny a proteinkindzové funkci hraje roli v regulaci exprese genti a mitdézy (Miyata et
al. 1999). Vzhledem k tomu, Ze u A. mexicanum jsem pozorovala de novo syntézu tohoto
genu jiZ ve stadiu 4 buné€k (viz Vysledky, obrazek 11C) je mozné, Ze je mok potiebny pro
regulaci ryhovani embrya nebo pro regulaci exprese gent potiebnych k EGA.

Z mych vysledkt vyplyva, ze u 4. mexicanum dochazi k hlavni EGA aZ v pozdégjSich
stadiich, nez jsem sledovala, pravdépodobné tedy po 12. bunéném d¢leni, jak je uvedeno
v Jiang et al., 2017. Mé vysledky také ukazuji, Ze ve stadiich ptedchazejicich MBT dochazi
v malé mife k zygotické transkripci nékterych genli. Vzhledem k dostupné literatuie, ktera
se zabyvala expresi gent pfed EGA u riiznych organismt (Kimelman et al. 1987, Nakakura
et al. 1987, Bouniol ef al. 1995, Aoki et al. 1997, Mathavan et al. 2005, Skirkanich et al.
2011), Ize ftici, Ze i u A. mexicanum jsou geny, jejichz zygotickéd exprese je zahdjena pred
EGA, pravdépodobn¢ diilezité pro zahdjeni hlavni EGA a pro regulaci bunééného cyklu

a bunécného déleni.
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Degradace maternalnich RNA

EGA neni provazena pouze vysokou mirou transkripce zygotickych gend, ale také degradaci
maternalnich mRNA a proteinti. Deadenylace a nasledné degradace maternalni mRNA mtize
u X. laevis probihat, bud’ pomoci maternalnich proteinti, piikladem je RNA vazebny protein
rozeznavajici deadenylacni prvek embrya (EDEN-BP, embryo deadenylation element
specific RNA-binding protein) (Paillard et al. 1998) a také Vazebny protein rozeznavajici
AU bohaté cis-elementy (ARE-BP, AU-rich cis-elements binding protein) (Voeltz a Steitz
1998), nebo pomoci zygoticky kédovanych mikroRNA, které jsou schopné zprostredkovat
deadenylaci maternalni RNA a zah4jit tak jeji degradaci v obdobi po MBT (Lund ef al. 2009,
Koebernick et al. 2010).

U A. mexicanum byla v ptedchozich pracich identifikovana degradace mRNA wnt/,
wntSa a wnt5h. Zatimco u mRNA wnt [ a wnt5a byla zaznamenana degradace na pocatku
gastrulace, u mRNA wnt5b doslo k degradaci jiz ve stadiu neoplodnéného vajicka. Oblast,
ktera urcuje stabilitu nebo degradaci, byla identifikovana v 3’UTR a taktéz se ukazalo, ze
RNA stabilita je ovlivnéna plisobenim cytoplazmatickych a jadernych faktort (Caulet et al.
2010).

Ve své praci jsem identifikovala celkem 7 317 materndlnich genti, které jsou
degradovany, a to jesté pred MBT. Prikladem jsou shql, dndl, velol, rbmps2 (viz vyse)
aneznadmy transkript AMEXTC 0340000049739 a u téchto genli dochéazi k degradaci
maternalni RNA mezi stddiem 1 a 4 bunck. Transkript s oznacenim
AMEXTC 0340000049739 ma zajimavy lokaliza¢ni profil, ale nezndmou funkci i ptivod.
Nepodatilo se nam zjistit Zadné existujici homology ani na zaklad¢ nukleotidové sekvence
ani proteinové analyzy. MiZe se tedy jednat o unikdtni gen pro A. mexicanum. Savci
homolog genu shq 1, u savel zndmy jako gen asociovany s mortalitou indukovanou retinoidy
a interferony (grim-1, gene associated with retinoid-interferon-induced mortality-1), hraje
u savct roli v potlaceni maturace ribosomalni RNA a buné¢éného ristu a dale také indukuje
apoptozu (Hofmann er al. 2010, Nallar et al. 2011). Pokud hraje gen stejnou roli
1u A. mexicanum je mozné, ze je degradace genu, ktery se podili na potlaceni bunécného
rustu, v Casnych stadiich dtlezitd pro ryhovani embrya. Potvrzeni této hypotézy si ale bude
zadat dalsi vyzkum.

Dtivodt, pro¢ dochazi k degradaci materndlni mRNA mitize byt mnoho. Protoze
vétSina z identifikovanych genit (79 %) je degradovana mezi stddiem 1 a 4 bunék, je

pravdépodobné, ze se jedna o geny, které hrali roli béhem oogeneze a béhem oplozeni
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vajicka a jiz nejsou potifebné pro dalsi vyvoj. Degradace materndlni RNA je také

pravdépodobné dllezita pro regulaci vyvoje (napt. rbmps2) a pro zahdjeni MBT.

Vznik PGC u A. mexicanum

Nékteti z gentl, u kterych jsem zaznamenala degradaci v ¢asnych embryich, jsou znamy pro
svou ulohu pfi vyvoji PGC. Konkrétné se jedna o rbmps2, dndl a velol. Rozhodla jsem se
proto diskutovat, jakou roli mohou hrat tyto geny a s nimi spojend degradace mRNA ve
vyvoji zarodecné linie u A. mexicanum.

Veskeré markery PGC, které jsem identifikovala v této praci jsou lokalizované ve
vegetativnim polu embrya, tak jako u X. laevis. Zatimco u X. laevis je lokalizace PGC
markerti zprostiedkovana pomoci mitochondridlniho oblaku (Kloc a Etkin 1995), piicemz
nékteré mRNA maji pfimy podil na jeho sestaveni (Nijjar a Woodland 2013),
u A. mexicanum se mitochondrialni oblak viibec nevyskytuje (Ikenishi a Nieuwkoop 1978,
Johnson et al. 2001). Neni tedy jasné¢, jakym mechanismem mohou byt mRNA piemistény
do vegetativniho pdlu a ani neni zndmo jakou roli mohou hrat v Casném vyvoji embrya.

Predstavu o funkci PGC markert u 4. mexicanum ptinesl neddvny vyzkum
zabyvajici se zkoumanim genu velol. V tomto vyzkumu zjistili, ze zatimco u X. laevis a D.
rerio hraje buc/velol zasadni roli pii agregaci zarodecné plazmy, u fady savcl
au A. mexicanum obsahuje sekvence buc/velol prematuracni stop kodon. Pfi porovnani
sekvence velol X. laevis a A. mexicanum byla objevena jednonukleotidova delece navozujici
predcasny konec translace. Role velol tedy u A. mexicanum ziistavéa nejasna, autori studie se
domnivaji, ze protein hral funkci ve formaci zarode¢né plazmy u predki obojzivelniki.
Vzhledem k nepfitomnosti zarode¢na plazmy u A. mexicanum je tedy pravdépodobné, ze
gen zde ztratil svoji ptivodni funkei (Skugor ez al. 2016). Pokud opravdu velol nema zidnou
funkci ve vzniku PGC je pravdépodobné, Ze degradace jeho mRNA nastava z diivodu
zbaveni se nepottebného a pravdépodobné nefunkcniho produktu.

Nejnovéjsi vyzkumy ukazuji, ze u 4. mexicanum dochazi k indukci PGC
z totipotentnich bun¢k na zacatku gastrulace. Prvni bunééné specificka exprese jednoho
z markert PGC dazl je ve stadiu 45 a to v oblasti vyvijejicich se gonad (Johnson et al. 2001).
PGC specifické mRNA tedy mohou byt degradovany po oplozeni, protoze zde kviili
nepfitomnosti zdrode¢né plazmy nejsou potieba a nasledné jsou znova exprimovany az
v pozdé&jsich stadiich vlivem jinych indukénich faktort. Indukéni mechanismus tvorby PGC
se také nachazi u fady savcii, otazkou tedy je zda doSlo v evoluci k vytvofeni stejného

mechanismu vickrat u riznych druhli a uréeni PGC skrz zdrodecnou plazmu je ptiivodnim
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mechanismem pochazejicim od spole¢ného predka obojzivelnikii (Skugor et al. 2016), nebo
zda naopak je induk¢éni mechanismus tim ptivodnim a uréeni PGC pomoci zarodecné plazmy

u X. laevis a D. rerio se vytvorilo jako nasledek konvergentni evoluce (Johnson et al. 2003).

Asymetricka distribuce RNA ve 2 a 4 bunééném embryu

Tvorba embryonalniho télniho planu je zalozena na vzniku tfi os: A-V, D-V a L-P. Na vyse
zminovanych piikladech jsem ukazala, ze jak u X. laevis tak i u A. mexicanum je pro spravné
urceni A-V osy nezbytné asymetrické rozlozeni mRNA v animalni a vegetativni poloviné
embrya. V druhé c¢asti mé prace jsem se rozhodla porovnat mRNA obsah jednotlivych
blastomer 2 a 4 bunécného embrya za ucelem identifikace mRNA kddujici proteiny D-V
a L-P osy a déle dosazené vysledky porovnat s daty ziskanymi z X. laevis.

Nejprve jsem s pouzZitim RT-qPCR metody porovnala v jednotlivych blastomerach
rozlozeni nékterych zndmych mRNA kodujici determinanty D-V osy: gsk3b, axinl, kateninu
beta 1 (ctnnbl, catenin beta 1), wnt5a a wnt8b. Mezi jednotlivymi blastomerami embrya
jsem nepozorovala zadné rozdily v expresi téchto genl. RozloZeni vybranych faktorti D-V
osy bylo jiz diive zkoumdno také u Casnych embryi X. laevis, ale i zde byly mRNA rozlozeny
v blastomerach rovnomérné (Flachsova et al. 2013). Zda se tedy, ze tyto dilezité faktory
D-V osy jsou u obou obojzivelnikli regulované spise na Grovni proteinii nezZ mRNA.

Dale jsem se také pokusila identifikovat mRNA, o nichZ je zndmo, Ze jsou
asymetricky rozlozené v blastomerach 2 a 4 bunééného embrya X. laevis a jsou povaZovany
za prvni krok vurceni L-P osy (Levin et al. 2002, Adams et al. 2006). Bohuzel se mi
nepodafila detekovat pritomnost ani mRNA a#p6v0c (C podjednotky vodikové pumpy VO,
ATPase H+ transporting V0 subunit C) ani mRNA atp4a (alfa podjednotky vodiko-draselné
pumpy, ATPase H+/K+ transporting subunit alpha) v Z4dné zblastomer embryi.
Piekvapivé jsem, ale zpozorovala nabohaceni mRNA grip2 a dndl v jedné z blastomer 2
a 14 buné&¢nych embryi. Proto jsme se rozhodli provést RNA-sekvenovani, abychom ziskali
celkovy profil vSech asymetricky exprimovanych mRNA.

Celkem jsme identifikovali 35 466 genll v 2 i 4 bunééném embryu a naSim dalSim
cilem bylo identifikovat geny, jez budou pfitomné v jedné z blastomer oproti ostatnim
blastomeram alespoii dvojnasobn€. mooTranskriptomovou analyzu nam ale ztizila
skute€nost, Ze oznaceni blastomer bylo Cisté nahodné, protoZe béhem piipravy vzorkl bylo
nemozné od sebe jednotlivé blastomery odlisit (napf. barvou, velikosti). Z tohoto divodu
nebylo moZzné pfi analyze k sobé spravné pfitadit replikaty jednotlivych blastomer, a proto

jsme oznacili blastomery podle mnozstvi grip2 a dndl (vice v Metodach). Veskera data byla
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také normalizovana s pouzitim téchto dvou gentll. Za pouziti danych kritérii (dvojnasobny
rozdil v blastomerach) se ndm v 2 bunééném embryu podafilo identifikovat kolem 5,5 %
genll (napt. cnot3, abi2), které jsou nabohacené v opacné blastomete nez grip2. Bohuzel
jsme nezjistili zaddné dalsi geny, ktery by mély stejny profil jako grip2 a dndl.
metody jsem pozorovala nerovhnomérnou distribuci nejen mRNA grip2 a dndl, ale také
mRNA ankhdl a akt2. To naznaCuje, ze béhem dalSich bunécnych déleni dochézi
k asymetrickému rozdéleni 1 t€ch mRNA, které byli ve 2 bunééném stadiu lokalizované
rovnomérné. Lokaliza¢ni profil zkoumanych genii se nam podafil ovéfit také pomoci
RNA-seq analyzy. Bohuzel transkriptomova analyza neodhalila zddné dal$i geny se stejnym
lokalizacnim profilem jako maji grip2 a dnd1 ve 4 bunécném embryu. Taktéz PCA ukazujici
500 nejvice variabilnich gend, nezobrazuje z4ddné ziejmé rozdily mezi blastomerami
(viz Vysledky, 15 C), coz ale nevyluuje pfitomnost jednotlivych asymetricky
lokalizovanych mRNA.

PCA provedend na embryich ve stadiu 2 bunck X. /aevis v nasi laboratofi jiz dfive
(viz Vysledky, obrazek 13D) ukazuje, Ze je mezi blastomerami nizka rozdilnost a vétSina
mRNA je lokalizovand v blastomerach rovnomérné. Na druhou stranu PCA (viz Vysledky,
obrazek 13C) ukazuje, ze u A. mexicanum jsou od sebe blastomery pomérné dost odlisné.
Porovnani PCA obou obojZivelnikli naznacuje, Ze v 2 bunééném embryu 4. mexicanum, na
rozdil od X. laevis, dochazi k asymetrické distribuci nékterych mRNA. Ale vzhledem
k tomu, Ze v dostupné literatuie nejsou dostupné zaddné informace o roli mnou
identifikovanych genti ve vyvoji L-P ani D-V osy, a ze ziskané vysledky ze 4 bunécného
embrya jsou pomérné nejednoznacné, bude pro pochopeni této problematiky nutné provést

dalsi vyzkum vcetné upraveni transkriptomové analyzy 4 bunééného embrya.

Mapovani osudu bunék u 4. mexicanum
Mikroinjikace dextranu, nebo jiné fluorescencni latky, ndm umoznuje sledovat embryonalni
puvod tkani a organii u dospé€lého jedince. Tato technika umoziuje sestaveni map bunééného
osudu, které nam ukéazou, jakym zptisobem se budou buiiky embrya podilet na vzniku tkani
béhem embryogeneze. Sestaveni téchto map u riiznych druhii Zivocichti je poté uzite¢né pro
mezidruhové srovnavani embryonalniho vyvoje.

V této praci jsem nejprve injikovala dextran do animdlni poloviny oplodnéného
vajicka 4. mexicanum, coz mélo za nasledek vyznaceni hibetnich struktur embrya

v pozdéjSich stadiich. K nejvyraznéjsimu zobrazeni doSlo v malé oblasti odpovidajici
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nervove trubice, kterd mé ptivod v ektodermu. Na druhou stranu injikace do vegetativniho
polu se objevila ve ventradlni oblasti embrya, konkrétn¢ oblast stfeva, které vznika
z endodermu. Ziskané vysledky naznacuji, Ze material v animélni nebo vegetativni oblasti
vajicka hraje roli v utvareni zarode¢nych listh podobné¢ jako u X. laevis.

Dale jsem také provedla injikaci dextranu do jedné z blastomer embrya ve stadiu
2 bun€k. V larvalnim stadiu je poté vidét, Ze doslo ke zvyraznéni odpovidajici poloviny
embrya. Tento jev ukazuje, ze jiz ve stadiu 2 bun€k jsou jednotlivé buniky od sebe oddélené
a neni umoznéno piesouvani obsahu mezi nimi. Izolovanost jednotlivych blastomer, poté
mohlo mit za nasledek ureni L-P nebo D-V osy. Zda je ale urCeni téchto dvou os
u A. mexicanum zpusobeno na irovni mRNA nebo proteind, si ale zada dalsi vyzkum.

Mapovani osudu bunék pomoci fluorescencniho dextranu ukazuje, Zze u
A. mexicanum je mapa pro vznik télniho planu podobna jako u X. laevis (Moody 1987a,
1987b), ale mnou ziskané vysledky transkriptomové analyzy ukazuji, ze cesty ke vzniku
télniho planu mohou byt velice odlisné. Injikace dextranu do oplodnéného vajicka sice
ukazuje, Ze lokalizace mRNA hraje dileZitou roli pfi vyvoji té€lniho planu, abychom ale
urcili, jakym zpisobem se na vyvoji podileji konkrétni mRNA je potieba zvolit jiny piistup.
Jednou z moznosti je napt. metoda in situ hybridizace celého embrya (WISH, whole-mount
in situ hybridization), ktera je schopné vizualizovat pfitomné mRNA. Pouziti této metody
u A. mexicanum je ale ztizeno kvuli pfitomnosti fady vysoce podobnych transkriptt, takze
by bylo potieba vyuzit velice citlivy ptistup, ktery by od sebe jednotlivé varianty odlisil.
Ptitomnost riznych variant transkriptlh mi pti vypracovani této prace prinesla fadu prekazek,

a proto se v posledni ¢asti této prace vénuji prave této problematice

Komplikace pri validaci RNA-Seq dat pomoci RT-qPCR

Ve své praci jsem se potykala s fadou problému, jednim z téchto problému je
chybé¢jici anotace u nékterych gentli; fada genl je poté odvozend podle homologniho
sekven¢niho srovnavani, ale jejich genovy nazev a sekvence je pouze predpoklad. Genové
anotace jsem Cerpala z: https://www.axolotl-omics.org/ a z nasi RNA-seq analyzy.

DalS§im problémem je vysokd podobnost riznych neanotovanych RNA variant
jednotlivych genti, ktera stézuje jejich rozliSeni na trovni valida¢nich piistupt jako je
RT-gPCR nebo in situ hybridizace. V fad¢ ptipadi je podobnost sekvenci tak vysoka, ze
neni mozné navrhnout primery/sondy tak, aby mifili pouze na vybrany transkript. Abych se

vyhnula interferenci primert s nezadoucimi sekvencemi pro ucely oveéfovani RNA-seq dat
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pomoci RT-qPCR, tak jsem vybrala pouze takové geny, u kterych se nevyskytuji zadné
varianty transkriptii s vysokou podobnosti, nebo geny, u nichz je lokaliza¢ni profil stejny
u vSech variant transkripti.

Pivod téchto zmnozenych sekvenci u A. mexicanum neni zfejmy. Na rozdil od jinych
zivocichu, jako napt. X. laevis, kde je zndmo, Zze béhem evoluce doslo k celogenomové
duplikaci (Session et al. 2016), u 4. mexicanum zadny dukaz genomové duplikace neni.
Podle nékterych zdrojii to ale nevylucuje moznost, Zze mohlo dojit k relativné vysokému
poctu jednotlivych genovych duplikaci, které by zplsobily vznik paralognich gent.
Postupna duplikace gent by mohla byt jednou z pfi¢in znacné velikosti genomu (~32 Gb)
a pritomnosti vysokého poctu genti (Smith et al. 2009). Na druhou stranu, pii srovnani
sekvenci nékolika transkriptli, jsem zpozorovala zmény v sekvencich predevsim
v sekvencich intrond, coz by spiSe napovidalo pfitomnosti RNA isoforem, vzniklych
alternativnim sestfihem. DalSim faktorem muze byt také Spatnd referencni sekvence

a nedokonala anotace jednotlivych gend.
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Zaver

V této diplomové praci jsem se zabyvala studiem souvislosti ¢asného embryondlniho
vyvoje A. mexicanum a lokalizace maternalnich RNA. V prvni ¢asti prace jsem se zame¢fila
na prostorové rozmisténi asymetricky lokalizovanych RNA uréujicich A-V osu. Usp&sné se
mi podafilo rozdé€lit téméi vSechny maternalni mRNA do 4 lokaliza¢nich profilti — extrémné
animalni, animalni, vegetativni a extrémn¢ vegetativni.

Dale se mi podatilo odhalit, Ze béhem ¢asného vyvoje dochazi k celé fadé zmén na
urovni RNA. Prvni skupina obsahuje de novo syntetizované mRNA v obdobi pied MBT,
coz ukazuje, ze zde dochazi k postupné aktivaci zygotické transkripce. Dalsi skupina
obsahuje geny, jejichz mRNA je po oplodnéni degradovand. Zajimavé je, ze jsem
zpozorovala degradaci mRNA také u tady gend, které jsou povazované za nezbytné pro
vyvoj PGC u mnoha organismil. Déle se mi podafilo identifikovat nékolik gent, jenz
vykazuji relokalizaci béhem ¢asného vyvoje. Vzhledem k nizkému poctu identifikovanych
gend, je ale pro potvrzeni téchto vysledkti vhodné ovéieni pomoci WISH nebo jedné
z pokroc¢ilych metod, které umoziuji zobrazeni jednotlivych molekul RNA v zivych
buiikéach.

V druhé c¢asti prace jsem se zaméfila na identifikaci RNA, které by mohly byt
zodpovédné za urceni D-V a L-P osy. Pomoci RT-qPCR a RNA-seq se nam podafilo urcit
fadu gent, nesoumérné rozdélenych mezi blastomerami 2 bunécného embrya. Dalsi analyza
transkriptomu a porovnani lokalizace mRNA ve 2 a 4 bunééném embryu by ndm mohlo fici
vice o vlivu téchto mRNA na urceni L-P nebo D-V osy. V posledni ¢asti mé prace jsem
s vyuzitim injikace fluorescen¢niho dextranu nastinila osud casti Casného embrya
v budoucim vyvoji a také jsem ukazala, Ze se od sebe blastomery 2 bunééného embrya 1isi
z hlediska jejich obsahu, coz pravdépodobné mliZe mit za nésledek urceni L-P osy.

Na zavér je nutné fici, ze 1 kdyZ fylogenetické analyzy ukazuji, Ze je 4. mexicanum
vice ptibuzny s X. laevis, mnou ziskané vysledky ukazuji, Ze v nékterych ohledech sdili vétsi
podobnost s jinymi zivoCichy. Chybéjici zarode¢na plazma v oocytech ukazuje, Ze
mechanismy podilejici se na vzniku zarode¢né linie sdili ocasati obojzivelnici spiSe se savci
a mechanismy relokalizace mRNA odkazuji na ur¢itou podobnost s rybami (napt. D. rerio).
Oba piiklady mohou odkazovat na procesy piitvodni pro jejich spolecného predka. Dosazené
vysledky naznacuji nutnost mezidruhového srovnavani (s uzitim nckolika morfologicky
a fylogeneticky vzdalenych druhti) pro lepsi pochopeni aspekt regulace embryondlniho

vyvoje i z evoluéniho hlediska.
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Ptilohy

Tabulka 1: Pfehled pouzitych primerd pro RT-qPCR

reverse

TGTCTACGCACTCCCAGTTT

transkript en rimer sekvence dele
P 8 P produktu
f TTTTCCA AAAAT
AMEXTC_0340000035404 | grip2 | 1orward CCAGLCGGE GG 9%
reverse | TTGGCCACAGGTTTCCAAGT
AMEXTC_0340000001428 | ankhd1 |1orward | CTGGTGGAACCAGCGATTCT 129
reverse | AGGCAAATCGTCTGTCAGCA
AMEXTC 0340000022045 | mvrin- | forward | AGGGGTGTCTTGTGTGTGCA o
— like | reverse | TTTTGTAAAGGCGCCCGGTG
AMEXTC 0340000042324 | mog |LTorward | GCACACCAGGAATGTTACCCC o1
~ reverse | ATCCGAGCTATGCCAGACCC
forward | AACATTTCGAGGGGCTTGGT
AMEXTC_0340000175069 | shql |—ar 107
reverse | CTCTTCAGGCTCAGTTGGGG
AMEXTC 0340000046730 | P?  |forward | TCTTGCTACCACCCACCCTC 139
- anotace | reverse | AGCCATCACCACCAGCATTG
AMIEXTC 0340000227198 | dnd1 |- OrWard | TGCCCATGAAGATCCAGGTT .
reverse | GGAATTCAACCATGCAGCCA
AMEXTC 0340000241818 | okt LTOTWard | GGCAGTGCTGTTTCTTGACA .
- reverse | TGGACTCGCACACCTACAAT
AMEXTC_ 0340000157859 | znhitz |1orward | GACATATCAGGCTCCCACGA 134
reverse | GGAGAAGGCTTGCGTGTTAG
forward | TCGGGACATCAAACCACAGA
AMEXTC_0340000250002 | gsk3b ool 97
reverse | CTCTCCACGGACTAACTGCT
AMEXTC 0340000162248 | axin1 |orward | GTTTGACCAGGCACAGACAG 109
- reverse | GCTTTCACCACCAGTCCTTG
AMEXTC_0340000085917 | ctnnb1 |oWard | GGTGGACCTCAAGCACTAGT 127
reverse | CAGCTTCAACAATGGCAGGT
AMEXTC 0340000067098 | wntsa |orward | TCCTTTGCCAATCACTCGCT 76
- reverse | TGGGGTCCCAGCAATGAATC
AMEXTC 0340000012052 | wnigp |LTorWard | GATCTATCGAGTCAGCCCTCC .
- reverse | TGTTTTTCATGGCTGTGCGAG
AMEXTC_0340000267508 | atp6voc |-1orward | ACCCAACACAATGTCGGCTC 124
reverse | TGCAATCCCAGTCCCACTCT
forward | CGGGCGGATTCTACTTAAAACC
NT 010000820929.1 | atpda |—&f 129




Tabulka 2: Pfehled p-hodnot mezi jednotlivymi stadii u vzorki pfipravenych podél A-V

osy
transkript gen metoda b-hodnota

1K/1 burika | 64/1 burika | 4/1 burika
AMEXTC_0340000021373 kiaa1109 RNA-seq 0,08229 0,09240| 0,11364
AMEXTC_0340000038222 rbpms2 RNA-seq 0,00041 0,00041| 0,00110
AMEXTC_0340000022045 nynrin-like | RT-qPCR 0,02682 0,06986 X
AMEXTC_0340000022045 nynrin-like | RNA-seq 0,00302 0,34499| 0,00447
AMEXTC_0340000242324 mok RT-qPCR 0,00866 0,00053| 0,01065
AMEXTC_0340000242324 mok RNA-seq 0,00050 0,00687| 0,00002
AMEXTC_0340000007889 gsk3b RNA-seq 0,45982 0,33069| 0,42782
AMEXTC_0340000142707 cdk8 RNA-seq 0,16066 0,34306| 0,45975
AMEXTC_0340000175069 shql RT-gPCR 0,00146 0,00166| 0,00172
AMEXTC_0340000175069 shql RNA-seq 0,00014 0,00011| 0,00012
AMEXTC_0340000049739 bez anotace | RT-qPCR 0,00004 0,00005| 0,00004
AMEXTC_0340000049739 bez anotace | RNA-seq 0,03737 0,03768| 0,03872
AMEXTC_ 0340000227198 dnd1 RNA-seq 0,02325 0,01456| 0,00689
AMEXTC_0340000183471 velol RNA-seq 0,00012 0,00234| 0,00215

Tabulka 3: Pfehled p-hodnot mezi jednotlivymi blastomerami 2 a 4 buné¢ného embrya

transkript en |stadium Baiodiots
> £ D/A | D/B | D/C | C/B | C/A | B/A
2 bunk 2E-04
AMEXTC_0340000035404 | grip2 | 2-24nKY 0
4 buriky | 4E-05 | 3E-06 | 4E-05| 2E-02|7E-03 | 4E-02
AMEXTC_0340000227198 | dnd1 | 224Ky >E-07
4 bufiky | 36-07 | 5E-06 | 2E-05| 9E-03|1E-04 | 2E-02
AMEXTC_0340000001428 | ankhd1 | 2-241KY >E-07
- 4 buriky | 2€-03| 2€-02| 5E-02| 1E-01]5E-03 | 3E-01
AMEXTC_0340000241818 | akt2 | 22UNKY 1E-01
4 bufiky | 96-04 | 2€-03| 1E-01| 8E-03|4E-03|5E-01






