Abstrakt

Genetické regulacni mechanismy genové exprese podminuji spravny vyvoj, funkci a
odpovéd na potieby organismu ve vztahu k proménlivym Zivotnim podminkam. Jsou
vak relativné pomalé. Zivotni procesy vyzaduijici rychlou odpovéd na zmény
prostfedi a metabolismu jsou z velké ¢asti provadény na Urovni protein(, predevsim
jejich posttranslacnich modifikaci a protein-proteinovych interakci.

Cilem experimetnalni prace spojené s touto disertaci bylo vyuziti modelového
systému Caenorhabditis elegans ke studiu regulace genové exprese transkripénimi
faktory ze skupiny jadernych receptori. Modelovy systém C. elegans nabizi velmi
vykonné experimetnalni pristupy predevsim v oblasti genetiky, genomiky a funkcni
fenotypické analyzy. V praci spojené s touto disertaci jsem studoval regulaci genové
exprese za experimantalnich podminek z hlediska funkéni proteomiky a zaméfil jsem
se na vyutziti separacnich metod a metod pokrocilé proteomiky, predevsim
hmotnostni spektrometrie.

V prvni ¢asti prace jsem charakterizoval jaderny receptor NHR-60 na Urovni proteinu.
Tento jaderny receptor je exprimovan ve dvou proteinovych formach o velikosti 50
kDa a 64 kDa, které jsou s rliznou intensitou detekovany v materialu z kultur C.
elegans a to pres to, Ze na Urovni mRNA je nhr-60 exprimovan ve formé jediné mRNA
odpovidajici proteinu s molekularni hmotnosti 50 KDa. Cilem bylo poznat molekularni
podstatu vy$si formy NHR-60 a jeji mozné funkéni disledky.

Detekci NHR-60 pomoci specificky vytvorené protilatky jsem nasledné poufzil k
charakterizaci moznosti a limitaci komparativni dvoudimensiondlni chromatografie s
hlavnim vyzkumnym cilem vytvotfeni metodického postupu spojeni proteomiky s
ustanovenymi metodami C. elegans k analyze kompletnich proteom( pochdazejicich z
velkoobjemovych kultur C. elegans za specialnich experimentalnich podminek. Prace
prokazala pouzitelnost dvoudimensionalni chromatografie k frakcionaci
solubilizovatelného proteomu a jeho dalsi vyuZziti pro diferencidlni porovnani
proteomui vazanych na specifické experimentaini podminky.

V druhé &asti prace jsem se zaméfil na identifikaci proteinovych interakci
Medidtorové podjednotky MDT-28. Prace prokazala, Zze MDT-28 vykazuje interakce s
podjednotkami tvoricimi modul Hlavy Mediatorového komplexu C. elegans. Vysledky
potvrdily spravnost klasifikace MDT-28 jako ortologniho proteinu MED28 a vedla k
odhaleni dalSich proteintd vykazujicich afinitu k MDT-28.

Experimentalni prace spojenad s touto disertaci potvrzuje velmi zasadni prinos
proteomickych metod pro studium mechanismu regulace genové exprese.



