
Abstrakt

Každý vyšší organismus se sk|ádá z něko|ika set různých buněčných typů. Buněčná diferenciace je proces, který
vyžaduje vysoce přesnou regulaci produkce mRNA a nás|edně také proteinovou syntézu. Během vývoje získává každá buňka
unikátní sadu mRNA a proteinových mo|eku|, které určují buněčný osud. Pro pochopení zák|adní funkce a regu|ace rnivojových
genů je nezastupite|ným nástrojem určení časového a prostorového průběhu jejich exprese na úrovni mRNA. Bohuže| Většina
technik pro stanovení obsahu mRNA, jako Northern blotting, microarrays a in sítu hybridizace, trpí určitými omezeními z
h|ediska specificity, dynamického rozsahu a/nebo cit|ivosti. KVantitativní PCR v reá|ném čase (qPCR) vypracovaná pro
kvantifikaci nuk|eov'ých kyse|in v pos|edním deseti|etí však překonává rnýše zmíněné ne{hody. qPcR se tak rych|e sta|a
standartním nástrojem pro kvantif ikaci mRNA nejen vzák|adním uýzkumu, a|e iveýzkumu ap|ikovaném, jako jsou např.
moleku|ární diagnostika, detekce patogenů v jíd|e, ana|ýza geneticky modif ikovaných organismů (GMo) atd.

My jsme se rozhod|i Využít qPcR k pochopenÍ zák|adních bio|ogických procesů odehrávajících se ve vyvíjejícím se
organismu. Jednou z oblastí zájmu Laboratoře genové exprese na Ústavu mo|eku|ární genetiky AV ČR, kam jsem nastoupil na
doktorandské studium, by|o objasnění ú|ohy Src tyrosinov1ich kináz v časném vývoji obratlovců, studované na žábě drápatce
(Xenopus /oevls). oocyty a časná embrya X. Iaevis jsou obrovská ve srovnání se savčími a obsahují takové množství bio|ogického
materiá|u (RNA, proteiny, ribosomy a mitochondrie), které je jinak možno získat pouze ztisíců somatických buněk. Ztěchto
důvodů se sta| Xenopus jedním z nejpopu|árnějších mode|ouých organismů pro ývojové studie'

Během s4ích PhD studiíjsem se zab'ývaI pěti úko|y:

1' Na|ézt vhodné referenční geny pro norma|izaci v časouých ana|ýzách exprese mRNA v časném rnývoji Xenopus. Naše qPCR
pokusy odha|i|y, že žádný z běžně rutinně užívaných referenčních genů u X. /oevls nesp|ňuje kritéria pro rnivojorný referenční
gen. Namísto toho jsme zjisti|i, že důvěryhodné výs|edky mohou brlt dosaženy normalizací oproti ce|kovému množství RNA
v jednotIiv'ých vzorcích.

2. zjistit časové průběhy exprese skupiny rnivojo{ch genů v časném {voji X. loevis a porovnat je s předpok|ádanou funkcí
těchto genů. By|y určeny expresní profi|y 21 dů|ežitých genů během časného rnivoje a by|a na|ezena b|ízká spojitost mezi ú|ohou
genů v různých stádiích rnivoje a jejich genovou expresí. Na těchto {sledcích byly také testovány nové metody pro předběžnou
úpravu dat a statist ickou ana|ýzu mu|tidimensionálních dat.

3. Určit časové a prostorové expresní profi|y X' /oeyls Src tyrosinornich kináz (sTK) a Csk, coŽ je přirozený inhibitor STK v časném
ývoji. Vše by|o stanoveno pomocí qPcR a ,,who|e mount.. ln sifu hybridizace.

4. stanovit profi|y prostorové distribuce ývojo{ch mRNA Ve vajíčku X. Iaevis. Pro tento účel by|a vyvinuta nová metoda, kterou
jsme nazva|i qPCR tomografie. Zjisti|i jsme, že zkoumané mRNA jsou ve vajíčku rozprostřeny formou dvou opačných gradientů
podél jeho animálně-vegetativní osy. První skupina mRNA je převážně |oka|izována vanimální hemisféře a tvoří j i  mRNA
exprimované z genů: FoxH1, oct60, xmam, e|ongation factor 1-a|pha, GAPDH, GsK3-beta, disheve|ed, beta-catenin, Tcf-3 and
Xpa11. Druhá skupina mRNA mo|eku| tvoří gradient s maximem Ve Vegetativní části a tvoří ji mRNA exprimované z genů: VegT,
Vg1, Wnt11", Otx1, Deadsouth, Xcad2, Xpat and Xdazl.

5. Ana|yzovat genovou expresi během imunitní odpovědi v masařce Sarcophaga bullota. By|y určeny expresní profi|y 8 genů
(transferrin, sapecin, Ppo1, Ppo2, storage binding protein, cathepsin L, 18S rRNA, sarcocystatin), které se pravděpodobně
účastní imunitníodpovědi. Vše by|o provedeno ve spo|upráci s Ústavem organické chemie a biochemie, AV ČR'

Naše výs|edky naznačují, že kvantitativní PCR v reá|ném čase (qPCR) je vhodná metoda pro studium genové exprese a |oka|izace
mRNA v průběhu časného ývoje' Výs|edky získané během mého PhD studia by|y prezentovány v 7 č|áncích, v něko|ika ústních
prezentacích na mezinárodních konferencích a na mnoha posterech. Da|šíč|ánekje nyníještě př ipravován k pub|ikování.


