Abstrakt

KaZdy vy3Si organismus se skldda z nékolika set rtiznych buné&nych typl. Bunéénd diferenciace je proces, ktery
vyZaduje vysoce pFesnou regulaci produkce mRNA a nésledné také proteinovou syntézu. Béhem vyvoje ziskdva ka?da burika
unikdtni sadu mRNA a proteinovych molekul, které uréuji bun&&ny osud. Pro pochopeni zakladni funkce a regulace vyvojovych
genl je nezastupitelnym néstrojem urceni ¢asového a prostorového priibéhu jejich exprese na Grovni mRNA. Bohuzel vétéina
technik pro stanoveni obsahu mRNA, jako Northern blotting, microarrays a in situ hybridizace, trpi uréitymi omezenimi z
hlediska specificity, dynamického rozsahu a/nebo citlivosti. Kvantitativni PCR vrealném case (qPCR) vypracovand pro
kvantifikaci nukleovych kyselin v poslednim desetileti vSak prekondvd vy$e zminéné nevyhody. qPCR se tak rychle stala
standartnim nastrojem pro kvantifikaci mRNA nejen v zékladnim vyzkumu, ale i ve vyzkumu aplikovaném, jako jsou napf.
molekularni diagnostika, detekce patogen( v jidle, analyza geneticky modifikovanych organisméi (GMO) atd.

My jsme se rozhodli vyuZit qPCR k pochopeni zékladnich biologickych proceséi odehravajicich se ve vyvijejicim se
organismu. Jednou z oblasti zdjmu Laboratof'e genové exprese na Ustavu molekuldrni genetiky AV CR, kam jsem nastoupil na
doktorandské studium, bylo objasnéni tlohy Src tyrosinovych kindz v ¢asném vyvoji obratlovcd, studované na 24bé& drapatce
(Xenopus laevis). Oocyty a Casna embrya X. laevis jsou obrovska ve srovnani se savéimi a obsahuji takové mnozstvi biologického
materidlu (RNA, proteiny, ribosomy a mitochondrie), které je jinak mozno ziskat pouze z tisicti somatickych bun&k. Z t&chto
dlivodl se stal Xenopus jednim z nejpopuldrnéjsich modelovych organismi pro vyvojové studie.

Bé&hem svych PhD studii jsem se zabyval péti tkoly:

1. Nalézt vhodné referenéni geny pro normalizaci v ¢asovych analyzach exprese mRNA v ¢asném vyvoji Xenopus. Nase gPCR
pokusy odhalily, Ze Zadny z b&Zzné rutinné uzivanych referenénich genii u X. laevis nesplfiuje kritéria pro vyvojovy referenéni
gen. Namisto toho jsme Zzjistili, Ze divéryhodné vysledky mohou byt dosazeny normalizaci oproti celkovému mnozstvi RNA
v jednotlivych vzorcich.

2. Zjistit Casové pribéhy exprese skupiny vyvojovych genl v &asném vyvoji X. laevis a porovnat je s piredpokladanou funkei
téchto genli. Byly urceny expresni profily 21 dtlezitych geni b&hem &asného vyvoje a byla nalezena blizka spojitost mezi Glohou
gend v rliznych stadiich vyvoje a jejich genovou expresi. Na té&chto vysledcich byly také testovany nové metody pro predbéznou
Upravu dat a statistickou analyzu multidimensionalnich dat.

3. Urcit Easové a prostorové expresni profily X. /aevis Src tyrosinovych kindz (STK) a Csk, co? je pfirozeny inhibitor STK v &asném
vyvoji. V3e bylo stanoveno pomoci qPCR a “whole mount” in situ hybridizace.

4. Stanovit profily prostorové distribuce vyvojovych mRNA ve vaji¢ku X. laevis. Pro tento G&el byla vyvinuta nova metoda, kterou
jsme nazvali gPCR tomografie. Zjistili jsme, Ze zkoumané mRNA jsou ve vaji¢ku rozprostreny formou dvou opaénych gradientd
podél jeho animalné-vegetativni osy. Prvni skupina mRNA je pfevdiné lokalizovéna v animélni hemisféte a tvofi ji mRNA
exprimované z genll: FoxH1, Oct60, Xmam, elongation factor 1-alpha, GAPDH, GSK3-beta, disheveled, beta-catenin, Tcf-3 and
Xparl. Druha skupina mRNA molekul tvofi gradient s maximem ve vegetativni &asti a tvofi ji mRNA exprimované z gend: VegT,
Vgl, Wntl1, Otx1, Deadsouth, Xcad2, Xpat and Xdazl.

5. Analyzovat genovou expresi b&éhem imunitni odpovédi v masarce Sarcophaga bullata. Byly uréeny expresni profily 8 gent
(transferrin, sapecin, Ppol, Ppo2, storage binding protein, cathepsin L, 18S rRNA, sarcocystatin), které se pravdépodobné
Ucastni imunitni odpovédi. Ve bylo provedeno ve spolupréci s Ustavem organické chemie a biochemie, AV CR.

Nase vysledky naznatuji, Ze kvantitativni PCR v redIném ¢ase (qQPCR) je vhodna metoda pro studium genové exprese a lokalizace
mMRNA v priibéhu ¢asného vyvoje. Vysledky ziskané b&hem mého PhD studia byly prezentovény v 7 &léncich, v nékolika Gstnich
prezentacich na mezindrodnich konferencich a na mnoha posterech. Dal3i &lanek je nyni jeité pripravovan k publikovani.



