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Uloha 4E-BP1 v regulaci cap-dependentni translace sawim

oocytu

Souhrn
Pro pohlavni rozmnozZovani je velmiildzita tvorba gamet. Gamety podstupuji reghik
déleni, diky rimuz ziskaji haploidni get chromozom. Oocyt si vytvéi transkripty hem
rastové faze a kratce po zahajeni meiotického zrénitranskripce zastavena.éhim
meiotického zrani je exprese proteiovlivnéna hlavé na darovni regulace translace a
stabilizace. Globalni transkripce je obnovena pzgni u mysi v 2buigném embryu a u
lidi ve 4buréném embryu. Cap-dependentni translace je transleoasla na 7-
methylguanosinovéepicce na 5'konci mRNA. Tato translace je iniciovarfaspnavazani
elF4E (eukaryotic initiation translation factor 4&)vytvaeni inicia&gniho komplexu elF4F.
Iniciace cap-dependentni translace je inhibovanpotogforylovanym proteinem 4E-BP1
(elF4E-binding protein 1), ktery blokuje proteinFdE a zabnguje vytvaeni komplexu
elF4F. Kdyz se protein 4EBP1 stava hyperfosforytgwva, dochazi k uvokni elF4E z
inhibice a v tomto stadiu e byt aktivovana translace.

Cilem mé prace bylo sledovani fosforylace 4E-BRfAem meiotického zrani mySich
oocyti, kumularnich biskach a regulace 4E-BP1 kinazami mTOR a PLK1. 4E-B@ stava
hyperfosforylovany po NEBD (nuclear envelope breatad) a defosforylovany po oplozeni.
Fosforylované formy na serinu 64 a threoninu 6% jexkalizovany v oblasti chromozama
pozcji se jejich lokalizace posouva gmem k potim cliciho vieténka. mTOR je hlavnim
regulatorem 4E-BP1 a je kolokalizovan s fosforylojya 4E-BP1. Na druhou stranu protein
PLK1 (pololike kinase 1) nema efekt na fosforyldEi-BP1.

Kli ¢ova slova:elF4E, 4E-BP1, cap-dependentni translace, meidtickni, saii oocyty,
PLK-1, mTOR



The role of 4E-BP1 in regulation of cap-dependeardlation in

mammalian oocyte

Summary

For sexual reproduction is very important gametegen Gametes undergoes reducing
division, which allows to proced to haploid sta@mcytes produce transcripts during growth
phase and shortly before initiation of maturatioanscription is ceased. During meiotic
maturation is expression of proteins affected nyaam the level of regulation of translation
and stabilization. Global transcription is resurpedt fertilization in mouse in 2 cells embryo
and human in 4 cells embryo. Cap-dependent tramslé dependent on 7-methylguanosin
cap on 5'end mRNA. This translation is initiated thipding elF4E (eukaryotic initiation
translation factor 4E) and formation of elF4F coexplinitiation of cap-dependent translation
Is inhibited by hypophosphorylated protein 4E-BRIF4E-binding proteinl) which inhibits
protein elF4E and prevent formation of elF4F compléeVhen 4E-BP1 become
hyperfosforylated, the elF4E is released from inldb and activation of translation can

occur in this stage.

Aim of my thesis was observation of phosphorylatioin 4E-BP1 during meiotic
maturation in mouse oocyte, cumulus cells and eggul of 4E-BP1 by mTOR and PLK1.
4E-BP1 become hyperphosphorylated after NEBD (m@uclenvelope breakdown) and
dephosphorylated post fertilization. Phosphoryldtadis on serine 64 and threonine 69 are
localized in the chromosomal area and later is mdwespindle poles. mTOR is the main
regulator of 4E-BP1 and colocalizes with phospraied 4E-BP1. On another hand PLK1 do
not affect phophorylation of 4E-BP1.

Keywords: elF4E, 4E-BP1, cap-dependent translation, meio@turation, mamalian
oocyte, PLK-1, mTOR
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1. Uvod

Pro reproduk&ni biotechnologie je ezité porozunit regul@&nim mechanisiim
ovliviiujicim meiotické zrani oocytu. V oocytech jghbm meiotického zrani tvorba protéin
regulovana fes iniciaci translace, protoZze tvorba transkripg velmi omezena. &tSina
MRNA, podle niz se twd proteiny, byla vytvéena oocytem ve faziistu a pro meiotické
zrani je skladovana v RNPs (Ribonucleoproteins)ebonP-bodies. K obnoveni translace

dochéazi az po oplozeni v zavislosti na druhu.

U mysich embryi je translace obnovena v 28n8m stadiu &loveka ve 4buticném
stadiu, u skotu v 8-16b&tném stadiu a u kralika dochazi k obnoveni az v d&mém
stadiu. U oocyt je vyznamna regulace translacge$ 7-methylguanosinovotepicku na
5’konci mMRNA. Iniciatorem cap-dependentni translgckomplex elF4F. Tento komplex je
tvofen proteiny elF4E, elF4G a elF4A. Protein elF4E e&Ze pimo na 7-
methylguanosinovokepicku na 5°konci mRNA. Aktivita tohoto proteinu jegidovana
elF4E-binding proteiny (4E-BPs). V mé diplomové grigem se zafgsfila hlavre na protein
4E-BP1.

4E-BP1 je inhibitorem elF4E a pokud je hypofosfomdn nebo nefosforylovan je
elF4E blokovan a neiniciuje translacii ho hyperfosforylaci je elF4E uvain z vazby a je

schopen iniciovat cap-dependentni translaci.

Protein 4E-BP1 svoji vazbou na elF4E blokuje vagelmisto pro elF4G a nedochazi tedy

k vytvéreni inicia&niho komplexu elF4F a tim je blokovana cap-depetmidéranslace.

U protein 4E-BP1 jsem se zabyvala jeho fosfanyimi misty na threoninu 36/45, serinu 64 a
threoninu 69. Pokud je protein 4E-BP1 fosforylovénvice fosforyl&nich mistech festava

inhibovat translaci.

U oocyti dochazi po zahajeni meiotického zrani ve fazi NBBiyperfosforylaci proteinu
4E-BP1, diky cemuz je protein elF4E volny pro vyttemi komplexu elF4F. Viiv na
fosforylaci 4E-BP1 ma aktivace drah protein kind&T”Aa mTOR.



2. Cil prace

Cilem této diplomové prace &t nasledujici hypotézy: 4E-BP1 (4E-binding prot&)n
pusobi jako represor cap-dependentni translace whgdicyti. 4E-BP1 je
aktivovan/fosforylovan prawghodobrg pomoci PLK-1(polo-like kinase 1), CDK1 (cyklin
dependentni kinaza 1) a mTOR (mammalian targedgdmycin) po zahajeni meidzy. &il
hypotézy jsou: 4E-BP1 se hyperfosforyluje po zatiapmeiozy, a tak umditije pibeh cap-
dependentni translace. Tato fosforylace je nasletiminovana po fertilizaci vajka.



3. Literarni reSerse
3.1. Oogeneze

Vytvareni vaj€éniki u embryi za&ind migraci primordialnich zarotleych burk
(PGCs), které vznikaji mimo gonady. Proces tvorlyni&ich gamet (gametogeneze) se
sklada z&chto kroki 1) formovani PGCs, 2) migrace PGCs do oblastitgbmiryhy, 3)
osidleni gonad primordialnimi zaragymi buikami, 4) diferenciace PGCs na oogonie, 5)
jejich nasledna proliferace (Gilbert, 2Q00an den Hurk et Zhao, 2005).

Patty primordialnich zarodmych burk (primordial germ cells; PGCs) se zvySuji ¢est
pied jejich vstupem do pohlavnich Zlaz, v naSefipgut embryondélnich vajmika. Tyto
buiky se vyznauji vysokou mitotickou aktivitou (Fulka, 2007).

PGCs se vytvi&ji v extraembryonalnim epiblastu gastrulovanéhbrgen B:hem jejich
migrace prochazeji ips posteriorni¢ast primitivniho prouzku do endodermaldésti
Zloutkového véku (Molyneaux et Wylie, 20Q4/an den Hurk et Zhao, 2005).

Ve vznikajicich PGCs bylo zji&to velké mnozZstvi proteinFragilis, Stella a DPPA3,
(Developmental Pluripotency Associated 3). Profeiagilis je dilezity pro homeotypickou
burg¢nou adhezi (btka-buika) a pro kontrolu busgného cyklu (Molyneaux et Wylie, 2004
Fulka, 2007).

Na vyvoji PGCs v proximalnim epiblastu se podiktéay rodiny TGP (transforming
growth factor}) a bone morfogenetic proteiny (BMP-4, BMP-8b, BMP-BMP-2 pochazi z
visceralniho endodermu a BMP-4 a BNP-8b pochazextmembryonalniho ektodermu.
(Molyneaux et Wylie, 2004Van den Hurk et Zhao, 2005).

Do pohlavnich Zlaz mysi putuji PGCs kolem 3-4i.driNékteré PGCs zaniknoutbem
jejich migrace ve #&w nebo se dostanou do jiné tka(rulka, 2007). Mnozeni PGCs je
nejspiserizena SCF (stem cell factor), ten je produkovaiikbmi v oblasti migrace PGCs
(Gilbert, 2000). Dolci et al. (1993), odebrali mgghbrya 8,5, 10,5 a 11,5 den po oplozeni a
kultivovali jejich PGCsin vitro. Zjistili, Ze pridanim SCF (stem cell factor) a nebo LIF
(leukemia inhibitory factor) v kombinaci s Forskam (FRSK), ktery zvySuje hladinu
cAMK (cyklicky adenosin monofosfat), dochazi k vim@mu zvysSeni pou PGCs buik,
oproti kontrole jak v 1. den tak 3. den kultivaq@olci et al., 1993). Stem cell faktor je
potreba i pro proliferaci melanobldsibdvozenych od neurdlni liSty, hematopoetickych a

zarodeénych burtk. Mysi s homozygotni mutaci pro bilou barvu madostatek zarodaych



burgk, melanocyi a krevnich bugk, protoZze jejich bikky postradaji receptory pro SCF
(Gilbert, 2000).

Proliferace také zavisi na FGF-2 (fibroblast grovetttor), IL-4 (interleukine-4), TN
(tumor necrosis factor) a PACAP (pituitary adenglayclase activating peptide) (Van den
Hurk et Zhao, 2005)Cytokiny hraji vyznamnou roly v proliferaci aqzivani PGCs. Bylo
zjisteno, ze Basic fibroblast growth factor (FBF-basiENFo (tumor necrosis factor-alfa),
neuregulin-beta a ligandy pro receptdybb2 a Erbb3 (geny prohuman epidermal growth
factor receptor 2 a 3vysuji pa@ty PGCs v kultie (Vanderhyden, 2002).

3.1.1. Migrace primordialnich zarodeénych bunék (PGCs)

V mySim embryu prekurzory zératteych burk migruji z extraembryonalniho
mezodermu do embryags alnatois. Z alantoidu potéeghazeji do Zloutkového &éu, kde
jsou pak PGCs rozteny na 2 populace podle toho, jestli migruji dav@ nebo levé
zarodeéné ryhy (Gilbert, 2000Kang et Han, 2011).

Migrace PGCs do genitalni ryhy je zpiestkovana KIT ligandem (C-KIT/KL/Steel
factor/stem cell factor), ktery je té®n somatickymi bitkami v oblasti migrace. V oblasti
migrace se také vyskytuje glykoprotein fybronekitery podporuje translokaci migrujicich
PGCs (Fleischman, 1993).

PGCs vytvéi KIT receptory od E7,5 (embryo 7,5 den) do E13,Kla ligand je
exprimovan podél celé migmai drahy PGCs. iedpoklada se, ze kramKL ovlivauji
migraci a mitotickou aktivitu PGCs i dalSi chema&tanty v genitalni ryze. LIF (leukemia
inhibiting factor) steja jako KIT ligand podporuje migracii@zivani a stimuluje proliferaci
PGCs (Van den Hurk et Zhao, 2005).
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Obrazek 1. Migrace primordialnich zarodetnych bunék u embrya mysi
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(Winslow et Duckwall, 2001h{tp://stemcells.nih.gov/info/scireport/pages/apiza.aspX

LIF a KL podporuji pezivani primordidlnich zérodeych burk pies inhibici
apoptézy. U mySi se spontannim deficitem expresk n€teptoru nebo jeho ligandu bylo
Zjisténo, Ze pezivani a migrace PGCs je zavisla na této drazevade fostatidylinositol-3-
kindzy (PI3K), zprosedkovana progednictvim KIT, hraje dlezitou roli v bur¢nych
adhezich, proliferaci areziti rekterych typi burgk. OvSem u #kterych bugk s mutovanym
genem pro PI3-kindzu neni ovliéma proliferace a fieziti burgk plodu Ehem oogeneze.
Naproti tomu jiné vyzkumy ukazaly, Zze PI3K jélekita @i cytokiny zprostedkovaném
pieziti PGCs v oogenezi, coZz ukazuje na to, Ze jsdwaly vyuzivajici signalizaci PI3K.
Antiapoptotické dinky IGF-I (Insulin-like growth factor 1) nebo LIBCF byly téndi Uplne
eliminovany kultivaci vajéniki s jednim ze dvou inhibitér fosfatidilinositol-3"-kindzy
LY294002 (5uM) a nebo wortmannin (50nM). Zatimcdikgze rapamycinu (25ng/ml),
inhibitoru MTOR (mamalian target of rapamycin), gghsubstratem je S6K1 (Ribosomal
Protein S6 Kinase, 70kDa) a 4E-BP1 (elF4E bindirmgin 1), byla bez dinku (Morita et
al., 1999 Vanderhyden, 2002).

PGCs se daji u mysSi poprvé identifikovat v oblda&iutkového véku pomoci barveni
na alkalickou fosfatazu, kdyz jejich &t dosahne 45 PGCs, coZ je u mySiho embryake v
7,2 drmi (Vanderhyden, 2002) podle Godin et al. (1990) ¢l @1i. Kolem 7. dne vyvoje
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embrya se PGCs &aaji objevovat na rozhrani embryonalnich a extlagonalnich tkani
(plodové obaly a placenta).riPvyvoji téchto burkk maji velky vyznam tstové faktory
obzvlas¢ potom BMP (bone morfogenetic proteins) (Fulka, 200

Kolem 7,5 dne vyvoje embrya (E7,5) se PGCs u mgsinaji objevovat v oblasti
alantoidu. Kolem 9. dne jsou PGC&8en¢ny do prvosteva a poté putuji dorsalnim &rem
ven ze deva do oblasti genitélni listy (Tam et Snow, 1981).

Kolem 7,5- 8,5 dne embrya mySi se Sgatteduje dni bihem migrace PGCs v oblasti
prvosteva, kvili ¢astym morfogenetickym pohgtn embrya. Pohyb PGCs hikn uvnite
traviciho traktu a prvostva ovliviiuji dva proteiny E-Kadherin a KIT ligand.fiPmutaci
tyrozin kinazovych receptdrKIT dochazi k dramatickému snizeni¢ho PGCs buék v 9,5.
dni vyvoje embrya (Molyneaux et Wylie 2004). Datanuji, Ze SDF-1 (stromal cell-derived
factor 1) funguje jako atraktant pro PGCsikyjak vin vivotakin vitro studiich. Pokud maji
zvirata mutaci genu pro dany protein a jeho receftxerd (chemokine receptor type 4)
dochazi k redukci pitu PGCs bugk, které doputovaly do genitalni ryhy. U jedins touto
mutaci se pity PGCs v ivéjSich fazich migrace nelisi (Molyneaux et al., 20@3enitalni
ryha 10,5denni mySi uvialje protein transforming growth fact@d- like (TGF- p1-like)
(Gilbert, 2000).

3.1.2. Tvorba vaje¢niki

Jest pred tim, nez PGCs vstoupi do genitélni ryhy, se Isajiicse somatickymi
bunkami, které podporuji jejich nasledny vyvoj. PGCs potom co jsou obklopeny
pregranlézmimi bikami a invaginovany do genilatni ryhy, nazyvaji Ooig. Tyto
pregranuldzni bitky vznikajici z epitelialnich buk jsou invaginovany do genilatni ryhy, kde
se z nich pozgi vytvofi buiky granulézni (Vanderhyden, 200B)L-integrin je dilezity pro
kolonizaci ovarii, primordialnimi zarodeymi buikami (PGCs) a E-Kadherin ovlivhuje
jejich nahlogeni (Van den Hurk et Zhao, 2005).

U mysSi probih& deni PGCs 8. den az 12. den, v tétodmjich patet vzroste z 10 az
100 burk na 2500-5000 PGCs. Kolem 13,5 dne by myS mohtauiibkolo 24 000 PGCs
(Tam et Snow, 1981Gilbert, 2000 Kang et Han, 2011). Tam et Snow, (1981) uvadi, Ze
mnozeni PGCs pokigje do E13.5, kdy pe@t PGCs dosahuje sveho maxima kolem 25000
burgk.

Od 12,5. dne embrya mysi a 22. tydnélovéka oogonie asociuji s pregranuléznimi

buinkami genitalni liSty. Pregranulozni fky se budou vyvijet do primordialniho folikulu.

12



Pregranuldzni folikul je tv@n jednou vrstvowsthto burk, které obklopuji oocyt (Di Carlo
et De Felici, 2000). Buftné agregace pravdodobré zahrnuji interakce Kadherinu a KIT
ligandu, které usnadiji adhezi budk (Vanderhyden, 2002). Ovarialni folikuly se neyyvi
bez gitomnosti oocytu, coz naztige, Ze oocyt sedastni tvorby folikulu hned od pBatku
vyvoje. Faktory paebné pro vytveeni primordialniho folikulu nejsou zcela znamy, ale
cilené delece faktoru FIG-alfa (factor in the genmlalpha) zfisobuje selhani prvotni tvorby
folikult a prediasné vyerpani oocyt, coz vede k Zenské sterdli(Soyal et al., 2000).

Hladina estrogeh je u ovci, kralik, krav a motat vysoka na zstku ovarialni
diferenciace a ip zahajeni meidzy se hladina estrogemané nebo Uplg snizi. Hladina
estrogen se znovu zvySiiptvorbe folikult (Byskov et al., 1988).

Velikost oocytu je regulovana aryl-hydrocarbonovymaceptory (AHR), oocyty
nedostaténé velikosti podléhaji buné smrti Bhem samii gametogeneze. Uh vitro
kultivovanych vajéniki mysi s knockoutem AHR je dvakrat zvySen¢gtoprimordialnich

folikult tim, Ze je sniZzena apoptdza odcfifan den Hurk et Zhao, 2005).

Obrazek 2. Rany vyvoj Zzenskych pohlavnich orgain

Embryo v Carnegie stadium 20ildizne 49. den.

1. Wolfovy vyvody, 2. Primordialni zarate buiky (PGCs), 3. Peritonealni dutina, 4. Aorta,
5. Kanalek mezonefros, 6. Degenerace kahgtnad, 7. Zesileny epitel colemu, 8e80, 9.
Mezenterium (okruzi), 10. Mullerovy vyvody, 11ofgtvany mezonefricky nefron.

Prevzato a upraveno z: Online course in embryologynfedicine students. Universities of
Fribourg Lausanne and Bern (Switzerland)

(http://www.embryology.ch/anglais/ugenital/diffmogft3.htm)
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Tanskrigni faktory jako FOXO3 (forkhead box O3), FOXL2 (bead box L2),
FIGLA (folliculogenesis specific basic helix-loolix), LHX8 (LIM homeobox 8), NOBOX
(ogenesis homeobox), SOHLH1 (spermatogenesis agdnesis specific basic helix-loop-
helix 1) a SOHLH2 (spermatogenesis and oogenesisfgpbasic helix-loop-helix 2inohou
ovliviiovat formovani ovarii a folikulogenezi. Poruchschito regulator mohou zgsobit

ovarialni insuficienci (nedostateost) a neplodnost (Jagarlamudi et Rajkovic, 2012).

Osidleni ovarii je u mySi kompletni v E13.5 a ogcystupuji do profaze prvniho
meiotického dleni, kdy ve stadiu diplotene nastava prvni mekgtiolok. Behem proliferace
PGCs v E13 aZz E16 dochéazi k atrezitSiny oogonii. Atrézii podlehne az 70 % oogonii a
jsou degradovany pomoci apoptézy (Vanderhyden, X0D2mor necrosis factor betal a
beta2 a FAS ligand (FASL/CD95L/CD178igand pro FAS receptory) indukuji atrézii
oogonii, ges modulaci aktivity mitochonrialnich pro-apopt&fich geri pro proteiny rodiny
BCL-2 (B-cell lymphoma 2). U mySi s homozyg6tni etdl BCL-X (B-cell lymphoma x)
dochazi ke zraé atrézii primordialnich a primarnich folikuh jejich plodnost je vyrazn
snizena. Studie na mySich se ¢mmou expresi anti-apoptotického BCL-X a pro-
apoptotického BAX (BCL-2-associated X protein) ukddz Ze BCL-X je nutny proiezivani

PGCs a nedostatek proteinu BAX zase vyéamizuje apoptdzu. (Rucker et al., 2000)

Zakladnim dogmatem reprodirik biologie bylo, Ze oocyty se na v&pécich zakladaji
jen kthem emryonalniho vyvoje (Zuckerman et Baker, 193%pu druhy, které najednou
produkuji stovky az tisice zralych oogyjako zZaby nebo nisky jezek. Oogonieéthto
Zivocicht slouzi zarove jako samoobnovujici se zar@dé buiky, které se v organismu
vydrzi clit po cely Zivot. U lidi se oogoniestli od druhého do sedméhasgice ¢hotenstvi a
béhem té doby vznikne zhruba 7 miliard zarodeeh burkk. Po sedmém #sici paet
zarodeénych burkk zaine prudce klesat (Gilbert, 2000). Wt§iny savé si nektefi veédci
mysli, Ze se ve vajaicich nezaklada dostatek oogonii na to, aby mobbyty vystdit na
celé reproduéni obdobi samice. Pokud by tomu tak byl@javéka by rekteré oocytyéekaly
40 az 50 let na ovulaci.rf@dpoklada se tedy, Zze by se mohlyiivaové oocyty i Bhem
zivota samicéFulka, 2007).
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3.1.3. Tvorba novych zarodé€nych bunék v ovariich savai: female germline stem

cells (GSCs) nebo oogonial stem cells (OSCs)

Bylo zjiS&no, Ze folikuly ve vajéniku mysi a skotu jsou tak rychle degradovany,ye b
doSlo k jejich vyerpani je&t pired dosazenim do&lpsti. Nagiklad u lidi z fivodniho
mnozstvi oocylt kolem 1 000 000ieZije do puberty samice jen asi 300 000 ob¢yohnson
et al., 2005). Vyskyt GSCs (germline stem cells) fgjdrive zjiS€n u dosglych much a
nizSich obratlove (Tilly et Telfer, 2009).

Coz vedlo k hypotéze, Ze podébjako u nizSich Zivéicha by i u sav@ mohlo
dochéazet k tvorbnovych zarodénych burk (de novaz kmenovych bunek). Studie u outton
vahavého (Duke, 1967) a u loriho Sedého (David.etl@74) a mysi (Johnson et al., 2004)
dokazaly, Ze ovaria stale maji mitoticky aktivnradgné buiky, které mohou tvigt nové
oocyty i v dosplosti samice (Johnson et al., 2005).

Teoreticky je moz& Ze by ovaria dospé Zeny mohla byt schopna rouvorit
primordialni folikuly, primitivni granul6zni hiky a zarodené buiky. Vznik novych
primordialnich folikub by mohl kompenzovat atrézii, které podléha veldést oocyl
(Vanderhyden, 20Q2/an den Hurk et Zhao, 2005).

Johnson et al. (2005) zjistili, Ze se u samic nwskytovat zarode buiky GSCs
(germinal stem cells), které by mohly obnovovattpmocyti, protoZze vzhledem ke zéreé
atrézii by oocyty nestdy na celé reprodulni obdobi. V experimentu o&nim zbavili
vajeiniky dosglych mysi vlastnich oocyt a transplantovali jim kostniteh, anebo jim
injekéné aplikovali periferni krev darky Na vajé€nicich gijemkyn byly nalezeny oocyty
pochazejici od darky(kostni dené nebo periferni krve), kterym byl vioZzen gen prdene
florescentni protein GFP (green fluorescent pmtglohnson et al., 2005).

Bukovsky et al. (2005)gstovali vin vitro podminkéach ovariélni liky od Zen ve &ku
47, 40 a 39 let. Nejvice granul6znich Bkira burgk podobnych oocyim vzniklo v kultde
burek OSE (ovarialniho povrchového epitelu) z vaji&i 39leté Zeny gstovanych spolu se
stromalnimi komponenty, které byly¥giovany v médiu s fenolovoterveni (mé estrogeni
aktivitu). OvSem tyto vysledky mohou byt oviémy zna&nou fadou faktodi, jako jsou: sté
vajecnikua, kultivacni podminky, sloZzeni média a vazba mezi sousednitikiami (Bukovsky
et al., 2005).

Zou et al. (2009) izolovali (magnetickou separacihajeniki dosglych mysi GSCs.
Jako protilatky pro separaci GSCs byly pouzity DDREAD box polypeltide 4/vasa/MVH)
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a IFITM3 (interferon-induced transmembrane prot¥iinagilis). Tyto butky obsahovaly oba
markery jak pluripotence, tak marker zaréafech burgk, mély normalni karyotyp a
maternalni imprinting gen Nésled® byly tyto izolované GSCs, produkuji GFP (green
fluorescent protein), transplantovany do ¥aj&t sterilnich mysi, které pak produkovaly
zelerg svitici potomky (Zou et al., 2009).

Na druhé strahZhang et al. (2012) vyvratilitfiomnost kmenovych béh, které by
davaly zéklad vzniku novym oodyh v dosglé ovarialni tkani. V oz&nych vajénicich
vznikaly pouze oocyty odvozené od transplantovarR@&Cs pochazejici z mySich embryi
(Zhang et al., 2012). DalSim vy&lenim, pr& dochazi p starnuti ke ztrdt plodnosti, je
moznost, Ze somatické iky prestavaji byt dobrou podporou pro aktivitu GSCslyTét
Telfer, 2009).

3.2. Meiotické zrani

Diferenciace oogonii na oocyty trvd u mysiibtizné 2 dny v posledni iéting
embryonalniho vyvoje. U krélika,idcka a prasete se j&St po narozeni na vajaicich
vyskytuji nejen oocyty, ale i oogonie. U skotu tpt@ces transformace oogonii od druhého
mésice lezosti a ukotena je az vaetim nesici Zivota (Fulka, 2007).

Meib6za z&ina uz ped narozenim samice, kdy dojde do diplotene proféz@iho
meiotického dleni, tam je zastavena a jeji obnoveni nasleduje @idobi puberty (Baker,
1971). Oocyt projde stadii leptotene, zygotene ehpiene a prvni blok meidzy nastava ve
fazi diplotene.Tento blok je prolomen aZ v obdobi puberty, kdyhdm k dalSimu zrani a
nasledné ovulaci ooayt DalSi blok meidzy nastavd v metafazi Il a meiggekompletrt
dokortena az po oplodimi oocytu spermii. Bhem meidzy oocytu vznika jen jeden oocyt a
dvé polarni tliska, zatimco $ meidze spermie vznikaji 4 spermie. (Hassold entHA001).
Oocyt Ehem prvniho meiotického bloku musi podstoupit féstu, kdy ziskdva meiotickou
kompetenci. Teprve potom je po stimulu luteididian hormonem (LH) aktivovano jeho
meiotické zrani. Spontanni maturaci odcyhhibuje mnoho molekul detrg cyklického
adenosinu monofosfatu (cCAMP), KLU (Klumpfuss)Miillerian-inhibiting substance (MIS)
(Cho et al., 1974Vanderhyden, 2002).

Prvni meiotické deni za&ind dlouhou profazi I, kterd je ragdna na dalSich 5 stadii
(Gilbert, 2000 Hernandez-Hernandez et al., 2012). Oocyty zahapgiozu jiz khem
embryonalniho vyvoje, ale po tom, co jsou homologhfomozémy spojeny a projdou

rekombinaci Bhem procesu crossing over, nastava prvni meiotitkit. Crossing over je
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proces, p kterem dojde kfekiizeni homolognich chromozdma tim vyngéné dédicné

informace mezi chromozdmy od otce a od matky (HdssioHunt, 2001).

V prvnim stadiu leptotene dochéazi k rozvwih chromatinu z chromatid, a proto se
jednotlivé chromozémy nedaji identifikovat. Replikachromozor uz prolkghla a ty tedy
obsahuji 2 paralelni chromatidy. Druhé stadium jgorene, v 8dm se homologni
chromozémy paruji stranami k obToto parovani se nazyva synapse a je typické pro

meidzu, u mitdézy se nevyskytuje (Gilbert, 2000).

Béhem zygotene, probiha (Bouquet) proceas,ngmz telomery chromozo@nasociuji
s jadernou membranou a centromery se nachézejé vatytoplazng. KdyZz se centromery
homolognich chromozéin dostanou k sab blizko, dojde k jejich spojeni a vytkeni

synaptonemalniho komplexu (Cook, 1997).

Obrazek 3. Hipojeni telomer k jaderné membrarg béhem faze zygotene

Obradzek A je zelektronové mikroskopie, kde Sipka ukazujeujjgd se homologni
chromozomy, dhem vytvéeni bouquetu chromozdma formovani synaptonemalnicho
komplexu v zygotenedB je schématicky nakres vytveai bouquet chromoseimve fazi
zygotene, kdy se homologni chromozd@aui k sol a vytvai se mezi nimi synaptonemalni
komplex (oznéen Sipkou). Mritko je 500 nm (Hernandez-Hernandez et al., 2012).

Homologni chromozomy jsou spolu nejspiSe v kontakiuthem faze pre-leptotene
neboli S-faze (Vazquez-Nin et al., 2003). Synaptadlaei komplex je tvien d¥ma
lateralnimi elementy (LE) a jednim centralnim regiomn (CR), v jehoZ &du se nachazi

centralni element (CE). Kazdy replikovany homologhromozom je ukotven v jednom
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lateralnim elementuvyména genetické informace mezi homognimi chromozoénuobitva
v rekombingnim uzlu (RN (Hernandezdernandez et al., 2012Lateralni elementy jsou
tvoreny hlavg proteiny SYCP (synaptonemal complex protein ) SYCP3 (synaptonemal
complex protein 3\Winkel et al., 2009). Centralni region synaptoalniho komplexu je
stejre jako kohegin komplex, tvéen proteiny SYCF (synaptonemal complex protein,
SYCEL (synaptonemal complex central element prote, SYCEZ (synaptonemal complex
central element protein , SYCE3 (synaptonemal complex central element protei a
TEX12 (testis expressed 1, (Schramm et al., 2011).

N-terminélni konec jednoho SYCP dalSim Nterminélnim koncem druhého SYC
tvoii centralni element. Centni element obsahuje stejné proteiny jcentralni region. Tyto
proteiny jsou nutné pro spravné spojeni chromazamasled& pro provedeni crossing ou
(Schramm et al., 2011).

Obrazek 4. Synaptonemalni lomplex

Replikovany
homologni
chromozom

Replikovany
howmologni

chromozom
RN

CE

CR
LE LE

LE -laterélni element, C - centralni region, CE eentralni elemenRN - replikani uzel
(Hernandez-ernandez et al., 201.

Spojenim 4 chromatid sol® jsou vytvdeny takzvané tetrady neboli bivalen
V dalSim stadi profazepachytene se chromang kondenzuiji, takze dojde jejich ztluS&ni a
zkraceni. Tetrady chromatid jsou spojer oblasti centromery. Od toho je také odvo.
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nazev pachytene, kten recting znamena ,tlusty Sroub“. Nyni jsou chromozémy réipdiiné
swtelnym mikroskopem a také trhe prolthnou proces crossing over. Crosng over
predstavuje vyrnu homolognich geh mezi nesesterskymi chromatidami. Crossing ¢
muze pokr&ovat i do dalSihostadia diplotene. V tomtostadu dochazi krozpadu
synaptonemalniho komplexu a dva homologni chromgzéen.&inaji separovat. Obvykl
vSak chromozomy jeStzistavaji spojeny chiasmatyoblastech, kde doslo ke crossing o
V tomto stédiu je vysok& frekvence transkripci (Qilpb2000). Chiasmata drzi pohrong:
homologni chromoz6gmbéhem metafaze prvniho meiotickéhéahi (Székvolgyi &Nicolas,
2010).

Obrazek 5.Vytvareni chiasmat a proces crossing ov

Homologaf Prometafazel Homologni pary jsou od Anafazel
2 sebe odtaZeny pomoci

Sy ikrotubulil pfipojenych

chromozémi m k:l: h piipojeny

50 a0 nakinetochory

: dohromady )
= | pomoci
8 | chiasmat. _
Mikrotubuly se napojuji na Sesterské chromatidy
spojené kinetochory zhstavaji spojeny v
sestrskych chromatid . centromefe
. Prometafaze IT Anafazell

S:stersk_c Sesterské chromatidy jsou

l.::hromatl.dy rozdéleny mikrotubuly

J50u spojeny pfipojenymi na k.metoch

dohromady v

centromete
Mikrotubuly jsou pfipojeny
k jednotlivim kinetochoriim
sesterskych chromatid

(Hotchkiss, 2014)
(http://cnx.org/contents/741c92-25a7-4537-900c-
652a16L777d@1/The Process of Meio- SP13
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Sesterské chromatidy, které jsou vyoy Ehem S-faze jsou spojeny proteinovym
komplexem nazyvanym kohesin. Ten itverouzek kolem duplikét DNA. Béhem meiozy
existuji dva oddlené kruhy kohesinu, protoze je palta, aby dochéazelo ke ztrapojeni
chromatid postuph Ztrata kohesinu na koncich (ramenech) chromdzémsi spojeni mezi
homolognimi pary a umoznuje jim rozchod k &pan péiim. Soudrznost mezi sesterskymi
chromatidami v oblasti centromerigbrvd az do meiozy Il (Marston et Amon, 2004).
Kohesiny jsou chromozomalni proteiny, které jsoordéwy temi podjednotkami, REC8
(meiotic recombination protein 8), STAG3 (stromaitigen 3) a SMClbeta (structural
maintenance of chromosomes 1 beta), jejichz expbsée nalezna v lidskych oocytech
(Garcia-Cruz et al., 2010). SMC1lbeta, SMC3 (stmattmaintenance of chromosomes 3) a
STAGS3 jsou lokalizovany podél axialnich vlaken ahoxomi v prechodu mezi leptotene-
zygotene fazemiip formovani lateralniho elementu synaptonemalnikbmplexu (Brar et
al., 2009).

Kohesin je dlezity pro dokodeni rekombinace, parovani, tvorbu meiotické osy a
vytvoieni synaptonemalniho komplexu (Brar et al., 206®hesin je vytvoen v S-fazi a
k jeho rozpadu dochazi v anafazi Il meiotickéktedi. Rozpadu kohesinilhem anafaze | je
zabragno proteinem SGO (shugoshin). Ahem anafaze Il je rozten pomoci enzymu
separazy (Marston et Amon, 2004). Kohesin Zaj& spravné upewni choromozom na
delici vieténko a zabralje predtasnému rozpadu sesterskych chromatid od sebe €éBedr,
2009).

V mitotickém kohesinu je komplex SCC1/RAD21 (sisteromatid cohesion protein 1/
double-strand-break repair proteirthem meiodzy nahrazen meiotickym RECS8. Experimenty
ukazaly, Ze REC8 je odstram z ramen chromozaimv meiéze |, ale fetrvava v oblasti
centromer az do meidzy Il u kvasnic, mysi a potkarvliv na rozdilnou ztratu kohesinu
v oblasti ramen a v oblasti centromery ma odliskidviga restrikcnich separaz (Marston et
Amon, 2004). Na rozdil od meiozy probihajici u sangeckohesin u oocytsamice odstraim
ve fazi diplotengPrieto et al., 2004).

Pro to, aby kohesinigtal v oblasti centromer, az do anafaze, jsou niakry, které
ho chrani Bhem meidzy I. Odstrami Kohesinu spojujiciho ramena chromozZodovoluje
dokorteni procesu crossing over. Sekurin chrani protdiC® ged Stpenim Separinem.
Sekurin je ped z&atkem anafaze ozéan ubikvitinilaci pomoci APC/C (anaphase-promoting
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complex/cyclosome) komplexu a naslédiegradovan. U kvasinek také SPO13o(silation-
specific protein 1B podporuje udrZeni soudrznosti centromer. (MarstbrAmon, 2004).
DalSi moznosti je, Ze odstram kohesinu na ramenech je na Separinu nezavaiéaeo jeho

ostrargni v oblasti centromery je na Separinu zavislée(eeal., 2003).

Bylo zjisttno, Ze spontdnni meiéza oatyje efektivie blokovana cyklickym
adenosinem monofosfatem (CAMP) whdlic (Taieb et al., 1997), Zab roXenopugFerrell,
1999), prasat (Racowsky, 1985), skotu (Aktas et1&95), potkat (Dekel et al., 1981) a
mysSi (Vivarelli et al., 1983). ZvySena hladina cAMpProdukovana adenylylcyklazou je
zésadni pro udrZzeni ooyt meiotickém bloku jak u hlodauctak lidi. Bylo prokadzano, Zze
oocyty samy prosgédnictvim komunikace s kumularnimiikami gispivaji k meiotickému
bloku. Oocyt podporuje kumularni fiky v expresi receptdr NPR2 (natriuretic peptide
receptor 2). Tento receptor je aktivovan ligandeNPQC-type natriuretic peptide) a dochazi
k tvorbé cGMP a tim je zabré&no aktivaci cCAMP-fosfodiesterazy 3A (PDE3A). PDEBA
enzym zodpo¥dny za degradaci cCAMP (Norris et al., 2009). Bév studie ukazuji, Ze
PDES3A je hlavni forma fosfodiesterazy exprimovargawich oocytech, ktera zvySuje svoji
aktivitu pred zahajenim meidzy a to ve spontannim i gonadotyogtimulovaném zrani
(Abrieu et al., 2001).

3.2.1. Znovuzahajeni meidzy

Ziskani meiotické kompetence se u oécstoduje s vytvienim antra folikulu, kdy ma
oocyt 80 % velikosti zralého oocytu (Sanchez attdn#i012). Oocyt v diplotene obsahuje
vice organel a cytoplazmy a jet§i nez oogonie. Velikost oocytu je regulovana l-ary
hydrocarbonovymi receptory (AHR). Oocyty nedostaévelikosti podléhaji buidné smrti
béhem samii gametogeneze. U kultivovanych wajéka mysi s knockoutem AHR je dvakrat
zvySen poet primordialnich folikuk tim, Ze je sniZzena apoptdza odcgtnizkou velikosti
(Van den Hurk et Zhao, 2005).

Nedavno bylo zji&no, Ze uvoldni cyklického guanosin monofosfatu (cGMP)
z granuléznich butk pres buréné spoje gap junction, zalitge aktivaci cAMP-
fosfodiesterdazy 3A (PDE3A) v oocytu a tim udrZzujgcyt v meiotickém bloku. Uvolmi
PDE3A by zpisobilo degradaci cAMP a znovuobnoveni meiozy (Momt al., 2009).

Udrzovani hladiny cAMP je nejspiSe zptestkovano kumularnimi kikami pes gap
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junction. Nebo mZe jit o endogenni cAMP oocytu, ktery je indukovaktivaci G
proteinovych receptér3 a 12 (Vaccari et al., 2008).

Vyvoj antralniho folikulu vyZaduje stimulaci FSHo(ikulostimulatni hormon) a LH,
které zmisobi expanzi antra a Zmy na kumularnich a folikularnich tkach (Harman,1975).
Zrani ooocyl je zahajeno preovulai vinou luteiniz&niho hormonu, ktery uvolni epidermial
growth factor (EGF) - like protein. Pod vlivem E@ke proteinu dochazi k expanzi kumulu,
pies aktivaci protein-kindzy A (PKA) a cAMP, ktery mrodukovan vSimi vrstvami
granuldzy. Za této stimulace se zvysuji hladinynskaipth zapojenych do expanze kumulu
jako hyaluronan synthase 2 (HAS2), pentraxin 3 (B)l’d tumor necrosis factor alpha-
induced protein 6 (TNFAIP6). Mysi s deficienci TN jsou neplodné, protoZze nedojde
k expanzi kumularnich bgk (Varani et al., 2002Ful6p et al., 2003). Po wWnLH dojde k
degradaci cCAMP zjsobené PDE3A. DalSim moznym signalem je snizen&eitGMP a
nebo cAMP z kumularnich bk, coz gispiva k obnoveni meidzy. Samy oocyty se akiivn
podili na aktivaci procesu zrani (Sela-Abramovithale, 2005 Norris et al., 2008)Bylo
zjisténo, Zze pidani luteinizéniho hormonu do kultury graafovych folikulindukuje
meiotické zrani. A stefntak vyvolava zrani i intrafolikularni injekce dityayl cCAMP, coz
naznguje, ze efekt LH by mohl bytifmo zprostedkovany pes cAMP (Cho et al., 1974). To
by vyswtlovalo divod, pr& oocyty zrajiin vitro i bez gidani hormoid, kdy nahla zréna
prostedi zpisobi uvolgni cAMP (Cho et al., 19740rensen et Wasserman, 1976).

Pro zrani je pdebny faktor MPF (maturation promotin factor), tee sklada
z katalytické podjednotky p34CDC2 (cell divisioncty protein 2 homolog nebo CDKA
regula&ni podjednotky cyklin B1 (CCNBL1) a je nezbytny prmaturaci oocytu (Abrieu et al.,
2001). Aktivita MPF se zvySuje vigsehu zrani oocytu a kleséa v anafazi prvniho meiotické
déleni. ZvySena aktivita MPF zvySuje syntézu CCNBZR/@Gitotic-Specific Cyclin Bl) i
aktivaci p34CDC2. U mysi s deficienci CDC25B (ahllision cycle 25B) fosfatazyustavaji
oocyty blokovany v profazi Ml s nizkou aktivitou NP coZ zjisobuje neplodnostthto
mySi. Nedochazi u nich k znovuobnoveni meidzy. &agh CDC25B je tedy vyznamna
v regulaci MPF (Lincoln et al., 2002). Nédklad Kadherin (CDH1) aktivuje anaphase
promoting comples/cyklosome (APC/C). APC/C patia degradaci hladiny CCNB1 pomoci
ubikvitinilace a to zpsobuje ukoteni meidzy | vydlenim prvniho polovéhastiska (PB 1).
Protein Katherin je ip aktivaci meidézy snizen o 70 %. OvSem transkriptp drahu
ERK/MAPK (extracellular-signal-regulated kinasegbgen-activated protein) a PISK/AKT,

22



pottebné pro udrzeni druhého meiotického blokistavaji translatovany (Chen et al., 2011
Holt et al., 2011).

U potkani jsou gitomny KIT receptory na ptdorostlych oocytech v preovdiam
antralnim folikulu a #stavaji i po podani hCG (humane chorionic gonagatey. KIT
receptory jsou na povrchu oogypritomny ve vSech stadiich vyvoje folikulu. Jeho e je
nej\étsi u oocyl v prvnim meiotickém bloku a klesne az po dalen maturace. Vzhledem
k tomu Ze KIT receptor jeffiomen ghem celého zrani oocytu, jeho exprese nejspiSe neni
snizena vinou LH. Hladina mRNA pro SCF (stem faator) v granuloznich kikach stoupa
v odpoudi na hCG stimulaci jak u mysi, tak potkaf¥i expanzi kumulu oocytu se rozvolni
kumularni buiky a vytvai se mezi nimi kyselina hyaluronova (Vanderhyddi2).

U kvasinek bylo zji&no, Ze inaktivace faktoru SPO13porulation-specific protein )1
ma& za nésledek té&hndhodnou segregaci chromozZbmmeioze | a Ze je nepostradatelny
pro segregaci chromozdinmu mysi (Marston et Amon, 2004). U mySi s knockoutpro
protein SPO11 Sporulation-specific protein }1bylo zjiS€no, Ze je pdebny jak pro
proliferaci oogonii, tak meidzu ooyt Stejre tak MSH5 (muts homologue 5) a DMC1
(disrupted meiotic cDNA 1) jsou esencialni pro nzei@arodénych burk (Van den Hurk et
Zhao, 2005).

Pro dalSi vyvoj sattich a samiich zarodeénych burk je dilezitd regulace piu
chromozoni, tedy sniZzeni z diploidniho $m na haploidni p&et. Haploidni sada
chromozond obsahuje pouze jednu kopii chromoZgma rozdil od diploidni, kterd obsahuje
dvé sady stejnych chromoz@mPo ukoieni posledniho mitotickéhoéléni nastdva DNA
syntéza, kdy dojde ke zdvojnasobeni DNA w@d/ tomto stadiu se chromozomy skladaji ze
dvou sesterskych chromatid spojenych kinetochaoblasti centromer. Bika je tedy v tuto
chvili tetraploidni a obsahuje 4 sady DNA, kdy s&dy chromozom sklddd ze dvou
spojenych chromatid (Gilbert, 2000).

Meibza je tvéena déma burénymi délenimi. Prvni je heterotypické, kdy se rekd
homologni chromozomy od sebe membranougleyd 1. polovéhodiska (PB), a oocyt pak
obsahuje polo¥ni patet chromozom, které jsou tvieny 2 chromatidami (Hernandez-
Hernandez et al., 2012)tiRiruném meiotickém&eni se pak oddi 2 sesterské chromatidy a
vznikne tak haploidni hika jen s jednou kopii chromozém(Gilbert, 2000 Hassold et Hunt,
2001).
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Obrazek 6. Redukce genetické informace &hem meiotického dleni mysiho oocytl
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Oocyty v Ml obsahuje 2 sacchromozéni a 4 sady chromatid (2n4c). Ve f MIl uz doSlo
k rozckleni homolognich chroozémi od sebe avyddeni prvniho pélovéhocliska. Po
oplozenijsou od sebe rozteny i jednotlivé chromatidy a mate'ském prvojadru takistava

haplddni geneticka informace (1n: (A. SuSor nepublikovano).

Ve stadiu diakieze se centromery jednotlivych chromamd vzdaluji od sek, ale
zustavaji spojeny pouze na &khch chromatid. 'tomto posledninstadiu profaze dochazi
k rozpadu jaderné membrany a migraci chromax@uo ekvatorialni rovin, kde se vytvé
takzvana metafazni deska. BEhem anafaze jsou homologni chromozomy separovany
sebe navzajem. télofaz | dochazi k asymetrickemwlgni a ktvorbé 2 dcéinych burgk a
kazda tato bitka obsahuje jeder homolognich chromozaoim Vydéli se prvni pélovédisko,

které obsahuje polovinudicné informace, algen minimum cytoplasmy (Gilbert, 200

Po ukorteni meizy | oocyt Zistava v metafazi MIl. Kasymetrick diakinezi vydleni

druhého PBa ukorgeni meiozy Il dojde aZz po oplozeni oocyspermi. Bechem druhého
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meiotického dleni dojde ke zruSeni spojeni mezi sesterskymirohtmlami a ty seifpojené

k délicimu vieténku rozejdou kazda k jinému pélu (Gilbert, 2000)

3.2.2. Aneuploidie

Pokud dojde $ déleni chromozom béhem meiotického zrani oocytu k chybnému
napojeni nebo vytweni dliciho wieténka niZze dojit k nerovnokrnému rozdleni
chromozond. Pri aneuploidii doSlo k nerovnotmeému rozdleni ddicné informace mezi

oocytem a prvnim nebo druhym polarnigtiskem.

Nejcastji z aneuploidii vznikaji trizomie a monozomieé¢t¥ina aneuploidii je letalni uz
v ranych embryonalnich stadiich, a pokud nejsoaliét narozeny jedinec byva postizen
(Hassold et Hunt, 2001). K retardaci jedince dothazrizomii 21, 18 a 13 chromozému
(Down, Edward a Patau syndromy), kter&Sinou nebyvaji, ale mohou byt pro embryo
letalni (Duncan, 20%2Jones et Lane, 2013).

Sawi oocyty s pibyvajicim wkem matky jsou stale nachyjgi k porucham rozdeni

chromozond. Paiet aneuploidii vyznaninstoupa s 8kem matky. (Jones et Lane, 2013).

Vyskyt aneuploidie je wlovéka 10 - 30 %, na rozdil o8lovéka se u mysi vyskyt
aneuploudie pohybuje mezi 1 - 5 %. U ostatnich &g @rocento vyskytu aneuploidii vyssi
nez u mysi, ale vyraZnnizSi nez uc¢lovéka (Hassold et Hunt, 2001). U mySi je znam
markantni narst aneuploidie sékem. Rizné zdroje se v udajich liSi: ri&t ze 4 % na 25 %
v 8 tydnech oproti 70 tydm veéku (Pan et al., 2008), nést z 12 % na 30 % ve 3&sicich a
v 12 nesicich (Selesniemi et al., 2011) a ze 3 % na 60 Pangsici wku a v 15 nisicich

véku (Merriman et al., 2012).

Je mozné, Ze vznikékterych aneuploidii je Zfsoben chybou v procesu crossing over,
nebo Spatnym napojeninglitiho vieténka (Hassold et Hunt, 2001).
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Obrazek 7. Abnormalni délici vieténko jako mozny divod aneuploidie u oocytu

Vv meioze |

normal abnormal euploid aneuploid

Z - 1 1) ;..

Chromosomal spreads

Poruchy wispoadani chromozonm a vystavb déliciho vieténka jako moZzné rigina

aneneuploidie v meidé2eA) vlevo jsou vigk chromozomy, kterémetafézi | nejsou srovnai
v ekvatorialni rovi@ (bila Sipka). Dole MlInormalni bipolarnia abnormalni multipolarni
vireténkou MII oocytu. Nalevikontrola, vpravo knockdown RN@&zebnéh proteinu.

B. Nahoe je vidt normalni pget chromozdmv Ml a dole po vydeni PEL. Na obrazcich,
kde doSlo k aneuploidije cervenou Sipkou ozdana grebyvajici chromatideVievo control a

vpravo knockdown RNA vazeho protienu (A. Suspnepublikovanc.
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3.3. Post-transkripéni mechanismy regulace translace

Meiotické procesy v oocytu jsatasto upravovany post-transkiip upravou mRNA a
post-translaéni Upravou proteiln Post-transkrigni a post-transtai regulace poskytuji kige
mechanismy k rychlé odp&gi na vnitni a vréjSi zmeny prostedi. Oocyt vyuziva post-
transl&ni mechanismy jako fosforylaci, defosforylaci, ubtkiilaci, sumoylaci (SUMO
small ubiquitin-like modifier) k regulaci matumaich proces. Nekteré kicové proteiny jako
cell cycle regulator, CDK1/cyklin B, jsou post-ted@né modifikovany pro pesnou kontrolu
meiotickych proces Sekundarni poslové (mesenger) jako cAMP, kin&2KA, AKT,
MAPK, Aurora A, calmudulin-dependent protein kinalle fosfatazy (CDC25, CDC14),
receptor sfpzeny s G proteiny a fosfodiesterazyjsou zavisltmezavisle zapojeny v tomto

procesu (Clancy, 200&ang et Han, 2011).

Rostouci oocyty jsou siéntranskrigné aktivni. Bthem faze istu si oocyt vytve
dostatek mMRNA na obdobi meiotického zrani a na bbdasné embryogeneze.ésie
piedtim, neZ rostouci oocyt doroste do plné velikastiaktivita jeho transkripce prudce snizi.
Casto aZ na nedetekovatelnou hladinu a taktsiane po celou dobu meiotického zrani
(Latham et Schultz, 2001).

Maternalni mRNA (vytvéena rostoucim oocytem) v embryu musi byt degradmvan
aby se mohla tiit nova embryonalni mRNA. Pro stabilizaci transkiané mRNA jsou
nutné posttranskrimi Upravy jako je seh (splicing), capping a polyadenylace. Capping je
proces, pi kterém je pipojena ¢epikka tvaenad 7 methylguanosinem (m7GpppN; N je
nukleotid), na 5’konec. iP sestihu jsou z oocytu vys#zeny introny, protoze kédujici
sekvence jsou umisty jen v exonech. Polyadenylaci jéipmjeni rékolika adenylovych
skupin (AAUAAA) na 3’konec mRNA transkriptu (Clark2012).

Béhem meiotického zrani jsoull@zité post-transkrigni Upravy, které reguluji zrani
pies jiz existujici transkripty u ptrdorostlého oocytu, protoze ten ma minimalni traipski
aktivitu. Tyto mechanismy jsou tedyejni (¥ tvorb¢ saméich gamet u mnoha driat{Kang
et Han, 2011).

Po oplozeni oocytu spermii je transkripce stal&aiX aktivaci transkripce dochazi
v zavislosti na druhovéfislusnosti u mysi ve 2bgéném stadiu, uclovéka ve 4buscném
stadiu, u skotu v 8 az 16htimém stadiu a u kralika v 16kbttmém stadiu. U mysi dochazi

k transkripci malécésti geri uz na zsatku 2bugéného stadia, ale velkdast ged se
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transkribuje az ypozdnim2bure¢cném stadiwcetn® housekeeping génkteré jsou nezbytn
pro udrzeni zakladni ba&né funkce a jsou obsaZzeny ve vSechkach (Latham et Schult
2001).

Do této doby je oocyt zavisly na maternalni mRNAveyené \ rostoucim oocytu. Pén
dorostly oocyt obsahuje skoro dvakréat vice mRNA, embryo vestadiu blastocystyCast
této mMRNA je translatovana na podporu rostoucihoytw, ale zbytek #stdva uchovava
v RNPs a P-bodga je vyuziva béhem meiotického zrani éasné embryogenezClarke,
2012).

Asociace mRNA s polysomy koreluje jejich aktivni translaci (Chen et., 2011).
Vitale al. (2008 zjistili, Zze oocyty Bhem jejich zrani obsahuji tzv, cytoplazmattices
(CLPs), jejichz matrix obsahuje proteinové kompdgpea RNA. CLPspravdpodobré
obsahuji ribozomy, které se aktiévt¢astni translace. Jejich vyskyt je nejspiSe velahezity

pro p'ekonani dvobuns¢néhostadia u mysi (Vitale et al., 2008).

Obrazek 8. Aktivita transkripce v oocytu a v rané embryogenez
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Na obrazku je vi&t, Ze embryogeneze probih rostoucim oocytu a je znovuobnovei rané

Transkripéni
aktivita

D o

embryogenezi. Wrizbehu meiotického zrani je transkrypce velmi n (Clarke, 2012).
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3.3.1. P¥ipojeni Poly(A) signélu na 3’konce

Poly(A) signal je vytveéen na 3’konci mRNA jeStpred tim, nez opusti jadro. Diky
poly(A) signélu a m7GpppNepicce je mMRNA stabilizované a schopna translace (Millet
Vagner, 2010). Profpojeni poly(A) konce vn vitro podminkach sta pouze cleavage and
polyadenylation specifity factor (CPSF), poly(A) lpoerdza (PAP) a poly(A) binding
protein (PABP). Poly(A) binding protein stimulujeAP, kter4 katalyzuje fipojovani
adenosinovych residui a kontroluje délkeginterakci mezi CPSF a PAP (Kuhn et al., 2009
Millevoi et Vagner, 2010). PABPN1 (poly(A) bindiqyotein 2, nebo také poly(A) binding
nuclear protein 1) se vaze na rostouci poly(A) koree spolu s CPSF, ktery vaze
polyadenyl&ni signadl AAUAAA, stimuluji poly(A) polymerazu, abgyntetizovala poly(A)
konec najednou a v délcgilizné 250 nukleotid. CPSF je pdebny pro celé prodluzovani
poly(A) konce a jeho stimulace jggouSena $ délce 250 nukleotitl PABNP1 hlida délku
poly(A) konce a je zodp@dny za peruSeni interakce CPSF a PAP (Kihn et al., 2009).

MRNA transkript po vystZzeni introri a obsahujici poly(A) konec na 3’'UTR oblasti a 7
methylguaninovowepicku na 5’"UTR oblasti fize byt transportovan z jadra do cytoplazmy
(Clarke, 2012).

Cirkularizace molekuly mRNA vznika spojenim PABPRIfgA)binding protein), ktery
se vaze na poly(A) konec, s N-terminalnim regioredf1G. Protoze elF4G je stasti cap-
binding komplexu elF4F fipojeném na 5°konci vytwd se pseudo cirkularni molekula
(closed loop). Délka poly(A) konce koreluje s tdansi aktivitou dané mRNA. Ale jsou i
MRNA, jejichz translace je spojena s odstram poly(A) konce (deadenylace) nebo jsou

nezavislé na polyadenylaci (Kleen et al., 1984).

DAZL (deleted in azoospermia-like) a CPEB (cytoptasic polyadenylation element-
binding) jsou vyznamnymi modulatory translacéhém zrani oocytu. CPEB podporuje
translaci MRNA, ktera koduje protein DAZL (deletedazoospermia-like). Protein DAZL je
potom schopen pomoci pozitivnié&pé vazby naslednpodporovat translaci viastni mRNA
(Collier et al., 2005).

Pokud se netid protein DAZL, nedokaze oocyt vytiib délici vieténko, protoze
dochazi k poruseni mikrotuliu(Sanchez et Smitz, 2012). Chen et al. (2011) ddkaasadni
roli proteinu DAZL v pozdnim stadiu meiézy oocyWioocytech byla uloha proteinu DAZL
snizena injekci specifické MOS (antisense morplbatitigonukleotid), ¥tSina oocyit nebyla
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schopna obnovit meiotické zrani a ty oocyty, covakity prvni polarni &€lisko, nely
poskozené dici vieténko. Také bylo zji§ho, Ze protein DAZL reguluje translaci transkiipt
nezbytnych pro vytvieni cliciho vieténka v pechodu z metafaze | do metafaze Il (Chen et
al., 2011 Sanchez et Smitz, 2012).

3.3.2. Cap dependentni translace

Cap-dependentni translace je aktivovan& pavazani komplexu elF4F na
5°¢epickovou strukturu mRNA. elF4F komplex je tem proteiny elF4G, elF4A, a elF4E,
ktery se pimo vaze natepickovou strukturu mRNA na 5°konci a specificky rozpaza
cepikkovou strukturu (Matsuo et al.,, 1997). elF4A maikédovou aktivitu a vaze se na
jednaetzcovou mRNA a elF4G propojuje proteiny elF4E a @lHPyronnet et al., 2001).
elF4E se v krétiich retikulocytech vyskytuje velmi hajnale v rkterych butkach je jeho
vyskyt omezeny (Rau et al., 1998oulin et al., 1998).

U eukaryot je navazani malé ribozomalni podjedn¢s) zprosedkovano fes Met-
tRNAI, ty spolu tvdi preiniciani komplex (PIC) (Sonenberg et Hinnebusch, 2009t-M
tRNAI je methylovana tRNA tvidci komplex s elF2, ktery se vaze na GTP jako pkrok
iniciace translace. Preinigiai komplex se sklada z malé ribozomalni podjednqdgs),
elF3 a elF2, ktery vaze inigiai tRNA s methioninem a spolu dohromady ifvd3S
ribozomalni podjednotku PIC (Pestova et Hellen, @0WIC se vaze na mRNA blizko
5’konce, nejtive projde 5"UTR oblast a navaze se na AUG kodehprvyjime&né na blizce
piibuzny kodon. PIC navazany na mRNA ma velikost 48&lyZ najde kodon AUG, tak se
k nému pipoji velka ribosomalni podjednotka (60S). mRNAajdivovana pro navazani PIC
eukariotickymi inicignimi faktory (elF), které rozeznavaji 7-methyl-gaaimovoucéepicku
na 5’konci a poly(A) na 3’konci. (Sonenberg et eiomsch, 2009).

Komplex elF4F iniciuje translaci mRNA, ktera je z@ivni na elF4E a je
charakteristickd dlouhym 5°UTR regionem a nebo rBiteal oligopyrimidine (TOP)
motivem (Thoreen et al., 2012).

Regulace translacegs IRES (internal ribosome entry site) neni zavigl&epickove
struktue. Tento zpsob aktivace translace j@&4mé pozorovana uady viri, které nemaji
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cepickovou strukturu a poprvé byl pozorovan u picorna\iPelletier et Sonenberg, 1988).
Regulace translacegs IRES probiha i uékterych eukaryotickych mRNAP této regulaci
translace ribozom nasedémo na IRES (internal ribosome entry site), ktewyit sekundarni
strukturu na 5 UTR oblasti mRNA pobliz kodonu AyByronnet et al., 200Ellederova et
al., 2006).

3.3.3. Fosforylace proteinu elF4E

Mitogeny a stresem indukovana fosforylace elF4Eseanu 209 zvySuje jeho afinitu
k ¢epickové struktile mRNA a k asociaci s proteinem elF4G (Morley, 198/Askiewicz et
al., 1999). U somatickych btk je elF4E fosforylovan na S209 pobliz mista, kterge vaze
na ¢epickovou strukturu mRNA, coZz ma vliv na jeho vazbu.lddai fosforyla&nimi misty

jsou serin 53 a threoni 210 (Ellederova et al.,&00

Mnoho studii ukazuje, Ze zvySeni hladiny fosforgogho elF4E zvySuje i hladiny

translace po mitogenni stimulaci u &&h burgk. (Haghighat at Sonenberg, 1997).

Fosforylace elF4E je u somatickych BknregulovAna mnoha MAP kinazovymi
signalnimi drahami. Neéastji pies aktivaci MAP kinase-interacting kinase (MNK), MNa
MNK2. Fosforylace elF4Ei#es MNKsin vivo vyZaduje spolupraci obou molekul s proteinem
elF4G (Pyronnet, 2000 askiewicz et al., 1999).

In vitro MNK1 fosforyluje elF4E na fyziologickém mésta S209. MNK1 péai do
skupiny mysich serin/threonin kinaz, které se gexari na regulatornistoveho faktoru MAP

kinazu (Waskiewicz et al., 1997).

Z pokusu Pyronnet et al., (2001) vyplyva, Ze MNKAP kinase-interacting kinase 1)

je bdhem mitézy oddlena od proteinu elF4E a ten z tohiovddu neni fosforylovan.

SniZzenim fosforylace 4E-BPXgs inhibitor mTORu (PP242) snizuje fosforylaci také
elFAE. Fosforylace S209 je usnada, kdyz je elF4E navazan na elF4G. N terminalmieko
MNK interaguje s C-terminalnim koncem elF4G, fogface je zprosedkovana v fipack,

Ze se spolu vaze protein elF4G a MNK a oba dva jemézany i na elF4E. To nazoge, Ze
kontrola fosforylace riwe byt zavisla na interakcich mezi elF4E a elFAGKMBUb-

komplexu a na interakcich ovlignych 4E-BP proteiny (Miller et al., 2013).
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Jsou 3 varianty elF4G a to elF4GI, elF4GIl a elRA®Alller et al. (2013) testovali
jaky vyznam ma jejich odstrani na fosforylaci elF4E. Odstrami elF4GI zisobilo prudky
pokles fosforylace, zatimco odstéan elFAGIlI nendlo na fosforylaci elF4E Zadny efekt,
nejspiSe pro to, Zze jeho hladina je v@elr buikach i normald velmi nizka. elF4G je
nejspiSe zapojen v regulaci IRES translace. Fgsioe elFAE je zruSena i ¥ipad, Ze se
pouZziji inhibitory MNK. OvSem nedostatek aminokyseiosforylaci elF4E nesniZzoval, a ta
tedy nejspiSe nebude ovléma inhibici mTORC1, protoze mTORC1 je inhibovan

nedostatkem aminokyselin (Mdller et al., 2013).

Nekteré studie ukazuji, Zze fosforylace elF4E neninaupro jeho navazani na
¢epickovou strukturu. Jiné naopak ukazuji, Ze jeho fodéme snizuje schopnost elF4E vazat
se natepickovou strukturu (Morley et Naegele, 2002). Zubegehl. (2003) dokonce ukazuiji,
Ze fosforylace je nutna pro uvehm proteinu elF4E Zepickové struktury. Fosforylace elF4E
muze byt alternativé zapojena i do ffgprogramovani translacées uvolgni elF4F pro to,
aby doSlo k translaci malo zastoupené mRNA (Mor¢yNaegele, 2002; Zuberek et al.,
2003).

U oocyiti skotu dochézelo k fosforylaci elF4E po rozpadiejad membrany (NEBD)
spolu s fosforylaci dochazelo i k aktivaci CDC2lsp® MAP kindzou aZz do MIl kdy byl pén
fosforylovan (Tomek et al., 2002).

Ellederova et al., (2006) zjistili, Ze u prasd oocyfi se zvySi mnoZstvi proteinu elF4E
5 hodin po z&itku kultivace a pak se jeho hladina ulgthu zrani nerni. Bechem zrani
stoupa i fosforylace elF4E a nejvyssi fosforylacdpsazeno v metafazi druhého meiotického
déleni. Tim stoupa i aktivita elF4E a jeho schopnastat se na mRNA (Ellederova et al.,
2006).

In vitro bylo zjisS€no, Ze dochazi ke zvySeni fosforylace elF&4kem meiotického zrani
oocyti u my3i (Gavin et Schorderet-Slatkine, 198TSor et al., 2015), skotu (Tomek et al.,
2002) a u praséch oocyft (Ellederova et al., 2006).
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3.3.4. Fosforylace proteinu 4E-BP1

Regulaci cap-dependentni translace awljv proteiny vazajici eukariotni iniciai
factor 4E (elFAE-BPs/4E-BPs): 4E-BP1 a 4E-BP2 aB#B- ges inhibici proteinu elF4E
(Poulin et al., 1998). 4E-BPs jsou malé proteinyetikosti 12-20 kDa (Pause et al., 1994).
Vyskyt proteinu 4E-BP1 byl zji8h v ledvinach, tukoveé tkani, iste, jatrech, svalech,

vajeinicich, slinivce a slezéin(Rong et al., 2008).

elF4E gipojeny na 5UTR oblast mRNA usnage vazbu ribozomu na mRNA.
Proteiny 4E-BP sotii o vazbu na elF4E s proteinem elF4G. Inaktival€dE je zavisla na
fosforylaci 4E-BP. V oocytech je hlavni inhibice pedependentni translacees elF4E
protein 4E-BP1. Pokud je protein 4E-BP1 hypofodforgn, vaze a inhibuje elF4E, ale jeho
hyperfosforylovana forma protein elF4E neinhiblipe\lin et al., 1998).

Vazba 4E-BP1 na elF4E je vylkoend, pokud dojde k fosforylaci 4E-BP1 proteirfa
drahu mTOR a PI3K/AKT kindz (Muller et al., 201®rotein elF4E je inhibovan proteinem
4E-BP1, ktery blokuje vazebné misto pro proteimd@FProtein elF4G se tim padem rige
vazat na elF4E. elF4E tedy nena schopeiiittk@mplex elF4F a tim iniciovat translaci.
(Matsuo et al., 1997). Protein 4E-BP1 interagupeateinem elF4E na vazebném niistezi
54. a 60. zbytkem v centru jeho sekvence, kteratolje 118 aminokyselin (Wang et al.,
2003).

U oocyti prasat a skotu v fibchu meiotického zrani stoupa fosforylace 4E-BP1.yTed
u oocyti vin vitro dochazi k hyperfosforylaci proteinu 4E-BP1 a tirmikiaci translace.
(Tomek et al., 200ZEllederova et al., 200®/1ayer et al., 2014).

Fosforylani mista 4E-BP1 u mysSi jsou T36, T45, S64, T69, AP0 a S111. Prvnich
pét fosforylatnich mist je konzervativnich wtéiny organism. U ¢lovéka jsou jednotliva

fosforylaini mista posunuta@slo vySe (Hay et Sonenberg, 2004).

Gingras et al. (1999) zjistili, Ze fosforylace na6IT45 ma maly nebo zZadny efekt na
inhibici proteinu elF4E. Fosforylace na T36 a TéS¢lativie¢ nevnimava k sérové deprivaci
a rapamycinu. Jako prvni dochazi k fosforylaci 13%/T45, nasledhpak fosforyluje T69 a
jako posledni dochazi k fosforylaci na S64. Z jejexperimentu vyplyva, Ze fosforylace na
S64 a na T69 samy nejsou schopny blokovat vazbBPIEna protein elF4E (Gingras et al.,
2001).
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Jako prvni je fosforylovan 4E-BP1 na T36/45 a fasjorylace je pdebna pro to, aby
mohl byt fosforylovan threonin 69. Pokud je fosfoman threonin 69, fi¥e dojit
k fosforylaci S64. Za uvolmi elF4E z vazby je odpéuna nejspiSe fosforylace na T69. A
fosforylace na S64 brani &pvnému navazani elF4E na 4E-BP1 (Lin et al., 19Gim et
al., 2001).

Nedostatek vyzivy, stres a infekce ugpbuji defosforylaci 4E-BP1 a tim dojde
k naristu inhibice translace (Gingras et al., 1999). Nd&opri stimulaci burk sérem,
rastovymi faktory nebo hormony se 4E-BP1 stava hyséoirylovany a neni tedy schopen
vazat elF4E a tim inhibovat translaci (Lazaris-Kzaa et al., 1990Gingras et al., 2001).

Rong et al. (2008) zjistili, Ze u b&kpéstovanych vn vitro (MEFs, NIH 3T3, RAT 1A,
COS-7, HelLa S3) sniZzeni obsahu séréadapi rapamycinu (inhibitor mTOR) #pobi snizeni
fosforylace 4E-BP. A vifipadt, Zze se biky nechaji bez séra a naslédse jim gida
rapamycin, je represe translace sniZzena jgée (Rong et al., 2008).

Protein 4E-BP1 je hypofosforylovan ve stadiu GVréz&néeho véku) a vrchol jeho
fosforylace je v MIl stadiu u oocytskotu (Siemer et al., 2009) prasat (Ellederovalet
2006) a mysi (Romasko et al., 208i3or et al., 2015).

Tomek et al. (2002) zjistili, Ze u oodysskotu v 10 hodinach kultivace (NEBD) je
mnohem mé# proteinu 4E-BP1 vazaného na elF4E neZ tomu jeatdtka kultivace (0 h) a
po 24 hodinach v metafazi 1. Tedy v dobNEBD je protein 4E-BP1 hyperfosforylovan
(Tomek et al., 2002).

Hypofosforylovany protein 4E-BP1 je exprimovan ag&im oocytu Bhem celého
zrani. Postupemiasu dochazi k jeho fosforylaci a poklesu vazby IkdE. Vazba elF4E na
4E-BP1 klesla ve fazi Ml a dalSi pokles byl ve f&Hi. V Ml fazi byla hladina vazby elF4E
na 4E-BP1 sice velmi nizka, ale ne nulova. Tvorbmdexu elF4F se zvySujgipn vitro
maturaci prasgch oocyfti i presto, Ze celkova tvorba proteinu klesa. ProteirBPH-je silr
fosforylovan v Ml a je&t vice je fosforylovan v Mll fazi u prasieh oocyti a jeho vazba na

elF4E je v &chto stadiich vice redukovana nez ve stadiu G\e(ellova et al., 2006).

Pfi nedostatku AA (amino kyselin nebdigouZiti inhibitoi mMTOR, nebude 4E-BP1

fosforylovan, a tim bude inhibovana proteosyntéddller et al., 2013).
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Romasko et al. (2013) zjistili, Ze jednotlivé fasfiace 4E-BP1 jsou lokalizovany
v riznych oblastechdiciho vieténka v jednotlivych fazich zrani oocytu. ReguldéeBP1
fosforylace v oblasti &iciho vieténka nize pomahat s koordinaci¢litiho vieténka a
s progresi &hem buréného cyklu. Lokalizace celkového 4E-BP1 je rozpiglev celé
cytoplazné oocytu ve fazi GV. Exprese fosforylovanych forenGV oocytu byla oproti
celkovému 4E-BP1 velmi nizka. Protilatka S64 jinoitla u Romaska et al. (2013)
v cytoplazné oocytu vyrazné body, coz ovSenihe byt zisobeno nespecifickou vazbou. Po
NEBD S64 a T69 je vigt signal hlavi v oblasti chromozdfha v Ml a Ml se signal posouva

smerem k pébm cliciho vieténka (Romasko et al., 2018u3or et al., 2015).

Wang et al. (2003) zjistili, Ze fosforylace 4E-BR4 serinu 111 je nejspiSe zodpdna
za uvolréni 4E-BP1 z vazby na elF4E. Romasko et al. (2018ysich oocyi také zkoumali
fosforylaci na serinu 111. V GV stadiu byla exprése fosforylace velmi nizka. Po rozpadu
jaderné membrany (NEBD) byla lokalizovana v oblabtiomozoni a dliciho vieténka. Ve
fazich Ml a Ml je fosforylace S111 lokalizovan&fte v oblastech pdil déliciho vieténka.

V MII fazi popisuji nizsi expresi fosforylace S1xiez v Ml (Romasko et al., 2013).

Globalni syntéza proteinu mysSich oocyt béhem spontanni maturaceirnv vitro
podminkach klesa v délznovuobnoveni meidzy od diplotene do stadia Midjig vysledky
byly zjiSteny uin vivo dozralych oocyt. To ukazuje, Ze na iniciaci cap-dependentni teaes|
se podili exprese meioticky specifickych Gem Zze snizeni celkové syntézy proteima

fyziologickou roli (Schultz et al., 1978).

Translace v sai¥m oocytu je Bhem meiotického zrani postuprsnizovana. Ale
aktivatory &astnici se translace specifickych meiotickych régui ztstavaji khem tohoto
obdobi aktivni (Susor et al., 2Q15llederova et al., 2006 omek et al., 2002).

3.3.5. Faktory ovliviiujici fosforylaci 4E-BP1

Zda se, Ze mTOR mé& velmi vyznamny vliv na tvorbtivakho komplexu elF4F a
translaci mMRNA, ktera je aktivovandgs navazani elF4E ri@pickovou strukturu (Thoreen
et al., 2012).
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MTOR tvai dva velké, slozenim i fugkeé odliSné, komplexy: mTORC1 (mammalian
target of rapamycin complex 1) a mTORC2 (complex R)sforylace 4E-BP1 na mnoha
serin/threonin reziduich je regulovangep mTORC1 (Guertin et Sabatini, 2007). mTORC1
kontroluje mnoho buitnych proces, které jsou utujici pro burény rist, jako jsou:
proteosyntéza, biogeneze ribozigrtransport Zivin a autofagie. Zatimco mTORC2 &astni

kontroly usp#adani aktinového cytoskeletu (Sabassov et al.,)2005

MTORC1 se u saucsklada z mTOR, RAPTOR (Regulatory-associated proté
MTOR), PRAS40 (proline-rich AKT substrate 40kDa), 318 (mamalian lethal with sec-13
protein 8 GBL) a DEPTOR (DEP domain-containing mTOR-interactimgptein). mTOR
complex 1 je citlivy na rapamycin (Yip et al., 2010

MTORC2 se sklada z proteinu RICTOR (rapamycin-isgee companiorof mTOR)
mSIN1(mammalian stress-activated protein kinaseeracting protein 1), PRR4/protor
(proline rich 4 renal/ protein observed with RICTQR mLST8 (mamalian lethal with sec-13
protein 8 GBL) a DEPTOR (DEP domain-containing mTOR-interactprgtein) (Kogasaka
et al., 2013).

Inhibitor rapamycin inhibuje protein mTOR, jednoudrah mTORu je aktivovan
ribosomal protein S6 kinase beta-1 (S6KX).ifhibici rapamycinem nedochazi k fosforylaci
S6K1. Ale zda se, Ze se S6K1 nepodili na regulanstace (Von Manteuffel et al., 1997).

Dowling et al. (2010) ukazuji, Ze efekt mTORC1 atimdkovany 4E-BPs podporuje
bung¢nou proliferaci, ale nepodporuje kiwgny rast u savich burgk. Tyto vysledky ukazuji
na moznou pravdivost teorie, Ze savci maji vign@ separované mechanismy jak regulovat

buréénou proliferaci a bugeny rast (Dowling et al., 2010).

Knockout genuRptor, ktery kéduje protein RAPTOR (Regulatory-associgiestein of
MTOR), je u mysi letalni uz v embrynalnich stadiiGoertin et al., 2006). Gorre et al. (2014)
vytvorili mysi, kterym chykl genRptor pouze v oocytech, a zjistili Ze jeho delece v decly
vede ke ztrat mTORC1 signalu. OvSem vyvoj folikiula plodnost mysi nebyla ovligna
ztratou mMTORCL1 signalu (Gorre et al., 2014).

Kogasaka et al. (2013) zjistili, Ze mTOR a RAPTG#RY kolokalizovany v oblasti
deliciho vieténka a fosforylovany mTOR je silexprimovan v oblastidiciho vieténka jak u

kumularnich bugk, tak u mysSich oocyt Protein RICTOR je vyraznlokalizovan okolo pal
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déliciho weténka mySich oodytv metafazi I. Coz ukazuje, Ze mMTORC2 nejspiSe ko
migraci meiotickéhaléliciho weténka (Kogasaka et al., 2013).

Lee et al.(2012) zjistili podobnou lokalizaci mTOR oblastidéliciho vieténka a jest
také vcytoplazné mysiho oocytu. Exprese mTOR INA byla nalezena GV a getrvala az
do stadiaMl a stoupala them metafadze Il. PouzZitapamychu u mySich oocyt sniZilo
mnozstvi jak MRNA pro mTQO, tak proteinu mTOR. Rapamycitaké inhiboval migrac
déliciho vieténka a tiroyl zmenén pribéh asymetrickém céleni (Lee et al., 2012). UZigde
bylo zjiS€no, Ze proteosyntéza neni nutna pro oocyistadu NEBLC, ale je pateba pro
formovani @liciho wetena a pro metafazi Il mySich oocytech (Hashimoto et Kishimc
1988).

Obrazek 9. Pribéh fosforylace prcteinu 4E-BP1

Inzulin, Rustové faktory, Cytokiny, Cell cycle stimuli
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Na obrazku je vigt Ze fosforylace jednotlivych fosforyldch mist je ovlivena riznymi

faktory.

Kultivace oayta <inhibitorem proteinu mTOR Rapamwem, kter zamezuje vazb
elF4E a elF4G1, vede defektnimu usp@dani chromosotna poSlozeni dliciho vieténka

vMIi MIl u79 % oocyfi bez zastaveni meiotického zrani. Oocy naruSenou drahou
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MTOR a elF4F jsou schopny Wi prvni polarni &lisko, ale dochazi k mnoha chybam
v rozctleni chromosorin. Data ukazuji, Ze draha proteinu mTOR a elF4Kijw@vana asi po
NEBD (Su$or et al., 2015).

Mayer et al. (2014) u ooaytskotu zjistili, Ze Torin2 (inhibitor aktivniho ni#s proteinu
MTOR) je schopen inhibovat fosforylaci 4E-BP1, ara@¥ zastavi zrani az 60 % ootye
stadiu MI. Efekt Torinu2 fisobil na protein AKT (protein kinaza B, PKB) a CDKQyclin-
dependent kinase 1), ovSem jen maléky m¢l na protein kinazy A a C, ATM/ATR (Ataxia
telangiectasia mutated/AT a Rad3-related protéiPK a ERK1,2 (Mayer et al., 2014).

| v piipact, Ze byly oocyty vyjmuty z Torinu2 a inkubovany \édiu bez Torinu2,
zustaly v Ml. Je mozné, Zeskteré zastavené b&mné procesy oocyt nedovede znovu obnovit
(Mayer et al., 2014).

Z vysledia Karim et al. (2001) vyplyva, Ze by fosforylace BP-l na T45 a na S64

mohla byt ovlivigna serin/threonin kinazou ERK2 (mitogen-activatestgin kinase 1).

Shang et al. (2012) zjistili, Zze PLK1(Pololike késa 1) je kolokalizovana spolu
s fosforylaci 4E-BP1 na T36/45 v centrozémeehdm mitdézy. Pokud byla u bék HelLa a
HepG2 zpisobena deprese 4E-BP1, dochazelo ke chromozomabéracim, polyploidii,
k tvork¢ multipolarniho dliciho vieténka a &kolika centrozom. Bylo zjiS&no Ze PLK1
interaguje s 4E-BP1 v mitotickych #ikéch jak v podminkachn vivo, takin vitro. Interakce
mezi PLK1 a 4E-BP1 je zprdstlkovana fes C-terminalni AA 77-118 4E-BP1 (Shang et al.,
2012).

PI3K (phosphatidylinositol-3-kinase) hraje vyznamnoroli v prenosu  signalu
pottebného pro mnoho b&mych proces jako je cytoskeletalnifpstavba, ochranaigd
apoptézou a mitogeny. AKT, také znama jako protdimaza B, je ovliviovana PI3K.
Aktivace AKTu je kritickym krokem v draze PI3K preegulaci fistu burk a jejich
diferenciaci. U oocyt potkana a zaby roddenopushraje drdha PI3K/AKT vyznamnou roli
pii znovuobnoveni meidzy. U mySich ooiyylo také zji&no, Ze draha PI3K aktivovana

FSH (folikulostimul&ni hormon) se &astni meiotického zrani (Hoshino et al., 2004).

Nedavno bylo zji&no, Zze PI3K/AKT signalni kaskada v oocytech mideditou roli
v kontrole aktivace a vyvoji ovarialnich folikuh plodnosti (Reddy et al., 2005).

38



Serin/threonin kindza AKT (protein kinaza B) s&stni proces jako je bugcny rnist,

pirezivani biiky a regulace busgtného fistu. (Tomek et Smiljakovic, 2005).

Tomek et Smiljakovic (2005) zjistili, Ze celkovapegse proteinu AKT sechem zrani
oocytu skotu vyznaninneneni. Zatimco exprese fosforylovanych forem prote&KiT na
T308 a S473 je maximalni v metafazi | u odcgkotu, ve fazi GV a Ml je jejich exprese
velmi nizk4. Pouziti SH-6 inhibitoru proteinu AKD 24 hodin zpsobilo, Ze vice jak 65 %
oocyti skotu bylo blokovano ve fazi Mll (Tomek et Smilgakc, 2005).
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4. Metodika a material

Oocyty byly izolovany pod binokularni lupou (Ste@000 a 2000-C, Oberkochen,
Némecko, Zeiss) z mysSich ovariM(@s musculus domesticukmen CD1). Mysi jsou
vyuzivany ve sté 6 a vice tydfl. Ovaria byla odebrangost mortermySim stimulovanym 5
IU eCG (equine chorionic gonadotropiRolligon, Merck animal health, Kirkland, Kanada
distrubutor: Interve) 46 hodin ped izolaci oocyt. Izolace oocyt byla provadna v transfer
médiu (NaCl, KCI, CaGI2H,0, KH,POQy, MgSQ,.7H,0O, glukéza, 4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazin-enthansulfonova (HEPES) kyselina, polyktkohol (PVA), destilovand voda,
bovinni sérovy albumin) se 100 uM IBMX (3-isobutiydmethylxanthine, inhibitor
fosfodiesterazy (Essayan, 2001); Sigma-Aldrich, Bbuis, Missouri, USA) a oocyty
maturovalyin vitro v CQO, inkubatoruv M16 médiu (Millipore, Billerica, Maachusetts,
USA). Pogsipact oocyty dozraléin vivo do stadia MIl z mysi stimulovanych 5 IU eCG
s naslednou aplikaci 5 IU hCG (Sigma-Aldrich) po H&inach od aplikace eCG. Tyto
oocyty jsou odebrany do 16 hodin po podani hCGidukii mySipost mortemOocyty byly
po néasledné kultivaci daiznych stadii zrani mrazeny ve zkumavkéach (0,5-Eppendorf,
Hamburg, Nmecko). 1zolovany byly i kumulérni kiley, které obklopuji oocyty ve stadiu GV
ain vivo MIl oocyty (stimulace eCG a nasledhCG). V €chto vzorcich byly stanovovany
proteiny pomoci netody western blot. Metodou westelot (WB) byl sledovan i vyvoj
fosforylace proteinu 4E-BP1 vids¢hu zrani oocyt. Vysledky z WB byly kvantifikovany
pomoci programu Imageht{p://rsbweb.nih.gov/i)l Oocyty byly také imunocytochemicky

barveny a vizualizovany konfokalnim mikroskopem i¢lae SP5, Leica Microsystems,

Wetzlar, Nmecko).

4.1. lzolace oocyti

Pro izolaci oocyt byla vSechna médiaigdeltata na ploténce vytemperované na
priblizné 37°C.Mysi byly usmrceny cervikalni dislokadf.o usmrceni jim byl desinfikovan
abdomen 70% ethanolem a néaskediyla otewena WiSni dutina. Vajéniky se nachazeji
v bfiSni dutire nad ledvinami, kde jsou obaleny tukem a vejcovodeau napojeny na
dvojitou cElohu. Ovaria byla odebirana s vejcovodetasti &lohy a ¢asti tuku do transfer
média se 100 uM IBMX. Pod binokularni lupou bylaaoa na Petriho misce (GAMA group

a.s.,Ceské Budjovice, Ceska republika) ®sténa od vejcovodu a zbytku tuku. Jednotlivé
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folikuly byly propichnuty jehlou injeéni stikacky (tuberculin B. Braun, Melsungen,
Némecko) a tim se z nich uvolnily oocyty (GV). Ty plady vybrany z transfer média (TM)
s IBMX sklerenou kapilarou a igndany do kultivéni misky (Greenpia technolog, Yeoju,
Jizni Korea) do média M16 se 100 uM IBMX unafgtho v CQ inkubéatoru (Hera cell 150,
Termo Science). Inkubator pro mysi oocyty byl maestana 37,5 °C a na 5% GO

Po 15 - 30 minutach v inkubéatoru byly oocyty ppmiovanim 100ul pipetou
(Eppendorf, Hamburg, &necko) zbaveny kumularnich bikna vraceny zase na 15 - 30
minut do inkubatoru. Po této dblse mohou zamrazit oocyty ve stadiu GV. Pro dadiniz
byly oocyty vybirany z média M16 s IBMX, proplachpw cistém transfer médiu bez IBMX
a vraceny do inkubatoru v médiu M16 bez IBMX, kddylponechany ke zramm vitro, bud’
70 minut do stadia NEBD (nuclear envelope breakdawabo 7 hodin od zatku zrani do

stadia MI. Do stadia MIl se oocyiy vitro nechavaji dozrat 14 az 16 hodin.

Pokud byly pouzity inhibitory, byly z ooaytzbavenych kumularnich bék a vyndanych
z média M16 s IBMX vytveeny 2 skupinky se stejnym §gem oocyli. Jedna skupina byla
pouzita jako kontrola a k druhé bykigén inhibitor, tyto skupiny byly ponechany zrat
v inkubatoru 3 hodiny zrat. Byl pouZit inhibitor T®Ru rapamycin v koncentraci 100nM
(RO395 Sigma-Aldrich) a Bl 2536 inhibitor PLK1 v koncentralOOnM (Axon Medchen,

Groningen, Holandsko).

Oocyty ve stadiuMIl in vivo byly ziskany z vejcovad samic 14 - 16 hodin po
stimulaci hCG (eCG a za 48 hodin hCG) po propichaejcovodu v mist, kde se oocyty
nachazeji, a tim byly samoveélvytlaceny. Oocyty i s kumularnimi ilkami pgeneseny do
transfer média. Potom byly oocyty pipetou odebramendany se do média M16 (800ul) s
10ul hyaluronidazy (80 : 1) (Sigma-Aldrich), ktes&pi kyselinu hyaluronovou v cumulus
oophorus. Oocyty byly v médiu M16 undisy v kultivatnich miskach do inkubatoru. Po 15
az 30 minutach byly oocyty pomoci 100ul pipety (&mpgorf, Hamburg, Bmecko) zbaveny
zbytka kumularnich buék a nasledé byly zamrazeny. Pro ziskamygot in vivo byly mysSi
stimulovany stejé jako u ziskavani oodytMIl in vivo, a po davce hCG byla kazda samice
umis€na k jednomu samci. Izolace zygot byla do 16 hgainpodani hCG z oovidukt

(vejcovodi) usmrcené mysi.

Oocyty a zygoty byly fed mrazenim opakovanproplachnuty v médiu PVA/PBS
(polyvinilalkohol v phosphate buffered salin8igma-Aldrich). Po feneseni do zkumavky
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typu eppendorf jim bylo odsatagbyte&né médium a byly okamZizamrazeny na -20°C a

nasleds na -80 °C. Takto zamraZzené oocyty i zygoty bylgledr¥ pouZity na western blot.

4.2. lzolace kumularnich bunék z oocyti ve stadiu GV a Ml

Kumularni buiky (CCs zGV) byly izolovany z oocyi ve stadiu GV, které obsahovaly
kumulus oophorus. Oocyty byly izolovany stejnym tppem jako je popsan v kapitole 4.1.
Byly vybrany oocyty s cumulem oophoremigsunuty do kultivéni misky s TM bez IBMX.
Ztéchto oocyii byly po 10 minutach propipetovanim odstiayn kumularni buky.
Kumularni butky ( CCs zin vivo MIl ) byly ziskany z oocyit Ml in vivo po rozpadu kumulu
oophoru fisobenim hyazy. Z jamky kulti¢ai misky (Greenpia technology) byly vybrany
vSechny oocyty a zbylé transfer médium s kumulérnbomkami bylo odsato pipetou
(Eppendorf) do 1ml zkumavky (Eppendorf). Kumuldbniiky byly sedimentovany stenim
na centrifuze 12100x g na 3 minuty (Minispin Epenfida 3x opakova® promyty PVA/PBS
a znovu stdeny. Zmrazena byla peleta kumularnichd&ubez média nejdve na -20°C a pak
na -80°C.

4.3. Imunocytochemie (ICC)

Oocyty byly fixované pomoci 4 % paraformaldehyduFAP Alfa Aesar, Ward

Hill, Massachusetts, USA) v PBS s P\¢a dobu 15 minut a nasleglbyly permeabilizovany
15 minut v 0,1% Tritonu X-100 (Sigma- Aldrich) v BB Res noc byly tyto oocyty
inkubovany s primarni protilatkou (1 : 1509 peplo€ 4 °C. Jako primarni protilatky byly
pouzity tyto protilatky od Cell signaling technologdE-BP1(rabbit, 9452), 4E-BP1( T69)
(rabbit, 9455S), 4E-BP1 (T36/45) (rabbit, 9459);BE1(S64) (rabbit, 9451S), AKT (S473)
(rabbit, 9271) a mTOR (S2448) (rabbit, 2971S) diody Sigma-Aldrich Tubulin (mouse,
T6793) a lamin A/C (mouse, LMN A/C, SAB4200236).

DalSi den po promyti 2 x 15 minut v PVA/PBS jsolkubhovany se sekundarni
protilatkou. Sekundarni protilatky byly pouZzity erkcentraci 1 : 250 Alexa Fluor: Anti mouse
cervena 594 goat (A-11005), Anti-mouse zelena 48&keyp (A-21202) a Anti-Rabbit 488
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donkey (A-21206) (Thermo Fisher Scientific, WalthanMassachusetts, USA). Se

sekundéarnimu protilatkami byly oocyty inkubovangine hodinu v pokojové tepkat

Na podlozni skiiko (Fisherfinest Premium Microscope Slides, Therrsher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) byly ogdytovany pomoci média Vectashield
(Vector laboratories INC) obsahujiciho fluorestidn barvu DAPI (4',6-diamidino-2-
phenylindole), a zakryty krycim skkem (Cover Glasses thickness No. 1, Paul Marienfeld
GmbH & Co. KG, Lauda-Konigshofen, élecko). Fluoresce&mi barva DAPI (4',6-
diamidino-2-phenylindole) barvi DNA.

Vzorky byly vizualizovany invertnim konfokélnim midskopem Leica TCS SP5 (Leica
Microsystems, Wetzlar, &necko) nebo epifluorescémim mikroskopem Leica DMI 6000 B
(Leica Microsystems). Obrazky byly upravovany v Adghotoshopu SC3 (Adobe Systems

Software, Ireland) a kvantifikovany v Image J saftes fttp://rsbweb.nih.gov/i)/

4.4, \Western blot

Vzorky jak oocyli tak, kumularnich buik byly rozctleny na polyakrylamidovém
gradientovém gelu 4 - 12% (Novex, Thermo Fishere@dic, Waltham, Massachusetts,
USA) v elektorforetické soustéavl0 minut na 125V a pak na 175-200V. Oocyty byly
lyzovany po pidani 2,5u1 4x koncentrovaného LDS (lithium dodesylfate) Sample bufferu
NP 0007, 1ul redukce NP 0004 (Novex, Thermo FiSwentific, Waltham, Massachusetts,
USA) a 6pl millipore HO, 5 minut na 100 °C. Z gelu byly vzorky blotovapy dobu 25
minut a i 5mA/cn? na Imobilon P membranu (PVDHiillipore, Merck KGaA, Darmstadt,
Némecko) v semidry blotting systému (Biometra GmbH,6e@ngen, Nmecko).
Preblotovana membrana byla blokovana po dobu 1 hodmogtoku 1 - 5 % mléka v 0,05 %
tween-tris buffer saline (TTBS) (tween Sigma-Aldiics pH 7,4 dle druhu protilatky.
S primarni protilatkou byla membrana inkubovaresmoc g teplot 4 °C. Byly pouzity tyto
protilatky od Sigma-Aldrich GAPDH a Tubulin (mousge6793), a od Cell signaling
technology 4E-BP1 (rabbit, 9452), 4E-BP1( T69) Kigh9455S), 4E-BP1 (T36/45) (rabbit,
9459), 4E-BP1(S64) (rabbit, 9451S), AKT (S473) kigh9271), mTOR (S2448) (rabbit,
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2971S), mTOR (rabbit, 2972) a survivin (71G4B7hbih, 2808P)s. Protilatky byly medkny

v 1 % mléku.

Red:ni jednotlivych protilatek: 4E-BP1 (total), 4E-BRI69), 4E-BP1 (T36/45), 4E-
BP1 (S64) a AKT (S473) byliedtny 1 : 500. mTOR (S2448) a mTOR l#glken 1 : 8000.
Survivin byltedn 1 : 2000 a Tubulin s GAPDH byfhgdény 1 : 30 000 (Sigma-Aldrich).

Po primarni protilatce byly vzorky 3 x 10 minut prgvany v TTBS. A membrana byla
inkubovana 1 hodinu ip pokojové teplat se sekundarnimi protilatkami Peroxidase Anti-
Rabbit Donkey (711-035-152) a Peroxidase Anti-mobDsmkey (715-035-151) (Jackson
immunoresearch, West Grove, Pennsylvania, USA)usikrni protilatky bylyfedény 1 :
7500 v1 % mléku. Membrana byla poté vyvolana viiémiomde na film (CL-Xposure
Film, Thermo Scientific, Waltham, MassachusettsAYgomoci ECL kitu (Amersham, GE
Healthe care life science, Little Chalfont, Velkét&nie). Filmy byly vyvolany ve vyvojce
Foma LP-T a ustaleny v ustal@vaFoma Fix (Foma Bohemia, Hradec Kralowéeska
republika). Vyvolané filmy byly naskenovany na dieéometru GS-800 (Bio-Rad, Hercules,
California, USA) v programu Quantity one. Vyslediyly kvantifikovany pomoci programu

Image J softwarunftp://rsbweb.nih.gov/i)l
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5. Vysledky

V této praci jsem se zaffila special@ na cap-dependentni translaci. Cap-dependentni
translace je regulovana mechanismgsp 7 methylguanosinovotepickovou strukturu na

5’konci mMRNA. Zandtila jsem se na 4E-BP1, ktery je represorem cap+fudgreni translace.

Byla pozorovana lokalizace proteinu elF4E-BP1 (eydtic initiation factor 4E-
binding proteinl) a jeho fosforylace. Protein 4E1Bj@ u mysi fosforylovan na threoninu
36/45, serinu 64 a threoninu 69, ty se nachazéjiipootivu, na ktery se vaze protein elF4E.
Také byla sledovana lokalizace aktivnich praiemTOR a AKT. Ty jsou pokladany za
hlavni aktivatory fosforylace 4E-BP1. A vliv inhdg mTOR a PLK1 kinaz na fosforylaci 4E-
BP1.

U mysi je 4E-BP1 fosforylovan na T36/45, S64 a B68ale na serinu 111, ktery je
pobliz C-terminalniho konce 4E-BP1. Tato fosfoépiamista jsou u lidi posunuta o jednu
aminokyselinu vys, a 4E-BP1 je tedy fosforylovan T@v/46, S65, T70, S112. U oodyt

dochazi k transkripci ve faziistu oocytu.

5.1. Lokalizace globalniho 4E-BP1 a jeho fosforylovanycforem v oocytu

pomoci imunocytochemie

V prvnim experimentu byla sledovana lokalizace glofho neboli celkového proteinu
4E-BP1, tedy jak fosforylovanych, tak nefosforylayah forem zn&nych protilatkou proti
celkové 4E-BP1 (total 4E-BP1). Také byly pozorovgegnotlivé fosforylované formy
proteinu 4E-BP1 T36/45, S64 a T69. Kdy dochazidtdoylaci proteinu 4E-BP1 a kde je tato
fosforylace lokalizovana souvisi s lokalizaci vdinéproteinu elF4E, ktery je schopen

Uc¢astnit se iniciace translace.

Oocyty byly imunocytochemicky barveny a vizualizayainvertnim konfokalnim
mikroskopem Leica TCS SP5 (Leica Microsystems) nepifluorescetnim mikroskopem
Leica DMI 6000 B (Leica Microsystems) a upravovanydobe photoshopu SC3 (Adobe
Systems Software) a kvantifikovany v Image J safnfattp://rsbweb.nih.gov/i)
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V oocytu ve stadiu GV je celkovy 4E-BP1 lokalizovarcytoplazng se siljSim
signdlem v nukleoplasénmimo jadérko. V jadérku se protein 4E-BRibgc nevyskytuje. Ve
stadiich NEBD, Pro-MI a Ml je vi&t jeho pongrné rovnomnernd lokalizace v celém oocytu.

U celkového 4E-BP1 nedochazi ke&ram lokalizace &hem zrani oocytu (obrazek 10).

4E-BP1 je lokalizovan v oocytu ve stadiu GV v celéotytu. Na obrazku 11 je jadro
vizualizovanocerveré obarvenym markerem jaderné membrany, Laminem (LMQX). Je
vidét, Ze velké mnozZstvi celkového 4E-BP1 je lokalizmvav nukleoplazi ktera je
ohrantena pomoci barveni na Laminovou strukturu jaderm@nbrany. V cytoplazen je

vidét mensi lokalizace celkového proteinu 4E-BP1, eebinu v nukleoplazin(obrazek 11).

Fosforylace 4E-BP1 (T36/45) se nevyskytuje u oboye stadiu zarodméeho véku
(GV), na rozdil od globalniho 4E-BP1. V ostatni¢dhdsich zrani NEBD, pro-MI a MIl je
fosforylace 4E-BP1 (T36/45) lokalizovana rovngong v celém oocytu. T36/45 je tedy
lokalizovana velmi podolinjako celkovy 4E-BP1, az na to Ze se nevyskytugoaeytu ve
stadiu GV (obrazek 12).

Fosforylace na S64 4E-BP1 nerfitpmna u oocyt mysi ve stadiu GV. V NEBD je
fosforylace S64 vyraznlokalizovana hlavé v oblasti rozpadlého zarotleeho véku pobliz
chromozond. V pro-Ml je fosforylace S64 lokalizovana v obiadtliciho vieténka a posouva
se sndrem k potim ckliciho vieténka. V Ml fazi je S64 lokalizovana na pélecpdiarniho
deliciho vieténka. Mé# vyrazna lokalizace této fosfoforylace 4E-BP1 jekvi v cytoplazn
oocytu (obrazek 13).

U mySiho oocytu ve stadiu GV neni #idpiitomnost fosforylace 4E-BP1 na threoninu
69. Po rozpadu jaderné membrany (NEBD) je tattofgkace lokalizovana vyhradrnv okoli
chromozond v oblasti, kde se formuje dici vieténko. V prometafazi | se lokalizace této
fosforylace posouva sfrem k potim cliciho vieténka. A v metafazi Il je lokalizovana

na poélech diciho vieténka (obrazek 14).

Fosforylace 4E-BP1 T69 u oocytu v NEBD je &tidhlavre na okrajich formujiciho se
deliciho vieténka, pro &z byl jako marker pouzit Tububulin. Jak je ¥idha obrazku 15,
Tubulinovéa vidkna jsou obklopena 4E-BP1 fosforyloga na T69. Na detailnim obrazku 16
je vidét fosforylace T69 na jednom z fidbipolarniho dliciho vieténka oocytu v pro-Ml.
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brazek 10. Ldkalizace globalniho 4-BP1

4E-BP1 DAPI Merge

NEBD

pro-Mi

MII

Na obrazku je zeletviditelny celkovy 4EBP1, bile a mogk je vizualizovana DNA (De =

4',6-diamidino-2phenylindole.
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Obrazek 11. Lokalizace globalniho 4E-BP1 v GV stadi

Na obrazku je oocyt v GV stadiu, tentyZ oocyt ealvé obrazcich. Bile je vizualizovana
DNA (DAPI = 4',6-diamidino-2-phenylindolejervere je vizualizovan Lamin A/C (jaderna
membrana), a zelerje znaen celkovy protein 4E-BP1.
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Obrazek 12. Lokalizace osforylace 4E-BP1 na threoninu 36/45

04E-BP1(T36/45)

Na obrazku jsou oocyty (od shori GV, NEBD, pro-MI a Mll staah zrani. Zeleéje
zviditelreny protein Phospo4-BP1 (T36/45), bile anod-e je vizualizovana DNA (DA =
4',6-diamidino-2phenylindoly).
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Obrazek 13. Lokalizace fosforylac 4E-BP1 na serinu 64

04E-BP1(S64)

Na obrazku jsou mySi oocyty (od shor GV, NEBD, pro-MI a Miktadch zrani. Zele#je
viditelny protein Phospo4-BP1 (S64), bile anod-e je vizualizovana DNA (DA = 4',6-

diamidino-2phenylindole’
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Obrazek 14. Lokalizace osforylace 4E-BP1 na threoninu 69

04E-BP1(T69) DAPI Merge

Na obrazku jsou mySi oocyty (od ra) v GV, NEBD, pravil a Ml stédiich zrani. Zele#éje
viditelny protein Phospo4-BP1 (T69), bile anode je vizualizovana DNA (DA = 4',6-
diamidino-2phenylindole’
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Obrazek 15 Detall fosforylace (T69) kolerrdéliciho weténka u oocyi v NEBD

Na obrazku je vizual@an detail mySiho oocytu ve stddiu NEBD. Z&jerviditelna
kolokalizace fosforylovaného ~-BP1 (T69) a tubulinudervere), bile a mode je
vizualizovana DNA (BPI = 4',6-diamidino-2-phenylindole).

Obrazek 16. Detail fosforylace (T69) v pélecdéliciho weténka u oocyti pro-Mi

Na obrazku je viét detail poludeéliciho vetéka a chromozémyprometafazi I. Zelehje
viditelnyprotein Phospo 4-BP1 (T69) na pal bipolarniho veténka prometafazi |, bile a
mod-e je vizualizovana DNA (DA = 4',6-diamidino-2phenylindole’
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5.2. Pruabéh fosforylace 4E-BP1 a aktivace proteinu mTOR &hem zrani

oocytu na western blotu

Sledovany byly zreny fosforylace proteinu 4E-BP1 a mTORhlem zrani oocytu a
v zygotach. Oocyty zamrazené \itém stadiu zrani byly lyzovany a naslédgeparovany na
gradientovém polyakrylamidovém gelu (4 - 12 %, NgQvEhermo Fisher Scientific) pomoci
metody SDS page. Gel byl naslédpieblotovan v bloteru (Biometra GmbH) na PVDF
membranu a zian primarni a nasledrsekundarni protilatkou. Membrana byla vyvolana na
CL-Xposure film (Thermo Fisher Scientific) pomodCE kitu (Amersham, GE Healthe care

life science).

Protein mTOR se stava aktivni, pokud dojde k fodémi na serinu 2448. U kinazy
MTOR (S2448) je na WB vid, Ze dochazi k zvyseni jeji aktivace v NEBD a MIato

aktivace je nizka u ooaytve stadiu GV a na podobnou hladinu se vraci pozgpli u zygot.

Na obrazku 17 je vidt, Ze po NEBD dochazi k fosforylaci 4E-BP1, kdy ree WB
objevuje shift bandu. Protilatka proti 4E-BP1 &ngk fosforylované tak nefosforylované
formy. Sipkou je ozngen spodni band, ktery reprezentuje nefoforylovaftwmu 4E-BP1.
Fosforylace 4E-BP1 T36/45 je na western blotu gldé jen v NEBD a v MII stadiu oocytu

v GV ani v zygotach nedochazi k této fosforylaci.

Tyto vysledky z WB pozitivé koreluji s vysledky z ICC (kapitola 5.1), kdy j&l§t, Ze
protein 4E-BP1 z#na byt fosforylovan po NEBD.
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Obrazek 17.Western blot fosforylace 4E-BP1 a aktivaceroteinu mTOR

GV NEBD MIl zygoty

— — mTOR (52448}

-

4E-BP1({T36/45)

Nefosforylovany . .y . ‘ 4E-BP1
4E-BP1 )

Westerrblot mysi zygot a ooaywve stdiu GV, NEBD (nucleaenvelope breakdown) a M
Znaceny protilatkami mTOR (S2448), mTOR-BP1, 4E-BP1T36/45)

5.3. Lokalizace aktivni formy AKT a mTOR v oocytu

Pro fosforylaci 4-BP1 je dilezita regulace upstream drah. Mezi drahy awjici
fosforylaci 4EBP1 pati draha protein AKT a mTOF (obrazek 1). Jako dalSi mozny
aktivator fosforylace 4-BP1 by mohl bytprotein PLK1. Tyto drahy mohou oviievat
fosforylaci 4EBP1 a pes uvolrni proteinu elF4E aktivovat c-dependentni translaci.
Sledovala jsem fib¢h aktivace mMTOR a AKT kinaza vliv inhibice proteif mTOR a PLK1
na fosforylaci 4E-BP1.

Lokalizace proteit AKT (S473) a mTOR bylsledovana u oocfitve stadiu NEBD,

pro-Ml a MIl, pomoci imunocytochemického barveni odc!

Protein mTOR byl inhibovanrapamycinem (R0395SigmeéAldrich) a pro inhibici
proteinu PLK1 byl pouZ inhibitor BI 2536 (Axon Medchen, Groningen, Holandsk
Inhibitory byly pridany kocytim po vyndani z média M16 BMX a nasledg zraly
v inkubatoru 3 hodiny. Kontrolni oocyty zraly stejndobu \ médu M16 bez inhibitoi. Tyto
vzorky bylypo zamrazerpouzity na western blot.
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Protein AKT je aktivovany, pokud je fosforylovang serinu 473. Na obrazku je vid
Ze aktivovany protein AKT (S473) je lokalizovan fé&zi NEBD v oblasti rozpadlé jaderné
membrany. A v prometafazi | se jeho aktivace pososmérem k pétim cliciho vieténka
(obrazek 19).

Pokud je mTOR kindza fosforylovana na serinu 248aktivni. Aktivni mTOR
(S2448) se u ooctve fazi NEBD vyskytuje hlawhv oblasti rozpadu jaderné membrany.
V prometafazi | se lokalizace posouva po vznikajicElicim vieténku smrem k jeho palm

(viz detail pro-Ml obrazek 20).

Jak AKT (S473), tak mTOR (S2448) maji velmi podobriokalizaci hem zrani
mySiho oocytu. Lokalizace aktivni mTOR (S2448) aTAKS473) je také velmi podobna

lokalizaci fosforylovanych forem 4E-BP1.

Rapamycin je inhibitor mTORu a Bl 2536 je inhib#ar PLK1. Na obrazku 21 vlevo je
vidét, Ze i pouziti inhibitoru mTORu (rapamycinu) dojde k sgnému snizeni fosforylace
4E-BP1 oproti kontrole. iP pouZiti inhibitoru PLK1 (Bl 2536) neni védl oproti kontrole
Zadna zmana ve fosforylaci 4E-BP1. U pouziti Bl 2536 je fogflace proteinu 4E-BP1&t8i
(Sipka) nez fi inhibici mTOR drahy rapamycinem.

Translace mRNA pro protein Survivin je regulovdn@@R drahou. Proto byl protein
Survivin pouZzit pro detekci zém aktivace této drahy, #pobené pouZzitim inhibitér
rapamycinu a Bl 2536. Detekce proteinu SurvivinuWiB nam ukazuje zemy v aktivaci
drahy proteinu mTOR v porovnani s kontrolou. Poksdu oocyty maturovany spolu s
inhibitorem MTOR drahy rapamycinem je exprese $umuivyrazré snizena oproti ooc§n
zrajicim bez inhibitoru (kontrole). Na obrazku wwakde byl pouzit inhibitor Bl (2536) je
vidét, Ze odstragni proteinu PLK1 nez#milo expresi proteinu Survivinu. A jeho exprese je

srovnatelna s kontrolou (obrazek 22).
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Obrazek 18. Vliv aktivace mTOR na fosforyaci 4E-BP1

AKT (S473)

|

mTOR

!

mTOR (52448)

Pokud je protein 4BP1 hyperfosforylovan dochaz uvolreni jeho vazby na elF4E a ti
padem je elF4E volny pro navazani proteinu elFHi@perfosforylace proteinu +BP1 je
ovlivrena aktivaci proteifi AKT (S473) a mTOR (S24¢
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Obrazek 19. Ldalizace aktivni fosforylované AKT (S473)

AKT (5473) DAPI Merge

NEBD

Pro-MlI

Na obrazku jsou mySi oocytystadiu NEBD a pravil. Zeler¥ je nabarvea aktivovana AKT
(fosforylace S473), bile/mgalje barvena DNA a biléara znazotiuje cytoplazmaticko

membranu.

Obrazek 20.Lokalizace aktivni fosforilované mTOR (S2448)

mTOR (5$2448) DAPI Merge

NEBD

Pro-MlI

Detail
Pro-vil

Na obrazku jsou oocyty 'stadiu NEBD, pro-MI a detail prdvl. Zeler¥ je nabarver
aktivovany mTOR (fosforylace S2448) a bile/lrRo®NA
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Obrazek 21. Zména fosforylace 4E-BP1 u oocwyi p¥i inhibici r apamycinem a Bl

Contr Rap Contr BI
Phospho

segp1 O L B ""‘ 4E-BP1

Tubulin [ — —

Na obrazku je westen b oocyt: 3 hodiny od zéatku zrani. Tyto oocyty byly kultivovéa
sinhibitory rapamycinem (100nM) a Bl 2536 (100nMpka ukazuje fosforylovanou forr
4E-BP1band pod tim je nefforylovana forma 4EBP1 . Tubulin je n WB pro porovnani

nanésky (loading contro

Obrazek 22. Vlivinhibitor & rapamycinu a Bl na drahu mTOR

Contr  Rap Contr Bl 2536
h-,'— . Survivin ”

B s Tub - -

Na obrazkysou mysi oocyty, kte zraly 3 hodiny. Contr jsoazna’ery kontrolni skupiny
oocyti, které zraly bez inhibitar Rap jsou ozn&ny vzory, ke kterym bylfidan inhibitor
MTOR drahy rapamycin (100nM) a 2536 jsou oocyty zrajiciishibitorem Bl 253¢
(100nM). Tubulin byl nanesen pro kontrolu nanas&gding control). Survivin ukazu

zneny vaktivaci mTOR drahy
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5.4. Fosforylace 4E-BP1 u kumularnich burk

U oocyiti dochazi k aktivaci fosforylace proteinu 4E-BP1zahajeni zrani oocytu ve

fazi NEBD. Proto byly izolovany kumulérni bky a zkouman gibéh fosforylace 4E-BP1.

Kumularni buiky (CCs) byly izolovany z oocyt ve stadiu GV ain vivo MIL.
Centrifugaci byly kumularni hiky sedimentovany a po odsatfepyt&ného meédia byla
zamrazena peleta. Tyto vzorky kumularnich dubyly pouZzity na western blot. Pro ICC
byly oocyty fixovany ve 4 % PFA i &sti cumulus oophorus. A barveny na fosforylované
formy 4E-BP1 (T36/45, S64, T69).

Na vysledcich z imunocytochemie je &idZe v kumularnich hikdch se vyskytuje
celkovy protein 4E-BP1, oviem fosforylovany protéle-BP1 nebyl v kumulérnich hkéch
oocytl ve stadiu GV nalezen. V kumularnich nkach neni vidt exprese ani jednoho
Z &chto fosforyl&nich mist T36/45, T69 ani S64 (obrazek 23).

Na western blotu kumularnich btkn(obrazek 24) je vigt Zze nedoSlo k posunu bandu
smérem nahoru jako tomu je na WB (obrazek 17) obqyd rozpadu jaderné membrany.
Bandy jak u kumularnich bgk z oocyti ve stadiu GV tak z oodytMIl in vivojsou na WB
v jedné arovni. U CCs in vivo MIl oocyti je vidét vySSi exprese celkového proteinu 4E-
BP1, gicemz ale nedochazi k jeho fosforylaci (obrdzek 24)oocyti dochazi v obdobi

NEBD k naistu translace, coz u kumularnich Bkmejspis neprobiha.
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Obrazek 23. 4EBP1 a jeho fosforylace kumularnich burikach

4E-BP1 /Dapi Brightfield

tBP1

| T36/45

Na obrazku jsou 4 mySi oocyty
stadu GV, které maji kunlus

T69 oophorus. Tyto oocyty ly barveny na
celkovy 4EBP1, PhospoT36/45, T69
S64 (zele#). Mode je vidt DNA
(Dapi). Vpravém sloupci jsou ty sar

564 oocyty vizualizovanv prichozim
swtle (Brightfield)

Obrazek 24. DetekcelE-BP1 v CCs na western blotu

CCs CCs
GV Mil

4c-ep1 el

GAPDH == =

Western blot kumularnh burek (CCs) ziskanych z oogynysi vestdadu GV a Ml in vivo.
Vzorky byly znéeny protilatkou proti celkovému -BP1 a protilatkou proti protein
GAPDH (loading control
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6. Diskuze

Lokalizace fosforylovanych forem proteinu 4E-BP1 délezita, protoZze je velmi
pravdépodobné, Ze v mistech lokalizace dochazi kinicieap-dependentni translace.
Hyperfosforylovany protein 4E-BP1 uvalje z inhibéni vazby protein elF4E a ten je tedy
volny k vytvareni komplexu elF4F a nasledk iniciaci cap-dependentni translace.

Celkovy protein 4E-BP1 je na ICC lokalizovan v GNEBD, pro-Ml a MIl v celém
oocytu (obrazek 10). Romasko et al. (2013) a Seal. (2015) dosli ke stejnym zfim, ze
nedochézi k vyraznym zZmam lokalizace celkového 4E-BPEhem zrani mysSiho oocytu.
Stejre tak i u fosforylaci S64 a T69 4E-BP1 jejich vydgdkoreluji s naSimi. Fosforylace
S64 a T69 nejsou lokalizovany v oocytu ve stadiu&dpb NEBD jsou lokalizovany v oblasti
rozpadlé jaderné membrany a formujiciho &giho vieténka. V pro-Ml se tyto fosforylace
posouvaji srrem k potim ckliciho vieténka. Ve fazi Mll jsou lokalizovany v oblasti ¢eol
déliciho vierénka (obrazky 13 a 14). Lokalizagehto fosforylaci v oblastech, kde vznika
delici vieténko, ukazuje na to, Ze jsou pro koordinatictho vieténka kitové (Romasko et
al., 2013). Fosforylace T69 je povaZzovana zZdeghi pro uvolgni elF4E z inhibice. Po ni
dochazi je&t k fosforylaci na S64 kterd mé zaboaat ogtovnému navazani elF4E (Lin et
al., 1994 Karim et al., 2001).

Gingras et al. (1999) zjistili, Zze jako prvni dozh& fosforylaci na T36/45 a Ze toto
misto ma jen velmi maly vliv na uvolmi elF4E z inhibice. Pro hyperfosforylaci proteinu
4E-BP1 a zruSeni jeho inhibice elF4E jsourgba fosforylace na dalSich fosforgtéch
mistech. U mySich ooaytneni fosforylce T36/45 viditelna ve fazi GV a pghajeni zrani ve
fazich NEBD, pro-MI a Ml je lokalizovana v celétoplazng oocytu (obrazek 12) podobn
jako celkovy 4E-BP1 (obrazek 10).

T36/45 byl na WB detekovan jen u ootye fazi NEBD a MII. A vytvéel pouze horni
band, zatimco protilatka proti celkovému 4E-BPXitad spodni band. Pomoci western blotu
bylo detekované, Ze celkovy 4E-BP1 je exprimovéimeln celého zrani oocytu mysi (obrazek
17), prasete (Ellederova et al., 2006) a skotu @lorat al., 2002). Na WB spodni band

prezentuje hypofosforylovanou formu 4E-BP1.

Ellederova et al. (2006) u pra&seh oocyti pozorovali i vazbu 4E-BP1 na elF4E ktera
postupr klesala ve fazi Ml a naslediv MIl. Tomek et al. (2002) u ooadytskotu pozorovali,
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Ze vazba 4E-BP1 na elF4E je nizSi v NEBD nez v GQWllafazi. U naSich vysledk (western
blot; obrazek 17) je vi#t, Ze k fosforylaci¢asti 4E-BP1 dochézi uz v NEBD a v MIl je
vétSina proteinu fosforylovana. V GV a zygotach seskyyuje hlave nefosforylovany 4E-
BP1 a dochazi tedy k jeho vazha elF4E. Uz tlve bylo zjiStno, Ze fosforylace 4E-BP1
béhem zrani oocyit prasat a skotu stoupa (Tomek et al., 2@lRderova et al., 20081ayer
et al., 2014).

Protein 4E-BP1 je u mySich ooyt GV hypofosforylovan coz ukazuji jak vysledky
Z ICC (obrazek 12, 13 a 14), tak na western blobugzek 17). Ke stejnym zé&wm dosli i
Siemer et al. (2009) u skotu, Ellederova et al0o@@ prasat a Romasko et al. (2013) u mysi.

Béhem MII je wtSina 4E-BP1 v mySim oocytu hyperfosforylovanadyteezpisobuje
inhibici proteinu elF4E. Hyperfosforylovany 4E-BRieni schopen inhibovat elF4E a tedy

nepisobi jako represor iniciace cap-dependentrni taaes|Poulin et al., 1998).

Vysledky z WB ukazuiji, Ze k fosforylaci 4E-BP1 déehpo NEBD. To samé vyplyva i
z vysledki imunocytochemického barveni mySich odcyia fosforylované formy 4E-BP1
(obrdzek 12, 13 a 14).

Kinaza AKT je aktivni, kdyZ je fosforylovana na ser 473. Aktivni mTOR kinaza je
fosforylovana na serinu 2448. Ve vysledcich je¢vide AKT a mTOR jsou v NEBD
lokalizovany v oblasti rozpadlého zareédého véku a v pro-Ml je vidgt posun jejich
lokalizace smirem k potim ckliciho vieténka (obrazek 19 a 20). Je znamo, ze fosforylace
MTOR na serinu 2448 a serinu 2481 jsou markeryninkatalytické aktivity mTOR kinazy
(Yonezawa et al. 2004). Kogasaka et al. (2013)adtel. (2012) u mysSich oodyzjistili, Ze
MTOR (S2448S2481) je lokalizovana v NEBD kolem chromozZond Ml a Ml je u mySich
oocyti aktivni mTOR lokalizovana v oblastéliciho vieténka. Foforylace mTORuU u oogyt
stoupa po zahajemi meiotického zrani (Lee et 8ll22Kogasaka et al., 2013). Podle Lee et
al. (2012) se mTOR mRNA vyskytuje v mySim oocytindm celého meiotického zrani a je
piitomna jiz ve stadiu GV.

Ve vysledcich je vi#t, Ze lokalizace aktivni AKT a mTOR u mySich oacj¢ shodna
s lokalizaci fosforylaci T36/45, S64 a T69. U odcskotu je nejutSi naiist fosforylaci AKT
ve fazi Ml a jeji hladina v GV a MiIl je velmi nizkgomek et Smiljakovic, 2005). Kalous et
al. (2009) publikovali, Zze u pradeh oocyti je AKT dynamicky distribuovana v fio¢hu

celého meiotického zrani. K jeji dramatické fosfacy dochazi v NEBD u oocitprasat.
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V metafazi | a metafazi Il je aktivni AKT lokalizana v oblasti meiotickéhoteténka
v podobnych mistech jako mTOR (Hoshino et Sato,82(0Kalous et al., 2009). @b
fosforylace AKTu (T308, S473) jsoualkkzité pro gipojeni cliciho vieténka v MIl a pro
dokorteni meidzy po oplozeni. Fosforylace na serinu 4¢3adili na vydleni druhého
polového &liska (Hoshino et Sato, 2008).

Pouziti inhibitoru mTOR, rapamycinu, vyrazaniZuje fosforylaci 4E-BP1 v porovnani
s kontrolou (obrazek 21). Stgjrtak ma inhibice rapamycinem vliv na Survivin (SVV)
(obrazek 22). ® jeho pouziti u mySich oodytvyrazre klesla exprese Survivinu. Je znamo, ze
draha PI3K/AKT a mTOR jetdezita pro translaci SVV mRNA. Vifpad, Ze je tato draha
blokova inhibitory, vyrazé se sniZzuje exprese Survivinu (Kim et al., 20043kd bylo
ZjisSténo Ze inhinitor rapamycin snizuje u mySich odcytnozstvi mTORu i mRNA pro
mTOR (Lee et al., 20t Busor et al., 2015).

Ovsem pi pouZiti inhibitoru Bl 2536, ktery inhibuje PLKhieni na WB vidt Zadna
vyrazna zmina fosforylace 4E-BP1 oproti kontrole. Nedochaditk poklesu fosforylace tak
jako @i pouziti inhibitoru rapamycinu, ktery blokujgimo drahu mTOR. Na western blotu,
kde byl pouzit protein Survivin jako marker proigkti mTOR drahy je viét, Ze inhibitor Bl
2536 nesnizil expresi SVV oproti kontrole. Tedy eege Survivinu je srovnatelni
s kontrolou.

U nadorovych butk HCT116 indukované exprese aktivni formy PLK&hém mitdzy
vede k aktivaci mTOR drahy a dochazi ke zvySerfofgkace 4E-BP1 (Renner et al., 2010).
OvSem u mysSich oodytPLK1 nezvySovala ani aktivaci mTOR drahy, ani éoglaci 4E-
BP1. Coz ukazuje, Zze PLK1 se nejspiSe regulaceorfdate 4E-BP1 u mySich oodyt
neltastni a nema vliv na aktivaci mTOR drahy u mySsimtyii.

Solc et al. (2015) zjistili, Ze PLK1 se stava aktiyi zahajemi meiotického zrani
v MTOCs (microtubule organizing centers) a pfizst oblasti kinetochor. PLK1 je ptgba
pro Winné obnoveni meidzy a pro podporu rozpadu z&meleo véku. Inhibice vede
k zastaveni meidzy v metafazy | PLK1 kontroluje o@ni meiotického zrani v oocytigs
autoamplifikaci smyky CDK1. Aktivita PLK1 je @i znovuobnoveni meidzy nejspiSe zavisla
na aktivaci CDK1. Wast PLK1 nezavislé na CDK1 nebyla experimenritflotvrzena (Solc et
al., 2015). U buék HelLa a HepG2 v jiibéhu mitotdzy byla objevena kolokalizace PLK1 a
fosforylace T36/45 proteinu 4E-BP1 (Shang et &12).
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Imunocytochemie oocytukazuje, Ze u kumularnich btknoocyti v GV se vyskytuje
jen celkovy nefosforylovany 4E-BP1. Fosforylovaoéniy 4E-BP1 (T36/45), (S64) a (T69)
se v kumulanich hikach nevyskytuji (obrazek 23).

Na western blotu (obrazek 24) z kumularnich dkunocyti in vivo MIl je vidét, Zze
nedochézi k fosforylaci 4E-BP1. U oot této fazi je protein 4E-BP1 jiz pirfosforylovan
(obrazky 12 az 14). Také u kumularnich &unz oocyfi v GV stadiu neni 4E-BP1
fosforylovan (obrazek 24). U oodyv GV fazi je protein 4E-BP1 hypofosforylovan aehp
fosforylaci dochazi azipzahajeni meiotického zrani v NEBD.uBéh fosforylace 4E-BP1 a
aktivace translace v kumularnichitdch je tedy nejspiSe nezavisly nalghu fosforylace
4E-BP1 v oocytu a naopak.
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7. Zavér

K fosforylaci proteinu 4E-BP1 dochézi zaréwe zahajenim meiotického zrani mysiho
oocytu, tedy v NEBD. U mySich oodyve fazi GV je ¥tSina proteinu 4E-BP1
nefosforylovana a jeho fosforylacedilesa po oplozeni u zygot. Protein 4E-BP1 je ¥g¢a
fosforylovan v NEBD, pro-Ml a MIl. Fosforylace peihu 4E-BP1 je ovlivéna drahami
AKT a mTOR. Aktivni formy kinaz AKT a mTOR jsouwthem NEBD a pro-MI lokalizovany
v oblasti vytvéejiciho se diciho vieténka a postugrse posouvaji k pdim cliciho
vieténka, podobny jev je wti u fosforylaci proteinu 4E-BP1 na (S64) a (Té@timco
celkovy 4E-BP1 je lokalizovan v celém oocytu i v&dsu GV. Fosforylace T36/45 je
povaZovana za prvni fosforglai misto a jeho fosforylace tedy nejspisgesstai
k hyperfosforylaci a uvokmi elF4E z inhibice a je lokalizovana v celé cysagpie oocytu
mimo oocyt ve fazi GV, kdy se tato fosforylce v gtacnevyskytuje ubec. Zda se, Ze
inaktivace 4EBP1 je zavisla na stadiu &tmého cyklu, picemz moje data ukazuji na jeho

roli pti vstupu do meidzy/mitozy.

Inhibice proteinu PLK1 pomoci inhibitoru Bl 2536agala, Ze tato kinaza nejspis neni
zapojena do aktivace drahy mTOR. Inhibitor Bl nife@sniZoval expresi proteinu Survivinu,
0 rémz je znamo, Ze je regulovan mTOR drahou. A stigh inhibice PLK1 mila minimalni
vliv na fosforylaci proteinu 4E-BP1, ktera bylasnatelna s kontrolou. OvSem inhibice
MTOR kinazy inhibitorem rapamycinem vyr&znizovala fosforylaci 4E-BP1. Stejtak

inhibitorem rapamycinem byla sniZzena i translage/iSin transkriptu.

Na rozdil od oocyt, u kumularnich butk nedochazi ghem zrani oocytu k fosforylaci
proteinu 4E-BP1. Nefosforylovany protein 4E-BP vgskytoval v kumularnich hikach ve
vSech fazich zrani oocytu, které jsem testovatly, @V a Mil.

Mechanismy regulace translace jsatzejni pro oocyt Bhem meiotického zrani, kdy je
regulace na urovni transkripce velmi nizka. Tytachanismy ovliviuji expresi proteit
nutnych pro spravny pbéh meiotického zrani. Chyby vznikl€hrem meiotického zrani
mohou zfisobovat aneuploidii a vyragmvlivnuji plodnost savic
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9. Seznam pouzitych zkratek

4E-BP1- elF4E binding protein 1

4E-BPs- eukaryotic translation iniciation factomding proteins
5"TOP- 5’terminal oligopyrimidine motivem

AA- amino kyseliny

AHR- aryl-hydrocarbonovymi receptory

APC/C- anaphase-promoting complex/cyclosome
ATM/ATR- ataxia telangiectasia mutated/AT a Rad@ed protein
BAX- B-cell lymphoma 2 associated X protein

BCL-2- B-cell lymphoma 2

BCL-X- B-cell lymphoma x

BMP-4, BMP-8b, BMP-2- Bone morfogenetic proteirslh,a 2
cAMK- cyklicky adenosin monofosféat

CCNB1- G2/itotic-Specific Cyclin B1

CDC14- cell division cycle 14

CDC25B- cell division cycle 25B

CDH1- Katherin 1

CE- centralni element synaptonemalniho komplexu
cGMP- cyklicky guanosin monofosfat

c-KIT- KIT ligand/Steel factor /stem cell factorAK

CLPs- cytoplazmic lanttices

CNP- C-type natriuretic peptide

CPEB- cytoplasmatic polyadenylation element-binding
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CPSF- cleavage and polyadenylation specifity factor

CR- jednim centralnim regionem synaptonemalngrmaiexu
Cxcr4- gen pro chemokine receptor type 4

DAZL- deleted in azoospermia-like

DDX4- DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeltide 4/vadavH
DEPTOR- DEP domain-containing mTOR-interacting enot
DMC1- disrupted meiotic cDNA1

DPPA3 - developmental Pluripotency Associated 3

eCG- equine chorionic gonadotropin

EGF-like - epidermial growth fartor- like

elF2- eukaryotic initiation factors 2

elF3- eukaryotic initiation factors 3

elF4A- eukaryotic initiation translation factor 4A

elF4E- eukaryotic initiation translation factor 4E

elF4F- eukaryotic translation initiation factor 4faeplex
elF4G- eukaryotic initiation translation factor 4G

elF4GlI, elF4GII a elF4Glll- podjednotky proteirtF4G
Erbb2, Erbb3 geny pro epidermal growth factor 2 a 3

ERK- extracellular-signal-regulated kinases

ERK/MAPK- draha pes extracellular-signal-regulated kinases a Mitegetivated protein
kinases

FAS ligand- ligand pro FAS receptory (FASL/CD95L/CTB)
FBF-basic - basic fibroblast growth factor

FGF-2- fibroblast growth factor
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FIG-alfa- factor in the germline alpha

FIGLA- folliculogenesis Specific Basic Helix-Loopehx
FOXL2- forkhead box L2

FOXO3- forkhead box O3

FRSK- forskolin

FSH- folikuly stimul&ni hormon

GFP- green fluorescent protein

GSCs- female germline stem cells

GV- germinal vesicle (stadium oocytu)

HAS2- hyaluronan synthase 2

hCG- humane chorionic gonadotropine

IFITM3- interferon-induced transmembrane proteiinagyilis
GTP- guanosine-5'-triphosphate

IBMX- 3-isobutyl-1-methylxanthine

IGF-I- insulin-like growth factor 1

IL-4 - interleukine 4

IRES- internal ribosome entry site

KLU- klumpfuss

LE -lateralnimi elementy synaptonemalniho komplexu
LH - luteinizani hormon

LHX8- LIM homeobox 8

LIF- leukemia inhibiting factor

LIF- leukemia inhibitory factor

LMN- Lamin

81



M16- kultivaéni medium

MI- metafdze prvniho meiotickéhaleni

MIl- metafaze druhého meiotickéhsleni

MIS- millerian-inhibiting substance

mMLST8- mamalian lethal with sec-13 proteinGpL

MNK1- MAP kinase-interacting kinase 1

MNK2- MAP kinase-interacting kinase 2

MOS- antisense morpholino oligonukleotid

MPF- maturation promotin factor

MSH5- mutS protein homologue 5 (Escherichia coli)

mSIN1- mammalian stress-activated protein kinateacting protein 1
MTOR - mamalian target of rapamycin

MTORC1- mTOR complexl1

MTORC2- mTOR complex2

NEBD- nuclear envelope breakdown

NOBOX- ogenesis homeobox

NPR2- natriuretic peptide receptor 2

OSCs- oogonial stem cells

OSE- ovarialniho povrchového epitelu)

p34CDC2/CDK1- cell division cycle protein 2 homologelin dependent kinase
PABP- poly(A) binding protein

PABPNL1- poly(A) binding protein 2/poly(A) bindinguolear protein 1
PACAP- pituitary adenylate cyclase activating papti

PAP- poly(A) polymeraza
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PB- polové ¢lisko

PBS- phosphate buffered saline

PDE3A- phosphodiesterase 3A

PGCs — primordial germ cell

PI3K- phosphatidylinositol-3-kinases

PISK/AKT- draha pes phosphatidylinositol-3-kinases a protein kinBzu
PIC- preinici&ni komplex

PK- protein-kindza A

PIK1- pololike kinase 1

PRASA40- proline-rich AKT substrate 40kDa

Pro-MI- prometafaze i meiotickéh@leni

PRR4/protor- proline rich 4 renal/ protein obserweth rictor-1
PTX3- pentraxin 3

PVA- polyvinylalkohol

RAPTOR- regulatory-associated protein of mTOR

RECS8- meiotic recombination protein

RICTOR- rapamycin-insensitive companion of mTOR

RN- rekombinani uzel (nodus) synaptonemalniho komplexu
RNPs- ribonucleoprotein

S6K1- ribosomal protein S6 kinase

SCC1/RADZ21- sister chromatid cohesion protein lidewstrand-break repair protein
SCF- stem cell factor

SCF- stem cell factor

SDEF-1 - stromal cell derived factor 1
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SMClbeta- structural maintenance of chromosomesd b
SMC3- structural maintenance of chromosomes 3
SOHLH1- spermatogenesis and oogenesis specific bakx-loop-helix 1
SOHLH2- spermatogenesis and oogenesis specific bakx-loop-helix 2
SPO11- sporulation-specific protein 11

SPO13- sporulation-specific protein 13

STAGS3- stromal antigen 3

SUMO- small ubiquitin-like modifier

SYCEL- synaptonemal complex central element prdtein
SYCE2- synaptonemal complex central element préein
SYCES- synaptonemal complex central element pr@ein
SYCP1- synaptonemal complex protein 1

SYCP2- synaptonemal complex protein 2

SYCP3- synaptonemal complex protein 3

TEX12- testis expressed 12

TG - transforming growth factdy

TGF{1-like- protein transforming growth factpt- like
TM- transfer médium

TNFAIP6- tumor necrosis factor appha-induced pro€ei
TNF-betal - tumor necrosis factor betal

TNF-beta2 - tumor necrosis factor beta2

TNFa- tumor necrosis factor

WB- western blot
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