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Uloha regulace translace specifickych mRNA a
fosforylaéné=defosforylacnich mechanisma béhem meiotického
zrani savcich oocyti a ¢asného embryonalniho vyvoje.

Souhrn

hraji zasadni roli v zachovani vsech zivo¢isnych druhti. V prubéhu zrani oocytl je potlacena
transkripce a exprese gent je tak fizena na arovni translace. Pro spravny prubéh a kontrolu zrani
oocytil a ¢asnou embryogenezi jsou rozhodujici posttranskripéni regulace matefskych mRNA
a posttranslacéni regulace protein. Transla¢ni kontrola ovlivituje zakladni mechanismus
syntézy bilkovin a pro pochopeni jeji regulace je nutnd znalost vsech klicovych komponent,
které jsou soucasti tohoto mechanismu. Translace maternalnich mRNA se odviji od jejich
Casové specifické cytoplazmatické polyadenylace a od jejich interakce s RNA-vazebnymi
proteiny, zejména pak s proteiny z rodiny CPEB. Cytoplazmatické polyadenyla¢ni elementy
vazajici proteiny (CPEB) se vazi na 3'-konec mRNA a reguluji jeji lokalizaci a translaci a jsou

tak nezbytné pro spravny vyvoj.

Pribéh meiotického zrani je vSak fizen celou kaskddou regulacnich molekul a komplext.
Dulezitymi regulaénimi proteiny meiotického zrani jsou také ¢lenové Emi/Erp rodiny —
proteiny Emil a Emi2. Jejich hlavni Glohou je regulace meiotického (ale i mitotického) déleni
piimou inhibici APC/C (anaphase promoting komplex/cyclosome), ktery ma za ukol spousténi
rozestupu chromosomt do dcefinych bunék. Emil i Emi2 jsou dulezitou soucasti CSF
(cytostatic factor), ktery ma za kol stabilizaci a udrzeni MPF (metaphase promoting factor),

bé&hem anafaze I, kterd je nezbytna pro zastaveni meidzy a vytvoreni meiotického bloku.

Cilem mé diserta¢ni prace bylo zmapovat a porovnat expresi a aktivitu Emil a Emi2 proteint
a regulaci jejich genové exprese, kterd vyznamné ovliviluje spravny priabéh meidzy i mitozy.
Déle bylo cilem prace doplnit chybéjici informace o CPEB proteinech a zmapovat jejich
expresi, fosforylaci a funkci v reprodukci savci. Zejména jsme se zaméfili na protein CPEB2,
jehoz funkce béhem téchto procest nebyla doposud dobie zmapovana. Cilem prace bylo také
testovani novych makrocyklickych inhibiotri Emi2 na bazi pyrroll, které byly vivinuty ve
spolupréaci s Dr. Bangem, Dr. Gunasekaranem a dalsimi z KBSI (Korea Basic Science

Institute).



Vysledky nasi prace byla potvrzena hypotéza, ze se exprese Emil a Emi2 proteinti liSi mezi
jednotlivymi fazemi meiotického zrani mysich a prasecich oocytil a Ze exprese Emil a Emi2
proteini je v piimé korelaci s polyadenylaci 3' konce jejich  mRNA. Zasadnimi

posttranskripénimi tpravami, jeZ u nich reguluji genovou expresi, je tedy pravé polyadenylace.

Byly rovnéz potvrzeny hypotézy, ze exprese Emil proteinu pietrvava i po fertilizaci ¢i
parthenogenetické aktivaci oocytll a ze proteinu Emi2 je po fertilizaci i parthengenetické
aktivaci oocytll degradovan a k jeho reakumulaci dochazi az b&hem prvnich cyklii mitdzy.
Zaroven bylo ovéfeno, ze zablokovani Polo-box domény Plk1 malymi makrocyklickymi
inhibiotry zabrani fosforylaci Emi2 a snizi tak procento mySich a praseCich oocytl

maturovanych do MII faze.

Co se tyCe vyzkumu cytoplazmatické polyadenylaéni elementy vazajicich proteind, byla
ovéfena hypotéza, ze se exprese CPEB2 mRNA i proteinu lisi v jednotlivych fazich
meiotického zrani prasecich oocytu a stadii rannych parthenogenetickych embryi a je pro jejich
zdarny vyvoj nezbytna. Také byla ovéfena hypotéza, Ze i v prasecich oocytech jsou dvé formy
CPEB?2 transkriptu — CPEB2A a CPEB2B. Nicméné hypotéza, Ze se po zablokovani CPEB2
zvysi exprese ostatnich cytoplazmatické polyadenylaéni elementy vazajicich proteinti z CPEB2
subrodiny (CPEB3, CPEBA4) a ¢aste¢né tedy nahradi jeho funkci, byla vyvracena, i kdyz bylo
potvrzeno, ze CPEB3 a CPEB4 transkripty jsou pfitomny ve vSech fazich meiotického zrani.
Rovnéz nas vyzkum potvrdil hypotézu, ze jedinym ¢lenem CPEB2 subrodiny, jehoz inhibice
nema letalni vliv na meiotické zrani mysich oocytt, je CPEB4 a potvrdili jsme tak jiz diive
diskutovanou moznost, Ze je jeho funkce u deficientnich bunék nahrazena jinym mechanismem,

coz bude otazkou budouciho vyzkumu.

Vysledky této prace pomohly objasnit jeden z klicovych procesi vyznamné ovliviiujicich
spravny prub¢h meidzy a molekuldrni mechanismy ovliviiyjici vystup oocyti z MII bloku a
bezchybné zahdjeni embryondalniho vyvoje. NaSe poznatky mohou rovnéz pfispét ke zlepSeni

podminek in vitro kultivace oocyt a potazmo in vitro produkce embryi u savcu.

Klic¢ova slova: meiotické zrani, oocyt, ranna embryogeneze, polyadenylace mRNA, translace,
Emil, Emi2, inhibitory Emi2, CPEB2, CPEB3, CPEB4,



The role of regulation translation specific mMRNA and
phosporylation-anphosporylation mechanisms during meiotic

maturation of mammalian oocyte and embryonic development.

Summary

Oocyte meiotic maturation and embryogenesis belong to the most important physiological
processes, which play a crucial role for preservation of life in all species. Oocytes undergoing
meiotic maturation are transcriptionally silent and gene expression is therefore regulated at the
level of translation. The post-transcriptional regulation of maternal mRNAs and post-
translational regulation of proteins are critical to control oocyte maturation and early
embryogenesis. Translational control affects the basic mechanism of protein synthesis and the
knowledge of the key components, which are included in this machinery, is necessary for
understanding its regulation. Cytoplasmic polyadenylation element binding proteins (CPEBS)
bind to 3'-end of MRNAs to regulate their localization and translation and are necessary for

proper development.

However, a whole cascade of regulatory molecules and complexes controls the progression of
meiotic maturation. Important regulatory proteins of meiotic maturation are also two members
of Emi/Erp family — proteins Emil and Emi2. Their main role is the regulation of meiotic (and
mitotic) division by direct inhibition of APC/C (anaphase Promoting Complex/cyclosome).
APC/C is responsible for triggering separation of chromosomes into the daughter cells. Emil
and Emi2 are important parts of CSF (cytostatic factor), their task is to stabilize and maintain
MPF (Metaphase Promoting Factor) during anaphase 11, which is essential for stopping meiosis
and for the establishment of meiotic block.

The aim of my dissertation was to map and compare the expression and activity of Emil and
Emi2 proteins and explain the mechanism of their gene expression regulation, which
significantly influences the correct course of meiosis and mitoses. Furthermore, the aim of the
work was to supplement missing information about CPEB proteins and to map out their
expression, phosphorylation and function in mammalian reproduction. We especially focused
on CPEB2 protein, whose function has not been well mapped during these processes. The aim

of the work was also to test the new pyrrole-based macrocyclic inhibitors of Emi2, which were



create in collaboration with Dr. Bangem, Dr. Gunasekaran and others from the Korea Basic
Science Institute (KBSI).

The results of our work confirmed the hypothesis that the expression of Emil and Emi2 proteins
differs between the phases of meiotic maturation of mouse and pig oocytes and that the
expression of Emil and Emi2 proteins is in direct correlation with polyadenylation of 3' end of
their mMRNA. The fundamental post-transcriptional modifications that regulate gene expression
are polyadenylation. Also has been confirmed the hypothesis that expression of Emil protein
persists even after fertilization or parthenogenetic activation of oocytes, and that Emi2 protein
is degraded after fertilization or parthengenetic oocyte activation and his reactivation occurs
during the first cycles of mitosis. At the same time, it was verified that blocking the Polo-box
domain of Plk1 with small macrocyclic inhibitors prevents the phosphorylation of Emi2 and
thus reduce the percentage of mouse and pig oocytes mature in the MII phase.

Regarding the research of CPEBS, the hypothesis, that expression of CPEB2 mRNA and protein
differs in the phases of meiotic maturation of pig oocytes and stage of early parthenogenetic
embryos and is necessary for their successful development, was verified. The hypothesis that
in porcine oocytes are also two forms of CPEB2 transcripts - CPEB2A and CPEB2B was also
confirmed. However, the hypothesis that CPEB2 inhibition will increase the expression of other
cytoplasmic polyadenylation element binding proteins from CPEB2 subfamily (CPEBS,
CPEBA4) and partially replace its function was refuted, although it was confirmed that CPEB3
and CPEBA4 transcripts are present in all phases of the meiotic maturation. Also was confirmed
that only member of CPEB2 subfamily whose inhibition does not have a lethal effect on the
meiotic maturation of mouse oocytes is CPEB4. Confirming the previously discussed
possibility that its function in deficient cells is replaced by another mechanism, which will be

a question of future research .

The results of this work helped clarify one of the key processes significantly influencing the
correct course of meiosis and the molecular mechanisms affecting the output of oocytes from
the MII block and the flawless embryonic development. Our findings can also contribute to
improving the conditions of in vitro oocyte culture and, consequently, in vitro mammalian

embryo production.

Keywords: meiotic maturation, oocyte, early embryogenesis, mMRNA polyadenylation,
translation, Emil, Emi2, inhibitors of Emi2, CPEB2, CPEB3, CPEB4
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1 Uvod

V soucasné dobé, diky rozvoji chovu a slechténi hospodaiskych zvifat, roste dalezitost
zdokonalovéani biotechnologii a genového inzenyrstvi. Proto je nezbytné do detailu
osvétlit mechanismy, které se téchto procest tykaji. Studium molekularnich mechanismt
regulace reprodukénich procesu je pro zvyseni efektivity reprodukénich biotechnologii
klicovym faktorem. Velmi vyznamna je pifedevS§sim technologie in vitro produkce
oplozenischopnych oocyti a zivotaschopnych embryi, a to nejen v zemédélském, ale diky
stale vzrastajicim problémim v humanni reprodukci, i v biomedicinském vyzkumu. Ke
zkvalitnéni této produkce je primarné dulezité podrobné porozuméni biochemickych
procesu podilejicich se na vyvoji, ristu a meiotickém zrani sav€ich oocytii a ¢asném
embryonalnim vyvoji. Pro spravny vyvoj vajicka a nasledné i embrya je stézejni, aby se
v oocytu nahromadilo vSechno potfebné mnozstvi RNA. A to pfedevsim proto, ze pii
meiotickém zréni oocyti dochazi k uplnému potlaceni transkripce, takze jiz nedochazi k
syntéze nové RNA. Regulace genové exprese se tedy odehrdvd pouze na Urovni

posttranskripénich dé€ji, kde jednim z hlavnich je translace.

Béhem meiotického i mitotického zrani obecné existuji regulatory, které déleni buiiky
urychluji ¢i naopak zpomaluji, nebo zcela zastavuji. Ve slozitém mnohobunééném
organismu, jakym jsou pravé savci, je piesnad regulace bunééného déleni pro zdarny
prubéh meiotického zrani oocyti a embryonalni vyvoj zavisla jednak na translaci
maternalnich mRNA kodujicich klicové faktory meiotického bunéénéo cyklu, jako jsou
napft. cyklin B1, c-mos, ¢i Emil a Emi2, jednak na piesné regulované postupné aktivaci

¢i inaktivaci dilezitych M-faznich protein kindz, jako jsou Aurora A/B, Plk1, ¢i Cdk1.

Translace maternalnich mRNA se odviji od jejich ¢asové specifické cytoplazmatické
polyadenylace, ktera je pro oocyty specifickd a od jejich interakce s RNA-vazebnymi

proteiny, zejména pak s proteiny z rodiny CPEB.

Vzhledem k fadé chybgjicich informaci jsem se v ramci mé disertaéni prace zamétila na
vyzkum proteini Emil a Emi2 a na regulaci jejich genové exprese, kterd vyznamné
ovlivituje spravny prubéh meidzy i mitozy. Dale jsem se pak zaméfila na malo zmapované
¢leny z CPEB rodiny — zejména pak na protein CPEB2, jehoz funkce béhem téchto

procest nebyla doposud dobie zmapovana.

10



2 Prehled o souc¢asném stavu problematiky

2. 1 Oogeneze a folikulogeneze
Oogeneze je proces tvorby samicich pohlavnich bunék (oocytl) v samicich gonadach -
vajeénicich. Jak uvadéji Simmons et Snustad (2017), proces oogeneze sestava ze tii po
sob¢ nasledujicich fazi: faze mnozeni zarode¢nych bunék, ktera se odehrava béhem
ranného embryonélniho vyvoje, faze rastu oocytu, kterd zahrnuje dlouhé obdobi trvajici
az do konce pohlavni ¢innosti a faze zrani, ve které dochazi k dokonceni zrani vajicka
zahy po oplozeni. Béhem posledni faze vznika v jednom primarnim folikulu pouze jeden
oocyt a dvé poélova téliska, tzv. polocyty, coz je odlisné od samc¢iho meiotického zrani -
spermatogeneze, pii které z jednoho primarniho spermatocytu vznikaji 4 spermie

(Marvan et al., 1992).

Proces oogeneze zacina jiz v prenatdlnim obdobi, kdy se z proximalniho epiblastu
samic¢iho embrya vydéli primordialni zarode¢né bunky (PGC - primordial germ cells)
(Saitou et al., 2002). PGC jsou zaloZeny jako populace progenitorovych bunék, a to jako
prvni diferenciovana embryonalni bunééna linie (Buehr, 1997). Na pocatku je dulezité,
aby se PGC odd¢lily od somatické linie, coz je primarné kontrolovano pisobenim jejich
signalnich drah (Ewen et Koopman, 2010). V prvopocatku studia PGS bylo uvadéno, ze
vznikaji pfimo z entodermu zloutkového vacku (Chiquoine, 1954). Tento mylny
predpoklad ve své studii vyvraci Ozdzenski (1967), ktery uvadi, ze k formaci PGC
dochazi v extraembryonalnim mezodermu, ktery se zloutkovym vacéek sousedi. PGC zde
prodélaji nékolik cyklt mitotického déleni (M. Hunter, 2000) a pak nasledkem zmén v
usporadani rostouciho embrya pasivné migruji pies prvostievo do oblasti budoucich
gonad na mesonephros, nazyvané jako genitalni (pohlavni) lista (Fujimoto et al., 1977).
Na fizeni této migrace se podili piedevsim protein podobny transformujicimu ristovému
faktoru B1 (TRB1), ktery je v misté budoucich vaje¢niku sekretovan (Eddy et al., 1981).
PGC zde prodé¢lavaji dalsi mitoticka déleni, jejichz pocet je druhové specificky a davaji
tak zéklad vyslednému poctu oogonii. Naptiklad u praseciho plodu je pocet oogonii v
pruméru 1,1 miliont (Black et Erickson, 1968), u lidského embrya 1 - 2 miliony (Baker,
1963). Johnson et al. (2004) ve své praci provadéné na mySim modelu dokazuji, Ze
vysledny pocet oogonii neni kone¢ny, jak bylo uvadéno diive (Kliment et Kliment, 1989;

Marvan et al., 1992), a Ze se mohou pocty PMG zvySovat i béhem pohlavni dospélosti.
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Jak uvadéji, nové PMG mohou totiz vznikat ze zarode¢nych kmenovych bunék (GSC -

germline stem cells).

Oogonie jsou tvofeny ve formé provazcl a zanotuji se do korovych vrstev vajecnikii. Ve
vajecnicich jsou posléze zprovazci uvoliiovany a jsou obklopeny vrstvou
pregranuloznich bunék (prekurzory folikularnich bunék). Tento kulovity utvar je
oznacovan jako primordialni folikul a spolu s oocytem se bude nasledné dale vyvijet

v procesu zvanem folikulogeneze (Wassarman, 1988).

KdyZ se oogonie pifestanou mitoticky d¢lit, vstoupi do diplotene profaze I meiotickeho
déleni a stavaji se z nich diploidni primarni oocyty. Primarni oocyty jsou charakteristické
vytvofenym zarodeénym vackem (je viditelné velké jadro s vyraznym jadérkem) —

Vv angli¢tin€é geminal vesicle, proto jsou oznacovany jako oocyty GV faze.

Béhem rastové faze se méni morfologie primordialnich folikuld. Jejich ploché folikularni
buriky se preméni na kubické folikularni buriky, a ty se za¢nou intenzivné délit. Vznikne
primarni folikul (Fair, 2003). Primarni folikuly jsou ve vajecnicich nejpocetnéji
zastoupené a jsou ulozené ve shlucich ¢i jednotlivé v nejzevnéjsi vrstvé kury vajeéniku

(Marvan et al., 1992).

V rustové fazi oogeneze méni svou morfologii i oocyt. Musi zvétsit sviij objem a velikost.
K tomu dochazi diky tomu, Ze musi nasyntetizovat potiebnou RNA (MRNA, rRNA,
tRNA) a proteiny a nahromadit Zloutkové inkluze a kortikalni granula (Marvan et al.,
1992). Rovnéz se zvySuje pocet bunéfnych organel, jako jsou mitochondrie a
endoplasmatickeé retikulum (Sladecek, 1986). Tento rist oocytu je nezbytny k dokonéeni
jeho jaderného a cytoplazmatického zrani, pro které je pravé proteosynteticka aktivita
typicka (Picton et al., 1998).

Primarni folikuly se zvétsuji a transformuji v rostouci sekundarni folikuly, ve kterych
jsou oocyty obaleny 2 — 4 vrstvami folikularnich bunék. Vrstva folikularnich bunék té€sné
priléhajici k oocytu, a tedy vrstva nejvnitingjsi, se nazava corona radiata a ma cylindricky
tvar. Folikularni bunky tvofi kolem oocytu prisvitnou blanu, sloZzenou pievazné
z glykoproteinti, nazyvanou jako zona pellucida (Marvan et al., 1992) Nasledné se méni
ve folikuly antralni, které nesou sviij ndzev podle utvorené antralni dutiny, ktera je

naplnéna folikularni tekutinou a posléze ve folikuly Graafovy, oznacované také jako
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folikuly ovulaéni. Graafuv folikul je tvofen muralnimi a thékalnimi bunikami a bunkami
kumularnimi, které tvofi tzv. kumulus (cumulus oophorus). Béhem zvySujicich se hladin
luteiniza¢niho hormonu (LH) doch&zi k masivni kumularni expanzi a kumulus, jeZ
obaluje oocyt, je zachovan az do doby fertilizace (Motlik et Fulka, 1984; Young et
McNeilly, 2010).

Pisobenim luteinizaéniho hormonu dojde v Graafové folikulu nejen ke zminované
kumulérni expanzi, ale rovnéz se stimuluje sekrece fady proteolytickych enzymu, které
zpuisobuji degradaci extracelularni matrix a pfedevSim kolagenovych vlédken stény
folikulu (Tsafriri et Reich, 1999). Je zvysen krevni pritok, takze dochazi k piekrvovani
folikulu. To ma za nasledek zvySovani intrafolikularniho tlaku a prasknuti folikulu. Zraly
oocyt je uvolnén a ovuluje z vajéeniku do peritonealni dutiny (Brannstrom et Enskog,
2002). V misté prasklého folikulu se vytvati zluté télisko (corpus luteum), které vznika
luteinizaci muralnich granuloznich bunék, bun¢k thecy, kapilar a fibroblastt (Stocco et

al., 2007).

2. 2 Meiotické zrani oocyti
GV oocyty jsou skladovany ve vajecnich samice az do doby pohlavni dospélosti, kdy
diky hormonélnim stimulim dojde periodicky (s pribéhem kazdého estralniho cyklu) k
uvolnéni GV oocytu z profazniho bloku a znovuzahajeni jejich meiotického zrani. Dé&je
se tak diky =zvySovdni a klesdni tonickych hladin luteinizacniho (LH) a
folikulostimula¢niho hormonu (FSH) (Chappel et Howles, 1991). V in vitro podminkéach
v§ak k tomuto znovuzahgjeni meiotického zréni dochazi pouhym vyjmutim oocytu z
prostiedi folikulu, ktery ma inhibi¢ni vlastnosti (Richard et Sirard, 1996). Zejména u
mySich oocytll je proces znovuzahdjeni meidzy pomérné rychlym procesem a tato
skute¢nost musi byt zohlednéna béhem izolace oocytl pii pifipravé experimentalniho

materidlu (viz metodické ¢ast této prace).

Z oocytu se musi pomoci meiotického (redukéniho) déleni, zredukovat geneticky
material z diploidniho (n) na haploidni (2n) a tyto haploidni bunky se pak diferencuji do
oplozeni schopnych pohlavnich gamet (Simmons et Snustad, 2017). Schopnost
znovuzahajeni a dokonceni meidzy je nazyvano jako meioticka kompetence (Motlik et

al., 1984).
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Pro znovuzahijeni meiozy je diilezita kondenzace chromozomt a nasledné rozpadnuti
zarode¢ného vacku. Tuto fazi nazyvame jako GVBD, z anglického germinal vesicle
break down. Nez ke slozitému procesu, jakym GVBD je dojde, musi oocyt projit ¢tyimi

dil¢imi fazemi, ozna¢ovanymi jako GV-0 az GV-4.

Stadium GV-0 je zapocato nepatrné Vviditelnym vinénim jaderné membrany. Vinéni
postupné zvySuje svou intenzitu. Chromatin, nesouci genetickou ingormaci, je rozptylen
po celé plose zarode¢ného vacku. Ve fazi GV-1 se zacina chromatin kondenzovat a tvofi
tak polokruhovity utvar okolo jadérka. V zarode¢ném vacku se nasledné tvorii
chromatinové shluky. Tyto shluky chromatinu jsou lokalizované piedevsim na jaderné
membran€. Ve chvili, kdy je polokruhovity ttvar kolem jadérka degradovan, oznacujeme
toto stadium jako GV-2. Ve stadiu GV3 jiz neni tato struktura patrna a dochazi zde k
tvorbé husté filamentarni sité. V této fazi je jaderna membrana stale jest€¢ zachovana.
Poslednim stadiem je oznacovano GV-4, u kterého je jiz jadérko nedetekovatelné a v
ooplasmé jsou patrné kondenzované chromozomalni bivalenty. Jadernd& membrana je
rozptylena do membranovych dublet spojenych s endoplazmatickym retikulem (Lucas
et al., 2002). Rozpad zarodeéného vacku je dokonéen.

Po GVDB nésleduje faze MI, neboli metafaze I, béhem které dochazi ke kongresi
chromozomu a jejich fazeni v ekvatoridlni roviné déliciho vieténka. Poté chromozomy

segreguji (Homa et al., 1993).

Oocyt ovuluje a vstupuje do profaze druhého meiotického déleni (MII). Je vydé€leno
prvni polové télisko, obsahujici &ast nepotiebné genetické informace v podobé
chromozomui a oocyt je v této fazi znovu zastaven v tzv. MII bloku. Z tohoto bloku je
uvolnén az po stimulech spusténych fertilizaci. Prvnim meiotickym délenim je sice
zredukovan pocet chromozomu z diploidniho na haploidni, ale pocet genti zistava stale
diploidni. Z tohoto diivodu musi v oocytu probéhnout jesté¢ druhé meiotické déleni,
béhem kterého je vydéleno druhé polové télisko a meidza je dokoncena (Sun et Nagai,
2003).

Jak bylo zminéno vySe, schopnost oocytt projit celym procesem meiotického zrani je
nazyvano jako meiotickd kompetence a stéZejnim je, aby oocyty piekonaly druhy
meioticky blok a dokoncily tak meidzu (Fulka, 1983). Tento meioticky blok, majici za

nasledek pozastaveni meiotickeho zréni, nastava fe fazi MIl v dusledku aktivace MPF
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(metafazi podporujici faktor), ktery je tvofen komplexem cyklinu B s cyklin dependentni
kinazou 1 (Cdkl). Jeho aktivace je fizena slozitou kaskadou fosforyla¢né-
defosforylacnich mechanismi (Katska-Ksigzkiewicz, 2006), kde je stézejni jeho
stabilizace pomoci cytostatického faktoru (CSF) (Kishimoto, 2003). Jak je vsak uvadéno
Motlikem et al. (1984), ne vSechny pIn¢ dorostlé oocyty jsou schopny vyvoje do MII faze

a fada z nich zanika.

K dokon¢eni meidzy dochazi az po dal$im aktiva¢nim stimulu, coz je v podminkach in
ViV zajisténo praveé procesem fertilizace. Podrobnéji bude fizeni téchto procesti popsano

v nasledujicich kapitolach. Proces oogeneze a folikulogeneze shrnuje Obr. 1.).
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Obr. 1. Schéma oogeneze a k nému korespondujici folikulogeneze. Oogonie se mitoticky
déli a vznikaji z nich primarni oocyty. Primarni oocyt vstupuje do mei6zy, kde je zablokovan
v prvnim meiotickém bloku az do hormonalniho stimulu v puberté samice. Dokon¢enim
prvniho meiotického déleni je vydéleno prvni polové télisko a vznikd oocyt sekundarni. Ten
je ovulovan. Kdyz nedojde k fertilizaci, podléhd oocyt atrezi. V piipadé jeho oplozeni je
dokoncena druhd meidza a je vydéleno druhé polové télisko. Vznika zygota a pocina
embryonalni vyvoj. Stejné jako se vyviji oocyt, vyviji se spolu s nim i folikul, v némz je
uloZen. Z primordialniho folikulu vznika folikul primarni, u kterého se zvétSuje jeho obal
z granuldznich bunék. Postupné je formovana zona pellucida a Theca follicula a vznika tak
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sekundarni folikul. V antralnim folikulu vznika antralni dutina a Theca follicula se rozdéluje
na vnitini (interna) a vnejsi (externa). Kolem oocytu se tvoii kumulus, ktery je poté spolu
snim ovulovan z Graafova folikulu. Ze zbytkli Graagova folikulu vznikad zluté télisko.

Upraveno podle Saladina et al. (2018).

2. 3 Fertilizace
Dokonceni meiotického zrani nastavad procesem oplozeni, nebo parthenogenetické

aktivace, kdy je vydéleno druhé polové télisko (Sun et Nagai, 2003).

Spermie ziskava fertiliza¢ni schopnost az v pohlavnich cestach samice, kdy dojde k jeji
kapacitaci. B€éhem procesu kapacitace dochazi k odstranéni glykoproteinového povlaku

a semindlnich plazmatickych proteint z povrchu akrozomu spermie (Sadler, 2011).

Spermie ve vajicku vyvola oscilace intracelularnich hladin volnych Ca?* jontii (Swann,
1996). Tyto vapenaté oscilace jsou reakci na vazbu spermie-oocyt, ktera aktivuje fadu
intracelularnich signalnich drah spoustéjicich indukci exocytdzy kortiké&lnich granul do
perivitelinniho prostoru oocytu nasledovanou biochemickou modifikaci vngjsi
extracelularni matrix, kterym je zonna pellucida (ZP). ZP prodélava tzv. tvrdnuti (zona
pellucida hardening) a tvofi tzv. polyspermicky blok, neprostupny pro dals$i spermie
(Ducibella, 1996).

Béhem penetrace do oocytu musi spermie piekonat nékolik jeho ochrannych bariér -
vng&jsi vrstvu koronovych bun¢k (corrona radiata) a zonu pellucidu. To je umoznéno jak
pomoci enzymu akrozomu spermie (pfedev§im hyaluronidazy), tak pomoci jejiho
aktivniho pohybu (Primakoff et Myles, 2002). Primarni navazani spermie a vajicka je
zajisténo pomoci specifickych glykoproteint, jez jsou obsaZeny praveé v zoné pellucidé
(ZP) oocytu a tvoii podstatnou ¢ast jeji hmoty. Jsou to u mysi tfi, u ¢lovéka, skotu a
prasete Ctyti glykoproteiny - ZP1, ZP2, ZP3 a ZP4 (Gupta et al., 2007). Glykoproteiny
ZP2 a ZP3 tvoti heterodimer, ktery je propojen pomoci glykoproteinu ZP1. Samotné
primarni navazani spermii umoziuje glykoprotein ZP3, ktery je spoustéem jejich
akrozomalni reakce (Brewis et Wong, 1999). Interakce mezi spermii a zonou pellucidou
je zalozena pravé na rozpoznani konkrétnich sacharidovych slozek glykoproteinti ZP
proteiny na povrchu spermie a je druhové specificka (Yonezawa et al., 2007). Hlavni

funkci ZP2 je vazba se spermii a jeji udrZzeni na ZP po dobu akrozomalni reakce
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(Hoodbhoy et Dean, 2004). Funkce gylkoproteinu ZP4 je vyvolani akrozomalni reakce
(Wassarman et al., 1999).

Po oplozeni dojde k dekondenzaci jaderného spermatického chromatinu a k vyméné
protamini spermie za histony oocytu, coz je zprostiedkovano cytoplazmatickymi
proteiny chaperony (Philpott et al., 2000). Je formovano interfazni sam¢ih prvojadro,
¢emuz piedchazi chromatinova rekondenzace. Stejné tak dochazi ve vajicku k formovani
maternalniho genomu a tvorb¢ samic¢iho prvojadra a nasledné k vzajemné integraci
s prvojadrem samé¢im (Gioia et al., 2005). Splynutim spermie a vaji¢ka vznika zygota s

diploidnim poctem chromozomi a za¢ind embryogeneze.

2. 4 Ranna embryogeneze
Embryonélni vyvoj patii k nejkomplikovanéjsSim biologickym procesiim, které jsou
striktné regulovany slozitou siti signalnich drah. Je fizen komplikovanymi procesy
morfogeneze, které jsou vysledkem vysoce koordinovanych dé&ji ucastnicich se ristu a

formovani tkani (Delsol, 1977).

Rann& embryogeneze je nazyvana jako blastogeneze a trva az do doby pted implantaci
embrya. Na pocatku embryogeneze se zygota mitoticky déli. Tento proces je oznacovan
jako ryhovani, dle toho, Ze na povrchu embrya vznikaji bunéénym délenim blastomer
ryhy (Vacek, 2006). Ryhovani trva 3-4 replikacni cykly. Béhem nich se velikost embrya
neméni, ale vznikajici blastomery se béhem déleni postupné zmensuji. Tak je tomu az do

stadia moruly.

V osmibunééném stadiu za¢ina bunécna diferenciace blastomer, ktera je zavisla na jejich
poloze a polarizaci (Ziomek et Johnson, 1980). Pokud je rovina déleni paralelni s
apikalnim povrchem, vné&j§i blastomery budou polarizovdny a stanou se soudasti
trofoblastu, kdezto vnitini blastomery zlstanou nepolarizovany a budou tvofit vnitini
bunéénou masu. V této chvili jsou vSak bunky stale nedeterminovany (Jelinek et al.,

2013).

Mezi osmi az Sestnactibunéénym stadiem dochazi ke kompakci moruly a formuje se v ni
blastocel. Dochazi ke zméné permeability zony pellucidy a ¢innosti sodnodraselné pumpy

vnika do moruly Na' a voda (dé€lozni tekutina) a za¢ne se prolinat do mezibunéénych
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prostor vnitini bunééné masy. ZvétSujici se mezibunécné prostory blastomer splyvaji a

nakonec vytvofi dutinu (Carlson, 2014).

Po dokonceni této formace vznika z moruly blastocysta. V blastocysté je jiz vnéjsi a
vnitini bunééna masa determinovana a vznika tak trofoblast (z vné&jsi bunééné masy)
slouzici pro vyvoj placenty a embryoblast (z vnitfni bunééné masy), z néhoz se bude dale

vyvijet samotné embryo (Thomson et al., 1998).

Po zhruba dvanécti replikaénich cyklech obsahuje expandujici blastocysta kolem 212 (tj.
4096) bun¢k. Mitoticka aktivita se vyrazné zpomaluje a za¢ina transkripce DNA za Gcasti
RNA polymeraz Il a Il a 0 néco pozdé&ji i RNA polymerazy 1. To ma za dusledek syntézu
vlastnich cytoplazmatickych komponent kazdé z blastomer (Jelinek et al., 2013; Gosden,

2002).

Po rozpadu zony pellucidy se z ni blastocysta uvolii (tzv. hatching) a za¢ne implantace

bugk jejiho trofoblastu do endometria délozni sliznice (Carson et al., 2000).

Zde preimplantaéni faze embryogeneze konéi. Cely proces ranné embryogeneze je

znazornén na Obr. 2.
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Obr. 2. Ovulace a rann& embryogeneze. Zraly oocyt je ovulovan z Graafova folikulu ve

vajecniku. Po ovulaci se Graafuv folikul pfetvari na zluté télisko a zacne produkovat
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progesteron, jez navozuje sekrecni fazi estralniho cyklu a ptipravuje tak délohu na nidaci
embrya. Ovulovany MII oocyt je oplozen spermii a je dokonéen jeho meioticky vyvoj —
vydéli se druhé polové télisko. Formuji se saméi a samici prvojadra a vznika zygota. Ta se
dale mitoticky déli az do kompaktni moruly, kdy se tvoii dutina blastomel a vznika tak
blastocysta. Po uvolnéi blastocysty ze zony pellucidy dojde k jeji implantaci v endometriu

délohy a preimplanta¢ni vyvoj zde kon¢i. Upraveno podle Saladina et al. (2018).

2. 5 Transkripce a translace v sav¢ich oocytech
Béhem meiotického zrani oocytu dochazi k potlaceni transkripce a neni syntetizovana
novd RNA. Pro sprdvny vyvoj vajicka a nasledné i embrya je tedy dulezité, aby se v
oocytu nahromadilo vSechno potiebné mnozstvi RNA jesté pied ovulaci a naslednym
oplozenim. Z tohoto diivodu je genova exprese regulovana na urovni posttranskripénich
déju (Reimann et al., 2001) .

Od puberty az do zaniku pohlavni aktivity je z primordialnich folikuldi kontinudlné
vybiran maly pocet oocytd, které vstupuji do ristové faze (Miyano, 2005). Jakmile folikul
zapoCne rustovou fazi, dochdzi v oocytu k zahdjeni transkripce (Gosden, 2002).
Transkripéné aktivni rostouci oocyt syntetizuje heterogenni jaderné RNA (hnRNA,
heterogeneous nuclear RNA) a rRNA (ribozomalni RNA) (Hyttel et al., 1997).
Transkripéni aktivita ustava az s nastupem GVBD (Tomek et al., 2002). Na konci ristové
faze folikulu je jadérko oocytu, kde tyto procesy primarné probihaji, transformovano do
neaktivniho zbytku (Luciano et al., 2012). Nejintenzivngjsi exprese genti v oocytu tedy

probiha pied tim, nez je znovuzahajena meioza (Moor et Dai, 2001).

Naopak se v GVBD oocytu zvysuje translaéni aktivita (Ellederova et al., 2006).
Nasyntetizovand mRNA oocytu je béhem maturace uskladnéna jako deadenylované
transkripty spojené s proteiny, translatovana nebo degradovana (Moore et al., 2013). Tato
mRNA je oznaCovana jako maternalni a jeji degradace nastava kolem obdobi aktivace
embryonalniho genomu (EGA, embryonic genome activation), kdy si embryo zacina
syntetizovat vlastni mMRNA. K cilené degradaci mRNA pfi ptechodu z maternalniho na
embryonalni genom jsou vyuzivany kratké nekodujici jednotfetézcové RNA vazajici se

na nepiekladané useky transkripti (Hamatani et al., 2004).
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Do aktivace takto inaktivni RNA jsou zapojeny rizné mechanizmy jako fosforylace
translacnich faktorti, ribozomové podjednotky, defosforylace polymerazy a predevsim
polyadenylace mRNA, o které bude hovoieno dale (Bachvarova, 1992; Colgan et al.,
1996).

Poté, co je DNA piepsana do struktury pre-mRNA (prekurzorovd mRNA), dochazi k
nekolika dilezitym krokim, oznaCovanym jako posttranskripéni upravy. Mezi tyto déje
patii pfidani 7-metylguanosinova (m7G) ¢epicky k 5” konci mRNA (jejiz funkce spociva
hlavné v ochrané mRNA pied degradaci 5’ endonukledzami), vystiizeni nekddujicich
sekvenci (introni) z RNA-transkriptu (tzv. splicing), editace (zména informacniho
obsahu v molekulach mRNA) a ndmi zkoumana polyadenylace 3° konce mRNA (Korf,
2007; Ohno 1987; Simmons et Snustad, 2017).

Jak uvadi (Zhao et al., 1999) k polyadenylaci dchazi tésn¢ po ukonceni transkripce. Na
3’ konec je navazéna dlouhd sekvence adenini (AAAAA...), kterd se oznacuje jako
poly(A) konec. Role poly(A)-konce mRNA v cytoplazmé spociva piedevsim ve
zvySovani ucinnosti translace a stability mRNA. To je zprostfedkovano poly(A)-

vazebnymi proteiny (PABP), které se na poly(A)-konec vazi (Brook et Gray, 2012).

Podrobnéji je cely process aktivace a inaktivace translace popsan na Obr. 3.
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Obr. 3. Schéma inaktivni a aktivni translace. a) Inaktivni translace: k inhibici translace
dochazi diky tvorbé komplexu CPEB-eIF4E. CPEB se vaze na eIF4E prostiednictvim doposud

nezndmé molekuly. Inhibitorem translace je protein 4E-BP1, ktery se vaZe na elF4E a brani jeho

.....

faktoru 4E-BP1, ktery se vaze na Cepicku (m7G), dojde k rozpoznani 5 konce mRNA, jeZ ma
byt translatovana. Fosforylaci CPEB je degradovana jeho vazba na elF4E. Pro zapoceti translace
je v8ak nutna I fosforylace 4E-BP1, k ¢emuz dochazi pomoci kinazy mTOR. Inaktivaci 4E-BP1
se muze elF4E navazat na eI[F4G1. Na tento faktor se dale vazi poly(A) vazebné protein PABP
a propoji ho tak s poly(A) koncem, ¢imz mize byt translace na ribozomu zahajena. ,,P“ znaci

fosforylované formy proteind. (Prochazkova et Susor, 2016).

2. 6 Fosforylacné-defosforyla¢ni mechanismy
Reverzibilni fosforylace pomoci zbytki kyseliny fosforeéné (PO*4 ) je dilezitym
regulacnim mechanismem béhem meiotického zrani 1 mitdzy, protoZze ma piimy vliv na
aktivitu enzymu. Adice fosfatovych skupin méni strukturu enzymu a tim vétsinou dochazi
ke zméné jejich funkce. Fosforylace a defosforylace se Casto pouziva jako piepina¢ mezi
aktivni a inaktivni formou enzymu (Hunter, 1995). Porucha fosforylace aminokyselin
vede k nekontrolovanému bunécnému déleni, tedy ke vzniku rakoviny (Fusek et al.,

2008).
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Je mozné fosforylovat vice substratt, ale pro regulace signalnich kaskad, ucastnicich se
meiotickéh a mitotického déleni, jsou stézejnimi fosforylace proteini fosforylujicimi
enzymy - kindzami a fosfatdzami (Hunter, 1995). K fosforylaci mize dochazet na
n¢kolika rtiznych aminokyselinach. U eukaryot jsou nejbéznéjsi fosforylace tyrosinu,
serinu a threoninu. U prokaryot byla popsana i fosforylace histidinu, aspartinu a
glutaminu. Proteinkinazy mizeme rozdélit, podle aminokyslein jeZ fosforyluji, na n€kolik
skupin - kindzy fosforylujici na serinech a threoninech a kinazy fosforylujici na tyrosinu.
Mimo to existuje i skupina tzv. duélnich proteinkinéz, které jsou schopny fosforylace na
serinu/threoninu i tyrosinu. Fosfatdzy jsou proteiny provad¢jici defosforylace. Tyto

enzymy maji také riznou miru specifity. (Fusek et al., 2008).

Princip fosforylace je zalozen na pienosu fosfatové skupiny z vysokoenergetického
donoru (napi. ATP) na cilové proteiny. U donoru je rozru$ena vazba mezi fosforem y
fosfatoveho zbytku a kyslikem B fosfatového zbytku. Fosfat donoru se vaze na
hydroxylovou skupinu postrannich fetézcti aminokyselin proteinu za vzniku kovalentni
esterové vazby. Vodikova vazba indukuje podjednotkové zmény, umoziujici ptistup
substratu k aktivnimu mistu kindzy. Fosfatova skupina se vsak muiize vazat na ligand i bez
konformac¢nich zmén. Béhem defosforylace dochazi k hydrolyze vazby mezi fosfatem a
proteinem za vzniku anorganického fosfatu (Cheng, et al., 2011; Nishi et al., 2011; Pinna
et Ruzzene, 1996).

Tyto posttranslaéni modifikace (izoformy) proteini jsou detekovatelné pomoci 2D
elektrogorézy (2DE), v nékterych piipadech je pak mozné je detekovat i jako posun
v proteinu pomoci jeho elektroforetické pohyblivost na jednorozmérnych SDS-PAGE
gelech.

Pro bezchybnou regulaci bunééného cyklu je dulezita spravna funkce vSech signalnich
kaskdd a molekul v nich pusobicich. Nezastupitelnou roli zde sehravaji cyklin-
dependentni kinazy (Cdk), pro jejichz aktivitu je nutnd fosforylace threoninu (pomoci
Cdk aktiva¢nich kindz), nachazejiciho se v jejich aktivaéni smyc¢ce a také vytvoreni
komplexu s jejich regula¢nimi jendotkami — cykliny V téchto komplexech je Cdk
fosforylovana na dvou mistech vazebné domény (na threoninu 14 a tyrosinu 15) pomoci

dalsich kinaz, a proto je k regulaci Cdk nutna také ¢innost fosfatdizy CDC25, ktera tato
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misto defosforyluje. Inhibice CDC25 poté vede opét k poklesu Cdk aktivity (Pines, 1999;
Solomon et Kaldis, 1998).

Roli fosforylace a defosforylace klicovych komponent signalnich kaskad ucastnicich se
meiotického zrani shrnuje ve své praci Kubiak (2011). Pro vytvofeni a udrZzeni prvniho
meiotického bloku v GV fazi zrani oocytu je stézejni, aby byla cyklin dependentni kinaza
defosforylovana (pomoci kinazy MYT1 a tyrosin kindzy Weel). K udrzeni tohoto bloku
je nutna aktivace Wee2 fosforylaci serin/threonin cAMP dependentni kinazy (PAK).
PAK dale fosforyluje fosfatizu CDC25B, ¢imz je zabranéno jejimu hromadéni v jadie
oocytu a zabranuje se aktivaci Cdkl. Blok v profazi I ovliviiuje také APC/C, coz bude

podrobnéji rozebrano v dalsi kapitole.

Pro znovuzahajeni meiotického zrani je nutna defosforylace Cdkl pomoci fosfatazy
CDC25. Na to je zapotiebi zvyseni mnozstvi CDC25 hydrolyzou cAMP, coz je docileno
aktivaci fosfodiesterazy PDE3A pomoci serin/threonin kindzy PKB. Meiotické zrani
nahromadénim cyklinu B. K udrzeni oocytu v druhém meiotickém bloku, ve kterém ¢eka

oocyt na oplozeni, je nutna opétovna aktivita Cdk1, ktera opét klesa po dokonc¢eni meiodzy

Il (Kubiak, 2011).

2. 7 Regulace bunécéného déleni

Béhem meiotického 1 mitotického zrani existuji regulatory, které déleni buniky urychluji
¢1 naopak zpomaluji, nebo zcela zastavuji. Ve sloZitém mnohobunééném organismu,
jakym jsou savci, je pfesnd regulace bunééného déleni pro spravny vyvoj nezbytnou.
Obecné se jedna o jiz zminované cykliny, cyklin dependentni kinazy, fosfatazy a signalni
molekuly, které jsou zpravidla propojeny ve slozité signalni kaskady.

Béhem meiotického zrani jsou sekretovany primarné oocytem, ale rovnéz se na jejich
produkci podileji 1 somatické buiiky. Somatické buniky se podileji na regulaci bunééného
cyklu oocytu, méni v ném signalni transduk¢ni cesty a ovliviiuji napiiklad expresi MPF
(M-fazi podporujici faktor) a CSF (cytostaticky faktor), které tvoii fosforylaéné-
defosforylacni regulacni kaskadu zajist'ujici schopnost oocytti dokoncit spravné meiézu

(Stojkovic et al., 1999).
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Béhem mitotického 1 meiotického dé€leni je pifechod z metafdze do anafaze fizen fadou
regulacnich procest. Pfed zapocetim samotného bunécného déleni, cekd matetska burika,
dokud nejsou vSechny chromozomy spravné napojeny na délici vieténko. Toto napojeni
je zprosttedkovano proteinovymi komplexy zvanymi kinetochory, které se nachazeji na
kazdé chromatidé v oblasti centromery. Kinetochory, které nejsou navazany na
mikrotubuly, vysilaji do okoli signaly, které nastup anafaze inhibuji. Spravné napojeni
chromozomu na délici vieténko hlida kontrolni bod dé€liciho vieténka SAC (,,spindle

assembly checkpoint®) (Rieder, 1995).

Kdyz dojde ke spravnému navazani vSech kinetochor na délici vieténko, je aktivovan
anafazi podporujici komplex APC/C (anaphase promoting complex/cyclosome). Jedna se
o komplex proteint, ktery se podili na polyubikvitinaci sekurinu, proteinu inhibujiciho
aktivitu enzymu separazy. Polyubikvitinace sekurinu vede k jeho degradaci v proteazomu
a aktivni separdza muze rozstépit kohesiny — proteiny, které¢ drzi pohromad¢ sesterské
chromatidy. APC/C je aktivovan dvéma kofaktory, Cdc20 a Cdh1l, které aktivuji APC/C

Vv riiznych fazich bunééného cyklu a urcuji také jeho substratovou specifitu.

V dusledku snizené aktivity cyklinu B-Cdk1 kindzy dochazi k aktivaci APC/C v anafazi
a jeho aktivita opét klesa na konci G1-faze. Po celou G1-fazi je jeho aktivita zavisla na
proteinu Cdhl/Hctl, ktery plni funkci analogickou k F-box proteintim (proteiny Emi/Erp
rodiny) u SCF (E3-ubiquitin ligaza ) (Vodermaier, 2004). Mechanismem, ktery vede
k inaktivaci APC/C-Cdh1 v G1-fazi je E2F dependentni exprese inhibitoru APC/C - Emil
proteinu. Aktivni APC/C-Cdhl na zacatku G1-faze indukuje degradaci Skp2, F-box
proteinu nezbytného pro degradaci p21, p27 a p57. Inaktivace APC/C na konci G1-faze
tak vede ke zvySeni exprese Skp2, ktery umozni pokles CDK-inhibitorti p21, p27 a p57,
coz vyusti v narast Cdk?2 aktivity nezbyté pro S-fazi (Bashir at al., 2004; Hsu et al., 2002).

2.7.1 Proteiny Emi/Erp rodiny

Jako proteiny Emi/Erp rodiny jsou ozna¢ovany Emil (FBXO5 - F box only protein 5) a
Emi2 (FBXO43 - F box only protein 43, Erpl — Emi-related protein 1). Jsou to regulatory
proteinoveho komplexu APC/C, ktery se podili na polyubikvitinaci dulezitych
meiotickych faktort,, coz v kone¢ném dusledku vede k jejich degradaci proteasomem.

Ovlivnénim aktivity APC/C se tak Emil a Emi2 proteiny podili na ¢asové koordinaci
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a spravném prub&hu meiotického zrani a fidi také prichod bunck prvni mitézou po

oplodnéni ¢i aktivaci oocytu (Wu et Kornbluth, 2008).

Emil je oznaCovan také jako ranny mitoticky inhibitor, protoZe jeho hlavni funkce je
béhem mitotického déleni, kde je duilezity pro zachovani integrity genomu a bunééné
proliferace. Jeho hlavni ulohou je blokovani replikace. Pfi naruSeni jeho funkce a
pred¢asné aktivaci APC/C dochazi re-replikaci genomu, ktera prob&hne vice nez
jedenkrat béhem bunééného cyklu a jez je pro bunku letalni. Zpravidla konéi jeji
apoptosou (Machida et Dutta, 2007).

K expresi Emil dojde v odezvé na zvySenou hladinu transkripéniho faktoru E2F, ktery
fidi ptechod mez G1 a S fazi bunétného cyklu. Diky expresi Emil dojde v G1 fazi
k zablokovani funkce komplexu APC/C-Cdhl (Bashir et al., 2004). APC/C zstane
nadale inaktivni po dobu pusobeni Emil (v S a G2 fazi). Az béhem prometafaze dochazi
k degradaci Emil, coz opét aktivuje APC/C-Cdc20 vuci ¢asnym mitotickym substratim
jako je napt. cyclin A. Aktivita APC/C-Cdc20 vuci cyklinu B je inhibovana pisobenim
SACu. V okamziku, kdy dojde k spravnému sefazeni chromozomu na délici vieténko,
dojde k aktivaci APC/C-Cdc20 a degradaci cyklinu B a sekurinu, aktivaci separazy, ktera
drzi pohromadé sesterské chormatidy v chromozomech a ty jsou nésledné rozdéleny

(Tung et Jackson, 2005).

Béhem meiotického zrani oocytti inhibuje Emil komplex APC/C-Cdhl béhem profaze 1.
Diky tomu se muze zalit hromadit MPF, ktery je nezbytny pro vstup do meidzy I
(Marangos et al., 2007). Hladina Emil se potom vyrazné neméni a ptetrvava az do druhé
metafaze, kde se UcCastni utvoieni a udrzeni druhého meiotického bloku, rovnéz

nazavaneho jako CSF blok (Schmidt et al., 2006).

CSF komplex sestava pravé z Emil a Mos a jeho aktivita se objevuje jiz po pfechodu
meidzy | (Takakura et al., 2005). Vazba Emil k APC/C je v MIl oocytech zesilovana
pomoci fosforylace p90rsk (ribosomal protein S6 kinase). Fosforylace pomoci p90rsk

stabilizuje a zesiluje vazbu Emil na Cdc20 (Paronetto et al., 2004).

Dutlezita je také degradace Emil, protoZe nadbytek zabranuje uvolnéni oocytu z CSF
bloku a blokuje tak dokonceni meiotického zrani (Tung et al., 2005). Na mechanismus a

nacasovani inaktivace Emil ovSem prevladaji rozlicné nazory Paronetto et al. (2004)
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tvrdi, ze se koncentrace Emil v mysich oocytech po oplozeni nesnizuje, ale naopak se
v prvnich dvou embryonalnich mitotickych cyklech zvySuje zhurba jeden a ptilkrat. Jejich
experimenty dokonce ukazuji, ze je protein Emil zachovan v nizkych koncentracich az
do implantace blastocysty. To je v rozporu s vyzkumem Reimanna et al. (2001), ktefi
uvadéji, ze k degradaci Emil dochazi v ranné mitdze v zavislosti na Cdk fosforylaci. dale
demontruji, Ze nadbytek Emil mikroinjekci do jedné buiiky dvoubunécného embrya mélo
za nésledek blok v injektované buiice. Nadbytek Emil blokuje bufiku v mitdze, tim, Ze
inhibuje destrukci cyklinu B. Podle Tunquista et Mallera (2003) ztstava Emil stabilni i
po oplozeni, ale pouze do prvniho mitotického déleni. Degradace Emil v anafazi neni
tedy zavisla na aktivits CaMKII (Ca®*kalmodulin dependentni protein kinaza I1), ktera je
aktivovana vapnikovym signalem indukovanym vstupem spermie do oocytu (Eldridge et
al., 2006). S timto tvrzenim se ztotoziuje také (Peters, 2003), ktery pise, Ze je degradace

proteinu Emil zprostfedkovana B-Trcpl vazbou na SCF.

Stejné tak jako protein Emil, je dulezitou sloZzkou CSF 1 protein Emi2, jeZ ma podobnou
funkci. Brani replikaci DNA mezi meidzou | a Il (inhibici APC/C-Cdc20) a umoziuje
akumulaci cyklinu B (Madgwick et al., 2006). Schmidt et al. (2006) uvadéji, ze Emi2

podstupuje své posttranslacni modifikace béhem ptechodu mezi meiézou I a meidzou Il.

Emi2 je specificky pro meiotické butiky a je syntetizovan az po GVBD. Jeho hlavni Gloha
spociva predevsim v udrzovani MII bloku, pravé jako soucast CSF (Madgwick et al.,
2006). Aktivita Emi2 je regulovana fosforylaci, at’ uz pozitivné (c-mos, MAPK kinazova
signalni draha), ¢i negativné — Cdkl fosforylace brani interakci Emi2 s APC/C,
fosforylace CaMKII a PIk1 vede k destrukci Emi2 a inaktivaci CSF a vstupu oocytu do
mitotického cyklu (Tunquist et Maller, 2003). Béhem druhé metafaze hraje dilezitou roli
Vv udrzeni exprese Emi2 také proteinova fosfatdza 2A (PP2A), kterd ho defosforyluje na
T545/T551 (Suzuki et al., 2010).

Degradace Emi2 je, na rozdil od Emil, zavisla na aktivit¢ CaMKII, ktera je jejim
spoustééem. Tento mechanismus vysvétluji ve své praci Liu a Maller (2005), kteti
demonstruji, ze vodezvé na signalizaci Ca®* se zvySuje hladina CaMKII, ktera
fosforyluje mista na N-terminalnim konci Emi2. Ktémto fosforylacim dochazi na
treoninu 195. Poté muize byt fosforylovany threonin rozpoznan pomoci Polo-box domény

Plk1, ktera se zahy s Emi2 navaze a udrzuje jeho fosforylaci (Hansen et al., 2006; Isoda
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et al., 2011). Tyto fosforylaéni mista jsou potom rozpoznavana SCF a v SCFBTrCP-
dependentnim procesu béhem fertilizace ¢i aktivace oocytl, coz vede k degradaci Emi2.
To nasledné inaktivuje CSF, takze muze dojit k aktivaci APC/C-Cdc20 a nésledné
degradaci cyklinu B (Marangos, et al., 2007; Tunquist et Maller, 2003). Tim je oocyt
uvolnén z druhého meiotického bloku a muze dojit k dokonéeni meidzy. Mechanismus

regulace meiotického zrani skrze Emi2 shrnuje Obr. 4.

Protoze jsem ve své praci testovala inhibitory Emi2, uvedu zde i vice podrobnosti o jeho
struktufe a regulacnich mechanismech. Emi2 protein ma regula¢ni oblast na svém N-
terminalnim konci a funkéni oblast na C-terminalnim konci. Jeho funkéni oblast obsahuje
tzv. destruk¢ni box (D-box), ktery komunikuje se substratem APC/C komplexu, tedy
cyklinem B, a tim je na APC/C navazan. D-box rovnéz obsahuje zinek vazajici oblast
(ZBR - zinc binding region) a RL-konec, které mohou konkurovat vazbé s APC/C jako
pseudo-substraty a tim chranit Cdkl (Suzuki et al., 2010). Sako et al. (2014) zminuji
dulezitost C-terminalniho konce Emi2 také proto, ze vaze Ube2S (Ubiquitin-conjugating
enzyme E2 S), a tim piimo potlacuje degradaci cyklinu B. C-terminalni konec zesiluje
vazbu sCdc27, komponentou APC/C. Aktivita APC/C je inhibovdna pomoci
defosforylace T545 a T551. Emi2 je stabilizovan defosforylaci na S213-T267 (Suzuki et
al., 2010).

Co se ty¢e N-terminalniho konce Emi2, je mnohonasobné fosforylovan Cdk1, coz vede
k destabilizace a deaktivaci Emi2 (Isoda et al., 2011). N-terminalni konec Emi2 je
fosforylovan také pomoci PIk1 na T170/195 (Jia et al., 2016).
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Obr. 4. Schéma ilustrujici molekularni pochody béhem obnoveni bunééného cyklu po
oplozeni. U maturovanych savéich oocytl je udrZzovana vysoka aktivita MPF tim, Ze je
pomoci Emi2 inhibovan komplex APC/C. Po oplozeni aktivuje zvySena hladina Ca2+
proteinkinazu CaMKI|I a ta dale fosforyluje Emi2 na N-termindlnim konci. Dal$i vinu Emi2
fosforylace zajistuje Plkl, kterA se na Emil navaze svou Polo-box doménou (PBD)
Fosforylovany Emi2 se stdva substrdtem SCF ligazy a je néasledné degradovan pomoci
ubiquitin-proteazomu. Degradaci Emi2 je aktivovan APC/C komplex a dojde ke sniZeni
hladiny MPF. V reakci na tyto zmény muze byt bunéény cyklus obnoven a je dokoneno

meiotické zrani. Upraveno z Jia et al. (2015).

2. 7.2PIK1

Plkl je ¢lenem serine/threonine kinazové rodiny a podili se na mnoha procesech
bunééného cyklu, jako je tvorba bipolarniho déliciho vieténka, segregace chromozomu a
cytokineze (Strebhardt, 2010). PIk1 fosforyluje centrosomalni NLP (nine-like protein),
ktery je exprimovan v interfazi a podili se na nukleaci mikrotubulii. Fosforylace NLP
vede k inhibici jeho transportu na centrosomy, zavislém na dynein-dynaktinu, coz

zpusobuje agregaci dalSich centrosomalnich proteinti (Casenghi et al., 2005).

PIK1 je také dualezita v regulacich poskozeni DNA, tim, Zze inaktivuje Chk1 (checkpoint
kinaza 1), Weel a p53Bpl (p53-binding protein 1) (Strebhardt, 2010). Pii reparacich
DNA poskozeni dojde zpravidla k zvySeni hladiny Plkl a tim dojde k restartovani

buné&¢ného cyklu (van Vugt et Medema, 2005). Polo-like kinaza 1 take zajist'uje vstup
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bunky do M faze, a to na mnoha na urovnich regulace, zejména pak regulaci
konzervovanych oscila¢nich enzymatickych aktivit, které ¥idi bunécné déleni (Barr et al.,

2004).

Po akumulaci proteinu BORA, dojde k jeho navazani na PIk1 a umoziuje tak jeji aktivaci
pomoci fosforylace Aurora kindzou A (Macurek et al., 2008; Seki et al., 2008). PIk1
nasledné aktivuje Cdc25 fosfatazu a a tim dochazi k aktivaci CDK1. Je utvoiena
autokatalycké smycka mezi Cdc25 a MPF komplexem, coZ je nezbytné pro aktivaci MPF
a rozpad zarode¢ného vacku v oocytu, ¢i nastartovani mitozy v somatickych bunkach a
embryich. Zmény Plk1 enzymové aktivity koreluji s MPF. Mikroinjekce Plk1 inhibitort
zpusobily zpozdéni GVBD. Jak jiz bylo zminovano vyse, PIk1 se také podili na aktivaci
APC/C (Anger et al., 2004). tato aktivace je zprosttedkovana fosforylaci Emil, ¢imz je
Emil rozpozndn a degradovan ubiquitylaci, (Hansen et al., 2004). Rovnéz béhem
meiotického déleni reguluje Plkl funkci Emi2 pomoci jeho fosforylace a tim dojde

k aktivaci APC/C (Rauh et al., 2005).

Nelze vyloucit, ze samotna aktivace PIk1 je nasledkem malého, ale nedetekovatelného
zvySeni MPF aktivity. PIK1 je v oocytech s MPF kolokalizovana. U oocytii v profazi 1
(GV) je PIK1 diftzné rozprostiena v cytoplazmé i v jadte, po fazi GVBD se nasledné
soustfedi do okoli kondenzovanych chromozomu a v metafazi se kondenzuje na pélech
déliciho vieténka. Od anafaze do telofaze je PIk1l lokalizovana v ekvatorialni roving
oocytu (Wianny et al., 1998). Aktivita Plk1 béhem zrani oocytu kontinualné roste (Anger
etal., 2004).

Co se tyce struktury, je Plkl sloZena ze serin/threoninové katalytické domény a dvou
Polo-box domén na regula¢nim karboxyterminalnim konci (Jana et al., 2012; Kothe et al.,
2007). Strukturni analyza, kterou provedli Lowery et al. (2005) ukazala, Ze Polo-box
doména vytvaii intramolekuldrni heterodimer, ktery mé tendenci vazat fosforylované
serinové nebo threoninove zbytky cilenych proteini. Tyto proteiny mohou byt
fosforylovany ptimo Plk1, nebo, ve vétsi mife piipadd, jinymi kindzami, jako napiiklad
CaMKIlI, Cdk1, a MAPK (Qi et al., 2006).

Dal§imi dulezitymi kompenentami bunécného cyklu, které svou fosforylaci Plkl
reguluje, jsou proteiny z CPEB rodiny (Reverte et al., 2001), o nichz bude hovoieno

v nasledujici kapitole.
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2. 7. 3 Proteiny CPEB rodiny

CPEB jsou cytoplazmatické polyadenylaéni elementy vazajici proteiny, vazajici

specifické Useky konkrétnich mRNA., coz ma dulezitou tlohu Vv regulaci translace.

U savcu, zab rodu Xenopus a C. elegans existuji ¢tyii CPEB geny — CPEB1 — CPEB4,
kdezto u Drosophila pouze dva — Orb1l a Orb2. CPEB1 a Orb1 jsou fazeny do samostatné
CPEB subrodiny. Ostatni ¢lenové — CPEB2, CPEB3, CPEB4 a Orb2 tvoti CPEB2
subrodinu a jsou to paralogni proteiny, navzajem si velice podobné. Jejich N-terminalni
regulacni konce jsou rozdilné, homologie mezi témito proteiny je tedy vyhradné na jejich
C-terminalnich koncich. Na C-terminalnich koncich CPEB proteint se nachazeji dva
motivy rozpoznavajici RNA (RRM - RNA recognition motifs) a dva strukturni motivy
zinkoveho prstu (Huang et al., 2006; Luitjens, 2000; Mendez et Richter, 2001; Theis et
al., 2003; Wang et Cooper, 2010). Zinkovy prst CPEB proteiniim umoziiuje vazbu na
MRNA a je slozen z paralelné vedle sebe uspotadanych struktur alfa-helixu a beta-
skladaneho listu, které mezi sebou vytvaii vazebné misto pro zinek navazany na

cysteinovy a histidinovy zbytek (Lennarz et Lane, 2013).

Jak jiz bylo zminovano, specifické zkracovani a prodluzovani poly(A) konce je fizeno
interakci s RNA-vazebnymi proteiny se specifickymi elementy, pfedev§im pak
s cytoplazmatickym polyadenyla¢nim elementem (CPE) a podobnymi sekvencemi blizko
3' konce regulovanych mRNA (Paynton et Bachvarova, 1994). Z CPE-vazebnych
proteini je jednim z nejlépe prostudovanych protein CPEBL, ktery je dulezitym
polyadenyla¢nim promotorem. CPEBL protein byl poprvé objeven v oocytech zab rodu
Xenopus a bylo prokazano jeho zapojeni do meiotického zrani (Hake et Richter, 1994).
Zahy na to byla jeho dilezitost demonstrovéana také pro spravné fungovani postsynaptické
denzity mySiho mozku (Wu et al., 1998). Coz potvrzuje Groisman et al. (2006), ktery
doklada, ze u mysi se zablokovanym CPEBI1 genem (knockout) dochazi k porucham v

synaptické plasticité neuronti a vykazuji anomalie ve svém chovani.

Dutlezitost CPEB-fizené translace pro regulaci meiotického zrani oocytii a spermii u mysi
bylo demonstrovano rovnéz pomoci zablokovani CPEB1 genu. Mysi se zablokovanym
CPEB1 genem vykazovaly normalni zivotaschopnost i fenotyp, ale jejich reprodukéni

organy byly redukovany. Vajec¢niky téchto mysi nebyly vlibec vyvinuté a varlata byla o
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pohlavi (Tay et Richter, 2001).

Béhem meidzy hraje CPEBI diilezitou roli ve formaci synaptonemalniho komplexu tim,
ze reguluje mRNA pro SCP1 (synaptonemal complex protein 1) a SCP3 (synaptonemal
complex protein 3), coz je také dilezitym regulacnim mechanismem b&hem progrese
mitotického bunééného cyklu (Novoa et al., 2010). mRNA kodujici tyto proteiny
obsahuje cytoplazmatické polyadenyla¢ni elementy, které CPEB1 polyadenyluje, takze
po zablokovani funkce CPEBI zistavaly jejich poly(A) konce zkréacené a jejich translace
tim byla blokovéna (I. Groisman et al., 2006).

Kim et al. (2011) ve svém vyzkumu na mySich oocytech objevili, Ze CPEBI1 reguluje
také translaci mRNA cyklinu B1. Nicmén¢ u oocytl prasecich, jak publikuje Komrskova
et al. (2014), polyadenylaci mRNA cyklinu B1 a jeji translaci pravdépodobné piedchazi
fosforylace CPEB1 pomoci Cdk1 a po tom nasledujici CPEB1 destrukce. Coz naznacuje,
ze mechanismus regulace polyadenylace mRNA cyklinu B1 je u prasat odlisny. Stebbins-
Boaz et al. (1996) uvadéji, Ze u zabich vajicek injektovanch anti-CPEB1 selhala

polyadenylace a aktivace c-mos mRNA.

Regulaéni mechanismus CPEBL je tizen jeho fosforylaci. Defosforylovany CPEB1 pak
interaguje s dalsimi faktory (napf. pumilio a maskin), které pak blokuji translaci
(Nakahata et al., 2001; Stebbins-Boaz et al., 1996). Tento proces je nezbytny pro navozeni
cytoplazmatické polyadenylace téch mRNA, které obsahuji dva a vice CPE ve svych
3'UTR (Mendez et al., 2002). K fosforylaci CPEB1 dochazi kratce pied GVBD
(Hodgman et al., 2001). Jak uvadi Mendez et al. (2002) k pokracovani meiotického zrani
a piechodu z metafdze |1 do metafaze Il je nezbytna hyperfosforylace CPEBL a jeho
nasledna degradace. To potvrzuji rovnéz Komrskova et al. (2014), ktéfi ve sve préci
uvadéji, ze k fosforylace CPEB1 byla detekovana jiz kolem faze GVBD u prasecich

oocytll, ale Ze k jeho degradaci dochazi pravdépodobné az po samotné MI fazi.

Degradace CPEB1 nastava tedy po jeho fosforylaci. Pied zapocetim meiotického zrani je
nutna interakce CPEB1 sPinl (peptidylprolyl-cis-trans-izomeréaza), ktera fidi jeho
konformaci (Nechama et al. 2013). CPEBL je nejprve fosforylovan pomoci Cdk1 kinazy

a nasledn¢ pomoci Polo-like kindzy na motivu TGS, ktery je rozpoznavan, stejné jako je
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tomu u Emil a Emi2, pomoci SCF-BTrCP a nasledné tak dojde k jeho ubikvitinaci a
degradaci (Scheper et al., 2001; Setoyama et al., 2007).

Co se tyce ostatnich clentt CPEB rodiny, neni o nich prozatim tolik informaci. Stejné jako
CPEBL byly detekovani pfedevsim v nervové soustavé. Exprese CPEB3 byla detekovana
napii¢ vSemi mysimi tkanémi, vCetné ovarii, ale obzvlast vysoka byla pravé v mozku
(Huang et al., 2006; Theis et al., 2003). CPEB3 deficientni mysi vykazovaly rovnéz
poruchy procesu spojenych s paméti. Snizena byla ale 1 jejich reprodukcéni schopnost
(Chao et al.,, 2013). V nervovych bunkach CPEB3 inhibuje translatovani vazanych
specifickych mRNA a k zapoceti translace pak dochazi az po jeho degradaci pomoci E3
ubikvitin-ligazou NEURLL1 (neuralized-like 1) (Pavlopoulos et al., 2011). Mechanismus
se tedy jevi podobny jako u CPEBL, ale jak uvadi Huang et al. (2006), narozdil od CPEB1
se CPEB3 nevaze k CSF, takze regulace bude probihat nejspiSe jinym mechnaismem, nez
je polyadenylace. CPEB3 se od dalsich zastupci CPEB2 subrodiny nepatrné 1i8i, a to
svou glutaminovou doménou na N-terminalnim konci (Salehi-Ashtiani et al., 2006). Jako
jediny je podle Giangarra et al. (2015) CPEB3 postradatelny pro mitotické bunééné
déleni, zatimco ostatni ¢lenové jsou pro bezchybnou mitézu nezbytni. Autofi uvadéji, ze
CPEBI je potiebny pro vstup do profaze, CPEB2 pro stddium metafaize a CPEB4 pro

bunécnou cytokinezi.

Stejné jako exprese CPEB3, i exprese CPEB4 je ve velké miie zaznamenana v nerovém
systému (Huang et al., 2006), ale rovnéZ v oocytech a rannych embryich (Jansova et al.,
2018). Dle Igei a Méndeze (2010) ma CPEB4 velmi podobnou funkci jako CPEBL, a to
predevsim Vv jeho regulaci aktivace cytoplazmatické polyadenylace. To demonstruji na
experimentech s oocyty Zab rodu Xenopus, kde poukazuji na stézejni roli CPEB4
béhem druhého meiotickém déleni, béhem kterého je CPEB4 masivné akumulovéan a vaze
poly(A)-polymerazu GLD2 na mRNA obsahujici CPE, coz je v oocytech nezbytné pro
ptechod z prvni (MI) do druhé metafaze (MIl). Rovnéz naznacuji, ze pravé CPE4
pravdépodobné nahrazuje funkci CPEB1 po jeho degradaci v GVBD. CPEB4 je tak
zodpoveédny za regulaci cytoplazmatické polyadenylace tzv. pozdnich mMRNA b&hem
druhé meiodzy. Tuto hypotézu potvrzuji rovnéz Novoa et al. (2010) svymi experimenty na
bunéénych liniich HeLa. To, zda se CPEB4 vaze na CPE je vsak dle vysledkti Huang et
al. (2006) spekulativni.
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Experimenty na CPEB4 knockout mySich poukazuji, ze zfejmé existuje i u CPE4 né&jaky
mechanismus, ktery zajiStuje nahrazeni jeho funkce. CPEB4 deficientni mysi vykazovaly
normalni fenotyp i genotyp a jejich plodnost byla zachovana (Tsai et al., 2013). Lze tedy
ptredpokladat, ze je nefunkéni CPEB4 nahrazen jinym CPEB.

U posledniho ¢lena CPEB2 subrodiny — CPEB2, byla jeho vazba na CPE ovéfena tim, Ze
se na fragment MRNA s chybéjicim CPE nenavazal. RovnéZz bylo zjisténo, Ze se
rekombinantni CPEB2 vaze na useky poly(U), ale ne na tseky poly(A), poly(G) ani
poly(C) (Hagelle et al., 2009). Sekvence v 3' UTR, ke které¢ se CPEB2 pravdépodobné
vaze, je UUUUCAU (Chen et Huang, 2012).

CPEB2 byl poprvé detekovan v mySich spermatidach. Nasledné byla jeho exprese
pomoci RT-PCR detekovana ve skoro vSech mysSich tkani, vaje¢niky nevyjimaje
(Kurihara et al., 2003). V samotnych oocytec byl CPEB2 detekovan o néco pozdé&ji
vyzkumnym tymem Lin et al. (2009), kteti ho detekovali v zabich vajickach. CPEB2 byl

rovnéz lokalizovan v cytoplazmé HeLa buné€k (Kurihara et al., 2003).

Uloha CPEB2 v regulaci translace neni v$ak prozatim dobfe prostudovéana. Jedinou
MRNA, u které byla demonstrovana pfima regulace translace pomoci CPEB2 je faktor
indukovatelny hypoxii (HIF-1a - hypoxia-inducible factor-1a,). Tato regulace spociva
v tom, ze CPEB2 zpomaluje elonga¢ni fazi translace svou vazbou s eukaryotickym
elonga¢nim faktorem 2 (eEF2) (Chen et Huang, 2012). Johnson et al. (2015) uvadéji, ze
pravé regulace CPEB2 mRNA je klicovym mechanismem Vv rezistenci anoikis, coz je
druh programované bunééné smrti a je hnaci silou v TBCN (triple-negative breast

cancer).

Nicméné role CPEB2 v samici reprodukci a embryogenezi nebyla prozatim objasnéna,

proto jsme se vV nasem vyzkumu zaméfili pfedevsim na néj.
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3 Védecké hypotézy a cile prace
V ramci vyzkumu dulezitych meiotickych regulatort Emil a Emi2 a subrodiny CPEB2
byly stanoveny néasledujic hypotézy:

1 Exprese Emil a Emi2 proteinu se li§i mezi jednotlivymi fazemi meiotického zrani
mySich a praseéich oocyti a zasadnimi posttranskripénimi upravami, jeZ u nich
reguluji genovou expresi, je polyadenylace.

2 Exprese Emil a Emi2 proteinu je v piime korelaci s polyadenylaci 3~ konce jejich
MRNA.

3 Exprese Emil proteinu pietrvava i po fertilizaci ¢i parthenogenetické aktivaci oocytt.

4 Emi2 protein je po fertilizaci ¢i parthengenetické aktivaci oocytll degradovén, zahy
vSak dojde k jeho reakumulaci.

5 Zablokovani Polo-box domény Plkl malymi makrocyklickymi inhibiotry zabrani
fosforylaci Emi2 a snizi tak procento mysich a prase¢ich oocytti maturovanych do MII
faze.

6 Exprese CPEB2 se lisi v jednotlivych fazich meiotického zrani prasecich oocytl a
vyvoje rannych parthenogenetickych embryi a je pro jejich zdarny vyvoj nezbytna.

7V prase¢ich oocytech jsou dvé formy CPEB2 — CPEB2A a CPEB2B.

8 CPEB3 a CPEB4 transkripty jsou piitomny ve viech fazich zrani prase¢ich oocyti.

9 Po zablokovani CPEB2 se zvysi exprese ostatnich CPEB z CPEB2 subrodiny (CPEBS3,
CPEBA4) a ¢aste¢né tedy nahradi jeho funkci.

10Jedinym ¢&lenem z CPEB2 subrodiny, jehoz inhibice nema letalni vliv na meiotické
zréni mysich oocytt, je CPEBA4.

Cilem mé disertacni prace bylo jednak navéazat na mou predeslou experimentalni praci a
kvantitativné zmapovat a porovnat expresi a aktivitu Emil a Emi2 proteinti a dale miru
polyadenylace jejich mRNA v pribéhu meiotického zrani savCich oocytli a embryi.
Jednak doplnit chybéjici informace o cytoplazmatické polyadenylacni elementy
vazebnych proteinech a zmapovat jejich expresi, fosforylaci a funkci v meidze a mitdze.
Cilem préce bylo také testovani funkce novych makrocyklickych inhibiotrit Emi2 na bazi
pyrrol, které byly vivinuty ve spolupréci s Dr. Bangem, Dr. Gunasekaranem a dal$imi z

KBSI (Korea Basic Science Institute).
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Byla zmapovana a porovnana exprese, fosforylace a aktivita sledovanych proteinti a jejich
funkce a byly ovéfovany stanovené hypotézy na zéklad¢ sledovani pritbéhu meiotického

zrani prasecich a mysich oocytli a ¢asnych embryi kultivovanych in vitro.
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4 Material a metody

4. 1 l1zolace a in vitro kultivace oocyti a embryi

K provedenym experimentim byly vyuzity dva modelové organismy - prase domaci
(sus scrofa forma domestica) a mys doméci (Mus musculus, var. alba, kmen CD-1,
neni-li uvedeno jinak).

4. 1.1 Prasedi oocyty

Vajeéniky prasat byly ziskany z prasni¢ek v nezndmém stédiu estrélniho cyklu z
mistnich jatek (Jatky Cesky Brod a.s., Cesky Brod, Ceska republika). Do laboratoie byly
transportovany ve fyziologickém roztoku (0,9 % chloridu sodného) pii teploté 36 az 37
°C, tadové do max. 3 hodin od porazky zvitat. Ovaria byla téikrat promyta v teplém
fyziologickém roztoku. V erstvém fyziologickém roztoku, zahtatém na 38 °C, byla
nasledné ponechana 15 minut na zotaveni. Folikularni tekutina obsahujici komplexy
oocytd s kumularnimi buiikami (COCs) byla nasledné izolovana z folikul o priméru 3
— 6 mm pomaoci aspirace injekéni stiikackou (10 ml, Lauer solo, B. Braun) s jehlou (0,80
x 50 mm, Sterican, B. Braun). Nasledné byla takto vyizolovana folikularni tekutina
vstiiknuta do 14 ml zkumavky (SPL, BioLab, Singapur) a vloZena na 15 min do vodni
lazné o teploté 37 ° C. Béhem této doby doslo k sedimentovani COCs na dno. Piebyte¢na
folikularni tekutina byla odsata pomoci plastové pasterové pipety (3 mm, 88337, Kartell
s.p.a). Po trojndsobném promyti v manipula¢im médiu (6,4 g NaCl (Carl Roth), 0,4 g KCI
(Penta), 0,3 g CaCl2.2H20 (Penta), 0,7 g KH2PO4 (Penta), 0,97 g MgS0O4.7H20 (Penta),
2 g glukoza (G8270, Sigma-Aldrich), 2 g HEPES (H3375, Sigma-Aldrich), 1 g PVA
(341584, Sigma-Aldrich), 15 ml 7,5% NaHCOgz(Penta), 0,045 g penicilin (Biotika
Bohemia), 0,065 g streptomycin (ICN Galenika), 1 ml amfotericin B (25 pg/ml,
Y0000005, Sigma-Aldrich), 0,2 g pyruvat sodny (Serva), dH20 doplnéno do 11) byl
sediment ze zkumavky vyplachnut na Petriho misku o praiméru 90 mm (400974, Gama
group a.s.). Pro snadn¢j$i vybrani oocytl bylo pfiddvano libovolné mnoZstvi

manipula¢niho média.

Oocyty byly vybirany pod mikroskopem (WP 10x/23, 455043, Carl Zeiss) sterilni ru¢ni,
nebo Ustni sklenénou pipetou. Pro experimenty byly vybirany poze kvalitni, pln€ dorosté

oocyty s granulovanou cytoplazmou a kompaktnimi kumularnimi bunkami. Vybrané
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oocyty byly nasledné bud’ kultivovany, nebo z nich byly udélany vzorky GV, jak bude

popsano v nasledujicim textu.

Oocyty urcené K in vitro kultivaci byly promyty tfikrat v kultiva¢nim médiu M199 (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) doplnéném 10% fetdlnim hovézim sérem a 0,8 TU /
ml P.G. 600 (Intervet international GmbH, Unterschleiheim, Némecko) a nasledné
kultivovany v plastové 4 jamkové kultivaéni misce (Nunc) s vySe uvedenym kultiva¢nim
roztokem, prekrytym mineralnim olejem (M8410, Sigma-Aldrich). Pied samotnou
kultivaci byl kultivaéni roztok vysycen v termostatu (HERA cell 150, Thermo Elector
Corporation) pti 38.5 °C a ve smési 5 % CO2 se vzduchem, po dobu miniméln¢ 30 min.
Oocyty byly nasledné kulivovany za stejnych podminek po dobu 20 hodin (GVBD), 28
hodin (MI) a 44 hodin (MII).

Oocyty pozadované faze zréni byly vlozeny opét do zkumavky s piidavkem
manipulacniho média a pomoci vertexu (Vortex techno kartel TK3S, 2241, Elisabeth
Pharmacon) z nich byly ostranény kumularni buniky. Oocyty MII faze, urené na
parthenogenetickou aktivaci, byly holeny manualné pomoci pipety v roztoku

manipula¢niho média s ptidavkem 1mg/ml hyaluronové kyseliny (H1136).

Evaluace faze zrani prasecich oocytl bylo provadéno pomoci dovu metod. Oocyty urceny
na izolaci RNA, immunocytochemii a pro statistickou analyzu byly 3x promyty v PBS
(P5493, Sigma-Aldrich) s pridavkem 0.1% BSA (A9418, Sigma-Aldrich) (PBS-BSA) a
barveny 5 min v 5 pg/ul DAPI (D9542, Sigma-Aldrich) v PBS-BSA. Poté opét promyty
v PBS-BSA. Féze zrani takto obarvenych oocyti byla sledovana pod UV svétlem. Z
oocytd uréenych na vzorky pro metodu WB byl z kazdé maturace vybran reprezentativni
vzorek 20 kusu a ty byly fixovany v roztoku ethanolu a kyseliny octové v poméru 3:1,
po dobu 48 hodin. Barveni bylo provadéno ve vodném roztoku 1% orceinu (O7380
Sigma-Aldrich) s 50% kyslinou octovou (A6283, Sigma-Aldrich) a 1% sodium citratu
(xxx). Nasledné byly oocyty promyty v 40% kyselin€ octové. Oocyty byly hodnoceny za
pouziti mikroskopu s fazovym kontrastem (Carl Zeiss, Jena, Germany). Pouze vzorky
z kultivaci dosahujicich minimalné 85% oocyti pozadované faze byly pouzity pro

nasledujici experimenty.
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4. 1. 2. Prasedi embrya

Prase¢i embrya byla pfipravovana parthenogenetickou aktivaci oocyti MII faze po
dukladné selekci. Vybrany byly pouze oocyty s viditelnym prvnim polovym téliskem
(Pb), uniformni ooplazmou a kvalitnim kumulem. Denudované oocyty byly tiikrat
promyty v HEPES médiu, nasledné 3x v PBS-BSA a poté v roztocich 33% Activa¢niho
mannitol média (ACT, 280 mM roztok mannitolu obsahujici 0.001 mM CaCl2 a 0.05 mM
MgS04, Penta XXX) fedéném v PBS-BSA, 66% ACT v PBS-BSA a 100% ACT. Pro
promyti byla u oocytd v 100% ACT navozena membranova fuze pomoci dvou 60 usec
pulzt o intenzit¢ 160 V/mm za vyuziti Electro Cell Manipulatoru 2001 (BTX, Inc., San
Diego, CA, USA). Poté byly oocyty opét promyty v 66% ACT v PBS-BSA, 33% ACT v
PBS-BSA, 3x vroztoku PBS-BSA a na zavér v kutivaénim médiu PZM-5 (zygote
medium-5, XXX). Po 3 hodindch kultivace v PZM-5 s piidavkem 7.5 pg/mL
cytochalasinu B (XXX) byla embrya 3x promyta v PMZ-5 obsahujicim 0.4% BSA a poté
kultivovana v ¢istém PMZ-5 piekrytym mineralnim olejem po dobu jednoho dne (2-
bunééné embryo), 2 dnl (4-bunééné embryo), 4 dnti (8-bunécné embryo), 5 dni (morula)
a7 dna (blastocysta) v termostatu pii 38.5 °C av 5 % CO> ve vzduchu.

4. 1.3 MySi oocyty
Mysi ovéria byla izolovana z mysi chovanych v Ustavu Zivo&isné fyziologie a genetiky,
AV CR a nékteré z mysi zakoupenych od spolenosti AnLab s.r.o0. Pro vzorky CPEB2-4
knockout mysich oocytti byly pouzity vaje¢niky z KO mysi C57BL6 nebo C57BL6/129
(KO linie byly ziskany od Dr. Raula Mendeze z IRB Barcelona) a pro kontrolni vzorky

byly pouziti k nim korespondujici wild-type jedinci.

Féaze estralniho cyklu mysi, stejné jako v ptipadé prasnic, nebyla znama, avsak pro
kvalitnéjsi a lepsi estrus byly samice od véku 4 tydnid umistovany na podestylku
s piidavkem podestylky ze samcich kleci. Samice byly po dosazeni 6 tydnd veku

usmrceny mechanickym zptisobem a nasledné z nich byly vyjmuty vajecniky.

Pro izolaci oocytu z vajeénikii bylo pouzivano manipulacnim médium M2 (M7167,
Sigma-Aldrich) zahraté na teplotu cca 37 °C. Pro blokaci pfed¢asné maturace po vyjmuti
oocytu z folikuli byl do média pfidan v poméru 10 000 : 1 inhibitor IBMX (3-isobutyl-
1-methylxanthine, 15879, Sigma-Aldrich) rozpustény v DMSO (dimethyl sulfoxide,
D2650, Sigma-Aldrich). Vaje¢niky byly proplachnuty v manipula¢nim mediu a nasledné
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umistény do jeho kapky na Petriho misce o praméru 60 mm (Nunc). Oocyty byly
z vajecniki izolovany jejich mechanickym rozruSenim pomoci dvou inzulinovych
injek¢nich stiikacek (0,5 mm x 16 mm, Omnifit-F, B. Braun) pod mikroskopem (WP 10x
/ 23, 455043, Carl Zeiss). Pomoci ustni sklenéné pipety (230 mm, 747720, Brand) byly
poté pIné dorostlé oocyty v GV fazi vybirany.

Pied samotnou kultivaci byly oocyty proplachnuty v kapce kultivaéniho média M16
(M7292, Sigma-Aldrich), opét vysyceném cca 30 minut pfed pouzitim v termostatu
(HERA cell 150, Thermo Elector Corporation) pii 37.5 °C a ve smési s 5 % CO2 se
vzduchem. Kultivace probihala nasledné za stejnych podminek v malych Petriho miskach
o prumeéru 3,5 cm (Nunc), ve kterych bylo 5 kapek média M16, ptelitych mineralnim
olejem (M8410, Sigma-Aldrich). Pfed samotnou kultivaci byly oocyty nechany hodinu
Vv kultivacnim mediu s pfidavkem IBMX, opét v poméru 10 000 : 1 (regenerace oocytl).
Nésledn¢ byly pomoci ruéni sklenéné tenkosténné pipety opakovanym nasavanim a
vysavanim denudovany a 3x promyty v ¢istém kultivaénim médiu. Nasledovala kultivace
do pozadované faze zrani - 2,5 hodiny (GVBD), 8 hodin (M1) a 16 hodin (MII) pii 37.5

°C a ve smési s 5 % CO- se vzduchem.

4. 1.4 MySi embrya

Mysi zygoty byly izolovany z ovidukti biezich samic po in vivo fertilizaci. U samic byla
pred fertilizaci hormonalné navozena superovulace injekci 5 Ul PMSG (HOR-272,
ProSpec) a poté po 46 hodinach injekci 5 Ul hCG (C1063, Sigma-Aldrich). Po dalsich 17
hodinach byly samice s vytvofenou posSevni zatkou manualné usmrceny a byly jim
vyjmuty vejcovody. Vejcovody byly umistény do kapky M2 média a mechanicky
rozruSeny. Ruéni sklenénou pipetou byly poté zygoty vybrany a 3x proplachnuty
Vv kultiva¢nim médiu M16 (opét vysycenym 30 min pied pouzitim v termostatu). Embrya
byla nasledné kultivovana v kultiva¢nich miskach se stejnym médiem s ptidavkem 100
U/ml penicilinu a pod minerdlnim olejem do pozadovaného stupné embryonalniho
vyvoje. Ptiblizné 20 hodin pro 2-bunétna embrya, 35 hodin pro 4-bunéé¢na, 45 hodin pro
8-buné&cna, 65 hodin pro stadium moruly a 80 hodin pro stddium blastocysty.
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4. 2 Kultivace a synchronizace HeLa bunék
Lyzaty HeLa bun¢k, fedéné na koncentraci proteind 1 pg/ul, byly pouzivany pro
optimalizaci fedéni a podminek inkubace specifickych protilatek a jako kontrolni vzorky
pro western blot. HeLa bunky byly kultivovany pii 37 °C a 5% CO2 v Dulbecco’s
Modified Eagle’s médiu (D5796, Sigma-Aldrich) s pfidavkem 10% fetalniho bovinniho
séra, 4mM alanyl-glutaminu (A8185, Sigma-Aldrich) a 1% penicilinu. Synchronizace
bunék byla provadéna pomoci thymidin-nokodazolového bloku. Buiiky se kultivovaly 18
hodin s 2 mM thymidinem (T1895, Sigma-Aldrich), poté byly promyty v PBS a dale
byly kultivovany 6 hodin v médiu bez thymidinu a nasledn¢ dalsich 18 hodin v médiu se
40 ng/ml nokodazolu. Po pfechodu bun¢k ptres G2/M fazi byly sbirany mitotické burky,

které se uvolnily z povrchu kultiva¢ni nadoby v dusledku mirného ttepani.

4. 3 Malé makrocyklické inhibitory vazajici PBD PIk1
Jako inhibitory funkce Emi2 byly v KBSI (Korea Basic Science Institute) Dr. Bangem,
Dr. Gunasekaranem a dalsimi nasyntetizovany malé makrocyklické molekulové
komponenty vazajici polo-box doménu PIkl. Byl znovu testovan jiz publikovany
inhibitor C-4 (Gunasekaran et al., 2017), jeho struktura viz. Obr. 5. Déle byly poprvé
testovany nové nasyntetizované inhibitory 556, 576 a 583. Jejich struktury jsou zobrazeny
na Obr. 6. Tyto struktury byly piekresleny autorkou prace v programu ACD/ChemSketch

(Advanced Chemistry Development, Inc., Toronto, Canada).

Inhibitory byly rozpoustény v DMSO a ptidavany do kultivacniho média (viz. kapitola 4.
2 Izolace a in vitro kultivace oocytli a embryi) ve vysledné koncentraci 3mM, v ptipadé
C-4 potom 10 mM. Pro negativni kontrolu byla pouzita mala molekula bg34 (Srinivasrao
et al., 2014), ktera neobsahuje fosfor-threonin, takze neni schopna vézat Polo-box
doménu PIk1, jako navrzené inhibitory, v koncentraci rovnéz 10mM. Struktura bg34 je
zobrazena na Obr. 7. Prase¢i a mysi GV oocyty (minimalné 200 prasecich a 100 mysich

oocytt/kultivace) byly nasledné kultivovany za standratnich podminek.
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557 556 583

Obr. 6. Struktura nové nasyntetizovanych inhibitora 557, 556 a 583.

i
o HO’E‘OH

Obr. 7. Struktura bg34 pouzitého jako negativni kontrola. Pfevzato z
Srinivasrao et al. (2014)
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4. 4 Priprava dsRNA a mikroinjekce

Pro experimenty ovéfujici funkci a dilezitost CPEB2 béhem meotického zrani prasecich
oocytl a béhem ranné parthenogenetické embryogeneze byly pfipravovany vzorky
CPEB2 deficientnich oocyti a embryi, pomoci genového knockdownu za uziti
mikroinjekci dsRNA. V kazdém experimentu byla rovnéz mikroinjekovana
korespondujicim objemem sterilni nuclease-free H>O i kontrolni skupina oocytt/embryi.
Prase¢i CPEB2 dsRNA byla amplifikovana in vitro z CPEB2 mRNA. Po navrhnuti a
komer¢ni syntéze primert (dSCPEB2 forward primer: 5'- TAA TAC GAC TCA CTA
TAG GGA GAC CAC GAG CTATCC CAC CCA GGA A-3' areverse primer: 5-TAA
TAC GAC TCA CTA TAG GGA GAC CAC GGA GAA AGC AAC TCG ACC AG-3,
vice informaci viz Tab. 2), byla pomoci Phusion High-Fidelity DNA PCR Kitu (F553L,
Thermo Scientific) pfipravovana cDNA. V dal§im kroku byla tato cDNA purifikovana
pomoci DNA Gel extraction kitu (GeneAll Biotechnology) a PCR produkty byly
transkribovany pomoci MEGAscript T7 Kkitu (Ambion, Austin, TX, USA) vse dle
protokoli uvadénych vyrobci. Poté byla vznikla dsRNA purifikovana od DNA templatu
a sSRNAs pomoci DNase | (04716728001, Roche) a RNase A (ENO0531, Thermo
Scientific). Takto pie¢isténa dSRNA byla nafedéna, v koncentraci zavislé na nameéfenych
hodnotéch optické denzity na 260 nm (Nanodrop, Thermofisher, Deutsch, Germany) na
finalni koncentraci final 1 pg/ul. dsRNA alikvoty byly skladovany v -80 ° C.

5-10 pl dsSRNA ( nuclease-free H2O v ptipadé kontrolnich skupin) byla mikroinjekovana
do cytoplazmy prasecich denudovanych oocyti v GV fazi a do praseéich zygot 8 hodin
po partenogenetické aktivaci. Pro mikroinjekce byl pouzit Eppendorf FemtoJet
microinjector (Eppendorf, Hamburg, Germany) s invertovanym mikroskopem Nikon
TE2000-U (Nikon Corporation, Tokyo, Japan).

Po mikroinjekaci byly oocyty kultivovany 24 hod v kultiva¢nim médiu s pfidavkem 1
mM dbcAMP (N6,2'-O-Dibutyryladenosine 3’,5’-cyclic monophosphate sodium salt,
D0260, Sigma-Aldrich), poté byly oocyty 3x proplachnuty v ¢istém médiu a dale
kultivovany za standartnich podminek. Kultivace embryi probihala za neménnych

podminek.

Efektivnost CPEB2 knockdownu byla ovéfovana pomoci gRT-PCR, dle standartniho
protokolu, ktery bude popsan v nasledujicim textu. V kazdém experimentu bylo
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injekovano minimalné¢ 100 oocytli/zygot V experimentalni 1 kontrolni skupiné a

experiment byl ¢tyfnasobné opakovan.

4. 5 Studium exprese proteini
Proteinova exprese byla studovana pomoci metody 1DE Western blot. Vzorky oocyta (50
mySich oocyta a zygot/vzorek, 100 praseCich oocyti a zygot/vzorek) a ostatnich
vyvojovych fazi embryi (25 mysich embryi/vzorek a 50 praseéich parthenogenetickych
embryi/vzorek) byly po kultivaci proplachnuty v zahtaté Nuclease-free vodé (3098,
Sigma-Aldrich) a zmrazeny v -80 °C. Pied pouzitim byly vzorky lyzovany pomoci 10
puL 1 x Reducing SDS Loading Bufferu (Cell Signaling Technology, Danvers, MA,
U.S.A)), kratce zvortexovany, stoCeny na centrifuze (Micro centrifuga, 050710, Carl
Roth) a povareny Vv destilované vodni 1azni po dobu 5 min. Po povateni se vzorky opét

zvortexovaly a sto€ily na centrifuze.

Takto pripravené vzorky byly rozdélovany pomoci SDS-PAGE. Byl pouzivan
polyakrylamidovy gel s 5% startovaci a 10% rozdélovaci ¢asti. Startovaci ¢ast (2 ml) byla
slozena z 1,9 ml destilované vody (dH20), 0,34 ml Bis-acrylamide 30% (A3699, Sigma-
Aldrich), 0,5 ml 0,5 M Tris pH 6,8 (2010644, Carl Roth), 20 pl 10% SDS (sodium
dodechl sulfate, L6026, Sigma-Aldrich), 20 ul 10% APS (peroxosiran amonny, 30154-
APO, Lach-Ner), 2 pl Temed (Temed electrophoresis reagent, V1-LP-RC-102-EA
Biosciences). Rozdélovaci ¢ast (5 ml) byla slozena z 1,9 ml dH20, 1,7 ml Bis-acrylamide
30 %, 1,3 ml 1,5 M Tris pH 8,8, 50 pl 10 % SDS, 50 ul 10% APS, 2 pl Temed.
Elektroforéza byla provadéna v aparatuie Mini-Protean 3 Cell (675/04859, Bio-Rad) a v
ptipad¢, Ze byly do aparatury vkladany dva gely soucasné, bylo zapnuto chlazeni (Multi
Temp III, Pharmacia Biotech). Jako pufr byl pouZivan 1x koncentrovani Running buffer
(byl ptipravovan v podobé zasobniho 10x koncentrovaného se sloZzenim - 30,3 g Tris
base, 144 g Glycin (2002722, Carl Roth), 10 g SDS, dH20 doplnit do 1 I). Nanaska vzorka
byla obvykle 10 pl. Jako markery byly pouZity Prestained Protein Marker, Broad Range
(,LNEB*) (6 — 175 kDa, P7708L, New England Biolabs) a Precision Plus Protein Dual
Color standards (,,DUAL®) (350000231, Bio-Rad). Nanaska markera byla 3 pl.
Aparatura byla pfipojena ke zdroji (Power Pack 1000, Bio-Rad) a bylo nastaveno 25 mA
a 180 V, v pfipad¢, Ze byl v aparatufe jeden gel a 40 mA a 180 V, v ptipadé¢ dvou gell.
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Po skonceni elektroforézy byl polyakrylamidovy gel vloZzen piedni stranou nahoru do
20% Towbinu (5,82 g Tris, 2, 93 g Glycin, 750 ml dH20, tento roztok byl pomoci 10 M
NaOH (S8045, Sigma-Aldrich) nebo HCI (H1758, Sigma-Aldrich) upraven na pH 9,2,
dale bylo piidano 200 ml methanolu (603-001-00-x, Lach-Ner) a doplnéno dH20 do 1 1)
a 10 min se nechal tfepat na tiepacce (Laboratory shaker type 3583, ELPAN). Mezitim
byla PVDF membrana (IPVH00010, Immobilon Transfer Membranes) aktivovana
prelitim methanolu a rovnéz dana do 20% Towbinu. K membrang byl ptidan 2x filtra¢ni

papir Extra hic blot (1703969/A, Bio-Rad) a nechal se i s membranou 2 min tiepat.

Rozdé¢lena proteinova frakce byla poté transferovana z gelu na membranu pomoci
polosuchého blotting systému (Biometra GmbH, Goettingen, Germany), bylo nastaveno
5 mA na cm? velikosti membrany, 18 W a nastaven ¢as blotovani na 35 min. V ptipadé

malo otisklého markeru bylo ptidano dalsich 10 min.

Pro kontrolu fadného transferu byl gel barven 20 min na tfepacce v roztoku Coomassie
Blue (400 ml methanolu, 100 ml kyseliny octové (457401, Penta), 1 g Coomassie Brilliant
Blue R (27816, Sigma-Aldrich), dH20 doplnéno do 1 1) a nasledné byl odbarvovan dle
potteby Destainem (800 ml methanolu, 200 ml kyseliny octové, dH20 doplnéno do 1 1) a

na zaver tiepan 10 min v dH20.

Membrana byla blokovana jednu hodinu na pieklapééce (Profile Maker, M1241-4001,
New Brunswick Scientific CO., INC) v bloka¢nim roztoku (viz. Tab. 1). Poté byla 3x
promyta v TTBS (8 g NaCl, 0,5 ml Tween 20 (Polyoxyethylenesorbitan monolaurate, P-
1379, Sigma-Aldrich), 10 ml 2 M Tris pH 7,6, dofedit dH20 do 1 I) a inkubovana
s priméarni protilatkou (viz. Tab. 1) pfes noc na pieklapééce ve 4 °C. Po inkubaci byla
membrana tfepana 3x 10 min v TTBS a inkubovéna se sekundarni protilatkou (viz. Tab.

1) 1 hodinu na pieklapé&cce pii pokojové teploté.

Proteiny byly vizualizovany pomoci chemiluminiscen¢niho detek¢niho systému ECL-
plus (2132, GE Healthcare, Chalfont St Giles, Bucks, UK) a RTG filmu (CL-X Posure
film, 34091, Pierce) v X-ray film kazeté (Hypercassette amershamp, 23649, Pharmacia
Biotech). Doba expozice byla zavisla na intenzité signalu - od nékolika sekund po n€kolik
hodin. Poté byl film umistén na 2 min do vyvojky (Foma LP-T, 1010, Foma Bohemia,
s.r.0), oplachnut vdH20 a vloZzen na 2 min do ustalova¢e (Foma Fix, 0511, Foma

Bohemia). Na zavér byl opét oplachnut v dH20 a po oschnuti byl skenovan pomoci
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kalibrovaného denziometru GS-800 (Bio-Rad, Hercules, CA, U.S.A). Vysledky byly
kvantifikovany za pouziti Quantity One 1-D Analysis Softwaru (Bio-Rad).

Membrana byla 3x 15 minut promyvana na tiepacce v TTBS, nebo tzv. stripovana
(odmyti vSech navazanych protilatek) a dale dle potfeby pieznacovana jinou protilatkou.
Stripovani bylo provadéno inkubaci membrany ve stripovacim roztoku (3,13 ml 0,5 M
Tris (pH 6,8), 5 ml 10% SDS, dH20 doplnit 25 ml, 180 pl merkaptoethanol) v zatavené
folii 15 minut ve vodni 1azni o teploté 50 °C na tiepacce. Poté byla membrana opét 3x

promyta v TTBS, rehydratovana methanolem a znovu blokovéna.

Tabulka 1: Protilatky a podminky inkubace

Protein  Zdroj  Blokace Redéni Sekundarni Katalogové ¢islo,
AB Fedéni vyrobce

B-Tubulin  Mys 2,5% M 1:60000, 5% M 1:7500, 2,5% M T4026,
Sigma-Aldrich

CPEB2 Kralik 5% M 1:500, 5% M 1:7500, 2,5% M ARP41186,
Aviva System Biology

GAPDH Kralik 2,5% M 1:50000, 5% M 1:7500, 2,5% M G9545,
Sigma-Aldrich

Emil Kralik 10% Z 1:1000,T 1:7500, T LS-C80548,

LifeSpan Biosciences

Emi2 Kralik 5% M 1:500,5% M 1:7500, 2,5% M Sc-68894,

SantaCruz Biotechnology

M — odtucnéné 1,3 % susené mléko (Laktino, Promyl) rozpusténé v TTBS; T — TTBS;

7 - 7elatina (G-7765) rozpusténa v TTBS

4. 6 lzolace RNA a priprava cDNA reverzni transkripci

Celkova RNA byla izolovéana ze vzorkt 50 mySich a 100 prasecich oocyti/vzorek a 25
mysich a 50 prasecich embryi/vzorek s pouzitim RNeasy Micro Kitu (74004; Qiagen) dle
protokolu vyrobce. Vytézek z izolace byl 12 pl total RNA/vzorek.

Pro syntézu cDNA reverzni transkripci byl pouzit SuperScript 111 First-Strand Synthesis
System (18080051, Invitrogen) dle protokolu doporu¢eného vyrobcem a Oligo(dT)12-18
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Primer (18418012, Invitrogen). Takto vytvofena jednofetézcova komplementarni DNA

(cDNA) byla pouzita jako templat pro dalsi experimenty.

4. 7TPCR

K PCR premixu o objemu 18 pl/reakce (4 pl 5x Phusion Buffer (F518L, Thermo
Scientific), 0,4 pl 10 mM dNTPs (Deoxinucleotide solution MIX, N0447S, BioLabs), 1
pl 10 uM specificky forward primer (viz. Tab. 2), 1 ul 10 uM specificky reverse primer
(viz. Tab 2), 11,4 pl RNAse free H20, 0,2 pl Phusion Polymeraza (F530S, Thermo
Scientific), byla pfidina ¢cDNA (2 pl/vzorek) a vzorek byl dale amplifikovan
v termocykleru, dle nasledujicich krokd: 1. 94 °C 2 min, 2. 94 °C 45 sec, 3. 57/60 °C (dle
specifickych primert) 45 sec, 4. 72 °C 1 min, nasledné byl nastaven cyklus krokd 2. —
4. s 29x opakovanim, 5. 72 °C 5 min, 6. 4 °C

4. 8 Poly(A)-test (PAT)
Poly(A)-test byl provadén dle modifikovaného protokolu Sallése et Stricklanda (1995) a
to dle nasledujiciho postupu: k vzorku 5 pl total RNA byl ptidan 1 ul Oligo(dT) primeru
a byl zahtat na 65 °C (termocykler - T3 Thermoblock, 1712115, Biometria) a dale byl
k vzorku napipetovano 14 ul pfedehiatého PAT premixu (4 ul 5x First-Strand Buffer, 1
pl 0,1 M DTT, 1 pl RNAseOut Inhibitor (574752, Invitrogen), 1 pl 10 mM dNTPs, 1 pul
10 mM ATP (P0756S, BioLabs), 5 pl RNAse free H20, 1 pl 10 U/pl T4 DNA ligasy
(M0202S, BioLabs). VVzorek byl poté ponechan ve 42 °C 30 min. Dale byly ke vzorku
ptidany 2 pl Oligo(dT)-anchoru (200 ng/ul) a byl ptenesen na 2 hodiny do 12 °C. Poté
byl zahtat opét na 42 °C a byl k nému pfidan 1 pl SuperScript III reverzni transkriptazy
(200 U/ul) a vzorek se ponechal 1 hodinu inkubovat (reverzni transkripce). V
nasledujicim kroku se vzorek zahfal na teplotu 70 °C po dobu 30 min a doslo tak k
inaktivaci enzymu. S takto vytvofenou cDNA byla déle provadéna PAT-PCR za pouziti
specifickych primert a oligo(dT)-anchor primeru (dle Tab. 2. ). PAT-PCR premix byl dle
nasledujiciho slozeni (20 pl/reakce): 2 pl 10x Thermo pol. Buffer (B9004S, NEB), 0,6 pl
dNTP, 1 ul specificky primer (forward), 1ul oligo(dT)-anchor primer (revers), 0,1 pl Taq
polymeraza (E5000S, NEB), 13,3 ul RNAse free H20, 2 ul PAT-cDNA. VVzorek byl dale
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amplifikovan v termocykleru, dle nasledujicich krokti: 1. 94 °C 2 min, 2. 94 °C 45 sec, 3.
57/60 °C (Emil/Emi2) 45 sec, 4. 72 °C 1 min, nasledn¢ byl nastaven cyklus krokt 2. —
4. s 29x opakovanim, 5. 72 °C 5 min, 6. 4 °C.

4. 9 Elektroforéza nukleovych kyselin

K vyslednym produktim z PCR a PAT-PCR amplifikace byly pfidany 4 ul/vzorek
vzorkovaciho pufru 6x Loading Dye (R0611, Fermentas). Vzorky byly rozdélovany v
ptipadé PAT-PCR produktu vertikalni elektroforézou v 5% polyakrylamidovém gelu
nebo v ptipadé PCR produktt horizontalni elektroforézou v 2% agar6zovém gelu
(UltraPure Agarose, 16500500, Invitrogen) a dale zna¢eny 20 minut v rozoku 1 mg/ml
barviva GelRed (Biot41002, LabMark) a 1x TBE (10,8 g Tris, 5,5 g Kyselina borita (005-
007-00-2, Penta), 20 ml 0,5 M EDTA (kys. Ethylendiamintetraoctov4, pH 0,8, 03610 2,
Penta), doplnit do 1 | dH20). Slozeni polyakrylamidového gelu bylo nasledujici: 6 ml 5x
TBE, 5 ml Acrylamide (30%, 29:1, A3574, Sigma-Aldrich), dH>0 18,8 ml, 300 pl 10%
APS, 30 pl Temed.

Gely byly vizualizovany za pouziti UV svétla pomoci Kodac Gel Logic 100/200 Camera
(C00289, Carestream Health, Inc.), K. G. L. integrated iluminator cabinet (C98063,
Carestream Health, Inc.) a KODAK MI SE softwaru (standard edition r. 4. 5. 0, 1994 —
2007, Carestream Health, Inc.).

4, 10 gRT-PCR
MRNA byla izolovana z 50 oocytt, pro kazdou sledovanou fazi meiotického zrani a z 25
embryi, pro sledovanou fazi ranné embryogeneze, pomoci Dynabeads mRNA Direct Kitu
(61011, Ambion, Life Technologies, USA). cDNA byla posléze syntetizovana
HyperScrip First-Strand Synthesis Kitem (601-005, GeneAll Biotechnology, South
Korea) dle protokolu vyrobce. Pro experimenty byly pouZzity minimalné tfi replikaty

1zolované mRNA pro kazdou fazi.

Pro kvantifikaci sledovanych gend v realném ¢ase byl pouzit WizPure gPCR Master mix
(Super Green) (W1731, Wizbiosolutions, Seongnam, South Korea). Jako housekeeping
gen byl pouzivan GAPDH. Sledované geny byly amplifikovany pomoci specifickych
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primeru, viz. Tab. 2, které byly designovane v programu Primer Premier 5 (PREMIER
Biosoft, CA, USA). gRT-PCR byla realizovana pomoci CFX96 Touch Real-time PCR
Detection System (Bio-Rad, CA, USA) dle nasledujiciho protokolu: denaturace pii 95°C
10 min; 40 cyklt amplifikace a kvantifikace - 94°C 10 sec, 60°C 30 sec a 72°C 30 sec

s jednoduchym fluorescen¢nim méfenim; tani pii 65 - 95°C se zahtivanim 0.2 °C/sec and

kontinualnim fluorescen¢nim méfenim. Relativni genova exprese byla kvantifikovana

s normalizaci na hladiny GAPDH s vyuzitim metody 2-AACt (Livak et Schmittgen,

2001). Pro kazdy sledovany gen byly pouzity ¢tyii nezavislé experimenty, vzdy se tfemi

replikaty pro kazdy vzorek.

Tabulka 2: Sekvence primeri

Primer Sekvence Cislo sekvence v NCBI
mEmil F PAT AGAGCGAGCAGTCTGCAAACGGGA NM_025995.2
pEmil F PAT ATGGGTCCTCTGCCAGGTACTAAGAAAAGC XM_003121138.1
mEmi2 F PAT TGGGCTGGGCAGAAATGATGGGTT NM_001081253.1
pEmi2 F PAT GGGACTATGTAGCCGCACAGCCTGT XM _001925334.1
Oligo(dT)-anchor GCGAGCTCCGCGGCCGCGTTTTTTTTITTT (Sallés et Strickland,1995)
pCPEB2 R RT GCACTAGTGTTCCAGCGGAAGTGGAT HM_037344.1
pCPEB2 F RT TCACTAGTTCCTGGGGAGCAATGCAT HM_037344.1
pCPEB2 R Q GGAGAAAGCAACTCGACCAG HM_037344.1
pCPEB2 F Q GTTCAGATCCGTCCTTGGAA HM_037344.1
pCPEB2 R DS TAATACGACTCACTATAGGGAGACCACGGAGA HM_037344.1
AAGCAACTCGACCAG
pCPEB2 F DS TAATACGACTCACTATAGGGAGACCACGAGCT HM_037344.1
ATCCCACCCAGGA A
pCPEB3 O CTCCTGGAACACAGCAGAAAGG XM_021073492.1
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pCPEB3 F O TITCCGGACCGATAATGGTA XM_021073492.1

pCPEB4 R O CATCGATGAGAGCCTGAACA XM_003134043.5
pCPEB4 F O CCACTGCTTCACTCACCAGA XM_003134043.5
pGAPDH R Q AAGCAGGGATGATGTTCTGG NM_001206359.1
pGAPDH F Q GGGCATGAACCATGAGAAGT NM_001206359.1

m -primer na mysi sekvenci; p - primer na praseci sekvenci; R- reverse primer; F —
forward primer, RT — primer na RT-PCR, Q — primer na gRT-PCR; PAT — primer na poly(A)
test; O — primer na RT-PCR i qRT-PCR; DS — primers use for dsRNA preparation

4. 11 Imunocytochemie (ICC) a konfokalni mikroskopie

Oocyty/embrya byly po dobu 5 — 10 sec osetieny kyslinou tyrodovou (T1788) pro
odstranéni zony pellucidy a poté fixovany 30 min v 3.7% paraformaldehydu. Poté byly
3x promyty v PVA a 0,3% PBS (dale jen PVA-PBS) a permeabilizovany v roztoku PVA-
PBS obsahujici 0.5% Triton (X100) 30 minut. Poté byly 3x 5 min proplachnuty
v promyvacim roztoku (0,1% Triton, 0,01% Tween 20 v PBS). Oocyty a embrya byly
blokovany v PBS-1% BSA po dobu 1 hodiny a nasledné ptes noc inkubovany ve 4 °C
s priméarni protilatkou proti CPEB2 (ARP41186, Aviva System Biology) ¢i a-Tubulinu
(F2168, Sigma-Aldrich) fedéni 1:50 v PBS-1% BSA. Po inkubaci byly 5 min promyvany
V promyvacim roztoku a nasledné inkubovany se sekundarni protilatkou v PBS-1% BSA,
s fedénim 1:200 po dobu 1,5 hod pii pokojové teploté. Oocyty a embrya byly promyty
v promyvacim roztoku a inkubovany s 10 mg/mL DAPI v PVA-PBS 10 min ve tmé,
promyty 3x Vv ¢istém roztoku PVA-PBS a zamontovany mezi podlozni a kryci sklo

pomoci media Vectashield (94010, Vector Laboratories, Burlingame, CA).

Piipravené vzorky byly skenovany na konfokalnich mikroskopech (Zeiss LSM 710
META, Jena, Germany; Leica DM2500; Leica TCS SP5 (Leica, Microsystem AG,
Wetzlar, Némecko) pomoci softwaru Zen (version 8.0, Zeiss, Jena, Germany), nebo LAS
AF Lite (Leica).
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4. 12 Statisticka analyza dat

Provedené experimenty byly opakovany nejméné Ctyfikrat, neni-li uvedeno jinak. Data
byla analyzovana pomoci softwaru SPSS (verze 11.0, SPSS Inc., Chicago, IL). Rozdily
v normalizovanych datech mezi odliSnymi fazemi meiotického zrani a ¢asného
embryonélniho vyvoje byly determinovany pomoci jedno-vybérovho testu ANOVA a
dale pomoci Fisher least significant difference (LSD) metody. Jako dalsi statisticky
nastroj byl pouzit Studentiv t-test. Data ze vSech méfeni byla zprimérovana a jSou
uvedena se stfedni chybou pruméru (x SEM). Statistické rozdily jsou indikovany
rozdilnymi pismeny a hvézdi¢kami (*P < 0.05, **P < 0.01 and ***P < 0.001).
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5. Vysledky

5. 1 Exprese Emil proteinu
Exprese Emil proteinu byla detekovana pomoci SDS-PAGE s naslednym Western
blotem. U prasecich oocyti byla exprese detekovana ve vSech sledovanych fazich

meiotického zrani a pietrvavala i po parthenogenetické aktivaci oocytd.

Exprese proteinu vzrustala z GV faze az do druhé metafaze (MII), kde dosahovala svého
maxima. Zde byl pozorovan statisticky vyznamny rozdil (P < 0.05) mezi expresi proteinu
v GV féazi a MII fazi. Po aktivaci oocytil byla pozorovana degradace proteinu a exprese
Emil Kklesla na své minimum (stadium zygoty). Exprese Emil ve stadium zygoty byla
statisticky rozdilna (P < 0.05) od vSech pozorovanych stadii meiotického zrani oocytt
(GV, M1, MII).

Reprezentativni vysledek exprese Emil proteinu v praseCich oocytech a zygotach
zobrazuje Obr. 8. Primérné hodnoty relatvni optické denzity (A.U.) v jednotlivych fazich

zréni zobrazuje Graf 1.
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Obr. 8. Exprese Emil proteinu u prasecich oocyti a zygot. Reprezentativni obrazek
Western blotu s pouzitou protilatkou proti Emil a GAPDH (kontrola nanasky). Vzorky byly
rozdéleny pomoci SDS-PAGE na 10 % gelu a pfeneseny na PVDF membranu. Sledovanymi
stadii bylo stadium profaze | (GV), metafaze | (M), metafaze Il (MIl) a stadium zygoty (1C).
Experiment byl proveden tiikrat a bylo pouzito 100 oocyti/zygot na vzorek.
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Graf 1 Relativni exprese Emil proteinu u prasedich oocyti a zygot. Exprese Emil
proteinu ze tfi nezavislych experimentti byla kvantifikovana pomoci softwaru Quantity one.
Optickéd denzita signali jednotlivych vzorkd byla normalizovana na celkovou optickou
denzitu a na individualni optickou denzitu GAPDH. Sledovanymi stadii bylo stadium profaze
1 (GV), metafaze | (MI), metafaze 1l (MI1) a stadium zygoty (1C). Experiment byl proveden
tiikrat a bylo pouzito 100 oocytil/zygot na vzorek Znazornény jsou pruméry méfeni + SEM.
Rozdilna pismena indikuji statisticky vyznamny rozdil (P < 0.05).

U mysich oocytli byla exprese Emil proteinu rovnéz detekovana ve vsech sledovanych

fazich meiotického zréni a také pietrvavala i po in vivo fertilizaci ve stadiu zygoty.

Exprese mysiho Emil proteinu statisticky vyznamné (P < 0.05) vzrastala z GV faze do
prvni metafaze (MI), kde dosahovala svého maxima. Potom lehce klesla do MI faze
(statisticky bezvyznamny rozdil, P). Svého minima dosahovala exprese Emil po
parthenogenetické aktivaci. Ve fazi zygoty byl pozorovan statisticky vyznamny rozdil (P
< 0.05) exprese proteinu Vv porovnani sexpresi proteinu ve vSech ostatnich fazi
meiotického zrani (GV, M1, MII).

Reprezentativni vysledek exprese Emil proteinu v mySich oocytech a zygotach
zobrazuje Obr. 9. Praimérné hodnoty relatvni optické denzity (A.U.) v jednotlivych fazich

zréani zobrazuje Graf 2.
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Obr. 9 Exprese Emil proteinu u myS$ich oocyti a zygot. Reprezentativni obrazek Western
blotu s pouZitou protilatkou proti Emil a GAPDH (kontrola nanéasky). Vzorky byly
rozdéleny pomoci SDS-PAGE na 10 % gelu a pfeneseny na PVDF membranu. Sledovanymi
stadii bylo stadium profaze | (GV), metafaze | (MI), metafaze 1l (MII) a stadium zygoty (1C).
Experiment byl proveden ¢tytikrat a bylo pouzito 50 oocytli/zygot na vzorek.
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Graf 2. Relativni exprese Emil proteinu u mysich oocytii a zygot. Exprese Emil proteinu
ze Gty nezavislych experimentl byla kvantifikovana pomoci softwaru Quantity one. Opticka
denzita signald jednotlivych vzorka byla normalizovéna na celkovou optickou denzitu a na
individualni optickou denzitu GAPDH. Sledovanymi stadii bylo stadium profaze | (GV),
metafaze I (MI), metafaze II (MII) a stadium zygoty (1C). V kazdém experimentu bylo
pouzito 50 oocyti/zygot na vzorek Znazornény jsou pruméry méfeni + SEM. Rozdilnd
pismena indikuji statisticky vyznamny rozdil (P < 0.05).
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5. 2 Exprese a polyadenylace Emil mRNA
Pro studium exprese a polyadenylace mMRNA Emil byla vyuzita metoda poly(A) testu
s naslednou PCR. Pro vétsi citlivost byly PCR produkty rozdéleny na polyakrylamidovém

gelu.

Exprese mMRNA Emil v prase¢ich i mysich oocytech byla detekovana ve vSech fazich
meiotického zréni — profaze | (GV), rozpad zarode¢ného vacku (GVBD), prvni a druha
metafaze (Ml a MII).

U vsech fazi meiotického zrani byla detekovana mRNA polyadenylovana. U prasecich
oocytd byla mira polyadenylace ve vSech fazich zrani shodna (Obr. 10). U mysich oocytt

byl nejslabsi polyadenylaéni signal v GV oocytech a nasledné lehce rostl az do MII faze
(Obr. 11).

GV GVBD M1 M2

Emil
mRNA

Obr. 10. Exprese a polyadenylace prase¢i Emil mRNA. Z 100 prasecich oocyti ve
sledovanych fazich meiotického zrani — profaze I (GV), rozpad zarode¢ného vacku (GVBD),
metafaze | (MI) a metafaze 1l (MII) byla vyizolovana celkova RNA. Pomoci poly(A) testu
byla tato RNA piepsana do cDNA a ta pouzita jako templat pro PCR se specifickymi primery
navrzenymi na sekvenci prase¢i Emil a oligo(dT)-anchor primerem. Vysledné PCR
produkty byly rozdéleny na 5% polyakrylamidovém gelu pomoci elektroforézy (DNA
PAGE). Gely byly nasledné znaceny pomoci GelRedu. Polyadenylované produkty jsou
zvyraznény modrymi useckami. Experiment byl ctyfikrat opakovan.
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Obr. 11. Exprese a polyadenylace my$i Emil mRNA. Z 50 mySich oocytt ve sledovanych
fazich meiotického zrani — profaze I (GV), rozpad zarode¢ného vacku (GVBD), metafaze I
(MI) a metafaze 1l (MII) byla vyizolovana celkovd RNA. Pomoci poly(A) testu byla tato
RNA piepsana do cDNA a ta pouzita jako templat pro PCR se specifickymi primery
navrzenymi na sekvenci my$i Emil a oligo(dT)-anchor primerem. Vysledné PCR produkty
byly rozdéleny na 5% polyakrylamidovém gelu pomoci elektroforézy (DNA PAGE). Gely
byly nasledné znadeny pomoci GelRedu. Polyadenylované produkty jsou zvyraznény
modrymi Gseckami. Experiment byl ¢tytikrat opakovan. NK znac¢i negativni kontrolu.

5. 3 Exprese Emi2 proteinu

Exprese Emi2 proteinu byla detekovéna, stejné jako tomu bylo u Emil proteinu, pomoci
SDS-PAGE s naslednym Western blotem.

U prasecich oocyti byla exprese detekovana ve vSech sledovanych fazich meiotického
zrani, nicméné v GV oocytech byla exprese na hranici detekce. Ve fazi prvni metafaze
(M) se exprese Emi2 proteinu lehce zvysila, ale stale byla na velmi nizkych hladinach.
Ve fazi druhé metafdze (MII) doslo k masivni expresi proteinu, ktera zde dosahovala
maxima. Po parthenogenetické aktivaci oocytt doslo k degradaci Emi2 proteinu a ve fazi
zygoty nebyl detekovany zadny signal. Béhem embryogeneze se protein Emi2 opét
reakumuloval a ve fazi dvoubunéného embrya byl jiz dobfe detekovatelny. Exprese
Emi2 se nasledné ve fazi ¢tyfbunécného embrya zvysila, naez ve fazi osmibunééného

embrya opét lehce klesla.

Mezi vSemi porovnavanymi fazemi meiotického zrani prasecich oocytl i1 casné
parthenogenetické embryogeneze byly pozorovany statisticky vyznamné rozdily (P <
0.05).
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Reprezentativni vysledek exprese Emi2 proteinu v praseich oocytech a rannych
embryich zobrazuje Obr. 12. Primérné hodnoty relatvni optické denzity (A.U.) v

jednotlivych fazich zrani a embryonalniho vyvoje zobrazuje Graf 3.
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Obr. 12. Exprese Emi2 proteinu u praseéich oocyti a rannych embryi. Reprezentativni
obrazek Western blotu s pouzitou protilatkou proti Emi2 a GAPDH (kontrola nanasky).
Vzorky byly rozdéleny pomoci SDS-PAGE na 10 % gelu a pfeneseny na PVDF membranu.
Sledovanymi stadii bylo stadium profaze | (GV), metafaze | (MI), metafaze 11 (MII), stadium
zygoty (1C), stadium dvoubunécného embrya (2C), stadium ¢tyfbunééného embrya (4C).
stadium osmibunééného embrya (8C). Experiment byl proveden étytikrat a bylo pouzito 100
oocytl/zygot a 50 ostatnich vyvojovych stadii embryi na vzorek.
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Graf 3. Relativni xprese Emi2 proteinu u prasecich oocyti a rannych embryi. Exprese
Emi2 proteinu ze Ctyf nezavislych experimentii byla kvantifikovana pomoci softwaru
Quantity one. Opticka denzita signali jednotlivych vzorkd byla normalizovéna na celkovou
optickou denzitu a na individudini optickou denzitu GAPDH. Sledovanymi stadii bylo
stadium profaze I (GV), metafaze I (MI), metataze I (MII) a stadium zygoty (1C). V kazdém
experimentu bylo pouZito 50 oocytl/zygot a 25 embryi ostatnich vyvojovych stadii na
vzorek. Zndzornény jsou priméry méfeni + SEM. Rozdilnd pismena indikuji statisticky
vyznamny rozdil (P < 0.05).

57



U mysich oocyti byla exprese Emi2 detekovana ve vSech sledovanych fazich
meiotického zrani i ranné in vivo embryogeneze. Exprese proteinu rostla z GV faze az do

MII, kde dosahovala svého maxima.

Po fertilizaci doslo k markanti degradaci Emi2 proteinu, nicméné ve fazi zygoty byl stale
nepatrné¢ detekovatelny. Po zapoceti mitotického bunééného déleni se exprese Emi2

proteinu opét znatelné zvysila (faze ctyfbunééného embrya).

Mezi vSemi porovndvanymi fazemi meiotického zrani mySich oocyti i1 ranné
embryogeneze se hladiny exprimovaného Emi2 proteinu statisticky vyznamné lisily (P <
0.05).

Reprezentativni vysledek exprese Emi2 proteinu v mysich oocytech a rannych embryich
zobrazuje Obr. 13. Pramémé hodnoty relatvni optické denzity (A.U.) v jednotlivych
fazich zrani a embryonalniho vyvoje zobrazuje Graf 4.
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Obr. 13. Exprese Emi2 proteinu u mySich oocyti a rannych embryi. Reprezentativni
obrazek Western blotu s pouzitou protilatkou proti Emi2 a GAPDH (kontrola nanasky).
Sledovanymi stédii bylo stadium profaze | (GV), metafaze | (M), metafaze 11 (MII), stadium
zygoty (1C), stadium dvoubunééného embrya (2C). Experiment byl proveden ¢tyfikrat a bylo
pouzito 50 oocytli/zygot a 25 dvoubunéénych embryi na vzorek.
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Graf 4. Relativni xprese Emi2 proteinu u mysich oocyti a rannych embryi. Exprese
Emi2 proteinu ze &ty nezavislych experimentd byla kvantifikovana pomoci softwaru
Quantity one. Opticka denzita signala jednotlivych vzorktl byla normalizovana na celkovou
optickou denzitu a na individudini optickou denzitu GAPDH. Sledovanymi stadii bylo
stadium profaze |1 (GV), metafaze | (MI), metafaze Il (MII), stadium zygoty (1C), stddium
dvoubunééného embrya (2C). Experiment byl proveden &tyfikrat a bylo pouzito 100
oocytti/zygot a 50 dvoubunéénych embryi na vzorek. Zndzornény jsou priméry méfeni +
SEM. Rozdilna pismena indikuji statisticky vyznamny rozdil (P < 0.05).

5. 4 Exprese a polyadenylace Emi2 mRNA
Pro studium exprese a polyadenylace mRNA Emi2 byla, stejné¢ jako v ptipadé Emil,
vyuzita metoda poly(A) testu s naslednou PCR. Pro vétsi citlivost byly PCR produkty

nasledné rozdéleny na polyakrylamidovém gelu.

Exprese mMRNA Emi2 v prasecich i mysich oocytech byla detekovana ve vSech fazich
meiotického zrani — profaze 1 (GV), rozpad zarode¢ného vacku (GVBD), prvni a druha
metafaze (Ml a MlII).

mRNA Emi2 byla polyadenylovéana u prasecich i mySich oocytl ve fazi MI a MII. Faze
GV a GVBD byly bez prokazatelného polyadenyla¢niho smiru (Obr. 14. a 15.).
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Obr. 15. Exprese a Polyadenylace prasec¢i Emi2 mRNA. Z 100 prasecich oocytl ve
sledovanych fazich meiotického zréni — profaze I (GV), rozpad zarode¢ného vacku (GVBD),
metafaze | (MI) a metafaze Il (MII) byla vyizolovana celkova RNA. Pomoci poly(A)-testu
byla tato RNA piepsana do cDNA a ta pouZita jako templat pro PCR se specifickymi primery
navrzenymi na sekvenci prase¢i Emi2 a oligo(dT)-anchor primerem. Vysledné PCR
produkty byly rozdéleny na 5% polyakrylamidovém gelu pomoci elektroforézy (DNA
PAGE). Gely byly nasledné znaceny pomoci GelRedu. Polyadenylované produkty jsou
zvyraznény modrymi useckami. Experiment byl ctyfikrat opakovan. NK znaci negativni
kontrolu.
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Obr. 15. Exprese a Polyadenylace my$i Emi2 mRNA. Z 50 mysich oocytii ve sledovanych
fazich meiotického zrani — profaze I (GV), rozpad zarode¢ného vacku (GVBD), metafaze |
(MI) a metafaze Il (MII) byla vyizolovana celkova RNA. Pomoci poly(A)-testu byla tato
RNA piepsana do ¢cDNA a ta pouZita jako templat pro PCR se specifickymi primery
navrzenymi na sekvenci mys$i Emi2 a oligo(dT)-anchor primerem. Vysledné PCR produkty
byly rozdé&leny na 5% polyakrylamidovém gelu pomoci elektroforézy (DNA PAGE). Gely
byly nasledné znateny pomoci GelRedu. Polyadenylované produkty jsou zvyraznény
modrymi UseCkami. Experiment byl ¢tyfikrat opakovan. NK znaci negativni kontrolu.

5. 5 Testovani efektu inhibitori Emi2 na meiotické zrani oocytu

Byla testovana ucinnost malych molekulovych inhibitort vazajicich se na Polo-box
doménu (PBD) Plkl. Zablokovanim PBD PIk1 je dale znemoznéna fosforyace Emi2 a

tim padem nemize byt dokonéeno meiotické zrani.
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Jako negativni kontrola byl vyuzit bg34, ktery neobsahuje fosfor-threonin, takze neni
schopnen vézat Polo-box doménu PIk1, jako ostani testované inhibitory. V kontrolnich

skupinach s bg34 maturovalo do MII faze 89% mysich oocytti a 79% oocytl praseéich.

YV

Z testovanych inhibitort m&l nejvyssi ucinnost inhibitor C-4, u kterého maturovalo do
MII pouze 20% mysich a 16% prasecich oocytl. Ostani inhibitory nemély sice az tak
markantni G€¢innost (557 — 58% mysich a 47% prasecich MII oocyti, 576 — 64% mySich
a 53% prasecich MII oocytt, 583 - 54% mysich a 43% prasecich MII oocytil), nicméné
jejich efekt byl statisticky prukazny (P < 0.01, Graf 5.).

Kromé zhodnoceni efektivnosti inhibitort byl dale sledovan jejich vliv na tvorbu déliciho
vieténka. Vzhledem k tomu, Ze v této praci bylo stézejni predevs§im otestovat inhibitory
nove¢ nasyntetizované (557, 576, 583), zaméfila jsem se dale na nejucingjsi z nich — a to
inhibitor 557. Tento inhibitor m¢l prokazatelné destruktivni efekt na tvorbu déliciho

vieténka u mysich 1 prasecich oocytt, jak ukazuji Obr. 16. a Obr. 17.
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Graf 5. Efektivnost malych molekulovych inhibitori Emi2 na meiotické zrani oocyti.
Selektované GV mysi a praseéi oocyty byly kultivovany v médiu obohaceném o bg34 (negativni
kontrola) a testované inhibitory 557, 576, 583 a C-4. Byly zaznamenany poéty oocyti maturovanych
do MII faze po 16 hodinach u mySich vzorkti a 44 hodinach u prasecich vzorkl. Experiment byl
proveden Ctytikrat a bylo pouzito 200 prasecich a 100 mysich oocytti av kazdé kultivaci. Znazornény
jsou priméry meéteni + SEM. Hvézdicky indikuji statisticky vyznamny rozdil v procentu
maturovanych oocytil testovanych inhibitord vi¢i negativni kontrole (P < 0.01).
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Obr. 16. Formace déliciho vieténka u mysich oocyti oSetfenych inhibitorem 557.
Reprezentativni konfokalni snimky oocytd MII faze (metafaze 11). Jako negativni kontrola
byl pouZit bg34. Experiment byl proveden ve étyfech nezavislych opakovéanich s minimem
30 oocyti v kazdém z nich. Na snimcich je zachycena ICC detekce déliciho vieténka pomoci
a-tubulinu (zelen€) a DNA (DAPI, modie), MERGE zachycuje sloué¢eni obou snimkd.
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Obr. 17. Formace déliciho vi‘eténka u prasefich oocyt oSetfenych inhibitorem 557.
Reprezentativni konfokalni snimky oocyti MII fdze (metafaze 11). Jako negativni kontrola
byl pouzit bg34. Experiment byl proveden ve &tyfech nezvislych opakovanich s minimem
30 oocytt v kazdém z nich. Na snimcich je zachycena ICC detekce déliciho vieténka pomoci
a-tubulinu (zelen€) a DNA (DAPI, modie), MERGE zachycuje slou¢eni obou snimk



5. 6 Exprese CPEB2 proteinu
Pomoci metody western blot se specifickymi protilatkami byl CPEB2 protein detekovan
ve vsech sledovanych fazich meiotického zrani. Exprese proteinu lehce vzristala z GV
faze do GVBD a nasledn¢ klesala az do MII faze. Nicméné¢ rozdily v hladinach exprese
CPEB2 mezi jednotlivymi fazemi zrani byly na podobné urovni a nebyl proké&zan

statisticky vyznamny rozdil mezi zadnou z nich.

Mimoto byly ve vSech fazich meiotického zrani detekovany dalsi dva signaly CPEB2
proteinu naznacujici bud’ mozné fosforylace jakozto posttransla¢ni modifikace proteinu,

¢i pritomnost dalsich forem CPEB2 proteinu.

Reprezentativni vysledek exprese CPEB2 proteinu v prasecich oocytech zobrazuje Obr.
19. Pramérné hodnoty relatvni optické denzity (A.U.) v jednotlivych fazich zrani

zobrazuje Graf 6.
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Obr. 19. Exprese CPEB2 proteinu u prase¢ich oocyti a rannych embryi. Reprezentativni
obrazek Western blotu s pouzitou protilatkou proti CPEB2 a B-tubulinu (kontrola nanasky).
Vzorky byly rozdéleny pomoci SDS-PAGE na 10 % gelu a pfeneseny na PVDF membranu.
Sledovanymi stadii bylo stadium profaze | (GV), rozpad zarodeéného vacku (GVBD),
metafaze | (M1) a metafaze 11 (MI). Sipky ukazuji mozné dalsi fosforylované formy CPEB2
proteinu. Experiment byl proveden tiikrat a bylo pouzito 100 oocyti na vzorek.
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Graf 6. Relativni exprese CPEB2 proteinu u praseéich oocyti. Exprese CPEB2 proteinu
ze ti{ nezavislych experimentd byla kvantifikovana pomoci softwaru Quantity one. Opticka
denzita signald jednotlivych vzorkd byla normalizovéna na celkovou optickou denzitu a na
individudlni optickou denzitu p-tubulinu. Sledovanymi stadii bylo stadium profaze | (GV),
stadium rozpadu zarode¢ného vacku (GVBD), metafaze | (MI) a metafaze Il (MII).
Experiment byl proveden tiikrat a bylo pouZito 100 oocytl na vzorek. Znazornény jsou
praméry méfeni + SEM. Nebyl pozorovan zadny statisticky rozdil mezi jednotlivymi vzorky.

5.7 Exprese CPEB2 mRNA

Exprese CPEB2 mMRNA béhem meiotické maturace praseCich oocyti a
parteongenetickych embryi byla studovana pomoci kvantitativni PCR v realném ¢ase
(QRT-PCR). Hladina exprese CPEB2 mRNA lehce vzristala z GV faze az do Ml faze.
Nicméné rozdily exprese mezi GV a GVBD nebyly statisticky prikazné, az mezi fazemi
GV a MI byl staticky vyznamny rozdil (P < 0.05) a exprese zde dosahovala svého
maxima. Po prvni meioze doslo k prudkému poklesu exprese CPEB2 mRNA av Ml fazi

zrani tak dosahla v oocytech svého minima.

Po parthenogenetické aktivaci exprese CPEB2 mRNA ve stadiu zygoty opét lehce,
statisticky bezvyznamng, klesla a intenzivngjsi pokles nasledoval az ve dvoubunééném
embryu. Nicméné ve Ctyfbunééném embryu se CPEB2 mRNA exprese opét vyrazné
zvysila. V osmibunééném embryu se exprese opét snizila a tento trend pokracoval az do

stadia blastocysty, kde byla jiz jen neznateln¢ detekovana (Graf. 7.).
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Graf 7. Exprese CPEB2 mRNA béhem meiotického zrani prasefich oocytl a ¢asného
embryonalniho vyvoje. Relativni hladiny exprese CPEB2 mRNA byly determinovany pomoci
gRT-PCR. Sledovanymi fazemi meiotického zrani byly GV (germinal vesicle), GVBD
(germinal vesicle breakdown), MI (metafaze 1) and MII (metafaize II) a b&éhém
parthenogenetického embryonalniho vyvoje bylo sledovano stadium zygoty (1C), dvoubunééné
embryo (2C), ¢tyfbunééné embryo (4C), osmibunééné embryo (8C), morula (MO) a blastocysta
(BL). Exprese CPEB2 byla normalizovana na hladinu transkriptu GAPDH (jakozto exogenni
kontroly). Data jsou zobrazena jako prumér ze 4 nezavislych biologickych experimentt (n = 4)
a pomoci useCek je zobrazena stfedni chyba pruméru (= SEM). Rozdilna pismena indikuji
statisticky vyznamné rozdily (P < 0.05).

5. 8 Detekce CPEB2 transkriptii v prasecich oocytech
Pomoci reverzni transkripce a nasledné PCR se specifickymi primery byly detekovany
dva transkripty prase¢iho CPEB2 genu. Dle velikosti odpovidaji CPEB2 formam
CPEB2A (kratka forma) a CPEB2B (dlouha forma) jiz diive publikovanym v NCBI
(Fang, 2010a, 2010b).

Z oocytu profaze I (GV), rozpadu zarodecného vacku (GVBD), metafaze I a metafaze 11
byla vyizolovana celkovd RNA a pomoci reverzni transkripci byla pfepsana do cDNA.
Pomoci PCR se specifickymi primery byly detekovany CPEB2 transkripty obou délek ve

vsech fazich meiotického zrani (Obr. 20.).
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Obr. 20. Dvé formy CPEB2 transkriptu — CPEB2A a CPEB2B v prasefich oocytech. Ze
150 prasecich oocytl ve sledovanych fizich meiotického zrani — profaze | (GV), rozpad
zérodeéného vacku (GVBD), metafaze I (MI) a metafaze Il (MII) byla vyizolovana celkova
RNA. Dale byla provedena reverzni transkripce a PCR se specifickymi primery pro CPEB2.
Vysledné PCR produkty byly rozdéleny na 2% agar6zovém gelu pomoci elektroforézy. Gely
byly nasledn¢ znaceny pomoci GelRedu. Experiment byl tfikrat opakovan. NK znaci negativni
kontrolu. M znac¢i marker udavajici pocty bazi.

5.9 Lokalizace CPEB2 proteinu

Pro sledovéani lokalizace CPEB2 proteinu béhem meiotického zrani a ranné
embryogeneze bylo uzito metody imunocytochemie (ICC) s néslednou vizualizaci

pomoci konfokalni mikroskopie.

Tyto vysledky ukazaly, ze protein CPEB2 migruje z jadérka do cytoplazmy. V nezralych
prase¢ich GV oocytech byl CPEB2 protein lokalizovan pravé do oblasti jadérka a béhem
maturace béhem MI a MII faze byl kolokalizovan s DNA (Obr. 21). Po parthenogenetické
aktivaci se CPEB2 protein ptemistil do cytoplazmy, kde byl lokalizovan v blizkosti jadra.
Tento trend pietrvaval aZ do stadia osmibunééného embrya, kdy se protein zacal
ptesouval do cytoplazmy nejen v blizkosti jader. Ve stddiu moruly a blastocysty byla
exprese CPEB2 signifikantné siln€jsi a trend byl opacny nez v ptipad¢ meiotického zrani
oocytu. Protein zde byl detekovatelny vSude v cytoplazmé, nicméné bez lokalizace v

oblasti jader (Obr. 22)
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Obr. 21. Imunocytochemicka detekce CPEB2 proteiu v prasecich oocytech. Reprezentativni
konfokalni snimky oocytt profaze | (GV), MI (metafaze 1) a MIl (metafaze 11). Métitko = 50
um. Experiment byl proveden ve &tyfech nezavislych opakovanich s minimem 50 oocytl v
kazdém z nich. Na snimcich je zachycena ICC detekce proteinu CPEB2 (zelen&) a DNA (DAPI,
modre), MERGE zachycuje slouceni obou snimkd.
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Obr. 22. Imunocytochemicka detekce CPEB2 proteiu v prasedich embryich.
Reprezentativni konfokalni snimky stadii ranné embryogeneze - zygota (1C), dvoubunétné
embryo (2C), ¢tyibunécné embryo (4C), osmibunécné embryo (8C), morula (MO), a blastocysta
(BL). M¢titko = 100 pm. Experiment byl proveden ve &tyfech nezavislych opakovanich s
minimem 50 embryi v kazdém z nich. Na snimcich je zachycena ICC detekce proteinu CPEB2
(zelen€) a DNA (DAPI, modie), MERGE zachycuje slouc¢eni obou snimki.
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5. 10 U¢innost CPEB2 knockdownu v oocytech a embryich
K objasnéni diilezitosti a funkce CPEB2 béhem meiotického zrani prasecich oocytl a
ranné parthenogenetické embryogeneze bylo vyuzito genového knockdownu (KD).
CPEB2 KD byl proveden pomoci mikroinjekci dsRNA do GV oocytii a zygot. Uginnost
tohoto KD byla ovéfovana pomoci méfeni exprese CPEB2 mRNA metodou qRT-PCR a

porovnavana s kontrolnimi vzorky, injekovanymi Rnease-free vodou.

Vysledky méteni ukazaly 88% a 93% tspésnost CPEB2 KD v MII fazi meiotického zrani
a v osmibunééném embryu (Graf 8). Efektivita CPEB2 KD byla rovnéz potvrzena
pomoci metody ICC, kde v MII oocytech a osmiunéénych embryich nebyla exprese
CPEB?2 proteinu témét detekovana (Obr. 23).
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Graf 8. Utinnost dsSRNA CPEB2 knockdownu (KD) béhem maturace oocytii a ranného
embryonalniho vyvoje. Relativni hladiny CPEB2 mRNA byly determinovany pomoci gRT-
PCR v prasecich MII oocytech a perthenogenetickych osmibunéénych embryich (8C). Exprese
CPEB2 byla normalizovéana na hladinu transkriptu GAPDH (jakozto exogenni kontroly). Data
jsou zobrazena jako primér ze 4 nezavislych biologickych experimentd (n = 4) a pomoci tisecek
je zobrazena stfedni chyba praméru (+ SEM). Hvézdi¢ky indikuji statisticky vyznamné rozdily
(***P < 0.001).
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Obr. 23 Utinnost CPEB2 KD na expresi CPEB2 proteinu béhem meiotického zrani oocytii
a ranné embryogeneze. Reprezentativni konfokélni snimky zachycuji expresi CPEB2 proteinu
v kontrolnich (CTR) a CPEB2 knockdown (KD) MII oocytech a blastocystach (BL). Méfitko =
100 pm. Experiment byl proveden ve 4 nezavislych opakovanich s minimem 30 oocyti/embryi
v kazdém z nich. Na snimcich je zachycena ICC detekce proteinu CPEB2 (zeleng) a DNA
(DAPI, modie), MERGE zachycuje slouceni obou snimkd.

5. 11 Vliv CPEB2 inhibice na meiézu oocyti a embryogenezi
Pro vyhodnoceni efektu CPEB2 knockdownu na meiotické zrani prasecich oocytl a ranny

embryonalni vyvoj byly porovnany pocty oocyti maturovanych do MII faze a pocty
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embryi vyvinutych do poZzadovanych fazi, a to vzdy mezi kontrolni a experimentalni

(CPEB2 KD) skupinou.

Pouhych (43%) CPEB2 KD oocytii dozralo az do MII faze, coz je signifikantné nizsi (P
< 0.001), nez u kontrolni skupiny (92%, Graf. 9.). Na poc¢atku embryogeneze, ve stadiu
dvoubunééného embrya, nebyl zadny statisticky vyznamny rozdil mezi vyvojem embryi
v kontrolnich (88%) a experimentalnich skupinach (85%). Nicméné jiz ve stadiu
¢tyibunééného embrya byl tento rozdil statisticky vyznamny (P < 0.001) a ¢ital 75%
vyvinutych embryi v kontrolnich skupinach versus 68% v CPEB2 KD skupinach.
V osmibunééném embryu a ve stddiu moruly byly tyto rozdily dokonce jeste
markantné¢j$i, a to 65% vs. 45% a 54% vs. 28%, v neprospéch CPEB2 KD, opét se
statisticky vyznamnym rozdilem (P < 0.001). Ve stadiu blastocysty se kontrolni a
experimentalni skupiny rovnéz lisily (P < 0.01). Do blastocysty se vyvinulo 40%
kontrolnich a and KD group 15% CPEB2 KD embryi (Graf 10.).
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Graf 9. CPEB2 knockdown pomoci dsRNA vedl ke sniZzeni po¢tu maturovanych
oocyti. Efekt CPEB2 KD na meiotickou maturaci prase¢ich oocytt v metafazi 11 (MII). Data
jsou zobrazena jako prumér ze 4 nezavislych biologickych experimentii (n = 4) a pomoci
Usedek je zobrazena stfedni chyba priméru (+ SEM). Hvézdi¢ky indikuji statisticky
vyznamné rozdily (***P < 0.001).
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Graf 10. CPEB2 knockdown pomoci dsRNA vedl ke sniZzeni poétu vyvinutych embryi.
Graf zachycuje stadium zygoty (1C), dvoubunééné embryo (2C), &tyibunééné embryo (4C),
osmibunééné embryo (8C), stadium moruly (MO), stadium blastocysty (BL). Data jsou
zobrazena jako pramér ze 4 nezavislych biologickych experimentd (n = 4) a pomoci tGsecek je
zobrazena stfedni chyba priméru (= SEM). Hvézdicky indikuji statisticky vyznamné rozdily
(***P < 0.001; **P < 0.01).

Mezi kontrolnimi a CPEB2 KD oocyty a blastocystami byly rovnéZ pozorovany
morfologickeé rozdily. M1l oocyty z experimentélni skupiny ve vét$iné piipadt nedozraly
do druhé metafaze a nevydé¢lili tim padem prvni polové télisko, rovnéz jejich cytoplazma
se nejevila tolik uniformni. V ptipadé embryi skoro zadné z experimentalni skupiny
nevytvorily formaci blastocysty, a pokud ano, byly v priméru viditélné¢ mensi, nez

blastocysty z kontrolni skupiny (Obr. 24).
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Obr. 24. Efekt CPEB2 knockdownu na morfologii MII oocyti a blastocyst. CPEB2 KD
pomoci dsRNA vedl ke sniZzené schopnosti MII prase¢ich oocytii vydélit prvni polové télisko
a ke sniZzené schopnosti formace praseéich blastocyst (BL), jeZ byly rovnéZ diametralné
mensi (BL). Cervené Sipky zna¢i vydélena polova téliska. Méfitko = 200 pm.

5. 12 Exprese CPEB3 a CPEB4 mRNA v prasecich oocytech
K ovéfeni hypotézy, ze po zablokovani exprese CPEB2 nedochazi k jeho nahrazenim
jinymi CPEB ze CPEB2 subrodiny, bylo tfeba nejprve ovétit pritomnost CPEB3 a CPEB4

transkriptii béhem meiotického zrani prasecich oocytu.

Z oocytu profaze I (GV), rozpadu zarodecného vacku (GVBD), metafaze I a metafaze 11
byla vyizolovana celkovd RNA a pomoci reverzni transkripci byla ptepsana do cDNA.
Nasledné byly pomoci PCR se specifickymi primery a naslednou ELFO detekovany

transkripty obou genil a to ve vSech fazich meiotického zrani.

Expresi CPEB3 a CPEB4 mRNA v prase¢ich oocytech zobrazuje Obr. 25.
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Obr. 25. Exprese CPEB3 a CPEB4 mMRNA v prase¢ich oocytech. Ze 100 prase¢ich oocyti
ve sledovanych fazich meiotického zrani — profaze I (GV), rozpad zarode¢ného vacku (GVBD),
metafaze | (MI) a metafaze 1l (MII) byla vyizolovana celkova RNA. Dale byla provedena reverzni
transkripce a PCR se specifickymi primery pro CPEB3 a CPEB4. Vysledné PCR produkty byly
rozdéleny na 2% agar6zovém gelu pomoci elektroforézy. Gely byly nasledné znaceny pomoci
GelRedu. Experiment byl tiikrat opakovan. NK znaéi negativni kontrolu.

5. 13 Vliv CPEB2 KD na expresi CPEB4 mRNA
Pro vyhodnoceni efektu CPEB2 knockdownu na expresi CPEB4 mRNA béhem
meiotického zrani praseCich oocytt a rannych parthenogeneticych embryi byly
porovnany hladiny relativni mMRNA exprese CPEB4 mezi kontrolnimi a CPEB2 KD
skupinami. Experiemnt byl proveden pomoci kvantitativni PCR v realném case (qQRT-
PCR).

Hladina exprese CPEB4 mRNA v kontrolni a experimentalni skupin€ vykazovala stejny
trend a nebyl mezi nimi pozorovan zadny statisticky vyznamny rozdil. Exprese CPEB4

mRNA nebyla tedy negativné ani pozitivné ovlivnéna utlumenim funkce CPEB2.

Exprese CPEB4 mRNA v obou skupinéch kontinualné vzristala z GV faze az do MI faze,
kde dosahovala svého maxima. Poté exprese opét pozvolna klesala az do faze zygoty. Po
zacatku mitotického déleni v dvoubunécném embryu se exprese lehce zvysila. Ve stadiu
ctyibunééného embrya doslo k poklesu exprese a tento trend jiZ pietrvaval az do konce
preimplanta¢nio embryonalniho vyvoje. Pokles exprese ve ¢tyfbunééném embryu byl
opravdu markantni. Ve stadiu blastocysty byla jiz exprese lehce nad hranici detekce a
dosahovala zde svého minima. Exprese CPEB4 mRNA béhem meiotického zrani

prasecich oocytl a ¢asného embryonalniho vyvoje zachycuje Graf 11.

74



0a

%] g s Ln

=

‘ ‘ | ‘ I ‘ I EI lT Tx

GV GVBD MI Ml BL

mRNA expression level

=

B Control CPEB2 KD

Graf 11. Exprese CPEB4 mRNA béhem meiotického zrani prasecich oocyti a ¢asného
embryonalniho vyvoje. Relativni hladiny exprese CPEB4 mRNA byly determinovany pomoci
gRT-PCR. Byla porovnana exprese v normalnich a v CPEB KD oocytech a embryich.
Sledovanymi fazemi meiotického zréani byly GV (germinal vesicle), GVBD (germinal vesicle
breakdown), MI (metafaze 1) and MIl (metafaze Il1) a b&hém parthenogenetického
embryonalniho vyvoje bylo sledovano stadium zygoty (1C), dvoubunééné embryo (2C),
Ctyibunééné embryo (4C), osmibunééné embryo (8C), morula (MO) a blastocysta (BL). Exprese
CPEB?2 byla normalizovana na hladinu transkriptu GAPDH (jakoZto exogenni kontroly). Data
jsou zobrazena jako pramér ze 4 nezavislych biologickych experimentii (n = 4) a pomoci usecek
je zobrazena stiedni chyba praméru (= SEM). Mezi kontrolnimi a experimentalnimi vzorky
nebyly indikovany statisticky vyznamné rozdily.

5. 14 Vliv CPEB2 KD na expresi CPEB3 mRNA

Pro vyhodnoceni efektu CPEB2 knockdownu na expresi CPEB3 mRNA béhem
meiotického zrani praseCich oocytu a rannych parthenogeneticych embryi byly
porovnany hladiny relativni mRNA exprese CPEB3 mezi kontrolnimi a CPEB2 KD

skupinami. Experiemnt byl proveden pomoci kvantitativni PCR v realném case (qRT-

PCR).

Hladina exprese CPEB3 mRNA v kontrolni a experimentalni skupiné vykazovala stejny
trend a nebyl mezi nimi pozorovan zadny statisticky vyznamny rozdil. Exprese CPEB3

MRNA, stejné¢ jako tomu bylo v ptipadé CPEB4, nebyla negativné ani pozitivné

ovlivnéna utlumenim funkce CPEB2.
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Exprese CPEB3 mRNA v obou skupinach lehce klesla z GV do GVBD faze. Nasledné
exprese rostla az do MII faze, kde dosahovala svého maxima. Ve fazi zygoty exprese opét
klesla a nasledné ve fazi dvoubunécného embrya doslo k jejimu lehkému zvyseni. Poté
klesala az do stadia blastocysty. Po ¢tyfbunééném stadiu byl pokles opét velice vyrazny.
Ve stadiu blastocysty byla exprese CPEB3 mRNA na hranici detekce. Expresi CPEB3
mRNA béhem meiotického zrani prasecich oocyti a ¢asného embryonalniho vyvoje

zachycuje Graf 12.
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Graf 12. Exprese CPEB3 mRNA béhem meiotického zrani prasedich oocyti a ¢asného
embryonélniho vyvoje. Relativni hladiny exprese CPEB3 mRNA byly determinovany pomoci
gRT-PCR. Byla porovnana exprese v normalnich a v CPEB KD oocytech a embryich.
Sledovanymi fazemi meiotického zrani byly GV (germinal vesicle), GVBD (germinal vesicle
breakdown), MI (metafdize I) and MII (metafize II) a b&hém parthenogenetického
embryonalniho vyvoje bylo sledovano stadium zygoty (1C), dvoubunécné embryo (2C),
¢tyibunééné embryo (4C), osmibunééné embryo (8C), morula (MO) a blastocysta (BL) embryos.
Exprese CPEB2 byla normalizovdna na hladinu transkriptu GAPDH (jakozto exogenni
kontroly). Data jsou zobrazena jako prumér ze 4 nezavislych biologickych experimentti (n = 4)
a pomoci tisecek je zobrazena sttedni chyba priméru (= SEM). Mezi vzorky nebyly indikovany
statisticky vyznamné rozdily.
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5. 15 Vliv CPEB2, CPEB3 a CPEB4 KO na meiotické zrani mysich

oocytu
Pro vyhodnoceni vlivu CPEB2, CPEB3 a CPEB4 knockoutu na meiotické zrani mysich
oocytd byly porovnany pocty oocytti maturovanych do MII faze - a to vzdy mezi kontrolni

a experimentalni skupinou.

CPEB4 KO mysi nevykazovaly zadné abnormality co se ty¢e fenotypu vajeénikti ¢i poctu
oocytlu. CPEB2 KO mysi rovnéz nejevily fenotypové zmeny ovarii, nicméné pocet jejich
GV oocytt byl znateln¢ redukovan. U CPEB3 KO mysi byly vajecniky znateln¢ mensi

nez u kontrolni skupiny mysi a mély velmi malé mnozstvi oocytu.

Co se ty¢e samotného zrani izolovanych GV oocytu, byl statisticky vyznamny rozdil mezi
kontrolni a experimentalni skupinou u CPEB2 a CPEB3. A to 90 MII oocytt v kontrolni
skupin€ versus 34% MII oocytii u CPEB2 KO skupin¢ a 87% MII versus 68% CPEB3
KO. U CPEB4 nebyl pozorovan Zadny staisticky rozdil mezi zranim kontrolni a

experimentalni skupiny (Graf 13).
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Graf 13. Meioticka maturace u CPEB2, CPEB3 a CPEB4 KO mySsich oocyt.
Byly zaznamenany poéty oocyti maturovanych do MII faze v kontrolnich a
experimentalnich skupinach. Experiment byl proveden nejméné tfikrat, pocty ocytt
v jendotlivych experimentech byly variabilni. Kultivace kontrolni a experimentalni
skupiny vzdy probihaly zaroven, aby se eliminovaly vnéjsi faktory. Znazornény jsou
priaméry méteni + SEM. Hvézdicky indikuji statisticky vyznamny rozdil v procentu
maturovanych oocytt viéi kontrole (* P <0.05, * * * P < 0.001).
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6 Diskuse

6. 1 Diskuse k experimentiim s ¢leny Emi/Erp rodiny

Meiotické zrani oocytl, stejné tak jako ¢asné embryogeneze, je velmi pfisné regulovany
proces, ktery vyzaduje casové piesnou proteinovou syntézu. Aktivace translace
specifickych matetskych mRNA se méni béhem jednotlivych fazich buné¢ného cyklu a
spolu s fizenim degradace téchto translatovanych proteint fidi meiotickou i mitotickou
progresi. Nejlépe charakterizovanym mechanismem regulace transla¢ni aktivace
matefskych mRNA je cytoplazmatickd polyadenylace, ktera zajiStuje translatovani
konkrétnich mRNA piesné v ten okamzik, kdy jsou potiebné.

Cilem dil¢i ¢asti z experimentt V této disertacni praci bylo detekovat expresi proteini
Emil a Emi2 béhem meiotického zrani mysich a prase¢ich oocytti a rannych embryi. Déle
bylo cilem zjistit, zda je tato exprese v ptimé korelaci s polyadenylaci jejich mRNA, coz
by dokazovalo, Ze zasadnimi posttranskripénimi Gpravami, jez u Emil a Emi2 reguluji
genovou expresi, je pravé polyadenylace.

Béhem studia exprese proteinu Emil, byl pozorovan rozdilny trend u praseéich a mysich
vzriustala. U mySich oocytli dosahovala svého maxima jiz v MI fazi, kdezto u oocytl
pasecich az v MII fazi. Rozdily v expresi mezi MI a MII ovSem nebyly ani v jednom
pfipadé nijak markantni. Nejniz8i exprese proteinu byla sledovana po oplozeni (a
Vv piipad¢ prasecich oocytl po parthenogenetické aktivaci) ve stadiu zygoty, kde byl

protein stale dobfe detekovatelny.

Na zacatku meiotického zrani byla ndmi sledovana exprese praseéiho Emil proteinu
lehce odli$né od toho, co bylo dfive publikovano a kde néktefi autofi tvrdi, Ze nejsilngji
je protein Emil exprimovan po rozpadu zarode¢niho vacku - ve fazi GVBD (Marangos
et al., 2007; Tunquist et Maller, 2003). Tyto experimenty byly ovSem provadény na
mys$im modelu a da se Fici, ze koreluji s nami dosazenymi vysledky u mysiho Emil. Je
vsak diskutabilni, zda by byla nejvyssi exprese mysiho Emil opravdu ve fazi GVBD,
protoze nami sledovné faze zrani byly pouze GV, MI, Ml a stadium zygoty. Nicméné do

budoucna planujeme dalsi doplnujici experiment, ktery by tuto teorii vyvratil ¢i potvrdil.

Jak vsak uvadi Schmidt et al. (2006) hladina Emil, se po profazi | vyrazn¢ neméni a

pretrvava az do druhé metafaze, kde se ucastni tvorby a udrzeni druhého meiotického
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bloku, coz s nasimi vysledky koreluje. Rozdilné maximum exprese proteinu Emil mezi
prase¢imi a mysimi vzorky lze vysvétlit odliSnymi mechanismy fizeni meiotického zrani
u mysi a prasat. Jendim z nich je rozdilna potieba de novo syntézy proteini (Miyano et
al., 2007).

Co se ty¢e degradace proteinu Emil, jsou rovéz uvadény rozlicné nazory. Tunquist et
Maller (2003) demonstrujii, ze ve fazi MII je hladina Emil nejnizsi a dale je na konstatni
urovni az do faze mitdzy. Paronetto et al. (2004), ktefi Emil studovali rovnéz na mySim
modelu, dokonce uvadi, ze nejen ze Emil zlstava aktivni v MII fazi, ale dokonce se
béhem embryonalniho vyvoje jeho koncentrace az jeden a pulkrat zvySuje. Jejich
experimenty dokonce ukazuji, ze je protein Emil zachovan v nizkych koncentracich az
do implantace blastocysty. To je vSak v rozporu s vyzkumem Reimanna et al. (2001),
ktefi zastavaji nazor, ze k degradaci Emil dochazi v ranné mitéze v zavislosti na Cdk
fosforylaci. NaSe vysledky demonstruji, Ze po oplozeni sice dojde k masivni degradaci
Emil proteinu, ale ve fazi zygoty je jeho exprese i tak relativné vysoka. Tim muzeme
rovnéz potvrdit nazor Eldridga et al. (2006), ze degradace Emil proteinu v anafazi neni
zavisla na aktivite¢ CaMKII (Ca2+/kalmodulin dependentni protein kinaza II), ktera je
aktivovana vapnikovym signalem indukovanym vstupem spermie do oocytu. S timto
tvrzenim je ve shodé¢ také vyzkum Peterse (2003), ktery piSe, Ze je degradace proteinu

Emil zprostiedkovana az vazbou B-Trcpl na SCF.

Druhym sledovanym proteinem Emi/Erp rodiny byl Emi2, jez je specificky pro meiotické
buriky a jeho hlavni uloha spoéiva piedev§im v udrzovani MII bloku jako soucast CSF

(Madgwick et al., 2006).

Nami detekovana exprese Emi2 byla rovnéz trochu rozdilnd u mysich a prasecich vzork,
coZ potvrzuje vySe zminovanou hypotézu o rozdilnich mechanismech regulace
bunééného cyklu u mysi a prasat, obzvlasté pak co se tyce proteosyntézy. U prasecich
oocytd jsme detekovatli expresi Emi2 ve vSech sledovanych fazich meiotického zrani,
nicméné v GV oocytech byla exprese na hranici detekce. Ve fazi prvni metafaze (Ml) se
exprese Emi2 proteinu lehce zvysila, ale stale byla na velmi nizkych hladinach. Ve fazi
druhé metafaze (MII) doslo k masivni expresi proteinu, kterd zde dosahovala maxima. Po
parthenogenetické aktivaci oocytti doslo k degradaci Emi2 proteinu a ve fazi zygoty nebyl

jiz zadny signal detekovan. Béhem embryogeneze se protein Emi2 opét reakumuloval a
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ve fazi dvoubunécéného embrya byl jiz dobte detekovatelny. Exprese Emi2 se nésledné ve
fazi ctytbunéného embrya zvysSila, nacez ve fazi osmibunécného embrya opét lehce

klesla.

U mysSich oocyti byla exprese Emi2 detekovana ve vSech sledovanych fazich
meiotického zréni i ranné in vivo embryogeneze. Exprese proteinu rostla z GV faze az do
MII, kde dosahovala svého maxima. Po fertilizaci doSlo k markanti degradaci Emi2
proteinu, nicméné ve fazi zygoty byl stale nepatrné¢ detekovatelny. Po zapoceti
mitotického bunécného déleni se exprese Emi2 proteinu opét znatelné zvysila (faze

Ctyftbunééného embrya).

Hlavnimi rozdily v exprese Emi2 u mysi a prasat byla znateln¢ vyssi exprese mysiho
Emi2 v GV fazi a stejné tak zde protein na nizkych hladinach ptetrvaval i po fertilizaci.
Vzhledem k tomu, ze neni metoda western blotu az tak ptesna co se tyce kvantifikace
relativniho mnozstvi exprimovaného proteinu, je mozné, Ze tato nizka koncentrace u

mysich zygot mohla byt zpusobena nespecifickym signalem diky pozadi filmu.

Nami dosazené vysledky u prase¢iho Emi2 koreluji s vyzkumem Shojiho et al. (2006) a
Tunquista et Mallera (2003), ktefi uvadéji, ze nejvyssi exprese Emi2 proteinu je ve fazi
MIL. Jejcih nazory na to, kdy se protein za¢ina exprimovat se vSak rozchazeji. Shoji et al.
(2006) demonstuje, Ze k této expresi dochazi po GVBD (coz by odpovidalo nasim
vysledkim u prasecich oocyti), Tunguist (2003) v8ak uvadi, Zze je Emi2 pfitomny
dokonce uz v nezralych oocytech jesté pied vstupem do meidzy (coz odpovida nasim
vysledkiim u mysich oocyt). Oproti tomu Marangos et al. (2007) uvadéji, Ze k expresi
proteinu Emi2 dochazi az pii vydéleni prvniho polového téliska, tudiz v pfechodu MI do
MII, coz je vzhledem knasim vysledkim dosti nepravdépodobné — zejména

s ptihlédnutim na polyadenylaci Emi2 mRNA, ktera byla detekovana jiz v MI oocytech.

Aktivita Emi2 je regulovana fosforylaci, at’ uz pozitivné¢ (c-mos, MAPK kinazova
signalni draha), ¢i negativné - Cdkl fosforylace brani interakci Emi2 s APC/C a
fosforylace CaMKII a PIk1 vede k destrukci Emi2 a inaktivaci CSF a vstupu oocytu do
mitotického cyklu (Tunquist et Maller, 2003).

Degradace Emi2 je tedy, na rozdil od Emil, zavisla na aktivit¢ CaMKII, ktera je jejim

spoustééem. Tento mechanismus vysvétluji ve své praci Liu a Maller (2005), ktefi
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demonstruji, ze v odezvé na signalizaci Ca®* se zvysuje hladina CaMKII, ktera
fosforyluje mista na N-terminadlnim konci Emi2. K témto fosforylacim dochazi na
treoninu 195. Poté mize byt fosforylovany threonin rozpoznan pomoci Polo-box domény
PIk1, kterd se zahy s Emi2 navaze a udrzuje jeho fosforylaci (Hansen et al., 2006; Isoda
et al., 2011). Tato fosforyla¢ni mista jsou potom rozpoznavana SCF a v SCFBTrCP-
dependentnim procesu béhem fertilizace ¢i aktivace oocytl, coz vede k degradaci Emi2.
To rovénz koreluje s nasimi dosazenymi vysledky, kdy doslo k degradaci Emi2 proteinu

nasledné po oplozeni u mysich a perthenogenetické aktivaci u prase¢ich oocytu.

Vyse zminovany mechanismus muzeme rovnéz potvrdit nasimi experimenty s malymi
molekulovymi inhibitory Emi2 na bazi pyrroli, které se pravé na Polo-box doménu PIk1
vazi a tim zabrani v udrZeni fosforylace Emi2. U vSech testovanych Emi2 inhibitori doSlo
ke statisticky vyznamnému sniZzeni oocytd maturovanych do MII faze. Z ¢ehoz lze
vyvozovat, ze protein Emi2 mé v procesu meiotické maturace oocytli nezastupitelnou
roli. Nicméné u oocytt, které do MII faze, i po pouziti Emi2 inhibiotrd, dosly, byly
pomoci immunohistochemické metody detekovany abnormalné utvazena délici vieténka,
stejné jako tomu bylo v experimentech Madgwick et al. (2006), ktera toto demontruje na
Emi2 KO mysich oocytech. Tyto experimenty byly vSak prozatim spiSe ve fazi testovani
samotné G¢innosti inhibice Emi2 a v budoucnu budou jesté optimalizovany a vyuzity pro

detailngjsi studium regulace fosforylace Emi2 a jejim uc¢inkiim béhem meiotického zrani.

Co se tyce sledovani polyadenylace Emil mRNA, byla u mysiho i prase¢iho Emil
detekovana ve vSech fazich meiotického zrani, coz je v ptimé korelaci s expresi Emil
proteinu. Stejné tak byla v pfimé korelaci exprese mysiho 1 prasecicho proteinu Emi2 a
polyadenylace jejich mRNA, ke které dochazelo v Ml a MII fazi. V nasi praci jsme tedy
potvrdili, Ze stejné jako je tomu u fizeni exprese Emil a Emi2 u zab rodu Xenopus (Belloc
et Méndez, 2008) plisobi u savcll stejny mechanismus. Rizeni genové exprese savéiho
Emil a Emi2 je na urovni posttranskripénich uprav a proteiny Emil a Emi2 byly tedy

exprimovany na zaklad¢ polyadenylace jejich mRNA.

6. 2 Diskuse k experimentim s ¢leny CPEB2 subrodiny
Hlavnim cilem disertaéni prace bylo prokazani ptitomnosti a vlivu CPEB2 b&hem

meiotického zrani prasecich oocytl a pathenogenetickych embryi, protoze o jeho expresi
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a funkci béhem téchto procesii nebyly prozatim publikovany zadné prace. Nicmén¢ jsme
se okrajové zaméfili 1 na mySi CPEB2 a rovnéz na ne tolik prozkoumané dalsi ¢leny

CPEB2 subrodiny, jako jsou CPEB3 a CPEBA4.

Cytoplazmatické polyadenyla¢ni elementy vazajici proteiny (CPEB) jsou rodina
proteindl, které vazi specifické skupiny mRNA a reguluji tak jejich translaci. Uloha
regulace translace pomoci CPEB byla potvrzena v mnoha fyziologickych a patologickych
procesech, zahrnujicich bunééné dé€leni, vyvoj samicich i sam¢ich zarode¢nych bungk,
diferenciace bunék, bunénou senescenci, synaptickou plasticitu i procesy spojené s
ucenim a paméti (Afroz et al., 2014; Eliscovich et al., 2008; Fernandez-Miranda et
Méndez, 2012; Groisman et al., 2000; Macnicol et al., 2015; Richter, 2007; Wu et al.,
1998).

Dosavadni studie CPEB2 se zamétovaly predevsim na jeho funkce v nervovém systemu
(Lai et al., 2016; Turimella et al., 2014) a dalsich tkanich (Chen et Huang, 2012; Hagelle
et al., 2009; Kurihara et al., 2003), ale o jeho funkci a expresi béhem meiotického zrani
oocytll a Casné embryogeneze neni piili§ znamo. V této praci jsme poprvé potvrdili
expresi CPEB2 mRNA a proteinu a takeé jeho lokalizaci béhem meiotického zrani oocyt

a vyvijejicich se ¢asnych embryi a jeho dulezitost v téchto procesech.

Vsichni ¢lenové CPEB rodiny podléhaji alternativnimu sestfihu, nasledkem ¢ehoz vnika
vice transkripénich variant (Turimella et al., 2014). My jsme potvrdili, ze i Vv prasecich
oocytech se vyskytuji dvé varianty CPEB2 mRNA, které koreluji s detekovanymi
CPEB2A a CPEB2B transkripty ve studii Wang et Coopera (2010). Wang et Cooper
(2010) analyzovali in silico mysi a lidské orthogeny CPEB1, CPEB2, CPEB3 a CPEB4
proteint a demonstruji velké mnozstvi jejich transkripénich variant, které vedou k expresi
riznych isoforem téchto proteind. V bunikdch mysi sitnice objevili dvé transkripcni
varianty CPEB2, jiz zminované CPEB2A a CPEB2B. Kratsi varianta (CPEB2A) je
tvofena vynechanim exonu 4 a je 90 0 nukleotidl kratsi nez delsi varianta (CPEB2B), coz
odpovida i nami detekovanym signalim mRNA. Johnson et al. (2015) pozorovali
antagonismus mezi témito dvéma variantami CPEB2 a hypotezuji 0 jejich mozné
protichtidné funkci. CPEB2B muze jednoduse fungovat pro vazbu specifickych mRNA a
blokovat je od spojeni s CPEB2A, coz umoznuje alternativni polyadenylaci a translaci.

Navrhuji také mechanistické vysvétleni, ze zahrnuti dalSich 30 aminokyselin v delsi
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formé CPEB2B zméni jeho funkci, takze mlize vazat RNA pro Gcinnou polyadenylaci
versus polyadenylaci inhibovat, kdyz je pfitomna vazba CPEB2A. Ptesna uloha téchto
dvou variant CPEB2 béhem meiotického zrani je vSak prozatim neznama a bude

pfedmétem dalsich vyzkumd.

Wang et Cooper (2010) rovnéz uvadeéji, ze dlouhy transkript CPEB2 koduje dvakrat tak
vetsi protein, coz by s vysokou pravdépodobnosti mohlo korelovat s nasimi vysledky
exprese CPEB2 proteinu, kdy bylo detekovano vice forem CPEB2. Exprese proteinu
CPEB2 byla detekovana ve vSech fazich meiotického zrani a statisticky se vyznamné
nelisila, nicméné v MII fazi je viditelna degradace proteinu a exprese CPEB2 zde
dosahuje svého minima. Mimoto byly sledovany u vSech fazi zrani dokonce dalsi dvé
formy proteinu. Vétsi z nich by mohla odpovidat pravé jiz zminovanému delSimu
proteinu, kdezto mensi z nich mozné fosforylaci CPEB2, protoze rozdil velikosti je
odpovidajici a signal vzristd od GV faze, kde je slaby. Pravé fosforylace maze hrat
vyznamnou roli ve vazbé CPEB2 na specifické mRNA a jejich regulace, stejné, jako je
tomu u CPEBL proteinu (Komrskova et al., 2014). To, zda se u vétsiho signalu jedna o
produkt del$iho transkriptu, ¢i se jedna Vv obou piipadech o mozné posttranslacni

modifikace (zejména praveé fosforylaci) musi byt jesté prozkoumano.

Snizeni Exprese CPEB2 v MII fazi koreluje s jeho paralogem CPEBI1, kdy je jeho
CasteCna degradace v Zabich vaji¢kach nezbytna pro prechod mezi metafazi | a metafazi
Il (Mendez et al., 2002) a coz bylo potvrzeno i u prasecich oocytt (Komrskova et al.,
2014).

Tato hypotéza byla v této praci rovnéz potvrzena pomoci vice senzitivni metodou, a to
pomoci qRT-PCR. Relativni exprese CPEB2 mRNA vzristala od GV faze do MI a
nasledné opét klesala, coz koreluje s nami sledovanou expresi CPEB2 proteinu. Zda je
vSak tato degradace nezbytnad pro vstup oocytli do MII faze, jako je tomu v pfipadé

CPEBI, musi byt jest¢ zmapovano.

Expresi CPEB2 mRNA jsme potvrdili také béhem ranné embryogeneze u prasat. Po
parthenogenetické aktivaci byla ve vsech stadiich embryonalniho preimplata¢niho vyvoje
exprese detekovatelna. A kromé ctyibunécného stadia, kde exprese CPEB2 mRNA
znatelné vzrostla, méla kontinualné klesajici charakter. S ohlédnutim na skute¢nost, ze

pravé ve stadiu ctyfbunééného embrya dochazi k aktivaci embryonalniho genomu (Jarrell
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et al., 1991), tento nartst exprese zna¢i, ze CPEB2 neni pouze maternalné, ale rovnéz

embryonalné exprimovanym genem.

Co se tyce lokalizace CPEB2 proteinu, nase vysledky z immunocytochemie ukazuji, ze
migruje z jadérka do cytoplazmy, kam je relokovan po parthenogeneticke aktivaci. Tato
migrace do cytoplazmy je pravdépodobné odezvou na vépnikovy signal skrze aktivitu
CaMKII, kterd po aktivaci (za fyziologickych podminek fertilizaci) nastava (Miao et
Williams, 2012). Tato teorie je rovnéz diskutovana Kanem et al., (2010), kteti uvadéji, ze
¢lenové CPEB2 subrodiny maji konzervovany nukledrni export, jez neni pfitomny u

CPEBL.

O funkci CPEB2 a jeho interakci s cilovymi mRNA neni pfili§ znamo, ale vzhledem
k podobnym vlastnostem, sekvenci a expresnimu profilu s dobfe prozkoumanym CPEB1

proteinem, Ize piedpokladat, ze s nim CPEB2 sdili mnoho podobnych funkci.

Piekryvajici se specificita ve vdzanych RNA mezi CPEB1 a CPEB2 indikuje také
moznou interakci CPEB2 s -kateninem a CaMKII (Turimella et al., 2014), jez jsou oba
vazany CPEBL1 proteinem (Kundel et al., 2009; Wu et al., 1998).

B-katenin je dulezitym mediatorem WNT signalni drahy, jejiz bezchybné pusobeni je
esencialni pro bunénou proliferaci (Clevers et Nusse, 2012) a pro meiotické zréani
zarode¢nych bun¢k, coZ naznacuje nezbytnost této drahy v procesech folikulogeneze a
oogeneze. ZvySend aktivita [-kateninu Vv samicich zarode¢nych buinikdch nad
fyziologickou hranici méla za nasledek abnormalni ptisobeni WNT signalni drahy, coz

vedlo v kone¢ném disledku k defektiim v sami¢i plodnosti (Kumar et al., 2016).

Stejné tak je dilezitym regulatorem meiotického zrani i CaMKII a ovliviiuje utvafeni
déliciho vieténka, coz muze fidit béhem meiotického zrani a aktivace prasecich oocytl
prostfednictvim regulace aktivity MPF a MAPK/p90rsk signalni drahy. Po blokovani
CaMKII bylo potla¢eno vydéleni prvniho polového téliska a meiotické zrani tak nemohlo
byt fadné dokonceno (Fan et al., 2003).

Vzhledem k tomu, Ze CPEB2 pravdépodobné¢ interaguje s témito meiotickymi regulatory,
1ze pfedpokladat, Ze $patné meiotické zrani u CPEB2 deficientnich ocytd demonstrovano

v této préci, mize byt odezvou pravé na naruSeni téchto mechanismd.
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Dilezitost CPEB-fizené translace béhem meiotického zrani oocytli a spermii bylo Tayem
et Richterem (2001) ovéfovano pomoci CPEB1 genového knockoutu u mysi. Mysi
s blokovanym CPEB1 genem nemély viditelné problémy se Zivotaschopnosti, ale jejich
reprodukéni organy byly vyrazné redukovéany (samice nemély detekovatelna ovaria a u
samcu byla varlata o 30% mensi) a samci i samice byli sterilni. Podobny trend jsme
pozorovali u CPEB3 KO mysi, kdy byla ovaria vyrazné redukovana a varlata dosahovala
pouze 35% vahy oproti kontrolnim skupinam samct. Rovnéz meiotické zrani CPEB3 KO
oocytd bylo naruseno, ale i tak dozralo do MII faze 68% oocytt. Jedinym problémem je
velmi malé mnozstvi experimentalnich CPEB3 KO oocytu, pravé z davodu velké redukce
ovarii, takze vysledky mohou byt lehce zkresleny. Zaznamy, porovnavajici pocet oocytt

z KO a kontrolnich mysi nebyly bohuzel zaznamenavany.

V ptipadé CPEB4 deficientich mysich oocyti nebylo meiotického zréni téméf naruseno.
mechanismus, ktery zajistuje nahrazeni funkce CPEB4 po jeho zablokovani a Ze je tomu
tak nejen u procest spojenych se synaptickou plasticitou a paméti, jak uvadi Tsai et al.
(2013), ale rovnéz i v reproduk¢nich procesech. Lze tedy piedpokladat, Zze nefunkcni
CPEB4 je nahrazen jinym CPEB, coz je ovSem dost troufald teorie a mechanismus

nahrazeni funkce CPEB4 bude muset byt pfedmétem detailnéjSiho zkoumani.

MozZnost nahrazeni funkce CPEB4 jinym CPEB nas pfivedla na mySlenku, Ze mozna po
CPEB2 KO a KD je jeho funkce také ¢astetné nahrazena jinym CPEB, protoze u
prase¢ich CPEB2 KD oocytli maturovalo do MII faze 43% oocytli a u mysich CPEB2
KO 34% oocytl, stejné jako byla sice naruSena ranna embryogeneze a pocty embryi
vyvinutych do pozadovanych stadii byly statisticky prikazné niz$i, nez u kontrolni

skupiny, nicméné jejich vyvoj nebyl pozastaven plné.

Tuto nasi hypotézu jsme se pokusili ovéfit pomoci porovnani hladin mRNA CPEB3 a
CPEB4 u kontrolnich a CPEB2 KD skupin oocytli a embryi v rozdilnych fazich
meiotického zrani a embryogeneze, ale ani u jendoho genu nebyla pozorovana zvysena
exprese. Hladina exprese CPEB1 nebyla porovnavana, protoze jsme usuzovali, Ze
nahrazeni funkce by bylo pravdépodobnéji zprostfedovano nékterym ze CPEB2

orthologli, nicméné to nelze vyloucit a bude to provéfeno v budoucnu.
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Co se ty¢e mechanismu regulace embryogeneze pomoci CPEB2, Nairismégi et al. (2012)
uvadéji, ze CPEB2 protein interaguje s TWIST1 transkripénim faktorem a negativné
ovlivituje jeho expresi. V embryich je TWIST1 nezbytnym genem, ktery se podili na
vyvoji embryonalniho mezodermu a dorzo-ventralni formaci embrya (Fuchtbauer, 1995;
Gitelman, 1997; Xu et al., 2012), z ¢ehoz lze usuzovat, ze pouze malych zlomek z
blastocyst, které se 1 pies zablokovani CPEB2 vyvinuly, by dale bylo zivotaschopnych a
1ze tak vysvétlit velmi maly pocet potomki u CPEB2 KO mysi, i pfes to, Ze neni jejich
fenotyp abnormalni.

Naruseni vyvoje rannych CPEB2 deficientich embryi do stadia blastocysty je mozné
odiivodnit potencidlnim zapojenim CPEB2 proteinu do vytvareni tésnych bunécnych
spoju (TJ — tigh junction), které jsou pro fadny vyvoj embrya nezbytné. CPEB-fizena
tvorba téchto bunéénych spoji byla jiz diive identifikovana u polarity epitelialnich bunék.
Normalni bunky vykazovaly silnou polaritu, adekvatni tvorbu bunéénych dutin a
selektivni propustnost na rozdil od bun€k s deficienci CPEBI, které mély snizenou
polaritu a tvorbu dutin a jejich propustnost byla zvySena (Matter et al., 2005; Nagaoka et
al., 2012). Jak je uvadéno Nagaokou et al. (2012), CPEBI1 hraje dulezitou roli v regulaci
lokalizace Tjpl (tight junction protein 1) mRNA a tim padem reguluje tvorbu téchto
tésnych bunéénych spoju. Stejné jako Tjpl, je s regulaci TJ spjat i f-katenin (Hartsock et
Nelson, 2008), coz jen potvrzuje nasi hypotézu, ze je CPEB2 pro tvorbu TJ b&éhem
embryogeneze nezbytnym a bude to otazkou pro budouci vyzkum.
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7 Zavér
V této disertacni praci byla zmapovana a porovndna exprese Emil a Emi2 b&hem
meiotického zrani sav¢ich oocytd a ranné embryogeneze a byl odhalen mechanismus
regulace jejich genové exprese. Rovnéz byly doplnény chybégjici informace o
cytoplazmatickych polyadenylacnich vazebnych proteinech. V nasem vyzkumu jsme se
zamé&fili pfedev§im na malo prozkoumany protein CPEB2. Byla zmapovana jeho exprese
na urovni proteini i mRNA a naznaéena jeho mozna regulace fosforylaci a dale byla
ovéfena jeho dilezitost v meidze a mitdze. Vysledkem prace bylo také otestovani funkce
novych makrocyklickych inhibiotrd Emi2 na bazi pyrrolt, které budou na zakladé nasich
vysledkt dale optimalizovany a budou dale vyuzity v budoucim vyzkumu mechanismt

regulace bunééného cyklu.

Vysledky nasi prace byla potvrzena hypotéza, Ze se exprese Emil a Emi2 proteinti se lisi
mezi jednotlivymi fa&zemi meiotického zrani mysich a prase¢ich oocyti a Ze exprese Emil
a Emi2 proteint je v piimé korelaci s polyadenylaci 3" konce jejich mRNA. Zasadnimi
posttranskripnimi Upravami, jez u nich reguluji genovou expresi, je tedy pravé

polyadenylace.

Byly rovnéz potvrzeny hypotézy, ze exprese Emil proteinu ptetrvava i po fertilizaci ¢i
parthenogenetické aktivaci oocytl a Ze proteinu Emi2 je po fertilizaci ¢i parthengenetické
aktivaci oocyti degradovan a k jeho reakumulaci dochazi az béhem prvnich cykli mitozy.
Zaroven bylo ovéfeno, ze zablokovani Polo-box domény Plk1 malymi makrocyklickymi
inhibitory zabrani fosforylaci Emi2 a snizi tak procento mySich a prasecich oocyti

maturovanych do MII faze.

Co se tyce vyzkumu cytoplazmatické polyadenylaéni elementy vazebnych proteint, byla
ovéfena hypotéza, ze se exprese CPEB2 mRNA i proteinu 1isi v jednotlivych fazich
meiotického zrani prasecich oocytli a vyvoje rannych parthenogenetickych embryi a je
pro jejich zdarny vyvoj nezbytna. Také byla ovétena hypotéza, Ze i v prasecich oocytech
jsou dvé formy CPEB?2 transkriptu — CPEB2A a CPEB2B. V dalsim vyzkumu vSak bude

nezbytné ovéfeni jejich funkce.

Nicméné hypotéza, ze se po zablokovani CPEB2 zvysi exprese ostatnich CPEB z CPEB2
subrodiny (CPEB3, CPEB4) a ¢aste¢né tedy nahradi jeho funkci, byla vyvracena, i kdyz
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byla potvrzena hypotéza, ze CPEB3 a CPEB4 transkripty jsou pfitomny ve vSech fazich

meiotického zrani.

Rovnéz nas vyzkum potvrdil hypotézu, Ze jedinym ¢Elenem CPEB2 subrodiny, jehoz
inhibice nemé letalni vliv na meiotické zrani mysich oocyti, je CPEB4 a potvrdili jsme
tak jiz dive diskutovanou moznost, Ze je jeho funkce u deficientnich buné¢k nahrazena

jinym mechanismem, coz bude otazkou budouciho vyzkumu.

Vysledky této prace pomohly objasnit jeden z klicovych procesti vyznamné ovliviujicich
spravny priubé¢h meidzy a molekularni mechanismy ovliviiujici vystup oocytti z MII bloku
a bezchybné zahajeni embryonalniho vyvoje. Nase poznatky mohou rovnéz prispét ke

zlepseni podminek in vitro kultivace oocytli a potazmo in vitro produkce embryi u savcti.
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