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Abstrakt

Aktivita signalni drahy mTOR umozniuje na Cepicce zavislou translaci specifickych
mRNA. Cilem této prace bylo zjistit, zda a do jaké miry tato signalni draha ovliviuje
preimplanta¢ni embryonalni mysi vyvoj, zejména pak prvni rozhodnuti o bunééném osudu,
béhem kterého dochéazi k prostorové a funkéni segregaci prvnich dvou bunéénych linii,
kterymi jsou trofoektoderm a pluripotentni vnitini masa bun¢k. Ukazali jsme, ze mTOR draha
je aktivni béhem embryonalnich déleni, véetné déleni ze stadia 8 na stadium 16 bunék, kdy
jsou tvofeny prvni vnitini bunky (progenitory vnitini bunécné hmoty). Inhibice mTOR pomoci
inhibitor Torinl a 4EGI-1 vede ke snizeni poctu vnitinich bun¢k u Sestnactibunéénych
embryi a pokud je tato inhibice prodlouzena do stddia 32 bunék, maji i tato embrya méné
vnittnich buné€k a vice vn¢jSich bunc€k ve srovnani s kontrolami. Zjistili jsme vSak, ze nékteré
vngjsi buiky v embryich s inhibovanou mTOR dréhou vykazuji molekularni charakteristiky
vnitinich bunek. Pokud se porovnavaji pouze pocty vnéjSich bunék nesouci charakteristiky
vnéjsich bunck, pak mezi kontrolnimi a inhibovanymi embryi neni Zadny rozdil. To naznacuje,
ze se embryo snazi kompenzovat snizeny pocet vnitinich bun€k a Ze tyto vnéjsi bunky, které
nesou molekularni charakteristiky vnitfnich bun¢k budou brzy internalizovany. Vysledky této
prace ptispivaji k lepsSimu pochopeni raného embryonalniho vyvoje savct a poskytuji zaklad

pro dal$i vyzkum mTOR regulované translace u mysich preimplanta¢nich embryi.

Kli¢ova slova: mysi preimplanta¢ni vyvoj, mTOR signélni draha, translace zavisla na mRNA

CepiCee vnitini buiky, vnéjsi burky, polarizace, bunééné déleni, 4EGI-1, Torinl



Abstract

The activity of the mTOR signaling pathway enables the cap-dependent translation of
specific MRNAs. The aim of this work was to find out whether and to what extent this
signaling pathway affects mouse preimplantation embryonic development, especially the first
cell fate decision when first two embryonic cell lineages, differentiating trophoectoderm and
pluripotent inner cell mass, are spatially and functionally segregated. We showed that the
mTOR pathway is active during embryonic cell divisions, including the 8- to 16-cell division
when first inner cells (inner cell mass progenitors) are generated. mTOR inhibition by Torinl
and 4EGI-1 inhibitors leads to a decrease in the number of inner cells in 16-cell embryos If
this inhibition is prolonged to the 32-cell stage, these embryos also have fewer inner cells and
more outer cells compared to controls. However, we revealed that some outer cells in mTOR-
inhibited embryos exhibit molecular characteristics of inner cells. If only outer cells with outer
cells characteristics are compared, there is no difference between control and mTOR-inhibited
embryos. This suggests that the embryo is trying to compensate the reduced number of inner
cells and that theseouter cells will soon be internalized. The results of this work contribute to
a better understanding of mammalian early embryonic development, and provides basis for

further research into the mTOR-regulated translation in mouse preimplantation embryos.

Key words: mouse preimplantation development, mTOR signalling pathway, cap-dependent

translationinner cells, outer cells, polarization, cell division, 4EGI-1, Torinl
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1. Uvod
1.1 Preimplantacni vyvoj mySiho embrya

Preimplantac¢ni vyvoj mysiho embrya zacind v okamziku oplodnéni zralého oocytu,
ke kteréemu dochézi v ampularni ¢asti vejcovodu v E0,5 (embryonalni den 0,5) a konéi
implantaci embrya do dé€lozni sliznice v E4,5. Béhem tohoto ¢asového tiseku projde embryo
vejcovodem, vstoupi do d€lohy a dojde v ném k sedmi mitotickym délenim, k oddéleni tiech
bunéénych linii, tvorbé blastocoelové dutiny (vzniku blastocysty) a vyhfeznuti blastocysty
ze zona pellucida (Cockburn & Rossant, 2010). Vysledkem tohoto procesu je embryo
obsahujici zhruba 128 buné€k, ve kterém jsou ustanoveny tfi bunééné linie. Trofoektoderm
(TE), ze kterého pozdé&ji vznikne placenta, primitivni endoderm (PE), ktery da vzniknout
zloutkovému vaku a jinym extraembryonalnim tkanim, a epiblast (EPI), ze kterého se vyvine
plod (Cockburn & Rossant, 2010). Jednotlivé fdze mySiho preimplantacniho vyvoje jsou
ptehledné zndzornény na obrazku 1.

Vstupem spermie do zralého oocytu vznikne zygota (E0,5), kterd se nasledné mitoticky
déli a vznika 2bunécné embryo (E1,5). V této vyvojové fazi dochazi k aktivaci zygotického
genomu, pii které se embryo zbavuje zavislosti na mRNA a transkripnich faktorech
zdédénych od matky a zacind transkribovat a translatovat vlastni mRNA (Cockburn
& Rossant, 2010; Zernicka-Goetz et al., 2009). Je ale dulezité poznamenat, Ze v embryu béhem
celého preimplanta¢niho vyvoje pretrvavaji proteiny nasyntetizované z téchto matetskych
mRNA (Mihajlovi¢ & Bruce, 2017).

Druhé mitotické déleni, ve kterém dosahne embryo 4bunééné faze, probihda v E2,0 a je
nasledovano piechodem do 8buné¢ného stadia v E2,5 (Yamanaka et al., 2006). Po tomto
piechodu dochazi v embryu k procestiim takzvaného zhutnéni a polarizace, které jsou nezbytné
pro diferenciaci prvnich dvou bunéénych linii (TE a ICM) a tedy i pro dal$i embryonalni vyvoj
(Graham & Zernicka-Goetz, 2016). Pii procesu zhutnéni dochazi ke zvétseni kontaktnich
ploch mezi jednotlivymi blastomerami a v disledku toho ke kompaktaci embrya. Béhem
polarizace se v mistech kontaktu dvou bunék tvofi bazolateralni domény a na mistech bez
bunééného kontaktu (¢asti bun€k na povrchu embrya) apikalni domény (piehledné znazornéno
na obrazku 2) (Graham & Zernicka-Goetz, 2016).

Diky procesu polarizace generuje nasledné mitotické déleni dva typy bun€k
(podrobnéji popsano v kapitole 1.1.1). Vnéjsi polarizované, které¢ zdédily apikalni doménu
a vnitini nepolarizované, které ji nezdédily. Vné&jSi polarizované buiiky piijmou osud

trofoektodermu (TE) a vnitini nepolarizované se budou vyvijet ve vnitini masu bun¢k (ICM)



(Yamanaka et al., 2006). Navzdory rozdilné polarit¢ a v disledku toho i odlisné expresi
transkripnich faktorti si vSechny buiiky 16bunééného embrya zachovavaji totipotenci
(Suwinska et al., 2008), podle jinych vyzkumt si bunky ICM zachovavaji schopnost
regenerovat TE az do stadia rané blastocysty (Posfai et al., 2017). 16bunééné embryo
se opétovné déli za vzniku dalSich vnéjSich polarnich a vnitfnich nepolarnich bun¢k a v E3,0
dosahne stadia 32 bunék (Cockburn & Rossant, 2010). V embryu dochédzi k prvnimu
rozhodnuti o bunééném osudu a k rozriiznéni prvnich dvou bunéénych linii, kterymi jsou TE
a ICM (Chazaud & Yamanaka, 2016). Cely tento proces je podrobnéji popsan v kapitole 1.1.2.
Diky polarité¢ a poloze jednotlivych bunék dochdzi mezi vn€jSimi a vnitinimi bunikami
k rozdilné expresi diferencia¢nich faktort, ktera ma za nasledek diferenciaci vnéjsich bunék
a udrzeni pluripotence v bunkach vnitinich (Graham & Zernicka-Goetz, 2016).

Pomérné brzy po oddéleni linii TE a ICM (v E3,5) se v embryu za¢ina pomoci Na+/K+
ATPé4z akumulovat Na+ na bazolaterndlni stran¢ TE. V dusledku toho se vytvari osmoticky
gradient, ktery spole¢né s akvaporiny, rovné€z ptitomnymi ve vrstvé TE bunék, umoziuje
pruchod vody do vnitini ¢asti embrya (Cockburn & Rossant, 2010). Tam se nasledné utvari
dutina vyplnéna vodou (blastocoelova dutina), ktera se postupné zvétSuje az do E4.5
(Cockburn & Rossant, 2010; Mihajlovi¢ & Bruce, 2017). Zatimco bunky TE zlstavaji
rozprostiené na povrchu embrya, builky ICM se shlukuji k jednomu embryonalnimu pdélu
a zbytek vnitini Casti je okupovan neustale se rozpinajici blastocoelovou dutinou (Cockburn
& Rossant, 2010; Mihajlovi¢ & Bruce, 2017). Vysledkem tohoto procesu je embryonalni
Gtvar, ktery se nazyva blastocysta.

Béhem nésledujicich 24 hodin se buiikky embrya jesté dvakrat mitoticky dé€li a bunky
ICM se diferencuji do dvou ruznych vyvojovych linii. Prvni z nich je primitivni endoderm
(PE) a druha je epiblast (EPI) (Cockburn & Rossant, 2010; Graham & Zernicka-Goetz, 2016).
Zpiisob rozhodovani o tom, které buiiky se budou vyvijet jako PE a které jako EPI zatim nebyl
zcela objasnén. Bylo navrzeno né€kolik teorii, ale nebyl zatim nalezen zadny jednoznaény
princip, ktery by pomohl ptedpovédét které bunky piijmou ktery osud (vice v kapitole 1.1.3)
(Graham & Zernicka-Goetz, 2016). Po diferenciaci PE a EPI probiha ptesun jednotlivych
bunék, na konci kterého tvoii buiiky PE jednobunécnou vrstvu, odd€lujici masu EPI bunék
od blastocoelové dutiny (viz obrazek 1) (Graham & Zernicka-Goetz, 2016).

Embryo se nyni nachazi ve stadiu pozdni blastocysty, sestoupilo jiz z vejcovodu
do délohy a je téméf piipraveno na implantaci do d€lozni sliznice (Cockburn & Rossant,
2010). Pfed procesem implantace ale musi dojit k vyhteznuti embrya ze zona pellucida, ktera

ho obaluje. Cely proces je velmi komplexni a zatim nebyl zcela objasnén. DuleZitou funkci
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vV ném ma ale nepochybné TE a expandujici blastocoelova dutina (White et al., 2018). Pokud
se embryu z néjakého duvodu nepodafi zona pellucida protrhnout a vystoupit z ni, tak se neni

schopné implantovat do délozZni sliznice a pokracovat ve svém vyvoji (White et al., 2018).

zhutnéni

dni
2ygota stadium stadium stadium morula rana blastocysta bl:s(:zz)cclsta
2 bunék 4 bunék 8 bunék (32 bunék) (64 bunék) (> 100 bungk)

EO0,5 E15 E2,0 E2,5-E2,75 E3,25-E3,5 E4,0 E4,5

Obr. 1: ZjednoduSené schéma preimplanta¢niho vyvoje mySiho embrya: Je zde zobrazen vyvoj
od zygoty pies 2bunécné, 4bunécné a 8bunécné embryo. Nasleduje proces zhutnéni a oddéleni
prvnich dvou bunéénych linii (TE a ICM). Nasleduje tvorba blastocysty, diferenciace ICM
na PE a EPI a preskupeni PE a EPI bunék do pozadované polohy (Cockburn & Rossant, 2010).
Schéma bylo vytvofeno s pouzitim Sablon ve webové aplikaci BioRender
(https://app.biorender.com/)

1.1.1 Polarizace a jeji vliv na prvni rozhodnuti o bunééném osudu

Az do 16bunécného stadia si vSechny blastomery zachovavaji totipotenci neboli
schopnost vytvaiet jakykoli bunéény typ, vyskytujici se v daném organismu. Tato vlastnost
se ale ztraci béhem asymetrického déleni z 16 na 32 bunék (Suwinska et al., 2008), pii kterém
se od sebe zacinaji odliSovat prvni dvé bunééné linie: TE a ICM. Aby mohlo k asymetrickému
déleni dojit, musi mu nutné¢ predchazet procesy zhutnéni a polarizace, které probihaji
v 8bunééném embryu (Cockburn & Rossant, 2010; Mihajlovi¢ & Bruce, 2017).

Nejdtive dochdzi k procesu zhutiiovani, béhem kterého ztraci blastomery sviij kulaty
tvar a zaCinaji se zplostovat. V mistech kontaktu dvou bun€k dochazi ke hromadéni
E-cadherinu a ke tvorbé adheznich spoji, v disledku ¢ehoz se zvétsuji kontaktni plochy mezi
butkami a embryo se stdva kompaktnéjSim (Graham & Zernicka-Goetz, 2016; Mihajlovi¢
& Bruce, 2017; Yamanaka et al., 2006). V kompaktnim embryu nasledné dochazi k procesu
polarizace, pfi kterém se na povrchu vSech buné&k tvoii apikdlni a bazolateralni doména,
v zavislosti na poloze dané casti bunky vembryu (Graham & Zernicka-Goetz, 2016;
Mihajlovi¢ & Bruce, 2017). Casti bunék, které jsou v kontaktu s dalii buiikou ziskavaji
bazolateralni doménu a ¢asti bez bunééné¢ho kontaktu (na povrchu embrya) ziskdvaji doménu

apikalni (zjednodusené znazornéno na obrazku 2) (Graham & Zernicka-Goetz, 2016). Ta je


https://app.biorender.com/

tvofena proteinovym komplexem, jehoz soucasti jsou mimo jiné PAR3, PAR6 a aPKC
(Mihajlovi¢ & Bruce, 2017; Yamanaka et al., 2006). V oblasti apikalni domény je déale
lokalizovan PARDG6B, ktery se mtize podilet na udrzovani polarity, v bazolateralni doméné¢ je

potom ptitomen EMKI1 (Vinot et al., 2005).

@ apikilni doména

bazolateralni doména

Obr. 2: Polarizace mySiho preimplantacniho embrya: V mistech kontaktu buiika-buiika
dochazi ke tvorbé bazolateralni domény (znazornéna zluté) a v mistech bez bunécného
kontaktu (na povrchu embrya) se tvofi apikalni doména (znazornéna Cervené) (Graham
& Zernicka-Goetz, 2016). Obrazek byl vytvofen s pouzitim Sablon ve webové aplikaci
BioRender (https://app.biorender.com/)

Béhem dalSiho mitotického dé€leni na konci kterého dosdhne embryo stadia 16 bunék,
se mohou blastomery dé€lit nékolika zptsoby, pticemz podle nékterych zdroji bude zptsob
déleni rozhodujici pro jejich dalsi vyvoj (Cockburn & Rossant, 2010). Prvni moznosti je,
ze se blastomera rozd¢li antiklinalné neboli symetricky (zndzornéno na obrazku 3b), coz
znamena, ze ob¢ dcefiné buinky zdédi polovinu apikalni domény (Sutherland et al., 1990)
astanou se znich vn&jsi bunky, sméfujici k osudu TE (Chazaud & Yamanaka, 2016;
Yamanaka et al., 2006). Druh4d mozZnost je, Ze se buiika rozdéli periklinaln€ neboli asymetricky
(zndzornéno na obrazku 3c), pfiCemZ jedna dcefind buiika ziska celou apikdlni doménu
(Sutherland et al., 1990) a stane se z ni vnéjsi bunka smétujici k osudu TE. Druha dcefina
burika se bude nachazet uvnitt embrya a bude sméfovat k osudu ICM (Chazaud & Yamanaka,
2016; Yamanaka et al., 2006). Existuje i tfeti moznost, takzvané Sikmé déleni (zndzornéno
na obrazku 3d), coZ znamend, Ze jedna dcefina bunika ziska velkou ¢ast apikalni domény
adruhd pouze jeji malou ¢ast (Sutherland et al., 1990). Bunka s velice malou apikalni
doménou je oznacovéna jako SAD (z anglického ,,small apical domain®). Takovato burika
je béhem dalsiho vyvoje vétsSinou zcela zatlacena do vnitini polohy, a diferencuje se smérem

k ICM, protoze mala ¢ast apikalni domény, kterou bunka zdédila, nestacéi k jeji polarizaci
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(Samarage et al,, 2015). Embryo ve stadiu 16 bunék se vySe popsanym zpusobem
(symetricky/asymetricky) znovu déli a dosahuje stadia 32 bunck (Cockburn & Rossant, 2010).

Zatim nebylo objasnéno, jakym mechanismem je orientace bunééného déleni
regulovana. Bylo navrzeno, ze existuje souvislost mezi rovinou déleni a polohou bunééného
jadra, pricemz symetrické déleni by probihalo pii apikdlnim umisténi jadra a asymetrické
déleni by probihalo pfi jeho bazalnim umisténi. Na polohu bunéénych jader by mohla mit vliv
polarita a mnozstvi proteinu CDX2 (Ajduk et al., 2014). Zde je nutno podotknout, Ze n¢které
vyzkumy nepotvrzuji rozhodujici vliv sméru déleni (zeyjména pak ve stddiu 16 bunck)
na rozhodnuti o tom, zda se dcefiné bunky piikloni k osudu TE nebo ICM (Watanabe et al.,
2014).

@ apikélni doména

bazolateralni doména

Obr. 3: Zptisoby bunécného déleni pii piechodu 8bunécného embrya na embryo 16bunécné:
V Casti a je zobrazena jedna buiika 8bunééného embrya s vyznacenou apikalni a bazolateralni
doménou. V ¢asti b je zobrazeno symetrické déleni, v ¢asti ¢ asymetrické déleni a v ¢asti d
Sikmé déleni této bunky (Chazaud & Yamanaka, 2016; Sutherland et al., 1990; Yamanaka et
al., 2006). Obrazek byl vytvoien ve webové aplikaci BioRender (https://app.biorender.com/)

1.1.2 QOdli$né expresni vzorce v buitkkach TE a ICM a Hippo signaliza¢ni draha

Diky symetrickému/asymetrickému déleni z 8bunécného na 16bunééné stadium
se v embryu zacinaji diferencovat prvni dvé bunécné linie s odliSnymi expresnimi vzorci
transkrip¢nich faktort specifickych pro danou vyvojovou linii (Yamanaka et al., 2006). Proces
diferenciace pokracuje pies dalsi mitotické déleni ze stadia 16 na stadium 32 bunék a je
definitivné zavrSen vytvofenim rané blastocysty (Cockburn & Rossant, 2010). O piesné
ptic¢in€ vzniku odlisnych expresnich vzorcli mezi bunéénymi liniemi TE a ICM se stéle vedou
spory, ale vSeobecné jsou piijimany dva modely, které¢ maji tento jev objasiiovat (Mihajlovié
& Bruce, 2017; Sasaki, 2017). Prvni je pozi¢ni model, ktery navrhli Tarkowskia Wroblewska.
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Na zaklad¢ jejich pozorovéni je pro odlisny vyvoj TE a ICM rozhodujici vnéjsi/vnitini
umisténi bunky v embryu (Tarkowski & Wroblewska, 1967). Druhy model byl navrzen
Johnsonem a Ziomkem, kteti dosli k odlisnym zavérim. Podle nich nehraje hlavni roli
Vv uréovani bunécného osudu bunécna poloha, ale bunécna polarita (Johnson & Ziomek, 1981).

Rada studii poukazuje na to, Ze se tyto dva modely navzijem nevyluduji, nebot
bunéénd polarita/apolarita a vné&jSi/vnitini bunéfna poloha spolu velice uzce souvisi
(Mihajlovi¢ & Bruce, 2017; Sasaki, 2017). Zajimavé je, ze se kratce po déleni z 8bunécného
na 16bunééné stadium nenachazeji vSechny nepolarizované bunky ve vnitini poloze, ale
postupné se do ni presouvaji, pfiCemz Hippo signaliza¢ni drdhu aktivuji na zakladé své
polarity/apolarity jesté pied timto pfemisténim (Anani et al., 2014; Watanabe et al., 2014).
MiiZe ale také dochazet k tomu, Ze tyto bunky ziistavaji na povrchu embrya, ziskavaji polaritu
a vyvijeji se v TE (Korotkevich et al., 2017).

Bylo také zjiSténo, Zze zména polohy bunky v rdmci embrya (pfesunuti buiiky z vnitini

polohy do vné¢j$i nebo naopak) donuti buiiku zménit svou polaritu (buiika ziska nebo ztrati
apikalni doménu) a v dasledku toho dojde i ke zmén¢ osudu dané burky (Zernicka-Goetz et
al., 2009). Mizeme se ale setkat i s opacnym jevem. Pokud v buiice dojde k nezvratné¢ zméné
polarity (napfiklad kvtli experimentalnimu zvyseni ¢i snizeni exprese uré¢itych mRNA), muze
mit dana buiika tendenci se pfemistit a pfijmout v embryu novou polohu, ktera bude odpovidat
jeji nové polarité (Plusa et al., 2005).
Hippo signaliza¢ni draha (zjednoduseny piehled na obrazku 4). Jeji aktivita je ovliviiovana
buné¢nou polaritou (Hirate et al., 2013) a do urcité miry i bunéénym kontaktem (Stephenson
et al., 2010). Po pfechodu z 8bunécného na 16bunécné embryo se zacinaji mezi poldrnimi a
nepolarnimi buitkami tvofit zdsadni rozdily v mnoZstvi a lokalizaci proteinu AMOT (Hirate et
al., 2013).

V nepolarnich butikach je protein AMOT piitomen ve vét§im mnozstvi nez v polarnich
burikach a je lokalizovan v cytoplasmatické membrané a slabé v cytoplasmé (Hirate et al.,
2013; Sasaki, 2017), kde interaguje s LATS kinazami (Hirate et al., 2013). Diky této interakci
mohou LATS kinazy fosforylovat transkripéni koaktivatorovy protein YAP, ten je poté
v disledku fosforylace zadrzovan v cytoplasmé (Nishioka et al., 2009). Hippo dréaha je aktivni
(ptehled v Sasaki, 2017). Neschopnost YAP vstupovat do bunééného jadra znamena,
7e V jadie nedochazi k aktivaci transkripéniho faktoru TEAD4 (Nishioka et al., 2009). To ma
za nasledek ukonceni exprese Cdx2 a Eomes, které jsou pomoci TEAD4 regulovany (Nishioka

et al., 2008; Nishioka et al., 2009) a pokracujici expresi gentt S0x2 (dilezitého pro pluripotenci
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bun¢k) (Wicklow et al., 2014), Oct3, Oct4 a Nanog (Nishioka et al., 2008; Nishioka et al.,
2009; Niwa et al., 2005; Strumpf et al., 2005). Béhem vyvoje ICM je Amot v této linii nadale
exprimovan (Leung & Zernicka-Goetz, 2013).

V polarnich buiikach je protein AMOT pfitomen v men$im mnozstvi nez v nepolarnich
bunikach a je lokalizovan pouze v apikalni doméné (Hirate et al., 2013; Sasaki, 2017), kde
nemuze interagovat s LATS kinazami, protoZze ty jsou pfitomny pouze v bazolateralni domén¢
(Sasaki, 2017). V dusledku toho ziistava protein YAP bez fosforylace, coz mu umoziuje
pronikat do jadra, kde se hromadi (Nishioka et al., 2009). Hippo draha neni aktivni (pfehled
v Sasaki, 2017). Nefosforylovany YAP pfitomny v bunéném jadie ndsledné aktivuje
transkripéni faktor TEAD4 (Nishioka et al., 2009), v disledku ¢ehoz dochazi k potlaceni
exprese pluripotentniho transkrip¢niho faktoru Sox2 (Wicklow et al., 2014). Aktivace TEAD4
ale rovnéz zapticini pokracujici expresi transkripénich faktortt Cdx2 a Eomes, specifickych
pro TE (Nishioka et al., 2008; Strumpf et al., 2005; Zernicka-Goetz et al., 2009). CDX2
nasledné potlacuje expresi Oct3, Oct4 a Nanog (Nishioka et al., 2008; Nishioka et al., 2009;
Niwa et al., 2005; Strumpfet al., 2005), ¢imZ se znemozni vzniku ICM (Nishioka et al., 2008).
CDX2 také zvySuje apikalni lokalizaci aPKC a tim ovliviiuje pozitivni zpétnou vazbou
buné¢nou polaritu, coz pravdépodobné napomaha ke stabilizaci TE (Jedrusik et al., 2008).
S postupujicim vyvojem TE je Amot exprimovan stile méné, a nakonec se stava témer

nedetekovatelnym (Leung & Zernicka-Goetz, 2013).
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Obr. 4: Diferenciace TE a ICM od polarity pies Hippo signalni drahu: V nepolarnich buinikach
interaguje protein AMOT s LATS kinazami, které jsou diky této interakci schopné
fosforylovat YAP. Fosforylovany YAP nemiZze pronikat do bunétného jadra, hromadi
se v cytoplasmé a v jadie nedochazi k aktivaci TEADA4. V disledku toho nejsou exprimovany
Cdx2 a Eomes a naopak jsou exprimovany Sox2, Oct3, Oct4 a Nanog. V polarnich bunikach
AMOT s LATS kindzami neinteraguje. Diky tomu zlstava bez fosforylace a pronika
do bunééného jadra, kde aktivuje TEAD4. Aktivni TEAD4 nasledné potlacuje expresi Sox2
a ponechava aktivni expresi transkripénich faktora Cdx2 a Eomes. CDX2 potlacuje expresi
Oct3, Oct4 a Nanog (piehled v Sasaki, 2017).

1.1.3 Druhé rozhodnuti o bunééném osudu

Kratce po vytvoteni blastocysty dochazi v embryu ke druhému rozhodnuti o bunééném
osudu. Béhem ného dochazi k diferenciaci ICM bungk na dalsi dvé bunééné linie. Prvni z nich
je PE, ze kterého pozdéji vznikaji extraembryonalni tkan€. Druhou bunécnou linii je EPI,
ze kterého vznikaji pluripotentni embryondlni kmenové bunky a také samotné embryo
(YYamanaka et al., 2006).

Nejdilezitéjsi ulohu pti vzniku PE a EPI maji transkripéni faktory OCT4, NANOG
a GATAG, které jsou v E3,5 pfitomny v kazdé buiice ICM (Chazaud et al., 2006). Historicky
bylo navrzeno nékolik modelt vysvétlujicich, jak by mohlo dochazet k rozhodnuti o tom, které
buriky se budou vyvijet v PE a které v EPI. Jednim z nejznaméjsich modelti je model ,,soli
a pepte‘. Ten predpoklada, Ze k rozhodnuti mezi osudem PE a EPI dochéazi naptic celou masou
ICM nezavisle na poloze bunék (Graham & Zernicka-Goetz, 2016; Mihajlovi¢ & Bruce,
2017).

vvvvv
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burika ICM bude ptispivat k PE a kterd k EPI (Chazaud et al., 2006; Meilhac et al., 2009).
Objevuji se dikazy, ze jiz v E3,5 je ICM mozaikou obsahujici dvé bunééné populace
s rozdilnymi hladinami exprese transkrip¢nich faktortt OCT4, NANOG a GATAG6 (Chazaud
et al., 2006; Plusa et al., 2008). Ptislu$nost bunék k populaci PE/EPI by mohla byt dana vinou
bunécného déleni ptfi které bunky vznikly. Konkrétné, ¢im pozdé€ji jsou buiiky vytvoreny
délenim vngjSich bunék na povrchu embrya, tim spiSe se budou vyvijet v PE (Morris et al.,
2010).

Pokud je v butice potla¢ena exprese Oct4 a Nanog, a nadale je exprimovan pouze
Gata6, bude se bunka vyvijet v PE (Chazaud et al., 2006). Pozd¢ji za¢ne v téchto bunkach
také exprese Gata4, ktery neni dilezity pro samotny vznik PE, ale podporuje dalsi vyvoj této
bunééné linie (Graham & Zernicka-Goetz, 2016). V ptipadé ze ma z dané bunky vzniknout
EPI, je nezbytna pokracujici exprese Oct4 spolu s Nanog a Sox2 (Avilion et al., 2003; Wicklow
et al., 2014) a naopak musi dojit k potlaceni exprese Gata6 (Yamanaka et al., 2006). SOX2 je
dulezity i béhem dalsiho vyvoje EPI, protoze ho pomaha udrzovat v plutipotentnim stavu
(Avilion et al., 2003; Wicklow et al., 2014).

Jednotlivé blastomery se vySe uvedenym zptisobem diferencuji na PE a EPI a nasledné
musi zaujmout pozici odpovidajici tomu, ve kterou bunécnou linii se vyviji. Buiikky EPI
zustavaji uvniti bunéné masy, zatimco buiiky PE se pfesouvaji na jeji okraj a vytvari
jednobunéénou vrstvu, odd¢€lujici linii EPI od blastocoelové dutiny (znazornéno na obrazku 1)
(Mihajlovi¢ & Bruce, 2017). Spatné umisténé buiiky se relokalizuji za pomoci aktinu (Meilhac
et al., 2009; Plusa et al., 2008), nebo jsou vedeny ke spusténi apoptdzy (Plusa et al., 2008).

1.2 Sav¢i cil rapamycinu (mTOR)

Sav¢i cil rapamycinu (mTOR) je serin/threonin proteinkinaza, kterd na zakladé
mnoha faktort (mezi které patii naptiklad dostupnost Zivin a stres) reguluje expresi
specifickych mRNA, ¢imz nasledné ovliviiuje hlavni bunécné procesy, jako napiiklad
bunécny riist a proliferaci. Kvili své funkei pti fizeni procesii nezbytnych pro pieziti bunky
hraje roli také v mnoha onemocnénich, mezi ktera patii obezita, cukrovka 2. typu, rakovina,
a dalsi (Ma & Blenis, 2009; Qin et al., 2016). Tato signalni dréha je tvofena dvéma
proteinovymi komplexy, pojmenovanymi mTORC1 a mTORC2 (Fonseca et al., 2014; Qin
et al., 2016), které jsou evoluéné konzervovany od kvasinek ke ¢lovéku (Loewith et al.,
2002). mTORC1 obsahuje mMTOR, mLST8 a RAPTOR a ovliviiuje mimo jiné translaci

nékterych mRNA, syntézu rRNA a ribozomalnich proteinli a bunécny rist (Fonseca et al.,



2014; Ma & Blenis, 2009; Zoncu et al., 2010). mTORC2 obsahuje mTOR, mLST8
a mAVO3 a tidi hlavné reorganizaci aktinového cytoskeletu prostiednictvim Rho a Rac

GTPaz (Jacinto et al., 2004).

1.2.1 mTOR a iniciace translace zavisla na cepicce

Komplex mTORCI1 (schéma na obrazku 5) reguluje translaci riznych mRNA v rizné
mife. S nejvetsi ucinnosti reguluje translaci mRNA obsahujicich takzvané 5’ terminalni
oligopyrymidinove (TOP) motivy (sekvence zacinajici hned za mRNA ¢&epickou
nukleotidem C a pak nepferusovanym fetézcem 4-14 pyrimidintl) nebo 5-15 nukleotidi
dlouhé pyrimidinové motivy dale od 5’ ¢epicky v 5’ netranslatované oblasti. V mensi mife
muze ovliviiovat (a ¢asto ovliviluje) také ostatni mRNA (Thoreen et al., 2012).

K regulaci translace dochézi ptes protein 4E-BP1 béhem iniciacni faze, tedy v dobg,

kdy na mRNA naseda mala ribosomalni podjednotka (40S). Pro jeji ispé$né nasednuti je

.....

.....

na 5'CepiCku mRNA, na eIF4E se nasledné vaze elF4G a nakonec elF4A (Gingras et al.,
1999; Ma & Blenis, 2009). Protein 4EBP1 v nefosforylované formé ma tendenci s elFAE
tvotit komplex, ¢imz zabranuje vazb¢ elF4E-elF4G (Gingras et al., 1999) a tim i tvorbé
komplexu elF4F (Ma & Blenis, 2009). Pro zruseni vazby mezi ¢IF4E a 4E-BP1 musi byt 4E-
BP1 pln¢ fosforylovan mTOR proteinem, k cemuz je nutna aktivita mTORC]1 (Gingras et
al., 1999; Ma & Blenis, 2009; Zoncu et al., 2010). K fosforylaci dochazi ve dvou fazich.
V prvni fazi fosforylace probiha na fosforyla¢nich mistech Thr-37 a Thr-46, poté nasleduje
druha faze, pti které jsou fosforylovana mista Ser-65 a Thr-70. Vazba 4E-BP1 a elF4E je
uvolnéna az po dokonceni fosforylace na vSech ¢tyfech vazebnych mistech, pfi¢emz zapoceti
druhé faze fosforylace musi pfechazet ukonceni faze prvni (Gingras et al., 1999b; Gingras et
al., 2001b).

Druhym cilem mTOR fosforylace jsou ribosomalni S6 protein kinazy, vyskytujici se
ve dvou formach: S6K1 a S6K2 (Shima et al., 1998). Nefosforylovana S6K1 je vazana
v komplexu spole¢né s elF3 az do okamziku, kdy diky fosforylaci mTORem dojde k jejimu
vyvazani. Impulsem k tomuto kroku mize byt napiiklad stimulace inzulinem (Holz et al.,
2005). S6K dale fosforyluji naptiklad ribosomalni protein S6, ktery je povazovan za
ukazatele aktivity S6K (Hay & Sonenberg, 2004), nebo elF4B, ktery nasledné vstupuje do
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komplexu s elF4A a 40S ribosomalni podjednotkou a umoziuje transla¢ni elongaci (Holz et
al., 2005).

Kontrola bunééného cyklu zavisla na mTOR-regulované translaci probiha paralelné
a nezavisle prostfednictvim drah 4E-BP1 a S6K1. Inhibice pouze jedné z nich nevede
k GipIné inhibici translace. Potlateni obou ma ale na translaci zavazné dopady a vykazuje
zna¢nou podobnost s inhibici rapamycinem (Fingar et al., 2004). Regulace se rovnéz ucastni
protein RAPTOR, ktery zde diky tvorbé vazby mTOR-RAPTOR plni funkci adaptorového
proteinu (Hay & Sonenberg, 2004; Kim et al., 2002) a zprostiedkovava tak interakci mezi
mTOR a nefosforylovanymi formami 4E-BP1 a S6K1, ¢imz zajistuje jejich fosforylaci
(Coffman et al., 2014; Hara et al., 2002; Hay & Sonenberg, 2004). Samotné interakce
RAPTOR-4E-BP1 a RAPTOR-S6K1 jsou pak mozné diky motivu péti aminokyselin
nazyvanému TOS, pfitomnému na N-koncich 4E-BP1 a S6K1 (Hay & Sonenberg, 2004).

Dalsim regulatorem translace je LARP1. Ten ma dva objekty, se kterymi je schopen
tvotit vazbu: Protein RAPTOR, ktery je taktéz soucasti mTORCI1 komplexu, a TOP mRNA.
Pti vazbé LARP1 na mRNA je znemoZnéno nasednuti eI[F4G a v disledku toho se netvofti
komplex elF4F. V piipadé inhibice mTOR drahy dochazi k vy$§imu mnozstvi interakci mezi
LARPI a TOP mRNA, ¢imz se potlacuje jejich translace (Fonseca et al., 2015).
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Obr. 5: Zjednodusené schéma komplexu mTORCI, jehoz aktivita je nepostradatelna pro
zapodeti translace zavislé na ¢epicce. Fosforylace 4E-BP1 vede k uvolnéni eIF4E a ke tvorbé

.....

fosforylaci ribosomalniho proteinu S6 a elF4B, ktery interaguje s elF4A (Gingras et al.,
1999; Hay & Sonenberg, 2004; Holz et al., 2005; Ma & Blenis, 2009).
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1.2.2 Inhibice mTOR signalni drahy a jeji disledky na regulaci translace

Jednim z nejznaméjsich inhibitord mTOR drahy je rapamycin. Byl prokazan jeho
ucinek (a rovnéz ucinek jeho analogl) na inhibici mTORCI, a je vSeobecné ptijimano, Ze na
aktivitu komplexu mTORC2 nema vliv (Loewith et al., 2002; Sarbassov et al., 2006). Je ale
mozné, ze inhibice mMTORC2 rapamycinem je zavisla na bunééném typu (Sarbassov et al.,
2006). Rapamycin funguje na zaklad¢ naruseni vazby mTOR-RAPTOR, coz snizuje
fosforylaci 4E-BP1 a S6K1/2, ¢imz se zesiluje vazba 4E-BP1-elF4E a v disledku toho
je inhibovana translace zavisla na ¢epicce (Beretta et al., 1996; Fingar et al., 2004; Hay
& Sonenberg, 2004; Kim et al., 2002; Shima et al., 1998). Rapamycin rovnéz piisobi
pozitivné na vazbu LARP1-mRNA (nezavisle na pfitomnosti TOP motivu) a negativné
na vazbu LARP1-RAPTOR (Fonseca et al., 2018), ale neni znamo, ze by mél vétsi vliv
na interakci mezi elF4E a elF4G (Fonseca et al., 2015).

Vedle rapamycinu ma schopnost potlacovat mTOR signaliza¢ni drahu napiiklad
Torin 1. Ten zabranuje fosforylaci 4E-BP1 i S6K1 (Thoreen et al., 2012) a rusi interakci
elF4E s elF4G (Fonseca et al., 2015), coz ma nasledné negativni vliv na iniciaci translace
mRNA zavislych na mTOR. Nejvice jsou postizeny mRNA obsahujici TOP nebo jiné
pyrimidinové motivy, které jsou na fosforylaci 4E-BP1 nejcitlivéjsi, ale alespoii k mirnému
potlaceni translace dochazi témét u vSech mRNA (Thoreen et al., 2012). Torin 1 rovnéz
podporuje vazbu LARP1-mRNA (nezavisle na piitomnosti TOP motivu), ale na rozdil
od rapamycinu nema velky vliv na vazbu LARP1-RAPTOR (Fonseca et al., 2018).

Krom¢ farmakologické inhibice 1ze snizit aktivitu mTOR také pomoci nastoleni
aminokyselinového deficitu v burice, ¢ehoz lze pro nase potieby dosahnout kultivaci embryi
v médiu bez obsahu aminokyselin. Plati piitom, ze dlouhodobé vystaveni médiu s témito
parametry ma na sniZeni aktivity mTORCI vétsi vliv nez vystaveni kratkodobé (Zamfirescu
et al., 2021). Bylo prokazano, Ze fosforylace 4E-BP1 a S6K1 je ovliviiovana pfitomnosti
aminokyselin v mnoha typech bunék (Beugnet et al., 2003). Aminokyselinova
nedostate¢nost miize reprodukovat ucinek mTOR inhibice pomoci inhibitor a dochézi pfi ni
ke stabilizaci 5'TOP mRNA v transla¢né neaktivnim stavu pomoci redistribuce LARP1-
5'TOP s podjednotkou 40S (Fuentes et al., 2021).

1.2.3 mTOR v mySich oocytech
Spravna funkce mTOR drahy je, mimo jiné, dulezitd v mySich oocytech, kde spolu

s mnoha dalSimi faktory zaji$tuje spravné sestaveni déliciho vieténka v prvni a druhé
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metafizi meiotického déleni (Jansova et al., 2017; Lee et al., 2012; Severance & Latham,
2017). Déje se tak ptes fosforylaci 4E-BP1 na délicim vieténku (Jansova et al., 2017).
Zajimavé je, ze pro spravnou fosforylaci 4E-BP1 jsou v oocytech vedle proteinu mTOR
nezbytné i1 dalsi fosforyla¢ni faktory, a neni zcela objasnéné, jak diilezitou roli hraje mTOR.
V metafazi | je fosforylace 4E-BP1 na délicim vieténku pravdépodobné zajistovana
kindzami PLK1 a CDKI, pficemz PLKI1 je ozna¢ovana za hlavniho regulatora této
fosforylace a protein mTOR na ni nejspiS nema zasadni vliv (Severance & Latham, 2017).

Protein mTOR zacina byt dulezitéjsi béhem metafaze 11, kdy jeho inhibice negativné
pusobi na sestavovani déliciho vieténka, ale opét plati, Ze pravdépodobné neni jedinym
fosforyla¢nim faktorem ptisobicim na 4E-BP1. Nejdtlezitéjsi roli pravdépodobné opét hraji
kinazy PLK1 a CDK1, i kdyz nazory na to, ktera z nich je pro fosforylaci 4E-BP1 stézejni,
se dosti li$i. Jansova a spol. piinesli vysledky, dle kterych je dulezita pouze kinaza CDK1,
ktera fosforylaci ovlivituje prostfednictvim aktivace mTOR, a PLK1 se podle nich na
fosforylaci 4E-BP1 viibec nepodili (Jansova et al., 2017). To je v kontrastu s dalsim
vyzkumem, podle kterého je pro fosforylaci 4E-BP1 stézejni kinaza PLK1, jako je tomu
béhem metafaze I (Severance & Latham, 2017).

V piipad¢ naruSeni funkce elF4F komplexu nedochazi béhem meidzy I a 11
k fatalnim defektim translace, oocyt je schopen maturace a vydéleni prvniho polového
téliska. Vyvoj ale selhava v diisledku Spatné organizace dé€liciho vieténka, ke které dochazi
v metafazi I i II. Defektni délici vieténko je pti¢inou Spatného chromosomalniho uspoiadani
V metafazové destiCce, to vede k chybné segregaci chromosomi, a vzniklé chromosomalni

aneuploidie nemusi byt slucitelné s dalsim vyvojem (Susor et al., 2015).

1.2.4 mTOR v mySich embryich

Zasadni role mTOR drahy béhem vyvoje mysSich embryi byla opakované potvrzena.
Z vyzkumu vyplyva, Ze mTOR ovliviiuje bunéény rist a proliferaci a jeho inhibice
rapamycinem vede K naruseni proliferace trofoblasti (Murakami et al., 2004). Embrya
s deletovanym mTOR genem (-/- embrya) jsou v E6,5 a v E7,5 vyrazné opozdéna ve svém
VyVvoji oproti embryim s heterozygotné deletovanym mTOR genem (+/- embryim)
a kontrolnim embryim (+/+ embryim) a vykazuji uréité¢ vyvojové defekty (Gangloff et al.,
2004). Jina studie pfinesla vysledky, dle kterych nejsou mTOR -/- embrya schopna piezit
déle nez do E6,5 (Shor et al., 2009). Podle nov€jsich vyzkumu je mozné u ex vivo embryi

pouzit inhibici obou komplexit mTOR (napiiklad pomoci inhibitoru RapaLink-1) k navozeni
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reverzibilniho pozastaveného stavu, ktery pfipominéd diapauzu. Neni ale mozné pozastaveni
embrya béhem buné¢ného déleni (Bulut-Karslioglu et al., 2016).

Zajimavé je, ze mezi mTOR +/- a mTOR +/+ embryi ani mySmi nebyly pozorovany
zadné rozdily, a to jak béhem preimplantac¢niho a postimplantacniho vyvoje, tak ani béhem
prvniho roku zivota mysi. Ve tedy nasvédcuje tomu, ze pro vyvoj a zivot je pln¢ dostacujici
jedna funkéni mTOR alela (Shor et al., 2009).

Podstatnou roli ve vyvoji hraje také S6K1, ktera kontroluje velikost bunék a jejiz
pritomnosti funkéni S6K2 a jeji zvySené aktivité napii¢ bunéénymi typy a tkdnémi,
prostfednictvim ¢ehoz dochazi ke zmirnéni dopadii S6K1 deficitu (Fingar et al., 2002;
Murakami et al., 2004; Pende et al., 2004; Shima et al., 1998). Odlisné dtsledky ma delece
S6K2. Pii ni nedochazi ke zméné velikosti téla, ale ke snizeni hladin fosforylovaného S6.
Delece obou forem S6K vede k umrti mlad’at kratce po narozeni (Pende et al., 2004).
Velikost bunék miZe byt regulovana pomoci S6K1 a 4E-BP1/elF4E. Nadmérna exprese
S6K1 nebo elF4E stimuluje buiiky k vétsimu rstu a nadmérna exprese 4E-BP1 jejich rist
naopak inhibuje (Fingar et al., 2002). Nezastupitelnou roli v preimplanta¢nim mySim vyvoji
ma rovné¢Z RAPTOR, jehoz delece vede k podobnym abnormalitdm v blastocysté jako
u mTOR -/- embryi a k jejich smrti kratce po implantaci. mLST8 -/- embrya nevykazuji
poruchy mTORCL1 ve fosforylaci 4E-BP1 a S6K1 a piezivaji zhruba do E10,5 (Guertin et al.,
2006).

Z ptedchozich experimentl provedenych v nasi laboratoii vyplynulo, ze v disledku
inhibice mTOR signaliza¢ni drahy se v embryich ve stadiu 16 bun¢k vyskytuje méné
vnittnich bun€k, nez je tomu u kontrolnich embryi, a tento trend byl dale pozorovan také
ve stadiu 32 bunck (Gahurova et al., manuskript v ptiprave). U inhibovanych embryi
ve stadiu casné blastocysty dale dochazi k celkovéemu zpomaleni vyvoje, k narustu podilu
bun¢k koexprimujicich v ICM proteiny NANOG a GATAG a k vytvoieni nespecifické ICM
(Bora et al., 2020).

V této praci se zabyvame mTOR regulovanou translaci, fizenou ptes fosforylaci
4EBP1 a S6K1 a rovnéz o disledky jeji inhibice na rozhodovani o bunécném osudu béhem
mySiho preimplanta¢niho vyvoje. Dokladdme, ze mTOR regulovana translace je aktivni
béhem bunécného déleni u preimlantacnich embryi, kdy dochazi ke zménam poméru
fosforylovaneho a nefosforylovaného 4E-BP1. Dale potvrzujeme, ze inhibice mTOR
signalni drahy od stadia 8 bun€k vede ke sniZzeni poctu vnitinich bunck ve stadiich 16 a 32

bunék a dale se zabyvame dopady tohoto jevu na vyvoj embryi. Rovnéz ukazujeme,
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ze navzdory vy$Simu mnozstvi vnéjsich bunék, vyskytujicich se u embryi inhibovanych
Torinem 1, vykazuje ¢ast téchto bun¢k charakteristiky vnitinich bunék, coz by mohlo
znamenat, ze tyto bunky budou brzy internalizovany. Pokud by k tomu doslo, tak by se pocet
vnitinich bunék embrya vratil k o¢ekavanym hodnotam, které vykazuji embrya bez

inhibované mTOR dréhy.
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Cile prace

Ovetit aktivitu mTOR signalni drahy a mTOR-regulované translace béhem bunééného
déleni z 8 na 16 bunck

Overit  aktivitu  mTOR  signalni drahy béhem dal§ich bunécnych délenich
preimplanta¢niho vyvoje

Ovérit tlohu mTOR-regulované translace pifi vzniku prvnich vnitfnich bunék
preimplantacnich embryi v 16bunééném stadiu

Zjistit, zda 32bunééné embryo reguluje nizky pocet vnitinich buné€k po inhibici mTOR

dréhy a blize charakterizovat mechanismus regulace
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3. Materialy a metody
3.1 Superovulace samic a izolace embryi

Mysim samicim generace F1 hybridd vzniklych kiizenim samice kmene C57BI6
se samcem kmene CBA/W, Vv minimalnim staii 8 tydnd, byl v odpolednich hodinéch
intraperitonealn¢ podan hormon PMSG (pregnant mare serum gonadotrophin extract; Sigma
Aldrich — Merck) v mnozstvi 7,5 IU. Po 46 — 48 hodinach byl samicim intraperitonealné podan
hormon hCG (human chorionic gonadotrophic hormone; SigmaAldrich — Merck) a byly
ponechdny kazda s jednim my$im samcem stejnych F1 hybridi a nebo F1 transgennich
mT/mG hybridii, aby mohlo dojit k oplozeni zralych oocytti. Piivodni mysi transgenni linie
mT/mG  (Jackson  Laboratories, STOCK  Gt(ROSA)26Sortm4(ACTB-tdTomato,-
EGFP)Luo/J., https://www.jax.org/strain/007576) byla piedtim v laboratofi piekfizena
do kment C57BI6 a CBA/W pro ziskavani F1 hybrida. Tyto mysi maji aktivni gen tdTomato
pro cCerveny fluorescencni protein s lokalizaCnim signalem pro membranovou lokalizaci
proteinu (mT). Bunééné membrany téchto mysi jsou proto ervené zbarvené.

Alespon 4 hodiny pted pitvou byly pfipraveny kultiva¢ni misky s 20 kapkami meédia
KSOM (Embryo-Max; Millipore), pfikrytymi mineralnim olejem (Irvine Scientific) a byly
ponechany v inkubatoru pii teploté 37 °C a 5% obsahu CO. v atmosféfe pro ustaleni
pozadovaného pH a teploty (na kazdou mysi samici jedna miska). Déle byly alesponi 1 hodinu
pied pitvou piipraveny pitevni misky s 20 kapkami média M2 (sloZzeni M2 média popsano
vtabulce 1), pfikrytymi minerdlnim olejem a mikrozkumavky se 700 pul M2 (jedna
mikrozkumavka a jedna pitevni miska na jednu mysi samici) a byly ponechany v inkubatoru
(37 °C) pro ziskani pozadované teploty.

V obdobi mezi 44 — 48 hodinami po podani hormonu hCG byly samice usmrceny
metodou cervikalni dislokace, byly z nich vypitvany vejcovody obsahujici embrya ve stadiu
E1,5 a ty byly uloZeny do piedem piipravené mikrozkumavky s ptredehtatym médiem M2.
Embrya byla z vejcovodl ziskana pod stereomikroskopem Nikon SMZ475 vypitvanim
z vejcovodii a nasledné¢ byla pifenesena na pitevni misku a promyta alespoin v péti
kapkach ptredehtatého M2 média. Poté byla embrya pienesena do média KSOM na kultivaéni
misce a promyta alespont v Sesti kapkach média, ve kterém byla posléze kultivovana

v inkubatoru pfi teploté 37 °C a 5% obsahu CO: v atmosféie.
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Tab. 1: Slozeni média M2, pouzivaného pti manipulaci s embryi.

zasobni roztok | slozka zasobniho roztoku | g/100ml | objem
NaCl 5,534
KCl 0,356
KH2PO4 0,162
MgS0O4x7H,0 0,293
A (x10) Na-laktat 60% sirup 3,2 (ml) 10,0 ml
Glukédza 1,000
Penicilin 0,060
Streptomycin 0,050
NaHCO; 2,101
B (x10) Fenol Red 0010 | oM
C (x100) Na pyruvat 3,600 1,0 ml
D (x100) CaClyx2H,0 2,520 1,0 ml
E (x10) HEPES 5,958 8,4 ml
F BSA 400 mg
G (3 P10) 78,0 ml

3.2 Kultivace v inhibitorech

Pro kazdy experiment byla embrya rozdélena do dvou stejné velkych skupin (jedna
byla experimentalni a druha slouzila jako kontrola), pfi¢emz polovina embryi od kazdé samice
byla ptfidélena do experimentalni skupiny a druha polovina do skupiny kontrolni, aby se
piedeslo zkresleni experimentu v disledku odlisné rychlosti vyvoje embryi od riznych samic.

K inhibici mTOR komplexu byly pouzity dva inhibitory, 4EGI-1 (Sigma-
Aldrich/Merck)) a Torin 1 (Selleckchem). Pozadované koncentrace inhibitor bylo dosazeno
nejprve jejich fedénim v dimetylsulfoxide (DMSO; Sigma) a nasledné pfidanim této smési do
média KSOM v pozadovaném mnozstvi, ve kterém byla embrya od urcitého vyvojového
stadia kultivovana. V obdobi, kdy byla experimentalni skupina embryi kultivovana
za pfitomnosti inhibitoru, byla kontrolni skupina embryi kultivovdna ve smési KSOM
s pfidanym DMSO stejného objemu, jako pfidany inhibitor v experimentalni skuping. Piehled
pouzitych inhibitorQ, jejich koncentrace a vyvojovd obdobi, ve kterych byly pouzivany,

je v tabulce 2.
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Tab. 2: Prehled pouzitych inhibitort a jejich koncentrace, embryondlni faze, ve které byla
embrya do inhibitoru umisténa, embryonalni faze, kdy byla embrya z inhibitoru vrécena
do ¢istétho KSMO a embryonalni faze, ve které byla embrya fixovana.

e koncentrace preneseni embryi do .pft.en_eseni embryi . , .
inhibitor inhibitoru/DMSO inhibitoru/DMSO z inhibitoru/DMSO do | fixace embryi kapitola
KSOM
4EGI-1 100 uM E2,5 + 4h - E3,0 + 5h 4.4
4EGI-1 100 uM E2,5 + 6h E2,5+ 11h E3,0 + 5h 4.4
Torin 1 20 pM E2,5 + 6h E2,5+ 11h E3,0 + 5h 4.4
Torin1 20 uM E2,5 + 4h - E2,5+9h 41a4.3
Torin1 20 uM E2,5 + 4h - E3,5 4.6

Alespon 4 hodiny pied prenesenim embryi z KSOM do KSOM s inhibitorem/DMSO
byly pfipraveny kultivacni misky s 20 kapkami KSOM s piidanym inhibitorem/DMSO,
prekrytymi minerdlnim olejem, pro experimentalni/kontrolni skupinu. Misky byly
kultivovany v inkubatoru pii teplot¢ 37 °C a 5% obsahu CO. v atmosféte pro ustaleni
pozadovaného pH a teploty.

V pozadovaném vyvojovém stadiu (viz tabulka 2) byla embrya pienesena na kultivacni
misky s pozadovanou koncentraci inhibitoru/DMSO, byla promyta minimalné pies 6 kapek
média a kultivovana v inkubatoru pfi teploté 37 °C a 5% obsahu CO- v atmosféfe.

Pokud experiment vyZzadoval, aby byla embrya z média s inhibitorem/DMSO pienesena zpét
do cistého KSOM, byly alespon 4 hodiny piredem ptipraveny nové kultivaéni misky podle

postupu uvedeného v kapitole 3.2.

3.3 Fixace a standardni imunofluorescencni protilitkové barveni

Alesponl 30 minut pred zacatkem fixace byly pfipraveny misky pro odstranéni zona
pellucida a 96-jamkova desticka. Na polovinu kultiva¢ni misky bylo napipetovano 13 kapek
média M2, na druhou polovinu misky bylo napipetovdno 10 kapek kyseliny Tyrode’s (AT;
Sigma) a kapky byly pfekryty minerdlnim olejem. Takto pfipravené misky byly nahtaty
na teplotu 37 °C. Na dno prvni jamky 96-jamkové desticky byl napipetovan 1,5% agar,
na ktery bylo po jeho ztuhnuti napipetovan 4% paraformaldehyd (PFA; Santa Cruz
Biotechnology) a to bylo ptekryto nékolika kapkami mineralniho oleje. Desticka poté byla
piikryta alobalem a nahfata na teplotu 37 °C.

Po dosazeni pozadovaného vyvojového stadia byla z embryi pomoci kratkych inkubaci
v kapkach AT odstranéna zona pellucida a nasledné byla embrya promyta v médiu M2.
Bezprostiedné poté byla embrya fixovana a imunofluorescencné barvena v 96-jamkovych

desti¢kach (maximalné 25 embryi na jednu jamku). Pro zafixovani embryi bylo na jednu
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jamku pouzito 50 pl 4% PFA prekryté malym mnozstvim mineralniho oleje a predehiaté na
teplotu 37 °C, kterému byla embrya vystavena po dobu 20 minut. Poté byla embrya promyta
ptes tii 70ul kapky PBST (fosfatem pufrovany fyziologicky roztok s 0.15% Tween 20) a ve
treti kapce 20 minut ponechdna pii pokojové teploté. Nasledné byla embrya (pfi pokojové
teploté) na 20 minut umisténa do 50 pl 0.5% tritonu-X100 (Sigma-Aldrich) v PBS (fosfatem
pufrovany fyziologicky roztok), naez byla promyta ptes tfi nové, 70ul kapky PBST
a v posledni z nich ponechana, opét pii pokojové teploté. Po uplynuti 20 minut byla embrya
na 30 minut pienesena do 50 pul 3% BSA (sérum hovéziho albuminu; Sigma-Aldrich) v PBST,
ve kterém byla ponechdna pii 4 °C. Z BSA byla embrya pfenesena do Sul kapky primarni
protilatky nafedéné v BSA a piekryté 100 ul mineralniho oleje. V primarni protilatce byla
embrya skladovana v naprosté tmé po dobu 15-18 hodin pii 4°C.

Po dokonceni barveni primarni protilatkou byla embrya promyta ptes tfi 70ul kapky
PBST a v posledni kapce byla ponechana 20 minut pfi pokojové teploté. Nasledné byla
pfemisténa do 50 ul 3% BSA, ve kterém byla uchovavana pii 4 °C po dobu 30 minut.
Nésledovalo hodinové barveni v Sul kapce sekundarni protilatky, piekryté 100 pl mineralniho
oleje. Stejné€ jako béhem barveni primarni protilatkou probihalo i toto barveni v naprosté tmé
piiteploté 4 °C. Po uplynuti jedné hodiny byla embrya opét promyta pres tii 70ul kapky PBST
a Vv posledni kapce 20 minut ponechana. Nakonec byla embrya barvena na DAPI tak, Ze byla
pirenesena do malych kapek Vectashieldu (Vector) na nové kultivacni misce, kterd byla
nasledn¢ uchovavana pfi teploté -21°C po dobu minimélné 40 minut a maximalné tii dnt.
Béhem celé fixace bylo dbano na to, aby byla embrya co nejméné vystavena svételnému
zateni. Zjednoduseny pichled fixace a protilatkového barveni naleznete v tabulce 3. Piehled

pouzitych protilatek a jejich fedéni je uveden v tabulce 4.

Tab. 3: ZjednoduSeny piehled fixace a protilatkového barveni.

chemikalie cas teplota
PFA 20 min 37°C
PBST 20 min pokojova
Triton 20 min pokojova
PBST 20 min pokojova
BSA 30 min 4°C
primarni protilatka 15-18 h 4°C
PBST 20 min pokojova
BSA 30 min 4°C
sekundarni protilatka 1h 4°C
PBST 20 min pokojova
Vectashield 40 min-3 dny -21°C
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Tab. 4: Pfehled pouzitych primarnich protilatek a jejich kombinace se sekundarnimi

protilatkami
BSA: BSA: &islo
primarni protilatka primarni sekundarni protilatka sekundarni fixace kapitoly
protilatce protilatce
kralici anti-
osli protilatka proti

(Thr;:/‘f;h(%’e“lf's?;:a“ng 50:1 kraligim 1gG Alexa Fluor 500:1 E25+9h | 4.1.1
Technology, 9459) 647 (Abcam, ab150075)
k;g’:_i'élifnti:f_ipﬁ osli protilatka proti

Si;na"ng)gchnglggy’ 50:1 kralicim IgG Alexa Fluor 500:1 E2,5+9h | 4.1.2
9644) 647 (Abcam, ab150075)

Ph hkrézlti:i;;f-Th 70 osli protilstka proti E2,5+5h; | 4.1.5;
°SF(’C2|'| Si;gna“r(]g 70| 50 krali¢im IgG Alexa Fluor 500:1 E3’,0: ot | s
Technology, 9455) 647 (Abcam, ab150075)

kralici anti- osli protilatka proti EzE’i 17-59'h;
Phos?g;f;;;zllirger65) 50:1 kraligim 1gG Alexa Fluor 500:1 E2,25; 4'41.'27’
Technology, 9451) 647 (Abcam, ab150075) E3,0 + 9h;
! E3,5+9h
kralici anti-
Phospho-4E-BP1 osli protilatka proti
(Thr37/46) (236B4) mAb 200:1 krali¢im 1gG Alexa Fluor 500:1 E2,5 +9h 4.1.9
(Cell signaling 647 (Abcam, ab150075)
Technology, 2855)
kralici anti-
Phospho-4E-BP1 osli protilatka proti
(Thr37/46) (236B4) mAb 100:1 kralicim 1gG Alexa Fluor 500:1 E2,5 +9h 4.1.9
(Cell signaling 647 (Abcam, ab150075)
Technology, 2855)
krali¢i anti-Phospoho-S6 , s .
Ribosomal Protein osli protilatka proti
100:1 kralicim 1gG Alexa Fluor 500:1 E2,5 +9h 43.1

(Ser235/236) (D57.2.2E) 647 (Abcam, ab150075)

XP® (Cell Signaling, 4858) !

krali¢i anti-Phospoho-S6 , " .

Ribosomal Protein osli protilatka proti
50:1 kralicim 1gG Alexa Fluor 500:1 E2,5 +9h 43.1.
(Ser235/236) (D57.2.2E) 647 (Abcam, ab150075)
XP® (Cell Signaling, 4858) !
Clewe s osli protilatka proti
krag;j{:‘“t;’ge'zigé)ce” 100:1 kraligim 1gG Alexa Fluor 500:1 E2,5+9h | 4.3.3
’ 647 (Abcam, ab150075)

h hkréliéf Zntsi_ 1108 osli protilatka proti

P °S'°( C‘;}T;Figna(“fgr ' 1001 kraligim 1gG Alexa Fluor 500:1 E25+9h | 4.3.4
Technology, 2441) 647 (Abcam, ab150075)

kralici anti- osli protilatka proti
Phospho-mTOR (Ser2448) 50:1 kralicim 1gG Alexa Fluor 500:1 E2,5+9h 4.3.5

(D9C2) XP® mADb (Cell

647 (Abcam, ab150075)
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Signaling Technology,
5536)
mysi anti-Phospho-elF4E osli protilatka proti
(Ser209) (Cell Signaling 100:1 mysim IgG Alexa Fluor 500:1 E2,5 +9h 4.3.6
Technology, 9741) 647 (Abcam, ab150107)
osli protilatka proti
X X krali¢im 1gG Alexa Fluor 500:1 E2,5+9h 4.3.7
647 (Abcam, ab150075)
Clexr s osli protilatka proti
Ft;ael;c(ll\?g\t:sDEi)c(jjg(iEzc) 100:1 | krali¢im IgG Alexa Fluor 500:1 | E2,5+9h | 45
647 (Abcam, ab150075)
e osli protilatka proti )
my>! (aBr;g;Ezj)mAb 200:1 my&im IgG Alexa Fluor 500:1 E3,5 1‘2‘_;’
647 (Abcam, ab150107)
mysi anti-YAP1 (63.7): sc- osli protilatka proti 4.6.2:
101199 mAb (Santa Cruz 100:1 mysim IgG Alexa Fluor 500:1 E3,5 4.6. 5’
Biotechnology) 647 (Abcam, ab150107) e
krysi anti-Cytokeratin 8, osli protilatka proti krysi
clone TROMA-1 mAb 100:1 Alexa Fluor 488 500:1 E3,5 4.6.3
(Sigma-Aldrich) (Invitrogen, A21208)
kralici anti-(sc-216) PKC T osli protilatka proti kralici
(C-20) (Santa Cruz 200:1 Alexa Fluor 555 500:1 E3,5 4.6.4
Biotechnology) (Invitrogen, A21572)
s e osli protilatka proti kralici
krf'('ggfgt(;'ﬁ"v'sgzai?::)l' 100:1 | Alexa Fluor 488 (Abcam, 500:1 E3,5 4.6.5
ab150073)

3.4 Fixace a barveni Oregon Green 488 Phalloidinem

Ptiprava M2/AT misek, ptiprava 96-jamkové desticky a zbaveni embryi zony
pellucidy probihalo tak, jak je popsano v kapitole 3.4. Pro zafixovani embryi bylo na jednu
jamku pouzito 50 pl 4% PFA piekrytého malym mnozstvim mineralniho oleje a predehiaté
na teplotu 37 °C, kterému byla embrya vystavena po dobu 20 minut. Poté byla embrya promyta
ptes tf1 70ul kapky PBST a ve tteti kapce 20 minut ponechdna pti pokojové teploté. Nasledné
byla embrya (pti pokojové teplote) na 20 minut umisténa do 50 pl 0.5% tritonu-X100 v PBS,
nacez byla promyta pies tii nové, 70ul kapky PBST a v posledni z nich ponechana, opét
pti pokojové teploté. Po uplynuti 20 minut byla embrya na 30 minut pienesena do Sul kapky
Oregon Green 488 Phalloidinu (07466, ThermoFisher Scientific), nafedén¢ho v PBST
vV poméru 1:50, prekryté 100 pl minerdlniho oleje a byla ponechana pii pokojové teploté.
Po dokonceni barveni Oregon Green 488 Phalloidinem byla embrya promyta ptes tii 70ul
kapky PBST a v posledni kapce byla ponechana 20 minut pii pokojové teploté. Nakonec byla
embrya barvena na DAPI tak, ze byla pfenesena do malych kapek Vectashieldu (Vector)
na nové kultivaéni misce, ktera byla nasledn¢ uchovavana pii teploté -21 °C po dobu

minimaln¢ 40 minut a maximaln¢ tfi dnd. Béhem celé fixace bylo dbano na to, aby byla
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embrya co nejméné vystavena svételnému zareni. ZjednoduSeny piehled fixace a barveni

Oregon Green 488 Phalloidinem naleznete v tabulce 5.

Tab. 5: Zjednoduseny piehled fixace a barveni Oregon Green 488 Phalloidinem.

chemikalie cas teplota
PFA 20 min 37°C

PBST 20 min pokojova

Triton 20 min pokojova

PBST 20 min pokojova

PBST 20 min pokojova

Oregon Green 488 Phalloidin 30 min pokojova

PBST 20 min pokojova
Vectashield 40 min-3 dny -21°C

3.5 Fixace a imunofluorescen¢ni barveni primarni a sekundarni protilatkou
v kombinaci s barvenim Oregon Green 488 phalloidinem

Fixace i barveni probihalo podle postupu popsaném v kapitole 3.3 az do promyti
embryi ve tfech kapkach PBST po barveni sekundarni protilatkou. Po uplynuti 20 minut
v PBST byla embrya 30 minut barvena v 5ul kapce Oregon Green 488 Phalloidinu (07466,
ThermoFisher Scientific) nafedéného v PBST, piekryté 100 pl mineralniho oleje a byla
ponechana pii pokojové teploté. Po dokonceni barveni Oregon Green 488 Phalloidinem byla
embrya promyta pies tii 70ul kapky PBST a v posledni kapce byla ponechana 20 minut pfi
pokojové teploté. Nakonec byla embrya barvena na DAPI tak, Ze byla pfenesena do malych
kapek Vectashieldu (Vector) na nové kultivacni misce, ktera byla ndsledné uchovavana pti
teploté -21 °C po dobu minimaln¢ 40 minut a maximaln¢ tfi dni. Béhem celé fixace bylo

dbano na to, aby byla embrya co nejméné vystavena svételnému zateni.

3.6 Konfokalni mikroskopie

Pro skenovani v konfokalnim mikroskopu bylo piipravena skenovaci miska. Na otvor
Vv misce bylo lakem na nehty pfilepeno kryci sklicko a na néj byly poté napipetovany ctyii
malé kapky PBST, které byly nasledné piekryty mineralnim olejem. Do kapek PBST byla
Z Vectashieldu prfenesena embrya (maximalné 5 embryi do jedné kapky) a miska byla
umisténa do konfokalniho mikroskopu Olympus FLUOVIEW FV10i. Embrya byla skenovana
pomoci lasert vhodnych pro pouzité sekundarni protilatky, phalloidin a membranovy signél

mTmG embryi.
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3.7 Analyza dat a tvorba grafa

Pro experimenty, které to vyzadovaly, byly poc¢itany buiky v jednotlivych embryich
v programu FV10-ASW 4.2 Viewer (Olympus). Intenzita fluorescence byla kvantifikovana
v programu Fiji (Schindelin et al., 2012) jako tzv. upravena celkova bunécna fluorescence
(CTCEF, z anglického corrected total cell fluorescence, vypocitand z namétenych hodnot jako:
integrated density — (area of cell x mean fluorescence of background)). Pro méteni objektd
s odlisnou velikosti byly hodnoty CTCF jesté normalizovany na velikost objektu. Grafy byly
vytvofeny v programu RStudio (https://posit.co/) s vyjimkou sloupcovych diagramu, které
byly vytvoieny v programu Microsoft Excel a nasledné byly graficky upraveny v programu

Inkscape (https://inkscape.org/). Krabicové diagramy s vizualizovanymi jednotlivymi

namétenymi hodnotami byly vytvofeny pomoci R skriptu jako naptiklad:

> boxplot(data=ddx, value~category, col="white")
> stripchart(data=ddx,value~category,method = “jitter”, pch = 20, col =
c("grey","orange",vertical = TRUE,add = TRUE)

Houslové diagramy s vizualizovanymi jednotlivymi naméfenymi hodnotami byly vytvoieny
pomoci R skriptu jako napiiklad:

> vioplot(data=tegr, value~category,h=0.2,col=("white"), drawRect=FALSE)

> beeswarm(data=tegr, value~category, method = "compactswarm", col = "blue",vertical =
TRUE, pch =19, cex=0.8, add = TRUE)

Zpusob vyhodnocovani vysledkti bude pro lepSi srozumitelnost detailn€ji popsan
u jednotlivych experimentti Vv kapitole 4. Statistické testy byly provedeny v programu
R Studio. Nejdiive byla u kazdého datasetu testovana normalita distribuce pomoci Shapiro
testu a v piipadé normality distribuce obou porovnavanych dataset byly porovnany pomoci
Studentova t-testu a v piipadé zamitnuti normalni distribuce alespon u jednoho datasetu byly

porovnany pomoci Mann-Whitney U testu.
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4. Vysledky

Predchozi vysledky v nasi laboratofi ukézaly, Ze inhibice mTOR signalni drahy béhem
déleni z 8 na 16 bun€k u mysich preimplanta¢nich embryi ma za nasledek signifikantn¢ nizsi
pocet vnitinich bunék v 16bunéénych embryich (Gahurova et al., manuskript v ptiprave).
V této praci jsme chtéli dokdzat, ze je zjiStény fenotyp zptisoben vlivem mTOR drahy
na regulaci translace (a ne ptsobenim mTOR signalizace na jiné bunééné funkce). Rovnéz
jsme chtéli zjistit, jaky ma vliv snizeny pocet bunck v 16bunécném stadiu na pozdéjsi vyvoj

embrya, konkrétné na 32bunécéné stadium.

4.1 Fluorescen¢ni barveni a analyzy intenzity fluorescen¢niho barveni za pouziti
protilatek (Phospho-)4E-BP1

Postupem popsanym Vv kapitole 3.1 byla ziskana myS$i embrya ve stadiu dvou bunék
a nasledn¢ byla inkubovana do stadia osmi bun¢k v E2,5 + 4h v médiu KSOM (rovnéz
popsano Vv kapitole 3.1). Po dosazeni tohoto stadia byla embrya pienesena do KSOM media
s inhibitorem Torin 1 nebo do KSOM média se stejnym objemem DMSO pro kontrolni
embrya. Nasledné byla kultivovana do obdobi déleni z 8bunéného na 16bunécné stadium
v E2,5 + 9h (popsano v kapitole 3.2). Poté byla embrya fluorescencné barvena (popsano

v kapitole 3.3) a skenovana na konfokalnim mikroskopu (popsano v kapitole 3.6).

4.1.1 Fluorescen¢ni barveni protilatkou anti-Phospho-4E-BP1 (Thr37/46)

Jako prvni primarni protilatka byla pouzita anti-Phospho-4E-BP1 (Thr37/46) (fedéna
1:50), v kombinaci se sekundarni osli protilatkou proti kralicim IgG Alexa Fluor 647 (fedénou
1:500). Tato primarni protilatka je specificka pro fosforylaéni mista Thr 37/46 proteinu
4E-BP1, coz znamena, Ze se specificky vaze pouze na jeho fosforylovanou formu. Na obrazku
6 je ukazkovy piiklad jejiho barveni. V souladu s nasim piedpokladem byla pozorovana vyssi
intenzita fluorescenéniho barveni v délicich se buinkach nez v bunkach interfaznich, coz
znamena piitomnost vyS$tho mnozstvi fosforylovaného 4E-BP1 béhem bunééného déleni.
RovnéZ je zde patrny rozdil mezi inhibovanymi a neinhibovanymi embryi, pfi¢emz v téch
inhibovanych doslo k viditelnému poklesu fluorescence, coz ukazuje na pokles mnozstvi
fosforylovaneho 4E-BP1. Z toho usuzujeme, ze béhem déleni je skuteéné aktivni mTOR

.....

translacni iniciaéni komplex a zah4jit translaci.

25



DMSO

Torin 1

Obr. 6: Fosforylovany 4E-BP1 béhem déleni ze stadia 8 na stadium 16 bun¢k. Jako primarni
protilatka byla pouzita anti-Phospho-4E-BP1 (Thr37/46) (fedéna 1:50) a jako sekundarni osli
protilatka proti krali¢im IgG Alexa Fluor 647 (fedéna 1:500). Bile je znazornén p4E-BP1,
modie je znazornéna jaderna DNA (Vectashield). V neinhibovaném embryu muizZeme
pozorovat vyraznéjsi barveni v délici se bufice, oproti buitkam interfaznim. V inhibovaném
embryu je barveni méné vyrazné, nez je tomu u neinhibovaného embrya, ale rovnéz je mozné
si povSimnout vyrazn¢j$iho barveni v délici se bunce. Velikost métitka je 20pm.

4.1.2 Fluorescen¢ni barveni protilatkou anti-4E-BP1 (53H11)

Pro dal$i experiment byla pouzita primarni protilatka anti-4E-BP1 (53H11) (fedéna
1:50), barvici vSechny formy 4E-BP1, tedy jak fosforylované, tak nefosforylované. Jako
sekundarni protilatka k ni byla pouzita osli protilatka proti krali¢im IgG Alexa Fluor 647
(fedéna 1:500). Chtéli jsme zjistit, jestli zmény ve mnozstvi p4E-BP1 nesouviseji se zménami
v mnozstvi celkového 4E-BP1. Z obrazku 7 je patrné, Ze mezi d€licimi se a nedé€licimi se
bunikami, ani mezi inhibovanymi a neinhibovanymi embryi nebyly na prvni pohled patrné
7adné rozdily v intenzité fluorescence. To by mohlo znamenat, ze béhem bunééného cyklu
nedochazi k zménam celkového mnozstvi 4E-BP1 a méni se pouze mnozstvi jeho

fosforylované formy.
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Obr. 7: Celkovy 4E-BP1 béhem déleni ze stadia 8 na stadium 16 bunék. Jako primarni
protilatka byla pouzita anti-4E-BP1 (53H11) (fed¢énd 1:50) a jako sekundarni osli protilatka
proti krali¢im IgG Alexa Fluor 647 (fedéna 1:500). Bile je znazornén 4E-BP1, jehoz barveni
je bohuzel velice slabé, modie je znazornéna jaderna DNA (Vectashield). Na prvni pohled zde
neni patrny rozdil mezi délicimi se a nedé€licimi se bunikami, ani mezi inhibovanymi

a neinhibovanymi embryi, coZ znamena, Ze v prubéhu bunécného cyklu pravdépodobné
nedochézi ke zméndm v mnozstvi celkového 4E-BP1. Velikost métitka je 20pum.

4.1.3 Analyza intenzity fluorescence p¥i pouZiti protilatek anti-Phospho-4E-BP1
(Thr37/46) a anti-4E-BP1 (53H11)

Aby bylo mozné vyvodit z vysledkii imunofluorescencnich barveni konkrétni zavéry
a potvrdit nase pozorovani zmén barveni v zavislosti na bunééném cyklu a inhibici mTOR
dréhy, musela byt data z provedenych fluorescen¢nich barveni kvantifikovana v programu Fiji
a dale zpracovana. U obou pouzitych protilatek byla porovnana intenzita fluorescence
V jednotlivych interfaznich buiikdch 8bunéénych a 16bunéénych embryi a béhem mitotického
déleni mezi inhibovanymi a neinhibovanymi embryi (viz obrazek 8).

Inhibice mTOR signalni drahy inhibitorem Torin 1 nezpusobila signifikantni rozdily
v mnozstvi celkového 4E-BP1 (znafeného protilatkou anti-4E-BP1 (53H11)) v interfazich
jadrech 8bunéénych (p-hodnota = 0,163) a 16bunécnych embryi (p-hodnota = 0,159).
Piekvapivé ale zpisobila narust celkového 4E-BP1 b&hem mitézy, v porovnani
s neinhibovanymi embryi (p-hodnota = 0,014). Tato inhibice dale vedla k signifikantnimu
snizeni fosforylované formy 4E-BP1 proteinu (znaceného protilatkou anti-Phospho-4E-BP1
(Thr37/46)) béhem mitotického déleni (p-hodnota = 0,0047) a rovnéz v interfaznich jadrech
8bunécného (p-hodnota = 0,0006) i 16bunééného embryonalniho stadia (p-hodnota = 2,2 x
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107%). Na zakladé téchto dat jsme potvrdili nase pozorovéni, ze mnozstvi celkového 4E-BP1
se po inhibici mTOR drahy méni jen minimalng, zatimco u anti-4E-BP1 (53H11) je zjevné
signifikantni sniZzeni po inhibici mTOR drahy. To dokazuje nasi hypotézu, ze béhem déleni

z 8 na 16 bun¢k je aktivni translace regulovana aktivitou mTOR signalizace.
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Obr. 8: Rozdily v intenzité fluorescenéniho barveni fosforylované a nefosforylované formy
4E-BP1 proteinu v buné¢nych jadrech od stadia osmi do stadia Sestnacti bunék mezi
inhibovanymi a neinhibovanymi  embryi. Sekce p4EBP1 (Thr37/46) znazornuje
fosforylovanou formu 4E-BP1. Z grafu lze vy¢ist, ze v interfaznich jadrech inhibovanych
8bunéénych a 16bunéénych embryi doslo k signifikantnimu poklesu intenzity fluorescence
p4E-BP1, a Zze k podobnému poklesu doslo rovnéz béhem mitotického déleni mezi témito
dvéma embryonalnimi stadii. V sekci pan-4EBP1 je znazornéna sila fluorescence celkového
mnozstvi proteinu 4E-BP1. V interfaznich jadrech 8bunécnych a 16bunécnych embryi neméla
na tuto intenzitu inhibice Torinem 1 signifikantni vliv. Je ale zajimavé, Ze béhem mitotického
déleni doSlo v inhibovanych embryich ke zvySeni této intenzity oproti embryich
neinhibovanym. Intenzita fluorescence je v jednotkdch CTCF (corrected total cell
fluorescence).

4.1.4 Zmény hladin fosforylovaného 4E-BP1 v zavislosti na fazi bunééného cyklu
Jelikoz se pii barveni protilatkami anti-Phospho-4E-BP1 (Thr37/46) a anti-4E-BP1
(53H11) podaftilo v kontrolnich embryich zachytit vSechny faze buné¢ného déleni (obrazek

9), bylo diky kvantifikaci intenzity fluorescence mozné analyzovat aktivitu fosforylace
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4E-BP1 béhem celého bunééného cyklu (obrazek 10). Intenzita fluorescence byla
kvantifikovdna samostatné pro jadro v inferfaznich buiitkdch nebo oblast chromozomi béhem
mitdzy, a samostatné¢ pro cytoplazmu. Bylo zjiSténo, ze mnozstvi celkového 4E-BP1
v bunikach je stabilni, ale v zavislosti na fazi bunécného cyklu se méni hladiny jeho
fosforylované formy. Nejvyssi hladiny p4E-BP1 dosahuji buiiky na zacatku mitotického
déleni, kdy dochazi k prudkému nariistu fosforylace. Béhem dalSich fazi mitézy dochazi

k postupnému snizovani p4E-BP1.

8C 16C
interfaze NEBD metafaze anafaze telofaze interfaze

Obr. 9: Porovnani interfaznich jader v 8bunééném a 16bunécném embryu a jednotlivych fazi
bunécéného déleni mezi témito embryondlnimi stadii. Bile je zndzornéno fluorescenéni barveni
4E-BP1 proteinu za pouziti dvou protilatek. Prvni protilatkou, anti-Phospho-4E-BP1
(Thr37/46) (fedénou 1:50), byla barvena pouze fosforylovana forma tohoto proteinu. Druhou
protilatkou, anti-4E-BP1 (53H11) (fedénou 1:50), byly barveny ob¢ jeho formy (fosforylovana
i nefosforylovand). Jako sekundéarni protilatka byla v obou piipadech pouzita osli protilatka
proti krélicim IgG Alexa Fluor 647 (fedéna 1:500). Modfe je znazornéna jaderna DNA
(Vectashield). V embryich barvenych protilatkou anti-4E-BP1 (53H11) je napadny vyrazné;si
fluorescencni signdl, ktery byl vzhledem k povaze pouzitych protilatek ocekavan. Velikost
méfitka je 10pum.

p4EBP1 (Thr37/46)

pan-4EBP1
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Obr. 10: Fosforylace 4E-BP1 proteinu béhem bunécného cyklu, analyzovana na zakladé dat
ziskanych z fluorescen¢nich barveni protilatkami anti-Phospho-4E-BP1 (Thr37/46) a
anti-4E-BP1 (53H11). Z grafu lze vycist, Ze intenzita fluorescence celkového 4E-BP1 v
bunikach se v pribéhu bunééného cyklu neméni, ale dochazi pouze ke zméndm v intenzité
fluorescencniho barveni jeho fosforylované formy. K prudkému nartstu fosforylovaného
4E-BP1 dochazi na zacatku mitotického déleni a béhem dalsSich fazi mit6zy se toto mnozstvi
postupné snizuje. Intenzita fluorescence je v jednotkach CTCF (corrected total cell
fluorescence).

4.1.5 Fluorescen¢ni barveni protilatkou anti-Phospho-4E-BP1 (Thr70)

Pro ovéfeni nasich vysledku s protilatkou znacici p4E-BP1 Thr37/46 jsme chtéli zjistit,
zda znaceni specifické pro 4E-BP1 fosforylované na jiném misté¢ bude vést ke stejnému
zbarveni a rozdilim mezi interfaznimi a mitotickymi bunikami. RovnéZ nés zajimalo, zda
povede k poklesu fluorescence u embryi s inhibovanou mTOR drahou. Predpokladali jsme,
ze vysledné barveni bude podobné jako u anti-Phospho-4E-BP1 (Thr37/46), protoze protein
faktor elF4E (Gingras et al., 1999b; Gingras et al., 2001b). Jako dalsi primarni protilatka proti
fosforylované forme proteinu 4E-BP1 byla pouzita anti-Phospho-4E-BP1 (Thr70) (fedéna
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1:50), v kombinaci se sekundarni osli protilatkou proti kralicim IgG Alexa Fluor 647 (fedénou
1:500). Tato primarni protilatka je specificka pro fosforyla¢ni misto Thr 70 proteinu 4E-BP1,
coz znamena, ze se specificky vaze pouze na jeho fosforylovanou formu v misté¢ Thr 70.
Naobrazku 11 je wukazkovy ptiklad jejiho barveni. Stejné jako u protilatky
anti-Phospho-4E-BP1 (Thr37/46) byla i zde pozorovana vyssi intenzita fluorescenéniho
barveni v dé¢licich se buiikach nez v butikach interfaznich a taktéz byla pozorovana vyssi

intenzita fluorescen¢niho barveni v kontrolnich embryich, nez v embryich inhibovanych

Torinem 1.
o
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Obr. 11: Fosforylovany 4E-BP1 béhem déleni ze stadia 8 na stadium 16 bun¢k. Jako primarni
protilatka byla pouzita anti-Phospho-4E-BP1 (Thr70) (fedéna 1:50) a jako sekundarni osli
protilatka proti krali¢im IgG Alexa Fluor 647 (fedéna 1:500). Bile je znazornén p4E-BP1,
modie je zndzornéna jadernd DNA (Vectashield). V neinhibovaném embryu mizeme
pozorovat vyraznéj$i barveni v délici se bunice, oproti buitkam interfaznim. V inhibovaném
embryu je barveni méné vyrazné, nez je tomu u neinhibovaného embrya, a rozdil mezi délici
se buitkou a nedélicimi se bunikami je stéZi pozorovatelny. Velikost métitka je 20um.

4.1.6 Analyza intenzity fluorescence p¥i pouZiti protilatky anti-Phospho-4E-BP1
(Thr70)

Stejné jako u protilatky anti-Phospho-4E-BP1 (Thr37/46), byla i u protilatky
anti-Phospho-4E-BP1 (Thr70) analyzovana intenzita fluorescen¢niho barveni v programu Fiji
V jednotlivych bunkach, samostatné pro jadro bunck v interfazi, pro oblast chromozomi
v délicich se buinkdch a pro cytoplasmu. Kvantifikovand intenzita fluorescence byla

porovnavana mezi inhibovanymi a neinhibovanymi embryi ve stddiu osmi bun¢k, béhem
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mitotického déleni, a rovnéz ve stadiu Sestnacti bunék (viz obrazek 12). V chromosomalni
oblasti byla béhem mit6zy intenzita fluorescence u inhibovanych embryi signifikantn€ nizsi
neZ u neinhibovanych embryi (p-hodnota = 0,013), a stejné tomu bylo i v interfaznich jadrech
8bunééného stadia (p-hodnota = 6,36 x 1072). V interfaznich jadrech 16bunééného stadia
nebyl mezi inhibovanymi a neinhibovanymi embryi signifikantni rozdil (p-hodnota = 0,083).
tfech porovnavanych skupinach (p-hodnota = 7,7 x 102 pro jadra 8bunéénych embryi,
p-hodnota = 2,29 x 10 pro délici se buiiky, a p-hodnota = 6,94 x 10°° pro jadra 16bun&énych
embryi). Tyto vysledky odpovidaly vysledkim protilatky anti-Phospho-4E-BP1 (Thr37/46),

konkrétné¢ nartGstu intenzity fluorescence b&hem mitézy (pozorovatelny u zbarveni

v

jadro/ cytoplasma
chromosomalni oblast ytop
*kk . *kk
. @
o ) o
S ] " § i
s g ?
S . <
c - —
S 5 g T
— = 1 1
a Y 3| | n.s. o !
5 | =18 ..
) c P *kk . xk
g— § i E% } L ' — p-hodnoty:
= : : n | * 5 n.s. - nesignifikantni
1
i ' — EH > ¥y o, *<0,05
~ B4 [] R 3 ¢ + EQkd ¢ | ***<o,0005
o | A S o | === N

] . Q ] s
DMSO = 8 © s 9 x g B %9
c® 8 S e c e 2 5
. S = = - =] = =
Torin 1 o g E c 9 a9 £ 2 g
o S = o S o e

Obr. 12: Rozdily v intenzité fluorescencniho barveni fosforylované formy proteinu 4E-BP1
pfi pouziti protilatky anti-Phospho-4E-BP1 (Thr70). Porovnavana byla inhibovana
a neinhibovand embrya ve stadiu osmi bun€k, béhem mitotického déleni, a rovnéz ve stadiu
Sestnécti bunek. Z grafu lze vycist, Ze v chromosomalni oblasti byla béhem mitdzy intenzita
fluorescence u inhibovanych embryi signifikantné niz§i neZ u neinhibovanych embryi.
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Intenzita fluorescence je v jednotkach CTCF (corrected total cell fluorescence).
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4.1.7 Fluorescen¢ni barveni protilatkou anti-Phospho-4E-BP1 (Ser65)

Analyza intenzity fluorescencniho signdlu byla provedena také u protilatky
anti-Phospho-4E-BP1 (Ser65), ktera se rovnéz specificky vaze na fosforylovanou formu
4E-BP1 proteinu, konkrétné na aminokyseliné Ser 65. Stejné jako predchozi protilatky byla
fedéna v BSA v poméru 1:50 a byla pouzita v kombinaci se sekundarni osli protilatkou proti
krali¢im IgG Alexa Fluor 647, fedénou v poméru 1:500. Podobné jako u piedeslych pouzitych
protilatek proti fosforylované form¢ 4E-BP1 proteinu, i zde bylo patrné vyrazngjsi barveni

v neinhibovanych embryich a v délicich se bunkach (obrazek 13).
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Obr. 13: Fosforylovany 4E-BP1 béhem dé€leni ze stadia 8 na stadium 16 bun¢k. Jako primarni
protilatka byla pouzita anti-Phospho-4E-BP1 (Ser65) (fedéna 1:50) a jako sekundarni osli
protilatka proti krali¢im IgG Alexa Fluor 647 (fedéna 1:500). Bile je znazornén p4E-BP1,
modie je znazornéna jaderna DNA (Vectashield). V neinhibovaném embryu mizeme
pozorovat vyraznéj$i barveni v délici se bunce, oproti buitkam interfaznim. V inhibovaném
embryu je barveni méné vyrazné, ale rovnéz je v ném patrny rozdil mezi délicimi se
a nedélicimi se buitkami. Velikost métitka je 20pum.

4.1.8 Analyza intenzity fluorescence p¥i pouZiti protilatky anti-Phospho-4E-BP1
(Ser65)

Analyza fluorescence byla provadéna zvlast v cytoplasmé a zvIast v bunééném jadie
u bunék v interfazi, ptipadné v oblasti chromosomu u délicich se buné€k, stejnym zplisobem
jako u ptedchozich protilatek. Byla porovnavana inhibovana a neinhibovand embrya ve stadiu
osmi bunék, béhem mitotického deleni a ve stadiu Sestnacti bun¢k (viz obrazek 14).

V chromosomalni oblasti byla béhem mitézy intenzita fluorescence u bunék inhibovanych
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embryi signifikantné niz$i nez u bun¢k neinhibovanych embryi (p-hodnota = 0,0009), a stejné
tomu bylo i v interfaznich jadrech 8buné&ného (p-hodnota = 2,51 x 107%°) a 16bun&éného
stadia (p-hodnota = 4,11 x 107%). V cytoplasmé byla u bunék inhibovanych embryi
signifikantné nizsi intenzita fluorescence pouze v 8bunééném embryonalnim stadiu
(p-hodnota = 5,67 x 10), rozdil ve zbylych dvou skupinach signifikantni nebyl (p-hodnota =
0,058 pro délici se buiky a p-hodnota = 0,547 pro jadra 16bunéénych embryi). Celkové jsme
ale i u této protilatky potvrdili vysledky ptedchozich protilatek pro p4E-BP1, i kdyZ narust

intenzity fluorescence béhem mit6zy byl u této protilatky také zjevny pouze v cytoplasme.
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Obr. 14: Rozdily v intenzité fluorescenéniho barveni fosforylované formy proteinu 4E-BP1
pfi pouziti protilatky anti-Phospho-4E-BP1 (Ser65). Porovndvana byla inhibovana
a neinhibovana embrya ve stadiu osmi bunék, béhem mitotického déleni, a rovnéz ve stadiu
Sestnacti bunék. V chromosomadlni oblasti byla béhem mitdézy intenzita fluorescence
U inhibovanych embryi signifikantn€ niZs§i nez u neinhibovanych embryi. Signifikantné niz§i
intenzita fluorescence byla rovnéZ v interfaznich jadrech 8bunéénych a 16bunécnych
inhibovanych embryi. V cytoplasmé byla u inhibovanych embryi signifikantné nizsi intenzita
fluorescence pouze v 8bunééném embryonalnim stadiu, rozdil ve zbylych dvou skupinach
signifikantni nebyl. Intenzita fluorescence je v jednotkach CTCF (corrected total cell
fluorescence).

4.1.9 Fluorescen¢ni barveni protilatkou anti-Phospho-4E-BP1 (Thr37/46) (236B4)
Posledni  pouzitou  protilaitkou  proti  fosforylovanému 4E-BP1  byla
anti-Phospho-4E-BP1 (Thr37/46) (236B4). Jedna se o protilatku specifickou pro stejné misto

34



jako protilatka v kapitole 4.1.1. Nejdiive byla fedéna v BSA v poméru 1:200, ale pfi této
koncentraci bylo barveni velice slabé. Byla proto vyzkousena koncentrace 1:100, pfi které
bylo barveni stale slabé, ale detekovatelné. Jako sekundarni protilatka byla pouzita osli
protilatka proti krali¢im I[gG Alexa Fluor 647 (fedéné 1:500). Priklady fluorescencnich barveni
jsou na obrézcich 15 a 16.
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Obr. 15: Fluorescen¢ni barveni protilatkou anti-Phospho-4E-BP1 (Thr37/46) (236B4),
fedénou v poméru 1:200. Jako sekundarni protilatka byla pouzita osli protilatka proti krali¢im
IgG Alexa Fluor 647 (fedéné 1:500). Bile je znazornén p4E-BP1, modie je znazornéna jaderna
DNA (Vectashield). Barveni p4E-BP1 bylo téméf nedetekovatelné, v disledku ¢ehoz nebylo
mozné provést kvantifikaci. Velikost métitka je 20pum.
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Obr. 16: Fluorescenéni barveni protilatkou anti-Phospho-4E-BP1 (Thr37/46) (236B4),
fedénou v poméru 1:100. Jako sekundarni protilatka byla pouzita osli protilatka proti krali¢im
IgG Alexa Fluor 647 (fedéné 1:500). Bile je znazornén p4E-BP1, modfe je znazornéna jaderna
DNA (Vectashield). Barveni pAE-BP1 bylo velice slabe, ale v inhibovaném embryu je patrné
barveni dvou délicich se bun¢k. Velikost métitka je 20um.

4.1.10 Analyza Intenzity fluorescence p¥i pouZiti protilatky anti-Phospho-4E-BP1
(Thr37/46) (236B4)

Jako u pfedchazejicich experimentii byla analyza fluorescence provadéna zvlast
V cytoplasmé a zvIast’ v bunééném jadie u bun€k v interfazi, ptipadné v oblasti chromosomu
u délicich se bun¢k. Byly porovnavany bunky inhibovanych a kontrolnich embryi ve stadiu
osmi bunék, béhem mitotického d€leni a ve stadiu Sestnacti bun¢k (viz obrazek 17).
V chromosomalni oblasti byla béhem mitdzy intenzita fluorescence u inhibovanych embryi
signifikantné niz§i nez u neinhibovanych embryi, a stejné¢ tomu bylo i v interfaznich jadrech
8bunécéného a 16bunécného stadia. V cytoplasmé byla u inhibovanych embryi signifikantné
Vv pritbéhu mitotického déleni signifikantni nebyl. U tohoto barveni jsme potvrdili sniZeni
intenzity fluorescence po inhibici mTOR drahy, nepotvrdili jsme ale narlst intenzity
fluorescence béhem mitézy. Kvili nizké intenzité fluorescence této protilatky usuzujeme,

ze méteni intenzity fluorescence muiize byt presnéjsi pfi pouZiti protilatky z kapitoly 4.1.2.
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Obr. 17: Rozdily v intenzité fluorescenéniho barveni fosforylované formy proteinu 4E-BP1
pii pouziti protilatky anti-Phospho-4E-BP1 (Thr37/46) (236B4). Porovnavana byla
inhibovana a neinhibovana embrya ve stadiu osmi bunék, béhem mitotického déleni, a rovnéz
ve stadiu Sestnacti bun¢k. V chromosomalni oblasti byla béhem mitdzy intenzita fluorescence
u inhibovanych embryi signifikantné nizs$i nez u neinhibovanych embryi. Signifikantné nizsi
intenzita fluorescence byla rovnéz v interfaznich jadrech 8bunéénych a 16bunéénych

A4

fluorescence v 8bunééném a 16bunééném embryonalnim stadiu, rozdil v prub&éhu mitotického
déleni signifikantni nebyl. Intenzita fluorescence je v jednotkach CTCF (corrected total cell
fluorescence).

4.2 Fluorescenc¢ni barveni fosforylované formy proteinu 4E-BP1 v dalSich bunéénych
délenich

S ohledem na zjiSténi, ze mTOR regulovana translace je aktivni béhem bunécného
déleni z 8 na 16 bunck nas zajimalo, zda je aktivni také béhem dalSich mitotickych délent,
ke kterym v preimplanta¢nim my$im embryu dochazi. Konkrétné nas zajimala déleni ze 2
bunék na 4, ze 4 na 8, z 16 na 32 a z 32 na 64. Postupem popsanym v kapitole 3.1 byla ziskana
2bunécna embrya, ktera byla nasledné kultivovana do zapoceti poZadované¢ho mitotického
déleni. V case, ktery byl povazovan za vhodny k zachyceni co nejvétSiho poctu délicich se
bun¢k byla embrya fixovana a fluorescenéné barvena dle postupu popsaného v kapitole 3.3.
K barveni byly pouzity dvé protilatky proti fosforylovanému 4E-BP1, které se ukézaly byt
funk¢éni béhem piredchozich experimentl. Jmenovité se jednalo o anti-Phospho-4E-BP1
(Ser65) a anti-Phospho-4E-BP1 (Thr70) a byly fedény v BSA v poméru 1:50. Jako sekundarni
protilatka byla ve vSech ptipadech pouzita osli protilatka proti krali¢im IgG Alexa Fluor 647.
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Fluorescen¢ni barveni béhem vSech vyse uvedenych bunéénych déleni vykazala stejny
trend, jaky byl pozorovan béhem déleni z 8 na 16 bunék. V délicich se bunkach byl patrny
vyrazngj$i fluorescenéni signal nez v buiikéch interfdznich (obrazky 18 — 21), coZ znamena,
ze mTOR signalni drdha neni aktivni pouze v prib&hu déleni z 8 na 16 bunék, ale také

v dalSich bunéénych délenich v mysich preimplanta¢nich embryich.

Obr. 18: Fosforylovany 4E-BP1 b&éhem dé€leni z 2bunééného na 4bunécné stadium. Jako
primarni protilatka byla pouzita anti-Phospho-4E-BP1 (Ser65) (fedéna 1:50), jako sekundarni
osli protilatka proti kralicim IgG Alexa Fluor 647 (fedéna 1:500). Obrazek ukazuje 2bunécné
embryo s jednou délici se blastomerou (vpravo). Bile je znazornén p4E-BP1, modie jsou
znazornéna bunécnd jadra (Vectashield). Na obrazku je patrny silnéjsi fluorescencni signal
Vv délici se blastomete, coz poukazuje na aktivitu mTOR béhem bunécéného déleni. Velikost
meéftitka je 20um.

Obr. 19: Fosforylovany 4E-BP1 béhem d¢leni ze 4bunécného na 8bunééné stadium. Jako
primarni protilatka byla pouzita anti-Phospho-4E-BP1 (Ser65) (fedéna 1:50), jako sekundarni
osli protilatka proti kralicim IgG Alexa Fluor 647 (fedéné 1:500). Obrazek ukazuje 4bunécéné
embryo s jednou délici se blastomerou (vlevo nahoie). Bile je znazornén p4E-BP1, modie jsou
zndzornéna bunécna jadra (Vectashield). Na obrazku je patrny silng&jsi fluorescencni signal
Vv délici se blastomete, coz ukazuje na aktivitu mTOR béhem bunééného déleni. Velikost
méfitka je 20pum.
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Obr. 20: Fosforylovany 4E-BP1 béhem déleni ze stadia 16 na stadium 32 buné¢k. Jako primarni
protilatky byly pouzity anti-Phospho-4E-BP1 (Ser65) (fedéna 1:50) a anti-Phospho-4E-BP1
(Thr70) (fedéna 1:50), jako sekundarni protilatka byla pouZita osli protilatka proti kralicim
IgG Alexa Fluor 647 (fedénd 1:500). Obrazky ukazuji embrya s minimalné jednou délici se
blastomerou. Bile je znazornén p4E-BP1, modie jsou znazornéna bunéc¢na jadra (Vectashield).
Na obrazcich je patrny siln€j$i fluorescencni signal v délicich se blastomerach a rovnéz
Vv interfdznich jadrech, coz ukazuje na aktivitu mTOR béhem bunécného déleni. Velikost
meéftitka je 20um.

Obr. 21: Fosforylovany 4E-BP1 b&hem dé¢leni ze stadia 32 na stadium 64 buné¢k. Jako primarni
protilatka byla pouzita anti-Phospho-4E-BP1 (Ser65) (fedéna 1:50) a jako sekundarni osli
protilatka proti krali¢im IgG Alexa Fluor 647 (fedéna 1:500). Na obrazku je viditelna jedna
délici se bunka. Bile je znazornén p4E-BP1, modfe jsou znizornéna bunéénd jadra
(Vectashield). Fluorescencni signdl je zde slabsi, nez tomu bylo u ptedeslych bunéénych
déleni, ale stale je patrné vyraznéjsi barveni p4E-BP1 v délici se blastomete. Velikost méfitka
je 20pm.
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4.3 Fluorescen¢ni barveni a analyzy intenzity fluorescence za pouziti protilatek anti-
Phospoho-S6 Ribosomal Protein (Ser235/236) (D57.2.2E), anti-elF4G, anti-
Phospho-elF4G (Ser1108), anti-Phospho-elF4E (Ser209) a anti-Phospho-mTOR
(Ser2448)

Na zakladé vysledki prezentovanych v kapitole 4.1 jsme se rozhodli provést
fluorescencni barveni také pro nékteré dalsi proteiny, které jsou dilezité pro translaci zavislou
na ¢epicce. Embrya byla ziskdvana a kultivovana stejnym zptsobem, jako v kapitole 4.1, poté
byla béhem déleni z8 na 16 bunék fixovana a fluorescenéné barvena a nasledné bylo
porovnavano barveni mezi inhibovanymi a neinhibovanymi embryi a mezi délicimi se

a nedélicimi se bunkami.

4.3.1 Fluorescen¢ni barveni protilatkou anti-Phospoho-S6 Ribosomal Protein
(Ser235/236) (D57.2.2E)

Pro vizualizaci fosforylované formy proteinu S6 byla pouzita protilaitka anti-
Phospoho-S6 Ribosomal Protein (Ser235/236) (D57.2.2E). Jedna se o protilatku znacici
fosforylovany ribozomalni protein S6, ktery je fosforylovan S6 kindzou, jejiz aktivita je
regulovana mTOR signalizaci. Fosforylace tohoto ribozomalniho proteinu znac¢i aktivni
mTOR drahu, a je potfebna pro fungujici translaci. Zajimalo nas, zda uvidime rozdily mezi
délicimi se a nedélicimi se buiikami, a také snizeni intenzity fluorescence po inhibici mTOR
drahy. Fluorescen¢ni barveni bylo vyzkouSeno nejprve pii protilatkovém fedéni, které bylo
doporuceno vyrobcem, tedy 1:100. Jako sekundarni protilatka byla pouzita osli protilatka proti
kralicim IgG Alexa Fluor 647, fedéna 1:500. U obou skupin embryi bylo dle naseho oc¢ekéavani
pozorovano barveni cytoplasmy (obrazek 22). Neinhibovand embrya byla vyrazné¢ barvena
na povrchu a intenzita barveni smérem do jejich vnitini ¢asti slabla. Tento jev mohl byt
zpusoben bud’to Spatnym pronikdnim protilatky do vnittku embryi, nebo nedostate¢nou
koncentraci protilatky. V inhibovanych embryich bylo oproti tém kontrolnim patrné slabsi
barveni. Mezi délicimi se a nedé€licimi se buitkami nebyly patrné zadné rozdily v intenzité
barveni.

Kwviili nerovnomérnému protilatkovému barveni napfi¢ neinhibovanymi embryi bylo
provedeno dalsi kolo fluorescen¢niho barveni, pfi kterém byla pouzitd primarni protilatka
fedénd v BSA v poméru 1:50. Pii této koncentraci bylo barveni vyraznéjsi (obrazek 23),
ale postupné slabnuti intenzity barveni smérem do stfedu embryi bylo u nékterych embryi stale

patrné.
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Obr. 22: Fluorescenéni barveni protilatkou anti-Phospoho-S6 Ribosomal Protein (Ser235/236)
(D57.2.2E), fedénou v poméru 1:100. Jako sekundarni protilatka byla pouzita osli protilatka
proti krali¢cim IgG Alexa Fluor 647 (fedénd 1:500). Bile je znazornén pS6, modie je
znazornéna jadernad DNA (Vectashield). V neinhibovanych embryich miizeme pozorovat silné
barveni na povrchu embrya, jehoz intenzita smérem ke stiedu slabne. V inhibovanych
embryich je barveni méné vyrazné. Mezi dé€licimi se a nedélicimi se buiikkami nebyla
pozorovana rozdilna intenzita barveni. Velikost méfitka je 20um.
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Obr. 23: Fluorescenc¢ni barveni protilatkou anti-Phospoho-S6 Ribosomal Protein (Ser235/236)
(D57.2.2E), fedénou v poméru 1:50. Jako sekundarni protilatka byla pouzita osli protilatka
proti krali¢im IgG Alexa Fluor 647 (fedéna 1:500). Bile je zndzornén pS6 ribosomal protein,
modfe je znazornéna jadernd DNA (Vectashield). V inhibovanych embryich je barveni méné
vyrazné. Mezi délicimi se a nedélicimi se buiikami nebyla pozorovéana rozdilna intenzita
barveni. Velikost métitka je 20um.
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4.3.2 Analyza Intenzity fluorescence pri pouZiti protilatky anti-Phospoho-S6
Ribosomal Protein (Ser235/236) (D57.2.2E)

Vzhledem Kk vysledkiim barveni fosforylované formy proteinu S6 protilatkou
anti-Phospoho-S6 Ribosomal Protein (Ser235/236) (D57.2.2E) jsme se rozhodli provést
analyzu intenzity tohoto barveni v programu Fiji a nasledné porovnat tuto kvantifikovanou
intenzitu mezi inhibovanymi a neinhibovanymi embryi. Z obrazku 24 je patrné, Zze
u inhibovanych embryi doslo k signifikantnimu poklesu fosforylovaného S6 (p-hodnota =
4,07.x 10°%).
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Obr. 24 Rozdily v intenzité fluorescenéniho barveni fosforylované formy proteinu S6 pii
pouziti protilatky anti-Phospoho-S6 Ribosomal Protein (Ser235/236) (D57.2.2E).
Porovnavana byla inhibovana a neinhibovand embrya. Z grafu lze vy¢ist, Zze v inhibovanych
embryich doslo k signifikantnimu poklesu intenzity fluorescence. Intenzita fluorescence je
v jednotkach CTCF (corrected total cell fluorescence).

4.3.3 Fluorescenéni barveni protilatkou anti-elF4G

Dale byla pouzita primarni protilatka anti-eIF4G pro vizualizaci translacniho
inicia¢niho faktoru elF4G. Redéna byla v poméru 1:100 a jako sekundarni protilatka k ni byla
pouzita osli protilatka proti kralicim IgG Alexa Fluor 647, ktera byla fedéna 1:500. Barveni
nepfineslo pfedpokladané vysledky, jelikoZ bylo velice slabé a nebyly v ném patrné Zadné

rozdily v intenzité barveni mezi délicimi se a ned¢licimi se buitkami, ani mezi kontrolnimi
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a inhibovanymi embryi (obrazek 25). To nés vedlo k zavéru, ze dana protilatka barvila

nespecificky, a proto nebyla nekvantifikovéana.
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Obr. 25: Fluorescen¢ni barveni protilatkou anti-elF4G, fedénou v poméru 1:100. Jako
sekundarni protilatka byla pouzita osli protilatka proti kralicim IgG Alexa Fluor 647 (fedéna
1:500). Bile je znazornén elF4G, modfe je znazornéna jadernd DNA (Vectashield).
Protilatkové barveni je velice slabé a nejsou na ném patrné zadné vétsi rozdily mezi délicimi
se a ned¢licimi se bunikkami. Velikost métitka je 20um.

4.3.4 Fluorescen¢ni barveni protilatkou anti-Phospho-elF4G (Ser1108)

anti-Phospho-elF4G (Ser1108), fedéna v poméru 1:100. Tato protilatka je specificka pro
elF4G protein fosforylovany na aminokyseliné S1108. Jako sekundarni protilatka byla pouzita
osli protilatka proti krali¢im IgG Alexa Fluor 647, fedéna 1:500. Stejné jako u protilatek
znacicich p4E-BP1 jsme chtéli zjistit, zda budeme pozorovat zmény intenzity fluorescence
béhem bunééného déleni. V nedélicich se bunkach bylo patrné vyrazné cytoplasmatické
barveni, v délicich se burikach bylo barveni vyrazné slabsi (obrazek 26). Mezi inhibovanymi

a neinhibovanymi embryi nebyly pozorovany vyrazné rozdily v intenzité barveni.
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Obr. 26: Fluorescen¢ni barveni protilatkou anti-Phospho-elF4G (Ser1108), fedénou v poméru
1:100. Jako sekundarni protilatka byla pouZita osli protilatka proti krali¢im IgG Alexa Fluor
647 (fedénd 1:500). Bile je znazornén fosforylovany elF4G, modie je zndzornéna jaderna
DNA (Vectashield). V nedélicich se burikach je patrné vyraznéjsi barveni nez v dé€licich se
bunikach. Velikost méfitka je 20pum.

4.3.5 Fluorescen¢ni barveni protilatkou anti-Phospho-mTOR (Ser2448) (D9C2)
Jednou z poslednich protilatek, pouzitych ke znazornéni rozdili mezi inhibovanymi
a neinhibovanymi embryi a délicimi se a nedélicimi se buikami byla anti-Phospho-mTOR
(Ser2448) (D9C2). Chtéli jsme zjistit, jestli dochazi ke zménam fosforylace mTOR proteinu
béhem déleni z 8 na 16 bunék. K barveni bylo pouzito fedéni v poméru 1:50, které bylo
doporuceno vyrobcem a jako sekundérni protilatka byla pouzita osli protilatka proti krali¢im
IgG Alexa Fluor 647, fedénd 1:500. Vysledné barveni bohuzel nevykazovalo Zadné napadné
rozdily mezi inhibovanymi a neinhibovanymi embryi, ani mezi délicimi se a nedélicimi se
buitkami (obrazek 27), proto nebyla intenzita fluorescence kvantifikovana. Ve vSech
barvenych embryich bylo patrné membranové barveni. To je pravdépodobné nespecificke,
protoZe neni znamo, Ze by se fosforylovany mTOR lokalizoval do blizkosti buné¢nych

membran.
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Obr. 27: Fluorescen¢ni barveni protilatkou anti-Phospho-mTOR (Ser2448) (D9C2), fedénou
Vv poméru 1:50. Jako sekundarni protilatka byla pouzita osli protilatka proti kralicim IgG Alexa
Fluor 647 (fedénad 1:500). Bile je zndzornén pmTOR, modie je znazornéna jadernd DNA
(Vectashield). Barveni je patrné na cytoplasmatickych membrénach a jeho intenzita se nelisi
mezi délicimi se a nedélicimi se buiikami, ani mezi inhibovanymi a neinhibovanymi embryi.
Velikost métitka je 20um.

4.3.6 Fluorescené¢ni barveni protilatkou anti-Phospho-elF4E (Ser209)

Jako poslednich protilatka, pouzitd ke znazornéni rozdili mezi inhibovanymi
a neinhibovanymi embryi a délicimi se a ned¢licimi se bunikami byla protilatka proti
dochézi ke zménam mnozstvi tohoto proteinu béhem bunééného cyklu. K barveni bylo
pouzito fedéni v poméru 1:100 a jako sekundarni protilatka byla pouzita osli protilatka proti
mySim IgG Alexa Fluor 647, fedénd 1:500. Vysledné barveni bylo bohuZel slabé,
ale vykazovalo rozdilnou intenzitu mezi inhibovanymi a neinhibovanymi embryi, pfi¢emz
Vv téch neinhibovanych bylo vyraznéjsi (obrazek 28). Mezi délicimi se a nedélicimi se butikami
nebyl v intenzité barveni pozorovan zadny vyrazny rozdil. Oproti protilatkam proti eIF4G a S6
nebyly patrné zadné rozdily ani mezi barvenim cytoplasmy a bunéénych jader, z ¢ehoZ jsme

usoudili, Ze by se mohlo jednat o nespecifické barveni.
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Obr. 28: Fluorescen¢ni barveni protilatkou anti-Phospho-elF4E (Ser209), fedénou v poméru
1:100. Jako sekundérni protilatka byla pouZita osli protilatka proti mySim IgG Alexa Fluor
647 (fedéna 1:500). Bile je zndzornén protein elF4E, modie je znazornéna jaderna DNA
(Vectashield). V neinhibovanych embryich je patrné velice slabé barveni a v inhibovanych
témet neni patrné. Velikost métitka je 20um.

4.3.7 Negativni kontrola

Vzhledem k tomu, Ze vSechny pouzité protilatky vykazovaly velice slabé barveni, jsme
chtéli vyloudit, Zze se jedna o nespecificky signal, vyprodukovany nespecifickym nasedanim
sekundarni protilatky. Z toho divodu bylo provedeno kontrolni barveni, ke kterému byla
pouzita pouze sekundarni osli protilatka proti kralicim IgG Alexa Fluor 647 (ta byla pouzita
pro vSechny experimenty, s vyjimkou jednoho). Embrya pro tuto kontrolu byla ziskana
a kultivovana stejnym zpiisobem, jako embrya experimentélni, rovnéz byla zahrnuta kultivace
v médiu s Torinem 1/DMSO. Embrya byla nasledné fixovana a barvena béhem déleni z 8 na
16 bunék, jako tomu bylo u experimentélnich skupin. Jedinym rozdilem bylo, Ze pii barveni
nebyla pouzita primarni protilatka. Pfi skenovani na konfokalnim mikroskopu nebyl patrny
zadny signal. Diky tomu bylo vyvraceno, ze by fluorescencni signal, patrny

v experimentélnich skupinach, byl zptisoben nespecifickym vazanim sekundarni protilatky.
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4.4 Inhibice mTOR-regulované translace a vliv této inhibice na pocet vnitinich bunék
V 16bunéénych embryich

Buiiky v ranych preimplanta¢nich embryich jsou standardné rozliSovany na vnéjsi
a vnitini, podle toho, jestli maji nebo nemaji apikalni doménu, ktera je v kontaktu s vnéjsim
prostiedim embrya (Graham & Zernicka-Goetz, 2016). Nekteré maji pouze malou apikalni
doménu a nepatii proto ani do jedné z téchto skupin. Takovéto buiky jsou oznacovany jako
SAD (small apical domain). Nazorna ukéazka jednotlivych typti bun¢k na zaklad¢ jejich pozice

v embryu je na obrazku 29.

vnéj&i buiika vnitrni burika

SAD burika

Obr. 29: Znazornéni rozdilu mezi vnitinimi, vnéj§imi a SAD bufikami v ranem
preimplantaénim mySim embryu.

Na zéklad¢ ptedchozich experimenti provedenych v nasi laboratofi s pouzitim
inhibitoru mTOR drahy Torin 1 nas zajimalo, zda je pozorovany fenotyp niz§iho poctu
vnitfnich bun¢k u 16bunécnych embryi zpusobeny vlivem mTOR signalizace na regulaci
translace. Pouzivali jsme dva rizné inhibitory: 4EGI-1 a Torin 1, jejichz G¢inek jsme nasledné
porovnavali jak mezi sebou, tak i oproti kontrolnim embryim. Torin 1 inhibuje mTORC1
i mTORC2 komplexy, pfi¢emzZ jeho inhibice mTORC1 komplexu znemoznuje fosforylaci
4E-BP1 proteinu mTOR proteinem, ale v buiice stale zastava ur¢ité mnozstvi volného eIF4E,
takZze translace neni zcela potlacena (Liu et al.,, 2010). mTORCI1 a mTORC?2 ale zaroven
reguluji i jiné bunéné funkce kromé translace, a proto fenotyp pozorovany po inhibici
Torinem 1 nemusi byt jenom nésledek inhibované translace. Inhibitor 4EGI-1 zabrafuje
asociaci translacnich faktorti eIF4E s elF4G, coz znamen4, ze by mél mit na iniciaci translace
vétsi dopady, nez Torin 1 (Moerke et al., 2007). Inhibice probihala béhem déleni z 8 na 16
bungk a chtéli jsme zjistit, zda bude vést inhibice inhibitorem 4EGI-1 k podobnému fenotypu,
jako inhibice Torinem 1. Zaroven jsme piedpokladali, Ze u embryi inhibovanych pomoci
4EGI-1 budeme pozorovat vétsi dopad na jejich vyvoj nez u embryi inhibovanych Torinem 1.
Postupem popsanym v kapitole 3.1 byla ziskana mysi embrya ve stadiu dvou bun¢k a nasledné

byla inkubovana do stadia osmi bunék v E2,5 + 4h v médiu KSOM (rovnéz popsano v kapitole
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3.1). Po dosazeni tohoto stadia byla embrya pienesena do KSOM média s inhibitorem
4EGI-1/Torin 1 nebo do KSOM média se stejnym objemem DMSO pro kontrolni embrya.
Nasledné byla kultivovana do 16bunééného stadia v E3,0 + 5h (popséano v kapitole 3.2). Poté
byla embrya barvena Oregon Green 488 Phalloidinem (popsano v kapitole 3.4)
pro imunofluorescencni zbarveni membran a skenovdna na konfokdlnim mikroskopu
(popsano v kapitole 3.6).

Inhibice inhibitorem 4EGI-1 vedla k vyraznému opozdéni embryonalniho vyvoje.
V neinhibované skupiné obsahovala embrya primérné 19,74 bunék, pficemz median byl 19,
zatimco inhibovana embrya obsahovala primérné 14,76 bunék, s medidnem byl 16.
V dusledku toho nebylo mozné porovnat pocty vnitinich a SAD bun¢k v poZzadovaném stadiu.
Inhibi¢ni okno bylo proto zkraceno na obdobi od E2,5 + 6h do E2,5 + 11h, na konci kterého
byla embrya opét umisténa do KSOM bez inhibitoru a dale kultivovana az do E3,0 + 5h.
V takto inhibovanych embryich nebyl jejich vyvoj v porovnani s kontrolnimi embryi vyrazné
opozdén. Neinhibovanid embrya obsahovala primérné¢ 18,8 bun¢k, median byl 16 bunck.
Inhibovand embrya obsahovala v priméru 17,2 bunék, pficemz median byl, stejné jako
U neinhibované skupiny, 16 bunék.

Zjistili jsme, ze v embryich inhibovanych Torinem 1 i 4EGI-1 doslo k signifikantnimu
poklesu vnittnich bunék oproti neinhibovanym embryim (p-hodnota = 0,0003 pro Torin 1 a
p-hodnota = 0,049 pro 4E-GI1), ale nebyl zde signifikantni rozdil mezi Torin 1 a 4EGI-1
inhibitorem (p-hodnota = 0,679). Poc¢et SAD bunék se mezi inhibitory 4EGI-1 a Torin 1, ani

mezi inhibovanymi a neinhibovanymi embryi signifikantné nezménil (viz obrazek 30).

vnitrni buriky SAD bunky
DMSO Torin 1
@ 4EGI-1 viechny n.s.
w — n.s.
*
| -
GJ n.s.
€
S *
(%]
L o
0
1]
X
)8 4 %
o8 L
)< 5( x medianova hodnota
] p-hodnoty:
n.s. - nesignifikantni
o | * < 0,05



Obr. 30: Graf znazorfiujici poéty vnitinich a SAD bunék v kontrolnich embryich a v embryich
inhibovanych inhibitory 4EGI-1 a Torin1. U embryi inhibovanych Torinem 1 doslo
k signifikantnimu poklesu vnitfnich bunék oproti kontrolam, podobny rozdil je patrny také
mezi kontrolnimi embryi a embryi inhibovanymi 4EGI-1 inhibitorem. Po¢et SAD bunék
se mezi jednotlivymi skupinami signifikantné nezménil. Kiizek znazoriiuje medianovou
hodnotu.

4.5 Fluorescen¢ni barveni a analyzy intenzity fluorescen¢niho barveni za pouziti
protilatky anti-DDX21

DDX21 je protein, jehoZ mRNA obsahuje na svém 5° netranslatovaném regionu
polypyrimidinovy motiv a proto je mozné, Ze jeho translace je regulovana mTOR signaliza¢ni
drdhou. Piedeslé experimenty provedené v nasi laboratofi ukazaly, Ze v 16bunétnych
embryich s experimentalné snizenou expresi Ddx21 je méné vnitinich bungk, co kopiruje
fenotyp zplisobeny inhibici mTOR signalizace Torinem 1. Hmotnostni spektrometrie
v embryich dé€licich se z 8 na 16 bun¢k dale ukazala, ze v embryich s inhibovanou mTOR
signalni drahou se mnozstvi proteinu DDX21 v porovnani s neinhibovanymi embryi snizuje
(Gahurova et al., manuskript v ptipravé). Pro potvrzeni tohoto zjisténi jsme se rozhodli provest
fluorescencni barveni tohoto proteinu béhem bunécného déleni z 8 na 16 bunck a porovnat
rozdily v intenzité fluorescence mezi inhibovanymi a neinhibovanymi embryi a mezi délicimi
se a nedélicimi se bunkami.

Postupem popsanym v kapitole 3.1 byla ziskana mysi embrya ve stadiu dvou bungk,
ktera nasledné byla inkubovana do stadia osmi bun¢k v E2,5 + 4h v médiu KSOM (rovnéz
popsano Vv kapitole 3.1). Po dosazeni tohoto stadia byla embrya pienesena do KSOM média
s inhibitorem Torin 1 nebo do KSOM média se stejnym objemem DMSO pro kontrolni
embrya. Nasledné byla kultivovana do obdobi déleni z 8bunécného na 16bunécné stadium
v E2,5 + 9h (popsano v kapitole 3.2). Poté byla embrya fluorescenéné barvena (popsano
v kapitole 3.3) a skenovana na konfokalnim mikroskopu (popsano v kapitole 3.6).

K barveni byla pouzita primarni protilatka anti-DDX21 (fedéna v poméru 1:100)
vV kombinaci se sekundarni osli protilatkou proti krali¢im IgG Alexa Fluor 647 (fedénou
Vv poméru 1:500). Potvrdili jsme piedchozi vysledky nasi laboratofe, ze DDX21 se nachazi
V jadérku interfaznich bunék, a béhem mitézy v oblasti chromozomli a do mensi miry
Vv cytoplasmé (Bora et al., 2021; Bora — nepublikovana data). Vysledkem pti analyze pouhym
okem bylo, Ze inhibovand embrya vykazovala slabsi fluorescencni barveni nez kontrolni
embrya a nedélici se bunky vykazovaly slabsi fluorescencni barveni nez délici se bunky (viz

obrazek 31).
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Obr. 31: Fluorescencni barveni protilatkou anti-DDX21, fedénou v poméru 1:100. Jako
sekundarni protilatka byla pouzita osli protilatka proti kralicim IgG Alexa Fluor 647 (fedéna
1:500). Bile je znazornén protein DDX21, modie je zndzornéna jadernd DNA (Vectashield).
V neinhibovanych embryich je patrné vyraznéj$i barveni nez v inhibovanych embryich
a Vv delicich se bunkach je patrné vyraznéjsi barveni nez v nedélicich se bunkach. Velikost

méftitka je 20pum.

Dalsim krokem byla kvantifikace fluorescencniho barveni, ktera byla provadéna zv1ast’
v interfaznich bunkach 8bunééného stadia, v oblasti chromosomt u délicich se bunék
a Vv cytoplasmé délicich se bun€k, pfiCemz byla mezi sebou porovnavana inhibovana
a neinhibovand embrya. PfestoZe jsme volnym okem pozorovali rozdily mezi kontrolnimi
a inhibovanymi embryi, kvantifikace ukazala, Zze v intenzit¢ fluorescence u jadérek
8bunéénych embryi neni rozdil (p-hodnota = 0,932), a Ze rozdily intenzity fluorescence nejsou
signifikantni ani v chromozomalni oblasti d¢licich se bungk (viz obrazek 32), coz mize byt
zpusobeno nizkym poétem délicich se bunék zejména u kontrolnich embryi (p-hodnota = 0,22

pro chromosomalni oblast a p-hodnota = 0,625 pro cytoplasmu dé€licich se bungk). I kdyz
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rozdil nenf statisticky signifikantni, je mozné, ze po inhibici mTOR drahy dochdzi ke snizeni
mnozstvi DDX21 proteinu béhem déleni z 8 na 16 bun¢k, coz by mohlo znamenat, ze translace

tohoto proteinu je regulovana mTOR signalni dréhou.
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Obr. 32: Rozdily v intenzité fluorescen¢niho barveni proteinu DDX21 pii pouziti protilatky
anti-DDX21 (fedéné v poméru 1:100) v kombinaci se sekundarni osli protildtkou proti
kralicim IgG Alexa Fluor 647 (fedénou 1:500). Porovnavano bylo barveni v interfaznich
buiikédch 8bunécného stadia, v oblasti chromosomil u délicich se bunék a v cytoplasmé délicich
se bunék, pfiCemz byla intenzita fluorescence porovndvana mezi inhibovanymi
a neinhibovanymi embryi. Ani v jedné ze tfi zminovanych skupin nebyly zmény fluorescence
statisticky signifikantni. Intenzita fluorescence je v jednotkach normalizované CTCF
(corrected total cell fluorescence) na velikost méfené plochy.

4.6 Inhibice mMTOR-regulované translace a vliv této inhibice na pocet vnitinich bunék a
chovani nékterych vnéjsSich bunék ve stadiu 32 bunék

Na zaklad¢ vysledkl prezentovanych v kapitole 4.4, kdy jsme po inhibici Torinem 1
pozorovali snizeni poctu vnitfnich bunék v 16bunécnych embryich, jsme se rozhodli pro

pozorovani tohoto trendu i v dalsi fazi vyvoje, konkrétné ve stadiu 32 bunék. Pfedpokladali
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jsme, ze i v tomto vyvojovém stupni budou inhibovana embrya obsahovat vice vnéjsich bunc¢k
a zajimalo nas, zda se vSechny tyto vnéjsi buniky chovaji jako vnéjsi i z hlediska genové
exprese.

Embrya byla ziskéna a kultivovana podle postupu popsaného v kapitole 3.1 a od E2,5
+ 4h byla kultivovana v Torinu 1/DMSO podle postupu popsaného v kapitole 3.2. V E3,5
(stddium 32 bunék) byla embrya fixovana a fluorescenéné barvena tak, jak je popsano

Vv kapitole 3.3 a néktera dale podle postupu popsaného v kapitole 3.5.

4.6.1 Fluorescen¢ni barveni protilatkou anti-CDX2 v kombinaci s Oregon Green 488
phalloidinem

Pro prvni experiment byla pouzita protilatka anti-CDX2, fedéna v BSA v poméru
1:200, jako sekundarni protilatka byla pouZita osli protilatka proti mySim IgG Alexa Fluor 647
(fedéna v poméru 1:500) a nakonec byla embrya barvena Oregon Green 488 phalloidinem,
ktery byl fedén v PBST v poméru 1:50. Jak bylo popsano v kapitole 1.1.2, exprese Cdx2 je
typicka pro vnéjsi (polarni) buiiky a CDX2 protein by mé&l byt lokalizovan v jejich jadrech.
Je to transkrip¢ni faktor, ktery nasledné ovliviiuje expresi mnohych genti a tim i diferenciaci
této bunécné linie na buiky trofoektodermu (Nishioka et al., 2008; Strumpf et al., 2005;
Zernicka-Goetz et al., 2009). Diky barveni Oregon Green 488 phalloidinem, ktery barvi
cytoplasmatické membrany bylo mozné urcit, které buiiky jsou vnitini a které vnéjsi.

Vzhledem k tomu, Ze inhibice Torinem 1 v takto dlouhém vyvojovém okné vedla
k opozdéni vyvoje v porovnani s kontrolnimi embryi, bylo nejprve nutné spocitat bunky
V jednotlivych embryich. Pro dalsi analyzu byla vybrana pouze embrya, kterd obsahovala od
28 do 32 bungk, ptfi¢emz primerny pocet bun¢k analyzovanych embryi byl u obou skupin
stejny. V nich byly nésledné pocitany vnitini buriky, vnéjsi buiiky a vnéjsi bunky s jadernym
CDX2. V inhibovanych embryich bylo podle ocekavani méné vnitinich bun€k (v primeéru 8,5
bunék u kontrolnich embryi a 5,3 bunék u inhibovanych embryi, p-hodnota =0,0051), a proto
vice vné¢jSich bun€k (v priméru 22,3 bunék u kontrolnich embryi a 24,7 bunék u inhibovanych
embryi, p-hodnota =0,0078), ale nedoslo k nartistu vnéjSich bunék s jadernym CDX2 (19,2
bunék u kontrolnich embryi a 18,5 bunék u inhibovanych embryi, p-hodnota =0,654) (obrazky
33 a 34). Ztoho vyplyva, ze embrya inhibovana Torinem 1 obsahovala oproti kontrolnim
embryim vice vnéjSich bunék, z nichZ ¢ast nevykazovala genovou expresi, ktera je pro vnéjsi
buniky specificka. Ukazka takové vné€jsi buniky bez exprese Cdx2 je na obrazku 33. Pocet
bunék exprimujicich Cdx2, u kterych se da ocekavat, ze maji expresni profil diferencujicich

bunék trofoektodermu, se mezi kontrolnimi a inhibovanymi embryi nelisil.
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Obr. 33: Ukazka fluorescencniho barveni za pouziti protilatek anti-CDX2 a Oregon Green 488
phalloidin v embryu ve stadiu 32 bun¢k, inhibovaném Torinem 1 od E2,5 + 4h. Primarni
protilatka anti-CDX2 byla fedéna v poméru 1:200, sekundarni osli protilatka proti mys$im IgG
Alexa Fluor 647 v poméru 1:500 a Oregon Green 488 phalloidin byl fedén v PBST v poméru
1:50. Bile je znazornén CDX2, zelené je znazornéno barveni Oregon Green 488 phalloidinem
a modfe jsou znazornéna bunétnd jadra (Vectashield). V neinhibovaném embryu je patrné
fluorescenéni barveni CDX2 ve vSech jadrech vnéjSich bun€k. V inhibovaném embryu Sipka
ukazuje na vnéjsi bunku bez fluorescencniho barveni CDX2 proteinu. Velikost métitka je
20um.
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Obr. 34: Graf znazornujici poéty vnitinich bun¢k, vnéjSich buné€k a vnéjsich bun¢k s jadernym
CDX2 v inhibovanych a neinhibovanych embryich. K analyze byla pouzita pouze embrya
obsahujici 28 — 32 bunék, pficemz pramérny pocet bunék analyzovanych embryi byl u obou
skupin stejny. Z grafu je patrné, Ze inhibovand embrya obsahuji oproti kontrolnim vice
vnéjSich bunék, ale pocet vnéjsich bunék exprimujicich Cdx2 se mezi t€émito skupinami
nezménil. Z toho vyplyva, Ze inhibovana embrya obsahuji nadbyte¢né vnéjsi bunky, které
se ale chovaji jako bunky vnitini. Vousky oznacuji standardni chybu priiméru.

4.6.2 Fluorescen¢ni barveni protilatkou anti-YAP1 v kombinaci s Oregon Green 488
phalloidinem

Jako dalSi primarni protilatka byla pouzita anti-Y AP1, fedéna v BSA v poméru 1:100,
jako sekundarni protilatka byla pouzita osli protilatka proti mySim IgG Alexa Fluor 647
(fedénd v poméru 1:500) a nakonec byla embrya barvena Oregon Green 488 phalloidinem,
ktery byl fedén v PBST v poméru 1:50. Jak bylo popsano v kapitole 1.1.2, protein YAP1 se ve
vnitinich bunikdch nachazi vyhradné v cytoplasmé a ve vnéjsich bunkach je ve vétsi mire
lokalizovan v bunééném jadie, kde slouzi jako koaktivator transkripéniho faktoru TEAD4,
a tim se podili na regulaci exprese buné¢né linie trofoektodermu (Nishioka et al., 2009). Diky
barveni Oregon Green 488 phalloidinem bylo mozné urcit, které buiiky jsou vnitini a které

vnéjsi.
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Vysledky ziskané z tohoto fluorescenéniho barveni byly podobné tém, které byly
ziskany z barveni protilatkou proti CDX2. V nékterych vnéjsich buiikach v inhibovanych
embryich bylo patrné cytoplasmatické barveni (viz obrazek 35), z ¢ehoz vyplyva, ze dané
buiiky maji s velkou pravdépodobnosti transkripéni profil vnitinich buné€k, ze kterych vznikne
vnitini buné¢na masa, a ne transkrip¢ni profil diferencujiciho trofoektodermu.

Pro dalsi analyzu byla vybrana pouze embrya, kterd obsahovala od 28 do 32 bungk,
pti¢emz pramérny pocet bun¢k analyzovanych embryi byl u obou skupin stejny. V nich byl
nasledné pocitan celkovy pocet vnéjSich bunék a pocet vnéjsich bunék s jadernym YAPL.
V inhibovanych embryich bylo podle ocekéavani vice vnéjsich bunék (v pruméru 20,5 oproti
18,3 v kontrolnich embryich) (p-hodnota = 0,00438), ale pocet vnéjsich bunék s jadernou
lokalizaci YAP1 se nezménil (v inhibovanych i neinhibovanych embryi se vyskytoval
primérné u 17,1 embryi) (p-hodnota = 0,9681) (obrazky 35 a 36). Z toho vyplyva, ze embrya
inhibovana Torinem 1 obsahovala oproti kontrolnim embryim vice vnéjsich bun¢k, z nichz

¢ast nevykazovala genovou expresi, kterd je pro vnéjsi bunky specificka.
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Obr. 35: Ukazka fluorescencniho barveni za pouziti protilatek anti-Y AP1 a Oregon Green 488
phalloidin v embryu ve stadiu 32 bun¢k, inhibovaném Torinem 1 od E2,5 + 4h. Primarni
protilatka anti-Y AP1 byla fedéna v poméru 1:100, sekundarni osli protilatka proti mysim IgG
Alexa Fluor 647 v poméru 1:500 a Oregon Green 488 phalloidin byl fedén v PBST v poméru
1:50. Bile je znazornén YAPI, zelené je znazornéno barveni Oregon Green 488 phalloidinem
a modfe jsou znazornéna bunéénd jadra (Vectashield). Na obrazku je patrné barveni proteinu
YAP1 v cytoplasmé vnitinich bungk a v jadrech vnéjsich bunék. Sipka ukazuje na vngjsi
buiiku, v niZ je patrné cytoplasmatické barveni YAP1. Velikost métitka je 20pum.
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Obr. 36: Graf znazoriujici pocty vnéjsich bunék a vnéjsich bunék s jadernym YAP1
v inhibovanych a neinhibovanych embryich. K analyze byla pouZita pouze embrya obsahujici
28 — 32 bungk, ptiCemz primérny pocet bun¢k analyzovanych embryi byl u obou skupin
stejny. Z grafu je patrné, Ze inhibovana embrya obsahuji oproti kontrolnim vice vnéjsich
bunck, ale pocet vnéjSich bunck s jadernou lokalizaci YAP1 se mezi témito skupinami
nezménil. Z toho vyplyva, Ze inhibovand embrya obsahuji nadbyte¢né vnéjsi bunky, které se
ale chovaji jako bunky vnitfni. Vousky oznacuji standardni chybu priméru.

4.6.3 Fluorescené¢ni barveni protilatkou anti-Cytokeratin 8

Na zaklad¢ vysledk popsanych v kapitolach 4.6.1 a 4.6.2 bylo navrZzeno né¢kolik
dalSich experimentd s cilem zjistit, zda ¢ast vnéjsich bunék v inhibovanych embryich postrada
i jiné znaky typické pro vnéjsi buriky, nez jen ptitomnost jaderného CDX2 proteinu a jaderné
lokalizace YAPL. Zajimalo nés, zda je v téchto netypickych vnéjsich burikéach narusena funkce
apikalni domény. Vzhledem k tomu, ze keratiny jsou ukotvovany v apikalni doméné (Lim et
al., 2020), bylo pro tento el vyzkouseno barveni primarni protilatkou anti-Cytokeratin 8
(tfedénou v poméru 1:100) v kombinaci se sekundarni osli protilatkou proti krysi Alexa Fluor
488 (fedénou vpoméru 1:500). Ve vysledném barveni ale mezi inhibovanymi
a neinhibovanymi embryi nebyl pozorovan zadny zjevny rozdil (obrazek 37), a pti podrobnéjsi

analyze inhibovanych embryi jsme nezaznamenali Zadné vnéj$i butiky s nizSim mnoZstvim
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nebo s zadnym cytokeratinem 8. Z toho vyplyva, ze u vnéjsich bunék bez exprese Cdx2
a s cytoplazmatickou lokalizaci YAP1 pravdépodobné¢ nedochazi ke zménam

v cytokeratinové matrix a apikalni doméné.

DMSO

Torin 1

Obr. 37: Ukazka fluorescenéniho barveni za pouziti primarni protilatky anti-Cytokeratin 8
(fedéné v poméru 1:100) v kombinaci se sekundarni osli protilatkou proti krysi Alexa Fluor
488 (fedénou vpoméru 1:500) vembryich ve stddiu 32 bunck, kultivovanych
v Torinu 1/DMSO od E2,5 + 4h. Zelené je znazornén keratin a modfe jsou znazornéna
bunécné jadra (Vectashield). Barveni keratinem je vyrazné ve vnéjSich bunkach, pficemz
V inhibovanych embryich nebyly pozorovany buiiky s defektnim barvenim. Velikost métitka
je 20pm.

4.6.4 Fluorescen¢ni barveni protilatkou anti-(sc-216) PKC ¢ (C-20)

Protoze barveni primarni protilatkou anti-Cytokeratin 8 nepfineslo zajimavé vysledky,
rozhodli jsme se vyzkouSet barveni apikdlnich domén pomoci primarni protilatky
anti-(sc-216) PKC ( (C-20) a zjistit tak, zda nékteré z vnéjSich bunck v inhibovanych

embryich nevykazuji znamky ztraty polarity. Primarni protilatka byla fedéna v poméru 1:200
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a byla pouzita v kombinaci se sekundarni osli protilatkou proti krali¢i Alexa Fluor 555, ktera
byla fedéna v poméru 1:500. Ve vysledném barveni ale mezi inhibovanymi a neinhibovanymi
embryi nebyl pozorovan zadny rozdil (obrazek 38), a pii podrobnéjsi analyze inhibovanych
embryi jsme nezaznamenali zadné vnéj$i bunky bez PKC { barveni. Proto usuzujeme,
ze U vnéjsich bunek bez exprese Cdx2 a s cytoplazmatickou lokalizaci YAP1 pravdépodobné

nedochazi ke zménam v apikalni doméng.
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Obr. 38: Ukazka fluorescen¢niho barveni za pouziti primarni protilatky anti-(sc-216) PKC (
(C-20) (fedéné v poméru 1:200) v kombinaci se sekundarni osli protilatkou proti krali¢i Alexa
Fluor 555 (fedénou v poméru 1:500) vembryich ve stadiu 32 bunék, kultivovanych
v Torinu 1/DMSO od E2,5 + 4h. Bile je znazornén protein PKC a modfe jsou znazornéna
buné¢na jadra (Vectashield). Mezi barvenim inhibovanych a neinhibovanych embryi nebyly
pozorovany vyrazné rozdily. Velikost métitka je 20um.

4.6.5 Fluorescen¢ni barveni protilatkou anti-AMOT v kombinaci s anti-CDX2, a
anti-AMOT v kombinaci s anti-YAP1

Nakonec byly vyzkouseny dvé kombinace protilaitkového barveni ve spojeni
s fluorescenci vykazovanou v embryich vzniklych kfizenim ndmi pouzivanych samic a samcti
F1 transgennich mT/mG hybridi (viz kapitola 3.1). V prvni sérii barveni byla pouZita
kombinace priméarnich protilatek anti-AMOT a anti-CDX2 v kombinaci se sekundarni osli
protilatkou proti krali¢i Alexa Fluor 488 a se sekundérni osli protilatkou proti mySim IgG
Alexa Fluor 647. Ve druhé sérii barveni byly kombinovany protilatky anti-AMOT
a anti-YAP1, rovnéz v kombinaci se sekundarni osli protilatkou proti kralici Alexa Fluor 488

a se sekundarni osli protilatkou proti mysim IgG Alexa Fluor 647.
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Timto barvenim jsme opét cilili na bunécnou polaritu, konkrétné na to, jak bunéna
polarita miize ovlivnit genovou expresi. Protein AMOT je ve vnéjsich buiikdch lokalizovan
pouze na apikalni membrang a u vnitinich bungk je pfitomen na v§ech bunéc¢nych membranach
(Hirate et al., 2013; Sasaki, 2017). Chtéli jsme tedy zjistit, zda ve vn¢jSich buinikiach bez
exprese Cdx2/bez jaderné lokalizace proteinu YAPL bude protein AMOT lokalizovan pouze
v apikalni ¢asti domény, nebo v celé bunécné membrané. Pokud by jeho lokalizace byla
I mimo apikalni membranu, mohl by pfispivat k aktivaci Hippo signalni drahy i u téchto
vn¢jSich bunék (Hippo draha je normalné aktivni jenom u vnitfnich bunék), které by tak
ziskaly transkrip¢ni profil bun€k vnitinich (Hirate & Sasaki, 2014).

Vysledkem bylo, Ze jsme u vnéjSich bunék bez exprese Cdx2/bez jaderné lokalizace
proteinu YAP1 pozorovali pfitomnost proteinu AMOT pouze v apikalni doméné. Na obrazku
39 je priklad embrya barveného protilatkami anti-AMOT a anti-CDX2. Data pro barveni
AMOT + CDX2, ani pro AMOT + YAPI1 proto nebyla kvantifikovdna. Nemlizeme ale
vyloucit moznost, ze kvantifikace by ukazala mirn€¢ zvySenou intenzitu fluorescence
Vv lateralnich doménach vnéjsich bunék bez CDX2 anebo jaderného YAPI, proto v budoucnu

tyto data budeme kvantifikovat.
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Obr. 39: Ukazka fluorescen¢niho barveni za pouziti protilatek anti-AMOT a anti-CDX2
Vv kombinaci se sekundarni osli protilatkou proti kralici Alexa Fluor 488 a se sekundarni osli
protilatkou proti mySim IgG Alexa Fluor 647 v embryu ve stadiu 32 bun¢k, inhibovaném
Torinem1 od E2,5 + 4h. Primarni protilatka anti-AMOT byla fedéna v poméru 1:100,
anti-CDX2 byla fedéna v poméru 1:200 a obé sekundarni protilatky byly fedéné v poméru
1:500. Bile je znazornén CDX2, zelené je znazornén AMOT, modfe jsou zndzornéna bunécna
jadra (Vectashield) a cervené je znazornéna tdTomato fluorescence bunénych membran.
Sipka ukazuje na vn&j$i buitku bez exprese Cdx2, ve které je patrna lokalizace AMOT pouze
na apikalni doméné. Velikost métitka je 20um.
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5. Diskuse

Navzdory tomu, ze existence mTOR signélni dréhy a princip jejiho fungovani byl
znam jiz v minulém stoleti, byla toto signalni draha zkoumana hlavné v souvislosti
s nadorovymi onemocnénimi, Diabetem 2. typu a rlznymi typy neurodegenerativnich
onemocnéni, napiiklad Alzheimerovou chorobou (Dann et al., 2007; Fasolo & Sessa, 2008;
Guertin & Sabatini, 2007; Perluigi et al., 2021; Zoncu et al., 2010). Byly rovnéz publikovany
vyzkumy ohledné jeji tlohy v mySim embryondlnim vyvoji a imunitnim systému
(Bulut-Karslioglu et al., 2016; Gangloff et al., 2004; Shor et al., 2009), ale nikdo zatim
nezkoumal, jakym zpisobem mTOR regulovana translace ovliviiuje preimplantacni vyvoj
mySich embryi.

Prvnim cilem této diplomové prace bylo zjistit, zda je mTOR signalni dréha aktivni
béhem bunécného déleni z8 na 16 bunék, jestli mTOR-regulovana translace hraje roli
pfi vzniku prvnich vnitfnich bunc¢k preimplantacnich embryi v 16bunééném stadiu a jak
ovliviluje segregaci trofoektodermu a vnitini bunécné masy. Jelikoz aktivita komplexu
mTORC]1 umoznuje fosforylaci proteinu 4E-BP1 (Gingras et al., 1999; Ma & Blenis, 2009;
Zoncu et al, 2010), rozhodli jsme se porovnat intenzitu fluorescenéniho signalu
fosforylovaného a nefosforylovaného 4E-BP1 proteinu mezi délicimi se a nedélicimi se
bunkami a mezi embryi kultivovanymi za standardnich podminek a embryi s inhibovanou
mTOR drahou prostiednictvim kultivace v médiu s Torinem 1.

Vysledné fluorescen¢ni barveni bylo specifické a piineslo uspokojivé vysledky,
zejména pak barveni protilatkou anti-Phospho-4E-BP1 (Thr37/46), ale u vétsiny ostatnich
pouzitych protilatek bylo relativné slabé, a to jak u inhibovanych, tak i u neinhibovanych
embryi. Tento jev by mohl byt do urcité miry zpisoben relativnim staiim pouzitych protilatek
a jistou roli by mohla hrat také nizka koncentrace barveného proteinu v jednotlivych bunkach
embrya. Je Skoda, Ze ndmi pouzité protilatky nevykazaly siln€j$i barveni. Bylo by zajimavé
vyzkouSet protilatky proti stejnym proteiniim od jiného vyrobce a vysledna barveni porovnat.

Navzdory tomuto problému bylo, vsouladu snasimi oc¢ekavanimi, u embryi
inhibovanych Torinem 1 detekovano vyrazné slabsi barveni fosforylovanych forem 4E-BP1
proteinu neZ u embryi neinhibovanych. Vzhledem k tomu, Ze inhibitor Torin 1 potlacuje
fosforylaci 4E-BP1 proteinu (Thoreen et al., 2012) to ale nebyl nijak piekvapivy vysledek,
a znamena to, Ze imunofluorescencni barveni bylo u téchto protilatek specifické. Nasledna
analyza intenzity fluorescen¢niho barveni ukazala, Ze mnoZstvi celkového 4E-BP1 v bunikach

je stabilni a dochézi pouze ke zménam v mnozstvi fosforylované formy tohoto proteinu,
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priCemz nejvetsi narlist nastadva na zacatku mitotického déleni, kdyz se rozpada jaderna
membrana, a béhem dal§ich mitotickych fazi dochdzi k poklesu, ktery pokracuje az do ustéleni
Vv interfaznich bunkach.

Zajimavé vysledky byly rovnéz ziskdny fluorescenénim barvenim ribosomalniho
proteinu S6, kdy v inhibovanych embryich doslo oproti kontrolnim k signifikantnimu poklesu
intenzity fluorescence. Ostatni pouzité protilatky uz bohuzel zaddné zajimavé vysledky
nepfinesly, coz mohlo byt zplisobeno tim, Ze barvily nespecificky, nebo jejich starim. Vliv
by mohl mit rovnéz nami pouzity fixa¢ni a barvici protokol, ktery by v budoucnu bylo mozné
modifikovat a zjistit, zda nepfinese v pozménéné formé lepsi vysledky. RovnéZz by bylo
zajimavé vyzkousSet namisto fluorescencniho barveni naptiklad western blotovou techniku.

Lze konstatovat, Ze byla podpotfena nase hypotéza ohledn¢ aktivity mTOR signaliza¢ni
dréhy a jejiregulace translace béhem bunééného déleni z 8 na 16 bunck. Tu jsme také nasledné
potvrdili imunofluorescenénim barvenim proteinu DDX21, jehoz mRNA méi ve svém
5¢ netranslatovaném regionu polypyrimidinovy motiv. Kvantifikace intenzity fluorescence
potvrdila, Ze pravdépodobné dochdzi ke sniZzeni mnozstvi DDX21 proteinu béhem déleni
z8na 16 bunék po inhibici mTOR drahy, i kdyz nebyla statisticky signifikantni,
pravdépodobné kvili nizkému poctu délicich se bun¢k u kontrolnich embryi. To naznacuje,
ze translace tohoto proteinu je regulovana mTOR signdlni drahou.

Na zéaklad¢ téchto vysledkt bylo zkoumano, zda je mTOR draha aktivni také béhem
dalSich buné¢nych déleni, jmenovité béhem déleni ze 2 bunék na 4, ze 4 bunék na 8, z 16 na 32
a ze 32 na 64. U vsech téchto bunécnych déleni byla pozorovana vyssi intenzita barveni
fosforylovaného 4E-BP1 v délicich se bunkach oproti interfaznim, coz potvrzuje aktivitu
mTOR drdhy béhem vyse vyjmenovanych bunécnych dé€leni. Predchozi vysledky nasi
MTOR-regulovana translace zadny zjevny efekt, protoze kultivace embryi v médiu
s Torinem 1 od 2bunétného do 16bunééného stadia vede ke stejnému fenotypu (méné
vnitinich bunék) jako kultivace s Torinem 1 od 8bunééného do 16bunééného stadia (Gahurova
et al., manuskript v ptiprave).

Dale jsme se zabyvali vlivem inhibice mTOR signélni drahy na pocet vnitinich a SAD
bunék v 16bunécnych embryich. Pfedchozi experimenty provedené v nasi laboratofi ukéazaly,
ze inhibice Torinem 1 od E2,5 + 4h do E3,0 + 0/3/5h vede u 16bunéénych embryi k poklesu
poctu vnitfnich a SAD bun€k (Gahurova et al., manuskript v pfipraveé). Abychom ovéfili,
Ze tento jev nebyl zptsoben jinou aktivitou mTOR drahy, kterou by Torin 1 mohl ovliviiovat,

rozhodli jsme se provést tentyz experiment za pouziti inhibitoru 4EGI-1. Inhibitor 4EGI-1 byl
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zvolen proto, ze zabranuje asociaci elF4E s elF4G, ¢imz inhibuje translaci bez ovlivnéni
MTOR signalizace (Moerke et al., 2007). 4EGI-1 m¢l ale na vyvoj embryi vétsi vliv nez
Torin 1 a zpusobil vyrazné opozdéni inhibovanych embryi oproti kontrolam, ¢imz bylo
znemoznéno vyhodnoceni experimentl. Z tohoto diivodu bylo navrzeno kratsi inhibi¢ni okno
(od E2,5 + 6h do E2,5 + 11h), které nemélo na vyvoj embryi tak negativni dopad
a vyhodnoceni experimenti umoznilo.

Vzhledem k tomu, Ze jsme chtéli vliv obou vy$e zminénych inhibitord porovnat, bylo
tteba zopakovat inhibici ve stejném vyvojovém okné i s inhibitorem Torin 1. Oba inhibitory
zpusobily u 16bunéénych embryi signifikantni pokles poctu vnitfnich bunék, ale ne SAD
bunék. Bylo tedy prokézéano, Ze k poklesu poctu vnitinich buné€k u 16bunéénych embryi
dochézi v dasledku inhibice translace zavislé na ¢epiccee, a nikoli v disledku jinych bunéénych
procest regulovanych mTOR signalizaci.

S ohledem na vyse zminéné vysledky nas zajimalo, zda bude tento trend pokracovat
také pfi prodlouZeni inhibice Torinem 1 do stadia 32 bun€k a rovnéz jsme chtéli zjistit, zda
Vv téchto embryich nedochézi k pokustim o kompenzovani snizeného poctu vnitinich bunék.
Embrya inhibovana takto dlouhou dobu vykazovala opozdéni ve vyvoji. To je v souladu
S pozorovanim, ze delece genu mTOR zplisobuje vyznamné zpomaleni vyvoje mySich embryi,
nebo dokonce jeho uplné zastaveni (Gangloff et al., 2004; Shor et al., 2009). Nastesti
ale nebyly rozdily mezi inhibovanymi a neinhibovanymi embryi natolik vyrazne, ze by
znemozinovaly vyhodnoceni experimentu, a navic jsme pro vyhodnoceni pouzili pouze embrya
s 28 az 32 bunkami, pficemz primérny pocet bun¢k analyzovanych embryi byl u obou skupin
stejny. Ze ziskanych dat jasn¢ vyplynulo, ze v inhibovanych embryich doslo k nartstu poétu
vnéjsich bunck (stejné, jako tomu bylo u 16bunécnych embryi), ale nedoslo ke zménam
Vv poctu vn&jsich bunék, nesoucich pro né typickou expresi Cdx2 a jadernou lokalizaci YAPL.
To znamena, Ze je v takovychto vnéjsich buiikdch aktivni Hippo signalni draha, jejiz aktivita
je ale typicka pro buiky vnitini (ptehled v Sasaki, 2017). Takovéto buiiky budou s velkou
pravdépodobnosti internalizovany, t.j. pfesunuty do polohy vnitini buiiky. To by mohlo znacit,
ze se embrya snazi kompenzovat nizky pocet vnitinich bunék. To neni pfili§ piekvapivé,
vzhledem k regulativnimu vyvoji preimplanta¢nich mysich embryi, kdy jsou oddélené nebo
pfemisténé blastomery ¢i skupiny blastomer schopny zménit sviij bunéény osud
a zregenerovat chybgjici ¢ast embrya (Bulut-Karslioglu et al., 2016).

Pro podporu této hypotézy jsme se rozhodli provést sérii dalSich fluorescencnich
barveni, kterda ndm méla pomoci lépe charakterizovat proces kompenzace nizkého poctu

vnitinich bunék.
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Jako prvni nas zajimalo, zda je v téchto vnitiné se chovajicich vné&jsich bunkach
spravné ustavena apikalni doména. Je znadmo, ze ptitomnost apikdlni membrany je nezbytna
pro diferenciaci bun¢k v trofoektoderm (Hirate et al., 2013; Nishioka et al., 2008; Nishioka
et al.,, 2009; Sasaki, 2017; Strumpf et al., 2005). Vzhledem k tomu, Ze jednim ze znaki
trofoektodermu je husté keratinova sit’, ktera je ukotvovana v apikalni doméné¢ a kterou vnitini
bunéénd hmota postradda (Lim et al, 2020), bylo vyzkouseno barveni protilatkou
anti Cytokeratin 8. Zadné z inhibovanych embryi ve vnéjsich buiikdch nevykazovalo poruchy
keratinové sité, coz znamend, ze apikalni doména pravdépodobné nebyla naruSena. Toto
pozorovani jsme se rozhodli podpofit barvenim protilatkou anti-PKC zeta, ktera barvi
samotnou apikalni doménu. Ani pfi tomto barveni nebyly v inhibovanych embryich
pozorovany zadné abnormality. Zjistili jsme také, ze ani u inhibovanych embryi celkové,
ani selektivné u malého mnozstvi vnéjsich bunék inhibovanych embryi nedochézi k porucham
ustanoveni apikalni membrany.

Pozorovali jsme ale, Ze vnéjsi buiiky bez CDX2 a jaderného YAP1 maji casto mensi
apikdlni doménu nez typické vnéjsi bunky, které vykazuji standardni genovou expresi. Je tedy
mozné, zZe by nepfitomnost genové exprese typické pro vnéjsi buitkky mohla byt zplisobena
nedostateCnou velikosti apikdlni membrany. Pokud by nedostatecnd velikost apikalni
membrany zabrafiovala v udrZzeni specifikovaného bunééného osudu diferenciaci buiky
na trofoektoderm, byla by takovato buiika nucena k internalizaci a specifikaci v ICM. To jsme
se snazili dokazat pomoci barveni protilatkou anti-AMOT. Komplex AMOT byva ve vnéjSich
bunikach soustfedény v blizkosti apikalni domény, zatimco u vnitinich buné¢k je lokalizovan
v blizkosti vSech membran. Vysledky ale vyvratili nasi hypotézu, ze by AMOT ve vnéjsich
bunkach bez exprese CDX2 nebo bez jaderného YAPI nebyl vSechen vychytan v apikalni
doméné (kviili jeji mensi plose) a byl lokalizovan i do bazolateralnich membran.

V ramci dalSiho pokracovani tohoto projektu bude dilezité zméfit velikost apikdlnich
membran ve vn¢jSich buiikach inhibovanych embryi, které nevykazuji genovou expresi
typickou pro vnéjsi bunky, porovnat ji s velikosti apikdlni membrany klasickych vnéjSich
bunék, a stanovit tak velikost apikdlni membrany potfebnou pro udrZeni bunécného osudu
trofoektodermu. Dale bude zajimavé pozorovat dalsi vyvoj embryi s inhibovanou mTOR
signalni drdhou a zjistit, zda skutecné¢ dojde k internalizaci ndmi pozorovanych vnégjSich
bun€k, vykazujicich chovani bunck vnitfnich, nebo jestli u nckterych z nich dojde
k diferenciaci v trofoektodermalni linii. Rovnéz bude zajimavé zjistit, zda maji embrya
v obdobi segregace PE a EPI stale niz$i pocet vnitinich bunék, a pokud ano, jak se s tim

VYrovnavaji.
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V neposledni fadé¢ by bylo zajimavé vytipovat nové geny s obsahem TOP nebo
TOP-like motivu a sledovat zmény v mnozstvi jejich exprese béhem inhibice mTOR signélni
drahy. Rovnéz by bylo vhodné vyzkouset fluorescen¢ni barveni (p)4E-BP1 a také ostatnich
proteint, které jsou soucasti mTORC1 komplexu, za pouziti protildtek vyrabénych jinymi
firmami nez témi, jejichz protilatky byly pouzity k fluorescenénimu barveni v této praci. Déle
by mohlo byt pfinosné pokusit se optimalizovat fixa¢ni a barvici postupy pro ziskani
kvalitnéjSich vystupnich dat, nebo provést detekci proteinii pomoci western blotové techniky.

Cela diplomova prace a vysledky v ni prezentované jsou soucasti vétsiho projektu nasi
laboratofte, ktery se zabyva tim, jak je ovliviiovano prostorové rozmisténi blastomer v mySich
preimplanta¢nich embryich prostfednictvim translace zavislé na cepicce. Pfipravovany
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