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Abstrakt

Aktivita signalni drahy mTOR umoziiuje na Cepicce zavislou translaci specifickych
mRNA. Cilem této prace bylo zjistit, zda a do jaké miry tato signalni draha ovliviiuje
preimplantacni embryonalni mySi vyvoj, zejména pak prvni rozhodnuti o bunééném osudu,
béhem kterého dochdzi k prostorové a funkéni segregaci prvnich dvou bunécnych linii,
kterymi jsou trofoektoderm a pluripotentni vnitini masa bunék. Ukazali jsme, ze mTOR draha
je aktivni béhem embryonalnich déleni, v€etné déleni ze stadia 8 na stadium 16 bun€k, kdy
jsou tvoreny prvni vnitini buiiky (progenitory vnitini bunécné hmoty). Inhibice mTOR pomoci
inhibitord Torinl a 4EGI-1 vede ke snizeni poctu vnitfnich bunék u Sestnactibunécnych
embryi a pokud je tato inhibice prodlouzena do stadia 32 bun€k, maji i tato embrya méné
vnitinich bunek a vice vnéjSich bunék ve srovnani s kontrolami. Zjistili jsme vsak, ze nékteré
vngjsi buniky v embryich s inhibovanou mTOR drahou vykazuji molekularni charakteristiky
vnitinich bunék. Pokud se porovnavaji pouze pocty vnéjSich bunek nesouci charakteristiky
vngjSich bunék, pak mezi kontrolnimi a inhibovanymi embryi neni zadny rozdil. To naznacuje,
ze se embryo snazi kompenzovat snizeny pocet vnitinich bunék a zZe tyto vnéjsi buriky, které
nesou molekularni charakteristiky vnitfnich bunék budou brzy internalizovany. Vysledky této
prace pfispivaji k lepSimu pochopeni raného embryonalniho vyvoje savci a poskytuji zaklad

pro dalsi vyzkum mTOR regulované translace u mysich preimplantanich embryi.

Klicova slova: mysi preimplantacni vyvoj, mTOR signdlni drdha, translace zdvisld na mRNA

CepiCce vnitini bunky, vnéjsi buriky, polarizace, buné¢né 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 Preimplantac¢ni vyvoj mysiho embrya

Preimplantacni vyvoj mysiho embrya zacina v okamziku oplodnéni zralého oocytu,
ke kterému dochdzi v ampuléarni ¢asti vejcovodu v EO,5 (embryonalni den 0,5) a konci
implantaci embrya do délozni sliznice v E4,5. Béhem tohoto ¢asového useku projde embryo
vejcovodem, vstoupi do délohy a dojde v ném k sedmi mitotickym délenim, k oddéleni tiech
bunécnych linii, tvorbé blastocoelové dutiny (vzniku blastocysty) a vyhfeznuti blastocysty
ze zona pellucida (Cockburn & Rossant, 2010). Vysledkem tohoto procesu je embryo
obsahujici zhruba 128 bunck, ve kterém jsou ustanoveny tfi bunééné linie. Trofoektoderm
(TE), ze kterého pozdé&ji vznikne placenta, primitivni endoderm (PE), ktery d& vzniknout
zloutkovému vaku a jinym extraembryonalnim tkanim, a epiblast (EPI), ze kterého se vyvine
plod (Cockburn & Rossant, 2010). Jednotlivé faze mySiho preimplantacniho vyvoje jsou
prehledné znazornény na obrazku 1.

Vstupem spermie do zralého oocytu vznikne zygota (EO,5), ktera se nasledné mitoticky
déli a vznikd 2bunécéné embryo (E1,5). V této vyvojové fazi dochazi k aktivaci zygotického
genomu, pii které se embryo zbavuje zavislosti na mRNA a transkripcnich faktorech
zdédénych od matky a zacina transkribovat a translatovat vlastni mRNA (Cockburn
& Rossant, 2010; Zernicka-Goetz et al., 2009). Je ale dilezité poznamenat, ze v embryu béhem
celého preimplantaéniho vyvoje pretrvavaji proteiny nasyntetizované z téchto matetskych
mRNA (Mihajlovi¢ & Bruce, 2017).

Druhé mitotické déleni, ve kterém dosdhne embryo 4bunééné faze, probihda v E2,0 a je
nasledovano prechodem do 8bunécného stadia v E2,5 (Yamanaka et al., 2006). Po tomto
prechodu dochazi v embryu k procesiim takzvaného zhutnéni a polarizace, které jsou nezbytné
pro diferenciaci prvnich dvou buné¢énych linii (TE a ICM) a tedy 1 pro dal§i embryonalni vyvoj
(Graham & Zernicka-Goetz, 2016). Pfi procesu zhutnéni dochéazi ke zvétSeni kontaktnich
ploch mezi jednotlivymi blastomerami a v dusledku toho ke kompaktaci embrya. Béhem
polarizace se v mistech kontaktu dvou buné€k tvofi bazolateralni domény a na mistech bez
bunécného kontaktu (¢asti bunek na povrchu embrya) apikalni domény (piehledné znazornéno
na obrazku 2) (Graham & Zernicka-Goetz, 2016).

Diky procesu polarizace generuje nasledné mitotické déleni dva typy bunék
(podrobnéji popsano v kapitole 1.1.1). Vnéjsi polarizované, které zdédily apikalni doménu
a vnitfni nepolarizované, které ji nezdédily. Vné&jsi polarizované buriky pfijmou osud

trofoektodermu (TE) a vnitini nepolarizované se budou vyvijet ve vnitini masu bunék (ICM)



(Yamanaka et al., 2006). Navzdory rozdilné polarité a v disledku toho i odlisné expresi
transkripcnich faktor si vSechny buiiky 16bunécného 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 deli za vzniku dalSich vnéjSich polarnich a vnitfnich nepolarnich bunék a v E3,0
dosahne stadia 32 bun€k (Cockburn & Rossant, 2010). V embryu dochdzi k prvnimu
rozhodnuti o bunécném osudu a k rozriznéni prvnich dvou bunécnych 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 bun€k dochdzi mezi vnéjSimi a vnitfnimi buiikami
k rozdilné expresi diferenciacnich faktori, ktera ma za nasledek diferenciaci vnéjsich bunék
a udrzeni pluripotence v buiikach vnitfnich (Graham & Zernicka-Goetz, 2016).

Pomérné brzy po oddéleni linii TE a ICM (v E3,5) se v embryu zafind pomoci Na+/K+
ATPaz akumulovat Na+ na bazolaternalni stran¢ TE. V dusledku toho se vytvaii osmoticky
gradient, ktery spole¢né s akvaporiny, rovnéz pfitomnymi ve vrstvé TE bunék, umoziiuje
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 zUstavaji
rozprostfené na povrchu embrya, buitky ICM se shlukuji k jednomu embryondlnimu pdlu
a zbytek vnitfni ¢asti je okupovan neustale se rozpinajici blastocoelovou dutinou (Cockburn
& Rossant, 2010; Mihajlovi¢ & Bruce, 2017). Vysledkem tohoto procesu je embryonalni
utvar, ktery se nazyva blastocysta.

Béhem nasledujicich 24 hodin se buiiky embrya jesté dvakrat mitoticky déli a buniky
ICM se diferencuji do dvou riznych vyvojovych linii. Prvni z nich je primitivni endoderm
(PE) a druh4 je epiblast (EPI) (Cockburn & Rossant, 2010; Graham & Zernicka-Goetz, 2016).
Zpusob rozhodovani o tom, které buriky se budou vyvijet jako PE a které jako EPI zatim nebyl
zcela objasnén. Bylo navrzeno nékolik teorii, ale nebyl zatim nalezen zadny jednoznaény
princip, ktery by pomohl predpovédét které buriky pfijmou ktery osud (vice v kapitole 1.1.3)
(Graham & Zernicka-Goetz, 2016). Po diferenciaci PE a EPI probih4 pfesun jednotlivych
buné¢k, na konci kterého tvoii buiiky PE jednobunécnou vrstvu, oddélujici masu EPI bun¢k
od blastocoelové dutiny (viz obrdzek 1) (Graham & Zernicka-Goetz, 2016).

Embryo se nyni nachdzi ve stadiu pozdni blastocysty, sestoupilo jiz z vejcovodu
do dé€lohy a je téméf pripraveno na implantaci do délozni sliznice (Cockburn & Rossant,
2010). Pred procesem implantace ale musi dojit k vyhfeznuti embrya ze zona pellucida, ktera

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

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

zhutnéni

pozdni
blastocysta
(> 100 bunék)

stadium stadium stadium morula rana blastocysta

zygota 2 bunék 4 bunék 8 bunék (32 bun&k) (64 bunék)

E0,5 ELS 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 pres 2bunécné, 4bunécné a 8bunééné embryo. Nasleduje proces zhutnéni a oddélent
prvnich dvou bunécnych linii (TE a ICM). Nasleduje tvorba blastocysty, diferenciace ICM
na PE a EPI a pfeskupeni 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 o0 bunééném osudu

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

Nejdiive dochazi k procesu zhutiiovani, béhem kterého ztraci blastomery svij kulaty
tvar a zaCinaji se zploStovat. V mistech kontaktu dvou bunék dochazi ke hromadéni
E-cadherinu a ke tvorbé adheznich spoju, v disledku ¢ehoz se zvétsuji kontaktni plochy mezi
buiikami a embryo se stava kompaktnéjSim (Graham & Zernicka-Goetz, 2016; Mihajlovi¢
& Bruce, 2017; Yamanaka et al., 2006). V kompaktnim embryu nasledné dochazi k procesu
polarizace, pii kterém se na povrchu vsech bunék tvofi apikalni a bazolateralni doména,
v zavislosti na poloze dané casti buiiky vembryu (Graham & Zernicka-Goetz, 2016;
Mihajlovié¢ & Bruce, 2017). Casti bungk, které jsou v kontaktu s dali buiikou ziskavaji
bazolateralni doménu a ¢asti bez bunééného kontaktu (na povrchu embrya) ziskavaji doménu

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


http://app.biorender.com/

tvofena proteinovym komplexem, jehoz soucasti jsou mimo jiné PAR3, PAR6 a aPKC
(Mihajlovi¢ & Bruce, 2017, Yamanaka et al., 2000). V oblasti apikdlni domény je dile
lokalizovan PARDG6B, ktery se miize podilet na udrzovani polarity, v bazolateralni doméné¢ je

potom piitomen EMK1 (Vinot et al., 2005).

@ apikdlni doména

—)

) bazolateralni doména

Obr. 2: Polarizace mysiho preimplantaéniho embrya: V mistech kontaktu burika-burika
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 déleni na konci kterého dosahne embryo stadia 16 bunek,
se mohou blastomery délit nékolika zpusoby, pficemz podle nékterych zdroji bude zptsob
déleni rozhodujici pro jejich dalsi vyvoj (Cockburn & Rossant, 2010). Prvni moznosti je,
ze se blastomera rozdéli antiklinalné neboli symetricky (znazornéno na obrazku 3b), coz
znamena, ze ob¢ dcefiné bunky zd&di polovinu apikalni domény (Sutherland et al., 1990)
a stanou se znich vnéjsi bunky, sméfujici k osudu TE (Chazaud & Yamanaka, 2016;
Yamanaka et al., 2006). Druha moznost je, ze se builka rozdéli periklinaln€ neboli asymetricky
(znazornéno na obrazku 3c), pfiCemz jedna dcefina burika ziska celou apikalni doménu
(Sutherland et al., 1990) a stane se z ni vné&jSi buiika sméfujici k osudu TE. Druha dcefina
buika se bude nachazet uvnit embrya a bude smétovat k osudu ICM (Chazaud & Yamanaka,
2016; Yamanaka et al., 2006). Existuje 1 tfeti moznost, takzvané Sikmé de€leni (znazornéno
na obrazku 3d), coz znamend, ze jedna dcefina buika ziska velkou Cast apikalni domény
a druhd pouze jeji malou cast (Sutherland et al., 1990). Buika s velice malou apikalni
doménou je oznaCovana jako SAD (z anglického ,small apical domain®). Takovato burika
je béhem dalsiho vyvoje vétSinou zcela zatlaCena do vnitini polohy, a diferencuje se smérem

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

Zatim nebylo objasnéno, jakym mechanismem je orientace bunéného déleni
regulovana. Bylo navrzeno, Ze existuje souvislost mezi rovinou déleni a polohou bunéného
jadra, pricemz symetrické déleni by probihalo pfi apikalnim 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 nékteré
vyzkumy nepotvrzuji rozhodujici vliv sméru déleni (zejména pak ve stadiu 16 bunék)
na rozhodnuti o tom, zda se dcefiné bunky ptikloni k osudu TE nebo ICM (Watanabe et al.,

2014).

@ apikélni doména

bazolateralni doména

Obr. 3: Zpusoby bunécného déleni pri prechodu 8bunééného embrya na embryo 16bunééné:
V casti a je zobrazena jedna burika 8bunécného embrya s vyznacenou apikalni a bazolaterdlni
doménou. V Casti b je zobrazeno symetrické d€leni, v ¢asti ¢ asymetrické déleni a v ¢asti d
Sikmé déleni této buriky (Chazaud & Yamanaka, 2016; Sutherland et al., 1990; Yamanaka et
al., 2006). Obrazek byl vytvoren ve webové aplikaci BioRender (https://app.biorender.com/)

1.1.2 Odlisné expresni vzorce v buiikach TE a ICM a Hippo signaliza¢ni draha

Diky symetrickému/asymetrickému de¢leni z 8bunééného na 16bunécné stadium
se v embryu zacCinaji diferencovat prvni dvé bunécné linie s odliSnymi expresnimi vzorci
transkripCnich faktort specifickych pro danou vyvojovou linii (Yamanaka et al., 2006). Proces
diferenciace pokracuje pfes dalSi mitotické déleni ze stadia 16 na stadium 32 bunék a je
definitivné zavrSen vytvorenim rané blastocysty (Cockburn & Rossant, 2010). O piesné
spory, ale vSeobecné jsou pfijimany dva modely, které maji tento jev objasiiovat (Mihajlovi¢
& Bruce, 2017; Sasaki, 2017). Prvni je pozi¢ni model, ktery navrhli Tarkowski a Wroblewska.
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Na zaklad€ jejich pozorovani je pro odliSny vyvoj TE a ICM rozhodujici vnéjsi/vnitini
umisténi buiiky v embryu (Tarkowski & Wroblewska, 1967). Druhy model byl navrzen
Johnsonem a Ziomkem, ktefi dosli k odliSnym zavérim. Podle nich nehraje hlavni roli
v uréovani bunééného osudu bunécna poloha, ale bunécna polarita (Johnson & Ziomek, 1981).

Rada studii poukazuje na to, Ze se tyto dva modely navzajem nevyluduji, nebot
bunénad polarita/apolarita a vné&jsi/vnitini bunéCna poloha spolu velice tzce souvisi
(Mihajlovi¢ & Bruce, 2017; Sasaki, 2017). Zajimavé je, ze se kratce po déleni z 8bunécného
na 16bunécné stadium nenachazeji vSechny nepolarizované buiky ve vnitini poloze, ale
postupné se do ni presouvaji, pficemz Hippo signalizacni drahu aktivuji na zékladé své
polarity/apolarity jesté pied timto pfemisténim (Anani et al., 2014; Watanabe et al., 2014).
Muze ale také dochazet k tomu, Ze tyto burnky zastavaji na povrchu embrya, ziskavaji polaritu
a vyvijeji se v TE (Korotkevich et al., 2017).

Bylo také zjisténo, ze zména polohy burky v ramci embrya (pfesunuti buiiky z vnitini

polohy do vnéjsi nebo naopak) donuti buiiku zménit svou polaritu (burika ziska nebo ztrati
apikalni doménu) a v dasledku toho dojde i ke zmén€ osudu dané buriky (Zernicka-Goetz et
al., 2009). Mizeme se ale setkat i s opacnym jevem. Pokud v buiice dojde k nezvratné zméné
polarity (napftiklad kvili experimentalnimu zvySeni ¢i snizeni exprese urCitych mRNA), miize
mit dana burika tendenci se pfemistit a pfijmout v embryu novou polohu, ktera bude odpovidat
jeji nové polarité (Plusa et al., 2005).
Hippo signaliza¢ni draha (zjednoduSeny ptehled na obrazku 4). Jeji aktivita je ovliviiovana
bunécnou polaritou (Hirate et al., 2013) a do urcité miry 1 bunéénym kontaktem (Stephenson
et al., 2010). Po pfechodu z 8bunéného na 16bunécné embryo se zacinaji mezi polarnimi a
nepolarnimi burikami tvofit zasadni rozdily v mnozstvi a lokalizaci proteinu AMOT (Hirate et
al., 2013).

V nepolarnich burikach je protein AMOT pfitomen ve vétsim mnozstvi nez v polarnich
bunkéch a je lokalizovan v cytoplasmatické membrané a slabé v cytoplasmé (Hirate et al.,
2013; Sasaki, 2017), kde interaguje s LATS kindzami (Hirate et al., 2013). Diky této interakci
mohou LATS kinazy fosforylovat transkripcni koaktivatorovy protein YAP, ten je poté
v dusledku fosforylace zadrzovan v cytoplasmé (Nishioka et al., 2009). Hippo draha je aktivni
(ptehled v Sasaki, 2017). Neschopnost YAP vstupovat do bunécného jadra znamena,
ze v jadre nedochazi k aktivaci transkripcniho 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 genli Sox2 (dulezitého pro pluripotenci
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bunek) (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 nadéle
exprimovén (Leung & Zernicka-Goetz, 2013).

V polarnich burikach je protein AMOT pfitomen v men§im mnozstvi nez v nepolarnich
bunkach a je lokalizovan pouze v apikalni doméné (Hirate et al., 2013; Sasaki, 2017), kde
nemuze interagovat s LATS kinazami, protoze ty jsou pfitomny pouze v bazolateralni doméné
(Sasaki, 2017). V disledku toho zistava 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 bunééném jadie nasledné aktivuje
transkripCni faktor TEAD4 (Nishioka et al., 2009), v disledku ¢ehoz dochazi k potlaceni
exprese pluripotentniho transkripéniho faktoru Sox2 (Wicklow et al., 2014). Aktivace TEAD4
ale rovnéz zapficini pokracujici expresi transkripCnich faktori 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; Strumpf et al., 2005), ¢imz se znemozni vzniku ICM (Nishioka et al., 2008).
CDX2 také zvySuje apikalni lokalizaci aPKC a tim ovliviluje pozitivni zpétnou vazbou
bunécnou polaritu, coz pravdépodobné napomaha ke stabilizaci TE (Jedrusik et al., 2008).
S postupujicim vyvojem TE je Amot exprimovan stile méné, a nakonec se stava témeér

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

1.1.3 Druhé rozhodnuti 0 bunééném osudu

Kratce po vytvoteni blastocysty dochazi v embryu ke druhému rozhodnuti o bunécném
osudu. Béhem ného dochazi k diferenciaci ICM bunék na dalsi dveé bunééné linie. Prvni z nich
je PE, ze kterého pozdé€ji vznikaji extraembryonalni tkané. Druhou bunécnou linii je EPI,
ze kterého vznikaji pluripotentni embryonalni kmenové butiky a také samotné embryo
(Yamanaka et al., 2006).

Nejdulezitejsi ulohu pfi vzniku PE a EPI maji transkripcni faktory OCT4, NANOG
a GATAG, které jsou v E3,5 pritomny v kazdé buiice ICM (Chazaud et al., 2006). Historicky
bylo navrzeno nékolik modeld vysvétlujicich, jak by mohlo dochazet k rozhodnuti o tom, které
buriky se budou vyvijet v PE a které v EPI. Jednim z nejznaméjsich modeld je model ,,soli
a pepte”. Ten predpoklada, ze k rozhodnuti mezi osudem PE a EPI dochazi napfic celou masou
ICM nezavisle na poloze bunék (Graham & Zernicka-Goetz, 2016; Mihajlovi¢ & Bruce,
2017).

Mnoho vyzkuml pfinasi poznatek, ze ICM neni homogenni populaci a ze buiky

ze kterych se sklada maji rizny vyvojovy potencial, coz znamena, ze je pfedem urceno, ktera



buiika ICM bude prispivat k PE a kterd k EPI (Chazaud et al., 2006; Meilhac et al., 2009).
Objevuji se dukazy, ze jiz v E3,5 je ICM mozaikou obsahujici dvé bunécné populace
s rozdilnymi hladinami exprese transkripcnich faktort OCT4, NANOG a GATA6 (Chazaud
et al., 2006; Plusa et al., 2008). Prislusnost bunék k populaci PE/EPI by mohla byt diana vinou
bunécného déleni pti které burniky vznikly. Konkrétn€, ¢im pozdéji jsou buiiky vytvofeny
délenim vné&jSich bunek na povrchu embrya, tim spiSe se budou vyvijet v PE (Morris et al.,
2010).

Pokud je v burice potlacena exprese Oct4 a Nanog, a naddle je exprimovin pouze
Gata6, bude se buiika vyvijet v PE (Chazaud et al., 2006). Pozd¢ji za¢ne v téchto burikach
také exprese Gata4, ktery neni dulezity pro samotny vznik PE, ale podporuje dalsi vyvoj této
bunécné linie (Graham & Zernicka-Goetz, 2016). V piipadé 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 zpusobem diferencuji na PE a EPI a nasledné
musi zaujmout pozici odpovidajici tomu, ve kterou bunécnou linii se vyviji. Buiiky EPI
zastavaji uvnitt bunééné masy, zatimco buriky PE se pfesouvaji na jeji okraj a vytvari
jednobunécnou vrstvu, oddelujici linii EPI od blastocoelové dutiny (znazornéno na obrazku 1)
(Mihajlovi¢ & Bruce, 2017). Spatn& umisténé butiky 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 proteinkinéaza, ktera na zaklade
mnoha faktord (mezi které patii naptiklad dostupnost Zivin a stres) reguluje expresi
specifickych mRNA, ¢imz nésledné ovliviiuje hlavni bunécné procesy, jako naptiklad
bunécny ruast a proliferaci. Kvuli své funkci pfi fizeni procest nezbytnych pro preziti bunky
hraje roli také v mnoha onemocnénich, mezi ktera patfi obezita, cukrovka 2. typu, rakovina,
a dalsi (Ma & Blenis, 2009; Qin et al., 2016). Tato signalni draha je tvofena dvéma
proteinovymi komplexy, pojmenovanymi mTORC1 a mTORC?2 (Fonseca et al., 2014; Qin
et al., 2016), které jsou evolu¢né konzervovany od kvasinek ke ¢lovéku (Loewith et al.,
2002). mTORCI obsahuje mTOR, mLST8 a RAPTOR a ovliviiuje mimo jiné translaci

nékterych mRNA, syntézu rRNA a ribozomalnich proteint a bunécny rust (Fonseca et al.,



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

GTPaz (Jacinto et al., 2004).

1.2.1 mTOR a iniciace translace zavisla na ¢epicce

Komplex mTORC1 (schéma na obrazku 5) reguluje translaci riznych mRNA v rizné
mife. S nejvetsi ucinnosti reguluje translaci mMRNA obsahujicich takzvané 5’ termindln{
oligopyrymidinové (TOP) motivy (sekvence zacinajici hned za mRNA ¢epickou
nukleotidem C a pak nepferusovanym fetézcem 4-14 pyrimidinti) nebo 5-15 nukleotid
dlouhé pyrimidinové motivy déle od 5’ ¢epicky v 5’ netranslatované oblasti. V mens§i mife

muze ovliviiovat (a Casto ovliviuje) také ostatni mRNA (Thoreen et al., 2012).

.....

.....

.....

na 5'¢epicku 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 eIF4E
tvofit komplex, ¢imz zabratiuje vazbé elF4E-elF4G (Gingras et al., 1999) a tim 1 tvorbé
komplexu elF4F (Ma & Blenis, 2009). Pro zruSeni vazby mezi eIF4E a 4E-BP1 musi byt 4E-
BP1 plné fosforylovan mTOR proteinem, k cemuz je nutna aktivita mTORCI (Gingras et
al., 1999; Ma & Blenis, 2009; Zoncu et al., 2010). K fosforylaci dochdzi ve dvou fazich.
V prvni fazi fosforylace probiha na fosforyla¢nich mistech Thr-37 a Thr-46, poté nasleduje
druha faze, pfi které jsou fosforylovana mista Ser-65 a Thr-70. Vazba 4E-BP1 a eIF4E je
uvolnéna az po dokonceni fosforylace na vSech Ctyfech vazebnych mistech, pfi¢emz zapoceti
druhé faze fosforylace musi prechazet ukonceni faze prvni (Gingras et al., 1999b; Gingras et
al., 2001b).

Druhym cilem mTOR fosforylace jsou ribosomdlni S6 protein kindzy, vyskytujici se
ve dvou formdch: S6K1 a S6K2 (Shima et al., 1998). Nefosforylovand S6K1 je vdzdna
v komplexu spolecné s elF3 az do okamziku, kdy diky fosforylaci mMTORem dojde k jejimu
vyvazani. Impulsem k tomuto kroku miize byt naptiklad 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 e[F4A a 40S ribosomalni podjednotkou a umoziuje translacni elongaci (Holz et
al., 2005).

Kontrola bunééného cyklu zavisla na mTOR-regulované translaci probiha paralelné
a nezavisle prostiednictvim drah 4E-BP1 a S6K1. Inhibice pouze jedné z nich nevede
k aplné inhibici translace. Potlateni obou ma ale na translaci zavazné dopady a vykazuje
zna¢nou podobnost s inhibici rapamycinem (Fingar et al., 2004). Regulace se rovné€z 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).

Dal§im regulatorem translace je LARP1. Ten ma dva objekty, se kterymi je schopen
tvofit vazbu: Protein RAPTOR, ktery je taktéz souc¢asti mTORC1 komplexu, a TOP mRNA.
Pti vazbé LARP1 na mRNA je znemoznéno nasednuti eI[F4G a v dusledku toho se netvori
komplex elF4F. V ptipadé inhibice mTOR drahy dochazi k vy$Simu mnozstvi interakci mezi

LARP1 a TOP mRNA, ¢imz se potlacuje jejich translace (Fonseca et al., 2015).

Obr. 5: Zjednodusené schéma komplexu mTORCI1, jehoz aktivita je nepostradatelna pro
zapoceti translace zavislé na CepiCce. Fosforylace 4E-BP1 vede k uvolnéni eIF4E a ke tvorbé

.....

fosforylaci ribosomdlniho proteinu S6 a elF4B, ktery interaguje s eIF4A (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 dusledky na regulaci translace

Jednim z nejznaméjsich inhibitort mTOR drahy je rapamycin. Byl prokazan jeho
ucinek (a rovnéz ucinek jeho analogii) na inhibici mTORCI, a je vSeobecné pfijimano, ze na
aktivitu komplexu mTORC2 nemad vliv (Loewith et al., 2002; Sarbassov et al., 2006). Je ale
mozné, ze inhibice MTORC2 rapamycinem je zavisla na buné¢ném typu (Sarbassov et al.,
2006). Rapamycin funguje na zakladé naruSeni vazby mTOR-RAPTOR, coz snizuje
fosforylaci 4E-BP1 a S6K1/2, ¢imz se zesiluje vazba 4E-BP1-eIF4E a v dusledku toho
je inhibovana translace zavisla na CepiCce (Beretta et al., 1996, Fingar et al., 2004; Hay
& Sonenberg, 2004; Kim et al., 2002; Shima et al., 1998). Rapamycin rovné€z pusobi
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 eIF4E a eIF4G (Fonseca et al., 2015).

Vedle rapamycinu ma schopnost potlacovat mTOR signaliza¢ni drahu naptiklad
Torin 1. Ten zabranuje fosforylaci 4E-BP1 1 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 alespofi k mirnému
potlaceni translace dochazi témet u vSech mRNA (Thoreen et al., 2012). Torin 1 rovnéz
podporuje vazbu LARP1-mRNA (nezavisle na ptitomnosti TOP motivu), ale na rozdil
od rapamycinu nemd velky vliv na vazbu LARPI1-RAPTOR (Fonseca et al., 2018).

Kromé farmakologické inhibice lze snizit aktivitu mTOR také pomoci nastoleni
aminokyselinového deficitu v burice, Cehoz Ize pro nase potfeby dosahnout kultivaci embryi
v médiu bez obsahu aminokyselin. Plati pfitom, ze dlouhodobé vystaveni médiu s témito
parametry ma na snizeni aktivity mTORCI1 vétsi vliv nez vystaveni kratkodobé (Zamfirescu
et al., 2021). Bylo prokazano, ze fosforylace 4E-BP1 a S6K1 je ovliviiovana pfitomnosti
aminokyselin v mnoha typech bun¢k (Beugnet et al., 2003). Aminokyselinova
nedostatecnost muze reprodukovat u¢inek mTOR inhibice pomoci inhibitord a dochazi pfi ni
ke stabilizaci 5S'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, dilezita v mysSich oocytech, kde spolu

s mnoha dal§imi faktory zajistuje spravné sestaveni déliciho vieténka v prvni a druhé
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metafazi meiotického déleni (Jansova et al., 2017; Lee et al., 2012; Severance & Latham,
2017). Dé&je se tak pres 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 i dalsi fosforylacni faktory, a neni zcela objasnéné, jak dilezitou roli hraje mTOR.
V metafdzi I je fosforylace 4E-BP1 na dé€licim vieténku pravdépodobné zajistovana
kinazami PLK1 a CDKI1, pficemz PLK1 je oznaovana za hlavniho regulatora této

fosforylace a protein mTOR na ni nejspi§ nema zasadni vliv (Severance & Latham, 2017).

vvvvvv

vvvvvv

kinazy PLK1 a CDK1, 1 kdyz nazory na to, ktera z nich je pro fosforylaci 4E-BP1 stézejni,
se dosti lisi. Jansova a spol. prinesli vysledky, dle kterych je dalezita pouze kinaza CDK1,
ktera fosforylaci ovliviluje prostfednictvim aktivace mTOR, a PLK1 se podle nich na
fosforylaci 4E-BP1 viibec nepodili (Jansova et al., 2017). To je v kontrastu s dal§im
vyzkumem, podle kterého je pro fosforylaci 4E-BP1 stézejni kindza PLK1, jako je tomu
béhem metafaze I (Severance & Latham, 2017).

V ptipad€ naruseni funkce elF4F komplexu nedochéazi béhem meidzy I a 11
k fatalnim defektim translace, oocyt je schopen maturace a vydé€leni prvniho polového
téliska. Vyvoj ale selhava v disledku Spatné organizace déliciho vieténka, ke které dochazi
v metafazi [ 1 II. Defektni délici vieténko je pii¢inou Spatného chromosomalniho uspotadani
v metafazové destiCce, to vede k chybné segregaci chromosomd, 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 mySich embryi byla opakované potvrzena.
Z vyzkumu vyplyva, ze mTOR ovliviiuje bunécny rust a proliferaci a jeho inhibice
rapamycinem vede k naruseni proliferace trofoblastti (Murakami et al., 2004). Embrya
s deletovanym mTOR genem (-/- embrya) jsou v E6,5 a v E7,5 vyrazné opozdéna ve svém
Vyvoji oproti embryim s heterozygotné deletovanym mTOR genem (+/- embryim)
a kontrolnim embryim (+/+ embryim) a vykazuji urcité vyvojové defekty (Gangloff et al.,
2004). Jina studie ptinesla vysledky, dle kterych nejsou mTOR -/- embrya schopna piezit
déle nez do E6,5 (Shor et al., 2009). Podle nov¢jsich vyzkumi je mozné u ex vivo embry{

pouzit inhibici obou komplexti mTOR (napfiklad pomoci inhibitoru RapaLink-1) k navozeni
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reverzibilniho pozastaveného stavu, ktery pfipomina diapauzu. Neni ale mozné pozastaveni
embrya béhem bunécného déleni (Bulut-Karslioglu et al., 2016).

Zajimavé je, ze mezi mTOR +/- a mTOR +/+ embryi ani mySmi nebyly pozorovany
zadné rozdily, a to jak béhem preimplantacniho a postimplanta¢niho vyvoje, tak ani béhem
prvniho roku zivota my$i. VSe tedy nasvédcuje tomu, ze pro vyvoj a zivot je plné dostacujici
jedna funkéni mTOR alela (Shor et al., 2009).

Podstatnou roli ve vyvoji hraje také S6K1, ktera kontroluje velikost bunék a jejiz
nedostatek je u mysi pficinou prokazateln€¢ mensiho télesného vzristu, a to i navzdory
pritomnosti funkéni SOK?2 a jeji zvySené aktivité napii¢ bunécnymi typy a tkanémi,
prostfednictvim ¢ehoz dochazi ke zmirnéni dopadi S6K1 deficitu (Fingar et al., 2002;
Murakami et al., 2004; Pende et al., 2004; Shima et al., 1998). Odlisné dusledky ma delece
S6K2. Pri ni nedochazi ke zméné velikosti téla, ale ke snizeni hladin fosforylovaného Sé.
Delece obou forem S6K vede k umrti mlad’at kratce po narozeni (Pende et al., 2004).
Velikost bunek muize byt regulovana pomoci S6K1 a 4E-BP1/eIF4E. Nadmérna exprese
S6K1 nebo elF4E stimuluje bunky k vétSimu rastu a nadmérna exprese 4E-BP1 jejich rast
naopak inhibuje (Fingar et al., 2002). Nezastupitelnou roli v preimplantaénim my§im vyvoji
ma rovnéz RAPTOR, jehoz delece vede k podobnym abnormalitdm v blastocysté jako
u mTOR -/- embryi a k jejich smrti kratce po implantaci. mLSTS -/- embrya nevykazuji
poruchy mTORCI ve fosforylaci 4E-BP1 a S6K1 a ptezivaji zhruba do E10,5 (Guertin et al.,
2006).

Z predchozich experimentd provedenych v nasi laboratofi vyplynulo, ze v disledku
inhibice mTOR signaliza¢ni drahy se v embryich ve stadiu 16 bun¢k vyskytuje méné
vnitinich bungk, nez je tomu u kontrolnich embryi, a tento trend byl dale pozorovan také
ve stadiu 32 bunék (Gahurova et al., manuskript v pfiprave). U inhibovanych embryi
ve stadiu casné blastocysty dale dochazi k celkovému zpomaleni vyvoje, k nartistu podilu
bunék koexprimujicich v ICM proteiny NANOG a GATAG a k vytvoreni nespecifické ICM
(Bora et al., 2020).

V této praci se zabyvame mTOR regulovanou translaci, fizenou ptes fosforylaci
4EBP1 a S6K1 a rovnéz o dusledky jeji inhibice na rozhodovani o buné¢ném osudu béhem
mySiho preimplanta¢niho vyvoje. Dokladame, ze mTOR regulovana translace je aktivni
béhem bunécného déleni u preimlantacnich embryi, kdy dochazi ke zmé&nam poméru
fosforylovaného a nefosforylovaného 4E-BP1. Déle potvrzujeme, ze inhibice mTOR
signalni drahy od stadia 8 bun¢k vede ke snizeni poctu vnitinich bunék ve stadiich 16 a 32

buné¢k a dale se zabyvame dopady tohoto jevu na vyvoj embryi. Rovnéz ukazujeme,
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ze navzdory vy§simu mnozstvi vnéjSich bun€k, vyskytujicich se u embryi inhibovanych
Torinem 1, vykazuje Cast téchto bun€k charakteristiky vnitifnich bun€k, coz by mohlo
znamenat, ze tyto buriky budou brzy internalizovany. Pokud by k tomu doslo, tak by se pocet
vnitinich bunék embrya vratil k ocekavanym hodnotam, které vykazuji embrya bez

inhibované mTOR drihy.
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Cile prace

Overit aktivitu mTOR signalni drahy a mTOR-regulované translace béhem bunécného
déleni z 8 na 16 bunék

Overit  aktivitu  mTOR  signalni  drahy béhem dal§ich bunécnych délenich
preimplantacniho vyvoje

Overit ulohu mTOR-regulované translace pii vzniku prvnich vnitfnich bunék
preimplantacnich embryi v 16bunéném stadiu

Zjistit, zda 32bunécné embryo reguluje nizky pocet vnitinich bun€k po inhibici mTOR

drahy a blize charakterizovat mechanismus regulace

16



3. Materialy a metody
3.1 Superovulace samic a izolace embryi

Mysim samicim generace F1 hybridd vzniklych kfizenim samice kmene C57BIl6
se samcem kmene CBA/W, v minimalnim stafi 8 tydnd, byl v odpolednich hodinach
intraperitonealné 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
ponechany kazda s jednim mysim samcem stejnych F1 hybridd a nebo F1 transgennich
mT/mG hybridl, aby mohlo dojit k oplozeni zralych oocytti. Pivodni mysi transgenni linie
mT/mG  (Jackson Laboratories, STOCK  Gt(ROSA)26Sortm4(ACTB-tdTomato,-
EGFP)Luo/J., https://www.jax.org/strain/007576) byla predtim v laboratofi piekiizena
do kmenti C57B16 a CBA/W pro ziskavani F1 hybridi. Tyto mysi maji aktivni gen tdTomato
pro Cerveny fluorescencni protein s lokalizaCnim signdlem pro membranovou lokalizaci
proteinu (mT). Buné¢né membrany téchto mysi jsou proto cervené zbarvené.

Alesponi 4 hodiny pied pitvou byly ptipraveny kultivacni misky s 20 kapkami média
KSOM (Embryo-Max; Millipore), pfikrytymi mineralnim olejem (Irvine Scientific) a byly
ponechdny v inkubatoru pii teplot¢ 37 °C a 5% obsahu CO:> v atmosféie pro ustaleni
pozadovaného pH a teploty (na kazdou mysi samici jedna miska). Déle byly alespon 1 hodinu
pted pitvou pripraveny pitevni misky s 20 kapkami média M2 (slozeni M2 média popsano
v tabulce 1), pfikrytymi mineralnim olejem a mikrozkumavky se 700 pl 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 cervikdlni dislokace, byly z nich vypitvany vejcovody obsahujici embrya ve stiddiu
EL,5 a ty byly ulozeny do pfedem piipravené mikrozkumavky s pfedehiatym médiem M2.
Embrya byla z vejcovodu ziskana pod stereomikroskopem Nikon SMZ475 vypitvanim
zvejcovodi a nasledné byla prenesena na pitevni misku a promyta alespoi v péti
kapkach predehratého M2 média. Poté byla embrya prenesena do média KSOM na kultivacni
misce a promyta alesponi v Sesti kapkdch média, ve kterém byla posléze kultivovana

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

zasobni roztok | slozka zasobniho roztoku | g/100ml | objem
NaCl 5,534
KCl 0,356
KH,PO,4 0,162
MgSO4x7H,0 0,293
A (x10) Na-laktat 60% sirup 3,2 (ml) 10,0 m|
Glukoza 1,000
Penicilin 0,060
Streptomycin 0,050
NaHCO3 2,101
B (x10) Fenol Red o010 | oM
C (x100) Na pyruvat 3,600 1,0 ml
D (x100) CaClx2H,0 2,520 1,0 ml
E (x10) HEPES 5,958 8,4 ml
F BSA 400 mg
G H.O 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 pfidélena do experimentalni skupiny a druha polovina do skupiny kontrolni, aby se
predeslo zkresleni experimentu v dusledku 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 ptidanim této smési do
média KSOM v pozadovaném mnozstvi, ve kterém byla embrya od urcitého vyvojového
stddia kultivovdna. V obdobi, kdy byla experimentdlni skupina embryi kultivovédna
za pfitomnosti inhibitoru, byla kontrolni skupina embryi kultivovana ve smési KSOM
s pfidanym DMSO stejného objemu, jako pfidany inhibitor v experimentalni skupiné. Prehled
pouzitych inhibitora, jejich koncentrace a vyvojova obdobi, ve kterych byly pouzivany,

je v tabulce 2.
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Tab. 2: Prehled pouzitych inhibitora a jejich koncentrace, embryonalni faze, ve které byla
embrya do inhibitoru umisténa, embryonalni faze, kdy byla embrya z inhibitoru vricena
do Cistého KSMO a embryonalni faze, ve které byla embrya fixovana.

koncentrace preneseni embryi do preneseni embryi
inhibitor inhibitoru/DMSO | _ inhibitoru/DMSO z |nh|b|t§::)/“[l)|MSO do | fixace embryi kapitola
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 uM E2,5 + 6h E2,5 + 11h E3,0 + 5h 4.4
Torin 1 20 uM E2,5 + 4h - E2,5+ 9h 41343
Torin 1 20 uM E2,5 + 4h - E3,5 4.6

Alespoti 4 hodiny pied prenesenim embryi z KSOM do KSOM s inhibitorem/DMSO
byly pfipraveny kultivaéni misky s 20 kapkami KSOM s pfidanym inhibitorem/DMSO,
prekrytymi minerdlnim olejem, pro experimentdlni/kontrolni skupinu. Misky byly
kultivovdny v inkubatoru pii teploté 37 °C a 5% obsahu CO: v atmosfére pro ustaleni
pozadovaného pH a teploty.

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

Pokud experiment vyzadoval, aby byla embrya z média s inhibitorem/DMSO prenesena zpét
do cistého KSOM, byly alesponi 4 hodiny pfedem pfipraveny nové kultivaéni misky podle

postupu uvedeného v kapitole 3.2.

3.3 Fixace a standardni imunofluorescencni protilatkové barveni

Alesponi 30 minut pred zacatkem fixace byly pfipraveny misky pro odstranéni zona
pellucida a 96-jamkova desti¢ka. Na polovinu kultiva¢ni misky bylo napipetovano 13 kapek
média M2, na druhou polovinu misky bylo napipetovano 10 kapek kyseliny Tyrode’s (AT;
Sigma) a kapky byly prekryty minerdlnim olejem. Takto pfipravené misky byly nahfaty
na teplotu 37 °C. Na dno prvni jamky 96-jamkové desticky byl napipetovan 1,5% agar,
na ktery bylo po jeho ztuhnuti napipetovian 4% paraformaldehyd (PFA; Santa Cruz
Biotechnology) a to bylo prekryto n€kolika kapkami mineralniho oleje. Desticka poté byla
prikryta alobalem a nahtéta 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

destickach (maximaln€ 25 embryi na jednu jamku). Pro zafixovani embryi bylo na jednu
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jamku pouzito 50 ul 4% PFA prekryté malym mnozstvim mineralniho oleje a pfedehfaté na
teplotu 37 °C, kterému byla embrya vystavena po dobu 20 minut. Poté byla embrya promyta
pres ti1 70ul kapky PBST (fosfatem pufrovany fyziologicky roztok s 0.15% Tween 20) a ve
tfeti kapce 20 minut ponechana pii pokojové teploté. Nasledné byla embrya (pfi pokojové
teploté) na 20 minut umisténa do 50 pl 0.5% tritonu-X100 (Sigma-Aldrich) v PBS (fosfitem
pufrovany fyziologicky roztok), naCez byla promyta pfes tii nové, 70ul kapky PBST
a v posledni z nich ponechana, opét pii pokojové teploté. Po uplynuti 20 minut byla embrya
na 30 minut pfenesena do 50 pl 3% BSA (sérum hovéziho albuminu; Sigma-Aldrich) v PBST,
ve kterém byla ponechana pii 4 °C. Z BSA byla embrya prenesena do 5Sul kapky primarni
protilatky nafedéné v BSA a piekryté 100 pl mineralniho oleje. V primdrni protilatce byla
embrya skladovana v naprosté tmé po dobu 15-18 hodin pti 4°C.

Po dokonceni barveni primarni protilatkou byla embrya promyta pres tii 70ul kapky
PBST a v posledni kapce byla ponechdna 20 minut pfi pokojové teploté. Nasledné byla
pfemisténa do 50 ul 3% BSA, ve kterém byla uchovavana pii 4 °C po dobu 30 minut.
Nasledovalo hodinové barveni v Syl kapce sekundarni protilatky, prekryté 100 pl mineralniho
oleje. Stejné jako béhem barveni primarni protilatkou probihalo i toto barveni v naprosté tmé
pfi teploté 4 °C. Po uplynuti jedné hodiny byla embrya opét promyta pres tii 70ul kapky PBST
a v posledni kapce 20 minut ponechana. Nakonec byla embrya barvena na DAPI tak, ze byla
pfenesena do malych kapek Vectashieldu (Vector) na nové kultivacni misce, ktera byla
nasledné uchovavana pfi teploté -21°C po dobu minimalné 40 minut a maximalné tfi dni.
Béhem celé fixace bylo dbano na to, aby byla embrya co nejméné vystavena svételnému
zafeni. ZjednoduSeny piehled fixace a protildtkového 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
primdrni 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: Prehled pouzitych primarnich protilitek a jejich kombinace se sekunddrnimi

rotilatkami
BSA: BSA: &islo
primarni protilatka primarni sekundarni protilatka sekundarni fixace Kaitol
protilatce protilatce prtoly
kralici anti-
osli protilatka proti
(Thr;;'/jsg'(‘é’:lfg?g:a“ng 50:1 | kralitimIgG AlexaFluor |  500:1 | E2,5+9h | 4.1.1
1 7
Technology, 9459) 647 (Abcam, ab150075)
kralici anti-4E-8P1 osli protilatka proti
Si(gi Fl'i:é)TZ‘glbngclsgy 50:1 | kralitimIgG AlexaFluor |  500:1 | E2,5+9h | 4.1.2
9644) 647 (Abcam, ab150075)
krdlici anti- osli protilatka proti
Phos?gzl_fsEi_gizllir(;hﬂo) 50:1 krali¢im 1gG Alexa Fluor 500:1 ié’%ig:’ 4'41'25;
1 7 ! )
Technology, 9455) 647 (Abcam, ab150075)
krali¢i anti- E2,5 + 9h;
osli protilatka proti E1,75; )
Phosi)22|—|4SEi—lil;1ir(]Ser65) 50:1 krali¢im 1gG Alexa Fluor 500:1 E2,25; 4'41'27'
edhoe 8 o 4§ " 647 (Abcam, ab150075) E3,0 + 9h; '
echnology, 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 krali¢im 1gG Alexa Fluor 500:1 E2,5 +9h 4.1.9
(Cell signaling 647 (Abcam, ab150075)
Technology, 2855)
kra;;::;;??:igi:ii—% osli protilatka proti
100:1 krali¢im 1gG Alexa Fluor 500:1 E2,5+9h 43.1
(Ser235/236) (D57.2.2E) 647 (Abcam, ab150075)
XP® (Cell Signaling, 4858) ’
kra;;::;;??:igi:ii—% osli protilatka proti
50:1 krali¢im 1gG Alexa Fluor 500:1 E2,5+ 9h 4.3.1.
(Ser235/236) (D57.2.2E) 647 (Abcam, ab150075)
XP® (Cell Signaling, 4858) ’
lexr s osli protilatka proti
kragi‘:':;it;e'zigé)ce" 100:1 | krdlicim 1gG Alexa Fluor |  500:1 | E2,5+49h | 43.3
Enaing, 647 (Abcam, ab150075)
kralici anti-
osli protilatka proti
Ph°sp(2‘;’|f'sﬁgfa(lffgm°8) 100:1 | krdlicim IgG Alexa Fluor | 5001 | E2,549h | 4.3.4
Technology, 2441) 647 (Abcam, ab150075)
krali¢i anti- osli protilatka proti
Phospho-mTOR (Ser2448) 50:1 krali¢im 1gG Alexa Fluor 500:1 E2,5 +9h 4.3.5

(D9C2) XP® mAb (Cell

647 (Abcam, ab150075)
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Signaling Technology,
5536)
mysi anti-Phospho-elF4E osli protilatka proti
(Ser209) (Cell Signaling 100:1 mysim 1gG 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)
lexr s osli protilatka proti
F'?g;c(';:\xfgi)ﬁg(iizé) 100:1 | krdlicim IgG Alexa Fluor | 50011 | E2,5+9h | 4.5
647 (Abcam, ab150075)
ve osli protilatka proti _
my>! (aBr;::eEZ)f)mAb 200:1 mysim IgG Alexa Fluor 500:1 E3,5 1215'
647 (Abcam, ab150107)
mysi anti-YAP1 (63.7): sc- osli protilatka proti 4.6.2:
101199 mAb (Santa Cruz 100:1 mysim 1gG Alexa Fluor 500:1 E3,5 4.6.5’
Biotechnology) 647 (Abcam, ab150107) o
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)
krali¢i 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)
lexr s osli protilatka proti kralici
krf'(';;fgz’ﬁngzat?ﬁf)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, pfiprava 96-jamkové desticky a zbaveni embryi zony
pellucidy probihalo tak, jak je popsano v kapitole 3.4. Pro zafixovadni embryi bylo na jednu
jamku pouzito 50 ul 4% PFA piekrytého malym mnozstvim mineralniho oleje a predehraté
na teplotu 37 °C, kterému byla embrya vystavena po dobu 20 minut. Poté byla embrya promyta
pres tf1 70pul kapky PBST a ve tfeti kapce 20 minut ponechana pii pokojové teploté. Nasledné
byla embrya (pti pokojové teploté) na 20 minut umisténa do 50 pl 0.5% tritonu-X100 v PBS,
nacez byla promyta pies tfi nové, 70ul kapky PBST a v posledni z nich ponechana, opét
pti pokojové teploté. Po uplynuti 20 minut byla embrya na 30 minut prenesena do Sul kapky
Oregon Green 488 Phalloidinu (07466, ThermoFisher Scientific), nafedéného v PBST
v poméru 1:50, prekryté 100 pl mineralniho oleje a byla ponechana pii pokojové teploté.
Po dokonceni barveni Oregon Green 488 Phalloidinem byla embrya promyta pres 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 kultivaéni misce, kterd byla nasledné uchovavana pii teplot¢ -21 °C po dobu

minimalné 40 minut a maximalné tfi dni. Béhem celé fixace bylo dbano na to, aby byla
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embrya co nejméné vystavena svételnému zareni. ZjednodusSeny 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 imunofluorescenéni 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 protilditkou. Po uplynuti 20 minut
v PBST byla embrya 30 minut barvena v 5ul kapce Oregon Green 488 Phalloidinu (07466,
ThermoFisher Scientific) nafedéného v PBST, prekryté 100 pl mineralniho oleje a byla
ponechana pii pokojové teploté. Po dokonCeni barveni Oregon Green 488 Phalloidinem byla
embrya promyta pres tfi 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 nasledné uchovavana pfi
teploté -21 °C po dobu minimalné 40 minut a maximalné tfi dnd. Béhem celé fixace bylo

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

3.6 Konfokalni mikroskopie

Pro skenovani v konfokdlnim mikroskopu bylo pfipravena skenovaci miska. Na otvor
v misce bylo lakem na nehty pfilepeno kryci sklicko a na néj byly poté napipetovany Ctyfi
malé kapky PBST, které byly nasledné piekryty mineralnim olejem. Do kapek PBST byla
z Vectashieldu pfenesena 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 signal

mTmG embryi.
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3.7 Analyza dat a tvorba grafu

Pro experimenty, které to vyzadovaly, byly pocitany buiky v jednotlivych embryich
v programu FV10-ASW 4.2 Viewer (Olympus). Intenzita fluorescence byla kvantifikovdna
v programu Fiji (Schindelin et al., 2012) jako tzv. upravena celkova bunécna fluorescence
(CTCEF, z anglického corrected total cell fluorescence, vypocitana z namétfenych hodnot jako:
integrated density — (area of cell x mean fluorescence of background)). Pro méfeni objektt
s odli$nou velikosti byly hodnoty CTCF jesté normalizovany na velikost objektu. Grafy byly
vytvoreny v programu RStudio (https://posit.co/) s vyjimkou sloupcovych diagramu, které
byly vytvofeny v programu Microsoft Excel a nasledné byly graficky upraveny v programu

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

namétfenymi hodnotami byly vytvoreny pomoci R skriptu jako napftiklad:

> 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 vytvoreny
pomoci R skriptu jako napftiklad:

> 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 vysledkd bude pro lepsi srozumitelnost detailnéji popsan
u jednotlivych experimentd v kapitole 4. Statistické testy byly provedeny v programu
R Studio. Nejdfive byla u kazdého datasetu testovana normalita distribuce pomoci Shapiro
testu a v pripadé normality distribuce obou porovnavanych datasetti byly porovnany pomoci
Studentova t-testu a v piipad€ zamitnuti normalni distribuce alespoti u jednoho datasetu byly

porovnany pomoci Mann-Whitney U testu.
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4. Vysledky

Predchozi vysledky v nasi laboratofi ukazaly, ze inhibice mTOR signalni drahy béhem
déleni z 8 na 16 bun€k u mysich preimplantacnich embryi mé za nasledek signifikantné nizsi
pocet vnitinich bunék v 16bunéénych embryich (Gahurova et al., manuskript v pfiprave).
V této praci jsme chtéli dokazat, ze je zjiStény fenotyp zpusoben vlivem mTOR drahy
na regulaci translace (a ne pisobenim mTOR signalizace na jiné bunééné funkce). Rovnéz
jsme chtéli zjistit, jaky ma vliv snizeny pocet bunék v 16bunééném stadiu na pozdejsi vyvoj

embrya, konkrétné na 32bunécné stadium.

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

Postupem popsanym v kapitole 3.1 byla ziskana mysi embrya ve stadiu dvou bunék
a nasledné byla inkubovana do stadia osmi bun¢k v E2,5 + 4h v médiu KSOM (rovnéz
popséano v kapitole 3.1). Po dosazeni tohoto stadia byla embrya prenesena do KSOM média
s inhibitorem Torin 1 nebo do KSOM média se stejnym objemem DMSO pro kontrolni
embrya. Nasledné byla kultivovana do obdobi d€leni 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 skenovédna na konfokdlnim mikroskopu (popsdno v kapitole 3.6).

4.1.1 Fluorescencni 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 specifickd pro fosforylani mista Thr 37/46 proteinu
4E-BP1, coz znamena, Ze se specificky vaze pouze na jeho fosforylovanou formu. Na obrazku
6 je ukazkovy priklad jejiho barveni. V souladu s na§im pfedpokladem byla pozorovana vyssi
intenzita fluorescenCniho barveni v délicich se bunkach nez v bunkach interfaznich, coz
znamena piitomnost vyssiho mnozstvi fosforylovaného 4E-BP1 béhem bunécného 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

fosforylovaného 4E-BP1. Z toho usuzujeme, ze béhem déleni je skutecné aktivni mTOR

.....

......
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Obr. 6: Fosforylovany 4E-BP1 béhem d¢leni ze stadia 8 na stadium 16 bunék. Jako primarni
protildtka byla pouzita anti-Phospho-4E-BP1 (Thr37/46) (fedéna 1:50) a jako sekundarni osli
protilatka proti kralicim IgG Alexa Fluor 647 (fedéna 1:500). Bile je znazornén p4E-BP1,
modfe je znazornéna jaderna DNA (Vectashield). V neinhibovaném embryu miZzeme
pozorovat vyraznéj§i barveni v délici se buiice, oproti buitkdm interfaznim. V inhibovaném
embryu je barveni méné vyrazné, nez je tomu u neinhibovaného embrya, ale rovnéz je mozné
si pov§imnout vyraznéjSiho barveni v délici se buiice. Velikost méfitka je 20pum.

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

Pro dalsi 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 kralicim IgG Alexa Fluor 647
(fedéna 1:500). Chteli jsme zjistit, jestli zmény ve mnozstvi pAE-BP1 nesouviseji se zménami
v mnozstvi celkového 4E-BP1. Z obrazku 7 je patrné, ze mezi délicimi se a nedélicimi se
bunikami, ani mezi inhibovanymi a neinhibovanymi embryi nebyly na prvni pohled patrné
zadné rozdily v intenzité fluorescence. To by mohlo znamenat, ze béhem bunécného cyklu
nedochdzi 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 stddia 8 na stadium 16 bunék. Jako primarni
protilatka byla pouzita anti-4E-BP1 (53H11) (fedéna 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, modre je znazornéna jaderna DNA (Vectashield). Na prvni pohled zde
neni patrny rozdil mezi délicimi se a nedé€licimi se buiikkami, ani mezi inhibovanymi

a neinhibovanymi embryi, coz znamena, ze v prubéhu bunécného cyklu pravdépodobné
nedochazi ke zménam v mnozstvi celkového 4E-BP1. Velikost métitka je 20pum.

4.1.3 Analyza intenzity fluorescence pri pouziti protilatek anti-Phospho-4E-BP1
(Thr37/46) a anti-4E-BP1 (53H11)

Aby bylo mozné vyvodit z vysledki imunofluorescencnich barveni konkrétni zavéry
a potvrdit nase pozorovani zmén barveni v zavislosti na buné¢ném cyklu a inhibici mTOR
drdhy, musela byt data z provedenych fluorescencnich barveni kvantifikovana v programu Fiji
a dale zpracovana. U obou pouzitych protilatek byla porovndna intenzita fluorescence
v jednotlivych interfaznich buikach 8bunécénych a 16bunéénych embryi a béhem mitotického
déleni mezi inhibovanymi a neinhibovanymi embryi (viz obrazek 8).

Inhibice mTOR signdlni drahy inhibitorem Torin 1 nezpusobila signifikantni rozdily
v mnozstvi celkového 4E-BP1 (znaceného protilatkou anti-4E-BP1 (53H11)) v interfiazich
jadrech 8bunécnych (p-hodnota = 0,163) a 16bunécnych embryi (p-hodnota = 0,159).
Prekvapivé ale zplsobila narist celkového 4E-BP1 béhem mitézy, v porovnani
s neinhibovanymi embryi (p-hodnota = 0,014). Tato inhibice déle 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 interfdznich jadrech
8bunécného (p-hodnota = 0,0006) i 16bunééného embryonalniho stadia (p-hodnota = 2,2 x
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1071%). Na zakladg t&chto dat jsme potvrdili nage pozorovani, ze mnozstvi celkového 4E-BP1
se po inhibici mTOR drahy meéni jen minimalng, zatimco u anti-4E-BP1 (53H11) je zjevné
signifikantni snizeni po inhibici mTOR drahy. To dokazuje nasi hypotézu, ze béhem dé€leni

z 8 na 16 bunék je aktivni translace regulovana aktivitou mTOR signalizace.
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Obr. 8: Rozdily v intenzité fluorescencniho barveni fosforylované a nefosforylované formy
4E-BP1 proteinu v bunéCnych jadrech od stadia osmi do stadia Sestnacti bunék mezi
inhibovanymi a neinhibovanymi embryi. Sekce p4EBP1 (Thr37/46) znazorruje
fosforylovanou formu 4E-BP1. Z grafu lze vy¢ist, ze v interfaznich jadrech inhibovanych
8bunécnych a 16bunécnych embryi doslo k signifikantnimu poklesu intenzity fluorescence
p4E-BP1, a ze 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 8bunéénych 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 bunécného cyklu
Jelikoz se pfi barveni protilatkami anti-Phospho-4E-BP1 (Thr37/46) a anti-4E-BP1
(53H11) podafilo v kontrolnich embryich zachytit v§echny faze bunééného déleni (obrazek

9), bylo diky kvantifikaci intenzity fluorescence mozné analyzovat aktivitu fosforylace
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4E-BP1 béhem celého bunétného cyklu (obrazek 10). Intenzita fluorescence byla
kvantifikovana samostatné pro jadro v inferfaznich bunkach nebo oblast chromozomi béhem
mitézy, a samostatné pro cytoplazmu. Bylo zjisténo, ze mnozstvi celkového 4E-BP1
v burikach je stabilni, ale v zavislosti na fazi bunéného cyklu se méni hladiny jeho
fosforylované formy. Nejvyssi hladiny p4E-BP1 dosahuji buriky na zacatku mitotického
déleni, kdy dochazi k prudkému nartstu fosforylace. Béhem dalSich fazi mitézy dochazi

k postupnému snizovani p4E-BP1.
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Obr. 9: Porovnéni interfiznich jader v 8bunéném a 16bunééném embryu a jednotlivych fazi
bunécného déleni mezi témito embryonalnimi stadii. Bile je znazornéno fluorescencni 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 obé¢ jeho formy (fosforylovana
i nefosforylovand). Jako sekundérni protildtka byla v obou pfipadech pouzita osli protilatka
proti kralicim IgG Alexa Fluor 647 (fedénd 1:500). Modfe je znazornéna jaderna DNA
(Vectashield). V embryich barvenych protilatkou anti-4E-BP1 (53H11) je napadny vyraznéjsi
fluorescencni signal, ktery byl vzhledem k povaze pouzitych protilatek ocekavan. Velikost
méfitka je 10pum.
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Obr. 10: Fosforylace 4E-BP1 proteinu béhem bunééného cyklu, analyzovana na zékladé dat
ziskanych z fluorescencnich barveni protilatkami anti-Phospho-4E-BP1 (Thr37/46) a
anti-4E-BP1 (53H11). Z grafu lze vycist, ze intenzita fluorescence celkového 4E-BP1 v
burikach se v pribéhu bunécného cyklu nemeéni, ale dochazi pouze ke zménam v intenzité
fluorescencniho barveni jeho fosforylované formy. K prudkému nartstu fosforylovaného
4E-BP1 dochazi na zacatku mitotického déleni a béhem dalSich fazi mitézy se toto mnozstvi
postupné snizuje. Intenzita fluorescence je v jednotkdch CTCF (corrected total cell
fluorescence).

4.1.5 Fluorescen¢ni barveni protilaitkou 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 burikami. Rovnéz nas zajimalo, zda
povede k poklesu fluorescence u embryi s inhibovanou mTOR drahou. Piedpokladali jsme,
ze vysledné barveni bude podobné jako u anti-Phospho-4E-BP1 (Thr37/46), protoze protein
faktor eIF4E (Gingras et al., 1999b; Gingras et al., 2001b). Jako dalsi primarni protilatka proti
fosforylované formé 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 fosforylacni 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 piiklad jejiho barveni. Stejné jako u protilatky
anti-Phospho-4E-BP1 (Thr37/46) byla i zde pozorovana vySsi intenzita fluorescen¢niho
barveni v délicich se butikach nez v burikach interfaznich a taktéz byla pozorovana vyssi
intenzita fluorescen¢niho barveni v kontrolnich embryich, nez v embryich inhibovanych

Torinem 1.

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 kralicim IgG Alexa Fluor 647 (fedéna 1:500). Bile je znazornén p4E-BP1,
modfe je znazornéna jaderna DNA (Vectashield). V neinhibovaném embryu miZzeme
pozorovat vyraznéjsi barveni v dé€lici se burice, oproti buitkdm interfaznim. V inhibovaném
embryu je barveni mén¢ vyrazné, nez je tomu u neinhibovaného embrya, a rozdil mezi délici
se buiitkou a nedé€licimi se burikami je stézi pozorovatelny. Velikost méfitka je 20pum.
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4.1.6 Analyza intenzity fluorescence pri 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 burikach, samostatné pro jadro buné€k v interfazi, pro oblast chromozomu
v délicich se burikach a pro cytoplasmu. Kvantifikovand intenzita fluorescence byla

porovnavana mezi inhibovanymi a neinhibovanymi embryi ve stadiu osmi bunék, béhem
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mitotického déleni, a rovnéz ve stadiu Sestnacti bunék (viz obrazek 12). V chromosomalni
oblasti byla béhem mitozy intenzita fluorescence u inhibovanych embryi signifikantné nizsi
nez u neinhibovanych embryi (p-hodnota = 0,013), a stejn€ tomu bylo 1 v interfaznich jadrech
8bun&eného stadia (p-hodnota = 6,36 x 107'?). V interfaznich jadrech 16bunééného stadia
nebyl mezi inhibovanymi a neinhibovanymi embryi signifikantni rozdil (p-hodnota = 0,083).
V cytoplasmé byla u inhibovanych embryi signifikantné nizsi intenzita fluorescence ve vSech
tiech porovnavanych skupinach (p-hodnota = 7,7 x 1072 pro jadra 8bun&nych embryi,
p-hodnota = 2,29 x 107 pro délici se butiky, a p-hodnota = 6,94 x 10'* pro jadra 16bunéénych
embryi). Tyto vysledky odpovidaly vysledkim protilatky anti-Phospho-4E-BP1 (Thr37/46),
konkrétn€ narGstu intenzity fluorescence b&hem mitoézy (pozorovatelny u zbarveni

cytoplasmy) a nizsi intenzité fluorescence po inhibici mTOR dréhy.
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Obr. 12: Rozdily v intenzité fluorescencniho barveni fosforylované formy proteinu 4E-BP1
pfi pouziti protilatky anti-Phospho-4E-BP1 (Thr70). Porovndvdna byla inhibovana
a neinhibovana embrya ve stadiu osmi bunék, béhem mitotického déleni, a rovnéz ve stadiu
Sestnacti bunek. Z grafu Ize vycist, ze v chromosomalni oblasti byla béhem mitozy intenzita
fluorescence u inhibovanych embryi signifikantné niz§i nez u neinhibovanych embryi.
Signifikantn€ niz§i intenzita fluorescence byla rovnéz v interfiznich jadrech 8bunécnych
inhibovanych embryi, nikoli v§ak 16bunécnych embryi. V cytoplasmé byla u inhibovanych
embryi signifikantné nizsi intenzita fluorescence ve vSech tfech porovnavanych skupinach.
Intenzita fluorescence je v jednotkdch CTCEF (corrected total cell fluorescence).

32



4.1.7 Fluorescen¢ni barveni protilaitkou anti-Phospho-4E-BP1 (Ser65)

Analyza intenzity fluorescen¢niho signalu 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 predeslych pouzitych
protilatek proti fosforylované formé& 4E-BP1 proteinu, i1 zde bylo patrné vyraznégjsi barveni

v neinhibovanych embryich a v délicich se buiikach (obrazek 13).
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Obr. 13: Fosforylovany 4E-BP1 béhem déleni ze stadia 8 na stadium 16 bunek. Jako primarni
protilatka byla pouzita anti-Phospho-4E-BP1 (Ser65) (fedéna 1:50) a jako sekundarni osli
protilatka proti kralicim IgG Alexa Fluor 647 (fedéna 1:500). Bile je znazornén p4E-BP1,
modie je znazornéna jaderna DNA (Vectashield). V neinhibovaném embryu mizeme
pozorovat vyraznéjsi barveni v dé€lici se burice, oproti buitkdm interfaznim. V inhibovaném
embryu je barveni méné vyrazné, ale rovnéz je v ném patrny rozdil mezi délicimi se
a nedé¢licimi se burikami. Velikost méfitka je 20pm.

4.1.8 Analyza intenzity fluorescence pri pouziti protilatky anti-Phospho-4E-BP1
(Ser65)

Analyza fluorescence byla provadéna zvlast' v cytoplasmeé a zvlast v bunééném jadre
u bunék v interfazi, pfipadné v oblasti chromosomu u délicich se bunék, stejnym zpliisobem
jako u predchozich protilatek. Byla porovndvana inhibovand a neinhibovand embrya ve stadiu
osmi bunék, béhem mitotického deéleni a ve stadiu Sestnacti bunék (viz obrazek 14).

V chromosomalni oblasti byla béhem mitdzy intenzita fluorescence u bunék inhibovanych
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embryi signifikantné nizsi nez u bunék neinhibovanych embryi (p-hodnota = 0,0009), a stejné
tomu bylo i v interfaznich jadrech 8buné&ného (p-hodnota = 2,51 x 107') a 16bun&¢ného
stddia (p-hodnota = 4,11 x 10°). 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 skupinich signifikantni nebyl (p-hodnota =
0,058 pro délici se buriky a p-hodnota = 0,547 pro jadra 16bunéénych embryi). Celkoveé jsme
ale i u této protilatky potvrdili vysledky predchozich protilatek pro p4E-BP1, i kdyZ nartst

intenzity fluorescence béhem mitdzy byl u této protilatky také zjevny pouze v cytoplasmé.
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Obr. 14: Rozdily v intenzité fluorescencniho barveni fosforylované formy proteinu 4E-BP1
pfi pouziti protilatky anti-Phospho-4E-BP1 (Ser65). Porovndvdna byla inhibovana
a neinhibovana embrya ve stadiu osmi bunék, béhem mitotického déleni, a rovnéz ve stadiu
Sestnacti bun€k. V chromosomalni oblasti byla béhem mitézy intenzita fluorescence
u inhibovanych embryi signifikantn€ niz8i nez u neinhibovanych embryi. Signifikantné niz§i
intenzita fluorescence byla rovnéz v interfaznich jadrech 8bunécnych a 16bunécnych
inhibovanych embryi. V cytoplasmeé byla u inhibovanych embryi signifikantn€ nizsi intenzita
fluorescence pouze v 8bunééném embryonalnim stadiu, rozdil ve zbylych dvou skupinach
signifikantni nebyl. Intenzita fluorescence je v jednotkdch CTCF (corrected total cell
fluorescence).

4.1.9 Fluorescen¢ni barveni protilitkou anti-Phospho-4E-BP1 (Thr37/46) (236B4)
Posledni  pouzitou  protilatkou  proti  fosforylovanému  4E-BP1  byla
anti-Phospho-4E-BP1 (Thr37/46) (236B4). Jedn4 se o protilatku specifickou pro stejné misto
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jako protilatka v kapitole 4.1.1. Nejdfive byla fedéna v BSA v poméru 1:200, ale pii této
koncentraci bylo barveni velice slabé. Byla proto vyzkousena koncentrace 1:100, pfi které
bylo barveni stdle slabé, ale detekovatelné. Jako sekundarni protildtka byla pouzita osli
protilatka proti krali¢im IgG Alexa Fluor 647 (fedéna 1:500). Piiklady fluorescencnich barveni

jsou na obrdzcich 15 a 16.
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Obr. 15: Fluorescencni 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 (fedéna 1:500). Bile je znazornén p4E-BP1, modre je zndzornéna jaderna
DNA (Vectashield). Barveni p4E-BP1 bylo témérf nedetekovatelné, v dusledku cehoz nebylo
mozné provést kvantifikaci. Velikost méfitka je 20pum.
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Obr. 16: Fluorescencni 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 (fedéna 1:500). Bile je znazornén p4E-BP1, modre je zndzornéna jaderna
DNA (Vectashield). Barveni p4E-BP1 bylo velice slabé, ale v inhibovaném embryu je patrné
barveni dvou délicich se bunék. Velikost méfitka je 20pm.

4.1.10 Analyza Intenzity fluorescence pri pouziti protilatky anti-Phospho-4E-BP1
(Thr37/46) (236B4)

Jako u predchazejicich experimentii byla analyza fluorescence provadéna zvlast
v cytoplasmé a zvlast v bunééném jadie u bunék v interfazi, pripadné v oblasti chromosomu
u délicich se bunék. Byly porovnavany butiky inhibovanych a kontrolnich embryi ve stadiu
osmi bun€k, b&hem mitotického déleni a ve stadiu Sestnacti bunék (viz obrazek 17).
V chromosomalni oblasti byla béhem mitozy intenzita fluorescence u inhibovanych embryi
signifikantné nizsi nez u neinhibovanych embryi, a stejn€ tomu bylo 1 v interfiznich jadrech
8bunécného a 16bunécného stadia. V cytoplasme byla u inhibovanych embryi signifikantné
niz§i intenzita fluorescence v 8bunééném a 16bunééném embryondlnim stadiu, rozdil
v prubéhu mitotického déleni signifikantni nebyl. U tohoto barveni jsme potvrdili snizeni
intenzity fluorescence po inhibici mTOR drahy, nepotvrdili jsme ale nartst intenzity
fluorescence beéhem mitdzy. Kvuli nizké intenzité fluorescence této protilatky usuzujeme,

ze méteni intenzity fluorescence muize byt presné€jsi pii pouziti protilatky z kapitoly 4.1.2.
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Obr. 17: Rozdily v intenzité fluorescen¢niho barveni fosforylované formy proteinu 4E-BP1
pfi pouziti protilatky anti-Phospho-4E-BP1 (Thr37/46) (236B4). Porovndvdna byla
inhibovand a neinhibovana embrya ve stadiu osmi bunék, béhem mitotického dé€leni, a rovnéz
ve stadiu Sestnacti bun€k. V chromosomalni oblasti byla béhem mit6zy intenzita fluorescence
u inhibovanych embryi signifikantné nizsi nez u neinhibovanych embryi. Signifikantné nizsi
intenzita fluorescence byla rovnéz v interfaznich jadrech 8bunécnych a l16bunéénych
inhibovanych embryi. V cytoplasmeé byla u inhibovanych embryi signifikantn€ nizsi intenzita
fluorescence v 8bunééném a 16bunécném embryonalnim stadiu, rozdil v prib&hu mitotického
déleni signifikantni nebyl. Intenzita fluorescence je v jednotkdch CTCF (corrected total cell
fluorescence).

4.2 Fluorescencni 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 bunek nas zajimalo, zda je aktivni také béhem dalSich mitotickych déleni,
ke kterym v preimplantacnim myS§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 ziskdna
2bunécna embrya, ktera byla nasledné kultivovana do zapoceti pozadovaného mitotického
déleni. V Case, ktery byl povazovan za vhodny k zachyceni co nejvétsiho poctu délicich se
bunek byla embrya fixovana a fluorescencné barvena dle postupu popsaného v kapitole 3.3.
K barveni byly pouzity dvé protilatky proti fosforylovanému 4E-BP1, které se ukdzaly byt
funkéni béhem predchozich experimenti. 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 pfipadech pouzita osli protilatka proti krali¢im IgG Alexa Fluor 647.
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Fluorescen¢ni barveni béhem vSech vyse uvedenych bunécnych déleni vykazala stejny
trend, jaky byl pozorovan béhem déleni z 8 na 16 bunék. V délicich se bunikach byl patrny
vyraznéjsi fluorescencni signal nez v buikach interfaznich (obrazky 18 — 21), coz znamena,
ze mTOR signalni draha neni aktivni pouze v pribehu déleni z 8 na 16 bunék, ale také

v dalSich buné&cnych délenich v mySich preimplantacnich embryich.

Obr. 18: Fosforylovany 4E-BP1 b&hem de¢leni z 2bunécného 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 buné¢na jadra (Vectashield). Na obrazku je patrny silnéjsi fluorescencni signal
v délici se blastomete, coz poukazuje na aktivitu mTOR b&hem bunécného deleni. Velikost
méfitka je 20pum.

Obr. 19: Fosforylovany 4E-BP1 béhem déleni ze 4bunééného na 8bunécné 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 4bunécné
embryo s jednou délici se blastomerou (vlevo nahote). Bile je znazornén p4E-BP1, modfe jsou
znazornéna bunécna jadra (Vectashield). Na obrazku je patrny siln€jsi fluorescencni signal
v délici se blastomefe, coz ukazuje na aktivitu mTOR béhem bunécného deleni. Velikost
méfitka je 20pum.
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Obr. 20: Fosforylovany 4E-BP1 béhem déleni ze stadia 16 na stadium 32 bune¢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 (fedéna 1:500). Obrazky ukazuji embrya s minimaln€ jednou délici se
blastomerou. Bile je znazornén p4E-BP1, modfe jsou znazornéna bunécna jadra (Vectashield).
Na obrazcich je patrny silnéjsi fluorescencni signal v délicich se blastomerach a rovnéz
v interfaznich jadrech, coz ukazuje na aktivitu mTOR béhem bunécného déleni. Velikost
méfitka je 20pum.

Obr. 21: Fosforylovany 4E-BP1 béhem déleni ze stadia 32 na stadium 64 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). Na obrazku je viditelnd jedna
délici se burika. Bile je znazornén p4E-BP1, modfe jsou zndzornéna bunécna jadra
(Vectashield). Fluorescencni signal je zde slabsi, nez tomu bylo u predeslych bunéénych
déleni, ale stale je patrné vyraznéjsi barveni p4E-BP1 v délici se blastomere. Velikost métitka
je 20um.
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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-eIF4G, anti-
Phospho-elF4G (Ser1108), anti-Phospho-eIF4E (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 dulezité pro translaci zavislou
na Cepicce. Embrya byla ziskavana a kultivovana stejnym zptisobem, jako v kapitole 4.1, poté
byla béhem de¢leni z8 na 16 bunék fixovana a fluorescencné barvena a nasledné bylo
porovnavano barveni mezi inhibovanymi a neinhibovanymi embryi a mezi délicimi se

a nedélicimi se burikami.

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

Pro vizualizaci fosforylované formy proteinu S6 byla pouzita protilatka anti-
Phospoho-S6 Ribosomal Protein (Ser235/236) (D57.2.2E). Jedna se o protilatku znacici
fosforylovany ribozomalni protein S6, ktery je fosforylovan S6 kinazou, jejiz aktivita je
regulovana mTOR signalizaci. Fosforylace tohoto ribozomalniho proteinu znaci aktivni
mTOR drahu, a je pottfebna 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¢ekavani
pozorovano barveni cytoplasmy (obrazek 22). Neinhibovana embrya byla vyrazné barvena
na povrchu a intenzita barveni smérem do jejich vnitini Casti slabla. Tento jev mohl byt
zpusoben bud’to Spatnym pronikanim protilatky do vnittku embryi, nebo nedostatecnou
koncentraci protildtky. V inhibovanych embryich bylo oproti tém kontrolnim patrné slabsi
barveni. Mezi délicimi se a ned€licimi se buiikami nebyly patrné zadné rozdily v intenzité
barveni.

Kvili nerovnomérnému protilatkovému barveni napfi¢ neinhibovanymi embryi bylo
provedeno dalsi kolo fluorescenéniho barveni, pfi kterém byla pouzita primarni protilatka
fedéna 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: Fluorescencni barveni protilatkou anti-Phospoho-S6 Ribosomal Protein (Ser235/236)
(D57.2.2E), tedénou v poméru 1:100. Jako sekundarni protilatka byla pouzita osli protilatka
proti krali¢im IgG Alexa Fluor 647 (fedénd 1:500). Bile je znazornén pS6, modie je
znazornéna jaderna DNA (Vectashield). V neinhibovanych embryich mtizeme pozorovat silné
barveni na povrchu embrya, jehoz intenzita smérem ke stfedu slabne. V inhibovanych
embryich je barveni méné vyrazné. Mezi dé€licimi se a nedélicimi se burikami nebyla
pozorovana rozdilna intenzita barveni. Velikost méfitka je 20um.

Obr. 23: Fluorescencni barveni protildtkou 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,
modre je znazornéna jaderna DNA (Vectashield). V inhibovanych embryich je barveni méné
vyrazné. Mezi délicimi se a nedélicimi se butikami nebyla pozorovana rozdilna intenzita
barveni. Velikost méfitka je 20pm.
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4.3.2 Analyza Intenzity fluorescence pri pouziti protilatky anti-Phospoho-S6
Ribosomal Protein (Ser235/236) (D57.2.2E)

Vzhledem k vysledkim 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 patmé, ze

u inhibovanych embryi do$lo k signifikantnimu poklesu fosforylovaného S6 (p-hodnota =

4,07.x 107).
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Obr. 24 Rozdily v intenzité fluorescencniho barveni fosforylované formy proteinu S6 pfi
pouziti protilatky anti-Phospoho-S6 Ribosomal Protein (Ser235/236) (D57.2.2E).
Porovndvéana byla inhibovand a neinhibovand embrya. Z grafu 1ze vycist, Ze v inhibovanych
embryich doSlo k signifikantnimu poklesu intenzity fluorescence. Intenzita fluorescence je
v jednotkdch CTCEF (corrected total cell fluorescence).

4.3.3 Fluorescen¢ni barveni protilitkou anti-elF4G

Déle byla pouzita primarni protilatka anti-el[F4G pro vizualizaci transla¢niho
pouzita osli protilatka proti kralicim IgG Alexa Fluor 647, ktera byla fedéna 1:500. Barveni
nepfineslo predpokladané vysledky, jelikoz bylo velice slabé a nebyly v ném patrné zadné

rozdily v intenzité barveni mezi d€licimi se a nedélicimi se butikami, ani mezi kontrolnimi
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a inhibovanymi embryi (obrdzek 25). To nds vedlo k z&véru, ze danad protildtka barvila

nespecificky, a proto nebyla nekvantifikovédna.
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Obr. 25: Fluorescencni 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, modie je znazornéna jaderna DNA (Vectashield).
Protilatkové barveni je velice slabé a nejsou na ném patrné zadné vétsi rozdily mezi délicimi
se a nedélicimi se buikami. Velikost meftitka je 20pm.

4.3.4 Fluorescen¢ni barveni protilaitkou anti-Phospho-eIF4G (Ser1108)

anti-Phospho-elF4G (Ser1108), fedéna v poméru 1:100. Tato protilatka je specifickd pro
elF4G protein fosforylovany na aminokyselin€ 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 bunécného déleni. V nedélicich se burikach bylo patrné vyrazné cytoplasmatické
barveni, v délicich se buiikach bylo barveni vyrazné slabsi (obrazek 26). Mezi inhibovanymi

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

4.3.5 Fluorescen¢ni barveni protilitkou anti-Phospho-mTOR (Ser2448) (D9C2)
Jednou z poslednich protilatek, pouzitych ke znazornéni rozdili mezi inhibovanymi
a neinhibovanymi embryi a délicimi se a nedé€licimi se butikami byla anti-Phospho-mTOR
(Ser2448) (D9C2). Chtéli jsme zjistit, jestli dochazi ke zménam fosforylace mTOR proteinu
béhem déleni z 8 na 16 bunek. K barveni bylo pouzito fedéni v poméru 1:50, které bylo
doporuceno vyrobcem a jako sekundarni protilatka byla pouzita osli protilatka proti kralicim
IgG Alexa Fluor 647, fedéna 1:500. Vysledné barveni bohuzel nevykazovalo zadné napadné
rozdily mezi inhibovanymi a neinhibovanymi embryi, ani mezi délicimi se a nedé€licimi se
buikami (obrazek 27), proto nebyla intenzita fluorescence kvantifikovana. Ve vsech
barvenych embryich bylo patrné membranové barveni. To je pravdépodobné nespecifické,
protoze neni znamo, ze by se fosforylovany mTOR lokalizoval do blizkosti bunécnych

membran.
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Obr. 27: Fluorescencni barveni protilatkou anti-Phospho-mTOR (Ser2448) (D9C2), fedénou
v poméru 1:50. Jako sekundarni protilatka byla pouzita osli protilatka proti krali¢im IgG Alexa
Fluor 647 (fedéna 1:500). Bile je znazornén pmTOR, modfe je znadzornéna jadernd DNA
(Vectashield). Barveni je patrné na cytoplasmatickych membranach a jeho intenzita se nelisi
mezi délicimi se a nedélicimi se buiikami, ani mezi inhibovanymi a neinhibovanymi embryi.
Velikost méfitka je 20um.

4.3.6 Fluorescen¢ni barveni protilatkou anti-Phospho-eIF4E (Ser209)

Jako poslednich protilatka, pouzita ke znazornéni rozdild mezi inhibovanymi
a neinhibovanymi embryi a délicimi se a nedélicimi se bunkami byla protilatka proti
dochdzi ke zméndm mnozstvi tohoto proteinu béhem bunécného cyklu. K barveni bylo
pouzito fedéni v poméru 1:100 a jako sekundarni protilatka byla pouzita osli protilatka proti
mysSim IgG Alexa Fluor 647, fedéna 1:500. Vysledné barveni bylo bohuzel slabé,
ale vykazovalo rozdilnou intenzitu mezi inhibovanymi a neinhibovanymi embryi, pfi€emz
v téch neinhibovanych bylo vyraznéjsi (obrazek 28). Mezi délicimi se a ned€licimi se buiikami
nebyl v intenzité barveni pozorovan zadny vyrazny rozdil. Oproti protilatkam proti e[F4G a S6
nebyly patrné zadné rozdily ani mezi barvenim cytoplasmy a bunéénych jader, z cehoz jsme

usoudili, ze by se mohlo jednat o nespecifické barveni.
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Obr. 28: Fluorescencni barveni protilatkou anti-Phospho-eIF4E (Ser209), fedénou v poméru
1:100. Jako sekundarni protilatka byla pouzita osli protilatka proti mysSim IgG Alexa Fluor
647 (fedéna 1:500). Bile je znazornén protein elF4E, modie je zndzornéna jaderna DNA
(Vectashield). V neinhibovanych embryich je patrné velice slabé barveni a v inhibovanych
témer neni patrné. Velikost méfitka je 20pum.

4.3.7 Negativni kontrola

Vzhledem k tomu, ze vSechny pouzité protilatky vykazovaly velice slabé barveni, jsme
chtéli vyloucit, ze se jedna o nespecificky signdl, 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 ziskdna
a kultivovana stejnym zptusobem, jako embrya experimentalni, rovnéz byla zahrnuta kultivace
v médiu s Torinem 1/DMSO. Embrya byla nasledné fixovana a barvena béhem dé€leni z 8 na
16 bungk, jako tomu bylo u experimentalnich skupin. Jedinym rozdilem bylo, ze pfi barveni
nebyla pouzita primarni protilatka. Pfi skenovani na konfokalnim mikroskopu nebyl patrny
zadny signal. Diky tomu bylo vyvraceno, ze by fluorescen¢ni signal, patrny

v experimentdlnich skupindch, byl zpiisoben 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

Bunky v ranych preimplantacnich embryich jsou standardné rozliSovany na vnéjsi
a vnitfni, podle toho, jestli maji nebo nemaji apikalni doménu, ktera je v kontaktu s vnéjSim
prostfedim embrya (Graham & Zernicka-Goetz, 2016). Nékteré maji pouze malou apikalni
doménu a nepatfi proto ani do jedné z téchto skupin. Takovéto buriky jsou oznacovany jako
SAD (small apical domain). Nazorna ukazka jednotlivych typt bun€k na zaklade jejich pozice

v embryu je na obrdazku 29.

vnéjéi bunka vnitfni bunka

SAD burika

Obr. 29: Znazornéni rozdilu mezi wvnitinimi, vn&s$imi a SAD buikami v raném
preimplantaénim my§im embryu.

Na zakladé predchozich experimenti provedenych v nasi laboratofi s pouzitim
inhibitoru mTOR drdhy Torin 1 nas zajimalo, zda je pozorovany fenotyp niz§iho poctu
vnitfnich bunék u 16bunécnych embryi zptisobeny vlivem mTOR signalizace na regulaci
translace. Pouzivali jsme dva rizné inhibitory: 4EGI-1 a Torin 1, jejichz G¢inek jsme nasledné
porovnévali jak mezi sebou, tak i oproti kontrolnim embryim. Torin 1 inhibuje mTORCI
i mTORC2 komplexy, pficemz jeho inhibice mTORC1 komplexu znemoziuje fosforylaci
4E-BP1 proteinu mTOR proteinem, ale v burice stale zistava urCité mnozstvi volného elF4E,
takze translace neni zcela potlacena (Liu et al,, 2010). mTORC1 a mTORC2 ale zaroven
reguluji 1 jiné bunécné funkce kromé translace, a proto fenotyp pozorovany po inhibici
Torinem 1 nemusi byt jenom ndsledek inhibované translace. Inhibitor 4EGI-1 zabranuje
asociaci translacnich faktort eIF4E s elF4G, coz znamena, ze by mél mit na iniciaci translace
vetsi dopady, nez Torin 1 (Moerke et al., 2007). Inhibice probihala béhem déleni z 8 na 16
bunék a chtéli jsme zjistit, zda bude vést inhibice inhibitorem 4EGI-1 k podobnému fenotypu,
jako inhibice Torinem 1. Zaroven jsme predpokladali, Zze 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 bunék 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 prenesena do KSOM média s inhibitorem
4EGI-1/Torin 1 nebo do KSOM média se stejnym objemem DMSO pro kontrolni embrya.
Nasledné byla kultivovana do 16bunécného stadia v E3,0 + Sh (popséano v kapitole 3.2). Poté
byla embrya barvena Oregon Green 488 Phalloidinem (popsdno v kapitole 3.4)
pro imunofluorescen¢ni zbarveni membran a skenovana na konfokalnim mikroskopu
(popséno v kapitole 3.6).

Inhibice inhibitorem 4EGI-1 vedla k vyraznému opozdéni embryonalniho vyvoje.
V neinhibované skupiné obsahovala embrya primérné 19,74 bunék, pticemz median byl 19,
zatimco inhibovana embrya obsahovala primérné 14,76 bun€k, s medianem byl 16.
V disledku toho nebylo mozné porovnat pocty vnitinich a SAD bunék v pozadovaném 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 porovndni s kontrolnimi embryi vyrazné
opozdén. Neinhibovana embrya obsahovala primérné 18,8 bunék, median byl 16 bunék.
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 vnitfnich buné€k 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 nezmeénil (viz obrazek 30).
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Obr. 30: Graf znazorujici pocty vnitinich a SAD bunék v kontrolnich embryich a v embryich
inhibovanych inhibitory 4EGI-1 a Torin 1. U embryi inhibovanych Torinem 1 doslo
k signifikantnimu poklesu vnitfnich bun€k oproti kontrolam, podobny rozdil je patrny také
mezi kontrolnimi embryi a embryi inhibovanymi 4EGI-1 inhibitorem. Pocet SAD buné¢k
se mezi jednotlivymi skupinami signifikantné nezménil. Kfizek znazorfiuje medidnovou
hodnotu.

4.5 Fluorescen¢ni barveni a analyzy intenzity fluorescencniho 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 signalizacni
drahou. Predeslé experimenty provedené v naSi laboratofi ukazaly, Zze v 16bunéénych
embryich s experimentalné snizenou expresi Ddx2] je méné vnitinich bunék, co kopiruje
fenotyp zpusobeny inhibici mTOR signalizace Torinem 1. Hmotnostni spektrometrie
v embryich délicich se z 8 na 16 bunék dale ukazala, ze v embryich s inhibovanou mTOR
signalni dradhou se mnozstvi proteinu DDX21 v porovndni s neinhibovanymi embryi snizuje
(Gahurova et al., manuskript v pfiprave). Pro potvrzeni tohoto zjisténi jsme se rozhodli provést
fluorescencni barveni tohoto proteinu béhem bunécného déleni z 8 na 16 bunek a porovnat
rozdily v intenzité fluorescence mezi inhibovanymi a neinhibovanymi embryi a mezi délicimi
se a nedélicimi se butikami.

Postupem popsanym v kapitole 3.1 byla ziskana mysi embrya ve stadiu dvou bunék,
ktera nasledné byla inkubovana do stadia osmi bun¢k v E2,5 + 4h v médiu KSOM (rovnéz
popséano v kapitole 3.1). Po dosazeni tohoto stadia byla embrya prenesena do KSOM média
s inhibitorem Torin 1 nebo do KSOM média se stejnym objemem DMSO pro kontrolni
embrya. Nasledné byla kultivovana do obdobi d€leni z 8bunécného na 16bunécné stadium
v E2,5 + 9h (popsano v kapitole 3.2). Poté byla embrya fluorescen¢né barvena (popsano
v kapitole 3.3) a skenovédna na konfokdlnim mikroskopu (popsédno v kapitole 3.6).

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

obrazek 31).
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Obr. 31: Fluorescenéni barveni protilatkou an‘ti—DDXZI, fedénou v poméru 1:100. Jako
sekundarni protilatka byla pouzita osli protilatka proti krali¢im IgG Alexa Fluor 647 (fedéna
1:500). Bile je znazornén protein DDX21, modie je zndzornéna jaderna DNA (Vectashield).
V neinhibovanych embryich je patrné vyraznéj§i barveni nez v inhibovanych embryich
a v délicich se burikach je patrné vyraznéjsi barveni nez v nedélicich se buikach. Velikost

méfitka je 20pum.

Dal§im krokem byla kvantifikace fluorescencniho barveni, ktera byla provadéna zvlast
v interfaznich burikach 8bunécného stadia, v oblasti chromosomi u délicich se bunék
a v cytoplasmé délicich se bunck, pficemz byla mezi sebou porovnavana inhibovana
a neinhibovana embrya. Prestoze jsme volnym okem pozorovali rozdily mezi kontrolnimi
a inhibovanymi embryi, kvantifikace ukéazala, ze v intenzité fluorescence u jadérek
8bunécnych embryi neni rozdil (p-hodnota = 0,932), a ze rozdily intenzity fluorescence nejsou
signifikantni ani v chromozomalni oblasti d€licich se bunék (viz obrazek 32), coz muze byt
zpusobeno nizkym poctem délicich se bunék zejména u kontrolnich embryi (p-hodnota = 0,22

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

tohoto proteinu je regulovdna mTOR signdlni drdhou.
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Obr. 32: Rozdily v intenzité fluorescencniho barveni proteinu DDX21 pfi pouziti protilatky
anti-DDX21 (fedéné v poméru 1:100) v kombinaci se sekunddrni osli protilitkou proti
kralicim IgG Alexa Fluor 647 (fedénou 1:500). Porovnavano bylo barveni v interfaznich
burikach 8bunécného stadia, v oblasti chromosomi u délicich se bunék a v cytoplasmeé délicich
se bun€k, pficemz byla intenzita fluorescence porovnavana mezi inhibovanymi
a neinhibovanymi embryi. Ani v jedné ze tfi zmifiovanych skupin nebyly zmény fluorescence
statisticky signifikantni. Intenzita fluorescence je v jednotkdch normalizované CTCF
(corrected total cell fluorescence) na velikost méfené plochy.

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

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

pozorovani tohoto trendu i v dalsi fazi vyvoje, konkrétné€ ve stadiu 32 bunék. Predpokladali
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jsme, ze i v tomto vyvojovém stupni budou inhibovana embrya obsahovat vice vnéjSich bun¢k
a zajimalo nas, zda se vSechny tyto vnéj$i bunky chovaji jako vnéjsi 1 z hlediska genové
exprese.

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

v kapitole 3.3 a nektera dale podle postupu popsaného v kapitole 3.5.

4.6.1 Fluorescen¢ni barveni protilaitkou 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 mél byt lokalizovan v jejich jadrech.
Je to transkripCni faktor, ktery nasledné ovliviiuje expresi mnohych gent a tim i diferenciaci
této bunécné linie na bunky 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 vné;si.

Vzhledem k tomu, ze inhibice Torinem 1 v takto dlouhém vyvojovém okné vedla
k opozdéni vyvoje v porovndni s kontrolnimi embryi, bylo nejprve nutné spocitat burky
v jednotlivych embryich. Pro dalsi analyzu byla vybrana pouze embrya, ktera obsahovala od
28 do 32 bungk, priCemz primérny pocet bun€k analyzovanych embryi byl u obou skupin
stejny. V nich byly ndsledné€ pocitany vnitini buriky, vnéjsi buiiky a vnéjsi butiky s jadernym
CDX2. V inhibovanych embryich bylo podle ocekavani mén¢ vnitinich bunék (v prameéru 8.5
bunék u kontrolnich embryi a 5,3 bunék u inhibovanych embryi, p-hodnota =0,0051), a proto
vice vn€jSich bun€k (v primeéru 22,3 bunék u kontrolnich embryi a 24,7 bunék u inhibovanych
embryi, p-hodnota =0,0078), ale nedoslo k nartstu vnéj§ich 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). Z toho vyplyva, ze embrya inhibovand Torinem 1 obsahovala oproti kontrolnim
embryim vice vné&jSich bunék, z nichz ¢ast nevykazovala genovou expresi, ktera je pro vnéjsi
bunky specifickd. Ukazka takové vnéjsi buiky 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 bunék, inhibovaném Torinem 1 od E2,5 + 4h. Primarni
protilatka anti-CDX2 byla fedéna v poméru 1:200, 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 CDX2, zelen¢ je znazornéno barveni Oregon Green 488 phalloidinem
a modre jsou zndzornéna bunécna jadra (Vectashield). V neinhibovaném embryu je patrné
fluorescencni barveni CDX2 ve vSech jadrech vnéjsich bun€k. V inhibovaném embryu Sipka
ukazuje na vnéjsi buriku bez fluorescencniho barveni CDX2 proteinu. Velikost méfitka je
20pm.
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Obr. 34: Graf znazorfiujici pocty vnitinich bunék, vnéjsich bunek a vnéjSich bunék s jadernym
CDX2 v inhibovanych a neinhibovanych embryich. K analyze byla pouzita pouze embrya
obsahujici 28 — 32 bungk, pficemz primérny pocet bunék analyzovanych embryi byl u obou
skupin stejny. Z grafu je patrné, Ze inhibovana embrya obsahuji oproti kontrolnim vice
vnéjSich bunék, ale pocet vnéjSich bunék exprimujicich Cdx2 se mezi témito skupinami
nezménil. Z toho vyplyva, ze inhibovana embrya obsahuji nadbytecné vnéjsi bunky, které
se ale chovaji jako buriky vnitini. Vousky oznacuji standardni chybu praméru.

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

Jako dalsi priméarni protilatka byla pouzita anti-YAP1, fedéna v BSA v poméru 1:100,
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, protein YAPI se ve
vnitinich bunikach nachazi vyhradné v cytoplasmé a ve vnéjSich burikach je ve vétsi mife
lokalizovan v bunécném jadre, kde slouzi jako koaktivator transkripéniho faktoru TEADA4,
a tim se podili na regulaci exprese bunécné linie trofoektodermu (Nishioka et al., 2009). Diky
barveni Oregon Green 488 phalloidinem bylo mozné urcit, které buriky jsou vnitini a které

Vngji.
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Vysledky ziskané ztohoto fluorescencniho barveni byly podobné tém, které byly
ziskdny z barveni protilitkou proti CDX2. V nekterych vnéjSich burikach v inhibovanych
embryich bylo patrné cytoplasmatické barveni (viz obrazek 35), z cehoz vyplyva, ze dané
bunky maji s velkou pravdépodobnosti transkripéni profil vnitinich bun€k, ze kterych vznikne
vnitini bunééna masa, a ne transkripcni profil diferencujiciho trofoektodermu.

Pro dalsi analyzu byla vybrana pouze embrya, ktera obsahovala od 28 do 32 bunék,
pficemz primérny pocet bunék analyzovanych embryi byl u obou skupin stejny. V nich byl
nasledné pocitan celkovy pocet vnéjSich bunék a pocet vnéjSich bunek s jadernym YAPI.
V inhibovanych embryich bylo podle ocekavani vice vnéjSich bunék (v praimeéru 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
pramérné u 17,1 embryi) (p-hodnota = 0,9681) (obrazky 35 a 36). Z toho vyplyva, ze embrya
inhibovand Torinem 1 obsahovala oproti kontrolnim embryim vice vné&jSich bunék, z nichz

cast nevykazovala genovou expresi, ktera 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 bunék, inhibovaném Torinem 1 od E2,5 + 4h. Primarni
protilatka anti-YAP1 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 pomé&ru
1:50. Bile je zndzornén YAPI, zelené je zndzornéno barveni Oregon Green 488 phalloidinem
a modfe jsou znazornéna bunécnd jadra (Vectashield). Na obrdzku je patrné barveni proteinu
YAPI v cytoplasmé vnitinich bun&k a v jadrech vngjsich bunék. Sipka ukazuje na vn&jsi
bunku, v niz je patrné cytoplasmatické barveni YAP1. Velikost métitka je 20um.
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Obr. 36: Graf znazornujici poCty vnéjSich bunek a wvnéjSich bunék s jadernym YAPI
v inhibovanych a neinhibovanych embryich. K analyze byla pouzita pouze embrya obsahujici
28 — 32 bunék, pficemz prumérny pocet bun€k analyzovanych embryi byl u obou skupin
stejny. Z grafu je patrné, ze inhibovana embrya obsahuji oproti kontrolnim vice vnéjSich
bunek, ale pocet vnéjSich bunek s jadernou lokalizaci YAP1 se mezi témito skupinami
nezménil. Z toho vyplyva, ze inhibovana embrya obsahuji nadbyte¢né vné;si buiky, které se
ale chovaji jako bunky vnitfni. Vousky oznacuji standardni chybu prumeéru.

4.6.3 Fluorescen¢ni barveni protilaitkou anti-Cytokeratin 8

Na zakladé vysledk popsanych v kapitolach 4.6.1 a 4.6.2 bylo navrZzeno n€kolik
dalSich experimentu s cilem zjistit, zda Cast vn€jSich bun€k v inhibovanych embryich postrada
ijiné znaky typické pro vnéjsi buiky, nez jen ptitomnost jaderného CDX2 proteinu a jaderné
lokalizace YAP1. Zajimalo nés, zda je v téchto netypickych vné&jsich burikach narusena funkce
apikalni domény. Vzhledem k tomu, ze keratiny jsou ukotvovany v apikalni doméné (Lim et
al., 2020), bylo pro tento ucel vyzkouSeno barveni primarni protilatkou anti-Cytokeratin 8
(fedénou 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 pfi podrobné;si

analyze inhibovanych embryi jsme nezaznamenali zadné vné&jsi buiky s niz§im mnozstvim
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nebo s zadnym cytokeratinem 8. Z toho vyplyva, ze u vnéjSich bun¢k bez exprese Cdx2
a s cytoplazmatickou lokalizaci YAP1 pravdépodobné nedochdzi ke zménam

v cytokeratinové matrix a apikalni doméné.

DMSO

Torin 1

Obr. 37: Ukazka fluorescencniho barveni za pouziti primarni protilatky anti-Cytokeratin 8
(fedéné v poméru 1:100) v kombinaci se sekundarni osli protildtkou proti krysi Alexa Fluor
488 (fedénou vpomeéru 1:500) vembryich ve stadiu 32 bunek, kultivovanych
v Torinu 1/DMSO od E2,5 + 4h. Zelené¢ je znazornén keratin a modfe jsou zndzornéna
bunécna jadra (Vectashield). Barveni keratinem je vyrazné ve vnéjSich burikach, pfiCemz
v inhibovanych embryich nebyly pozorovany buiiky s defektnim barvenim. Velikost méfitka
je 20um.

4.6.4 Fluorescenéni barveni protilatkou anti-(sc-216) PKC £ (C-20)

Protoze barveni primdrni protildtkou anti-Cytokeratin 8 nepfineslo zajimavé vysledky,
rozhodli jsme se vyzkouSet barveni apikalnich domén pomoci primarni protilatky
anti-(sc-216) PKC ( (C-20) a zjistit tak, zda nekteré z vnéjSich bunék v inhibovanych

embryich nevykazuji zndmky ztraty polarity. Primarni protilatka byla fedéna v poméru 1:200
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a byla pouzita v kombinaci se sekundarni osli protilatkou proti kralici 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 pfi podrobnéjsi analyze inhibovanych
embryi jsme nezaznamenali zadné vnéjsi buriky bez PKC ( barveni. Proto usuzujeme,
ze u vnéjSich bunék bez exprese Cdx2 a s cytoplazmatickou lokalizaci YAP1 pravdépodobné

nedochazi ke zménam v apikalni doméné.
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Obr. 38: Ukazka fluorescencniho barveni za pouziti primarni protilatky anti-(sc-216) PKC (
(C-20) (tfedeéné v pomeéru 1:200) v kombinaci se sekundarni osli protilatkou proti krali¢i Alexa
Fluor 555 (fedénou v poméru 1:500) v embryich ve stadiu 32 buné€k, kultivovanych
v Torinu 1/DMSO od E2,5 + 4h. Bile je znazornén protein PKC a modfe jsou zndzornéna
bunécna jadra (Vectashield). Mezi barvenim inhibovanych a neinhibovanych embryi nebyly
pozorovany vyrazné rozdily. Velikost méfitka je 20pum.

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

Nakonec byly vyzkouSeny dvé kombinace protilatkového barveni ve spojeni
s fluorescenci vykazovanou v embryich vzniklych kiizenim nami pouzivanych samic a samct
F1 transgennich mT/mG hybrida (viz kapitola 3.1). V prvni sérii barveni byla pouzita
kombinace primdrnich protildtek anti-AMOT a anti-CDX2 v kombinaci se sekunddrni osli
protilatkou proti krali¢i Alexa Fluor 488 a se sekundarni osli protilatkou proti mysim IgG
Alexa Fluor 647. Ve druhé sérii barveni byly kombinovdny protilatky anti-AMOT
a anti-YAP1, rovnéz v kombinaci se sekundarni osli protilatkou proti krali¢i 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 bunécna
polarita mize ovlivnit genovou expresi. Protein AMOT je ve vnéjSich bunkach lokalizovan
pouze na apikalni membrané a u vnitinich bunék je pfitomen na v§ech bunéénych membranach
(Hirate et al., 2013; Sasaki, 2017). Chtéli jsme tedy zjistit, zda ve vné&jSich buikéach bez
exprese Cdx2/bez jaderné lokalizace proteinu YAP1 bude protein AMOT lokalizovédn pouze
v apikalni casti domény, nebo v celé bunéné membrané. Pokud by jeho lokalizace byla
imimo apikalni membranu, mohl by pfispivat k aktivaci Hippo signalni drahy i u téchto
vngjsich bunék (Hippo draha je normaln€ aktivni jenom u vnitfnich buné€k), které by tak
ziskaly transkrip€ni profil bun€k vnitinich (Hirate & Sasaki, 2014).

Vysledkem bylo, ze jsme u vné&jSich bunek bez exprese Cdx2/bez jaderné lokalizace
proteinu YAP1 pozorovali pfitomnost proteinu AMOT pouze v apikalni doménée. Na obrazku
39 je piiklad embrya barveného protilatkami anti-AMOT a anti-CDX2. Data pro barveni
AMOT + CDX2, ani pro AMOT + YAP1 proto nebyla kvantifikovana. Nemizeme ale
vyloucit moznost, ze kvantifikace by ukéazala mirn€ zvySenou intenzitu fluorescence
v lateralnich doménéch vnéjsich bunek bez CDX2 anebo jaderného YAP1, proto v budoucnu

tyto data budeme kvantifikovat.
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Obr. 39: Ukézka fluorescencniho barveni za pouziti protilatek anti-AMOT a anti-CDX2
v kombinaci se sekundarni osli protilatkou proti kralici Alexa Fluor 488 a se sekundarni osli
protilatkou proti my§im IgG Alexa Fluor 647 v embryu ve stadiu 32 bungk, inhibovaném
Torinem 1 od E2,5 + 4h. Primdrni protilitka 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, zelen¢ je znazornén AMOT, modfe jsou zndzornéna bunééna
jadra (Vectashield) a Cervené je znazornéna tdTomato fluorescence bunéénych membran.
Sipka ukazuje na vn&jsi buiiku bez exprese Cdx2, ve které je patrna lokalizace AMOT pouze
na apikalni doméné. Velikost méfitka je 20um.
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5. Diskuse

Navzdory tomu, ze existence mTOR signdlni drahy a princip jejitho fungovéni byl
znam jiz v minulém stoleti, byla toto signdlni draha zkoumana hlavné v souvislosti
s nadorovymi onemocnénimi, Diabetem 2. typu a rliznymi typy neurodegenerativnich
onemocnéni, naptiklad 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 uUlohy 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 zpasobem mTOR regulovana translace ovliviluje preimplantacni vyvoj
mysich embryi.

Prvnim cilem této diplomové préce bylo zjistit, zda je mTOR signdlni draha aktivni
béhem bunécného deéleni z 8 na 16 bungk, jestli mTOR-regulovand translace hraje roli
pii vzniku prvnich vnitinich bunék preimplanta¢nich embryi v 16bunééném stadiu a jak
ovlivituje segregaci trofoektodermu a vnitini bunécné masy. Jelikoz aktivita komplexu
mTORC1 umoziiuje fosforylaci proteinu 4E-BP1 (Gingras et al., 1999; Ma & Blenis, 2009;
Zoncu et al, 2010), rozhodli jsme se porovnat intenzitu fluorescencniho signalu
fosforylovaného a nefosforylovaného 4E-BP1 proteinu mezi dé€licimi se a nedélicimi se
burikami a mezi embryi kultivovanymi za standardnich podminek a embryi s inhibovanou
mTOR drahou prostfednictvim kultivace v médiu s Torinem 1.

Vysledné fluorescenéni barveni bylo specifické a pfineslo uspokojivé vysledky,
zejména pak barveni protildtkou 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 zptisoben relativnim stafim pouzitych protilatek
a jistou roli by mohla hrét také nizkd koncentrace barveného proteinu v jednotlivych burikach
embrya. Je Skoda, ze nami pouzité protilatky nevykazaly siln€jsi barveni. Bylo by zajimavé
vyzkouset protilatky proti stejnym proteinim od jiného vyrobce a vysledna barveni porovnat.

Navzdory tomuto problému bylo, v souladu s nasSimi ocekavanimi, 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 butikach

je stabilni a dochdzi pouze ke zméndm v mnozstvi fosforylované formy tohoto proteinu,

62



pfiCemz nejvetsi narust nastava na zacatku mitotického déleni, kdyz se rozpada jaderna
membrana, a béhem dal§ich mitotickych fazi dochazi k poklesu, ktery pokracuje az do ustéaleni
v interfaznich burnkéach.

Zajimavé vysledky byly rovnéz ziskany fluorescencnim barvenim ribosomalniho
proteinu S6, kdy v inhibovanych embryich doslo oproti kontrolnim k signifikantnimu poklesu
intenzity fluorescence. Ostatni pouzité protilatky uz bohuzel zadné zajimavé vysledky
nepfiinesly, coz mohlo byt zptisobeno tim, ze barvily nespecificky, nebo jejich stafim. Vliv
by mohl mit rovnéz ndmi pouzity fixacni a barvici protokol, ktery by v budoucnu bylo mozné
modifikovat a zjistit, zda nepfinese v pozménéné formé lepsi vysledky. Rovnéz by bylo
zajimavé vyzkousSet namisto fluorescencniho barveni naptiklad western blotovou techniku.

Lze konstatovat, ze byla podpofena nase hypotéza ohledné aktivity mTOR signalizacni
drahy a jeji regulace translace behem bunécného deleni z 8 na 16 bunék. Tu jsme také nasledné
potvrdili imunofluorescenénim barvenim proteinu DDX21, jehoz mRNA ma ve svém
5¢ netranslatovaném regionu polypyrimidinovy motiv. Kvantifikace intenzity fluorescence
potvrdila, ze pravdépodobné dochazi ke snizeni mnozstvi DDX21 proteinu béhem déleni
z8na 16 bunek po inhibici mTOR drahy, 1 kdyz nebyla statisticky signifikantni,
pravdépodobné kvuli nizkému poctu délicich se bun€k u kontrolnich embryi. To naznacuje,
zZe translace tohoto proteinu je regulovana mTOR signalni drahou.

Na zdkladé téchto vysledka bylo zkoumano, zda je mTOR draha aktivni také béhem
dalSich bunécnych déleni, jmenovité behem de€leni 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 vyS$si intenzita barveni
fosforylovaného 4E-BP1 v délicich se buiikach oproti interfaznim, coz potvrzuje aktivitu
mTOR drahy béhem vySe vyjmenovanych bunécnych déleni. Predchozi vysledky nasi
laboratore ale ukazuji, Ze béhem dfivéjSich déleni (ze 2 bunek na 4 a ze 4 bunek na 8) nema
mTOR-regulovana translace zadny zjevny efekt, protoze kultivace embryi v médiu
s Torinem 1 od 2bunééného do 16bunécného stadia vede ke stejnému fenotypu (méné
vnitinich bunék) jako kultivace s Torinem 1 od 8bunécného do 16bunécného stadia (Gahurova
et al., manuskript v pfiprave).

Dale jsme se zabyvali vlivem inhibice mTOR signalni drahy na pocet vnitinich a SAD
bunek 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 16bunécnych embryi k poklesu
poctu vnitinich a SAD bun¢k (Gahurova et al., manuskript v pfipraveé). Abychom ovéfili,
Ze tento jev nebyl zptisoben 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 zabratuje 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 zplsobil vyrazné opozdéni inhibovanych embryi oproti kontrolam, ¢imz bylo
znemoznéno vyhodnoceni experimentd. Z tohoto divodu bylo navrzeno kratsi inhibi¢ni okno
(od E2,5 + 6h do E2,5 + 11h), které nemélo na vyvoj embryi tak negativni dopad
a vyhodnoceni experimentti umoznilo.

Vzhledem k tomu, Ze jsme chtéli vliv obou vyse zminénych inhibitorti porovnat, bylo
tfeba zopakovat inhibici ve stejném vyvojovém okné 1 s inhibitorem Torin 1. Oba inhibitory
zpusobily u 16bunécnych embryi signifikantni pokles poctu vnitinich bun€k, ale ne SAD
bunek. Bylo tedy prokazano, ze k poklesu poctu vnitinich bunék u 16bunécnych embryi
dochazi v dasledku inhibice translace zavislé na Cepicce, a nikoli v disledku jinych bunécnych
procesu 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
v téchto embryich nedochazi k pokusim 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 zpisobuje vyznamné zpomaleni vyvoje mysich embryi,
nebo dokonce jeho uplné zastaveni (Gangloff et al., 2004; Shor et al., 2009). Nastésti
ale nebyly rozdily mezi inhibovanymi a neinhibovanymi embryi natolik vyrazné, Ze by
znemoznovaly vyhodnoceni experimentu, a navic jsme pro vyhodnoceni pouzili pouze embrya
s 28 az 32 burikami, pficemz pramérny pocet bunék analyzovanych embryi byl u obou skupin
stejny. Ze ziskanych dat jasn€ vyplynulo, Ze v inhibovanych embryich doslo k narastu poctu
vnéjSich bunék (stejn€, jako tomu bylo u l16bunéénych embryi), ale nedoslo ke zménam
v poctu vngjsich bunek, nesoucich pro né typickou expresi Cdx2 a jadernou lokalizaci YAPI.
To znamena, ze je v takovychto vnéjsich buikach aktivni Hippo signalni draha, jejiz aktivita
je ale typicka pro buiky vnitfni (ptehled v Sasaki, 2017). Takovéto buriky budou s velkou
pravdépodobnosti internalizovany, t.j. presunuty do polohy vnitini buiiky. To by mohlo znacit,
ze se embrya snazi kompenzovat nizky pocet vnitinich bunék. To neni pfili§ prekvapivé,
vzhledem k regulativnimu vyvoji preimplantacnich mysich embryi, kdy jsou oddélené nebo
pfemisténé blastomery ¢i skupiny blastomer schopny zménit svij bunéény osud
a zregenerovat chybéjici cast embrya (Bulut-Karslioglu et al., 2016).

Pro podporu této hypotézy jsme se rozhodli provést sérii dal§ich fluorescencnich
barveni, ktera nam méla pomoci 1épe charakterizovat proces kompenzace nizkého poctu

vnittnich bunék.
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Jako prvni nds zajimalo, zda je v téchto vnitiné se chovajicich vnéjSich bunkach
spravné ustavena apikalni doména. Je znamo, ze pfitomnost apikalni 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 znakt
trofoektodermu je husta keratinova sit, ktera je ukotvovana v apikalni domén¢ a kterou vnitini
bunécnd hmota postrada (Lim et al, 2020), bylo vyzkouSeno barveni protilatkou
anti Cytokeratin 8. Zadné z inhibovanych embryi ve vn&jsich buiikach nevykazovalo poruchy
keratinové sité, coz znamena, ze apikalni doména pravdépodobné nebyla naruSena. Toto
pozorovani jsme se rozhodli podpofit barvenim protilatkou anti-PKC zeta, kterd barvi
samotnou apikalni doménu. Ani pifi tomto barveni nebyly v inhibovanych embryich
pozorovany zadné abnormality. Zjistili jsme také, ze ani u inhibovanych embryi celkové,
ani selektivné u malého mnozstvi vnéjsich bunek inhibovanych embryi nedochdzi k poruchdm
ustanoveni apikalni membrény.

Pozorovali jsme ale, ze vnéjsi buriky bez CDX2 a jaderného YAP1 maji Casto mensi
apikalni doménu nez typické vnéjsi bunky, které vykazuji standardni genovou expresi. Je tedy
mozné, ze by nepfitomnost genové exprese typické pro vnéjsi buriky mohla byt zpisobena
nedostatecnou velikosti apikalni membrany. Pokud by nedostatecna velikost apikalni
membrany zabrafiovala v udrzeni specifikovaného bunécného osudu diferenciaci bunky
na trofoektoderm, byla by takovato butika nucena k internalizaci a specifikaci v ICM. To jsme
se snazili dok4zat pomoci barveni protilatkou anti-AMOT. Komplex AMOT byva ve vnéjSich
bunkach soustfedény v blizkosti apikalni domény, zatimco u vnitfnich bunék je lokalizovan
v blizkosti vS§ech membran. Vysledky ale vyvratili nasi hypotézu, ze by AMOT ve vnéjSich
burikach bez exprese CDX2 nebo bez jaderného YAPI nebyl vSechen vychytan v apikdlni
doméné (kvuli jeji mensi plose) a byl lokalizovan i do bazolateralnich membran.

V ramci dal§iho pokracovani tohoto projektu bude dilezité zméfit velikost apikalnich
membran ve vnéjSich buiikach inhibovanych embryi, které nevykazuji genovou expresi
typickou pro vné&jsi buriky, porovnat ji s velikosti apikalni membrany klasickych vné&jsich
bun¢k, a stanovit tak velikost apikalni membrany potfebnou pro udrzeni bunéného osudu
trofoektodermu. Dale bude zajimavé pozorovat dalsi vyvoj embryi s inhibovanou mTOR
signalni drahou a zjistit, zda skutecné dojde k internalizaci ndmi pozorovanych vné&jSich
bunek, vykazujicich chovani bunck wvnitfnich, nebo jestli u nékterych z nich dojde
k diferenciaci v trofoektodermalni linii. Rovnéz bude zajimavé zjistit, zda maji embrya
v obdobi segregace PE a EPI stale nizs§i pocCet 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 signalni
drahy. Rovnéz by bylo vhodné vyzkouset fluorescencni barveni (p)4E-BP1 a také ostatnich
proteinl, které jsou soucasti mTORCI1 komplexu, za pouziti protilatek vyrabénych jinymi
firmami nez témi, jejichz protilatky byly pouzity k fluorescenénimu barveni v této praci. Déle
by mohlo byt pfinosné pokusit se optimalizovat fixacni a barvici postupy pro ziskdni
kvalitnéjSich vystupnich dat, nebo provést detekci proteini pomoci western blotové techniky.

Celd diplomova préce a vysledky v ni prezentované jsou soucasti vét§iho projektu nasi
laboratore, ktery se zabyva tim, jak je ovliviiovano prostorové rozmisténi blastomer v mysich
preimplantacnich embryich prostfednictvim translace zavislé na CepiCce. Pripravovany

manuskript:

,,Gahurova L., Tomankova J., Cerna P., Bora P., Kubickova M., Kovacicova K., Potesil D,
Zdrahal Z., Anger M., Susor A., Bruce A.W.: Spatial positioning of preimplantation mouse
embryo blastomeres is regulated by a cap-dependent translation at the 8- to 16-cell transition.

Manuskript v ptiprave ,,

je v planu publikovat v prvni poloviné roku 2023.

66



6. Seznam literatury

Ajduk, A., Shivhare, S. B., & Zernicka-Goetz, M. (2014). The basal position of nuclei is one
pre-requisite for asymmetric cell divisions in the early mouse embryo. In Developmental
Biology, 392(2), (pp. 133-140). Elsevier. https://doi.org/10.1016/j.ydbio.2014.05.009

Anani, S., Bhat, S., Honma-Yamanaka, N., Krawchuk, D., & Yamanaka, Y. (2014). Initiation
of Hippo signaling is linked to polarity rather than to cell position in the pre-implantation
mouse embryo. Development, 141(14), 2813-2824. https://doi.org/10.1242/dev.107276

Avilion, A. A., Nicolis, S. K., Pevny, L. H., Perez, L., Vivian, N., & Lovell-Badge, R. (2003).
Multipotent cell lineages in early mouse development depend on SOX2 function. Genes &
Development, 17(1), 126-140. https://doi.org/10.1101/gad.224503

Beretta, L., Gingras, A. C., Svitkin, Y. V., Hall, M. N., & Sonenberg, N. (1996). Rapamycin
blocks the phosphorylation of 4E-BP1 and inhibits cap-dependent initiation of translation.
In The EMBO Journal, 15(3), (pp. 658-664). https://doi.org/10.1002/j.1460-
2075.1996.tb00398.x

Beugnet, A., Tee, A. R., Taylor, P. M., & Proud, C. G. (2003). Regulation of targets of
mTOR (mammalian target of rapamycin) signalling by intracellular amino acid availability.
In Biochemical Journal, 372(2), (pp. 555-566).
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC 1223408/

Bora, P., Gahurova, L., Hauserova, A., Stiborova, M., Collier, R., Potésil, D., Zdrahal, Z., &
Bruce, A. W. (2021). DDX21 is a p38-MAPK-sensitive nucleolar protein necessary for
mouse preimplantation embryo development and cell-fate specification. In Open Biology,
11(7). https://doi.org/10.1098/rsob.210092

Bora, P., Gahurova, L., Masek, T., Hauserova, A., Potésil, D., Jansova, D., Susor, A.,
Zdrahal, Z., Ajduk, A., Pospisek, M., & Bruce, A. W. (2020). P38-MAPK-mediated
translation regulation during early blastocyst development is required for primitive endoderm
differentiation in mice. In Communications Biology, 4(1). https://doi.org/10.1038/s42003-
021-02290-z

Bulut-Karslioglu, A., Biechele, S., Jin, H., Macrae, T. A., Hejna, M., Gertsenstein, M., Song,
J. S., & Ramalho-Santos, M. (2016). Inhibition of MTOR induces a paused pluripotent state.
In Nature, 540(7631), (pp. 119-123). https://doi.org/10.1038/nature20578

Chazaud, C., & Yamanaka, Y. (2016). Lineage specification in the mouse preimplantation
embryo. Development, 143(7), 1063-1074. https://doi.org/10.1242/dev.128314

Chazaud, C., Yamanaka, Y., Pawson, T., & Rossant, J. (2006). Early Lineage Segregation
between Epiblast and Primitive Endoderm in Mouse Blastocysts through the Grb2-MAPK
Pathway. Developmental Cell, 10(5), 615-624. https://doi.org/10.1016/j.devcel.2006.02.020

Cockburn, K., & Rossant, J. (2010). Making the blastocyst: lessons from the mouse. Journal
of Clinical Investigation, 120(4), 995-1003. https://doi.org/10.1172/JC141229

Coffman, K., Yang, B., Lu, J., Tetlow, A. L., Pelliccio, E., Lu, S., Guo, D. C., Tang, C., Dong,
M. Q., & Tamanoi, F. (2014). Characterization of the Raptor/4E-BP1 Interaction by
Chemical Cross-linking Coupled with Mass Spectrometry Analysis. In Journal of Biological
Chemistry, 289(8), (pp. 4723-4734). https://doi.org/10.1074/jbc.M113.482067

67


https://doi.orq/10.1016/i.vdbio.2014.05.009
https://doi.org/10.1242/dev.107276
https://doi.org/10.1101
https://doi.org/10.1002/�.1460-
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1223408/
https://doi.org/10.1098/rsob.210092
https://doi.org/10.1038/s42003-
https://doi.org/10.1038/nature20578
https://doi.orq/10.1242/dev.128314
https://doi.org/10.1016/i.devcel.2006.02.020
https://doi.org/10.1172/JCI41229
https://doi.org/10.1074/ibc.M113.482067

Dann, S. G., Selvaraj, A., & Thomas, G. (2007). mTOR Complex1-S6K1 signaling: at the
crossroads of obesity, diabetes and cancer. In Trends in Molecular Medicine, 13(6), (pp.
252-259). https://doi.org/10.1016/{.molmed.2007.04.002

Fasolo, A., & Sessa, C. (2008). mTOR inhibitors in the treatment of cancer. In Expert
Opinion on Investigational Drugs, 17(11), (pp. 1717-1734).
https://doi.org/10.1517/13543784.17.11.1717

Fingar, D. C., Richardson, C. J., Tee, A. R., Cheatham, L., Tsou, C., & Blenis, J. (2004).
mTOR Controls Cell Cycle Progression through Its Cell Growth Effectors S6K1 and 4E-
BP1/Eukaryotic Translation Initiation Factor 4E. In Molecular and Cellular Biology,
24(1), (pp. 200-216). https://doi.org/10.1128/MCB.24.1.200-216.2004

Fingar, D. C., Salama, S., Tsou, C., Harlow, E., & Blenis, J. (2002). Mammalian cell size is
controlled by mTOR and its downstream targets S6K1 and 4EBP1/elF4E. In Genes &
Development, 16(12), (pp. 1472-1487). http://genesdev.cshlp.org/content/16/12/1472.short

Fonseca, B. D., Jia, J. J., Hollensen, A. K., Pointet, R., Hoang, H. D., Niklaus, M. R., Pena,
I. A., Lahr, R. M., Smith, E. M., Hearnden, J., Wang, X. D., Yang, A. D., Celucci, G., Graber,
T. E., Dajadian, C., Yu, Y., Damgaard, C. K., Berman, A. J., & Alain, T. (2018). LARP1 is a
major phosphorylation substrate of mMTORC1. In BioRxiv. https://doi.org/10.1101/491274

Fonseca, B. D., Smith, E. M., Yelle, N., Alain, T., Bushell, M., & Pause, A. (2014). The ever-
evolving role of mMTOR in translation. In Seminars in Cell & Developmental Biology, 36, (pp.
102-112). ELSEVIER. https://doi.org/10.1016/j.semcdb.2014.09.014

Fonseca, B. D., Zakaria, C., Jia, J. J., Graber, T. E., Svitkin, Y., Tahmasebi, S., Healy, D.,
Hoang, H. D., Jensen, J. M., Diao, I. T., Lussier, A., Dajadian, C., Padmanabhan, N., Wang,
W., Matta Camacho, E., Hearnden, J., Smith, E. M., Tsukumo, Y., Yanagiya, A., et al.
(2015). La-related Protein 1 (LARP1) Represses Terminal Oligopyrimidine (TOP) mRNA
Translation Downstream of mMTOR Complex 1 (mTORCH1). In Journal of Biological
Chemistry, 290(26), (pp. 15996-16020). https://doi.org/10.1074/jbc.M114.621730

Fuentes, P., Pelletier, J., Martinez Herraez, C., Diez Obrero, V., lannizzotto, F., Rubio, T.,
Garcia Cajide, M., Menoyo, S., Moreno, V., Salazar, R., Tauler, A., & Gentilella, A. (2021).
The 40S-LARP1 complex reprograms the cellular translatome upon mTOR inhibition to
preserve the protein synthetic capacity. In Science advances, 7(48).
https://www.science.org/doi/10.1126/sciadv.abg9275

Gahurova L., Tomankova J., Cerna P., Bora P., Kubickova M., Kovacicova K., Potesil D.,
Zdrahal Z., Anger M., Susor A., Bruce A.W.: Spatial positioning of preimplantation mouse
embryo blastomeres is regulated by a cap-dependent translation at the 8- to 16-cell
transition. Manuskript v priprave.

Gangloff, Y. G., Mueller, M., Dann, S. G., Svoboda, P., Sticker, M., Spetz, J. F., Um, S. H.,
Brown, E. J., Cereghini, S., Thomas, G., & Kozma, S. C. (2004). Disruption of the Mouse
mTOR Gene Leads to Early Postimplantation Lethality and Prohibits Embryonic Stem Cell
Development. In Molecular and Cellular Biology, 24(21), (pp. 9508-9516).
https://doi.org/10.1128/MCB.24.21.9508-9516.2004

Gingras, A. C., Gygi, S. P., Raught, B., Polakiewicz, R. D., Abraham, R. T., Hoekstra, M. F.,
Aebersold, R., & Sonenberg, N. (1999b). Regulation of 4E-BP1 phosphorylation: a novel
two-step mechanism. In Genes & Development, 13(11), (pp. 1422-1437).
http://genesdev.cshlp.org/content/13/11/1422.short

68


https://doi.orq/10.1016/i.molmed.2007.04.002
https://doi.Org/1
https://doi.orq/10.1128/MCB.24.1.200-216.2004
http://qenesdev.cshlp.Org/content/1
https://doi.org/10.1101/491274
https://doi.Org/1
https://doi.org/10.1074/ibc.M114.621730
https://www.science.Org/doi/1
https://doi.org/10.1128/MCB.24.21.9508-9516.2004
http://genesdev.cshlp.Org/content/13/1

Gingras, A. C., Raught, B., Gygi, S. P., Niedzwiecka, A., Miron, M., Burley, S. K.,
Polakiewicz, R. D., Wyslouch Cieszynska, A., Aebersold, R., & Sonenberg, N. (2001b).
Hierarchical phosphorylation of the translation inhibitor 4E-BP1. In Genes & Development,
15(21), (pp. 2852-2864). http://genesdev.cship.org/content/15/21/2852.short

Gingras, A. C., Raught, B., & Sonenberg, N. (1999). elF4 initiation factors: effectors of
mRNA recruitment to ribosomes and regulators of translation. In Annual review of
biochemistry, 68(1), (pp. 913-963). https://www.researchgate.net/profile/Nahum-
Sonenberg/publication/12447323 Gingras AC Raught B Sonenberg N elF4 initiation fa
ctors effectors of mMRNA recruitment to ribosomes and reqgulators of translation Ann
Rev Biochem 68 913-963/links/590c83e0458515978182dfb6/Gingras-AC-Raught-B-
Sonenberg-N-elF4-initiation-factors-effectors-of-mRNA-recruitment-to-ribosomes-and-
regulators-of-translation-Ann-Rev-Biochem-68-913-963.pdf

Graham, S. J. L., & Zernicka-Goetz, M. (2016). The Acquisition of Cell Fate in Mouse
Development: How Do Cells First Become Heterogeneous?. In Essays on Developmental
Biology, Part B, (pp. 671-695). Elsevier. https://doi.org/10.1016/bs.ctdb.2015.11.021

Guertin, D. A., & Sabatini, D. M. (2007). Defining the Role of mTOR in Cancer. In Cancer
Cell, 12(1), (pp. 9-22). https://doi.org/10.1016/j.ccr.2007.05.008

Guertin, D. A., Stevens, D. M., Thoreen, C. C., Burds, A. A., Kalaany, N. Y., Moffat, J.,
Brown, M., Fitzgerald, K. J., & Sabatini, D. M. (2006). Ablation in Mice of the mTORC
Components raptor, rictor, or mLST8 Reveals that mMTORC2 Is Required for Signaling to
Akt-FOXO and PKCa, but Not S6K1. In Developmental Cell, 11(6), (pp. 859-871).
https://doi.org/10.1016/[.devcel.2006.10.007

Hara, K., Maruki, Y., Long, X., Yoshino, K. -ichi, Oshiro, N., Hidayat, S., Tokunaga, C.,
Avruch, J., & Yonezawa, K. (2002). Raptor, a Binding Partner of Target of Rapamycin
(TOR), Mediates TOR Action. In Cell, 110(2), (pp. 177-189). https://doi.org/10.1016/S0092-
8674(02)00833-4

Hay, N., & Sonenberg, N. (2004). Upstream and downstream of mTOR. In Genes &
Development, 18(16), (pp. 1926-1945).
http://www.genesdev.org/cgi/doi/10.1101/gad.1212704

Hirate, Y., Hirahara, S., Inoue, K. -ichi, Suzuki, A., Alarcon, V. B., Akimoto, K., Hirai, T.,
Hara, T., Adachi, M., Chida, K., Ohno, S., Marikawa, Y., Nakao, K., Shimono, A., & Sasaki,
H. (2013). Polarity-Dependent Distribution of Angiomotin Localizes Hippo Signaling in
Preimplantation Embryos. Current Biology, 23(13), 1181-1194.
https://doi.org/10.1016/j.cub.2013.05.014

Hirate, Y., & Sasaki, H. (2014). The role of angiomotin phosphorylation in the Hippo
pathway during preimplantation mouse development. In Tissue Barriers, 2(1).
https://doi.org/10.4161/tisb.28127

Holz, M. K., Ballif, B. A., Gygi, S. P., & Blenis, J. (2005). MTOR and S6K1 Mediate
Assembly of the Translation Preinitiation Complex through Dynamic Protein Interchange
and Ordered Phosphorylation Events. In Cell, 123(4), (pp. 569-580).
https://doi.org/10.1016/j.cell.2005.10.024

Jacinto, E., Loewith, R., Schmidt, A., Lin, S., Rlegg, M. A., Hall, A., & Hall, M. N. (2004).
Mammalian TOR complex 2 controls the actin cytoskeleton and is rapamycin insensitive.
In Nature Cell Biology, 6(11), (pp. 1122—1128). https://doi.org/10.1038/ncb1183

69


http://qenesdev.cshlp.Org/content/1
https://www.researchgate.net/profile/Nahum-
https://doi.org/10.1016/bs.ctdb.2015.11.021
https://doi.org/10.1016/i.ccr.2007.05.008
https://doi.org/10.1016/i.devcel.2006.10.007
https://doi.orq/10.1016/S0092-
http://www.genesdev.Org/cgi/doi/10.1
https://doi.org/10.1016/i.cub.2013.05.014
https://doi.org/10.4161
https://doi.org/10.1016/i.cell.2005.10.024
https://doi.org/10.1038/ncb1

Jansova, D., Koncicka, M., Tetkova, A., Cerna, R., Malik, R., del Llano, E., Kubelka, M., &
Susor, A. (2017). Regulation of 4E-BP1 activity in the mammalian oocyte. In Cell Cycle,
16(10), (pp. 927-939). https://doi.org/10.1080/15384101.2017.1295178

Jedrusik, A., Parfitt, D. -E., Guo, G., Skamagki, M., Grabarek, J. B., Johnson, M. H.,
Robson, P., & Zernicka-Goetz, M. (2008). Role of Cdx2 and cell polarity in cell allocation
and specification of trophectoderm and inner cell mass in the mouse embryo. In Genes &
Development, 22(19), (pp. 2692-2706).
http://www.genesdev.org/cgi/doi/10.1101/gad.486108

Johnson, M. H., & Ziomek, C. A. (1981). The foundation of two distinct cell lineages within
the mouse morula. In Cell, 24(1), (pp. 71-80). https://doi.org/10.1016/0092-8674(81)90502-
X

Kim, D. H., Sarbassov, D. D., Ali, S. M., King, J. E., Latek, R. R., Erdjument Bromage, H.,
Tempst, P., & Sabatini, D. M. (2002). MTOR Interacts with Raptor to Form a Nutrient-
Sensitive Complex that Signals to the Cell Growth Machinery. In Cell, 110(2), (pp. 163-175).
https://doi.org/10.1016/S0092-8674(02)00808-5

Korotkevich, E., Niwayama, R., Courtois, A., Friese, S., Berger, N., Buchholz, F., & Hiiragi,
T. (2017). The Apical Domain Is Required and Sufficient for the First Lineage Segregation in
the Mouse Embryo. In Developmental Cell, 40(3), (pp. 235-247 .e7.).
https://doi.org/10.1016/].devcel.2017.01.006

Lee, S. E., Sun, S. C., Choi, H. Y., Uhm, S. J., & Kim, N. H. (2012). mTOR Is Required for
Asymmetric Division Through Small GTPases in Mouse Oocytes. In Molecular
Reproduction & Development, 79(5), (pp. 356-366). https://doi.org/10.1002/mrd.22035

Leung, C. Y., & Zernicka-Goetz, M. (2013). Angiomotin prevents pluripotent lineage
differentiation in mouse embryos via Hippo pathway-dependent and -independent
mechanisms. Nature Communications, 4(1). https://doi.org/10.1038/ncomms3251

Lim, H. Y. G., Alvarez, Y. D., Gasnier, M., Wang, Y., Tetlak, P., Bissiere, S., Wang, H., Biro,
M., & Plachta, N. (2020). Keratins are asymmetrically inherited fate determinants in the
mammalian embryo. In Nature, 585(7825), (pp. 404—409). https://doi.org/10.1038/s41586-
020-2647-4

Liu, Q., Chang, J. W., Wang, J., Kang, S. A., Thoreen, C. C., Markhard, A., Hur, W., Zhang,
J., Sim, T., Sabatini, D. M., & Gray, N. S. (2010). Discovery of 1-(4-(4-propionylpiperazin-1-
yl)-3-(trifluoromethyl)phenyl)-9-(quinolin-3-yl)benzo[h][1,6]naphthyridin-2(1H)-one as a
highly potent, selective Mammalian Target of Rapamycin (mTOR) inhibitor for the treatment
of cancer. In Journal of Medicinal Chemistry, 53(19), (pp. 7146—7155).
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3893826/

Loewith, R., Jacinto, E., Wullschleger, S., Lorberg, A., Crespo, J. L., Bonenfant, D.,
Oppliger, W., Jenoe, P., & Hall, M. N. (2002). Two TOR Complexes, Only One of which Is
Rapamycin Sensitive, Have Distinct Roles in Cell Growth Control. In Molecular Cell,
10(3), (pp- 457-468). https://doi.org/10.1016/S1097-2765(02)00636-6

Ma, X. M., & Blenis, J. (2009). Molecular mechanisms of mTOR-mediated translational
control. In Nature Reviews Molecular Cell Biology, 10, (pp. 307-318).
https://doi.org/10.1038/nrm2672

70


https://doi.Org/1
http://www.qenesdev.Org/cqi/doi/10.1
https://doi.org/10.1016/0092-8674(81
https://doi.org/10.1016/S0092-8674(02)00808-5
https://doi.org/10.1016/i.devcel.2017.01.006
https://doi.org/10.1002/mrd.22035
https://doi.org/10.1038/ncomms3251
https://doi.orq/10.1038/s41586-
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3893826/
https://doi.Org/1
https://doi.org/10.1038/nrm2672

Meilhac, S. M., Adams, R. J., Morris, S. A., Danckaert, A., Le Garrec, J. -F., & Zernicka-
Goetz, M. (2009). Active cell movements coupled to positional induction are involved in
lineage segregation in the mouse blastocyst. In Developmental Biology, 331(2), (pp. 210-
221). Elsevier. https://doi.org/10.1016/j.ydbio.2009.04.036

Mihajlovi¢, A. ., & Bruce, A. W. (2017). The first cell-fate decision of mouse preimplantation
embryo development: integrating cell position and polarity. Open Biology, 7(11).
https://doi.org/10.1098/rsob.170210

Moerke, N. J., Aktas, H., Chen, H., Cantel, S., Reibarkh, M. Y., Fahmy, A., Gross, J. D.,
Degterev, A., Yuan, J., Chorev, M., Halperin, J. A., & Wagner, G. (2007). Small-Molecule
Inhibition of the Interaction between the Translation Initiation Factors elF4E and elF4G.
In Cell, 128(2), (pp. 257-267). https://doi.org/10.1016/j.cell.2006.11.046

Morris, S. A., Teo, R. T. Y., Li, H., Robson, P., Glover, D. M., & Zernicka-Goetz, M. (2010).
Origin and formation of the first two distinct cell types of the inner cell mass in the mouse
embryo. In PNAS, 107(14), (pp. 6364-6369). https://doi.org/10.1073/pnas.0915063107

Murakami, M., Ichisaka, T., Maeda, M., Oshiro, N., Hara, K., Edenhofer, F., Kiyama, H.,
Yonezawa, K., & Yamanaka, S. (2004). MTOR Is Essential for Growth and Proliferation in
Early Mouse Embryos and Embryonic Stem Cells. In Molecular and Cellular Biology,
24(15), (pp. 6710-6718). https://doi.org/10.1128/MCB.24.15.6710-6718.2004

Nishioka, N., Inoue, K. -ichi, Adachi, K., Kiyonari, H., Ota, M., Ralston, A., Yabuta, N.,
Hirahara, S., Stephenson, R. O., Ogonuki, N., Makita, R., Kurihara, H., Morin-Kensicki, E.
M., Nojima, H., Rossant, J., Nakao, K., Niwa, H., & Sasaki, H. (2009). The Hippo Signaling
Pathway Components Lats and Yap Pattern Tead4 Activity to Distinguish Mouse
Trophectoderm from Inner Cell Mass. Developmental Cell, 16(3), 398-410.
https://doi.org/10.1016/j.devcel.2009.02.003

Nishioka, N., Yamamoto, S., Kiyonari, H., Sato, H., Sawada, A., Ota, M., Nakao, K., &
Sasaki, H. (2008). Tead4 is required for specification of trophectoderm in pre-implantation
mouse embryos. Mechanisms of Development, 125(3-4), 270-283.
https://doi.org/10.1016/].m0d.2007.11.002

Niwa, H., Toyooka, Y., Shimosato, D., Strumpf, D., Takahashi, K., Yagi, R., & Rossant, J.
(2005). Interaction between Oct3/4 and Cdx2 Determines Trophectoderm Differentiation.
In Cell 123(5), (pp. 917-929). https://doi.org/10.1016/j.cell.2005.08.040

Pende, M., Um, S. H., Mieulet, V., Sticker, M., Goss, V. L., Mestan, J., Mueller, M.,
Fumagalli, S., Kozma, S. C., & Thomas, G. (2004). S6K1-/-/S6K2-/- Mice Exhibit Perinatal
Lethality and Rapamycin-Sensitive 5'-Terminal Oligopyrimidine mRNA Translation and
Reveal a Mitogen-Activated Protein Kinase-Dependent S6 Kinase Pathway. In Molecular
and Cellular Biology, 24(8), (pp. 3112-3124). https://doi.org/10.1128/MCB.24.8.3112-
3124.2004

Perluigi, M., Di Domenico, F., Barone, E., & Butterfield, D. A. (2021). mTOR in Alzheimer
disease and its earlier stages: Links to oxidative damage in the progression of this
dementing disorder. In Free Radical Biology and Medicine, 169, (pp. 382-396).
https://doi.org/10.1016/|.freeradbiomed.2021.04.025

Plusa, B., Frankenberg, S., Chalmers, A., Hadjantonakis, A. -K., Moore, C. A., Papalopulu,
N., Papaioannou, V. E., Glover, D. M., & Zernicka-Goetz, M. (2005). Downregulation of
Par3 and aPKC function directs cells towards the ICM in the preimplantation mouse
embryo. In Journal of Cell Science, 118(3), (pp. 505-515). https://doi.org/10.1242/jcs.01666

71


https://doi.orq/10.1016/i.vdbio.2009.04.036
https://doi.orq/10.1098/rsob.170210
https://doi.Org/1
https://doi.orq/10.1073/pnas.0915063107
https://doi.Org/1
https://doi.org/10.1016/i.devcel.2009.02.003
https://doi.org/10.1016/i.mod.2007.11.002
https://doi.org/10.1016/i.cell.2005.08.040
https://doi.org/10.1128/MCB.24.8.3112-
https://doi.org/10.1016/i.freeradbiomed.2021.04.025
https://doi.org/10.1242/ics.01666

Plusa, B., Piliszek, A., Frankenberg, S., Artus, J., & Hadjantonakis, A. -K. (2008). Distinct
sequential cell behaviours direct primitive endoderm formation in the mouse
blastocyst. Development, 135(18), 3081-3091. https://doi.org/10.1242/dev.021519

Posfai, E., Petropoulos, S., Oliveira de Barros, F. R., Schell, J. P., Jurisica, I., Sandberg, R.,
Lanner, F., & Rossant, J. (2017). Position- and Hippo signaling-dependent plasticity during
lineage segregation in the early mouse embryo. ELIFE, 1-24.
https://doi.org/10.7554/elLife.22906

Qin, X., Jiang, B., & Zhang, Y. (2016). 4E-BP1, a multifactor regulated multifunctional
protein. In Cell Cycle, 15(6), (pp. 781-786). https://doi.org/10.1080/15384101.2016.1151581

Samarage, C. R., White, M. D., Alvarez, Y. D., Fierro-Gonzalez, J. C., Henon, Y.,
Jesudason, E. C., Bissiere, S., Fouras, A., & Plachta, N. (2015). Cortical Tension Allocates
the First Inner Cells of the Mammalian Embryo. In Developmental Cell, 34(4), (pp. 435-447).
https://doi.org/10.1016/[.devcel.2015.07.004

Sarbassov, D. D., Ali, S. M., Sengupta, S., Sheen, J. H., Hsu, P. P., Bagley, A. F.,
Markhard, A. L., & Sabatini, D. M. (2006). Prolonged Rapamycin Treatment Inhibits
mTORC2 Assembly and Akt/PKB. In Molecular Cell, 22(2), (pp. 159-168).
https://doi.org/10.1016/].molcel.2006.03.029

Sasaki, H. (2010). Mechanisms of trophectoderm fate specification in preimplantation
mouse development. Development, Growth & Differentiation, 52(3), 263-273.
https://doi.org/10.1111/j.1440-169X.2009.01158.x

Sasaki, H. (2017). Roles and regulations of Hippo signaling during preimplantation mouse
development. Development, Growth & Differentiation, 59(1), 12-20.
https://doi.org/10.1111/dgd.12335

Schindelin, J., Arganda-Carreras, |., Frise, E., Kaynig, V., Longair, M., Pietzsch, T.,
Preibisch, S., Rueden, C., Saalfeld, S., Schmid, B., Tinevez, J. -Y., White, D. J.,
Hartenstein, V., Eliceiri, K., Tomancak, P., & Cardona, A. (2012). Fiji: an open-source
platform for biological-image analysis. In Nature Methods, 9(7), (pp. 676—682).
https://doi.org/10.1038/nmeth.2019

Severance, A. L., & Latham, K. E. (2017). PLK1 regulates spindle association of
phosphorylated eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein and spindle
function in mouse oocytes. In American Journal of Physiology-Cell Physiology, 313(5), (pp.
C501-C515). https://doi.org/10.1152/ajpcell.00075.2017

Shima, H., Pende, M., Chen, Y., Fumagalli, S., Thomas, G., & Kozma, S. C. (1998).
Disruption of the p70s6k/p85s6k gene reveals a small mouse phenotype and a new
functional S6 kinase. In The EMBO Journal, 17(22), (pp. 6649-6659).
https://doi.org/10.1093/emboj/17.22.6649

Shor, B., Cavender, D., & Harris, C. (2009). A kinase dead knock-in mutation in mTOR
leads to early embryonic lethality and is dispensable for the immune system in
heterozygous mice. In BMC Immunology, 10(1). https://doi.org/10.1186/1471-2172-10-28

Stephenson, R. O., Yamanaka, Y., & Rossant, J. (2010). Disorganized epithelial polarity
and excess trophectoderm cell fate in preimplantation embryos lacking E-cadherin.
In Development, 137(20), (pp. 3383—3391). https://doi.org/10.1242/dev.050195

72


https://doi.org/10.1242/dev.Q21519
https://doi.org/10.7554/eLife.22906
https://doi.org/10.1080/15384101.2016.1151581
https://doi.org/10.1016/i.devcel.2015.07.004
https://doi.org/10.1016/i.molcel.2006.03.029
https://doi.org/10.1111
https://doi.org/10.1111
https://doi.org/10.1038/nmeth.2019
https://doi.org/10.1152/aipcell.00075.2017
https://doi.org/10.1093/emboi/17.22.6649
https://doi.org/10.1186/1471
https://doi.org/10.1242/dev.050195

Strumpf, D., Mao, C. -A., Yamanaka, Y., Ralston, A., Chawengsaksophak, K., Beck, F., &
Rossant, J. (2005). Cdx2 is required for correct cell fate specification and differentiation of
trophectoderm in the mouse blastocyst. Development, 132(9), 2093-2102.
https://doi.org/10.1242/dev.01801

Susor, A., Jansova, D., Cerna, R., Danylevska, A., Anger, M., Toralova, T., Malik, R.,
Supolikova, J., Cook, M. S., Oh, J. S., & Kubelka, M. (2015). Temporal and spatial
regulation of translation in the mammalian oocyte via the mTOR-elF4F pathway. In Nature
Communications, 6(1). https://doi.org/10.1038/ncomms7078

Sutherland, A. E., Speed, T. P., & Calarco, P. G. (1990). Inner cell allocation in the mouse
morula: The role of oriented division during fourth cleavage. In Developmental Biology,
137(1), (pp. 13-25). Elsevier. https://doi.org/10.1016/0012-1606(90)90003-2

Suwinska, A., Czotowska, R., Ozdzenski, W., & Tarkowski, A. K. (2008). Blastomeres of the
mouse embryo lose totipotency after the fifth cleavage division: Expression of Cdx2 and
Oct4 and developmental potential of inner and outer blastomeres of 16- and 32-cell
embryos. In Developmental Biology, 322(1), (pp. 133-144).
https://doi.org/10.1016/j.ydbio.2008.07.019

Tarkowski, A. K., & Wréblewska, J. (1967). Development of blastomeres of mouse eggs
isolated at the 4- and 8-cell stage. In Development, 18(1), (pp. 155—180).
https://doi.org/10.1242/dev.18.1.155

Thoreen, C. C., Chantranupong, L., Keys, H. R., Wang, T., Gray, N. S., & Sabatini, D. M.
(2012). A unifying model for mMTORC1-mediated regulation of mRNA translation. In Nature,
485(7396), (pp. 109-113). https://doi.org/10.1038/nature11083

Vinot, S., Le, T., Ohno, S., Pawson, T., Maro, B., & Louvet-Vallée, S. (2005). Asymmetric
distribution of PAR proteins in the mouse embryo begins at the 8-cell stage during
compaction. In Developmental Biology, 282(2), (pp. 307-319). Elsevier.
https://doi.org/10.1016/j.ydbio.2005.03.001

Watanabe, T., Biggins, J. S., Tannan, N. B., & Srinivas1, S. (2014). Limited predictive value
of blastomere angle of division in trophectoderm and inner cell mass specification.
In Development, 141(11), (pp. 2279-2288). https://doi.org/10.1242/dev.103267

White, M. D., Zenker, J., Bissiere, S., & Plachta, N. (2018). Instructions for Assembling the
Early Mammalian Embryo. Developmental Cell, 45(6), 667-679.
https://doi.org/10.1016/j.devcel.2018.05.013

Wicklow, E., Blij, S., Frum, T., Hirate, Y., Lang, R. A., Sasaki, H., & Ralston, A. (2014).
HIPPO Pathway Members Restrict SOX2 to the Inner Cell Mass Where It Promotes ICM
Fates in the Mouse Blastocyst. In PLoS Genetics, 10(10), e1004618
https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1004618

Yamanaka, Y., Ralston, A., Stephenson, R. O., & Rossant, J. (2006). Cell and Molecular
Regulation of the Mouse Blastocyst. In Developmental Dynamics, 235(9), (pp. 2301-2314).
https://doi.org/10.1002/dvdy.20844

Zamfirescu, R. C., Day, M. L., & Morris, M. B. (2021). MTORC1/2 signaling is
downregulated by amino acid-free culture of mouse preimplantation embryos and is only
partially restored by amino acid readdition. In American Journal of Physiology-Cell
Physiology, 320(1), (pp. C30-C44). https://doi.org/10.1152/ajpcell.00385.2020

73


https://doi.org/10.1242/dev.01801
https://doi.org/10.1038/ncomms7078
https://doi.Org/1
https://doi.org/10.1016/i.vdbio.2008.07.019
https://doi.org/10.1242/dev
https://doi.Org/1
https://doi.org/10.1016/i.vdbio.2005.03.001
https://doi.org/10.1242/dev.103267
https://doi.org/10.1016/i.devcel.2018.05.013
https://doi.org/10.1371/iournal.pgen.1004618
https://doi.org/10.1002/dvdv.2Q844
https://doi.org/10.1152/aipcell.00385.2020

Zernicka-Goetz, M., Morris, S. A., & Bruce, A. W. (2009). Making a firm decision:
multifaceted regulation of cell fate in the early mouse embryo. In Nature Reviews Genetics,
10(7), (pp- 467—-477). https://doi.org/10.1038/nrg2564

Zoncu, R., Efeyan, A., & Sabatini, D. M. (2010). MTOR: from growth signal integration to
cancer, diabetes and ageing. In Nature Reviews Molecular Cell Biology, 12(1), (pp. 21-35).
https://doi.org/10.1038/nrm3025

74


https://doi.org/10.1038/nrq2564
https://doi.ora/10.1038/nrm3025

