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Souhrn

Cilem této diplomové prace bylo ziskat fdnk mRNA fluorescetné¢ znaeného
proteinu mSpindly, pomoci které by bylo moZzné vimgvat chromozomalni kinetochory
v pribéhu casoskrné mikroskopie. Detekce polohy kinetochor je néaéyro pateby studia
poruch segregace chromozibm

Tato prace fedklada ucelenou literarni reSersi Wthwjici problematiku bu&ného
cyklu, jeho kontrolu, vyvoj oocyita mechanismuséteni pohlavnich butk. Déle je popséana
stavba chromozému, zejména urdista funkce kinetochory a jeji vztah k proteinu rigiby.
Vysvétlen je také vyznam tohoto proteinu v ramci &tmého cyklu. Pro pochopeni metodiky
je za&azena také kapitola, ktera sénuje tzv. centralnimu dogmatu molekularni biologie
kapitola popisujici aplikace zakladnich technik gfe@kych manipulaci, se kterymi bylo
v prab¢hu laboratornich Ukanpracovano.

Metodicka cast se Wwnuje laboratornimu postupu Kk vyiemi geneticky
modifikovaného proteinu. Seoasti procedury bylo ziskani specifické DNA sekverace
piiprava plasmidového vektoru obsahujiciho sekvenmtemu mSpindly a zeleného
fluorescekiniho proteinu EGFP. Vektor byl linearizovan a popzo syntézu mRNA kddujici
fazni protein EGFP-mSpindly. Ziskana mRNA byla pgtazk mikroinjekci do mysiho
oocytu. Zde doSlo k vytweni fluorescetné¢ znaeného proteinu, ktery se fyziologicky
lokalizuje na chromozomalnich kinetochorach. Timapisobem byly kinetochory
vizualizovany.

Vysledky prace jsou podpeny obrazovou dokumentaci a popisem situace.
Vysledky zaznamu zrani oodyfpomocicasoskrné mikroskopie jsou dale analyzovany a
potvrzuji, Ze lze pomoci fluoresge® znaeného proteinu vizualizovat kinetochory
v realném case bez nutnosti fixace hikn v jednotlivych stadiich meiotického éleéni.
Takovyto nastroj mize byt uzitény ve studiich zagfenych na vyzkum poruch segregace

chromozoni v meidze savica na zjisob vzniku aneuploidii.

Kli ¢éova slova:meidza, kinetochora, chromozém, Spindly, aneupdi8IAC, kontrolni bod



Summary

The main goal of this study was to develop fun@iomRNA encoding EGFP-
tagged mSpindly protein, which will be used for éimchore visualisation during oocyte
maturation using time-lapse microscopy. Detectibrkinetochores is required for studies
related to chromosome segregation errors.

This diploma thesis starts with literature revieawering cell cycle and its control
mechanisms, oocyte development and cell divisiofemmfale germ cells. Part of the review is
also focused on chromosome structure with speti@htzon to the localization and function
of the kinetochore proteins. Specific part is dathd to the expression and localization of the
Spindly protein throughout cell cycle and its pbisirole in kinetochore function. Due to the
recombinant DNA techniques frequently used in ¢higly, the chapter focused on the central
dogma of molecular biology is included.

The material and methods section describes thedtdyy techniques and procedures
involved in cloning of fusion protein and mMRNA pradion byin vitro transcription. The
procedures started with preparation of cDNA librtom mouse testes. This library was then
used for subcloning of specific cDNA sequence eimgpchouse Spindly protein by PCR into
a plasmid vector containing Enhanced green fluemsprotein (EGFP) sequence. After
linearization, this vector was subsequently useadirfovitro synthesis of mMRNA encoding
mouse Spindly protein fused to EGFP. Resulted mRM#s microinjected into mouse
oocytes and the localization pattern of mSpindlg wtudied.

The EGFP-mSpindly fusion protein showed localizatio the kinetochores. Using
microinjection of EGFP-Spindly fusion protein wibe therefore used for visualization of
kinetochores in live oocytes throughout meiosisisTool will be used in studies focused on

chromosome segregation errors in mammalian meaosighe origin of aneuploidy.

Keywords: meiosis, kinetochore, chromosome, Spindly, anedp|@AC, checkpoint
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1 Uvod

MeiOza, proces &eni zarodénych burk, sestava z mnoha slozitych navazujicich
déju, které maji pevnyad a jsou fisré regulovany mechanismy na molekularni drovni.
Vysledkem dvou po s@bjdoucich @leni v rdmci meidzy je vznik jedné (oocyty) neltgi
(spermie) gametili pohlavnich bugk, které maji polovini patet chromozém nesoucich
genetickou informaci a tudiz i polovinu genetickgbavy. V @ipad, Ze dojde k selhani
jakéhokoli prvku zetézce slozitych molekularnich prodesmize byt naruSen cely fioch
meidzy a ve svém tdledku to niZe vést aZz k porucham segregace chromazditn
k aberacim zvanym aneuploidi€asto tato numerickd chromozomalni aberacésapi
poruchy nesléitelné se Zivotem aidledkem jsou v tomtoifpadt aborty plodu. Aneuploidie
mohou mit za nasledek i vady jako jsalesné malformace a poruchy vyvoje centralni
nervové soustavy a postizeni jedinci také byvapiouni.

Také v pfibéhu mitézy nize mit aneuploidie fatalni nasledky. Aneuploidigqggz
piicinou mnoha typ rakoviny, coz znamena, Ze stabilita genomu je didisa Zivot burek,
které se di po cely Zivot organismu. Takovymi Bkami jsou buiky epitefi, zejména biky
kuze a vystelky $ev, kde také népstji ke vzniku rakoviny u lidi dochazi.

Hlavnim zgtnovazebnym kontrolnim mechanismem, ktery dohliai spravny
rozchod chromozomnjak v mitdze, tak i v meidze, je takzvaBpindle Assembly Checkpoint
(zkracert spindle checkpoint) neboli SAC. Viiehu meidzy se tive oslabeny nebo Spétn
fungujici spindle checkpoint velkouénou podilet na aneuploidiich spojenych s vysokym
vékem matek, které zname u lidi. Misttigmjeni mikrotubul ke chromozémm se nazyva
centromera. Pravv misg¢ centromery se nachazi proteinovy komplex zvanyetkichora,
ktery umo#uje gripojeni mikrotubul na chromozdémy a je tedy pomysinym ,lepidlem* mezi
témito dwma prvky. Centromera je také poslednim mistem Wpegi kde #stavaji
replikované chromozémyili sesterské chromatidy jeStspojeny pomoci proteinového
komplexu zvaného cohesin. Pokud nedojde klehd sesterskych chromatid v tomto rijst
nebo pokud se odt predtasré, mize to byt take ficinou aneuploidii.

Abychom pochopili chyby, které se viehu cleni pohlavnich butk stavaji, a
zjistili, jak aneuploidie vznikaji, musime byt sqgim sledovat polohu kinetochory v kazdém
okamziku meiotického d&eni. Ktomu se ¢asto pouzivaji sondy ozéené pomoci
fluoresceknich proteii, které pi excitaci zé#enim o dané vinové délce emituji¢do o
vinové délce vyssSi v ramci viditelného spektra.akavému ozn&ni je obvykle zapoebi

sledované hiky fixovat v riznych stadiich &eni. Ri sledovani oocyt to znamena fixovat
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v kazdém stadiu meiotického zranéity pocet oocyfi, coZ znamena, Ze neni mozné sledovat
vyvoj jednotlivych bugk v readlnémcase. Takové simulace jsou procesuvivo velice
vzdalené a vysledky vyvozené z takovych pdkosohou byt zkreslené. V tomto 8ra by
tato studie mohla byt ipnosem, poévadz nabizi moznost sledovat polohu kinetochor
chromozond pii zrani oocyll v redlnéméase a pozorovat konkrétniitky od z&atku do
konce meiotickéhodeni.

Tato studie je zasiena na protein s nazvem mSpindly, ktery se na dahete
vyskytuje po celé meiotické zrani mySich odcgtjeho koncentrace a lokalizace se tbphu
meidzy jen nepatéhmeni. Zretelrt se zde vyskytuje v prometafazi, kdy jsou kinetagho
hlavnim cilem jeho lokalizace. V dalSich fazich otiekého zrani se proteinfgsouva i na
poly vieténka. Kléovym momentem pro studium aneuploidii je okamZgcphodu z metafaze
do anafaze a vten moment jélefité sledovat, co se viice s chromozomyge. Pouziti
zna&eného proteinu mSpindly snad piire 1épe nahlédnout do tapurgéného dleni a

mechanismu vzniku poruch segregace chromazém



2 Cil prace

Prace vychazi z hypotézy, Ze je mozné s pomoci EXBRRNného mSpindly
proteinu (EGFP =Enhanced Green Fluorescent Proteimeleny fluoresceaimi protein)
vizualizovat chromozomalni kinetochory a detekgegth polohu pro pdtby studia poruch
segregace chromozdinv meioze savic Cilem prace je ziskat futiki mMRNA pro EGFP-

znaeny mSpindly protein.

Za elem dosazeni cile bylo stanoverdalik dil¢ich cili:
1. Fiprava oocyi pro kultivaci in vitro
2. Hiprava vektoru obsahujiciho DNA sekvenci mSpindiyt@inu
* PCR amplifikace specifické sekvence mSpindly s uymzDNA polymerazy
Phusior"
» zaklonovéni sekvence do vektoru pRNA za pouZitrikgsi endonukleéazy
» osekvenovani vysledného konstruktu
e pomnozeni a linearizace vektoru pt@ppavu RNA in vitro
3. Hiprava cRNA in vitro za poZiti nNMESSAGE mMACHINKitu
» testace RNA pomoci agard6zové elektroforézy
» testace RNA pomoci mikroinjekce do oocytu (spolapja
4. Mikroinjekce pipravené cRNA do mySich oodyta naslednacasoskrna
mikroskopie (spoluprace)
5. Analyza obrazovych vysledk



3 Literarni reSersSe

3.1 Bunéény cyklus

Bunéény cyklus je sled &ua, které na sebe vzaesmavazuji, a na zaklad
zpstnovazebnych kontrolnich mechanismemize jeden nasledovat, aniz by nebyl sp&avn
dokorten ten pedchozi. Pokud by kéemu takovému doSlo, mohlo by to mit fatalni
nasledky, naiiklad ve forn¢ nddorového bujeni. Mnohé rysy &iného cyklu jsou nafe
organismy takka totozné. Cely cyklus je totiéada proces které maji pokazdé stejny ukol.
Tim je zkopirovat svoji genetickou informaci a rélidji do dcefinych burgk tak, aby kazda
nesla pesnou kopii kompletniho genomu. V eukaryotnichikaich ma cyklus &kolik fazi.
Zakladni fazi janterfaze, ve které se v kazdém okamziku nach&t$ima bugk v organismu
a je také mnohonasobrdelsi nez faze, ve které senky déli (Obr. 1). Jejim ukolem je
piipravit buiku na @leni. V této dob se replikuji organely, twdse nové proteiny a replikuje
se také geneticka informace — DNA (Alberts et2005).

Interfaze se dale¢tl na ti faze. G1- faze (z angl.gap = mezera) je fazi exprese
regulanich geri buré¢ného cyklu. To znamena4, Ze je fazi zvySené prodpketeini, které
budou zapdtbi pro syntézu DNA a dochéazi zde tedy v maximdiiié k transkripci gein a
k translaci v proteiny. ifechod mezi fazi G1 a S-fazi je kriticky bod regaloy fadou
buré¢cnych mechanisin Pokud jsou ve fazi G1 zaznamenany signaly, kteamenaji, ze
néco neni v ptadku, podstoupi hika programovanou bgtnou smrt ¢ili apoptozu.
Nasledujici fazi jeS-faze (syntetickd), jejimz hlavnim Ukolem je syntéza DNAdy jeji
replikace (Alberts et al.,, 2005; Crews et al., 20000 replikaci #stavaji replikované
molekuly DNA, kterym se nynfika sesterské chromatidy pevré spojeny po celé délce
pomoci proteinového komplexxohesinu U kvasinek tento stav trva az do M-faze, kde se
tento komplex z&na proteolyticky odbouravat (Bernard et al., 200Q) savés dochazi
k deaktivaci cohesinu jiz v profazi, kdy se odbouégina proteid cohesinu, a to pomoci
fosforylace Polo-like kinazou PLK (Petronczki et,a2003). V posledni fazi se fika
intenzivre pripravuje na M-fazi. MG2-fazi ma ogt hlavni slovo proteosyntéza, nyni se ale
vytvari proteiny nutné pro rozteni buiky. Jsou to zejména motorové proteiny, které maji z
Ukol pfesunovat tlezité molekuly tam, kde jsou pravpoteba pro zapojeni do
intracelularnich procé&g(Alberts et al., 2005; Crews et al., 2000).

Po dlouhé Hpraw v ramci interfaze nasleduje w@litich se budk stzejni faze

bunééného cyklu,M-faze. Somatickéili télni bunky v tomto okamZziku podstupuji jaderné



déleni — mitdzu. Zarodmé buiky, které davaji vznik hikdm pohlavnim¢ili gametam
podstupuji dleni specialni. Je jim meidza, jejimz hlavnim Gkole dat vznik unikatnimu
jedinci diky procesu zvanému crossing-over a redakagenetickou vybavu gamety na
polovinu (Albertset al, 2005). Proto se také nazyva rethikckleni.

M-FAZE

| mitoza
' {jaderné
' délenf)

Obrazek 1: Pribéh bunééného cyklu.
Vinterfazi buika roste a hromadi proteiny.
V M-fazi se odehrava karyokineze nasledovana
cytokinezi, vlastnim rozdenim  buiky.
Replikace DNA se odehrava v S-fazi (Alberts et
al., 2005).

cytokineze
{cytoplasmaticke
3 déleni} .-~

S-FAZE i

{replikace DNA)

3.1.1 Kontrola bunééného cyklu

Kontrola buréného cyklu obnasi velké mnozstvi slozitych biol&gah procesé a
funguje na zaklatl zpetnovazebnych kontrolnich mechanismPokud dojde v gib¢hu
burg¢ného cyklu k gjaké odchylce je pravgodobné, Ze bude narusen cely cyklus (Alberts
et al., 2005).

V ramci burg¢ného cyklu existujiit dalezité kontrolni body, takzvanéheckpointy
(Murray, 1994). Hlavni funkciéthto zgtnovazebnych kontrolnich mechanisipe udrzovat
v buikéch stabilni mnoZstvi nepoSkozené DNArip@adre zabranit biice s poSkozenou DNA
Vv jejim gleni (Kastan et Bartek, 2004).

Prvni kontrolni bod se nachéazi ve fazi G1 a nazs®&1 checkpoint Zde je
kontrolovana zejména velikost itky (Alberts et al., 2005) a také mozna poskozeniADN
pied vstupem do S-faze. Pokud by byla DNA poSkozerapkach se vyskytuji zvySené
hladiny tumor supresorového proteinu p53, kterysppi uvolrni inhibitori Cdk (cyklin
dependentnich kinaz), zejménaspbi jako transkrigni faktor inhib&niho proteinu p21 a
zvySuje jeho expresi vazbou na reguliaoblast genu tohoto proteinu. Protein p2Zimo
reaguje se specifickymi komplexy cyklin-Cdk, ktggou nezbytné pro iniciaci replikace
DNA, kterd je takto pozdrzena (Alberts et al., 200krray, 1994). Obdohn pokud by byl
zapotebi dalSi #ist, umozuje tento kontrolni bod regulaimu systému, aby pozdrzeliiw
v této fazi a oddalil replikaci DNA. Tento kontrélbod také umaiuje zasadni krok v Zivét

vétSiny somatickych bufk, které zde mohou vystoupit z kigného cyklu. Tyto biikky tak



vstupuji do zvlastni faze GO ve které seikm dale nedi. V této klidové fazi se tedy
v kazdém okamziku nachazétsina savich somatickych bufk, nékteré (buiky kosterniho
svalstva, nervové hiky) v tomto stavu setrvavaji cely zZivot, jiné akijivburs¢ny cyklus,
pokud je zapdetbi gisluSnou tka obnovit (hepaptocyty — jaterni fiky). V této casti
burg¢ného cyklu je aktivita regulatbra exprese cykliina Cdk minimalni. Nkteré buiky se
ale cli v pribéhu Zivota neustale a z btimého cyklu nevystupuji. To jsou zejménaiky
epitel, tedy Kize a vystelky sev, které jsou proto nejvice ohrozeny vznikem nmalitci
(Alberts et al., 2005).

Druhym kontrolnim bodem jeG2 checkpoint ktery umo#uje kontrolu ped
zapaetim vlastniho &eni buiky. Zejména je nutné zkontrolovat kompletni reptikBNA
(MPF viz dale). Hlavnim zZisobem, kterym hiky tidi své procesy je fosforylacefijpojeni
fosfatu) nebo defosforylace &tivych proteii. Tim se obvykle zini jejich funkce a
zejména prostorové usfgmlanicili konformace. O tyto fosforykni reakce se staraji enzymy,
které se nazyvakinazy afosfatazy(Alberts et al., 2005).

Poslednim kontrolnim bodem jspindle checkpoint ktery dohlizi zejména na

spravnou segregaci chromozbifkapitola 3.7).

3.1.1.1Cyklin dependentni kindzy

Kinazy (proteinkinazy — #tSina kinaz fosforyluje proteiny) reguluji ohromné
mnozstvi biologickych procésprostednictvim fosforylace proteinovych substrdfsou to
tedy enzymy, které katalyzujignos jedné fosfatové skupiny z ATP (univerzalnirgegcky
nosk) na jeden postranriettzec utité aminokyseliny cilového proteinu. Tim &m jeho
konformaci a protein se stane aktivnim (papeaktivnim). Jiné enzymy slouzi k defosforylaci
a nazyvaji sdéosfatazy (Alberts et al., 2005). Kinazy, které se podilginegulaci bu&ného
cyklu, se nazyvaji cyklin-dependentni proteinkinazikrace# Cdk. To proto, Ze jejich
aktivita je zavisla necyklinech, které jsou také proteinové povahy. Nazev ,cyKiing
odvozen od jejich kolisavych hladin vipghu buré¢ného cyklu, které se cyklicky éni.
Kinazy spolu s cykliny vytvid komplexy cyklin-Cdk (Alberts et al., 2005). Nafklad
komplex cyklinB-Cdk1 je zodpadny za vstup do M-faze a nazyva se M&k M-fazi
podporujici faktor M-phase Promoting Factdi(Jackman et al., 2003), nebo taWaturation

Promoting Factorili zrani podporujici faktor (Sirard, 2001).



3.2 Specifika mitdzy a meidzy

Hlavnim rozdilem mezi mei6zou a mitdzou jakozto nteZma burénymi délenimi
je to, co budeiwdano bitkam dcéinym. Zatimco ukolem mitdzy je zmnoZesiinich burgk,
tedy burk tkani, které pdebuji ptibézn¢ obnovovat, ukol meidzy se zasadisi, porevadz
vytvari haploidni gamety z diploidnich zara@tgch burk a diky specidlnimu procesu
zaji¥'uje genetickou diverzitu populace (Harigaya et Yarow, 2007).

Mei6za je dleni burgk, které budou na konci svého vyvoje slouzit jakaiky
pohlavni. Tyto biiky maji ale na rozdil od ostatnich somatickychdxuwysoce specifickou
funkci. Hlavnim znakem meiozy je zvlastni proceargucrossing-over ktery zpisobi, Ze
kazdy jedinec vznikly pohlavnim rozmnozZovanim jdifecny diky tomu, Ze jeho genetick&
vybava proSla rekombinaci mezi miateou a otcovskou DNA. DalSim specifikem meiozy je
to, Ze redukuje genetickou vybavu na polovinu. Bahi buika totiz slouzi ke spojeni s jinou
pohlavni buikou. Kdyby byly tyto biiky déleny klasickou mit6zou, po spojeni takovych
burék by se genom nasobil. Z tohotéwbdu se biiky slouzici k pohlavnimu rozmnoZovani
deli zvlastnim zfisobem. Je totiz nezbytné, alie@ vykonanim své funkce zredukovaly svou
genetickou vybavu na polovinu. Timto tgobem se diploidnich zarodeénych burk
vytvoii bunky haploidni (Alberts et al., 2005).

3.2.1 Mitoza

Jak jiz bylo vySeeceno, je ukolem mitézy roztit bunku na d. DileZitou roli zde
zastavd mitotické teténko jako hlavni nastroj mitotického aparatu psegregaci
chromozond, které zajisuje motilitu kondenzovanych chromozémProcesy mitdzy se
odehravaji v gti fazich (Obr. 2).

Nastupprofaze je zpravidla rozliSen ve chvili, kdy chromozomy kenzuji a stavaji
se tedy viditelnymi. V prbéhu celé profaze dale pokxge kondenzace a chromozémy jsou
¢im dal zetelrgjSi. V diasledku replikace DNA v S-fazi ba&ného cyklu je nyni chromozom
sestaven ze dvou identickych dogch chromatid, které jsou spojené pomoci préteinsou
to vlastré budouci dcBgné chromozomy. V profazi se jiz také formuji kioetory na
centromée kazdé z chromatid a rozestupuji sefitdée centrozomy. To probiha tak, Ze
mikrotubuly vyristajici z opanych centrozorin v mist¢ styku dale darstaji a ,odtl&u;ji*
centrozomy na ogaé poly buiky. Na konci profaze dochazi k dezintegraci jadérka
(nucleolus v jadre, které jakoby ,mizi“ (Alberts et al., 2005).

Ukazatelem nastupprometafaze je rozpad jaderné membrany dockd ¢imz je
umozrén pohyb chromozoin v cytoplasmd. Opana orientace sesterskych kinetochor je
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zodpo¥dna za to, Ze se po chvilifipoji na kinetochory mikrotubuly vystupujici
z centrozom opanych péh mitotického weténka. Tyto mikrotubuly se nazyvaji
kinetochorové. Mikrotubuly, které vystupuji radi&la centrozomu sgmem k membrad se
nazyvaji astralni a ty, které sé¢eshou svymi plus konci s mikrotubuly z @p&ho polu, se
S nimi spoji asociovanymi proteinyikd se jim polarn(Alberts et al., 2005).

Pripojeni mikrotubul z op&nych poti na chromozdm naém vytvai tah, ktery
zpasobi, Zze se chromozomy postapsrovnaji v ekvatorialni rovin buiky za vzniku tzv.
metafazni ploténky, ktera jednoznme uréuje nastupmetafaze Ackoliv je pribéh této faze
relativre klidny, je matafaze jakoZtariprava na segregaci chromozibmejdelSi fazi mitozy.

Diky pasobeni proteinového komplexu APC (viz kapitola a&pst&ne také diky
vzristu intracelularni hladiny G§ ktery se podili na aktivaci APC (Arredouani et aD10)
dochéazi k aktivaci separazy a naskedndegradaci protein (komplex cohesin) spojujicich
sesterské chromatidy. Tento stav je charakterigtigko anafazi, kde za&ina segregace
chromozond. Kinetochorové mikrotubuly se zkracuji diky depubrizaci v oblasti
kinetochor a tim fitahuji chromozomy k pdim. Naopak polarni mikroutubuly se prodluzuji
a prodluzuje se tedy iigténko a cela hitka. Na konci anafaze se chromozémy shroméazdi
v oblasti p6lu.

V momenk, kdy se okolo chromozdinzaiina znovu formovat jaderna membréna,
nastupuje mitoticka faze zé&ecna —telofaze (Cheeseman et Desai, 2008; Alberts et al.,
2005). V této fazi se rozvialiji kondenzované chromozémymz je znovu umozina syntéza
RNA a dochazi k vizualizaci jadérka (Kday2003).

Po dokoweni mitdzy obvykle nasledujeytokineze V té se pomoci kontraktilniho
prstence zaskrti cela #ka v polovirg, ¢imz rozdli cytoplasmu a organelyfiplizné na

polovinu a vytvéi z jedné biiky dve.



Obrazek 2: Mitéza. Znazorgni jednotlivych fazi a procésv nich. V G2-fazi se duplikoval centrozom. K
rozestupu centrozoindochazi v profazi, kdy uz jsou zZim& kondenzované chromozomy. Jsou zde jiZz asn
patrné sesterské chromatidy. V prometafazi se dipaderna obalka (GV/NE), mikrotulioh (MT) je
umozréno pipojeni na kinetochory, coz vede k nastupu metafazerovnani chromozdimv ekvatorialni
(rovnikové) rovir buiiky. Zkracovanim mikrotubtlv anafazi dochazi k jejich segregacitaghovani k paim

a polarni mikrotubuly rozttauji vieténko. V telofazi se zéna formovat GV a jadérko. Po skami mitézy
nasleduje cytokineze. Stahovanim kontraktilnihdgmse se hika rozdli na dw&.

Prevzato a upraveno_z http://kvhs.nbed.nb.ca/gabiait/gy/mitosis_phases.html

G2 FAZE, INTERFAZE

PROFAZE PROMETAFAZE
Dcefiné centros omy Chromatin ~ Casné mitotické ~ Astralni Casti Kinetochora
(s pary centriol) (duplikovany vieténko MT jaderného
z S-faze) Centromera obalu Polarni
mikrotubuly
8
" \‘. .
'.II 4 I", 1
| | |
-8 | |
Jadérko  jaderny  Cytoplasmaticka Chromosom Kinetochorové
obal membrana bu fiky  (sestavajici ze mikrotubuly
dvou sesterskych
chromatid)
METAFAZE ANAFAZE TELOFAZE A CYTOKINEZE
L. Kontraktilni Formovani
Metafazni prstenec jadérka
desti €ka (ryhovani)

Centrozom na Dcefiné Formovani 7
Veténko jednom z pdl @ chromozémy jaderného
vieténka obalu

3.2.2 Meib6za

Ucelem tzv. meiotickéhodeni je vytvdit v nékolika krocich biiky, které musi byt
specialg uzpisobeny pro pohlavni rozmnozovani. Gamety vznikajieiézou jsou tedy
velice specifické bitky, porévadz jejich ukolem je splynout s gametou @pEho pohlavi a
dat vznik novému jedinci. Aby se mohla splynutinmgé vytvdit diploidni zygota a z ni
nasleds diploidni embryo, musi byt gamety haploidni. Kazdyec je vybaven somatickymi

buikami se déma sadami chromozdima je zapdebi specialniho mechanismeélehi burgk
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odlisného od mitézy, ktery umozni redukci diploidgmigenomu na haploidni tedy redukci
poctu chromozom na polovinu. Vytveeni haploidnich gamet z diploidnich zaréalgch
burgk je ukolem meidzy (Alberts et al., 2005).

DalSim ohromnym specifikem meidzy je proces nazyvaossing-over pfi némz
dochéazi k rekombinaci homolognich chromozo(matéského a otcovského), coz vede ke
vzniku variability potomstva. To je velicail@zité z hlediska evoluce, kde vznikaji a fixuji se
nove formy a kombinace znakkteré pinasi nositalm nové vyhody (Alberts et al., 2005).

Na paéatku pohlavniho rozmnozovani bylo tedy fietha mitdzu trochu pozinit,
aby se vytviila gameta (&oliv je meiéza mnohem komple¥8i a slozigjSi proces nez
mitéza, doposud nebyly nalezenyikdzy, které by potvrzovaly, Ze se mei6za vyvinula
pozcji) (Petronczki et al., 2003). Vzniklo tak redi dkleni zvané meidza (¥eckého
meioun= redukovat) (John et Lewis, 1973}j piZ se uskuiei dw jaderna dleni podobna
dvéma po sob jdoucim mitdzam s tim rozdilem, Zze meziaha meiézami neprobiha zadna
interfaze, to znamena ani replikace DNA. Tate dédleni se oznéuji jako meidza | a meidza
Il. Meioza | je velice specificka a v mnoha ohledech sem®adliSuje od mitézy. Zasadnim
rozdilem mezi déma meiotickymi dlenimi je dlouha profaze v meiéze |, ve které se
uskuténuje geneticka rekombinace (Obr. Brofaze | sestdva z&ii fazi. Na z&atku jsou
dekondenzované chromozdémyéata svymi konci fipojeny k jadernému obalu a v této fazi
nelze opticky rozliSit sesterské chromatidy, kisogi pevi spojeny cohesinem po celé délce.
Tato faze se nazyvkeptotene V dalSi fazi dochazi k postupnému parovani hogrlch
chromozond pomoci proteinovych struktur (synaptonemalni kamplza vznikubivalenti
neboli tetrdd. To se odehrava ve faggjotene(Alberts et al., 2005).

Po dokoweni parovani nastupupachytene Tato faze je nejdezit¢jSi udalosti celé
meidzy a tvoi casto az 90 %asu patebného na uskuteéni meidzy. Ve fazi pachytene se
totiz odehrava geneticka rekombinace, tedy crossusg. Ri tomto procesu se reciphio
vymeéni Useky nesesterskych homolognich chromatid tekse DNA rozpoji ve stejnych
mistech obou rekombinujicich chromatid a fragmedn¢ homologni chromatidy se znovu
napoji misto fragmentu druhé chromatidy a naopakstd/ kde se DNA iekiizuje a
rozpojuje, se nazyvaghiazmata a homologni chromozomy v niclistavaji spojené az do
anafaze | (Petronczki et al., 2003)adledkem crossing-overu je to, Ze vSechny #klguu
meidzy spermii) vzniklé v meiéze maji odliSnou gerk®u vybavu (u oocyt vznika pouze
jedina butka, geneticka vybava se liSi od vzniklych polovygisek — zkracet PB).

Ve fazi diplotene se homologni chromozomy &prozpojuji, ale v chiazmatech

zastavaji spojené. Posledni faze profaze | se nadiakineze Nyni jsou jiz dobe odliSitelné

10



sesterské chromatidy, je jiz dokema Uplna kondenzace chromozZdmdochazi k rozpadu
jaderné membrany. Na rozdil od mitézy (a meiozyKtle se kazda kinetochora sesterskych
chromatid pipojuje k op&nému pélu a vytvd tak vi¢i soke amfitelni @ipojeni potazmo
biorientaci, na centromerach sesterskych chronvatigioze | jsou obkinetochory pipojeny
syntelng ¢ili obé ke stejnému polu.

Podobr jako v mitéze nasledujprometafaze | V prometaféazi | je jashpatrna
orientace bivalerit centromery jsou orientované &am k pétim, ale chromozomy nejsou
jese shroméazdny (John et Lewis, 1973). Metafazi | se v ekvatorialni rovihfadi misto
jednotlivych chromozéiin celé pary, z nichz kazdy homologni chromozom sefitd ze
dvou chromatid je ifipojeny olgma kinetochorami pouze k jednomu poheténka. Vanafazi
| se oddli sesterské chromatidy distélrod vytvaenych chiasmat (sesterské chromatidy
zustavaji nadale spojené v oblasti centromery), @stamtuje uvoléni chiazmat a oddeni
homolognich chromoz6in(Petronczki et al., 2003).

Obréazek 3: Meibza I. V profazi | dochazi ke crossing-overu, Wifmji se ¢asti nesesterskych homolognich
chromatid, chromatidy se napojuji v chiazmateckelfizenich). V metafazi | se bivalenty (tetradsgdi

v ekvatorialni rovig, homology jsou spojeny v chiazmatech, sesterskénudtidy jsou spojeny cohesinem.
V anafazi | se homology rozchazeji, sesterské chtiiy se rozvolnily v dsledku uvolgni distalniho cohesinu,

ale Zistavaji spojené cohesinem v oblasti centromer.
Prevzato a upraveno z Alberts et al., 2005.

otcovsky
homolog

parovani a kfizeni spérované chromosomy 1. bunégéné ',_,." Y
mezi duplikovanymi se fadi u vieténka 0, délenf
g homolognimi T a oddéluji se
%, chromosamy f

bivalent

matefsky sesterské chromatidy S 5 7
homolog v duplikovaném chromosomu N, 4
Obrazek 4: Mei6za Il. Analogicky proces knitdéze N m— P,

ale do meidzy Il vstupuje haploidni ika. V anafaz ,f(/.%\g g‘j/ \1 \ .f,
Il dochazi k segmaci sesterskych chromatid, = //ilz_"i;\\ /A“
kterych se stanou diiré chromozémy. Ooc h / N

dokortuje meiézu Il, pouze pokud dojdeoklozeni

vysledkem je zralé vajko se d¢ma polovymi Elisky segregace Sesterskych
(neni na obrazku). chromatid

Prevzato a upraveno z Alberts et al., 2005.

T

vysledkem meiézy | pouze jednaiika jedno podlové étisko (viz kapitola 3.4). Kazdy

chromozom je jest stale tvéden dv¥ma geneticky odliSnymi chromatidami. Mezi &dva
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meidzami neprakhne Zadné interfaze, protoze je nutné zabranitkapIDNA (Petronczki et
al., 2003). To je ktiové pro redukci diploidniho genomu somatickékyuna haploidni
genom gamet. Chromozomy tedy dekondenzuji g@st€né a jaderny obal se neformuje.
Okamzit po cytokinezi totiz nastawdeioza I, ktera se jiz velice podoba mitéze (Obr. 4).
Na rozdil od mitézy maji vstupujici bky jiz jen jednu sadu chromozd@mNa konci meidzy
oocyti ¢ili samicich pohlavnich buk vznikd jedna bika s haploidnim pdem
chromozond, kazdy tvden pouze jedinou chromatidou. Misto dalSiibpuv meidze | se
takzvare vydéluje prvni poloveé dlisko a oocyt v metafazi léeka na oplozeni. Teprve po
splynuti se spermii vytuje oocyt druhé polovélisko a dokoruje meiézu (Browder, 1985).
Pouze v mei6ze safith pohlavnich butk ¢ili spermii vznikaji étyi buiky s haploidnim
poétem chromozon, které také sestavaji pouze z jediné chromaticdgctinyctyti spermie,

které v meidze vzniknou, jsou geneticky odliSné\&p2003).

3.2.3 MTOC, centrosom, mikrotubuly a vieténko

Vieténko, jak mitotické, tak meiotické je Utvar slouziciolganizaci a separaci
chromozond v ramci bug¢ného @leni. Hlavni Ulohu fi formovani weténka ma obvykle
centrosom(ne oocyty sauvi) (Schuh et Ellenberg, 2007). Je to organizovaniisira uvnit
buiky a v interfazi se nachazi &adra v jeho blizkosti. Centrosomy jsou vig&stmganiz&ni
centra mikrotubui, ktera zodpovidaji za jejich orientaci a urnst Pokud biika vstupuje do
déleni, mikrotubuly z centrosoimptimo ,vyrastaji“ (Alberts et al., 2005). Kazdy centrosom
se sklada z paru centriol a centrosomoveého mater@?z je amorfni proteinova hmota.
V prabé¢hu burg¢ného cyklu podstupuje centrosoradu funknich znén a podstupuje
takzvany centrosomovy cyklus. ProtoZze nka z kazdeho d&eni vyjde jen s jednim
centrosomem a proékkni buiky jsou poteba centrosomy dva, je peba tyto struktury
replikovat podob# jako se v S-fazi bugtného cyklu replikuje DNA. V G1-fazi proto
dochéazi k jisttmu rozestupu centriol centrosomuS-Nzi z&ina z kazdé zgvodnich
centriol vyiistat v kolmém siru centriola nova, coz trva az do faze G2 (KovZ003).
Centrioly jsou hlavnimi sotAstmi centrosomu. Jsou to zvlastni struktury segtéEv
z valcovit uspdadanych kratkych mikrotubiul Jejich funkce neni zcela obj&sia, porkvadz
se nevyskytuji v rostlinnych likach. DalSi sotasti organizénich center mikrotubul
(mikrotubuly organizujici centra - MTOCs a centnosd je tzv.y-tubulin, ktery vytv&i
prstence —nukleaéni mista Z nukle&nich mist pak vystupuji viakneikrotubul @. V y-
tubulinovych prstencich jsou ukotveny mikrotubwymi minus konci (Alberts et al., 2005).
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Zcela odliSné je ovSem utteni weténka v sandich buikach podstupujicich meidzu,
tedy v oocytech savic vSech dosud prozkoumanych diuhSawi oocyty neorganizuji
mikrotubuly prostednictvim centrosofy ale maji ktomuto d&elu utvdeny jiné
specializované struktury — mikrotubuly organizugentra -Microtubule Organizing Centers
— MTOCs (Schuh et Ellenberg, 2007). Tyto struktury se iadavaji dcBnym buikam
podobré jako centrosomy, ale ¢&t8ina z nich se ut¥d de novo z cytoplasmatické
mikrotubularni sit v pribéhu profaze. Hustota mikrotubularni &ise postuph snizuje a
mnozstvi mikrotubul se lokalg zvySuje v ohniscictpericentrinu. Pericentrin je protein,
ktery je spoléné s y-tubulinem hlavni sodasti pericentriolarniho materialu MTOC. &b
MTOCs s postupuijici profazi riesta a po GVBD se objevuje okolo 80 mikrotubularnich
ohnisek. Jistou Ulohu zde sehrava G-protein s maZvan, ktery je nezbytny pro masivni
vzrast patu mikrotubuli po GVBD. To napomaha individualizaci nahteaych
chromozond (Schuh et Ellenberg, 2007). Bezpiesit po GVBD kolem chromozoitedy
vzroste poet mikrotubuli tak, Ze utvé denzni klubko mikrotubil (Obr. 5A) s ohniskyy-
tubulinu, které se postupibipolarreé prodluzuje ve siru dvou dominantnich pél Na konci
elongace ieténka je zformovanacentrosomalnivieténko se dsma zetelnymi pély (Obr.
5B) (Schuh et Ellenberg, 2007).

BEDDL

Obrazek 5: Mikrotubuly organizujici centra MTOCs .

A: znazorrno formovani mikrotubularniho klubka, MTOCs skegpuvaji centripetadn Casovy Udaj je v
vztahu keGVBD. Mikrotubuly jsou obarveny zelénEGFP), histony H2B chromozdnterverg (Schuh e
Ellenberg 2007).

B: Nahlowena MTOCs sefgsunuli
na poly (mode). Na obr. vlevo jsc

vidét i samostatnd MTOC
prometafaze 1. Vpravo metafaze
Prevzato a upraveno

http://www.alpcan.com/

Mikrotubuly jsou polarizované polymerni struktury. Svymi minksnci jsou

ukotveny v nukle&nich mistech a radi&rdoristaji gipojovanim molekutubulinu na svych
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plus koncich. Plus konci se také mikrotubuly katei kinetochory chromozaim Molekuly
tubulinu jsou tedy stavebni jednotky mikrotulbulsou sestavené z globularnich podjednotek
a-tubulinu a B-tubulinu vytv&ejicich spoluap-dimery (Alberts et al., 2005). Molekuly
tubulinu se k sabvazou vertikala a vytv&i tak protofilamentum (minus koned3 —a p —a

B — o B plus konec). Protofilamenta se vazou ké&sab12-15 protofilament se spojuje v
trubicovitou dutou strukturu — mikrotubulus oap®ru 25 nm (Cheeseman et Desai, 2008).
Diky striktnimu fazeni molekul tubulinu ziskava mikrotubulus polariktera je nezbytna

k dopra¥ molekul na spravna mista priextnictvim motorovych proteinv pribéhu celého
bunééného cyklu. B bunécném dleni polarita mikrotubul umoZiuje spravné srovnani
chromozoni a jejich naslednou bezchybnou segregaci damgeh burgk.

Dulezitou vlastnosti mikrotubil je tak zvanadynamicka nestabilita, diky niz
mikrotubuly neustale polymerizuji a znovu depolying@i. Polymerizace vyuziva energii
z hydrolyzy GTP, ktery je navazan n&gchozip-tubulin zabudovany v mikrotubulu a ktery
s nim vytvdi GTP-tubulin. Vazbou dalSiho tubulinu (GTP-tubulinodevzda fedchozi
tubulin energii za vzniku GDP-tubulinu a tato energe ulozi jako mechanické réipmezi
molekulami GDP-tubulinu. Timto #gobem vznikd mikrotubulus, ktery je sestaven cely
z GDP-tubulinovych dimé&r a pouze na polymerizujicim konci tubulinové dimery
s navdzanym GTP. JelikoZ je disociace GDP-tubutiaudepolymerizujicim konci vice nez
1000x intenzivejSi nez disociace GTP-tubulinu na polymerizujiciom&, koncové molekuly
vytvaii na mikrotubulu jistou ochranu proti depolymerizaepicku GTP-tubulinu. | tyto
molekuly vS8ak mohou byt odbourany a v toniippd nastava uvokni uloZzeného
mechanického n&gi a rapidni zkraceni mikrotubulu (Cheeseman etaDeX008). Tak se
mikrotubuly neustale zkracuji a prodluzuji. Ve weghu se zda, jako kdyby z centrosomu
neustale vybihaly stovky papfsk kratkymi vysiely prozkoumavaly svoje okoli. Diky tomu
si centrosom 1ie ,vybirat®, s jakymicastmi buky se spoji a f buné¢ném dleni mize
diky dynamické nestabilitpiitahnout chromozomy k piin (Alberts et al., 2005).

3.3 Folikulogeneze a oogeneze

U vétSiny druhi pohlavré se rozmnoZujicich ziwtchi predstavuje gameta jedidre2
propojeni mezi saiasnou a nasledujici generaci. Spravny vyvog @ralého a funéniho
vajicka je vrcholem dlouhé komplexni cesty piné spekjfatr burécnych ¢i molekularnich
udalosti odehravajicich se v cytoplashv jadie. Potom, co zarodea buika oogonieopusti
linii mitoticky se clicich zarodénych kmenovych buik a vstoupi do meidzy, dochazi také

k rozsahlym zrdinam v okoli této biiky. Tim je zapo®at cyklus oogeneze. Oocyt, ktery ma
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své misto v ovariu (vajaiku) je Uzce spojen s okolni tkani. Zde se titegarialni folikul
obklopujici oocyt. Folikul prochazi strukturalni fankéni diferenciaci — folikulogenezi
sowasre s oocytarni oogenezi. Na daku je maly primordialni oocyt sodasti
primordialniho folikulu. V primarninfolikulu se okolo oocytu uti@velice pevna, pro oocyt
typickd, obalova glykoproteinova vrstva zona petlaca v jeho okoli se 2anaji vyskytovat
granuldzni biiky. Postups se folikul vyviji az do stadia tercialniho zraléfotikulu, ktery se
také nazyvéGraafuv folikul a je gipraven ovulovat. V tomto folikulu se jiz nachaazititha
vyplnéna folikularni tekutinou tzv. antrum a folikuly dadsujici dutinu se nazyvaji antralni
folikuly. V porovnani s ostatnimi somatickymiitkami je oocyt ohromna lika s neporérné
velkym obsahem cytoplasmy vzhledem k objemu plask@&atmembrany, kterd ji obaluje.
Proto signaly z v§Siho prostedi ijimaji prostednictvim okolnich butk. Tyto buiky
bezprostedre obklopujici oocyt uvnit folikulu se nazyvajigranulozni bunky (sowtasti
membrana granuloga kumularni buiky (sowdasti vejconosného hrbolkicummulus
oophoru$ nebo takéfolikularni buinky a jsou svymi vybZzky s oocytem pewvn spojeny
(Browder, 1985).

3.4 Oogeneze a meiotické zrani oocit

Klicovym rozdilem mezi oogenetzili vyvojem oocyti a spermiogenezi je vznik
jediného velkého plnohodnotného oocytu namésgd spermii. V prvnim meiotickéméteni
oocytl nasleduje po telofazi | modifikovana cytokinez#é, iz nedochazi k rovnofmému
rozcleni cytoplasmy, ale polovina genetické informae®ddli jako nepotebny material ve
forme polového €liska — Polar Body(PB). Druhy neméndilezity rozdil je ten, Ze meidza Il
muze byt ukodena pouze po oplozeni, kdy dochazi k&gdi druhého PB. V sdich
oocytech je tedy meidza dlouhodoby proces. Nez séza dokoti, miZze to u ®kterych
druhi (¢lovek) trvat az 40 let, protoZe zasoba odcytovariu (i narozeni je konma (Sirard,
2001). Nekteré experimenty vSak nazngi, Ze by se nové oocyty mohly rekrutovat
z kmenovych bugk i po narozeni (Johnson et al., 2005, Lee eR@D;/) To ale zatim nebylo
vérohodrg potvrzeno.

Ve stadiuc¢asneho vyvoje plodu dochéazi k velice rychlému mnoZzegonii, coz
pokryva ztraty zfpisobené spontanni degeneradi atrézii oogonii a pachytennich a
diplotennich oocyt. Friblizn¢ okolo 13. dne nitradozniho vyvoje samice mySi a ve 3.
mesici nitroctlozniho vyvoje Zeny zme transformace oogonii na oocyty (Browder, 1985).

Pred meidzou se odehrava posledni mitoticka interfdeefazi G1 dostane oogonie

zasadni signal, na zakkadehoz oogonie podstoupi tzpremeiotickou S-fazi Po té vstupuji
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oocyty do dlouhé meiotické profaze. Rana stadiaotivkié profaze (leptotene, zygotene,
pachytene) praihnou u mysi relativh rychle, ale u lidi to rize trvat i kkolik mésial.
V okamziku zrozeni (u mysSi po 19 dnech nitlmdniho vyvoje) jsou oocyty ve stadiu
diplotene. V tomto obdobi Zmaji sféricky oocyt obklopovat folikularni bky a vytv&i se
primordialni  folikul. \etSina oocyt zistdvd ve stadiu diplotene zadrZzena pouze
s minimalnimi zmnami za velice dlouhou dobu. Primordialni folikusymalymi oocyty
uvnité predstavuji ohromnou zasobu, ze které je ppzaklektovano pouzeckolik (desitek,
stovek), aby se vyvinuly v preovulatorni folikulyb vyvinutymi oocyty. Ty folikuly, které
nastoupi do fazeistu, ztSuji svoji velikost mnozenim folikularnich hitkna zwtSovanim
uzaweného oocytu. Oocyty maji v této chvili jeStale veliké jadro sefetelnym sférickym
jadérkem (Browder, 1985). Stadium oocytu s intaktjadrem se také oztide jako GV
(Germinal Vesiclg

Vlivem hormondlnich zgn tésné pred ovulaci (vina LH - luteinizai hormon)
dojde v plr vyvinutém preovulatornim folikulu ke znovunastadai meidzy, k ukoteni
stadia diplotene, uk@eni meiozy | a nasledrk ovulaci. Po ukoeni diakineze dochazi k
dulezité udalosti oznmvané jako GVBD Germinal Vesicle BreakdownTo znamena, ze
dochazi k dezintegradiili k rozpadu jaderného obalu, coZ umoZzni smisgmoptasmy a
karyoplasmy a také segregaci chromo#oio GVBD jiZ na oocytu nejsou hranice jadra a
jadérka patrné. Chromozomy pak podstoupi metafamlice kratkou anafazi | a telofazi | a
dalSi faze meidzy a kratce po ovulaci vstoupi deafaee Il. Pesuny chromozoinjsou zde
opét zastaveny a ovulovana wéja ¢ekaji na oplozeni. Tato perioda mezi GVBD a meiafaz
Il se nazyvdmeiotické zrani. Od MIl se z oocytu stava zral@ji¢ko — ovum (Browder,
1985).

3.5 Stavba chromozému

U eukaryotnich organisimje DNA ve vSech jadernych fkach svinuta v utvarech,
které se nazyvaji chromosomy. V somatickychikach diploidnich organisinmize DNA
vytvéret dva, deset nebo i mnoho desitek chromdizdéeoz je pro kazdy ZivaSny druh
specifické. Chromozomy, které se v somatickygh télnich bukach (jiné buky nez
pohlavni) nachazeji vzdy ve dvou kopiich - od madkyd otce se nazyvautozémya tvai
pary navzgjemhomolognich chromozond. Vyjimku tvofi nehomologni par pohlavnich
chromozdénd - gonozémi X a Y, ktery ve svych hikadch nosi samci sawho typuabraxas
nebo samice typu piho — typdrosophila. Aby mohly byt linearni molekuly DNA svinuty a

kondenzovany do uspornychciyek, je zapaebi rekolika proteiri, kolem kterych se
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molekula DNA miZze ovinout diky chemickym vazbam mezi ni a proteihgto sbalentili
kondenzace chromozdimse vSak nevyskytuje v hkach neustale. Poétsinu burkcného
cyklu zistava podstatndast DNA rozvolgna - dekondenzovana a k dramatické kondenzaci
dochéazi az na gatku ctleni buiky, aby bylo snazsSi od sebe replikované chromoz@my
chromatidy) oddlit (Alberts et al., 2005).

3.5.1 Chromatin

Jako chromatin oziajeme celou chromozomalni hmotu, tedy komplex DNA a
protein, které jsou pozorovatelné diky své barvitelnastieckéhochroma— barva) (Alberts
et al., 2005). Z hlediska terminologie jéleité zminit éleni chromatinu na euchromatin a
heterochromatin.Heterochromatin je ta ¢ast genomu, ktera je ztr& kondenzovana
(zhustnd) a proto se barvi tm&vCharakter heterochromatinu vykazuji gésinu bugcného
cyklu zejménatelomery (koncovécasti chromozomm) a centromery (stedni ,zaskrcend®
¢ast chromozomu) a jsou prajncharakteristické repetetivni sekvence a nizk&vieace
rekombinaci v meid6zeCasti DNA, které jsou mélo kondenzované a vykazugiiz slabou
barvitelnost, se nazyvafiuchromatin. Geny umisiné v euchromatinu, ktery je pod vlivem
heterochromatinu, jsou vyragntlumeny a jejich transkripce do RNA je inhibovana
(heterochromatin je transkribovan jen velice omeégeGen, ktery byl pokugsnumistn do
heterochromatické centromery nebo pobliz heterochtimu byl zcela utiSen. (Richards et
Elgin, 2002).

3.5.2 Nukleozom

DvouSroubovice DNA je navazana na proteiny, kterénazyvajihistony. Histony
jsou sestaveny z kladmabitych (bazickych) aminokyselin, aby mohly vazaporg nabitou
(acidickou) DNA. DNA je omotana okolo histonovéhadia, které je slozeno z osmi
proteinovych podjednotek. Proteiny H2A, H2B, H3 4 spolu nejprve vytu&ji tetramer, a
dva tetramery se spojuji v oktamer. Nukleohistondomplex neboli komplex DNA a
histomi potom vytvdi nukleozém. Ten drzi pohromadiston H1 (Purves et al., 1997,
Sladeek et Nedvidek, 1978). Na jeden nukleozdfipgda asi 200 nukleotidovych @arPo
obtateni jednoho jadra DNA obtadalSi v opaném smdru (Obr. 6). Takto zformovana DNA
tvoii aktivni chromatin, ktery fiZze byt exprimovan (episovan a fekladan) do podoby
RNA a proteirii. Podle zjgsobu, jakym jsou histony chemicky modifikovanynka pozna,

co ma s danym usekem DNA v danou chvillal Pokud jsou ndfklad ukité histony
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methylovany znamena to, Ze jéiguSny gen vypnut. Acetylace potom znamen& naopak
zapnuti genu (Purves et al., 1997).

g

Jadro z osmi molekul Obrazek 6: Nukleozom. Nukleozom sestava GNA
histond omotané okolo oktameru histoni. Nukleohistonov
/%3?1&\ HistonH1  komplex spojuje histonova molekula H1.

Prevzato a upraveno z Purves et al., 1997.

3.5.3 Centromera a kinetochora

Centromera je specializovany region eukaryotninmmiozomu — tedy usek DNA,
ktery je mistem formovani kinetochor &igmjeni mikrotubulk a tedy mistem organizace
pohybu chromozoin v pribéhu mitézy a meidzy (Clarke, 1998). Zatimco na kichbru
(potazmo centromeru) kvasinkyaccharomyces cerevisiae v metafazi vaze pouze jeden
mikrotubulus, u lidi se na kazdou kinetochotipgjuje mikrotubufi 20-30 (Vagnarelli et al.,
2008) a ®ktefi autdi (Gassmann et al., 2007; Kay&2003) dokonce uvaditipojeni az 40
mikrotubuli. Rozdil je dan délkou Useku centromery a tedylikosti kinetochory. Zatimco u
kvasinek Saccharomyces cerevisige centromera pouze bodova aftivg jen 125 bp
(Vagnarelli et al 2008) az 220 bp (Clarke, 1998; Vagnarelli et2008), DNA centromery je
u vySSich eukaryot charakterizovana vysoce repefeti tandemovymi sekvencemi, které u
lidi tvoti rettzce dlouhé az 0,2-7 Mb.¢mito opakujicimi se sekvencemi jsou 171 bp dlouhé
a-satelity, které se prozere vyskytuji ve vSech lidskych centromerackSatelity se daledi
na dva typy —typ I a typ Il. Typ | je Uzce spogfunkci centromery a obsahuje tzv. CENP-B
box, ktery gedstavuje misto pro vazbu centromerického prot€BNP-B (Vagnarelli et al.,
2008).

Na centromerach se mimojiné nacha pejznangjSich centromerickych protein
CENP-A, CENP-B, CENP-C, CENP-G a CENP-H, které jssowtasti kinetochory
(Warburton, 2001). DalSimi proteiny kinetochor jstay. proteiny vnit¥ni centromery —
Inner Centromere Proteins INCENP (vnitni centromera je ozgani pro usek chromatinu
mezi d¥ma sesterkymi kinetochorami) (Cheeseman et Def88)2 Mezi ty paf proteiny
survivin, shugoshin 1 (sgol)ashugoshin 2 (sgo2)které zde nejspiS hraji roli ,senabr
majicich za Ukol @it napeti v oblasti centromery. Dikyito proteimim totiz mize buika
véas odhalit kinetochory, které se fedtegipojily k mikrotubulim. V takovém pipad
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generuji signdl, kteryika: ,Pozor! Slabé napi!“, coz vede k opra¥ chybného fpojeni
mikrotubuli (Cimini, 2008). Podobnou ulohu maAurora B kinasa, ktera se na vhii
centromée také nachazi a pro spravné mdedi genetické informace je nepostradatelna
(Cimini, 2008). Krong téchto proteiri bylo na kinetochorach identifikovan@kolik desitek
dalSich proteif, u lidi sestavaji kinetochory z cca 80 proteiAckoliv je hlavni motiv mezi
eukaryotnimi organismy konzervativni (malo pgarivé), vykazuji proteiny mezi druhy
pouze nizkou homologii a to m&mez 20 %. DalSi idezitou sodasti kinetochory jsou
motorove proteiny, které zafidji pohyb chromosof po mikrotubulech k plus nebo minus
konci. ProteinCENP-E, ktery je sodasti fibrozni korony kinetochor, zaji§e pohyb k plus
konci mikrotubutl, tedy snérem od pai ke stedu a motorovy proteidynein zaji&’uje pohyb
k minus konci (Cheeseman et Desai, 2008).

Kinetochory jsou tedy proteinové struktury, kteteai na centromerach komplexy
(Kové, 2003; Warburton, 2001) s trojvrstevnou struktu(@r. 7) (Kovd, 2003). Nachazi
se na kazdé sesterské chromatjbd kterou lezi centromericky heterochromatin (aton,
2001). Spolu s centromerami vytidézv. centromericky - kinetochorovy komplex (Pictoet
Allshire, 2000; Warburton, 2001), ktery se nachaai primarni konstrikci chromosomu.
Tento komplex je zodp&dny za spravny rozchod replikovanych sesterskyacbrohtid do
dcedinych burgk (Warburton, 2001). Kinetochory se na centrégneachazi v migt kde je
piitomen proteinCENP-A, ktery je jinou formou histonu H3 (Cheeseman etdde2008;
Gassmann et al., 2007) a odliSuje se gdpritomnosti histonové sniy (CENP-A targeting
domain. Kinetochorové struktury se vigehu burgéného dleni meni, ale gkteré proteiny
zastavaji na kinetochorach vitiéhu celého buktného cyklu. Jsou to proteiny CENP-A,
CENP-B a proteiny CCANQonstitutive Centromere-Associated Netwof&heeseman et
Desai, 2008). Role kinetochor je ddva po rozpadu jaderné membrany, kdy kinetochory
zprostedkovavaji bezchybné spojeni mezi mikrotubuly zuapwteténka a centromerami
chromozéni. KdyZz se kinetochory obou sesterskych chromatidawsp pripoji kazda
k opanému polu, vytvei se takzvanamfitelni ptipojeni (Cimini, 2008; McGuinness et al.,
2009) zvaneé tébiorientace (McGuinness et al., 2009). (\fipad® meidzy | vytvai sesterské

kinetochory syntelniifpojenti).
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Obrazek 7: Struktura kinetochory obratlovci. Centromera je mistem nejvySSi kondenzace chromatin
zaroveéi mistem posledniho spojeni sesterskych chromatidcéhtromery se vaze proteinovy komplex zvany
kinetochora, ktery mait/rstvou strukturu a umaije pipojeni chromatinu k mikrotubtim. Chromatin mezi
dvéma sesterskymi kinetochorami se nazyva imhicentromera. Na népojené kinetochie se utvé tzv.
fibr6zni korona. Vpravo je snimek lidské kinetogharelektronového mikroskopu.

Prevzato a upraveno z Cheeseman et Desai, 2008.
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3.6 Spindly protein

Protein s ozngenim Spindly byl identifikovan vdakolika homolognich verzich u
raznych ziv@&isnych druli. Jeho hlavni funkci je doprava motorového protelgoeinu na
kinetochory a ma také za ukol tlumit SAC. Proteiping8ly byl teprve nedavno poprvé
identifikovan v S2 biikdch octomilky Drosophila melanogaster Zde je dlouhy 807
aminokyselinovych zbytk a obsahuje charakteristicky region obsahujici tiled-coll
domény na N-konci, kde polypeptidovgttzec vytvdi Sroubovici. Gen u drosophily byl
nazvan CG15415. U drosophily ma protein za ukolInivaz kinetochor Rod a Mad2
v metafazi. DalSi homolog proteinu byl identifikeva ha’atka Caenorhabditis elegangde
nese ozngni SPDL-1 (RefSeq NP_495637) a je dlouhy 479 akyselin. Byl identifikovan
na zaklad konzervativniho CC regionu.éBem mitézy se nachazi na mikrotubulech a po
GVBD na kinetochorach, které opousti pisppjeni mikrotubul. U lidi byl identifikovan
protein hSpindly (RefSeq NP_060255, 605 zhytkZde ohraniuje kinetochory v¢asné
prometafazi jako ,v§Si kinetochorovy protein®“. Potom ségmig’uje k péhim vieténka a po
metafaznim srovnani chromozoérse rozptyluje v cytosolu (Zhang et al., 2010).

V této studii bylo pracovano s modelovym organismesn mySi domaciMus
musculus U tohoto Ziv@iSného druhu se nachazi protein s nazvem mSpirRbfSeq
NM_027411, piloha 10.1), ktery je dlouhy 608 aminokyselin aé&atbsahuje CC doménu,
ktera je velice podobna homolog (Zhang et al.,, 2010). Cely gen kodujici tentotgiro
(cDNA bez introrit) je dlouhy 2526 bp detrg oblasti 5° a 3" UTRUntranslated Regior
negekladany region). Z této sekvenceeq@e 1824 bp kdduje protein Spindly d@tns stop
kodénu). Do vektoru byla zaklonovana sekvence &esti 1821 bp, tedy pouze ORF bez

start i stop kodonu, které jsou jiz ve vektoru desy.
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V mySich oocytech se protein Spindly exprimuje od & do stadia MIl. Ve stadiu
GV se lokalizuje nespecificky a je vélmozptylen cytoplasi karyoplasm. Prvni znéna
nastava ve stadiu GVBD, kdy se silokalizuje na kinetochorach. Ve stadiich Ml a Idd iz
cast proteinu fesunuje podél mikrotubiulna poly ¥eténka (Obr. 8). Jeho hlavni funkci je
Gc¢ast na inaktivaci SAC a formovanfeténka a nejspisipobi jako transportér (adaptér pro
transport) dlezitych molekul (Zhang et al., 2010). Pohyb Spynuolioteinu podél mikrotubl
nejspiS vykonava motorovy protein dynein, kteryjrngtdak delokalizuje i proteiny SAC -
proteiny Madl, Mad2, BubR1 a proteiny RZZ. Timdmein z kinetochor ,odnasi* proteiny
SAC, je spindle checkpoint utlumen a dynein tak @@ nastup anafaze (Kardon et Vale,
2009).

Zhang et al., 2010 ve své studii poprvé ukazaliobiiré¢né lokalizace proteinu
mSpindly (mySi homolog) dhem meiotického zrani a zjistili, Zze pokud dojdgeho
odstragni v meidze, deni se zastavi v metafazi a dal jiz nepolje, coz bylo potvrzeno i
dalSimi autory. ZvySeni exprese tohoto proteinudpdani exogenni mRNA ale nélm pri

meiotickém zrani Zzadny pozorovatelny efekt (Zhaingj.e 2010).

Obrazek 8: Intracelularni lokalizace mSpindly v pribéhu zrani oocyti. Z obrazk je patrné, ze specificka
lokalizace proteinu zdna v GVBD. Na kinetochorachigtava mysi Spindly az do metafaze Il, ale velkst je
od MI lokalizovana i na polechieténka. Protein Spindly byl ozten Myc tagem a obarven pomoci
imunofluorescence (Zhang et al., 2010).

3.7 SAC

Zkratka SAC pochézi z anglickélgpindle Assembly Checkpoiatznamena dto
jako ,kontrolni bod dliciho Weténka“ (zkraceh spindle checkpoint). Je jednim z# t
kontrolnich bod v praibéhu burgéného cyklu a je také dalSim z mnoha nezbytnychofékt
pro bezchybnou segregaci chromozidom mitdze i meidze, kde zafigje bezchybnou
segregaci jak homolognich chromozbm mei6ze |, tak i segregaci sesterskych chromatid
v meioze Il. Signalni drdha spindle checkpointutkanje spravné navazani mikrotubuia
kinetochory a zabralje nastupu anafaze, dokud nejsou chromozémy sprenavnany do

metafazni ploténky v ekvatorialni ro¢ibuiky (McGuinness et al., 2009; Zhang et al, 2010).
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V tomto pipact generuje kazdy nesrovnany chromozémcékévaci” signal, ktery aktivuje
SAC, cozZ zjisobi oddaleni nastupu anafaze.

Signalni draha SAC zahrnuje proteiny Madl, 2, 3 bB 2, 3 jako hlavni
komponenty. Mps1 @urora B jsou dalSi komponenty signalni drahy spindle cheuku,
které reguluji aktivitu mitotického SAC (Zhang &t 2010). Funkce Aurora B kindzy spea
v tom, Ze destabilizuje nevhodnéippjeni mikrotubul ke kinetochoram (Petronczki et al.,
2003). Spindle checkpoint je aktivni vipghu prometafaze 1, kdyz jsou ®lsesterské
chromatidy homolog pripojeny synteld, nebo pokud nejsou j&Spiné pripojeny, ale jsou
ovlivnény tahem kinetochoralnich mikrotuliia je také reaktivovan ipads ztraty gipojeni
v metafazi . Vtom fipad SAC udrzuje bukcny cyklus ,pozastaveny” tim, zZe inhibuje
APC/C. Po tom, co jsou chromozémy sprayhpojeny a tahem ieténka z opaych poh
zarovnany do metafazni ploténky je SAC inaktivox@rkomplex APC/C umozni nastup
anafaze (Vogt et al., 2008)

V buitkdch mnohobustnych se vyskytuji dalSi 3 pomocné proteiny. Protelidv10,
Rod a Zwilch vytvéi takzvanyRZZ komplex, ktery je zodpadny za dopravu idezitych
souwasti kinetochor préav na misto kinetochory. émito sogastmi jsou zejména komplex
dynein-dynactin (motorové proteiny), Madl a Mad2 (Kardon et V&609; Zhang et al.,
2010). Ve funkci mitotického SAC tedy sehrdva koexpRZZ klicovou roli, ale pesny
mechanismus funkce j&Sheni znam (Zhang et al., 2010). Dynactin je matljpdnotkovy
komplex, ktery reguluje funkci dyneinu a nejspigduje jako dyneinovy receptor (Barisic et
al., 2010).

3.8 APC/C a nastup anafaze

Jak uz vyplyva z anglického naz¥unaphase Promoting Complex/Cyclosomeena
se o0 proteinovy komplex podporujici nastup anafadelikoz je nastup anafaze
charakteristicky oddenim sesterskych chromatid nebo homolognich chrdmd a jejich
piitahovanim k pdlm, je Zejmé, Zze systém muséjakym zpisobem odbourat spojeni mezi
chromozomy.

Anaphase promoting complex je komplex takzvané B&uitin ligazy, ktera
umoziuje likvidaci klicovych regul&nich proteir jak v mitoze, tak $ redukcnim cleni —
mei6ze. Pro zachovani bezchybné segregace chroniopdmmutné, aby tyto reguimi
proteiny nebyly likvidovany fediasré. Proto je regulace aktivity APC/C &tiva pro
zachovani spravné segregace v obou typectéchaho dleni (Cooper et Strich, 2011).

Pokud nejsou vSechny pary chromozom metafazi | srovnany, APC/C je inhibovan
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prostednictvim Mad2 (protein SAC drahy). APCRE?® zavisly na Cdc20Gell-Division
Cycle protein je vazbou tohoto proteinu aktivovan a komplex APLCdc20 tak spusti
ubiquitinaci a naslednou degrada®curinu. Securin je inhibitorseparazy ktera je jeho
likvidaci aktivovana (Petronczki et al., 2003). Kanci metafaze | fosforyluje PLK kinaza
protein Rec8 (specificka sotAst meiotického cohesinu) podél ramen chromdgaGtimz ho
oznai pro likvidaci separdzou (Vogt et al., 2008), &téio odstrani. V oblasti centromery je
protein Rec8 ochr&n pred fosforylaci PLK diky shugoshinu (Cheeseman etalDe2008;
Vogt et al., 2008) a fosfataze PP2Ackéliv je Polo kinaza povazovana za jediného
zprostedkovatele dlezité fosforylace Rec8, zkuSebniiageni jejich fosforyknich mist

z funkce nerdlo vliv na odstragni Res8 a k nastupu anafazegio doslo. Z tohototwodu
byla provedena studie u kvasinek, kde se zda bdzie CK1 Casein Kinask z hlediska
fosforylace Rec8 wezitéjSi nez PLK (Anger, 2010). Po odstéan Rec8 zramen
chromozond se oddli sesterské chromatidy distélod chiasmat (Istavaji spojené v oblasti
centromery), homologni chromozomy se &ddv chiazmatech a je umo&m nastup anaféaze.
V meidze Il jiz centromericky cohesin chinneni a je po podobném sledu udalosti

odstrargn separazou;imz dojde k nastupu anafaze Il (Petronczki e2803).

3.9 Aneuploidie v mei6ze

Aneuploidie je abnormélni get chromozom (euploidie = spravny et
chromozond), ktery neodpovida g@tu typickému pro dany ziwisny druh. Pokud nedojde
pied porodem ke spontannimu abortu, vede aneuplddi@znym porucham nervové
soustavy, neépstji jako disledek trisomie 13, 18 nebo 21 (Driscoll et Gro2609;
Malmanche et al., 2006), coZz znamena, Ze doSloylreh segregaci a chromozom se
v somatickych biik4ch vyskytuje ne ve dvou, ale Wedh sadach. Spra¥ymdhadnoutetnost
aneuploidii u lidi je ale velice¢ikeé, jelikoz u aneuploidnich zygaiasto dochazi ke
spontannimu potratu v ranych stadii¢hatenstvi (Malmanche et al., 2006). Vysala@nost
aneuploidii v mei6ze safich gamet je neépsEjSi pricinou neplodnosti souvisejici
s vysokym ¥kem (McGuinness et al., 2009).

Segregace chromosdmv eukaryotnich hikach zavisi na spravnémrigojeni
sesterskych kinetochor k mikrotuliod vychazejicim z ogamych pofi buiky, a to bu’
syntelné, to znamena sesterské kinetochory ke stejnému\paieiéze | nebamfitelné —
sesterské kinetochory k afpggm péiim (Petronczki et al, 2003). Spravnéhtippjeni je
dosazeno diky systému opravujicimu chyby, zejméifley dAurora B kinaze, ktera

destabilizuje nespravnaripojeni kinetochor. Spravna spojeni mezi kinetoahur a
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mikrotubuly jsou ale stabilizovana tahem a rozrigkoju efektu Aurora B kinasy vzdoruji.
Pokud jsou totizZ homologni chromozdmy (sesterskérohtidy) tahany v ogaych snérech,
zatimco jsou drzeny cohesinovym komplexem, znamenaze jsou fipojeny spraviy
(McGuinness et al., 2009). KdyZ se mikrotubuly $gapespravnou kinetochorou, obvykle je
takové pipojeni Aurora B kinazou porusSeno, aby se mohlovaijt pripojeni spravné
(Petronczki et al., 2003). Pokud byldigmjeni navazano chybn hovaime o tak zvané
malorientaci (John et Lewis, 1973) aisledky takové chyby byvaji fatalni.

Mnozi autdi potvrzuji (Dailey et al., 1996; McGuinness et, &009), Ze nevyssi
procento aneuploidii vznika prdw meidze | a je také zndmo Ze oocyty starSich jZen
mnohem citligjSi pra¥ k nondisjunkci v meidéze 1. N&sgjSim zpisobem vzniku
aneuploidii je pedtasné oddeni — tzv. predivize sesterskych chromatid, které bylgn
zustat spojené az do anafaze Il. Seust@jicim ¥kem matek tento typ nondisjunkce ale
pravdpodobré nesouvisi (Dailey et al, 1996)ilodem takto vzniklych aneuploidii jégjme
chybna funkce cohesinu, tedy proteinového kompléstery vaze sesterské chromatidy k
soke. Prediasna segregace se pakzam objevit jako dsledek nedostatku protéircohesinu,
ktery se v pitbéhu profaze neobnovuje (Pellestor et al., 2002). Mé&stym mechanismem
vzniku aneuploidii je nondisjunkce bivaléniDailey et al, 1996). To setlrhe stat v fipack,

Ze se ob centromery bivalentuifpoji ke stejnému poélureténka a cely bivalent je tedy
orientovanunipolarné. Tento typ malorientace je ale nestabilni a jedr@entromer se
obvykle reorientuje (John et Lewis, 1973). Nebiwmbyt naruSen pbéh profaze I, coz vede
k tomu, Ze se jeden z homolognichipaesparuje a nedojde &jrke crossing-overu. Tyto
homology nevytvé bivalent a v takovémifpads nic nebrani tomu, aby byly dlwentromery
homolognich chromozoin— univalenta pripojeny ke stejnému péluieténka (Dailey et al.,
1996).

Jistou roli ve vzniku aneuploidii sehrava také pezihiasmat bivalentu. Chiasmata,
ktera vznikaji blize tedy proximéirk centromée, jsou drzena dohromadyt8im mnozstvim
proteini cohesinu nez chiasmata distalni, ktera potom nejpojena dostataé pevre (Kudo
et al., 2009).

3.10Centralni dogma molekularni biologie

Pro pochopeni smyslu této studie a metodiky bylpbymé z#adit do literarniho
piehledu kapitolu popisujici bééné biopolymery a i@nos informaci mezi nimi. Takzvané
centralni dogma molekularni biologie popisuje gréakovy genos informaci, to znamena

piepis mezi nukleovymi kyselinami DNA a RNA &eflad nukleové kyseliny do proteinu.

24



DNA, RNA a proteiny jsou tedy zakladnimi biopolymezivych organism a pro jejich
studium progtdnictvim molekularni biologie a laboratornich pipétjako napgiklad PCR
(polymerazovaetézova reakce — kapitola 3.11.1) jsowklié.

Je Zejmé, Ze DNA a RNA tvio zaklad kazdeho zivého organismuedstavuje
univerzalni kéd, kterym jsou kdédovany polypeptifiynkeni proteiny a enzymy nutné pro
vystavbu a funkci tkadni. DNA i RNA jsou inforréiai makromolekuly, jejichz princip (baze-
cukr-fosfat) Aistal stejny naii¢ veSkerymi organismy v fibchu miliona let evoluce (rani se
poradi bazi). Chemickou podstatou DNA je polynteoxyribonukleové kyseliny ktery
tvori fettzec pravideld se opakujicich slozek. Zaklad tv@ukr-fosfatova kostra a na fosfat
jsou navazanéukleové baze DNA je ale dvouvldknova a sestava tedy ze dv&owgchto
retzca, které jsou spojeny slabymi chemickymi vazbami edikovymi mustky mezi
komplementarnimi pary bazi — bpage paij. Pro syntézu nukleovych kyselin; az in vivo
nebo in vitro jsou ale zapdebi modifikované baze ve foemnukleotidia. Ty obsahuji
pétiuhlikaty sacharidib6zu (v RNA) nebo 2deoxyrib6zu (v DNA) a jeden (v nukleové
kyselirg) az ti zbytky kyseliny fosforéné (nukleotidy jsou tedy fosforylované nukleosidy).
Takto jsou zabudovany do nukleovych kyselin nebdksetni genosu energie jako stast
kofaktorfi. Pro syntézu DNA jsou nezbytné deoxyribonukleodaitfaty (dNTPs,
deoxyribonukleotidy)  deoxyadenosintrifosfat  dATP, eodythymidintrifosfat dTTP,
deoxyguanosintrifosfat dGTP a deoxycytidintrifosfalCTP, pro syntézu RNA
ribonukleosidtrifosfaty (ribonukleotidy) adenosifasfat ATP, uridintriforfat UTP,
guanosintrifosfat GTP a cytidintrifosfat CTP. Vydm substratem pro tvorbu nukleatid
jsou nukleosidy, které tvdi nukleovd baze a sacharid rib6za nebo deoxyribdzkto
sestavend DNA potom vytkiacharakteristickou dvousSroubovici, nazyvanou takéelix
(Alberts et al. 2005).

To, co utuje geneticky kod, jsou baze v DNA a jejichipdi a kombinace. Bazemi
v DNA jsou bicyklické bazepuriny - adenin (A) aguanin (G), a monocykly -pyrimidiny -
cytosin (C) a thymin (T). Komplementarti se baze paruje vzdy monocyklicka baze
s bicyklickou, tedy purin s pyrimidinem: A-T a G-fj¢emz mezi A-T jsou jen dva vodikové
mustky a mezi G-Cit. (Alberts et al., 2005). Tato skdteost neni pouze nahodna. Segmenty
na DNA, které obsahuji velké mnozstvi bazi T adujsotizcasto sosastmi tzv.regulaénich
oblasti geni, protoZe vidchto mistech je spojeni mezidiwa vidkny DNA slabs$i, sndze zde
pak dochazi k rozvolmi dvouSroubovice aippisu nasledujicich génProtoZze je snadné
v takovychto oblastech dvouSroubovici rozvolniasto jsou tyto baze obsazeny i

v replikatnich p@&atcich (Alberts et al., 2005).
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Podminkou péarovani je ovSem ¢pa orientace dvokomplementarnich vliaken.
To znamena, Ze vlakno orientované-&’ se miZze parovat pouze $gsrée komplementarnim
vlaknem orientovanym 553" (Obr. 9) (Alberts et al., 2005).

Rozdilem mezi DNA a RNA je slozeni bazi augpb vzniku. Zatimco DNA
obsahujectyti baze A, T, G, C, u RNA doslo k nahrazeni bazemtiny (T) zauracil (U).
Zachovana je ale stale komplementarita, takiepfepisu gefi do RNA se uracil paruje
s adeninem. Jsou zde ale také dalSi némédstatné rozdily mezi DNA a RNA. RNA je totiz
v naprosté #tSineé pripadi molekula jednoviaknova, a vznik@episemneboli transkripci
DNA, zatimco DNA az na vyjimky vznik& pouze replikgiz existujicich molekul (nebo jako
cDNA reverzni transkripci z RNA) (Alberts et alQ(5b).

Obrazek 9: Prostorové uspd&adani dvouSroubovice
DNA. Na obrazku je znadzotna jedna a { ot&ky
dvousroubovice, kterou t¥b ¢tyfi pary nukleotid. Je
ziejmé Ze G jednohtetzce se paruje s &&zce druhého
ttemi H-mistky, a T se paruje s A druhébettzce d¥ma
H-mustky. Z obrazku je také patrné, ze zatimco jedn:
vlakno korti v dolni ¢asti fosfatem, ktery je navazan na
5.uhliku  cukru, komplementarni  vldkno  kdén
hydroxylovou skupinou —OH, navazanou na 3.uhlikt

cukru. Na hornich koncich je situace op& Takovéto
orientaci sd&ikaantiparalelni a je podminkou pro parovani

nachéazi fosfatova skupina je tedy osmra 5 (@t scarou)

konec a opéy konec s volnym hydroxylem 3" konec

(Alberts et al., 2005). 0=F-0r o
Y

' -konec 3' -konec
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3.10.1Replikace DNA

Jak jiz bylo vySe zmiino, ped kazdym dlenim buiky je zapoitebi zdvojnasobit
genetickou vybavu, kterd je v jidkazdé jaderné By uloZzena ve fory DNA. Proces, p
kterém k tomuto zdvojnasobeni dochazi, se namgpiikace (Alberts et al., 2005).

Diky tomu, Ze jsou abvlakna dvouSrouboviceresre komplementarni, to znamena,
Ze si odpovidaji p@adim parujicich se bazi,uxe byt ke kazdému ze dvou vidken na principu
komplementarity dosyntetizovana kopie vlidknadgdo — komplementarniho. Kazdé vliakno
tedy @i replikaci slouzi jako templét fpdloha, Sablona) pro vlidkno nové. Pokud bychom ale
chieli DNA fettzce od sebe odtit, napriklad v laboraté molekularni genetiky, k naruseni
vodikovych niistki bychom patebovali teploty blizké 100 °C.iPtakovych teplotach se
narusi vSechny slabé vodikovédistky a vlakna DNA se od sebe @tidho celé délce. Uvnit
burg¢ného jadra si ovSem bkia poradila po svém.iPvstupu do dleni ma biika k dispozici

specialni proteiny a proteinové komplexy specifdkyfunkci. Tyto proteiny si jiz ddpdu
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syntetizovala a t& je pouzije k procesu replikace. Proto se skupalavych pomocnik

nazyvareplika¢ni aparat (Alberts et al., 2005). Syntéza proteireplikatniho aparatu je
pravdépodobré spazend s replikaci DNA a je tedy zavisla na fazisbonaho cyklu (Kovg

2003).

Nejprve je tedy pdtbarettzce od sebe odit. K tomu v burgéném jade nedochazi
po celé délce DNA, ale po malych kouscich na mnolistech zarove Tyto sekvence se
nazyvaji replika¢ni pocatky Ori a obsahuji specifické sekvence nukledtikteré se
vyznauji zejména vysokym podilem adeninu a thyminu (Shadzvolreni diky parovani
dvéma vodikovymi nistky). V lidském genomu se nidklad nachazi az 10000 replidch
pocatki (Alberts et al., 2005),pdélce genomu 3,2 miliardy bp. Tento replika patatek
rozpoznaji tzv. iniciéni proteiny, které se na DNA na specifické sekveramiazou a malé
oblasti dvouSroubovice od sebsgzce oddli. Na dvousSroubovici tak v kazdém replékém
pocatku vznikne ,oko", které se postupmozSiuje ve dvou tzvreplikaénich vidliékach,
jednotlivé rettzce vazou dalsSi proteiny replik@ho aparatu. Jednou ze zakladnichcasti
replikacniho aparéatu je protein helikaza. Ta se vaze dtikegpi vidlicky a za pomoci
energie ziskané z hydrolyzy ATP dvouSroubovici tét#pa posouva replikai vidlicku dale.
DalSimi dilezitymi proteiny jsou tzv. SSB proteiny z anglibkéSingle Strand Binding
proteins které zabrguji znovuspojeni jiz odflenych vliaken (Alberts et al., 2005).

NejdalezitejSim proteinem replikeniho aparatu je DNA dependentrdNA
polymeraza, ktera ma na starosti hlavni kol replikace. Kevajicimu vlaknu fipojuje jeden
po druhém komplementarnnukleotidy a syntetizuje tak postupmoveé vidkno podle
stavajicihorettzce. Neni ovSem schopnaciapiipojovat nukleotidy na jedno vlakno, na
kterem doposud zadné komplementarni nukleotidyonejsrotoZze umi navazat jen na konec
3" a vytvaet fosfodiesterovouvazbu (mezi 3-OH skupinatetzce a 5 fosfatovou skupinou
pfidavaného nukleotidu) a tedy pouze prodluZovat Hempntarni vidkno a to pouze ve
sméru 5 —3°. Proto ma v replikmim apardtu pomocnika, tzyrimazu, kterd dokaze
nasednout na templatovietzec a nasyntetizovat Usek dlouhy cca 10 nukléptjdho
podstatou je ale RNA, ktera je p@gdvystépenanukledzou a nahrazendettzcem DNA
opravhou DNA polymerazou Tim primdza poskytne DNA polymerdze 3’konec, ykter
potrebuje pro kopirovani tempatového vldkna (Albertsalet 2005; Kovg 2003). Diky
polymerazové 553" aktivité je také vzdy jedno z vlaken syntetizovano kontinéia nazyva
se protovedouciretézec(Leading Stranfla druhé vzdy po kratkych Gsecich postypak se

replikacni vidlicka posunuje. Druhé vlakno je ozoa&ané jakovaznouci neboopozd’ujici
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retézecz anglickéhd_agging StrandTyto Useky se nazyvajlkazakiho fragmenty a kazdy
je dlouhy cca 1000 nukleofidKovat, 2003).

3.10.2Vyroba proteini

VSechny procesy aitezité burcéné utvary, které zde byly az do gasné chvile
popsany, spojuji jisté, pro zZivot esencialni biooleké slodeniny. Jsou jimi proteiny. VSe
Zivé, burk¢nd struktura, tvar, funkce, mezitigné interakce, vSe zavisi na proteinech, jejich
vyrob¢ a spravné funkci. Vyroba protéirzaiina frepisem (transkripci) genu v j@dz DNA
do mRNA. mRNA je nasledn v cytoplasmd upravena a igloZzena (translatovana) do
polypeptidovéhoretézce, ze kterého je dalSimi Upravami vy protein (Alberts et al.,
2005).

3.10.2.1Transkripce

Transkripce neboli igpis DNA je prvnim krokem ve vyrébproteini a znamena
pirepis genetického kddu do RNA. Pokud je viba poteba utity protein, z&ne se v biice
transkribovat fislusny gen. V witém mist pied sekvenci genu (regdfd oblast genu) se
dvousroubovice DNA rozvolni a na jedno z vlakenegm®RNA polymeraza (ok¢ viakna
mohou obsahovatizné geny v jednom migt Now vznikajici komplementéarni vidkno RNA
ale neastava s DNA spojeno, a s@sre s pokr&ujici syntézou se uvilije. Transkripce je
kontinualni proces, ktery je tgruSen pouze v M-fazi diky fii§ kondenzovanym
chromozonim. Karyokineze tedy vede k redukci proteosyntézgudk, 2003).

Transkripci vznikaji it typy RNA. V prvnifac jiz zmintnd mRNA, ktera ped
nabytim pIné fun&nosti musi projit tzv. maturaci. DalSim typemRNA , kterd je zékladnim
stavebnim materidlem ribozdna nazyva se ribozomovRibozomy jsou speciélni organely
v cytoplasné (vétSinou pobliz jadra), které slouzi k syntéze praiedsou sestaveny z velké a
malé podjednotky, které vytiidmolekuly rRNA a malé proteiny. Poslednim typemR&IA
Cili transferova RNA. Molekula tRNA je obvykle dloahgiblizné 80 nukleotid. Ma
charakteristicky tvar jetelového listu a diky tobjibazi na antikodonové skpe a
aminokyselig pripojené na 3" konci se stara o dopravu aminokysdetibozomum (Alberts
et al., 2005).

Nové nasyntetizované vlakno nezralé hnRNA (budouci mRN&A poteba ped
vykonanim jeho poslani upravit a to na obou jehackch. ®mto Upravam seika
posttranskrip éni Upravy (RNA processing Aby mohlo byt dopraveno az do ribozomu,

potrebuje na sk 5° konec pipojit tzv. ¢epicku v procesu zvanémsapping Jelikoz musi
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vlakno doputovat az do cytoplazmy, kde se na ribwazh proteosyntéza odehrava,ipbtije
jes€ ochranit suj 3" konec, ktery jadernym pdrem prochazi jako edsl. Nepatbné RNA
jsou totiz nukleazami okaméiBpeny. Z tohoto dvodu jsou funkni mRNA opaitovany tzv.
poly(A) koncem polyadenylacipflyadenylatioh To znamena, Ze se na 3" konépgi
velké mnozstvi adenina @i nahodném gpeni se nejprve zasahuje do této redundantni
sekvence. Vzhledem k tomu, Ze vilpthu gerii eukaryotnich Zivéichti dochazi kastému
pieruSovani kodujicich sekvenci (exony) sekvencemarékproteiny nekoduji (introny), je
potreba tyto oblasti z RNA vyShnout. To umo#uje specialni Utvar — tzv. spliceozom, ktery
provedeRNA splicing ¢ili sestih (Alberts et al., 2005).

3.10.2.2Translace

ZraldA mRNA, ktera doputovala do ribozomu, jim pestuprochazi a podstupuje
translaci tedy feklad do proteinu. T po sol& jdoouci nukleotidy mRNA tvi tzv. triplet
nebolikodon, ktery kdduje jednu aminokyselinu diteciho ramce(v diasledku mutace dze
dojit k posunuiteciho ramce, coz e vést ke zin¢ funkce kdbdovaného proteinu)cRoli
existuje 64 tiznych kombinaci triplét nukleotidi, aminokyselin je pouze 21 a tak existuje
vétSinou vice nukleotid], které koduji stejnou aminokyselinu. To znamemageéneticky kod
je redundantni (Alberts et al., 2005).

Souasrt s mMRNA kribozomu ve velkém putuji tRNA nesouci imokyseliny.
tRNA obsahuje velicetdezitou antikodonovou smiiu, ve které se nachaamtikodon, ktery
se paruje s kodony mRNA. Druhdilézita oblast se nachazi na 3" konci molekuly a&nes
piipojenou aminokyselinu specifickou pro danou tRN&jprve se fipojuje inicia¢ni tRNA
s pipojenym methioninem (naseda na inécia kodon AUG). Postupnym posunovanim
MRNA ribozomem pak dochazi kipojovani dalSich aminokyselin kovalentni vazbou
pomoci enzym aminoacyl-tRNA syntetazza spoteby energie z hydrolyzy ATP a vznika
polypeptidovyietzec, ktery z&ina aminokyselinou methioninem s volnym N-koncewirfy
dusik amino skupiny —NH2). Na druhém konci polypiptéhoiettzce se nachazi C-konec
(volny uhlik karboxy skupiny —COOH). Ukéeni syntézy polypeptidovéhéetzce je
zprostedkovano rozpoznanistop kodénu UAA, UAG nebo UGA. Po dokareni syntézy
polypeptidového fetézce dochazi v ramci posttransiéch Uprav k mnoha chemickym
modifikacim jako je fosforylace, defosforylace, antinace, vytvéeni disulfidickych
mustka, proteolyza, methylace, acetylace, hydroxyladgagpeni prostetickych skupin a k
mnoha dalSim, které jim umozni zaujmout trojrémmou strukturu a spravnou funkci

hotového proteinu (Alberts et al., 2005).

29



3.11 Genové inZenyrstvi a techniky genetické manipulace

Proces konstrukce ufiych rekombinantnich molekul, ve ktery byla hi&fad cizi
DNA vloZena do molekuly genetického vektoru, seynazgenové inZzenyrstvi nebo geneticka
manipulace, protoZe se tim biochemicky vyitw@ové genetické kombinace. Tento proces je
také ozn&en jako klonovani molekul nebo gerprotoZze dochazi k vyt¥eni linii identickych
organisni (v tomto gipadct bakterii nebo vir) nesoucich komposi molekulu (Primrose et
Twyman, 2006).

Konkrétni vymezeni pojmu genového inzenyrstvi mas#ladimir Vondrejs (2010),
ktery definoval genové inZenyrstvi takt@enove inZenyrstvi je soubor pozngtknetod a
strategii slouzicich k ziské&ni, Upéaa penosu genetického materialu do Bkirra @elem
jejich genetické modifikacecetré metod analyzy ziskaného, upravenéhoren@Seného

genetického materialu a modifikovanych organism

3.11.1PCR

Zakladni a nyni jiz nezbytnou technikou v moleknlagenetice, ktera ztaé
zjednoduSila a mnohonasabarychlila vSechny procesy, je bezesporu PC&pola je to
metoda, ktera byla vyvinuta teprve nglpmu 80. a 90. let dvacatého stoleti (Primrose et
Twyman, 2006). Dle anglického ndzRolymerase Chain Reactigmolymerazovéetézova
reakce je proces, ktery umoznil zjednodusit prénathagnostiku, forenzni, antropologické a
paleontologické discipliny diky své naiiitelné citlivosti vyZadujici pouze velice mala
mnozstvi tkas obsahujici jaderné elementy. PCR pracuje s mimati mnozstvimi reakci o
objemu tSinou 20 — 50ul, kde purifikovana DNA nebo kompletni vzorek tvgouze
zlomek objemu. Polymerazovattzova reakce tedy umbdje enormni amplifikace DNA ta
uz kompletni nebo specifické, které je mozno timpgilsobem zarovepoznenovat (Primrose
et Twyman, 2006).

Tato metoda je zaloZzena na opakovaném kopirovabadmvaného useku DNA
s vyuzitim termostabilni DNA polymerazy, ktera ‘a#pvanych cyklech ifseda na
oligonukleotidové primery, které hybridizovaly siplatovou DNA na z&tku a na konci
pozadovaného Useku (Alberts et al., 2005). T&keme namnoZzit DNA nebo z RNA vytiib
cDNA (complementary DNAza pouzitireverzni transkriptazy (RT-PCR). Pro PCR jsou
tedy nezbytné dva oligonukleotidové primery, dlouh&30 nukleotid, které musi byt
komplementarni s amplifikovanou DNA sekvenci. Potése vlakna DNA denaturuji pomoci
teplot okolo 95 °C, po néasledném snizeni teplotg na 55 °C kazdy primeriipedne
(annealing cili hybridizuje s jednim vidknem DNA. V dalSi - poher&ni fazi se teplota
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zvySi na cca 70 °C a DNA polymeraza syntetizepgdnsioh vidkno komplementarni. Tim
jsou vytvaeny dvouvlaknové cilové sekvence, které mohou pgkovar denaturovany a po
prisednuti primek mohou byt stejatak syntetizovana komplementarni viakna. Tytdroky
se opakuji, obvykle se vyuziva amplifikace sekvewmcea 25 - 35 cyklech,éhem nichz se
znésobi poZzadovana sekvence skoro 300 miliénkralSiDezbytnou sa@asti PCR krom
vhodre navrZzenych primdrje vhodny pufr zajiujici optimélni pH, dNTPsili nukleotidy a
enzym DNA polymerdza, kterd pro svaiinnost potebuje navic ionty Mg. DNA
polymerazy pro reakce PCR jsou extrahovany z bidkigtlu Pyrococcus spnebo dalSich
bakterii, které vykazuji rezistenci k vysokym tdplm a tyto DNA polymerazy jsou
termostabilni a vydrzi i vysoké denatémateploty (Primrose et Twyman, 2006).

3.11.2Klonovaci vektory

Klonovani — tedy vytvigeni identickych kopii specifické DNA vyZzaduje
pozadovanou sekvenci, tagtji gen, co nejefektivéji namnozit, aby bylo mozné s ni déle
pracovat. Maximélniho namnozZeni dosdhneme, kdyidéeme bakterii, aby replikovala nasi
DNA spol&né s tou svoji a saiasre ji predala dcénym buikam, protoZe bakterie se velice
rychle mnozi. Ktomu slouzi vektoryili nosice genetické informace, @egstji DNA
bakteriofaga, viru, ktery bakterie napada, nebcarkalhova molekula DNA - tzv. bakterialni
plasmid. Plasmidovy vektor musi obsahovat reptikiapaiatek, ktery je rozpoznavan DNA
polymerazou a je tedy nezbytny pro replikaci plaknv bakterii nezavisle na bakterialnim
chromozdému. Nezbytnou séasti je také&estrik éni misto, které je rozpoznano specifickou
restrik éni endonukleazoua plasmid zde dZeme roz&pit a pomociigazy vlozit do tohoto
mista fragment cizorodé DNA - tzvinsert. Rekombinantni plasmid pakiijnou

kompetentni buiiky - vétSinouE.coli v procesuransformace (Alberts et al., 2005).

3.11.3Agardzova elektroforéza

Zakladni metodou pro testaci fragme@NA nebo RNA je agardzova elektroforéza.
Mechanismem funkce agarézové elektroforézy je sepatragmerit DNA nebo RNA podle
déelky na zakladl rychlosti jejich pohybu médiem gelového charaktepiicemz \&tSi
molekuly se pohybuji pomaleji (Alberts et al., 2DObédium tvdi polysacharid agardza
rozpusény ve vhodném pufeaim cinidle, ktery ma po fevaeni konzistenci gelu. Agaroza
umoziuje separaci molekul od stovek bp do cca 20 kb. d&maraci mensich molekul se

poziva polyakrylamidovy gel (Primrose et TwymanQ@&)
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Tuhy agardzovy gel se vlozi do stejn@ngho elektrického pole a do jamek v gelu
se nandasi vzorek nukleovych kyselin DNA nebo RN#ikdZ jsou kyseliny zapoegnnabité,
pohybuji se odkatody ke kladré nabité elektroélanodé (Alberts et al., 2005). Pro vizualizaci
pottebnych molekul je nutnéfidat latku, ktera $ nasledném vystaveni UV paptsk
emituje zéeni. Proto seifdava do pufru v elektrickém poli latka zvaathidium bromide
(EtBr). Po dobu trvani elektroforézy je gel v puftama@en a tato latka se inkorporuje do
DNA. Nevyhodou je, Ze ethidium bromide ma mutagettinky a je tedy potenciatn
karcinogenni a i praci s nim je zaptdbi jistd opatrnost. N@vproto byly vyvinuty
fluorescedni DNA barvy bez mutagennihosifiku, nagiklad SYBR Saf€” (Primrose et
Twyman, 2006).

3.11.4Fluorescertni proteiny

Jsou proteiny fovodre patici pouze miskym organismim, wtSinou pochazejicich
z koralovych utes Jejich hlavni vlastnosti je to, Ze dokazi emitox@eni skoro v celém
viditelném spektru okolo 450 az do 655 nm. Nejz&&mm fluorescetnim proteinem je
ziejme zeleny fluorescemi protein pochazejici Aequorea victoria(wtGFP, z anglického
Green Fluorescent Protein - wild typeTen je nejprostudovésim fluorescetnim
proteinem s negebernym mnozstvim mutantnich typ wdeckych vyuZziti.

Fluorescence proteinje zajiséna diky takzvanémehromoforu, ktery vznika pi
matur&nim procesu a je slozen z konzervativni sekvericaminokyselin. Chromofor se
nachazi uvnitrigidni p-soudekovité struktury o jedenacti vidknech, kteti@ghazi ve vnini
Sroubovici a-helix, jez nese chromoforni tripeptid. Ten po $lagi podstupuje jisté
autokatalytické reakcejmz takzvas ,zraje” a ziskava schopnost fluorescence.

Tato 3D struktura je fluoresc&mim proteirim spol€éna. Véem se liSi¢lenové
rodiny GFP je zejména prvni aminokyselina tripeptidiato odliSnost potom zodpovida za

konenou vinovou délku (barvu) emitovanéhderdi (Bettati et al., 2011).
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4 Material a metody

Do pomocnéeho vektoru, kterym je kruhovy bakterigitdsmid byla pomoci PCR
vloZzena (zaklonovana) DNA sekvence fluoresoéimo proteinu a sekvence mSpindly
proteinu. Tento produkt byl transformovan do negatmiho kmene bakteri€. coli.
Kultivaci bakterii ve vhodném médiu byla peitnd DNA zmnoZena spolu s bakteriemi a
nasledg byla izolovana v dostateém mnozstvi. Po wsteni DNA byl kruhovy plasmid
linearizovan a DNA bylan vitro transkripci (oproti analogickému procesuvivo zna&né
zjednoduSena) ippsana do komplementarni ,cRNA®, kterd je obdobauciné mRNA
(kapitola 3.10.2).

Vytvorena cRNA byla mikroinjikovana (ve spolupraci) dotaptasmy mysiho
oocytu, kde byl fyziologicky procesem translaceoitwn geneticky modifikovany protein,
mSpindly protein sipojenym fluorescetnim proteinem EGFP-mSpindly. Pomoci
casoskrné mikroskopie byl zaznamenan pohyb kinetochoomimzéni v meiéze mysSich

oocyti.

4.1 Priprava oocyti, kultivace a mikroinjekce

Pro mikroinjekce byly pouzity oocyty mysSi domakius musculuskmene CD1.
Oocyty stadia GV obklopené kumuléarnimitkami byly izolovany disagregaci ovarii samic
starSich 11 tydin Disagregace byla provedena v médiu M2 (SpechMigia/Sigma-Aldrich)
s pridavkem 200 mM inhibitoru zrani IBMX (3-isobutyl+hethylxanthine; Sigma-Aldrich)
pii 37 °C. Oocyty zbaven&itsiny kumularnich buk byly kultivovany v kapkach média (cca
50 ul) prevrstvenych mineralnim olejem (Sigma-Aldrich). G¥cgty byly mikroinjikovany
vmédiu M2 s pidavkem IBMX pomoci mikroinjektoru FemtoJdet (Epperfii Do
cytoplasmy byla mRNA mikroinjikovana v objemu 5-p0Dtedy v konéné koncentraci 0,1
mg/ml vody RNaz prosté (Ambion). Pro zrani odclylo pouzito médium M16 (Specialty
Media) a oocyty byly inkubovanyiipteplot 37 °C a 5 % atmosfé CQ po 1-2 hodinach od
mikroinjekce nezbytnych pro expresi proteinu. Déldy sledovany pouze oocyty, které
podstoupily GVBD do 90 minut pa@mistni do média bez IBMX.

4.2 Ziskani specifické DNA sekvence z testikularni mRNA

Pro tvorbu cDNA proteinu mSpindly byla pouzita kdetpi buréc¢na testikularni
MRNA z varletni tka& mysSi domacMus musculus
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4.2.1 Izolace RNA

Kompletni tk&iova RNA byla izolovana pomoci kitu RNe&splini Kit (Qiagen).
Z varletni tkag bylo pro izolaci RNA odebrano 30 mg a homogeninova roztoku 60Qul
pufru RLT s pedem pidanym merkaptoethanolem (14,3MME, pasobi jako inhibitor
RNaz) viedni 100:1. Tké& byla homogenizovana pomoci vortexu cca 1 minutu.
Homogenizét byl centrifugovan po 3 miidi 13 000 rpm fonds per minute- ota&ky za
minutu). Supernatant obsahujici RNA byl odpipetodarcisté zkumavky a ffidan stejny
objem 70 % ethanolu¢imz byly vytvaeny podminky pro selektivni vazbu RNA na
membranu a cely obsah zkumavky byl opagpnomichan. Po 700l byl obsah pipetovan na
kolonku s membranou. Po kazdych 40@yla kolonka centrifugovana 15 $i@d0 000 rpm.
Po promyti 70Qu pufru RW1 byl vzorek kratce centrifugovan. Nasietylo piidano 500ul
pufru RPE s pidanym ethanolem k dalSimu promyti a upminvazby RNA na membréma
reakce byla kratce centrifugovana. Pdédani dalSich 500ul pufru RPE byl vzorek
centrifugovan 2 minuty i 10 000 rpm, pro lepSi odstrari ethanolu byla membrana
vysouSena v nové zkumavce 1 minuturpaximalnich otékach (13 000 rpm). Na zé&vbyla
kolonka gremistna do zkumavky 1,5 ml a provedena eluce aplikaqil 3®Naz prosté vody

(Ambion) na sted membrany. Na zé&wbyl vzorek centrifugovan 1 mirripglO 000 rpm.

4.2.2 Syntéza cDNA

Pro syntézu cDNA byl pouZit kit ProtoScfptM-MuLV First Strand cDNA
Synthesis Kit (New England Biolabs) a bylo vyuZibbou dodanych primérve dvou
samostatnych reakcich. Pro reakci bylo zagwt cca 1pg RNA. Toto mnozZstvi bylo
odhadnuto na objem @ ziskané RNA. Do kazdé ze dvou reakci byitiany 2ul primeni a
to but’ oligonukleotidy 23 bazi dlouhé - OLIGO dgEYN (50 uM) pro hybridizaci s poly(A)
koncem mRNA nebo Sestinukleotidové hexamery - RBandPrimer Mix (60uM), ktery
zaji¥uje nahodn4 a pevna mistaspdnuti, kterd pokryvaji kompletni RNA. ©teakce byly
denaturovany 5 minutip70 °C a dany na led. Po zchlazeni bjidan k olgma reakcim
Reaction Mix o objemu 1l (reakéni mix obsahuje pufr pH 8,3, ionty'ka Mdf*, dNTPs) a
Enzyme Mix o objemu 2 (obsahuje reverzni transkriptdzu a inhibitor RNd&eakce byly
inkubovany 60 minutip 42 °C a nasledhbyly inaktivovany enzymy 5 minip80 °C. Kazda
reakce byla dopkma do 5Qul ptidavkem 3Qul vody (Ambion).
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4.2.3 PCR amplifikace specifické sekvence mSpindly

Pro PCR reakce bylo vyuZito DNA polymerazy PhuStbrHigh Fidelity DNA
Polymerase (New England Biolabs). Tato polymeraea zaloZzend na polymeradzach
odvozenych odPyrococcus spa obsahuje navic specialni doménu zvysujici vyketrPro
reakci 50ul bylo odmeteno 32,5ul vody a 10ul pufru 5xGC Buffer, ktery je vhodisi pro
dlouhé sekvence nebo sekvence bohaté na G/C redrurfy poskytuje Mg nezbytny pro
funkci DNA polymerazy. Déle byl do reakcéigan 1ul smeési dNTP a genay specifické
primery pro sekvenci mSpindly kazdy v objemu 1;,25Templatova cDNA z fedchoziho
kroku byla gidana v objemu 21 a dale bylo pdano 1,5ul pufru DMSO, ktery napomaha
denaturaci DNA bohaté na G/C. Na &ébylo piidano 0,5ul Phusiot™ DNA polymerazy.

Primery byly navrZzeny stgdnim restrikniho mista pro endonukleazu Nhel.
Forward primer je 28-mer TGCTAGCGAGGCAGATATCACAAATIT a reverse primer
29-mer AGCTAGCCTGCTGTGAGCACTGCGTTTCT. Teplota pnonaaling primek byla
pokusr stanovena na hotové oocytarni cDNA na 53 °C. Bsfgnoveny nasledujici
podminky cykl pro thermocycler.

1. P@ateni denaturace 98 °C 30s 1 cyklus
Denaturace 98 °C 7s

2. Annealing primer 53 °C 20s 35 cykil
Elongace DNA — extension 72 °C 45s

3. Zawrecna elongace — final extension 72 °C 7m,30s lusyk

4.3 Zaklonovani sekvence mSpindly do vektoru pRNA

Pro zaklonovani sekvence byl zhotoven vektadil¢Ra 10.3) obsahujici sekvenci
fluorescekniho proteinu EGFP Enhanced Green Fluorescent ProfeirPred vlastnim
klonovanim byl vektor i insert enzymatickygeén za vzniku lepivych kori¢ aby bylo mozné
vektor se sekvenci pozadovaného proteinu spojistriRéni mista na vektoru i insertu

odpovidaji restrikni endonukleaze Nhel (palindromaticka sekvence GGTA

7w

4.3.1 Restrikéni Stépeni

Do dvou 50ul reakci bylo pidano 5ul 10x NEB Buffer No. 2, ktery je pro Nhel
endonukleazu vhodny. Déle bylgigano 43ul DNA a 2 ul enzymu Nhel. Ob reakce byly
inkubovany 3 hodiny ip 37 °C. Po restrignim S€peni obou komponent byl defosforylovan

vektor. Tim bylo dosazeno toho, aby se jeho kome®va nespojily a aby se nespojovaly
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molekuly mezi sebou. Defosforyiai reakce byla inkubovana 1 hodini 87 °C s 1yl
fosfatazy SAP.

4.3.2 Ligace vektoru a insertu

Pro spojeni obou fragmentbyla vytvdena lig&ni reakce. Pro spravny pém
vektoru i insertu do ligmi reakce bylo péeba zjistit pomdr koncentraci pomoci
pocitatového programu, ktery & intenzitu seételného pruhu z agarézoveé elektroforézyl(1
barvy 6x Loading Dye na hl DNA). Do 20 ul reakce byly pidany 2 ul pufru T4 DNA
Ligase Buffer a nasledmmolekularni voda (Ambion) v mnoZstvi dapjici celou reakci na
20 ul. Déle byl gidan vektor a insert ve spravném pwma nakonec T4 DNA ligaza. Cela
reakce byla inkubovana 1 hodinti feplot 16 °C.

4.4 Transformace a pomnozeni rekombinantniho plasmidu

Aby byla ziskana p#tbna DNA v dostatmém mnoZstvi pro ffpravu cRNA,
rekombinovany bakterialni plasmid byl transformodanbakterialnich buik inaktivovaného
kmeneE. coli. Kompetentni biky byly skladovany p teplot -80 °C. Do zkumavky se 2
produktu lig&ni reakce bylo fidano 20ul kompetentnich buik a reakce byla inkubovana na
ledu (+4 °C) 20 minut. Nasledoyly buiky vystaveny tepelnému Soku, tzn. inkubace 40 s ve
vodni lazni pi teplo€ 42 °C a zchlazeni na ledu po dalSi 2 minuty. N&rzhylo pridano
SOC médium temperované na 37 °C v objemu@@reakce byla dale inkubovana 1 hodinu
pii 37 °C a 750 rpm. Celé mnozstvi bylo rovroné rozeteno na agarovou plotnu
s ampicilinem, ta byla naslegimkubovana fi 37 °C es noc.

Nasledujici den bylo vybrano 22 kolonii, které bidyitivovany v 2 ml média LB
(Lysogeny Broth- médium pro st bakterii) 4 hodiny ip 37 °C. 1ul z kazdé namnozené
kolonie byl pouZzit jako templat pro nasledujici P@&Rkci.

4.4.1 Testace kolonii pomoci PCR

Obsah specifické sekvence v plasmidech vybranyclonko byl testovdn PCR
amplifikaci pomoci Quick-Load Taq 2x Master Mix (RE kde byly jako templat vyuZzity 2
ul bakterialni suspenze. Do kazdé reakce byidapo 9,5 pl molekularni vody, 12,5 pl QL
Master Mix (s obsahem Taq polymerazy, nuklabtdbarvy loading dye pro elektroforézu),

po 0,5 ul forward a reverse primer. Byly stanoveagledujici podminky cyil
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1. P@ateni denaturace 95 °C 5m 1 cyklus

Denaturace 95 °C 20s

2. Annealing primer 52 °C 30s 35 cykil
Elongace DNA — extension 68 °C 3m

3. Zawrecna elongace — final extension 68 °C 5m 1 cyklus

4.5 Izolace plasmidové DNA

Dle vysledki PCR byla vybrana kolonie, ktera bylaemistna do 100 ml
piedeltatého LB média a inkubovana 18 hodin3y °C a 150 rpm.

Pro izolaci plasmidu byl pouzit kit Hi Speed PladmMidi Kit (Qiagen). Centrifugaci
pii 6000 rpm po dobu 45 minutfip4 °C byla utvdena peleta, ktera byla naslédn
resuspendovana v 6 ml pufru P1l. Déle byldgn pufr P2 a sis byla promichana
pievracenim. Suspenze se zbarvila teo@ byla inkubovana 5 minutfipRT (Room
Temperature pokojova teplota). Po 5 minutach byidan vychlazeny pufr P3 a suspenze
byla ot opatrré promichana, doslo k precipitaci aéldni suspenze. Lyzat bykgmistn do
QIAFilter Cartridge a inkubovan 10 minutipgpokojové teplot. Po 10 minutach byl obsah
cartridge vytlgéen do HiSpeed Tip, ktery bykg@dtim ekvilibrovan fidanim 4 ml pufru QBT.
Potom, co cely obsah protekigs HiSpeed Tip, byla promyta membrana 20 ml puf@i Q
DNA byla nasled# eluovana 5ml pufru QF. Eluéat byl precipitovan Bbisopropanolu a byl
inkubovan 5 minut  RT. Precipitovana DNA byla zachycena na membffitiu a netistoty
byly odmyty 70 % EtOH a prottavanim vzduchu byl filtr vysuSen. Na zawbyla provedena
eluce plasmidové DNA z filtru proitenim 1 ml Pufru TE do 1,5 ml zkumavky. Spravna

sekvence byla zkontrolovana pomoci sekvenati®(ra 10.2).

4.5.1 Testani Stépeni plasmidu

Aby byla owiena spravna orientace specifické sekvence ve wekiBNA bylo
provedeno testai S€peni pomocitiznych enzym. Byly vytvoreny dv 20 ul enzymaticke
reakce se dima enzymy, kde zaklad tkity 2 ul pufru NEB Buffer No. 2 a 14l vody. Déale
byly pridany 2 ul rekombinantniho plasmidu a popd enzymi v kombinacich Nhel/Xbal a
Not/Xbal (poloha restrignich mist piloha 10.1 a 10.3). Dale byla vytema enzymaticka

reakce s enzymem Nhel v mnozstyil,12 ul pufru¢. 2, 2ul plasmidu a 15l vody.
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4.6 Linearizace plasmidu

Purifikovany plasmid byl linearizovan enzymatickgtpenim v reakci 10Ql. K 87
ul plasmidu bylo pidano 10ul pufru NEB Buffer No. 4 a 3l enzymu Ascl. Reakce byla
inkubovana 60 hodinip37 °C. Plasmid byl purifikovan pomoci QIAquick Gextraction Kit

(Qiagen).
4.7 Priprava cRNAin vitro

4.7.1 Transkripce in vitro

Pro transkripni reakci byl pouZit kit MMESSAGE mMACHINE(Ambion). Jako
prvni byla odngtena Nuclease-free voda (prostd nukleaz) jako d&plo 20ul. Nasled byl
do reakce fidan roztok 2x NTP/CAP (nukleotidy a analégpicky [m’G(5 )ppp(5°)G])
v objemu 10ul. Dale byly gidany 2ul pufru 10x Reaction Buffer a linearizovany templat
v mnoZzstvi 10ug na reakci. Na z&v byly pridany 2ul enzymu Enzyme Mix. Reakce byla
promichana a inkubovana 2 hodiny 7 °C. Pro odstrami zbytki DNA byl na za¥r pridan
1 ul DNazy TURBO DNase a reakce byla dale inkubové@maninut @i 37 °C.

4.7.2 Vytvoreni poly(A) konce RNA

Pomoci Poly(A) Tailing kitu (Ambion) byl produktteanskrigni reakce opaen
poly(A) koncem. Do 2Qul reakce bylo fidano 36ul Nuclease-free vody (prosta nukleaz).
Dale bylo gidano 20ul pufru5x E-PAP, 10ul MnCl; (25 mM) a 10ul ATP (10mM). Red
pfidanim enzymu bylo z reakce odebrano (il5pro testaci. Na zav byly pridany 4 ul
polyadenyl&ni polymerazyE-PAP. 100ul reakce byla inkubovana 1 hodinu ve 37 °C a
nasleds uskladrna @i -20 °C.

4.8 Live imaging —¢asoslkérna mikroskopie

Oocyty byly v piibéhu experimentu kultivovany v inkubaim boxu EMBL
(Europien Molecular Biology Laboratorynkubator mikroskopu), v atmo$&5 % CQ pri
37 °C. Pro ziskani obrazové dokumentace byl pokditfokalni mikroskop Leica SP5
vybaveny objektivy Plan-Neofluar 20x/0.5 a C-Apamiat 40x/1.3 NA s olejovou imerzi.
Snimky byly p#izovany kazdych 12-15 minut po 18 hodin.

38



5 Vysledky

5.1 Ziskani specifické sekvence z testikularni mRNA

Pro ziskani DNA sekvence proteinu mSpindly bylarahavana testikularni RNA
mysi doméaci za poziti RNedSMini Kit (Qiagen), ze které byla syntetizovana cRIomoci
ProtoScript M-MuLV First Strand cDNA Synthesis Kit (New Englariolabs). Do této
reakce byly pouZity oba typy dodanych prifnea to jak nahodné hexamery, tak i
oligonukleotidy d(T)23. Ziskana sekvence byla afigivana v PCR reakci s vyuzitim DNA
polymerazy Phusidff' High Fidelity DNA Polymerase (New England Biolab3 #ejmé, Ze
cDNA z reakce s nahodnymi hexamery byla vhodnymptétam pro amplifikaci sekvence
proteinu mSpindly (Obr. 5.1.2). Jako primery bylso PCR navrzeny oligonukleotidy 28
bdzovy a 29 bézovy (Obr. 5.1.1) srestnini misty pro Nhel (zvyrazmi). Ziskana
sekvence proteinu bez start a stop kodonu v déd@d& bp byla pouZita pro zaklonovani do
vektoru pRNA.

Obrazek 5.1.1 Primery pro PCR.

Pro amplifikaci DNA sekvence mSpindly byly navrzemymery, které obsahuiji resttiki mista pro restrilni
endonukleazu Nhel. Stejné restrik misto je obsazeno ve vektoru a slouZi k ligagiteru a insertu.

Spindly_UP: 5 -TGCTAGCGAGGCAGATATCACAAATCTT-3’
Spindly_LOW: 5-AGCTAGCCTGCTGTGAGCACTGCGTTTCT-3"

Obrazek 5.1.2 PCR arplifikace DNA

sekvence mSpindly.

M - marker 1 kb DNA Ladder (NEBprc
fragmenty od 0,5 kb do 10 kb)

1 - pruh velikosti 1821bp, templatem cDN/
pro jejiz syntézu byl pouzit mix nahodny
hexamet.

2 -templatem cDNA zeakce vyuzivajici olic
d(T) primery.

5.2 Zaklonovani sekvence mSpindly do vektoru pRNA

Shodre enzymaticky upravené templaty byly ligovangimz byl plasmid
cirkularizovan a fipraven tak pro transformaci. Pro sestavenichdareakce bylo nutné

stanovit spravny po#n vektoru a insertu z hlediska péra koncentraci a velikosti obou
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molekul. Dle obrazku 5.2.1 byl pamkomponent V/I do ligéni reakce stanoven na 1/5.
Vektor byl pro reakce rfadén 10x, vysledna koncentrace tedy byla 0,1x pRNA.

Obrazek 5.2.1 Stanoveni po#ru V/I do
ligaéni reakce.

Dle intenzity s¥telnych pruli byly stanoven
vzajemné porry vektoru a insertu o&penyct
enzymem Nhel. Sifhlédnutim kvelikosti obol
molekul byl stanoven nutny objem insertu ni
pl a objem redEného vektoru (0,1x pRNA) ne

ul.

5.3 Testace kolonii pomoci PCR

Produkty lig&nich reakci — cirkularizované rekombinantni plagmithyly
transformovany do kompetentnich kBlri. coli, které nasledhvytvorily kolonie na agarové
plotn¢ s ampicilinem. Bylo vybrano 22 kolonii, které bylgmnozeny v kultivenim médiu. 2
ul ze vS8ech namnozenych kolonii byly pouzity jakmplat pro PCR reakce (Obr. 5.3.1). Pro
nasledné namnozZeni ve 100 ml LB média byla poldianie s oznénim se. 83.2.

Obrazek 5.3.1 Testace bakterialnich kolonii.
Templatem pro PCR byly namnoZené kol

mSpindlyEGFP. Pomoci agarézc
elektroforézy byla detekovana pouze je
66.2. 67.2. 68.2. 69.2. 70.2. 71.2. 722 732 742 752 762 pozitivnl' kolonie obsahujl'ci plasmld pRNA

EGFP-mSpindly. Kolonie eznaenim se. 83
byla pouzita pro dalSi postup.

se.
83.2.

e se.

se. se. se. Se. se. se. se. gg,
772 782 792 so2. s12 s22 W 812 852 862 472

5.4 Testace rekombinantniho plasmidu

Namnozené kolonie s rekombinantnim plasmidem EGBpaly byly pouzity pro
purifikaci plasmidi za pomoci kitu Hi Speed Plasmid Midi Kit (QiagemNasled® bylo
provedeno testai S&peni a vysledek byl otestovan na gelu (Obrazeld b.4.
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Obrazek 5.4.1 Test#ni Stépeni ,double digest".

Pro 3 fizna restrikni S€peni bylo pouzito pokazdé,2 suspenze plasmidu.

V reakci s enzymem Nhel byl vy§ten pouze Gsek mSpindly, v reakaerzym
Nhel/Xbal byl vyStpen Usek mSpirly rozcileny na kratsi (cca 380 bp) a deiast
cca 1450 bp (floha 10.1), enzymy Notl a Xbal ohrénji pouze sekvenci EGI
s casti sekvence mSpindly &&sti sekvence vektoru.

Praw Sgpeni €mito dwma enzymy je rozhodujici pro zg#ti spravné oentac
insertu. Vtomto fipac je orientace spravna, vg¢pen je kratky usek mSpinc
(cca 380 bp) + EGFP (tj. cca 1,2 kb). Pokud byibgért orientovan ogag, byl by
vyStépeny Usek asi 0 1 kb delSi. (Stupnice markeru biazek 5.1.2)

Ve sloupci vedt markeru je prazdny vektor jako refetehpro ugeni velikost
vektoru.

5.5 Sekvenace

Spravna sekvence byla &ena pomoci sekvenace, ktera odhalilakotfik
nukleotidovych zamn (Filoha 10.2). Tyto zasmy WtSinou nevedou ke zme
aminokyseliny ve vysledném proteinu, pouze v jednpfipadc mutace vede k zamé
aminokyseliny alaninu za kyselinu asparagovou. Vaim ¢etnost mutaci mohla byt
zpasobena tim, Ze byl izolovan typ proteinu, ktergpecificky pro meiotické hiky (izolace
z varletni tkan). Dulezité je, Ze az na jednu aminokyselinu je sekvesitana se sekvenci

klonovanou ze somatickych btkn

5.6 Testace RNA

v v s

Pro vyssi stabilitu RNA a efektivitu translace jezhytné, aby RNA #a na svém
5konci ¢epicku 7-methylguanosintrifosfatu a na 3’konci poly(Apnec. RNA byla
nasyntetizovana a opiahadepickou v reakci s vyuZitim mMESSAGE mMACHINEkitu
(Ambion), kde byl analogepicky soiwtasti roztoku nukleotitl Pro gidani poly(A) konce byl
pouzit kit Poly(A) Tailing Kit (Ambion),¢imz bylo dosaZzeno syntézy poly(A) konce o délce
minimalné 150 b. Takto oS&tna RNA byla pouZita pro mikroinjekci do ootyObr. 5.5.1).

054 05u  tou 0w Obrézek 5.5.1 Testace mMRNA.

e el Testace ziskané mRNAfgul/po polyadenykmi
reakci. Po polyadesacni reakci je mRNA o c¢
150 b delSi. Takto otestovana mRNA by
ouzita pro mikroinjeki do mysich oocyi stadic
od pouzita p ) y s

d
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5.7 Analyza obrazovych vysledk

Pomoci  konfokalniho  mikroskopu bylo  zaznamenano nizra oocyti
mikroinjikovanych pipravenou EGFP-mSpindly cRNA. Po celou dokiasoskrné
mikorskopie byly oocyty kultivovany v inkubaim boxu EMBL i 37 stupnich a 5 % CO
Obrazek 5.6.1 dokazuje, Ze lze pomoci EGFRemeho mSpindly proteinu vizualizovat

kinetochory.

Obrazek 5.6.1
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Obrazek 5.6.1 Casoslérna
videomikroskopie.

V blocich A, B, C je na 13 po s&
jdoucich snimcich je zachyceno z
mysiho oocytu v devadesatiminugah
intervalech. Hornfada zobrazuje polo
DNA (modrozelené barveni histc
H2B-CFP) ve fazovém kontrastu, kde
zietelrt  ohrantend oblast oocyt
Prostedni fada je prolnutim obra
H2B-CFP a tubulimnCherry gerven:
barveni mikrotubul vieténka). Sepdn
fada ukazuje expresi EGRRSpindly
rekombinantniho  proteinu.  &fitko
vpravo dole je cca 20m.

Casovy Udaj je ve vztahu k GVBD.

Obrazek 5.6.2

Obrazek 5.6.2 Lokalizace mSpindly
v metafazi.

Na vybranych snimcich, které b
Cast&né¢ upraveny je patrnd zvySe
lokalizace mSpindly na kinetochorz
(Sipky) vmetafazi 1, beni pohled n
metafazni figuru (A), a wmetafazi Il
pohled shora na metafazni figuru (B).

Je Zejmeé, Ze &oli se protein lokalizuje v cytoplashrozptylerg, jeho zvySena
lokalizace na kinetochorach je zjevhd a vizualizaketochor progednictvim

modifikovaného proteinu EGFP-mSpindly je mozna.
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6 Diskuze

Cilem této diplomové prace bylo vytofunkéni mMRNA pro EGFP-zrigny protein
mSpindly, pomoci které by #&o byt mozné vizualizovat chromozomalni kinetochgmp
potreby studia poruch segregace chromozémmeidze savic VytvorenA mRNA byla
mikroinjikovdna do oocytu a s vyuzitim detekce paim&onfokalniho mikroskopu byly
v pribéhu 18 hodin vizualizovany kinetochory chromozZomii meiotickém zrani oocytu
mySi domaci. Vysledky této studie se pkud odliSuji od &h ziskanych na fixovanych
bunkach (Zhang et al.,, 2010), kde se mSpindly lokgizu pribchu meiotického zrani
v cytoplasné vyrazre méreé nez na kinetochorach, jak je patrné z obrazku 8ysfedika
casoskrné mikroskopie se zda, Zze se mSpindly lokalizuggteplasnd relativré hojre. To by
mohlo byt zgisobeno prav rozdilem v metoé vizualizace, kdy fixace bik znamena jiné
podminky experimentu.iBsto |ze kinetochory od pozadi jasodliSit, pogipadt je mozné
snimky pdizené s vyuzitim tohoto nastroje dekonvoluovatma Wiysokou Urovi signalu
pozadi odstinit. f&stoZze se ziskana specificka sekvence proteinu ndi$piv nekolika
piipadech liSi od sekvence v databazi NCBI s ¢enan NM_027411 (Rlohy 10.1 a 10.2),
vedou tyto rozdily k z&smé¢ aminokyseliny pouze v jednomiipac. Takova zarna
pravdEpodobré nema na funkci proteinu vliv.

Tato studie je unikatni vtom, Ze pro vizualizagiétochor pouziva nastroj, jehoz
funkci je mozné sledovat v realnémse na konkrétni hge od zaatku do konce meiotického
déleni. V tomto smiru nelze vysledky této studie konfrontovat s jinyméwry. Urcitou
podobnost lze najit ve studiich, které vizualizikijietochory v realnéntase v biikach
mitotickych (Jagaman et al., 2010), pomoci ¢ema centromerického proteinu CENP-A
(forma histonu H3) fuzi s EGFP. Liniéchto burk jsou gedem geneticky modifikovany,
aby fuzni protein exprimovaly. Dle mého nazoru lonstrukce fuzniho proteinu, ktery je
souasti kinetochory nebo centromery, mohla naruSitkéunproteinového komplexu
kinetochory a prbéh meiotického deni, a jeho vyuZziti ve studiich zarfenych na poruchy
segregace chromozdnby mohlo mit vliiv na ptkaznost vysledk Pouzitim proteinu, ktery
neni konstitutivni satésti kinetochory ani centromerického chromatinuase studie vyhyba
moznosti, Ze by byly vysledky filnchu meiotického &eni zkreslené.

Uskalim zvoleného postupu by mohla byt velikost tgirm mSpindly, ktera
v n¢kterych ohledech znesnage laboratorni postupy. Také vysoka urnoviokalizace
modifikovaného proteinu v cytoplagmby mohla mit negativni dopad na interpretaci

vysledia ziskanych s pouZzitim tohoto néstroje. V tomt@mnby podrtem pro dalsi vyzkum
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mohlo byt vytvdeni takové mutace fluoresea® znaieného mSpindly proteinu, ktery by byl
ochuzen o veSkeréapodni funkini domény krora té, ktera zodpovida za lokalizaci na
kinetochorach. Tim by bylo mozné dosahnout tohoy d&lyla lokalizace kinetochor
vizualizovana s maximalnitesnosti v pibéhu celého meiotického zrani. Takovy nastroj by
byl také podstathmensi a laboratorni prace se specifickou sekwehoto nastroje by mohla
byt zna&né zjednoduSena akteré procedury (ndfklad PCR) by byly mnohonasobkratsi.
Intenzivreji se studiu konkrétnich domégnovala pouze jedina studie, ktera sledovala funkci
proteinu po vyazeni ugitych casti z funkce. Byla vSak prov&th na lidském homologu
proteinu Spindly, ktery je vékterych ohledech odlisny. DalSi vyzkum v oblastnKoe
jednotlivych domén proteinSpindly by mohl byt v tomtoffpad také ginosem.
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7 Zavér

Hypotéza, ktera byla v ivodu stanovena, byla tefijpgtp. Byla ziskana furdi
MRNA pro fluoresceiné znaeny protein mSpindly a cil prace byl timto sinJak vyplyva
z analyzy obrazovych vysledlk pomoci fluorescemé znaeného fazniho proteinu EGFP-
mSpindly je mozné chromozomalni kinetochory vizalat v realnéntase, bez nutnosti
fixace burk v jednotlivych stadiich meiotického zrani. TimuymozrEno sledovat jednotlivé
buiky od z&atku do konce meiotického zrani. Vyvinuty nastag pouzit v dalSich studiich
zangienych na poruchy segregace chromoZommeidze saMc a na zpsob vzniku

aneuploidii.
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8 Seznam pouzitych zkratek

APC/C

ATP

Aurora B

bp

Bub

CC
Cdc20

Cdk
CFP
CK1
cRNA
EtBr
EtOH
FP

GFP

G-protein
GTP
GV

GVBD

hnRNA

kb

anaphase-promoting comlex or cycloseni€8-ubiquitinligaza, komplex
proteini katalyzujici polyubiquitinaci (ozreni jako odpad) protein
uréenych k degradaci, aktivovan# pirechodu metafaze/anafaze
adenosintrifosfat; nukleotid slouzici jako rgjhejSi intracelularni nosi
energie, B svém vzniku je schopen do své struktury energatré
zabudovat a pozql ji v jiném pochodu uvolnit

kinaza, kterad fosforyluje histon H3 a dédizuje nespravna fipojeni
mikrotubuli na kinetochory

base pair;par basizakladnijednotka délkyrettzce DNA (RNA), spojeni
mezi d¥ma dusikatymi basemi dvou komplementarniefttzci DNA
prostednictvim vodikovych risstki

budding unperturbed by benzimidazokkupina proteiéa signalni drahy
SAC

coiled-coil; Sroubovicova struktura useku peptidovée®zce

cell-division cycle proteinklicovy regulator bu&ného cyklu, dlezity pri
nastupu anafaze, kde twd&omplexy s APC/C (APC/¢%
cyclin-dependent kinase cyklin-dependentni  proteinkinazy, enzymy
katalyzujici fosforylaci proteiin pouze pokud je navazartiglusny cyklin,
dulezité v regulaci bustného cyklu

cyan fluorescent proteirgzurovy fluorescentni protein

casein kinasdinaza dilezitd pro segregaci chromosbnzejména u
kvasinek, kde fosforyluje Rec8 protein

ozn&eni pro undle syntetizovanou mRNA (komplementarni k DNA, ze
které byla ziskanen vitro transkripci)

ethidium bromideyarvivo pro vizualizaci nukleovych kyselin, pouzisé
pii elektroforéze, p vystaveni UV z#eni 260nm emituje oranzove
fluorescerni swtlo o vinové délce 590nm

ethanol

fluorescent proteinfluoresceini protein, pi excitaci zéenim utité vinové
délky emituje zéeni o vySSi vinové délce

green fluorescent proteingiroce pouzivany zeleny fluores¢an protein,
excitatni maximum ma f 395nm a emisniip509nm, coz odpovida zelené
barw viditelného spektra

membranovy protein zrodiny GTPazledity pro vnitrobugénou
signalizaci, 2 konformace dle toho, jestli je nau@& TP nebo GDP
guanosintrifosfat; nukleotid, podabrjako ATP miZe fungovat jako
energeticky nosi

germinal vesicle;intaktni jaderna membrana, ozZeai pro oocyt fed
zatatkem meiotického zrani

germinal vesicle break downozpad jaderné membrany, faze v meiotickém
déleni oocytu zné&ci nastup prometafaze,@aa meiotické zrani; totéz co
NEBD nuclear envelope break down

heterogenous nuclear RNAheterogenni RNA, pre-mRNA, primarni
transkript, nezrala mRNA musi projit Upravami, abg z ni vytvdila
MRNA

kilobase pair tisic pafi basi, 1 000 bp
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LB

LH
Mad
Mb
MPF
MRNA
NCBI

NEB
Nhel

NTP
ORF
PB

PRNA
PLK

RefSeq
Rod
RT
Rzz
SAC
SAP
SOC
Sgo

T4
UTR

ZW10

lysogeny broth;nutricné bohaté médium uzivané pro kultivaci bakterii a
jejich rychly rist

luteinizing hormonejuteinizani hormon, nahly vist - gedovul&ni vina
tzv. LH peak bezprogdre predchazi ovulaci

mitotic arrest defficientskupina proteit signalni drahy SAC

Megabase pairmilion péaiti basi, 1 000 000 bp

M-phase promoting factolkkomplex cyklinB-Cdk1l umakujici buice vstup
do M-faze

messenger RNAmediatorova RNA, templat pro tvorbu polypeptidovéh
fetézce, vznika transkripci DNA po séisu hnRNA

National Center for Biotechnology Informatiomjlarodni centrum pro
biotechnologickéssss informace

New England Biolabs;

restrikni  endonukledza  ziskand  z bakterieNeisseria  mucosa
heidelbergensigpalindromaticka rozpoznavaci sekvence GCTAGC
nukleosidtrifosfat; nukleotid, plural NTPs

open reading framegteweny ¢teci ramec, sekvence nukledtidhrantena
Spojitt syntetizovan polypeptidovigttzec (WtSinou mRNA)

polar body;pélové tlisko, polovina genetické informace \Wené z oocytu
pii meidze jako nepsebny material

ozn&eni plasmidového vektoru pro syntézu mRNA

Polo-like kinase; kindza, ktera fosforyluje Rec8 protein cohesinu a
umoziuje tak jeho odstrami a ndstup anafaze

reference sequenceyeejna databaze nukleotidovych a proteinovych
sekvencigislo znamena oziani sekvence v databazi

rough deal;spol&n¢ s proteiny ZW10 a Zwilch twd komplex RZZ

room temperaturepokojova teplota

komplex proteii Rod, ZW10, Zwilch, ktery je zodp&eny za dopravu
dulezitych proteiri na kinetochory

spindle assembly checkpoinzpétnovazebny kontrolni mechanismus
deliciho weténka, kontroluje spravnéipojeni mikrotubul na kinetochory
shrimp alkaline phosphatasaltkalicka fosfataza katalyzuje defosforylaci na
5"a 3’konci DNA a RNA nebo odstnaje fosfatovou skupinu z protein
vyZivujici médium uzivané v zaecnych fazich transformade. coli
shugoshinprotein vnitni centromery, chrani cohesiiep fosforylaci
ozn&eni pro DNA ligdzu izolovanou z bakteriofaga T4

untranslated region;negekladany region zralé RNA, ktery nekdduje
proteiny, na 3" i na 5" konci mRNA (3'UTR, 5" UTR)bvykle obsahuje
informace pro regulaci translace a stability mMRNA

spoléné s proteiny Rod a Zwilch téokomplex RZZ
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10.1 Sekvence mSpindly

V sekvenci je tma¥ Sedou vyzn&n start a stop kodén ohrénjici ORF. Sétle Sedou je vyzrizgna oblast,
kter4 byla pouzita pro navrh printerCela sekvence mRNA (cDNA) je dlouhd 2526 bp, GRE START a
STOP kodoénu je dlouha 1821 bp.

384 bézi od konce je vyztena oblast, ktera je&ftitelnd enzymem Xbal a byla vyuzita k testovanéspého
zaklonovani sekvence.

RefSeq NM_027411.:

ATTCAAAAATCCCCGGCGCTTACTTAGCAGTGCTGCTGCCGAGTGAAGAGGGAGTTATTTCTGTGCTG
AGGTGGAGTTAGTGTCACGAATCTGGGAGTCCAGTGCTCTCCGGACAGGCCTCCGGTTGCAGCAGCCAG
GAAGCGTGAGGAGAGAGTAGGTTGAGAACAGACATC-GAGGCAGATATCACAAATCTTCGGAACAA
ACTCAAAGAGTGTGAAGACGAGCGACTGAAAGCTGCACACTATGGCCTACAGCTCTTGGAGAGGCAGA
CGGAACTGCAGAGCCAACTGGATAAATGTCATGAAGAAATGATGATCACAGCAGAGAAATACAACCAA
GAGAAGCATGCCCTTCAAAGAGAAGTGGAGCTCAAGAGTCGGATGTTAGACAGCCTGAGCTGTGAGTG
TGAAGCTCTGAAACAGCAGCAGAAGGCGCAGCTGGAGCAGCTAGAGGTGCAGCTACATAGGAGCCACC
GGCAGGAAGTGAGCGACCTGAAGAACAAGTTAGAAAATCTGAAAGTGGAATTGGATGAAGCAAGGCT
TGGCGAGAAGCAGCTGAAGCAGAAGCTGGATCTGCAGGGGGAACTTCTCGCTCACAAGTCAGAAGAGC
TCCGGCTCCTGTCTGAGCAGAGAGTGCTCAGTAGCATGTCTTCGGAGCTGCTGGCTCTTGAGACTGAGC
TGACGGCAGCGGAAGGTGTGAAGAATGCCCTCAAAGAAGAGGTGAATGAACTGCAGTACAAACAAGAG
CAGCTAGAATGTCTCAATACTTCCTTACTGCACCAGGTAGACAGGCTTAAAGAAGAAAAAGAGGAGCG
TGAGAGAGAAGCGGTCTCTTACTATAATGCCTTGGAGAAAGCTCGTGTAGAGAACCAGGATCTTCAGG
TACAGCTGGGTCACGCACTCCAGCAGGCGGCGGACCCCAATAGCAAAGGGAACTCGCTGTTCGCAGAGG
TGGAGGATCGAAGGGTGGCAATGGAACGCCAGCTCAACTTGATGAAAGACAAATACCAGTCACTGAAG
AAGCAAAATGCGTTCACCAGAGATCAGATGAACAAGATGAAGTTACAAATCTCCACATTGCTGAGGAT
GAGGGGCTCGCAGACTGAGTTTGAACAGCAGGAGCGGTTGTTTGCCATGATAGAACAGAAGAATGGTG
AAATAAAACACCTTTTAGGGGAAATTAATAAACTGGAGAAATTTAAGAACTTATATGAAAGTATGGA
ATCGAGGCCTTCCACATCAGACACCGCTTGTGTGCTAGAAGACAGCACCTATTACTCAGATCTACTTCA
GCTGAAGCTTGATAAGCTAAACAAAGAAAATGAAAGCACAAAGGACGAGCTGTCCATCCAGAGGATGA
AGGCTTTATTTGAGAGCCAGCGGGCCCTGGATATTGAGCGGAAACTGTTTACAAATGAAAGACACCTG
CAGCTCTCAGAAAGTGAAAACATGAAACTGAGAGCGAAGCTAGATGAACTCAAGCTGAAGTATGAACC
GGAAGAGAGAATTGAAGTACCTGTACTCAAAAGGAGGCGCGAGGTGCTGCCATTGAATATAACCACGC
CAGAAGAAACAGAAGAAACAGCTGCTGCCAGTGCCACTGAGGATGGAGTTTCTAGACTCCCACCTCAC
AGGGAGGAGGAATCCTGTCTTAATAGCTTAAAAGATAACACTGTGCAGTGGAAACAGCCAGCCTCTTC
ATGTGTGCAGCCAGCCAGCCTCTCTCCTCATAAGAACCTGCATCTGGATACACAGCCGAAGAAGGAGAA
GAAGTGTGTGAAGCTTGTGGATAGTCCGGCCAACATTGAGGTCTTACATGAACAAAGTGGGAATACCC
CCAATTCTCCCAGGTTAACTGCAGAATCAAAGCTTCCAACAGAAGTGAAGGAAAGGATAGAAACTACA
AGCAAATTGGGAAAAGGAGCTTGTAAGAAATCACACAACATCATATATGTGTCCTCAAAGTCAGCCCC
AGAAACGCAGTGCTCACAGCAG-TGAGGCCTGCGCGCTGGGCCACGCTAACCATCGCTCCTATGCGT
GGGACACCCTTGTGGAGCTTTGCATAGGTCAGTGCTGAAGCCTGGCGTGCTCGCACCGCTGTGACCAAG
ACTTCCGATGTGGCTGTGATTCTGACCCATAAGTCCTTAACTGATGATCCTTCTCAGAACTGTGGGTCA
CAGGGAACAGACCAGATCAGAAGAGAATGGGAGAATTTAAACCTACTTGCTGTGTTGGATGTGGAGTT
TGAACATGGTTAAATAATCTGTCATAAGAACCAAAAATTAGAAAATGGAACACTTAAAATTATTTAT
AATTTTCTTTGTACATCGTTTTGCACTTAGATTTTCCTTGTCTTGTAAAAATAATGAAATTGGCTTGA
AAATATATATTACTACAAAATGTTTTAAAGTGTGAAGTACCTATATTCATATGTGTAATTTAGATTTT
ATGACTCAAACATCAATAATTTTGAAATTTAAAATAAAATTGCAGTAATTTCTTCTAAAAAAAAAAA
AAAAAA
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10.2 Sekvence mSpindly ziskana z testikularni mRNA

V sekvenci, kterd byla ziskana z testikularni mRISA,vyskytlo gkolik chyb, které jsowerver vyznaeny.
Divodem je mozna existence jiného typu proteinu wotmkdych buikach, ze kterych byla jeho sekvence
ziskana. Chyby vSak vedly k z&nd aminokyseliny u proteinu pouze v jedinéfiipact a tim je Sed vyznaena
trojice bazi GAT misto GCT. Tato mutace vede k aaéni alaninu za kyselinu asparagovou. Znazojm ORF
Usek sekvence proteinu mSpindly ohtany START a STOP kodénem.

ATGGAGGCAGATATCACAAATCTTCGGAACAAACTCAAAGAGTGTGAAGACGAGCGACTGAAAGCTGC
ACACTATGGCCTACAGCTCTTGGAGAGGCAGACGGAACTGCAGAGCCAACTGGATAAATGTCATGAAG
AAATGATGATCACAGCAGAGAAATACAACCAAGAGAAGCATGCCCTTCAAAGAGAAGTGGAGCTCAAG
AGTCGGATGTTAGACAGCCTGAGCTGTGAGTGTGAAGCTCTGAAACAGCAGCAGAAGGCGCAGCTGGA
GCAGCTAGAGGTGCAGCTACATAGGAGCCACCGGCAGGAAGTGAGCGACCTGAAGAACAAGTTAGAAA
ATCTGAAAGTIGAATTGGATGAAGCAAGGCTTGGCGAGAAGCAGCTGAAGCAGAAGCTGGATCTGCAG
GGGGAACTTCTCGCTCACAAGTCAGAAGAGCTCCGGCTCCTGTCTGAGCAGAGAGTGCTCAGTAGCITG
TCTTCGGAGCTGCTGGITCTTIAGACTGAGCTGACGGCAGCGGAAGGTGTGAAGAATGCCCTCAAAGA
AGAGGTGAATGAACTGCAGTACAAACAAGAGCAGCTAGAATGTCTCAATACTTCCTTACTGCACCAGG
TAGACAGGCTTAAAGAAGAAAAAGAGGAGCGTGAGAGAGAAGCGGTCTCTTACTATAATGCCTTGGAG
AAAGCTCGTGTAGAGAACCAGGATCTTCAGGTACAGCTGGGTCACGCACTCCAGCAGGCGGCGGACCCC
AATAGCAAAGGGAACTCGCTGTTCGCAGAGGTGGAGGATCGAAGGGTGGCAATGGAACGCCAGCTCAA
CTTGATGAAAGACAAATACCAGTCAITGAAGAAGCAAAATGCGTTCACCAGAGATCAGATGAACAAGA
TGAAGTTACAAATCTCCACATTGCTGAGGATGAGGGGCTCGCAGACTGAGTTTGAACAGCAGGAGCGG
TTGTTTGCCATierGAACAGAAGAATGGTGAAATAAAACACCTTTTAGGGGAAATTAATAAACTGGA
GAAATTTAAGAARTTATATGAAAGTATGGAATCGAGGCCTTCCACATCAGACACCGCTTGTGTGCTAG
AAGACAGCACCTATTACTCAGATCTACTTCAGCTGAAGCTTGATAAGCTAAACAAAGAAAATGAAAGC
ACAAAGGACGAGCTGTCCATCCAGAGGATGAAGGCTTTATTTGAGAGCCAGCGGGCCCTGGATATTGA
GCGGAAACTGTTTACAAATGAAAGACACITGCAGCTCTCAGAAAGTGAAAACATGAAACTGAGAGCIA
AGCTAGATGAACTCAAGCTGAAGTABGAACCEBGAAGAGAGAATTGAAGTACCTGTACTCAAAAGGAGG
CGCGAGGTGCTGCCATTGAATATAACCACICCAGAAGAAACAGAAGAAACAGCTGCTGCCAGTGCCAC
TGAGGATGGAGTTTCTAGACTCCCACCTCACAGGGAGGAGGAATCCTGTCTTAATAGCTTAAAAGATA
ACACTGTGCAGTGGAAACAGCCAGCCTCTTCATGTGTGCAGCCAGCCAGCCTCTCTCCTCATAAGAACC
TGCATCTGGATACACAGCCGAAGAAGGAGAAGAAGTGTGTGAAGCTTGTGGATAGTCCGGCCAACATT
GAGGTCTTACATGAACAAAGTGGGAATACCCCCAATTCTCCCAGGTTAACTGCAGAATCAAAGCTTCC
AACAGAAGTGAAGGAAAGGATAGAAACTACAAGCAAATTGGGAAAAGGAGCTTGTAAGAAATCACAC
AACATCATATATGTGTCCTCAAAGTCAGCCCCAGAAACGCAGTGCTCACAGCAG-
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10.3Mapa vektoru pRNA

Modfre je vyzn@en promotor pro transkripan vitro, odkud se syntetizuje cRNA, ztustart a stop kodony pro
translaci cRNAIn situ v oocytu, ¢erverg rozpoznavaci mista pro restfik endonukleazy (Nhel — misto pro
vloZeni insertu — mSpindly), fialévmisto pro restri&ni endonukledzu, kde se vektor linearizujée(Rato a
upraveno z McGuinness et al., 2009). Vektor byl ifikkavan a pouzit pro vytvieni GFP-Spindly cRNA.

insert:

Spindly

T3

— FP:
globin 5'UTR-EcoRl - AGCCACCATG-Nhel-| EGFP |-SpelTAA-Notl-globin 3'UTR...Ascl...

In vitro transcription start

globin 5'UTR ~ 80bp

Sites for ORF insertion globin 3'"UTR ~ 200bp

(ORFs in frame without
start and stop codons)
Vector linearization

sequencing primers:

M13F: GTA AAACGACGGCCAG
M13R: CAGGAA ACAGCTATG AC
RNAvup: AAGCTTGCTTGTTCTTTTTGCA
RNA v lo: ATTATGTAGCTTAGAGACTCCA

pRNA-insert-FP
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