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Studium polyadenylace mRNA pro Emil a Emi2 a zmény jejich
exprese na urovni proteini béhem meiotického zrani savcich
oocytl

Study of Emil and Emi2 mRNA polyadenylation and ganges of
Emil/Emi2 mRNA expression on the protein level during mestic
maturation of mammalian oocytes

Souhrn

Praibéh meiotického zrani jéizen celou kaskadou reguatdch molekul a komplak
DuleZitymi regul&nimi proteiny meiotického zrani js@élenové Emi/Erp rodiny — proteiny
Emil a Emi2. Jejich hlavnilohou je regulace meiotického (ale i mitotickéh@)edi
piimou inhibici APC/C (anaphase promoting komplexieyome), ktery ma za ukol
spoustni rozestupu chromosando dcéinych burgk. Emil i Emi2 jsou dlezitou sodasti
CSF (cytostatic factor), ktery ma za kol stabdiza udrzeni MPF (metaphase promoting
factor), Bhem anafaze Il, ktera je nezbytna pro zastavenbdsya vytvdeni meiotického
bloku. Jakmile jsou hiky schopny se dit, MPF pomoci fosforylace Cdk aktivuje
kontrolni body v meiose a mitose. Emil a Emi2 nagly nezastupitelnou roli v regulaci
meiosy (pop. mitosy) a bez nich by toto zrani nemohlo bytigcire dokorteno, coz bylo
jednim z divoda, prat jsme se ve svém vyzkumu z&iihi praveé na re.

Cilem prace bylo zmapovat a porovnat expresi EmiEnai2 proteii a miru
polyadenylace jejich mRNA v fibehu meiotického zrani saéich oocyti a dale owieni
hypotézy, Ze exprese Emil a Emi2 se liSi v jedwath fazich meiotického zrani a je
v ptimé zavislosti na polyadenylaci 3" konci odpoviciaii mRNA.

Byla analyzovana délka poly(A) komanRNA a exprese Emil a Emi2 na urovni
proteini v pribéhu in vitro meiotického zrani (IVM) pragseh a mySich oocyt
Sledovanymi a porovnavanymi stadii zrani byly: pmaf | (tzv. germinal vesicle - GV
faze), oocyt po rozpadu jaderné membrany (tzv. geinvesicle breakdown — GVBD
faze), metafaze | (Ml faze) a metafaze 1l (Ml faz€e studiu exprese protéirbyl pouZzit
Western blot. K analyze délky poly(A) kandyl vyuZit poly(A) test s naslednou PCR
amplifikaci a DNA PAGE.



V této praci se nam potilp ovéiit hypotézu, Ze exprese prot&iEmil a Emi2 se liSi
v jednotlivych fazich zrani oocytu a je Wimé zavislosti na polyadenylaci 3" konce
odpovidajicich mRNA. Tato hypotéza se nepotvrddaze u mRNA pro Emil u pradeh
oocyti, kde nebyla polyadenylace prokazana.

Protein Emil byl u pragé&h oocyti detekovan ve vSech fazich zrani a jeho exprese
vzrastala od GV ke K20, kde dosahovala svého maximaskedr klesala. U mysich
oocyti byl detekovan ve fazich GV, GVBD a MI a jeho n&Sikoncentrace byla ve fazi
GVBD. Protein Emi2 byl detekovan pouze ve fazi Mllpraséich i u mysSich oocyit
Signal mRNA pro Emil u pragieh oocyt rostl od faze GV, svého maxima dosahoval ve
fazi K20 a nasledhaz do faze K44 klesal. Polyadenylace zde nebytkgaana, ale
detekce mRNA pro Emil je ve shode sledovanou expresi proteinu Emil. Signdl mRNA
pro Emil u mysSich oocgtse shoduje se sledovanou expresi proteinu. Néjgigi$al byl
zjisten ve fazi GV a GVBD, kde je mRNA polyadenylovanadsled® klesa a dochazi
k deadenylaci ve fazi Ml a MIl. Detekce mRNA pro 2nu praséich oocyti byla
nejsilngjSi ve fazi K20, kde se potom postéppolyadenylovala az do faze K44, kde
muazeme vidt velky posun signalu, tudiz disb detekovatelny poly (A) konec. Tato
polyadenylace je ve shdde sledovanou expresi proteinu Emi2. U mysSich tiobyla
viditelna polyadenylace od faze Ml do faze MIl, geZrovreZz ve shod se sledovanou
expresi proteinu Emi2.

V dalSim studiu bude PCR produkt pro Emil u p¥ade oocyti osekvenovana a
potom bude navrhnut novy, specificky primer, pormkterého se budeme snazit prokazat
polyadenylaci této mRNA a porovnat ji se sledovaaxpresi proteinu Emil.

Kli ¢ova slova: meiosa, oocytexprese protein polyadenylace mRNAEmMIl, Emi2



Summary

A whole cascade of regulatory molecules and congsleontrols the progression of
meiotic maturation. Important regulatory protein roeiotic maturation are also two
members of Emi/Erp family — proteins Emil and EnfiBeir main role is the regulation of
meiotic (and mitotic) division by direct inhibitiorof APC/C (anaphase Promoting
Complex/cyclosome). APC/C is responsible for teiggg separation of chromosomes into
the daughter cells. Emil and Emi2 are importantspafr CSF (cytostatic factor), their task
is to stabilize and maintain MPF (Metaphase PromgoEactor) during anaphase II, which
is essential for stopping meiosis and for the distatment of meiotic block. As soon as the
cells are able to divide, MPF by Cdk phosphorylat@gativates checkpoints in meiosis and
mitosis. Therefore Emil and Emi2 have an essertlal in the regulation of meiosis (or
mitosis) and this maturation can not be completéthout them. This was one of the
reasons why we have focused on research of them.

The aim of this thesis was to map the expressidénafl and Emi2 proteins and the
degree at the mRNA polyadenylation during the meiditzision of mammalian oocytes.

The monitored and compared stages of maturatidn imopig and mouse oocytes
were: prophase | (GV), the oocyte after the breakdof the nuclear membrane (GVBD),
metaphase | (Ml) and metaphase Il (MIl). Westewt blas used to study the expression of
the proteins. The length of poly(A) tails of mRNAurthg in vitro meiotic maturation
(IVM) was analysed by poly(A) test followed by a R@mplification and DNA PAGE. In
this thesis we proved our hypothesis that the esgiwa of the proteins Emil and Emi2
varies in different stages of oocyte maturation sdependent on the polyadenylation
of 3 'end of the corresponding mMRNA. This hypothasas not confirmed only for Emil
MRNA in porcine oocytes where the polyadenylati@swot proved .

The Emil protein was detected in all stages in @ogytes and its expression
increased from the GV stage to K20 (GVBD) staghenvit reached its peak and then
decreased. In mouse oocytes, Emil was detectedro@y, GVBD and MI stages and the
highest concentration was in the GVBD stage. Inddwee of Emi2 protein, the expression
was detected in both mouse and pig oocytes in tHeg(H44) stage. The signal of Emil
MRNA in pig oocytes rose from the GV stage, readitegeak in the stage of K20 and

subsequently decreased to the K44. Polyadenyldiem not been confirmed, but the



detection of mRNA for Emil is consistent with theserved protein expression. The signal
of MRNA of Emil in mouse oocytes coincides with dieserved protein expression. It is
highest in GV and GVBD stages where the mRNA igpdénylated then it subsequently
decreases and deadenylation occurs in Ml and M{est. Detection of mMRNA of Emi2 in
porcine oocytes was highest in the K20 stage, thEeNA is then gradually
polyadenylovated up to the K44 stage, where weseagnwell detectable poly(A) tail. This
polyadenylation is consistent with the observedginoexpression of Emi2. In the mouse
oocytes there was visibly lower polyadenylatiomirMl phase to Mll phase, which is also
consistent with the observed Emi2 protein expressio

In further studies we will sequence the PCR pro@ficcmil from porcine oocytes
and then we will subsequently design a new spepifimer. Using this specific primer we
will try to demostrate the mRNA polyadenylation atmimpare it with the expression of

Emil protein.

Keywords: meiosis, oocyteprotein expression, polyadenylation of mRN&mil, Emi2
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1 UVOD

Slechtni hraje stale nezastupitelnou UGlohu nejen veigiaké vyrols, ale |
v zajmovych chovech zkdt. Aby vSak mohlo byt samotné Slesiit realizovano, je
nezbytné sprawnporozungt funkci pohlavniho aparatu zat, a to nejen z anatomického a
fyziologického hlediska, ale ro¥na z hlediska biotechnologii a molekularni biologie.

Diky novym biotechnologickym poznatk Ize |épe zhodnotit a detekovat rizikové
faktory reprodukni vykonnosti hospodakych zviat, které pak mohou byt aplikovany i do
humanni mediciny. V dnesni dbje proto ginosny vyzkum fedevsim na modelu prasete,
a to z divodu zn&né podobnosti a aplikovatelnosti i dhoveka. V dok, kdy kazdym
rokem vzfistad p@et pafi, které maji znéné problémy s reprodukci ma tento vyzkum
zasadni vyznam.

V reproduknich biotechnologiich je velmi vyznamna zejmémnavitro produkce
oplozeni schopnych oodyt nasledé také Zivota schopnych embryi. Detailni &eni a
porozungni biochemickych procés Gcastnicich se jejich spravného vyvojdistu a
meiotického zrani je pro reprodir biologii a patologii zcela nezbytné.

Proto jsem se ve své praci z#ita praw na dilezité regulatory bustného zrani, a to
proteiny Emil a Emi2. Tyto proteiny byly jiZad praci zkoumany, alerpdevsim se
tento vyzkum provad na modelu Zzab -Xenopus Leavis, ktery se od sawcv mnoha
hlediskach dost odliSuje. To byl pganlavni divod, pr& jsem se rozhodla tyto proteiny
zkoumat pra¥ na sa¥im modelu — konkréthu mysi a prasete. MySi model jsme si vybrala
zejména kvuli dostupnosti vzarka praséi model z dvodu dobré aplikovatelnosti
v humanni medicih

Tato prace navazuje na motegeSlou vyzkumnowinnost a na zaklad drive
zjistenych poznatk jsou v této praci upraveny metodiky a réxrvyuzity no¥ navrhnuté

primery pro mRNA Emi2.
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2 CILPRACE

Cilem prace bylo zmapovat a porovnat expresi aviaktEmil a Emi2 proteiin a
miru polyadenylace jejich mRNA v {gichu meiotického zrani séich oocyti a déle
owvéieni hypotézy, Ze exprese Emil a Emi2 se liSi vgdihych fazich zrani oocytu a je v

piimé zavislosti na polyadenylaci 3" konci odpoviciaiji mRNA.

-12 -



3 LITERARNI RESERSE

Jednim z kifovych objekti reproduknich biotechnologii jsou préwsaméi gamety -
oocyty, kterym se buduémovat v nasledujicim textu. Ooycty se vyvijeji veitknich
samtich reproduknich organech — vajaicich (ovériich). V nichz musi projit nejen

oogenezi, ale i naslednym meiotickym zranim.

3.1 Oogeneze

Patatek oogeneze je u sdvgiz ve fazi embryonélniho vyvoje, kdy z PGC
(primordial germ cells) vznikd velké mnoZstvi oogonii (Anger, 2001), z dicke déle
vyvijeji zralé, oplozeni schopné oocyty (Romanovsky efl@B8) Nediferencované oogonie
musi zredukovat sy geneticky material z diploidniho (2n) na hapldidn), coz se ge v
prabéhu redukniho cleni — meiosy (Wassarman, 2008)yto haploidni biky se poté
diferencuji do zralych gamet (Simmons et Snust@@9p

Proces oogenezeureme rozdlit do tii fazi: faze mnozeni zarotteych burk, faze
jejich rastu a faze zrani. 8em poseldni faze vznika v jednom primarnim folikpbuze
jeden oocyt a dv polova tliska, tzv. pélocyty, coz je odlisné od sdho meiotického
zrani - spermatogenezeii fxteré z jednoho primarniho spermatocytu vznildagpermie
(Simmons et Snustad, 2009).

3.1.1Faze mnozeni zarodénych bunék

PGC

Primordialni zarodaé buiky se vyvijeji jiz Bhem pohlavni diferenciace satifio
plodu (Romanovsky et al., 1988). PGC jsou zalojakg populace progenitorovych bikn
ve velmi ¢asném — presomitovém obdobi, a to jako prvni difgoyand embryonalni
burééna linie (Buehr, 1997). Neftve vznika maly shlukéchto burk, ktery se postugn
zatne fenotypow odliSovat od bugk somatické linie a nasledrproliferuje do &kolika
tisici. Kjejich normalnimu vyvoji pdt také typickd migrace. Z mista jejich prvni
lokalizace v proximalnim epiblastu se PGGiky postupg vydavaji na dlouhou cestu skrz

vyvijejici se embryo az do mezodermalni oblastangv genitalni lista. Po dosazni této

-13 -



oblasti se vyvoj zarodeych burk odehrava jiz jen v gonaddach. Zde piléddaji svou
koneEnou maturaci.

Na paatku se musi PGC odit od somatickeé linie, Kemuz dojde fedevsim diky
pusobeni jejich signalnich drah (Ewen et Koopman,920®rvni studie vzniku PGC
predpokladali, Ze vznikajiipmo z entodermu Zloutkového dku (Chiquoine, 1954), ale
tento gedpoklad byl zahy vyvracen Ozdzenskim (1967), ktewadi, ze se formuji v
sousednim extraembryonalnim mezodermu a Ze ke k@strulace vstupuji druhatrdo
entodermuPoté primordialni zarodaé buiky aktivié migruji do zadnitasti embrya, kde se
nakonec usidli v mistvznikajici pohlavni liSty nanesonephros. Behem migrace do pohlavni
liSty se primordialni zarodeé buiky n¢kolikanasobg mitoticky dli (Freeman, 2003).

Podle Eddyho et al. (2005) se haeni migrace do budoucich gonad s #&jv
pravcEpodobnosti podili protein podobny transformujicimistovému faktorl (TRB1),
ktery je v mist budoucich gonad sekretovan.

Oogonie a oocyty

Primordialni zarodeé buky, nachazejici se v zarage liS€, se néni na oogonie
ve chvili, kdy se pesouvaji na povrch gonad a z&uwjo se do jejich &ry (Wassarman,
1988). Oogonie se dale mitotickyeld a vznika z nich #&olik miliont nezralych
pohlavnich bugk (Stipek, 2009). Proces vzniku oogonii se v sedmésici gravidity
redukuje (Anger, 2011) a kolem oognii se nasledihlukuji buiky pochazejici z
mesonephros. Jakmile jsou oogonie obklopengntito burkami (prekurzory folikularnich
burek), zahajuji replikaci DNA (Bielanska - Osuchowsk406) a vstupuji do prvniho
meiotického dleni, diky kterému se z nich stavaji transé&nip aktivni 4C oocyty, které
jsou obklopené jednou vrstvou granuldéznich dunTento Utvar se nhazyva jako
primordiélni folikul (Anger, 2001).

Patet primordialnich folikuk pro celé reproduti obdobi samice neni viak kéng,
tak jak uvadli starSi prameny (Kliment et Kliment, 1989; Marvah al., 1992), ale dle
studie Johnsona et al. (2004) dochazi¢jeghem pohlavni dostosti k tvorke novych
primordidlnich zarodsych burk ze zarodénych kmenovych buik (GSC - germline

stem cells).
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3.1.2Faze nistu zarodanych bunék a folikulogeneze

Faze tistu oocytu zahrnuje dlouhé obdobi a trvad az do &gahlavni¢innosti. Od
zatatku pohlavni dosfhosti v pribéhu kazdého ovaridlniho cyklu vstupuje do faastu
vzdy rekolik primérnich oocyi. Pro toto obdobi je charakteristickist jadra, hromathi
kortikalnich zrn pod buftnou membranou arpdevsim aktivni syntéza RNA a protigin
(Marvan et al., 1998). Dochazi také keitdovani endoplazmatického retikula, Golgiho
komplexu a gibyvani mitochondrii, které se pravidélrozmig’uji v cytoplazn¢ (Motlik et
Kubelka, 1990).

Kazdy primordialni oocyt je uloZzen ve folikulu, kfese postupé tvori shlukovanim
somatickych bugk, a ktery hraje vyznamnou roli ve vyvoji vlastnibocytu (Motlik a Fulka,
1986). KdalSimuvyvoji oocytu afolikulu tak dochazi satasré (Wassarman, 1988). V
primordialnich folikulech, jak jiz bylo uv&do v predchozim textu, nasledrdochazi k
zahajeni meiosy. Naiklad u pras&ch embryi z&ina meiotické deni jiz okolo 40. dne
Zivota plodu (Hunter, 2000). Oocyty a folikuly se pahajeni meiosy neozZnagi jiz jako
embryonalniho vyvoje,ipd narozenim samice (Mauleon, 1978).

Primarni folikuly jsou z vyvojovych stadii folikal nejmensi (velikost primarniho
folikulu se pohybuje dle Sladka (1986) kolem 30 - 5@um), ale zato nejp@tnji
zastoupené (Marvan et al., 1992). Vyskytuji sel’ bednotliw, nebo tvei skupiny
VvV nejzevrjsi vrstw vajecnikové kiry, tésné pod Elavym obalemtlnica albuginea). Jedna
se o utvary kulovitého tvaru, které se skladajfimprniho oocytu (ozrimvaného takeé jako
oocyt |.fadu), ktery je obklopen vrstvou kubickych nebo pharh folikularnich busk. Po
narozeni ma kazda samice ve vaj&u zasobu velkého ptu primarnich folikulh. Marvan
et al. (1992) uvadi souhrng u savé 50 - 200 tisic, Monniaux et al. (1997) u¥fd u
krdvy 100 tisic, u prasnice 210 tisic, u mySi pahylO tisic a u Zeny az 500 tisic
primarnich oocyt.

Z celkové zasoby primarnich ootye vSak velké mnozstvi dale nevyviji a podléha
atrézii (zaniku). K tomuto jevu dochazi po celyatisamice, nejvice ale v prepubertalnim
obdobi a v obdobi kaici pohlavni aktivity. | pes tuto skuténost Zistava ve vajgnicich
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pohlavrgé dosglé samice mnohonasobrétSi mnozstvi folikul, nez je schopno za cely jeji
Zivot dozrat (Hsueh et al., 1994; Marvan et al92)9

Jednotlivé primarni folikuly se 2t8uji a transformuji v rostouci sekundarni folikuly
nasledd poté ve folikuly antralni (gchyrkovité folikuly) (Motlik et al., 1984) a ve
folikuly Graafovy, ozn&ované také jako folikuly ovuéai ¢i tercialni. Vznik Graafova
folikulu z rostouciho folikulu zavisi natpobeni hormain a z&ina @i dosazeni puberty,
kdy se tonicka hladina luteinigaiho (LH) a folikulostimul&niho hormonu (FSH) zéna
zvySovat a klesat s jopehem kazdého estralniho cyklu (Reece, 2011).

K rastu primarniho folikulu dochazir@devsim diky tomu, Ze dochazi kestdovani
oocytu. Vajeéna buika se z¥tSuje na zaklad ukladani zasobnich bek - Zloutkovych
inkluzi, které uklada ve své cytoplaznfrolikularni buiky se z¥tSuji také diky tomu, Ze se
mitoticky &li, ¢imZ se znasobi jejich pet. Postupé tak obaluji v gkolika vrstvach cely
oocyt (Marvan et al., 1992). Jak uvadi Knoz (19v®to fazi se velikost ooaytl. fadu
zvétSuje az 10 tisickrét.

Pied samotnou ovulaci (Sipek, 2010), kdyZ je prim@wéyt obklopen vice nez
jednou vrstvou folikularnich bwk, dochazi ke vzniku tzv. sekundarniho oocytu (Bppi
2001). Je dokafena prvni meiosa a je v§léno prvni pélovédisko (Sipek, 2010).

Vrstva folikularnich budk, kterd ma cylindricky tvar a négngji priléha k oocytu je
ozn&ovana jakocorona radiata. Folikularni buiky vytvéieji okolo oocytu jest dalSi
vrstvu, ktery se nazyva jakmna pellucida. Jedna se o fsvitny, glykoproteinovy obal
(Marvan et al., 1992), ktery se sklad&gevsim zert (myS) nebatyi (¢lovek, skot, prase)
zékladnich glykoprotein ZP1, ZP2, ZP3 (a ZP4), které vyfef podstatnouiast jeji
hmoty (Gupta et al., 2007). Glykoproteiny ZP2 é8AtAxi heterodimer, ktery je propojen
pomoci glykoproteinu ZP1. ZP3 umage primarni navazani spermii, u kterych vyvola
akrozoméalni reakci (Brewis et Wong, 1999). Tatoelakce mezi spermii a zonou
pellucidou je zalozena préwna rozpoznani ditych sacharidovych slozek glykoprotéin
zony pellucidy proteiny na povrchu spermie (Yoneaawal., 2007). Hlavni funkci ZP2 je
vazba se spermii a jeji udrzeni na ZP po dobu akméini reakce (Hoodbhoy, 2004).
Funkce gylkoprotein ZP4 je vyvolani akrozomalnikesa(Wassarman, 2008).

Jak uvadi Reece (2011) néasleduje obdobi, kd§ewdj buika intenzivig roste. Mezi

folikularnimi buikami oocytu se zmou tvdit malé Sérbiny, které jsou vyplény
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folikularnim mokem. Tyto $tbiny se postuphzwtSuji a slévaji se, az daji za vznik tzv.
antralni dutig (antrum). Podle vytvéené antralni dutiny se ro¥h ozn&uje folikul v této
fazi ristu jako folikul antralni, neboli &chyrkovity. Antralni folikul je gFedposlednim
stadiem folikulogeneze (Sipek, 2010). Ma lehceidwiotvar, ficemz jeden jeho pdl se
zanduje hluboko do #ry vajeiniku a druhy je blize k vajaikovém povrchu. DalSim
zwetSovanim folikulu, zafcinénym stale probihajicim mnozenim folikularnich &kira
zwetSujici se antralni dutiny, dojde k vyklenovaniikalu nad povrch va&niku. Tento
folikul je poslednim vyvojovym stadiem a jak bylgkedchozim textu jiz uvato, nazyva
se jako folikul tercialni, ovulmi ¢i Graafiv. Méti okolo 15 — 20 mm (Sova et al., 1981),
ale jeho velikost se u jednotlivych diubnane odliSuje. Napiklad praseéi oocyty rostou v
praméru z 30um do 120um a jejich dst je téndt kompletni ve folikulu velkém 1,8 mm
(Motlik a Fulka, 1986).

Obal Graafova folikulu tvid dvé vrstvy — vnitni vrstva theca folliculy interna) je
bohatd na hiky a vnejSi vrstvatfeca folliculy externa) je vazivova a hojh se zde
vyskytuji cévy (Reece, 2011). Uvhibbalu se nachazi granulézni vstvaratum
granulosum), kterou tvdéi 4-5 vrstev granuldznich beék vystylajicich prostornou
folikularni dutinu. Shlukdchto granul6znich buk (Sova et al., 1981) na steandvracené
od povrchu vajéniku zesiluje v tzv. vejconosny hrbolek (Marvarakt 1992) vyklenujici
se dovnit folikularni dutiny, ktery ve svém igdu nese samotny oocyt (Marvan et al.,
1992). Granulozni hiky maji krone obaloveé funkce vyznamnou inkir@ aktivitu, protoze
vylucuji estrogeny. Estrogeny jsou ovSem wgudny i thékalnimi bikami (Reece, 2011).

Jakmile oocyt dosdhne své plné velikosti a meiétikbmpetence (coz popisuje
nasledujici podkapitolageka na signal ve forénnahlého zvyseni luteinizaiho hormonu
(LH-peak) (Solc, 2003). Dochazi k prasknutingt Graafova folikulu a k uvolmi oocytu
(ovulaci), ktery je zachycen vejcovodem, pomoéhat dale putuje sénem Kk dloze
(Reece, 2011). V ovulovaném oocytu dochazi ke zraivéjeni meiosy (Solc, 2003).

Meioticka kompetence

Meioticka kompetence je schopnost oocytu proces®tBGznovuzahdjit a dokatit

meiosu (Sorensen et Wassarman, 1976). Pouze nkgigtienpetentni oocyty jsou schopné
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piekonat G2 kontrolni bod (Fulka et al., 1994) a ipfojokem prvniho meiotickéhocteni
(Hunter, 2000).

Pri premeng preantralnich folikul ve folikuly antralni dochazi v oocytu KileZitym
vyvojovym zmenam. Red vznikem antra se oocyty nedokézi vyvijet zaodguini fazi
prvniho meiotického deni (Eppig, 2001). Nejsou nad&ku svéhotstu schopny zahajit
zrani a jsou takzvairzcela meioticky nekompetentni (Motlik et al., 198307 je, jak uvadi
Eppig (2001) diky nedostatku regémdch molekul, které jsou pro dalSi postup meiosy
nezbytné.

Pozdji, v dalSich fazich trstu jsou sice oocyty schopny zrani zahdjit, alesomej
schopny jej zcela dokéit, jsou tzv. casté&né meioticky kompetentni. AZ oocyty s
ukorgenym Kistem maji pla vyvinutou kompetenci (Motlik et al., 1984).

Tento proces je mozné ragidl do dvoucasti. V prvni fazi se oocyt stane schopnym
znovuzahajit meiotickédeni, dochazi k rozpadu zar@éeho véku a dosazeni metafaze
prvniho meiotického &eni (metafaze ). V druhé fazi ziskdva oocyt sclug vydlit
prvni pélové tlisko a podstoupit vyvoj az do stadia metafaze éinohmeiotického &eni
(metafaze 1l) (Wassarman et Albertini, 1994).

Jak vyplyva z pedeSlého textu, schopnost podstoupit kompletni tic&i® zrani se
vyviji postupr béhem istu oocytu (Motlik et Fulka, 1976). Odviji se mininé od
skute&nosti, Ze Bhem faze istu dochazi v oocytu k intenzivni transkripci, staci a
syntéze novych organel, které tvaadsobu pro nasledujici meiotické zrani a preintptai
vyvoj embrya (Petr et al., 1994). Nastup meiotikkénpetence koreluje také s formovanim
kompaktniho jadérka (Motlik et Kubelka, 1990).

Na biochemické drovni je dosaZzeni meiotické kompete charakterizovano
hromadnim neaktivniho komplexu pre-MPF (F8%/cyklinB), ktery se dale v antralnim
folikulu prestava hromadit a tento komplex je aktivovan (pfeFvise mini na MPF)
(Kanayama et al., 2002). Jak uvadi Masui et Marke971) je hladina MPF v oocytu pro
ziskani meiotické kompetence zasadni a jeho nesokbznovuzahadjit meiotickéeleni
muze byt z@isobena nedostateym mnozstvim odpovidajici mRNA, kterou je kdédovan.
Vice o meiotickych regulatorech bude popsano v ppi&le 3.4. Regulace meiotického

zrani. Krong téchto meiotickych regulatérse na ziskani meiotické kompetence podileji i
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hypofyzarni hormony. Zejména FSH, jehoZingk je zprostedkovan estrogeny
produkovanymi folikulem (Wassarman et Albertini 949.

Na meiotickou kompetenci dale navazuje tzv. vyvjempetence, kterd je spojena
s vyvojem zygoty do stadia blastocysty. Vyvojovauripetenci nabyva oocyt jizchem
svého zrani (Hyttet et al., 1997).

3.1.3Faze zrani oocytu

Do faze zrani vstupuji ptndorostlé oocyty, které jsou ve stadiu pozdnihdotigme
meiosy |. Bhem faze zrani postuprdojde k pemené meioticky kompetentniho ooocytu
na oocyt, ktery je schopn oplozeni (Wassarman8l98lavnim pozadavkem aby faze
zrani \ibec zapoala, je zvySeni hladiny hypofyzarnich hormion- konkrétg
folikulostimulujiciho hormonu (FSH) a luteinigaiho hormonu (LH) (Sutton et al., 2003).

Béhem této faze se dni nejen morfologie oocytu, ale dochazi takédadk
biochemickych zrn. Pro meiotické zrani je charakteristicka zejmégukce diploidniho
poctu chromosom (2n) na haploidni (n). Tento jev je velmi vyznamnslozkou zrani
oocytu, nebd je pro zdarny vyvoj oplozené véje buiky nezbytny. Po splynuti saiiho a
samtiho prvojadra musi mitasné embryo pré&vdvé sady chromosofy) jinak dochazi
k jeho zaniku (Alberts et al., 1998).

Meiotické zrani mizeme charakterizovat jako rozpad zakweho véku (GVBD),
kondenzaci chromatinu, formacilttiho weténka, vydleni prvniho polovéhoéliska
(PB1), pechod mezi meiosou | a meiosou ltiflgmz je potldeni S-faze buitného cyklu)

a nasledné zastaveni meiosy v druhém meiotickékul{echmitt et Nebreda, 2002).

Oocyty, které se nahcazeji ve fazi prvniho meiéick bloku obsahuji
dekondenzované chromozomy, které jsou obklopenérjad strukturou - zarodeym
v&kem (GV —germinal vesicle). Jak jiz byloteceno, znovuzahgjeni meiosyupeme
charakterizovat tim, Ze se chromozomy kondenzd@icazi k rozpadu tohoto zarédého
v&ku (GVBD —germinal vesicle break down) (Thibault et al., 1987). Motlik et al. (1984)
uvadi, Ze k GVBD u prasete dochazi po 16 - 18 tamfirkultivace in vitro, coz se ale
muze liSit v zavislosti na kultivaich podminkach (coz potvrzuji i vysledky kultivace
praseich oocyti v nasi laboratd, kdy k GVBD dochazelo az kolem 20 — 24 hodin

kultivace).
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Prvni meiotické deni pokr&uje stadiem metafaze | (Ml), ve kterém dochazi ke
kongresi chromosotna jejich séazeni v ekvatorialni rovindéliciho weténka. Postugn
dochazi k formovanim prvniho pélovéhdiska (Dekel et al., 1995). Dochazi r&Znk
segregaci chromosamv anafazi I. (Homa et al.,, 1993). Po ovulaci vsjepoocyt do
profaze druhého meiotickéhaldni a zastavuje se v metafazi Il (oocyty jsou aasty
v tzv. MIl bloku) (Kalous, 2011). MII blok vznikaikly aktivaci komplexu cyklinu B/Cdk1
(Cdc2) a jeho néslednou stabilizaci pomoci CSFogtgticky faktor) (Kishimoto 2003).
Meiotické cEleni oocytu je nasledndokorteno i jeho oplozeni (Sun et Nagai, 2003), kdy
dochazi k aktivenim stimulu na zakladzvyseni intracelularnich hladin volnych®#ontt
(Swann et Ozil, 1994). Teprve po oplozeny oocytehdai dokoteni meiosy Il a je
vydéleno druhého pélovéhsliska (PB2) (Sipek, 2010).

Ke zrani ooyctu v podminkacin vitro dochazi ¥tSinou diky vyjmuti oocytu
z folikulu a nasledné kultivaci ve vhodném médiu lxghibitoru (jak bude dale popsano

v metodice této prace).

3.1.4Regulace genove exprese Vv fbéhu zrani oocytu

MnoZstvi jednotlivych latek v bice jetizeno jak intenzitou jejich syntézy, tak i
intenzitou jejich odbouravani nebo vydeje. \ilthu Zivota jedné hiky je v ukitém
okamziku vyjadena vzdy jertést informace uloZzené v DNA, protoZe se syntetipojize
ty produkty gen, které jsou v daném okamZiku pronu nebo pro organismus pebné
(Stipek, 1997).

Jako genovou expresi ozigeme @j, ve kterém uplaiuje gen suj Ucinek na biiku
(nebo na cdely organismuskt$inou dikytizeni syntézy RNA (molekula RNA ike byt
prekladana do proteinu, ktery ma svou charakteristickktivitu) (Alberts et al., 1998).

Jak uvadi Simmons et Snustad (2009), je genetiok@&nmace ulozena v DNA
premeénéna v konkrétni buktné strukturyci metabolické procesy. Informace je uchovavana
v nukleotidové sekvenci géna pekladd se do aminokyselinovych sekvenci prdtein
prostednictvim nestabilnich intermedigvanych mediatorové RNA (mMRNA).

Jednd se o sloZity proces, ktery sestava z trggeekiDNA do RNA, naslednych

posttranskripnich Uprav tohoto primarniho transkriptu, transpdranskript strukturnich
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déjt z jddra do cytoplazmy, dale translacmRNA do patieindsledné posttrangta
Upravy proteif a jejich lokalizaci v biice (Stipek, 1997).

Béhem zrani oocytu dochazi k patei transkripce. Prévdiky tomuto faktu je
genova exprese regulovdna na uarovni translace.védei translace nashroméagich
MRNA bEhem oogeneze je kontrolovana&rami fosforylacetdznych inicignich faktofi,
jejich regulatoii a ribozomalnich protein Limitujicim faktorem translace je
pravcEpodobrg iniciace translace (Ellederova, 2004).

NejintenzivrjSi exprese genv oocytu probihaied tim, nez je znovuzahajena meiosa.
Poté jiz neprobiha té&hzadna (Moo ret Dai, 2001).

3.1.5Polyadenylace mRNA

VétSina mRNA se v oocytech tedy syntetizujeg prvnim meiotickym éenim a je
aktivni pouze v prvnich stadiich embryonalniho Jygvpo fertilizaci. Ped samotnou
syntézou mRNA pratlavaji chromosomy oocitnejprvecast&nou kontrakci, fi které se
vétSina DNA zkrouti do kompaktni masy (chromomerypensic¢ast vytvai podél hlavni
chromosomalni osy dlouhé stiky — Sttkovité chromosomy. ¥tSinou se jedna molekula
DNA tahne od jednoho konce chromosomu ke druh&rast DNA, ktera se nachazi uunit
chromomerni masy, neni aktivni (neprobiha v ni dkapce), naopak v postrannich
smykach dochéazi k velmi intenzivni transkripci. Ta gkle za&ina na jednom mist
blizko hlavni chromosomové osy, takZze se potoshen pohybu molekul RNA-
polymerazy podél iislusné smiky vytvareji dlouhéiettzce RNA. Kazda tato snika
pravcEpodobré predstavuje jeden gen, ktery kdduje jeden polypeplidettzec (Rosypal
et al., 1983).

Nasyntetizovana mRNA je chréma ed degradaci a velké mnozstvi RNA jghém
zrani uskladéno jako deadenylované transkripty spojené s prgtéioor et Dai, 2001). Do
aktivace takto inaktivni RNA jsou zapojen§zné mechanizmy jako fosforylace trarisizch
faktoni, ribozomové podjednotky, defosforylace polymerdaypedevsim polyadenylace
MRNA, o které bude howeno dale (Colgan et al., 1996).

Poté, co je DNA fepsana do struktury pre-mRNA (prekurzorova mRNAGHAZi
k n¢kolika dalezitym krokim, ozn&ovanym jako posttranskidpi Upravy. Mezi tyto ge

pati pridani 7-metylguanosinova (MG) &epicky k 5’ konci pre-mRNA (jejiz funkce
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spaiva v ochras mRNA pred degradaci 5° endonukleasami, regulaci jadertitéheportu
MRNA do cytoplazmy a excizi 5° proximalniho introauovréz takeé v iniciaci translace,
Ohno et al., 1987). DalSiméjil posttranskrignich Uprav jsosestih (splicing), pri kterém
dochazik odstrami introni (nekodujicich sekvenci v RNA-transkriptorf, 2006) a
editace, coz je z#ma inform&niho obsahu v molekulach mMRNAi€m slouzici jako
primitivni mechanismus pro zaj@&ti znmen profili genové exprese, Simmons et Snustad,
2009). Velmi dilezitou posttranskrigni Upravou je také nami zkoumapdlyadenylace3®
konce pre-mRNA.

Jak uvadi Zhao et al. (1999) dochazi k polyademytsce po ukorgeni transkripce.
Na 3° konec je navazéana dlouha sekvence adgiAAAA...), kterd se oznéaije jako
poly(A) konec. Biblizné¢ 10 - 30 nukleotid pred mistem ukafeni transkripce je pomoci
sekvence Sesti nukleotidcAAUAAA vytvo ien tzv. polyadenylai signal, pro to, aby mohl
byt poly(A) konce k transkrigim pfipojen je vSak nutné specificka slozka, rozeznévaji
vazajici tuto sekvenci a také stimtna faktor, vazajici se k sekvenci bohaté na guanin
uracil. Pro navaznani useku poly(A) je vSakledita také pitomnost endonukleazy
a poly(A) polymerazy (Simmons et Snustad, 20093indese o kanonickou poly(A)—
polymerazu Paplp. Polyadenylace probihda procesiapirsobem, tedy cely Sedeséti— az
devadesétinukleotidovy poly(Aetzec se fipojuje najednou (Brown a Sachs, 1998). V
dusledku toho je fistup 3 - 5" exonukledz k 3" konci takovéto pre-mRNA blokoyén
celou dobu syntézy poly(A) konce (Ka&ova et al., 2005).

Hlavnim dkolem poly(A) konce je, Ze funguje jakoepasSé, na ktery se vazi
vazebné proteiny zprastlkovavajici transport mRNA z jadra do cytoplazraykteré
rovreéZ inhibuji degradaci mRNA. Poly(A) konec ziskayagi své syntéze v jéel vSechny
MRNA, ale u gkterych mRNA dochazi po vstupu do cytoplasmy k jekcaceni. Tyto
MRNA jsou nasledhdegradovany, nebo skladovany pro pg&idvyu?iti.

Jak uvadji Coller et al. (1998) nejen, Zeagobi poly(A) konec jako zesilova
translace, ale nebyla by bez nich ani mozna (Vasgall., 1989).

Konkrétre u oocyti je specifick&d cytoplazmatickd polyadenylace - sface mRNA
do proteirii. Po transportu mRNA dochazi k deadenylaci a nasleaavislosti na paeke
konkrétniho proteinu k polyadenylaci. Tuto polyaglani mizeme rozdlit dle ¢asu kdy

probih& doif po solé nasledujicich fazi — na polyadenyl@asnou (kterd je u mRNA pro
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Emil), pozdni a poza@npozdni (u mRNA pro Emi2). Jak uvadi Pique et aD08) je
cytoplasmatickd olyadenylacéizend prvky CPEs (cytoplasmatické polyadetiyla
elementy) a AREs (AU rich elements) v 3" UTR (iedghdané oblasti) a prédvzdalenost
sekvence CPE od polyadenymého signalu AAUAAA, nebo Pipadré sekvence filehlé

k CPE, mohou mit vliv na dobu, ve které bude mRN#yadenylovana (Méndez et
Richter, 2001). Oblast 3" UTR se u Emil a Emi2(B#lloc et Méndez, 2008).

3.2 Regulace meiotickeho zrani

Pro spravny vyvoj oocytu (jako je tomu i u Bdného cyklu somatickych bgk) je
nezbytnarada faktot podilejicich se na regulaci meiosy. Tyto faktoryizeme tedy
nazyvat jako regulatory meiotického zrani¢léhi buiky bud urychluji, zpomaluji,ci
dokonce zcela zastavuiji.

Meiosa savi je fizena pomoci celého komplexu faktor nichz gkteré jsou prozatim
zahaleny tajemnstvim a jsodednEtem intenzivniho zkoumani v laboréich celého sita.
Obecrt se jedna o cykliny, cyklin dependentni kinagDK ), fosfatazy a signalni molekuly,
které jsou zpravidla propojeny ve slozité sign&hskady.

NejvétSi ¢ast &chto regulanich faktofi je produkovana samotnym oocytem, ale
nemalou ndrou se na jejich produkci podileji rashsomatickymi bitkami, které mni v
oocytu signalni transddhi cesty a ovliwuji nagiklad expresMPF (M-phase promoting
factor) aCSF (cytostatic factor), které tvdfosforylacné-defosforyl@&ni regul&ni kaskadu,
kterd zajiSuje schopnost oodytdokortit meiosu (Stojkovic et al., 1999).

Diky témto slozitym regulénim mechanisiim je zajiSéna synchronizace

meiotického zrani s ostatnimi zasadni®ji d sawi reprodukci (Albertini, 1992).

3.2.1Cyklin dependentni kinazy (CDK)

Cyklin dependentni kinazy (CDK) maji v regulacichnéného cyklu (mitotického i
meiotického) zasadni vliv, protoze zpiestkovavaji reverzibilni fosforylace, které jsou
hlavnimi post-transtaimi modifikacemi, které kontroluje &di veSkeré butné procesy.
Regulaci bua¢ného cyklu pomoci Cdk/cyklin kompléxje znazortéina na Obr. 1Fosforylace
hydroxylu serinovych, threoninovych a tyrozinovydezidui proteinu je katalyzovana

proteinkinazami{Manning et al., 2002)Meiotické @&leni reguluji tim, Zze dokazi fosforylovat
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urcité proteiny resp. skupiny protéinTyto proteiny pak pozitivh reguluji transkripci geh
CDK fosforylované proteinyidi expresi gein zodpowdnych za pibéh buré¢ného cyklu.
Pokud dojde k expresi &itého genu (resp. skupiny gen piejde butka do utité faze
burééného cyklu (Meijer et al., 2006). Inhibic& aktivace CDK nize vést k regulaci
proliferace, nebo také k indukci diferenciace. CEK zastavaji vyznamnou roli v udrzovani
rovnovazneho stavu mezi bigmou proliferaci a diferenciaci, i kdyz funkcékterych CDK se
liSi v zavislosti na buttném typu (Malgrange et al., 2003).

Svou chemickou podstatou jsou to serin/threonirigomiinazy, které jsou mezi sebou
vysoce konzervované a vykazuji silnou sekvénhomologii. Spolu s cykliny tud
heterodimerické komplexy (Pavletich, 1999). King&godjednotka komplexu zastava funkci
katalytickou, kdezto cyklin ma funkci regdtd. Diky jeho navazani na CDK se &mh
konformace kindzy na aktivni formu (Knockaert kbt 2002). Jednotlivé cykliny majiizné
funkce, napiklad cyklin E indukuje replikaci DNA a duplikacentrosomu, cyklin B navozuje
mitosu a cyklin A podporuje vSechny tyto uvedengcpsy (Murray, 2004).

Aktivita samotnych CDK je regulovana v nekolika &ich. Pro aktivaci CDK je nutna
fosforylace CDK aktivani kinazou CAK) neboli CDK7/CYCH/MAT1 (Patel et Simon,
2010) na threoninu uvititT—smyky. Roli hraje také negativni fosforylad&eel kinazou,
pricemz tento inhildini fosfat je poz#i odstrarén fosfatazoucdc25 (Meijer et al., 2006). Na
regulaci aktivity CDK se krogvySe uvedenych Zigohi regulace také vyznanarpodili jejich
prirozené proteinové inhibitoryQKI ) (Lodish et al., 2003).

Pro geehlednost textu jsou vybrané cyklin dependentndynuvadny v samostatnych

podkapitolach v navaznosti na komplexy, pro ktsoéjspecifické.
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Obr. 1. Regulace bugéného cyklu pomoci Cdk/cyklin komplexa (Novak, 2010).
Aktivni Cdk1/cycB dimer mze byt inaktivovan vazbou na inhibitor CKI nebo fédgaci kinazové
podjednotky pomoci Weel. Inhini fosfatova skupina se poté odstrani pomoci fasfaCdc25. Komplex
Cdk1/cycB niize byt roviz inaktivovan proteolyzou jeho cyklické slozky, #ége zprosedkovana pomoci
APC v kominaci s Cdc20.

3.2.2M-phase promoting factor (MPF)

M-phase (MPF) je univerzalni b&smy regulator mitosy i meiosy (Stojkovic et al.,
1999), a proto ho fitzeme oznét jako univerzalni regulator bgdného cyklu (Nurse,
1990). U somatickych bk se uplatuje v pechodu z G2 do M faze bémého cyklu, ale
piedevSim je odpadny (& uz @imo, ¢i zprostedkovar) za udalosti provazejici M-fazi,
jako je kondensace chromatinu, rozpad jaderné mamiMayes, 20024 spolu s MAPK
je nezbytd nutny pro rozpad zarodeeho véku (Kubelka et al., 2002). MPF také
fosforyluje proteiny asociované s mikrotubuly, diéggmuz niize byt nasledh vytvoreno
delici vieténko (Alberts et al., 1998).

Jako prvni MPF popsali ve své praci Masui a Ma(kéf71), a to na modelu Zabich

oocytl (Rana pipiens). Az o Sest let pozgi (1997) byl tento faktor poprvé potvrzen
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v savich oocytech, a to na modelu mysgius musculus) a o dalSich Sest let pagdbyl
prokazan také v oocytu prasesaqscrofa) (Fulka, 1983).

Jedna se o heterodimer, ktery se sklada ze dvgedqroatek, z regutai podjednotky
cyklinu B1, ktery asociuje s katalytickou podjednotkou séni@onin protein kinazy
p34°®2 _ nazyvanou jako cyklin dependentni kindz&dK1, Cdc2) (Gautier et al., 1989).
MPF se ptoto také&tasto oznéuje jako komplexcyklin B1/Cdkl. Zdarny piéibéh
meiotického zrani vyzaduje aktivaci cel@dy signdl smetujicich k aktivaci MPF
(Levesque et Sirard, 1996). Aby byl MPF aktivovamsi dojit pedevSim ke spojeni dvou
vySe popisovanych podjednotek, ale pouze samotmbavayklinu B1 na Cdkl k pIiné
aktivit¢ MPF nestai (Palmer et a) 1998). DalSi krok k ziskani aktivity tohoto komileje
defosforylace p34°% V nezralych oocytech se komplex MPF hromadi vktieai formg
pre-MPF. Pre-MPF je udrZovana v neaktivnim stavu praviivodu inhibgni fosforylace
podjednotky p3#° na Thrl4 (treoninu-14) a Tyrl5 (tyrosinu-15). Tufosforylaci
zaji¥uji inhibitorové kinazyMytl a Weel(Gautier et al., 1989)

Po rozpadu jaderné membrany (GVBD) nastava aktivisiéd= diky pisobeni
fosfatdzy Cdc25 ktera komplex defosforyluje. MnoZstvi MPF naskedstoupa az do
metafaze | (Schmitt eNelieda, 2002). Cdc25 je aktivovana pomoci polo-likeaky
(PIk1) (Abrieu et al., 2001).

Aktivaci a stabilizaci MPF aktivity napomahaji @vs€zejni kaskady, a to
Mos/MEK/MAPK/p90®** a PIkk1/Plk1/cdc25, o kterych bude jelibvaeno. Usuzuje se,
7e MAPK kaskada by mohla byt propojena piednictvim p98% ktera je spojena s
karboxylovym koncem Mytl. S fosforylaci g8 nasleds klesd schopnost Mytl
regulovat cyklin B1/Cdk1. Toto bylo vSak dokazaraupe vin vitro podminkach. Bnem
inhibice endogenni Mytl muze byt spid meiosa i bez progesteronové stimulace
(Nehkreda et Ferby, 2000).

Jednim z mechanismregulace MPF je i syntéza a degradace cyklin Bdn $e
zaina v oocytu syntetizovat jizéhemcéasné profaze (GV) a jeho koncentrace se nasledn
stéle zvySuje az do stadia metafaze, kde se diinZiina stejné hladén Nasledg zatne
dochazet k jeho postupné degradaci a az do stadidze klesa (Stojkovic et al., 1999).
Aby mohlo byt dokotieno prvni meiotické deni, musi byt tedy cyklin B1 degradovan
(Jones, 2004).
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Aktivita Cdkl se kontinuakhzvySuje a nejgtSi koncentrace dosahuje v metafazi I,
poté klesa. ® druhém meiotickém @eni je vrchol vzestupu MPF v metafazi Il, kde se
meiosa podruhé zastavuje. Ve fazi Mll je vysokadima MPF udrZzovana pomoci CSF
(cytostaticky faktor) (Wu et al., 1997), a to az diaby, kdy dojde k oplozeni. Aktivace
oocytu indukuje inhibici CSF a v odezwa to dochazi i k poklesu Cdkl aktivity, coz je
stZejni pro to, aby mohl oocyt opustit blok metafz&ishimoto, 2003). Viz Obr. 2.

Opctovna aktivace MPF zajifje bezprosedni ndvaznost obou meiotickycBehi a
jeji zablokovani zfisobuje dekondensaci chromosgmrytvoreni jadra a vstup oodytdo

interfaze (Josefsberg et al., 2003).

e

CamKll Plk

High MPF Low MPF
Metll arrest Exit from MIl

Obr. 2. Model regulace druhého metafazniho bloku v saich oocytech
(Madgwick et Jones, 2007)

V mySich oocytech neni c-mos dréha zpdestitovana pomoci p90rsk, takze jeji dai&qbeni neni
piesré zndmé (peruSovanécary), ale v konéném disledku bd’ inhibuje gimo APC/C nebo inhibuje

degradaci Emi2.
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3.2.3Cytostatic faktor (CSF)

CSF obsazZen v cytoplaznovulovanych vajiek (Haccard, 1993) byl poprvé popsan
v sedmdesatych letech u Zabich obdcftenopus leavis) (Masui et Markert, 1971), jako
faktor schopny zabranitiechodu z metafaze Il do anafaze Il. Jak jiz bylgpgamo
v predchozim textu, aktivita CSF brani ubiquitin-depemtdimu odbouravani cyklin
specifickych pro M-fazi (Fan et Sun, 2004). CSRedy dilezity pro stabilizaci a udrzeni
aktivity MPF kEhem metafaze Il, coZz je nezbytné pro zastaveni sye@ vytvdeni
meiotického bloku (Murray et al1,989). Pro udrzeni aktivity MPF je nutné zabraatbt
degradaci cyklinu B1, coz je zajegvano fosforylani inhibici APC/C komplexu, jenz je za
rozpad cyklinu B1 odpasdny (Anger, 2001).

Stejre jako je tomu u MPF, neni CSF tem pouze jednou specifickou molekulou,
ale sestava z celéddy komponent (jak ukazuje Obr. 3.), z nichZz nelpigzatim vSechny
identifikovany (Fan et Sun, 2004). Hlavni sloZktiostatického faktoru tud proteinMos,
ktery je produkovan genem c-mos MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase).
V oocytech se uplatje MAP-signalizace, ktera jde po jiz zfmované draze
Mos/MEK/MAPK/p90rsk a je pro udrZeni aktivity CSFezabytnou. Mos se 2Zma
v nezralych oocytech syntetizovat v odézma zvySujici se hladiny progesteronu a
fosforylainé aktivuje MEK1 kindzu, a tim zvySuje aktivitu MAPK MAPK dale aktivuje
serin/threonin proteinovou kindzp90rsk (Sagata, 1997). Pomoci tohotdintysiného
mechanismu je zabrdno jiZ zmiiované fosforylaci Cdkl na Thrl4 aTyrl5, a tifstava
komplex MPF aktivni (Abrieu et al., 2001).

Pro udrzeni CSF je vSak jeSpottebny proteinBubl, majici dilezitou roli v
komplexu proteif kontrolniho bodu diciho weténka (Taieb et al., 1997; Tunquist, 2003).

DalSimi znamymi komponentami CSF jsou proteiny Emg/rodiny, ktera sestava ze
dvou dosud objevenyatieni, a to jsou pra¥nami zkoumané proteirgmil aEmi2 (Wu
et Kornbluth, 2008). Géthto proteinech bude podrabhovaeno dale.

Mezi dalSi molekuly CSF pattaké napiklad SAC (Spindle Assembly Checkpoint)
proteiny které jsou iulezité pro zastaveni bek v metafdzi pomoci inhibice APC/C
(Sagata, 1997).

CSF je inaktivovan po oplozeni nebo partenogenétiktivaci oocytu (Schmidt,

2006). Mechanismem inaktivace CSF je degradacepdaskorporaci spermie do oocytu,
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¢imz mize byt dokotieno druhé meiotické ékni a vydlino PB2 (Masopust et &#%a,
2003).

\

Plx1 Pin1
— ” Cdk?2
. Emp1 ) ‘!‘_'_'_'.'_'_;L ('E,:;yQE)

p9OFsk] \
(Mad2) !Madzﬂ—b '

Bub1

MEK

<

8

APC
(Cac20)
Obr. 3. Hlavni slozky a faktory podilejici se na tvork a udrzeni CSF (Castro et
Lorca, 2005).

Aktivita cytostatického faktoru BZze vychazet z kombinovanéhasmbenictyi hlavnich drah. Prvni je
Mos/MEK/MAPK/p90%¢ dependentni draha regulujici Mad1/Mad2/Bubl, jmgtécastnici se kontrolniho
bodu d¢liciho weténka (tzv. ,spindle checkpoint proteins®). Druhdi&hou je cyclin E/Cdk2 dependentni
draha regulujici Mps1, kterytipobi rovigz jako spindle checkpoint proteinteli draha zavisi na proteinu
Emil, ktery je fosforylovdn pomoci PIxXtem izomerie Pinl (protein, lokalizovany v bazéinééstech
buiiky, ktery transportuje auxin z bky do buiky). Ctvrta draha zavisi na proteinu Emi2 (Erpl), jehoz

aktivita je stej@ jako u gibuzného proteinu Emiidizena fosforylaci PIx1. Dondté synergick&innost nebo

interakce proteita Emil a Emi2 nelze vylaiit.

3.2.4Mitogen activated protein kinase (MAPK)

Mitogeny-aktivované protein kindzy hraji &ivou roli v regulaci meiosy pomoci

fosforylace proteifi na serinovych nebo threoninovych zbytcich (Inoual.e 1995). Spolu
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s proteinkinazou Mos ma MAPKuteZitou roli v degradaci PB1 a v samotné aktivaci
oocytu (Stojkovic et al.1999). Vysoka hladina aktivity MAPK (a také MPF)gak obec#
fazena mezi ktiové slozky CSF (Sun et Nagai, 2003).

MAPK pienésSeji signél zuenych povrchovych transmembranovych receptar
dalSich extracelularnich stimulénto jednotlivych vnitrobugnych kompartment. Tyto
signaly jsou penaseny kaskadovifosforylacemi enzyrin, jeZ vyvolavaji jejich naichzené
aktivatory (Inoue et al., 1995).

Ohledre aktivace MAPK, pevlada nazor, ze je aktivovana jiz vaipghu GV (Motlik
et al., 1998; Ohashi et al., 2003), Inoue et &#98) vSak zastavaji nazor, Ze k jeji aktivaci
dochazi az po GVBD. Soudi se, Ze je MAPKm ¢i neimo aktivovana pomoci Mos a
PIk1, které jsou ovSem nezralém oocytu neaktivain(8t Nagai, 2003). Diky aktivované
MAPK se zastavuje vyvoj oocytu v metafazi Il (Masspet PiSa, 2003).

Jednou z funkci MAPK jefenaSeni signalu pro zahajeni meiosy z cytoplazmy do
jadra. Také fosforyluje inhibni kindzy, které fosforylujéasti MPF (Inoue et al., 1995) a
proteiny, diky kterym je udrZzovan chromatin kondmremy. To je dlezité hlavie pii
piechodu z metafdze | do metafaze Il. V této &laka rozdil od MPF, aktivita MAPK
neklesa a je tak zabr&mo prechodu oocytu do interfaze. Jeji aktivita klesgpazaktivaci
oocytu (Dekel et al., 1995).

V sawich oocytech byly detekovany éformy tchto extracelularh regulovanych
kindz (rekdy také nazyvany jako extracelularnim signalemul@gané kinazy - ERK)
liSicich se svymi molekulovymi hmotnostmi aBRK1 (p44) aERK2 (p42) (de Vantery
et al., 1996).

3.2.5Polo-like kinase 1 (Plk1)

PIk1 (PIx1 utab roduXenopus) je ¢lenem serine/threonine kinazové rodiny a je
aktivovana spokn¢ s MPF (Abrieu et al., 2001). Anger et al. (200&ak uvadiji, Ze Plk1
pravcEpodobré predchazi vzestupu MPF. Nelze ale vyiibunoznost, Ze aktivace PIk1 je
nasledkem malého, ale nedetekovatelného zvySenidWinkty.

U oocyti v profazi | (GV) je Plkl1 difuzé rozprostena v cytoplasii v jadre, po fazi
GVBD se nasledh soustedi do okoli kondenzovanych chromosora v metafazi se

kondenzuje na pélechéliciho weténka. Od anafaze do telofaze je PIk1l lokalizovana
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v ekvatoriélni rovid oocytu (Wianny et al., 1998). Aktivita Plkle¢em zrani oocytu
kontinualre roste (Anger et al., 2004).

Hlavni roli plkl je fosforylace a zvySovani fosféfo aktivity kindzy Cdc25 a
kontroluje tak poatek meiotického zrani (Abrieu et al.,, 2001). Daée Plk1 podili na
tvorke bipolarniho dliciho weténka, rozchodu chromozdnbéhem meiozy a na aktivaci
APC/C (Anger et al., 2004).

3.2.6Budding uninhibited by benzimidazoles 1 (Bubl)

Bylo experimentalé potvrzeno, Ze je torpdevsim serin/treonin protein kinaza Bubl,
kterd hraje kifovou roli v komplexu proteiin kontrolniho bodu &iciho Weténka (SAC),
kde fidi spravnou formaci mikrotubiul béhem meiotického zrani oocytu. Bubl je
fosforylovan proteiny p90rsk, a tim dochazi k jedidivaci (Kishimoto, 2003). Tunquist
(2003) ve své praci uvadi, Ze aktivita Bubl koreekipktivitou MPF.

DalSi dilezitou funkci tohoto proteinu je jeho inhibi vliv na APC/C, ¢imz

zabrauje prechodu z metafaze do anafaze (Kishimoto, 2003).

3.2.7 Vapnikové kationty (Ca?)

Kationty vapniku pusobi v organismu jako nepostieldaprenaséi intracelularnich
signah, diky ¢emuz je nizeme z#adit pod intracelularni signéalni molekuly (Clapham,
1995). Jak uvadi Yanagimachi (2006) jejich vyznawh jotvrzen i i regulaci fady
proces, které probihaji hem oogeneze.

Vypnikové kationty maji vliv jak v samotném zrardogtu (fedevsim ve fazi Ml a
pii vystupu z prvniho meiotického bloku), tak i v gebktivacic¢i oplozeni. Jejich éleZitou
funkci je roviez i aktivace kinazy CaMKII, o které bude h@eoo v dalSi podkapitole.

Na paatku faze zrani, ihned po GVBDudeme v cytoplazg oocytu pozorovat
vyrazné zminy koncentrace vapnikovych katiéntExtracelularni kalcium je po GVBD
nutné pro vydleni prvniho poélového éliska. Jeho koncentrace seridgaw zvySuje
(uvoliovanim vapniku z intracelularnich zasob) a snizgez byva nazyvano jako
oscilasni aktivita Ca2 (Carroll et al., 1994). Jak vSak uvadi Petr et(2000), aby mohl
oocyt postoupit zfaze MI do MIl, musi mit moZnagdbplnit si zasoby Ca i z

extracelularnich zdrdj
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Vapnik je uskladovan v intracytoplazmatickych zéasobarnach jako jsou
endoplazmatické retikulum, mitochondrie, karyoptaaa vakuoly, najdeme ho vSak i na
povrchu lipidovych granul, v cytoplazna v jade kumularnich butk (Petr et al., 2000;
Clapham, 1995).

Pro spusdini signalu interaguje véapnik vstoupujici do cytassle specifickymi
vapenatymi receptory, jako jsou iitgad kalmodulin (CaM) a protein kindza C (PKC)
(Machaty et al., 2002). Tyto vapnikové signaly jsdilezitym stimulem, vedoucim ke
znovuzahajeni meiozy a naslednou aktivaci oocytmtd aktiv&nim signalem je sama
oscilace C&" jeho? frekvence, amplituda a trvani owii§i dali vyvoj. Oscilace jsou
generovany cyklickym uvébvanim vapniku z popsanych wmiich zasob, coZ probiha
pres specializované €a kanalové receptory. Aby byla oscilace udrZenatigba takto
kontinualré dodavat C& pies plazmatickou membranu (Machaty et al., 2002).

Regulace meiotického zrani pomoci vapniku fungaiie fe zvaSené koncetrace’Ca
inaktivuji CSF (Masui, 1991) a tak nasleédiochazi k degradaci MPF (Collas et al., 1995)
diky ¢emuz niize oocyt vystoupit z metafazniho bloku. Tyto inkee vSak probihaji
predevsim pes CaMKII.

3.2.8Ca’" /kalmodulin dependentni protein kinaza Il (CaMKI)

CaMKIll je dalSi zrady serin/threonin protein kinaz a jak jiz vyplyxgejiho nazvu,
je aktivovana pomoci Gh (vapnikovym signalem indukovanym vstupem spernie d
oocytu, (Tunquist, 2003) a kalmodulinu, diky nin& reefosorylova kindza autofosforyluje
na threoninu 286 a stane se na kalciu i kalmodulgrévisla (Fan et al., 2003).

Je dilezitou kinazou podilejici se na regulaci transkeip buticného cyklu. CaMKII
mactyri izoformy: a, B, v, 9, liSici se svymi molekulovymi hmotnostmi. JéeFita kthem
celého meiotického zranijgrevsim se dastni iniciace meiosy argchodu z Ml do Ml
faze (Fan et al., 2003).

CaMKIl, stejré jako CaM, je v jate akumulovana jiz ied GVBD a jeji hlavni
tlohou je regulace aktivity MPF defosforyladf{i®2 Usastni se row¥ kontroly meiotické
aktivace MAPK. Spolu s CaM hraje tekéckivou ulohu pi tvorbé vieténka a rozchodu
chromozoni (Tatone et al., 2002).
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Blok MII je zprostedkovan aktivitou MPF a Mos/MEK/MAPK/p90rsk kaskado
CaMKIl miZe hrat dvoji roli ve zpro&tdkovani C& signalu po aktivaci oocytu. Jednak
inaktivuje MPF a uvaluje oocyty z meiotického bloku stimulaci degradegklinu B1 a
rovnéZ podporuje fosforylaci MAPK/p90rskigs neznamy mechanismus (Fan et al., 2003).
CaMKIl rovnéz spousti degradaci Erpl/Emi2, cemz bude jest hovareno (Tunquist,
2003).

3.2.9Anaphase-promoting comlex/cyclosome (APC/C)

Po oplozeni nebo partenogenetické aktivaci se z@ydnozstvi vapnikovych ioétv
oocytu, které ngpmo pisobi inhibéni na CSF. Dochazi k nastupu APC/C (anaphase
promoting komplex/cyclosome) (Yamano et al., 2004PC/C komplex je aktivovan
dvéma kofaktory, Cdc20 a Cdhl (Vodemaier, 2004) a @otihgra et al. (2004) se na
aktivaci APC/C podili rovéZ PIK1.

K této aktivaci dochaziipvystupu z metafaze (Nait et Toyda, 1991), jaknjgeu
vSechny kinetochory spra¥mapojeny na dici vieténko (Vodemaier, 2004). Hlavnim
Ukolem tohoto komplexu je spégf rozestupu chromosando dceéinych burgk (Pesin et
Orr-Weaver, 2008).

Prostednictvim APC/C je uskute¢n vystup z metafaze diky degradacicéliych
metafaznich protein Dojde ke sniZeni jejich hladin a uvéin metafazniho bloku (Jones,
2005). APC/C je schopny oztibsvij substrat nizkomolekularnimi proteiny, ubiquitiny
(Peters, 2002). Soasti APC/C je rozpoznavaci destok proteinDBRP (Destruction-
Box Recognition Protein), ktery se navaze na produleny k degradaci. Ubiquitin-ligaza
pak g@ipoji na tento komplex d&kolik molekul ubiquitinu a tim navodi degradaci
v proteasomech (Yamano et al., 2004). Polyubigaitn APC/C substratvede tedy k
jejich bezprogedni proteolyze prosdnictvim 26S proteosomu (Ciechanover, 2005).
APC/C (E3-ubiquiuinligaza) se podiliifggdevsim na polyubikvitinaci sekurinu, proteinu
inhibujiciho aktivitu enzymu separazy a cyklinu Be¥i jsou jeho kléovymi substréaty.
Diky odbourani sekurinu fie aktivni separdza roZpit kohesiny — proteiny, které drzi
pohromad sesterské chromatidy (Vodemaier, 2004). V metgfadiyubiquitinace cyklinu
B1 pomoci APC/C velmi rychle snizuje aktivitu MPRéZe tak dojit k nastupu anafaze

(Haering et al., 2002). Regulace APC komplexu jeranena na Obr. 4.
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Obr. 4. Regulace APC komplexu v meiose (Marangos et al, Z00
Diky nizké hladig APC je ve fazi GV vytvien prvni meioticky blok. Po opusti tohoto bloku a
v padatesnich fazich meiotického zrani oocytu je nizkd hadhPC udrzovana pomoci proteinu Emil, ktery
zaji¥uje hromadni cyklinu B a tim padem aktivitu MPF. Po degrad&niil tuto funkci pejimaji spindle
assembly checkpoint proteiny (SAC) MAD2 a BUBRZhBm gechodu z Ml do MII faze je degradovan
cyklin B a sekurin, v odezvna aktivaci APC komplexu, ktera se zvySuje snibdvaSAC proteid. Exprese
proteinu Emi2 Bhem vydleni prvniho polarnihostiska vede k nasledné inhibici APC a zastaveni tnowy

CSF bloku (blok metaféaze II), wmz oocyt setrvava aZz do oplozeni.

3.2.10 Emi/Erp rodina

U savd@ pati do Emi/Erp rodiny jiz zntiované proteiny Emil a Emi2 (Wu et
Kornblutha, 2008). Spekuluje se o tom, zZe protetaR nalezen v oocytedrosophily je
piibuznym €chto proteid, zejména diky jeho funkci - negativni regulaci ABCkterou
zaji¥uje regulaci cyklinu B1 (Dong et al., 1997).

Stejre tak jako je tomu u Rcal je hlavni tlohou protelfmil a Emi2 (které jsou
soutasti CSF) regulace mitotického i meiotickélétedi, a to pra¥ picimou inhibici APC/C
(Wu et Kornblutha, 2008).

-34 -



Emil i Emi2 se nachazeji v oocytech ¢edited jejich vstupem do meiotického zrani
(tedy v oocytech nezralych) (Tunguist, 2003).

Spol&nou charakteristikou obou protéinje fakt, Ze obsahuji F-box doménu
(Cenciarelli et al.,, 1999). Jedna se o strukturgroteinovy motiv, ktery je tde@n
z pxiblizné 50 AMK a jenz zprosedkovava vzajemné interakce proteifKipreos et
Pagano 2000). Proteiny obsahujici tuto F-box domsmwznauji jako F-box proteiny
(Crang et Tyers, 1999)

Emil je proto rovdZz ozn&ovan jako FBXO5 (F-box only protein 5) a Emi2 jako
FBX0O43 (F-box only protein 43).

Emil ( FBXO5)

Emil, ozné&ovan také jako ranny mitoticky inhibito&j jako inhibitor APC/C, ma
v oocytech v pibéhu meiosy konstannizkou koncentraci (studie na mySim modelu)
(Tunquist, 2003).

Jak jiz vSak napovida jeho ozeai, ranny mitoticky inhibitor, je ddezZity zejména
v mitose, kde zastavaégejni funkci v busi¢né proliferaci a pro zachovani integrity
gonomu. Hlavni ulohou Emil, kterou zdjife zachovani integrity genomu, je blokovani
replikace. Nedochazi tak k re-replikaci, ke kteygjibak mohlo dojit peccasnou aktivaci
APC/C (Machina et Duta, 2007). Re-replikace jelfdataroces - replikace genomu, ktera
probshne vice nez jedenkratem bugcného cyklu a zpravidla kéhapoptosou hiky.
Arias et Walter (2007) uvé&fd, Ze kre-replikaci prawpodobr dochazi z dvodu
destabilizace gemininu a cyklinu A, které maji vgamou roli v prevenci re-replikace
v sawich buikach.

Jak jiz bylo feceno vySe, Emil je tedy velmiukkzity vregulaci mitosy, a to
predevsim tim, Ze diky transképimu faktoru E2F dojde k dependentni expresi Entdna
nasleds inaktivuje komplex APC/C-Cdhl v fiochu G1 faze (Bashir et al., 2004).

Diky Emil vSak dochézi také k inhibici APC/C-Cdd2them S a G2 faze.dem
prometafaze dochazi naslédnjeho degradaci, a tim je aktivovan komplex AP@@c20
vici casnym mitotickym substnéiin jako je nap praw cyclin A. Aktivita tohoto komplexu
APC/C-Cdc20 i cyklinu Bl je inhibovana sobenim SACu. V okamZiku kdy jsou

chromosomy sprawnnapojené a s$azené nad&icim vieténku a SAC je tzv. ,uspokojen®,
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dochazi k aktivaci APC/C-Cdc20 komplexu a degradeajecyklin B1 a sekurin. Nasletin
dochazi k aktivaci separazy a k réhi chromosori (Tung, 2006).

V samtich zarodénych buikach savé inhibuje Emil komplex APC/C-CdhXhem
profaze 1 (GV), diky cemuz se mze hromadit MPF (Cdkl/cyklin Bl), jenz je
bezpodmiicné nutny pro to, aby oocyt vstoupil do prvniho meaikého d@leni (Marangos
et al., 2007).

Prvni vyzkumy tohoto proteinu byly provdidy na oocytech Zab (rod¥enopus).
Jones (2005) studoval funkci Emil pomoci mikroicjetohoto proteinu do jedné z kikn
dvouburgéného zabiho embrya. Mikroinjekce Emiligpbila metafazni blok v injekované
buice (viz Obr. 5.). Jones (2005) ze svého vyzkumuodifvproto za¥ry, Zze je Emil
nezbytny pro vytvieni CSF bloku v Zabich oocytech, gegevsim, Ze jeho inhibici se
v oocytech, zastavenych v metafazi liegtasré aktivuje APC/C, a to i v bezifpomnosti
C&”* signalu. Naproti tomu, kdyZ byl Emil nadbytek, Ido& tomu, Ze nebyl oocyt z CSF
uvolrén a nedochazelo tak k dalSimu vyvinu.

Jak uvadi Reimannem et Jacksonem (2002) funkceipiiat Emi/Erk rodiny, tedy
proteini Emil a Emi2, neni bezpodnsim¢ zavisla na MAPK aktivit. Z jejich vyzkuni
usuzuji, Zze fitomnost residudini MAPK aktivity je nejspiSe ddsiéci pro zajisEni
inhibice APC/C v pitomnosti velkého mnoZstvi Emil a Emi2 profein

Emil je fosforylovan pomoci p90rsk a tim je zesloa jeho vazba k aktivatoru
APC/C, ktera zajiuje inhibici APC/C Bhem CSF bloku (Dumont et al., 2005). Emil je
rovnéz fosforylovan pomoci MPF (Kishimoto, 2003). JalkddivSchmidt (2006) fosforylace
a hladina Emil se vSak vifiighu meiosy nerni.

Co se tye inaktivace Emil f@vladaji rozléné nazory. Tung (2006) ve své studii
uvadi, 7e C& signalizace, ktera vznikne jako odezva na ptodmocytu, inaktivuje nejen
Mos, ale zarouei protein Emilgimz miZe byt nasledhzahajena embryogeneze.

Dle Tunquista (2003) vSak Emiligtava stabilni i po fertilizaci, ato az do prvniho
mitotického dleni, protoZze jeho degradace v anafazi neni zavisléaktivie CaMKI|
(C&*/kalmodulin dependentni protein kinaza I, kter&leivovana vapnikovym signalem
indukovanym vstupem spermie do ¢&ga).

V ozporu s&mito tvrzenimi jsou row¥ Paronetto et al. (2004), kiedélali své

experimenty na mySich oocytech a embyriich, tvitdise nizka hladina EmiZtem faze
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MIl  nasledré v prvnich dvou cyklech mitotického¢léni zvySuje nejmén 1,2 krat a

zastava stéle detekovatelna az po preinplaritayvoj.

Obr. 5. Injekce Emil doéasnych Zabich embryi (vpravo) blokuje mitosu
(Reimann et al., 2001).

Emi2 (Erpl, FBXO43)

DalSim proteinem, ktery je charakteristicky pro osei a roveZ se @astni inhibice
APC/C je druhyc¢len Emi/Erp rodiny — protein Emi2 (Shoji et al.,(&). V oocytech
exprimuje po fazi GVBD a ve své podstatastupuje obdobnou roli jako protein Emil.
Diky nému miZze dochazet k hromawi cyklinu B1, a roviZ brani replikaci mezi prvnim a
druhym meiotickym denim, pra¥ tim, Ze inhibuje komplex APC/C-Cdc20 (Madgwick et
al., 2006). Na pechodu mezi meiosou | a meiosou Il podstupuje mostani modifikace
(Schmidt, 2006) a je stejneko Emil soudasti CSF, diky kterému je udrZovana vysoka
drovei MPF Ehem metafaze |II.

Emi2 neni vSak specificky pouze pro séinmeiosu, ale row¥ i pro meiosu sadich
zarodeénych burk — spermii, coz vyplyva ze skdtesti, Ze jeho vysoké koncentrace byly
nalezeny také ve varlatech (Shoji et al., 2006).
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Jak jiz bylo popsano, je Emiilgzity pro funknost CSF bloku, ale prozatim neni
piesrt objasgna jeho fukce v cytostatickem faktoru oagytani v embryonickém
buns¢ném cyklu. Liu et al. (2006) vSak usuzuji, Ze Erhiadje vyznamnou roli pouze
v meiose a nikoli v mitotickém bgtném cyklu.

Béhem meiotické maturace se Emi2 v oocytech objeadjgpo metafazi | a svého
maxima dosahuje v metafazi Il.

Dulezitost Emi2 Bhem meiotického zrani ve své praci demonstruji Fire
et al. (1998), ktd uvadji, ze diky jeho vyerpaniin situ pomoci RNA interference (coz je
proces, kterym je regulovana transkripce a vnitrébo& exprese genu) je vyvolano
piedtasné ukodeni meiosy a oocyt nasleglpodléha atresii. Toto tvrzeni dokazuje i prace
Shojiho et al. (2006), kiedélali pokusy s rekombinannimi proteiny Emi2 a zjistte po
jejich aplikaci do mySich oocytje vyraz@ snizen sklon MIl oocyt ukortit meiosu
v zavislosti na aktivenich stimulech. Tim, Ze se snizi koncentrace Erojadedk uvolréni
zralych a oplozeni schopnych oatyv Ml fazi) z CSF bloku.

Velkym orzdilem mezi proteiny Emil a Emi2 je jejidbgradace, ktera je u Emi2 (na
rozdil od Emil) zavisla na aktiwitCaMKIl , ktera je jejim spou&em. Emi2 je pomoci
CaMKIl fosforylovan na treoninu 195. To vede k &si vazby PIx1 (u Zabich oodyt
PIx1 fosforyluje DSGx3S sekvenci na N-konci Emikydtemuz je vyvolana reorganizace
motivu pro ubiquitin ligazu SQFTRCP. Tato mala zéma ve struktie vede naslednk
destrukci Emi2 (Tunquist, 2003). Emi2 je tedy rgcllegradovan v odez\na signalizaci
Ccd* v PIx1 a SCBTrCP-dependentnim procesghiem fertilizaceci aktivace oocyi.
To vede k inaktivaci CSF, aktivaci APC/C-Cdc20 aledné degradaci cyklinu B1 (Tung,
2006).

Protein Emi2 byl detaikhprozkouman zejména u zab rodu Xenopus (Schmi@6)20
a pibyva i studii na mysich oocytech, préiseu modelu se zatiméauje minimu studii,

coZ je i divodem pré se mu chceme ro¥a vénovat.
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Obr. 6. Regulace proteinu Emi2, ktery asociuje s APC/E%?°(Kubiak et Dika,
2011).

Fosforyla&ni mista v horni¢asti Emi2 jou inhibitory pro asociaci a jsoghiem bloku metafaze Il
chraréné (zelené Sipky a symboly inhibice), zatimco migtaspodnicasti Emi2 jsou aktivatory asociace a
vystupu z CSFdervené Sipky).
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4 METODIKA

Metodické postupy vychazi z metodik pouzitych &remych v pedeSlém vyzkumu
(Prochazkova, 2012) s drobnymi Upravami. Byly namsZz nové primery pro Emi2 a
pouZzité jiz ozkouSené protilatky na Western blaz ¢lale).

Pred samotnymi experimenty byléeba gipravit vzorky mySich a prageh oocyt
v raiznych fazich zrani — GV, GVBD (K20), Ml (K28), MI(K44). Nasledn byla
sledovana exprese protéipomoci Western blotu a polyadenylace pomoci pglyéstu,
nasledné PCR kvantifikace a DNA PAGE.

Western Blot pro detekci exprese proteinDNA PAGE byly vzdy min. 4 kréat
opakovany (jak u Emil, tak i u Emi2).

4.1 Kultivace oocyta a priprava vzorku

4.1.1Prase&i oocyty

Praseéi vajeniky byly odebirany na jatkack'¢sky brod), od porazenych prassk,
u kterych nebylo znamo stadium estralniho cyklu. Rboratde byly dovazeny ve
fyziologickém roztoku (0,9 % chloridu sodnéni) feplot 39 °Ciradow do max. 3 hodin
po porazce.

Izolace oocyi byla provadna aspiraci pomoci injéki stikacky (10 ml, Lauer solo,
B. Braun) s jehlou (0,80 x 50 mm, Sterican, B. Biaa nasled& byly oocyty vstiknuty
i s folikularni tekutinou do zkumavky, kde byly pErhany cca 10 minut, aby
sedimentovaly na dno. Nasledyla pebyt&na folikularni tekutina odsata pomoci
plastové pasterové pipety (3 mm, 88337, Kartellaj.pPoté byl sediment proplachnut
Transfer Mediem (TM, sloZeni viz Tab. 1.), z&@ym na termodesce (PA digit R290707,
Falc instruments) na cca 38 °C, které bylo po sedtaci oocyd rovneéz odsato. Sediment
byl ze zkumavky pomoci TM vyplachnut na Petriho kui® ptiméru 90 mm (400974,
Gama group a.s.). Pro snégfi vybrani oocylt bylo pridavano libovolné mnozstvi TM.

Oocyty byly vybirany pod mikroskopem (WP 10x/23,5883, Carl Zeiss) tini
sklerénou pipetou a nasledrbud’ kultivovany, nebo vioZzeny @p do zkumavky a pomoci
vertexu (Vortex techno kartel TK3S, 2241, ElisabBtimrmacon) z nich byly ostrary
kumularni buiky (na vzorky GV). Oocyty gené na ostatni vzorky (K20, K26, K28, K44,
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K = kultivace, ¢islo ukuje dobu kultivace v hodinach) byly po vybrani dr&kpromyty

v kapce TM, jedenkrat promyty v kapce kultiméo roztoku a nasledrkultivovany vin
vitro podminkach v plastové kultigai misce (4 jamkova degka Nunc IVF, Nucleon
Delta, 179830) s kultivanim roztokem, ktery seted pouzitim nechal vysytit v termostatu
(HERA cell 150, Thermo Elector Corporationji 38.5 °C a ve sisi s5 % CQ se
vzduchem, po dobu minim&n30 min. Doba kultivace zavisela na typu vzorkik ja
uvadno vyse.

Po kultivaci a odstrami kumularnich buk (opst vortexovanim) byly vytvieny
pozadované vzorky, a to nasledujicimigmbem: pozadovany pet oocyt (50, 100) byl
promyt ges 4 kapky TM a vzorky tené na izolaci RNA je8tv kapce RNAse free 4O.
Po vloZeni oocyt do ependorfovy zkumavky byla tenké&stou sklesnou pipetou odsata
tekutina a nasledrbyly vzorky zamrazeny v - 80 °C.

Pro kontrolu zrani byl ip kazdé kultivaci vytveéen preparat 20 ooadytfixovanych
v roztoku acetylalkoholu po dobu min. 24 hodin. pladlozni skiéko byly udclany dva
prouzky z vazeliny a do vzniklého prostoru stadach rozmistily oocyty. Na podlozni
sklicko bylo giloZzeno kryci skiiko a preparat byl vioZzen do kyvety s roztokem kysel
octové a lihu v porru 1 : 3. Preparat se barvil 1 % orceinem (viz Tah. lhned potom se
odbarvoval 40 % kyselinou octovou (tak abystalo lehké zabarveni) a takto vyteoy
preparat se vyhodnocoval pod mikroskopem (WF 1Qx/2Q5500, Carl Zeiss).

K experimenim byly pouzity pouze vzorky s min. 80 % oatwyzralych do pozadované

faze.
Tab. 1. Transfer Medium (pro manipulaci s oocyty)

ROZTOK A 21 ROZTOK B 0,5
NacCl 12,89 Roztok A 500 ml
(2315983, Carl Roth)
KCI 0,89 NaHCO3 7,5 % 7,5 ml
(60132 1, Penta) (S8761, Sigma-Aldrich)
CaCb.2H,0O 0,69 Penicillin 0,0225¢g
(21100 1, Penta) (Biotika Bohemia)
KH,PO, 0,14 ¢ Streptomycin 0,0325 g
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(60230 1, Penta) (ICN Galenika)
MgSO,. 7H,O 0,194 g Amphotercin B 25 pg/m| 0,5 ml
(158 000005, Penta) (A9538, Sigma-Aldrich)
Glukéza 49 Na pyruvate 0,19
(49163, Sigma-Aldrich) (C-8356, Serva)
HEPES solution 49
(HO887, Sigma-Aldrich)
PVA 29
(341584, Sigma-Aldrich)
Destilovana HO doplnit do 2 |
Takto @ipraveny roztok byl rozlit do 0,5 | U namichaného Transfer Media
lahvi a nasledhautoklavovan. bylo vzdy teba zntit
Trvanlivos- neomezena. osmolaritu, ktera musela byt v
rozmezi 250 — 260 mosmol / |

Tab. 2. Priprava kultiva éniho média pro prasata.
Médium M199 (21157-029, Invitrogen) 4,5m
Millipore H»0 4,5 ml
10 % FCS (fetélni teleci sérum, 1ml
C-37350, PromocCell)

Namichany roztok byligfiltrovan a naslednz nsj byly pripraveny alikvoty po 1250
ul, které se zaparafilmuji a zamrazi.

P.G. 600 (A046A01, Intervet) 600 ui

TM (pridat pres filtr) 12000 pl

Z takto rozedEného hormonu byly afp udklany alikvoty po 20 ul a

zamrazeny.

Kultiva éni médium

- 42 -



Modifik. M119 médium 1250 pl (jeden alikvot)
P.G. 600 (ngedny) 20ul (jeden alikvot)
Doporiené davkovani — do kazdé jamky v kultimamisce 400 pl/ 100
oocyt.
Tab. 3. Priprava roztoku orceinu
CH3COOH 50 ml
Orcein (07380, Sigma-Aldrich) 1lg
Po smichéani se roztok 20 minivee vodni lazni a nasledse gefiltruje.

Citrat sodny (25112, Penta) 0,59

4.1.2MySi oocyty

Mysi oocyty byly izolovany z mysi chovanych v UZR&®/ CR a rekteré z mysi
dovezené od spairosti AnLab s.r.o. Pro lepSi a kvalijsi estrus byly smaice vesku 5
tydni umig’ovany na podestylku od safna zpracovavany byly v cca 6 tydench. Estralni
cyklus mysi vSak nebyl @&pznam. Byly zabity mechanickym i&gobem a nasledre nich
byly vyjmuty vaje&niky. Pro izolaci oocyt z vaje&niki bylo pouzivano maniputaim
médiu M2 (M2 medium with hepes without penicillifn7167, Sigma-Aldrich)
s pridavkem inhibitoru IBMX v poréru 10 000 : 1 a z&hté na teplotu cca 37 °C. IBMX
(3-isobutyl-1-methylxanthine, 17918, Sigma-Aldrick¢ ged svym pouzitinfedi pomoci
DMSO (dimethyl sulfoxide, D2650, Sigma-Aldrich) neho pozadovanou 0,2 mol
koncentraci, takto vyti@ny roztok se rive uchovavat ve ténpti pokojoveé teplat (neni
tedy nutné IBMXiedit ped kazdym pouzitim).

Vajecniky byly umisény do velké kapky manipuaiho média v Petriho misce
o praméru 5,5 cm () a pomoci dvou inzulinovych injakch stikacek (0,5 mm x 16 mm,
Omnifit-F, B. Braun) se pod mikroskopem (WP 10xX3/ 255043, Carl Zeiss) mechanicky
rozruSily (aby tak doSlo k uvadni oocyti z folikuli). Nasled® se pomoci Ustni skiéné
pipety (230 mm, 747720, Brand) vybraly oocyty v @&Zi, které se daly do kulti¢aiho
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média M16 (M16 medium with hepes without penicijlliM7292, Sigma-Aldrich).
Kultivacni médium se nechalo cca 30 miniéggh pouZzitim vysytit v termostatu (HERA cell
150, Thermo Elector Corporation¥ip37,5 °C a ve sisi s 5 % CQ se vzduchem
(za tchto podminek potom probihala i samotna kultiva&e).kultivaci byly pouzivany
dvé¢ malé Petriho misky o pméru 3,5 cm (153066, Nunclon surface), ve kterycholgyl
kapek média M16, ielitych mineralnim olejem (M8410, Sigma-Aldrich).j&Iné misce
bylo médium s fidavkem IBMX, ogt v pon€ru 10 000 : 1. Ve druhé misce bylo samotné
médium M16. Nejprve byly oocyty umésty do kultiva&niho roztoku s fidavkem IBMX a
byly ponechany hodinu v termostatu (regeneracetéhclho uplynuti hodiny byly oocyty
z termostatu vyjmuty a pomoci ani sklergné tenkosinné pipety byly opakovanym
nasavanim zbaveny kumularnich BkinTakto oSeéené oocyty byly kultivovany v druhé
Petriho misce bezifuavku IBMX. Kultivace GVBD byla provasha giblizn¢ 2,5 hodiny,
kultivace M1 8 hodin a kultivace MIl 16 hodin. Uwiet ¢asy jsou orienti, zrani oocyt
bylo treba ptibézné sledovat. Vzorky byly &lany stejnym zfisobem jako u oocit
praseich.

4.2 Studium exprese proteirha Emil a Emi2

Pro studium expese protéifemil a Emi2 byly vyuzity vzorky pragieh a mysich
oocyti. Co se tye vhodnych protilatek, pouzili jsme jiz vyzkouSempeotilatky a
optimalizované podminky (Prochazkova, 2012). U wlySi praséich vzorki bylo
mnozstvi 50 oocyit / vzorek. Toto mnoZstvi se agléilo. Separace protein byla
provadna na polyakrylamidovém gelu. Z polyakrylamidovéjedu byly proteiny pomoci

Western Blotu feneseny na membranu a nastepomoci RTG filni detekovany.

4.2.1Polyakrylamidova gelova elektroforéza

Priprava vzorka

Ke vzorkim oocyti bylo gridano 10 pl 2x koncentrovaného SDS Loading (Sample)
Bufferu (viz Tab. 4.), pomoci vortexu doslo k prgerii vzorku s pufrem a naslédse

ependorfovy zkumavky stdy na centrifuze (Micro centrifuga, 050710, CadtR). Lyza
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oocyti byla provedena povanim (3 min.) ve vrouci destilované wodNa rozdil od
minulych let jsme § vafeni vzorki jiz nepropichavali wko ependorfovy zkumavky,
protoZe jsme dosli k z&wim, Ze se&ést vzorku timto zjsobem vzdy vypéda. Po povéeni

se vzorky opt zvortexovaly a st#ily na centrifuze.

Tab. 4. Priprava 2x SDS Loading Bufferu

0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 2,5ml
Glycerol 2 ml
10 % SDS 4 ml
0,1 % Bromfenolova mad599, Penta) 0,5 ml
Millipore H20 doplnime do 10 ml
B-merkaptoethanol jefidan na koné&nou koncentraci
25az5%
Roztok musi byt skladovan v - 30 °C.

Priprava polyakrylamidového gelu

Byl pouzivan polyakrylamidovy gel o tlote 0,75 mm a rozénech v. 10,1 d x S.
7,3. Do pipraveného stojanku bylo nejprve vloZegsreni a olihovana skla, dana na sebe.
Do vzniklé mezery byla nejprve nalita destilovar@gda, aby se vyzkouSelo, zda takto
pripravena aparatura nepodtéka. Po namichani 1@lfdileb gelu byla destilovana voda
vylita a vnitek skel byl vysuSen savym papirem dosucha. Nejpevmezi skla nalil &ici
gel, ktery se felil destilovanou vodou. Po zatuhnuti gelu se testha voda oft vylila a
misto ni tam byl nalit 5 % startovaci gel, do keréoyl viozen beben s pozadovanym
pocétem zuli (podle pétu vzorki, 10 nebo 15). Po zatuhnuti startovaciho gelu bsthén
vyjmut a vzniklé jamky se proplachly destilovanaadeu, aby se odstranil zbytek kyseliny
polyakrylamidové. Taktoifpraveny gel nize byt skladovan v lednici cca 4 dny, ale musi
byt udrzovana stala vihkost (gel musi byt prot@divan v s&u s trochou vody). SloZeni

deliciho a startovaciho gelu uvadi nésledujici tadulk
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Tab. 5. Predpis polyakrylamidového gelu
Startujici gel 2 mi 5%
Destilovana HO 1,9 mi
Bis-acrylamide 30 % (A3699, Sigma-Aldrich) 0,34 ml
0,5 M Tris pH 6,8 0,5 ml
10 % SDS (sodium dodechl sulfate, L6026, Sigma-iakgr | 20 ul
10 % APS (peroxosiran amonny, 30154-AP0, Lach-Ner) | 20 ul
Temed (Temed electrophoresis reagent, 2 pul

V1-LP-RC-102-EA Biosciences)

0,5M Tris pH 6,8 (stacking gel buffer)

Tris base (2010644, Carl Roth) 649
Millipore H20 65 ml
Pomoci HCI (30565, Lach-Ner) dotitrovat na pH 6,8.

Millipore H»0 doplnit do 100 ml

Roztok se pefiltruje. Doba skladovéani 1 ¢sic @i 4 °C.
Délici gel 5ml 10 %
Destilovana HO 1,9 mi
Bis-acrylamide 30 % 1,7 ml
1,5M Tris pH 8,8 1,3 mi
10 % SDS 50 pl
10 % APS 50 pl
Temed 2 pul
Tris base 18,171 g
Millipore H20 65 ml

Pomoci HCI dotitrovat na pH 8,8.

Millipore H20 doplinit do 100 ml

Roztok se pefiltruje. Doba skladovéani 1 ¢sic @i 4 °C.
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Elektroforéza

Pred sestrojenim aparatury (Mini-Protean 3 Cell, 64859, Bio-Rad) byla vzdy
z jamek gelu vyepana destilovana voda. Yipads, Ze byly do aparatury vkladany dva
gely sodasrg, bylo zapnuto chlazeni (Multi Temp lll, Pharma&ietech). Jako pufr byl
pouzivan 1x koncentrovani Running buffer (sloZeid Vab. 4.). Vzorky byly na gel
nanaseny pomoci loadovacich ¢ghi. Nanaska byla obvykle 10 pl. Jako markery byly
pouzity Prestained Protein Marker, Broad Range(,NE@® — 175 kDa, P7708L, New
England Biolabs) a Precision Plus Protein Dual €standards (,DUAL") (350000231,
Bio-Rad). Nanaska markiebyla 5 nebo 6 pl.

Aparatura byla fipojena ke zdroji (Power Pack 1000, Bio-Rad) a hy&staveno
25 mA a 180 V, v fipads, Ze byl v aparatie jeden gel a 40 mA a 180 V, yipact dvou
geli. Po dojeticela elektroforézy tést ke spodnimu okraji byla elektroforéza zastavena a
skla s gely vyjmuta. Po odigni skel byl vzdy ofiznut spodni levy roh pro zachovani

orientace a byl oddlen startovaci gel.

Tab. 6. SloZeni Running bufferu

Running buffer 10x koncentrovany — zasobni roztokl |

Tris base 30,3 g

Glycin (2002722, Carl Roth) 144 g

SDS 10 g

Destilovana H20 doplnitdo 1|
Skladava 1 ngsic @i RT

Running buffer 1x koncentrovany, 2 |

10 x ¢ Running Buffer 200 ml
Destilovana H20 1800 ml
Skladovani- Esft od dataipravy 10x ¢ RB, H 4 °C
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4.2.2\Western blot

Priprava pi‘ed blotovanim

Pred samotnym Western blotem byl polyakrylamidovy peEien a vloZzen fedni
stranou nahoru do 20 % Towbinu (sloZeni viz Tap.a510 min. seiepal na iepace
(Laboratory shaker type 3583, ELPAN). Mezitim by&DF membrana (IPVHO00010,
Immobilon Transfer Membranes) aktivovanglgim methanolu a dana také do 20 %
Towbinu. K membra# byl pridan 2x filtra&ni papir (Extra hic blot paper, 1703969/A,
Bio-Rad), s rozréry gelu, a nechal se i s membranou se 2 riépat.

Vlastni blot

Na anodu blotu (Fastblot B 43, 2106465, Biometsa) navrstvil filtr&ni papir,
membrana, polyakrylamidovy gel a&iltracni papir. Pomoci skl€né pipety (25 ml,
Costar) byly vyvaleny bulbiny a potom sigljopila katoda (viko) blotu. # praci se dema
gely bylo zapnuto chlazeni. Péigmjeni blotu do zdroje bylo nastaveno 5 mA / 1¢ni3
W a nastaveras blotovani na 35 min. PaKise marker malo otiskl, bylafipano dalSich

10 min.

Barveni gelu a prace s membranou

Po skowreni blotovani se polyakrylamidovy gel barvil 20 mina tepace
v Coomassie Blue (viz Tab. 6.) a naslethyl odbarvovan dle pteby Destainem (viz Tab.
7.) a na zar tiepan 10 min. v destilované wdMembrana se po dobu jedné hodiny
blokovala na feklapcce (Profile Maker, M1241-4001, New Brunswick ScignitCO.,
INC) v min. 5 ml blok&niho roztoku. Nasledovalagndani membrany do flakonu (50 ml,
Centrifuga tube 50, 20110048, TPP) s roztokem pmimgrotilatky (min. 2 ml roztoku).
Flakon s membranou byligs noc ponechan v lednici na roleru (RM 5, 348,isAsst)
Druhy den se membrana promyvala 3x 10 min. ie@dce v TTBS (viz Tab. 8.). Po
kazdych 10 min. byl nalit novy roztok. Po promy# miembrana nechalagklapst jednu
hodinu v roztoku se sekundarni protilatkou. Nastebyla ot promyvana 3 krat po 10
min. v TTBS. Slozeni roztakpro blokaci, roztok s primarni a sekundarni protilatkou se

li5i v zavislosti na pouzivané primarni protilatee zawr této kapitoly).
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Membrana byla dale detekovana na RTG filmu (CL-XsWe film, 34091,
8 x 10 inches, Pierce). K vizualizaci byl pouzit [IEKit (Amersham ECL plus Western
Blotting detection systém, 2132, GE Healthcare).mdedna se polila roztokem ECL
v mnoZstvi 1 ml / 50 cfa po 5 minutach byla dana do kazety (Hypercasaetrshamp,
23649, 8 x 10 INCH, Pharmacia Biotech). Délka expobyla dle paeby 10 min., 5 min.,
1 min., 30 sec.,ifpadre 1 hod. Nasledhbyl negativ umisin 2 min. do vyvojky (Foma
LP-T, 1010, Foma Bohemia, s.r.0) poté oplachnutestibbvané vod a vlozen do
ustalové&e (Foma Fix, 0511, Foma Bohemia)¢bpa 2 min. Na z&r byl opst oplachnut
v destilované vo#l a po oschnuti byl vyhodnocovan, jak je popsan@ nisamostatne
podkapitole.

Membrana se nasledipromyvala 2 krat po 10 min. v TTBS a susSila sdiltracnim
papfe. V pipad potteby byla dale barvena iBirem (membrana setepala
10 min. v destilované v@da poté 10 min. v roztoku viz Tab. 9., naskedr® oplachla
pod destilovanou vodou a bylagguSena na filtkaim papie).

Tab. 7. Priprava 20 % Towbinu

Zasobni roztok 1 |

Tris base 582¢
Glycin 2,93¢
Destilovana HO 750 ml
Pomoci 10 M NaOH nebo HCI Upravit na pH 9,2
Methanol (603-001-00-x, Lach-Ner) 200 ml
Doplnit destilovanou kD doll
Skladovani - 1 gsic @i RT

Tab. 8. Priprava Coomassie Blue ,R"
Methanol 400 ml
CH3COOH (457401, Penta) 100 ml
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Coomassie (Brilliant Blue ,R*, 27816, Sigma-Aldrich 1 g (rozpustit v 100
ml destil. HO)
Destilovana HO doplnitdo 1 |

Skladovani — neomezena trvanlivost

Tab. 9. Priprava Destainu

Zasobni roztok 2 |

Methanol 800 ml

CH;COOH 200 ml

Destilovana HO 11
Skladovani — 1 #sic @i RT

Tab. 10.  Priprava TTBS

Zasobni roztok 1 |

NacCl 8¢

Tween 20 0,5 ml

(Polyoxyethylenesorbitan monolaurate, P-1379,Sigvaaich)

2M TrispH 7,6 10 ml

Destilovana HO doplnitdo 1|
Skladovani — max. 3 dnyiRT

2M Tris pH 7,6

Tris HCI (Trizma hydrochloride, T5941, 27,02 g

Carl Roth)
Tris base 3,46 g (rozpustit v 80 ml dest. H20)
Pomoci 10 M NaOH dotitrovat na pH 7,6

(1310-73-2, Spolchemie)
Destilovana HO doplnit do 100 ml
Skladovani — 1 &sic @i RT
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Tab. 11. Roztok na barveni membran skibrem

Citrat sodny 19
Siran Zeleznaty (30193-APO0, Lach-Ner) 9,449
Dusknan stibrny 0,19
(1015120025, Merck, s.r.0.)

Destilovana H20 50 mi

Pouzité protilatky

Byly pouzity jiz ozkouSené protilatky (Prochazkov#)12) — jedna protilatka pro

Emil a jedna protilatka pro Emi2. Protilatka prBthil je uvedena v Tab. 12., protilatka

proti Emi2 v Tab. 13.

Tab. 12.  Protilatka proti Emil

FBXOS5/EMI1 Rabbit anti-Human Polyclonal Antibody

Vyrobce LifeSpan Biosciences
Katalogové ¢islo LS-C80548

Zdroj rabbit

Velikost 56 kDa

Blokaéni médium

10 % zelatina (teleostean gelatin,G-7765, Sigma-
Aldrich), rozpu&na v TTBS

Redéni

1:1000, TTBS

Sekundarni protilatka

anti-rabbit, 1 : 7 500, TTBS

Epitope

neuveden
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Tab. 13.  Protilatka proti Emi2

Vyrobce Santa Cruz Biotechnology, Inc.

Katalogovéislo sc-68894

Zdroj rabbit

Velikost 71 kDa

Bloka¢ni médium 5 % mléko (odtanéné, 1,3 %, Laktino,
Promyl), rozpudné v TTBS

Redéni 1: 500, 5 % mléko, rozpusté v TTBS

Sekundarni protilatka anti-rabbit, 1 : 7500, 2,5 % mléko,
rozpuséné v TTBS

Epitope C-terminus

4.2.3Vyhodnocovani negativi a statisticka analyza dat

Vyvolané nagativy byly scannovany scannerem BioB&3I800, model PowerLook
2100XL (Umax, U9901-H9D0) a pomoci programu QugntDne 4.6.5. byla u
specifickych banél zmétena opticka densita na mm. U kazdého proteinu é&tsavnodelu
(Emil prase, Emil mys, Emi2 prase, Emi2 myS) bybréyp reprezentativni negativ a
pomoci hodnot OD x mm uén namgtenych, byly dale ostatni hodnoty negativ
standardizovany, aby se tak d#at rozdilnost expozic, kterd se liSi experiment od
experimentu. Z reprezentativnich negatiwly zptimérovany hodnoty za vSechna zrani a
vydéleny pramérem hodnot zrani od standardizovaného negativaz vznikl koeficient,
jakym se déle nasobily jednotlivé hodnoty zraniamé&ho negativu. Dale byly vysledky
statisticky zpracovany pomoci programu PASW Siatisi8 (SPSS), kde byla nejprve
pouzita procedura ANOVA a ipads, Ze vysly statisticky filkazné rozdily mezi gmery
v jednotlivych fazich zrani ooadyt byly nasleda pouzity Post Hoc testy, diky nimz jsme
porovnali rozdily v ptmérech mezi jednotlivymi dvojicemi kategorii zranakd HO byla
stanovena hypotéza, Ze saipéry ve skupinach zrani nelisi. Jako HA byla stanaven

hypotéza, Ze se fiméry mezi zranimi lisSi na hladénvyznamnosti a = 0,05. Na zaklad
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Leveneho testu shodnosti rozpitybyl pro Post Hoc test u neshodnych rozptgbuzit
Games-Howellv test a pro shodné rozptyly Sheffeho test. Praoyaani optické density
mezi mySimi a pragémi oocyty ve stejnych fazich zrani byl pouzi ttteSrafy a popisna
statistika byly vytvéeny v programu Microsoft Office Excel 2007.

4.3 Studium polyadenylace mRNA Emil a Emi2

Pro studium polyadenylace mRNA Emil a Emi2 bylopne¢ zapdatebi izolovat
z oocyti RNA a nasled# byl vyuzit poly(A) test s naslednou PCR amplifikagyhody
této metody jsou jeji rychlost, snadnost provedemiezavislost na pouziti radioaktivnich

latek. K detekci amplifikovanych fragméribyla vyuzita DNA PAGE.

4.3.11zolace RNA

Pro izolaci RNA byl vyuzit RNeasy Micro Kit (7400Qiagen) nebo RNeasy Plus
Mikro Kit (74034, Qiagen), ktery obsahuje navicday pro vychytani genomické DNA.
Pti porovnavani vysledk z izolaci ¢mito dwma kity nebyl vSak shledan Zzadny vyrazny
rozdil. Red prvnim pouzitim kitu bylar¢ba RPE pufr rfiadit 4 dily ethanolu (96 — 100 %).
Déle red kazdou izolacifpravit 70 % a 80 % EtOH (39556.02, Serva), EtOHiedn
pouze RNAse free ¥0. K RLT byl gridan B-Mercaptoethanol v poénu 100 : 10. VyZek
z izolace byl 12 pl total RNA / vzorek.

Postup izolace RNA byl nasledujici:
1. Oocyty byly zlyzovanyipdanim 350 pl RLT Plus pufru a diebzamichany
pomoci vortexu.
2. Dale byla provedena homogenizace — zlyzovangtpbyly preneseny na kolonku

QIAshredder — ktera se dale centrifig@? min. max. rychlosti.

- zde je u RNeasy plus Micro kitu navic jeden krok:
Vzorek je fenesen na dna eliminator spin column, centrifugaj80 s. min. 800 G,
po proteeni vzorku kolonkou se ujistime, Ze u¥miezbyla Zadné tekutina —

v op&néem gipack centrifugujeme do té doby nez bud ekolonka préazdasgleds
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nizeme kolonku vyhodit.

Do kolonky bylo pidano 350 pl 70 % EtOH aikladre propipetovano.

4. Vzorek byl pemistn na RNeasy Min Elute kolonku ve 2 mksgte zkumavce a
centrifugovan 15 sii 8000 G.
5. Dale byloifidano 700 ul RW1 pufru a centrifugovano 15isnpin. 8000 G. Po

centrifugaci byl roztok z kolonky wyli

6. Do kolonky bylo pidano 500 pul RPE pufru a centrifugovano 158800 G
(promyti membrany) a poté byla&bpylita skérna zkumavka.

7. Nasledy bylo piidano 500 pl 80% EtOH a centrifugovano 2 mifi.g900G.
Nasledhbyla sk&rna zkumavka vyhozena.

8. Kolonka se umistila do nové 2 mérste zkumavky a s otéenym vikem se
centrifugovala 5 min. max. rychlogfiz doslo k odstrami zbytkového alkoholu,
ktery by vadilip dalSi analyze. Po skéeni centrifugace byla 8ima zkumavka
opt vyhozena.

9. Kolonka se umistila do nové zkumavkyp (hl, RNAse free) a eluovala se vazana
RNA do 14 pl RNAse free2®f nechalo se inkubovat 1 minutu a bylodstm 1

min. na max. rychlost.

10. Vzorek byl umish na led a byla stanovena koncentrace RNA na napadr
(Spectrophotometer ND-1000, Nanodemghihologies).
11. Po zgteni koncentrace byl vzorek iihned pouZit na First-Strand cDNA

Synthesis nebo byl zamrazen do dalgduziti v - 80 °C.

4.3.2First-Strand cDNA Synthesis

1. K vzorku 5 ul total RNA byfgan 1 pl Oligo(dT),-1gprimeru (18418-012,
Invitrogen Life Technologies)

2. Vzorek byl f&nesen do 42 °C (termocykler - T3 Thermoblock, 1752
Biometria)

a bylo kému gridano 14 pl pedeltatého premixu (viz Tab. 12.). Vzorek byl

ve 42 °C ponechan 30 min.
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3. Naslednbyly ke vzorku pidany 2 pl Oligo(dT)-anchoru (200 ng / pl, Tab.)14.
a byl fenesen na 2 hodiny do 12 °C.

4. Po uplynuti 2 h. byl Za@h ot na 42 °C a byl kému gidan 1 pl SuperScript 111
RT (200 U / ul) a vzorek se ponethadinu (reverzni transkripce).

5. Vzorek se néasledpalieje na 30 min. na teplotu 70 °C (inaktivace enZym
Nasyntetizovana cDNA byla rovhaupita na PCR amplifikaci a zbyla byla
zmrazenav - 30 °C.

Tab. 14.  SloZeni First-Strand cDNA Synthesis PREMIXU

Na jednu reakci (jeden vzorek), 14 ul

5x First-Strand Buffer (620875, Invitrogen) 4 ul
0,1 M DTT (510985, Invitrogen) 1l
RNAseOut Inhibitor (574752, Invitrogen) 1l
10 mM dNTPs (Deoxinucleotide solution MIX, NO44ESpLabs) 1l
10 mM ATP (P0756S, BioLabs) 1ul
RNAse free HO 5 ul
10 U/ ul T4 DNA ligasy (M0202S, BioLabs) 1l

4.3.3RT PCR amplifikace

Naredkkny PCR premix (viz Tab. 15.), kKmuz se néasledn pridala cDNA
(2 pl / vzorek) , byl umigh do termocykleru a amplifikace probihala v nasjiedch

krocich:

1. 94 °C 2 min.

2. 94 °C 45 s.

3. 57/60 °C  45s. u Emil/Emi2

4. 72 °C 1 min. Nasledwyl nastaven cyklus krak2. — 4. s 29x opakovanim,
5. 72 °C 5 min.

6. 4°C (pause)
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Sekvence pouzitych primera podrobgjSi informace, jako je jejich vzdalenost od
polyadenyl&niho signalu AATAAA a samotné sekvence Emil a Epmi@ prase i mys jsou
uvedeny v Hloze 1. Primery byly navrhnuty pomoci databaze N@&Brogramu Primer-
BLAST. Vyrobce primel — Integrated DNA technologies.

Tab. 15.  Slozeni PCR PREMIXU

Na jednu reakci (jeden vzorek), 20 pul

10x Polymeraze Thermopholl Buffer (B9004S, BioLabs) 10 pl
10 mM dNTPs 0,6 ul
10 uM Emil / Emi2 primer (Tab. 16.) 1l
10 pM Oligo(dT)-anchor  (Tab. 16.) 1l
RNAse free K0 13,3 pul
Tag DNA polymeraza (M0267L, BioLabs) 0,1 pul

4.3.4DNA PAGE

Priprava vzorka

Ke vzorlkim po PCR amplifikaci byly fidany 4 ul / vzorek vzorkovaciho pufru
6x Loading Dye (R0611, Fermentas). Jako markerpoylZivin GeneRuler 50bp DNA
Ladder (SM0371, Fermentas) v mnozstvi 3 pl.

Priprava polyakrylamidového gelu

Byl pouzivan 5 % gel o roz¢rech v. 12,6 x .14 x hl. 0,15. SloZeni uvEal.
16.
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Tab. 16.

30 ml - jeden gel

Priprava polyakrylamidového gelu na SDS PAGE

5x TBE, zdsobni roztok 1 |

5x TBE 6 ml
Acrylamide (30%), 29:1 (A3574,Sigma-Aldrich) | 5 ml
Deionizovand H20 18,8 ml
10% APS 300 pl
TEMED 30 ul

Tris base 54 ¢
Kyselina borita (005-007-00-2, PENTA) 27,5¢
0,5M EDTA (pH 0,8) 20 ml
(kys. ethylendiamintetraoctova,
03610 2, Penta)
Deionizovana H,0 Doplnit do 1 |

1x TBE, zasobni rotok 1 |

5x TBE

Skladovani — 1 mésic pfi RT.

200 ml

Deionizovana H,0

800 ml

Elektroforéza

Do Aparatury (P9DS, Owl Separation Systém, Inclpmalito 1x TBE (viz Tab.
16.). Red nasazenim vzoikna gel nejprve spustila elektroforéza na 30 min1p0 V. Po

nasazeni vzoik bylo nastaveno 100 V a elektroforéza se nechal@etbaz po vyjeti

spodnihatela z gelu (cca 3,5 h.).
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Barveni gelu a vizualizace

Po vyjmuti z aparatury byl u gelu ozea levy spodni roh (pro zachovani orientace)
a gel byl barvenigdni stranou nahoru v roztoku GelRedu (Biot410G@GhMark) a 1x TBE
1 mg/ml

K vizualizaci byly vyuzity Kodac Gel Logic 100 / @0Camera (C00289, Molecular
imaging System carestream Health, Inc.), K. Gintegrated iluminator cabinet (C98063,
imaging System carestream Health, Inc.) a PC prod¢®DAK MI SE (standard edition
r.4.5.0, 1994 — 2007, Carestream Health, Inc.).
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5 VYSLEDKY

5.1 Studium exprese proteiri
5.1.1Detekce proteinu Emil

U praseéich oocyt byl protein Emil detekovana ve vSech fazich zrdniti z Sesti
experimeni byla pozorovana vistajici exprese od GV ke K20 (GVBD), ktera nastedn
opet klesala. Ve fazi K44 (metafaze Il) byla expreset@nu stale viditelna, ale jiz pouze
velmi slalg. U zbyvajiciho experimentu byl tento tren shodsyim rozdilem, Ze byl
protein detekovan ve vySSich hladinach jiz ve a¥ia nasledé plynule klesal az do faze
K44. Velmi rychlou degradaci proteinu demonstrugky pokles sily signalu od K28 do
K44. Reprezentativni vysledek ze Sesti nezavisggherimeni ukazuje Obr. 7. Rmérné
hodnoty optické density (OD x mm) v jednotlivyclzii@ zrani a popisnou statistikichto
hodnot ukazuje Tab. 17. Vysledky hladin OD x mmethdm zrani praséch oocyt

v jednotlivych pokusech jsou zobrazeny v Grafu jejiah praiméry pak dale v Grafu 3.

GV K20 K28 K44
—— o L S —Emil

Obr. 7. Exprese proteinu Emil hem meiotického zrani praséich oocyii.

Detekce proteinu odpovida 56 kDa. Extrakty z obcyt prisluSsném stadiu
meiotického zrani (50 oodyvzorek) byly rozdleny pomoci SDS-PAGE na 10 % gelu a
pieneseny na PVDF membranu. Proteiny navazané na raewmlipak byly detekovany

pomoci specifickych protilatek proti Emil.
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Tab.

17.  Zakladni statistické charakteristiky hodnot optické density (OD x mm)

proteinu Emil v jednotlivych fazich meiotického zréi prasetich oocyiti.

Statisticky vyznamné rozdily (€ 0,05) v nansiené optické densitjsou oznaeny

odliSnymi superskripty (A, B).

Faze zrani
Primer 0,765474 | 1,219753*° 0,5141058 0,361668
Smerodatna odchylka] 0,30081 0,30757 0,20907 0,15231
Median 0,80517 1,2890 0,44301 0,41654
Minimum 0,44072 0,82270 0,36100 0,072287
Maximum 1,0566 1,5609 0,90925 0,48479
Variatni koeficient 0,39297 0,25216 0,40668 0,42113

Graf 1. Zmény hladin proteinu Emil béhem meiotického zrani praséich
oocyti v jednotlivych pokusech.
8
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U mySich oocyt bylo u sledovani exprese proteinu Emil pravéd ot Sest
nezavislych experimett z nichz vysla polovina shoditak, ze sila exprese rostla od stadia
GV do K20 (GVBD), kde dosahovala svého maxima deddss opst klesala aZz do faze
K44 (metafaze Il), ve které nebyl protein jiz dete&n. U dvou experimeint byla
naneifena nevyssi hladina proteinu ve fazi GV a naslddasala az do faze K28, dale
nebyl protein ot detekovan. U zbyvajiciho pokusu byl trend shodig,ve fazi K44 byla
hladina proteinu nepatérvyssi. Reprezentativni vzorek zobrazuje Obr. &lribdy optické
density (OD x mm) v jednotlivych fazich zrani a pou statistikugchto hodnot ukazuje
Tab. 18. Vysledky hladin OD x mnetbem zrani praséch oocyt v jednotlivych pokusech

jsou zobrazeny v Grafu 2. a jejichipxéry pak v Grafu 3.

GV GVBD Ml Ml

=9 «—Emi1l

Obr. 8. Exprese proteinu Emil Ehem meiotického zrani mySich oocyi
Detekce proteinu odpovid&iplizné¢ 56 kDa. Extrakty z oocytv prislusném stéadiu
meiotického zrani (50 oodyvzorek) byly rozdleny pomoci SDS-PAGE na 10 % gelu a
pieneseny na PVDF membranu. Proteiny navazané na raemipak byly detekovany

pomoci specifickych protilatek proti Emil.

Tab. 18.  Zakladni statistické charakteristiky hodnot optické density (OD x mm)
proteinu Emil v jednotlivych fazich meiotického zr&i mysSich oocyt.

U mysSich oocyi nebyly na hladi&ia = 0,05 zada statisticky vyznamé rozdily.

Faze zrani GV GVBD M Ml
Smerodatna odchylka| 1,3667 1,6136 0,21239 0,32449
Median 1,3551 2,0213 0,48850 0,23156
Minimum 0,063000 0,27914 0,20574 0,068000
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Maximum 3,3956 4,1570 0,78159 0,90623

Variaéni koeficient 0,92470 0,70413 0,43705 0,87833

Graf 2. Zmény hladin proteinu Emil béhem meiotického zrani praséich

oocyti v jednotlivych pokusech.
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Graf 3. Zmény hladin proteinu Emil béhem meiotického zrani praséich

a mySich oocyi.

V jednotlivych fazich zrani jsou uvedenyinérné hodnoty ze vSech Sesteimni.
Pomocicerrg vyznaenych chybovych Ugek je zobrazena sfrodatna odchylka niteni
v kazdé fazi zraniHladiny optické density u pragieh a mysich oocytve stejnych fazic
zrani se na hladéhvyznamnosto = 0,05statisticky vyznamé&neliSily.

3,5

2,5

OD xmm

W prasedi cocyty

B mysi oocyty

15

05 +

GV GVBD (K20) M1 (K28) M1l (K44)
faze zrani

5.1.2Detekce proteinu Emiz

Co se tye detekce proteir Emi2, byla potvrzena jeho exprepouze v Ml fazi
(K44), a to jak u mysich, tak i u praseh oocyti. U kazdého modelu byly provedectyii
experimenty. Reprezentativni vzore téchto exgriment: je zobrazen na Obr. 9 a Obr..
Hodnoty optické density (OD x mm)jednotlivych fazich zrani a popisnou statist
téchto hodnot ukazuje pro pra$eoocyty Tab. 19., pro mySi oocyty Tab. Vysledky
hladin OD x mm Bhem meiotického zrani pradeh oocyt jsou zobrazeny Grafu 4.,
vysledky hladin OD x mm dhem meiotického zrani mysSich oog&ytobrazuje Graf &

Praimeéry téchto nangfenych hodnozobrazuje Graf 6.
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GV K20 K28 K44

| — —Emi2

Obr. 9. Exprese proteinu Emi2 Bhem meiotického zrani praséich oocyfti.

Detekce proteinu odpovid&iplizné¢ 72 kDa. Extrakty z oocytv prislusném stadiu
meiotického zrani (50 oodyvzorek) byly rozdleny pomoci SDS-PAGE na 10 % gelu a
pieneseny na PVDF membranu. Proteiny navazané na raewmlipak byly detekovany

pomoci specifickych protilatek proti Emi2.

Tab. 19.  Zakladni statistické charakteristiky hodnot optické density (OD x mm)

proteinu Emi2 v jednotlivych fazich meiotického zrai prasetich oocyiti.

U praseich oocyti se ptiméry optické density na hladinvyznamnosti = 0,05
v jednotlivych fazich zrani proteinu n Emi2 sttitisy vyznamm neliSily.

Faze zrani GV K20 K28 K44
Primer 0,037172 | 0,05304 | 0,054809 | 0,255479
Smerodatna odchylka| 0,026740 | 0,025920| 0,029314 | 0,23526
Median 0,028966 | 0,050228| 0,049899 | 0,15777
Minimum 0,014756 | 0,029703| 0,028439 | 0,10037
Maximum 0,014756 | 0,082000 | 0,091000 0,60600
Variaéni koeficient 0,71937 0,48868 | 0,53483 0,92086
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Graf 4. Zmény hladin proteinu Emi2 béhem meiotického zrani praséich

oocyti v jednotlivych pokusech.
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Obr. 10. Exprese proteinu Emi2 lBhem meiotického zrani mySich oocyi

Detekce proteinu odpovida 72 kDa. Extrakty z obcyt prisluSném stadiu

meiotického zrani (50 ooadytvzorek) byly rozdleny pomoci SDS-PAGE na 10 % gelu a

pieneseny na PVDF membranu. Proteiny navazané na raemipak byly detekovany

pomoci specifickych protilatek proti Emi2.
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Tab. 20.  Zakladni statistické charakteristiky hodnot optické density (OD x mm)
proteinu Emi2 v jednotlivych fazich meiotického zrani mySich oocyit

Statisticky vyznamné rozdily < 0,05) v narérenéoptické densit jsou oznaeny
superskripty (A,B,C).

Faze zréani
Pramer 0,062562° 0,04605° | 0,08324! 0,324142MBC
Smerodatndodchylke 0,042089 0,019107 | 0,05057: 0,050058
Median 0,055512 0,048376 | 0,06464. 0,32265
Minimum 0,019595 0,024298 | 0,04589I 0,26493
Maximum 0,11963 0,063152 0,1578( 0,38633
Variani koeficien 0,67275 0,41491 0,6075: 0,15443

Graf 5. Zmény hladin proteinu Emi2 béhem meiotického zrani mysict

oocyti v jednotlivych pokusech
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Graf 6. Zmény hladin proteinu Emi2 béhem meiotického zrani praséich

a mySich oocyi.

V jednotlivych fazich zrani jsou uvedenyiupwrné hodnoty ze vSecttyir mereni.
Pomocicerrg vyznaenych chybovych Ugek je zobrazena sfrodatna odchylka niteni
v kazdé fazi zraniHladiny optické density u pragieh a mysich oocytve stejnych fazic
zréani se na hladivyznamnosto = 0,05 statisticky vyznangmeliSily.
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5.2 Studium polyadenylace mRN/

Pomoci specifickych primérpro mRNA Emil a mRN pro Emi2 byl detekovan
3" konec mRNA.

5.2.1Polyadenylace mRNA Emi:

Signdl mRNA pro Emil uprase€ich oocyti rostl od faze GV, svého maxin
dosahoval je ve fazi K20 a nasleédaz do faze K44 klesal. Polyadenylace zde ne
prokadzana, ale detekce mRNA pro Emil je ve shsedsledovanou expresi proteinu En

Detekce mRNA pro Emil u precich oocytech zachycuje Obr. 11.
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Signdl mRNA pro Emil u mySich oodyse shoduje se sledovanou expresi proteinu.
Je nejvysSi ve fazi GV a GVBD, kde je mRNA polyaglemana a nasledrklesa a dochéazi
k deadenylaci ve fazi Ml a MIl. Detekci mRNA pro Brma mysSich oocytech zachycuje
Obr. 12.

Obr. 11. Detekce mRNA pro Emil u praséich oocyiti.
NK je negativni kontrola vzorku.

Obr. 12. Polyadenylace mRNA pro Emil u myssSich oocit

Symbolem Sipky je zobrazena polyadenylace a nddlddadenylace. NK zdianegativni

kontrolu vzorku.

5.2.2Polyadenylace mRNA Emi2
Detekce mRNA pro Emi2 u praseh oocyt byla nejsilijSi ve fazi K20, kde se

potom postup# polyadenylovala az do faze K44, kdézame vidt velky poszun signalu,
tudiz velkou zminu poly (A) konce. Tato polyadenylace je ve shed sledovanou expresi
proteinu Emi2. Polyadenylaci mRNA pro Emi2 u prasatbrazuje Obr. 13.
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Nejmensi signdl mRNA u mysich ootybyl detekovan ve fazi Ml, ale zZidodu
ziejmé nekvalitniho vzorku. Byla zde rovh viditeln4 slaba polyadenylace od faze Ml do
faze MIl, coz je rovdZ ve shod se sledovanou expresi proteinu Emi2 u mySich éocyt
Studium polyadenylace mRNA pro Emi2 na mySich oedytzachycuje Obr. 14.

Obr. 13. Polyadenylace mRNA Emi2 u praséch oocyti.
Bilé Sipky ukazuji polyadenylaci, ktera nastavdam K28 a K44. NK je nagativni

kontrola vzork.
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Obr. 14. Polyadenylace mRNA pro Emi2 u mySich oocyit

Bilé Sipky ukazuji polyadenylaci, kterd nastav&dqo GVBD. U vzorku Ml jje mélo

viditelny signal, zejm¢ z divodu Spatné izolace RNA.
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6 DISKUSE

U sledované exprese Emil na modelu pfigbe oocyti rostly hladiny proteint
v praméru od GV faze, ve fazi K20 (GVBD) dosahovaly svéhaxima. U pesré poloviny
piipadh (tfi experimenty Sesti) byl vSak trend takovy, Ze nejgi expresi vykazval
protein Emil jiz ve fazi GV, coz se shodujdostupnou literaturou (avSak zde b
studium provagho na mysim modelu) (Marangos et al., 2007; Turig@@03) Nasleds
hladiny proteinu az do faze K44 klesaly, coZz se shodivysledky dosazenymi
Parronettem et al. (2004), ki®vSem experimenty provédrovnéz na mySim mode.

Smerodatnd odchylka (s) mezi pozorovanimi ve fazi G40 byla vSak tért
shodnéa £ 0,3), takZze se od sebe hladiny GV a K:pomeéru az tak neliSily. Pro zji&hi
piipadné nesourodosti statistického souboru, u lderéale nedopotuje pouziti pemera
pozorovaného znaku (emto gipact hladin optické density na mn jednotlivych fazich
pozorovani exprese proteinu), byly vygany varigni koeficienty (\«) pro kazdou fazi
zrani. Zadny zchto Wk negresahl 50%, takze sledované soubory dat jsou tégis
sourode.

Sledované exprese proteinu Emil u mySich aodyla ve shod s vysledk
Marangose et al. (2007) a Tunquista (2003% (adlecké skupiny provadeli experimer
orvneéZz na mySim modelu). Sila signalu rostla od GV fa: GVBD dosahovala svér
maxima a nasledndochézelo degradaci proteinu, a tim padem poklesu expreséd .Bxa

rozdil od exprese Emil u pr&seh oocyfi byl vSak ve fazi Mll protein ji u WtSiny pokus

/////

fx v s

skut&nost je wozporu s dosazenymi vysledky u mySich obcyple koreluje vysledky
exprese Emil u oodyt pras€ich. Zde vyvstava otadzka, zda jde pouze o opt
hodnoty ve fazi MI] ale stdle dosahovaly pafmé vysokych hodnot, ¢ehoz se da
usuzovat, Ze slaby signal Emiltéto fazi getrvava, ale je pouhym okem 3Spa
detekovatelny.

U exprese mySiho Emil byl ve fazich zrani GV, GVBDMII vysoky vaia¢ni
koeficient, gevysujici 50 %, coz poukazuje na jiz ziiovanou nesourodost souboru ¢

Toto je vSak problém prace biologickym materialem, kdy nedokdZzeme zajistit w
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stejnou kvalitu bugk, i kdyZ jsou oocyty fed samotnou kultivadii tvorbou GV vzork
dukladreé selektovany. Vystupyéthto soubal v podolg grafu z piméra v jednotlivych
fazich zrani jsou proto zatizeny vetSi chybou, mxha Grafu 3. row¥ vidét i diky
velikosti chybovych usegk. Tuto chybu se budeme snazit v budoucim vyzkelnginovat
nejen jiz oSeéenim dat kuli pozadi na negativu, které bude diskutovano réke rovrez
vicetetnym opakovynim pokusu ai@zenim nejvice vychylenych dat (experint@n#i
praci s oocyty je vSak vytweni obsahlejSich datovych soubadlouhavy proces, neb¢iz
samotna tvorba vzotkvyZzaduje hod# casu a je velka spiggba mysi a fgdevsim jiz tak
malo dostupnych prasieh vaje&niki.

Jak jiz bylo zmigno v kapitole 5. Vysledky, ib méieni optické density hladiny
daného proteinu ve vzorku, je problémigppdnym pozadim na negativu, které s&en
vytvorit jako pozadi protilatkygi na samotném negativuiipru¢nim vyvolavani. Diky
tomuto pozadi mohou byt n&iené optické density lehce zkresleny, obz¥l&spripact,
kdy se jako pozadi mohou objevit nepravidelné skvirento problém zde nebyl anulovan
a jedingym moznynteSenim je do budoucna &duméreni pouze gistych* negativi, nebo
piipadré ,slepé” méieni nad pozorovany®i predpokladanym bandem proteinu a nasledné
odeteni této hodnoty od hodnoty na&fené density, ani to v3ak nezé&mje Uplnou
piesnost. Tyto odchylky mohou zkreslit statistickéh@gnoceni, nemohou vSak zkreslit
optické vyhodnoceni experimentu, které jéahto biologickych materiéls€Zejnim.

Obdobny problém je row u statistického vyhodnoceni exprese protinu Ekti2yy
byl jak u mysiho, tak i u prasdo modleu detekovan pouze ve fazi Mll (K44), cez |
v rozporu s praci Shojiho et al. (2006),rktevadctji, Ze k expresi Emi2 v oocytech dochazi
jiz po GVBD, Tunguist (2003), dokonce uvadi, ZeEmi2 je gitomny jiz v nezralych
oocytech je&t pied vstupem do meiosy. Oproti tomu Marangos et24l07) uvadji, Ze
k expresi proteinu Emi2 dochazii prydéleni PB1, tudiz viechodu Ml do MIl, coz
koreluje i s naSimi vysledky, kdy byl protein End2tekovan pouze ve fazi Mil.

U studia exprese proteinu Emi2 plati vSe vySe Znénobzvlag& mozné zkresleni
diky nizkym namfenym hodnotdm optické density, které bylyézemny ve fazich GV,
GVBD (K20) a MI (K28) i ges skuténost, Ze nebyl Zadny signél opticky detekovan.
Nicmére zde byly hodnoty natolik nizké, zZe vipréru negesahly ani u jedné pramné

hodnotu 0,07, takZze zdeureme s jistotou tvrdit, Ze se o okem nedetekovatsignaly
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nejedna. Tyto hodnoty jsou vSak v grafechiegptuto skuténost ponechany, a to zejména z
toho divodu, Ze koreluji s nagenymi hodnotami u MIl (K44), kde @ieme roviz
pccitat s o gco vySSimi narrenymi hodnotami diky pozadi na negativech. Dataébglala
oSetit opét jiz zminovanymi procesy, nebo v tomtdgipack, kdy s jistotou tvrdime, Ze se
opravdu nejedna o nedetekovatelny signal, by tyiniraérované hodnoty mohly byt
nasledd odeitany od narmrenych hodnot ve fazi MIl (K44). AvSak i zde si ddwjo
poukazat na jistou négsnost, takze musime s jistym chybovym zatiZzeninitado
v kazdém pipact.

Hodnoty varigniho koeficientu ndm poukazuji na nesourodost @afazich zrani
pras€ich oocyti GV, K28 a K44. Srrodatné odchylky jsou vSak az na fazi K44 velmi
nizké. Ve fazi K44 je s = 0,23526, coz jeigpbeno tim, Ze u pokusu 1 byl hédsilny
signal, oproti ostatnim pokas, kde byl signal slabsi, coz mohlo bytigpbeno prav
rozmanitosti biologického materialdi, vnejSimi vlivy pii experimentu. Diky tomu je na
Grafu 5. ve fazi K44 velka chybova @ka. Tato problematika by Sla sh@édako v gipac
mySiho Emil vyeSit odstraénim vychylenych hodnot ze souboru dateg dalSim
statistické zpracovani, coz vSak nebylo v této ipmdkut&néno, z divodu (pro tyto dely)
malého poétu opakovani.

Vk pro hodnoty Emi2 u mySich oodybyly vysoké u GV a MI. Ve fazi Mll byl vSak
soubor dat velmi vyrovany, takZze je na Grafu 6.namzenana o hodnmensi chybova
Useka nez u praséch oocyil.

Co se tye polyadenylace mRNA pro Emil u préied oocyfi, vysly vysledky
shodné sifedchozim vyzkumem (Prochéazkova, 2012). Signal mRo&l od faze GV, ve
fazi K20 dosahoval svého maxima a néstelifesal az do faze K44, kde byl jiz velmi
slaby, ale stéle déb detekovatelny, coz je ve skagke sledovanou expresi proteinu., coz je
rovnéZz v souladu s pozorovanim polyadenylace mRNA Enalmodelu ZabyXenopus
Leavis (Bulloc et Mendéz, 2008), kde dochazi k polyadaoiyi prechodu profaze 1 a Mi
a k nasledné deadenylaci mezi Ml a MII fazi. Zdakv§8amotna polyadenylace nebyla
priliS patrnd.

U mySich oocyit byla mRNA pro Emil detekovana shédako u oocyt praséich.
Zaznamenali jsme zde i postupnou deadenylaci z&zea GVBD do faze Ml a Mil, coz
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je ve shod se sledovanou expresic¢ghoz niZzeme usuzovat, Ze jsou exprimovany grav
proteiny s polyadenylovanymi mRNA a ostatni mRN@uslegradovany.

RovreZz u mRNA pro Emi2 u praséeh oocyfi byl signdl nejsilgjsi ve fazi K20, kde
byla nasledé detekovana ve fazich K28 a K44 &gtajici polyadenylace, coz i zde koreluje
se sledovanou expresi proetinu Emi2.

Shodna trend byl sledovan i mRNA mysSich od¢cyde byl vSak ve fazi Ml slaby
signdl mRNA, #ejm¢ z divodu Spatné izolace RNA z oo@yti mozné kontaminace
RNA&azami (slaby signal vySel po pouziti této RNAakpvar). Nicmére je i pies to vidt
vzriastajici polyadenylace, ktera je také ve sheel sledovanou expresi.

NaSe vysledky se ro¥# shoduji s vysledky publikovanymi na modelu Zamopus
Leavis (Belloc et Méndez, 2008), kde byla zfis6 u mMRNA pro Emi2 deadenylaci
v profazi | (GV) a nasledné& polyadenylacitephodu Ml a MIl faze.

Pro owieni specifickych sekvenci mRNA pro Emil a Emi2 hudtale po PCR
z agarézoveého gelu ygzany specifické bandy a pomoci MinElute Gel Etiom Kitu
(28604, Qiagen—Gentra Systems) bude extrahovna mB&@A zaslana na sekvenovani,
abychom se skute¢ ujistili, Ze se jedna o nami sledované specifigi@ukty a mohla byt
tato prace naslednpublikovana. Tato extrakce byla jiz jednou zkowgeavSem diky
nizkym hladindm mRNA nebylo vyizolovano dostat@& mnoZsti nutné pro sekvenci, takze
v budoucnu planujeme vyizolovat RNA z cca 300 obyorek, gipadré udklat PCR
z PCR. V planu je je ro namnozeni poZzadované sekvence pomoci klonovani.
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7 ZAVER

Cilem této prace bylo navazat n@geslou praci (Prochdzkova, 2012) a kvantitétivn

zmapovat a porovnat expresi a aktivitu Emil a Epn@eini a dale miru polyadenylace

jejich mRNA v piibéhu meiotického zrani s&ich oocyfi s now navrzenymi primery.

V této praci se nam potil ovérit hypotézu, Ze exprese protéiEmil a Emi2 se liSi

v jednotlivych fazich zrani oocytu a je wimpé zavislosti na polyadenylaci 3" konce

odpovidajicich mRNA s vyjimkou mRNA pro Emil u pz&ish oocyfi, kde nebyla

polyadenylace prokazana.

Vystupy této prace jsou shrnuty v nasledujicichdobd
Protein Emil byl u pragsé&h oocyti detekovan ve vSech fazich zrani a jeho exprese
vzristala od GV ke K20, kde dosahovala svého maximaskeds klesala.
Protein Emil byl u mySich oodytdetekovan ve fazich GV, GVBD a MI a jeho
nejvyssi koncentrace byla ve fazi GVBD.
Protein Emi2 byl detekovan pouze ve fazi Mll u ptésh i u mySich oocyit
Signéal mRNA pro Emil u prag&ieh oocyt rostl od faze GV, svého maxima dosahoval
je ve fazi K20 a néasledraz do faze K44 klesal. Polyadenylace zde nebyl&ganéna,
ale detekce mRNA pro Emil je ve skias® sledovanou expresi proteinu Emil.
Signal mRNA pro Emil u mysich oodyse shoduje se sledovanou expresi proteinu. Je
nejvyssi ve fazi GV a GVBD, kde je mRNA polyadernwdoa a naslednklesa a
dochazi k deadenylaci ve fazi Ml a M.
Detekce mRNA pro Emi2 u praseh oocyt byla nejsilgjSi ve fazi K20, kde se potom
postupr polyadenylovala az do faze K44, kdéizeme vidt velky poszun signalu,
tudiz dolte detekovatelny poly (A) konec. Tato polyadenylgeeve shod se
sledovanou expresi proteinu Emi2
Nejmensi signdl mRNA u mysSich ootybyl detekovan ve fazi Ml, ale Zidodu
ziejmé nekvalitniho vzorku. Byla zde rovh viditelna slaba polyadenylace od faze M

do faze Mill, coz je row¥ ve shod se sledovanou expresi proteinu Emi2 u mysich

oocyti.
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MRNA pro Emil u prasete budeme paizputi z gelu sekvenovat a po sekvenaci
nasledd navrhovat novy, specificky primer (e nebo pomoci metody RISC), pomoci
kterého se budeme snaZzit prokazat polyadenylaci mMRNporovnat ji se sledovanou
expresi. Na tuto praci bude déle navadzano disegrtaraci, ve které se budwnovat
piedevSim proteinu Emi2, o kterém je toho doposudhvetalo publikovano. Tato prace
bude zamena nejen na oocyty, ale r@mna ¢asny embryonalni vyvoj a budou v ni
pouzity zde uvéaghé, ozkousSené metodiky.

V tomto vyzkumu chceme rowa pokra&ovat z divodu, Ze polyadenylace mRNA u
Emil a Emi2 byla v dostupnych studiich prosda gedevSim na modelu Zakenopus
Leavis a naSe vysledky u prasko a mysSiho modelu tak mohou vyznamaovlivnit

studium meiotického zrani séeh oocyti a potazmo €asnych embryi.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK ASYMBOL U

2n diploidni paet (chromosori...)

3" konec 3" negrekladany (netranslatovany) konec mRNA¢#st mRNA za
STOP kodonem

4C oocyt transkrigné aktivni oocyt

A adenin

APC/C anaphase promoting komplex/cyclosome, E3-ubiqigthzia,

komplex proteid katalyzujici polyubiquitinaci protein
uréenych k degradaci, aktivovan#a metafaze/anafaze

prechodu

APS peroxosiran amonny

AREs AU rich elements (elementy bohaté na adenin alyiraci

ATP adenosintrifosfat

BSA howzi sérovy albumin

Bubl budding uninhibited by benzimidazoles 1, d&eonin
protein kindza

CaMKill Ca*/kalmodulin dependentni protein kinaza Il

Cdc cell division control, ozngeni proteirh majicich funkci v

regulaci bugcného cyklu

Cdc20 aktivator APC/C operujici v anafazi

Cdc25 rodina dudlnich fosfataz schopnych defosforylovatl® a
Tyrl5 na Cdk1/2

Cdk cyklin dependentni kindza

Cdk1 cyklin-dependentni kinasa 1

Cdk1/cyklin B viz MPF

cDNA copy DNA

c-mos kinaza aktivujici MAP-signalni drahu v oocytechtmaupro
aktivitu CSF

CPEs cytoplasmatické polyadenyiai elementy

CSF cytostaticky faktor, faktor udrzujici oocyty v méai Il do

oplozeni, udrzuje vysokou aktivitu Cdk1l
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DEPC

DNA

DNA PAGE
dsDNA
E2F

E3-ubiqutinligaza

EDTA
Emil

Emi2
F-box

FCS
GSC
GV
GVBD

HEPES
IBMX
IVM
m'G
MAPK
MEK1
Mi

Mil
MPF

MRNA

diethylpyrokarbonat

deoxyribonukleova kyselina

nedenaturé polyakrylamidova gelova elektroforéza
double strained DNA, dvouvlaknova DNA

transkrigni faktor, operujici v G1/Sipchodu, aktivuje geny
klicové pro S-fazi

ligaza katalyzujici vlastni polyubiquitinaci cildwe proteinu,
jez pak vede k jeho proteasom-dependentni degradaci
kyselina ethylendiamintetraoctova

FBXOS5, F box only protein 5, ranny mitoticky inhid,
inhibitor APC/C, exprese stimulovana E2F transkrim
faktorem

FBXO34, F box only protein 34, inhibitor APC/C

F-box proteiny ufuji substratovou specifitu SCF1
ubiquitinatniho komplexu

fetalni teleci sérum

germline stem cells, zarotle¢ kmenové hitky

germinal vesicle, zarodry v&ek

germinal vesicle breakdown, rozpad zakoddho véku, byva
¢lerén do fazi GV-0, GV-1, GV-2, GV-3, GV-4
N-[2-hydroxethyl]piperazin-N"-[2-ethansulfonova lejina]
isobutylmethylxantin

in vitro zrani (in vitro maturation)

7-metylguanosin

MAP-kindza, mitogen aktiviani protein kindza

kinaza MAP-kindzy; enzym aktivujici MAP-kinazu
metafaze |

metafaze Il

maturation promoting factor, ozteni pro komplex
Cdk1/cyklin B, ktery je nutny pro vstup do mitosyginsy

messenger RNA, mediatorova RNA, vznikdém
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Myt1

n
oD
p9rsk

PAGE
PCR
PGC
poly(A)
PVA
pre-MPF
pre-mRNA
RNA

RT PCR
S

SAC

SCF
SCR-TrCP
SDS

SDS PAGE
S-faze

TEMED
TRIS

TTBS

transkripce z DNA a slouZi jako templéat pro protein
fettzec

kinaza, ktera spolu s Weel fosforyluje Cdkl na #ral
Tyrl5

haploidni pget (chromosori...)

opticka densita

kinaza, ktera je aktivovana fosforylaci katalyzovamMAPK
(ERK1/ERK2), uXenopus oocyti mj. inhibicn¢ fosforyluje

Mytl

polyakrylamidovéa gelova elektroforéza

polymeraze chain reaction, polymerazostzova reakce
primordial germ cells, primordialni zarage® buky
polyadenylat

polyvinylalkohol

neaktivni forma MPF

prekurzorovd mRNA

ribonukleova kyselina

reverse transcription PCR, reverzni transkripce PCR
smérodatna odchylka

spindle assembly checkpoint, mechanismus, ktedahli
spravné napojeni chromosdma dlici vieténko
E3-ubiquitin ligaza

F-box protein nutny pro degradaci Cdc25

laurylsiran sodny

denaturani PAGE

obdobi bus¢ného cyklu mezi G1-fazi a G2-fazi, v této dob
dochazi k replikaci DNA
N,N,N",N"-tetramethylendiamin
N-tris[hydroxymethyl]-methyl-2-aminoethansulfonova
kyselina

Tween — TRIS buffer solution
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Thrl4
Tyrl5
UTR
Vk
Weel

p1

treonin-14

tyrosin-15

nepekladané oblast (untranslated region)

variagni koeficient

kinaza, ktera spolu s MYT1 fosforyluje Cdk1 na Thel
Tyrl5

transfomuijici distovy faktor
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9.2 Prilohy

Priloha 1. Informace o mRNA sekvencich a o primerech

VSechna data, pokuneni uvedeno jinak, jsougvzata z databaze NCBI.

Emil prase @us scrofa)

sekvence
mMRNA

>gi|311243769|ref|XM_003121138.1| PREDICTED: Sus scrofa F-box protein 5 (FBXO5), mRNA
GACCGCCTACTCCTCCGCAGTGGTAGCAGCTCCTTCTCACCTGAGGCAGGTCCCACTTGCACTGGCATG
AGCCGGCGCCCCTGCAGCTGTTCCCCACGGCCGCCCTCCGGTTCCTGCCGCTGCAGCTACAGCGCCCTG
ACAGCTGCCGGGCGCCCTCGCCCCTCGGACGATTGTAAAGAAGAAGGTTCCACTCTCTCCGTCAAAATG
AAGTGTGATTTTAACTATAGCCATGTTCATTCTGGAGTTAAACCGGTAAAACCTGATGATAGTGGAAGA
TGCAGTTCCTACACTCCTGCATATTTGGAAGGTTCTTATAATGACTGCATTAAAGACTATGAAAGGTTAT
CAGATATTAGGTCTCCAATCGTGAACTCCAGGATCGTAGAGCTTGAAACTGAAAGCAAGCCCTTGCATA
ATAAGGAAAATCAACATGTGCAACAAACACTTAATAGTTCAAATGACATAGAAGAACTGGAGACCAGTG
GACCTTATGAAGACAGTGGCTACTCTTCATTTTCCCAACAAAGTGTCCTCAATGAACATGAAGACAGTAG
TCTTACATTGGTGGAAAATTATAGTGACAGTCCACAACCTTGCCTGCTACGGATAAAAAGCCCAGACCAA
TATCCTAACAAAAACTTGCTGCCAGCTCTTCATTTTGCAAAATTTGTTTGTTCAACATTAAAAAAAAATTGT
AAACGAAATCCTAAAATAGATCGAGAGAAACTGAAGGAATTTGTATCCAGTGGAAATTTTAGACTACAGA
ATATAATTGGCAGGAAAATGGGCCTAGAATGTGTAGATATTCTCAGCGAACTCTTTCGAAGGGGACTCAG
GCATCTCTTAGCAAATATTTTAACACAGCTCAGTGATATGGACTTAATCAATGTGTCTAGAGTGAGCACAA
CTTGGAAGAAGATTCTAGAAGATGATAAGGGGGCATTGCAATTATACAATAAAGCAATACAAAGAATTAC
TGAAAAGAACATTAAGTTTTCACCACATGCTTCAACCAGAGAATATGTTTTATTCAGAACCGCATTAGCATC
TGTTCAAAAATCAGCAACCCAGACTCTCCCTAAAAAAGATACTCAAACCAAGTTACCTGATCCAGGTGATCA
GAAAGGTTCTACCTTTAGTCGACACAGTGAATTCTCTGAGGTTGCCAAGACTTTGAAAAAGAATGAAAGCC
TCAAAGCCTGCATTCGCTGTAATTCACCAGCAAAATATGATTGCTATTTGCAACGGGCAACCTGTAAACGAG
AAGGCTGTGGATTTGATTATTGTACAAGGTGCCTGTGTGATTATCATACCTCTGAAGACTGTTCAAATAGCA
AGCCTTTAAAAGCCAGTTATAAAATGGGTCCTCTGCCAGGTACTAAGAAAAGCAAGAAGAATTTACGACGA
TTGTGATCTCTTATTAAATCAATTGTAACTGATCATGACAGGTTAGTTAGAAAATGTTAGGTTTTAATTTAAA
AAATAAATGTATTGTGATTTTCAACTTTATGTTGAAATCAATGGGTTTTTTTTCCCCAACTGATAAAAGAAGA
TGCCCAACCTCTTAAAATATTTTACACTTTAATAGGGAAAAGTTCAAAATTCTCAATATATATCAAAATTTAA
ATATTTTAAGAAAAAGGGAAAATAGTTACTTGATGATTGTGATTCAGAGGCAAAATAAAATTGATTCAGTTT
TATAGTAAAGGAAGACCATGTAATTTTACCTACAGTCTTCAGTGCCAATCTTTTTACCATCTAGTAACATTTG
AGACATTTTATTTGCTTTACCAAATTAATAATACCTATTGAAATATCAACTTCTGATGTCTGTCAATTTAAATG
TTTTGTCACCTTTAACCTCTTTTTCAATGTATTTCCCAAAATGTTTTATGAAGTCGTATTTTCCTTATTTGTAAAG
GTTGTATGTTTTAATATTTTGTACATTTGTAAATGTTTATTTTTATATGTCAAAGAAAATAAATGTCTCTTGTAT
ATACACATAAATAAAGTGTTTCAAATTTAATAAATAA

Informace
0 sekvenci

Velikost sekvence - 2033
Oblast CDS - 67..1413

Chromosom -1
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PR1

5°- ATG GGT CCT CTG CCA GGT ACT AAG AAA AGC -3’

Délka produktu 704
Pozice v sekvenci 1360

AATAAA

Pozice v sekvenci Vzdalenost od PRIMERU 1

1487 127

1685 325

1984 624

2011 651

2030 670

Emil myS (mus musculus)

sekvence
mMRNA

>gi | 110225373| r ef | NM_025995. 2| Mus nuscul us F-box protein 5

(Fbxo5) , nRNA

AAATTCAAAGATTTTAAAAGTACCAGCTGGCGECCTTTTAAGAGCT GCGGCTCGECECCTCGTCTGRCCG
GCCACCTTTTTCCTGT CGT CGCCGCCACCT CCCCAGCATTGGAGCCCGAGT TTTGCGGCATGAGCCGRC
GCACCTGCAGTGACCTGCGCCGRCCGT CCTCCTGTCCCTGCCGTCT TGECGCGCGGACTACCGT GGACG
GTTGTAAAGAAGAAAGCCCTGTTCTTTCTGTTACAATGAAGTGTTTTAATTGCAACCCTGATCTTTCCG
AGCTTGAAGT GGT GAAGCCTGAGGACAGT GGGATAGAAGCTTCCTACAGTCCCGTGTGTTTGGAACCTT
CCTGTAATGACTGTGTTAGAAACCATGAGAGGT TGTCTTTCATCGACT CACCAATTGT GGGACATGATA
ACAAGGAAAAT CAACGCGTACAAAACACACTAGATAGT TCAAACGAAACAGAAGAGCTAGAGGCCAGTA
GACTGTATGAGGACAGTGGCTACTCATCTTTCACACAAAGT GACCGTGACGATGGCATCCTTATCCTGG
AGAATTTCAGAAACAGT CCCCAGGCCCGT CTGCTGCCAT CACAGAGCCCGGACCAGCATCCCAACAAAA
CCTTGCTGCCTGT CCTGCATTTTGAAAGAGT GGT TTGCTCAACACT AAAAAAGAAT GGCAAGCGAAACC
CTAAAGT GGATCGAGAAAT GCCTGAAGGAAGT TATTGCCAGCGGGAACT TTAGACT GCAAAATATAATTG
GCAAGAAAAT GBGCCT GGAGCACCTAGACAT CCTGGCTGAGCT CTCCCGCAGGGGAT TCGT GCACCTGT
TGGCTAACATTTTGACTAAGCT CAGCGGCATGGACTTAGTAAATCT GTCTAAAGT GAGCAGAATTTGGA
AGAAGATACT GGAAAACAATAAGGGGEGECGT TCCAGCT CTACAGCAAAACCAT GCAGCGAGT CATTGAAA
GCAGTAAGT TGTCACTACATGCTACAACGAGAGGATATGT TGT GGGCAGAGCTGCACTAACTTGTIGITC
AAAAGT CATCGACCT GGGCACCTCCCAAAAAAGAT GT TCAAAT CAAGT CCTCCAGTCAGCGTGGTCAGA
GAGTTTCTACCTACAGCCGGCACAATGAGT TCGT GGAGGT GGCAAAGACAT TGAAGAACAACGAAAGCC
TCAAAGCCTGTGT TCGCTGTAATTTCCCTGCAAAATATGACCACTATTTAGAGCGAGCAGT CTGCAAAC
GGGAAAGCTGTCAATTTGAATATTGTACAAAGT GTCTGT GTGCTTACCATAACAACAAAGACTGTTTGA
ATGGCAAGATCCTAAAAGCCAGCT GTAAAGT GGGTCCTTTGCCTGGAACTAAAAAGAGT AAAAAGAACT
TACAAAGATTGT GATAGATCAACT GTAGATCTTGGCTACT TTAAAAAGAAAAAAAAAACTTCAACTTTA
ATTTAAGAAAGTAAAAATAATTATGATGCCTTTTGT GAATAGAGAAATTAATTGT CCATAAAAATGCCA
AGATTGACTTATGAAAAACAAACTGGATATCTATCTTAGATACTAAGATAAAATTGAGTGGACTTTTGG
CAAGGGAGGGTTGTGGTCTTTTTATGGAGT CTTGAGAACATTTGCTTCAGTATTCGAGATTCGCTTTAC
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CAAGI TTGTATCATACTTCTATCAACTTGAGTCTGTCCATTTAAATGI TTGTCAATGTGAGI TTTTTTT
ATATCTGTGAATACCTGT TTTCAAATGCCAAATAAAATAATACACATAATTTTGT TTAGT TAAAATAAA
TTTAGAGGT GTAAAAAAAAAAAAAAA

Informac
eo
sekvenci

Velikost sekvence - 1820
Oblast CDS - 129..1394

Chromosom -10

PR1

5-AGA GCG AGC AGT CTG CAAACG GGA -3’

Délka produktu 665bp
Pozice v sekvenci 1223bp

AATAAA

Pozice v sekvenci Vzdalenost od PRIMERU 1

1761bp 538bp

1794bp 571bp

Emi2 prase @us scrofa)

sekvence
mMRNA

>gi | 194036984| r ef | XM_001925334. 1| PREDI CTED: Sus scrofa F-box protein
43 (FBXO43), nRNA

ATGACCCTGCTGCAGCT GACACT GCAT TGCCAGGAACCCGAATTTGGGAAGT TTCCTCCGT TCCAAGAG
CAAAGCGAGACATTTTCTTGT TTGGAAGCCTACATAACGT TGACATCTAAGAGCTCAAGATTTACTGI T
GAAACAGAGAT TTTGAAGAT GT CAGGGAGGCACT CAGGT CAAGCT GT TGCT GGAGCAGGAAAT GAGGAG
GGCTCTCCTACTGTCAATGT CAAGTACTCCACGCTTCGGAGACTTCTGT TCCACATCTTCATTTCAAGAC
AGTGCCTACAGT GAGCT GCTAAAAT CATGCAGCTTTGAGAATACAGATAAAGAATTTTTTGGAAAGAAA
GCAAGAACGCTCAACATTAATCCATGAACATCCTGAAACT TCAAGT CTGGCCTTAACACATAGT TTAGAG
TCTCCTATTCAACAAGAGCGATTTGT CTTCCCTAAGGAGGAAAAGGATAAAACCCCAGAACTTTGTGAA
ACTCCTAAAAT CAGT GCGAGAACGT TTTTACCACGCAGAAGGT TGGACATATCTTTCTCTCTTCTGAAG
GCAGAGT TTGAATCACAAAATAGT TCTCTCGAAAGT AGT GCAAGCCAAGT TCCTAATTTAGAAAACAAA
TTTCCAAGCAGTGCTTCAGCT TTTCCAAGGCGAAATAATTTTAGT TCTTTAGT CACTAGCACTTCAAAA
ACAGAAGAAGCGACT TCCAGCAGT CAAAAATTGAGACT CAATTTTTCTCAACAGAAGT CTTCCACGGT T
GATGATTCCAAAGATAACTGTGGCCTATTTGAGGT TGAATGTATATCT CCGATTCAGGGCAATAGTTTT
AAAGACTCTATCACACATGACT TTAGCGATAGCAGT CTGT GT GGTAATGAT GAGAATACATAT CCCGAA
CTTCTGGGCTCCTCCGCTGGT GGAACAACT TGT GAAACAGATGAGGACATATTTGT GACTCCAATAAGT
AATCTTGTAGCAAAT GT TAAATTTAAT GCAAGT CAAACT GAAGCTAGACGCAATATTTCAACACCTGAA
GACAGTGGTTTTAACTCGCT TTGCT TGGACAAAT CAGAAGATTCCCTCTCTGACCAAGAGGGT TCTTTT
CAAGACCTACT TCAGAAATAT AAGGGAAAT CTAAAAGCT GGGGACACCATAAAAAAGT CAAGGCGTCTA
AGAAGGT TGAGAAGACT GTCTACCCT TCGGGAGCAAGGCT CACAGT CTGAGACAGAAGAAGAGAAGCAG
ATCAGCCACTCCGGCTCTGAAACAACACCAGCAGCT GCT TCAGATACCT CAGAGGGT CAGCCCAGCAGT
GACTGTAAGGGCAGGGATTTGAGT TCAAGCTTTAAGAGT TTATCAAAAACCCCAGCCTTGCAGTTAGT G
CATGAGCT CTTTATGAAAAGCAAAAGAAAGAGAT TCCAGCAAAAT GGTGCACGT GGACTGTTAGAAGAA
AGAGACGAGGGAAAAAT AGCT GCTCTACAACGT GT GCTTGCAGGACT GATTGGGAAGAAAAT GGGTATA
GAAAAACT GGACATCTTAACAGAATTAAAATACAGAAATTTAAGGCATATTCTTCCTATGGT TTTAGAT
TCCTTGACTGCAGAAAGCCTATGCAGT GT TTGGAAAGT GAGCAGAAAT TGCCGT GAAATTATTCCTCAA
GATAAAAAAGCAAAT CAGAGGAGGAAATTTCATAT CACACGACT GAAAGCAGAT TCCGAGGGEGGCTGTA
TTAAATGT TGAGGAT GCTGCCACT CGCCTCCATCTTTTAAATCGAGCGGCT TTAAGGT CTGT GCAAGCA
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CAGGCTAGGACACCAGGT TTTCAGAAAGAACAAGT TTCAACGT TTTCTCCTTGGGGAGACGT TTTGACA
CCTATAGCAAGCTCTTCTGI TACTCACCTAAATAGT AAACAGGAGGAATATGT TAAGGT TGCCAAAACA
CTTTTTATTGATGAAGCATTAAAACCT TGCCCAAGGT GCCAATCCCCTGCTAAGTACCAGCCTTATAAG
AGAAGGGGACTATGTAGCCGCACACCCTGIGGTTTTGACTTTTGTGTGI TATGT TTGTGCGCTTATCAT
GGGTCTGAAGAAT GTAGCAGAGGAGCAGCAAAGCCAAGAAACAGAAAAGAT GCTCTTCCAGGAAGT GCCC
AGAGTAAGCGGAATTTAAAACGCCTCTAA

Predpo-
klddana
3" UTR

AGACTTTCAGT GTAAAAGAAGCATTGCCCCTAGECAACATGTCGT TTGTCTGACT TAAGATTATGAATA
TTTTGAAAGCATGCAAGI CTTCCCATCAATGGCAGATGATGATTTAGT TCCTATTTTGTATATAGTATG
ATCCATGTCATTGTATGT TTTCTTTGAAGTAGT GAGT TTTGAAAAGAATCTCATTTTACTATGTCATTT
TTACTCATTTTAATAACTTAGTGI TTTTAAATAAAGAATTTTCAGTGT TATGTATGTATTTAACTGITT
AATGTAACATTTAAAACGTGTACATTTCATCACTATGIGTTGAAATGT TCTTTCACTTTTCAAAAATAG
TTTGCCCAGTAATATTAAAAAATTTGAAACT TGAGACAGATGGECCTTATAGGT TTCAAAATTTTTGAAT
ATTTGACTGAAATGAAATACAAATAAAATGT TTTCAGAAGI TCTGTTGAATTTACTCTATCATCTCAAT
CTTTCTCTTAATTTACTGAGTATCATATTTGAGCAGACTTCTGGATAAATAAAATTTACCTACTATTGA
TAACTAAGAAGATGTAAAAAGTAAATTATTAGCTATATGTGGTTATTC

V databazi NCBI je jako sekvence mMRNA Emi2 u praset uvedena pouze CDS oblast, dle databg
Esemble by nél tento Usek byt praw chybéjici 3° UTR.

Informace
0 sekvenc

Velikost predpokladané 3° UTR - 600
Oblast CDS 1.2169
Chromosom -4

PR1

5'- GGG ACT ATG TAG CCG CACAGCCTG T-3°

Délka produktu 193
Pozice v sekvenci 2007

PR2

5- TGC CCA AGG TGC CAA TCC CCT GCT -3°

Délka produktu 240
Pozice v sekvenci 1960

AATAAA

Pozice v sekvenci Vzdalenost od PRIMERU 1| Vzdalenost od PRIMERU 2

V sekvenci neni do konce sekvence je 162 | Do konce sekvence je
209

Emi2 myS (mus musculus)

sekvence
MRNA

>gi| 124486946 | ref|NM_001081253.1| Mus musculus F-box protein 43 (Fbxo43), mRNA
CGCACGTCCGGGTGACGACCGTTAGTCCCGCCCGCAGCAGACGGCTCGGCAGCTCCGGTGGGGGGGCATCTCT
GGTCTCTAGTCGGGAGATTCCCCCAGGTCCAAGACTGGCTGGAGAGAGGCCGGAGAGTGCGGCTGCTGCGGG
GCGGAGAGATTCCGAGCGACTTGACCTTCCCAGCCGCTGCCCCTCCTGAAGCCGTCCCGGCGCTGCTCCGGGCT
CCGTTAATTGTTGAGGTTTTTCTCTTAAGTGGTGGTACCTCGGCATGAACTTTAAAGGCAAAGATGACAGACTTT
GTTGTTTGGAAGCCTACCTTACTTTGACATGTCTTAAGAACTCAAGGTTGACTGGTGGTAAGATATTCCACTTTAA
TGAGAGCATCGGTTTAACGAAGCAGTTTTCTGACTTGTATAGGGCTTGCTTGGCTGCACATCACAAAGGAAGAA
TAAACTTGTATCTACTTGGTAAAAACAGAGAGCTTGAAGATATCCCAAAGGCACTCAGCCAGCCACAGAGCAGG
AAGCAATATGGACTCCTCTGCTGTCACTGTCAAGGGTCTCAGCCTCATAGACTTTTGTTCCACATCCTCCTTTAAA
TATAGGGGCCATCACGAGCTGTCAGAATCTTGCAGCCTTAATAAGAAAGAAGAAGAGCCTATGCTAACCTGTGA
GCATCCTGAAACTCCAAGTTTAGGTTCCCCCAATTCTGCAGTATCTCCCAGTCAAATAATGAAGTCTGTGTCCCTA
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AGGAAGGAAAAGGATAAAAGCCCAGAACTTTGTGAGACTCCTAAACTCAGAAGGAAAAAATGCACATTACGCA
GGCGGCTAGACTTTTCTTTCCCTCTTCTGAAGGGGGATTCTGATTCACAAAGCAGATCTCTGGAAAGTAACATAA
GCCAAGGTGTTAGCCTAGAAAAACATTTGCCAGGTAGCACTTCAGGTTTCCCAAAGGAAGACAACTTTAGCCCA
TTAGTTACCAGCACGATAAAAACAGAGGATGTGGTTTCCAACAGTCAGAACTCAAGGTTACATTTTTCTCAGCAC
AAGACTTCCACCATTGAAGATTCCAAAGACAACTGTGGCTTGTTTGAAGTGGAATGTCTGTCTCCAATTGAAGGC
AATGATTTTAAAGATTCTATCACACACTTTAGTGACAGCAGTTTAAGTGTTAGTGATGAGAATACATGTCCTGAA
CTTCTGGGCTCCTGTGGTAGCCAAACAACCTATGGAGCAGATGTGACTACATCTGTAACTCCAGTAAGTAGTCTC
ATAGCAAAAATCAAATTTAATGGAAACCAAACTCTTGATTCTTCAGGAGAGGTGAGAGACAGTCTTTTTACACCT
GAAGACAGTGGCTTTTGCTCACTTAGCTGGGACAAATCAGAAGATTTCCTCTCTGACCAAGAGGGCTCTTTTCAA
GAACTGCTTCAAAAACACAGGGTGACTCCCAAAGTTGGGGACCAGGTAAAAAAGCCAAAGCATTTTGGGAGGT
TGAGAAGACTGTCCACTCTCCAGGAGCAAGGCTCCCAGTCAGAGGATGAAATGCAGACGGTCCATCCTAACTCT
GATTCAGGTGTCTTGGAGAGTCTGCAAGGCTCTGAGGAGAAGCGTGGGAACTTGGCTTTAAGCTTTAAGGACTT
ATCAAATACTCCAGCCCTGCAGTTGGTGCAGGAGCTCTTTATGAAAAGCAAAAGGAAACGATCTCAGCAGGAAG
ATGACCAGGAATTCTTTGAGGACAGGGACGAGGGGAAAATTGCCAGACTGCAGCGTGTTCTCGCAGGACTGAT
TGGCAAGAAGATGGGCATAGAACAGCTGGATATCCTGACCGAATTACAGTATAGAAACTTGAAGCACATCCTAG
CTATGGTTTTAGAGTCCTTGACTTCGGAGAGTTTATACAGTGCTTGGAACGTCAGCAGAAACTGGCGTGAAATT
GTGGCTCAGGATAAAAAGGCAAACAGGAGGAGGAAACTTTATATCATACAGCTGAGAGCAAGTGCTCAGGGG
GCCGCTGTGTTACGTGTTCAGGATGCTGCCACTCGGCTCTGCCTTCTGAGTCGCTTGGCCTTAAGATCAGTGCAG
GCACAGGCACAGGCACCCAGTGGTGAGCAGGTTCCAACTCTGTCCCCTTGGGGGGATGTTCTGACACCTGTAGC
AAGCTCTTCCCTCACCCACCTACGGAGTAAACAGGAACAGTATGTGAAGGTTGCCAGGACACTGTTTACTGATG
AAGCTTTAAAGCCTTGCCCGAGGTGCCAATCCCCTGCTAAGTACCAGCCGCACAAGAAAAGGGGGCTATGCAGC
CGCCTGGCCTGCGGCTTTGACTTCTGTGTGTTATGTCTGTGCGCTTATCACGGGTCTGAAGACTGTAGAAGAGG
GTCAGCAAAGGCGAGAGGTAGCAAAGATGTTCTCCCAGGGAGTGCCCAAAGCAAGCGGAACTTAAAACGCCTC
TGAAGAGACTAAGGAACCACTCGCGCTGGCCCATGTTCTGTCTGACTTAAAATTATGACTATTTTGAACACATGC
AAATCTTCCCATTGATGACAGACGTTGATTTACTTCCCACTTTGTTTGTTATAATGCACACCATTGTATATTTTCTTT
AAAGTGATGAATTTTGAAAGAATTTTATTTTACTATGTCATATCCCCATTTTAAATATTTTGATGTTTTAAATAAAG
AATTTTCAGGGTTGTTATATATGTGTGTTTTATTGCTCCATGTAACCTTTTAAATTTGTGCATTTCATAACAATGTG
TTGAAATGTTCTTCAATTATTTAAAAAATAATTTCCAAATAATTTGAATAATTTGAATTTGAGGTCAGTGAACTTTC
AGGTTTAGAAAATGAGTTGATGGCTGAAATTAAATATAAATAAAATGTTTTTAAAAGTTCCATCAAATGTAATCT
ATAATTTCAACCTTCCTCTTACTTGATATTTTAGTAGACTTTTTGTTTAGTAAAATTTACATACTAATAAATGTCAGT
TACGGTGACTGTGTAGTTACTTATAATGGGAATTTTATTTAATAAACTCCTATAAGTCACACATTTTTITITTITTITITT
CGAGACAGGGTTTCTCTGTTTAGCTCTGGCTGTCCTGGAACTCACTTTGTAGACCAGGCTGGCCTCAAACTCAGA
AATCCGCTTGCCTCTGCCTCCCAAGTGCTGGGATTAAAGGCGTGTGCCACCACGCCCGGCAAGTCACACATTTCT
AATTAAGTACTTTAAAAATCTGGAATTATAGTAACAGATTCTGATATTTTAAAAGATTTGGGCTGGGCAGAAATG
ATGGGTTTTGAATGGGAAAAATATGAAGTTATTAATAATGGCCATTATAATTTGTATGTGTTTGTAATGTGCCTTT
TTCCAAGAGGGATTTGGGAATGAGTGAGCTCTGTTATAGATCAGTGGCAAAAAGAGCTAAGTTTTTTTTATTGCT
GAAAAAAGTGTAAGAGAGGACTCTTGTTTTGCTTTTGGGTTTTTTGTTTTGTTTTITGTCATCATTTCGTCATTGTTG
TTACTGTTGTTTTGTTTTGAAGACAGGGTCTCACTATGTAGCTCTAGGTCTCCTGAAGTCACTATGTATACCAGGC
TGGCCTTGAACACACAGAAGTCCACCTGCCTCCTGAGCTGGGGTCAGAGTCCTGCACCACTACATCAGGCCTCAA
GAAGGAAACTTCTAAATGATGATTTATTTATTTTTATCTTATGCATATTGGTGTTTTGTCTGCATTTATGTGTGGGT
ATTAGATCCTTTGGAGCTGGAGTTAGAGACAGTTGTGAACTGTCATGTGGATGCTGGGAACTGAACCCGAGTTT
TTCAGACCAACAGCCAGTGCTCTTAACCACTGAGCCATCTCTCCAGACCCATACGAGGGAAACTGACAACACACT
TGTATTTTGTATATGTAGGTGATTGCTGTATATATGTGTTTTTATACTATACACACATATTTCAATGTAGCTCTGAA
CACATTATTTTAAGAAAGTGGTTAAAATTAAAACTAATAATTAAATTTAAAATTTACATATTTTC

PR1

5- TGG GCT GGG CAG AAATGA TGG GTT -3°

Délka produktu 794
Pozice v sekvenci 3272

-99 -




5'- GGG AGT GCC CAA AGC AAG CGG -3°

PR2
Délka produktu 1653
Pozice v sekvenci 2413
Pozice Vzdéalenost od Vzdalenost od

A v sekvenci PRIMERU 1 PRIMERU 2
A
- 2677 VSechny 264
A 2876 AATAAA pied PR1, 463
A 2978 do konce sekvence je 565
A 3031 763 618
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