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Regulace mTOR pri meiotickém zrani mySich oocyti

Regulation of mTOR during meiotic maturation of mouse oocytes

Souhrn

Meiotické zrani oocytu, obdobi mezi profazi I a metafazi II, tedy mezi dvéma meiotickymi
bloky, je charakterizovano rozpadem jaderné membrany (NEBD), kondenzaci chromatinu,
utvafenim meiotického vieténka a vydélenim prvniho poélového téliska. Na molekuldrni
urovni dochazi po NEBD ke zménam v translaci specifickych mRNA.

V mySim oocytu je cap-dependentni translace ovlivnéna kindzou mTOR, ktera fosforyluje
translacni represor 4E-BP1. Hyperfosforylovany 4E-BP1 se uvoliuje z vazby s eukaryotnim
mMRNA.

Cilem mé diplomové prace bylo charakterizovat lokalizaci aktivniho proteinu mTOR a
aktivni protein kindzy B (PKB/AKT), které hraji zasadni ulohu v regulaci cap-dependentni
translace, a stanovit ulohu kalcium/kalmodulin dependentni protein kinazy II (CaMKII)
Vv regulaci transla¢ni aktivity v sav€im oocytu.

Zjistili jsme, ze aktivni PKB/AKT (Ser 473) je po NEBD lokalizovana na tvoficim se
vieténku, coz odpovida lokalizaci fosforylovaného mTOR (Ser 2448).

Dale jsme zjistili, ze vzhledem k vysoké aktivité elF2a, je pti potlaceni ulohy CaMKII béhem

meiotického zrani zablokovéana globalni translace, aniz by byla ovlivnéna aktivita mTOR.

Kli¢ova slova: mTOR, CaMKI|, kinaza, translace, MRNA, oocyt, my$



Summary

Oocyte meiotic maturation, the period between prophase | and metaphase 11, the two meiotic
arrests, is characterized by NEBD, chromatin condensation, meiotic spindle assembly and
extrusion of the first polar body. On the molecular level, post NEBD translational
reprogramming occurs.

In the mouse oocyte cap-dependent translation is influenced by mTOR Kkinase that
phosphorylates translational repressor 4E-BP1. Hyperphosphorylated 4E-BP1 is released
from eukaryotic initiation factor 4E (elF4E) which becomes available for the translational
initiation of specific MRNAs.

The aim of my master’s work was to characterize localization of active mMTOR and active
Protein kinase B (PKB/AKT) which are key players in regulation of cap-dependent
translation, and to determine the role of Calcium/calmodulin dependent protein kinase Il
(CaMKII) in the regulation of translational activity in the mammalian oocyte.

We found that active PKB/AKT (Ser 473) is localized at the forming spindle post NEBD
which corresponds to localization of phosphorylated mTOR (Ser 2448).

Next we found that downregulation of CaMKII during meiotic maturation suppress global
translation as a result of high activity of elF2a without affecting mTOR activity.

Key words: mTOR, CaMKI|, kinase, translation, mMRNA, oocyte, mouse
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1. Uvod

V prokaryotni buiice translace pfimo navazuje na transkripci, a proto je regulace genové
exprese na urovni translace vysadou eukaryotnich bunék, kde translace probiha v cytoplazmé,
tedy oddélen¢ od transkripce probihajici v jadie. Regulace translace je vyhodna predevsim
proto, ze bunice umoziuje rychle a ucinné reagovat na podnéty z okoli, jako jsou ristové
faktory, teplotni Sok nebo virova infekce, bez nutnosti vytvaiet novou mRNA. Tyto

mechanismy se uplatiiuji predevsim pii kontrole bunécného rtstu, diferenciace a vyvoje.

V jedine¢né burce, kterou savei oocyt je, dochazi v pribéhu jejiho vyvoje ke zménam
Vv regulaci genové exprese a dle toho miiZze byt vyvoj oocytii rozdélen do dvou fazi, ve kterych
oocyty nabyvaji rlznych vlastnosti. Obdobi rlstu oocytu je charakterizovano relativné
konstantni expresi genti a akumulaci makromolekul jako jsou RNA nebo proteiny. Naproti
tomu béhem kratké periody meiotického zrani, tedy prestupu z profaze I do metafaze II, jsou
morfologické zmény (rozpad jaderné membrany, kondenzace chromatinu, tvorba meiotického
vieténka, vydéleni prvniho polového téliska), doprovazeny dramatickymi zménami v translaci
specifickych mRNA. Tato faze vyvoje oocytli je také spojena s kaskddami fosforylaci a

defosforylaci rliznych kinaz.

Béhem meiotického zrani jsou nékteré maternalni mRNA transla¢né zablokovany a jsou
aktivovany pravé béhem meiotického zrani. Aktivace a translace specifickych mRNA béhem
zrani muze byt regulovana nékolika mechanismy. Jednim z téchto mechanismu fosforylace a
ohranicena translace specifickych mRNA hraje zasadni roli ve zdarném priibéhu meiotického
zrani a veSkerych procesech, které pii ném probihaji (pfedevSim formovéani meiotického

vieténka, fazeni a rozchod chromozomi a nasledné asymetrické déleni oocytu).

Tato prace se zabyva konkrétnimi signalnimi drahami ovliviiujicimi translaéni represor

4E-BP1 a kindzu mTOR, jejichZ funkcemi se béhem poslednich let zabyvaji mnohé studie.



2. Literarni reSerse

2.1. Oogeneze

U savci zacina proces vzniku samicich pohlavnich bun¢k ve fetalnim vyvoji, zahrnuje
tvorbu primordialnich zdrode¢nych bun¢k (primordial germ cells, PGCs) a nasledné bunécné
transformace z PGCs do oogonii a z oogonii do oocyti. Oogeneze pak konci az za mésice az
roky u pohlavné dospélého jedince, kdy se méni oocyty ve vajicka (Obrazek 1) (Wassarman a
Albertini, 1994; van den Hurk a Zhao, 2005). Studie z posledni dekady potvrzuji existenci
zarodeénych kmenovych bunck 1 u dospélych samic, coz vyvraci dogma tvorby novych

oocytl pouze v prenatalnim obdobi (Johnson et al., 2004; White et al., 2012).

2.1.1. Od PGCs k oocytu

Tvorba PGCs, které jsou extragonadalniho puvodu, je zaCatkem oogeneze. Za misto
vzniku téchto kmenovych bunék je povazovana kaudalni C¢ast primitivniho prouzku
(Wassarman a Albertini, 1994; van den Hurk a Zhao, 2005). Pro tvorbu PGCs jsou dulezité
minimalné dva kostni morfogenetické proteiny (bone morphogenetic proteins), BMP4 a
BMP8B, produkované extraembryonalnim ektodermem (Ying et al., 2000; Ying et al., 2001).
BMP4 a BMP8B se vazi na receptory na pluripotentnich buiikach epiblastu a tim vyvolavaji
jejich specifikaci. Jakmile jsou PGCs vytvoieny, BMP4 a BMP8B uz nejsou pro jejich dalsi
vyvoj potiebné (Vanderhyden, 2002).

Z mista svého vzniku PGCs migruji ptes zloutkovy vacek a zadni travici trakt, az se
dostavaji do genitalnich 1i§t na ventralni ¢asti prvoledvin. Neni zcela jasné, zda je tato
migrace vysledkem améboidnich pohybi samotnych PGCs, nebo zda jsou spise tlaceny vpied
okolni rostouci tkani (van den Hurk a Zhao, 2005). Mechanismy, které fidi migraci a
proliferaci PGCs, nejsou zcela znamy, ovSem nékteré latky se zdaji byt dalezitymi mediatory
téchto procest. Napiiklad integrin — pokud PGCs postradaji integrinové podjednotky beta 1,
nedafi se jim G¢inn¢ kolonizovat genitalni listy (Anderson et al., 1999). Také cytokiny hraji
dilezitou roli v proliferaci a pteziti PGCs. Bazalni fibroblastovy riistovy faktor (bFGF), tumor
nekrotizujici faktor alfa (TNF-alfa) a neuregulin beta zvySuji pocet PGCs v kultufe (Resnick
et al., 1998; Kawase et al., 1994; Vanderhyden, 2002). Leukemicky inhibi¢ni faktor (LIF)
podporuje preziti PGCs inhibici apoptozy (Pesce et al., 1993).



Obrazek 1 Diilezita stadia v oogenezi u mysi
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Vyvoj od PGCS po nerostouci oocyty behem fetdlniho vyvoje a vyvoj nerostoucich oocytii
V oplozena vajicka u pohlavné dospélych jedincu (prevzato z Wassarman a Albertini, 1994;

upraveno).
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Puvod a migrace PGCs jsou stejné u samce i samice. K diferenciaci pohlavi dochazi pii
vstupu do pohlavnich list; PGCs se diferencuji v zavislosti na dostupnych pohlavnich
chromozomech bud’ v oogonii, nebo ve spermatogonii. U mysi k tomu dochéazi ve dvanacti az

tiinactidennim embryu (Wassarman a Albertini, 1994).

Oogonie, které¢ vykazuji vysokou mitotickou a transkripéni aktivitu, jsou obklopeny
somatickymi bunikami, které budou podporovat jejich dalsi vyvoj. Tyto pregranuldzni bunky
vznikaji z epitelovych bun¢k coelomu, z mesonephros a z mezenchymu hibetni stény téla.
Oogonie s pregranuloznimi bunikami tvofi primitivni zarodecné provazce (Wassarman a

Albertini, 1994; Vanderhyden, 2002).

Jakmile je kolonizace genitalnich list kompletni, oogonie vstupuji do meidzy. Zarodecné
bunky, které se nyni nazyvaji oocyty, vstupuji do profaze I, ale dale nepokracuji, ziistavaji
zablokovany v tomto stddiu, konkrétné v diplotene, dokud pln€ nedorostou. Tyto zablokované
oocyty, nazyvané primarni oocyty (oocyty I. fadu) jsou vétS$i neZ oogonie, maji vice
cytoplazmatickych organel, intaktni jadernou membréanu a jadro je nazyvano zérodecny vacek
(germinal vesicle, GV), proto se také tyto oocyty oznacuji jako GV oocyty (Obrazek 2)
(Vanderhyden, 2002; Eppig et al., 2004; van den Hurk a Zhao, 2005).

Obrazek 2 MySi oocyt ve stadiu GV

2.1.2. Riist oocytu

Je zndmo, Ze pouze pln€ dorostlé oocyty mohou pokracovat v meidze a mit tak moznost

byt in vivo ovulovany a oplozeny (Wassarman a Albertini, 1994).

Mysi oocyt roste od velikosti 15 pm v priméru do 80 um béhem obdobi dvou az tfi
tydnd, zatimco lidsky oocyt zac¢ind na 35 pm a je tfeba n¢kolika mésict, aby dosahl konecné

velikosti 120 um (Gosden et al., 1997).
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Rist oocytu a folikulu nutné nemusi probihat paralelné, u mysi vétSina ristu oocytu
probihé v dobé¢, kdy jsou utvoreny prvni dvé vrstvy granul6znich bunék. Rist tohoto oocytu je
pak dokoncen, kdyz se zac¢ina formovat folikularni antrum. Naproti tomu u hospodatskych

zvifat oocyty rostou v prub&hu expanze Graafova folikulu (Gosden et al., 1997).

Béhem riistu oocytu se mnozi cytoplazmatické organely a obecné dochéazi ke zménam
Vv ultrastruktufe oocytu (Wassarman a Albertini, 1994; Gosden et al., 1997). Jadro se zvétSuje

a chromatin se kondenzuje v bezprostfedni blizkosti jadérka (Wassarman a Albertini, 1994).

Soucasné s narGistem jejich velikosti oocyty ziskdvaji meiotickou kompetenci, coZ je
schopnost obnovit a dokon¢it meidzu, a vyvojovou kompetenci, coz je schopnost dokoncit
preimplatacni vyvoj (Sorensen a Wassarman, 1976; Eppig a Schroeder, 1989; Erdogan et al.,
2005). Nicméné nékteré plné dorostlé oocyty tuto meiotickou nebo vyvojovou kompetenci
postradaji. V této souvislosti byly v plné¢ dorostlych oocytech identifikovany dvé rtzné
konfigurace chromatinu (Obrazek 3). Prvni typ, ktery je nazyvan SN (surrounded nucleolus),
ma chromatin, ktery je vysoce kondenzovany a obklopuje jadérko. Druhy typ je nazyvan NSN
(non-surrounded nucleolus) — chromatin je méné kondenzovany a neobklopuje jadérko. U
oocytll sjadrem SN typu (SN oocyty) je mnohem vétsi pravdépodobnost, Ze dokonci
meiotické zrani, ve srovnani s NSN oocyty (Zuccotti et al., 1998; 2002; Liu a Aoki, 2002).
Navic my$i SN oocyty se po oplozeni dokaZi vyvinout v blastocystu, zatimco NSN ne
(Zuccotti et al., 2002). Tudiz lze fici, ze SN oocyty maji plnou meiotickou a vyvojovou

kompetenci, NSN pouze ¢aste¢nou.

Obrazek 3 Mysi oocyty se SN (A) a NSN (B)

Bila ¢ara naznacuje cytoplazmatickou membranu.
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2.1.3. Meiotické zrani oocytu

Proces meiotického zrani je nezbytny pro vyvoj gamety v embryo, které pak dava

vzniknout zdravému novému jedinci.

PIn¢ dorostlé oocyty znovu zahajuji meiézu v odpovédi na preovulaéni vinu
luteiniza¢niho hormonu (LH). Komplexy oocytt s jejich kumuly vyjmuté z antralnich folikult
a kultivované ve vhodném médiu podstupuji zrani nezavislé na LH (spontanni zrani) (Pincus
a Enzmann, 1935; Edwards, 1965). Z toho vyplyva, Zze hormonalni indukce ovulace neni
potfebnd pro iniciaci programu jaderného zrani. Zaroven oocyty mySich kmend, které
vykazuji defekty v procesu meidzy, jsou ovulovany v M1, coz demonstruje, Ze ovulace neni

zavisla na dokonceni meiotického zrani (Eppig et al., 1977).

Meiotické zrani lze rozd¢lit na tfi druhy procesii: jaderné zréni, epigenetické zréni a
cytoplazmatické zrani. Jaderné zrani je charakteristické znovuobnovenim meidzy a jejim

vyvojem do metafaze II (vice v podkapitole Jaderné zrani).

Epigenetické zrani probihd béhem ristu oocytu a jedna se o genomické modifikace, které
reguluji genovou expresi béhem vyvoje oocytu a rané¢ embryogeneze. Epigenetické jevy jsou
stabilni dédicné modifikace chromatinu, které maji vliv na expresi genu bez zmény sekvence
DNA. Pii oogenezi epigenetické zmény na chromatinu slouzi nejen ke genetickému
imprintingu specifickému pro gamety, ale také k regulaci genové exprese v prib¢hu procesu
zrani. Béhem oogeneze nebo spermatogeneze podstupuji zérode¢né buiiky sérii vratnych
epigenetickych zmén, které v koneéném dusledku udé€luji genomu parentalni imprinting.
Reciproky imprinting béhem gametogeneze stanovuje funkéni rozdil mezi matefskymi a

otcovskymi alelami (Eppig et al., 2004).

Cytoplazmatické zrani zahrnuje procesy, které piipravuji oocyt na fertilizaci a
embryogenezi. Odehrava se béhem rlstu oocytu i béhem jaderného zrani. Oocyty hromadi
latentni maternalni organely, nazyvané maternaln¢ ovlivnéné faktory (maternal effect-
factors), které jsou nezbytné pro transformaci vajicka do embrya a pro ¢asnou embryogenezi.
Tyto faktory jsou kodovany materndlnimi geny a mohou byt syntetizovany béhem ristu
oocytu, meiotického zrani nebo po fertilizaci. Maternalni RNA, ktera je syntetizovana béhem
ristu oocytu, je skladovana v latentni formé a selektivné translatovana (vice v kapitole
Regulace translace v savéich oocytech) (Eppig et al., 2004; Ellederova et al., 2004; Clarke,
2012).
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2.1.3.1. Jaderné zrani

Nejzietelnéjsimi projevy znovuobnoveni meidzy jsou rozpad jaderného obalu (nuclear
envelope breakdown, NEBD), kondenzace chromatinu a tvorba bipolarniho metafazniho (MI)
vieténka (Obrazek 4A). Béhem prvniho meiotického déleni homologni chromozomy
segreguji a jeden jejich set je vydélen do prvniho podlového téliska (PB1) (Obrazek 5).
Nasledné¢ je formovano druhé meiotické (MII) vieténko (Obrazek 4B). V této fazi jsou oocyty
opétné zablokovany az do aktivace spermii. Kompletni meidézu oocyty tedy dokoncuji az po
fertilizaci. U vétSiny savcl je meiotické zrani dokonceno v dobé ovulace, vyjimkou je celed’

Canidae, u které dochazi k ovulaci vajicka uz ve stadiu GV (Hyttel et al., 1990).

Obrazek 4 MI (A) a MII (B) vieténka u mysSich oocyti (A. Susor)

Cervend — tubulin, modrd — chromatin, zelend — kinetochory

Obrazek 5 MySi oocyt s vydélenym prvnim pélovym téliskem

metafazi podporujici faktor (MPF), mitogenem aktivovana protein kinaza (MAPK) nebo

cyklicky adenosinmonofosfat (CAMP).
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Podobné jako mitoticky cyklus v somatickych bunkach je meidza regulovana oscilacemi
v aktivité cyklin dependentni kinazy 1 (CDK1), coz je protein kin4za regulovana cyklinem Bl
(CCNBL1). CDK1 a CCNB1 jsou komponenty tzv. faktoru podporujiciho metafazi (metaphase
promoting factor, MPF) (Murray, 1995).

V oocytech je CDK1 aktivovana kratce pfed znovuobnovenim meidzy. Aktivita CDKI je
nezbytna pro NEBD; tato aktivita roste a dosahuje vrcholu v MI. Béhem pfechodu mezi MI a
MII, kdy je vydéleno PBI1, se aktivita CDK1 vyrazné snizuje. Nicméné je obnovena a

udrzovana na vysoké urovni béhem zablokovani v MIl (Hampl a Eppig, 1995).

Aktivace CDK1 je fizena jednak zménami v mnozstvi CCNB1 a jednak jeji fosforylaci
na specifickych aminokyselinovych zbytcich (Verlhac et al., 1994; Hampl a Eppig, 1995;
Ledan et al., 2001). Syntéza CCNB1 narista béhem meiotického zrani a nejvyssi je na konci
MI, nicméné se zaCitkem anafidze I je CCNBI1 rapidné¢ degradovan pomoci ubikvitin-
dependentni drahy (Hampl a Eppig, 1995; Ledan et al., 2001; Glotzer et al., 1991, Karabinova
et al., 2011). Nové syntetizovany CCNBL je tieba pro obnoveni aktivity CDK1 v metafazi II.
Inhibice syntézy proteini na konci MI vede k selhani zablokovani v MIl (Hashimoto a
Kishimoto, 1988).

Aktivita CDKI1 je navic regulovana fosforylaci a defosforylaci na pfislusnych
aminokyselinovych zbytcich. CDK1 je udrZovéna v inaktivnim stavu béhem profaze I (prvni
meioticky blok) fosforylaci na Thr 14 a Tyr 15. Tato fosforylace je zajiStovana inhibi¢nimi
kinazami MYT a WEE 1 (Parker a Piwnica-Worms, 1992). Pfed zac¢atkem NEBD jsou tato
mista na CDK1 defosforylovana fosfatizou CDC25 a diky tomu se CDKI1 stava aktivni
(Obrazek 5) (Coleman a Dunphy, 1994).
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Obrazek 6 Diagram aktivity MPF a MAPK béhem jaderného zrani oocytu (Eppig et
al., 2004)

MPF @ Fosforylace na Thr 14 a Tyr 15
- = = MAPK ' Defosforylace Thr 14 a Tyr 15

Po dokonceni prvniho meiotického déleni funguji kontrolni mechanismy, které udrzuji
zrald vajicka zablokovana v MII aZ do oplodnéni. Jako jeden z téchto mechanisml byl
stanoven tzv. cytostaticky faktor (CSF); jeho aktivita byla detekovana v oocytech v MII a
mizela brzy po fertilizaci (Kubiak et al., 1992; Verlhac et al., 1994).

Zasadni soucasti cytostatického faktoru jsou Mos-proto-onkogen (MOS protein), kindza
mitogenem aktivované protein kindzy (MAPKK/MEKI1) a mitogenem aktivovand protein

kinaza (MAPK).

MAPK se aktivuje jen po aktivaci CDK1 a po znovuobnoveni meidzy, jeji aktivita se
zvySuje béhem zrani a pretrvava béhem progrese z Ml do MII (Obrazek 5). MAPK je také
nezbytna pro udrzovani druhého meiotického bloku, jelikoZ oocyty, které pochazi od MOS™
my$i a nevykazuji Zadnou aktivitu MAPK, sice dokon¢i prvni meiotické dé€leni, ale nejsou
schopny bloku v MII, namisto toho podstupuji spontanni partenogenetickou aktivaci (Verlhac
etal., 1996).

Jako molekularni cil MAP kinazy byla identifikovana protein kinaza p90RSK (Kalab et
al., 1996; Bhatt a Ferrell, 1999). p90RSK pravdépodobné hraje roli v potlacovani vstupu do
S-faze mezi prvnim a druhym meiotickym d€lenim, patrné skrze reaktivaci CDK1, respektive

inhibici MYT 1 (Palmer et al., 1998).
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Zasadnimi pro regulaci znovuobnoveni meidzy jsou hladiny cyklického
adenosinmonofosfatu  (cAMP).  Gonadotropni  stimulace  zvySuje hladinu cAMP
v granuldznich bunkéch, coz s sebou nese zvysenou aktivitu MAPK. To ma pak za nésledek
generovani neznamého meidzu vyvolavajiciho signalu, ktery se dostava pies gap junction,
spoje propojujici granulozni buiky a oocyt. Tento signal zvySuje v oocytu aktivitu CAMP-
fosfodiesterazy 3 (PDE3), ¢imz se snizuje hladina cAMP v oocytu. Poté po zatim neznamém
poctu dalSich krokt dochazi k aktivaci CDC25 a tim i k aktivaci MPF (Obrazek 6) (Eppig et
al., 2004).

Obrazek 7 Mechanismus znovuobnoveni meiozy vyvolaného gonadotropiny
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Sipky naznacuji zvyseni nebo snizeni aktivity nebo hladiny dané molekuly. Prerusované
cary naznacuji, Ze pri prechodu do dalsi udadlosti muze byt zahrnuto vice krokit (Eppig et al.,

2004).

17



Oocyty, které prosly meiotickym zrdnim, mohou byt ovulovany a oplodnény. Proces
fertilizace, tedy spojeni samci a samici pohlavni buiiky, vajicka a spermie, zahrnuje nékolik
rozpoznatelnych krokl. Spermie musi podstoupit akrozomalni reakci, aby mohla penetrovat
vrstvou zona pellucida (Wassarman, 1999). Pii splynuti membran obou bunék vajicko
podstupuje proces aktivace. Zahajuje tzv. kortikalni reakci, coz je exocytéoza obsahu
kortikalnich granul do perivitelinniho prostoru. Enzymy z téchto granul modifikuji zona
pellucida a odstranuji z ni receptory pro navazani spermii, proto je tento proces dileZitou

prevenci proti polyspermii (Ducibella, 1996).

Pred fertilizaci je vajicko zablokovano v MIl a znovuzahajeni a dokonéeni meidzy je
kritickym momentem oplodnéni. K obnoveni meiézy dochdzi béhem dekondenzace
spermatického chromatinu a tvorby paternalniho prvojadra v cytoplazmé vajicka. Aktivita
bunéénych proteint, a tim i tento op&tovny vstup do bunééného cyklu, jsou fizeny fadou kinaz
a fosfataz. BEhem znovuobnoveni meidzy lze pozorovat jisté morfologické zmény, predev§im
vstup vajicka do anafaze a vydéleni druhého poélového téliska (Williams, 2002). Pak muze

dojit k fazi paternalniho a maternalniho haploidniho genomu a vzniku zygoty.

2.2. Regulace proteosyntézy v savéim oocytu

Kontrola a fizeni proteosyntézy, respektive translace mRNA hraje zasadni roli v regulaci
genoveé exprese béhem oogeneze a rané¢ embryogeneze. Pti regulaci translace zélezi

pfedevsim na jeji iniciaci, kterd je fizena pomoci 5¢ a 3¢ neptekladané oblastni mRNA (5 a 3°

.....

.....

.....

také nazyvan CepiCku vazajici komplex. Tento faktor sestdva ze tfi podjednotek: elF4E
(specificky rozeznava 7-methylguanosinovou cepickovou strukturu na 5’ konci mRNA),
elF4A (ma helikazovou aktivitu) a elF4G (spojuje faktory elF4E a elF4A) (Mader et al.,
1995).

Kromé iniciace translace, ktera je zavisla na Cepi¢kové struktute, existuje u eukaryot
mechanismus na Cepicce nezavisly, tzv. IRES (interni vstupni misto ribozomu, internal

ribosome entry site). Spoc¢iva v nasedani ribozomu na specifické sekundarni struktury mRNA,
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které se nachézeji uvnitt 5’UTR ve znacné vzdalenosti od ¢epickové struktury (Ellederova et

al., 2004).

Mira translace je hlavnim determinantem bunééného ristu, diferenciace a vyvoje (Tomek

et al., 2002).

2.2.1. Transkripce v oocytu

Béhem rlstové faze jsou savei oocyty transkripéné aktivni. Tato transkripcni aktivita je
nezbytna pro nabyti meiotické kompetence, a tedy i pro schopnost dokonéit meidzu, pro
fertilizaci a C¢asny embryondlni vyvoj. V obdobi riistu se totiz v oocytu diky vysoké miie
transkripce mohou kumulovat potfebné cytoplazmatické organely a makromolekuly (Eppig et
al., 2004). V dobg, kdy oocyty dosahuji své plné velikosti, se transkripce rychle snizuje na
velmi nizkou az nedetekovatelnou Groven a na této urovni zistava po celou dobu meiotického

zrani oocytu (Obrazek 7).

Pozastaveni transkripce je spojeno se zménami V distribuci chromatinu v jadie. Tyto
zmény jsou jiz zminéné konformace non-surrounding nucleolus (NSN) a surrounded
nucleolus (SN) (Zuccotti et al., 1998; 2002; Liu a Aoki, 2002).

Také po oplozeni je transkripce nizka; opétovné se zvySuje az po aktivaci embryonalniho
genomu — ve stadiu, které je druhové specifické, napt. u mysi se jednd o dvoubunécné
embryo, u clovéka o Ctyftbunééné a u kravy o osmi az Sestnictibunééné stadium (Clarke,

2012).
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Obrazek 8 Transkrip¢ni aktivita béhem oogeneze a rané embryogeneze
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Uvedena casova obdobi odpovidaji vyvoji u mysi (Clarke, 2012).

2.2.2. Translace v oocytu

Z vyse uvedené¢ho vyplyva, ze celé obdobi od pozdniho riistu oocytu az po casny
embryonalni vyvoj je zavislé na RNA, kterd byla syntetizovana béhem rustu oocytu. Plné
dorostly oocyt obsahuje témet dvakrat tolik mRNA neZ je pfitomno v blastocysté (Clarke,

2012).

Néktera mRNA nové syntetizovand v rostoucim oocytu musi byt translatovana na
podporu pravé probihajicich biologickych d&ji, naproti tomu jind musi byt bezpe¢né ulozena
a translatovana az ve vhodném stadiu oogeneze nebo rané embryogeneze. Navic musi byt
maternalni mRNA nésledné degradovana, aby byla umoznéna kontrola vyvoje nové

syntetizovanou embryonalni mRNA (Clarke, 2012).

Mnohé mRNA syntetizované v rostoucich oocytech jsou tedy okamzité translatovany, ale
cast mRNA, az 30 %, je skladovana ve stabilni formé ribonukleoproteinovych ¢astic (RNPs) a
translace je u nich potlacena az do meiotického zrani nebo do fertilizace, kdy je mnoho

mRNA transla¢n¢ aktivovano (Piqué et al., 2008; Clarke, 2012; Ellederova et al., 2004).

Jeden mozny mechanismus represe translace je uskutec¢iovan pomoci cytoplazmatického
polyadenyla¢niho elementu (CPE) (Brook et al., 2009, Kang a Han, 2011, Radford et al.,
2008). Tato sekvence bohata na uracil (UUUUA(A)U) se vyskytuje na 3’UTR (Clarke, 2012).
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Obsahuji ji jen mRNA, u kterych dochazi k prodluzovani poly(A) konce i v cytoplazmé
(Ellederova et al., 2004). Aktivace téchto mRNA je pak pii meiotickém zrani zavisla na
prodluzovani poly(A) konce a na CPE. V rostoucich a pln¢ dorostlych nezralych oocytech
jsou translac¢né potlaceny mRNA nesouci CPE. Tyto mRNA jsou nasledn¢ aktivovany béhem
zrani. Naopak mRNA, které neobsahuji CPE vykazuji chovani opac¢né (Clarke, 2012).
Polyadenylaci a ¢asové specifickou translaci nékterych maternalnich transkriptd reguluje
protein 1 vazajici CPE (CPEBI), jehoz fosforylace a degradace je zasadni pro vyvoj oocytu
(Karabinova et al., 2011), nicméné drahy, které reguluji fosforylaci tohoto proteinu, nejsou
jesté zcela objasnény, ackoliv kandidatni kinazy jako je Aurora kinaza A (Komrskova et al.,
2014), MAPK (Keady et al., 2007) nebo CDK1 (Kuo et al., 2011) jsou Vv soucasnosti

studovany.

.....

faktorti, které se podileji na vazbé mezi mRNA a ribozomem. Z téchto faktort byl nejvice
studovan elF4E (4E), protein, ktery je souéasti komplexu elF4F (4F) a je zodpovédny za
vazbu k ¢epickové struktuie (Mader et al., 1995).

Béhem in vitro zrani mysich (Gavin a Schorderet-Slatkine, 1997; Susor et al., 2015),
bovinnich (Tomek et al., 2002) a prasecich (Ellederova et al., 2006, 2008) oocytl je 4E
postupné fosforylovan, pfi¢emz maximalni fosforylace dosahuje ve stddiu MII. Nckteré
diivejsi studie indikovaly, Ze zvySend uroven fosforylace 4E u sav¢ich bunék pfimo pozitivné
koreluje se zvySenou urovni translace (Fraser et al., 1999) a také Ze fosforylace 4E zvySuje in

vitro jeho vazbu na ¢epickovou strukturu (Minich et al., 1994).

Na druhé strané jiné studie maji za to, ze tvorba 4F komplexu nevyzaduje fosforylaci 4E
a navic ze fosforylace 4E naopak snizuje jeho vazbu k ¢epi¢ce (Morley a Naegele, 2002;
Scheper et al., 2002). Scheper et al. (2002) tato data vysvétluji tim, ze snizeni afinity
k ¢epickové struktute fosforylaci 4E by mohlo usnadnit uvoliovani komplexu 4F z 5’konce

MRNA a v disledku toho zvysit ribozomalni migraci a iniciaci translace.

Z vySe uvedeného vyplyva, Ze hlavnim mechanismem regulace dostupnosti 4E pro
translaci neni fosforylace, ktera pravdépodobné neovliviiuje vazbu 4E na 4G (Morley a
Naegele, 2002; Scheper et al., 2002), ale spiSe vazba 4E k proteinim — transla¢nim
represorum, tzv. 4E-BPs (4E vazebné proteiny, 4E binding proteins). Hypofosforylované 4E-
BPs sout¢zi s 4G o spolecné vazebné misto na 4E (Mader et al., 1995). Nejvice studovanym

z 4E-BPs je 4E-BP1, ktery ve své nefosforylované formé vaze 4E a touto cestou zabranuje
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formovani aktivniho 4F komplexu. Po fosforylaci se 4E-BP1 uvolni od 4E, ktery je pak
dostupny pro vazbu s 4G (Gingras et al., 1999).

2.2.3. 4E-BP1

Jak j iz bylo zminéno, protein 4E-BP1 je jednim z translacnich represorﬁ, které se vazi na

.....

vazebné misto pro 4G, ¢imz znemoznuje tvorbu komplexu 4F a translace je tim potlacena.

Naopak hyperfosforylovany 4E-BP1 se uvolni od 4E a ten je diky tomu volny pro tvorbu

Obrazek 9 Hyperfosforylace a uvolnéni 4E-BP1 z vazby s elF4E
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Zde studovanou drahou iniciace translace je draha AKT/mTOR. Dalsi moznou drahou,
ktera ovliviiuje fosforylaci 4E-BP1 je draha Ser/Thr kindzy ATM (Ataxia telangiectasia
mutated), jez je aktivovana dvouviaknovymi fragmenty DNA (prevzato z Yang a Kastan, 2000;

upraveno).
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Ulohou 4E-BP1 v savéich oocytech se zabyvaly nékteré studie. Tomek et al. (2002)
zjistili u bovinnich oocyti pokles celkové proteosyntézy béhem in vitro zrani, spojeny
s defosforylaci 4E-BP1 a formovanim eIF4E — 4E-BP1 komplexu. Podle Ellederové et al.
(2006) je u prasecich oocytti 4E-BP1 fosforylovan v MI a jesté vyraznéji v MII, takze jeho
vazba k4E je vtéchto stadiich v porovnani s GV stadiem redukovana. Navic mnozstvi
faktorti 4E a 4G navéazanych na m’-methyl GTP-sefarézu vyrazné roste v M1 a MII oocytech,
coz naznacuje formovani aktivniho komplexu 4F v téchto stadiich. U MI a MII oocytt byl

také zaznamenan vyrazny pokles komplexu elF4E — 4E-BP1 a samotného elF4G.

Zaroven ovSem byly u prasecich oocytll zaznamenany urovné proteosyntézy, které jsou
nejvyssi v GV stadiu a postupné klesaji v MI a MII (Ellederova et al., 2006). Tyto rozdilné
poznatky objasiiuji autofi studie dvéma moznymi hypotézami. Bud' translace béhem zrani
prasecich oocytli probihd cap-independentnim mechanismem (pomoci IRES), nebo dochazi
Kk potlaceni cap-dependentni translace jinou cestou nez pies vazbu elF4E — 4E-BP1, pomoci

3’UTR a CPE.

Zvysena fosforylace 4E-BP1 béhem meiotického zrani byla zaznamendna také u mysich
oocytl. Navic zde byla pozorovana prostorova lokalizace fosforylovaného 4E-BP1 a to

v oblasti meiotického vieténka (Romasko et al., 2013; Susor et al., 2015).

2.24. mTOR

MTOR (,,sav¢i cil rapamycinu®, mammalian target of rapamycin) je Ser/Thr protein
kindza z rodiny kindz spojenych s fosfatidylinositol kindzami (phopshatidylinositol kinase-
related kinase, PIKK). Je katalytickou komponentou dvou odlisnych signalnich komplexd,
MTOR — Raptor komplexu (MTORC1) a mTOR — Rictor komplexu (MTORC2) (Obrazek 9).
Kazdy komplex je slozen z proteint mTOR, mLST8 neboli GBL (mammalian lethal with
SEC13 protein 8/G protein beta subunit-like), ktery se vaze ke kinazové doméné mTOR, a
deptor (protein obsahujici DEP doménu interagujici s mTOR, DEP domain-containing
mTOR-interacting protein). mTORC1 obsahuje navic Raptor (regulacni protein asociovany
k mTOR, regulatory-associated protein of mMTOR) a PRAS40 (40 kDa substrat AKT bohaty
na prolin, proline-rich AKT substrate of 40 kDa). mTORC2 obsahuje, kromé¢ jiz uvedeného,
Rictor (soucast mTOR insenzitivni k rapamycinu, rapamycin-insensitive companion of
MTOR), mSinl (protein 1 interagujici se stresem aktivovanou protein kindzou, stress-

activated-protein-kinase-interacting protein 1) a PRR5/protor (protein 5 bohaty na prolin,
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proline-rich protein 5). Molekularni funkce téchto kofaktorli zlstavaji malo objasnéné
(Bhaskar a Hay, 2007; Cybulski a Hall, 2009; Huang a Manning, 2009; Wiza et al., 2012,
Kogasaka et al., 2013).

Obrazek 10 Komponenty mTOR komplexi

MTORC1

Nejsou zobrazeny protor a inhibicni proteiny PRAS40 (inhibitor mTORCI1) a deptor
(inhibitor obou komplexut) (Takei a Nawa, 2014).

Obecné je mTORC1 znam pro regulaci mnozstvi bunéénych procest, predevsim translaci
MRNA a proteosyntézy, kontrolu bunééného ristu a proliferace, progrese bunécného cyklu a
apoptdzy; diky jeho schopnosti integrovat signaly z zivin a rustovych faktort predevsim pies
ribozomalni S6 kinazy (S6K) a ptes 4E-BPs (Fingar a Blenis, 2004; Ruvinsky a Meyuhas,
2006; Astrinidis et al., 2010); zatimco mTORC2 je spojen s kontrolou organizace aktinového
cytoskeletu (Jacinto et al., 2004).

U mitotickych bunék je mTOR fosforylovan na Ser 2448 nebo Ser 2481 a exprese a

lokalizace téchto fosforylovanych forem byla popsana na mitotickém aparatu (Vazquez-

Martin, 2009).

Inhibice MTOR v granuléznich bunkach a bunkach ovaridlniho folikulu negativné
ovliviiyje proliferaci granuldzy a redukuje folikularni rist. Aktivita mTOR se totiZz zvySuje
Vv pribehu M-faze bunééného cyklu. mTOR-specificka fosforylace p70S6 kindzy a 4E-BP a
také exprese Raptor jsou béhem M-faze zvySeny. Pokud je mTOR u somatickych bun¢k v G1
fazi bunécného cyklu inhibovéan rapamycinem, specifickym inhibitorem mTORCI, je vétSina
téchto bunck v této fazi zablokovana. Bunky, které i pies pfitomnost rapamycinu pokracuji do
M-faze, vykazuji v zavislosti na dévce inhibitoru aberantni mitotické figury, tzv. anafazni
mosty (Yu et al., 2011). U oocytd Xenopus laevis naopak vystaveni vlivu rapamycinu

urychluje NEBD, protoze v pfitomnosti tohoto inhibitoru je potlacena translace RNA, ktera
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Voblasti cCepicky obsahuje tsek az tfindcti pyrimidind, tzv. 5’ TOP (5’terminal
oligopyrimidine tract); naopak translace RNA, které 5’TOP neobsahuji nebo obsahuji IRES je

V piitomnosti rapamycinu efektivnéjsi (Schwab et al., 1999).

MTORC1 se béhem M-faze podili na fungovani vieténka. Naptiklad pii vystaveni vlivu
rapamycinu byly jak u kvasinek, tak u sav¢ich bun¢k I u oocytu pozorovany negativni zmény
Vv segregaci chromozomi (Bonatti et al., 1998; Susor et al., 2015). Podle Astridinis et al.,
(2010) je také duplikace centrosomu regulovana komponentami z drahy mTORC]1 a aberantni
aktivace této drahy muze vést k amplifikaci centrosomu, chromozomalni nestabilité¢ a
aneuploidii (Astridinis et al., 2010). Lince-Faria et al. (2009) popsali lokalizaci mTOR na
dynamické struktufe mitotického vieténka a jeho nezbytnost pro normalni Casovy prubé&h

mitozy.

V piipad¢ signalni drahy pro regulaci translace ptes transla¢ni represory bylo dokazano, ze in
vitro je pomoci mTOR zprostfedkovana fosforylace 4E-BP1 na Thr 36 a Thr 45 a zabranuje
tim interakci 4E-BP1 s 4E. In vivo je fosforylace na Thr 45 hlavnim regulatorem asociace 4E-
BP1 — elF4E. Tedy fosforylace 4E-BP1 prostiednictvim mTOR podporuje iniciaci translace
(Burnett et al., 1998).

2241, MTOR v oocytu

Studie, kterou provedli Yang et al. (2009) na mySich oocytech, ukazala, ze¢ mTOR
mRNA je exprimovana béhem meiotického zrani a Ze mTOR je v GV lokalizovan na jaderné
membrang, pii NEBD se vyskytuje kolem chromozomii a v MII f4zi na meiotickém vieténku.
Pokud byly oocyty vystaveny vlivu rapamycinu, pak se lokalizace mTOR zménila a jeho
exprese byla vyrazné nizs§i. V GV byl mTOR po kultivaci s rapamycinem distribuovan vice
uvnitt jadra, po NEBD se nevyskytoval kolem chromozomii a v MII mTOR nebyl viibec

patrny. Po NEBD a v MII bylo také zménéno samotné usporadani chromozomu (Yang et al.,
2009).

Pomoci rapamycinu bylo také zjisténo, ze mTOR je zapojen do migrace meiotického
vieténka a vydéleni PBI, jelikoZ pii déletrvajicim vystaveni oocytli tomuto inhibitoru byla
inhibovana aktivita mTORC2 a také drahy S6K1 a 4E-BP1/eIF4E, zprosttedkované pomoci
MTORC1, byly inhibovany. Tyto drahy jsou nezbytné pro expresi malych GTPaz z Rho
rodiny (RHO1, RAC1, CDC42) pii bunétné motilité a reorganizaci cytoskeletu v prub&hu
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meiotického zrani mySich oocytd. Kultivaci s rapamycinem tak byla v mysich oocytech
naruSena migrace meiotického vieténka a asymetrické déleni oocytu; tyto déje jsou
zprostiedkovany pravé pfes mTOR a GTPazy z Rho rodiny. Zajimavé je, Ze naruSeni
asymetrie se obvykle objevuje u meiotického déleni oocytt s nizkou kvalitou nebo u oocyti,
které prosly tzv. post-ovulatornim starnutim (aging) a tyto vady jsou spojeny s neplodnosti u
savcl (Lee et al.,, 2012). Nicmén¢ autofi této studie uvadeji také nartst v expresi mTOR
mRNA pii pfechodu z MI do MII faze, ktery se zdd byt nepravdépodobny pii piihlédnuti

k faktu, Ze transkripce je béhem meiotického zrani v oocytu potladena.

Odlisnymi funkcemi jednotlivych komplexit mTORCI a mTORC?2 pfi meidze v mysich
oocytech a mitdze v kumularnich buiikach se zabyvali Kogasaka et al. (2013). Vysledky této
studie naznacuji, Ze je to pravé mTORC2, ktery je zodpovédny za kontrolu migrace
meiotického vieténka pomoci regulace reorganizace mikrofilamentt, jelikoz Rictor byl
lokalizovan kolem poélu vieténka pouze v MIl oocytech a v kumularnich bunkach nikoliv
(Kogasaka et al., 2013). Naproti tomu mTORC1 se zda byt spojen s funkci vieténka béhem
mitdzy 1 meiotického zrani oocytil; jeho silnd exprese byla pozorovana na pdlech i na
sttedovém télisku (midbody) vietének v kumularnich bunkach i v oocytech (Kogasaka et al.,
2013; Romasko et al., 2013; Susor et al., 2015).

Pomoci Torinu 2, coz je inhibitor mTOR, byla sledovana fosforylace 4E-BP1 (Mayer et
al., 2014). Po kultivaci bovinnich oocytd v tomto inhibitoru byl zaznamenan pokles ve
fosforylaci 4E-BP1 a pfiblizné 60 % oocytii bylo po 24 hodinach v inhibitoru zablokovano
v MI stadiu. Pokles fosforylace se ukazal jako reverzibilni, protoZe po dalSich 24 hodinach
v médiu bez Torinu 2 byla Groven fosforylace srovnatelna s kontrolni skupinou. Nicméné
oocyty zustaly zablokované v MI, coz miZze indikovat potiebu Casové a prostorove

regulované translace béhem meiotického zrani.

V této studii byly mimo jiné také sledovany fosforylace mTOR (Ser 2448), Rictor (Thr
1135) a Raptor (Ser 792). Ukazalo se, ze fosforylace mTOR a Rictor jsou v GV nizké a
narastaji v MII stadiu. Raptor vykazuje chovani opacné. Fosforylace na Ser 792 a Thr 1135
mohou potencialné inaktivovat cely mTOR komplex, takZze vysledky této studie mohou
indikovat fakt, ze mTORCI je inaktivni v GV stadiu, ale aktivni po NEBD, v MIIL. Nicmén¢
je zajimavé, Ze na tyto fosforylace neméla vliv kultivace oocyti s Torinem 2 (Mayer et al.,
2014).
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2.25. AKT

Ser/Thr protein kinaza AKT, také znama jako protein kinaza B (PKB) je centralnim
uzlem v bunééné signalizaci rustovych faktord, cytokind a dalSich buné¢nych stimuli. Hypo-
nebo hyperaktivace AKT vede K patofyziologickym dé&jum, které jsou podstatou riznych
onemocnéni, napiiklad diabetu druhého typu nebo nadorového bujeni. Lze tedy fici, ze AKT
ma klicovou roli v mnohych bunécnych procesech jako je bunécna proliferace a migrace,

metabolismus glukézy, apoptoza a transkripce (Manning a Cantley, 2007).

Aktivace AKT je zavisla na tfidé I fosfoinositid-3-kinaz (PI3Ks), které jsou aktivovany
pomoci drah vedoucich od tyrosin kinazovych receptord, nebo od receptorti spojenych s G-
proteiny (Engelman et al., 2006). PI3K vytvafi lipidového druhého posla fosfatidylinositol-
3,4,5-trifosfat (PIP3), ktery se piimo vaze na Pleckstrin homologni doménu AKT a
Fosfoinositid-dependentni kinazu 1 (PDK1). PDK1 fosforyluje aktiva¢ni smycku AKT na Thr
308, coz je nezbytné pro aktivaci AKT (Alessi et al., 1996, 1997). Fosforylace AKT na
konzervativnich zbytcich (Ser 473) vede k dalS§imu narastu aktivity AKT (Alessi et al., 1996).

Aktivni AKT fosforyluje mnozstvi substrati zahrnutych v regulaci bunééného pteziti,
rastu a proliferace (Manning a Cantley, 2007). Mezi substraty AKT patii i mTOR, respektive
mTORCI, ktery nésledné fosforyluje ribozomalni S6 kinazy a 4E-BPs, coZz v kone¢ném

dusledku stimuluje vyse zminéné bunécné déje (Huang a Manning, 2009).

MTOR mize byt ovSem kindzov€ nadfazeny (upstream) i podfazeny (downstream) AKT

(Obrazek 10) (Huang a Manning, 2009; Takei a Nawa, 2014).
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Obrazek 11 Schéma bunéénych procesii ovlivnénych AKT signalni kaskadou
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Kromé jiz zminénych molekularnich cilii ovliviiuje draha mTORCI také protein kindzu
ULKI (savéi homolog proteinu 1 spojeného s autofagii, autophagy-related protein 1
homolog) a transkripcni faktory SREBPs (proteiny vazajici regulacni element sterolu, sterol
regulatory element binding proteins). Draha mTORC?2 ovliviiuje kromé jiného také protein
kinazu C (PKC) a sérem a glukokortikoidy regulovanou kinazu (SGK, serum and

glucocorticoid-regulated kinase) (Takei a Nawa, 2014).

AKT reguluje mTORC1 pomoci fosforylace TSC2 (tuberin), coZ je jeden ze dvou
proteinti tvoficich heterodimericky komplex, ktery funguje jako funk¢ni jednotka v supresi
MTOR. Druhym proteinem je hamartin (TSC1). TSC2 obsahuje tzv. GAP (protein aktivujici
GTPazu) doménu, ktera stimuluje GTPazovou aktivitu malého G-proteinu RHEB (obohaceny
homolog Ras v mozku, Ras homolog enriched in brain), ¢imz zvySuje pfeménu RHEB do
inaktivniho stavu vazajiccho GDP (Manning a Cantley, 2003). Ackoliv molekularni
mechanismus neni pfesné znam, RHEB, ktery vaze GTP, je Gc¢inny aktivator mTORCI.
V odpoveédi na rastové faktory AKT piimo fosforyluje TSC2 na cEtyfech nebo péti
aminokyselinovych zbytcich, coz mu znemoznuje jeho supresorovou funkci (Inoki et al.,
2002).

Na zaklad¢ vysledki Gingras et al. (2014) je ziejmé, ze PI3K a ji kindzové podiazena

AKT jsou soucasti drahy vedouci in vivo k fosforylaci 4E-BPs a tato fosforylace je senzitivni
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k rapamycinu, coz vede K zavéru, ze ve fosforyla¢ni kaskadé ovliviiujici 4E-BP1 je mTOR
podiazeny AKT (Gingras et al., 2014).

2.2.5.1. AKT v oocytu

Signalni drahy PI3K/AKT a mTOR se zdaji byt zdsadnimi regulatory mimo jiné pfi

znovuobnoveni meidzy a zrani oocytl u riznych druhti (Makker et al., 2014).

Vysledky ziskané z oocyti hvézdic (Asteroidea) indikuji, ze AKT stimuluje pfechod
z G2 do M-faze diky tomu, ze reguluje aktivitu MYT 1 (Okumura et al., 2002). Diky tomu je
snizena inhibi¢ni fosforylace MPF a MPF muze byt aktivovan prostiednictvim fosfatazy
CDC25. Tyto experimenty identifikuji AKT jako iniciator M-faze, nicméné u Xenopus laevis
sice aktivita AKT roste béhem znovuobnoveni meidzy stimulovaného inzulinem, ale pfi
znovuobnoveni meidzy indukovaném progesteronem, coze je vice fyziologicky stimul, ma

aktivita AKT spise pomocnou funkci (Andersen et al., 2003).

AKT (spolecné s protein kinazou A, PKA) se u mySich oocytl podili na zvySovani
enzymatické aktivity cAMP-fosfodiesterazy (PDE3A), ktera je zodpovédna za degradaci
cyklického adenosin monofosfatu (CAMP) na pocatku meiotického zrani (Han et al., 2006;
Vaccari et al., 2008).

Béhem meiotického zrani mysich oocyt fosforylace a aktivace AKT piedchazi rozpad
jaderné membrany. Tato aktivita AKT je pfechodna a zna¢né klesa, jakmile oocyty projdou
NEBD. Navic bylo u mysich oocytil zjisténo, Ze AKT se podili na aktivaci CDK1 a tim i1 na

znovuobnoveni meiodzy (Kalous et al., 2006).

Tomek a Smiljakovic (2005) na zakladé experimentd s bovinnimi oocyty zjistili, ze AKT
je detekovana, stejn¢ jako MAPK, po celou dobu meiotického zrani, bez zddnych zvlastnich
zmén v GV, MI a MII stadiich. Nicméné diive publikované vysledky Vignerona et al. (2004)
poukazuji na Zadné nebo jen velmi malé mnozstvi AKT v GV stadiu. Rozdilné vysledky

mohou byt vysvétleny pouzitim rtiznych protilatek s riznou specifitou (Tomek a Smiljakovic,
2005).

Ve své studii se Tomek a Smiljakovic (2005) také zabyvali aktivitou AKT a vlivem
inhibitoru SH6, analogu fosfatidylinositolu, na ni. Ukazalo se, ze AKT je aktivni pfedevsim
v MI stadiu. Pti kultivaci s SH6 byla vétSina oocytli zablokovana v MI, nicméné také velké

mnozstvi oocytil zralo az do MII, coz miize byt zplisobeno ptitomnosti mnozstvi aktivované
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AKT uz v GV. Jelikoz syntéza proteinit v bovinnich oocytech je na svém maximu pii NEBD
a béhem MI stddia, je mozné, ze se AKT podili na vyvazené proteosyntéze fosforylaci 4E-

BP1 (Tomek a Smiljakovic, 2005).

Zajimavé zjisténi bylo ucinéno u zrani mysich oocyt. Jiang et al. (2014) prokazali
zasadni tlohu Survivinu, nejmensiho ¢lena rodiny inhibitorti apopt6zy (inhibitor of apoptosis
protein, IAP). Tento protein je kindzovy cil PI3K/AKT a mTOR signélnich drah a u mysi je
dalezity pro produkci vajicek a samici fertilitu. Ovliviiuje spravnou organizaci meiotického
vieténka, aktivitu kontrolniho bodu vieténka, vCasny prechod z metafize do anafaze a

cytokinezi (Jiang et al., 2014, Susor et al., 2015).

22.6. CaMKIlI

Kalcium/kalmodulin-dependentni protein kinaza II (CaMKII) je Ser/Thr protein kinaza,
ktera je aktivovana vapenatymi kationty a kalmodulinem (CaM) a podili se na regulaci
buné&¢ného cyklu a transkripce (Tombes a Krystal, 1995; Hama et al., 1995). CaMKII se
vyskytuje ve 4 isoformach — a, B, v a & o molekularni hmotnosti od 52 kDa (o) do 58 — 61
kDa (B, y a 8) (Tashima et al., 1996, Baltas et al., 1995; Braun a Schulman, 1995). Byly jiz
publikovdny mnohé studie zabyvajici se problematikou Ca?*, CaM i CaMKII v pribéhu
meiotického zrani oocytu, ale také naptiklad v souvislosti s aktivaci oocytd po fertilizaci nebo

partenogenetické aktivaci.

Béhem meiotického zrani sav€ich oocytli dochazi k oscilacim nebo vinam kalciovych
iontd a tyto hraji, dle nékterych studii, pti zrani dalezitou roli (Balakier et al., 2002; Carroll et
al., 1994; Sedmikova et al.,, 2003). Studie zabyvajici se gap junction komunikaci
v komplexech oocyt — kumulus zjistily, ze FSH a EGF, které stimuluji zrani in vitro,
neovlivnily koncentrace Ca?* v t&chto komplexech (Webb et al., 2002). TakZze ziistdva otdzka,
zda jsou Ca®* oscilace potiebné pro zrani oocytu. Rozdilné vysledky mohou byt dany rozdily
mezi druhy a mezi mechanismy, které vyvolavaji spontanni zrani in vitro a zrani indukované

gonadotropiny in vivo (Bi et al., 2004).

Intracelularnim mediatorem véapnikové signalizace je vSudypfitomny protein kalmodulin
(CaM). Vazba vapniku na CaM umoznuje kalmodulinu aktivovat rizné cilové enzymy, jako
jsou kalcium/kalmodulin dependentni protein kindzy, a tim regulovat mnohé fyziologické

procesy (Wang et al., 1985; Rasmussen a Means, 1989; Vogel, 1994).
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CaM je dynamicky redistribuovan béhem bunééného cyklu u HelLa bunék (Li et al.,
1999a,b). Kazdé stadium bunééného cyklu ma svij specialni vzor distribuce: v G1 se CaM
nachazi predevsim v cytosolu, béhem S az G2 faze je translokovan do jadra a pted pfechodem
z G2 do M faze je vysoce koncentrovan v jadie. Skrze distribuci CaM, ktera je prostorove a
casove specificka, vapnikova signalizace ovlivituje fyziologické procesy jako je ptechod z G1
do S faze, replikace DNA, kondenzace chromatinu, rozpad jaderné membrany, udrzovani
struktury vieténka, tok aktinovych vlaken na vnitini strané cytoplazmatické membrany a

cytokineze (Baitinger et al., 1990; Means, 1994; Santella, 1998; Li et al., 1999a,b).

W7, inhibitor kalmodulinu, ktery blokuje vazbu Ca®* na CaM, byl piidivan do
kultiva¢niho média k mySim oocytim, které byly v disledku toho zablokovany v GV stadiu.

Zda se tedy, Ze kalmodulin je pro NEBD zasadni (Bi et al., 2004).

Byla také testovana lokalizace Ca?* a CaM v priibéhu znovuobnoveni meiézy mysich
oocytll. Véapenaté ionty i kalmodulin jsou pfed NEBD soustiedény Vv jedné poloviné oocytu,
béhem NEBD jsou vysoce koncentrovany do oblasti chromozoml a poté rovnomérné
rozptyleny v cytoplazmé. Tato kolokalizace miize usnadnovat aktivaci kalmodulinu béhem

obnoveni meidzy (Bi et al., 2004).

Kalcium/kalmodulin dependentni protein kinaza II v nefosforylované form¢ vyzaduje pro
svou aktivitu Ca?* a CaM. V piitomnosti kalcia a kalmodulinu je enzym autofosforylovan na
Thr 286 a stava se na kalciu a kalmodulinu nezavislym. Proto jsou pro tvorbu této autonomni

kinazy zékladem zmény vapenatych signalti (Lou et al., 1986, Fan et al., 2003).

Bylo zjisténo, ze CaMKII se podili na zrani mysich a prasecich oocyta (Fan et al., 2003;
Su a Eppig, 2002). Su a Eppig (2002) testovali funkci CaMKII pfi meiotickém zrani mySich
oocytli pomoci inhibitord této kinazy, KN93 a AIP. Pfi téchto experimentech byly vyuZity
dva systémy zrani oocytd: spontanni zrani nezavislé na gonadotropinech a zrani indukované
pomoci folikulostimula¢niho hormonu (FSH). NEBD u oocyti indukovanych FSH byl
pomoci inhibitorti zablokovan, zatimco u spontanné zrajicich oocytd inhibitory tuto funkci
nem¢ly. Vydéleni PB1 bylo inhibovdno u obou systémil a tyto oocyty pak vykazovaly
normalni MI rozlozeni chromozomii a meiotického vieténka, takze inhibitory CaMKII
zablokovaly piechod z metafaze I do anafaze 1. Podobné vysledky byly pozorovany, pokud
byly oocyty vystaveny vlivu W7, antagonistovi kalmodulinu (Su a Eppig, 2002).

U praseCich oocytii byly provedeny experimenty se stejnymi inhibitory a navic jesté

s chelata¢nim ¢inidlem vapenatych ionti (BAPTA-AM). Meiotickému zrani prasecich oocyti
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s kumulem i zbavenych kumularnich bun¢k bylo zabranéno pomoci KN93, AIP I i W7.
BAPTA-AM zabratiuje NEBD pouze u oocyti zbavenych kumuldrnich bunék. Pokud byly
oocyty vystaveny vlivu téchto inhibitord po NEBD, bylo inhibovano vydéleni PB1 (Fan et al.,
2003). Byl také zkouman vliv CaMKII béhem meiotického bunééného cyklu prase¢ich oocytu
na MPF, MAPK a p90RSK. KN93 a W7 béhem meiotického zrani zabranily akumulaci
cyklinu B a plné fosforylaci MAPK a p90RSK. Pokud byla aktivita CaMKII inhibovéna
behem partenogenetické aktivace, cyklin B nebyl degradovan, na rozdil od MAPK a p90RSK,
které byly rychle defosforylovany a degradovany (Fan et al., 2003).

Také lokalizace CaM a CaMKII u praseCich oocyti naznacuje, ze CaMKII je
regulatorem meiotického bunééného cyklu a formovani meiotického vieténka, jelikoz oba
proteiny jsou v GV lokalizovany v jadie a na periferii, po NEBD jsou kumulovany u
chromozomti a v MI a MII oocytech je CaM distribuovan po celém meiotickém vieténku,

zatimco CaMKII je lokalizovana pouze na pdlech vieténka (Fan et al., 2003).

Kromé meiotického zrani CaMKII hraje ulohu pfi aktivaci vajicka. Naptiklad dle
Johnsona et al. (1998) jsou CaM a CaMKII po aktivaci uzce spojeny s meiotickym
vieténkem. Oocyty, které Fan et al. (2003) aktivovali v pfitomnosti KN93 nebo W7
vykazovaly inhibici tvorby prvojadra. Dle Backs et al. (2010), ktefi se zabyvali také
jednotlivymi isoformami CaMKII, je ptevladajici isoformou v mySich oocytech CaMKIly a ta
je nezbytna pro aktivaci vajicka. CaMKII”~ oocyty vykazuji sice po fertilizaci normélni Ca?*
oscilace a podstupuji exocytdzu kortikalnich granul, nejsou ale schopny znovuzahajit meidézu
a translatovat specifické maternalni mRNA (Backs et al., 2010). CaMKII tedy reguluje
bunécny cyklus jak na urovni meiotického zrani (ptfechod z profaze I az do metafaze II), tak

jeho dokonceni béhem aktivace oocytu.
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3. Védecka hypotéza a cile prace

Cilem této diplomové prace je vhodnymi experimenty ovéfit nasledujici hypotézu: Regulace

cap-dependentni translace je v mysich oocytech ovlivnéna regulaci mTOR novou kindzou.
Diléi hypotézy:

Fosforylovana forma mTOR (Ser 2448) a fosforylovana forma AKT (Ser 473) jsou po NEBD

lokalizovany v oblasti nov¢ vznikajiciho vieténka.

V pribéhu meiotického zrani se v mySich oocytech vyskytuje hlavni isoforma CaMKII,
CaMKIly.

Oocyty jsou pii meiotickém zrani v KN93, specifickém inhibitoru CaMKII, zablokovany
v MI, vykazuji Ml fenotyp.

Fosforylace mTOR je pii meiotickém zrani mysich oocytt v piitomnosti KN93 inhibovana.
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4. Material a metody

4.1. Izolace vaje¢niki a oocyti, kultivace oocyti

Mysi vajeniky byly ziskavany z laboratornich mysi (Mus musculus var. alba, kmen
CD1) nejméné Sest tydnt starych, které byly nastimulovany equinnim sérovym
gonadotropinem (Folligon, Merck Animal Health, Kirkland, Kanada) 46 hodin pied odbérem.
Tyto mysi byly usmrcovany pomoci cervikalni dislokace. Nasledné byly vajecniky odebrany
a ocistény od tuku. S vajecniky i oocyty bylo manipulovano na plastovych Petriho miskéach

(Gama Group, Ceské Budgjovice, Ceska republika).

Oocyty byly izolovany bezprostfedné po odbéru ovarii pomoci dvou jehel (Omnifix F, B.
Braun, Melsungen, Némecko) do transfer média, TM (NaCl, KCI, CaCl,.2H20, KH2POs,
MgS0s.7H20, glukdza, 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazin-enthansulfonova (HEPES) kyselina,
polyvinylalkohol (PVA), destilovana voda, bovinni sérovy albumin) s inhibitorem zrani
(inhibitorem fosfodiesteraz) 3-isobutyl-1-methylxanthinem (IBMX; Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA); fedéno v poméru 1000 : 1.

Takto vyizolované oocyty byly vkladany do jamek v kultivaéni misce (Greenpia
Technology, Yeoju, Jizni Korea) do vytemperovaného kultiva¢niho média M16 (Millipore,
Billerica, Massachusetts, USA) s IBMX (v poméru 1000 : 1). Kultiva¢ni misky byly pak
ponechany 15 minut v inkubatoru (Heracell 150, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA; teplota 37,5 °C, CO2 5 %) a nasledné zbaveny kumularnich bunék
pomoci propipetovani tekutiny v jamce 100ul pipetou (Eppendorf, Hamburg, Némecko). Po
dalsich 15 minutach v inkubatoru byl provadén vybér plné dorostlych oocytl ve stadiu GV
vizualné pod binolupou (Stemi 2000 nebo Stemi 2000-C, Zeiss, Oberkochen, Némecko).

Vybrané oocyty byly tfikrat promyty v kapkach cisttho TM a poté preneseny do
vytemperované¢ho kultivacniho média M16, kde zraly pfislusnou potiebnou dobu, v Cistém

médiu nebo s piidavkem inhibitoru — dle experimentalniho schématu.

4.2. Experimentalni schéma

4.2.1. Experiment 1

V prvnim experimentu byla pozorovana lokalizace fosforylované formy mTOR (p-

MTOR na Ser 2448) a fosforylované formy AKT (p-AKT na Ser 473). Oocyty byly
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kultivovany do pfislusnych pozadovanych stadii, tedy 70 minut do NEBD a 8 hodin do
prometafaze/metafaze |. Po kultivaci byly oocyty promyty v roztoku polyvinylalkoholu ve
fyziologickém roztoku pufrovaném fosfatem (PVA/PBS; Sigma-Aldrich), zafixovany 20 — 30
minut v 4% paraformaldehydu (PFA; Alfa Aesar, Ward Hill, Massachusetts, USA) a
imunocytochemicky (ICC) barveny.

4.2.1. Experiment 2

V druhém experimentu byly pozorovany isoformy CaMKII v pribéhu meiotického zrani
mysSich oocytii. Oocyty byly izolovany tak, jak je popsdno vyse a kultivovany v médiu M16
do pfislusnych staddii, 70 minut do NEBD a 16 hodin do MII. Néasledn¢ byly promyty
v PVA/PBS, ve zkumavkach (0,5ml; Eppendorf) byly zbaveny veskerého PVA/PBS a
okamzit¢ vlozeny do -20 °C, nasledné¢ do -80 °C. Zamrazené vzorky byly nasledné

zpracovavany pomoci SDS-PAGE a western blotu (WB) a hodnoceny.

4.2.2. Experiment 3

V tomto experimentu byl pozorovan vliv KN93 (specificky inhibitor kalcium/kalmodulin
dependentni protein kinazy II; Sigma-Aldrich) na rozpad jaderné membrany, vydéleni PB1 a

formovani druhého meiotického vieténka.

Kontrolni skupina oocytl byla kultivovana v médiu bez KN93, pokusné skupiny oocyti
byly kultivovany v M16 s pfidanym KN93 (kone¢na 100nM koncentrace KN93, zasobni
roztok 20mM).

Prvni experimentalni skupina oocytd byla kultivovdna v médiu, ve kterém byl inhibitor
od samého zacatku kultivace (po promyti v TM byly oocyty umistény rovnou do roztoku
s inhibitorem). Druha experimentalni skupina oocyti byla ponechéna v ¢istém M16 po 70

minut (probéhl zde NEBD), poté byl pfidan KN93.

Oocyty ve vSech skupinach byly kultivovany ~16 hodin (od pocatku zrani). Po 70
minutach by zaznamendvan pocet oocyti, které prosly NEBD a po 16 hodinach pocet oocytt,
které vydéelily PB1. Po kultivaci byly oocyty promyty v PVA/PBS, zafixovany 20 — 30 minut

v 4% PFA a imunocytochemicky barveny.
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4.2.3. Experiment 4

Cilem dalsiho experimentu bylo ovéfit vliv KN93 na cap-dependentni translaci

Vv pribéhu meiotického zrani oocytu.

K tomuto tucelu byly pfipraveny vzorky pro western blot. Oocyty byly izolovany tak, jak
je popsano vyse, a nasledn¢ kultivovany v médiu M16 (kontrolni skupina) a v médiu M16, do
kterého byl po 70 minutach (po NEBD, coz bylo hodnoceno vizudln€ pod binolupou) ptidan
inhibitor KN93 v kone¢né 100nM koncentraci (zasobni roztok 20mM).

Po pridani tohoto inhibitoru byly oocyty kultivovany jest¢ 2 hodiny, nésledné¢ byly
promyty v PVA/PBS, ve zkumavkach (0,5ml; Eppendorf) byly zbaveny veskerého PVA/PBS
a okamzité vlozeny do -20 °C, nasledné do -80 °C. Zamrazené vzorky byly nasledné

zpracovavany pomoci SDS-PAGE a western blotu a hodnoceny.

4.2.4. Experiment 5

.....

po vystaveni oocytll vlivu KN93. Pro tento ucel byly pfipraveny vzorky pro WB 1 ICC.
Oocyty byly kultivovany 4 hodiny v médiu M16 s IBMX (kontrolni skupina) nebo s KN93
(pokusna skupina). Nasledné byly oocyty bud’ zamraZeny a dale zpracovany pro WB, nebo

fixovany a dale imunocytochemicky barveny.

4.3. Zpracovani vzorki a hodnoceni vysledki
4.3.1. SDS-PAGE a western blot

Oocyty Vv zamrazenych vzorcich byly lyzovany pomoci redukéniho c¢inidla (Sample
Reducing Agent (10x), Life technologies, Thermo Fisher Scientific), pfidan byl také pufr
(LDS Sample Buffer (4x), Invitrogen, Thermo Fisher Scientific). Vzorky byly nasledné
povateny (100 °C, 5 minut) a nanaSeny na gel (4 — 12%, Invitrogen) pro gradientovou SDS-
PAGE (aparatura Novex Mini Cell, Invitrogen). Vzorky byly na tomto gelu rozdéleny za
konstantniho napéti (100 — 200 V). Gel byl nasledné pieblotovan (polosuchy blotter,
Biometra, Goettingen, Némecko) na polyvinyliden-fluoridovou membranu (Immobilon P,

Millipore) po 25 min pfi 5 mA.cm? Naésledné byly membriny prehybridizovany v 1%
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suseném mléku jednu hodinu a poté inkubovany s pfislusSnymi primarnimi protilatkami pies

noc v 4 °C.

Byly pouzity tyto primarni protilatky od firmy Cell Signaling (Danvers, Massachusetts,
USA) fedéné v 1% mléku v 0,05% TTBS: CaMKIl (pan) Antibody #3362 (1 :1000),
CaMKIl-o. Antibody #3357 (1 : 1000), Phospho-mTOR (Ser 2448) (D9C2) XP ® Rabbit Ab
#5536 (1 : 8000), Phospho-elF2a (Ser 51) (D9G8) XP ® Rabbit mAb #3398 (1 : 500), Anti-
GAPDH antibody produced in rabbit, #G9545 (1:30000); a od firmy Sigma-Aldrich
Monoclonal Anti-B-Tubulin antibody produced in mouse, #T4026 (1 : 100).

Jako sekundarni protilatky byly pouzity Peroxidase AffiniPure Donkey Anti-Rabbit 1gG
(H+L) (#711-035-152) a Peroxidase AffiniPure Donkey Anti-Mouse IgG (H+L) (#715-035-

151) od Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc. (West Grove, Pensylvanie, USA).

Po inkubaci a nasledném promyti v 0,05% TTBS (Tween-Tris-buffer saline; NaCl,
Tween 20, 2M Tris pH 7,6, destilovana voda) byly membrany osetfeny ECL (ECL Prime
Western Blotting Detection Reagent, Amersham, Little Chalfont, Velka Britanie), ve
fotokomote k nim byl ptikladan film (CL-Xposure Film, Life Technologies) na rizné dlouhou
dobu (dle intenzity signalu). Film byl nésledné vyvolavan pomoci vyvojky (Foma LP-T,
Foma Bohemia, Hradec Kralové, Ceska republika) a ustalovace (Formafix, Foma Bohemia).
Vyvolané filmy byly skenovany pomoci skeneru (GS 800 Calibrated Densitometer, Bio-Rad,
Hercules, Kalifornie, USA) a software Quantity One a data kvantifikovana pomoci programu

ImageJ (http://rsbweb.nih.gov/ij/).

4.3.2. Imunocytochemie a konfokalni mikroskopie

Fixované oocyty byly 15 minut permeabilizovany pomoci 0,1% Tritonu X-100 (Sigma-
Aldrich) v PBS a inkubovany v primarni protilatce pfes noc v 4 °C. Nasledné byly 2x 15
minut promyty v PVA/PBS a poté inkubovany 1 hodinu se sekundarni protilatkou pfi
laboratorni teploté. Po dal§im promyti byly vzorky montovany na sklicka (podlozni:
Fisherfinest Premium Microscope Slides, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA; kryci: Cover Glasses thickness No. 1, Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-
Konigshofen, Némecko) v montovacim médiu s 4°,6-diamidino-2-fenylindolem (Vectashield
Mounting Medium with DAPI, Vector Laboratories, Burlingame, Kalifornie, USA),

fluorescenénim barvivem, které se vaze na A-T bohaté oblasti na DNA.
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Pro imunocytochemické barveni (ICC) byly pouzity tyto primarni protilatky fedéné
v PVA/PBS (1:150): Phospho-Akt (Ser473) Antibody (#9271; Cell Signaling), Phospho-
MTOR (Ser2448) Antibody (#2971; Cell Signaling), Monoclonal Anti-Tubulin, Acetylated
antibody produced in mouse (#T6793; Sigma-Aldrich), Phospho-elF2a (Ser51) Antibody
(#9721; Cell Signaling) a Monoclonal Anti-Lamin A/C antibody produced in mouse
(#SAB4200236; Sigma-Aldrich).

Jako sekundarni protilatky byly pouzity: Goat anti-Mouse 1gG (H+L) Secondary
Antibody, Alexa Fluor® 594 conjugate (#A-11032), Donkey anti-Mouse IgG (H+L)
Secondary Antibody, Alexa Fluor® 488 conjugate (#A-21202) a Donkey anti-Rabbit IgG
(H+L) Secondary Antibody, Alexa Fluor® 488 conjugate (#A-21206), vSe od Invitrogen.
Sekundarni protilatky byly fedény v PVA/PBS 1 : 250.

Takto pfipravené vzorky byly nasledné skenovany pomoci konfokéalniho mikroskopu
(Leica SP5, Leica Microsystems, Wetzlar, Némecko) nebo epifluorescenéniho mikroskopu
(Leica DMI 6000 B, Leica Microsystems). Ziskana data byla zpracovavana pomoci software

LAS AF Lite od firmy Leica, ImageJ (mé&feni intenzity signalu) a Adobe Photoshop CS3.

4.3.3. Statisticka analyza

Vsechny experimenty byly 2 — 3x opakovany. Data ziskana z kvantifikace pomoci
programu Image] byla statisticky zpracovdna programem Statistica 12.0 a MS Excel 2013.
Byl pouzit Studenttv t-test. Hodnoty P < 0,05 byly povazovany za statisticky vyznamné.

38



5. Vysledky

5.1. Experiment 1. Lokalizace p-AKT a p-mTOR v pribéhu
meiotického zrani oocyti

V prvnim experimentu byla sledovana lokalizace fosforylované AKT (Ser 473) a

fosforylovaného mTOR v prib¢hu meiotického zrani mysich oocytl, respektive pii NEBD a

v prometafazi az metafazi prvniho meiotického déleni. Po NEBD je p-AKT akumulovana

kolem chromozomd, v proMI pak na meiotickém vieténku (Obrazek 12). p-mTOR (Ser 2448)

vykazuje chovani podobné (Obrazek 13).
Obrazek 12 Lokalizace p-AKT pFi meiotickém zrani oocyti

p-AKT (Ser 473) DAPI Slouéeni

NEBD

proMI

Zelena — p-AKT (Ser 473), bila/modra — chromatin. Bila c¢ara naznacuje

cytoplazmatickou membradnu.
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Obrazek 13 Lokalizace p-mTOR p¥i meiotickém zrani oocyti

p-mTOR (Ser 2448) DAPI Slouéeni

NEBD

proMlI

Detail MI vieténka

Zelena — p-mTOR (Ser 2448), bilda/modrd — chromatin.
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5.2. Experiment 2: CaMKII v oocytu

V dal$im experimentu byla sledovana exprese isoforem CaMKII, CaMKIla a CaMKIly,
Vv pribéhu meiotického zrani. Oocyty byly kultivovany do pfisluSnych stadii (70 minut do
NEBD, 16 hodin do MII). V mysich oocytech je hlavni isoformou CaMKIly, coZ je patrné i
z obrazku 11 z WB. V MII se vyskytuji pravdépodobné fosforylované formy CaMKIIy.

Obrazek 14 Exprese a fosforylace isoforem CaMKII v prubéhu meiotického zrani

GV NEBD MII

s | p-CaMKlly
w— w= = CaMKIIy (pan)

. gsam
E“ B B CaMKIlo

S S . GAPDH

Jako pozitivni kontrola byla pouzita glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogendaza (GAPDH).

5.3. Experiment 3: Vliv KN93 na meiotické zrani mySich oocyti

5.3.1. Morfologie oocytii kultivovanych s KN93

V dalsim experimentu byl pozorovan vliv KN93, specifického inhibitoru CaMKII, na

rozpad jaderné membrany, vydéleni PB1 a formovani druhého meiotického vieténka.

Jak vyplyva z grafa 1, 2 a 3, vliv KN93 na pribéh meiotického zrani oocytti byl zna¢ny.
Vsechny oocyty, které byly kultivovany s inhibitorem ihned po jejich proplachu od média
s IBMX (skupina ,,KN93*), ztistaly zablokované ve stadiu GV. Oocyty, které nejdiive prosly
rozpadem jaderné membrany (byly 70 minut kultivovany v Cisttm médiu M16; skupina
»KIN93 po 70 min*) a poté k nim byl pfidan inhibitor, nebyly schopné vydélit PB1. Pfi téchto

experimentech bylo n > 30 ve tiech opakovanich.
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Graf 1 Vliv inhibitoru KN93 na rozpad jaderné membrany

Vliv KN93 na NEBD
100

80
60
40

20
*%

% oocyti, které prodélaly NEBD

Kontrola KN93

Superskript ** oznacuje statisticky vyznamny rozdil mezi skupinou ,,KN93* a kontrolni
skupinou (P < 0,01). Byl pouzit Studentiv t-test, n > 30 ve trech opakovanich experimetu.
Primerne 90 % oocytii z kontrolni skupiny prodelalo po 70 minutach NEBD. Naproti tomu
oocyty ze skupiny ,, KN93“ byly vSechny po 70 minutach stale ve stadiu GV. Chybova usecka

oznacuje smerodatnou odchylku.

Graf 2 Vliv inhibitoru KN93 na vydéleni prvniho pélového téliska

Vliv KN93 na vydéleni PB1
100

80
60
40

20
*% *%

% oocytt, které vydélily PB1

Kontrola KN93 KN93po 70
min

Superskript ** oznacuje statisticky vyznamny rozdil mezi skupinou ,,KN93*, ,, KN93 po
70 min“ a kontrolni skupinou (P < 0,01, Studentiiv t-test, n > 30 ve tiech opakovanich). Po 16

hodinach od pocatku zrani 92 % oocytii v kontrolni skupiné vydelilo PBI1, zatimco zZadny
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Z oocytii ve skupine ,,KN93*“ ani ,,KN93 po 70 min*“ nebyl schopen PBI vydelit. Chybova

usecka oznacuje smérodatnou odchylku.

Graf 3 Porovnani vlivu KN93 na jednotlivé pokusné skupiny

Porovnani vlivu KN93 na pokusné skupiny oocyti
**
100 -
80
o=
£, 60
§ m KN93
2 KN93 po 70 min
20
*%*
, "
po NEBD

Superskript ** oznacuje statisticky vyznamny rozdil (P < 0,01, Studentitv t-test; n > 30 ve
trech opakovanich) mezi skupinou ,,KN93“ a ,,KN93 po 70 min*“. Vétsina oocytii (90 %),
které byly vystaveny viivu KN93 od pocatku zrani, ziistala zablokovana ve stadiu GV (skupina
, KN93“). Naproti tomu oocyty, jimz bylo umoznéno projit NEBD, v tomto stavu setrvaly po
zbylych 15 hodin zrani (skupina ,,KN93 po 70 min*). Chybova usecka oznacuje smeérodatnou
odchylku.

5.3.2. Fenotyp oocyti po vystaveni vlivu KN93

Jak vypadaji bunécné ultrastruktury je patrné z vysledkd fluorescencni mikroskopie
(Obrazek 13). Je ziejmé, ze zna¢né abnormality v seskupeni chromozomt i tvorbé tubulinu
vykazuje oproti kontrole skupina ,,KN93 po 70 min“. Oocyty ve skupiné ,,KN93* ziistaly

zablokované ve stadiu GV.
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Obrazek 15 Fenotyp oocytl po potlaéeni CaMKII

Tubulin DAPI Slouéeni

KN93 Kontrola

KN93 po 70 min

Skupina ,,KN93“ predstavuje oocyty, které byly viozeny do média s pridavkem KN93
ihned po svém oplachu z IBMX, tedy zraly v pritomnosti inhibitoru po celou dobu. Druha
pokusna skupina ,, KN93 po 70 min** byla vlozena do média M16 a KN93 k ni byl pridan az po
70 minutdch, tedy po probéhnuti NEBD (oocyty, které po 70 minutdach neprosly NEBD byly
Z této skupiny vyrazeny). Zelend — tubulin, bila/modrda — chromatin. Méritko ~10 um.
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5.4. Experiment 4: Fosforylace mTOR pii kultivaci s KN93

Cilem dalsiho experimentu bylo ovéftit fosforylaci kinazy mTOR (Ser 2448) a tedy

zjisténi, zda inhibice CaMKII ovliviluje cap-dependentni translaci.

Vysledky z WB (Obrazek 14, Graf 4) zobrazuji uroven fosforylace mTOR pii

meiotickém zrani oocytl v KN93 v porovnani s kontrolni skupinou. Je ziejmé, Ze rozdil mezi

ob¢éma skupinami neni signifikantni.

Obrizek 16 Uroveii fosforylace mTOR p¥i meiotickém zrani oocytii v KN93

' Kontrola
| «nos

p-mTOR
(Ser 2448)

S - GAPDH

Obé skupiny oocyti byly kultivovany v médiu M16 po 70 minut. Poté byl do pokusné
skupiny pridan KN93 a kultivace probihala dalsi 2 hodiny. Vysledky z WB ukazuji miru
fosforylace mTOR (Ser 2448) v oocytech z jednotlivych skupin. Jako pozitivni kontrola byla
pouzita glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogendza (GAPDH).
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Graf 4 Statistické zhodnoceni fosforylace mTOR pri meiotickém zrani oocyti
v KN93

Fosforylace mTOR p¥i meiotickém zrani
oocyti v KN93
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Statistické zhodnoceni WB. Uroveri fosforylace kontrolni skupiny byla brdna za 100 %.
NS: P > 0,05, mezi pokusnou a kontrolni skupinou neni statisticky vyznamny rozdil,
otestovdno pomoci Studentova t-testu. n> 70 ve dvou opakovdanich experimentu. Chybova

usecka oznacuje smérodatnou odchylku.

5.5. Experiment 5: Fosforylace proteinu elF2a

.....

meiotickém zrani oocyti v KN93 pomoci WB i1 ICC. Oocyty byly kultivovany 4 hodiny
v médiu M16 s IBMX (kontrolni skupina), nebo s KN93 (pokusna skupina). Nasledné byly
vytvofeny vzorky pro WB nebo ICC dle postupu popsaného v metodice. Pokusnéd skupina,
vystavena vlivu KN93, vykazuje zvySenou uroven fosforylace proteinu 2o na Ser 51 a tento
rozdil je statisticky vyznamny (Obrazek 15, Graf 5). Také pii méfeni intenzity signalu
konfokalnich fezli oocytd V ekvatoridlni roviné byla zjisténa rozdilnost mezi pokusnou a
kontrolni skupinou, nicmén¢ se nepotrvrdila pfitomnost stresovych granul (SGs) v oocytech

kultivovanych v KN93 (Obrazek 16, Graf 6).
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Obrazek 17 Fosforylace proteinu 2a pfi zrani oocyti v KN93

s
£ g
S =
¥ X
i - p'2(1

- (Ser51)

- e Tubulin

Oocyty byly kultivovany 4 hodiny v médiu M16 s IBMX (kontrolni skupina), nebo s KN93
(pokusnad skupina). Vysledky ukazuji miru fosforylace proteinu 2o V porovnani s kontrolou.

Jako pozitivni kontrola byl pouzit tubulin.

Graf 5 Vliv KN93 na fosforylaci proteinu elF2a

Vliv KN93 na fosforylaci proteinu 2a

*
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0 ]

Kontrola  KN93

Urovei fosforylace v %

Superskript * oznacuje statisticky vyznamny rozdil (P < 0,05, Studentitv t-test; n > 18 ve
trech opakovanich) mezi pokusnou a kontrolni skupinou oocytii. Uroveri fosforylace
kontrolniho vzorku byla povazovana za 100 %. Chybova usecka oznacuje smeérodatnou

odchylku.
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Obrazek 18 Imunocytochemické barveni proteinu p-2a

Kontrola KN93

p-2a (Ser 51)

Lamin A/C

DAPI

Sloudeni

Bild/modra — chromatin, zelena — p-2a (Ser 51), ¢ervend — lamin AIC. MéFitko ~ 10 um.
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Graf 6 VIiv KN93 na fosforylaci proteinu 2e. — priimérna intenzita signalu pii ICC

Vliv KN93 na fosforylaci 2a - intenzita signalu
pri ICC
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) .
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Kontrola KN93

Intenzita signalu 2o (Ser 51) v %

Superskript * oznacuje statisticky vyznamny rozdil (P < 0,05; Studentitv t-test)
V priimérnych intenzitach signalu proteinu p-2o. pri ICC. n 2 12. Chybova usecka oznacuje

smerodatnou odchylku.
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6. Diskuze

Tato prace pojedndva o regulaci cap-dependentni translace béhem meiotického zrani
mysich oocytl pomoci mTOR a pfedev§im mozném kinazoveé nadfazeném ovliviiovani této
kinazy. mTOR zprostiedkovava fosforylaci transla¢niho represoru 4E-BP1 na Thr 36 a
Thr 45. Diky tomu mize dojit k fosforylaci 4E-BP1 na dalSich aminokyselinovych zbytcich
(Thr 69, Ser 64, Ser 111). Touto hyperfosforylaci 4E-BP1 je zabranéno jeho interakci
komplexu, ktery zahajuje cap-dependentni translaci (Lin et al., 1994; Burnett et al., 1998;
Mader et al., 1995; Gingras et al., 1999; Karim et al., 2001; Romasko et al., 2013). V mysich
oocytech je mTOR mRNA exprimovana béhem meiotického zrani a také lokalizace mTOR,
ktery se v GV stadiu vyskytuje na jaderné membrang, pti NEDB kolem chromozomi a v Ml
stadiu na meiotickém vieténku (Yang et al., 2009; Kogasaka et al., 2013; Romasko et al.,
2013; Susor et al., 2015) a tyto poznatky potvrzuji i vysledky uvadéné v této praci,
fosforylovana forma mTOR (Ser 2448) byla lokalizovana v NEBD kolem chromozomut a

v proMI nasledné na MI vieténku.

Kinazou nadfazenou mTOR se v regulaci cap-dependentni translace zda byt AKT, jejiz
fosforylovana aktivni forma dale fosforyluje mnoZstvi substrati zahrnutych v regulaci
bunécného preZiti, ristu a proliferace (Manning a Cantley, 2007). Mezi substraty AKT patii 1
mTOR, respektive mTORCI, ktery nasledn¢ fosforyluje mimo jiné také 4E-BPs a tim
ovliviiuje proteosyntézu a v konecném duasledku zminéné bunééné déje (Huang a Manning,
2009). Signalni drahy AKT a mTOR sehravaji ve znovuobnoveni meidzy a meiotickém zrani
dilezitou roli. Na pocatku meiotického zrani se AKT podili na zvySovani enzymatické
aktivity cAMP-fosfodiesterazy, ktera je potiebna k degradaci CAMP (Han et al., 2006;
Vaccari et al., 2008). Jiz byly také publikovany vysledky experimentd zaméfujicich se na
spravnou organizaci meiotického vieténka, aktivitu kontrolniho bodu vieténka, vcCasny
prechod z metafaze do anafaze a cytokinezi v souvislosti s proteinem Survivinem, ktery tyto
procesy ovliviiuje. Survivin MRNA je v oocytu regulovana pravé drahou AKT/mTOR (Jiang
et al., 2014; Susor et al., 2015).

Vysledky z konfokalni mikroskopie v této praci mohou ulohu AKT pifi zminénych
procesech potvrzovat. Lokalizace p-AKT (Ser 473) vykazuje podobny fenotyp jako lokalizace
fosforylovaného mTOR (Ser 2448) a nékterych fosforylovanych forem 4E-BP1, které jiz byly

publikovany (Susor et al., 2015), tedy kumulaci kolem chromozomi pti NEBD a lokalizaci na
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polech meiotického vieténka v proMI a MI. Tato data poukazuji na fakt, ze regulace translace
je voocytu Casové a prostorové zabezpeCena a ze naruseni této regulace vede k naruseni

meiotického zrani ¢i jeho uplnému zastaveni (Mayer et al., 2014).

Zajimavym kandidatem pro ovliviiovani drahy mTOR se zdala byt CaMKII, vzhledem
K tomu, ze signalni drahy zavislé na vapniku jsou zasadni pro normalni pribéh meiotického
zrani sav€ich oocytd (Homa, 1995; Eppig et al., 2004). Také lokalizace CaMKII a CaM
Vv pribéhu meiotického zrani prasecich oocyti (Fan et al., 2003) naznacuje, ze CaMKII je
regulatorem meiotického bunécného cyklu a formovani meiotického vieténka, jelikoz se oba
tyto proteiny vyskytuji, podobné jako mTOR, na periferii jadra, po NEBD kolem
chromozomti a v MII na vieténku (Fan et al., 2003). Nicméné molekularni vazby mezi
kalciovymi signaly po znovuobnoveni meidzy v prib&éhu meiotického zrani jsou zatim

nedostate¢n¢ objasnény.

Existuji ¢tyfi zakladni isoformy CaMKII, a, B, v a 8, s molekularni hmotnosti od 52 do
61 kDa (Tashima et al., 1996; Baltas et al., 1995; Braun a Schulman, 1995). Hlavni
isoformou v mysich oocytech je CaMKIIly3 (Chang et al.,, 2009) a CaMKIly hraje také
zésadni roli ve fertilit¢ mysi, jelikoz vajicka CaMKIIy” mysi vykazuji defekty v aktivaci.
Dochazi sice u nich k normalnim Ca?" oscilacim a jsou schopna blokovat polyspermii pomoci
zmén na zona pellucida, nicméné pii absenci CaMKIly nedochdzi ke znovuobnoveni
bunééného cyklu, sniZzeni aktivity MAPK a MPF, formovéani prvojader a translaci
specifickych materndlnich mRNA. Lze tedy fici, ze CaMKIly se ucastni fizeni aktivace

mysich vajicek pomoci regulace jejich vystupu z MII (Backs et al., 2010).

VySe uvedené poznatky podporuji 1 naSe vysledky. Vénovali jsme se vSem Ctyfem
hlavnim isoformam CaMKII a jejich expresi v pribéhu meiotického zrani mysich oocytd,
konkrétné ve tfech zasadnich stadiich, GV, NEBD a MII. Pomoci PCR a southern blotu jsme
identifikovali CaMKIly jako hlavni isoformu ve stadiich GV a MII (data neuvedena v této
praci). Vysledky z western blotu zobrazuji isoformu CaMKIIy ve stadiich GV, NEBD a MII,
pficemz v MII se vyskytuji mozné fosforylace této isoformy, které mohou souviset s naristem
fosforylované formy CaMKII pii spontanni aktivaci oocytd pii in vitro kultivaci (Ito et al.,
2006).

Moznost zapojeni CaMKII do regulace cap-dependentni translace byla v této praci
studovana pomoci inhibice CaMKII specifickym inhibitorem KN93. Nasledn¢ byly sledovany

morfologické zmény oocytli, pfedevSim podstoupeni NEBD, vydéleni PB1 a utvéfeni
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meiotického vieténka, a zmény ve fosforylaci mTOR. Oocyty, které byly vystaveny vlivu
inhibitoru od pocatku meiotického zrani zistaly zablokovany ve stadiu GV. Oocyty ve
skuping, ktera byla vystavena vlivu KN93 az po probéhnuti NEBD, nebyly schopny vyd¢lit
PB1 ani utvaret MI vieténko. Namisto meiotického vieténka oocyty vytvarely utvar podobny
kvazi jadérku. Tato data jsou ovSem v rozporu s vysledky experimentd, které provedli Su a
Eppig (2002), ktefi pozorovali vliv KN93 a dal$ich inhibitorii na spontanni meiotické zrani
mysich oocytl 1 na zrani indukované FSH. Pii téchto experimentech nebyly oocyty spontanné
zrajici schopny vyd¢lit PB1, ale vykazovaly normalni fenotyp MI oocytti, véetné MI vieténka.
U oocytt, které mély podstoupit meiotické zrani indukované FSH, mély inhibitory negativni
vliv i na pribéh NEBD. Podobné vysledky v piipadé prasecich oocytti publikovali také Fan et
al. (2003). Po kultivaci s KN93 od pocatku zrani ov§em praseéi oocyty zustavaly zablokované
ve stadiu GV; pokud jim bylo umoznéno projit NEBD a teprve poté k nim byl pfidan KN93,

byly oocyty po prislusné dlouhé¢ kultivaci zablokované ve stadiu MI s MI vieténkem.

Dale byla v souvislosti s inhibitorem KN93 testovana fosforylace mTOR, kde byla
pfedpokladdna jeho snizend fosforylace u oocyti kultivovanych s KN93, coz by znacilo
zapojeni CaMKII do regulace cap-dependentni translace, nicméné tuto hypotézu se nepodatilo
potvrdit. Je tedy zfejmé, Ze navzdory neschopnosti oocytil utvaret meiotické vieténko a

vydélit PB1, tedy dokoncit meiotické zrani, neovlivituje CaMKII cap-dependentni translaci.

Byly proto provedeny dalsi experimenty, a sice ovétujici fosforylaci proteinu 2a (elF2a),
substratem Ctyf kinaz: GCN2 (general control nonderepressible 2), PKR (ds-RNA
dependentni protein kinazy R), elF2aK3 (elF2a kinazy 3) a HRI (hemem regulované elF2a
kinazy), které tuto podjednotku fosforyluji na zaklad¢ rtiznych stresovych situaci (Zhang et
al., 2002; Alves et al., 2009; Krishnamoorthy et al., 2001; Zykova et al., 2007; Shi et al.,
1998; Harding et al., 1999; Chen, 2007). Fosforylace 2a. na Ser 51 vede K inhibici celkové
proteosyntézy (Levin a London, 1978; De Haro et al., 1996), jelikoz fosforylovany 2a
zabranuje vyméné¢ GDP za GTP, kterd je nutnd pro zapojeni elF2 do iniciace translace

(Krishnamoorthy et al., 2001; Zykova et al., 2007).

Vysledky experimentii uvadéné v této praci potvrdily zvySenou uroven fosforylace
proteinu 2a. Tim muze byt objasnéna neschopnost oocyti vystavenych vlivu KN93 utvaiet

meiotické vieténko a vydé€lit PB1, vzhledem k tomu, Ze tento fenotyp je podobny fenotypu pii
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kultivaci oocytd s puromycinem, inhibitorem globalni translace. V oocytech byla tedy diky

vlivu KN93 negativné ovlivnéna celkova translace, nikoliv pouze translace cap-dependentni.

Provedli jsme také experiment zamétujici se na detekci utvareni stresovych granul (SGS)
Vv oocytech, které byly kultivovany s KN93, jelikoz v somatickych buiikdch je metabolismus
mRNA regulovan pomoci ribonukleoproteinovych agregati, jako jsou mimo jiné praveé SGs.
Tato granula se objevuji v cytoplazmé bun€k vystavenych okolnimu stresu a obsahuji
elF2a (Kedersha et al., 2005; Buchan a Parker, 2009). Pfestoze u oocytti riznych druhti byla
popsana podobna granula, tzv. granula zarode¢nych bun¢k (germ cell granules, GCGs), ktera
v oocytech Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans a Xenopus laevis reguluji
maternalni RNA nezbytné pro specifikaci zarode¢nych bunék (Kloc a Etkin, 2005; Anderson
a Kedersha, 2006), u mysich oocyti nebyla GCGs identifikovana (Pepling, 2012). Mysi
oocyty na pocatku ristu obsahuji agregaty organel a dalSich komponent, véetné RNA-
vazebnych proteint, tzv. Balbianiho téliska (Pepling et al., 2007); a pro ¢asné embryonalni
déleni je dulezity tzv. subkortikalni maternalni kortex (subcortical maternal cortex, SCMC)
vyskytujici se na periferii oocytu (Li et al., 2008). Flemr et al. (2010) popsali u mysich oocytt
dynamiku tzv. P-télisek (processing bodies, P-bodies), ktera jsou pfitomna v malych oocytech
bez meiotické kompetence a béhem rlstu oocytu mizi; naopak v podkorové oblasti oocytl se
tvoii pfechodné agregaty RNA vazebnych proteint. Tyto agregaty béhem meiotického zrani
disperguji v souladu s translaci specifickych mRNA (Flemr et al., 2010). Nicméné navzdory
témto poznatkim se nadm existenci stresovych granul podobnych tém, ktera se vytvareji
v somatickych buiikach, nepodafilo potvrdit. Ziejmé se takova granula v oocytech
v souvislosti se stresem v podobé kultivace s KN93 netvofi, ackoliv celkova translace u téchto
oocytl byla potla¢ena. Tato data jsou ovSem pouze ptedbéznd a byla provedena u oocytl ve

stadiu GV, je tedy mozné, Ze situace muze byt v dalSich fazich zrani odlisna.
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7. Zavér

Draha mTOR a cap-dependentni translace v pribéhu meiotického zrani mySich oocytl je
s nejvetsi pravdépodobnosti ovliviiovana kinazou AKT, jelikoz AKT i mTOR jsou v priubéhu
meiotického zrani lokalizovany kolem chromozomt pii NEBD a v MI na meiotickém
vieténku, tedy v mistech, kde je Casov€ i prostorové ohrani¢end pravé cap-dependentni

translace.

Naproti tomu cap-dependentni translace neni ovlivilovana CaMKII, ackoliv se tato kinaza,
respektive jeji isoforma CaMKIIy, vyskytuje v oocytech v pribéhu celého meiotického zrani a
pfestoze oocyty vystavené vlivu KNO93, specifického inhibitoru CaMKII, nebyly schopné
utvaret meiotické vieténko ani vydélit PB1. Nicméné v oocytech vystavenych vlivu KN93
nebyla potvrzena snizena fosforylace mTOR, naopak oocyty kultivované v KN93 vykazovaly
zvysenou fosforylaci proteinu elF2a, coz naznacuje, ze v oocytech byla inhibovéana celkova
translace, ne pouze draha translace cap-dependentni. Tim také mohou byt vysvétleny
odlisnosti v morfologii oocytii kultivovanych s KN93. Uloha kalcium/kalmodulin

dependentni kindzy II pti meiotickém zrani naddle zustava diskutabilni.

Vzhledem k tomu, Ze Casové a prostorové ohrani¢ena translace specifickych mRNA hraje
Vv pribéhu meiotického zrani zasadni roli, mize dal$i vyzkum v této oblasti a porozuméni
mechanismim, které cap-dependetni translaci reguluji, poskytnout dulezité poznatky v mnoha
aspektech bunééné fyziologie 1 humanni mediciny, jelikoZ hlavni pfi¢iny aneuploidie lidskych

oocytl zahrnuji chyby, které vznikaji béhem meiozy.
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9. Seznam pouzitych zkratek

3’UTR — neptekladana oblast na 3¢ konci mRNA
4E-BP1 — jeden z 4E-BPs, protein vazajici eIF4E
4E-BPs — proteiny vazajici eIF4E

5’UTR — neptekladana oblast na 5° konci mRNA
AIP — inhibitor CaMKIlI

AKT/PKB - protein kinaza B

BMP — kostni morfogeneticky protein

CaM — kalmodulin

CaMKII — kalcium/kalmodulin-dependentni protein kinaza II
CaMKlIla,y — isoformy CaMKI|I

CAMP — cyklicky adenosin monofosfat

CCNB1 - cyklin B1

CDC25 — fosfataza pro CDK1 (Thr 14, Tyr 15)
CDK1 — cyklin dependentni kindza 1

CPE — cytoplazmaticky polyadenyla¢ni element
CPEBL1 — protein 1 vazajici CPE

CSF — cytostaticky faktor

DNA — deoxyribonukleova kyselina

EGF — epidermalni riistovy faktor

.....

......

FSH — folikulostimula¢ni hormon
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G1 faze — rastova faze bunééného cyklu

G2 faze — premitoticka faze bunécného cyklu
GAPDH — glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenaza
GDP — guanosindifosfat

GTP — guanosintrifosfat

GTPéaza — hydrolaza guanosintrifosfatu

GV — zarodecny vacek, stddium zarode¢ného vacku
IBMX — 3-isobutyl-1-methylxanthin

ICC — imunocytochemie, imunocytochemické barveni
IRES — interni vstupni misto ribozomu

KN93 — inhibitor CaMKII

LH — luteiniza¢ni hormon

M16 — kultiva¢ni médium

MAPK — mitogenem aktivovana protein kinaza
M-faze — mitoticka faze bunééného cyklu

MI — metafdze prvniho meiotického déleni

MII — metafaze druhého meiotického déleni

MOS — Mos-proto-onkogen

MPF — faktor podporujici metafazi

MRNA — mediatorovda RNA

MTOR — ,,sav¢i cil rapamycinu®

MTORC1 — mTOR komplex 1, mTOR — raptor komplex
MTORC2 — mTOR komplex 2, mTOR - rictor komplex

MYT 1, WEE 1 — inhibi¢ni protein kinazy
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NEBD - rozpad jaderného obalu

NSN — non-surrounded nucleolus

p-2a — fosforylovany protein 2a

P90RSK — ribozomalni S6 kinaza, MAP kindzou aktivovana kinéaza 1
p-AKT — fosforylovana forma kinazy AKT
PB1 — prvni pdlové télisko

PGCs — primordialni zarode¢né buiky
P13Ks — fosfoinositid-3-kinazy

p-mTOR — fosforylovany mTOR

RHEB — obohaceny homolog Ras v mozku
RNA — ribonukleova kyselina

RNPs — ribonukleoproteinové castice

S faze — synteticka faze bunécného cyklu
S6K — ribozomalni S6 kinaza, p70(rsk)

Ser — serin

SGs — stresova granula

SN — surrounded nucleolus

Thr —threonin

TM — transfer médium

TSC1 - hamartin

TSC2 — tuberin

Tyr —tyrosin

W7 — antagonista kalmodulinu

WB — western blot
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