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Aktivita SCF komplexu v pribéhu preimplanta¢niho
vyvoje skotu

Souhrn

Casny embryonalni vyvoj je zavisly na nékolika kritickych udalostech, mezi které
patii 1 aktivace embryonalniho genomu (EGA), kdy zacind syntéza embryondlnich
transkriptd. Materndlni mRNA jsou z embrya odstranény, ale degradace maternalnich
proteinll zGstava prozatim neobjasnéna. Velké mnozstvi proteinii je odstraiovano pomoci
ubikvitin — proteazomového systému, a proto je pravdépodobné, Ze i maternalni proteiny
podléhaji této degradaci. Proteiny uréené k odstranéni museji byt oznaceny ubikvitinem
procesem zvanym ubikvitinylace. Toho se ucastni tii enzymové systémy a to: E1 (ubikvitin-
aktivujici), E2 (ubikvitin-konjugujici) a E3 (ubikvitin-ligazy) enzymy. Piedpokladame, ze
alespoil ¢ast maternalnich proteint je degradovand za icasti SCF komplexu, ktery patii mezi
zastupce E3 enzymi. Proto bylo uUéelem této diplomové prace sledovat aktivitu SCF
komplexu v prubéhu preimplantacniho vyvoje. Cilem bylo potvrdit hypotézu, Ze jeho aktivita
se po EGA zvySuje a ve stadiu blastocysty nartista v oblasti trofoektodermu.

Pro tento pokus byla vybrana bovinni embrya, u kterych byla provedena
imunofluorescenéni metoda a metoda In situ proximity ligation assay (PLA). Vysledky
imunofluorescenéni metody cilené na dil¢i proteiny SCF komplexu (Cull, Skpl a Rbx1)
dokazuji, Ze vSechny tyto proteiny jsou pfitomny béhem celého preimplantacniho vyvoje.
Dale byla provedena metoda PLA, ktera zprostfedkovava interakci mezi dvéma proteiny a
navic i detekuje lokalizaci této interakce. V naSem piipadé jsme pozorovali vazbu mezi Cull a
Skpl, jejichz interakce je stézejni pro aktivaci SCF komplexu. Ta prokazala pfitomnost
aktivniho SCF komplexu u vSech vyvojovych stadii embrya. U vyslednych snimka byla
méfena hodnota fluorescencniho signéalu a vysledky byly podrobeny statistické analyze. Ta
prokazala statisticky vyznamné rozdily mezi oocyty v MII fazi a 2 - 4bunécnymi embryi.
Mezi ostatnimi stadii se signifikantni rozdil neprokdzal, tudiZ nelze potvrdit vzriistajici
aktivitu po EGA. Ve stadiu blastocysty se projevila nerovnomérna lokalizace Cull a Skpl a
nasledné 1 aktivita SCF komplexu, kterd byla ve vnitini bunééné mase (ICM) znateln€ nizsi
nez v trofoektodermu (TE). To potvrzuje druhou ¢ast nasi hypotézy, ktera tika, ze aktivita
SCF komplexu nartsta ve stadiu blastocysty v oblasti trofoektodermu.

Klic¢ova slova: SCF komplex, preimplanta¢ni vyvoj, Cullinl, Skp1, bovinni embryo



Activity of SCF complex during preimplantation

development of cattle

Summary

Early embryonic development is dependent on several critical events including
embryonic genome activation (EGA). It is the event when synthesis of the embryonic
transcripts starts. Maternal mRNA is removed from embryos, but degradation of maternal
proteins remains unclear up to now. A large amount of proteins is removed by the ubiquitin —
proteasome system, and therefore the maternal proteins are assumed to be degraded the same
way. Proteins destined for degradation are tagged by ubiquitin in process called
ubiquitination. This is attended by three enzymatic systems, namely: E1 (ubiquitin-activating
enzyme), E2 (ubiquitin conjugating enzyme) and E3(ubiquitin ligase). We presumed that at
least some of the maternal proteins are degraded by the participation of the SCF complex,
which is one of the E3 enzymes. Therefore, the purpose of this thesis was to observe the
activity of this SCF complex during preimplantation development. The aim of this thesis was
to confirm the hypothesis that activity of the SCF complex increases after EGA and grows in
trophoectoderm (TE) at the blastocyst stage.

Our model organism were bovine embryos and the main methods we used were an
immunofluorescence and In situ proximity ligation assay (PLA). Results of
immunofluorescence, which targeted proteins of SCF complex (Cull, Skpl and Rbx1),
demonstrate that these proteins were present throughout whole preimplantation development.
PLA method enables the detection of interaction between the two proteins and moreover the
detection of its localization. We observed the interaction between Cull and Skpl, whose
binding is crucial for the activation of SCF complex. The results showed the presence of
active SCF complex at all stages of embryonic development. The value of fluorescence signal
was measured and subjected to statistical analysis. The results showed statistically significant
differences between the MII stage oocytes and 2 — 4c stage embryos. There were not any
significant differences between the other stages and the growing activity after EGA cannot be
confirmed. At the blastocyst stage there were showed irregular localizations of Cull and Skpl
and subsequently the activity of the SCF complex, which was in the inner cell mass (ICM)
significantly lower than in TE. This confirmed the second part of our hypothesis, which says
that the activity of SCF complex is increasing in TE in the blastocyst stage.

Keywords: SCF complex, preimplantation development, Cullin 1, Skp1, bovine embryo
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1. Uvod

V poslednich letech zaziva obor reproduk¢nich biotechnologii velky rozvoj. Objevuji
se stale nové a nové technologie a postupy, které si kladou za cil, co nejvice vylepsit
uspésnost tohoto odvétvi. Hlavni soucasti oboru je i in vitro fertilizace (IVF), ktera je, jakozto
prevrat v 1écbé neplodnosti, nedilnou soucasti asistované reprodukce. Pro zdokonalovéani
technik IVF je v8ak nezbytné nutné porozumét v§em procestim spjatym S dozravanim oocytt
a Casnym embryonalnim vyvojem. Protoze je vyvoj bovinniho embrya velice podobny
lidskému, stava se z n¢j vhodny model pro jeho hodnoceni.

Embryonalni vyvoj savcu je zalozen na piechodu inaktivniho oocytu v totipotentni
embryo umozilujici diferenciaci riiznych bunéénych tkani. Tento slozity proces zahrnuje
nékolik dulezitych milniki, mezi které patii aktivace embryonalniho genomu (EGA),
reprogramace jadra a jiné epigenetické modifikace, coz vyzaduje piesnou expresi gent.
Béhem oogeneze se ve vyvijejicim se oocytu hromadi materndlni mRNA a proteiny
vV mnozstvi, které dokaze zabezpecit Casny vyvoj do obdobi EGA, které je druhové specifické.
V tomto obdobi piechdzi fizeni vyvoje na embryondlni transkripty a dochazi tak ke zméné
vzoru syntézy proteint. U skotu dochdzi k EGA v pozdnim 8bunécném stadiu a toto obdobi je
tedy pro dalsi vyvoj embrya kli¢ové. Maternalni mRNA, které jiz vice nejsou potiebné, musi
byt z embrya odstranény. Ackoliv degradace materndlnich mRNA zac¢iné byt vice objasnéna,
zatim neni pfili§ jasné, jakym zplsobem podléhaji degradaci maternalni proteiny a do jaké
miry je tato degradace nezbytni. Predpoklada se vSak, Ze tfada téchto proteinli musi byt
Z embrya odstranéna a degradace vétSiny z nich je pravdépodobné zprosttedkovana ubikvitin
— proteazomovym systémem.

Tato prace se soustfed’'uje na roli SCF komplexu v priitbéhu preimplanta¢niho vyvoje
skotu, tedy doby, nez dojde k implantaci embrya do délohy. SCF komplex je E3 ubikvitin-
ligaza zabezpeCujici pfenos ubikvitinu na cilovy protein ureny k degradaci procesem
ubikvitinylace. Predpoklada se, ze pravé SCF komplex je ucastnikem degradace nékterych

maternalnich proteind.



2. Védecka hypotéza a cile prace

Diplomova prace je zaméfena na sledovani aktivity Skpl — Cullinl — F box (SCF)
komplexu béhem preimplantacniho vyvoje skotu. Cilem je potvrdit hypotézu, ze po aktivaci
embryonalniho genomu dochazi k naristu aktivity SCF komplexu a nasledné ve stadiu

blastocysty ke zvysSené aktivité v oblasti trofoektodermu.



3. Prehled literatury

3.1. Preimplantacni vyvoj

Preimplantacni vyvoj je pocatecni usek vyvoje savci do doby, nez se embryo
implantuje do délohy matky. Za¢ina v momenté oplozeni, kdy haploidni spermie pronikne do
haploidniho oocytu za vzniku diploidni zygoty (Li et al., 2013). K oplozeni dochazi ve chvili,
kdy se vajicko nachdzi v horni ¢asti vejcovodu, v useku zvaném ampula (Ball and Peters,
2004). Vznikla zygota dal putuje pohlavnim traktem samice a neustale se ryhuje. Pro uspé$ny
vyvoj je nutny jak matéin tak otctiv genom (Li et al., 2013). Ball and Peters (2004) uvadi, ze
embryo skotu dorazi do délohy piiblizné 4 — 5 dni po ovulaci.

Jak jiz bylo uvedeno, vyvoj vSech savci zacCina oplozenim. Zrald spermie je
transkripéné inaktivni a jeji DNA je navinuta na protaminy (Li et al., 2013). Aby byly spermie
schopny oplodnit oocyt, musi nejprve podstoupit tzv. kapacitaci. K tomuto procesu dochazi
po pruniku do samicich pohlavnich cest. Dalsi dtlezity d¢j je akrozomalni reakce. Ta nastava
po kontaktu se zona pellucida (ZP) oocytu a zajist'uje prichod spermie k povrchu vajicka.
Oba tyto procesy trvaji u skotu pfiblizn€ 6 hodin. Proto se v praxi bézn¢ inseminuje jesté pred
ovulaci (Ball and Peters, 2004). Oocyt zabratiuje vzniku polyspermie, zabezpecuje prestavbu
otcovského a aktivaci embryonalniho genomu (Li et al., 2013). Po proniknuti spermie do
vajicka dochézi k nékolika procesim vedoucim ke znemoznéni vzniku polyspermie, kterd by
pro embryo byla letalni. Tyto procesy jsou zprostiedkovany jak maélo objasnénym
mechanismem, zabezpeCovanym plazmatickou membranou, tak ZP. U ZP dochazi
k modifikaci jejich glykoproteini pomoci enzymi uvolnénych z kortikalnich granuli
(Ducibella, 1996). Tento proces se nazyva exocytoza kortikalnich granul a zabranuje navazani
spermii na povrch vajicka (Li et al., 2013). Zanedlouho po priniku spermie do vajicka
dochazi ke znovuzahajeni meidzy a vylouceni druhého polové télisko. Priblizne 2 — 4 hodiny
PO penetraci in vivo i in vitro se zac¢ina synchronizované formovat sam¢i i sami¢i prvojadro
(Barnes and Eyestone, 1990).

K prvnimu déleni dochazi 23 — 31 hodin po oplozeni a prvni bunéény cyklus
od vyd¢leni druhého pdlového teliska tak trva 20 — 24 hodin. Po 36 — 50 hodinach pak
embryo dojde do 4bunécného stadia a druhy bunécny cyklus je dlouhy celkem 12 hodin
(Barnes and Eyestone, 1990). Zatimco prvni déleni probiha meridionalné, béhem druhého
déleni se jedna blastomera rozdéli meridionialné a druhd ekvatorialné. Tento druh déleni se

nazyva rotacni a je specificky pro savce (Gulyas, 1975). 8bunécné stadium se objevuje zhruba



50 — 90 hodin po oplozeni a cyklus trva piiblizné 14 hodin (Holm et al., 1998). 80 — 86 hodin
po oplozeni miizeme pozorovat 16bunétné stadium po 21 — 30 hodin trvajicim ctvrtém
bunééném cyklu. Rozdily mezi vyvojem in vitro a in vivo jsou patrné po dosazeni 8bunééného
stadia, protoze dalsi vyvoj v 16bunécné embryo je velmi citlivy k okolnim vlivim. Na rozdil
od déleni somatickych bunck si miizeme v embryonédlnim bunééném cyklu v§imnout nékolika
zvlastnosti. G — faze jsou velmi kratké nebo dokonce uplné chybi. Toto se objevuje naptiklad
V druhém a tfetim bunéném cyklu, kde G1 faze viibec nenastava. G2 faze se v druhém cyklu
objevuje na 0 — 2 hodiny a v tfetim pak na 4 — 6 hodin (Barnes and Eyestone, 1990). Tento jev
je zpusoben tim, ze dé€lici se blastomery nerostou, dochazi u nich jen k omezené syntéze
proteint a vyuzivaji latky syntetizované a ulozené jiz pti oogenezi. Vznikajici blastomery jsou
soucasti utvaru o téméf stejné velikosti, jako byla pliivodni zygota (Forgacs and Newman,
2005). V ranych embryonalnich bunéénych cyklech tedy ptevlada S a M faze, pticemz S faze
trva 8 hodin a M faze 2 hodiny (Barnes and Eyestone, 1990). Déleni sav¢ich embryi mtize byt
asynchronni, a proto v ur¢itém okamziku miize obsahovat lichy pocet blastomer. U savct
dochazi k holoblastickému déleni typickému pro vaji¢ka s nizkym nebo zadnym obsahem
Zloutku. Pii tomto procesu se rozd€luje celd zygota. Vznikajici blastomery se ve velikosti
latek v cytoplazmé (Forgacs and Newman, 2005).

Po dal$im déleni embryo dosahuje stadia moruly tvofeného minimalné Sestnacti
adheruji tak, aby byly v maximalnim kontaktu, a vytvafi celistvou kouli. Tento proces se
oznacuje kompaktace (Watson et al., 1999) a u bovinnich embryi zacina 5 dni po ovulaci
vV 32bunééném stadiu (Van Soom et al., 1997). Tato kompaktni morula je stabilizovana
tésnymi spoji (tight junctions) mezi vnéj§imi burikami, které izoluji buiky uvniti (Watson et
al., 1999). V prvnim stadiu kompaktace se vytvaii membranova polarizace, kdy rizné
komponenty migruji do urcitych ¢asti builky. ProtoZe je polarizace membrany ovlivnéna
interakcemi mezi bunikami, nevznika, pokud blastomera neni v kontaktu s alespon jednou
dalsi bunikou. Z toho diivodu blastomera svou polarizaci ztrati, pokud je oddélena od zbytku
embrya (Reeve and Ziomek, 1981). Na povrchu bunék je specificky glykoprotein E-kadherin,
Ktery je syntetizovany jiz v 2bunétném stadiu a je pravidelné rozprostieny po celé membrang.
Jakmile vsak nastane kompaktace, dochazi i ke zméné rozmisténi E-kadherinu, ktery se
posouva do mist kontaktu s pfilehlymi blastomerami. E-kadherin je kli¢ovd molekula celé
kompaktace a v pripadé jeho degradace je embryo dekompaktovano. Pro kompaktaci je dale

dalezita fosfatidylinositolova draha. Pti kultivaci 4bunécnych embryi v médiu doplnéném o



aktivatory proteinkindzy C (PKC) a diacylglyceridli, podléhaji tato embrya piedcasné
kompaktaci (Winkel et al., 1990). Ztoho vyplyva, Ze lokalizace E-kadherinu a nasledna
kompaktace muize byt spusténa aktivaci PKC. Dilezitou roli pfi kompaktaci hraje také
reorganizace cytoskeletu. Bunky jsou vzijemné spojeny mikroklky prodlouzenymi
aktinovymi mikrofilamenty. V téchto mistech E-kadherin pravdépodobné zprostredkovava
pfilnavost bunék (Fleming et al., 2001). V dal$im vyvoji dochazi k rozdilnému umisténi E-
kadherinu v ramci blastocysty. V trofoektodermu (TE) je omezen na bazolateralni membrany
bunék blastocysty, zatimco ve vnitini bunééné mase (inner cell mass; ICM) zustava jeho
rozdéleni nepolarni (Barcroft et al., 1998).

DalSim vyvojovym krokem je kavitace neboli tvorba blastocoelu. To umoziuje
koordinovana spoluprace akvaporint, tight junctions a Na/K — ATPazy (Watson et al., 1999).
Blastomery mezi sebou vytvaii tzv. gap junctions, které umoziuji prichod ionti a malych
molekul (Eckert and Fleming, 2007). U in vitro embryi se gap junctions objevuji az ve stadiu
blastocysty (v ICM, mezi ICM a TE, ale nevyskytuji se mezi buitkami TE), zatimco tight
junctions jiz ve stadiu moruly. Hustota gap junctions se mezi blastomerami ICM
,»hatchovanych* blastocyst zvySuje. U in vivo embryi se vzacné objevuji gap junctions jiz ve
stadiu moruly, vice evidentni jsou zde vSak tight junctions. U in vivo blastocyst je
pozorovatelna vysoka hustota gap junctions, pfi¢emz je vyssi v ICM v porovnani s bunkami
TE (Boni et al., 1999). Zatimco vné&jsi buiiky zlstavaji polarizované, buniky uvnitf Gtvaru
svou polaritu ztraceji (Nishioka et al., 2008). VétSina bunék po obvodu moruly pozdéji
vytvoii trofoblast (trofoektoderm) a jejich dalsi proliferaci vznikd placenta, chorion a slouzi
predevsim k poskytovani potiebnych zivin pro vyvoj embrya. Blastomery z vnitini ¢asti
moruly spolu s nékterymi buiikami vzniklymi pfechodem do 32bunééného embrya formuji
ICM. Z téchto blastomer nésledné¢ vznikne zarodek, amnion, allantois a zloutkovy vacek
(Watson et al., 1999). Mezi témito dvéma oblastmi je rozdil pfedev§im v expresi nékterych
transkripénich faktorti. Vznik TE je regulovan pomoci transkripénich faktori Cdx2 a
Eomesodermin (Eomes). Cdx2 je exprimovan pievazné ve vnéjSich blastomerach 8 —
16bunécéného embrya (Strumpf et al., 2005), zatimco Eomes se objevuje jiz od 1bunécného
stadia ve vSech blastomerach (McConnell et al., 2005). Oba tyto proteiny pozd¢ji zanikaji
Vv prib¢hu implantace (Strumpf et al., 2005). DalSim dalezitym transkripénim faktorem pro
specifikaci a vyvoj trofoektodermu je Tead4 (Nishioka et al., 2008). V ICM se exprimuji
Oct4, Nanog a Sox2, transkripéni faktory, které jsou pro udrZeni pluripotence téchto
blastomer nezbytné (Avilion et al., 2003). Je vSak prokazano, ze faktor Oct4 se pouze v ICM
vyskytuje jen u mySich embryi. V embryu prasete ¢i skotu je Oct4 detekovan v ICM i v TE,



z ¢ehoz vyplyva, Ze regulace Oct4 se mezidruhové lisi a jeho exprese nemusi byt omezena
pouze na pluripotentni buiiky (Kirchhof et al., 2000; Berg et al., 2011). Pfedev§im Cdx2 a
Oct4 hraji dulezitou roli pti diferenciaci ICM a TE (Niwa et al., 2005). Kavitace nastava ve
chvili, kdy buiiky trofoblastu zacinaji produkovat tekutinu bohatou na sodikové ionty a ta
proudi sodikovymi pumpami (Na*, K- ATPazy) do stiedu moruly. Hromadéni téchto
sodikovych iontll vyvolava zvySené nasadvani vody a tim se utvaii blastocoel (Watson et al.,
1999; Li et al., 2010). Nasledujici vyvojové stadium se nazyva blastocysta. Akvaporiny, které
reguluji pratok vody pres membranu TE tak zapticiiiuji expanzi blastocysty (Strumpf et al.,
2005). Blastocysta dramaticky zvySuje sviij prumér a zona pellucida se zaroven ztencuje
priblizné na jednu tfetinu své puvodni Sitky (B6 and Mapletoft, 2013). Béhem prichodu
vejcovodem brani ZP mimo jiné piedCasné implantaci embrya, dokud nedoputuje do délohy.
Po dosazeni stadia blastocysty vSak musi ZP opustit, tzv. hatchovat (O’Sullivan et al., 2001).
K hatchingu bovinnich embryi dochézi ptiblizn¢ devaty den po ovulaci béhem 8. bunécného
cyklu (Van Soom et al., 1997). V membranach bunék TE se nachazi trypsin-like proteaza
strypsin, kterd vytvafi otvor na fibrilarnim matrixu zony (O’Sullivan et al., 2001). Timto
otvorem blastocysta ZP opousti a dostava se tak do pfimého kontaktu s endometriem délohy,
ve kterém se nachazi laminin, kolagen a fibronektin. Oproti tomu bunky TE obsahuji
integriny, kterymi se na tyto latky mohou pfichytit. TE za¢ne syntetizovat dalsi sadu proteaz,
které narusi extracelularni matrix délozni tkang, diky ¢emuz muze dojit k implantaci embrya

(Achache and Revel, 2006).

3.1.1. Aktivace embryonalniho genomu

Vyvijejici se embryo musi prodélat nékolik dilezitych kroki, které jsou stézejni pro
uspésny vyvoj. Nejdulezitéjsimi z nich jsou prvni bunééné déleni, aktivace embryonalniho
genomu, kompaktace a formovani blastocysty. Tyto zmény vyzaduji dobfe organizovanou
expresi genomu (Wrenzycki et al., 2007; Lequarre et al., 2003).

Casny preimplantaéni vyvoj savcl je zcela zavisly na proteinech a RNA
syntetizovanych v oocytu v pribéhu oogeneze. Z toho vyplyva, ze jistd Cast vyvoje je fizena
RNA a proteiny zdédénymi po matce a uloZenymi v bunice az do chvile, dokud embryo
nedokaze produkovat tyto latky vlastni (Memili and First, 2000). Maternalni mRNA uloZena
Voocytu je stabilizovdna odstranénim poly(A) konce a je formovand do

ribonukleoproteinovych komplexti. Aby mohla byt vyuzita k translaci, musi dojit



k prodlouzeni poly(A) konce, coz spusti navazani poly(A) vazebného proteinu. Tento protein
stadia je tedy embryo podporovadno pouze materndlnimi proteiny a transkripty, aniz by
vyzadovalo tvorbu vlastnich (Minami et al., 2007) Nasledné¢ vSak musi dojit k pfechodu na
tvorbu transkripti podle embryondlniho genomu, jinak neni embryo schopné dalsiho vyvoje
(Kanka, 2003). Proces, kdy zacina embryonalni transkripce, se nazyva aktivace
embryonalniho genomu (EGA; embryonic genome activation) a cely tento déj 1ze také oznacit
jako piechod kontroly vyvoje z maternalniho k embryonalnimu (MET; maternal to embryonic
transition) (Memili and First, 2000). P#i aktivaci embryonalniho genomu dochazi
K reprogramovani jadra, které je z velké ¢asti fizeno maternalnimi mMRNA a proteiny. Dochazi
ke zméné struktury chromatinu (Kanka, 2003; Vigneault et al., 2009), za coz je odpovédny
faktor piestavujici chromatin BRG1 (chromatin — remodeling factor), protoze pii jeho
vycerpani se objevuje vyvojova zastava a redukce transkripce exprimovanych gent (Bultman
et al., 2006). Pfechod z maternalni k zygotické kontrole se sklada ze ti fazi. Prvni z nich je
postupna degradace matetskych mRNA a proteintl, dal$i je nahrazeni maternalnich transkripti
V oocytu embryonalnimi transkripty (napiiklad transkripty housekeeping genil). Posledni fazi
je tvorba novych transkripta specifickych pro embryo zménou vzoru genové exprese (Minami
et al., 2007). Aktivace embryonalniho genomu zacind v druhové specifickém case po
fertilizaci a doprovazi ji tedy pieprogramovani exprese genomu. Pravé exprese
embryonalniho genomu je klicova v dalsim vyvoji embrya (Memili and First, 2000). Cilem
této zmény je prechod z vysoce diferenciovaného oocytu v totipotentni blastomery, ze kterych
je embryo v pocatcich embryonalniho vyvoje sloZzené (Kanka et al., 2012)

K hlavni vin¢ EGA u skotu dochdzi v pozdnim 8bunécném stadiu (Frei et al., 1998).
Nicméné jiz Barnes and Eystone (1990) poukazovali na zmény ve struktuie proteinii skotu jiz
V jednobunécné zygote a 2bunééném embryu, coz naznacuje, ze 1 tato vyvojova stadia jsou
Castecné transkripcné a transla¢né aktivni. Tento proces se ¢asto oznacuje jako mala aktivace
embryonalniho genomu neboli minor EGA. Kromé toho hraje dualezitou roli v ¢asné aktivaci
embryonalniho genomu skotu i acetylace histonii (Memili and First, 1999). Jak je uvedeno
vyse, Casovani aktivace embryonalniho genomu se 1i§i mezi jednotlivymi druhy Zivocicht. U
skotu a stejné tak u koz a ovci dochazi k EGA tedy v 8 — 16bunééném stadiu, u prasete jiz ve
4bunééném (Telford et al., 1990), u ¢lovéka mezi 4 — 8bunécnym (Braude et al., 1988) a u

mysi ve 2bunécném stadium (Telford et al., 1990).



V tomto obdobi se mohou pfi in vitro Kultivaci (IVC) embryi riznych zivocisnych
druhii objevit problémy. Dochazi k zastaveni vyvinu a néktera embrya mohou podlehnout tzv.
embryondlnimu bloku. U bovinnich embryi je kritické obdobi pravé béhem cCtvrtého
bunécného cyklu, pfipadné mezi ¢tvrtym a patym cyklem (Memili and First, 2000). U lidi je
to naptiklad mezi tfetim a ¢tvrtym a u mysi ve druhém bunééném cyklu (Meirelles et al.,
2004). Je to zptisobeno dvéma hlavnimi mechanizmy a to: nezpisobilost aktivace vyvojove
dalezitych gent a neschopnost pfekonani represe chromatinu. DalSim divodem mize byt
poskozeni nevyhovujicimi okolnimi podminkami (napi. oxidativni stres) (Betts and King,
2001). Nasledkem toho se pii IVC do stadia blastocysty dostane pouze 30 — 40 % zralych
oocytd. Pro uspésny preimplantacni a nasledny fetalni vyvoj je nutné exprese ptiblizné¢ 10 000
genl. Je tedy dilezité tyto geny spravné identifikovat a pouzit tyto znalosti k zlepSeni
podminek kultivace embryi (Niemann and Wrenzycki, 2000), jelikoz pravé kultivaéni
podminky ovliviiuji expresi jednotlivych genli a syntézu proteind vyvijejicich se embryi
(Kues et al., 2008).

Pro tuto diplomovou praci byla vybrana bovinni embrya, protoZe jsou vhodné&j$im
modelem k pochopeni vyvoje lidskych a v§eobecné savéich embryi, na rozdil od napf. dobie
prostudovanych myS$ich embryi. JelikoZ je vyzkum lidskych embryi ve vét§in€é zemi omezen
zédkonem, udaje ziskané o vyvoji embryi skotu mohou byt vyuzivany k odhaleni
embryonalnich ztrat a vyvojovych aberaci pfi IVC lidskych embryi v asistované reprodukci

(Kues et al., 2008).

3.2. Degradace proteini

Degradace proteinti méa klicovy vyznam v regulaci riiznych bunéénych procesti a
pro udrzeni homeostaze v disledku soustavného odstraniovani proteini a jejich nahrazeni
proteiny novymi. Naruseni této rovnovahy by mohlo vyustit ve vznik zdvaznych onemocnéni,
kdy se mohou poskozené ¢i nefunkéni proteiny hromadit (Lecker et al., 2006).

Degradace proteini na jednotlivé aminokyseliny v eukaryotické bunice probiha
nejcastéji piimo v cytosolu ve specializovanych komplexech proteolytickych enzyml
nazyvajicich se proteazomy nebo v mensi mife v jinych bunéénych kompartmentech,
naptiklad v lyzozomech, membrané¢ nebo endoplazmatickém retikulu. Z degradovanych
proteini se aminoKyseliny uvoliiuji dvéma kroky v zavislosti na vyuziti metabolické energie —
prvni krok je zavisly na ATP, a je uskutecniovany pomoci 26S proteazomu. Nasledujici krok

jsou na ATP nezavislé procesy vykonavané endopeptidazami, karboxypeptidazami a



aminopeptidazami. Timto procesem vznikaji peptidy dlouhé ptiblizn¢ 8 — 15 aminokyselin a
jsou navazany na MHC 1 a predlozené T Ilymfocytim nebo transportovany do
endoplazmatického retikula. Navazani na MHC 1 peptidim zabezpeCuje ochranu pied
degradaci exopeptidazami (Nandi et al., 2006).

Proteazomy se vyskytuji v cytoplazmé i v jadie a jejich distribuce je zavisld na
momentalni fazi bunééného cyklu a také je odlisSna v riznych typech bunck. V jadie jsou
pritomny v celé nukleoplazmé, ale v jadérku nejsou funkcéni (Wojcik and DeMartino, 2003).
Skladaji se zcentralniho dutého valce tvoifeného zvice proteinovych podjednotek
zorganizovanych do témér valcové struktury heptamernich krouzkid. Aktivni mista protedz
nékterych podjednotek ¢ni do stfedu valce. Kazdy valec je na obou stranach zakoncen velkym
proteinovym komplexem (vic¢ko), ktery se sklada z Sesti krouzkia (Weissman et al., 2011).

26S proteazomy jsou tedy sloZené z 20S proteazomu nesouciho proteolytické jadro,
ktery zastava funkci zakladni Castice. Tento zakladni subjekt je vazan na 19S vicku zndmém
také jako PA700 a majici regula¢ni alohu (Wolf and Hilt, 2004; Weissman et al., 2011). 19S
jednotka je slozena z 19 samostatnych proteind. 10 z nich (Rptl — Rpt6 jsou ATPazy a dale
Rpnl, Rpn2, Rpn10 a Rpn13) vytvaii zdkladnu poutajici vlastni vicko, slozené ze zbyvajicich
9 proteintt (Rpn3, Rpn5 — Rpn9, Rpnll — Rpnl2), k zakladu proteazomu (Sharon et al.,
2006). Jednotky Rpt2, Rpt3 a RptS figuruji v otevirani vstupu do 20S proteazomu, Rpnl0 a
Rpn13 slouzi k navazani ubikvitinu a Rpn11, obsahujici Zn?* dependentni metaloprotedzu, ma
aktivitu odbouravajici ubikvitin (Nandi et al., 2006; Sharon et al., 2006).

Specificnost 20S jadra je dana jeho unikatni stavbou. Jak jiz bylo uvedeno, sklada se
ze Ctyf heptamernich kruhti, pficemz dva vnéj$i kruhy obsahuji sedm o podjednotek a dva
vnitini kruhy jsou tvofeny sedmi B podjednotkami. Alfa podjednotky jsou inaktivni a aktivni
mista se nachazi pouze na 3 podjednotkéach (Baugh et al., 2009). Za ptivodem eukaryotickych
proteazomul pravdépodobné stoji Archea bakterie, jejichZ proteazomy jsou tvoiené z naprosto
identickych podjednotek. Figuruji vSak jako prototyp pro vSechny ostatni proteazomalni
podjednotky, které z nich vznikly lateralnim pfenosem nebo genovou duplikaci (Nandi et al.,
2006). Aktivni mista na B podjednotkach rozdé€lujeme na nasledujici druhy. Jsou to aktivni
mista na B1 podjednotce s aktivitou podobnou kaspazam, ktera $té€pi v misté fetézce po kyselé
aminokyselin¢. Déle na B2 podjednotce je trypsinu podobna aktivita, $t€pici v sekvenci za
bazickou aminokyselinou a na B5 je chymotrypsin podobna aktivita, ktera §tépi po
hydrofobnich aminokyselinach (Jager et al., 1999). Bakterialni proteazom je tvofeny stejnym
typem o a stejnym typem P podjednotek. Pii evoluénim vyvoji eukaryotickych bunék se

sekvence a i B podjednotek postupné odliSovaly, az nenastala situace, Ze se kazda ze sedmi



podjednotek daného typu stala naprosto odlisSna. Eukaryotni bunika obsahuje 14 ptibuznych,
ale ptesto odlisSnych gent kodujicich 7 podjednotek typu a a 7 podjednotek B (Heinemeyer et
al., 1997). U savci je slozitost 20S proteazomu zvysena tim, Ze nékteré f podjednotky mohou
byt nahrazeny podjednotkami ptfibuznymi. RozliSujeme u nich tak tfi dalsi y geny koduji B
podjednotky, které indukuji interferenci. Pfi zaclenéni téchto podjednotek na mista B1, B2 a
B5 vznikda immunoproteazom. Jde o podtyp proteozomu, ktery je odpovédny za tvorbu
antigenti prezentovanych MHC komplexem tfidy I odpovidajici na zanétlivé podnéty

(Heinemeyer et al., 1997; Ciechanover, 1998; Wolf and Hilt, 2004).

Obr. 1 Struktura proteazomu s vyznafenymi jednotlivymi podjednotkami (Pfevzato a
upraveno podle: Weissman et al., 2011)

19SRP 4

20S CP

19SRP A

Proces je fizeny hydrolyzou ATP. Proteiny ur¢ené k degeneraci jsou rozeznany a
vazany v proteazomovém vicku a vtazeny dovnitf proteazomu, kde jsou piisobenim aktivnich
mist protedz degradovany na kratké peptidy a uvolnéné do cytoplazmy (Weissman et al.,
2011). Tato proteolytickd aktivni mista jsou umisténa v lumen valce, aby nedoslo

k nespecifické degradaci bunéénych proteinti (Nandi et al., 2006).

3.2.1. Ubikvitin — proteazomovy systém

Proteiny urcené k degradaci pomoci 26S proteazomu, touto velkou ATP- dependentni
proteazou, jsou rozpoznany jednim z proteinti vicka podle toho, Ze je na nich kovalentné
navazany maly protein zvany ubikvitin. Tento protein je slozeny ze 76 aminokyselin. Cesta
degradace pomoci ubikvitinu hraje dilezitou roli nejen pii embryogenezi, ale i ve funkci
nervového systému, odpoveédi na stres a opravé DNA (Varshavsky, 1997). Dale substraty

proteazomu zahrnuji supresory tumorti, regulatory bunééného cyklu, transkripéni faktory,
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inhibitory, signaliza¢ni molekuly a anti — apoptické proteiny (Adams, 2003; Lecker et al.,
2006). Mezi nemoci vznikajici diky dysfunkci proteazomové degradace patii naptiklad i
Alzheimerova, Huntingtonova nebo Parkinsonova choroba (Hol et al., 2005; Jung et al., 2009)

Degradace proteinil v proteazomu probiha v nékolika krocich. Nejprve musi byt cilové
proteiny oznaceny ubikvitinem, pfi¢emz v ptipadé eukaryot dochazi ¢astéji k polyubikvitinaci
(Nandi et al., 2006). Polyubikvitinace nejcastéji vznikd mezi e-amino skupinou lysinu
jednoho ubikvitinu a C-koncem ubikvitinu druhého. Vznika tak fetézec vazany isopeptidovou
vazbou. NejCastéji vznika vazba na Lys48, pifipadné na Lys29, coz vSak neni pfili§
prostudovano (Weissman, 2001). U molekul, které neobsahuji lysin, dochazi k vazb¢ na
amimo konci (Glickman and Ciechanover, 2002). Proces ubikvitinace bude podrobné popsan
nize. Thrower et al. (2000) uvadi, Ze minimalni po€et navazanych ubikvitinl, ktery by spustil
signdl pro zacatek degradace proteintl, jsou Ctyfi. Pokud je navazan pouze jeden ubikvitin,
muze vyvolat funkéné odlisny signal, naptiklad pro endocytézu (Thrower et al., 2000). Takze
prestoze je hlavni funkci ubikvitinu pravée cileni proteinti k degradaci, existuje jesté nékolik
dalsich funkeci. Patfi mezi né napiiklad aktivace transkripénich faktord a kindz, regulace
translace a oprava DNA. Vyslednd funkce neni ovlivnénd pouze poctem navazanych
ubikvitind, ale je ovlivnéna dale i druhy enzymu ptitomnych pifi navazovani ubikvitinu nebo
rozpoznavani substratii. Dal§im faktorem pro ovlivnéni kone¢ného vyznamu ubikvitinu je
také druh lysinu, ktery je prostfednikem pro vznik polyubikvitinu. Pfi jeho vzniku vazbou na
Lys63 miiZze plsobit jako jiz zminény signal k opravé DNA nebo jako aktivator transkripcnich
faktorti (Weissman, 2001).

Ubikvitinace a naslednd degradace proteinu probihd v nckolika krocich. Proces
ubikvitinace ke spravné funkci vyzaduje pfitomnost tfi enzymii: E1 (ubikvitin-aktivujici
enzym), E2 (ubikvitin-konjugujici/pfenasejici enzym) a E3 (ubikvitin-ligaza). Nejprve musi
dojit k aktivaci ubikvitinu pomoci E1 enzymu za pfitomnosti ATP. Mezistupném tohoto
kroku je vznik adenylovaného meziproduktu ubikvitin-AMP. Tento meziprodukt podléha
reakci s cysteinovym zbytkem aktivniho centra E1 enzymu za vzniku finalni slouceniny
ubikvitin-E1 thiolesteru. El-ubikvitin thiolester je rozeznany riznymi E2 (ubikvitin-
konjugujicimi enzymy E2), na né&jZ je ubikvitin pfenesen a navazan dalsi thiolesterovou
vazbou svym C-koncovym glycinem 76. Nakonec dochédzi k navazani ubikvitinu na substrat
pomoci enzymu ubikvitin-ligdzy E3 (Weissman, 2001). Dojde ke vzniku vazby mezi lysinem
proteinového substratu a C-koncovym glycinem (G76) ubikvitinu za vzniku izopeptidové
vazby (Ciechanover, 1998; Pickart and Fushman, 2004). E3 enzymy jsou zodpovédné za

vybér cilového substratu, diky ¢emuz odpovidaji za specificnost. Obecné plati, Ze existuje
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malé mnozstvi E1 enzymt, vétsi E2 enzymi a nejvétsi mnozstvi E3 enzymi (Pickart and
Eddins, 2004). Z toho vyplyva, Zze v kazdém kroku postupné roste potencialni pocet vyuzitych

proteintl a zaroven tak stoupa i specificnost vazby (Weissman, 2001).

Obr. 2 Obecné schéma ubikvitinace
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Na obrazku je zdroveii uveden i proces navdzani ubikvitinu u obou rodin E3 enzymovych ligdz

(Prevzato a upraveno podle: Jung et al., 2009).

E3 patii do dvou odlisnych rodin. Prvni z nich je RING doména E3 enzymd, pti které
dochdzi k pfimému pienosu ubikvitinu na substrat, druha je HECT doména E3 enzymt, ktera
se s ubikvitinem nejprve vaze kovalentni vazbou a pak az jej pifeda na cilovy substrat
(Weissman, 2001; Jung et al., 2009). Aktivovany ubikvitin je tak pienesen z E2 na vnitini
zbytek cysteinu E3 enzymu nez dojde na navdzani ubikvitinu na cilovou skupinu NH2

substratu. E3 zde funguje jako katalyzéator (Glickman and Ciechanover, 2001).
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Obr. 3 Nékteré E3 enzymy

A. RING E3s B. HECT E3s
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Obrazek uvadi nékteré E3 enzymy: A) RING domény, uprostied SCF komplex, dole VCB komplex. B)
HECT domény. SBD oznacuje substrat vazajici doménu. K oznacuje zbytek lysinu (Prevzato z: Pickart

and Eddins, 2004).

Dale se v nékterych zdrojich mizeme docist jesté o existenci E4 enzymt, které tvori
podmnozinu E3 enzymi a zatazuji se vedle HECT a RING domény. Tato rodina se nazyva U-
box (Hindley et al., 2011). Slouzi jako konstrukce k ptenosu ubikvitinu z E2 na diive
konjugovanou ubikvitinovou skupinu, ¢imZz dochéazi k prodluZzovéani polyubikvitinového
fetézce (Glickman and Ciechanover, 2001). Piedpokladé se, ze maji trojrozmérnou strukturu
podobnou struktute RING- finger. U-box hraje roli v systému kontroly kvality, ktery ma
zaklad v bunécné stresové odpovédi na hromadéni vnitrobunéénych abnormalnich proteint
(Hatakeyama and Nakayama, 2003).

Ubikvitin musi byt z proteinu odstranén, aby cileny protein vstoupil do proteazomu jiz
samostatngé. Tuto ¢innost maji na svédomi deubikvitinazy, mezi které patii napt. ubikvitin C-
terminalni hydroldzy nebo ubikvitin specifické proteazy. Déle sem patfi jiz zmiflovana
soucast proteazomu zvand Rpnll. Ubikvitin je uvolfiovan do cytosolu, kde je dale

degradovan (Nandi et al., 2006).
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3.2.2. RING E3 ligazy

Mezi rodinu RING (really interesting new gene) E3 ligaz patii velké mnozstvi
enzymt, které disponuji nejvétsi rtiznorodosti diky rtiznym komponentim. MiuiiZzou byt
tvofeny pouze jednim jednoduchym proteinem az po slozité komplexy tvorené né¢kolika
podjednotkami. Jako piiklad Ize uvést Mdm2 nebo E3a, které jsou monomery nebo
homodimery a v jedné molekule maji jak RING finger doménu tak i substrat rozeznavajici
misto. Piikladem ligaz tvofenych vice podjednotkami jsou naptiklad APC, které odstramnuji
regulatory bunééného cyklu, dale C(VBV)-Cul2-RING finger komplex nebo SCF komplex
(Glickman and Ciechanover, 2001; Jackson et al., 2000). Hlavnim ukolem RING E3 ligaz je
tedy vytvaret konstrukci, ktera zabezpecuje, ze se E2 s navazanym ubikvitinem dostane do
blizkosti pozadovaného substratu. Umoznuje tak pienos aktivovaného ubikvitinu z E2 na
substrat (Glickman and Ciechanover, 2001). Pro tyto enzymy je charakteristickd RING finger
doména. Ta je definovand, jako doména obsahujici cysteiny a histidiny v nasledujicim
motivu: CysX2CysX(a 39)CysX1-3)HisX 2 3)HisX2CysX 4 48 CysX2Cys (kde X predstavuje
rizné aminokyseliny), ktery je schopny vazat zine¢naté (Zn?*) Kationty (Petroski and
Deshaies, 2005).

Nejvétsi znamou skupinou RING E3 ligaz jsou cullin-RING ubikvitin ligazy (CRLsS,
cullin-RING ubiquitin ligases). Jsou to velké komplexy, které se skladaji z cullinu, jednotky
rozeznavajici substrat (SRS), RING H2 finger proteinu a (mimo CRL obsahujici Cul3)
upinajici jednotky, kterd ptipojuje SRS ke komplexu (Bosu and Kipreos, 2008). Tyto
komplexy jsou zodpovédné za regulaci rozlicnych procesi builky, naptiklad rtizné aspekty
transkripce, vyvoje, replikace DNA a bunécného cyklu (Petroski and Deshaies, 2005). CRL
jsou aktivovany pomoci ubikvitinu podobného proteinu NeddS8, ktery se na cullin navaze
kovalentni vazbou. Tento proces se nazyva neddylace a povazuje se za post-translacni
modifikaci proteini (Rabut and Peter, 2008). Reakce probiha v n€kolika krocich. Nejprve
musi dojit k navazani Nedd8 thiolesterovou vazbou na E1- aktivujici enzym nazvany APP-
BP1/Uba3 pomoci jeho C-terminalniho glycinu (Gly76). NeddS8 je dale propojen k cysteinu
na Ubc12 E2 konjugujicim enzymu. Poslednim krokem je vytvoteni izopeptidové vazby mezi
Gly76 C-koncem Nedd8 a e-amino skupinou Lys na cullinu (Pan et al., 2004). Inhibice
neddylace je provadéna navdzanim proteinu CANDI1 na cullin a odstranéni Nedd8 je nasledné
realizovano prostiednictvim izopeptidazové aktivity proteinového komplexu COP9

signalozomu (Cope and Deshaies, 2003; Bornstein et al., 2006; Denti et al., 2006).
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Struktura CRL komplexii se rozliSuje hlavné podle pfitomnosti jednotlivych cullinti
(napf. lidské bunky jsou schopné exprimovat sedm druht cullint: Cull, 2, 3, 4a, 4b, 5 a 7)
(Petroski and Deshaies, 2005). Cull je soucasti komplexu, ktery se nazyva SCF komplex. Je
dale tvofen 3 dalSimi jednotkami: Skpl, F-box proteinem a Rbx1/Rocl RING H2 finger
proteinem. Cul2 obsahujici CRL komplexy maji podobnou strukturu a jsou slozeny z Cul2,
Rbx1, adaptorového Elonginu C, Elonginu B a VHL-box proteinu. Obdobnou strukturu ma
CRL komplex tvofeny Cul5, jen misto VHL-boxu obsahuje SOCS-box protein. Komplex
obsahujici Cul3 je mirn€ rozdilny, protoze neobsahuje adaptor. Misto toho se SRS vaze pfimo
na Cul3 pomoci BTB proteinu. A nakonec Cul4 je soucasti komplexu, ktery stava z Rbxla
adaptorového proteinu DDBI, ktery se vaze na SRS obsahujici WD-opakovani a nazyva se
WDXR protein (Bosu and Kipreos, 2008). Struktura SCF komplexu v porovnani s ostatnimi
CRL komplexy obsahujicimi Cul2, Cul3, Cul4 a Cul5 je znadzornéna na nasledujicim obrazku

(Obr. 4).

Obr. 4 Struktura CRL komplexi

A CcuL1 CRL komplex (SCF) D CUL3 CRL komplex
F-box protein BTB protein

Skpt
Rbx1 Rbx 1

(¢}
=

cuLs

B  cuLz2cRL komplex E  cuLscRL komplex

Elongin C VHL-box protein DDB1 WDXR protein

Rbx1

Elongin B Rbx1

¢

U CuL4

C  cuL5CRL complex

Elongin C SOCS-box protein

Elongin B Rbx2

¢

CULS

Struktura nékterych CRL komplexii: Cull(A), Cul2(B), Cul5(C), Cul3(D) a Cul4(E) CRL komplexy
S vyznacenymi jednotlivymi proteiny, ze kterych se skladaji (Prevzato a upraveno podle: Bosu and

Kipreos, 2008).
3.2.3. SCF komplex

SCF komplex je tedy slozeny z Cull, Rbx1, Skpl a ¢lena F-box proteinové rodiny.

Katalytické jadro tvotfi Rbx1 a Cull, které spole¢né zachytavaji E2 enzym nesouci ubikvitin.
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Na F-box protein je potom navazan substrat a Skp1 figuruje jako adaptor spojujici F-box k N-

konci Cull, diky ¢emuz je cely komplex uveden do chodu (Zheng et al., 2002). Na

nasledujicim obrazku je pro ptehlednost uvedena celd struktura SCF komplexu (Obr. 5).

Obr. 5 Struktura SCFS2 komplexu (Pfevzato a upraveno podle: Petroski and Deshaies,

2005)

3.2.3.1 Cull protein

Specifitnost substrity =~ s ~50 A mezera —

misto pfipojeni

NEDDS8

E2 pripojeni

cuL1

Katalytické jadro

Jak jiz bylo uvedeno, do rodiny cullini patii nékolik zastupct a naptiklad u cloveéka

muzeme rozliSit sedm druhti cullinti. Jaké komplexy tvoii ostatni druhy cullinil a co je jejich

soucasti, je uvedeno v nasledujici tabulce (Tabulka 1).

Tabulka 1 Tabulka uvadéjici jednotlivé culliny, jména komplexi, které tvoii a ostatni
jejich komponenty (Petroski and Deshaies, 2005)

Cullin Podjednotky Nazvy komplexi

Cull F-box/Skp1/Cull/RING SCF, CDL1

Cul2 SOC/BC-box/elongin BC/CUL2/RING VBC, CBC, ECS, SCF2,
CDL2

Cul3 BTB-doména/CUL3/RING BCR3, SCF3, CDL3

CuldA Receptor/DDB1/CUL4A/RING VDC, DCX, SCF4, CDL4

Cul4B ? ICUL4B/RING -

Cul5 SOCS/BC-box/elongin BC/CULS/RING SCF5, CDL5

Cul7 FBX/SKP1/CUL7/RING SCF7, CDL7
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Cullin je na C-konci navazan na Rbx1 protein a na jeho N-konec naseda adaptorovy
Skp1 protein (Jia and Sun, 2009). N-terminalni ¢ast, ktera je v kontaktu s Skpl, je mezi Cull
velmi konzervovand, ale neni mezi jinymi druhy cullint, coz dokazuje specialni strukturu,
ktera vaze specifické druhy substrati (Petroski and Deshaies, 2005). N-termindlni ¢ast je
sloZzend ze 415 aminokyselin, kterd je napojené na dlouhou strukturu podobnou stonku a vaze
na sebe Skpl-F-box komplex. C-terminalni ¢ast je pak tvofena 36 aminokyselinami, je
globularniho tvaru a vaze Rbx1 (Zheng et al., 2002). C-terminalni sekvence je také dilezita
pro vazbu Nedd8 (Furukawa et al., 2000). Stavba Cull je zvlastni tim, Ze na N-konci se
vyskytuje opakovani slozené ze dvou kratkych (A a B) a ze tii dlouhych Sroubovic (C az E).
Vyskytuji se zde tfi opakovani, jejichz pfesnd aminokyselinova sekvence sice neni znama, ale
sdili spolu podobny vzor hydrofobnich zbytkl. Na C-konci se pak vyskytuje struktura tvofena
4 Sroubovicemi, které propojuji C a N-konec a péti vlakny B-struktury, do kterych se zapojuje
N-termindlni ¢ast Rbx1 (Zheng et al., 2002).

Chew et al. (2007) uvadi, ze nékteré CRL komplexy tvoii funk¢éni dimery. Napiiklad
Cull, Cul3 a Cul4 formuji dimery nebo multimery, zatimco Cul2 a Cul5 se vyskytuji pouze
jako monomery (Chew et al., 2007). Mechanizace vznikli dimeru je bud’ zprostfedkovana
SRS dimerizaci, coz je pozorované pravé u SCF komplexti a druhou moZnosti je vazba Nedd-
8 a cullinu (coz funguje u komplexti tvofenych Cul3). SRS dimery vznikaji vazbou mezi F-
box proteiny, respektive mezi D-doménou F-box proteind vyskytujici se na N-konci (Bosu
and Kipreos, 2008). Piiklady vzniku dimert jsou uvedeny na nasledujicim obrazku (Obr. 6).
Tvorba dimert je vhodna pro ucinngjsi ubikvitinaci diky vyhodné vazbé jednoho substratu na
dva F-boxy, které pak mohou navzajem spolupracovat v prodluzovani polyubikvitinového
fetézce (Bosu and Kipreos, 2008; Merlet et al., 2009).
Obr. 6 Modely dimerizace

CUL1

B

uﬁ
CuL3

Obrazek A znazornuje vznik dimerii vazbou mezi SRS jednotkami. Na obrazku B je uveden dimer

vznikly spojenim molekulou Nedd8 (Prevzato a upraveno podle: Bosu and Kipreos, 2008).
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3.2.3.2 Skpl protein

Dalsim ¢lenem SCF komplexu je Skpl(S-phase kinase-associated protein 1), ktery se
chova jako adaptor a spojuje k sobé F-box a Cullinl. Skpl je tvofeno dvéma doménami.
Jedna je velkd 110 aminokyselin (hSkpl) a je situovana na N-konci. Druha doména je slozena
z 53 aminokyselin (ySkpl) a je na C-konci. N-konec obsahuje oblast vazajici F-box
(Deshaies, 1999).

U Skpl proteinu byly identifikovany i n¢které funkce, které nejsou piimo spjaté s SCF
komplexem (Galan et al., 2001; Jourdain et al., 2009). U kvasinek bylo prokazano, ze se
ucastni regulace bunécného déleni a cytokineze (Jourdain et al., 2009). Dale u nich
zabezpecuje recyklaci nékterych internalizovanych proteinti, pfi¢emz je v komplexu pouze
s Rcylp F-box proteinem a ostatni slozky SCF komplexu nejsou viibec pfitomné. Timto
zpusobem je odstraniovan naptiklad protein plazmatické membrany Snclp. To naznacuje, ze
Skpl, ale i nékteré F-box proteiny mohou fungovat jak v SCF komplexech, tak i mimo né
(Galan et al., 2001).

Skpl se podili i na vzniku Parkinsonovy choroby. Pfi tomto onemocnéni je
redukované mnozstvi Skpl (Zhou et al., 2013a). Umlceni Skpl vede ke zvyseni citlivosti
neurontl na po$kozeni a zaroven tyto deficientni buiky nejsou schopné zastavit v Go/G: fazi
bunééného cyklu a konec bunééného cyklu se zpozd'uje (Fishman-Jacob et al., 2009). Piva et
al. (2002) uvadeji, ze Skpl ma také klicovou roli v segregaci chromozomu, diky cemuz
dochazi k udrzeni genomové stability — euploidie. Byl proveden pokus, kdy doSlo k tvorbé
transgennich mysi s deleci Cull, ktery dokaze Skpl odstavit. U téchto mutantli se vytvareli
hypoplastické lymfatické organy nereagujici na mitogenni stimulaci. Pfi vynuceni exprese
Cull vznikaly mnohojaderné bunky, které mély porusené délici vieténko, poruchu segregace
chromozomu a jejich nestabilitu. Dale se u nich objevovaly nadorové zmény s vysokou
penetraci. Tyto vysledky dokazuji, jak dulezity je Skpl pro genetickou stabilitu (Piva et al.,
2002).

3.2.3.3 Rbx1/Rocl protein

Struktura Rbx1/Rocl (RING box protein-1; Regulator of cullins) proteinu je tvofena z
nekolika vldken a jadra. Jadro se sklada ze dvou velkych smycek oznacenych Loopl a Loop2.
Tato molekula je dale tvofena tfemi B-vldkny a a-vldknem (Zheng et al., 2002). Rbx1 se z

jedné strany vaze (C-koncem) na E2 enzym a druhou stranou (N-koncem) je napojeny na C-
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konec Cull. Rbx1 a Cull katalyzuji pfenos ubikvitinu z E2 enzymu (Jia and Sun, 2009). Na
B-vlakné Rbx1 je 16 zbytkovy usek, ktery se zacleniuje do Cull, diky ¢emuz se obé molekuly
spojuji (Zheng et al., 2002). Rbx1 dale jesté zprostfedkovava neddylaci Cull, diky cemuz
za¢ne cely komplex fungovat (Tan et al., 2009). Jak jiz bylo uvedeno vySe, Rbx1 sestava z
RING finger domény, pfesnéji tedy z RING-H2 finger domény (Jackson et al., 2000). Ta se
vyznacuje tim, ze obsahuje 6 cysteinil a 2 histidiny na pozicich 4 a 5, na rozdil od domény
RING-HC, ktera je slozena ze sedmi cysteint a jen jednoho histidinu na pozici 4 (Willems et
al., 2004). Struktura proteinu je stabilizovana zine¢natymi ionty (Zheng et al., 2002), které se
nachdzi na C-konci molekuly (Jia and Sun, 2009). Pro ptehlednost je zjednodusena struktura

RING finger domény vyobrazena na nasledujicim obrazku (Obr. 7).

Obr. 7 Schéma RING finger domény

N

[ \
| |
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Cervené jsou uvedeny cysteiny. Na pozici 4 a 5 se vyskytuji histidiny (v pripadé RING-H2), pFipadné
se na pozici 5 miiZe vyskytovat dalsi cystein (u RING-HC domény) (Prevzato z: Jackson et al., 2000).

Dosud byly identifikovany dva ¢leny Rbx rodiny: Rbx1/Rocl a Rbx2/Roc2. Zatimco

Rbx1 je exprimovan ptirozené, Rbx2 je indukovan stresem (Tan et al., 2009).

3.2.3.4 F-box protein

Zatimco ostatni slozky tohoto komplexu jsou neménné, F-box proteini existuje velké
mnozstvi. Substratova specificnost SCF komplexu je dand praveé F-box proteinem, ktery ma
dvoudilnou strukturu. Je slozeny z ¢asti vazajici Skpl protein a z jadra komplexu (Craig and
Tyers, 1999). MnozZstvi F-box proteinli mize byt hodné Siroké. Dosud je u obratloved zndmo
ptiblizné 50 druhi riznych F-box proteina (Jackson et al., 2000). F-box proteiny maji spoustu
ruznych forem, které spolecné sdili asi 45 aminokyselin, ale jinak jsou od sebe velmi odlisné

(Deshaies, 1999; Jackson et al., 2000). F-box je protein, ktery je schopny interakce proteinu k
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proteinu, takze mulze spojit spoustu rtiznych specifickych adaptor do spole¢ného komplexu.
To je mozné diky specidlnim motiviim, které umoziuji vznik téchto interakci. Mezi tyto
motivy patii naptiklad n¢kolik WD-40 opakovani (napt. Cdc4), n¢kolik opakovani bohatych
na leucin (Skp2 nebo Grrl) nebo ptipadné dalsi struktury (Deshaies, 1999; Jackson et al.,
2000). Podle jejich ptitomnosti rozdélujeme F-box proteiny do nékolika tfid: Fbw proteiny
obsahuji WD40 opakovani, Fbl tiida obsahuje opakovani bohata na leucin a Fbx skupina pak
obsahuje dalsi jiné struktury (Jackson et al., 2000). Prolin pfedchazejici leucin pobliz N-konce
je nejvice konzervovana soucast molekuly. Je dulezity pro navazani Cdc4 a Ctfl3 k Skpl,
avsak pro navazani Skp2 k Skpl potfebny neni (Bai et al., 1996). Tento dipeptid (Leu-Pro) u
nékolika ¢lent rodiny F-box proteinti pln¢ chybi a Deshaies (1999) uvadi, Ze neni jasné, zda
jsou tyto proteiny schopné vazat Skpl. U dobfe prostudovanych F-box komplexi je
prokazana nutnost fosforylace substratii, aby mohlo vibec dojit k ubikvitinaci. To bylo
prokazano napiiklad u SCF®* SCF®™, SCFS? nebo SCFP TP (Skowyra, 1997; Deshaies,
1999). Dalsimi posttransla¢nimi modifikacemi substratii potfebnymi k jejich navazani na F-
box proteiny jsou acetylace, nitrace nebo glykosylace (Hindley et al., 2011). F-box protein
nemusi byt vazan pouze na proteiny ur¢ené k ubikvitinaci. Bylo prokazano, ze n€které F-box
proteiny tvoii funkéni homo- a heterodimery a ukdzalo se, Ze tvorba dimeru je nutnd pro
vazbu substratu. Zatim vSak zlstdva neobjasnéno, zda je tvorba oligomer F-box proteind
dulezitd pro zvyseni katalyzy nebo rozpoznani substratu (Jackson et al., 2000).

F-box proteiny maji kratkou Zivotnost a pravé SCF komplex je zodpovédny za jejich
degradaci autoubikvitinylaci. Diky tomu dochazi k rychlému pifepinani mezi jednotlivymi
SCF komplexy a buiiky se tak mohou piizptisobit ménicim se podminkdm (Galan and Peter,
1999).

3.2.4. Vyznam SCF komplexu

Jak jiz bylo né€kolikrat uvedeno, degradace proteinti je kli¢ova k regulaci velkého
mnozstvi procest. Je dulezitd pro bunéény cyklus, funkci transkripénich faktori, degraduje
onkogenni produkty a nddorové supresory a dale odbourava poskozené bilkoviny (Mat¢jikova
a kol., 2013). 'V nadorovych buiikach dochdzi ke zvySeni aktivity proteazomu, proto je
degradace v proteazomu klicem pro vyvoj protinadorovych 1é¢iv (Silverman et al., 2012;
Matéjikova a kol., 2013). Nov¢jsi studie dale rozsifuji rozsah roli ubikvitinu a bylo zjisténo,

ze hraje dilezitou ulohu naptiklad 1 v opravé DNA. To je zajiStovano monoubikvitinaci,
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jelikoz pouze jeden navédzany ubikvitin nestaci pro spusténi ubikvitin — proteazomové drahy
(Huang and D'Andrea, 2006).

Bunécny cyklus je zavisly na odbouravani reguldtort, kterymi je udrzovan v danych
fazich. Proteolyza je tedy dulezitd naptiklad pro prfechod bunky mezi G1/S a M/G1 fazemi,
které jsou fizeny vysokymi nebo naopak nizkymi koncentracemi Cdk (cyklin — dependentni
kinaza s nizkou hladinou v G1 a vysokou v S, G2 a M fazi). Mezi regulatory bunééného cyklu
odstrafiované ubikvitin — proteazomovym komplexem patii cyklin E nebo p27 (Tyers and
Jorgensen, 2000). Mysi embrya s inhibici Cull nejsou Zivotaschopna a dochazi u nich
k hromadéni cyklinu E, ktery je cyklin pro G1 fazi (Dealy et al., 1999; Wang et al., 1999).
Rbx1, jakozto stézejni soucast SCF komplexu, hraje dulezitou roli i v preimplanta¢nim
vyvoji, jelikoZ zabraiiuje hromadéni p27, coz je také inhibitor Cdk. Pfi naruseni funkce Rbx1
dochazi k akumulaci p27, ktery se v ¢asném embryondlnim vyvoji normalné nevyskytuje.
Hromadéni p27 zpasobuje embryonalni letalitu po 7,5 dni od pocatku vyvoje (E7,5,
embryonic day), kvuli redukcei proliferace (Tan et al., 2009; Jia and Sun, 2009). Jia and Sun
(2009) dale uvadi, ze prevence hromadéni p27, nebo dokonce Gplna delece p27 nemiize zcela
zachranit Rbx1 deficitni embrya. NaznaCuje to, Ze dochdzi ke kumulaci dal§ich Rbx1
substratli, které¢ jsou pro dalS§i embryondlni vyvoj nad E9,5 Skodlivé. Bohuzel vSak tyto
substraty nejsou prozkoumané a jejich popsani by vedlo k lepSimu pochopeni dalSich funkci
Rbx1 (a potazmo celého SCF komplexu) ve vyssich vyvojovych stadiich (Jia and Sun, 2009).

Svou funkci zastava v bunééném cyklu, ale naptiklad i pti cyklu centrozomi. Ptfi ném
dochazi k replikaci centromer, hromadéni tzv. PCM (pericentriolar material), ze kterého se
pozdé&ji vyviji mikrotubuly, oddéleni centriol, tvorbé mitotickych vietének na polech buiky a
nasledné k segregaci centrozomil do dcefinych bunék (Freed et al., 1999). Freed et al. (1999)
uvadi, Ze minimalné¢ jeden krok v cyklu duplikace centrozomt je fizen SCF ubikvitin —
ligdzovym komplexem, ktery je lokalizovan na centrozomech. Toto tvrzeni dokazuji nutnosti
pfitomnosti Skpl, Cull a proteazomu pii oddélovani centriol u Xenopus. Blokovani aktivity
proteazomu je pro duplikaci centrozomii a oddélovani centriol fatalni (Freed et al., 1999).
Dalsimi substraty SCF komplexu jsou napiiklad: p21, p57, p53 cykliny A, D, Cdc25A/B, B-
katenin, c-Jun a dalsi (Jia and Sun, 2009).

Pro B-TrCP protein (jeden z F-box proteint) je typicka Siroka $kala cilovych substratu,
mezi které patii naptiklad CdcA a Weel, diky kterym ovlivituje funkci Cdkl. Jeho funkce
neni vSak omezena pouze na mitézu, nybrz miZze cilit i na nckteré proteiny inhibujici
translaci, naptiklad PDCD4. Zaroven ovliviiuje 1 preziti bunék degradaci pro-apoptického

proteinu BIMEL jako odpovéd’ na mitogeny. Pokud tedy mitogenné stimulované bunky
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vstoupi do bunécného cyklu, B-TrCP podporuje jeho postup pomoci aktivace Cdkl (Weel) a
aktivaci APC/C (Emil). Zarovenn vSak muze bunéény cyklus i blokovat jako odpovéd na
genotoxicky stres (Skaar and Pagano, 2009).

Mezi dalsi funkce SCF komplexu patii kontrola meiotického zrani oocytt. Zhou et al.
(2013b) uvadgji, ze vycerpanim Rbx1 dochazi ke snizeni rychlosti vylouceni prvniho
polového teliska, coz je doprovazeno hromadénim Emil. VétSina oocytl zastavila sviij vyvoj
v metafazi I. Emil (Early mitotic inhibitor 1), ktery je dalezity pfi mitéze i meidze, inhibuje
aktivitu APC/C E3 ligazy, ktera je pozadovana pro dal$i meiotické zrani (Zhou et al., 2013b).

Tento inhibitor podléha degradaci SCFPTC?

komplexem, ke které dochazi v pozdni profazi v
mitotickém déleni (shrnuto v Karabinova et al., 2011) a v meidze ihned po GVBD (germinal
vesicle breakdown), coz je krok dulezity pro jeji pokracovani (Zhou et al., 2013b). Stejné tak
je pomoci SCF kmplexu degradovan Emi2, ktery je ovSem funk¢ni pouze po GVBD, ale
sehrava zde dvé klicové role. Prvni z nich je zabranéni replikace DNA mezi meiozou I a
meidzou II. To provadi tak, ze inhibuje APC/C-Cdc20 po meidze 1 a umoziuje hromadéni
cyklinu B1 (Madgwick et al., 2006). Druhou funkci vykonava jakou soucast cytostatického
faktoru, jehoZ prostfednictvim udrzuje vysoké hladiny MPF (M-phase promoting factor) i
v situaci, kdy je APC/C-Cdc20 inhibovan (Tunquist and Maller, 2003).

Jelikoz SCF komplex kontroluje riist a kritické regulatory bunééného cyklu, naruseni
jeho dréhy je spojovdno se vznikem rakoviny (Willems et al., 2004). V tomto piipadé je
obzvlast dulezité spravné urcit jednotlivé substraty, které jsou danym komplexem
degradovany (Mat¢jikova a kol., 2013). Naptiklad p53, ktery patii mezi tumor supresory a je
jednim ze substrati SCF komplexu, hraje klicovou roli v zastaveni bunécného cyklu,
apoptoze a opravé DNA je za normalnich podminek pfitomny v pouze nizkych hladinach.
Mutace p53 jsou spjaté s riznymi druhy lidské rakoviny (Nandi et al., 2006). Dalsi SCF
substrat c-Jun patii mezi onkogeny (Matéjikova a kol., 2013). Jiné poznatky zase poukazuji,
ze nekteré F-box proteiny se podili na riznych nemocech. Napiiklad svalova dystrofie 1 rizna
neurologickd onemocnéni jsou zprostiedkovana ubikvitinovym systémem (Willems et al.,
2004).

Jak jiz bylo uvedeno v uvodu, béhem embryonalniho vyvoje dochdzi v druhové
specifickém case k pfechodu z maternalni k embryonélni kontrole vyvoje. Tento proces se
skladd ze dvou casti. Prvni z nich je odstranéni maternalnich RNA a proteinli a druhym
krokem je transkripéni aktivace embryonalniho genomu (Walser and Lipshitz, 2011). U skotu
dochazi k aktivaci embryonélniho genomu u 8 — 16bunéénych embryi (Frei et al., 1998; Li et

al., 2010). Do tohoto okamziku embryo vyuzivalo proteiny a RNA ziskané od matky a
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ulozené jiz v priab¢éhu oogeneze. Nastava tedy okamzik, kdy jiz nepotfebné maternalni RNA a
proteiny musi byt zembrya odstranény a predpokladd se, ze bez odstranéni téchto
nadbyte¢nych maternalnich RNA a proteinii nemiize dojit k aktivaci embryonalniho vyvoje
(Lietal., 2010).

RNA je zembrya pravdépodobné odstranéno pomoci malych RNA, miRNA
(microRNA) (Tang et al. 2007, Graf et al., 2014). MicroRNA se navaze na cilovou RNA,
potlacuje jeji translaci a deadenylaci ji ¢ini nadchylnéjsi k nasledné degradaci pomoci nukledz
(Schier, 2007). Tyto miRNA jsou nejspiSe zdédéné maternalné (Tang et al, 2007). Prestoze se
nahromadénd materndlni mRNA ve velmi malém mnozstvi zadind odstranovat jiz béhem
meiotického zrani, drtiva vétsina je odstranovana az béhem preimplanta¢niho vyvoje v obdobi
okolo EGA. Yokoi et al. (1993) uvadi, ze pocate¢ni mnozstvi maternalni mRNA u mysiho
embrya ve stddiu dvou bunék klesa pfiblizn¢ na 10 — 20 %. Nicmén¢ urcité druhy mRNA,
které maji svoji specifickou funkci béhem meidzy a pro vyvoj po oplodnéni by mohly byt
Skodlivé, jsou rychle degradovany ihned po fertilizaci. (Alizadeh et al., 2005).

Nadbytecné proteiny a organely mohou byt odstranény makroautofagii (Li et al.,
2010), kdy vytvareji objekty obalené¢ dvojitou membranou (autofagozomy) a nasledné
splyvaji s lysozomy za vzniku jedno membranovych autofagolyzozomi, jejichz obsah
nasledné¢ podléha degradaci (Boya et al., 2005). Déle mohou byt proteiny odstraiiovany prave
ubikvitin — proteazomovym systémem (DeRenzo and Seydoux, 2004; Li et al., 2010). Jako
ptiklad 1ze uvést degradaci MEI-1 prokazanou u Caenorhabditis elegans. MEI-1 a MEI-2
jsou proteiny pierusujici mikrotubuly (Srayko et al., 2000). Béhem vyvoje musi dojit
k pfechodu z meidzy k mitdze. A¢ to tak nemusi na prvni pohled vypadat, 1isi se mezi sebou i
meiotické a mitotické délici vieténko. Maji odliSnou morfologii a chovani, ale tvofi se pouze
kratkou chvili po sob& a navic ve stejné cytoplazmé. Pfechod z malého meiotického vieténka
v to velké, mitotické, je fizen mikrotubuly pferusujicim komplexem kataninem, kédovym
geny mei-1 a mei-2. Proteiny MEI-1 a MEI-2 jsou specialni pouze pro meidézu, béhem které
se hromadi na meiotickém délicim vieténku, a ithned po ni jsou odstranény. Pfi naruSeni jejich
degradace jsou nahromadény i na mitotickém vieténku a ovlivituji jeho rotaci a prodluzovani.
A pravé tyto dva proteiny jsou degradovany pomoci ubikvitin — proteazomového komplexu za
spoluprace E3 ubikvitin ligazy obsahujici Cul3 (DeRenzo and Seydoux, 2004; Verlhac et al.,
2010).

Protoze je ubikvitin — proteazomovy systém vyznamny i pro vyse popsanou kontrolu
bunécného cyklu, byva Casto obtizné rozlisit, které ucinky postihuji pfimo embryonalni vyvoj,

a které jsou nepiimo zpisobené ovlivnénim bunécného cyklu. Z tohoto ditvodu je nutné urcit

23



dalsi regulatory vyvoje, které by ndm pomohly oba procesy snadnéji odlisit jeden od druhého
a zaroven lépe pochopit, jakym zplisobem jsou propojené (DeRenzo and Seydoux, 2004). Pro
tuto diplomovou praci byl vybran pravé SCF komplex, o kterém se piedpoklada, Ze je,
jakozto €len ubikvitin — proteazomového systému, jeden z ucastniki degradace maternalnich

proteint.
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4. Materialy a metody

Vsechny pouzité kultivacni plasty byly vyrobeny firmou Nunclon (Nunc, Roskilde,
Dénsko).

4.1. Ziskavani oocytu a jejich kultivace

Oocyty byly ziskavany z vajecniki krav porazenych na jatkach. Vajecniky byly do
laboratofe dopraveny v termolahvich s fyziologickym roztokem za teploty okolo 33 °C. Z
vajec¢nikll byly pomoci jemnych chirurgickych nizek vystfizeny folikuly o velikosti 4 — 10
mm. Oocyt — kumularni komplexy byly vypichany z folikuli a selektovany na zakladé
morfologie kumulu k dalsi kultivaci. Vybrané oocyt - kumularni komplexy byly kultivovany
ve 4 jamkovych miskach v modifikovaném Parkrové mediu (MPM) (slozeni viz Pavlok et al.,

1992) v atmosfétre 5 % COz2 pii 39 °C po dobu 24 hod.

4.2. In vitro oplozeni (IVF) a kultivace embryi

Oocyt — kumularni komplexy byly ¢tyfikrat oplachnuty v PBS (Phosphate Buffered
Saline; fosfatovy pufr s chloridem sodnym) a nésledné jednou ve fertilizaénim médiu TALP
(Tyrode’s albumin lactate pyruvate), jehoz slozeni uvadi Pavlok et al. (1992). Posléze byly
pfeneseny ve skupinkach po maximalné 30 do ¢tyfjamkovych desticek, které obsahovaly 250
ul TALP média na jamku.

Pejety s by¢im spermatem byly inkubovany 10 sekund ve vodni lazni o teploté 37 °C.
Spermie byly spocitany v Biirkerové komtirce a nasledné natedény na vyslednou koncentraci
1x10° spermii v 1 ml fertilizaéniho média. Ctyfjamkové misky byly kultivovany pfiblizné 20
hod pti 39 °C v atmosféie 5 % CO2 — 5 % Oz — 90 % N». Predpokladané zygoty byly poté
opatrnym pipetovanim zbaveny vétSiny kumulérnich buné¢k a pteneseny do média Menezo B2
(Sevapharma, Praha, Ceska republika). Embrya byla kultivovana v atmosféie 5 % CO2 — 5 %
02 — 90 % N2 pti 39 °C v kapkach Menezo B2 pod mineralnim olejem.

Embrya byla po 32, 44, 60, 92, 120, 156 a 180 hodinach od oplozeni fixovana v
pozadovanych stadiich, tedy 2bunécném, 4bunééném, casném 8bunééném, pozdnim
8bunécném, stadiu moruly a blastocysty, ptipadné hatchované blastocysty. V ptipadé€, ze byly
pouzity oocyty v metafazi II (MII), jejich sbirani se provadélo 24 hod po izolaci z folikulu.

Cilem této diplomové prace byla analyza lokalizace proteinti a aktivity SCF komplexu

u bovinnich embryi, proto jsem osobné provadéla metody, které budou nasledovat.
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4.3. Fixace embryi

Embrya byla promyta v PBS a nasledné fixovana ve 4 % paraformaldehydu (PFA) po
dobu 50 min pii 4 °C. Poté byla embrya 3 x oplachnuta v PBS.

4.4, Imunofluorescence

Imunofluorescenci, jakozto metodu slouzici k prokazani ptitomnosti urcitého antigenu
nebo protilatky ve vzorku, jsme vyuzili k detekci vyskytu danych proteind v rtiznych
vyvojovych stadiich skotu. Byly pouzity dva zplsoby této metody a to barveni jednou a

barveni dvéma primarnimi protilatkami.

Barveni jednou primarni protilatkou

1. DEN

1. Embrya byla fixovana vyse popsanym zptisobem.

2. Dale byla membrana embrya permeabilizovana 15 min 0,5 % Tritonem (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Némecko) v PBS.

3. Byl pripraven roztok PBS, ve kterém bylo 50ug/ml saponinu (Calbiochem) a 0,3 %
BSA (bovine serum albumine, Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko) (PBS/BSA/sap),
ve kterém byla embrya 3x oplachnuta.

4. Poté byla embrya 1 hod blokovéna ve 2 % kozim séru na tiepacce pti pokojové teploté
(RT).

5. Embrya byla oplachnuta v PBS/BSA/sap 3x po 10 min.

6. Nasledné byla embrya inkubovana pfes noc v primarni protilatce v lednicce pii 4 °C.
Pouzité primarni protilatky:

a. Krali¢i monoklonalni protildtka proti Cull (Abcam, Cambridge, Velka
Britanie) nafedéné v poméru 1:100 v PBS/BSA/sap

b. Mysi monoklonalni protilatka proti Skpl (Abcam) nafedéné v poméru 1:100 v
PBS/BSA/sap

c. Krali¢i polyklonalni protilatka proti Rbx1 (Abcam) nafedéné v poméru 1:200 v
PBS/BSA/sap

2. DEN
1. Embrya jsme 12x béhem 1 hod oplachovali v roztoku PBS/BSA/sap.
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2. Poté byla embrya inkubovana v sekundéarni protildtce v poméru 1:350 v PBS/BSA/sap
1 hod na tfepacce pti RT. Sekundarni protilatka byla vybrana vzdy podle druhu
jednotlivé primarni protilatky. Od této chvile byla embrya uchovavana ve tmé.

Pouzité sekundarni protilatky:
a. Kozi anti — krali¢i I[gG znacena FITC (fluorescein-5-izothiokyanat; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, USA)
b. Kozi anti — mysi IgG konjugovana Alexa Flour 594 (Invitrogen, Eugene,
Oregon, USA)

3. Nasledné¢ jsme embrya opét promyvali 12x za 1 hod v PBS/BSA/sap.

4. Dalsim krokem bylo barveni jader pomoci DAPI (4,6-diamidin-2-fenylindol; Life
technologies, Eugene, Oregon, USA) natedéného v poméru 1:100 v PBS/BSA/sap, ve
kterém byla embrya po dobu 5 min na tfepacce.

5. Embrya byla opldchnuta v PBS a zamontovana na podlozni sklicko pomoci ProLong

Gold Antifade Reagent montovaciho média (Life technologies, Eugene, Oregon, USA).

Barveni dvéma primarnimi protilatkami (double staining)

Tento zptisob imunofluorescence byl pouzit k prokazani pritomnosti dvou proteind, u
nichZ lze predpokladat kolokalizaci. V naSem ptipad¢ byly zvoleny proteiny Skpl a Cull,
jelikoZ prave po spojeni téchto dvou jednotek dochazi k aktivaci celého SCF komplexu.

Postup byl shodny jako pfii barveni jednou protilatkou s tim rozdilem, ze v tomto

piipadé¢ byly pouzity dv€ primarni protilatky najednou:

1. DEN
a. Krali¢i monoklonalni protilatka proti Cull (Abcam) natedéné v poméru 1:100
v PBS/BSA/sap
b. Mysi monoklonalni protilatka proti Skpl (Abcam) nafedéné v poméru 1:100 v
PBS/BSA/sap
2. DEN

a. Kozi anti — krali¢i I[gG znacena FITC (fluorescein-5-izothiokyanat; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, USA)
a. Kozi anti — mys$i IgG konjugovand Alexa Flour 594 (Invitrogen, Eugene,

Oregon, USA)

Ostatni kroky byly totozné.
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U obou zptsobl byly zarovenn vytvoreny i negativni kontroly, které spocivaly ve
vynechdni barveni primarnimi protilatkami. Pfi dvojitém barveni byly navic vytvoreny
kontroly, kdy byla pfidana pouze jedna ze sekundarnich protilatek. K vyhodnoceni
obarvenych embryi byl pouzit konfokdlni mikroskop Leica SP5 (Leica Microsystems,
Wetzlar, Némecko). Obrazky byly zpracovany pomoci Image] softwaru (NIH, Bethesda,
USA, http:// rsb.info.nih.gov/ij).

4.5. In situ proximity ligation assay (PLA)

PLA je vyuzivana k priikkazu vazby dvou proteini. Postup uvedené metody zajisti
emisi fluorescenéniho signalu pouze v ptipade, Ze sledované proteiny budou ve vzdalenosti
maximalné¢ 40 nm, tedy pokud interaguji. V naSem piipad¢ jsme sledovali interakci mezi
Skpl a Cull, tedy aktivaci SCF komplexu. Princip této metody tkvi v tom, Ze na oba proteiny,
na které jsou navdzany primarni protilatky, dojde k navazani sekundéarnich protilatek
s konjugovanymi oligonukleotidy (PLUS a MINUS proby). V dal§im kroku jsou embrya
inkubovana v ligaénim roztoku, ktery obsahuje dalSi oligonukleotidy a ligazu, ktera tyto
oligonukleotidy napoji na dfive navdzané proby. V piipadé, Ze jsou proteiny v dostatecné
blizkosti, vytvoti se mezi PLA probami uzavieny kruh. Poslednim krokem je pak inkubace
V polymera¢nim roztoku. Polymerdza vyuZziva proby jako primery a oligonukleotidovy kruh
jako templat. Ke vzniklému produktu pak hybridizuji fluorescencné oznacené

oligonukleotidy, diky ¢emuz je moZné celou reakci dobte detekovat.

1. DEN
1. Embrya byla fixovana a permeabilizovana stejnym zpisobem, jako v piedeslé metod¢.
2. Byla provedena blokace v2 % oslim séru (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
USA) 1 hod na tfepacce pii RT.
3. Nasledné byla embrya oplachnuta 3x v roztoku PBS/BSA/sap po 10 min.
4. Dalsim krokem byla inkubace embryi s obéma priméarnimi protilatkami pfes noc
nafedénymi v poméru 1:100 v PBS/BSA/sap. Byly pouzity:
a. Krali¢i monoklonélni protilatka proti Cull (Abgent, San Diego, USA)
b. Mysi monoklonalni protilatka proti Skpl (Abcam)

2. DEN
Pokud neni uvedeno jinak, vSechny dale uvadéné chemikalie byly soucasti Duolink In

Situ Detection Reagents Red kitu (Olink Bioscience, Uppsala, Svédsko).
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1. Embrya byla omyvana 12x béhem 1 hod v PBS/BSA/sap. Béhem oplachovani byl
pfipraven nasledujici mix s probami, ktery byl pted pfidanim k embryim ponechan 20
min pii RT:

a. 8 ul PLUS proby
b. 8 ul MINUS proby
c. 24 ul PBS/BSA/sap

2. Embrya byla inkubovana v mixu s probami 1 hod v termostatu s 37 °C.

3. Po inkubaci byla embrya omyta od nenavazanych prob 12x béhem 1 hod. Béhem
téchto oplacht byla pfipravena ligacni smés:

a. 8 ul ligacniho roztoku

b. 31 ul RNase — free vody (Ambion, Austin, USA)

c. Tésné pted pfidanim k embryim byl pfidan 1 pl ligdzy a smés byla dikladné
propipetovana.

4. Inkubace embryi 30 min pii 37 °C.

5. Embrya byla oplachnuta 3x po 5 min ve WBA (wash buffer). Béhem oplacht jsem
pfipravila polymera¢ni smés o néasledujicim slozeni:

a. 8 ul 5x amplifika¢niho roztoku

b. 31,5 pl RNase — free vody

c. 0,5 pl polymerazy, kterd byla do roztoku opét ptidana az tésné pied pfidanim
K embryim

6. Embrya byla inkubovana v polymerac¢ni smési 100 min v 37 °C a od této chvile byla
embrya uchovéna ve tmé.

7. Oplach 6x po 5min v 1x WBB a nasledné¢ 1x oplach na 5 min v 0,01x WBB.

8. Poté byla embrya oplachnuta v ¢istém PBS.

9. Embrya byla zamontovana pomoci Vectashield HardSet Mounting Medium with
DAPI (Vector Laboratories, Peterborough, Velkéa Britanie). Pfed pouzitim bylo nutné

médium stocit pii 10 000 otacek na 10 min pii 4 °C.

Byly vytvoteny tfi typy negativnich kontrol. U prvni z nich byly vynechany primarni
protilatky, dal§i byla inkubovana pouze s PLUS probou (za vynechdni MINUS proby) a
posledni skupina byla inkubovana naopak jen s MINUS prébou pii vynechané PLUS probé.

Vyhodnoceni bylo provedeno opét pomoci konfokalniho mikroskopu.
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MII oocyty, 2 — 4bunécnd, pozdni 8bunéénd embrya a embrya ve stadiu moruly byla
barvena a snimana na konfokélnim mikroskopu po skupiniach. Snimky byly podrobeny
analyze intenzity signalu fluorescence pomoci Imagel softwaru. U jednotlivych stadii byla
uréena relativni sila fluorescence, pficemz jako 100 % byla stanovena primérna hodnota
fluorescence morul v kazdé skuping. Statistickd analyza vysledkii byla provedena v programu
STATISTICA, verze 12.0. Pro porovnani intenzity mezi jednotlivymi stadii byl pouZit test
ANOVA, podrobn¢jsi zhodnoceni pomoci Scheffeho testu. Nulova hypotéza byla zamitana na
hladin¢ vyznamnosti a = 0,05. Graf byl vytvoien v programu SigmaStat 3.0 (Jandel Scientific,
San Rafael, USA).
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5. Vysledky
5.1. Lokalizace jednotlivych podjednotek SCF komplexu

Abychom mohli ur¢it lokalizaci SCF komplexu béhem preimplanta¢niho vyvoje, bylo
nutné detekovat jeho neménné podjednotky a to: Rbx1, Skpl a Cull. K tomu byla pouzita
imunofluorescen¢ni metoda vyuzivajici vazbu protilatek proti jednotlivym proteinim a
nasledné fluorescenéné oznacenych sekundarnich protilatek. Detekce byla provadéna u Ml
oocytli a od 2 — 4buné¢nych embryi az po embrya ve stadiu blastocysty. Lokalizace Cull
pomoci imunofluorescenéni metody po stddium moruly byla provedena a publikovana jiz

Ve vSech pozorovanych stadiich bylo mozné sledovat rovnomérné rozmisténi Rbx1
(Obr. 8), Skp1 (Obr. 9) a Cull (Obr. 10 a Obr. 11) proteint S cytoplazmatickou lokalizaci, coz
dokazuje, ze jednotlivé komponenty SCF komplexu jsou pfitomné po cely preimplantacni
vyvoj.

Rbx1 protein byl detekovan v jadte jiz kratce po oplozeni, od 2 — 4bunééného stadia.
Skpl protein se objevuje v jadrech pozdé&ji, okolo pozdniho 8bunééného stadia. Skpl protein
byl dale detekovan také v zona pellucida. Rovnéz Cull byl ptitomny v jadrech pozdé&ji, u

embryi ve stadiu blastocysty.
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Obr. 8 Lokalizace Rbx1 proteinu béhem preimplanta¢niho vyvoje

DAPI + Rbx1

(39

morula

blastocysta

Snimky z konfokalniho mikroskopu zobrazujici zraly oocyt v metafazi I (MII), 2 — 4bunécné embryo (2
—4c), casné 8bunecné embryo (e8c), pozdni Sbunécné embryo (L8c) po EGA, embryo ve stadiu moruly
a blastocysty. Prvni sloupec: barveni jader, druhy: lokalizace Rbx1 a tieti: jadra i Rbx1 dohromady.
Embrya byla inkubovanad kralici polyklondlni anti-Rbx1 protildtkou a ndsledné sekundadrni kozi anti-
kralici protilatkou znacenou FITC (zelend). Jadra jsou barvend pomoci DAPI (modra). Meritko

odpovida 25 um.
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Obr. 9 Lokalizace Skp1 proteinu béhem preimplantac¢niho vyvoje

DAPI Skp1 DAPI + Skpl

2 -4c¢

e8c

L8c

morula

blastocysta

Snimky z konfokalniho mikroskopu zobrazujici zraly oocyt v metafaizi Il (MII), 2 — 4bunécné embryo (2
—4c), casné 8bunecné embryo (e8c), pozdni Sbunécné embryo (L8c) po EGA, embryo ve stadiu moruly
a blastocysty. Prvni sloupec: barveni jader, druhy: lokalizace Skpl a treti: jadra i Skpl dohromady.
Embrya byla inkubovana mysi monoklonalni anti-Skpl protilatkou a nasledné sekundarni kozi anti-
mysi protilatkou znacenou Alexa Flour 594 (Cervena). Jadra jsou barvena pomoci DAPI (modra).

Meéritko odpovida 25 um.
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Obr. 10 Imunofluorescen¢éni barveni zobrazujici pritomnost proteinu Cull v pribéhu
preimplantac¢niho vyvoje

8
early 8-cell late 8-cell

16-cell

Uvedena stadia: stadium zdrodecného vacku (GV), zraly oocyt v metafazi 1l (MII) s kumuldrnimi

burikami, 2bunécné embryo (2 — cell), 4bunécné embryo (4 — cell), casné 8bunécné embryo (early 8 —
cell), pozdni S8bunécné embryo (late 8 — cell), 16bunécné embryo (16 — cell) a embryo ve stadiu
moruly. Embrya byla inkubovana kralici polyklonalni anti-Cull protilatkou a ndsledné sekundarni
kozi anti-kralici protildatkou znacenou FITC (zelend). Jadra barvena DAPI (modre) (Prevzato z:

Vodickova Kepkova et al., 2010).



Obr. 11 Lokalizace Cull u embrya ve stadiu blastocysty

DAPI + Cull

blastocysta

Snimky z konfokalniho mikroskopu zobrazujici v prvnim sloupci barveni jader, v druhém sloupci je
lokalizovan Cull a ve tretim sloupci jadra i Cull dohromady. Embrya byla inkubovana kralici
polyklonalni anti-Cull protilatkou a nasledné sekunddarni kozi anti-kralici protilatkou znacenou FITC

(zelend). Jadra jsou barvena pomoci DAPI (modra). MéFitko odpovida 25 um.

5.1.1. Kolokalizace Cull a Skp1l

Déle bylo provedeno barveni dvéma protilatkami, které mélo za tkol detekovat
o¢ekavanou kolokalizaci Cull a Skpl, jenz je pfedpokladem pro aktivaci SCF komplexu. Pii
pouziti vicendsobného znaceni byl detekovan barevny posun, coz znamena, Ze ¢erveny signal
znalici pfitomnost Skpl a zeleny signal lokalizujici Cull byl na mistech kolokalizace
pfeménén na zluty odstin (Obr. 12). Vysledky ukazuji, ze ke kolokalizaci Skpl a Cull
dochazi v prakticky celém embryu s vyjimkou ICM.

Obr. 12 Kolakalizace Cull a Skpl

Skp1 Cull DAPI+ Skpl + Cull

blastocysta

Jadra (DAPI) — modre, Skpl — cervené, Cull — zelené. Zluté struktury jsou vysledkem spolecné

kolokalitace téchto proteinii. Méritko odpovida 25 um.
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5.2. Priikaz aktivity SCF komplexu

K prokézani aktivity SCF komplexu v pribéhu preimplantacniho vyvoje byla pouzita
metoda PLA. Pro funk¢nost SCF komplexu je klicova vazba Cull a Skpl, ktera zajistuje jeho
aktivaci, a proto byla provedena detekce pravé téchto dvou proteind. Pomoci PLA Ize
prokdzat nejen, zda dochézi k vzajemné vazbé proteini, ale zaroven ziskat informaci o presné
poloze této interakce.

Analyza prokazala aktivitu SCF komplexu rovnomérné rozlozenou Vv cytoplazmé u
oocytt v MII fazi, dale u 2 — 4bunééného stadia, v casném 8bunééném stadiu a u embrya ve
stadiu moruly (Obr. 14). Ve stadiu blastocysty neni aktivita rozlozena rovnomérné jako u
predchazejicich stadii. Objevuje se zna¢ny nepomér mezi aktivitou v ICM a TE. Aktivita SCF
komplexu je v ICM zfetelné€ nizsi oproti signalu vyskytujicim se v TE.

Pii analyze signalu byla zjiSténa nejvyssi relativni hodnota u oocytu v MII fazi.
Statistickd analyza prokézala statisticky vyznamny rozdil mezi MII oocyty a embryi v
4bunééném stadiu, na rozdil od ostatnich stadii, kde se zadny statisticky vyznamny rozdil
neprokdzal. Aktivita SCF komplexu byla v pritbéhu preimplantaéniho vyvoje konstantni.

Vysledky byly zaneseny do nasledujiciho grafu (Obr. 13).

Obr. 13 Mira relativni fluorescence

200
180 -
160 -
140 4
120 4
100 4
80 -
60 -
40 4
20
0.

Relativni fluorescence v %

MII 4c e8c morula

Stadia

Statisticky patrny rozdil byl zjisten mezi skupinami MII a 4c. Graf zndzoriuje primér + smérodatnou
odchylku. MIIl oocyty, 2 — 4bunecnd, pozdni S8bunécnd embrya a embrya ve stadiu moruly byla

snimana po skupindach a jako 100 % byl bran primer hodnoty fluorescence morul v kazdé skupiné.
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Obr. 14 Vysledky PLA metody

DAPI Cull + Skpl DAPI + Cull + Skpl

MII

2-4¢

morula

blastocysta

Prvni sloupec zobrazuje barveni jader (DAPI), v druhém sloupci je PLA signal vyznacujici lokalizaci
interakci mezi Cull a Skpl. Jadra jsou oznacena modre (DAPI), interakce proteinii cervené (Alexa
Fluor 594). U embryi ve stadiu blastocysty Sipka oznacuje misto formace ICM, kde je zretelne
viditelny ubytek signalu interagujicich proteinut. Mévitko odpovida 25 um.
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6. Diskuze

Pro tuto praci byl zvolen bovinni model z divodu vétsi podobnosti lidskému
preimplanta¢nimu vyvoji, oproti ¢asto vyuzivanému mysimu modelu. Lidsky a bovinni vyvoj
je podobny v nacasovani epigenetické reprogramace a aktivace embryondlniho genomu, proto
se predpoklada, ze vysledky studii na bovinnich embryich mohou byt cenné i pro hodnoceni
lidskych s cilem vylepSovani technologii pii asistované reprodukce (Kues et al., 2008).

V pribéhu preimplantacniho vyvoje se objevuje n€kolik kritickych bodul, které jsou
klicové pro pozdéjsi tspésny vyvoj a vznik kvalitniho embrya. Mezi tyto udalosti patii mimo
jiné 1 aktivace embryondlniho genomu, pii které embryo zacind produkovat své vlastni
transkripty. Tento proces je slozen z n¢kolika fazi, mezi které patii i degradace maternalnich
transkripti Prestoze informace o degradaci maternalnich mRNA zacinaji byt jasnéjsi, o
degradaci materndlnich proteint toho prozatim jesté neni ptili§ zndmo. I kdyz je jasné, Ze pro
uspésnou EGA je nutné odstranéni maternalni mRNA, nutnost degradace maternalnich
proteinti prozatim nebyla potvrzena.

Jelikoz se na degradaci velkého mmnozstvi proteinii v buiice podili ubikvitin —
proteazomovy systém, do kterého jsou proteiny cileny ve vyznamné mife diky SCF
komplexu, ptredpokladali jsme, Ze pravé tento komplex se ucastni i degradace materndlnich
protein.

Doposud nebylo zkoumano, jakym zpusobem se méni aktivita SCF komplexu
Vv pribéhu preimplantacniho vyvoje. Existuji vSak studie, které se zabyvaji jednotlivymi
komponenty SCF komplexu a zjist'uji jejich vyznam pii vyvoji embrya.

Pomoci imunofluorescence jsme sledovali vyskyt Cull, Skpl a Rbxl1, jakoZto
neménnych slozek SCF komplexu. Vysledky imunofluorescenéni metody naznacuji, Ze
vSechny dil¢i proteiny SCF komplexu miizeme detekovat u vSech stadii vyvijejiciho se
embrya. U embryi ve stadiu blastocysty nebyl viditelny zadny markantni rozdil v rozmisténi
Rbx1 proteinu. V ptipad¢ Cull a Skpl se objevil nepatrny rozdil mezi ICM a TE, kdy je
mozné sledovat mirné sniZeni intenzity signalu. Po pouziti metody PLA, ktera méla za ukol
detekovat interakci mezi Cull a Skpl, se projevil zna¢ny rozdil mezi ICM a TE. V buikach
ICM byl PLA signal vyrazné¢ ménég viditelny nez v TE. Buiikky TE podléhaji rychlému délent,
protoze je jejich ukolem vybudovéani extraembryonalni tkané tvofici placentu. Jelikoz naSe
vysledky dokazuji takto nerovnomérné rozlozeni interagujicich proteini, naznacuji dilezitou
roli SCF komplexu pii formovani placenty. Sutovsky et al. (2001) prokazali, ze se v TE

objevuje velké mnozstvi proteolyzy zavislé na ubikvitinu, av§ak ne v ICM, coz naznacuje
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kritickou ulohu proteolyzy ve vyvoji extraembryondlni tkdné. Toto tvrzeni potvrzuji i
vysledky naseho vyzkumu prokazujici snizenou aktivitu SCF komplexu v ICM na rozdil od
TE.

Imunofluorescencni detekce proteinu Rbx1 prokazuje jeho rovnomérné rozmisténi po
celém embryu, coz potvrzuje i Tan et al. (2009), ktery uvadi, ze pii naruseni exprese Rbx1 u
myS$i nastdvd embryondlni letalita jako nasledek poruSeni proliferace. V této chvili pak
dochazi k hromadéni cyklin dependentni kinazy p27, ktera za normalnich okolnosti v embryu
neni pfitomna. Rbx1 ma tedy nezastupitelnou roli pii zajiStovani proliferace bun¢k tim, ze
brani hromadéni p27 a proto je jeho pritomnost v embryonalnim vyvoji nezbytna (Tan et al.,
2009). Rbx1 byl také detekovan Vv jadie a to hned v pocatcich vyvoje od 2 — 4bunécného
stadia.

Skp1 protein byl rovhomérné rozmistén po celém embryu v priibéhu ¢asného vyvoje.
Dale byl také lokalizovan ve velkém mnozstvi i v zona pellucida, kde byla jeho piitomnost
potvrzena metodou western-blot (provedenou Mgr. Toralovou). V pozdnim 8bunééném stadiu
se Skpl zac¢ina objevovat také v jadie bunck.

Vodickova Kepkova et al. (2010) prokazali, ze v pribéhu preimplantaéniho vyvoje
skotu dochazi k vyskytu dvou ¢lenti cullinové rodiny. Do stadia casného 8bunécného embrya
byl detekovan cullin 1-like, transkript varianty 1, zatimco od tohoto stadia se objevuje cullin 1
transkripcni varianty 3 (Vodickova Kepkova et al., 2010). Jedna se o dva rizné geny umisténé
Vv riznych oblastech chromozomu 4. Autofi pfisuzuji tuto zaménu faktu, ze cullin 1-like
predstavuje s nejvetsi pravdépodobnosti maternalni transkript vytvotfeny v pritbéhu oogeneze
a po fertilizaci nastava jeho degradace a nahrazovani transkriptem cullin 1 v obdobi EGA.
Transkripce cullin 1 je aktivovana jiz v 4bunééném stadiu (v pfipravé k publikaci), coz
naznacuje, Ze se jednd o transkript potfebny pro vstup embrya do EGA. Cullin 1 se vyskytuje
také u somatickych bungk, zatimco cullin 1-like byl doposud nalezen pouze u oocyti a
Casnych preimplanta¢nich embryi. Z této studie byly také piejaty vysledky imunofluorescence
Cull provadéné u oocytli a u embryi do stadia blastocysty. Vodickova Kepkova et al. (2010)
uvadi, ze nebyly detekované zadné zmény v mnozstvi Cull proteinu v prubéhu tohoto
sledovaného obdobi, i piesto, ze dochdzi k pfechodu mezi dvéma uvedenymi transkripty.
Nezbytnost Cull v pribéhu celého preimplantaéniho vyvoje dokazuje i Wang et al. (1999) a
Dealy et al. (1999), kteti zjistili, Ze pii deleci Cull dochdzi k embryonalni letalité¢ a také
zaznamenali hromadéni cyklinu E u mysi. Cull se ve vysSich vyvojovych stadiich rovnéz

objevuje i v jadie embryi.
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Analyza intenzity PLA signalu prokazala, Ze nejvyssi uroven signalu se objevuje u
oocytu v MII fazi. Mezi timto stddiem a embryem ve 2 — 4bunééném stadiu byl prokézan
statisticky vyznamny rozdil, ktery u ostatnich stadii nebyl zaznamenan.

Vseobecné mizeme fici, Ze lokalizace Cull, Rbxl a Skpl se v prubéhu
preimplanta¢niho vyvoje vyznamné neméni. Ve stadiu blastocysty byla detekovana mirna
zména v lokalizaci Cull a Skpl, ktera byla potvrzena PLA metodou urcujici interakci mezi
Cull a Skpl. Aktivita SCF komplexu je v tomto vyvojovém stadiu nerovnomérna. K zjisténi,
do jaké miry je SCF komplex nezbytny pro EGA a dal§i embryonalni vyvoj je nutné jesté

dalsi analyzy. Proto lze naSe vysledky povazovat jako podklady k dal§imu vyzkumu.
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1. Zaver

Cilem této prace bylo potvrzeni hypotézy, ze aktivita SCF komplexu stoupa po EGA
bovinniho embrya a nasledné dochazi ve stadiu blastocysty ke zvySené aktivité v oblasti
trofoektodermu. Tato hypotéza byla ovéfovana pomoci imunofluorescenéni metody a metody
PLA u oocytti v MII fazi, 2 — 4bunécnych, ¢asnych 8bunécnych embryi, embryi ve stadiu
moruly a blastocysty.

Podaftilo se prokazat, ze dil¢i proteiny SCF komplexu jsou pfitomny v kazdé fazi
¢asného embryondlniho vyvoje. Nase hypotéza o vzristajici aktivit¢ SCF komplexu po EGA
nebyla potvrzena z toho duvodu, ze statistickd analyza neprokazala statisticky vyznamné
rozdily ve velikosti signalti u vyvijejicich se embryi. Naopak bylo zji§téno, Zze mira aktivity
SCF komplexu béhem ¢asné embryogeneze je pomérné stabilni a nejvyssi aktivitu ma v Ml
oocytech. To naznacuje, ze k degradaci proteinti pomoci SCF komplexu dochazi béhem
celého preimplanta¢niho vyvoje a neni specificky navySena v dobé okolo EGA. Povedlo se
vSak potvrdit hypotézu o zvySené aktivité tohoto komplexu v trofoektodermu blastocyst.
Nerovnomérné rozlozeni, jehoz nasledkem SCF komplex pfevlada u TE, je Snejvetsi
bunkach vznikajici extraembryondlni tkané.

K podrobnégjsimu objasnéni vSech funkci SCF komplexu v pribéhu preimplanta¢niho

vyvoje skotu je vSak nutny dalsi vyzkum.
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9. Seznam zkratek

APC/C - anafazi podporujici komplex/cyklozom (anaphase-promoting complex or

cyclosome)

ATP — adenosin trifosfat

BRGL1 - faktor pfestavujici chromatin (chromatin — remodeling factor)
BSA — bovinni sérovy albumin (bovine serum albumine)

CANDL1 - Cullin-associated and neddylation dissociated protein 1
Cdc20 — protein 20 bunééného cyklu (cell-division cycle protein 20)
Cdk — kinaza zavisla na cyklinu (cyclin dependent kinase)

Cdk1 — cyklin-dependentni kinaza 1

CdKkA — cyklin-dependentni kinaza A

COP9 signalozom — Constitutive photomorphogenesis 9 signalosome
CRLs — cullin-RING ubikvitin ligazy (cullin-RING ubiquitin ligases)
Cul —cullin

E — embryonic day

E1 — ubikvitin-aktivujici enzym

E2 — ubikvitin-ptenasejici enzym

E3 — ubikvitin-ligaza

EGA — aktivace embryonalniho genomu (embryonic genome activation)
Emil,2 — ¢asny inhibitor mitozy 1,2 (early mitotic inhibitor 1,2)

FITC — fluorescein-5-izothiokyanat

G1 faze — rastova faze 1 (gap phase 1)

G2 faze — rastova faze 2 (gap phase 2)

GVBD - zanik zarode¢ného vacku (germinal vesicle breakdown)
HECT doména — Homologous to the E6-AP Carboxyl Terminus

ICM — vnitini bunécna masa (inner cell mass)

IVC — in vitro kultivace

M faze — mitoticka faze (mitosis phase)

MET — ptfechod z maternalni kontroly na embryonélni (maternal to embryonic transition)
MHC | — hlavni histokompatibilni komplex 1. tfidy (major histocompatibility complex)
MII — metafaze II

MiRNA — microRNA

MPF — faktor podporujici metafazi (metaphase promoting factor)
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MRNA — messengerova ribonukleova kyselina

Na/K — ATPaza — sodno — draselna ATPazova pumpa

PBS — fosfatovy puftr s chloridem sodnym (phosphate buffered saline)
PCM - pericentriolar material

PDCD4 — protein 4 programované bunécné smrti (Programmed cell death protein 4)
PFA — paraformaldehyd

PKC — proteinkinaza C

PLA — in situ proximity ligation assay

Rbx1 — RING box protein-1

RING - really intresting new gene

Rocl — Regulator of cullins

RT — pokojova teplota

S faze — synteticka faze (synthesis phase)

SCF komplex — komplex obsahujici Skp1, Cullinl, F-box a Rbx1 proteiny
TE — trofoektoderm

BTrCP - F-box/WD repeat-containing protein

ZP — zona pellucida
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