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1. Uvod

1.1. Oocyt jako nevyhnutelna prerekvizita embryonalniho vyvoje
Reproduk¢ni systém saveu je komplikovany biologicky mechanismus zahrnujici mnoha
podstatnych udalosti jako jsou napi. gametogeneze, fertilizace ¢i aktivace zygotického
genomu (ZGA), jejichz hlavni funkci je zprostfedkovat spravny vyvoj nového jedince.
Klicovou roli zde hraje piedevsim vysoce specializovana burnka sav¢iho oocytu (Zhang et al.,
2009). Tato zdanlivé morfologicky jednoducha butika navzdory své funk¢éni komplexnosti jiz
behem svého vyvoje v sobé akumuluje dilezité proteiny (zvané jako proteiny s matetskym
efektem, kddované geny s matefskym efektem) a transkripty (matetské mRNA) (Mtango et
al., 2008), které jsou nasledné vyuzity k aktivaci zygotického genomu (ZGA), ¢imz je ovlivnén
cely embryonalni vyvoj (Li et al., 2010). U savci bylo identifikovano nékolik geni/proteini

s matetskym efektem, které byly popsany v roce 2000 (Christians et al., 2000; Tong et al.,
exprimovany v oocytech. Bylo zjisténo, ze vyskyt tohoto mateiského proteinu u mysi je
nezbytny pro embryonalni vyvoj po 2-bunééném stadium, z cehoz vyplyva, ze absence tohoto
proteinu by méla za nasledek zastavu vyvoje ve fazi 2-bunécného embrya, coz je zlomovy
moment, kdy dochazi k aktivaci ZGA u mysi (Tong et al., 2000). Stejnou funkci ma také
subkortikalni matefsky komplex (SCMC), ktery se sklada ze 4 matetsky kodovanych proteint
a jehoz je pravé MATER nedilnou soucasti (Li et al., 2008). SCMC se tvoii béhem oogeneze
a ma tudiz vyznamny vliv pro prvni embryonalni $t€épeni do 2-bunécné faze raného
embryonalniho vyvoje, jelikoz embrya postradajici tento proteinovy komplex jsou piedurcena
K bunééné smrti (Zheng & Dean, 2009). Z toho vyplyva, Ze oocyt je po oplodnéni transkripéné
neaktivni, ale transla¢n¢ aktivni a ke genové expresi dochazi az v procesu ZGA. Proto se oocyt
béhem pfemény na embryo opira pouze o MRNA/proteiny s matefskym efektem,

které nasledné ovliviuji piedevsim cely preimplantacni vyvoj (Li et al., 2008).

Pro uspésny prechod z oocytu na embryo jsou potiebné tii procesy: odstranit mateiské
mRNA/proteiny specifické pro oocyty, nahradit matefské transkripty (geny exprimované
Vv oocytech i embryich) expresi novych embryonalnich transkriptt, a nakonec preprogramovat
genovou expresi na embryonalni program, tj. aktivovat expresi gent specifickych pro embrya
(Zeng & Schultz, 2003). Jak uz jsem zmifovala vySe, stejné jako duleZitost vyskytu
proteinti/genti S matefskym efektem akumulovanych v oocytech, je i nezbytné tyto faktory
regulovat. Vétsina matefskych mRNA jsou proto degradovany jiz béhem meiotického zrani

(posledni faze oogeneze), tedy priblizné 12 h pred ovulaci samice. Bohuzel kompletni
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mechanismus této degradace neni zatim uplné znam (Paynton et al., 1988; Li et al., 2010).
Oproti tomu proteiny s matetskym efektem pietrvavaji funkéni az do preimplanta¢niho obdobi
(Zheng & Dean, 2009), kde jsou proteolyticky degradovany ptedevSim pomoci procesu
ubikvitinace (popsan podrobné v samostatné kapitole), a nékteré pomoci makroautofagie,
kde jsou dané proteiny obklopeny vzniklym autofagozomem (dvoumembranovym vezikulem)
a po nasledném splynuti s lysozomy jsou proteiny degradovany (Xie & Klionsky, 2007).
Pokud by ale nedoslo k jejich odstranéni, nasledkem by bylo naruSeni ¢i opozdéni ZGA
a zaroven i celého plnohodnotného embryonalniho vyvoje (Higuchi et al., 2018). Po samotné
degradaci matetskych faktoru je zapotiebi tuto ztratu v oocytu nahradit, k cemuz dochazi po
oplozeni. Syntéza novych transkriptl je zavisla na aktivaci zygotického genomu. Po priniku
spermie do oocytu se musi spojit ob& haploidni gamety a dat vzniku jedinému slozitému
diploidnimu zygotickému genomu, ktery je potieba ve spravny okamzik aktivovat (Mtango et
al., 2008). Aktivace zygotického genomu je doprovazena komplexni sérii udalosti,
které probihaji postupné a daji se rozd¢lit na dvé casové odlisné viny. K mensi ale prvotni
zygotické genové expresi u mysi dochazi jiz v pozdnim 1-bunééném stadiu, ale hlavni vina
genové transkripce, tedy syntéza nejvétsiho mnozstvi novych transkriptd, je az v pozdnim
2-bunééném stadiu po prvnim bunééném déleni, kdy dojde Kk plné aktivaci embryonalniho
genomu (kompletnimu pifechodu z matky na embryo), ktery ma nejvétsi odpoveédnost za vyvoj
embrya po 2-bunétném stadium. Viny genovych expresi jsou striktné koordinovany,
napiiklad pomoci zmén v jaderné struktufe ¢i remodelaci chromatinu, coZz zajiStuje

specifi¢nost transkripce (Latham & Schultz, 2001).

1.2. Preimplanta¢ni embryonalni vyvoj mysi
Pravé preimplanta¢ni mys$i embryo je idealnim modelem pro zkoumani mechanismu pfemény
jedné bunky na slozité struktury (skladajici se z n€kolika bunécnych linii), pted samotnou
implantaci embrya do délohy samice. Diky samoorganizaci, odolnosti vuéi chybam
a schopnosti samoopravy, tak ze sebe ¢ini samostatny systém, ktery je mozné izolovat jiz po
jeho oplodnéni a stale bude schopné se vyvijet bez pfitomnosti matefskych tkani
(White et al., 2018). Ddlezité je také zminit, ze mys$i embryo Vraném stadiu je
tzv. totipotentni, tedy ze jednotlivé bunky embrya (blastomery) se dokazi vyvinout
Vv jakoukoliv buné&fnou linii, az do 8-bun&tného stddia. Poté se blastomery stavaji
pluripotentnimi (jejich vyvoj je pfedurcen v danou buné¢nou linii), vV zavislosti na vychozi

pozici bun¢k v embryu (Chazaud & Yamanaka, 2016).



Preimplantacni embryonalni vyvoj (Obr. 1) je tedy obdobi, zacinajici procesem zvanym
fertilizace (oplodnéni), kdy dojde k naruseni ochranného proteinového obalu oocytu (tzv. zona
pellucida) spermii, ktera pronikne dovniti oocytu, tim dojde ke splynuti obou gamet a vzniku
zygoty (1-bunécného stadia). Nasleduji tii kola asynchronniho bunééného Sté€peni, které daji

vzniku 8-bunécnému embryu (Mihajlovi¢ & Bruce, 2017).
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Obrazek 1: Schématické zobrazeni celého preimplantacniho vyvoje mysiho embrya po oplozeni az do faze prred implantaci
do delohy samice (upraveno podle Mihajlovi¢ & Bruce, 2017).

V tomto momentu nastava prvni zlomovy proces zvany zhutnéni (nebo-li kompaktace)
(Obr. 2), ke kterému dochazi zhruba 2,5 dne po oplodnéni (Leung et al., 2016), kdy blastomery
poprvé zméni svoji morfologii vyraznym zplosténim, a tim dojde k tésnéjSimu kontaktu
bunék. (White et al., 2016). Zaroven je jiz obtizné od sebe vizualné odlisit jednotlivé bunky,
jelikoz dochazi ke vzniku adhéznich spoju na mezibunéénych hranicich (Mihajlovi¢ & Bruce,
2017). Spole¢né se zhutnénim probiha druhy zasadni proces polarizace (Obr. 2), ¢im se
reorganizuji bunééné membrany a organely jednotlivych blastomer a rozd€li se na jejich
apikalni doménu (smétujici ven z embrya) a bazolateralni doménu (sméfujici dovnitt embrya)
(Leung et al., 2016), a tim vznikne apikalné-bazolateralni osa buné¢né polarity (Mihajlovi¢ &
Bruce, 2017).

(c)

apikalni doména

kompaktace
a
polarizace
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Obrazek 2: Proces zhutneni a polarizace bunék v 8-bunécné fazi preimplantacniho embryondlniho vyvoje. Vyznaceni vzniklé
bazolaterdalni domény (vnitini fialova cast) a apikalni domény (vnéjsi zelend cast) (upraveno podle Mihajlovi¢ & Bruce,
2017).



Vysledkem vzniku téchto domén na jednotlivych blastomerach je indukovani dalsiho
bunééného déleni kolem osy bunééné polarity, a to dvojiho typu (Obr. 3). Symetrické déleni,
které da vzniku dvéma vnéjsim bunkam a asymetrické déleni, kde jedna buiika bude vnéjsi

a druha vnitini (Leung et al., 2016).

(@) Symetrické déleni (b) Asymetrické déleni

-
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Obrazek 3: Symetrické a asymetrické déleni blastomer (8-bunécné stadium) podle osy polarity a jejich vzniklé dceiiné buiiky.
Ze symetrického déleni (a) vzniknou dvé identické polarni bunky, které budou smérovat ven z bunky. Z asymetrického déleni
(b) vznikne jedna buika poldarni opét smérujici vez z buinky a druhd apoldarni smérujici dovniti bunky (upraveno podle
Mihajlovi¢ & Bruce, 2017).

Zhutnéni a polarizace jsou tedy hlavnimi procesy béhem piemény z 8-bunééného stadia do
16-bunééného stadia, zvany jako morula, kde dochazi k vyrazné prostorové segregaci bunék.
Tim se zakladaji dvé samostatné bunécné linie, a to pocetnéjsi vné&jsi (polarni) bunky,
které generuji tvorbu trofektodermu (TE), ktery da vznik placenté, a vnitini (apolarni) bunky

vytvaiejici pluripotentni vnitini bunéénou hmotu (ICM) (Mihajlovi¢ & Bruce, 2017).

Kavitace je dalsi dulezity proces doprovazejici pfeménu moruly na kone¢nou fazi
preimplantacniho embryonalniho vyvoje, tzv. blastocystu (Mihajlovi¢ & Bruce, 2017).
Ve 32-bunééném stadiu se uvniti embrya za¢ne tvofit dutina naplnéna vodou, ktera bude
zatlacovat ICM jednim smérem, tim se dutina zvétSuje a spole¢né s ni i velikost celého embrya
(Leung et al., 2016). Nasleduje dalsi déleni do 64-bunétného stadia, ve kterém bunky ICM
diferencuji a davaji vzniku novym bunéénym liniim, buiikdm primitivniho ektodermu,
které budou tvofit zaklad pro extraembryonalni membrany, a bunikam epiblastu, dilezitym
pro vyvoj vlastniho embrya (White et al., 2018). Nakonec prostiednictvim bunééného ttidéni
dojde k prostorové segregaci diferencovaného ICM, tak Ze primitivni ektoderm bude
orientovan smérem k blastocystové dutiné a epiblast smérem k TE, ktery minimalizuje jesté
zbylé mezibunécné prostory, aby byla vytvorena dokonald bariéra mezi vnéjSim a vnitinim
prostiedim embrya po odstranéni zony pellucidy. Po celkem 7 bunécnych délenich (celkem

4,5 dne od oplodnéni) je proces preimplantacniho vyvoje u konce a embryo je pfipraveno
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k zanofeni do de¢lozni sliznice, kdy nastava postimplantatni embryonalni vyvoj

(Mihajlovi¢ & Bruce, 2017).

1.3. Gen Fbxwl6

Hlavni otazkou této bakalatské prace je zjistit funkci neznamého mysiho genu Fbxw16 a jeho
vliv na preimplanta¢ni vyvoj embrya. Jedna se 0 gen kodujici tzv. F-box proteiny, které jsou
soucasti ubikvitin-ligazového komplexu (Kipreos & Pagano, 2000). Ale o téchto dvou
dilezitych jednotkach budu mluvit podrobnégji v samostatnych kapitolach. Gen Fbxw16 se
nachazi na 9 chromozomu, a k jeho expresi dochazi predevSim v primarnich oocytech
(UniProtKB databaze, Q497Z0, aktualizace 2021). Bylo zjisténo, ze az 99 % vSech mysich
geni jsou homolognimi geny c¢lovéka (geny odvozené z jednoho spolecného genu)
(Lander, 2011). U c¢lovéka se nachazi gen Fbxwl2, ktery jako jediny nema pouze jeden
homolog u mysi, ale ma jich celkem 7. A pravé jeden z nich je mysi gen Fbxw16. Pfedpoklada
se tedy, ze S nejvétsi pravdépodobnosti byla funkce lidského genu rozdélena mezi jednotlivé

homology, diky jejich spole¢né piibuznosti (Jin et al., 2004).

1.3.1. F-box proteiny
F-box proteinovd rodina je skupina strukturnich proteini sklddajicich se pftiblizné
z 50 aminokyselin (Kipreos & Pagano, 2000). Hraji dulezitou roli v procesu zvany
ubikvitinace (enzymatickd posttranslacni modifikace), coz je hlavni funkce ubikvitin-
ligazového komplexu (SCF), kde jsou nedilnou soucasti (Weake & Workman, 2010).
Zajistuji zde interakce typu protein-protein, které jsou vyuzity k rozpoznani a specifickému
navazani substratu, jehoz cesta je predurcena k cilené degradaci zprostfedkovanou samotnym

ubikvitinem (Kipreos & Pagano, 2000).

F-box protein je sloZen ze 2 zédkladnich motivii. Obsahuje samotnou F-box doménu (napojujici
se na modularni jadro SCF) a WD-40 repetici nebo repetici bohatou na leucin (LRR),
ktera pies karboxy-terminalni oblast vaze dané fosforylované substraty (Kipreos & Pagano,
2000). Samotnych F-box proteinti je velké mnozstvi (u savcl identifikovano zatim celkem 47
riznych F-box proteini) (Jin et al., 2004), a pravé diky této variabilit¢ proteinovych
podjednotek v komplexu SCF je zajisténa jejich substratova specificita (Craig & Tyers, 1999).
A nas$ zkoumany gen Fbxw16 konkrétné koduje F-box protein 16, ktery obsahuje WD-40
repetici (UniProtKB databaze, Q497Z0, aktualizace 2021).



1.3.2. Ubikvitin-ligazovy komplex
Ubikvitin-ligazovy komplex (SCF/enzym E3/ubikvitin ligaza) je nejkomplexné&jsi slozkou
v procesu ubikvitinace, ktera zahrnuje hned nékolik dulezitych podjednotek. Struktura
komplexu (Obr. 4) je rozd€lena na zékladé¢ funkcnosti danych skupin. Modularni jadro,
obsahujici cullin (CUL1) a prstencovy box protein (RBX1), které slouzi K navazani
ubikvitin-konjugujiciho enzymu (E2) a nasledného pfesunu samotného ubikvitinu na
konkrétni substrat, a modul specifi¢nosti, kde SKP1 je jakymsi mostem mezi F-box proteinem

specificky vazajici substrat s modularnim jadrem SCF (Jin et al., 2004).

- 26S proteazom

Substrat

W or LR~

F-box protein

Obrazek 4: Jednotlivé podjednotky skladajici ubikvitin-ligazovy komplex. F-box protein vazajici substrat pres specialni
WD/LRR doménu, Cullin spojujici Skpl s F-boxem a Rbx1 s ubikvtitinem (Ubc) a jednotlivé molekuly ubikvitinu tvorici
polyubikvitinovy retézec na substratu urceny k degradaci 26S proteazomem (upraveno podle Kipreos & Pagano, 2000).

Vybér daného substratu, nebo-li kompletni regulacni mechanismus cilené intracelularni
proteolytické degradace bilkovin, je dilezitym faktorem ovlivitujici rizné bunécné procesy.
Uloha SCF komplexu hraje diileZitou roli jiz v procesu gametogeneze, kde je vyvoj pohlavnich
bunék ovlivnén z velké Casti matefskymi proteiny a chyba jejich regulace SFC komplexem
mize vést k zastaveni déleni zarodeCnych bunék a jejich naslednému odumirani.
proteiny vzniklé zmatefské mRNA fidici vyvoj oocytu az do 2-bunécného stadia.
SCF komplex spousti proces degradace prave téchto matetskych proteind, ¢imz se zygoticky
genom aktivuje (ve fazi 2 buné€k), ktery fidi poté téméf veskeré aspekty spravného
embryonalniho vyvoje. Z toho vyplyva, ze mateiské proteiny spojené s SCF komplexem
ur¢ené k degradaci se hojné vyskytuji v oplodnénych mysich oocytech (Xie et al., 2019),
a tim padem exprese urcitych gent (napt. Fbxwl6 gen) kodujici F-box proteiny v komplexu

ovliviuji cely preimplantaéni embryonalni vyvoj.



1.3.3. Proces ubikvitinace
Ubikvitinace je vyznamny biochemicky proces ovliviujici Sirokou skalu biologickych procest
(napi. proliferace bun¢k, transkripce, bunéény cyklus) ve vSech eukaryotickych burkach
(Xieet al., 2019). Tato posttranslatni modifikace vyuziva molekuly ubikvitinu (Ub)
spojujicich se nasledné do dlouhych fetézci, které slouzi jako signalni molekuly K oznaceni
danych proteini. Takto oznacCeny protein je rozpoznan a degradovan 26S proteazomem,

¢imz dochazi k jejich kontrole a eliminaci (van Wijk et al., 2019).

Jak ale organismus/buiika pozna, na které proteiny se ma Ub navazat a jaké je mozné vyuziti
nevratné proteolyzy? Téchto spoustécii je hned nékolik. Asi nejzakladnéjsi je rozpoznavani
a selektivni vyfazovani poskozenych nebo Spatné strukturovanych proteini. Mechanismus
ubikvitinace zde tedy hraje hlavni roli v kontrole kvality vétSiny proteint. Po jejich priichodu
centralnim jadrem proteazomu jsou proteiny degradovany na malé peptidy, které jsou dale
roz$tépeny na jednotlivé aminokyseliny, které mohou byt distribuovany do cytoplazmy jako
zdroj aminokyselin k pozdé&jsimu metabolickému vyuziti (glukoneogeneze, vyroba energie,
syntéza novych bilkovin) nebo jsou vyuzity k prezentaci antigenu pii obrané imunitniho
systému, coZ jsou dal§i moznosti vyuziti ubikvitinace. A v neposledni fad€ degradaci proteind,

které funguji naptiklad jako transkripéni faktory, je mozné regulovat genovou expresi
(Lecker et al., 2006).

Cely kaskadovity proces ubikvitinace (Obr. 5) zahrnuje pfitomnost 3 dulezitych enzymd:
enzym aktivujici Ub (E1), enzym konjugujici Ub (E2) a ubikvitin ligdzu (E3), které katalyzu;i
nékolik chemickych reakci popsané v nasledujicich krocich (Nguyen et al., 2017).

g 2
- E3 %@ﬁ
» N N

Degradace
substritu

26S proteazom

Obrazek 5: Schéma celého procesu degradace specificky vazaného substratu pomoci molekuly ubikvitinu (upraveno podle

Thompson et al., 2021).



Volny Ub je nejprve potieba aktivovat, a to navazanim na E1. K tomuto procesu je potieba
energie ve form¢ adenosintrifosfatu (ATP), ktery zprostfedkuje vznik thiodiesterové vazby
a tim umozni napojeni C-koncovou karboxylovou skupinou Ub na cysteinovou skupinu E1.
Na komplex s aktivovanym Ub (Ub+E1) se nasledné ptipoji E2, ktery katalyzuje
transesterifika¢ni reakci, ve které dojde k navazani Ub na aktivni misto E2 a nasledného
odpojeni E1. Tim vznikne novy komplex (Ub+E2), ktery se nakonec spoji s E3 (SCF) ptes
Rbx1 protein. SCF komplex (E3), konkrétné tedy F-box proteinova podjednotka uréujici
specifi¢nost vybéru, navaze vhodny substrat. E2 nasledné pomoci peptidové vazby spoji
karboxylovou skupinu Ub ke zbytku lysinu obsazeného v cilovém proteinu. Proces piidavani
Ub na protein je nékolikrat opakovan a modifikovan za vzniku polyubikvinového fetézce
(Callis, 2014). Polyubikvitinovany protein je v poslednim kroku proteolyticky degradovan
pomoci 26S proteazomu, jehoz funkce je také zavisla na spotiebé ATP. 26S proteazom je
slozity makromolekularni komplex (2,5 MDa) skladajici se znékolika podjednotek
usporaddanych do 2 hlavnich ¢asti: 20S valcovitého jadra a dvou 19S kruhovych regulacnich
oblasti, nachazejicich se na obou koncich proteazomového jadra (Thompson et al., 2021).
Aby doslo k degradaci proteinu je ubikvitinovy fetézec nejprve rozpoznan a navazan pomoci
ubikvitinovych receptord, které se nachdzi na povrchu regulacni oblasti, kde dochazi
k deubikvitinaci. Nasledné pomoci ATPazy je protein denaturovan a translokovan do jadra.
Zde je nakonec pomoci enzymatickych peptidaz protein roz$tépen na malé molekuly peptidu,
opoustéjici 26S proteazom spole¢né s jednotlivymi molekulami Ub, které mohou byt vyuZity

v novém procesu ubikvitinace (Pack et al., 2014).



2. Cile prace

Hlavni cile mé bakalatské prace jsou:
e Optimalizovat protokol pro genotypizaci ptivodni a deletované alely genu Fbxw16.
e Potvrdit, Ze delece genu Fbxw16 je embryonalné letalni.

o Zjistit, ve kterém stadiu embryogeneze dochédzi k =zastaveni vyvoje embryi

s deletovanym genem Fbxw16.



3. Material a metody

3.1. Genotypizace mysi BI6
3.1.1. Extrakce DNA
Mlad’atim jsem pomoci vydezinfikovanych zahtatych nizek (200-250 °C) odsttihla vzdy
3-5mm konce ocasu, které jsem vlozila do pfedem popsanych prazdnych 1,5 ml
mikrozkumavek uloZenych v ledovém boxu. Poté jsem ke kazdému odebranému vzorku
ptidala 700 pl STE pufru (1 M NaCl, 200 mM Tris-HCI, 100 mM EDTA) a 15 pul proteinazy K
(Sigma Aldrich-Merck, roztok 10 mg/ml), aby doslo k odstranéni kontaminaci a také rychlé
degradaci bilkovin a pfitomnych nukleaz, které by mohly nasledné degradovat extrahovanou
DNA. Zkumavky jsem vlozila do termobloku (Thermo-shaker TS 100, Biosan) za stalého
tiepani 900 rpm pii teploté 55 °C na 2 h. Po uplynuti daného ¢asu jsem na termobloku zvysila
teplotu na 70 °C pro inaktivaci proteinazy K, vypnula tfepani a nechala tam vzorky jesté 5 min.

Nakonec nasledovalo jesté 5 min na ledu.

V dalsim kroku jsem vzorky vlozila do pfedem vychlazené centrifugy (Centrifuge 5415 R,
Eppendorf), nastavenou s teplotou 4 °C a 16 000 rfc, aby doslo k oddéleni pelety od
supernatantu, ktery jsem poté piepipetovala ke 700 ul 100 % isopropanolu do nové 1,5 ml
mikrozkumavky, a tim doslo k precipitaci (srazeni) DNA. Nasledovala dalsi centrifugace,
tentokrat pouze na 5 min za stejného nastaveni teploty i otacek. Vzniklou peletu s DNA jsem
promyla pomoci 500 ul 70 % ethanolu a naposledy centrifugovala. Vyslednou peletu jsem
vysu$ila a rozpustila v HPLC vod¢ dle velikosti dané pelety (v rozmezi 100-250 pl)
v termobloku pii teplot¢ 65 °C po dobu 5 min. Po fadném zvortexovani (Combi-spin

PCV-2400, Grand-bio) byly vzorky extrahované DNA pfipravené k dal§imu uziti.

3.1.2. Analyza genotypu
Analyza genotypu narozenych mlad’at se skladala ze 2 ¢asti: amplifikace DNA pomoci PCR
a vizualizace amplifikované DNA pomoci gelové elektroforézy. Nejprve jsem si do 1,5 ml
mikrozkumavky pfipravila reakéni smés (Tab. I) pro prvni reakci, kterd obsahovala primery
F1+R1, a do druhé mikrozkumavky pro reakci s primery F2+R3. Podrobné¢ vypsané sekvence

téchto primerd jsou zapsany v tabulce I1.
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Tabulka I: Slozeni reakcni smési.

Nazev slozky

MnoZstvi (ul)

AMPIGENE Taqg Mix (Enzo Life Science)

25

Primer F1/F2

2

Primer R1/R3

2

HPLC voda

20

Tabulka Il: Sekvence primerii obsazené v reakcni smési.

Nazev slozky

Sekvence

Primer F1 CCCAGAAGGCACAAGTTAGC

Primer F2 AGGCCCTGTACAGTTGGCTA

Primer R1 CATGGCACAGTGTTTGTGTG

Primer R3 CCAGTGACCAGCCTGTAGTG

Reakéni smési jsem rozpipetovala do 0,2 ml mikrozkumavek po 4 pl. Nakonec jsem do kazdé

0,2 ml mikrozkumavky pfidala 1 pl daného DNA vzorku, ktery jsem piedem roziedila

v poméru 1:49 v HPLC vodé. U obou reakci byla vzdy jesté jedna mikrozkumavka bez DNA

vzorku, misto kterého byl 1 pl HPLC vody, coz slouzilo jako negativni kontrola.

Vsechny zkumavky jsem fadné zvortexovala a poté vlozila do PCR cykleru (Thermocycler
T3000, Biometra) ptiblizné na 2,5 h, kde doslo k amplifikaci DNA. Nastaveni PCR je uvedeno

Vv nasledujici tabulce IlI.

Tabulka I11: Nastavené kroky reakcnich fazi béhem PCR.

Nazev faze Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykla
Denaturace 95 1 min 1
Denaturace 95 15s 1
Nasednuti primert 60 15s 1
Elongace 72 2 min 34
Elongace 72 8 min 1
Chlazeni 4 X 1
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Do vzniklych vzorkl jsem ptidala 1 pl barviva 6x DNA Gel Loading Dye (Thermo Fisher
Scientific) a fadn¢ zvortexovala. Poté jsem si pfipravila 8 pl 100 bp velikostniho markeru
(VWR) do nové mikrozkumavky. PCR vzorky pro obé reakce spole¢né s velikostnim
markerem a negativni kontrolou jsem vlozila do pfedem piipraveného 0,86 % agardézového
gelu, ktery obsahoval 70 ml 1x TAE (40 mM Tris-acetate, 1 mM EDTA, pH 8,3),
vV ném rozpusténych 0,6 g agaru (Carl Roth) a 0,5 pl ethidium bromidu (p-lab) a nasledné
spustila elektroforézu pti 100 V. K vizualizaci vzorkii na gelu byl pouzit pfistroj Azure

Biosystems 280.

3.2. Krizeni
Po zjisténi genotypu vSech narozenych mlad’at se experiment posunul do faze, kde jsem
sledovala pocty narozenych mlad’at a jejich genotypy dle danych 4 riznych variant
rodiovskych kiizeni (Tab. 1V). Od kazdé varianty kiizeni byly 2 klece pro ziskani
dostate¢ného poctu dat. Pocty mladat dle typu kiizeni jsem pribézné zaznamendvala
anasledn¢ statisticky vyhodnotila (pomoci testu dobré shody v programu Statistica 12,
StatSoft), zda o¢ekavany genotypovy §tépny pomér bude odpovidat skutecné ziskanym datim.

Genotypy mlad’at jsem zjistila stejnou metodou popsanou v piedchozi kapitole.

Tabulka IV: Varianty rodicovskych kiizeni dle typu jejich genotypu.

KftizZeni Genotyp samce Genotyp samice
1 wit/wt wit/wt
2 wit/wt wt/del
3 wt/del wit/wt
4 wt/del wt/del

3.3. Kultivace embryi
V posledni fazi experimentu jsem pracovala se samotnymi embryi vzniklych pouze z1 a 4
varianty kiiZeni, abych mohla porovnat jejich preimplantacni vyvoj v zavislosti vlivu genu

Fbxw16.

3.3.1. Superovulace samic
Samici wt/wt nebo wt/del (po dovrSeni pohlavni zralosti — nejdiive po 7 tydnech) jsem nejprve
pomoci injekéni stiikacky podala intraperitonealné (do bfisni dutiny) 7,5 IU hormonu PMSG
(pregnant mare serum gonadotrophin extract; Sigma Aldrich — Merck), aby doslo k vyvolani

ristu a zrani folikuli mimo jejich normalni estralni cyklus. Po 47 hodinach jsem samicim
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podala stejnou metodou dalsi hormon hCG (human chorionic gonadotrophic hormone;
SigmaAldrich — Merck), ktery ma u samic vyvolat ovulaci, tedy vypusténi oocyt do oviduktu.
Po injekovani druhého hormonu jsem samice pfipustila k samctim stejného genotypu a nechala

v samostatné kleci po dobu piiblizn€ 42 hodin, aby doslo k jejich oplodnéni.

3.3.2. Pitva
Po injekci hCG (40-48 hodin) jsem samice usmrtila metodou cervikalni dislokace. MysS jsem
nasledné polozila nohama vzhiiru a oblast bficha jsem odistila 70 % ethanolem, aby nedoslo
ke kontaminaci a zaroven k navlhéeni chlupti pro snazsi manipulaci. Po nafiznuti kiize ve
spodni ¢asti bficha jsem z oteviené btisni dutiny odhrnula organy travici soustavy, abych se
1épe dostala k vajecniktim, vejcovodiim a déloze. Pomoci zahnuté pinzety jsem si piidrzela
oblast vejcovodu a poté jej odfizla spole¢né s milimetrovym zacatkem vaje¢niku a délohy,
aby nedoslo ke ztrat¢ embryi narusenim vejcovodu. Oba vejcovody jsem ihned po vyjmuti
vlozila do pfedem piipraveného 700 pul M2 média (Tab. V) v 1,5 ml mikrozkumavce.
Pod stereomikroskopem na nahiaté pracovni desce (37,5 °C) jsem v kapce M2 média
odstranila od vejcovodi piebytecné tkané a nasledné¢ vejcovod nasttihala, aby doslo
k vyplaveni embryi. Pomoci sklenéné Pasteurovi pipety jsem odebrala 2-bunééna embrya
a promyla pres nékolik kapek M2 média zalité v 2,5 ml mineralniho oleje (FUJIFILM Irvine
Scientific) predehtatého v inkubatoru pii 37 °C. Stejny postup promyti jsem nasledné
opakovala v ptedem pfipravenych kapkach KSOM média (Embryo-Max; Millipore)
s pfidanymi neesencialnimi aminokyselinami Gibco MEM Non-Essential Amino Acids
Solution (100x) (Thermo Fisher Scientific) a esencidlnimi aminokyselinami Gibco MEM
Amino Acids Solution (50x) (Thermo Fisher Scientific) v koncentraci 0,5x. Kapky média byly
zality ve stejném mnozstvi mineralniho oleje a opét pfedehfatého v inkubatoru s obsahem 5 %

CO2 pti 37 °C, kde se embrya inkubovaly po dobu ptiblizné 42 hodin do stadia E3,5.

13



Tabulka V: Slozeni média M2.

MnoZstvi slozky .
Objem
Zasobni . Slozka zasobniho zasobniho
Redéni zasobniho
roztok roztoku roztoku
roztoku (ml)
(9/100 ml)
NaCl 5,534
KCI 0,356
KH2PO4 0,162
MgSOasx 7H20 0,293
A 10x 10,0
Na-laktat 60 % sirup 3,2 (ml)
glukéza 1,000
penicilin 0,060
streptomycin 0,050
NaHCOs 2,101
B 10x 1,6
fenol red 0,010
C 100x Na pyruvat 3,600 1,0
D 100x CaCl2x 2H20 2,520 1,0
E 10x HEPES 5,958 8,4
F - BSA - 400 (mg)
G - H20 - 78,0
3.3.3. Fixace

Po uplynuti inkubace nasledovala fixace embryi spole¢né s imunofluorescencnim barvenim,
a to vSe za pokojové teploty. Embrya jsem nejprve promyla pies kapky AT média (kyselina
Tyrode’s; Sigma), dokud nedoslo k odstranéni zony pellucidy a poté nasledovalo promyti opét
pres kapky M2 média. K samotné fixaci jsem pouzila 96-jamkovou desticku, do jejichz jamek
jsem postupné po uplynulych Casech ptesouvala embrya a vzdy nasledné promyla ve tfech
jamkach 0,15 % PBST. Detaily jednotlivych krokid véetné objemi a inkubacnich dob jsou
uvedeny v tabulce VI. Embrya jsem fixovala ve 4 % PFA, permeabilizovala v 0,5 % tritonu
a imunofluorescencné barvila pomoci protilatek green phalloidin, ktery barvi aktinova vlakna

a DAPI barviciho DNA obsazeného v roztoku Vectashield.
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Tabulka V1. Slozeni roztokii v jednotlivych jamkdch fixacni desticky.

Poradi Objem | Doba
jamky Nazev slozky @b (min)
1% agar (Carl Roth) v 1x TAE 100
1 4 % PFA (paraformaldehyd, Santa Cruz Biotechnology) 77 20
mineralni olej (FUJIFILM Irvine Scientific) 67
» PBST (fosfatem pufrovany fyziologicky roztok s 0,15 % 200 20
Tween 20)

5 0,5 % triton (X100, Sigma-Aldrich) 70 20
6-8 PBST 200 20
oregon green 488 phalloidin (Invitrogen Thermo Fisher 10
9 Scientific) 30

mineralni olej 100
10-12 PBST 200 20
- Vectashield (Vector) 10 20

3.3.4. Vizualizace embryi

Po imunofluorescencnim barveni jsem naposledy pfesunula embrya do pfedem piipravenych

kapek PBST na podloznim skli¢ku, ktera jsem nasledn¢ vlozila do konfokalniho mikroskopu

(FV10i Confocal Laser Scanning Microscope, Olympus). Pomoci aplikace Olympus

FLUOVIEW FV10i a upraveni parametrii pro aktualni skenovani jsem mohla pozorovat

obarvena vyvinuta embrya a porovnat stadium vyvoje wt/wt a wt/del embryi.
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4. Vysledky

Pro tento projekt jsem dostala pfedem pfipravené mysi C57BL/6NJ z Ceského centra pro
fenogenomiku v Praze v ramci BIOCEVu/Ustavu molekularni genetiky AVCR. Jednalo se
0 3 heterozygotni samce s deletovanym genem Fbxw16 (wt/del) a 3 homozygotni samice bez
deletovaného genu Fbxwl6 (wt/wt). ,,Wt“ oznaCuje normalni pfirozenou alelu (anglicky
wild-type) a ,,del alelu s deletovanym genem Fbxw16. V Ceském centru pro fenogenomiku
m¢éli za cil produkovat mysi s deletovanymi geny uplatilujicimi se v procesu ubikvitinace,
aleu Fbxwl6 zjistili, Ze nedostavaji zadna postimplantacni embrya s homozygotné
deletovanym genem Fbxw16. Proto nas kontaktovali, abychom zjistil, jak Fbxw16 ovliviiuje
preimplanta¢ni embryonalni vyvoj. Aby bylo mozné zkoumat funkci genu Fbxwl6,
bylo potieba si nejprve mysi namnozit, a to kiizenim vzdy jedné samice a samce, ¢imZ mi
vznikly celkem 3 ptvodni rodi¢ovské klece, ze kterych byly mlad’ata 21 dni po narozeni

rozdeleny na zaklad¢ datumu narozeni a jejich pohlavi, a nasledné je bylo tfeba genotypovat.

4.1. Optimalizace podminek
Nejdiive bylo nutné ale optimalizovat podminky PCR reakce, abych méla jistotu, ze dokazeme
spravné urCovat genotypy mlad’at. Dle hypotézy vychazejici z Mendelovych zéakont
dédi¢nosti 0 segregaci alel, mély byt vysledné genotypy mlad’at z pivodniho parentalniho
kiizeni (wt/wt x wt/del) v genotypovém S$tépném poméru 1:1 (wt/wt:wt/del). DNA byla
extrahovdna ze vzorkd mySich ocast, nadsledovala PCR reakce, kde se amplifikuji riizné
dlouhé fragmenty u oblasti genu Fbxw16 podle genotypu jedince (Tab. VII), a pak byla délka
fragmentti vizualizovana pomoci gelové elektroforézy. Ale po prvni gelové elektroforéze
danych 12 DNA vzorku (Obr. 6) jsem detekovala fragmenty, které neodpovidaly spravnosti
vysledkii na zaklad¢ velikosti alel dle typu reakce (tab. V1) v zavislosti na délkach fragmenti

velikostniho markeru (Obr. 6).

Tabulka VII: PCR reakce dle typii obsaZenych primerii a velikosti fragmentii danych alel vizualizovanych na agarozovém
gelu.

Velikost fragmentu | Velikost fragmentu
Typ reakce
wt alely (bp) del alely (bp)
F1+R1 1647 480
F2 +R3 699 -
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Obrazek 6: Vysledné genotypy mlad’at pfed optimalizaci podminek reakce. Obrdzek zobrazuje velikostni marker (a),
negativni kontrolu (b), priklad vysledného genotypu del/del (c+d a, priklad vysledného genotypu wt/del (e+f).

V reakci F1+R1 je mozné detekovat oba typy alel (kolonka e), ale ve druhé reakci F2+R3 je
vidét pouze wt alelu. Tato reakce slouzila jako kontrolni, pro pfipad nedostate¢né amplifikace
této alely v prvni reakci z diivodu preferenc¢i amplifikace krat§iho fragmentu. Z obrazku je
patrné, Ze vysledné genotypy mladd’at jsou wt/del nebo del/del, coz vyvracelo plvodni

hypotézu.

Bylo proto potieba upravit podminky obou reakci, jelikoz na gelu nebyla wt alela dostate¢né
detekovana a méla by se naopak vyskytovat v kazdém DNA vzorku z daného parentalniho

ktizeni. Veskeré zmény provedené v pribéhu experimentu jsou zaznamenané v tabulce VIII.

Finalni podoba optimalizace podminek je takova, Ze teplota PCR féze, kde dochazi k nasedani
primeri byla zménéna na 60 °C, pocet PCR cyklt byl snizen na 34 a 1 ul daného DNA vzorku
byl vzdy pifedem roziedén ve 49 pul HPLC vody pied pfidanim do reakéni PCR smési. Zména
podminek nakonec vedla ke spravné vizualizaci genotypti danych mlad’at na agarézovém gelu

(Obr. 7).
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Tabulka VIII: Optimalizace podminek pro spravny priibéh genotypizace mySich mladat.

Podminka VyzkousSené hodnoty
57 °C
55°C
52°C
60 °C
37
34
0 pl
4 ul
19 pl
99 ul
299 ul
49 ul

Teplota PCR faze: nasedani primert

Pocet PCR cykla

Ziedéni DNA vzorku HPLC vodou

a) b) ¢) e)

F2+R3

- ————
——
-—
-
e ———
-———
-
-—
-—

a) b) d) f)

Obrazek 7: Vysledné genotypy mlad'at po optimalizaci podminek reakce. Obrazek zobrazuje velikostni marker (a), negativni
kontrolu (b), priklad vysledného genotypu wt/wt (c+d) a priklad vysledného genotypu wt/del (e+f).

Vysledek optimalizace podminek zobrazen na obrazku 7 ukazuje, ze byly detekované spravné
genotypy mlad’at, tedy wt/wt a wt/del. Z obrazku také vyplyva, ze genotyp del/del na obrazku

6 byl pouze vysledkem nefungujici reakce.
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4.1.1. Genotypizace mlad’at piivodniho parentalniho k¥iZeni
Po optimalizaci podminek a spravného pribcéhu genotypizace jsem zjistila genotypy vsech

narozenych mlad’at dle piivodniho parentalniho kiizeni wt/wt x wt/del (Obr. 8).
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datum narozeni mlad’at

Obrdzek 8: Vysledné genotypy narozenych mladat dle daného vrhu. Graf zndzorije prevahu genotypu wi/del.

Z grafu (Obr. 8) vyplyva, ze ocekavany genotypovy S$tépny pomér 1:1 (wt/wt a wt/del)
odpovida pouze ve dvou piipadech (27. 02. 2021 a 06. 04. 2021), zatimco zbylé vrhy maji
100% vyskyt pouze jednoho genotypu wt/del.

V dal$i ¢asti jsem sledovala, s jakym genotypem se mlad’ata preferenéné rodi vzhledem

k pohlavi. Tyto data jsem vynesla do grafu (Obr. 9).
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varianta genotypu mlad’at

Obrazek 9: Celkovy pocet narozenych mlad'at na zdakladé jejich genotypu a pohlavi. Graf ukazuje prevahu samciho pohlavi
genotypu wt/del, a prevahu samiciho pohlavi genotypu wt/wt.
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Obrazek 9 vypovida tom, Ze neni mozné potvrdit preferencnost genotypu na urcité pohlavi
v ramci daného genotypu, jelikoZ rozdil v procentualnim zastoupeni obou pohlavi dle varianty

genotypu je na stejné hodnoté 6 %.

4.2. Ovéreni embryonalni letality delece genu Fbxw16
4.2.1. Pocty narozenych mlad’at dle varianty kiiZeni
Nasledujici experiment mél odhalit, kolik mlad’at se narodi v zavislosti na riznych variantach
ktizeni, které jsou uvedeny v tabulce IV. Na zaklad¢ faktu o B16 mysich se primérna velikost
jednoho vrhu pohybuje obvykle v rozmezi 6-8 mlad’at (Biomedical research core facilities,
Mouse breeding, 8. 4. 2022). Hypotéza je tedy takova, Ze nejvice mlad’at se ocekavalo
z 1. kiizeni, kde se nevyskytuje zadna deletovana alela genu Fbxw16 a reprodukce by proto
méla probihat standardné. Pocet mlad’at 2. a 3. kfizeni by se mél pohybovat na pfiblizné
stejnych hodnotach. A nejméné mlad’at (konkrétné o ¥4 mén¢), by mélo mit 4. kiizeni z divodu
nerodicich se mlad’at genotypu del/del. Zjisténd data o primérnych poctech mladd’at jsem

vynesena do nasledujiciho grafu (Obr. 10).
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Obrazek 10: Priimérny pocet narozenych mladat dle varianty kiizeni. Graf zobrazuje nejnizsi priimerny pocet narozenych
mladat na krizeni wt/wt x wt/wt (1.) a nejvyssi pocet narozenych mladat na krizeni wt/wt x wt/del (2.) a jejich smerodatné
odchylky.

Z grafu vyplyva, Ze 4. kiiZzeni ma opravdu o 4 mén¢ nez 2. a 3. kifiZeni, kterd zaroven
odpovidaji stejnym vysledkiim dle ptedpokladu. Oproti tomu 4. kiizeni nema méné mlad’at

nez 1. kiiZeni, které ma zaroven vyrazné niZsi pramer narozenych mlad’at nez ostatni varianty

kiizeni.

20



4.2.2. Genotypy narozenych mlad’at dle varianty kiiZeni
Pted genotypizaci narozenych mlad’at vSech variant kfizeni jsem stanovila ocekdvany pomér
vzniklych genotypt dle Mendelovych zédkonti dédicnosti v nasledujici tabulce IX. U 4. kiizeni
byl genotypovy §t€pny pomér upraven v souvislosti s nerodicimi se mlad’aty genotypu del/del
z ptivodniho poméru 1:2:1 na vysledny pomér 1:2. Narozend mladata byla nésledné

genotypizovana a zafazena dle pfislusné varianty kiizeni (Obr. 11).

Tabulka IX: Ocekdavany genotypovy stépny pomér narozenych midadat dle varianty kiizent.

Genotypovy Stépny pomér
Varianta kiiZeni Ocekavany pomér Ocekavany genotyp
1 1:0 wit/wt
2 1:1 wt/wt : wt/del
3 1:1 wt/wt : wt/del
4 1:2 wt/wt : wt/del
25
s 20
3
LE‘ = wt/wt
Z 15
(2]
= mwt/del
S 10
B
<
=
g 5
=
=3
0

1. 2. 3. 4.

varianta KkriZeni

Obrazek 11: Celkovy pocet narozenych mladat na zikladé jejich genotypu dle varianty kiizeni.

Vysledné genotypy narozenych mladat potvrdily pifedem stanovené piedpoklady
genotypovych stépnych pomért ve vSech variantach kiizeni, na zaklad¢ statistickych hodnot
signifikance vypoctenych pomoci testu dobré shody (2. kiizeni p=0,63; 3. kiizeni p=0,37;
4. ktizeni p=0,87). Z obrazku 11 vyplyva, ze delece genu Fbxwl6 (genotyp del/del) je

embryonalné letalni, protoZe ve 4. kiiZeni nebyl zaznamendn zadny jedinec del/del.
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4.3. VIliv genu Fbxw16 na fenotypy embryi
V posledni fazi projektu jsem sledovala vliv genu Fbxwl6 na samotné fenotypy embryi,
které jsem odebrala samicim z 1. a 4. varianty kfiZzeni. Embrya jsem nasledné porovnavala dle
standardniho prubéhu preimplanta¢niho vyvoje Bl6 mysi, a to ve dvou ¢asové odlisnych fazi:
E1,5 (pitva samic), zde by méla byt embrya ve 2-bunécném stadiu a E3,5 (fixace embryi),
kdy by se embrya méla nachazet v rozmezi 17-32 bun¢k. Na zakladé porovnani embryi
z kiizeni wt/wt X wt/wt a wt/del x wt/del mohu sledovat, jestli a v jaké fazi vyvoje dochazi
u kiizeni wt/del x wt/del k zastaveni preimplantacniho vyvoje u pfiblizn¢ 4 embryi

(ocekavany genotyp del/del).

4.3.1. Fenotypy embryi in vitro kultivaci do E1,5

Odebrand embrya obou genotypti jsem nejprve charakterizovala na zakladé¢ morfologie
(Obr. 12) a zafadila do prislusnych kategorii (2-bunééné stadium, ziva burika, odumirajici
buiika, mrtva bunka a fragmentovana buiika), jejich pocetni zastoupeni jsem zaznamenala do
tabulky X. Veskera jednobunééna stadia jsem oznacila obecnym nazvem (bunka) bez ohledu
na to, zda je jednalo o oplodnény ¢i neoplodnény oocyt z divodu slozitosti rozpoznani,
zejména u odumirajicich nebo mrtvych bunék.

Ze ziskanych dat ve fazi E1,5 preimplantaéniho vyvoje jsem sledovala pfedevSim cetnost
2-bunéénych embryi (udédvajici standardni pribéh vyvoje), abych zjistila, jestli se embrya
del/del dokazou po oplozeni rozd¢lit do 2-bunééného stadia. Z tabulky X vyplyva, Ze u obou
kiizeni se vyskytuji samice s 2-bunéénymi i bez 2-bunéénych embryi, a také samice
s o¢ekavanym poctem 2-bunéénych embryi, 1 samice s vétSinou bun€k ve formé
odumirajicich, mrtvych i fragmentovanych bun¢k. Nemohu proto jednoznacné fict, ze embrya

s genotypem del/del by odumirali nebo se zastavili v 1-bunééném stadiu.

d) e)
: A
* Lo @ ‘_,f_‘ﬁ.):.‘ 5

Obrazek 12: Prehled prikladii bunék jednotlivych kategorii se zvétsenim 20x. Obrazek popisuje 2-bunécné stadium (a), zZivou
bunku (b), odumirajici bunky (c), mrtvou bunku (d) a fragmentované bunky (e).
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Tabulka X: Pocty ziskanych embryi genotypit wt/wt a wt/del v pritbehu pitvy.

Kategorie bunék

) ] 2-bunééné | Ziva | Odumirajici | Mrtva | Fragmentovana
K¥rizeni | Experiment | Samice
stadium | bunika burika burika burnka
1 - 20 - - -
wt/wt 1
2 23 8 - - -
X
3 12 1 - - 3
wt/wt 2
4 4 2 - - 9
5 1 8 - - 5
3
6 - 1 - - 3
7 4 4 - - 2
4
8 - 15 - - 2
9 - 4 5 - -
wt/del 5 10 - 3 7 1 5
X 11 - 1 2 - 6
wt/del 6 12 3 5 - 1 2
13 - 3 - - 1
. 14 26 1 3 - -
15 7 1 - - 12
o 16 - 16 7 - 2
17 19 5 3 - 3

4.3.2. Fenotypy embryi in vitro kultivaci do E3,5

Po uplynuti doby kultivace embryi se experiment posunul do stadia vyvoje E3,5 (17-32

bungk), kde jsem sledovala, v jaké fazi poctu bunék se embrya nachazi, a zda doslo u kiizeni

wt/del x wt/del k zastavé nebo zpomaleni vyvoje % embryi vlivem delece genu Fbxw16.

Embrya byla rozdélena do né€kolika kategorii (nevyvinutd embrya, < 8 bun¢k, 9-16 bungk,

>17 bunc¢k a ztracend embrya) jejichZ Cetnost vyskytu je zobrazena na obrazku 13.

Do kategorie nevyvinutych embryi spadaji veskera 2-bunécna embrya a posledni kategorie

uvadi pocty vyvinutych embryi (nezndmého poctu bunék vyjma 2-buné¢ného stadia),

které byly bohuzel ztraceny v pribéhu fixace. Ptiklady vizualizaci jednotlivych kategorii jsou

zobrazeny na obrazku 14 pro kiizeni wt/wt x wt/wt, a na obrazku 15 pro kifizeni wt/del x

wt/del.
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embrya embrya

kategorie bunék

Obrazek 13: Pritbeh preimplantacniho vyvoje embryi wt/wt a wt/del po fixaci.

Ze ziskanych dat vyplyva, ze opozdénd vyvojova stadia se nachdzi zejména u kiizeni wt/del x
wt/del, co by mohlo naznacovat, Ze u embryi del/del nedochazi ke zpomaleni nebo zastaveni
vyvoje béhem déleni ze 2 na 4 nebo 4 na 8 bun¢k. Nedokazeme ale jednoznaéné odlisit fenotyp
Ya embryi tohoto kiiZzeni. U wt/wt x wt/wt kiizeni bylo vice embryi zastaveno ve stadiu

2 bun¢k. Vysledky jsem nevyhodnocovala statisticky, protoze se jednalo jenom o jeden

experiment kazdého kiizeni.

Obrazek 14: Prehled prikladii bunék jednotlivych kategorii genotypu wt/wt. Obrazky popisuji stadium 2 bunék (a), stadium
9-16 bunek (b) a stadium > 17 bunék (c). Dapi (modra) barvi DNA, phalloidin (zelend) barvi aktin a vizualizuje bunécné
membrany.

Obrazek 15: Prehled prikladii bunék jednotlivych kategorii genotypu wt/del. Obrazky popisuji stadium 2 bunék (a), stadium
<8 bunék (b), stadium 9-16 bunék (c) a stadium > 17 bunék (d). Dapi (modrad) barvi DNA, phalloidin (zelend) barvi aktin a
vizualizuje bunécné membrany.
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5. Diskuze

Tato bakalatska prace, zabyvajici se funkci neznamého mysiho genu Fbxw16 a jeho vlivem
na preimplanta¢ni vyvoj, je prvni studii fesici tuto problematiku. Doposud nebyly zvetejnéné
7adné informace o tom, Z¢ je tento gen esencialni pro spravny vyvoj oocyti/embryi, jelikoz je
zde hojné¢ exprimovan. Publikovand literatura pouze uvadi vliv ubikvitin-ligdzového
komplexu (SCF) na preimplanta¢ni embryonalni vyvoj, diky proteolytické degradaci proteinti
s matefskym efektem (specificky vazané pomoci F-box proteinti na SCF), které jsou nezbytné
pro spravné fungovani a fizeni celé buiiky do procesu piemény z maternalniho na embryonalni
program (Higuchi et al., 2018). Bylo také potvrzeno, Ze delece nékterych gend kodujici F-box
proteiny vykazuji embryonalni letalitu v riznych stadiich vyvoje. Piikladem je gen Fbxw?7,
jehoz delece zpusobuje letalitu v piiblizn¢ E10,5 (10,5 dne po narozeni). Vyvoj embryi je
opozdény a vysledny fenotyp vykazuje defekty cévni soustavy (Tetzlaff et al., 2004).
Taky naruseni genu Fbxw8 vykazuje ze dvou tietin imrtnost embryi in utero. Zbyla embrya
se fenotypove projevuji svoji odlisnou velikosti zptisobenou zpomalenim vyvoje (Tsutsumi et
al., 2008). Na zaklad¢ téchto prikladd jsem chtéla poukazat na to, Ze Zadna studie se nezabyva
funkei genu a jeho fenotypovym projevem na embrya v preimplantacnim obdobi, na druhou

stranu studie vykazuji opozdénost vyvoje stejné jako nas zkoumany gen Fbhxw16.

K ovéteni embryonalni letality delece genu Fbxw16 byla stanovena hypotéza, na zaklad¢ které
se ocekavalo, ze 1. kiizeni (wt/wt x wt/wt) bude mit nejvetsi pocetni zastoupeni narozenych
mlad’at, nebo stejny jako u 2. a 3. kiizeni, jelikoZ by vyvoj mél probihat bez jakychkoliv
komplikaci, coz se nestalo. Usuzujeme, Ze divodem ziskani takto nizkych dat bylo
pribuzenské kiizeni mlad’at stejného genotypu, které bylo zpisobené nedostatkem vzniklych

mlad’at v pribéhu piedchozi genotypizace (Obr. 8) z bohuzel neznamého divodu.

Casti projektu, zkoumajici vliv genu na fenotyp embryi, vychazi z hypotézy, Ze kiizeni wt/del
x wt/del by mélo byt v Y embryi (del/del) opozdéna nebo zastavena ve vyvoji z divodu
potvrzenych udaji o nerodicich se mladat genotypu del/del. Z Ceského centra pro
fenogenomiku jsme méli informaci, Ze v déloze matky se ve stddiu E9,5 nenachazela Zadna
embrya, nebo jakékoliv jiné poziistatky de/del embryi (Jan Prochazka, osobni komunikace).
Proto jsme nevédéli, zda k zastavé embryonalniho vyvoje dochazi jiz béhem oplodnéni
(nevzniknou Zadna embrya), nebo se jejich vyvoj zastavi kratce po oplodnéni ve stadiu zygoty
¢i 2-bunééného embrya, nebo se embrya vyvijeji dale, ale nedojdou do stadia zivotaschopnych
blastocyst schopné implantace, a nebo selze proces implantace. Ze ziskanych dat v priabéhu

E1,5 a E3,5 embryonalniho vyvoje se bohuzel neda jednoznaéné potvrdit, v jakém bodé
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vyvoje k zastavé dochazi, a to z divodu nedostatecnych poctit opakovani a nekonzistentnich
vysledkt pro ob¢ varianty kiizeni. Z vysledki se da pouze predpokladat, ze dle kiizeni wt/del
x wt/del, kde dochazelo k Castéjsi detekci embryi v opozdénych vyvojovych stadiich, nez je
standardni pocet bunék v bod¢ E3,5, by se mohlo jednat pravé o embrya del/del a jejich efekt
genu Fbxwl6 na preimplantaéni vyvoj mezi 2 az 8 bunéénym stadiem. Predpokladame,
ze delece genu Fbxwl16 narusuje kontrolovanou degradaci skupiny proteint, ktera je

nevyhnutelna pro spravny pribéh preimplantacniho vyvoje.

Pro pfisti opakovani posledni ¢asti experimentu se musi pouzit k superovulaci pouze mladé
samice na zacatku jejich reproduk¢niho obdobi, které vykazovaly vétsi reprodukéni schpnost
(Tab. X, experiment 7, 8) v po¢tu nalezenych 2-buné¢nych embryi, nez u samic starSiho véku
(Tab. X experiment 3,4,5). A v dalsim kroku by bylo vhodné zatadit do experimentu metodu
genotypizace jednotlivych embryi, pro ptimé zjisténi genotypu danych embryi ziskanych

z kizeni wt/del x wt/del a jejich nasledné porovnani s vizualizovanym fenotypem.
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6. Zavér
Vliv genu Fbxwl6 na mysi preimplanta¢ni embryonalni vyvoj nebylo mozné jednoznaéné

urcit. Dle ziskanych dat jsem zjistila, Ze:
e podminky pro spravny pribeh genotypizace je podafilo uspésné stanovit.

e ocekavany pomér mlad’at 1:1 dle ptivodniho parentalniho kiizeni (wt/wt x wt/del) se
potvrdil pouze u 2 (samice zastupovali genotyp wt/wt jen z 5 %) z celkovych 8 vrhi,

bohuzel z neznamych divodi. Ostatni narozena mlad’ata byla genotypu wt/del.
e genotyp del/del je embryonalné letalni (dle 4. kiizeni wt/del x wt/del).

e kzastavé vyvoje u wt/del nedochazi v 2-bunééném stadiu, ale pozdé&ji v pribéhu

preimplantacniho vyvoje.

e 7 vizualizace fenotypi embryi nemohu jednoznac¢né potvrdit, kde dochazi u genotypu
wt/del k zastaveni vyvoje, ale uréitym projevem muze byt nejpomalejsi vyvoj embryi

spadajici do kategorie < 8 bun¢k, kde méla tyto embrya nejpocetnéjsi zastoupeni.
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