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Charakterizace procesů nezbytných pro zahájení 

embryonální genomové aktivace u preimplantačních 

embryí savců 

Abstrakt 

Časný preimplantační vývoj savců je řízen maternálními mRNA a proteiny, které byly 

nasyntetizovány již v průběhu oogeneze. Během časného vývoje jsou tyto rezervy postupně 

odstraňovány a nahrazeny jejich embryonálními formami. Zatímco degradace maternálních 

mRNA je postupný proces, který vrcholí v období okolo hlavní vlny aktivace embryonálního 

genomu (EGA), o degradaci maternálních proteinů není známo příliš mnoho informací. Jedním 

z nejpravděpodobnějších způsobů odstranění maternálních proteinů se jeví degradace pomocí 

ubiquitin – proteazomového systému (UPS). K tomu, aby byly proteiny odstraněny pomocí 

proteazomu, musí být nejprve označeny ubiquitinem (tzv. ubiquitinace). Na ubiquitinaci se 

podílí tři enzymové komplexy: E1, E2 a E3 enzymy. Výběr specifického cílového proteinu a 

finální navázání ubiquitinu je zprostředkováno pomocí E3 – ubiquitin ligáz. 

Tato práce se soustředila na detailní studium SCF  komplexu (Skp1-Cul1-F-box), jedné 

z nejčastějších E3 ubiquitin-ligáz. SCF komplex se skládá ze tří neměnných složek: Cul1, Skp1, 

Rbx1 a jednoho zástupce z rodiny F-box proteinů, který určuje substrátovou specifitu. Nejprve 

jsme sledovali expresi mRNA a proteinů jednotlivých neměnných členů SCF komplexu. 

Počátek syntézy mRNA Cul1 a Skp1 byl detekován u embrya skotu již v 4buněčném a časném 

8buněčném stádiu, což naznačuje nezbytnost těchto transkriptů pro přípravu embrya na EGA. 

Hladina proteinu CUL1 postupně vzrůstala od MII oocytů po stádium moruly a protein byl 

lokalizován především v jádrech, méně v cytoplazmě. Ve stádiu blastocysty byla 

sledována nižší intenzita signálu ve vnitřní buněčné mase (ICM) než v trofoektordermu (TE). 

Hladina proteinu SKP1 signifikantně vzrostla mezi MII a 4buněčným stádiem, následně však 

opět signifikantně poklesla. Tento protein byl lokalizován rovnoměrně rozprostřený 

v cytoplazmě, ve stádiu blastocysty s mírně nižší intenzitou v oblasti ICM. V hladinách 

proteinu RBX1 nebyl detekován žádný statisticky významný rozdíl, i jeho lokalizace 

v cytoplazmě byla po celý vývoj nezměněná. Aktivní SCF komplex, který je určen vazbou Cul1 

na Skp1, byl rovnoměrně rozložen v průběhu celého preimplantačního vývoje. Ve stádiu 

blastocysty však byla jeho aktivita znatelně nižší v oblasti ICM než v oblasti TE. 



 
 

K inhibici SCF ligáz jsme použili MLN4924, což je inhibitor neddylací aktivovaných 

ligáz. Po kultivaci oocytů v tomto inhibitoru nedocházelo k expanzi kumulárních buněk, 

nicméně oocyty byly úspěšně in vitro oplozeny. Po oplození jsme však detekovali signifikantní 

nárůst polyspermie a i následující vývoj do stádia blastocysty byl zhoršený. Opožděný vývoj 

jsme nalezli i při využití inhibitoru MLN4924 ke kultivaci embryí od 4buněčného do pozdního 

8buněčného stádia. U těchto embryí jsme detekovali snížené množství mRNA markerů EGA – 

PAPOLA a U2AF1, což naznačuje opožděnou aktivaci embryonálního genomu. Kultivace 

v MLN4924 vedla ke zvýšení celkového množství proteinů u ošetřených oocytů i embryí, u 

kumulárních buněk se podobný nárůst neprojevil. Pomocí metody western blot jsme sledovali 

hladinu následujících proteinů: SMAD4, ribozomální protein S6, centromerický protein E, P27, 

IκBA, RBM19 a ZAR1. Neobjevili jsme však žádný statisticky významný nárůst v jejich 

množství, který by značil jejich hromadění. U třech proteinů (P27, IκBA, SKP1) jsme při 

western blot analýze všech vývojových stádií nalezli bandy s vyšší molekulární hmotností, než 

bylo očekáváno. Tyto vyšší bandy pravděpodobně naznačují tvorbu komplexů, které mohou 

být pro preimplantační embrya specifické. 

Naše práce prokázala, že SCF ligázy jsou nepostradatelné pro správné zrání oocytů, 

expanzi kumulárních buněk, oplození a časný preimplantační vývoj skotu. 

 

Klíčová slova: preimplantační embrya, aktivace embryonálního genomu, degradace proteinů, 

ubiquitin – proteazomový systém, SCF komplex 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

Characterization of processes necessary for the initiation 

of embryonic genome activation in mammalian 

preimplantation embryos 

Abstract  

 The early preimplantation development is controlled by maternal mRNA and proteins 

synthetized during oogenesis. These reserves are gradually degraded and replaced by 

embryonic transcripts during early embryogenesis. The degradation of maternal mRNA is 

gradual process, which peaks around the major wave of embryonic genome activation (EGA), 

but mechanisms underlying the elimination of maternal proteins remains still unknown. One of 

the most likely way to eliminate maternal proteins seems to be ubiquitin – proteasome system 

(UPS). UPS-based protein degradation is managed by ubiquitin attached to the targeted protein 

(process called ubiquitination) by the cooperation of three enzymatic complexes: E1, E2 and 

E3 enzymes. E3 enzymes are responsible for protein specificity and final binding of ubiquitin 

to the target protein.  

 These thesis is focused mainly on a detailed study of SCF (Skp1-Cul1-F-box) complex, 

one of the most common E3 ubiquitin-ligases. The SCF complex is composed by three invariant 

members: Cul1, Skp1, Rbx1 and one member from the F-box family, which determines the 

substrate specificity. At first, we observed the expression of mRNA and proteins of all three 

invariable members. Cul1 and Skp1 mRNA synthesis was detected at the four-cell and early 

eight-cell stage respectively, which suggests that these transcripts are necessary for preparing 

the embryo for EGA. CUL1 protein level increased gradually from MII oocytes to the morula 

stage embryos and protein was localized primarily to nuclei and to a lesser extent to the 

cytoplasm with a lower signal in the inner cell mass (ICM) compared to trofoectoderm (TE) at 

the blastocyst stage. The level of the SKP1 protein significantly increased from MII oocytes to 

four-cell stage embryos, but then significantly decreased again. The localization of the SKP1 

protein was analysed throughout the cell and staining was less intensive in the ICM at the 

blastocyst stage.  There were no statistical differences in RBX1 protein level and this protein 

was localized in cytoplasm during all preimplantation development without changes. The active 

SCF complex, which is determined by the interaction of Cul1 and Skp1, was found throughout 

the whole embryo during preimplantation development. The signal of active complex was less 

intense in the ICM than in the TE. 



 
 

 After the SCF ligases inhibition by cultivation in MLN4924, inhibitor of neddylation 

controlled ligases, we found no cumulus cells expansion, however oocytes were able to be in 

vitro fertilized. After fertilization we detected significantly higher rate of polyspermy and 

deteriorated embryonic development. After treatment with MLN4924 from the four-cell to late 

eight-cell stage, we found a statistically significant delay in their development. We found 

reduced levels of mRNA of EGA markers – PAPOLA and U2AF1, which indicated delay in 

embryonic genome activation.  The cultivation with MLN4924 caused a significant increase in 

protein levels in MLN4924-treated oocytes and embryos, no such change was found in cumulus 

cells. To detect, which proteins are affected by MLN4924 treatment, we performed western 

blot analysis of selected proteins: SMAD4, ribosomal protein S6, centromeric protein E, P27, 

IκBA, RBM19 and ZAR1. No statistically significant increase in protein levels was detected in 

either treated oocytes or embryos.  However, we found bands of higher molecular weight than 

expected in three proteins (P27, IκBA and SKP1) after western blot analysis of all 

developmental stages. These higher bands can indicate complexing of proteins specific for 

preimplantation embryos.  

 Our study showed that SCF ligases are necessary for the correct maturation of oocytes, 

cumulus cells expansion, fertilization, and early preimplantation development of cattle.  

 

Key words: preimplantation embryos, embryonic genome activation, protein degradation, 

ubiquitin – proteasome system, SCF complex  



 
 

Obsah 

1. Úvod .................................................................................................................................... 1 

2. Literární přehled .................................................................................................................. 2 

2.1. Oplození ....................................................................................................................... 2 

2.2. Preimplantační vývoj ................................................................................................... 3 

2.2.1. Aktivace embryonálního genomu (EGA) ............................................................. 5 

2.3. Degradace maternálních mRNA .................................................................................. 7 

2.4. Degradace maternálních proteinů ................................................................................ 9 

2.4.1. Ubiquitin – proteazomový systém (UPS) ............................................................. 9 

2.4.2. SCF komplex ...................................................................................................... 13 

2.4.3. Další způsoby degradace proteinů – autofagie, endocytóza ............................... 15 

2.5. Degradace vybraných proteinů v průběhu oogeneze a preimplantačního vývoje ...... 16 

3. Hypotéza a cíle .................................................................................................................. 18 

4. Publikované práce ............................................................................................................. 19 

4.1. Charakterizace SCF komplexu v průběhu preimplantačního vývoje skotu ............... 19 

4.2. Inhibice Skp1-Cullin-F-box komplexů v průběhu zrání oocytů a preimplantačního 

vývoje skotu vede k opožděnému vývoji embryí .................................................................. 52 

4.3. Exprese proteinů SKP1, P27 a IκBα u preimplantačních embryí skotu .................... 65 

4.4. Degradace maternálních proteinů jako opomíjená součást embryonálního vývoje ... 69 

5. Sumární diskuze ................................................................................................................ 95 

6. Závěr ................................................................................................................................ 102 

7. Seznam zkratek ................................................................................................................ 103 

8. Seznam použité literatury ................................................................................................ 106 

9. Seznam obrázků ............................................................................................................... 120 

10. Přílohy .......................................................................................................................... 121 

10.1. Příloha k článku Charakterizace SCF komplexu v průběhu preimplantačního vývoje 

skotu……………………………………………………………………………………… 121 

10.2. Příloha k článku Inhibice Skp1-Cullin-F-box komplexů v průběhu zrání oocytů a 

preimplantačního vývoje skotu vede k opožděnému vývoji embryí ................................... 124 

 

 



1 

 

1. Úvod 

V posledních letech zažívá odvětví biotechnologie a in vitro oplození (IVF) prudký 

rozvoj. Nejnovější poznatky jsou využívány nejen v zemědělství, ale také ve zdravotnictví 

v oblasti asistované reprodukce. Porozumění mechanizmům a událostem probíhajícím 

v časném embryonálním vývoji je pro další pokrok stěžejní. V průběhu preimplantačního 

vývoje savců se setkáváme s několika kritickými ději, které jsou pro další vývoj klíčové. Mezi 

tyto procesy patří především aktivace embryonálního genomu a následná diferenciace embrya. 

Preimplantační vývoj člověka a skotu se do značné míry podobají, proto jakýkoliv nový 

poznatek týkající se bovinního embryonálního vývoje může sloužit ke zdokonalení nejen 

zemědělské produkce, ale také humánní asistované reprodukce. 

Během oplození musí dojít ke spojení dvou vysoce specializovaných gamet, které 

vytvářejí kompletně nový organizmus. V počátečním úseku vývoje je genom transkripčně 

inaktivní, aby umožnil přeprogramování zygoty do totipotentního stavu. Postupně dochází k 

aktivaci embryonálního genomu, vývoj začíná být kontrolován embryem a maternální zásoby 

jsou nahrazovány embryonálními. I přes desítky let aktivního výzkumu embryonálního vývoje 

řady modelových organizmů, chybí úplné porozumění všech mechanizmů, které řídí přechod k 

embryonální kontrole vývoje a úspěšnou aktivaci embryonálního genomu.  

Časný embryonální vývoj je řízen maternálními mRNA a proteiny. Ty jsou 

syntetizovány v průběhu oogeneze a následně využívány v počátečních stádiích embryogeneze. 

Během následujícího vývoje jsou maternální rezervy postupně nahrazovány embryonálními. 

Degradace maternální mRNA je postupný proces, který vrcholí v období okolo hlavní vlny 

aktivace embryonálního genomu (EGA). Způsob, kterým jsou z embrya odstraněny maternální 

proteiny, však doposud nebyl objasněn. Odstranění maternálních proteinů je pravděpodobně 

pro následující vývoj důležité, podobně jako odstranění maternální mRNA. Jejich degradace 

ale patrně nebude tak rychlá a některé proteiny by mohly být zachovány i po EGA. Jedním z 

nejpravděpodobnějších způsobů odstranění maternálních proteinů se jeví degradace pomocí 

ubiquitin – proteazomového systému (UPS).  Prozatím však není příliš jasné, které enzymy 

tohoto systému se na jejich degradaci podílejí, a proto je v tomto směru nutný ještě další 

výzkum. 
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2. Literární přehled 

2.1. Oplození 

 Embryonální vývoj všech savců začíná splynutím haploidní spermie s haploidním 

oocytem za vzniku diploidní jednobuněčné zygoty. Kontaktem se spermií oocyt znovuobnoví 

meiózu zastavenou v  metafázi II (MII) druhého meiotického dělení a vstoupí do interfáze. 

Spermie poskytne svou DNA k tvorbě samčího prvojádra. Ostatní součásti spermie, jako jsou 

mitochondrie, prekurzory mikrotubuly-organizujícího centra a další buněčné komponenty, 

pravděpodobně nehrají v oplození a dalším embryonálním vývoji žádnou významnou roli 

(Saunders et al. 2002). Oocyt je zodpovědný za rozpoznání spermie, prevenci polyspermie, 

remodelaci paternálního genomu, aktivaci embryonálního genomu a samotný přechod 

z maternální na embryonální kontrolu vývoje (Li et al. 2013). Po dokončení meiózy a vzniku 

1buněčného embrya, tzv. zygoty, dojde k replikaci paternální i maternální DNA a první buněčné 

dělení je pozorováno přibližně 24 hodin po oplození (Laurincík et al. 1998). 

 Spermie během průchodu reprodukční soustavou samice podstupují metabolické 

a enzymatické změny a změny ve schopnosti vázat se na vrstvu zona pellucida (ZP) (Mújica et 

al. 2003). Tyto procesy se nazývají kapacitace a akrozomální reakce a u skotu trvají přibližně 

6 hodin. Pod kapacitaci spadají především enzymatické a strukturální modifikace akrozomu a 

přední části hlavičky spermie. Patří sem zvýšení propustnosti membrány pro vápník, 

modifikace struktury membrány a přeměna proakrozinu na akrozin. Kapacitace se stimuluje při 

vstupu spermie do reprodukčního traktu. Akrozomová reakce zahrnuje fúzi membrány spermie 

a akrozomu a formaci otvorů, kterými se mohou uvolňovat enzymy akrozomu a následně 

rozrušit mezibuněčné spoje buněk obklopující oocyt. Díky tomu se spermie dostane do přímého 

kontaktu s membránou vajíčka a může dojít k samotnému splynutí membrán (Ball & Peters 

2008). 

 Po kontaktu spermie dojde v oocytu k vypuštění intracelulárních Ca2+ iontů, které 

oscilují v cytoplazmě oocytu (Saunders et al. 2002). Tato oscilace spustí řadu změn souhrnně 

označovaných jako aktivace oocytu. Mezi tyto procesy patří exocytóza kortikálních granul, 

polyspermický blok tvořený vrstvou zona pellucida a znovuobnovení buněčného cyklu (konec 

druhého meiotického bloku) (Kline & Kline 1992). Základem oscilace vápenatých kationtů je 

uvolňování z intracelulárních zásob, které zprostředkovává inozitoltrisfosfát (IP3). Ten vzniká 

hydrolýzou z fosfatidylinositol-4,5-bisfosfátu (PIP2) pomocí PLCζ, konkrétního druhu 

fosfolipázy C, která je specifická pro spermie. PLCζ difunduje do vajíčka po splynutí membrán 
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spermie a oocytu (Schultz 2005). Dále nastává blok polyspermie, což je několikastupňový 

proces, který je primárně realizován na dvou úrovních – pomocí plasmatické membrány oocytu 

a vrstvou zona pellucida. Na plazmatické membráně oocytu se vyskytuje receptor Juno, který 

je schopný se vázat na samčí protein IzumoI vyskytující se na povrchu kapacitované spermie. 

Při oplození dojde k jejich vzájemné vazbě a následnému odstranění receptorů Juno z povrchu 

oocytu. Díky tomu je zabráněno vazbě dalších spermií, potažmo vzniku polyspermie (Bianchi 

et al. 2014). Dalším způsobem zamezení polyspermie je pomocí vrstvy zona pellucida. ZP je 

mimo blokování polyspermie důležitá i pro rozeznání druhově specifických spermií, brání 

rozptylu blastomer, ochraňuje embryo během časného vývoje a usnadňuje jeho průchod 

vaječníkem (Vanroose et al. 2000). Obecně se ZP skládá pouze z několika vysoce-

modifikovaných glykoproteinů: ZP1, ZP2, ZP3 a ZP4, jejichž zastoupení se u jednotlivých 

druhů může lišit. U skotu nebo člověka jsou zastoupeny všechny z uvedených proteinů, ale 

například u myši chybí ZP4, protože v jeho genu se vyskytuje několik stop kodonů (Lefièvre et 

al. 2004). U skotu tedy nalezneme ZP1, ZP2, ZP3-α, ZP3-β a ZP4 (Topper et al. 1997). Každý 

z těchto glykoproteinů plní jinou funkci. ZP3-α je receptorem spermie, ZP2 slouží jako 

sekundární receptor spermií reagující s akrozomem. Po fúzi spermie a oocytu dochází 

k modifikacím ZP2 a ZP3 proteinů v následku exocytózy kortikálních granulí oocytu, díky 

kterým blokují tyto glykoproteiny polyspermii (Vanroose et al. 2000; Li et al. 2013). 

Polyspermie je pro časná embrya letální (Li et al. 2013).  

2.2. Preimplantační vývoj  

Časný embryonální vývoj je velice složitý a striktně regulovaný proces, během kterého 

se diferenciovaný oocyt přemění na totipotentní blastomery, které tvoří embryo v počátcích 

vývoje. Krátce po průniku spermie do oocytu dochází k obnovení meiózy a formuje se samčí a 

samičí prvojádro (Barnes & Eyestone 1990). První buněčné cykly po oplození jsou rychlé 

z důvodu chybějících nebo velmi krátkých G fází. Jednotlivé blastomery nerostou, syntéza 

proteinů je omezená a embryo využívá převážně zásoby nasyntetizované a uložené již 

v průběhu oogeneze. Na rozdíl od nižších obratlovců je však počáteční dělení savčího embrya 

pomalejší. Zatímco Xenopus laevis či Drosophila melanogaster jsou schopni prodělat několik 

prvních dělení během 3 hodin po oplození (hpf), první dělení savců se objevuje zhruba 18-36 

hpf a následující dělení přibližně každých 12 – 24 hodin až do stádia blastocysty (Jukam et al. 

2017). U savců můžeme pozorovat asynchronní dělení, kdy je možné sledovat v jednu chvíli 

lichý počet blastomer (Gilbert 2000).  
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Ve stádiu 32 buněk začíná u embryí skotu kompaktace a vzniká morula (Van Soom et 

al. 1997). Kompaktace je první morfologický proces vývoje a, spolu s následnou kavitací, je 

řízena expresí faktorů, které ovládají adhezi buněk a diferenciaci trofoektodermu (Watson & 

Barcroft 2001). Během kompaktace se mezibuněčné kontakty mezi blastomerami zvyšují, 

dokud obrysy jednotlivých blastomer nezmizí. Diferenciace trofoektodermu začíná spolu 

s počátkem polarizace buněk vnějších blastomer během kompaktace (Watson & Barcroft 

2001). V tomto období dochází k první specializaci některých buněk a začíná se tvořit vnitřní 

buněčná masa (ICM) a trofoektoderm (TE), ze kterých se následně vytvoří embryonální a 

extraembryonální tkáň. Pro adhezi buněk je nejdůležitější E-kadherin. Embrya s inhibovaným 

E-kadherinem sice kompaktují, ale nevyvinou se z nich blastocysty a následně nezvládají 

opustit ZP (tzv. hatchovat) (Watson & Barcroft 2001). Komunikace mezi jednotlivými buňkami 

je zajištěna díky mezerovým spojům (gap junctions). Jejich přítomnost se však u in vitro a in 

vivo embryí liší. Zatímco v ICM in vivo i in vitro embryí můžeme gap junctions nalézt, 

v trofoektodermu in vivo embryí můžeme tyto spoje nalézt pouze v omezené míře, u in vitro 

embryí gap junctions v oblasti trofoektodermu dokonce úplně chybí. Tyto rozdíly mezi 

jednotlivými oblastmi embryí mohou být dány odlišnými potřebami v komunikaci. Zatímco 

blastomery ICM potřebují intercelulární komunikaci pro koordinaci formování embrya, 

blastomery trofoektodermu slouží především jako epiteliální bariéra, a proto komunikace mezi 

nimi nemusí být tak potřebná (Boni et al. 1999). 

Tvorba blastocoelu nezačne dříve, než embryo dosáhne 64buněčného stádia. In vitro 

blastocysty vznikají však dříve, během 6. buněčného dělení, tzn. mezi 32 a 64buněčným 

stádiem (Van Soom et al. 1997). Tvorba blastocysty je řízena expresí specifických genů 

(Watson & Barcroft 2001). Pro diferenciaci trofoektodermu jsou důležité faktory Eomes, Tead4 

a Cdx2. Naopak pro udržení pluripotence buněk ICM je nutný Oct4, Nanog a Sox2. Objevují 

se zde však mezidruhové rozdíly, kdy například Oct4 můžeme pozorovat kromě ICM také u 

blastomer TE u skotu, prasete nebo člověka (Berg et al. 2011). Buňky trofoektodermu se 

zplošťují a vytváří mezi sebou těsné spoje (tight junctions) (Ducibella & Anderson 1975). 

Buňky TE pumpují pomocí Na/K ATPázy do intracelulárních mezer tekutinu bohatou na 

sodíkové ionty. Přenos iontů pomocí buněk TE hraje důležitou roli pro udržení koncentračního 

gradientu a vytváří tak hnací sílu pro prostup vody pomocí akvaporinů. Voda je nasávána do 

středu embrya a vzniká blastocoel (Bowman & McLaren 1970). Se zvyšujícím se množstvím 

tekutiny uvnitř blastocysty dochází k jejímu zvětšování. Jak blastocysta expanduje, zona 

pellucida se ztenčuje a embryo se postupně přesouvá do dělohy. Embryo skotu vstupuje do 
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dělohy přibližně 4. – 5. den po oplození (Ball & Peters 2008; Valadão et al. 2018). V děloze 

dojde k opuštění ZP a embryo je připravené k implantaci do děložní sliznice, aby mohlo 

přijímat výživu životně důležitou k jeho následujícímu, postimaplantačnímu vývoji (Jukam et 

al. 2017). Embryo skotu se uhnízdí (tzv. implantuje) do dělohy až přibližně 30. den po oplození, 

zatímco embryo člověka již přibližně 9. den a myši již 4. den po oplození (Lee & DeMayo 

2004). U embryí skotu se setkáváme s tzv. elongací blastocysty, tedy s jejím prodlužováním a 

přechod z vejcovitého na vláknitý tvar. Dochází k rychlému vývoji trofoektodermu, který tak 

poskytuje větší plochu pro komunikaci s matkou a transport potřebných živin. Během 

předimplantačním období může blastocysta, v důsledku zvýšení počtu buněk a syntéze 

proteinů, zvětšit svou velikost až tisíckrát a její membrána může zasahovat až do děložních rohů 

(Blomberg et al. 2008). 

2.2.1. Aktivace embryonálního genomu (EGA) 

Během prvních několika hodin po oplození musí diferencované zárodečné buňky – 

oocyt a spermie, splynout a vytvořit totipotentní embryo. Tento proces se nazývá přechod 

z maternální na embryonální kontrolu vývoje (MZT, maternal-to-zygotic transition) a zajistí, 

že je nově vznikající embryo schopno následně diferenciovat své buňky v různé buněčné tkáně. 

Počáteční vývoj a přeprogramování je řízeno především maternálními proteiny a RNA, které 

byly syntetizovány a uloženy v oocytu v průběhu oogeneze. Genom embrya zůstává 

transkripčně neaktivní až do období aktivace embryonálního genomu (EGA). Během EGA 

dochází k rapidnímu nárůstu transkripce a následující vývoj je kontrolován embryonálně. 

Hlavní vlna EGA (major EGA) nastává v druhově specifický čas. U myši se objevuje 

v 2buněčném stádiu, u prasete v 4buněčném (Telford et al. 1990), u člověka ve 4 – 8buněčném 

(Braude et al. 1988) a u skotu v pozdním 8buněčném stádiu (Telford et al. 1990). Neúspěch 

v regulaci načasování aktivace a volbě exprimovaných genů může vést k zastavení vývoje 

embrya (Latham & Schultz 2001). Hlavní vlně embryonální transkripce předchází minoritní 

EGA (minor EGA), kdy je možné ještě v časnějších vývojových stádiích detekovat transkripční 

aktivitu (Obr. 1). U myši byly nové embryonální transkripty nalezeny dokonce již 7 hodin po 

formaci prvojader, přičemž první transkripty byly detekovány v samčím prvojádře během G2 

fáze prvního buněčného cyklu (Aoki et al. 1997). Nejnovější studie naznačují, že počátek 

embryonální transkripce není jednotný proces, ale spíše se objevuje ve vlnách v průběhu 

vývoje. 
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Obr. 1 Embryonální vývoj a aktivace genomu vybraných modelových organizmů. 

 

Obrázek udává průměrné časové intervaly, po kterých embrya dosáhnou daného vývojového stádia v hodinách po 

oplození (hpf). Šipkami je označena embryonální aktivace genomu (minoritní a hlavní – majoritní). Údaje převzaty 

z několika zdrojů (Braude et al. 1988; Telford et al. 1990; Aoki et al. 1997; Holm et al. 1998; Maddox-Hyttel et 

al. 2007; Jukam et al. 2017; Wamaitha & Niakan 2018). 

Aktivace embryonálního genomu je vyvrcholením několika změn, které v embryu 

během časné embryogeneze nastávají. Mezi ně patří degradace maternálních mRNA a proteinů, 

nahrazení maternálních transkriptů (housekeeping genů – např. aktin) embryonálními (Minami 

et al. 2007) a změna struktury chromatinu (Kanka 2003; Vigneault et al. 2009). Degradaci 

maternálních mRNA a proteinů bude věnována samostatná podkapitola. Reprogramování 

embryonální genové exprese je umožněno přístupností RNA polymerázy II k promotorům, což 

je dáno strukturou chromatinu a dostupností transkripčních faktorů (Svoboda 2018).  

Krátce po oplození dochází k výměně paternálních protaminů za histony pocházející 

z cytoplazmy oocytu. Tyto protaminy napomáhaly organizovat DNA spermie do vysoce 

kompaktních struktur (McLay & Clarke 2003). Od tohoto okamžiku můžeme u některých druhů 

pozorovat intenzivní demethylaci paternální DNA (např. u myši nebo prasete) (Mayer et al. 

2000). I u člověka dochází k demethylaci před EGA, což naznačuje, že se methylace může 
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podílet na umlčení embryonálního genomu (Guo et al. 2014). U člověka, stejně tak jako u skotu, 

však dochází pouze k částečné paternální demethylaci (Beaujean et al. 2004). Stejný fenomén 

však není pozorován u jiných druhů. Například DNA králíka nebo ovce zůstává silně 

methylována (Beaujean et al. 2004). Z toho vyplývá, že methylace DNA během EGA není 

konzervovaná mezi jednotlivými druhy (Kelly 2014).  

Dále dochází ke změně mezi některými variantami histonů. Například u myši je 

embryonální varianta histonu H1 přeměněna na somatický během hlavní vlny EGA (Fu et al. 

2003). Embryonální varianta H1 formuje pravděpodobně méně stabilní nukleosomy než 

somatická varianta, díky čemuž se podílí na prostém prostředí časného embrya (Schulz & 

Harrison 2018). Důležitou modifikací histonů je acetylace, která je obecně spojována 

s přístupností chromatinu a aktivní transkripcí. Během MZT acetylace histonů stoupá a souvisí 

s geny aktivovanými během EGA (Li et al. 2014).  

Existují dva obecné názory na mechanizmy regulace aktivace genomu. Prvním z nich je 

teorie „nukleocytoplasmatického poměru“ (N:C ratio) a druhý jsou „maternální hodiny“ 

(maternal-clock). Nukleocytoplazmatický model vychází ze skutečnosti, že v průběhu 

buněčného dělení dochází k nárůstu množství jaderného materiálu, zatímco objem cytoplasmy 

je konstantní. Postupným dělením buněk se tak upravuje N:C poměr a zmírňuje se transkripční 

represe (Lee et al. 2014; Schulz & Harrison 2018). V tomto modelu jako bariéra pro EGA 

figurují maternální faktory, jejichž hladina musí být snižována před nástupem transkripce (Lee 

et al. 2014). Oproti tomu je teorie „maternálních hodin“ nezávislá na počtu buněčných dělení. 

Je založená na postupném hromadění maternálních mRNA (faktorů), které se kumulují 

v latentní formě díky inhibičním RNA-vázajícím proteinům. Aktivaci embryonální transkripce 

ovlivňuje zvýšení množství nebo aktivity maternálních faktorů, které musí dosáhnout určité 

hladiny, aby mohly spustit transkripci (Lee et al. 2014; Schulz & Harrison 2018). Tyto dva 

modely se vzájemně nevylučují a je stále více jasné, že načasování EGA je regulováno více 

koordinovanými procesy (Schulz & Harrison 2018). 

2.3.  Degradace maternálních mRNA 

Jak již bylo zmiňováno výše, raná embryonální stádia jsou řízena převážně 

maternálními zásobami mRNA a proteinů, jejichž přítomnost není po aktivaci embryonálního 

genomu již nadále nutná. Stabilita mRNA je ovlivněna třemi základními rysy: sekvencí mRNA, 

7-methylguanylátovou čepičkou na 5‘ konci a délkou 3‘ poly(A) konce (Yartseva & Giraldez 

2015). Modifikace a sekvence mRNA kódují rozpoznávací místa pro faktory, které pozitivně 
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nebo negativně regulují stabilitu mRNA, translaci a lokalizaci pro umožnění specifické genové 

exprese (Fu et al. 2014). Vazebné faktory vedou buď k endonukleolytickému štěpení z obou 

nechráněných konců mRNA, nebo ke stimulaci deadenylace vedoucí k odstranění čepičky 

některých mRNA (Decker & Parker 1994) a slouží tak jako prostředek regulující rychlost 

degradace mRNA (Wahle & Winkler 2013). Poly(A) konec orientovaný na 3‘ konci mRNA je 

vázaný poly(A)-vazebnými proteiny ke stabilizaci 3‘ konce mRNA (Bernstein et al. 1989) a 

zároveň interaguje s translačním iniciačním faktorem eIF4G navázaným na 5‘ čepičce ke 

stimulaci translace (Weill et al. 2012). mRNA s čepičkou jsou chráněné před rozpadem a její 

hydrolýza může vézt k destabilizaci celé mRNA (Cowling 2009). 

Experimentálně bylo prokázáno, že degradace maternálních mRNA a proteinů 

v koordinaci s EGA je nezbytným krokem pro časný embryonální vývoj myši (Tripurani et al. 

2013). Předpokládá se, že za degradaci maternálních mRNA zodpovídají mikroRNA (miRNA). 

MiRNA jsou rodina malých, jednovláknových nekódujících RNA, které jsou dlouhé 21 – 23 

nukleotidů a jsou evolučně konzervovány (Ambros 2004). Fungují jako negativní regulátory 

genů na posttranslační úrovni. Váží se na 3’UTR region cílové mRNA pomocí párování s jejími 

bázemi a následně mRNA rozštěpí nebo inhibují translaci (Bartel 2004). U myši dochází 

k destabilizaci většiny mRNA před EGA. Zrání oocytu mezi fázemi GV a MII spouští 

destabilizaci téměř 3000 různých mRNA. Tyto transkripty jsou zahrnuty především v produkci 

ATP, například oxidativní fosforylaci a biosyntéze ubiquinonu, které reflektují změny 

v metabolických potřebách oocytu během zrání. Degradace maternálních mRNA během 

maturace oocytu je pečlivě regulovaná. Důkazem toho je, že přes 9200 mRNA zůstává v tomto 

období stabilní (Su et al. 2007). Téměř 2300 maternálních mRNA je odstraněno ihned po 

oplození a dalších téměř 500 mRNA je degradováno v 2buněčném stádiu (Hamatani et al. 

2004). Yokoi et al. (1993) popisují, že v 2buněčném myším embryu lze detekovat pouze 10 – 

20 % mRNA z původního množství mRNA v neoplozeném oocytu. Walser & Lipshitz (2011) 

uvádí, že přibližně 30 % maternálních mRNA je degradováno v průběhu oogeneze myši a 

dalších 30 % je sice v tomto období deadenylováno, ale odstraněno až v čase MZT. Také 

v časném embryonálním vývoji lidských embryí hraje eliminace maternálních mRNA 

nezbytnou roli. Bylo prokázáno, že během druhého dne po oplození je odstraněno asi 1700 

mRNA a mezi druhým a třetím dnem dalších přibližně 700 mRNA (Zhang et al. 2009). Tyto 

výsledky ukazují, že i v lidském vývoji lze objevit dramatické změny ve skladbě mRNA 

objevující se ve vlnách, ve kterých se vždy degradují pouze určité skupiny mRNA (v 

2buněčném stádiu především mRNA kontrolující buněčný cyklus nebo regulující transkripci, 
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v pozdějších stádiích mRNA regulující fosforylaci proteinů nebo buněčnou morfogenezi) (Yan 

et al. 2013). Zdá se, že degradace maternálních mRNA je nezbytná pro následující vývin. U 

některých lidských embryí, která zastavila svůj vývoj, bylo sice možné detekovat EGA, ale 

selhalo u nich snižování exprese maternálních transkriptů (Yartseva & Giraldez 2015). Walser 

& Lipshitz (2011) popisují několik funkcí odstranění maternálních transkriptů. První je 

permisivní a instruktážní funkce, kdy eliminace maternálních mRNA může zprostředkovat 

transkripci jejich zygotických protějšků, umožňující časově a prostorově omezenou kontrolu 

vývoje (De Renzis et al. 2007). Další způsob může být odstranění maternálních transkriptů, 

které byly kriticky nutné v období oogeneze, ale pro následující embryonální vývoj již nejsou 

potřebné (Pan et al. 2005). 

2.4.  Degradace maternálních proteinů  

Jak bylo uvedeno, degradace maternálních mRNA ještě není úplně objasněným úsekem 

embryonálního vývoje, degradace maternálních proteinů je však prozkoumána ještě daleko 

méně. Jako nejpravděpodobnější způsob, kterým dochází k degradaci maternálních proteinů se 

jeví degradace pomocí ubiquitin-proteasomového systému (UPS) a autofagie. Nejnovější 

výzkumy naznačují, že degradace maternálních proteinů během embryonálního vývoje není 

hromadný proces. Pravděpodobně je degradace jednotlivých proteinů spíše kontrolována 

odděleně.  

2.4.1. Ubiquitin – proteazomový systém (UPS) 

 Pomocí UPS dochází k regulované degradaci až 90 % krátkodobých proteinů 

(Ciechanover et al. 1984). Tento způsob degradace je vysoce specifický a je primárně určen 

k degradaci endogenních proteinů. Proteolýza zprostředkovaná UPS hraje důležitou roli ve 

spoustě základních buněčných procesů. Ovlivňuje buněčný cyklus a dělení, diferenciaci a 

vývoj, je zahrnuta v buněčné odpovědi na stres, morfogenezi neuronové sítě, modulaci 

povrchových receptorů buňky, iontových kanálů, opravy DNA, regulaci transkripce, 

dlouhodobé paměti, cirkadiálních rytmech, regulaci imunity a biogenezi organel (Fang & 

Weissman 2004). Defekty v ubiquitinaci jsou naopak spojovány s mnoha onemocněními, mezi 

které patří například vývojové abnormality, neurodegenerativní onemocnění (Alzheimerova 

choroba, Parkinsonova choroba,…), Downův syndrom, rakovina a problémy s autoimunitou 

(Weissman 2001). Na protein, určený k degradaci, je kovalentně navázán ubiquitin, vysoce 

evolučně konzervovaný, 76 aminokyselin dlouhý polypeptid (Fang & Weissman 2004). Takto 

označený protein je následně rozeznán 26S proteazomem a degradován (Glickman & 

Ciechanover 2002). Pro správnou detekci cílového proteinu proteazomem je u eukaryot nutné, 
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aby došlo k polyubiquitinaci, tedy navázání několika ubiquitinů v řadě. Minimální počet 

navázaných ubiquitinů jsou čtyři. V opačném případě, tedy při vazbě méně než čtyř ubiquitinů, 

může být vyvolán funkčně odlišný signál a dojde například ke spuštění endocytózy nebo 

regulaci histonů (Hicke 2001). Záleží také, kde přesně na cílovém proteinu je ubiquitin navázán. 

Pro degradaci proteinu je nezbytné, aby byl ubiqutin vázán na lysinu daného proteinu. 

Weissman (2001) uvádí, že pro odstranění proteinu pomocí proteasomu dochází nejčastěji 

k vazbě na Lys-48 nebo Lys-29. Zatímco vazba na jiném lysinovém zbytku, např. Lys-63 může 

fungovat jako signál pro opravu DNA, endocytózu nebo autofagii (Thrower et al. 2000; Tan et 

al. 2008). Množství proteazomů je regulováno především na transkripční úrovni jeho 

podjednotek (Livneh et al. 2016). Pokles v proteozomální aktivitě vede ke snížení exprese 

mRNA proteozomálních genů a následně i formaci proteazomu de novo (Meiners et al. 2003). 

Proteazomy se v savčích buňkách primárně nachází v cytosolu, ale jsou spojovány i 

s cytoskeletárními elementy, endoplasmatických retikulem, jádrem a plasmatickou 

membránou. Nicméně poměr proteazomů spojovaných s jednotlivými organelami závisí na 

druhu buňky (Wójcik & DeMartino 2003). 

 Degradace v proteazomu je několika stupňový proces a vyžaduje spoluúčast tří 

enzymatických komplexů: E1 – ubiquitin aktivujícího, E2 – ubiquitin konjugujícího enzymu a 

E3 – ubiquitin ligázy (Glickman & Ciechanover 2002). Zatímco můžeme rozeznat pouze jeden 

typ E1 enzymu a něco přes 40 typů E2 enzymů, existuje více než 500 druhů E3 ligáz, které 

umožňují výběr z širokého spektra cílových proteinů (Fuchs 2005). Proces navázání ubiquitinu 

na cílový enzym se nazývá ubiquitinace, detailně je znázorněn na obrázku 2 (Obr. 2) a probíhá 

v následujících krocích: nejprve musí dojít k aktivaci ubiquitinu pomocí E1 enzymu za 

přítomnosti ATP a následné tvorbě E1-ubiquitin komplexu. Tento komplex je rozeznán E2 

enzymy, na které je ubiquitin přenesen. Každý E2 enzym je schopný se vázat s větším 

množstvím E3 enzymů a E3 enzymy jsou zodpovědné za finální volbu cílového proteinu a 

specifičnost. E2 enzym s ubiquitinem je navázán na E3 enzym, který zprostředkuje konečnou 

vazbu ubiquitinu na protein určený k degradaci (Pickart 2001; Weissman 2001). Takto 

označený protein je následně rozeznán 26S proteazomem, velkým proteázovým komplexem. 

26S proteazom se skládá z proteolytického jádra a regulační čepičky (Glickman et al. 1998). 

Substrát je zde rozkládán za přítomnosti ATP a nerozložené polypeptidové řetězce jsou 

přesunuty do katalytického těla proteazomu, kde jsou pomocí proteáz degradovány na krátké 

peptidy (Baumeister et al. 1998). 
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Obr. 2 Schéma ubiquitinace. 

 

Ubiquitinace je katalyzována pomocí enzymů E1, E2 a E3, které zprostředkují navázání molekuly ubiquitinu 

(Ub) na lyzinový zbytek proteinového substrátu. Polyubiquitinový řetězec navázaný na Lys-48 cílového proteinu 

zabezpečuje degradaci pomocí 26S proteazomu. DUB (deubiquitinační) enzymy ubiquitin odstraňují a recyklují 

(převzato a upraveno z Suresh et al. (2016). 

Ubiquitin musí být z cílového proteinu odstraněn ještě před tím, než vstoupí do 

proteolytického jádra proteazomu. Jeho odstranění zabezpečují deubiquitinační enzymy 

(DUBs) dělící se na ubiquitin procesující (UBP) a ubiquitin karboxy-terminální hydrolázy 

(UBH). Obecně lze říci, že UBP odstraňují ubiquitin z polyubikvitinovaných proteinů, zatímco 

UBH odstraňují malé adukty z ubiquitinu a obnovují jeho volné monomery. Tyto 

deubiquitinační enzymy jsou thiol proteázy, které štěpí vazbu mezi ubiquitinem a substrátem 

(Weissman 2001). Tímto způsobem DUBs kontrolují nejen degradaci substrátu, ale také 

recyklaci ubiquitinu k pozdějšímu využití. Bylo prokázáno, že umlčení nebo inhibice DUB 

enzymů ovlivnila preimplantační vývoj (Susor et al. 2010). Opoždění vývoje bylo 

pravděpodobně zapříčiněno především nedostatkem volných monoubiquitinů (Mtango et al. 

2014). Například umlčení USP36, který je důležitý pro vznik ribozomů a zpracování RNA, 

způsobuje snížení translace mRNA u myších morul (Fraile et al. 2018). DUB enzymy hrají 
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důležitou roli i při oplození v ochraně proti polyspermii. Především pak ubiquitin C-terminální 

hydrolázy (UCHLs), které jsou jedny z nejdůležitějších DUB enzymů (Susor et al. 2010). Jejich 

nejvýznamnějšími zástupci jsou UCHL1 a UCHL3, které jsou nezbytné pro normální zrání 

oocytů a oplození (Mtango et al. 2014). Obzvláště UCHL1 je vysoce exprimován v oocytech 

prasete a skotu. Je lokalizován v kortexu oocytu, pravděpodobně z toho důvodu, aby se mohl 

podílet na zrání kortikálních granulí nutných k pozdější ochraně proti polyspermii (Susor et al. 

2010). UCHL3 je lokalizován na dělícím vřeténku a je důležitý pro správné oddělení pólového 

tělíska (Mtango et al. 2014). Nesprávná exprese UCHLs během oogeneze a oplození způsobuje 

abnormální embryonální vývoj, přičemž většina defektů je viditelná během kompaktace moruly 

a formování blastocysty (Mtango et al. 2012). 

Degradace proteinů pomocí UPS reguluje velké množství buněčných procesů, 

zahrnující například remodelaci chromatinu a methylaci H2B (Osley 2004), průběh buněčného 

cyklu a transkripci (Lipford et al. 2005). UPS reflektuje také kvalitu embryí (Mtango & Latham 

2007). Z těchto důvodů se předpokládá, že se UPS podílí i na degradaci maternálních proteinů 

(Verlhac et al. 2010). Není však zatím jasné, které E3 ligázy se na této degradaci podílejí, ani 

to, kdy jsou které substráty odstraňovány.  

Jak již bylo uvedeno, specificitu ubiquitin – dependentní proteolýzy udávají stovky E3 

ligáz, které jsou schopny rozeznat vazebné domény substrátů (Varshavsky 1991). E3 enzymy 

se na základě charakteristických motivů rozdělují do dvou základních rodin: RING a HECT. 

HECT ligázy sami o sobě fungují jako přenašeči ubiquitinu. Jejich katalytická doména formuje 

vazbu s ubiquitinem, aby ho přenesla k vazbě na substrát (Scheffner et al. 1993). RING ligázy 

naopak nemají žádnou katalytickou aktivitu, ale využívají Zn-vazebný RING strukturální 

motiv, aby nasměrovali E2 enzym ke specifickému substrátu (Borden 2000). Pravděpodobně 

nejrozmanitější rodinou jsou RING E3 ligázy, mezi které se u lidí řadí okolo 400 proteinů, 

zatímco HECT domén je přibližně 40 (Hindley et al. 2011). Mezi nejznámější RING ligázy 

patří APC/C (Anaphase Promoting Complex/Cyclosome) a SCF ligázy. SCF (Skp1-Cullin-F 

box) komplex se skládá z proteinu SKP1, CUL1, RBX1 a jednoho zástupce z rodiny F-BOX 

proteinů. Aktivace SCF komplexu je řízena neddylací. Jedná se o posttranskripční modifikaci, 

kterou zprostředkovává ubiquitinu-podobný protein NEDD8. Neddylace je proces velice 

podobný ubiquitinaci. Podílejí se na něm také tři enzymatické komplexy: enzym E1, E2 a E3, 

které zabezpečují aktivaci NEDD8 a jeho přenos a kovalentní vazbu na cílový substrát. Jako 

substráty neddylace byly identifikovány proteiny patřící do rodiny cullinů (Huang et al. 2007), 

přes jejichž modifikaci může NEDD8 ovlivňovat funkci celého SCF komplexu (Pan et al. 
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2004). Inhibice neddylace, potažmo celého SCF komplexu, je obstarána pomocí proteinu 

CAND1 (Cullin-Associated and Neddylation-Dissociated 1 Protein). CAND1 se váže na CUL, 

díky čemuž dochází k odstranění proteinu NEDD8 pomocí COP9/signalozomu, velkého 

multiproteinového komplexu, který má specifickou isopeptidázovou aktivitu (Bornstein et al. 

2006). Vazbou CAND1 dochází k regulaci formace SCF komplexu zabráněním navázání F-box 

proteinů a SKP1 na CUL1. Naopak, neddylace CUL1 způsobuje disociaci CAND1 (Zheng et 

al. 2002a). 

2.4.2. SCF komplex 

 SCF E3 ligázy jsou nejlépe charakterizovanou skupinou RING E3 ligáz obsahujících 

Cullin. Jak již bylo uvedeno, skládají se z Cul1, Rbx1, Skp1 a jednoho zástupce z rodiny F-box 

proteinů (Obr. 3). Cullin1 a Rbx1 vytváří katalytické jádro, které váže příslušný E2 enzym 

s navázaným ubiquitinem. Skp1 slouží jako adaptor umožňující připojení F-box proteinu na 

Cullin1 a F-box protein určuje substrátovou specifitu (Zheng et al. 2002b). 

Obr. 3 Schéma SCF komplexu 

 

SCF komplex složený z Cul1, Rbx1, Skp1 a jednoho zástupce z rodiny F-box proteinů (v tomto případě Skp2 

protein). Na obrázku je znázorněn neaktivní komplex Cul1-Rbx1 inhibovaný vazbou na Cand1. Po navázání 

proteinu Nedd8 (N) dochází k formování komplexu vazbou jeho ostatních členů, E2 enzym přináší ubiquitin (U) a 

na LRR úsek (úsek bohatý na leucin) F-box proteinu nasedá substrát, který je následně ubiquitinován (převzato a 

upraveno z Zhang et al. (2008b). 

Oporou a nosnou jednotkou celého komplexu je Cullin1 (Cul1), který zároveň řídí 

aktivitu celého komplexu vazbou na CAND1 (kdy je SCF komplex neaktivní) nebo NEDD8 

(kdy se CAND1 disociuje, CUL1 se váže na SKP1 a formuje tak aktivní SCF komplex) (Liu et 
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al. 2002). Cul1 je u skotu exprimován ve dvou odlišných formách ze dvou rozdílných genů, 

obou lokalizovaných na chromozomu 4, avšak v odlišných regionech. Jedna forma byla 

identifikována jako embryonální Cul1, který je exprimovaný od pozdního 8buněčného stádia 

po stádium blastocysty. Tato varianta je exprimována v somatických buňkách. Druhá varianta 

je nazývána Cul1-like neboli maternální Cullin1. Je exprimovaný u oocytů ve stádiu MII až po 

embrya v časném 8buněčném stádiu a s embryonální variantou Cul1 sdílí 83 % homologii 

(Kepkova et al. 2011). O funkci Cul1 v průběhu časného embryonálního vývoje savců byly 

publikovány dvě studie. Dealy et al. (1999) a Wang et al. (1999) prokázali nezbytnost Cul1 

v průběhu embryogeneze myši, kdy po jeho inhibici došlo k zastavení vývoje. Pravděpodobně 

se podílí na hatchingu a následujících procesech spojených s uhnízděním embrya v děloze, 

jelikož exprese mRNA Cul1 prokazatelně roste od stádia blastocysty (Hwang et al. 2004). Dále 

hraje roli v diferenciaci buněk trofodermu a vývoji placenty (Zhang et al. 2013). Jeho detailní 

role v časném vývoji však nebyla prozatím specifikována. 

Skp1 (S-phase Kinase-Associated Protein 1) je stabilní protein, který váže katalytické 

jádro SCF komplexu k F-box proteinu (Bai et al. 1996; Skowyra et al. 1997; Zheng et al. 

2002a). Jeho funkce jsou spjaty především s SCF komplexem, jeho exprese je však spojená i 

s rozvojem Parkinsonovy choroby (Mandel et al. 2012; Rhodes et al. 2013) nebo lymfomy (Piva 

et al. 2002). 

Rbx1 (RING Box Protein-1; ROC1, Regulator of Cullins) společně s Cul1 tvoří 

katalytické jádro komplexu. Mimo Cul1 je Rbx1 schopný interagovat i s ostatními culliny (Ohta 

et al. 1999). Obsahuje RING finger doménu, která váže E2 enzym a zprostředkovává neddylace 

Cul (Morimoto et al. 2003). Je zodpovědný za normální progres meiózy u myši a Xenopa 

(Gutierrez et al. 2006; Marangos et al. 2007; Zhou et al. 2013). Jeho umlčení vede k zastavení 

embryonálního vývoje myši, Caenorhabditis elegans a Drosophila melanogaster (Sasagawa et 

al. 2003; Moore & Boyd 2004; Tan et al. 2009; Jia et al. 2011) a způsobuje mezery 

v dvouvláknové struktuře DNA, zastavení buněčného cyklu v G2 fázi, aneuploidii a jeho 

zvýšená exprese byla detekovaná při rakovinném bujení (Jia et al. 2009). 

Univerzálnost SCF ligáz je zajištěna pomocí F-box proteinů, které jsou schopné 

rozpoznávat velké množství substrátů. Rozsáhlost této skupiny dokazuje i skutečnost, že jen u 

lidí bylo popsáno minimálně 38 těchto proteinů (Kipreos & Pagano 2000). F-box proteiny jsou 

krátkodobě žijící proteiny, které jsou destabilizovány jejich inkorporací do SCF komplexu 

(Wirbelauer et al. 2000). F-box proteiny obsahují F-box motiv umožňující interakci s jinými 
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proteiny, díky kterému připojují specifické substráty k ubiquitinačnímu komplexu (Bai et al. 

1996). Mnoho F-box proteinů je schopno interakce s daným substrátem pouze v případě, že byl 

substrát posttranslačně modifikován, což vytváří další způsob regulace degradace proteinů. 

Přestože mezi tyto modifikace nejčastěji patří fosforylace, bylo prokázáno, že některé substráty 

F-box proteinů musí být také acetylované, glykosylované nebo nitrované (Hwang et al. 2010). 

Například degradace cyklinu E pomocí SCFFbw7 komplexu je provedena pouze po předchozí 

fosforylaci (Ye et al. 2004).  

2.4.3. Další způsoby degradace proteinů – autofagie, endocytóza  

Autofagie je, po UPS, druhým nejlépe prozkoumaným procesem k degradaci proteinů. 

Autofagií jsou degradované i dalších molekuly, například lipidy, malé organely a další 

molekuly přítomné v cytoplazmě. Zároveň se podílí i na degradaci maternálních mRNA 

v průběhu časného vývoje (Chi et al. 2017). Dále je autofagie potřebná i pro recyklaci 

aminokyselin potřebných pro de novo syntézu proteinů (Tsukamoto et al. 2008). Celý proces 

degradace začíná vytvořením autofagozomů, do kterých je pohlcena část cytoplazmy. 

Autofagozom následně splyne s lysozomy, ve kterých jsou proteiny degradovány na jednotlivé 

aminokyseliny (Boya et al. 2005). Autofagie je regulovaná hlavně pomocí mTOR a Atg 

proteinů (He & Klionsky 2009). Podílí se i na regulaci proteinů spjatých s pluripotencí – Oct4, 

Nanog a Sox2 (Lee et al. 2011). Vyšší aktivita autofagie pravděpodobně souvisí s vyšší kvalitou 

embryí. Bylo prokázáno, že myší embrya s vyšší aktivitou autofagie měla v 4buněčném stádiu 

vyšší kvalitu (Tsukamoto et al. 2014), prasečí oocyty a bovinní preimplantační embrya 

s indikovanou autofagií vykazovala zlepšení vývojové kompetence (Song et al. 2012; Lee et al. 

2016). Autofagie je propojená s ubiquitinací, jelikož může degradovat proteinové komplexy, 

které nebyly dokonale rozloženy pomocí UPS nebo organelami (Tsukamoto & Tatsumi 2018). 

Jak bylo uvedeno výše, autofagie může být spuštěna i v případě, že se ubiquitin naváže na daný 

lysin. Konkrétně vazba na lysin 63 spustí místo ubiquitinace autofagii, endocytózu nebo opravu 

DNA (Thrower et al. 2000; Tan et al. 2008). Během degradace poničených mitochondrií 

spolupracuje autofagie s E3 ubiquitin ligázami PARKIN a MUL1, které ubiquitinují protein 

membrány mitochondrií. V tomto procestu se stává autofagie selektivní, protože UPS označí 

mitochondrie pro lysozomální degradaci (Rojansky et al. 2016). Dalším případem spolupráce 

těchto dvou systémů je během paternální mitofágie po oplození (Hajjar et al. 2014; Rojansky 

et al. 2016). Autofagie a UPS tak spolu mohou spolupracovat, aby zajišťovali správnou 

degradaci nebo naopak uchování maternálních proteinů v průběhu preimplantačního vývoje.  
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Endocytóza je potřebná pro velkou škálu buněčných funkcí, včetně přenosu 

neuronálních, metabolických a proliferačních signálů, příjem mnoha základních živin a 

regulace buněčné homeostázi (Mellman 1996). Předtím než jsou proteiny degradovány pomocí 

lysozomů, procházejí přes dvě morfologicky a biochemicky odlišné organely – časný a pozdní 

endozom (Geli & Riezman 1998). Lysozomální degradace nemusí být jediným osudem 

internalizovaných proteinů. Mnoho receptorů je z časného endozomu recyklováno zpět do 

plazmatické membrány. V některých specializovaných typech buněk je tato recyklace využita 

také pro prezentaci antigenu nebo recyklaci složek synaptických vezikul (Galan et al. 2001). 

2.5.  Degradace vybraných proteinů v průběhu oogeneze a 

preimplantačního vývoje 

SCF komplex patří mezi nejdůležitější SCF ligázy. Regulací významného množství 

různých substrátů ovlivňuje velkou řadu buněčných procesů. Mezi ně patří například progrese 

buněčného cyklu, přenos signálů, transkripce, DNA replikace, modulace virů, vývoj, 

cirkadiální rytmy a kontrola kvality proteinů (Zhou et al. 2013). Mezi substráty SCF komplexu 

patří například cyklin A, D, E, Cdc25A, p21, p27, p53, c-Jun, IκB, β-catenin, Myc a mnoho 

dalších (Jia et al. 2009). Díky degradaci cyklinu E nebo proteinu p27 se SCF komplex podílí 

na regulaci buněčného cyklu. SCF komplex obsahující FBW7 (tedy SCFFBW7 komplex), který 

patří mezi nejprostudovanější F-box proteiny, degraduje již zmiňované onkogenní proteiny: 

cyklin E, c-Myc, c-Jun a MCL1, což z SCFFBW7 činí jednoho z nejlépe zavedených supresorů 

nádorového bujení (Shimizu et al. 2018). 

SCF komplex se podílí na degradaci některých důležitých faktorů již v období 

oogeneze. Po inhibici RBX1 proteinu dochází k akumulaci Emi1, inhibitoru APC/C komplexu, 

nezbytného pro maturaci myších oocytů. Emi1 je degradován pomocí SCFβTrC komplexu a při 

jeho akumulaci dochází k zastavení vývoje v metafázi prvního meiotického dělení (metafáze I) 

a snížení úspěšnosti vydělení prvního pólového tělíska (Zhou et al. 2013). Jin et al. (2019) před 

nedávnem popsali protein FBXO30, nový člen F-box rodiny, který se hojně vyskytuje 

v počátcích oogeneze myších oocytů. Jeho exprese postupně klesá po metafázi I. Bylo zjištěno, 

že je nezbytný pro oddělování chromozomů, které reguluje pomocí SLBP proteinu (Stem-

Loop-Binding Protein). Při inhibici FBXO30 dochází k hromadění SLBP a následnému selhání 

v segregaci chromozomů (Jin et al. 2019).  

Přestože u myši dochází k velkému poklesu v množství proteinů mezi stádii MII a 

zygotami (Wang et al. 2010), ne všechny proteiny jsou před EGA odstraněny. Některé proteiny 
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jsou uchovávány během celého preimplantačního vývoje (Ohsugi et al. 2008; Toralová et al. 

2012). Aby maternální proteiny přetrvaly během preimplantačního vývoje a mohly např. 

regulovat embryogenezi ještě po EGA, vytvářejí komplexy (Li et al. 2013). Mezi takové 

proteiny patří například proteiny ZP (Zona Pellucida Sperm-Binding Proteins), SCMC 

(Subcortical Maternal Complex) a další (Lu et al. 2017). Jejich exprese je pouze maternální a 

příslušná mRNA je degradována v době EGA, tyto proteiny jsou nicméně skladovány až do 

stádia blastocysty (Bebbere et al. 2016). Další variantou modifikace proteinů je dočasné 

maskování, např. proteinu CENPE během zrání oocytů. Je pravděpodobné, že existuje více 

proteinů, které formují komplexy, jsou maskovány nebo případně jinak modifikovány, aby byly 

uchovány během celého preimplantačního vývoje (Duesbery et al. 1997). Jiné proteiny jsou 

exprimovány během časné embryogeneze beze změny (Allard et al. 2002; Toralová et al. 2009). 

Některé maternální proteiny však musí být z embrya odstraněny, aby následující vývoj mohly 

kontrolovat jejich embryonální verze. Mezi proteiny, které musí být u myši odstraněny před 

hlavní vlnou EGA, patří TAB1 (TGF-beta Activated Kinase 1 Binding Protein). Tento protein 

je z embrya odstraněn pomocí RNF114 (Ring finger protein 114) E3 ubiquitin ligázy a 

v případě jeho nahromadění dochází k zastavení embryonálního vývoje v 2buněčném stádiu 

(Yang et al. 2017). Další proteiny, jejichž degradace před hlavní vlnou EGA je pro další vývoj 

nezbytná, byly nalezeny především u rodu Xenopus. Jedná se například o CDC25A (Shimuta 

et al. 2002), CDC6 (Cell Division Control Protein), Treslin, RecQL4 (Sun et al. 2014) a 

Drf1/DBF4B (Dumbbell-Forming 4) (Collart et al. 2013). U Caenorhabditis elegans pak 

dochází k odstranění proteinů MEI-I a MEI-2. Oba tyto proteiny jsou důležité pro meiotické 

dělící vřeténko. Ihned po dokončení meiózy tak musí být z oocytu odstraněny, aby mohlo 

následně vzniknout velké mitotické dělící vřeténko, které se svou morfologií od toho 

meiotického liší. MEI-I a MEI-II jsou odstraňovány pomocí E3-ligázy obsahující Cul3 

(DeRenzo & Seydoux 2004; Verlhac et al. 2010). Po inhibici UPS nebo jeho součástí u savců 

dochází k opoždění minoritní i hlavní vlny EGA (Shin et al. 2010; Shin et al. 2013; Shimizu et 

al. 2014; Yang et al. 2017). To naznačuje, že degradace proteinů je vysoce specifická a 

odstranění některých z maternálních proteinů je pro další vývoj nezbytné. Zbývá jen určit, o 

které proteiny se jedná a jakým způsobem jsou z embrya odstraněny.  

 

 

 

 



18 

 

3. Hypotéza a cíle 

Hypotéza 

Degradace přinejmenším některých maternálních proteinů pomocí ubiquitin – proteazomového 

systému je nezbytným předpokladem k aktivaci embryonálního genomu (EGA) savců. 

Cíl práce  

Cílem práce byla identifikace dějů, které jsou nezbytné pro správný průběh preimplantačního 

vývoje skotu a zahájení embryonální genomové aktivace. Výzkum se zaměřoval zejména na 

úlohu proteazomového systému, především SCF komplexu, a jeho vliv na degradaci vybraných 

maternálních proteinů skotu.  
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4. Publikované práce 

4.1.  Charakterizace SCF komplexu v průběhu preimplantačního vývoje 

skotu 

Prozatím není jasné, jakým způsobem jsou z embryí odstraněny zbytky maternálních 

proteinů. Předpokládali jsme, že na jejich degradaci by se mohl podílet SCF komplex, který 

patří mezi nejčastější ubiquitin-ligázy zprostředkovávající vazbu ubiquitinu na protein určený 

k degradaci. Hlavním cílem této práce bylo tedy sledování exprese jednotlivých členů SCF 

komplexu a jejich lokalizace v rámci jednotlivých vývojových stádií skotu. Pomocí 

kvantitativní RT-PCR metody byla sledována exprese mRNA Cul1, Skp1 a Rbx1. Exprese 

všech tří neměnných členů SCF komplexu začala v častém 8buněčném stádiu postupně stoupat. 

Pro odhalení, kdy přesně začíná exprese Cul1, Skp1 a Rbx1 z embryonálního genomu byla 

využita  kultivace s α-amanitinem, který inhibuje RNA polymerázu II a způsobí tak zastavení 

transkripce. Exprese Rbx1 mRNA začíná až v pozdním 8buněčném stádiu, avšak exprese Cul1 

a Skp1 se objevuje již v 4buněčném a časném 8buněčném stádiu, což naznačuje jejich důležitost 

pro EGA a následující vývoj. Následně jsme sledovali expresi proteinů jednotlivých členů SCF 

komplexu a jejich lokalizaci v rámci jednotlivých stádií. Množství proteinu CUL1 postupně 

rostlo od MII oocytů po moruly, byl přítomen v jádře a cytoplazmě během celého vývoje. 

Hladina SKP1 rostla od MII po 4buněčné stádium, následně však opět začala signifikantně 

klesat. Protein byl lokalizován v průběhu celého vývoje v cytoplazmě a částečně i v zona 

pellucida. Analýza RBX1 proteinu, i přes pozorovatelný nárůst od MII do 4buněčného stádia a 

následný opětovný pokles, neodhalila žádný signifikantní rozdíl v jeho množství v průběhu 

časného vývoje a protein byl opět lokalizován u všech vývojových stádií.  

Následující částí našeho výzkumu bylo sledování aktivity SCF komplexu během 

preimplantačního vývoje. Pomocí metody PLA (in situ Proximity Ligation Assay), která 

fluorescenčně označí proteiny, které se nachází ve vzdálenosti do 40nm (Bagchi et al. 2015), 

jsme sledovali vazbu proteinu Skp1 na Cul1. Díky jejich vzájemné interakci dojde i k následné 

aktivaci celého komplexu. Mezi jednotlivými embryonálními stádii nebyl zaznamenán žádný 

statisticky významný nárůst v aktivitě tohoto komplexu. Nejintenzivnější signál byl pozorován 

u MII oocytů, ani ten však nebyl oproti preimplantačním embryím signifikantní. Ve stádiu 

blastocysty se však projevilo nerovnoměrná lokalizace aktivního SCF komplexu. V oblasti 

vnitřní buněčné masy byla aktivita tohoto komplexu snížena na rozdíl od oblasti 
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trofoektodermu, což naznačuje důležitou roli SCF komplexu pro formování extraembryonální 

tkáně.  

 

Publikace:  

 Benesova V, Kinterova V, Kanka J, Toralova T. 2016. Characterization of SCF-Complex 

during Bovine Preimplantation Development. PLOS ONE 11(1):e0147096.  

 Benesova V, Kinterova V, Kanka J, Toralova T. 2017. Potential Involvement of SCF-

Complex in Zygotic Genome Activation During Early Bovine Embryo Development. In: 

Lee K. (eds) Zygotic Genome Activation. Methods in Molecular Biology 1605. Humana 

Press, New York, NY. 
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4.2.  Inhibice Skp1-Cullin-F-box komplexů v průběhu zrání oocytů a 

preimplantačního vývoje skotu vede k opožděnému vývoji embryí 

V následujícím výzkumu jsme se zaměřili na inhibici SCF ligáz u oocytů a embryí 

skotu. Nejprve jsme inhibovali SCF komplex pomocí RNA interference. Po injikaci specifické 

dsRNA proti Cul1 bylo množství jeho mRNA signifikantně sníženo. Při kontrole hladiny 

proteinu CUL1 jsme však zjistili, že protein je i nadále u embryí přítomný a je pravděpodobně 

příliš stabilní na to, aby mohl být SCF komplex inhibován touto cestou. Z toho důvodu jsme 

pro další experimenty využili inhibitor MLN4924. MLN4924 (jiným názvem také 

Pevonedistat) je inhibitor SCF ligáz kontrolovaných neddylací, tedy převážně SCF komplexu 

obsahující Cul1, v menší míře dalších SCF ligáz obsahující Cul2, Cul3, Cul4A/B nebo Cul5. 

Byl vyvinut jako potenciální lék proti rakovině (Zhou et al. 2018).  

Abychom zjistili, zda je maternální Cul1 (syntetizovaný v průběhu oogezene) potřebný 

pro oplození a následující embryonální vývoj, byl náš první experiment zaměřen na kultivaci 

GV oocytů v médiu obsahující inhibitor MLN4924. Rozdíly byly patrné již při expanzi 

kumulárních buněk. Kumulární buňky ve skupině ošetřené MLN4924 neexpandovaly, během 

celého zrání se pevně držely na oocytech. Oocyty však byly schopné podstoupit in vitro 

oplození, přestože se signifikantně nižší úspěšností než kontrolní skupina. Popsali jsme také 

statisticky významný nárůst v množství polyspermních embryí po kultivaci v MLN4924 

(51,798 ± 20,721 %) oproti kontrolní skupině (16,52 ± 5,13 %; p=0.016). Při následující 

kultivaci jsme prokázali zhoršení embryonálního vývoje. Embrya po kultivaci v MLN4924 

dosahovala 8buněčného stádia v signifikantně menším počtu a dokonce pouze 8,67 ± 4,59 % 

embryí se vyvinulo do stádia blastocysty (na rozdíl od kontrolní skupiny, kde dosáhlo stádia 

blastocysty 20,99 ± 7,69 % embryí).  

V dalším experimentu byly inhibovány SCF ligázy u preimplantačních embryí. Embrya 

skotu byla kultivována v MLN4924 od 4buněčného do pozdního 8buněčného stádia. Tento čas 

byl zvolen z toho důvodu, že míra degradace maternálních mRNA postupně stoupá a kulminuje 

v období okolo EGA, což u krav odpovídá právě pozdnímu 8buněčnému stádiu. Pokud by 

degradace některých maternálních proteinů pomocí SCF ligáz měla podobný průběh, v tomto 

období by byly SCF ligázy masivně využívány a jejich inhibice by se na následujícím vývoji 

projevila. Inhibitor byl odmyt v pozdním 8buněčném stádiu a embrya byla kultivována až do 

stádia blastocysty. Pouze 26,6 ± 2 % embryí ošetřených MLN4924 bylo schopno dosáhnout 

stádia moruly v porovnání s 57,2 ± 6,98 % kontrolních embryí. 168 hodin po oplození (hpf) 

bylo schopno dosáhnout stádia blastocysty 22,381 ± 10,852 % kontrolních embryí v porovnání 
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s pouze 3,889 ± 4,843 % embryí s inhibovanými SCF ligázami. Některá embrya však byla 

schopná tuto nevýhodu překonat a vyvinout se do blastocyst později, 192 hpf.  

U embryí kultivovaných v MLN4924 jsme sledovali aktivaci embryonálního genomu. 

Zjistili jsme, že aktivace jedněch z nejvýznamnějších markerů EGA (jejich transkripce začíná 

přesně v tomto období a sledováním jeho exprese je tak možné kontrolovat průběh celé 

aktivace) PAPOLA a U2AF1 byla opožděná. To naznačuje, že po inhibici SCF ligáz dochází 

k pozdější aktivaci embryonálního genomu. U těchto embryí jsme následně kontrolovali i 

množství proteinů pomocí BCA metody. Tato metoda slouží k měření koncentrace proteinů 

v porovnání s proteinovým standardem na základě kolorimetrické detekce. Prokázali jsme, že 

u oocytů i embryí po kultivaci v MLN4924 dochází k hromadění proteinů. Abychom odhalili, 

které proteiny se hromadí, vybrali jsme ty nejdůležitější substráty SCF komplexu a sledovali 

expresi jejich proteinů pomocí metody western blot. U sledovaných proteinů se nepodařilo 

prokázat žádné signifikantní navýšení v jejich množství.  

Umlčení SCF ligáz v průběhu maturace oocytu i embryonálního vývoje má negativní 

dopad na expanzi kumulu, oplození, EGA a embryonální vývoj. Dochází k hromadění proteinů, 

které měly být odstraněny v období před aktivací embryonálního genomu, což mohlo mít, 

společně s opožděnou EGA negativní vliv i na následující preimplantační vývoj. Prozatím se 

však nepodařilo prokázat, které proteiny jsou v embryích nahromaděny. K jejich definování 

povede náš následující výzkum a analýza embryí pomocí hmotnostní spektrometrie.  

 

Publikace: 

 Kinterova V, Kanka J, Petruskova V, Toralova T. 2019. Inhibition of Skp1-Cullin-F-box 

complexes during bovine oocyte maturation and preimplantation development leads to 

delayed development of embryos. Biology of Reproduction 100:896–906.  
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4.3.  Exprese proteinů SKP1, P27 a IκBα u preimplantačních embryí skotu 

Jak již bylo naznačeno dříve, není příliš mnoho informací o degradaci maternálních 

proteinů v průběhu preimplantačního vývoje. Předpokládá se, že jejich odstranění nebude tak 

rapidní a obecné jako při degradaci maternální mRNA. Degradace některých proteinů může být 

specifická způsobem, časem i lokalizací. Je pravděpodobné, že některé proteiny mohou být 

v embryu uchovávány i do dalších vývojových stádií. Proti degradaci mohou být ochráněny 

různými způsoby. Mezi ně patří třeba tvorba komplexů, kterou můžeme sledovat například u 

proteinů zona pellucida (Lu et al. 2017), které jsou čistě maternálního původu. Jejich mRNA je 

degradovaná již v průběhu EGA, přestože tyto proteiny jsou nezbytné až do stádia blastocysty. 

Proto je nutné je v embryu ochránit před případnou degradací (Bebbere et al. 2016). Dalšími 

modifikacemi proteinů jsou i různé způsoby dočasného maskování známého například u 

proteinu CENPE během maturace oocytů (Duesbery et al. 1997).   

Při naší analýze exprese různých proteinů v průběhu embryonálního vývoje skotu 

pomocí metody western blot jsme narazili na zajímavý fenomén. Některé proteiny měly větší 

molekulární hmotnost, než bylo očekáváno. Jednalo se o proteiny SKP1, P27 a IκBα. Všechny 

tři proteiny mají přímou souvislost s SCF komplexem. Skp1 je přímo jedním z neměnných 

členů tohoto komplexu (Bai et al., 1996), P27 a IκBα jsou jeho substráty. Pokusy byly se 

stejným výsledkem zopakovány u všech vývojových stádií embryí a následně kontrolovány na 

fibroblastech, kde tyto proteiny vykazovaly standardní velikost. To ukazuje na skutečnost, že 

tyto změny v molekulární hmotnosti mohou být specifické pro preimplantační embrya. Velikost 

molekulární hmotnosti neodpovídala jejich násobkům, proto je zřejmé, že vyšší hmotnost není 

výsledkem polymerizace proteinů.  

Prozatím není jasné, jaký má tento jev vysvětlení. Předpokládáme však, že důvodem 

existence vyšších bandů je právě vytváření komplexů, které mají za úkol je uchránit pro 

postimplantační vývoj před nechtěnou degradací. Je pravděpodobné, že podobný výsledek bude 

nalezen i u dalších proteinů analyzovaných u preimplantačních embryí.  

Publikace: 

 Kinterova V, Petruskova V, Kanka J, Toralova T. 2019. Finding of bands of higher 

molecular weight than expected in three proteins in bovine preimplantation embryos. 

Zygote 27(3):187-189. 
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4.4.  Degradace maternálních proteinů jako opomíjená součást 

embryonálního vývoje 

Ze všech dosavadních poznatků o degradaci maternálních proteinů v průběhu 

preimplantačního vývoje bylo sepsáno review. Degradace maternálních proteinů je pomalejší, 

než degradace maternálních mRNA, s větším důrazem na specifičnost, načasování a 

pravděpodobně i lokalizaci degradace. Zdá se, že zrání oocytů je, v souvislosti s degradací 

maternálních proteinů, nejdůležitějším obdobím pro normální preimplantační vývoj. Degradace 

v průběhu preimplantačního vývoje je taktéž důležitá, nicméně bez správného odstraňování 

proteinů během zrání oocytů nejsou embrya následně schopná normálního vývoje. Pro normální 

preimplantační vývoj je důležitá jak autofagie, tak ubiquitin – proteasomový systém. Není však 

jasné, který systém se podílí na degradaci maternálních proteinů.  

Shromáždili jsme dostupné informace o odstraňování maternálních proteinů u embryí 

savců. Tyto informace jsou však značně omezené, proto jsme do review zařadili i vědomosti 

týkající se nižších živočichů. Naše podklady budou sloužit k následující přípravě 

matematického modelu, který bude umožňovat přenos poznatků z jednoho modelového 

organizmu na druhý. Pro správné porozumění mechanizmů zpracování proteinů během časné 

embryogeneze bude nutné se soustředit zejména na časové období okolo hlavní vlny aktivace 

embryonálního genomu. Toto období je mnohem dokonaleji popsané u nižších živočichů a na 

základě těchto poznatků se zdá, že je do velké míry řízeno degradací proteinů. Pravděpodobně 

nebude docházet k jednotnému, ani rozsáhlému odstraňování proteinů, ale spíše k degradaci 

jednotlivých skupin nebo specifických proteinů. Toto review nám bude sloužit jako základ k 

dalšímu výzkumu této problematiky a ulehčí nám práci na připravovaném matematickém 

modelu, díky kterému budeme schopni určit, jakým způsobem jsou maternální proteiny 

degradovány u embryí skotu. 

 

Publikace: 

 Toralova T, Kinterova V, Chmelikova E, Kanka J. 2019. The neglected part of 

preimplantation development – maternal protein degradation. Cellular and Molecular Life 

Sciences. (v revizi) 
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Figure 1  
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5. Sumární diskuze 

 

Během časného preimplantační vývoje savců probíhá celá řada klíčových dějů, které 

mají za výsledek přeměnu vysoce specializovaných gamet- spermie a oocytu, v totipotentní 

embryo, které je schopné vytvořit úplně nový organizmus. Počáteční část vývoje je řízena 

maternální mRNA a proteiny, které byly nasyntetizovány a uloženy v oocytu již z období 

oogeneze. Tyto zdroje embryo využívá až do chvíle, dokud nedojde k aktivaci embryonálního 

genomu (EGA), kdy začíná transkripce z genomu embrya. Všechny počáteční procesy savčího 

embryonálního vývoje jsou pod maternální kontrolou, patří mezi ně oplození, blok proti 

polyspermii, zpracování paternální DNA, udržení homeostáze a první kroky embryonálního 

vývoje. Bylo zjištěno, že po oplození dochází k postupné degradaci maternálních rezerv. 

Pravděpodobně se jedná o postupný přechod kontroly z uložených maternálních mRNA a 

proteinů k nově aktivovanému embryonálnímu genomu sérií sehraných kroků. Jde tedy o více 

jednotlivých podprocesů, než náhlé radikální změny (Li et al. 2013). 

Maternální mRNA jsou z embrya odstraněny pomocí mikroRNA (miRNA) a jejich 

degradace je pro následující embryonální vývoj myši nezbytná (Tripurani et al. 2013). Většina 

myších mRNA je destabilizovaná již před EGA (Su et al. 2007), přičemž v 2buněčném stádiu 

můžeme detekovat pouze 10 – 20 % původní maternální mRNA (Yokoi et al. 1993). O 

degradaci maternálních proteinů však není doposud příliš mnoho informací. Předpokládá se, že 

i degradace maternálních proteinů je pro další embryonální vývoj nezbytná, nicméně přesný 

mechanizmus ještě není znám. Tento proces však pravděpodobně nebude tak rychlý, jako 

degradace maternálních mRNA a některé proteiny mohou setrvávat i po EGA. Li et al. (2013) 

uvádí, že některé maternální proteiny mohou tvořit komplexy, díky čemuž mohou přetrvat i do 

pozdějších stádií vývoje. Mezi tyto proteiny patří například proteiny zony pellucidy (ZPs), bez 

nichž by embryo v počátku vývoje zaniklo, nebo subkortikální maternální komplex (SCMC) 

(Li et al. 2013). Tyto proteiny jsou v embryu uloženy až do stádia blastocysty, přestože je jejich 

mRNA degradována již v průběhu EGA (Bebbere et al. 2016). Další proteiny mohou být před 

degradací chráněny pomocí maskování, případně jinak modifikovány (Li et al. 2013). Jiné 

maternální proteiny však musí být z embrya odstraněny. Mezi nejpravděpodobnější způsoby 

degradace patří ubiquitin-proteazomový systém. Tomu nasvědčuje i fakt, že krátce po oplození 

je možné u myších zygot detekovat vysoké množství proteinů náležících právě do ubiquitinační 

dráhy, což má pravděpodobně za následek velký úbytek proteinů mezi myšími MII oocyty a 

zygotami (Li et al. 2013). Cílem mé práce bylo objasnění funkce SCF komplexu, jedné 
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z nejvýznamnějších E3 ubiquitin-ligáz, v průběhu preimplantačního vývoje. Jeho funkce je 

důležitá pro transkripci, gametogenezi, replikaci DNA a kontrolu buněčného cyklu (Petroski & 

Deshaies 2005), jeho význam při časné embryogenezi však nebyl doposud objasněn. Nejprve 

jsem se zaměřila na expresi jednotlivých členů SCF komplexu, jejich lokalizaci v rámci 

jednotlivých vývojových stádií a přítomnost aktivního SCF komplexu v průběhu časného 

preimplantačního vývoje. Dynamika exprese mRNA mezi jednotlivými vývojovými stádii 

koresponduje s důležitostí daného genu pro vývoj, přičemž geny aktivované do hlavní vlny 

EGA jsou považovány za nejdůležitější. Umlčení těchto genů může vést k snížení kvality 

vývoje nebo dokonce k jeho úplnému zastavení (Falco et al. 2007; Toralová et al. 2009; 

Salilew-Wondim et al. 2010). Geny spjaté s ubiquitinací jsou převážně aktivovány 

v 8buněčném stádiu (Graf et al. 2014), nicméně naše výsledky prokázaly ještě dřívější aktivaci 

některých členů SCF komplexu. Konkrétně Cul1 a Skp1 se transkribuje již od 4buněčného a 

časného 8buněčného stádia. Transkripce Rbx1 začíná později, během hlavní vlny EGA. Z toho 

vyplývá, že jednotliví členové SCF komplexu mají pro správnou aktivaci embryonálního 

komplexu nepopiratelnou roli. Zejména velmi časný počátek exprese Cul1, který byl detekován 

i u Drosophily (Filippov et al. 2000), dělá z Cul1 nejdůležitějšího člena SCF komplexu. Toto 

je podpořeno i existencí dvou variant Cul1, které jsou transkribovány ze dvou rozdílných genů 

(Kepkova et al. 2011). Embryonální verze Cul1 je transkribována od 4buněčného stádia. 

V tomto stádiu je maternální verze Cul1 ještě detekovatelná, v pozdějších stádiích (od časného 

8buněčného stádia) však maternální forma Cul1 není téměř znatelná a tudíž od tohoto okamžiku 

je embryo plně závislé pouze na embryonální verzi.   

Dále jsme sledovali vazbu mezi CUL1 a SKP1, která signalizuje aktivaci celého SCF 

komplexu. K tomu jsme využili Duolink in-situ PLA metodu, která je schopná detekovat signál 

v případě, že se dva hledané proteiny pohybují ve vzdálenosti maximálně 40 nm, tedy pokud 

interagují. Pozitivní PLA signál byl objeven u všech vývojových stádiích v podobné intenzitě. 

Nejvyšší aktivita byla detekována u MII oocytů, kde je náležitá degradace proteinů nezbytně 

důležitá pro správné zrání oocytu, nicméně ani tento rozdíl v intenzitě signálu nebyl statisticky 

významný. Za nejdůležitější ubiquitin-ligázu pro meiotické zrání se považuje APC/C 

(Karabinova et al. 2011). Bylo však zjištěno, že degradace mitotického APC/C je kontrolována 

pomocí SCF komplexu (Guardavaccaro et al. 2003), což vede k hypotéze, že SCF komplex by 

mohl hrát podobnou roli i v průběhu meióze. Pomocí PLA analýzy u embryí ve stádiu 

blastocysty byl objeven velký nepoměr v přítomnosti signálu mezi ICM a TE blastomerami. 

Téměř žádný signál nebyl objeven v ICM, zatímco v TE blastomerách byl signál velmi 

intenzivní. S tímto objevem se shodují i výsledky (Sutovsky et al. 2001), kteří prokázali, že 
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v oblasti TE dochází k radikální proteolytické degradaci pomocí ubiquitinu mající vliv na 

pozdější formování extraembryonální tkáně. Vyšší aktivitu SCF komplexu v trofoektodermu 

podporují také naše výsledky, kdy CUL1 byl ve stádiu blastocysty detekován obzvláště 

v jádrech a také především v oblasti TE. To je v souladu s výsledky (Lee et al. 2003), kteří 

prokázali důležitou roli Cul1 pro tvorbu trofoektodermu a placenty. Překvapivě však rozdíly 

v aktivitě SCF komplexu nebyly potvrzeny množstvím proteinu žádného z našich tří 

zkoumaných genů. Cullin1 je považován za limitní faktor pro aktivitu SCF komplexu (Liu et 

al. 2002), nicméně hladina CUL1 postupně rostla od MII oocytu do pozdního 8buněčného 

stádia a následně zůstala stabilní do stádia moruly. PLA signál, který byl nejvyšší u oocytů 

v MII stádiu, následně znatelně (avšak nesignifikantně) klesl v 4buněčném stádiu a zůstal stejný 

do stádia moruly. Výsledky lokalizace proteinů, PLA signál ve stádiu blastocysty, změna 

hladiny proteinů a aktivita SCF komplexu naznačuje, že všechny tři základní komponenty SCF 

komplexu mohou mít i další funkce nezávislé na SCF komplexu. To potvrzuje i fakt, že Rbx1 

může interagovat i s ostatními členy rodiny cullinů a tak může být i součástí jiných komplexů 

(Piva et al. 2002). Exprese proteinu i mRNA Rbx1 nesouhlasí expresním profilům dalších dvou 

neměnných členů SCF komplexu- Cul1 a Skp1. Rbx1 je pro funkčnost SCF komplexu nezbytný 

a po jeho umlčení je celý komplex neaktivní (Zhou et al. 2013), exprese proteinu RBX1 

nekoreluje s aktivitou SCF komplexu. To částečně platí i pro zbývající dva proteiny, i přes to, 

že všechny dosud známé funkce Cul1 jsou spjaty s SCF komplexem. Skp1 zastává i jiné funkce 

(mimo SCF komplex), ale ty byly prozatím objeveny jen u nižších organismů (Zhang et al. 

1995). Této teorii nasvědčuje i existence komplexů Skp1, které se objevují jako vyšší bandy po 

western blot analýze.  

Profily exprese členů SCF komplexu, existence dvou forem Cul1 a aktivita SCF 

komplexu během celého preimplantačního vývoje ukazuje nezbytnost SCF komplexu pro 

preimplantační vývoj skotu. Z toho důvodu jsme se rozhodli pokračovat ve studiu této 

problematiky a rozšířit základní povědomí o roli SCF komplexu v časné embryogenezi o další 

poznatky. Dalším krokem bylo umlčení SCF komplexu. K tomu jsme využili inhibitor 

MLN4924 (také známý jako Pevonedistat), který inhibuje SCF ligázy řízené neddylací. Mezi 

ně patří primárně SCF ligázy obsahující Cul1, nebo v menším měřítku další komplexy 

obsahující zbývající culliny (Cul2, Cul3, Cul4 nebo Cul5). Inhibitor MLN4924 se primárně 

používá jako lék proti rakovině, tudíž je většina výzkumů jeho účinku soustředěná na rakovinné 

buňky (Zhou et al. 2018). První volbou pro umlčení SCF komplexu bylo použití RNA 

interference (čímž by mělo dojít k inaktivaci celého SCF komplexu), tedy mikroinjikace 

dsRNA do zygot. Ačkoliv je tato metoda pro dané účely běžně využívána, po umlčení mRNA 
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Cul1, zůstával protein CUL1 stabilní a přítomný bez jakékoliv změny. Z toho důvodu byla 

zvolena inhibice pomocí MLN4924 jako vhodnější alternativa.  

Nejprve jsme zjišťovali, jaký dopad bude mít deaktivace SCF komplexů na zrající 

oocyty. Oocyty byly kultivovány v MLN4924 od GV stádia po stádium MII. Již během tohoto 

období byly pozorovány očividné změny v morfologii kumulárních buněk. Zatímco u 

kontrolních oocytů byly kumulární buňky expandované a po oplození následně začaly ze zygot 

opadávat, u inhibovaných oocytů nebyl podobný průběh zaznamenán. I přes vliv kultivace 

v inhibitoru na expanzi kumulu se však neprojevil žádný statisticky významný nárůst v obsahu 

celkového proteinu u buněk kumulu oproti kontrolám. Role ubiquitin-proteazomového systému 

v expanzi kumulu ještě není příliš objasněna. Yi et al. (2008) však uvádí, že po kultivaci oocytů 

v inhibitoru MG132 po dobu 22 hodin, žádný oocyt nedosáhl MII stádia. Na rozdíl od inhibitoru 

MG132, který inhibuje aktivitu celého proteazomu, MLN4924 inhibuje pouze aktivaci SCF 

komplexů. To je pravděpodobně důvodem, proč téměř 74% oocytů ošetřených MLN4924 

mohlo být oplozeno. Úspěšný vznik diploidních zygot však bylo zaznamenáno jen u 40,3 % 

případů, na rozdíl od 80 % diploidních kontrolních zygot. Předpokládáme, že vyšší procento 

polyspermie bylo výsledkem nefunkční exocytózy kortikálních granulí. Jejich exocytózu 

zajišťují proteiny vrstvy zona pellucida a jejich absence způsobená inhibicí deubiquitinačních 

enzymů (DUB) UCHL1 způsobuje nárůst v polyspermii (Susor et al. 2010). To naznačuje, že 

degradace pomocí SCF ligáz při ochraně proti polyspermii kooperuje s UCHL1 nebo dalšími 

DUB enzymy.  

Když jsme sledovali vývojovou kompetenci embryí vzniklých z oocytů kultivovaných 

v MLN4924, nalezli jsme statisticky významně opoždění vývoj v porovnání s kontrolami. 

Nejvíce signifikantní rozdíl byl patrný u embryí v 8buněčných stádiích a síla významnosti 

v dalších stádiích klesala. Podobný výsledek měla i kultivace embryí v MLN4924 od 

4buněčného do pozdního 8buněčného stádia, kde jsme nalezli významné rozdíly u embryí ve 

stádiu moruly a blastocysty (168 hpf) v porovnání s kontrolami. Pozdější kultivací byly však 

statisticky významné rozdíly snižovány, a přestože u blastocyst 192hpf byly rozdíly ještě 

patrné, již nebyly signifikantní. To naznačuje, že některá embrya jsou schopná překonat 

nevýhodu v podobě kultivace v MLN4924 a vyvinout se v blastocysty o 24 hodin později. 

Předpokládáme, že embrya byla zastavena ve svém vývoji v 8buněčném stádiu a po přenosu do 

čistého, MLN4924 neobsahujícího média byla schopna po pár hodinách ve svém vývoji 

pokračovat. Z našich výsledků vyplývá, že aktivita SCF komplexu je více důležitá pro zrání 

oocytů než během časné embryogeneze, když po kultivaci GV-MII oocytů v MLN4924 byl 

následující embryonální vývoj horší, než při inhibici až od 4 do pozdních 8buněčných stádií. 



99 

 

Zpožděný vývoj embryí může být daný redukcí hladiny množství mRNA EGA markerů 

PAPOLA a U2AF1A. Hladina markeru eiF1A nebyla signifikantně změněna. Geny, které se 

podílí na ubiquitinaci proteinů jsou u skotu aktivovány v 8buněčném stádiu (Graf et al. 2014), 

tedy ještě před hlavní vlnou EGA. Opožděná aktivace embryonálního genomu se projevila také 

u myších embryí kultivovaných s MG132 (Shin et al. 2010). Náš výzkum prokázal také 

opožděnou EGA a naznačuje tak, že degradace pomocí SCF komplexu je pro preimplantační 

vývoj důležitá. V průběhu našich experimentů však nedocházelo k opoždění aktivace eiF1A, 

což se s výsledky Shin et al. (2010) rozchází. Vyplývá z toho, že pro normální funkci EGA je 

potřebná kooperace více částí ubiquitin-proteozomového systému.  

Přestože jsme neprokázali signifikantní nárůst celkového množství proteinů u 

kumulárních buněk, nalezli jsme statisticky významný nárůst v množství proteinů u 

inhibovaných oocytů i embryí. Z toho vyplývá, že po inhibici SCF komplexu nedochází 

k degradaci některých proteinů a ty jsou následně v oocytu/embryu hromaděny. Testovali jsme 

několik substrátů SCF komplexu (SMAD4, RPS6, CENPE, IκBA, P27) (Yaron et al. 1998; 

Tsvetkov et al. 1999; Wan et al. 2004; Liu et al. 2006; Xiao et al. 2015) a další proteiny na 

základě jejich exprese v průběhu preimplantačního vývoje (RBM19, ZAR1) (Pennetier et al. 

2004; Bebbere et al. 2008; Zhang et al. 2008a) pomocí metody western blot. V žádným 

z uvedených proteinů se však nepovedl prokázat statisticky významný nárůst. Zhang et al. 

(2015) a Tong et al. (2017) prokázali hromadění proteinu P27 po použití inhibitoru MLN4924 

na buněčné kultury. Yang et al. (2017) po inhibici E3 ligázy RNF114 u myších embryí objevili 

nárůst pouze jednoho proteinu- TAB1 (TGF-beta activated kinase 1), přestože testovali přes 

9000 proteinů. To naznačuje, že se degradace proteinů během maturace oocytů a 

preimplantačního vývoje řídí striktními pravidly. U preimplantačních embryí je nutné, aby 

maternální rezervy mRNA a proteinů vydržely alespoň do stádia, ve kterém dochází k aktivaci 

embryonálního genomu. Proto předpokládáme, že SCF komplexy by mohly být zapojeny do 

degradace zmiňovaných proteinů, ale jejich degradace by mohla být omezená pouze na 

specifický čas nebo místo, podobně jako existence translačních hotspotů během maturace 

oocytů (Susor et al. 2015). Překvapivě jsme objevili signifikantní snížení proteinu SMAD4 u 

MII oocytů inhibovaných MLN4924 v porovnání s kontrolami. Předpokládáme, že tento pokles 

může být spjat s atypickou maturací ošetřených oocytů a kumulárních buněk, jelikož knockout 

Smad4 genu je spojený s poškozením kumulárních buněk myši (Pangas et al. 2006). 

Během testování jednotlivých proteinů metodou western blot jsme narazili na zajímavý 

fenomén. Jak bylo zmiňováno již při hodnocení výsledků exprese proteinu SKP1, u dalších 

dvou zmiňovaných proteinů (P27 a IκBA) jsme objevili bandy s vyšší molekulární hmotností, 
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než bylo očekáváno. Tyto bandy nebylo možné rozpustit použitím dithiothreitolu nebo vyšší 

teploty (var po dobu 5 min). Pro kontrolu byly použity buňky fibroblastů, u kterých se žádné 

vyšší bandy nepotvrdily. To naznačilo, že bandy s vyšší molekulární hmotností by mohly být 

specifické pro preimplantační embrya. Je známo, že proteiny embryí mohou mít rozdílné 

izoformy (Tay et al. 2006), nicméně velké rozdíly v molekulární hmotnosti toto vysvětlení 

nepotvrdily. Zároveň nešlo o polymerizaci, jelikož velikost bandů neodpovídala násobkům 

předpokládaných hodnot. Předpokládáme, že tyto bandy by mohly být komplexy proteinů, které 

vznikly, aby je ochránily před předčasnou degradací pro vyšší vývojová stádia (pravděpodobně 

postimplantační). Domníváme se, že podobné výsledky by mohly být potvrzeny i u jiných 

proteinů, zbývá však určit, jaký význam tyto bandy s vyšší molekulární hmotností mají. 

Analýza exprese jednotlivých členů SCF komplexu prokázala jejich nezbytnost pro 

normální preimplantační vývoj. Zejména časná aktivace Cul1 a Skp1 naznačila jejich 

nepostradatelnost pro správnou EGA. Ubiquitinace zprostředkovaná SCF komplexem je 

v přibližně stejném zastoupení v průběhu celého preimplantačního vývoje. Ve stádiu 

blastocysty se však jeho aktivita koncentruje do trofoektodermu. Srovnání množství 

jednotlivých proteinů a aktivity SCF komplexu spolu vzájemně nesouhlasí. V MII stádiu jsou 

proteiny exprimovány na nejnižší hladině, ale SCF komplex je v tomto stádiu nejaktivnější. To 

však neznamená, že úroveň exprese proteinu neovlivňuje SCF komplexem zprostředkovanou 

ubiquitinaci, jak prokázal již Piva et al. (2002).  

Prokázali jsme, že SCF ligázy jsou pro normální maturaci oocytů, expanzi kumulárních 

buněk a správný preimplantační vývoj embryí skotu nezbytné. Přestože jsme našli nárůst 

v celkovém množství proteinů u oocytů i embryí s inhibovanými SCF ligázami, neobjevili jsme 

žádný protein, který by byl tímto nárůstem ovlivněn. Na zjištění, které proteiny se u embryí 

hromadí, bude v následujících pokusech použita hmotnostní spektrometrie. To však bude 

vyžadovat nashromáždění velkého množství inhibovaných oocytů a embryí, což může být 

vzhledem k obtížnosti získávání bovinního materiálu problém. Je to pravděpodobně však jediná 

cesta, jak objevit, o které proteiny se jedná.  

Ze všech dostupných informací o degradaci proteinů v průběhu časného 

preimplantačního vývoje jsme sepsali review. V něm shrnujeme dosud známé poznatky o 

odstraňování proteinů v průběhu embryogeneze savců a mezery vyplňujeme vědomostmi 

zjištěnými u nižších živočichů. Tato studie bude fungovat jako příprava pro vypracování 

teoretického modelu, který by měl ulehčit pochopení dějů spjatých s degradací proteinů u 

savčích embryí a usnadnit přenos vědomostí mezi jednotlivými modelovými organizmy.  

Pochopení mechanizmů degradace maternálních proteinů, které jsou jednou z nezbytných 
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podmínek úspěšné aktivace embryonálního genomu, je nezbytné pro následující vývoj a 

vylepšení technik in vitro oplození a kultivace embryí hospodářských zvířat. Ze znalostí 

získaných na modelových organizmech bude profitovat i humánní asistovaná reprodukce.  
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6. Závěr 

V této práci jsme sledovali význam SCF komplexu v průběhu preimplantačního vývoje 

skotu. Popsali jsme expresi a lokalizaci jeho jednotlivých členů a následně i lokalizaci aktivního 

SCF komplexu. Podařilo se prokázat, že především u Cul1 a Skp1 dochází k velmi časné 

aktivaci embryonální transkripce, což naznačuje jejich nezbytnost pro správnou aktivaci 

embryonálního genomu. Proto jsme předpokládali, že se SCF komplex účastní v degradaci 

maternálních proteinů a abychom tuto skutečnost ověřili, SCF komplex jsme inhibovali. 

Kultivací oocytů a embryí v médiu s inhibitorem MLN4924, jsme zabránili degradaci proteinů 

řízené neddylací, což zahrnuje degradaci řízenou SCF ligázami. Výsledky našich studií 

ukázaly, že degradace pomocí SCF ligáz je nezbytným předpokladem pro normální zrání 

oocytů, expanzi kumulárních buněk i správný preimplantační vývoj skotu. Zvláště inhibice SCF 

ligáz u oocytů měla velký dopad na následné in vitro oplození a embryogenezi, kdy se projevil 

zhoršený preimplantační vývoj od 4buněčného stádia. Inhibice SCF ligáz zároveň ovlivnila i 

aktivaci embryonálního genomu, kdy některé markery EGA (U2AF1 a PAPOLA) projevili 

opožděnou aktivaci z embryonálního genomu. Oocyty i embrya s umlčenými SCF ligázami 

projevila signifikantní nárůst v celkovém množství proteinů. Tyto výsledky částečně potvrzují 

naší hypotézu, že degradace přinejmenším některých maternálních proteinů je pro EGA 

nezbytná. Prozatím se však nepodařilo prokázat, o které konkrétní proteiny se jedná. To by měl 

odhalit náš následující výzkum, ve kterém budeme analyzovat inhibované oocyty a embrya 

pomocí hmotnostní spektrometrie. Na základně našeho review bude následně sestaven 

matematický model. Díky němu budeme schopni přenést vědomosti z nižších organizmů i na 

savce a bude tak snazší pochopit, jak probíhá degradace maternálních proteinů i u savčích 

embryí.  

 

 

 

 

 

 

 



103 

 

7. Seznam zkratek 

APC/C anafázi podporující komplex/cyklozom (Anaphase-Promoting Complex or 

Cyclosome) 

Atg  protein související s autofagií (Autophagy-Related Protein) 

ATP  adenosin trifosfát 

Ca2+   vápenaté kationty 

Cand1  Cullin-Associated and Neddylation Dissociated Protein 1 

Cdc25A  Cell Division Cycle 25A 

Cdc6  Cell Division Cycle 6 

CENPE  Centromere-Associated Protein E 

COP9/signalazom Constitutive Photomorphogenesis 9/Signalosome 

Cul  cullin 

Drf1/DBF4B  DBF4 Zinc Finger B 

dsRNA  dvouvláknová ribonukleová kyselina (double-stranded RNA) 

DUBs   deubiquitinační enzymy 

E1 enzym  ubiquitin aktivující enzym 

E2 enzym  ubiquitin konjugující enzym 

E3 enzym  ubiquitin ligáza 

EGA aktivace embryonálního genomu 

(embryonic genome activation) 

eiF1A eukaryotický translační iniciační faktor 1A (Eukaryotic Translation 

Initiation Factor 1A) 

eIF4G eukaryotický translační iniciační faktor 4 gama (Eukaryotic Translation 

Initiation Factor 4 Gamma) 

FBXO30  F-box protein 30 

G1 fáze  růstová fáze 2 buněčného cyklu (gap phase 1) 

G2 fáze  růstová fáze 1 buněčného cyklu (gap phase 2) 

GV   oocyt ve stádiu zárodečného váčku (germinal vesicle) 

HECT ubiquitin ligázy obsahující motiv HECT (Homologous to E6-Associated 

Protein C-terminus) 

Hpf   hodiny po oplození (hours post fertilization) 

ICM  vnitřní buněčná masa (inner cell mass), embryoblast 

IP3   inozitoltrisfosfát 
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IκB  inhibitor kappa B (Inhibitor of Kappa B)  

Lys-63,48,29  lysin 63, 48, 29 

MCL1  Induced Myeloid Leukemia Cell Differentiation Protein 

MG132  inhibitor proteazomu 

MII   metafáze druhého meiotického dělení 

miRNA  mikroRNA 

MLN4924  inhibitor neddylace proteinů, Pevonedistat 

mRNA messengerová jednovláknová 

ribonukleová kyselina 

mTOR  cílový protein rapamycinu (Mammalian Target of Rapamycin) 

MUL1  Mitochondrial E3 ubiquitin protein ligase 1 

MZT   přechod z maternální k embryonální kontrole vývoje 

N:C poměr   nukleocytoplazmatický poměr (N:C ratio) 

Na/K ATPáza  sodno-draselná ATPázová pumpa 

Nanog  transkripční faktor Nanog 

Nedd8  ubiquitinu podobný protein Nedd8 (Ubiquitin-Like Protein Nedd8) 

Oct4 oktamer vázající transkripční faktor 4 (Octamer-Binding Transcription 

Factor 4) 

P21 protein p21, inhibitor kinázy závislé na cyklinu (cyclin-dependent kinase 

inhibitor 1A) 

P27 protein p27, inhibitor kinázy závislé na cyklinu (Cyclin-dependent kinase 

inhibitor 1B) 

P53  Tumor protein p53 

PAPOLA  Poly(A) Polymerase Alpha 

PARKIN  Parkinson protein 

PIP2   fosfatidylinositol-4,5-bisfosfát 

PLA  in situ Proximity Ligation Assay 

PLCζ  fosfolipáza C zeta 

RBM19  RNA Binding Motif Protein 19 

Rbx1  RING box protein-1 

RecQL4  RecQ Like Helicase 4 

RING  ubiquitin ligázy obsahující RING finger doménu (Really Interesting New 

Gene) 

RNF114   Ring finger protein 114 
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RNF114  E3 ubiquitin-ligáza RNF114 

ROC1  regulátor cullinů (Regulator Of Cullins) 

RPS6  ribozomální protein S6 (Ribosomal Protein S6) 

RT-PCR  reverzně transkripční polymerázová řetězová reakce 

SCF Fbw7 SCF komplex obsahující Fbw7 (F-Box And WD Repeat Domain 

Containing 7) 

SCF komplex  Skp1-Cul1-F box komplex 

SCFβTrC  SCF komplex obsahující βTrC 

SCMC   subkortikální maternální komplex, subcortical maternal complex 

Skp1  S-Phase Kinase-Associated Protein 1 

SLBP  Stem-loop vazebný protein (Stem-Loop-Binding Protein) 

SMAD4  Mothers Against Decapentaplegic Homolog 4 

Sox2   transkripční faktor Sox2 

TAB1   TGF-beta activated kinase 1 

TAB1   TGF-beta activated kinase 1 binding protein  

TE    trofoektoderm 

U2AF1  U2 Small Nuclear RNA Auxiliary Factor 1 

UBH  ubiquitin karboxy-terminální hydroláza 

UBP   ubiquitin procesující hydroláza 

UCHLs   ubiquitin C-terminální hydrolázy 

UPS ubiqutitin-proteazomový systém 

(ubiquitin-proteasome systém) 

USP36  ubiquitin specifická peptidáza 36 (Ubiquitin Specific Peptidase 36) 

ZAR1  Zygote Arrest Protein 1 

ZP   zona pellucida 

ZP1, ZP2,…   zona pellucida sperm-binding protein 1,2,… 
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