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1 Seznam pouZitych zkratek

199 M nézev kultivéniho média, ve kterém se kultivovaly oocyty.

APC »-anaphase-promoting complexfazyvany tézcyklosome“— v podstat
mnohapodjednotkovy komplex ubiquititid ligazy E3 nezbytné k degradaci cyklinu
B spol&né s ostatnimi ubiquitinanimi enzymy E1 {ubiquitin-activating enzymey' a
E2 (,ubiquitin-conjugating enzymeé" E3 hraje kiéovou Ulohu v rozpoznéni cyklinu
B, skrze,destruction-box“ - sekvenci deviti aminokyselin na N-terminech malek
mitotickych cyklini A a B, jako substratu pro ligaci ubiquitinu ozogciho cyklin
k rychlé degradaci v proteazomu. APC je fosfatgtaaktivovan MPF v anafazi, kdy
je aktivita MPF nejvyssi, takze je i nejvySSi prgpadobnost aktivace E3. APC
degraduje anafazni inhibitory branici segregadessisych chromatid a iniciuje
degradaci cyklinu B¢imz rapidi klesa i aktivita MPF, a tak kilka sgje k cytokinezi,
telofazi a terminaci &eni. APC se row¥ podili na modifikaci &terych komponent
vieténka a aktivatarAPC.

AV CR Akademie ¥d Ceské republiky

Bmx tyrosin kinaza z rodiny Tec

Btk tyrosin kinaza z rodiny Tec

Cc-mos gen pro MOS

CAK »,Cdkl-activating kinase™— komplex cyklinu H a Cdk7

Cdc2 ,Lcell division cycle 2— jiné oznd&eni Cdkl

Cdch ¢len rodiny Polo identifikovany v kvasinkach

Cdc25A fosfataza pozitignovliviujici aktivitu Cdk4 a Cdk6.

Cdc25C fosfataza poziti¢rovliviujici aktivitu Cdkl

Cdk »cyclin-dependent kinases* na cyklinech zavislé kinazy

Cdk1 cyklin-dependentni kindza, ktera jako MPF lnga mitozu.

Cdk4 cyklin-dependentni kinazaldzita v G1/S fechodu (spokné s Cdk6) interaguijici
s cyklinem D

Cdk6 cyklin-dependentni kinazaldzita v G1/S fechodu (spokné s Cdk4) interaguijici
s cyklinem D

Cdk7 cyklin-dependentni kinaza 7 interagujici slieym H a aktivujici Cdk1

cDNA ~complementary DNA“~ DNA vznikla reverzni transkripci mRNA.

c-Fos transkripni faktor z rodiny Fos, jehoz aktivita je induko@ahec.

c-Jun ¢len rodiny Jun

CIP ,Cdk1 inhibitors proteins“— inhibitory aktivity vSech Cdk (p&tsem p21, p27, p57)

CSF cytostaticky faktor

dsDNA dvouvlaknitd DNA

Cr "threshold cycle'cyklus Real-Time RT-PCR, ve kterém fluorescenekimsi
uZivatelem zafixovany prah.

D45a oznaeni burk, ve kterych doslo k buiné amplifikaci cDNA inzertu.

DNA ~deoxyribonucleic acid“- kyselina deoxyribonukleova

dNTP volné deoxyribonukleosid-5"-trifosfaty

DrSc. zkratka akademického titulu doktaidv

El ~=ubiquitin-activating enzyme*

E2 »ubiquitin-conjugating enzyme*

E3 ~=ubiquitin-ligating enzyme*

E2F transkripni faktor nutny pro S fazi

Emt téz Itkéi Tsk, ¢len rodiny tyrosin kindz Tec

FCS Jfetal calf serum*

FG Jully grown" - oocyty, které pladorostly (prase: gmeér 120um).

FGF Jibroblast growth factor"
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,FGF - inducible kinase" téZ PIk3 a Prk

rodina transkrifmich faktofi indukovanych PTK, do které at c-Fos, podilejici se
na transkripci geinnutnych pro G1/Siechod a S fazi. Pdtsem c-Fos, Fos-B, Fra-1 a
Fra-2.
¢len rodiny Fos
¢len rodiny Fos

follitropin, hormon stimulujici folikuly.

heterodimerické proteiny, které zptedkovavaji vazbu mezi receptory na povrchu
burgk a jinymi molekulami podilejicimi se n@igmosu stimul z vrgjSiho prostedi do
jadra.

faze pedstavujici nejstSi cast bukcného cyklu (krors burgk, které ztratily
schopnost sedtlt, ty jsou stale v GO0), hika je diploidni a probih& intenzivni
transkripce. Na p@tku G1 dochazi k degradaci molekul spojenych ézuit, na
konci se biika fripravuje na zéatek S faze a replikaci DNA.

restrikni uzel, R-point, START point kvasinekildzity kontrolni bod bu&ného
cyklu, po jehoz pekonani ustava vliviistovych faktod a stimuli regulatofi
z vrejSiho prostedi. V buice probih&ada dju, které v optimalnimifipact vedou
k replikaci DNA.

faze buséného cyklu navazujici na S fazi, kontrola replike&#@NA a piprava na
mitézu.

kontrolni bod, ve kterém se aktivuje MPEelpnanim nastava mitéza.

oocytarni parakrinnistovy faktor z rodiny TGH- indukujici proliferaci granul6znich
burzk.

s¥télkujici protein meduzpequorea victoria
~.germinal vesicle“- zarodény va&ek (= jadro oocytu), obsahuji jej gldorostlé
oocyty transkripné aktivni se 4C, bez kultivace, tedy ve stadiu, texédm se vyskytuji
Vv ovariu.
~.germinal vesicle breakdown* rozpad zarod@ého véku (zpisobeny pedeviim
aktivitou MPF)

zkratka akademického titulu inzenyr
téz Emtéi Tsk, ¢len rodiny tyrosin kindz Tec
»international unit* — jednotka

rodina transkrifmich faktofi pozitivng ovliviiujici Fos. Do rodiny Jun pétc-Jun,
JunB, and JunD
¢len rodiny Jun
¢len rodiny Jun

tisic paru bazi
inokulagni médium
luteinizadni hormon, stimuluje ovulaci a reinciaci meiézy.
gislo média 199 M od firmy Sigma Aldrich
mit6za

primer dodavany s TA Cloning Kitem spai& s T7-primerem
metaféze |
metafaze Il
»mitogen-activated protein kinase"

zkratka akademického titulu magistr

kindza nathzend MAPK, sotast CSF

Jmitosis(pfipadré maturatior) promoting factor jeZ jev podsta¥ komplex
Cdkl1+cyklin B.

mediatorova (nessengerf'RNA

nazev spodniho primeru amplifikujicihosptbSak (navrzeno na mysi sekvenci)
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Prof.
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nazev horniho primeru amplifikujiciho ptasSak (navrzeno na mysSi sekvenci)
reverzni transkriptaza z Moloneyho mysiho lendického viru
zkratka akademického titulu doktor veteringum |ékastvi
kinaza inhib&ng fosforylujici MPF
,06ka" nutna pro navazani reverzni transkriptazy naptét a reverzni transkripci
tumor supresorovy protein, transkripfaktor pro inhibitory Cdk.
¢len rodiny CIP, takze je schopen inhibovat aktivifech cyklin-dependentnich kinaz
stejrg jako p21, p57, transkripce indukovana p53.
¢len rodiny inhibitofi CIP, steji jako p21, p57.
¢len rodiny inhibitofi CIP, steji jako p21, p27.
polo-box - sekvence charakteristicka pro Plk
polo-box 1
polo-box 2
fosfatovy pufr
»polymerase chain reaction“

3 sekvence na C-terminu PIk4, jejich vyznaspjgen s Tec a PTK. Obecjsou tyto
sekvence spojovany s G1/S kontrolnim bodem a cykiamtrolujicimi jeho
piekonani.

prvni PEST sekvence

druhd PEST sekvence

feti PEST sekvence
~primordial germinal cells* - primordialni zarod&né buiky, jenz vznikaji v oblasti
extraembryonalniho mesodermu shém embryogeneze migrujiiigemz intenziva
proliferuji, na misto vzniku budoucich gonad.

zkratka titulu doktor filozofie
,Polo-like kinase*

»Polo-like kinase 1% sa¥i analog kinazy Polo
,Polo-like kinase 2" téZ Snk
.Polo-like kinase 3 téZ Fnk a Prk
,Polo-like kinase 4" téz Sak, Stk18
Polo kinaza Caenorhabditis elegans
Polo kinaza £aenorhabditis elegans

Polo kinaza &aenorhabditis elegans

Polo kinaz&chizosaccharomyces pombe
Polo kindza Xenopus laevis
Polo kinaza Xenopus laevis
Polo kindza Xenopus laevis
prvni protein rodiny Polo kinaz (PIk) ideritifivany na konci 80. let minulého stoleti
u mutace octomilkpolo, u mutani vykazujicich morfologické aberace v mitéze
i meidze, chybnou segregaci chromozgporuchy mikrotubularniho aparatuiticino
vieténka a cytokineze.
zkratka pedagogického titulu profesor
»protein-tyrosine kinase“skupina kinaz fosforylujcichizné proteiny na tyrosinu,
¢imz meni jejich aktivitu, a ovliviujici expresi gei, a tak penaseji podwty
z vréjSiho prostedi do jadra. Bylo identifikovanaskolik rodin €chto minaz, pat
sem i Tec rodina zahrnujici Tec, Btk, Itk (téZ Emitsk), Bmx, a Txk (RIK).
,Polo-related kinase’ téz Fnk a PIk3
.Retinoblastom protein; jehoz hyperfosforylace je nutna kiegeni restriéniho
uzlu a iniciaci S faze, nebgeho hypofosforylovana forma vaze E2F transkiip
faktor nutny pro expresi gérspojenych s S fazi. Rb je fosforylovan kinazamk€d
a Cdk4 (ob reguluje cyklin D).



RNA
RNase
RNDr.
RIk
RT-PCR
RT1Lo
RT1Up
RT2Lo
RT2Up
S

Sak
Sak-a
Sak-b
Snk
sa¢
SYBR Green
Stk18
T7-primer
TaE
Taq
TagMan
Tec

TGFB
uv
Tsk
Txk
UZFG
Weel

~ribonucleic acid“ - ribonukleova kyselina

enzymy &bici RNA, RNazy

zkratka akademického titulu doktdiinednich wd
¢len rodiny Tec tyrosin kindz nazyvany téz Txk
reverzéitranskrigni polymerdzovéetezova reakce

spodni RT1 primer pro Real-Time RT-PCR kvikdci

horni RT1 primer pro Real-Time RT-PCR kvaR&ti

spodni RT2 primer pro Real-Time RT-PCR kvikdci

horni RT2 primer pro Real-Time RT-PCR kvaR&ti

S faze bustného cyklu
~Snk/Fnk-akin kinase; téz PIk4Ci Stk18

izoforma A Plk4

izoforma B Plk4
»serum inducible kinase“Plk2
Stredoskolska odbornéinnost

latka vazici se do dsDNA, fluoreseémeportér pro Real-Time RT-PCR
,serin-threonin kinase 18/téz Plk4 a Sak

primer dodavany s TA Cloning Kitem spwi&s M13rev
elektroforeticky pufr

termostabilni DNA-polymeraza pro PCR

speciadkhkonstruovany fluoresceni reportér pro Real-Time PCR
tyrosin kinaza, zaroitgodina PTK, do které pétTec, Btk, Itk (t¢éz Emti Tsk), Bmx,
a Txk (RIK).

rodina fistovych faktoi,, do které pat i GDF9.
ultrafialové zéeni
¢len rodiny Tec tyrosin kindz nazyvany téz Efinktk.
¢len rodiny Tec tyrosin kindz nazyvany téz RIk.

Ustav Zivei$né fyziologie a genetiky AYR

kinaza inhildng fosforylujici MPF

Dale byly uzity normalizované jednopismenné a isjenné zkratky proteogennich aminokyselin
a jednopismenné normalizované zkratky bazi nuklelokyselin.



2 Abstrakt

Polo kinazy (Plk) pedstavuji velice dlezitou skupinu regulatérmitézy, meidzy i bu&né
diferenciace, jenz je charakterizovan&ma vysoce konzervativnimi sekvencemi, polo-boxy
(pbl a pb2). Plk4 (zvanéa téz Salkstk18), kterd se od ostatnich Plk odliSujggmnosti pouze
jednoho polo-boxu (pb2) & tPEST sekvenci, je naprosto nezbytné pro APC-dkpeni
ubiquitinaci cyklinu B1 v mySich postgastrétdch embryich, jeji precizni regulacéhlem
burg¢ného cyklu je nutna pro b&ny nist a zdarny gibéh karyokineze. Podolnako PIk1 je
indikatorem malignity naddra prolifer&ni aktivity buré¢né populace obeénSak mé také své
uplatreni v p53 reguléni draze. Tato praceipasi parcialni sekvenci cDNA pro Sak
exprimovanou v pragém oocytu, analyzy fragmentu proteinu, dynamikprese mRNA hem
rastu a zrani oocytu zj&ou pomoci Real-Time RT-PCR a efekkamanitinu, inhibitoru RNA-
polymerazy Il a RNA-polymerazy lll, na tuto expregjisténa sekvence proteinu vykazuje velmi
vysokou homologii se znamymi analogickymi protelidpopi, ¢clovéka a ostatnich saic
Zahrnuje kratky usek kinazové domeény, PEST1 a akyselinovy motiv analogni k sekvenci,
jenz je charakteristicka pro izoformu Saklavéka. Mereni exprese mRNA ukazalo vysoké
hladiny Ehem fGstovych fazi, prudky pokles u vza@rksV-oocyt a téngt konstantni hladinu s
velmi slabym naznakem pozvolného pokleghdm M-I a M-Il. Tato exprese indikuje jiZide
diskutovanou roli Sakdihem fstu a zrani oocyt pravdpodobré spojenou s Tec tyrosin kinazou
a rodinou transkrignich faktofi Fos.
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4 Uvod

Studium fistu oocyli a mechanisiinjejich meiotické maturace je velmildzité nejen pro
zenmedeIske a veterinarni aplikace, reprodokmedicinu a biologii, ale data jim ziskana maji
¢asto neocenitelné uplami pri vyzkumu rakoviny a molekularni regulace Bamého cyklu
obecr. Praséi oocyt nAm umatuje vice se fiblizit fyziologii lidské somatické hitky ¢i ova
nezcastji pouzivany mySi model a studovatieZité vyzkumné problémy, které nejsme schopni
¢i nesmime zkoumat na lidskych gametach. Krdomo nam tyto gigantické a snadno
synchronizovatelné liky umoziuji studovat funkctasto velmi dlezitych proteid pfitomnych
ve stopovych mnoZstvich, jez neni moZzno zkoumatonaatickych biskach, nebt je nelze tak
dokonale synchronizovat, takZe vysledégtito studii jsou zatizeny velkou chybou vznikloua,ti
Ze byly pouZity biiky v riznych fazich bu&ného cyklu. Ze vSech uvedenych fale jasné, ze
prase€i oocyt je neocenitelnym modelem pro studiumdgagho cyklu, a proto bylo uzito tohoto
modelu pro studium exprese mMRNA jednohclead rodiny Polo kinaz, éleZitych regulatok
meidzy, mitdzy i buané diferenciace - Plk4.

4.1 Polo kindzy

Polo kinazy (Polo-like kinases™ Plk) predstavuji dlezitou skupinu serin/threonin na cyklinech
nezavislych protein kinaz, které jsou naprosto gegbpro zdarny fibéh burécného cyklu,
diferenciaci¢i déleni v buikach vSech eukaryotnich organismil1]

Rodina Polo kinaz zahrnujéyodni Polo Drosophila melanogastgrpodle které byla tato
skupina pojmenovana [11], CdcSgccharomyces cerevis)dé, 30, 11], Plol
(Schizosaccharomyces pofgs], Plcl, Plc2 and PlcX@enorhabditis elegahsPIx1, PIx2

a PIx3 Kenopus laev)g28] a savi proteiny - Plk1 (sati homolog kindzy Polo octomilky) [1, 2,
3, 11, 22], PIk2 (Snkserum inducible kinasefdentifikovana u mysi &loveka) [21], Plk3

(mysi Fnk,FGF - inducible kinase“a lidska PrkPolo-related kinase) [3, 35] a PIk4 (Sak —
~Snk/Fnk-akin kinase) [8, 9, 12, 13, 20, 22, 32, 38].

VSechny Polo kinazy (kro&nSak) jsou charakteristické &wa polo-boxy (pbl a pb2),
doménami na C-terminu molekuly, které jsou fylogerkg velmi konzervativni [11, 15]. Tyto
polo-boxy lokalizuji enzymy v hice,cimz umoauiji jejich spravné funkce. Sak, nejmén
prozkoumany protein této rodiny, ma vsak je jedelo{box (pb2), jez ale plni funkci obou polo-
box ostatnich Plk. Navic molekula Plk4 obsahij@EST sekvence [8, 9, 12, 13, 20, 22, 32],
jenz enzym také lokalizuji a reguluji (priestnictvim ubiquitinace). Jak prokéazaly experimenty
provedené na lidském modelu, delece PEST sekvedei ke stabilizaci proteinu [8, 38].
VSechny Polo kinazy také charakterizuje kinazové@éioa na N-terminu [8, 9, 12, 13, 15].

4.1.1 PIk1

PIk1 reguluje progresi bétiného cyklu skrze aktivaci Cdc25C fosfatazy v G2/dhtkolnim
bod: [1, 2, 3, 11, 22]. PIK1 je tedy nutna pro aktivsigirtovniho mnozstvi aktivované formy



Cdc25C, jez je schopno defosforylovat inbibifosforylace cyklin-dependentni kinazy 1 (Cdk1,
Cdc2) na Thr-14 a Tyr-15 vytvené Mytl a Weel kindzami. Plk1 téz translokujeioyRl

z cytoplazmy do jadr&imz umo#uje eventudlni aktivaci MPF [1, 2, 3, 11, 22]. Nuja vSak
jese aktivujici fosforylace Thr-161 vytwena CAK kinazou, tedy komplexem cyklinu H a Cdk7
[31]. Polo kindza 1 také reguluje mitotickou figumiaturaci a separaci centrozipmytvaeni a
dynamiku dliciho weténka [1, 2, 3, 11]. V navaznosti n@gchozi fakta je pochopitelné, Ze byl
prokadzan kikovy vyznam PIK1 pro reiniciaci meiodzy v séeh oocytech [1]. Konstitutivni
exprese vede k nadorové transformaci mysich filastbll z tohoto dvodu Ize povazovat

urover exprese Plk1 jako relatigrspolehlivy ukazatel malignity nadoa prolifer&ni aktivity
burg¢né populace obeérf22].

4.1.2 PIk2

Funkce PIk2 je spojena s dnou diferenciaci, a proto byla tato kindza nalez#adevsim

v tkanich dosgych jedindi, které nejsou prolifeta¢ aktivni, kde plni své fyziologické funkce,
jenz zahrnuji gedevsim regulaci polymerizace (spoies Plk3) mikrotubul neurori. PIk2 ma
vSak své misto i ¥izeni bugéného cyklu a normélni embryogenezi, nébuysi fibroblasty,

u kterych byla PIk2 cileheliminovana metodou Gene Knockout, rostou mnopemaleji nez
buiky Plk2+/+. U Plk2-/- embryi bylo prokdzano Zna zpomaleni ontogeneze [21].

Bylo také zjiS¢no, Ze Plk2-/- fibroblasty jsou morfologicky zme odliSné od normalnich bek,
coz jask ukazuje i na @lezitou cytoskeletélni roli PIk2, jenz je charaiggcka i pro PIk3.
Problematickée fekonani restrigniho uzlu, G1/S kontrolniho bodu, u Plk2-/- Bkimdikuje
spoluttast této kindzy na aktivaci Cdc25A fosfatazy [21].

Zajimaveé jsou studie, které interpretuji PIk2 jakovy gen pi aktivaci p53 proteinu, coz je
velmi znamy a tllezity tumor-supresorovy gen/protein, jehoz posSkdie detekovano cca v 50%
malignich nadar. V pripact poSkozeni DNA a aktivace p53 tento transkmigfaktor iniciuje
nejen transkripci CIP skupiny inhibitigrale mimo jiné i transkripci mRNA pro Plk2, jenZAm
stabilizovat dlici vieténko, nafiklad pred (Einky nocodazolu a paclitaxelu (taxolu}igemz je
jeji uloha nesmiradalezita a nelze ji nijak nahradit. Nicm&tyto vysledky stalestavaji ve
stadiu diskusi a problematika neni v Zzadnéipaat rozpracovana na takovou Uray@abychom
mohli pfijmout jasny zawr. [21, 32]

4.1.3 PIk3

Stejre jako PIk2 je Polo kinaza 3 orientovana spiSe fexehciaci, coz se jasiprojevuje

v G2/M kontrolnim bod, kde fosforylaci na Ser-216 inhibuje aktivitu CBC2fosfatazy¢imz
zamezi aktivaci MPF [35]. PIk3 se ale také podilionganizaci diciho weténka, je nezbytna pro
spravnou migraci zdvojenych centrozinmegulaci dynamiky mikrotubtila cytoskeletu, coz
témet jednoznéang urcuje lokalizace tohoto proteinu na vysSe uvedenétioké struktury [3].

Polo kinaza 3 reguluje spaél@ s PIk2 polymerizaci, respektive depolymerizaciknotubula

i vprocesu diferenciace nervovych Bun[3, 21, 35]



4.1.4 Plk4

Plk4, nazyvanéa téz S&kStk18, je nejméhprozkoumanym proteinem této rodiny. VSechny
dostupné fedchozi studie, kterych je minimum, se 2&mi na lidskowi mysi Sak a nikdo
doposud nestudoval tuto kindzu na ptasemodelu. Navic jeféba zdraznit, Ze na vyse
uvedenych modelech byla zjigt jen zakladni data.

Mysi sakgen, situovany na proximalnim rameni chromozon(id3ky na 4g28), kéduje @v
izoformy, Sak-a a Sak-b. Alternativni g@stv oblasti exof 5 a 6) z@gsobuje, Ze vysledny Sak-a
protein ma 925 aminokyselinovych zb§tik molekulovou hmotnost 103,88 kDa, zatimco Sak-b
predstavuje formu se 464 zbytky a molekulovou hmdfrig® 67 kDa, ficemz prvnich 416
aminokyselinovych zbytkmaji oba proteiny naprosto identicke, dale se 8ak-a dale obsahuje
dalSich 509 zbytka Sak-b jen 48 [9, 12, 13, 15, 32, 38]. Homolagggky N-terminu obsahuji
kindzovou doménu. Jako zajimavyijelta povazovat fakt, ze C-konec obsahuje velil@zité
motivy a domény (pb) nutné pro funkci enzymu [9, 12, 15, 32, 38]. O fyziologické uloze
Sak-b neni nic zndmo a pouze sedpoklada, Ze je odliSna od funkce Sak-a [8]. \Wkai

piipact byly oba transkripty, Sak-a i Sak-b, detekovamyaliferujicich buikach dosplych
organisn a embryonalnich tkanichiipemz mRNA pro Sak-a je vice abundantni. [8, 9, 13]

Jak jiz byloteceno, u mysi jsou Sak-a protein i mMRNA ve velkém &stei obsazeny

v proliferujicich a meioticky aktivnich tkanich,jniee v testes, embryonélnich tkanich

a tumorech ghem S-G2-M fazi busgtného cyklu, takze se Izédbdns domnivat, Ze Plk4
sehrava svoiji fyziologickou roli prévv buré¢né proliferaci a meioze [8, 9, 12, 13], jak indi&uj
jeji lokalizace v biice. Metodou GFP proteinu byla v mySich embryonélbigikach Sak-a
lokalizovana v nukleoludhem G2 faze a G2/M kontrolniho bodu, na centrozdnvemitotické
profazi, Bhem anafaze je rozptylena po celédmri(kolokalizovana s tubulinem) a v telofazi v
mitotické ryze [12], icemZ byla v rané G1 fazi ubiquitinovana a nastedegradovana

v proteazomu [8, 12]. V rané G1 fazi neni detekevz ani mRNA pro Sak (sdormy).

Byla publikovana i data ziskan&pchozimi Northern i situ RNA-hybridizacemi na mySim
modelu, které ukézaly, Ze exprese Sak-a korelajeistickouci mitotickou aktivitou. V tkanich
mysi je Sak exprimovana v hematopoetickychiach, v bitkach sleziny, brzliku, gvni
vystelky, granul6znich bik&ch vyvijejiciho se folikulu a vistovém regionu folikulu vlasového.
Vysledky in situ RNA-hybridizace indikuji také vysoké hladiny SaRMA ve spermatocytech a
oocytech pedstavujicich objekt zdjmu této prace. MySi ooeyskané pomoci superovulace
Gcinkem gonadotropinu viznych fazich oogeneze vykazuji vysoké hladiny Sai\.

Nicmére doposud publikované prace neujf jaké fistové faze se jedna ani zaditagma
data. [9]

Sak-a je také nezbytné pro APC-dependentni degregidmu B v mySich postgastruiaich
embryich, a proto bylo v embryich s Plk4-/- poz@me mnoZzstvi velkych apoptickych kitkn
neschopnych dekondenzovat chromatin, tedy dokdsleni, kcemuz je degradace cyklinu
nezbytna [12]. Sak-a je také vaawku G1 faze degradovana pealiky APC [8].

Experimenty na lidskych leukocytech indikuji, Ze&kSepravépodobr sehrava i uiitou roli
v PTK-signalni draze [38], nebge Sak spojena s Tec, cytoplazmatickou tyrosidxau, jenz je



aktivovana receptory cytokinu, povrchovymi antigéymfocyti, receptory spojenymi

s heterodimerickymi G-proteiny, a je zapojena d@handji, na kterych se tato tyrosin kindza
Gcastni. Tec je efektorem Sak [32, 38], nébwlukuje jeji expresi a také tento protein stabik,
protoze jej fosforyluje¢imz se mini jeho konformace. Tec tak maskuje PEST sekvence,
pricemz vymizenim PEST neni Sak mozno ubiquitinovaB, takze je detekovatelna pouze v
piitomnosti Tec [38]. Tec indukuje aktivitu c-Foarskrigniho faktoru, ktery je spate¢ s Jun
rodinou nezbytny prode predchazejici fekonani restrigniho uzlu a uvoléni E2F z inhibéniho
vlivu hypofosforylovaného Rb proteinu, tediedevsim pro transkripci mRNA G1-specifickych
cyklina (hlavre cyklin D1, D2, D3) [4, 17, 33]. Inaktivace gemdias inhibuje bugé¢ny rast [4,
17, 33, 39]. Spojitost Sak-a s Tec podporuje i,faktbyla spokn¢ imunoprecipitovana s dma
proteiny (43 kDa a 190 kDa), které mohou byt jejfigmcialni substraty ifpadré s ni byt Gzce
svazany [8], ficemz jeden z nich je pragpodobr praw Tec [38]. Spojitost Sak s G1/S
kontrolnim bodem indikuje samiwme i ptitomnost PEST sekvenci, jeZ se vyskytuji v
proteinech spojenych s terminaci G1 faze a s kéafmn uzlem, nelwi skrze PEST sekvence
probiha regulace jejich aktivity proteiny spojenysmieceptory na povrchu tiky (PTK) [8, 38].

Konstitutivni nadmirna exprese Sak-a inhibuje &iny rist a gresné regulace funkce Sak-a je
z tohoto hlediska naprosto nezbytna. Delece ATRyagho mista Sak inhibuje negativni efekt
na st burgk, coz zndi, Ze kinazova aktivita Sak-a se projevuje préakto. Sak- a je téZ nutn
pro zachovani integrity bétiného jadra, konstitutivni exprese Sak indukuje mukieaci,

a regulaci mitotickych strukturtbhem bugéného dleni, gredevsim Bhem anafaze. Nadima
exprese Sak-a nezastavuje &tny cyklus v Zadné specifické fazi. [8, 32]

V posledni dob je také diskutovan i mozny efekt Sak-a na p53ocgsu karcinogeneze [8, 22,
32], pricemz abnormalni dynamikaltmem bugcného cyklwi nadmérna exprese Sak-atrhe
tento proces indikovat (podobiako Plk1). Sak-a byla spdie s Plk1 (na arovni mRNA)
studovéna na lidskych kolorektalnich nddorech porReal-Time RT-PCR, metodou uZitou

i v této praci, a bylo zjigho, Ze hladina exprese Sak nekoreluje se stadidormaale s ¥kem
pacienta, ficemz je u starSich paciéntice abundantni [22, 32]uBobeni Sak-a na p53 ma téz
spojitost s kontrolou duplikace centrozigma které se v mysich fibroblastech p53 podilhotie
vymizeni aktivity p53 vede k mnohonasobné duplikasritrozon, jenz je zgisobovana téz
konstitutivni, neregulovanou, expresi Sak-a [8, 38]téz velice pra¥podobné, Ze se Plk4
podili i na regulaci dalSich mitotickych struktavjase v anafazi. Vymizeni aktivity p53
zpiusobené Sak-a také vydluje spojitost tohoto proteinu s rakovinnym bujani

4.2 Rist a zrani oocyf

Vzhledem k pouzitému modelu prae oocytu povaZzuji za vhodné @#it alespai zakladni
Udaje tykajici setistu a meiotické maturace séch oocyt.

U savd lze za poatek oogeneze povazovat jiz embryonalni vyvin, Xdyrimordialnich
zarodenych burk (PGC) vznika velké mnoZstvi oogonii. To je vi¥adedmém resici gravidity
redukovano, icemz zbyvajici oogonie vstupuji do prvniho meiottokéEleni, kterym se z nich
stavaji transkripné aktivni 4C oocyty obklopené jednou vrstvou graaniéh bugk na bazalni
laming. Tento Gtvar je nazyvan primordnialni folikul. ®ybocyty tvdi zasobu zarodaych
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burgk pro celé reproduii obdobi samice, coz také znamena, Ze jejickeige konény a nelze
jej v dalsim obdobi Zivota 2t8ovat. [1, 31]

Pravidelrt vstoupi u&ita skupina primordialnich folikildo ristové faze, jenz je charakteristicka
zvétSenim velikosti oocytu (u prasete se jedna&seni pimeru z 30um na 12Qum), které je
nutné pro nasledujici meiotické zrani a rany emtdyu vyvoj. Tento & je doprovazen
intenzivni transkripci, translaci, syntetickymikeami a vznikem novych organel. Sasré
intenzivre proliferuji granulozni biky. Tato proliferace je dependentni na oocytarnim
parakrinnim @istovém faktoru GDF9 z rodiny TGE-Musime si vSak wdomit, Ze i folikularni a
kumularni buiky sekretuji istové a diferenciai faktory nutné proust folikulu a vyvoj cév
zaji¥ujicich jeho krevni zasobeni. [1, 31]

V poslednim stadiu folikulogeneze pldorostly (fully grown“ - FG) oocyt v Graafayfolikulu
ziskava meiotickou kompetenci, coz je schopnogiaea na hormonalni stimul a znovu zahgjit
meidzu, a Mze byt stimulovan zvysenim hladiny luteininého hormonu, { H-peak®) . To vede
k ovulaci a reiniciaci meiodzy a wvidledku kondenzace chromatinu k u&eni transkripni

aktivity. [1, 31]

Dulezitym mikroskopickym indikatorem je rozpad zaréoého véku - GVBD (,germinal
vesicle breakown‘- zpisobeny aktivitou MPF, ktery je spol@ s MAPK (,mitogen-activated
protein kinase) aktivovanou kolem doby aktivace MPF (dle druhgamismu), kikovy pro
meiodzu. MPF istava aktivni az do anafaze prvniho meiotickétlerd, kdy dochéazi k jeho
pirechodnému poklesu. V metaféazy Il jesbpktivni, coz trva aZz do aktivace oocytii gplozeni.
Tento metafazi Il arrest je @poben pedevsim cytostatickym faktorem (CSF), jeZ je sloZzen
hlavre z MOS (protein, jenz je produktem genu c-mos) aRACSF zabriguje degradaci
cyklinu B (fosforylane inhibuje APC) a udrzuje MPF aktivni (= neschoprtestninace deni).
Casovy interval od znovuzahajeni meidzy az do Mykstu je oznéovan jako zrani oocit [1,
31]

4.3 Cile prace

Tato prace, ktera se jako prvni zgaje na pras# Sak, ginasi zakladni data o Plk4, jenz je
exprimovana v pragém oocytu, doposud neznamou sekvenci giigsarcialni cDNA pro tento
protein, genetickou a fylogenetickou analyzu sekeegorasél Plk4 kédovanou touto cDNA,
dynamiku exprese v fpbchu ristu a maturace oocytu a efekbminitinu (= amatoxin vytué&jici
pevny komplex s RNA-polymerazou Il v péra 1:1 a slabsi komplex s RNA-polymerazou lll,
takZe specificky blokuje jejich elongai krok,¢imzZ pisobi jako inhibitor syntézy RNA) na tuto
expresi. Dynamika exprese byla studovana na vZorostoucich oocytmechanicky
izolovanych z anthralnich folikiéils ptimérem 0,5 mm a 1,0 mm, coZgstavuje pdads oocyty
s ptimérem 80um a 100um, ¢asréjSi stadia nebyla studovana, protoZe je nelze nméckya
izolovat, pouze velmi sloZitenzymaticky, a na FG oocytech izolovanych téz raeidky z
folikult s ptimérem 3-5 mm, v GV, M-l a M-Il. FG oocyty maji 120n v praméru.

11



5 Metodika

5.1 Izolace totalni RNA, RT-PCR, PCR-amplifikace Ska parcialni cDNA

Protoze sekvence cDNA pr&s&ak kindzy nebyla znama, bylo osekvenovéiidipné 1,1 kbp
a tato sekvence byla pouzita k navrzeni prinpgp Real-Time kvantifikaci mMRNA. Pro PCR
amplifikaci Sak cDNA, kter4, jak bude uvedeno, ®ilskdna reverzni transkripci totalni RNA
oocyti, bylo tedy teba navrhnout primery na sekvenci cDNA Polo kindzyného organismu.
Bylo uzito mySi Sak-a cDNA sekvence voélpristupné na servemuww.ncbi.nih.goy ze kterého
pochéazeji vSechny sekvence genomické i cDNA, pmdteidalSi informace, a diky program
BLAST a Oligo6, které byly uzity k navrzeni vSeatnperi zminovanych v této praci, byl
zakoupen néasledujici par primer

Nazev Sekvence primeru Tt Délka prod. (baze)

mSak-aUp| 5° AGGACCTTATCCACCAGTTACTTC 3| 65,4 °C 1077

mSak-aLo| 5 AGCTGTACCTACTGATGTTGTCAG 3] 63,2 °C

Tabulka 1 - Sak-primery navrzené na mysi sekvenci

Aby bylo moZno otestovat navrzené primery, bylddazdna pomoci RNeasy Mini Kit® (firma
QIAGEN), protocol for animal cells, totalni RNA D@ praseéich GV oocyh (kolonka byla
eluovana 30Qul sterilni vody pro PCR) a provedena reverzni tkepse, RT. Readni mixy

(2 zkumavky po 2@l) pro RT-reakci obsahovaly 11 RNA-templatu (odpovida 11 oodyh),

2 ul RT-pufru (vyrobce: Perkin-Elmer), |2 50 mM roztoku Mgdl (Invitrogene; héecnate
kationty jsou nezbytné pro funkci enzgm2 ul 10 mM roztoku dNTP ( Invitrogene), 20 1U
RNAse inhibitoru (Applied Biosystems),l 50 uM roztoku oligo-dT (Sigma Aldrich) neboyd
50 uM roztoku random hexamifApplied Biosystems; jeden mix saniegr¢ jen s hexamery,
druhy jen s oligo-dT) a po annealingu byiioddno 50 IU MuLV reverzni transkriptazy
Moloneyho mysiho leukemického viru (Applied Bio®yss). Program termocyklatoru Biometra
T3, na kterém byly provedeny vSechny PCR a RT reakéto praci zmime, byl nasledujici:
65°C po 5 minut, 25°C - 10 minut (annealing hexamgidani MuLV reverzni transkriptazy ),
42°C po dobu jedné hodiny, 72°C po 5 minut (tep@la&tivace MuLV, jejiz tepelné optimum je
37°C) a zawrecné chlazeni na 10°C.

Produkt RT-reakce byl ihned uZzit jako templat p@RPs navrzenymi Sak primery. Byly
provedeny d¥ PCR po 2Qul, jedna s templatem z RT-reakce s oligo-dT a jedreakce

s hexamery. PCR mix: 2if) templatu, 2,qul PCR-pufru (Invitrogene), 0,6 50,0 mM roztoku
MgCl; (Invitrogene), 0,3ul z 100,0uM roztoki kazdého primeru (Invitrogene), 0,5 IU Taq
polymerazy, 0,41 10 mM roztoku dNTP (Invitrogene), 17,0 PCR-vody; PCR-program na
Biometra T3termocyklatoru (35 cykl): 94°C po dobu 15 sekund, 60°C - 30 sekund, 72°C
75 sekund; finalni faze - 72°C - 5 minut. Produ€RPbyl elektroforeticky roztlen na 1,0 %
agarézoveém gelu (Uzkeé jamky) obsahujicim@yanl ethidium bromidu, ficemz byl dalSi
ethidium bromid ve stejné koncentraci dapirdo elektroforetického TAE-pufru, aby se
eliminovaly &inky toho, Ze ethidium bromid je diky svému dpému pohybu (i DNA
putujici k anod) vyplavovan z gelu. Po 45 minutach elektroforéiykpnstantnim nagi 400 V
byl gel vyjmut a pomoci kamery Diana (Raytest, Biofi) a software AIDA (Raytest, BioTech)
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byl parizen obrazek gelu (fluorescence ethidium bromidrolgna UV-zéenim), ktery ukazal
jasny a specificky band amplifikované Sak cDNA. M@ tyto primery poskytuji filiS dlouhy
produkt, takze by bylo problematické je uzit jakeaRTime RT-PCR primery. Navidii?CR

s WtSim pa&tem cykii davaji pordrné velké mnozstvi nespecifickych prodtkviz priloha¢ 3.
Nicmeéreg specificky band prokazal fuskost primet, takze byla provedena preparativni PCR.
Do pati zkumavek byly pidany stejné PCR-mixy jako wgdchozim fipads, ale byl pouzit
pouze produkt RT-reakce s oligo-dT, jehoz banasgi yice specificky, PCR-program je téz
identicky s pedchozim, stefhjako elektroforeticka separacdi které bylo, vzhledem k
preparativnimu &elu této amplifikace, ovSem pouzito vysa@tgté agarozy, ethidium bromidu a
pufru. Nadstandardristota a kvalita chemikalii a plevost v odngifovani a vazeni byly nutné i
v pripadt komponent PCR-mixu. @pbyly ziskany specifické Sak bandy, jeZz byyiznuty z
gelu (185 mg gelu), eluovany v ibvody zbavené nukleaz (zvlédipraveneé a extrendgiste).
M¢éteni absorbance ukazalo koncentraci DNA 0,0d/4ul.

5.2 Inzerce amplikonu do plazmid. vektoru, transfeke a vlastni sekvenovani cDNA

Ziskana DNA byla vioZzena do pCR®Il plazmidovéh&teeu pomoci TA Cloning Kit® (oboji
dodavané firmou Invitrogen)figemz pondr linearizovaného vektoru ku inzertinil (vypocteno
podle manualu k TA Cloning Kit®) 3:1. Naslednaenze-ligace probihala 14 hoditi p4°C v
liga¢nim mixu nasledujiciho sloZeni (obj&imil 10,00pl, vSechny chemikalie pochéazely z TA
Cloning Kit®): 1,37ul cDNA eluétu, 1,0Qul liga¢niho pufru, 1,0Qul vektoru pCR®II
(koncentrace: 25,00 ng), 5,60pul vody a 1,00ul Th DNA-ligdzy. Nasleda byly D45a buiky
pribalené k vySe uvedenému kitu (podle postupu uv@denr manualu) transformovany liga
smeési (10,00ul obsahu liganiho mixu do 200,0@ kultury burgk) a byly nagkovany ti Petriho
misky s agarem se sel#km antibiotikem.

Po rékolika dnech byly akteré viditelné kolonie seSkrabnuty z agaru duPIOB média [sloZeni
jednoho litru LB média: 10 g tryptonu (Difco), Segtraktu z kvasinek (stejny dodavatel Difco),
10 g NaCl (Roth)] s kanamycinem (B8/ml - Sigma Aldrich), ve kterém byly za stalého
promichavani inkubovany asi 8 hodifi 7°C, nasled& byl tento objem fedén v pongru 1:500
stejnym LB médiem aipstejnych podminkach inokulace pokoaala dalSich 16 hodini€d
vlastnim PCR-testemipomnosti Sak-inzertu a plazmidu byla bakteridllikra centrifugovana
pii 4°C po dobu 15 minut za 6000g a déle se postupgadle QIAGEN® Plasmid Purification
Handbook. PCR mixy (2¢104@ - vSechny chemikalie dodany firmou Invitrogenésahovaly:
0,2 ul templatu, ktery fedstavuje plazmidova DNA izolovana z bakterii pof@QRAGEN®
Plasmid Midi Kit a pilozené QIAGEN® Plasmid Purification Handbook, pJPCR-pufru
(Invitrogene), 0,61 50 mM roztoku Mg, 0,4ul 10 mM roztoku dNTP, O,Jul 200 uM
roztoki kazdého primeru, 0,5 IU Taq DNA-polymerazy a 11, ®CR-vody. PCR-program byl
uzit stejny jako v pedchozim gipact. Jako primery pro tuto PCR byl pouzit vySe popgady
mSak-aUp, mSak-aLo primer které umotuji amplifikaci fragmentu iedstavujiciho asi
1,1 kbp, a T7, M13rev primery dodavané spates TA Cloning Kit ® (Invitrogen), jenz
umoziuji amplifikaci nejen inzertu, ale i fragmentu veskt, coZ davéa cca 1,4 kbp, gegstavuji
indikator gitomnosti vektoru, nezavisly na pozitivni inzet€olonie vykazujici pitomnost
vektoru i inzertu byly ponechany pomnozit se, ndsle nich byla izolovana plazmidicka DNA
stejnym kitem jako v poslednintipact, znovu byly za stejnych podminek testovany s
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identickymi primery a pozitivni vysledek testu umdzodeslat tuto DNA ke sekvenaci (BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit - Applied Bisems) na sekvenatoru ABI PRISM 310,
AB. Jako sekveriich primefi bylo uzito T7 a M13rev,ipéemz bylo samadzjm¢ provedeno
n¢kolik sekvenaci, jejichzigkryvem a odfiltrovanim sekvenci vektoru byla zisk&ekvence
vlastniho Sak-inzertu.

5.3 Real-Time RT-PCR primery

Vysledky sekvenace umoznily navrhnout vhodné pinpeo Real-Time RT-PCR kvantifikaci
MRNA, které amplifikuji pijatelny fragment DNA. Byly zakoupeny 2 péry pririg¢eneri
Biotech s.r.0. CZ), jez vSak umiagi jejich vzajemnou kombinaci vyt¥ib 4 mozné a funéni
kombinace Real-Time RT-PCR pringer

Cislo paru | Nazev | Sekvence "y Délka prod. (baze)
1 RT1Up | 5GAGCCCATTCCTCTGATAGA 3 | 61,2°C 316
RT1Lo | 5"CCAAACCACTGTTGCACCAT 3" | 65,9 °C
2 RT2Up | 5CTGGCACTTCTAACCAATCT 3 59,1 °C 376
RT2Lo | 5GTACGTTTCTGATAACCCAAT 3| 58,7 °C
3 RT1Up | 5GAGCCCATTCCTCTGATAGA 3 | 61,2°C 397
RT2Lo | 5’GTACGTTTCTGATAACCCAAT 3| 58,7 °C
4 RT2Up | 5CTGGCACTTCTAACCAATCT 3 59,1 °C 295
RT1Lo | 5CCAAACCACTGTTGCACCAT 3" | 65,9 °C

Tabulka 2 - Real-Time RT-PCR primery

Po dodani primeru byldgba navrzené kombinace otestovat, a proto bylyudpani buiky, ve
kterych bylo moznoiedpokladat relativhvysokou hladinu mRNA pro Sak, kultivovany

v MEMu (Sigma Aldrich) s 8% fetalniho séra (Sigmiairich) a uhléitanem sodnym (Sigma
Aldrich), aby se docililo zvySeni podilu bikwv S, G2 a M fazich buiného cyklu, ve kterych je
MRNA Sak-a abundantni. Naslédoyla izolovana totalni RNA pomoci RNeasy Mini Kit®
(QIAGEN), the protocol for animal cells, a byly pegleny RT-reakce [RT-mix (20,Q0):

2,27yl totalni RNA (templatu), 21 RT-pufru (Perkin-Elmer), 211 50 mM MgCh (Invitrogene),
2ul 10 mM roztoku dNTP (Invitrogene), 20 IU RNAséihitoru (Applied Biosystems), il

50 uM hexamet (Applied Biosystems) a po annealingu byta@dgno 50 IU MuLV reverzni
transkriptazy (Applied Biosystems). RT-program teayklatoru Biometra T3 byl nasledujici:
65°C po 5 minut, 25°C po 10 minut, 42°C pobd jedné hodiny, 72°C po 5 minut a
zawrecna konzervaceipl0°C. Na ziskané cDNA byl proveden viasBCR-test priméra
jako indikator pitomnosti cDNA vzniklé reverzni transkripci cilor@RNA pro Plk4 byly také
uzity pavodni mSak-aUp a mSak-aLo primery. PCR-mix (5°20)@bsahoval: 1l produktu
piedchozi RT-reakce, @ PCR-pufru (Invitrogene), 0,6l 50 mM MgCh (Invitrogene), 0,4l

10 mM roztoku dNTP (Invitrogene), Ol z 100uM roztoka kazdého primeru, 0,5 IU Taq
polymerazy (Invitrogene), 17,8 H,0. Program termocyklatoru byl sloggi (35 cykfi): 94°C po
15 sekund, 60°C po 30 sekund, 72°C po 30/75 sekuS@dk-Up, mSak-Lo davaji delSi produkt,
takze jeteba 75 sekund, ostatnim pa@$td0 sekund), 72°C po 5 minut a 10°C konzervace.
PCR-produkty byly elektroforeticky rozkkny (stejri jako v gredchozim fipact) za pouziti
stejnych chemikalii, pufira gristroja. Obrazek gelu ukazal, Ze k amplifikaci doslo veckrs
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piipadech, ale nejvice specificky band bez primerowjésenek a jinych nezadoucich
amplifikaci poskytuje par Real-Time RT-PCR pritnezna&eny jako RT2. Specifita tohoto paru
primerti se potvrdila i i nasledném weni melting pointu produktu (viziohac. 14).

5.4 Sestaveni sad ooayta kultivaéni podminky

Jak jiz bylo uvedeno, dynamika exprese Sak byldcsténa na GV, M-I, M-Il oocytech (120 um
v praméru), na rostoucich oocytech pochazejicich z foliltipimérem 0,5 mm (oocyt ma
pramér 80 um) a 1 mm folikuil (100 um), téZ na rostoucich oocytech z 0,5 mnkuitli
kultivovanych 8 a 20 hodin @-amanitinu, tedy celkem na 7 vzorcichi¢pmz kazdy vzorek sady
obsahoval 50 oocigt

Praseéi oocyty pouzité k experimeirnh byly izolovany z ovarii pochazejicich z mistnjatek.
Tato ovaria jsou ziskadvana z vykolenychikushem jedné hodiny za fyziologické salinity

a teploty (25°-30°C) i@vezena do laborai® kde byla nasledrdvakrat promyta v PBS pufru.
Metodika izolace a kultivace vySe opsanychitgpcyti se vsak lisi.

Rostouci oocyty byly izolovany z folikiul u kterych se teprve &mé formovat folikularni
antrum. Tyto folikuly jsou situovany pod povrcherjetniku, takZe jeieba ostrym skalpelem
opatrreé odriznou pongrné tenkyiez, ktery se umisti do izotonického a izobazického
transferového média (vyrobce BIOVETA, fosfaty pwiaay roztok doplany glukézou, pH 7,4),
kde se pod mikroskopeibinokularni lupou pomoci velmi tenkych jehel gek€nich stikacek
izoluji vlastni oocyty. Je vSakeba si ugdomit, Ze izolace je po¥mé nara@na a ne vzdy se
poddi oocyt izolovat. Porrné problematické je i weni velikosti folikulu, coZ s&eSi pomoci
raznych ponticek (n¥izky). Izolované oocyty s kvalitnim kumulem bylytpgromyty

v kultivaénim médiu (viz dale) a nasletipomoci tenké sklgmé kapilary mechanicky zbaveny
kumularnich buik, coz vyZzaduje zrimou opatrnost. Oocyty bez kunildyly znovu omyty

v transferovém médiu, nasledamistny do Eppendorf-zkumavek, zbytky média byly odséaty
a oocyty zamrazeny (-30°).

Efekta-amanitinu na syntézu Sak mRNA byl studovan naotasth oocytech (imeér 80 pm)
izolovanych vysSe uvedenym @gobem. Tyto oocyty vSak byly po vlastni izolacitkudvany

s kumuly v médiu M 199 (M7528 - Sigma Aldrich) s&Qrysledna koncentrace v médiu - 10%,
dodano Sigma Aldrich), L-glutaminem (0,68 mM; Sigildrich), penicilinem a streptomycinem
(P 4333, P 0781 - Sigma Aldrich), jejichz konceogra médiu byly 10000 1U/ml penicilinu a

10 mg/ml streptomycinu, 0,05 IU/ml FSH (Spofaylastnima-amanitinem (vysledna
koncentrace v kultivanim médiu - 10 ng/ml - Sigma Aldrich), v atmad&f&% oxidu uhliitého
(simulace anaerobni prestli pohlavnich orgdin pri 38,5 °C (Elesna teplota prasete doméaciho).
DalSi procedury byly stejné jako vgaichozim fipackt.

FG oocyty byly izolovany ze zdravych, neatretickfolikult s 3-5 mm v piméru. Antralni
folikularni tekutina byla aspirovandipou injekaci vySe popsanych folikuhjekeéni stikackou,
sedimentovala 20 minutidaboratorni teplat, nasleds byla slita a sediment byl dvakrat promyt
(mezi promyvanimi bylo aft 20 minut sedimentace) ve vySe popsaném transdarauediu. FG
oocyty pak byly manuéatnizolovany (vybirame je oocyty s kvalitnim kumulean¥poléng s
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kumuly kultivovany ve stejném médiu poda@ljako v gredchozim gipact (M 199 s dodataymi
komponentami, samégjmé beza-amanitinu). B kultivaci oocyty pokrauji v meiotické
maturaci, za 28 hodin dosdhnou metafaze I, zeodihhmetafaze Il. Kultivace byla santepm¢
mikroskopicky kontrolovana. Poté byla stejna mneiZz&0 oocyt) GV, M-I a M-Il oocyti
omyta a zmrazena (-30°C).

5.5 Real-Time RT-PCR

Real-Time RT-PCR (jednokrokova reve¢znanskrigni-polymerazovdettzova reakce s detekci
produktu véase), pouzita pro &eni exprese Sak-a mRNA, kvantifikujegdteEni mnoZzstvi
templatu nejspecifigji, nejcitliveji a nejreprodukovateliji. Je vhodgjSi nez ostatni metody
kvantifikacec¢i semikvantifikace, vyuzivajici az kotreé mnozstvi amplifikovaného produktu.
Metoda je zaloZzena na detekci a kvantifikaci fesmeiniho signalu, rniciho se Bhem reakce
v dasledku hromaghi produktu [5].

Existuje rekolik moznych pistupi vyuZzivajicich ézné reakni chemismy TaqMan probes,
molecular beacons, scorpiond této studii bylo uzito indikatoru SYBR Greenledna se

o sekveriné nespecificky fluoresceéni agent ¥lenujici se do jakékoli vznikajici dsDNA.
Chovéani této latky hem PCR-cyklu Ize popsat nasledédvs pocatku reakce vykazuje
nenavazana SYBR Green velice slabé fluorasdgrozadi (background)iifhasedani priméra
béhem prodluZzovani novéhtettzce se SYBR Green danuje do dsDNA a po excitaci sem

o vinové délce 470 nm emituje fluores&ensignal, ktery je mo angrny mnozstvi produktu.
Nameifena data jsou automaticky normalizovana, aby mioytlaynesena v rozsahu 0-100% do
grafu zavislosti fluorescence nagpocyki.

Velmi dalezitym parametrem je i, threshold cycle®), cyklus, ve kterém emise fluorescence
prekrai uzivatelem zafixovany prah.

Sekverni nespecifita SYBR Green | je vyhodou pro jejupiti k detekci jakéhokoliv produktu.
Odpada pdtba navrhovat drahé sondy, specifické pro kazdyioz templat. Specifitu reakce
popisuje analyza tani produktu (meltingy, mz je néiena fluorescence ko&i@eho produktu

v zavislosti na zvySujici se teptofTeplota, pi niZ je polovina produktu denaturovana, je tzv.
teplota tani (F). Tato teplota samaejmeé zavisi na nukleotidovém sloZeni a délce dsDNAZeéak
urcity par primeti dava produkt se stale stejnym. T

V této SQ se prezentuji Real-Time RT-PCR kvantifikace, ktey vzdy provedeny pomoci
QIAGEN® OneStep RT-PCR Kit (QIAGEN), QIAGEN® OneftBT-PCR Kit Handbook
(QIAGEN), Rotor-Gene (Corbett Research) a softvkai@muto gistroji (Rotor-Gene Real-Time
Analysis Software - Corbett Research). Redlsnts o celkovém objemu 12,8 obsahovala: 1X
QIAGEN OneStep RT-PCR pufr, dNTP (kazdy 400), SYBR Green | (1:50.000 z 10,000x
zasobniho roztoku, Molecular Probes, Oregon), pyrfleazdy 40QuM), RNasine inhibitor

(5 IU), QIAGEN OneStep RT-PCR Enzyme Mix (@5, mRNA (¢ast eluatu fedstavujici

2 oocyty nebo 0,17pg RNA z kumularnich busk - PCC). Reaéni podminky: reverzni
transkripce — 50°C, 30 min., ini¢iai aktivace enzymu — 95°C, 15 minut, cyklovani:aterace —
94°C, 20 sekund, annealing - 60° C, 20 sekundenee 72°C, 30 sekund. RNA byla vzdy
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izolovana z 50 oocytpomoci RNeasy Mini Kit® (QIAGEN), the protocol fanimal cells,
kolonka byla eluovana 50 ul vody.

5.5.1 Vytvareni standardni kifivky

Pro kvantifikaci hladiny transkriptu Ize pouzitkolik metod - absolutni kvantifikaci fipkteré je
vysledkem koncentracg pocet kopii templatu, a relativni kvantifikacej piz se mnozstvi
stanovované mRNA vztahuje k mnozZstvi jiné mRNA. fbaefereini mRNA (house-keeping
gen“) muze byt interni transkripti externi molekula mRNA, kter4 se nenachazi v kaptomu
sledovaného vzorku.

V této praci byl jako externi standard vyuzita mRpi kralti B-globin (@idana ped izolaci
RNA z oocyfi, 1 ng/oocyt). Pro mRNA Sak-gtglobinu byly vytvdaeny standardnitkvky
(zavislost G na koncentraci templatu) v rop10*-10°. Program pro vyhodnocovani
fluoresceriniho zaznamu automatickyauje G a stanovuje relativni koncentrace temjplat
v rozdilnych vzorcich . Relativni koncentrace mRpi& Sak-a pro jednotlivé vzorky byla
vztaZzena na odpovidajici hodnotu mRNA @rglobin.

5.5.2 Efekta-amanitinu na expresi mRNA referer®nich geni - primery

Efekt stejné koncetra@e-amanitinu na RNA-polymerazu Il byl zkouman téZjingch genech,

aby bylo mozZno srovnat efekt této latky na expmeRNA u oocyti a kumularnich butk. Byly
kultivovany (podoba jako v oddilu 5.3) pragekumularni buiky (PCC) a pomoci Real-Time
RT-PCR byl studovan efekt-amanitinu na expre§i-aktinu a histonu 2A. Byly provedeny pouze
komparativni analyzy.

Gen F/R | Sekvence Tm Délka
prod.
(baze)
B-aktin | F 5" GAGAAGCTCTGCTACGTCG 3 60°C| 255
R 5" CCAGACAGCACCGTGTTGG 3 60°C
Histon 2A | F 5" AGGACGACTAGCCATGGACGTGTG 3 60°C| 208
R 5" CCACCACCAGCAATTGTAGCCTTG 3 60°C

Tabulka 3 - Real-Time RT-PCR primery referen €nich gen
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6 Vysledky

Vysledky tohoto studia budou zpracovany v padpbmarni publikace. V tomtélanku budou
uvedeny i sekvendg-globinovych primei a vysledky dalSich Real-Time RT-PCR kvantifikaci.

6.1 Vysledky sekvenace a fylogeneticka analyza sekce

Sekvence Sak-inzertu ziskana sekvenaci je uvedptizec. 7, sekvence proteinu kédovana
timto fragmentem je uvedena kilpze¢. 8. V dalSich filohach jsou prezentovany analyzy
téchto sekvenci.

6.2 Dynamika exprese mRNA prasé Plk4

Je teba si ugdomit, Ze studované rostouci oocyty se mezi selymar lisSi primérem
(samozejme zavislym na fazi oogeneze), tedy i objemem, agbgtbylo optimalni sestavit sady
vzorki tak, aby celkovy objem oodybyl v kazdém vzorku stejny, nebjen tak Ize hodnairné
srovnavat jednotlivé vzorky mezi sebou. Nicée vzorce pro vypet objemu koule
V=(41r’)/3 vyplyva takové mnoZstvi rostoucich odgykteré neni mozno, zvl&tiky jejich
obtizrejSi izolaci, ziskat, skladovat ani s nim pracotadtze je teba pepcitat vzajemné posny
mnozstvi mMRNA pro Sak vztazené k prvnimu ze viapkkoocytim s piimérem 80um. Takto
vypotitany pongr je vynasSen vzdyerverg. V grafech jsou vSak vynaseny i pény (opst
vztazené k prvnimu vzorku) mnozstvi mRNA bez ohledwbjem (zelena). Tato $0
prezentuje vysledky pouze jedné sady vapdalSi budou uvedeny \ipravované primarni
publikaci.

2500 Vzore | Pomér Pomér

' Kk (objem) (oocyty)

2000 /\ 1 1,000 1,000

, / \/\ 2 1,183 2,311
— 1500 - 3 0,470 1,587
& 1000 —# 5 0,430 1,451

\ Tabulka 4 - Hodnoty ke grafu 1
0,500 - —
0,000
1 2 3 4 5
Vzorek

Graf 1 - Dynamika exprese Sak, relativni kvantifika ce

Vzorky: 1 — rostouci oocyty s{jomérem 80um; 2 — rostouci oocyty s fomérem 100um; 3 — FG
oocyty (120um) v GV; 4 — FG oocyty (12Qm) M-I; 5 — FG oocyty (12Qum) v M-II;
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2,000 Vzore Pomeér Pomeér
' k (objem) (oocyty)
2,500 1 1,000 1,000
/\ 2 1,255 2,452
_ 2000 3 0,469 1,584
"E 1500 / \ . 4 0,452 1,526
o % o 5 0,420 1,416
O \ Tabulka 5 - Hodnoty ke grafu 2
0,500 ¥ —
0,000
1 2 3 4 5
Vzorek

Graf 2 - Dynamika exprese Sak, absolutni kvantifika ce

Vzorky: 1 — rostouci oocyty s{omérem 80um; 2 — rostouci oocyty s fomérem 100um; 3 — FG
oocyty (120um) v GV; 4 — FG oocyty (12Qm) M-I; 5 — FG oocyty (12Qum) v M-II;

6.3 Efekta-amanitinu na expresi mRNA prasei Plk4

V grafi popisujicich efekti-amanitinu na expresi mMRNA Sak nefgilta gepasitavat pondry
(opet vztaZzené k prvnimu vzorku s nejkratSi dobou katte va-amanitinu) koncentrace
transkriptu, nebse jedna o oocyty se stejnym objemem. Zde sepiakaentuji vysledky jen
jedné sady vzork dalsi kvantifikace budou uvedeny iggavované primarni publikaci.

1,600 1,411
1,400

120011 000

1,000 A 0,829
0,800

Pomér

0,600 4
0,400

0,200

0,000 T T
1 2 3
Vzorek

Graf 3 — Efekt a-amanitinu na expresi Sak, relativni kvantifikace

Vzorky: 1 — rostouci oocyty s §dn v priméru bez kultivace wi-amanitinu; 2 - rostouci oocyty
s 80um v praméru kultivované va-amanitinu po dobu 8 hodin; 3 — rostouci oocytY) 1

v praméru kultivované wva-amanitinu po dobu 20 hodin
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Graf 4 - Efekt a-amanitinu na expresi Sak, absolutni kvantifikace

Vzorky: 1 — rostouci oocyty s §dm v praméru bez kultivace w-amanitinu; 2 - rostouci oocyty s
80 um v praméru kultivované va-amanitinu po dobu 8 hodin; 3 — rostouci oocytY 1

v praméru kultivované va-amanitinu po dobu 20 hodin

6.3.3 Efekta-amanitinu na expresi mMRNA refererénich geni

Byla provedena pouze relativni kvantifikace (vzdyazeno k prvnimu vzorku bez kultivacev
amanitinu).

1,200
1,000
1,000

0,763
0,800
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0,200 -
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Graf 5 — Efekt a-amanitinu na expresi B-aktinu

Vzorky: 1 — prasé kumulérni biiky (PCC ) bez kultivace &-amanitinu; 2 — PCC kultivované v
o-amanitinu po dobu 8 hodin, 3 — PCC kultivovarg-amanitinu po dobu 20 hodin
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Graf 6 - Efekt a-amanitinu na expresi histonu 2A

Vzorky: 1 — praséi kumularni biiky (PCC ) bez kultivace &-amanitinu; 2 — PCC kultivované
v a-amanitinu po dobu 8 hodin, 3 — PCC kultivovargt-amanitinu po dobu 20 hodin
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7 Diskuse

Vysledky Real-Time RT-PCR kvantifikace mRNA indjkuysoké hladiny transkriptu pro Sak
béhem fKistu oocyti i béhem meiotické maturace. Indukce expresgenbyt zisobena ékterym
¢lenem PTK signalni drahy, nebpiedchozi studie provedené na modelu lidskych lynttocy
naznauji spojitost Sak s Tec tyrosin kindzou [38], ktgrdlileZitym ¢lenem této skupiny kinaz.
Muzeme se domnivat, Zéstove faktory indukuji prostdnictvim PTK expresi Sak,
pravdpodobré cestou aktivace c-Fos transkmpho faktoru [39]. V cytokinyizené aktivaci c-
Fos v lidskych krevnich hitkach je Tec zapojena spolu s dalSimi geny nezbytpyonudalosti
predchazejici hyperfosforylaci Rb proteinu a usainE2F [4, 17, 33, 38, 39]. Tec zabuge
ubiquitinaci a nasledné degradaci Sak (fosforyacimirgna znéna konformace, ktera maskuje
PEST sekvence) a umage akumulaci jak transkripttek proteinu. Pokud mnozstvi Sak
presahne witou hranici, z&ne na #ést pisobit inhibtné, pravdpodobré hyperfosforyluje TecH
jinou PTK),¢imzZ se perusi signalni draha a tika neni schopna na stimuly¢ité skupiny
rastovych faktoéi reagovatTouto cestou Sak kinazaiire @ispivat k dokogeni rfistove faze
oocytu. Inhibéni fosforylaci Tec klesa i exprese Sak. Podobnyhmeismus by mohl fungovat v
G1/S gechodu somatickych btik, po jehoz pekonani nelze biku rastovymi faktory
ovliviovat. Tuto hypotézu podporuje jizide publikovana exprese mRNA i proteinu, ktera je
iniciovana na konci G1 faze, stejtak i pgitomnost PEST sekvenci v molekule Sak. Nic#&jén
také mozné, Ze exprese mRNA jénpo zavisla na stimulaciistovymi faktory skrze PTK a
ptipadny inhibéni vliv velkého mnozstvi Sak v tomto nehraje Zadrai) neba ho buika nikdy
nedosahne. | tak Ize interpretovéive publikovanou expresi Sak v G1/S. V tomktppd by po
odezreni pozitivniho vlivu Tec ustala exprese mRNA. Obazmé scén@ zahrnuji akumulaci
stabilizovaného proteinu, ktery se uplge i bthem dleni jako sodast APC (viz dale). Nejen z
tohoto divodu Ize téZ uvazovat o mozné roli Sakhém meiotické maturacegem které je
hladina proteinu i transkriptu téz vysoka, jakiejmé z této i pedchozich studii.

Vysledky publikované v této praci nazig vyssi hladiny mRNA ve zrajicich oocytech ve
srovnani s plédorostlymi oocytycoZz je mimo jiné zfisobeno kondenzovanym, transknp
neaktivnim, chromatinem. V tomtdipadt se pravdpodobr jedna o stabilizovany transkript
uréeny gredevsim pro transkrépé neaktivni embryonalni stadia. V kazdéfippd je velmi
pravéEpodobné, Ze se Sak, podehako na modelu embryonalnich kr{12], podili na
APC-dependentni degradaci cyklinu B a na dynamiikeatubuli bchem anafaze. Zipdeslych
studii i z vysledi ziskanych popsanymi experimenty je vhodné povaZsak za komponentu
APC, nebd jeji exprese ghem burcného cyklu opisuje dynamiku tohoto komplexu [818)]
a podili se nagjich s APC spojenych [12]. V kaZzdémipad je vSak teba si ugdomit, Ze
problematika zapojeni Sak do jednotlivych kinazdwvieskad a doposud objg&sych
regul&nich drah #istava stale nejasnou a vyse popsané hypotézy jeelu&casti spekulace.
Nicmére Ize jen potvrdit nazoripdchozich studii, Ze cilen& a precizni regulacep&ateinu

i MRNA je nezbytna pro fyziologickyast, piibéh burééného cyklu, mitdzy, meidzy

a embryogeneze [8, 9, 12].

Efekta-amanitinu na expresi mMRNA pro Sak, ktery se dikgzé velikosti oocytu zpafuje,

v somatickych kumularnich bkach se jashprojevuje velmi brzy, nazgaje, Ze Sak jedhem
rastu oocyt velmi intenzivié exprimovana, takze inhiini efekta-amanitinu Ize zaznamenat az
pozdiji, takZe i fes jeho pitomnost dochazi ke kratkodobému pong znatelnému néstu
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hladiny mRNA pro Sak, cozZ je santepre také zgisobeno i charakteristikou oocytu jako
gigantické buiky.

cDNA ziskana reverzni transkripci mRNA pro Sakahysekvenovana, aby bylo mozno vyito
Real-Time RT-PCR primery specifické pro prase. @sakvany fragmentipdstavuje jedinou
dostupnou sekvenci pragesak. Vykazuje vysokou homologii s lidskou Plkédraalogickymi
proteiny lidoo a psa. Homologie s mysi Plk4 je také nezanedl#gtala rozhodhineni
srovnatelna s homologiiwi lidské Sak, coZ potvrzuje vyhody pré#ge modelu nastimé v
avodu.

V sekvenci hypotetického fragmentu proteinu vzrhikléranslaci zjighé parcialni sekvence je
zachycena PEST1 z 93 % identicka s lidskou PESZZ8 % homologni s PEST1 mysi Plk4.
V této sekvenci se také nachazi i analog motiverylje charakteristicky pro lidskou izoformu
Sak-a a neni obsazen v molekule Sak-b [38]. Tdteesee je z 77 % homologni a indikuje, Ze
zkoumany transkript je pradien analogem lidské Sak-a, ke které byl tento vyzisamiovan.
Mozna amplifikace mRNA pr&ak-b byla ciletieliminovana vybrem primeti pro PCR, nebd
ty zasahuji oblast, ktera je mistem delece u SdiBb Amplifikace sekvence gersakbyla takée
vylou¢ena, protoZze mezi analognimi pozicemi pritnea mySi sekvenci se nachazi relativn
velky intron.

Srovnani vysledk s literarnimi Udaji indikuji, Ze tento enzym jezmamnymclenem rodiny Plk
kindz. Z tohoto dvodu je teba se v nasledujicich experimentech&ama studium Sak-a
proteinu, aby bylo mozno blize objasnit jeho foglaci a buk¢nou lokalizaci v pitbéhu nistu

a zrani satich oocyfi, coz mize zn&né napomoci objasimi jeho fyziologickeé i rakovinotvorné
funkce v buikach somatickych, a tak prohloubit naSe poznatkgjtgi se molekularni regulace
burg¢ného cyklu, které jsou jiz dnes neocenitelné v magce a l&¢ rakoviny i v dalSich
biomedicinskych oborech.
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