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Abstrakt

Spravna segregace chromozomil v zygoté je klicova pro dalsi ispéSny vyvoj embrya. Rlizné
kmeny mysi se mohou liSit uspéSnosti preimplantacniho vyvoje a také bylo zjiSténo, ze pro
rozdéleni chromozomu v prvni mitdze pouziva tento druh fize d€licich vietének. Tato prace se
zabyva srovnanim dynamiky sestaveni dé€liciho vieténka s vyuzitim casosbérné mikroskopie a
vitalnich barviv prochéazejicich pfes membranu. Pro srovnani byly pouzity zygoty vzniklé
kiizenim samic kmene CD-1 a samcti stejného kmene, nebo kmene B6D2F1/JRccHsd. Zaroven
byla za pomoci imunodetekce sledovana také lokalizace a intenzita signalu Mad2 pted
rozpadem prvojader u obou skupin. Analyza dat ziskanych z Casosbérné mikroskopie a
imunodetekce Mad2 ukézala, ze zygoty vzniklé kiiZzenim dvou riznych kment se od zygot

s obéma rodici ze stejného kmene ve sledovanych parametrech ziejmé vyznamné nelisi.

Kli¢ova slova: casosbérna mikroskopie, mysi kmeny, délici vieténko, segregace chromozom,
zygota, vitalni barviva



Abstract

Accurate chromosome segregation in zygotes is crucial for further successful development of
an embryo. Mouse strains may differ in their preimplantation development success rate. In
mice, during their first mitosis, two spindles assemble around each set of parental
chromosomes, eventually forming a single mitotic spindle. This thesis is focused on the
comparison of spindle formation in zygotes with both parents from the CD-1 strain and hybrid
zygotes created by crossing B6D2F1/JRccHsd males with CD-1 females. Confocal time lapse
imaging and vital dyes visualizing DNA and tubulin allowed for real time spindle assembly
tracking. Localization and signal intensity of the protein Mad2 were assessed in interphase of
the first embryonic division after fertilization using immunodetection with a specific antibody.
The data obtained from time lapse imaging and Mad2 immunodetection revealed that in
selected parameters hybrid zygotes created by crossing B6D2F1/JRccHsd males with CD-1

females and zygotes with both parents from the CD-1 strain exhibit similar behavior.

Keywords: time lapse imaging, mouse strains, spindle, chromosome segregation, zygote, vital
dyes
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Seznam zkratek

aMTOC acentriolar Microtubule Organizing Centers

acentriolarni mikrotubuly organizujici centra

AurkA Aurora kinase A

Aurora kinaza A

AurkC Aurora kinase C

Aurora kinaza C

APC/C Anaphase-promoting complex/cyclosome

Komplex podporujici vstup do anafaze

BDF1 x CD-1 zygota vznikla kiiZenim samce kmene CD-1 se samici kmene CD-1

Bub3 Mitotic checkpoint protein BUB3

protein kontrolniho bodu mit6zy BUB3

BubR1 MAD3/BUB/1-related protein kinase
MAD3/BUB1-ptibuzna proteinkinaza

CaMKII Ca?*/calmodulin-dependent protein kinase II

Ca2+/kalmodulin-dependentni proteinkinéza II

cAMP cyclic adenosine monophosphate

cyklicky adenosinmonofosfat

CD-1 x CD-1 zygota vznikla kiizenim samce kmene CD-1 se samici kmene CD-1

Cdc20 Cell division cycle protein 20 homolog
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Cdc25A

Cdc25B

Cdhl

Cdkl

Cdk2

Cep|¢islo]

C-Napl

DAPI

Emil

Emi2

Homolog proteinu 20 bunécného cyklu

Dual specificity phosphatase Cdc25A

fosfataza Cdc25A s dudlni specificitou

Dual specificity phosphatase Cdc25B

fosfataza Cdc25B s dudlni specificitou

Cdh1/Hct]l homolog

Cyclin-dependent kinase 1

cyklin-dependentni kinaza 1

Cyclin-dependent kinase 2

cyklin-dependentni kinaza 2

Centrosomal protein of [number] kilodaltons

Centrozomalni protein [Cislo]

Centrosomal Nek2-Associated Protein 1

Centrozomalni protein 1 asociovany s Nek?2

4',6-diamidin-2-fenylindol

Early mitotic inhibitor 1

Casny mitoticky inhibitor 1

Endogenous meiotic inhibitor 2

Endogenni meioticky inhibitor 2



GV Germinal vesicle

zarodecny vacek

GVBD Germinal Vesicle Break-Down

rozpad zarode¢ného vacku

HURP Hepatoma up-regulated protein homolog

Homolog proteinu Hepatoma up-regulated

Madl MAD?2-like protein 1
Protein 1 podobny MAD2

Mad2 Mitotic arrest deficient 2-like protein

protein podobny Mitotic arrest deficient 2

MCC Mitotic Checkpoint Complex

Komplex kontrolniho bodu mit6zy

MAPK Mitogen-activated protein kinase

proteinkindza aktivovana mitogeny

MPF Maturation-Promoting Factor

Faktor podporujici maturaci

Mpsl Monopolar spindle 1

Monopolarni vieténko 1

NEDDI1 Neural precursor cell expressed, developmentally down-regulated 1
Ve vyvoji regulaci snizen, exprimovany v buiikach neuralnich

prekurzord



PKA

Plk1

Plk4

PP2A

Prcl

Ran-GTP

RECS

SAC

WeelB

Zw10

Protein kinase A

proteinkinaza A

Polo-like kinase 1

Polo-like kinaza 1

Polo-like kinase 4

Polo-like kindza 4

Protein phosphatase 2A

proteinfosfatdza 2A

Protein regulator of cytokinesis 1

Regulator proteinti cytokineze 1

Ras-related nuclear protein-guanosine triphosphate

Ras-ptibuzny jaderny protein s navazanym guanosintrifosfosfatem

Meiotic recombination protein REC8 homolog

Homolog meiotického rekombinaéniho proteinu REC8

Spindle Assembly Checkpoint

kontrolni bod sestaveni déliciho vieténka

Weel-like protein kinase 1B

Weel-like proteinkinaza 1B

Centromere/kinetochore protein zw10 homolog

Homolog centromerického/kinetochorového proteinu zw10



Uvod

Pro tspésny vyvoj nového organismu je nutné, aby délici se buniky mély spravny pocet
chromozomu. Pokud ur€ity chromozom chybi, nebo naopak ptebyva, vznika aneuploidie. U
¢lovéka jsou tfi kopie chromozomu 13, 18, 21 ¢i aneuploidie pohlavnich chromozomt ve vSech
bunkach jedince slucitelné se zivotem, ale tito jedinci se mohou potykat se zavaznymi
zdravotnimi problémy. Aneuploidie ostatnich chromozomu vede k zastaveni vyvoje (Tosh et
al. 2022). Prvni déleni oplozeného vajicka (neboli zygoty) je z hlediska segregace chromozomui
klicové, coz motivuje k jeho podrobnému poznani. Bunéénym aparatem vyuzivanym pro
rozchod chromozomt je délici vieténko, jehoz abnormality tedy mohou vést ke vzniku
aneuploidii. U kiiZzenct riznych kmend mys$i dochéazi k aneuploidii vyznamné c¢astéji nez u
potomkii mysi stejného kmene (Koehler et al. 2006), proto se tato prace zabyva dynamikou

sestaveni d¢liciho vieténka v zygotach kiizencl riznych mysich kment.
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1 Literarni prehled

1.1 Vyvoj mysiho oocytu

Cesta vedouci ke vzniku oocyti zac¢ina uz v embryonalnim vyvoji. Primordialni
zarodecné bunky v dobé 10,5 dne embryonélniho vyvoje migruji do oblasti genitalnich ryh
(Molyneaux et al. 2001). Zde se diferencuji do siln¢ mitoticky aktivnich oogonii, které tvori
cysty propojené cytoplazmatickymi mitstky (Pepling a Spradling 1998). 13,5 dne
embryondlniho vyvoje poté zaCinaji prvni meiotickd déleni (Bullejos a Koopman 2004),
kterymi se vytvaii primarnimi oocyty. Primarni oocyty jsou obklopeny vrstvou somatickych
bunék, které se pozdéji diferencuji do bunék folikularnich (Odor a Blandau 1969). Rozpad cyst
a apoptoza n€kterych oocytll nasledné umoziiuje vznik samostatnych primordidlnich folikuli

(Pepling a Spradling 2001).

Do 1. meiotického bloku zac¢inaji bunky vstupovat 18. den mysiho prenatalniho vyvoje
(Borum 1961), ale kompetenci pokracovat v meidze I ziskdvaji az v obdobi puberty (Kusuhara
et al. 2021). Mechanismus udrzeni bloku zavisi na stadiu probihajici folikulogeneze. Pro oocyt
v antralnim folikulu je nutnd pfitomnost receptoru 3 spojen¢ho s G-proteinem, ktery
v pfedchozich stadiich (primordidlniho, primarniho a sekundarniho folikulu) nebyl potiebny.
Receptor aktivuje vazebny protein guaninového nukleotidu Gs (Freudzon et al. 2005), jehoz
ditlezitost pro udrzeni bloku je ilustrovana prekonanim tohoto bloku pfi inhibici Gs specifickou
protilatkou (Mehlmann et al. 2002). Dalsim krokem je aktivace adenylyl cyklazy typu 3 a
produkce cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP, cyclic adenosine monophosphate) (Horner
et al. 2003). Kudrzeni vysoké hladiny cAMP je potiebnd vysoka hladina cyklického
guanosinmonofosfatu pfichazejiciho do oocytu vodivymi spoji z kumulérnich bunék (Norris et
al. 2009). Injekce fosfodiesterazy (rozkladajici cAMP) nebo 2-deoxy-cAMP, ktery neumoziiuje
vazat regulacni podjednotku proteinkinazy A (PKA, Protein kinase A), vede k rozpadu
zarode¢ného vacku (GVBD, Germinal Vesicle Break-Down), tedy pieruSeni bloku. Druha z
moznosti zarovenl ukazuje na aktivaci PKA pomoci cAMP (Bornslaeger et al. 1986). PKA
fosforyluje Weel-like proteinkinazu 1B (WeelB, Weel-like protein kinase 1B), ktera dale
inhibicné fosforyluje komplex cyklin-dependentni kindzy 1 (Cdk1, Cyclin-dependent kinase 1)
s cyklinem B (Han et al. 2005). Dale PKA také fosforyluje fosfatdzu Cdc25B s dualni
specificitou (Cdc25B, Dual specificity phosphatase Cdc25B) (Pirino et al. 2009).

V prvnim meiotickém bloku také dochazi k aktivnimu exportu cyklinu B z jadra do

cytoplazmy (Marangos a Carroll 2004). Nejde ale o jediny mechanismus udrzeni jeho nizké
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koncentrace, protoze zatimco injekce cRNA cyklinu B1 vede k GVBD po 5 hodinach pouze u
15 % oocyti, tak pti kombinaci s inhibitorem proteasomu a morpholino oligonukleotidy proti
Cdh1/Hctl homologu (Cdhl) vede k vyznamnému nartstu poctu oocytl prochazejicich GVBD.
Na udrzeni bloku v meidze I se tak ziejmée podili 1 degradace cyklinu B1 diky Komplexu
podporujicimu vstup do anafize (APC/C, Anaphase-promoting complex/cyclosome)

s navazanym kofaktorem Cdhl (Reis et al. 2006).

Rizeni priib&hu meidzy mysiho oocytu je zavislé na aktivité Faktoru podporujiciho
maturaci (MPF, Maturation-Promoting Factor; komplex Cdkl a cyklinu B (Adhikari et al.
2012)) a proteinkinazy aktivované mitogeny (MAPK, Mitogen-activated protein kinase). Po
GVBD, kter¢ je znakem znovuzahdjeni meidzy, aktivita MPF nartsta az na dvojnasobnou
hodnotu aktivity pfed GVBD. NarGst MAPK aktivity za¢ina asi 2 aZz 3 hodiny po GVBD.
Maxima aktivit 1ze detekovat asi 5-6 hodin po GVBD (Verlhac et al. 1994). Pfed vyloucenim
1. pélového téliska MPF aktivita klesa (Choi et al. 1991; Kubiak et al. 1992; Verlhac et al.
1994), zatimco aktivita MAPK zlstava stale vysoka (Verlhac et al. 1994). MPF aktivita 60-75
minut po vylouceni poélového téliska znovu narista, ale v meidze Il je jeji maximum niz$i nez

v meidze I (pro predstavu pribchu aktivity MPF vizte Obr. 1) (Kubiak et al. 1992).

®© =& e
Apc/cean ﬁ+ EREHC -l-* APC!GCM] [Apcrcc“ﬂ‘J]-F{APcmc*ﬂ-F’ [mc:ccm]

| | J \ ol | &
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'

Obr. 1 ZjednoduSené znazornéni chovani vybranych proteini a komplexti béhem vyvoje oocytu a po

oplozeni. Pied GVBD je komplex APC/C®! inhibovan pomoci Casného mitotického inhibitoru 1
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(Emil, Early mitotic inhibitor 1), coZz umoznuje narast aktivity MPF. Degradace Emil poté vede na
dosazeni maxima aktivace APC/C®! a jeho aktivitu v prometafazi I. Po dosazeni maxima aktivace MPF
v metafazi [ se stava relevantnim komplex APC/C s kofaktorem Homolog proteinu 20 bunééného cyklu
(Cdc20, Cell division cycle protein 20 homolog), jehoz plna aktivace je ale oddalovdna pomoci
kontrolniho bodu sestaveni déliciho vieténka (SAC, Spindle Assembly Checkpoint). Dosazeni plné
aktivace APC/C®20 poté umozni degradaci cyklinu B1 (tedy pokles aktivity MPF) a sekurinu, coZ vede
na rozchod homologickych chromozomt v anafazi 1. Pozd&ji dochézi k inhibici APC/C®*2° pomoci
Endogenniho meiotického inhibitoru 2 (Emi2, Endogenous meiotic inhibitor 2) coz umozni opétovny
vzrast aktivity MPF do svého maxima v metafazi II. Po oplozeni je Emi2 degradovan a aktivni
APC/C2 znovu degraduje cyklin B1 (coz vede na pokles aktivity MPF) a sekurin, ¢imZ umozni

oddéleni sesterskych chromatid v anafézi II. Upraveno (Karabinova et al. 2011).

Pro spravny pribéh meidzy I vSak nestaci pouze Cdkl. Inhibice cyklin-dependentni
kindzy 2 (Cdk2, Cyclin-dependent kinase 2) 10 umol/l K03861 pted i po GVBD vede
k neschopnosti vyloucit 1. pdlové télisko a brani aktivaci APC/C ztejmé diky zapojeni do
regulace kontrolniho bodu sestaveni déliciho vieténka (SAC, Spindle Assembly checkpoint)
(Li et al. 2022). Blokace APC/C muze byt zpisobena také inhibici Polo-like kindzy 1 (Plk1,
Polo-like kinase 1) (100 nmol/l BI2536), na rozdil od Cdk2 se ale nejedna o regulaci SAC.
Substratem PIk1 je totiz Early mitotic inhibitor 1 (Emil), jehoZ fosforylace (vedouci na jeho
degradaci) je potiebna k aktivaci APC/C (vizte Obr. 1) (Solc et al. 2015). Zaroveii i samotna
Plk1 musi byt pted degradaci pomoci APC/C chranéna, ¢emu nejspiS napomaha kindza p21-

activated kinase 2 (Zeng et al. 2023).

Interakénim partnerem Cdk1 ziejmé miZe byt v meidze I jak cyklin B1, tak i cyklin B2
(Li et al. 2018; Daldello et al. 2019). Podminény knock-out cyklinu B1 umoZiiuje mysim
oocytim dojit az do stadia vylouceni 1. pélového teliska. Do II. meiotického bloku dojdou vSak
pouze pii overexpresi cyklinu B2, coz ukazuje na jeho schopnost plné¢ kompenzovat
nepiitomnost cyklinu B1 v meidze I, ale v meidze II je jeho fyziologickéd koncentrace pro plnou
kompenzaci zfejmé moc nizkd (Li et al. 2018). Naopak knock-out cyklinu B2 vede
k vyznamnému sniZeni aktivity Cdk1, ke zpozdéni GVBD a zastaveni v meidze [ u 70 % oocyti

(Daldello et al. 2019).

Ptekonani prvniho meiotického bloku je umozZnéno az v kratké dobé pied ovulaci
(Eppig et al. 1983). Reakci na vyznamné zvysSeni koncentrace luteiniza¢niho hormonu je
inhibice permeability vodivych spojl, které byly vytvofeny béhem maturace mezi oocytem a

kumularnimi buiikami. Konkrétné je zde pro uzavieni uplatiiovana fosforylace konexinu 43
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skrze MAPK drahu (Norris et al. 2008). Uzavieni vodivych spoji zastavuje transport
cyklického guanosinmonofosfatu, coz vede na aktivaci fosfodiesterazy 3A (Norris et al. 2009),
kterd umoznuje rozklad cAMP (Masciarelli et al. 2004). Naméteny fyziologicky pokles
koncentrace cAMP v antralnim folikulu (z asi 660 nmol/l na 140 nmol/l) je dostate¢ny pro

vyznamné snizeni aktivity PKA (Norris et al. 2009).

Zatimco na uspeSném pribehu meidzy I se podili jak Cdkl1, tak i Cdk2, pro ptekonani
I. meiotického bloku je kritickou zifejmé pouze Cdkl (Adhikari et al. 2012; Li et al. 2022).
Inhibice Cdk1 inhibitorem RO3306 (10 pmol/l) zcela zabrafiuje GVBD, zatimco inhibice Cdk2
nema zadny efekt (Li et al. 2022). Stejné tak podminény knock-out Cdk1 neumoziiuje GVBD
(Adhikari et al. 2012).

Soucasti GVBD tedy musi byt aktivace Cdk1, ktera byla doted’ inhibi¢né fosforylovana.
Cdkl muze byt defosforylovana fosfatdizou Cdc25B, u které knock-out i substituce
v katalytické doméné vede k zabranéni GVBD (Ferencova et al. 2022; Lincoln et al. 2002). Jeji
overexprese v oocytech zastavenych v meidze I také vede k GVBD, konkrétné v 79 % ptipadii
(Solc et al. 2008). Pti ptekonani I. meiotického bloku se Cdc25B piesouva do jadra a naopak
jadro opousti WeelB (Oh et al. 2010), ktera se podilela na inhibi¢ni fosforylaci Cdk1 (Han et
al. 2005). Pro import Cdc25B do jadra je diileZité sniZzeni miry fosforylace pomoci PKA, jelikoZ
mutace ve fosforylované oblasti vyznamné zvySuje miru lokalizace Cdc25B v jadie (Oh et al.
2010). Pred GVBD takeé lze detekovat, Ze dochdzi k importu cyklinu B1 do jadra (Marangos a
Carroll 2004).

V jadie poté ziejmé dochazi k fosforylaci Cdc25B pomoci Serum/glucocorticoid-
regulated kinase 1 bud’ ptfimo, nebo pomoci drahy které se ucastni. Tato fosforylace by méla
aktivovat Cdc25B, aby mohla odstranit inhibi¢ni fosfaty z Cdkl (del Llano et al. 2022).
Aktivovany MPF nakonec muze fosforylovat laminy A/C, coz povede na rozpad jaderné

membrany (Adhikari et al. 2012).

Jednim z mechanisml udrzeni bloku v meidze I je také degradace cyklinu B1 diky
APC/CC! (komplex APC/C s Cdhl jako kofaktorem, vizte Obr. 1) (Reis et al. 2006). Podobny
mechanismus je ziejm¢ uplatiiovan i u cyklinu B2. Pro ptfekondni bloku je vSak dostupnost
cyklinti B nutna. U komplexu Cdk1-cyklin B2 se zda, Ze by zde mohl mit protektivni u€inek

Cthl

pied degradaci pomoci APC/ protein sororin, jehoz schopnost interakce s cyklinem B2

byla ovéfena koimunoprecipitaci. Pouziti morpholino nukleotidi proti sororinu totiz vede
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k vyznamnému snizeni aktivity Cdkl 1 mnozstvi cyklinu B2 na urovni proteinu a naopak

inhibice proteazomu vede k navySeni mnozstvi cyklinu B2 (Zhou et al. 2021).

Béhem meidzy I dochézi k tvorbé prvniho meiotického vieténka (kapitola 1.2.1) a oocyt
pouziva Kontrolni bod déliciho vieténka (kapitola 1.3.1). Poté dochazi k aktivaci komplexu
APC/C kofaktorem Cell division cycle protein 20 homolog (Cdc20), coz vede na ubikvitinylaci
naptiklad cyklinu B1 a sekurinu (vizte Obr. 1) (Herbert et al. 2003; Jin et al. 2010). Zaroven je
ale nutna 1 inhibice Cdk1, kterou umoznuje Centrozomalni protein 55 (Cep|[¢islo], Centrosomal
protein of [number] kilodaltons) zfejmé ptes drahu blokujici fosfatazu Cdc25B (Zhou et al.
2019). Cdc25B ale nesmi byt zablokovana piilis, protoze jeji deplece vede k problémim
v anafazi [ (Ferencova et al. 2022). Degradace cyklinu B a inaktivace Cdk1 se tedy podili na
dosazeni minima aktivity MPF, které nastava s vyloucenim prvniho polového téliska (Choi et

al. 1991; Kubiak et al. 1992; Verlhac et al. 1994).

Dokonéenim meidézy I a vylouenim poloviny homolognich chromozomi (vzdy
jednoho homologu z paru) do L. pdlového téliska vstupuje oocyt do meidzy Il a zastavuje se
v metafazi (Donahue 1968). V metafazi II setrvava az do oplozeni. Ve II. meiotickém bloku je
aktivni komplex MPF, ale maximum jeho aktivity je niZs§i nez v meidze I (Kubiak et al. 1992).
Jednim ze substrat Cdk1 je separdza, jejiz inaktivaci zajiStuje inhibitor sekurin (Nabti et al.
2008) ve spolupréci s inhibi¢ni fosforylaci pomoci komplexu Cdk1-cyklin B2 (Li et al. 2021).

Tato spoluprace umoziuje zabranit pred¢asné separaci sesterskych chromatid.

Dal$im vyznamnym substratem Cdk1 je Emi2 (Wu et al. 2007). Zatimco u kontrolnich
oocytli dochazi po vylouceni 1. pdlového téliska k narlistu mnoZstvi cyklinu B1, pii knock-
downu Emi2 k nému nedochazi, coz je ale mozné zvratit expresi nedegradabilniho cyklinu B1.
Ptitomnost Emi2 je tedy nutnd pro ochranu cyklinu B1 ptfed degradaci (pro zjednodusené
znazornéni vizte Obr. 1) (Madgwick et al. 2006). Béhem MII bloku probiha syntéza nového
cyklinu B, ale jeho celkovd hladina je udrZzovana konstantni, takZe v nizké mife k jeho
degradaci dochdzi. ZajiSténi spravné miry degradace ziejme souvisi prave s fosforylaci Emi2.
Pokud je pfidan exogenni cyklin B, zvySeni aktivity Cdkl vede ke zvySeni miry fosforylace
Emi2, coZ zplsobuje snizeni mnozstvi Emi2 interagujicich s APC/C“4** a umozni degradaci
prebytecného cyklinu. Aby ale nedoslo k degradaci pfiliSného mnozstvi cyklinu, tak je nasledné
Emi2 pravdépodobné defosforylovan diky proteinfosfatdze 2A (PP2A, Protein phosphatase 2A)
(Wu et al. 2007).
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Emi?2 je také regulovan pomoci cyklinu B3. Cyklin B3 je exprimovan pouze v meioze |
(Han et al. 2017), kde v komplexu s Cdkl fosforyluje Emi2, coz umoziuje naslednou
fosforylaci pomoci Plk1 a navedeni na degradaci. Naopak komplex CdkI-cyklin B1 u¢innou
degradaci neumoznuje (Bouftas et al. 2022). Pii injekci mRNA cyklinu B3 mysi oocyty
pokracuji rovnou (bez zablokovani v metafazi II) az do vylouceni 2. polového tcliska ve
vyznamné vyS$§im mnozstvi piipadii nez kontroly. Zaroven je u nich mozné detekovat
vyznamn¢ vy$§i miru inhibi¢ni fosforylace Cdk1, kterou je mozné zvratit inhibici WeelB nebo
Cdk2 (Meng et al. 2020). Nepiitomnost cyklinu B3 v meidze II tedy umoznuje stabilizaci Emi2
a udrZeni II. meiotického bloku (Bouftas et al. 2022).

K zajisténi dostate¢né aktivity Cdkl v II. meiotickém bloku nejspi§ také pfispivaji
fosfatdza Cdc25A s dudlni specificitou (Cdc25A, Dual specificity phosphatase Cdc25A) a
Cdc25B (Kang et al. 2013; Oh et al. 2013). RNA interference vyuzivajici dSRNA proti Cdc25A
vede k pfekonani bloku a vyznamné snizené aktivité¢ Cdkl i MAPK. Na Cdkl Ize v tomto
pripad¢ detekovat vyznamné vyssi miru inhibi¢ni fosforylace na tyrosinu 15 oproti kontrolam,

kterou je mozné zvratit pouzitim morpholino oligonukleotidii proti WeelB (Oh et al. 2013).

Dokonceni meidzy Il nastavd po oplozeni. Faktorem pfindSenym spermii je
fosfolipaza ¢, konkrétné¢ dilezitd kvili své katalytické funkci, kterou je umoZznéni Stépeni
fosfatidylinositol-4,5-bisfosfatu na inositoltrisfosfat a diacylglycerol vedouci na oscilace Ca®*
iontl (Saunders et al. 2002). Zda se vSak, ze pfitomnost fosfolipazy { neni pro aktivaci vajicka
zcela kritickd, protoze knock-out samci stdle mohou mit potomky. Jejich pocet je ale vyznamné
niz$i nez u kontrol a navic se pii pouZiti knock-outovanych mysi ve vyznamné¢ vyssi mitfe nez
u kontrolnich mysi vyskytuje polyspermie a abnormalni aktivace vajicka (Nozawa et al. 2018).
Po oscilacich Ca®" iontli dochazi k aktivaci Ca®*/kalmodulin-dependentni proteinkinazy II
(CaMKII, Ca**/calmodulin-dependent protein kinase IT) (Madgwick et al. 2005). Substratem
CaMKII je WeelB, jejiz aktivace umoznuje inhibi¢ni fosforylaci Cdk1, coz znamena inaktivaci
MPF (Oh et al. 2011) a tedy ptekonani MII bloku. Exprese CaMKII exogenniho piivodu navic
vede k degradaci APC/C inhibitoru Emi2, ale pouze pokud ma funk¢ni svou katalytickou
aktivitu (Medvedev et al. 2014). Injekce konstitutivne aktivni CaMKII vede ke srovnatelné mite
degradace cyklinu B1 a sekurinu jako u oplozenych vajicek (Madgwick et al. 2005), coz
ukazuje diilezitost CaMKII aktivity pro umoznéni pozdéjsiho rozchodu sesterskych chromatid

v anafazi Il, a tedy i dokon¢eni meidzy II a vylouceni 2. pélového téliska.
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1.2 Sestaveni vi‘etének v mysich oocytech

1.2.1 Sestaveni vireténka mySich oocyti v meiéze I
V pribéhu zrani mysich oocytii dochazi k eliminaci centrozomt. Nejdiive je mozné
detekovat oddéleni centriol a rozpad prvniho paru. Degradace druhého paru ve vyznamné miie

nastava az po GVBD (Simerly et al. 2018).

Béhem profaze 1. meiotického déleni nasledné vznika de novo velké mnozstvi novych
acentriolarnich mikrotubuly organizujicich center (aMTOC, acentriolar Microtubule
Organizing Centers) detekovatelnych diky obsahu pericentrinu (Schuh a Ellenberg 2007).
Soucasti aMTOC jsou kromé pericentrinu i dal§i zndmé pericentriolarni proteiny, napiiklad vy-
tubulin (Clift a Schuh 2015; Baumann et al. 2017), centrozomalni proteiny Cep152 (Lee et al.
2018), Cep192 (Clift a Schuh 2015; Lee et al. 2018), Cep215, a proteinu Ve vyvoji regulaci
snizeného, exprimovaného v buiikkach neurdlnich prekurzord (NEDD1, Neural precursor cell
expressed, developmentally down-regulated 1) (Baumann et al. 2017). Pti depleci Cep152 nebo
Cepl192 RNA interferenci dochédzi k vyznamnému zmenSeni pozorovatelnych ohnisek
pericentrinu na aMTOC (Lee et al. 2018). Pericentrin samotny je ziejmé dulezity pro nabor
ostatnich zminénych pericentriolarnich proteint, protoZze jeho podminény knock-out vede ke
ztraté NEDDI, Cep215 a vyznamnému snizeni koncentrace y-tubulinu zaMTOC (Baumann et
al. 2017). Kromé¢ pericentriolarnich proteinii najdeme na aMTOC 1 kin4zy zapojujici se do
regulace sestaveni meiotickych vietének jako jsou Plkl, Aurora kinaza A (AurkA, Aurora

kinase A) (Lee et al. 2018) a Aurora kinadza C (AurkC, Aurora kinase C) (Balboula et al. 2016).

Po wvytvofeni dostatecného mnozstvi aMTOC dochdzi ke vzniku takzvané
mikrotubularni koule. aMTOC se pohybuji k intaktnimu jadru, pokryvaji jeho povrch a z nich
nukleujici mikrotubuly tvofi sit’ na povrchu jadra (Schuh a Ellenberg 2007). V tomto stadiu
byla detekovana na povrchu aMTOC aktivovana forma AurkA, kterd je fosforylovdna na
threoninu 288. Dalsi kindzou nalezenou v této fazi je Polo-like kindza 4 (P1k4, Polo-like kinase
4), ktera castecné sdili lokalizaci s Cep192 a navic se nachazi i v oblasti chromatinu (Bury et

al. 2017).
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Obr. 2 Navrzeny model chovani aMTOC. Pii prvni fragmentaci aMTOC dochazi k uvoliovani C-Nap1
diky Plkl1. Poté nasleduje elongace aMTOC zavisla na dyneinech kotvenych ptes Bicaudal D homolog
2. Pro druhou fragmentaci je klicovy kinezin-5. Nasledné dochézi k separaci aMTOC a vytvoieni dvou

pola déliciho vieténka. Upraveno (Clift a Schuh 2015).

Nésleduje 1. fragmentace aMTOC (vizte Obr. 2), pii které znich disociuje
Centrozomadlni protein 1 asociovany s Nek2 (C-Napl, Centrosomal Nek2-Associated Protein
1). Jeho uvoliovani je ziejmé tizeno Plk1, jelikoZ pii pouZiti jejiho inhibitoru BI 2536 (250
nmol/l) zistdva C-Napl asociovan s aMTOC (Clift a Schuh 2015), stejné jako pii pouZiti
podminéného knock-outu Plk1 (Little a Jordan 2020). Kli¢ovou slozkou pro fragmentaci je zde
tedy Plkl, protoze jeji inhibice vede k tomu, Ze k fragmentaci aMTOC viibec nedochazi,
zatimco zvySena koncentrace C-Nap1 fragmentaci nezabranuje (Clift a Schuh 2015). Samotna
Plk1 by mohla byt regulovana skrze aktivitu AurkA, protoZe u podminéného knock-outu AurkA
protein C-Nap! ziistdva na rozdil od kontrol na aMTOC i po GVBD. Také podminéné knock-
outy vykazuji o 60 % mensi miru fosforylace Plkl oproti kontrolnim oocytim v metafazi I
(Blengini et al. 2021). Inhibice Plk1 vede u 95 % oocytl k vytvotreni do€asné¢ monopolarniho
vieténka a poté asymetrického bipoldrniho vieténka, jehoZ prevedeni na symetrické bipolarni
délici vieténko trva vyznamné del$i dobu nez u kontrol. Fragmentace aMTOC pomoci PIk1 je

tedy nutna pro v€asnou tvorbu symetrického bipolarniho vieténka (Kitajima et al. 2011).

Fragmentované aMTOC se prodluzuji a tvoii “stuzky* okolo jaderné obalky (vizte Obr.
2). Prodluzovani je zavislé na mikrotubulech nachézejicich se na jaderné obalce, jelikoz pridani

1 umol/l nokodazolu prodluzovani zabranuje. Z hlediska motorovych proteint, které by toto
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prodluzovani mohly umoziovat, byl testovan kinezin-5 a dynein. Aktivita kinezinu-5 zfejmé
neni pro natahovani kriticky nutnd, protoze pii inhibici monastrolem (100 pmol/l) nedochazi
k vyznamnému snizeni miry elongace aMTOC. Naopak inhibice dyneinu expresi P150-CCl1
vede k naprosté blokaci natahovani (Clift a Schuh 2015). Dynein je v jaderné obalce kotven
adaptérovym proteinem Bicaudal D Homolog 2 (Clift a Schuh 2015; Kitajima et al. 2011).
Pouziti adaptérového proteinu, ktery nemlze vazat dynein vede k abnormalni distribuci
mikrotubuld, ale bipolarni vieténko se ustavuje ve srovnatelném case s kontrolnimi oocyty.
Bylo tedy navrzeno, ze natazeni aMTOC neni nutné pro tvorbu bipolarniho vieténka, ale mohlo
by se zapojovat do zajiSténi symetrického rozlozeni mikrotubulli pro pozdéjsi efektivni

ptipojeni chromozomi (Kitajima et al. 2011).

Po elongaci aMTOC na mikrotubuldrni kouli mize dojit k GVBD. Pro normélni
rychlost GVBD je zfejmé potieba pericentrin, jelikozZ podminéné knock-out oocyty vykazuji
vyznamné del§i dobu nutnou pro dokonceni GVBD nez kontroly (Baumann et al. 2017).
Statisticky vyznamné delsi dobu ve srovnani s kontrolami trvda GVBD také v piipad¢ inhibice
Cep192 diky RNA interferenci (Lee et al. 2018). Pfi GVBD byl mezi aMTOC a chromozomy
detekovan Homolog proteinu Hepatoma up-regulated (HURP, Hepatoma up-regulated protein
homolog). Jeho lokalizace v této dob& nebyla odlisna u HURP knock-out a kontrol, ale u knock-
out oocytll nedoslo pozdéji k vytvoteni dvou soumérnych polii vieténka. Cast aMTOC ziistala
mezi poly, coZ znamend, Ze by HURP mohl byt diileZity pro spravné rozlozeni aMTOC na poly
(Breuer et al. 2010). Cep192, AurkA a Plkl i po GVBD stéle sdileji pozici s pericentrinem na
aMTOC, kterd se budou shlukovat ve vznikajici poly vieténka. Naopak Cepl152 po GVBD

z poli mizi a 1ze ho detekovat podél mikrotubulli vieténka (Lee et al. 2018).

Rozpad jaderné membrany umoziiuje uvolnéni jadernych faktorti, coz by mohlo
byt vysvétlenim masivniho nartstu nukleace mikrotubuli zaMTOC po GVBD. V case 25
minut po GVBD byl detekovan 35x vys$i pocet mikrotubulti nukleovanych z aMTOC okolo
chromozomt, coz teoreticky odpovidé asi 2000x vice mikrotubulli na jednom aMTOC oproti
poctu vdobé GVBD. Blokace Ras-pfibuzného jaderného proteinu s navazanym
guanosintrifosfosfatem (Ran-GTP, Ras-related nuclear protein-guanosine triphosphate) diky
RanT24N vedla k zablokovani nartistu poc¢tu mikrotubulti do 2 hodin po GVBD, ale po uplynuti
tohoto Casu se pocet mikrotubulli zacal zvedat a dé¢lici vieténko bylo vytvofeno, i kdyz
s polovi¢nim poctem mikrotubuld oproti kontrole (Schuh a Ellenberg 2007). Po pouziti

RanT24N nebylo mozné detekovat protein HURP (Breuer et al. 2010) a zpozdéni nariistu
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nukleace diky RanT24N bylo zaznamenano i v dalSich experimentech (Baumann et al. 2017;

Bury et al. 2017; Dumont et al. 2007).

Vyse uvedena zjisténi vedla k predstave, ze Ran-GTP draha se na tvorbé vieténka podili,
ale neni pro ni klicova. Tento pohled byl zpochybén, protoze pti pouziti RanT24N byla oproti
kontrole detekovana vyznamné vyssi koncentrace volného carga importinu B (jakymi jsou i
faktory zapojujici se do sestaveni déliciho vieténka). K vyvazani carga importinu  je vSak
potieba funk¢éni Ran-GTP, ktery by pii pouziti inhibitoru nemél byt v dostate¢né koncentraci
k dispozici. Diky koprecipitaci bylo zjisténo, ze RanT24N zfejmé vaze endogenni importin 3,
coz znamena zvyseni koncentrace volného carga i bez ptfitomnosti Ran-GTP. RanT24N byl
tedy oznaCen za nespecificky inhibitor. Pouziti nové vytvofeného RanT24N s dodate¢nou
substituci threoninu 42 za alanin vedlo k detekci vzniklych vietének s vyssi mirou poskozeni.
Zatimco pii pouziti ptivodniho RanT24N nebyl rozdil v poctu chyb v segregaci chromozomi
oproti kontrole, tak nova varianta ukazala vyznamné vyssi pocet chyb v segregaci oproti
kontrolnim oocytim (Drutovic et al. 2020). Ran-GTP draha je tedy zfejmé vyznamnym hracem

podilejicim se na tvorbé déliciho vieténka.

Po dokonceni GVBD nastava druhd faze fragmentace aMTOC (vizte Obr. 2). Tato
aMTOC jsou nasledné separovana a shlukuji se do dvou poli vznikajiciho vieténka. Druha
fragmentace neni na rozdil od prvni fizena dyneinem, protoZe inhibice jeho adaptérového
proteinu Bicaudal D Homolog 2 pfed GVBD naprosto zabrailuje fragmentaci, zatimco po
GVBD fragmentace probiha srovnateln¢ s kontrolnimi oocyty. Naopak v oocytech s
inhibovanym kinezinem-5 (monastrolem v koncentraci 100 pmol/l) neni 1. faze fragmentace
ovlivnéna, ale po GVBD k fragmentaci nedochazi a aMTOC splyvaji v jeden velky monoaster
(Clift a Schuh 2015). Pro druhou fazi fragmentace nutnou pro rozdéleni aMTOC mezi dva poly
je tedy kliCovym motorovym proteinem kinezin-5 (Clift a Schuh 2015; Kitajima et al. 2011;
Schuh a Ellenberg 2007).

Po skonfeni GVBD dochazi zaroven s fragmentaci k uvolilovani Cepl52
zaMTOC. Pii1 depleci Cepl52 pomoci RNA interference dochazi predcasné k druhé fazi
fragmentace. Pfi inhibici Cdkl (10 pmol/l RO3306) je kolokalizace Cep152 s pericentrinem
po GVBD stile pozorovatelnd, zatimco u kontrolnich oocytli dochéazi k disociaci Cepl52
zaMTOC. Pii zvySeni aktivity Cdkl v oocytech dochazi k druhé fazi fragmentace uz pred
GVBD a také Cep152 disociuje zaMTOC uz pied GVBD. Uvoliiovani Cep152 a fragmentace
po GVBD jsou tedy zfejmé regulovany pomoci Cdk1 (Lee et al. 2018).
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Ptiblizné do 60 minut po GVBD dochézi k individualizaci bivalentd, které
vytvari schranku na povrchu mikrotubularni koule (Kitajima et al. 2011). Po 2. fazi fragmentace
aMTOC dochézi k agregaci aMTOC do n¢kolika shluka (Clift a Schuh 2015) a ohniska vy-
tubulinu 1ze detekovat na povrchu 1 uvniti koule. V ¢asovém rozmezi 2 hodin 45 minut az 3
hodin 5 minut po GVBD dochazi k shluknuti aMTOC do dvou dominantnich po6li (Schuh a
Ellenberg 2007), pficemz na rovnomérném rozdéleni se ziejm¢ podili HURP (Breuer et al.

2010).

Na bipolarizaci vieténka se také podili kinetochory chromozomd, klicové kinazy a
fosfatdza. Podminény knock-out kinetochorového komplexu Nuclear division cycle 80 vedl u
vSech 58 studovanych oocyttl k absolutni neschopnosti vytvofit bipolarni vieténko v meidze I.
Je to zfejm¢ proto, ze rekrutuje na kinetochory crosslinker antiparalelnich mikrotubula
Regulator proteint cytokineze 1 (Prcl, Protein regulator of cytokinesis 1), ktery je nutny pravé
pro vcasnou bipolarizaci vieténka (Yoshida et al. 2020). Inhibice Haspin kindzy 5-
iodotubercidinem (500 nmol/l) vede u 42 % oocytti v metafazi [ k lokalizaci minimalné jednoho
aMTOC mimo dominantni pdly, coz u kontrolnich oocytti nebylo pozorovano. Efekt zptisobeny
inhibici Haspin kindzy 1ze ¢astecné zvratit pridanim cRNA AurkC (Balboula et al. 2016). U 40
% oocytl s podminénym knock-outem kinazy Plkl k tvorbé bipolarniho vieténka vibec
nedochdazi (Little a Jordan 2020). Knock-out obou izoforem podjednotky C proteinfosfatazy 2A
vede k tvorbé vyznamné delSich vietének nez u kontrolnich oocytd a je mozné detekovat
aMTOC 1 mimo dominantni pdly (Tang et al. 2016). Po bipolarizaci vieténka muize zalit

elongace (Schuh a Ellenberg 2007).

Bivalenty se piesouvaji a tvofi elipsovité uspofadani okolo vieténka. Dochéazi ke
kongresi bivalentli a za¢ina biorientace chromozomt, pro kterou 86 % chromozomi potiebuje
2 a vice pokusu. Inhibice Aurora kinaz B a C 200 nmol/l hesperadinu vede ke snizeni poc¢tu
pokusii o biorientaci, rychlejSimu nastupu anafaze I ve srovnani s kontrolou a ve 100 % ptipada
k netspésné segregaci chromozomi (Kitajima et al. 2011). MnozZstvi Spatné piipojenych
chromozomu je pii specifické inhibici AurkC vyznamné vyssi nez u kontrolnich oocytd, ale
srovnatelné s oocyty mikroinjikovanymi cRNA dvojité mutantni alely AurkC, kterd narusuje
fungovani AurkC i Aurora kindzy B. Proto 1ze spekulovat, Zze AurkC je z dvojice Aurora kinaza
B a AurkC pro umoznéni spravného ptipojeni chromozomil na mikrotubuly I. meiotického
vieténka tou klicovou kinazou (Balboula a Schindler 2014). Pro regulaci pfipojeni kinetochora
k mikrotubulim je dutlezity také pericentrin, jelikoZ jeho podminény knock-out vede

k vyznamné vys$Simu poctu nespravnych ptipojeni (Baumann et al. 2017).
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Chromozomy se nasledné dostavaji  dovniti  vieténka, dochdzi ke
zvétsovani interkinetochorové vzdalenosti mezi dvojicemi sesterskych chromatid a vytvari se
metafazicka desticka (Kitajima et al. 2011). V metafazi 1 lze typicky pozorovat kromé
korektniho pfipojeni kinetochorti bivalenti k mikrotubulim déliciho vieténka i pfipojeni
nekorektni, konkrétn¢ takzvané merotelické a syntelické ptipojeni. Korektné piipojené
chromozomy jsou biorientované, pficemz jeden par sesterskych chromatid (které jsou vzajemné
koorientované, tedy jejich kinetochory smétuji stejnym smérem) je navazan k jednomu polu
déliciho vieténka a druhy par sesterskych chromatid je navazan k druhému polu. Naopak
merotelické ptipojeni znamena, Ze dochdzi k ptipojeni kinetochoru na mikrotubuly obou pola
déliciho vieténka zaroven a syntelické znaci pfipojeni obou homologickych chromozomii

bivalentu ke stejnému po6lu vieténka (Balboula a Schindler 2014).

Jak dochéazi ke kontrole spravného navéazani kinetochori na mikrotubuly? Inhibice
Aurora kindz B a C (20 umol/l ZM447439) vede ke stabilizaci t¢éméf 100 % detekovatelnych
pripojeni kinetochori na mikrotubuly, coz ukazuje na jejich schopnost tato spojeni
destabilizovat. Destabilizace je spojena s fosforylaci substratti na kinetochorech (Davydenko et
al. 2013). Ruseni vazby kinetochorii na mikrotubuly vSak v mei6ze I mysich oocytli nefunguje
ziejme jako Cisté korekéni mechanismus, protoze se ukazalo, Ze dochdzi k destabilizaci 1

korektnich pfipojeni (Yoshida et al. 2015).

Navrzeny mechanismus tedy ptfedpokladd, Ze pred zvétSenim interkinetochorové
vzdalenosti je nutnad vysokd kindzova aktivita Aurora kindz B/C, protoZe v této fazi je velka
pravdépodobnost Spatného ptipojeni (Davydenko et al. 2013). Po zvétSeni interkinetochorové
vzdalenosti se vSak Aurora kinazy B/C dostavaji do blizkosti spojeni kinetochorii s
mikrotubuly, coz ziejmé zpisobuje destabilizaci i1 spravnych pfipojeni (Yoshida et al. 2015).
Nacasovani ptipojeni kinetochor k mikrotubuliim je fizeno pomoci Cdkl (Davydenko et al.
2013). Konkrétné se do systému regulace pomoci Aurora kindz ziejmé Cdkl zapojuje diky
fosforylaci MAD3/BUBI-ptibuzné proteinkinazy (BubR1, MAD3/BUBI-related protein
kinase) (Yoshida et al. 2015). BubR1, zaroven fosforylovana také diky Plk1 (Solc et al. 2015),
rekrutuje komplex jehoz soucasti je PP2A (Yoshida et al. 2015). Tento komplex by
pravdépodobné poté mél defosforylovat kinetochorové proteiny a umoznit tim stabilizaci
pfipojeni. Model je vSak nabouran zjiSt€énim, Ze pokud je do oocytu s podminéné knock-
outovanou BubR1 injikovana mRNA BubR1, kterd se nedokaze vazat na kinetochory, tak se

stejné obnovuje tvorba stabilnich pfipojeni kinetochori na mikrotubuly (Touati et al. 2015).
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Finalni podobu I. meiotického vieténka, tedy acentrozomalni vieténko barelovitého
tvaru se dvéma jasn¢ definovanymi poély, 1ze pozorovat ptiblizné od 3 hodin a 39 minut po
GVBD (Schuh a Ellenberg 2007). Na pdlech I. meiotického vieténka se nachéazi proteiny vy-
tubulin (Balboula et al. 2016), pericentrin (Lee et al. 2018), Cep192 (Lee et al. 2018; Little a
Jordan 2020), AurkA (Blengini et al. 2021; Lee et al. 2018), AurkC (Balboula et al. 2016), Plk1
(Lee et al. 2018; Little a Jordan 2020) a NEDD1 (Little a Jordan 2020). Na sestaveni vieténka
se podili i doména podobnd tekuting (liquid-like spindle domain) (So et al. 2019), pro jejiz
formovani je kliCova AurkA (Blengini et al. 2021) a zda se, Ze funkci ma i PIk1 (Little a Jordan
2020).

Do lokalizace y-tubulinu a AurkA se zifejmé zapojuje kinesin-like protein KIFC3,
protoZe pii jeho inhibici protildtkou nedochazi ke koncentraci téchto proteinii na na poly
vieténka (Ju et al. 2024). Pozice AurkC je pravdépodobné fizena Haspin kindzou, pfii jeji
inhibici 5-iodotubercidinem (500 nmol/l) totiz 1ze pozorovat vyznamné niz§i mnozstvi AurkC
na poélech vieténka nez v oocytech bez inhibitoru (Balboula et al. 2016). Plkl ovliviiuje
lokalizaci Cep192 a NEDDI, protoze pti podminéném knock-outu Plk1 v 70 % oocyti nelze
detekovat Zadny Cep192 a v 74 % piipadl ani zadny NEDD1 (Little a Jordan 2020).
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1.2.2 Sestaveni vireténka mysich oocyti v meiéze 11

Meiotickd vieténka v meidze 1 a II se zfejmé lis§i svym mechanismem bipolarizace.
Bipolarni vieténko v meidze 1 bylo pozorovano 3 hodiny 39 minut po GVBD (Schuh a
Ellenberg 2007), ale II. meiotické vieténko uz za méné nez 1 hodinu po vylouceni prvniho
polového téliska (Dumont et al. 2007). Zatimco pro tvorbu vieténka v meidze I jsou kliCové
kinetochory, tak v meioze II je mozné vytvofit bipolarni vieténka i pti podminéném knock-outu
kinetochorového komplexu Nuclear division cycle 80, ktery se podili na rekrutovani Prcl. V
meioze II je totiz vyznamné vyssi celkova koncentrace Prcl nez v meidze 1. Pokud je exprese
v meioze I zvySena na Urovei exprese v meidze 11, tak tyto oocyty sestavi I. meiotické vieténko
vyznamné rychleji nez kontroly. Toto vieténko je ale morfologicky podobnéjsi vieténku
meidzy II a také u téchto oocytli dochézi k vyrazné vyssi incidenci aneuploidii nez u kontrol
s koncentraci Prcl typickou pro meidzu I. Pravdépodobné je tedy pomalejsi sestaveni déliciho

vieténka v meidze I nutné pro spravny rozchod chromozomil (Yoshida et al. 2020).

Na jeho poélech vieténka v meioze II 1ze detekovat y-tubulin, pericentrin (Baumann et
al. 2017), AurkA (Lee et al. 2018; Wang et al. 2021), a Cep192 (Lee et al. 2018). Podobné jako
u L. meiotického vieténka, i v meidze II je pericentrin dilleZity pro akumulaci proteini na polech
a tvorbu vieténka s normalni morfologii (Baumann et al. 2017; Wang et al. 2021). Na rozdil od
vieténka v meioze I je ale Cep152 lokalizovan pouze podél mikrotubull vieténka (Lee et al.

2018) a HURP se nachazi ve stfedni ¢asti bipolarniho vieténka (Breuer et al. 2010).

Podobn¢ jako v meioze I 1 v meidze II je vieténko ovlivnéno Cinnosti kindz. AurkA
lokalizovana na pélech vieténka je i v meioze II dilezita pro udrzeni domény podobné tekuting
(Wang et al. 2021). Oocyty s podminéné knock-outovanymi MAPK (konkrétné Extracellular
signal-regulated kinase 1 a 2) maji v meiéze I srovnatelnou morfologii vieténka s kontrolami,
ale v meioze Il vytvaii vieténka abnormalnich tvarti (Zhang et al. 2015). Také pti podminéném
knock-outu cyklinu A2 nebyly pozorovany Zadné problémy s tvorbou I. meiotického vieténka,
zatimco v meidze Il vznikala ve vyznamné vys$§im poctu piipadii ve srovnani s kontrolami
vieténka multipolarni, s abnormalni lokalizaci chromatinu a s men$im poctem spravné

ptipojenych kinetochort k mikrotubuliim (Zhang et al. 2017).

Nekteré podjednotky fosfatdz ovliviiuji tvorbu vieténka pouze v meidze II. Podminény
knock-out podjednotky A u izoformy o fosfatazy 2A (Hu et al. 2014) ani podjednotky C
fosfatazy 6 (Hu et al. 2015) totiz nevede k zadnym vyznamnym problémiim s formovanim I.
meiotického vieténka. V meidze Il vSak nefunkéni podjednotka A PP2A vede k tvorbé
vyznamn¢ del§iho vieténka ve srovnani s kontrolami, u kterého se navic netvoii kompaktni
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metafazicka destiCka a chromozomy jsou rozptyleny po vieténku (Hu et al. 2014). Podminéné
knock-outovana C podjednotka fosfatazy 6 také zpusobuje tvorbu II. meiotického vieténka
abnormadlniho tvaru. Toto vieténko ma AurkA lokalizovanou na rozdil od kontrolnich oocytt 1
mimo poly. Pii Castecné inhibici AurkA 20 nmol/l MLN8237 je tvar vieténka i lokalizace
AurkA srovnatelna s kontrolami, coz zfejm¢ znamend, ze fosfatdza 6 reguluje aktivitu AurkA

(Hu et al. 2015).

Oocyty zastavené v metafazi meiozy Il maji vytvorené barelovité vieténko umisténé
paralelné ke kortexu buniky. Po oplozeni dochazi k pfekonani bloku a v anafazi II vieténko
migruje jeste blize ke kortexu. Sesterské chromatidy jsou rozdéleny na opacné poly vieténka a
aktivita mikrofilament umoziuje vieténku rotovat z paralelni do vertikalni pozice viici povrchu
oocytu. V telofazi II se vieténko prodluzuje a nésledné dochazi k odd¢€leni druhého polového

téliska (Zhu et al. 2003).

25



1.3 Regula¢ni mechanismy spojené se segregaci chromozomii

1.3.1 Kontrolni bod sestaveni déliciho vireténka

Jednim z ptedpokladi pro uspésné rozd€leni chromozomi v mitdze je vazba kinetochor
na mikrotubuly délicitho vieténka. Spravny prubéh tohoto procesu zajistuje SAC. Na
kinetochoru je katalyzovano sestavovani Komplexu kontrolniho bodu mitézy (MCC, Mitotic
Checkpoint Complex), jehoz soucésti jsou protein podobny Mitotic arrest deficient 2 (Mad2,
Mitotic arrest deficient 2-like protein), protein kontrolniho bodu mitézy BUB3 (Bub3, Mitotic
checkpoint protein BUB3), BubR1 a Cdc20. Limitujici reakei je zde tvorba komplexu Mad2-
Cdc20, pro jehoz tvorbu je dilezity komplex skladajici se z Proteinu 1 podobnému MAD2
(Madl, MAD2-like protein 1) a Mad2. Komplexy Mad1-Mad2 se v interfazi nachazi v oblasti
jadernych port a v mitdze se dostavaji na neobsazené kinetochory. Mad2 v komplexu Madl-
Mad2 je vtzv. uzaviené formé a jako soucast tohoto komplexu umozituje rekrutovat
cytoplazmaticky Mad2 v oteviené form¢, ktery na kinetochoru bude moci tvofit komplex

s Cdc20 (Lara-Gonzalez et al. 2021).

Sestavené komplexy poté difunduji a slouzi jako inhibitory APC/C““%, Tato inhibice
je klicova, jelikoz brani vstupu do anafaze, pro kterou je typicka degradace substrati jako je
sekurin a cyklin B pravé diky ubikvitin ligdzovému komplexu APC/C®420, Po stabilni vazbé
kinetochoru dochézi k ukonceni tvorby MCC a inhibice ustavd. Teprve navazani vSech
kinetochor na mikrotubuly umoziuje pokra¢ovani cyklu do anafiaze (Lara-Gonzalez et al.

2021). Funguje ale SAC (nazna¢eny na Obr. 3) i v mySich oocytech prochazejicich meidzou?

separaza
sekurin

aktivni
separaza

SACOFF |
".':?\ SAC ON MCC 1
Ay T aktivni
o ?'ba:,ba = - 4 _é = G o Capcic) ™ ‘
§ i e & > cam — Y @« 3 N
y N > y N\ _
/A 2h / g\ 2h 4h & [/ W " 6h 8h 10h ;/‘\ \-.,

GVBD prometafaze | metafaze | - metafize |I

prechod
metafaze - anafaze
Obr. 3 Model kontrolniho bodu sestaveni déliciho vieténka (SAC) u mysich oocytd prochazejicich
meidzou. V prometafazi I se na nenavazaném kinetochoru sestavuje MCC, ktery potom slouzi jako
difuzni inhibitor APC/C. Po ukonéeni SAC aktivni APC/C vede na degradaci svych substrat, jako je

napiiklad sekurin, ktery umoznuje aktivaci separazy. Upraveno (Qiao et al. 2023).
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Nekteré klasické komponenty SAC byly v mysich oocytech identifikovany. Jsou jimi
napiiklad Bubl (McGuinness et al. 2009), Bub3 (Li et al. 2009), BubR1 (Wei et al. 2010),
Mad?2 a kindza Monopolarni vieténko 1 (Mpsl, Monopolar spindle 1) (Hached et al. 2011).
Pozornost je zamétena i na hledani proteind, které s nimi interaguji. Mezi nalezenymi je Wings
apart-like protein homolog, ktery je vazebnym partnerem Bub3 (Zhou et al. 2020), stejn¢ jako
kinesin-like protein KIFC3, u kterého se predpoklada jeho zapojeni do lokalizace Bub3 a
BubR1 na kinetochory (Ju et al. 2024). Homolog centromerického/kinetochorového proteinu
(Zw10, Centromere/kinetochore protein zw10 homolog), se ziejmé zapojuje do rekrutovani
Mad2 na kinetochory (Park et al. 2019), coz je také jednou z funkci jiz zminéné Mps1 (Hached
et al. 2011). Typicka lokalizace komponent SAC v meidze obnasi pfitomnost na kinetochorech
od prometafaze I do anafaze I, poté ztratu detekovatelného signalu a znovu dochazi k obnoveni
az v meidze II (ptikladem mize byt Bub3 (Li et al. 2009) nebo BubR1 ((Wei et al. 2010; Zhou
et al. 2020)).

Pti naruseni fungovani komponent ptedpokladaného SAC u mysich oocyti dochazi k
ovlivnéni anafaze 1. Vysledkem podminéného knock-outu Mps1 je vyznamné zrychleny nastup
anafaze I (primérné jde o 2,5 hodiny oproti kontrole), ale tento efekt 1ze injekci exogenni Mps1
zvratit (Hached et al. 2011). Knock-down Bub3 diky RNA interferenci vede u 65 % oocytt (ve
srovnani s méné jak 20 % u kontrol) k problematické segregaci v anafazi I. Jeho overexprese
umoznuje dojit do meidzy I pouze 10 % oocytl, jejichz Bub3 navic neni lokalizovan na

kinetochorech, ale mezi chromozomy v rdmci bivalentu (Li et al. 2009).

Déle je ovlivnéno vylouceni 1. polového téliska. Podminény knock-out Bubl umoznil
75 % oocytll vylouéit 1. pélové t&lisko v piitomnosti 5 pmol/I nokodazolu. Zadny kontrolni
oocyt vSak v téchto podminkach polové télisko nevyloucil (McGuinness et al. 2009). V piipade
Mps1 dochazi pfi podminéném knock-outu k vyssi frekvenci vyskytu vyznamné vétSich
polovych télisek ve srovnani s kontrolami. Autofi spekuluji, ze divodem by mohl byt
nedostatecny Cas pro migraci déliciho vieténka (Hached et al. 2011). Ptilis rychlé vylouceni 1.
polového téliska 1ze pozorovat také pii pouziti BubR1 s mutovanou doménou zajist'ujici vazbu
na kinetochory (Wei et al. 2010), RNA interferenci zamétené na Zw10 (Park et al. 2019) ¢i
depleci Wings apart-like protein homologu pomoci morpholino oligonukleotida (Zhou et al.
2020). Pti overexpresi Bub3 byly u 5 z 9 oocytii v 1. pdlovém télisku nalezeny pouze bivalenty,

coz ukazuje na mozné zapojeni Bub3 do udrzovani chromozomi v bivalentech (Li et al. 2009).

Naruseni predpokladaného SAC v mysich oocytech také vede k pozorovani zvySené¢ho
vyskytu aneuploidii. Fyziologickym stavem v meidze Il pro Mus musculus je ptitomnost 20
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dyad. Pii podminéném knock-outu Bubl vSak lze ve vyznamné vétSim poctu piipadii nez u
kontrol pozorovat rizné typy aneuploidii. Konkrétné¢ nondisjunkci (zistava intaktni bivalent),
predcasné oddélené sesterské chromatidy ¢i kombinaci obou pfedchozich (pieneseni celého
bivalentu, ktery se nasledné rozpadne na 4 samostatné chromatidy) (McGuinness et al. 2009).
Zvysena mira aneuploidii byla pozorovana také v ptipad¢ experimentii s Bub3 (Li et al. 2009),
Mpsl (Hached et al. 2011), Zw10 (Park et al. 2019) a Wings apart-like protein homologem
(Zhou et al. 2020). Pti kondicionalnim knock-outu Mad2 vsak byla vyznamné zvySena mira
aneuploidii pozorovana pouze pii kultivaci v nizké teploté, coz by mohlo ukazovat na zapojeni

do ochrany pted stresovymi podminkami (Qiao et al. 2023).

Tyto informace tedy naznacuji, Ze by v mySich oocytech mohl byt pfitomen funkéni
SAC. Problémem vSak je, Ze u mysi bylo zjiSténo, Ze oocyty mohou zacit anafazi [ i v pfipadé,
7e neni vytvofena kompaktni metafazni desticka (Kolano et al. 2012; Nagaoka et al. 2011) a

vSechny chromozomy nejsou spravné pfipojeny na mikrotubuly (Nagaoka et al. 2011).

MozZnost zah4ajit anafazi [ v mySich oocytech 1 v pfipadé¢ Spatné navazanych
chromozomu mize byt také soucasti vysvétleni problémi oocytt starych samic. U oocyti CD-
1 mysi ve véku 19-25 mésict byly detekovany univalenty, ale délka meidzy I se u nich nijak
nelisila od oocytd mladych CD-1 mysi (2-5 mésicl), které univalenty neobsahovaly. Kfizenim
Mus musculus a Mus spretus vznikly hybridni oocyty, které mély vyznamné vétsi pocet
numerickych chromozomalnich aberaci nezZ mladé CD-1 mysi. Tyto hybridni oocyty mély v 80
% ptipadi v dob¢ vstupu do anafaze I chromozomy mimo metafazni desticku. Stejny fenomén
byl pozorovan i u 50 % starych CD-1 oocyti, na rozdil od mladych CD-1 oocytd, které vSechny

vytvoftily pred vstupem do anafaze metafazickou desti¢ku kompaktni (Sebestova et al. 2012).

Z vySe uvedené¢ho se tedy mize zdat, Ze SAC v oocytech neni plné¢ funkéni.
Alternativou k této predstavé je vytvoreni vlastniho modelu. Tento model nenahlizi na SAC
jako na vypina¢ s moznostmi ANO-NE, ale jako na jemnou brzdu fidici délku meidzy I.
Inhibice Cdk1 vede k vyznamnému zkraceni délky trvani meidzy I mySich oocytil, coz ukazuje
na jeji duleZitost pro sprdvné nacasovani. Pokud je pouzit inhibitor Cdk1 flavopiridol (5
umol/1), je mozZné pozorovat dvojnasobnou miru degradace cyklinu B1 oproti kontrole. Nartist
miry degradace cyklinu B1 nastava také pfi inhibici Mps1, Aurora kindz i Mad2 (Lane a Jones
2014; Qiao et al. 2023). Zda se tedy, ze degradace cyklinu B1 pomoci APC/C pfi norméalnim
prubéhu meidzy I v mySich oocytech nedosahuje svého mozného maxima a pulsobeni
komponent SAC tidi délku meidzy I diky schopnosti oddalit nastup anafaze I. Oddéleni anafaze
poté nejspi§ pomdhd minimalizovat miru aneuploidie diky poskytnuti ¢asového okna pro
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opravu Spatného navazani kinetochorti na mikrotubuly déliciho vieténka (Lane a Jones 2014),

ale pro postup do anafaze neni spravné ptipojeni vSech chromozomt vyzadovano.

Mysi oocyty s inhibovanymi Aurora B/C kindzami pomoci ZM447439 vykazovaly
zvysenou miru degradace cyklinu B (Lane a Jones 2014) a sekurinu (Nikalayevich et al. 2022).
Zapojuji se tedy Aurora B/C kinazy do aktivace SAC? Pfi inhibici Aurora B/C kinaz pomoci
ZM447439 (10 umol/l) a ptidani nokodazolu (400 nmol/l) je SAC aktivovan, takze pifima
aktivace nevypadd pravdépodobné. Aurora B/C kinazy jsou ale soucasti korekcniho
mechanismu pfipojeni kinetochorGi k mikrotubulim aktivovaného detekci nizké tenze
bivalenti. Mohly by se tedy podilet na aktivaci SAC neptfimo, protoze umoznuji zruseni
ptipojeni kinetochorti na mikrotubuly a tyto volné kinetochory by mohly uz piimo spoustét

sestaveni SAC (Vallot et al. 2018).

Je tedy mozné shrnout, ze SAC v mysich oocytech funguje, ale zfejmé ne na zcela
stejném principu jako v mitoticky se délicich bunikach. Je mozZné, Ze ma také dalsi specifické
funkce. Kromé jiz zminéného byla zaznamenana naptiklad schopnost SAC zastavit progresi
meidzy do anafaze I po detekci poskozeni DNA. V meioze II uz vsak tento mechanismus neni
uplatiiovan (Lane et al. 2017). Navic je mozné, Ze bude muset dojit k revizi také zakladniho
modelu mitotickych bunék, aby doSlo k zaclenéni novych poznatkii, jako jsou napiiklad

samostatné fungujici subdomény kinetochoru (Sacristan et al. 2024).
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1.3.2 Regulace oddéleni sesterskych chromatid

Pro uspésny rozchod bivalentl v anafézi I je tieba pierusit spojeni drzici chromozomy
u sebe. V diesledku vymény ¢€asti ramen jsou chromozomy jsou v této chvili spojeny
kohezinovym komplexem distalné od chiazmat. Stépeni fosforylovaného kohezinového
proteinu Homolog meiotického rekombinac¢niho proteinu REC8 (RECS, Meiotic recombination
protein REC8 homolog) zajistuje separaza (Kudo et al. 2006). Podminény knock-out separazy
v 98 % pripadi oocytim neumoznuje vylouceni 1. polového téliska (Ogushi et al. 2021) a
chromozomy zlistavaji stale ve form¢ bivalenti (Gryaznova et al. 2021). Nahrazeni separazy
za proteolyticky neaktivni formu také zabranuje oddéleni homologickych chromozomt (Ogushi
et al. 2021). Kromé¢ separazy je pro odstranéni REC8 také potieba jeho fosforylace Aurora B/C
kindzami, protoze pii pouziti jejich inhibitoru ZM447439 zistavaji nekteré chromozomy i
v metafazi II ve formé bivalentil a 1ze u nich detekovat neodstranény RECS8 v oblasti ramének

(Nikalayevich et al. 2022).

Jak je zajisténo, ze v anafazi I nedochdzi rovnou i k oddéleni sesterskych chromatid?
RECS lze detekovat podél ramének chromozomt v bivalentu a v ramci chromatid konkrétné
v centromerickych i1 pericentromerickych oblastech. Po za¢atku anafdze I dochazi k jeho ztraté
z ramének chromozom. V teloféazi I Ize pozorovat centromericky a pericentromericky RECS.
Naopak pii vstupu do meidzy Il se nachdzi uz jen v malém mnozstvi v pericentromerické
oblasti, kde umoznuje soudrznost sesterskych chromatid. Pfi podminéném knock-outu separazy
zlustavaji vSechny tfi populace REC8 (na raménkach, v centromerické a pericentromerické
oblasti) neodstranény (Kudo et al. 2006; Ogushi et al. 2021). Zd4 se tedy, Ze centromericky a

pericentromericky kohezin je néjakym zptisobem pied aktivitou separdzy v anafazi I chranén.

Protektivnim prvkem by zde mohl byt protein Shugoshin 2, ktery interaguje s fosfatazou
PP2A (Rattani et al. 2013; Xu et al. 2009). V oocytu s knock-outovanym Shugoshinem 2 po
anafazi [ dochazi k rozStépeni vSech tii typit REC8 kohezinu (Ogushi et al. 2021) a 1ze detekovat
predcasné oddelené sesterské chromatidy (Rattani et al. 2013). Injekce mRNA Shugoshinu 2
schopné interagovat s PP2A tento efekt zvrati, zatimco pokud jde o formu neschopnou diky
substituci vazat PP2A, tak pfedcasné oddélené¢ chromatidy ziistavaji (Rattani et al. 2013).
Fosfataza PP2A by tedy mohla defosforylovat pericentromerickou oblast, ¢imz by ji chranila

pted Stépenim separazou.

Pro dopraveni Shugoshinu 2 do pericentromerické a centromerické oblasti z cytoplazmy
je dilezita Mpsl (El Yakoubi et al. 2017; Gryaznova et al. 2021), pfi jeji inhibici reversinem
(0,5 pmol/1) obsahovalo 82 % oocytl predcasné oddélené sesterské chromatidy (El Yakoubi et
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al. 2017). S Mps1 spolupracuje Bubl, ale na rozdil od ni zfejmé neni klicovou slozkou, protoze
oocyty exprimujici Bubl bez kindzové aktivity sice maji snizenou miru lokalizace Shugoshinu
2 na pericentromerickych i centromerickych oblastech, ale neobsahuji piredCasné oddélené

chromatidy (El Yakoubi et al. 2017).

RECS8 neni jedinym substratem S$tépenym separazou. Separaza také odstranuje N-
terminalni oblast proteinu meikin (Maier et al. 2021), ktery se zfejmé zapojuje do regulace
Shugoshinu 2 (Kim et al. 2015). Meikin dokaze rekrutovat Plk1 do centromerické oblasti (Kim
et al. 2015; Maier et al. 2021), ale po jeho rozstépeni se jeho afinita k Plk1 snizuje (Maier et al.
2021). Inhibice Plk1 (100 nmol/l BI 2536) zpisobuje u vice jak 50 % testovanych oocytil
problémy se spravnym navazanim v meioze II, ziejmé diky pred¢asnému oddé€leni sesterskych
chromatid (Kim et al. 2015). Exprese meikinu rezistentniho proti separaze vede v meioze II ke
zvySeni mnozstvi Plk1 a Bubl1 na kinetochorech a vyznamné vy$§imu procentu oocyti se Spatné
navazanymi chromozomy nez v kontrole. Vys$si mira fosforylace meikin v meioéze 1 pomoci

Plk1 pravdépodobné slouzi jako ochrana pied degradaci diky APC/C (Maier et al. 2021).

Model fungovani proteinu meikin vypadad tedy takto: V meidze I se navazuje na
kinetochory komplex meikin-Plk1, ktery je diky fosforylaci chranény pied APC/C degradaci.
Tento komplex rekrutuje Bubl, ktery se dale podili na dopravé Shugoshin 2-PP2A na
pericentromericky kohezin a zajiSt'uje ochranu pied separdzou. V anafézi I dochazi ke Sté€peni
meikin pomoci separazy, meikin ztraci afinitu k Plk1 a v anafazi I mlZe byt degradovan
pomoci APC/C. Nepomaha tedy s ndborem Bubl, ktery by zajistil ptichod Shugoshin 2-PP2A.
Pericentromericky kohezin uz neni chranén pied aktivitou separdzy a miize dojit k rozchodu

sesterskych chromatid (Maier et al. 2021).

Princip ochrany soudrznosti sesterskych chromatid v anafazi I je vSak pravdépodobné
oocytu s podminénym knock-outem separdzy piidana funkéni mRNA separdzy az v metafazi
II, dochazi pouze k rozpadu bivalentu, ale sesterské chromatidy zlistavaji spojeny i ptesto, ze
uz by nemély byt v této fazi pred separazou chranény (Gryaznova et al. 2021). Neni také jasné
pro¢ dochazi k protekci centromerického kohezinu pouze do telofize I, zatimco
pericentromericky kohezin vydrzi az do anafdze II (Ogushi et al. 2021). Kli¢ovym jevem pro
spravné nacasovani rozdéleni sesterskych chromatid by mohla byt takzvanad kinetochorova

individualizace (vizte Obr. 4) (Gryaznova et al. 2021).
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Uz v anafazi I je mozné detekovat kinetochory sesterskych chromatid jako dva
samostatné body (Gryaznova et al. 2021), coz ukazuje, ze na jejich odd€leni neni potieba tvorba
bipolarni tenze, kterd nastdva az v meidze II. Bipolarni sily déliciho vieténka se nepodili ani na
deprotekci kohezinu v meidze II jak bylo diive navrzeno (Mengoli et al. 2021). Pro
individualizaci kinetochort je ziejmé kritickd pravé aktivita separazy, protoze podminény
knock-out separazy v oocytu zpusobuje kromé vyskytu nerozdélenych bivalentii v meidze 11
také neoddélené kinetochory sesterskych chromatid. Uméle zvySena exprese Shugoshinu 2
v meidze | zabranila odstranéni kohezinu z chromozomalnich ramének, takze chromozomy
zlstaly v bivalentech az do meiozy I, ale nezabrénila individualizaci kinetochord. V téchto
oocytech doslo v anafazi II rovnou k rozpadu na jednotlivé chromatidy. Naopak u oocytu
s podminéné knock-outovanou separazou pridani funkéni separazy az v meioze 11 vede pouze
k rozpadu bivalentd na jednotlivé chromozomy, ne rovnou na sesterské chromatidy. Separaza
tedy zifejmé z n&jakého diivodu neni schopné najednou zajistit jak individualizaci kinetochor,

tak 1 odstranéni kohezinu drziciho sesterské chromatidy pohromadé (Gryaznova et al. 2021).

o

Model dvoukrokového Separaza nepritomna v Zvysena exprese
fungovani separazy meioze | Shugoshinu 2
Meioza | ﬂ Meioza |

[ —
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ﬂ:}

: Meioza Il
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Meioza Il T
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@ Separaza o8 Nechranény kohezin 0y Chranény kohezin ) Neznamy substrat separazy

 Fizované sesterské - s Individualizované sesterské

kinetochory kinetochory

Obr. 4 Model dvoukrokového fungovani separazy. Upraveno (Gryaznova et al. 2021). V meidze I

dochazi k individualizaci kinetochori sesterskych chromatid a odd€leni bivalent. V meidze II se pak
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rozchazeji samotné sesterské chromatidy. Pokud separdaza neni v meioze | pritomna a je piidana az
v meidze II, dochazi poté v meidze Il zfejmé pouze k provedeni prvniho kroku, tedy individualizaci
kinetochorii a oddé€leni bivalentli, ne rovnou k rozpadu az na sesterské chromatidy. Naopak zvySena
exprese Shugoshinu 2 brani pouze oddéleni bivalentli, ale ne individualizaci kinetochort, ktera pak

v meidze Il umozni rozpad pfimo az na jednotlivé sesterské chromatidy.
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1.4 Rozdily mezi mySim a lidskym oplozenim
Laboratorni my$ je jednim z nejcastéjSich modelovych organismit pouzivanych pro
studium savct, a tedy i ¢lovéka. I pfesto existuji mezi mysSim a lidskym oplozenim nékteré

vyznamné rozdily.

Akrozomalni reakce je jednim zkliCovych krokii umoznujicich spermii UspéSné
oplozeni. S hledanim mista jejitho prtibéhu in vivo ale u mysi pomohlo az vytvoieni
transgennich spermii obsahujicich fluorescencni protein Enhanced Green Fluorescent Protein
v akrozomu. Nejdrive bylo zjisténo, ze u 77 % kapacitovanych spermii in vivo v dob¢ dosazeni
oblasti kumularnich bun&k uZ probéhla akrozomalni reakce. Zadna z 9 spermii, které se dostaly
az na zonu pellucidu neméla intaktni akrozom (Jin et al. 2011). V pozdé&j$im experimentu bylo
detekovano 62 % spermii po akrozomalni reakci uz v oblasti horniho isthmu vejcovodu a 95 %
v ampulle (La Spina et al. 2016). Pfi pouziti mys$i bez hormonalni simulace bylo dokonce ve 3
ze 4 piipadi zachyceno v ampulle 100 % spermii, které uz podstoupily akrozomalni reakci (ve
4. ptipade jich bylo 98 %) (Hino et al. 2016). U ¢lovéka tento experiment neni mozné provést,
a proto se stale ptredpokladd, Ze akrozomdlni reakce je indukovédna glykoproteiny zony

pellucidy, coZ je mechanismus pozorovatelny in vitro (Hoshi et al. 1993).

U mysi byla zjiSténa odli$na struktura zony pellucidy. Zatimco myS ma zonu pellucidu
tvofenou tfemi druhy glykoproteinii (Bleil a Wassarman 1980), u ¢lovéka byly nalezeny Ctyti
(Lefievre et al. 2004). U mysi (konkrétné naptiklad Mus musculus) totiz ziejme doslo
k mikrodeleci v genu pro Zona pellucida sperm-binding protein 4, ktera zpusobila posun
¢teciho ramce a vytvofeni STOP kodonu, coZ ve vysledku znamenalo pseudogenizaci (Goudet
et al. 2008). N&které druhy spadajici do Murinae ale maji Zona pellucida sperm-binding protein
4 zachovany, ptikladem mtize byt Mastomys coucha. Jeho nepifitomnost na oocytech Mus
musculus nicméné pro in vitro fertilizaci spermiemi Mastomys coucha neni limitujicim

faktorem (Izquierdo-Rico et al. 2021).

U clovéka bylo zjiSténo, Ze Zona pellucida sperm-binding protein 4 exprimovany
bakulovirem byl schopny indukovat akrozomdlni reakci kapacitovanych lidskych spermii
(Chakravarty et al. 2005), coz ukazuje na moZnou roli v oplozeni. Pfi pouZiti kralika se vSak
ukdazalo, Ze rychlost prvotniho ryhovani presumptivnich zygot vytvofenych in vitro fertilizaci

se nelisila u knock-out jedincii a kontrol (Lamas-Toranzo et al. 2019).

Dal$im rozdilem je zfejm¢ odlisna dilezitost nékterych homolognich proteini pro

oplozeni. Pfikladem muze byt akrosin. Knock-out mysi samci maji normalni poc¢et mladat,
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protoze spermie bez akrosinové aktivity ziejme jen penetruji zonu pellucidu pomaleji (Adham
et al. 1997). U cloveka vsak inhibice akrosinu sdjovym trypsinovym inhibitorem (2 mg/ml
média se spermiemi) naprosto brani penetraci zony pellucidy (Liu a Baker 1993). U mysi bylo
pozdé&ji zjisténo, ze proteolyticka aktivita akrosinu vede pouze k remodelaci Zona pellucida
sperm-binding proteinu 2, ne jeho degradaci jak bylo diive pfedpokladano (Kuske et al. 2021).
Lidsky akrosin je navic schopen in vitro proteolyzy Zona pellucida sperm-binding proteinu 4,
ktery se, jak bylo zminéno vyse, u mysi na zoné pellucidé nenachazi (Saldivar-Hernandez et al.

2015).

Strukturné se mysi a lidské oocyty lisi i na Grovni oolemy. Zatimco lidsky oocyt je
homogenné pokryty mikrovilli (Santella et al. 1992), u my$i se vytvafi tzv. microvilli-free
region. Tato oblast se nachazi u ovulovanych oocytli nad délicim vieténkem meidzy I a je velmi
bohata na aktin. K jejimu vzniku zfejmé dochazi v pritbéhu vyvoje oocytu, protoze nezralé¢ mysi
oocyty maji mikrovilli rozloZzené rovnomérné po celém povrchu a pfi inhibici GVBD je mozné
tvorbé microvilli-free regionu zabranit (Longo a Chen 1985). Spermie se do oblasti bez
mikrovilli t¢éméf nikdy nevazou a absence mikrovilli tak zfejmé slouzi u mysi jako pojistka pred
srazkou s délicim vieténkem (Talansky et al. 1991). I pfes rovhomérné rozloZeni mikrovilli na
oocytu se ani u lidi nevazou spermie vSude se stejnou pravdépodobnosti, ¢imz vznikaji
preferovana mista. Ztejme je dulezité, aby dany usek obsahoval lipidické rafty s dostatecnym
obsahem sfingolipidu monosialotetrahexosylgangliosidu, bez n€hoz téméf nikdy nedochézi

k uspesné fuzi (Van Blerkom a Caltrider 2013).

U lidského vajicka se na oolemé navic nachdzi na mikrovilli protein MAIA (také znamy
jako Fc receptor-like 3) zapojeny do fuze membrany oocytu a spermie. MAIA na mikrovilli
blizce asociuje s Juno a in vitro interaguje jak s Juno, tak i s [zumol, ktery se nachdzi na
spermii. Po vyvazani Juno z oolemy Izumo1 zifejmé prochdzi konformacni zménou umoziujici
vazbu MAIA, ktera poté udéla vlastni konformacni zménu a nejspis se podili na pfibliZzeni
membran, coZ pomaha umoznit fizi. MAIA se u mysi nenachdzi, ale podobnou funkci by mohl

mit Fc receptor-like protein 5 (Vondrakova et al. 2022).

Vyznamnou odli$nosti pro tuto praci je pivod centriol embrya. Zatimco u mysi dochéazi
k jejich degradaci v pribéhu vyvoje (Manandhar et al. 1998; Simerly et al. 2016), lidska

spermie je s sebou ptinasi pti oplozeni (Sathananthan et al. 1991),

Mysi centrioly jsou detekovatelné jeste ve stadiu spermatid a nejdiive bylo pozorovano,

ze distalni centriola degraduje uz ve varlatech, zatimco proximalni az v nadvarlatech
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(Manandhar et al. 1998). V nov¢jsim experimentu vSak byly ob¢ centrioly ve varlatech intaktni
a signal se zacal ztracet az v oblasti dolni corpus epididymis. Dokonce i kdyz jsou do oocytu
injikovany spermie z caput epididymis s jest¢ zachovalymi centriolami, tak v zygoté nevytvari
centrozomy a dochézi k tvorb¢ vieténka vyuzivajictho aMTOC jako u kontrol (Simerly et al.
2016). Nové typické centrioly jsou vytvareny de novo 3. den embryonalniho vyvoje a dochazi
k jejich maturaci az do 7. dne embryonalniho vyvoje, kdy se stavaji efektivnimi MTOC (Xiao

etal. 2021).

U cloveéka nejdiive panovala predstava, ze distalni centriola je v pribéhu vyvoje
degradovana a do oocytu je pfedavana jen proximalni (Manandhar et al. 2000). V roce 2018
vSak bylo zjisténo, Ze distalni centriola nepodléhd degradaci, ale je pouze remodelovana.
Ziejm& je nasledné v zygoté také funkeni, jelikoz in vitro je schopna naboru proteini
pericentriolarni matrix (Fishman et al. 2018). Kromé¢ centriol pfinadsi spermie také asociované
centrozomalni proteiny. Piikladem mtze byt pericentrin, ktery je detekovatelny ve spermii a u
in vitro oplozenych vajicek, ale ne u partenogeneticky aktivovanych. U partenogeneticky
aktivovanych byl zjistén az v odpovidajici 5. den embryonélniho vyvoje. To mozna znamena,
ze doslo k jeho de novo syntéze ve vyznamném mnoZstvi aZ po majoritni reaktivaci genomu

embrya (Amargant et al. 2021).

Rozdily mezi mySim a lidskym oplozeni mohou komplikovat také vyuziti v diagnostice
pfed asistovanou reprodukci. Jednou zmetod pouZivanych v zahrani¢i je testovani
fertiliza¢niho potencidlu spermii skrze méteni schopnosti aktivace mysiho oocytu (Heindryckx
et al. 2005). Tato metoda by vSak nemusela byt pritkazna u v§ech piipadd, protoze bylo zjisténo,
ze lidské fosfolipaza C mé vyznamné vyssi aktivitu pii in vitro Stépeni fosfatidylinositol-4,5-
bisfosfatu mysiho oocytu oproti enzymu mysiho ptivodu (Nomikos et al. 2014). Jako efektivni
feSeni se u hrani¢nich ptipadl ukazalo pouziti méteni aktivace po oplozeni lidskych oocyti,

které zbyly po asistované reprodukci jinych part (Ferrer-Buitrago et al. 2018).
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1.5 Vznik prvojader a sestaveni déliciho vieténka v zygoté

K fuzi mysi spermie s oolemou dochézi ve vzdalenosti vétsi jak 24 um od mista, kde se
pod membranou nachazeji chromozomy oocytu. Po fuzi se paternalni chromozomy pohybuji
podél periferie zygoty za pomoci mikrofilament. Bylo pozorovano jejich oddaleni az o 43 um,
ale nikdy se nedostavaji zpét blize nez na 30 um k maternalnim chromozomim (Mori et al.

2021).

Pfed anafazi II vajicka Ize oznacené jadro spermie pozorovat jako intenzivni
fluorescentni bod u periferie buiiky v oblasti kde doslo ke vstupu spermie. V anafézi II vajicka
se pozorovatelny obsah jadra spermie zvétSuje diky dekondenzaci chromatinu a maxima
dosahuje v dob¢ vylouceni 2. pélového téliska (Adenot et al. 1991). Na dekondenzaci se podili
nucleoplasmin 2, ktery zfejm¢ umoziuje vyvazani protaminti (Inoue et al. 2011). Také nejspise
dochazi k vyvazani spermatickych histont H3.3 a jejich vylouceni v ramci 2. polového téliska.
Nahrazeni probiha histony H3.3 maternalniho pivodu (Kong et al. 2018) pomoci chaperonu
Hira (Lin et al. 2014). Nésleduje pomald a rychla faze rekondenzace paternalniho chromatinu.
Vytvotfenim jaderné obalky okolo paternalnich chromozomu nakonec vznik4 sam¢i prvojadro

(Adenot et al. 1991).

Jesté 2 hodiny po anafédzi Il zlstavaji maternalni chromozomy zcela kondenzovany
(Zhou a Homer 2022) a dekondenzace zac¢ina az v dobé rychlé rekondenzace samciho
chromatinu (Adenot et al. 1991), coz znamena, ze maximum dekondenzace sam¢iho 1 samic¢iho
chromatinu lze pozorovat az 4 hodiny po anafazi Il (Zhou a Homer 2022). Spravné nacasovani
zacatku dekondenzace samicich chromozomil je zfejme zavislé na aktivité Cdk1 (Zhou a Homer

2022).

Po oplozeni se aktivita Cdkl v pribéhu 30 minut snizuje asi o 60-70 % diky
proteolytické degradaci cyklinu B pomoci APC/C a inhibi¢ni fosforylaci Cdk1 kindzou WeelB,
coz umoziiuje nastup anafaze II vajicka. Po zacatku anafaze II se aktivita Cdkl stabilizuje na
30-40 % maxima po dobu asi 3 hodin. Tato stabilizace je nutné pro spravné formovani samciho
prvojadra. Inhibice Cdk1 flavopiridolem totiz po konci 1. inaktivace zrychluje dekondenzaci
sami¢iho chromatinu o 2-3 hodiny, ale k dekondenzaci sam¢iho chromatinu v této chvili
nedochdzi. Vysledkem jsou pak zpozd'ujici se chromozomy v prvni mitéze u 6 z 11 zygot. Po
3 hodinach stabilni aktivity dochazi k 2. fazi inaktivace, kterd uz je fizena pouze inhibi¢ni
fosforylaci Cdk1 kinazou WeelB. Zajisténi dostate¢né doby stabilizace aktivity Cdk1 je ziejme

umoznéno diky presunu WeelB z cytoplazmy do oblasti mezi rozchazejicimi se chromatidami
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(midzone) druhého meiotického vieténka. Tady pred 2. fazi inaktivace Cdkl dochazi ke
koncentraci Cep55, ktery pravdépodobné¢ umoznuje konstrikci midzone. Tim dochézi
k uvolnéni WeelB do cytoplazmy, kde mize inhibovat Cdk1 a umoznit spusténi dekondenzace

samic¢iho chromatinu ve spravnou dobu (Zhou a Homer 2022).

Po vytvofeni prvojader dochazi k jejich migraci do stfedu buniky (Chaigne et al. 2016;
Scheffler et al. 2021), ktera trva asi 12-15 hodin (Chaigne et al. 2016). Maternalni prvojadro se
tvofi typicky blize stfedu a v prvnich 30 minutdch migruje asi 6x pomaleji nez paternalni
prvojadro. Pokud jsou u samiciho prvojadra depolymerizovany mikrotubuly drzici ho vice u
stiedu a dojde k jeho posunuti k periferii, tak zrychli 1 na za¢atku migrace. Rychla faze pohybu
je zfejme umoznéna diky tomu, ze sam¢i prvojadro se tvofi v oblasti vniknuti spermie, ktera je
obohacend o proteiny Spire a Formin-2. Tato kuzZelovita oblast se zplosti a tim postréi prvojadro
smérem dovnitf do buniky. Za prvojadrem se koncentruje Spire a Formin-2 nukleujici aktin,
ktery potom umoznuje pohyb prvojadra ke stfedu (Scheffler et al. 2021). Dulezitost aktinu pro
migraci ilustruje i neschopnost prvojader dostat se do stiedu a Casta asymetricka prvni déleni

po jeho inhibici cytochalasinem D (1 mg/ml) (Chaigne et al. 2016).

Podobnou rychlost obé prvojadra ziskavaji asi v dobé 2-8 hodin od svého vytvofeni a
na této pomalej$i fazi se krome aktinu podili i mikrotubuly a jejich dyneinové motory (Scheffler
et al. 2021). Na zacatku mitozy se prvojadra nachazi zhruba ve stfedu buiiky a kazdé prvojadro
samostatné prochazi rozpadem jaderné membrany a dochdzi vném ke kondenzaci
chromozomu. Kolem vznikajiciho vieténka se nasledné tvoii aktinova klec, kterd je v metafazi
upevnéna ke kortexu bunky, jehoz kontrakce je prevadéna na aktinovou klec motorovym
proteinem myozinem II. To vede k vycentrovani vieténka do stfedu buiiky (Chaigne et al.

2016).

U bovinnich a mozna i lidskych zygot se na migraci podileji centrozomy. U obou druht
je chromatin koncentrovan v jedné ¢asti periferie prvojadra a pfi setkani prvojader ve stiedu
buiiky tyto koncentrované ¢asti sméfuji k sobé (Cavazza et al. 2021). U mySi naopak ziejmé
zustava chromatin v prvojadie po celou dobu rovnomeérmeé rozlozen (Courtois et al. 2012). Ve
vétsin€ bovinnich zygot byl nalezen alespon jeden centrozom v oblasti styku prvojader, ktery
byl asociovany s chromozomy. Zygoty, které nemély v tomto misté pfitomen ani jeden
centrozom mély problém s koncentraci chromatinu ke stykajicim se periferiim prvojader a
nasledné Castéjsi vyskyt problémi se segregaci chromozomu. Diky studiu bovinnich zygot byl
vytvofen model ukazujici na zménu rozlozeni komplext proteinii propojujicich nukleoskelet
s cytoskeletem pii migraci prvojader. Tyto proteiny zfejme asociuji s dyneiny a ty poté tdhnou
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prvojadro po mikrotubulech nukleovanych z centrozomii (Cavazza et al. 2021). V lidskych
zygotach ale neschopnost koncentrovat chromatin ke stykajicim se periferiim prvojader ziejmée
automaticky neznamenad kriticky vyvojovy problém. Tento fenomén byl detekovan u 39,4 %
zygot, vytvorenych technikami asistované reprodukce, ze kterych nakonec vznikly zivé

narozené déti (Porokh et al. 2024).

U mysi se okolo prvojader akumuluji cytoplazmatické aMTOC (Reichmann et al. 2018).
Pro akumulaci je nutna aktivita dyneinu (Courtois et al. 2012). V oblasti téchto aMTOC lze
detekovat ptitomnost Plk4 (Coelho et al. 2013), v oblastech samc¢iho a samiciho prvojadra pak
fosforylovanou AurkA (Kovarikova et al. 2016) a Cep152 (Coelho et al. 2013). Na rozdil od
tvorby meiotického vieténka zde nedochazi k tvorbé jedné kompaktni mikrotubularni koule a
chromozomy jsou stile pozorovatelné jako dvé odliSitelné masy (Courtois et al. 2012). Po
rozpadu jadernych membran se AurkA ptesunuje do oblasti aMTOC (Kovarikova et al. 2016),
kde navic kolokalizuji Plk4 s Cep152 (Coelho et al. 2013). Plk4, AurkA i Cepl152 podobné
rozlozeni vykazuji i pfi formovani I. meiotického vieténka (vizte kapitolu Sestaveni vieténka

mysSich oocytl v meidze I).

Pro prvni mitézu také pravdépodobné mohou byt dilezité produkty exprimované az
v zygoté. Zatimco Regulator of G-protein signaling 14 neni detekovatelny v oocytu v meioze
II, tak v zygoté uz ano. Knock-out homozygoti se nerodi, ale problém ziejmé neni v dokonc¢eni
meidzy II, protoze u vSech Regulator of G-protein signaling 14 negativnich zygot bylo
pozorovano uspésné vylouceni 2. pdloveho téliska. Okolo prvojader Zadné z Regulator of G-
protein signaling 14 negativnich zygot se vSak nasledné nevytvoftila denzni oblast mikrotubulti

ani vieténko barelovitého tvaru (Martin-McCaffrey et al. 2004).

Po rozpadu jadernych membran u mysi dochdzi v prometafazi k tvorbé mikrotubularni
monopolarni masy, kterd se postupné organizuje (Courtois et al. 2012). Mikrotubuly vsak
nejdiive nevychazi zaMTOC, ktera obklopovala prvojadra. Nukleuji z kinetochorti
chromozomt, coz umoznuje vytvoieni 2 vietének: jednoho pro materndlni chromozomy a
druhé pro paternalni chromozomy (vizte Obr. 5). aMTOC jsou pozdéji atrahovana na vznikajici

poly obou bipolarnich vietének (Reichmann et al. 2018).

Pti inhibici Plk1 (Baran et al. 2016) nebo AurkA (Kovarikova et al. 2016) dochazi ke
zpozdéni formovani bipolarniho vieténka. Pti depleci Plk4 pomoci dsRNA navic jeste ke
snizeni nukleace mikrotubuli a tvorbé monopolarniho vieténka. Deplece Cepl52 potom

vykazuje podobny fenotyp, coz bylo mohlo znamenat, ze s Plk4 spolupracuje na bipolarizaci
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(Coelho et al. 2013). Na ni se také ziejmé podili kinezin-5, protoze jeho inhibice vede k tvorbé
monopolarniho vieténka (Courtois et al. 2012). Tvorba monoasteru nastava také pfi inhibici
kinezinu-5 po GVBD v meidze I (Clift a Schuh 2015; FitzHarris 2009) a je tedy mozné, ze i

v zygot¢ se podili na rozlozeni aMTOC mezi poly vietének.

Dvé vieténka byla pozorovana in vivo od Casné prometafize az do metafaze diky
rozliSitelnym po6lim (ukazano na Obr. 5). V ramci prometafaze dochazi k paralelizaci vietének,
koncici v metafazi tvorbou sloZzeného barelovitého vieténka (Reichmann et al. 2018), které se

tvarem podobd meiotickému vieténku (Courtois et al. 2012).

Profaze Casné prometafaze Pozdni prometafaze Casna Metafaze

[l Tubulin [ Pericentrin [lHoechst [JCrest

Obr. 5 Sestaveni dé¢licich vietének v zygoté mysi. Upraveno (Reichmann et al. 2018). Okolo
maternalnich i paternalnich chromozomt se tvoii samostatné délici vieténko. V prometafizi se vieténka
vyrovnavaji (paralelizuji) a v metafazi tvoii slozené barelovité vieténko. Tubulin je soucasti
mikrotubulll, pericentrin je souc¢asti aMTOC, Hoechst oznacuje chromozomy a Crest znaci kinetochory.

Sipky ukazuji na poly vietének. Méfitko ukazuje vzdalenost 5 um.

Obe¢ vieténka jsou ziejme funkEné nezavisla, protoze pohyb maternalnich chromozomu
pied metafazi nevykazuje korelaci s pohybem paterndlnich chromozomt. Dokonce 1 po fuzi
v jedno slozené vieténko lze v anafazi pti pohybu chromozomi pozorovat vychyleni pozice
materndlni poloviny chromozomil vi¢i paternalni, ktera putuje ke stejnému polu. V asném
embryondlnim vyvoji (asi do stddia 4 bun¢k) se poté maternalni a paterndlni chromozomy

nachazi v odlisnych kompartmentech jadra (Mayer et al. 2000; Reichmann et al. 2018).

Dvé vieténka tvofici postupné jedno fuzni byla pozorovana i u bovinnich zygot
vytvorenych in vitro fertilizaci. Moznost rozliSit dvé vieténka jeSt¢ v metafazi zavisela
piredev§$im na pocatecni poloze prvojader. Pokud byla prvojadra blizko u sebe v profazi i

prometafazi, bylo mozné je rozliSit u 8 % zygot. Pokud vSak méla prvojadra v profazi a
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prometafazi vétsi vzdalenost (22 % zygot), tak dochéazelo k tvorbé oddélenych vietének asi 30
- 65 um od sebe a bylo mozné pozorovat i jejich segregaci chromozomt v anafazi (Schneider

etal. 2021).

U bovinnich zygot se na migraci prvojader pravdépodobné podili centrozomy (Cavazza
et al. 2021). Bovinni zygoty vSak mohou vytvaret vieténka schopnd zajistit rozchod
chromozomu i s jednim, nebo zadny centrozomem. U vSech pozorovanych zygot dochazelo
k nukleaci mikrotubull z centrozomt pted a v pribé¢hu rozpadu jadernych membran prvojader.
V dobé 10 minut po rozpadu membran se ale zda, ze vétSina mikrotubulii nukleovala na
chromozomech (Schneider et al. 2021), coz pfipomind mysi model. Centrozomy navic ziejme
v ramci tvorby bipolarnich vietének mohou byt mezi vieténky ptfetahovany, ¢i pokud jsou
dostatecné blizko, tak dokonce i inkorporovany az do vzniklého fizniho vieténka (Schneider et

al. 2021).

Tvorba vieténka v zygoté clovéka neni kvuli etickym a legdlnim problémim
s vyzkumem zatim jasnd. Na klinikach lidské asistované reprodukce byla pozorovana embrya
jejichz blastomery maji $patny pocet jader. To pfipomina fenotyp mysich zygot, u kterych velka
pocatecni vzdalenost mezi prvojadry vede na problém s paralelizaci vietének a tvorbé

podobnych embryii (Reichmann et al. 2018).

V roce 2019 bylo publikovano pozorovani lidské fixované zygoty v anafazi, kterd méla
dvé rozeznatelna vieténka, ale autofi pfipousti, ze nevi, zda-li se jedna o abnormalitu (Xu et al.
2019). Pii studiu lidskych zygot se 3 prvojadry a ¢tyfmi centrozomy bylo zjisté€no, Ze dochéazi
k nukleaci mikrotubulti z MTOC znacenych pericentrinem (pfedpokladané centrozomy) tésné
pied rozpadem jadernych membran a tyto mikrotubuly se poté prodluzuji k nejblizSim
chromozomim bez ohledu na to, jestli byly materndlniho, nebo paternalniho pivodu.
Vysledkem je vytvoteni kvadrupoldrniho vieténka (Kai et al. 2021). Multipolarni vieténka vSak
mohou tvofit i lidské zygoty s normalnim poctem centrozomt (Currie et al. 2022). Spekulaci o
mozné nukleaci mikrotubulii z chromozomii podobné jako u mySich nebo bovinnich zygot
nahrava také mechanismus pouzivany pii nukleaci mikrotubuli v lidskych oocytech. Tvofi se
zde totiz takzvané huoMTOC (jehoz soucésti neni pericentrin na rozdil od mysich aMTOC a
centrozomu), které po GVBD fragmentuje a je rekrutovano na kinetochory chromozomt, kde

nukleuji mikrotubuly (Wu et al. 2022).

41



2 Cile prace

1) Srovnat imunodetekci lokalizaci a relativni intenzitu signalu Mad2 proteinu u zygot CD-1
x CD-1 a BDF1 x CD-1 pied rozpadem prvojader

2) Zjistit, zda je mozné v zygotach mysi vyuzit proby SPY505-DNA a SiR-tubulin pro:

a) vizualizaci lokalizace a dynamiky chromozomu a tubulinu
b) sestaveni déliciho vieténka

3) Za pomoci téchto prob a casosbérné konfokalni mikroskopie analyzovat Casové a
prostorové parametry prvni mitézy v zygotach kmene CD-1 a v zygotach kiizenci BDF1 x

CD-1
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3 Material a metody

3.1 Zvirata

S experimentalnimi zvifaty bylo pracovano podle Zakona ¢. 246/1992 Sb., na ochranu
zvitat proti tyrani. Zvolenym modelovym organismem byla my$ domaci (Mus musculus). Jako
matky zkoumanych zygot (a tedy i oocytll) byly vybrany samice outbredniho kmene CD-1
zakoupené¢ z Chovného a uzivatelského zafizeni laboratornich zvifat Lékatské fakulty
Masarykovy univerzity v Brnég, staré vzdy alespon 3 mésice. Otci zygot byly samci bud’to znovu
kmene CD-1 (oznaceni zygot CD-1 x CD-1), ¢i samci kmene B6D2F1/JRccHsd (oznaceni
zygot BDF1 x CD-1) zakoupeni ze spolecnosti AnLab v Praze.

Plvodnim planem bylo zafadit také samce inbrednich kment C57BL/6 a C3H.
Pfipusténi samcti kmene C57BL/6JOlaHsd (AnLab, Praha) k samicim CD-1 vSak ve vétSing
pripadd nevedla k tvorbé zygot. Pti pouziti part CD-1 x C3H (AnLab, Praha) zygoty vznikaly,
ale vdobé vypracovavani diplomové prace doSlo k vypadku chovi, a tak po zestarnuti

puvodnich rodicovskych part nebylo mozné samce nahradit novymi.
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3.2 Izolace oocytii a embryii

Samicim kmene CD-1 bylo intraperitonealné injikovano 5 IU gonadotropinu ze séra
brezich klisen (Pregnant Mare Serum Gonadotropin; RP1782725000, Biovendor, Ceska
republika). Po 44-48 hodinach byly dale stimulovany injekci lidského choriového
gonadotropinu (human chorionic gonadotropin; CG10, Merck, Némecko) a pfipustény k CD-1

nebo BDF1 samcum.

Dalsi den po pripusténi bylo u samic zkontrolovano jestli doslo k vytvofeni vaginalnich
zatek a 16-27 hodin po aplikaci lidského choriového gonadotropinu byly izolovany zygoty a
embrya.

Pro izolaci byly nejprve samice usmrceny cervikalni dislokaci a post mortem z nich byly
vypreparovany vejcovody a vajecniky. Pii manipulaci s buitkkami byl pouzivéan stereomikroskop

Stemi 508 (Zeiss, Némecko).

Se zygotami bylo pracovano ve dvou skupinach, odliSenych podle kmene samce (CD-1
¢i BDF1). Izolace zygot byla provedena narusenim ampully vejcovodu v M2 médiu (M7167,
Merck, Némecko) preparacnimi jehlami. Vyplavené zygoty byly poté inkubovany v 30 ul kapce
M2 média s 1 mg/ml hyaluronidazy (H1115000, Merck, Némecko) nez doslo k uvolnéni
kumularnich bunék. Poté byly zygoty promyty v kapce stejného objemu ¢istého M2 média.
Nasledné byly zygoty dale preneseny pres ti1 30 ul kapky KSOM média (MR-121, Merck,
Némecko) piekrytého olejem (NO-100, Nidacon, Svédsko) a inkubovany ve 37 °C a 5% CO»
dokud nebyly dale pouZity.

Izolace GV oocyti (Germinal vesicle; oocytli ve stadiu zarode¢ného vacku) byla
provedena naruSenim vaje¢nikil prepara¢nimi jehlami v M2 médiu s 1 pl/ml 3-isobutyl-1-
methylxanthinu (410957, Sigma-Aldrich, Merck, Némecko). Vybrané oocyty byly nasledné
preneseny do 30 ul kapky M16 média (M7292, Merck, Némecko) s 0,5 pl/ml 3-isobutyl-1-
methylxanthinu a promyty pfes tfi dalsi kapky. Poté byly v tomto médiu po dobu 1 hodiny
inkubovany ve 37 °C a 5% COx». Nasledné byly z téchto oocyti mechanicky pipetou odstranény
kumularni buniky v 30 pl kapce ¢istétho M16 média a poté byly oocyty pieneseny pies 3 kapky

Cistého M 16 média a ponechany inkubovat ve vySe zminénych podminkach do dalsiho pouziti.
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3.3 Imunodetekce

Oocyty a zygoty byly rozdéleny do dvou skupin podle kmene samce (CD-1 ¢i BDF1).
Ob¢ skupiny pak byly fixovany po dobu 20 minut v pokojové teploté v blokovacim roztoku
(slozeném z 0,1% bovinniho sérového albuminu a 0,01% Tween 20 v fosfatovém pufru
Phosphate-Buffered Saline) s 2% paraformaldehydem (ve fosfitovém pufru Phosphate-
Buffered Saline) ve sklenénych nadobkach ptekrytych parafilmem. Nasledné byly bunky na
destickach promyty ve 3 po sobé jdoucich kapkach blokovaciho roztoku a umistény do 4. kapky
s 0,1 % Tritonem X-100 fedénym ve fosfatovém pufru Phosphate-Buffered Saline. Desticky
pak byly pteneseny na 15 minut do vlhkych komirek, aby mohlo dojit k permeabilizaci.

Po permeabilizaci nésledovaly dalsi promyti ptes 3 po sob¢ jdouci kapky blokovaciho
roztoku a znovu umisténi do vlhkych komtrek po dobu 15 min, aby doSlo k zablokovani
nespecifickych vazebnych mist. Bunky byly posléze inkubovany pies noc v lednici ve
sklenénych nadobkach zakrytych parafilmem s priméarni protilatkou Rabbit anti-MAD?2
(PLA0087-100UL, Merck, Némecko) fedénou v poméru 1 : 250 v blokovacim roztoku.

Nasledujici den byly bunky pfeneseny ze sklenénych nadobek na desticky do kapky
blokovaciho roztoku. V blokovacim roztoku byly buniky promyty a nasledné byly desticky
inkubovany 15 min ve vlhkych komirkach. Tento postup byl poté jesté dvakrat zopakovan
(celkem tedy 3 promyti pro kazdou skupinu).

Po uplynuti 15 min od 3. promyti byly bunky pfeneseny do sklenénych nadobek
obsahujicich sekundarni protilatku Goat anti-Rabbit Alexa Fluor 488 (A-11070, Invitrogen,
ThermoFisher Scientific, Spojené staty americké), fedénou 1 : 500 v blokovacim roztoku, a
4',6-diamidin-2-fenylindol, zndmy také pod zkratkou DAPI, (10236276001, Merck, Némecko)
fedény 1 : 1000 ve stejném roztoku. Sklenéné nadobky piekryté parafilmem byly poté

ponechéany po dobu 1 hodiny ve tmé& v pokojové teplot¢.

Nasledné¢ byly buiiky pieneseny na desticky do kapky blokovaciho roztoku, promyty, a
inkubovany po dobu 15 minut ve vlhkych komirkach. Toto promyti a inkubace bylo jesté

dvakrat zopakovano (celkem tedy 3 promyti stejné jako pfi promyvani po primarni protilatce).

Z posledni promyvaci kapky pak byla kazda skupina pienesena do vlastni 3 pl kapky
blokovaciho roztoku na spole¢nou 35mm imaging misku s 14mm jamkou a piekryta olejem.

Buniky byly poté snimany na konfokalnim mikroskopu.
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3.4 Barveni pomoci vitalnich barviv
Pro barveni pomoci vitdlnich barviv byly pouzity zygoty a oocyty izolované vysSe
uvedenym zpusobem. U zygot (rozdélenych na dvé skupiny podle kmene otce) byla ve

stereomikroskopu zkontrolovana ptitomnost prvojader.

Zygoty s viditelnymi prvojadry byly pieneseny do 30 pul kapky KSOM obsahujici vitalni
barviva SPY505-DNA (SC101, Spirochrome, Svycarsko) (fedéno 1 : 1000 ze zasobniho
roztoku, kde je barva nafedénda 1 : 1000 v dimethylsufoxidu) a SiR-tubulin (SC002,
Spirochrome, Svycarsko) (fedéno na koncentraci 1 pl/ml, zasobni roztok byl podle navodu
pfipraven v koncentraci 1 milimol/l v dimethylsulfoxidu) a inkubovany po dobu 90 minut ve
37 °C a 5 % CO,. To samé bylo provedeno s oocyty. Nasledn¢ byly zygoty pfeneseny na
imaging misku do dvou 3 pl kapek KSOM s barvivy (jedna kapka pro zygoty s otcem z CD-1
kmene, druhd pro zygoty s otcem z BDF1 kmene) ptekrytych olejem.

Pro experiment zkoumajici moZznost uvoliiovani prob do oleje byly pouzity stejné

koncentrace prob v oleji jako ve vySe uvedeném médiu ur¢eném pro snimani.

V ptipadé experimentu zkoumajiciho vliv verapamilu byla pouzita koncentrace 10
pumol/l verapamilu ve vySe zminéném KSOM médiu obsahujicim proby. Tato koncentrace je

doporucena v datasheetu patficimu k barvivu SiR-tubulin.
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3.5 Mikroskopie

Signal Mad2 a DAPI byl méfen na konfokalnim mikroskopu Leica STELLARIS 5.
Oocyty byly skenovany bez zamontovani ve vodném roztoku, a proto byl pouzit HC PL. APO
CS2 40x/1.1 vodni imerzni objektiv. Absorbance byla méfena s pouzitim excitace ve vinovych
délkach 405 nm (pro DAPI) a 499 nm (pro Alexa Fluor 488). Detekce byla provedena za pomoci
hybridnich detektort HyD S v rozsahu 420-504 nm a 658—808 nm. Pro kazdou zygotu bylo

pouzito 101 optickych fezl, pticemz tloustka jednoho fezu Cinila 792 nm.

Data z Casosbérné mikroskopie zygot byla ziskana na konfokalnim mikroskopu Leica
STELLARIS 5 vybaveném EMBL inkubatorem (EMBL, Némecko) udrzujicim 37 °C a 5 %
COsz. Pouzit byl HC PL APO CS2 40x/1.1 vodni imerzni objektiv. Absorbance byla méfena s
pouzitim excitace ve vinovych délkach 505 nm (pro SPY505-DNA) a 642 nm (pro SiR-tubulin).
Detekce byla provedena za pomoci hybridnich detektort HyD S v rozsahu 510-619 nm a 651—
750 nm. Kazda zygota byla sniména v 17 optickych fezech, s tloustkou fezu 4,128 um, v 5

minutovych intervalech.

Experimenty vénujici se vlivu oleje a verapamilu byly provedeny na konfokalnim
mikroskopu Leica SP5 s EMBL inkubatorem (EMBL, Némecko) v podminkach 37 °C a 5 %
COs. Pouzit byl HCX PL APO CS2 40x/1.1 vodni imerzni objektiv. Absorbance byla méfena
s pouzitim excitace ve vinovych délkach 496 nm (pro SPY505-DNA) a 633 nm (pro SiR-
tubulin). Detekce byla provedena za pomoci hybridnich detektor. U experimentu vénujicimu
se vlivu oleje bylo pro pro kazdy oocyt pouzito 60 optickych fezil s tlouStkou jednoho fezu
¢inici 990 nm. V experimentu zabyvajicim se vlivem verapamilu bylo pouzito 19 optickych

ezl pro kazdy oocyt, s tloustkou jednoho fezu €inici 3,26 pm, v 5 minutovych intervalech.
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3.6 Analyza obrazu
3.6.1 Analyza dat z imunodetekce

Data byla analyzovana v programu Fiji (U. S. National Institutes of Health, Spojené
staty americké.) Relativni intenzita signalu Mad?2 byla méfena na stfednim snimku obsahujicim
prafez prvojadrem. Pro vybér celého prvojadra viditelného na snimku byla pouzita metoda
segmentace obrazu na zakladé¢ urovné signdlu (anglicky Tresholding-Based Image
Segmentation), ktera umoziuje vybrat ROI (region of interest), ktera odpovida specifickému
tvaru prvojadra, protoZe intenzita signdlu Mad2 neni v celém prvojadie homogenni a pouziti
manualné umisténého ROI by mohlo vést k vybéru nereprezentativni oblasti. V ptfipadé, ze
prahovani nebylo mozné pouzit v Mad2 kandlu, byl vybér stejnym zpisobem proveden
v kanalu DAPI a poté aplikovan na odpovidajici snimek Mad2 kanélu. Pokud ani jedna z téchto
metod prvojadro nebyla schopna prvojadro spravné vybrat, bylo toto prvojadro z analyzy
vyrazeno. Naméfena intenzita signalu v prvojadie byla nasledné korigovana pomoci odecteni

intenzity namétené ve stejné velkém vybéru v cytoplazmé.

Pro analyzu dat tykajicich se vlivu prob v oleji a t¢inku verapamilu na CD-1 oocyty
byly pouzity manuélni vybéry (regions of interest) v oblasti pdlu vieténka a na chromozomech
metafazické destiCky. V pfipadé zkoumani relativni intenzity signilu proby SiR-tubulin
v cytoplazmé oocytu v experimentu zabyvajicim se U¢inkem verapamilu byl také pouZit
manualni vybér, a navic byla také provedena korekce na pozadi diky odecteni intenzity

naméiené ve stejné velkém vybéru mimo bunku.

3.6.2 Analyza dat z ¢asosbérného snimani
Data z ¢asosbérného sniméni byla analyzovana v programu Imaris 10.0.1 (Oxford

Instruments, Velka Britanie).

Objem a vzdalenost prvojader byly méfeny v poslednim casovém bodé v
chromozomalnim kanalu (detekovaném skrze SPY505-DNA), kde byla prvojadra jesté intaktni.
Cas anafaze byl poté uréen podle prvniho &asového bodu kde byl viditelny rozchod

chromozomnu.

Pro méfeni objemu prvojader, jejich vzdalenosti a délky a Sitky fuznich vietének byly
vytvoreny trojrozmérné modely pomoci oznaceni danych objekt ve vSech optickych fezech
kde byly v daném c¢asovém bod¢ viditelné. Vzdalenost prvojader byla urcena jako vzdalenost
stfedl trojrozmérnych modeld. Délka a Sitka vieténka byly méteny v casovém bod¢ anafaze —

2 (1j. 2 snimky, tedy 10 minut pied anafazi dané zygoty).
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3.7 Statistické zpracovani dat
Statisticka analyza byla provedena na datech v programu GraphPad Prism 10 (GraphPad

Software, Boston, Massachusetts, Spojené staty americké) pomoci Mannova-Whitneyho testu.
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4 Vysledky

4.1 Imunodetekce Mad2 v prvojadrech zygot

Srovnani zygot CD-1 x CD-1 a BDF1 x CD-1 pomoci imunodetekce mélo byt ptivodné
zaméeieno na aktivitu SAC diky meéfeni relativni intenzity signalu SAC proteinu na
metafazickych chromozomech, ale v pritbéhu zpracovani této prace kolegové z laboratoie
Madl v zygotach ve srovnani s oocyty, coz spolu s dal§imi zjiSténimi ukazovalo, ze v zygoté
ziejm& SAC neni funk¢ni (Horakova et al. 2024). Pro tuto praci proto nakonec bylo vybrano

srovnani relativni intenzity signalu Mad?2 pfed rozpadem prvojader.

Lokalizace Mad2 proteinu pied rozpadem prvojader se mezi CD-1 x CD-1 a BDF1 x
CD-1 zygotami neliSila, v obou ptipadech byl signdl Mad2 detekovan v oblasti obou prvojader
s vyjimkou jadérek (vizte Obr. 6).

A Mad2 DAP|
A
O . .
>
A
Q
B Mad?2 DAPI

BDF1 x CD-1

.

Obr. 6 Imunodetekce Mad2 v zygotach v interfazi. (A) Lokalizace Mad2 v zygoté CD-1 x CD-1,
vpravo pro srovnani lokalizace DAPI pouzivaného pro znaceni DNA. (B) Lokalizace Mad2 v zygoté
BDF1 x CD-1, vpravo pro srovnani lokalizace DAPI pouzivaného pro znaceni DNA. M¢ftitko ukazuje

délku 10 pm.
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Relativni intenzita signalu Mad2 se mezi CD-1 x CD-1 a BDF1 x CD-1 zygotami
vyznamne¢ liSila v jednom ze 3 nezavislych experimentd, a to jak v pfipad¢ materndlnich (vizte

Obr. 7), tak 1 paternalnich prvojader (vizte Obr. 8).

Srovnani signalu Mad2 maternalnich prvojader
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Obr. 7 Srovnani signalu Mad2 materndlnich prvojader po odecteni relativni intenzity signadlu Mad2

v cytoplazmé. *: p= < 0,05. Cervené usecky znaci primér dané skupiny.

Srovnani signalu Mad2 paternalnich prvojader
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Obr. 8 Srovnani signalu Mad2 paternalnich prvojader po odecteni relativni intenzity signalu Mad2

v cytoplazmé. *: p=< 0,025. Cervené usecky znaéi primér dané skupiny.
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4.2 Proby prochazejici pies membranu

Proby prochézejici pfes membranu SPYS505-DNA (dale v celé praci zobrazené
magentou) a SiR-tubulin (zelen€) se podatilo pouzit k zobrazeni DNA a tubulinu ve skupiné
CD-1 x CD-1 zygot i BDF1 x CD-1 zygot, ale ukazalo se, Ze prace s nimi ma potencialni
nevyhody.

Pfi Casosbérném snimani zygot obou skupin bylo mozné pozorovat buiiky, které mély
v perivitelinnim prostoru spermie, ziejmé zachycené diky bloku polyspermie. Spermie byly
probami SPY505-DNA a SiR-tubulin také nabarveny, pficemz hlavicka spermie byla probou
SPY505-DNA detekovéana vyznamné 1épe nez DNA embryii (vizte Obr. 9 ¢ast A a B), a to jak
v piipad¢ srovnani s jeSté nerozpadlym prvojadrem embrya, tak i s chromozomy tvotficimi

metafazickou desticku.

SiR-tubulin
SPY505-DNA B SPY505-DNA
SiR-tubulin SiR-tubulin
SPY505-DNA SPY505-DNA

Obr. 9 Srovnani detekce probami u zygot, spermii a oocyti (A) CD-1 x CD-1 zygota s viditelnou
spermii v perivitelinnim prostoru ve stadu jest¢ nerozpadlych prvojader. (B) BDF1 x CD-1 zygota
s viditelnou spermii v perivitelinnim prostoru a chromozomy uspofddanymi do metafazické desticky.
(C) Srovnani CD-1 oocytu s BDF1 x CD-1 zygotou pii optimalizaci viditelnosti vieténka oocytu.
Vedlejsi zygota zrovna postupuje anafazi, ale chromozomy nejsou viditelné. (D) Srovnani CD-1 oocytu
s BDF1 x CD-1 zygotou (stejné buiiky jako v C) pii optimalizaci viditelnosti chromozomti zygoty

podstupujici anafézi. Cas je je vyjadien ve formatu hh:mm:ss od rozpadu prvojader.
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Pozorovatelny rozdil byl i pfi srovnani CD-1 oocytil se zygotami. Pfi zmén¢€ parametra
jasu a kontrastu pii prohlizeni nasnimanych bunék je mozné vidét, Ze pii zaméfeni se na nejlepsi
viditelnost vieténka v oocytu nelze chromozomy ve vedlejsi zygoté viibec pozorovat (vizte Obr.
9 cast C), zatimco kdyz je na stejném snimku zaméfeni na chromozomy zygoty (zrovna
prochdzejici anafazi, vizte Obr. 9 ¢ast D) jsou pixely vieténka s chromozomy ve vedlejSim

oocytu saturované.

Tato odliSnost neni pouze zajimavosti pii analyze nasnimanych dat, ale znamena, ze
neni mozné nastavovat sily laserli pro ¢asosbérné snimani podle oocyti, jelikoz toto nastaveni
vede k situaci viditelné na Obr. 9 (¢ast D), kde je vidét vieténko oocytu, ale v zygoté (i pies
probihajici anafazi chromozomil) vieténko vibec viditelné neni. Pro ziskani analyzovatelnych
dat bylo také nakonec nutné piejit od snimani celého zorného pole ke snimani jednotlivych

bun¢k (metoda pouzitd pro vSechny 3 nezévislé experimenty prezentované nize).

I pfes optimalizaci snimani byla u obou skupin ve vSech experimentech patrna
variabilita miry Sumu v cytoplazmé, zejména u proby SPY505-DNA. Na Obr. 10 je ukazan
nasnimany prubeh prvni mitoézy u “idealni zygoty CD-1 x CD-1. Je zde vidét pritbéh sestaveni
fuzniho déliciho vieténka. Nejprve dochazi k rozpadu prvojader, okolo kterych se pozdéji tvoti
mikrotubularni masa. JelikoZ nejsou znaceny poly vietének, tak pokud nejsou vieténka zcela
oddélend, neni snadné je od sebe odlisit. Postupné se sestavuje fuzni bipolarni vieténko, na
némz dochazi ke kongresi chromozoml a nakonec anafdzi. Stejné kvality sniméani vSak
rozhodné nebylo mozné dosdhnout u vSech bun¢k, srovnejte naptiklad s Obr. 16 z oddilu 4.4.1
Rozpad prvojader, ktery ukazuje prubéh mitézy zygoty CD-1 x CD-1 s extrémnim zpozdénim
rozpadu jednoho z prvojader. Z tohoto dlivodu nebyl také nakonec do analyzy zatazen parametr
zpozdéni chromozom pfi anafazi (lagging), protoZe ho nebylo mozZné u nékterych zygot jasné

urcit.
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Obr. 10 Pribéh déleni “idedlni“ zygoty CD-1 x CD-1. U zygoty dochazi k rozpadu prvojader, tvorbé
mikrotubularni masy, pozdgji fuzniho vieténka a nakonec anafazi v podminkach s minimalnim Sumem
v cytoplazmé. Magentou je zobrazen signal SPY505-DNA (DNA), zelené SiR-tubulin (tubulin). Cas je
vyjadien ve formatu hh:mm:ss od rozpadu prvojader.

Z divodu uplnosti uvadim také dva experimenty na CD-1 oocytech zabyvajici se
chovanim prob prochazejicich pfes membranu.

V prvnim experimentu (vizte Obr. 11) bylo testovano, zda dochdzi k uvolhovani
SPY505-DNA a SiR-tubulinu do oleje ptekryvajiciho kapku média ve kterém byly bunky
snimany. Jedné skupiné¢ CD-1 GV oocyta byla barviva SPY505-DNA a SiR-tubulin pfidana
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pouze do média (pfistup pouzivany v ostatnich experimentech), zatimco druha je méla jak

v médiu, tak i v oleji ur€eném pro piekryti snimané kapky.

Relativni intenzita signalu SPY505-DNA na chromozomech metafazickych desticek,

ani SiR-tubulinu na délicich vieténkach nebyla mezi skupinami vyznamné rozdilna.
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Obr. 11 SPY505-DNA a SiR-tubulin v oleji CD-1 oocytl. (A) Srovnani barveni metafazického
déliciho vieténka a chromozomil v kontrolni skupiné oocytti se SPY505-DNA a SiR-tubulin probami
v médiu se skupinou oocytli ‘Proby v oleji‘, ktera méla SPY505-DNA a SiR-tubulin pfitomny v médiu
i v pfekryvném oleji. Métitko ukazuje 20 um. (B) Bodovy graf ukazujici relativni intenzitu signalu SiR-
tubulin proby v kontrolni skupiné€ a skupiné ‘Proby v oleji‘. Data byla ziskdna z jednoho zkusSebniho
experimentu. (C) Bodovy graf ukazujici relativni intenzitu signalu SPY505-DNA proby v kontrolni
skupiné a skupiné ‘Proby v oleji‘. Data byla ziskana z jednoho zkugebniho experimentu. Cervené usecky

znaci primér dané skupiny.
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Druhy experiment zkoumal vliv verapamilu, inhibitoru efluxnich pump (Ughachukwu
a Unekwe 2012), na relativni intenzitu signalu SPY505-DNA a SiR-tubulin prob u CD-1 oocyti
(vizte Obr.12).

Relativni intenzita signalu SiR-tubulin proby v cytoplazmé oocytt (korigovana
na pozadi mimo bunky) nebyla mezi kontrolni skupinou (‘Kontrola®, bez ptidaného
verapamilu) a skupinou s pfidanym verapamilem do média (‘Verapamil‘) rozdilna. Analogicky
nebyl rozdil ani v pfipad¢ srovnani relativnich intenzit signdlu SiR-tubulin proby v oblasti

vietének, ani u SPY505-DNA na chromozomech metafazickych destic¢ek.
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Obr. 12 Utinek verapamilu na relativni intenzitu signalu SPY505-DNA a SiR-tubulinu u CD-

1 oocytil. (A) Srovnani barveni metafazického déliciho vieténka a chromozomi probami SPY505-DNA
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a SiR-tubulin v kontrolni skupiné oocytii bez ptidaného verapamilu se skupinou oocytd ‘Verapamil®,
kterd méla inhibitor pfidany do média. Métitko ukazuje 20 um. (B) Bodovy graf ukazujici relativni
intenzitu signalu SiR-tubulin proby v cytoplazmé u kontrolni skupiny a u skupiny ‘Verapamil‘. Data
byla ziskana z jednoho zkusebniho experimentu. (C) Bodovy graf ukazujici relativni intenzitu signalu
SiR-tubulin proby v oblasti vieténka u kontrolni skupiny a skupiny ‘Verapamil‘. Data byla ziskana
z jednoho zkuSebniho experimentu. (D) Bodovy graf ukazujici relativni intenzitu signalu SPY505-DNA
v oblasti chromozomi u kontrolni skupiny a skupiny ‘Verapamil‘. Data byla ziskana z jednoho

zkusebniho experimentu. Cervené usecky znac¢i primeér dané skupiny.

4.3 Subfertilita samcii kmene C57BL/6JOlaHsd

Pivodnim planem pro tuto praci bylo zafadit také samce z inbredniho kmene
C57BL/6JOlaHsd, se kterymi byly provedeny ¢tyfi ptipusténi se samicemi kmene CD-1 (vizte
Tabulku 1). V ramci prvniho pfipusténi vSak vibec nedoslo k tvorbé vaginalnich zatek a dalsi
dvé pfipusténi se samicemi CD-1 sice vedly k tvorbé vaginalnich zatek, ale pfi izolaci byly
nalezeny pouze neoplozené oocyty. Po ¢tvrtém ptipusténi se zygoty vyskytovaly pouze u jedné
ze dvou samic (konkrétn€ u ni bylo nalezeno 33 zygot z celkovych 62 bun€k, u druhé samice

pak 48 oocytl). Z divodu této vyrazné subfertility uz s témito pary nebylo dale pokracovano.

Experiment Pocet pouzitych samei Vaginalni zitky Pocet samic u nichZ
(pocet samic odpovida) byly nalezeny zygoty

1 3 ne 0

2 3 ano 0

3 2 ano 0

4 2 ano 1

Tabulka 1 Ptipusténi samcti kmene C57BL/6JOlaHsd.
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4.4 Casosbérné snimani

4.4.1 Prvojadra zygot
Prvni srovnani zygot skupiny CD-1 x CD-1 a BDF1 x CD-1 se zabyvalo jejich
prvojadry. V kazdé zygot¢€ byla prvojadra na poslednim snimku pted prasknutim rozdélena na

maternalni (mensi objem) a paternalni (vétsi objem).

Objemy maternalniho a paterndlniho prvojadra bylyv poslednim ¢asovém bodé¢, kde
byla prvojadra v chromozomalnim kanalu jesté intaktni. Ve vSech 3 experimentech se ukazalo,
Ze mezi objemy maternalniho prvojadra skupiny CD-1 x CD-1 a BDF1 x CD-1 neni statisticky
vyznamny rozdil (vizte Obr. 13). V pfipad€ srovnani objemtl paternilniho prvojadra méla
v jednom experimentu paternalni prvojadra kmene BDF1 x CD-1 vyznamné& niz§i objem nez
paternalni prvojadra kmene CD-1 x CD-1 (Obr. 13 ¢ast B graf b), ale tento rozdil se v dalsich

dvou nezévislych experimentech nepotvrdil.

A Objemy maternalnich prvojader
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Obr. 13 Objemy prvojader. (A) Bodové grafy znazoriujici objemy maternalnich prvojader. (B) Bodové
grafy znazorfiujici objemy paternalnich prvojader. *: p= < 0,05. Cervené Gsecky zna&i pramér dané

skupiny.
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V obou skupinach se vyskytovaly zygoty se 3 prvojadry. Ve skupiné CD-1 x CD-1 to
byly 2 buiiky z celkovych 23 sledovanych (9 %) a ve skupin¢ BDF1 x CD-1 se jednalo o 1
buiiku z také celkové 23 sledovanych (4 %).

V ptipadé¢ skupiny CD-1 x CD-1 ani jedna z téchto bun¢k nebyla schopna dojit v dob¢
sniméani do anafaze (vizte Obr. 14). V prvnim piipad¢ nedoslo k rozpadu ani jednoho ze 3
prvojader. V druhém piipadé se vSechna 3 prvojadra rozpadla a vytvofila bipolarni vieténko,
ale k rozpadu doslo az v dob¢ 825 minut od zacatku snimani (pro srovnani primérna doba
rozpadu prvniho prvojadra dvojjadernych zygot ve skupin€ v daném experimentu Cinila 509 +
110 minut od zacatku snimani) a ve zbylych 100 minutach snimani nestacila zygota do anafaze

dojit.

Obr. 14 Prvni a posledni snimek zygot CD-1 x CD-1 se 3 prvojadry. (A) Zygota, jejiz 3 prvojadra se

nerozpadnou po celou dobu snimani. (B) Zygota, jejiz 3 prvojadra se rozpadnou, ale fuzni vieténko
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nestihne dojit do anafdze. Magentou je zobrazen signal SPYS505-DNA (DNA), zelené¢ SiR-tubulin
(tubulin).

Ve skupiné¢ BDF1 x CD-1 trojjaderna zygota byla schopna anafazi provést (vizte Obr.
15). Na misté¢ prvojadra, jehoz stied byl v poslednim Casovém bod¢ pied rozpadem ve
vzdalenosti 30,8 um od prvojadra s nejvyssim objemem, se vytvofiilo vlastni bipolarni vieténko,

které poté se zbytkem vytvoftilo vieténko fizni. Pfi srovnani s fuznimi vieténky dvojjadernych

-----

rozpadu prvojader do rozchodu chromozomu u této bunky cinila 140 minut (pro srovnani
pramér dvojjaderné skupiny v daném experimentu c¢inil 150 + 22 minut od rozpadu

paternalniho prvojadra a 162 + 21 minut od rozpadu maternalniho prvojadra).

A B Cc

Obr. 15 Zygota BDF1 x CD-1 se 3 prvojadry. (A) Modely prvojader ukazuji vzdalenosti v poslednim
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Gasovém bodé pied jejich prasknutim. (B) Délka modelu fuzniho vieténka. (C) Siika modelu fizniho
vieténka. (D) Prubéh mitdézy po rozpadu prvojader. Okolo kazdého rozpadlého prvojadra vznikd
mikrotubuldrni masa, kterd se poté organizuje do vice vietének, ktera fuzuji. Fizni vieténko prochazi

anafazi. Magentou je zobrazen signal SPY505-DNA (DNA), zelen¢ SiR-tubulin (tubulin).

Déle byl pfi déleni zygot sledovan rozpad prvojader. Do analyzy byly zatazeny
dvojjaderné zygoty, které dosly pii snimani az do anafaze (20 CD-1 x CD-1 zygot a 19 BDF1
x CD-1 zygot z celkového poctu 23 snimanych zygot pro kazdou skupinu).

Ve vétsing ptipadi bylo mozné pozorovat rozpad obou prvojader ve stejném casovém
bodé¢, ale ve skupiné CD-1 x CD-1 i BDF1 x CD-1 byly nalezeny buiiky, u kterych se cas
rozpadu li§il. Mnozstvi téchto zygot bylo u obou skupin stejné, konkrétné vzdy 4 zygoty (tedy
20 % z analyzovanych CD-1 x CD-1 a 21 % z analyzovanych BDF1 x CD-1).

Zpozdéni rozpadu se vyskytovalo ve skupin€ CD-1 x CD-1 jak u prvojadra paternalniho,
tak 1 u maternalniho. Zpozdéni rozpadu paterndlniho prvojadra nastalo u 1 ze 4 zygot a
konkrétné¢ se jednalo o rozdil 15 minut. Tato zygota vytvotila dvé zcela odd€lend vieténka,
kterd neflizovala a délka mitdézy u ni Cinila 190 minut od rozpadu maternalniho prvojadra (ve
srovnani s primérem CD-1 x CD-1 skupiny 139 + 31 minut v daném experimentu). Z hlediska
zpozdéni rozpadu materndlniho prvojadra Cinil rozdil ve dvou piipadech 5 minut a ziejmé

nem¢l vyznamny vliv na dobu mitozy (vizte Tabulku 2).

Zpozdéné Délka zpozdéni Délka mitozy od rozpadu Primérna délka mitozy v
prvojadro (min) prvniho prvojadra (min) experimentu (min)
paternalni 15 190 139 £31
maternalni 5 125 139 £ 28
maternalni 5 125 139 £28
maternalni 125 385 176 £ 50

Tabulka 2 Zpozdény rozpad prvojader ve skupin€ zygot CD-1 x CD-1. Primérna délka mitdzy
v experimentu je uvedena vzhledem k prvnimu rozpadlému prvojadru (ne zpozdénému). Primérna

délka mitdzy v experimentu je uvedena ve formatu pramer + smerodatna odchylka.

Tteti ptipad zpozdéni rozpadu materndlniho prvojadra ve skupiné CD-1 x CD-1 byl
prikladem extrému (vizte Obr. 16). Maternalni prvojadro zde ziistalo nerozpadlé jesté v dobé
kdy uz se okolo paternalnich chromozomii vytvofilo samostatné bipolarni délici vieténko. I
piesto nakonec k rozpadu doslo (125 minut po rozpadu paternalniho prvojadra) a bylo

vytvofeno fuzni de¢lici vieténko. Doba mitoézy cinila 385 minut od rozpadu paternalniho
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prvojadra (pro srovnani prumérna doba mit6zy od rozpadu paternalniho prvojadra byla v daném

experimentu 176 + 50 minut). Pii anafdzi se vSak ¢asti chromozomu ziejmé nedaftilo rozejit.

15 uym

Obr. 16 Zygota CD-1 x CD-1 s extrémnim zpozdénim rozpadu maternalniho prvojadra. (A) Nerozpadlé
maternalni prvojadro (ukazano Zlutou Sipkou) a vytvofené bipolarni vieténko. (B) Dvé bipolarni

vieténka skladajici se dohromady. (C), (D) Vytvotené fuzni vieténko. (E) Anafaze. (F) Lagging na
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vieténku (ukazan Zlutou Sipkou) dokonéujicim anafézi. Cas je vyjadien ve formatu hh:mm:ss od rozpadu

prvniho prvojadra. Magentou je zobrazen signal SPY505-DNA (DNA), zelen€ SiR-tubulin (tubulin).

Ve skupiné¢ BDF1 x CD-1 zygot také doslo ke zpozdéni rozpadu jak paternalniho, tak i
maternalniho prvojadra. Na rozdil od skupiny CD-1 x CD-1 se tu vSak nevyskytovalo extrémni
zpozdéni, maximalni doba mezi rozpady prvojader Cinila 15 minut a zpozdéni se také
neukazovalo ve vyrazném odchyleni od primérné délky mitézy v experimentu (vizte Tabulku

3).

Zpozdéné Dévlkva , Délka mitozy od rozpadu Primérna délka mitézy v
prvojadro z%(zie)m prvniho prvojadra (min) experimentu (min)
paternalni 5 105 114+ 12
paternalni 5 130 131+ 18
maternalni 15 160 150 +22
maternalni 10 145 132+ 19

Tabulka 3 Zpozdény rozpad prvojader ve skupiné zygot BDF1 x CD-1. Primérnd délka mitdzy
v experimentu je uvedena vzhledem k prvnimu rozpadlému prvojadru (ne zpozdénému). Primérna

délka mitdzy v experimentu je uvedena ve formatu pramer + smerodatna odchylka.

Nasledné¢ byla sledovana vzdalenost stfedi prvojader (vizte Obr. 17), znovu
v poslednim Casovém bodé, kdy byla prvojadra v chromozomalni kandlu jesté viditelné
intaktni. V pfipadé, Ze jedno prvojadro mélo zpozdény rozpad vzhledem k druhému, bylo
méteni provedeno pied rozpadem prvniho prvojadra. Vzdalenost stiedll prvojader se v Zadném

ze tfi nezavislych experimentli mezi zygotami CD-1 x CD-1 a BDF1 x CD-1 vyznamné¢ neliSila.
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Obr. 17 Vzdalenost stfedii prvojader. (A) Bodové grafy znazoriiujici méfeni vzdalenosti stfed
prvojader zygot CD-1 x CD-1 a BDF1 x CD-1. Cervené tsec¢ky ukazuji primér dané skupiny. (B) Vlevo
ptiklad modell prvojader zygoty CD-1 x CD-1 pouzitych pro méfeni. Vpravo namétena vzdalenost
prolozend samotnymi nasnimanymi prvojadry. (C) Vlevo ptiklad modelt prvojader zygoty BDF1 x CD-
1 pouzitych pro méfeni. Vpravo naméiend vzdalenost prolozena samotnymi nasnimanymi prvojadry.
Magentou je zobrazen signal SPY505-DNA (DNA), zelen¢ SiR-tubulin (tubulin).
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Vsechny zygoty, které mély vzdalenost mezi prvojadry ptfed rozpadem vétsi jak 35 pm
vytvofily dvé zcela oddé€lena vieténka (vizte Obr. 18 a Obr. 19). U skupiny CD-1 x CD-1 byly
zaznamenany 2 ptipady z 20 zygot (10 %) a u skupiny BDF1 x CD-1 to byly 3 zygoty, z celkem
19 zkoumanych bun¢k (16 %).

V obou skupinach se vyskytla jedna zygota, které se i pies pocatecni velkou vzdalenost
mezi prvojadry a tvorbou samostatnych vietének nakonec podatilo vytvofit vieténko fuzni.
V piipadé CD-1 x CD-1 zygoty (vizte Obr. 18 ¢ast A) doba od rozpadu prvojader po rozchod
chromozomu ¢inila 225 minut, zatimco primérna doba skupiny v daném experimentu byla 162
+ 37 minut. V piipadé BDF1 x CD-1 zygoty ale tato doba prodlouzena nebyla, ¢inila 130 minut
(pro srovnani ve skupiné v daném experimentu byl primér 132 £ 19 minut od rozpadu

paternalniho prvojadra a 131 = 18 minut od rozpadu maternalniho prvojadra).

>

CD-1x CD-1

BDF-1x CD-1

20 um

Obr. 18 Zygoty tvorici fuzni vieténko z piivodné¢ dvou oddélenych vietének. V obou castech je
zobrazena vzdalenost prvojader pied prasknutim, dvé oddélena vieténka a fuzni vieténko prochazejici
anafazi. (A) Zygota CD-1 x CD-1 tvofi fuzni vieténko prochazejici anafazi ze 2 ptivodné oddélenych
vietének. (B) Zygota BDF1 x CD-1 tvorici fuzni vieténko prochazejici anafazi ze 2 pivodné oddélenych

vietének. Magentou je zobrazen signal SPY505-DNA (DNA), zelen¢ SiR-tubulin (tubulin).
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Zbytek zygot se dvéma zcela oddélenymi vieténky nevytvofil fizni vieténka (vizte Obr.

19), ale vSechny ptipady dosly az do anafaze (provedené na oddé€lenych vieténkach).

>

CD-1 x CD-1

| 4

20 um

BDF-1x CD-1

BDF-1x CD-1

Obr. 19 Zygoty jejichz vieténka zustavaji i pfi anafazi odd€lend. V obou Castech je zobrazena
vzdalenost prvojader pfed prasknutim, dvé oddélena vieténka a vieténka prochazejici anafazi. (A)
Zygota CD-1 x CD-1, ktera vytvaii dvé oddélena vieténka, a ta i pfi anafazi zustavaji samostatna. (B)
Zygoty BDF1 x CD-1 tvorfi samostatna vieténka, ktera nefuzuji a anafazi provadi oddélené. Magentou

je zobrazen signal SPY505-DNA (DNA), zelen¢ SiR-tubulin (tubulin).
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4.4.2 Fuzni vieténka

Ob¢ srovnavané skupiny zygot byly ve vétsing pripadl schopny vytvotit fiizni vieténka.
U skupiny CD-1 x CD-1 to konkrétné bylo 19 zygot z 20 (95 %), u skupiny BDF1 x CD-1 se
jednalo o 17 zygot z 19 bunék (90 %).

U vytvoteného fizniho vieténka byla méfena nejprve jeho délka (vizte Obr. 20). Pro
kazdou zygotu bylo méteno fuzni vieténko ve stejném casovém bod¢, konkrétné 10 minut pied
anafazi, coz odpovidd dvéma snimkiim pted snimkem anafaze. V Zadném ze 3 nezavislych
experimentll nebyl mezi délkou fuznich vietének skupiny BDF1 x CD-1 a CD-1 x CD-1
vyznamny rozdil (vizte Obr. 21).

A

|
34.5um |

CD-1 x CD-1

10 pm

BDF-1 x CD-1

Obr. 20 Délka fuznich vietének. (A) Vlevo piiklad modelu fizniho vieténka zygoty CD-1 x CD-1
pouzitého pro méteni. Vpravo naméfena vzdalenost prolozena samotnym fiznim vieténkem. (B) Vlevo

ptiklad modelu fuzniho vieténka zygoty BDF1 x CD-1 pouzitého pro méfeni. Vpravo namétena

67



vzdalenost prolozena samotnym fuznim vieténkem. Magentou je zobrazen signal SPYS505-DNA
(DNA), zelen¢ SiR-tubulin (tubulin).
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Obr. 21 Bodové grafy znazoriujici délky fiiznich vietének. Cervené isecky znadi primér dané skupiny.

Druhym méfenym parametrem tykajicim se fuznich vietének byla Sitka fazniho

vieténka (vizte Obr. 22 Cast B, pro ilustraci byla vybrana vieténka jinych zygot nez ta ukazujici

méteni délky vyse). Pro kazdou zygotu bylo pouZito odpovidajici vieténko na kterém byla

predtim mé&fena délka, a §iika byla uréena v oblasti metafazni desticky. Sitka fuzniho vieténka

nebyla vyznamné odliSnd mezi skupinami CD-1 x CD-1 a BDF1 x CD-1 v z4dném ze 3

nezavislych experimenti (vizte Obr. 22 ¢ast A).
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A Sirka fuzniho vieténka
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Obr. 22 Siika faznich vietének. (A) Bodové grafy znazorwujici §itky fiiznich vietének zygot CD-1 x
CD-1 a BDF1 x CD-1. Cervené tisecky ukazuji pramér dané skupiny. (B) Vlevo piiklad modelu fizniho
vieténka zygoty CD-1 x CD-1 pouzitého pro méteni. Vpravo nameéiena vzdalenost prolozena samotnym
vieténkem. (C) Vlevo ptiklad modelu fizniho vieténka zygoty BDF1 x CD-1 pouzitého pro méteni.
Vpravo namétend vzdalenost prolozend samotnym fiznim vieténkem. Magentou je zobrazen signal
SPY505-DNA (DNA), zelen¢ SiR-tubulin (tubulin).
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4.4.3 Délka mitézy
Délka mitdzy u zygot byla urena jako doba od rozpadu prvojadra (posledni casovy bod,
kde bylo prvojadro v chromozomalnim kanalu jest¢ intaktni) do anafaze (prvni ¢asovy bod, kde

byly vidét rozchazejici se chromozomy na vieténku). Tato doba se mezi zygotami CD-1 x CD-

1 a BDF1 x CD-1 vyznamné¢ nelisila (vizte Obr. 23).
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Obr. 23 Délka mitozy. (A) Bodové grafy znazoriujici délku mitdzy od rozpadu maternalniho prvojadra.
(B) Bodové grafy znazoriiujici délku mitdzy od rozpadu paternalniho prvojadra. Cervené tisecky zna&i
pramér dané skupiny.

70



5 Diskuze

Mysi kmeny pouzivané ve vyzkumu se nechovaji vzdy identicky. Mohou se lisit
naptiklad odpovédi na gonadotropiny, schopnosti fertilizace in vitro i in vivo, ¢i GispéSnosti
preimplanta¢niho vyvoje (Suzuki et al. 1996). V preimplanta¢nim vyvoji je jednim z klicovych
momentd prvni mitdza, protoze Spatnou segregaci chromozomil v tomto stddiu neni pozd¢ji
mozné kompenzovat. U mysi bylo ukazéano, ze zygota pro segregaci chromozomu pouziva fizni
délici vieténko vzniklé sestavenim vieténka maternalnich chromozomi a vieténka paternalnich
chromozomu (Reichmann et al. 2018). Toto poskytuje prostor pro mozné problémy s tvorbou
fazniho vieténka a tato prace se proto zaméfila na srovnani tvorby fizniho déliciho vieténka u
zygot vzniklych kfizenim samce z kmene BDF1 se samici z kmene CD-1 (BDF1 x CD-1
zygoty) a zygot s obéma rodi¢i z kmene CD-1 (CD-1 x CD-1 zygoty).

Se spravnou segregaci chromozomt souvisi také kontrolni bod sestaveni déliciho
vieténka, a proto, jak uz bylo uvedeno vyse, bylo pivodnim planem vénovat se relativni
intenzité fluorescenéné znacenych SAC proteinli na metafazickych chromozomech u obou
skupin. Kvili pochybnostem o fungovani SAC v prvni mitéze mySich zygot byla imunodetekce
pouzita pro srovnani lokalizace a relativni intenzity signdlu Mad2 proteinu u CD-1 x CD-1 a

BDF1 x CD-1 zygot v interfazi.

V interfaznich HeLa bunikdch Madl kolokalizuje s Mad2 na jadernych podrech. Na
sttednim snimku buiiky je proto Madl viditelny zejména na periferii (Campbell et al. 2001). U
mysSich zygot (oba rodice CBA/H x C57BL/10 F1 hybridi) se zd4, Ze se Mad2 protein pied
rozpadem prvojader nachéazi v oblasti celého maternalniho i paternalniho prvojadra s vyjimkou
jadérek (Sikora-Polaczek et al. 2006). Stejné lokalizace Mad?2 byla nalezena i u zygot CD-1 x
CD-1 a byla velmi podobna lokalizaci dalSich SAC proteint, konkrétn€ Bub3 a BubR1 (Wei et
al. 2011). U zygot pouzitych v této praci byl signadl Mad2 v interfazi detekovan také v oblasti
celych prvojader kromé jadérek, a to jak v ptipadé¢ CD-1 x CD-1, tak i BDF1 x CD-1 zygot.
Dalsi vyzkum by se mohl zaméfit na zodpovézeni otdzky zda u zygot dochéazi v interfazi ke
kolokalizaci Madl a Mad2 v oblasti jadernych pért a efektivni tvorbé Mad1-Mad2 komplexd,
protoZe tyto komplexy jsou dilezité pro tvorbu Mad2-Cdc20 komplext a fungovani SAC v

mitoze (Lara-Gonzalez et al. 2021).

Rozdilnd intenzita relativniho signadlu Mad2 maternalnich prvojader se mezi zygotami

CD-1 x CD-1 a BDF1 x CD-1 objevila v jednom ze tfi nezavislych experimentti. Diky dvéma
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experimentiim ze tii ukazujicim na nesignifikatni rozdil to vSak vypada, ze se relativni intenzita

signalu u maternalnich prvojader CD-1 x CD-1 a BDF1 x CD-1 celkové vyznamné nelisi.

Z hlediska signalu Mad2 v paternalnich prvojadrech se vyznamna odliSnost relativni
intenzity signalu Mad2 ukéazala znovu pouze v jednom ze 3 experimentl. V poslednim
experimentu navic po pouziti nové primarni protilatky doSlo k narastu relativniho signalu
pozadi (zpusobujiciho zaporné hodnoty po jeho odecteni od signalu jak v materndlnim, tak 1
v paternalnim prvojadre). Celkovée se tedy zd4, Ze mezi CD-1 x CD-1 a BDF1 x CD-1 zygotami
neni vyznamny rozdil v relativni intenzit¢ signdlu Mad2 v maternalnich ani paternalnich

prvojadrech.

K vizualizaci DNA, tubulinu a sestaveni fizniho dé€liciho vieténka byly v této préci
pouzity proby SPY505-DNA a SiR-tubulin, které prochdzeji pfes membranu buiiky. Tato
metoda byla zvolena zdivodu moznosti zavedeni alternativy k metodam vyzadujicim
mikroinjekci, protoZze ty mohou znamenat velkou ztrdtovost bunck a v rdmci odliSnych
laboratofi mohou mit pracovnici odliSnou uspéSnost mikroinjekce, coz potencidlné komplikuje

reproducibilitu vysledki ziskanych t€émito metodami.

Proby SPY505-DNA a SiR-tubulin se podafilo vyuZit pfi Casosbérném sniméni prvni
mitozy k detekci DNA i tubulinu u obou srovnavanych skupin zygot, ale tato metoda s sebou

nesla urcita uskali.

Jednim z nich byla odli$né efektivita barveni struktur v zygotach, oocytech a spermiich.
V piipadé, Ze u zygoty zlstala v perivitelinnim prostoru spermie, byla jeji detekce SPY505-
DNA probou vyssi jak DNA v zygoté, coz mize komplikovat analyzu. Stejny efekt 1ze vidét
také ve studii, kde v zygotich byla pouzita proba Nucleoseeing (Okabe et al. 2023),
pravdépodobné jest¢ umocnény pouzitim in vitro fertilizace pro tvorbu zygot, kterd mohla
zpiisobit vétsi mnozstvi spermii v okoli oplozovanych oocytl. Eliminovat pfitomnost velkého
poctu spermii v perivitelinnim prostoru by bylo mozné pouZzitim intracytoplazmatické injekce
jedné spermie do oocytu, ale tim se znovu zavadi nutnost mikroinjekce a navic dochazi

k oddaleni od fyziologického oplozeni.

Diivodem nabizejicim se pro odliSnou detekci probami by mohla byt odliSnost
samotnych struktur, které detekuji. SiR-tubulin je zaloZeny na modifikované mikrotubuldrni
droze docetaxel (Lukinavicius et al. 2014). V pfipadé¢ taxolu se ukazalo, ze k nému maji odliSné
izotypy B tubulinu zfejmé jinou afinitu (Chew a Cross 2023), coz vybizi k otazce, jestli se

modifikovany docetaxel chova stejné a jestli je rozdil v zastoupeni rtiznych izotypti tubulinu u

72



vieténka oocytu a embrya. Odlisna afinita by mohla byt zajimava i z hlediska studia lidskych
embryii, protoze u nich byl pouzit SPY650-tubulin (Ono et al. 2024), zalozeny na derivatu
taxolu, a v lidskych oocytech a embryich je exprimovan izotyp TUBBS, ktery je specificky
pouze pro primaty (Feng et al. 2016).

U SPY505-DNA se zda, ze jeji silnou strankou je znaceni DNA v kompaktnim stavu u
bunék s bezproblémovym pritbéhem déleni, ale i1 pfes optimalizaci podminek méla tendenci u
neékterych zygot vytvaret vyrazny Sum v cytoplazmé, ktery by mohl vést ke ztizeni az
znemoznéni urcitych aspektd analyzy, konkrétné v této praci se vyskytl problém s nemoznosti

jasné urcit zda dochazi pii anafazi ke zpozdéni rozchodu nékterych chromozomi.

MozZnym dal§im vysvétlenim problematického barveni probami prochazejicimi pies
membranu by mohlo byt také jejich potencidlni uvoliiovani do oleje ptekryvajiciho kapky
média, ve kterych jsou buiikky snimany. Na tuto moznost bylo upozornéno v souvislosti
s pouzivanim inhibitorG pii studiu oocytll a zygot, napiiklad nokodazolu ¢i monastrolu
(Rémillard-Labrosse et al. 2024). Ve zkuSebnim experimentu s oocyty CD-1 vSak nebyl mezi
oocyty, které mély proby i v oleji a oocyty kontrolnimi (proby pouze v médiu) statisticky
vyznamny rozdil, takze tento smér uz nebyl dale zkouman. Pokud by vSak mélo byt uvoliiovani
prob do oleje zcela vylouceno, bylo by tieba experiment provést i se zygotami a v né¢kolika

opakovanich.

Potencialni modifikaci protokolu prouZzivajiciho SiR-tubulin je pfidani verapamilu,
ktery funguje jako inhibitor efluxnich pump buiky (Ughachukwu a Unekwe 2012). Ve
zkuSebnim experimentu s CD-1 oocyty ale nemélo jeho ptidani z hlediska relativni intenzity
signdlu vyznamny vliv. Stejné jako v ptipad€ zkoumani vlivu oleje je vSak nutno dodat Ze §lo
o jeden experiment, ktery byl navic proveden na oocytech misto zygot. Blokace transportéri
buiiky mlize mit navic potenciadlné negativni vliv, protoze napiiklad inhibice transportéru P-
glykoproteinu pomoci verapamilu totizZ u mySich embryii umociiuje pisobeni cytotoxickych

latek (Elbling et al. 1993), ziejmé proto, Ze se jich nemohou zbavit.

Tato prace se pivodné méla zaméfit také na zygoty vzniklé kiizenim samcti kmene
C57BL/6JOlaHsd se samicemi kmene CD-1, ale od toho bylo upusténo, protoZze u samct byla
pozorovana vyznamna subfertilita/sterilita. Nabizi se vice moZnych vysvétleni. Prvni moZnosti
je nahodny zdravotni defekt u vSech (az ti1) samcu, ktery ve vétSin€ piipadi zabranil oplozeni.
Tuto hypotézu by bylo mozné testovat opakovanym pfipusténim samcti k samicim stejného

kmene (a pozorovanim jestli vzniknou zygoty), pfipadné vySetienim jejich spermii. Dalsi
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moznosti je, ze 1 pres to, Ze kmen ma byt inbredni, u néj doslo k vyvoji prezygotické bariéry,
kterd brani pii kiizeni s jinym kmenem efektivnimu oplozeni. Tato bariéra by pravdépodobné
byla postkopulaéni, z divodu pozorovani vzniklych vaginalnich zatek (jejichz pfitomnost je
povazovana ve studiich kiizici rizné kmeny mys$i za jeden ze znakl uspéSného oplozeni, napf.
(Dorsch et al. 2020)). Ke zjisténi zda jsou spermie schopné efektivné pronikat do oocytl by
bylo mozné pouzit in vitro fertilizaci, ale tento piistup zanedbava dulezitost role vnitiniho
prostiedi samiciho reprodukéniho traktu a nemusel by dobfe reprezentovat situaci in vivo (Dean

a Nachman 2009).

Pti Casosbérném snimani zygot CD-1 x CD-1 a BDF1 x CD-1 byly prvni srovnavané
parametry zaméfeny na prvojadra. V této praci bylo pouzito rozdéleni na maternalni a paternalni
prvojadra podle objemu. Pro rozliSeni rodicovskych prvojader je mozné vyuzit Transcription
activator-like effectors (TALEs) fizované s fluorescentnimi proteiny. Tato metoda je vSak
zalozend na  jednonukleotidovych  polymorfismech a  rozdilech v abundanci
pericentromerickych a centromerickych repetic mezi Mus musculus a Mus spretus (Miyanari et
al. 2013), proto zygoty, u kterych byla vyuzita vznikly kiizenim téchto druhti (Reichmann et al.
2018).

Objem materndlnich prvojader obou skupin zygot nebyl vyznamné rozdilny v Zddném
ze tii nezavislych experimentl, coZ bylo pfedpokladano, protoZze samice kmene CD-1 byly
pouzity pro obé& skupiny. Objem paterndlnich prvojader se liSil pouze vjednom ze tii
nezavislych experimentl, takze v tomto parametru ziejm¢ neni mezi zygotami vyznamny

rozdil.

U obou skupin zygot bylo mozné zachytit buiikky se 3 prvojadry. V ptipad¢, Ze doslo
k rozpadu prvojader, tak tyto buniky byly schopny tvofit fuzni vieténka. Jedna zygota skupiny
CD-1 x CD-1 vsak provedla rozpad prvojader ve srovnani s ostatnimi buitkami v experimentu
pozdé, takze nedoslo k zachyceni jejiho ptipadného pribéhu anafaze. V ptipadé BDF1 x CD-1
zygoty se zda, Ze tato buiika byla schopna anafazi dokoncit, takze problémy s nadpocetnymi
chromozomy se zifejmé neprojevily pii sestaveni fuzniho vieténka v prvni mitoze, ale
pravdépodobné by se projevily az pozd¢ji. Vytvorené fuzni vieténko navic nebylo absolutné
dvoujjaderné zygoty, coz ukazuje na pravdépodobnou schopnost vyrovnat se pti tomto procesu
1 s nadpocetnym chromozomy. Bylo by zajimavé pokusit se osvétlit, jak zde mechanismus
sestaveni vietének funguje, ale pokud by soucasti experimentu bylo i Casosbérné snimani
samotného pribéhu sestaveni, tak by bylo pravdépodobné vhodné vyzkouset také oznaceni poli
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vietének, protoze pokud nejsou vieténka pied fuzi zcela odd€lena ¢i nesviraji vyrazny thel
béhem sestaveni, tak je neni snad pouze pti znaceni tubulinu a DNA odlisit. V embryich
vzniklych z dvojjadernych zygot lze také pozorovat, ze materndlni a paterndlni chromatin
zustava i v noveé vytvorenych jadrech oddéleny (Mayer et al. 2000) a je otazkou, jestli by nove

vznikla jadra u embryii pochazejicich z trojjadernych bunék tvofila tfi odd€lena teritoria, Ci ne.

Samostatnost paternalniho a maternalniho genomu v zygoté také ilustrovalo zjisténi, ze
jak u zygot CD-1 x CD-1, tak i u zygot BDF1 x CD-1 miize dochazet k rozdiln¢ dob¢ rozpadu
prvojader. Ke zpozdéni muze ziejmé& dojit jak u paternalniho, tak i materndlniho prvojadra.
V ptipadé zpozdéni rozpadu jednoho prvojadra o 5-10 minut ziejmé nedochézi k negativnimu
ovlivnéni, pfi zpozdéni o 15 minut se uz u zygoty CD-1 x CD-1 délka jeji mitdzy dostala nad
prumér skupiny plus smérodatnou odchylku. Extrémni zpozdéni rozpadu ziejmé& vede
k problémiim v anafézi, ale podobné jako v ptipadé trojjadernych bunék se 1 zde bylo fizni
vieténko schopno sestavit, takze rozpad prvojader ve stejném ¢asovém bod¢ ziejmé pro jeho

uspésnou tvorbu neni kriticky nutny.

U zygot BDF1 x CD-1 nebyl v zddném ze 3 nezéavislych experimentii zaznamenan
vyznamny rozdil ve vzdalenosti stfedli prvojader pied prasknutim od zygot CD-1 x CD-1, coz
znamena 7ze paterndlni prvojadro od samce kmene BDF1 je zifejmé schopno migrovat

srovnatelné jako paternélni prvojadro kmene totoZného s kmenem samice (tedy kmene CD-1).

Pti zvétSeni vzdalenosti mezi prvojadry diky pouziti nokodazolu miize dochazet
k problémim se sestavenim fuzniho vieténka (Reichmann et al. 2018). Pro obé& sledované
skupiny zygot platilo, Ze pokud byla vzdalenost stfedl prvojader pfed prasknutim vétsi jak 35
um, dochazelo k tvorbé samostatnych vietének, ktera v n¢kterych ptipadech nefuzovala. Pti
fuzi samostatnych vietének ale ziejmé vzdalenost prvojader nebyla jedinym rozhodujicim
faktorem, protoze ze skupiny CD-1 x CD-1 zygot tvofici samostatna vieténka to byla zygota
s krat§i vzdalenosti mezi prvojadry pred rozpadem (Cinici 37,7 um oproti 46 um u druhé
zygoty), které se nepodatilo vytvofit fuzni vieténko a anafazi provedla na dvou stale oddélenych

vieténkach.

Délka ani $itka se u fuznich vietének mezi zygotami CD-1 x CD-1 a BDF1 x CD-1
neliSila v Zddném ze tii nezavislych experimentll, takZe se zda, Ze kiiZzeni samic CD-1 a samct
BDF-1 morfologii fuznich vietének vyznamné neméni ve srovnani s fuznimi vieténky zygot

s obéma rodici ze stejné¢ho kmene.
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V piipadé zygot CD-1 x CD-1 a BDF1 x CD-1 délka prvni mitozy také neni vyznamneé

odli$na (od rozpadu maternalniho ani paternélniho prvojadra).
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Zavér

Tato diplomova préace se zabyvala srovnanim mysich zygot vzniklych kiizenim kment
B6D2F1/JRccHsd a CD-1 (BDF1 x CD-1) se zygotami, kde oba rodi¢e pochazeli z kmene CD-
1 (CD-1 x CD-1).

Pomoci imunodetekce bylo zjisténo, ze lokalizace Mad2 proteinu se mezi zygotami CD-
1 x CD-1 a BDF1 x CD-1 pied rozpadem prvojader nelisi a relativni intenzita jeho signalu

v maternalnim ani paternalnim prvojadie také neni vyznamné odlisna.

Proby prochdzejici pfes membranu SiR-tubulin a SPY505-DNA se podatilo u mySich
zygot v prvni mitdze pouzit k vizualizaci lokalizace a dynamiky chromozomt i tubulinu a také
ke sledovani sestaveni dé€liciho vieténka. Z hlediska kvality signalu se vSak zdaji byt lepsi
volbou pro praci s oocyty. Pro zobrazovani prub¢hu deéleni zygot nemusi byt nutné¢ vhodné,
protoze vysoka hladina Sumu v cytoplazmé v nékterych zygotdich muze branit analyze,
napiiklad v této praci byl problém s uréenim zda dochazi ke zpozdéni rozchodu chromozom
pfi anafazi. Kvalita signilu se v oocytech nezda byt ovlivnéna unikdnim prob do oleje a
doporucené vyuziti verapamilu pro zlepSeni signalu SiR-tubulinu nemélo ve zkuSebnim

experimentu vyznamny vliv.

V ptipadé mozného budouciho pouziti kiizeni samcti C57BL/6JOlaHsd se samicemi
CD-1 by bylo vhodné nejdiive otestovat jejich fertilitu se samicemi jiného kmene (idealné
stejného jako samci), protoZe pii zpracovani této prace byli pouZiti samci, u kterych byla

pozorovana vyznamna subfertilita/sterilita.

Pouzitim ¢asosbérné konfokalni mikroskopie bylo zjisténo, Ze zygoty skupiny BDF1 x
CD-1 a CD-1 x CD-1 se ve srovnavanych parametrech (objem maternalnich a paternalnich
prvojader, vzdélenost prvojader pted rozpadem, délka a Sifka fiznich vietének a délka mitozy)
vyznamné nelisi. U obou skupiny byly také zaznamenéany zygoty se 3 prvojadry, zygoty se
zpozdénim rozpadu jednoho z prvojader a zygoty se zcela odd€lenymi dé€licimi vieténky

pro maternalni a paternalni chromozomy i v dob¢ anafaze.

Celkové lze tedy shrnout, Ze kiizenim kmeni BDF1 a CD-1 ve vzniklé zygot& nedochézi
k vyznamné odlisné tvorbé fizniho déliciho vieténka a Ze samotné jeho sestaveni je sice
dilezité pro spravnou segregaci chromozomu v prvni mitoze, ale zfejme neni nutné kriticky
naruseno ptredchazejicimi problémy jako je naptiklad pfitomnost tii prvojader, zpozdéni

rozpadu jednoho z prvojader ¢i velké vzdalenosti prvojader, a je tedy jednim z fady faktori
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nutnych pro Uspésny start zivota nové mysi, at’ uz jeji otec pochdzi z kmene CD-1 ¢i BDFI.
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