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3 Uvod

3.1  Vyvoj oocytu ve folikulu

Sami¢i pohlavni buiky, oocyty, vznikaji jiz béhem embryondlniho vyvoje své
nositelky z primordialnich zarode¢nych bunék. Uz béhem embryonalniho vyvoje oocyty
vstoupi do profaze I meiotického déleni, ktera se dale ¢leni na leptoten, zygoten, pachyten,
diploten a diakinezi. V diakinezi se vSak vyvoj oocytu zastavuje a oocyt se pak nachézi v tzv.
profaze I bloku (prophase I arrest). Tento oocyt je obklopen jednou vrstvou pregranuldznich
bun¢k s nimiz dohromady vytvari primordialni folikul (Obrazek 1A). Jiz po narozeni dochézi
v periodickych vlndch k dalSimu vyvoji ¢asti primordidlnich folikuldi, které se méni na
primarni folikuly a nésledné¢ sekundarni folikuly. Tento vyvoj sebou nese transformaci
dlazdicovych pregranuldznich bun¢k na kubické granuldzni buniky primérnich folikuld a
jejich naslednou proliferaci, jejimz vysledkem je mnohovrstevny sekundéarni folikul. Az do
tohoto stadia sekundarniho folikulu je vyvoj nezavisly na hormonu FSH a probiha tudiz jiz od
narozeni. Od dosazeni pohlavni dospélosti dochdzi v dusledku periodickych vin FSH
k dal$imu vyvoji sekundarniho folikulu na rany antralni folikul a déle na finalni preovula¢ni
antralni folikul, ktery je nékdy také oznaCovan jako Graafiiv folikul [1-3].
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Obrazek 1: Vyvoj folikulu a interakce oocytu z granuléznimi burikami. A) Vyvoj savciho folikulu. B)
Struktura transzonalnich projekci (TZP) vychazejicich z granuléznich bunék smérem k oocytu. A-TZP
jsou TZP obsahujici aktin, M-TZP jsou TZP obsahujici tubulin. C) Imunofluorescenéni obrazek
kravského oocytu, TZP a okolnich granuléznich bunék. Pfevzato z [2].



Béhem vySe popsaného vyvoje folikulu (folikulogenéze) dochdzi k ristu oocytu,
k akumulaci specifickych mRNA transkripti a vzniku glykoproteinového obalu oocytu (zona
pellucida). Granul6zni buiiky jsou vzajemné propojeny pomoci tzv. gap junctions (skulinova
spojeni). Z granuloznich bun€k v t€sném sousedstvi oocytu vychazi a skrz zonu pellucidu
prochdzi transzondlni projekce (TZP — transzonal projections), které se priblizuji
k cytoplasmatické membrané oocytli (Obrazek 1B). Mezi TZP a oocytem jsou vytvoreny
spoje jak ve formé& gap junction tak i adherent junction. Granuldzni bunky poskytuji oocytu
vyznamnou metabolickou podporu v jeho rlstu. Mezi oocytem a granuldéznimi buiikami
probihd intenzivni parakrinni signalizace [1, 2].

Pouze oocyt v antrdlnim folikulu dosahuje plné meiotické kompetence, tedy
schopnosti dokoncit meidzu a dosdhnout stadia metafaze II, a vyvojové kompetence, tedy
schopnosti po oplozeni v metafézi I zah4jit uspéSny rany embryondlni vyvoj [4].

3.2 Meioticka maturace

Oocyty v antralnim folikulu se stale nachazi v profazi 1. V disledku naristu
koncentrace hormonu LH, ktery pfedchdzi ovulaci, dochazi v oocytu k znovuzahdjeni meiozy,
kdy oocyt vstupuje do prometafaze I, rozpada se jadernd membrana, kondenzuji chromosomy
a zacind se vytvafet monopolarni dé¢lici vieténko [5]. Po bipolarizaci déliciho vieténka a
srovnani chromosomu do ekvatoridlni roviny oocyt dosahuje metafaze I, kdy délici vieténko
je v disledku své migrace ke kortexu oocytu excentricky umisténo (Obrazek 2). Nasleduje
anafaze I se segregaci homolognich chromosomu a asymetrickym délenim, za vzniku velkého
metafaze II oocytu a malého prvniho polového télisko [6]. Zde v metafizi I se vyvoj oocytu
opét zastavuje a teprve po oplozeni spermii dochdzi k uplnému dokonceni meidzy, kdy
v anafazi Il segreguji sesterské chromatidy a nasledné se vydéluje druhé polové télisko [7].

3.3 Prvni mitotické déleni zygoty

Po uspésném oplozeni, kdy oocyt dokoncil meidézu II vydélenim druhého polového
téliska, se vytvaii jednobunécné embryo — zygota (Obrazek 2). Z haploidniho genomu oocytu
se bezprostiedn¢ po oplozeni vytvaii samici prvojadro. Samci genom je v hlavicce spermie
velmi kompaktn¢ zabalen diky pozitivné nabitym proteaminiim. Po priniku sam¢iho genomu
do vajicka dochazi k vyméné proteaminii za klasické histony, coz vede k dekompaktaci
samc¢iho genomu a vytvotreni samiciho prvojadra. Zygota tak obsahuje dvé jadra — samicéi a
sam¢i prvojadro [7]. Po kratké G1 fazi nésleduje S-faze, kdy v obou dvou prvojadrach
probiha DNA replikace. Po dokonceni S-faze nastava kratkd G2 faze a zygoty nasledné
vstupuji do prvni mitdzy [8]. V obou prvojadrech kondenzuji chromosomy, rozpadaji se ob¢
dvé jaderné membrany a nasledné se zaciné vytvaret délici vieténko [9]. Teprve béhem prvni
mitozy tak dochazi ke kontaktu samciho a samiciho genomu. Ptestoze z pohledu chromosomi
se zygota samoziejm¢e déli mitoticky, tedy v anafazi segreguji sesterské chromatidy, struktura
déliciho vieténka a mechanismus jeho vystavby je velmi podobny situaci s délicim vieténkem
v meioze I [7, 9]. Po dokonceni prvni mitézy vznikd dvoubunééné embryo, kdy kazda buiika
embrya (blastomera) jiz obsahuje pouze jedno jadro s diploidnim genomem. Dalsi déleni
embrya a jeho preimplantacni vyvoj az do stadia blastocysty probiha ve vejcovodu.
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Obrazek 2: Vyvoj od oocytu po embryo. A) Pfehled preimplantaéniho vyvoje. Oocyt prochazi ve
vajecniku meiotickou maturaci. Po dosazeni metafaze Il je oocyt ovulovan a ve vejcovodu je oplodnén
spermii za vzniku zygoty. Zygota se mitoticky déli a vznika dvoubunétné embryo, ktera dale
pokracuje mitotickym délenim, aZ vznikne blastocysta. B) Meioticka maturace a oplozeni z pohledu

chromosomd.

Predlozena prace ma za cil sumarizovat proces meiotické maturace (meiotické
bunécné déleni) a nasledné se také zaméfit na prvni mitotické déleni oplozeného oocytu —
zygoty. Soubézné s timto prehledem uvadim a komentuji své prace, kterymi jsem se pokusil
prispét k poznani téchto procesu.



4 Regulace bunééného cyklu, vystavba déliciho vieténka a dynamika
chromosomii v oocytu a zygoté

4.1 Profaze | blok a znovuzahajeni meiézy

Prestoze je jiz oocyt v antralnim folikulu meioticky kompetentni, stale se nachézi
v profazi I v dusledku profaze I bloku. Jadernd membrana je zcela intaktni, chromosomy jsou
pouze casteéné¢ kondenzovany a nejsou tak vlbec zfetelné bivalenty homolognich
chromosomil. Transkrip¢ni aktivita je jiz prakticky utlumena a oocyt nyni disponuje uplnou
zasobou mRNA nutnou pro naslednou meiotickou maturaci a zac¢atek raného embryondlniho
vyvoje. Po nérGstu luteinizatniho hormonu (LH) dochazi k znovuzahijeni meidzy.
Znovuzahajeni meidzy je charakterizované rozpadem jaderné membrany a Gplnou kondenzaci
chromosomil (Obrazek 3). V mnoha pohledech 1ze znovuzahajeni meidzy oocyti pfirovnat k
vstupu do mitdzy u somatickych bunék (G2/M prechod) ¢i jesté 1épe vstupu do mitdzy po G2-
bloku indukovaném DNA poskozenim (G2 checkpoint recovery). Pro znovuzahajeni meiozy,
tak 1 pro vstup do mitoézy je zcela nezbytnéd aktivace cyklin-dependentni kinazy 1 (CDKI1 -
cyclin-dependent kinase 1), ptfi které dochazi k translokaci komplexu CDKI-cyklin B

z cytoplasmy do jadra (shrnuto v nasi prehledné préci [5]).

BF
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Obrazek 3: Znovuzahajeni meidzy v zivych mysSich oocytech monitorované pomoci konfokalni
mikroskopie. Jaderna membrana byla vizualizovana pomoci Lamin B1-EGFP a chromosomy pomoci
H2B-mCHERRY. Je téz zobrazen kanal odpovidaji prochazejicimu svétlu (BF — bright field), kde je
zfetelna kontura jaderné membrany. Cas v h:mm. Pfevzato z nasi prace [10].

V mysich oocytech je aktivace CDK1 pfi znovuzahdjeni meidzy (Obrazek 4) zavisla
na dudlni fosfatdize CDC25B, kterd defosforyluje inhibi¢ni fosforylace na N-konci
CDKI [11]. Naopak udrzeni neaktivni CDK1 v profaze I oocytech je zavislé na kinaze
WEEIB, ktera zprostiedkovava inhibicni fosforylace na N-konci CDK1 [12]

Po dosazeni meiotické kompetence je profaze I blok zavisly na vysoké hladiné cAMP
v oocytech, ktera je produkovana piedevsim aktivitou oocytarné¢ exprimované adenylat
cyklazy 3 (ADCY3 - adenylate cyclase 3) [13]. Aktivita ADCY3 je stimulovana signalizaci
pfes receptor 3 sprazeny s trimérnimi G-proteiny (GPR3 - G-protein coupled receptor 3) [14-
17]. Béhem znovuzahajeni meidzy dochazi v myS$im oocytu k aktivaci fosfodiesterazy 3A
(PDE3A - phosphodiesterase 3A4), ktera velmi rychle snizi hladinu cAMP v oocytech, coz
umozni znovuzahajeni meidzy [18]. V in vivo podminkach dochéazi k znovuzahdjeni meidzy
v oocytu nachazejicim se v antralnim folikulu po nartGstu hladiny LH hormonu. U oocytl
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izolovanych z folikuld a kultivovanych vin vitro podminkach dochazi k znovuzahéjeni
meidzy spontanné, pfi¢emz tomu lze zabranit farmakologickou inhibici PDE3A (shrnuto
v nasi praci [5]).

resumption of meiosis

B o shortly before sy GYBD
GVED

MYTI

Obrazek 4: Regulace CDK1 pfi znovuzahajeni meidzy. A) Inhibice CDK1 u oocytll v profaze | bloku a
aktivace CDK1 béhem znovuzahajeni meiézy. B) Lokalizace aktivatort CDK1 (CCNB1 — cyklin B1,
CDC25A, CDC25B) a inhibitord CDK1 (WEE2 - WEE1B, MYT1) béhem znovuzahajeni meidzy. GV —
germinal vesical, profaze I; GVBD - germinal vesical break down, oznaleni pro rozpad jaderné
membrany. Pfevzato z na$i prace [5].

Vysoké hladina cAMP v profaze I oocytech vede k aktivaci protein kinazy A (PKA -
Protein Kinase A)[19]. PKA zprostiedkovava fosforylaci CDC25B, coz vede k inhibi¢ni
asociaci CDC25B s 14-3-3 proteinem. Tato asociace ma také za nasledek blokovani
translokace CDC25B z cytoplasmy do jadra, ke které normalné béhem znovuzahdjeni meidzy
dochazi [20-22]. PKA vsak zaroven zvySuje aktivitu WEEIB a zajistuje lokalizaci aktivni
WEEIB do jadra, kde se tak brani aktivaci CDK1, kterd by jinak iniciovala rozpad jaderné
membrany a znovuzahdjeni meidzy [12, 22]. PKA tudiz aktivuje signalizaci vedouci
k inhibici CDKI1 (t. j. WEE1B) a zéarovei inhibuje signalizaci vedouci k aktivaci CDK1 (t.].
CDC25B), ¢imz zabranuje znovuzahajeni meidzy u oocytii s vysokou koncentraci cAMP
(shrnuto v naSich pfehlednych pracich [5, 23]).

Jak jiz bylo zminéno, je znamo, ze CDC25B je nezbytnd pro aktivaci CDKI a
znovuzahdjeni meidzy [11]. V savéim genomu se vSak nachdzi 3 izoformy CDC25 fosfatazy.
U CDC25C bylo ukazano, Ze neni zcela nezbytnd ani pro meidzu oocytl ani pro mitézu
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somatickych bunék, nebot’ cdc25c¢ -/- mysi jsou Zivotaschopné a fertilni [24]. My jsme se
zabyvali otazkou, jestli zbyvajici CDC25A ma né&jakou roli v meidze mysich oocytii. V nasi
praci jsme ukazali, ze CDC25A protein je exprimovan v profaze I oocytech, avSak po
znovuzahajeni meidzy dochazi k jeho destrukci v zavislosti na CDK1 aktivité [25]. Toto
zjisténi bylo pirekvapujici, protoze u somatickych bunék naopak CDKI1 aktivita stabilizuje
CDC25A protein béhem mitdzy [26]. Déle jsme zjistili, Ze na rozdil od CDC25B, ktera je
v profaze I oocytech lokalizovana do cytoplasmy a dochazi k jeji jaderné translokaci kratce
pred znovuzahdjenim meidzy, je CDC25A jaderny protein jiz v profazi I (Obrazek 5).
Exogenni exprese GFP-CDC25A z mikroinjekované mRNA je schopna indukovat aktivaci
CDKI a znovuzahdjeni meidzy u oocyti blokovanych v profazi 1. Naopak umlceni exprese
Cdc25a pomoci mikroinjekce dlouhé dvouretézcové RNA (RNA interference) snizuje
schopnost oocytli znovuzah4jit meidzu. Tato nase prace tak prokéazala, ze znovuzahdjeni
meiozy je regulovano nejen CDC25B, ale tak¢ CDC25A [25].

GV bNEBD aNEBD bNEBD aNEBD

CDC25A
CDC25B

Obrazek 5: Rozdilna lokalizace CDC25A a CDC25B bé&éhem znovuzahajeni meidzy. Lokalizace GFP-
CDC25A a GFP-CDC25B v Zivych oocytech béhem znovuzahjeni meidzy. GV — Profaze |; bNEBD —
Cas kratce pred rozpadem jaderné membrany; aNEBD — Cas kratce po rozpadu jaderné membrany.
Exogenni exprese GFP-CDC25A a GFP-CDC25B po mikroinjekci pfislusnych mRNA. Pfevzato z naS8i
prace [25].

Dale jsme se zaméfili na vyzkum signalizace protein kindzy B (PKB) a jeji mozny
vztah k znovuzahdjeni meidzy u mysi [27]. Vychazeli jsme v té€ dob¢ jiz z dostupné znalosti,
ze u oocytl hvézdice Asterina pectinifera dochazi pii hormondlné¢ indukovaném
(1-metyladenin) znovuzahajeni meidzy k aktivaci PKB, ktera nasledné fosforyluje a inhibuje
kinazu MYT1 [27], kterd podobné jako WEEIB v mysich oocytech, inhibuje aktivaci CDK1.
Navic z oocytli zaby Xenopus bylo zndmo, ze PKB je zapojena do znovuzahdjeni meiozy
indukovaném insulinem [28, 29]. Nadto u somatickych bunék bylo zjisténo, ze PKB miize
pozitivné regulovat aktivitu CDC25B [30]. V nasi praci na mySich oocytech jsme kombinaci
biochemickych a imunofluorescencnich technik ukézali, Ze aktivace PKB ptedchéazi aktivaci
CDKI a je na CDKI1 nezavisla. Farmakologicka inhibice PKB signalizace zpozd'uje aktivaci
CDKI1 a znovuzahijeni meidzy v mySich oocytech [27]. Tato nase zjiSténi byla pozdéji
rozvinuta praci jiné skupiny, kde prokézali, Ze PKB aktivacné fosforyluje PDE3A [31]. Na
druhou stranu je tfeba podotknout, Ze u prasecich oocytil jsme neprokazali roli PKB béhem
znovuzahijeni meidzy, ale ukazali jsme jeji dalezitou funkci pii vystavbé déliciho vieténka
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v meioze I[32]. Role PKB béhem vystavby déliciho vieténka byla jinymi prokazana i u
mysSich oocytt [33].

Dalsi zajimavou kandidatni signdlni molekulou pro regulaci znovuzahajeni meidzy pro
nas byla kindza Aurora-A (AURKA). V somatickych bunikach dochézi k aktivaci AURKA jiz
v G2 fazi a aktivita AURKA je klicova pro lokalizaci komplexu CDKIl-cyklin B na
centrosom, kde pak dochézi k jeho inicialni aktivaci a rozhodnuti o vstupu do mitozy [34].
AURKA na centrosomu fosforyluje CDC25B, coz pravdépodobné zvySuje aktivitu CDC25B
a podporuje tak aktivaci centrosomalné vazané CDKI [35]. V oocytech zaby Xenopus
exogenni exprese konstitutivné aktivni AURKA indukuje aktivaci CDK1 a znovuzahdjeni
meiodzy [36]. V pfipad¢ znovuzahdjeni meidzy indukovaném insulinem aktivace PI3K-PKB
signalizace vede k aktivaci AURKA [37].

My jsme zjistili, ze v mySich oocytech dochédzi k inicidlni aktivaci AURKA na
mikrotubul-organizujicich centrech (MTOC) pted znovuzahajenim meidzy a to jak v ptipadé
spontanniho znovuzahajeni meidzy in vitro [38], tak i v pfipadé hCG (LH) indukovaného
znovuzahdjeni meidzy in vivo [39]. Tato inicialni aktivace AURKA je nezavisla jak na CDK1
tak ale i  PI3K-PKB signalizaci. Pomoci RNA interference (mikroinjekce dlouhé
dvouretézcové RNA) se nam podafilo efektivné snizit expresi Aurka v oocytech, ¢imz se
signifikantné snizilo mnozstvi oocytll schopnych znovuzahajit meidzu [38]. Zaroven i pomoci
farmakologické inhibice AURKA jsme ukézali, Ze oocyty bez AURKA aktivity maji
vyznamné opozdéné znovuzahdjeni meidzy [5]. Tato nase data jasné ukazala, ze aktivace
AURKA vede k aktivaci CDK1 a AURKA se tak podili na znovuzahdjeni meidzy. Tim, Ze
aktivace AURKA v mySich oocytech je nezavisld i na PI3K-PKB, kladli jsme si otazku, jestli
by AURKA mohla byt pfimo molekulou, kterd indukuje znovuzahdjeni meidzy. Zvysena
exogenni exprese GFP-AURKA po mikroinjekci mRNA sice nebyla schopna indukovat
znovuzahijeni meidzy u oocytd in vitro kultivovanych v médiu s inhibitorem PDE3A
(IBMX), ktery v dasledku blokovani destrukce cAMP zabrafiuje jinak spontdnnimu
znovuzahdjeni meidzy. Interpretace vysledku tohoto experimentu s in vitro kultivovanymi
oocyty vSak nebyla stile jednoznacna. Sice zvySend exprese GFP-AURKA neindukovala
znovuzahajeni meidzy, ale to mohlo byt zptisobeno i relativné arteficialnimi podminkami, kdy
PDE3A byla trvale inhibovana ptitomnosti IBMX. Tedy i v hypotetické situaci, kdy by GFP-
AURKA zvysSena exprese zvySovala aktivitu PDE3A, tato by stale byla farmakologicky
inhibovana a nedoslo by k poklesu cAMP a znovuzahdjeni meidzy. Z téchto divoda jsme se
rozhodli vytvofit transgenni model mysi, ktery by umoznoval testovat hypotézu, jestli
zvySend aktivita AURKA miiZze indukovat znovuzahijeni meidzy oocytu v podminkach
intaktniho folikulu. V té dob¢ jiz byly jinou skupinou publikovany CAG-CAT-Aurka mysi,
které v genomu nesly transgen pro lidskou normélni Aurka (WT-Aurka) [40]. Exprese WT-
Aurka je vSak blokovana pritomnosti lox-CAT-lox sekvence. CAT sekvence obsahuje polyA
signal, ktery ukoncuje transkripci z daného lokusu. Inhibi¢ni CAT sekvenci u tohoto
transgenu lze vSak vyjmout pomoci Cre-zprosttedkované rekombinace [40]. Kiizenim CAG-
CAT-Aurka samicek [40] a Zp3-Cre samct [41] jsme tak vytvorili CAG-CAT-Aurka;Zp3-
Cre mysi (WT-Aurka mysi), kterd maji zvySenou expresi WT-Aurka vyhradné v oocytech.
Zjistili jsme, Ze prestoze WT-Aurka oocyty vykazuji zvySenou aktivaci AURKA, profaze I
blok je stale funkéni. ZvySena AURKA aktivita tak neni schopna ptekonat profaze I blok
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oocytl ve folikulu, ktery je pfirozené navozen vysokou koncentraci cAMP [39]. Lze tak
shrnout, Ze naSe studie [5, 38, 39] ukazaly, ze AURKA aktivace probihd pted
znovuzahdjenim meiézy na MTOCs, je nezavisla na CDKI1 a podili se na vlastni CDK1
aktivaci a znovuzahajeni meidzy. Na druhou stranu aktivace AURKA sama o sob& neni
schopna ptekonat profaze I blok udrzovany vysokou hladinou cAMP a aktivace AURKA
v oocytech za in vivo podminek ve folikulu je zavisla pravdépodobné na poklesu cAMP a tedy
PDE3A aktivite.

Kinaza PLK1 (PLK1 - Polo-like kinase I) byla dalsi signalni molekulou, kterou jsme
se zabyvali ve vztahu k znovuzahdjeni meidzy. V somatickych buitkdch PLK1 fosforyluje
WEE]1 a navozuje tim jeji degradaci [42]. PLK1 téz inhibi¢né fosforyluje MYT1 [43]. Navic
je PLK1 nutna béhem vstupu do mitdzy pro translokaci CDC25B z cytoplasmy do jadra [44].
My jsme u mySich oocytl ukézali, Ze k inicidlni aktivaci PLK1 dochazi na MTOC jiz pred
znovuzahajenim meidzy [10] a Ze farmakologick4 inhibice PLK1 vede k vyraznému zpozdéni
v nastupu znovuzahajeni meidzy [5, 10]. Dale pak na rozdil od somatickych bun¢k v
oocytech po inhibici PLK1 dochazi k translokaci CDC25B z cytoplasmy do jadra [10].

Rozpad jaderné membrany a masivni kondenzace chromozomu piedstavuji dvé velmi
synchronizované hlavni udélosti probihajici béhem znovuzahdjeni meidzy. Pro detailnéjsi
sledovéani téchto procesti v zivych oocytech a jejich zavislosti na PLK1 aktivit¢ jsme do
oocytli exprimujicich H2B-EGFP mikroinjekovali fluorescencné znafeny 70 kDa-dextran-
TAMRA. Monitorovani nardstu jaderného signalu od 70 kDa-dextran-TAMRA umoziuje
velmi piesny a kvantitativni popis rozpadu jaderné membrany, kde postupna permeabilizace
jaderné membrany je doprovazena nartstem koncentrace 70 kDa-dextran-TAMRA v jadre.
Kondenzaci chromosomt lze kvantitativné monitorovat po 3D rekonstrukci H2B-EGFP
signalu. Zjistili jsme, Ze u PLK1 inhibovanych oocyti dochdzi k opozdénému nastupu jak
rozpadu jaderné membrany, tak i kondenzace chromosomil. Navic vSak zpozdéni v néastupu
rozpadu jaderné membrany je vyrazné vétSi nez u kondenzace chromosomt, coz vede
k situaci, ze PLK1 inhibované oocyty maji plné kondenzované chromosomy uvnitt intaktniho
jadra. U normalnich kontrolnich oocyti se kondenzace chromosomu zahajuje kratce (~ 3.8
min) po prvotni permeabilizaci jaderné membrany. U PLK1 inhibovanych oocytl se vSak
kondenzace chromosomu zahajuje jiz ~ 8 min pfed zahajenim inicialni permeabilizace jaderné
membrany. Jak jiZz bylo zminéno vySe, je zndmo, Ze PLK1 je zahrnuta do aktivace CDKI.
Zabyvali jsme se tedy otazkou, jestli uvedené fenotypy inhibice PLKI nejsou pouze
nepiimym nésledkem sniZzené aktivity CDK1. Ukdzalo se vSak, Ze pfima farmakologicka
¢astecnd inhibice CDK1 ma zcela opacny efekt, kdy inicidlni fdze permeabilizace jaderné
membrany piedchazi o ~ 50 minut zahajeni kondenzace chromosomi. Na zéklad¢ naSich
zjisténi tak lze v souhrnu konstatovat, ze PLK1 se vyznamnym zplsobem ucastni regulace
znovuzah4jeni meidzy, kdy zajist'uje synchronizaci a ¢asové korektni ndstup rozpadu jaderné
membrany a kondenzace chromosomi. Tyto jeji funkce jsou alespoii z Casti nezavislé na
CDKI. PLK1 tak mé kromé regulace CDK1 aktivity v procesu znovuzahdjeni meidzy i dalsi
své funkce [10].
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Mikroskopie zivych oocytt exprimujicich H2B-EGFP mikroinjekovanych 70kDa-dextran-TAMRA. H2B-
EGFP slouzi pro vizualizaci kondenzace chromosomu, 70kDa-dextran-TAMRA pro vizualizaci
permeabilizace jaderné membrany. PLK1 byla inhibovana farmakologickym inhibitorem BI2536, CDK1
byla ¢aste¢né inhibovana inhibitorem flavopiridol. B) Grafické znazornéni ¢asového prubéhu
kondenzace chromozom( a NEBD. C) Kvantifikace kondenzace chromosom@ a NEBD. Cas v h:mm.
Pfevzato z nasi prace [10].

4.2 \Vystavba déliciho vieténka v meiéze |

Po znovuzahijeni meidzy dochéazi k vystavbé déliciho vieténka, které je nasledné
nezbytné pro segregaci homolognich chromosomu v anafazi I. Oocyty neobsahuji centrosom
s centriolou. Misto toho obsahuji mnohocetnad cytoplasmatickd mikrotubuly organizujici
centra (MTOC), ktera funkéné nahrazuji centrosom [6]. Tato MTOC obsahuji pericentrin [45]
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1 y-tubulin [46]. Oocyt v profaze I bloku obsahuje pouze n¢kolik MTOC. U profaze I oocytl
1ze rozlisit cytoplasmatickda MTOC a perinuklearni MTOC, kterd se nachazi v tésné blizkosti
jaderné membrany. Béhem meiotické maturace dochazi nejdiive k vyraznému nartistu poctu
MTOC (pomnoZeni MTOC), ktera pozdéji zpét fiizuji a vytvari dva poly meiotického déliciho
vieténka (Obrazek 7). Béhem znovuzahdjeni meiozy, jesté pied rozpadem jaderné membrany,
se zvySuje schopnost MTOC nukleovat mikrotubuly. Nastavd také prvni vlna pomnoZzeni
MTOCs, kdy nova cytoplasmaticki MTOC se tvoii pfedev§im de novo, avSak nova
perinuklearni MTOC vznikaji hlavné jako vysledek fragmentace jiz existujicich
perinuklearnich MTOC. Fragmentace perinuklearnich MTOC pied rozpadem jaderné
membrany je zavisld na molekularnim motoru dynein. Kratce po rozpadu jaderné membrany
cytoplasmatickd a perinuklearni MTOC indukuji masivni rist mikrotubuli a nasledné
klastruji v oblasti chromosomt. Vytvaii se tak multipolarni délici vieténko, oznacované také
jako mikrotubularni balon (microtubule ball), kdy chromosomy se dostavaji na jeho povrch a
individualizuji se v disledku centrifugalniho a mikrotubul-dependentniho procesu. Zda se, ze
bezprostiedné¢ po rozpadu jaderné membrany nukleuji mikrotubuly ptedevS§im z MTOC,
teprve pozdéji se pridava i nukleace z kondenzovanych chromosomi. Po rozpadu jaderné
membrany dochazi k druhé fazi pomnozeni MTOC v dasledku kinesin-5 (Eg5) dependentni
fragmentace jiz existujicich MTOC. Kinsein-5 ma déle kli¢ovou funkci v transformaci
multipolarniho mikrotubulédrniho balénu na bipolarni délici vieténko [6, 47]. BEhem procesu
bipolarizace d¢liciho vieténka jsou pomnozena MTOC sortovana na dva poly v zavislosti na
aktivit¢ proteinu  HURP (hepatoma up-regulated protein). HURP se lokalizuje na
mikrotubulech spojujici dva poly v zévislosti na aktivité kinesinu-5 a navozuje zde v centralni
oblasti déliciho vieténka stabilizaci mikrotubull, kterd je nezbytna pro efektivni sortovani
MTOC [48].

Monomerni G-protein RAN hraje klicovou roli v regulaci jaderného transportu a
zaroven po rozpadu jaderné membrany téz ve vystavbé déliciho vieténka. Chromosomalné
vazany faktor RCCl(regulator of chromosome condensation 1) pusobi jako GEF (guanine
nucleotide exchange factor) pro RAN a navozuje tak vznik aktivniho komplexu RAN.GTP.
Naopak cytoplasmaticky RANGAP (RAN GTPase-activating protein) navozuje hydrolyzu
GTP a podporuje vznik neaktivniho komplexu RAN.GDP. Importiny funguji jako receptory
pro jaderny import. Proteiny obsahujici jaderny lokaliza¢ni signdl (NLS - nuclear localization
signal) interaguji s importiny a translokuji se do jadra. V jadie RAN.GTP navozuje uvolnéni
proteinti s NLS z vazby na importiny. Naopak proteiny obsahujici jaderny exportni signal
(NES- nuclear export signal) se vazi v jadfe na exportiny v heterotrimerickém komplexu
s RAN.GTP. Po exportu do cytoplasmy RANGAP navozuje hydrolyzu vazaného GTP, vznika
tak RAN.GDP a heterotrimericky komplex se rozpada, exportovany néklad se uvoliuje. Po
rozpadu jaderné membrany sice jiz RAN nemiize hrat roli v regulaci jaderného exportu a
importu, hraje vSak dilezitou roli v aktivaci tzv. SAF faktort (spindle assembly factors).
Vazba importinii na SAF je inhibuje. Protoze je RCC1 asociovan s chromatinem, existuje
kolem chromosomt pfi vystavbé déliciho vieténka gradient RAN.GTP, ktery lokalné aktivuje
SAF podilejici se na vystavbé deliciho vieténka. Asi nejznaméjsim SAF, ktery je regulovan
negativné importiny, je TPX2, ktery funguje jako nukleator mitotickych mikrotubuli. Navic
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TPX2 aktivuje AURKA, ktera se téz podili na vystavbé déliciho vieténka (shrnuto v nasi
praci [23]).

Control

00:00

5-ltu

5-Itu

00.00

DNA, MTOC, Spindle e (hih:mim)
Obrazek 7: Vystavba déliciho vieténka, pomnozeni a nasledna fuze MTOC v zZivych oocytech
exprimujicich H2B-mCHERRY (chromosomy, ¢&ervena), mEGFP-CDKRAP2 (MTOC, zelend).
Mikrotubuly jsou vizualizovany vitalni fluorogenni barviCkou SiR-tubulin (Seda). Situace v kontrolnim
oocytu a v oocytech s farmakologicky inhibovanou kinazou Haspin (5-Itu). Hroty Sipek ukazuji MTOC
lokalizovana mimo pdly déliciho vieténka, Sipky ukazuji mikrotubuly vychazejici z péld, ale sméfujici
do prostoru bez kontaktu s chromosomy. Pfevzato z na8i prace [49].

Pomoci biosensoru Rango, ktery vyuzivd FRET (fluorescence resonance energy
transfer), byl prokdzan RAN.GTP gradient kolem chromosomt u dé€liciho vieténka v meidze
I aimeidze Il mySich oocytd [50]. Inhibice RAN.GTP pomoci exogenni exprese dominantné
negativni mutanty RANT24N sice snizuje miru polymerace mikrotubulll po rozpadu jaderné
membrany, ale nakonec se piesto vytvoiri mensi, ale funkéni délici vieténko schopné zajistit
segregaci chromosomi [6, 50]. Na druhou stranu, exprese RANT24N v metafaze II oocytech
zcela zrusi existenci dé¢liciho vieténka [50]. Tato data ukazuji, Ze ptestoZze v oocytech
v meidze I existuje RAN.GTP gradient, neni pravdépodobné na rozdil od somatickych bun¢k
zcela nezbytny pro vystavbu funkéniho déliciho vieténka (shrnuto v nasi praci [23]).

Jak je zminéno jiZ vySe, ukéazali jsme, Ze AURKA se aktivuje na MTOC jiz pted
znovuzahijenim meidzy a to jak v podminkach in vitro kultivace tak i v podminkach in vivo,
kdy je znovuzahajeni meidzy experimentdlné¢ indukovatelné aplikaci hCG. I po rozpadu
jaderné membrany se aktivni AURKA lokalizuje na pomnoZzena MTOC a v metafazi I se pak
aktivni AURKA nachazi na MTOC, ktera po sortovani tvoii dva poly déliciho vieténka [38,
39]. Dale jsme prokazali, ze exogenni exprese GFP-AURKA z mikroinjekované mRNA vede
ke vznikiim extrémné dlouhych délicich vietének, kterd jsou v metafazi I ¢asto multipolarni a
desorganizovand. Snizeni exprese Aurka pomoci mikroinjekce dlouhé dvoutetézcové RNA
(RNA interference) vede téz k defektim ve vystavbé déliciho vieténka [38]. Pro studium role
AURKA bé&hem piirozeného meiotického zrani v in vivo podminkéch jsme s vyuzitim Cre-lox
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systému pfipravili dvé linie transgennich mysi, kdy specificky pouze v oocytech byla zvySena
exprese bud’ lidské normalni AURKA (WT-Aurka), nebo kinazové neaktivni (kinase dead)
AURKA (KD-Aurka) [39]. Jak jiz bylo zminéno, k prvni fazi pomnozeni MTOC dochézi
béhem znovuzahijeni meidzy in vitro jesté pred rozpadem jaderné membrany [6]. My jsme
vSak ukazali, Ze v podminkach in vivo meiotické maturace dochazi k pomnozeni MTOC vzdy
az po rozpadu jaderné membrany, tedy po znovuzahdjeni meidzy. AvSak oocyty z WT-Aurka
mys$i, ne vSak z KD-Aurka mysi, vykazuji pomnoZena MTOC jiz v profazi I, coz ukazuje, Ze
AURKA aktivita je schopnd iniciovat pomnozeni MTOC. Na druhou stranu po indukci
znovuzahdjeni meidzy pomoci hCG dochazi k zaniku pfed¢asné¢ pomnozenych MTOC u WT-
Aurka oocytli a pomnoZeni se opétovné objevuje az po rozpadu jaderné membrany. Prestoze
inicialni aktivace AURKA na MTOC probiha jesté pted rozpadem jaderné membrany, plna
aktivace na MTOC, ktera je nezbytnd pro pomnozeni MTOC, vyzaduje aktivni CDC25B-
CDKI signalizaci. Velmi piekvapujici bylo zjisténi, ze oocyty v metafazi I jak z WT-Aurka
tak 1 Kd-Aurka mysi vykazuji zvySenou koncentraci y-tubulinu na MTOC, coz ukazuje, Ze
AURKA je, nezéavisle na své kinazové aktivité, zapojena do procesu maturace MTOC, ktery
zahrnuje 1 zvySeni mnoZzstvi y-tubulinu na MTOC [39]. V souhrnu jsme tak ukézali, Ze
AURKA ptedstavuje klicovou kinazu regulujici pomnozeni MTOC (biogenezi MTOC) a
vystavbu déliciho vieténka v mysich oocytech.

PLKI1 je v somatickych buiikdch béhem mitézy dilezitd pro nukleaci mikrotubult
z centrosomu, bipolarizaci dé€liciho vieténka a vytvofeni stabilnich mikrotubul-kinetochor
spojeni [51-55]. My jsme ukazali, ze aktivni PLK1 lokalizuje v oocytech na MTOC, do
oblasti mikrotubularniho balénu, na chromosomy a ve zvySeném mnoZstvi navic i na
kinetochory. Lokalizace PLK1 na MTOC je pozitivné zavisla na vlastni PLK1 aktivité,
naopak lokalizace PLK1 na kinetochory je alespon castecn¢ negativné ovlivnéna vlastni
PLK1 aktivitou. V oocytech s inhibovanou PLK1 aktivitou vSak na rozdil od somatickych
bun¢k dochazi k bipolarizaci dé€liciho vieténka (Obrazek 8). Toto délici vieténko je vSak
mens$i a MTOC maji extrémné nizkou hladinu y-tubulinu a pericentrinu [10]. Vzhledem
k tomu, Ze MTOC v oocytech hraji klicovou roli v nukleaci mikrotubuldi [6], je nami
pozorovana narusena MTOC biogeneze v oocytech s inhibovanou PLK1 aktivitou
pravdépodobné alespon Casteéné zodpovédnd za defekty ve vystavbé déliciho vieténka pfi
absenci PLK1 aktivity [10]. Navic jsme prokazali, Ze oocyty s inhibovanou PLK1 aktivitou
maji naruSeno srovnani chromosomi do metafazni roviny a tvorbu stabilnich mikrotubul-
kinetochor spojeni. PLKI1 v oocytech fosforyluje BUBR1 na T669, ¢imZz napomaha pravé
vytvoreni stabilnich kinetochor-mikrotubul spoji. Tyto defekty ve vystavbé déliciho vieténka
jsou také jednou (nikoliv vSak jedinou — viz. kapitola 4.3) z pficin, pro¢ oocyty s inhibovanou
PLK1 aktivitou ziistavaji zablokovany v metafazi I a nevstupuji do anafaze I [10].

Aurora kindza B (AURKB) v komplexu s proteiny survivin, borealin a INCENP
vytvaii CPC (chromosomal passenger complex). AURKB-CPC lokalizuje v metafazi na
chromozomy, v anafdzi se pak nachazi v oblasti centralniho dé&liciho vieténka (central
spindle). 'V somatickych mitotickych buiikdch je AURKB dllezitd pro biorientaci
chromosomil tim, ze se vyznamné podili na tvorbé korektnich mikrotubul-kinetochor spojeni.
AURKB je dale také zapojena do fungovani anafdzniho kontrolniho bodu a regulace
cytokineze [56].
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Obrazek 8: PLK1 je dulezita pro vystavbu déliciho vieténka. A) Vystavba déliciho vieténka v Zivych
oocytech exprimujicich H2B-mCHERRY (chromosomy) a EGFP-MAP4 (délici vieténko). PLK1 je
inhibovana pomoci BI2534. Sipky ukazuji chromosomy nevyrovnané do metafazni roviny. B)
Kvantifikace nastupu elongace (bipolarizace) déliciho vieténka a C) objemu déliciho vieténka po
inhibici PLK1. D) Imunofluorescenc¢ni kvantifikace mnozstvi endogenniho y-tubulinu a E) endogenniho
pericentrinu na MTOC pro inhibici PLK1. Pfevzato z na$i prace [10].
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V meidze sav€ich oocytl je funkce AURKB dopliiovdna meioticky specifickou
Aurora kindzou C (AURKC). V oocytech tak vedle sebe existuji AURKB-CPC a AURKC-
CPC, s tim ze AURKC zistava béhem meiotické maturace stabilni, avsak AURKB stabilita a
exprese postupné klesaji [57]. AURKC ma v oocytech unikatni a s AURKB nepiekryvajici se
funkci v regulaci aktivity CPC lokalizované do prostoru mezi chromatidami (ICA — inter-
chromatid axis), dale pak v regulaci srovnani chromosomii do metafazni roviny a ve vystavbe
kinetochor-mikrotubul spojeni [58]. Aktivace AURKC na chromosomech je zavisla na
aktivit¢ Haspin kindzy [59]. Recentné bylo ukazano, ze Haspin-AURKC signalizace je také
klicova pro spravné fungovani anafdzniho kontrolniho bodu béhem meidzy I [60].

My jsme ve spolecné praci s Dr. Karen Schindler (Rutgers University, NJ, USA)
ukazali, ze Haspin i AURKC lokalizuji ne pouze na chromosomy, ale také i na MTOC. Navic
Haspin aktivita je dilezitd pro schopnost AURKC lokalizovat na MTOC. Farmakologicka
inhibice Haspin kindzy (Obrazek 7) nebo inhibice AURKC pomoci exprese dominantné
negativni mutanty vede u mysich oocytli béhem vystavby déliciho vieténka k problémim
s klastrovanim (sortovanim nebo fuzovanim) mnohocetnych MTOC na dva poly déliciho
vieténka. Pomoci konfokalni tfibarevné mikroskopie zivych oocytl jsme prokézali, Ze tyto
defekty ve vystavbé déliciho vieténka jsou asociované s naslednymi defekty v segregaci
chromosomil. Haspin-AURKC signalizace je dilezita ne jenom pouze pro vlastni klastrovani
MTOC na dva poly déliciho vieténka, ale 1 pro udrZeni integrity jiz existujicich poli [49].

Lze shrnout, Ze v n¢kolika pracich s kombinaci riiznych experimentalnich technik jako
jsou farmakologicka inhibice, RNA interference, exprese exogennich proteint
z mikroinjekované mRNA, transgenni mys$i modely a konfokalni mikroskopie zivych oocyti
jsme identifikovali kli¢ovou roli AURKA, AURKC a PLKI1 ve vsech fazich vystavby
déliciho vieténka v meidze I sav€ich oocyti. Velkou otdzkou, kterou se nyni zabyvame, je,
jakym zpisobem AURKA lokalizovana pouze na MTOC a AURKC a piipadné¢ i PLK1
lokalizované jak na MTOC tak i chromosomy spolu spolupracuji a vzajemné se také ovlivituji
béhem vystavby meiotického d€liciho vieténka.

4.3 Anafaze | kontrolni bod a korektni segregace chromosom

Vstup do anafaze a zahijeni segregace chromosomil jsou kontrolovany anafazim
kontrolnim bodem, n¢kdy také oznacovanym jako kontrolni bod sestaveni déliciho vieténka
(SAC-spindle assembly checkpoint). V prometafazi, kdy jest€ nejsou vytvorena korektni
kinetochor-mikrotubul spojeni (biorientace), pisobi neobsazené kinetochory jako platforma
pro aktivaci MAD?2 (mitotic arrest deficient 2), ktera je zavisla na dalsi klicové komponenté
SAC - kinaze MPSI1 (protein kinase monopolar spindle I). Aktivovany MAD?2, ktery
nasledné z kinetochor volné difunduje do cytoplasmy, inhibuje v celé¢ bunce aktivaci E3-
ubiquitin ligdzy APC (anaphase-promoting complex). Tato SAC-dependentni inhibice APC
tak zabranuje destrukci klicovych APC substrati securin a cyclin B. V okamziku, kdy dojde
na vSech chromosomech k vytvoreni biorientace, MAD?2 se jizZ nevaZe na kinetochory, SAC
zcela prestane byt aktivni, a naopak se aktivuje APC. APC indukuje proteasom-dependentni
destrukci securinu a cyclinu B. Securin ptisobi jako inhibitor separasy, protedzy, ktera stépi
kohesiny. Az do zahajeni anafaze kohesiny drzi u sebe sesterské chromatidy, a v ptipadé
meidzy I také homologni chromosomy. Separasa je téZ inhibovana fosforylaci pomoci CDK1-
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cyclin B. Tedy v momenté, kdy dojde k vypnuti SAC a nasledné k aktivaci APC, ¢imz
dochdzi k destrukci cyclinu B a securinu, a ndsledkem toho k poklesu aktivity CDKI1 a
nariistu aktivity separasy, bunka vstupuje do anafidze a segreguje chromosomy. I jedna
nekorektné pfipojend kinetochora je schopna udrzet SAC aktivitu dostatecné vysokou na
zabranéni aktivace APC[53].

Sav€i oocyty maji funkéni SAC, pficemz experimentalni inhibice klicovych SAC
komponent vede k ofekavané akceleraci aktivace APC, k akceleraci vstupu do anafaze a
zaroven zvySuje vyskyt aneuploidii [61-63]. Ve srovnani s mitézou, je meiéza I mySich
oocytl relativn¢ dlouhd. Zhruba 3-4 hodiny pfed vstupem do anafize dochézi k vytvoteni
stabilnich kinetochor-mikrotubul spojenim, vyraznému poklesu mnozstvi MAD2 vazaného na
kinetochory (nikoliv vSak k uplnému vymizeni MAD2) a nasledné aktivaci APC. V tento
moment vSak ne zcela vSechny chromosomy vykazuji biorientaci, a piesto dochazi jiz
k aktivaci APC a zahgjeni destrukce cyklinu B a sekurinu [64]. Na druhou stranu aktivace
APC nedosahuje maximaln¢ mozné miry. V momenté, kdy je APC jiz aktivované,
experimentalni inhibice molekul zahrnutych do SAC (MPS1 nebo AURKB/AURKC) vede
k zdvojnasobeni miry aktivace APC, k urychleni vstupu do anafaze o 2 h a pfedevsim také ke
zvySenému vyskytu aneuploidii. V oocytech tedy existuje soubéh SAC a APC aktivity, ktery
je dulezity pro zajisténi prodlouzeni meidzy I, coz poskytuje €as pro korekci nekorektnich
kinetochor-mikrotubul spojeni a redukci moznych aneuploidii [65].

Jak jiz bylo zminéno, ukézali jsme, ze PLK1 je v oocytech dilezitd pro biogenezi
MTOC, vytvoteni korektnich kinetochor-mikrotubul spojeni a srovnani chromosomti do
metafazni roviny [10]. U vSech oocytll s inhibovanou aktivitou PLK1 dochdzi navic
k trvalému zastaveni meiotické maturace v metafazi I a nikdy nedochazi ke vstupu do
anafaze. Pro objasnéni, jestli trvaly blok v metafazi I je zptsoben pietrvavajici aktivaci SAC a
neaktivaci APC, jsme v oocytech exprimovali securin-EGFP z mikroinjekované mRNA a
monitorovali jeho destrukci pomoci konfokalni mikroskopie zivych oocytl za normalnich
podminek, pfi inhibované PLK1 nebo za situace, kdy byla inhibovéana jak PLK1, tak i SAC
pomoci farmakologické inhibice MPS1 (Obrazek 9). Dle o€ekavani, v kontrolnich oocytech
dochazi k aktivaci APC, coz se projevi destrukci securin-EGFP, a nasledné vstupem do
anafaze I. U oocytl s inhibovanou PLKI, které vSechny zlstavaji v metafazi I, nedochazi
k viibec k zadné destrukci securin-EGFP a tedy ani k aktivaci APC. U oocytl s inhibovanou
aktivitou MPS1, tedy s nefunkénim SAC, dochazi dle o¢ekavani predcasné aktivaci APC a
pfedcasnému vstupu do anafaze I. U oocytil s inhibovanou PLK1 a zaroven nefunkénim SAC
(MPS1 inhibice) vSak dochézi pouze k Castecné destrukci securin-EGFP a tedy cCastecné
aktivaci APC. Hladina securin-EGFP v téchto oocytech vSak nedosdhne ani se zpozdénim
minima, kterého jinak dosédhne v kontrolnich oocytech. Oocyty s inhibovanou PLKI1 a
soucasné nefunkénim SAC tak také nevstupuji do anafaze I. Tato data ukazuji, Ze PLK1 je
nezbytna pro plnou aktivaci APC nezavisle na satisfakci SAC. Jinak feceno, oocyty
s inhibovanou PLK1 aktivitou, a tedy s defekty ve vystavbé déliciho vieténka a s problémy
s kinetochor-mikrotubul spojenimi, zlstdvaji blokovany v metafdzi I ne jenom kvili
pretrvavajici aktivaci SAC [10].
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Obrazek 9: PLK1 je dllezita pro aktivaci APC nezavisle na SAC satisfakci. A) Vizualizace destrukce
securin-EGFP v Zivych kontrolnich, PLK1 inhibovanych (BI2536), SAC inhibovanych (reversine) a
PLK1+SAC inhibovanych (BI2536 + reversine) oocytech. B) Kvantifikace destrukce securin-EGFP.
Pfevzato z nasi prace [10].

Ve snaze identifikovat PLK1-dependentni signalni drahy zodpovédné za aktivaci APC
nezavisle na uspokojeni SAC, jsme se zaméfili na destrukci APC inhibitoru EMI1 (early
mitotic inhibitor-1), ktery je za normalnich okolnosti destruovan po znovuzahdjeni
meidzy [66]. Prokazali jsme, ze PLK1 fosforyluje EMI1 na S145 a S128 a tyto fosforylace
jsou dulezité pro degradaci EMI1. V PLK1 inhibovanych oocytech tak nedochazi k efektivni
destrukci EMII1. PLK1 se tak indukci destrukce EMI podili na aktivaci APC [10].

Dale jsme se zabyvali hypotetickou moznosti, ze existuji jesté dalsi PLK1-dependentni
drahy, které vedou k plné aktivaci APC. Pro objasnéni této moZnosti jsme oocyty exprimujici
securin-EGFP a H2B-mCHERRY kultivovali do pozdni metafaze I a teprve v tento mement
pridali PLK1 inhibitor (Obrazek 10). V tento okamzik je jiz EMI1 zdestruovan a SAC vypnut.
Velkym ptekvapeni bylo, Ze i za téchto podminek dochazi pouze k ¢aste¢né destrukei securin-
EGFP a oocyty zlstavaji zastaveny v metafazi I. Lze tedy konstatovat, ze existuje jeste treti
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PLK1-dependentni signalni draha vedouci k aktivaci APC, ktera je nezavisla jak na satisfakci

2:30 5:50

SAC, tak i destrukci EMI1 [10].
A
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Obrazek 10: PLK1 je dulezita pro plnou aktivaci APC nezavisle na satisfakci SAC a destrukci EMI. A)
Vizualizace destrukce securin-EGFP v Zivych kontrolnich a PLK1 inhibovanych (BI2536) oocytech
s tim, ze BI2536 byl pfidan az v pozdni metafazi I. B) Kvantifikace destrukce securin-EGFP. Prevzato
z nasi prace [10].

Dale jsme se zamétili na moznost, ze PLKI1 je mozna také dulezita pro segregaci
chromosomil zcela nezédvisle na aktivaci APC. Z téchto divodii jsme oocyty exprimujici
securin-EGFP kultivovali in vitro v kontrolnim médiu po dobu 6 hod, kdy jiz dosdhnou
metafaze 1. Vtento moment jsme do média pfidali inhibitor proteasomu (MG132) a
kultivovali je dalsi 4 hod. Po této in vitro kultivaci v ptitomnosti MG132 se oocyty nachazi na
rozhrani metafaze I a anafaze 1. V tento okamzik je SAC uspokojen, APC substraty jsou
z velké Casti jiz ubiquitinylovany a oocyty nevstupuji do anafaze I pouze kvili nemoznosti
destruovat APC substraty v proteasomu. Za téchto podminek dochdzi po odmyti MG132 u
kontrolnich oocytii k rychlé destrukci securin-EGFP, segregaci chromosomti a vydéleni
prvniho polové téliska (Obrazek 11). V pfipadé, ze po odmyti MG132 jsou oocyty navic
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oSetfeny PLK1 inhibitorem, lze u ¢asti oocytl pozorovat destrukci securin-EGFP
neodlisitelnou od situace u kontrolnich oocytli. VSechny tyto oocyty vSak vykazuji zdvazné
defekty v segregaci chromosomt. Navic u ¢asti oocytl 1ze po defektni segregaci chromosomil
pozorovat dekondenzaci chromatinu a tvorbu struktur pfipominajicich prvojadra. U zbylé
¢asti oocytl s inhibovanou PLK 1 dochézi k mirné pomalejsi destrukci securin-EGFP, ale i tak
tyto oocyty dosahnou stejné minimalni hladiny securin-EGFP jako oocyty kontrolni. Tyto
oocyty vSak vilbec nezahdji anafazi provézenou segregaci chromosomi. V souhrnu je tak
PLK1 dilezita také pro vlastni segregaci chromosomu nezévisle na aktivaci APC a zaroven je
dilezita pro udrzeni kondenzovaného stavu chromosomii béhem piechodu z meidzy I do
meidzy 11 [10].

4.4 Integrita chromosomu a odpovéd na DNA poskozeni béhem meiotické maturace

Korektni vystavba déliciho vieténka a funkénost SAC jsou kliCové predpoklady pro
spravnou segregaci chromosomi. Missegregace celych chromosomi (aneuploidie) vSak
predstavuji jen ¢ast mozného rizika pro integritu genomu oocytu béhem meiotické maturace.
Dal8im vaznym rizikem jsou dvoutetézcové DNA zlomy (DSB - double-strand DNA breaks),
informace, nekorektni oprava pak ke zméné genetické struktury chromosomt (napf.
chromosomalni translokace). DSB mohou v buiice vzniknout jako nasledek metabolickych
procesi (napf. kyslikové radikaly), pii DNA transakcich (replikace, transkripce), v disledku
deregulace bunécného cyklu anebo také v dusledku exogenniho genotoxického stresu (napft.
ionizujici zareni). Pro ochranu pfed DSB bunky disponuji tzv. odpovédi na DNA poSkozeni
(DDR — DNA damage response), ktera zahrnuje detekci DSB, zpomaleni nebo zastaveni
bunécného cyklu pomoci aktivace kontrolnich bodt, a indukci reparace DNA. V piipadé, Ze
poskozeni DNA je prili§ vysoké a neopravitelné, builkky vstupuji do senescence nebo
apoptosy [67].

Komplex molekul MRE11, RAD50 a NBS1 hraje dulezitou roli jak v detekci DSB, tak
1 v nasledné opravé [68]. MRN plsobi jako rychly sensor DSB, ktery se vaze na DSB a
aktivuje kinazu ATM (ataxia telangiectasia mutated) (Obrazek 12). ATM fosforyluje histon
H2AX na Ser 139, ¢imz vznikd tzv. YH2AX. yYH2AX je néasledné rozpoznan adaptorovym
proteinem MDCI, ktery ma schopnost rekrutovat dal§i komplexy MRN, které pak stimuluji
aktivitu dalSich molekul ATM. Timto zpisobem se iniciuje pozitivni zpétnd vazba, kterd vede
k propagaci YH2AX kolem jednoho DSB, ¢imZ vznikaji tzv. yYH2AX foci detekovatelnd i
svételnou fluorescencni mikroskopii [69-72]. MRN nésledné navozuje reparaci DSB pomoci
homologni rekombinace (HR - homology recombination), nehomologniho spojovani konct
(NHEJ - non-homologous end-joining) a ptipadné i pomoci alternativniho spojovani koncti (a-
NHE]J - alternative non-homologous end-joining) [68].
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Obrazek 11: PLK1 je dllezitd pro segregaci chromosoml a udrZzeni kondenzovaného stavu
chromosomu v pfechodu mezi metafazi | a metafazi Il. A) Schéma experimentu — detaily v textu. B)
Kvantifikace vyskytu jednotlivych fenotypl po inhibici PLK1. C) Vizualizace destrukce securin-EGFP
v Zivych kontrolnich a PLK1 inhibovanych (BI2536) oocytech stim, Zze BI2536 byl pfidan az na
rozhrani metafaze l/anafaze | (viz. schéma). Kvantifikace destrukce securin-EGFP. Pfevzato z naSi
prace [10].
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Obrazek 12: Schéma modelu fosforylace histonu H2AX kolem vzniklého DSB. Prevzato z [73].

V oocytech dochazi k pfirozené formaci DSB béhem zygoten stadia aktivitou SPO11
nukleasy, ktera je nezbytnd pro meiotickou rekombinaci homolognich chromosomi [74].
Oocyty v profazi I béhem svého rastu ve folikulu jsou schopny opravovat ptipadné vzniklé
DSB [75].

Relativné malo informaci je vSak znamo o DDR beéhem vlastni meiotické maturace.
Pficemz z pohledu integrity genomu se jednd o velmi dulezité obdobi, protoze ptredstavuje
prakticky posledni moznost opravit DSB nechybovou HR pted tim, nez dojde k oplozeni a
zahdjeni ran¢ho vyvoje embrya. V nasi praci jsme se zaméfili na otazky: Jakym zpilisobem
odpovidaji oocyty béhem meiotické maturace na zvysené mnozstvi DSB? Dochézi po indukci
DSB k aktivaci kontrolnich bodi bunééného cyklu a zastaveni (zpomaleni) priichodem
meiotickou maturaci? Hraje MRN komplex néjakou roli v ochrané integrity chromosomi
béhem meiotické maturace oocytii?

Ukézali jsme, ze oocyty zastavené vin vitro podminkdch v profdzi I pomoci
farmakologické inhibice PDE3A jsou schopné detekovat nové DSB indukované
radiomimetickou drogou neocarcinostatinem (NCS). OSetfeni oocytti pomoci NCS vede ke
koncentra¢né zéavislému narastu yYH2AX/MDCI1 foci, kterd jsou v oocytech dobie
detekovatelna a kvantifikovatelnd pomoci nepfimé imunofluorescence a konfokalni
mikroskopie. Oocyty osSetfené¢ NCS, které tak maji vétsSi mnozstvi DSB, maji normalni
kinetiku znovuzahdjeni meidzy, coz ukazuje, Zze v oocytech nedochazi po vzniku DSB
k aktivaci kontrolniho bodu (G2 kontrolni bod), ktery by zpomalil ¢i zastavil znovuzahdjeni
meiozy [76]. Tato skutecnost je v zdsadnim rozdilu proti chovani somatickych bunék, které na
DSB reaguji aktivaci G2 kontrolniho bodu, ktery odlozi vstup do mitoézy [70]. Toto naSe
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zjisténi je v souladu se zjiSténim jiné skupiny, ktera také ukdzala, Ze nové indukované DSB
v profaze I oocytech neovliviiuji znovuzahéjeni meidzy a ze k aktivaci ATM dependentniho
G2 kontrolniho bodu dochazi pouze pii skutecné extrémnim mnozstvi DSB [77], které je
zcela vzdaleno od mnozstvi DSB, kterd mohou nastat v oocytu za normalni situace.

Dale jsme prokazali, ze zvySujici se mnozstvi DSB (v rozsahu od cca 10 DSB
odpovidajicim normalni situaci v kontrolni skupin€, az po situaci scca 40-50 DSB)
neovliviiuje ¢asovani aktivace APC a vstupu do anafaze I. Je vSak zajimavé, Ze za situace,
kdy jsou oocyty osetfené nizkou davkou NCS (10 ng/ml), coz vede k cca 2.5 nasobnému
naristu mnozstvi DSB ve srovnani s kontrolni skupinou, pouze jedna c¢tvrtina oocytl
vykazuje defekty v segregaci chromosomil. Znamena to tedy, Ze nizka davka NCS indukuje
relativné malé mnozstvi DSB, které umoznuje studium fyziologicky relevantni DDR
v oocytech a které je zaroven tak malé, Ze umoznuje opravu DSB a pfipadné jiné DNA
transakce ochrafujici integritu chromosomtll. Pouze za situace, kdy na zacatku meiotické
maturace se v oocytu nachazi velmi vysoké mnozstvi DSB (~100 DSB), dochézi k opozdéné
aktivaci APC a opozdénému vstupu do anafaze I. Na druhou stranu jsme prokézali, Ze
zvySujici se mnozstvi DSB v profize I oocytech vede knarGstu defektli v segregaci
chromosomil v anafazi I. Pomoci konfokalni mikroskopie zivych oocytti exprimujicich H2B-
mCHERRY (marker chromosomt) a 2mEGFP-CENP-C (marker kinetochor) s vyuzitim
vysokého rozliSeni a technologie sledovani kinetochor (kinetochor tracking) jsme zjistili, ze
v absolutni vétSin¢ pripada jsou defekty v segregaci chromosomu po zvyseni mnozstvi DSB
pfedstavovany fragmentaci chromosomt (Obrazek 13). Je zajimavé, Ze tato fragmentace
nenastane v prometafdzi [, ale nastane az béhem metafize I a hlavné anafize I,
pravdépodobné jako dusledek velkého mechanického namahani chromosomli a mozna i
soubézného odstranéni kohesint [76].

2mEGFP-CENP-C
H2B-mCherry

Control

NCS

Obrazek 13: Fragmentace chromosomui po zvy$Seném mnozstvi DSB. Segregace chromosoml
v zivych oocytech exprimujicich H2B-mCHERRY (chromosomy) a 2mEGFP-CENP-C (kinetochory).
Sipky ukazuji fragmentaci chromosomu. DSB byly indukovany v profazi | pomoci NCS. Prevzato
z nasi prace [76].

Zjistili jsme také, Ze u kontrolnich oocytl 1 oocytl po Setteni NCS dochézi k poklesu
mnozstvi YH2AX foci béhem meiotické maturace. Metafaze Il oocyty tak maji vzdy méné
YH2AX foci nez oocyty v profazi I. Zarovenn v moment¢, kdy jsme farmakologickou inhibici
MREI1 narusili fungovani MRN komplexu béhem meiotické maturace, jsme detekovali
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zvySené¢ mnozstvi YH2AX foci u metafaze II oocytl [76]. Vzhledem k tomu, Ze MRN je
dilezity jak pro detekci DSB tak i zahdjeni jejich opravy [68], nase data indukuji, Ze je
mozné, ze béhem meiotické maturace probiha reparace DSB. Pokud je toto skute¢né pravda,
pak je situace béhem meiotické maturace zcela odliSnd od mitoézy, kdy naopak dochdzi
k cilenému utlumeni oprav DSB [78-80].

S vyuzitim vySe popsané technologie sledovani kinetochor jsme se pokusili
identifikovat strukturdlni podstatu defekti v segregaci chromosomi po farmakologické
inhibici MREI11. V ptipadé, ze bychom identifikovali fragmentaci chromosomd, lze uvazovat
o problému opravovat DSB. Identifikace klasickych missegregaci (aneuploidii) by
poukazovala na problém ohledné kinetochor-mikrotubul spojeni, piipadé¢ SAC. Dalsi
moznosti jsou anafazni DNA mustky, které ukazuji na nekorektni reparaci DSB, ptipadné
také fuzi telomer. Zjistili jsme, ze ve vSech piipadech, kdy MREI1 inhibované oocyty
vykazovaly defekty v segregaci chromosomdi, se jedna o anafazni mustky (Obrazek 14).
Ptitomnost téchto mustki nakonec vede k fragmentaci chromosomtl, a tedy vzniku novych
DSB, coz je v souladu s naSim zjisténim o vétsim poctu yH2AX foci [76].

Control

Mirin

H2B-mCHERRY, CENPC-EGFP
Obrazek 14: MRE11 je dulezita pro integritu chromosomU. Segregace chromosomu v Zivych oocytech
exprimujicich H2B-mCHERRY (chromosomy) a 2mEGFP-CENP-C (kinetochory). Sipka ukazuje
anafazni DNA mistek. MRE11 aktivita byla inhibovana farmakologicky (mirin). Pfevzato z nasi
prace [76].

V souhrnu lze tedy konstatovat, Ze pokud dochazi mezi profazi 1 a metafazi II
k poklesu YH2AX foci a zdrovein inhibice aktivity klicového komplexu MRN vede k naristu
YH2AX foci v metafazi II, l1ze se diivodné¢ domnivat, ze béhem meiotické maturace dochazi
k opravam DSB. Tato moznost by byla v souladu se zji§ténimi, Zze indukce DNA poskozeni
pomoci UV iradiace vede u oocytli béhem maturace k detekovatelné DNA syntéze [81, 82] a
recentnim zjisténim o dilezité roli RADS51 béhem meiotické maturace [83, 84]. Vzhledem
k tomu, ze béhem maturace oocytil neprobiha replikace DNA, lze toto pozorovani vysvétlit
DNA syntézou spojenou s reparaci DNA. Pokud tedy béhem meiotické maturace oocytt
skute¢né probiha reparace DNA, vyvolava to do budoucna celou fadu zajimavych otdzek jako
napt.: Jaky typ reparace DSB se uplatiiuje? Pokud je to HR, pouzivéd se jako templat pro
opravu sesterska chromatida nebo homologni chromosom? Kdyz je moznd reparace DSB,
pro¢ indukce novych zloml v profazi I nevede k aktivaci G2 kontrolniho bodu, ktery by
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poskytl ¢as na opravu DSB? Je mozné, Ze oprava béhem maturace v metafazi I je efektivné;si
nez v profaze 1?7 — To by pak vysvétlovalo absenci G2 kontrolniho bodu.

4.5 Vystavba déliciho vieténka a segregace chromosomi béhem prvniho
mitotického déleni

Z cisté formalniho pohledu se hned od oplozeni d€li rané embryo mitézou. Béhem
anafaze tak segreguji sesterské chromatidy. Z pohledu mechanismu vystavy déliciho vieténka
by vSak v mitéze mély byt poly déliciho vieténka tvofeny dvéma centrosomy, které obsahuji
vzdy dvé centrioly. AvSak jak jiz bylo feceno, oocyt uz béhem meiotické maturace
neobsahuje klasické centrosomy a funkci centrosomt ptebiraji mnohocetna MTOC centra [6].
U rodent dochazi navic k zaniku centrioly i béhem spermiogeneze [85]. Spermie tak nemuze
do zygoty pfinést funkéni centrosom. Kromé toho morfologicky (hodnoceno elektronovou
mikroskopii) 1ze detekovat v raném myS$im embryu centrioly az ve stadiu blastocysty [46].

V zygot¢ se vyskytuje velké mnozstvi acentriolarnich MTOC, ktera se podili na
vystavbé déliciho vieténka mechanismem velmi podobnym vystavbé déliciho vieténka oocyt
vmeidoze [. Pozdgji v dalSich bunéénych délenich dochéazi k postupnému ptechodu
z meiotického MTOC-dependentniho déliciho vieténka na mitotické centrosom-dependentni
délici vieténko (Obrazek 15). Teprve v blastocysté se tak vyskytuje klasické mitotické délici
vieténko, kdy dva centrosomy tvofi jeho poly [9].

upper limit spindle length scaling

kinesin-5 spindle dependency (FitzHarris, 2009)
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Obrazek 15: Postupny pfechod z meiotického MTOC dependentniho déliciho vieténka na mitotické
délici vieténko s centrosomy obsahujicimi centrioly. Pfevzato z [9].
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ProtoZe jsme identifikovali PLK1 a AURKA signalizaci jako kli¢ové signalni drahy
dilezité pro korektni vystavbu meiotického dé€liciho vieténka v oocytech [10, 38, 39],
zajimalo nés také, jakou roli hraji tyto drdhy béhem prvni mitézy zygoty. U klasické
centrosom dependentni mitézy je PLK1 zcela nezbytn4 po bipolarizaci dé€liciho vieténka a
absence PLKI1 aktivity vede ke vzniku defektniho déliciho vieténka, které zplisobuje
permanentni aktivaci SAC. Blok v prometafazi/metafazi u PLK1 inhibovanych bun¢k lze
zru$it, a umoznit tak vstup do anafaze, soucasnou inhibici SAC [52]. Na druhou stranu u
oocytll v meioze I PLK1 neni zcela nezbytna pro bipolarizaci déliciho vieténka, ale je vSak
nezbytna pro plnou aktivaci APC nezdvisle na satisfakci SAC. Blok v metafazi I u PLK1
inhibovanych oocyti tak nelze pfekonat soubéznou inhibici SAC [10]. A jaka je tedy situace u
zygot, které se sice formaln¢ déli mitoticky, ale vlastni délici vieténko vykazuje spise
zakladni charakteristiky déliciho vieténka oocytl v meidze 1?

Zjistili jsme, Ze PLKI1 je na urovni proteinu v zygoté exprimovana jiz kratce po
oplozeni a béhem priichodu prvni bunéénym cyklem dochazi k dalsi akumulaci PLK1 s tim,
ze v prvni mitoze exprese dosahuje lokalniho maxima a nasledné dochazi k prudkému poklesu
exprese PLK1 pfi rozdéleni na 2-bunééné embryo. Tésné pred vstupem do prvni mitdzy
dochdzi k aktivaci PLK1 na MTOC a také v jadie. V metafazi prvni mitdzy se aktivni PLK1
nachdzi na MTOC (pélech déliciho vieténka) a mitotickych chromosomech. V ptipadé, Ze je
PLK1 farmakologicky inhibovadna, dochédzi ke vstupu do mitézy v Case srovnatelném
s kontrolnimi zygotami, avSak je vyznamné zpozdén nastup tvorby déliciho vieténka.
Nakonec se vSak vytvofi bipolarni délici vieténko, které je zfetelné¢ morfologicky abnormalni
a Cast chromosoml neni vyrovnana do metafazni roviny (Obrazek 16). PLK1 inhibované
zygoty ani se zpozdénim neaktivuji APC. Soubézna farmakologicka inhibice SAC pomoci
inhibice kinazy MPS1 neumozni témto zygotam vstoupit do anafaze. Lze tak shrnout, Ze
PLKI1 neni nezbytnd pro vstup do mitdzy, je vSak dilezitd pro korektni vystavbu dé€liciho
vieténka a srovnani chromosomti do metafdzni roviny. Navic je PLK1 nezbytna pro aktivaci
APC a vstup do anafaze nezavisle na satisfakci SAC [86, 87]. Pfestoze se tedy zygota déli
mitoticky, funkce PLK1 béhem této prvni mitdzy je spiSe podobna funkci PLK1 v meioze |
nez funkci PLK1 v somatickych mitotickych bunkéach.

Dale jsme ukazali, ze tak jako v oocytech, tak i v zygotich se aktivni AURKA
lokalizuje béhem prvni mitézy na MTOC. Zygoty s inhibovanou aktivitou sice vstupuji do
mitdzy, ale maji signifikantné prodlouzenou dobu, kterou potiebuji na vstup do anafaze. Toto
zjevné souvisi s tim, Ze AURKA inhibované zygoty maji opozdény nastup tvorby déliciho
vieténka a vytvotfené vieténko vykazuje silné defekty. I presto vSak nakonec vétSina zygot
vstupuje do anafaze a dé€li se za vzniku 2-bunécného embrya. Segregace chromosomt je vSak
defektni, vede k aneuploidiim a vzniku mikrojader. Dle ofekavani se AURKA inhibovana
embrya dale Spatn¢ vyviji a prakticky nejsou schopna dosahnout 8-bunééného stadia [88].
Funkce AURKA v prvni mitoze je tak prakticky identicka s funkci AURKA v meidze 1.

V ur¢itém zobecnéni mizeme konstatovat, ze v mnoha aspektech je mechanismus
tvorby d¢liciho vieténka a prichod mitézou (vstup do anafize) v mitoticky se délicich
zygotach vice podobny meioze I oocytl nez mitdze somatickych bunék.
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Obrazek 16: Vystavba déliciho vieténka v zygotach je zavisla na aktivit¢ PLK1. Vystavba déliciho
vieténka v zivych zygotach exprimujicich H2B-mCHERRY (chromosomy) a MAP4-EGFP (délici
vieténko). PLK1 je inhibovana pomoci BI2534. Pfevzato z naSi prace [86].

5 Shrnuti a struény vyhled pro budouci praci

Jak je vidét z predeslych kapitol, miij odborny zajem zacinal na problematice bunécné
signalizace regulujici znovuzahdjeni meidzy, dale se pak posunul na problematiku regulace
bunééného cyklu béhem celé meiotické maturace oocytll s akcentem na vystavbu déliciho
vieténka a segregaci chromosomtl. V posledni dobé jsem se té€Z zaméfil na odpovéd’ oocytii na
poskozeni DNA. Pravé problémy v segregaci chromosomtl a narist poskozeni DNA oocytl
pfedstavuji jednu z hlavnich pfi¢in neplodnosti u lidi a davaji tak naSemu vyzkumnému
snazeni propojeni s reprodukéni medicinou a genetikou. V soucasné dobé jsem svilj vyzkum
rozsifil i o problematiku odpovédi na DNA poskozeni u ranych embryi, protoze detekce DNA
poskozeni a jeho oprava je v téchto embryich zcela zdvisld na maternalné exprimovanych
faktorech ptichazejicich z oocytu. Navic naSe soucasné poznatky jasné naznacuji, ze
problematika integrity genomu v oocytech a ranych embryich je velmi spojena. Pozorujeme,
ze DNA poskozeni vzniklé a detekované v jedné fazi vyvoje oocytu nebo embrya vede ke
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zméndm v regulaci bunécného cyklu az v dalSich fazich vyvoje a téz oprava vlastniho DNA
poskozeni muze ptijit az pozdéji.

Nejnovéjsim rozvijenym tématem je pak problematika odpoveédi na DNA poskozeni u
Huntingtonovy choroby s dirazem na vyzkum odpovédi na DNA dvoufetézcové zlomy u
primarnich bunék ziskanych ze zvitecich modelt, ale také od lidskych pacientii. Byt se mtze
na prvni pohled jednat o zcela odlisné téma, s pfedchozimi tématy se tu vhodné kombinuji
napiiklad techniky mikroskopie primarnich bunék, FRET biosensori a laserové
mikroiradiace. Lze tak shrnout, Ze muj soucasny odborny zajem se zaméiuje na dynamiku a
integritu chromosomil ve vztahu ke dvéma zavaznym lidskym onemocnénim — neplodnosti a
neurodegeneraci.

Z metodického hlediska povazuji za zasadni dal$i rozvoj metod mikroskopie zivych
bunék, kdy bych rad kromé konfokéalni mikroskopie rozvijel i tzv. light sheet mikroskopii
(SPIM - Selective Plane Illumination Microscopy), kterd vynika svoji minimalni fytotoxicitou
a rychlosti snimani. Moznosti nové SPIM mikroskopie a zdroven moznosti snadné&jsi tvorby
geneticky upravenych zvifecich modelt (fluorescen¢né reportérové kmeny, knock-out, knock-
in) pomoci CRISPR/Cas9 technologie tak otviraji zcela nové moZnosti v oblasti vyvojové a
bunécné biologie.
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