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Abstrakt

Jednou ze zakladnich vlastnosti zivych soustav je pohlavni rozmnozovani, pfi kterém
dochazi ke splynuti pohlavnich bun¢k, spermie a vajicka. Klicovym procesem, pii tvorbé

pohlavnich bun¢k, je meidza.

Pti meiotickém déleni dochazi k dramatickym zméndm v jadre, pii kterych se mohou
vyskytnout chyby, které mohou zapfiCinit rizné chromozomové aberace a nondisjunkce
vedouci ke genetickym onemocnénim a v neposledni fadé k neplodnosti. Priciny
neplodnosti jsou velmi riznorodé, avSak velka ¢ast pochdzi pravé z chyb pii meidze. Pro
spravné fungovani tohoto procesu je velmi dilezitd prvni faze meidzy I, profaze I, kde
dochdzi k parovani homolognich chromozomii za pomoci bilkovinné struktury
synaptonemalniho komplexu (SC) a nasledné¢ dochazi ke genetické rekombinaci, tzv.

crossing-overu.

Vinkulin (VCL) je cytoplazmaticky protein vazajici aktin ve fokalnich adhezich a
adherentnich spojich a je jejich esencidlnim regulatorem. Tento protein byl vSak objeven i
v jadie pohlavnich bun¢k u nekterych organizmi. Jaderné funkce vinkulinu vSak dosud

nebyly popsany.

Tato diplomova prace se zamétuje na studium dynamiky chromozomil v gametogenezi
na mySim modelu s dirazem na zapojeni jaderného vinkulinu (VCL) do téchto procest.
Nasim cilem bylo lokalizovat VCL v jadfe embryonalnich profdznich oocytd pomoci
fluorescen¢ni mikroskopie. Déle vytvofit kondicionalni knock-out mysi pro vinkulin (VCL
cKO) a pozorovat nasledné zmény v reprodukci téchto mysi v zadvislosti na poklesu
exprese vinkulinu v ovdariich. Také jsme porovnavali morfologické zmény ovarii se

sniZzenou expresi VCL s ovarii u kontrolnich mysi.

Dle naSich vysledkt se VCL lokalizuje do jadra embryondlnich profaznich oocytl a u
VCL cKO mysi je jeho exprese snizena. U téchto mys$i jsme zaznamenali zvySeny pocet
nedovyvinutych mlad’at, Casté potraty a snizeny pocet potomki, coz naznacuje, ze VCL ma

vyznamny vliv na mysi samici fertilitu.

Kli¢ova slova: vinkulin, meiéza, profaze I, gametogeneze, ovaria, mys



Abstract

One of the basic characteristics of living systems is a sexual reproduction, when the

germ cells, sperm and egg, fuse. The key process in the germ cells development is meiosis.

During meiotic division, several dramatic changes happen in the nucleus and different
errors might appear, which may then result in various chromosomal aberrations and
nondisjunctions leading to genetic diseases and infertility. The causes of infertility are very
diverse, but many of them obviously come from the meiotic errors. One of the most critical
parts for the successful meiotic progress is a prophase I, where the homologous
chromosomes are paired by the protein structure of the synaptonemal complex (SC) and

subsequent genetic recombinations by crossing-over accurate.

Vinculin (VCL) is a cytoplasmic actin binding protein in the focal adhesions and
adherent junctions and VCL acts as their essential regulator. Recently, this protein was also
found in the nucleus of germ cells of certain organisms. However, the nuclear functions of

vinculin have not been described yet.

This diploma thesis focuses on the study of chromosomal dynamics in the
gametogenesis of our mouse model, regarding the involvement of the nuclear vinculin in
these processes. Our aim was to localize VCL in the nucleus of embryonic prophase
oocytes using fluorescence microscopy. Next aim was to create VCL a conditional knock-
out mouse (VCL cKO) and observe subsequent changes in the reproduction of these VCL
cKO mice depending on the decreased expression of vinculin in the ovaries. We also
compared morphological changes of the VCL depleted ovaries with the ovaries of the

control mice.

According to our results, VCL localizes to the nucleus of embryonic prophase oocytes
and its expression is dramatically reduced in the VCL cKO mice. These mice also showed
an increased number of underdeveloped embryos, frequent abortions and reduced number

of newborns, suggesting that VCL has an significant effect on the mouse female fertility.

Keywords: vinculin, meiosis, prophase I, gametogenesis, ovaries, mouse
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Uvod

Pohlavni rozmnozovani je jednou ze zakladnich vlastnosti zivych soustav, pfi kterém
vznika jedinec splynutim pohlavnich bunék, spermie a vajicka. Zakladem pohlavniho
rozmnozovani je meiotické déleni. Meidza se sklada ze dvou odlisné koncipovanych
bunécnych déleni: heterotypického (redukéni) a homotypického (shodného s mitozou).
Jejim vysledkem jsou 4 haploidni bunky, odlisné od rodi¢ovskych. Kli¢ové je prvni
meiotické d€leni a v ném nejdelsi profaze, pii které se tvoii slozitd bilkovinna struktura
synaptonemalni komplex (SC), diky kterému se homologni chromozomy paruji, tvoii
bivalenty a dochazi mezi nimi k rekombinaci, tedy vyméné genetického materidlu tzv.
crossing-overu (CO). Tento proces je dulezity pro naslednou spravnou segregaci

chromozomnu.

V poslednich letech se vyrazn€ zvySuje Cetnost problémi spojenych s plodnosti ¢i
uplnou neplodnosti muzi a zen. Neplodnost je celosvétovym problémem postihujicim az
15 % lidi. Pivod neplodnosti je velice riznorody, avSak velka ¢ast pfi¢in pochazi prave z
chyb pfi meidze, parovani chromozomil a jejich segregaci. Vysledkem mize byt vznik
riznych genetickych poruch, chromozomovych aberaci a nondisjunkci (Agarwal et al,

2015).

Odhaleni novych komponent meiotického procesu a jejich roli, by proto vyznamné
pfispélo k nasemu porozuméni molekuldrnich mechanizmii a dynamiky meiotickych
udalosti a mohlo by také pfipadné¢ pomoci vysvétlit nékteré nedostatky v informacich
o pri¢inach neplodnosti. Neptesnosti béhem meiotickych fazi jsou spojeny s
chromozomalnimi aberacemi vedoucimi k nékolika genetickym porucham (napt. Downtv

syndrom, Klinefelteriv syndrom, Turneriv syndrom), stejn€ jako s neplodnosti u muzt.

Tento vyzkum se zaméfuje na dynamiku chromozoml béhem gametogeneze na
eukaryotickém modelu mySi M. musculus, kde se zabyva bilkovinou vinkulinem.
Nejnovéjsi poznatky o vinkulinu naznacuji, ze se kromé jiz dobfe popsanych funkci
v cytoplazmé a na bunécnych spojich, také ziejmé vyznamné podili v bunééném jadie
béhem casnych meiotickych fazich na parovani a synapsi homolognich chromozomu a

muze byt novym faktorem dalezitym pro spravné fungovani téchto procesi.
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Identifikovani nového ucastnika ovliviiujiciho meidzu a gametogenezi, by mohlo
ptispét k pochopeni nékterych moznych komplikaci béhem tohoto déleni burky, které¢ by

mohly mit vliv na celosvétovém trendu snizovani plodnosti.
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1. Neplodnost

Neplodnost postihuje celosvétoveé zhruba 15 % part, coz odpovida ¢islu az 48,5 milidonu
para (Martinez et al., 2006). Piredpokladd se, ze 50 % vSech ptipadl neplodnosti je
zpiisobeno zenskymi faktory, 20-30 % je zplsobeno muzskymi faktory a zbyvajicich
20-30 % kombinaci muzskych a zenskych faktort (Thomas et al., 2002). Vypoctené udaje
ukézaly, ze distribuce neplodnosti v disledku muzského faktoru se pohybuje od 20 % do
70 % a ze procento neplodnych muzii se pohybuje od 2,5 % do 12 %. Mira neplodnosti je

zatim nejvyssi v Africe a ve stfedni a vychodni Evropé (Martinez et al., 2012).

Tato statistika vSak jasné neurcuje neplodnost podle zemépisné oblasti. Je nutné si
uvédomit, ze podle Svétové zdravotnické organizace (WHO) mnoho klinickych studii
nezkouma neplodnost, dokud se par nepokusi o oté¢hotnéni nejméné po dobu jednoho roku

(Mascarenhas et al., 2012).

Afrika
43%

20-40%

Obr. 1. Mapa svéta ukazujici regionalni procento ptipadi neplodnosti, které jsou
zpusobeny muzskym faktorem, vypocitané na zaklad¢ prehledu soucasné literatury. Mapa
ukazuje miru piipadl neplodnosti v kazdém studovaném regionu (Agarwal et al., 2015).

13



Jednim z hlavnich omezeni téchto studii o neplodnosti je pocet neplodnych part, které
se nikdy nezucastnily studii kvality spermatu a vajicek (Wilson, 2011). Je vSak jasné, Ze
neplodnost je globalni zdravotni problém, ktery nebyl pln¢ studovan a je potieba, aby byly

skutecné pochopeny jeho pficiny a prevalence.

Zavaznym problémem spojenym s plodnosti a ovliviiyjici reprodukci jsou mutace na
genové Urovni, numerické zmény chromozomi nebo strukturni zmény chromozomii
(chromozomalni aberace), které maji Casto za nasledek samovolné potraty nebo zptsobuji

abnormalni vyvoj embrya.

Aneuploidie je jednou z hlavnich znamych pfi¢in vrozenych vyvojovych vad a potratii a
bylo prokazano, ze vétSina aneuploidnich embryi zahyne in utero (Nagaoka and Hassold,

2013).

Trisomicka a monosomicka (aneuploidni) embrya se vyskytuji u Zen nejméné v 10 %
téhotenstvi, kde aneuploidie zptisobuji spontanni potraty a vrozené vady. U starSich Zen
muze incidence presdhnout 50 %. Chyby, které vedou k aneuploidii, se témét vzdy
vyskytuji v oocytu, ale navzdory intenzivnimu zkoumani v posledni dobé& zlistava vétsi Cast
molekularnich pfi¢in dosud neobjasnéna. Neddvné studie u lidi a zvifecich modelovych
organizmu vrhaji nové svétlo na slozitost meiotickych defektti a poskytuji dikazy o tom,
faktoru, nybrz jde o souhru mezi jedineCnymi rysy oogeneze a fadou endogennich a

exogennich faktorii (Nagaoka and Hassold, 2013).

Vysledky ze studii za posledni roky ukazaly, Ze vétSina aneuploidii u Zen je zptsobena
chybami, které se vyskytly pfi nastupu meidzy v embryonalnim vajecniku (lat. ovarium) a
pfi prodlouZeném arestu ve fazi dyktiatene (Hassold et al., 2007). Jiz vice nez deset let je
znamo, Ze meidza u Zen je velmi nachylnd zejména k chybam v segregaci chromozomu

(Hassold and Hunt, 2001; Hassold et al., 2007).

V lidskych spermiich se aneuploidie vyskytuji pfiblizné v 1-4 % a v oocytech v
10-15 % pftipadt. Strukturni chromozomalni aberace se vyskytuji asi v 3 - 6 % oocytu.

(Daina et al., 2014; Pellestor, 2002).
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Jednim z faktor neplodnosti a problémi pii reprodukci jsou chyby v bunééném cyklu.

2. Buné¢ny cyklus

Chromozomy v proliferujicich bunkach podléhaji dramatickym strukturnim zménam v
kazdém bunétném cyklu. Chromozomy se stiidaji mezi vysoce kondenzovanymi
mitotickymi  strukturami  usnadiiujicimi  jejich segregaci a dekondenzovanymi

mezifazovymi strukturami, které umoznuji transkripci, umlceni genti a replikaci DNA

(Nagano et al., 2017).

Bunécny cyklus zahajuje eukaryotickda bunka pifi svém vzniku a prochézi nckolika
fazemi zahrnujicimi regulacni signdly (fadu zmén a kritickych momenttl), diky nimz je
rozhodnuto o jejim dal$im osudu. Jestlize je v bunce vSe v poradku, buiika dokoncuje
cyklus mitézou, tedy rozdélenim (Schafer, 1998). Pokud se vyskytne chyba, bunika zah4ji
proces apoptdzy. Bunécné déleni je tedy pfisn¢ fizenym procesem, kdy musi byt DNA
ptesné zreplikovéana a identické chromozomalni kopie musi byt rovnomérné distribuovany
do dvou dcefinych bun¢k. Bunéény cyklus délime do péti riznych fazi: Gl1, S, G2 a M,
pripadné klidova GO faze (Bower et al., 2017), schématicky zndzornéné na obr. 2. Cely
proces obsahuje tzv. kontrolni body, ve kterych je butika schopnd pozastavit cyklus, dokud
nejsou dokonceny klicové ulohy piedeslych fazi (Hartwell and Weinert, 1989). Behem
faze G1 je bunka stimulovéna extracelularnimi mitogeny a ristovymi faktory a zvétSuje
svlj objem.

GO0 faze oznacuje klidové bunky (docasn€ nebo trvale mimo cyklus). Normalni buitika je
zavisld na vngjSich podnétech, a pokud jsou podminky pfiznivé (dostatek mitogend a
rustovych faktortt) pokracuje z GO pies Casnou G1 fazi. Regulaci bunééného cyklu se musi
zajistit, aby udalosti v kazdé fazi byly kompletni pted pfechodem do dalsi. Dalsi kontrolni
body pro sledovani integrity DNA jsou tedy strategicky umistény do pozdni Gl faze,
oznacovany jako restrik¢éni bod (R) a déle na rozhrani G2/M faze. Restrikéni bod je nejlépe
pfipadné zablokovat vstup do S faze. V kontrolnim bodu na rozhrani G2/M faze, se
v zavislosti na stupni poSkozeni vada bud’ odstrani, nebo je potlaCena mitdza, aby se
zabranilo progresi a Sifeni mutovanych nebo poskozenych bunék (Israels and Israels,

2001).
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vvvvvv

zaroven nejkritictéjsi faze celého cyklu. Postsyntetickd faze neboli G2 faze byva kratsi a
buiika v ni dale roste. V mitotické fazi (M) bunka zah4ji déleni chromozomu nasledované
cytokinezi. Zde se nachazi dalsi kontrolni bod, ktery kontroluje, aby bunka nepiesla do
anafaze, dokud nejsou vSechny chromozomy spravné napojené na délici vieténko. Po
spravném prubehu této faze jsou vysledkem dvé dcefiné bunky s identickou genetickou

informaci (Israels and Israels, 2001).

1-2 hod

mitoza

zacitek cyKklu

Klidovi faze buiiky

piiprava na déleni

bunéény rust

DNA replikace restrikéni bod

12-96 hod

2-4 hod

Obr. 2. Schéma bunééného déleni. Na obrazku jsou vidét faze bunééného cyklu GO,
GIl, S, G2, M faze a jejich funkce. Casova obdobi znazornéna jsou pouze orientacni a
ukazuji relativni ¢as kazdé faze. Upraveno (Israels and Israels, 2001).

2.1 Mitoza

Mitoza je nejcastéjSim typem bunécného déleni somatickych bunck, pfi kterém se
neredukuje pocet chromozomil a dochazi k rovnomérnému rozdéleni genetické informace
do dcefinych bunék, které jsou zcela identické s matetskou bunikou. Zahrnuje déleni jadra
(karyokinezi) a cytoplazmy (cytokinezi). Sklada se ze Ctyt fazi: profaze, metataze, anafaze,
telofaze. V profazi dochazi ke spiralizaci chromozomi a rozruSuje se jaderna membrana.
V metafazi se chromozomy ftadi do ekvatoridlni roviny a v nésledné anafdzi se
k centromeram chromozomu piipojuje délici vieténko a chromozomy putuji k opacnym

polim. V konec¢né telofazi dochéazi k zaSkrceni a vzniku dvou diploidnich dcefinych bunék.
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2.2 Meioza

Meiodza je na rozdil od mitézy specialni bunécné déleni, pti kterém se redukuje pocet
chromozom na polovinu, a tim vznikaji haploidni buiiky. Toto bunééné déleni je klicové a
zasadni pro pohlavni rozmnozovani, protoze timto procesem vznikaji pohlavni burky.

Rozdily mezi mitézou a meidzou jsou znazornény na obr. 3.

Meioza je proces skladajici se ze dvou po sobé nasledujicich déleni, meidzy I a II,
obsahuji Ctyfi faze: profazi, metafazi, anafazi a telofdzi. Do meidzy vstupuje diploidni
buiika po S fazi bunécného cyklu, kdy se replikuje DNA. Kazdy chromozom je pii vstupu

do meidzy tvoren dvéma sesterskymi chromatidami, které jsou spojeny centromerami.

Typicky znak meidzy I je charakteristické prodlouzeni profaze I, kterd se dale déli na
leptotene, zygotene, pachytene, diplotene a diakinezi (Handel and Schimenti, 2010).
Snizeni ploidie, které nastavd béhem tohoto prvniho meiotického déleni, je nezbytné pro

spravnou fertilizaci a obsahuje n€kolik klicovych kroku.

Prvnim dilezitym krokem meidzy I je vytvofeni axiilniho elementu (AE). AE je
proteinova struktura, mezi sesterskymi chromatidami, kterd tyto chromatidy drzi
pohromad¢ az do meidzy II. V zygotene dochdzi k Caste¢né synapsi — parovani
homologickych chromozomi a tvorbé synaptonemalniho komplexu (SC), kdy se vytvofi
jeden centralni element mezi dvéma axialnimi, nyni lateralnimi elementy. Uplna synapse
chromozom nastava v pachytene, kdy dochazi k synapsi po celé délce chromozomd, tvoii
se bivalenty a nastava kiiZeni vlaken tzv. crossing over (CO). ZkiiZena mista podstupujici
homologni rekombinaci se nazyvaji chiazmata a zdstavaji spojena i po probéhlém CO az

do diplotene (Zickler and Kleckner 1998; Dobson et al., 1994).

CO je rozsahld vyména genetického materidlu mezi dvéma homolognimi chromozomy.
Meidza je diky tomu velmi dalezitym zdrojem genetické variability pfedevSim proto, Ze
CO reorganizuji alelickou kombinaci uvniti chromozomi (Ohkura, 2015; Grelon, 2016).
V diakinezi se diky mikrotubulim déliciho vieténka chromozomy stavéji do centralni
roviny a v nasledné metafazi I se orientuji do ekvatorialni roviny. Separace homolognich
chromozom zafind béhem anafaze 1. V telofazi I je délici aparat rozloZen, dekondenzuji
se chromozomy a znovu se utvafi jaderna membrana (Bolcun-Filas and Schimenti, 2012).

Druhé meiotické déleni je jiz v principu shodné s mitdézou.
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Defekty v synapsi béhem meiotické profaze I byly rozsahle studovany u mysi (Hunt and
Hassold 2002). U samct témér vzdy vedou ke smrti spermatocytti, a to bud’ v pachytene
nebo v metafazi I. Naopak u Zen je fertilita zachovana, ale gamety obsahuji mnoho mutaci,
které zplisobuji 1 uplné meiotické zastaveni a jejich reprodukcni délka zivota muize byt

podstatné zkracena. (Hunt and Hassold 2002).

- Mitéza .. Meiodza

zdupli @ @ @‘ chiazma (crossing-over)
c_lu’omozmm

rodidovské buiiky

. metafaze
mikrotubuly i

Y. Centrozom : : .
ekvatonalni fada mikrotubuly thhnouci od sebe

2 2 = omologni chromozomy
anafaze a telofaze el homologni chromozomy

dusmme bunk\ meidzy [
Meidza II /

dcefinné buiky meidzy II

deefinné mitotické butiky

Obr. 3. Znazornéni rozdili mezi mitdézou a meidzou. Na obrazku jsou znazornéné
rozdily mezi krat$i mitézou a delsi meidzou. Koneénym produktem mitézy jsou dveé
dcefiné bunky s plnym poctem chromozomu (tedy 2n = 46 — u ¢loveéka). U meidzy jsou
kone¢nym produktem ctyfi haploidni buiiky, tedy builkky s redukovanym poctem
chromozom (1n = 23) (zdroj: http://www.technologynetworks.com, upraveno).

Tento vyzkum se zamétuje na obdobi profaze meidzy I a v ni probihajici udalosti. Proto

je dulezité vysvétlit zakladni principy a mechanizmy profaze I.

2.2.1 Profazel

Profaze I predstavuje v oogenezi vice nez 90 % cCasového pribéhu meidzy, u lidi trva
pfiblizné€ 2-3 tydny. U mysi probiha zhruba od 14. do 19. dpc (day post coitum — den po
oplozeni) a dokoncuje se tésn¢ po narozeni, zhruba do 3 dpp (day post partum — den po

narozeni).

Profaze I je rozdé€lena do dalSich péti obdobi: leptotene, zygotene, pachytene, diplotene

a diakineze, které jsou definovany asociaci mezi homolognimi pary chromozomii a
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rekombinaci (Obr. 4). Nasledkem selhani sprdvného pribéhu profize I je nespravny

rozchod chromozomt a aneuploidie (Cobb and Handel 1998).

Faze leptotene

Béhem leptotene chromozomy kondenzuji a pfiblizuji se k sobé. Kazdy chromozom
musi najit a rozpoznat své homologni partnery, tedy chromozomy jednoho paru, ziskané od
matky a otce. Tento pohyb chromozomi je velice dulezity, homology musi byt tfidény,
zarovnany a sparovany vysoce organizovanym zpusobem, aby se zabranilo zamotani nebo
propleteni. Z toho divodu se zacina tvorit tzv. kytice (bouquet stage), ktera je formovana
tak, ze se konce chromozomil, za pomoci telomer, piichytavaji k vnitini jaderné
membrang. Toto uspotfadani usnadniuje hledani homolognich partneri a tim jejich parovani,
naslednou synapsi a homologni rekombinaci (Harper, 2004). Po sparovani dochazi ke
stabilizaci pomoci komplikované bilkovinné struktury SC. Osové vldkno
synaptonemalniho komplexu, AE, se zafind formovat vtéto fazi na obou parech
sesterskych chromatid, nejprve na vice mistech a poté se spoji v podélny element (Link

and Jantsch 2019; Bolcun-Filas and Schimenti 2012).

Faze zygotene

V této fazi se homologni chromozomy paruji do tésné blizkosti podél celé jejich délky a
dochdzi k synapsi za pomoci SC. AE jsou jiz pln€ zformované. LE jsou rovnobézné
struktury, které vznikly jako AE. Jejich slozkou je mimojiné protein SCP3 (synaptonemal
complex protein 3) (Dobson ef al., 1994; Zickler and Kleckner 1998).

Mezi dvéma LE se zacina utvaret centralni element (CE) a pfi¢na transverzalni vldkna
(TF), sloZzend mimo jiné z proteinu SCP1 (synaptonemal complex protein 1), propojuji

axialni prvky a tim dochdzi k synapsi. Tento proces pfipomina zavirani zipu (Schmekel

and Daneholt 1998).

Faze pachytene

V pachytene jsou chromozomy v Gplné synapsi. Sparované homology tvoti bivalenty a
muze tak dojit k homologni rekombinaci, CO. Pii CO dochézi k reciprocni vyméné
genetického materidlu mezi dvéma nesesterskymi chromatidami. Vznikajici mista po CO

se nazyvaji chiazmata (Szostak and Orr-Weaver, 1983; Ohkura, 2015; Grelon, 2016).
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Faze diplotene

Nastupem diplotene se SC rozpada a homologni chromozomy se ¢aste¢né oddé€luji a
zlstavaji spojeny pouze na centromerach a v misté chiazmat a definitivné se rozdéli az
v anafazi I. Chiazmata a napojeni centromer k délicimu vieténku jsou tedy nezbytné pro
spravnou segregaci homologii v metafazi I (Handel and Schimenti 2010; Bolcun-Filas and

Schimenti 2012; Welburn et al., 2009).

Faze diakineze

V této fazi se bivalenty dostavaji do stiedu jadra za pomoci déliciho vieténka, které se
pfichycuje pomoci mikrotubuli na vnéjsi kinetochor, ktery je soucéasti centromery
chromozomu a jadernd membrana se rozpadd (Snustad and Simmons, 2009; Welburn et

al., 2009).

synteza LA -f ckhorgl::gzz;r%eﬂ i pdrovani i synapse a i desynapse :r;?;tslmn:ta
i chromozomu crossing-over i chromozomi

INTERFAZE } : :
i LEPTOTENE { ZYGOTENE i PACHYTENE DIPLOTENE

o F;‘ "‘plj:f'(

@ RAD51/DMC1 . MSH4/MSH5 . MLH1/MLH3

SYCP1
HORMALH &) kohezinowj komplex
w——  HORMAD2 @ ) . SYCE1-3 /TEX12
) chromatinova smycka
- SYCP2/3 :

Obr. 4. Schématické znazornéni déji béhem profaze I mezi homolognimi chromozomy
a jednotlivé faze profaze 1. Upraveno (Bolcun-Filas and Schimenti 2012).
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3. Gametogeneze

Esencialnim znakem zivota vSech eukaryot je pohlavni rozmnozovani (Welch and
Meselson 2000), tedy splynuti dvou zralych haploidnich pohlavnich bunék, gamet, které
vznikaji procesem gametogeneze. Gametogeneze zacind tvorbou primarnich zarodecnych
bunék (primordial germ cell — PGC) v embryich a probiha odlisn¢€ v zavislosti na pohlavi
(Ishii and Saitou 2017) (Obr. 5). Samici vajicka vznikaji oogenezi v ovarialnich folikulech
vajecnikli, sam¢i spermie spermatogenezi v semenotvornych kanalcich varlat (Johnson,

2007).
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Obr. 5. Pribéh samci 1 sami¢i gametogeneze s naznacenymi fazemi meidzy.
Vysledkem spermatogeneze jsou Ctyfi haploidni spermie, vysledkem oogeneze je jedno
haploidni vajicko a dvé pdlova téliska. Upraveno (Handel and Schimenti, 2010).

3.1 Spermatogeneze

Spermatogeneze je komplexni biologicky proces bunééné transformace, ktery produkuje
sam¢i haploidni zarode¢né buiiky, spermie, z diploidnich spermatogonidlnich kmenovych

bunck. Spermatogeneze je kontinualni proces.
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3.1.1 Spermatogeneze u ¢lovéka

U lidi je muzska fertilita dokon¢ena az v puberté. Vznik a vyvoj muzskych pohlavnich
bunék je komplexni proces, ktery je mistn¢ i ¢asové specificky. OdliSujeme tii hlavni faze
spermatogeneze: spermatogonialni obnovu a proliferaci, meiézu a spermiogenezi (Bellve

etal., 1977).

Semenotvorny epitel se sklada ze zarodecnych bunék, které tvoii ¢etné koncentrické
vrstvy obklopené jedinym typem somatickych buné¢k — Sertoliho buiiky, znazornéné na
obr. 6. Tyto buiikky byly poprvé popsany Enricem Sertoli v roce 1865 (Sertoli, 1865;
Lingala and Ghany, 2016). Cytoplazma Sertoliho bunék se §iii jako tenky vybézek kolem
vSech zarodecnych bunc¢k, aby zachovévala a udrzovala jejich bunécné asociace béhem

procesu spermatogeneze (Hess and Franca, 2008).

Zarodecné (kmenové) pohlavni buiiky varlat tzv. spermatogonie jsou zakladem spermii
a nachazeji se v bazalni ¢asti semenotvornych kanalkd mezi Sertoliho buiitkami a mitoticky
se dclici bazalni membrdnou (Nagano et al, 2000). Tyto diploidni buiiky jsou
klasifikovany jako spermatogonie typu A a po n¢kolika vyvojovych fazich se z nich stavaji
spermatogonie typu B, ze kterych vznikaji mitotickym dé€lenim primdrni spermatocyty.
Nasledné tyto primarni spermatocyty prochazeji meiotickym délenim a vznikaji
spermatidy, které jsou haploidni a pfemistuji se do lumenu semenotvornych kanalku.
Spermie vznikaji spermiogenezi v posledni fazi spermatogeneze. Ze spermatid a z lumenu
kanalkli se dostavaji tzv. spermiaci vyvody semenotvornych kanalki do nadvarlete (lat.
epididymis), kde jsou v cauda epididymis, v posledni Casti nadvarlete, uskladnény az do

ejakulace (Borg et al., 2009).

U lidi cely tento proces, od kmenovych spermatogonii az po zralou spermii, trva
pfiblizné¢ 70 dni. A kazdd faze spermatogeneze (spermatogonie, spermatocyty a
spermatidy) trva pfiblizn€ jednu tfetinu celého procesu. Odhadovana denni produkce
spermii na ¢loveka se pohybuje od 150 do 275 miliond spermii (Amann 2008; Hess and

Franca, 2008).
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Obr. 6. Znazornéni semenotvorného kanalku varlat a Sertoliho buiiky. Vyvoj spermii
jde smérem od bazalni membrany pfes spermatogonie (typ A, B), spermatocyty
podstupujici meidzu az po rostouci spermatidy. Upraveno (Borg et al. 2009).

3.1.2 Spermatogeneze u mysi

U myS$i (Mus musculus) maze byt plna plodnost pozorovana ve véku 6-7 tydnii a cely
proces spermatogeneze u nich probihd ve varlatech (lat. testes). U mySi probihd
spermatogeneze mezi 30. a 40. dnem a z jedné spermatogonie vznikd pfiblizné¢ 256
spermii. (Oakberg 1956; Borg et al., 2009). Zahajuje se kratce kolem 6. dne po narozeni.
Probiha v semenotvornych kanalcich varlat, v seminifernim epitelu, ktery je vrstevnaty a
obsahuje vyvijejici se zarode¢né bunky, které jsou obklopeny populaci somatickych

Sertoliho bunék, tak jako je tomu u ¢loveka (Borg ef al., 2009; Nagano et al., 2000).

3.2 Oogeneze a folikulogeneze
Oogeneze je velice specializovany proces, pii kterém se tvofi a vyviji sami¢i pohlavni
buiikky — oocyty. Na rozdil od muze je pocet bun€k zarodecného epitelu konecny. Béhem

reprodukéniho Zivota Zeny se uvolni kolem 400 zralych vajicek.

3.2.1 Oogeneze u clovéka
Vyvoj oocytu neboli oogeneze, zatind v okamziku, kdy se z kmenovych buné¢k

diferencuji primordialni zdrodecné bunky (Obr. 7). Tyto zarode¢né bunky migruji
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a proliferuji mitotickym délenim do genitalniho hiebene, kde se z nich stavaji oogonie,
kterych je ve vajec¢niku zaloZeno okolo 2 milionti. Oogonie se zacinaji mitoticky d¢lit od 2.
mésice intrauterinniho vyvoje. Nasledné vznikaji primarni oocyty. Lidské primarni oocyty
vstupuji do meidzy v 7. mésici intrauterinniho vyvoje a zastavuji se v profazi prvniho
meiotického déleni (jedna se o 1. meioticky arest). Tento arest trva zhruba do 12 let zivota
zeny. Jednotliva vajicka zacinaji postupné dozravat (znovuzahéjeni procesu meidzy) az do

menupauzy, v pruméru do 45. roku zivota (Greenhouse et al., 1998).

Lidské oocyty doriistaji do velikosti az 120 um. Primarni oocyt svlj vyvoj pozastavi
v diplotene na konci profdze I a nastdva diktyotenni faze (dictyate arrest), kde oocyt
setrvava nékolik tydnt (mys) az let (¢lovek), nez dojde k uvolnéni luteiniza¢niho hormonu
a k nasledné ovulaci, kdy miZze byt meiéza I dokoncena. S nastupem diktyotenni faze
zacinaji obklopovat jednotlivé oocyty ploché somatické bunky, které tvoii tzv. granuldézu a
vytvareji se primordialni folikuly. Jadro téchto oocytl se oznacuje jako zarodecny vacek
(germinal vesicle — GV). V pohlavni dospélosti po dokonfeni meidzy I vznika vétsi
sekundérni oocyt a prvni polové télisko s minimem cytoplazmy. Primordidlni folikuly
dozravaji v primarni folikuly. Granul6zni buniky se mnozi, vytvateji vice vrstev a méni se
na kubické a folikul se zvétSuje. Vznikd sekundarni folikul. Mezi granul6znimi buitkami se
nasledn¢€ zacinaji tvofit dutinky vyplnéné folikularni tekutinou a vznika antrum Graafova
folikulu. Lidsky Graafiiv folikul dosahuje az 2 centimetri, mySi kolem 0,5 milimetrt.
Oocyt je schopen v této fazi pokracovat v meidze II. Luteinizaéni hormon vyvolava
ovulaci a zptsobuje obnoveni a dokonceni prvniho meiotického déleni (Greenhouse et al.,

1998; Griffin et al., 2006).

V metafdzi druhého meiotického déleni oocyt opét pozastavi svilj vyvoj v druhém
arestu, dokud nedojde ke splynuti se spermii, k oplozeni. Nasledné¢ se dokoncuje druhé
meiotické déleni, vytvoii se druhé polové télisko a haploidni vajicko. Rust oocytl u
Cloveka trva priblizné 85 dni a obvykle vrcholi ovulaci jediného vajicka (Griffin et al.,

2006).

Pro plodnost je tedy rozhodujici, aby oocyty prochdzely spravnym meiotickym
prib&hem, protoze kvalita oocytll je hlavnim limitujicim faktorem fertility u Zen, ktery
odrdzi vnitini vyvojovy potencial oocytu a ma klicovou ulohu nejen v oplozeni, ale také
v nasledném dalSim vyvoji (Gilchrist ef al.,, 2008). DalSim faktorem zajiSténi normalniho

ristu oocytd, je tfeba regulovat apoptéozu podporou exprese anti-apoptotickych gent. U
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savcll muze vyvolat apoptozu oocytl nékolik faktorti, jako jsou naptiklad zvysSené hladiny
reaktivnich druhd kysliku (ROS) nebo destrukce komunikace bunék oocytl a granuldzy

(Tiwari et al., 2015).

3.2.2 Oogeneze u mysi

U mysi zacind oogeneze od 7.5 dne embryondlniho vyvoje (ED7.5 — embryonal day),
kdy se zaCinaji tvofit primordiadlni zarodecné buiiky a po nésledné rychlé proliferaci
mitotickym délenim a po transportu do genitdlniho hiebene vznikaji oogonie. Oogonie
roste a kyselina retinova stimuluje oogonie ve vajecniku, aby vstoupily do meiodzy zhruba
mezi ED10.5 - 13.5, kdy vznikd primarni oocyt, ktery ma zhruba 60-90 pm (Slizynski,
1957; Ginsburg et al., 1990; Ikami et al., 2017) Nasledna folikulogeneze zacina od 5 dpp a

pokracuje do stadia pIn€ dospé€lého zarodecného vacku (Lucifero et al., 2007).
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Obr. 7. Naznaceny vyvoj oocytu a folikulogeneze. Pievzato a upraveno (Grive and

Freiman, 2015).
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3.3 MyS$S jako modelovy organizmus pro studium chyb v meioze a

gametogenezi

Jednim znejbéznéji pouzivanych modelovych organizmi pro studium chyb pii
procesech tvorby pohlavnich bun¢k a také neplodnosti je v soucasné dobé mysS (M.

musculus).

Diky rychlé a snadné reprodukéni aktivité je zajiStén dostateCny materidl pro

experimentalni praci.

Velké vétSina gent a procest, které se podileji na produkci pohlavnich bunék, se zdaji
byt mezi mySmi a lidmi velice podobné a vétSina gend je homolognich s lidskymi (zdroj:

https://www.uniprot.org).

Dalsi vyhodou mysi je zndmé kompletni sekvence genomu a také to, ze kli¢ové ¢asové

body vyskytu urcitych typt zarode¢nych bunék jsou dobie znamé (Bellve et al., 1977).

Jsou znamé také casové body jednotlivych fazi profaze I v mysich (Obr. 8). Oocyty ve
stadiu zygotene prevazuji v ovariu v 15.5 dpc. Vétsina oocytt je ve fazi pachytene v 17.5
dpc a v diplotene jsou oocyty v prvnich dnech po narozeni. Nésledné je oocyt zastaven

v diktyotennim arestu nékolik tydni (Wang et al., 2015).
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Obr. 8. Jednotliva stadia meiotické profaze I u mySi. Dpc — day post coitum — den po
oplozeni, dpp — day post partum — den po narozeni. Upraveno (Wang et al., 2015).
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4. Vinkulin

Vinkulin (VCL) je vysoce konzervovany cytoplazmaticky protein a je hlavni slozkou
bunéénych spojeni. U ¢loveéka je gen pro vinkulin lokalizovan na 10. chromozomu

(10g22.2), u mysi se tento gen naléza na 14. chromozomu (zdroj: https://www.uniprot.org).

4.1 Cytoplazmaticky vinkulin

V komplexnich mnohobunéénych organizmech jsou tkdné¢ slozeny z jednoho nebo vice
typti bunck. Buiky epitelidlniho nebo endotelidlniho plivodu pfiléhaji k sousednim
bunikam skrze pifimé interakce mezi dvéma buiikami za pomoci cytoskeletu, adherentnich
spoju, a vazi se na zakladni bazalni membranu prostfednictvim dalsi interakce, fokalni
adheze, mezi bunikou a mezibunécnou hmotou tzv. extracelularni matrix. Oba typy adhezi
jsou esencialni pro embryonalni vyvoj, morfogenezi, remodelaci tkan¢€, migraci bunck a
dalsi homeostatické procesy pieziti vSch mnohobunéénych organizmt (Burridge and
Mangeat, 1984). Dysregulace adheznich komplexii vede k fadé¢ onemocnéni, jako je

rakovina, diabetes a kardiovaskularni onemocnéni (Brown and Izard, 2015).

VCL vaze aktin ve fokalnich adhezich a adherentnich spojich a je jejich esencialnim
regulatorem (Borgon ef al., 2004). VCL nema Zadnou enzymatickou aktivitu, ale reguluje
adhezi ptfimou vazbou na aktin a stimuluje jeho polymeraci (Brown and Izard, 2015). Jeho
funkce je také fizena interakcemi s ostatnimi proteiny, které jsou casteCné vysoce
regulované pravé konformacnimi zménami a také posttranslatnimi modifikacemi
(Tokuyasu, 1980; Babic et al., 2009). Timto zpisobem je VCL zapojen do ukotveni aktinu
k membrané. (Borgon et al., 2004).

FA obsahuji ploché, protahlé struktury bohaté na integriny tzv. fokalni komplexy na
bunécné periferii. Cytoplazmatické konce molekul integrinti se vazi s celou fadou proteind,
které aktivaci integrind reguluji. VCL je vazan k integrinim prostfednictvim interakce s
talinem. Naproti tomu v mistech, kde buniky pfiléhaji k sousednim builkdm, jsou
adherentni spoje obohaceny o transmembranové adhezivni ptoteiny znamé jako kadheriny.
Klicem k funkci je spojeni adheznich proteint s aktinovym cytoskeletem (Burridge and

Mangeat, 1984; Brown and Izard, 2015).

V roce 1979 byl vinkulin izolovan z hladkého svalstva kufeciho zaludku jako molekula,
kterd interagovala s a-aktininem (Jolla, 1979). Charakterizace nejprve ukazala, ze byl

lokalizovan v oblastech, kde byly aktinové svazky zakonceny ve vazebnych mistech

27



membrany. Protein ziskal nazev vinkulin z latinského slova vinculum — sjednoceni nebo
jednota. V roce 1982 Isenberg popsal vinkulin jako kompaktni globularni protein (Isenberg

et al., 1982).

Vinkulin je 117-kDa a-helikdlni protein obsahujici 1066 aminokyselin. Sklada se
z velké N-terminalni domény (Vh, D1-4) a malé C-koncové domény (Vt, DS) spojené s
flexibilnim krékem bohatym na prolin. Vinkulin mé vazebna mista pro n¢kolik proteinti.
Na hlavové doméné je prvnim z nich talin dale a-catenin (Weiss et al, 1998), B-catenin
(Hazan et al., 1997), a-aktinin (Jolla, 1979) a IpaA (Tran Van Nhieu et al., 1997).
Proteiny, které interaguji s oblasti kr¢ku, zahrnuji vazodilatacné stimulovany fosfoprotein
(VASP) (Schmekel and Daneholt, 1998; Brindle et al. 1996), komplex Arp2/3 (DeMali et
al., 2002), vinexin (Kioka et al. 1999) a ponsin (Mandai et al. 1999). Ocasni ¢ast vinkulinu
zahrnuje vazebna mista pro paxillin (Turner et al, 1990), F-aktin (Johnson and Craig,
1995a), phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2) (Palmer et al., 2009), proteinkinazu
Ca (PKCa) (Weekes et al., 2015) a raver]l (Hiittelmaier et al., 2001).

Tento protein mizeme nalézt ve dvou konformacich, a to v autoinhibované — neaktivni
a oteviené — aktivni konformaci. Pii neaktivni konformaci jsou vazebna mista pro proteiny
nepiistupnd. Vazebna mista na hlaveé, ocasu a krcku jsou strukturdlné odlisné, ale

konformacéné a termodynamicky propojené (Bakolitsa et al., 2004; Borgon et al., 2004).

hlava kréek ocas

Vinkulin

Talin

a-Actinin

L4

Paxillin

Obr. 9. Domény vinkulinu a vazebné proteiny. Upraveno (Mierke, 2009).



Uloha vinkulinu v Zivych organizmech stale neni pln& prozkoumana. Avsak je napiiklad
znamo, ze poruchy v genu pro vinkulinu jsou pfi¢inou kardiomyopatie (Zemljic-Harpf et
al., 2007). Dilata¢ni kardiomyopatie je porucha charakterizovana dilataci komor a
narusenou systolickou funkci, ktera vede k méstnavému srdecnimu selhani a arytmii. Dale
bylo u lidi naptiklad zjiSténo, Ze exprese vinkulinu je zvySend v selhavajicim srdci s
mechanickou podporou obéhu (ventricular assist device — VAD), nebo v selhavajicich
srdcich, které ji nemély, a tedy Ze se exprese vinkulinu mize zvysit jako prostfedek k

posileni selhdvajici srdecni bunky (Zemljic-Harpf et al., 2007).

Pti celotélovém deletovani genu Vel u mysi (VCL KO) jsou embrya o 30-40% mensi
s abnormalnim vyvojem od EDS8.5 a umiraji v ED10.5 dnu s neurdlnimi defekty, vetné
nedostatené stfedové flze rostralni neuralni trubice a nespravného vyvoje lebec¢niho a
spinalniho nervu, déle aberantnim vyvojem pfednich koncetin, redukovanou velikosti srdce
se snizenym poctem myocyti a také kiehkymi a fidkymi ektodermélnimi tkanémi

(Zemljic-Harpf et al., 2007; Xu et al., 1998). V nepiitomnost vinkulinu jsou bunécné

adheze poskozeny, coz naznacuje, Ze vinkulin hraje rozhodujici roli v lidské fyziologii.

Naopak v buinikdch nadmérné exprimujicich vinkulin se zvySuje pocet a velikost
fokalnich adhezi a snizuje se bunéénd motilita (Fernandez et al., 1992). Vinkulin tedy

negativné reguluje pohyblivost bun€k prostiednictvim svych ucinki na bunécnou adhezi.

Fibronektin
extracelularni matrix

Integriny
vnéjsi prostiedi

p——

—

vnitini prostiedi bunééni membrana

Talin

Paxillin

komplex fokalni adheze
buika

Aktinovy cytoskelet

Obr. 10. Schématicky nakres komplexu fokalni adheze. Upraveno (Mierke, 2009).
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4.2 Vinkulin v jadie pohlavnich bunék
Nase laboratot Epigenetiky bunécéného jadra pouziva dva modelové organizmy pro
zkouméni meiotickych udalosti. Jsou jimi myS domaci Mus musculus a dale hadatko

obecné Coenorabditis elegans. Oba tyto organizmy maji homolog genu pro vinkulin.

Protein DEB-1 (z angl. Dense body) je vinkulinovy homolog u C. elegans, kde
homologie dosahuje az 85 %. Protein DEB-1 interaguje také s aktinovymi filamenty, stejné
jako vinkulin u ¢lovéka a u mysi. U C. elegans jsou tato aktinova filamenta pfitomna v
cytoplazmé a pobliz membrany svalovych denznich télisek, kde tato vlakna DEB-1 spojuje
s bazélni sarkolemou ve svalu (Obr. 11) (Barstead and Waterston, 1989; Barstead and

Waterson, 1991).

Narozdil od vinkulinu ma DEB-1 né€kolik izoform, kratké a dlouhé, s tim, ze kratké se
vyskytuji jak v cytoplazmé, tak v jadie. Bylo objeveno, zZe kratké jaderna izoforma ma vliv
na tvorbu synaptonemalniho komplexu a je nepostradatelnd pro stabilizaci homolognich

chromozom a pro spravnou segregaci chromozomu (Rohozkova et al., 2019).

Fokailni adheze Denzni télisko

"2 | migfilin

" w filamin
&N U : . A[AKT
FAK | & N\ % . |GSK-3 )
Src 3
axillin Nck2 “[UNC-98]
PMLCK WASP

a-aktinin

Obr. 11. Schématické porovnani fokalni adheze u obratlovcii a denznich télisek u C.
elegans obsahujici n€kolik proteinl. Na obrazku je vidét, jak interaguje vinkulin a DEB-1

s aktinovymi vlakny (zdroj: http://www.wormbook.org; upraveno).

U mysi bylo v nasi laboratofi zjisténo, Ze se VCL lokalizuje mimojiné do jadra mySich
spermatocytll podstupujicich meiotickou profazi I, kde VCL ve stadiu pachytene dekoruje
synaptonemalni komplex a v dalSich fazich pfetrvava na centromerach (Obr. 12) (Flachs,

nepublikovana data).
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Lokalizace a jeho dynamika v jadrech spolu s pochopenim jeho funkce byla prozatim
neznama. Nase laboratot ukazala lokalizaci a aktivitu VCL v bunécném jadru, kterd dosud

nebyla popsana.

Data ukazuji dynamické zmény lokalizace VCL b&hem profaze I (Obr. 12). Zatimco v
leptotene se VCL lokalizuje v jadrech spermatocytd velmi slabé a je difuzni, v zygotene se
zac¢ina akumulovat (Obr. 12 A-D). V pachytene se VCL lokalizuje v té€sné blizkosti
centromerickych oblasti a dekoruje jiz parované homologni chromozomy (Obr. 12 E-H).
V diplotene se tato dekorace pomalu vytraci (Obr. 12 I-L) a v diakinezi jsou patrné shluky

na centromerach (Obr. 12 I-P).

Zygotene Pachytene Diplotene Diakineze

Obr. 12. Lokalizace VCL v jadrech spermatocyti v jednotlivych fazich
profaze 1. Vinkulin - VCL ¢ervené, Synaptonemalni komplex - SCP3 zelené. (RohoZkova,
nepublikovana data)
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Pro objasnéni ulohy VCL v jadrech spermatocytti byl vytvofen mistné¢ i Casove
podminény knock-out VCL (VCL cKO) za pouziti Cre/LoxP systému, kde je Cre
rekombinaza fizena promotorem Smclb, specifickym pro testes. Celotélova delece genu
pro Vel je embryonalné letalni (viz kap. 4.1.) (Zemljic-Harpf et al., 2007; Xu et al., 1998).
Pokles exprese VCL v semenotvornych tubulech byl potvrzen mikroskopicky (nepiima

imunofluorescence) a biochemicky (western-blot) (Flachs, nepublikovana data).

Nasledujici experimenty ukazaly, Ze relativni hmotnost varlat mutantnich samcti (VCL
cKO) je vyznamné vyssi nez relativni hmotnost varlat srovnatelnych samct divokého typu
(VCL WT). Také se prokazalo, Ze v porovnani s kontrolnimi samci, mutantni samci maji

vyrazn€ nizsi schopnost zplodit potomky (Obr. 13) (Flachs, nepublikovana data)

Relativni hmotnost varlat Schopnost zplodit potomky

*

55
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40
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poiet potomki na samici za mésic
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0,0
Vel Wt Vel cko Vel WT Vel cKO

Obr. 13. Graf relativni hmotnosti varlat a sam¢i fertility. Potomci se pocitaly ze
¢tyt chovii obou genotypit (VCL WT kontrolni myS, VCL cKO mutantni mys). Kazdy
samec byl chovan se dvémi samicemi po dobu 8 az 10 mésictu (Flachs, nepublikovana
data).

Dale se zjistil zvySeny vyskyt predCasné¢ desynapsovanych centromer homolognich
chromozoml u mutantniho kmene. Centromery jsou jednou z poslednich oblasti, které se
maji oddélit, pficemz vysoké hladiny asociace zlstavaji az do konce diplotene (Obr. 14)
(Qiao et al., 2012). Procento centromer v homologni synapsi byla vyznamné sniZena u

VCL cKO (44,95 %) ve srovnani s kontrolou (76,16 %) ve stadiu diplotene.
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Na konci faze diplotene je SCP1 lokalizovan vzdy s pfidruzenymi centromerami a také

s chiazmaty (Qiao et al., 2012).

Synapse Asociace Disociace

K

1 pm

Obr. 14. Vyskyt pred¢asné oddélenych homologii na centromerach. Na obrazku
jsou vidét centromery (CREST, zelen¢) a synaptonemdlni komplex (SCP1, cervene).
Centromery v synapsi byly definovany jako par lozZisek, které byly od sebe < 0,6 pm a
kolokalizovaly s SCP1. Disociované centromery byly definovany jako par loZisek, které od
sebe byly > 0,6 um a nekolokalizovaly s SCP1. Foceno pomoci superrezolu¢ni
mikroskopie (SIM - Structured Illumination Microscopy).

V soucasné dob¢ se provadi dalsi zkoumani na bunéénych kulturdch, pomoci kterych je
zkouman predikovany bipartitni jaderny lokaliza¢ni signal (NLS, zangl. Nuclear
localization signal/sequence) v molekule vinkulinu, jakoZto moZny zplsob transportu

tohoto proteinu do jadra (RohoZkova, nepublikovana data).
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5. Cile
Cilem mé prace byl popis piipravy mysiho kondicidlniho knock-out kmene @ VCL
cKO pomoci Cre/LoxP systému. DalSimi cily byly:

e Lokalizovat VCL v embryonalnich profaznich pachytennich oocytech
e Potvrdit sniZzeni exprese VCL u mutantniho kmene mysi
e Analyzovat zapojeni proteinu VCL do reprodukce samic a ur¢it, zda je obdobné

jako u samct

e Sledovat dalsi specifické fenotypy mutantniho kmene (napt. upiednostnéni

jednoho pohlavi)
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6. Materialy a metody

6.1 Material

6.1.1 Laboratorni mys
Modelovy organizmus pouzity pro experimenty v mé praci je myS domaci (Mus

musculus).

Biotechnologické a biomedicinské centrum Akademie véd a Univerzity Karlovy ve
Vestci disponuje bariérovym chovem, zvitata jsou tedy oddélena od vnéjSiho prostiedi. Ke
kiizeni byly pouzity inbredni laboratorni kmeny (skupina genotypové stejnych zvifat
vznikld piibuzenskym kiizenim). Pro komunikaci s oSetfovateli, katalogizaci a spravu
pokusnych zvifat byl pouzivan systém PyRAT (angl. Python based Relational Animal
Tracking).

Kontrolni mys$i kmen v mé praci je Vel/o/lox

Tento kmen byl vyvinut jako kontrolni wild-type (WT) (Zemljic-Harpf et al. 2007). Byl
vyvinut systémem Cre/LoxP. Tyto myS$i maji oznacené introny (loxP mista) kolem exonu 3
genu Vel a oznacuje tak misto, které bude v dalSich generacich mysi pfi kfiZeni vystfihnuto
Cre rekombinazou (Zemljic-Harpf et al. 2007). Tato linie byla poskytnuta z laboratoie

prof. Jessbergera (Drazd’any, Némecko).
Mutantni mysi kmen je Vel Gdf9-iCre

Mysi tohoto kmenu nesou gen pro Cre rekombinazu, kterd je mistné i Casove specificka.
Cre rekombinaza se za¢ne exprimovat pod promotorem ristového diferencia¢niho faktoru

9 (GdfY), specifického pro ovaria (vznikly genotyp Vel 1% Gdf9-iCre).
Kmen GdfY-iCre byl zakoupen od “The Jackson Laboratory* (USA).

Uloha GDF9 za¢ina v ranych stadiich vyvoje primarniho oocytu a dale pokracuje
béhem folikulogeneze a ovulace. Ovéria mySich samic také diky GDF9 tvoii primordidlni
folikuly a jsou schopny se vyvijet do dalSich stadii. GDF9 pomaha také regulovat funkci
pregranulovych bunék (Cook-Andersen et al., 2016; Rajkovic et al., 2004).
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S pokusnymi zvitaty bylo zachazeno v souladu se zdkonem na ochranu zvitat proti

tyrani § 15d odstavce 3 zékona ¢. 246/1992 Sb.

6.2 Metody

6.2.1 Pripousténi mysi a odbér embryi

Samice byly pfipuSteny vzdy pies noc a druhy den rano se kontrolovalo, zda ma ¢i
nema vaginalni zatku, kterd se tvofi po oplozeni. Kdyz byla zatka pfitomna, myS$ se
povazovala za gravidni, a tedy ten den jiz bylo embryo staré 0.5 dne (E0.5) (Behringer et
al., 2016). Bfezi samice byly usmrceny cervikalni dislokaci a embrya byla odebirana
v jednotlivych fazich profaze I, tedy v E14.5 — E19.5 dpc a kratce po narozeni v 1-3dpp.
Po vyjmuti embryi z délohy byla embrya na ledu v Petriho misce, s vychlazenym 1x PBS,

zbavena plodovych oball, zvdZena a usmrcena dekapitaci.

Fosfatovy pufr (1x PBS) - 8 g NaCl; 0,2 g KCI; 1,44 g Na2HPO4; 0,24 g KH2PO4,

objem do 1 litru destilované vody. pH roztoku upraveno na 7.,4.

6.2.2 Izolace embryonalnich ovarii a nasledna imunofluorescence

Pii pitvé embryi byla prvnim krokem dekapitace a nasledné odstfihnuti hornich
koncetin a trupu. Nastfihla se kiize z obou stran podél trupu az k dolnim koncetinam a
odstfihla se Zebra. Pinzetou se tahem odebraly vnitini organy a zistala jen mocova a
pohlavni soustava. Z embryi byly vyizolovany pod stereolupou (Zeiss) obé ovdria, ktera
jsou umisténa pod ledvinami. Ovdria byla o¢isténa od okolnich tkani, 3x byla oplachnuta
ve 200 pL 1x PBS v 12-jamkové desticce. Na pfipravené skli¢ko bylo napipetovano
piiblizné 50 pL 0,1M sachardzy (Sigma). Ovaria byla pienesena na sklicko a s pomoci
dvou injek¢nich jehel (primér 0,30 mm) se rozrusila celistvost ovarii, aby se z n¢j uvolnil
co nejvetsi pocet oocytl. Pridalo se dalSich 50 pL 0,1M sacharézy a bunky byly
rozprostieny rovnomérné po skle pomoci Spi¢ky na pipetu. V hypotonickém prostiedi
buiiky ztstaly ptiblizn€ 10 minut. Poté bylo ptfidano na skla 180-200 pL 1% PFA (Biogen)
a objem se roztahl po celém skle opét pomoci Spicky. Nasledné se skla inkubovala 3
hodiny pfi 4 °C v krabi¢ce s vodou pro zachovani humidity. Po 3 hodinach nasledovaly

kroky zapsané do tabulky 1. Tabulka 2 zobrazuje pouzité protilatky.
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Tab. 1. Protokol pro imunofluorescenci.

Destilovana voda 1 min
I1x PBS 5 min
I1x PBS 5 min
Blokac¢ni roztok 90 min pii 4 °C

Primarni protilatka na vzorcich ziedéna
v blokovacim roztoku, vzorky pfikryté

inkubace pies noc pii 4 °C

krycim sklem

Ix PBS 8 min
Ix PBS 8 min
Sekundarni protilatka ziedéna

v blokovacim roztoku 60 min
Ix PBS 10 min
Ix PBS 10 min
Voda pro tkanové kultury 10 min

Montovaci medium vectashield s DAPI
(Thermo Fisher Scientific)

Tab. 2. Seznam pouZitych protilatek pro imunofluorescenci a pouzité koncentrace.

Primarni protilatky Koncentrace Sekundarni protilatky Koncentrace
Vinculin mouse monoclonal Donkey Anti-Goat IgG
(sc-73614, Santa Cruz 1:100 H+L (Thermo Fisher
Biotechnology) ' Scientific)
SCP3 mouse monoclonal (sc- Donkey Anti-Mouse IgG
74569, Santa Cruz 1:50 H+L (Thermo Fisher
Biotechnology) . Scientific)
CENP-A (C51A7) Rabbit mAb Donkey Anti-Rabbit IgG
(#2048, Cell Signaling 1:100 H+L (Thermo Fisher
Technology) ' Scientific)

Blokovaci roztok: 2% BSA v PBST (0,1% Tween)

Vsechny vzorky byly foceny na mikroskopu (Zeiss) do 2 dnti od dokonceni protokolu.
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6.2.3 1Izolace ovarii z dospélych samic a nasledné barveni vzorki

Pro tento experiment byly pouzity dospélé samice od 20-26 dpp. Mysi byly usmrceny
dislokaci kréni patefe, zvazeny a nasledné byla provadéna pitva a izolace ovarii. Ovaria byla
vyjmuta a zvazena s presnosti na tfi desetinnd mista v gramech. Poté¢ byla vlozena do
vychlazeného Tissue-tek gelu (Sakura Finetek) ve formicce 15x15x5 mm (Sakura Finetek)
a zamrazena v -80 °C po dobu 2-3 hodin. Poté byly vzorky nafezany na kryomikrotomu
(Leica) a ihned zafixovany ve 4 % PFA a uskladnény ve 4 °C v 1x PBS. Vzorky byly dale
barveny hematoxylinem (Sigma) a eosinem (Sigma). VSechny vzorky byly zpracovany do

24 hodin od fixace v PFA. Protokol na histologické barveni je ukazan v tabulce 3.

Tab. 3. Histologické barveni pomoci hematoxylinu a eosinu

Hematoxylin 5 min
H20 1 min
Eosin 5 min
H20 30 sec
50% EtOH 4 min
70% EtOH 4 min
95% EtOH 4 min
100% EtOH 4 min
100% EtOH 4 min
Xylen/EtOH (1:1) 4 min
Xylen 4 min
Xylen 4 min

Nasledné byly vzorky zafixovany montovacim médiem Solacryl BMX.

38



6.2.4 Odbér tkané pro izolaci DNA a genotypizaci

Na zéklad¢ pozadavku v PyRATu byl odebran 0,3-0,5 cm dlouhy kousek océasku pro
izolaci DNA. Kviili zpétné kontrole genotypu byl ocasek odebiran také pii experimentech
v laboratofi, kde byl kratkodobé uskladnén na ledu v mikrozkumavce (objem 1,5 ml) a
dlouhodobé v mrazaku v -80 °C. Embryonalni tkan pro izolaci DNA byla odebirdna pfi

pitvach z ¢asti predni koncetiny.

Lyze bunék

DNA byla izolovana rychlou metodou vyuzivajici proteindzu K za ucelem
genotypizace. Na jeden vzorek se pouzilo 64,5 ul H20 7,5 pl Dream Taq Buffer a 3 pl
proteinazy K. Nasledn¢ byla tkan inkubovéna pfti teploté 60 °C 4-5 hodin pii tiepani 400
otacek/min (Thermo shaker Biosan TS 100). Po rozpadu tkané byla teplota zvySena na
85 °C 30 minut pro deaktivaci proteindzy K. Jednotlivé slozky lyza¢niho pufru byly

dodané firmou Thermo Scientific.
PCR reakce

K amplifikaci Gseklit DNA in vitro se pouzivala polymerazova fetézova reakce (z angl.
polymerase chain reaction - PCR). Usek je ohrani¢en oligonukleotidovymi primery. Pro
tuto metodu je potieba pufr obsahujici Mg2+ (DreamTaq™ Green Buffer obsahujici barvu
pro vizualizaci DNA na agar6zovém gelu, Thermo Fisher Scientific), termostabilni DNA
polymerazu (DreamTaq Thermo Fisher Scientific), primery (Sigma) a templatovou DNA.
Celkovy objem PCR reakce byl 20 pl. PCR reakci se zjist'ovalo, zda ma mysS/embryo Cre
rekombinazu pod promotoremn GdfY, a tak jestli se jedna o VCL cKO mys ¢i nikoli.

Schémata jednotlivych PCR reakei jsou znazornény na obr. 15 a 16.
Elektroforéza

Produkty PCR byly rozdéleny na 1% agarozovém gelu, barva pouzita k vizualizaci
produkt byla Midori Green Advance (Nippon Genetics) a byla pfimichdvana pfimo do
agardzoveho gelu (Sigma) pred ztuhnutim v poméru 3ul/100ml. PCR smés byla nanesena
na gel v elektroforetické vané (Bio-Rad Sub-Cell® Model 96 Cell, zdroj Amersham
Pharmacia Biotech Electrophoresis Power Supply EPS 301) a byla rozdélena za podminek
120 V po dobu 30 minut.

K vyhodnoceni gelii byl pouzit Bio-Rad Molecular Imager® Gel Doc™ XR+ a Image

Lab™ Software.
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Pouzité oligonukleotidy pro FIx/Flx:

Vel P1 F Xu sekvence TCAGACCCATACTCGGTTCC
P2 new Vcl gen sekvence AAACTCACAGAGACCCTCCT
22 C, o8 72°C| 72°C
- | e ]
2 1307 \58C 35710
] 30 ! 4°Cc
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Obr. 15. Schématické znazornéni amplifika¢niho programu k detekci VCL WT

Pouzité oligonukleotidy pro cKO:

iCre GDF9 F sekvence TCTGATGAAGTCAGGAAGAACC
iCre GDF9 R sekvence GAGATGTCCTTCACTCTGATTC
internal positive control IPC F sekvence CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT
internal positive control IPC R sekvence GTAGGTGGAAATTCTAGCATC
94°C I |
Tn_\_,/ﬂl 72°C
I 80C 3571 10'\ ,.
I 30 I 4°C
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Obr. 16. Schématické znazornéni amplifika¢niho programu k detekci VCL ¢cKO

K reakcim PCR byl pozivan piistroj Biometra TProfessional Standard 96 Gradient.

6.2.5 Statistické zpracovani vysledki grafi
Data byla vyhodnocena pomoci Man-Whitney testu v programu GraphPad Prism 7.
Parametry byly nastavené na rozdéleni oboustranné a neparové. Byl zvolen 95% interval

spolehlivosti.
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7. Vysledky

7.1 Struktura experimenti

Experimentalni prace zahrnovala tfi sady experimentt.

Prvni sada obsahovala kiizeni mySi a ovéfovani genotypti pro dal$i pldnované

experimenty.

Druha sada experimentl byla provadéna na embryondlnich oocytech, kde se zjistovala
lokalizace VCL, zda se vyskytuje v profaznich jadrech oocytl a zaroven se u cKO mysi

sledovalo, zda maji snizenou expresi toho proteinu v profaznich jadrech oocytt.

Tteti sada experimenti byla provadéna na dospélych mysich, kdy se sledoval pocet
narozenych potomki a jejich pohlavi a dale se porovnavala velikost ovarii u WT a cKO

mysi.

7.2 Kiizeni mySi a ovérovani genotypi cKO a WT
Zakladem pro provadéni naplanovanych experimentli bylo ovéteni, ze Cre/LoxP systém
funguje. Ovétovala jsem mysi zafazené do experimentd na zékladé genotypizace (viz kap.

6.2.4.)

Vysledky genotypizace, ktera uréuje mysi Vel/7o/ox

jsou vidét na obr. 17 a 18. Pro toto
ovétovani byly pouzity dvé kontrolni DNA. Negativni kontrola byla DNA z divokého typu
mysi a pozitivni kontrolou byla DNA obsahujici zavedend Flx mista kolem genu pro
vinkulin. Genotyp pro WT (negativni kontrola) byl vyhodnocen na zédkladé¢ PCR produktu
o velikosti 480 pb (parii bazi z angl. Base pare) - znaten Wt. Pozitivni kontrola méla PCR
produkt o velikosti 580 pb, znacen Flx. Z obrdzku je patrné, ze zkoumané mysi, oznacené

¢isly, byly viechny genotypu Vel/loxfiox
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580 pb —3— T S TR e
480 pp —4— = S -—

100bp Wit Fix 42824 25 26 27

Obr. 17. Vysledky genotypizace pro Vcl o< genotyp mysi. Na obrazku je vidét
reprezentativni fotka z genotypizace. Prouzek o velikosti 580 pb je pro genotyp Vel /lox/1ox
znacici mista Flx okolo genu Vcl. Prouzek o velikosti 480 pb znaci WT mys (negativni

kontrola). Sloupce s oznac¢enymi ¢isly znaci jednotlivé vzorky, které byly zkoumany.

Mysi, které byly genotypu Vel/%°* jsem dale kfizila s my$mi genotypu Gdf9-iCre. Pro
kontrolu vysledného genotypu (Vcl//1ox Gdf9-iCre) jsem genotypizaci dale zjistovala, zda
je gen pro vinkulin vystfizen a vysledné mysi jsou cKO. Tato genotypizace zjistuje, zda
Cre rekombindaza je ¢i neni v mySich pfitomna, ne vSak, jestli Cre rekombinéaza je v jedné
nebo obou alelach. Samostatny prouzek o velikosti 300 pb znaci pouze interni pozitivni
kontrolu (ICP, z angl. Internal positive control), to znamend, Zze PCR prob¢hla v poradku,
ale Cre rekombindza neni v mysich pfitomna a tedy neni vystfizen vinkulinovy gen
(oznaceno WT, druhy sloupec). Pokud vSak byly pfitomny dva prouzky o velikosti 300 pb
(IPC) a 500 pb (PCR produkt pro pfitomnost Cre rekombindzi) mySs méla genotyp Vel
floxiflox  Gdf)-iCre, kdy Cre rekombiniza byla piitomna, tim doSlo k vystiihnuti

vinkulinovyho genu (viz kap. 6.1.1) a mys byla cKO.

500 pb——— —
300 pb —}—

100bp WT cKO 39574 75 76 F

Obr. 18. Vysledky genotypizace pro cKO genotyp mySi. Na obrazku je vidét
reprezentativni fotka z genotypizace. ProuZzek o velikosti 300 pb je IPC. Prouzek 500 pb
oznacuje pfitomnost Cre rekombindzy. WT — kontrola pro WT, cKO — kontrola pro my$
genotypu Vel Gdf9-iCre. Cisla (39574-77) udavaji ¢&isla zkoumanych mysi.
Vysledkem této genotypizace byla pouze 1 mys 39575 cKO.
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Mysi vybrané na zakladé ziskanych genotypl byly déale udrZzovany v chovech. Pred
kazdym experimentem jsem genotyp mysi kontrolovala stejnym zplsobem, ktery je
uvedeny vyse.

7.3 Sada experimentii na mySich embryich

7.3.1 Lokalizace vinkulinu v jadie embryonalniho profazniho oocytu u WT
mySi
Pro potvrzeni, ze se VCL vyskytuje také v jadie oocytil, jsem izolovala oocyty
z embryondlnich ovarii béhem profaze meidzy 1. Pitvu jsem provadéla v 17.5-19.5 dnu
biezosti samice, kdy je u oocytl nejvice zastoupena faze pachytene. Na panelovém
obrazku (Obr. 19) je vidét, ze se vinkulin lokalizuje do jadra oocyti a dekoruje

synaptonemalni komplex (SCP3). Signal vinkulinu je disperzni a je pro n¢j

charakteristicky teckovany vzor (tzv. dotted pattern).

SCP3 | ver |

Obr. 19. Chomozomy embryonalniho pachytenniho oocytu a lokalizace
vinkulinu u WT mysSi. Na obrazku (popis zleva) je vidét synaptonemalni komplex 20
sparovanych chromozomt znacen protildtkou proti SCP3. Vinkulin dekoruje
synaptonemalni komplex charakteristickym disperznim vzorem. Centromery jsou znacené
pomoci protilatky CenpA. Posledni obrazek je fuze vSech kanali — SCP3 zelen¢, VCL
cerven¢, CenpA bile. Méfitko 5 um.
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Na potvrzeni kolokalizace VCL se synaptonemalnim komplexem, jsem vyuzila
funkce v programu ImagelJ, kdy se na jednom chromozomu vzaly ndhodné 4 body, ptes
které se naptic vedla usecka o délce 1,3 um, kde byla zméfena intenzita signalu pro VCL 1
SCP3 a vysledné méteni bylo zaneseno do grafi. Na reprezentativnich grafech (Graf ¢. 1
A, B, C) je vidét, ze kolokalizace neni stoprocentni, jelikoz se vinkulin vaze spiSe do okoli

chromozomnu.

&
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Graf ¢ 1. (A, B, C) Reprezentativni grafy kolokalizace nahodné vybranych tii
méfeni na odliSnych chromozomech z rozdilnych bunék z rGznych mysi. Méteni bylo
provadéno napfi¢ jednotlivymi chromozomy, délka méfeného useku byla 1,3 pm. Na
grafech je vidét, Ze vinkulin (Cervené) dekoruje synaptonemdlni komplex (zelen¢).
Intenzita signalu vinkulinu (Cervené, Y osa vlevo) je niz$i nez signal SCP3 (zelené, Y osa

vpravo).
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7.3.2 Mikroskopicka kontrola poklesu signilu vinkulinu v jadre
embryonalniho profazniho oocytu u ¢cKO mysi

Pro potvrzeni, ze Cre/LoxP systém funguje spravné, se zvolila mikroskopické kontrola,
kde by mél byt vidét pokles signdlu pro vinkulin v jadfe embryondlnich profaznich oocytii
cKO genotypu. Z obrazku 20 je ziejmé, Ze namy piipraveny a pouzity systém Cre/LoxP
funguje predpokladanym zptasobem. Experiment byl n¢kolikrat opakovan v 18.5-19.5 dpc
— 3 dpp 1 na vice mySich stejného genotypu a pii pripravé preparati a pofizovani
mikroskopickych obrazki byly pouzity stejné podminky jako u kontrolnich WT mysi.
V jadie embryondlnich profdznich oocyti byl pokazdé signal pro vinkulin mnohem méné
patrny nebo chybéjici v porovnani s WT, ¢imz byla potvrzena funkcénost Cre/LoxP

systému a naseho modelu (obr. 19).

Obr. 20. Chomozomy embryonalniho pachytenniho oocytu a pokles signalu VCL
u ¢cKO mySi. Na obrazku je vidét synaptonemalni komplex 20 sparovanych chromozomu
barven protilatkou SCP3. Signal pro vinkulin v jadfe oocytu neni pozorovan klasicky vzor
dekorace synaptonemalniho komplexu. Centromery jsou znacené pomoci protilatky
CenpA. Posledni obrazek je fuze vSech kanali — SCP3 zelen¢, VCL cervené, CenpA bile.
Meéritko 5 pm.
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7.4 Sada experimenti na dospélych mySich

7.4.1 Sledovani fertility a po¢tu potomkii u cKO samic

Pro zjisténi jaky vliv ma VCL na fertilitu samic, jsem sledovala pocty potomki u
kontrolnich a mutantnich mysi. U ¢cKO samic jsem pozorovala zvySeny pocet problémii
s fertilitou pard, kdy u samic byla nalezena zatka, ale samice nebyla pfi dal$im sledovani
biezi. Po pitvé nékterych cKO samic, které mély zatku, ale nepfibiraly na vaze, se ukazalo,
ze samice maji zduielou délohu, vajecniky a Casto nedovyvinutd embrya nebo mély pouze
placentu bez vyvijejiciho se zarodku. Pti pitvé cKO samic, které mély zatku, pribiraly na
vaze a byly zjevné biezi, jsem pozorovala zvySeny pocet potratli, kdy samice méla v déloze
zarodky, ale ty byly jiz v procesu vstiebavani. Tento jev se nazyva efekt Bruceové, ktery
byl u mysi popsan naptiklad pfi nahrazeni samce za jiné¢ho, ktery by narozena mlad’ata
zahubil. Nicmén¢ tato vyména v naSich chovech neprobihala a chovné pary nebyly béhem
experimentu ménény. Na obr. 21 A) B) vidime délohu cKO samice v 16. dnu biezosti
s jednim zdravym embryem a ostatnimi embryi siln€ nedovyvinutymi. Na reprezentativnim
obr. 21B a 22 je déloha cKO samice v 16. a 17. dnu bfezosti, kdy se nedovyvinulo ani

jedno embryo. Pro porovnani na obrazku 23 je ¢cKO embryo 16 dpc své bézné velikosti.
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Obr. 21. Ukdzka délohy cKO samice v 16. dnu biezosti. A) Na obrazku je vidét jedno
zdravé embryo bézné velikosti a koralky nedovyvinutych mlad’at. B) Po vyjmuti zdravého
embrya z plodového obalu je vidét zdravé placenta a kordlky nedovyvinutych embryi. C)
S pomoci lupy jsem odd¢lila zdravou placentu a neidentifikovatelné Gtvary. ZvétSeni 8x.

Obr. 22. Dalsi ukazka nedovyvinutych mlad’at po pitvé samice v 17. dnu biezosti.
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cKO EDI16

Obr. 23. Vyvinuté cKO embryo 16 dpc bézné velikosti zbavené plodovych obali.

Pro kvantifikaci komplikaci béhem bfezosti samic jsem pocitala narozena mlad’ata
u kontrolnich a mutantnich samic. Rozdélila jsem samice na dvé testované skupiny, a to
mladé samice standardnim reprodukénim véku 70-140 dnl a starSi samice 141-230 dni,
jelikoZ u starSich samic se mize plodnost lisit, vzhledem k zé&vislosti na véku, a také se
mohou defekty vyrazné&ji projevit. Naslednd analyza ukéazala (Graf ¢. 2), Ze u mutantni
mysi se rodi signifikantné¢ mén¢ mlad’at nez u kontrolni ve standardnim reproduk¢énim
véku. U star§ich cKO samic byl pocet narozenych mlad’at také signifikantné sniZeny, ale

uz ne s takovym rozdilem, jako u samic mladSich.

Tento vysledek naznacuje, ze snizeni exprese VCL mé pravdépodobné vliv na fertilitu

samic.
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o WT (samice 70-140 dpp)
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Graf &. 2. Srovnani poc¢tu narozenych potomku u kontrolni mysi (modra tmavé, svétle)
a mutantni mysi (Cervend tmave, svétle). Pii porovndni poctu potomkl u samic mladsSich
(prvni dva sloupce) vidime velmi signifikantni rozdil. U starSich samic (3. a 4. sloupec)
rozdil signifikantni je, avSak ne takovy.
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7.5 Sledovani dalSich fenotypi delece vinkulinu

Na zéklad¢ svych pozorovani jsem také otestovala, zda mutace neovliviiuje pomeér
pohlavi (sex ration), jelikoz pfi provadéni experimentl, kdy jsem izolovala embrya a jejich
oocyty, jsem si v§imla, ze je mnohem vice sameckll nez sami¢ek na jednu biezi samici.
Z tohoto diivodu, jsem zaCala zaznamendvat jaky je pomér samcii a samicek narozenych na

jeden vrh u WT a ¢cKO samic.

Zpramérované pocty jsem zanesla do grafu (Graf ¢. 3). Vysledek vSak neukézal
statisticky vyznamny rozdil a pocty narozenych samct a samicek byly srovnatelné. Do této

analyzy jsem zahrnula 63 vrhil od riznych cKO samic to odpovidalo 346 mlad’atim.

Prumerny pocet
potomku na samici

Pomer pohlavi

Graf ¢. 3. Sledovani poétu pohlavi. Na ose X je zanesené pohlavi narozenych mlad’at
(Cervené samice, modie samec). Na ose Y je zanesen primérny pocet potomkili na jeden
vrh. Mann whitney test, Signifikance (P value), ns = 0,1698.

Jelikoz byl pocet embryonélnich samicek, které jsem zpracovavala pro izolaci oocytl
pro lokalizaci VCL opravdu nizky, zopakovala jsem analyzu pouze na tato embrya a
spocitala pomér pohlavi. V této skupiné jedinct vysel signifikantné nizs§i vyskyt samicek
nez samci na jeden vrh (Graf ¢. 4). Zahrnula jsem do né& embrya z 26 pitev, coz

odpovidalo 138 embryim.
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Graf ¢. 4. Sledovani poctu pohlavi z embryi zafazenych do sady experimenti pro
lokalizaci vinkulinu. Na ose X je zanesené pohlavi narozenych mlad’at (Cervené samice,
modie samec). Na ose Y je zanesen prumérny pocet potomkl na jeden vrh. Vysledek je
signifikantni. Mann whitney test, Signifikance (P value) *** = 0,0004.

Tato analyza ukdzala, Ze samice, zafazené do experimentu pro lokalizaci VCL, mély
vetsi pocet samcl na samici.

7.6 Morfologicka studie na 20-26 dpp mysSich ovariich

V morfologické studii jsem porovnavala velikost ovarii u WT a cKO mysi.

U mutantnich samcii byla pozorovéana zvétSend varlata (viz kap. 5.1). Chtéla jsem tedy
veédét, zda se bude vyskytovat toto zvetSeni u cKO samic také. Méfila jsem hmotnost ovarii
u 20-26 dpp samic, kdy jsem izolovala ovaria, na predvazkach métila hmotnost a vysledna
¢isla porovnavala v zavislosti na genotypu. Toto méfeni neukazalo signifikantni rozdil a

vaha ovarii cKO a WT dosahovala v priiméru 0,004 g.

Pro ptresnéjSi meéfeni jsem izolovand ovaria zamrazila v -80 °C, nafezala na
kryomikrotomu, nabarvila hematoxylinem a eosinem a v centrdlni roviné meéfila s
pomoci programu Imagel plochu ovaria. Nasledna analyza, ktera je znazornéna grafem ¢.

5, ukdzala, Ze velikost ovarii cKO samic se opravdu nelisi od ovarii WT samic.
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Graf ¢. 5. Plocha ovaria. Na ose X je zanesen genotyp zkoumanych mysi (modie WT,
cervené cKO). Na ose Y je zanesena plocha ovaria v um? V grafu je vidét nesignifikantni
rozdil velikosti plochy ovarii.

Na obr. 24 jsou reprezentativni fotky sttedového fezu ovaria WT a cKO mysi.
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Obr. 24. Reprezentativni fotky stftedového fezu ovaria WT a cKO mysi.

Vysledek analyzy ukdzal, ze ovaria WT a cKO mysi se zdaji byt morfologicky stejna.
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8. Diskuze

Tato prace se zabyva proteinem vinkulinem, jakoZzto potencidlnim novym ucastnikem

meiodzy a jeho lokalizaci v jadie oocytii a dale jeho vlivem na fertilitu.

Dosud byl vinkulin popsan jako cytoplazmaticky protein Ucastnici se vazby aktinu ve
fokalnich adhezich a adherentnich spojich (Borgon et al., 2004). Bylo zjisténo, ze pfi
celotélovém deletovani genu pro Vel u mysi (VCL KO) jsou embrya o 30-40 % mensi
s abnormalnim vyvojem od ED8.5 a umiraji v ED10.5 dnu s neurdlnimi defekty, vcetné
nedostatecné stiredové flze rostralni neurdlni trubice a nespravného vyvoje lebe¢niho a
spinalniho nervu. Déle byl zji§tén aberantni vyvoj pfednich koncetin, redukovanou velikost
srdce se snizenym poctem myocytl a také kiehké a fidké ektodermalni tkdné (Zemljic-

Harpf et al., 2007; Xu et al., 1998).

Na zakladé vyzkumu provadéného v laboratofi prof. Hozéka, bylo objeveno, Ze se VCL
lokalizuje mimojiné do jadra mysich spermatocyti podstupujicich meiotickou profazi I a
dekoruje strukturu synaptonemdlniho komplexu (Flachs, nepublikovana data). V ramci
dalsich vyzkumt bylo napldnovano, ze se laboratot zaméti i na mysi oocyty pro nésledné
porovnani vysledki jednotlivych experimentli na spermatogenezi a oogenezi. Je dulezité
zminit, zZe zatimco spermatogeneze je kontinudlni proces a spermatocyty se tvoii po cely
Zivot, oogeneze, zvlasté prvni meiotické déleni, se déje v embryonalni fazi vyvoje. U mysi
za¢ind zhruba od 10.5 dpc (Slizynski, 1957). Tato prace tedy byla rozdélena na
experimenty provadéné v embryonalni fazi vyvoje a experimenty provadéné na dospélych

samicich.

Pro zjisténi jaky vliv bude mit pokles exprese VCL na probihajici meiozu a fertilitu
mysi, byl vprvni fadé kiiZenim pfipraven kondicionalni knock-out genu pro Vecl, za
pomoci Cre/LoxP systému (viz kap. 6.1.1) (Glaser et al, 2005; Weyden et al., 2009).
Tento systém je mistné 1 Casové specificky a dochazi u né& k vystfizeni genu pro Vel
v ovariich zadatkem meidzy 1. Pro tyto ucely byly kiizeny dva kmeny. Kmen Vel/0¥/ox mg]
oznacend mista okolo tfetiho exonu genu Vel (Zemljic-Harpf et al.,, 2007) a kmen Gdf9-
iCre nesl Cre rekombinédzu, kterd v potomcich kiizeni obou kmenti isek DNA mezi LoxP
misty vystiihla, ¢imz byla poruSena exprese funkéniho genu pro Vel. Overénim, zda mys je

¢1 neni cKO, byla néasledné pouzita genotypizace (viz kap. 7.2.).
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Na mysich spermatocytech byl ukédzdn a potvrzen pokles exprese VCL v
semenotvornych tubulech mikroskopicky a biochemicky (viz kap. 4.2.) (Flachs,
nepublikovana data). Pro zjisténi, zda pouzity Cre/LoxP systém funguje i na samiCich
oocytech, byla vyuzita metoda imunofluorescence a provedly se experimenty na lokalizaci
vinkulinu stejnym zpisobem u WT i cKO mys$i ve stadiu pachytene, kde byl vyskyt
nejprikaznéjsi. V prvni fadé se musel optimalizovat protokol imunofluorescence, jelikoz
celkovy signal VCL v jadrech byl slaby v porovnani s cytoplazmatickym. Objemové se
tedy protilatky davalo vice a nechavala se inkubovat se vzorky pifes noc. Vysledné
experimenty ukézaly pokles signdlu pro VCL v oocytech u cKO mysi (Obr. 20) v
porovnani s WT (Obr. 19).

Pro definitivni potvrzeni funkénosti VCL cKO je dalSim planovanym krokem provést
biochemické potvrzeni poklesu exprese VCL, ktery byl zaznamendn na mikroskopickych
preparatech. Tento experiment vyuzije metodu imunochemické detekce (western-blot)
jaderné a cytoplazmatické frakce ziskané frakcionaci mySich ovarii z 19.5 dpc a mysi
starych 5 dpp a 14 dpp. Ziskané frakce budou néasledné rozdéleny za pomoci SDS-PAGE
elektroforézy v polyakrylovém gelu a pfeneseny na celulézovou membranu. Vizualizace
VCL bude probihat za pomoci specifickych protilatek, poté bude provedena kvantifikace
(Yin et al., 2017).

Pro stanoveni piesnéj$i lokalizace VCL v embryonalnich oocytech byla vybrana faze
pachytennich oocyti (u mysi EDI7-19), kdy se ocekavala viditelnd dekorace
synaptonemalniho komplexu u WT (analogicky k lokalizaci VCL v jadrech pachytennich
spermatocyt). Tato analyza se provadéla pomoci metody nepfimé imunofluorescence na
mikroskopickych preparatech fixovanych oocytd, které byly ptfed fixaci inkubovany
v hypotonickém prostiedi (Peters et al., 1997). VCL vykazoval jasny signdl v jadrech
oocytll, kde podobné& jako u spermatocytii dekoroval synaptonemalni komplex sparovanych
chromozomti (Obr. 19). Pro pfesnéj$i znazornéni byl z potizenych mikroskopickych
obrazka vygenerovan profil intezit VCL a synaptonemalniho komplexu v programu
ImageJ (Graf €. 1). Ze ziskanych dat bylo zji$téno, Ze dekorace SC neni plné€ souvisla
(teCkovany vzor) a je patrné, Ze se vinkulin nelokalizuje primarné jen na SC, ale diftizn¢ do
celého jeho okoli. Neni vSak patrné, jestli se VCL v oocytech lokalizuje do okoli

centromer, jako tomu bylo u spermatocyti (Flachs, nepublikovana data), avSak zatim
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nebylo provedeno potiebné méteni signalu VCL na téchto mistech a jejich okoli. Tato

analyza je predmétem dalSiho zkoumani.

V soucasné dobé probihaji dalSi experimenty, které jsou zaméfeny na ostatni faze
meidzy | a na potvrzeni, zda je lokalizace VCL podobna jako u spermatocyt (Obr. 12),

kdy se lokalizace VCL dynamicky méni v zavislosti na jednotlivych facich profaze 1.

Nedilnou soucasti prace bylo téz sledovani, zda snizend exprese VCL ma vliv na
fertilitu pozorovanych mysi. Pii sledovani poctl potomkii u kontrolnich a mutantnich mysi
data ukézala zvySeny pocet problému s fertilitou cKO parG, zvySeny vyskyt
nedovyvinutych embryi a snizeny pocet narozenych potomkt (Graf ¢. 2, Obr. 21 a 22).
Tento jev se vyskytuje u mysi naptiklad pfi nahrazeni samce za jiného, ktery by narozena
mlad’ata zahubil (efekt Bruceové) (Bruce, 1960). V naSich chovech vSak tato vymeéna
samcll neprobihala a chovné pary nebyly béhem experimentu ménény. Samice tedy
potratila zjiného divodu. Tento podobny fenotyp reabsorbce embryi, nedovyvinutych
embryi ¢i jiné problémy pard, byly také popsany v jiné praci, kdy zkoumali protein
SPRASA podilejici se na interakci mezi spermii a oocytem (Wagner et al., 2015). V naSem
pfipadé, po analyze dat zpoctli narozenych potomkii, byl vysledek signifikantni a
mutantnim samicim se rodilo méné¢ mlad’at nez kontrolnim mysSim (Graf ¢. 2). Tento
vysledek naznacil, ze VCL ma pravdépodobné vliv na fertilitu samic. Star§i samice tak
signifikantni rozdil v poctech potomkli nevykazovaly (Graf ¢. 2). To mlZe vysvétlovat
zvysujici se v€k samic, jelikoZ reprodukéni starnuti zahrnuje snizeni poctu oocytl 1 vySsi
vyskyt vyvojovych vad z divodu zkracovani telomer v oocytech a tim snizuje kvalitu

oocytl pro fertilizaci (Kalmbach et al., 2015; Keefe and Liu, 2008).

Vysledky v této sadé experimentl mouhou byt vysvétleny problémy pii oplodnéni
vajicka spermii, kdy vajicko miiZe mit sniZenou schopnost pfijmout spermii, ackoli samice
nevykazovaly viditelné morfologické rozdily na ovariich v porovnani s kontrolnimi mySmi
(Obr. 24, Graf €. 5). Je také mozné, Ze se problémy mohou vyskytovat ve folikulogenezi a
dozréavajicich folikulech, a to mohlo mit vliv na kvalitu oocytid. To by znamenalo, Ze po
fertilizaci neni vajicko schopno se uhnizdit nebo se dal vyvijet (Eppig and O’Brien, 1996).
Tato moznost by musela byt ddle zkoumana. Dal§im problémem by mohlo byt malo
dozralych oocytii ptipravenych pro folikulaci a nasledné€ pro fertilizaci. V soucasné dobé
probihaji experimenty, pii kterych se nafeZe celé ovarium a pocitaji se zralé oocyty u

kontrolnich a mutantnich mysi, pro porovnani folikulogeneze, které by mohly objasnit
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tento potencidlni problém. Tuto metodu pouzili v laboratotfi (Gao et al., 2014), kdy
zkoumali hlavni protein v savéi ofni Cocce, ktery hraje dilezitou roli pfi udrzovani
prihlednosti o¢ni ¢oCky a mimojiné hraje také dilezitou roli v mnoha jinych tkanich a
organech a také v ovariich. Po snizeni exprese toho proteinu u mysi pozorovali snizeny
pocet primarnich a sekundéarnich folikult a zralych folikulti pfed ovulaci. Kromé toho
zaznamenali pfi odebirdni oocytl mens$i pocet oocytl ve vejcovodu po superovulaci
v porovnani s kontrolou (Gao et al., 2014). Nelze vyloucit, Ze tento popsany efekt nizsiho
poctu oocytlt po superovulaci by mohl byt pfi¢inou snizeného poctu mlad’at i v naSem
ptipade.

Pro hlubsi specifikaci problému s fertilitou je proto v planovanych experimentech také
in vitro fertilizace. Tato metoda by pomohla generovat velké mnozstvi ovaridlnich folikulti
a embryi, coZ by mohl byt pro nas vyzkum velice pfinosné. Oogeneze a folikulogeneze 1ze
modelovat pomoci zrani oocytti in vitro (IVM - in vitro maturation), coz je systém zrani
ovarialnich folikul v kultiva¢ni misce (Kidder, 2014). Krom¢ toho, fertilizaci a ¢asnou
embryogenezi, 1ze modelovat pomoci oplodnéni in vitro (IVF), které zahrnuje oplodnéni
zralych oocytii spermiemi po kapacitaci v kultivaéni misce (Kidder, 2014). Tak bychom
mohli pozorovat progresi oocytli do metafaze II, jestli pravé zde neni problém naptiklad s
hromadéni bunék ve stadiu diplotene, coz je znak déle nepostupujici meiodzy (Eppig and
O’Brien, 1996). Také by tato metoda IVF umoznila sledovat néasledny postup déleni

embrya od dvoubunécného az po blastocytu.

Samice vybrané pro experimenty provadéné na embryonalnich oocytech vykazovaly
vysSi vyskyt samcich potomkl (synl) na jeden vrh (Graf ¢. 4), které tim padem neslo
vyuzit. Tento vysledek by byl velice zajimavym fenotypovym projevem. Z toho diivodu
byla provedena analyza poc¢tu samcich a samic¢ich mlad’at v jednom vrhu na samici (Graf €.
3). AvSak tato analyza ukdzala, ze zde o fenotyp upfednostiiéni pohlavi nejde. DalSim
moznym vysvétlenim by mohla byt imitace fenotypu celotélového VCL KO, pokud by
byla Cre rekombinaza pod GdfY promotorem ¢aste¢né exprimovana i1 v ostatnich buiikdch
ztratou VCL a to by se mohlo tykat pouze samic, jelikoz je Cre rekombinaza pod kontrolou
pro samici pohlavi specifického promotoru Gdf9. Pozorovany rozdil v poméru pohlavi u
potomkii VCL cKO samic by nemél byt zplsoben chybou béhem urfovani pohlavi

zkoumanych embryi. Pfi pitvé embryi totiz po odebrani vnitfnich organti tahem pinzety
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zUstala v bfi$ni ¢asti embrya mocova a pohlavni soustava, kdy bylo rozpoznavani pohlavi
dobfte proveditelné. Samci v embryonalnim vyvoji nemaji jesté sestoupla varlata, ktera jsou
kaudaln¢ od ledvin (Obr. 25) a po odstranéni organt dutiny bfisni byla varlata vzdy snadno
viditelnd. Samice maji v této Casti vidét pouze mocovy méchyt a ledviny. U samic jsou

ovaria prekryta ledvinami a po nadzvednuti ledviny je ovarium viditelné.

E16 ledvina nadledvina
varle

8x zvétSeni

Obr. 25. Na obrazku je vidét sam¢i embryo ED16 po dekapitaci, zbavené vnittich
organti, krom¢é mocové a pohlavni soustavy. V této fazi pitvy jsou zfetelné vidét ledviny,
nadledviny a varlata, podle kterych jsem se pifi rozpoznavani pohlavi orientovala. Pfi
pitvach byla pouzivana Stereolupa (Zeiss) a zvétSeni 8x.

V nasi laboratofi bylo také prokazano, ze relativni hmotnost varlat samci VCL cKO
byla vyznamné vyss$i nez relativni hmotnost varlat kontrolnich samcii. Analogicky
experiment (vazeni ovarii) byl proveden i na samicich. Byla zméfena hmotnost ovarii u
dospélych samic (data neuvedena), ale toto méfeni prokézalo nesignifikantni vysledek a
vaha ovarii cKO a WT dosahovala srovnatelnych hodnot. Pro pfesnéjsi porovnani velikosti
ovarii byla ¢astecné pouzita metodika z prace (Griffin et al., 2006), kdy byla izolovana
ovéaria zamrazena v -80 °C, nafezadna a nabarvena pro mefeni plochy v centralni roving.
Tato analyza ukazéla, Ze velikost ovarii cKO samic se opravdu vyznamné neliSi od ovarii
WT samic (Graf ¢. 5). V obdobnych publikovanych studiich, kde byla cilen¢ sniZovéana
exprese riznych proteinil, naptiklad KATS, se vaha ovarii vétSinou lisila, ale samicim

odebirali a porovnavali ovaria ve vyssim veéku samic (Yin et al,, 2017). Do budoucna je
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tedy pro nas nezbytné se zaméfit na porovnani ovarii z dospélych samic v reprodukénim
véku a také na folikulogenezi a spocitat jednotliva stadia folikuld, jelikoz praveé zde by

mohl byt viditelny rozdil.

Déle bylo v nasi laboratofi samcti potvrzeno, ze je VCL dulezity pro vystup z faze
diplotene meidzy I (Flachs, nepublikovana data) Tyto experimenty byly provedeny na
zakladé metodiky ptedeslych publikovanych praci, které se zabyvaly meiotickymi defekty
(Sun and Handel, 2008; Tarsounas et al., 1999). Nasim dal§im planovanym experimentem
je pozorovani, zda jednotliva stadia meidzy nejsou u embryondlnich oocytli opozdeéna, a
zda se vyskytuji v béznych Casovych fazich a intervalech (Wang et al., 2015). V dalSim
planovaném kroku tohoto vyzkumu je tfeba se také podivat na to, zda se u mutantniho
kmene objevuji ptfedCasné¢ oddélené homology na centromerach pro srovnani

s pfredchozimi vysledky na spermatocytech (Flachs, nepublikovana data).

Obecnéji je pro tuto studii nutné sledovat 1 pokles signalu VCL v cytoplazmé, kde se,
jak znamo, VCL ucastni dalSich dualezitych procest, jako jsou fokalni adheze a adherentni
spoje. Nelze proto vyloucit, ze pozorovany fenotyp miize byt ¢astecné zpiisoben také
chybégjicim proteinem VCL v cytoplazmé. Nicméné na zakladé porovnavani morfologie
ovarii u kontrolnich a cKO mysi nebyly zaznamenany zadné vyznamné viditelné rozdily.
Ovéria byla komapaktni, nebyla méek¢i, difizni ani ponicend, na fezech nebyly viditelné
zmény, a tak je predpokladano, Ze zastaveni exprese VCL je primarné v oocytech. Pro
dalsi potvrzeni, Ze se exprese VCL neméni v cytoplazmé somatickych bunék, je
naplanovano ud¢lat biochemické potvrzeni poklesu exprese z riznych typti bunék ovarii

(Yin et al., 2017).

Nasledné experimenty zaméfené na podrobné popsani zapojeni VCL do meiotickych
procestt (podobné jako u samct) by mohly vice specifikovat konkrétni vztah VCL s

pozorovanym fenotypem a tim potvrdit vliv konkrétn¢ jaderného VCL na mei6zu.

V praci, tykajici se role jaderného VCL ve spermatogenezi, je nase laboratof mirné
napied a pozorovani naznacuji regulani funkci VCL na dynamice vymény riaznych
faktori na centromerach, jakoZto kliCovych struktur tvorby kinetochoru a spravné
segregaci chromozomu (Flachs, nepublikované data). Pokud by se vysledky experimentii
na samicich popsanych v této praci shodovaly s vystupy ziskanymi na samcich, lze
navrhnout hypoteticky model konkrétniho vlivu snizené exprese VCL na oogenezi a tim 1

na samici sniZzenou plodnost. Spravné parovani a napojeni centromery urcuje pfipojeni
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déliciho vieténka, ¢imz je zajiSténd spravnd segregace chromozomi do budoucich
pohlavnich bunék. Pokud je tento proces naruSen muze se zvysit procento aneuploidii a
dalSich chromozomalnich aberaci v budoucich gametach, ¢imz se sniZuje mnoZzstvi
kvalitnich vajicek a/nebo zvysuje pocet embryi, které diky nespravné segregaci zahynou
jesté¢ béhem embryondlniho vyvoje. Oba fenomény nebo jejich kombinace se navenek
projevi jako snizend fertilita samic, podobné jako to pozorujeme v naSem modelu VCL

cKO samic (Mogessie and Schuh, 2017).
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9. Zavér

V této praci bylo provedeno kiizeni myS$i za pomoci Cre/LoxP systému, na zaklade
kterého byl vytvofen kondicionalni knock-out mysi, u kterého dochézelo k vystfizeni genu

pro vinkulin v ovariich v rané fazi meiézy I.

Pomoci imunofluorescence a nasledné mikroskopie se porovnavala exprese VCL u
kontrolni WT a mutantni VCL ¢KO mysi. U WT mysi se vinkulin lokalizoval do jadra
embryondlnich profaznich oocytli, kde kolokalizoval se synaptonemalnim komplexem,

zatimco u VCL cKO mysi byl signal vinkulinu snizen.

Déle se sledovala fertilita VCL cKO samic, u kterych se vyskytoval zvySeny pocet
potratii, zvySeny vyskyt nedovyvinutych embryi. Pro kvantifikaci komplikaci béhem
bfezosti samic se pocitala narozend mlédd’ata a tyto pocty se porovnavaly s WT samicemi.
Analyza ukdzala, ze u VCL cKO mysi se rodi signifikantn¢ mén€ mlad’at nez u

kontrolnich.

Pro potvrzeni ¢i vyvraceni téchto vysledktl bude tfeba pokracovat se sbirdnim dalSich
dat a zapojit dalSi experiemnty a pozorovani. Ziskana data mohou pfispét k pochopeni
nékterych moznych komplikaci v pribéhu meidzy, celosvétovému trendu snizovani

plodnosti a mohly by se tak odhalit nové funkce béhem chromozomalni dynamiky.
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