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Abstrakt

Oogeneze je proces slozit¢ souhry zmén na genetické, bunétné
1 strukturdlni Grovni, ktera by méla vyustit v diferenciaci samic¢ich gamet. Je
vyzadovana striktni regulace téchto déjti, protoze jakékoliv naruseni by mohlo
vést k porucham plodnosti ¢i postizeni potomkd. Smyslem této prace je odkryt

dalsi znalosti o procesech ovlivitujicich vyvoj oocyta.

Tato diplomova prace se zaméfuje na cyklin-dependentni kinazu 12
(CDK12), ktera patii do rodiny serin/threoninovych kinaz. Je zndma pro svou
pleiotropni roli v bunéénych procesech jako je transkripce, translace, progrese
bunécného cyklu, bunétna proliferace, reakce na poskozeni DNA (DDR)
audrZzovani stability genomu. CDKI12 vytvaii aktivni komplex se svym
vazebnym partnerem cyklinem K a ovliviiuje tak elongaéni d¢j transkripce
prostiednictvim fosforylace serin-2 na C-terminalni doméné RNA polymerazy

II.

V ptedchozich studiich byla identifikovana role CDK12 v implantaci
blastocyst, kdy deplece CDK12 v mySich embryich vedla k jejich letalité,

doposud se vSak nikdo nevénoval studii funkce CDK12 v oocytu.

Nasim hlavnim cilem bylo vytvofit Zivotaschopny mySi model
s kondicionalnim knock-outem CDK12 v oocytu. Pouzili jsme Cre-LoxP systém
za pomoci oocyt specifického promotoru pro zona pellucida-3, s cilem objasnit

vliv CDK12 na oogenezi, folikulogenezi a reprodukéni schopnost samic.

Vysledky nasi prace ukazuji, ze po depleci CDKI12 jsme u samic

pozorovali defektni vyvoj oocytl, coz vyustilo v totalni neplodnost samic.



Tato studie pfinesla poznatky o dalSim zasadnim materidlnim efektoru
samici reproduk¢éni schopnosti a mohla by pomoci odhalit novy dil skladacky ke

klinické 1écbé lidské neplodnosti.

Klicova slova

Oocyt, ovarium, reprodukce, CDK12, Cre-LoxP systém, kondicionalni
knock-out



Abstract

Oogenesis is a process with a complex interplay of changes at the genetic,
cellular, and structural levels that should lead to the differentiation of female
gametes. Strict regulation of these processes is required, as any disruption can
lead to fertility problems or disabilities in the offspring. The aim of this work is

to gain further insight into the processes that influence oocyte development.

This work focuses on cyclin-dependent kinase 12 (CDK12), which belongs to
the serine/threonine kinase family. It is known for its pleiotropic role in cellular
processes such as transcription, translation, cell cycle progression, cell
proliferation, DNA damage response and maintenance of genome stability.
CDK12 forms an active complex with its binding partner Cyclin K and affects
the elongation process of transcription by phosphorylating serine-2 at the

C-terminal domain of RNA polymerase II.

Previous studies have shown that CDK12 plays a role in blastocyst
implantation, deletion of CDKI2 in a mouse embryo resulted in embryo
lethality, but to my knowledge the function of CDK12 in the oocyte has not been

investigated.

Our main objective was to create a viable mouse model with conditional
knockout of CDK 12 using Cre-recombinase expressed under the oocyte specific
Zona pellucida-3 promoter to study the effects of CDK12 on the female

reproductive function.

Our results show that oocyte development is impaired after deletion of
CDK12, leading to female infertility. The results of my study show a maternal
effect gene essential for oocyte development, which provides a new piece of the

puzzle for clinical treatment of human infertility.



Keywords
Oocyte, ovary, reproduction, CDK12, Cre-LoxP system, conditional

knock-out



Uvod

CDKI12 patii do rodiny cyklin dependentnich kinaz, které zajistuji
regulaci riznych dtlezitych bunéénych procesti. CDK12 je nyni atraktivnim
predmétem studii zabyvajicich se d¢ji v somatickych buiikach, a to predevsim
v oblasti patologické odpovédi na poSkozeni DNA, a tim zplsobené
kancerogeneze. Doposud se vSak nikdo nevénoval studiu cilené inaktivace genu

Cdk12 v sav¢im oocytu a ptipadnym vliviim na reproduk¢ni schopnost samice.

Zvolenym modelovym organismem je myS domadci (Mus musculus),
kterd je Casto vyuzivanym experimentalnim modelem, ponévadz umoziuje
studovat biologické procesy v savéim organismu jako celku v redlném case.
Diky kratké generacni délce a vysoké podobnosti patii laboratorni my$ mezi
zasadni organismus pro ziskdvani poznatki o fyziologii a patologii sav¢iho
organismu, vcetn¢ ¢lovéka.

Moje diplomova prace piinasi nové a zasadni poznatky o funkci
konkrétniho genu v savéim oocytu. Povedlo se mi potladit expresi CDK12

specificky v oocytech mysiho modelu, coz vedlo k absenci plné zralych oocyti

a samici sterilite.
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1. Cyklin dependentni kinaza 12

V roce 2001 byl publikovan ¢lanek, ktery pojednaval o nové lidské
kinaze, pavodn¢ oznacovane jako CrkRS (Cdc2 related kinese with an
arginin/serin rich domain), jez byla pfibuzna rodin¢ cyklin dependentnich kinaz,
ale nebyl znam jeji vazebny partner (Ko et al., 2001). Po dalSich péti letech
vyzkumu byla CrkRS ptejmenovana na CDK12 a zatazena tak do rodiny cyklin
dependentnich kinaz. Za pouziti overexprese CDK12, byly detekovany dvé
isoformy, které ob¢ tvotily komplex s Cyklinem L a byla objevena prvni funkce

CDK12, a sice ze se podili na regulaci alternativniho sestiihu (Chen et al., 2006).

Vroce 2010 ptisel zlomovy vyzkum, ktery prokazal, ze vazebnym
partnerem endogenni CDKI12 je pouze cyklin K, s nimZ funguje jako CTD
(C-terminalni doména) kindza a ovliviluje tak elongacni d& transkripce
(Bartkowiak et al., 2010). Toto tvrzeni o rok pozdé€ji potvrdil experiment
provedeny na lidskych bunikach HeLa, kde bylo zjisténo, ze pouze pii nadmérné
expresi cyklinu L se CDKI12 stava jeho vazebnym partnerem, nikoliv vSak

za ptirozenych podminek (Blazek et al., 2011).

1.1 Struktura CDK12

Cyklin dependentni kinadza 12 (CDK12) patii mezi serin/threoninové kinazy
(Malumbres, 2014), je to 1490 aminokyselin dlouhy protein, ktery je u ¢lovéka
lokalizovdn na chromosomu 17 a u mySi domaci (Mus musculus) na

chromosomu 11 (Ko et al., 2001).

CDK12 je evolu¢né vysoce konzervovanou kindzou (Tien et al., 2017),
mezi ¢lovékem a mysi je 90,7% identické proteinové sekvence (Chen et al.,
2006). Vroce 2010 byly v modelovém organismu octomilky (Drosophila
melanogaster) objeveny dva proteiny, CDK12 a CDK13, které jsou evolu¢né
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ptibuzné proteinu CTK1 u Saccharomyces cerevisiae, ktery také funguje jako
katalytickd podjednotka a ovliviiuje elongacni fazi CTD (Bartkowiak et al.,
2010). Ortologem pro CTK1 a CDK 12 u Drosophila melanogater jsou u clovéka
proteiny CDK12 a také¢ CDK 13 (Huang, 2012).

Struktura genu Cdk12 se sklada ze tfi hlavnich sekvenci, a sice RS
domény (bohatd na arginin/serin), pot¢ PRM domény (bohatd na prolin)
a KD (kinazové domény) (Lui et al., 2018). Celkem obsahuje 21 RS domén na
N-konci, coz je dilezité pro jeji lokalizaci v jadie buiiky (Choi et al., 2020).
Kinazova doména zajist'uje fosforylaci C-termindlni domény RNA polymerazy
IT (RNAP II) (Bartkowiak et al., 2010). PRM domény se nachédzeji mezi RS
a kindzovou doménou a zaroven jes$t€¢ na C-terminalnim konci. Tyto oblasti
obsahuji vazebna mista pro SH3 a WW domény, které zprostiedkovavaji mnohé
proteinové interakce a umoziuji tak ucast v celé fad€ signalnich drah (Bedford

et al., 1997).

Kinadzova doména obsahuje C-termindlnim extenzi tzv. oK helix, jeji
prodlouzeni je zavislé na stavu fosforylace, pokud je CDK12 katalyticky aktivni,
dojde ke konformacni zméné a umozni tak interakci s cyklinem K (Dixon-Clarke
et al., 2015). Kinazovou aktivitu vyuzivda CDK12 vyhradné pro vytvofeni
komplexu s cyklinem K. oK helix je specifickym znakem pro CTD kinazy
regulujici transkripéni elongaci (Bosken et al., 2014). Zaroven tato flexibilni
C-termindlni doména ovliviiuje nejen vazebné misto pro ATP, ale také pro

kovalentni inhibitor THZ531 (Zhang et al., 2016).

0 200 400 600 800 1000 1200 1400
e e ® ® e 5 & s+ & = = 2 & s »

CDK12 | RS PRM KD e ] 1490
17912
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Obrazek ¢. 1 Schéma znazornujici strukturu lidské CDK12 s hlavnimi
doménami. RS = arginin/serin bohaty motiv, PRM = bohaté na prolin a KD =

kinazova doména. (Lui et al., 2018).

Lidsky cyklin K je protein o velikosti 70 kDa, na N-termindlnim konci se
nachazeji dvé vazebnd mista pro cyklin a C-terminalni konec obsahuje oblast
bohatou na prolin, PRM doménu. Pravé tyto vazebnd mista pro cyklin
zprostiedkovavaji asociaci s vazebnym partnerem. Cyklin K konkrétn¢ vytvari

dva samostatné komplexy s CDK12 a CDK13 (Kohoutek and Blazek, 2012).
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2. Transkripce protein kdodujicich genii

2.1 RNA-polymerdaza Il a jeji role v transkripci

Transkripce genii kodujicich proteiny je fizena RNA polymerazou II. Je
komplexu (PIC), iniciace, uvolnéni promotoru, promotor-proximalni pauzy,
elongace a terminace (Core and Adelman, 2019). Nejvétsi podjednotkou RNA
Pol II je Rpbl, pravé jeji C-terminalni doména (CTD) je slozena z né€kolika
opakujicich se heptapeptidovych repetic Tyrl-Ser2—Pro3—Thr4—Ser5—Pro6—
Ser7 (Hsin and Manley, 2012). CTD repetice jsou modifikovany
naprogramovanym zptsobem béhem transkripcniho cyklu na riznych pozicich,
nejcasteji pomoci reverzibilni fosforylace, ¢imz vznika informace jak pro nabor
transkrip¢nich faktord, tak pro elongaci transkripce (Bentley, 2014). Kromé toho
tyto modifikace ovliviiuji 1 zpracovani nascentni RNA, mRNA a nasledujici

kroky jako napft. export mRNA z jadra (Herzel et al., 2017).

2.2 Zmény CTD v pritbehu transkripcniho cyklu

Pted samotnou iniciaci transkripce je dilezité, aby CTD RNAP II byla

v nefosforylovaném stavu, protoZze piipadnd fosforylace by mohla zpisobit

vytvofeni PIC je zasadni, Ze nemodifikovana CTD mé vysokou afinitu
ke komplexu mediatoru, ktery interaguje s RNAP II na promotoru a funguje

jako koaktivator (Cho et al., 2018).

Fosforylace Ser5 a Ser7 zahajuje iniciaci transkripce uvolnénim
RNAPII z pre-iniciaéniho komplexu, kromé& toho hraje roli take
v post-transkripénich upravéch jako je mRNA capping (Eepi¢kovani) a sestiihu

(splicing), terminace transkripce nekodujicich RNA a modifikace chromatinu
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(Harlen and Churchman, 2017). Pomoci ChIP metody bylo upfesnéno, ze
nejvys$i hladina fosforylace Ser5 pii iniciaci transkripce je v blizkosti TSS
(transcription start sites), coz je oblast genu blizkd pocatecnimu mistu
transkripce (Zaborowska et al., 2016). CTD na pozici Ser5 a Ser7 je
fosforylovana pomoci CDK?7, jez je kindzovou podjednotkou transkripéniho

faktoru TFIIH (Rodriguez-Molina et al., 2016).

Pted vstupem do dalsi faze transkripce je nutné, aby doslo k ispéSnému
uniku RNAP II z vazby na promotor. Na tom se podili vznikajici transkript, ktery
musi ovSem dosdhnout dostateéné délky, aby se stal stabilnim a mohl tak
podpofit uvolnéni od promotoru (Revyakin et al., 2006). Stabilitu ziska
transkript pomoci tzv. capping procesu, ktery je zprosttedkovan diky fosforylaci
Ser5. Na 5' konci vznikajiciho produktu se vytvoii pomoci metylace guanosinu
cepicka, ktera chrani produkt proti 5' exonukledzam (Shuman, 2001; Schwer and

Shuman, 2011).

Fosforylace Ser2 hraje dulezitou roli pro elongaci transkripce, déle také
ovliviiuje promotor-proximalni pauzu a podili se na uvolnéni promotoru,
sestfihu a terminaci transkripce (Harlen and Churchman, 2017). Mezi negativni
elongacni faktory patti NELF a DSIF, které inhibuji proximalni pohyb RNAP II,
tzv. promotor-proximalni pauza (Narita et al., 2003). Fosforylace CTD na Ser2
ovSem muize zménit funkci téchto inhibitori a uvolnit tak RNAP II do
elonga¢niho mdédu (Nechaev and Adelman, 2011). Ptesnéji, diky faktoru
P-TEFb (slozen z CDKO9 a cyklinu T), ktery fosforyluje a tim padem disociuje
faktory NELF a DSIF, jez jsou nasledné pfeménény na transkripcni elongacni
faktory (Peterlin and Price, 2006). U modelového organismu Drosophila
melanogaster je P-TEFb hlavni kindzou pro fosforylaci gent v oblasti 5' konce,
zatimco béhem elongace je hlavni kinazou CDK12 (Bartkowiak et al., 2010).

V lidskych buiikach jsou do elonga¢niho procesu zapojeny dvé kinazy, a sice
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CDK12 a CDK13 (Bosken et al., 2014). Fosforylace Ser2 nariista podél genu

a dosahuje maxima na jeho 3' konci kodujici oblasti (Tietjen et al., 2010).

Mezi dalsi funkce CTD patfi i regulace a koordinace procesu sestiihu
(splicing) mRNA, snRNA a ncRNA. Fosforylace CTD je nezbytnym faktorem
pro sestaveni spliceosomu a zastdva dilezitou roli pfi zvySovani rychlosti
sestfihu (Hirose et al., 1999). Pro pfesny a rychly nabor subkomplexu Ul
vznikajici RNA piimo po uvolnéni kontrolniho bodu sestfihu na 3' sestfithové
oblasti genu. Pro zajisténi spravného sestfihu v post-transkripéni fazi je nutna

fosforylace Thr4 (Harlen et al., 2016; Oesterreich et al., 2016).

Poslednim krokem transkripcniho procesu je terminace RNAP II, kterou
op¢t zprosttedkovavaji modifikace CTD (Ahn et al., 2004). Pomoci ChIP méteni
byly odhaleny 3's$tépici a polyadenylacni faktory, které jsou propojené svou
funkci sterminaci (Zhang et al, 2012). Napiiklad fosforylace Ser2
zprostfedkovand CDK12 ovliviiuje nasedani Stépiciho a polyadenyla¢niho

faktoru CstF77, ktery se podili na vytvofeni 3' konce (Davidson et al., 2014).
C-terminalni doména a jeji modifikace hraji dilezitou roli pfi fizeni genové
exprese, zprostiedkovava souhru mezi transkripei a zpracovanim RNA. Je to

vysoce robustni systém, coz potvrzuje slozitost fungovani CTD a neustalé

objevovani novych modifikacich a jejich funkci.
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3. Pleiotropni funkce CDK12

3.1. CDK1?2 jako transkripéni reguldator

CDKI12 v komplexu s cyklinem K fosforyluje C-termindlni doménu
RNA polymerdzy II na Ser2, coz je spojeno s kritickym momentem piechodu
podminkach se CDK 12 chova jako promiskuitni kinaza a mtze fosforylovat vice
serinovych pozic v heptapeptidu CTD (Bartkowiak and Greenleaf, 2015).
Zajimavé je, ze po vyrazeni kinazy CDKI13, kterd rovnéz vytvaii komplex
s cyklinem K, nedochazi ke sniZeni fosforylace na Ser2 (Bartkowiak et al.,

2010).

Pomoci RNA interference bylo prokazéno, ze knockdown CDKI12
vyrazné ovlivituje stav fosforylace Ser2 v CTD kindze (Bartkowiak et al., 2010).
Pti inhibici CDK12 dochazi k elonga¢nimu defektu, ktery je zavisly na délce
genu a je spojen s terminaci kvili pred€asnému Stépeni a polyadenylaci
(Krajewska et al., 2019). Ze studie (Blazek et al., 2011) vyplyva, ze pii ztraté
aktivity komplexu CDKI12/CycK je ovlivnéna transkripce pouze zhruba
u 5 % vsech transkribovanych genll. Ovlivnény jsou pfevazné dlouhé geny, jako
jsou naptiklad geny zapojené do DNA damage response (DDR) (Eifler et al.,
2015).

3.2. CDK]12 jako translacni regulator

CDK12 umoziiuje fosforylaci proteinu 4E-BP1, ten se pfimo vaZe na
faktor eIF4E, ktery je zdsadnim komponentem eukaryotic initiation factor 4F
(elF4F) komplexu, ten napomahd naboru 40S ribozomalni podjednotky na
5¢ konec mRNA (Gingras et al., 1998). Pokud je tedy eIF4E vazan na 4E-BP1,

inhibuje se tim sestaveni transla¢niho komplexu a potlacuje se tak iniciace
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translace. Ptfi fosforylaci 4E-BP1 spolupracuje CDK12 s mammalian target of
rapamycin complex 1 (mTORC1) a fidi vazbu eIF4G1 na zhruba 1000 cilovych
mRNA (Choi et al., 2019).

3.3. CDK12 a jeji ukol v bunécéném cyklu

Bunéény cyklus uzce souvisi s bunénym dé€lenim, pokud dojde
k abnormalit¢ u bunécného cyklu, mize dojit k ovlivnéni ¢i naruseni bunécné
proliferace. Kindza CDK12 se ucastni vice krok v radmci bunécného cyklu

(Choi et al., 2019).

Bez spravného fungovani CDK12 dochézi k nashroméazdéni bunék ve
fazi G2/M (Blazek et al., 2011). Chen a spol. provedli podminénou deleci
CDK12 v mysich nervovych progenitorovych bunkéch, coz vedlo k prodlouZeni
jejich bunééného cyklu kvuli aktivaci kontrolniho bodu. Vysledkem tedy je, ze
CDK12 udrzuje genomovou stabilitu skrze regulaci exprese genli zapojenych

v DDR (Chen et al., 2017).

V roce 2018 byla objevena nova funkce CDK12, a sice Ze se spole¢né se
svym vazebnym partnerem cyklinem K podili na sestaveni pre-replika¢niho
komplexu (Lei et al., 2018). CDK12/CycK ovliviwuji fosforylaci cyklinu E1 na
S366, coz narusi jeho vazbu na CDK2 (Lei et al., 2018). Vysok4 hladina cyklinu
E1 zabrafuje sestaveni pre-replika¢niho komplexu (Ekholm-Reed et al., 2004),
ktery je dulezity v procesu licencovani replikace a zajistuje tak bunécnou
proliferaci (Masai et al., 2010). Stabilita cyklinu E se zvySuje po navazani na
CDK2 (Lu et al., 2009) a zajistuji spolecné podporu licencovani v G1 fazi
bunééného cyklu fosforylaci pre-replikacniho komplexu (Mailand and Diffley,
2005). Kdyz tedy dojde k fosforylaci cyklinu E pomoci CDK12/CycK, stava se
cilem E3 ubikvitin ligdzy na bazi Cul3 (Singer et al., 1999). Mizeme tedy fict,
ze CDK12/CycK ovliviuji regulaci replikace, a tim pfechod v ramci bunééného

cyklu do S faze.
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3.4.CDK12 v ramci vyvoje

Doposud byla funkce CDKI12 charakterizovana ptfevazné v in vitro

podminkach, ale biologicka funkce in vivo ziistavala malo znama.

Jiz dfive bylo zjisténo, ze je CDKI2 vyzadovana k zachovani
pluripotence mysich embryondlnich kmenovych bunék, kdyz doslo ke snizeni
exprese CDK 12, odpovédi byla snizena exprese celé fady gent souvisejicich se
sebeobnovou a zvysena exprese nekterych diferenciacnich markert (Dai et al.,
2012). Vysoka hladina exprese cyklinu K byla zaznamenéna v embryonalnich
kmenovych bunkach, kde plni funkci sebeobnovy a jeho exprese koreluje

s bunécnou proliferaci jak ve vyvojovém, tak v patologickém kontextu (Dai et

al., 2012).

Cdk12 mRNA je v E6.5 embryu rovhomérné rozprostiena, v ¢ase E7.5
je exprimovana stale ve vSech bunkéch, ale s vysokou hladinou detekce v oblasti
primitivniho prouzku (Chen et al., 2014). Pozd¢ji (E8.5 a E9.5) se signdly
zvySuji v hlavové a ocasni oblasti, ale ne v oblasti srdce (Chen et al., 2014).
S postupujici diferenciaci embryonalnich kmenovych bunék dochazi k poklesu

exprese Cdkl2 (Dai et al., 2012).

Vyznamnym pokrokem v této problematice byla publikace ¢lanku v roce

2016, kde se zabyvali studii mysiho modelu s depleci CDK12 (Juan et al., 2016).

CDK12 je dilezitym faktorem pro udrzeni genomové stability béhem
brzkého embryonélniho vyvoje u mysi. K tomuto zavéru dosli diky zjisténi, ze
u blastocysty s homozygotnim ubytkem CDKI2 nedochizi ke vzniku
embryoblastu (ICM) kvili zvySené apoptdze, coz vede k embryonalni letalité

bezprostfedné po implantaci béhem embryondlniho dne E6.5 (Juan et al., 2016).
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3.5.CDK12 hraje roli v signalizaci DNA poSkozeni

Dle vyzkumu (Chirackal Manavalan et al., 2019) je aktivita kindzy CDK12
odpovédna za expresi klicovych genti replikace jaderné DNA. Diky inhibici
CDK12 popsali jeji zasadni roli pro progresi pfechodu G1/S v bunééném cyklu.
Pti inhibici CDK12 dochazi k poruseni procesivity RNAP II u pfevazné delSich
genti s poly-A signalem, napi. Topbpl, Cdc6 nebo Cdtl, coz jsou dulezité
2019). Tuto dulezitou roli CDKI12 pro piechod G1/S potvrzuje vyzkum
s pouzitim RNA interference, jejimz vysledkem byl zvySeny pocet bun¢k ve fazi
GO0/G1 (Li et al., 2016).

Aktivita kindzy CDKI12 fidi transkripci mimo jiné i genl zajiStujicich
opravny mechanismus homologni rekombinace jako jsou napt. Breast cancer
type 1 a 2 (BRCAI1, BRCA2) a Ataxia-telangiectasia mutated (ATM). Ty jsou
nezbytnym néstrojem pro ochranu a piipadné nastartovdni zastavenych
replikacnich vidlic, minimalizuji tak replika¢ni stres (Branzei and Szakal, 2017).
Dalsi pokusy ohledn¢ vlivu CDK 12 na udrzeni genomové stability potvrdily, ze
po osetfeni bunék pomoci inhibitoru THZ531 doslo ke snizeni exprese klicovych

genl DDR (Zhang et al., 2016).

CDK12 reaguje na poskozeni DNA skrze iniciaci translace specifickych
mRNA pres regulaci 4E-BP1 (Choi et al., 2019). Ztrata funkce CDK12 vede
k defektu opravy DNA, potazmo k mitotické katastrof€é v zavislosti na snizeni
exprese Aurora kinazy B, jakoZto klicového regulatoru mitézy (Schecher et al.,

2017).
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4. Cile prace

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo objasnit funkci cyklin

dependentni kinazy 12 (CDK12) v reprodukci samice.

Dil¢i cile mé prace

1)

2)
3)
4)
S)

Vytvofit my$i model pomoci systému Cre-LoxP a ziskat ZP3
kondicionalni knock-out genu Cdk12 v oocytech

Potvrdit snizeni exprese CDK12 v oocytech knock-out samic
Sledovat reprodukéni zdatnost samic

Ur¢it vliv absence CDK 12 na vyvoj oocytu

Analyzovat folikulogenezi u CDK12 cKO samic
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5. Material

5.1. Mysi kmen

Pro vesker¢ experimenty byl pouzit mysi kmen C57BL/6J. Timto bych
chtéla pode¢kovat vyzkumné skupiné Mgr. Jitiho Kohoutka, Ph.D. z Brna za

poskytnuti samcii s LoxP sekvenci ohranicujici exon 3 a 4 v genu Cdkl2.
5.2. KultivaCni média
Kultiva¢ni média
M16 (Merck Millipore)
Maturaéni inhibitory
IBMX (Sigma Aldrich)
Stimula¢ni hormony
PMSG-Folligon (MSD Animal Health)

hCG-Pregnil (Sigma-Aldrich)

5.3. Chemikalie

4% Paraformaldehyd (Sigma Aldrich)
5-EU (Invitrogen)

Agaro6za (Thermo Fisher Scientific)
Kyselina borita (Sigma Aldrich)
EDTA (Sigma Aldrich)

Gel Red (Biotium)

Mineralni olej (Sigma Aldrich)
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NaOH

PBS (Sigma Aldrich)

PVA (Sigma Aldrich)

TRIS (Sigma Aldrich)

Triton X-100 (Sigma Aldrich)
Tween

Montovaci médium: Vectashield Mounting Medium with DAPI (H-
1500, Vector Laboratories)

Kity
Click-iT Cell Reaction Kit (Life Technologies)
NuPAGE™ MES SDS Buffer Kit (Invitrogen)
One-step RT-PCR kit (Qiagen)
qPCRBIO c¢cDNA Synthesis Kit (PCR BIOSYSTEMS)

RNeasy Plus Micro kit (Qiagen)

5.4. Pristroje

RT-PCR systém Applied Biosystems Quant Studio 3
Termocykler Applied Biosystems Veriti 96 Well Thermal Cycler
Digitalni kamera Axiocam ERc 5s

Zobrazovaci systém Azure 600

UV box BioSan DNA/RNA UV-Cleaner WT-B-AR

Ttepacka BioSan Multi Bio 3D

Minicentrifuga Gilson GmCLab
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COz inkubéator Hera Cell 150

Centrifuga Hettich Mikro 200

Vodni lazeni Julabo TW12

Laboratorni zdroj Labnet Power Station 300
Mikroskop Leica 6000B

Konfokalni mikroskop Leica SP5

PCR termocykler Peltier Thermal cycler PRC-200
Topna ploténka P-LAB 2 dual termo
Horizontalni elektroforéza Scie-Plas
Termoblok Techne Dri-Block DB-2D
Vortex Techno Kartell TK3S

Stereo mikroskop Zeiss Stemi 2000
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6. Metody

6. 1. Mys$i model

Pro experimenty byl pouzit modelovy organismus my$ domaci (Mus
musculus) kmene C57BL/6J, b&Zn& oznatované jako B6. Na pracovisti Ustavu
zivo¢isné fyziologie a genetiky AV CR v Lib&chové jsou zvifata soudasti
systému bariérového chovu, tudiz je prostor pro zvirata oddélen od vnéjSiho

prostiedi.
Jako kontrolni jedince vyuzivam wild-type samice kmene C57BL/6J.

Pro vytvofeni experimentdlni transgenni linie byl vyuZzit systém
Cre/LoxP. Cre-rekombindza je vloZena pod promotor genu Zp3, coz zajistuje
bunéénou specifitu tim, ze se Cre-rekombindza za¢ne exprimovat pod
promotorem Zp3 specifického pouze pro oocyt. LoxP sekvence vymezuji ¢ast
exonu 3 az 4 v genu Cdkl2, toto oznaCeni uddva oblast, kterd bude
v nasledujicim kitiZeni u dalSich generaci vystfihnuta Cre-rekombindzou. Takto
oznaCend oblast LoxP sekvencemi se oznacCuje jako tzv. floxovana alela

(Lewandoski et al., 1997).

Tabulka 1: Vysvétlivky pro znaceni genotypu mysi

Genotyp Zkracené oznaceni Pojmenovani
Cdk12mic ) zp3Cre CDK12** Wild type (WT)
Cdk12tmie?- zp3Cret- CDK12*" Heterozygot
Cdk12tmic | zp3Cret’- CDK127 Kondicionalni knock-

out (cKO)
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6.2.Genotypizace a PCR

Genotypizace je provedena vzdy u nove narozenych mlad’at pro odliseni

genotypu potomki.

Genomova DNA je ziskana diky odebrani malé casti tkané z ocasku
jedince. Po pridani NaOH a naslednému zahtati na teplotu 96 °C po dobu 90
minut na termobloku (Techne Dri-Block DB-2D) doslo kizolaci DNA ze
vzorku. Nasledn¢ jsou vzorky vortexovany (Techno Kartell TK3S), poté kratce
centrifugovany a nasledné je pfidano 4,15 pul 1M Tris (pH 8) a centrifugovano

(Hettich Mikro 200) pii 13 000G po dobu 6 minut.

Dal$im krokem je ptiprava reakce pro polymerazovou fetézovou reakci
(PCR), ktera slouzi k amplifikaci specifického useku DNA. Pro tento ucel jsme

vytvoftili specidlni primery pro rozliSeni WT jedince od KO.

Tabulka 2: Primery pro PCR reakci

Primer Sekvence

mCDK12 FIx-F CTTCAGACAGTGTCAGACCACCTGGAGAAGC
(forward)

mCDK12 Y3-R CCTCTGACCTCCCAATGTGTGCATGACAC

(reverse)

Primery detekuji jak floxovanou, tak wild type (WT) alelu. Velikost
floxované alely je 563 bp, velikost WT alely je 438 bp. U flox a wild type
homozygotii by mél byt pfitomen pouze jeden produkt, zatimco u heterozygott

produkty dva.
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Tabulka 3: Priprava vzorku pro PCR

Komponenty

Na 20 pl reakce

Quick-Load Taq 2X Master Mix

10x pocet vzorka

Voda bez nukleaz

6x pocet vzorki

Forward primer

1x pocet vzorkl

Reverse primer

1x pocet vzorki

DNA libovolné
Tabulka 4: Podminky PCR reakce
Pocet opakovani: 40X
Teplota Cas
95 °C 5 min
58 °C 30s
72 °C 3 min
16 °C 0

Vzorky pftipravené dle popsaného postupu jsou vlozeny do cykleru

Peltier Thermal cycler PTC-200.

Amplikony nésledné separujeme pomoci elektroforézy za pouziti 1,5 %

agarosového gelu s GelRed fluorescenénim barvivem piti napéti 70 V po dobu
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jedné hodiny. Pro detekci gelu vyuzivdme piistroj Azure 600, kdy k zachyceni

fluorescentnich DNA dochazi pii vinové délce 302 nm.

6.3.1zolace a kultivace oocytit

Mysi samice jsou pro zisk oocyti v GV stadiu 2 dny pied izolaci
stimulovany kolem 16 hodiny intraperitonedlnim podanim PMSG 5IU. Pokud je
cilem sbirat ovulované oocyt MII, prvni den podame PMSG 5IU, den druhy
nasleduje pauza a tieti den aplikujeme opét intraperitonealné hCG SIU. Pro
odbér ovulovanych oocytl je nutné ¢tvrty den co nejdiive rano tyto oocyty
z oviduktu odebrat. Stimulované samice jsou usmrceny cervikalni dislokaci dle
§ 15d odst. 3 zdkona €. 246/1999 Sb., na ochranu zvifat proti tyrani, ve znéni
pozdéjsich predpist.

Opatrnou resekci z té€la mysi ziskdme ovaria, které jsou pieneseny do
transferového média s IBMX. Ovaria v dal$im kroku mechanicky rozrusime,

abychom ziskali co nejvétsi pocet oocyti. Takto ziskané oocyty pieneseme do

pfedem ekvilibrovaného média M16 s IBMX, 37 °C, 5 %COx.

6.4. Western blot analyza

Piedem pftipravené vzorky oocytl jsou zamrazené pii -80°C. Po vyndani
z mrazéku jsou vloZeny na led, aby pozvolna rozmrzly na teplotu 4°C. Do kazdé
zkumavky je k oocytim ptidano 2,5 ul SB pufru, 1 pl redukce, HALT inhibitor
a 5 ul vody (Millipore). Vzorky jsou promichdny na vortexu, kratce
centrifugovany a nasledné povateny pfi teploté 95 °C po dobu 4 minut ve vodé

pfi mirném varu a poté opét centrifugovany.

Dalsi krok zahrnuje sestaveni aparatury pro elektroforézu. Do vnéjs$i Casti
vany na elektroforézu je nalito 600 ml MES SDS RB elektorolytu a do vnitini
¢asti 200 ml MES SDS RB elektrolytu a k tomu je pfidano 500 pl antioxidantu.
Je vyuzit 4-12 % agardzovy gel (Invitrogen) s 15 jamkami, do kterych jsou
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napipetovany ptipravené vzorky. Po dobu 10 minut probihé elektroforéza pti

napéti 100 V, zbylych 50 minut poté pii napéti 200 V.

Po dokonceni elektroforézy namocime gel do 10 % Towbinu a nechdme
10 minut promyvat na tiepacce. Do odd€lené¢ nadoby je vlozena PVDF
membrana (Millipore), ktera byla pfedem namocena v metanolu a spolu s ni

1 dva filtra¢ni papiry opét do 10 % Towbinu po dobu 10 minut na tfepacce.

Sestavi se tzv. ,,sandwich* v potadi filtra¢ni papir, membrana, gel a opét
filtrani papir. Takto pfipraveny ,,sandwich®“ je vloZzen do pfistroje Bio-Rad

Trans-Blot Turbo, je zvolen program standard a ¢as 20 minut.

V dalsim kroku je provedena blokace pomoci Chemi Blot Blocking
Buffer (Azure) po dobu 1 hodiny. Nasledné je membréna pfenddna do falkonu
s primarni protilatkou, protildtka je nafedénd v poméru 1:500 ¢i 1:1000.
Inkubace probiha pies noc v lednici na rolleru. Druhy den je membrana 3x
promyta v TTBS (8 g NaCl; 10 ml 2M Tris pH 7,6; 500 ul Tween v objemu
1 I destilované H>0).

Nésleduje inkubace po dobu 1 hodiny v sekundarni protilatce, jez je
nafedéna 1:10 000. Nasleduje 3x promyti v TTBS a zadvérecné méteni v piistroji

Azure 600 (BioTech).
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Tabulka 5: Seznam pouZitych protildatek

Protein | Hostitel Nézev Redéni
CDK12 Rabbit Anti-CDK12 Antibody 1:500
L (Sigma Aldrich)
Primarni
protilatky | GAPDH | Rabbit Anti-GAPDH antibody, 1:1000
Mouse monoclonal (Sigma
Aldrich)
Sekundarni - Donkey Donkey Anti-Rabbit IgG 1:10000
protilatka Antibody (Sigma Aldrich)

6.5.1z0lace RNA a qPCR

Pomoci RNeasy Plus Kit (Qiagen) je izolovéna a purifikovdna RNA

z oocytll za soucasného odstranéni genomové DNA.

K zamrazenym oocytiim je pfidano 350ul pufru RLT, ktery inaktivuje
RNa4zy, aby byla zajiSténa izolace intaktni RNA +B-mercapto-etanol. Tento lyzat
prochazi kolonkou gDNA Eliminator v centrifuze pii 16 800 g po dobu 30 s.
Nasledné¢ je ptidan k eluatu 350ul 70 % etanol a vzorek je nanesen na kolonku
RNeasy, ta ma za kol specificky navdzat RNA na kiemicitou membranu pii
centrifugaci 8 000 g po dobu 30 s. Pro zbaveni se kontaminanti a procisténi
vzorku je ve tfech nasledujicich krocich ptidano 700 ul RW1 pufru, 500 pl RPE
a 500 pl 80 % etanolu, vzdy s naslednou centrifugaci 8 000 g po dobu 30 s.
V poslednim kroku je ptidano 16-20 pl vody a centrifugace 16 800 g po dobu
1 minuty, ¢imZ dojde k eluci RNA do zkumavky.
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Nasledujicim krokem je piepis RNA do cDNA pomoci gPCRBIO cDNA

Synthesis Kit (PCR BIOSYSTEMS).

Ptipravime potfebny master mix pro nasledujici reakci:

Tabulka 6: Priprava vzorkit pro piepis RNA do cDNA

Cinidla/komponenty Pro 20 ul reakce
5 x cDNA Synthesis Mix 4 ul
20 x RTase 1 ul
Celkova RNA X ul
H>0O v kvalitn¢ PCR Dopocitat do 20 ul

Piipravené vzorky jsou vloZeny do cykleru Quant Studio 3 (Applied

Biosystems) na inkubaci po dobu 30 minut na 42°C. V poslednim kroku probiha

inkubace vzorkl po dobu 10 minut na 85 °C pro denaturaci RTazy.

Pro pfipraveni finalni reakce pro analyzu qPCR je vyuzit Luna Universal

qPCR Master Mix, ktery je pfipraven dle nasledujiciho postupu:
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Tabulka 7: Priprava vzorkii pro qPCR reakci

Cinidla/komponenty Pro 20 pl reakce
Luna Universal gPCR Mix 10 pul
Forward primer 0,5 ul
Reverse primer 0,5 ul
Vzorova DNA Dle potieby

Voda bez nukleaz

Dopocitat do 20 pl

Ptipravené vzorky jsou pipetovany do qPCR zkumavek a uzavieny

pomoci vi¢ek a nasledné kratce centrifugovany. Nasledné jsou vzorky vloZeny

do cykleru. Quant Studio 3 (Applied Biosystems)

Tabulka 8: Protokol pro nastaveni programu qPCR

Féaze cyklu Teplota Cas Opakovani
Pocatecni 95 °C 60 s 1
denaturace
Denaturace 95 °C 15s
40-45
Nasednuti primera 60 °C 30s
Kiivka tani 60 °C-95 °C ruzné 1

Primérné hodnoty a smérodatnd odchylka byly vypocéteny pomoci

programu MS Excel, statisticka vyznamnost rozdili mezi skupinami byla
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testovana pomoci Studentova t-testu a za statisticky vyznamnou byla

povazovana hodnota *p<0.05.
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Tabulka 9: Seznam primerii pouzitych pro gPCR analyzu

Target Forward 53" Reverse 35~
(RNA)

Cdkli2 AACAGAGGACTCGCCACTTG |GGAGAATCTGGAGGCGATGG

(exon3)

GdfY AGTGAAGTCAGTCTTCCACAC |TGCCATGACTTGGGAGAACT

Pol2 GGACATTCTTTGCCGCTTGG | CACTGTGCTCTGGGGGTTAG

6.6. Imunohistochemie a imunofluorescence (ICC)

Ziskané oocyty jsou fixované ve 4 % paraformeldehydu (Sigma Aldrich)
v PBS/PVA po dobu 15 minut. Nasleduje permeabilizace oocytu v 0,1 % Tritonu
X-100 (Sigma Aldrich) v PBS/PVA (Sigma Aldrich) po dobu 10 minut. Takto
pfipravené oocyty jsou promyty v PBS/PVA a inkubovany s primarni
protilatkou Anti-phospho RNA Pol II (Ser2) (Sigma Aldrich), fedéna 1:100
s PBS/PVA, vchladu 4 °C pfes noc na tfepacce Mini Shaker (BioSan).
Nasledujici den jsou oocyty dvakrat promyty v PBS/PVA, poté je pfidana
Anti-Rat sekundarni protilatka, kterd je konjugovana s Alexa Fluor 488
(Invitrogen) po dobu jedné hodiny pii pokojové teploté v iedéni 1:250.
V nasledujicim kroku jsou oocyty opét promyty dvakrat v PBS/PVA
a ,,zamontovany* na podlozni sklicko za pouZiti montazniho média Vectashield
Hard Set with DAPI (Vector Laboratories), které mé& za tkol ochranit

fluorescenéné znaceny vzorek pied vysvicenim.

Snimky oocytl byly provedeny pomoci konfokalniho mikroskopu Leica
SP5 a dale byly zpracovany v programu LAS X (Leica) a dal$i méfeni bylo

provedeno v programu Image J.
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6.7. Histologie ovarii

Vajecniky byly ziskany z PMSG stimulovanych wild type samic a samic
s kondicionalnim knock-outem ve véku 5 tydnt. Po disekci vajecniki byly
oplachnuty v PBS (Sigma Aldrich) a vlozeny do dvou 1,5 ml Eppendorfovych
zkumavek, jedna pro kontrolni skupinu a druha pro cKO skupinu. Aby se
vajecniky ponoftily ke dnu, vzorek byl opatrné centrifugovan po dobu 1 sekundy

v odstfedivce. Nasledn¢ byl pfebytecny roztok odstranén.

Histopatologické zpracovani fixovanych vzorkt tkéni bylo provedeno na
zakazku v BIOCEVu, Fenotypiza¢ni modul, odd¢€leni histopatologie. Vaje¢niky
byly fixovany na 24 hodin v 4% roztoku formaldehydu (Sigma Aldrich) pii
laboratorni teploté. Nasledoval dehydrataéni krok v alkoholové fadé€ etanolu 70
%, 80 %, 90 %, 100 % a pak projasnény xylenem. Nasledné byly vzorky zality
do parafinovych blokli. Po ztuhnuti parafinu byly vzorky nafezdny na
mikrotomu na Sitku 6 pm. Tyto fezy byly poté obarveny hematoxylinem
a eosinem. Snimky byly pofizeny na stero mikroskopu Zeiss Stemi 2000 se

zabudovanou kamerou Axiocam ERc 5s.

6.8. 5-ethynyl uridin (EU) inkorporacni esej

EU inkorpora¢ni esej je metoda, kterd umoziuje prostorové a casove
detekovat celkovou transkripci RNA v buiice. EU ribonukleotidové homology
salkynem se inkorporuji do syntetizovan¢ RNA. Nasledné¢ je takto
modifikovany produkt detekovan barvivem obsahujicim azid nebo hapten, jez

reaguje a alkynem v EU biomolekule.

5-EU (Invitrogen) byl pfidan do média M16 a inkubovén s rostoucimi
oocyty gGV pifes noc. Po oSetfeni byly oocyty fixovany ve 4 %
paraformaldehydu v PBS po dobu 15 minut, nasledn¢ byly permeabilizovany
pomoci 0,1 % Tritonem X-100 v PBS po dobu 10 minut pfi pokojové teplot¢.
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DalSim krokem byla inkubace s reakénim koktejlem Click-iT Cell Reaction
Buffer Kit po dobu 1 hodiny pfi pokojové teploté¢ ve tm¢. Po inkubaci byly
oocyty jednou promyty PBS a namontovany na sklicka pomoci média
Vectashield Hard Set with DAPI (Vector Laboratories), které zabranuje blednuti
fluorescencnich barviv. Snimky byly pofizeny konfokdlnim laserovym

skenovacim mikroskopem (Leica TCS SP5).
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7. Vysledky

7.1. K¥iZeni mysi, genotypizace a ovéieni funkcnosti knock-outu

Nasim hlavnim tkolem pro studium vlivu CDK 12 na fertilitu samic bylo
vytvoifeni experimentalniho mysiho modelu. Pro tento ucel byl pouzit systém
Cre-LoxP systém. Diky tomu miizeme zkoumat vliv specifického genu na urcity
organ, tkan ¢i bunécény typ v konkrétnim case. V tomto piipadé byla Cre-
rekombinaza vlozena pod promotor genu Zp3, aby byla zajisténa bunécna
specifita knock-outu pouze pro oocyty. Lox-P sekvence ohrani¢ovaly cast
exonu 3 genu Cdkl2 z jedné strany a Cést exonu 4 ze strany druhé. Tim bylo
umoznéno predCasné zastavit proces transkripce a vznikaly tak aberantni formy
mRNA Cdk12. Cre-rekombinaza byla do této mysi linie inkorporovana vzdy od

samce, ktery byl kiizen se samici nesouci LoxP mista (Obrdzek ¢.2).

Kondicionalni knock-out (cKO) se tradicn€ znai jako gen zajmu
s hornim indexem, v naSem piipadé CDK12 s hornim indexem tmlc, coz je

oznaceni pro floxovanou alelu (Tabulka 1).
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Cdk12

Obrazek ¢.2 Schematické zndzornéni vytvofeného mySiho modelu
s pomoci Cre/LoxP systému. Pozadovanym vysledkem je samice s genotypem

CDK 12" v oocytu.

Dulezitym krokem pfed provadénim dalSich experimentti bylo ovéfit
genotyp narozenych samic a potvrdit funk¢énost Cre/LoxP systému. U kazdého
narozené¢ho jedince byla provedena genotypizace (viz kapitola 6.2), samice
s vyhovujicim genotypem byly vyuzity na Ucely experimentll, samice bez
Cre-rekombinazy pod promotor Zp3 byly pouzivany na omlazeni a udrzeni

chovu.
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Obrazek ¢.3 Na obrazku A) vidime produkty PCR na gelové
elektroforéze pro CDK12 a na obrazku B) je zobrazen produkt ZP3-Cre, vzdy
pro kazdy genotyp (Tabulka 1). NTC= negativni technickd kontrola, bez

templatu.

Wild type (WT) jedinec odpovida genotypem oznaceni
CDKI12%/"; ZP37/. Wild type alela genu Cdk12 byla prokdzana pomoci PCR
produktu o velikosti 438 bp. Heterozygot oznaéen jako CDKI12"/; ZP3'/ je
detekovan s produktem wild type alely o velikosti 438bp a floxované alely
ovelikosti 563bp. Zaroven je dulezitd pfitomnost alely pro Zp3 gen s
Cre-rekombindzou, tento produkt je zobrazen o velikosti 145 bp. Knock-out
jedinec je oznacovan jako CDK127/; ZP3"/ a na gelové elektroforéze je PCR
produkt zobrazen o velikosti 563 bp pro Cdk12 a 145 bp pro Zp3-Cre. Samice
s takovymto genotypem byla nasledné¢ pouzita k experimentdlnim uceliim

a oznacend jako cKO.

Pro potvrzeni uspésné provedeného knock-outu i na urovni CDKI12
proteinu v oocytech u homozygotnich mysi byl proveden Western blot v péti
opakovanich. Dle ptedpokladi byl vysledkem vyznamny ubytek proteinu
CDK12 u cKO (Obrazek ¢.4).
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Obrazek ¢4 A) Western blot zobrazuje hladinu proteinu CDKI12
u referencni WT skupiny a u cKO skupiny. Jako kontrolni protein odrazejici
rozdily v mnozstvi nanesené¢ho vzorku byl zvolen endogenni protein GAPDH.
B) Graf znazornujici signifikantni rozdil u procentudlniho mnozstvi exprese
mezi kontrolni WT vzorkem oproti cKO vzorku. Hodnoty grafu oznacuji X + s,

N =5; ***p<(0.001 hodnoceno neparovym Studentovym t-testem.

Dalsim typem ovéteni provedeného cKO bylo imunofluorescencni
barveni s naslednou vizualizaci. U kontrolnich WT oocyti byla zjiSténa
lokalizace CDK12 v jadie oocytu, zatimco u cKO oocytl nebyl fluorescencni

signal témét detekovan (Obrdzek C.5).
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Obrazek ¢.5 A) Snimky z konfokalniho mikroskopu zobrazujici jadro
oocytu diky DAPI fluorescencnimu barvivu (modré barva) a lokalizaci CDK 12
(¢ervena barva) u WT kontroly taktéz v jadie oocytu. Meéritko 20 um B) Graf
znazoriujici procentuélni detekci intenzity fluorescence CDK12 v jadie oocytu.
Hodnoty grafu oznacuji X £ s, pocet opakovani experimentu N>2, N=15 oocytl

pro kazdy genotyp; ***p<0.001 hodnoceno neparovym Studentovym t-testem.

7.2. Fenotyp cKO samic

Ptipousténi samic bylo provedeno ve tfech skupinach, a sice WT
CDK 12", CDK12"" heterozygoti a cKO homozygoti CDK 12", Pro posouzeni
reproduk¢ni schopnosti samic byl sledovan parametr poc¢tu narozenych mlad’at
v jednom vrhu. Z dat (Obrdazek. ¢.6) zobrazenych v grafu je patrné, Ze jak u WT,
tak 1 heterozygotnich samic zistala reprodukéni fitness zachovéana. V kazdém
vrhu u WT 1 heterozygotnich samic se v priméru narodilo osm mlad’at. U cKO
samic nedoslo k porodu mlad’at ani jednou. Pfitomnost jedné funkéni alely pro
CDKI12 sta¢i na zachovani normalni plodnosti samice. K ucelim pafeni

u zkoumanych skupin samic byli pouziti WT samci s jiz ovéfenou fertilitou.
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Obrazek ¢.6 Graf znédzoriiuje, kolik se v priméru narodilo potomkl
v jednom vrhu dle piislugného genotypu. Pocet opakovani u genotypu CDK12**
N=15, CDK 12" N=10 a CDK127; N=10 vrhii. Hodnoty grafu oznac¢uji X = s,
N>10; ns (z anglického not significant); ***p<0.001 hodnoceno neparovym

Studentovym t-testem.

Pro analyzu folikulogeneze byly experimenty provadény na samicich ve
véku 5 tydnl. Pti kazdé izolaci ovarii byl patrny rozdil ve velikosti mezi
kontrolni WT skupinou a cKO skupinou (Obrdzek ¢. 7) jiz pti makroskopickém
pohledu. Proto jsme ovaria prozkoumali pod mikroskopickym zvétSenim 25x
(Obrazek ¢.7 A) a nasledné provedli métfeni plochy ovarii pomoci programu

Imagel (Obrazek ¢.7 B).
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Obrazek ¢.7 A) Reprezentativni snimek porovnavajici velikost ovarii
WT vs cKO. Pocet opakovani N> 4. B) Grafické zobrazeni rozdilné plochy
izolovanych ovarii WT a cKO, méfeno pomoci Imagel. Méritko 1000 um.
Hodnoty grafu oznacuji X £ s, pocet opakovani experimentu N=4, N>7 ovarii

pro kazdy genotyp; ***p<0.001 hodnoceno neparovym Studentovym t-testem.

7.3. Histologicka analyza ovarii

Vzhledem k radikdln¢ sniZzené reprodukcéni schopnosti ¢cKO samic
amensi velikosti izolovanych ovarii zcKO samic, bylo dalSim krokem

prozkoumani vnitini struktury vaje¢nikii pomoci histologické analyzy.

Pomoci zhotoveni histologickych fezli ovarii a jejich naslednym
barvenim hematoxylinem-eosinem jsme prokazali rozdilnou stavbu tkan¢ ovarii.
Vajecniky WT samic obsahovaly vSechna vyvojova stadia folikuld, vcetné
Zlutého téliska, zatimco u cKO samic prevazoval vyskyt primordidlnich

a primarnich folikult (Obrdzek ¢.8).
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Obrazek ¢.8 A) Histologické tezy ovarii barvené hematoxylinem-

eosinem dospélych samic ve véku péti tydnid. Na prvni pohled je zjevny rozdil

ve velikosti ovarii mezi WT a cKO, ve zvétSeném reprezentativnim detailu

v oblasti kliry vaje¢nikti je u WT samice patrny antralni folikul, zatimco u cKO

primordilalni folikul. B) Graf zndzoriiuje zastoupeni jednotlivych vyvojovych

stadii folikuld u skupiny WT a cKO samic. Pril (primordidlni folikul),

Pr (primarni folikul), Sec (sekundérni folikul), Antr (antrdlni folikul). Meéritko

200 um. Hodnoty grafu oznacuji X + s, pocet opakovani experimentu N=2, N=6

ovarii pro kazdy genotyp; ns (z anglického not significant); *p<0.05, **p<0.01;

*#%p<(0.001 hodnoceno nepéarovych Studentovym t-testem.
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7.4. Morfologie oocytit ziskanych z cKO samic

Pti izolaci oocytil jsme dle ocekavani zjistili, Ze u cKO je méné plné
dorostlych oocytli nez u WT skupiny. Abychom zajistili schopnost objektivniho
porovnavani vysledkti experimentli u obou skupin, zaméfili jsme se pii izolaci
oocyti zovarii u WT samic na sbirani rostoucich oocytd. Ty odpovidaji

morfologii oocytl izolovanych z cKO ovarii (Obrdzek ¢.8 a Obrazek ¢.9).

A B P cokaz++
I cok12

ns

CDK12'/* CDK127

€]
o
|

)]
o
|

ti (pm)

amér oocy
=9
o
|

N
o
|

Pr

o
|

gGV

Obrazek ¢.9 A) Porovnani morfologie izolovanych oocyti WT vs cKO.
B) Graf zobrazuje minimalni rozdil v priméru rostoucich GV oocyti (gGV)
mezi kontrolni a cKO skupinou. Meritko 60 um. Hodnoty grafu oznacuji X + s,
pocet opakovani experimentu N=3; N>18 oocytli pro kazdy genotyp; ns (z

anglického not significant) hodnoceno neparovym Studentovym t-testem.

Pro posouzeni vlivu knock-outu CDK12 u ovulovanych oocytll jsme
provedli imunofluorescen¢ni detekci (DAPI). Vysledky pozitivné koreluji

s ptedchozimi daty, které poukazuji na zastaveni riistu oocytii u cKO skupiny

(Obrazek ¢.8 a Obrazek ¢.9 a Obrdzek ¢.10).
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Obrazek ¢.10 Snimky zobrazuji u kontrolni WT skupiny standardni
ovulovany oocyt v MII fazi s viditelnym polovym téliskem. U cKO ovulovaného
oocytu neni vydélené polove télisko, jde tedy o abnormalni oocyt. DAPI (modra
barva) znazoriiuje obarveni DNA. MéFitko 25 um. Pocet opakovani experimentu

N=2; N=15 oocytt pro kazdy genotyp.

7.5. Ovlivnéni transkripce u cKO homozygoti

Pro odhaleni poruch dozradvani oocyti u cKO samic jsme provedli
znaceni RNA pomoci inkorporace 5-ethynyl uridinu (5-EU). Tato metoda se
pouziva pro detekci nove syntetizovanych mRNA molekul pomoci inkorporace
5-EU do transkriptl, nasledné se fluorescencné obarvi a detekuje se pomoci
fluorescenéniho mikroskopu. Diky tomu jsme chtéli zjistit, zda ovlivnil knock-

out Cdk12 celkovou bunécnou transkripci.
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Pro ziskani komplexniho nahledu na ovlivnéni transkripce jsme doplnili
tento experiment o zjisténi hladiny fosforylace Ser2 na CTD doméné Pol 11, jez

je fosforylovana praveé diky CDK12 (Buratowski, 2009).

Z vysledku vidime, ze absence CDK12 vedla ke snizeni transkripcni
aktivity prostfednictvim fosforylace POL II (Ser2) v rostoucich cKO oocytech
(Obrazek ¢. 11).
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Obrazek ¢.11 A) Reprezentativni snimky z konfokalniho mikroskopu,

5-EU (Cervené) a DAPI (modie) znaci vyrazné¢ redukovany signal 5-EU
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u skupiny rostoucich oocytl izolovanych z cKO samic oproti kontrolni WT
skupiné. B) Kvantifikace intenzity fluorescence EU u oocytii z A). Hodnoty
grafu oznacuji X £ s, pocet opakovani experimentu N=2, N>15 oocytil pro kazdy
genotyp;  **p<0.01; hodnoceno neparovych Studentovym t-testem.
C) Reprezentativni fluorescenéni snimky zobrazuji POL II (Ser2) (Cervenc)
a DAPI (modie), pokles signalu v jadie cKO rostoucich oocytii predstavuje
celkovy pokles aktivity RNA polymerazy II. D) Kvantifikace intenzity
fluorescence POL 1II (Ser2) v jadrech cKO oocyt. Méritko 20 um. Hodnoty
grafu oznacuji X £ s, pocet opakovani experimentu N=2, N>18 oocyti pro kazdy

genotyp; ***p<0.001 hodnoceno neparovym Studentovym t-testem.

Dal$im experimentem na mySich rostoucich oocytech (gGV) byla
analyza exprese vybranych genti (Cdk12, Pol2a a GdfY) s vyuzitim kvantitativni

polymerazové fetézové reakce v redlném case (qPCR).
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o
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Obrazek ¢.12 Predbézné vysledky kvantifikace kandiddtnich mRNA
pomoci qPCR na vzorku z WT a cKO oocytl. Jako endogenni kontrola byla
pouzita Hprt mRNA. Byly analyzovany tii biologické replikaty N= 15 oocyti
na vzorek, pocet opakovani pro vSechny mRNA N=3; ns (z anglického not

significant); *p< 0,05,***p < 0,001 podle Studentova t-testu.
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8. Diskuse

hraci ve vyvoji oocytu, folikulogenezi a reproduk¢ni schopnosti samic.

Do této doby byla cyklin dependentni kindza 12 nejCastéji studovana
v kontextu udrzeni genomové stability a odpovédi na poskozeni DNA (Blazek
et al., 2011; Johnson et al., 2016). Pro naS vyzkum byla zcela zasadni publikace
(Juan et al., 2016), ve které byla pouzita in vitro kultivace CDK12 deficientnich
blastocyst, u kterych kvili zvySenému poskozeni DNA a nasledné bunécné

apoptdze embrya nedokdzala prezit déle jak do E6,5.

Abychom zjistili, jakou funkci zastava CDK12 v oocytech mysich samic,
byl prvotné vytvofen mysi modelovy organismus. Kondicionalni knock-out pro
gen Cdk12 byl ptipraven pomoci Cre-LoxP systému, (viz kap. 6.1) (Lewandoski
etal., 1997). Diky pouziti tohoto systému dochazi k vysttizeni oznaceného useku
genu Cdk12 LoxP sekvencemi specificky vyhradné v oocytech, a to diky expresi
Cre-rekominézy fizenou genem Zp3. Zp3 je exprimovan vyhradné v rostoucich
oocytech (gGV) pfed dokoncenim prvniho meiotického déleni (Lewandoski et

al., 1997;Schickler et al., 1992).

Pro prokazani, zda doslo k naruseni exprese funkéniho genu pro Cdk12
byla pouzita genotypizace (Obrdzek ¢.2 a ¢&.3). Pro ovéfeni, Ze byl knock-out
opravdu Uspé$ny 1 na proteinové urovni byla provedena Wester blot analyza
porovnavajici pokles hladiny proteinu CDK12 mezi WT kontrolni skupinou
acKO skupinou oocyti (Obrazek ¢.4). Nasledoval experiment
imunohistochemického barveni izolovanych oocytli, pomoci kterého jsme
zjistili presnou lokalizaci CDK12, a to v jadfe oocytu u WT oocytu a jeho
absenci u cKO skupiny. Na rozdil od kontroly, byl u cKO skupiny detekovan

signifikantné sniZzeny signal, coz ndm poslouZilo jako definitivni potvrzeni,
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ze byl vytvoteny kondicionalni knock-out pro Cdk12 opravdu uspésny (Obrdazek
¢5).

Jednim z naSich hlavnich cilti bylo zjistit, zda snizena exprese CDK12
u oocytl ovlivni fertilitu sledovanych samic. Dle dostupnych dat se do jednoho
vrhu kmene C57BL/6J rodi primémé 5 az 11 mlad’at (Finlay et al., 2015),
pfi¢emz naSe data ukazuji v priméru na 8 narozenych potomkii v jednom vrhu
u WT homozygott, tak u heterozygotl s jednou floxovanou alelou. Vyznamna
pro nas byla data ziskand z cKO homozygotii, u této skupiny nedoslo k narozeni
zadnych potomkt (Obrazek ¢.6). Heterozygoti jsou tedy schopni kompenzovat
ztratu jedné alely, pokud je pfitomna druhd ,,zdrava* alela Cdk12. Pro potvrzeni
sterility cKO samic bylo pfipousténi provedeno opakované za vyuziti plodnych

samcu.

Pti izolaci ovarii z dutiny bfi$ni samic byl patrny rozdil v jejich velikosti.
Ovaria byla vyfocena a analyzovana pomoci programu ImagelJ s vysledkem, kdy
ovaria cKO samic jsou primérné 2,6x mensi nez ovaria WT samic (Obrdzek C.
7). Domnivame se, Ze tato skutecnost mlize byt zpusobena praveé zastavenim
vyvoje oocytl v ristové fazi, a mit tak pfimy vliv na dalsi folikulogenezi

a projevenou morfologickou patologii ovarii.

Doposud objevené poznatky nas tedy zavedly k myslence, Ze deplece
CDK12 vede u samic ke sterilité, ktera je pravdépodobné zplisobena drastickym
poklesem ¢i Uplnou absenci pln€ maturovanych oocytii ve vajecnicich cKO

samic.

Abychom si mohly tuto domnénku potvrdit, nechali jsme si zhotovit
histologické fezy ovarii barvené hematoxylinem a eosinem. Na
reprezentativnich snimcich histologickych fezl je zfejmé, Ze u kontrolni tkané
vajeniki nedoSlo k naruSeni folikulogeneze, zvétSeny detail zobrazuje

pokrocilé vyvojové stadium folikulu, jak je bézn€ pozorovano u WT fenotypu.
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Naproti tomu u cKO ovarii je patrna mensi velikost ovarii, struktura tkané se
vyrazné li§i od WT kontroly a nejzdsadnéjsi je rozdil v poctu a stadiu vyvoje
folikulti. Na detailu je zachycen reprezentativni nalez ranného vyvojového stadia
folikulu, jez byl nejCastéji pozorovan u histologické analyzy cKO ovarii

(Obrdzek &.8A).

Zajimavy byl vystup  zkvantifikace folikularniho  vyvoje
u porovnavanych WT a cKO skupin (Obrdzek ¢.8B). Pocet folikuli byl
hodnocen pro kazdy vajecnik, celkem bylo pouzito Sest samic pro kazdy
genotyp. Z vysledkl jsme zjistili, ze u cKO ovarii pfevazuje zasoba folikula
v primordidlnim a primarnim stadiu vyvoje, zatimco sekundéarni stadium je
vyrazn€ redukovéano oproti kontrole a stadium antralniho folikulu u mutant
dosahuje témét nulovych hodnot. Vyplyva z toho tedy, ze deplece CDK12 ma

vyrazny vliv na kompetenci riistu a vyvoje folikulti v mysich ovariich.

S témito daty koreluje i fakticky nalez pii izolaci oocytii z cKO samic.
Pievazna vétSina takto ziskanych oocytli dosahovala pouze rostouci faze GV
oocytu, a abychom zachovali vypovédni hodnotu a porovnatelnost vysledkl
experimentl, vybirali jsme pii izolaci z WT ovarii taktéZ oocyty pouze v riistové
fazi. Ty jsou si morfologicky navzajem podobné, a navic velikost se mezi témito

dvéma zkoumanymi skupinami signifikantné nelisi (Obrdzek ¢.9).

Pii stimulaci mySich samic hormony PMSG a nasledné¢ hCG byly
kontrolovany klicky vejcovodu pro zisk ovulovanych oocytl. U WT skupiny
byly ovulované oocyty ve stadiu MII s viditelnym polovym téliskem (Obrdzek
¢ 10). Predpokladame, u cKO ovulovanych oocytil bude zjisténa patologicka
struktura déliciho vieténka, ¢emuz nasvédCuje nevydéleni pdlového téliska
a abnormalni struktura chromatinu. Spravna vystavba dé¢liciho vieténka pfii
meiotickém d¢€leni je kritickym bodem pro zachovéni integrity genomu

a nastaveni osudu oocytu. Ve studiich zabyvajicich se vlivem deplece CDK12
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na mitoézu bylo zjisténo napt. chybna segregace a uspotradani chromozomi nebo
odstépeni polu vieténka, coz vede ke spusténi kontrolniho bodu Spindle
assembly checkpoint (SAC) (Choi et al., 2019; Blazek et al.,, 2011).
Zaznamenana byla i mitotické katastrofa, ponévadz CDK12 ovliviiuje mimo jiné
1 expresi Aurora kindzy B (Schecher et al., 2017). Na zaklad¢ téchto poznatkt

muzeme vyvodit hypotézu, ze bude mit Cdk12 podobnou tlohu i v meidze.

Nejvyssi transkripéni aktivita v oocytu nastava v rané fazi vyvoje, tzv.
primarni folikulogenezi. V této fazi se aktivuje mnozstvi genii, které jsou
dalezité pro dalsi vyvoj oocytu. Po této fazi transkripcni aktivita oocytu postupné
klesa a v antralni fazi folikulu je zcela umlcena (Zuccotti et al., 2011). Pomoci
metody EU (5-ethynyl uridin) inkorporacni eseje, kterd umoZiiuje detekovat
transkripci kontinudln¢ v Case a prostoru, bylo odhaleno ovlivnéni celkové
transkripéni aktivity v oocytech obou porovnavanych skupin. Reprezentativni
snimky zachycuji zanedbatelny EU fluorescencni signal u cKO oocytli, miizeme
tedy fict, ze CDK12 ma vyrazny dopad na celkovou transkripci (Obrdzek ¢. 11
A a B).

Ponévadz z predeslych vyzkumt vyplyva, ze fosforylace Ser2 v CTD
domén¢ RNA Pol II aktivné zajiSt'uje elongacni d¢j transkripce, bylo provedeno
ICC znaceni protilatkou proti RNA Pol II CTD fosforylace na Ser2 pro
zhodnoceni vlivu CDK12 na transkripéni aktivitu v rostoucich GV oocytech

(Obrazek ¢.11 C a D).

Tato data spolecné prokézala, ze absence CDK12 snizuje transkripéni
aktivitu prostfednictvim snizené fosforylace POLII (Ser2) v rostoucich

oocytech.

Pomoci qPCR jsme validovali mnozstvi Cdki2 a Pol2 na trovni mRNA
(Obrazek 12). Spole¢né s naSimi piredchozimi poznatky mizeme usuzovat, Ze

vzhledem k nesignifikantnim zménam v expresi mRNA Pol2, doslo k ovlivnéni
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na urovni aktivace a fosforylace POL II, jakozto substratu CDK12, v savéim
oocytu. K podobnému zjisténi dosli ve ¢lanku (Li et al., 2021), kde pozorovali
ztratu fosforylace POL II v disledku deplece CDK 12 u epidermalnich bun¢k.
Zaroven jsme jiz méli moznost kvantifikovat jednu z kandidatnich mRNA Gdf9

(Obrézek &.12).

GDF9 je jeden z hlavnich faktori ovliviiujici vyvoj folikulii v ovariu. Pfi
absenci GDF9 byla popsana snizena plodnost zplisobena snizenou vyvojovou
kompetenci oocytu (Paulini and Melo, 2011). Dle vysledku kvantifikace exprese
GdfY mRNA mtzeme soudit, ze absence CDK12 ma vliv na transkripci tohoto

genu. Toto zjisténi koreluje se sledovanym fenotypem cKO oocytt.

Nasledujici experimenty budou zamétené na qPCR analyzu nékolika
kandidatnich genid, které budou vybrany na zdkladé¢ jejich funkce
a fenotypového projevu. Napiiklad geny souvisejici s defektem v transkripéni
aktivité, malou ovarialni zdsobou nebo folikulogenezi. Déle je v planu sledovat
roli CDK12 v embryonalnim vyvoji. K tomuto G¢elu ndm poslouZi inhibitor
THZ531. DalS§im navrzenym experimentem je provedeni tzv. rescue pomoci

mikroinjikace rekombinantniho proteinu CDK12 do ¢KO oocytu.
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9. Zavér

knock-outem Cdk12 za pomoci systému Cre/LoxP.

e Overili jsme depleci CDKI12 jak na transkripéni, tak na proteinové
urovni.

e Stanovili jsme fenotyp cKO zahrnujici defektni vyvoj oocyti, ktery
vyustil ve sterilitu cKO samic.

e Prozkoumali transkripcni potencial cKO rostoucich oocytl s vysledkem
ztraty globalni transkripcni aktivity.

e Prokazali jsme, Ze absence CDK 12 sniZuje transkripéni aktivitu savéiho

oocytu skrze fosforylaci POL II.

Nase data sméfuji k tvrzeni, Ze CDKI12 je dileZitym hraCem pro
zachovani fertility samic. Pii ztrat¢ CDK12 doslo k poruSe zrani oocyti
a opozdénému vyvoji folikulti, zplsobeného s nejvétsi pravdépodobnosti

narusenim transkripce, coz vedlo ke sterilité samic.
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10. Seznam pouzitych zkratek

4E-PBI

5-EU

ATM

BRCAl

BRCA2

CDC6

4E-binding protein 1
5-Ethynyl Uridine
Ataxia-telangiectasia mutated
Breast cancer type 1

Breast cancer type 2

Cell division control protein 6 homolog

CDK12/CycK Cyclin dependent kinase 12/CyclinK

cKO
CrkRS
CstF77
CTD
Ctk1
Cul3
DDR
DSIF
E6,5
EEF2
elF4E
elF4F
elF4G

GDF9

Conditional knock-out Kondicionalni knock-out
Cdc2 related kinese with an arginin/serin rich domain
Cleavage stimulation factor 77

C-terminal domain C-teminalni doména
Carboxy-terminal domain kinase 1

Cullin 3

DNA damage respons

DRB Sensitivity Inducing Factor

Embryo dne 6,5

Eukaryotic translation elongation factor 2

Eukaryotic translation initiation factor 4E

Eukaryotic translation initiation factor 4F

Eukaryotic translation initiation factor 4G

Growth differentiation factor 9
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gGV
GV
hCG
ChIP
IBMX

ICC
ICM

mTORC1
NELF
PBS/PVA

PCR

PIC
PMSG
P-TEFb
qPCR
RNAP II
SAC
TFIIH
TOPBI

TSS

Growing germinal vesicle ~ Rostouci zdrode¢ny vacek
Germinal vesicle Zarodecny vacek

Human chorionic gonadotropin

Chromatin immunoprecipitation
3-Isobutyl-1-methylxanthine

Immunocytochemistry Imunocytochemie

Inner cell mass Embryoblast
Mammalian target of rapamycin complex 1
Negative elongation factor
Phosphate-buffered saline/ Polyvinyl alcohol

Polymerase chain reaction ~ Polymerazova  fetézova

reakce

Pre-initiation complex Preiniciacni komplex
Pregnant mare serum gonadotropin

Positive transcription elongation factor
Quantitative polymerase chain reaction

RNA polymerase I1 RNA polymeraza II
Spindle assembly checkpoint

Transcription factor ITH

DNA Topoisomerase II Binding Protein 1

Transcription start sites
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WT

Wild type
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