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Abstrakt 

Oogeneze je proces složité souhry změn na genetické, buněčné 

i strukturální úrovni, která by měla vyústit v diferenciaci samičích gamet. Je 

vyžadována striktní regulace těchto dějů, protože jakékoliv narušení by mohlo 

vést k poruchám plodnosti či postižení potomků. Smyslem této práce je odkrýt 

další znalosti o procesech ovlivňujících vývoj oocytů.  

Tato diplomová práce se zaměřuje na cyklin-dependentní kinázu 12 

(CDK12), která patří do rodiny serin/threoninových kináz. Je známá pro svou 

pleiotropní roli v buněčných procesech jako je transkripce, translace, progrese 

buněčného cyklu, buněčná proliferace, reakce na poškození DNA (DDR) 

a udržování stability genomu. CDK12 vytváří aktivní komplex se svým 

vazebným partnerem cyklinem K a ovlivňuje tak elongační děj transkripce 

prostřednictvím fosforylace serin-2 na C-terminální doméně RNA polymerázy 

II.  

V předchozích studiích byla identifikována role CDK12 v implantaci 

blastocyst, kdy deplece CDK12 v myších embryích vedla k jejich letalitě, 

doposud se však nikdo nevěnoval studii funkce CDK12 v oocytu.  

Naším hlavním cílem bylo vytvořit životaschopný myší model 

s kondicionálním knock-outem CDK12 v oocytu. Použili jsme Cre-LoxP systém 

za pomoci oocyt specifického promotoru pro zona pellucida-3, s cílem objasnit 

vliv CDK12 na oogenezi, folikulogenezi a reprodukční schopnost samic.  

Výsledky naší práce ukazují, že po depleci CDK12 jsme u samic 

pozorovali defektní vývoj oocytů, což vyústilo v totální neplodnost samic.  
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Tato studie přinesla poznatky o dalším zásadním materiálním efektoru 

samičí reprodukční schopnosti a mohla by pomoci odhalit nový díl skládačky ke 

klinické léčbě lidské neplodnosti. 

Klíčová slova 

Oocyt, ovarium, reprodukce, CDK12, Cre-LoxP systém, kondicionální 

knock-out 
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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 CDK12 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 CDK12 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. 
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Úvod 

CDK12 patří do rodiny cyklin dependentních kináz, které zajišťují 

regulaci různých důležitých buněčných procesů. CDK12 je nyní atraktivním 

předmětem studií zabývajících se ději v somatických buňkách, a to především 

v oblasti patologické odpovědi na poškození DNA, a tím způsobené 

kancerogeneze. Doposud se však nikdo nevěnoval studiu cílené inaktivace genu 

Cdk12 v savčím oocytu a případným vlivům na reprodukční schopnost samice. 

Zvoleným modelovým organismem je myš domácí (Mus musculus), 

která je často využívaným experimentálním modelem, poněvadž umožňuje 

studovat biologické procesy v savčím organismu jako celku v reálném čase. 

Díky krátké generační délce a vysoké podobnosti patří laboratorní myš mezi 

zásadní organismus pro získávání poznatků o fyziologii a patologii savčího 

organismu, včetně člověka.  

Moje diplomová práce přináší nové a zásadní poznatky o funkci 

konkrétního genu v savčím oocytu. Povedlo se mi potlačit expresi CDK12 

specificky v oocytech myšího modelu, což vedlo k absenci plně zralých oocytů 

a samičí sterilitě. 
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1. Cyklin dependentní kináza 12 

V roce 2001 byl publikován článek, který pojednával o nové lidské 

kináze, původně označováne jako CrkRS (Cdc2 related kinese with an 

arginin/serin rich domain), jež byla příbuzná rodině cyklin dependentních kináz, 

ale nebyl znám její vazebný partner (Ko et al., 2001). Po dalších pěti letech 

výzkumu byla CrkRS přejmenována na CDK12 a zařazena tak do rodiny cyklin 

dependentních kináz. Za použití overexprese CDK12, byly detekovány dvě 

isoformy, které obě tvořily komplex s Cyklinem L a byla objevena první funkce 

CDK12, a sice že se podílí na regulaci alternativního sestřihu (Chen et al., 2006).  

V roce 2010 přišel zlomový výzkum, který prokázal, že vazebným 

partnerem endogenní CDK12 je pouze cyklin K, s nímž funguje jako CTD  

(C-terminální doména) kináza a ovlivňuje tak elongační děj transkripce 

(Bartkowiak et al., 2010). Toto tvrzení o rok později potvrdil experiment 

provedený na lidských buňkách HeLa, kde bylo zjištěno, že pouze při nadměrné 

expresi cyklinu L se CDK12 stává jeho vazebným partnerem, nikoliv však 

za přirozených podmínek (Blazek et al., 2011).  

1.1  Struktura CDK12 

 Cyklin dependentní kináza 12 (CDK12) patří mezi serin/threoninové kinázy 

(Malumbres, 2014), je to 1490 aminokyselin dlouhý protein, který je u člověka 

lokalizován na chromosomu 17 a u myši domácí (Mus musculus) na 

chromosomu 11 (Ko et al., 2001). 

CDK12 je evolučně vysoce konzervovanou kinázou (Tien et al., 2017), 

mezi člověkem a myší je 90,7% identické proteinové sekvence (Chen et al., 

2006). V roce 2010 byly v modelovém organismu octomilky (Drosophila 

melanogaster) objeveny dva proteiny, CDK12 a CDK13, které jsou evolučně 
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příbuzné proteinu CTK1 u Saccharomyces cerevisiae, který také funguje jako 

katalytická podjednotka a ovlivňuje elongační fázi CTD (Bartkowiak et al., 

2010). Ortologem pro CTK1 a CDK12 u Drosophila melanogater jsou u člověka 

proteiny CDK12 a také CDK13 (Huang, 2012). 

Struktura genu Cdk12 se skládá ze tří hlavních sekvencí, a sice RS 

domény (bohatá na arginin/serin), poté PRM domény (bohatá na prolin)  

a KD (kinázové domény) (Lui et al., 2018). Celkem obsahuje 21 RS domén na  

N-konci, což je důležité pro její lokalizaci v jádře buňky (Choi et al., 2020). 

Kinázová doména zajišťuje fosforylaci C-terminální domény RNA polymerázy 

II (RNAP II) (Bartkowiak et al., 2010). PRM domény se nacházejí mezi RS 

a kinázovou doménou a zároveň ještě na C-terminálním konci. Tyto oblasti 

obsahují vazebná místa pro SH3 a WW domény, které zprostředkovávají mnohé 

proteinové interakce a umožňují tak účast v celé řadě signálních drah (Bedford 

et al., 1997).  

Kinázová doména obsahuje C-terminálním extenzi tzv. αK helix, její 

prodloužení je závislé na stavu fosforylace, pokud je CDK12 katalyticky aktivní, 

dojde ke konformační změně a umožní tak interakci s cyklinem K (Dixon-Clarke 

et al., 2015). Kinázovou aktivitu využívá CDK12 výhradně pro vytvoření 

komplexu s cyklinem K. αK helix je specifickým znakem pro CTD kinázy 

regulující transkripční elongaci (Bösken et al., 2014). Zároveň tato flexibilní  

C-terminální doména ovlivňuje nejen vazebné místo pro ATP, ale také pro 

kovalentní inhibitor THZ531 (Zhang et al., 2016).  
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Obrázek č. 1 Schéma znázorňující strukturu lidské CDK12 s hlavními 

doménami. RS = arginin/serin bohatý motiv, PRM = bohaté na prolin a KD = 

kinázová doména. (Lui et al., 2018).  

Lidský cyklin K je protein o velikosti 70 kDa, na N-terminálním konci se 

nacházejí dvě vazebná místa pro cyklin a C-terminální konec obsahuje oblast 

bohatou na prolin, PRM doménu. Právě tyto vazebná místa pro cyklin 

zprostředkovávají asociaci s vazebným partnerem. Cyklin K konkrétně vytváří 

dva samostatné komplexy s CDK12 a CDK13 (Kohoutek and Blazek, 2012).  

  



 

14 

2. Transkripce protein kódujících genů 

2.1  RNA-polymeráza II a její role v transkripci 

Transkripce genů kódujících proteiny je řízena RNA polymerázou II. Je 

to proces, který se skládá z několika kroků, a sice ze sestavení pre-iniciačního 

komplexu (PIC), iniciace, uvolnění promotoru, promotor-proximální pauzy, 

elongace a terminace (Core and Adelman, 2019). Největší podjednotkou RNA 

Pol II je Rpb1, právě její C-terminální doména (CTD) je složena z několika 

opakujících se heptapeptidových repetic Tyr1–Ser2–Pro3–Thr4–Ser5–Pro6–

Ser7 (Hsin and Manley, 2012). CTD repetice jsou modifikovány 

naprogramovaným způsobem během transkripčního cyklu na různých pozicích, 

nejčastěji pomocí reverzibilní fosforylace, čímž vzniká informace jak pro nábor 

transkripčních faktorů, tak pro elongaci transkripce (Bentley, 2014). Kromě toho 

tyto modifikace ovlivňují i zpracování nascentní RNA, mRNA a následující 

kroky jako např. export mRNA z jádra (Herzel et al., 2017). 

2.2  Změny CTD v průběhu transkripčního cyklu 

Před samotnou iniciací transkripce je důležité, aby CTD RNAP II byla 

v nefosforylovaném stavu, protože případná fosforylace by mohla způsobit 

uvolnění RNAP II z pre-iniciačního komplexu (PIC) (Tsai et al., 2017). Pro 

vytvoření PIC je zásadní, že nemodifikovaná CTD má vysokou afinitu 

ke  komplexu mediátoru, který interaguje s RNAP II na promotoru a funguje 

jako koaktivátor (Cho et al., 2018). 

Fosforylace Ser5 a Ser7 zahajuje iniciaci transkripce uvolněním 

RNAP II z pre-iniciačního komplexu, kromě toho hraje roli také  

v post-transkripčních úpravách jako je mRNA capping (čepičkování) a sestřihu 

(splicing), terminace transkripce nekódujících RNA a modifikace chromatinu 
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(Harlen and Churchman, 2017). Pomocí ChIP metody bylo upřesněno, že 

nejvyšší hladina fosforylace Ser5 při iniciaci transkripce je v blízkosti TSS 

(transcription start sites), což je oblast genu blízká počátečnímu místu 

transkripce (Zaborowska et al., 2016). CTD na pozici Ser5 a Ser7 je 

fosforylována pomocí CDK7, jež je kinázovou podjednotkou transkripčního 

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

Před vstupem do další fáze transkripce je nutné, aby došlo k úspěšnému 

úniku RNAP II z vazby na promotor. Na tom se podílí vznikající transkript, který 

musí ovšem dosáhnout dostatečné délky, aby se stal stabilním a mohl tak 

podpořit uvolnění od promotoru (Revyakin et al., 2006). Stabilitu získá 

transkript pomocí tzv. capping procesu, který je zprostředkován díky fosforylaci 

Ser5. Na 5' konci vznikajícího produktu se vytvoří pomocí metylace guanosinu 

čepička, která chrání produkt proti 5' exonukleázám (Shuman, 2001; Schwer and 

Shuman, 2011).  

Fosforylace Ser2 hraje důležitou roli pro elongaci transkripce, dále také 

ovlivňuje promotor-proximální pauzu a podílí se na uvolnění promotoru, 

sestřihu a terminaci transkripce (Harlen and Churchman, 2017). Mezi negativní 

elongační faktory patří NELF a DSIF, které inhibují proximální pohyb RNAP II, 

tzv. promotor-proximální pauza (Narita et al., 2003). Fosforylace CTD na Ser2 

ovšem může změnit funkci těchto inhibitorů a uvolnit tak RNAP II do 

elongačního módu (Nechaev and Adelman, 2011). Přesněji, díky faktoru  

P-TEFb (složen z CDK9 a cyklinu T), který fosforyluje a tím pádem disociuje 

faktory NELF a DSIF, jež jsou následně přeměněny na transkripční elongační 

faktory (Peterlin and Price, 2006). U modelového organismu Drosophila 

melanogaster je P-TEFb hlavní kinázou pro fosforylaci genů v oblasti 5' konce, 

zatímco během elongace je hlavní kinázou CDK12 (Bartkowiak et al., 2010). 

V lidských buňkách jsou do elongačního procesu zapojeny dvě kinázy, a sice 
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CDK12 a CDK13 (Bösken et al., 2014). Fosforylace Ser2 narůstá podél genu 

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

Mezi další funkce CTD patří i regulace a koordinace procesu sestřihu 

(splicing) mRNA, snRNA a ncRNA. Fosforylace CTD je nezbytným faktorem 

pro sestavení spliceosomu a zastává důležitou roli při zvyšování rychlosti 

sestřihu (Hirose et al., 1999). Pro přesný a rychlý nábor subkomplexu U1 

splicosomu v ko-transkripční fázi je důležitá fosforylace Ser5. U1 interaguje se 

vznikající RNA přímo po uvolnění kontrolního bodu sestřihu na 3' sestřihové 

oblasti genu. Pro zajištění správného sestřihu v post-transkripční fázi je nutná 

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

Posledním krokem transkripčního procesu je terminace RNAP II, kterou 

opět zprostředkovávají modifikace CTD (Ahn et al., 2004). Pomocí ChIP měření 

byly odhaleny 3' štěpící a polyadenylační faktory, které jsou propojené svou 

funkcí s terminací (Zhang et al., 2012). Například fosforylace Ser2 

zprostředkovaná CDK12 ovlivňuje nasedání štěpícího a polyadenylačního 

faktoru CstF77, který se podílí na vytvoření 3' konce (Davidson et al., 2014). 

C-terminální doména a její modifikace hrají důležitou roli při řízení genové 

exprese, zprostředkovává souhru mezi transkripcí a zpracováním RNA. Je to 

vysoce robustní systém, což potvrzuje složitost fungování CTD a neustálé 

objevování nových modifikacích a jejich funkcí. 

  



 

17 

3. Pleiotropní funkce CDK12  

3.1.  CDK12 jako transkripční regulátor  

CDK12 v komplexu s cyklinem K fosforyluje C-terminální doménu 

RNA polymerázy II na Ser2, což je spojeno s kritickým momentem přechodu 

z iniciační fáze transkripce do elongační fáze (Buratowski, 2009). V in vitro 

podmínkách se CDK12 chová jako promiskuitní kináza a může fosforylovat více 

serinových pozic v heptapeptidu CTD (Bartkowiak and Greenleaf, 2015). 

Zajímavé je, že po vyřazení kinázy CDK13, která rovněž vytváří komplex 

s cyklinem K, nedochází ke snížení fosforylace na Ser2 (Bartkowiak et al., 

2010). 

Pomocí RNA interference bylo prokázáno, že knockdown CDK12 

výrazně ovlivňuje stav fosforylace Ser2 v CTD kináze (Bartkowiak et al., 2010). 

Při inhibici CDK12 dochází k elongačnímu defektu, který je závislý na délce 

genu a je spojen s terminací kvůli předčasnému štěpení a polyadenylaci 

(Krajewska et al., 2019). Ze studie (Blazek et al., 2011) vyplývá, že při ztrátě 

aktivity komplexu CDK12/CycK je ovlivněna transkripce pouze zhruba  

u 5 % všech transkribovaných genů. Ovlivněny jsou převážně dlouhé geny, jako 

jsou například geny zapojené do DNA damage response (DDR) (Eifler et al., 

2015). 

3.2.  CDK12 jako translační regulátor 

CDK12 umožňuje fosforylaci proteinu 4E-BP1, ten se přímo váže na 

faktor eIF4E, který je zásadním komponentem eukaryotic initiation factor 4F 

(eIF4F) komplexu, ten napomáhá náboru 40S ribozomální podjednotky na  

5‘ konec mRNA (Gingras et al., 1998). Pokud je tedy eIF4E vázán na 4E-BP1, 

inhibuje se tím sestavení translačního komplexu a potlačuje se tak iniciace 
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translace. Při fosforylaci 4E-BP1 spolupracuje CDK12 s mammalian target of 

rapamycin complex 1 (mTORC1) a řídí vazbu eIF4G1 na zhruba 1000 cílových 

mRNA (Choi et al., 2019). 

3.3.  CDK12 a její úkol v buněčném cyklu 

Buněčný cyklus úzce souvisí s buněčným dělením, pokud dojde 

k abnormalitě u buněčného cyklu, může dojít k ovlivnění či narušení buněčné 

proliferace. Kináza CDK12 se účastní více kroků v rámci buněčného cyklu 

(Choi et al., 2019). 

Bez správného fungování CDK12 dochází k nashromáždění buněk ve 

fázi G2/M (Blazek et al., 2011). Chen a spol. provedli podmíněnou deleci 

CDK12 v myších nervových progenitorových buňkách, což vedlo k prodloužení 

jejich buněčného cyklu kvůli aktivaci kontrolního bodu. Výsledkem tedy je, že 

CDK12 udržuje genomovou stabilitu skrze regulaci exprese genů zapojených 

v DDR (Chen et al., 2017).  

V roce 2018 byla objevena nová funkce CDK12, a sice že se společně se 

svým vazebným partnerem cyklinem K podílí na sestavení pre-replikačního 

komplexu (Lei et al., 2018). CDK12/CycK ovlivňují fosforylaci cyklinu E1 na 

S366, což naruší jeho vazbu na CDK2 (Lei et al., 2018). Vysoká hladina cyklinu 

E1 zabraňuje sestavení pre-replikačního komplexu (Ekholm-Reed et al., 2004), 

který je důležitý v procesu licencování replikace a zajišťuje tak buněčnou 

proliferaci (Masai et al., 2010). Stabilita cyklinu E se zvyšuje po navázání na 

CDK2 (Lu et al., 2009) a zajišťují společně podporu licencování v G1 fázi 

buněčného cyklu fosforylací pre-replikačního komplexu (Mailand and Diffley, 

2005). Když tedy dojde k fosforylaci cyklinu E pomocí CDK12/CycK, stává se 

cílem E3 ubikvitin ligázy na bázi Cul3 (Singer et al., 1999). Můžeme tedy říct, 

že CDK12/CycK ovlivňují regulaci replikace, a tím přechod v rámci buněčného 

cyklu do S fáze.  
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3.4. CDK12 v rámci vývoje  

Doposud byla funkce CDK12 charakterizována převážně v in vitro 

podmínkách, ale biologická funkce in vivo zůstávala málo známa.  

Již dříve bylo zjištěno, že je CDK12 vyžadována k zachování 

pluripotence myších embryonálních kmenových buněk, když došlo ke snížení 

exprese CDK12, odpovědí byla snížená exprese celé řady genů souvisejících se 

sebeobnovou a zvýšená exprese některých diferenciačních markerů (Dai et al., 

2012). Vysoká hladina exprese cyklinu K byla zaznamenána v embryonálních 

kmenových buňkách, kde plní funkci sebeobnovy a jeho exprese koreluje 

s buněčnou proliferací jak ve vývojovém, tak v patologickém kontextu (Dai et 

al., 2012).   

Cdk12 mRNA je v E6.5 embryu rovnoměrně rozprostřena, v čase E7.5 

je exprimována stále ve všech buňkách, ale s vysokou hladinou detekce v oblasti 

primitivního proužku (Chen et al., 2014). Později (E8.5 a E9.5) se signály 

zvyšují v hlavové a ocasní oblasti, ale ne v oblasti srdce (Chen et al., 2014). 

S postupující diferenciací embryonálních kmenových buněk dochází k poklesu 

exprese Cdk12 (Dai et al., 2012).   

Významným pokrokem v této problematice byla publikace článku v roce 

2016, kde se zabývali studií myšího modelu s deplecí CDK12 (Juan et al., 2016).  

CDK12 je důležitým faktorem pro udržení genomové stability během 

brzkého embryonálního vývoje u myší. K tomuto závěru došli díky zjištění, že 

u blastocysty s homozygotním úbytkem CDK12 nedochází ke vzniku 

embryoblastu (ICM) kvůli zvýšené apoptóze, což vede k embryonální letalitě 

bezprostředně po implantaci během embryonálního dne E6.5 (Juan et al., 2016). 
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3.5. CDK12 hraje roli v signalizaci DNA poškození 

Dle výzkumu (Chirackal Manavalan et al., 2019) je aktivita kinázy CDK12 

odpovědná za expresi klíčových genů replikace jaderné DNA. Díky inhibici 

CDK12 popsali její zásadní roli pro progresi přechodu G1/S v buněčném cyklu. 

Při inhibici CDK12 dochází k porušení procesivity RNAP II u převážně delších 

genů s  poly-A signálem, např. Topbp1, Cdc6 nebo Cdt1, což jsou důležité 

faktory pro sestavení pre-iniciačního komplexu (Chirackal Manavalan et al., 

2019). Tuto důležitou roli CDK12 pro přechod G1/S potvrzuje výzkum 

s použitím RNA interference, jejímž výsledkem byl zvýšený počet buněk ve fázi 

G0/G1 (Li et al., 2016). 

Aktivita kinázy CDK12 řídí transkripci mimo jiné i genů zajišťujících 

opravný mechanismus homologní rekombinace jako jsou např. Breast cancer 

type 1 a 2 (BRCA1, BRCA2) a Ataxia-telangiectasia mutated (ATM). Ty jsou 

nezbytným nástrojem pro ochranu a případné nastartování zastavených 

replikačních vidlic, minimalizují tak replikační stres (Branzei and Szakal, 2017). 

Další pokusy ohledně vlivu CDK12 na udržení genomové stability potvrdily, že 

po ošetření buněk pomocí inhibitoru THZ531 došlo ke snížení exprese klíčových 

genů DDR (Zhang et al., 2016).  

CDK12 reaguje na poškození DNA skrze iniciaci translace specifických 

mRNA přes regulaci 4E-BP1 (Choi et al., 2019). Ztráta funkce CDK12 vede 

k defektu opravy DNA, potažmo k mitotické katastrofě v závislosti na snížení 

exprese Aurora kinázy B, jakožto klíčového regulátoru mitózy (Schecher et al., 

2017).  
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4. Cíle práce 

Hlavním cílem této diplomové práce bylo objasnit funkci cyklin 

dependentní kinázy 12 (CDK12) v reprodukci samice.  

Dílčí cíle mé práce 

1) Vytvořit myší model pomocí systému Cre-LoxP a získat ZP3 

kondicionální knock-out genu Cdk12 v oocytech 

2) Potvrdit snížení exprese CDK12 v oocytech knock-out samic 

3) Sledovat reprodukční zdatnost samic  

4) Určit vliv absence CDK12 na vývoj oocytu 

5) Analyzovat folikulogenezi u CDK12 cKO samic 
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5. Materiál 

5.1. Myší kmen 

Pro veškeré experimenty byl použit myší kmen C57BL/6J. Tímto bych 

chtěla poděkovat výzkumné skupině Mgr. Jiřího Kohoutka, Ph.D. z Brna za 

poskytnutí samců s LoxP sekvencí ohraničující exon 3 a 4 v genu Cdk12.  

5.2. Kultivační média 

Kultivační média 

M16 (Merck Millipore) 

Maturační inhibitory 

IBMX (Sigma Aldrich)  

Stimulační hormony 

PMSG-Folligon (MSD Animal Health) 

hCG-Pregnil (Sigma-Aldrich) 

5.3. Chemikálie  

4% Paraformaldehyd (Sigma Aldrich)  

5-EU (Invitrogen) 

Agaróza (Thermo Fisher Scientific) 

Kyselina boritá (Sigma Aldrich) 

EDTA (Sigma Aldrich) 

Gel Red (Biotium) 

Minerální olej (Sigma Aldrich) 
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NaOH 

PBS (Sigma Aldrich) 

PVA (Sigma Aldrich) 

TRIS (Sigma Aldrich) 

Triton X-100 (Sigma Aldrich) 

Tween 

Montovací 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 cDNA Synthesis Kit (PCR BIOSYSTEMS) 

RNeasy Plus Micro kit (Qiagen)  

5.4. Přístroje 

RT-PCR systém Applied Biosystems Quant Studio 3 

Termocykler Applied Biosystems Veriti 96 Well Thermal Cycler 

Digitální kamera Axiocam ERc 5s 

Zobrazovací systém Azure 600 

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

Třepačka BioSan Multi Bio 3D 

Minicentrifuga Gilson GmCLab 
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CO2 inkubátor Hera Cell 150 

Centrifuga Hettich Mikro 200 

Vodní lázeň Julabo TW12 

Laboratorní zdroj Labnet Power Station 300 

Mikroskop Leica 6000B  

Konfokální mikroskop Leica SP5 

PCR termocykler Peltier Thermal cycler PRC-200 

Topná ploténka P-LAB 2 dual termo 

Horizontální 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. Myší model 

Pro experimenty byl použit modelový organismus myš domácí (Mus 

musculus) kmene C57BL/6J, běžně označované jako B6. Na pracovišti Ústavu 

živočišné fyziologie a genetiky AV ČR v Liběchově jsou zvířata součástí 

systému bariérového chovu, tudíž je prostor pro zvířata oddělen od vnějšího 

prostředí.  

Jako kontrolní jedince využívám wild-type samice kmene C57BL/6J. 

Pro vytvoření experimentální transgenní linie byl využit systém 

Cre/LoxP. Cre-rekombináza je vložena pod promotor genu Zp3, což zajišťuje 

buněčnou specifitu tím, že se Cre-rekombináza začne exprimovat pod 

promotorem Zp3 specifického pouze pro oocyt. LoxP sekvence vymezují část 

exonu 3 až 4 v genu Cdk12, toto označení udává oblast, která bude 

v následujícím křížení u dalších generací vystřihnuta Cre-rekombinázou. Takto 

označená oblast LoxP sekvencemi se označuje jako tzv. floxovaná alela 

(Lewandoski et al., 1997). 

Tabulka 1: Vysvětlivky pro značení genotypu myší 

Genotyp Zkrácené označení Pojmenování 

Cdk12tm1c-/-, Zp3Cre-/- CDK12+/+  Wild type (WT) 

Cdk12tm1c+/-, Zp3Cre+/- CDK12+/- Heterozygot 

Cdk12tm1c+/-, Zp3Cre+/- CDK12-/-  Kondicionální knock-

out (cKO) 
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6.2. Genotypizace a PCR  

Genotypizace je provedena vždy u nově narozených mláďat pro odlišení 

genotypu potomků. 

Genomová DNA je získána díky odebrání malé části tkáně z ocásku 

jedince. Po přidání NaOH a následnému zahřátí na teplotu 96 °C po dobu 90 

minut na termobloku (Techne Dri-Block DB-2D) došlo k izolaci DNA ze 

vzorku. Následně jsou vzorky vortexovány (Techno Kartell TK3S), poté krátce 

centrifugovány a následně je přidáno 4,15 µl 1M Tris (pH 8) a centrifugováno 

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

Dalším krokem je příprava reakce pro polymerázovou řetězovou reakci 

(PCR), která slouží k amplifikaci specifického úseku DNA. Pro tento účel jsme 

vytvořili speciální primery pro rozlišení WT jedince od KO.  

Tabulka 2: Primery pro PCR reakci 

Primer Sekvence 

mCDK12 Flx-F 

(forward) 

CTTCAGACAGTGTCAGACCACCTGGAGAAGC 

mCDK12 Y3-R 

(reverse) 

CCTCTGACCTCCCAATGTGTGCATGACAC 

Primery detekují jak floxovanou, tak wild type (WT) alelu. Velikost 

floxované alely je 563 bp, velikost WT alely je 438 bp. U flox a wild type 

homozygotů by měl být přítomen pouze jeden produkt, zatímco u heterozygotů 

produkty dva. 
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Tabulka 3: Příprava vzorků pro PCR 

Komponenty Na 20 µl reakce 

Quick-Load Taq 2X Master Mix 10x počet vzorků 

Voda bez nukleáz 6x počet vzorků 

Forward primer 1x počet vzorků 

Reverse primer 1x počet vzorků 

DNA libovolné 

Tabulka 4: Podmínky PCR reakce 

Počet opakování: 40X 

Teplota Čas 

95 °C 5 min 

58 °C 30 s 

72 °C 3 min 

16 °C ∞ 

Vzorky připravené dle popsaného postupu jsou vloženy do cykleru 

Peltier Thermal cycler PTC-200.  

Amplikony následně separujeme pomocí elektroforézy za použití 1,5 % 

agarosového gelu s GelRed fluorescenčním barvivem při napětí 70 V po dobu 
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jedné hodiny. Pro detekci gelu využíváme přístroj Azure 600, kdy k zachycení 

fluorescentních DNA dochází pří vlnové délce 302 nm.  

6.3. Izolace a kultivace oocytů 

Myší samice jsou pro zisk oocytů v GV stádiu 2 dny před izolací 

stimulovány kolem 16 hodiny intraperitoneálním podáním PMSG 5IU. Pokud je 

cílem sbírat ovulované oocyt MII, první den podáme PMSG 5IU, den druhý 

následuje pauza a třetí den aplikujeme opět intraperitoneálně hCG 5IU. Pro 

odběr ovulovaných oocytů je nutné čtvrtý den co nejdříve ráno tyto oocyty 

z oviduktu odebrat. Stimulované samice jsou usmrceny cervikální dislokací dle 

§ 15d odst. 3 zákona č. 246/1999 Sb., na ochranu zvířat proti týrání, ve znění 

pozdějších předpisů.  

Opatrnou resekcí z těla myší získáme ovaria, které jsou přeneseny do 

transferového média s IBMX. Ovaria v dalším kroku mechanicky rozrušíme, 

abychom získali co největší počet oocytů. Takto získané oocyty přeneseme do 

předem ekvilibrovaného média M16 s IBMX, 37 °C, 5 %CO2. 

6.4. Western blot analýza 

Předem připravené vzorky oocytů jsou zamražené při -80°C. Po vyndání 

z mrazáku jsou vloženy na led, aby pozvolna rozmrzly na teplotu 4°C. Do každé 

zkumavky je k oocytům přidáno 2,5 µl SB pufru, 1 µl redukce, HALT inhibitor 

a 5 µl vody (Millipore). Vzorky jsou promíchány na vortexu, krátce 

centrifugovány a následně povařeny při teplotě 95 °C po dobu 4 minut ve vodě 

při mírném varu a poté opět centrifugovány.  

Další krok zahrnuje sestavení aparatury pro elektroforézu. Do vnější části 

vany na elektroforézu je nalito 600 ml MES SDS RB elektorolytu a do vnitřní 

části 200 ml MES SDS RB elektrolytu a k tomu je přidáno 500 µl antioxidantu. 

Je využit 4-12 % agarózový gel (Invitrogen) s 15 jamkami, do kterých jsou 
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napipetovány připravené vzorky. Po dobu 10 minut probíhá elektroforéza při 

napětí 100 V, zbylých 50 minut poté při napětí 200 V. 

Po dokončení elektroforézy namočíme gel do 10 % Towbinu a necháme 

10 minut promývat na třepačce. Do oddělené nádoby je vložena PVDF 

membrána (Millipore), která byla předem namočena v metanolu a spolu s ní 

i dva filtrační papíry opět do 10 % Towbinu po dobu 10 minut na třepačce.  

Sestaví se tzv. „sandwich“ v pořadí filtrační papír, membrána, gel a opět 

filtrační papír. Takto připravený „sandwich“ je vložen do přístroje Bio-Rad 

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

V dalším kroku je provedena blokace pomocí Chemi Blot Blocking 

Buffer (Azure) po dobu 1 hodiny. Následně je membrána přendána do falkonu 

s primární protilátkou, protilátka je naředěná v poměru 1:500 či 1:1000. 

Inkubace probíhá přes noc v lednici na rolleru. Druhý den je membrána 3x 

promyta v TTBS (8 g NaCl; 10 ml 2M Tris pH 7,6; 500 µl Tween v objemu  

1 l destilované H2O).  

Následuje inkubace po dobu 1 hodiny v sekundární protilátce, jež je 

naředěná 1:10 000. Následuje 3x promytí v TTBS a závěrečné měření v přístroji 

Azure 600 (BioTech).  
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Tabulka 5: Seznam použitých protilátek 

 Protein Hostitel Název Ředění 

Primární 

protilátky 

CDK12 Rabbit Anti-CDK12 Antibody 

(Sigma Aldrich) 

1:500 

GAPDH Rabbit Anti-GAPDH antibody, 

Mouse monoclonal (Sigma 

Aldrich) 

1:1000 

Sekundární 

protilátka 

- Donkey Donkey Anti-Rabbit IgG 

Antibody (Sigma Aldrich) 

1:10000 

6.5. Izolace RNA a qPCR 

Pomocí RNeasy Plus Kit (Qiagen) je izolována a purifikována RNA 

z oocytů za současného odstranění genomové DNA. 

K zamraženým oocytům je přidáno 350µl pufru RLT, který inaktivuje 

RNázy, aby byla zajištěna izolace intaktní RNA +β-mercapto-etanol. Tento lyzát 

prochází kolonkou gDNA Eliminator v centrifuze při 16 800 g po dobu 30 s. 

Následně je přidán k eluátu 350µl 70 % etanol a vzorek je nanesen na kolonku 

RNeasy, ta má za úkol specificky navázat RNA na křemičitou membránu při 

centrifugaci 8 000 g po dobu 30 s. Pro zbavení se kontaminantů a pročištění 

vzorku je ve třech následujících krocích přidáno 700 µl RW1 pufru, 500 µl RPE 

a 500 µl 80 % etanolu, vždy s následnou centrifugací 8 000 g po dobu 30 s. 

V posledním kroku je přidáno 16-20 µl vody a centrifugace 16 800 g po dobu 

1 minuty, čímž dojde k eluci RNA do zkumavky.  
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Následujícím krokem je přepis RNA do cDNA pomocí qPCRBIO cDNA 

Synthesis Kit (PCR BIOSYSTEMS). 

Připravíme potřebný master mix pro následující reakci:  

Tabulka 6: Příprava vzorků pro přepis RNA do cDNA 

Činidla/komponenty Pro 20 µl reakce 

5 x cDNA Synthesis Mix 4 µl 

20 x RTase 1 µl 

Celková RNA X µl 

H2O v kvalitně PCR Dopočítat do 20 µl 

Připravené vzorky jsou vloženy do cykleru Quant Studio 3 (Applied 

Biosystems) na inkubaci po dobu 30 minut na 42°C. V posledním kroku probíhá 

inkubace vzorků po dobu 10 minut na 85 °C pro denaturaci RTázy.  

Pro připravení finální reakce pro analýzu qPCR je využit Luna Universal 

qPCR Master Mix, který je připraven dle následujícího postupu:  
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Tabulka 7: Příprava vzorků pro qPCR reakci 

Činidla/komponenty Pro 20 µl reakce 

Luna Universal qPCR Mix 10 µl 

Forward primer 0,5 µl 

Reverse primer 0,5 µl 

Vzorová DNA Dle potřeby 

Voda bez nukleáz Dopočítat do 20 µl 

Připravené vzorky jsou pipetovány do qPCR zkumavek a uzavřeny 

pomocí víček a následně krátce centrifugovány. Následně jsou vzorky vloženy 

do cykleru. Quant Studio 3 (Applied Biosystems)  

Tabulka 8: Protokol pro nastavení programu qPCR 

Fáze cyklu Teplota Čas Opakování 

Počáteční 

denaturace 

95 °C 60 s 1 

Denaturace 95 °C 15 s 
40-45 

Nasednutí primerů 60 °C 30 s 

Křivka tání 60 °C-95 °C různé 1 

Průměrné hodnoty a směrodatná odchylka byly vypočteny pomocí 

programu MS Excel, statistická významnost rozdílů mezi skupinami byla 
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testována pomocí Studentova t-testu a za statisticky významnou byla 

považována hodnota *p<0.05. 
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Tabulka 9: Seznam primerů použitých pro qPCR analýzu 

Target 

(RNA) 

Forward 5´–3´ Reverse 3´–5´ 

Cdk12 

(exon3) 

AACAGAGGACTCGCCACTTG GGAGAATCTGGAGGCGATGG 

Gdf9 AGTGAAGTCAGTCTTCCACAC TGCCATGACTTGGGAGAACT 

Pol2 GGACATTCTTTGCCGCTTGG CACTGTGCTCTGGGGGTTAG 

6.6. Imunohistochemie a imunofluorescence (ICC) 

Získané oocyty jsou fixované ve 4 % paraformeldehydu (Sigma Aldrich) 

v PBS/PVA po dobu 15 minut. Následuje permeabilizace oocytu v 0,1 % Tritonu 

X-100 (Sigma Aldrich) v PBS/PVA (Sigma Aldrich) po dobu 10 minut. Takto 

připravené oocyty jsou promyty v PBS/PVA a inkubovány s primární 

protilátkou Anti-phospho RNA Pol II (Ser2) (Sigma Aldrich), ředěna 1:100 

s PBS/PVA, v chladu 4 °C přes noc na třepačce Mini Shaker (BioSan). 

Následující den jsou oocyty dvakrát promyty v PBS/PVA, poté je přidána  

Anti-Rat sekundární protilátka, která je konjugována s Alexa Fluor 488 

(Invitrogen) po dobu jedné hodiny při pokojové teplotě v ředění 1:250. 

V následujícím kroku jsou oocyty opět promyty dvakrát v PBS/PVA 

a „zamontovány“ na podložní sklíčko za použití montážního média Vectashield 

Hard Set with DAPI (Vector Laboratories), které má za úkol ochránit 

fluorescenčně značený vzorek před vysvícením.  

Snímky oocytů byly provedeny pomocí konfokálního mikroskopu Leica 

SP5 a dále byly zpracovány v programu LAS X (Leica) a další měření bylo 

provedeno v programu Image J. 



 

35 

6.7.  Histologie ovarii 

Vaječníky byly získány z PMSG stimulovaných wild type samic a samic 

s kondicionálním knock-outem ve věku 5 týdnů. Po disekci vaječníků byly 

opláchnuty v PBS (Sigma Aldrich) a vloženy do dvou 1,5 ml Eppendorfových 

zkumavek, jedna pro kontrolní skupinu a druhá pro cKO skupinu. Aby se 

vaječníky ponořily ke dnu, vzorek byl opatrně centrifugován po dobu 1 sekundy 

v odstředivce. Následně byl přebytečný roztok odstraněn.  

Histopatologické zpracování fixovaných vzorků tkání bylo provedeno na 

zakázku v BIOCEVu, Fenotypizační modul, oddělení histopatologie. Vaječníky 

byly fixovány na 24 hodin v 4% roztoku formaldehydu (Sigma Aldrich) při 

laboratorní teplotě. Následoval dehydratační krok v alkoholové řadě etanolu 70 

%, 80 %, 90 %, 100 % a pak projasněny xylenem. Následně byly vzorky zality 

do parafinových bloků. Po ztuhnutí parafínu byly vzorky nařezány na 

mikrotomu na šířku 6 µm. Tyto řezy byly poté obarveny hematoxylinem 

a eosinem. Snímky byly pořízeny na stero mikroskopu Zeiss Stemi 2000 se 

zabudovanou kamerou Axiocam ERc 5s. 

6.8.  5-ethynyl uridin (EU) inkorporační esej 

EU inkorporační esej je metoda, která umožňuje prostorově a časově 

detekovat celkovou transkripci RNA v buňce. EU ribonukleotidové homology 

s alkynem se inkorporují do syntetizované RNA. Následně je takto 

modifikovaný produkt detekován barvivem obsahujícím azid nebo hapten, jež 

reaguje a alkynem v EU biomolekule. 

 5-EU (Invitrogen) byl přidán do média M16 a inkubován s rostoucími 

oocyty gGV přes noc. Po ošetření byly oocyty fixovány ve 4 % 

paraformaldehydu v PBS po dobu 15 minut, následně byly permeabilizovány 

pomocí 0,1 % Tritonem X-100 v PBS po dobu 10 minut při pokojové teplotě. 
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Dalším krokem byla inkubace s reakčním koktejlem Click-iT Cell Reaction 

Buffer Kit po dobu 1 hodiny při pokojové teplotě ve tmě. Po inkubaci byly 

oocyty jednou promyty PBS a namontovány na sklíčka pomocí média 

Vectashield Hard Set with DAPI (Vector Laboratories), které zabraňuje blednutí 

fluorescenčních barviv. Snímky byly pořízeny konfokálním laserovým 

skenovacím mikroskopem (Leica TCS SP5). 
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7. Výsledky 

7.1.  Křížení myší, genotypizace a ověření funkčnosti knock-outu 

Naším hlavním úkolem pro studium vlivu CDK12 na fertilitu samic bylo 

vytvoření experimentálního myšího modelu. Pro tento účel byl použit systém 

Cre-LoxP systém. Díky tomu můžeme zkoumat vliv specifického genu na určitý 

orgán, tkáň či buněčný typ v konkrétním čase. V tomto případě byla Cre-

rekombináza vložena pod promotor genu Zp3, aby byla zajištěna buněčná 

specifita knock-outu pouze pro oocyty. Lox-P sekvence ohraničovaly část 

exonu 3 genu Cdk12 z jedné strany a část exonu 4 ze strany druhé. Tím bylo 

umožněno předčasně zastavit proces transkripce a vznikaly tak aberantní formy 

mRNA Cdk12. Cre-rekombináza byla do této myší linie inkorporována vždy od 

samce, který byl křížen se samicí nesoucí LoxP místa (Obrázek č.2). 

Kondicionální knock-out (cKO) se tradičně značí jako gen zájmu 

s horním indexem, v našem případě CDK12 s horním indexem tm1c, což je 

označení pro floxovanou alelu (Tabulka 1). 
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Obrázek č.2 Schematické znázornění vytvořeného myšího modelu 

s pomocí Cre/LoxP systému. Požadovaným výsledkem je samice s genotypem 

CDK12-/- v oocytu. 

Důležitým krokem před prováděním dalších experimentů bylo ověřit 

genotyp narozených samic a potvrdit funkčnost Cre/LoxP systému. U každého 

narozeného jedince byla provedena genotypizace (viz kapitola 6.2), samice 

s vyhovujícím genotypem byly využity na účely experimentů, samice bez  

Cre-rekombinázy pod promotor Zp3 byly používány na omlazení a udržení 

chovu. 
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Obrázek č.3 Na obrázku A) vidíme produkty PCR na gelové 

elektroforéze pro CDK12 a na obrázku B) je zobrazen produkt ZP3-Cre, vždy 

pro každý genotyp (Tabulka 1). NTC= negativní technická kontrola, bez 

templátu.  

Wild type (WT) jedinec odpovídá genotypem označení  

CDK12+/+; ZP3-/-. Wild type alela genu Cdk12 byla prokázána pomocí PCR 

produktu o velikosti 438 bp. Heterozygot označen jako CDK12+/-; ZP3+/- je 

detekován s produktem wild type alely o velikosti 438bp a floxované alely 

ovelikosti 563bp. Zároveň je důležitá přítomnost alely pro Zp3 gen s  

Cre-rekombinázou, tento produkt je zobrazen o velikosti 145 bp. Knock-out 

jedinec je označován jako CDK12-/-; ZP3+/- a na gelové elektroforéze je PCR 

produkt zobrazen o velikosti 563 bp pro Cdk12 a 145 bp pro Zp3-Cre. Samice 

s takovýmto genotypem byla následně použita k experimentálním účelům 

a označená jako cKO.  

Pro potvrzení úspěšně provedeného knock-outu i na úrovni CDK12 

proteinu v oocytech u homozygotních myší byl proveden Western blot v pěti 

opakováních. Dle předpokladů byl výsledkem významný úbytek proteinu 

CDK12 u cKO (Obrázek č.4). 
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Obrázek č.4 A) Western blot zobrazuje hladinu proteinu CDK12 

u referenční WT skupiny a u cKO skupiny. Jako kontrolní protein odrážející 

rozdíly v množství naneseného vzorku byl zvolen endogenní protein GAPDH. 

B) Graf znázorňující signifikantní rozdíl u procentuálního množství exprese 

mezi kontrolní WT vzorkem oproti cKO vzorku. Hodnoty grafu označují x̄ ± s, 

N = 5; ***p<0.001 hodnoceno nepárovým Studentovým t-testem. 

Dalším typem ověření provedeného cKO bylo imunofluorescenční 

barvení s následnou vizualizací. U kontrolních WT oocytů byla zjištěna 

lokalizace CDK12 v jádře oocytu, zatímco u cKO oocytů nebyl fluorescenční 

signál téměř detekován (Obrázek č.5).  
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Obrázek č.5 A) Snímky z konfokálního mikroskopu zobrazující jádro 

oocytu díky DAPI fluorescenčnímu barvivu (modrá barva) a lokalizaci CDK12 

(červená barva) u WT kontroly taktéž v jádře oocytu. Měřítko 20 µm B) Graf 

znázorňující procentuální detekci intenzity fluorescence CDK12 v jádře oocytu. 

Hodnoty grafu označují x̄ ± s, počet opakování experimentu N≥2, N=15 oocytů 

pro každý genotyp; ***p<0.001 hodnoceno nepárovým Studentovým t-testem. 

7.2.  Fenotyp cKO samic 

Připouštění samic bylo provedeno ve třech skupinách, a sice WT 

CDK12+/+, CDK12+/- heterozygoti a cKO homozygoti CDK12-/-. Pro posouzení 

reprodukční schopnosti samic byl sledován parametr počtu narozených mláďat 

v jednom vrhu. Z dat (Obrázek. č.6) zobrazených v grafu je patrné, že jak u WT, 

tak i heterozygotních samic zůstala reprodukční fitness zachována. V každém 

vrhu u WT i heterozygotních samic se v průměru narodilo osm mláďat. U cKO 

samic nedošlo k porodu mláďat ani jednou. Přítomnost jedné funkční alely pro 

CDK12 stačí na zachování normální plodnosti samice. K účelům páření 

u zkoumaných skupin samic byli použiti WT samci s již ověřenou fertilitou.  
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Obrázek č.6 Graf znázorňuje, kolik se v průměru narodilo potomků 

v jednom vrhu dle příslušného genotypu. Počet opakování u genotypu CDK12+/+ 

N=15, CDK12+/- N=10 a CDK12-/-; N=10 vrhů. Hodnoty grafu označují x̄ ± s, 

N≥10; ns (z anglického not significant); ***p<0.001 hodnoceno nepárovým 

Studentovým t-testem. 

Pro analýzu folikulogeneze byly experimenty prováděny na samicích ve 

věku 5 týdnů. Při každé izolaci ovarií byl patrný rozdíl ve velikosti mezi 

kontrolní WT skupinou a cKO skupinou (Obrázek č. 7) již při makroskopickém 

pohledu. Proto jsme ovaria prozkoumali pod mikroskopickým zvětšením 25x 

(Obrázek č.7 A) a následně provedli měření plochy ovarii pomocí programu 

ImageJ (Obrázek č.7 B).  
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Obrázek č.7 A) Reprezentativní snímek porovnávající velikost ovarií 

WT vs cKO. Počet opakování N≥ 4. B) Grafické zobrazení rozdílné plochy 

izolovaných ovarii WT a cKO, měřeno pomocí ImageJ. Měřítko 1000 µm. 

Hodnoty grafu označují x̄ ± s, počet opakování experimentu N=4, N≥7 ovarií 

pro každý genotyp; ***p<0.001 hodnoceno nepárovým Studentovým t-testem.  

7.3.  Histologická analýza ovarií 

Vzhledem k radikálně snížené reprodukční schopnosti cKO samic 

a menší velikosti izolovaných ovarií z cKO samic, bylo dalším krokem 

prozkoumání vnitřní struktury vaječníků pomocí histologické analýzy. 

Pomocí zhotovení histologických řezů ovarií a jejich následným 

barvením hematoxylinem-eosinem jsme prokázali rozdílnou stavbu tkáně ovarií. 

Vaječníky WT samic obsahovaly všechna vývojová stádia folikulů, včetně 

žlutého tělíska, zatímco u cKO samic převažoval výskyt primordiálních 

a primárních folikulů (Obrázek č.8).  

*** 
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Obrázek č.8 A) Histologické řezy ovarií barvené hematoxylinem-

eosinem dospělých samic ve věku pěti týdnů. Na první pohled je zjevný rozdíl 

ve velikosti ovarii mezi WT a cKO, ve zvětšeném reprezentativním detailu 

v oblasti kůry vaječníků je u WT samice patrný antrální folikul, zatímco u cKO 

primordilální folikul. B) Graf znázorňuje zastoupení jednotlivých vývojových 

stadií folikulů u skupiny WT a cKO samic. Pril (primordiální folikul), 

Pr (primární folikul), Sec (sekundární folikul), Antr (antrální folikul). Měřítko 

200 µm. Hodnoty grafu označují x̄ ± s, počet opakování experimentu N=2, N=6 

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

***p<0.001 hodnoceno nepárových Studentovým t-testem. 
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7.4.  Morfologie oocytů získaných z cKO samic  

Při izolaci oocytů jsme dle očekávání zjistili, že u cKO je méně plně 

dorostlých oocytů než u WT skupiny. Abychom zajistili schopnost objektivního 

porovnávání výsledků experimentů u obou skupin, zaměřili jsme se při izolaci 

oocytů z ovarií u WT samic na sbírání rostoucích oocytů. Ty odpovídají 

morfologii oocytů izolovaných z cKO ovarií (Obrázek č.8 a Obrázek č.9).  

 

Obrázek č.9 A) Porovnání morfologie izolovaných oocytů WT vs cKO. 

B) Graf zobrazuje minimální rozdíl v průměru rostoucích GV oocytů (gGV) 

mezi kontrolní a cKO skupinou. Měřítko 60 µm. Hodnoty grafu označují x̄ ± s, 

počet opakování experimentu N=3; N≥18 oocytů pro každý genotyp; ns (z 

anglického not significant) hodnoceno nepárovým Studentovým t-testem. 

Pro posouzení vlivu knock-outu CDK12 u ovulovaných oocytů jsme 

provedli imunofluorescenční detekci (DAPI). Výsledky pozitivně korelují 

s předchozími daty, které poukazují na zastavení růstu oocytů u cKO skupiny 

(Obrázek č.8 a Obrázek č.9 a Obrázek č.10).  
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Obrázek č.10 Snímky zobrazují u kontrolní WT skupiny standardní 

ovulovaný oocyt v MII fázi s viditelným pólovým tělískem. U cKO ovulovaného 

oocytu není vydělené pólové tělísko, jde tedy o abnormální oocyt. DAPI (modrá 

barva) znázorňuje obarvení DNA. Měřítko 25 µm. Počet opakování experimentu 

N=2; N=15 oocytů pro každý genotyp. 

7.5.  Ovlivnění transkripce u cKO homozygotů  

Pro odhalení poruch dozrávání oocytů u cKO samic jsme provedli 

značení RNA pomocí inkorporace 5-ethynyl uridinu (5-EU). Tato metoda se 

používá pro detekci nově syntetizovaných mRNA molekul pomocí inkorporace 

5-EU do transkriptů, následně se fluorescenčně obarví a detekuje se pomocí 

fluorescenčního mikroskopu. Díky tomu jsme chtěli zjistit, zda ovlivnil knock-

out Cdk12 celkovou buněčnou transkripci. 
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Pro získání komplexního náhledu na ovlivnění transkripce jsme doplnili 

tento experiment o zjištění hladiny fosforylace Ser2 na CTD doméně Pol II, jež 

je fosforylovaná právě díky CDK12 (Buratowski, 2009).  

Z výsledku vidíme, že absence CDK12 vedla ke snížení transkripční 

aktivity prostřednictvím fosforylace POL II (Ser2) v rostoucích cKO oocytech 

(Obrázek č. 11).   
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Obrázek č.11 A) Reprezentativní snímky z konfokálního mikroskopu,  

5-EU (červeně) a DAPI (modře) značí výrazně redukovaný signál 5-EU 
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u skupiny rostoucích oocytů izolovaných z cKO samic oproti kontrolní WT 

skupině. B) Kvantifikace intenzity fluorescence EU u oocytů z A). Hodnoty 

grafu označují x̄ ± s, počet opakování experimentu N=2, N≥15 oocytů pro každý 

genotyp; **p<0.01; hodnoceno nepárových Studentovým t-testem.  

C) Reprezentativní fluorescenční snímky zobrazují POL II (Ser2) (červeně) 

a DAPI (modře), pokles signálu v jádře cKO rostoucích oocytů představuje 

celkový pokles aktivity RNA polymerázy II. D) Kvantifikace intenzity 

fluorescence POL II (Ser2) v jádrech cKO oocytů. Měřítko 20 µm. Hodnoty 

grafu označují x̄ ± s, počet opakování experimentu N=2, N≥18 oocytů pro každý 

genotyp; ***p<0.001 hodnoceno nepárovým Studentovým t-testem. 

Dalším experimentem na myších rostoucích oocytech (gGV) byla 

analýza exprese vybraných genů (Cdk12, Pol2a a Gdf9) s využitím kvantitativní 

polymerázové řetězové reakce v reálném čase (qPCR).  
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Obrázek č.12 Předběžné výsledky kvantifikace kandidátních mRNA 

pomocí qPCR na vzorku z WT a cKO oocytů. Jako endogenní kontrola byla 

použita Hprt mRNA. Byly analyzovány tři biologické replikáty N= 15 oocytů 

na vzorek, počet opakování pro všechny mRNA N=3; ns (z anglického not 

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

Tato diplomová práce přináší poznatky o roli CDK12, jakožto novém 

hráči ve vývoji oocytu, folikulogenezi a reprodukční schopnosti samic. 

Do této doby byla cyklin dependentní kináza 12 nejčastěji studována 

v kontextu udržení genomové stability a odpovědi na poškození DNA (Blazek 

et al., 2011; Johnson et al., 2016). Pro náš výzkum byla zcela zásadní publikace 

(Juan et al., 2016), ve které byla použita in vitro kultivace CDK12 deficientních 

blastocyst, u kterých kvůli zvýšenému poškození DNA a následné buněčné 

apoptóze embrya nedokázala přežít déle jak do E6,5. 

Abychom zjistili, jakou funkci zastává CDK12 v oocytech myších samic, 

byl prvotně vytvořen myší modelový organismus. Kondicionální knock-out pro 

gen Cdk12 byl připraven pomocí Cre-LoxP systému, (viz kap. 6.1) (Lewandoski 

et al., 1997). Díky použití tohoto systému dochází k vystřižení označeného úseku 

genu Cdk12 LoxP sekvencemi specificky výhradně v oocytech, a to díky expresi 

Cre-rekominázy řízenou genem Zp3. Zp3 je exprimován výhradně v rostoucích 

oocytech (gGV) před dokončením prvního meiotického dělení (Lewandoski et 

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

Pro prokázání, zda došlo k narušení exprese funkčního genu pro Cdk12 

byla použita genotypizace (Obrázek č.2 a č.3). Pro ověření, že byl knock-out 

opravdu úspěšný i na proteinové úrovni byla provedena Wester blot analýza 

porovnávající pokles hladiny proteinu CDK12 mezi WT kontrolní skupinou 

a cKO skupinou oocytů (Obrázek č.4). Následoval experiment 

imunohistochemického barvení izolovaných oocytů, pomocí kterého jsme 

zjistili přesnou lokalizaci CDK12, a to v jádře oocytu u WT oocytu a jeho 

absenci u cKO skupiny. Na rozdíl od kontroly, byl u cKO skupiny detekován 

signifikantně snížený signál, což nám posloužilo jako definitivní potvrzení,  
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že byl vytvořený kondicionální knock-out pro Cdk12 opravdu úspěšný (Obrázek 

č.5). 

Jedním z našich hlavních cílů bylo zjistit, zda snížená exprese CDK12 

u oocytů ovlivní fertilitu sledovaných samic. Dle dostupných dat se do jednoho 

vrhu kmene C57BL/6J rodí průměrně 5 až 11 mláďat (Finlay et al., 2015), 

přičemž naše data ukazují v průměru na 8 narozených potomků v jednom vrhu 

u WT homozygotů, tak u heterozygotů s jednou floxovanou alelou. Významná 

pro nás byla data získaná z cKO homozygotů, u této skupiny nedošlo k narození 

žádných potomků (Obrázek č.6). Heterozygoti jsou tedy schopni kompenzovat 

ztrátu jedné alely, pokud je přítomna druhá „zdravá“ alela Cdk12. Pro potvrzení 

sterility cKO samic bylo připouštění provedeno opakovaně za využití plodných 

samců.  

Při izolaci ovarii z dutiny břišní samic byl patrný rozdíl v jejich velikosti. 

Ovaria byla vyfocena a analyzována pomocí programu ImageJ s výsledkem, kdy 

ovaria cKO samic jsou průměrně 2,6x menší než ovaria WT samic (Obrázek č. 

7). Domníváme se, že tato skutečnost může být způsobena právě zastavením 

vývoje oocytů v růstové fázi, a mít tak přímý vliv na další folikulogenezi 

a projevenou morfologickou patologii ovarií. 

Doposud objevené poznatky nás tedy zavedly k myšlence, že deplece 

CDK12 vede u samic ke sterilitě, která je pravděpodobně způsobena drastickým 

poklesem či úplnou absencí plně maturovaných oocytů ve vaječnících cKO 

samic. 

Abychom si mohly tuto domněnku potvrdit, nechali jsme si zhotovit 

histologické řezy ovarii barvené hematoxylinem a eosinem. Na 

reprezentativních snímcích histologických řezů je zřejmé, že u kontrolní tkáně 

vaječníků nedošlo k narušení folikulogeneze, zvětšený detail zobrazuje 

pokročilé vývojové stadium folikulu, jak je běžně pozorováno u WT fenotypu. 
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Naproti tomu u cKO ovarii je patrná menší velikost ovarii, struktura tkáně se 

výrazně liší od WT kontroly a nejzásadnější je rozdíl v počtu a stadiu vývoje 

folikulů. Na detailu je zachycen reprezentativní nález ranného vývojového stadia 

folikulu, jež byl nejčastěji pozorován u histologické analýzy cKO ovarii 

(Obrázek č.8A). 

Zajímavý byl výstup z kvantifikace folikulárního vývoje 

u porovnávaných WT a cKO skupin (Obrázek č.8B). Počet folikulů byl 

hodnocen pro každý vaječník, celkem bylo použito šest samic pro každý 

genotyp. Z výsledků jsme zjistili, že u cKO ovarii převažuje zásoba folikulů 

v primordiálním a primárním stadiu vývoje, zatímco sekundární stadium je 

výrazně redukováno oproti kontrole a stadium antrálního folikulu u mutantů 

dosahuje téměř nulových hodnot. Vyplývá z toho tedy, že deplece CDK12 má 

výrazný vliv na kompetenci růstu a vývoje folikulů v myších ovariích.  

S těmito daty koreluje i faktický nález při izolaci oocytů z cKO samic. 

Převážná většina takto získaných oocytů dosahovala pouze rostoucí fáze GV 

oocytu, a abychom zachovali výpovědní hodnotu a porovnatelnost výsledků 

experimentů, vybírali jsme při izolaci z WT ovarii taktéž oocyty pouze v růstové 

fázi. Ty jsou si morfologicky navzájem podobné, a navíc velikost se mezi těmito 

dvěma zkoumanými skupinami signifikantně neliší (Obrázek č.9). 

Při stimulaci myších samic hormony PMSG a následně hCG byly 

kontrolovány kličky vejcovodu pro zisk ovulovaných oocytů. U WT skupiny 

byly ovulované oocyty ve stadiu MII s viditelným pólovým tělískem (Obrázek 

č. 10). Předpokládáme, u cKO ovulovaných oocytů bude zjištěna patologická 

struktura dělícího vřeténka, čemuž nasvědčuje nevydělení pólového tělíska 

a abnormální struktura chromatinu. Správná výstavba dělícího vřeténka při 

meiotickém dělení je kritickým bodem pro zachování integrity genomu 

a nastavení osudu oocytu. Ve studiích zabývajících se vlivem deplece CDK12 
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na mitózu bylo zjištěno např. chybná segregace a uspořádání chromozomů nebo 

odštěpení pólu vřeténka, což vede ke spuštění kontrolního bodu Spindle 

assembly checkpoint (SAC) (Choi et al., 2019; Blazek et al., 2011). 

Zaznamenána byla i mitotická katastrofa, poněvadž CDK12 ovlivňuje mimo jiné 

i expresi Aurora kinázy B (Schecher et al., 2017). Na základě těchto poznatků 

můžeme vyvodit hypotézu, že bude mít Cdk12 podobnou úlohu i v meióze. 

Nejvyšší transkripční aktivita v oocytu nastává v rané fázi vývoje, tzv. 

primární folikulogenezi. V této fázi se aktivuje množství genů, které jsou 

důležité pro další vývoj oocytu. Po této fázi transkripční aktivita oocytu postupně 

klesá a v antrální fázi folikulu je zcela umlčena (Zuccotti et al., 2011). Pomocí 

metody EU (5-ethynyl uridin) inkorporační eseje, která umožňuje detekovat 

transkripci kontinuálně v čase a prostoru, bylo odhaleno ovlivnění celkové 

transkripční aktivity v oocytech obou porovnávaných skupin. Reprezentativní 

snímky zachycují zanedbatelný EU fluorescenční signál u cKO oocytů, můžeme 

tedy říct, že CDK12 má výrazný dopad na celkovou transkripci (Obrázek č. 11 

A a B).  

Poněvadž z předešlých výzkumů vyplývá, že fosforylace Ser2 v CTD 

doméně RNA Pol II aktivně zajišťuje elongační děj transkripce, bylo provedeno 

ICC značení protilátkou proti RNA Pol II CTD fosforylace na Ser2 pro 

zhodnocení vlivu CDK12 na transkripční aktivitu v rostoucích GV oocytech 

(Obrázek č.11 C a D).  

Tato data společně prokázala, že absence CDK12 snižuje transkripční 

aktivitu prostřednictvím snížené fosforylace POLII (Ser2) v rostoucích 

oocytech. 

Pomocí qPCR jsme validovali množství Cdk12 a Pol2 na úrovni mRNA 

(Obrázek 12). Společně s našimi předchozími poznatky můžeme usuzovat, že 

vzhledem k nesignifikantním změnám v expresi mRNA Pol2, došlo k ovlivnění 
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na úrovní aktivace a fosforylace POL II, jakožto substrátu CDK12, v savčím 

oocytu. K podobnému zjištění došli ve článku (Li et al., 2021), kde pozorovali 

ztrátu fosforylace POL II v důsledku deplece CDK12 u epidermálních buněk. 

Zároveň jsme již měli možnost kvantifikovat jednu z kandidátních mRNA Gdf9 

(Obrázek č.12).  

GDF9 je jeden z hlavních faktorů ovlivňující vývoj folikulů v ovariu. Při 

absenci GDF9 byla popsána snížena plodnost způsobena sníženou vývojovou 

kompetencí oocytu (Paulini and Melo, 2011). Dle výsledku kvantifikace exprese 

Gdf9 mRNA můžeme soudit, že absence CDK12 má vliv na transkripci tohoto 

genu. Toto zjištění koreluje se sledovaným fenotypem cKO oocytů. 

Následující experimenty budou zaměřené na qPCR analýzu několika 

kandidátních genů, které budou vybrány na základě jejich funkce 

a fenotypového projevu. Například geny související s defektem v transkripční 

aktivitě, malou ovariální zásobou nebo folikulogenezí. Dále je v plánu sledovat 

roli CDK12 v embryonálním vývoji. K tomuto účelu nám poslouží inhibitor 

THZ531. Dalším navrženým experimentem je provedení tzv. rescue pomocí 

mikroinjikace rekombinantního proteinu CDK12 do cKO oocytu.  
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9. Závěr 

• Úspěšně jsme vykřížili experimentální skupinu samic s podmíněným 

knock-outem Cdk12 za pomoci systému Cre/LoxP.  

• Ověřili jsme depleci CDK12 jak na transkripční, tak na proteinové 

úrovni. 

• Stanovili jsme fenotyp cKO zahrnující defektní vývoj oocytů, který 

vyústil ve sterilitu cKO samic. 

• Prozkoumali transkripční potenciál cKO rostoucích oocytů s výsledkem 

ztráty globální transkripční aktivity. 

• Prokázali jsme, že absence CDK12 snižuje transkripční aktivitu savčího 

oocytu skrze fosforylaci POL II.  

Naše data směřují k tvrzení, že CDK12 je důležitým hráčem pro 

zachování fertility samic. Při ztrátě CDK12 došlo k poruše zrání oocytů 

a opožděnému vývoji folikulů, způsobeného s největší pravděpodobností 

narušením transkripce, což vedlo ke sterilitě samic. 
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10. Seznam použitých zkratek 

4E-PB1  4E-binding protein 1 

5-EU   5-Ethynyl Uridine 

ATM   Ataxia-telangiectasia mutated 

BRCA1  Breast cancer type 1 

BRCA2  Breast cancer type 2 

CDC6   Cell division control protein 6 homolog 

CDK12/CycK  Cyclin dependent kinase 12/CyclinK  

cKO   Conditional knock-out  Kondicionální knock-out 

CrkRS   Cdc2 related kinese with an arginin/serin rich domain 

CstF77  Cleavage stimulation factor 77 

CTD   C-terminal domain  C-teminální doména 

Ctk1   Carboxy-terminal domain kinase 1 

Cul3   Cullin 3 

DDR   DNA damage respons 

DSIF   DRB Sensitivity Inducing Factor 

E6,5   Embryo dne 6,5 

EEF2   Eukaryotic translation elongation factor 2 
eIF4E   Eukaryotic translation initiation factor 4E 

eIF4F  Eukaryotic translation initiation factor 4F 

eIF4G   Eukaryotic translation initiation factor 4G 

GDF9  Growth differentiation factor 9 
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gGV   Growing germinal vesicle  Rostoucí zárodečný váček 

GV   Germinal vesicle  Zárodečný váček 

hCG   Human chorionic gonadotropin 

ChIP   Chromatin immunoprecipitation 

IBMX   3-Isobutyl-1-methylxanthine 

ICC   Immunocytochemistry Imunocytochemie 

ICM   Inner cell mass   Embryoblast 

mTORC1 Mammalian target of rapamycin complex 1 

NELF   Negative elongation factor 

PBS/PVA  Phosphate-buffered saline/ Polyvinyl alcohol 

PCR  Polymerase chain reaction  Polymerázová řetězová 

reakce 

PIC   Pre-initiation complex  Preiniciační komplex 

PMSG  Pregnant mare serum gonadotropin 

P-TEFb  Positive transcription elongation factor 

qPCR   Quantitative polymerase chain reaction 

RNAP II  RNA polymerase II   RNA polymeráza II 

SAC   Spindle assembly checkpoint 

TFIIH   Transcription factor IIH 

TOPB1  DNA Topoisomerase II Binding Protein 1 

TSS   Transcription start sites 

https://www.sigmaaldrich.com/MY/en/search/28822-58-4?focus=products&page=1&perpage=30&sort=relevance&term=28822-58-4&type=cas_number
https://en.wikipedia.org/wiki/Immunocytochemistry
https://en.wikipedia.org/wiki/Immunocytochemistry
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WT   Wild type  
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