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Histonovy kdd a jeho regulace béhem ¢asného

embryonalniho vyvoje prasete

Souhrn

U samciho i samic¢iho prvojadra zygoty dochéazi po oplozeni k epigenetickym zménam,
od kterych se odviji kvalita zygoty a uspéSnost ¢asného embryonalniho vyvoje savci. Mezi
prvojadry zygoty je kratce po oplozeni patrna epigeneticka asymetrie, kdy u samciho
prvojadra probiha aktivni demethylace DNA, zatimco DNA maternalniho prvojadra zastava
methylovano. Navic u sam¢iho prvojadra dochazi k procesu acetylace histonti chromatinu,
zatimco genom samiciho prvojadra si ponechava histony vice methylované. Asymetrie
prvojader a jejich epigeneticky stav predvida GspéSnost reprogramace genomu a tim uspésnost
embryonalniho vyvoje. Pro uspésny vyvoj embrya je tedy nezbytnd spravnd formace obou
prvojader zygoty, kterou reguluji post-translaéni modifikace histonti utvarejici tzv. histonovy
koéd. Byla stanovena hypotéza, Ze tento histonovy kod je regulovan aktivitou NADP®-

dependentnich histon deacetyléz, sirtuini.

V experimentu byly pouzity pln¢ dorostlé praseci oocyty, které byly po in vitro zrani
oplozeny prasecimi spermiemi. Po izolaci zygot, kultivovanych s pfidavkem aktivatoru
sirtuind resveratrolu, byla provedena imunofluorescenéni analyza ptitomnosti acetylovaného a
methylovaného histonu H3 na lyzinu K9 u prvojader zygoty. Z vysledkli je u kontrolni
skupiny patrna asymetriec mezi obéma prvojadry zygoty, kde sam¢i prvojadro vykazuje vyssi
intenzitu acetylace a naproti tomu samici prvojadro vyssi intenzitu methylovaného signéalu. U
vSech pokusnych skupin doslo po pfidavku resveratrolu u samiciho prvojadra k vyraznému
zvySeni intenzity signalu methylovaného histonu H3 na lyzinu K9 a naopak u prvojadra

samciho k vyraznému sniZeni intenzity signalu acetylovaného histonu H3 na lyzinu KO9.

Sirtuiny jsou zapojeny do regulace histonového kodu v praseci zygoté a lze se
domnivat, Ze sehravaji také tlohu béhem dalSiho embryonalniho vyvoje, coZ je pfedmétem

dal$iho studia.

Klic¢ova slova: oocyt, zygota, histon, histonovy kod, sirtuin



Histone code and its regulation during early embryonic

development in pigs

Summary

Both pronuclei of the zygote undergo epigenetic changes after fertilization, which
determines the quality of the zygote and successful early mammalian embryonic
development. Shortly after fertilization epigenetic asymmetry among the pronuclei of the
zygote is evident, while the paternal pronucleus undergoes active DNA demethylation, the
DNA of the maternal pronucleus remains methylated. The male pronucleus in addition
undergoes histone acetylation, whereas the histones of the female pronucleus remain
methylated. Asymmetry of pronuclei and their epigenetic status predicts successful
reprogramming of the genome, and thus the success of embryonic development. For the
successful development of the embryo is therefore required correct formation of both of these
pronuclei of the zygote and this formation of pronuclei is regulated by post-translational
histone modifications called histone code. It was hypothesized that the histone code is

regulated by the activity of NADP" - dependent histone deacetylases, sirtuins.

In the experiment were used fully grown in vitro maturated pig oocytes that were
fertilized with pig spermatozoa in vitro. After isolation of zygotes cultured with addition of
the activator sirtuin resveratrol was performed immunofluorescence analysis of acetylated and
methylated histone H3 at lysine K9 of pronuclei of the zygotes. From the results of control
group asymmetry between the pronuclei of the zygote is evident; wherein the male pronucleus
exhibits higher acetylation intensity contrast female pronucleus exhibits higher methylation
intensity. After adding resveratrol to all experimental groups female pronucleus showed a
significant increase of the methylated histone H3 at lysine K9, and contrary to the male

pronucleus significant decrease of acetylated histone H3 at lysine K9.

Sirtuins are involved in the regulation of histone code in porcine zygote and it can be
assumed that they also play a role during subsequent embryonic development, which is the

subject of further study.

Keywords: oocyte, zygote, histone, histone code, sirtuin
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1. Uvod

Fertilizaci je zapocat proces, kdy se z oocytu, jakozto specializované haploidni samici
pohlavni bunky, stdvd po oplozeni spermii totipotentni zygota. Oocyt dokoncuje proces
meiodzy, vydeluje se druhé polové télisko a dochazi k formaci paternalniho a maternalniho
prvojadra. Kratce po oplozeni jsou ob¢ prvojadra z vétsi ¢asti transkripéné neaktivni a zygota
je zavisla na mRNA a proteinech nashromazdénych v oocytu. Az po té, v pribéhu nékolika

déleni zygoty, dochazi k reaktivaci genomu.

Od momentu vzniku zygoty az do doby, kdy se z d¢€lici zygoty stavd embryo, je
dynamicky regulovan chromatin jadra. Za zakladni jednotku chromatinu je povazovan
nukleozém skladajici se z oktameru histond, ktery je ovinut dvoufetézcovou DNA. DNA je
modifikovano pfidanim methylovych skupin k CpG ostravkium, ¢imz dochazi k methylaci
DNA. U histoni dochédzi k tzv. post-translacnim modifikacim, které tidi pfechod mezi
transkripéné aktivnim euchromatinem a inaktivnim heterochromatinem a ovliviiuji tak expresi
gentl. Post-translacni modifikace hraji klicovou roli Vvregulaci i jinych biologickych
procesech jako je replikace DNA, segregace chromosomi a dalSich. Utvofeni typické
konformace chromatinu je vysledkem spoluptisobeni riznych typid a specifickych mist post-
transla¢nich modifikaci histonti, které tak vytvaii tzv. histonovy koéd. Tento dédicny kod
zajistuje epigenetickou informaci, kterou mtize piedat matefskd bunka buiice dcefiné.
Na tvorbé histonového kodu se podili specifické enzymy, kterymi je tento kéd ustanoven
a regulovan (Bao et al., 2014).

Histonovy kod je regulovan fadou enzymi, mezi néz patii jiz studované sirtuiny,
u kterych je znam jejich protektivni uc¢inek. Pfedmétem dalSich studii by ale mél byt 1 jejich

ucinek na Urovni histonového kodu, jakoZto vyznamnych histonovych deacetylaz.



2. Cil prace

Cilem prace je ovéfit hypotézu, Ze post-translacni modifikace histont, histonovy kaod,
reguluji tvorbu prvojader v zygoté a jsou vysledkem aktivity NADP" - dependentnich histon

deacetylaz, sirtuint.



3. Literarni reSerse

3.1 Zrani oocytu

Aby se z nezralého oocytu stal oocyt schopny oplozeni, podstupuje komplexni zmény
na arovni cytoplazmy a chromatinu v pribéhu meidézy (Voronina et Wessel, 2003). Savci
velmi Casné prerusena tzv. prvnim meiotickym blokem. Oocyt je v tomto obdobi obklopovan
granuléznimi bufikami. Cast z nich se pozdgji diferencuje v buiiky vejconosného hrbolku,
cumulus oophorus, nazyvané Castéji jako kumularni buriky. Vrstva kumularnich bun¢k, ktera
ptiléha k zoné pellucidé oocytu, se dale diferencuje v buniky corona radiata. Tyto burniky
spolecné¢ s ooCytem a okolnim stromatem tvoii ovaridlni folikul, ktery po hormonalni
stimulaci pohlavné dospélé samice prodélava dalsi rist. V dorostlém tercidlnim folikulu, tzv.
Graafové folikulu, nastavaji dilezité zmény samotného oocytu. Klicovou zménou pro ziskani
oplozeni schopnosti oocytu je meiotické zrani. Toto obdobi za¢ina uvolnénim prvniho bloku
a je zakonceno spontannim ustanovenim druhého meiotického bloku. Probihajici déje v tomto
obdobi jsou dulezitym predpokladem pro budouci ovulaci oocytu, jeho oplozeni a nésledny

embryonalni vyvoj (Tosti et al., 2013).

K prvnimu bloku meidzy dochazi v dob¢ kolem narozeni a trva az do obdobi puberty, kdy
rostou hormonalné stimulované folikuly spolu s oocyty v tzv. folikularnich vlnach. Nésledné
se z nich stavaji pln¢ dorostlé oocyty ve stadiu zarode¢ného vacku (GV, Germinal Vesicle),
nazvaném podle dobfe viditelného jadra (Motlik et Fulka, 1976). Jedné se o pln¢ dorostlé, ale
dosud nezral¢ oocyty, stale zablokované v prvnim meiotickém bloku v profazi I ve stadiu
diplotene (Ye et al., 2003). K pferuseni prvniho meiotického bloku a nasledné ovulaci
dochdzi v disledku nartstu hladiny luteiniza¢niho hormonu (LH) prostfednictvim sniZeni
hladiny molekul druhych posli - cAMP a ¢cGMP, které znovuzahdjeni meiotického zrani
inhibuji. Kvuli absenci pfisluSnych LH receptor na oocytu neptisobi LH pfimo na oocyt, ale

na granulozni bunky vnitini stény folikulu (shrnuto v Liu et al., 2013).

Zrani oocytli byva pro lepsi definici konkrétnich mechanismi a funkci déleno do dvou
procesi. Jedna se o propojené déje tzv. jaderného a cytoplazmatického zrani.
Cytoplazmatické zrani pfedstavuje biochemické procesy, ve kterych je nezbytné zapojeni
klicovych regulacnich molekul. Cytoplazmatické zmeény oocytu vedou k jadernému zrani,

charakterizovaném kondenzaci chromosomu, rozpadem zarodecného vacku, pokracovanim
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meidzy fazemi prvniho meiotického déleni (metafdze I, anafaze I a telofaze I) a vydélenim
prvniho pélového téliska. Jaderné zrani oocytu je spontanné zablokovano v metafazi druhého

meiotického déleni (MII) (Ferreira et al., 2009; Meinecke et al., 2001).

Charakteristickym dé&jem preruseni prvniho meiotického bloku a re-iniciace meidzy je
rozpad zarode¢ného vacku (GVBD, Germinal Vesicle Breakdown). Dilezitou roli v rozpadu
zarode¢ného vacku hraje M-fazi podporujici faktor (MPF, M-Phase Promoting Factor), jehoz
aktivita je pozitivné regulovana kindzou WEEI a fosfataizou CDC25 (Oh et al., 2010).
Podstatou prvniho meiotického bloku je pfitomnost inaktivniho komplexu katalytické
podjednotky CDK1 a regulacni podjednotky cyklinu B, tzv. pre-MPF. Neaktivni forma MPF
je udrzovana vysokymi hladinami druhého posla cAMP prostfednictvim aktivace protein
kindzy A (PKA, cAMP-dependentni kindza). PKA inaktivuje fosfatizu CDC25 a naopak
aktivuje kindzu WEEI, kterda CDK1 inhibuje. Vysoké hladiny cAMP a aktivni protein kinaza
A tak hraji dtlezitou roli v udrzeni meiotického bloku do doby, kdy oocyt doroste do své
kone¢né velikosti (Grieco et al., 1994; Kishimoto, 2003; Han et Conti, 2006; Chen et al.,
2010).

Dalsi klicova kinaza regulujici zrani oocytu je MAP kinaza (MAPK, Mitogen Activated
Protein Kinase) aktivovana prostiednictvim nadfazenych kinaz. Na vrcholu této signalni
kaskady stoji Mos kinaza (MAPKKK), ktera dale aktivuje MAPK kindzu (MAPKK), vedouci
k aktivaci MAP kinazy (MAPK) (Soeda et al., 2013). MAPK a MPF vzajemné interaguji
ajsou v nezralém oocytu pfitomny v neaktivni formé. K tomu, aby vlivem jejich piisobeni
nastalo GVBD, musi dojit k jejich aktivaci. Doba aktivace MPF a MAPK se u rlznych
modelovych druhti 1i8i (Kishimoto, 2003). Napft. u oocytli hvézdice a mysi dochézi k aktivaci
MAPK po aktivaci MPF a GVBD (Abrieu et al., 2001), naproti tomu u praseéich oocyti je
MAPK aktivovdna pfed nebo soucasné s aktivaci MPF v dobé GVBD (Hunter, 2000). Sato
(2015) uvadi, Ze u savct aktivace MAPK nastava pred GVBD, kdy je fosforylaci aktivovana
MAPK piemisténa z cytoplazmy do zarodecného vacku. U savcl je obecné aktivace MAPK
nezbytnd pro obnoveni meiotického zrani, pokud se oocyt nachdzi ve svém piirozeném
prostfedi folikulu s jeho inhibi€nimi UC€inky, zatimco spontanni obnoveni meidzy u oocytl
vyjmutych z folikularniho prostfedi je na aktivaci MAPK nezavislé (Fan et Sun, 2004; Liu et
al., 2013).

Jednou z funkci MAPK, ptitomné rovnéz v kumularnich bunikach, je urychleni aktivace
MPF prostfednictvim naruSeni mezibunéénych spoji typu gap junction, které hraji
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vyznamnou roli v komunikaci mezi oocytem a kumulérnimi bunikami. Uzavirani spoji gap
junction nastava vlivem puasobeni LH, ktery zpusobuje aktivaci MAPK v granuldéznich
a kumularnich bunikach. MAPK podporuje fosforylaci hlavniho ovaridlniho gap junction
proteinu connexinu 43 a tim se pies modifikované spoje snizuje pratok inhibi¢nich faktort
meiotického zrani, jako je cGMP. Nasledné dochazi k poklesu cAMP a nepiimo k aktivaci

MPF (Liang et al., 2007).

Dynamika MPF a MAPK se béhem meiotického zrani oocytt lisi. Kratce pred GVBD
aktivita MPF stoupa, nésledn¢ ptrechodné klesa v anafazi prvniho meiotického déleni
a opctovné aktivita vzrista v MII, kdy se ovulovany oocyt nachézi ve druhém meiotickém
bloku, a ptretrvava az do okamziku oplozeni. Aktivita MAPK naproti tomu v obdobi pifechodu
z metafaze I do metafaze II neklesd, zistava konstantni. Bylo prokdzano, ze trvalou aktivitou
MAPK mezi dvéma meiotickymi bloky se zabraiuje vstupu do interfaze a replikaci DNA,
kdy chromosomy ziistavaji kondenzované (Fan et Sun, 2004). Dulezitou roli v nasledném
druhém meiotickém bloku hraje kindza oznaovana jako Mos, ktera je soucasti tzv.
cytostatického faktoru (CSF), ktery je schopny fyziologicky zastavit proces meiotického zrani
oocytu a ustanovit druhy meioticky blok (Gross et al., 2000). K dokon¢eni meidzy dochazi
piirozené¢ prinikem spermie nebo v in vitro podminkach partenogeneticky (Stojkovic et al.,
1999), kdy aktivita MAPK i MPF klesa, CSF je inaktivovan, a druhy meioticky blok je
prolomen. Klicovym faktorem zlstavda MPF, ktery je po oplozeni inaktivovan dfive neZ
MAPK, a pravé jeho inaktivace je nezbytna pro vystup z druhého meiotického bloku
a dokonceni meidzy (Sun et Nagai, 2003). Kinaktivaci MPF dochazi po oplozeni
proteolytickou degradaci cyklinu B prostfednictvim proteazomalni aktivity anafazi
podporujiciho komplexu/cyklozomu (APC/C, Anaphase Promoting Complex/Cyclosome)
a jeho koaktivatoru CDH1 (Nixon et al., 2002).

3.2 Oplozeni

Jako oplozeni se oznacCuje proces, pifi kterém dochazi ke splynuti dvou gamet, samci
spermie a samiciho oocytu. V pfirozenych podminkdch se oplozeni oocytu uskuteciiuje
ve vejcovodu, ktery umoziuje transport 00Cytu, splynuti oocytu se spermii a casny
embryonalni vyvoj embrya (Briissow et al.,, 2008). Pti procesu ovulace, ktera nastava
u prasnic 44 hod. po nastupu fije, se do vejcovodu uvoliiuje komplex kumularnich bunék

a oocytu (COC, Cumulus-Oocyte Complex). V misté, kde doslo k prasknuti zralého folikulu,

11



se vytvaii zluté télisko (CL, Corpus Luteum) produkujici progesteron, ktery v ptipade

oplozeni hraje dulezitou roli v udrZeni biezosti (Stocco et al., 2007).

Pted samotnym setkdnim spermie s ovulovanym oocytem musi nejprve dojit ke kapacitaci
spermii, dulezitému procesu ve vyvoji spermie K ziskani schopnosti oplozeni. V priubéhu
kapacitace spermie podstupuje odstraiiovani inhibi¢nich faktor a modifikaci membranovych
proteintl a lipidi (Wassarman, 1999). Do doby ovulace oocytu je kapacitace spermii zdrzena
v krcku vejcovodu. Tato ¢ast vejcovodu slouzi jako funkcni rezervoar spermii, odkud jsou
kapacitované spermie postupné uvoliovany (Briissow et al., 2008). Jen kapacitované spermie
jsou schopné nasledné prodélat hyperaktivaci a pii navdzani na oocyt akrozomalni reakci
(Tateno et al., 2013). Hyperaktivni pohyb je energicky pohyb spermii, pti kterém se spermie
pohybuji v kruzich s asymetrickym vinénim bi¢iku a ktery usnadiiuje oddéleni spermii
od stény vejcovodu a nasledné dosazeni mista oplozeni (Ho et Suarez, 2001). K oocytu se
kapacitovana spermie dostava také za pomoci procest chemotaxe a termotaxe. Pfi termotaxi
je spermie orientovdna pomoci teplotniho gradientu, v rdmci kterého se pohybuje smérem
Kk prostiedi s vyssi teplotou. V diivéjsich studiich bylo u prasat prokazano, Ze pfi ovulaci je
vV misté oplozeni o 1 — 2 °C vyssi teplota nez v rezervoaru spermii (Bahat et Eisenbach, 2010;
Coy et al., 2012). Kdyz je spermie pomoci termotaxe dopravena na teplejsi misto do tésnéjsi
blizkosti oocytu, pfibliZzuje se spermie déale k oocytu pomoci chemotaxe, kdy se uplatiiuji
chemické stimuly. Jako chemoatraktant, ktery spermii naviguje smérem k oocytu, pusobi

progesteron uvolfiovany z kumularnich bun¢k oocytu (Guidobaldi et al., 2008).

Jednou z pfirozenych bariér je pro spermii expandujici obal kumularnich bunék,
uvoliujici do svého okoli kyselinu hyaluronovou. Tento fyziologicky jev je oznacovan jako
kumularni expanze. Prichod expandovanym kumulem je umoznéno pomoci proteinu PH-20,
ktery je vazan na plazmatické membrané spermie a vykazuje hyaluroniddzovou aktivitu.
Prostfednictvim tohoto enzymu dochézi ke Stépeni hyaluronové kyseliny a priiniku spermie
k oocytu (Talbot, 1984; Chan et al., 1999). Po zdolani obalu expandovanych kumularnich
bunék dochazi vin vivo podminkach Kk penetraci spermie do oocytu. Dalsi bariérou
pro spermie je glykoproteinovy obal oocytu - zona pellucida. Vazba spermie na zonalni
glykoprotein 3 (ZP3, Zona Pellucida Glycoprotein 3) indukuje tzv. akrozomalni reakci
(Wassarman et al., 2001).

Pti akrozomalni reakci dochazi k vyliti obsahu akrozému, piekryvajici apikélni cast

hlavicky spermie. K exocytdéze akrozému dochazi na nckolika mistech splynutim vnitini

12



a vngjsi akrozomové membrany (Chen et al., 2013). Akrozém obsahuje hydrolytické enzymy,
které jsou pravé pii akrozomalni reakci uvolnény na vné&jSi strané membrany spermie
aumoznuji penetraci spermie do oocytu. Mezi enzymy z akrozomového vacku patii
predev§im hyaluronidaza, schopna rozrusovat spoje bunék corona radiata a akrozin, ktery

rozpousti zonu pellucidu (Wassarman et al., 2001).

Jakmile se spermie dostane pies bariéry kumularnich bun¢k a zony pellucidy, pronika
do perivitelinniho prostoru a dochazi ke kontaktu s plazmatickou membranou oocytu.
Nasleduje proces aktivace oocytu. Aktivace oocytu spousti chemické zmény v oocytu
zahrnujici kortikdlni reakci, dokonceni druhého meiotického déleni a tvorbu samciho
a samiciho prvojadra (Fan et al., 2003). Dulezitou roli v aktivaci oocytu hraje uvoliiovani
vapenatych iontd (Ca®") z intraceluldrnich zésob oocytu pii fuzi spermie s plazmatickou
membranou oocytu (Tulsiani, 2012). Jedna se o tzv. Ca?* oscilaci, kdy dochazi k periodickym
vinam Ca®* koncentrace (Ito et Kashiwazaki, 2012). V dob& kontaktu spermie s oocytem
dochazi pi Ca** - dependentni kortikalni reakci k vyliti obsahu kortikalnich granul ulozenych
ve zralém oocytu tésné pod plazmatickou membranou. Vysledkem uvolnénych enzymil
z kortikalnich granul do perivitelinniho prostoru je tzv. polyspermni blok, ktery brani tomu,
aby byl oocyt oplozen vice spermiemi najednou (Tulsiani, 2012). Polyspermie se nejéastéji
vyskytuje pravé u prasat, kde zejména v podminkach in vitro stoji za selhavanim technik
asistované reprodukce u prasat. Bylo zjisténo, ze v in vivo podminkach se vyskyt polyspermie
pohybuje mezi 30 — 40 % a v podminkach in vitro mize byt jeji vyskyt vyssi nez 65 %
(shrnuto v Sun et Nagai, 2003). V pfirozenych podminkach je v déloze po deponovani
ejakulatu vétSina spermii eliminovana a pouze malé procento z nich se dostane az k mistu
oplozeni. Pravé tato redukce poctu spermii je jednim z pfirozenych zpusobli obrany proti
polyspermii v in vivo podminkach (Bedford, 2008). Samotny polyspermni blok, za ktery je
odpovédny oocyt, se projevuje ztvrdnutim zony pellucidy (zona pellucida hardening)

a inaktivaci receptorti na jejim povrchu pro ostatni spermie (Liu, 2011).
3.3 Casny embryonalni vyvoj

Casny embryonalni vyvoj predstavuje v piirozenych podminkach obdobi od oplozeni
oocytu po implantaci embrya v déloze matky a zahrnuje procesy, které jsou dulezité pro
uspesnost nasledujiciho embryondlniho vyvoje. Mezi tyto procesy patii napf. naCasovani
prvniho bunécného déleni, tvorba prvojader, reaktivace embryonalniho genomu, kompaktace

moruly a formace blastocysty (Duranthon et al., 2008).
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Po oplozeni je zahijeno dokonceni druhého meiotického déleni v disledku inaktivace
MPF (Rothschild et Ruvinsky, 2011). Dochazi k vydéleni druhého poélového téliska
do perivitelinniho prostoru (Chang et al., 2009). Soucasné dochazi k procesu dekondenzace
spermie a zamén¢ protaminti za histony. Nasleduje formovani samiciho a samc¢iho prvojadra.
Ob¢ prvojadra nasledné migruji v oocytu K sobé€, zatimco u nich probiha replikace. Dosud
stabilni jadernd membrana prvojader se po jejich pfiblizeni rozpada. V tomto okamziku je
oplozeny oocyt oznaCovan jako zygota (Gilbert, 2000). Nasleduje bunécné déleni, které je

pocatkem budoucich 115 dni embryonalniho vyvoje plodu (Bazer et Johnson, 2014).

Z celkového poctu ovulovanych a oplozenych oocytti jich 30 — 50 % v embryonalnim
vyvoji neuspéje. Mira penetrace je u in vitro dozralych oocyti podstatné niz§i nez v in vivo
podminkach, stejné tak vyssi procento in vitro dozralych oocytii po monospermnim oplozeni
nedokonc¢i ani druhé meiotické déleni a nedosahne stadia blastocysty (Laurincik et al., 1994).
Mezi 12. a 13. dnem biezosti je uvadéna 20 — 30 % embryondlni mortalita. Dalsi kritické
obdobi v embryondlnim vyvoji prasete je mezi 20. a 30. dnem, kdy je pfeziti embrya zavislé

na spravném vyvoji placenty (Rothschild et Ruvinsky, 2011).

3.3.1 Formace prvojader a vznik zygoty

Po splynuti spermie S vajickem nebo po partenogenetické aktivaci oocytu dochézi
k naristu Ca?* koncentrace v oocytu a tim k snizeni aktivity CSF. Tato zména vede ke snizeni
aktivity MPF prostfednictvim degradace cyklinu B, zprostfedkované APC/C. Po oplozeni se
rovnéz snizuje aktivita MAPK. Inaktivace MPF nastava po oplozeni velmi rychle,
oproti defosforylaci a inaktivaci MAPK. Toto snizeni MPF aktivity je spojovano se zahajenim
procesu aktivace oocytu, tedy prerusenim druhého meiotického bloku, zatimco snizeni MAPK
aktivity koreluje s pocatkem tvorby prvojader (Fan et Sun, 2004). Inaktivace MAPK je tak
pro tvorbu prvojader nezbytna (Sun et Nagai, 2003).

Zatimco oocyt musi dokoncit proces meidzy a vyloucit polovinu genetické informace
v podob¢ druhého polového téliska, hlavicka spermie podstupuje dramatické biochemické
mohlo pozdé&ji dojit k replikaci DNA. Protaminy byla vétSina DNA v jadie spermie sbalena
do kompaktnéjsi formy a bylo tak dosazeno velké stability DNA do momentu penetrace
spermie do oocytu (Ward, 2010). Zpétna vymeéna histoni za protaminy spociva v redukci
protaminovych disulfidovych vazeb pomoci enzymil a rozvolnéni stocenych chromatinovych
smycek. Teprve poté, béhem dekondenzace hlavicky spermie, jsou protaminy nahrazeny
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histony (Shimada et al., 2000; Nakazawa et al., 2002). Poté, co u spermie dochazi
K rozvolnéni chromosomt a histony nahradily protaminy, kolem dekondenzovaného
chromatinu se vytvofi jaderna membrana. V takto vzniklém saméim prvojadie probiha stejné
jako v sami¢im prvojadie syntéza DNA (Gilbert, 2000). U prasat dochazi k replikaci DNA
Vv sami¢im prvojadie Casoveé nezavisle na zformovani samc¢iho prvojadra. U jinych savcil
nastava replikace sam¢i DNA az po zformovani samciho prvojadra. Tento tzv. checkpoint

DNA replikace dosud nebyl u prasat zcela popsan (Rothschild et Ruvinsky, 2011).

V prvojadrech se utvaii zaklad jadérka, které je také dilezit¢ pro nasledny casny
embryonalni vyvoj. Ponévadz jadérko spermie zaniklo jiz v prabéhu procesu spermatogeneze,
jsou jadérka vznikld v obou prvojadrech mateiského ptivodu (Lefevre, 2008). Jadérko vznika
na konci mitézy kolem oblasti genomu leZicich na chromosomu, které se oznacuji jako
regiony organizéru jadérka (NOR, Nucleolus Organiser Region). Kazda NOR oblast se sklada
z kratkych sekvenci rDNA oznacovanych jako jednotka rDNA kodujici prekurzory rRNA.
Pravé po transkripci rDNA gent zacina tvorba jadérka (Oestrup et al., 2009; Shaw et Doonan,
2005). Jadérko, které miizeme pozorovat jen v interfazi bunééného cyklu, je mistem syntézy
rRNA a tvorby ribozomdlnich podjednotek (Lefevre, 2008). Transkripce rDNA genli
a vytvoreni jadérka je tedy nezbytnym ptedpokladem pro syntézu proteinti a pro dalsi uspésny

vyvoj embrya.

Jadérko vznikd v jadie z tzv. nukleolarnich prekurzorovych télisek (NPB, Nucleolus
Precursor Bodies). Tyto kulovité utvary vznikaji v jadie béhem prvnich dvou bunéénych
cyklit embryonélniho vyvoje. U prasete se béhem ctyt-bunécného stadia (tj. tfetiho bunécného
cyklu) kolem NPB tvofi denzni fibrilarni oblasti, fibrilarni centra a granularni castice.
Fibrilarn¢ granularni jadérko je pak plné vyvinuto u Sestnacti-bunééného embrya (paty

bunéény cyklus) (Hyttel et al., 2000).

3.3.2 Reaktivace embryonalniho genomu a vyvoj do blastocysty

Po splynuti prvojader je u zygoty zahajeno mitotické déleni (Foulk, 2001), které vede
k vytvoteni dvou-bunécného zarodku s dvéma diploidnimi jadry, z nichz kazdé obsahuje sadu
maternalnich a paternalnich chromosomu (Li et al., 2003). Mnozici se bunky, které jsou
po kazdém dé€leni mensi, jsou oznacovany jako blastomery. Vznika tak postupné dvou-
bunééné a Ctyi-bunééné stadium. Do stadia Ctyf-bunééného embrya se uplatiiuji proteiny
a MRNA maternalniho ptivodu, které byly vytvofeny oocytem jiz v jeho stadiu riistu a zrani.
Tato zédsoba slouzi po oplozeni oocytu pro pocatek vyvoje embrya a umozni pokraCovani
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casného embryondlniho vyvoje az do chvile, kdy embryo zacne byt transkripéné aktivni

Vv produkei své vlastni mRNA a proteind.

Zahajeni vlastni tvorby mRNA a proteinii embryem, neboli embryonalni genomova
aktivace (EGA, Embryonic Genome Activation), je soucasti obdobi piechodu z maternalniho
genomu na embryonalni (MZT, Maternal to Zygotic Transition) zapocatého ihned po
oplozeni. MZT je postupny proces skladajici se z nékolika fazi (Bogliotti et Ross, 2015).
Nejprve dochazi k degradaci materndlniho mRNA, proteinti a maternalnich transkriptt, které
jsou v dal$i fazi nahrazeny prvnimi embryonalnimi transkripty tzv. malé aktivace genomu
(minor genome activation). V neposledni fadé nastava celkové reprogramovani genové
exprese, které vede k syntéze velkého mnozstvi novych transkriptli nezbytnych pro dalsi

embryonalni vyvoj (Schultz, 2002; Langley et al., 2014).

Genom embrya je aktivovan stupiiovité a s mezidruhovou specifitou. U mysi dochazi
K majoritni aktivaci genomu ve dvou-bunéném stadiu, u kralika a skotu ve stadiu 8 - 16
bun¢k, u clovéka ve stadiu 4 - 8 bunck (Bogliotti et Ross, 2015). U prasat byla zjisténa
ve dvou-bunééném stadiu minoritni genomova aktivace a k majoritni aktivaci genti dochazi
ve Ctyf-bunééném zarodku, odpovidajici tfetimu bunécnému cyklu embryondlniho vyvoje

(Anderson, 2001; Maddox-Hyttel et al., 2007).

Po uspéSné aktivaci embryondlniho genomu prasete nésleduje déleni na osmi
a Sestnacti-bunééné embryo a poté nastava proces kompaktace dosud volnych blastomer
do organizované bunétné masy. Pfi vzajemném stlacovani bun€k dochazi ke zmenSovani
mezibunéénych prostor a formaci mezibunéénych spojii. Mezi tyto mezibunécné spoje patii
spoje typu tight junction, dulezité pro zadrZeni blastocoelové tekutiny, a spoje typu gap
junction nutné k zajisténi mezibunééné komunikace. Mezi 2. a 3. dnem vyvoje tak v in vivo
podminkach dochazi k formaci kompaktni moruly. V této fazi se zarodky vin vivo
podminkach piesouvaji z prostiedi vejcovodu do déloznich rohti (Rothschild et Ruvinsky,
2011). Vngjsi blastomery moruly se diferencuji v tzv. trofoektoderm, ktery dava zaklad
budoucim plodovym oballim a placenté. Z vnitfnich blastomer moruly se stava vnitini
bunééna masa, ze které se pozdéji vyviji vlastni embryo (Foulk, 2001; Bambang et al., 2010).
Do mezibunéénych prostor mezi bunikami trofoektodermu a embryoblastu za¢ne pronikat
tekutina. Vznikajici dutinky postupné splyvaji v jednotnou dutinu vyplnénou tekutinou
a kolem patého dne embryonalniho vyvoje je tak dosazeno utvaru blastocysty (Sadler, 2010;

Bazer et Johnson, 2014). V in vitro podminkach je vyvoj zygoty do stadia blastocysty delsi
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oproti podminkam in vivo a blastocysty, které se vyvijeji v podminkach in vitro, maji nizsi

pocet blastomer (Stokes et al., 2005).

3.3.3 Chromatin embrya a epigenetické zmény v pribéhu embryonalniho
vyvoje
Zakladni jednotkou chromatinu, obsahujiciho DNA, histony a proteiny nehistonové
povahy, je nukleozom (Obr. 1). Nukleozoém se sklada z oktameru histond a z dvoufetézcové
DNA, ktera vytvaii kolem nukleozému dvé netplné otacky o délce 146 parii bazi (Yuan et
Zhu, 2012). Ovinutim DNA kolem nukleozoému dochazi ke zkraceni molekuly DNA pfiblizné
o0 1/3 jeji pivodni délky. Nukleozoémy jsou navzajem oddeleny volnou DNA, tzv. linker DNA
(Plopper et al., 2013).

Hlavni strukturni proteiny chromatinu jsou histony. Tyto malé proteiny o hmotnosti 11
- 15 kDa maji vysoky obsah kladné nabitych (bazickych) aminokyselin lyzinu a argininu,
které umoziuji vazbu na zdporn¢ nabitou molekulu DNA. Chromatin obsahuje 5 typu
histond: H1, H2A, H2B, H3 a H4 (Cooper, 2000). VSechny tyto histony, krom¢ H1, tvoii
vnitini jadro nukleozomu, kde jsou zastoupeny po dvou molekulach. Mimo histonovy
oktamer lezi histon HI1 (spojovaci histon). Ten se vaze ke specifické oblasti nukleozému,
ptitahuje jednotlivé nukleozémy té€sné€ k sob€ a umoznuje tak kondenzaci chromatinu. Histonti
je v jadie buniky zna¢né mnozstvi a jejich celkova hmotnost je piiblizné stejna jako hmotnost

samotné DNA (Plopper et al., 2013).

Histony, podobné jako DNA, podstupuji v prenatdlnim 1 postnatdlnim vyvoji
epigenetické zmény. K t€émto epigenetickym zménam dochazi ihned po oplozeni u samc¢iho
a sami¢iho genomu zygoty. Jednd se o dédicné zmény v genové expresi beze zmeény
v sekvenci DNA. Jednou z epigenetickych zmén je methylace DNA. Methylace DNA spociva
v pfidani methylové skupiny na uhlik v paté pozici cytosinu v CpG dinukleotidu (par cytosin-
guanin), v dasledku ¢ehoz dochazi k potlaceni transkripce gent. Tento pienos je katalyzovan

prostiednictvim enzymt DNA methyltransferaz (Bird, 1986; Moore et al., 2013).

Pro uspésnou reaktivaci embryondlniho genomu a naslednému zahdjeni transkripce
gent specifickych pro embryo, je tedy zapotiebi uplné demethylace DNA sam¢iho a samic¢iho
puvodu (Wu et al., 2014; Bogliotti et Ross, 2015). K demethylaci DNA mize dochazet bud’
pasivn¢ pii replikaci, nebo aktivné prostfednictvim specifickych enzymt (Ma et al., 2014).

Béhem nékolika hodin po oplozeni je Vprabéhu formovani prvojader u savci aktivné
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demethylovan sam¢i genom, coz nasledné umozni nastup transkripce u saméiho prvojadra.
Naproti tomu sami¢i genom zustava methylovan a az po dvou-bunééném stadiu zarodku
dochazi k jeho postupné pasivni demethylaci (Haaf, 2006). Demethylace DNA je spojovana
s aktivitou enzymu rodiny TET (Ten Eleven Translocation). Prostfednictvim enzymu TET3
dochdzi k aktivni demethylaci DNA samciho genomu kratce po oplozeni oocytu.
Prostfednictvim  téchto enzym@ dochazi k oxidaci 5-methylcytosinu  na  5-
hydroxymethylcytosin, ktery je pak z DNA sekvence vystfizen a nahrazen nemodifikovanym

cytosinem (Guo et al., 2014; Bogliotti et Ross, 2015).

Mimo procesu methylace DNA dochdzi u postrannich fetézci histonovych
aminokyselin k post-translacnim modifikacim jako je napt. methylace, acetylace, fosforylace
a ubikvitinace. Zatimco DNA methylace je spojovana s transkripéni inaktivitou, modifikace
jadernych histonll jsou reguldtorem aktivace i inaktivace pfepisu genil v zavislosti na jejich
specifické modifikaci a vzajemnych kombinacich (Bogliotti et Ross, 2015). Do regulace
exprese geni béhem MZT jsou zapojeny dva hlavni typy histonovych modifikaci: acetylace
lyzinu a tri-methylace lyzinu. Pravé methylace lyzinu na histonu 3 (H3) ovliviiuje naasovani
aktivace geni béhem MZT (Lee et al., 2014). Napi. methylace lyzinu v pozici 4 na histonu
H3 (H3K4me) a acetylace lyzinu v pozici 14 na histonu H3 (H3K14ac) jsou spojovany
s aktivaci transkripce, naproti tomu methylaci lyzinu v pozici 9 (H3K9me) a deacetylaci
lyzinu v pozici 14 (H3K 14) dochazi k umléeni nékterych gent (Lagger et al., 2002; Lepikhov
et Walter, 2004; Morgan et al., 2005). Dalsi modifikaci hrajici roli v regulaci EGA
a potlacovani transkripéni aktivity je i tri-methylace lyzinu v pozici 27 na histonu H3
(H3K27me3) (Bogliotti et Ross, 2015).

Prostfednictvim popsanych epigenetickych zmén, methylace DNA a modifikace
histonli, dochédzi v prase¢i zygoté k asymetrii mezi materndlnim a paterndlnim genomem,
kterd je patrna jiz na Urovni prvojader. U samciho prvojadra je oproti prvojadru sami¢imu
patrna nizsi uroven methylace histonil a vyssi acetylace histontt H3 a H4. Naopak u samiciho
prvojadra je piitomna slaba uroven acetylace a silnd uroven methylace H3K9me2/3
a H3K27me3 (Adenot et al., 1997; Van der Heijden et al., 2005; Morgan et al., 2005; Santos
et al., 2005; Ma et al., 2015). Nizka troven methylace histoni samc¢iho genomu kratce
po oplozeni je nasledkem zamény protamini za histony (Feil, 2009). Asymetrie mezi
prvojadry je spojovana i srozdilnou methylaci DNA, v disledku vySe popsané aktivni
demethylace DNA u samciho prvojadra a zachovani methylovaného DNA u prvojadra
sami¢iho (Dean et al., 2001; Beaujean et al., 2004; Morgan et al., 2005; Hou et al., 2008;
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Feil, 2009). Naopak studie Jeong et al. (2007) uvadi, Zze u prasat po oplozeni nedochazi
u samciho prvojadra k aktivni demethylaci DNA a navic je sam¢i genom charakteristicky tri-

methylaci H3KO9.

Adekvatni epigenetické zmeény rozhoduji o struktufe chromatinu a s nim spojené
transkripéni aktivité ¢i inaktivité zygoty. Jsou dulezité pfi procesu piechodu totipotentni
zygoty na diferencované embryo exprimujici své vlastni geny. Post-translacni modifikace
v kombinaci s methylaci DNA, jakozto klicovi regulatofi genové exprese zygoty, vytvareji

tzv. histonovy kod, ktery je desifrovan prostiednictvim histon-vazebnych proteint.

3.4 Post-transla¢ni modifikace

Bylo prokdzano, Zze chromatin neni statickou jednotkou a je formovan post-
translaénimi modifikacemi histont, které utvareji histonovy kod. Tyto post-transla¢ni
modifikace hraji dtlezitou roli v regulaci transkripce a opravé DNA (Luger et al., 2012). Mezi
nejcastejsi post-translaéni modifikace, které se podileji na tvorbé histonového kddu, je fazena
methylace a acetylace lyzinu, dale methylace argininu, fosforylace serinu, ubikvitinace
a SUMOylace lyzinu (Bogliotti et Ross, 2015). Na histonovém kodu se mimo téchto znamych
typtt modifikaci podili i méné casté typy modifikaci jako napt. propionylace, butyrylace apod.

K modifikacim nejcastéji dochazi na N-termindlnich koncich histonovych proteinti
a v mnohem mensi mife na centralnich (globuldrnich) ¢astech a C-terminalnich koncich
histontl, coZ je nejspiSe zpusobeno hor$im piistupem pro modifikujici enzymy. Mira post-
transla¢nich modifikaci se u jednotlivych histont lisi, napf. nejvice modifikaci podstupuje H3
a H4, naproti tomu u H2A a H2B dochazi k modifikacim relativné malo (Biswas et al., 2011).
Post-translacni modifikace piedurcuji tvorbu dvou riznych stavli chromatinu rozliSenych
podle jeho stupné kondenzace: heterochromatinu a euchromatinu (Biel et al., 2005).
Prostfednictvim post-translacnich modifikaci je tedy umoZnéna zména kondenzace
chromatinu v zavislosti na stadiu bunétného cyklu. Transkripéné aktivni euchromatin se
vyskytuje v interfazi bunécného cyklu, kdy se bunka piipravuje na deleni a dochazi
K transkripci genti a replikaci DNA. DNA se tak stava pfistupna pro proteiny potiebné
pro expresi gen a replikaci v diisledku rozvolnéného stavu euchromatinu, kde se DNA
nachazi ve form¢ 30 nm silnych vldken organizovanych do velkych smycek. Interfazovy
chromatin je z 10 % tvofen naopak vysoce kondenzovanym heterochromatinem, kde jsou

geny umlceny a k DNA nemohou pfistoupit aktivatory transkripce, rekombinace Ci proteiny
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dilezité pro opravu DNA (Cooper, 2000). Pfeménou euchromatinu na transkripéné neaktivni
heterochromatin dochazi ke stabilizaci genomu a inhibici transkripce specifickych geni.
V dutsledku post-translacnich modifikaci je tak ovliviiovana genova exprese prostiednictvim
chromatin remodelujicich enzymu (Biswas et al.,, 2011). V chromatin-remodelujicich
enzymech, jako je napt. histonacetyltransferaza (HAT) ¢i histonmethyltransferaza (HMT), se
nachazeji domény urcujici specifitu vazby. Napf. v mnohych HAT enzymech jsou obsazeny
bromodomény, které se specificky vazou na acetylované histony a v jinych enzymech jsou

zastoupeny chromodomény, vazajici se na histony methylované (Bottomley, 2004).

3.4.1 Fosforylace a ADP ribosylace

Pti regulaci stupné¢ kondenzace chromatinu je dulezitd i fosforylace serinovych,
threoninovych a tyrozinovych zbytkl histont, kontrolovana enzymy kinazou a fosfatazou.
Prostiednictvim kindz je katalyzovan ptenos fosfatu z ATP na hydroxylovou skupinu
specifického proteinu, naopak enzymem fosfatazou dochazi k defosforylaci. Béhem mitozy
ameiodzy je fosforylace zodpovédnd za kondenzaci chromatinu, avSak v interfazi zaroven
zajistuje transkripci genu (Biel et al., 2005; Bannister et Kouzarides, 2011). Fosforylace je
vyznamnou epigenetickou zménou v reakci na poskozeni DNA, kdy v disledku indukce DNA
zlomu je fosforylovan v pozici serinu 139 histon H2AX (yH2AX). Tento histon je jednou
z nejkonzervovanéjSich variant histonu H2A a jeho fosforylace je casnym markerem
poskozeni DNA (Rogakou et al., 1998; Redon et al., 2010). Prostfednictvim yH2AX dochazi
K rekrutaci DNA reparacnich a signaliza¢nich proteinti, podilejicich se na rekonstrukci
poskozené DNA nebo docasné zastavé bunééného cyklu. YH2AX tak hraje vyznamnou roli

Vv udrzovani stability genomu (Bonner et al., 2008).

Dalsi epigenetickou modifikaci, kterd se také vyznamné podili na opravé DNA, je
ADP ribosylace. V tomto ptipadé je na histony napojena vétsi molekula ADP-riboza.
Na arginin nebo glutamatovy zbytek histonti je pifendSena jedna ¢i vice molekul. V ptipadé
vétsiho poctu molekul se jedna o poly-ADP-ribosylaci, ktera je katalyzovana prostiednictvim
poly-ADP-riboza-polymerazy (PARP). Tato modifikace je dale zapojena do remodelace
chromatinu, genové exprese a mnoha dal§ich bunéénych procesti (Bannister et Kouzarides,

2011).
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3.4.2 Ubikvitinace a SUMOylace

Jinym mechanismem modifikace dochazi k pfipojeni polypeptidd ubikvitinu nebo
SUMO (Small Ubiquitin-Related Modifier) na lyzinovy zbytek cilového proteinu. Pfenos
téchto molekul je realizovan nékolika specifickymi enzymy, jako jsou ubikvitin a SUMO-
aktivatory, konjugazy, ligdzy nebo proteazy. Pti sumoylaci histonu H4 dochdzi k vazbé
histondeacetylazy (HDAC) a heterochromatin proteinu 1 (HP1, Heterochromatin Associated
Protein 1) k transkribovanému genu. Tato zména vede ke kondenzaci chromatinu a tedy
inhibici transkripce genu. Sumoylace ostatnich histoni nebyla dosud u eukaryot
prozkouména. Tato post-translaéni modifikace je mimo inhibice transkripce zapojena napf.
i do transportu mezi cytoplazmou a jadrem, do udrzeni integrity chromosomi a stability
genomu. Pfi sumoylaci vétSinou dochazi ke stabilizaci proteinu oproti polyubikvitinaci, ktera
preduréuje protein k rozkladu v proteazomu. Jako Casta histonova modifikace se vyskytuje

ve form¢ monoubikvitinace (Luger et al., 2012).

3.4.3 Acetylace histoni

Doposud nejvice prostudovanou modifikaci histoni je acetylace, ktera se tyka
lyzinovych zbytkli. Do regulace acetylace chromatinu jsou zapojeny enzymy rodin
histonacetyltransferdz (HAT) a histondeacetyldz (HDAC). Prostfednictvim HAT je ptfenaSen
acetyl zacetylkoenzymu A na e-amino skupinu lyzinu. Pfi hyperacetylaci dochazi
K rozvolnéni struktury chromatinu neutralizaci pozitivniho naboje histonu. Oddalenim DNA
od nukleozomu se tak DNA promoteru stava piistupnd pro transkripéni faktory, coZ umozni
aktivaci genové transkripce (Bannister et Kouzarides, 2011; Thiagalingam et al., 2003).
na acetylované lyziny histoni (Bottomley, 2004). Pfi hypoacetylaci dochdzi k opa¢nému

procesu, tedy navraceni ke kompaktnimu stavu chromatinu.

3.4.4 Methylace histoni

Vyznamnou post-transla¢ni modifikaci je methylace histonti. V tomto ptipadé¢ mohou
byt lyziny histonii modifikovany pfipojenim jedné, dvou ¢i tii methylovych skupin (mono-,
di-, tri-methylace), zatimco u argininu dochazi k mono- nebo di-methylaci. K methylaci
dochazi prostiednictvim enzymu HMT a vratnost procesu methylace je umoznéna
histondemethylazou (HDM). Jako prvni HMT byl popsan enzym SUV39H1, jehozZ cilem je

vyhradn¢ H3K9 (Bannister et Kouzarides, 2011). Dalsim enzymem, s n¢kolikanasobn¢ vyssi
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histonmethyltransferdzovou aktivitou ve srovnani s SUV39H1 je G9A, ktery methyluje nejen
H3K9, ale i H3K27 (Tachibana et al., 2002).

Jednim z nejznaméjSich prikladi umlceni genti, ve kterych sehrava roli prave
methylace, je deaktivace jednoho z X chromosomi. Tento jev nastava bézné¢ u samic
v ¢asném embryondlnim vyvoji savci. V tomto pfipadé dochédzi ke zméné konformace
chromosomu X na heterochromatin, ktery tizce souvisi s methylaci DNA a modifikacemi
histonl a to pfedevsim methylaci H3K27 a H4K20. Inaktivovany X chromosom je v sami¢im
embryu patrny jako tzv. Barrovo télisko (Chadwick et Willard, 2003). V uml¢ovani genu
prostfednictvim konformace heterochromatinu hraje dtlezitou roli jiz zminény SUV39HI,
ktery ve spojeny s HP1, vazajiciho se na methylovany H3K9, usnadiiuje vyssi kondenzaci
chromatinu (Biel et al., 2005). Proces methylace neni vzdy spojovan s kondenzaci
chromatinu. Jak jiz bylo zminéno napf. pfi methylaci na H3K9 dochazi k transkrip¢ni
inaktivaci chromatinu a naopak pii methylaci H3K4 je chromatin transkripéné aktivni.
Rozdilny ucinek na formaci chromatinu je tak dan specifickou lokalizaci methylace (Lagger

et al., 2002).
3.5 Histondeacetylazy

HDAC je skupina enzymul uvoliujicich acetylové skupiny z g-aminoskupiny lyzinu
histoni a mnoha ne-histonovych proteinti. Prostfednictvim aktivity HDAC dochazi
K tésnéjsimu uspotradani chromatinu a umléeni specifickych genti (De Ruijter et al., 2003).
U savct bylo dosud identifikovano 18 HDAC. Nékteré z nich jsou lokalizovany v jadie, kde
jsou jejich cilem histony a nékteré jsou lokalizovany i v cytosolu. HDAC jsou klasifikovany
do ctyf tiid dle podobnosti s histonovymi deacetylazami izolovanych z kvasinek: RPD3
protein (I. tfida), HDA1 protein (II. t¥ida) a SIR2 protein (III. téida) (Escobar et al., 2010).

Do I. tftidy HDAC jsou tazeny HDACI, 2, 3 a 8, lokalizované predevsim v jadre,
ackoli u HDAC3 muzZe dochézet k transportu z jadra do cytoplazmy. Do Il. tfidy jsou fazeny
HDAC4, 5, 6, 7, 9 a 10, u kterych dochazi k transportu mezi jadrem a cytoplazmou (De
Ruijter et al., 2003). III. tfida je tvofena rodinou sirtuind (SIR, Silent Information Regulators)
a IV. tfida jedinym zastupcem HDACI11, ktery nevykazuje sekvencni podobnost s HDAC

kvasinek jako ostatni tfidy.

HDACs jsou nékdy dale rozdélovany do dvou skupin dle pozadavki katalytické

domény. Do prvni rodiny jsou fazeny HDACI1-11, které ke své deacetylacni aktivité vyzaduji
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Zn** jako kofaktor (Zn*" - dependentni deacetylazy). Naproti tomu druhé rodina sirtuind je
zavisla na piitomnost nikotinamidadenindinukleotidu (NAD"), jakozto diilezitého kofaktoru

jejich enzymatické aktivity (NAD" - dependentni histon deacetylazy) (Escobar et al., 2010).

Aktivita HDACs miize byt ovlivnéna jejich post-translacnimi modifikacemi a fadou
inhibitord. Jako prvni z inhibitorG byl objeven trichostatin A (TSA), ktery inhibuje vSechny
HDACs kromé¢ sirtuinti. Mezi inhibitory HDAC se dale fadi butyrat, vorinostat, oxamflatin,
trapoxin A, apicidin, a dalsi (Thiagalingam et al., 2003; De Ruijter et al., 2003; Dokmanovic
et al., 2007). V dusledku inhibice HDAC dochazi k akumulaci acetylovanych histont a tim
k expresi specifickych genti. Naopak na potlaceni exprese geni se podili aktivita HDAC
s procesem methylace DNA. Oba dé&je jsou uzce spjaty a vzajemné se ovliviiuji. Do rekrutace
HDAC jsou zapojeny DNA methyltransferazy, dale proteiny vazajici se na methylované CpG
ostrivky (MBP, Methyl-CpG Binding Proteins) a domény vazajici methylovanou DNA
(MBD, Methyl-CpG Binding Domain). Mezi MBD proteiny jsou fazeny napi. MeCPl
a MeCP2, které obsahuji vazebna mista pro korepresory nebo HDACs (Zou et al., 2011).
V prvnim kroku dochazi k methylaci DNA. Na methylovanou DNA se vazou MBP, které
rekrutuji HDAC, v disledku ¢ehoz dochazi k deacetylaci histonll. Po deacetylaci histont je
dale umoznéna methylace histonii a tim dochazi jeste¢ k té€snéjsimu uspotadani chromatinu
a regulaci histonového kodu. Transkripcni umlceni se proto vyznacuje hypermethylaci DNA,

deacetylaci histont a naslednou methylaci H3K9 (Vaissiére et al., 2008).
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Obr. 1: HDAC:s a regulace histonového kodu (upraveno dle Thiagalingam et al.,
2003). SWI/SNF: chromatin remodelujici komplex, DNA Me: methylace DNA, Me:
methylace histonu, Ac: acetylace histonu, p300/CBP: CREB vazebny protein, DDM: DNA

demethylaza.

Skrze post-translacni modifikace se podili na utvafeni histonového kodu dilezita

skupina HDAC:s sirtuiny, které jsou zapojeny do Sirokého spektra biologickych funkci.

3.5.1 Sirtuiny a jejich zapojeni do regulace epigenetickych zmén

Do skupiny specifickych NAD"- dependentnich histondeacetylaz, souhrnné
oznacovanych jako sirtuiny, bylo u savcu identifikovano 7 izoforem (SIRTL1 - 7) (Vaquero
et al., 2004; Kwak et al., 2012). Podstatou deacetyla¢ni aktivity sirtuinl je pienos acetylové
skupiny z proteinu na ADP - rib6zovou ¢ast NAD" za vzniku O-acetyl-ADP-ribozy (Milner,
2009). Sirtuiny jsou na rozdil od ostatnich tfid deacetylaz rezistentni vii¢i béZnym inhibitorim
deacetylaz (Xu et al., 2007; Olmos et al., 2011; Albani et Forloni, 2014). Sirtuiny zastavaji
nejriznéjsi bunééné funkce v zéavislosti na jejich lokalizaci v bunice (Tab. 2). Dosud nejlépe
charakterizovany SIRT1 je lokalizovan pfevazné v jadie a SIRT2 v cytoplazmé, ale miize
dochézet kjejich migraci mezi jadrem a cytoplazmou. SIRT3, SIRT4, a SIRTS jsou
lokalizovany v mitochondriich, ackoli u SIRT3 dochazi pfi bunécném stresu k transportu
Z jadra do mitochondrie. SIRT6 je jaderny a SIRT7 jadérkovy sirtuin (Cant6 et Auwerx, 2012,
Kwak et al., 2012; Villalba et Alcain, 2012). Prostfednictvim sirtuini dochazi v jadie
k deacetylaci histonovych proteint, ale jejich cilem jsou rovnéz proteiny nehistonové povahy

(Albani et Forloni, 2014).

Sirtuin Ttida Lokalizace Enzymaticka aktivita
SIRT1 | Jadro, cytosol Deacetylace
SIRT2 | Cytosol, jadro Deacetylace, demyristoylace
SIRT3 | Mitochondrie Deacetylace
SIRT4 I Mitochondrie ADP-ribosylace
SIRT5 Il Mitochondrie Deacetylace, demalonylace, desukcinylace
SIRT6 v Jadro Deacetylace, ADP-ribosylace
SIRT7 v Jadérko Deacetylace

Tabulka 1: Lokalizace a enzymatickd aktivita sirtuinti v buice (upraveno podle Gomes

etal., 2015).
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SIRT1 je nejvice prostudovanym ¢lenem rodiny sirtuind, ktery se podili na regulaci
nejriznéjSich bunéénych procesti determinujici zivotaschopnost buiky. Jednd se o anti-
apoptoticky ucinek, potlaceni volnych kyslikatych radikalt (ROS, Reactive Oxygen Species),
ochranu neuront a dal$i (Sauve, 2009; Olmos et al., 2011). SIRT1, podobné jako ostatni
sirtuiny, je zodpovédny za deacetylaci a inaktivaci jednoho z proteinli nehistonové povahy
pS3 a jinych nadorovych supresorti. Proto se SIRT1 stava potencidlnim faktorem studia
vzniku rakoviny. Je vSak znamo, ze p53 pomoci negativni zpétné vazby reguluje transkripci
SIRTI, kdy inaktivace p53 miize snizit uroven exprese SIRTI1, ¢imz se zvysi aktivita p53.
Podobn¢ dochdzi i k mechanismu negativni zpétné vazby u proteini FOXO, pusobicich
za uréitych okolnosti také jako nadorové supresory. Uginek SIRTI, jakoZto nadorového
supresoru nebo promoteru, je tedy zdvisly na mnoha faktorech zahrnujicich napt. vék, typ
tkané, mnoZzstvi a distribuce specifickych cilti pro SIRT1 a faktord regulujicich SIRT1 (Deng,
2009; Wilking et Ahmad, 2015).

SIRT2 je pievazné lokalizovan v cytoplazmé, ale ve fazi G2/M buné&tného cyklu
dochazi k jeho ptfesunu z cytoplazmy do jadra, kde zpusobuje deacetylaci H4K16 a tim
stabilizaci genomu (Villalba et Alcain, 2012). Cilem SIRT2 jsou také jiz zminéné transkrip¢ni

faktory, zahrnujici p53 a FOXO proteiny (Olmos et al., 2011).

SIRT3, SIRT4, a SIRTS jsou lokalizovany v mitochondriich, kde pravdépodobné hraji
roli v regulaci transkripce mitochondrialniho genomu. Ovliviiuji aktivitu metabolickych
enzymu skrze deacetylaci a/nebo mono-ADP-ribosylaci. U SIRT3, ktery je zaroven
histonovou deacetyldzou, dochdzi v disledku stresového stimulu k pfesunu zjadra do
mitochodrii, kde SIRT3 ovlivnénim detoxikace ROS snizuje riziko poskozeni makromolekul
(Olmos et al., 2011). Inhibici SIRT3 dochazi ke zhorSeni formace mysich blastocyst in vitro,
v disledku vzniku ROS, coZ je diikazem jeho protektivniho ucinku proti oxidativnimu stresu

(Kawamura et al., 2010).

Aktivitou SIRT6 je pfevazné ADP-ribosylace, ale zastdva funkci 1 histonové
deacetylazy. SIRT6 je odpovédny za odolnost proti poSkozeni DNA, za opravu DNA zlomi
a potlaceni genomové nestability Po jeho navazani na nuklearni faktor NF-xB, dochazi
prostiednictvim SIRT6 k deacetylaci H3K9, coz zabrafiuje navédzani tohoto faktoru
na chromatin. Timto mechanismem mitize byt ovliviiovana exprese cilovych gend tohoto
proteinu, dulezitych pro bunécnou apoptézu, nebo zastaveni bunécného cyklu vlivem

genotoxického a oxidativniho stresu. Jeho nadmérna exprese vyvolava u rakovinnych bun¢k
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masivni apoptézu, proto je SIRT6 dalSim sirtuinem studovanym v rdmci 1écby rakoviny

(McCord et al., 2009; Olmos et al., 2011; Villalba et. Alcain, 2012).

SIRT7 nachazejici se v jadérku, pozitivné reguluje transkripci ribozomalnich DNA
gend (Olmos et al., 2011). Rovnéz je faktorem ovliviiujici vyvoj rakoviny skrze specifickou
deacetylaci H3K 18, kterd zptsobuje potlaceni exprese tumor supresorovych gend, vedouci
k proliferaci nadorovych bunék. Hypoacetylace H3K 18 je tak spojovana s agresivnim typem

rakoviny (Paredes et al., 2014; Yu et al., 2014).

Aktivita sirtuini je ovlivilovdna aktivatory, inhibitory a post-translacnimi
modifikacemi sirtuind. Serinové a tyrozinové zbytky sirtuinti mohou byt fosforylovany a
lyzinové zbytky modifikovany sumoylaci. Napt. fosforylaci SIRT2 na Ser-368 a Ser-331
dochazi k inhibici jeho deacetyla¢ni aktivity (Kwak et al., 2012). Nejvice aktivatori bylo
identifikovano pro SIRT1, z nichZ nejprostudovanéjsi je polyfenol resveratrol (RSV), ptirodni
sloudenina s antioxidaénimi u¢inky, b&n& se vyskytujici v Cerveném ving. Uginngjsi
v aktivaci SIRT1 jsou vSak syntetické molekuly nez RSV (Villalba et Alcain, 2012).
Inhibitorem sirtuint je napf. sirtinol a produkt deacetyla¢ni reakce sirtuind - nikotinamid

(NAM). Pisobenim téchto inhibitortt dochazi k vyvojovym defektim a ke zvySeni hladiny
ROS v prubéhu embryonalniho vyvoje (Kwak et al., 2012).

3.5.1.1 Signalizace sirtuint béhem ¢asné embryogeneze

U sirtuint byl v nékolika studiich prokazéan ptiznivy u¢inek na zrani oocytu a nasledny
embryonalni vyvoj (Kwak et al., 2012; Lee et al., 2010; Sato et al., 2014; Itami et al., 2015).
Aktivita SIRT1 je zvySovana prostftednictvim aktivatoru resveratrolu, prostiednictvim
inhibice cAMP fosfodiesterazy. Po zvySeni SIRT1 aktivity resveratrolem byl prokazan
pozitivni efekt na zrani praseciho oocytu a schopnost dosazeni stadia blastocysty (Itami et al.,
2015). V dusledku aktivity SIRT1 dochazi také ke zvySeni poétu a zlepSeni kvality
mitochondrii u zrajicich prasecich oocyti (Sato et al., 2014). U mysi byl zji§tén pozitivni
efekt SIRT1 na zivotaschopnost oocytu za stresovych podminek (Di Emido et al., 2014), kdy
prostfednictvim plsobeni resveratrolu na aktivaci SIRT1 dochazi k redukci ROS a sniZeni
exprese genu se Vvztahem Kapoptoze. Vysledkem aktivace sirtuind je tedy =zlepSeni
vyvojového potencialu embrya a po¢tu bunék blastocysty prasat (Kwak et al., 2012; Lee et
al., 2010).
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V souhrnu je mezi pozitivni u€inky sirtuini fazena ochrana proti poskozeni DNA,
reakce na DNA zlomy, dale ovlivnéni nejriznéjSich zivotnich funkci embrya, zahrnujici
metabolismus mitochondrii, proces apoptézy nebo udrzovani délky telomer chromosomu
(Palacios et al., 2010; Pillai et al., 2014; Sato et al., 2014). Pozitivni vliv SIRT1
na embryonalni vyvoj je dobfe znam, jeho signalizace v pribéhu embryonalniho vyvoje vsak

zatim zUstava nedostateéné prostudovana.

Deacetylacni aktivita SIRTI je spojovéana s epigenetickou regulaci na trovni histont,
kdy dochazi deacetylaci H3K9ac, H3K 14ac a H4K16ac k ovlivnéni transkripce geni. Dale je
prostfednictvim SIRT1 nepfimo modifikovana DNA, kdy dochazi ke zvyseni aktivity DNA
methyltransferazy (DNMT 1) (Martinez-Redondo et VVaquero, 2013).

Aktivaci SIRT1 dochazi také k deacetylaci celé fady substratii ne-histonové povahy,
jako jsou p53, FOXO, NF-kB, EZH2, Ku-70, eNOS a jiné (Houtkooper et al., 2012;
Martinez-Redondo et Vaquero, 2013). Regulaci ne-histonového proteinu p53 je ovliviiovana
kvalita embrya. U proteinu p53, ktery hraje roli v reakci na poskozeni DNA, je jeho exprese
béhem embryonalniho vyvoje spojovana s negativnim vlivem na kvalitu blastocysty. Protein
p53 je regulovan prostiednictvim SIRTI, kdy dochézi kinaktivaci p53 v dusledku jeho
deacetylace. Deacetylovany p53 je nasledné degradovan pomoci tzv. E3 ubikvitin ligazy
MDM2 v proteazomu. Prostiednictvim degradace v proteazomu jsou dale regulovany jiz
zminéné proteiny rodiny FOXO. Pfi stresovych podminkach dochéazi deacetylaci SIRT1
K inhibici schopnosti FOXO3A vyvolat bunéfnou smrt a zaroven dochazi ke zvySeni
schopnosti FOXO3A zajistit rezistenci vii¢i oxidativnimu stresu. Vysledkem deacetylace
FOXO3A je totiz stimulace exprese antioxidantd katalazy a mangan superoxid dismutazy
(MnSOD), ¢imz je pozitivné ovliviiovan ¢asny embryonalni vyvoj (Daitoku et al., 2011; Di
Emido et al., 2014; shrnuto v Pillai et al., 2014; Tollini et al., 2014).

DalSim z dilezitych ne-histonovych cild SIRTI1, pozitivné ovliviujici Casny
embryonalni vyvoj, je methyltransferaza SUV39H1, kterou SIRTI reguluje. Prostiednictvim
aktivace SUV39H1 dochazi ke zvySené methylaci H3K9, coz svéd¢i o jiz zminéné spojitosti
déjii deacetylace a methylace histonll. Methylace je v tomto pfipadé umoZznéna az po predeslé
deacetylaci sirtuiny. Nejprve dochdzi k navazani SIRT1 na SUV39HI1, ¢imz se tato
methyltransferaza stava stabilni. Ke stabilizaci SUV39H1 dochdzi prostfednictvim potlaceni
degradace SUV39H1 v proteazomu zapii¢inéné vySe zminénou ubikvitin ligaizou MDM2
(Bosch-Presegué et al., 2011). Mimo to SUV39H1 je prostfednictvim SIRT1 deacetylovana
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na lyzinovém zbytku K266, ¢imz dochazi ke zvySeni aktivity SUV39HL. Poté je
prostiednictvim aktivity SIRT1 navazana methyltransferaza na chromatin. Aktivitou SIRT1
dochazi k deacetylaci H3K9 a nasledné¢ je tak umoznéna tri-methylace H3K9
methyltransferazou a transkripéné¢ umlceny geny. V disledku zvysené aktivity SIRT1 tedy
ve vyssi mife dochdzi k H3K9me3, vazbé HP1 a utvareni heterochromatinu, ¢imz dochazi

k regulaci histonového kodu (Zhang et Kraus, 2010; Bosch-Presegué et Vaquero, 2015).
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4. Material a metodika

4.1 lzolace a zrani prasecich oocytii in vitro

Oocyty byly ziskavany z vajenikt dovazenych z jatek (Jatky Plzen a.s., Plzeti, Ceska
republika), kde byly odebirany od 6 — 8 mésict starych necyklujicich prasni¢ek (kiiZenci
plemene Landrace x Bilé uSlechtilé). Do laboratoie byly vajeéniky pievazeny pii teploté
39 °C. Kumulo-oocytarni komplexy (COCs) byly ziskavany z ovarialnich folikulti o priméru
2 - 5 mm pomoci aspiracni stiikacky a jehly 20G a zpracovany v HEPES-pufrovaném médiu
Tyrodového acetatu obsahujiciho 0,01% (w/v) polyvinyl alkohol (TL-HEPES-PVA).
Pro in vitro zrani (IVM) byly vybrany pouze pln¢ dorostlé oocyty s neporusenou cytoplazmou
a celistvym obalem z kumularnich bunék. Pro IVM bylo pouzito modifikované kultivacni
médium mTCM199 (Gibco, Life Technologies, UK), obsahujici 0,1% PVA, 3,05 mM D-
glukézu, 0,91 mM sodium pyruvat, 0,57 L-cystein, 0,5 ug.mL'1 LH (Sigma-Aldrich, USA),
0,5 pg.mL™ FSH (Sigma), 10 ng.mL™ epidermalni ristovy faktor (Sigma), 10 % prasegi
folikularni tekutiny, 75 pg.mL™ penicillin G a 50 pg.mL™ streptomycin. Po 22 hod. kultivace
byly COCs piemistény do modifikovaného kultivatniho média mTCM199 bez LH a FSH

a nésledné kultivovany dalSich 22 hod.

4.2 Oplozeni oocyti in vitro a kultivace embryi in vitro

Po 44 hod. IVM byly odstranény kumularni buniky pomoci 0,1% hyaluronidazy v TL-
HEPES-PVA a oocyty ve stadiu MII s prvnim polovym téliskem byly vybrany pro in vitro
oplozeni (IVF). Oocyty byly tfikrat promyty modifikovanym Tris-pufrovanym médiem
(mTBM; Abeydeera et al., 1998) s0,2% bovinnim sérovym albuminem (BSA; A7888;
Sigma) a piemistény do 100 ml mTBM, pokrytého mineralnim olejem v Petriho miskach
o prumé&ru 35 mm. Ekvilibrace v miskach probihala pfi teploté 38,5 °C a ve smési vzduchu
$5% CO; do okamziku ptidani spermii. Spermie byly pfipraveny nasledujicim zplisobem:
Z dovezené inseminacni davky byl odebran objem, ve kterém je obsazeno 100 miliond
spermii a nasledn¢ tento objem centrifugovan pii 1500 rpm po dobu 5 min. Nésledné byly
spermie dvakrat promyty ve fosfatovém pufru (PBS) s 0,1% PVA (PBS-PVA). Spermie byly
nasledné roziedény v médiu mTCM na koncentraci 1x10" a nakonec pridany v objemu 5 pl
k oocytim (pfi vysledné koncentraci 10°). Oocyty byly se spermiemi inkubovany 6 hod.
pfi teploté 38,5 °C a ve smési vzduchu s 5 % CO,. Po Sesti hodinach byly oocyty promyty
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v PZM3 médiu obsahujiciho 0,4% BSA BSA (A6003; Sigma) a dale kultivovany. Celkova
doba kultivace ¢inila 22 hod. od IVF.

4.3 Aktivatory sirtuinu

Aktivace a inhibice SIRT1 byla provedena v PZM3 béhem in vitro kultivace (IVC)
¢asného vyvoje zygoty. Jako aktivatory byly pouzity: resveratrol (3,0 uM, 6,25 uM, 12,5 uM;
nespecificky aktivator sirtuinii, Abcam, ab120726) a alternativné BML-278 (3,0 uM;
selektivni SIRT1 aktivator, Abcam, ab144536).

4.4 TImunofluorescence a analyza obrazu

Po 22 hod. IVC byla u zygot odstranéna zona pellucida 0,5% pronazou a zygoty byly
dale zpracovany dle modifikované metodiky publikované Yi et al. (2014). Smés mysi mono-
klonalni anti-histon H3 (di-methyl K9, tri-methyl K9) protilatky (H3K9me2/3; ab71604,
Abcam, UK; 1:200) a krali¢i mono-klonalni anti-histon H3 (acetyl K9) protilatky (H3K9ac;
ab32129, Abcam, Cambridge, UK; 1:200) byla aplikovana ptes noc pfi teploté¢ 4 °C. Nasledné
byly oocyty dvakrat promyty a poté inkubovany s fluorescein isothiocyanate (FITC)
konjugovanym kozim anti-myS$im (GAM) IgG (62-6511; Invitrogen, Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, MA, USA; 1:200) a cyanin dye (Cy5) konjugovanym kozim anti-krali¢im
(GAR) IgG (111-175-144; Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc., West Grove, PA,
USA) po dobu 40 min. pfi pokojové teploté. Poté byly zygoty dvakrat promyty a montovany
do Vectashieldu s 4'6'-diamidino-2-phenylindole (DAPI; Vector Laboratories Inc.,
Burlingame, CA, USA). Obrazky byly potizeny pomoci Ti-U mikroskopu (Nikon Co., Tokyo,
Japan), CCD kamery Clara Interline (Andor Technology PLC, Belfast, Northern Ireland)
a programu NIS Elements Ar (Nikon Co., Tokyo, Japan). Negativni kontroly byly pfipraveny
za stejnych podminek jako pozitivni vzorky s vynechanim specifickych protilatek. Pozitivni
vzorky byly vyhodnoceny a vztaZeny k negativni kontrole pfi srovnatelném nastaveni optické
drahy. Analyza obrazu byla provedena pomoci NIS Elements. Intenzita signalu H3K9ac
a H3K9me2/3 prvojader byla vyjadiena pomérem k intenzit¢ signdlu cytoplazmy zygoty

a relativné vyjadrena trovni acetylace/methylace.

4.5 Statisticka analyza

Experimenty byly opakovany min. 3x. Data ziskand z experimentl pak byla
zpracovana prostfednictvim obecnych linedrnich modelt (GLM) v programu SAS.
Pro stanoveni vyznamnych rozdili mezi skupinami byl pouzit t-test. Hodnota P < 0,05 byla

povazovana za statisticky vyznamnou.
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5. Vysledky

5.1 Efekt resveratrolu na modifikaci H3K9 v prvejadrech prasecich zygot

Pfitomnost a intenzita signalu acetylovaného a methylovaného histonu H3 na lyzinu
K9 u samc¢iho a samic¢itho prvojadra v praseci zygoté byla zjiStovana pomoci
imunofluorescence a analyzy obrazu, viz obrdzek 1. Analyzovany byly zygoty 22 hod. po
in vitro oplozeni. In vitro kultivované zygoty byly oSetieny resveratrolem v koncentraci 3 —
12,5 uM.

U kontrolni skupiny je patrnd asymetrie mezi sam¢im a sami¢im prvojadrem, ktera je
(oznaceno hvézdi¢kou) na rozdil od prvojadra samiciho, viz obrazek 1. Z vysledki ziskanych
a zanesenych do grafu je patrné, ze po pridavku resveratrolu doslo k vyraznému zvyseni (az
037 %) intenzity signalu methylovaného histonu H3 na lyzinu K9 a naopak k vyraznému
snizeni (az o 32 %) intenzity signalu acetylovaného histonu H3 na lyzinu K9 u prvojader

zygoty, viz obrazek 2 a 3.
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kontrola RES 3.0 uM RES 6,25 uyM RES 12,5 pypM
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[I3K9me2/3

H3K9ac¢

Obrazek 1: Acetylace a methylace histonu H3 na lyzinu K9 v prvojadrech
prasecich zygot. Rozdilnd intenzita signalu acetylovaného (fialové; H3K9ac)
a methylovaného (zelené; H3K9me2/3) histonu H3 na lyzinu K9. RES: resveratrol,

hvézdicka: sam¢i prvojadro.
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5.2 Efekt resveratrolu na methylaci histonu H3 v prvejadrech prasecich

zygot

Cilem experimentu bylo ovlivnit histonovy koéd ve prospéch methylace histonu
pomoci aktivatoru sirtuinu, resveratrolu. Pro tento ucel bylo vyuzito imunofluorescen¢niho

barveni methylovaného histonu H3 na lyzinu K9.

Pridavkem resveratrolu byla ovlivnéna intenzita methylace histonu H3 na lyzinu K9
(H3K9me2/3) u prasecich zygot, kde doslo ke statisticky signifikantnimu nardstu
methylovaného histonu H3 na K9, oproti kontrolni skupin€. Sledovany fenomén
V prvojadrech je patrny z obrazku 1. Nejvyssi intenzity signdlu H3K9me2/3 bylo dosazeno
pii koncentraci resveratrolu 3,0 uM a 12,5 uM, kdy doslo k nartistu intenzity signalu o 37
a34 %. Rozdily byly statisticky vyznamné (P<0,05), viz obrazek 2. Ke statisticky
signifikantnimu rozdilu nedoSlo v radmci jednotlivych pokusnych skupin koncentraci

resveratrolu 3,06 uM, 6,25 uM a 12,5 uM.

33



methylace H3K9

1,8
1,6 d a
1,4 d
= 1,2
S
q ?
en
b
s 1
‘N
5
E 0,8
0,6
0,4
0,2
0
C 3.0 6.25 125
Resveratrol (uM)

Obrazek 2: Kvantifikace H3K9me2/3 histonu v praseci zygoté. Na ose y je
znazornéna relativni intenzita signalu methylovaného histonu H3 na lyzinu K9. Na ose x je
znazornéna koncentrace resveratrolu v uM. a'bStatisticky vyznamné rozdily (P<0,05).

H3K9me2/3: di-/tri-methylovany histon H3 na lyzinu K9; C: kontrolni skupina.
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5.3 Efekt resveratrolu na acetylaci histonu H3 v prvejadrech prasecich

zygot

Ptidavkem resveratrolu byla ovlivnéna intenzita acetylace histonu H3 na lyzinu K9
(H3K9ac) u prasecich zygot, kde doslo ke statisticky signifikantnimu poklesu acetylované¢ho
histonu H3 na K9, oproti kontrolni skupiné. Sledovany fenomén v prvojadrech je patrny
z obrazku 1. Nejnizsi intenzity signalu H3K9ac bylo dosazeno pfi koncentraci resveratrolu 3,0
uM a 12,5 uM, kdy doslo k poklesu intenzity signalu o 32 a 21 %. Rozdily byly statisticky
vyznamné (P<0,05), viz obrazek 3. Ke statisticky signifikantnimu rozdilu nedoslo v ramci

jednotlivych pokusnych skupin koncentraci resveratrolu 3,06 uM, 6,25 uM a 12,5 uM.
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Obrazek 3: Kvantifikace acetylovaného histonu v prase¢i zygoté. Na ose y je
znazornéna relativni intenzita signalu acetylovaného histonu H3 na lyzinu K9. Na ose x je
znazornéna koncentrace resveratrolu v uM, neselektivniho aktivatoru sirtuinu. *"Statisticky
vyznamné rozdily (P<0,05). H3K9ac: acetylovany histon H3 na lyzinu K9; C: kontrolni

skupina.
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54 Efekt BML-278 na methylaci histonu H3 v prvojadrech prasecich
zygot

Pridavkem selektivniho SIRT1 aktivatoru BML-278 byl potvrzen vliv aktivace SIRT1
na methylaci histonu H3 na lyzinu K9, kdy ptidavkem BML-278 byla intenzita methylace
signifikantn¢ ovlivnéna. Po piidani BML-278 o koncentraci 3,0 uM bylo dosazeno vyssi
methylace H3K9me2/3 u prasecich zygot, kdy doslo k nardstu intenzity signalu o 87 % oproti
kontrolni skupiné. Rozdily byly statisticky vyznamné (P<0,05), viz obrazek 4.

Z vysledk ziskanych a zanesenych do grafu je patrné, Ze intenzita signalu
methylovaného histonu H3 na lyzinu K9 se vyrazné&ji zvysila po ptidavku selektivniho SIRT1
aktivatoru BML-278 v porovnani s intenzitou signalu methylovaného histonu H3 na lyzinu

K9 po ptidavku aktivatoru resveratrolu, viz obrazek 2 a 4.
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Obrazek 4: Kvantifikace intenzity signalu methylovaného histonu v praseci
zygoté pri pouziti piidavku BML-278. Na ose y je zndzornéna relativni intenzita signalu
methylovaného histonu H3 na lyzinu K9. Na ose X je znazornéna koncentrace BML-278
v uM, selektivniho aktivatoru SIRT1. *Statisticky vyznamny rozdil s kontrolni skupinou
(P<0,05).
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5.5 Efekt BML-278 na acetylaci histonu H3 v prvejadrech prasecich zygot

Piidavkem selektivniho SIRT1 aktivatoru BML-278 byl potvrzen vliv aktivace SIRT1
na acetylaci histonu H3 na lyzinu K9. Po pfidani BML-278 o koncentraci 3,0 uM doslo
ke snizeni acetylace histonu H3 na lyzinu K9, kdy pokles intenzity signalu oproti kontrolni

skupin€ ¢inil 42 %. Rozdily byly statisticky vyznamné (P<0,05), viz obrazek 5.
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Obrazek 5: Kvantifikace intenzity signalu acetylovaného histonu v praseci zygoté
pri pouziti pridavku BML-278. Na ose y je zndzornéna relativni intenzita signélu
acetylovaného histonu H3 na lyzinu K9. Na ose X je znazornéna koncentrace BML-278 v uM,

selektivniho aktivatoru SIRT1. *Statisticky vyznamny rozdil s kontrolni skupinou (P<0,05).
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5.6 Efekt BML-278 a resveratrolu na embryonalni vyvoj prasete

Po pridavku aktivatorii sirtuini nebyly nalezeny vyznamné rozdily mezi kontrolou,

procentem penetrovanych oocytll, procentem polyspermnich zygot a procentem ryhujicich se

zygot. Z vysledkt je patrné, ze ptidavkem resveratrolu ¢i BML nebyl signifikantné ovlivnén

zadny ze sledovanych ukazatela v tabulce 2.

%=+ S.E. M.
Skupiny
Kontrola Resveratrol | Resveratrol Resveratrol BML
3 pm 6,25 pnm 12,5 pm 3 pm
%
penetrovanych 49,89 32,46 52,58 57,07 51,29
oocyti +4,60° +9,50° + 13,042 +10,83 2 +11,88°2
% polyspermie 24,81 38,19 20,07 22,99 19,51
+420% £19,124 +738% +6,74 +8,104
% ryhovani 16,92 11,42 12,78 6,51 15,12
+2411 +5,07 1 +4591 +2,761 +5,05 1
Tabulka 2: Efekt aktivatord sirtuinl na procento penetrovanych oocCyti, procento

polyspermnich oplozeni a procento ryhujicich se zygot. “*': Statisticky vyznamné rozdily

(P<0,05).
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6. Diskuze

V jadre kazdé bunky je ulozena genetickd informace jedince, zapsand do struktury
deoxyribonukleové kyseliny. Tato jadernd DNA je spolu s histony a proteiny nehistonové
povahy zadkladem chromatinu. Béhem bunécného déleni je chromatin slozité¢ usporadan
do struktury chromosomdi, které byly poprvé ucelené popsany némeckym védcem Waltherem
Flemmingem (shrnuto v Trojer et Reinberg, 2007). K dynamickym proménam struktury
chromatinu v prubéhu vyvoje jedince dochazi prostfednictvim souhry riznych enzymd,
Z nichz nejznaméjsi jsou HDACs a HATs (shrnuto v Bosch-Presegué et Vaquero, 2015).
Uspotadani chromatinu do specifické konformace je vypovidajicim znakem jeho inaktivni ¢i

aktivni formy. Tyto dvé formy chromatinu, aktivni euchromatin a inaktivni heterochromatin,

byly poprvé pojmenovany v roce 1928 (Heitz, 1928).

Tato diplomova prace je zaméfena na epigenetické procesy doprovazejici utvareni
heterochromatinu, s jehoz formaci jsou spojené histondeacetylazy, zvané sirtuiny. Aktivita
SRTI1, studovana v této diplomové praci, je uvadéna v souvislosti S obéma typy pozdéji
objeveného  heterochromatinového  uspofadani:  fakultativniho a  Konstitutivniho
heterochromatinu (shrnuto v Bosch-Presegué et Vaquero, 2011). Znakem konstitutivniho
heterochromatinu jsou histonové modifikace H3K9me3 a H3K27mel (Schotta et al., 2004).
Konstitutivni heterochromatin je stabilni uspofddani chromatinu neobsahujici Zadné geny.
Tento kondenzovany heterochromatin je béZzny v centromerové a telomerové oblasti
chromosomu. Naproti tomu fakultativni heterochromatin je reverzibilni forma, kdy oblasti
tohoto uspofadani chromatinu mohou v jedné buiice znamenat inaktivni konformaci a v jiné
bunce konformaci aktivni. Ptikladem fakultativniho chromatinu je jeden ze dvou X
chromosomii u samic savcd, jehoZ inaktivace za¢ind v ¢asném embryonalnim vyvoji (shrnuto

v Plopper et al., 2013).

Epigenetické procesy methylace DNA a histonové modifikace jsou vyznamnymi
regulatory struktury chromatinu a genové exprese. Jejich dileZitou roli je jiZ zminéna
inaktivace X chromosomu nebo dilezity proces genového imprintingu, jehoz podstatou je
rozdilna exprese genu zavisejici na jeho paterndlnim ¢i materndlnim plvodu. V €asném
embryonalnim vyvoji dochazi k dynamickym proménam epigenetickych procest.
Od okamziku oplozeni az po splynuti prvojader zygoty byl u mys$i v sami¢im prvojadie
detekovan acetylovany lyzin histonu H4, dale s transkripcni inaktivitou spojené¢ methylace

histonu H3K9me?2/3, H3K27mel, H4K20me3 a naopak s aktivaci transkripce genii spojena
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methylace H3K4. Naproti tomu pii formaci sam¢iho prvojadra byla zjisténa vysoka intenzita

Mrwe

prvojadra detekovana néhrada acetylovych zbytkii za methylové, coz vede k vyskytu

H3K4mel, H3K9mel a H3K27me (shrnuto v Shi et Wu, 2009).

V ramci feSeni této diplomové prace byla v in vitro podminkach u sam¢iho a samiciho
prvojadra prase¢i zygoty prokazana pritomnost asymetrie. Toto zjisténi je v souladu
S pozorovanim u mysiho a ov¢iho oocytu (Hou et al., 2008), kdy byla ve shodé s nasi studii
prokazana vyss$i intenzita acetylace histonti u samciho prvojadra oproti prvojadru sami¢imu.
Pfic¢inou nizké intenzity acetylace samiciho prvojadra je vétsi koncentrace histondeacetylaz
vtomto chromatinu (Gioia et al., 2005). Podobn¢ se v této studii shodoval vysledek
s vyS$i intenzitou H3K9me3 u samiciho prvojadra. Stejnych vysledkli bylo dosaZeno
u mysich zygot ve studii Ma et al. (2015), kde sam¢i prvojadro nevykazovalo zadny nebo
pouze slaby signal H3K9me2. Tyto vysledky jsou ve shod¢ i s dalSimi publikacemi
zamé&fenych na regulaci H3K9me u mysich zygot (Liu et al., 2004; Van der Heijden et al.,
2005). Ve studii Huang et al. (2007) byla asymetrie prokazana u mysich zygot kultivovanych
in vitro i v invivo podminkach, kdy tato asymetrie mezi intenzitou H3K9me maternalniho
prvojadra a intenzitou H3K9me paterndlniho prvojadra byla u mysi patrnd do dvou-
bunééného stddia embryonalniho vyvoje. Naproti tomu odlisné vysledky byly prokazany

u prasat, kde ve studii Jeong et al., (2007) byl H3K9me?2/3 patrny u obou prvojader zygoty.

wrwe

V ptipadé¢ di-methylace H3K9 je tato post-translatni modifikace zapfi¢inéna
pusobenim jiného enzymu neZ je tomu pii procesu tri-methylace tohoto histonu. H3K9me?2 je
vysledkem pisobeni methyltransferdzy G9A, zatimco H3K9me3 je katalyzovana enzymem
SUV39H1. Na H3K9me2/3 dochazi k navazani HP1 jeho chromodoménou a utvofeni
uzaviené konformace chromatinu, heterochromatinu. Absence tohoto heterochromatinového
markeru je diivodem procesu demethylace DNA, kterd nastavd u samciho prvojadra kratce
po oplozeni. Naopak u prvojadra sami¢iho dochazi k navazani chromodomény proteinu HP1
na H3K9me2/3, coz md za nasledek udrzeni methylovaného DNA genomu samiciho
prvojaddra zygoty. Tyto mechanismy zapficinujici epigenetické remodelace v Casném

embryonalnim vyvoji byly prokazany u zygot mysi.

Post-transla¢ni modifikace jadernych histonli, uspofddanych v histonovy koéd, uzce
souvisi s DNA methylaci. V né€kolika studiich byla popsana odliSnost téchto epigenetickych

remodelaci v ¢asném embryonalnim vyvoji v ramci riznych druhti zvitat. Ve studii Park et al.
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(2007) byla u zygot skotu zjisttna DNA demethylace vyhradné¢ samciho prvojadra. Toto
publikované tvrzeni vSak neni ve shod¢ s vysledky studie Beaujean et al. (2004) u zygot ovci.
Rozdily jsou patrné i u publikaci tykajici se této problematiky u prasat. Zatimco ve studiich
Dean et al. (2001), Gioia et al. (2005) a Fulka et al. (2006) bylo prokazano demethylované
DNA samciho prvojadra, ve studii Jeong et al. (2007) nebyla tato aktivni demethylace DNA
samciho prvojadra prasete zjisténa. Demethylace DNA samciho prvojadra prase¢i zygoty je
proto dana do souvislosti s kvalitou zrani oocytl, kdy se tato kvalita odviji od specifickych

podminek pii in vivo ¢i in vitro zrani (Gioia et al., 2005).

Pii fedeni této diplomové prace byl zkoumdn vliv NADP-dependentnich histon
deacetylaz, sirtuintl na formaci prvojader praseéi zygoty. Uéinek vybraného sirtuinu SIRT]
byl aktivovan piidavkem resveratrolu. Mnoho studii je zaméfeno na funkci SIRT1, jakoZto
kli¢ového regulatoru obrany buiiky proti stresu. Napf. ve studii Luo et al. (2001) bylo
u SIRT1 zjisténo, ze v reakci na poskozeni DNA a oxidativni stres dochazi k potlaceni
bunééné apoptozy zavislé na proteinu p53. V dal$i studii byla zjisténa odolnost vici
oxidativnimu stresu prosttednictvim SIRT1 v dusledku ovlivnéni funkce proteinu FOXO3
(Brunet et al., 2004). Podobn¢ jako v této diplomové praci byl v nékolika studiich zkouman
vyznam resveratrolu spojeného s aktivaci SIRT1. Napft. u skotu ve studii Kordowitzki et al.
(2015) byl u oocyti zkouman vliv SIRT1 na kvalitu zrani oocytl a nasledny casny
embryonalni vyvoj, kde po pfidani 1 um resveratrolu doslo k pozitivnimu ovlivnéni vyvojové
schopnosti oocytii. Také ve studii Wang et al. (2014) u oocyti skotu byl ptidavkem
resveratrolu prokdzan pozitivni efekt na zrdni oocytu, formaci blastocysty a zvySeni
pramérného poc¢tu bunék blastocysty. U prasat bylo stejnych vysledkti dosazeno ve studii Lee
et al. (2010), kde ptidavek resveratrolu (0,5 pum) pusobil pozitivné na formaci a kvalitu
blastocysty. V pozdé&ji publikovanych studiich Kwak et Hyun (2012), Itami et al. (2015) byl
prokdzan pozitivni efekt resveratrolu jak na vyvojovy potencial oocytu, tak na formaci

blastocysty prasete.

Zatimco pfiznivé UCinky byly potvrzeny u nizSich koncentraci resveratrolu, vlivem
vysokych koncentraci resveratrolu (= 10 pm) dochéazi k neptfiznivému vlivu na zrani oocyt
anasledny embryonalni vyvoj. U skotu byl po ptidavku 20 a 40 pum resveratrolu zjistén
negativni efekt na zrani oocytli, kde doSlo k vyraznému sniZeni poc¢tu oocytl, které dozraly
do stadia MII (Pocar et al., 2004). U prasat ve studii Kwak et Hyun (2012) doslo obdobné
po pridani vysoké koncentrace resveratrolu (25 um) do kultivaéniho média k toxickému
efektu na vyvijejici se embrya.
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7. Zavér

Projev genetické vybavy jedince neni zalozen pouze v prosté sekvenci nukleotidit DNA.
Neméné dilezitym regulatorem genové exprese jSou epigenetické zmény, probihajici nejen
na sroubovici DNA, ale i na jadernych histonech. Epigenetické procesy jsou jednim

vvvvvv

modifikujicich funkci gend, je tieba jejich dalsiho studovani.

Do procesu regulace histonového kodu jsou zapojeny enzymy, znichz studované
histonové deacetyldzy mohou tento histonovy kod vyznamnym zptsobem ovlivnit. A proto
aktivace téchto histonovych deacetylaz prostiednictvim jejich aktivatoru je jednim

z vyznamnych zptsobu regulace histonového kodu v casném embryonalnim vyvoji.

Cilem prace bylo potvrdit hypotézu, Ze formace prvojader v zygoté je regulovana post-
translaénimi modifikacemi histonti a tento histonovy kod je ovliviiovan aktivitou NADP"-

dependentnich histon deacetyléz, sirtuinii. Pfedkladané diplomova prace hypotézu potvrdila.

Z vysledkl prace vyplynulo, ze byla u prasat potvrzena asymetrie mezi prvojadry zygoty.
Po ptidavku resveratrolu a BML-278, aktivatord sirtuinti, byl zménén histonovy kod
ve prospéch deacetylace sledovaného histonu H3K9, néasledkem ¢ehoZ doslo ke zvySeni jeho

methylace.

V mnoha studiich byl popsan pozitivni efekt SIRT1 nejenom na zrani oocytl, ale
I embryonalni vyvoj az do stadia blastocyty. Signalni kaskada SIRT1 v ¢asném embryonalnim
vyvoji je vSak nedostatené prostudovana. Dalsi studium SIRTI jakozto vyznamného
regulatoru epigenetickych procesit a jeho zapojeni do dynamiky histonového kodu je
piilezitosti pro zlepSovani in vitro produkce embryi nejen v asistované reprodukci

hospodarskych zvitat ale 1 ¢lovéka.
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9. Seznam pouzitych zkratek

ADP
APC/C
ATP
Ca2+
cAMP
CDK1
cGMP
CL
cocC
CSF
DNMT1
EGA
FOXO
GV
GVBD
HAT
HDAC
HDM
HMT
HP1
LH
MAPK
MAPKK

MAPKKK

MBD
MBP

MDM2
MeCP1

MeCP2

M|

MPF
MZT

Adenosine diphosphate
Anaphase promoting complex/cyclosome
Adenosine triphosphate

Calcium ions

Cyclic adenosine monophosphate
Cyclin dependent kinase 1

Cyclic guanosine monophosphate
Corpus luteum

Cumulus-oocyte complex
Cytostatic factor

DNA methyltransferase 1
Embryonic genome activation
Forkhead box O

Germinal vesicle

Germinal vesicle breakdown
Histone acetyltransferase

Histone deacetylase

Histone demethylase

Histone methyltransferase
Heterochromatin associated protein 1
Luteinizing hormone

Mitogen activated protein Kinase

Mitogen activated protein kinase kinase

Mitogen activated protein kinase kinase kinase

Methyl-CpG binding domain
Methyl-CpG binding proteins

Mouse double minute 2 homolog
Methyl CpG binding protein 2

Methyl CpG binding protein 2
Metaphase |1

M-phase promoting factor

Maternal to Zygotic Transition
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Adenosindifosfat

Anafazi podporujici komplex/cyklozéom
Adenosintrifosfat

Vapenaté ionty

Cyklicky adenosin monofosfat
Cyklin dependentni kinaza 1
Cyklicky guanosin monofosfat

Zluté tlisko

Komplex kumularnich bun¢k a oocytu
Cytostaticky faktor

DNA methyltransferaza 1
Embryonalni genomova aktivace
Transkrip¢ni faktor

Zarode¢ny vacek

Rozpad zarode¢ného vacku
Histonacetyltransferaza
Histondeacetylaza
Histondemethylaza
Histonmethyltransferaza
Heterochromatin protein 1
Luteiniza¢ni hormon

Mitogenem aktivovana proteinkiniza
Kinaza mitogenem aktivované
proteinkindzy

Kinaza kinazy mitogenem aktivované
proteinkinazy

Doména vazajici methylovanou DNA

Proteiny vazajici methylované CpG

ostruvky

Ubikvitin ligaza

Protein vazajici methylované CpG
ostravky

Protein vazajici methylované CpG
ostravky

Druhé meioticka metafaze

M-fazi podporujici faktor
Ptechod z maternalniho genomu

na embryonalni
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NAD*
NAM
NOR
NPB
p53
PARP
PKA
ROS
RSV
SIR
SUMO
SUV39H1
TSA
Zn2+
ZP3
YH2AX

Nicotinamide adenine dinucleotide

Nicotinamide

Nucleolus organiser region
Nucleolus precursor bodies
Tumor protein p53
Poly-ADP-ribose-polymerase
Protein kinase A

Reactive oxygen species
Resveratrol

Silent information regulators
Small ubiquitin-related modifier
Su(var)3-9 homolog 1
Trichostatin A

Zinc ions

Zona pellucida glycoprotein 3
Fosforylated H2AX
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Nikotinamidadenindinukleotid
Nikotinamid

Organizator jadérka

Nukleolarni prekurzorova téliska
Nadorovy supresor protein p53
Poly-ADP-rib6za-polymeraza
CAMP-dependentni kinaza
Volné kyslikaté radikaly
Resveratrol

Sirtuiny

Maly protein podobny ubikvitinu
Histonova methyltransferaza
Trichostatin A

Zine¢naté ionty

Zonalni glykoprotein 3
Fosforylace histonu H2AX


https://en.wikipedia.org/wiki/Nicotinamide_adenine_dinucleotide

