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Uloha sirtuini béhem formace prvojader po in vitro
oplozeni prasecich oocytii

Souhrn

Vyznam reproduk¢nich biotechnologii v poslednich letech nezadrzitelné stoupa.
Umoznuji dosahnout vyssi uzitkovosti hospodaiskych zvifat ¢i zdokonaleni léCebnych
postuplt v huménni medicing€. Pro rozvoj reprodukcnich biotechnologii je zapotiebi zajistit
dostate¢né mnozstvi vyvojové kompetentnich oocytli a nasledné¢ zdravych zivotaschopnych
embryi pro kultivaci v in vitro podminkach. Klicovym momentem, ktery nasleduje kratce po
oplozeni, je formace prvojader. ZajiSténi spravného histonového koédu je nezbytné pro
sprdvny vyvoj raného embrya. Pfi poruse histonového kodu muze dojit k vyvojovym
defektim az k zaniku embrya. Jednim z mechanismt ucastnicich se regulace histonového
kodu, ke kterému se v poslednich letech obraci pozornost, jsou NAD'-dependentni histon
deacetylazy, znamé také jako sirtuiny. Tuto skupinu deacetylaz tvoii sedm izoforem, SIRT1-
7, Z nichz SIRT1 se zda byt kli¢ovym pro regulaci ¢asného embryonélniho vyvoje.

Na zakladé dosavadnich poznatkli byla stanovena hypotéza, Ze SIRT1 je pfitomen v
praseCich zygotach a je zde zapojen do regulace formace prvojader. Pro experiment byly
pouzity prasec¢i COCs, které byly vystaveny 44 hod. in vitro zrani. Po ukonc¢eni kultivace byly
vybrany zralé oocyty a tyto byly dale pouzity pro in vitro oplozeni. Zygoty byly kultivovany
spolu s inhibitorem sirtuint, nikotinamidem, ¢i se specifickym inhibitorem SIRT1, sirtinolem.
Po 22 hod. kultivace in vitro byly zygoty podrobeny imunocytochemické lokalizaci
acetylovaného a metylovaného histonu H3 na lysinu 9 (K9) a analyze obrazu.

Ze ziskanych vysledki je patrné, ze SIRTI je ptfitomny v prasecich zygotach, kde je
jeho lokalizace smétfovana pfedevsim do prvojader. Po inhibici SIRT1 byly patrné zmény na
hladin¢ acetylace a metylace H3K9, kdy doslo k signifikantnimu narGstu acetylovaného
H3K9 a naopak poklesu methylovaného H3K9. PouZiti sirtinolu potvrdilo, ze tyto zmény
histonového kodu zptsobuje zejména SIRT1. Zapojeni SIRT1 do regulace histonového kodu
ve fazi formace prvojader prasat je vSak neuspokojivé probadana oblast vyzkumu, kterd

vyzaduje podrobnéj$i objasnéni mechanismi a¢inki.

Kli¢ova slova: oocyt, in vitro oplozeni, zygota, prvojadro, sirtuin, SIRT1



Role of sirtuins in pronucleus formation in vitro fertilised
porcine oocytes

Summary

Recently, the increasing importance of reproductive biotechnologies rises. They
provide us to get higher performance of livestock or to improve treatment in human medicine.
It is neccessary to have a sufficient amount of developmentaly competent oocytes and further
healthy liveable embryos for in vitro culture to supply a progress of reproductive
technologies. Immediately after fertilization, pronucleus formation is a key moment for
further embryonicdevelopment. Male and female pronuclei have their own pattern of histone
code. For development of early embryo, it is neccessary to supply the correct pattern of
histone code. NAD"-dependent histon deacetylases, sirtuins, are one of the mechanism which
plays in regulation of histone code. These family contains seven isoforms, SIRT1-7.

Based on current research, we decided for hypothesis that sirtuins are present in
porcine fertilized oocytes and regulate the pronucleus formation. In this thesis, porcine COCs
were culture in modificated culture medium and after 44 hr. maturation, only oocytes with
extruded first polar body were chosen and used for further in vitro fertilization. Presumed
ygotes were subsequently cultured with sirtuins inhibitors, nicotinamide or sirtinol. After 22
hr. of in vitro culture, zygotes were subjected by imunocytochemicaly localization of
methylated and acetylated (on lysine K9) histone H3 and image analysis..

Our results show that SIRT1 is localizated in porcine zygotes, especially in pronuclei.
There are changes in acetylation and methylation H3K9 after sirtuin inhibition. Significant
increase of H3K9 acetylation and decrese in H3K9 methylation are appeared. Sirtinol usage
has confirmed that the changes are result of SIRT1 action. Role of SIRT1 in histone code

regulation of pronucleus formation is still not enought described in porcine.

Keywords: oocyte, in vitro fertilization, zygote, pronucleus, sirtuin, SIRT1
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1 Uvod

Vyuziti metod reprodukénich biotechnologii v praxi zvySuje ekonomiku chovu
hospodaiskych zvifat, nebot pravé uspésna reprodukce je piredpokladem pro vysokou
uzitkovost. Reprodukcni biotechnologie se neobejdou bez zisku kvalitnich oocytl a jejich
uspésné kultivace v in vitro podminkach. Pro dosazeni optimalnich podminek pfi in vitro
kultivaci je zapotiebi dostate¢nych znalosti mechanismi, které reguluji spravny vyvoj oocyti
a embryi.

Kratce po oplozeni se formuji saméi a samici prvojaddro. Saméi prvojadro podléha
rychlé aktivni demetylaci a stavd se hyperacetylovanym, transkripcné aktivnéj$im, nez je
tomu u sami¢iho prvojadra, které si po oplozeni zachovava vysoce metylovanou podobu.
Acetylace 1 metylace jsou reverzibilni déje regulované ptislusnymi enzymy. Tyto zmény dale
predurcuji zygotu k dalsimu embryonalnimu vyvoji a stavaji se tak prediktivnim znakem pro
uspésnost tohoto vyvoje.

Jednim z vyznamnych rodin enzymu, které se ucastni regulace hladin acetylace a
metylace histontl, jsou NAD"-dependentni histon deacetylazy, z nichz pro embryonalni vyvoj
ma nejveétsi potencial sirtuin SIRT1. Vyznam ulohy SIRT1 byl jiz popsan u somatickych
bunék. Z téchto vyzkumi se da predpokladat uloha SIRT1 také s ohledem na reprodukci a
zvySeni kvality oocytd a embryi kultivovanych in vitro. SIRT1 je vyznamnym regulatorem
ovliviiujicim odolnost vuéi oxidativnimu stresu, ktery je v in vitro podminkéch pro kultivaci
velkou hrozbou. Dal§im vyznamnym hlediskem je ovlivnéni epigenetickych zmén v expresi
gentll u pre-implanta¢nich embryi, které jsou zprosttedkovany post-translaénimi modifikacemi
histont. V této praci predpokladame, ze pravé SIRT1 je kli¢ovym faktorem, ktery se tcastni
udrZeni spravné epigenetické regulace vV podobé tzv. histonového kodu. Konkrétn€ jsme se

Vv této fazi zamefili na fazi formace prvojader, ktera nasleduje kratce po oplozeni.



2 Hypotéza a cil préace

Byla stanovena hypotéza, ze SIRT1, NAD'-dependentni histon deacetylaza, je
ptitomna zygotach, kde je zapojen do regulace formace prvojader. Cilem prace je potvrdit

ptitomnost SIRT1 v praseéich zygotach a zhodnotit ucast na regulaci histonoveho kodu

Vv prvojadrech.



3 Literarni reSerse

3.1 Meiotické zrani

Pro meidzu jsou typicka dvé po sob¢ jdouci bunécna déleni. Pied vstupem do prvniho
bunécného déleni musi dojit ke zdvojndsobeni poctu chromozomi. U vétsiny savCich druht
probihd jiz béhem prenatalniho vyvoje a zastavuje se v profazi prvniho meiotického déleni,
tzv. prvni meioticky blok, a v tomto stadiu pfetrvavaji az do puberty. V pubert¢ dochazi
vlivem pilisobeni gonadotropint k ristu oocytu. PIn¢ dorostlé oocyty se nachazeji v tzv. stadiu
zarode¢ného vacku (GV, germinal vesicle). GV oocyty jsou schopné prolomit prvni meioticky
blok, podléhaji rozpadu jaderné membrany (GVBD, germinal vesicle breakdown) a pokracuji
dale v bunééném cyklu. Po dokonceni prvniho bunééného déleni je vydélena polovina dédicné
informace oocytu v podobé prvniho polového téliska. Pied vstupem do druhého bunééného
déleni jiz nedochazi k replikaci chromozomi. Oocyt vstupuje do druhé meidzy a zastavuje se
v metafazi II, ve které vyckava na aktivacni stimul. Tim muze byt prunik spermie nebo
partenogeneticka aktivace. V in vitro podminkach dochazi ke spontannimu znovuzahdjeni
meidzy v disledku vyjmuti oocytu z prostiedi folikularni tekutiny (Motlik et Fulka, 1976;
Wassarman, 1988; Yanagimachi, 1988; Sun et Nagai, 2003; Liang et al., 2007).

Obdobi mezi profazi prvniho bunééného déleni a metafazi druhého bunééného déleni se
nazyva meiotické zrani. PIné meioticky kompetentni a tedy schopné kompletniho meiotického
zrani jsou prase¢i oocyty o priméru 120 um. Mensi, s pramérem okolo 110 pum, jsou oocyty
dosud rostouci a tyto jsou meioticky kompetentni pouze caste¢né, tedy schopné GVBD a
dosdhnout metafaze I, kde jejich vyvoj kon¢i. Zcela meioticky nekompetentni jsou oocyty
mensi nez 100 um (Wassarman, 1988). Rostouci, meioticky nekompetentni oocyty obsahuji
stejné mnozstvi MAPK a pre-MPF jako oocyty meioticky kompetentni, ale nejsou schopny je

aktivovat (Kanayama et al., 2002).

3.1.1 Regulatory meiotického zrani

Kli¢ovymi regulatory meiotického zrani jsou MPF a MAPK. M-fazi/zrani podporujici

faktor (MPF, M-phase/maturation promoting factor) je heterodimer slozeny ze dvou

4cdc2

podjednotek: regulac¢ni jednotky cyklinu B a katalytické jednotky p3 protein kindzy

(Motlik et al., 1997).



V burice se pred vstupem do M-fdze hromadi inaktivni forma pre-MPF, ktera obsahuje
fosforylovanou kinazu p34°® a cyklin B. Inaktivni forma pre-MPF je udrzovana aktivnimi
kindzami WEEI a MYTI, které udrzuji kindzu p34°“* fosforylovanou (Izumi et Maller,
1993). K aktivaci MPF je zapotfebi zvySené hladiny fosfatazy CDC25, ktera zpiisobi
defosforylaci p34CdCZ na Thrl4 a Tyrl5 a fosforylaci cyklinu B (Fulka et al., 1998; Palmer et
al., 1998).

Mnozstvi p34COICZ se v prub¢hu zrani oocytu neméni. Syntéza i celkové mnozstvi cyklinu
B nartsta v metafazi 1. Pii pfechodu z metafaze | do anafaze | je cyklin B ubikvitinovan a
vysledkem je snizeni aktivity MPF. Aby nedoslo mezi meiotickymi bloky ke vstupu do S-
faze, neni degradovan vsechen cyklin (Machaty et al., 1998). K ptechodu do metafaze II a
jejimu udrZeni je zapotiebi opetovné zvySeni hladiny MPF. Tato hladina je udrzovana az do
aktivace oocytu, kdy je snizeni hladiny MPF soucasti znovuzahajeni meidzy (Watanabe et al.,
1991).

MPF je kli¢ovym faktorem zodpovédnym za vstup do M-faze, kondenzaci
chromozomui, rozpad jaderné membrany a celkovou komplexnost meiotického zrani
prostiednictvim fosforylace proteinti zodpovédnych za tyto jevy (Fissore et al., 1996).

Mitogenem aktivované protein kinazy (MAPK, mitogen activated protein kinase) tvoii
skupina serin/threonin kinaz (Fissore et al., 1996). Je aktivovana prostfednictvim kaskady
kindz, které zvysuji aktivitu MAPKK (MAP kindzy kindza, MEK), ktera fosforyluje tyrosin a
threonin zbytek na MAPK (Kosako et al., 1994).

Kaskada MAPK usnadiiuje GVBD aktivovanim pre-MPF (Kumagai et Dunphy, 1996).
K aktivaci samotné MAPK dochazi 2 hod. po GVBD (Verlhac et al., 1994). Aktivhi MAPK
je v metafazi distribuovana do pola déliciho vieténka a v anaféazi se piesouva do jeho stiedu.
Béhem vydélovani prvniho polového téliska je MAPK piitomna v délicim prstenci (Lee et al.,
2000; Hatch et Capco, 2001). Mezi meiotickymi bloky nedochazi k poklesu hladiny MAPK,
¢imz je zabranéno vstupu do interfaze bunécného cyklu (Dekel, 2005). K poklesu hladiny
MAPK dochazi v poc¢atku formace prvojader (Watanabe et al., 1991).

Prostfednictvim aktivni MAPK je udrzovdna rozpadld jadernd membrdna mezi
meiotickymi bloky (Campbell et al., 1996). Je nezbytna k udrzeni aktivniho MPF a zabranuje
uvolnéni zrajiciho oocytu z druhého meiotického bloku (Winston et Maro, 1995). Je zapojena

do regulace mikrotubularni organizace (Verlhac et al., 1994).

K nabyti meiotické kompetence je celkové zapotiebi kromé jaderného i cytoplazmatické

zrani, diky kterému je jaderné zrani uskutec¢nitelné. Béhem jaderného zrani dochazi ke
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zménam ve struktuie chromatinu. Zmény v cytoplazmeé jsou nejvice patrné na mitochondriich,
Golgiho aparatu a na zvySeném poctu ribozomii. Od cytoplazmatického zrani se dale odviji
GVBD (Fulka et al., 1998; Zhang et Liu, 2015). Cytoplazmatické faktory ovliviiujici
cytoplazmatické zrani jsou regulovany prostfednictvim gap junction spoju, které
zprostiedkovavaji komunikaci mezi oocytem a kumularnimi buikami (Mori et al., 2000).
Oocyt s dokoncenym jadernym zranim miize byt oplodnén, avSak dal$i vyvoj nemusi byt
kompletni, jsou-li zde nedostatky v nékterych cytoplazmatickych faktorech potiebnych k plné
cytoplazmatickeé zralosti (Sun et Nagai, 2003).

Vysledkem vySe popsanych komplexnich zmén je dozraly a oplozeni schopny oocyt.
Zralym oocytem rozumime takovy, ktery ma vydélené prvni polové télisko a je zastaven v
MIL Jen takovy oocyt je pfipraven pro penetraci oocytu spermii, aktivaci oocytu a nasledny

¢asny embryonalni vyvoj (Sun et Nagai, 2003).

3.2 Oplozeni

Béhem oplozeni dochédzi ke splynuti dvou haploidnich pohlavnich bun¢k opaéného
pohlavi, které tim davaji vzniknout diploidni zygot¢, ze které se dale vyviji novy jedinec. Aby
mohlo dojit ke splynuti obou gamet, je zapotiebi zmén, které probihaji jak na strané oocytu
(rist, meiotické zrani), tak na strané spermii. Nezbytnou zménou, kterou spermie musi

prodélat, je kapacitace.

3.2.1 Kapacitace

Ve chvili ejakulace nejsou spermie schopné oplozeni. Pii cesté sami¢im genitalnim
traktem musi spermie projit cervikadlnim hlenem, ktery slouzi jako bariéra pro semennou
plazmu a morfologicky abnormalni spermie, a nasledné¢ dochézi v uterotubalnim spoji k
samotné aktivaci neboli kapacitaci. Béhem kapacitace se spermie piipravuji k uspéSnému
splynuti s oocytem a oplozeni. Z membrany spermie je odniman cholesterol, ¢imz dochazi k
odkryti vazebnych mist pro vazbu spermie se zonou pellucidou oocytu. Déale dochazi ke
zmé&nam propustnosti membran pro ionty Ca®* a HCO® a ke zvy3eni enzymové aktivity, ktera
spousti bunécnou signdlni kaskddu vedouci k fuzi oocytu se spermii. Jen kapacitované

spermie jsou schopné projit ptes kumularni buiiky obalujici oocyt, spojit se s receptory pro
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navazani spermie a podstoupit akrozomalni reakci, kterd umoziluje penetraci spermie skrze
zonu pellucidu a nasledné spojeni se samotnym oocytem. Kapacitaci dokon¢i v praméru 10 %
z celkového poctu ejakulovanych spermii (Eisenbach et Giojalas, 2006; Tulsiani et Abou-
Haila, 2012; Ickowicz et al., 2012).

3.2.2 Termotaxe, chemotaxe

Kli¢ovymi schopnosti kapacitovanych spermii je termotaxe a chemotaxe, které¢ jsou
zodpovédné za pohyb spermii vejcovodem. Termotaxe je orientovany pohyb ve sméru
stoupajiciho teplotniho gradientu. Odpovéd’ na rozdil teplot mezi uterotubalnim spojem a
vejcovodem je zprostiedkovéana prostfednictvim signalni kaskady fosfolipazy C zéta (PLCO).
Ta spousti vy$si produkci inositoltrifosfatu (IP3). V disledku zvySené hladiny IP3 jsou
otevieny Ca?* kanaly citlivé na IP; a dojde k uvolnéni zasob Ca®* z intracelularnich zdroji.
Vysledkem je zména pohybu bic¢iku a nasledné i zptisobu pohybu (Bahat et al., 2012).

Zatimco termotaxe predstavuje spravny pohyb spermii na del$i vzdéalenost vejcovodu,
chemotaxe ptedstavuje presn€j$i orientovany pohyb ve smeéru koncentraéniho gradientu
sami¢iho chemoatraktantu v ¢ase (Eisenbach et Giojalas, 2006). Chemoatraktantem je pro
spermie progesteron, Kktery je produkovany a sekretovany kumularnimi bufikami
zovulovaného oocytu, v jehoz okoli je koncentrace chemoatraktantu nejvyssi. Receptory pro
progesteron se nachazi na membrané spermie (Guidobaldi et al., 2008).

Soucasti chemotaxické odpovédi je hyperaktivace pohybu spermie. Dochazi k ni ve
chvili, kdy koncentrace chemoatraktantu v case dale nestoupa. V diisledku molekularnich
zmén v membrané biciku se zvySuje amplituda pohybu hlavi¢ky i biciku a pohyb je tzv.
hyperaktivovany. Hyperaktivace je pro oplozeni nezbytna, umoziuje nejen orientaci spermie,
ale také uvolnéni spermii z rezervoaru v epitelu isthmu. Hyperaktivni pohyb spermie neni
linearni a usnadnuje prunik viskéznim prostiedim vejcovodu a penetraci zonou pellucidou

(Armon et Eisenbach, 2011; Tulsiani et Abou-Haila, 2012).

3.2.3 Akrozomalni reakce

Akrozom, modifikované endoplazmatické retikulum spermie, je velky sekrecni vacek

piekryvajici jadro na apikalnim konci hlavicky spermie. Pod plazmatickou membranou
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spermie se nachazi vnéjsi akrozomalni membrana. Vnitini akrozomalni membrana ptiléha na
jadro. Béhem akrozomadlni reakce dochazi k rozpadu cytoplazmatické membrany a vnéjsi
membrany akrozomu, ¢imz dochazi uvolnéni akrozinu a dalSich enzymu z akrozomu. Tyto
latky umoznuji prostup spermie skrze zonu pellucidu.

Spermie, kterd prodélala akrozomdlni reakci, nasledné¢ Sikmo penetruje do
perivitelinniho prostoru mezi zonou pellucidou a plazmatickou membrdnou oocytu vcetné

svého biciku (Wassarman, 1988).

3.2.4 Mechanismus aktivace oocytu

Penetrujici spermie si s sebou ptinasi fosfolipazu C zéta (PLC(), ktera je inkorporovana
do cytoplazmatické membrany oocytu, ve kterém dale spousti kaskadu jeho aktivace. Aktivaci
se rozumi pokles faktort MPF a MAPK a dokonceni druhého meiotického déleni (Stricker,
1999).

Vlivem piitomnosti PLC{ je v oocytu stimulovana produkce inositoltrifosfatu (IP3) a
diacylglycerolu (DAG). IP3 se dale vaze na receptory IP3-dependentnich vapnikovych kanala
v membranéch intracelularnich zasobaren Ca®*, které se vlivem IP; oteviou a Ca** je ve
vinach uvoliovan do cytoplazmy oocytu. Tento fenomén je nazyvan oscilace Ca?*. Ca®* se
dale vaze na kalmodulin a tento komplex aktivuje kalmodulin-dependentni protein kinazu Il
(CaMKII). Pasobenim CaMKII dochazi k poklesu hladiny MPF. Zvysenim koncentrace DAG
a Ca** je aktivovana protein kinaza C (PKC), ktera dale inhibuje MAPK. V disledku téchto
zmeén je oocyt uvolnén z meiotického bloku, dokoncuje se meidza a je vydéleno druhé polové
télisko. Tyto zmény umoziuji naslednou tvorbu prvojader a vznik zygoty (Sun et Nagali,

2003; Fan et Sun, 2004; Nomikos et al., 2013).

3.2.5 Prevence polyspermie

Polyspermie je u savcu patologicky fenomén. Pti in vitro oplozeni (IVF) prasecich
oocytl predstavuje jeden z nejvétSich problému arteficialniho ptivodu. Dulezitou organelou
oocytu, ktera zabranuje polyspermii, jsou kortikalni granula, ktera obsahuji enzymy a
glykokonjugaty bohaté na galaktosyl (Yoshida et al., 1993). Kortikalni granula podléhaji ve

zrajicim oocytu odstfedivé migraci a vytvaii souvislou vrstvu piiléhajici na vnitini
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plazmatickou membranu. Aktivace jiz penetrovaného oocytu je nasledovana kortikalni reakci,
kterd je spuSténa zvySenou hladinou intracelularniho Ca®* a pi niz jsou kortikalni
komponenty vytlateny do perivitelinniho prostoru. Enzymy kortikalnich granul zpasobi tzv.
ztvrdnuti zony pellucidy, ¢imz se vytvaii bariéra pro prunik dalSich spermii (Hunter, 2000).

V in vitro podminkach se u praseciho modelu setkavame s vysokym procentem
polyspermie. V nékterych laboratofich dosahuje hodnot nad 50 % (Gil et at., 2010). Vysoky
vyskyt muze byt disledkem pomalejsi kortikalni reakce (Hall et al., 2013). Dalsi pfic¢inou je
nedokonalé cytoplazmatické zrani v in vitro podminkach. Polyspermicka embrya se ryhuji a
dale vyviji do stadia blastocysty podobné jako zdrava embrya. Dalsi vyvoj polyspermnich
embryi v tomto stadiu selhava (Gil et at., 2010).

3.3 Casny embryonalni vyvoj

Po penetraci spermie a nasledné aktivaci oocytu jsou genetické informace oocytu a
spermie dekondenzovany a vznika sam¢i a samici prvojadro, kterd pozdéji v jednobunécné
zygoté splyvaji. Stadium jednobunécéné zygoty nésleduje fada po sobé nasledujicich
mitotickych déleni, tzv. ryhovani. Buiiky vzniklé béhem ryhovani jsou nazyvany blastomery.
Zarodek je stale obklopen zonou pellucidou, a proto se se zvySujicim se poftem blastomer
zmen3uje jejich velikost. Utvar méa podobu plodu moruse, odtud nazev morula. Blastomery v
morule jsou totipotentni, kazda by mohla dat vzniknout novému jedinci. Od osmibunééného
stadia se mezi jednotlivymi blastomerami vytvaii tésné mezibunécné spoje a morula nabyva
na kompaktnosti. Dochazi ke zvySenému piijmu tekutiny zadrodkem a vznikly tlak dava
vzniknout dutému prostoru. V této chvili je zarodek nazyvan blastocysta. Na jednom pélu se
buné¢na masa pieskupuje v tzv. embryoblast, ktery dava vzniknout samotnému zarodku, a na

povrchu je jedna vrstva plochych bunék nazyvanych trofoblast (Schatten et al., 1998).

3.3.1 Reaktivace embryonalniho genomu

Embryondlni vyvoj je zpocCatku primarné¢ kontrolovan vrozenymi maternalnimi
komponenty, které se nachazi uvnité oocytu v podob& molekul RNA a proteinti. Cast RNA
pfispivajici k ranému vyvoji svoji regulacni ulohou pochazi ze spermie (Hall et al., 2013). S
postupnym vycerpavanim zasoby maternalnich komponent se stava pokracujici vyvoj zavisly

na expresi genetické informace odvozené od embryonalniho genomu. Kriticky moment ve
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vyvoji prasec¢ich embryi nastava pti prechodu ze ¢tyibunééného na osmibunécné stadium. V
této chvili je nedostatecny pocet maternalnich transkripti a zaroven je aktivovan embryonalni
genom a spousti se embryonalni transkripce. Neni-li dostate¢na, vyvoj v tento moment
selhava (Telford et al., 1990; Hajkova, 2010). Pied samotnou aktivaci embryonalniho genomu

musi byt zbylé maternalni komponenty degradovany (Wang et al., 2014).

3.3.2 Chromatin

Chromatin je zakladni stavebni jednotkou chromozomi. Zakladni podjednotkou
chromatinu je nukleozém, ktery je tvofen dvousroubovici DNA dlouhou 147 pari bazi a
obtacejici se dvéma otockami kolem oktameru tvotfeného z histontt H2A, H2B, H3 a H4. Cely
komplex drzi pohromadé molekula histonu H1 (Balhorn, 1982).

Histony jsou bazické proteiny bohaté na arginin, lysin a histidin. Histon H3.3 je varianta
histonu H3, ktera oznacuje oblasti euchromatinu v genomu a pfispiva k udrzeni jeho
transkripéni aktivity béhem vyvoje (Goldberg et al., 2010; Yuan et Zhu, 2011). Nahrazuje
histony, které¢ byly odstranény béhem procesti narusujicich strukturu nukleozémui. Zasoby
maternalniho H3.3 se ucastni regenerace chromatinu paterndlniho prvojadra. Histon H2A se
ucastni pfedevsim reparace DNA a regulace exprese geni (Loppin et al., 2005). V chromatinu
se dale nachéazi proteiny nehistonové povahy. Zahrnuji vSechny enzymy a proteiny
komunikujici s DNA a zlcastnujici se replikace, RNA syntézy ¢i regulace genetické aktivity
(Balhorn, 1982).

Chromatin zralych spermii savci je vysoce kondenzovany a transkripéné inaktivni.
Neni az na vyjimky organizovany v nukleozémech a namisto histonti se zde nachazi
protaminy (McLay et Clarke, 2003; Ward, 2010). Jedna se o proteiny o polovi¢ni velikosti
nez histony a s velmi jednoduchou stavbou, nebot’ jsou z 55 - 70 % tvofeny argininem
(Balhorn, 1987).

Dle kondenzace a transkripéni aktivity rozliSujeme dva typy chromatinu. V aktivnim
euchromatinu je molekula DNA vice rozvolnéna, ¢imz je pfistupnéjsi transkripci. Naproti
tomu heterochromatin je vice kondenzovany. Zaujima oblasti telomer a centromer. V
oblastech s heterochromatinem neprobiha transkripce. Heterochromatin déle rozliSujeme na
fakultativni a konstitutivni. Fakultativni heterochromatin obsahuje geny, které jsou vypinany

a zapinany v pribéhu vyvoje ¢i diferenciace. Po dokonceni vyvoje se stavaji inaktivnimi.
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Konstitutivni heterochromatin zahrnuje trvale transkripéné inaktivni Giseky genomu (Bannister

et Kouzarides, 2011).

3.3.3 Formace prvojader

Po penetraci spermie do oocytu jsou v chromatinu spermie redukovany disulfidické
mustky protamint. Zatimco oocyt piechédzi z metafaze 11 do telofaze II, je jaderna membréana
spermie rozpusSténa a chromatin je ¢astecné¢ dekondenzovan. Béhem telofaze II je chromatin
spermie zkondenzovan zpét za vzniku nukleozémii. Po vzniku sami¢iho prvojadra chromatin
spermie opét dekondenzuje a vytvati se sam¢i prvojadro (Adenot et al., 1991). Chromatin
oocytu je dekondenzovan po dokonceni meidzy. Protaminy spermie jsou jesté pied replikaci
DNA nahrazeny za histony a nasledné¢ vznikd zaroven membrana samciho i samiciho
prvojadra. Vymeéna protamini za histony je nezbytna k dalSimu vstupu buniky do S-faze
buné¢ného cyklu (Nonchev et Tsanev, 1990; Collas et Poccia, 1998).

Spermie s sebou do oocytu pfinasi centrozom. Tato organela ma funkci mikrotubuly
organizujiciho centra (microtubule-organizing center, MTOC) a v oocytu vytvaii z
mikrotubuli kruh zvany ,,sperm aster (Nakamura et al., 2001). Mikrotubuly se nasledné
prodluzuji a zprostfedkovéavaji pfesun prvojader v rdmci cytoplazmy. Samic¢i prvojadro je
mikrotubuly pfitahovano k sam¢imu, az se dotykaji membranami, a spole¢né jsou prvojadra
dale pfesouvana do centra bunky (Reinsch et Gonczy, 1998). Z korové ¢asti do centra jsou
premistovany také organely oocytu. Po jejich pfesunu nabyvaji ob& prvojadra na velikosti
(Payne et al., 1997). Béhem prvniho bunééného cyklu vznikaji z mikrotubuld ,,sperm aster*
poly déliciho vieténka (Navara et al., 1994).

3.3.4 Asymetrie prvojader

Zralé gamety maji vysoce metylovanou DNA. Kratce po fertilizaci je sam¢i chromatin
rychle aktivné demetylovén, zatimco sami¢i chromatin vykazuje dal$i maly nartist v metylaci
DNA a demetylace probiha pasivné a pomalu az do stadia blastocysty. V sami¢im prvojadie
je patrnd dimetylace a trimetylace H3K9 a H3K27. Sam¢i chromatin vykazuje jen
monometylaci H3K9 a H3K27. Naproti tomu vysoké hladina metylace u samic¢iho chromatinu

je nejspiSe obranou proti aktivni demetylaci postihujici samc¢i chromatin. Tyto epigenetické
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zmény jsou zasadni pro naslednou reaktivaci embryonalniho genomu a znovunabyti
totipotence (Santos et al., 2005).

Metylace méni stabilitu genomu a reguluje expresi gent, ale neni jedinym regula¢nim
nastrojem, nybrz je zapotiebi interakci s dal$imi modifikacemi (Santos et al., 2005). Samci
chromatin vykazuje vysokou acetylaci histoni H3 a H4. Acetylace Castecné neutralizuje
pozitivni ndboj na lysinovych koncich histonii a oslabuje tim interakce mezi DNA a
a pristupnéjsi transkripci. Po vzniku prvojader CasteCné hladina acetylace klesa a tim je
umoznén opétovné rozdéleni chromatinu na euchromatin a heterochromatin (van der Heijden

et al., 2006).

3.4 Post-transla¢ni modifikace histonu

Z nukleozomu vyc¢nivaji N-termindlni konce histont, které obsahuji kladné nabité
aminokyseliny lysin a arginin (Turner, 2002). Post-transla¢ni modifikace ovliviiuji interakce
mezi proteiny (Zhang et Reinberg, 2015). Zména organizace chromatinu prostiednictvim
kovalentni post-translaéni modifikace a remodelace proteinové struktury umoziuje
transkripénim faktorim pftistup ke gentim (Nowak et Corces, 2004).

Mezi post-translacni modifikace proteind patii metylace, fosforylace, acetylace,
ubikvitinace, ADP-ribosylace ¢i isomerace (Dvorakova et al., 2013).

Metylace histond probiha na lysinu a argininu. Dochézi k pfenosu metylové skupiny,
ktery mtze mit nekolik podob: mono- az trimetylace lysinu a mono- ¢i dimetylace argininu.
Pfi metylaci nedochazi ke zméné€ naboje proteinu. Za samotny pienos metylu jsou odpovédné
enzymy histon metyltransferazy (HMT), které patii spolu s kindzami mezi nejspecifictejsi
enzymy ucastnici se post-translacnich modifikaci. Histon lysin metyltransferazy (HKMT)
obvykle modifikuji pouze jeden lysin na jednom histonu. Vysledny efekt metylace mtze byt
aktivace i represe transkripce (Lepikhov et Walter, 2004). Vysledek se odviji od pozice
acetylovaného lysinu (K): v pozicich H3K9, H3K27 a H4K40 nastava represe, v pozicich
H3K4, H3K36 a H3K79 dochazi k aktivaci transkripce (Vakoc et al., 2005).

Pti formaci prvojader jsou histony nejdiive zafazeny do struktury nukleozému a az
nasledné dochézi k jejich metylaci. Na pozici H3K9 je prvné patrnd monometylace a az

nasledné dochazi k trimetylaci (Lepikhov et Walter, 2004).
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Heterochromatin protein 1 (HP1) je protein nehistonové povahy, ktery se vaze s dalSimi
proteiny a reguluje tak strukturu chromatinu a transkripci (Bartova, 2008). Ma vysokou
afinitu k trimetylovanému histonu H3K9, ktery se ve velké miie vyskytuje v chromatinu
samic¢iho prvojadra, a chrani jej proti ptisobeni metylaz, ¢imz vyznamné ovliviiuje formaci
heterochromatinu. V euchromatinu je zapojen do inaktivace specifickych gent (Lachner et

al., 2001; Arney et al., 2002; Zhang et Reinberg, 2015).

Béhem acetylace vyuziva enzym histon acetyltransferdza (HAT) acetyl CoA jako
kofaktor a katalyzuje pfenos acetylu na lysin. Vysledkem tohoto dynamického procesu je
snizeni kladného naboje lysinu, ¢imz jsou oslabeny elektrostatické sily mezi histony a
fosfatem molekuly DNA (Parthun, 2007). Acetylace je spojovana s aktivaci transkripce,
nebot’ chromatin je touto cestou postupné rozvoliiovan a DNA se stava pfistupnéj$i pro
proteiny, ptedevsim transkripénim faktorim a jejich kofaktorim (Kouzarides, 2007).

Acetylace histonu H3 a H4 nastava jesté pred jejich zafazenim do struktury nukleozomu
(Lepikhov et Walter, 2004). Mohou byt acetylovany také proteiny nehistonové povahy,
jakymi jsou napf. transkripéni faktory. Tento d& je katalyzovan faktorovymi
acetyltransferazami a dochazi ke zméné jejich Gi¢inku na transkripci (Roth et al., 2001).

Acetylace je reversibilni déj a jejim opakem je deacetylace. Dochazi k obnoveni
pozitivniho naboje na lysinu a k represi transkripce. Existuji tfi skupiny enzymt deacetylaz -
histon deacetylazy (HDAC) tiidy | a Il se skladaji z 390 aminokyselin a ke své funkci
potfebuji jako kofaktor kation zinku. Ttida III, sirtuiny, jsou zavislé na piitomnosti NAD+
jako kofaktoru. Substratem pro sirtuiny jsou také proteiny nehistonové povahy (Kouzarides,
2007).

Fosforylace histonii je velice dynamicky proces. Zprostiedkovavaji ji kinazy a
fosfatazy, které prenaseji fosfatovou skupinu z ATP na hydroxylovou skupinu aminokyseliny
na N-terminalnim konci histonu. K modifikaci docha&zi na serinu, threoninu a tyrosinu.
Vlivem fosforylace ziskava histon zaporny naboj. (Dawson et al., 2009). Fosforylace je
zasadni pro kondenzaci chromatinu a pribéh bunééného cyklu béhem mitdézy i meidzy,

predevsim béhem interfaze (Nowak et Corces., 2004).
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3.5 Sirtuiny

Sir proteiny (Silent information regulator proteins) byly poprvé popsany u kvasinek
Saccharomyces cerevisiae. Jedna se o skupinu vysoce konzervovanych jadernych proteind,
které se uplatiiuji ve formaci heterochromatinu, ovliviiuji stabilitu jeho struktury a potlacuji
transkripci a rekombinaci DNA. Celkem bylo u prokaryot popsano pé homologl — Sirl az
Sir5S (Gross, 2001). Acetylace ¢asteCné neutralizuje pozitivni naboj na koncich histonti a
faktorm. Sirtuiny jsou NAD'-dependentni deacetylazy histoni a proteind nehistonové
povahy. Jejich reakce je zavisla na dostupnosti nikotinamidudinukleotidu (NAD"), ktery se
skladd z ribozy a nikotinamidu (NAM). Béhem deacetylaéni reakce dochdzi pii vazbé na
substrat k hydrolyze vazby mezi NAD" a rib6zou. Uvolni se NAM a acetyl je navazan na
rib6zu. Vysledkem reakce je deacetylovany substrdt, NAM a acetylovana rib6za (Chang et
al., 2002).

U eukaryot bylo popsano sedm homologii odvozenych od Sir2, sirtuiny SIRT1 az
SIRT7. Kazdy ma svou specifickou funkci a lokalizaci (Dryden et al., 2003). SIRT1 je
nejpodobnéj§im homologem Sir2 kvasinek. Shoduji se v obou sekvencich aminokyselin i
svym profilem enzymatické aktivity (Watroba et Szukiewicz, 2016). Je lokalizovan v jadie a
v cytoplazmé. Jako substrat slouzi histony i proteiny nehistonové povahy (Vaquero et al.,
2004; Chang et Guarente, 2014). Deacetylaci histonti je zapojen do kontroly stability genomu
a regulace exprese gent, kdy v disledku deacetylace dochazi k utvareni heterochromatinu a
tedy umlceni genti (Vaquero et al., 2007; Michan et Sinclair, 2007). Deacetylaci proteint
nehistonové povahy se Ui€astni regulace apoptdzy a odpovédi na oxidativni stres (Poulose et
Raju, 2015; Morris, 2012).

SIRT2 je prvnim popsanym sirtuinem u eukaryot. Nachazi se v jadfe a v cytoplazmé.
Vazbou na a-tubulin mikrotubuld ovliviiuje vznik déliciho vieténka béhem bunééného cyklu.
Svou deacetyla¢ni aktivitou usnadniuje kondenzaci chromatinu pied segregaci chromozomi.
Déle se podili na regulaci genové exprese a je nezbytny k vystoupeni z M-faze bunééného
cyklu (Dryden et al., 2003; Li et al., 2015; Morris, 2012; Feige et Auwerx, 2008).

SIRT3 je lokalizovan na vnitini mitochondridlni membrané a zastava funkci hlavniho
mitochondrialniho proteinu (Guan et al., 2014). Béhem dychaciho fetézce v mitochondriich
snizuje tvorbu volnych kyslikovych radikalli (reactive oxygen species, ROS) a zvySuje

efektivnost jejich odbourdvani, které je zapotiebi k ochrané DNA proti poskozeni a mutacim,
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zatimco zvySuje Groven bunééného dychani (Watroba et Szukiewicz, 2016). VV mitochondriich
urcuje resistenci bunky proti apoptdze (Guan et al., 2014).

SIRT4 je lokalizovan v mitochondridlni matrix. Jako jediny Clen skupiny sirtuinti nema
funkci deacetylazy (Tatone et al., 2014), ale namisto toho vyuziva NAD" k ADP-ribosylaci.
Hlavnim aktivatorem SIRT4 je pfitomnost poskozené DNA (Watroba et Szukiewicz, 2016).

SIRTS je také lokalizovadn v mitochondrialni matrix. Vykazuje demalonyldzovou a
desukcinylazovou aktivitu (Morris, 2012). Deacetyluje cytochrom C, prostfednictvim ¢ehoz
se ucastni regulace apoptozy a procesu bunécného dychani a napomaha zde snizeni
koncentrace ROS (Watroba et Szukiewicz, 2016).

SIRT6 je lokalizovan v bunééném jadie, kde je vazadn na chromatin, a v malém
mnozstvi 1 v endoplazmatickém retikulu. V jadfe mé funkci deacetylaizy a ADP-
ribosyltransferazy. Ucastni se ochrany telomer proti replikativnimu stresu, udrzeni
homeostdzy a stability genomu. Vyznamnou roli hraje pii reparaci DNA, kdy se vdze na mista
zlomi a pritahuje k nim DNA-repara¢ni enzymy (Morris, 2012; Watroba et Szukiewicz,
2016).

SIRT7 je lokalizovan v jadérku a ma vysokou substratovou specifitu k H3K18. Dale

ovlivituje RNA polymerazu I a reguluje tim transkripci ribozomalnich gent (Morris, 2012).

3.5.1 Regulace aktivity sirtuini

Aktivita SIRT1 je ovlivnéna post-translacnimi modifikacemi. Pro SIRT1 jsou typické
sumoylace a fosforylace, pfi¢emz ob¢ tyto modifikace zvySuji jeho expresi. Sumoylace SIRT1
je odpovédi na genotoxicky stres a zvySuje stabilitu genomu (Sasaki et al., 2008; Yang et al.,
2007).

Nejdulezitéjsim regulatorem aktivity sirtuinGi je hladina NAD® (Imai, 2009). Je
nezbytny pro pribéh deacetyla¢ni reakce a nemtize byt nahrazen NADH, NAD" ani NADPH
(Imai et al., 2000). Ackoli je aktivita sirtuinti inhibovana vysokou hladinou NADH, vétsi roli
pro funkci sirtuind méa vzajemny pomér mezi NAD" a NADH (Lin et al., 2004). Vysoka
hladina NAD" zvysuje expresi SIRT1 az na dvojnasobek bézné aktivity, naopak sniZeni
hladiny vede k opa¢nému efektu (Rodgers et al., 2005).

Vyznamny vliv na aktivitu SIRT1 ma oxidativni stres. Vlivem oxidativniho stresu
dochdzi k hromadéni volnych kyslikovych radikali (ROS) a naslednému poskozeni DNA
vedoucimu az k apoptoze bunky. ZvySena koncentrace ROS podporuje aktivitu SIRT1, ktery
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dale zvysuje aktivitu rodiny FOXO proteint, ptedevsim FOXO3A, a tim podporuje reparaci
DNA. Vyssi exprese SIRT1 dale vede k inhibici pro-apoptotickeho faktoru p53, ktery reaguje
na vyskyt poskozené DNA. Oxidativni stres mtze aktivitu SIRT1 nejen zvySovat, ale také
snizovat. Zvysena koncentrace ROS mulze mit za nasledek oxidaci SIRTI, pietrvavajici
vysokou aktivitu JNK1 ¢i zvySenou expresi mikroRNA, v dusledku kterych dochazi ke
snizeni aktivity SIRT1 a ubikvitinaci (Michan et Sinclair, 2007; Giannakou et Partridge,
2004; Salminem et al., 2013).

NejznaméjSim aktivatorem sirtuinii je resveratrol, jehoz molekularni mechanizmus je
vysvétlen konforma¢nimi zménami molekuly sirtuinu (Cao et al., 2015). Jeho aktivaéni
ucinek byl pozorovan na SIRT1 a SIRTS5, naopak u SIRT3 byla pozorovéna inhibice (Howitz
et al., 2003). Resveratrol svym pusobenim zvySuje hladinu deacetylace a tim je$té zvySuje

pozitivni efekt (Gertz et al., 2012).

3.5.2 Vliv sirtuinii na zrajici oocyty a preimplanta¢ni embrya

Zasoba sirtuintt SIRT1 az SIRT7 se v oocytu vytvaii béhem jeho zrani. Ve zralych
oocytech dalsi tvorba ustavad a po fertilizaci musi zarodek vystait s materndlni zasobou
vytvotfenou béhem zrani oocytu. Exprese sirtuinii po oplozeni postupné klesa po celou dobu
preimplanta¢niho vyvoje. MnoZstvi studii dokazuje pfiznivy vliv sirtuini na zrdni oocytu a
nasledny vyvoj embrya (Kawamura et al., 2010; Liu et al., 2012; Kwak et al., 2012a; 2012b;
Di Emidio et al., 2014; Tatone et al., 2014).

V porovnani s in vivo podminkami jsou za in vitro podminek oocyty i embrya vyrazné
nachylnéjsi na negativni dopady oxidativniho stresu, a proto resistence vii¢i nému nabyva pfi
in vitro kultivaci na vyznamu. Vysoké hladiny ROS vedou k naruseni embryonalniho vyvoje
az rané embryonalni odumrti (Liu et al., 2012; Kwak et al., 2012a; Tatone et al., 2014). U
oocytll 1 embryi hraje vyznamnou roli predev§im SIRT1. Zucastiiuje se regulace spravné
segregace chromatinu, ucastni se resistence vUuCi oxidativnimu stresu a zabranuje
postovulacnimu starnuti oocytu. SIRT1 déale stimuluje proliferaci bunék granuldzy

4% (Pavlova et al., 2013). Embryonalni

prostfednictvim podpory hromadéni cyklinu B a p3
vyvoj je pozitivné regulovan také histon metyltransferazou SUV39H1, proteinem zapojenym
do formace chromatinu. Po deacetylaci histonu vlivem SIRT1 je umoznéna trimetylace H3K9
pusobenim SUV39HI1. Vytvaii se fakultativni heterochromatin obsahujici uml¢ené geny a
tato Cast genomu je stabilizovana. SUV39H1 je ubikvitinovan pisobenim MDM2 E3

ubikvitin ligazy, jehoz aktivita je tlumena aktivitou SIRT1 (Bosch-Presequé et al., 2011).
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SIRT1 dale zvySuje odolnost embrya proti stresu stimulaci faktoru K-70, ktery mé proti-
apoptotické a DNA-repara¢ni G¢inky. Faktor p53, prvni popsany nehistonovy cil SIRT1, ma
na pireziti embrya negativni vliv, jednd se vyznamny faktor podporujici apoptozu v disledku
poskozeni DNA. Deacetylaci tohoto faktoru vlivem SIRT1 dochéazi k jeho inaktivaci a
nasledné ubikvitinaci pomoci MDM2 E3 ubikvitin ligzy (Zhang et Kraus, 2010).

SIRT2 ovliviiuje tvorbu déliciho vieténka a sefazeni chromozomii do ekvatorialni
roviny. SIRT3 se ucastni podpory folikulogeneze, luteinizace, sekrece progesteronu a udrzuje
spravnou funkci mitochondrii. V in vitro podminkach ma pozitivni vliv na odolnost vici
stresu (Kwak et al., 2012b; Kawamura et al., 2010). Pfi inhibici aktivity SIRT3 je naruSena
funkce mitochondrii. V dusledku této dysfunkce se pii bunééném dychani hromadi
intracelularni ROS. Pokud neni bunika schopna nadbytek ROS degradovat, dostava se do tzv.
oxidativniho stresu, ktery dale aktivuje pro-apoptoticky faktor p53. Vysledkem je zpomaleni
az Uplné zastaveni bunécného cyklu a u nékterych bun€k az spusSténi apoptdzy. Pri
nedostatecné aktivit¢ SIRT3 tak selhdva preimplantacni vyvoj a mulze dojit az k rané
embryonalni oddmrti. Pro spravny pribéh vyvoje jsou nezbytné maternalni zasoby SIRT3,
nebot’ pfi jejich deficitu neni schopny zygoticky aktivovany SIRT3 tento nedostatek
vykompenzovat (Kawamura et al., 2010). SIRT6 je vazan na chromatin. Je nezbytny pro
spravny vyvoj a délku déliciho vieténka. Jeho nedostatek ma za nésledek hyperacetylaci

H4K 16, ¢imz dochazi k chybné segregaci chromozoml a aneuploidii (Han et al., 2015).

Z dosavadnich poznatkli je patrné, Ze SIRT1 se nachazi ve zrajicich oocytech 1 v
zygotach a je zde vyznamnym regulatorem. Jeho piitomnost je pro spravny pribéh vyvoje
velmi zasadni. Diky jeho regulaci n¢kolika bunéénych mechanismii selhava pii deficienci
SIRT1 spravny vyvoj zdrodku. V soucasné dob€ neni prostudovan vliv SIRT1 na regulaci
formace prvojader, ackoli se d& pfedpokladat, Ze tento vyznamny Clen deacetyldz nenecha

prvojadra, mista s vysokou aktivitou post-transla¢nich modifikaci, bez povsimnuti.
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4 Material a metody

4.1 1Izolace a zrani oocyti in vitro

Oocyty byly izolovany z vajeénikti dovazenych z jatek (Jatky Plzef, a. s., Plzefi, Ceska
Republika) od necyklujicich prasnicek (kfizenci Landrace x Bilé uslechtilé¢). Do laboratote
byly pfevazeny pii teploté 39 °C. Kumulo-oocytarni komplexy (COCs) byly ziskavany z
ovarialnich folikult o velikosti 2 - 5 mm pomoci stithacky a jehly (20G). COCs byly
zpracovany v HEPES-pufrovaném médiu Thyrodeho roztoku obsahujiciho 0,01 % (w/v)
polyvinyl alkohol (TL-HEPES-PVA). Pro dalsi in vitro zrani byly pouzity pouze plné dorostlé
oocyty s neporusenou cytoplazmou a obklopené kompaktni vrstvou kumularnich bunék.

Pro zrani COCs bylo pouzito modifikované médium mTCM (Gibco, Life Technologies,
UK) obohacené o 0,1 % PVA, 3,05 mM D-glukézu, 0,91mM pyruvatu sodného, 0,57 L-
cysteinu, 0,5 pg-mL-1 LH (Sigma-Aldrich, USA), 0,5 pg-mL-1 FSH (Sigma), 10 ng.mL-1
epidermalniho rastového faktoru (Sigma), 10 % praseci folikularni tekutiny, 75 pg-mL-1
penicilinu G a 50 pg-mL-1 streptomycinu. Po 22 hodinach kultivace byly COCs kultivovany
v TCM199 bez pridavku LH a FSH dalSich 22 hodin. Kultivace probihala ve 4-dulkovych
miskach (Nunc, Denmark) v 500 pL kultiva¢niho média, pfekrytého mineradlnim olejem, pfi

teploté 39 °C ve smési vzduchu obsahujici 5 % CO, (Abeydeera et al., 1998).

4.2 Oplozeni oocytii in vitro (IVF) a kultivace zygot in vitro

Po 44 hodinéch zrani byly z oocytu odstranény kumuléarni buiiky plisobenim pomoci 0,1
% hyaluronidazy v TL-HEPES-PVA. Pro IVF byly vyselektovany MII oocyty s vydélenym
prvnim poélovym téliskem. Oocyty byly tfikrat promyty v modifikovaném Tris-pufrovaném
médiu (mTBM; Abeydeera et al., 1998) s 0,2 % bovinnim sérovym albuminem (BSA; A7888;
Sigma). Nasledné byly umistény do 100 pL kapek média mTBM a piekryty mineralnim
olejem na Petriho miskach o priméru 35 mm. Misky byly po dobu 30 minut ekvilibrovany pfi
teploté 39 °C ve smési vzduchu obsahujici 5 % CO..

Spermie byly ziskany nasledujicim zpisobem: z dovezené inseminacni davky byl
odebran objem, ve kterém se nachédzelo 100 milioni spermii a tento objem byl nasledné
centrifugovan pii 1500 rpm po dobu 5 minut. Spermie byly nasledné dvakrat promyty ve

fostatovém pufru (PBS) s ptidavkem 0,1 % PVA (PBS-PVA). Nasledné byly spermie
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nafedény médiem mTCM na koncentraci 1x10 a déle byly pfidany v objemu 5 pul k oocytim
na vyslednou koncentraci 5x10°. Oocyty byly spole¢né se spermiemi inkubovéany 6 hodin pfi
teploté 39 °C ve smési vzduchu obsahujici 5 % CO,. Po 6 hodindch byly oocyty promyty v
médiu PZM3 (Yoshioka et al., 2002) s piidavkem 0,4 % BSA (A6003; Sigma) a dale
kultivovéany po dobu 22 hodin.

4.3 Inhibitory sirtuini

Inhibice aktivity SIRT1 byla provedena v PZM3 béhem in vitro kultivace (IVC)
casnych zygot. Byly pouzity tyto inhibitory: nikotinamid (2,5 mM, 5,0 mM, 7,5 mM,
nespecificky inhibitor sirtuinti, Abcam, ab120864) nebo sirtinol (10 uM, specificky SIRT1 a
SIRT2 inhibitor, Abcam, ab141263).

4.4 Imunofluorescence a analyza obrazu

Po 22 hodinach kultivace in vitro byly zygoty zbaveny zony pellucidy osetienim 0,5 %
prondzou. Dale byly provedeny dalsi kroky popsané Yi et al. (2014). Smés mysi
monoklonalni anti-histon H3 (di methyl K9, tri methyl K9) protilatky (me2/3H3K9; ab71604,
Abcam, UK; 1:200) a krali¢i monoklonalni anti-histon H3 (acetyl K9) protilatky (acH3K9;
ab32129, Abcam, Cambridge, UK; 1:200) byla aplikovéana ptes noc pfi teploté 4 °C. Nasledné
byly oocyty dvakrat promyty a nasledné inkubovany s fluorescein isothiocyanate (FITC)
konjugovanym kozim anti-mysim (GAM) IgG (62-6511; Invitrogen, Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, MA, USA,; 1:200) a Cyanine Dye (Cy5) konjugovanym kozim anti-krali¢im
(GAR) IgG (111-175-144; Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc., West Grove, PA,
USA) ptfi pokojové teplot€¢ po dobu 40 min. Nésledné byly oocyty dvakrat promyty a
zamontovany do Vectashield s 4°6°-diamidino-2-phenylindolem (DAPI; Vector Laboratories
Inc., Burlingama, CA, USA). Obrazky byly pofizeny pomoci mikroskopu Ti-U (Nikon Co.,
Tokyo, Japan), kamery Clara Interline CCD (Andor Technology PLC, Belfast, Sounthern
Ireland) a programu NIS Elements Ar (Laboratory Imaging, Czech Republic). Negativni
kontroly byly pfipraveny za stejnych podminek jako pozitivni vzorky s vynechanim

specifickych protilatek. Pozitivni vzorky byly vyhodnoceny a vztazeny k negativni kontrole
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pfi srovnatelném nastaveni optické drahy. Intenzita signdlu acH3K9 v prvojadrech byla

vyjadfena pomérem k intenzité signalu meH3K9, a naopak.

45 Statistika

Kazdy experiment byl opakovan minimalné pétkrat. Data ze vSech experimentl byla
analyzovana prostfednictvim obecnych linearnich modeli (General Linerar Model, GLM) v
programu SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). Pro stanoveni vyznamnych rozdilt mezi
jednotivymi skupinami byl pouzit t-test. Hladina vyznamnosti byla stanovena s odchylkou P <
0,05.
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5 Vysledky

Cilem experimentu bylo ovéfit hypotézu, ze NAD'-dependentni histon deacetylaza
SIRTL1 je pfitomna Vv prasecich zygotach, kde jsou zapojeny do regulace formace prvojader a
modifikace histonového kodu. Pro tento ucel byly pouzity zygoty po 22 hod. kultivace po in
vitro oplozeni (IVF) osetfené 2,5 — 7,5 pM nikotinamidem (nespecifického inhibitoru

sirtuinti) nebo 10 uM sirtinolem (specifického inhibitoru SIRTY).

5.1 Lokalizace SIRT1 v zygotach prasat

Pomoci imunocytochemické lokalizace SIRT1 byl pozorovan jeho vyskyt v zygotach
prasat. V porovnani s negativni kontrolou je zfejmé, Ze SIRT1 je pfitomny v cytoplazmé i v
obou prvojadrech. V prvojadrech je intenzita signdlu vyrazné vys$i, nez je tomu v

cytoplazmé, viz obrazek 1.
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DNA SIRT1

Obrazek 1. Lokalizace SIRT1 v zygotach prasat. VV porovnani s negativni kontrolou je
patrné, Zze SIRT1 se nachazi v cytoplazmé i v obou prvojadrech zygot prasat. NC — negativni
kontrola, merge — DNA + SIRT1.
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5.2 VIliv nikotinamidu na acetylaci a metylaci H3K9

Vliv koncentrace nikotinamidu (NAM), nespecifického inhibitoru sirtuinti, byl
zjiStovan na histonu H3 na lysinu K9 (acH3K9) za pouziti imunocytochemické lokalizace
acH3K9 a analyzy obrazu. Ze ziskanych vysledki je patrné, Ze v porovnani s kontrolni
skupinou se s rostouci koncentraci NAM zvysuje také intenzita signalu acetylace a zaroven se
snizuje intenzita signalu metylace. Z vysledki je dale patrnd asymetrie mezi modifikaci
samciho a samiciho prvojadra. Samci prvojadro vykazuje vyssi intenzitu signalu acetylace nez
metylace zatimco sami¢i prvojadro naopak vykazuje vyssi intenzitu signalu metylace nez

acetylace, viz obréazek 2.
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kontrola 2.5 nM NAM 5.0 nM NAM 7.5 nM NAM

merge

DNA

Obréazek 2. Vliv nikotinamidu na modifikaci H3K9 v prasedich prvojadrech. Se zvysujici

meH3K9

acH3K9

se koncentraci NAM, nespecifického inhibitoru sirtuind, se zvySuje hladina acetylace a
zaroven snizuje hladina metylace histonti. Dale je zjevna asymetrie v modifikaci samciho a
sami¢iho prvojadra. Sami¢i prvojadro vykazuje vysSi intenzitu signalu metylace, naopak
sam¢i prvojadro (oznaceno hvézdi¢kou) vykazuje vyssi intenzitu signalu acetylace. H3K9 —

histon H3 s lysinem na pozici 9, NAM — nikotinamid, merge — DNA + meH3K?9 + acH3KO.
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Vliv koncentrace nikotinamidu (NAM), nespecifického inhibitoru sirtuinti, byl zjistovan na
histonu H3 na lysinu K9 (acH3K9) za pouziti imunocytochemické lokalizace acH3K9 a
analyzy obrazu. Ze ziskanych vysledku je patrné, Ze v porovnani s kontrolni skupinou se s
rostouci koncentraci NAM zvysuje také hladina acetylace. Po oSetfeni 2,5 mM a 5,0 mM
NAM jsme v porovnani s kontrolni skupinou nezjistili statisticky vyznamny rozdil (1,00
0,00 versus 1,24 + 0,19 a 1,43 + 0,19). Po pfidani 7,5 mM NAM jsme zjistili statisticky
vyznamné zvyseni intenzity signalu acH3K9. Tento rozdil ¢inil nartst o 127 % (1,00 £ 0,00

versus 2,27 + 0,25) v porovnani s kontrolni skupinou, viz obrazek 3.
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Obrézek 3. Vliv koncentrace nikotinamidu na mnozstvi acetylovaného H3K9. Se zvysujici
se koncentraci NAM, nespecifického inhibitoru sirtuind, roste uUroven acetylace H3K9.
a,bStatisticky vyznamné rozdily (P < 0,05). NAM — nikotinamid, H3K9 — histon H3 s lysinem
na pozici 9, C — kontrolni skupina.
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Vliv koncentrace nikotinamidu (NAM), nespecifického inhibitoru sirtuinti, byl také zjistovan
na histonu H3 na lysinu K9 (meH3K9) za pouziti imunocytochemické lokalizace meH3K9 a
analyzy obrazu. Ze ziskanych vysledkl je patrné, Zze v porovnani s kontrolni skupinou se s
rostouci koncentraci NAM snizuje hladina metylace. Po oSetieni 2,5 mM NAM jsme zjistili
pokles intenzity signalu v porovnani s kontrolni skupinou o 18 % (0,82 £ 0,09). Podobné
tomu bylo po pfidani 5,0 mM, kdy uroven metylace klesla o 17 % (0,83 £ 0,09). Statisticky
vyznamny rozdil jsme pozorovali po piidani 7,5 mM NAM, pii kterém byla intenzita signalu
meH3K9 o 49 % nizsi (1,00 + 0,00 versus 0,51 + 0,05) v porovnani s kontrolni skupinou, viz

obrézek 4.
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Obrézek 4. Vliv koncentrace nikotinamidu na mnozstvi metylovaného H3K9. Po pfidani
NAM, nespecifického inhibitoru sirtuinti, do kultivacniho média dochazi ke snizeni Grovné
metylace H3K9. a,bStatisticky vyznamné rozdily (P < 0,05). NAM — nikotinamid, H3K9 —

histon H3 s lysinem na pozici 9, C — kontrolni skupina.
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5.3 Vliv sirtinolu na acetylaci a metylaci H3K9

Pfidanim sirtinolu byl nezavisle ovéfovan vyse pozorovany biologicky efekt NAM. Vliv
sirtinolu, specifického SIRT1 inhibitoru, byl zjistovan na histonu H3 na lysinu K9 (acH3K9)
za pouziti imunocytochemické lokalizace acH3K9 a analyzy obrazu. Ze ziskanych vysledkt
je patrné, Zze v porovnani s kontrolni skupinou doslo po pfidani 10 pM sirtinolu k pokusné
skupiné€ ke statisticky vyznamnému narastu intenzity signalu acH3K9 o 28 % (1,00 + 0,00

versus 1,28 + 0,12), viz obréazek 5.
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Obrézek 5. Vliv sirtinolu na acetylaci histonu H3K9. Po pfidani 10 uM sirtinolu,
specifického SIRT1 inhibitoru, doslo ke zvyseni hladiny acetylace histonu H3K9. *Statisticky
vyznamne rozdily (P < 0,05). H3K9 — histon H3 s lysinem na pozici 9, C — kontrolni skupina,
10 uM — pokusna skupina s 10 puM sirtinolem.
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Ptidanim sirtinolu byl oveéfovan biologicky efekt NAM. Vliv sirtinolu, specifického SIRT1
inhibitoru, byl zjistovan také na histonu H3 na lysinu K9 (meH3K9) za pouziti
imunocytochemické lokalizace meH3K9 a analyzy obrazu. Ze ziskanych vysledku je patrné,
ze v porovnani s kontrolni skupinou doslo po pfidani 10 uM sirtinolu k pokusné skupiné ke
statisticky vyznamnému poklesu intenzity signalu meH3K9 o0 30 % (1,00 + 0,00 versus 0,70 +
0,08), viz obrazek 6.
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Vliv sirtinolu na metylaci H3K9
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Obrézek 6. Vliv sirtinolu na metylaci histonu H3K9. Po pfidani 10 puM sirtinolu,
specifického SIRT1 inhibitoru, doslo ke sniZeni urovné metylace histonu H3K9. *Statisticky
vyznamné rozdily (P < 0,05). H3K9 — histon H3 s lysinem na pozici 9, C — kontrolni skupina,
10 uM — pokusnéa skupina s 10 UM sirtinolem.
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5.4 Vliv nikotinamidu ¢i sirtinolu na in vitro oplozeni

7 dat nashromazdénych z nami uskuteénénych in vitro oplozeni (IVF) jsme se zamé&fili
na hledisko, jakym zpisobem ovliviiuje pifidavek nikotinamidu ¢i sirtinolu k oocytim
vysledek IVF. Procento penetrovanych oocytl, polyspermniho oplozeni i ryhujicich se zygot

nevykazovalo v porovnani s kontrolni skupinou statisticky vyznamny rozdil, viz. obrazek 7.
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PEN (%) POL (%) CL{%)
Kontrola 49,89 £4,60° 24,81 +4,20% 16,92 £ 2,411
NAM 5 68,51 +£11,43% 29,72 +10,86" 16,33 £4,731
NAM7,5 53,14 £1,642 8,88+513% 9,50 + 3,457
Sirtinol 42,34 + 8, 69° 13,03 +5,91% 17,66 +9,051

Obrézek 7. Vliv nikotinamidu a sirtinolu na in vitro oplozeni. VV porovnani s kontrolni
skupinou jsme u pokusné skupiny nezaznamenali statisticky vyznamné rozdily (P < 0,05) v
uspéSnosti penetrace, vyskytu polyspermniho oplozeni ani v procentu déle se ryhujicich
zygot. NAM — nikotinamid, PEN (%) — procento penetrovanych oocytd, POL (%) — procento
vyskytu polyspermniho oplozeni, CL (%) — procento ryhujicich se zygot.
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6 Diskuse

Epigenetika je védni obor zabyvajici se zménami v expresi genid, které nejsou
zpusobeny zménami v sekvenci nukleotidi. Mezi epigenetickymi nastroji figuruji také post-
translaéni modifikace, které reguluji expresi genii na zakladé¢ metylace ¢i acetylace DNA,
modifikace histontl a regulace nekodujici RNA (Berger et al., 2009). Uroven metylace se
promitd do transkripce genti — hypermetylace indukuje represi a hypometylace aktivaci
transkripce (Reik et al., 2001).

V post-translaénich modifikacich histoni se uplatiiuje plsobeni sirtuint, NAD"-
dependentnich histon deacetyldz. Sirtuiny jsou zapojeny do regulace exprese genu nejen v
somatickych bunkach dospélych jedincti, ale s nejvyssi pravdépodobnosti také v gametach a v
embryu. Tuto myslenku jsme ovétovali touto diplomovou praci, ve kterou jsme se zaméfili na
lokalizaci SIRT1 v zygotach prasat a zaméfili jsme se nasledné na to, zda se zde ucastni
regulace post-translaénich modifikaci histond, tzv. histonovém kodu, v prvojadech.

Z naSich pozorovani lokalizace SIRT1 v zygotach prasat je patrné, ze SIRTI1 je
pfitomen predevs§im prvojadrech a ¢aste¢né také v cytoplazmé. VEtsi intenzita signalu SIRT1
v prvojadrech v porovnani s cytoplazmou je patrné v disledku vyssi afinity SIRT1 k histonim
jakoZzto hlavnim cilim deacetyla¢ni aktivity. Signal z cytoplazmy je zapfi¢inén patrné tim, Ze
SIRT1 ma krom histont za cile také proteiny nehistonové povahy (Vaquero et al., 2004).
NasSe pozorovani SIRT1 v zygotach potvrdilo jiz dfive publikované vysledky na somatickych
bunikach (Kang et al., 2009; Dryden et al., 2003; Vaquero et al., 2004; Wang et al., 2012).
Nase detekce SIRT1 v zygotach koreluje s nélezy, které publikoval Kwak et al. (2012b), ktery
pozoroval expresi sirtuinll na oocytech a preimplanta¢nich embryich prasat, u nichz popsal
expresi vSech sirtuinit SIRT1-7. Shodnych vysledkd dosahl jiz diive také Kawamura et al.
(2010), ktery se zaméfil na lokalizaci SIRT1-7 u oocytl a preimplantaénich embryi u mysi.

Dale jsme se v této diplomové praci zaméfili na sledovani asymetrie v modifikaci
histonli mezi obéma prvojadry u prasecich zygot. Maternalni prvojadro vykazovalo vyraznou
hypermetylaci v porovnani se paternalnim prvojadrem, které bylo naopak hyperacetylované.
Ke shodnym zavérim dosli také autofi studii provadénych na mysim modelu (Arney et al.,
2002; Reik et al., 2003; Santos et al., 2005; Feil, 2009; Torres-Padilla et al., 2006; Ma et al.,
2015). Stejny fenomén byl pozorovan také u zygot skotu, potkana, krilika a clovéka
(Beaujean et al., 2004). Byly v8ak publikovany také vysledky, které jsou v rozporu s nasimi.
Erhardt et al. (2003) detekoval u mysi dimetylaci H3K9 az za 3 - 6 hod. po oplozeni u obou
prvojader. Santos et al. (2005) pozoroval dimetylaci az po replikaci DNA.
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Beaujean et al. (2004) se ve své studii zaméfil na zmény v metylaci u zygot ovci. Ovce
se ukézaly jako model, u kterého nenastava aktivni demetylace paterndlniho genomu a tedy
neni nijak patrna asymetric mezi prvojadry. Ke stejnym vysledkiim dosel také Hou et al.
(2008) ve svych pozorovanich zygot u koz.

Z uvedenych rozdila je patrné, ze asymetrie v modifikaci histon v prvojadrech neni
jednotna naptic¢ sav¢éimi druhy, nybrz je druhové specificka, a tedy ke kazdému druhu bychom
mgéli pristupovat jako k unikatu.

V dalSich experimentech jsme pozorovali, jakym zptisobem je SIRT1, jehoZ pfitomnost
v zygotach prasat jsme jiz potvrdili, zapojen do regulace Urovné acetylace a metylace Pri
inhibici SIRT1 pomoci nikotinamidu (NAM) jsme pozorovali narust hladiny acetylace a
zaroven pokles hladiny metylace histonu H3 na lysinu 9 (K9). Se zvySujici se koncentraci
inhibitoru rostla hladina acetylace H3K9 a se snizujici se koncentraci inhibitoru naopak
klesala hladina metylace H3K9. Také po ptidani sirtinolu jsme pozorovali stejny efekt jako po
oSetieni NAM. Timto pokusem jsme ovéfili, Ze zmény v hlading acetylace a metylace nastalé
po pfidani NAM nastaly v diisledku inhibice SIRT1.

Pokles hladiny metylace H3K9 lze vysvétlit nutnou aktivitou metyltransferazy
SUV39HI1, ktera zajistuje metylaci H3K9. SUV39HL1 je za norméalnich podminek aktivovana
deacetylaci pomoci SIRT1. Pti inhibici SIRT1 nedochazi tedy k aktivaci SUV39HI1 a uroven
metylace tim klesa (Vaquero et al., 2007).

Negativni dopad inhibice SIRT1 na Groven metylace popsal také Pruitt et al. (2006) v
experimentech se somatickymi buiikami. Inhibice SIRT1 méla za nésledek pokles metylace
promotorit u tumor supresorovych gent, v dusledku ¢ehoz byly tyto geny reaktivovany.
Zmény na urovni acetylace a metylace se odrazeji také v genové expresi embryi po reaktivaci
jejich genomu. S nasimi vysledky, kdy po inhibici SIRT1 doslo k témto zménam v
histonovém kodu, se doplnuji vysledky z experimentd, které provadeél Kwak et al. (2012b),
ktery se zaméfil pravé na nalezeni spojitosti mezi SIRT1 a genovou expresi. Vysledkem
inhibice SIRT1 se ukéazaly byt zmény v genové expresi az pozastaveni vyvoje pre-
implanta¢nich embryi prasat. Ke shodnym vysledkim dospél také Kawamura et al. (2010) u
mysi.

V prabéhu jednotlivych cykli IVF jsme zaznamenavali data o UspéSnosti penetrace,
vyskytu polyspermnho oplozeni a vyskytu zygot, které se dale ryhovaly. Tato data jsme
sledovali nejen u kontrolni skupiny, ale také u skupiny obohacené o NAM ¢i sirtinol. Po
zhodnoceni dat jsme nezaznamenali statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolni a pokusnou

skupinou. Je tedy ziejmé, Ze ackoli na podob¢ histonového kodu se inhibice SIRT1 odrazila,
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na morfologické projevy vysledku IVF jsme vliv nezpozorovali. Tento fakt miZzeme vysvétlit
tim, Ze dorostly oocyt i Casné zygota jsou utvary transkripéné inaktivni, které cerpaji ze zasob
ulozenych z ptedeslych fazi vyvoje, a proto se zmény v podob¢ histonového kédu nemusi
navenek prozatim projevit.

Vliv SIRT1 se odrazi nejen na podobé modifikaci histont, ale ucastni se také odpovédi
bunky na oxidativni stres. Zvlasté¢ v in vitro podminkach jsou bunky vystaveny velkému
riziku oxidativniho stresu. Jak uvadi naptiklad Milner (2009), pfi inhibici SIRT1 byl zvySen
vyskyt apoptézy u kultivovanych bunék. Ovéfeni protektivni ulohy SIRTI béhem
embryonalniho vyvoje a vysvétleni jeho molekularniho mechanizmu regulace oxidativniho
stresu vyzaduje dalSich experrimenti.

Z dosavadnich vysledkli vyplyva nezbytnost ucasti SIRT1 na regulaci podoby
histonového kddu nejen u zrajicich oocytl a pre-implantac¢nich embryi, ale také v zygoté ve
formujicich se prvojadrech. Pfesny dopad regulace pomoci SIRT1 v této fazi vyvoje by mohl

byt vhodnym piedmétem dalSich vyzkumt zamétenych na tuto problematiku.
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[ Zavér

Dobra vyvojovd kompetence ranych embryi je podminéna mj. korektni podobou
histonového kodu, kterd se v pozdéjsich fazich odrazi na genové expresi. Ta je regulovana
nekolika mechanismy, mezi kterymi jsou v poslednich letech zminovany také sirtuiny.
buikach je ziejmé, ze jejich plsobeni se odrazi v regulaci exprese genil. K jejich vlivu na
regulaci exprese v ranych embryich je soustfedéna pozornost az v poslednich letech. Doposud
byly Gc¢inky popsany predevsim u mysi, ale u prasat, kterd jsou pro ¢lovéka bliz§im modelem,
je vyzkumu zatim nedostatek.

V této diplomové praci jsme se zaméFili na regulaci histonového kédu pomoci sirtuini v
zygotach prasat. Nejdiive jsme ovéfili, zda se nami vybrany SIRTI1 v zygotich nachazi.
Potvrdili jsme jeho vysokou afinitu k prvojadrim, ve kterych byl SIRT1 lokalizovan
nejintenzivnéji, nebot’ prvojadra jsou kratce po oplozeni velmi aktivnimi misty. Dale jsme u
prasete potvrdili asymetrii v epigenetické modifikaci prvojader, ktera byla popsana u jinych
druhti savct. V dalSich experimentech jsme po inhibici SIRT1 pozorovali zmény v
modifikacich histontl, z ¢ehoz je patrné zapojeni SIRT1 na jejich regulaci v této fazi vyvoje.

Dukladné objasnéni procesii regulace genové exprese v ranych fazich embryonalniho
vyvoje je nezbytné pro zisk kvalitnich vyvojové kompetentnich embryi v in vitro
podminkach. Odhaleni jednotlivych regulacnich mechanismu je nezbytné pro pochopeni
raného vyvoje jako celku. Pro dalsi vyzkumy by bylo zajimavé zamé&fit se na ulohu sirtuinll v

dalSich fazich raného embryonalniho vyvoje u prasat i dalSich druht.
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