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Anotace:

The aim of this study was to help answering the question whether the
epigenetic modifications do influence induction of larval diapause in
drosophilid fly, Chymomyza costata. The search in transcriptomic database
revealed 210 genes potentially acting in epigenetic modifications. A single
gene, dpy-30, showed by far most pronounced response to photoperiod. As a
key component of H3K4 methyltransferase, the role of dpy-30 was examined
by measuring global histone methylation (on histone 3 lysine 4, H3K4) in
photoperiodically sensitive 3rd instar larvae of C. costata using three different
methods. Although statistically significant difference was seen in the
methylation level under two different photoperiodic conditions (long day vs.
short day), the histones in cell nuclei of two tissues (muscle, fat body) showed
slightly higher level of methylation under short days, which was contrary to

our expectation.
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1. Uvod

1.1. Sezdnnost

Zastupci ttidy hmyzu (Insecta) jsou relativné malé ektotermni organismy,
citlivé na sezéonni zmény prostiedi. Sezénnost neboli cyklické zmény
prostiedi, lze pozorovat témét napii¢ vSemi terestrickymi habitaty. Tyto
zmény jsou zpusobeny rotaci Zemé kolem Slunce. Cyklické prodluzovani a
zkracovani dne/noci, tzv. fotoperioda, je zptisobena sklonem zemské osy
(23,5°). Mezi intenzitou slunec¢niho zareni (kriticky faktor pro pteziti témef
veskerého zivota na Zemi) a fotoperiodou existuje piimy vztah.
Spolehlivost, stabilita v geologickém c¢ase a piesnost fotoperiodického
signdlu sehraly jednu z kli¢ovych roli v evoluci sezonnosti. Piiblizné pred
sto lety vznikaly prvni fotoperiodické experimenty pii péstovani rostlin
(Garner a Allard, 1920), nasledované objevem vlivu fotoperiody na
morfologické zmény u obojzivelniki (Marcowitch, 1923, 1924) a objevem
fotoperiodické diapauzy u Bombyx mori a Locusta migratoria (Kogure,
1933; Sabrosky et al., 1933). Regulace zivotnich cyklid fotoperiodickym
signadlem je dnes obecné pfijimanou teorii u riznych druhti organismil
véetné hmyzu (Wilde, 1962; Tauber et al., 1986; Danks, 1987, 2013; Nelson
etal., 2010).

S nepfiznivymi environmentdlnimi podminkami se hmyz vyrovnava
neobycCejnou fenotypovou plasticitou. To zahrnuje piedev§im zmeény na
urovni chovani, morfologické zmény, migraci a dormanci (Andrewartha,
1952; Danilevsky, 1965; Wolda, 1988; Danks, 2013; Nijhout, 2003). Pii
zhorSeni environmentalnich podminek nastavaji zmény v chovani vedouci
K udrZeni aktivniho zpusobu zivota. Pti piekroceni urcité hranice zmén,
které jiz limituji aktivni zplsob Zivota (obdobi zimy, letni suchd obdobi
nebo obdobi zéplav v tropickych oblastech), se musi hmyz nehostinnym
podminkam vyhnout. Existuji v zasadé¢ dvé strategie. Jednou znich je
migrace — unik pfed environmentalni nepiizni v prostoru. Druhou, daleko
Castéjsi strategii je dormance — vstup do klidového stavu a tedy vyhnuti se

nepiiznivym podminkam v ¢ase (Southwood, 1962).



1.2. Diapauza

Dormance se déli na dvé kategorie - na kviescenci a diapauzu (Lees,
1955; Danks, 1987; Kostal, 2006). Kviescence nastava jako piima reakce na
limitujici faktor prostfedi v jakémkoliv bod¢ ontogeneze organismu napi.
nedostatek potravy, kysliku, vody; vysoké ¢i nizké teploty atd. Spole¢né

s ukonc¢enim pusobeni limitujiciho faktoru kon¢i i kviescence.

Na druhou stranu je diapauza endogenné (vniting; hormonalné) fizeny
proces zastaveni vyvoje ve zcela urcité fazi ontogeneze. Tento proces je
vyvolany specifickym stop signdlem z prostiedi (Lees, 1955). Analogii
takového signalu je néco jako ,.Cervena na semaforu”. U hmyzu je stop
signalem navozujicim diapauzu nejcastéji fotoperioda. Ta davd hmyzu

moznost predvidat nadchazejici neptiznivé obdobi.

Diapauza se dale d¢€li na fakultativni a obligatni. Fakultativni diapauza je
volitelnd a zavisld na ptirodnich faktorech. To znamend, Ze mé4 organismus
moznost rozhodnuti mezi zastavenim vyvoje nebo jeho pokracovanim.
Obligatni diapauza je naopak pevné vepsana do vyvojového programu a je

tedy nezavisla na okolnich podminkach prostiedi.

Podivame-li se na diapauzu z ekologického pohledu, je mozné ji rozdélit
na hibernaci (pfezimovani) a estivaci (letni diapauza) (Masaki, 1980). Oba
dva typy jsou indukovany fotoperiodou. U obou eko-typt diapauzy nastava
téz velmi podobnd série d&l zacinajici ukladanim energetickych zéasob,
nasledovand pifesunem na vhodné stanovisté¢ popitipadé¢ migraci, aZz po
fyziologické a metabolické zmény a schopnosti zvySené rezistence proti
nepfiznivym environmentalnim podminkam. Hibernace je typicky
indukovana kratkym dnem (resp. dlouhou noci). Oproti tomu estivace je
indukovéana dlouhym dnem (resp. kratkou nocti). Je tfeba zminit, Ze vétSina
druhti organismi v¢etné hmyzu (Nelson et al., 2010) neméti délku dne, ale
pravé noci (Saunders, 2002). Detailni mechanismus zpracovani
fotoperiodické informace popisuji ve své bakalaiské praci (Hila, 2015) a

nebudu se jim zde tedy dale zabyvat.



2. Epigenetika

2.1. Uvod do epigenetiky

Dédi¢nost genetické informace zakdédované v podobé DNA, je
pfedmétem studia jiz pies 60 let. Hlavnim meznikem byl rok 2000, kdy se
podatilo zmapovat (osekvenovat) lidsky genom v ramci Projektu lidského
genomu (Human Genom Project, HGP) (Venter et al., 2001). Cilem HGP
bylo zmapovat vSechny geny lidského organismu, nalézt jejich pozici
na chromozomu a zjistit, jak je cely proces genové exprese fizeny.
Zjednoduseng feceno rozklicovat mechanismus pievodu informace obsazené

v sekvenci DNA na proteiny, které déle tvofi zakladni struktury bunék.

Genom vSech eukaryot obsahuje tisice gend, ale pouze zlomek z nich je
v daném okamziku aktivné pfepisovan v procesu genové transkripce. Tato
transkripcni ,,aktivita®“ genu zalezi na mnoha faktorech — typu bunky, fazi
bunééného cyklu, environmentalnich vlivech a dokonce i na stafi bunék
v okoli (Boeger; Hinrich, et al., 2005). Mechanismus genové exprese je
velmi komplikovany jiz u jednobunéfnych organismi jako napft.
Saccharomyces cerevisiae (Grunstein a Gasser, 2013). Slozitost celého

systému exponencialné roste u mnohobunéénych organismu.

U mnohobunééného organismu nese témét kazda bunka stejnou
genetickou informaci (Chin et al., 2003). Jak je tedy mozné, ze z jednoho
typu buniky vznikaji buiky S naprosto odliSnou funkci napf#. fibroblast,
neuron ¢i svalova bunka? Urcitd kontrola bunécného typu je udrZovéna
transkripénimi faktory, které zapinaji ¢i vypinaji geny (Medema et al.,
2000). Nicméné to nevysvétluje skutecnost, ze burika pii déleni produkuje
pouze bunky stejného typu a ma tedy urcitou ,,bunécnou pamét™. Tu si
muzeme predstavit, jako dalsi vrstvu informaci ovlivitujici DNA a regulujici
aktivitu gent (Riggs a Pfeifer., 1992). Udrzeni této bunécné identity je

pravdépodobné zpusobeno tzv. ,,epigenetickymi‘ mechanismy.



Slovo epigenetika poprvé pouzil Conrad Waddington v roce 1942.
Definoval epigenetiku jako védni obor, ktery studuje interakce mezi geny,

jejich produkty a naslednym projevem - fenotypem (Waddington, 2014).

Dnes je epigenetika chapana jako obor studujici reverzibilni mitoticky
a/nebo meioticky dédiéné zmény ve funkci genu, beze zmény v sekvenci
jaderné DNA (Russo et al. 1996). Zmény ve funkci genu spocivaji v malych
kovalentnich modifikacich chromatinu. A to pfedev§im DNA a histont.
V pocitatové analogii muzeme genom chdpat jako hardware zatimco
epigenom jako software. Hardware odvede vSechnu praci, zatimco mu
software tika co a kdy dé¢lat. Existuji tfi hlavni mechanismy, fidici funkci
genomu — nekddujici RNA (ncRNA), metylace DNA a modifikace histoni
(Gaszner a Felsenfeld, 2006). Nekodujicim RNA a metylaci DNA se
budeme v této praci vénovat pouze zb&Zzn€, hlavnim zaméfenim budou

modifikace histon.

2.2. Epigenetické mechanismy-ncRNA

Nekddujici RNA (ncRNA) mize ptimo ovlivnit genovou expresi nebo

hraje roli v procesu modifikace histoni a metylace DNA (Mattick a
Makunin, 2006). Déli se na dva typy — kratké nekodujici RNA a dlouhé
nekodujici RNA.

Kratké (20-24 nukleotidi dlouhé) ncRNA zastavuji transkripci
navazanim na messenger RNA (MRNA - specificka tfida RNA, fungujici
jako nosi¢ informace nezbytné pro tvorbu proteini z DNA). Tim vytvofi
dvouvldknovou RNA (ktera je podobna viru) a specificky komplex proteind
RISC (Couzin, 2002) tuto sekvenci oznaci a komplex DICER sekvenci znici
(Kaikkonene et al., 2011). Druhou mozZnosti inhibice transkripce je nepiesné

navazani na mRNA a tim blokace dalSiho piepisu genu.

Dlouhé (>200 nukleotidii) ncRNA reguluji genovou expresi ovlivnénim
produkce mRNA. Ugastni se na utiSovani gentl, dédiénosti epigenetickych

znacek, diferenciaci zdrodecnych bun€k a regulaci imunitniho systému

(Eddy, 2001).



2.3. Epigenetické mechanismy-Metylace DNA

Dalsim mechanismem ovliviiujicim transkripci je metylace DNA. U

cukaryot se DNA sklada ze 4 rizné se opakujicich bazi — adenosinu,
cytosinu, guaninu a thyminu (Sinden, 2012). Metylace DNA spociva
V navazani metylové skupiny na pyrimidinové jadro cytosinu, ¢imz vznikne
5-metylcytosin  (Walsh a Bestor, 1999). Cely proces je katalyzovan
skupinou enzymt znamych jako DNA metyltransferazy (DNMT) (Bestor,
2000). Tyto enzymy jsou dobrym piikladem ,,writert epigenetického kodu.
Jejich hlavni funkci je navazat metyl na cytosin nasledovany guaninem-
vytvofit tedy specificky motiv CpG (Goldberg et al., 2007). Tato modifikace
je téz znama jako epigenetickd znacka (Weber a Schiibeler, 2007). Jde o
velmi ¢astou modifikaci spojovanou s kontrolou genové exprese (piedevsim

potlacenim transkripce).

Adrian Bird publikoval v roce 1985 kli€ovou praci naznacujici
nendhodné usporadani motivu CpG napfi¢ genomem. VétSina CpG part je
koncentrovana u urcitych gend v oblasti promotoru (Bird, 1987). Oblast
promotoru je sekvence DNA, na kterou se vaze transkripéni komplex a tim
spusti transkripci genu. Oblasti s vysokou koncentraci CpG se nazyvaji CpG
ostrovy (Gardiner-Garden a Frommer, 1987). Piiblizn¢ 60% geni
kodujicich proteiny lezi v oblastech CpG ostrovii. Pokud jsou hladiny
metylace na CpG ostrovech nizké, dojde k aktivaci gend, jestlize je tomu

naopak, geny jsou utiSené (Atequera, 2003).

Metylace DNA tak piimo ovliviiuje genovou transkripci. Pokud je DNA
metylovana (DNMT navaze metyl na cytosin) dojde k reakci s MeCP2
(methyl CpG binding protein 2), (Meehan et al., 1992). Jakmile se MeCP2
navaze na 5-metylcytosin spusti se kaskada reakci vedouci k vypnuti genu a
tak zabranéni transkripci (Nan et al., 1998). Pokud jsou DNA
metyltransferazy typickym ptikladem ,,writeri“ epigenetického kodu,
MeCP2 je typickym zastupcem ,readeri™ téchto znacek. Jinymi slovy
»writery ozna¢i misto na genomu a ,,readery* daji piikaz k dané akci. DNA
se timto mechanismem kondenzuje a neni pfistupna transkripci. To je

zvlasteé dilezit¢é napf. u neuronl, které maji jen omezenou funkci



regenerace. Neni zde prostor pro chyby, a tak jsou urcité geny kompletné
potlacené po celou dobu vyvoje, aby nezacaly produkovat napt. hemoglobin
nebo travici enzymy. U bunék d€licich se velmi ¢asto (napt. kozni bunky) se
vzor DNA metylace dédi na dcefinou buiiku, dojde tak k potlaceni stejnych

gentl a kozni bunka ztistane kozni buiikou.

Mechanismus DNA metylace nebyl dlouhou dobu prokazany u vSech
eukaryot. Naptiklad u Drosophila melanogaster byla metylace DNA
nalezena az ve spojeni s ranymi fazemi embryonalniho vyvoje (Lyko et al.,
2000). Do té doby byla D. melanogaster povazovana za vyjimku, u které
tato modifikace genomu neprobihd. Metylaci DNA muZeme najit napt. i u
rostlin (Finnegan et al., 2000) a filamentarnich hub (Martienssen a Colot,

2001; Finnegan et al., 2000). Neni tedy specificka pouze pro zZivocichy.

2.4. Epigenetické mechanismy-Modifikace histonu

Jadernda DNA je r0zné organizovand. Je namotdna na proteinové
molekuly zvané histony. Dohromady tvoii oktamerickou strukturu znamou
jako nukleosom (Richmond a Davey, 2003). Ptiblizné¢ 75% histonového
oktameru tvofi globularni strukturu, na které je namotana DNA. Zbylych
25% tvoii histonové N-konce bohaté na lysin a arginin (Strahl a Allis,
2000). Na téchto N-koncich probiha vétsina histonovych modifikaci (Gelato

a Fischle, 2008). Zjednodusena struktura je naznac¢ena na Obr. 1.

- -

Histonovy konec Spojovaci DNA

Histonovy

oktamer % <
\ g Histonove

_____________________

Nukleosom modifikace

Obr. 1: Usporadani DNA na nukleosomech. Nukleosom se sklada se z 8 histonovych
molekul a 8 histonovych koncli, omotanych 146 bazemi DNA (pfekresleno z Fillgrabe et al.,
2011).



Jednotlivé nukleosomy mohou byt kondenzované tésn€ u sebe — ve forme
tzv. heterochromatinu nebo mohou existovat ve form¢ rozvolnéné struktury
— euchromatinu (Razin, 1998). Pfechody mezi kondenzovanou a
rozvolnénou strukturou chromatinu (i naopak) reguluji pravé modifikace
histonovych konct. Jedna se o malé kovalentni post-translacni modifikace
histonovych aminokyselin, nejcastéji lysinu, ale také argininu (Strahl a
Allis, 2000). Existuje n¢kolik typti modifikaci histoni — acetylace, metylace,
fosforylace, ubikvitinace, sumoylace a biotinizace (Bannister a Kouzarides,
2011). Mezi nejjednodussi modifikace na histonovych koncich patii
acetylace a metylace lysinovych residui (Gelato a Fischle, 2008). Acetylace
lysinu je témét vzdy spojena s aktivaci genové transkripce (Grunstein,
1997). Metylace lysinu je casto spojovana s aktivaci chromatinu
(rozvolnénim), nicméné za ur€itych podminek mize chromatin deaktivovat
(kondenzaci) (Martin a Zhang, 2005). Mezi metylaci a acetylaci lysinu
existuje vztah, ve kterém se mohou vzajemné zastupovat a podilet se
spole¢né na regulaci genomu (Winter a Fischle, 2010). Takovym piikladem
je napt. modifikace na histonu 3 (H3) lysinu 9 (K9). Pokud je H3K9
acetylovany, dojde Kk aktivni transkripci chromatinu. Pokud je H3K9
metylovany, dojde k potlaceni transkripce (Winter a Fischle, 2010).
Podobny vztah je i mezi histonovou ubikvitinaci a metylaci, neni ale tak

casty (Winter a Fischle, 2010).

Metylace lysinu se na histonech vyskytuje ve tfech formach —
monometylace (me), dimetylace (me2) a trimetylace (me3) (Martin a Zhang,
2005). Diky této skute¢nosti ma metylace daleko vice funkci v regulaci
genomu oproti acetylaci. Jako piiklad poslouzi metylace H3K4. Dimetylace
H3K4 je spojovana srozvolnénim chromatinu (DNA pfistupna cteni),
zatimco trimetylace H3K4 je téméf vzdy pfitomnd pii aktivni transkripci
(Bernstein et al., 2002; Krogan et al., 2003; Ng et al., 2003; Shilatifard,
2008). Funkce metylace se méni i s pozici metylovaného lysinu. Jak jiz bylo
zminéno vyse, H3K4me3 aktivuje transkripci. Kdyz se metyluje stejny
histon 3 na lysinu 9 (H3K9), dojde k potlaceni transkripce (Armstrong,
2013). Jednotlivé histonové modifikace a jejich funkce jsou shrnuty

v tabulce I.



Tab. I: Prehled histonovych modifikaci a jejich funkci (podle Armstrong, 2013).

Modifikace Histon | Pozice AMK Funkce
H2A Lysin 4 Aktivace transkripce
Lysin 5 Aktivace transkripce
Lysin 11 (S. cerevisiae) Aktivace transkripce
Az Lysin 12 (savci) Aktivace transkripce
Lysin 15 (savci) Aktivace transkripce
Acetylace Lysin 20 Aktivace transkripce
Lysin 4 (S. cerevisiae) Aktivace transkripce
Lysin 9 Aktivace transkripce
H3 Lysin 14 Aktivace transkripce
Lysin 18 Aktivace transkripce, oprava DNA
Lysin 23 Aktivace transkripce, oprava DNA
Lysin 27 Aktivace transkripce
Lysin 56 (S. cerevisiae) Oprava DNA
Lysin 5 Pfemisténi histont, aktivace transkripce, oprava DNA
Lysin 8 Aktivace transkripce, oprava DNA
A Lysin 12 Aktivace transkripce, pfemisténi histont
Lysin 16 Aktivace transkripce, oprava DNA
Lysin 91 (S. cerevisiae) Agregace chromozomu
H1 Lysin 26 Potlaceni transkripce
Lysin 4 Rozvolnéni chromatinu (me2), Aktivace transkripce (me3)
Arginin 8 Potladeni transkripce
H3 Lysin 9 PotlaCeni transkripce (me3)
Metyl ace Arginin 17 Aktivace transkripce
Lysin 27 UtiSeni transkripce, inaktivace X (me3)
Lysin 36 Aktivace transkripce
Lysin 79 Znacka euchromatinu, aktivace transkripce
Arginin 3 Aktivace transkripce
H4 Lysin 20 UtiSeni transkripce (me2), formace heterochromatinu (me3)
Lysin 59 UtiSeni transkripce
H1 Serin 27 Aktivace transkripce, rozvolnéni chromatinu
Serin 1 Mitdza, rozvolnéni chromatinu, potlaceni transkripce
H2A | Serin 139 Oprava DNA
Serin 10 Apoptoza
Fosfo rylace H2B Serin 14 Apoptoza, oprava DNA
Serin 33 (D. melanogaster) | Aktivace transkripce
Threonin 3 Mitoza
Serin 10 Aktivace transkripce
H3 Threonin 11 Mitoza
Serin 28 Mitoza
H4 Serin 1 Mitdza, rozvolnéni chromatinu, oprava DNA
Ubikvitinace | H2A Lysin 119 Spermatogeneze
H2B Lysin 120 Meioza
Sum0y|ace H2A Lysin 126 (S. cerevisiae) PotlaCeni transkripce
H2B Lysin 6 (S. cerevisiae) Potlaceni transkripce
Lysin 4 Role v genové expresi nejasna
Biotinizace H3 Lysin 9 Role v genové expresi nejasna
Lysin 18 Role v genové expresi nejasna
H4 Lysin 12 Odpoveéd na poskozeni DNA




2.5. Epigenetika a dormance

Jelikoz hraji epigenetické faktory dulezitou roli pfi odpovédi organismu
na zmény prostiedi, je velmi pravdépodobné, Ze budou hrat téz roli
v procesech dormance. Napiiklad deacetylace histonti se podili na represi
transkripce pti hibernaci u sysli (Storey, 2006) nebo pii estivaci poustnich
zab (Hudson et al., 2008). Metylace histonti se ucastni regulace embryonalni
diapauzy u halan¢iku Austrofundulus limnaeus (Toni a Padilla, 2016). U
korySe Artemia je metylaci H4K20 regulovana bunéc¢na kviescence (Dai et
al., 2017) Ptikladem z rostlinné fiSe jsou viceleté trvalé rostliny, jejichz
dormance zahrnuje procesy modifikace histonid, DNA metylaci i ncRNA

(Rios et al., 2014).

V problematice indukce hmyzi diapauzy epigenetickymi vlivy je zatim k
dispozici jen velmi malo informaci. V soucasné chvili se v piislusné
literatufe da nalézt pouze 5 praci, jez se experimentalné zabyvaji
epigenetickymi modifikacemi v souvislosti s diapauzou hmyzu. Prvnim
ptikladem je indukce puparialni diapauzy za ucasti nCRNA a acetylace H3 u
mouchy Sarcophaga bullata (Reynolds et al., 2013; Reynolds et al., 2016).
Dalsim ptikladem je regulace puparialni diapauzy pomoci metylace histoni
u motyla Helicoverpa armigera (Lu et al., 2013). U vc¢ely Megachile
rotundata byla pied vstupem do diapauzy zjisténa aktivace systému
Polycomb, ktery je dillezity pro remodelaci chromatinu (kondenzaci ¢i
rozvolnéni) (Yokum et al., 2015). Posledni piiklad poukazuje na regulaci
diapauzy u vosy Nasonia vitripennis, jez je doprovazena zménami metylace
DNA (Pegoraro et al., 2016).

Z vyse zminénych studii je tedy mozné usoudit, Ze rtizné epigenetické
modifikace hraji jistou, patrné dulezitou roli v regulaci hmyzi diapauzy.
Znalosti jsou ovSem pouze velmi povrchni. VSechny uvedené prace jsou
viceméné popisné, predbézné a neposkytuji presny funkcéni prikaz ucasti

epigenetickych faktorti na regulaci hmyzi diapauzy.

Pro experimentédlni ¢ast mé diplomové prace byl vybran holarkticky

druh octomilky Chymomyza costata, ktera je taxonomicky piibuzna



octomilce Drosophila melanogaster, ale zaroven je ekologicky velmi

odli$n4, jelikoz je siln¢ sezénni a prodelava larvalni

2.6. Chymomyza costata

Jedna se o octomilku patfici do Celedi Drosophilidae. Oproti ptibuzné
Drosophila melanogaster se nejedna o druh tropicky, ale holarkticky. Je
tedy silné sezonni, v teplejSich castech svého aredlu vyskytu s vice
generacemi ro¢n¢ (Hackman et al., 1970). Larvalni stddia divokého kmene
(wt) této octomilky jsou fotoperiodicky citliva (maximalné 2-3 den 3.
instaru) (Kostal et al., 2000) a pii vystaveni podminkam kratkého dne
(svétlo 12h / tma 12h) vstupuji do fakultativni diapauzy. Za podminek
dlouhého dne (svétlo 16h / tma 8h) larvy pokracuji ve vyvoji (dochazi
k pupariaci) (Riihimaa a Kimura, 1989).

2.7. Metylace H3K4

Nase piedchozi RNAseq data naznacuji u C. costata moznou regulaci
vyvoje epigenetickymi procesy, zahrnujicimi modifikace histont,
alternativni sestith mRNA (z jednoho genu vznikne vice proteinll) a malé
ncRNA (Poupardin et al., 2015). Tato RNAseq studie méla za cil
charakterizovat globalni vzor genové exprese v ranych fazich diapauzy u C.
costata. BliZze, najit geny spojené sindukci diapauzy u larvélnich
fotosenzitivnich stadii ran¢ho 3. instaru (Kostal et al., 2000). Z této prace
vyplynula nasledujici pravdépodobna kaskada reakci vedouci k indukci
diapauzy.

Fotoperiodicky signal kratkého dne inhibuje enzymatickou aktivitu
produkti genti spook a spookier, a tim syntézu dulezitého vyvojového
hormonu 20-hydroxy ekdyzonu, za sou¢asné down-regulace ekdyzonového
receptoru (ecr). To pravdépodobné vede ke snizeni transkripce tzv. ¢asnych
genu (early genes — broad, E74) a pozdnich gent (late genes — vrille, dpy-
30, ago-2), coz jsou vesmes transkripcni faktory, regulujici expresi dalSich
nekolika stovek az tisict cilovych gend. To vSe vede ke zpomaleni az

zastaveni bunééného cyklu V primordialnich imaginalnich strukturach
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(imaginalnich terécich), dale k restrukturalizaci metabolismu (napf. syntéze
zasobnich proteinti, ochrané pred oxidativnim stresem, stabilizaci redoxni

rovnovahy atd.) a finalné az k celkovému zastaveni vyvoje = k diapauze.

Jednim znejvice down-regulovanych genii (az 25x) za podminek
kratkého dne (a rovnéz v reakci na ptenos do dlouhého dne), byl gen dpy-30
(Poupardin et al.,, 2015). Tento gen je dilezitou podjednotkou
enzymatického komplexu metyltransferdzy, kterd je nezbytna pro globalni
metylaci H3K4 u kvasinek, ¢ervli, hmyzu i savet (Cho et al., 2007; Dehé et
al., 2006; Hsu a Meyer, 1994; Jiang et al., 2011). Jak jiz bylo diive zminéno
metylace H3K4 je spojena s rozvolnénim chromatinu a transkripéni aktivaci.
V roce 2013 bylo zjisténo, ze DPY-30 je kli¢ovym regulatorem proliferace
lidskych embryonalnich bunék. U bunék s inaktivovanym DPY-30 doslo
k zastaveni proliferace a soucasné down-regulaci mnoha genti zahrnujici
procesy bunééného ristu, bunééného cyklu, DNA rekombinaci a replikaci
(Simboeck et al., 2013). Tato skute¢nost je velmi podobnd vysledkiim
RNAseq studie u C. costata a vedla nas k bliz§imu zkoumani globalni

metylace H3K4 jakozto mozného faktoru, indukujiciho larvalni diapauzu.
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3. Cile prace
Hlavnim cilem mé diplomové prace bylo oteviit otdzku epigenetickych

vlivil na indukeci larvalni diapauzy u musky Chymomyza costata.

(1) Najit v databazi mRNA transkripti C. costata vSechny geny tcastnici
se epigenetickych modifikaci.

(2) Zjistit rozdily v expresi téchto gent v zavislosti na fotoperiodickych
podminkach (prohledanim vysledkové databaze).

(3) Vypracovat metodu méfeni urovné celkové metylace H3K4
bunécnych jader vybranych tkani C. costata.

(4) Zjistit, zdali existuje rozdil v metylaci H3K4 mezi larvami

chovanymi za LD (pfimy vyvoj) nebo za SD (diapauza).
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4. Metodika

4.1. Prace s databazi

Teoretickd cCast prace vychazela zvysledkové databaze predchozi
RNAseq studie (Tab. S1, Poupardin et al., 2015), za pouziti genové
databaze FlyBase. Pomoci tzv. ,,GO terminologie” (gene ontology terms)
byly cilen¢ vyhledany geny zapojené do epigenetickych modifikaci,

predevsim do modifikaci histont.

Diky relativné blizké piibuznosti C. costata a D. melanogaster bylo
mozné nalézt strukturni homology drosophilich genti v transkriptomické
INluminia RNAseq databazi C. costata (Poupardin et al., 2015). VSechny
strukturni homology jsme selektivné vybrali a posoudili rozdily ve
fotoperiodicky-indukované expresi. Ackoli nékolik genti vykazovalo
statisticky vyznamné rozdily v expresi, experimentalné jsme se soustiedili
na jediny gen, vykazujici velmi silné rozdily. Transkript genu dpy-30 byl az
25x down-regulovany za podminek kratkého dne (a rovnéz v reakci na
pifenos do kratkého dne). Jak jiz bylo zminéno, tento gen je
nepostradatelnou soucasti metyltransferazy potifebné k metylaci histonti

H3K4. To nas vedlo k experimentalni praci a méfeni metylace H3K4.

4.2. Experimentalni ¢ast — ivodni poznamky

Pro experimentélni Cast byly pouzity tkdné (sval, tukové téleso) cca osm
dni starych larev tfetiho instaru C. costata (wt). Larvy byly krmeny dietou
sloZzenou z kukutfi¢ného Skrobu, je¢ného sladu, agaru, suSenych kvasinek,
parabenu (metyl-4-hydroxybenzoat) a vody. Larvy byly chovany za
fotoperiodickych podminek — LD (16 h svétlo:8 hodin tma) - vyvoj a SD (12
h svétlo:12 hodin tma) — indukce diapauzy; 18°C. Za podminek LD je osm
dni stard larva 3. instaru jiz pln€ rozhodnutd o svém osudu — vyvoji
(wandering faze — larvy vylézaji z diety a pfipravuji se na kukleni). Ve
stejném case byly odebrany stejné staré larvy (cca 8 dni stary 3. instar),

chované za podminek SD.
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Tkané larev byly vypitvany ve fyziologickém roztoku (PBS, phoshate
buffer saline) pod binolupou. Ackoli jsme dbali na striktni Cistotu tkani,
jednotlivé tkané hmyzu jsou sloZené z rtiznych typt bungk. Jelikoz nejsou
komer¢ni epigenetické kity ur¢ené pro praci s hmyzimi tkdnémi, ale spise se
savéimi, v prvni fazi experimentovani bylo nutné vytvofit a optimalizovat
protokol pro ziskani relativné Cisté jaderné frakce. Postupné byla vyvinuta
metoda, poskytujici stalé vytézky bunécnych jader s histonovym proteinem

Z n¢kolika raznych hmyzich tkani.

Imunodetekce metylovanych histonti v jadrech je zaloZena na metodé pro
detekci synaptonemalho komplexu, vyvinutého M.I. Pigozzim (Univerzita
Buenos Aires). Jadra byla navdzana na sklicko SuperFrost (Fisher) a
barvena protilatkou H3K4me3 (Abcam), DAPI v DABCU (Fisher). Poté
byla vyfocena pod fluorescenénim mikroskopem a déle zpracovana

V programu ImageJ.

4.3. Experimentalni ¢ast - protokoly

V nasledujicim textu jsou uvedeny findlni verze jiz ovéfenych a
optimalizovanych protokolt. Alternativni verze jednotlivych krokd, jez byly
béhem prace testovany a optimalizovany, nebudou z divodii strucnosti
uvadény. U komercnich kith neni zndmo pfesné sloZeni pouZzivanych

reagenciil, jednotlivé sloZky jsou tedy oznaceny heslovité.
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4.3.1. Protokol na ziskani jaderné frakce

Chemikalie:

Homogenizacni pufr: Tris 50 mM/pH 7,4; Sachar6za 0,25 mM; Mg2+ 5mM

Kolagenaza (GIBCO, 270 jednotek/mq): 4 jednotky/mg tkané

Fosfatovy pufr: PBS, pH 7,4

Postup:

1) Ptiprav si sitku ve zkumavce dle nasledujiciho nakresu.

1000 pl mikro-Spicka,
sefizla na délku 28 mm

e e

Nylonové mikrosito
(priméroka 100 pm)

1.5 pul zZkumavka

2) Vypitvej Cisté tkané pod ledové chladnym PBS; 10 tkani/vzorek.

3) Ptrenes tkané do 500 ul homogeniza¢niho pufru; moznost skladovani
tkani -80°C.

4) Pomalu nech vzorky roztat na ledu.

5) Zhomogenizuj tkan& pomoci ru¢niho, baterii pohdn&ného homogenizatoru;
1 min na ledu; vSechna tkan musi byt dobfe zhomogenizovana.

6) Pridej 200 ul roztoku kolagenazy; vortex.

7) Inkubuj 10 min/37°C/rota¢ni michacka zkumavek.

8) Inkubuj 1 minutu na ledu.

9) Prepipetuj cely vzorek na pfipravené mikro sito; sto¢ 5 sekund.

10) Odstran sito; sto¢ 10 000g/2 min/4°C; jadra vytvori peletu.

11) Opatrné odstran supernatant; ponech pfiblizn¢ 5-10 pl supernatantu.

12) Pouzij peletu obsahujici jadra k dalsim analyzam
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Obr. 2: Jadra tukového télesa obarvena DAPI a prevedena do stupriti Sedi. Obrazek
ilustruje ziskani velmi Cisté jaderné frakce bez vétSich nedistot.
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4.3.2. Meéreni globalni metylace H3K4 (kit ab115056, Abcam)

Reagencie:

Soucést kitu: Extrakéni pufr, protilatkovy pufr, vymyvaci puft, protilatka,

substrat, zastavovaci roztok, histonovy extrakt (standard),

Ostatni: aceton, destilovana voda

Postup:

1) Vezmi jadernou frakci a ptidej 30 ul extrak¢niho pufru; mix; vortex;
rozpust’ peletu vzniklou pfedchozim protokolem na ziskani jader.

2) Inkubuj 30 min/led.

3) Sto¢ 10 000g/5 min/4°C; jadra vytvoii peletu; odstran supernatant.

4) Ptidej 300 ul acetonu; inkubuj pres noc/-20°C.

5) Stoc¢ 15 000g/2 min/4°C; odstran Gplné aceton.

6) Sus 10 min pfi pokojové teplote; vSechen aceton se musi odpatit!

7) Rozpust peletu v 15 ul destilované vody.

8) Vezmi 5 pl a zméf ve vzorku mnozstvi proteintt metodou BCA.

9) Nafted druhych 5 pul destilovanou vodou na 1 pg proteinu/1 pl.

10) Ptiprav si pozitivni kontrolu (kalibra¢ni kiivku); metylované histony
(standard) natfed’ protilatkovym pufrem (0 — 100 ng).

11) Ptidej 50 pl protilatkového pufru do kazdé jamky na desticce.

12) Ptidej 1 ul vzorku; pfidej 1 pl pozitivni kontroly (do oznacenych
jamek); mix; piekryj parafilmem; inkubuj 1,5 h pii pokojové teplote.

13) Odstran obsah jamek; 3 x promyj 150 pl promyvaciho pufru.

14) Nated’ protilatku (1:1000) protilatkovym pufrem; ptidej 50 ul protilatky
do kazd¢ jamky; inkubuj 60 min/20°C/orbitalni shaker.

15) Odstran obsah jamek; 6 x promyj 150 pl promyvaciho pufru.

16) Pridej 100 pl substratu; inkubuj 2 — 10 min po tmé¢; sleduj barevny
prubéh.

17) Ptidej 50 pl zastavovaciho roztoku; zmét absorbanci pii 450 nm.
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Obr. 3: Kalibraéni kfivka — zavislost absorbance (450 nm) na mnozstvi metylovanych
histonli H3K4. Kalibra¢ni kfivka byla vytvofena za pouziti standardniho roztoku
metylovanych histond, ktery byl souc¢asti kitu Abcam ab115056 v rozmezi 0-50 ng.
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4.3.3. Meéreni metylace H3K4 (kit P-3017-96, Epigentek)

Reagencie:

Soucast kitu: GD1dil; GD2/gol; GD3dil; GD4; GD5; GD7dil; GDa&dil;
GD9; GD10; histonovy extrakt (standard)

Ostatni: glycerol 0,25 mM; aceton; HCI; 100% TCA

Postup:

1) Vezmi jadernou frakci a ptidej 30 ul GD1dil a 90 ul GD2/gol; mix;
vortex; rozpust peletu vzniklou ptfedchozim protokolem na ziskani
jader; inkubuj 5 min/led.

2) Sto¢ 20 000g/5 min/4°C; vezmi supernatant (cca 120 ul); prepipetuj do
novych zkumavek; pfidej 100% TCA v pomé&ru 1:3.

3) Inkubuj 30 min/led; sto¢ 15 000g/5 min/4°C; odstran supernatant.

4) Pridej 1 ml acetonu 0,1% HCl; inkubuj 1 min/led; sto¢
15 000g/2 min/4°C; odstran supernatant; opakuj 2 X (celkem 3x)!

5) Promyj peletu ¢istym acetonem; inkubuj 1 min/led.

6) Sto¢ 15 000g/2 min/4°C; odstran supernatant; sus 10 min pii pokojové
teploté; vSechen aceton se musi odpafit!

7) Rozpust peletu v 15 pl destilované vody; vezmi 5 pl a zmét ve vzorku
mnozstvi proteinii metodou BCA.

8) Narted druhych 5 ul destilovanou vodou na 1 pg proteinu/1 pl.

9) Priprav si pozitivni kontrolu (kalibracni kiivku).

10) Piidej 5 pl vzorku; ptidej 5 pl pozitivni kontroly; inkubuj 90 min/37°C.

11) Piidej 150 pl GDS (blokace); inkubuj 45 min/37°C/orbital shaker

12) Odstran obsah desticky; 3 x promy;j 150 ul GD3dil.

13) Ptidej 50 pl GD7dil (primarni protilatka, 1 pg/ml); inkubuj 60
min/pokojova teplota/ orbital shaker.

14) Odstran obsah desticky; 4 x promyj 150 ul GD3dil. Pridej 50 pl GD8&dil
(sekundarni protilatka); inkubuj 30 min/pokojova teplota.

15) Odstran obsah desticky; 5 x promyj 150 ul GD3dil.

16) Pridej 100 ul GD9 (substrat); inkubuj 2-5 min po tmé¢; sleduj pribéh.

17) Ptidej 50 pl GD10; zmé&f absorbanci pii 450 nm.
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Obr. 4: Kalibraéni kfivka — zavislost absorbance (450 nm) na mnozstvi metylovanych
histon H3K4. Kalibra¢ni kfivka byla vytvofena za pouziti standardniho roztoku
metylovanych histond, ktery byl souc¢asti kitu Epigentek P-3017-96 v rozmezi 0-50 ng.

20



4.3.3.1. Imunodetekce H3K4me3 histonu (protilatka ab8580, Abcam)

Reagencie:

10 x KCM: KCI 120 mM; NaCl 20 mM:; Tris 10 mM; EDTA 0,5 mM

KCM Triton X-100: nafed’ 10 x KCM; Triton X-100 0,1%; pH 8,5

FixaZ: Sachar6za 190 mM; paraformaldehyd 1%
PhotoFlo: Kodak PhotoFlo 0,4%; pH 8,0

Blokacni roztok: KCM; kozi sérum

Priméarni protilatka: fedéni 1:125 v KCM + 10% blokaéni roztok

Sekundarni protilatka: fedéni 1:500 v KCM + 5% blokacéni roztok

Postup:

1) Vezmi 20 pl jaderné frakce a smichej s 20 pl KCM piimo na sklicku.

2) Inkubuj 10 min/pokojova teplota; piidej 20 ul fixaze; rozprostii fixaz
rovnomeérng; inkubuj 1 h/4°C/vlhka komiirka.

3) Odstran tekutinu ze sklicka; promyj v PhotoFlo 2 min/pokojova teplota;
nech uschnout (10-15 min); mozno skladovat 2 mésice -80°C.

4) Promyvani- pfidej 1 mL KCM na skli¢ko; inkubuj 5 min/pokojova
teplota; opakuj 3x.

5) Prtidej 95 pl blokaéniho roztoku; piikryj krycim sklickem (24x50 mm);
vyvaruyj se tvorby bublin; inkubuj ptes noc/4°C/vlhka komurka.

6) Promyvani - odstran kryci sklicko; pfidej 1 mL KCM na sklicko;
inkubuj 5 min/pokojova teplota; opakuj 3x.

7) Ptidej 50 pl sekundarni protilatky prikryj krycim sklickem (24x50 mm);
vyvaruj se tvorby bublin; inkubuj 1 h/pokojova teplota/vlhka komtirka.

8) Promyvani - odstran kryci sklicko; ptfidej 1 mL KCM na sklicko;
inkubuj 5 min/pokojova teplota; opakuj 3x.

9) Odstran tekutinu ze skli¢ka; promyj v PhotoFlo 30 s/pokojova teplota;
nech uschnout (10-15 min).

10) Pridej kapku DAPI v DABCU; ptikryj krycim sklickem; zalakuj okraje
lakem na nehty.
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Obr. 5: Ukazka barveni jader tukového télesa protilatkou H3K4me3 a DAPI za riznych

fotoperiodickych podminek.
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4.4. Statistické metody

U obou komerénich kit bylo celkové mnozstvi metylace H3K4 vztazeno
na nanogram celkového jaderného proteinu. Variance rozptylu naméfenych
hodnot byla posouzena pomoci F testu, a pokud tato variance byla
statisticky vyznamné rozdilnd u porovnavanych soubord, byl nasledné
pouzit neparovy t-test s Welchovou korekci. Pokud variance obou souborti

byla stejna, byl pouzit standardni neparovy t-test.

U imunodetekce metylovanych H3K4me3 byl porovnavan signal
H3K4me3 vuci signalu DAPI, v obou piipadech po odecteni signalu pozadi.
Relativni intenzita signdlu (H3K4me3 / DAPI ) byla nejdiive provérena
testem normality (D’Agostino & Pearson). Protoze rozd€leni neméla
normdlni charakter, byla statisticky testovana neparametrickym Mann

Whitneyho testem. VSechny analyzy byly zpracovadny pomoci softwaru

Prism 6 (GraphPad).
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5. Vysledky

5.1. Data mining

Hledani ve vysledkové databazi mRNA transkripta C. costata vyustilo v
identifikaci celkem 210 strukturnich homologti epigenetickych regula¢nich
faktori s vlivem na modifikaci histond. Kompletni seznam vSech
nalezenych sekvenci je uveden v pfiloze i s pfisluSnou analyzou
fotoperiodicky podminénych rozdili v expresi. Heat mapa (Obr. 6) ukazuje
pouze vybrané sekvence, a to ty, u nichz byl nalezen statisticky vyznamny
rozdil v expresi pod vlivem fotoperiodického signalu. Naprostd vétSina
sekvenci vykazovala down-regulaci za kratkého dne, popfipad¢ v reakci na
ptenos z dlouhého do kratkého dne. Nejsilngjsi down-regulace byla
pozorovana u ¢tyi riznych sekvenci kodujicich gen dpy-30. V zavislosti na
konkrétni sekvenci a konkrétnim fotoperiodickém experimentu byla down-

regulace genu dpy-30 zhruba 4 az 25 ti nasobna.
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Seq102185 polycomb protein esc-like CG14941-RA
Seq80855  polycomb protein esc-like CG5202-RA
Seq94698  chromobox protein homolog 1-like isoform x1 CG8409-RB
Seql101797 protein dpy-30 homolog NA
Seq52131  protein dpy-30 homolog / dpy-30 2 CG11591-RB
Seq101405 protein dpy-30 homolog / dpy-30 2 CG11591-RB
Seq466 protein dpy-30 homolog NA
Seq4024 trithorax group protein osa-like / uknown function CG9411-RA
Seq54751  will die slowly CG17437-RB
Seq58849 actinisoform a CG18290-RB
Seq82861 actinisoform a CG18290-RB

Seq60537  bromodomain adjacent to zinc finger domain protein 1a-lik CG1966-RA
Seq55671  histone acetyltransferase type b catalytic subunit-like CG2051-RA

Seq3158 chromatin accessibility complex protein 1-like CG15736-RA
Seq56009 n-acetyliransferase eco-like CG8598-RB
Seq55415  ruvb-like helicase 1-like CG4003-RA
Seq80855  polycomb protein esc-like CG5202-RA
Seq3662 saga-associated factor 11 homolog CG13379-RB
Seq5813 transcription factor sox-15-like CG8404-RA
Seq5821 myosin-g heavy chain-like CG42840-RD
Seq93002  aurora kinase b-like CG6620-RA
Seq102255 nucleosomal histone kinase 1-like CG6386-RB
Seq56946 nucleosomal histone kinase 1-like CG6386-RB
Seq247 borealin- isoform b CG4454-RB
Seq56027  inner centromere isoform b CG12165-RA

Seq57204  chromosomal serine threonine-protein kinase jil-1-like CG6297-RC

Seq3662 saga-associated factor 11 homolog CG13379-RB
Seq80712  sarcoplasmic calcium-binding protein 2 CG14904-RA
Seq3356 vanin-like protein 1-like CG3599-RA
log-2 fold change
- -
MIN MAX

Obr. 6: Heat mapa znazornujici relativni rozdil (log2 fold change) v expresi pfislusného
genu u 3 dny starych larev 3. instaru larev v zavislosti na fotoperiodickych podminkach [SD,
kratky den; LD, dlouhy den; T, transfer z dlouhého do kratkého dne; €islice za pismenem
ukazuje denni (Zeitgeber) ¢as v hodinach]. Data jsou vybrana z publikované vysledkové
databaze (Poupardin et al., 2015). Heat mapa obsahuje pouze vybrané transkripty, u nichz
byl nalezen statisticky vyznamny rozdil v expresi. Kompletni data-set (s Ciselnymi
hodnotami) v8ech transkriptd kodujicich mozné epigenetické faktory u C. costata je uveden
v priloze této diplomové prace. Cervené je vyznaden gen dpy-30, u né&jZ byl pozorovan
nejvétsi vliv fotoperiodickych podminek na expresi.
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5.2. Meéieni globalni metylace histond H3K4 (Abcam)

Porovnani fotoperiodického vlivu na metylaci H3K4 u dvou tkani —
tukového télesa (fat body, Obr. 7) a svalu (muscle, Obr. 8) - u 8 dni starych

larev 3. instaru.
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Obr. 7: Celkové mnozstvi metylovanych histon(i vztazené na celkové mnozstvi jaderného
proteinu v jadrech tukového télesa. Statisticky nevyznamny rozdil mezi larvami LD (vyvoj) a
SD (diapauza), p=0,2056, ns, (neparovy t-test).
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Obr. 8: Celkové mnozstvi metylovanych histon( vztazené na celkové mnozZstvi jaderného proteinu
v jadrech svalu. Statisticky vyznamny rozdil mezi larvami LD (vyvoj) a SD (diapauza), p=0,0363, *
(neparovy t-test ).
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5.3. Méreni metylace globalni H3K4 (Epigentek)

Porovnani fotoperiodického vlivu na metylaci H3K4 u dvou tkani —
tukového télesa (fat body, Obr. 9) a svalu (muscle, Obr. 10) - u 8 dni

starych larev 3. instaru.
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Obr. 9: Celkové mnozstvi metylovanych histonli vztazené na celkové mnozstvi jaderného
proteinu v jadrech tukového télesa. Statisticky vyznamny rozdil mezi larvami LD (vyvoj) a
SD (diapauza), p=0,0238, * (neparovy t-test s Welchovou korekturou).
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Obr. 10: Celkové mnozZstvi metylovanych histonl vztazené na celkové mnozZstvi jaderného
proteinu v jddrech svalu. Rozdil mezi larvami LD (vyvoj) a SD (diapauza). Statisticky test
nebyl proveden, nebot k dispozici bylo pouze jediné opakovani experimentu.
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5.4. Imunodetekce metylovanych histona protilatkou

Porovnani relativniho signalu H3K4me3 (v grafu H3K4me3=signal)
jader tukového télesa 8 dni starych larev 3. instaru vuci signalu DAPI (Obr.
11). Od signalu H3K4me3 i DAPI bylo odec¢teno pozadi.
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Obr. 11: Porovnani relativni intenzity signalu metylovanych histond H3K4 vuéi signalu DAPI
v jadrech tukového télesa. Statisticky vyznamny rozdil mezi larvami LD (vyvoj) a SD
(diapauza), p<0,0001, **** (Mann Whitney test).
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6. Diskuse

Analyza vysledkové databaze shrnujici vliv fotoperiodického signalu na
genovou expresi u C. costata (Poupardin et al., 2015) naznacila, Ze
modifikace histont, a to specificky, metylace lysinu K4 u histonu H3

(H3K4) by mohla hrat vyznamnou roli pii indukci diapauzy.

Trimetylace H3K4 (H3K4me3) je témét vzdy pritomna pii rozvolnéni
chromatinu a aktivni transkripci (Bernstein et al., 2002; Krogan et al., 2003;
Ng et al., 2003; Shilatifard, 2008). Aktivni piepis genomu je spjaty
S pfimym vyvojem (napf. proliferace primordidlnich buné€k), zatimco
celkové snizeni transkripce na celé Urovni organismu, a tak celkové
zpomaleni az zastaveni vyvoje, je spojeno se vstupem do diapauzy (Kost'al

et al., 2000).

Dostupna literatura o vlivu epigenetickych faktori na regulaci hmyzi
sezonnosti nebo diapauzy ukazuje, zZe tyto vlivy se sice na regulaci v
jednotlivych specifickych ptipadech pravdépodobné podileji, ale zaroven
literatura neumoznuje zadné jednotici shrnuti. U jednotlivych druht hmyzu
byly pozorovany rizné typy epigenetickych modifikaci. Jednou z hlavnich
epigenetickych modifikaci regulujici indukci diapauzy, je dle dostupné
literatury zména metylace DNA. Bylo zjiSténo, Ze tento epigeneticky
mechanismus se pravdépodobné ucastni regulace diapauzy u Sarcophaga
bullata (Reynolds et al., 2013; Reynolds et al., 2016) a Nasonia vitripennis
(Pegoraro et al., 2016). Dalsi epigenetickou modifikaci ovliviiyjici indukci
diapauzy je dle literatury metylace histoni. A to metylace H3K27 u
Helicoverpa armigera (Lu et al., 2013) a Megachile rotundata (Yokum et
al., 2015), ktera ovliviluje proteinovy represivni komplex polycomb 2
(PRC2) a extra sex comb (ESC). Tyto dva komplexy ovliviuji transkripci
genu ptth a tak ptimo ovliviluji syntézu prothoracikotropniho hormonu (Lu
etal., 2013).

Nase zaméteni na metylaci H3K4 tedy nevychéazelo ani tak z literarnich
udajii, jako pravé z ptedchozi transkriptomické analyzy fotoperiodismu

specificky u C. costata. Vychazeli jsme z toho, Ze n¢kolikanasobny rozdil v
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expresi genu dpy-30 muze byt reflektovan na trovni enzymatické aktivity
jeho produktu a mize tedy zplsobit pozorovatelny rozdil v celkové urovni
metylace histonti v riznych tkanich. Vzhledem ke znamé funkci proteinu
metylace za kratkého dne, tedy pfi vstupu do diapauzy. Tento predpoklad

jsme se rozhodli testovat experimentalné.

Podle studie z roku 2013 (Simboeck et al., 2013) je dpy-30 jednim z
hlavnich reguldtort proliferace lidskych embryondlnich bunék. Pfi
inaktivaci dpy-30 Vv metytransferazovém komplexu doslo k zastaveni
proliferace a soucasné down-regulaci mnoha genl zahrnujici procesy
bunécného ristu, bunééného cyklu, DNA rekombinaci a replikaci
(Simboeck et al, 2013). Na Obr. 12 mizeme vidét schéma

metytransferazového komplexu u D. melanogaster a pozici DPY-30.

Obr. 12: Metyltransferazovy komplex Setl/COMPASS u Drosophila melanogaster.

Nase vysledkovd databaze obsahuje 1 nékteré dalSi komponenty
metyltransferazy. Jednim znich je Ash2, ktery ale nevykazuje zadné
statisticky vyznamné rozdily v expresi. Druhym je Setl, ktery také
nevykazuje signifikantni rozdily v expresi. Tretim genem je wds, ktery je
statisticky vyznamn¢ down-regulovany za podminek kratkého dne (a rovnéz
vreakci na pfenos do kratkého dne). tedy vykazuje fotoperiodickou

odpovéd’ velmi podobnou genu dpy-30.
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Je tedy vidét, ze rtizné komponenty jediného systému vykazuji rozdilnou
odpovéd’ na fotoperiodicky signal. Vliv genové exprese na enzymatickou

aktivitu komplexniho produktu lze tedy jen stézi predpovidat.

Oproti naSemu ocekavani, celkova troven metylace H3K4 nejenze
nebyla nizs§i za kratkého dne nez za dlouhého dne, ale naopak vysledky
vSech tfi metodicky ruznych pfistupt ukdzaly sice mirng, ale statisticky
vyznamné vyssi hladinu metylace H3K4 v jadrech svalu 1 tukového télesa za
kratkého dne. NaSe vysledky je nutno povazovat pouze za predbézné.
Ukazuji to, co je zndmo obecné, ze iméra mezi expresi genu a aktivitou

jeho produktu nemusi byt jednoznacna a piima (Feder and Walser, 2005).

Navic, ackoli celkova kvantitativni uroven metylace v zéavislosti na
fotoperiodickém signdlu byla u tkani larev C. costata podobnd, lokalizace
metylacniho signalu (kvalitativni uroven) se v ramci genomu mohla i
vyrazng lisit. Je zndmo, Ze se za riznych biologickych podminek na genomu
meéni pozice epigenetickych znacek, a to jak pti metylaci DNA, tak pii
modifikacich histont (Park, 2009). Kvantifikaci celkové metylace H3K4,

tedy nelze piesné posoudit jeji funkci.

Kromé& toho, epigenetické modifikace typicky pracuji ve vzdjemné
kooperaci. To znamend, ze pro posouzeni jejich skute¢ného vlivu by bylo
potieba sledovat vice riznych typti modifikaci najednou, a to u riznych
tkani (jez mohou na stejny signal reagovat rozdiln€) (Jones a Takai, 2001), a
navic za vyuZiti metod, které umoZiluji ptesnou lokalizaci kazdé
epigenetické znacky v rdmci genomu. Prvnim krokem je samoziejmé
znalost struktury genomu, coz je ovSem krok, ktery dosud u C. costata nebyl

dokonden.
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7. Zavéry

o V databazi mRNA transkripta C. costata bylo nalezeno celkem 210
sekvenci, které pravdépodobné koduji strukturni homology epigenetickych

regulacnich faktort s vlivem na modifikaci histont.

o Analyza exprese v zavislosti na fotoperiodickém signalu
identifikovala gen dpy-30 (komponent metyltransferazy histond) jako

vyrazného kandidata pro dalsi analyzu.

o Analyza celkové trovné metylace histonu H3K4 v bunéénych
jadrech dvou riznych tkani larev C. costata nalezla statisticky vyznamny

rozdil mezi larvami chovanymi za kratkého dne (diapauza) a dlouhého dne

(ptimy vyvoj).

. Oproti nasemu piedpokladu (vychdzejicimu z exprese genu dpy-
30) byla celkova uroveinn metylace H3K4 mirné vyssi za kratkého dne nez za

dlouhého dne.
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