JIHOCESKA UNIVERZITA V CESKYCH BUDEJOVICICH
ZEMEDELSKA FAKULTA

Studijni program: B4103 Zootechnika

Studijni obor: Zootechnika

Katedra: Katedra zootechnickych véd

Vedouci katedry: prof. Ing. Miloslav Soch, CSc., dr. h. c.

Bakalafska prace
Gasotransmise v epigenetickych regulacich gametogeneze

a embryogeneze

Vedouci bakalarské prace: Ing. Roman Konecny, Ph.D.
Konzultant bakalafské prace: doc. Ing. Jan Nevoral, Ph.D.

Autor bakalatské prace: Jiti Brichcin

Ceské Budgjovice, 2020



JIHOCESKA UNIVERZITA V CESKYCH BUDEJOVICICH

Zemédélska fakulta
Akademicky rok: 2018/2019

ZADANI BAKALARSKE PRACE

(projektu, uméleckého dila, uméleckého vykonu)

Jméno a pfjmeni;  Jifi BRICHCIN

Osobnf Eislo: 1

Studijni program: B4103 Zootechnika

Studijni obor; Zootechnika

Téma prace: Gasotransmise v epigenetickych regulacich gametogeneze a embryogeneze

Zadévajici katedra: ~ Katedra zootechnickych véd

Zasady pro vypracovani

Skupina gasotransmiterti zahrnuje v souéasné dobé i znamé plynné molekuly se schopnosti prenosu bunétného signdlu: oxid dusnaty, oxid uhelnaty
a sulfan.

Pravé sulfan predstavuje molekulu s vysokym potencidiem modulovat strukturu proteind a aktivitu enzymil, odpovédnych za epigenetické zmény
chromatinu bunék.

Tyto epigenetické regulace predstavuji dynamicky systém zejména v procesu spermiogencze, oogeneze a Casného embryondlniho wjvoje.

Cilem bakaiaFské prace je vytvoiit kvalitni resersi, ktera propoji dva dosud separétné feSené problémy (tj. gasotransmise a epigenetické zmény).

Soucasné bude probihat experimentéini prace na modelu laboratornf mysi s cllem lokalizovat sulfan-uvolfuici enzymy a SIRT1 v oocytech a embryich.



Rozsah pracovni zprévy: 25 - 35 stran
Rozsah grafickych pracf: 1tabulka, 6 obrazkd
Forma zpracovani bakalarské préce:  tisténd/elektronicka

Seznam daporugené literatury:

Adamkova K, Yi Y-J, Petr J, Zalmanova T, Hoskova K, Jelinkova P, et al. SIRT1-dependent modulation of methylation and acetylation of histone H3 on
lysine 9 (H3K9) in the zygotic pronuclei improves porcine embryo development. J Anim Sci Biotechnol. 2017;8.

Nevoral J, Zalmanova T, Zamostna K, Kott T, Kuterova-Chrpova V, Bodart JF, et al. Endogenously produced hydrogen sulfide is in-
volved in porcine oocyte maturation in vitro. Nitric oxide Biol Chem [internet] 2015 [cited 2018 Jan 9];51:24-35. Available from:
http:/flinkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1089860315300215

Nevoral J, Bodart J-F, Petr J. Gasotransmitters in Gametogenesis a
nd Early Development: Holy Trinity for Assisted Reproductive Technology-A Review. Oxid Med Ceil Longev [Internet]. 2016 [cited 2018 Jan
9);2016:1730750. Available from: http://www.hindawi.com/journalsfomcl/2016/1730750/

Nevoral J, Petr J, Gelaude A, Bodart J-F, Kucerova-Chrpova V, Sedmikova M, et al. Dual effects of hydrogen sulfide donor on meiosis and cu-
mulus expansion of porcine cumulus-oocyte complexes. Sun Q-Y, editor. PLoS One {internet]. 2014 [cited 2018 Jan 9];9:e99613. Available from:
http://dx.plos.org/10.1371/journal. pone.0099613

Elektronické informacni zdroje Akademické knihovny JU v C. Budéjovicich (intemetové databze): 1S| Web of Knowledge (Web of Science),
Pubmed, pfislusné odbomé a védecké tasopisy.

Vedouci bakalarské prace: Ing. Roman Konecny, Ph.D.
Katedra zootechnickych véd
Konzultant bakalarské prace: Ing. Jan Nevoral, Ph.D.

Datum zadanf hakalafské prace: ~ 15. biezna 2019
Termin odevzdani bakalarské prace:  30. éervna 2020

JIHOCESKAUNVERZTA &

V ESKYCH BUDEJOVIC
7 ZEMEDELSKA FAKULTA ﬂ
‘/’,.k,(,{(; L oo m&ﬁ-mm

Snsernaid 1008, /

doc. RNDr. Petr Bartos, Ph.D. prof. Ing. Miloslav Soch, CSc., dr. h. c.
dékan vedoucl katedry

V Ceskjch Budéjovicich dne 10. éervna 2020



Prohlaseni

Prohlasuji, Ze v souladu s § 47b zakona ¢. 111/1998 Sb. v platném znéni
souhlasim se zvetfejnénim své bakalarské prace, a to v nezkracené podob¢, v upraveé
vzniklé vypusSténim vyznaCenych casti archivovanych Zemédélskou fakultou
elektronickou cestou ve vefejné piistupné c¢asti databaze STAG, provozované
Jiho&eskou univerzitou v Ceskych Budg&jovicich na jejich internetovych strankach, a to
se zachovanim mého autorského prava k odevzdanému textu této kvalifikacni prace.
Souhlasim déle s tim, aby toutéz elektronickou cestou byly v souladu s uvedenym
ustanovenim zékona ¢. 111/1998 Sb. zvetejnény posudky skolitele a oponentl prace
I zaznam o pribéhu a vysledku obhajoby kvalifikaéni prace. RovnéZz souhlasim
s porovnanim textu mé kvalifikacni prace s databazi kvalifika¢nich praci Theses.cz
provozovanou Narodnim registrem vysokoskolskych kvalifika¢nich praci a systémem

na odhalovéani plagiata.

V Ceskych Budgjovicich dne 18. &ervna 2020



Podékovani

M¢ diky patii doc. Ing. Janu Nevoralovi, Ph.D.,

za trpélivost, vlidny pfistup, ochotu a skoleni.

Za odborné rady, co vedly mé¢ vzdy spravnym smérem,
V honb¢ za enzymy, Sirtuinem.

Rovnéz dékuji Ing. Romanu Konec¢nému, Ph.D.,

ze se ujal této prace vedend.



Abstrakt

S rostoucimi problémy v oblasti reprodukce hospodaiskych zvifat i ¢lovéka
se zvySuje 1 potfeba znalosti mechanismti, podilejicich se na regulaci spravného
pribéhu gametogeneze a embryogeneze. Pro experimentalni ¢ast této prace byly
vybrany komponenty z dvou odlisnych, povétSinou separatné zkoumanych, obort,
tj. gasotransmiteri a epigenetickych mechanismu, které jsou nezbytné pro spravny
prabéh tvorby gamet a Casného embryonalniho vyvoje. Z fad gasotransmiterti byl
vybran sulfan, a jako jeho mozny substrat byla zvolena histon deacetylaza Sirtuin 1
(SIRTL). Ovéfeni vyskytu téchto komponent probihalo pomoci imunocytochemického

barveni na oocytech a embryich laboratorni mysi (Mus musculus).

Pro lokalizaci sulfanu byly vybrany dva sulfan-uvolfiujici enzymy,
cystationin—f—syntaza (CBS) a 3-merkaptopyruvat sulfurtransferaza (3-MPST).
Vibec poprvé je zde prezentovan vyskyt téchto enzymt ve stadiich casného
embryonalniho vyvoje. Enzym CBS byl detekovan vyhradné v cytosolu, vyjimku
tvoftil zraly (MII) oocyt, kde byla zjiSténa vyssi intenzita signalu v oblasti jadra. Enzym
3-MPST byl lokalizovan, v nezralém (GV) oocytu jak v jadre, tak i v cytosolu. Mll
oocyt nevykazoval pfitomnost enzymu. Ve stddiu zygoty byly detekovany klastry
3-MPST v cytosolu. Dvoubunécné embryo a blastocysta vykazovaly vyskyt 3-MPST
v cytosolu i vjadie. V oblasti jadra bylo zjisténo vyS$i mnozstvi enzymu nez
v cytosolu. SIRT1 byl lokalizovan v oblasti chromatinu s vyjimkou MII oocytu, kde
kopiroval vzor déliciho vieténka.

Lokalizaci vyskytu sulfan-uvoliujicich enzymi CBS a 3-MPST a histon
deacetylazy SIRT1 v oocytech a embryich byla potvrzena hypotéza, ze jsou vyse
zminéné enzymy exprimovany v oocytech a embryich mysSi, jakoZzto regulatory
¢asného embryonalniho vyvoje. Na zéklad¢ téchto vysledki 1ze predpokladat interakci
sulfanu a epigenetickych regulaci, k jejichz dal§imu popisu je zapotiebi dalsi

experimentalni prace.

Kli¢ova slova: sulfan-uvolnujici enzymy, CBS, 3-MPST, Mus musculus, SIRT1,
oocyty



Abstract

As the problems with the reproduction of livestock and humans starting
to increase, the need for knowledge of mechanisms involved in regulating the correct
process of gametogenesis and embryogenesis also rises. For the experimental part
of this work, two components from two different, mostly separately explored fields,
i.e. gasotransmitters and epigenetic mechanisms, which are necessary for the correct
process of gametes production and early embryonic evolution were chosen. Hydrogen
sulfide was chosen from the series of gasotransmitters, and histone deacetylase
Sirtuin 1 (SIRT1) was chosen as its possible substrate. Confirmation of the presence
of these components was carried out by immunocytochemical staining on oocytes

and embryos of laboratory mice (Mus musculus).

Two hydrogen sulfide-releasing enzymes, cystathionine-3-synthase (CBS)
and 3-mercaptopyruvate sulfurtransferase (3-MPST) were selected for the localization
of hydrogen sulfide. For the first time, the existence of these enzymes in early
embryonic development stage is presented. The CBS enzyme was detected mainly
in the cytosol, an exception was formed by a mature (MII) oocyte, where higher signal
strength was detected in the nucleus section. The enzyme 3-MPST was localized,
in immature (GV) oocyte stage, in the nucleus, and cytosol. MII oocyte did not show
the presence of an enzyme. At the stage of the zygote, clusters of 3-MPST were
detected in the cytosol. The two-cell embryo and blastocyst showed the occurrence of
3-MPST in the cytosol and nucleus. A higher amount of the enzyme was found in the
nucleus area compared to the cytosol. SIRT1 was localized in the chromatin area

except for MII oocyte, where the pattern of the spindle was copied.

By locating the presence of hydrogen sulfide-releasing enzymes CBS and
3-MPST and histone deacetylase SIRT1 in oocytes and embryos, the hypothesis that
the above-mentioned enzymes are expressed in oocytes and mouse embryos
as regulators of early embryonic development have been confirmed. Based on the
mentioned findings, the interaction of hydrogen sulfide and epigenetic regulations can
be expected, therefore further experimental work is suggested in this field.

Keywords: hydrogen sulfide-releasing enzymes, CBS, 3-MPST, Mus musculus,
SIRT1, oocytes
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1. Uvod

Produkce gamet, jejich nasledna fuze a postzygoticky vyvoj jsou kliCové
mechanismy pro budouci vyvoj organismu a zachovani druhu. Vzhledem k rostoucim
problémim s plodnosti, at' uz v lidské populaci nebo i1 v pfipad¢ intenzivné
Slechténych hospodatskych zvirat, je hlubsi znalost této problematiky vice nez
zadouci.

Tvorba pohlavnich bunék a rany embryonalni vyvoj je spojen s rozsdhlou
pfestavbou chromatinu. Za jeho sprdvnou modulaci jsou zodpovédné epigenetické
mechanismy. Jejich spravna funkce je esencidlni pro spravny prubéh gametogeneze
a ¢asné embryogeneze. V piipadé disfunkce nékterych epigenetickych mechanismt
dochazi k vyraznému poklesu kvality gamet, ¢asné embryondlni odumrti, a tedy

| poklesu fertiliza¢ni schopnosti.

V bunééné signalizaci vzdy sehravaly unikétni ulohu ne-proteinové molekuly
druhych posli. V soucasné dobé¢ jsou stiedem zajmu tzv. gasotransmitery, plynné
molekuly se schopnosti pfenosu bunécného signalu: oxid dusnaty, oxid uhelnaty
asulfan. Ztéchto gasotransmiterd je pravé sulfan kandidatnim modulatorem
enzymatické aktivity a proteini odpoveédnych za epigenetické zmény.

Propojeni epigenetiky a gasotransmiterd umoziiuje novy pohled na
problematiku gametogeneze a embryogeneze a dava dal$i moZnosti studia poruch

reprodukénich mechanismi a také jejich reparace.



2. Literarni prehled

2.1 Gametogeneze, meiotické déleni

Embryonalni vyvoj je proces zapocaty splynutim samci a samici gamety,
produktli gametogeneze. Tvorba pohlavnich bun¢k je unikatni diky redukci poctu
chromozdému v bunice z diploidniho stavu (2n) na haploidni (n) v procesu reduk¢niho
déleni (Kocarek et al., 2010). Diky tomuto mechanismu mohou dat gamety vzniknout

novému diploidnimu organismu (Jelinek et Jelinek, 2006).

V ptipadé Spatné distribuce chromozému (tj. aneuploidie, polyploidie)
do gamet dochazi k vaznym nemocem, které naruSuji embryonalni vyvoj, anebo jsou
takové chyby zcela letalni (Alberts et al., 1998). Mei6za zahrnuje dvé po sobé jdouci
déleni, jejichz prabéh je odlisny (Jelinek et Jelinek, 2006).

2.1.1 Meiotické (redukéni) déleni

2.1.1.1 Prvni meiotické déleni

Na pocatku meiotického déleni dochézi k duplikaci vSech chromozoémd,
tj. predchazi ji S-faze obdobné jako v pfipadé mitézy. Kazdy chromozém je tvofen
dvéma sesterskymi chromatidami. Prvni reduk¢ni déleni je sled nésledujicich fazi:

profaze I, metafaze I, anafaze I a telofaze I (Jelinek et Jelinek, 2006).

Profaze I

Prvni profaze se déli do péti stadii: Leptotene, Zygotene, Pachytene, Diplotene
a Diakineze (Snustad et Simmons, 2010) a je nejvyznamngj$im a nejdel$im ¢lankem
(Jelinek et Jelinek, 2006).

Leptotenni faze je charakteristickd kondenzaci chromatinu. V zygotenni fazi se
k sobé homologni chromozomy pfiblizuji a tvoifi synapse. Synapse jsou vétSinou
doprovazeny bilkovinnymi strukturami, synaptonemalnim komplexem, ktery se podili
na parovani chromozoému (Snustad et Simmons, 2010) a funkéné pfipomina ,,uzavirani
zipu®. Proces konjugace je podminén sbliZenim homolognich chromozémi po celé své
délce. Vysledkem této faze je polovicni pocet konjugovanych parit chromozomu
(Vacek, 2006).

V pachytennim stddiu dochazi ke tvorb¢é bivalentli, tetrdd chromatid,

Z kondenzovanych chromozémt (Snustad et Simmons, 2010). Také dochazi ke vzniku
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dvoufetézcovych zlomt, které se podileji na rekombinaci homologickych
chromozomu. Reparace zlomii mtze probihat za vzniku crossing overu, tedy procesu
piekiizeni homolognich chromozému a vymény usekt DNA, které jsou jednim
ze zpusobu zajisténi genetické variability. Diky dvoufetézcovym zlomlim jsou oocyty
nachylné k poskozeni (Reichman et al., 2017). Na tvorbé téchto zlomu se podileji
modifikace histond, jako metylace (Hayashi et al., 2005).

V diplotenni fazi se od sebe separuji homologni chromozomy a na konci faze
jsou spojeny jen chiasmaty, misty, kde v pachytene dochdzelo ke crossing overim
(Kocarek et al., 2010). Ve fazi diakineze chromozomy stale kondenzuji a jaderny obal
zacina zanikat. Mikrotubularni vlakna déliciho vieténka prostupuji do jadra a napojuji
se na kinetochory chromozémil. Chromozoémy jsou stile propojeny chiasmaty

(Snustad et Simmons, 2010).

Metafaze 1

Bivalenty se pfemisti do centralni (ekvatoridlni) roviny a chromozémy se
pfichyti k délicimu vieténku. Orientace centromer homologickych chromozomi
K opa¢nym polim je nahodna a je tak zaruCena nezavisla segregace genli bez

vazebnych interakci (Kocarek et al., 2010).

Anataze [

Béhem anafaze I dochazi k oddéleni homologickych chromozoémi, tento
proces se nazyva chromosomalni disjunkce. Chromozémy se shromézdi u opacnych
pola bunky (Snustad et Simmons, 2010). Dcefind buinika zdédi jeden homologni

chromozom z bivalentu (Kocarek et al., 2010).

Telofaze |

Béhem posledniho stadia prvniho meiotického déleni dochazi k zaniku déliciho
vieténka. Dcefiné bunky jsou od sebe oddéleny membranou, dojde k dekondenzaci
chromozdému a k vytvoieni jader v kazdé dcefiné bunce. U nékterych druht nedochézi
k tplné dekondenzaci a vyvoj pokracuje ihned druhym meiotickym délenim. Bunky
vzniklé prvnim redukénim d€lenim obsahuji haploidni pocet chromozomii.
Chromozémy obsahuji dvé chromatidy, které vlivem mozné vymény genetického

materialu v prub&hu pachytene nemusi byt identické (Snustad et Simmons, 2010).
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2.1.1.2 Druhé meiotické déleni

V pribéhu profaze Il dochézi ke kondenzaci chromozému a jejich uchyceni
na delici vieténko. Posun chromozomt do ekvatoridlni roviny je charakteristicky pro
metafazi II. V anafazi II se centromery rozd€li a umozni tak rozchod sesterskych
chromatid do dcefinych bunék. Telofaze II je charakteristickd shromazd’ovanim
jednochromatidovych chromozému v blizkosti p6éll, kolem nich vzniké dcefiné jadro.
Kazdé dcefiné jadro obsahuje haploidni sadu chromozomi. Na rozdil od mitdzy, které
je meidoza druhym délenim podobnd, je vysledkem meidzy haploidni sada

chromozomu a buriky nejsou geneticky identické (Snustad et Simmons, 2010).

2.1.2 Spermiogeneze
Vznik spermii se déli na dv€ stadia. Spermiocytogenezi, kterd zahrnuje

mnozeni, rist a meiotické zrdni, a spermiohistogenezi (metamorfoézu) (Jelinek

et Jelinek, 2006).

V raném postnatalnim obdobi jsou v samcich gonddach identifikovatelné
pohlavni buniky — velké, svétlé buiikky uloZené v buiikdch podptirnych. Podptirna
funkce je realizovana Sertoliho buiikami, které jsou produktem epitelu pohlavnich
zlaz. Pred stadiem adolescence dochazi krozvoji semenotvornych kanalkd
ze zarodeénych pruhtt (Sadler, 2011). V obdobi spermiocytogeneze dochazi
Kk mnozeni spermiogonii vzniklych z gonocyti. Vlivem opakovaného déleni
spermiogonii dochdzi ke vzniku generaci bun€k s oznacenim A, I a B. Faze mnoZeni
je zastavena vznikem B generace. V nasledné rustové fazi dochazi u spermiogonii B
ke zvétSeni, timto zveétSenim vznika spermiocyt 1. fadu. Zraci faze je charakteristicka
délenim spermiocyti I. fddu na spermiocyty II. fadu a redukci chromozémi do
haploidniho stavu. Spermiocyt II. fadu dava svym délenim vzniknout dvéma

spermatidam (Jelinek et Jelinek, 2006).

V pribéhu spermiohistogeneze prochéazeji spermatidy fadou zmén. Dochézi
k nahrazeni vétSiny histonti protaminy a tim je dosazeno kompaktné&jsiho chromatinu
(Rathke et al., 2014). Protaminy se vyskytuji ve dvou formach, protamin 1 (P1)
aprotamin 2 (P2). Pomér protamini P1 a P2 je druhové odlisny. V muzskych
spermiich zlstava pfiblizné 15 % histonl nenahrazeno (Bench et al., 1996). Vlivem
protaminil je dosaZeno az Sestinasobného zhusténi DNA, nezZ je tomu u mitotickych

chromozému (Fuentes-Mascorro et al., 2000). Chromatin kondenzuje do toroidnich
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struktur, které se od nukleozomu lisi substituci histonti za protaminy a také
transkripcné neaktivni DNA (Casas et Vavouri, 2014). Toroidy jsou organizované do
stejné velkych smycek piiléhajicich k toroidni ose vykonavajici precesni pohyb (Hud
et al., 1995). Velikost toroidu je ovlivnéna nuklea¢ni smyckou, ktera svou velikosti
ovliviiuje prumér, a koncentraci roztoku soli, ktera pozitivn¢ koreluje s jeho Sitkou

(Conwell et al., 2003).

Dalsim krokem je tvorba hydrolytickych enzymt. V pifedni Casti spermie
dochazi k vytvofeni akrosému, ktery diky hydrolytickym enzymiim napomaha
fertilizaci (Sadler, 2011). Mikrotubularni vlakna se shlukuji do svazku, které vytvori
kaudalni manzetu. Diky mikrotubulim dochazi k prodlouzeni jadra, organely se
pfemistuji do kaudalni ¢asti buniky. Spermiohistogeneze je ukoncena odd€lenim
funkéné nepotiebnych organel ve formé tzv. cytoplazmatické kapky (Jelinek
et Jelinek, 2006). Morfologie hlavicek spermii je druhoveé rozdilna. U lidi a fady savcu
se vyskytuje kulaty typ hlavicky, u mysi je to typ hackovity (Garcia-Vazquez
etal., 2016).

Fyziologie spermiogeneze je Castou pfi¢inou neplodnosti. Stejné tak je cely
proces, coby unikatni model pro studium bunécéného cyklu, dosud nepopséan. Z téchto
diavodt je dalsi vyzkum spermiogeneze nezbytny (doc. Ing. Jan Nevoral, Ph.D.,

in verb).

2.1.3 Oogeneze

V pribéhu embryondlniho vyvoje dochdzi k presunu bunc¢k entodermu
vaje¢nikll do kary ovarii, tyto buiikky se dale modifikuji v oogonie. Jejich délenim
a obklopenim vrstvou bunék vznikaji primordialni folikuly (Jelinek et Jelinek, 2006).
Ristem téchto folikuli dochazi k pteméné plochych bun€k na kubické a vlivem
produkce glykoproteini se vytvoii zona pellucida. Pfed koncem prenatalniho vyvoje
dochéazi k zahajeni meiotického déleni do profaze 1, kde je do nastupu pohlavni
dospélosti pozastaveno (Sadler, 2011). V prubéhu ovarialnich cykli dochazi
k znovuobnoveni déleni a po prvni fazi meidzy je vysledkem oocyt II. fadu a pélové
télisko (Jelinek et Jelinek, 2006). Oocyt II. fadu obsahuje pievaznou vétSinu
cytoplazmy (Sabo et al., 2004). Druhé meiotické dé€leni je spusténo po ovulaci
kontaktem spermie s membranou oocytu II. fadu. Z tohoto déleni vystupuje ovum

(zralé vajicko) a poélocyt (Albertini, 2015). V ptipadé, ze nedojde v MIl fazi
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k oplodnéni oocytu, dochazi k degradacnim procesim nazyvanym starnuti (Liang
etal., 2012).

Polocyt, a¢ dcefind bunika, je oproti oocytu nepfiméfené maly. Rozdilna
velikost dcetfinych bunék je dana asymetrickym umisténim déliciho vieténka, které se
diky interakci mezi bunéénou membranou a centriolou pohybuje (Hyman et White,
1987; Hyman, 1989). Ackoliv je pomér dvou sesterskych bun¢k enormni, jejich
genetickd vybava a vyvojovy potencidl je srovnatelny. Bylo zjisténo, Ze po nahrazeni
maternalniho prvojadra druhym poélovym téliskem, které neni do norméalniho vyvoje
nikdy zakomponovano, je zachovéana dobra schopnost vyvoje. Tento potencial se

Vv zavislosti na stafi druhého polového téliska snizuje (Wakayama et al., 1997).

Ptitomnost prvniho pélového téliska prokazuje fakt prob¢hlého zrani oocytu
(Sharma et al., 2018), druhé polové télisko pak signalizuje oplozeny oocyt (Sato
et Blandau, 1979). Polocyty lze vyuzit k diagnostice nékterych genetickych poruch.
Analyzou prvniho polového téliska lze urcit zdravy oocyt, v ptipadé ze matka byla pro
genetickou poruchu heterozygotni. Odstranénim polocytu nebyly prokdzany zadné
negativni vlivy na oplozeni a vyvoj embrya (Verlinsky et al., 1990). Podle morfologie
a kvality prvniho pélového téliska lze urcit kvalita embrya. Vyssi fragmentace byla
zaznamenana u embryi, jejichZz prvni podlocyt byl porusen, v porovnani
s nefragmentovanymi polocyty. S neporusenymi polovymi télisky koreluje 1 ranéjsi
vznik blastocysty, nidace embrya a jeho nasledny vyvoj, ktery je pfiblizné

dvojnasobny, nez je tomu u fragmentovanych polovych télisek (Ebner et al., 2002).

Celkovy pocet polovych télisek se pohybuje mezi dvéma a tfemi. Poélocyt
vznikly prvnim meiotickym délenim se mize ucastnit druhého meiotického déleni
a dat tak vzniknout dvéma polovym téliskim, nebo degraduje, vstieba se a v takovém
ptipadé jsou pdlova téliska jen dveé (Sabo et al., 2004). Kromé zony pellucidy se
na tvorbé obalu oocytu a gamety podili i corona radiata, ktera se granularnimi

burnikami ptipojuje k prvni zminéné vrstvé (Jelinek et Jelinek, 2006).

2.2 Embryogeneze

Fertilizace u savcl je zapocCata v ampularni ¢asti vejcovodu, kde dochazi
ke kontaktu ovulovaného oocytu se spermiemi. Z milionti spermii se jich do tohoto
mista dostane jen nékolik set. Pro oplozeni je nezbytny sled né¢kolika stadii zrani

saméich gamet. Prvni fazi je kapacitace (Slipka et Tonar, 2019). K této fazi dochazi
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v sami¢ich pohlavnich cestich a je nezbytna pro schopnost spermii oplodnit oocyt
(Chang, 1984). Dalsim stupném zrani spermie je akrozomalni reakce. Vlivem enzymu
hyaluronidazy a nasledné akrozinu dochazi k pruniku spermie skrz corona radiata
a zona pellucida do oocytu. Dotykem povrchti gamet dochazi ke spusténi kortikalni
reakce (Sadler, 2011). Kortikalni granula vypusti lysozymové enzymy
do perivitelinniho prostoru a spolecné s polysacharidy se podileji na ztvrdnuti zony
pellucidy a zvétseni pervitelinniho prostoru, ¢imz dochazi k vytvofeni bariery proti

dal$im spermiim (Slipka et Tonar, 2019).

Spermie se dostava do ooplazmy, kde pomoci proteazémui dochazi k odd€leni
bi¢iku od hlavi¢ky spermie a také k odpoutani centrioly (Rawe et al., 2008). Diky
centriole, kterou do oocytu pfinasi spermie, je mozné dokoncit druhé meiotické déleni.
Produktem je druhé podlové télisko a zraly oocyt. Chromozomy oocytu vytvareji
méchytkovité samic¢i prvojadro (Sadler, 2011). Dekondenzaci jadra spermie je
umoznéna vymena histond, ostatnich jadernych proteinii a pfemeéna v méchyrkovité
samci prvojadro (Vacek, 1992), na této pfeméné se mimojiné podili i proteazémy,

struktury podilejici se na degradaci (Rawe et al., 2008).

Spermie pronika béhem oplozeni do oocytu a tak je v pribéhu embryogeneze
nutna eliminace paternalnich mitochondrii. Paternalni mitochondrie jsou v ooplazmé
ubiquitinovany a nasledné lysozomy degradovany, proto je dédi¢nost mitochondrialni
DNA mozna po maternalni linii (Rojansky et al., 2016). Panuji vSak i opacné nazory,
kdy bylo zjisténo, Ze paternalni mitochondridlni DNA nemusi vZdy zanikat. Otcovska
mitochondrialni DNA byla detekovana v nékolika pripadech v placenté a riznych
télnich tkanich (Luo et al., 2013). U jedné mys$i byla dokonce paternalni
mitochondridlni DNA nalezena ve tkani vaje¢nikii, coz by znamenalo mozny ptenos

mitochondrialni DNA otce na potomstvo ptes maternalni linii (Gyllensten et al., 1991).

Faze obou gamet dava vzniknout diploidni zygoté. Oplozenim vajicka je
geneticky urceno pohlavi plodu, to je v ptipad¢€ savcl zavislé na spermii, ktera muze
nést Y nebo X chromozoém (Slipka et Tonar, 2019).

Zygota prochdzi ryhovanim — fadou mitotickych dé€leni, pfi kterych pocet
blastomer (dcefinych bunék) roste geometrickou fadou (Slipka et Tonar, 2019). Vétsi

blastomery se déli v porovnani s menSimi blastomerami diive, diky tomu vznikaji

prechodna stadia s lichymi pocty blastomer (Vacek, 1992). Zona pellucida stale
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ohraniCuje zygotu, tento fakt zptisobuje, ze ve ,,vyss$ich®, po dvoubunécném stadiu
nasledujicich stadiich, dochazi po kazdém déleni ke zmenSovani blastomer (Slipka

et Tonar, 2019).

Do d¢lohy se dostava plod v 16-ti buné¢ném stadiu, ve stadiu moruly (Slipka
et Tonar, 2019). Dalsim krokem vyvoje je stddium blastocysty, které¢ je
charakteristické rozprostfenim blastomer po obvodu, tim uvnitf vznikd dutina
blastocoel (Vacek, 1992). Ve stadiu expandované blastocysty dochdzi k procesu
zvanému ,,hatching®, procesu, pii kterém dojde k uvolnéni blastocysty mimo zonu
pellucidu (Sathananthan et al., 2003). ,,Hatching* blastocysty je dtlezitym krokem pro
nidaci a jeji dalsi vyvoj. Tento proces je zavysly na velikosti tlaku, na kterém se
podileji ionty, voda, osmolarita a tvrdost zony pellucidy. Hodnota tlaku byla sledovana
1 u zamrazenych embryi, vysledkem bylo zjisténi, Ze v porovnani s Cerstvymi embryi
et al.,, 2018). Sathananthan et al. (2003) uvadi, ze se na ,,hatchingu* podili bunky
oznaCované jako ,,zona-breakers®, které svoji lysozomalni aktivitou napomahaji

porusit zonu pellucidu.

Blastocysta se v déloze pohybuje a je vyzivovana jejim sekretem. V tomto
stadiu dochazi k rozriznéni trofoblastu a embryoblastu, kterym blastocysta pfiseda na
sténu dé&lozni sliznice a dochazi k nidaci (Vacek, 1992). Casny embryonalni vyvoj

Z pohledu Casové osy je demonstrovan tabulkou 1.

Tabulka 1: Casny embryonélni vyvoj mysi (Theiler, 2013; Hill, 2020).

Den embr. Pribéh vyvoje Stadium
vyvoje (pocet bunék)
1. (E 1.0) D¢leni zygoty ve vice bunééna Zygota, morula (1-4)
stadia (k prvnimu déleni dochazi
do 24 hodin).
2.(E2.0) D¢leni bungk. Morula (4-16)
3.(E3.0) D¢leni bungk, pfeména moruly Morula — blastocysta (16-40)

v blastocystu.
4. (E 4.0) Blastocysta je bez zony pellucidy, blastocysta
trofoblast a embryoblast je

diferencovany, dochazi k nidaci.
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Kli¢ovym rozhranim embryonélniho vyvoje je implantace (E 4.0). Tento
meznik oddéluje ¢asny embryondlni vyvoj od post-implanta¢niho vyvoje, ktery je
charakteristicky vyvojem organovych soustav (Theiler, 2013; Hill, 2020). Mimoto je
vyvoj az do nidace univerzalni pro mys i pro ¢lovéka (Kirkegaard et al., 2011; Theiler,
2013).

2.3 Histonovy kod a modifikace

2.3.1 Struktura chromatinu

Geneticka informace je zapsana ve form¢ DNA, v organismu se nejcastéji
vyskytuje v B pravotocivé formé, jejiz strukturu objasnili Watson et Crick (1953).
DNA spole¢né s histony a dalSimi bilkovinami tvoii chromatin (Luger et al., 2012),
ktery je uspotadan do nukleozoému, struktur tvofenych oktamerem histonti a 146 para
bazi dlouhym tsekem DNA. Do struktury oktameru jsou zakomponovany 4 typy
histonii: H2A, H2B, H3 a H4, kazdy z téchto histonil je zastoupen dvéma kopiemi
(Luger et al., 1997). Struktura histonii je Vramci eukaryot velmi konzervovana
(Ouzounis et Kyrpides, 1996). Histon H1 spole¢né s dal$imi proteiny spojuje
jednotlivé nukleozoémy a podili se tak na tvorbé sekundarnich struktur (Luger et al.,
2012; Shahid et al., 2019). Zmény ve struktuie, dynamice a stabilité¢ na nukleozémové
urovni ovliviiuji kondenzaci chromatinu na vysSich stupnich. Nejvyssi formou

kondenzovaného chromatinu je metafdzovy chromozom (Luger et al., 2012).

Epigenetické modifikace, ac ,,neviditelné* v zapisu genetické informace, jsou
pro centralni dogma molekulérni genetiky nepostradatelné. Modifikace postihuji DNA
a histony, diky témto mechanismim se podileji, krom¢ jiného, na stavu kondenzace
nebo dekondenzace chromatinu a tim i fidi samotné centralni dogma molekularni

genetiky, tedy genovou manifestaci piepisem gent do proteint (Luger et al., 2012).

2.3.2 Varianty histont

Diky post-translaénim modifikacim (PTMs) se méni funkce histonli, dochazi
k jejich aktivaci, nebo represi, podileji se na apoptdze, bunééném cyklu, ovliviiuji
bunécné déleni atd. PTMs hraji vyznamnou roli ve variabilité a jsou nepostradatelnym
¢lankem v regulaci genomu a fenotypu (Zhao et Garcia, 2015). Nékteré varianty

histonil jsou popsany nize.
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Histon H1
Fosforylace histonu H1 v riznych fazich bunéného cyklu umoziuje

dekondenzaci chromatinu a piistupnost transkripcnim faktoriim (Sarg et al., 2006).

Histon H2A
Histon H2A ma tii podskupiny, H2A1-H2A2, H2AX a H2AZ. H2AX je
z celkového mnozstvi zastoupen ve 2-25 %. H2AZ tvoii 10% cast a procentudlni

zastoupeni H2A1-H2A2 je doplitkem k pfedchozim dvéma podskupinam (Rogakou
etal., 1998).

Modifikace histonu H2AX jsou spojeny s dvoufetézcovymi zlomy v DNA
(Zhao et Garcia, 2015). Fosforylovany histon H2AX na serinu 139, znamy jako
yH2AX, je lokalizovan v mistech dvoufetézcovych zlomid DNA, indukovanych
ionizujicim zafenim. Fosforylace je iniciovana DNA dependentni proteinovou kinazou
(DNA-PK) (Rogakou et al., 1998). Dale je rozvinuta kaskadou enzymu na jejimz
vrcholu je acetylovany (ac) histon H4 na lysinu (K) 16 (H4K16ac). Tato modifikace

histonu umoznuje ptistup reparaénim mechanismum (Jiang et al., 2018).

Histon H2B

Fosforylace (ph) histonu H2B na serinu 14 (H2BS14ph) se vyskytuje
Vv apoptickych bunikach za stavu, kdy dochazi k fragmentaci nukleozomélni DNA
(Ajiro, 2000). Enzym RADG6, zavisly na ubiquitinaci (u) histonu H2B na lysinu 123
(H2BK123u) zpusobuje metylaci (me) na histonu H3K4. V ptipadé mutace
v H2AK123 se podili na uml¢ovani telomer (Sun et Allis, 2002).

Histon H3

Metylace histonu H3 na lysinu 4 hraje nepostradatelnou roli v embryonalnim
vyvoji, kdy se podili na modelaci vzorcti genové exprese. I u adultnich jedinct hraje
tato modifikace dulezitou roli. Pfi sniZzeni mnozstvi tri-metylovaného histonu H3K4
(H3K4me3) byl zjistén negativni vliv na srde¢ni tkan (Stein et al., 2011). Tri-metylace
histonu H3K4 je katalizovana metyltransferazou Meisetz. Meisetz se vyskytuje
ve varlatech a v oocytech v profaznim meiotickém stadiu, v ptipadé jeji disfunkce jsou
ob¢ pohlavi sterilni (Hayashi et al., 2005). Acetylace a metylace histonu H3K4 sdili
stejné misto, ovSem v rozdilném case. H3K4ac je zodpovédny za genovou expresi.
Na acetylaci H3K4 se podileji histon acetyltransferazy (HATS) GCN5 a RTT1009.
Histon deacetylaza (HDAC) HST1 deacetyluje histon v euchromatinu,
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V heterochromatinu je tento krok zprostifedkovan SIRTI. Regulace H3K4ac je
zprostfedkovana metylaci H3K4 (Guillemette et al., 2011).

Acetylovany histon H3K9ac signalizuje transkripcni aktivitu, ale casto byva
i signalizatorem poruSené DNA (Khobta et al.,, 2010). Selektivni histon
metyltransferazy (HMTs) SUV39H1 a SUV39H2 metyluji histon H3 na lysinu 9
(H3K9), diky ¢emuz méni dynamiku chromatinu. Obé HMTs jsou si velmi podobné,
rozdil mezi nimi tvofi pfiblizné 40 %, rozdilem je prodlouzeny N konec SUV39H2.
Exprese SUV39H2 je nejvice exprimovand v 10. dnu embryonalniho vyvoje (E 10,5),
S postupujicim vyvojem ma sestupny charakter, podobna kiivka exprese postihuje
i SUV39H1. Ackoliv je v embryonalnim vyvoji lokalizace dosti podobna, Vv télech
adultnich jedinct je jejich distribuce rozdilnad. SUV39HI je determinovan ve vice nez
deseti télnich tkanich, oproti tomu SUV39H2 je exprimovan pouze ve varlatech,

v rannych stadiich spermatogeneze (O'Carroll et al., 2000).

Histon H4
Histon H4KS5 je monometylovan enzymem SMYD3. Tato metyltransferaza se
podili na vzniku rakovinného bujeni. H4K5me je tedy markerem, diky kterému lze

toto bujeni detekovat (Van Aller et al., 2012).

Metyltransferaza SETS monometylujici H4K8me se spolecné s dalSimi

komplexy modifikujicimi chromatin podili na stresové odpovédi a bunééném ristu
(Green et al., 2012).

Histon H4Kl16ac, zodpovédny za dekondenzaci chromatinu, je
nepostradatelnou sloZkou v inaktivaci X chromozému. Disfunkce se podili na vzniku

rakoviny (Jeppesen et Turner, 1993; Zhu et al., 2015).

Zréani oocytl, pilif, na kterém je zaloZen dalsi vyvoj, je ovlivitovan H4K16ac.
HDAC?2 se podili na deacetylaci této histonové modifikace a tim zajist'uje spravny
prabeh segregace chromozému. Nadmérné mnozstvi H4K 16ac plisobi na kinetochory,
¢imz se snizuje jejich funkénost (Ma et Schultz, 2013). Nezbytnou roli hraje H4K16ac
I v oblasti spermiogeneze. Acetylace je zprosttedkovana HAT MOF. U knock-
outovanych jedinci tohoto enzymu dos$lo k rapidnimu zmenSeni varlat v poméru
k velikosti té€la. Byl determinovan i vyssi podil apoptickych spermatocytt. Tyto fakty

ukazuji na vyznamny vliv acetylace H4K 16 ve spermiogenezi (Jiang et al., 2018).
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2.3.3 Post-translaéni modifikace

DNA a histony jsou upravovany raznymi typy PTMs, napiiklad metylaci,
acetylaci, fosforilaci a ubiquitinaci. Principem PTMs je navazani konkrétni skupiny
na aminokyseliny charakteristické pro danou modifikaci (Shahid et al., 2019).
Lokalizace PTMs se kromé vazby na konkrétni aminokyseliny odviji i od struktury
nukleozomu. N-konce histonti vystupuji ven z nukleozoému, a proto jsou snadno
pristupné skupindm proteint, které se na regulaci PTMs podileji. Jedna skupina
,Writers® je tvofena enzymy, jez se podileji na pfipojovani skupin k histoniim,
napiiklad HMTs, HATS nebo kinazy. Druha skupina ,,readers® zahrnuje struktury,
které se podileji na identifikaci specifickych modifikaci, jako repara¢ni mechanismy
DNA nebo transkripéni faktory. Dalsi skupinu tvoii ,,erasers®, které zprostiedkovavaji
odstranéni ptipojenych skupin, v ptipadé metylové skupiny, umisténé na histonech, se
jedna o histon demetylazy (HDMs) (Sidoli et al., 2012). Vlivem PTMs je ovliviiovana
struktura chromatinu, tedy proces jeho kondenzace a dekondenzace, ¢imz se PTMs

podili na regulaci genové exprese (Shahid et al., 2019).

2.3.3.1 Metylace

Principem metylace je navazani metylové skupiny (CHz) na aminokyselinu
lysin. Téchto skupin mize byt na lysin umisténo né¢kolik, maximalné vsak tii. Diky
tomu je piisobnost metylace zna¢né rozsahla, protoze odlisny pocet metylovych skupin
ma odlisné ucinky. V soucasné dob& je metylace povazovana za nejvice rozsifenou

PTM a Skala substratt je velmi rozmanita (Lanouette et al., 2014).

Vyznamnym substratem je DNA. Pfenos metylové skupiny je zprosttedkovan
pomoci enzymil — metyltransferdz. Piikladem muize byt metyltransferdiza DNMT],
ktera se podili na pfenosu informaci o metylaci na nové syntetizovana vlakna DNA
(Jeffries, 2018). Metyltransferazy DNMT3a a DNMT3b jsou zapojeny do de novo
metylace a jsou nezbytné pro normalni vyvoj jedince (Okano et al., 1999).
Metyltransferaza DNMT3L se podili na regulaci metylace de novo dvou vyse
zminénych metyltransferdz skupiny DNMT3. V ptipad¢ nedostatku DNMT3L byla
zjisténa nedostatecna metylace v mistech piisobeni DNMT3a. Po doplnéni DNMT3a
dojde k casteéné obnové metylace. DNMT3L pozitivné ovliviiuje a podili se

na metylaci zprostfedkované DNMT3a (Veland et al., 2019).
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Metylace je PTM vyskytujici se v promotorech, kde ovliviiuje genovou aktivitu
(Ambrosi et al., 2017). Ptiblizn€ 800 az 1000 bp pied transkripnimi misty jsou fetézce
dinukleotidi guaninu a cytosinu tzv. ,,CpG ostrovy” (Jeffries, 2018). Metylaci
cytosinu Vv téchto oblastech dochazi k tomu, Ze transkripéni faktor nerozpozna
sekvenci DNA, na kterou naseda a nedochazi k transkripci (Shahid et al., 2019).
Dalsim typem opakujicich se sekvenci jsou napiiklad C-H-H nebo C-H-G motivy
(H pfedstavuje jinou bazi nez G), které jsou metylovany v pluripotentnich kmenovych

bunikach a embryonalni tkdni (Ambrosi et al., 2017).

Demetylace je mozné dosahnout jak aktivni cestou (mechanismy nejsou zavislé
na replikaci), tak i pasivné (Ooi et Bestor, 2008). Pasivni formou demetylace je
disfunkce DNMT1. Postupnymi replikacemi tak dochazi Kk pasivni demetylaci (He
etal., 2017). Vyznamnou slozkou podilejici se na demetylaci jsou enzymy skupiny
TET, které mohou demetylovat DNA pomoci oxidace 5 — metylcytosinu. Metylova
skupina muze byt replikaci pasivné demetylovana, nebo zpét navracena na cytosin
pomoci thymin DNA glykosylazy (TDG) a iterativni oxidace (Kohli et Zhang, 2013).
V zygotach dochézi k eliminaci metylace paternalniho genomu. Diky analyze pted
prvni S fazi bunécného cyklu, tedy bez casti replikace, bylo zjiSténo, Ze demetylace
probiha aktivnim zptisobem (Oswald et al., 2000). Stejny zptisob demetylace je uveden
I vpraci Mayer et al. (2000), kde je navic uvedena problematika demetylace
maternalniho genomu, ke které dochdzi po nckolika embryondlnich délenich.
Epigenetické pfeprogramovani se vyznamné¢ podili na epigenetické dédicnosti mezi
generacemi, na vyvoji pluripotentnich a totipotentnich buné€k a na imprintingu (Feng

etal., 2010).

Metylace histonti hraje nepostradatelnou roli v embryonalnim vyvoji,
kde zajist'uje spravnou expresi gent.. Pfi chybné metylaci mize dochéazet k vyvojovym
vaddm a k poSkozeni organt. Hlavnim mistem metylace je histon H3, ale ostatni
histony jsou metylovany také (Jambhekar et al., 2019). Represe nebo exprese genti
zavisi na poc¢tu metylovych skupin a na jejich lokalizaci (Zhao et Garcia, 2015).
Ptikladem muze byt histon H3K4, ktery se svou tri-metilaci podili na fertilit¢ (Hayaski
et al., 2005). Také di- a tri-metylované histony H3K36 a H3K79 se podileji na genové
aktivité. Metylace histonit H3K9 a H3K27 ma na geny represivni G¢inek (Jambhekar
etal., 2019).
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2.3.3.2 Acetylace

Proces acetylace zahrnuje pfenos acetylové skupiny z acetyl coenzymu A
na sekvence lysinu za pomoci acetyltransferaz. Odstranéni acetylové skupiny je
zajisténo deacetylazami (Shahid et al., 2019). Acetylované histony se vyskytuji
V mistech transkripéné aktivniho chromatinu (Hebbes et al., 1988). Diky navazani
zaporné nabytych acetylovych skupin HATs na kladn¢ nabité molekuly lysinu dochazi
K poruseni a vazebnych interakci mezi zaporné nabitou DNA a histony. Tento zptisob

zaruci, ze je DNA rozvolnéna, a tedy ptistupna transkripénim faktorim (Shahid et al.,

2019).

Deacetylované histony jsou lokalizovany v oblastech transkripéné neaktivniho
heterochromatinu (Jeppesen et Turner, 1993). Utlumeni exprese gent je ovlivnéno
histon deacetylazami (HDACsS), které oddéli acetyl od lysinu. Dochazi k obnoveni
vazeb histonli s DNA fetézcem a jeho kondenzaci (Shahid et al., 2019).

2.3.3.3 Histon deacetylazy jako regulatory acetylace histoni

HDAC:Ss se déli do ¢tyr tiid. Prvni tfida deacetyldz zahrnuje HDACI, 2 a 3.
Druhou skupinu tvoii HDACA4, 5, 6, 7, 9 a 10. Tteti skupinou jsou sirtuiny (Gregoretti
et al.,, 2004). Pozdé¢ji byla detekovana HDACI11, kterd byla spolu s dalSimi, této
deacetylaze podobnymi, proteiny vyclenéna do ctvrté skupiny (Gao et al., 2002;
Gregoretti et al., 2004).

Tiida sirtuini zahrnuje 7 NAD*-dependentnich enzymt (SIRT1 az SIRT7)
(Morris, 2013). Sirtuiny jsou povazovany za klicové Cinitele v udrzeni
homeostatickych stavii, snizuji nachylnost vi¢i degenerativnim onemocnénim,
podileji se na ristu bunék, metabolismu a toleranci stresu (Schwer et Verdin, 2008;
Bao et Sack, 2010; Sack, 2011). Panuji nazory, ze s ¢innosti sirtuini v organismu
souvisi kaloricky pfijem, pozitivni dopad kalorické restrikce vede pravé k aktivaci

sirtuinti (Sack, 2011).

Nejvice probadanou deacetylazou z rodiny sirtuint je Sirtuin 1 (SIRT1), ostatni
¢lenovée skupiny na své hlubsi prozkoumani ¢ekaji (Morris, 2013). Lokalizace SIRT1
je zavisla na typu a stafi bunc¢k. V neuronech byl SIRT1 detekovan v cytoplazmé,
protipdlem jsou spermatocyty, kde je tato HDAC exprimovana v jadre.
V ependymalnich buiikach byl SIRT1, kromé cytoplazmy, zjiStén i v jadie. Jaderny

SIRT1 se podili na mechanismu, diky kterému dochazi k potlaceni apoptozy
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zpisobené stresovymi faktory (Tanno et al., 2007). SIRT1 je zaméfen napiiklad
na deacetylaci histonti H3K9ac a H4K16ac. V ptipadé, ze je SIRT1 neptitomen nebo
inhibovan naptiklad nikotinamidem nebo sirtinolem, selektivnim inhibitorem pro
SIRT1 a SIRT2, jsou tyto modifikace v nadbytku (Vaquero et al., 2004; Adamkova
et al., 2017; Nevoral et al., 2019). Aktivatorem SIRT1 je resveratrol, pfitomny v bézné
potrave, diky kterému dochézi k deacetylaci. Uvolnéné misto po odstranéni acetylové
skupiny, napiiklad na histonu H3K9, muze byt obsazeno metylovou skupinou.
Deacetylace H3K9ac pomoci SIRT1 pozitivné koreluje s rychlosti vyvoje blastocyst
(Adamkova et al., 2017).

SIRT1 do svého pole piisobnosti zahrnuje i acetylovany histon HI1, tato
deatylace je nezbytna pro spravnou kondenzaci chromatinu v mitotickych

chromozomech (Fatoba et Okorokov, 2011).

V prub¢hu vyvoje oocytu dochazi k relokalizaci SIRT1. SIRT1 je pritomen
v zarode¢ném vacku nezralych oocytdl a jen nepatrné zastoupen v ooplazmé. Dé¢lici
vieténka oocytu metafaze I meiotického déleni jsou SIRT1 prosté, naopak v metatazi
II vzor déliciho vieténka, tedy a-tubulin, koreluje se SIRT1. Jako aktivator SIRT1 byl
pouzit na rozdil od nespecifického resveratrolu, specificky vazany BML-278, ktery
snizuje mnozstvi acetylovaného oa-tubulinu (Nevoral et al., 2019). Na deacetylaci
tubulinu se podili 1 SIRT2, ktery je lokalizovany vyhradné v cytoplazmé a miize byt
pfitomen 1 v jadfe (North et al., 2003).

SIRT3, 4 a 5 jsou enzymy detekované v mitochondriich. Nejvyznamné;si roli
pi1 mitochondrialni deacetylaci hraje SIRT3. Pfi jeho knock-outovani se projevila
hyperacetylace, tento stav ale nemél Zadny dopad na Zivotaschopnost jedincl ani
na jejich plodnost (Lombard et al., 2007). SIRT4 se podili na zrdni oocytd, pii zvySené
expresi tohoto enzymu nedochazi ke spravné distribuci mitochondrii v prib¢hu
vyvoje. Nadprodukce SIRT4 mé vliv na snizeni ATP a zvySeni produkce volnych
kyslikovych radikali (reactive oxygen species — ROS) (Zeng et al., 2018).
Deacetylacni aktivita SIRTS je slabsi nez u ostatnich sirtuind, funguje spise jako
demalonyldza a desukcinyldza neZ deacetyldza diky tomu mulZe mit v porovnani

S ostatnimi sirtuiny 1 mén¢ cilovych substrat (Peng et al., 2011).
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SIRTG6 je celoplosné rozmistén v jadfe a je vazan na chromatin. Podili se na
reparaci DNA, jeho absence zpusobuje vétsi nachylnost k poskozeni DNA, naptiklad

k translokaci chromozomii (Mostoslavsky et al., 2006).

SIRT7 je jadernym enzymem podilejicim se na aktivovani RNA polymerazy I
a tim tedy 1 genové exprese. Jeho mnozstvi pozitivné koreluje s metabolicky aktivnimi

tkanémi, s jatry a varlaty (Ford et al., 2006).

2.3.3.4 Fosforylace

Fosforylace je modifikaci, pifi niz je prenesena fosfatovd skupina
z vysokoenergetického donoru, vétsinou ATP, na aminokyseliny threonin, serin nebo
tyrosin. Enzymy fidici tuto se nazyvaji kindzy (Xue et al., 2010). Skupina téchto

enzymd je velmi obsahla, je v ni zahrnuto vice nez 500 kindz (Caenepeel et al., 2004).

Tato PTM cili na mnozstvi substrati. Fosforylace napiiklad reguluje
cytochromoxidazu (COX), enzym spojeny s dychacim fetézcem, a tedy s produkci
energie. Fosforylace serinu (S) 58 v jedné z podjednotek COX je podstatou jeji
regulace zprosttedkované protein kinazou A (PKA). Fosforylace S58 zamezuje vazbé
ATP, tim dochézi k alosterické¢ inhibici ATP a k regulaci oxidativni fosforylace

(Acin-Perez et al., 2011).

Do ochrany nervového systému je zapojena kindza PINKI1, kterd spolecné
s ubiquitin ligazou, Parkinem, chrani organismus ptfed Parkinsonovou chorobou.
PINK1 je lokalizovan v mitochondriich, kde je zapojen do udrzeni homeostéze.
Dal$im mistem vyskytu je cytosol, kde jeho funkce neni pfili§ znama (Beilina et al.,
2005). Dagda et al. (2014) uvadi, Ze cytosolovy PINK1 ovliviiuje délku neuritu
a dendritt. V jiné studii je uvedeno, ze cytosolova forma 53 kDa je velmi nestabilni,
ale v piitomnosti ubiquitinovaného lysinu 63 se stava stabilnim. PINK1 — 53 se podili
na degradaci zdravych mitochondrii, to by mohlo korelovat s ochranou bungk proti

oxidac¢nimu stresu (Lim et al., 2015).

PTMs miizou byt ovlivnény i samotné enzymy, které katalyzuji dal§i PTMs.
Ptikladem mohou byt vySe zminéné enzymy TET, oxidazy s funkci demetylace, jsou
Casto na svém N konci fosforylovany. Na snizeni fosforylace se podili
glykosyltransferaza OGT, ktera katalyzuje navazani N-acetylglukosaiminu pomoci
O-glykosidické vazby (O-GlcNAcylace) na OH skupinu treoninu a serinu a tim je

snizen pocet mist vhodnych pro ubiquitinaci. V rdmci skupiny TET enzymu
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vykazovala distribuce O-GlcNAcylace rizny vzor, ve vSech piipadech ale doslo

k poklesu ubiquitinace (Bauer et al., 2015).

Do oprav poskozené DNA je zapojena fosforylace histoni. Vyznamny je
v tomto ohledu histon yH2AX (fosforylace na serinu 139), ktery usnadiiuje piistup
reparacnich mechanismt. Dalsimi faktory, do kterého fosforylace zasahuje je
kondenzace chromatinu a regulace genové exprese. Fosforylovany histon H3 na serinu
10 se podili na kondenzaci chromatinu v pribéhu meidzy a mitdézy (Rossetto et al.,
2012). Varianta histonu H3.3 fosforylovand na serinu 31 podporuje aktivitu

acetyltransferazy, a tim napomaha genové expresi (Martire et al., 2019).

2.3.3.5 Ubiquitinace

Ubiquitin je polypeptid slozeny ze 76 aminokyselin (Dworkin-Rastl et al.,
1984). Pti ubiquitinaci dochézi k jeho napojeni do cilového mista pfedev§im na lysin
(Pickart, 2001). Pfipojeni ubiquitinu je realizovano enzymatickou cestou, na napojeni
se konkrétné podili E1 ubiquitin aktivujici enzym, E2 ubiquitin spojujici enzym a E3
ubiquitin ligaza. Enzymy E2 a E3 jsou exprimovany ve vice formach, coz umoznuje

velmi presné zacileni na konkrétni protein a jeho regulaci (Hochstrasser, 2009).

Na protein se miiZze pfipojovat rizné mnozstvi ubiquitinu. Diky obsahu sedmi
lysinti, které jsou hlavnim cilem tohoto markeru. Dal§i moznosti je navazovani
ubiquitinll na sebe za vzniku polyubiquitinace. Polyubiquitinované proteiny na lysinu
48 jsou odsouzeny k degradaci, ke které dochazi v 26S proteazomu. Tento proces je
zapocat vazbou polyubiquitinovaného proteinu na 19S regulacni ¢ast proteasomu.
Procesem zavislym na ATP dochazi k linearizaci proteinu a k jeho postupnému
posouvani smérem k 20S centralni ¢asti, kde je protein degradovan. Ubiquitinové
»znacky* jsou oddéleny a znovu pouzity (Bochtler et al., 1999; Hochstrasser, 2009).
Ubiquitinac¢ni znaceni nedetekuje jen degradaci, naptiklad monoubiquitinace se podili
na regulaci histonti a stejné jako multiubiquitinace také na endocytdze (Haglund et al.,
2003). Jiz zminéna polyubiquitinace se krom¢ degradace podili i na reparaci DNA
Vv zavislosti na napojeni ubiquitinového fetézce na lysin, v pfipade reparace se jedna

o lysin 46 (Spence et al., 1995).

Ubiquitin ligazy Parkin a MULI jsou nezbytné pro eliminaci paterndlni
mitochondrialni DNA v ¢asném vyvoji embrya. Proces pfenosu mitochondrialni DNA

je diky tomu odkézan na maternalni linii (Rojansky et al., 2016).
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Ubiquitinace také modifikuje histony, kde hraje vyznamnou roli v opravé
poskozené DNA. Jsou znami 4 E3 ligazy, které do tohoto procesu zasahuji. Kazda
z ligaz je specifickd a ubiquitinuje jen dand mista. RNF168 ubiquitindza modifikuje
lysin 13 alysinl5. Ubiquitinazy BRCA1 a BARD1 modifikuji lysin 127 a 129, in vitro
I lysin 125. Ubiquitin ligaza PRC1 modifikuje lysin119, v piipad¢€ jeho delece je jeho
funkce pfemisténa na lysin 118 (Uckelmann et Sixma, 2017).

Nepostradatelnou roli  hraje ubiquitinace i v oblasti reprodukce.
Ubiquitinovany histon H2A ma vliv na spravny prub&h spermatogeneze, pii jeho
absenci je vysledkem sterilita. Destabilizace chromatinu vyvolana uH2A by mohla

korelovat s vyménou histonii za protaminy (Baarends et al., 1999).

2.4 Gasotransmitery

Termin gasotransmiter je oznacenim malé plynné molekuly se schopnosti
prendSet signal, jsou jimi napiiklad oxid uhelnaty (CO), oxid dusnaty (NO)
avposledni dobé i sulfan (H2S). Gasotransmitery dokazi snadno prostupovat
bunéénymi membranami bez asistence membranovych receptorli nebo transportéri.
Tento fakt je ovlivnén dobrou rozpustnosti plynnych molekul v tucich (Yang et al.,

2016).

Oxid dusnaty je jako signalni molekula znama jiz n¢kolik dekad i jeho funkce
jsou zevrubnéji prozkoumdany. Naproti tomu sulfan jakoZzto gasotransmiter na odhaleni

vetsiny svych regulacnich funkei teprve ¢eka (Nevoral et al., 2016).

Jedna se o bezbarvy, jedovaty plyn zapéchajici po zkazenych vejcich, dobie
misitelny s vodou a ve vySSich koncentracich se stdva velmi toxickym. Prave pro svoji
toxicitu byl diive hojné studovan (Reiffenstein et al., 1992), dnes se vSak badani

uchyluje smérem chapani sulfanu jako gasotransmiteru.

Gasotransmitery jsou uvniti organismu produkovany specifickymi enzymy
a ve fyziologickych koncentracich jsou nepostradatelné. Abnormalni produkce téchto
molekul je spojena s funkcemi imunitniho systému, dlouhovékosti, pfezivanim bungk,

vaskularnim systémem, metabolismem a odolnosti vii¢i stresu (Yang et al., 2016).

Sulfan mize byt v organismu ptitomen ve dvou formach, jako plynna molekula
nebo vazand v buiikkdch ve formé sulfanové siry. Sulfan mulze, stejné¢ jako oxid

uhelnaty a oxid dusnaty svymi vazbami na proteiny, cilit na proteinové substraty,
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kterych v soucasné dobé neni mnoho odhaleno, a za pomoci S-sulfhydratace
ovlivitovat jejich funkce. S-sulthydratovany protein je vlivem nukleofility zna¢né
nestabilni, to se podepisuje i na stalosti této vazby. Do odstranéni S-sulfhydratace je
zakomponovan thioredoxin, ktery kromé funkce S-denitrosylazy zahrnuje i1 funkci

S-desulfhydratazy (Yang, 2017).

Sulfan vzniké nékolika metabolickymi drahami. Na jedné z nich se podili
enzym  cystationin—y-lyaza (CSE), ktery je fyziologicky  aktivovan
kalcium-kalmodulinem za vzniku sulfanu. Deleci tohoto enzymu bylo u mysi zjisténo
snizené mnozstvi sulfanu v srdci a dal§ich c¢astich ob&hového systému, dalSim
projevem byla snizend endotelni vazorelaxace a hypertenze. Sulfan produkovan
enzymem CSE se tedy podili na regulaci krevniho tlaku a vazodilataci kontraktilitou
hladké svaloviny (Yang et al., 2008). S timto tvrzenim je v rozporu zjisténi autori Kuo
et al. (2016), kteti uvadéji, ze v koronalnich arterialnich bunkach endotelu dochazi
k expresi sulfanu enzymem 3-merkaptopyruvat sulfurtransferazou (3-MPST) a nikoli
CSE. Produkce sulfanu CSE byla inhibovana propargylglycinem a 1 piesto se tato
modulace na produkci sulfanu neprojevila. Uéinky sulfanu koreluji s pfitomnosti
oxidu dusnatého; za jeho pfitomnosti dochazi k vazokostrikci, stav bez oxidu

dusnatého pak vede k vazodilataci.

V mozku je sulfan syntetizovan pomoci enzymu cystationin—3—syntazy (CBS).
Knock-outovany CBS mél u mysi za nasledek vyrazné snizenou produkci sulfanu.
Byla zkoumana 1 aktivace CBS kalmodulinem. Jeho vlivem byl produkovan jen
sporadicky vyskyt sulfanu, po pfidani Ca® iont se jeho aktiva¢ni schopnost vyrazné
zlepsila. Vysledkem je zjisténi, Ze tento aktivator je Ca’-dependentni. Kromé
kalmodulinu byla zjiSténa produkce sulfanu pfi elektrické stimulaci a také plisobenim

L-glutamatu (Eto et al., 2002).

Kromé mozkovych aktivatori byly detekovany i jiné cesty aktivace CBS. Bylo
zjiSténo, Ze samci mivaji vysSi expresi sulfanu nez samice a kastrati. Po podani
testosteronu samicim a kastratim se v mozku zvySilo mnozstvi SAM
(S adenosyl-L-methyonin), ktery je aktivatorem CBS a tim tedy i nepifimo
stimulatorem produkce sulfanu. Tento fakt ukazuje na vliv testosteronu ve vztahu

k regulaci sulfanu (Eto et Kimura, 2002).
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Gasotransmitery hraji vyznamnou roli v oblasti reprodukce. Oxid dusnaty se
podili na vyvoji oocytli, spermii, na akrozomalni reakci, fertilizaci a embryonalnim
vyvoji. Na rozdil od oxidu dusnatého o zapojeni sulfanu do reprodukce neni mnoho
znamo (Nevoral et al., 2016). V oocytech byly lokalizovany vSechny tfi znamé
sulfan-uvolnujici enzymy; CSE, CBS a 3-MPST. Byl zjistén vliv sulfanu na meiotické
zrani oocytt. Jednotlivé enzymy jsou schopny se v produkci sulfanu zastupovat.
Absenci vSech enzymil je docileno inhibice meiotického dé€leni, tato inhibice je vratna
(Nevoral et al., 2015). Dale je znam ucinek sulfanu proti starnuti oocytt. I pfesto,
ze vliv treti plynné molekuly, oxidu uhelnatého, v reproduk¢ni oblasti neni rozlustén,
je vice nez zfejmé, ze gasotransmitery jsou pro regulaci reprodukce nepostradatelné

(Nevoral et al., 2016).
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3. Cile prace

Cilem praktické ¢asti bylo ovéfit hypotézu, kdy jsem piredpokladal, ze se
sulfan-uvoliujici enzymy exprimuji v oocytech a embryich mysi, stejné¢ jako histon
deacetylaza SIRT1, kde se podileji na regulaci ¢asného embryonalniho vyvoje. Pro

ovéieni této hypotézy byly vytyCeny nasledujici cile:

I) Prokézat pomoci imunocytochemického barveni pifitomnost sulfan-uvoliujicich
enzymt CBS a 3-MPST v oocytech a embryich.
I1) Prokazat pomoci imunocytochemického barveni ptitomnost SIRT1 v oocytech

a embryich.
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4. Material a metody

Prakticka ¢ast této prace byla vypracovana v Biomedicinském Centru v Plzni

v Laboratofi reproduk¢éni mediciny.

Chemikalie

VSechny zakladni chemikalie pro manipulaci a kultivace oocyti byly
nakoupeny Vv Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), pokud neni uvedeno jinak.
V experimentech byly pouzity nasledujici primarni protilatky: anti-CBS, anti-3-MPST
a anti-SIRT1. Jako sekundarni protilatky byla pouZzita kombinace protilatek anti-
mouse-AlexaFluor 488 a anti-rabbit AlexaFluor 647, nebo anti-rabbit-Alexa-Fluor 488
a anti-mouse AlexaFluor 647. Primarni i sekundarni protilatky byly fedény v poméru
1:200. Zékladni pouzit¢ chemikalie, vcéetné vyrobce a katalogového Ccisla jsou

demonstrovany tabulkou 2.

Tabulka 2: Zakladni pouzité chemikalie.

Nézev chemikalie Vyrobce Katalogové ¢islo
4’6 -diamidino-2-fenylindol (DAPI)  Vector LAboratories Inc H-1200
Anti-CBS Abcam ab96252
Anti-3-MPST Abcam ab85377
Anti-SIRT1 Abcam ab104833
Anti-rabbit AlexaFluor 488 Abcam ab150077
Anti-rabbit AlexaFluor 647 Abcam ab150079
Anti-mouse AlexaFluor 488 Abcam ab150113
Anti-mouse AlexaFluor 647 Abcam ab150115
BSA (bovinni sérum albumin) Sigma — Aldrich® A7906
Falloidin Cell Signaling technology® 13054
PFA (parafolmaldehyd) Sigma — Aldrich® P6148
PBS (fosfatem pufrovany roztok) Sigma — Aldrich® P5368
PVA (polyvinyl-alkohol) Sigma — Aldrich® 341584
Triton X-100 Sigma — Aldrich® 93443
Tween 20 Sigma — Aldrich® P1379

Laboratorni zvirata

Jako modelovy organismus pro experimentdlni ¢ast prace byla pouzita
laboratorni my$ (Mus musculus) kmene C57BL/6J. Pro model oocytil, postradajicich
SIRT1, byl vytvofen kondicionalni knock-out (Sirtl-/-), exprimujici SIRT1 v celém
organismu mimo oocytl. Zvifata byla chovana v rezimu 12 hodin svétla a 12 hodin

tmy. Pfi teploté¢ 21 °C £ 1 °C a relativni vzdus$né vlhkosti 60 %. Se zvifaty bylo
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zachazeno v souladu se Zakonem 246/1992 Sb., o ochran¢ zvifat proti tyrani. VSechny
ukony byly provedeny v ramci schvaleného projektu pokusi (MSMT-11925/2016-3).
Samicim bylo intraperitonealni injekci podano 5 U PMSG (gonadotropin séra biezich
klisen — pregnant mare serum gonadotropin). Za 48 hodin byly usmrceny cervikalni
dislokaci a z ovarii byly izolovany nezralé oocyty ve stadiu zarode¢ného vacku (GV,
germinal vesicle). Pro izolaci in vivo ovulovanych oocyti byly pouzity samice, kterym
bylo podano PMSG, a nasledné byly oSetfeny 5 IU hCG (humanni choriovy
gonadotropin — human chorionic gonadotropin). Po 16 hodinach byly in vivo dozralé
oocyty vyplachnuty zvejcovodli. Po stejné hormondlni stimulaci a pfirozeném
zapusSténi provéfenym samcem byla z vejcovodd, resp. délohy, izolovana embrya

ve stadiu dvou bungk, resp. blastocyst.

Fixace

Fixace oocytli a embryi probihala podle dvou schémat. Pti prvnim, tradi¢nim,
zpisobu fixace byly oocyty ponechany 30 minut pii pokojové teploté v 4%
paraformaldehydu (PFA) vPBS s0,1 % polyvinyl alkoholu (PVA). V druhém
zpusobu, alternativnim, byl pouzit k fixovani roztok PFA-Triton X-100 po dobu
15 minut, pii 37 °C. Postup fixace nasledoval po permeabilizaci oocytt v 0,03%
Tweenu v PBS-PVA po dobu 60 sekund, pii 37 °C. Takto zafixované oocyty byly
skladovany pfi teploté¢ 4 °C a nasledné podrobeny procesu imunocytochemického

barveni.

Imunocytochemie (ICC)

Piedem izolované a fixované oocyty a embrya byly zpracovany podle postupu
uveden¢ho nize. (Objem roztokl, ve kterych probihal oplach, permeabilizace
a inkubace oocytl s primarnimi a sekundarnimi protilatkami byl 50 pl).

1. Oocyty byly 3x po sobé blokovany v 1% roztoku BSA v PBS s Tweenem 20.

2. Na dobu 15 minut byly oocyty permeabilizovany v roztoku PBS, ktery obsahoval
0,3 % Tweenu 20 a 0,04 % Tritonu X-100.

3. Oocyty byly oplachovany ve 3 kapkach 1% roztoku BSA v PBS s Tweenem 20
a ve ctvrté kapce byly ponechdny po dobu 15 minut.

4. Oocyty byly po dobu 1 hodiny inkubovany s primarnimi, specifickymi, protilatkami
(produkovanych v mysi a kralikovi; pfi pouziti dvou protilatek nesméli byt jejich
donofi stejného druhu). Pouzité protilatky jsou specifikovany v podkapitole

chemikalie.
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5. Oocyty byly blokovany 4x po sob¢ po dobu 15 minut v 1% roztoku BSA v PBS
s Tweenem 20.
6. Oocyty byly inkubovany se sekundarnimi protilaitkami po dobu 1 hodiny (jako
sekundarni protilatky byly pouzity protilatky ziskavané z koziho organismu, jednalo
se o protilatky proti mySim a krali¢im protilatkadm, spojené s floresceinem). Pouzité
protilatky jsou popsany v podkapitole chemikalie.
7. Oocyty byly oplachovany 15 minut 4x po sobé v 1% roztoku BSA v PBS
s Tweenem 20 (pro lokalizaci B-aktinu byl 3. oplach nahrazen roztokem phalloidinu,
fedéném v poméru 1:200 s 1% roztokem BSA v PBS s Tweenem, pokud byla
odstranéna zona pellucida, byl tento krok pieskocen).
8. Oocyty byly montovany mezi podlozni a kryci sklo za pouziti 4 pl roztoku
Vectashieldu s 4’6 -diamidino-2-fenylindolem (DAPI).
9. Kryci sklo bylo k podloznimu sklu ptichyceno pomoci bezbarvého laku.
10. Pfipravené preparaty byly pied snimanim za pomoci fluorescen¢ni mikroskopie
skladovény pii 4 °C, pro dlouhodobé skladovéani byly preparaty ulozeny do mrazéku
pfi - 20 °C.

Negativnich kontrol bylo docileno vynechanim primarnich protilatek. S oocyty
pouzitymi K negativni kontrole se v ostatnich krocich postupovalo shodn¢ s ostatnimi

oocyty. Intenzita signalu mezi negativni kontrolou a vzorky byla porovnavana pomoci

programu ImageJ (NIH, Bethesda, CA, USA).

Konfokalni mikroskopie a analyza obrazu

Preparaty byly prohlizeny a sniméany konfokalnim mikroskopem Olympus
IX83 (Olympus, Némecko), za pouZziti objektivu 100x a programu VisiView®
(Visitron Systems GmbH, Némecko). Dalsi analyza ziskaného obrazu probihala

V programu ImageJ.
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5. Vysledky

V praktické ¢asti byly zpracovany oocyty podle metodiky uvedené vyse. Byly
pofizeny snimky nekterych stadii sulfan-uvoliiujicich enzymi CBS (obrazek 1 a 2)
a 3-MPST (obrazek 3 a 4). Dale byla lokalizovana histon deacetylaza SIRTI, jejiz

intracelularni distribuce je v jednotlivych stadiich demonstrovana obrazky 5 a 6.
5.1 Lokalizace sulfan-uvoliiujicich enzymu v oocytech

511 CBS

Prvnim z mapovanych sulfan-uvoliiujicich enzymt byl enzym CBS, jehoz
vyskyt v oocytech a embryich myS$i byl prokdzan. V nezralém oocytu ve stadiu
zarodeéného vacku byl CBS lokalizovan v cytosolu. Oocyt ve stadiu MII vykazoval

distribuci v cytosolu a s vyssi intenzitou i v jadfe (obrazek 1).

Merged

DNA

Obrazek 1: Reprezentativni snimky vyskytu CBS v prezygotickych stadiich. V fadcich jsou
chronologicky znazornéna jednotliva stadia vyvoje. V prvnim a druhém sloupci jsou zobrazeny
jednotlivé barevné kandly. V poslednim sloupci s oznacenim ,,Merged* byly vrstvy pro lepsi vizualizaci
piekryvu jednotlivych kanalt slouceny. Zkratky: GV (nezraly oocyt ve stadiu zarode¢ného vacku), MII
(in vivo ovulovany a zraly oocyt ve stadiu metafaze II).
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Rovnéz byl prokdzan vyskyt CBS v zygoté, dvoubunééném embryu
a blastocysté. Ve vsech téchto stadiich byl zjjistén vyskyt enzymu v cytosolu
(obrazek 2). Ve stadiu zygoty byla provedena pro ovéfeni specifi¢nosti primarnich

protilatek negativni kontrola, kde byla v protokolu ICC vynechéna primarni protilatka.

DNA Merged

NC

--

Obrazek 2: Reprezentativni snimky vyskytu CBS ve stadiu zygoty a postzygotickych stadiich.
V tadcich jsou chronologicky znazornéna jednotliva stadia vyvoje. V prvnim a druhém sloupci jsou
zobrazeny jednotlivé barevné kanaly. V poslednim sloupci s oznacenim ,,Merged* byly vrstvy pro lepsi
znazornéni prekryvu jednotlivych kandli sjednoceny a ve stadiu zygoty je v tomto sloupci umisténa
i negativni kontrola. Zkratky: 2C (dvoubunééné embryo), Blast. (blastocysta), NC (negativni kontrola).
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5.1.2 3-MPST

Druhym mapovanym enzymem podilejicim se na produkci sulfanu byl
3-MPST. I u tohoto enzymu byl potvrzen jeho vyskyt (s vyjimkou MII stadia).
V nezralém oocytu ve stadiu zarodecného vacku byl 3-MPST exprimovan v cytosolu
I vjadie, a to S podobnou intenzitou. Oocyt ve stadiu MII nevykazoval pfitomnost

3-MPST (obrazek 3).

DNA

Obrazek 3: Reprezentativni snimky vyskytu 3-MPST v prezygotickych stadiich. V fadcich jsou
chronologicky znazornéna jednotliva stadia vyvoje. V prvnim a druhém sloupci jsou zobrazeny
jednotlivé barevné kanaly. V poslednim sloupci s oznacenim ,,Merged* byly vrstvy pro lepsi vizualizaci
piekryvu jednotlivych kanalt slouéeny. Zkratky: GV (nezraly oocyt ve stadiu zarode¢ného vacku), MII
(in vivo ovulovany a zraly oocyt ve stadiu metafaze II).

Merged
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V zygoté je 3-MPST distribuovan v cytosolu, kde vytvaii klastry. Ve fazi
dvoubunécného embrya a blastocysty byl enzym produkovan vice nez ve stadiu
zygoty. Krom¢ cytosolu byl v téchto stadiich detekovan 3-MPST také v jadie, a to

S vys$i intenzitou (obrazek 4).

DNA Merged

Obrazek 4: Reprezentativni snimky vyskytu 3-MPST ve stadiu zygoty a postzygotickych stadiich.
V tadcich jsou chronologicky znazornéna jednotliva stadia vyvoje. V prvnim a druhém sloupci jsou
zobrazeny jednotlivé barevné kanaly. V poslednim sloupci s ozna¢enim ,,Merged* byly vrstvy pro lepsi
znazornéni prekryvu jednotlivych kanalt sjednoceny. Zkratky: 2C (dvoubunécné embryo), Blast.
(blastocysta).
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5.2 Lokalizace SIRT1 v oocytech

Jako mozny substrat sulfanu byl vybran SIRT1, proto bylo nezbytné prokazat

jeho lokalizaci v oocytech a embryich, které jsou znazornény na obrazcich 5 a 6.

V prvnim a druhém fadku obrazku 5 jsou prezentovana stadia GV oocytu a MII
oocytu, ziskané z mysi divokého typu (WT — wild-type). U téchto stadii byla pofizena
negativni kontrola, inkubace tedy probihala bez primarni protilatky a diky tomu byla
potvrzena jeji specificnost. Ve stddiu GV byl detekovan piekryv SIRTI
s chromatinem. V ptipad¢ MII stadia SIRT 1 kopiruje vzor déliciho vieténka. Ve tietim
a ¢tvrtém fadku jsou znazornéna stadia GV oocytu a MII oocytu ziskané z mysi Sirtl
prosté. Rozdil mezi Sirtl-/- a WT oocyty je zfejmy a experiment prokazal, ze model

Sirtl-/- oocytti neexprimuje SIRT1.

DNA SIRT1 B-aktin Merged

Obriazek 5: Reprezentativni snimky lokalizace SIRT1 v prezygotickych stadiich. V prvnich dvou
fadcich jsou demonstrovana stadia GV a MII pro WT spole¢né s negativnimi kontrolami. Ve tfetim
a ¢tvrtém fadku jsou znazornéna stadia GV a MII pro Sirtl-/-. V prvnim, druhém a tietim sloupci jsou
zobrazeny jednotlivé barevné kanaly. V poslednim sloupci s oznac¢enim ,,Merged* byly vrstvy, pro lepsi
vizualizaci pfekryvu jednotlivych kanald, slouceny, u WT jsou v tomto sloupci zobrazeny i negativni
kontroly. Zkratky: WT GV (nezraly oocyt ve stadiu zarode¢ného vacku — divoky typ), MII WT (in vivo
ovulovany a zraly oocyt ve stadiu metafaze II — divoky typ), Sirtl-/- GV (nezraly oocyt ve stidiu
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zarodeéného vacku s knock-outovanym genem pro SIRT1), Sirtl-/- MII (in vivo ovulovany a zraly
oocyt ve stadiu metafaze II s knock-outovanym genem pro SIRT1), NC (negativni kontrola).

V zygotickém stadiu a vSech postzygotickych stadiich se pracovalo jiz pouze
s WT oocyty, tedy soocyty pochazejicimi zjedinct s fyziologickou hladinou
exprimovaného genu, vtomto piipadé Sirtl. V zygot¢ byl SIRT1 zjistén
Vv prvojadrech. Ve stddiu dvoubunécného embrya patrného z druhého ftadku
a blastocysty zobrazené ve tietim fadku je zfejmé, ze se SIRT1 vyskytuje v jadrech

blastomer (obrazek 6).

DNA

Obrazek 6: Reprezentativni snimky vyskytu SIRT1 ve stadiu zygoty a postzygotickych stadiich.
V tadcich jsou chronologicky znazornéna jednotliva stadia vyvoje. V prvnim, druhém a téetim sloupci
jsou zobrazeny jednotlivé barevné kanaly. V poslednim sloupci s oznacenim ,,Merged* byly vrstvy pro
lepsi znazornéni prekryvu jednotlivych kanali sjednoceny. Zkratky: 2C (dvoubunééné embryo), Blast.
(blastocysta).
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6. Diskuse

Interakce gasotransmiteri a epigenetickych modifikaci jsou dosud malo
prozkoumanou problematikou. Plynné pfenasece bunétného signalu piredstavuji pro
epigenetiku ,,pfidanou hodnotu* v moznosti zadsahu do regulace genové exprese. Vice
regulacnich Ciniteld se podili na vétsi presnosti jednotlivych déja, jako kondenzace
chromatinu zralého oocytu, tvorba prvojader v zygoté, reaktivace embryonalniho
genomu a diferenciace embryonalnich bunék. Plynné molekuly pienasejici bunécny
signal jsou mechanismem, diky kterému je docileno vétsi presnosti regulace na Casové

1 prostorové ose.

Byla pozorovana distribuce dvou sulfan-uvoliujicich enzymu. Reprezentativni
snimky CBS pro stddia GV, MII jsou prezentovany na obrazku 1. Autofi Nevoral
etal. (2015) pozorovali lokalizaci sulfan-uvolnujicich enzymid v GV, Ml a MIl
stadiich prasec¢ich oocyti. U enzymu CBS uvadéji podobnou hladinu vyskytu
ve sledovanych stadiich, coz odpovida i vysledkiim této bakalatské prace. Odchylka
od vySe zminéné studie je ovSem patrnd z obrazku 1 u MII oocytu, kde byla, kromé
vyskytu CBS v cytosolu, zjisténa i vazba CBS na chromatin. Odli$nosti v lokalizaci
enzymu mohou byt zptisobeny napiiklad pouzitim jiného modelového organismu,
poukazujici na evolu¢ni plasticitu téchto enzymil. Tuto domnénku potvrzuji autofi
Nevoral et al. (2016), ktefi pfiblizuji mezidruhové rozdily sulfanu v prasecich
oocytech a oocytech Xenopus (drapatky). V piipadé praseCich oocytl se sulfan
vyznacuje protektivni funkci, t0 se ovSem neda fici o Xenopus oocytech, kde byl

zjistén vliv sulfanu ve formé oxidativniho stresu.

Pro dal$i mozné znazornéni variability sulfan-uvoliujicich enzymi jsem vyuzil
databaze Uniprot.org. Porovnal jsem sekvence téchto enzymi u riznych organismt,
konkrétné u Xenopus sp., mysi a €lovéka. U enzymu 3-MPST byla zji$téna identita
60,6 %, u CBS 66,6 % a u CTH byla shoda vyhodnocena na pouhych 9,4 %. Tato
zjisténi poukazuji na nekonzervativnost sulfanové signalizace a jsou ve shod¢ s praci

autorti Nevoral et al. (2016).

Reprezentativni snimky enzymu CBS byly také potizeny pro stadia zygoty,
dvoubunééného embrya a blastocysty, které jsou patrné z obrazku 2. Podle

dohledatelnych zdrojii byla v této praci viibec poprvé pozorovana stddia ¢asného
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embryonalniho vyvoje. Byla zjisténa distribuce CBS s vyraznym zastoupenim

Vv cytosolu.

Druhym pozorovanym sulfan-uvoliiujicim enzymem byl enzym 3-MPST.
Tento enzym byl lokalizovan ve stadiich GV a MII (obrazek 3), a také ve stadiich
zygoty, dvoubunééného embrya a blastocysty (obrazek 4). Ve stadiu GV oocytu se
3-MPST vyskytoval jak v cytosolu, tak i v jadfe, a to s podobnou intenzitou. V ptipadé
MII oocytu nebyl potvrzen vyskyt 3-MPST. Tyto vysledky se shoduji se zjisténim
autort Nevoral et al. (2015), ktefi pozorovali sestupny trend vyskytu 3-MPST
Vv pribehu zrani oocyti ve stadiich GV, MI, MIIL. Divergence je ovSem patrna u MII
oocytu, kde autofi uvadéji nizkou hladinu 3-MPST v cytosolu. Tento fakt ale nic
neméni na sestupném mnozstvi 3-MPST. Autoii Nevoral et al. (2015) pfipisuji enzymu
3-MPST vyznam pii znovuobjeveni meiotického déleni, kdy je exprimovan ve stadiu

GV oocytu a v naslednych stadiich (MI a MII) uz jeho hladina jen klesa.

Oplozenim vznikd novy impulz, ktery pfinasi mnoho zmeén, mimo jiné
I znovuzahajeni exprese 3-MPST, ktery se jiz ve stadiu zygoty znovu vyskytuje.
Dal$im moznym vysvétlenim vyskytu 3-MPST v zygoté by mohl byt potencialni

prenos tohoto enzymu spermii.

Distribuce enzymu 3-MPST v zygoté, dvoubunééném embryu a blastocysté je
opét podle dohledatelnych zdroji poprvé pozorovéna v této praci. Ve stadiu zygoty
byl enzym 3-MPST lokalizovan v cytosolu, kde tvofil klastry. Ve dvoubunééném
embryu a blastocysté se 3-MPST vyskytoval jak v cytosolu, tak i v jadie. V oblasti

jadra byla v té&chto stadiich zjisténa vyssi intenzita signalu nez v cytosolu.

Na piikladech CBS a 3-MPST je demonstrovana lokalizace vyskytu
sulfan-uvoliujicich enzymu. Jejich zastoupeni v gametach a embryonalnim vyvoji je
ruzné. Spoleéné se vSak podileji na udrZzovani optimalniho mnozstvi sulfanu
v prostiedi bunék. Tato domnénka je v souladu s tvrzenim autor Nevoral et al. (2015),

ktefi uvadeji moznou substituci jednotlivych enzymi.

Mimo zrani oocytl je sulfan zjevné€ spojen s procesy starnuti bunck, které
postihuji také oocyty (Vollenhoven et Hunt, 2018). Osetfeni oocytl sulfanem tak vedlo
ke sniZzeni fragmentace oocytl. Inhibice naopak starnuti oocytii podporovala, a také
byl zaznamenan pokles endogenné produkovaného sulfanu (Krejcova et al., 2015).

Tyto poznatky potvrzuji, Ze sulfan je kli€ovou molekulou zivotaschopnosti bun¢k
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a jeho nedostatek mize byt pfi¢inou predcasného selhani reprodukce, subfertility

anebo infertility (Nevoral et al., 2016).

Pro ovéfeni myslenky, ze sulfan reguluje expresi SIRTI, kterda je zminéna
i v praci Du et al. (2019), bylo nutné lokalizovat vyskyt tohoto enzymu. Z obrazku 5
a 6 je patrna vyrazna zavislost vazby SIRT1 na jadro, v cytosolu tato deacetylaza
vykazovala jen velmi slaby signal. V ptipadé MII stadia oocytu je SIRT1 lokalizovan
Vv oblasti déliciho vieténka. Toto zjisténi je v souladu s vysledky pozorovanymi
v n¢kolika studiich. V ptipadé¢ GV oocytii a MII oocytd (Nevoral et al., 2019)
a zygotickych prvojader (Adamkova et al., 2017). Kromé& oocytti shodnych s vyse
zminénymi publikacemi, byl zkouman, v pfedlozené praci, vyvoj ve stadiich
dvoubunécného embrya a blastocysty. SIRT1 vykazoval stejny vzor jako v ptipadé

Casnéjsich stadii a udrzoval asociaci s chromatinem.

Ve studii Nevoral et al. (2019) je demonstrovana distribuce SIRTI
v prezygotickych stadiich oocytu. U nezralého GV oocytu byl SIRTI situovan
v zarode¢ném vacku. Jeho rozpadem dochdzi k premisténi SIRTI do cytoplasmy
a k nasledné eliminaci v MI fazi. SIRT1 vykazuje v MII oocytu vzor shodny s délicim
vieténkem, které je tvofeno acetylovanym a-tubulinem. Podle zjisténé distribuce
SIRT1 vGV a MII oocytech byla nasledné prezkoumano jeho putisobeni.
V zérodecném vacku byla zjiSténa epigeneticka regulace histond, ktera i ptes zjevnou
re-lokalizaci v MII oocytech ovliviiovala 1 nadale histonovy koéd, ovSem
ne-epigenetickym zptisobem. Dal§im zjiSt€énim bylo prokazani vlivu SIRTI1

na eliminaci poskozeni DNA v oocytech v MII fazi.

Vlastni predloZené vysledky lokalizace SIRT1 vyhradn€ v jadie bchem
embryonalniho vyvoje poukazuji zejména na histonové cile SIRT1 v téchto stadiich
vyvoje. V souladu stimto predpokladem lze ocCekavat substraty SIRT1 v podobé
histonil a jejich modifikaci, jako jsou histony H1, H2B, H3 a H4 na rGiznych lysinovych
koncich (Kurdistani et al., 2004), nebo jiné proteinové struktury, jako jsou napiiklad
transkrip¢ni faktory p5S3 a FOXO3a (Karbasforooshan et Karimi, 2017).

Jeden z cilt SIRT1 je prezentovan autory Adamkova et al. (2017), ktefi uvadéji
vliv deacetyldzy na metylaci histonu H3K9; snizenim acetylace histonu je uvolnéno
misto pro metylaci H3K9. Vlivem pouzivani selektivniho aktivatoru BML-278

a inhibitort (sirtinolu a nikotinamidu) byla modulovana hladina SIRT1. Pfi pouziti
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nizké koncentrace BML-278 doslo k vyraznému zrychleni tvorby blastocyst. Inhibice

SIRT1 se na vyvoji blastocyst negativné neprojevila.

Na rozdil od blastocyst, kde inhibice SIRT1 nema negativni vliv na vyvoj,
ve spermiogenezi hraje tato deacetylaza nepostradatelnou roli. Bylo zjisténo,
ze jedinci se snizenym mnozstvim SIRT1, krom¢ mensi Zivotaschopnosti a velikosti,
produkuji abnormalni spermie. U mysi s knock-outovanym SIRT1 byla prokazana
znateln¢ nizsi produkce spermii a z hlediska kvality vykazovaly gamety vyssi podil
poskozeni. Dale bylo zjiS§téno 85 proteini ve tkani varlat, které podléhaji regulaci
SIRT1. Vliv inhibice na oogenezi nebyla pozorovana (Coussens et al., 2008). Lze
piedpokladat, ze SIRT1 vembryu i vdal§im post-implantaénim vyvoji sehrava
regulacni Glohu, vedouci k spravné oogenezi a spermiogenezi. Také 1ze oéekavat, ze je
SIRT1 zapojen do diferenciace primordialnich zarodecnych bunék do pohlavnich
bunck jiz v obdobi osidleni gonadalni listy, odehravajici se pfed na rozenim.
Na zaklad¢ diivéjsiho zjisténi Adamkova et al. (2017) a Nevoral et al. (2019), také zde
Ize o¢ekavat zapojeni histonovych i ne-histonovych substrati, které spole¢né vedou

k regulaci chromatinu a diferenciaci pohlavnich bungk.

Distribuce SIRT1 deacetylazy ddva moznost interakce s DNA a moznost
velkého rozptylu na skale regulace genové exprese (Coussens et al., 2008; Adamkova
et al., 2017; Nevoral et al., 2019). Exprese SIRT1 je ovliviiovana sulfanem; zvySenim
produkce CSE, a tim i sulfanu, byla prokdzana pozitivni korelace s expresi SIRT1.
K procesu regulace SIRT1 sulfanem dochdzi mechanismem sulfhydratace. Tato
post-transla¢ni modifikace se vaze na dvé domény Zn?" SIRT1 a timto zplisobem

zvysuje jeho aktivitu (Du et al., 2019).

Jak SIRTI, tak i sulfan jsou nepostradatelnymi €initeli ve spravném pribéhu
gametogeneze a embryogeneze (Krejcovaet al., 2015; Adamkova et al., 2017; Nevoral
et al., 2019). Proto by ob¢ tyto komponenty mohly mit velky potencial v aplikaci
do reproduk¢ni mediciny. Napiiklad ve snaze podpoftit spravny prabéh vyvoje gamet
(Coussens et al., 2008; Krejcova et al., 2015) a nasledné embryogeneze a odvratit tak
negativni vlivy (Adamkova et al., 2017; Nevoral et al., 2019).
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(. Zavér
Ptedlozena prace potvrdila hypotézu, ze jsou sulfan-uvoliiujici enzymy, stejné
jako histon deacetylaza SIRT1, exprimovany v oocytech a embryich mysi, kde se

podileji na regulaci ¢asného embryonalniho vyvoje.

Epigenetické mechanismy a gasotransmitery jsou zkoumany pievazné
oddé€len€. Propojeni obou téchto spolu interagujicich odvétvi ddva moznost nového
pohledu na tyto separatné studované obory a otevird prostor pro lepsi pochopeni

regulacnich mechanismii.

Jako zastupce enzymii zasahujicich do epigenetickych regulaci byl vybran
SIRTI1. Tato histon deacetylaza je distribuovana vyhradné v jadie s vyjimkou MII

oocytu, kde kopiruje vzor déliciho vieténka.

Vliv SIRT1 na kvalitu gamet i Casnych embryonalnich stadii je vice nez ziejmy
(Coussens et al., 2008; Adamkova et al., 2017; Nevoral et al., 2019). SIRT1 kromé
epigenetické modulace plsobi 1 ne-epigenetickym zpusobem, diky némuz je

umocnéna moznost regulovat genovou expresi (Nevoral et al., 2019).

Ze skupiny gasotransmiterll byla zkoumana distribuce sulfanu, o kterém jsou
znamy pozitivni G€inky na gametogenezi a embryogenezi (Krejcova et al., 2015;
Nevoral et al., 2016). Byla pozorovana distribuce dvou sulfan-uvoliujicich enzymu.
CBS se vyskytoval vyhradné v cytosolu, kromé& MII oocytu, kde byl s vétsi intenzitou
zjistén v oblasti chromatinu. Enzym 3-MPST se v GV oocytu vyskytoval
jak v cytosolu, tak i v jadie. MII byl shledan 3-MPST prosty. V zygoté byl zjistén
vyskyt enzymu v cytosolu, kde tvofil klastry. Ve stadiu dvoubunééného embrya
a blastocysty byl zjistén vyskyt 3-MPST v cytosolu i v jadre, vyssi intenzita signalu

byla detekovana v oblasti chromatinu.

Dosazené vysledky piedstavuji charakteristicky model mySich oocytli a embryi
pro dalsi studium sulfan-uvoliiujicich enzymii a SIRTI, jejich vzijemné interakce
a molekularni signalizace. Dal§i experimenty budou zaméfeny na prokazani
enzymatické produkce sulfanu v oocytech a embryich zde zmapovanymi enzymy,
ajeji dopad na aktivitu SIRT1. Nasledn€ budou studovany epigenetické zmény
odvozené od aktivity SIRT1 v oocytech a embryich.
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GV oocyt nezraly oocyt ve stadiu zarode¢ného vacku (germinal vesicle)
HATSs histon acetyltransferazy

HDACSs histon deacetylazy

HDMs histon demetylazy
HMTs histon metyltransferazy
K lysin
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me metylace

MII oocyt zraly oocyt ve stadiu metafaze I1

P1 protamin 1

P2 protamin 2

ph fosforylace

PKA protein kindza A

PTMs post-transla¢ni modifikace

ROS volné kyslikové radikaly (reactive oxygen species)
S serin

SIRT1 Sirtuin 1

Sirtl-/- knock-outovany gen Sirtl

TDG thymin DNA glykosylaza

TET skupina enzymu schopnych demetylace
u ubiquitinace

WT divoky typ (wild type)
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