Abstrakt

Gen ZNF644 koduje transkripni reguldtor Zinc Finger Protein 644 patiici do podrodiny
Cys2-His2 zinc finger proteini. Mutace lidskeho ZFN644 (S672G) zpiisobuje vaznou dédi¢nou
myopii. Vyzkum ukdzal, ze ZFN644 ovlivnujé¢ expresi podiizenych genli prostfednictvim
interakce s komplexem G9a/GLP (G9a - euchromatic histone-lysine N-methyltransferase 2,
EHMT2; GLP - euchromatic histone-lysine N-methyltransferase 1, EHMTI1), ktery
hraje vyznamnou roli pfi methylaci histond, konkrétné¢ H3Kmel a H3K9me?2. Dale tento komplex
muze vazat transkripéni factor WIZ (Widely-Interspaced Zinc Finger-Containing Protein) a tim

soucasné regulovat uml¢eni jemu podtizenych gend.

Abychom mohli studovat dopad mutace ZFP644 na vyvoj myopie, vytvoftili jsme mysi modely,
jeden mimikujici lidskou mutaci - Zfp644°°73¢ a druhy se zkracenou formou proteinu Zfp6444%.
Oba modely byly podrobeny diikladné vySetfeni funkce a morfologie retiny. S vyuzitim
ultrasonografie, byly u téchto modelti odhaleny fenotypy v podobé poruchy retiny. Méteni
potvrdilo spojitost mutace Zfp644 a myopie v obou modelech, navic byly odhaleny vazné poruchy

metabolismu a fertility samic u Zfp644*

modelu. Pro detailnéjsi popis vlivu Zfp644 na plodnost
byly provedeny experimenty zahrnujici analyzu exprese Zfp644 v reproduk¢nich orgéanech,
morfometrie vajecniki, sledovani reprodukéni aktivity a estralniho cyklu. Paraleln€ byly méteny
hladiny hormonti fidci estralni cyklus v kazdé jeho fazi, a na zavér byl sledovan vyvoj mlé¢nych
zlaz v pribchu puberty a téhotenstvi. Tyto experimenty byly doplnény studiem organoidii

mlécnych 71z ze zminénych mysich modeld.

Pro hlubsi pochopeni regulace fertility, byly provedeny transplantace vajecnikl
z mutantnich homozygotli do kontrolnich jedinci a naopak. Podafilo se plné¢ obnovit funkci
vajecnikl mutantnich zvitat po jejich tranplantaci do kontrolnich zvitat. Homozygotni samice byly
po transplantaci opét fertilni. Nicméng, u Zfp644*® homozygotnich samic k uplnému obnoveni
funkce nedoSlo, samice zlstavaly subfertilni. K obnoveni fertility mutantnich samic, jsme
experimentalné aplikovali hormondlni terapii. To ukazalo, Ze Ize obnovit fertilitu Zfp644® samic

a dostat zivotaschopné mlad’ata za pomoci terapie progesteronem. NaSe data dale ukazuji,



ze Zfp644 ovliviluje homeostdzu pohlavnich hormonti v samicich a jeho mutace vede

k neplodnosti.

Vyzkum byl déle rozsiten o studium funcke WIZ proteinu v rdmci G9a/GPL komplexu.
Podobné jako v ptipadé¢ Zfp644, byl pozorovan negativni dopad aberace Wiz genu
v myS$im modelu. Wiz knockoutni mysi umiraji v pozdnim embryonalnim vyvoji. Nicméné,
umiraji pozd¢ji nez G9a nebo GLP knockoutni mysi. Proto byly vSechny morfologické zmény
mutantnich mysi studovany v emryonalnich stadiich od E14.5 po E18.5. Mezi nevyznam¢jsi
fenotypy patiilo zkraceni cuméku, rozstép patra a oCnich vicek. Déle jsme analyzovali methylace
histont pro bliz§i pochopeni role Wiz proteinu v interakci s G9a/GLP komplexem. Na zaklad¢
naSich zjisténi, 1ze odvodit ze Wiz hraje dulezitou roli v G9a/GLP methylacnim komplexu,

konkrétné ve vyvoji kraniofacialnich struktur.

Tato prace predstavuje nova data, aplikovatelna pro dalsi vyzkum funkce a interakce
ZFN644, WIZ proteini a G9a/GLP komplexu. Vysoka podobnost mySiho a lidského ZFP44
naznacuje translacni potencial mysiho modelu. Je potfeba detalnéj$iho vyzkumu methylaéniho
komplexu G9a/GLP a jeho soucinnosti s ZNF644 a WIZ proteiny. Nimén¢ vefime, Ze tato prace

pomohla odhalit nékteré molekularni mechanismy studovanych proteind.



