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Abstrakt

SIRTI je histon deacetyldza ze skupiny sirtuini ovliviiujici své epigenetické a ne-
epigenetické cile. Lze ptedpokladat, ze dosud zndmé substraty SIRT1 se zapojuji do regulace
gametogeneze a Casného embryondlniho vyvoje. Byly stanoveny hypotézy, ze SIRTI1 je
pritomen v oocytech a ¢asnych embryich a Ze zde sehrava fyziologickou ulohu v procesech
zrani oocytl, oplozeni a rané¢ho embryondlniho vyvoje. Pro ovéfeni hypotéz byl vytvoren
mys$i model kondiciondlni knock-out linie produkujici Sirt/-deficientni oocyty. Oocyty a
embrya byla podrobena analyze SIRTI, jeho vybranych substratli a adekvatnich markera
pomoci imunocytochemie. Zjistili jsme, Ze se pfitomnost SIRT1 podili na kvalit¢ oocytl
prostiednictvim modulace histonového kodu chromatinu a stabilizace dé€liciho vieténka. Dale
pak Cisté maternalni ptivod SIRT1 ptitomného v obou pronukleich zygot. V neposledni fadé
jsme odhalili nezanedbatelny vliv SIRT1 na ¢asny embryondlni vyvoj, a to pravdépodobné
ptedevsim diky podilu na aktivaci embryondlniho genomu. Dosazené vysledky potvrzuji
hypotézu, Ze SIRTI je pfitomen v oocytech a embryich, pfevazné v blizkosti chromatinu.
Z vysledkt vyplyva, ze SIRT1 ptedstavuje maternalni faktor urcujici kvalitu oocytu a je

nezbytny pro aktivaci embryonalniho genomu.

Kli¢ova slova: oocyt, oplozeni, Casny embryondlni vyvoj, blastocysta, sirtuinl, SIRTI,

histon, tubulin



Abstract

SIRTI is a histone deacetylase from the sirtuin family that affects epigenetic and non-
epigenetic targets. We can assume that the known SIRT1 substrates are involved in the
regulation of gametogenesis and early embryonic development. Our hypotheses say SIRT1 is
present in oocytes and early embryos and it plays a physiological role in oocyte maturation,
fertilization and early embryonic development. A mouse model of a conditional knock-out
line producing Sirt/-deficient oocytes was developed to verify our hypotheses. Oocytes and
embryos were analyzed for SIRTI, its selected substrates and other markers by
immunocytochemistry. We found out that the presence of SIRT1 contributes to oocyte quality
through modulation of the chromatin histone code and stabilization of the spindle.
Furthermore, the purely maternal origin of SIRT1 presents in both zygote pronuclei. Last but
not least we discovered a significant effect of SIRT1 on early embryonic development,
probably mainly due to its role in the activation of the embryonic genome. The results
confirm our hypothesis that SIRTI is present in oocytes and embryos mainly around
chromatin. The results show that SIRT1 is a maternal factor determining oocyte quality and it

is necessary for the embryonic genome activation.

Keywords: oocyte, fertilization, early embryonic development, blastocyste, sirtuinl, SIRTI,

histone, tubulin
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1 Seznam zkratek

ART
BSA
CDX2
cKO
EGA
FoxO
FSH
GnRH
GV
GVBD
hCG
HFT
IVF
IVM
VO
LH
MI
MII
NSN
NGS
OCT4
PA
PBS
PFA
PGCs
PMSG
PVA
ROS
SN

Assisted Reproductive Technology
Bovine Serum Albumine
Caudal-type Homeobox-2
Conditioning Knock-out
Embryonic Genome Activation
Forkhead Box O

Follicle Stimulating Hormone
Gonadotropin Stimulating Hormone
Germinal Vesicle

Germinal Vesicle Breakdown
Human Chorionic Gonadotropin
Human Tubal Fluid

In vitro Fertilization

In vitro Maturation

In vivo Ovulation

Luteinizing Hormone

Metaphase I

Metaphase 11

Non-surrounded Nucleolus
Normal Goat Serum
Octamer-binding protein 4
Parthenogenetic Activation
Phosphate Buffered Saline
Paraformaldehyde

Primordial Germ Cells

Pregnant Mare Serum Gonadotropin
Polyvinyl-alcohol

Reactive Oxygen Species

Surrounded Nucleolus

Techniky asistované reprodukce
Hovézi sérovy albumin

Homeoboxovy protein kaudéalniho typu
Kondicionalni knock-out

Aktivace embryonalniho genomu

Folikul stimula¢ni hormon
Gonadotropin stimulujici hormon
Zarodecny vacek

Rozpad zarode¢ného vacku
Lidsky choriovy gonadotropin
Lidska tubularni tekutina

In vitro fertilizace

In vitro maturace

In vivo ovulovany
Luteiniza¢ni hormon
Metafaze I

Metafaze 11

Chromatin neobklopujici jadérko

Oktamer vazajici transkripéni faktor 4
Partenogeneticka aktivace

Fosfatovy pufr

Parafolmaldehyd

Primordialni zarode¢né bunky

Polyvinyl-alkohol
Volné kyslikové radikaly
Chromatin obklopujici jadérko



2 Uvod

Techniky asistované reprodukce (ART, Assisted Reproductive Technology) jsou dnes
hojn& vyuzivany jak u hospodaiskych zvifat, tak v lidské medicing. Usp&snost téchto technik
je viak Casto nekonzistentni a t&7ko predvidatelna. Castd pii¢ina idiopatické infertility se
muze skryvat v neobeznamenych bunécnych a molekularnich mechanismech tvorby a zrani
gamet, pfipadné¢ Casného embryondlniho vyvoje. Odhaleni téchto mechanismii by mohlo
prispét k zlepSeni pfistupti v ART béhem pfipravy a kultivace gamet a vzniknuvSich embryi.
Také je n¢kdy nutné béhem ART provadét selekci jak gamet, tak nésledn¢ embryi vhodnych
k implantaci. Otazkou ovSem zistava, na zakladé jakych ukazateldi je vhodné tuto selekci
provadét. V posledni dobé se vedle genetickych stale castéji klade diraz na dalsi faktory
zejména epigenetické.

Zréani oocytll a rana embryogeneze je fizena slozitou siti mechanismi. Dochéazi zde
k vytvoteni velmi specifické buiiky, jakou je oocyt. Nasledné po priniku spermie vznikd novy
organismus, ktery je nejprve zavisly na zdsobach nashroméazdénych v oocytu, ale postupné se
embryo stava na materndlnich faktorech nezdvislé a aktivuje vlastni genom. Do téchto
zéasadnich zmén se nezanedbateln¢ zapojuji 1 mechanismy regulujici epigenetické a dalsi cile.

Sirtuiny jsou rodinou vysoce evolu¢né konzervovanych NAD'-dependentnich histon
deacetyldz. Jsou stale cCastéji studovany v fad€é oblasti pomdhajicich odhalit fungovani
organismu vcetn¢ reprodukce. Ze ¢lenti rodiny sirtuinii patii k jednomu z nejvice studovanych
sirtuin 1 (SIRT1). Tento sirtuin se podili na fad¢ biologickych procesi, a to skrze svou ziejmée
Sirokou sit’ epigenetickych i ne-epigenetickych substrati. Ve vétSin€ téchto procesit ma
protektivni G€inek jako naptiklad pfi ochrané pfed starnutim nebo oxida¢nim stresem.

Pokud porozumime mechanismim, kterymi se hlavni hrac¢i zapojuji do procest
gametogeneze a ran¢ho embryondlniho vyvoje, miZzeme zlepsit jednak pfistupy v ART ale 1

dalsi metody souvisejici s lidskym zdravim a reproduket.



3 Literarni prehled

3.1 QOogeneze

Samici pohlavni buiika savcl zvané oocyt je jednou z nejvétsich bunék téla. U cloveka
ma prumér cca 120 pm a u mysi dosahuje priméru okolo 70 um (Griffin et al., 2006). Oocyt
vznikd procesem oogeneze, ktery u savcl zacind jeSté v prenatdlnim stadiu a fakticky je
oogeneze dokoncena az po oplozeni vylouc¢enim druhého polového téliska.

Ptedchtidci samcich i samicich pohlavnich bun€k jsou primordidlni zarode¢né bunky
(PGCs, Primordial Germ Cells), které se oddéluji od somatické linie v pomérné Casné fazi
embryonalniho vyvoje. Vznikaji v oblasti extraembryondlni dutiny Zzloutkového vacku a
entodermalni vystelky zadni €asti primitivniho stfeva. Jejich pfesny plvod je ovSem kvili
obtizné odlisitelnosti od somatickych bung¢k stale nejisty.

PGCs dale migrujici (u ¢lovéka beéhem 3. - 6. tydne vyvoje, u mysi béhem 8. - 10.
embryonalniho dne) podél dorsilniho mesenteria zadniho stfeva do genitalni liSty (shrnuto
v Baldock et al. 2015). Genitalni liSta je pfedchildce gonady a je tvofena prevazné
mezenchymem, epitelidlnimi buiitkami coelomu a bufikami mesonefrického ptivodu (shrnuto
v Pipre et al. 2016). Zde se vlivem exprese specifickych genti uloZzenych na gonozdémech
diferencuji PGCs na samici oogonie nebo sam¢i spermatogonie. Pozdé&ji se po dostatecném
nartstu populace prekurzorii pohlavnich bunék vyviji 1 genitalni liSta. V zavislosti na pohlavi
je kone¢nym stadiem jejiho vyvoje ovarium v ptipadé samice Ci testes v ptipadé samce.

JiZ béhem migrace se PGCs intenzivné mitoticky déli. Proliferace nasledné jiZ oogonii
pokracuje u ¢lovéka az do 5. mésice prenatdlniho vyvoje, kdy dosahuji svého pocetniho
maxima (u ¢loveéka asi 7 milionil). Nésledné se jejich pocet opét redukuje prostfednictvim
apoptozy az do porodu jedince (u ¢loveéka 700 tis. - 2 mil.). Tato redukce pokracuje i béhem
postnatalniho zivota az do obdobi pohlavni zralosti, kdy pocet oocytli ¢ini u ¢lovéka pouze
400 tisic a z tohoto poctu pouze piiblizné 500 béhem Zivota Zeny dosahne stadia ovulace.

Aby se z diploidni oogonie stal haploidni oocyt, musi ve svém vyvoji podstoupit
meidzu zahrnujici redukcni déleni. Karyokineze je nasledovana cytokynezi, kterd je v ptipadé
oocytu asymetrickd. Z jedné vstupni buiikky vznikd pouze jeden oocyt s haploidni sadou
chromozéml a poélova téliska. Jiz behem faze déleni (u ¢lovéka mezi 3. a 7. mésicem
prenatalniho vyvoje) nekteré oogonie postupné zvétsuji svlj objem a stavaji se primarnimi

oocyty. Ty poté vstupuji do profaze I meiotického déleni.



Prvni meiotické dé€leni je délenim redukénim. Profazi I je mozné rozdélit na nékolik
Casti. Ve fazi leptotene chromozémy postupné kondenzuji a zacinaji se tvofit jejich
homologni pary. V druhé fazi zygotene jsou sparované homologni chromozémy tésné spojeny
pomoci synaptonemalniho komplexu, ¢imz tvofi takzvana bivalenta. Béhem nésledujici faze
pachytene dochazi ke komplikovanému a evolu¢né velmi vyznamnému procesu crossing-
over. Béhem tohoto procesu dochazi k vzijemné vyméné casti genetické informace mezi
jednotlivymi homolognimi chromozémy. S dalsi fazi zvanou diplotene dochdzi k rozruseni
synaptonemalniho komplexu. Bivalenta zlistavaji spojena pouze v mistech prekiizeni, ktera se
nazyvaji chiasmata. Posledni fazi profdze I je diakineze, kdy probiha silnd kondenzace
chromozoému a rozpada se jaderny obal. Mei6za nésledné mtize pokracovat do metafaze I.

Béhem oogeneze vSak probihd profaze I pouze do stadia diplotene, v némz dochazi
k prvnimu meiotickému bloku. U ¢loveéka zacind tento proces mezi 3. a 7. mésicem vyvoje a
pokracuje jesté v obdobi po porodu. Pfi vyvoji mysi jsou 5. den po narozeni jiz vSechny
zbyvajici oocyty pravé ve stadiu diplotene profaze I (Behringer et al., 2014). S prvnim
meiotickym blokem je meidza zastavena a oocyt prechdzi do klidového stadia zvaného
diktyotenni, ve kterém setrva az do doby pted ptipadnou ovulaci v obdobi pohlavni zralosti.
Relativné zvétSené jadro oocytu typické pro toto obdobi se nazyva zarodecny vacek (GV,
germinal vesicle). Ve stadiu GV je mozné rozlisit dvé rtizné konfigurace chromatinu. Prvni
uskupeni tvoii vice rozptyleny chromatin neobklopujici jadérko (NSN, non-surrounded
nucleolus) a je typické vysokou transkripéni aktivitou charakteristickou pro rostouci oocyt.
Nasleduje druha konfigurace obklopujici jadérko (SN, surronded nucleolus), kde je chromatin
kondenzovanéjsi a transkrip¢ni aktivita utlumena (Bouniol-Baly et al., 1999).

Kolem téchto oocytli se diferencuje vrstva plochych epitelovych bunék zvanych
bunky folikuldrni. Celé toto uspotfddani se nazyva primordidlni folikul. Oocyty, které se
nestaly soucasti primordidlniho folikulu, zanikaji. Stejné tak nékteré primordialni folikuly
degraduji 1 béhem postnatalniho vyvoje. U mysi se jejich pocet redukuje ptiblizn€ na polovinu
pied 3. - 5. tydnem veku (Behringer et al., 2014). Zbyl¢ primordiédlni folikuly v této podobé¢
zlstavaji az do obdobi pied ovulaci, v piipade ¢loveka i desitky let.

Do obdobi puberty vétSinou zena vstupuje mezi 10. a 13. rokem zivota a béhem
nékolika dalSich let pohlavné dozrava. V pifipadé samice mySi je mozné hovofit o ndstupu
puberty kolem 30. dne Zivota, kdy je mozné pozorovat tzv. vaginal opening (Nevoral et al.,
2021). U samic mysi dochdzi k pohlavni zralosti v zavislosti na konkrétnim kmeni mysi
v 6. tydnu Zivota (Behringer et al., 2014). Po néstupu puberty a stim spojenou prvni

menstruaci (menarché), zacinaji folikuly cyklicky dozravat. Toto dozravani je vysledkem
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estralniho (u ¢lovéka menstruacniho) cyklu, jehoz délka se 1i$i u jednotlivych druhti savcii a
do urcité miry i u jedinct t€hoz druhu. Je ovlivnéna environmentalnimi faktory a hladinou
hormont v krvi. U c¢loveéka trva cyklus zeny pramérné 28 dni, u samic mysi se opakuje
piiblizn¢ po 4 dnech.

Diky zvySené hladiné gonadotropinii v krvi za¢ina skupina nékolika primordialnich
folikuli odpovidat na stimul rstovych faktori (recruitment folikull). Tyto folikuly vstupuji
do procesu folikulogeneze, ktery v ptipadé zdarného pribéhu konci utvorenim Graafova
folikulu a ovulaci v ném obsazeného oocytu. Do této folikularni viny trvajici n¢kolik desitek
dni vstupuje vice folikuli, nez kolik odpovida ptislusné ovulaci (u ¢lovéka napt. 15 - 20
folikullr). Zbylé folikuly fyziologicky zanikaji béhem procesu atrézii.

Prvni fazi folikulogeneze je faze preantralni zahrnujici vyvoj od primordidlniho ptes
primarni az po sekundarni folikul. Tato faze trvd u clovéka 290 dni. Folikularni bunky
obklopujici oocyt méni sviij tvar na kubicky, ¢imZ vznikd primarni folikul. Somatické bunky
dale proliferuji. Z primarniho folikulu se stava folikul sekundarni, ktery jiz obsahuje vice
vrstev folikularnich bun¢k. Do bezprostfedni blizkosti oocytu se dostdvaji buniky kumularni,
které dale diferencuji na buniky corona radiata a granulozni buniky vejconosného hrbolku
(cumulus oophorus).

Béhem této rustové faze zvétSuje svij objem i oocyt, ktery stale setrvava v prvnim
meiotickém bloku. Pro dokonceni meiozy a zdarny néasledny vyvoj je tieba syntéza velkého
mnozstvi proteinl, mRNA molekul a novych organel. S tim souvisi i zména v transkripci
vyvijejiciho se oocytu. Zatimco u oocytu v primordidlnich folikulech je transkripce jen stéZi
zaznamenatelnd, u oocytu obsazeného v primarnim folikulu je naopak mira transkripce
znacna. Syntéza RNA oocytu v této fazi je 200x vyssi nez v béznych somatickych bunkéch a
diky soucasné masivni translaci obsahuje oocyt az 50x vice proteini. Béhem rlstové faze
dochazi také k vytvofeni kortikdlnich granuli nezbytnych pro zamezeni polyspermie pfi
oplozeni a specifického glykoproteinového obalu oocytu zvany zona pellucida.

Ve zdarném vyvoji folikulu je zdsadni tésna komunikace mezi oocytem a okolnimi
folikularnimi buiikami. Bylo zjiSténo, Ze folikularni buiiky u lidskych oocytl vysilaji dlouhé
tenké vyb&zky, které se diky nékterym invaginacim cytoplazmatické membrany oocytu
(oolemmy) pfiblizuji i do bezprostiedniho okoli jadra oocytu. Prostfednictvim mezerovych
spoju (gap junction) tak oocyty komunikuji s fadou jeho organel (Makabe et al., 2006). Diky
témto spojenim muze oocyt hrat aktivni roli v regulaci jednotlivych fazi vyvoje folikulu a
podporovat proliferaci folikularnich bunék (Eppig, 2001). Stejné tak vyvijejici se oocyt, ktery

sam nema receptory pro gonadotropiny, je zavisly na parakrinni signalizaci okolnich bun¢k
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folikulu pomoci rastovych faktori a dalSich signalizacnich molekul. Tato signalizace
stimuluje oocyt krlstu, ale také =zabranuje jeho pred¢asnému vstupu do dalsi faze
meiotického déleni.

Béhem ristové faze se primarni folikul postupné méni na folikul sekundarni. Nasledné
kumuldrni bunky produkuji velké mnozstvi extracelularni matrix, ¢imz se zvétSuji
mezibunécné prostory a ve folikulu vznikéd dutinka. Tento jev se nazyva kumularni expanze.
V disledku toho také dochézi k pteruseni tésného spojeni oocytu a bunék corona radiata, a
tim k odstranéni jejich inhibi¢niho vlivu na obnoveni meiozy. Dochazi k rozpadu zarode¢ného
vacku (GVBD, germinal vesicle breakdown) a oocyt obnovuje meiozu.

Celad tato vysSe popsand preantralni faze folikulogeneze je nezavisla na folikul
stimulacnim hormonu (FSH). FSH receptory jsou folikularnimi butikami exprimovany praveé
az bchem této doby. Nasleduje antralni faze vyvoje folikulu, ktery je jiz schopny odpovidat
na stimulaci FSH a stavd se tak soucasti menstruacniho cyklu. Gonadotropin stimulujici
hormon (GnRH) uvolhovany z hypotalamu vede k sekreci FSH z adenohypofyzy. Na ngj
reaguji granulozni buniky produkci estradiolu, ktery opét ovliviiuje adenohypofyzu a jeji
produkci luteiniza¢niho hormonu (LH) nezbytného pro ovulaci. Folikularni bunky vyrazné
proliferuji a mezibunééné prostory postupné splyvaji v antrum folliculi a plni se folikularni
tekutinou. Granul6zni bunky se zde jiZ nemnoZi, exprimuji receptory pro LH a také velké
mnozstvi steroidnich hormonti, naopak buiiky kumularni LH receptory neprodukuji a
pokracuji v proliferaci (Eppig, 2001)

Béhem naboru folikull je rekrutovdno vétsi mnozstvi folikuld, nez skutecné dospéje
k ovulaci. Bé&hem folikularniho vyvoje dochdzi k masivni selekci a vétSina dfive
rekrutovanych folikuldi zanik4 procesem atrézie (subordinantni folikuly). Druhové specificky
pocet folikuli nejlépe odpovidajici stimulaci FSH pokracuje ve vyvoji (dominantni folikuly).
Princip této selekce spociva v tom, ze pro udrzeni rastu folikulu, ktery je z vyvijejici se
skupiny nejvétsi, sta¢i nejmensi koncentrace FSH. Zarovenn tento dominantni folikul
produkuje vice estrogentl, jimiz zpétnovazebné snizuje sekreci FSH a tim zhorSuje podminky
pro ostatni mensi folikuly. Plivodné ndhodné malé rozdily mezi folikuly se zvétSuji a nakonec
postupné dozrava urcity pocet folikulii nazyvanych Graafovy. Extracelularni matrix vysoce
expandujicich kumularnich bun€k dominantnich folikuld je tvofena hyaluronovou kyselinou a
dal§imi pfevazné glykoproteiny.

Az v Graafové folikulu obnovuje oocyt meiotickou aktivitu a dokoncuje prvni
meiotické d€leni. Vznikaji dvé nestejné velké buiiky - sekundarni oocyt nesouci naprostou

vétSinu cytoplazmy a prvni polové télisko, které se z pravidla jiz dale ned€li. K prvnim
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znakiim meiotické obnovy patii kondenzace chromatinu, jez pfedchazi samotnému GVBD.
Tato kondenzace ukoncuje masivni transkripci typickou pro predchézejici fazi riistu oocytu.
Nasledné¢ meiotické zrani oocytu jiz probiha bez transkripce. Genové exprese od tohoto
okamziku az do aktivace embryonalniho genomu je zavisla na post-transkripéni regulaci jiz
diive nesyntetizovanych matefskych mRNA (Chen et al., 2011). Dale je zapocato druhé
meiotické déleni pokracujici az do metafaze II, kdy nastava druhy meioticky blok. V tomto
stavu trvajicim minuty az hodiny setrvava oocyt az do ptfipadné¢ho oplodnéni sam¢i spermii.
Toto nacasovani nachazime u naprosté vétSiny savCich druht s vyjimkou psovitych Selem,
nasledné béhem priichodu vejcovodem (Reynaud et al., 2009).

Po uplynuti 37 - 40 hodin od zacatku prudkého nartstu koncentrace LH v krvi, ktery
vede k vySe popsanému zrani oocytu, dochazi k ovulaci. Sténa Graafova folikulu se ztencuje a
nasledné praskd. Oocyt obklopeny bunkami cumulus oophorus je spole¢né s folikularni
tekutinou vypuzen z ovaria do vejcovodu. Ovulace ¢lovéka zahrnuje jeden, vyjimecné dva
oocyty. U mysi je ovulovano 8 - 12 oocytl najednou. Ovulovany oocyt ma ¢irou cytoplazmu
a tésn€ pod bunécnou membranou se nachazeji kortikalni granula. Chromozémy v metefazi
druhého meiotického déleni se nachazeji v blizkosti polového téliska uloZeného
v perivitelinim prostoru. Granuldézni buiiky na vnéj$i strané folikulu zlstavaji v ovariu a
spolupodileji se na vzniku zlutého téliska, které produkuje progesteron a slouzi k udrzeni
pocatecnich fazi brezosti. Pokud v bezprostfedné nasledujicim ¢asovém obdobi po ovulaci
nedojde k oplodnéni oocytu spermii, oocyt spontanné zanikd pii sestupu vejcovodem do

délohy.

3.2 Rany embryonalni vyvoj

Ke kontaktu spermie a oocytu dochédzi v ampularni ¢asti vejcovodu, kam pronikne
pouze nékolik stovek z ptivodnich milionii ejakulovanych spermii. Usp&snost oplodnéni zavisi
na omezené Zivotnosti spermie v sami¢im pohlavnim traktu a nacasovanim jejiho setkani
s oocytem prochazejicim vejcovodem. U mysSi dochéazi k asynchronnimu oplozeni v fadu
nékolika hodin po kopulaci. Oocyty nejsou oplozeny vSechny nardz, a z toho diivodu
nedochdzi k prvnimu déleni jednotlivych embryi ve stejnou dobu.

Spermie nejprve aktivné pronikaji mezi kumuldrnimi bunkami obklopujicimi oocyt.
Po kontaktu se zona pellucida spermie spousti akrozomadlni reakci, jejimz vysledkem je
rozpad akrozomalniho vacku spermie. Akrozomalni vacek obsahuje fadu protedz, glykosidaz,

lipaz a dalsich latek usnadiujicich prinik spermie skrz zona pellucida.
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Po té, co se ekvatorialni ¢ast spermie obnazena po akrozomalni reakci dostane az
k oolemm¢ (cytoplazmatické membrané oocytu), dochazi ke kontaktu receptori a jejich
ligand na obou membranach. Ugastnikii tohoto kontaktu je celd fada. Za kliGovy je
povazovan spermaticky ligand [IZUMOI a jeho oocytarni receptor JUNO (Bianchi & Wright,
2014). Disledkem tohoto kontaktu je flize membran oocytu a spermie, ktera tak cela vcetné
bi¢iku vnika do oocytu. Vniknuti spermie do oocytu spousti sérii oscilaci hladiny Ca*" v jeho
cytoplazmé. To déle vede k bezprostfednimu zabranéni polyspermie pomoci kortikalni
reakce. Dochdzi k exocytdze kortikalnich granuli, kterd je nésledovana ztvrdnutim zona
pellucida (zona pellucida hardening). Pro efektivnéj$i zabranéni vzniku polyspermie dochézi
také po oplozeni k uvolnéni receptoru JUNO z povrchu oocytu. Oocyt néasledné diky impulzu
Ca?" iontli znovuobnovuje meiotické déleni (shrnuto v Yeste et al. 2017).

Po GspéSném vniknuti spermie do oocytu vznikd zygota. Ta nejprve obsahuje dvé
haploidni prvojadra (pronuklea). Samc¢i prvojadro vznika dekondenzaci hlavicky spermie.
Béhem zrani spermie je vétSina jejich histoni vyménéna za protaminy, které zarucuji veétsi
kompaktnost a tudiz ochranu sam¢i DNA (Oliva, 2006). Netyka se to ale veskeré sam¢i DNA,
asi 10 - 15% u lidi a 5 - 10% u mysi zlstava vazana histony (Jung et al., 2017; Jukam et al.,
2018). Po fuzi gamet je nutné protaminy z haploidni sam¢i DNA odstranit a nahradit opét
histony. Pfesny mechanismus tohoto procesu neni jesté zcela piesné pochopen, je ale velmi
rychly, coz znaci, ze se jedné o aktivni proces (Abdalla et al., 2009). Dochazi zde k masivni
demetylaci otcovského genomu a nasledné vyméné protaminii za hyperacetylované mateiské
histony (shrnuto v Li at al. 2013). Samic¢i prvojadro se utvaii po dokonceni druhého
meiotického déleni a po vydéleni druhého polového téliska. Tyto procesy probihaji
srovnatelné¢ u Clovéka 1 mySi prvnich né€kolik hodin po oplozeni. Déle probihd u obou
prvojader replikace DNA a nasledna syngamie prvojader. Po kondenzaci chromozomii béhem
mitotického déleni vznikd jiz dvoubunécné embryo tvofené bunkami s diploidni sadou
chromozému.

Dal$imi mitotickymi délenimi, ktera probihaji v rychlém sledu za sebou bez
zasadnéjsiho zvétSeni objemu bunééné hmoty plivodniho oocytu, vznikaji ¢im dal mensi
blastomery. Tento d¢j se nazyva ryhovéani. U Cloveka probiha ryhovéni s frekvenci zhruba
jednoho déleni kazdé blastomery za den. Po dobu ryhovani je embryo stile obklopeno vrstvou
zona pellucida. V té se nasledné (u ¢loveka cca 5. den po oplozeni) tvoii otvor, skrze ktery se
embryo procesem zvanym ,,hatching* dostava ven.

Z pocatku jsou blastomery stejné jako zygota totipotentni a maji potencial dat

vzniknout vSem liniim bun¢k. Tento vysoky vyvojovy potencidl je obecné u savcl zachovan
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piekvapivé dlouhou dobu (Saiz & Plusa, 2013), u mysi az do stadia 8 bun¢k (Baldock et al.,
2015). Ani u lidskych embryi v osmibunééném stadiu nebyly pozorovany markery specifické
pro trofoblast. Prvni zndmka diferenciace je patrnd az béhem kompaktace embrya, kdy se
zaCind exprimovat E-kadherin (shrnuto v Niakan et al. 2012). Existuji ovSem dukazy, ze o
osudu bunék je rozhodnuto podstatn¢ diive. Bylo zjisténo, Ze jednotlivé blastomery se
vzéajemneé 1i8i ve vazbé specifickych transkripénich faktort na DNA, a to jiz ve stadiu 4 bunék
(White et al., 2016). Rozdily v transkriptomu blastomer byly pozorovany jiz po prvnim déleni
zygoty (Shi et al., 2015). Tato polarizace muze ovlivnit rozdilny osud a vyvojovy potencial
jednotlivych dcefinych bunék (Edwards & Hansis, 2005; Piotrowska-Nitsche et al., 2005).

Béhem stale trvajiciho mitotického déleni probiha proces kompaktace, pii némz se
puvodné kulaté bunky zplostuji a tvoii jednolitou masu. Takto vznikla morula vSak zacne
brzy vytvafet mezibunééné prostory, jejichz splynutim se uvnitf moruly tvoii procesem
zvanym kavitace dutina vyplnéna tekutinou — blastocel. Z piivodni moruly vznikd duté
blastocysta.

Jiz dfive (u mysi ve stadiu 16 - 32 bun¢k (Baldock et al., 2015)) se v morule formuje
vngj$i a vnitini bunécna masa, ktera se dale polarizuje. Pfiblizné kolem stddia 32 bunék se
buitkky umisténé na vnitini strané¢ moruly méni na embryoblast (u mysi cca 12 bungk), jenz je
pluripotentni a dava v budoucnu vzniknout vlastnimu embryu (Baldock et al., 2015). Z bun¢k
umisténych na stran¢ vnéj$i se stava trofoblast, ze kterého vznika placenta. U mySiho embrya
obsahujiciho 64 - 80 a 80 - 100 bun¢k je pomér trofoblastu a embryoblastu ptiblizné 2:1
(Behringer et al., 2014).

Jako jeden z markerti pro rozpoznani trofoblastu je vyuzivan specificky transkripcni
faktor caudal-type homeobox-2 (CDX2). Ten je exprimovan od stadia 8 bunck a nachazi se ve
vSech blastomerach moruly. Zde se piekryva se specifickymi markery vnitini bunééné masy,
jako je, mimo jiné, octamer-binding protein 4 (OCT4). Postupem Casu se ve stadiich stfedni a
pozdni blastocysty exprese CDX2 omezuje pouze na buiiky trofoblastu a extraembryondlniho
ektodermu nasledné od trofoblastu odvozeného (Saiz & Plusa, 2013). OCT4 naopak nalézdme
specificky v buikdch embryoblastu a v jeho pozdéjsich strukturach.

Pro zdarny vyvoj embrya je zéasadni aktivace embryondlniho genomu (EGA,
Embryonic Genom Activation). Maternalni transkripty, kterymi byl béhem vyvoje vybaven
oocyt, se po znovuobnoveni meidzy stavaji nestabilnimi a béhem casného embryonalniho
vyvoje jsou postupné spotfebovany, popt. aktivné degradovany. Pro dalsi uspésny vyvoj
embrya je nezbytné, aby byly nahrazeny transkripty vlastniho embryonalniho genomu.

Nacasovani EGA je druhové velmi specifické. U mysi byla zaznamendna prvni slaba vina
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transkripce jiz v S-fazi jednobunééného embrya, a to pievazné v sam¢im pronukleu (Aoki et
al., 1997). Tato minoritni vlna se zda nezbytna pro ptipravu viny hlavni (Abe et al., 2018).
K hlavni vIn¢ ptechodu k embryondlni transkripci dochazi u mysi jiz v pozdnim stadiu 2
bunék (cca 27 hod. po fertilizaci), oproti tomu u fady ostatnich savcl nasleduje az o par
bunécnych cykli pozdé€ji. V pripad€ lidskych embryi byly popsany tii viny EGA, ptficemz
posledni a nejvyznamnéjsi z nich nastavd ve stadiu 6 - 10 bunc¢k a je pravdépodobné
analogickd k aktivaci dvoubunééného embrya mys$i (Vassena et al., 2011). Nacasovani
lidského EGA je podobné jako u jinych savci a tudiz ziejmée typictéjsi nez EGA mysi (Jukam
etal., 2018)

Tyto komplikované procesy zahrnujici celou fadu dramatickych zmén jsou regulovany
slozitou siti mechanismu. Jejich ukolem je zajistit prechod od extrémné diferencovanych
gamet k Casnym embryim davajicim vzniknout celému novému organismu. Za jednu

z kandidatnich skupin regulaénich proteinii je moZné povazovat NAD'-dependentni histon

deacetyldzy, sirtuiny.

3.3 Sirtuiny a iloha SIRT1 ve fyziologii reprodukce

Skupinu proteint rodiny Sir2, zvanou také jako sirtuiny, nalézadme napfi¢ organismy
od kvasinek aZ po savce. Obecné se jedna o evolu¢né velmi konzervovanou skupinu (shrnuto
Vaquero 2009). Proteiny této rodiny byly popsdny jako Sir2p (Silencing Information
Regulator 2 protein) u kvasinek jako senzory stresu a podpora adaptace na nové podminky
(Ivy et al., 1986). Tyto enzymy provadéji deacetylaci a ADP rybosylaci celé fady substrati
také u vysSich organizmt véetné savci a ¢lovéka (shrnuto v Vaquero 2009). Jejich hlavnim
kofaktorem je NAD" (Johnson & Imai, 2018), pfi¢emz sirtuiny za piitomnosti acelyovaného
lyzinového substratu katabolizuji molekulu NAD" na aktivovanou ADP-ribozu. To ma za
nasledek deacetylaci substratu a novou slouceninu O-acetyl-ADP-rib6ézu (Sauve & Schramm,
2003). Aktivace sirtuinll je mozna né€kolika riiznymi mechanismy, mezi které patii zvySeni
poméru NAD* a NADH (Imai et al., 2000).

U savcli zname sedm Clent rodiny sirtuintt zvanych SIRT1-7. Kazdy zastupce této
skupiny ma v somatickych bunkach specifickou lokalizaci. RozliSujeme sirtuiny jaderné, mezi
kter¢ patii SIRTI1, SIRT6 a SIRT7, a sirtuiny mitochondridlni. Jaderné sirtuiny se
v somatickych bunikdch podileji na epigenetické modifikaci a regulaci transkripcnich faktord.
V mitochondriich se nachazeji SIRT4 a SIRTS. Stejné tak je zde lokalizovan 1 SIRT3, ktery
byl ale za stresovych podminek detekovan i v jadfe. Mitochondridlni sirtuiny se podili na

regulaci detoxikacnich enzymi metabolickych drah a volnych kyslikovych radikala (ROS,
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Reactive Oxygen Species). Posledni zrodiny sirtuinh SIRT2 se nachazi primarné
v cytoplazmé, byl vSak rovnéz detekovan v jadie somatickych bunék béhem G2/M faze
bunééného cyklu.

Obecné¢ jsou sirtuiny spojované s fizenim dlouhovékosti a procesu starnuti (Satoh et
al., 2013; Donlon et al., 2018; Tian et al., 2019). Se syndromem ptfedCasného starnuti u
mySich modelil je spojen pokles pravé SIRT1 (Cheng et al., 2003). Jelikoz
dochazi s rostoucim vékem samice ke snizovani reprodukéniho potencidlu (napf. menopauza
u zen kolem 50 let), jsou povazovany ovaria za organy velmi senzitivni ke starnuti (Vazquez
et al., 2020). V souladu s timto piedpokladem jsou sirtuiny povaZzovany za klicové regulatory
ovaridlni rezervy (Vazquez et al., 2020). Rovnéz role sirtuini ve vyvoji oocyti byla
zaznamenana napii¢c mnoha sav¢éimi druhy véetné mysi (Kawamura et al., 2010) a ¢loveka
(Zhao et al., 2016), a lze tak jednoznacné€ ptredpokladat jejich klicovou ulohu v ustanoveni a
udrzeni kvality oocytu, vyvojové kompetence, schopnosti oplozeni a ¢asného embryonélniho
vyvoje.

Z vyse uvedenych sirtuint lze povazovat za klicovy protein této rodiny SIRT1, ktery
se podili na fadé fyziologickych procesli napfi¢ organismy. Je zndm pro svij protektivni
ucinek vici starnuti a oxidativnimu stresu. Studovan je také z hlediska reprodukce, kde se

pravdépodobné nemalou mérou podili na zrani gamet a embryonalnim vyvoji.

Savéi SIRTI je homologem kvasinkového proteinu Sir2. Jednd se o homotrimer
o ptiblizné velikosti 350 kDa (Vaquero et al., 2004). V somatickych bunikéch se podili na celé
fadé regulacnich procest, jako je umlcovani gend, udrzovani heterochromatinu a oprava
poskozeni DNA (shrnuto v Vazquez at al., 2020). Uloha SIRT1 byla popsana v celé fadé
organtl, jako jsou jatra, mozek, slinivka, tukova tkaf &i kosterni svalstvo. Ugastni se také
regulace metabolismu lipidi a glukézy, sekrece inzulinu a ¢innosti imunitniho systému
(shrnuto v Kratz et al. 2021).

Byla také doloZena schopnost SIRT1 ochranit buniky proti oxida¢nimu stresu a to
napiiklad pomoci pifimé deacetylace transkripcnich faktorti FoxO (Forkhead box O) (Chang &
Guarente, 2014; Tatone et al., 2015). Molekularni signalizace SIRT1 zahrnuje i SIRT3, ktery
se podili mimo jiné na odstranovani dasledkd oxidacniho stresu v mitochondriich (Brenmoehl
& Hoeflich, 2013). SIRT1 muize zifejmé tedy zabranit abnormalni mitochondridlni funkci
napfiklad beéhem starnuti oocytli (Xing et al., 2021). Bylo zjisténo, Ze mnohé antioxidanty,
jako je kofein, resveratrol, kvercetin nebo melatonin, maji pozitivni vliv na zachovani kvality

oocytll pfi postovulacnim starnuti. Tento jejich Uc€inek je spojovan mimo jiné pravé se
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zvySenim exprese SIRT1 (T. Zhang et al., 2016; Wang et al., 2017; Yang et al., 2018; Liang
et al., 2018). Samotna uméle zvysena exprese SIRT1 ve zralych oocytech je schopna zabranit
fad¢ morfologickych zmén typickych pro starnuti jako je fragmentace, aktivace nebo
degenerace, patrn¢ prostiednictvim potlaceni produkce a/nebo hromadéni ROS (Reactive
Oxygen Species) (Xing et al., 2021).

SIRT1 sehrava ulohu v reprodukci, je nezbytny pro vyvoj a funkci placenty a proto
jeho mnozstvi s graviditou roste (shrnuto v Kratz et al. 2021). Naopak v piipad€ ovarialniho
karcinomu ¢i endometriézy je SIRT1 nedostatek (Taquchi et al., 2014; Mvunta et al., 2017).
V samic¢i 1 sam¢i reprodukei je SIRT1 spojen se starnutim a v fadé praci se uvadi, Ze se jedna
o protektivni faktor, jehoz nedostatek zplsobi ptfedcasné reprodukcni selhani vedouci
SIRT1 pro fertilitu, mén€ je zndmo o zapojeni SIRTI v gametogenezi a Casném

embryonalnim vyvoji, kde se o skutecné plodnosti ¢asto rozhoduje.

3.3.1 Lokalizace SIRT1 v oocytech a ¢asnych embryich

Transkribovana RNA SIRT1 byla detekovana ve vSech tkanich téla, obzvlasté pak ve
varlatech a vajecnicich (McBurney et al,, 2003). Samotné zrani oocytl a nasledny
embryonalni vyvoj provazeji ndpadné zmény v lokalizaci SIR1. Béhem prvniho meiotického
bloku ve stadiu GV byl pozorovan SIRT1 pievazné v oblasti zarodecného vacku, a to jak
v konformaci NSN, tak SN. Béhem znovuobnoveni meidzy se signal poukazujici na SIRT1
pfesunul do ooplazmy. Zatimco béhem stadia MI byl signal SIRT1 pouze velmi slaby, u
stadia MII byl pozorovan vzor kopirujici délici vieténko metafaze Il (Nevoral et al., 2019). To
muze vést k domnénce, Ze SIRT1 reguluje délici vieténko MII. Pokud jsou oocyty v prvnim
meiotickém bloku inkubovany s inhibitory SIRT1, dochazi az k dvojnasobnému selhani
znovuobnoveni meidzy. Oocyty, které preci jenom dosdhnou stadia MII, maji zvySeny vyskyt
abnormdlniho déliciho vieténka a nespravného rozchodu chromozémi (Di Emidio et al.,
2014).

SIRTI byl také detekovan v riznych stadiich raného embryonélniho vyvoje od zygot
pfes dvoubunécnd embrya az po builky blastocyst (McBurney et al., 2003). SIRT1 se zde
ziejm¢é zaméfuje na selektivni umlCovani zygotického genomu beéhem aktivace
embryondlniho genomu, kde neovliviiuje geny pro rany vyvoj embrya nezbytné (Adamkova
et al., 2017). Po oplodnéni byl nalezen SIRT1 v sam¢ich i samicich pronukleich zygot prasat,

zatimco v cytoplazmé jej témét nenalezneme (Adamkova et al., 2017). Obecné byl SIRTI
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v embryonalnich bunkach lokalizovan v jadrech, a to ale mimo oblasti, kde se nachazi

heterochromatin. Stejné€ tak nebyl pozorovan v oblasti jadérka (McBurney et al., 2003).

3.3.2 Vybrané substraty SIRT1

Jednim z moznych substratii SIRT1 jsou lyzinové zbytky na histonech. U somatickych
bunék byla zjisténa jeho schopnost odstranit acetylovou skupinu z lyzinovych zbytkti hned
n¢kolika histonti. Histon H1 miize deacetylovat na lyzinu K26, histon H3 na lyzinu K9 a
histon H4 na lyzinu K8 a K16 (Vaquero et al., 2004). Bylo popséno, Ze pokles acetylace
histontt H3 a H4 obecné doprovazi zrani sav¢ich oocytti (Kim et al., 2003).

Modifikace histonu H3 jsou spojovany s kontrolou genové exprese (shrnuto v Vaquero
at al., 2007). Prave acetylace histonu H3 na lyzinu K9 (H3K9ac) je jednim z dulezitych cila
SIRT1 ve vztahu k reprodukci (Vaquero et al., 2004). Pokud je SIRT1 inhibovan pomoci
iRNA, dochazi ke globalni hyperacetylaci H3K9 v lidskych bunikach (Vaquero et al., 2004).
Vzhledem kzndmym substratim SIRT1 diive popsanych v rlznych typech bunék
povazujeme SIRT1 za dilezity reguldtor zrani oocytl a oplozeni.

Béhem riistu oocytu se totiz uroveit H3K9ac postupné zvysuje a v nejvetsi mife je tato
modifikace zaznamenana ve stadiu GV (Kageyama et al., 2007). V konecné fazi zrani oocytu
a vMII fazi je ale vétSina H3K9 deacetylovana (J. Huang et al., 2017). Proto neni
v ovulovanych oocytech (stadium MII) acetylace H3K9 snadno detekovatelna (J. C. Huang et
al., 2007). Presto byly nalezeny rozdily v hladiné H3K9ac u oocytl tésn¢ po ovulaci a u
oocytd, které podstoupily postovulacni starnuti. U starnoucich oocytl byla hladina acetylace
H3K9 vyssi (Xing et al., 2021). Stejné tak byla vyssi Groven H3K9ac popsana u lidskych
oocytl zrajicich in vitro oproti oocytim zrajicim in vivo (Jia Huang et al., 2012). To muze byt
zpusobeno tim, ze SIRT1 ve starnoucich oocytech ubyva (J. C. Huang et al., 2007) a jiz neni
schopen zabranit acetylaci H3K9. Tomu odpovida i fakt, Ze umélym zvySenim exprese SIRT1
byl rist H3K9ac inhibovan (Xing et al., 2021). Stejn€ tak aktivatory a inhibitory SIRTI
snizuji, respektive zvySuji acetylaci H3K9 v matefském 1 otcovském prvojadie praseci zygoty
(Adamkova et al., 2017). Tato epigeneticka znacka byva spojovana se zvySenou mirou
transkripce a rozvolnéni chromatinu. Je tedy pravdépodobné, Ze jeji zvySené zastoupeni
v transkripéné neaktivnich fazich oocytu muze mit nepfiznivy vliv na kompaktnost
chromatinu béhem dokonceni meiotického déleni a béhem prvnich déleni embrya tésné po
oplodnéni. Pravdépodobné je také ovlivnéni nasledné aktivace embryonalniho genomu (Xing
et al., 2021). Béhem M fazi bunééné¢ho cyklu preimlantacnich embryi nebyla deacetylace

histonu H3 zaznamenéna (Kim et al., 2003).
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SIRT1 miize histonové substraty ovlivitovat i nepiimo prostiednictvim jinych enzymii.
Prikladem muze byt zvySovani hladiny H3K9me3 pomoci methyltransferazy SUV39H1
(Bosch-Presegué et al., 2011). Funkce této methyltransferdzy je zavisld na acetylaci v
katalytické SET doméné (na lysinovém zbytku K266). Tim, ze SIRT1 deacetyluje tento
lysinovy zbytek methyltransferazy SUV39HI, zvySuje jeji aktivitu, ¢imz je zvySen 1 podil
H3K9me3 (Vaquero et al., 2007). Role H3K9me3 je dilezitd mimo jiné v soudrznosti
chromatid pfi segregaci chromozému (Guenatri et al., 2004). Ztrata SIRT1 vyrazné ovliviiuje
SUV39H1-dependentni H3K9me3 a zhorSuje lokalizaci heterochromatinového proteinu 1,
ktery je zasadni pro tvorbu heterochromatinu (Vaquero et al., 2007). ZvySovani podilu
heterochromatinu je sté¢zejni i pro samici meiozu. Aktivace SIRT1 béhem meidzy koreluje se
zvysenou hladinou H3K9me3, coz naznacuje v oocytech podobny vztah jako v somatickych
buitkach (Nevoral et al., 2019). Regulace H3K9me3 probiha v oogenezi nejspisSe béhem
profaze I, kdy je SIRT1 lokalizovan v jadie (Nevoral et al., 2019).

Takeé bylo popséano, ze zvySeni H3K9me3 fizené pomoci SIRT1 hraje dilezitou roli ve
vyvoji preimplantaéniho embrya. SIRT1 se hromadi v pronukleich sav¢i zygoty a podporuje
methylaci H3K9, coZ je obecné spojovano se zvysSenou zZivotaschopnosti buiiky (Vaquero et
al., 2007; Adamkova et al., 2017). Aktivace SIRT1 pomoci jeho aktivatori resveratrolu a
BML-278 vedla k vys§i metylaci H3K9me3 a zéaroveil podporovala dynamiku tvorby
blastocyst (Adamkova et al., 2017).

Dal$im histonovym substratem SIRT1 uvadénym v souvislosti s reprodukci je histon
H4 acetylovany na lysinu 16 (H4K16ac). V somatickych buiikach je acetylace histonu H4
obecné spojovana s aktivni transkripci (shrnuto v Zentner & Henikoff, 2013). Predpoklada se,
ze acetylace H4K16 je jednim z klicovych epigenetickych regulatort jak v somatickych, tak
v zarode¢nych bunkach (Ma & Schultz, 2013). H4K16ac mlze rovnéz slouzit jako znacka
rozpoznavana ur¢itymi transkripénimi faktory (shrnuto v Vaquero et al. 2007). Byva také
spojovan s opravou DNA, kde umoziuje rozvolnénim chromatinu snaz§i dostupnost
reparacnich mechanismii  (shrnuto v Vaquero et al. 2007). Acetylace H4K16 je udrzovana
v somatickych bunikach béhem mitdzy jako epigeneticka znacka stavu genové exprese pro
dcefiné buiky (Kruhlak et al., 2001). Hyperacetylace H4K16 v nich ovSem vede k naruSeni
tvorby kompaktniho chromatinu (shrnuto v Vaquero et al. 2007). Dosud je pfijiman fakt, Ze
H4K16ac je specifickym substratem pro sirtuiny (Vaquero et al., 2007). Ztrata SIRT1 pomoci
RNAIi mé za nasledek hyperacetylaci H4K16 v lidskych bunikach (Vaquero et al., 2004). Na
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druhou stranu existuji dikazy, Ze se na deacetylaci acH4K16 mohou podilet i dalsi histon
deacetylazy (Ma & Schultz, 2013).

Ve fazi GV je H4K16 acetylovany a béhem in vivo maturace tak zlstava az do stadia
MIIL. Béhem maturace in vitro ovSem Casto H4K16 podléhd deacetylaci (Franciosi et al.,
2012). Pokud ale dojde béhem zrani oocytu k hyperacetylaci H4K16, napiiklad v disledku
nedostatecné funkce nékterych deacetyldz, mé tento fakt zdsadni dopad na vyvoj oocytu.
Dochazi ke zhorSené funkci kinetochoru, zvyseni vyskytu aneuploidii (ziejmé v dasledku
nedostatecné kondenzace), nepiesného usporadani metafazni destiCky a nasledné chybné
segregace chromozoml (Ma & Schultz, 2013). To ma vétSinou za nasledek sniZenou vitalitu
oocytli a zanik ranych embryi (Akiyama et al., 2006). Tyto problémy ovSem nepostihuji
vSechny oocyty vystavené snizeni deacetylace, coz vede k domnénce, ze oocyty maji
alternativni robustni mechanismy k zajiSténi spravné segregace chromozomii (Ma & Schultz,
2013). Dalsi deacetylace histonu H4 nebyla zaznamenina béhem vyvoje preimlantaéniho

embrya v M-fazi buné¢ného cyklu (Kim et al., 2003).

Nékteré mozné substraty SIRT1 mohu byt také nehistonové povahy. Jako jeden
z téchto substratl se jevi a-tubulin acetylovany na lysinu 40 (K40). Takto acetylovany tubulin
je spojovan se stabilitou mikrotubulli dé€liciho vieténka (Janke & Montagnac, 2017).
Neporusené délici vieténko je nezbytné pro piesnou distribuci chromozémi béhem meidzy a
také pii déleni zygoty (X. Zhang et al., 2017). Na deacetylaci a-tubulin se mohou podilet 1
nékteré histon deacetyldzy (X. Li et al., 2017; K. Zhang et al., 2017) Byla popsana lokalizace
SIRT1 kolem dé¢liciho vieténka v MII oocytech (T. Zhang et al., 2016; Nevoral et al., 2019).
U oocyti, které ale podstoupily postovulaéni starnuti, toto spojeni vymizelo (T. Zhang et al.,
2016). Také bylo pozorovano vyrazné vétsi mnozstvi defektl déliciho vieténka u oocytl
inkubovanych s inhibitorem sirtuini nikotinamidem (T. Zhang et al., 2016). Pokud byla
uoocytl podstupujicich postovulacéni starnuti vyvoldna nadmérnd exprese SIRTI, bylo
veétsSing defektl déliciho vieténka zabranéno (Xing et al., 2021). Rovnéz ale bylo pozorovéano
sniZeni takto acetylovaného a-tubulinu pfi inkubaci oocytl se specifickym aktivatorem SIRT1
BML-278 (Nevoral et al., 2019). Naopak pfi inhibici SIRT1 pomoci sirtinolu byla acetylace

a-tubulinu zvySena (Nevoral et al., 2019).

3.3.3 SIRT1 germ-line knock-out

Knock-out v obou alelach pro SIRT1 vede u mysi k zvySenému vyskytu abnormélniho

vyvoje, retardace riistu a casné embryonalni letalité (McBurney et al., 2003). Samci i samice,
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které se pteci jen doziji pohlavni dospélosti, jsou sterilni (McBurney et al., 2003). U samic
byla zachovana folikulogeneze, nedochazelo ovsem k ovulaci (McBurney et al., 2003). Tato
skuteCnost je ziejm¢ zplusobena hormonalni nedostate¢nosti. Nicméné po hormondlni
stimulaci nebyla u samic mysi SirtI”~ z histologického hlediska pozorovana zadna podstatna
dysfunkce pii zrani oocytii (Coussens et al., 2008). Stejné tak nebyl zaznamenan podstatny
rozdil v poCtu oocytli, které byly po hormondlni stimulaci produkovany mezi knock-out
samicemi a hemizygotnimi jedinci (Sirt/*") (Coussens et al., 2008).

Samci méli vyrazné snizenou koncentraci spermii oproti wild-type (wt) a jejich
spermie byly prakticky nepohyblivé a vykazovaly abnormalni tvar (McBurney et al., 2003;
Coussens et al., 2008). Také histologicka analyza varlat a cauda epididymis Sirt/”~ samci
prokédzala snizeny pocet riznych vyvojovych stadii spermii a zmenSené semenotvorné
kanalky (Coussens et al., 2008). U mysi s deficitem SIRT1 je rovnéz patrny nartist poskozeni
DNA ve zralych spermiich, coz miize byt jednim z diivodl sniZeni poctu spermii u téchto
jedinct (Coussens et al., 2008). Utinek chyb&jiciho SIRT1 na saméi zarodeéné buiiky byl
pozorovan jiz 15. den embryonalniho vyvoje (Coussens et al., 2008).

Pokud byly gamety obou pohlavi SirtI”~ vyuZity pro oplozeni metodou IVF spolu se
spermiemi nebo oocyty jedince s funkénim Sirt/ genem, byl u vzniklych embryi pozorovan
snizeny vyvojovy potencidl. Tato embrya méné Casto dosahovala stadia dvoubunécného
embrya a po transferu nahradnim matkdm se rodi méné zivych mlad’at nez u kontrol
(Coussens et al., 2008). Pomoci metod in vitro fertilizace (IVF) je rovnéz mozno ziskat
zivotaschopného jedince pochéazejiciho z gamet knock-out rodi¢t (Coussens et al., 2008).

Pfi vytvofeni bodové mutace v misté nezbytném pro katalytickou aktivitu SIRT1 byl
pozorovan rozdilny fenotyp u mySich samic a samcil. Zatimco samice si zachovaly plodnost,
samci s touto mutaci byli sterilni (Seifert et al., 2012). Z toho vyplyva, Ze tedy minimalné u
mladych jedinct je katalytickd aktivita SIRT1 nutna k plodnosti samct, ale nikoliv samic.
Nabizi se otazka, zda je aktivita SIRT1 potiebnd s pfibyvajicim v€kem samice, ptipadné jestli
je zde mozna kompenzace jinymi sirtuiny (Vazquez et al., 2020).

Vzhledem k detekovatelnosti SIRT1 v gonddach dospélych jedincii a soucasné
k vysoké embryondlni letalit¢ knock-out jedincli se jevi pravdépodobné, ze SIRT1 hraje
vyznamnou roli v raném embryondlnim vyvoji, jehoz defekt se muze projevit az pozdéji
béhem vyvoje (McBurney et al., 2003). V této praci studujeme SIRT1 jako maternalni faktor
nutny pro vyvoj oocytli a oplozeni. Soucasné testujeme ulohu paternalniho SIRT1 v procesu

¢asného embryonalniho vyvoje.
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4 Cile
Cilem prace je ovéfit nasledujici hypotézy:

- HI: SIRTI je pfitomen v oocytech a ranych embryich
- H2: SIRTI1 sehravéa fyziologickou ulohu pii zrani oocytdl, oplozeni a v raném

embryonalnim vyvoji

Za timto ucelem byly stanoveny dil¢i cile. Prvnim z dil¢ich cila je ovéfit na mySim
modelu pfitomnost SIRT1 v nezralych a zralych oocytech, zygotach, dvoubunéénych
embryich a blastocystach, a to pomoci imunocytochemického barveni. Dal§im cilem je popsat
reprodukéni fenotyp modelu kondiciondlniho knock-outa. Z tohoto divodu je popisovana
kompetence k donoSeni a porodu mlad’at a zdatnost téchto mlad’at v in vivo systému.

Pro ovéfeni druhé hypotézy je potieba popsat ulohu SIRTI1 v oplozeni a raném
embryonalnim vyvoji a indentifikovat mechanismy signalizace v raném embryu. Z tohoto
divodu jsou zkoumdany epigenetické i neepigenetické substrity v oocytech a ranych
embryich. Také je popisovan vyvojovy potencial embryi vznikajicich in vitro, a to pomoci

partenogenetické aktivace nebo in vitro fertilizace.
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5 Metody a material

5.1 Zvirata

Experimenty provadéné na zvifatech chovanych v souladu se Zakonem ¢. 246/1992
Sb. na ochranu zvifat proti tyrani v akreditovaném uzivatelském zafizeni Lékaiské fakulty
v Plzni. Jako modelovy organismus byla zvolena myS domaci (Mus musculus). Bylo
pracovano s outbrednim kmenem ICR a dale s imbrednim kmenem C57BL/6. Mysi byly
chovany v podminkach s fotoperiodou 12L:12D, teplotou 21+1 °C, 60% vlhkosti a volnym
pfistupem k vodé a potravé.

Z divodu casté embryondlni letality u knock-out modelu, byl ke studiu dané
problematiky vyuZzit mySi model kondiciondlni knock-out linie. K ziskdni tohoto
experimentalniho modelu bylo uzito Cre-Lox systému (Obr. ¢. 1A). V genomu jednoho rodice
byly mezi loxP mista umistény exony 5-7 SIRT1 (Obr. ¢. 1B). Takto upraveny genotyp byl
darovén prof. J. Auwerx (Mouchiroud et al., 2013). V genomu druhého rodi¢e se nachazela
Cre rekombindza pod promotorem genu pro zona pellucida 3 (ZP3), ktery je specificky
exprimovan v oocytech (Jackson Laboratories; C57BL/6-Tg(Zp3-cre)93Knw/J, #003651).
Zktizenim téchto jedinct byly ziskdny samice kondicionalniho knock-outa Sirt1/F/oxP;7p3-
Cre (cKO), u jejichz oocytli doslo k rekombinaci a gen pro SIRTI byl z genomu oocytil
vysttizen. Tyto samice slouzily nésledné jako donorky oocytd, piipadné jako matky
hemizygotnich samcii. Jako kontroly k cKO oocytim byly vyuzity oocyty Cre negativnich

samic.

23



A

Cllova my linfe Linie 5 Cre rekombindzou

pod ZP3 promaotorem
il <
L__I -

G

|
C—
" | pemmionssP l o}

v socytech
. 25%
[ ' — Y rekomeinantni
Cre [:.:] mysi linie
P

B Created in BioRender.com  bio

Exon 1-4 Exon 5 Exon & Exon7 Exon$9
s H H H Hel-pl-pR>{ H >
Zp3-prometer —T L loxP

Obrazek ¢. 1 Schéma ziskani modelu pomoci Cre-Lox systému.

A: Krizeni jedincii s vliozenymi loxP misty kolem casti genu pro SIRTI a s Cre rekombindrou pod ZP3

promotorem. Ziskani donorek oocytii. B: Zndazornéni vystrizenych exonit 5 - 7 v genu pro SIRTI

5.2 Izolace oocytii/embryi

Samice ve v€ku 8 - 14 tydnl byly injekéné stimulovany pomoci intraperitonealni (i.p.)
aplikace PMSG (Pregnant Mare Serum Gonadotropin). V piipad¢ izolace plné¢ dorostlych
nezralych oocytd byly mySi usmrceny cervikalni dislokaci 46 — 48 hodin po aplikaci PMSG.
Post mortem byla izolovana ovaria, znichZz byly v M2 médiu (M7167, Merck Millipore,
USA) pomoci jehel ziskdny oocyty. Byly vybrany kvalitni oocyty ve stadiu zarode¢ného
vacku (GV, germinal vesicle), které byly nasledné pouzity pro analyzy nebo dale in vitro
maturovany (IVM, in vitro maturation).

Pro ziskani in vivo ovulovanych zralych oocytt (IVO, in vivo ovulation) byla pouzita
i.p. stimulace hCG (Human Chorionic Gonadotropin) 46 — 48 hodin po injekci PMSG. Déle
14 —16 hodin po injekci hCG nésledovala izolace vejcovodi post mortem. Z ampully

vejcovodu byly izolovany kumulo-oocytarni komplexy. Oocyty byly zbaveny kumuldrnich
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bun¢k pomoci 0,1% hyaluroniddzy a néasledné oplachnuty v M2 médiu. Takto pfipravené
oocyty byly nasledné pouzity kin vitro oplozeni (IVF, in vitro fertilization) nebo

partenogenetické aktivaci (PA, parthenogentic activation), pfipadné pouzity pro analyzy.

5.3 Partenogeneticka aktivace

U nékterych IVO oocyti byla provedena partenogeneticka aktivace. Oocyty byly
inkubovany v modifikovaném mediu EmbryoMax™ KSOM Mouse Embryo (EMD-D,
Millipore, USA) doplnéném o 0,1% hovézi sérovy albumin (BSA, Bovine Serum Albumine)
4,5 ul EGTA, 120 pl SrCl; a 1,5 pg/ml cytochalasin B pii teploté 37 °C a 5% COz. Pro ziskani
partenogenetickych zygot trvala inkubace 8h, pro ziskani dvoubunécnych embryi 24h a pro
ziskani blastocyst 96h (Obr. €. 2).

Obrdazek ¢. 2 Embrya wt po PA inkubovand in vitro.
A: Zygoty s prvojadry, 8h po PA; B: Dvoubunécna embrya, 24h po PA; C: Moruly a rané blastocysty 48h
po PA; D: Blatocysty, 96h po PA;

25



5.4 1In vitro kultivace

Hormonaln¢ stimulované samice (viz vyse) ve véku 8 — 12 tydnt byly zapustény v in
vivo podminkdch samci ve véku 14 tydni. Nasledujici rano po usmrceni samic cervikalni
dislokaci byly jednobunécéné zygoty z pohlavniho traktu vyplachnuty. Nésledovala kultivace
embryi v in vitro podminkdch v modifikovaném médiu EmbryoMax KSOM Mouse Embryo
(MR-121-D; Millipore, USA) obohaceném o 0,1% BSA po dobu 72 hodin az do dosaZeni
stadia blastocysty.

5.5 In vitro fertilizace

Pro nékteré experimenty byla vyuzita metoda IVF. Samci ve véku 14 tydnt byli
usmrceni cervikalni dislokaci. Post mortem byly nasledné z cauda epididymis izolovéany
spermie. V médiu lidské tubuldrni tekutiny (HTF, Human Tubal Fluid) obohaceném o 0,4%
BSA (mHTF) spermie kapacitovaly po dobu alespon 1 hodiny pfi teploté 37 °C a 5% COa.

Mezitim byly samice ve véku 8 — 12 tydni, které byly pro ziskadni IVO oocytu jiz
diive stimulovany i.p. PMSG a hCG (viz vySe), usmrceny cervikalni dislokaci. Nasledné byly
post mortem izolovany z ampully vejcovodu kumulo-oocytarni komplexy. Ty byly dale
inkubovany spole¢né s kapacitovanymi spermiemi o koncentraci 10x 10° spermii/ml po dobu
5 a pll hodiny v médiu mHTF pfi teploté 37 °C a 5% COx. Poté byly pfedpokladané zygoty
kultivovany v mediu EmbryoMax KSOM Mouse Embryo (MR-121-D; Millipore, USA)
doplnéného o 0,1% BSA aZ do stadia blastocyty.

5.6 Imunocytochemie

Pro ucely imunocytochemie byly GV a IVO oocyty, zygoty 1 embrya fixovany
ve fosfatovém pufru (PBS, Phosphate Buffered Saline) s 4% paraformaldehydem (PFA) a
0,1% polyvinyl-alkoholem (PVA) po dobu 30 min pfi laboratorni teploté.

Po fixaci byly oocyty (pfipadné embrya) oplachnuty ve tfech kapkach roztoku
1% BSA v PBS s pfidanym Tween 20 uzivanym pro zablokovani nespecifickych vazebnych
mist. Dale byl pouzZit pro permeabilizaci roztok PBS s pfidanym 0,04% Triton X-100 a
0,3% Tween 20 po dobu 15 minut. Nasledoval oplach v dalSich tiech kapkach 1% BSA v PBS
s pifidanym Tween 20 a 15 minutové blokovani nespecifickych vazeb v témZe roztoku.
Pokusny materidl byl dale inkubovan s primarni protilatkou fedénou 1:200. Jednalo se
o protilatky: anti-SIRT1 (ab104833; Abcam, UK), anti-acetylated a-tubulin (ab24610;
Abcam, UK), anti-H3K9me2/3 (ab184677; Abcam, UK), anti-H4K16ac (ab7766; Abcam,
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UK). Inkubace probihala 1 hodinu za laboratorni teploty. Nasledovalo promyti v roztoku pro
blokovéani ve 4 kapkidch po 15 minutdch. Dale byl materidl inkubovan se sekundarni
protilatkou goat anti-mouse (AlexaFluor GAM-488, ab150117), resp. goat anti-rabbit
(AlexaFluor GAR-647, ab150083) konjugovanou s fluoresceinem fedénou 1:200 po dobu 1
hodiny pfi laboratorni teploté. Po dvou 15 minutovych oplasich v roztoku pro blokovani
nasledovala inkubace 15 minut s Faloidinem konjugovanym s fluoresceinem (1:200; Thermo
Fisher Scientific, USA) pro zviditelnéni B-aktinu. Nasledoval jesté jeden 15 minutovy oplach.
Nasledné byly oocyty (nebo embrya) montovany mezi podlozni a kryci sklo pomoci
Vectashield media s 4'6'-diamidino-2-phenylindole (DAPI; Vector Laboratories Inc., USA)
pro zviditelnéni DNA.

5.7 Diferencialni barveni blastocyst

Pro rozliSeni embryoblastu a trofoblastu blastocysty bylo pouZito diferencialni
barveni. Blastocysty byly fixovany v PBS s 4% PFA, 0,04% Triton X-100 a 0,3% Tween po
dobu 15 minut pii teploté 37 °C.

Dale byla embrya inkubovéna v roztoku PBS-NaN3 s 3% NGS (Normal Goat Serum)
a 0,5% Triton X-100 pfi teploté 37 °C po dobu jedné a pll hodiny za soustavného michani pro
zablokovani nespecifickych vazebnych mist. Nésledné byla embrya inkubovéna pies noc se
specifickymi protildtkami anti-OCT4 (ab210458; Abcam, UK) fedéné 1:50 a anti-CDX2 (bs-
1620R; Bioss, UK) fedéné 1:100 v roztoku 1% BSA pii teploté 4 °C. Po inkubaci byla embrya
omyta ve tfech kapkach PBS-PVA po 10 minutach pfi teploté 37 °C za soustavného michani.
Nasledné byly blastocysty montovany mezi podlozni a kryci sklo pomoci Vectashield media
s 4'6’-diamidino-2-phenylindole (DAPI; Vector Laboratories Inc., USA) pro zviditelnéni
DNA.

5.8 Mikroskopie a analyza obrazu

Snimky pro analyzu vystupu z imunologického barveni byly pofizeny na konfokalnim
mikroskopu Olympus IX83 (Olympus, Némecko) s pomoci pocitatového softwaru VisiView
(Visitron Systems GmbH, Germany). Snimky byly déale analyzovany v programu Imagel
(NIH, Bethesda, CA, USA). Byla méfena intenzita signalu pfisluSnych barevnych kanali

fluoresceinti. Ziskané hodnoty byly nasledné vztazeny k negativni kontrole.
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5.9 Statistické zpracovani dat

Po sbéru dat z minimalné tfi nezavislych experimentii prob¢hla statistickd analyza. U
dat byla testovana normalita rozlozeni pomoci Shapirova-Wilkova testu. V pfipadé
normalniho rozloZeni dat byl pro ovéfeni statisticky vyznamnych rozdilt pouzit parametricky
test ANOVA. Vpfipadé, ze data nebyla normalné rozdélena, jsme vyuzili jeho
neparametrickou obdobu - Kruskaliv-Wallistv test. V ptipadé signifikantniho zjisténi byla
data podrobena post hock testim (pro normalni rozdéleni dat Tukeyho testu a pro nenormalni
rozdéleni Dunnovu testu). V piipad¢€, ze data byla nespojita, byla testovana prostiednictvim
kontingen¢ni tabulky a Chi kvadrat testu. Pro analyzu dat z diferencialniho barveni byl pouzit
test ,,2 way ANOVA®. Pro statistickou analyzu a nésledné grafické znadzornéni byl pouZit

program GraphPad Prism 8.1.1 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).
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6 Vysledky

6.1 Pritomnost SIRT1 v oocytech a ranych embryich

Jiz diive byla popséana lokalizace SIRT1 v oocytech mysi (Nevoral et al., 2019). Zde
jsme chtéli porovnat lokalizaci SIRT1 v oocytech a embryich outbredniho mysiho kmene ICR
pouzité¢ho diive a imbredniho kmene C57BL/6. Kmen C57BL/6 je diky nepiitomnosti Cre
rekombinazy v této praci uvazovan jako kmen divokého typu (wt, wild type) a uzivan jako
kontrola. SIRT1 byl detekovan pomoci imunocytochemického barveni a porovnany zde byly
oocyty ve stadiu MII, zygoty (PN), dvoubunéénd embrya (2B) a blastocyty (blast) obou
kmenii (Obr. ¢.3A). Ze srovndni vyplyva obdobna distribuce SIRT1 v embryich, kde se
SIRT1 nachéazel v pronukleich a nésledné v jadrech blastomer. Rozdil nalézdme v MII
oocytech C57BL/6 (wt), které postradaly signal SIRT1 pobliz déliciho vieténka ptitomny

u ICR oocytil. Obecné jsme SIRT1 nalezly asociovany s chromatinem.
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Obrazek ¢. 3 Porovndni oocytit a PA embryi kmene ICR a C57BL/6 (wt).

A: Porovnani lokalizace a pritomnosti SIRT1 v oocytech a ranych embryich mysiho kmene ICR a C57BL/6 (wt):
MII - oocyt ve stadiu metafaze druhého meiotického déleni; PN - zygota 8 hodin po PA oocytu; 2B - embryondlni
stadium dvou bunek 24h po PA; blast - embryonalni stadium blastocysty 96h po PA; znacené protilatkami proti

SIRTI (Cervena), jaderné barveni DAPI (modra), barveni [-aktinu faloidinem (Seda);
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6.2 Popis mySiho kondicionalniho Sirtl knock-out modelu

Vzhledem k zvysené letalit¢ knock-out modeld pro SIRT1 (McBurney et al., 2003) byl
pro studium jeho role v gametach a ranych embryich vytvofen jako model kondicionalni
knock-out (cKO). Tim bylo dosazeno moznosti exprese Sirt/ ve vSech tkanich s absenci prave
jen v rostoucich oocytech. Na urovni translace byla pfitomnost SIRT1 ovéfena pomoci
imunocytochemie v oocytech — stadia GV (NSN a SN) a MII (Obr. ¢.4A). V nezralych
oocytech byl SIRT1 zaznamenan vyhradné v zarodecném vacku. Ve zralych oocytech byl
SIRT1 vice rozptylen v cytoplazmé. Dale doslo k porovnani poctu ziskanych oocytti od samic
wt a cKO. V poctu izolovanych oocyti ve stadiu GV odebranych zovarii samic po
hormonalni stimulaci PMSG nebyl pozorovan signifikantni rozdil (Obr. €. 4B). Stejné tak se
nelisil pocet oocyti ve stadiu MII ziskanych po stimulaci ovulace PMSG-hCG (Obr. €. 4C).
Nasledné byly také tyto samice zapustény wt samci a byl sledovan pocet narozenych mladat.
Ani zde nebyl pozorovan rozdil mezi wt a cKO samicemi v poctu narozenych mlad’at

(Obr. &. 4D).
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Obrdzek ¢. 4 Porovnani wt a cKO.

A: Porovnani lokalizace a pritomnosti SIRTI v oocytech wt a cKO donorek: GV - NSN - oocyt ve stadiu
zdrodecného vacku, chromatin neobklopuje jadérko;, GV - SN - oocyt ve stadiu zarodecného vacku, chromatin
obklopuje jadérko, MII - oocyt ve stadiu metafdze druhého meiotického déleni; znacené protilatkami proti SIRT1
(Cervena), jaderné barveni DAPI (modrad), barveni B-aktinu faloidinem (Seda); B: Graf znazornujici pocet
oocytit ve stadiu GV ziskanych z ovarii samic po hormonalni stimulaci PMSG u samic wt a cKO; C: Graf
znazornujici pocet ovulovanych oocytii po hormonalni stimulaci PMSG-hCG u samic wt a cKO; D: Graf

zndazornujici pocet mladat narozenych v prvnich tiech vrzich wt a cKO samic po zapusténi wt samcem,
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6.3 Urceni kvality oocyti na zakladé epigenetickych substrati SIRT1

Pro porovnani epigenetické kvality wt a Sirt/-deficientnich oocytli byla vybrana
acetylace histonu H4 na lysinu K16 (H4K16ac), jednoho ze substrati SIRT1, ktery dobie
odrazi jeho deacetylacni aktivitu. Tato histonova modifikace je spojovana s transkripcni
aktivitou (shrnuto v Zentner & Henikoff 2013), ktera je ptfed znovu zahijenim meidzy
utlumena z divodu kondenzace chromatinu (Bouniol-Baly et al., 1999). Proto byla acetylace
H4K16 studovana pomoci imunocytochemického barveni na oocytech ve fazi GV
(Obr. ¢. 5A). Kvantitativni analyza intenzity signalu ukazala, ze mira acetylace H4K16 je

vy$si u Sirtl-deficientnich nez u wt oocytt (*: P<0,05) (Obr. ¢. 5B).
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Obrazek ¢ 5 H4Kl16ac v GV oocytech wt a cKO.

A: Reprezentativni obrazky oocytii ve stadiu GV wt a cKO donorek barvené protilatkami proti H4K16ac
(zelena), jaderné barveni DAPI (modrad), barveni f-aktinu faloidinem (Seda); B: Graf znazornujici rozdil
relativni intenzity signalu H4K16ac GV oocytit wt a cKO donorek (*: P<0,05);

Di-/trimetylace histonu H3 na lysinu K9 (H3K9me?2/3) byla vybrana jako epigeneticka
modifikace stabilizujici chromatin, kterd je ovlivnéna SIRT1 nepfimo deacetylaci H3K9 a
také piipadnou regulaci metyl transferaz. Vyznam H3K9me2/3 se projevuje zejména béhem
segregace chromozomi, kdy je zZadouci maximalni kondenzace chromatinu (Guenatri et al.,
2004). Mira metylace byla proto studovana pomoci imunocytochemie v IVO oocytech

(Obr. €. 6A). Nasledn¢ byl signal H3K9me2/3 kvantifikovan a vysledky ukazuji, ze mira
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metylace je vyrazné¢ niz§i u SIRTI-deficientnich nez u wt oocytd (****. P<0,0001)

(Obr. & 6B).
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Obrazek ¢. 6 H3K9me2/3 v IVO wt a cKO donorek.
A: Reprezentativni obrazky IVO oocytit wt a cKO donorek barvené protilatkami proti H3K9me2/3 (zelend),
jaderné barveni DAPI (modra), barveni p-aktinu faloidin (Seda); B: Graf zndazornujici rozdil relativni intenzity

signalu H3K9me2/3 IVO oocytit wt a cKO donorek (****: P<0,0001);

6.4 Urceni kvality oocyti na zakladé neepigenetickych substrati

Dale jsme chtéli ovéfit predpoklad, ze SIRTI ovliviiuje stabilitu déliciho vieténka.
Jako marker stability déliciho vieténka byl ur€en acTubulin (Janke & Montagnac, 2017).
Acetylace tubulinu byla detekovana pomoci imunocytochemického barveni IVO oocytl
(Obr. ¢. 7A). Shledali jsme snizenou intenzitu signdlu acTubulinu, ze které usuzujeme
na snizenou acetylaci tubulinu déliciho vieténka u Sirt/-deficientnich oocytd (*: P<0,05)

(Obr. & 7B).
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Obrazek ¢. 7 acTululin v IVO wt a cKO.

A: Reprezentativni obrazky IVO oocytii wt a cKO donorek, barvené protilatkami proti acTubulinu (zlutad),
jaderné barveni DAPI (modrad), barveni [-aktinu faloidinem (Seda); B: Graf znazornujici rozdil relativni
intenzity signalu acTubulinu IVO oocytit wt a cKO donorek (*: P<0,05);

Dale bylo jako marker kvality IVO oocytli hodnoceno uspotadani metafaze II, ktera se
jevi jako esencidlni pro zdarny vyvoj embrya po oplozeni. Bylo urfeno procentudlni
zastoupeni IVO oocytl s normalnim metafdznim postavenim (Obr. ¢. 8A) a procento oocytil
abnormdlnich. Jako abnormalni byly hodnoceny oocyty snepfesnym uspofddanim
chromozému (Obr. €. 8B) a/nebo s abnormalnim délicim vieténkem (Obr. €. 8C). Byl zjistén
vétsi podil abnormalnich metafazi 11 v Sirt/-deficientnich IVO oocytech nez ve wt oocytech

(Obr. &. 8D).
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Obrazek ¢. 8 Hodnoceni metafize Il IVO oocytit wt a cKO donorek.

Reprezentativni obrazky IVO oocytit barvenych protilatkami proti Tubulinu (Zluta) a jadernym barvenim DAPI
(modrd) hodnocenych jako: A: normalni metafdzni postaveni; B: nepresné uspordadani chromozomii;
C: abnormalni délici vreténko; D: Graf zndzornujici procentudlni zastoupeni abnormalniho metafazniho

postaveni IVO oocytii wt a cKO donorek, hodnoceno chi kvadrat testem (*: P<0,05);

6.5 Vyvojovy potenciial embryi hemizygotniho samce

vvvvvv

2003). V této c¢asti jsme se pokusili popsat, jaky vliv ma chybé&jici samci alela Sirt/ na
vyvojovy potencidl embryi. Za timto ucelem byly pouzity wt samice zapuSténé samci
hemizygotnimi pro Sirtl (Sirt]™"). Téchto zapusténi bylo vyuzito ke sledovani poétu mladat
ve vrhu a nasledné také k vyplachu zygot a jejich kultivaci do stadia blastocysty. Jednim
z ukazatel vypovidajicich o kvalité blastocyst je pocet blastomer a také pocet bunék tvoticich
konkrétn¢ embryoblast a trofoblast (Fouladi-Nashta et al., 2005). Z toho divodu jsme
hodnotili blastocysty na zéklad¢ diferencidlniho barveni embryoblastu a trofoblastu
(Obr. €. 9F). Na trovni po¢tu mlad’at nebyl zaznamenan rozdil mezi skupinami zapuSténymi

1"

wt a Sirt]7-samci (Obr. &. 9A). Po zapusténi Sirt/ ™ samci bylo vyplachnuto mensi procento

zygot nez po zapusSténi wt samci (*: P<0,05) (Obr. ¢. 9B). Z téchto zygot se po in vitro
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kultivaci (IVC) dostalo do stadia dvoubunécné embrya (2B) rovnéz mensi procento zygot
Sirt]™" samct nez wt samct (*: P<0,01) (Obr. &. 9C). Stejné tak bylo dosazeno nizsiho
procentudlniho zastoupeni blastocyst zplozenych SirtI™~ samcem nez embryi wt samce
(*: P<0,05) (Obr. €. 9D). Po hodnoceni poctu blastomer podilejicich se na embryoblastu a

trofoblastu jsme také nenasli Zadny vyznamny rozdil (Obr. €. 9E).
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Obrazek ¢. 9 Vyvojovy potencial IVC embryi hemizygotniho samce.

A: Graf zndzoriujici pocet mladat ve vrhu po zapusténi wt samice wt a Sirt] " samcem; B: Graf zndzoriujici
procentudlni zastoupeni zygot ziskanych po vyplachu pohlavniho traktu wt samic po zapusténi wt a Sirt]""
samcem (*: P<0,05); C: Graf zndzoriujici procentudlni zastoupeni dvoubunécnych (2B) embryi po kultivaci
zygot ziskanych po vyplachu pohlavniho traktu wt samic po zapusténi wt a Sirt1”" samcem (*: P<0,01); D: Graf
znazornujici procentudlni zastoupeni blastocyst vzniknuvsich kultivaci zygot ziskanych po vyplachu pohlavniho

traktu wt samic po zapusténi wt a Sirtl"”" samcem (*: P<0,05); E: Graf zndzoriwujici celkovy pocet bunék a

pocty bunek tvoricich embryoblast a trofoblast blastocyst vzniknuvsich kultivaci zygot ziskanych po vyplachu
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pohlavniho traktu wt samic po zapusténi wt a Sirt]"" samcem; F: Reprezentativni obrazky blastocyst

vzniknuvsich kultivaci zygot ziskanych po vyplachu pohlavniho traktu wt samic po zapusténi wt a Sirt]™"

samcem, barvené protilatkami proti markeru trofoblastu CDX2 (zelend), protilitkami proti markeru
embryoblastu OCT4 (éervend), jaderné barveni DAPI (modrd);

Vzhledem k dfive popsané snizené vitalit¢ Sirt/-deficientnich spermii (McBurney et
al., 2003), jsme se rozhodli provést toto kiizeni wt samic a Sirt/ ™ samcil také pomoci metody
IVF. Tato metoda umoziiuje obejit nékteré aspekty in vivo oplodnéni, které mohou
znevyhodiiovat Sirt/-deficientni spermie jesté pfed samotnym oplozenim. Hodnoceni kvality
nasledné vzniknuvsich embryi bylo provedeno pomoci diferencialniho barveni embryoblastu
a trofoblastu (Obr. €. 10E). Po provedeni IVF jsme zaznamenali mensi podil zygot pfi uZziti
spermii samct Sirtl " nez wt spermii (*: P<0,01) (Obr. & 10A). Nasledné vznikl po kultivaci
in vitro mensi podil dvoubunéénych embryi (2B) ve skupiné vzniknuvs$ich ze spermii samce
Sirt]™" nez wt samce (*: P<0,05) (Obr. &. 10B). Také stadia blastocysty dosahlo méné embryi
zplozenych spermiemi Sirt/* samce nez wt samce (*: P<0,05) (Obr. &. 10C). Celkovy pocet
bun¢k a pocet bun€k tvoficich embryoblast a trofoblast takto vzniklych blastocyt byl ovSem
v obou skupinach totozny (Obr. ¢. 10D).
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Obrazek ¢ 10 Vyvojovy potencidal IVF embryi hemizygotniho samce.

A: Graf zndzornujici procentudlni zastoupeni zygot ziskanych metodou IVF na pouZiti oocytii wt samic a
spermii wt samce a Sirt]™" samce (*: P<0,01); B: Graf zndzoriujici procentudlni zastoupeni dvoubunécnych
(2B) embryi po kultivaci zygot ziskanych metodou IVF na pouZiti oocytii wt samic a spermii wt samce a Sirt1*"
samce (*: P<0,05); C: Graf zndzornujici procentualni zastoupeni blastocyst vzmniknuvsich kultivaci zygot
ziskanych metodou IVF na pouZiti oocytii wt samic a spermii wt samce a Sirtl™" samce (*: P<0,05); D: Graf
znazornujici celkovy pocet bunék a pocty bunék tvoricich embryoblast a trofoblast blastocyst vzniknuvsich
kultivaci zygot ziskanych metodou IVF na pouziti oocytii wt samic a spermii wt samce a Sirtl]"”" samce;
E: Reprezentativni obrazky blastocyst vzniknuvsich kultivaci zygot ziskanych metodou IVF na pouZiti oocytii wt
samic a spermii wt samce a Sirtl"" samce, barvené protilatkami proti markeru trofoblastu CDX2 (zelenad),

protilatkami proti markeru embryoblastu OCT4 (Cervend), jaderné barveni DAPI (modra);
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6.6 SIRT1 v IVF embryich

V navaznosti na vyse uvedené vysledky jsme se pokusili urcit, jak a jestli viibec se
v Casném embryonalnim vyvoji uplatiuje alela Sir¢/ ptindSend do vzniklé zygoty spermii.
Z toho diivodu jsme za pomoci IVF metody provedli kiizeni wt resp. cKO samic a wt samct.
Ve vzniklych zygotach a nésledné po kultivaci v  blastocystich byl diky
imunocytochemickému barveni detekovan pfitomny SIRT1. Ve wtzygotach jsme
zaznamenali signal SIRT1 v obou prvojadrech, oproti tomu v zygotach pochazejicich ze Sirti-
deficientnich oocytli nebyl patrny signdl v zddném z prvojader (Obr. €. 11A). Nizsi intenzita
SIRT1 signéalu byla patrnd u embryi ze Sirt/-deficientnich oocytli i po kultivaci do stadia
blastocyst (Obr. €. 11B). Tento rozdil byl nésledné potvrzen i kvantifikaci signalu SIRT1
ve vzniklych blastocytach (*: P<0,01) (Obr. ¢. 11C).
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Obrdzek ¢. 11  SIRTI v IVF embryich.

A: Reprezentativni obrazky zygot vzniklych metodou IVF z oocytit wt a cKO donorek oplodnénych spermiemi wt
samce, barvené protildatkami proti SIRTI (Cervenad), barveni [-aktinu faloidinem (Seda); B: Reprezentativni
obrazky blastocyt vzniklych kultivaci zygot po IVF oocytii wt a cKO donorek spermiemi wt samce, barvené
protilatkami proti SIRTI (Cervend), barveni p-aktinu faloidinem (Seda); C: Graf znazornujici rozdil relativni
intenzity signalu SIRTI v blastocystach vzniklych kultivaci zygot po IVF oocytit wt a cKO donorek spermiemi wt
samce (*: P<0,01);
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6.7 Vyvojovy potencial partenogenetickych embryi

V in vivo podminkach nebyl zaznamenan rozdil v poctu narozenych mlad’at po kiizeni
wt resp. cKO samic s wt samci (Obr. €. 4D). Rozdil jsme zaznamenali az po kiizeni wt a cKO
samic s hemizygotnimi (Sirt/™") samci, kdy cKO samice mé&ly mladat méng& (*: P<0,001)
(Obr. €. 12A). Po urceni genotypu takto ziskanych mlad’at se ukazalo, Ze touto cestou neni
téméF mozné ziskat Sirtl-deficientni jedince (Sirt/”") (Obr. &. 12B). Abychom mohli studovat
Sirt]”- genotyp, bylo nutné pfistoupit k partenogenetické aktivaci oocytti cKO samic. Vznikla
embrya jsme nejprve pouzili k detekci SIRT1 a porovnanim s wt embryi jsme potvrdili
prikaznost modelu cKO i u PA embryi (Obr. ¢. 12C). Déle byla PA embrya in vitro
kultivovdna az do stadia blastocysty. Nasledn¢ byla provéfena jejich kvalita pomoci
diferencialniho barveni embryoblastu a trofoblastu (Obr. €. 12G). Procento dvoubunéénych
embryi (2B) ziskanych 24h po PA zpoctu aktivovanych oocytii se nelisilo u skupiny wt
embryi a skupiny Sirtl-deficientnich embryi (Obr. €. 12D). Oproti tomu byl zaznamenan
rozdil v dosazeni stadia blastocysty 96h po PA. Sirtl/-deficientni embrya dosahovala tohoto
stddia méné Casto nezZ wt embrya (*: P<0,05) (Obr. ¢. 12E). V celkovém poctu bunék, ani
v poCtu bunék tvoficich embryoblast, resp. trofoblast nebyl skupinami PA embryi

zaznamenan rozdil (Obr. €. 12F).
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Obrazek ¢ 12 Vyvojovy potencidal PA embryi.

A: Graf zndzoritujici pocet mladat narozenych wt a cKO samic po zapusténi Sirtl™ samcem (*: P<0,001);
B: Graf znazornujici procentualni zastoupeni jednotlivych genotypi ve vrzich mladat wt a cKO samic po
zapusténi Sirt1™" samcem; C: Porovnadni lokalizace a pitomnosti SIRTI PA embryi z oocytii wt a cKO donorek:
PN - zygota 8h po PA oocytu; 2B - embryonalni stadium dvou bunék 24h po PA; blast - embryondalni stadium
blastocysty 96h po PA; znacené protilatkami proti SIRTI (Cervena), jaderné barveni DAPI (modra), barveni S-
aktinu faloidinem (Seda); D: Graf zndazornujici procento dvoubunécnych (2B) embryi z diive ziskanych oocytii wt
a cKO donorek 24h po PA; E: Graf znazornujici procento embryi, ktera nasledné dosahla stadia blastocysty 96h
po PA oocytit wt a cKO donorek (*: P< 0,05); F: Graf znazornujici celkovy pocet bunék a pocty bunék tvoricich
embryoblast a trofoblast PA blastocyst ve skupindach embryi z oocytii wt a cKO donorek; G: Reprezentativni
obrazky PA blastocyst wt a cKO, barvené protilatkami proti markeru trofoblastu CDX2 (zelend), protilatkami

proti markeru embryoblastu OCT4 (Cervend), jaderné barveni DAPI (modrd);
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7 Diskuze

Sirtuiny jsou skupina enzymu, kterd je hojn¢ studovana pro jejich potenciadlni vyuziti,
mimo jiné, v oblastech zvifeci i1 lidské reprodukce a pro bliz§i porozuméni gametogenezi a
ranému embryonalnimu vyvoji ( Di Emidio et al., 2014; Adamkova et al., 2017; Tatone et al.,
2018; Vazquez et al., 2020).

Diive popsané mysi knock-out modely pro SIRT1 se projevovaly abnormalnim
vyvojem, ¢asnou embryondlni letalitou, ptipadné sterilitou narozenych jedincti (McBurney et
al., 2003). Pro nas ucel studia role SIRT1 bylo tfeba vytvofit kondiciondlni knoc-out model
mysi (cKO), kde se neptitomnost SIRT1 projevuje pouze v oocytech a ve zbytku téla je jeho
funkce zachovédna (Obr. ¢. 1). Tomuto odpovidd srovnatelné mnozstvi ziskanych zralych i
nezralych oocytli po hormonélni stimulaci samic wild-type (wt) a cKO (Obr. ¢. 4B,C).
Piekvapivé bylo podobného vysledku dosazeno diive také u ,,germ-line* knock-out modelu
(Coussens et al., 2008). Ani poté, co byly vnaSich experimentech samice wt a cKO
zapuStény wt samci, nedoslo k redukci poctu mlad’at ve vrhu (Obr. €. 4D). Rozdil v poctu
narozenych mlad’at nastal, az pokud byly samice wt a cKO pafeny s hemizygotnimi samci
(Obr. €. 12A). Tato pozorovani nas vedla k domnénce, Ze jedna pfitomna alela Sirt/ je
schopna kompenzovat ztratu druhé, zatimco ztrata obou alel mad za nésledek Casto fatdlni
vyvoj, jak jiz bylo uvazovano dfive (Coussens et al., 2008).

Genotyp zvifete byl nejprve potvrzen na trovni DNA pomoci metody PCR a
nepiitomnost Sirt/ na transkripni Urovni v oocytech cKO samic byla potvrzena qPCR
(vlastni nepublikovana data). Pro dal$i ové&feni prilkkaznosti naSeho modelu jsme detekovali
SIRT1 v wt oocytech a nepfitomnost SIRT1 v oocytech cKO (Obr.¢.4A). Shodné
(Nevoral et al., 2019). Naopak se ndm nedatilo pozorovat lokalizaci SIRT1 kolem déliciho
vieténka u zralych wt oocytl, jak jsme ocekavali. Lze predpokladat efekt pouzitého kmene
imbredni mySi C57BL/6, kde neni lokalizace SIRT1 kolem déliciho vieténka tak patrna jako u
outbredniho kmene ICR wuzitého v pfedchozich studiich. Skutecné, ve srovndvacim
experimentu se u zralych oocyti kmene ICR podafilo lokalizovat SIRT1 kolem d¢liciho
vieténka, a naopak opakované pozorovat slaby signal v oocytech kmene C57BL/6
(McBurney et al., 2003; Adamkova et al., 2017) zaznamenali SIRT1 v prvojadrech zygot a
nasledn¢ v jadrech bunék dalSich stadii raného embryonalniho vyvoje. Dle ocekavani

v oocytech cKO a partenogenetickych embryich nebyl SIRT1 ptitomen (Obr. €. 12C).
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Jelikoz nebyly patrné rozdily v poctech ziskanych nezralych a zralych oocytii ani
v poctech narozenych mlad’at u wt samic a samic cKO (Obr. ¢. 4B,C,D), rozhodli jsme se
zamétit podrobnéji na samotnou kvalitu oocytli téchto samic. V kontextu vyse zminénych
udaji nds zajimalo, zda se oocyty téchto samic 1iSi z hlediska epigenetickych a ne-
epigenetickych substratii. Ty byly vybrany s ohledem na dosud uvazované proteinové cile
SIRTI1, jakym jsou histony acetylované na lyzinovych zbytcich (Vaquero et al., 2004),
nékteré methyltransferdzy (Bosch-Presegué et al., 2011) a cytoskeletalni struktury (T. Zhang
et al., 2016; Nevoral et al., 2019).

Je znamo, Ze se zranim oocytu dochdzi k hypoacetylaci histonil a soucasné€ k nartstu
jejich metylace (Kim et al., 2003). U téchto epigenetickych zmén bylo jiz dfive popsano
pusobeni SIRT1 (Vaquero et al., 2004). Abychom se piesvédcili o kvalit¢ oocytl z hlediska
pusobeni SIRT1 na epigenetické substraty, studovali jsme v nezralych GV oocytech acetylaci
histonu H4 na lysinu K16 (H4K16ac) a ve zralych oocytech metylaci histonu H3 na lysinu K9
(Obr. €. 5) a (Obr. €. 6). Jak jsme predpokladali, u Sirt/-deficientnich oocytii jsme pozorovali

vvvvvv

modifikace pravé prostfednictvim SIRT1. SIRTI zde pisobi nepifimym zplsobem na
methyltransferdzu SUV39H1 a zasadné tak ovliviluje mimo jiné tvorbu heterochromatinu
(Vaquero et al., 2007). Trimetylace (me3) H3K9 je dilezitym faktorem pro kondenzaci
chromatinu a nastoleni transkripcniho klidu pted znovuobnovenim meidzy (Andreu-Vieyra et
al., 2010). Vyznamné se H3K9me3 podili také na kohezi sesterskych chromatid a segregaci
chromozému (Guenatri et al., 2004). Naopak hyperacetylace histonil je spojovana s narusenim
segregace chromozomi kvili chybnému sestaveni kinetochoru (Robbins et al., 2005).
Prozatim neni jasné, zda dochézi k hypometylaci H3K9 v Sir¢/-deficientnich oocytech jako
dasledek pretrvavajici acetylace téhoz lysinového zbytku anebo k nedostatecné stimulaci
histon metyltransferdz. V souladu s pozorovanou epigenetickou kvalitou Sir¢/-deficientnich
oocytd lze vSak ocekavat selhani plné kondenzace chromozémul béhem zrani oocytu (Ma &
histonovy kod smérem k vétsi chromatinové stabilité (Nevoral et al., 2019).

O potencialu oocytu rozhoduje vedle epigenetickych znakt 1 kvalita jeho cytoskeletu,
zejména déliciho vieténka, které odpovida za zdarnou segregaci chromozomu (X. Zhang et
al., 2017). Predpokladame, Ze cytoskelet se fadi mezi neepigenetické substraty SIRT1

(Nevoral et al., 2019). Za marker stability déliciho vieténka je mozné povazovat a-tubulin
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acetylovany na lysinu 40 (K40; acTubulin) (Janke & Montagnac, 2017). Proto jsme se
rozhodli analyzovat acTubulin ve zralych oocytech (Obr. €. 7). Zjistili jsme, ze u Sirtl-
deficientnich oocytli dochézi k poklesu acetylace tubulinu, z ¢ehoz je mozno soudit, ze délici
vieténko je zde méné stabilni. Zarovenn se ale podle naSich vysledkti SIRT1 nepodili na
Prestoze nekteré histon deacetyldzy maji souvislost s deacetylaci tubulinu (North et al., 2003;
X. Lietal.,, 2017; K. Zhang et al., 2017), neni toto pravdépodobné ptipad SIRT1. Ten se na
dynamice mikrotubulli podili zfejmé nepfimo prostfednictvim dosud nezndmého substratu.
Tim by mohla byt nékterd ze sav€ich a-tubulin acetyltransferaz, mezi které se majoritné radi
ATATI (alfa-tubulin acetyltransferaza 1) (shrnuto v Li et al. 2015). Také zde srovnani Sirt!-
deficientnich oocytti s obdobnym fenotypem hypoacetylace tubulinu jako u oocytl osettenych
aktivatorem SIRT1 (Nevoral et al., 2019) poukazuje na dal§$i mozné rozdily mezi mySimi
kmeny, které byly pro experimenty pouZzity. Navzdory témto rozdilim lze konstatovat, ze
spravna funkce SIRT1 poméha se stabilizaci dé€licitho vieténka a k zajiSténi bezchybného
prabéhu meidzy. Tento predpoklad byl nasledné skute¢né potvrzen zaznamendnim vétSiho
procentudlniho zastoupeni chybné sestavené metafdzni konformace u Sirt/-deficientnich
oocytli (Obr. €. 8B). Toto pozorovani je v souladu s jiz diive publikovanymi vysledky (Di
Emidio et al., 2014; T. Zhang et al., 2016; Xing et al., 2021). V dasledku toho by se v této
skupiné oocytli dalo predpokladat vétsi zastoupeni aneuploidnich oocytd. I pies tuto
skutecnost existuji ve skupiné bez SIRT1 oocyty, které si navzdory neptiznivému plisobeni
nedostatku SIRT1 dokézou zachovat spravné uspofadani déliciho vieténka a tudiz i zdarné
dokoncit meiotické déleni. To odpovidd obecné piedstavé o robustnich mechanismech
zajistujicich kvalitu oocytl, které jsou vysledkem silnych selekénich tlakti na udrzeni
reprodukéni zdatnosti. Tim by se dala do jisté miry vysvétlit i ndmi pozorovana nepiitomnost

rozdilu v poctech zralych a nezralych oocytl popsana vyse (Obr. €. 3).

vvvvvv

spermii (McBurney et al., 2003; Coussens et al., 2008). Také nasSe probihajici vyzkumy
naznaduji, e u hemizygotnich samcii (Sirt"") je sniZzena koncentrace, pohyblivost spermii a
také jejich morfologie je abnormalni (vlastni nepublikovana data). I pfes tyto skutecnosti,
které by mély znevyhodiiovat Sirt/* samce, jsme piekvapivé nezaznamenali redukci poctu
mladd’at po zapusténi wt samice (Obr. €. 9A). Proto jsme se rozhodli zjistit, jaky vliv ma
chybéjici samci alela Sirtl na Casny vyvoj embryi. Pro ziskani téchto embryi jsme vyuzili

jednak vyplach pohlavniho traktu samice po zapusténi Sirt/ " samcem a déle pak metodu IVF
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se spermiemi Sirt! " samce. Diky uZiti metody IVF jsme mohli ¢asteéné eliminovat mozna
znevyhodnéni Sirt/-deficientnich spermii pfi prichodu sami¢im pohlavnim traktem. Pfesto
bylo v obou piipadech dosazeno podobnych vysledk, a to niz$i procento ziskanych zygot po
zapusténi Sirt]™" samcem, resp. spermiemi Sirt/ ™ samce (Obr. &. 9B) a (Obr. &. 10A). Toto
zjisténi odpovida jiz diive popsanému vlivu sirtuint na reprodukéni schopnosti samcii
(shrnuto v Tatone et al. 2018). Po nasledné kultivaci embryi bylo ov§em rovnéz po uziti obou
téchto metod ziskdno niz§i zastoupeni dvoubunécnych embryi i blastocyt u embryi
zplozenych Sirt]* samcem (Obr. &. 9C), (Obr. &. 9D), (Obr. & 10B) a (Obr. & 10C). Tento
fakt neodpovida predstave, Ze zdsoba SIRT1 podilejici se na prvnich stadiich embryonalniho
vyvoje pochdzi primarné z maternalnich zasob ulozenych v oocytu, jak se jiz uvadélo diive
(Tatone et al., 2018) a jak ostatn¢ vyplyva i znaseho dalSiho pozorovani (Obr. ¢. 11A).
SniZeny vyvojovy potencial embryi Sirtl* samcl miize ale také souviset s nedokonalou
vyménou histonli za protaminy jiz béhem spermiogeneze, kterd muze byt zpisobena
nedostatkem SIRTI1 ve spermiich (Bell et al., 2014). Obdobné lze predpokladat nizsi

schopnost oplozeni spermii vzniklych v semenotvornych kanélcich Sirtl™

, jako nepfimy
efekt nedostatecnosti somatického SIRT1 (McBurney et al., 2003; Coussens et al., 2008).
V disledku toho mize mit DNA pfichazejici se spermii sklon k apoptotickému a oxida¢nimu
poskozeni (Tatone et al., 2018). Schopnost chranit 1 samotna embrya proti oxida¢nimu stresu
byla ostatn¢ jiz diive popséana i u SIRT3 (Kawamura et al., 2010), na jehoZ regulaci se SIRT1
také podili (Brenmoehl & Hoeflich, 2013). Tyto nedokonalosti by mohly vést k problémim
behem aktivace embryondlniho genomu (viz déle) a ke sniZzené schopnosti dosdhnout stadia
blastocysty 1 k jejich nizsi kvalité. Kvalitu takto ziskanych blastocyt jsme ovéfovali za pomoci
diferencidlniho barveni a kvantifikace blastomer podilejicich se na tvorbé embryoblastu a
trofoblastu. Pravé pocet bunck tvoricich embryoblast je vedle celkového poctu bunék
povazovan za jeden ze stéZejnich ukazateld kvality embrya (Fouladi-Nashta et al., 2005).
Nezaznamenali jsme zadné rozdily v poctu bunék tvoticich blastocysty a v poctech bun¢k
podilejicich se na tvorbé embryoblastu resp. trofoblastu embrya ani u jedné z uzitych metod
(Obr. €. 9E) a (Obr. ¢&. 10D). Dalo by se predpokladat upiednostnéni Sirtl ™ embryi na tkor
Sirt1*" embryi, coz by odpovidalo dfive uvadénym datiim o snizeném vyvojovém potencialu
Sirt]*~ embryi (Coussens et al., 2008). Proti oviem hovofi nami pozorované genetické
zastoupeni mladat narozenych wt samicim po zapusténi Sirt/™" samcem, které se
neodchylovalo od ptfedpokladaného mendelovského poméru (Obr. €. 12B). Je patrné, ze
paternalni SIRT1 se podili na kvalit¢ a fertilizaéni schopnosti spermii prostfednictvim

nedostate¢né exprese v zarodecnych bunkach béhem spermiogeneze a/nebo v somatické tkani
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varlete. Na ¢asném vyvoji embrya se nedostateCnost SIRT1 pftilis nepodili a 1ze usuzovat, ze
monoalelickd exprese dokaze vykompenzovat ztratu homologni alely. Zustava otdzkou, zda
pokro¢ily ve&k SirtI"" samcti povede k prohloubeni reprodukéniho fenotypu v souladu
s domnénkou, ze SIRT1 je faktor spojeny s vékem (Donlon et al., 2018; Satoh et al., 2013).
Ke konstatovani, ze Sirt/”" mysi linie miZe poslouzit jako vhodny geneticky model pro
pokrocily paternalni vek, je zapotiebi dalSich experimentt. (Obr. €. 11A).

Az do aktivace vlastniho genomu vyuziva embryo ve vétSiné ptipadi transkripty a
proteiny nahromadéné v oocytu béhem oogeneze (Wassarman & Kinloch, 1992). Nejinak je
tomu 1 v pfipadé SIRT1, coz se ndm podafilo prokazat analyzou zygot, pro jejichz piipravu
byla uzita metoda IVF (Obr. €. 11). Z neptitomnosti signalu pro SIRT1 v prvojadrech zygot
vzniklych po zapusténi Sirt/-deficientnich oocytii a wt spermiemi je mozné usoudit, ze SIRT1
pfitomny v sami¢im i sam¢im prvojadie wt zygot je Cist¢ maternalniho plivodu. Jeho podil
zde na modulaci pronukledrniho histonového kédu byl jiz diive popsan (Adamkova et al.,
2017). Transkripce Sirtl z genomu embrya je pfedmétem hlavni viny aktivace embryonalniho
genomu (viz dale) a nelze ji tedy ocekavat v zygotach (Abe et al., 2018). Po kultivaci téchto

1"

embryi az do stddia blastocysty jsme nicméné zjistili, Ze embrya Sirt/™" obsahuji vyrazné

mén¢ SIRT1 nez bylo ofekavano, tj. méné nez piiblizna polovina v porovnani s wt embryi
schopna kompenzovat ztratu druhé a zajistit tak bezproblémovy vyvoj, ktery jsme pozorovali
pfi srovnani poctu wt a hemizygotnich mlad’at (Obr. €. 4D) a jejich genotypii (Obr. €. 12B).
Na druhou stranu Ize uvazovat kompenza¢ni mechanizmy v podobé dalSich histon deacetylaz
s podobnymi cilovymi substraty (Ma & Schultz, 2013; X. Li et al., 2017; K. Zhang et al.,
2017; Vazquez et al., 2020). Mimoto, fyziologicka dynamika exprese Sirt/ a jeho
zastupitelnost je v pribéhu embryonalniho vyvoje promeénlivd a nezbytnost SIRTI Ize
uvazovat pro tkané post-implantacniho embrya, jakou je placenta (Xiong et al., 2021).

V souvislosti vySe zminénymi udaji o narozenych mlad’atech je prekvapivé, ze jsme
zaznamenali rozdily jak u samotnych wt a Sirt/-deficientnich oocytll (napf. ve stabilité
déliciho vieténka), tak u embryi ztéchto oocytl pochdzejicich. Pravdépodobné se zde
uplatituje jeden ze dvou mechanismu: bud’ jsou embrya, ktera maji vlivem chybné segregace
sklon k aneuploidiim, pfednostné béhem vyvoje eliminovéana, nebo se zde uplatiiuji reparacni
mechanismy blastocyst a dalSich vyvojovych stadii, ktera jsou schopna eliminovat
aneuploidni blastomery. Oba mechanismy se mohou uplatiiovat 1 paralelné a vedou
k sledovanému reprodukénimu fenotypu, kdy je pocet mlad’at ve vrhu neovlivnén chybéjici

alelou Sirtl. Mimo prosté Zivotaschopnosti embryi a narozenych mlad’at ve vrhu je vhodné
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uvazovat posun epigenetického kodu. Rada epigenetickych znadek véetné acetylace a
metylace histonll je pfedmétem intergeneracni a transgeneracni dédiCnosti a ovliviluje
dokonce i vyvoj po narozeni mladéte, resp. 1 dalsi generace potomkt (Xing et al., 2021). Proto
by snizenda hladina SIRT1 v embryondlnim vyvoji mohla hrat roli, kterda nemé vliv na
embryondlni vyvoj, ale projevi se v ur€itém ohledu az mnohem pozdé&ji béhem postnatalniho
Zivota.

Po zapusténi cKO samice hemizygotnim samcem doslo k poklesu poctu narozenych
mlad’at (Obr. &. 12A), navic jsme v genotypu mladat téméf nenalezli Sirt/”" jedince
je ve vétsingé pripada letdlni a tato embrya jsou béhem embryonélniho vyvoje eliminovana
(McBurney et al., 2003). V in vivo podminkach se germ-line knock-out jedinci, kteti se doziji
pohlavni dospélosti, jevi jako sterilni (McBurney et al., 2003). Diive byla uvedena moZznost
ziskat embrya genotypu Sirt/”" pomoci metody IVF, ta vak méla sniZeny vyvojovy potencial
(Coussens et al., 2008). Vitalni, byt sterilni, fenotyp germ-line SirtI”~ jedinct v pfedchozich
studiich 1ze vysvétlit odlisSnou konstrukci KO, kdy nami pouzity model je zalozen na
vystfizeni 3 exoni (5, 6 a 7) oproti 2 exonum (5 a 6) v ptedchozich pracich (McBurney,
Seifert). Z vySe zminénych davodi jsme za ucelem studia tulohy SIRT1 v ¢asném
embryonalnim vyvoji v naSich experimentech produkovali Sirt/-deficientni embrya pomoci
partenogenetické aktivace (PA) oocytli cKO donorek (Obr. €. 12).

Partenogeneticka aktivace probéhla stejné tspé€Sné u obou skupin oocytll a ani po
prvnim dé€leni bun€k nebyly patrny rozdily u oocytti wt i cKO samic (Obr. €. 12D). Zasadni
nepomér jsme ale zaznamenali ve schopnosti dosdhnout stddia blastocysty (Obr. €. 12E).
Podobny vysledek byl dfive popsan 1 v ptipadé¢ down-regulace dalSich sirtuinii (Kwak et al.,
2012). Mezi témito stadii je tedy zfejmeé moZné hledat zlomovy bod, kdy je pfitomnost SIRT1
pro dalsi vyvoj rozhodujici. Jako zasadni se v tomto kontextu jevi fakt, Ze béhem prvnich
embryonalnich stadii dochézi k aktivaci embryonalniho genomu (EGA, Embryonic Genom
procesu miize hrat SIRTI1 roli svou modulacni aktivitou epigenetického kodu, jak bylo
publikovdno dfive (Adamkova et al., 2017). SIRTI byl také spolu s nckterymi svymi
substraty jiz diive oznaCen za mozny kandidatni faktor podilejici se na aktivaci
embryondlniho genomu (Alda-Catalinas et al., 2020). Skute¢né byl Sirt/ zatazen do skupiny
gent, které se zaCinaji transkribovat pravé béhem hlavni viny EGA (Abe et al., 2018).

Pfestoze se pouze nékolik partenogenetickych embryi genotypu SirtI”~ vyvinulo do

blastocysty, pocet blastomer embryblastu a trofoblastu nebyl v porovnani s wt blastocystami

48



redukovéan (Obr. €. 12F). Domnivame se tedy, ze vtomto obdobi mezi dvoubunécnym
embryem a stadiem blastocysty prochdzi embrya jakymsi hrdlem lahve, kdy méné pocetna
skupina Sirt/-deficientnich embryi dokéze kompenzovat neptitomnost SIRT1 a pokracovat do
stadia blastocysty. Tato embrya se poté zdanlivé nelisi od wt blastocyst. Protoze je vSak
SIRT1 oznacen za klicovy faktor v procesu implantace embrya (Shirane et al., 2012), zGstava
otazkou, jak by si Sirt/-deficientni embrya vedla pfi implantaci a dalSim post-implantacnim
VYVOji.

Celkové lze zvysledkii naSich experimentii zaméfenych na Casny vyvoj embryi
usoudit, Ze se SIRT1 b&hem ¢asného embryondlniho vyvoje vyznamné podili na EGA. Do
slozitého procesu aktivace embryonalniho genomu se zapojuje velké mnozstvi transkripénich
faktori a enzymu (Abe et al., 2018; Alda-Catalinas et al., 2020). Piesné nacasovani EGA je
druhové specifické, hlavni vlna zac¢ind u mysi jiz ve stadiu dvoubunééného embrya, coz je
diive nez u vétSiny ostatnich savel véetné Cloveka, dale pokracuje v nékolika dalSich vinach
(shrnuto v Jukam et al., 2018). Kazdopadné¢ k EGA dochazi u savci pravé b&hem nami
definovaného krizového obdobi mezi dvoubunéénym embryem a blastocystou. Zde je
navrzeno n€kolik mechanismd, jak by se SIRT1 mohl do EGA zapojovat:

Podle jedné z teorii je EGA zavisla na poméru mnozstvi DNA a maternalnich faktort
v cytoplazmé embrya, ktery stoupa béhem déleni bez bunétného rlstu (Tsichlaki &
FitzHarris, 2016). S rostoucim mnozstvim DNA je mnoZzstvi maternalnich faktord relativné
mensi a postupné piestavaji inhibovat transkripci embryonalnich gent. Jako jedny z moZnych
maternalnich produktl fungujicich takto jako inhibitory transkripce byly uvedeny histony H3
za substraty SIRT1 (Obr. €. 5) a (Obr. €. 6). Toto schéma regulace EGA nebylo ovSem zatim
spolehlivé potvrzeno u savcl (Jukam et al., 2018). Jako pravdépodobnéjsi se jevi zapojeni
SIRT1 zahajenim EGA pomoci histonovych modifikaci. Uvadi se, Zze histonové znacky
umisténé enzymy maternalniho plivodu mohou hrat roli pfi nacasovani genové exprese
(Hontelez et al., 2015). SIRT1 by se pak mohl s dalSimi enzymy ovlivilujicimi epigeneticky
kod podilet pomoci modifikace histonti na oznaeni aktivnich lokust jesté pred zacatkem
transkripce. V souladu stim je i naSe pozorovani pfitomnosti materndlniho SIRT1
v paternalnim pronuleu, kde SIRT1 ocividné sehrava svoji tlohu. Formovani samciho
prvojadra je skute¢né provazeno mnoZzstvim dynamickych epigenetickych zmén (Lei Li et al.,
2013). Naptriklad nékteré metylace histonu H3 pravdépodobné oznacuji oblasti pocatku
transkripce a odstranéni této znacky z ostatnich oblasti se jevi jako zdsadni pro normalni EGA

(Dahl et al., 2016). Stale se ale diskutuji histonové modifikace spiSe jako pouhy privodni jev
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a dusledek dynamiky chromatinu nezli pfi¢ina a regulace genové exprese béhem EGA
(Henikoff & Shilatifard, 2011). Velmi dtlezitou roli hraji histonové modifikace také
v ovlivnéni dostupnosti embryonalni DNA pro transkripéni faktory a RNA polymerazu II
zodpovédnou za transkripci béhem EGA (Jukam et al., 2018; Vastenhouw et al., 2019).

Jako nejslibn€jsi smér dal§iho vyzkumu role SIRT1 v ¢asné embryogenezi se jevi
pravé EGA. Jak konkrétné ale do této komplexni sit¢ SIRT1 zapadd a jakymi pfesnymi
mechanismy Ize pifipadné kompenzovat jeho ztratu, je otdzka pro budouci zkoumani.
K tomuto ucelu miize poslouzit i model Sirt/ cKO pouzity pro tuto praci. Vhodné by bylo
ovlivnény. Déle by pak pfipadné bylo zdhodno vyuzit chromatin imunoprecipitaci pro
ptiblizeni interakce SIRT1 s konkrétnimi lokusy. Dalsi vyzkum by mél odhalit blizsi detaily
fungovani tohoto Siroce uplatiiované¢ho enzymu, a tak pfispét hlubSimu chapani gemetogeneze

a ¢asného embryonalniho vyvoje.
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8 Zavér

Cilem této diplomové prace bylo ovéfit pfitomnost SIRT1 v oocytech a casnych
embryich a nasledné¢ odhalit jeho fyziologickou ulohu pfi zrani oocytl, oplozeni a raném
embryonalnim vyvoji. Podatilo se nam tedy lokalizovat SIRT1 v riznych fazich oogeneze a
embryondlniho vyvoje. Déle jsme ovétili prikaznost naseho kondicionadlniho knock-out
modelu a popsali jeho reprodukéni fenotyp.

Zjistili jsme, Ze SIRT1 se podili na kvalité oocytll prostfednictvim svych substrati, a
to predev$im prostfednictvim modulace histonového koédu chromatinu a stabilizaci déliciho
vieténka. Pritomnost SIRT1 je tedy zfejm¢é schopna predchazet chybné segregaci a
aneuploidii oocytl. Ze studia zygot vyplyva, ze SIRTI1 pisobici v sam¢im i1 samic¢im
prvojadru je vyhradné maternalniho ptivodu. Déle jsme také urcili, ze pritomnost SIRT1 ma
znaény vliv na uspésnost ¢asného embryonalniho vyvoje. Klicovym zpisobem se zde podili
na procesu aktivace embryonalniho genomu. Dosazené vysledky tedy potvrzuji nase hypotézy
o ptitomnosti SIRT1 v oocytech a embryich a jeho zapojeni do fyziologickych procesii zrani
oocytl, oplozeni a rané embryogeneze.

Nase vysledky mohou prispét k pochopeni mechanismi, kterymi se fidi Casny
embryonalni vyvoj. Tyto informace mohou byt vyuzity jak pro dalsi vyzkum zabyvajici se
fertilizaci a Casnou embryogenezi, tak v praxi pro zkvalitnéni technik asistované reprodukce
u lidi 1 hospodatskych zvirat.

Presné mechanismy, kterymi se SIRT1 do téchto procesi zapojuje, a jak je
v nékterych piipadech jeho ztrata kompenzovana, zlistavd otdzkou pro budouci zkoumani.
Jako nejslibnéjsi cil téchto vyzkumi se jevi studium role SIRT1 v procesu aktivace
embryonalniho genomu. Pro tento ucel je mozné vyuzit i nami popsany mysi kondicionalni

knock-out model.
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