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Abstrakt

Prehledovéa bakalatskd prace se zabyva dosavadnimi poznatky o haploidnich embryich,
urcenych pro derivaci haploidnich embryondlnich kmenovych bunék. Hlavnim tématem
literarni reserSe jsou metody produkce haploidnich blastocyst laboratorni mysi (Mus
musculus) a zvlastnosti jejich vyvoje.

Haploidni blastocysty mohou byt pripraveny parthenogeneticky, gynogeneticky nebo
androgeneticky. Vyvoj haploidnich embryi byvéa zretelné odlisny od vyvoje diploidnich
embryi. Déleni blastomer jsou zpozdéna v fadu hodin a tispésnost dosazeni stadia blas-
tocysty je nizkd. Pti¢inou naruseného vyvoje haploidnich embryi by mohla byt nedo-
state¢nd aktivace a/nebo nestandardni genova exprese. Navazujici prdce, vyuzivajici
monitorovaci systém Primo Vision, je ptiblizena v experimentdlni Casti.

Znalost tématu je zdsadni pro zefektivnéni produkce haploidnich blastocyst a odvo-
zeni stabilnich linii haploidnich embryondlnich kmenovych bunék pro dalsi biologicky
a medicinsky vyzkum.

Klicova slova: embryo, haploidni, parthenogenese, gynogenese, androgenese.

Abstract

This bachelor thesis summarizes current knowledge of haploid embryos that are used
for haploid embryonic stem cell derivation. The subject matter of this background re-
search are production methods of haploid blastocysts of mice (Mus musculus) and the
particularities of their development.

Haploid blastocysts can be prepared parthenogenetically, gynogenetically or andro-
genetically. The development of haploid embryos is substantially different from the de-
velopment of diploid embryos. The division of blastomeres is delayed by several hours
and the success rate of development to blastocysts is low. The reason for the impaired
development of haploid embryos is hypothesized to be improper activation and/or non-
standard gene expression. The follow-up study that utilizes the Primo Vision monitoring
system is described in the experimental part.

Knowledge of this topic is crucial to raising the effectiveness of haploid blastocyst
production and derivation of stable haploid embryonic stem cell lines for further biolo-
gical and medical research.
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AG-haESCs

cAMP

CB
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5-methyl cytosin

6-dimethyl aminopurin

androgenetické haploidni embryonalni kmenové bunky
cyklicky adenosin monofosfat
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odlisné methylovand oblast — differentially methylated region
gynogenetické haploidni embryondlni kmenové bunky

lidsky choriovy gonadotropin — human chorionic gonadotropin
lidska tubarni tekutina — human tubal fluid

embryoblast, vnitini buné¢na masa — inner cell mass
intracytoplasmatickd injekce spermie

draslikem obohacené jednoduché optimalizované médium — potassium
simplex optimized medium

redukovany nikotinamid adenin dinukleotid
parthenogenetické haploidni embryondlni kmenové bunky

gonadotropin séra brezich klisen — pregnant mare serum gonadotropin



Uvod

Haploidni embrya a haploidni embryonalni kmenové bunky obsahuji jen jednu sadu
chromosomi — materndlni, nebo paterndlni. To znamen4, Ze jim chybi druhéd alela kaz-
dého genu, ktera by maskovala mutace a recesivni vlohy.

V biomedicinském vyzkumu jsou proto haploidni embryonalni kmenové bunky znac-
nym prinosem. Polovi¢ni karyotyp, ve spojeni s vlastnostmi a vyuzitelnosti embryonal-
nich kmenovych bunék, usnadnuje a zrychluje techniky genetické modifikace a ana-
lyzy. Kvuli svym vyvojovym odchylkdm jsou haploidni embrya velmi zajimava nejen pro
zkoumdni samotnych gent, ale také pro studium epigenetickych mechanisma (shrnuto
v Horii a Hatada, 2015).

Rozli$uji se tti zdkladni druhy haploidnich embryondlnich bunék, podle ptavodu je-
jich genomu: partenogenetické haploidni embryondlni kmenové bunky (PG-haESCs),
derivované z blastocyst ptipravenych pouhou aktivaci oocytu, gynogenetické haploidni
embryondlni kmenové buriky (GG-haESCs) a androgenetické haploidni embryondlni
kmenové bunky (AG-haESCs), ziskané z oplozenych oocytil, na jejichZ vyvoji se podilelo
pouze samici, respektive sam¢i prvojadro.

Jedny z prvnich odvozenych obratlov¢ich haploidnich embryonalnich kmenovych
bunék byly zabi (Rana pipiens) AG-haESCs (Freed a Mezger-Freed, 1970), po témér Cty-
riceti letech nasledovaly rybi (Oryzias latipes) GG-haESCs (Yi et al., 2009). Velky zajem
byl a stale je o haploidni bunky mysi (Mus musculus), jednoho z nejpouzivanéjsich la-
boratornich savct. Zpoc¢atku byl problém udrZzet kmenové buriky v haploidnim stavu,
spontanné diploidizovaly (Kaufman et al., 1983). Pozdéji se védecké tymy k pokusiim
vratily a ustanovily linie PG-haESCs (Elling et al., 2011; Leeb a Wutz, 2011), AG-haESCs
(Li et al., 2012; Yang et al., 2012) a GG-haESCs (Kobayashi a Yoshida, 2015), zacho-
vavajici jednu sadu chromosomi i po mnohondsobném pasazovani. Dalsi ziskané sav¢i
haploidni kmenové buniky byly krysi (Rattus norvegicus) AG-haESCs (Li et al., 2013)
a opi¢i (Macaca fascicularis) PG-haESCs (Yang et al., 2013). Vzhledem k tspésné de-
rivaci u primata byl ocekavan uspéch i u clovéka. V breznu 2016 se poprvé podatilo
pripravit lidské parthenogenetické haploidni embryondlni kmenové buriky (Sagi et al.,
2016).

Pro derivaci embryondlnich kmenovych bunék je nutné nejprve vytvoftit blastocysty.
Duvody zpozdéni déleni blastomer haploidnich embryi a faktory ovliviiujici pfeménu
v blastocystu nejsou dosud dostate¢né znamy. Cilem této bakaldrské prace je shrnout
metody pripravy parthenogenetickych, gynogenetickych a androgenetickych blastocyst
mysi, popsat zvlastnosti ve vyvoji haploidnich embryi a diskutovat jejich mozné priciny.
Pouzité obrazky byly vytvotreny autorkou prace.



Literarni prehled

1 Produkce haploidnich embryi mysi

Rozmnozovani mysSi (Mus musculus) typicky probiha splynutim haploidni sami¢i po-
hlavni buiiky, oocytu, s haploidni sam¢i pohlavni butikou, spermii. Vznikne diploidni
zygota, kterd se mitoticky déli a zachovava si dvé sady chromosomd, kazdou od jed-
noho z rodica.

Uniparentdlni embrya obsahuji pouze materndlni, nebo pouze paterndlni genom,
pochazejici jen od jednoho rodice. Podle metody pripravy se déli na tti hlavni skupiny:
parthenogenetickd, gynogenetickd a androgeneticka.

Parthenogenetickd embrya vznikaji bez oplozeni, samotnou aktivaci oocytu v meta-
fazi I1. Obsahuji tedy jednu, v pripadé diploidizace dvé maternalni sady chromosomi.
Pro vytvoreni gynogenetickych embryi jsou oocyty oplozeny spermii a poté je jim ode-
brano samd¢i prvojadro. Androgeneticka embrya se obdobné vytvareji odebranim sami-
¢iho prvojadra pred, nebo po oplozeni oocytu. Oplozeni miiZe byt zajiSténo ptirozenou
cestou, nebo in vitro fertilizaci, pii které je oocyt ponechan ve vysoké koncentraci sper-
mii (Kono et al., 1993), nebo castéji intracytoplasmatickou injekci spermie (ICSI), kdy je
do oocytu vnesena vybrand sam¢i pohlavni bunika mikromanipulacni technikou (Latham
et al., 2002).

Zkracené je pro parthenogenetickd embrya pouzivan ndzev parthenogenony (z brit-
ské literatury, obdobné gynogenon a androgenon), v americké literatufe se oznacuji jako
parthenoty (Kaufman, 1983).

1.1 Parthenogenese

Ekvivalenty feckého vyrazu parthenogenese jsou v Cestiné samobtezost a pannobrezost.
Jak nazev napovidd, zarodek je vytvoren bez ucasti druhého pohlavi, bez oplozeni. Né-
které rostliny a bezobratli se nepohlavné rozmnozuji bézné, ale u obratlovct (nékteré
paryby, ryby, obojzivelnici a plazi) se parthenogenese vyskytuje ziidka a u savci prav-
dépodobné vibec.

Metody parthenogenetické aktivace se uplatniuji i pti studiu embryi ¢lovéka. Takovy
pristup je navic eticky méné kontroverzni nez jiné techniky, nebot’ se pii ném nemani-
puluje s Zivotaschopnymi lidskymi jedinci (Bos-Mikich et al., 2016).

Prirozené se oocyty v metafazi aktivuji k dalSimu vyvoji oplozenim spermii. Ta vy-
vold, prostfednictvim fosfolipasy C zeta (Saunders et al., 2002), zvySeni koncentrace
vapenatych iontl v cytoplasmé. Po opakovaném snizovani a zvy$ovani koncentrace vap-
niku nésleduje mnoho dalsich reakci, predevs§im dokonceni meiotického déleni. Metody



umeélé aktivace se snazi tuto takzvanou vapnikovou oscilaci, trvajici u mysi 3—4 hodiny,
vyvolat ¢i napodobit (shrnuto v Machaty, 2016).
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Obrazek 1: Parthenogenetickd aktivace. 1: Oocyt v metafdzi II po prvnim meiotickém dé-
leni. A: Haploidni embryo po parthenogenetické aktivaci. B: Diploidni embryo po parthe-
nogenetické aktivaci se zabranénim vytvoreni druhého pélového téliska. pb1, prvni pdlové
télisko; ms, meiotické vieténko; pb2, druhé pdlové télisko; fpn, samici prvojadro.

Zpocatku se pro parthenogenetickou aktivaci pouzivaly in situ postupy, naptiklad
ptisobenti elektro$oku na ampullu vejcovodu. Uspésnost se pohybovala kolem 50 % a vy-
sledkem byla predevsim haploidni embrya (Witkowska, 1973). Jedno z takto vytvore-
nych embryi se vyvijelo az do stddia osmi somitdi, ale odhaduje se — protoZe se u néj
béhem pokusu neovétoval karyotyp —, Ze se zrovna jednalo o diploidniho jedince (Tar-
kowski et al., 1970).

Aktivace chladem (cold-shock), dalsi z drive testovanych in situ technik, na mysi
oocyty nefunguje. Avsak zahtivani (heat-shock) vajeénikt a vejcovodl 44-45 °C teplou
vodou po dobu 5-10 minut je aktivovat dokdze (Braden a Austin, 1954). Heat-shock
metodu je mozné pouzit in vitro, aby se dala lépe zajistit pozadovand teplota puso-
bici na jednotlivé oocyty. Ani tak ale neni tento postup ziskdvani parthenogenetickych
embryi prili§ vhodny, nebot’ velkd ¢ést z aktivovanych oocytti byva poskozena (Komar,
1973). Uspésnost in situ metod miize ovlivnit pouzité anestetikum, které samo dokéze
aktivaci vyvolat. Tento ucinek byl popsan u etheru (Braden a Austin, 1954) nebo aver-
tinu, u néhoz, pokud bylo poddni vhodné nacasovano, byla pozorovana aktivace témér
poloviny oocytt (Kaufman, 1975).

Prikladem velmi efektivni chemické aktivace je pouziti 7% ethanolu, ktery vSak
u témér pétiny embryi zptisoboval aneuploidie (Kaufman, 1982). Dalsi z mnoha latek
s prokdzanym pozitivnim vlivem na aktivaci jsou naptiklad cykloheximid a puromycin
(Siracusa et al., 1978), kalcium ionofory (Steinhardt et al., 1974), oblibené pti mani-
pulaci s lidskymi oocyty (Sagi et al., 2016; Yanagida et al., 2008), nebo hyaluronidasa,
pouzivana k odstranéni kumuldrnich bunék (Graham, 1970; Kaufman, 1973a). Stron-
cium chlorid (SrCl, ) je v souc¢asné dobé nejpouzivanéjsi latkou k aktivaci oocytt mysi.



Na rozdil od vétSiny metod vyvolava vapnikovou oscilaci (Bos-Mikich et al., 1995).

Pro ziskani vétsiho poc¢tu diploidnich parthenogenont je tfeba zabranit vydéleni po-
lového téliska, pripadné zamezit prvnimu déleni. Tento ucel plni naptiklad cytochala-
sin B a D (CB, CD), inhibujici polymerizaci aktinovych filament (shrnuto v Kaufman,
1983; Liu et al., 2002), nebo 6-dimethyl aminopurin (6-DMAP, Hu et al., 2015a).
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Obrazek 2: Schéma vyvoje po parthenogenetické aktivaci. 0: Ovulovany oocyt pred aktivaci,
ve druhé metafézi s prvnim pdlovym téliskem a druhym meiotickym vieténkem. 1A: Vydé-
leni druhého pdlového téliska po druhém meiotickém déleni, jedno haploidni prvojadro,
haploidni embryo. 2B: Immediate cleavage, jedno haploidni prvojadro v kazdé blastomere,
mosaikové haploidni embryo. 3C: Nevydéleni druhého pdlového téliska, dvé haploidni prvo-
jadra, delayed immediate cleavage, mosaikové haploidni embryo. 3D: Nevydéleni druhého
polového téliska, dvé haploidni prvojadra, diploidni embryo. 3E: Nevydéleni druhého pdlo-
vého téliska, jedno diploidni prvojadro, diploidni embryo. Podle Kaufman, 1976.

Obvyklé vysledky parthenogenetické aktivace a ndsledujictho mitotického déleni
jsou znazornény na obrazku 2. Nejcastéjsi z nich je vydéleni druhého poélového téliska
a vyvoj v haploidni embryo, blize popsané na obrazku 1. Jedna z odchylek od oc¢ekava-
ného vyvoje je naptiklad immediate cleavage (Braden a Austin, 1954), kdy je polové té-
lisko napadné zvétSeno, takze pripomina hlavni vaje¢nou bunku a analogicky se i vyviji.



Jelikoz pri prvnim meiotickém déleni doslo ke crossing-overu, nejsou tyto dvé blasto-
mery geneticky zcela identické (Kaufman, 1978). Stava se tak hlavné u pozdé aktivova-
nych, prestarlych oocyti. Pro predstavu, pokud je aktivace hyaluronidasou provedena
po 13 hodinéch po ovulaci, mfize byt podil téchto chimér az 60 %. Uspésnost aktivace
mladsich oocytti, 6-7 hodin po ovulaci, je srovnatelnd, ale Zddoucich jednopronuklear-
nich embryi je 95-99 % (Graham a Deussen, 1974; Kaufman, 1973a). Pravdépodobnou
pri¢inou tohoto jevu je vyznamné zestarnuti oocytt po 12 hodinach od ovulace. Proje-
vuje se ztratou stability membrany a meiotické vieténko se pak premisti vice ke stiedu
bunky (Szollosi, 1971).

1.2 Gynogenese

Jednou z prvnich metod pripravy gynogenetickych embryi bylo oplozeni spermii inakti-
vovanou rentgenovymi paprsky (Edwards, 1957a) nebo UV zarenim (Edwards, 1957b).
Dal$i moznosti ziskdni gynogenont (a androgenont zarovern) je bisekce jednobuné¢né
zygoty (Tarkowski, 1977; Tarkowski a Rossant, 1976). V soucasné dobé se pouziva mik-
romanipulacni technika vyjmuti prvojadra (McGrath a Solter, 1983), znazornénd na ob-
razku 3. Kratce po oplozeni je tak odstranéno samc¢i prvojadro (Modlinski, 1975), které
se d4 obvykle poznat podle lokace — sami¢i prvojadro je blize pdlovému télisku — i veli-
kosti — sam¢i prvojadro je az dvojndsobné vétsi nez samici (Austin a Braden, 1955).
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Obrazek 3: Gynogenese. 1: Oplozeni oocytu v metafazi II spermii (s). 2: Odstranéni sam-
¢iho prvojadra (mpn). 3: Haploidni gynogenetické embryo se sami¢im prvojadrem (fpn).
pb1, prvni pélové télisko; ms, meiotické vieténko; pb2, druhé pélové télisko.

Ponechané prvojadro muze byt zdiploidizovano cytochalasinem B, pticemz se, podle
nacasovani, zabrani prvnimu, nebo druhému mitotickému déleni (Markert a Petters,
1977). Pokud se jesté pred enukleaci inhibuje druhé meiotické déleni, prinasi metoda
lepsi vysledky. Je to pravdépodobné proto, ze bunky pak nejsou zcela homozygotni
kvtli probéhlému crossing-overu (obdobné jako immediate cleavage), a navic se supresi
déleni nesnizi pocet blastomer (Borsuk, 1982).



1.3 Androgenese

Pro vytvoreni androgenont se nejprve pouzivaly chemikalie ni¢ici délici vieténko, jako
kolchicin a kolcemid (Edwards, 1958), vysledna ploidita vSak nebyla kontrolovatelna.
Pozdéji se provadéla zminéna bisekce oplozeného jednobunécného embrya (Tarkowski,
1977; Tarkowski a Rossant, 1976). Stejné jako u gynogenetickych embryi se nejvice
vyuziva mikromanipulacni technika vyjmuti prvojadra po oplozeni (Hoppe a Illmensee,
1977; Markert a Petters, 1977; Modlinski, 1975), priblizend na obrazku 4.
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Obrazek 4: Androgenese enukleaci po oplozeni. 1: Oplozeni oocytu v metafazi II spermii
(s). 2: Extrakce samiciho prvojadra (fpn). 3: Haploidni androgenetické embryo se sam¢im
prvojadrem (mpn). pbl, prvni pélové télisko; ms, meiotické vieténko; pb2, druhé poélové
télisko.

Analogicky ke gynogenontm je také mozné odstranit meiotické vieténko s chro-
mosomy a teprve pak enukleovany oocyt oplodnit, jako na obrazku 5. Pro vytvoreni
diploidnich androgenont se pouZziva cytochalasin (Hoppe a Illmensee, 1977). Bipater-
nalni embrya se daji ziskat naptfiklad oplozenim dvéma spermiemi (Obata et al., 2000).
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Obrazek 5: Androgenese enukleaci pred oplozenim. 1: Extrakce meiotického vieténka (ms)
z oocytu v metafdzi II. 2: Oplozeni spermii (s). 3: Haploidni androgenetické embryo se
samcim prvojadrem (mpn). pbl, prvni pélové télisko; pb2, druhé pdlové télisko.



2 Srovnani vyvoje haploidnich a diploidnich embryi mysi

Vyvoj haploidnich embryi pfibliZuje, jak se na stavbé a rdistu embrya podili maternalni
a jak paterndlni genom; ktery se v jaké fazi uplatnuje vice a jak spolu kooperuji. Po-
mahaji také pochopit, jak v evoluci vznikala diploidita, proc¢ se udrzuje a co je pro ni
nezbytné.

Mnoho druhti hmyzu je haplodiploidni a dokaze se mnoZit parthenogeneticky. Po-
darilo se izolovat haploidni buné¢né linie i z diploidnich druht hmyzu, konkrétné oc-
tomilky (Debec, 1984). Pomérné bez obtizi se dati udrzovat také haploidni bunky ryb
(Michalik et al., 2015; Yi et al., 2009). Zd4 se tedy, Ze si sv{ij genom pfisné hlidaji pre-
devsim savci. Nezadouci karyotyp reguluji apoptosou, programovanou buné¢nou smrti,
pripadné se snazi haploidni bunky zdiploidizovat (Hardy, 1997; Liu et al., 2002). Patrné
se béhem evoluce postupné vytvorily nejriznéjsi kontrolni mechanismy, zachovavajici
pouze diploidni jedince.

Mysi i lidska uniparentalni embrya se nékdy vyskytuji prirozené. Parthenogenetickou
aktivaci oocytu po prvnim meiotickém déleni vznikaji na vaje¢niku ovaridlni teratomy
(Stevens a Varnum, 1974). Androgenetickd embrya se nazyvaji mola hydatidosa (Mut-
ter, 1997). Jedn4 se ale o ndhodné odchylky, které se nevyviji dlouho.

Preimplantacni, a predevsim postimplantacni vyvoj embryi s genetickou vybavou jen
od jednoho rodice je jiny nez vyvoj embryi, ve kterych se dopliiuje maternalni i pater-
nalni genom. Stejné tak vyvoj haploidnich embryi mysi je ve srovndni s diploidnimi

znacné odlisny.

2.1 Vyvoj parthenogenetickych haploidnich embryi mysi

Pro derivaci haploidnich embryondlnich kmenovych bunék staci ziskat blastocysty, které
se daji ptipravit nejriznéjsimi metodami, jak bylo shrnuto v ptedchozi kapitole. Jejich
preimplantacni vyvoj je vSak velmi pomaly a k formovani blastocoelu se dostane jen
zlomek z vytvorenych embryi. Nejsnazsi technikou vznikaji haploidni parthenogene-
tickd embrya. Nyni budou srovnavana se svymi diploidnimi protéjsky, jez také postradaji

chromosomy jednoho z rodi¢t, a s normalnimi oplozenymi embryi.

2.1.1 Nukleocytoplasmaticky pomér

Vztah mezi velikosti jddra a objemem cytoplasmy se nazyva nukleocytoplasmaticky po-
mér (nucleocytoplasmic ratio). Béhem prvnich cykla ryhovéni se s kazdym délenim
zvétsSuje o polovinu. Mechanismy, které podle néj kontroluji, v které fazi vyvoje bunka
je, funguji napriklad u regulace prechodu do stadia stfedni blastuly obojzivelnika (mid-
blastula transition stage, Newport a Kirschner, 1982). Proto se o ném uvazovalo jako
o mozné pri¢iné pomalého vyvoje haploidnich embryi mysi (Kaufman, 1983).



Prvojadro haploidnich parthenogenetickych embryi je s objemem kolem 4 080 ym?
o trochu mens$i nez saméi prvojadro (4 100 um?, sami¢i prvojadro je o vice nez polovinu
mens{ — 1700 um?) a také mensi nez soucet samé¢iho a sami¢iho jadra po oplozeni (pfi-
blizné 5790um?). Zd4 se, ze materidl pro tvorbu prvojader je dostupny v cytoplasmé
v pfedem daném mnozstvi. Sam¢i prvojadro je v ziskdvani stavebniho materidlu aspés-
néjsi a vezme si ho vice, a proto byva vétsi nez samici. Patrné existuje pro prvojadro ur-
¢itd maximalni velikost, kterd je kontrolovdna zejména tehdy, kdyz jedno z nich chybi.
Podle srovnani haploidnich, diploidnich a triploidnich dvoubuné¢nych embryi zfejmé
objem jadra, soucet objemu jadérek, ani jejich pocet s ploiditou prilis nesouvisi (Austin
a Braden, 1955).

Vliv objemu cytoplasmy na déleni bunék ovétovala studie z osmdesatych let, ve které
byla enukleaci vytvofena haploidni gynogenetickd a androgenetickd embrya. Rozpile-
nim zygot byl poté upraven nukleocytoplasmaticky pomeér. Gynogenony a androgenony
ziskané bisekci i ty vytvorené enukleaci a naslednym zmensenim cytoplasmy, tedy s nor-
malizovanym nukleocytoplasmatickym pomérem, se vyvijely 1épe nez embrya ptipra-
vena jen prenosem prvojadra. Pocet ziskanych blastocyst byl vétsi, ovSem pro navozeni
normdlniho vyvoje tyto tpravy nestacily (McGrath a Solter, 1986). Naopak v pripade,
kdy se dvoubuné¢nym embryim experimentdlné dvakrat zvysil objem cytoplasmy (po-
meér klesl), embrya kavitovala az o 12 hodin pozdéji. Na rychlost déleni ale tiprava ne-
meéla vliv (Evsikov et al., 1990).

Hypotézu vyvratilo také méreni genové exprese, pri kterém se nenasly rozdily mezi
bunkami upravenymi bisekci a témi kontrolnimi. Embryo na novy pomér nereagovalo
zménou syntézy proteint ani povrchovych antigent (Petzoldt a Muggleton-Harris, 1987).

Neni pfesné zndmo, jak a proc je objem cytoplasmy diileZity, ale nejrizné;jsi studie
potvrdily, ze prah jesté umoznujici vyvoj zygoty je jeho polovina (Cui et al., 2005). Jak
popsali Wakayama a Yanagimachi (1998), oplozena embrya s polovicnim objemem se
vyvijela do narozeni, ale vétsi zasah nebyl slucitelny ani s rozdélenim do dvou buneék.
Samotny nukleocytoplasmaticky pomeér vSak neni dostate¢né vysvétleni pro naruseny
vyvoj haploidnich embryi (Latham et al., 2002).

2.1.2 Centrioly a mitotické vieténko

Odhadovalo se, Ze nepritomnost paternalni centrioly, kterou by do vajicka prinesla sper-
mie, je pro vyvoj haploidnich bunék zasadni. My$ ale béhem prvnich déleni centrioly vii-
bec nema (Szollosi et al., 1972). Centrosomy hlodavct jsou dédi¢né maternédlné (Schat-
ten et al., 1991) a byly elektronovym mikroskopem nalezeny az v 32-64buné¢ném sta-
diu (Gueth-Hallonet et al., 1993).

Lee et al. (2011) uvazovali, Ze absence paterndlni centrioly je dtivod, pro¢ jesté ne-
byly ziskany jiné parthenogenetické buiiky nez mysi. Parthenogeneticka embrya jinych



druht si vSak centrosomy dokazi vytvorit samy. Dokonce se u lidi a jinych druht savci
ukazuje, ze haploidni parthenogenony mivaji vice centriol nez je obvyklé (Brevini et al.,
2011). Paternalni centrioly mohou slouzit jako zpétna vazba, ktera by zastavila dalsi
syntézu (Marshall, 2007). Nadbytek centrosomt sice preimplanta¢ni vyvoj partheno-
genetickych embryi nezpomaluje, ale muze byt zodpovédny za neobvyklé tvary bunék
nebo aneuploidie (Brevini et al., 2012).

Co se tyce velikosti déliciho vieténka, jeho délka je ovlivnéna velikosti bunky a nuk-
leocytoplasmatickym pomérem (Novakova et al., 2016). Jak ale bylo v predchozi ¢asti
popsano, objem cytoplasmy neni hlavni faktor souvisejici s problematickym vyvojem ha-
ploidnich embryi. Patrné se u hlodavc béhem evoluce prenesla kontrola dcasti samce
z centriolu na celou paterndlni polovinu genomu (Schatten et al., 1991), coz potvrzuji
uvahy v dalsich ¢astech prace.

2.1.3 Mitotické déleni

Prvni mitotické déleni tvoti hranici mezi jednobuné¢nou zygotou a mnohobunétnym
embryem. Haploidni parthenogenetickd embrya maji opozdény nastup a delsi trvani
prvni mitosy. Cekaji s prvnim délenim déle ne? diploidni parthenogenony, podle nékte-
rych pozorovani i o 3—4 hodiny (Liu et al., 2002). Celkova délka prvni mitosy mysi byva
kolem 2 hodin (Kaufman, 1973c). U haploidnich parthenogenetickych embryi vSak trva
o témét 40 minut déle, ptiblizné 156 minut.

Pro detailnéjsi analyzu méreni byla mitosa rozdélena na nékolik pozorovatelnych
fazi: I, pronuklearni faze; Ila, pozdni pronukledrni faze a rand prometafaze; IIb, pozdni
prometafaze; III, syngamicka cast metafaze; IV, chromatidova cast metafaze; Va, pozdni
metafdze; Vb, anafdze. Pravé faze IV a Vb se u parthenogenetickych haploidnich a oplo-
zenych diploidnich embryi 1isi nejvice. Trvani téchto dvou fazi je u haploidnich parthe-
nogenonu 3-5X del$i a doba od IV do Vb trvd primérné kolem 67,5 minut, oproti
26,5 minutam u oplozenych diploidnich embryi (Kaufman, 1973b). Pfi méreni téchto
¢asovych usekd je ale potfeba vzit v ivahu vliv prostredi, protoze naptiklad teplota jiz
lehce pod 37 °C miiZe vyvoj vyrazné zpomalovat (Kaufman, 1973c).

Nejen ze prvni déleni zahajuji se zpozdénim, ale celkovy vyvoj haploidnich parthe-
nogenetickych embryi je s kazdym dalSim mitotickym rozdélenim pomalejsi nez vyvoj
diploidnich uniparentélnich i norméalné oplozenych embryi.

Studie monitorujici haploidni parthenogeneticka a androgenetickd embrya Clovéka
do osmibunéé¢ného stadia odhalila, Ze u lidskych parthenogenont nastéava zpozdéni dé-
leni uz béhem druhého bunéc¢ného cyklu, naopak androgenony maji urychlené déleni
béhem cyklu tretitho (Escriba et al., 2016). Pro¢ tomu tak je, neni zatim jasné.

Jak zmétili Henery a Kaufman (1992), primérny ¢as zdvojndsobeni poctu bunék
haploidnich parthenogenetickych embryi je priblizné 15,3 hodin, diploidnich partheno-



genont 12,3 hodin a normélné oplozenych kontrol 12,7 hodin. Haploidni parthenoge-
nony se v rychlosti déleni od diploidnich parthenogenonu jesté tolik neli$i v prvnich
dvou délenich, ve dvoubunécném a ctyrbunécném stadiu. Poté ovSem haploidnim trva
kolem 57 hodin dosazeni osmibunécného stadia, coz je o 7 hodin vice nez u diploid-
nich s primérné 50 hodinami. Pro srovnani s predchozi studii to odpovida ¢asu zdvojeni
14,3 hodin. Pro preménu v morulu haploidni parthenogenony pottrebuji kolem 92 hodin,
zatimco diploidni jen 58 hodin. Do stddia blastocysty se dostanou za 129, respektive
92 hodin, tedy s rozdilem témér 37 hodin (Cui et al., 2007).

Liu et al. (2002) popisuji, Ze 48 hodin po aktivaci, ptipadné oplozeni, byla diploidni
parthenogenetickd a normdlni embrya ve stddiu moruly, ale parthenogenetickd haploidni
embrya jesté ve Ctyr- nebo osmibunécném stadiu.

Konkrétni casové hodnoty je opét tfeba brat jen orienta¢né, nebot’ se ménily postupy,
média i monitorovaci systémy. Presto i vlastni pozorovani, ptiblizené v experimentalni
¢asti této prace, potvrzuje, Ze haploidni parthenogenony maji v fddu hodin opozdény
preimplantacni vyvoj.

2.1.4 Vlastnosti a pocet blastomer

Pii pohledu na parthenogenetické haploidni embryo je ndpadna rozdilna velikost blasto-
mer. Zd4 se, jako by pochézely z rtiznych kol déleni (Kaufman, 1983). Haploidni embrya
jsou méné kompaktovand a blastocysty méné expandované. Nedostatecnd kompaktace
mize naru$ovat tésné spoje mezi vnéj$imi bunkami, coz by mohla byt jedna z pti¢in
obtizi pti tvorbé blastocoelu (Cui et al., 2007; Pratt et al., 1982). Celkovy pocet bunék
vétsinou byva znatelné redukovan.

V jiz citované prdci se Liu et al. (2002) zamérili na souvislost mezi ploiditou, parthe-
nogenetickou aktivaci a apoptosou. Pro spusténi apoptotickych signdlti neni paterndlni
genom vubec potieba, protoze mitochondrie, které apoptosu zahajuji, buriky dédi ma-
terndlné (Liu et al., 2000). V haploidnich parthenogenonech bylo 72 hodin po aktivaci
spocitdno priblizné 27 bunék, coz odpovidd stddiu moruly. Je to o hodné méné nez pocet
bunék diploidnich parthenogenonti (39) a oplozenych embryi (36), ze kterych v té dobé
jiz povétsSinou byly blastocysty (90 %). Apoptotické buriky byly nalezeny u haploidnich
embryi v 7% objemu, u diploidnich parthenogenetickych jen ve 3% a u oplozenych ve
4%. Po 96 hodinach od aktivace byl pocet bunék haploidnich embryi kolem 47 a di-
ploidni uz obsahovala vice nez dvakrat tolik: parthenogenony 104 a oplozena embrya
102 bunék. Apoptotickych bunék pak bylo u jednotlivych skupin 17 %, 4 % a 6 %.

Haploidni embrya obsahuji vyrazné méné bunék nez diploidni embrya, zpocatku
o tfetinu, pozdéji o polovinu, a maji také nejprve dvojnasobny a casem troj- az Ctyina-
sobny vyskyt apoptosy (Liu et al., 2002). Tyto dva faktory jsou pravdépodobné propo-
jeny, nebot zastaveni bunéc¢ného cyklu je dzce spjato s apoptosou (shrnuto v Meikrantz
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a Schlegel, 1995). Haploidita je spojena s programovanou buné¢nou smrti, ale ta sama
o sobé nesouvisi s parthenogenetickou aktivaci. Jak presné tento vztah funguje, neni
Znamo.

2.1.5 Genova exprese

Cui et al. (2007) porovnavali haploidni parthenogenetickd embrya, aktivovand ionomy-
cinem, a diploidni parthenogenetickd embrya, diploidisovand cytochalasinem B, z hle-
diska jejich genové exprese. Dvoubunéc¢nd haploidni a diploidni uniparentdlni embrya
byla v ptepisu sledovanych gent stejnd. Nésledujici den, po 44 hodinach od aktivace,
se uz v mire exprese lisila ve 38 a pozdéji (58 hodin po aktivaci) uz v 665 z celkem
15195 gend.

Protoze haploidni embrya jsou ve vyvoji pomalejsi, porovndvaly se také vysledky
vzhledem k dosazenému embryondlnimu stadiu. V tomto ptipadé se haploidni embrya
po 49 hodinach a diploidni embrya po 44 hodinach od aktivace v genové expresi vyrazné
neodliSovala. Stejné tak pri méteni ve fazi blastocysty (138 hodin vyvoje haploidnich,
respektive 102 hodin vyvoje diploidnich parthenogenont), se exprese neshodovala jen
v 15 genech, z nichz vétsina (12) byla vice prepisovana u haploidnich embryi. Co se tyce
oplozenych embryi, ve sledovanych genech se v porovndni s diploidnimi parthenoge-
nony nasly rozdily exprese pouze u Ctyt z nich, pfiCemz jeden souvisi s chromosomem Y
a dalsi byva materndlné imprintovan.

Toto srovnani potvrdilo, Ze haploidni parthenogenetickd embrya se genovou ex-
presi témér vyrovnaji diploidnim parthenogenontim, avsak cely vyvoj maji zna¢né opoz-
dény. Haploidnich parthenogenetickych blastocyst se podaftilo ziskat 12 % a diploidnich
parthenogenetickych témér 82 %. Pomaly a neuspésny vyvoj je podle Cui et al. (2007)
dtsledkem zpomalené transkripce kvtili chybéjici poloviné genetického materialu.

2.1.6 Postimplantacni vyvoj

Haploidni parthenogenony se kvili svym ¢asovym a morfologickym odchylkdm ztidka-
kdy tspésné uhnizdi. Typicky ztstavaji ve stddiu moruly (Liu et al., 2002). Jejich postim-
plantac¢ni vyvoj byl zaznamenavan do stddia embryondlniho valce (egg-cylinder stage)
a jen raritné do stadia primitivniho prouzku (Kaufman, 1978; Kaufman et al., 1977).

Zda se, ze vétsi uspésnost implantace diploidnich parthenogenetickych embryi tkvi
nejen v lepsim nacasovani vyvoje, ale také v tom, ze se v dobé nidace skladaji z vice
bunék. A to jak celkove, tak v samotné vnitini buné¢né mase (ICM) blastocysty (Henery
a Kaufman, 1992). Jak bylo vyse popsdno, ubyvani bunék haploidnich embryi nesouvisi
jen se samotnou aktivaci nebo absenci paterndlniho genomu, ale zdsadni je jejich haploi-
dita. Diploidni parthenogenony jsou totiz v mnozstvi apoptotickych bunék srovnatelné
s oplozenymi embryi (Liu et al., 2002).
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2.2 Vyvoj gynogenetickych a androgenetickych embryi mysi

Gynogenetickd a androgenetickd embrya prosla ve srovndni s parthenogenetickymi em-
bryi idedlni aktivaci oplozenim. Pfestoze se diploidni gynogenetickd a androgeneticka
embrya vyviji s vétSimi obtizemi nez diploidni parthenogenony, pouZzivaji se pro srov-
nani funkce jednotlivych parentdlnich genom. Pfispély zejména ke studiu role imprin-
tingu v diferenciaci bunék. Je mozné, ze pravé nedokonald aktivace oocytu a naslednd
(de)methylace DNA mohou byt hlavni pricinou nedspésného vyvoje. Proto budou nyni
popsana i diploidni uni- a biparentalni embrya a z nich vytvorené chiméry.

2.2.1 Preimplantacni vyvoj

Ve srovndavaci studii z roku 2015 (Hu et al., 2015a) se ze vSech kombinaci nejlépe vy-
vijely diploidni androgenony (9,8 % se dostalo do stddia blastocysty) a naopak nejhtre
haploidni androgenony (4,0 % blastocyst). Diploidni i haploidni gynogenony davaly po-
meérné srovnatelné vysledky (4,4% a 4,6 % blastocyst). Parthenogenetickd embrya se
vyvijela uspésné v 19,4 %. Diploidni androgenetickd embrya se paty den vyvoje skla-
dala z méné bunék, kolem 22, nez normalné oplozené kontroly, které mély pramérné
36 bunék. Jejich déleni je tedy znatelné pomalejsi.

V této studii se ale objevuji mnohem mensi ¢isla nez bylo dtive popsano, coz, jak
v diskusi autofi sami uznavaji, mohlo byt kvtli zvolené metodé, kmeni mys$i nebo pou-
zitym médiem. Haploidni androgenetickd a gynogenetickd embrya byla ziskdna ptiroze-
nym oplozenim mysim samcem a naslednou enukleaci. Diploidni embrya byla vytvorena
spojenim dvoubunéénych haploidnich andro- a gynogenonu a parthenogenetickd em-
brya aktivaci 7% ethanolem a ptipadné diploidisaci 6-DMAP (Hu et al., 2015a). V jiném
pripadé byly diploidni androgenony ptipraveny oplozenim dvéma spermiemi a vyvijelo
se jich do blastocyty i 56,5 % (Obata et al., 2000). Pokud byla nejprve provedena enukle-
ace metafazického oocytu a poté oplozeni, bylo diploidnich androgenetickych blastocyst
43 % a haploidnich androgenetickych blastocyst 11 % (Kono et al., 1993). Také rtizné
kmeny mysi davaji rozdilné vysledky. Naptiklad u kmene C57BL/6 se podatilo ziskat
70,4 % diploidnich parthenogenetickych blastocyst, ale u kmene DBA/2 stejnym postu-
pem jen 52,9 %. Diploidnich androgenetickych blastocyst prvniho kmene bylo 32,9 %,
kmene druhého pouhych 9,6 % (Liang et al., 2009).

Pro sefazeni ispés$nosti vyvoje jednotlivych typt embryi se v§ak uvedend data zdaji
byt relevantni. Parthenogenetickd embrya se obvykle vyviji nejlépe — diploidni rychleji
diploidnich a na poslednim v ptipadé haploidnich embryi. Schopnost premény haploid-
nich a diploidnich gynogenonii v blastocystu byla v této studii z nezndmého davodu
velmi podobna.

Jedna z prvnich teorii, vysvétlujicich hor$i vyvoj haploidnich androgenont nez gyno-
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negonu popisovala, ze enukleaci sami¢iho prvojadra se porusi nékteré vaje¢né struktury.
Jak bylo uvedeno, sami¢i prvojddro se nachdzi blize p6lovému télisku. Odhadovalo se,
Ze je s nim stale spojeno jakymsi cytoskeletalnim utvarem nebo se pti odebirani narusi
zona pellucida vice nez v ptipadé enukleace samciho prvojddra (Henery a Kaufman,
1992). Membréna totiz muze byt v blizkosti p6lového téliska ztentend predchozim
odskrcenim, a proto muze byt vice ndchylnd k mechanickému poskozeni (Modlinski,
1975). Tato tvaha se ale nepotvrdila, pii enukleaci samiciho prvojadra se, srovnatelné
s kontrolami, déli kolem 95 % pripravenych embryi (Hu et al., 2015b).

Haploidni gynogenetickd embrya podle Edwardse (1958) zaostavala o témért jedno
celé déleni za diploidnimi. Jeho zavéry plynouci ze srovani s tetraploidnimi embryi
znély, ze takto zpomaleny vyvoj nesouvisi s pottem sad chromosomu. Naopak se mu
zdalo, ze haploidni androgenony se vzdy bud’ déli stejné rychle jako ty diploidni, nebo
se nevyviji viibec.

Zajimavym ndpadem bylo spojeni haploidniho parthenogenetického embrya s pr-
vojadrem haploidniho androgenonu v pozdnim dvoubunécném stadiu. Prekvapivé se
tyto zarodky vyvijely jako zcela normalni diploidni embrya, dokonce se narodily zdravé
mysi. Vyplyva z toho, Ze se oba genomy, materndlni a paternalni, mohou aktivovat sa-
mostatné, riznym zpusobem, pfekonat transfer prvojadra, a presto se zdarné vyvijet.
Cytoplasma nevyzaduje tcast samc¢iho genomu minimélné do dvoubunéc¢ného stadia
(Barra a Renard, 1988).

2.2.2 Postimplantacni vyvoj a chiméry

Prevratné a zaroven zpochybniované je prvni dolozené narozeni péti gynogenetickych
a dvou androgenetickych diploidnich samic mysi (Hoppe a Illmensee, 1977). Prvni dva
tydny zivota byly mysi ve srovnani s obvyklymi mldd’aty o dost mensi, ale velikostni
rozdil v dobé odstavu dohnaly. VSechny samice, kromé jedné z nich, prokazaly plodnost
vlastnimi vrhy.

V diskusi Hoppe a Illmensee (1977) zminuji, Ze pfistup kombinujici enukleaci a di-
ploidizaci cytochalasinem B je pro vyvoj uniparentalnich embryi lepsi nez parthenoge-
nese kvtli probéhlému oplozeni. Pravé to je podle nich klicovy moment a pouhd aktivace
oocytu bez ucasti samce pro zdarny vyvoj nestaci. Tento zaver je v rozporu s pozorova-
nim ostatnich védcu, kterym se v té dobé naopak embrya po parthenogenetické aktivaci
vyvijela podobné jako ta po oplozeni, ale pro dalsi vyvoj byla zdsadni pritomnost pr-
vojader obou pohlavi (Barton et al., 1985).

Surani et al. (1984) v této hlavni viné experimentovani s uni- a biparentalnimi em-
bryi zkousSeli ptidat do haploidnich parthenogenont prvojadro v jednom pripadé pater-
nalni, v druhém maternalni. Embrya s ptfidanym paterndlnim prvojadrem se bez vétsich
obtizi vyvijela az do narozeni, avSak ta s materndlnim, tedy s celkem dvéma samicimi
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prvojadry, prinejlep$im jen do stadia blastocysty a implantaci nezvladala. Prichazi proto
na myslenku, Ze je pro zdarny postimplanta¢ni vyvoj nutna participace paternalniho ge-
nomu. A Ze uspéch, ktery se povedl Hoppemu s gynogenetickymi embryi, byl zptisoben
bud tim, Ze se trofoblast zcela raritné vyvinul natolik, aby se plod vyvijel az do naro-
zeni, nebo byla provadénd enukleace nekompletni, a tudiz se na vyvoji daného embrya
samec alespon Castecné podilel. Podle Suraniho nelze vyloucit, Ze jakysi mimogene-
ticky pozistatek v cytoplasmé zygoty zustane po migraci prvojadra z periferie do centra
bunky. To také Hoppe a Illmensee (1982) sami prizndvaji v diskusi, ve které zminili, Ze
spermie mohla do cytoplasmy prinést specifickou substanci, nebo ptimo organelu.

Vyzkumné tymy se tedy v osmdesatych letech dvacatého stoleti shodné pozastavuji
nad tim, ze samotny materndlni genom parthenogenetickych a gynogenetickych em-
bryi sice mize zajistit preimplanta¢ni a rany postimplanta¢ni vyvoj, ale k proliferaci
extraembryondlnich tkdni je nutny predevsim paterndlni genom (Barton et al., 1984;
McGrath a Solter, 1984; Surani et al., 1984).

K rozli$eni, jak se ktery rodi¢ podili na rustu embrya, byly vytvafeny chiméry. Jedny
z prvnich takovych chimér byla embrya sestavend z riznych kombinaci parthenogene-
tickych, gynogenetickych a androgenetickych ICM a trofoektodermu. Na prvni pohled
se chiméry liSily svou velikosti. Ty s burikami androgenetického ptivodu byly vétsi, ty
s gyno- a parthenogenetickymi naopak mensi. Nezalezelo pfiliS na tom, zda z normal-
niho oplozeného embrya pochédzela ICM, nebo trofoblast (Barton et al., 1985).

Dalsimi chimérami byla osmibunécna embrya s jednou upravenou blastomerou na-
vic (Surani et al., 1987). Bunky pochdzejici z blastomery androgenetického ptvodu
pak byly nalezeny hlavné ve tkanich odvozenych z trofoektodermu. Parthenogenetické
a gynogenetické bunky se podilely na vSech tkanich embrya a extraembryondlniho me-
sodermu, ale v extraembryondlnim endodermu ani ve tkanich trofoektodermélniho pi-
vodu se prili§ nevyskytovaly (Surani et al., 1988; Thomson a Solter, 1988).

V dalsich podrobnéjsich studiich bylo na zakladé produkce chimér detailnéji po-
psano, jak odlisné se jejich bunky podili na vystavbé organi. Vice androgenetickych
bunék bylo nalezeno v srde¢ni a kosterni svaloving, jatrech, sleziné a slinivce bfisni,
naopak nizsi zastoupeni mély v mozkové tkani (omezovaly se zejména na oblast hypo-
thalamu). Androgenetické chiméry se potykaly s defekty sterna a hypertrofii Zzebernich
chrupavek. Podili se tedy pfednostné na mesodermu. Chiméry s gynogenetickou nebo
parthenogenetickou ¢dsti byly vzriistové mensi a upravené buriky byly obsazeny ptrede-
vsim v mozku (tvorily predevsim cortex, striatum a hippocampus), epidermis a zaro-
de¢nych tkdnich — tvoti tedy prednostné neuroektodermdlni tkdné (Barton et al., 1991;
Keverne et al., 1996; Mann et al., 1990).

Parthenogenetické bunky navic v chimérach postupné ubyvaji (Fundele et al., 1989),
hlavné mezi 13. a 15. dnem vyvoje (Fundele et al., 1990). Podléhaji selekci a ani v mis-
tech své hlavni koncentrace nemohou konkurovat normalnim buikam.
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2.2.3 DNA methylace a genomicky imprinting

Diferenciace bunék jednotlivych tkdni souvisi s epigenetickymi modifikacemi chroma-
tinu. Vymazdvani ptivodnich parentdlnich methylaci za¢ind jiz v jednobunééné zygoté.
Nejprve dochdzi k rychlé aktivni demethylaci paterndlniho genomu a od druhého dé-
leni se pridava pomald pasivni demethylace materndlniho genomu, jak je znazornéno
na obrazku 6. Nové se popisuje, ze aktivni demethylaci podléhd i materndlni genom
(Guo et al., 2014), ale pro nedostatek dukazu a kvili rozporu s dal$imi studiemi je zob-
razena plivodni predstava. Na zahdjeni se podili jak spermie, tak i cytoplasma oocytu
(Beaujean et al., 2004).

Methyla¢ni procesy se 1i$i u jednotlivych druht savct a typt embryi (shrnuto v Ma
et al., 2012). V bipaternalnim embryu se druhy sam¢i genom rovnéz demethyluje (San-
tos et al., 2002), ale androgenetickd embrya maji pozdéji problém s opétovnou remethy-
laci. Naopak maternalni genomy gynogenetickych a parthenogenetickych embryi nejsou
nalezité demethylovany (Barton et al., 2001). Protoze methylovanéjsi DNA se repli-
kuje pomaleji, naruseni demethyla¢nich procesti je moznou pti¢inou pomalého vyvoje
parthenogenetickych embryi (Escribé et al., 2016).

XaXa XaXi/XiXa
.
N @ ] . B [ N ) 'leo .\‘ ~ oe :
. . . i' . .e.’.i’. 0. °
XaXa XaXi XaXi XaXi

\ 5mC

Obrazek 6: Demethylace parentdlnich genomu a inaktivace chromosomu X béhem preim-
planta¢niho vyvoje. 5mC: Krivky relativniho mnozstvi 5-methyl cytosinu ilustruji paterndlni
(modre) a materndlni (Cervené) demethylaci, pti preméné v blastocystu de novo methylaci
(Cerné). XaXa: Aktivni materndlni i paterndlni X chromosom. XaXi: Inaktivovany paterndlni
X chromosom, zachovavajici se v trofoektodermu. XaXi/XiXa: Ndhodné inaktivovany jeden
z X chromosom1 ve vnitini buné¢né mase.

Vét$ina autosomadlnich genu je prepisovdna podle obou chromosomd, ale nékteré
maji jednu z alel uml¢enou — paternélni, nebo maternélni. Oznaceni, slouzici k jejich
rozliSeni i po demethylaci ostatnich gent, se nazyvd genomicky imprinting (shrnuto
v Kono, 2009; Li a Sasaki, 2011; Monk, 1988). Jelikoz diploidni androgenony, gyno-
genony a parthenogenony obsahuji dvojndsobnou genetickou sadu od jednoho rodice,
mnozstvi transkripce odlisné methylovanych oblasti (DMR) by podle ocekavani meélo
byt bud zdvojnasobené, pokud imprintovand alela chybi, nebo viibec nedetekovatelné,
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pokud je imprintovana alela pritomna dvakrat (Hu et al., 2015a). Dosavadni studie vsak
tento predpoklad v mnoha konkrétnich pripadech vyvratily.

Ristové odchylky chimér byly nejprve vysvétlovany nestandardni expresi Igf2 a pfi-
slusného receptoru Igf2r, jednéch z prvnich identifikovanych imprintovanych gent (Bar-
low et al., 1991; DeChiara et al., 1991). Mnozstvi srovndvacich studii pozdéji ukdzalo,
Ze existuji celé oblasti podléhajici imprintingu a jejich exprese u uniparentalnich a bipa-
rentdlnich embryi neodpovidd ocekdvani. Naptiklad nékteré geny s materndlni expresi,
jako prave Igf2r nebo Phlda2, i nékteré geny s paterndlni expresi, jako je Impact, byly
aktivni u v8ech vzorka diploidnich androgenont i gynogenonu. Impact byl podle stu-
die Ogawy et al. (2006) dokonce exprimovan i u parthenogenetickych embryi, i kdyz
v mens$i mife nez u androgenetickych embryi, coz je opacny vysledek nez zaznamenali
Hu et al. (2015a). Naopak maternalné ptrepisovany Asb4 byl v obou studiich detekovany
u diploidnich andro- a parthenogenoni, ale nikoli u gynogenont, tedy ptesné naopak,
nez by mél byt (Hu et al., 2015a; Ogawa et al., 2006). Produkt paterndlné imprintova-
ného genu H19 byl nalezen i v androgenetickych bunkdach (Allen et al., 1994; Sotomaru
et al., 2002). U triploidnich embryi, ktera byla ptipravena oplozenim a ptidanim prvoja-
dra navic, bylo zjisténo, Ze ta se dvéma samicimi se liSi v expresi sedmi z osmi zkouma-
nych imprintovanych gent, kdezto ta se sam¢im navic méla jejich expresi srovnatelnou
s kontrolami (Yamazaki et al., 2015).

Podobné vysledky byly zaznamendny i u haploidnich embryi. Receptorovy gen Igf2r
byl u androgenont prepisovdn méné nez u kontrol, naopak u gynogenont dokonce
60x vice. Geny Mest a Pegl0 s paterndlni expresi byly aktivni jen u androgenetickych
embryi, tedy podle ocekdvani, jen byla jejich aktivita mnohem niz$i nez v ptipadé kont-
rol. Abs4 opét potvrdil nestandardni vyskyt u androgenont (Hu et al., 2015b).

Jako hlavni oblasti zodpovédné za placentaci jsou identifikovany paterndlné methy-
lované H19-DMR a IG-DMR na chromosomech 7 a 12 (Kawahara et al., 2006). Castetné
vysvétluji, pro¢ maji tato embrya problém s postimplanta¢nim vyvojem. Pravdépodobné
jsou ale pro vyvoj potfebné i nékteré paternalné imprintované geny, které se exprimuji
jesté pred implantaci. Pokud se totiZ ¢tyfbunéénym diploidnim androgenontm ptidalo
mRNA z cytoplasmy parthenogenetickych nebo oplozenych morul, znatelné se zvysil
podil ziskanych blastocyst, z 19 % na 47 % (Hagemann a First, 1992).

Ocekavalo se, ze parthenogenetickd diploidni embrya maji zachovany materndlni
imprinting (Liu et al., 2008), ale zminéné studie spiSe naznacuji, Ze u savcl existuje
dosud neznamy mechanismus, kterym parentdlni genomy navzajem ovliviuji stabilitu
imprintingu (Jiang et al., 2007) a expresi jednotlivych gent (Yamazaki et al., 2015).

Obecné tedy paternalni genom (androgenetické bunky) vice tvofi extraembryonalni
a mesodermalni struktury a materndlni genom (gynogenetické a parthenogenetické
burniky) samotné embryo, predevsim neuroektodermalni tkané. Pokud se genomicky im-
printing, ridici diferenciaci jednotlivych tkani, povede u embryi upravit a vytvori se tak
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rozdil mezi obéma polovinami jejich genomu (Liu et al., 2008), naptiklad genetickou
modifikaci (Kono et al., 2002; Li et al., 2016) nebo spojenim vice embryi k sobé (Bai
et al., 2016; Shan et al., 2012), mohou se parthenogeneticka (Kono et al., 2004) i gyno-
genetickd embrya (Li et al., 2016) vyvijet az do narozeni (shrnuto v Hikichi et al., 2010;
Kono, 2009; Wu et al., 2006).

2.2.4 Inaktivace X chromosomu

Proliferace trofoektodermu popisovanych chimér a celkové vyvoj uni- a biparentalnich
embryi mizZe byt negativné ovlivnén nejen autosomadlné, ale také gonosomadlné. Bé-
hem preimplanta¢niho vyvoje samic¢ich zarodk dochdzi nejprve ve stadiu dvou bunék
a poté béhem preménény v blastocystu ke kompenzaci genové exprese dvou X chro-
mosomu tim, Ze se jeden z nich inaktivuje. V extraembryondlnich strukturdch zustéva
prednostné umlceny paternalni X chromosom, ale v ICM je prvotni inaktivace zrusena
a ustanovuje se znovu a ndhodné (Lyon, 1961). Pfiblizné v poloviné bunék embrya
je vypnuty mateisky chromosom X, ve druhé poloviné ten otcovsky (shrnuto v Sado
a Ferguson-Smith, 2005; Takagi a Sasaki, 1975). Podkladem pro rozdéleni jsou pravé
imprintingové methyla¢ni znacky. Pro ndzornost jsou tyto zmény popsany na obrazku 6.

Oplozenym embryim se dvéma X chromosomy se v trofoektodermu a primitivnim
endodermu prednostné inaktivuje paternalni X chromosom. Proto kdyz chybi (gynoge-
nony), nebo jsou tam naopak hned dva (XX androgenony), mizZe to byt pro inaktivaéni
procesy problém (Endo a Takagi, 1981; Takagi et al., 1978).

Ve své studii se Kay et al. (1994) domnivaji, Ze exprese (RNA) Xist, ridiciho inakti-
vaci, zavisi jen na puvodu chromosomd, ale nesouvisi s jejich pottem, takze u andro-
genetickych embryi s genomem XX vitbec nedochdzi k inaktivaci a ztstavaji oba chro-
mosomy aktivni. Opa¢né Latham (1996) odhaduje, Ze v takovém ptipadé se inaktivuji
oba, nebot’ u androgenont expresi Xist zaznamenal (Latham a Rambhatla, 1995).

K rozsouzeni ptispéli Obata et al. (2000) stanovenim poméru pohlavi androgene-
tickych embryi. V této studii se vkladaly do délohy pseudopregnantnich mysi blasto-
cysty, nikoli do vejcovodu jedno- az dvoubunéénd embrya hned po pfenosu prvojadra,
jako tomu bylo v ptedchozich pokusech (Barton et al., 1984; Kaufman et al., 1989).
Ze 112 androgenetickych diploidnich embryi bylo po devatém dni vyvoje 73 XY, 39 XX
a 0 YY, pomér samct a samic priblizné 2:1. Mohou se tedy vyvijet obé kombinace,
kromé té s iplnou absenci X chromosomu (Obata et al., 2000).

Nemoznost vyvoje bez chromosomu X doklddaji i Hoppe a Illmensee (1977). Nékteré
diploidni gyno- a androgenony brzy po mikromanipulaci fragmentovaly nebo ukoncily
vyvoj jesté pred ctyrbunéctnym stddiem. NejspiSe to byly ty, do nichz spermie prinesla
chromosom Y a kterym Hoppe a Illmensee zaroven odebrali samic¢i prvojadro. V souladu
s tim Hu et al. (2015a) pozorovali, Ze embrya se dvéma Y chromosomy se pfestanou vy-
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vijet ve troj- nebo ¢tytbunééném stadiu. Stejné tak polovina haploidnich androgenont,
ta s Y chromosomem, neni schopna se vyvijet jiz béhem prvnich déleni (Hu et al., 2015b;
Latham et al., 2002).

Okamoto et al. (2000) popsali, Zze androgenony se dvéma X chromosomy maji nahod-
nou X inaktivaci i v extraembryondlnich tkanich, kde je obvykle pfednostné inaktivovan
paterndlni chromosom X.

O rok pozdéji byl u diploidnich parthenogenetickych embryi detekovan Xist mater-
nalnich X chromosomu. Jeho transkripce byla zpozdénad, stejné jako zjistili Kay et al.
(1994) u partheno- i gynogenont. Ve vét$iné parthenogenetickych bunék byl ov§em
Xist prepisovan pouze z jednoho X chromosomu (Nesterova et al., 2001).

Pro vytvoteni blastocysty je zdsadni rozdéleni na embryoblast a trofoblast. Tento
velmi komplexni proces, zacinajici jiz v osmibuné¢ném stadiu, je fizen a doprovazen
mnohymi epigenetickymi modifikacemi (shrnuto v Paul a Knott, 2014). Uniparentalni
embrya maji naruSené i histonové modifikace (Chen a Yu, 2014), u parthenogenonu
byla pozorovana naptiklad hyperacetylace lysinu H3K9 (Li et al., 2015).

U haploidnich embryi navic nelze zajistit pomér jednoho X chromosomu ku dvéma
saddm autosomu (shrnuto v Leeb a Wutz, 2013). Gynogenetickd embrya se dvéma chro-
mosomy X i s jednim chybéjicim (X0) se po implantaci nevyvijela dobfe, avSak embrya
s jednim X chromosomem (X0) a obéma parentdlnimi sadami autosomd se vyvijela bez
vyraznych odchylek (Mann a Lovell-Badge, 1987). Presto se XX parthenogenony vyviji
htife nez parthenogenony XY (Kaufman et al., 1989). Vyvojové problémy tedy souvisi
jak s autosomy, tak i s gonosomy (Mann a Lovell-Badge, 1988).
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2.3 Vyvoj parthenogenetickych diploidnich embryi mysi

Parthenogenetickd embrya mysi i clovéka (Taylor a Braude, 1994) mivaji oproti oplo-
zenym jen o trochu opozdény vyvoj a mensi pocCet bunék jak celkové, tak v samotném
embryoblastu (Hardy a Handyside, 1996; O’Neill et al., 1991). Parthenogeneticka di-
ploidni embrya jsou idedlnim prostredkem pro odliseni, co je u parthenogenetickych
haploidnich embryi zptsobeno haploiditou a co je dusledek absence paterndlniho ge-
nomu. Protoze se vyviji lépe nez ta haploidni — béhem preimplanta¢niho vyvoje se témér
vyrovnaji normdlné oplozenym embryim (Cui et al., 2007; Henery a Kaufman, 1992; Liu
et al., 2002) —, vyuzivaji se hlavné pro vyzkum postimplanta¢niho vyvoje.

2.3.1 Ultrastruktura embryi

Parthenogeneticka diploidni embrya, aktivovana ptisobenim hyaluronidasy a osmotic-
kym Sokem, byla podrobena zkoumdni pod elektronovym mikroskopem. Byly popsany
mnohé odchylky v jejich ultrastruktute, které mohou napovédét néco o obecnych me-
chanismech vyvoje parthenogeneticky aktivovanych embryi.

Bézné se na povrchu oocytu i béhem pronuklearniho stddia nachézi jen velmi malo
mikroklka (microvilli), jejich pocet poté s kazdym délenim roste. U parthenogenetickych
embryi vSak nebyla pozorovdna v zddném vyvojovém stddiu. JelikoZ jsou nejspiSe pro
dalsi vyvoj potfebnd, mize jejich absence ptispivat k problematickému vyvoji (Solter
etal., 1974).

Mezi blastomerami se mohou v disledku nedokonalého déleni objevovat cytoplasma-
tické fragmenty, obvykle obsahujici organely (Solter et al., 1974; Tarkowski et al., 1970).
Spojovaci komplexy parthenogenetickych embryi odpovidaji normalnim embryim. Mezi
blastomerami byly nalezeny ¢etné gap junctions a mezi buiitkami moruly desmosomy.
V blastocysté pak typické zonulae occludentes, zonulae adhaerentes, predesmosomy,
desmosomy i gap junctions mezi vSemi bunikami trofoblastu. Gap junctions i predesmo-
somy byly popsdny i v ICM a mezi ICM a trofoblastem (Niimura a Futatsumata, 1998).

Kortikalni granula parthenogenetickych embryi zlstdvaji v cytoplasmé — nékterd
hloubéji, néktera vice u povrchu. Dokazuji tak, ze u uméle aktivovanych embryi ne-
dochazi ke kortikdlni reakci, pfi které se granula oplozenych embryi vypousti pod zonu
pellucidu. Dalsi dtisledek absence kortikdlni reakce je nepfitomnost krystaloidnich zlout-
kovych struktur v cytoplasmé (Solter et al., 1974). U oplozenych embryi byvaji rozezna-
telné od osmibunécného stadia a postupné pribyvaji (Calarco a Brown, 1969). Niimura
a Asami (19964, cit. dle Niimura a Asami, 1997a), oproti Solterovi et al. (1974), pozoro-
vali v parthenogenetickych blastocystach, aktivovanych ethanolem a diploidizovanych
cytochalasinem B, méné lipidovych kapének.

Jadra parthenogenont postrddaji lamellae annulatae, ale maji Sirokou nucleolo-
nemu (Niimura a Asami, 1996b). Co se tyce jadérek, parthenogenetickd embrya i v osmi-
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bunééném stadiu obsahuji primérné jedno az tfi primarni densni jadérka, kterym na
rozdil od oplozenych embryi chybi rozdéleni na fibrilarni a granularni ¢ast.

Déle bylo v parthenogenonech nalezeno velmi mélo volnych ribosomii. Naopak vétsi
seskupeni ribosomii nebo hrubé endoplasmatické retikulum se v cytoplasmé embryi
vibec nevyskytovalo (Solter et al., 1974). Malo volnych ribosomt a polysomt popisuji
také Niimura a Asami (1996b) u parthenogenetickych blastocyst. Redukovany je i pocet
lysosomu a rozsah Golgiho aparatu. Mitochondrii maji velice mnoho, av$ak s neobvykle
vakuolizovanymi kristami.

Histochemické studie parthenogenetickych blastocyst popisuji niz$i metabolismus
progesteronu, estrogenu a cyklického adenosin monofosfatu (cAMP) a také nizsi meta-
bolismus glukosy, pyruvatu a nukleovych kyselin (shrnuto v Niimura a Asami, 1997a).
Snizena je také aktivita kyselé fosfatasy, glycerofosfat dehydrogenasy a NADH (reduko-
vany nikotinamid adenin dinukleotid) dehydrogenasy (Niimura a Asami, 1997b). Struk-
turni a biochemické odchylky dokazuji nedokonalé zpracovani zivin, snizenou produkci
energie (Niimura a Asami, 1996b) a naru$enou syntézu proteint (Solter et al., 1974)

2.3.2 Postimplantacni vyvoj

Parthenogenetickd diploidni embrya prenesena do pseudopregnantnich mysi se dozi-
vaji nejvyse jedendctého dne vyvoje. Dosahuji stadia E9.5, které miva kolem 25 somittl
a vyznacuje se zaloZzenymi prednimi koncetinovymi pupeny. Jedna se ale jen o vyjimku,
vétsSina téchto embryi se po implantaci dlouho nevyviji. Ve studii Kaufmana et al. (1977)
pouhych 35 % dosahlo stddia embryondlniho vdlce a jen 25% somitového stadia. Né-
ktera z nich byla zZivotaschopnd, nejvyvinutéjsi méla funkéni srdce. Celkové ale vyka-
zovala narusenou organogenesi (Kaufman et al., 1977), podobné jako gynogeneticka
embrya. Pokud byl k parthenogenetickym ICM pfiddn normdlni trofoblast, vyvijela se
az do 30-40somitového stadia (Barton et al., 1985).

Vyvoj parthenogenetickych embryi delsi nez dva tydny (Kono et al.,, 1996) neni
mozny predevsim kvili chybéjici expresi paterndlnich genti nezbytnych pro funkéni pla-
centu (McGrath a Solter, 1984). Na rozdil od normalnich oplozenych zarodkd maji na-
ruSenou expresi mnoha genti, které jsou bézné umléeny imprintingem na zakladé jejich
parentdlniho ptuvodu (Cui et al., 2007).

S vyuzitim technik genového inZenyrstvi je mozné problém methylovanych oblasti
kompenzovat. V tinoru 2003 se timto zptsobem docililo prvniho narozeni parthenoge-
netického savce: bimaternalni diploidni mysi pojmenované Kaguya (Kono et al., 2004).
Zvlastni na téchto mysich s upravenymi DMR na chromosomech 7 a 12 je také to, ze
Zily primérné o 186 dni, tedy téméf o 30 % déle nez kontroly (Kawahara a Kono, 2010).
Tento uspéch potvrdil, Ze jednou ze zasadnich prekazek embryonalniho vyvoje jsou ne-
standardni epigenetické modifikace (Kono, 2009).
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Experimentalni cast

2.4 Monitorovani vyvoje embryi

Monitorovaci systémy byly vyvinuty primarné pro ucely center asistované reprodukce.
Dosavadni praxi bylo kazdodenni vyjimani embryi z inkubatoru, pozorovani pod mikro-
skopem, zaznamenani vyvojového stadia a opétovné navraceni do kultivacnich podmi-
nek. Nevyhod mé takovy postup hned nékolik. Jednak je narusovano prosttedi embryi —
vystaveni svétlu a zméné teploty — a je s nimi fyzicky manipulovdno, coZ muze negativné
ovlivnit jejich vyvoj. Dalsim nedostatkem je sledovani zmén v dennim intervalu. Time-
lapse systémy v nastavené frekvenci snimaji kultivovand embrya a vytvari ze snimka
video k dalsimu vyhodnoceni. Jsou tak zachycena vSechna stddia a presné Casovée ur-
cena jednotliva déleni blastomer.

V soucasnosti jsou na trhu tfi monitorovaci systémy: Primo Vision (Vitrolife), ktery
se jako mikroskop vkladd do inkubatoru, EmbryoScope (Unisense Ferilitech), ktery sdm
funguje jako inkubator, a EEVA (Early Embryonic Viability Assessment, Auxogyn), vyu-
zivajici techniku mikroskopie temného pole (Kovacs, 2014). Uplatnuji se v klinické praxi
i ve vyzkumu.

Monitorovaci systém Primo Vision se skldda z mikroskopu urc¢eného k vlozeni do in-
kubdtoru a propojeni s pocitacem. Kultivace embryi probihd ve specidlnich miskach
po deviti nebo Sestndcti jamkach. Embrya se mohou vklddat samostatné, nebo po né-
kolika do jedné jamky. Prekryta jsou kultivacnim médiem a cela miska je zalita olejem.
Na rozdil od EmbryoScope probihd snimdni vSech embryi najednou a nijak se s nimi
nehybe, jsou méné vystavovana svétlu a elektromagnetickému zareni (Kovacs, 2014).

2.5 Materidl a metody

Sestitydenni samice mysi (Mus musculus) kmene B6D2F1 byly stimulovény k superovu-
laci intraperitonedlné podanymi 7,5IU PMSG (gonadotropin séra btezich klisen) a po
48 hodinach 51U hCG (lidsky choriovy gonadotropin).

Po dalsich 16 hodinach byly metafazické oocyty, ziskané z ampully vejcovodu, zba-
veny kumuldrnich bunék 1% hyaluronidasou, promyty HTF (lidskd tubarni tekutina)
a aktivovany pomoci SrCl, (5 mM) v KSOM (draslikem obohacené jednoduché optima-
lizované médium). Pro vytvoreni diploidnich parthenogenetickych embryi byl do akti-
va¢niho média pfidén cytochalasin B (5 pg/ml).

Vybrana pronukledarni haploidni a diploidni embrya byla po jednom vlozena do ja-
mek Primo Vision misky s KSOM a zalita minerdlnim olejem.

21



2.6 Vysledky a diskuse

Pfi pétidennim pozorovani pomoci time-lapse monitorovaciho systému Primo Vision,
jsou odchylky ve vyvoji vyrazné vidét. Jiz prvni déleni do dvou bunék byva oproti di-
ploidnim embryim zpozdéno. Zpozdéni déle roste a nejvétsi je pri prechodu v blas-
tocystu, kdy prekracuje i deset hodin. Haploidnich embryi, kterd se dostanou do faze
blastocysty, neni tolik jako v kontrolni skupiné diploidnich parthenogenont.

Obrazky 8, 9 a 10 znazornuji vysledky tii provedenych experiment, ve kterych bylo
pozorovano celkem 24 haploidnich a 24 diploidnich parthenogenetickych embryi. V po-
slednim ptipadé se do blastocysty vyvijelo vSech 16 embryi, ale i presto je v grafu patrny
pomalejsi vyvoj haploidnich embryi, podobné jako v predchozich dvou experimentech.

Diploidni parthenogenetickd embrya stabilné dosahuji blastocysty. Vynosnost ha-
ploidnich parthenogenetickych embryi je ovS§em ve srovnani s nimi nizka, jak dokazuje
obrazek 7 druhého experimentu.

Obrazek 7: Snimek pofizeny monitorovacim systémem Primo Vision. E1-E8: Haploidni
parthenogenetickd embrya. E9-E16: Diploidni parthenogenetickd embrya.
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Obrazek 8: Graf vyvoje embryi prvniho experimentu, vytvoreny z dat ziskanych monito-
rovacim systémem Primo Vision. E1-E8: Haploidni parthenogeneticka embrya. E9-E16:
Diploidni parthenogeneticka embrya. Svisla osa: 2C, 3C, 4C, 5C, dvou-, troj-, Ctyf- a péti-
bunécné stadium; eBL, Casna blastocysta; mBL, stiedni blastocysta; IBL, pozdni blastocysta;
hBL, ,klubajici se“ (hatching) blastocysta; hdBL, blastocysta uvolnéna ze zony pellucidy
(hatched). Vodorovna osa: Cas (hodiny:minuty) od za¢atku pozorovani.
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Obrazek 9: Graf vyvoje embryi druhého experimentu, vytvoreny z dat ziskanych moni-

torovacim systémem Primo Vision. E1-E8: Haploidni parthenogenetickd embrya. E9-E16:
Diploidni parthenogenetickd embrya. Shodnd legenda s obrazkem 8.
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Obrazek 10: Graf vyvoje embryi tfetiho experimentu, vytvoteny z dat ziskanych monito-
rovacim systémem Primo Vision. E1-E8: Haploidni parthenogenetickd embrya. E9-E16:
Diploidni parthenogenetickd embrya. Shodnd legenda s obrazkem 8.
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Zaver

ReSer$ni prace shrnuje, jakymi metodami je mozné pripravit haploidni blastocysty mysi
urcené pro derivaci haploidnich embryondlnich kmenovych bunék. Zakladni déleni uni-
parentalnich embryi odpovida ptivodu jejich genomu. Rozlisuji se parthenogeneticka,
gynogenetickd a androgenetickd embrya. Parthenogenony vznikaji samotnou aktivaci
oocytu, gynogenony a androgenony jsou nejcastéji ziskdvany mikromanipulac¢ni techni-
kou vyjmuti prvojadra.

Vyvoj téchto embryi vykazuje ve srovndni s diploidnimi embryi znatelné odchylky.
Mezi nejnapadnéjsi patti pomalejsi déleni bunék a mensi pocet blastomer. Postimplan-
ta¢ni vyvoj haploidnich embryi je vyrazné omezen. Také vyvoj diploidnich parthenoge-
nont, gynogenont a androgenont je odlisny od normélnich oplozenych embryi s pater-
nalni i maternalni casti genomu.

Priciny nejsou stdle dostatecné znamy. Vysledky jednotlivych studii se neshoduji
v Casovych udajich rychlosti vyvoje, ani v uspésnosti aktivace a dosazeni jednotlivych
vyvojovych stadii. VétsSina vyzkumu se zaméruje bud na parthenogenetickd embrya,
vzhledem k snadnosti jejich ziskdni, nebo na diploidni gynogeneticka a androgeneticka
embrya, kvuli jejich postimplanta¢nimu vyvoji. Chybi tedy dostatek dat pro presnéjsi
zavéry ohledné pricin poruch preimplanta¢niho vyvoje haploidnich embryi.

Jednim z klicovych okamziku je aktivace oocytu. Uméld aktivace patrné nemize
nahradit ptirozenou aktivaci spermii.

Zejména u diploidnich embryi je diskutovan vliv genomického imprintingu. Ten pro-
sttednictvim methylace rozliSuje paterndlné a materndlné zdédéné alely. Pokud pak
v embryu jedna z nich chybi, nebo jsou aktivni obé, vede to ptirozené k naruseni genové
exprese. V disledku toho jsou pravdépodobné organely v bunikach defektni, neprobiha
spravné syntéza proteinti a metabolickd aktivita je snizend. To vSe méa celkové za né-
sledek pomalejsi vyvoj a problémy s diferenciaci bunék. Ukazuje se, zZe prave aktivacni
a kultiva¢ni procesy mohou epigenetické modifikace embrya ovlivnit.

Vzhledem k vyvojovym poruchdm a strukturnim odliSnostem, popsanym ve druhé
kapitole a dolozenym v experimentalni ¢asti, je soucasnym predmétem vyzkumu — a na-
vazujici diplomové prace — zjistit, jak zefektivnit metody produkce haploidnich blasto-
cyst. Uspé$nost ptipravy uniparentalnich embryi je totiZ stdle pomérné nizkd, aviak ve
srovnani s minulym stoletim maji dnes védecké tymy k dispozici vice znalosti a ndstroju.
VyteSeni problémt s vyvojem haploidnich embryi zdokonali dalsi laboratorni metody,
kde je vyhodou pouziti homozygotnich bunék ¢i jedinct. Jejich vyzkum je zasadni pre-
devsim pro Sirokou oblast genetiky, asistovanou reprodukci, vyzkum rakoviny, testovani
1é¢iv, pripadné pro jejich ptimé vyuziti v regenerativni mediciné.
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