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Abstr akt

V roce 1952 Robert Briggs a Thomas King pienesli jadro z blastuly skokana
hnédého (Rana pipiens) do enukleovaného oocytu. Ze 104 jadernych prenosi ziskali 27
klonovanych pulci. O 10 let pozdgji provedl John Gurdon transplantaci jader diferencované
stievni buiiky do enukleovaného oocytu Xenopus laevis. Narozdil od Briggse a Kinga se
Gurdonovi podatilo ziskat dospélé Zaby. V roce 1995 lan Wilmut a Kevin Campbell ziskali
klony z diferencovanych bunék ovéiho embrya a o rok pozdéji Uspédné pouzili donorové
jadro bunék z dospélého jedince. Tato uddost odstartovala dalSi vyzkumy v dané oblasti,
mezi nimi i vyzkum zabyvajici se terapeutickym klonovanim, pti kterém by v budoucnu
mohly byt ziskavany kmenové buriky pomoci jaderného prenosu pacientovych vlastnich
somatickych bunék. Nez budou moci byt tyto metody pouZity v praxi, budeme muset vyiesit
je&té mnoho nezodpovézenych otézek, mezi nimi i problém, pro¢ se vétSina klonovanych
embryi nedoZije ani narozeni nebo umira zéhy po ném.

Normalni embrya vznikaji kombinaci dvou vysoce specializovanych rodi¢ovskych
genomd, které jsou kompletné pieprogramovany do totipotentniho stadia. K tomu, aby se
mohla vyvijet klonovana embrya, musi také nastat epigenetické preprogramovani, pii kterém
jsou reaktivovany geny typické pro embryogenezi. Mezi mechanizmy zajist'ujicimi
epigenetické preprogramovani patii i DNA metylace a pravé zde vznika mnoho chyb, které
mohou byt z velké ¢ésti zodpovédné zatak nizkou efektivitu pii klonovani.

Tato bakalarska prace sleduje chyby spojené s DNA metylaci béhem klonovani
savci. Pokusila jsem se zde srovnat pribéh epigenetického preprogramovani u normalnich a
jadernym pienosem vzniklych embryi u sav¢ich modelovych organismi. Dale jsem se

zamétila na skupiny gent, jejichz chybné preprogramovani maze ovlivnit vyvoj klona.



Abstract

In the year 1952, Robert Briggs and Thomas King transferred the nucleus of a
blastula of the Northern leopard frog (Rana pipiens) into an enucleated oocyte. From the total
amount of 104 nuclear transfers, they obtained 27 cloned tadpoles. Ten years later, John
Gurdon performed nuclear transplantation of differentiated intestinal cells into an enucleated
oocyte of Xenopus laevis. In contrary to Briggs and King, Gurdon obtained adult frogs. In the
year 1995, lan Wilmut and Kevin Campbell obtained clones derived from differenciated
embryonal ovine cells and a year later, they successfully used donor nucleus from
differentiated cells of adult sheep. This event launched further research in the field, including
the research dealing with therapeutical cloning which could generate stem cells by means of a
nuclear transfer of the patient’s own somatic cells. Before, these methods can be applied
practically, we will have to settle many open items such as the problem why most cloned
embryos do not survive till the birth or die only shortly after it.

Normal embryos arise by a combination of two highly specialized parental genomes
which are completely reprogrammed into a totipotent state. To make the cloned embryos
evolve, epigenetic reprogramming has to occur, accompaning the reactivation of genes typical
for embryogenesis, normally silenced in the somatic donor nucleus. Mechanisms responsible
for epigenetic reprogramming include DNA methylation, the process where many errors
could emerge, resulting inthe low efficiency of the cloning.

This bibliographic search shows defects joined with DNA methylation during the
cloning of mammals. | attempted to compare the course of epigenetic reprogramming of
normal and nuclear transfere derived embryos in mammalian model organisms. Further |
focused on groups of genes which faulty reprogramming may affect the development of

clones.
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1. Uvad

Vzniku totipotentniho embrya predchazi splynuti dvou gamet odliSného pohlavi.
Novy embryonalni genom, umoziujici vznik vSech bunécnych typu, je tedy kombinovan ze
dvou vysoce specializovanych rodi¢ovskych genomi. Ve velmi krédtkém c¢ase zde musi
probéhnout efektivni preprogramovani, které umozni vznik totipotence. Jednim z daleZitych
mechanismu v tomto procesu je DNA metylace.

Metylova skupina se véze prevézné na 5- cytosinové zbytky CpG dinukleotidu.
V sav¢im genomu jsou CpG dinukleodity piitomny jen malo, mizeme je ale s vétsi frekvenci
ocekavat v malych genomovych oblastech, které oznactujeme jako CpG ostrovy. Metylace je
obecn¢é spojovana sumicenim genové exprese. Ma daleZitou Ulohu v urc¢ovani bunééného
osudu, nebot’ zajist'uje, které geny budou reprimovany a které naopak exprimovany v riaznych
bunécnych typech. DNA-metyltransferasa (Dnmt) je enzym Kkatalyzujici pridavani
metylovych skupin. Dnmt1 je zodpovédna za udrzeni metylace v nové vznikajicich vidknech
DNA po replikaci, pticemz Dnmtlo je jegji specificka oocytérni forma. Dnmt3a a Dnmt3b
katalyzuji metylaci de novo. Dnmt3a metyluje sekvence, které jsou dilezité béhem pozdéjsiho
vyvoje. Dnmt3b se zamétuje na oblasti, hrajici vyznamnou roli v ¢asném embryondnim
VYVOJi.

Ustaveni nového metylaéniho stavu je jednim z dalezitych krokd, ktery musi
embryonani genom podstoupit. Jakmile dojde ke splynuti pohlavnich bun¢k, protaminy,
umoznujici organizaci spermatické DNA do vysoce kompaktni struktury, jsou rychle
nahrazeny oocytérnimi histony. Poté nasleduje rozsahla demetylace paterndlniho genomu.
Tento proces nastava jenom nékolik hodin po oplozeni a je oznatovan jako aktivni
demetylace, nebot’ nastava pied DNA replikaci. Byl pozorovan u mySi, prasete, potkana a
dalSich druhi. U skotu a ¢lovéka probih& pouze ¢astecné. U ovce a krélika nebyla aktivni
demetylace dokonce pozorovana viibec. Demetylace materndlniho genomu je oznatovana
jako pasivni, nebot’ je zavisla na DNA replikaci. Po kazdé Sfézi bunécného cyklu tedy
dochézi ke snizovani metylacni Grovné¢ aZz do stédia moruly, kde jsou jiz oba rodicovské
genomy v hypometylovaném stavu. Ve stadiu blastocysty poté miZzeme pozorovat metylaci
de novo. Pravé vtomto sté&diu nastava vznik prvnich dvou bunécnych linii: trofoektodermu
(budouci placenta) a vnittni bunééné mase (vlastni embryo). Pasivni demetylace i metylace de
novo probihgji odlisné u raznych Zivoc¢iSnych druht. U embryi skotu nastavd pocétek

remetylace mezi osmi- aZ Sestnécti-bunéénym stédiem a ve stédiu blastocysty je metylovéan



trofoektoderm i vnitini bunétna masa (ICM). U mySi je genom postupné demetylovéan v
prabéhu celého preimplantaéniho obdobi a remetylace ve stédiu blastocysty je omezena pouze
na ICM. U prasete a krélika demetylace nastdva hned po oplozeni, takZe ve ¢étyi- az osmi-
bunééném stadiu jiz maZzeme pozorovat nejniZsi Uroven hypometylace, ktera se neméni az do
stadia blastocysty. Z téchto diavodu se proto nékdy uvédi, Ze u poslednich dvou uvedenych
druhi pasivni demetylace neprobihd. Pro¢ miZzeme pozorovat rtizné vzory jak pasivni, tak
aktivni demetylace u jednotlivych skupin Zivocichi, je zatim nejasné (shrnuto Fulka et al.,
2008; shrnuto Shi et al., 2003).

Z enzymatického hlediska vypada pasivni a aktivni demetylace nasledovné. Oocyt si
nese svoji specifickou formu metyltransferasy v jadie. Béhem jeho zréni dochazi ke sniZzovani
mnozstvi enzymu, coz je zpasobeno zménou lokalizace Dnmt1o do cytoplasmy. Po oplozeni
zde ztistdva béhem celého preimplantaéniho obdobi s vyjimkou osmi bunééného stédia, kdy
enzym na kratkou dobu vstupuje do jader a zase je opoudi. Tento proces je ngjspiS nutny
k udrZeni metylacniho vzoru imprintovanych genti. Celkovéa absence Dnmt1o v jadie zpusobi,
Ze embryonalni genom si neni schopen udrZet metylacni stav, a tudiz béhem ryhovéani nastava
postupna demetylace az hypometylace genomu. Po nidaci blastocysty Dnmt1o znovu vstupuje
do jader a brzy nato je nahrazena somatickou formou (Oliveri et al., 2007).

Jedny z mdla gend, které odolavaji epigenetickym zméndm v prubéhu casné
embryogenese, jsou imprintované geny. Imprinting je fenomén, dosud objeveny u savci a
rogtlin. Jedn& se 0 nerovnocennou expresi alel v zavislosti na rodi¢covském pavodu. Dochazi
tedy k monoalelické expresi bud® materndlnich nebo paternalnich geni. VétSina
imprinovanych geni se nach&zi ve velkych chromosomanich doménach. Ty jsou
charakteristické pritomnosti velkého poctu odlisné metylovanych GpC dinukleotidi. Jsou
oznacovany jako kontrolni oblasti imprintingu (ICR). ICR jsou zodpovédné jak za umliceni
jedné alely, tak za expresi jejiho homologniho protéjsku. Jak jiz bylo fe¢eno, béhem ¢asného
embryondlniho vyvoje se metylaéni stav imprintovanych genti neméni. K jeho dramatickym
zménam dochazi az béhem gametogenese. Pokud vSak preci jen dojde ke zménam v priabehu
embryogenese, mize to mit kriticky dopad na reprodukci, tvorbu placenty, laktaci, chovani a
dalSi (shrnuto Nafee et al., 2008; shrnuto Niemann et al., 2008).



2. Odlisné metylaéni strategie jednotlivych modelovych organismi a chybné

pi‘epr ogr amovani po jader ném prenosu

Snaklonovénim prvniho savce nevznikly jen otézky tykajici se mozného
biomedicinského vyuZiti, ale také pro¢ vétdina embryi nepreziva ani prvni stadia ryhovani
nebo se rodi s ngjraznéjSimi vyvojovymi abnormalitami. Jednou z moZnych pricin maze byt
chybné pieprogramovani metylac¢niho vzoru somatickeé buriky do podoby buiiky embryonalni.

2. 1. Skot

Dean et al. (2001) se ve své praci zamétili na zmeény metylace béhem
preimplantacniho vyvoje klonovanych a normalnich embryi skotu. Ziskana data mezi sebou
porovnali a dospéli k jednoznaénému zavéru, Ze v prabéhu embryogenese dochézi
k abnormélnimu ustaveni metyla¢niho vzoru u klonovanych embryi.

Ke dledovani prabéhu metylaénich zmén bylo vyuZilo imunofluorescencniho
barveni pomoci protildtek proti 5-metyl cytosinovym zbytkam. Nejprve byl popsan prabéh
metylace u normalnich embryi. Po oplozeni oocytu dochézi k aktivni demetylaci paterndlniho
genomu. Od dvou- do osmi-bunééného stadia poté nastdvd demetylace i genomu
maternalniho, ale mechanismem pasivni demetylace. Béhem dalSiho ryhovani, v rozmezi od
osmi- do Sestnécti-bunééného stédia, se zatina objevovat metylace de novo. Prabéh téchto tii
z&ladnich preimplanta¢nich udalosti byl dale sledovan u klonovanych embryi. Jako
donorova jadra byly pouzity fetéini fibroblasty skotu. Po fuzi a elektroaktivaci doSlo k
vytvoreni zygoty, jejiz imunofluorescencni zbarveni bylo mnohem méng intensivni nez
zbarveni materndiniho pronukleu v zygoté norméni. To vypovida o tom, Ze v somatickém
jadire muselo dojit k demetylaci. Tento pokles metylace je dobie pozorovatelny i
v nésledujicim dvoubunééném stédiu. Zatimco v normalnim embryu jsou vyrazné zbarvena
obé¢ jadra, v klonovaném embryu je zbarveni jader podstané snizeno. Jelikoz zygoticky
genom je piiblizné o polovinu méné metylovan nez genom somatického jadra, muselo zde
jednoznacné dojit k demetylaci. V nasledujicich stadiich klonovana embrya dalSi demetylaci
jiZz nepodstupuji. Mezi jednotlivymi ¢tyi- aZz osmi-bunécnymi ryhovacimi stadii mazeme
pozorovat znaénou heterogenitu v metylacni Urovni, podle které miZzeme zarodky rozdélit do

dvou skupin. V prvni se nachézi zhruba polovina embryi, jejichZz zabarveni je srovnatelné
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sembryi ve dvoubunécném stadiu. Druh& skupina obsahuje vyraznéji zabarvena embrya,
svédeici o predcéasné de novo metylaci. V nékolika malo c¢tyr-bunéenych klonovanych
embryich je metylatni vzor steiny jako u normélnich zarodki se Sestnacti bunkami (viz obr.
1).

Z tohoto pozorovani vyplyva, Ze stejné jako u normélnich embryi i u klona nejprve
dochazi ke sniZzeni metylace mechanismem aktivni demetylace. To miZze naznacovat, Ze
dulezitym spoustécem demetylace je remodelace chromatinu pomoci faktort, které jsou
piitomny v oocytarni cytoplasmé. Nasledna pasivni demetylace jiZ ale u klonovanych embryi
pozorovana neni a de novo metylace probiha predcasné uz ve ¢tyi-bunécném stédiu. Tento
chybny krok je vysvétlovan tim, ze spolu se somatickym jadrem je do ooctyu vpravena i
somaticka forma Dnmt1.

Obr. 1 Metylagni vzor u normdnich a klonovanych embryi. (a-f) Normani bovinni embrya. (a)
Zygoty 12 hodin po oplozeni. (b) Dvou-bunééna embrya. (c a d) Ctyi- a osmi-bunééna embrya (d)
embrya vykazuji snizené zbarveni. (€) Deseti- aZz Sestnacti-bunééna embrya podstupujici dramatické
zvy3eni metylace. (f) Stadium moruly udrZujici si vysokou intensitu zbarveni. (g-1) Klonovana
embrya. (g) Klonované jedno-bunééné embryo s velmi jemnym zbarvenim, (dolni vioZzeny obrézek -
fibroblastova donorova jadra). (h) Dvou-bunééna klonovana embrya. (i-j) Ctyi- (i) aosmi- (j) bungéné
klony s dvémi populacemi svySSi a niZSi intenzitou zbarveni. (k) Deseti- az Sestnacti-bunééné klony.
(1) Stadium moruly. (Prevzato z Dean et al., 2001)
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Bourc’his et al. (2001) vyuzili stejného imunofluorescencniho barveni k porovnani
metylacnich zmén béhem ¢asného embryondniho vyvoje mezi norménimi a klonovanymi
embryi.

Autori pouzili donorova jadra z dospélych fibroblastovych bunék Skary. V- momenté,
ktery predchézi prvni Sfézi, se donorova jadra zdaji byt stale stejné metylovana jako jadra
somatickd Neni zde tedy Z&dny dikaz aktivni demetylace, kterou miaZeme pozorovat u
normalnich embryi skotu, ale také v predeSlém experimentu provedeného Dean et al. (2001).
Vysvétleni bylo takové, Ze signdl podporujici aktivni demetylaci nejspiS zavisi vice na
specifickém spermatickém jadie, nez na oocytarnich cytoplasmatickych faktorech. Vzhledem
k tomu, Ze v piedeslém experimentu Dean et al. (2001) vSak aktivni demetylace pozorovana
byla, je moZnou pricinou spise odlisné diferenciacni stadium pouzité donorove burky v tomto
experimentu. Typickym indikdtorem probéhlé pasivni demetylace je chromosomani
asymetrie v metylaci (viz obr. 2). V normanich dvou-bunéénych embryich je sledovana
100% asymetrie. V klonovanych embryich v8ak nenalézame diakaz dvou odlidng
metylovanych rodi¢ovskych chromosomalnich sad, snad jen nékolik chromosomu se zda byt
asymetricky metylovanych v méné nez 10%. Pasivni demetylace je zde tedy podstatné
snizena, coz je stejné jako v predchozim pripadé vysvétleno pritomnosti somatické formy
Dnmt1.

Je velice pravdépodobné, Ze genomova metylace, jadernd reorganizace a
diferenciace jsou mezi sebou sloZité propojeny a vedou k jasné genové expresi nebo represi.
Nasledné naruSeni normdlni c¢asové posloupnogti téchto udalosti, jako to vidime u

klonovanych embryi, potom miZe vést k chybnému vyvoiji.
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Obr. 2 Chromosomani metylacni vzor po imunofluorescenénim obarveni v normanim
preimplantatnim embryu skotu. (a) Chromosomy v jedno-bunééném stadiu. Chromosomy
paterndiniho pavodu (P) jsou na rozdil od chromosomu maternalniho pavodu (M) hypometylovany.
Ob¢ rodicovské sady chromosomu jsou od sebe prostorové oddéleny. (b) Chromosomy ve Ctyi-
bunééném stadiu. Je zde viditelna asymetricka metylace chromosoma, ktera je indikatorem pasivniho
demetylacniho mechanismu. (c) Chromosomy ve stadiu blastocysty. Chromosomy jsou

hypometylovany v obou chromatidach. (Prevzato z Bourc'his et al., 2001)
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2. 2. Prase

Kang et al. (2001b) zjistovali, zda béhem preimplantacniho vyvoje klonovanych
prasat dochazi ke stejnym metylacnim zménam jako u in vivo ziskanych jedinci. Jako cil pro
metylacni analyzu byla vybrana centromericka satelitni sekvence DNA. Ta byla postupné
izolovana z jednotlivych ryhovacich stédii. Nésledné byla provedena bisulfitova sekvenace,
pii které jsou nemetylované cytosiny deaminovany na uridin pomoci hydrogensiti¢itanu.
Cytosiny s metylovou skupinou ztstavaji nezmeneny.

Autofi jako prvni analyzovali metylacni Uroven prasecich spermii a in vitro
ziskanych oocyti. Stav obou gamet byl dosti odlisny. Zatimco oocyt byl metylovan jen
zanedbatelng, spermie byla hypermetylovana (62%). Tento vzor je odlisny od specifického
metyla¢niho vzoru gamet mysi (Sanford et al., 1984) a skotu (Kang et al., 2001a), kde jsou
satelitni DNA sekvence ve spermii znaéné hypometylovany. Zdali tato hypermetylace u
prasat ma néjaké vyvojové opodstatnéni je nejasné. Dale byla zjistovana Uroven metylace
v jednotlivych vyvojovych stédiich u in vivo ziskanych praseich embryi (viz obr. 3). U ¢tyi-
az osmi-buné¢nych zérodka dodo v satelitni sekvenci k hypometylaci (7,3%). Tento stav byl
dale udrzen i v morule (19,5%) a blastocysté (1,4%). Krom¢ hodnoty 7,3% ve ¢tyi- aZz osmi-
bunéénych embryich, ktera byla mnohem nizSi nez se ocekévalo, je zde jasné viditelné
postupné snizovani metylaéni Urovné. Pro kontrolu byl uréen metylatni vzor u in vitro
ziskanych zérodkt. Hodnoty metylace se zde Uplné neshodovaly s daty, ktera byla ziskana u
in vivo embryi. Ve ¢tyf- aZ osmi-bunééném stédiu byla Groven metylace rovna 66%, zatimco
hodnota rodi¢ovského genomu byla pouze 39%. To je vysvétleno pomérné béznym jevem
pozorovanym u in vitro fertilizovanych (IVF) oocyti, a to polyspermii. Vice nez 50% IVF
prasecich oocyti ma dvé a vice spermaticky odvozenych jader. Nezda se vsak, Ze by
polyploidni stav branil ve sniZzovani metylace a postupna demetylace zde byla také prokézana.
Nasledovaly pokusy s klonovanymi prasecimi embryi. Nejprve byl stanoven metylacni vzor
satelitni sekvence fetélnich fibroblasti, které byly pouzity jako donorové buiky. Uroven
metylace zde byla rovna 64,6%. Po fuzi jader senukleovanymi oocyty se zdalo, Ze
hypermetylace nebyla zménéna a udrZzela si danou hodnotu aZ do ¢étyi- a osmi-bunéeného
stadia. Zmeny v metylaci se objevily teprve v morule, kde dodlo ke sniZzeni na hodnotu 32,5%
a v blastocysté¢ aZ na Uroven 3,0%, coZ je srovnatelné sin vitro a také in vivo ziskanymi
embryi (viz obr. 4). K demetylaci tedy dochézi i u klonovanych prasecich jedinci.

Kromé centromerické satelitni sekvence, byl tento pokus proveden jedté na
euchromatinové PRE-1 sekvenci, pattici do SINE (short interspersed element) podrodiny. To
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umoznilo sledovat metylaéni zmeény jak v heterochromatinu, tak euchromatinu. | zde byla
potvrzena postupna demetylace jak u normalnich, tak klonovanych prasecich embryi. Otazkou
zistava, zda ziskané vysledky maji obecnou platnost pro jakoukoliv genomovou sekvenci.

V ramci prenosu hypermetylovaného somatického jadra do enukleovaného oocytu,
mizZe nastat jeden zedvou dgji: bud’ si jadro udrzi svij vysoky metylagni stav v prabéhu
jednotlivych replika¢nich cykla nebo dojde k demetylaci. O tom, ktera ze dvou moznosti
nastane, ziemé rozhoduje kompetice mezi nezndamymi oocytarnimi faktory a donorovymi
specifickymi faktory. V predchazejicich studiich, tykajicich se klonovanych prasecich embryi,
bylo mozné pozorovat postupné snizeni metylace. Ve studiich, tykajicich se klonovanych
embryi skotu, byl pozorovan prvni piipad, kdy nedochazelo k demetylaci, ale naopak Uroven
metylace byla udrZzena na po¢atecni Grovni. Pro¢ dochazi k t¢émto odlisnym jevim u téchto

dvou druhg, je ndm zatim nejasné.
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2. 3. Ovce

Pomoci imunofluorescencni metody, za vyuZiti protildtek proti 5-metyl cytosinovym
zbytkiam, byl sledovan pribéh preprogramovani u in vivo ziskanych ovéich embryi. Aktivni
demetylace saméiho pronukleu zde na rozdil od skotu a prasat neprobihg, coz naznatuje, ze
demetylace paterndlniho genomu neni striktné vyZadovana v ramci ¢asného embryonaniho
vyvoje. Na prvni pohled se zda, Ze neprobiha ani pasivni demetylace a Ze mezi osmi-
bunécnym st&diem a morulou dochdzi k remetylaci. Naslednou kvantifikaci snimku
z konfokalniho mikroskopu bylo ale prokézano, Ze mezi dvou- a2 osmi-bunécnym stadiem
naopak k demetylaci dochazi, a Ze navySeni metylace mezi osmi-buné¢nym stadiem a
morulou je ve skute¢nosti artefakt spojeny se zvyaujici se jadernou kompaktaci (Beaujean et
al., 2004b).

Beaujean et al. (2004a) se pokusili 0 srovnani metylace v prubéhu ¢asného
preimplantacniho vyvoje klonovanych a norménich ovéich embryi (viz obr. 5). Jako
donorova jadra byly pouzity fetalni fibroblasty. Ctyti hodiny po fizi bylo mozné pozorovat ti
skupiny rekonstruovanych embryi s odliSnou metylaéni Grovni. V prvni skupiné byla embrya
svelmi intensivnimi metylacnimi loZisky, kter4 se napadné podobala donorovym jadram.
Druhy typ predstavovala embrya s pomeérné homogennim zbarvenim, pozorovatelnym u in
vivo ziskanych zarodku. Do tieti skupiny se fadila embrya, ktera se zigjmé zastavila v prvnim
bunééném stadiu a dalSi ryhovani jiZ nepodstoupila. Z téchto tii odliSnych skupin se do vice
neZz osmi-buné¢ného stédia dostala vétSinou jen embrya pattici do druhé skupiny. Tyto
vysledky jasné naznatuji, Ze poéatecni jaderna reorganizace patii mezi nejvyznamnéjsi kroky
¢asného embryondlniho vyvoje. Do osmi-bunééného stédia u in vivo ziskanych embryi
miaZeme pozorovat homogenni snizovani metylacniho vzoru, jinak fe¢eno nepozorujeme zde
Z&dnou asymetrickou demetylaci. To dokazuje, Ze u ovci opravdu nedochazi k aktivni
demetylaci paternalniho pronukleu. Ve vétsiné dvou- aZz osmi-bunécnych stédiich
klonovanych embryi Ize pozorovat zbarveni mnohem vétSich a vice intensivnich metylacnich
loZisek. Ta jsou typicky viditelna v bunkéch somatickych. Ztoho vyplyva, Ze vétSina
klonovanych embryi mé& oproti normanim zarodkim abnormalné vysSi metylacni Uroven. |
pies tuto hypermetylaci ale v klonovanych embryich dochézi k postupné demetylaci, a to
stginé intenzivné jako u normalnich zarodki. Od osmi-bunééného stadia pak v souvislosti s
procesem kompaktace dochazi k opticky klamnému zvySeni metylacni Urovné. Zajimavy jev
pak nastdva v Sestnécti-bunééném stédiu a v morule, kdy dochézi k docasnému zmizeni

rozdila v metylacni Urovni mezi normanimi a klonovanymi embryi. Navzdory tomu se
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klonovana embrya, kter4 podéze dosahla stédia blastocysty, vyznacuji abnormalitami
v metylaci.

in vivo SCNT

Morula 16-cell 8-cell 4-cell 2-cell

Blastocyst

Obr. 5 Metylacni analyza preimplantacnich ov¢ich embryi ziskanych in vivo nebo somatickym
bunécnym jadernym pienosem (SCNT). In vivo ziskana embrya (v levém sloupci) a SCNT embrya (v
pravém sloupci) od dvou-bunééného stadia az do stadia blastocysty. U vétSiny SCNT embryi je
viditelny chybny metylacni vzor mimo Sestnacti-bunééného stadia a moruly. (Prevzato z Beaujean et
al., 2004q)
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2.4.Mys

Prabéh metylacnich zmén béhem ¢asné embryogenese norménich mySich embryi
zkoumali Beaujean et al. (2004b). VyuZili imunofluorescenéniho barveni za pomoci protilatek
proti 5-metyl cytosinu. Jen nékolik hodin po oplozeni podstoupil paternalni genom rozsahlou
aktivni demetylaci. SniZzeni metylace materndlniho genomu nastalo a2 po prvnim ryhovacim
déleni mechanismem pasivnim. Uroveii metylace se ddle postupné snizovala az do stédia
moruly, kdy byl embryonalni genom nejvice hypometylovan. Brzy po implantaci blastocysty
poté dodo k metylaci de novo.

O srovnani metylace mezi normanimi a klonovanymi mysimi embryi se pokusili
Yamazaki et al. (2006). VyuZili bisulfitoveé sekvenatni metody a zamétili se na promotorovou
sekvenci genu Oct4. Prabéh metyla¢nich zmén u normalné se vyvijejicich embryi se shodoval
sudaji predeSlé skupiny. DoSlo tedy kvyznamnému snizeni metylace b&éhem
preimplantacniho vyvoje. K postupné demetylaci doSlo také u klonovanych embryi, zde ale
byla celkova Groven metylace mnohem vysSi. Pokus je podrobngji popsan v Kapitole 3.
Z vysledki jednoznacné vyplyva, Ze ani klonovana mysi embrya se nevyhnou chybnému
epigenetickému preprogramovani.
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2. 5. Makak rhesus— zastupce primatua

AZ do dnedni doby se zatim nepodatilo Uspésné klonovat Zadného zastupce primata.
V opatném piipadé by bylo mozné tuto ¢eled’ vyuzit pii studiu lidskych onemocnéni, kde
mySi model ¢asto nespliuje ontogenetickou piibuznost.

Yang et al. (2007) zkoumali zmény metylacniho usporadani v SCNT a IVF
embryich priméatt béhem preimplantatniho vyvoje. Opét bylo vyuzito imunofluoresceneni
barveni, za pomoci protildtek proti 5-metyl cytosinovym zbytkim. Nejprve bylo sledovano
epigenetické preprogramovani u IVF embryi. Po oplozeni do3lo k utvoreni zygoty z dvou
rodi¢ovskych pronukled, z nichZ jeden byl mnohem vice metylovan nez druhy. Neni zndmo,
zda je hypometylovany pronukleus paterndniho pivodu, a zda je to dudedek aktivni
demetylace. V nésledujicim dvou-bunééném stadiu bylo vidét asymetrické zbarveni obou
jader. Az do stédia ¢asné moruly dochézelo k postupnému snizovani DNA metylace pasivnim
mechanismem. Ve stadiu pozdejsi moruly poté nastal proces opacny, pri kterém dochézelo ke
zvySovani metylace. Tato udalost je zajiténa metylaci de novo. V blastocysté bylo poté
mozné opét pozorovat asymetrické zbarveni, kdy bunky trofoektodermu byly mnohem vice
metylovany nez buiky ICM, jenZ si udrzely stejnou Uroven metylace jako v ¢asné morule.
Nasledovaly pokusy s klonovanymi embryi a vysledky byly porovnany s piedesSlymi daty.
Vzhledem k tomu, Ze poc¢et oocyti byl omezen, byla analyzovana pouze néktera stédia, ato
dvou-bunééné, osmi-bunééné a stédium blastocysty. Bylo zjisténo, Ze dvou-bunééna
klonovana embrya jsou aZz 0 67% hypermetylovana oproti zarodkim pochézejicich z IVF.
Navic zde nebylo patrno asymetrické zbarveni, ale protilatky pokryvaly cely povrch jader. To
vypovida o tom, Ze somaticky genom jiZ zde podstupuje jiné preprogramovaci zmeény nez
ulVF embryi. V osmi-buné¢ném stadiu stale polovina kloni vykazovala vySSi Groven
metylace. Nakonec byly mezi sebou porovnany jednotlivé klonované blastocysty. Ty, které
mély mensi velikost, mély trofoektodermdni bunky s vice intensivnim zbarvenim. Pokud ale
byly klonované blastocysty srovnany sIVF protéjsky, byla celkova Uroven metylace vysSi
v bunkéch ICM. Vzhledem k tomu, Ze neméme data o metylacni Urovni v morule, nemizeme
urgit, zda hypermetylace ICM byla zpasobena nedostatecnou demetylaci mezi
rekonstruovanym embryem a stadiem moruly nebo nespecifickou metylaci de novo. (viz obr.
6)

Z pokusu vyplyva, Ze i u tohoto modelového organismu probiha chybnd DNA
metylace v klonovanych embryich.
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Obr. 6 Srovnani metyla¢ni Urovné mezi IVF a SCNT embryi makaki. (a-c) DNA metylace v IVF
embryich, ve stadiu dvou-bunéném, osmi-bunééném a stadiu blastocysty. (d-f) DNA metylace
v SCNT embryich, ve stadiu dvou-bunééném, osmi-bunééném a stédiu blastocysty. (Prevzato z Yang
et al., 2007)



3. Stav totipotence a pluripotence z pohledu metylace

Pojem totipotence vyjadiuje schopnost buiky, vytvorit jakykoliv bunéény typ
vyskytujici se v daném organizmu. Obecné plati, Ze totipotence klesA s mirou diferenciace
dané bunky. Prvni totipotentni burika vznika splynutim spermie s oocytem a je oznatovana
jako zygota. Postupnym vyvojem embrya bunky ztréceji schopnost totipotence a mohou dét
vzniknout jiZz jenom nékterym bunéénym typim. Takovéto burky jsou oznacovany jako
pluripotentni.

Pro Uspésny vyvoj klonovanych jedinct je nutné, aby po prenosu somatického jadra
do enukleovaného oocytu Uspesné probéhlo epigenetické preprogramovani a byl tak obnoven
stav totipotence. DalSim dilezitym krokem je poté navozeni pluripotentniho stavu.
Z predchozich pokusi jasné vyplyva, Ze béhem klonovani dochézi k chybnému metylacnimu
usporadani, coZz ma za nasledek chybnou expresi celé fady gena. Mezi nimi se nachazeji i
takové, které hraji vyznamnou roli v navozeni pluripotence. K ngjvyznamnéjSim z nich patii
Oct4, Sox2, Nanog a Lin28. Pravé tyto ctyri faktory jsou plné postatujici pro
pieprogramovani lidskych somatickych bunék do stavu pluripotentnich kmenovych bunék
(Yuet al., 2007).

Oct4 je jednim zkritickych pluripotentnich reguldorid  exprimovany
v embryonalnich agerminalnich bunkéch. V somatickych bunkach je jeho regula¢ni sekvence
fizené metylovana, coz potlatuje jeho transkripeni aktivitu. (Hattori et al., 2004). Aby mohla
donorova somaticka burnka Uspesné nabyt pluripotentniho stavu, musi zde probéhnout Uspésné
pieprogramovani, které zahrnuje demetylaci sekvence regulujici expresi Oct4. Pri zkoumani
metylaéniho stavu téo sekvence u klona bylo ale zji&éno, Ze promotor Oct4 je béhem
¢asného embryonalniho vyvoje pouze ¢astecné demetylovan, coz mize vést ke zpomaleni
vyvoje v ¢asnych ryhovacich stédiich.

Studie promotoru Oct4 byly provadény za pouziti bisulfitové sekvenace. Jako
donorova jadra pro tvorbu klonovanych embryi byly pouzity kumulérni bunky. Nejprve byl
uréen metylaéni stav Sestnacti CpG mist nachazejicich se v promotoru Oct4 u normalné se
vyvijgjicich embryi. Promotor ve spermatickém genomu byl metylovan pouze ¢astecné, tzn.
Ze pouze 16,5% mist si neslo metylovou skupinu. Promotor oocytu metylaci skoro
nevykazoval (3,4%). Béhem ryhovani poté doSo k postupnému sniZovani metylace ze 4%
vosmi bunééném stadiu aZz na 1,6% v blastocysté. Déale byl sledovan metylacni stav

promotoru Oct4 u klonovanych embryi. Donorové jadro vykazovalo vysoky stav metylace
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79,3%. V prib¢hu ryhovani poté doSo k postupnému snizovani, z 40,9% ve ¢tyi-bunécném
stadiu, na 23,2% v osmi-bunééném stadiu, aZ na 5,9% v blastocysté. Béhem preimplantacniho
vyvoje tedy také doSlo k vyznamnému sniZzeni metylacni arovng, ale ve srovnani s normalné
se vyvijgjicim embryem byla hladina metylace stale vysoka (Y amazaki et al., 2006).

Aby si embryondlni kmenové buriky udrZely pluripotenci, je pro né kriticka hladina
exprese Oct4 (Niwa et al., 2000). U veétSiny klonovanych embryi vSak béhem ryhovani
dochézi k chybnym metylacnim udalostem, které nejsou postacujici pro reaktivaci genu Oct4,
coz maze vést k nejriznéjSim poskozenim az smrti jedince. Dnes jedté neni zcela jasné, zda je
chybna DNA metylace pri¢inou nebo dusledkem abnormélniho vyvoje klond.
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4. Imprinting

Béhem casného embryondlniho vyvoje dochazi k dramatickym zménam genomul.
Patii mezi né i postupné sniZzovani metylaéni rovné. Jediné Useky, které jsou chranény pieed
timto procesem, jsou ICR imprintovanych gend. Imprintované geny patfi do skupiny geni,
jejichZ exprese probihé& pouze z jedné alely v zavislosti na rodicovském ptivodu. Je zgjidten
odlisnou metylaci ICR. Jedina mutace pak miZe znamenat dvojnasobnou expresi nebo naopak
umiceni daného genu. To déla imprintované geny velmi nachylné k jakymkoliv zménam. Po
pienosu somatického jadra do enukleovaného oocytu je dulezité, aby nastala postupna
demetylace genomu, ale z&roven aby byla beze zmény zachovana alelicka specificka exprese
imprintovanych gend. V mnoha piipadech tomu tak neni. U klonovanych embryi, kde
donorové jadro je somatického ptivodu, mize dochazet k chybam, nahromadénym v priabéhu
Zivota nebo vzniklych pii in vitro manipulacich. (shrnuto Shi et al., 2003).

Pouzitim SCNT dnes ziskavdme jen malé procento embryi, kterd preziji celé
perinatalni obdobi. Z nich poté jest¢ mnoho umird krétce po narozeni. Prispivaji k tomu
nejraznéjSi obéhové potize, otoky placenty, chronické plicni hypertense a mnoho dalSich
poruch. Mezi klonovanymi jedinci jsou také casto vidény nejruznéjsi rastové abnormality,
jako je zvétSena placenta nebo porodni hmotnost. Souhrnné jsou oznacovany jako syndrom
velkych potomki (LOS — Large Offspring Syndrome) (shrnuto Han et al., 2003). Tyto ristové
abnormality jsou spojovany s narusenou expresi imprintovanych geni. Napovida tomu i fakt,
Ze podobné fenotypy byly spatfeny u lidskych pacientt nebo mySi jako nasledek bud
prirozené zmény nebo cilené mutagenese imprintovanych gena (shrnuto Jeanisch, 1997).

Béhem klonovani se imprintované geny mohou vydat jednou ze tfi moZnych cest.
Prvni moznosti je, Ze jadro donorové burnky bude preprogramovano a exprese imprintovanych
gena tak napodobi expresi normalniho oplozeného embrya. Za druhé, donoroveé jadro nebude
schopno preprogramovani a udrzi si imprinting somatické bunky. Posledni varianta zahrnuje
nekompletni preprogramovani donorového jadra. V tomto pripadé muze dojit ke ztrate
imprintingu (Mann et al., 2003).

24



Osud imprintovanych genovych modifikaci béhem vyvoje klonu

4.1. Ovce

Nefyziologické kultivaéni podminky mohou vyUstit v nevhodné epigenetické
modifikace imprintovanych geni béhem ¢asné embryogenese a jsou ¢asto spojovany s LOS.
Geny 1gf2 (insulin-like growth factor 2) a Igf2r (insulin-like growth factor 2 receptor) jsou
jedny z nejlépe prostudovanych imprintovanych gent. Maji daleZitou Ulohu ve fetalni rastové
regulaci a mohly by hrét urcitou roli ve vzniku LOS. Po provedenych analyzéch se zjistilo, ze
ovce vzniklé zin vitro kultivovanych oocytt a trpici syndromem velkych potomka, maji
vzhledem ke kontroldm o 30-60% niZsi expresi Igf2r. (Young et al., 2001).

Nejen kultivace, ale také SCNT ma vliv na utvoreni spravnych modifikaci
imprintovanych geni. U ovci produkovanych SCNT byly provedeny analyzy exprese
imprintovanych gent (H19 a Igf2r) a DNA metylace dvou regulacnich mist (H19-1gf2 a
Igf2r). H19 funguje jako nédorovy supresor a ovliviiuje expresi genu 1gf2. Geny H19 a Igf2
jsou kontrolovany ze stejného regulacniho mista. Toto misto se nachézi upstream H19 a je
paterndlné metylovano. Exprese je tedy mozna pouze z materndni alely. V tomto misté se
také nachazi vazebnd doména, na kterou se miZe vazat specificky protein zpasobujici represi
genu Igf2 na maternalni alele. 1gf2 je tedy exprimovan z paternani alely. Gen Igf2r je
kontrolovan ze samostatného intronového regulacniho mista a je exprimovan maternalné.

Byly testovéany dvé skupiny kloni. Prvni skupina vznikla z kultivovanych bungk,
druhd z bunék nekultivovanych. Konecné vysledky ukazaly, Ze béhem pienosu somatického
jadra dochézi ke snizeni DNA metylace v regulacnim misté¢ pro Igf2r u vétSiny klonu.
K naruSeni kontrolniho mista pro H19 ale doSlo jen u jediného klonu. Tento vysledek byl
neocekavany, nebot’ u mysi je stejny Usek dosti néchylny ke zménam (Mann et al., 2003).
Vzhledem k tomu, Ze naruSeni metylace se vyskytlo u obou testovanych skupin, tzn. jak u
kloni z bungk kultivovanych tak nekultivovanych, kultivace samotna nemohla byt jedinou
pii¢inou epigenetického naruseni. Zatim vsak je&té nemizZeme urcit, zda metylaéni zména
byla pritomna jiZ v donorovych bunikach, nebo zda vznikla nasledkem jaderného prenosu a
embryonalnich kultiva¢nich procesi (Young et al., 2003).
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4.2. Mys

Pokusy na mySich prokdzaly, Ze klonovana embrya vykazuji chyby
v imprintovanych genech hned na trech drovnich. Prvni nesrovnalosti byly v mnoZstvi
transkripti. Celkem bylo sledovano pét imprintovanych gena: Meg3, Snrpn, H19, Ascl2 a
Igf2r. Meg3 je maternadle exprimovany gen, jehoZ role je&té neni zcela objasnéna. Ascl2
(Achacte Scute homologue 2) koduje transkripéni faktor a je dulezity ve vyvoji trofoblastu.
Funkce gent H19 a Igf2r jsou popsany v kapitole v kapitole 4.1., genu Snrpn pak v kapitole
4.3. U 30% klonovanych embryi byla naruSena exprese v3ech z péti  sledovanych genia. U
zbylych klonia pak byla nalezena chybnaexpresni Uroven alespon jednoho z nich. Dalsi
nesrovnalosti byly nalezeny na Urovni specifické exprese alel. Spravnou monoalelickou
expresi ve viech klonovanych embryich vykazovaly pouze geny Meg3 (maternélni exprese) a
Snrpn (paternani exprese). U vétsi ¢asti klona byl pak spravné exprimovan i gen H19. DalSi
chyby byly nalezeny u dvou sledovanych imprintovanych gena (Ascl2 a Igfr2), jejichz
fyziologickd exprese je biaelickh ve stadiu blastocysty, ale monoalelicka v ramci
diferencovanych bunék. Osm klonovanych blastocyst ze 14 vykazovalo maternéni
monoalelickou expresi, 4 klony exprimovaly tyto geny bialelicky a u dvou kloni naopak
doSo k expresi z paternalni alely. Spravny posun k bialelické expresi muze byt odraz bud’
opravdového pieprogramovani nebo jednoduSe ztraty imprintingu. Posledni drovni, kde byly
nalezeny chyby vzhledem k norm&nim embryim, byla DNA metylace. V kontrolnich Gsecich
geni H19 a Snrpn doSlo ke ztréé metylace. Tato ztrata byla mnohem vétSi nez v kontrolnich
embryich coz ukazuje, Ze nebyla zptusobena jednoduSe in vitro kultivaci nebo jinymi
procedurami, ale spiSe vlastnostmi klonovaného embrya. Ztrdta metylace v genech H19 a
Snrpn je v rozporu sjejich spravnou monoalelickou expresi pozorovanou v téchto genech. Je
to velmi pirekvapivy vysledek, nebot’ snizeni metylace je obvykle spojovano se ztratou genové
regulace. Vysvétleni mazZe byt takové, Ze i castecna DNA metylace je postacujici k udrZeni
vhodné exprese. Jinym vysvétlenim muze byt specifick& chromatinova struktura somatické
bunky, ktera se nezménila v pribéhu preimplanta¢ni periody, a tak umoznila udrZzeni dané
alelické exprese (Mann et al., 2003).
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4.3. Skot

Vliv SCNT naregulaci a DNA metylaci imprintovanych gent byl u skotu zkouméan
na genu Snrpn. Snrpn koduje sestiihovy faktor a je jednim z nejlépe prostudovanych
imprintovanych geni. U skotu, stejné jako u mysi je metylovan materndné. Kontrolni oblast
tohoto genu je dobie definovana u mysi a ¢loveka. Po provedeni analyzy metylacniho vzoru v
této oblasti u skotu se zjistilo, Ze je s mySmi v nékterych mistech identicka U ¢loveéka jsou
metylacni abnormality uvnitt této kontrolni oblasti spojeny s Prader-Willi a Angelmanovym
syndromem.

V klonovanych mySich embryich dochézi vlivem SCNT k chybnému snizeni DNA
metylace v genu Snrpn (Mann et al., 2003). K uréeni, zda je metylace pozménéna takée u
klonovaného skotu, byl urcen metylaéni profil tohoto genu u in vivo, in vitro a SCNT
ziskanych embryi. Jednotlivé metylac¢ni profily byly mezi sebou porovnany. Vysledky
ukézaly, Ze SCNT embrya jsou napadné hypometylovana. (Lucifero et al., 2006). Tento
vysledek je tedy shodny se studiemi u mysi.

Klonovani skotu je c¢asto doprovazeno syndromem velkych potomka (LOS).
Vzhledem ktomu, Ze rastové abnormality jsou dnes spojovany hlavné snaruSenim
imprintingu, byly provedeny expresni analyzy gena I1gf2, 1gf2r aH19. U klonu, které uhynuly
krétce po narozeni, bylo testovano osm dalezitych organi (mozek, mocovy méchyt, srdce,
jétra, ledviny, plice, slezina a brzlik). U prezivSich dospélych klona byly testovany tii tkané
(kaze, svaly a jétra). Ziskané vysledky byly poté porovnany s kontrolami. Napiiklad exprese
Igf2r byla ve srovnani s kontrolami zvysena v mo¢ovém meéchyii a mozku. U zbylych organi
nebyly rozdily v expresi jiz tak vyrazné. Navzdory t¢émto malym rozdilaim mezi klonovanymi
a kontrolnimi jedinci, n¢které klony vykazovaly extrémné vysokou expresi v uréitych
organech. Celkové bylo zji&téno, Ze expresni Uroven danych imprintovanych geni je mezi
¢asné uhynulymi klonovanymi jedinci vysoce variabilni. U prezivajicich dospélych kloni
byla tato variabilita také nalezena, ale byla mnohem mensi. Jedinou vyjimkou byla exprese
|gf2 ve svalech, ktera byla oproti kontrolam zvySena (Yang et al., 2005).

Velka ¢ast kloni hyne v prabéhu perinatalniho obdobi. Tato smrt je ¢asto zptisobena
raiznymi  abnormalitami  placenty. Kvdali objasnéni, zda chybna DNA metylace
imprintovanych gena souvisi s pied¢asnym Uhynem SCNT ploda, byla provedena analyza
metyla¢niho vzoru regulacnich oblasti ¢tyt imprimtovanych gena (Peg3, Xist, Pegl0 a
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MAOM) u ¢tyi spontanné potracenych plodi (AF1 — AF4). Geny Peg3, Xist a Pegl0 jsou
exprimovany paterndlng. Peg3 koduje transkripéni faktor s motivem zinkovych prsta, ktery se
podili na rastu a materndlnim chovani. Xist (X inactive-specific transcript) je dileZity gen
podilgjici se na inaktivaci X chromosomu. Pegl0 hraje duleZitou roli béhem savéiho vyvoje.
Podlednim zkoumanym genem byl MAOM (monoamine oxidase type A). Tento gen je
exprimovan maternélné a je to hlavni faktor regulace drovné serotoninu béhem téhotenstvi.

Vysledky analyzy ukazaly, Ze abnorméni DNA metylace byla nalezena v rizném
rozsahu v kazdém ze ¢tyi testovanych kloni. Regulacni oblasti vSech ¢tyr imprintovanych
geni u AF3 byly silné¢ hypometylované. AF2 vykazoval ve srovnani sAF3 mensi ztrau
metylace v genech Peg3 a Xist. Regulatni oblast genu PeglO byla opét vyrazné
hypometylovana. Posledni dva plody AF1 a AF4 si udrZzely mnohem lepSi metylacni stav ve
vSech testovanych genech, i kdyZ jistd ztrdta metylace zde byla presto patrnd. Odlisna
metylaéni Uroven jednotlivych kloni naznatuje, Ze epigenetické preprogramovani béhem
klonovani by mohlo byt neorganizovanym a nahodnym procesem. Konetné vysledky opét
potvrzuji, Ze béhem SCNT dochazi k naruSeni metylacniho stavu imprintovanych geni. Stale
jedte ale nevime, jestli je to zpasobeno nekompletnim epigenetickym preprogramovanim
béhem preimplantacniho vyvoje nebo neefektivnim udrZzenim metylace ve stadiich pozdgjSich
(Liu et al., 2008).
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5. Faktory ovliviyjici aroven metylace u klonovanych embryi

5.1. DNA metyltransferasa

Bylo zde jiZ nekolikrd zminéno, Ze béhem ¢asného embryonédlniho vyvoje kloni

dochazi k chybné DNA metylaci. Abnormality v metyla¢nim vzoru vznikaji jak na Urovni
celého genomu, tak mohou byt vztaZeny pouze na urcité genomové oblasti. Navic se zd4, Ze i
pii pouziti stejnych postupi a stejnych donorovych bunék dochazi ke vzniku odlisnych
metylacnich chyb u jednotlivych kloni. Za spréavné udrZzeni metylacniho vzoru odpovida
Dnmt1 protein, respektive jeho vhodna exprese, regulace a lokalizace. Pii zkoumani expresni
Urovné proteind Dmntls a Dmntlo v klonovanych mySich embryich v3ak bylo zji&éno, Ze
dochézi k jejimu naruSeni.
Béhem normélniho embryonalniho vyvoje probih& exprese Dnmtls aZ v postimplantacnich
stadiich. V klonovanych embryich v&ak byla zji&téna exprese tohoto proteinu v osmi-
bunééném stédiu. Prvnim vysvétlenim této chyby maze byt, Ze klonované embryo postrada
vhodné posttranskripéni genové regulacni mechanismy, které jsou v normanich embryich
bézné. Dalsi moznost jak tuto chybu vysvétlit je, Ze somatické donorové jadro vykazuje
vysokou expresi Dnmtls. Oocyt&ni forma Dnmtl je oproti somatické hojna
v preimplantaénim obdobi. V normélnich embryich je krom¢ osmi-bunééného stédia, kdy
protein vstupuje do j&dra za uc¢elemudrZeni imprintingu, lokalizovana v cytoplasmé. Po
provedeni expresni analyzy tohoto proteinu u klonovanych embryi se zjistilo, Ze béhem osmi-
bunééného stédia se vétSina proteinu stale nachazi v cytoplasmé. Je dosti mozné, Ze doSlo
k naruSeni urcitych translokatnich mechanismi, a to tak, Ze donorové jadro chybné
exprimovalo dulezité embryondlni importni proteiny. To poté mohlo mit vliv na jaderné
umisténi jak Dnmt1stak Dnmt1o.

Somaticka forma metyltransferasy je méné stabilni nez forma oocytérni. Pokud tedy
spojime chybnou lokalizaci Dmntlo a nestabilitu Dnmtls, neprekvapi nas, Ze metylace
imprintovanych regulacnich sekvencich mtize byt ztracena. Zda se tedy, Ze chybna exprese a
lokalizace duleZitych metyltransferas mazou byt zodpovédné za chyby vzniklé v DNA
metylaci u klonovanych embryi (Chung et al., 2003).

Mohla by mit epigeneticka zména v donorové bunce vliv na vyvoj klona? Na tuto
otazku se pokusili odpoveédét Wee et al., (2007). Trichostatin A (TSA) je latka schopnd meénit
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aktivitu enzyma, napiiklad histon acetyltransferasy nebo Dnmt. Cést somatickych bungk,
uréenych pro jaderny prenos, byla o3etrena TSA, ¢imz u nich do3lo ke sniZeni exprese Dnmt.
Metylacni Uroven byla sledovana na satelitni | sekvenci. Metylacni stav této sekvence byl
v donorovém jadie oSetieném TSA podstatné niZsi nez v jadie neoSetieném. Donorové bunky
byly déle preneseny do enukleovanych oocytu a aktivovany. Béhem ¢asného vyvoje embrya
byla poté metylace udrZzena na stejné Urovni jako v donorovém jédie u obou typia embryi.
Epigenetickd zména vznikla v donorovém jadie po pridani TSA tedy neméla Zadny vliv na
pieprogramovani v DNA metylaci béhem ¢asného vyvoje. Nicméne se ukazalo, Ze donorova
jadra takto oSetrena, zlepSila vyvoj klonovanych embryi. Vysvétleni maze byt takové, Ze
epigenetické zmeny vzniklé v somatickém jadie, zvysily expresi dulezitych embryondnich
genii. Na Gvodni otazku tedy miaZeme odpoveédét, Ze zmeéna epigenetického stavu donorové
buriky miZe mit vliv na vyvojové schopnosti klon.

Jiny zpusob, jak zmenit metylacni stav donorové buriky, je pouZziti hypomorfni alely
Dnmt1. Exprese proteinu z hypomorfni alely probiha ve snizeném mnozstvi. Bylo zji&éno, Ze
donorové buiky nesouci tuto alelu, jsou oproti kontrolam hypometylovany. Tento stav by
mohl mit pozitivni vliv na tvorbu embryondlnich kmenovych bun¢k. Zmétenim metyla¢niho
stavu donorovych bunék nesoucich hypomorfni alelu Dnmt1 bylo zji&éno, Ze promotor Oct4
je jen ¢asteéné metylovan a promotor Nanog neni metylovan skoro viibec. Oba tyto geny hragji
dulezitou ulohu pii utvareni pluripotentniho stavu embrya. Jadra byla prenesena do
enukleovanych oocyti a kultivovdna az do stadia blastocysty. |zolace embryondnich
kmenovych bunék byla az tiikrét Gspédnejsi nez z kontrolnich klond. Toto zjigténi napovida,
Ze hypometylace donorového somatického jadra miZe zvysit jeho citlivost k preprogramovani
béhem klonovani (Blelloch et al., 2006).
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5.2. Stari donorové buiiky

Chyby v metylaci DNA nemusi byt zpiasobeny az béhem epigenetického
pieprogramovani, ale mohou byt jiZ neseny donorovou burikou pouZitou pro jaderny prenos.
Se zvy3ujicim se starim donorové bunky muZeme taky ocekéavat zvy3ujici se pocet chyb.
Navzdory tomu, pouziti fetdlnich a adultnich somatickych bunék pro jaderny prenos bylo
z pohledu poctu ziskanych klona stejné aspesné (Hill et al., 2000). Vypada to tedy, Ze stéri
bunék neni pro jaderné klonovani rozhodujici (shrnuto Wakayama, 2007; shrnuto Rideout et
al., 2001).
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5.3. Stupen diferenciace

Z mnoha pokusi dnes jiZz vime, Ze klonovéni pomoci embryondnich kmenovych
bun¢k je oproti bunkdm adultnim mnohem UspédnejSi. Pricinou je nejspiS odlisny stav
diferenciace. Mén¢ diferencované bunky, jako jsou napiiklad jiz zminované embryonani i
somatické kmenové bunky, vykazuji snazsi preprogramovatelnost do embryonalni podoby
nez bunky, které jsou jiz konecné diferencované.

Efektivita preprogramovéni byla napriklad sledovana mezi nervovymi kmenovymi
bunkami a jejimi jiz diferencovanymi protéjsky. Termindlné diferencované neurony byly
velmi  neefektivnimi  donorovymi  jadry. Naopak nervové kmenové bunky byly
pieprogramovany srovnatelné dobie jako kmenové buiky pochézejici z ¢asného embrya
(Blelloch et al., 2006).

V Kapitole 3 byl podrobné popsan pokus tykajici se spravneé reaktivace genu Oct4,
ktery je dilezity pro posimplantatni vyvoj embrya. Tento gen je exprimovan
v embryonalnich kmenovych bunkach. V bunkach adultnich je jeho exprese uml¢ena. Pokud
pro jaderné klonovani pouzijeme bunku z dospélého jedince, Oct4 a jemu podobné geny se
musi nejprve reaktivovat, a teprve poté se miZe klon vyvijet i po implantaci. V pripadé, Ze
pouZijeme embryonani kmenovou buriku, kde jsou tyto geny exprimovany v plném rozsahu,
vyhneme se tak problémam s chybnym pieprogramovanim. To miZe byt hlavni davod pro¢
klony, pro které byla pouzita jako donorova jadra embryondlni kmenoveé bunky, maji vysSi

Sanci na Uspésny vyvoj (Rideout et al., 2001).
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5.4. Faze bunééného cyklu donorové buiiky

Jadro somatické bunky se miZe nachézet v riznych stadiich bunéeného cyklu. Pro
SCNT byly pouzity donorové buriky v raznych fazich cyklu (GO, G1, G2, M) a vSechny byly
kompetentni pro vznik klonovanych embryi. Nejvice klonovanych zvitat viak bylo ziskano
z bunek, které se nachazely ve fazi klidové (G0). Davodem je nejspiS zvy3ena epigeneticka
plasticita, zpasobend chromatinovym usporadanim a sniZzenou transkripcni aktivitou, ktera
usnadiuje preprogramovani genomu. Pro ziskani donorovych jader je tedy 1épe pouzit buiky
méné se délici. Ne v3echny takovéto buiky jsou viak vhodné pro klonovani. Napiiklad
neurony a jiné konecn¢ diferencované bunky jsou kvili své malé plagticité genomu pro
klonovani dosti nevhodné. DalSi vyhodou pouZziti buiky v GO fézi je diploidni genom, ktery je
nutny pro normalni vyvoj embrya (shrnuto Armstrong et al., 2006).
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6. Zavér

Tato préce nastinuje pribéh pieprogramovani metylaéniho vzoru somatického
donorového jadra behem jaderného prenosu. Pri srovnéni norménich a jadernym prenosem
vzniklych embryi dochazi ve vétsing pripadia k chybdm v DNA metylaci. Tyto chyby jsou
patrné u v3ech zde sledovanych druht, bez ohledu na jejich odlisné prabehy
pieprogramovani. Nespravné nastaveni nového metylacniho vzoru ma poté vliv na genovou
expresi. Pokud chyba nastane v genech ovliviujicich dalSi vyvoj embrya, napiiklad v
imprintovanych genech nebo genech zodpovédnych za navozeni pluripotentniho stavu, ¢asto
poté dochédzi k predéasné smrti takovychto embryi. Na pribéh epigenetického
preprogramovani maze mit vliv fada faktora jako je naptiklad mnoZstvi Dnmt v donorové

burice nebo stéfi, stupen diferenciace a faze buné¢ného cyklu donorové buiky.
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