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ABSTRAKT

Rany embryonalni vyvoj je fizen maternadlnimi mRNA a proteiny, které byly nasyntetizovany
béhem oogeneze. Klicovym obdobim pro preimplantacni vyvoj je piechod od maternalni kontroly
vyvoje k embryondlni. Tento proces, znamy spiSe pod anglickym nazvem maternal-to-zygotic
transition (MZT), vyZaduje koordinovanou degradaci nahromadénych maternalnich mRNA a proteint
a naslednou aktivaci embryonalniho genomu (EGA). Materndlni mRNA jsou z embrya postupné
odstranény, degradace maternalnich proteinti v§ak zatim neni pfili§ dobfe objasnéna. U savci je znamo
pouze n¢kolik malo proteind, jejichz degradace je nezbytnd pro spravny prubéh EGA. Aktivace
embryonalniho genomu velmi Uzce souvisi s reorganizaci struktury chromatinu. Spusténi genové
exprese vyzaduje rozvolnéni chromatinu v oblasti genu a také ptitomnost pfisluSnych transkripénich
faktorii. Maternalni proteiny, které je nutné degradovat pro spravny prubéh EGA u savci, se podileji
pravé na regulaci struktury chromatinu a translokaci potfebnych faktort.

Cilem této bakalatské prace je charakterizovat vybrané proteiny (PIASy, CBX5, TAB1 a HIFOO)
a popsat ulohu, kterou hraji béhem ptechodu od maternalni k embryonalni kontrole vyvoje. Zatimco
PIASy, CBX5 a HIFOO je nutné degradovat pro rozvolnéni struktury chromatinu umoziujici spusténi
embryondlni genové exprese, degradace TAB1 je nezbytnd pro translokaci transkripéniho faktoru
NF-«xB do jadra a aktivaci NF-kB signalni drdhy. Pokud nejsou tyto proteiny ve spravny cas
odbourany, je vyvoj embryi zastaven v dobé EGA.

V praci jsou také stru¢n¢ popsany mechanismy degradace maternalnich proteinli a proces
embryonalni genomové aktivace. Pro pochopeni celého tématu degradace maternalnich protein
behem preimplanta¢niho vyvoje je zaroven potieba stru¢né shrnout samotny preimplantac¢ni vyvoj a

jemu predchazejici maturaci oocytu.

Kli¢ova slova: aktivace embryonalniho genomu, degradace, maternalni proteiny, preimplantacni
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ABSTRACT

Early embryonic development is controlled by maternal mRNAs and proteins synthesized
during oogenesis. A key period for preimplantation development is the transition from maternal
control of development to embryonic control. This process, known as maternal-to-zygotic transition
(MZT), requires the coordinated degradation of accumulated maternal mRNAs and proteins and
subsequent embryonic genome activation (EGA). Maternal mRNAs are gradually removed from the
embryo, but the degradation of maternal proteins is not well understood yet. In mammals, only a few
proteins are known whose degradation is necessary for normal course of EGA. The activation of the
embryonic genome is closely related to the reorganization of chromatin structure. The initiation of
gene expression requires the loosening of chromatin at the gene region and the presence of appropriate
transcription factors. Maternal proteins that need to be degraded for the normal course of EGA are
involved in regulating chromatin structure and the translocation of necessary factors.

This thesis aims to characterize selected proteins (PIASy, CBXS5, TAB1 and H1IFOO) and
describe the role they play during the transition from maternal to embryonic control of development.
While PIASy, CBXS, and HIFOO need to be degraded to loosen the chromatin structure allowing the
initiation of embryonic gene expression, the degradation of TABI1 is necessary for the translocation of
the transcription factor NF-kB into the nucleus and the initiation of the NF-kB signaling pathway. If
these proteins are not degraded at the right time, embryonic development is arrested at the time of
EGA.

The work also briefly describes the mechanisms of degradation of maternal proteins and the
process of embryonic genome activation. To understand the whole topic of maternal protein
degradation during preimplantation development, it is also necessary to briefly summarize

preimplantation development itself and the preceding oocyte maturation.

Key words: early embryonic development, embryonic genome activation, degradation, maternal

proteins
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1. Uvod

Embryonalni vyvoj predstavuje nesmirné slozity proces, ve kterém z jediné oplozené bunky
vznika komplexni organismus. Jednou z kli¢ovych udalosti raného embryonalniho vyvoje je piechod
od maternalni kontroly k embryonalni. Tento proces je znadmy spiSe pod anglickym nazvem
maternal-to-zygotic transition (MZT). Béhem MZT dochézi k degradaci maternalni mRNA a proteint,
které byly nasyntetizovany béhem oogeneze. Nasledné dochézi k aktivaci embryonalniho genomu
(EGA), kdy embryonalni geny zacinaji byt transkribovany a piebiraji kontrolu nad dal$im vyvojem
embrya od maternalnich gent. Dfive byla pozornost zamétena spiSe na degradaci maternalni mRNA.
V poslednich letech se ale stile vice zkouma také nutnost degradace materndlnich proteind a byly
identifikovany konkrétni proteiny, jejichz degradace pted hlavni vinou EGA je nezbytna pro normalni
prabéh preimplantacniho vyvoje.

V této praci se zaméfim na savci modely, které umoznuji hlubsi pohled na tyto procesy v kontextu,
relativn€é nenaroénému chovu, my$ domaci. My$ domaci je preferovana nejen kvili moZznosti
snadnych genetickych uprav a kratkému reprodukénimu cyklu, ale také kvili rozsahlému genetickému
a biologickému pochopeni, které poskytuje dobry zaklad pro studium embryonalniho vyvoje. DalSimi
v reprodukénich a vyvojovych procesech a jsou tak obzvlast cenné pro vétsi pochopeni lidské
reproduk¢éni a vyvojové biologie. Rany embryonalni vyvoj a degradace maternalnich proteinti jsou ale
mnohem vice popsany u nizsich organismu, predev§im u Drosophila melangoster, Xenopus laevis a
Danio rerio. Proto budu ve své bakalaiské praci obCas vyuzivat také data ziskana na jinych nez
sav¢ich modelovych organismech. U obojzivelniki, ryb a bezobratlych je vhodnéjsi pro pfechod od
materndlni k embryonalni kontrole vyvoje pouzivat termin midblastula transition (MBT; cesky
prechod ve stadiu stiedni blastuly).

Tato prace si klade za cil shrnout dosavadni znalosti o maternalnich proteinech, jejichz degradace
je nezbytné nutna pro spravny pribéh EGA. VéEtsi pochopeni degradace specifickych maternalnich
proteinii pro Uspé€Sny preimplantacni vyvoj muze odhalit nové moznosti pro dalsi vyzkum a

potencidlni aplikace v oblasti reprodukeni biologie a mediciny.



2. Preimplantaéni vyvoj savcu

Jako preimplantacni vyvoj oznacujeme obdobi od oplozeni po vznik blastocysty, coZ je u savci
stadium, kdy dochazi k implantaci embrya do délozni sliznice. V této praci se budu strucné vénovat
také maturaci oocytl, ktera preimplantacnimu obdobi pfedchazi a jejiz pochopeni je pro spravné

porozumeéni tématu degradace proteinti béhem preimplantacniho vyvoje dulezité.

2.1. Maturace oocyti

Oocyt, samic¢i pohlavni bunka, predstavuje nejvétsi buniku v téle saveti. Maturace neboli zrani
oocytl zahrnuje jaderné zrani a cytoplazmatické zrani.

Béhem jaderného zrani dochazi k obnoveni meidzy, ktera pokracuje az do metafaze II. Meidza
oocytu je totiz zahajena jesté pred narozenim jedince béhem embryonalniho vyvoje, ale je zastavena
v profazi 1. Oocyt je v tu chvili ve stadiu zarodecného vacku (GV — germinal vesicle), pro které je
charakteristické velké jadro obklopené jadernou membranou. S nastupem ovulace je meidza obnovena.
Dochazi k rozpadu jaderné membrany (GVBD - germinal vesicle breakdown) a kondenzaci
chromozomi. Po sestaveni déliciho vieténka pfichdzi prvni meiotické déleni. Meidza I je ukoncena
vydéelenim prvniho polového téliska, které¢ obsahuje druhou sadu chromozomt. Nasledné je zahéjeno
druhé meiotické dé€leni oocytu, které je zastaveno v metafazi II. Teprve po oplozeni spermii oocyt
dokon¢i meidzu vydélenim druhého polového téliska (shrnuto v Fan a Sun, 2019; He et al., 2021;
Jiang et al., 2023).

Cytoplazmatické zréni oocytu zacina jeSt¢ pred jadernym zranim. Behem svého ristu oocyt
syntetizuje a shromazd'uje velké mnozstvi mRNA, proteinii a dalSich molekul. Mnozstvi materidlu
nahromadéného béhem cytoplazmatického zrani je tak velké, ze oocyt zvétsi 200 az 300krat svou
velikost (Hyttel ef al., 1997). V priibéhu jaderného zrani se oocyt meni v oplozeni schopné vajicko, ale
bez téchto maternalnich faktord neni schopné dokoncit svilj vyvoj. Cytoplazmatické zrani je jednim

z kli¢ovych dé€ji urcujicich kvalitu oocytu a je zasadni pro zacatek preimplantacniho vyvoje.

2.2. Od oplozeni po implantaci

Oplozenim vajicka spermii vznikd diploidni zygota, zdkladni embryonalni buiika. Nasledné
dochazi k nékolika mitotickym bunéénym délenim (ryhovani), které vedou k nartstu poctu bunck
(blastomer), zatimco celkovy objem embrya ziistava stejny (Molé et al., 2020). V pribéhu prvnich 3-4
déleni se vytvareji volné€ spojené blastomery, které jsou morfologicky nerozliSitelné a maji potencial
diferencovat se do jakéhokoli typu bunky. Blastomery pak zvysi expresi adheznich molekul, konkrétné
E-kadherinu, na svém povrchu, za¢nou se tésnéji spojovat a vzajemné komunikovat (Shirayoshi, et al,
1983). Dochazi ke kompaktaci blastomer za vzniku moruly. Blastomery také ziskavaji urcitou miru
polarizace, ktera je dulezita pro pozdéjsi diferenciaci blastomer (Ducibella et al., 1977; Posfai et al.,

2019).



Embryo se poté transformuje z moruly do struktury znamé jako blastocysta, ktera se vyznacuje
vznikem vnitiniho dutého prostoru vyplnéného tekutinou (blastocoel). Dochazi k diferenciaci bun¢k
na dva hlavni typy: buniky vnitini bunééné hmoty (ICM — inner cell mass) a vné&jsi vrstva bunék,
tzv. trofektoderm (TE). Z ICM pozd¢€ji vznika vlastni embryo, zatimco trofektoderm se vyvine
v placentu a dal$i podptirné struktury. Oblast, kde je ICM pfiipojena k trofektodermu, se nazyva
embryondlni pol, ktery je rozhodujicim mistem pro interakci blastocysty s endometriem
(Gauster et al., 2022). Casné embryo je obaleno glykoproteinovym obalem (tzv. zona pellucida; ZP),
ktery se vytvofil jiz béhem oogeneze. Zona pellucida poskytuje embryu fyzickou ochranu pted
poskozenim, zabrafiuje pfedcasné implantaci ve vejcovodu a zajistuje stabilni prostfedi pro jeho
vyvoj. Také chrani oocyt pfed oplozenim vice nez jednou spermii, tzv. polyspermie. Pro implantaci do
délozni sliznice ale musi embryo ZP opustit. Tento proces se nazyva hatching. Cinnosti vngjsich bungk
TE je do blastocoelu pumpovana tekutina, embryo zvétSuje sviij objem a ZP se v dusledku toho
ztencuje. Bunky TE také produkuji enzymy, které ZP oslabuji. V disledku mechanického tlaku a
pusobeni enzymti nakonec ZP praskne a embryo je volné v délozni duting, kde se mize implantovat do
délozni sliznice a pokraCovat ve svém vyvoji (Ma et al., 2024).

U cloveka dochazi k implantaci embrya kolem 7. - 8. dne po oplozeni (Wilcox, 1999), u mysi
priblizné 5. den po oplozeni (Paria et al., 1993). U prasete implantace zacina okolo 15. dne po
oplozeni (Tian et al., 2022). Zajimavé je, Ze u piezvykavci se sice blastocysta formuje pfiblizn¢ 8. den
po oplozeni, ale implantace embrya za¢ina az kolem 21. dne po oplozeni. Nedochazi totiz k implantaci
embrya ve stadiu kulovité blastocysty, misto toho embryo pokracuje v rtstu v déloze po dobu priblizné
2 tydn. Béhem tohoto obdobi, v procesu znamém jako elongace, dochazi k rdstu embrya a
k diferenciaci extraembryonalnich tkani. Embryo se postupné prodluzuje, az ziskd konecny vlaknity
tvar a implantuje se do d€lohy. Proces elongace je dulezity pro uspéSnou implantaci embrya

(Degrelle et al., 2024).

2.3. Embryonalni genomova aktivace

Po oplozeni je embryo transkripéné neaktivni a jeho vyvoj je fizen maternalnimi proteiny a
mRNA, které se v cytoplazmé oocytu nahromadily béhem cytoplazmatického zrani. Proces, béhem
kterého je kontrola nad vyvojem embrya piedavana z maternalnich faktorti na embryonalni genom, se
nazyva maternal-to-zygotic transition (MZT). MZT zahrnuje dva vzajemné propojené procesy. Zaprvé
dochazi k degradaci maternalni mRNA a proteintl, zadruhé dochézi k aktivaci embryonalniho genomu
(EGA) (Tadros a Lipshitz, 2009). Tento slozity proces umoziuje, aby terminalné diferencované bunky,
vajicko a spermie, mohly byt pfeprogramovéany do totipotentniho stavu a vznikajici organismus se
mohl diferencovat do vSech buné¢nych typh (Schulz a Harrison, 2019). Tato zména v genové expresi
probiha postupné. Mensi vina (minor wave) aktivace embryonalniho genomu v ranych stadiich déleni

embryi vede k nizkym urovnim transkripce. Nasleduje hlavni vina (major wave) EGA, ktera zahrnuje



rozséhlou transkripci embryonalnich genl. Nacasovani obou vin EGA je druhové specifické
(Halstead et al., 2020). U mys$i nastupuji obé viny relativné rychle po sob&. Mensi vlna genomové
aktivace prichdzi v pozdnim lbunééném stadiu, hlavni vlna je pak spusténa v casném 2bunécném
stadiu (Abe ef al., 2018). Oproti tomu u skotu je doba mezi zacatkem embryonélni transkripce a hlavni
vlnou EGA delsi. Mensi vlna EGA zacind jiz v 2bunéném stadiu, ale k hlavni viné dochézi az
v pozdnim 8bunééném stadiu (Memili et al., 1998).

EGA je uzce spjata s reorganizaci struktury chromatinu. Pfistupnost chromatinu transkripénim
faktortim a dal§im regula¢nim molekuldm je regulovana uspotadanim nukleozomd, coz je ovliviiovano
prostfednictvim ridznych variant histoni a posttranslacnich modifikaci jejich N-konct. Mezi tyto
histonové posttranslaéni modifikace patii methylace, acetylace, fosforylace, SUMOylace nebo
ubiquitinylace. Klicové jsou zejména methylace a acetylace (shrnuto v Sotomayor-Lugo et al., 2024).

Methylace mize mit na genovou expresi aktivacni i represivni u¢inek, zalezi na konkrétnim
histonu a jeho methylovaném aminokyselinovém zbytku. Typicky aktiva¢ni jsou methylace H3K4,
H3K36 a H3K79, naopak typicky represivnimi methylacemi jsou H3K9 nebo H3K27. Zalezi také na
stupni methylace. Zatimco H3K9me3 je charakteristicky znak heterochromatinu, H3K9me?2 se ¢astéji
vyskytuje u neaktivnich nebo malo exprimovanych gend v euchromatinu (shrnuto v Jambhekar et al.,
2019). Mezi zivoc¢isnymi druhy se dynamika methylace histoni béhem EGA lisi. V pozdéjsi casti
prace bude rozebrano, jak maternalni proteiny PIASy a CBX5 ovliviiuji spravny pribéh EGA pravé
trimethylaci H3K9.

Acetylace histonil rozvoliiuje chromatin a podporuje tak jeho transkripci. Mira acetylace lysinu
H3K27 se zvysSuje od oocytu az po EGA u vice Zivo€ichti (myS, Drosphila melangoster, Danio rerio i
cloveék). H3K27ac (acetylovany H3K27) se zda byt spoleénym rysem EGA napfi¢ organismy
(shrnuto v Sotomayor-Lugo et al., 2024; Schulz a Harrison, 2019).

Struktura chromatinu je také ovlivilovana vymeénou histonl za jejich jiné varianty. Varianta
histonu H3.3 je klicovy maternalni faktor pro prestavbu obou rodi¢ovskych genomti béhem ranych
fazich embryondlniho vyvoje (Wen et al., 2014). U Drosophila melangoster je pro reorganizaci
chromatinu béhem EGA dulezitd histonova varianta H2A.Z. Vzhledem k vysoké evolucni
konzervovanosti této varianty histonu mezi zivoCichy lze ptedpokladat, ze by tento histon mohl mit
vyznamnou roli béhem EGA také u savcu (Ibarra-Morales et al., 2021). Dale je zkoumana dilezitost
vymeény linkerového histonu specifického pro oocyty HI1FOO. Role HIFOO béhem casného
preimplanta¢niho vyvoje bude podrobnéji popsana v pozd¢&jsi Casti této prace.

Dalsi dulezity mechanismus epigenetické regulace u savci je methylace DNA, piedevsim
methylace patého uhliku cytosinu (SmC). Somatické bunky maji vysokou troven 5SmC, vajicka a
spermie maji mirnou az stfedni methylaci DNA. Embrya v ranych stadiich prochazeji rozsahlou
globalni demethylaci DNA od zygoty az po blastocystu, nez je methylace DNA znovu obnovena
behem gastrulace (Eckersley-Maslin et al., 2018).



Jak funguje nacasovéni a presny mechanismus spusténi EGA neni jesté plné prozkoumano. Zda se
ale, ze nacasovani EGA je regulovano vice mechanismy. Jednim z nich je plsobeni materndlné
dodanych represorti, které brani transkripci v ranych fazich embrya. S kazdym délenim bunky, kdy se
zvySuje pomér genetického materialu vii€i cytoplazmé (N:C ratio), dochazi k postupnému vycerpani
tohoto represoru. Jakmile jeho koncentrace klesne pod urcitou hranici, za¢ind embryonalni transkripce.
Naptiklad u Danio rerio jsou timto represorem core histony. Po oplozeni je v embryu nahromadén
velky pfebytek nevazanych histonil. S naridstajicim mnozstvim DNA se zvySuje potieba nukleozomt a
volné histony jsou postupné vycerpavany. Transkripce zacind az ve chvili, kdy koncentrace histont
nevdzanych na DNA klesne a transkripéni faktory ziskaji ptistup k DNA. Pro ptfechod od represe
genové exprese k jeji aktivaci je zasadni zména v relativnich koncentracich volnych histont a
transkripénich faktort, ve prospéch téchto faktord (Joseph et al., 2017).

Naopak, aktivace nékterych gend zavisi na hromadéni klicového transkripéniho aktivatoru,
ktery se akumuluje diky translaci maternalné dodané mRNA. Ve chvili, kdy je tohoto aktivatoru
nasyntetizovano dostate¢né mnozstvi, aktivator spusti transkripci cilového genu. U mysi je jednim
z takovych transkripénich aktivatori regulujicich EGA rodina transkripénich faktori OBOX
(oocyte-specific homeobox). OBOX pomahaji piekonfigurovat polymerazu II. Ta se z pivodnich cila
v jednobunééném stadiu pifemist'uje na promotory genit EGA, a to vede k jejich aktivaci. OBOX také
pusobi na rozvolnéni chromatinu v téchto mistech. Vyvoj OBOX deficientnich mysich embryi byl
zastaven ve dvoubunécném stadiu (v dobé EGA). OBOX tak hraje zésadni roli pfi aktivaci klicovych
embryonalnich gent (Ji et al., 2023).

Pro pribéh EGA je také dulezit¢ zpomaleni bunééného cyklu, kdy je po sérii rychlych déleni
zavedena G2 faze, coz dava vice Casu na transkripci. Zpomaleni bunééného cyklu je koordinovéano
spolu s hlavni vlnou EGA a spole¢né umoziiuji, aby se v raném embryu spustila transkripce
embryonalniho genomu (Schulz a Harrison, 2019).

Nacasovani EGA se vyrazné€ li§i mezi Zivo€ichy, ale v ramci jednoho druhu je nacasovani piisné
kontrolovano. U rychle se vyvijejicich druhd, jako je Drosophila melangoster nebo Xenopus laevis,
dochazi k EGA a nasledné ke gastrulaci jen par hodin po oplozeni. Napiiklad u Xenopus laevis
dochazi k prvnimu bunéénému deleni jiz 90 minut po oplozeni, po kterém nasleduje 11 dalSich déleni
kazdych 30 minut. Oproti tomu bunéény cyklus embrya savcd trvd mnohem déle. K prvnimu déleni
dochazi 18-36 hodin po oplozeni a dalsi déleni nasleduji kazdych 12-24 hodin (Jukam et al., 2017).
K hlavni vIné¢ embryonalni genomové aktivace u mys$i dochazi v 2bunééném stadiu, u lidi, skotu a
prasat k aktivaci dochazi o néco pozdéji, ve stadiu 4 az 8 bunck (Graf et al., 2014; Zhai et al., 2022).
S ohledem na dobu od oplozeni dochazi k EGA u savci mnohem pozdé&ji nez u Xenopus laevis a
Drosophila melangoster, ale vzhledem ke stadiu vyvoje je to naopak. V dobé EGA jsou embrya

Drosophila melangoster 1 Xenopus laevis vyvojové mnohem déle nez embrya savcii (Obrazek 1).
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Obrazek 1: Porovnani nacasovani mensi a hlavni viny EGA/MBT mezi rychle se vyvijejicimi druhy (Drosophila melangoster
a Xenopus laevis) a vybranymi savci (mys, skot, ¢lovék) s ohledem na pocet hodin, které ub&hly od oplozeni a stadium vyvoje.
(Pievzato z: Toralova et al., 2020; pieloZeno.)



3. Mechanismy degradace maternalnich proteini

Rany embryonalni vyvoj je fizen maternalnimi faktory, mezi které patii predev§im mRNA a
proteiny syntetizované v pribéhu oogeneze a uchovavané v cytoplazmé oocytl. Tyto maternalni
faktory je nutné po oplozeni degradovat, aby mohlo dojit k pfechodu od oocytu k embryu a nasledné
aktivaci embryondlniho genomu. V minulosti byla pozornost vénovana degradaci maternalnich
mRNA, v poslednich letech se zajem rozsifuje také na potfebu degradace materndlnich proteind.
Zatimco degradace mRNA je vSeobecny proces, degradace maternalnich proteinti je fizena spiSe
individualng. Velmi dulezité je také presné nacasovani degradace jednotlivych proteint. (Toralova et
al., 2020). Prestoze mechanismy degradace maternalnich proteini béhem preimplantacniho vyvoje
nejsou zcela prozkoumany, za zasadni jsou povazovany drahy ubiquitin-proteazomového systému a

autofagie (Tsukamoto a Tatsumi, 2018).

3.1. Ubiquitin-proteazomovy systém

Ubiquitin-proteazomovy systém (UPS) je klicovy mechanismus pouzivany bunikami nejen pii
degradaci materndlnich proteinti. Degradaci specifickych proteind se podili také na regulaci
bunécného cyklu, opravach DNA, odpovédi na stres, regulaci transkripce, imunitni odpovédi a celé
rad¢ dalSich bunécnych procest (Glickman a Ciechanover, 2002).

Degradace proteind pomoci UPS je zalozena na procesu zvaném ubiquitinylace. Ubiquitin je maly
regulacni protein, ktery se kovalentn¢€ vaze na lysinové zbytky cilovych proteind. Vazba ubiquitinu na
cilovy protein je zprostiedkovana tfemi enzymatickymi komplexy: ubiquitin-aktivujici enzym El,
ubiquitin-konjugujici enzym E2 a ubiquitin-ligdza E3. Enzym E1 aktivuje ubiquitin za pouziti ATP.
Aktivovany ubiquitin je potom pfemistén na thiolovou skupinu enzymu E2. Na tento komplex se poté
pripoji E3 ligaza, ktera specificky rozpoznava substrat a zprosttedkovava interakci mezi ubiquitinem a
substratem. Ubiquitin je pak pfemistén z enzymu E2 na cilovy protein (Obrazek 2). U lidi jsou znamé
2 El enzymy, priblizné¢ 70 E2 enzymu a kolem 700 E3 ligaz (Park er al., 2020). Pravé pocetné
mnozstvi riznych E3 ligaz umoznuje specifickou degradaci velkého mnozstvi proteint. Teprve po
pripojeni vice molekul ubiquitinu (tzv. polyubiquitinylace) k substratu dojde k rozpoznani substratu
26S proteazomem a dojde k jeho degradaci (shrnuto v Glickman a Ciechanover, 2002; Fuchs, 2005;
Kinterova et al., 2022).

E3 ligdzy se d€li na tii hlavni skupiny na zakladé charakteristickych domén a mechanismu pfenosu
ubiquitinu: RING E3 ligazy, které pfimo prenaseji ubiquitin na substrat, HECT E3 ligazy, které se
ucastni prenosu ubiquitinu prostfednictvim meziproduktu, a RBR E3 ligazy, jez kombinuji
charakteristiky obou pfedchozich skupin (Zheng a Shabek, 2017).

V nasledujicich odstavcich se zaméfim na E3 ligdzy, jejichZ roli behem preimplantacniho vyvoje
savcl povazuji za zésadni (SCF komplex, RNF114), a to kvili jejich expresi béhem preimplantacniho

vyvoje a substratové specifi¢nosti.
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Kdyz je substrat polyubiquitinylovan, dojde k jeho degradaci 26S proteazomem. (vlastni zpracovani)
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3.1.1. SCF ligazy

Komplex SCF je E3 ubiquitin ligaza, ktera je tvotfena Cullinem1, SKP1 (S-phase kinase associated
protein 1), RBX1 (RING-box protein 1) a F-box proteinem. F-box urcuje specifi¢nost komplexu vici
substratu (Skowyra et al., 1997). Velkd rozmanitost F-box proteini zajiStuje interakci se Sirokou
Skéalou substrati. V mysich oocytech a embryich jsou SCF komplexy velmi hojné a jsou aktivni po
celou dobu preimplanta¢niho vyvoje. Inhibice aktivity SCF ligdz navic zpiisobuje zvySeni celkové
hladiny proteini (Kinterova, 2019). Tyto poznatky naznacuji, ze SCF ligdzy se pravdépodobné
vyznamn¢ podileji na degradaci maternalnich proteinti béhem preimplantaéniho vyvoje (shrnuto v
Toralova et al., 2020).

SCF ligazy jsou béhem maturace oocytd u mysi velmi dalezité. Naptiklad byl nalezen protein
FBXO030, ¢len F-box proteind, ktery se hojné nachazi v mysich oocytech, ale jeho mnozstvi klesa po
metafazi 1. Substratem FBXO30 je protein SLBP (stem-loop-binding protein), ktery se vaze na
histonovou mRNA. Pfi depleci FBXO30 dochazi k nedostatecné degradaci SLBP, a to vede
k nadmérné produkci histonu H3. Nasledkem toho je zvySena kondenzace chromozomu a selhani
jejich segregace. Vyvoj oocytu je pak zastaven v metafazi I (Jin et al., 2019). Dalsi F-box protein,
FBXO034, zase reguluje piechod G2/M a vstup do anafaze v meiotickych oocytech (Zhao et al., 2021).

V posledni dob€ je zkoumana také role SCF ligdz béhem casné embryogeneze savcd. Studie
exprese mRNA a proteint zakladnich slozek komplexu SCF (Cullin 1, SKP1 a RBX1) u embryi skotu

ukazuje, ze vSechny tyto slozky jsou dulezit¢ pro normdlni preimplantacni vyvoj skotu



(Benesova et al., 2017). Inhibice SCF komplexu u embryi skotu mezi 4bunéénym a 8bunécnym
stadiem zpusobila statisticky vyznamné zpozdéni v jejich vyvoji, ackoli néktera z embryi i pfesto byla
pozdeji schopna dosahnout blastocysty (Kinterova, 2019).

Zda se, ze ligazy SCF jsou potfebné ve vSech fazich vyvoje, od vzniku oocytu pies oplozeni,

aktivaci embryonalniho genomu az po implantaci embrya.

3.1.2. RNF114
Protein RNF114 (ring finger protein 114), znamy také jako ZNF313 (zinc finger protein 313) patii

mezi RING E3 ligazy. Hraje klicovou roli v regulaci bunécného cyklu, diferenciaci a senescenci (Han
et al., 2013; Rodriguez et al., 2014). U mysi je RNF114 exprimovan pfevazné v oocytech a ranych
embryich (pfedev$im od GV po blastocystu) a je celkové jednim z nejhojnéji exprimovanych proteint
v pozdni fazi zrani oocytt (Zhang et al., 2009; Yang et al., 2017). RNF114 hraje zasadni roli v raném
embryonalnim vyvoji mysi prostfednictvim degradace proteinu TAB1 a CBXS5. To napovida, ze
RNF114 méa pravdépodobné $irsi roli v regulaci degradace proteinti béhem preimplanta¢niho vyvoje.
Inhibice RNF114 zplsobuje zastaveni vyvoje mysich embryi v 2bunécném stadiu.

Yang a spol. studovali vice nez 9000 proteintl, z nichz do podrobnégjsi studie vybrali 13 kandidata
a jako substrat RNF114 identitkovali pouze protein TAB1, jehoz degradace je nezbytna pro spravny
prabéh EGA. To naznacuje, ze pro zahjeni EGA je dulezita spisSe specifickd degradace jednotlivych
proteint nez hromadnd degradace vSech maternalnich proteind (Yang et al., 2017). Degradace proteind
TAB1 a CBXS béhem preimplanta¢niho vyvoje mysSich embryi bude podrobnéji popsana v kapitole

Charakterizace vybranych proteint.

3.2. Autofagie

Autofagie je bunécny proces, ktery umoznuje masivni degradaci cytoplazmatickych komponent,
jako jsou proteiny a organely, prostiednictvim lyzozomu. Proces zacina tvorbou izola¢ni membrany,
ktera se rozviji do struktury zvané autofagozom, pohlcujici cytoplazmatické komponenty.
Autofagozom se poté spoji s lyzozomem a vytvofi autolyzozom. V autolyzozomu jsou izolované
cytoplazmatické komponenty degradovany lyzozomalnimi enzymy (Obrazek 3). Proteiny a lipidy jsou
degradovény na aminokyseliny a mastné kyseliny, a produkty degradace mohou byt v buiice znovu
vyuzity. Tento proces je klicovy pro bunécnou homeostdzu a ovliviiuje fadu fyziologickych procest
bunky, vcetn€ reakce na hladovéni, potlaceni tumorti, odpovédi na infekce, starnuti a bunénou smrt
(shrnuto v Mizushima, 2007; Tsukamoto a Tatsumi, 2018).

Autofagie ma pro preimplantani vyvoj mysich embryi zasadni vyznam. Oocyty s knouckoutem
genu Atg5 (esencidlni protein pro tvorbu autofagozomu) se po oplozeni spermiemi se stejnou
genetickou modifikaci nevyvijely déale nez do 4 az 8bunécného stadia. Naopak, oplozeni stejnych

oocytll spermiemi bez této genetické modifikace vedlo k normalnimu vyvoji embryi. Tento vysledek



poukazuje na kritickou roli autofagie v ¢asnych stadiich embryonalniho vyvoje. Autofagie je v mySich
oocytech aktivovana ihned po oplozeni a je aktivni do pozdniho 1bunééného stddia. Je znovu
reaktivovana v 2bunécném stadiu a ziistava aktivni az do 8bunécného stadia (Tsukamoto ef al., 2008).

Autofagie hraje klicovou roli také v raném vyvoji embryi prasat, konkrétné tim, ze ovliviiuje
aktivaci embryondlniho genomu prostfednictvim degradace maternalni mRNA a regulace
epigenetickych modifikaci (regulaci exprese DNA methyltransferdzy). V prasecich embryich je
autofagie aktivni pfedevs§im v 2bunééném stadiu (Chi et al., 2017).

Studie na bovinnich embryich ukazala vztah mezi autofigii a stresem endoplazmatického
retikula (ER) béhem raného vyvoje embryi skotu. Stres ER je zptisoben hromadénim Spatné sbalenych
proteint a miize vést az k bunécné smrti (Xu, 2005). Indukce autofagie tento stres ER snizila a zlepSila
tim kvalitu embryi, coz se projevilo ristem blastocyst, zvySenim poc¢tu bungk trofoektodermu a
zlepSenim preziti blastomer. Naopak, inhibice nebo nadmérna indukce autofagie tyto parametry
snizila. Spravna regulace autofagie a stresu ER je dulezita pro optimalni vyvoj embryi (Song et al.,
2012).

Z dostupnych vyzkumi na mysich, prase¢ich i kravskych embryich se celkové zda, ze vyssi mira

autofagie koreluje s vyssi kvalitou embryi (Toralova et al., 2020).

Gg . “ . o

autofagozom lyzozém autolyzozém

Obriazek 3. Autofagie — cytoplazmatické komponenty jsou obklopeny dvojitou membranou za vzniku autofagozomu, ktery
pozdéji splyne s lyzozomem za vzniku autolyzozomu. V autolyzozomu doje k degradaci cytoplazmatickych komponent
lyzozomalnimi enzymy. (vlastni zpracovani)

Pro tspésny preimplantacni vyvoj savci je klicové udrzet rovnovahu mezi degradaci maternalnich
proteini a tvorbou novych proteini  syntetizovanych z  embryonalniho  genomu.
Ubiquitin-proteazomovy systém a autofigie spolupracuji na udrzeni této rovnovahy. UPS je vysoce
selektivni draha degradace proteini. Autofagie je spiSe nespecificky a vice masivni proces degradace
proteinti, ¢imz mimo jiné zajistuje suroviny a Ziviny pro ndsledny vyvoj embrya. Autofagie také
dopliiuje UPS degradaci proteinti, které nebyly plné¢ degradovany proteazomem (Tsukamoto a
Tatsumi, 2018). Spravna degradace maternalnich proteinti je zasadni po celou dobu preimplantacniho

vyvoje embryi savci, a to jiz pfi maturaci oocytd az po EGA.
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4. Charakterizace vybranych proteint

Embryo vznika splynutim oocytu a spermie, dvou terminaln¢ diferencovanych bunék, které ale
musi byt schopné pozdgji vytvaret vSechny bunécéné typy. Proces pfemény oocytu v totipotentni
zygotu je velmi slozity. Degradace specifickych maternalnich proteind patii ke klicovym udalostem
umoznujici aktivaci embryonalniho genomu a uspésny vyvoj embrya. EGA tizce souvisi s remodelaci
chromatinu. Maternalni proteiny, které je nutno degradovat pro spravny pribéh EGA, tak reguluji
genovou expresi zménou struktury chromatinu ¢i translokaci transkripcnich faktort. Jejich cilend
degradace umoziuje remodelaci chromatinu, zménu v genové expresi a prechod kontroly vyvoje
z maternalnich geni na embryondlni geny. Jak jiz ale bylo difive zminéno, degradace maternalnich
proteini nutnych k EGA neni pfili§ prozkouména. U savci zatim bylo identifikovdno jen malo
takovych proteind.

Ne vSechny maternalni proteiny jsou ale degradované pfed EGA, nékteré si embryo béhem
preimplanta¢niho vyvoje uchovava. Prikladem je proteinovy komplex SCMC (subcortical maternal
complex), ktery je v mysich embryich nezbytny jiz pro prvni déleni embrya. V mysich oocytech jsou
geny kodujici slozky tohoto komplexu exprimovany béhem oogeneze, ale jiz v prubéhu meiotického
zrani je mRNA degradovana. Nahromadéné proteiny vSak pretrvavaji az do stadia blastocysty
(Liet al., 2008).

V nasledujici ¢asti této prace se zaméiim na charakterizaci Ctyi proteintt — PIASy, CBXS5, TABI1 a
HIFOO, jejichz degradace hraje zasadni roli v procesu embryonalni genomové aktivace u savcl.
Prostiednictvim zkoumani jejich struktury, funkce, role a degradace v embryonalnim vyvoji mizeme

1épe pochopit, jak tyto proteiny ovliviuji klicové udalosti v raném vyvoji sav¢ich embryi.

4.1. PIASy

PIASy neboli protein inhibitor of activated STAT y patii do rodiny PIAS proteinti. U savct byly
popsany 4 Cleny této rodiny proteinti: PIAS1, PIAS3, PIASx (také PIAS2) a PIASy (znamy také jako
PIAS4). PIAS proteiny jsou vzajemné sekvencéné velmi konzervované, maji podobnou strukturu i
funkci. Tyto proteiny byly pojmenovany diky své schopnosti vazat se na transkripéni faktory STAT
(signal transducer and activator of transcription) (Chung, 1997). STAT faktory jsou dulezité pro pfenos
signalti z buné¢ného povrchu do jadra bunky, kde ovliviiuji regulaci gend. PIAS proteiny se na tyto
faktory vazou, blokuji tim jejich vazbu na DNA a ovliviiuji tak regulaci transkripce gend (shrnuto v
Calo et al., 2003). Proteiny PIAS neinteraguji pouze se STAT faktory, ale také stadou dalSich
vyznamnych transkripénich faktort, jako jsou NF-«B jaderny faktor, protein p53 ¢i LEF1 (lymphoid
enhancer binding factor 1) (Kahyo ef al., 2001; Sachdev ef al., 2001; Liu et al., 2005). V zavislosti na
tom, o jaky PIAS a cilovy protein se jedna, mtize dojit k aktivaci ¢i represi transkripce.

O dalsi funk¢ni roli PIAS proteint vypovida jejich Siz/PIAS RING (SP-RING) doména, ktera je

ptibuzna RING finger doméné, nachdzejici se také u nékterych E3 ubiquitin ligaz (naptiklad u jiz
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zminované RNF114). Toto pozorovani spolu s jejich Castou asociaci s proteiny modifikovanymi
SUMO (small ubiquitin-like modifier) vedlo ke zjiSténi, ze PIAS proteiny funguji jako E3 ligazy v
procesu zvaném SUMOylace. Proces SUMOylace je velmi podobny ubiquitinylaci, jejiz prubéh jsem
popsala v diivéjsi Casti této prace. SUMO je maly protein, ktery je strukturné podobny ubiquitinu.
Stejn€ jako ubiquitin je protein SUMO kovalentné konjugovén s cilovym substratem enzymatickou
kaskddou zahrnujici E1 aktivacni enzym, E2 konjugacni enzym a E3 ligdzu. SUMO vytvaii vazbu
s lysinovymi zbytky cilovych proteinti. SUMOylace patii mezi vyznamné posttranslacni modifikace a
je zésadni pro regulaci mnoha bunéénych procesti jako je transkripce, segregace chromozomi,
remodelace chromatinu nebo oprava DNA. Déle také ovliviiuje lokalizaci proteinti a méni jejich

interakce (shrnuto v Sharrocks, 2006; Gareau a Lima, 2010).

4.1.1. Role PIASy v preimplanta¢nim vyvoji

Jiz diive byl prokdzan vliv PIAS proteinii na embryonalni vyvoj riznych zivocichti. U zaby
Xenopus laevis hraji PIAS dilezitou roli v indukci a formovani mesodermu béhem raného vyvoje
(Burn et al., 2011). U Drosophila melangoster vede delece PIAS k abnormalitdm ve struktufe,
kondenzaci a segregaci chromozomt a zptisobuje embryondlni letalitu (Betz ef al., 2001; Hari et al.,
2001). Umlceni orthologa PIAS proteinu u had’atka C. elegans vedlo k defektim ve vyvoji hltanu a
poskozeni embryondlniho rastu (Holway et al., 2006). Tyto poznatky naznacuji, ze PIAS reguluji
klicové procesy béhem vyvoje zivocichil napti¢ druhy. Proteiny PIAS jsou velmi konzervované mezi
zivociSnymi druhy (PIAS Xenopus laevis jsou vice nez z 70% identické se sav€imi). To vede
k myslence, Ze by PIAS proteiny mohly mit velky vliv také v embryogenezi savcti (Burn ef al., 2011).

Higuchi a spol. identifikovali PIASy jako protein, jehoz degradace je nutna pro spravny
preimplanta¢ni vyvoj mysich embryi. Zjistili, Ze overexprese proteinu PIASy zpisobuje abnormalni
segregaci chromozomut a poskozuje Casnou embryonalni transkripci. VSechny tyto defekty jsou
s nejvetsi pravdépodobnosti zptisobeny narusenim SUMOylaéni drahy (Higuchi ef al., 2019).

Maternalni protein PIASy se v mysich oocytech hromadi béhem jejich zrani. Po oplozeni je
postupné degradovan ubiquitin-proteazomovym systémem. Je exprimovan az do stadia 8 bungk, ale
ihned po oplozeni dochazi k vyznamnému poklesu v jeho mnozstvi. K obdobnému poklesu ihned po
fertilizaci dochazi také u kravskych a prasecich embryi (Kinterova et al., v ptiprave). Nedostate¢na
degradace PIASy v oplozenych mysSich oocytech vede k zastaveni jejich vyvoje ve dvoubunécném
stadiu (Higuchi et al., 2019). U mysich embryi dochazi k EGA prave ve stadiu 2 bunék.

PIASy svoji SUMOylaéni aktivitou ovlivituje translokaci methyltransferazy SUV39H1 do jadra.
Nadmeéma exprese PIASy vede k akumulaci této methyltransferdzy v jadie a v disledku toho dochézi
ke zvySené trimethylaci lysinu 9 histonu H3 (H3K9me3) (Higuchi er al., 2019). H3K9me3 je
posttransla¢ni modifikace histont typickd pro heterochromatin. Heterochromatin je kondenzovana
forma chromatinu, kterd je transkripcné neaktivni. H3K9me3 mé podstatnou roli v modulaci

chromatinu, genové regulaci a ur€ovani identity buniky (shrnuto v Nicetto a Zaret, 2019). Zvyseni
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H3K9me3 vede k nadmérné kondenzaci chromatinu a abnormalni genové expresi u dvoubunécnych
embryi. Overexprese PIASy naruSuje aktivaci Casnych embryonalnich transkriptd béhem MZT a
znemoziiuje EGA. V disledku toho dochézi k zastaveni vyvoje my$iho embrya ve dvoubunécném
stadiu (Higuchi et al., 2019).

PIASy hraje klicovou roli v SUMOylaci topoizomeraz. Topoizomerazy jsou zakladni enzymy,
které méni topologii DNA. Topoizomeraza Il umi za spotifeby ATP §tépit obé vldkna dvousroubovice
DNA a je tak nezbytna pro spravnou topologii chromozomi k jejich replikaci, transkripci, kondenzaci
a segregaci. V ramci studii na mySich embryich bylo zjisténo, ze inhibice topoizomerazy Il mé za
nasledek zastaveni vyvoje embrya ve dvoubunééném stadiu. Blokace topoizomerdzy Il ma neptiznivy
dopad na organizaci chromatinu v jadie a nasledné procesy bunécného déleni. Embrya, u kterych byla
topoizomeraza Il inhibovana, rovnéz vykazovala neporusenou strukturu jaderné lamely, coz vedlo
k zastaveni bun€k v interfazi. Funkéni topoizomeraza II je kliCovym komponentem jadra, ktery hraje
zasadni roli pfi replikaci DNA v ranych fazich bunéného cyklu (St. Pierre et al., 2002). Overexprese
PIASy vede k nadmérné SUMOylaci topoizomerazy 11, ktera blokuje jeji dekatenaCni aktivitu (.
oddéleni propletenych molekul DNA), a tim zptisobuje zastavu vyvoje mySich embryi (Higuchi et al.,
2019).

PIAS proteiny jsou dulezité pro fadu bunéénych procesit veetné regulace posttranslac¢nich
modifikaci, transkripce a bunééné signalizace. Tyto proteiny jsou rovnéz klicové béhem raného
embryonalniho vyvoje napfi¢ druhy. U mysich embryi je vSak degradace maternalné exprimovaného
proteinu PIASy nezbytnd pro regulaci transkripce Casnych embryondlnich transkriptd (mensi vina
EGA). Jeho overexprese vede k nadmérné kondenzaci chromatinu (narastem H3K9me3) a narusuje
spravnou segregaci chromozomu (blokaci topoizomerazy II), coz vede k zastavé vyvoje v 2bunécném
stadiu. Vzhledem k tomu, Ze u skotu a prasat, stejné jako u mysi, dochazi po fertilizaci k poklesu
PIASYy, lze pfedpokladat, ze overexprese PIASy mé obdobnou funkci také u dalSich sav€ich druht a Ze
jeho degradace je nutnd pro regulaci transkripce casné exprimovanych gentl i u bovinnich a prasecich

embryi.

4.2. CBXS

Protein CBXS5 (chromobox protein 5) je ¢lenem rodiny chromobox proteint. Chromobox proteiny
jsou diky své schopnosti vazat se na heterochromatin dilezité epigenetické regulatory a jsou klicové
pro mnoho bunécnych procest jako je diferenciace ¢i senescence, ale také pro embryonalni vyvoj a
regulaci genové exprese. CBX proteiny hraji u lidi vyznamnou roli v riistu nadorti. Mohou mit jak
pronadorovou, tak také protinddorovou aktivitu v zavislosti na typu nadoru a bunééném kontextu (Zhu
etal., 2021).

Lidsky i myS$i genom koduje nejméné osm chromobox proteini. Tyto proteiny mohou byt

rozdéleny do dvou hlavnich skupin. Prvni skupinou jsou PcG proteiny (Polycomb-group proteins),

13



které zahrnuji CBX2, CBX4, CBX6, CBX7 a CBXS8. Druhou skupinou jsou HP1 proteiny
(heterochromatin protein 1), kam patfi mimo jiné protein CBX5 (Wotton a Merrill, 2007). HP1
proteiny jsou vysoce konzervované napii¢ druhy. Poprvé byly popsany u octomilky (Drosophila
melangoster) (James a Elgin, 1986). U savci existuji tfi rizné izoformy HP1 proteini: CBX5 (HP1a),
CBXI1 (HP1p) a CBX3 (HP1y) (Singh et al., 1991; Minc et al., 1999).

CBX5 ma dvé hlavni funkéni domény. Na N-konci obsahuje chromo doménu (CD), pomoci které
se vaze na H3K9me3 (pfipadn¢ H3K9me?2), charakteristické znacce konstitutivniho heterochromatinu.
Na C-konci proteinu se nachazi chromoshadow doména (CSD), kterd je zodpovédnd za
homodimerizaci a interakci s dal$imi nehistonovymi proteiny (Machida et al., 2018). Prave tato
schopnost dimerizace je zasadni pro kondenzaci heterochromatinu. Diky tomu se mohou proteiny
CBX5 spojit a priblizit tim dva nukleozomy, coz vede k vysSimu stupni kondenzace chromatinu a
k uml¢eni genové transkripce. Nedostatecna hladina CBX5 je spojena se Spatnou morfologii jadra
(Strom et al., 2021). CBXS5 hraje kli¢ovou roli v organizaci heterochromatinu a v epigenetické regulaci
genové exprese (shrmuto v Kumar a Kono, 2020).

Schopnost CBXS5 rozpoznavat methylovou znacku H3K9me3 z néj ¢ini tzv. methylreader. CBX5
neni jen CteCkou téchto znacek, ale reguluje celou dynamiku methylace H3K9, a tim ovliviuje
organizaci heterochromatinu béhem vyvoje savci. NaruSeni regulace H3K9me3 je také spojovano
s poruchami bunéénych procest, jako je bunééné déleni, senescence nebo autofagie a mlize vést az ke
vzniku rakoviny (Saha a Muntean, 2021) . Zvysena exprese CBX5 ma za nasledek zvySenou expresi
SUV39H1, ktera vytvari dalsi H3K9me3 znacky, na které¢ se CBX5 miize vazat. CBXS5 a SUV39HI
tak spolupracuji na tvorbé a Sifeni heterochromatinu (Maeda a Tachibana, 2022). Tato interakce
umoziujici vytvofeni a Sifeni heterochromatinu je také ovliviiovana proteinem PIASy, ktery byl
zminén v pfedchozi kapitole. PIASy svoji SUMOylacni aktivitou zvySuje vyskyt SUV39HI v jadre,
coz vede k nartistu H3K9me3 a CBXS5.

4.2.1. Role CBXS5 béhem preimplantacniho vyvoje

Exprese CBX5 béhem preimplanta¢niho vyvoje byla pozorovana na mySich embryich. V prib&hu
zrani oocytl je exprese CBX5 vysoka. Po oplozeni v§ak hladina CBXS5 rychle klesa a jeho hladina se
zaéne opét zvySovat az po implantaci embrya (Wongtawan et al., 2011).

CBX5 je degradovan ubiquitin-proteazomovym systémem. Jeho ubiquitinylaci a degradaci
reguluje E3 ligaza RNF114 (Zhou et al., 2021). Degradace CBXS5 je zasadni pro fadu molekulérnich a
bunécnych procest, které jsou kritické pro preimplantacni vyvoj mysich embryi. Overexprese CBXS5
byla spojena se zastavenim embryonalniho vyvoje a inhibici hlavni viny EGA, coz zdlraziuje
dilezitost regulované hladiny CBXS5 pro spravny preimplantacni vyvoj. Degradace CBXS5 umoziuje
transkripci genti kliCovych béhem EGA. Naopak overexprese CBXS5S znemoziuje transkripei téchto
gentu kvuli jeho vazbé na H3K9me3 a nésledné kondenzaci chromatinu, ktery se tak stava transkripcné

neaktivni. Spravna organizace chromatinu je klicova pro aktivaci embryonalnich transkriptd.
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4.3. TAB1
TABI1 (TAK1 binding protein) je regulator dilezité kinazzy MAP3K7/TAK1. Na C-koncové ¢asti

proteinu obsahuje specifickou doménu pro aktivaci enzymu TAK1 (transforming growth factor-f-
activated kinase 1; nazyvany téz mitogen activated protein kinase kinase kinase 7, MAP3K7). N-
koncova cast slouzi jako dominantné negativni inhibitor TGF-beta. TAK1 reguluje transkripcni faktor
NF-«xB (nuclear factor kappa B) (Yang et al., 2017). NF-xB signalni draha je evolu¢né¢ konzervovana
napii¢ druhy od Drosophila melangoster po Clovéka a nachazi se téméf ve vSech bunécnych typech.
NF-kB hraje zasadni roli v imunitni a zanétlivé odpovédi, proliferaci bun¢k a metabolické regulaci.
Poskozeni této drahy zplsobuje autoimunitni onemocnéni, chronické zanéty, ale také defekty ve
vyvoji. NF-kB signélni draha je dalezitd pro GspeSny embryondlni vyvoj savct i nizsich organismi. Je
zésadni naptiklad pro vyvoj orgdni jako jsou plice ¢i jatra, neurdlni trubice, koncetin, svall, ale také
pro vznik hematopoetickych kmenovych bunék. Pfi naruseni této drdhy dochdzi k zavaznym
vyvojovym defektim, které Casto konc¢i embryonalni letalitou (shrnuto v Espin-Palazén a Traver,
2016).

NF-kB se v neaktivni formé vyskytuje v cytoplazmé buiiky, kde je asociovany s inhibitorem IxB.
Po fosforylaci a nasledné degradaci IxB je NF-kB aktivovan a translokovan do jadra. Zde se vaze na
promotory cilenych gend a nasledné spusti jejich expresi.

Pfi studiu vlivu NF-«B transkripéniho faktoru na rany embryonalni vyvoj mySich embryi byl
pozorovan vyskyt jeho podjednotky p65 v riznych stadiich raného embrya. Podjednotka p65 je
pritomna jiz v MII fazi oocytu, je tedy maternalné exprimovana. Jeji hladina rapidné klesa od stadia 8
bun¢k po blastocystu. Rizna stadia embryi jsou k inhibitorim NF-kB faktoru rozdiln¢ citliva.
Pisobeni inhibitoru na embryo v raném jednobunééném stadiu zptsobilo zastavu vyvoje embrya ve
dvoubunééném stavu. Naopak ptidani inhibitoru do dvoubunééného embrya nemélo vliv na jeho vyvoj
do stadia blastocysty. Zda se, Ze pro spravny embryonalni vyvoj je nutna aktivace NF-kB faktoru, a to

ve specifické fazi raného jednobunééného embrya (Nishikimi et al., 1999).

4.3.1. Role TAB1 v preimplanta¢nim vyvoji

Studie na mysich oocytech ukézala vyznam degradace TABI pro rany embryonalni vyvoj. TAB1
je degradovan ubiquitin-proteazomovym systémem. Konktrétn€ je hlavnim substratem pro E3 ligazu
RNF114, stejn¢ jako CBXS5 (viz. pfedchozi kapitola).

Protein TAB1 vykazuje podobnou expresi jako RNF114. Zatimco v zygoté se nachazi v hojném
mnozstvi, v 2bunééném stadiu je protein ubiquitinylovan a jeho exprese vyrazné klesa. Ve stadiu
2 bun€k tedy dochazi v mysich embryich k masivni degradaci proteinu TAB1. Pokud k poklesu
mnozstvi TAB1 proteinu nedojde, dochazi k zastaveni vyvoje mySich embryi v 2bunécném stadiu
(Yang et al., 2017). K degradaci TAB1 pted hlavni vinou EGA dochazi i u skotu a prasat (Kinterova et

al., v ptiprave).

15



VMII a zygoté se NF-kB p65 nachazi prevazn¢ v cytoplazmé, na rozdil od 2bunécného a
4bunééného stadia, kdy je lokalizovan také v jadfe. Embrya oSetfend inhibitorem p65 zastavuji vyvoj
v 2bunééném stadiu. Translokace NF-«xB p65 do jadra a spusténi NF-xB drahy je esencialni pro
spravny pritbéh MZT. Pti overexpresi TABI k této translokaci nedochazi, a neni tak spusténa exprese
gent potfebnych pro vyvoj mysich embryi. Nedojde tak k EGA a vyvoj mysSich embryi je zastaven.

U mysi je degradace proteinu TAB1 nezbytnd pro aktivaci NF-«B signalni drahy a nésledné
aktivaci embryonalniho genomu. Vzhledem k tomu, ze je spravné fungovani NF-kB signalni drahy
dilezité pro embryonalni vyvoj Zivocichli napti¢ druhy a k predbéznym datim o degradaci TAB1 pted
hlavni vinou EGA u bovinnich a prasecich embryi, 1ze predpokladat, ze degradace TABI pro spravny
prubéh EGA bude dtlezita i u dalsich savci.

4.4. HIFOO

Protein HIFOO je varianta linkerového histonu H1, ktera je specifickd pro rostouci oocyty a
preimplantacni embrya. Histony H1 se vdZou na linkerovou DNA mezi jednotlivymi nukleozomy a
reguluji prostorové uspotfadani nukleozomti do vyssich struktur. Linkerové histony jsou zasadni pro
regulaci genové exprese. Ovliviiuji nejen kondenzaci chromatinu, ale také piimo interaguji
s aktivatory a represory genové exprese. Funkce a struktura H1 histont je vyznamné ovliviiovana
pfitomnosti posttranslacnich modifikaci. Oproti core histonim jsou linkerové histony vyrazné
variabiln¢jsi a zaroveit méné prozkoumané.

Histony H1 obsahuji velmi konzervovanou centralni globularni doménu, zatimco C- a N-konce
jsou vice variabilni. N-konec obsahuje mnoho potencidlnich fosforyla¢nich mist, C-konec je bohaty na
kyselé aminokyseliny. N-koncovad doména a centralni globularni doména jsou dilezité pro asociaci
s DNA (shrnuto v Hergeth a Schneider, 2015; Andrés et al., 2020). Pro tuto praci je zajimavé zjiSténi,
ze histon H1 pfimo interaguje s proteinem CBXS5 skrze jeho chromo doménu (Nielsen ef al., 2001).

U savci je znamo 11 variant histonu H1: 7 somatickych, 3 specifické pro spermie a 1 specificky
pro oocyty — HIFOO (Happel a Doenecke, 2009). HIFOO ale sdili jen malou sekvencni podobnost
s ostatnimi typy H1 histont. Lisi se pfedevs§im v sekvenci aminokyselin na C-konci. Pravé C-koncové
domén¢ by pravdépodobné mohla byt pfipsana funkéni specificnost (Li ef al., 2022).

Sav¢i varianta HIFOO byla poprvé identifikovana u mysi vroce 2001 jako homolog
oocyt-specifického linkerového histonu jezovky a Xenopus laevis (Tanaka et al., 2001). U Drosophila
melangoster je tento histon oznacovan jako dBigH1 a je zdsadni béhem MBT a raného embryonalniho
vyvoje. Embrya s nefunkéni variantou dBigH1 (loss-of-function mutace) zastavila vyvoj v dobé MBT
(Pérez-Montero et al., 2013).

Varianty histonu HIFOO byly dale identifikovany u skotu a prasat, ale také u lidi. Homologie
tohoto proteinu mezi druhy je ale relativné malé (bovinni HIFOO a mysi HIFOO sdili pouze 41,1%
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homologii) (Tanaka et al., 2003; Sheng et al., 2015; Li et al., 2022). Od toho se také pravdépodobné

odviji rizné role a dilezitost v embryondlnim vyvoji napfi¢ druhy.

4.4.1. Exprese HIFOO béhem preimplanta¢niho vyvoje

Exprese HIFOO zacina v GV oocytech a udrzuje se az do jeho nahrazeni somatickou variantou
vdobé EGA. U skotu se siln¢ exprimuje v GV oocytech a akumuluje se v cytoplazmé a na
chromatinu. V 8 a 16bunééném stadiu dochazi k degradaci a poté je uz nedetekovatelny. To koreluje s
nacasovanim EGA a nahrazenim maternalni HIFOO somatickou variantou (McGraw et al., 2006).
Podobng je tomu také u mysi. Exprese zacina v GV oocytech. V 1bunééném stadiu je hladina HIFOO
vysoka, v 2bunécném stadiu dochazi k vyznamnému poklesu. K degradaci HIFOO dochazi u mysi
také v dob€ EGA, tj. v 2bunééném stadiu (Sanchez-Saez et al., 2022).

U skotu byl HIFOO detekovan dokonce i v granuloznich bunkach, u mysi to prokazano nebylo.
Souvisi to pravdépodobné stim, Ze se bovinni a my$i HIFOO zna¢né lisi. Exprese HIFOO
v granul6znich buiikéch a oogoniich byla nalezena také u prasat. Jeho exprese se navic s postupujicim
vyvojem prasecich vajecnikll zvySuje (Sheng et al., 2015).

Proces degradace histonu HIFOO zatim bohuzel nebyl podrobné prozkouman a popsan.

4.4.2. Role HIFOO v preimplanta¢nim vyvoji

Role HIFOO (a jeho homologl)) byla dfive nez u savci popsana u jinych Zivoc¢ichu
(Drosophila melangoster, Xenopus laevis, jezovka). U téchto Zivo¢ichl je spravna exprese homologi
HIFOO dulezita pro preimplantacni vyvoj a MBT. Také u Drosophila melangoster a Xenopus laevis
zacina exprese jejich homologti HIFOO jiz v zarodenych buiikach a k degradaci dochéazi v dobé
MBT (Pérez-Montero et al., 2013).

Hojné studovéna byla role HIFOO pfi maturaci oocytt. V in vitro studii na mySich oocytech doslo
po inhibici HIFOO k vyrazné niz§i mife maturace oocytil ve srovnani s kontrolni skupinou. Oocytim
se nepodatilo vyloucit prvni polové télisko a byly zablokovany v metafazi I (Furuya et al., 2007). In
vitro studie na bovinnich embryich dosla k podobnym zavéraim. HIFOO je nezbytny pro meiotickou
maturaci bovinnich oocytl a jeho nadprodukce stimuluje tento proces (Yun et al., 2015).

V 1bunééném stadiu mysich embryi je struktura chromatinu velmi rozvolnéna. To se méni
prechodem do 2bunéc¢ného stadia, kdy se stava vyrazné kondenzovanéjsi. Knockdown H1IFOO ma za
nasledek kompaktnéjsi chromatin v jednobunééném stadiu a zaroven dochazi k zvySenému ukladani
histonu H3. Naopak overexprese HIFOO vede k méné vyraznému poklesu rozvoln€nosti mezi
Ibunéénym a 2bunéénym stadiem. HIFOO se podili na zméné struktury chromatinu a ovliviiuje miru
ukladani histonu H3 vjadie mezi lbunéénym a 2bunéénym stddiem mySich embryi

(Funaya et al., 2018).
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Roli HIFOO v rozvolnéni chromatinu ukézala také studie na mysich embryonalnich kmenovych
buitkach. HIFOO byl vtéchto bunkach soustiedén v oblastech transkripnich pocatki gent
specifickych pro oocyty. Nahromadéni HIFOO vedlo krelaxaci chromatinu a k indukci genové
exprese. Funkce HI1FOO vraném vyvoji embryi tak pravdépodobné spociva v dekondenzaci
chromatinu a aktivaci genové exprese (Hayakawa a Tanaka, 2021).

Vsechny tyto studie ukazovaly na klicovou roli HIFOO pifi maturaci oocyti a raném
embryondlnim vyvoji my$i. K jinému vysledku ale dospéli v roce 2022 Sanchez-Saez a spol., ktefi
provedli in vivo studii na mySich deficientnich pro HIFOO a prokazali, ze ptitomnost HIFOO neni
vylozené nezbytnd pro maturaci oocytl a mySi mohou tolerovat absenci tohoto specifického
linkerového histonu bez zasadniho dopadu na jejich vyvoj (Sanchez-Saez et al., 2022). Tyto vysledky
pravdépodobné ukazuji na existenci kompenzaéniho mechanismu, ktery se umi vyrovnat
s neptitomnosti H1IFOO pfi in vivo vyvoji mysi.
embryich vliv deplece a overexprese HIFOO na embryonalni vyvoj. Zjistili, ze HIFOO je dualezity
nejen v organizaci chromatinu, ale taky v ustanoveni bunécnych linii. Pii depleci HIFOO doslo
k navySeni H3K9me3 a H3K27me3 (markery kondenzovaného chromatinu) a naopak ke snizeni
H4Kl16ac (marker rozvolnéného chromatinu). HIFOO reguluje rozvolnéni chromatinu a s tim
spojenou genetickou expresi. Dale je HIFOO dilezity pii ustanoveni vzniku prvnich dvou bunéénych
linii — ICM a TE. K tomuto jevu dochazi pii pfeméne moruly v blastocystu. Deplece HIFOO vede
k zastaveni vyvoje bovinnich embryi ve stadiu moruly (Li et al., 2022).

K defektim embryondlniho vyvoje dochazi i pfi overexpresi HIFOO. Overexprese HIFOO
snizuje vyvojovy potencidl bovinnich embryi. Po mikroinjekci bovinniho homologu HI1FOO se
vyznamne snizil podil embryi vyvijejicich se do 8-16bunécného stadia (Li et al., 2022). K zajimavému
vysledku dosel experiment sledujici vliv overexprese bovinniho HIFOO mezi rGznymi zivo¢iSnymi
druhy. Zatimco pii overexpresi bovinniho HIFOO v mySich embryich doSlo k vyznamnému poklesu
poctu embryi, které¢ byly schopné dosdhnout stadia blastocysty, overexprese mysiho HIFOO neméla
na vyvoj mysSich embryi zadny efekt. Spravna exprese bovinnitho HIFOO je dulezita pro
preimplantacni vyvoj embryi. Jeho degradace a nahrazeni somatickymi variantami je nezbytna pro
nastartovani embryonalniho genomu (Li et al., 2022).

Rozdily ve vysledcich studii mohou byt disledkem rozdilnych experimentalnich pfistupd, véetné
rozdilt mezi in vitro a in vivo modely, nebo mohou reflektovat komplexni a dosud ne zcela pochopené
regulacni mechanismy, které tidi oogenezi a embryonalni vyvoj. Tyto nekonzistentni vysledky
podtrhuji potfebu dalsich studii k objasnéni skutec¢né role HIFOO v oogenezi a embryonalnim vyvoji.
Kromé toho by bylo vhodné prozkoumat mozné kompenzaéni mechanismy, které mohou v oocytech a
embryich zasahovat v pripad¢ absence HIFOO. V neposledni fadé je také potieba objasnit proces

degradace H1IFOO.
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5. Zavér

Aktivace embryonalniho genomu piedstavuje jednu z klicovych udalosti raného preimplanta¢niho
vyvoje. V pocatecnich fazich vyvoje je embryo transkripcné neaktivni a jeho vyvoj zavisi na
maternalni mRNA a proteinech, které se nahromadily v cytoplazmé oocytu béhem oogeneze. Proto je
pro spravny preimplanta¢ni vyvoj zasadni koordinovana syntéza a degradace téchto maternalnich
proteinti. Cilem této prace bylo shrnout dosavadni poznatky o maternalnich proteinech, jejichz
degradace je nezbytna pro spravny prubéh EGA u savcii — PIASy, CBXS5, TAB1 a HIFOO. Béhem
maturace oocytdl a raného preimplantacniho vyvoje jsou tyto proteiny exprimovany z maternalnich
transkripti. Pro uspésny pribéh EGA je nezbytné, aby byly tyto proteiny degradovany. HIFOO navic
musi byt nahrazen variantou exprimovanou jiz podle embryondlniho genomu. Podobné je nutné
nahradit maternalni variantu proteinu embryonalni variantou naptiklad v pfipadé¢ homologi CDC6 a
DBF4B u Xenopus laevis. Tyto proteiny reguluji bunéény cyklus a jejich nahrazeni somatickymi
variantami je dilezité pro prodlouzeni buné¢ného cyklu behem MBT (Tikhmyanova a Coleman, 2003;
Silva et al., 2006).

Degradace maternalnich proteini je zatim prozkoumana mén€ nez degradace materndlnich
mRNA. AvSak z dosavadnich poznatkl lze fici, ze degradace jednotlivych maternalnich proteint je
specifi¢téjsi proces a podstatnou roli také hraje spravné nacasovani. Piedevsim substratova specificita
a exprese RNF114 ukazuji na to, Ze degradace maternalnich proteint je spise individualni proces.

Aby mohlo z terminaln¢ diferencované¢ho oocytu a spermie vzniknout embryo schopné vytvaret
vSechny bunécné typy, je nutné restartovat genom. EGA proto velmi Uzce souvisi s reorganizaci
struktury chromatinu. Spusténi genové exprese vyzaduje rozvolnéni chromatinu v oblasti genu a také
pritomnost piislusnych transkripénich faktorti. Maternalni proteiny, které je nutné degradovat pro
spravny pribéh EGA, se podileji praveé na regulaci struktury chromatinu a translokaci potfebnych
faktort.

PIASy svoji SUMOylac¢ni aktivitou ovlivituje translokaci methyltransferazy SUV39HI do jadra.
Overexprese PIASy vede k vyS$§imu vyskytu SUV39H1 v jéadfe, coz zvySuje uroven H3K9me3,
charakteristického znaku kondenzovaného chromatinu. Vyskyt H3K9me3 se také zvySuje plisobenim
proteinu CBXS5. Ten se nejen vaze na H3K9me3 a tim zvySuje kondenzaci chromatinu, ale také
reguluje stabilitu SUV39HI. Jeho zvySena exprese vede k vyS$imu vyskytu SUV39HI v jadre, a to
vede k naristu H3K9me3. Zaroven overexprese SUV39H1 zplisobuje vyssi vyskyt CBXS. Oba tyto
proteiny se vzajemné ovliviuji, vyssi vyskyt CBXS vede k nartistu SUV39H1 a naopak. SUV39H1 ma
roli ve zvySovani SUMOylace CBXS (Maison et al., 2016) (Obrazek 4).

Samotna overexprese SUV39HI1 ale nezabraiuje aktivaci embryonalniho genomu u mysich
embryi a dusledky jeji overexprese jsou znatelné az po EGA (Burton ef al., 2020). Jeji overexprese ma
za nasledek vyssi vyskyt H3K9me3 a CBX5 v 8bunééném stadiu mysich embryi a vyznamné narusuje

vyvoj embryi do stadia blastocyty (Zhang et al., 2018). Naopak overexprese proteinii PIASy a CBX5
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zabranuje nastartovani embryonalniho genomu a jejich degradace je nezbytna pro spravny pribéh
EGA.

Degradace PIASy a CBXS5 je dilezita pro rozvolnéni chromatinu. Ze stejného divodu je nutné
degradovat i HIFOO. Tento linkerovy histon HIFOO musi byt degradovan a nahrazen somatickou
variantou, aby doslo k rozvolnéni chromatinu a mohly tak byt exprimovany embryonalni transkripty u
bovinnich embryi.

Podobné jako PIASy ovliviiuje translokaci SUV39HI1 do jadra, protein TAB1 reguluje translokaci
transkripéniho faktoru NF-kB do jadra. Pii nadmérné expresi TABI k této translokaci nedochazi, neni

aktivovana NF-«B signalni draha a neni spusténa exprese potiebnych gent.

SUMOylace CBX5
vyvolana SUV39H1
—

\

H3K9me3

l

kondenzace chromatinu

Obrazek 4: Spolupriace PIASy a CBXS pii regulaci heterochromatinu. PIASy funguje jako E3 ligdza v procesu
SUMOylace. SUMOylace methyltransferazy SUV39H1 zvySuje jeji translokaci do jadra a naslednou trimethylaci lysinu 9
histonu H3. CBXS5 se vaze na H3K9me3. CBX5 je methylreader a jeho zvySend exprese ma za nasledek zvySenou expresi
SUV39HI. Zaroven overexprese SUV39HI1 zpusobuje vyssi vyskyt CBX5. PIASy a CBXS spoleéné ovliviiuji strukturu
chromatinu a jejich nadmérna exprese vede ke kondenzaci chromatinu, ktery se stava transkripéné neaktivni.
(vlastni zpracovani)
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Tyto poznatky jsou vysledky studii pfevazné na mysich modelech. Mys je sice nejvyuZzivanéjsi
sav¢i model, ale v mnoha aspektech je vyvoj mysi specificky a nevhodny jako spole¢ny model pro
savce, ptipadné ¢lovéka. Vhodné&jSimi modely pro studium preimplantacniho vyvoje a EGA savct jsou
skot a prasata. Bohuzel zatim neexistuje ptili§ mnoho studii popisujici konkrétni maternalni proteiny,
které je u nich nutné degradovat pro spravny prubéh EGA. Dalsi studie by se tedy mély zaméfit jak na
podrobnégjsi zkoumani exprese zminénych proteinti (PIASy, CBXS, TAB1 a HIFOO) béhem raného
preimplanta¢niho vyvoje a vliv jejich overexprese na EGA, tak také na hledani dal$ich podobnych
proteint a zejména spole¢ného jmenovatele, ktery cili tyto proteiny k degradaci.

Degradace materndlnich proteinti je druhoveé specificka. Tato variabilita je pravdépodobné
zpusobena rozdily v sekvencich proteinii mezi druhy. Pravé sekvence proteinu je pravdépodobné tim
klicovym prvkem, ktery urcuje, jak dulezita je jeho role a degradace béhem EGA. Piikladem je
zminovany HI1FOO, jehoz role a degradace béhem EGA se li§i u skotu a myS$i. Bovinni a mysi
HI1FOO vykazuji velmi nizkou homologii, a zatimco mysi HIFOO neni nezbytné degradovat pro
spravny vyvoj myS$ich embryi, bovinni HIFOO je nutné degradovat pro spravny pribéh EGA, a to jak
u bovinnich embryi, tak i v pfipadé, kdy byl bovinni HIFOO mikroinjikovan do mysich embryi. Zda
se proto, ze rozhodujici bude prave rozdilna sekvence mysiho a bovinniho HIFOO.

Vzhledem k tomu, Ze ne v§echny maternalni proteiny jsou degradovany a nékteré z nich si embryo
ponechava po delsi dobu, bylo by zajimavé zjistit, jaky je vlastné spole¢ny znak proteinti, ktery museji
byt degradovany. Konkrétné, zda existuje néjaka specificka sekvence, napi. degron - specificka
sekvence aminokyselin v proteinu, ktera funguje jako signal pro jeho rozpoznani a degradaci
proteazomem (Lucas a Ciulli, 2017), ktera tyto proteiny charakterizuje, a jaky mechanismus

rozhoduje, jak bude s proteinem zachazeno.
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