P8. Epigeneticka pamét’

Pojmy epigenetika, epigenesis, epigeneticky, $itil od r. 1942 Conrad H.
Waddington, profesor genetiky na universit¢ v Edinburghu,
jako mechanismy ontogeneze; ve své vlivné ucebnici embryologie zr.
1956 (,,Principles of Embryology ‘) napsal:

»Perhaps the most satisfactory expression would be ,epigenetics‘. This is
derived from Greek word epigenesis, which Aristotle used for the theory that
development is brought about through a series of causal interactions
between the various parts, this also reminds one that genetic factors are
among the most important determinants of development.

Od té doby se zminéné pojmy staly soucasti bézného pouzivani, byt
v zizeném vyznamu, jako epigenetickda pamet (epigenetic memory
memory).

V literatufe najdeme v této souvislosti souslovi epi- (f., = nad-) geneticka dedicnost
(epigenetic heredity), tedy ,nad-dédicnd dédicnost™; pojem ,dédi¢nost™ 1épe
pouzijeme napt. ve spojeni ,,dédicnost epigenetickych zmen*. Oddélime tak relativné
konservativni, primarni (genetickou) uroven od ftady sekundéarnich, relativné
plastickych (indukovatelnych) dédi¢nych zmeén.

Epigenetickou paméti nyni rozumime klonalné dedicné zmény
struktury bunécnych slozek,

-chemickou modifikaci DNA (Holliday 1987) (Bird 2002) ,

- modifikace bilkovinnych slozek chromatinu (Tordera, Sendra et al.
1993; Lachner, OSulivan et al. 2003)

- usporadani transkripéné-aktivnich nadmolekuldrnich komplext
(Wolffe 1994).

@Tyto faktory oviliviiuji expresi genii; od genetickych regulaci,
zaloZenych na biochemickych interakcich, se lisi tim, Ze po ustaveni
funguji i v nepritomnosti efektori, jako pretrvavajici konformacni
zmény. V tom spociva klonalni dédicnost epigenetickych stavii.

@:Metylaéni modifikace DNA.

V rannych etapach evoluce byla asi hlavni funkci modifikace DNA
obrana proti vstupu cizorodych sekvenci.

Tato funkce zlstala zachovana u prokaryot jako zdkladni obranny
mechanismus (Bickle and Kruger 1993). Témét vzdy jde o enzymovou
metylaci adeninu  a/nebo  cytosinu v uréitych  specifickych
(restrikénich) sekvencich DNA-metyltransferasami. U dneSnich
bakterii adenin-specifické DNA-metyltransferasy metyluji dusik
aminoskupiny adeninu. Jiné metyltransferasy metyluji atom uhliku
cytosinu v poloze 5-, nebo exocyklicky dusik aminoskupiny. Na



modifikovanou DNA reaguji tzv. restrikéni endonukleasy (restriktasy),
které rozpozndvaji svoje Stépné (restrikéni) sekvence. ,,Vlastni®,
,domaci®“, DNA ma tato mista chranéna svou metylasou, zatimco
cizorodd, nechranénd DNA, pti vstupu do builkky podléha degradaci.
Jina kategorie restrikénich enzymi si poc¢ina naopak: $t€pi DNA jen
s modifikovanymi $tépnymi misty.

Logiku téchto vztaht 1ze demonstrovat na piikladu dvou piibuznych bakterialnich
kment, A,B, (napt. Staphylococcus pneumoniae) a bakteriofaga o, schopného
lyzovat kazdy z nich.

Kmen A obsahuje metylacné-restrikéni systém: jeden enzym metyluje sekvence
specifické pro endonukleasu (restriktasu), v nasem piikladu Dpnll;  Dpnll
rozpoznava a $tépi jen nemetylované sekvence; ,,domaci” metylacné-modifikovana
DNA je tedy chranéna. Nemetylovany genom faga a je proto po vstupu do
hostitelské bunky degradovan (s vyjimkou nepatrné ,Unikoveé“ frakce, a¥*,
s hostitelsky-metylovanym genomem).

Kmen B nemetyluje restrikéni sekvence a produkuje restriktasu (v nasem piikladu
Dpnl), ktera §tépi tataz metylovand mista; ,,domaci nemetylovand DNA je tedy
chranéna, ale fagové castice a* ptivodem z A nemaji Sanci v B.

Pokud jde o epigenetickou pamét, zde mame jeji nazorny, elementarni piiklad:
ojedinélé fagové castice a*, které unikly degradaci (restrikci) vkmeni A, jsou
modifikovany metylaci, mnozi se proto nyni neomezené na kmeni A; metylacni
modifikaci si uchovévaji do té doby, nez zabloudi na kmen B - vétSina a* je pak
degradovana a jen nepatrna frakce prezije jako a. Tyto metylacné/demetylacni cykly
byly nazvany hostitelskou modifikaci (host modification)

Metylace C-5 cytosinu nebyla nalezena u termofilli, kdy je vyuZivana
metylace aminoskupiny cytosinu. Tato skute¢nost patrné souvisi s
termolabilitou 5-metylcytosinu, jehoz snadnd tepelnd deaminace vede
k transicim 5-meC-G = T-A (k deaminaci metylované aminoskupiny
cytosinu sice také v mensi mife dochazi, ale kone¢nym produktem je
uracil, rozpoznavany opravnym enzymem uracil-DNA glykosylasou).

Existuji udaje o existenci thymin-DNA-glykosylasy v lidskych bunkach, ktera
rozeznéava nespravné parovani T-G. Oba opravné enzymy, uracil-DNA-glykosylasa a
thymin-DNA-glykosylasa, jevi evolucni ptibuznost.

Fry pripadé eukaryot plni metylace DNA ochrannou ulohu. V této
souvislosti W. Doerfler (Doerfler 1991) ptedlozil tfi moznosti, kdy
metylaéni modifikace umoziuje uréit DNA -

- k excisi a/nebo degradaci, pokud je soucasti genomu,

- k degradaci a/nebo exkreci pii vstupu do buriky,

- k cilené funkéni inaktivaci ,,uml¢enim* (tzv. ,silencing* genti).

Uroveit metylace geni se podstatné lisi, srovnavame-li bezobratlé
s obratlovci (Tweedie, Charlton et al. 1997) a rostlinami. Bezobratli



se vyznacuji nizkym obsahem 5-meC s lokalizaci jen do nékterych
genomovych domén. Genom drozofily ma metylovany jen ojedinélé
dublety CT misto dubletdl CG, béZné metylovanych v zivocisnych
nebo rostlinnych genomech. Caenorhabditis elegans méa genom
nemetylovany a neobsahuje geny pro DNA-metylasy. Absence
metylace genomi u nékterych taxond je moznd az druhotnym
(ztrdtovym) jevem.

Genom Schizosacharomyces pombe obsahuje gen kodujici protein homologni
s prokaryotickymi i eukaryotickymi 5-meC-DNA metylasami, ale metylace DNA
genomu kvasinky nebyla dosud prokézana (Wilkinson, Bartlet et al. 1995) .

Epigenetickd pamét’ a epigenetické modifikace se mohou projevovat
na urovni chromatinovych kodi a na arovni posttranskripéni kontroly
exprese, mechanismy nezavislymi na metylaci DNA.

Eukaryota  disponuji nckolika typy DNA-metylas (DNA-
metyltransferas), ty vSak vzdy metyluji jen C-5 cytosinu (Adams 1990;
Jeddeloh and Richards 1996). Restriktasy, jak je zname u prokaryot,
v eukaryotickych butnikach (dosud) nebyly nalezeny; excisni C¢i
degradativni funkce zde plni mechanismy jiného druhu a ptivodu.

Primitivni zplsob kontroly nadbytecnych sekvenci a obrana proti
vstupu cizorodych sekvenci byl zjistén u neurospory (Neurospora
crassa). Jde tzv. ,ripping” (RIP, Repeat Induced Point mutations
(Selker, Fritz et al. 1993), kdy cizorodé nebo duplikované sekvence
jsou premeioticky oznafeny metylaci cytosinu v dubletech CG a
nasledné podrobeny intensivni deaminaci 5-meC (s transicemi CG =
TA). Odlisny kontrolni mechanismus pro opakované sekvence
nachdzime u jiné houby, Ascobolus immersus: metylace ostravki
obsahujicich motivy CpG uvniti téchto genii vede ke zkracenym,
nefunkénim transkriptim (Rossignol and Faugeron 1994).

Evolu¢né pokrocilou obranou proti plisobeni nadbytecnych kopii genii
a transgenu je ,,genomovy imunitni systém®, transkripcni nebo post-
transkripcni ,,umlcent,, genli metylaci (gene silencing, (Matzke and
Matzke 1998) (Matzke, Primig et al. 1989) (Vaucheret and Fagard
2001).

Savci k obrané proti vstupu cizorodé DNA ojedinéle vyuzivaji i konven¢ni imunitni
systétm. DNA s nemetylovanymi motivy PuPuCGPyPy, castymi v prokaryotnich
genomech, aktivuje imunitni obranu proti bakterialnim infekcim; v genomech savci
je cytosin v téchto motivech zpravidla metylovan: PuPuC*GPyPy.



Obratlovei, na rozdil od bezobratlych, maji genomy extensivné
metylované, 60-90% CG dubletti obsahuje 5-meC. Diky extensivni
metylaci vzrasta pravdépodobnost transic C = 5-meC = T (Duncan
and Miller 1980) . Kazda takova transice, evolu¢né fixovana, ochuzuje
genom o dublety CG (ve srovnani s dublety GC); tento proces byl
nazvan CG-supresi (Cooper and Gerber-Huber 1985). V genomech
kvetoucich rostlin je CG suprese mnohem méné vyjadiena, nez
v genomech zivocichd.

Nehled¢ na extensivni metylaci jsou v genomech obratlovcl obsazeny
ostrovy nemetylované DNA, s dekondenzovanym chromatinem,
vésinou v okoli tkanové nespecifickych, trvale exprimovanych genii
(tzv. CG, nebo CpG ostrovy, (Bird 1986).

Kriticky zlom ve vyuziti metylacni modifikace genoml zivocichii
patrné¢ nastal na piechodu od bezobratlych k obratlovcim; jiz
primitivni chordata (mihule) maji genom metylovany stejnym
zpusobem, jako vySS§i obratlovci. Evoluce bilogické komplexity
souvisela s amplifikacemi sekvenci (genil), které umoznily diferenciaci
jejich  funkci. Koevoluce metylatnich mechanismli zajistila
epigenetickou kontrolou genové doéze a kontrolu nad moznym
funk¢énim nesouladem (Flavell 1994) (Bird 1995).

s mnohobunécnych organismit byly obranné funkce metylace DNA

rozsireny o funkce regulacni. Tento krok umoznil evoluci vyvojovych
programii (Barlow 1993).

Srovnejme tfi typy regulacnich systémi:

(a) ,,ON/OFF* regulace (typ lac operon E. coli), idealni pro rychlou odpovéd na
vngjsi podnéty. Funguje docasné, jen v pfitomnosti piislusného efektoru; je
nepouzitelny pro udrzeni klonalni stability.

(b) regulace v sitich vztahi mezi geny. Tyto regulace funguji na bazi molekularnich
prepinacli a zétnovazebnych smycek; umoznuji existenci alternativnich klonalnich
stavi (napf. A- lysogennich bun¢k; bunék typu a, a, S. cerevisiae a pod.) (D Arvi
and Casadesus 2002) , mohou se uplatnit pfi zapinani homeotickych regulaci.

(¢) regulace na zdklade epigenetickych faktori. Klonalni pamét je dusledkem
metylace genomu (Bird 2002) nebo modifikaci proteinovych komplexd; deédi se
nezavisle na faktoru, ktery indukoval jejich ustaveni.

Predobraz regulaci s ucasti metylace miizeme najit jiz u prokaryot
(Messer and Noyer-Weidner 1988) . Podrobné byla prozkouméno
pusobeni metylazy dam, kterd metyluje adenin v sekvencich GATC.
Metylace nema jen obranny vyznam, ale je zde nutnou komponentou v
kontrole iniciace replikace genomu E. coli (Smith, Garland et al.
1985), v kontrole transkripce genl a transposice mobilnich elementi.
Caulobacter crescentus, mikroorganismus schopny dimorfické



diferenciace, kontroluje pfepinani morfologickych forem a replikaci
svého genomu pfesnym nacasovanim metylace DNA v bunééném
cyklu (Zweiger, Marczynski et al. 1994). Existuji dva zpiisoby
interakci eukaryotickych DNA metylas se sekvencemi DNA: metylace
»de novo** a metylace ,,udrzovaci®,

Metylace de novo :
d d
a)N; "C G N, b) N; "C X G N,
n; G C ns n; G X C no
Metylace udriovaci :
d J
N; ™C G N, N,"C X G N,
n; G mC n, n,; G X mC n,
1 T

(N,n), (X,x) ,jsou libovolné komplementarni baze; 5°-CG/CG-3°, 5°-CXG/CxG-3",
jsou palindromy rozpoznavané udrzovacimi DNA-metylasami: dublety CG metylasami
zivo¢isnymi; dublety CG a triplety CXG metylasami rostlinnymi.

V piipad¢ metylace de novo DNA metylasa umisti metylovou skupinu
do nemetylovanych sekvenci za vzniku hemimetylované DNA, tj.
DNA metylovand pouze v jednom vldkné. V dal§im replika¢nim cyklu
se metylace prenese 1 do dcefinného vlakna a reprodukuje se udrzovaci
metylaci. Metylace DNA je reversibilni: béhem ranného vyvoje
embrya jsou metylace rodi¢ovsky metylovanych sekvenci nejdiive
vymazany (,,nethylation erasement”) a pak postupné de novo
ustaveny. Tento proces umoziiuje epigenetické programovani vyvijejiciho
se embrya. Diferencialni metylaci genti se nastavi pfechodné i trvalé vzory
pro ruzné vyvojové drahy. Tyto vzory jsou mitoticky reprodukovany v
determinovanych a diferencovanych bunkéach;

Dle Waddingtona
- determinace je latentni stadium, ,,pfedurceni* k diferenciaci,
- diferenciace je proces, vedouci k ur¢itému vyvojovému stadiu.

Metylace ,,udrzovaci“ (maintenance methylation) pfedstavuje podstatu
epigenetické paméti. Udrzovaci metylace vyZaduje vzorovou metylaci
v matefském vldkn¢ DNA (hemimetylovanou DNA jako templat);
tento metylacni vzor metylasa po replikaci cilové sekvence zkopiruje
do dcetfinného vlakna DNA. Distribuce metylaci v genomech riznych
liniich somatickych bun¢k ukazuji, Ze se metylace tyka diferencialni
inaktivace tkanové-specifickych genii. Sekvence spojené s geny
zajistujicimi zakladni bunééné funkce (,,house keeping* geny) nejsou
v genomech metylovany.

Metylace palindromi CXG, kde X=A,T nevyboCuje ze schematu CG = "CG.
V piipadé tripletl CXG, kde X=C, existuji tii moznosti metylace CCG = C"CG,



™CCG, ™C"CG; Prokazali jsme pred casem, Ze v rostlinnych genomech mohou
koexistovat metylaéni vzory C"CG, a "CCG. Metylacni rostlinny systém je tedy
flexibilni a nastavitelny. Zustava otazkou kdy a jak je vybiran vnéjsi cytosinovy
zbytek misto vnitiniho; prvnim krokem by mohla byt uplna metylace tripletu
("C"CG) snaslednou demetylaci prostiedniho cytosinu. Nebo metylasa(metylasy)
rozlisuje (rozliSuji) oba cytosinové zbytky; nebo konecné, metylace typu "CCG se
tykaji pouze ¢tyfnukleotidovych palindromti CCGG.

Mechanismus metylace zahrnuje reakci cytosinu s enzymem, obsahujicim kofaktor
S-adenosyl-methionin (S-AdoMet). S-AdoMet je donorem metylové skupiny a
v reakci metylace je konvertovan na S-adenosyl-homocystein. V komplexu [DNA-
cytosin]«[Enzym-«S-Adomet] dochazi ke kovalentni vazb¢ slozky [Enzym«S-Adomet]
na 6-C cytosinu za vzniku dihydrocytosinového meziproduktu. Dal§im reakénim
krokem je pfenos metylové skupiny na 5-C cytosinu a uvolnéni enzymu a S-
adenosylhomocysteinu. V této souvislosti je zajimavé, ze ackoli derivaty
dihydrocytosinu jsou extremné nachylné ke spontanni deaminaci, DNA-
dihydrocytosin v komplexu s ezymem a kofaktorem je zcela stabilni. Metylace tedy
negeneruje CG™ TA transice.

Krystalografickd analyza enzymového komplexu metylasy M.Hhal (Haemophylus
haemolyticus) s rozpoznavanou sekvenci GCGC (metylace vede k modifikaci prvniho
cytosinového zbytku: GCGC=G"CGC) ukdzala dalsi podrobnosti metyla¢niho
procesu, jmenovité dramatické konformac¢ni zmény v DNA i enzymu: enzym
obsahuje dvé vazebné domény; jedna doména (evolucné konstantni) vaze S-AdoMet
a obsahuje cysteinovy zbytek, kterym se enzym docasné kovalentné vaze k cytosinu,
druhd doména (evoluéné proménna) odpovida za specifickou vazbu k sekvencim
v fetézci DNA. V celém komplexu dochdzi k distorzi DNA a uvolnéni cytosinu
z paru CG; cytosin se vyto¢i ven z dvojité spirdly DNA; v této poloze je dostupny
k metylaci (tento poznatek je v souladu s vysledky modelovych experimenti
s oligonukleotidy, obsahujicimi CCG sekvence, kdy enzym upfednostiluje metylaci
CG v nesparovanych mistech).

Defekty v metylaéni aktivité maji zpravidla zédvazné disledky pro
vyvoj organismu (Laird and Jaenisch 1996). Napft. inaktivace mySiho
genu pro DNA metyltransferasu, kterd konstitutivné snizila obsah 5-
meC v genomu vedla k abnormalnimu vyvoji a letalit¢ na urovni
vyvoje embrya, aniz ovlivnila proliferaci bunék in vitro (Li, Bestor et
al. 1992). Podobna pozorovani byla u¢inéna i u rostlin, kde demetylace
genomu vede k vyvovym defektiim.

Metylace autosomdlnich alel byla ndhodné objevena pfi tkanoveé
kultivaci zivocisnych bunck. Neékteré genové mutace, indukované
chemickymi mutageny, vznikaly i revertovaly sndpadné vysokou
frekvenci; pozdéji bylo zjisténo, ze frekvence téchto reverzi miize byt
jesté mnohondsobné zvySena plsobenim 5-azacytidinu (5-azaC),
inhibitoru metylace. Spravnou interpretaci téchto pozorovani bylo, ze
diploidni bunky jsou pro nekteré alely funkéné hemizygotni, a Ze jedna
z obou alel je vratné inaktivovana metylaci. Pokud je funk¢ni alela
poskozena mutaci, demetylace druhé, komplementarni alely, mize



vést k ,reverzi“ (k funkéni komplementaci); nebo naopak, pokud
v jedné z alel dojde k mutaci, a druhd je nasledné de novo metylovana,
dojde ke zméné, kterd se fenotypové projevi plnou ztratou funce.
V této souvislosti se hovoii o epigenetické hemizygotnosti a
epimutacich.

Zvlastnim piipadem je epihemizygosita pro alely nesené chromosomy X v samicich
somatickych bunkach (viz dale inaktivace X). Napf. jedna z alel genu HGPRT (pro
hypoxantin-guanin fosforibosyltransferasu) vazaného na X je inaktivni, ale mize byt
reaktivovana 5-azaC.

@Melylace DNA kontroluje diferencialni expresi alel v diploidnich

genomech; existuje

- imprinting (,,vtiSténi*) genu, specifickd metylacni modifikace
nékterych autosomalnich alel (prokdzana zatim jen u placentarnich
savcl; (Murphy and Jirtle 2003) (Solter 1988),

- inaktivace chromosomu X u samic savct (Lewin 2008).

@Imprinting autosomalnich alel, vkazdé generaci, v prub¢hu
diferenciace nové germindlni linie, probihd demetylace a naslednd de
novo metylace urcitych alel - gamety nasledné nesou imprint podle
rodicovského piivodu: existuji ,,otcovské alely* imprintované
v otcovské geminalni linii a ,,matetské alely* imprintované v matei'ské
germindlni linii; Somatické buniky odvozené ze zygoty mitoticky
reprodukuji imprint obou rodicovskych gamet (na primitivni,
elementdrni urovni ndm tento cyklus pfipomina hostitelska modifikace
genomu bakteriofagl):

Sledujme osud dvou mysich gentt H19 a IgF2.

H19 piijima otcovsky imprint: HI9 = H19,

IgF2 piijima mateisky imprint: IgF2 = IgF2"

- Epigenotyp spermii: [H19, IgF2] (v somatickych buiikach potomka bude epialela
H19" inaktivni, funk&ni bude matetska alela H19).

- Epigenotyp vaji¢ek: [H19, IgF2"] (v somatickych buiikach potomka bude funkéni
otcovska alela IgF2).

Vznik zygoty:

- po splynuti gamet budou mit somatické buiky konstituci

sami¢i somatické bunky [24; X/X; HI9/H19; IgF2/IgF2),

saméi somatické buiky [24; X/¥; HI9/HI19; IgF2/IgF2],

podle typu spermie: (4;X) nebo (4;Y);

somatické bunky se budou vyznacovat diferencidlni monoalelickou expresi
vzhledem k HI9 a IgF2 (avsamic¢im epigenotypu jednou inaktivni kopii
chromosomu X', viz dale inaktivace X).

V germinalni linii ndsledné generace se uskutecni novy cyklus imprintingu:

1. vymazani ptvodniho imprintu: = [H19/H19; IgF2/IgF2];

2. imprint béhem oogeneze: [HI9/H19; IgF2"/ IgF2"]; > vajicka [H19, IgF2"],
nebo béhem spermatogeneze:[HI19/ H19'; IgF2/IgF2];->->spermic[H19’, IgF2).



U mySi byly zatim nalezeny pfiblizné ¢tyfi desitky imprintovanych
genll. Odhaduje se, ze celkovy pocet imprintovanych genid muze
doséhnout ~ 0.3% savcich gent (tedy asi 100 gent).

Diskuse tykajici se biologické ulohy imprintingu se vymyka naSim cilim.
Skutecnost, ze byl imprint zjistén jen u nékterych taxonl asi souvisi se selekci
genetickych variant vyvojovych programi, v kontextu se vzristem komplexity.
Napt. podle jedné z hypotéz diferenciace alel na ,,otcovské® a ,matefské* poskytuje
selekéni vyhody placentarnim savcim, protoZze omezuje soutéZ o Ziviny mezi
embryem a placentou.

Mechanismus umoznujici reprogramovani otcovskych a matefskych
alel nebyl dosud jednoznacné objasnén. Nebyla nalezena obecna
pravidla (naptiklad urcité signdlni sekvence nebo chromatinovy kod),
ktera by jednotné definovala imprintovatelné sekvence.

Ani mechanismus nastaveni vzori pro determinaci a diferenciaci
embryonalnich bunék neni dosud znam. V téchto ptipadech se patrné
uplatiiuji rizné mechanismy a riznd epigenetickd nastaveni:
kombinace metylace DNA s modifikacemi chromatinu a klonaln¢
dédi¢nym uspofaddanim transkripénich faktori.

S Inaktivace ~ chromosomu X je  mechanismem  kontroly
chromosomové doéze v genomech savcl. V samcich somatickych
buiikach je jen jedena kopie chromosomu X a ta musi byt funkéni,
nebot’ samci s genotypem (A,0Y) nejsou zivotaschopni. V samicich
somatickych bunkdch jsou k disposici dvé kopie X;jedna znich,
inaktivovana metylaci, zkondenzuje do X-heterochromatinu, v
interfaizovém jadie dobfe pozorovatelného jako tzv. Barrovo télisko.
Pokud je v samicich télesnych buiikach vice nez jeden X chromosom,
jsou inaktivni vSechny, krom¢ jednoho, plati ,,pravidlo inaktivace (n-
1)“. Vysvétleni tohoto pravidla na molekuldrni trovni dosud chybi.
V ranné f4zi embryogeneze savcl nejdiive dochazi k reaktivaci vSech
kopii X.

- U placentarnich savci pak kazda bunka samic¢iho embrya ndhodné
inaktivuje jeden zobou X chromosomul, nezavisle na ostatnich
buiikach. Vysledny samici organismus je tedy mozaikou, obsahujici
pfiblizné stejny pocet bunck s inktivovanym otcovskym nebo
matetskym X chromosomem (mozaikovou expresi genli vazanych na
pohlavni chromosom X lze makroskopicky sledovat na ptiklad
u samicich heterozygot s mutantni alelou pro barvu srsti).

- U vacnatcii misto nahodné inaktivace je prednostné inaktivovin X
chromosom otcovského piivodu.



Mechanismus, ktery odpovida za inaktivaci lidského a mysiho chromosomu X
zahrnuje v prvni fazi expresi genu Xist (v lokusu Xin) u vSech chromosomi X.
Produkt, Xist RNA, se vaze in cis na ptilehlé inaktivaéni centrum Xin a odtud se $ifi
podél inaktivovaného chromosomu. Chromosom pokryty Xist RNA je nasledné
metylovan a pokryt deacetylovanymi histony. Vysledkem je heterochromatinisace
inaktivnich chromosomu. Transkripce genu Xist vSak presto, jako jedina,
v inaktivnich chromosomech pokracuje (v aktivnich chromosomech X je transkripce
Xist vypnuta). Pasobenim inhibitoru metylace DNA, 5-azaC, lze v inaktivnich
chromosomech X dosahnout reaktivaci gent, naptiklad genu HGPRT,.

»Smyslem* inaktivace X je srovnani exprese genll v obou typech somatickych bunck
(XY), (XX), na stejnou urovei. Jsou vyuzivany i jiné kompenzacni strategie:
napfiklad poloviéni uroven exprese X u samic (Cenorhabditis), nebo zdvojnasobeni
exprese X u samcu (drozofila), v obou piipadech bez inaktivace X.

& V rannych fazich gametogeneze nebo embryogeneze savcii dochdzi
k vymazani metylacnich vzorii

-vyvojove aktivnich gent,

-alelicky-specifickych imprintf.

-inaktivnich X chromosomii.

§~ Nasledné epigenetické zmeny

-determinuji drahy diferencovanych bunéénych linii,
-resetuji imprint podle typu pohlavi,

-ustavi diferencialni inaktivaxi X podle pravidla (n-1).

&~ Behem Zivota jedince miize dochdzet k umliceni nadbytecnych
kopii genut a transgenii. Tyto mechanismy lze chapat jako projevy
»genomového imunitni systému* eukaryot; uplatiiuji se

- na urovni transkripce, kdy metylace postihuje regula¢ni sekvence
arusi jejich dostupnost pro transkripéni faktory, takze je nepiimo
inhibovana syntéza mRNA (metylaci DNA mohou, mimo jiné,
iniciovat malé ,nekddujici RNA (ncRNA) podobné, jako v ptipadé
inaktivace chromosomu X).

- na post-transkripéni urovni, kdy dochazi k inhibici nebo degradaci
mRNA. V pfipad¢ post-transkripéni inhibice exprese ncRNA piimo
interaguji s mRNA.

Mezi epigenetické fenomény se dnes pocita i ptisobeni ncRNA. Mnozina ncRNA je
neobycCejné riznorodd a pocet jejich c¢lent, v disledku intenzivniho vyzkumu
poslednich let, neustale nardstd. Namatkou uved'me malé nukleolarni RNA
(snoRNA) participujici v modifikaci (editaci) jinych RNA; ncRNA v komplexu
s proteiny se Ucastni signalnich funkci pfi translokaci proteinl; RNA je soucasti
telomerasy a RNasy P; ncRNA simuluji tRNA a kontroluji translaci, nebo simuluji
promotory a moduluji transkripci; iniciuji inaktivaci chromosomu X, jak bylo vyse
zminéno. Zatimco jen nepatrna ¢ast genomi (~ 1.5 — 3%) je vyjadifena souborem
buécnych proteinli (proteomem), proteiny-nekddujici Casti genomil jsou rovnéz
vyznamné transkribovany, tvofic tzv. ,,RNom®; soubor rozli¢nych typi RNA, diky
strukturni a konformacni flexibilité, ucastnych v mnoha regulaénich procesech.

Uved’'me v této souvislosti post-transkripcni inaktivaci eukaryotickych mRNA:



Priméarni transkript je sestfihem konvertovan na mRNA (introny jsou transformovany
na rizné typy ncRNA); mRNA je upak bud’ pfedlohou pro translaci, nebo - v ptipadé
post-transkripéniho umlceni - se stane templatem pro RNA-dependentni RNA
polymerasu, kterd vytvoii dvouvldknovou verzi mRNA, dsRNA. dsRNA jiz patii do
kategorie tzv. interferujicich RNA (RNAi); RNAi jsou zpravidla dale Stépeny na
kratké fragmenty RNasou ,Dicer”. Tyto kratké (intermediarni) dvouvlaknové
fragmenty (mohou se jest¢ zmnozit) interaguji s komplementarni sekvenci ptivodni
mRNA. Hybridni struktura je posléze degradovana endo- a exonukleasou.

(Podrobné udaje o rtznorodych mechanismech umléeni se vymykaji nasemu
programu, ale najdeme je napf. v souboru piehlednych ¢lankd v Casopise Science
296, ¢. 5571, zr. 2002).

Regulacni Uc¢inky metylace DNA jsou duasledkem fysikalné-
chemickych zmén DNA v mist¢ metylové skupiny a v jejim okoli
(Hausheer and al. 1989): metylace cytosinu nasi do DNA lokalni
hydrofobicitu, vyvolava zmény energetické, elektrostatické a nasledné
zmény konformace. Fysikalné¢ chemické a konformacni zmény pak
urcuji vazebné vlastnosti chromatinu. /n vitro experimenty s kuiecim
B-globinovym genem ukazuji, Ze metylace jeho promotoru jiz sama o
sob¢ vede k lokalni exklusi nukleosomil z vazebnych mist.

Existuje vztah mezi metylaci DNA a modifikaci histon (acetylaci
lysinu), zpravidla jako pficina a nasledek - viz indukovanou metylaci
DNA a deacetylaci histonl pti inaktivaci chromosomu X. Naopak,
aktivni nemetylované CpG ostrovy s dekondensovanym chromatinem
obsahuji acetylované histony.

Aminokyseliny histoni mohou byt post-translaén¢ modifikovany
(acetylovany, fosforylovany, metylovany, ubiquitinylovany); tim se
stavaji flexibilnim regulacnim faktorem. Napft. fosforylace linkerového
histonu H1 doprovdzi kondensaci metafizovych chromosomil.
Mimotadny vyznam pro kontrolu konformace chromatinu ma
acetylace histonit H2A, H2B, H3, H4, tvoticich nukleosomové Céstice.
Acetylace se tyka lysinu v jejich N-termindlnich castich, které
vy¢nivaji z nukleosomového oktameru. Acetylaci se neutralisuje
positivni naboj vazany na e-aminoskupinu lysinu a N-termindlni
vldkna se pevné piimknou k negativné nabité DNA vyvolajice
kondensaci celého komplexu.

Histon H2A ma jeden acetylovatelny lysinovy zbytek, H2B, H3, H4
po Ctytech.

Byly popsany dva typy proteint, které interaguji s DNA metylovanou v sekvencich
CpG: proteiny MeCP1 a MeCP2. Decetylace histoni je hlavni pficinou
chromatinové represe genti, MeCP2 propojuje metylaci DNA s deacetylaci histont.



§” Dédicnost konformaci chromatinu. Epigenetika molekuldrnich
komplexii. Nejen metylace DNA, ale i chromatinové struktury mohou
byt klonaln¢ dédicné. Bud’ oba modifikacni procesy jsou spolecné
koordinovany, nebo zplsob lokalniho uspofddani a modifikace
nukleosomll jsou klonaln¢ dédicné samy o sobé (viz replikatory
s periodickou strukturou a omezenou dédi¢nou paméti).

Dokladem je jev posi¢ni inhibice gent, translokovanych do oblasti
heterochromatinu v genomu drozofily (genom neni metylovany
standardnim zptusobem v dubletech CpG): nédhodnad translokace
v pribéhu diferenciace v n¢které linii bun€k mize zpusobit viditelnou
fenotypovou zménu (variegaci), ktera svéd¢i nejen o replikaci
translokovaného genu ale i o reprodukci heterochromatinovych bloki
v jeho okoli. Podobné, imprinting drozofilich gent je resetovan nikoli
na Urovni DNA, ale na turovni chromatinovych struktur. Kromé
strukturniho chromatinu mohou byt klondlné reprodukovéany i
komplexy transkripnich faktort, specificky véazané kurcitym
transkribovanym doménam. Mechanismus reprodukce proteiovych
komplexit s DNA je disledkem specifickych kooperativnich interakei
a mechanismii samouspoiadavani:

Naptiklad replikace transkripéniho komplexu (TF1:TF2) v souvislosti s jeho
klonalni dédi¢nosti a genem G; (RS, regulacni sekvence):

[TF1:TF2 - RS] - G
a) Replikace komplexu:

Klon 1: [TF1 ... -RS]-G; Klon 2:[... TF2-RS]-G;
b) Post-replikativni kooperativni doplnéni:
Klon 1: [TF1:TF2 - RS]- G; Klon 2: [TF1:TF2 - RS]- G;

9.1 Dédi¢nost epigenetickych znakii a evoluce

Dosud jsme uvazovali o epigenetické paméti a epigenetickych
regulacich jako o vysledku, nikoli pricine evoluce.

Nekteri badatelé vSak zastavaji ndzor, ze konvencni mutace nejsou
jedinym zdrojem evolu¢nich zmén, a ze ,,adaptivni mutace®, spolu s
epigenetickymi jevy pfimo souvisi s evoluénim procesem (Jablonka,
Lamb et al. 1998)

Pfipomenme si, ze se pojem adaptace Casto pouziva a sméSuje v nékolika
vyznamech:

-adaptace geneticka je dusledkem pfirodniho vybéru, v tomto smyslu ma evoluéni
vyznam

-adaptace fysiologicka je rychlou odezvou na externi stimuly, souvisi s regula¢nimi
mechanismy a nemusi bezprostiedné korelovat s genetickou variabilitou v populaci.
Sife regula¢nich moznosti je oviem dana genetickym zakladem organismu;



-adaptace vyvojovd je zpozdénou odezvou na vné&jSi stimuly; rovnéz souvisi
s regulacnimi zménami, tentokrat ale na trovni ontogenetickych programt.

LYAdaptivnimi (,,inteligentnimi®) mutacemi* jsme se zabyvali v kapitole
o genetické variabilité (viz P4.) Ptiklonili jsme se k pfesvédceni, ze
ivtomto pfipadé jsou adaptace dusledkem selekce z nespecifickych
genetickych zmén, vyvolanych indukci lokalné-zvysené mutability.
Adaptace, které se piivodné jevily jako nenahodné a ucelné, pii
podrobné analyze byly vzdy pfevoditelné na darwinovsky princip
vybéru z variability.

Pripomenme si, ze ,,lamarckovské bytosti“ se ucelné adaptuji na zmény prostiedi
a soucasn¢, na zaklade¢ informaci z prosttedi, cilené méni svlij genotyp.

U ,,darwinovskych bytosti** zadnd zména v ramci dédi¢né variability neni ucelna,
adaptivni a priori; o tom co je a co neni adaptivni rozhoduje pouze vybér ex post.
Darwinovské bytosti se nemohou ucelné ménit, protoze darwinowska evoluce
nepiedpoklada cilevédomy pienos informace ve sméru (a) [prostfedi=>soma™
Sgerminalni linie], ¢i na urovni molekularni: (b) [prostiedi= =protein=>RNA=
=DNA]. Komunikac¢ni bariéra (a) je nazyvadna Weismannovou bariérou; bariéra
(b) plyne z Crickova centralniho ,,dogmatu* molekuldrni biologie o jednosmérnosti
toku genetické informace od nukleovych kyselin k proteintim.

(Pfipomenme si, ze sam Darwin jiz v prvnim vydani Pivodu druhii nevyluCoval vliv
prostfedi na evoluci; dokonce v naslednych vydanich tuto moznost zdtiraziioval. Ale
vzdy, na rozdil od Lamarcka, jen jako ndhodnou, neucelovou intervenci).

Uvazme nyni zpétné vazby mezi prostiedim a genomem.

Metylace DNA a jiné epigenetické modifikace genomli umoziiuji, aby
organismy reagovaly na vstupy zprostiedi — diky tomu mohou
organismy projevit fenotypovou adaptivni plasticitu (Agrawal 2001).
Avsak, aby se prostiedim indukovand epigenetickd zména stala
evoluéné vyznamnou, musi prochdzet germindlni linii a meiosou beze
zmeény a musi byt reprodukovana a fixovdna v dalSich generacich.
Existuji ojedin€lé epialely, které podminku spliiuji (Richards 2006).
Darwinovské paradigma evoluni vyznam téchto prezygotickych
epimutaci principialné nevylucuje v tom smyslu, ze dédi¢né fixované
epigenetické zmény mohou ovlivnit rozsah i smer (strukturu)
populacni variability.

Jsou popsany pfipady, kdy doslo ke zménam fenotypu mysi nebo krysy v dtsledku
pusobeni externich faktord (vcetné mateiské péce) na vyvijejici se embryo ¢i fetus.
Tyto indukované fenotypové zmény vsSak byly omezeny na jedinou generaci (cit.
Richards).

Vyvojova strategie protistll a rostlin nevyzaduje germinalni drahu pro
diferenciaci gamet. Priniku informace z prostfedi do genomu tedy
nestoji v cest¢ Weismannova bariéra. V souvislosti s dynamikou
rostlinnych genomid (P5) jsme uvedli pifipady tzv. genotrofii a
somaklonalni variability, kdy se odpovédi na externi podnéty jevily



jako reakce lamarckovského typu. Ale i1 vtéchto piipadech vzdy
existuji presvédcivé experimentalni podklady pro vysvétleni téchto
jevt v ramci darwinovské evolucni teorie

Podobn¢ jako v pfipadé zivocichli vSak existuji ojedinélé rostlinné epialely - na
priklad metyla¢né-inaktivovany ,,aktivator Ac v genomu kukufice, které prochazeji
beze zmeény meiosou a predstavuji potencialni zdroj genomové nestability.

§” zakladni otizka se soustied'uje na problém, zda epigenetické

mechanismy umoziuji lamarckovskou evoluci, tedy evoluci podle
schématu

1. fenotypova adaptace (F=>F")
2. korespondujici odpoved’ genotypu (G=>G*)
2. reprodukce G* & ¥’ v naslednych generacich: (G*=>G¥), (G*¥=F").

Tento pfiinny vztah mezi adaptivni zménou fenotypu a
korespondujici epigenetickou modifikaci gend nebyl dosud prokazan.
Zakladnim mechanismem, eliminujicim moZnost mezigeneracniho
prenosu indukovanych epigenetickych zmén je vymazani parentalnich
epigenetickych vzorl v rannych vyvojovych stadiich embrya.

Nastaveni signdlt pro postzygotické epigenetické modifikace je mezigeneracné
dédicné, tato dédicnot zajiStuje znovunastaveni (reseting) imprintd pro spusténi
novych cykla vyvoje.

Signaly pro reseting se tykaji dedicnosti konformaci v uréitych genomovych
doménach, nikoli dediCnosti jejich primdrni struktury (viz naptiklad ptipad
modifikace centra Xin v samiCich bunkach, kontrolujiciho inaktivaci jedné kopie
pohlavniho chromosomu X).

Néhodné epimutace mohou byt U€inn¢ korigovany na primarni
genetické urovni meiotickymi genovymi konverzemi (Bird 2002).

@Omezem’ mezigeneracniho prenosu epigenetickych imprintii a
epimutaci brani informacnimu chaosu, ktery by byl nevyhnutelnym
nasledkem jejich nekontrolovaného hromadéni. ,, Dédicnosti ziskanych
viastnosti“ je takto urcen marginalni vyznam.

Byt epigenetické jevy nemaji ten bezprostfedni evolu¢ni vyznam,
ktery jim pfisuzuji neolamarckisté, oteviely novou dimenzi
pro regulaci vnitrobunéénych a mezibunéénych vztahi (Colot and
Rossignol 1999).

Z hlediska ontogeneze, odchylky ve strukture epigenetické pameti
mohou kanalizovat postzygoticky vyvoj do alternativnich drah



epigenetického prostoru. Takova zmeéna sméru ontogeneze muze
sekundarné oteviit nové vnitrni podminky i pro zménu spektra
(obsahu) genetické variability. Pokud zménéné spektrum genetichych
zmén vyhovuje vnitini 1 vnéjsi selekci, selekei muze dojit k fixaci
zmén ontogenetickych programd.

A. Konvencni schema selekce modifikovanych ontogenetickych programai:

Vychozi forma, mutace v germinalni linii, zména spektra genetické variability (nové
alely); meiosa™ gamety+nové alely

Sgamety+nové alely™ zygota, novy genotyp™

=embryogeneze+vnitini selekce; vnéjsi selekce,= nova evolu¢niforma

B. Epigenetické intervence a vznik modifikovanych ontogenetickych programii:
Vychozi forma, meiosa™ gamety™ zygota™ postzygotické epigenetické
modifikace™

Salternativni vyvojové drahy + vnitini selekce =

Sgeneticka kanalizace = preference urcité podmnoZiny mutaci (zména spektra
genetické variability ) + vnitini selekce + vné&jsi selekce™ nova evoluéni forma

P Nekteii autofi uvadéji tzv. gemetickou asimilaci, jev studovany

a popsany C.H Waddingtonem v 50. letech (Waddington, 1962), jako
ptiklad indukce specifickych dédicnych zmeén vilivem prostredi, tedy
jako ptiklad lamarckovského procesu.

C.H. Waddington vystavil vyvijejici se drozofily zvySené teploté
(40°C) a sledoval fenotypové zmény vznikajici v t&chto
nefysiologickym podminkéach. Zaméfil se na zmény struktury kiidla,
na specificky fenotyp ,.cross-weinless“. Opakovani cykli selekce
vychazejicich ze zménénych forem postupné vedlo k obohacovani
populace o tento fenotyp, aZz ke vzniku geneticky fixované zmény,
odpovidajici mutaci cross-weinless.

Podobné byl uspotradan experiment s drozofilimi vajicky, vystavenymi
pusobeni par eteru (nemutagenniho prostiedku pouzivaného
v experimentech s drozofilou k narkotizaci). Wadington se tentokrat
zamé&fil se na fenotypové zmény typu ,Dbithorax““. Dalsi cykly
Slechténi v tychZz podminkéch, vychazejici jedinct typu bithorax, opét
vedly k nartistani podilu téchto forem v populaci potomstva. Nakonec
dospél az ke geneticky fizovanym mutacim bithorax.

g\/ pfipad¢é genetické asimilace se naopak jednd o neobycejné
vyznamny objev kterym byla poprvé prokdzana moznost smérovaného
ovlivnéni  odolnosti (,robustness®; Wagner, 2005) epigenetického
prostoru proti deformacim v dusledku mutacni zatéze.

Dnes vime, ze tuto odolnost zajiStuji geneticky podminéné,
pleiotropicky putsobici, ,,tlumici“ funkce - naptiklad chaperony typu



Hsp90. Naruseni téchto funkci muze uvolnit skryté mutace, zménit
strukturu vnitrodruhové variability a oteviit cestu k modifikovanym
formam. V souladu s populacné-genetickym modelem S. Wrigta (viz
P7.) takto mtze dojit k evolu¢né vyznamné smérované selekci.
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