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('skladovani ( pFenaded ( vykonnd
informace ) informace ) masSinerie burky )

Tento model md prinejmensim dva nedostatky :

1. nebere v Gvahu mnoho faktord, které modifikuji
genovou aktivitu v prubéhu transkripce a translace

2. DNA a RNA nejsou jedinymi skladniky a prenaseci
informace



.. znédmy gen, zndmy produkt : MOLEKULARNI BIOLOGIE
.. Znamy gen, nezndmy produkt : GENETIKA

.. heznamy gen, znamy produkt : BIOCHEMIE

.. neznamy gen, neznamy produkt : EPIGENETIKA !

~._~,‘ﬁ Timothy Bestor, 1995
4B Gordon Research Conference




Epigenetika je nejisia genedikal ...

(tj. mimo sekvence nukleo'l'ldu) je
(s jistou pravdépodobnosti =

s neuplnou penetranci
a/nebo variabilni expresivitou)

prendsena do (fenotypu) pohlavniho
potomstva.
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EPIGENETIKA

kombinuje ...
preformistickou genetiku

(studium dédiéného materialu
nachdazejictho se v zygoté)

a vyvojovou biologii - b .
(studium zmén, ke kterym dochdzi c°"'(‘;'go‘g’_“;'g)'"9“°"

v post-zygotickém obdobi - epigeneze)



Y Ded cnost zuskanych znaku
) g ¢i vlastnosti ?

“Weismann
(1834-1914)
v



- UZivani a neuzivani organd
Organismy reaguji na zmény ve svém
prostredi vyvojem novych organu nebo zménou
struktury a funkce stavajicich organu.
. Dédiénost ziskanych znaku
Ziskané znaky jsou prendseny do potomstva jedince.

Lamarck polozil zaklady biologie a studia bezobratlych,
prvni evolucni ,soft" teorie - pozdéji zpochybnéna ucenim
Darwina, Weismanna a Mendela

- _jeho teorie adaptaci maji uplatnéni v epigenetice




EPIGENETICKE PROCESY. A

JEJICH BIOLOGICKA RELEVANCE

® genomovy imprinting
® alelické interakce

® pozicni efekt

® kompenzace davky gent

® obrana vuéi parazitum Robin Holliday
. o . he .Teorie epimutaci
® zdroj evolucni variability (Sydney 1987)

® chemické modifikace DNA a histoni
® vazba chromatin-remodelujicich faktord
® modifikace epigenetickych

zaznamu v Fizeni ontogeneze ?



EvZikalnisrakioryApreshrediisepodileyi
e Yl | 2elifez

Sipatka (Saggitaria saggittifolia)

genetickym rozdilim,
ale i diky rozdilim v
Zivothim prostredi.

- fenomén zvany
vyvojova plasticita




Genetickarasimilace in vitros

GonradiE W addingionslioss

selekce "na" |
fenotyp bithoraxl

Q

procento jedincu bithorax
=

selekce "proti"
fenotypu _bithorax

18 20y

fenokopie mutace bithorax selekéni experimenty na ,bithoraxovou™
(druhy par kridel) odpovéd' po aplikaci éteru na embrya
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standard "bez pricnych Zilek™

generace P F1 Fi14
% .,bez pricnych zilek" (teplotnisok) 23 79 97
% ,bez pricnych zilek" (zadny sok) 0 0 1-2

- znak, ktery byl jednou .environmentdlné
spustén”, se stdva v genomu ., asimilovanym"”



Tepelny sok navozuje fenokopie
vzorce zbarveni kridel motylt (Aglais urticae)

stredoevropska heat-shock fenokopie Sardinska
varianta pripominajici formu ze Sardinie varianta




Interpretace genetické asimilace
kanalizace (usmérnovani) = potlacovdni fenotypové
variability, zajiSt'ovani normdiniho vyvoje, dloha heat-shock
proteind jako ,pufru vyvojovych proteinovych faktord",

omezeny pohyb v epigenetické krajiné
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Baldwintuv efekt

+ "A New Factor in Evolution" (1896)

+ novy faktor = fenotypova plasticita (flexibilita)

= schopnos‘r organismu adaptovat se na vné JSI prostredi
v prubéhu svého Zivota |

- pr.: schopnost se ucit,
cvicenim zvétsovat svaly,
opdlit se na slunci

James Mark Baldwin
(1861-1934)



Meioticky prenos: epigenetickehorsiavu (fenoitypu)
anebrenvironmenialniiindukcesdedicnych zmen

= genotrofy u Inu (vliv podnebi a hnojeni na vetvenr)

ych

L

BN L4 \ ' _’ _ ’ < Dt ’ )
- stridani heteromorfnich generaci u nekterych bezobratl

bez hnojeni

bez hnojeni
F1, F2, ...
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Vznikiar dedichosii rostilinnychtmonsiersi(epimutace

t) -¥
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Carl Linnaeus Jean-Baptiste Lamarck Charles Darwin Enrico Coen
(1707-1778) (1744-1829) (1809-1882) (1999)

Linnaeus ... pelorie u Inice, historicky prvni
doloZena mutace? (1744)

Lamarck .. dédiénost ziskanych znaku
(Philosophie Zoologigue 1801) e

Darwin ... kFiZeni normdlnich a pelorickych forem N "

v F2 127:37 (Variation of Animals and Plants
under Domestication 1868)
Coen ... hypermetylace homologu genu cycloidea

metylace?

wild type peloric




EPIGENETICI(E JEVY
PREDSTAVUJ Ivys IMKY Z

MENDELOVYCH ZAKONU

Gregor Mendel John Maynard Smith
(1822-1884) (1920-2004)

Princip NEZAVISLE SEGREGACE ALEL : dvé odliné alely - paterndiniho a

materndlniho plivodu - v heterozygotu pri meiose segreguji a v hezménéné
podobé se prendaseji do potomstva.

S tim souvisi i pravidlo o IDENTITE RECIPROKYCH KRIZENI.

Alely se mohou podrobovat vzdjemnym interakcim, které maji za nasledek
dédicnou zménu jejich exprese : PARAMUTACE, TRANSVEKCE

Nékteré genomy, chromosomy Ci lokusy JSOU v pr'ubehu gametogeneze
sex-specificky reverzibilné modifikovany, coz vede k jejich umlceni
ve filidIni generaci : PARENTALNI IMPRINTING




GENONDYT (PABENFALNE) NP FrENE

= reverzibilni proces, kdy pohlavné specificka modifikace
genu v parentdlni generaci vede k funkénim rozdilum mezi
paterndlnimi a materndlnimi genomy (alelami) v potomstvu

= epigenetickd forma genové regulace, kterd vede
k funkéni haploidii : parentdlné specificka monoalelicka
exprese



Parentalni imprinting je reversibilni umicovani genu
ve filialni' generaci zpusobené modifikaci chromatinu

(A 8

imprinting je imprinting neni
zavisly na pohlavi zavisly na pohlavi
rodice , : potomstva

| | | |
imprintovy imprintovy
zaznam je + F + Zaznam se
obvykle vymaze
stabilni pred meiozou

po cely zivot t I t e a znovunastavi
jedince maternainl paternaini . pohlavi jedince




Konrad
Lorenz

(1903-1989)

Imprinting
(filialni)

= pamét'ova fixace
rozpozndvadni rodi¢l
a jejich chovdni u
zivoCicht v Easnych
postnatdlnich fazich
jejich vyvoje




HISTORIE PARENTALNIHO! TMPRINIINGUY

® neidentita reciprokych kriZeni koné a osla - chovatelé dobytka v

Malé Asii, asi pred 3 tisici lety

® heterochromatinizace paternalnich chromosomi u &ervced,

® velikost mezidruhovych hybridl Peromyscus zavisi na sméru krizeni
- Walace D. Dawson, Ohio 1965

® parentdlné specifickd exprese lokusu R/r v endospermu
kukurice - Jerry Kermicle, Madison 1970

® inaktivace paterndlniho X u samic klokanu
- George Sharman, New South Wales 1971 1 S

® prenosy jader oocytu a spermie - Surani & Solter 1984} " (=

® expresivita a penetrance transgenu u mysi [N 4
zavisla na rodicovském ptvodu - Davor Solter,
Philadelphia-Freiburg 1988

® parentadlné rizena pohlavni reverze u kvasinek
- Amar Klar, Maryland 1990

® materndlni imprinting genu I6F2 - Azim Surani, Cambridge 1991




Dukaz imprintingul Ul savecu manipulacs

spjadry eocyturarspermil

3 Azim Su_rani injekce
(Cambridge 1984)  jadra o~

—= androgeneze

odstraneni

o
odztraneni | e —+ (ynogeneze
jadra . A
injel-;n:eQ
jadra
—+  aktivace @~ — | — partenogeneze

non - ekvivalence parentalnich genomi



Zivotnitcykius imprintovehol (metylacniho) zaznamis

‘ ~ L4 o, -, 4
zalozenl zaznamu Vymazani zaznamu

&
&

apar

primordialni zarodecne bunky

i au
Wolf Reik
(Cambridge)




e 'JJ')
leorie

parentalninorkonflikiu

=ESOUDOJIMEZINM AT KOURARPOI OMSIVEMW//MIJ €720,

orintiny zajistuje piiméreny vyvin plodu :

e CIPLOKY I
| I

pateriialng exprluoyngd geny (Pee) podporuji pre- 1 postnatalni rust

wterndlug expr

David Haig
(Harvard 1991)

frnoyané geny (Meer) JSOU rastovymi supresory

® 1mprintovane geny jsou potencialnimi
onkogeny ¢i nadorovymi supresory

@® imprintované geny jsou vyznamne v
fizeni embryondlniho a postnatalniho
rustu 1 v chovani

® imprinting jako fakultativni haploidie
je potencialnim rizikem pro fadny vyvoj




Maternalniiimprinismutovanehor lokusu vede
kfodlisnemufienotlypulpoiomsiva

mutantni otec zdravi rodice mutantni matka

rodice : 1 ﬁ @P t /@
NS NS\

postizeny/a normalni normalni
( prenasec)



Chybny imprinttP=alely (insulinovy rustovy: fakior) ci
M=alely (rust suprimujicit HI9=RINA) vede Kk Beckwith=
Wiedemannoversyndromul(

—
— -
—
o

Igf?

(J. B. Beckwith 1963, H. R. Wiedemann 1964)




Partenogeneze Ul saveul = neposkvrnene; pocetis mysky Kaguya

normalnifoocyir+=Nadropmuianininorpre=oocyil
(BljlomonirorKono) ljoKyor20043)

x _i -_ normalni mys
M— - —

 — i

embryo
M — - -_—
M — delece

mySka Kaguya
M — - L —

Igf? HI19




.Fatherless” Kaguya ( Nature 428: 860, 2004)
vyrazeni imprintovanych gent muze vést k vyvinu
plodné mysi partenogenetického puvodu



—

Russell-Silveruvisyndrom;:
P maiernalnifdisomier chromosomul vz

- rustovd retardace /n utero
- postnatdlni rustova deficience
- asymetricky dwarfismus

POTLACUJE MATKA
VYVIN SVYCH DETT ?

aneb pribéh Palecka
David Haig ... teorie parentdiniho konfliktu

(A. Russell 1954, H. K. Silver 1953)



Maternalni cifpaternalnitexcesivedou kinaruseny
£ =)

expresefimprintovanychi genulv-endospermu

endosperm: 2m:1p

vyvaZeny pomear
maternalni : paternalni

zvySeny I zvySeny
Rod Scott (-_‘ maternalni paternalni |

(Bath 1998) | e prispivek
6n x 2n 2n x 6n l
potlateny nadm&rny
endosperm endosperm
N
endosperm: endosperm:

6m : 1p 2m : 3p




Genomovy imprinting a uniparentalni disomie

biparentdlni maternalni paterndlni
kombinace UPD UPD
bialelick)'l gen 2 coples 2 coples 2 copies
maternalne 1 copy 2 coples 0 copies

exprimovany

paternalné 1 copy 0 copies
exprimovany

2 copies




Davkagenu/.chromosomuraruniparentalnitdisomie

Jako! priciny: tezkych komplexnich syndromu

maternalni disomie chr. 15 - Praeder-Willi (20%) \f\ /
paterndlni disomie 15 - Angelman (5%) !-
paternadlni disomie 11 - Beckwith-Wiedemann (20%) | ;
maternalni disomie 7 - Russell-Silver (10%) trisomlcﬁg’;ygota
.. Jiné parentdini efekty: ' A
- I.'_-'- _ 'I"'l"
myotonni muskularni dystrofie .. ,tézsSi" diagndza se dédi 7 {.*L-.... X
maternalneé trisomie b ' fetus

Huntigtonova chorea ... ,Casny" ndstup se dédi paterndlné placenta UPD



Uniparentalnitdisomiercirdelecernarchromosomusis
qi=13 Zpusobujittezke  psychosomaticker choroby,

chromosom 15 ¢
delece

o
Wk
=
normakd | Angebmanmbs :‘”";' &(
symdeorm ' ; <

3
PW q |
|.-.I-I F:"-[.-.] -.:.IIII o I__. i .
l:l;!il:ul:’rm:rr]-'[hu et Danlel Dr'|SCo||
delece (Flor'ldq)

P M P

normal Angelman Prader-Willi




M WU i} | B Mapatimprintovanych
chromosomul clovekar
: 2 ’ “ *  maternalné <
TR paternadlné
“ “ “ “ i m “ = n o BT COVANCRIOKUEY,
[ T 3 9 _ 10__ __11 __12__
H “ imprinting prokazan
n n n n n n Bg W W ﬁﬂ ﬁﬂ i. pravdépodobny

Zadny pripad
uniparentalni exprese

“ i. nepravdépodobny




I m,)ﬁmwuw g2y Jsound chiromosomechilokalizovany ve
SHiUcIcChiSIReciprokymimaiernalnimiaspaternalnimpumicenin

@dlisnate EXPYESE RSOUSeANICHNG Jd!Ll Jerzayisirovanasiunker,
RozRranisaVaziyasregulaeninoNakToRUNNENCIICESERVENGH
CHROMAYIINBUNSUIPAM@RNZolaior)

Shirley Tilghman, Princeton 2000

vazebny

faktor  pA 7Y
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S-metyl-C _’_/z_eiilovaée




fsuseds.

Pripadi metastabilni-epialelys Ax7n

paternalnitexpreses okUSNAked Sal/Aervsak
epigeneickyslabiinipiexpresivisasvariabiiny

i-an

oo o b o o

.
.

obé alely paterndlné zdédéna materndlni obé alely
jsou aktivni alela je aktivni aktivni alela inaktivni
paterndlné zdédéna I materndlné zdédéna
aktivni alela aktivni alela

paterndlné zdédéna n materndlné zdédéna
inaktivni alela inaktivni alela




retroelement . agouti O, | L
eumelanin e prazomezlanin

U ) — N

mhair._cyde-specific Agouti coding exons

non coding exons

Agouti Viable Yellow - epigeneticky mozaicismus :
metylacerretroelementiuvedekinakiivaci ekfopicke: exprese

ol
g

Zluta mys :

hypometylace
alely Avy iy

-ek'roplckq e »
.exprese |
‘. agouti 5

",f.

‘i‘/ %

tmava mys : e
hypermetylace *

, alely Avy
=) umlceni agouti
= pseudoagout




Epigeneticky: stavi(metylace) determinuje

pelativnirdominancitmetastabilnichralel

heterozygoti  homozygoti

(\QM(\‘

AY ] A AYY | AWY

mC-AY /A AY/mC-AYY

mC-AYY /| mC-AYY




reciprokych krizeni
S recesivnim
mutantem

EmmaWhlteIaW
(Sydney 1999)

(a) Zadny vliv (b) maternalni
paternalniho n fenotyp ovliviiuje

fenotypu sloZeni potomstva

$000eee0e s COVVOOCEOD

39% 43% 18% o7% 43%

T I
0000006406 0OOGE0000

42% 42% 16% 44% 47%

T T
QOOCSLOTe e COOLLPPESS

40% 46% 14% 40% 40% 20%

(c) zesilovaci efekt
vicenasobného

prachodu {'}

samici drahou
@ skvrnita (intermediatni)

pseudoagouti (témér

é» é(&(&é é@éé é é @ Zerna, nizka exprese)

40% 271% 33%




Zlutd * _ mirné skvrnita skvrnita silné skvrnita pseudoagouti

matky bez | brezi matky s ,,metylacné bohatou vyzivou“
specialni (kyselina listova, B12, cholin, betain)
vyzivy

10

Avy potomstvo (% z celku)
W
0

0




Maternal Genistein Alters Coat Color and Protects AYY Mouse Offspring from
Obesity by Modifying the Fetal Epigenome
Dana C. Dolinoy,'23 Jennifer R. Weidman,'Z Robert A. Waterland,*® and Randy L. Jirtle 123

Department of Radiation Oncology, Duke University Medical Center, Durham, North Carolina, USA; 2University Program in Genetics
and Genomics, and 3Integrated Toxicology Program, Duke University, Durham, North Carolina, USA; 4Department of Pediatrics, and
5Department of Molecular and Human Genetics, Baylor College of Medicine, Houston, Texas, USA

Genistein, the major phytoestrogen in soy, is linked to diminished female reproductive performance
and to cancer chemoprevention and decreased adipose deposition. Dietary genistein may also play a
role in the decreased incidence of cancer in Asians compared with Westerners, as well as increased
cancer incidence in Asians immigrating to the United States. Here, we report that maternal dietary
genistein supplementation of mice during gestation, at levels comparable with humans consuming
high-soy diets, shifted the coat color of heterozygous viable yellow agouti (A 4) offspring toward
pseuadoagouti. Environ Health Perspect 114:567-572 (2006).

+ GENISTEIN




standardni (@ AVYY [ a

vyziva

Nedostatecny CH;-metabolismus

o - s : S =
gravidni samicky nezajisti metylaci Zluta srst
paternalniho transposonu E_

IAP
... ektopicka exprese Agouti



metylaéné
bohata vyziva

Maternalni CH; metabolismus-podporujici
dieta zvysuje metylaci paternalniho

genomu v potomstvu

... pfirozena exprese genu

hnéda srst




Methyl donor

supplementation ) ls\ll?pplementation

Tyto dvé mysi maji stejny genotyp (AYY/a) i fenotyp (pseudoagouti) ... ale odliSné potomstvo

! Germ cells carry the epigenetic benefits of
E grandmother’s diet

n Craig A. Cooney*
T Department of Biochemistry and Molecular Biology, University of Arkansas for Medical Sciences, Little Rock, AR 72205



Epigenetické ,,intergeneracni* programovani porodni vahy
a rizika ke kardiovaskularnim chorobam

_ puvodni environmentalni vliv
] v dobé tehotenstvi
E?Lr;rar:neg;[/glr\i drogy, léky, choroby, vyziva, chovani matky,

ostnatalni péce ...
dité P g
nizka porodni vaha
2 Poro dospélec (matka)
zvysSené riziko kardiovaskularnich
chorob,
vysoky krevni tlak,
hormonalni aktivita, stres

prenos epigenetického stavu

do dalSi generace

vzrust ... maternalniho kortisolu,
maternalniho insulinu, maternalniho
krevniho tlaku ...

dospélec

progresivni udrzovani /
stabilizace of “syndromu
choroby”

dalsi predavani
epigenetického programu
(DNA metylaéni zaznam)
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- DNA, RNA, histony, jiné proteiny ?



One Epigenetic Mechanism for Repressing Transcription

DNA modifikace: metylace cytosinu

o
L) [
<

Methyltranferases attach
methyl groups to DNA

)
y,
Yes |

Protein complexes, recruited to

methylated DNA, remove acetyl



Vol 441|125 May 2006|d0i:10.1038/nature04674 naore

ARTICLES

RNA-mediated non-mendelian inheritance
of an epigenetic change in the mouse

Minoo Rassoulzadegan'?, Valérie Grandjean'?, Pierre Gounon?, Stéphane Vincent'*+, Isabelle Gillo
& Francois Cuzin'~

1,2
t

Paramutation is a heritable epigenetic modification induced in plants by cross-talk between allelic loci. Here we report a
similar modification of the mouse Kit gene in the progeny of heterozygotes with the null mutant Kit """ (a laczZ
insertion). In spite of a homozygous wild-type genotype, their offspring maintain, to a variable extent, the white spots
characteristic of Kit mutant animals. Efficiently inherited from either male or female parents, the modified phenotype
results from a decrease in Kit messenger RNA levels with the accumulation of non-polyadenylated RNA molecules of
abnormal sizes. Sustained transcriptional activity at the postmeiotic stages—at which time the gene is normally silent—
leads to the accumulation of RNA in spermatozoa. Microinjection into fertilized eggs either of total RNA from Kit ! All/+
heterozygotes or of Kit-specific microRNAs induced a heritable white tail phenotype. Our results identify an unexpected
mode of epigenetic inheritance associated with the zygotic transfer of RNA molecules.

Molekuly RNA jako mediatory mezibunééné a mezigeneracni informace



A * Poly **

X samice A @2 Polycomb *-

O

v potomstvech neni rozdil A+ Poly *-

0000000604

46%

0000006666

39% 15% 49% 41% 10%

samec Agouti W2 Polycomb ** x samice A #2 Polycomb *-
(tmavy, metylovany) B—O

A+ Poly **

transgeneracni epigeneticka dédi¢nost| A+ Poly *-

0000000604

46%

000006066

3 |

30% 24% 31% 29% 40%
O yellow ¢ mottled @ pseudoagouti
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(ii) pravdepodobnosti jevu
- obligatorni, pravdepodobné, stochasticke



Obligatorni epigenetické jevy

X X

maternal paterrial
Imprinting




SUPERMAN - epigeneticky citlivy
katastralni kvétni gen

(A)  Wild-type
Landsberg erecta (Ler)
flower showing the normal
number of six stamens
and the central gynoe-
cium, which consists of
two fused carpels.

(B)
Flower from a sup-5 ho-
mozygote containing 11
stamens and three incom-
pletely fused carpels.

(C)
Flower from a clk-3 ho-
mozygote containing nine
stamens and three incom-
pletely fused carpels.



,Nahodna“ epigeneticka variabilita

T

N°® of genes




(il1) vzdalenosti prenosu informace
a delky jejiho trvani

- mitoticky bookmarking, meioticka transmise



Bunéecna pamet' - Gene bookmarking

je epigeneticky proces, kterym mitoticky se délici
buiiky pienaseji specifické stavy svych genovych aktivit

It

! l' ol
.9 A 8
.-" Q‘
“ .- e
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l:‘,\ ’
-> -
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*e

Localization of Polycomb protein on Drosophila polytene
chromosomes



Maternalni programovani epigenetickych stavu

Maternalni péce jako model ,,experience-dependent” chromatinové plasticity

materska péce o novorozence
(lizani a mazleni)

DNA _ o
A demetylazy 4 . protein kinaza A

histon-acetyltransferazy ===

0520 D10 B30 B)

DOBRA MATERSKA PECE e SPATNA MATERSKA PECE
vysoka exprese genu kédujiciho ey nizka exprese genu GR,
glukokortikoidni receptor - DNA-metyltransferaza STRESVO\’/A PSYCHIKA
STABILNI PSYCHIKA DOSPELEHO DOSPELEHO POTOMSTVA
POTOMSTVA (Ac = acetylace histont) (CH; = metylace DNA)




Co) vlastine: kodujit imprinfovane geny: 2

= rustové faktory (hormon insulin)
= transkripcni faktory (s a-helixem ¢i chromodoménou)

= protein-nekodujici RNA (Xist)

Jaké jsou nejcastéjSi poruchy imprintingu ?
= bialelicka exprese (BAE)
= monoalelickd expese (MAE)

= ztrata heterozygotnosti (LOH, materndlni i paternalni)



Evoluce impriniingu
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Keith Killian (placentalové) Durham 2001



Poruchysimprintingurusmezidruhovychrhybridutmysi

=Smonogamni
=polygamny

P. poliontus  P. maniculatus

ﬂT ¢ o’

velké potomstvo normalni potomstvo

P. manipulatus  P. polintus

Wallace Dawson
(Ohio 1965)
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Paul B. VVrana
(Princeton 1998)
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Odlisné mechanismy kompenzace davky gent
nesenych chromosomem X

savci Drosophila Caenorhabditis

samicCka samecek samicCka samecek hermafrodit  samecek

pomér chromosomu X

2 1 2 : 1 2 : 1
X X XY X X X X X X
== S A | Py
inaktivace vzrust transkrip¢e pokles
jednoho X jediného X transkripce X
= o = = Ly
N D,

transkripty

et =

1 . 1 1 : 1 1 : 1

pomér transkripti X




