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1 UVOD

Epigenetika je relativné velmi mlady védni obor, ktery mizeme datovat teprve od 80. let 20. stoleti.
Predpona epi- ma ponékud nadfazeny nadech vici genetice, je vSak jeji soucasti. Mendelisticka a mo-
lekularni genetika samoziejmé predstavuji zaklady dédi¢nosti, obvykle se v§ak zabyvaji znaky s uplnou
penetranci a expresivitou. Typickym rysem epigenetiky je naopak exprese neuplna ¢i kolisava (mozai-
kovy fenotyp) a nepravidelna penetrance projevu gentl v potomstvu. Kromé¢ toho se epigenetika zabyva
nemendelistickou dédi¢nosti znaki, které souviseji s modifikaci - zakonitou ¢i ndhodnou - pfisluSnych
genl. Mezi pravidelné modifikace genetické informace patfi predev§im genomovy imprinting, tedy
specificka reverzibilni zména genové exprese v zavislosti na rodi¢ovském ptivodu. Ke zménam nahod-
nym (stochastickym) patfi napfiklad epimutace, kdy ndhodnym (¢i environmentaln€ indukovanym)
procesem nastava zména genove exprese, ktera mize byt dédéna i do pohlavniho potomstva.

Epigenetika byla Waddingtonem chapana jako suma zmén genové exprese, které vedou k diferenciaci
v ontogenezi. Po pochopeni ur¢itych mechanizmi epigenetickych procest byla epigenetika povazovana
za tzv. chromatinovou dédi¢nost, tedy Ze o expresi ¢i uml¢ovani genil rozhoduje stav chromatinového
uloha se tyka predevsim posttranskripénich regulaci. Dnes tedy epigenetiku mizeme chapat jako Siroky
soubor mechanizmi, které dédicné ovliviiuji genovou expresi beze zmény primarni genetické informace,
tedy sekvence nukleotidi v DNA. Dédi¢nost miiZe fungovat jen v bunécnych liniich (v pribéhu Zzivota
jedince) nebo transgeneracné, tedy predavana do pohlavnich generaci. Jde vSak prakticky vzdy o pro-
cesy reverzibilni, tedy potencialné vratné v fadové vysSich frekvencich, nez je tomu u genetickych
mutaci. Nékteré typy epigenetickych zmén jsou relativné velmi nestalé, potom hovofime o vyznivajici
dédi¢nosti. Zpocatku se zdalo, Ze epigenetika je omezena jen na nahodné jevy, tzv. epimutace, a jeji
vyznam je jen okrajovy. Dnes se ukazuje, Ze epigenetické fizeni genové exprese je v fisi eukaryotickych
organizmi univerzalni. Pouze miiZeme konstatovat, Ze dil¢i molekularni epigenetické mechanizmy
(napf. metylace DNA) jsou u riaznych skupin eukaryot (jako jsou napriklad kvasinky, prvousti ¢i
druhousti ZivoCichové) odlisné.

Je zjevné, Ze podstatou epigenetickych procestli jsou geny, resp. geneticka informace. Tato geneticka
informace vSak nezbytné nemusi byt uloZena jen v DNA, ale téZ v dalSich informac¢nich molekulach,
jako jsou RNA a proteiny. Vztah genetiky a epigenetiky je snad mozné vyjadfit pfimérem s knihou
(ktera obsahuje veskery text Ci genetickou informaci) a jejim ¢tenim (ne vSe co je napsano, tak ¢teme,
a to jeSté rliznym zplsobem a v rizném cCase). Epigenetika zdlGraziuje vliv podminek Zivotniho pro-
stiedi na expresi genll. VSechny molekuly, které hraji roli v epigenetickych procesech, jsou samoziejmé
kédovany geny. Jaky smysl ma tedy viibec vymezovat predmét epigenetika? Klasicka ¢i molekularni
genetika dostatecné nevysvétluji fadu mechanizmt nemendelistické dédiénosti. Ulohou epigenetiky
je tyto mechanizmy objasnovat a nachazet v nich kauzalni faktory a zakonitosti.



2 HISTORIE EPIGENETIKY

Maloktery obor soucasné genetiky ma v podstaté tak kratkou historii, jako ma epigenetika. Abychom
vSak byli presnéjsi, musime jit k praptivodnim kofeniim epigenetiky a ty lezi jiZ na prelomu 18. a 19.
stoleti v dile slavného francouzského biologa Jean-Baptiste Lamarcka (1744-1829, obr. 2.1). Lamarcka
milZeme povazovat za prvniho badatele, ktery se pokusil o seridézni vyklad evoluéni teorie. Na jeho dilo
je samoziejmé nutné se divat v kontextu doby, v niz zil. I kdyZ se na védeckou drahu dal az v relativné
pozdnim véku, byl to ¢lovék encyklopedickych znalosti, zprvu slavny botanik, poté zalozil biologii
bezobratlych ZivocCichti. Jeho nejvétsim dilem je rozsahla kniha Philosophie zoologique, kterou vydal
v roce 1809 a v jejimz uvodu shrnuje své pfedstavy o prirod€ a Zivoté viibec. Na rozdil od svych slav-
nych predchiidcii, zejména Carla Linného (1707-1778) byl pfesvédcen o tom, Ze se priroda vyviji, a to
pod tlakem vnéjSich Zivotnich podminek. Lamarck tyto reakce povazoval za adaptace, takze evolu¢ni
vyvoj povazoval za soustavné prizptisobovani prostredi. Vyvoj povazoval za kontinualni proces, ktery
vede od hmoty nezivé k zivym bytostem, od jednoduchych forem ke slozZitym, od méné dokonalych
tvort k dokonalejsim. Vysledkem takového procesu je pak tvor, ktery je dokonale prizplisoben stava-
jicimu Zivotnimu prostiedi. Dle pozorovani prirody spravné usuzoval, Ze organizmy reaguji na zmény
ve svém prostiedi vyvojem novych organti nebo zménou struktury a funkce stavajicich organt. Jinymi
slovy, prostredi ovliviiuje dokonalost organti €i vede k jejich zaniku. Jeho teorie je nazyvana adaptivni
evoluci ¢i (,mékkou®) selekci a zasadné€ pocita s tim, Ze adaptivni zmény jsou dédi¢né. Znamenalo by
to ovSem, Ze zmény ziskané v pribéhu Zivota v somatické linii by se mély néjakym zplisobem pienaset
do potomstva. S dédi¢nosti ziskanych znakil ov§em pocital ve své evoluci prirodnim vybérem i Charles
Darwin (1809-1892), ovSem nekladl na ni takovou vahu.

Diky své teorii o dédi¢nosti ziskanych znakti byl Lamarck brzy po objeveni se Darwinova dila deho-
nestovan a vstoupil do ucebnic jako autor nespravné evolucni teorie. Mezi jeho nejvétsi kritiky patril
zejména némecky ucenec August Weismann (1834-1914), ktery sledoval dédi¢nost experimentalné
indukovanych zmén v somatické draze (konkrétné urezaval mySim ocasky) a doSel k zavéru, ze takové
zmény se nedédi. Weismann je také autorem teorie o divergenci zarode¢né a somatické drahy. V zasadé
jde o spravnou teorii, Ze u (vysSich) Zivocichtll se v Casné embryogenezi ustavuje zarode¢na draha, a sice
determinuji se zarode¢né bunky, které vzapéti putuji do (budoucich) gonad a tim se zasadné izoluji
od téla jedince (somatické drahy): tato teorie vysla ve znamost jako Weismannova bariéra. U rostlin
a primitivnich ZivocCicht (jako je napfiklad nezmar) se zarode¢na draha takto nediferencuje a v pod-
staté somaticka linie se miZe ucastnit pozdnéjsiho reprodukéniho procesu. Neni ovS§em pravdou, Ze
Weismannova bariéra mlzZe zabranit v ovliviiovani bunék zarodec¢né drahy liniemi somatickymi. So-
matické bunky se vskutku obvykle do dalsi generace nepfenaseji, mohou vsak riiznymi fyziologickymi
vlivy ménit expresi genli bun€k zarode¢né drahy a ovliviiovat pfipadn€ i dalsi pohlavni generaci. Takto
je snad mozné dnes vysvétlovat Lamarckovu teorii dédi¢nosti ziskanych znaki. V podstaté vSak jde
o schopnost adaptovat se na zmény zZivotniho prostfedi a tyto schopnosti jsou zajisté dédicné. Demon-
stroval to i americky psycholog James Mark Baldwin (1861-1934), autor u¢eni o ontogenetické evoluci.
Prokazoval, Ze jedinci, vybirani podle zvySené schopnosti se ucit nové dovednosti v podstaté maji Sanci
tuto schopnost prenaset do dalsi generace, i kdyz tato schopnost nemusi byt jen geneticky podminéna.
Podstatné tedy je, Ze se nepienasi znak jako takovy, ale schopnost organizmu znak fenotypové projevit.

Pocatek 20. stoleti se vyznacuje nastupem mendelistické genetiky a s malymi vyjimkami je Lamarcko-
vo dilo zcela zatracovano. UrCité k tomu prisp€la i snaha nékterych pseudovédci, ktefi pod terminy
Lenvironmentalni vitalismus® (rakousky zoolog Paul Kammerer, 1880-1926) ¢i ,,tvlir¢i sovétsky“ dar-



winismus (rusky agronom Trofim Denisovi¢ Lysenko, 1898-1976) prezentovali falzifikované vysledky
podporujici ideu dédi¢nosti ziskanych znaki.

Jista zména pak nastava az v poloviné 20. stoleti, kdy se rozviji vyvojova biologie pfedevsim v dile brit-
ského polyhistora Conrada Hala Waddingtona (1905-1975, obr. 2.1). Nejvétsi zasluhou Waddingtona
je jisté snaha o synteticky pohled na biologii, predev§im genetiku, vyvojovou biologii (embryologii)
a evoluci. Zpocatku se Waddington vénoval embryologii a mj. potvrdil Spemannovu teorii embryo-
nalni indukce u ptakt. Pozdéji se vénoval zejména otazkam diferenciace a teoretické biologie, i kdyz
nékteré ze svych odvaznych teorii prokazoval i experimentalné. Do biologie uvedl celou fadu novych
termind, z nichZ nékteré se ujaly v Siroké védecké komunité. Patii sem zejména termin epigenetika,
ktery zavedl ve 40. letech 20. stoleti. Waddington si k tomu vyptjcil termin epigeneze od Aristotela,
cozZ predstavovalo schéma individualniho vyvoje organizmil spocivajici v postupném vzristani jejich
komplexity. Aristoteles (384-322 pf. n. L, obr. 2.1) tim cht€l vyjadrit, Ze vysledna forma organizmu
neni dopfedu dana, ale vznikd postupnymi kreativnimi procesy (tedy opak preformizmu). Tuto ideu
Waddington akceptoval a rozsifil svou epigenetiku o genetiku, ktera je ve své podstaté preformisticka:
je zaloZena na studiu dédi¢ného materialu nachazejiciho se v zygoté. Synteticky Waddingtoniv termin
epigenetika tedy vyjadfuje symbidzu genetiky a vyvojové biologie (ktera predstavuje studium zmén,
ke kterym dochazi v postzygotickém obdobi), coz v té dob¢ predstavovalo predevsim feSeni otazek
bunécné diferenciace. Termin epigenetika se rozsifil az od 70. let 20. stoleti, kdy se pomalu zacinaly
objasnovat nékteré nemendelistické jevy prenosu genetické informace.

Obr. 2.1 U kolébky epigenetiky stali (zleva) Aristoteles (384-322 pf. n. 1.), Jean-Baptiste Lamarck (1744-1829) a Conrad
Hal Waddington (1905-1975).

Waddington je neméné znamy jako autor tzv. epigenetické krajiny, ktera zobrazuje miek pohybujici
se gravitaci zvinénou krajinou doli (obr. 2.2). Micek je symbolem bunky (na poc¢atku diferenciace
zygoty), kterad se v pritbéhu vyvoje podrobuje riznym metabolickym draham v zavislosti na podmin-
kach prostiedi. Udoli, kterymi se bufika pohybuje, nazval Waddington chreodami, usti v omezeny
pocet cilovych mist (tedy fenotypil): tento proces nazval kanalizaci. Genetickou kanalizaci mistrné
demonstroval némecky genetik Richard B. Goldschmidt (1878-1958). V pribéhu embryonalniho vyvoje
motyla baboc¢ky koprivové (Aglais urticae) aplikoval tepelny Sok, kterym narusSil fadnou diferenciaci
a navodil tak jinou (alternativni) tvorbu tvart. Stredoevropska varianta baboc¢ky koprivové tak tvorila
imaga, ktera byla k nerozeznani od formy, ktera se pfirozené vyskytuje na Sardinii (ebr. 2.3). Je tedy



zjevné, Ze (a) fenotypova zména je vyvolana vlivem prostiedi (tento jev se nazyva polyfenizmus), a (b)
diky genetické kanalizaci vznika jen omezeny pocet fenotypt.

Obr. 2.2 Tlustrace epigenetické krajiny Conrada Waddingtona. (a) Pohyb kuli¢ky horskymi udolimi pfedstavuje standardni
drahu diferenciace bunky. (b) V kritickych rozcestich miiZe dojit vlivem environmentalnich faktort k vychyleni z piivodni
drahy (zména diferenciace typu bunky) a tato zména muiiZe byt fixovana i do dalSich generaci (geneticka asimilace).

Obr. 2.3 Ilustrace vlivu tepelného Soku na fenotyp motyla babocky kopfivové (podle Richarda Goldschmidta): vlevo
stfedoevropska varianta, vpravo varianta ze Sardinie a uprostied je stfedoevropska varianta, kdy embryo bylo vystaveno
tepelnému Soku - vyvolani fenokopie pfipominajici formu ze Sardinie.

Pokud environmentalni podminky vyvolaji zménu chreody (trajektorie, ¢ili metabolické drahy vedouci
ke specifickému fenotypu), je otazkou, zdali takova zména miiZe byt pfenasena do dalsi generace, je-li
tedy dédicna. Tuto otazku Waddington experimentalné zkoumal ve svych pokusech s drozofilou (obr.
2.4). Vychazel, stejné jako Goldschmidt, ze stejného experimentalniho schématu. Pomoci uréitého
fyzikalniho (teplota) ¢i chemického vlivu (éter) vyvolal v embryogenezi stres, coZ vedlo k naruSeni fad-
ného vyvoje, v podstaté k teratogenezi. Waddington v této parentalni generaci provedl selekci na urcité
nestandardni znaky, jako jsou tvorba druhého paru kfidel (fenokopie homeotické mutace bithorax)
nebo ztrata tvorby pri¢nych Zilek na kfidlech. Jedince, ktefi jevili pfisluSnou fenotypovou odchylku,
krizil mezi sebou a jejich potomstvo ve stadiu larev opét podrobil stresovému zasahu a prislusné se-
lekci na urovni imaga. Je jisté s podivem, Ze v kazdé dalsi generaci byl podil jedinct bithorax ¢i bez
pri¢nych zZilek na kfidlech vyssi a vysSi. Asi po 20 generacich stresu a selekce dosahovala frekvence
fenokopii pres 70 % a tyto hodnoty byly témér shodné i v pfipadé€, kdy stres jiZ aplikovan viibec nebyl;
znak byl tedy dédén. Znamena to, Ze znak, ktery byl jednou environmentalné spustén, se stal v geno-
mu ,,asimilovanym®. V podstaté to odpovida i volné interpretaci Lamarckovy teorie adaptivni evoluce.
Dalsi experimentalni dikazy v t¢ dobé nebyly, protoze chybély metodiky, které by objasnily podstatu



epigenetickych procest. Ve Waddingtonové teorii v podstaté nikdo pfimo nepokracoval, obdobnymi
teoriemi se vSak zabyval i rusky evolu¢ni biolog Ivan Ivanovi¢ Schmalhausen (1884-1963).

(a) (b)

Obr. 2.4 Priklady dédi¢nosti indukovanych fenotypovych zmén (genetické asimilace) u drozofily v experimentech Conrada
Waddingtona. (a) Tvorba a selekce fenokopie mutace bithorax po aplikaci éteru na embrya: pfedni kfidla jsou pro nazor-
nost odstranéna, zadni par kyvadélek je castecné zménén v kiidla. (b) Teplotnim Sokem vyvolana dédicna ztrata pricnych
zilek na kiidlech (vlevo standardni kiidlo, uprostied a vpravo indukované, dédicné zmény; Sipky ukazuji pficné zilky).

Sedesata a sedmdesata 1éta minulého stoleti pfinesla prvni poznatky o chemickych modifikacich DNA,
zejména metylaci cytozinu. Potencialni vyznam této zasadni modifikace genetické informace jako prvni
rozeznal australsky molekularni genetik Robin Holliday. V roce 1979 zverejnil svou epigenetickou teorii
0 mozZné podstaté nadorového bujeni a v roce 1987 obecnou studii 0 mozné dédi¢nosti epigenetickych
defektl. Mezitim ovSem metodika detekce 5-metylcytozinu pokrocila natolik, Ze v roce 1983 umoznila
americkym lékafim Andrew P. Feinbergovi and Bertu Vogelsteinovi zjistit zdsadni rozdily mezi metylaci
DNA nadorovych a normalnich bunék. Tim tedy bylo jednoznac¢né potvrzeno, Ze metylace DNA muizZe
byt jednim z kauzalnich faktori onkogeneze. Za rok zrozeni moderni epigenetiky miiZeme povaZovat
rok 1984, kdy Davor Solter v Philadelphii a Azim Surani v Cambridge provedli slavné mikromanipu-
la¢ni experimenty, v nichZ pfenaseli bunécna jadra po oplozeni mysiho oocytu (obr. 2.5). Zjistili,
Ze viabilni je pouze prirozena kombinace sam¢iho a sami¢iho haploidniho jadra, tedy Ze k Zivotu je
potieba genetické informace obou rodi¢u. Tak byl objeven genomovy imprinting, ktery hraje zasadni
roli zejména ve vyvoji placentalnich savcl. Epigenetika zacina byt uznavanym védnim oborem, coZ
akceptoval i velky evolu¢ni biolog John Maynard Smith, kdyZ epigenetické mechanizmy oznacil jako
vyznamny faktor evoluce. Mezitim dochazi i k velkym pokrokim ve studiu nukleozomalnich histont
a jejich chemickych modifikaci a k identifikaci mnoha dalSich proteinli a enzym?, které hraji roli v do-
stupnosti chromatinového templatu. Zatim poslednim Sokem, ktery epigenetika prinesla, je objev RNA
interference, tedy schopnosti malych molekul RNA provadét specifické posttranskripéni uml¢ovani
genll. Za tento objev dostali americti biologové Craig Mello a Andrew Fire v roce 2006 Nobelovu cenu
za fyziologii a 1€kafstvi.
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Obr. 2.5 Ilustrace mikroinjekénich experiment Davora Soltera a Azima Suraniho: pfenos jadra s naslednym zdarnym
vyvojem embrya mySi nastava jen tehdy, pokud je kombinovano jadro sam¢éi (spermie, M) a jadro samici (oocyt, F). An-
drogeneze (vyvoj pouze z jader spermii), gynogeneze (vyvoj pouze z jader oocytu) ¢i partenogeneze (vyvoj z neoplozeného
vajicka) vedou k abortu embrya v disledku nepfitomnosti kombinovaného paternalniho a maternalniho imprintingu.
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3  MECHANIZMY EPIGENETICKYCH PROCESU

Od 60. let 20. stoleti jsou znamy metylace cytozinu, které provazeji vétSinu epigenetickych procest
u vysSich eukaryot (druhousti Zivoc¢ichové, plisn€ a krytosemenné rostliny). V osmdesatych letech
se zacCaly studovat modifikace mukleozomalnich histonti, nejprve acetylace, pozd¢€ji metylace a dalsi
posttranslacni upravy. Souhrnné hovorime o histonovém kodovani. S tim souvisi i cela fada DNA
vazebnych proteintll ¢asto s enzymatickou aktivitou, jako jsou histon acetylazy, histon deacetylazy atd.
Na oblasti s metylovanou DNA se specificky vaZzou vazebné proteiny, které informaci v modifikované
DNA prevadéji do struktury chromatinu. Exkluzivni roli v illohach buné¢né paméti hraji proteiny sku-
pin Polycomb a trithorax, které se vazZou na transkribované resp. umlcené oblasti gentli. Pfed deseti lety
byla odhalena uloha malych molekul RNA, které jsou schopny regulovat aktivitu genti cestou inhibice
translace nebo st€peni mRNA. Je dulezité si uvédomit, Ze zadny z téchto epigenetickych mechanizmi
nepuisobi samostatné, nybrz v prislu§né oblasti chromatinu vznikaji proteinové komplexy, které reguluji
genovou aktivitu.

3.1 Metylace cytozinu

Metylace na 5. atomu uhliku pyrimidinového kruhu cytozinu je nej¢astejs$i modifikaci DNA u eukaryot.
Jde o enzymaticky proces, kde DNA metyltransferaza prenasi metylovou skupinu z S-adenozylmetio-
ninu (SAM) na cytozin (obr. 3.1).

H
C
N/c\c/H + SAM N/ \?/ \H
| [ = | 1
(] C DNA-metyltransferaza C\ 2N
o \T/ % 0/ T
H
cytozin 5-metylcytozin

Obr. 3.1 Zakladni schéma metylace DNA. Donorem metylovych skupin je (jako u vSech metylaci v bunce) S-adenozylme-
tionin a reakce je katalyzovana DNA metyltransferazami.

Vysledkem této reakce je drobna hydrofobni modifikace DNA (metylcytozin, mC), ktera je ovSem
signalem pro vazbu (a) metyl-DNA vazebnych proteini, resp. (b) pro histon-modifikujici enzymatické
systémy v nukleozomech. Metylace DNA predstavuje mechanizmus regulace genové exprese u vétSiny
vys§Sich eukaryotickych organizmi. Tato modifikace cytozinu, obvykle pfitomného v obou vlaknech
DNA (v sekvenci CpG) predstavuje specifickou znacku pro kazdy bunécny typ. Kazda tkan tak zis-
kava urcity typ modifikace, ktera je zachovavana prostiednictvim bunécnych d€leni aktivitou enzymu
udrzovaci DNA metyltransferazy zajistujici metylaci hemimetylovaného templatu DNA (obr. 3.2). Jiz
pocatecni studie ukazaly, Ze metylace DNA vedou k inaktivaci pfisluSnych genovych oblasti.
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Obr. 3.2 Metylace cytozinu (Me-C) je nejcastéjsi modifikaci DNA templatu. Dochazi k ni obvykle v dinukleotidu CpG,
popf. i v jiném sledu nukleotidti, CpXpG (u vysSich rostlin). Na prikladu uchovavani a replikativniho pfedavani metylacnich
spekter CpG lze demonstrovat mechanismus mitotické ¢i meiotické transmise epigenetického signalu: metylaci dcefinného
vlakna DNA zajiStuje enzym udrZzovaci DNA metylaza podle hemimetylovaného vlakna (podle Birda, 2002).

3.1.1 Distribuce 5-metylcytozinu

Obsah metylcytozinu je u riznych druha eukaryotickych organizmi (a v riznych fazich jejich ontoge-
neze) rozmanity. U nékterych bezobratlych Zivoc¢ichti je hladina metylcytozinu na urovni detekéniho
minima, u savcd ¢ini metylacni index [obsah mC/(mC + C) x 100 %] asi 10 %, u velkych genomu
krytosemennych rostlin ma tento index vysi i pres 30 %. U rostlin také byly nalezeny i jiné metylo-
vané sekvence nez CpG, Casté jsou zejména CpNpG a CpNpN. Rozmisténi 5-mC v genomu také
neni rovnomérné. Nejvyssi hustota 5-mC je v heterochromatinovych oblastech chromozomi, jako
jsou centromery ¢i subtelomerické repetitivni sekvence DNA. Vysoce metylované jsou zejména DNA
transpozony a retroelementy, coZ souvisi s obrannym mechanizmem bunky ve vztahu k aktivité t€chto
mobilnich sekvenci. V genomu savct jsou CpG sekvence v genomu zastoupeny v nizsi frekvenci, byvaji
zpravidla nahlouceny v CpG ostrovech, které jsou soustfedény s geny, resp. promotory a prvnimi exony
genu. Nizsi zastoupeni CpG sekvenci je dano ob¢asnou spontanni deaminaci 5-metylcytozinu v tymin
(obr. 3.3). CpG ostrovy maji zvySeny obsah G+C, nizsi stupen metylace cytozinu, jsou asi 1kb dlouhé
a u Clovéka se kryji s promotorovymi oblastmi aZ 70 % gentl, zejména konstitutivn€ exprimovanych.

H H
\N/ 0
deaminace
Y
I — /&
TA"
cytozin uracil
H N/H 0
H,C H
H,C 4\N N/
X 1/& |
o deaminace N 0
5—mety|cytozin tymin

Obr. 3.3 Spontanni deaminace 5-metylcytozinu vede ke tvorbé tyminu. Tim muze dojit k ireverzibilni bodové mutaci z cy-
tozinu na tymin: epigeneticka zména se fixuje ve zménu genetickou. Pokud je deaminovan cytozin, vznika uracil, ktery je
repara¢nim systémem bunky nahrazen znovu cytozinem.
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U rostlin, na rozdil od zivo€ichi, 1ze pouzit technologii metylacni filtrace. Vyuziva se zde rozdilu
v metylaci oblasti genomu bohatych a chudych na geny. Obohacené rostlinné nemetylované DNA
frakce jsou poté vychozim materidlem v projektech sekvenovani velkych genoma. Distribuce 5-metyl-
cytozinu s rozliSenim jednoho nukleotidu byla ziskana pomoci vysoce paralelniho sekvenovani DNA
Arabidopsis thaliana modifikované hydrogensific¢itanem sodnym v roce 2008. Tato studie pfinesla fadu
zajimavych zjiSté€ni, napfiklad, Ze tfetina genli obsahuje vysokou Cetnost 5-metylcytozinu uvnitf své
kédujici sekvence (gene-body methylation).

Vyskyt 5-metylcytozinu je u nékterych druhti eukaryot omezen jen na repetitivni sekvence (Neurospora
crassa), zatimco u vétSiny bezobratlych zivoCicht se vyskytuje tzv. mozaikova metylace, ktera obsahuje
domény vysoce metylovanych usekli a domény, které 5-metylcytozin viibec neobsahuji. U modelové
rostliny Arabidopsis thaliana se také vyskytuje mozaikové usporadani metylovanych tisekti. Navzdory
této podobnosti existuji zasadni rozdily mezi usporadanim metylacnich domén u Zivo€icht a rostlin.
NejdilezitéjSim jsou ziejmé rozsahlé metylace mimo CpG ostrovy u rostlin, které jsou spoustény
transponovatelnymi elementy pomoci mechanizmu, ktery zavisi na malych, interferujicich molekulach
RNA (small interfering: si RNA). Genomy obratlovcil a velké genomy vétSiny rostlinnych druht jsou

tzv. globaln¢ metylovany, tedy celkové metylovany s vyjimkou CpG ostrovi.

3.1.2 DNA metyltransferazy a vazebné proteiny

Eukaryotické DNA metyltransferazy obsahuji konzervativni karboxyterminalni katalytickou doménu
a tvori u vétSiny druhi nékolik podrodin. V genomech savcii probiha metylace cytozinu predevSim
v CpG sekvencich repetitivnich usekii DNA, v oblastech imprintovanych genti a genli inaktivovanych
na X chromozomu u samic. Rozdéluji se do tfi podrodin: Dnmtl enzymy odpovidaji za udrzovani
metylace v CpG dinukleotidech po replikaci DNA, Dnmt2 maji pouze slabou aktivitu v nékterych
sekvencich CpG, a treti podrodina Dnmt3 ma de novo metylatransferazovou aktivitu (inaktivace této
enzymové aktivity ma obvykle letalni dtsledek). U rostlin byly popsany tfi zakladni podrodiny DNA
metyltransferaz. Prvni tvofi podrodina MET1, ktera udrzuje metylaci v CpG sekvencich. Druha sku-
pina enzymd, specificka pro rostliny, jsou chromometylazy (chromo: chromatin organization modifier),
které slouzi k udrzeni metylace v CpNpG i v nesymetrickych motivech. Tfeti podrodinou jsou DRM
metyltransferazy, které jsou odpovédné za de novo metylaci cytozinu ve vSech sekvenénich motivech.
Tyto rostlinné de novo metyltransferazy jsou unikatni preskupenim svych konzervativnich motivt.

Na metylované oblasti DNA se vazou specifické proteiny rodiny vazebnych proteinu, které maji pro
prislusné genové oblasti umlcujici ucinek. Jednim z nich je MeCP2 u obratlovcili. Pokud je mutovan
u clovéka, vyvolava Rettliv syndrom: u dév€at vaznou neurologickou diagnozu, u chlapct je letalni,
nebot gen je vazan na chromozom X. Knokaut mySiho homologu tohoto genu vyvolava podobné pro-
blémy jako u ¢lovéka. Pokud je tento gen v mysi aktivovan, dojde k naprave: pribéh choroby je tedy
reverzibilni. Vede to k optimistickému zavéru, zZe Rettiiv syndrom bude i u ¢lovéka 1€¢itelny.

Metylace se podrobuji v pribéhu individualniho vyvoje jedince u obratlovcli vyraznym cyklickym
zménam. Primordialni zdrodecné bunky obou pohlavi se rozsahle demetyluji a teprve pfi zrani gamet
dochazi k prudkému nartstu aktivity DNA-metyltransferaz i stupné metylace genomu (obr. 3.4). Smys-
lem téchto dynamickych zmén je zifejmé€ urc¢ita ochrana (metabolické umlceni) genomu pohlavnich
bunék. Nejmensi frakci metylcytozinu, avSak diilezitou, tvori jeho pfitomnost v promotorech imprin-
tovanych gend. Tento zaznam vznika zfejmé pii meiodze a je pohlavné specificky. Z hlediska proporci
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metylovaného cytozinu v genomu jde jen o zlomek procenta: pouze nékolik desitek imprintovanych
genl bylo identifikovano u savci a krytosemennych rostlin.
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Obr. 3.4 Dynamika globalnich metylacnich zmén jaderného genomu pfi samci a sami¢i gametogenezi (a) a po fertilizaci
a ¢asné embryogenezi (b) u savcil (podle Reika et al., 2001).

3.1.3 Inhibitory metylace DNA

Hladinu metylace genomu lze manipulovat knockautem (¢Ci jinym uml¢enim) DNA metyltransfe-
razy nebo aplikaci inhibitorti metylace. Nejznam¢jS§im takovym inhibitorem je S-azacytidin (nebo
5-aza-2 "-deoxycytidin, obr. 3.5). Latka je analogem prirozeného nukleozidu cytidinu, obsahuje misto
pyrimidinového skeletu (cytozinu), triazinovy skelet. Cytostaticka ucinnost 5-azacytidinu pfi expe-
rimentalni 1é¢bé vyvolala zajem v mnoha svétovych laboratofich a latka byla postupné testovana
na nejriznéjSich modelech neoplazie. Dalsi studium mechanismu uc¢inku 5-azacytidinu ukazalo, Ze
indukuje zmény v diferenciaci mySich embryonalnich bunék a inhibuje udrzovaci metylaci DNA, ale
také de novo. Inkorporace 5-azacytozinu zplsobuje kovalentni vazbu DNA metyltransferazy na DNA,
a tim dochazi k hypometylaci dinukleotidtt CpG. U¢inek 5-azacytidinu lze demonstrovat i u rostlin.
Jeho aplikace na semena dvoudomé rostliny knotovky (Silene latifolia) vede u sam¢iho genotypu (XY)
ke tvorbé bisexualnich (hermafroditnich) kvéti. U¢inek drogy samoziejmé vyvolava rozsahlou hypo-
metylaci genomu v CpG sekvencich, ktera vede k aktivaci sami¢iho reprodukéniho programu (obr.
3.6). Dilezté je, ze hypometylaci indukovana pohlavni reverze je dédi¢na, pokud je ke kfiZeni pouZita
hermafroditni rostlina jako pylovy donor. Jde tedy o holandrickou (Y-vazanou) epigenetickou zménu.
Hermafroditizmus byl dédén s neuplnou expresivitou (fada rostlin vytvarela vedle bisexualnich kvétt
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i vyhradné sam¢i) a variabilni penetranci (riizné poc¢ty samcich rostlin vytvarely hermafroditni fenotyp).
Tyto vysledky ukazuji, Ze geny determinujici pohlavi jsou fizeny epigeneticky.
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Obr. 3.5 Inhibitory metylace DNA - analogy (a) cytidinu: 5-azacytidin (b), 5-aza-2 "-deoxycytidin (c), zebularin (d).
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Obr. 3.6 Dédi¢na pohlavni reverze u rostliny knotovky (Silene latifolia) zpisobena rozsahlou hypometylaci genomu in-
dukovanou 5-azacytidinem (podle Vyskota, 1999). (a) Generace F_ po ovlivnéni semen 5S-azacytidinem: pfes 20 % rostlin
s karyotypem XY tvorilo bisexualni kvéty. Pokud byli hermafrodité pouziti jako samici rodi¢, do potomstva se znak nepie-

nasel (b). V piipadé reciprokého kiizeni (stejné jako v pfipad€ samoopyleni) vSak ve vysoké frekvenci dochazelo k prenosu
epigenetické pohlavni reverze (c).
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3.2 Modifikace jadernych histoni

Z hlediska mikroskopického pozorovani je mozné v interfazovém jadre rozliSit tfi zakladni typy oblas-
ti. Nejnizsi hustotu ma jadérko (nukleolus), kde se odehrava transkripce rRNA genti. Ostatni oblasti
jadra Ize zhruba rozdélit mezi slabé barvitelny euchromatin (obvykle obsahujici transkribované geny)
a kondenzovany heterochromatin (prevazn€ umicené sekvence DNA). Heterochromatin jesté miizeme
rozdélit na konstitutivni (vysoky obsah repetitivnich sekvenci DNA, vys$si obsah 5-metylcytozinu)
a fakultativni (programované uml¢ovani chromozomu nebo jejich usek, jako je napfiklad inaktivace
jednoho chromozomu X u samicek savcll). Konstitutivni heterochromatin se nachazi zejména v ob-
lasti centromer a v subtelomerickych oblastech: jeho blizkost mtiZe vést k umlCovani sousedicich gent
(pozicni efekt, nejlépe popsany u drozofily).

3.2.1 Struktura chromatinu

Histony jsou primarnimi proteiny, které zprostfedkovavaji uspofadani DNA v chromatinu. Kromé
sbaleni DNA se také histony podrobuji interakcim navzajem i s jinymi chromozomalnimi proteiny.
Zakladni jednotkou chromatinu jsou nukleozomy (obr. 3.7). Kazdy nukleozom obsahuje histonové
jadro, kolem kterého se ota¢i DNA o délce 146 part bazi a dalSich 15 aZ 55 part je spojovaci (linker)
DNA, ktera tvori navazani jednotlivych nukleozomii. Nukleozomové usporadani je také nazyvano jako
»koralky na sndrce“ (chromatinové vlakno o tloustce 11 nm), které je dale s pomoci internukleozo-
malniho histonu H1 skladano v chromatinové vlakno o tloustce 30 nm. Jadro nukleozomu obsahuje
vzdy dvé molekuly od Ctyf rtiznych histonovych proteini - H2A, H2B, H3 a H4. Hlavnimi interak-
cemi nukleozomalnich histoni a DNA jsou elektrostatické sily. VSechny nukleozomalni histony jsou
evoluéné vyznamneé konzervativni z hlediska délky i aminokyselinového sloZeni. Nejvice konzervativni
jsou histony H3 a H4, kde dokonce mezi savci a rostlinami se H4 1i§i jen ve dvou aminokyselinach ze
102. VSechny nukleozomalni histony jsou malé bazické proteiny o molekularni hmotnosti mezi 11 000
a 16 000 Da, které obsahuji relativné velka mnozstvi lyzinu a argininu (¢ini to vice nez 20 % ze vSech
aminokyselin). VSechny ¢tyfi histony maji prodlouZenou globularni doménu na karboxyterminalnim
konci proteinu, prostfednictvim které se odehravaji interakce histonli navzajem i s molekulou DNA.
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Obr. 3.7 Zakladni jednotkou chromatinu je nukleozom, ktery sestava ze 146 pari bazi DNA, ktera se obtaci kolem histo-
nového oktameru (asi 1,65 otacky). Kazdy oktamer obsahuje dvé kopie kazdého z histontit H2A, H2B, H3 a H4. Nukleo-
zomova struktura umoznuje t€sné ulozeni DNA v jadfe. Zména této struktury muiZe vést ke zméné exprese prislusnych
gentl beze zmény genetického kédu (epigeneticky mechanizmus).
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Aminoterminalni konce vybihajici z nukleozomu nesou pozitivni elektricky naboj a obsahuji vétSinu
lyzinovych rezidui. Tyto nabité aminoterminalni konce predstavuji mista vétSiny posttranslacnich mo-
difikaci histont (tab. 3.1). Eukaryotické bunky obsahuji jest€ paty hlavni histon, internukleozomalni,
znacCeny H1. Je vysoce bazicky, bohaty na lyzin a jeho vazba k DNA je slab$i neZ u ostatnich histond.
H1 interaguje s DNA v oblasti mezi nukleozomy. Kromé téchto zakladnich typt histonl existuje jesté
mnoho specifickych variant histoni, ¢asto i specifickych pro jednotlivé biologické druhy, které se ¢asto
podileji na potencialni transkripcni aktivit€ ¢i inaktivité prislu§né genové oblasti.

modifikace uloha v transkripci modifikovana mista

acetylace aktivace H2A
H2B (K6, K7, K16, K17)
H3 (K9, K14, K18, K56)
H4 (K5, K8, K12, K16)

metylace aktivace H3 (K4, K36, K79)
represe H3 (K9, K27)

H4 (K20)
fosforylace aktivace H3 (S10)
ubiquitinace aktivace H2B (K123)

represe H2A (K119)
sumoylace represe H2A (K126)

H2B (K6, K7, K16, K17)
H4 (K5, K8, K12, K16)

Tab. 3.1 Hlavni typy kovalentnich modifikaci nukleozomalnich histonti. Modifikace nékdy d€lime na malé ipravy (acetylace,
fosforylace a metylace) a vétsi upravy dané adici peptidi (ubiquitinace a sumoylace). U kazdé tipravy mtzeme identifikovat
zménu funkce (aktivace transkripce ¢i umlCovani) a misto upravy - tedy typ histonu (H2A, H2B, H3 ¢i H4) a typ a potadi
aminokyseliny (poc€itaje od aminoterminalniho konce) v prislusném histonu (K znamena lyzin, S serin). Tento histonovy
kéd je univerzalni - plati prakticky u vSech eukaryotickych organizmii od kvasinek pfes rostliny aZ k savciim.

Aminokyselinova rezidua ve specifickych pozicich aminoterminalnich konct histonil se podrobuji fadé
posttransla¢nich modifikaci, jako jsou acetylace, metylace, fosforylace, ubiquitinace, sumoylace a ADP-
ribozylace. Modifikovatelné aminokyseliny se také nachazeji v globularnich doménach histont, jako je
napfiklad lyzin v pozici 79 v histonu H3. V priib&hu poslednich 20 let bylo prokazano, Ze vSechny tyto
chemické modifikace histonli zasadné ovlivnuji expresi pfisluSnych genovych oblasti. Z dosavadnich
studii na riznych modelovych organizmech (zejména kvasinkach, drozofile, arabidopsis a savcich)
také vyplyva existence univerzalniho histonového koédu (plati s ur€itymi vyjimkami): urcita chemicka
modifikace ur€ité aminokyseliny v ur¢itém histonu vede zakonité k transkripéni aktivaci resp. inaktivaci.
Tak napriklad acetylace lyzinu v pozici 8 histonu H4 vede u vSech eukaryot k (potencialni) aktivaci
genu, zatimco metylace lyzinu v pozici 9 histonu H3 vede vzdy k uml¢ovani genu. Pfehled chemickych
modifikaci histon a jejich biologickych efektl je uveden v obr. 3.8. Donory pfislusnych chemickych
skupin (napriklad metylu - S-adenozylmetionin, acetylu - acetylkoenzym A, fosfatu - adenozintri-
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fosfat, obr. 3.9) jsou vyuzivany specifickymi enzymy (histon metylazami, histon acetylazami, histon
fosforylazami atd.) k posttranslacnim upravam histoni. Je podstatné, Ze tyto reakce jsou reverzibilni,
tedy jiné specifické enzymy (histon demetylazy, histon deacetylazy, histon fosfatazy atd.) mohou -
podle fyziologickych ¢i environmentalnich zmén - ménit stavy genové exprese, a tim tak nastavovat
adapta¢ni mechanizmy bunky i individua.
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Obr. 3.8 Prehled hlavnich alternativnich chemickych modifikaci nukleozomalnich histonid (shora H3, H4, H2A a H2B.
Cisla ukazuji pozice modifikovanych aminokyselin od aminoterminalniho konce (N). Témito modifikacemi mohou obvykle
byt acetylace (a), metylace (m), fosforylace (p) ¢i ubiquitinace (Ub). Zkratky modifikovanych aminokyselin: R - arginin,
K - lyzin, S - serin.
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Obr. 3.9 Donory nejcastéjsich chemickych modifikaci nukleozomalnich histonti: (a) metylace - S-adenozylmetionin (SAM),
(b) acetylace - acetylkoenzym A, (c) fosforylace - adenozintrifosfat (ATP), (d) ubiquitinace - ubiquitin.

18



3.2.2 Acetylace histonii

Historicky nejdrive popsanou modifikaci histont byly jizZ v roce 1963 acetylace. Brzy poté bylo zjisté-
no, Ze acetylované histony (H3, H4, H2A i H2B) jsou asociovany vyhradné s transkripéné aktivnim
chromatinem. Acetylace histonil zplisobuje sniZeni pozitivniho naboje histonového aminoterminalniho
konce, coz ma za nasledek méné kondenzovanou chromatinovou strukturu a naopak zvySenou pfi-
stupnost transkripénich faktorti vii¢i DNA (obr. 3.10). V podstaté i mnoho transkrip¢nich aktivatort
ma histon acetyltransferazovou (HAT) aktivitu. Euchromatinové domény jsou tedy bohaté na histony
s acetylovanymi lyziny, zatimco umlcené heterochromatinové oblasti maji nizZ§i obsah acetylovanych
lyzint (obr. 3.11).
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Obr. 3.10 Cilem modifikace lyzinu je jeho e-aminoskupina, coz vede k neutralizaci pozitivniho naboje (podle Allise et al.,
2007). Prima reakce (acetylace) je katalyzovana histon acetyltransferazou, donorem acetylové skupiny je acetylkoenzym
A. Za zpétnou reakci odpovidaji histon deacetylazy (které 1ze chemicky blokovat napfiklad butyratem sodnym ¢i trichosta-
tinem). Acetylace vzdy vedou ke genové aktivaci. V jednom nukleozomu muze byt acetylovano az 26 lyzinovych rezidui
lokalizovanych v aminoterminalnich ramenech histonového oktameru - H4 (celkem Ctyfi acetylovatelné lyziny), H3 (také
Ctyfi), H2A (jeden) a H2B (Ctyfi).

Obr. 3.11 Acetylace lyzint na histonech H3 a H4 je nejcastéjsi modifikaci a ma vzdy aktivaéni charakter (v pripadé H3
jsou to lyziny v pozicich 9, 14, 18, 23, ¢i 56, u histonu H4 jde o lyziny 5, 8, 12 nebo 16). Tato mista jsou rozpoznavana
proteiny s bromodoménou (napfiklad Swi/Snf, Taf1/Bdf1 ¢i RSC4), které prislusny chromatin aktivuji.

Asi nejlépe prozkoumanymi regulacnimi proteiny s histon deacetylazovou aktivitou jsou SIR proteiny
(Silent Information Regulatory proteins) puvodné zji§téné u kvasinek. Jedna skupina téchto proteini
(SIR2) patfi do rodiny NAD-dependentnich histon deacetylaz (HD), vysoce konzervativnich umico-
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vacich proteinti od bakterii az ke ¢lovéku. Pomoci imunobarveni se znacenou protilatkou viic¢i acetylo-
vanym lyzintim histonu H4 1ze exprimentalné prokazat, Ze inaktivovany chromozom X v somatickych
bunkach samicek savci je vyrazné€ hypoacetylovany. I kdyZ chromozomy ve stadiu mitotické metafaze
maji potlacenou transkripci, silna acetylace euchromatinovych oblasti ziistava zachovana a predsta-
vuje tak jeden z mechanizmi uchovavani ¢i pfenosu epigenetické informace (obr. 3.12). V pribéhu
replikace DNA jsou do nukleozomu inkorporovany dalsi acetylované histony, rovnéZ posttranslacné
modifikované. U fady modelovych organizmi byly izolovany mutanty gentl histon acetylaz i histon
deacetylaz, pomoci kterych jsou studovany jejich vlivy na genovou expresi. Acetylaci histoni 1ze také
experimentalné manipulovat pomoci chemickych ¢inidel: trichostatin A ¢i butyrat sodny jsou znamymi
inhibitory enzymatické aktivity histon deacetyldz a navozuji tak hyperacetylovany stav chromatinu.

Obr. 3.12 Imunobarveni chromozom1 silenky (Silene latifolia; X znaci pohlavni chromozomy) znacenou protilatkou vici
acetylovanému lyzinu v pozici 8 histonu H4 ukazuje silny signal pobliZ konci chromozomu (euchromatin), coz dokazuje
i vysoka denzita genli v t€chto oblastech.

Neékteré typy histon acetyltransferaz (HAT) obsahuji evoluéné konzervativni motiv nazyvany bromodo-
ména. Tato bromodoména se pfednostné vaze na acetylované lyziny na aminoterminalnich vybézcich
histont. Z toho vyplyva, Ze funkci acetylace histoni je znacka na histonové molekule, ktera vede k vy-
volani a vazbé histon acetylazy obsahujici bromodoménu popfipadé i jinych koaktivatorli transkripce
chromatinu.

3.2.3 Metylace histonu

Prvni dikazy o metylaci histonu byly prezentovany také v 60. letech minulého stoleti. Histony jsou
metylovany predevsim v argininovych reziduich (aminoterminalni pozice 2, 17 a 26 histonu H3) a v ly-
zinech (pozice 4, 9, 27 a 79 histonu H3 a 20 histonu H4), viz obr. 3.13. Je obvyklé, Ze jak v pfipadé
argininu tak i lyzinu mizZe dochazet i k vice substitucim v daném misté (mono-, di- a tri-metylace).
Zatimco metylace argininu je obvykle spojena s aktivaci transkripce, metylace lyzinu miiZe byt kauzal-
nim faktorem aktivace (napfiklad v pozicich 4, 36 nebo 79 histonu H3), v jinych pfipadech pfi¢inou
transkripCni represe (napfiklad v pozicich 9 a 27 histonu H3). Metylace lyzinu v pozici 9 histonu H3 se
zda byt univerzalnim markerem umlcovani genll u vSech modelovych organizmi od kvasinek po savce.
Na tuto metylovou skupinu se pak vaze umlcovaci protein HP1 (Aeterochromatin protein 1), cozZ vede
k heterochromatinizaci dané oblasti chromozomu. Protein HP1 a fada podobnych heterochromati-
novych proteintll (jako tfeba supresor variegace u drozofily, Su(var)3-9) sdileji evoluéné konzervativni
doménu, ktera se nazyva chromodoména (chromatin organization modifier). Tyto proteiny jsou soucasti
represivnich proteinovych komplexi, které indukuji a udrzuji uml¢ovany epigeneticky stav.
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Obr. 3.13 Metylace histont patfi mezi nejcastéjsi modifikace histonil, obvykle na lyzinech histontit H3 a H4 (podle Allise
et al., 2007). Je zajimavé, Ze v nékterych pripadech vede metylace k aktivaci pfislusnych genti (napfiklad H3K4 a H3K36),
zatimco metylace v jinych pozicich vede k uml¢ovani (napriklad H3K27 ¢i H4K20). Ve vSech pfipadech se na metylované
lyziny vazou specifické proteiny (,readers“, napt. CRB2, HP1 ¢i PC), které ¢tou metylacni signal a vytvateji pfislusné
struktury chromatinu.

Metylace DNA a histonové modifikace jsou vzajemné zavislymi procesy, které se obvykle realizuji pres
interakce DNA metyltransferaz a histon metyltransferaz. Epigenetika, jak vime, pojednava o uml¢ovani
gend. Potencialni expresi genli miZzeme povazovat za zakladni (naivni) stav chromatinu. Epigenetické
mechanizmy jsou tedy stavy vedouci k umlCovani gent resp. k heterochromatinizaci. Z hlediska uml-
¢ovani gend jsou hlavnimi mechanizmy metylace cytozinovych rezidui v DNA a histonové modifikace,
zvlasté metylace lyzinu v histonu H3 v pozicich 9 a 27. Metylace DNA a modifikace histonu jsou
realizovany odliSnymi chemickymi reakcemi a vyzaduji odli§né enzymy, ale pfitom koordinovan¢ fidi
expresi genu i diferenciaci bunék. Je zfejmé, Ze metylace DNA a histoni se ovliviiuji v obou smérech:
metylace DNA je templatem pro urcité typy histonovych postreplikativnich modifikaci, zatimco me-
tylace histoni pomaha usmérnovat DNA-metylac¢ni spektra v genomu. Histonové a DNA metylace
se do znac¢né miry lisi ve stabilit€ chemické modifikace: metylace histonli maji vyrazné tranzientni
charakter (labilni transkrip¢ni represe), zatimco metylace DNA byvaji relativné€ velmi stabilni (obvykle
se méni aZ pii gametogenezi ¢i embryogenezi).

Variabilita a velké mnozstvi riiznych histonovych modifikaci vedou k zavéru, Ze kazdy histon ¢i dokonce
jejich aminokyselinova rezidua mohou byt cilem enzymatickych posttranslacnich modifikaci. Zjevné
to souvisi s faktem, Ze chromatin je fyziologickym templatem pro zakladni genetickou informaci (vSe,
co souvisi s DNA) a histonové modifikace fidi strukturu a funkci chromatinu. Rizné typy a kombinace
mistné-specifickych chemickych modifikaci histont pak vedou k odliSnym biologickym projevim. Na-
priklad kombinace acetylace lyzinu 8 histonu H4, acetylace lyzinu 14 histonu H3 a fosforylace serinu
10 histonu H3 jsou obvykle asociovany s aktivni transkripci. Naproti tomu trimetylace lyzinu v pozici
9 histonu H3 a ztrata acetylace lyzina v histonech H3 a H4 koreluji u vSech vysSich eukaryot s represi
transkripce. Nékteré modifikace histonll souviseji spiSe s bunéénym cyklem a predstavuji tak prvek
dynamiky chromatinu. Napfiklad diacetylace histonu H4 v pozicich lyzinG 5 a 12 je svazana s ukladanim
histonti do chromatinu v S-fazi bunééného cyklu, zatimco fosforylace histonu H2A (v pozici serin 1
a treonin 119) a H3 (v pozicich treonin 3 a serin 10 a 28) jsou markery kondenzovaného mitotického
chromatinu.
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3.2.4 Ubiquitinace a sumoylace histonu

Ubiquitinace a sumoylace histoni jsou dosti odliSnymi modifikacemi ve srovnani s acetylaci, metylaci
¢i fosforylaci, protoze jde o pomérné velké polypeptidy, které vazbou na histony podstatné zvétsi jejich
velikost. Ubiquitin a SUMO jsou ¢astecné identické v aminokyselinovych sekvencich a maji i podob-
nou trojrozmérnou strukturu. Ubiquitinace histonli mtiZe mit bud’ represivni nebo aktiva¢ni ucinek
v zavislosti na misté prisluSného aminokyselinového rezidua. Polyubiquitinace je jinak béZnou meta-
bolickou reakci, ktera obvykle vede k proteolyze. U histonti jde vyhradn€ o monoubiquitinaci - lyzinu
v pozici 119 histonu H2A nebo lyzinu v pozici 123 histonu H2B (obr. 3.14). V prvnim pripadé jde
o represivni u¢inek katalyzovany proteinem ze skupiny Polycomb, ve druhém pripad€ ma ubiquitinace
efekt aktivace transkripce vedouci k metylaci lyzinu v pozici 4 histonu H3. Specifické proteiny, které
by se vazaly na ubiquitin v histonech, nejsou dosud znamy. Ubiquitinace je jako kazda posttranslaéni
histonova modifikace reakci reverzibilni: deubiquitinace vede k udrzovani uml€ovani heterochromatinu.

Obr. 3.14 Ubiquitinace (Ub) se obvykle odehrava na histonech H2A a H2B. Tyto modifikace vedou k odliSnym dusledkiim:
ubiquitinace H2AK119 (lyzin 119) vede k transkrip¢ni aktivaci, zatimco ubiquitinace H2ZBK 123 (lyzin 123) ma za nasledek
represi genu.

SUMO (small ubiquitin-related modifier) jsou malé proteiny podobné ubiquitinu strukturou i mecha-
nizmem uchyceni na cilovych proteinech véetné histonl. Sumoylace je v metabolizmu bunky obec-
nym jevem, ktery ¢asto odpovida za zavedeni proteinli do specifickych bunéénych oblasti ¢i regulaci
transkripénich faktort, jako je napfiklad p53. Konjugace proteini SUMO (i ubiquitinu) k cilovému
proteinu se odehrava obdobnym zptisobem. SUMO je st€pen ve dvou konzervativnich glycinech a poté
je prichycen karboxyterminalnim koncem k lyzinu cilového proteinu. Sumoylace je konzervativni
od kvasinek az k savciim a jeji efekt je vyhradné represivni: brani v posttranslaénich modifikacich his-
tont, které by vedly k transkripéni aktivaci. Sumoylované histony pfimo blokuji rezidua lyzint, které
mohou byt alternativné acetylovany ¢i sumoylovany, nebo mohou vyvolavat aktivitu histon deacetylaz.

3.3 Proteiny skupin Polycomb a Trithorax
Proteiny skupiny Polycomb (PcG, Polycomb Group) jsou pomérné velkou skupinou obecnych transkrip-

¢nich represori nezbytnych pro vyvojové procesy u eukaryotickych organizmi. Nazyvaji se Polycomb
podle mutace genu, ktera zpusobuje ektopickou tvorbu kopulaénich prichytek na nohou u samecka
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drozofily. Jesté€ obecnéji jsou znamy jako represory, které vymezuji aktivitu homeotickych gena Zi-
vo&ichll podél anterio-posteriorni télni osy. Casto obsahuji motiv skladaného listu, ale spiSe jsou
charakterizovany podle funkce, nikoli podle struktury. PcG proteiny organizuji chromatin do konden-
zovaného stavu, geneticky umlc¢eného, po pomérné dlouhou dobu mnoha bunéénych déleni. Udrzuji
tedy reprimovany stav genil pii diferenciaci a nazyvaji se proto také pamétfovymi proteiny (ciromatin
cellular memory proteins; obr. 3.15). Udrzovani reprimovaného stavu PcG proteiny vyZaduje fadu
mechanistickych vlastnosti: (1) transkripce musi byt pevn¢ potlacena, (2) represe musi byt patficné
cilena pro jednotlivé tkanové typy bunék, (3) reprimované domény musi zahrnovat velké useky DNA
(desitky az stovky kilobazi), takze systém musi byt schopen svého §ifeni podél chromozom a (4) stav
represe musi byt dédi¢ny po mnoho bunéénych d€leni.

OFF

Obr. 3.15 Schéma funkce pamétovych proteinti Polycomb (PcG) a Trithorax (trxG). Tyto proteiny rozhoduji o mitotické
dédicnosti exprese jednotlivych genil. Transkrip¢ni aktivatory (TA) a transkripcni represory (TR) spoustéji (,,ON“) resp.
blokuji (,,OFF“) expresi gent. Tato informace je fixovana vazbou aktivac¢nich (Trithorax, leva draha) Ci represorovych
proteind (Polycomb, vpravo) v diferencujicich se bunécnych liniich (podle Allise et al., 2007).

PcG proteiny se dé€li na bazi svych fyzickych asociaci v rliznych multiproteinovych komplexech na-
zyvanych Polycomb represorové komplexy (PRCs, Polycomb repressor complexes) do dvou tfid. Ttida I
proteinil PcG tvori fadu komplext in vivo, které jsou spojeny s histon metyltransferdzou Enhancer of
Zeste, E(z). Tato skupina proteind byla nalezena ve vSech mnohobunécénych druzich a slouZi k regulaci
vyvojovych procest. Ttida II PcG proteinil se vyskytuje pouze u drozofily a obratlovctll. Tyto proteiny
vytvareji odliSny velky komplex, ktery se podili na tvorbé chromatinové struktury, ktera je odolna viici
genoveé expresi. Vyzkumy ukazuji, Ze hlavni funkci PcG tfidy I je udrZovani represivniho stavu, zatimco
primarni funkci tfidy II je pfimo inhibovat genovou expresi.

Komplexy PcG tridy I byly molekularné charakterizovany u drozofily a ¢lovéka: E(z) podjednotka

téchto komplexti metyluje histon H3 v pozici lyzinu 27 a tato modifikace se siln€ asociuje s useky
DNA zvanymi Polycomb response elements (PREs). Primarnim cilem pro metylaci u komplexi tfidy I
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je tedy lyzin 27 histonu H3, mize v§ak dochazet i k jinym modifikacim, jako napfiklad lyzinu v pozici
26 u internukleozomalniho histonu H1. Schopnost komplexi tfidy I metylovat lyzin 27 histonu H3
vede ke zvySeni afinity H3 ke chromodoméné Polycomb, coz mize byt podobné i pro jiné umlcovaci
systémy, jako je napfiklad vazba heterochromatinového proteinu 1 (HP1). HP1 je hlavnim uml¢ovacim
proteinem, ktery se svou chromodoménou vaze na metylovany lyzin 9 histonu H3. Vedle klicové ulohy
PcG proteini tfidy I ve vyvojové regulaci homeotickych genti u Zivo¢ichd mohou mit tyto proteiny
také jiné umlcovaci funkce, jako napfiklad pfi fizeni bunééné proliferace, uml¢ovani retroviri nebo
pfi inaktivaci chromozomu X. Davkova kompenzace u savcl je zprostfedkovana uml¢enim jednoho
chromozomu X u samicek pres netranslatovanou RNA genu Xisz. Tato inaktivace vyZaduje alespon
tranzientni asociaci komplexi PcG tfidy I a metylaci lyzinu v pozici 27 histonu H3 na inaktivnim
chromozomu X.

Komplexy PcG tridy II jsou soucasti proteinovych komplexi, které jsou pfimo odpovédné za vyvolavani
umlcovani genove exprese. Jsou strukturné i funkéné odlisné od komplexa tfidy 1. Jejich uloha ziejmé
spociva ve svazovani chromatinu do represivni konformace, ktera zabranuje genové expresi. Nejlépe
je tato skupina inhibi¢nich proteind charakterizovana u drozofily. Funguji antagonisticky s proteiny
skupiny Trithorax: mutace gentl Trithorax potlacuje fenotyp zptisobeny funkci PcG. Je také mozné,
ze PcG komplexy tridy II nepiisobi jen na strukturu chromatinu, ale Ze vyuZzivaji i kombinace jinych
mechanizmi, napfiklad mohou blokovat transkripéni masinérii.

Zatimco PcG proteiny jsou potiebné k udrZovani represivniho stavu, regulac¢ni proteiny skupiny Tri-
thorax (zrithorax group, trxG) jsou hlavnimi pamétovymi proteiny s aktivac¢ni funkci, zejména to plati
pro zajistovani kontinualni exprese homeotickych genti. Geny skupiny trithorax byly identifikovany
prostiednictvim studia mutaci, které napodobuji homeotické fenotypy nebo potlacuji fenotypy PcG
mutaci. Trithorax predstavuje fadu proteint, které hraji roli v aktivaci gent a nékteré i slouzi jako zesi-
lovace efektu pozi¢ni variegace (PEV). KliCovy gen #rx byl identifikovan jako mutace, kterd napodobuje
homeotickou mutaci ztraty funkce u drozofily. Proteiny trx jsou nezbytné od ¢asné embryogeneze
aZ po pozdni larvalni stadia a fidi spravnou ¢innost mnoha homeotickych genti. Velkou podobnost
s genem trx ma lidsky gen m// (mixed lineage leukemia) odpovédny za détskou leukémii. Studia uka-
zala, Ze trx a mml proteiny nejsou jen strukturné blizké, ale hraji také podobné role ve vyvoji. Mysi
s homozygotni mutaci ztraty funkce genu m// maji naruSenou expresi homeotickych genti, cozZ vede
k embryonalni letalit€.

3.4 Ulohy malych molekul RNA

Zatimco DNA byva charakterizovana jako zakladni (a skladovaci) genetickd informace, RNA - ktera
je jejim primarnim produktem - byva nazyvana pouze prenasSecem informace (z DNA do proteini).
Jeji struktura se kromé ribozy v nukleotidech (v DNA jsou deoxyribozy) 1isi jen pfitomnosti uracilu
(namisto tyminu v DNA). RNA vytvari sled komplementarnich nukleotidii s DNA a je tedy schopna
na principu parovani bazi vytvaret in vitro i in vivo hybridni molekuly. Experimentalné se této schop-
nosti vyuziva pri detekci mRNA na cytologickych ¢i histologickych preparatech (in situ hybridizace).
Jiz od 80. let minulého stoleti bylo zji§téno, Ze vnesena protismyslova vlakna RNA (antisense RNA,
vznikajici prepisem druhého, spravné necteného vlakna DNA) jsou v bunce schopna se na principu
parovani bazi vazat na homologni RNA a tuto degradovat. Tato technologie protismyslové RNA byla
§iroce vyuzivana v genovém inZenyrstvi mikroorganizmi, Zivoc¢icht i rostlin. Tato technologie se stala
i vyznamnou metodikou funkéni genetiky, tedy studium funkce genti na bazi jejich uml¢ovani na post-
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transkrip¢ni urovni. Tak tomu bylo az do 90. let, kdy byla objevena prekvapiva regulacni uloha mnoha
typd kratkych molekul RNA.

3.4.1 Historie objevu RNA interference

V laboratofi Kena Kemphuese na Cornellské univerzité v roce 1995 PhD studentka Sue Guo analy-
zovala funkci genu PAR-1 u Caenorhabditis elegans technikou protismyslové RNA. Tento gen koduje
serin-treonin kindzu a maternalné poskytovany protein PAR-1 je nezbytny pro zaloZeni ¢asné em-
bryonalni polarity. Sue Guo aplikovala in vitro pripravenou antisense RNA mikroinjekci do ¢asnych
embryi C. elegans a vskutku 52 % embryi uhynulo; fadna funkce genu PAR-/ je tedy k Zivotu hlistice
nezbytna. Kazdy experiment v§ak musi zahrnovat i negativni kontrolu: v tomto pfipad¢ to byla aplikace
sense RNA vlakna (tedy transkribovaného vlakna, mRNA) genu PAR-1, pfipravena ovSem i v tomto
pripadé enzymatickou reakci in vitro. V tomto pfipadé€ teoreticky nemé€lo dochazet k Zadnému efektu,
avSak prekvapivé 54 % embryi zahynulo. Smrt nebyla zptisobena fyzickym poranénim embryi, nebot
mikroinjikovany vzorek vody zahynuti Zzadného embrya nezpusobil. Tento experiment zistal néjakou
dobu nevysvétlen, az zahada zaujala Andyho Firea a Craiga Melloa v Carnegie institutu v Marylandu
v roce 1998. Studovali vlastnosti antisense i sense RNA na funkci genu UNC-22. Protein UNC-22 je
nezbytny ve svalech C. elegans k regulaci aktomyozinového kontrakéniho cyklu a pro udrzovani nor-
malni morfologie svaloviny. Porucha funkce tohoto genu vede k nekoordinovanému pohybu (Skubani).
Jejich experimenty ukazaly, Ze kazdy pripraveny preparat RNA - sense Ci antisense (tedy smyslové Ci
protismyslové viakno RNA) - byl dostatecny k navozeni mutantniho fenotypu. Tento jev nazvali RNA
interferenci. Interferencni efekty obvykle pretrvavaly do dalsi generace, i kdyZ vét§ina endogennich
RNA transkriptti byla rychle degradovana jiz v ¢asném embryu.

Andy Fire si uvédomil, ze molekuly RNA pouzivané k mikroinjekci se obvykle pfipravuji s pomoci
bakteriofagové RNA polymerazy. Tyto polymerazy, i kdyZ jsou vysoce specifické, tvofi nékteré nahod-
né Ci ektopické transkripty. Populace interferencénich RNA tedy mohou zahrnovat nékteré molekuly
s dvojvlaknovym charakterem. Nasledné experimenty probihaly az po dokonalé purifikaci RNA pro-
duktid. Aplikace Cisté sense, stejné jako Cisté antisense RNA nevedla k uml¢ovani projevu genu UNC-
-22, zatimco 100 % Cerva po mikroinjekci smési sense a antisense RNA se projevilo nekoordinovanym
pohybem. Smés ,sense plus antisense“ RNA molekul byla o dva fady ,interferenéné® ucinnéjsi nez
kterakoli ze samotnych jednovlaknovych molekul. Tak byla objevena regulacni uloha dvojvlaknovych
molekul RNA. TéhoZ roku Andy Fire také nalezl genialné jednoduchy zptsob aplikace RNA. Namisto
pracné mikroinjekce zavedl techniku ingesce, tedy pfimé a jednoduché aplikace RNA v potravé do tra-
viciho traktu hlistice. Vyuzil k tomu dvou zasadnich fakth: (1) hlistice se Zivi baktériemi Escherichia
coli, 1ze je kultivovat in vitro na Petriho miskach, (2) hlistice ma velmi nedokonalé traveni a pohlcené
molekuly RNA se mohou dostat do télnich prostor. Tyto vyhody sdileji i nékteré dalsi modely vyvojové
genetiky - napriklad plos§ténky a prvoci. Do E. coli se obvykle vnese rekombinantni plazmid, ktery nese
DNA sekvenci, kterou chceme v organizmu utlumit, se dvéma protilehlymi promotory, prepisujicimi
soucasné ob¢ vlakna DNA. Vznikaji tak obé - sense i antisense - vlakna RNA, ktera se mohou parovat
a jako potrava se dostavaji do bunék hlistice, kde interaguji s prisluSnou mRNA a vyvolavaji dédi¢né
posttranskripéni uml¢ovani genu.
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3.4.2 Mechanizmy RNAi

Umlcovani genu prostiednictvim RNA interference bylo od té doby pozorovano i u mnoha jinych orga-
nizm1, jako jsou rostliny, drozofila, plosténky, houby a obratlovci (ebr. 3.16).
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Obr. 3.16 Obecné schéma RNA interference. Dvouvlaknovd RNA vznika bud na bazi vnitini homologie molekul RNA
(miRNA), aberantni syntézou RNA, aplikaci exogenni RNA (siRNA) nebo aktivitou RNA-dependentni RNA polymerazy.
Takové dsRNA jsou Stépeny endoribonukleazou Dicer na kratké molekuly dsRNA. Tyto jsou upravovany komplexy RISC
v jednovlaknové RNA, které §t€pi homologni mRNA molekuly nebo inhibuji jejich translaci.

Mechanizmus uc¢inku nemusi byt vZdy posttranskripéni, znama je i indukce metylace DNA promotoru
a zmény chromatinové struktury. Hlavnimi biologickymi funkcemi RNAI je obranna reakce viici virim
a regulace genové exprese v pribéhu diferenciace. Ve vySeuvedenych prikladech §lo o experimentalni
zasah, tedy o zamérnou aplikaci - af uz mikroinjekci ¢i v potravé - dvouvlaknové (ds)RNA. V jinych
pripadech se ale tyto molekuly vytvareji v Zivych bunkach transkripci sekvenci DNA. Dvouvlaknové
RNA molekuly mohou vznikat zejména dvéma zptsoby. Prvnim je pfitomnost DNA sekvenci v obra-
ceném pofadi (napfiklad inverzni repetice): potom dojde transkripci ke vzniku obou vlaken komple-
mentarni RNA, ktera mohou na principu parovani bazi vytvaret dvojité retézce. Druhou alternativou,
vysoce pravdépodobnou pri nadmeérné ¢i aberantni expresi genu nebo v pripad€ virové RNA, je tvorba
dvouvlaknovych RNA molekul v cytoplazmé z jednovlaknovych molekul syntézou druhého vldkna
na zakladé jednovlaknového templatu: iloha bunéénych RNA dependentnich RNA polymeraz (RdRP),
popripadé virovych RNA polymeraz. Vysledkem jsou tedy dlouhé dvouvlaknové molekuly RNA, které
jsou v dalsim kroku St€peny RNA endonukleazou Dicer na dvouvlaknové RNA fragmenty o délce 21 az
22 nukleotidd. Proteiny Dicer jsou ATP-dependentni nukleazy obsahujici aminoterminalni helikazovou
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doménu, dvé domény s RNazovou III aktivitou v karboxyterminalni ¢asti a dSRNA-vazebné motivy.
Zahrnuji také znamou doménu PAZ, ktera se nachazi i v proteinech skupiny Argonaut. Malé RNA
molekuly navadéji proteinovy komplex Argonaut na sva cilova mista v homologni mRNA. Argonauty
jsou charakterizovany dvéma doménami - Piwi (ribonukleaza) a PAZ (ssRNA vazebny modul). Tato
interakce obvykle usti ve §tépeni homologni mRNA ¢i virové RNA nebo v inhibici translace, tedy
k umlcovani specifickych genil na posttranskripéni urovni. Argonaut je zifejmé slozkou velkého RINA-
indukovaného umlc¢ovaciho komplexu (RISC; RNA-induced silencing complex) zahrnujiciho jedno vlakno
malé RNA kompletujici se s mRNA a aktivujici RNazu. U rostlin byla zjiSt€na jest€ jedna vyznamna
uloha malych molekul RNA: jsou schopny vyvolavat metylaci DNA prislu§ného genu.

Existuje velka rozmanitost regulaci zalozenych na RNA-zprostredkovaném umlcovani - napriklad
mikroRNA (miRNA), malé interferujici RNA (siRNA) ¢i Piwi-interagujici RNA (piRNA), které se
vytvareji prostrednictvim odliSnych metabolickych drah a funguji se specidlnimi efektorovymi proteiny
z rodiny Argonaut a Piwi (tab. 3.2). Je také nékolik typt lokusi, které vytvafeji funkéni malé RNA.
Neékteré vytvareji primarni transkripty, které zaujimaji sekundarni struktury podle aktivity Diceru
a nevyzaduji RNA-dependentni RNA polymerazu (RdRP).

tfida genovy ptivod a zpasob tvorby funkce
mikroRNA (miRNA) uprava skladani miRNA posttranskripéni regulace
genovych transkriptd proteiny transkriptli mnoha geni
Dicer a RNazou III
malé interferencni RNA uprava dsRNA nebo sloZeni vazba na komplementarni ci-
(primarni siRNA) RNA proteiny skupiny Dicer  lovou RNA, iniciace na RARP
zavislé sekundarni syntéze
siRNA
malé interferen¢ni uprava dlouhé dsRNA vzniklé posttranskrip¢ni regulace
RNA (sekundarni siRNA) RdRP aktivitou transkriptli (heterochromatin)
trans-ptsobici siRNA miRNA-zavislé Stépeni a RARP posttranskripéni regulace
(tasiRNA) zavisla pfeména transkriptu transkriptl
genu TAS v dsRNA
pfirozené, z antisense uprava dsRNA vznikajici ze posttranskripéni regulace genti
transkriptu odvozené siRNA sense a antisense hrajicich roli v obrané rostlin
(natsiRNA) transkripénich part vuci patogeniim a stresu
Piwi-interagujici RNA (piRNA) biogeneze zavisi umlcovani transpozont
na proteinu Argonaut a retroelementl v zarode¢né

linii drozofily a savcl

Tab. 3.2 Hlavni tfidy malych RNA molekul u eukaryotickych organizmi (podle Chapmana a Carringtona, 2007).
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miRNA ptisobici jako posttranskripéni regulatory genové exprese jsou kdédovany genomem mnohobu-
néénych ZivocCichll a jednobunéénych fas. Vznikaji z primarnich transkriptd s vnitini komplementari-
tou, ktera se podrobuje procestim zrani za ucasti RNaz II véetné€ Diceru. Geny kodujici miRNA jsou
obvykle transkribovany RNA polymerazou II. Endogenni siRNA vznikaji z obracenych ¢i pfimych
opakovani DNA (repetici). Obracené repetice davaji vznik transkriptim s dokonalou komplementari-
tou, které jsou bézné v rostlinnych genomech a obvykle davaji vznik populacim heterogennich siRNA
molekul, které nevyZaduji RNA-dependentni RNA polymerazu (RdRP). Transkripce z protilehlych
promotord dava primo vznik dsSRNA. U rostlin pfirozeny antisense transkript siRNA (natsiRNA)
vznika z prekryvajicich se transkripti, které jsou indukovany abiotickym ¢i biotickym stresem. Stre-
sem indukovana transkripce vede ke tvorbé dsRNA, ze které vznikd specificka natsiRNA aktivitou
Dicerovych proteinti. tasiRNA vznikaji u rostlin ze specifickych lokusti 74S. Transkripty TAS vznikaji
prostfednictvim RNA polymerazy Il a funguji jako prekurzory pro tvorbu siRNA. Piwi-interagujici
RNA (piRNA) se nachazeji v zarode¢né linii drozofily a savct. Jsou kodovany transpozony a repeticemi,
pripadné shluky genti obsahujicich transpozony a retroelementy. Znamymi spousté¢i RNA umlcova-
ni jsou exogenni nukleotidové sekvence, jako jsou mikroinjikované dsRNA, transgeny a viry, dobfe
popsané u rostlin a C. elegans. Pfimo z téchto spoustécich molekul RNA vznikaji primarni siRNA.
Sekundarni siRNA vznikaji odliSné v zavislosti na RNA-dependentni RNA polymeraze. Tento systém
pak funguje v bunéénych i mimobunéénych urovnich a vede k Sifeni umlcovaciho signalu ve tkanich
organizmu.

3.5 Chromatin remodelujici proteiny

Pristup k zakladni genetické informaci ulozené v DNA spociva ve struktufe chromatinu. V burnice
existuje cela fada mechanizmd, které strukturu chromatinu upravuji, napriklad chemické modifikace
histonti, inkorporace histonovych variant, vazba nehistonovych proteint (jako je heterochromatinovy
protein HP1). K zajiS§téni vazby faktorti s DNA templatem jsou modulovany i interakce histonti a DNA
v nukleozomech. Chromatin-remodelujici enzymy jsou zavislé na adenozintrifosfatu (ATP) a méni
interakce histonti a DNA v chromatinu nezbytné k zajiSténi procesi, jako jsou transkripce, replikace ¢i
rekombinace. Chromatin-remodelujici faktory katalyzuji pohyb a presun nukleozomi, pfenos histono-
vého oktameru a umoznuji i pristup nukleaz k DNA. Chromatin-remodelujici komplexy jsou strukturné
i funkéné rozmanité, i kdyZ maji stejnou motorickou podjednotku - rodinu Snf2 faktora ATPaz. Asi
nejlépe prostudovanym komplexem je SWI/SNF, coz je velky remodulujici komplex konzervativni
od kvasinek az po ¢lovéka. Tyto komplexy se vazou k regula¢nim oblastem gentl prostfednictvim sek-
vencné specifickych DNA-vazebnych faktor a reguluji tak transkripéni aktivitu cestou remodelovani
chromatinu. Jinym znamym komplexem je rodina CHD1, ktera obsahuje chromodoménu a DNA-
vazebny motiv. Pfitomnost t€chto komplexii spolu s histon deacetylazami naznacuje, ze tyto faktory
mohou vyuzivat chromatin-remodelujici aktivity k deacetylaci nukleozomalnich histont.

3.6 Priony

Podle centralniho dogmatu molekularni biologie neni mozZné prenaset genetickou informaci mimo
nukleové kyseliny. Tomuto dogmatu odporuje tzv. prionova teorie. Nékteré proteiny v mozku savcl
jsou schopny zménit svou konformaci a tuto predavat podobnym bilkovinam v organizmu i jinym
hostiteldm. Obvykle maji za nasledek letalni neurodegenerativni onemocnéni, jako je zndma Creutz-
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feldt-Jakobova choroba. Jde tedy o autoreplikaci specifického konformacniho stavu. Prostfednictvim
potravy je tento vadny protein infekéné prenaSen dal: napfiklad ze skotu na ¢lov€ka. Jedna se tedy
o typ horizontalniho prenosu informace prostfednictvim a ve formé proteint. Priony (Prion proteins,
PrP) jsou vysoce rezistentni vii¢i nukleazam i UV-zareni, takze infekénim agens zjevné nejsou nukleové
kyseliny. Infekénost je naopak citliva viii inaktivaci proteinti, coZ vedlo k zavéru, Ze infek¢nim faktorem
je protein (protein-only hypothesis). Priony jsou v§ude exprimovany v normalni, a-Sroubovicové bunécné
formé, ktera se oznacuje PrP¢ jako membranové vazany glykoprotein s neznamou funkci. Chorobny
protein zfejmé primarné vznika velmi vzacnou mutaci v genu. Kdyz je bunka infikovana, prion zméni
svou formu na protedzové rezistentni formu B-skladaného listu, polymerni konformaci znamou jako
PrP5¢. PrP% se mnozi konverzi molekul PrP¢ na stav PrP5¢. V priibéhu této fetézové reakce dochazi
v centralnim nervovém systému jedince k degeneraci. Proteiny s funk¢ni charakteristikou prioni jsou
odpovédné i za nemendelistickou dédi¢nost nékterych znaki u kvasinky Saccharomyces cerevisiae.

3.7 Trojrozmérna struktura jadra

Prostorové usporadani chromatinu (3D-struktura) ¢i gend uvnitf bunééného jadra eukaryotické bunky
také podléha modifikacim, resp. predstavuje dynamicky proces. Studia eukaryotickych bunék provadé-
na pomoci konfokalni mikroskopie naznacuji, ze zde dochazi ke kompartmentalizaci jadra, zalozené
zejména na teritoriich chromozomi a oblastech interchromatinu, ktery zahrnuje enzymatické kom-
plexy vyzZadované pro replikaci DNA a chromatinu, transkripci genti, sestfih mRNA a reparace DNA.
Znaceni DNA v pribéhu replikace, imunobarveni s protilatkami vii¢i riizné modifikovanym histontim
¢i jinym proteinim nebo pouZziti fluorescenéné€ znacenych hybridizacnich DNA sond s naslednou
konfokalni analyzou umoznuje studovat topologii bunééného jadra. Dosavadni vysledky téchto studii
jsou rozporuplné. Zatimco u vétSiny rostlinnych modeli (jako je zejména Arabidopsis thaliana) nebyly
zjiStény zadné zakonitosti ¢i pravidelnosti ohledné usporadani chromatinu ¢i lokace exprimovanych
resp. umléenych gend, savéi bunky jsou ziejmé€ poné€kud odlisSné. Mensi chromozomy jsou obecné
orientovany vice ke stfedu jadra, zatimco vE€tSi chromozomy se nachazeji na periferii jddra. Podobné
plati, Ze chromozomy s vysokym genovym obsahem (a tedy i s potencialné vyssi genovou aktivitou)
se nachazeji spiSe uvnitf jadra, zatimco chromozomy s nizkym obsahem gent jsou na periferii jadra.
Podobné bylo zjis§téno, Ze napriklad nadorové bunky maji jiné prostorové usporadani chromozomu
a genl nezZ standardni buniky a podobn¢ Ize charakterizovat i jednotlivé tkanové typy. Jako extrémni
pripad lze oznacit Barrovo télisko, inaktivni pohlavni chromozom X v somatickych bunkach sav¢ich
samic. Tento fakultativni heterochromatin se zasadn€ nachdazi na periferii jadra. Podobné je tomu
u Y-télisek v somatickych bunkach samcéich rostlin §toviku (Rumex acetosa): tato téliska predstavuji
dva Y chromozomy, které maji vysoky obsah konstitutivniho heterochromatinu (repetitivnich sekvenci
DNA). Lze shrnout, Ze dosavadni vyzkumy sice obvykle prokazuji urCité pravidelnosti v usporadani
bunééného jadra, ale kauzalnost faktorti genové exprese ¢i umlcovani versus topologicka pozice gentl
uvnitf jadra nebyla dosud prokazana.

3.8 Divergence epigenetickych mechanizmu
Jesté pred deseti Ci dvaceti lety se védci domnivali, Ze za vSechny epigenetické jevy je zodpovédna me-

tylace DNA. Neplati to zjevné pro nizsi eukaryota, jako jsou kvasinky ¢i bezobratli Zivo¢ichové, ktefi
5-metylcytozin nemaji. Pozd€jsi studia ukazala, Ze kauzalnim (primarnim) faktorem epigenetickych
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zmén by mohly byt modifikace nukleozomalnich histonii. Nékteré z nich, jako napriklad acetylace
lyzinu vedouci k aktivnimu chromatinu, se navic vyskytuji u vSech studovanych eukaryotickych or-
ganizmu (tab. 3.3). Je pravdépodobné, Ze modifikace histond a DNA obvykle vytvareji urcity signal
¢i zapis o aktivit€ chromatinu (,writers“) a vazebné proteiny, jako jsou napriklad HP1, Polycomb,
SIR ¢i vazebné proteiny k metylcytozinu, potom tento signal ¢tou (,,readers”) a realizuji v prislusnou
strukturu chromatinu. V kazdém pfipad¢€ jsou epigenetické informace mnohonasobné - jde o stovky
potencialné metylovanych cytozint v kazdém genu a jeSté vyssi pocet posttranslacné modifikovanych
histont v prislusnych nukleozomech. Epigenetickou informaci musime také oznacit za jev kvantita-
tivni - rozsah CasteCnych metylaci je velky, na rozdil od sekvence nukleotidli v genetické informaci,
ktery je diskrétni. Posledni desetileti ukazalo vyznamnou ulohu malych regula¢nich molekul RNA.
Kromé Saccharomyces cerevisiae byly dosud prokazany u vSech eukaryotickych modeld. Jejich uloha
probiha jak na posttranskrip¢ni tak i na transkripéni urovni regulace genové exprese. Snad nejvetsi
zahadou epigenetiky je otazka, kde se bere specificka informace o uml¢ovani genti, neboli jak ma
bunécny aparat poznat, ktery gen ma byt umlcen a ktery aktivovan. Na tuto otazku mohou nejlépe
odpovédeét prave RNA molekuly a to na bazi jejich shodnych ¢i podobnych sekvenci nukleotidd, jako
se nachazeji v DNA (genech).

epigeneticky Saccharomyces Neurospora Caenorhabditis  Drosophila savci  rostliny
mechanizmus cerevisiae crassa elegans melanogaster

umlcéovani + + + + + +
transpozonu

genomovy - - - (+) + +
imprinting

RNA - + + + + +
interference

acetylace histont + + + + + +
(aktivace)

represivni metyla- - + + + n +
ce histonu H3

metylace DNA

CpG - + - - +
CpNpG/CpNpN - + - - -

protein HP1 - + + n +
(heterochromatin)

Polycomb - - + + + +
protein

Tab. 3.3 Prehled epigenetickych mechanizmi u rtiznych eukaryotickych modelt
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4 METODY STUDIA EPIGENETIKY

Epigenetika je vé€dou o regulaci funkce genti, metodami jejiho vyzkumu budou tedy pfedevsim techniky,
které sleduji funkci gent. VéEtSina téchto metodik jsou standardnimi technikami molekularni biologie
(napfiklad northernova hybridizace ¢i RT-PCR), jiné maji specifitu ve hledani mechanizmt umico-
vani genll (genomové sekvenovani k mapovani 5-metylcytozinu ¢i chromatinova imunoprecipitace
umoznujici sledovat stav modifikaci histoni v jednotlivych genech). Tato kapitola uvadi jen struc¢ny
prehled nejpouzivanégjSich metod.

4.1 Analyza genové exprese

Klasickou metodou analyzy genové exprese je detekce specifickych molekul mRNA metodou nor-
thernovy hybridizace se znacenou sondou. Obvykle se k separaci molekul RNA pouZiva agar6zové
elektroforézy, avSak pro studium napfiklad kratkych RNA hrajicich roli v procesech RNAi se pouziva
polyakrylamidova elektroforéza. Velikostné€ separované molekuly RNA jsou pak prenaSeny na nenabi-
tou membranu (pfi neutralnim pH). Prenos se provadi klasickym kapilarnim postupem, jako v pripadé
prenosu DNA (Southernova hybridizace). Molekuly RNA jsou pak fixovany na membranu, tato je
promyta roztokem branicim nespecifické absorpci sondy a poté hybridizovana se znacenou sondou
na imobilizovanou RNA (obr. 4.1). Znacka (obvykle radioaktivni) je detekovana na rentgenovém fil-
mu nebo snimaci Phospholmager. Alternativni metodou analyzy RNA je test ochrany pied u¢inkem
RNazy (RNase protection assay). 1zolovana RNA je smichana s protismyslovou RNA ¢i DNA, takze
komplementarni vlakna mohou hybridizovat za tvorby dSRNA ¢i DNA-RNA hybridu. Poté je vzorek
vystaven ucinku ribonukleazy, ktera vyhradné S$té€pi pouze jednovlaknovou RNA. Prezivajici RNA
vytvareji komplexy s dodanou protismyslovou sekvenci a jsou tedy dikazem pfitomnosti pfislusné

mRNA ve vzorku.
; elektroforeticka separace pfenos RNA na membranu
RNA - -
molekuly - o
- |
-
- .
expozice signalu hybridizace se sondou L
fo]

=]

Obr. 4.1 Detekce specifickych molekul RNA metodou northernovy hybridizace. Molekuly RNA izolované z biologického
materialu jsou separovany agarozovou (nebo polyakrylamidovou) elektroforézou (vlevo nahofe), poté jsou preneseny
na nylonovou membranu a hybridizovany se znacenou (obvykle radioaktivné¢) DNA sondou. Po expozici na rentgenovém
filmu vidime signal v oblastech, kde se sonda navazala na homologni molekuly RNA (vlevo dole).
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V soucasné dobé¢ je metoda northernovy hybridizace vytlaCovana metodou zvanou real-time RT-PCR.
Tento postup vychazi z izolované RNA, ktera je reverzni transkripci pfepisovana na cDNA, ktera je
specifickou polymerazovou fetézovou reakci kvantifikovana. RT-PCR (reverse transcription-polymerase
chain reaction) je zjevn€ nejcitlivéjsi dostupnou technikou umoznujici kvantifikaci mRNA na bazi
fluorescen¢niho signalu ve velmi malych vzorcich az do urovné jediné bunky. V souc¢asné dobé exis-
tuji Ctyri odli§né strategie, jak generovat a mérit fluorescencéni signal: tyto strategie jsou prezentovany
chemickymi spolecnostmi TagMan®, Molecular Beacons, Scorpions® a SYBR® Green. Real-time
PCR vyzaduje specialni pfistrojové vybaveni, které zahrnuje termalni cyklér, pocitac¢ s pfisluSnym
softwarem a optiku pro excitaci fluorescence a detekci emitovaného zareni.

Metodou, ktera umoziuje zjiStovat pritomnost specifickych mRNA v jednotlivych tkanich a bunkach
je in situ hybridizace provadéna obvykle na tenkych fezech. V pfipad€ menSich objektd, jako je napfi-
klad vajicko €i larva drozofily je mozné fixovat i cely objekt najednou a provadét hybridizaci na fezech
(whole-mount approach). Metoda spociva v Setrné€ pripraveném preparatu, ktery je hybridizovan s pfi-
slu§nou sondou, obvykle znacenou cDNA, ktera miiZze vytvaret duplexy s mRNA. Znaceni DNA sond
se obvykle provadi pomoci radioaktivné i neradioaktivn€ znacenych deoxyribonukleotid-trifosfatt,
které jsou do sondy vélenovany metodou posunu DNazového nasté€peni a uCinkem DNA polymerazy
I (nick translation) nebo vazbou ndhodnych primer( na denaturovany templat a dosyntetizovanim
druhého vlakna DNA Klenowovym fragmentem DNA polymerazy (multiprime labeling). Dnes jsou
k dispozici pro velkoobjemovou analyzu genové exprese i Cipové technologie, které vyuzivaji markerti
pro vSechny vyznamné geny: takové syntetické oligonukleotidy jsou fixovany na sklo jako mikrotecky.
Analyzovany vzorek biologického materialu se purifikuje k izolaci polyadenylované mRNA, ktera se
reverzni transkripci pfevede na cDNA, fluorescenéné naznaci a hybridizuje na sklo s markerovymi
oligonukleotidy. Po mikroskopickém sejmuti signal a pocCitacové analyze obrazu lze ziskat obraz
o celkové expresi vysokého poctu gena (transkriptom).

Genovou expresi je mozné samoziejmeé studovat i na urovni finalnich genovych produkti, tedy proteint.
Proteiny mohou byt napfiklad separovany polyakrylamidovou elektroforézou, preneseny na membranu
a inkubovany se znacenou specifickou protilatkou, postup znamy jako western blotting. Podobné je
mozné detekovat specifické proteiny na tkanovych fezech pomoci znacenych protilatek. Ke sledovani
genové exprese byvaji ¢asto vyuzZivané reportérové geny, bud endogenniho ptivodu (pfirozen€ se vy-
skytujici geny) nebo ektopické transgeny. Endogenni reportérové geny se obvykle projevuji vyraznym
fenotypem, jako je napriklad tvorba pigmentu. Mezi nejzndméjsi takové systémy patii gen Agouti
(kédujici Zlutou barvu mysi srsti), gen chalkon syntdza (fidici tvorbu ¢erveného pigmentu v kvétech
rostlin) ¢i gen Ade (odpovédny za syntézu adeninu u kvasinek, jeho umlceni se projevi akumulaci ¢er-
veného pigmentu). Ektopické transgeny jsou ¢asto vyuzivany ke studiu uml¢ovani cizorodych sekvenci
DNA. Patri sem napfiklad zelen€ fluoreskujici protein vyklonovany z meduzy (pouZzivany u celé rady
biologickych modelil) nebo bakterialni p-glukuronidaza (¢asto pouzivana u rostlin, snadno biochemic-
ky detekovatelna). Pti studiu regulace funkce transgend je vSak tfeba brat v uvahu, Ze jde o cizorodé
sekvence, které mohou byt cilené¢ umlc¢ovany (patfi sem napriklad jevy potlacovani genové exprese
u Neurospora crassa ¢i kosuprese u rostlin, ¢asto vazané na metylace DNA nebo RNAi).
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4.2 Analyza metylace DNA

Metylace cytozinu byla prvné identifikovana v 60. letech minulého stoleti predev§im technikou vy-
sokotlaké kapalinové chromatografie. Po objevu restrik¢nich endonukleaz bylo zji§téno, Ze nékteré
Z nich jsou citlivé na pritomnost 5-metylcytozinu v cilové sekvenci: metylace ¢asto vede k tomu, Ze
restrik¢éni misto neni rozpoznano a DNA se neStépi (tab. 4.1). Existuji i restriktazy, které maji stejné
cilové misto - izoschizomery - a pritom jsou rizné citlivé na pritomnost 5-metylcytozinu. Tak napriklad
cilova sekvence C"CGG je §tépena enzymem Mspl, ale neni §té€pena enzymem Hpall. Pti nalezeni
sekvence nukleotidd CCGG v oblasti citlivé na metylaci (promotorové oblasti genl1) je mozné tedy
vyuzit izoschizomeru k detekci 5-metylcytozinu. Prislusné restrikéni fragmenty jsou poté analyzovany
technikou Southernovy hybridizace nebo PCR (polymerase chain reaction). Strategie vyuziti izoschizome-
rd s nasledujici PCR je schematicky zobrazena na obr. 4.2. Studovana sekvence zahrnuje cilové misto
CCGG: jako kontrolni sekvence k ovéreni Stipani i amplifikace DNA je oblast klonovana do plazmi-
dového vektoru, odkud je bodovou mutaci nebo deleci cilové misto CCGG odstranéno. Analyzovana
sekvence DNA (pfimo izolovana ze zkoumaného vzorku) je smichana s klonovanou DNA, §tépena
restriktazou citlivou na 5-metylcytozin a vzorek je s pomoci pfipravenych primerd amplifikovan Taq
polymerazou. Na agarozovém gelu musi byt vzdy pfitomna klonovana sekvence a dle metylace even-
tueln€ i neSté€pena (metylovana) sekvence genomové DNA.

restrikéni enzym cilova sekvence metylované sekvence metylované sekvence
Stépené nestépené

Mspl C/CGG C*"CGG "CCGG, "C"CGG

Hpall n"CCGQG, C"CGGaG, "C"CGG

Mbol |GATC GAT"C

Sau3Al GAT™C

Xmal C/CCGGG CcCC"CGGG "CCCGGG

Smal C*"CCGGG CC"CGGQG, "CCCGGG

Myal CC/WGG "CCWGG, C"CWGG nCrCWGG

EcoRII "CCWGG C"CWGG, "C"CWGG

Tab. 4.1 Prehled nékterych dvojic izoschizomeri restrik¢énich endonukleaz odlisné citlivych viic¢i pfitomnosti 5-metyl-
cytozinu (™C) v cilové sekvenci. Analyzou restrikCnich fragmentd po jejich separaci na agarozovém gelu a Southernové
hybridizaci 1ze identifikovat metylaci jednotlivych rezidui cytozinu v definovanych usecich DNA (genech). Napfiklad
srovnanim hybridiza¢nich spekter po Stipani Mspl a Hpall 1ze detekovat metylaci vnitiniho cytozinu v sekvenci CCGG.
W znaci adenin nebo tymin.
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Obr. 4.2 Detekce specifické metylace DNA v genomu pomoci techniky polymerazové fetézové reakce (PCR) po Stépeni
DNA restrikéni endonukleazou citlivou vii¢i metylaci cytozinu v cilové sekvenci (podle Meyera et al., 1993). Pfredpokladem
pouziti této metody je znalost nukleotidovych sekvenci obklopujicich studované misto metylace (v tomto pripadé metylace
vnitiniho cytozinu v tetranukleotidu CCGG). Genomova DNA je §tipana restrikéni endonukleazou Hpall, ktera sekvenci
CCGG nerozstépi, pokud je kterykoli ze dvou cytozini metylovan (vlevo): takovy usek DNA je amplifikovan z primerd,
které jej obklopuji. Pokud vSak genomova DNA neni v pfislusném misté metylovana, dojde ke stépeni C/CGG a usek
se neamplifikuje technikou PCR (vpravo). Jako vnitini kontrola pro uplnost $tipani i reakci PCR je pfidana plazmidova
DNA, ktera obsahuje naklonovany usek genomové DNA, v n€émz vSak misto CCGG bylo odstranéno. Po separaci pro-
duktid PCR na agar6zovém gelu (zcela dole) musi byt vZdy pfitomen amplifikovany fragment plazmidu (svétly prouzek),
zatimco pritomnost/absence amplifikované genomové DNA (tmavy prouzek) je dikazem metylované/nemetylované cilové
sekvence CCGG.

Zasadni zlom v metodice sledovani a mapovani 5-metylcytozinu v genomovych vzorcich mél objev
Marianne Frommerové ze Sydney v roce 1992. Metoda spociva v odliSné citlivosti cytozinu a 5-metyl-

vvvvv

na uracil-sulfonat, ktery se v alkalickém prostfedi desulfunuje na uracil (obr. 4.3). Vysledkem této
modifikace je konverze cytozinu na uracil, coZ po nasledné PCR vede k tranzici C—T. 5-metylcytozin
je diky 5-metylové skupiné na pyrimidinu vii¢i hydrogensifi¢itanu rezistentni (obr. 4.4), je po PCR
a sekvenovani vZdy ¢ten jako cytozin (techniky sekvenovani neumoznuji rozliSeni cytozinu od 5-metyl-
cytozinu). Hlavni vyhodou hydrogensifi¢itanového genomového sekvenovani je informace o rozmisténi
5-metylcytozinu v celé sledované sekvenci (a nikoli jen v jediném restrikénim misté) a vysoka citlivost
reakce, ktera diky finalnimu kroku PCR amplifikace umozZnuje studovat i velmi malé vzorky. Izolovana
vysokomolekularni genomova DNA se $tépi na mensSi fragmenty, ty se purifikuji, denaturuji v alkalic-
se pak provede alkalickym plsobenim. Nasleduje technika PCR s vhodnymi primery k amplifikaci
jednoho vlakna modifikované DNA. Produkty jsou klonovany do plazmidového vektoru, poté trans-
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formovany do Escherichia coli a nakonec sekvenovany. Nejvét§im uskalim metody je skuteCnost, Ze
tanové pisobeni je dosti u¢inné, potfebujeme plazmidovou DNA se studovanou sekvenci a se zndmou
pozici 5-metylcytozinu, kterou dosahneme po metylaci in vitro. Sekvenovani takového kontrolniho
vzorku pak odhali, zdali hydrogensifi¢itan vskutku selektivné konvertoval vS§echny cytoziny (a nikoli
5-metylcytoziny).

. SN HSO, . .
cytozin || I o |\'\ﬁ;| cytozin sulfonat
Ll 287 ONH Y0
0~ \\
H,0
0
0
. NH . r
uracil | -~ NH uracil sulfonat
NH o OH" Q.
025, NH S0
0O

Obr. 4.3 Princip specifické modifikace cytozinu pomoci aplikace hydrogensifi¢itanu sodného. Na 6. uhliku pyrimidinového
kruhu dochézi k sulfonaci, ktera vede k hydrolytické deaminaci na uhliku 4. Vysledkem je pfeména cytozinu v uracil, po apli-
kaci PCR pro ucely sekvenovani tedy dochazi ke konverzi cytozinu na tymin. Podstatné je, Ze 5-metylcytozin je diky metylaci
VUci této reakci rezistentni. Pokud zname zakladni sekvenci nukleotid v daném useku DNA, prefteme ve zméné cytozinu
na tymin cytozin nemetylovany, zatimco cytozin, ktery po aplikaci hydrogensifiCitanu zlistava cytozinem, je metylovany.

pavodni

genomova G T T G =C G C T C A C
sekvence

standardni G T T G C G C T C A C

sekvenovani

sifiéitanové ] - ;
sekvenoviani G T T G C G T I T A T

Obr. 4.4 Priklad sekvenovaného useku DNA po sifi¢itanovém ovlivnéni. Nahofe je plivodni sekvence nukleotidd z biolo-
gického vzorku, uprostfed je sled nukleotidii ziskany po standardnim sekvenovani, které neni schopno odliSit metylovany
a nemetylovany cytozin a dole je obraz ziskany po aplikaci hydrogensifiCitanu a sekvenovani: zde je 5-metylcytozin ¢ten
jako cytozin, zatimco cytozin jako tymin.

V poslednich letech byla na bazi hydrogensiri¢itanového efektu vypracovana metodika velkoplo§ného
genomového mapovani S5-metylcytozinu (MSO, methylation-specific oligonucleotide array). Vyuziva
také Cipové technologie: jsou pripraveny syntetické oligomery jako markery diilezitych gent a tyto
jsou kovalentné€ (jako mikrotecky) vazany na sklenénou desticku. Testovana genomova DNA je také

.....

zi cytozina v tyminy. Takto modifikované oligonukleotidy jsou na 3 "-konci znaceny fluorochromem
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a hybridizovany na Cipova skla (obr. 4.5). Intenzita hybridiza¢niho signalu samoziejmé souvisi s efek-
tivitou hybridizace: ta se s mirou C—T konverzi samoziejmé sniZuje. Fluorescencni signal je sniman
mikroskopickou technikou a softwarové kvantifikovan. Touto technikou byly béhem poslednich par let
objasnén metylom (stav metylace celého genomu v uréitém bunééném nebo tkanovém typu) napfiklad
u ¢lovéka nebo Arabidopsis.

mCG m"CG — —CG cG —
l hydrogensifi¢itan
— CG cG — — TG G —

l hybridizace na markerové
oligonukleotidy

CG /IA
GC &
|| |
CG A
GC CcG

Obr. 4.5 Metoda mikroCipt, kterd umoZnuje analyzu metylace DNA rozsahlych genovych sekvenci. Metoda MSO (methy-
lation-specific oligonucleotide microarray) vyuZziva techniky hydrogensiri¢itanové modifikace (konverze cytozinu na tymin)
studovanych usekti DNA. Tyto DNA jsou po vhodném zkraceni fluorescencné oznaceny na 3 "-konci a hybridizovany

mutaci, ktera ovlivni intenzitu hybridizace k markerovému oligonukleotidu.

4.3 Studium modifikaci histonu

Hlavnim nastrojem studia modifikovanych histont jsou protilatkové reakce. Pripravuji se jako polyklo-
nalni ¢i monoklonalni protilatky v savCich systémech a po patfi¢né purifikaci se aplikuji na studovany
chromatin. Zpocatku se protilatky, obvykle fluorescencné znacené, pouzivaly k imunobarveni jader
a chromozomu. Pomoci protilatek je mozno na 3-D struktufe jadra i linearni struktufe chromozomu
pozorovat oblasti, kde je vyraznéjsi podil ur¢itého modifikovaného histonu (obr. 4.6). Dnes jsou ko-
mercéné dostupné protilatky proti prakticky vSem specifickym modifikacim nukleozomalnich histond.
Lze provadét i imunobarveni tkanové, kdy se protilatka aplikuje obvykle na tenky fez na skle. Takto
Ize analyzovat nejen specifitu modifikaci histond, ale i metylace DNA ¢i jiné epigenetické procesy
(obr. 4.7).
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Obr. 4.6 Imunodetekce modifikovanych histonli na chromozomech rostliny Silene latifolia: znacena protilatka vii¢i modi-
fikovanému histonu CENP-A fosforylovanému v pozici serinu 7 jasné€ ukazuje, zZe k této modifikaci dochazi specificky jen
v centromerické (vysoce kondenzované) oblasti chromozomtl.

Obr. 4.7 Ukazka techniky imunobarveni: fez fixovanym embryem (semenem) rostliny Silene latifolia po barveni mysi

protilatkou vii¢i S-metylcytozinu a sekundarni anti-mysi protilatkou znacenou fluoresceinem. Nejsiln€jsi signal v oblasti
apikalniho meristému (SAM, shoot apical meristem) ukazuje, ze v této oblasti je nejvyssi stupen metylace DNA.

Purifikace protilatek vysoce specifickych k jednotlivym komponentam chromatinu umoznilo zavedeni
techniky chromatinové imunoprecipitace (ChIP. chromatin immunoprecipitation). Je to opét technolo-
gie Sirokospektralni, ktera umoznuje pfi aplikaci specifickych protilatek analyzovat nejen modifikace
histon1 a DNA v danych fragmentech DNA, ale i studium DNA- vazebnych proteini a proteinovych
komplexii. Metodika zacina Setrnou izolaci jader a jejich Setrnou fixaci formaldehydem, aby nedoslo
k uvolnéni nekovalentnich vazeb DNA a proteini. Chromatin se poté $t€pi na mensi ¢asti (fadové
nukleozomy) mikrokokalni nukleazou nebo ultrazvukem. Poté se aplikuje protilatka, ktera se vaze jen
na specifické chromatinové fragmenty. Vysrazené fragmenty chromatinu jsou pak oddéleny od frakce
chromatinu bez navazané protilatky (obr. 4.8). Poté jsou v obou frakcich oddéleny molekuly DNA
od proteind a identita jednotlivych DNA je odhalena technikou PCR. Dnes se také zavadi technologie
analyzy vysraZenych fragmentii chromatinu resp. usekti DNA hybridizaci DNA/DNA na Cipech.
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Obr. 4.8 Schéma imunoprecipitacni analyzy chromatinu, kterd umoznuje lokalizovat acetylované histony na specifickych
sekvencich DNA (chromatin immunoprecipitation, ChIP, podle Crane-Robinsonové a Wolffeho, 1998). Izolovany chromatin,
fragmentovany na nukleozomy mikrokokalni nukleazou, tvofi konjugaty s protilatkou vii¢i acetylovanému histonu a tyto
jsou imobilizovany na proteinu A agarozovych kuli¢ek. Takto mohou byt analyzovany oddélené frakce acetylovaného a ne-
acetylovaného chromatinu a nasledné Southernovou hybridizaci nebo PCR zjistovana acetylace jednotlivych fragmenti
DNA (genu).

Interakce DNA a proteint se studuji i s pomoci fady dalSich technik. Patfi k nim napfiklad gelova
zpomalovaci analyza (gel retardation assay), ktera pomaha urcit, zda je urcita sekvence DNA mistem
vazby jistého proteinu. Znacena sonda DNA se smisi se studovanym proteinem a provede se elektro-
foreticky test pohyblivosti: pokud se protein vaze na DNA, zptisobi sniZeni jeji pohyblivosti v gelu.
Ovéreni specifity interakce 1ze provést napriklad pridanim protilatky vici proteinu, coz dale snizuje
elektroforetickou mobilitu komplexu.
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5 JEDNODUCHE EUKARYOTICKE MODELY

5.1 Prvoci

Prvoci jsou jednobunéénymi eukaryotickymi organizmy. Celé t€lo véetné funkénich i strukturnich prvkl
je tvofeno jedinou bunkou, tyto funkce jsou zajiStovany miniaturnimi ustrojecky. Maji pravé bunécné
jadro s jadernou membranou, proto mohou byt vyuZzivany jako jednoduché eukaryotické modely. Né-
ktefi prvoci nemaji v cytoplazmeé jen jediné jadro, ale dvé nebo vice jader. Napfiklad bi¢ikovci Lamblia
maji trvale dv€ stejna jadra, jini bi¢ikovci (jako napfiklad Calonympha) maji i nékolik desitek jader.
Nejzajimavéjsi je situace u nalevnikd, kde dochazi k diferenciaci jader na velky vegetativni makronuk-
leus a maly generativni mikronukleus. U nékterych nalevnikid muiZe byt pocet makrojader i mikrojader
i vys$§i. U nejznaméjsiho modelového druhu trepky Paramecium aurelia jsou dvé mikrojadra a jedno

makrojadro, zatimco hrusticka Tetrahymena thermofilia ma jedno makrojadro i jedno mikrojadro.

5.1.1 Trepka, Paramecium tetraurelia

Trepka se stala modelem bunéc¢né biologie a genetiky ve 30. letech minulého stoleti diky T. M. Sonnen-
bornovi, ktery, mimo jiné, objevil i jeji pohlavni typy. Brzy se ukazalo, Ze ne v§echny dédi¢né znaky
prvokli mohou byt vysvétleny Mendelovymi zakony. Diploidni mikrojadra jsou transkripéné umlcena,
podrobuji se meioze davajici vznik gametickym jadriim, ktera pfedstavuji pristi pohlavni generaci. Vyso-
ce polyploidni (az 800#) makrojadra jsou v pribéhu vegetativniho Zivota trepky odpovédna za genovou
expresi a rozhoduji tak o fenotypu bunky. BEhem pohlavniho vyvoje vS§ak makrojadro zanika a je tak
povazovano za ekvivalentni vii¢i somatické linii Zivo¢ichii. Makrojadra a mikrojadra se déli odliSnymi
mechanizmy: mikrojadra se podrobuji standardni mitoze, makrojadra amitoticky bez kondenzace chro-
mozomu. Pokud se trepky nepodrobuji sexualni reprodukci, nybrzZ se mnozi jen vegetativnim Stépenim,
postupné starnou a umiraji. Zatimco rodi¢ovska mikrojadra davaji vznik mikrojadriim a makrojadrim
dalsi generace, parentalni jadro se u prvoki riznymi mechanizmy ztraci. U trepky je fragmentovano
asi na 30 casti, které sice zastavi replikaci DNA, ale jsou transkripéné aktivni i v pribéhu diferenciace
novych makrojader.

Trepka je diploidni prvok o velikosti 120 az 180 um, ktery se podrobuje pohlavnimu rozmnoZovani
typu konjugace (obr. 5.1a). Na poc¢atku ma kazda bunka dvé mikrojadra, ktera hraji roli v konjuga¢nim
procesu. Kdyz se dvé bunky dostanou do kontaktu, ob¢€ jadra se podrobi meioze, coZ ma za nasledek
pritomnost osmi mikrojader v kazdé bunce. Sedm z t€chto mikrojader plus makrojadro se rozpadaji,
takZe v kazdé bunce zlstava jen jediné mikrojadro, které se podrobi jednomu mitotickému déleni. Poté
se buné¢na membrana mezi bunkami ¢aste¢n€ rozvolni a bunky si vzajemné vyméni jedno mikrojadro.
Ptvodem odlisna mikrojadra pak fiizuji a vytvareji diploidni jadro. Po této vyméné jader jsou obé bunky
genotypove identické a obvykle nedochazi ke smichani cytoplazmy. Pak nasleduji dvé mitoticka déleni
kazdého jadra a nakonec dv€ z mikrojader spolu fuzuji za vzniku makrojadra. Proces konjugace je
ukoncéen za vzniku dvou diploidnich exkonjuganti. Pfi konjugaci tedy poCet bunék zistava, ale genotyp
vyslednych bunék je v podstaté hybridem genomu ptivodnich bunék. Mikrojadra ziistavaji diploidni,
zatimco makrojadro se podrobuje vysoké polyploidizaci a genomové restrukturalizaci. Zakladni nepo-
hlavni mnoZeni trepek nastava ve vegetativnim stadiu rdstu pficnym Stépenim.
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Obr. 5.1 Pohlavni Zivotni cyklus trepky: konjugace a autogamie. Pfi konjugaci (a) dochazi mezi dvéma bunkami odliSnych
pohlavnich typd ke vzajemné vyméné mikrojader, piivodni makrojadra zanikaji. Vznikaji shodné heterozygotni hybridy
(diploidni exkonjuganty), kde produkty flize mikrojader davaji i vznik novym makrojadrtim. Pfi autogamii (b) se mikrojadro
podrobi meioze, sedm produktii zanika a zbyvajici jadro se jednou rozdéli a dvé vznikajici mikrojadra spolu fuzuji za vzni-
ku diploidniho jadra. Pfi meioze tedy dochazi ke ztraté poloviny genetické vybavy, z ptiivodniho heterozygota (vzniklého
konjugaci) se po autogamii stdvd homozygot.

Jedina bunka trepky se mize prilezZitostné podrobit i autogamii (obr. 5.1b). Dochazi pfi ni k meioze
a opét sedm mikrojader zanika. PreZivajici mikrojadro se mitoticky rozdé€li a produkty spolu fuzuji
za vzniku diploidniho jadra. Pokud je ptivodni jadro heterozygotni, stava se nyni homozygotnim,
protoze je odvozeno z jediného meiotického produktu. Piezivajici mikrojadro se vybira nahodné:
polovina bunék v populaci tedy obsahuje jednu alelu a polovina druhou. Toto diploidni homozygotni
jadro se podrobi dvéma mitotickym délenim za vzniku ¢ty jader. Dvé jadra se stanou makrojadry, dvé
zistavaji mikrojadry. Poslednim krokem je mitoza mikrojader a rozd€leni bunky: vysledkem jsou dvé
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bunky, kazda se dvéma diploidnimi mikrojadry a jednim makrojadrem. Ob¢ tyto buiikky maji shodny
genotyp. Z genetického hlediska je to tedy proces obraceny vii¢i konjugaci: ptivodni heterozygot se
v pribéhu autogamie pfi meioze ndhodné ,zbavi“ jedné ¢asti svého hybridniho genomu. Z hlediska
celé populace ale Zadny genom nemizi, nybrZ heterozygoty segreguji na homozygoty.

5.1.2 Cytoplazmaticka dédi¢nost

Trepky jsou klasickym modelem cytoplazmatické dédi¢nosti. Znamy je jejich ,,zabijecsky“ ucinek (killer
effect). Zabije¢ské kmeny trepky uvolnuji do prostiedi latky, které maji letalni efekt k mnoha jinym
kmentim. Zabije¢ské kmeny maji ve své cytoplazmé baktérie zvané kappa ¢astice - bunky Caedobacter
taeniospiralis - které jedovaté latky vytvareji. UdrZovani bakterii v trepce je podminéno jednim domi-
nantnim jadernym genem K, ktery ma ziejmé i (spolu)odpovédnost za imunitu kmene vici toxinim
(obr. 5.2). Pokud pfi konjugaci mezi zabije¢skym kmenem KK a senzitivnim kmenem kk nedochazi
k vyméné cytoplazmy, vznikaji exkonjuganty se stejnym heterozygotnim genotypem Kk, ale odliSnym
fenotypem: jeden zabije¢sky (obsahujici toxické bakterie) a jeden senzitivni (bez bakterii). Nasledné
se ob€ bunky mohou podrobit autogamii, pfi které z heterozygotti vznikaji homozygoty. Ze zabijec-
skych bunék Kk se stanou zabije¢i KK a senzitivni bunky kk. Ze senzitivnich bun¢k Kk se autogamii
stanou senzitivni KK a senzitivni kk. Pokud pfi konjugaci mezi zabije¢skym jedincem KK a senzitivnim
jedincem kk dojde k ¢astecné vyméné cytoplazmy, senzitivni jedinec je infikovan bakterii. Oba exkon-
juganty tak maji shodny hybridni genotyp Kk a obsahuji bakterie, jsou tedy zabijeci. Shodn¢ oba tito
heterozygotni zabijeci davaji vznik dvéma typim homozygotl: zabijeCim KK a sezitivnim jedinclim kk
(tyto bunky vzhledem k nepritomnosti dominantni alely K si nemohou udrzet v cytoplazmé bakterie).

(a) (b)

% ‘rk?) - ﬁ(l\‘ % G—kl % ’(;‘:I

Obr. 5.2 Dédi¢nost zabije¢ského fenoménu pfi konjugaci trepky. KfiZeni mezi infekénimi (KK) a senzitivnimi jedinci (kk)
bez predavani cytoplazmy (a), resp. s vymeénou ¢asti cytoplazmy (b); je vyznaceno vzdy jen jedno mikrojadro. Svétlé tecky
v cytoplazmé predstavuji parazitické bakterie (Castice kappa). Gen K zodpovida za schopnost trepky udrzovat ve své bunce
bakterie, kdeZto recesivni alela k tuto schopnost nema (tyto trepky jsou naopak k zabijecim senzitivni). Pokud pfi konjugaci
nedojde k vyméné cytoplazmy, bakterialni infekce se neprenasi. Zasadné se tedy zabijeCsky fenomén predava maternalneg.

Jinym pfikladem cytoplazmatické dédi¢nosti jsou pohlavni typy. U trepky jsou dva pohlavni typy O a E,
které se dédi cytoplazmaticky: jsou diferencovanymi fenotypy somatického makrojadra. Po konjugaci,
pri které nedochazi k michani cytoplazmy, si jednotlivé exkonjuganty zachovavaji svlij pohlavni typ:
vegetativni klon pochazejici z rodi¢e O zistava O, zatimco jedinec vznikajici z rodic¢e E zistava E. To
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je zjevné v rozporu s genetickou konstituci obou exkonjugantii, nebot tyto maji identické zygotické
genomy (obr. 5.3). Pohlavnost je uréovana fyzicky pfitomnymi cytoplazmatickymi faktory: pokud pfi
konjugaci dojde k rozsahlejsi vyméné cytoplazmy, oba jedinci obvykle vykazuji pohlavni typ E.

(a) (b)
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Obr. 5.3 Mendelisticka (a) a maternalni (b) dédi¢nost u trepky. Pokud je znak fizen jadernym genem dochazi pfi konjugaci
(horni fadek) ke vzniku shodnych heterozygotti v generaci F1 (prostfedni fadek). V dalsi generaci dochazi diky autogamii
k segregaci genomu za vzniku ptivodnich typt (dolni fadek). Geneticka informace se tedy predava pres mikrojadro. Pokud je
znak fizen maternalné (b), napiiklad pohlavni typ trepky - O resp. E, dochazi sice pfi konjugaci k vyméné mikrojader (a tim
i genetické informace o pohlavnim typu), avSak ptivodni pohlavni typ zdstava (dédi se tedy cytoplazmaticky, maternalné).

5.1.3 Strukturni dédicnost

Trepka je i pfikladem tzv. strukturni dédi¢nosti, tedy dédi¢nosti na zakladé€ fyzického prenosu struktur
tvaru téla. T¢€lo trepky je pokryto asi dvéma tisici fasinkami o délce asi 10um, které jsou jejim pohybo-
vym ustrojem. Rasinky jsou v téle zakotveny bazalnimi télisky (kinetozomy). Pfi riistu trepky se napied
vzdy rozd€li bazalni téliska, teprve pak z nich vznikaji nové fasinky. Bazalni téliska s fasinkami jsou
uréitym zptisobem usporadana: v uréitém sklonu a v podélnych fadach. Pri déleni bunky je duplikace
bazalnich télisek ur¢ovana strukturou rasinek, takze nova bazalni téliska ztistavaji ve stejné orientaci.
Experimentalni pfenos malé oblasti bazalniho téliska do obracené orientace (anterio-posteriorni in-
verze) vSak vede po duplikaci bazalnich télisek ke tvorbé€ celé obracené rady rasinek. Pfi vegetativnim
déleni je tato anterio-posteriorni inverze predavana po mnoho generaci a pfi konjugaci se prenasi
maternalné€. Tento experiment je nazornou ukazkou, zZe za takovou strukturni variabilitu je rozho-
dujici uloha preexistujicich struktur. Podobnymi priklady mohou byt autoreplikujici se priony nebo
centromery eukaryotickych chromozomii. Lze téZ pfipomenout, Ze podstatné ¢asti bunék (napriklad
mitochondrie, plastidy ¢i ribozomy) respektive i bunky celé, se dédi preformované a jinak vznikat ani
nemohou (Virchowova bunécna teorie).
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5.1.4 Chromatin makrojadra a mikrojadra

Makronukleus a mikronukleus jsou modelovymi systémy pro odliSné struktury chromatinu fungujici v je-
diné bunce resp. cytoplazmé. Modelem se stalo srovnavaci biochemické a imunocytochemické studium
makrojadra a mikrojadra u hrusticky, Tetrahymena thermophila. Jiz bylo zminéno, Ze makronukleus je
transkripéné€ aktivni a vysoce polyploidni, zatimco mikronukleus je uml¢eny, kondenzovany a diploidni
(tab. 5.1). Biochemické analyzy také prokazaly, Ze v makrojadfe se vyskytuji specifické varianty histonu
H2A.Z, H3.3 a macH], které se v mikrojadfe nevyskytuji. Typickou modifikaci pro aktivni makrojadro
je acetylace vSech typt nukleozomalnich histond. Metylace histont (H3 v pozicich lyzinu 4, 9 a 27)
je také vyhradnim znakem makrojadra a vyvijejiciho se makrojadra. V makrojadrech hrusticky byly
také poprvé izolovany enzymy histon acetyltransferaza (HAT) a metyltransferaza (HKMT). Nékteré
specifické fosforylace se vyskytuji naopak jen v mikrojadre (zejména fosforylace serinu v pozici 10
histonu H3), coz zjevné souvisi s kondenzaci chromozomu pfi mitotickém dé€leni.

zakladni rysy sloZeni histoni modifikace histoni
umlceny chromatin, H2A, H2B, H3, H4, fosforylace serinu H3
mikrojadro diploidni stav specificka varianta H1

kondenzace chromozomu

transkripéné aktivni H2A, H2B, H3, H4, metylace lyzinu H3,
makrojadro polyploidni stav specifické varianty acetylace lyzinu v histonech
restrukturalizace genomu H1, H2 a H3 H2A, H2B, H3 a H4

Tab. 5.1 Charakteristické rysy jader prvoka

5.1.5 Restrukturalizace genomu makrojadra

V priibéhu vyvoje makronukleu dochazi u prvoki k rozsahlé restrukturalizaci genomu, zatimco genom
mikrojadra (ekvivalent zarodeéné drahy) zlistava stabilni. Dvéma zakladnimi typy restrukturalizaci
jsou u prvoki vnitini delece DNA a fragmentace chromozomii. Analyzy ukazuji, Ze v pribéhu vyvoje
makrojadra je eliminovano 10 az 95 % pivodniho genomu. Jde predevsim o repetitivni sekvence DNA
vCetné transpozoni. PoCty genomovych restrukturalizaci mohou dosahovat azZ nékolika desitek tisic.
Tyto rozsahlé procesy umoznuji studium epigenetickych mechanizmi, které takové sekvence DNA
vyhledavaji.

Vnitini delece DNA zahrnuji presné intragenové a nepresné intergenové repetitivni sekvence. Pfesné
delece jsou ty, které se odehravaji ve stejnych nukleotidovych pozicich ve v§ech kopiich chromozomu
makrojadra a obvykle predstavuji kratké unikatni useky DNA odstranované z kédujicich sekvenci.
Presné intragenové useky jsou ohraniCeny kratkymi pfimymi repeticemi, které jsou druhové specifické.
U trepky a jinych prvoki byla zjiSténa takova konzervativni sekvence obsahujici dinukleotid 5 "-TA-3".
Delecni hranice pro nepresné intergenové delece v polyploidnim makrojadre se riizni. Tato heterogeni-
ta ma rozsah od desitek pard bazi u hrusticky az po nékolik kilobazi u trepky. Tyto delece se obvykle
vyskytuji mezi kratkymi repetitivnimi sekvencemi.
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Fragmentace chromozom nastava pfi vyvoji makrojadra a vede ke §tépeni na krat$i molekuly DNA,
které jsou koncove obalovany adici telomerickych repetitivnich sekvenci de novo. Vysledné chromozomy
postradaji centromery a jejich distribuce v pribéhu amitotickych déleni polyploidniho makrojadra je
jen priblizna. Proces fragmentace je u vétSiny prvokl nepfesny, takZe je i nepfesna pozice dosynteti-
zovanych telomerickych repetici. Snad jedinou vyjimkou je konzervativni 15-part bazi dlouha sekven-
ce u 1. thermophila (CBS; chromosome breakage sequence), ktera je charakteristicka pro n¢€kolik set
deletovanych lokusd.

5.1.6 Umlcovani genui cestou RNAi

U trepky a jinych prvoki bylo prokazano umlcovani genu zprostiedkované RNA. Transformace makroja-
dra trepky injekci velkého poc¢tu molekul transgenu s homologii vii€i endogennimu genu ma za nasledek
jeho posttranskripéni umlceni. Toto umlceni korelovalo s akumulaci kratkych, priblizné 23-nukleotido-
vych RNA (siRNA; short interfering RNA). Primarnim spoustéCem tohoto uml¢ovani je dvojvlaknova
RNA. Bylo to prokazano i technikou podavani obouvlaknového genového produktu prostfednictvim
Escherichia coli v potravé. K uml€ovani dochazelo jiz po 24 hodinach v pribéhu tfi vegetativnich déleni.
Byla tu opét prokazana akumulace malych 23-bazovych molekul RNA, coz dokazuje stejnou RNAi
umlcujici strategii, jako byla pozorovana v pripadé mikroinjekce transgenu. Umlcovani indukované
dsRNA podavané v potravé E. coli je reverzibilni. Pokud se ve stravé poda jina standardni bakterie,
potlacovany gen se opét aktivuje. Jde tedy pouze o tranzientni uml¢ovani homolognich gent, nebot
dsRNA se v pribéhu vegetativniho vyvoje rychle vyfedi. Znamena to, Ze dsSRNA molekuly se v cyto-
plazmé nemohou samy amplifikovat. RNA interference tedy na rozdil od hlistice C. elegans u prvokl
nevede ke stabilnimu dédi¢nému umlcovani genli v makrojadfe. Ziejmé to souvisi s absenci metylace
histonu H3 v lyzinové pozici 9 makrojadra hrusticky Tetrahymena thermophila.

5.1.7 Dédi¢nost restrukturalizaci genomu

Restrukturalizace genomu makrojadra a jeji dédicnost jsou predevsim epigenetickymi procesy. Pfi
standardni autogamii jsou gen Ci jeho okoli v makrojadre vZdy stejnym zplisobem upravovany a jejich
konce jsou chranény de novo telomerickymi sekvencemi (obr. 5.4a). Prislu§né sekvence DNA v mi-
krojadre se samoziejmé Zadnym zménam nepodrobuji. Restrukturalizaci je mozné dédi¢né experi-
mentalné zménit injekci velkého poctu klonovanych sekvenci DNA do makrojadra s homologii vici
endogennimu genu. Mikrojadro by nemélo byt dotéeno a makrojadro nepfechazi do dalsi generace
a zanika. V makrojadre dalSi generace po autogamii dochazi k neuvéritelnému epigenetickému efektu:
transgen injikovany do makrojadra v predchozi generaci indukuje restriktivni typ delece homologni
sekvence véetné€ tvorby telomerickych repetici (obr. 5.4b). Fenotypové se to miiZe projevit uml¢ovanim
prislusného genu (telomerovy pozi¢ni efekt). Tento restrukturaliza¢ni jev nemuZe byt vysvétlen zakony
genetiky: jak u standardni autogamie tak i v pfipad€ indukované zmény totiz DNA mikrojadra nenese
informaci pro dele¢ni program. Presny molekularni mechanizmus jest€ nebyl objasnén. Je zfejmé, Ze
sekvencéné-specificka informace se prenasi v pribéhu autogamie prostfednictvim cytoplazmy z trans-
formovaného maternalniho makrojadra do vyvijejiciho se zygotického makrojadra. Pravdépodobnym
prostfednikem jsou molekuly RNA, které jsou prenasSeny mezi jadry a predevsim poskytuji sekvenéni
informaci na principu parovani bazi. Recentni experimenty prokazaly, zZe specifické restrukturalizace
mohou byt vyvolany i potravou E. coli s expresi prislusné dsRNA.
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Obr. 5.4 Restrukturalizace genomu makrojadra trepky ma pfi autogamii presny dédi¢ny charakter (a). Injekce transgenu
klonovaného genu A do makrojadra trepky indukuje ektopickou deleci a telomericky pozi¢ni efekt (b). Transformace mak-
rojadra sekvenci genu A specificky restauruje funkci genu A ve vyvijejicim se makrojadre pohlavniho potomstva (paradigma
d48, c; podle Allise et al., 2007). Horni obdélnik je vzdy mikrojadro, dolni obdélnik makrojadro.

Experimentalné indukované restrukturalizace genomu mohou byt dédény do dalSich generaci vyvoje
makrojadra. NejznaméjSim pfikladem takové zmény je ,,zachrana“ genu 4 ve variantni linii d48 trepky
P, tetraurelia. Gen A koduje povrchovy antigen, ktery je d€édény cytoplazmaticky (maternalné¢). Ve stan-
dardnim makrojadie je gen A lokalizovan nékolik desitek kilobazi od telomery a neni tak v ramci
reprogramovani genomu eliminovan. V bunééné linii oznacované d48 vSak gen A neni exprimovan,
protoze je aberantné odsStépen a eliminovan, a to v kazd¢é pohlavni generaci. Linii d48 pfesto nemuze-
me nazyvat mutaci, protoze mikrojadro obsahuje standardni genom vcetné genu 4 (obr. 5.4c¢). Pfenos
standardni cytoplazmy ¢i mikroinjekce klonovaného genu 4 do vyvijejiciho se makrojadra linie d48
vSak vede k restauraci funkce genu A4 (tento neni jiZ vySt€povan z genomu), ktera je dédi¢na do pohlav-
niho potomstva. Zatimco tedy v pfedchozim odstavci byl popsan pripad transgenem indukovaného
umlcéeni endogenniho genu (analogie s kosupresi u rostlin), paradigma d48 znamena nemendelisticky
proces epigenetické informace o zméné strukturovani genomu makrojadra dédény z jedné generace
makrojadra do dalsi.
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5.2 Kvasinky

Kvasinky jsou heterogenni skupinou prevazné vieckovytrusnych hub. Jsou jednobunécéné, coz pred-
stavuje vyhodnou vlastnost eukaryotického modelu. MnoZi se vegetativné pucenim, ob¢as i pohlavné
tvorbou viecek.

5.2.1 Kvasinka pivni, Saccharomyces cerevisiae

Kvasinka S. cerevisiae (budding yeast) je mikroskopicky rozeznatelna svym charakteristickym mito-
tickym pucenim v haploidnim i diploidnim stavu. Kvasinka vytvafi dva pohlavni typy - a, o - které
jsou schopny spolu konjugovat. Tyto pohlavni typy sekretuji odlisné feromony, které atrahuji odliSny
pohlavni typ a vazou se k jejich povrchovym receptorim. Tyto interakce vedou k zastaveni buné¢ného
cyklu uprostied G, faze. Haploidni bunky odlisnych pohlavnich typt potom spolu fuzuji za vzniku a/a
diploida. Hladovéni vyvolava meiozu, ktera usti ve tvorbu viecka se Ctyfmi spérami, po dvou od kaz-
dého pohlavniho typu (obr. 5.5).

konjugace typu a a a vede ke tvorbé
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Obr. 5.5 Zivotni cyklus kvasinky Saccharomyces cerevisiae. Kvasinka ma v haploidnim stavu dva pohlavni typy, které se
mnozi pu¢enim a jsou schopny spolu konjugovat a vytvaret diploidni bunky a/a. Tyto buiiky se opét vegetativné mnozi
nebo se podrobuji meioze, pri které vznikaji Ctyfi haploidni vieckaté spory.

5.2.1.1 Genova konverze

V prirodnich podminkach kvasinka kazdou generaci méni svlij pohlavni typ (obr. 5.6a). Tato zména
je indukovana endonukleazovou aktivitou (HO), ktera vytvofi specificky dvouvlaknovy zlom v pohlav-
nim lokusu MAT. Vlastni pfeména spociva v mechanizmu genové konverze, ktera se odehrava pred
replikaci DNA. Jde o transpozici opa¢ného pohlavniho lokusu z konstitutivné umléeného donorové-
ho lokusu HMLa nebo HMRa do aktivniho lokusu MAT. Tyto uml¢ené lokusy HM jsou v podstaté
kopiemi aktivnich pohlavnich lokust MAT, nejsou nikdy samy exprimovany, ale slouzi jako zalohy
pro replikativni genovou konverzi. Jsou nyni klasickym modelem pro studium heterochromatinu (obr.
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5.6b). K pohlavni zméné€ dochazi vidy po bunééném déleni haploidni bunky v bunce dcefing, ktera
vznikla pucenim z matefské bunky. V prirodnich populacich vegetativné se mnozZicich kvasinek tak
dochazi k vytvareni pfiblizn€ stejnych poc¢ti jedinct obou pohlavnich typt, coz posléze umoziuje je-
jich konjugaci. V laboratofi v§ak byly mutagenezou genu kodujiciho endonukleazu HO zkonstruovany
kmeny, které se genové konverzi a tudiZ pohlavni zméné podrobovat nemohou a zistavaji tak trvale
typu a nebo o (heterotalické kmeny).
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Obr. 5.6 Prepinani pohlavnich typad S. cerevisiae po kazdém bunécném d€leni (a). Mechanizmem tohoto pfepinani je genova
konverze (b). Endonukleaza HO rozstépi funkéni lokus MAT (a nebo a) a do tohoto lokusu se vreplikuje sekvence zaloZni-
ho heterochromatického lokusu HMRa resp. HMLa. Locus RE znaci zesilova¢ rekombinace (enhancer of recombination).

5.2.1.2 Charakteristika heterochromatinu

Vsechny tfi pohlavni lokusy HMLa, HMRa a MATa/a jsou pritomny na chromozomu III S. cerevisiae.
Oba heterochromatické lokusy HMLa a HMRa jsou obklopeny kratkymi umlCovacimi useky DNA
zvanymi E a 1. Pouze transpozice téchto genti do lokusu MAT vede k jejich transkrip¢ni aktivité. Pfenos
HMLa nastavuje pohlavni orientaci MATa a HMRa prepina na MATa. Znamena to, Ze tyto nahradni
pohlavni lokusy jsou potencialné zcela funk¢ni, pouze jsou epigeneticky umléeny. Je to zarukou,
aby v jedné bunce nedochazelo k expresi obou transkriptli o i a soucasn€, coz by vedlo ke sterilit¢.
Pii analyze heterochromatickych gentt HMLa a HMRa byly identifikovany minimalné Ctyfi proteiny,
které za tento stav odpovidaji: Sirl, Sir2, Sir3 a Sird (silent information regulatory proteins). Mutace
prislusnych genli obvykle vedou ke ztrat€ umlc¢ovani heterochromatickych genti. Proteiny Sir nemaji
vetsi vzajemnou homologii a s vyjimkou Sir2 se nachazeji jen u S. cerevisiae. Protein Sir2 ma histon
deacetylazovou aktivitu (specificky odstranuje acetylovou skupinu z lyzinu v pozici 16 histonu H4)
a byl zjistén u vSech zkoumanych eukaryotickych druht.

5.2.1.3 Reportérové geny

Ke sledovani stavu a funkce chromatinu se pouZivaji i reportérové geny, jejichz aktivita je snadno
sledovatelna. Heterochromatin se také nachazi bezprostiedné u telomerickych repetici DNA. Pokud

47



je reportérovy gen premistén do subtelomerického heterochromatinu, miize dochazet k jeho umico-
vani. Tento jev se nazyva telomerovym pozi¢nim efektem (TPE; telomere position effect). Telomericky
heterochromatin v podstaté vyzaduje stejné umlcovaci proteiny jako HM lokusy (napriklad Sir2, Sir3
a Sir4). Jelikoz projev telomerového efektu neni jednoznaény - v riiznych bunéénych liniich kolonii
je umlc¢ovani rizné, byva srovnavan s efektem pozi¢ni variegace u drozofily (modelové studovano po-
moci exprese genu whifte ve slozeném oku). Ke studiu telomerového efektu se vyuZziva zejména dvou
znamych reportérovych systémi - Ura3 a Ade2. Pokud je do média pro kvasinky pridana kyselina
5-fluoroorotova (5-FOA) je enzymem Ura3 pfeménéna na 5-fluorouracil (5-FU), ktery inhibuje syn-
tézu DNA a zptlisobuje smrt buniky. Pokud je vSak gen Ura3 vloZen do heterochromatinu a umicen,
burnika preziva (obr. 5.7a). Telomerovy efekt ovSem neni absolutni, takze se umlC¢ovani projevuje jen
v né€kterych bunikach a tim ovlivauje i velikost kvasinkovych kolonii. Pomoci sériového fedéni apliko-
vanych bunék na agarové médium s 5-FOA je tedy mozné kvantitativné méfit ucinnost telomerového
umlcovani. Sledovanim senzitivity k potencialnimu toxinu Ize také studovat kauzalni vliv jednotlivych
chromatinovych mutanta.

(a)
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<4— s —
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> s~ +— O
URA3 »
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< D o
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z #
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Obr. 5.7 Reportérové geny kvasinek slouzici ke studiu umlCovani: (a) URA3 a (b) ADE?2. Tyto alely jsou ve standardni
kvasince exprimovany, coZ vede ke smrti pfi rastu v selektivnim médiu (URA3) resp. ke vzniku bilych kolonii (ADE?2).
Mutantni formy té€chto gent (ura3-, ade2-) vedou k pieZiti kvasinek resp. ke tvorbé ¢ervenych kolonii. Pokud jsou geny
URA?3 ¢i ADE? translokovany do telomerického heterochromatinu (znacen §pickou), mtize dochazet k jejich (CasteCnému)
umlcovani, coZ se projevi sniZenym poctem Kkolonii rostoucich na selektivnim médiu resp. tvorbou bilo-Cervenych sektorti
v koloniich (vpravo).

Druhym experimentalnim reportérovym systémem S. cerevisiae je Ade2, ktery odpovida za syntézu
adeninu. Pokud je gen mutovan nebo umlcéen, v bunkach se hromadi prekurzor biosyntézy adeninu,
coz zpusobuje nacervenalou barvu kolonii (standardni kolonie jsou bilé). Pokud je gen Ade?2 lokalizo-
van subtelomericky mtiZze dochazet k jeho nepravidelnému uml€ovani prostfednictvim telomerického
heterochromatinu (obr. 5.7b). Fenotypové se tento metastabilni epigeneticky stav projevuje v riizné
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barevnych radialnich sektorech kolonii, které predstavuji jednotlivé bunécné linie v pribéhu rtstu ko-
lonie. Svou podstatou i fenotypovym vyjadienim tento systém siln€ pfipomina efekt pozi¢ni variegace
u drozofily.

5.2.2 Kvasinka, Schizosaccharomyces pombe

Kvasinka S. pombe (fission yeast) je v mnoha smérech odliSna od S. cerevisiae. Cytologicky je také dobfe
odliSitelna diky tvorb€ pricnych prehradek namisto puceni pfi mitotickém dé€leni. Diky mozZnosti rts-
tové regulace bunééného cyklu se stala modelem pro objev kliCovych regulatorti a mechanizmi bunéc-
ného cyklu (Leland H. Hartwell, Tim Hunt a Paul M. Nurse - Nobelova cena za fyziologii a 1ékafstvi
v roce 2001). Z epigenetického hlediska je také vyrazné odliSna od S. cerevisiae. S. pombe totiz k uml-
¢ovani gent vyuziva RNA interference, metylaci lyzinu v pozici 9 histonu H3 a heterochromatinovych
proteind typu HP1. Je to v podstaté haploidni organizmus, ktery se kazdé dv€ hodiny mitoticky déli.
Stejné jako S. cerevisiae tyto haploidni bunky maji pohlavni charakteristiku (+/-) a tuto jsou schopny
po mitotickém déleni ménit s pomoci dvou epigeneticky uml¢enych kazet. KdyZz odstranime z kulti-
vacniho média zdroj dusiku, bunky se zastavi v G, fazi a je indukovana pohlavni ¢ast zivotniho cyklu
prostfednictvim konjugace + a — bunék za vzniku diploidni zygoty. Tato diploidni bunka se podrobi
meiotickému d€leni za vzniku viecka se ¢tyfmi haploidnimi sporami: dvéma typu + a dvéma —. Po vykli¢eni
se déli mitoticky (obvykle s pfepinanim pohlavnich typli) a mohou opét konjugovat.

5.2.2.1 Centromericky pozicni efekt

Rozsahlé heterochromatinizaci se u S. pombe podrobuji nahradni pohlavni lokusy (umlcené kazety),
telomery a centromery. Zatimco S. cerevisiae k umlCovani pouziva Sir proteiny, u S. pombe jsou to
predevsim histonové modifikace a RNAi. Heterochromatinizace centromer je nezbytna k zajiStovani
segregace chromozomu pfi déleni jader. Pfenos genu do této oblasti muze vést k jeho umlceni -
centromericky pozi¢ni efekt (CPE; centromere position effect). Centromerické oblasti jsou u S. pombe
sloZzeny z vnéjSich repetitivnich sekvenci, které priléhaji k centralni doméné zahrnujici vnitini repetice
a centralni jadro. Cela centromera ma velikost n¢kolik desitek kilobazi. K monitorovani cetromerické-
ho pozi¢niho efektu se pouziva reportérovych genti podobnych jako u S. cerevisiae - ura* (v pfipadé
umlCeného genu se neprojevi letalita viici kyselin€ 5-fluoroorotové) a ade®* (jehoz umlceni se projevi
akumulaci Cerveného pigmentu po blokadé€ syntézy adeninu). Umlceni reportérového genu do vnéjsSich
repetici centromery je siln€jsi, zatimco lokalizace genu v centralni doméné€ je nestabilni a projevuje se
tvorbou sektorové variegovanych kolonii.

5.2.2.2 Charakteristika centromerického heterochromatinu

Za heterochromatinizaci jsou zifejmé odpovédné dva typy chromatinovych struktur - heterochromatin
zahrnujici vnéjsi repetice a chromatin oznac¢ovany CENP-A, ktery se vaze k centralni domén¢, kde
je tvofen kinetochor. Centromericky heterochromatin pii vnéjSich repeticich je asociovan s dimetylaci
a trimetylaci lyzinu 9 histonu H3. Jesté predtim vyZaduje aktivitu histon deacetylaz k deacetylaci his-
tonu H3. Metylace lyzinu 9 histonu H3 histon metyltransferazami vytvafi specifické vazebné misto pro
chromodoménovy motiv proteini Swi6, Chp2 (homolog heterochromatinového proteinu HP1) a Chpl.

Centralni chromatinova doména centromery ma vyrazné odliSné sloZeni chromatinu. U v§ech zkouma-
nych eukaryot bylo zjiS§téno, Ze k aktivnim centromeram se vaze protein typu histonu H3 znamy jako
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CENP-A, ktery je vyznamny pro specifikaci mista uspofadani kinetochoru. UmlCovani pfipadnych
genl v centralni ¢asti centromery je nutnosti k zachovani funkce kinetochoru, zahrnuje nékolik desitek
proteind, které brani transkripci resp. pfistupu enzymu RNA polymerazy II.

Bylo prokazano, Ze také u S. pombe funguje mechanizmus RNA interference. Mutace genti kodujicich
proteiny Argonaut, Dicer nebo RNA-dependentni RNA polymerazu vede k fenotypovym disledktim

jako u swi6 mutanti: redukce dimetylovaného lyzinu 9 histonu H3 a ztrata umlcovani genii v oblastech
vnéjsich repetici centromer.

5.3 Plisen chlebova, Neurospora crassa

Plisenn N. crassa je klasickym modelem genetiky eukaryot, protoze haploidni faze Zivota ji umoznuje
odhalovat recesivni mutace. Patfi mezi vlaknité vieckovytrusné houby. Usporadani spor v askosporach
navic umoznuje pfesnou analyzu genetické rekombinace. V padesatych letech minulého stoleti vypra-
covali Edward Tatum a George Wells Beadle na tomto modelu svou teorii ,jeden gen - jeden enzym®,
za kterou v roce 1958 ziskali Nobelovu cenu za fyziologii a 1ékafrstvi.

5.3.1 Zivotni cyklus

vegetativni (vlaknité) stadium Zivota

meidza

/

&

\ A a_= spojeni haploidnich jader

kmeni Aa a
vznik
heterokaryonu - @
2N o -

8O,

Obr. 5.8 Zivotni cyklus plisné Neurospora crassa. Vegetativni faze Zivotniho cyklu pocina z askospory a piedstavuje ji mno-
hobunécné vlaknité stadium (podhoubi). V tomto stadiu mize dochazet k umlcovani genli po experimentalnim vneseni
DNA (quelling). V pohlavni fazi vyvoje vznika heterokaryon, kdy nastava vyhledavani a likvidace duplikovanych useki
DNA (RIP, repeat-induced point mutation). Po vzniku synkaryonu dochazi k meioze, kdy nastava meiotické umlCovani
neparované DNA (MSUD, meiotic silencing of unpaired DNA).
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Vegetativni faze rastového cyklu zacind délenim pohlavni spéry (askospory) nebo nepohlavni spory
(konidie). Dé€leni usti ve vlaknité rozvétvené mnohobunééné (i mnohojaderné) struktury - mycelia.
Prehradky mezi jednotlivymi bunkami mycelia jsou jen ¢aste¢né, proto dochazi ke vzajemnému ovliv-
novani bunék. Mycélia jsou v zavislosti na askospofe dvojiho pohlavniho typu - 4 nebo a. Rozrostla
vlakna plisné vytvareji nékolikajaderné barevné konidie, kterymi se N. crassa nepohlavné mnozi. Ko-
nidie maji samoziejmé pohlavni typ (4 nebo a) podle mycélia, ze kterého pochazeji. Kdyz nastava
nedostatek potravy, dochazi k indukci pohlavniho rozmnozovani. Vytvareji se plodnice (protoperité-
cia): jeji specializované vlakno (zvané trichogyn) kontaktuje tkan opacného pohlavniho typu, odebere
jeji bunécéné jadro a prenese jej zpét do protoperitécia. Mezi fertilizaci a splynutim jader je pomérné
dlouh¢ obdobi, tzv. heterokaryoticka faze vyvoje. Heterokaryotické bunky se dé€li a obsahuji vidy dvé
jadra odliSného pohlavniho typu. Tyto bunky vytvareji zvlastni struktury podobné hac¢ku a posledni
mitdza vede ke tvorbé Ctyf jader a prislusSnych bunéénych prehradek. Tato bunka vede ke vzniku viecka.
Z jediného maternalniho a jediného paternalniho jadra vznika alespon sto viecek. Po splynuti jader
(karyogamie) se diploidni zygota ihned podrobi meioze. Produkty meidzy se mitoticky d€li a vytvareji
viecka s askosporami (obr. 5.8).

5.3.2 Epigenetické procesy u V. crassa

N. crassa je unikatnim eukaryotem, ktery v genomu obvykle nema témé&f zadné repetitivni sekvence
DNA ¢i aktivni transpozony. Je to zptisobeno kontrolnim obrannym epigenetickym mechanizmem,
ktery je zaloZen na srovnavani homologii genomu (RIP). Kromé& RIP ma N. crassa jesté dalsi dva epi-
genetické supresivni mechanizmy - quelling a MSUD.

5.3.2.1 Repeticemi indukované bodové mutace, RIP

N. crassa je prvnim niZ§im eukaryotickym modelem, ktery ma vyvinut mechanizmus metylace cytozinu.
DNA metyltransferazy tu maji vyraznou homologii s jinymi eukaryotickymi modely, které maji systém
metylace cytozinu - s rostlinami a savci. Zatimco u rostlin a savci ma demetylace letalni dasledky, u V.
crassa je slucitelna se Zivotem, coZ umoznuje genetickou analyzu mutaci. Analyza vnesenych transgenti
ukazala, zZe k metylacim dochazi de novo jak v symetrickych sekvencich CpG, tak i trinukleotidech
CpNpG. Studiem prirozenych ¢i vnesenych duplikaci DNA bylo zjiSténo, Ze v haploidnich jadrech
dvoujadernych bunék po fertilizaci dochazi k tranzi¢nim bodovym mutacim - G/C na A/T. V jediné
pohlavni generaci tak asi 30 % G/C pard v duplikovanych sekvencich DNA miize byt zmutovano. Bylo
zjisténo, Ze tato bodova mutace je nasledkem enzymatické deaminace 5-metylcytozinu. Primarné je
tedy v heterokaryonu rozpoznana duplikace urc¢itého useku genomu, v pribéhu karyogamie a meiozy
je uc¢inkem DNA metyltransferaz metylovana, coz muze vést ke spontanni deaminaci 5-metylcytozi-
nu v tymin. Tento jev se nazyva indukce bodovych mutaci repeticemi DNA (RIP. repeat-induced point
mutation). RIP je omezen na sexualni fazi Zivota N. crassa. Je zfejmé, Ze eliminace duplikovanych
sekvenci DNA ma zdsadni vliv na evoluci genomu: neumoziuje vyuZivat evolu¢niho potencialu du-
plikaci k selekci novych forem.

Dalsi studia prokazala, Ze DNA metylace v RIP systému M. crassa jsou zavislé na modifikacich nukle-
ozomalnich histont: aplikace inhibitoru histon deacetylaz zptsobovala hypometylaci usekii DNA. Byl
izolovan mutant (dim-5), ktery zcela postrada DNA metylaci. Analyzou pfislu§ného proteinu DIM-5
byla identifikovana jeho SET doména, kterd ma histon H3 metyltransferazovou aktivitu: trimetyluje
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lyzin v pozici 9. Je pravdépodobné, Ze tato lyzinova trimetylace je mistem pro vazbu homologa hete-
rochromatinového proteinu HP1, ktery spousti DNA metyltransferazovou aktivitu.

5.3.2.2 Potlacovani genové exprese, quelling

Genetické transformace N. crassa ukazaly, Ze u velké Casti transformanti dochazi k uml¢ovani transge-
nu nebo endogennich sekvenci homolognich k transgenu. Tento jev byl nazvan uml¢ovanim (guelling)
a je analogicky s kosupresi (posttranscriptional gene silencing, PTGS) transgeni u rostlin. Uml¢ovani
je u N. crassa monitorovano reportérovymi geny albino, které kdéduji enzymy potiebné k biosyntéze
karotenoidd, takze exprese takového transgenu se projevi barvou vlaken plisn€. K tomuto procesu
dochazi vyhradné béhem vegetativniho vyvoje (haploidni vlakna) a projevuje se nejen v transfor-
movanych jadrech mycelia, ale je i neznamym zplsobem vyjadieno v jadrech netransformovanych.
Struktura vlaken je totiZ takova, Ze umoZzZnuje migraci jader, prehradky mezi buiikami jsou neuplné.
Bylo napriklad prokazano, Ze transformované jadro mize uml¢ovat homologni sekvence v sousednich
jadrech. Byly analyzovany geny odpovédné za umlcovani a bylo zjiS§téno, Ze jde o slozky RNAi systé-
mu popsaného u jinych druhti (napfiklad RNA-dependentni RNA polymeraza, Argonaut ¢i Dicer).
Transformujici DNA zfejmé vytvari aberantni transkripty, které spoustéji masinérii RNAi a degraduji
homologni molekuly mRNA. Uml¢ovani transgenti v tomto pripadé nesouvisi ani s metylaci DNA,
ani s modifikacemi histont.

5.3.2.3 Meiotické umlc¢ovani neparované DNA, MSUD

DalSim epigenetickym umlcCovacim systémem N. crassa je meiotické umlCovani neparované DNA
(MSUD; meiotic silencing of unpaired DNA). Experimentalné€ bylo prokazano, Ze delecni mutace genu
Asm-1 (odpovidajiciho za zrani askospor) ma funkéné dominatni charakter. DalSi analyzy vedly k za-
véru, Ze sekvence DNA postradajici v meiotické profazi parovaciho partnera zptsobuji meiotické
umlcovani identickych nebo podobnych sekvenci. Vysledky naznacuji, Ze MSUD souvisi s uml¢ovanim
typu quelling a je zprostfedkovano komponentami RNAI, jako jsou proteiny Argonaut, Dicer a RNA-
-dependentni RNA polymeraza.
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6 MODELY STUDIA BEZOBRATLYCH ZIVOCICHU

Nejlépe prostudovanymi modely vyvojové genetiky a epigenetiky jsou bezesporu hlistice Caenorhabditis
elegans a moucha octomilka Drosophila melanogaster. Tyto modely vynikaji svym malym genomem
i malymi rozméry svého téla, kratkym Zivotnim cyklem i minimalnimi naroky na kultivaci. Zejména
dobfe je rozpracovana jejich embryogeneze a molekularni mechanizmy pohlavni determinace. Pokud
se tyka mechanizmil jejich epigenetickych procest jde zejména o modifikace histonii a RNA interfe-
renci; dosud nebyla prikazn€ demonstrovana pritomnost ¢i uloha metylaci DNA. Oba tyto modelové
organizmy maji vyvinutu kompenzaci davky gent vazanych na chromozom X, ale v detailu jsou tyto
mechanizmy odliSné. Zatimco u hlistice dochazi k ¢astecnému utlumeni funkce dvou chromozomu
X u hermafrodit konstituce XX, u drozofily nastava zvySeni transkripce jediného chromozomu X
u samecka XY.

6.1 Hlistice, Caenorhabditis elegans

Hlistice C. elegans byla uvedena mezi modely vyvojové biologie teprve pred 20 lety, ihned vSak zauja-
la n€kterymi svymi mimoradnymi vlastnostmi. Je to velmi jednoduchy organizmus s malym poctem
bunék, ktery se vyviji mozaikovym typem: jde o invariantni vyvin, kdy vSichni jedinci daného pohlavi
(sam¢iho nebo hermafroditniho) se vyvijeji synchronné v prostoru a ¢ase, coZ ma za vysledek i stejny
pocet bunék. Hlistice ma télo dlouhé jen asi 1mm, kultivuje se v Petriho miskach a je dokonce mozné
jedince skladovat zmrazovanim. Zarodecna linie se zaklada vidy z posteriorni bunécné linie.

6.1.1 Determinace pohlavi

Zakladnim pohlavnim typem hlistice je hermafrodit se dvéma chromozomy X. PrileZitostné€ diky non-
dizjunkci chromozomu X v meioze vznikaji gamety bez chromozomu X, které po oplozeni se stan-
dardni gametou X davaji vznik sameckiim X0. Hermafrodité maji dvouramennou gonadu, ktera zprvu
tvofi spermie a poté vajicka. Samecci maji jednoramennou gonadu, ktera stale produkuje jen spermie.
Pohlavi hlistice je v zasadé ur¢ovano pomérem poctu chromozomu X a sad autozomd, jako je tomu
napiiklad i u drozofily. Na chromozomu X je mala oblast nékolika numeratorovych genu (XSE; X signal
elements) a na autozomech byl dosud identifikovan jeden denominatorovy gen (ASE; autosomal signal
element). X-vazané a autozomalné kodované faktory spolu vytvareji primarni molekularni signal, ktery
fidi dalsi procesy vedouci k pohlavni diferenciaci. Pomér X : A (tj. X0 : AA) = 0,5 vede k aktivité prvni-
ho znamého genu xol-/; tento gen je pro samecky nezbytny a jeho mutace zpiisobuje letalitu: proto se
nazyva X0-lethal. Draha vedouci k pohlavni diferenciaci zahrnuje signalni kaskadu minimaln€ 6 geni:
aktivita genu xo/-/ u samecka vede k supresi gentll sdc-1, sdc-2 a sdc-3, které jsou kliCovymi spoustéci
jak pohlavni determinace, tak i kompenzace davky X-vazanych gentl. Tyto geny sdc tedy funguji jen
u hermafrodita a spoustéji u n¢j davkovou kompenzaci, ktera je realizovana jako ¢aste¢né potlaceni ex-
prese genll nesenych na obou chromozomech X. DalSimi geny pohlavni drahy jsou pak hermaphrodite-1
(her-1), transformer-2 (tra-2), geny nutné k vyvoji samecka fem-1, fem-2 a fem-3 (jejich mutace vedou
k feminizaci samecka) a kone¢né transformer-1, jehoz aktivita vede k vyvinu hermafrodita, zatimco
suprese vede ke tvorb¢ téla samecka (obr. 6.1). Vysoka hladina genového produktu sdc-2 v jedincich
XX umoznuje tvorbu oboupohlavnych organti a v somatickych bunéénych liniich dochazi k aktivaci
kondenzinovych komplext (DCC; dosage compensation complex) snizujicich expresi obou chromozomu
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X asi na polovinu. V jedincich X0 naopak nizka hladina genového produktu sdc-2 potlacuje tvorbu sa-
micich pohlavnich organti a nedochdazi k aktivaci mechanizmu davkové kompenzace X-vazanych gend.

\
ﬁ

X-vazané pohlavni
determinanty: sex-/

her-1 | —® | vyvoj samecka

a

sdc-1

X-0 lethal (xol-1) __' sdc-2
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N

dpy-21 | —p» vyvoj hermafrodita a
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pohlavni determinanty: sea-1
sea-2

Obr. 6.1 Geny ridici vyvojovou kaskadu pohlavni diferenciace a kompenzace davky X-vazanych gent u Caenorhabditis
elegans. Zakladni rozhodnuti spociva jako u drozofily na poméru po¢tu chromozomi X a sad autozomd. Pfi poméru
XX/AA neni funk¢ni gen X-0 lethal (xol-1), coZ vede k aktivit€ skupiny gent sdc, které spoustéji jak vyvoj hermafroditniho
fenotypu, tak i systém kompenzace davky X-vazanych gent. Pfi poméru X0/AA je gen xol-/ aktivni, ¢imZ nedojde k nastar-
tovani mechanizmu davkové kompenzace a v pohlavni kaskadé se aktivuji mj. geny her-1 a fem, coz vede k vyvoji samecka
(podle Snustada a Simmonse, 2009).

6.1.2 Kompenzace davKky genu

Pokud by nedochazelo ke kompenzaci davky X-kodovanych produktii, mohlo by to vést k postizeni
nebo letalité jednoho z pohlavi. Davkova kompenzace v somatickych tkanich hlistice se odehrava
vyhradné v hermafroditech XX, zatimco uml¢ovani chromozomu X v zarode¢né linii nastava jak v sa-
meccich X0, tak i v hermafroditech XX. Kromé toho v ¢asném embryu hermafrodita (ve stadiu 2 az
24 bunék) dochazi ke specifickému umlCovani paternalniho chromozomu X (paternalni imprinting).
Aktivita chromozomu X je tedy regulovana v riznych vyvojovych stadiich a v riznych tkanich odlis-
nymi mechanizmy (obr. 6.2).

Proces kompenzace davky genid zacina v embryu, které v té dobé ¢ita asi 30 bunék, poté, co se oddé-
lila zarodecna a somaticka linie. Kondenzinovy komplex DCC vznikajici v hermafroditech a redukujici
expresi obou chromozomil X je tvofen asi 10 proteiny: jiZ zminénymi produkty gent sdc-1, sdc-2 a sdc-3
(které patfi mezi sex-determinujici geny a spoustéCe davkové kompenzace; sex dosage compensation),
nékolika produkty gent Dumpy (mutace téchto gend vede k zavalitému tvaru téla; Dpy-21, Dpy-26,
Dpy-27, Dpy-28 a Dpy-30; jde o kondenzinové podjednotky) a protein kodovany genem Mix-1 (mitosis
and X-associated; dal$i podjednotka kondenzinu). N&které ¢asti DCC komplexu (Dpy a Mix-1) jsou
podobné 13S-kondenzinovému komplexu dfive popsanému u zaby drapatky. Kondenzinovy komplex
je vysoce konzervativni u vSech eukaryot a odpovida za kondenzaci chromozomi a jejich segregaci
v pribéhu mitdzy i meidzy. Je pravdépodobné, Zze komplex DCC se vyvinul z piivodniho kondenzino-
vého komplexu za ucelem ¢asteéného potlaceni exprese X-vazanych geni. VétSina proteini komplexu
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DCC je poskytovana maternalné prostfednictvim oocytu do embryi obou pohlavnich typt. KliCovym
regulatorem komplexu je vSak protein Sdc-2, ktery se vytvari jen v hermafroditnich jedincich XX.
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inaktivni)

.

inaktivace paternalniho chromozomu X
v ¢asném embryu (paternalni imprinting)

oogeneze spermatogeneze
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Obr. 6.2 Aktivita chromozomi X u hermafrodita C. elegans je regulovana v riznych vyvojovych stadiich a v riznych tka-
nich odlisnymi mechanizmy. V ¢asném embryu dochazi k inaktivaci paternalniho chromozomu X (paternalni imprinting).
Po diferenciaci zarode¢né linie dochazi v somatické linii k ¢asteCnému potlaceni exprese obou chromozomu X (kompen-
zace davky gent). V zarodecné linii pak dochazi k inaktivaci obou chromozomu X prostfednictvim proteind MES (podle
Allise et al. 2007).

Sifeni komplexu DCC po chromozomech X a jejich ¢astech je zfejmé iniciovano na kratkych usecich
specifickych sekvenci DNA, souvisi s lokalnimi modifikacemi chromatinu, ale zfejmé v ném nehraji
roli nekodujici molekuly RNA, jak je tomu u savct a drozofily. Zatimco u drozofily je hyperaktivace
jediného chromozomu X u sameckll spojena s rozsahlymi modifikacemi histoni, u hlistice nebyly
zjistény prikazné rozdily v histonech X chromozomi a autozomu v bunkach hermafrodita. Funkce
komplexu DCC vyplyva z jeho podobnosti s kondenzinovym komplexem: jde o kondenzaci chromatinu,
ktera miZe zpisobovat omezeny pfistup RNA polymerazy a transkrip¢nich faktort do promotorovych
oblasti. Komplex DCC nepiisobi jen na chromozomy X, ale také na autozomalni lokus Aer-/ v soma-
tickych bunkach hermafrodita a zptisobuje asi 20-nasobné potlaceni jeho exprese (zatimco v pripadé
chromozomi X jde jen o poloviéni potlaceni exprese). Represe genu her-1 tak zajiStuje hermafroditni
typ vyvoje; je to jediny autozomalni lokus, ktery je funkci DCC zasaZen.

6.1.3 Potlacovani funkce chromozomu X v zarodec¢né linii
Zarodecné bunky v gonad¢€ proliferuji v distalni oblasti, vstupuji do meiozy ve stfedni ¢asti gonady
a v jeji proximalni oblasti dokoncuji gametogenezi. U hermafroditii za¢inaji obé ramena gonady tvorit

spermie v pozdnéjSich larvalnich stadiich a v dospé€losti prechazeji na tvorbu oocytil. V zarode¢né
linii je chromozom X uml¢ovan jak v pripadé hermafroditi XX, tak i u sameckii X0. Toto uml¢ovani
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je provazeno modifikaci histond, predevsim metylaci lyzinu v pozici 27 histonu H3. Immunoanalyzy
ukazaly, ze chromozomy X v zarode¢né linii jsou rozsahle deacetylovany a chybi také metylace lyzinu
v pozici 4 histonu H3, coz jsou signaly aktivniho chromatinu.

Genetické analyzy ukazaly, Ze za inaktivaci obou chromozomu X v zarode¢né linii u hermafrodita je
odpovédno asi deset proteinii rodiny MES, jejichZ mutace zpusobuji sterilitu (MES; maternal-effect
sterile mutants). Posledni vyzkumy ukazuji, Ze umlcovaci funkce MES proteini je regulovana prostied-
nictvim fady histonovych modifikaci, ke kterym dochazi na chromozomech X v zarode¢nych bunkach.
Tti z téchto MES proteini jsou pribuzné Polycomb proteiniim, které byly popsany u drozofily, savci
a rostlin. Tyto proteiny zprostfedkovavaji metylaci lyzinu v pozici 27, coZ je jasnym signalem inaktivace
chromatinu. Fenotyp mes je prikladem epigenetického procesu, ktery je svazan s modifikacemi histont.
Jde o gen s maternalnim ucinkem, ktery jako takovy nema vliv na prvni generaci homozygota, projevuje
se vSak v nasledujici generaci. V této generaci embrya mes/mes nejsou schopna vytvaret protein MES
a bunky zarode¢né drahy degeneruji.

Jediny chromozom X v zadrode¢né linii samecku je v pribéhu pachytene meiotické profaze hyperkon-
denzovan, ¢imz vytvari kulovité télisko podobné télisku XY tvofenému v pritbéhu meidzy u savci. Kro-
mé predcasné kondenzace jediny chromozom X u samecka jevi dimetylaci lyzinu 9 histonu H3. Tento
proces se nazyva meiotické umlcovani neparované DNA (MSUD; meiotic silencing of unpaired DNA).
Tento proces neni pro hlistici unikatni, nebot se v priibéhu meidzy vyskytuje i u plisné Neurospora
crassa a mySi. Mechanizmy tohoto umlCovani jsou ale u riznych modelii rizné. Meiotické uml¢ovani
u N. crassa vyZaduje aktivitu proteinti zahrnutych v RNA interferenci, u mysi je nezparovana oblast
obohacena o dimetylaci lyzinu 9 histonu H3. U C. elegans je dimetylace lyzinu 9 histonu H3 provazena
aktivitou RNA-dependentni RNA polymerazy. Diky procesu MSUD, ktery inaktivuje neparovany chro-
mozom X u samecki X0, coZ nenastava u hermafrodita XX, dochazi k odlisSné epigenetické informaci
ve spermiich samecka a hermafrodita.

Zatimco chromozom X zustava ve spermiich inaktivni, v oocytech se X aktivuje. Zygota tedy ziskava
dva epigeneticky odliSné genomy, zvlasté s ohledem na transkrip¢ni aktivity chromozomi X. Po vstupu
spermie do oocytu dochazi ve spermatickém jadie k rozsahlym histonovym modifikacim, které vedou
k dekondenzaci. AvSak nepritomnost specifické modifikace histonu H3, ktera je udrzovana po rfadu
bunéénych déleni, vede ke tvorb¢ epigenetického zaznamu na chromozomu X pivodem ze spermie:
tento chromozom je imprintovan a nasledné v casném embryu umlcen. K imprintingu celého genomu
vSak u C. elegans nedochazi, protoZe uniparentalni dizomie kteréhokoli z autozomt nema zadny vliv
na Zivotnost. Tento paternalni imprinting chromozomu X je v§ak posupné vymazan, modifikace histonti
se tak dostanou na uroven autozomdu. Ve stadiu 24 bun¢k se transkripcni aktivita obou chromozomi X
a autozomu postupné vyrovnava. Ve stadiu asi 30 bun¢k vSak dochazi v somatické linii hermafrodita
XX k ¢astecnému potlaceni exprese obou chromozomu X vazbou kondenzinového komplexu DCC.

6.1.4 RNA interference

RNA interference (RNAi) byla jeSté pred svym objevem Siroce pouZzivana jako technologie posttran-
skripéniho umlcovani gend prostifednictvim aplikace protismyslové RNA. Detailni analyzou téchto
experimentd se vSak zjistilo, Ze nezbytnym intermediatem tohoto uml¢ovani je dvouvlaknova RNA a jev
byl nazvan RNA interferenci. Dale bylo zjiSténo, Ze uc¢inek RNAI u hlistice je systemicky (informace
se §ifi od zasazenych bunék po celém organizmu) a dédicny. Brzy byla nalezena podobnost i s pfi-
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buznymi jevy u jinych eukaryot, jako jsou napfiklad posttranskripéni uml¢ovani geni u rostlin a hub.
Jev RNAI je dédi¢ny zfejmé pouze u hlistice, u jinych organizmi nebyl jeho prenos do dalsi pohlavni
generace dosud prokazan. Prvotni studie RNAi byly realizovany injekci dSRNA do gonady nebo télni
dutiny. Posléze byly vypracovany jesté snadnéjsi postupy, kdy dsRNA je podavana v bakterialni po-
travé (technika zvana ingesce, obr. 6.3) nebo je hlistice jednoduse ponorena do roztoku obsahujiciho
dsRNA. Tyto pristupy umoznily skrinovani funkce celych cDNA knihoven i izolaci mutantd, které
maji mutaci v RNA-interferen¢nim mechanizmu.

GFP & &

T3 | T7

|
expreshi T

Escherichia coli

fluoreskujici transgenni hlistice | ... po ingesci a umi¢eni GFP

Obr. 6.3 Zjednodusena metoda aplikace dSRNA k uml¢ovani genil u hlistice. PrisluSny gen (zde GFP), ktery ma byt v hlistici
umlcen, je naklonovan do plazmidu bakterie Escherichia coli pod dva promotory (zde T3 a T7) tak, aby byla prepisovana
ob¢ vlakna DNA (vlevo). Bakterialni transkripty se pak kombinuji v dsRNA. Bakterie je hlistici podavana jako potrava
a jeji nedokonala travici soustava umoznuje vstup dsSRNA do t€lni dutiny a jeji Sifeni v t€le. Dvouvlaknové molekuly RNA
jsou pak zpracovavany proteinovym komplexem Dicer a prostiednictvim komplexu RISC §té€pi homologni mRNA (v tomto
pripadé mRNA genu GFP). Jde o posttranskripéni umlcovani genu, které se projevi ztratou zelené fluorescence pii UV
ozafeni (vpravo).

Prvni mutace v RNAIi draze byla nazvana rde (RNAi deficient). Prvnimi identifikovanymi fenotypy mu-
tantl rde byly mutatorové geny, které maji za kol uml¢ovani transpozonil v zarode¢né draze. Takové
mutanty se projevovaly mobilizaci transpozont, které se translokovaly do riznych gent a zptsobovaly
zvysenou frekvenci mutaci. Detailni analyzy prokazaly, Ze vyznamnym intermedidtem mechanizmu
RNAI jsou kratké RNA (short interfering RNA, siRNA), které ziejmé piedstavuji i dédicny faktor RNAi
u hlistice. RNAi draha tedy zahrnuje dvoustupnovy proces, ktery predstavuje tvorbu kratkych RNA
molekul z dlouhych dsRNA a jejich vazbu na cilové molekuly mRNA. Prvnim krokem je tedy tvorba
kratkych RNA prostrednictvim komplexa proteinu Dicer (Dcr-/) a dalSich proteinti (PAZ-PIWI, Rde-1,
Rde-4 a Drh-1). Dicer je ribonukleaza typu III, ktera je odpovédna za Stipani dlouhych dsRNA na krat-
ké molekuly. Druhy krok RNAIi drahy zahrnuje opét proteinové komplexy s hlavni roli RNA-indukované-
ho umlcovaciho komplexu (RISC; RNA-induced silencing complex), které zahrnuji zejména proteiny typu
VIG a Tudor; Tudor je zfejmé€ exonukleazou fungujici v cytoplazmé a Stépici cilové mRNA molekuly.
Pro aktivitu RNAI jsou nezbytné i RNA-dependentni RNA polymerazy (RdRP). Tyto ziejmé vyuZivaji
malych RNA tvorenych komplexem Dicer jako primery k vytvoreni druhého vlakna s pouzitim mRNA
jako templatu. Vysledkem tohoto procesu je amplifikace dsSRNA, ktera se opét stava substratem pro
Dicer.

Pivodné byly injekce dsSRNA sméfovany do gonad hlistice, aby se zjistila pfipadna dédi¢nost uml-
¢ovani. Posléze se vSak zjistilo, Ze i injekce dsSRNA do télni dutiny nebo stfeva zplsobuje dédi¢nou

~ v

do dalsi pohlavni generace, dale uz obvykle nefunguje. Vyjimkou jsou jen pripady, Ze je zasazen gen
exprimovany v zarode¢né draze. ProtoZe cilovi mRNA je i podminkou k amplifikaénimu kroku RNAi
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masSinérie, akumuluje se siRNA pravé ve tkanich, kde jsou tyto geny exprimovany. Z tohoto divodu
také dochazi k dlouhodobéjsi dédicnosti inaktivace gend, které jsou exprimovany v gonadach. Podobné
plati, Ze injekce siRNA do gonad je ucinna, pokud tu jsou cilené geny exprimované. Pokud maji byt
umlcovany geny exprimované v jinych tkanich, ma injekce do gonad jen minimalni efekt. Dokonce
u hermafrodita, ktery ma dv¢€ izolované gonady (samci a samici) zpusobuje injekce dsRNA blokujici
embryonalni vyvoj jen do jedné gonady umrtnost jen 50 % embryi. Znamena to tedy, Ze siRNA neni
schopna ucinného transportu mezi gonadami. Dosud ziistava otazkou, které molekuly dvouvlaknové
RNA - dlouhé ¢i kratké - jsou odpovédné za Sireni RNAI tkanémi. Mutanty, které maji defekt v Sifeni
umlcujiciho signalu jsou oznacovany jako sid (systemic RNAi defective) nebo rsd (RNAi spreading defe-
ctive). Byl napriklad izolovan gen sid-1/rsd-8, ktery koduje transmembranovy protein, je exprimovan
v bunikach s vnéjSim kontaktem a zajistuje pohlcovani dsSRNA z prostredi bunkami hlistice. Nov¢;jsi
vysledky naznacuji, Ze podobné jako u rostlin je systemické Sifeni RNAi zfejmé€ mechanizmem anti-
virové ochrany.

Nejcastéji pouzivanou technikou transgenoze u hlistice je injekce klonované DNA, jeZ spontanné
vytvari repetitivni struktury, které se dédi jako extrachromozomalni elementy. Opakujici se elementy
byvaji Casto pfedmétem umlcovani, coz je svazano i s funkci proteinti Polycomb a heterochromatino-
vym proteinem HP1 a di- a trimetylaci lyzinu 9 histonu H3. V umlcovani repetici také hraji roli siRNA
vytvarené z obousmérné transkribovanych sekvenci. Tyto siRNA nastavuji potlaCovani exprese repetici
v zarodeCné draze; dalSi udrzovani stavu je zavislé zfejmé jen na strukture chromatinu. Také pfirozené
se vyskytujici repetitivni elementy hlistice véetné transpozont jsou funkéné umlcovany drahou RNAI.

MikroRNA (miRNA) jsou kratké endogenni RNA, které reguluji funkci jinych gend. Podobné jako
siRNA jsou tvoreny §tépenim enzymatickym komplexem Dicer a funguji prostfednictvim rodiny pro-
teinti Argonaut. MikroRNA se vytvareji na bazi vnitini homologie vlasenkové struktury. Znamym pfi-
kladem téchto miRNA je /in-4, ktera je slozkou heterochronni drahy fizeni larvalnich stadii u hlistice.
Detailni studia ukdzala, jak dochazi k posttranskripénimu umlcovani vazbou /in-4 miRNA na cilové
misto - 3 "-konec netranslatované oblasti mRNA. Tato cilova mista nejsou presné homologni s miR-
NA a umlcovani probiha potlaCovanim translace, zatimco siRNA vazba s presnou homologii vede
ke st€peni mRNA. MikroRNA byly nalezeny u mnoha eukaryotickych model véetné rostlin a savcii
a prostfednictvim bioinformatickych vypocti se zda, Ze u savct asi 20 % gent je funkéné regulovano
prostfednictvim miRNA.

6.2 Moucha octomilka, Drosophila melanogaster

Drozofila je jisté geneticky nejpropracovanéjSim modelem. Jeji Zivotni cyklus trva jen 4 dny, ma po-
dobné jako hlistice maly genom a pritom je jeji t€lo strukturné pomérné slozité, coz vyzkumnikim
poskytuje moznost sledovat bezpocet fenotypd a znakd. I kdyzZ je individualni vyvoj drozofily dosti
specificky (zahrnuje napfiklad mnohojaderné stadium syncytia ¢i stadium kukly se zarode¢nymi ter-
¢iky), je dokonale zmapovan a je znamo nékolik stovek gentl, které embryogenezu fidi. Drozofila se
stala modelem studia homeotickych gent, které fidi anterio-posteriorni specifikaci téla, ¢i modelem
studia genl s maternalnim ucinkem a pamétovych proteinti Polycomb.
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6.2.1 Determinace pohlavi

Zakladnimi pohlavnimi typy drozofily jsou samicka (XXAA) a samecek (XYAA). Chromozom Y
v§ak hraje roli jen v samci fertilité, jeho pfitomnost tedy neni kriticka pro pohlavni determinaci: ta je
dana pomérem poctu chromozomi X a sad autozomt A. Draha urcujici pohlavi zahrnuje u drozo-
fily tfi zakladni kroky: zjistovani poméru X/A v ¢asném embryu, pfenos tohoto pomeéru ve vyvojovy
signal a systém, ktery reaguje na tento signal tvorbou bud samcich, nebo samicich struktur. Zakla-
dem zjiStovani poméru X/A jsou interakce mezi maternaln€ tvofenymi proteiny, které jsou ulozeny
do cytoplazmy oocytu, a embryonalné syntetizovanymi proteiny, které jsou kédovany né€kolika geny
vazanymi na chromozom X. Z diivodu striktni davkové zavislosti maji tyto X-vazané proteiny dvakrat
vysSi hladinu v embryich s konstituci XX nez v embryich XY, a tim umoznuji sledovani pritomnych
chromozomil X. ProtoZe geny, které koduji tyto proteiny, ovliviiuji Citatel (numerator) poméru X/A,
nazyvaji se numeratorovymi elementy. Jiné geny, které jsou lokalizovany na autozomech, ovliviauji jme-
novatel (denominator) zlomku X/A. Tyto tzv. denominatorové elementy koduji proteiny, které soutézi
s produkty numeratorovych elementd.
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Obr. 6.4 Pohlavni determinace u drozofily je primarné urCovana pomérem aktivity X-vazanych (numeratorovych) a auto-
zomalnich (denominatorovych) gend. Pomér XX/AA = 1 urCuje, Ze nastane spravny samici sestfih transkriptu genu Sex
lethal (Sx!), ktery zabrani spusténi davkové kompenzace a pres produkty genu Transformer (Tra) zajisti spravny sestfih genu
Doublesex (Dsx), ktery potlacuje sam¢i pohlavi. Pomér X/AA = 0,5 vede naopak k nespravnému sestiihu Sx/, coz zplisobuje
aktivitu genu Male sex lethal (Msl) vedouci k nastartovani davkové kompenzace a pres produkt genu TRA2 ke specifickému
sestfihu genu Dsx, ktery determinuje samci pohlavi.

Po zjisténi poméru X/A dojde k jeho prevedeni na signal, ktery fidi expresi X-vazaného genu Sex-le-
thal (Sx/), kliCcového regulatoru determinace pohlavni drahy (obr. 6.4). V ¢asném vyvoji tento signal
aktivuje transkripci genu Sx/ z P, coz je jeho ,,Casny“ promotor, avSak pouze v embryich XX. ,Casné”
transkripty z tohoto promotoru jsou sestfihany a po translaci se vytvori funk¢éni protein Sex-lethal,
oznacovany SXL. Po nékolika malo cyklech déleni je transkripce z promotoru P, nahrazena transkripci
z jiného promotoru P, tzv. udrzovaciho promotoru genu Sx/. Je zvlastni, Ze transkripce z promotoru
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P,, zacina také v embryich XY. Transkripty z promotoru P, jsou fadné sestfihovany pouze za pfitom-
nosti funkéniho proteinu SXL. Proto v embryich XY, kde se tento protein nevytvari, jsou transkripty
Sx/ alternativné sestfihovany a ponechdn je exon s termina¢nim kodonem. Po translaci téchto alter-
nativné sestfizenych transkriptli se vytvari pouze kratky polypeptid bez regulacni funkce. Alternativni
sestfih Sx/transkriptli tedy nevede k tvorbé funkéniho proteinu SXL, a pfi jeho absenci se embrya
vyvijeji jako samecci.

Protein SXL také reguluje sestfih transkripti dalSiho genu drahy urcujici pohlavi, genu transformer
(tra). Tyto transkripty mohou byt upravovany dvéma riznymi cestami. U sameckd XY, kde protein
SXL neni pritomen, sestfihovy aparat vZdy ponechava terminacni kodon ve druhém exonu tra RNA.
Po translaci takto sestfizené rra RNA se vytvari nefunkéni polypeptid. U samicek, kde je protein SXL
pritomen, je tento predcasny stop kodon alespon v né€kterych transkriptech odstranén alternativnim
sestfihem. Pfi translaci pak vznika funkéni protein transformer (oznacovany TRA). Protein SXL tedy
umozZiuje syntézu funkéniho proteinu TRA v embryich XX, av§ak nikoli v embryich XY. Protein
TRA je také regulatorem sestfihu RNA. Spoleéné s TRA2, proteinem kodovanym genem transformer?2
(tra2), tidi expresi autozomalniho genu doublesex (dsx), ktery mize vytvaret alternativnim sestfihem
své RNA dva odli$né proteiny. V embryich XX, kde je protein TRA pfitomen, jsou dsx-transkripty
upravovany ke kodovani proteinu DSX, ktery potlacuje geny nutné pro samci vyvoj. Takova embrya
se proto vyvinou v samicky. V embryich XY, kde neni protein TRA prfitomen, jsou transkripty dsx
sestfihovany ke kdédovani proteinu DSX, ktery potlacuje expresi genti nutnych pro samici vyvoj: tato
embrya se vyvinou jako samecci.

Klicovym genem, ktery u drozofily spousti mechanizmus kompenzace davky X-vazanych genu, je male
sex lethal (ms[2). Jeho nazev pochazi z mutace tohoto genu: pokud je nefunkéni, je pro samecka letal-
ni. Gen ms/2 je vyhradn¢€ regulovan funkénim produktem genu sx/. Ten u samicky brani expresi msi2,
takZe v jejim téle ke kompenzaci X-vazanych genl nedochazi. U sameck vSak sx/ nevytvari funkéni
protein, takZe ms/2 neni inhibovan a spousti davkovou kompenzaci.

6.2.2 Kompenzace davky X-vazanych gent

Davkova kompenzace u drozofily spoc¢iva ve zvySeni aktivity jediného chromozomu X u samecka: je
to jediny zndmy systém pozitivni kompenzace davky gent. Také molekularni mechanizmus davkové
kompenzace je zasadn€ odliSny od hlistice i od savci (obr. 6.5). Kompenzaci davky poprvé popsal
Hermann Joseph Muller v roce 1930, kdyZ pozoroval paradox funkce genti vdzanych na chromozom
X. Jednalo se o hypomorfni gen white, odpovidajici za tvorbu pigmentu sloZené¢ho oka. Intenzita pig-
mentace je pfitom pfimo umérna poctu aktivnich alel: v nepfitomnosti aktivni alely je oko bilé, jedna
funkéni alela odpovida svétle cervenému oku, dvé alely vedou ke tvorbé tmavé ¢erveného oka. Paradox
spociva v tom, Ze u samecka je diky hyperaktivité jediného chromozomu X alela white exprimovana
priblizné dvojnasobné¢, oko je tedy tmavé cervené jako u samicky se dvéma chromozomy X.

Klicovym regulatorem kompenzace je MSL komplex (male specific lethal), ktery souvisi se specifickou
acetylaci lyzinu 16 histonu H4. MSL je ribonukleoproteinovy komplex slozeny ze dvou dlouhych
nekodujicich RNA (roX1 a roX2) a péti proteint MSL1, MSL2, MSL3, MOF a MLE. Vsechny tyto
protein-kodujici geny jsou transkribovany v obou pohlavich, avSak translace transkriptu MSL2 je
u samicek blokovana produktem genu Sex lethal. Za nepfitomnosti proteinu MSL2 je i protein MSL1
degradovan. Zakladem kompenzac¢niho komplexu je protein MSL 1, nebot interaguje se vSemi ostatnimi
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proteiny. Pfitomnost komplexu MSL na chromozomu X u samecka koreluje se specifickou acetylaci
lyzinu 16 histonu H4. Tato acetylace vede k neutralizaci pozitivniho ndboje a k zeslabeni represivni
internukleozomalni struktury. Bylo zji§téno, Ze soucasti MSL komplexu je i protein MOF (males absent
on the first), ktery ma histon acetyltransferazovou aktivitu a odpovida za hyperacetylaci chromozomu
X u sameéka. Ulohou proteind MSL1 a MSL2 je pak vazba komplexu MSL na chromatin, ktera je
mimoradné stabilni. Zminéné dvé nekddujici RNA - roX1 a roX2 (RNA on X) - maji za cil zamérfovat
komplex MSL na samc¢i chromozom X. roX RNA jsou kédovany lokusy na chromozomu X. Je mozné,
Ze prave tyto lokusy predstavuji homologni sekvence, na které se vazou roX RNA molekuly. Zname-
nalo by to tedy, Ze roX sekvence jsou centrem hyperaktivace chromozomu X u drozofily. Podobnou
ulohu ma X-inaktiva¢ni centrum u savci, u kterého vSak jde o uml¢ovani chromozomu X. Dikazem
tohoto modelu je experiment, kdy translokace roX lokusu na autozom vede u drozofily k pritahovani
a Sifeni vazby proteintit MSL.

model pohlavi pocet chromozomu X mechanizmus | transkripty pomér

savci

samicka 2 ' inaktivace 1X é 1

samecek 1

octomilka

i
i

samicka | 2 { i s 2 1
i

hyperaktivita X éé 1

sameéek 1

hlistice

hermafrodit | 2 * ' redukce obou X é 1

P

samedek 1 * é 1

Obr. 6.5 Riaznorodost strategii k dosazeni kompenzace davky X-vazanych genti u savct, drozofily a hlistice. Drosophila
ma pozitivni mechanizmus davkové kompenzace: jediny X chromozom u samecka je hyperaktivni. U hlistice i savcl se
vyvinula negativni strategie. V somatické linii hlistice dochazi u hermafrodita k poklesu exprese obou chromozomi X
a u saved k nahodné inaktivaci jednoho X v télnich bunkach samic. Také molekularni epigenetické mechanizmy davkové
kompenzace jsou u téchto modelii odli$né.

6.2.3 Pozicni efekt

Jednou z prvnich mutaci studovanych u drozofily byla mutace genu white, kterd ma za nasledek tvorbu
bilého oka. Hermann Joseph Muller ve 30. letech minulého stoleti ji izoloval po aplikaci rentgenového
zafeni: sloZené oko drozofily bylo tvofeno mozaikou ¢ervenych a bilych facet. Takovy fenotyp naznaco-
val, Ze gen white v podstaté naruSen nebyl, nebot nékteré facety zistaly standardné ¢ervené. Bylo spiSe
zjevné, Ze gen white byl v n€kterych bunkach umléen. Cytologicka analyza pak prokazala, Ze mutantni
fenotyp byl zplisoben chromozomalni inverzi, kdy k jednomu zlomu doSlo v pericentromerickém he-
terochromatinu a k druhému v okoli genu white (obr. 6.6). ProtoZe variegovany fenotyp je zptisoben
zménou pozice genu uvnitf chromozomu, oznacuje se tento jev jako pozicni efekt (PEV; position-effect
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variegation). Podobné fenomény byly popsany i u kvasinek a savci. Jde o to, Ze sousedici chromatin
ovlivauje funkci gend a restrukturalizace chromozomu vedouci k translokaci genu k heterochromati-
nové oblasti miize zplisobovat jeho umlcovani. Fenotypova variabilita jako nasledek translokace genu
white se miiZe projevovat v poctu pigmentovanych bunék, velikosti pigmentovanych skvrn i hladiné
pigmentu v bunkach oka. K uml¢ovani vlivem sousediciho heterochromatinu dochazi v embryogenezi
a poté je umlCovaci signal epigeneticky prenasen v somatickych i zarodecnych bunéénych liniich.

gen

mozaikové
oko

Obr. 6.6 Pozicni efekt (PEV) u drozofily. Signalni gen pro barvu oka white je ve své standardni pozici aktivni a odpovida
za tvorbu Cerveného pigmentu. Po ozafeni nebo jiné indukci mliZe nastat translokace Ci inverze, kterd gen white premisti
do blizkosti centromerického heterochromatinu, coZ mizZe vést k ¢astenému umlcovani genu white (projevujici se bilym
pigmentem s mozaikovym fenotypem). Dalsi geny mohou modifikovat toto uml€ovani: produkty genti Su(var) umlcovani
potlacuji (vede k navratu ke standardnimu ¢ervenému oku) a naopak produkty genli E(var) uml¢ovani zintenziviuji (vice
bilé oko).

Geneticka analyza prokazala fadu mutaci, které pozicni efekt ovliviuji: bud’ PEV potlacuji - supresory
variegace (Suppressor of variegation, Su[var]), fenotyp se tedy miiZe navracet ke standardu, nebo PEV
zesiluji - zesilovace variegace (Enhancer of variegation, E[var]). Dosud bylo identifikovano nékolik
desitek modifikatort jevu pozi¢ni variegace. V nékterych pripadech zaleZi vysledny fenotyp na poctu
funk¢nich kopii modifikatorovych gent: napriklad jedina kopie modifikatoru mtize zptisobovat potla-
¢eni PEV, zatimco tfi kopie zptisobuji zesileni PEV. Tato kvantifikace naznacila, Ze proteiny kodované
témito geny hraji roli ve struktufe a Sifeni heterochromatinu. PEV je ovlivnén i mnoha jinymi faktory,
jako tfeba teplotou v dobé embryogeneze: zvySena teplota vede ke ztrat€ umlCovani, zatimco nizsi
rochromatického uml¢ovani. Jednim z nich je napfiklad gen Su(var)2-5, ktery kéduje protein vazany
na heterochromatin a znaci se HP1 (&eterochromatin protein 1). Analyza proteinu Su(var)3-9 proka-
zala jeho klicovou roli v heterochromatinovém uml¢ovani: protein ma SET doménu, ktera vykazuje
metyltransferazovou aktivitu na lyzinu 9 histonu H3. Dal§im markerem heterochromatinu drozofily je
metylace lyzinu 27 histonu H3 zprostfedkovana histon metyltransferazou. Tyto metylace (ve skutec¢nosti
mono-, di- a trimetylace) jsou rozhodujici pro vazbu uml¢ovacich proteind Polycomb.

Pozi¢ni efekt pfedstavuje zménu genové exprese, kterd ma za nasledek umlceni genu sousediciho s he-
terochromatinem. Genetické vysledky ukazaly, Ze efekt neni nasledkem ztraty nebo zmény sekvence
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nukleotidd tohoto genu. Mechanizmem je zfejmé Sireni heterochromatinizace do euchromatinovych
oblasti. Takové oblasti jsou v ramci chromozomti oddéleny tzv. izolatorovymi sekvencemi, které v oblas-
tech chromozomi vykazujicich pozi¢ni efekt fadn€ nefunguji. Typickymi znaky euchromatinu drozofily
je acetylace lyzinu 9 histonu H3, metylace lyzinu 4 histonu H3 a fosforylace serinu 10 histonu H3,
zatimco metylace lyzinu 9 histonu H3, lyzinu 27 histonu H3 a lyzinu 20 histonu H4 jsou specifické
pro heterochromatin. Heterochromatinizace euchromatickych oblasti tedy vyzaduje specifické dea-
cetylace, demetylace a defosforylace histonti euchromatinu. Prvnim krokem je obvykle deacetylace
lyzinu 9 histonu H3 katalyzovana histon deacetylazou 1. Mutace Su(var) geni zptisobuji potlacovani
pozi¢niho efektu a brani Sifeni heterochromatinu do euchromatinu.

Poziéni efekt byl poprvé pozorovan u drozofily jako nasledek translokace ¢asti chromozomu po zafeni
X, které tyto zmény cetn€ vyvolava. Podobné translokace s naslednym uml¢ovanim dfive aktivnich
genl byly také pozorovany u mysi a rostlin. Mnoho aspektii pozi¢niho efektu stale zlistava neobjasné-
no. Patfi k nim zejména nestabilni fenotyp a zvlastni typ mitotické dédic¢nosti efektu, ktery ma Casto
mozaikové usporadani.

6.3 Parentalni imprinting u hmyzu

Neékteré druhy hmyzu maji v liniich somatickych bun€k urc¢itou nestabilitu genomu, ktera se ¢asto pro-
jevuje specifickym uml¢ovanim ¢i ztratou paternalnich chromozomu. Takovy jev se vyskytuje napriklad
u Cervcee citronikového (Planococcus citri, Homoptera), kdy dochazi k fakultativni heterochromatinizaci
celého paternalniho genomu (pseudoarrhenotokie). Tyto zmény se mohou podilet i na determinaci
pohlavi €i u uréitych pohlavi k nim dochazi zdkonité. Nejlépe prozkoumanym modelem epigeneticky
podminéné pohlavni determinace je moucha smutnice, Sciara coprophila. Tuto specifickou determinaci
pohlavi objevil uz ve 30. letech minulého stoleti C. W. Metz a pfi detailnim studiu paternalni elimi-
nace chromozomu X pouzila americka cytolozka Helen Crousova poprvé terminu imprinting. Timto
vyrazem je minéna rodi¢ovska sex-specificka tiprava genomil ¢i spiSe chromatinu, kterd vede k tomu,
Ze samc¢i a samici genomy nejsou zcela ekvivalentni. U hmyzu se to projevuje eliminaci ¢i uml¢ovanim
vyhradné samcich chromozom (tedy paternalni imprinting). U savct se parentalni imprinting vyvinul
v samc¢i i samici draze (paternalni i maternalni imprinting) a predstavuje zakladni systém regulace
rastu embrya a plodu uvnitf téla matky. Imprinting se také vyvinul u krytosemennych rostlin, avSak
nikoli v embryonalni draze, ale pouze v endospermu. Jeho ukolem je také u rostlin zakladni regulace
vyvinu embrya a semena, ke kterému dochazi uvnitf materské rostliny.

Sciara coprophila je monogennim druhem, kdy matky maji bud jen syny nebo dcery. Nemd chromo-
zom Y a pohlavi jedince je ur¢ovano pomérem poctu chromozomu X a sad autozomd, jako je tomu
u vetsiny bezobratlych ZivoCichd. Pfi samc¢i meidze nastava nondisjunkce pohlavnich chromozomu X
a vSechny spermie jsou tak stejné a aneuploidni (AXX). V prvnim meiotickém dé€leni spermatogeneze
totiZ vznika jen monopolarni vieténko, pomoci kterého jsou chromozomy maternalniho ptivodu tazeny
k jedinému polu a paternalni chromozomy se pohybuji smérem od pélu. Paternalni chromozomy tak
ziskavaji urcitou znacku (imprint), podle které mohou byt rozpoznany v dal§im vyvoji. Tento imprint
musi byt reverzibilni, protoZe paternalni chromozomy v jedné generaci se mohou stat maternalnimi
v generaci nasledujici. Ve druhém meiotickém déleni spermatocytd vytvofi chromozomy X dyadu
a objevi se u polu vieténka drive nez ostatni chromozomy. Produkt meidzy bez chromozomu X zani-
k4 a vSechny vysledné spermie maji dva chromozomy X. Teoreticky by tak mohlo dochazet v kazdé
generaci k akumulaci chromozomii X, dochazi v§ak k jejich eliminaci v embryu (obr. 6.7).
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Obr. 6.7 Epigeneticka determinace pohlavi u mouchy smutnice, Sciara coprophila. Pohlavi je primarné€ ur€ovano pomérem
poctu chromozomu X a sad autozomii. Sam¢i meioza je vSak atypicka a po nondisjunkci vede k dizomickym spermiim
se dvéma chromozomy X. V ¢asném embryonalnim stadiu pak dochazi k eliminaci bud’ jednoho (samicky X™XP/A™AP)
nebo obou paternalnich chromozomu X (samecci X™0/A™AP). Zarodecna linie obou pohlavi vSak ma stejny geneticky
zaklad (X™XP/A™AP).

Oogeneze u S. coprophila je standardniho typu, takze vSechny zygoty maji tfi chromozomy X: jeden
maternalniho plivodu X™ a dva paternalniho pivodu XP. Pfi sedmém nebo osmém ryhovacim déleni
blastomer je jeden chromozom XP z t€lni linie eliminovan - tak vznikaji samicky (X™X?/AA = 1,0). Po-
kud jsou eliminovany oba paternalni chromozomy X, vznikaji samecci (X™/AA = 0,5). Pozdéji ve vyvoji,
kdyZ vznika zarodec¢na draha, dochazi k eliminaci jednoho ze dvou paternalnich chromozomi X, takZze
genetické slozeni obou zarodeénych drah (u sameckd a samicek) je diploidni a shodné (X™XPAA).
Predpoklada se, Ze kontrolnim elementem, ktery fidi jak nondisjunkci chromozomu X v sam¢i meioze,
tak i specifickou eliminaci v ¢asné embryogenezi je centromericka oblast chromozomu X.
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7  EPIGENETICKE PROCESY U KRYTOSEMENNYCH ROSTLIN

Krytosemenné rostliny jsou vrcholem evolucni vyvojové vétve fotosyntetizujicich organizmu. Vyznacuji
se mnoha unikatnimi vlastnostmi Ve svém Zzivotnim cyklu stfidaji haploidni a diplodni fazi vyvoje (obr.
7.1). Zatimco u niz§ich rostlin pfevazuje faze haploidni, u vyssich rostlin pfevlada diploidni sporofyt
nad haploidnim gametofytem. Gametofyt je u krytosemennych rostlin odkazan na vyzivu sporofytem
a tvori jej obvykle jen tfi (sam¢i mikrogametofyt) nebo osm (sami¢i megagametofyt) bunék. U téchto
rostlin je charakteristické dvoji oplozeni: dvé ekvivalentni spermatické bunky oplozuji vajeCnou bunku
(tvorba diploidniho embrya) a centralni jadro samic¢iho zarode¢ného vaku (obvykle triploidni endo-
sperm). Endosperm neni soucasti rostliny, jen po jistou dobu zaji§tuje vyzivu embrya (popfipadé kli¢ni
rostlinky). Je mozné ho proto srovnat s placentou u savci. Charakteristickym rysem krytosemennych
rostlin tedy je, Ze embryo se stejné jako u savcl vyviji v t€le matky, a proto se u t€chto organizmu zfej-
mé vyvinul vyznamny kontrolni vyvojovy mechanizmus - genomovy imprinting. Rostliny se vyznacuji
ztratou lokomoc¢niho pohybu: musely si tedy vyvinout extrémni adaptacni mechanizmy k prekonavani
podminek vnéjsiho Zivotniho prostiedi. Ziejmé proto se u rostlin vyskytuji vSechny typy epigenetickych
mechanizmi, jako jsou metylace CpG i CpNpG, genomovy imprinting, modifikace histon, RNA
interference atd. Vzhledem k tomu, Ze rostliny nemaji definovanou zarode¢nou drahu, jako je tomu
u zivocichii, mohou se v principu epigenetické zmény ze somatickych bun€k dostavat do gamet a tak se
dédit do dalsi pohlavni generace. Takové stochastické zmény se obvykle nazyvaji epimutacemi a u rost-
lin se s nimi setkavame v Sir§im méfitku nez u ZivocCichi, kde jim v penetraci mizZe do zna¢né miry
branit tzv. Weismannova bariéra. Nékteré epigenetické jevy, dnes popsané u riznych skupin eukaryot,
byly primarné popsany pravé u rostlin: patii k nim paramutace (interakce alel s dédicnym projevem),
nukleolarni dominance (umlcovani jadérek v bunkach hybrid(), uml¢ovani mobilnich genetickych
elementl, transgent a virti, ¢i DNA metylace zprostfedkované mechanizmem RNA interference.
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Obr. 7.1 Zivotni cyklus krytosemenné rostliny. Na rozdil od Zivo¢ichi nejsou u rostlin vysledkem meiozy gamety, ale
haploidni spory: sam¢i mikrospory a samici megaspory. Kazda mikrospora se podrobuje dvéma dé€lenim za koneéného
vzniku tfijaderného mikrosporofytu (pylova lacka). Ze Ctyi megaspor pireziva obvykle jen jedna, ktera dvéma mitdzami dava
vznik osmijadernému megagametofytu (sami¢imu zarodeénému vaku). Oplozeni je dvojité: jedna spermie splyva s bunkou
vajecnou a dava vznik embryu, druha spermie oplodni diploidni centralni jadro zarodeéného vaku a vznika endosperm.
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Podobné jako u savcli dochazi v rliznych bunkach a v riznych fazich Zivotniho cyklu rostlin k odlis-
nym epigenetickym tokiim. Nejmarkantnéjsi jsou zmény kritické pro reprodukéni cyklus - meioza,
embryogeneze a prechod z klidového semene do aktivniho semenacku. Napriklad v priibéhu vyvoje
samc¢iho gametofytu dochazi k dynamickym globalnim zménam ve struktufe vegetativniho jadra - a to
jak v Cetnosti metylace cytozinu, tak i v acetylacich histonu H4 - coz zjevn€ souvisi s jeho transkripéni
aktivitou (obr. 7.2). Jadra bunék z vegetativnich meristému vykazuji vys$si hodnoty metylcytozinu, coz
ma ziejmé ulohu ochrany budouci zarode¢né drahy. Pro demonstraci ulohy acetylaci histontl i metylace
DNA je mozZné vyuzit pfechodového stadia, kdy dormantni semeno je aktivovano ke kli¢eni. Pfi ném
dochazi k masivni tvorbé€ triacetylovanych lyzini H4 z pivodni monoacetylované formy a k poklesu

obsahu metylcytozinu (obr. 7.3).
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Obr. 7.2 Diagram predstavujici dynamiku metylace DNA a acetylace nukleozomalniho histonu H4 v priibéhu vyvinu vege-
tativniho a generativniho jadra v pylu u lilie: vysledky byly ziskany imunobarvenim. Jak je z obrazku patrné, k podstatnym
zménam dochazi ve fazi dvojjaderného pylu, kdy vegetativni jadro se podrobuje rozsahlé hypermetylaci DNA provazené
hypoacetylaci histonti H4.
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Obr. 7.3 Dynamika acetylace histonu H4 v pribéhu kliceni semen. Histony podrobené separaci v akrylamidovém gelu jsou
preneseny na membranu, ktera reaguje se specifickymi protilatkami vii¢i histonu H4 acetylovanému v pozicich lyzinu 5,
8, 12 nebo 16. Znacka 0 predstavuje reakci s protilatkou viici neacetylovanému H4. Obrazek jasné ilustruje, Ze v pribéhu
transkripéni aktivace (kliceni rostlin) dochazi ke globalni acetylaci histonu H4.
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7.1 Epimutace

Rostlinné genomy jsou charakterizovany vysokym obsahem metylovaného cytozinu: zlomek mC/(mC + C)
¢ini u né€kterych velkych rostlinnych genomu az 30 %. Sekven¢ni specifita téZ neni striktni, kromé stan-
dardnich palindrom CpG to mohou byt cytoziny prakticky v jakékoli sekvenci nukleotidli. Nejvyssi
obsah metylcytozinu se nachazi v heterochromatickych oblastech centromer a subtelomer. Vysoky
obsah metylcytozinu koreluje s vysokym obsahem transpozona a retroelementli. Vzhledem k tomu,
Ze meristém rostliny predstavuje zaklad jak somatické, tak i zarode¢né linie budouciho jedince, je
mozné si dobre predstavit, Ze epigeneticka informace indukovana v buiice meristému vlivem vnéjsiho
prostiedi se stava soucasti budouci pohlavni generace.

Historicky nejstarsi zachycenou epimutaci je ziejm¢é dédi¢na peloricka zména kvétni symetrie u Inice.
Lnice (Linaria vulgaris) ma zygomorfni kvéty, ale obcas se objevi i kvéty aktinomorfni (obr. 7.4b). Tato
zména byva Casto dédicna. V roce 1744 takovou pelorickou formu nalezli Zaci Carla Linnéa a od té
doby je uloZena v londynském herbari. V pelorické formé Inice nasSel zalibeni i Charles Darwin, ktery
(soucasné s Gregorem Mendelem) provadél i hybridizace rostlin. Po kfiZzeni normalnich a peloric-
kych forem ziskava v F2 generaci §t€pny pomér 127 standardnich : 37 pelorickych rostlin, coz svédci
o mendelistické segregaci. Darwin vSak statistickou analyzu neprovadél: pouze konstatoval, Ze zména
je dédicna. Od pocatku 20. stoleti pak byla peloricka forma Inice povazovana za klasicky pfipad ge-
netické mutace. V 90. letech se stal jednim z modelovych druhti pro studium kvétni biologie hledik
(Antirrhinum majus), blizce pribuzna rostlina s Inici (¢eled Scrophulariaceae). Pti studiu hlediku byl
izolovan gen cycloidea, ktery odpovida za kvétni symetrii. Enrico Coen z John Innes Institutu v Nor-
wichi si povS§iml napadné podobnosti pelorickych forem hlediku a Inice a izoloval z Inice homolog
genu cycloidea. Sekvenacni analyzou tohoto genu a jeho promotoru pak Coen zjistil, Ze peloricka
alela je v promotoru siln€ metylovana, zatimco standardni alela nikoli. Jedna se tedy o epimutaci: sek-
vence nukleotidl zistava stejna, ale metylace cytozinu méni fenotypovy projev genu. Priklad pelorie
povazovany za klasickou genetickou mutaci je tedy ziejmé epigenetickym jevem. Existuje cela rada
gend, jejichZ projev je epigeneticky labilni. MliZe to byt zplisobeno i tim, Ze se nachazeji pobliz useku
heterochromatinu, ktery $ifi do okoli umlcCujici efekt. NejznameéjSich labilnim genem u Arabidopsis je
Superman. Je to katastralni kvétni gen: v kaskadé tvorby kvétu rozhoduje o tom, jak velké oblasti kvét-
niho 1tzka budou urceny pro tvorbu prasniki a pestikii. Promotor tohoto genu byva ¢asto metylovany:
takové alely se nazyvaji clark kent a projevuji se zvySenym poctem tyCinek nebo pestikli (obr. 7.4a).

(@)

(b)

Obr. 7.4 Epimutace u rostlin: (a) Metylace katastralniho genu Superman u Arabidopsis thaliana obvykle zplsobuje tvorbu
nadpocetnych tyCinek. (b) Metylace promotoru genu cycloidea u Inice zptisobuje pelorickou formu kvétu (zménu zrcadlove
soumérného kvétu v paprsc¢ité soumérny).

Klicovym genem fidicim zrani plodi u rajcete je gen Cnr (Colorless non-ripening). Mutace tohoto
genu blokuje normalni proces zrani a vytvari vyrazny fenotyp s bezbarvym amorfnim perikarpem (se
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ztratou mezibunéénych adhezi). Molekularni analyza prokdzala, Ze v Cnr genu se nachazi SBP-box
(Squamosa promoter binding protein-like). Epigeneticka zména v SBP-boxu ma za nasledek fenotyp Cnr:
byly prokazany metylace sekvence DNA v oblasti 286 pb od pocatku ¢teni proti sméru transkripce.
Drive povazovana mutace zpisobujici poruchu zrani plodu je tedy epimutaci.

Len sety (Linum usitatissimum) je rostlinou s extrémni adaptac¢ni schopnosti. Environmentalni faktory,
jako jsou pocasi €i pristupnost Zivin, vedou k bezprostrednim zménam ve fenotypu rostlin. Tyto zmény
pak maji dédi¢ny charakter, i kdyzZ jen tzv. vyznivajiciho charakteru, tedy po par generacich zase za-
nikaji. Tyto fenotypové zmény zvané genotrofy jsou provazeny rozsahlymi genomovymi modifikacemi
v prib&hu vegetativniho vyvoje rostliny (obr. 7.5). Tyto genomové restrukturalizace, zplisobené piede-
v§im vy$§i dodavkou Zivin, vedou k vyraznému poklesu poctu kopii ribozomalnich gent a k rychlému
§ifeni jistych inzerénich sekvenci po celém genomu. Detailné byl charakterizovan jeden z takovych
elementl nazvany Linum Insertion Sequence 1 (LIS-1). Tento element ma velikost 5,8 kb a nachazi se
ve stejné pozici ve vSech liniich Inu podrobenych stejnému experimentalnimu rezimu. Element LIS-1
je zfejmé vysledkem restrukturalizaéniho programu, protozZe v genomu pivodni linie se viibec nevysky-
tuje. Je mozné, Ze tento element také pfedstavuje DNA-mechanizmus, kterym je indukovana zména
fenotypu prenasena do dalsi generace. Analyza sekvence nukleotidi prokazala pritomnost duplikace tfi
part bazi v cilovém misté, coz indikuje transpozi¢ni udalost: element LIS-1 vSak nevykazuje naleZitost
k nékteré ze skupin rostlinnych transpozona. Je pravd€épodobné, Ze element vznika jako koordinovana
sada inzerci kratkych repetitivnich sekvenci, které spole¢né vytvareji LIS-1.
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Obr. 7.5 Indukce genotrofti u Inu (Linum sativum). Rlizné environmentalni faktory (jako jsou vyziva ¢i podnebi) mohou
zpusobovat vznik odliSnych fenotypu rostlin. Tyto fenotypové projevy rtiznych environmentalnich faktort byvaji u Inu
dédi¢né az po nékolik generaci.

U rostlin se také vyskytuje jev zvany polyfenizmus: genotyp je fenotypoveé realizovan v zavislosti na pod-
minkach prostfedi. U Zivoc¢ichll je nejznaméjSim prikladem polyfenizmu tvorba barvy pokozZky hou-
senky motyla liSaje tabakového (Manduca sexta). Ten ma v podstaté dva mozZné alternativni programy:
pokud se housenka vylihne z vajicka za nizké teploty - vytvari tmavou pokozku, pokud se vylihne
za vys$i teploty - tvofi zelenou pokoZku. Je zjevné, Ze polyfenizmus prinasi housence potencialni vyho-
du: tmava barva akumuluje teplo pfi niZsi teploté, zatimco zelena pokozka poskytuje pfi vyssi teploté
a ozelenéni okolni pfirody ochranu pred predatory. Rostliny maji pfi ztraté schopnosti lokomoc¢niho
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pohybu velmi dobfe vyvinuté adaptacni mechanizmy v¢etné polyfenickych. Snad nejnazornéjSim pfi-
kladem je rostlina bahni¢ka zivoroda (Eleocharis vivipara) z Celedi Cyperaceae. Rostlina je schopna zit
ve vod¢ i na vzduchu a zapojuje pfitom odliSné biochemické drahy, které vedou k odli§nym fenotyptim
i metabolizmu: ve vodni formeé je fotosyntéza realizovana drahou C3 meziprodukti, ve vzdusné formé
je to typ fotosyntézy C4. Z hlediska fenotypové flexibility je jisté nejzajimave€jsi tzv. podivny model -
kosmatec krystalovy (Mesembryanthemum crystallinum, fad Caryophyllales). Pouziva se zejména ke stu-
diu abiotického stresu a odolnosti vii¢i salinité. Je perspektivnim rostlinnym modelem i z hlediska
molekularni genetiky, nebot ma relativné maly genom (asi 0,4 pg DNA v haploidnim jadfe) a nizky
pocet chromozomi (n = 9). Tato rostlina postupné vytvari - ve shodé s environmentalnim prostfedim
nevadské pousté - minimalné Sest odliSnych Zivotnich forem: (1) diploidni semenac¢ek sukulentniho
charakteru, (2) juvenilni formu s velkymi primarnimi listy, (3) dospé€lou rostlinu s odliSnym typem fo-
tosyntézy, vysokou toleranci vici soli a s nastupujici polyploidizaci, (4) kvetouci formu s polyploidnimi
méchyrkovitymi bunkami, (5) formu tvofici semennou generaci, vysoce odolnou vici soli, a (6) konec-
nou formu sezony - epidermalni méchyrkové bunky s extrémnim stupném 256C-polyplodie. VSechny
tyto formy vznikaji ve specifickych podminkach pocasi a predstavuji idealni mechanizmy adaptace. Je
podstatné, Ze rostlina dokaze svlij 6-fazovy vyvojovy program modifikovat podle aktualni zmény pocasi
¢i pozadavku experimentatora. Pokud naprfiklad aplikujeme tézky solny stres na dospélou rostlinu,
ktera ma standardn¢ vytvofit velké primarni listy, dojde k vytvofeni formy s uzkymi sekundarnimi listy.
Kosmatec krystalovy tak predstavuje idealni model ke studiu mechanizmu rezistence viici salinité.

(a) (b)

Obr. 7.6 Fenokopie homeotickych kvétnich zmén u tabaku zplisobené vlivem 5-azacytidinu. (a) Aborce vnéjSich kruht,
koruna se viibec nevytvari. (b) Reprodukéni organy vytvareji petaloidni struktury (i pohlavni organy maji ¢astecny cha-
rakter korunnich platkil). Obrazky ilustruji, Ze i exprese homeotickych gend je urcitym zplisobem fizena metylaci DNA.

Experimentalné Ize epigenetické zmény indukovat n¢kolika metodami, pfi nichz se obvykle inaktivuji
DNA metyltransferazy. SniZzeni stupn¢ metylace genomu lze navodit aplikaci analogli cytozinu, které
se vClenuji do DNA a nejsou metylovatelné. Patii sem zejména 5-azacytidin, ktery maze byt aplikovan
napriklad do Zivného média a zplsobuje vyraznou hypometylaci. Projevy hypometylaci mohou byt
riizné, Casto se projevuji (jako v pfipad€ genl cycloidea a superman) pii tvorbé kvétl. Tak napfiklad
u tabaku (Nicotiana tabacum) vede indukovana hypometylace ke tvorbé fenokopii homeotickych kvét-
nich zmén (obr. 7.6). U dvojdomé silenky (Silene latifolia) nastava po hypometylaci genomu dédi¢na
pohlavni reverze ze sam¢iho na hermafroditni pohlavi (obr. 7.7).
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Obr. 7.7 Experimentalni hypometylace DNA vede u dvoudomé silenky Sirolisté Silene latifolia k pohlavni reverzi samcich
(prasnikovych) rostlin konstituce XY (a) v rostliny s hermafroditnimi kvéty (s prasniky i pestiky) (b). Tato epigeneticka
zména je holandricky (pres pylového rodice) dédi¢na po mnoho dalSich generaci. Fenotyp samiéich (pestikovych) rostlin
konstituce XX zlstava beze zmén (c).

Rostlinné bunky se vyznacuji totipotenci, tedy kazda (somaticka i generativni) bunka je v principu
schopna dat opét vznik celé rostlin€. V praxi se to realizuje prostfednictvim tzv. explantatovych kultur,
kdy na Zivnych médiich - obvykle s exogenné aplikovanym auxinem a cytokininem - miZeme rege-
nerovat rostliny z riiznych fragmentd organt, pletiv ¢i jednotlivych bunék a protoplastli. Pfi detailni
analyze vétSich populaci klonovanych regeneranti se vsak zjistilo, Ze nejsou zcela shodné. Takovému
jevu fikame somaklonalni variabilita a tato ma obvykle dvé zakladni pfiCiny: genetické a epigenetické.
Mezi genetické priCiny variability patfi pfedevSim nepravidelnosti v mitotickém déleni a nasledné
aneuploidie ¢i polyploidie. Za epigenetické pri¢iny variability mezi klony byly identifikovany zejména
zmény v metylacnich spektrech DNA. Explantatové kultury in vitro obvykle pfredstavuji velky stres pro
kultivované bunky: patfi mezi n€ predev§im heterotrofni vyZiva, nepfiméfené vysoka relativni vlhkost
a v neposledni fad¢€ i aplikace chemickych analogi ristovych regulatorti. ProtoZe explantatové kultu-
ry ¢asto predstavuji i nezbytnou fazi v procesu transgenoze prostifednictvim vektort Agrobacterium
tumefaciens, mizZe byt exprese transgenu (resp. jeho pripadné umlceni) ovlivnéna pravé stresovymi
faktory in vitro kultur (obr. 7.8).

Obr. 7.8 Exprese bakterialniho transgenu nptll (neomycin fosfotransferaza) v tabaku. V nékterych transgennich rostlinach
dochazi k uml€eni transgenu, obvykle v disledku metylace pfislusSného promotoru, takze rostlinky jsou citlivé vii¢i kanamy-
cinu v médiu (nahore, oznacené Sipkami). Dolni snimek ukazuje enzymaticky test na neomycin fosfotransferazovou aktivitu.
Sipka ukazuje radioaktivné znaceny fosforylovany kanamycin. Vzorek éislo 1 je z kontrolni rostliny, vzorky 2 az 5 pochazeji
z jednotlivych transgennich rostlin (rostliny 2 a 4 transgen exprimuji, zatimco v rostlinach 3 a 4 byl transgen umlicen).
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7.2 Nukleolarni dominance

Eukaryotické genomy obsahuji velky pocet kopii gentl, které koduji ribozomalni RNA. Jejich ulohou
je zajistovat syntézu ribozomi a proteinil. Tyto rRNA geny jsou prepisovany prostfednictvim special-
niho aparatu s RNA polymerazou I. V genomu vytvareji rRNA geny obvykle né€kolik shlukii. V. mnoha
mezidruhovych hybridech dochazi k parentalné specifické expresi rRNA genii: rDNA geny ptivodem
z jednoho rodice jsou normalné aktivni, zatimco rRNA geny z druhého rodice jsou umléeny. Aktivni
rDNA vytvareji jadérka. Tento jev byl na cytologické urovni poprvé pozorovan ruskym botanikem
Michailem Navasinem v roce 1928, ktery jej nazval differential amphiplasty. chromozomy vnesené me-
zidruhovou hybridizaci jevily v uréitych kombinacich druhti zmény své morfologie. Navasin provadél
své slavné pokusy zejména na mezidruhovych hybridech rodu Crepis (Skarda, ¢eled Asteraceae). Jeden
z chromozomu (oznacovany pismenem D) vykazuje v parentalnich druzich satelit, tedy usek chromo-
zomu odd€leny od hlavni ¢asti chromozomu sekundarni konstrikci. V osmi hybridnich mezidruhovych
kombinacich z 21 analyzovanych chromozom D vytvarel tento satelit (obr. 7.9). Ve zbyvajicich 13
hybridech chromozom D tento satelit netvoril. Je podstatné, Ze k modifikaci tvaru chromozomu D
v hybridech nezaleZelo na sméru kfizeni, tedy ktery z druhti byl maternalnim ¢i paternalnim rodic¢em.
K tomuto jevu dochazi ve v§ech bunkach jedince, je vSak v podstaté reverzibilni: v generaci F2 pfi
segregaci parentalnich genomu se zase satelit na chromozomu D objevi. Je tedy ziejmé, Ze tento jev
je zpusoben interakci parentalnich genomu. Podobné reverzibilni interakce byly pozorovany i v pra-
béhu ontogeneze hybridl u brasik (Brassica) a Zaby drapatky (Xenopus). Pozd€ji bylo zjisténo, Ze
tvorba satelitu je zplisobena tvorbou jadérka v oblasti organizatoru jadérka (NOR, nucleolus organizer
region), ktery odpovida shluku nékolika stovek az tisicti rRNA gentll. Vyskyt sekundarni konstrikce
je tak zpuisoben transkripci rRNA gent a strukturou jadérka, ktera brani v daném misté kondenzaci
chromozomu. Ribozomalni RNA geny pfitomné v organizatoru jadérka koduji tfi ze Ctyf typt molekul
RNA, které spolu s velkym poctem proteinll vytvareji ribozomalni podjednotky. Kazdy ribozomalni gen
nese informaci pro velky 458 transkript, ktery je dale upravovan na molekuly 18S, 5,8S a 25S RNA.
Ribozomalni geny jsou usporadany v pfimych tandemovych opakovanich a jednotlivé kopie genii jsou
odd€leny mezigenovymi mezerniky.

satelit

sekundarni
konstrikce
centromera

tvorba hybrida
X —_—

druh A druh B A<B

Obr. 7.9 Cytogeneticky projev nukleolarni dominance u mezidruhovych hybrid rodu Crepis. Pfitomnost sekundarni
konstrikce naznacuje funkcni jadérko. Tyto sekundarni konstrikce resp. aktivni jadérka se nachazeji na chromozomech
parentalnich druhti A i B. Ve vysledném hybridu se vSak vyskytuje sekundarni konstrikce jen u druhu B, nebot jadérko
druhu A je umlcéeno.
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Molekularni podstata jadérkové dominance byla objasnéna u Zaby drapatky. V hybridech mezi Xeno-
pus laevis a X. borealis dochazelo ke tvorbé X. laevis TRNA transkriptli pouze v ¢asné embryogenezi;
jadérkova dominance je tedy regulaci na urovni transkripce. Byly vysloveny dvé zakladni hypotézy
vysvétlujici jadérkovou dominanci. Prvni hypotéza jev vysvétluje moznosti, Ze transkripéni faktory
odpovédné za aktivitu rRNA gent jsou druhové specifické a tudiz nemusi byt funkéni v jinych geno-
mech. Druha hypotéza naznacuje existenci mechanizmu, ktery diskriminuje rRNA geny v hybridnich
bunkach na bazi afinit DNA-vazebnych transkripcnich faktort. Tato alternativa také vysvétluje neza-
vislost na maternalnich ¢i paternalnich efektech. U rostlin je rozsahlé uml¢ovani rRNA genli davano
do souvislosti s metylaci DNA fizenou siRNA a dale s ulohou specifickych 5-metylcytozin vazebnych
proteind.

Modelovym systémem studia nukleolarni dominance u rostlin jsou hybridy Arabidopsis thaliana a A.
arenosa. Reciproky hybrid vznikly (pfirozenym nebo experimentalnim) kfizenim téchto druht se
nazyva A. suecica a exprimuje pouze rRNA geny A. arenosa. Analyzou PCR bylo zji§téno, Ze hybridni
genom obsahuje rRNA geny obou parent(, ale nebyla prokazana pritomnost rRNA z rodice A. thaliana.
Nukleolarni dominance muzZe byt revertovana chemickymi inhibitory metylace DNA nebo deacetylace
histont. Tento experimentalni vysledek naznacuje, Ze nukleolarni dominance je vysledkem cileného
umlcovani jedné sady rRNA gent (a nikoli selektivni aktivaci druhé sady gentli). ProtoZe rRNA geny
jsou organizovany ve shlucich ve formé stovek az tisicli repetici predstavujici miliony part bazi, je
nukleolarni dominance - vedle inaktivace chromozomu X u samic savcil - jednim z nejrozsahlejSich
prikladu epigenetického jevu uml¢ovani gent. Studia hybrid prokazala, Ze metylace DNA, acetylace
histonti a metylace histoni jsou hlavnimi mechanizmy, které fidi poCet aktivnich rRNA genti. SniZeni
metylace DNA a inhibice deacetylace histoni (v pozicich lyzinti 9 a 14 histonu H3 a lyzini 5 a 12
histonu H4) vedou k aktivaci rRNA gent, zatimco vyS$Si stupen metylace DNA a metylace lyzinu 9
histonu H3 vedou k uml¢ovani. Aktivni geny v organizatorech jadérka A. arenosa jsou v hybridu dekon-
denzovany, jejich DNA je hypometylovana a histony se vyznacuji nasledujicimi modifikacemi lyzint:
acetylace v pozicich 5, 8, 12 a 16 histonu H4, acetylace v pozicich 9 a 14 histonu H3 a metylace v pozici
4 histonu H3. Naproti tomu uml¢ené organizatory jadérka plivodem z A. thaliana jsou kondenzovang,
maji vyssi obsah metylcytozinu a vykazuji metylaci lyzinu v pozici 9 histonu H3.

7.3 Paramutace

Paramutace je vysledkem dédi¢né zmény genové exprese, kterd nastava po interakci alel. Odporuje
tak zjevné Mendelové pravidlu o nezavislé segregaci alel. Paramutace jsou dobfe popsany u fady
druhi rostlin. V posledni dob¢ vSak prichazeji informace i o paramutacich u savci. Paramutace patfi
k nejstar§im pozorovanym epigenetickym jevim. JiZ v poloviné minulého stoleti americky genetik
Alexander Brink pozoroval u kukufice, Ze interakce mezi dvéma alelami mohou zpisobovat mitoticky
i meioticky dédi¢nou zmé&nu exprese jedné ze dvou alel. Kdyz alela R-r, ktera odpovida za tmavé Cervena
zménéna, takZe se projevovala tvorbou slabé pigmentovanych semen (oznacenych R-r "), zatimco alela
R-stippled segregovala nezménéna. Pozdéji byly paramutace identifikovany u mnoha druhi rostlin, hub
i savcl. Na rozdil od pravych mutaci je jejich frekvence vyssSi a naopak stabilita je niz§i. Paramutace
predstavuje typ komunikace mezi homolognimi sekvencemi DNA, které se nachazeji v pozici in trans,
tedy na rtiznych chromozomech. Paramutace nezptsobuji zmény sekvence DNA, nybrz jde o zmény
metylace DNA a struktury chromatinu, tedy zmény epigenetické. Paramutace predstavuji interakce
alel: ta, ktera zménu indukuje, se nazyva paramutagenni, a alela, kterd se paramutaci podrobuje, se
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nazyva paramutovatelna (obr. 7.10). Paramutagenni alela tedy vyvolava zménu a predava ji svlij expresni
stav, zatimco paramutovatelna alela se podrobuje epigenetické zméng¢. Jiz paramutované alely mohou
vykazovat sekundarni paramutace: tedy vyvolavat paramutace dalSich ,naivnich® paramutovatelnych
alel. Casto se k monitorovani paramutaéniho jevu pouZivaji rostlinné pigmenty, protoZe jejich pozo-
rovani je snadné a pro rostliny nemaji Zzadné negativni dasledky. NejcastéjsSimi modely pro studium
paramutaci jsou kukufice, hledik, petunie a rajce.

X

paramutagenni alela B~ l paramutovatelna alela B-/

B B
paramutace

El

BB i
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B'IB B/B* BB BB~

Obr. 7.10 Schéma fenoménu paramutace u kukufice; obvykle je studovan na barve aleuronu endospermu. Je kfiZena rost-
lina s alelou B" (paramutagenni, slabé exprimovanou) s rostlinou nesouci paramutovatelnou alelu B-/ se silnou expresi.
V okoli alely B “se nachazeji silné metylované repetice, které posléze davaji vznik malym uml¢ovacim dsRNA molekulam.
Uniformni hybridni potomstvo ma fenotyp rostliny s ptivodni paramutagenni alelou B "a jeho genotyp zna¢ime B B " *
(protoze ptivodni alela B-I se zménila na B "*). Po samopyleni bychom v dalsi generaci méli sledovat nezavislou segregaci
alel. Diky paramutaci v§ak vznika uniformni populace s fenotypem paramutagenni alely, i kdyZ jejich genotypy jsou odli§né
(B'B",B’'B'*, B"*B’ a B"*B*; podle Allemana et al., 2006).

Vysledkem paramutace je obvykle umlCeni paramutovatelné alely na urovni transkripce. Existuji mini-
malné dva modely, které paramutace vysvétluji na molekularni rovni. Prvni hypotéza fika, Ze paramu-
tace je zprostredkovana zvlastnimi molekulami RNA, které jsou odvozeny z paramutagenniho lokusu
a ovlivnuji transkripci paramutovatelného lokusu in trans. Tato teorie tedy nevyZaduje fyzicky kontakt
mezi prislu§nymi alelami. Druha hypotéza je naopak postavena na bazi kontaktu paramutagenni a pa-
ramutovatelné alely: paramutagenni lokus predava sviij transkripéné€ inaktivni stav svému partneru
prostiednictvim parovani homolognich sekvenci. Pokud se paramutovatelna alela stane paramutovanou,
stava se také sama schopna vyvolavat paramutace: takovy jev se nazyva sekundarni paramutace. Bylo
také prokazano, Ze frekvence trans inaktivaci je vyssi u polyploidnich rostlin. V né€kterych pfipadech
byla prokazana pozitivni korelace paramutace s hypermetylaci DNA. Sama metylace DNA se vSak
nezda byt jedinou podminkou paramutace, spiSe je procesem naslednym, ktery fixuje zménény stav
chromatinu. Nejnovéjsi vysledky studia paramutaci u kukufice ukazuji na ulohu kratkych interferujicich
RNA (siRNA) a RNA-dependentni RNA polymerazy (RDRP).
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7.4 Umlcovani mobilnich genetickych elementu

Mobilni genetické elementy riaznych skupin tvori vyznamnou ¢ast eukaryotickych genomi (fadoveé
desitky procent). Aktivni mobilni elementy (af uzZ DNA transpozony ¢i retroelementy) jsou potenci-
alné vysoce mutagenni: mohou svou inzerci zasahovat kodujici genové sekvence, Ci zpisobovat zlomy
a restrukturalizace chromozomu. Transpozony také mohou ze svého promotoru ¢i zesilovace spoustét
ektopickou expresi prilehlych genti. K obrané€ svého genomu si vét§ina eukaryotickych organizmu vy-
vinula epigenetické mechanizmy k potlacovani jejich aktivity. Znamena to, Ze epigeneticky inaktivni
transpozony diky represivni struktufe chromatinu nevytvareji proteiny potrebné ke své mobilité. Trans-
ponovatelné elementy jsou klasifikovany predevsim na zakladé mechanizmu transpozice. Transpozony
vyZadujici ke svému prenosu krok reverzni transkripce se nazyvaji retrotranspozony (typ I). Retrot-
ranspozony se na zakladé pritomnosti ¢i absence primych opakovani (LTR, long terminal repeats) déli
na dva typy elementd. Jejich proteiny pol a gag jsou pfibuzné retrovirovym proteiniim, ale postradaji
obalovy protein, ktery by jim umoznil pfechod do jiné bunky. Retrotranspozony se podrobuji dupli-
kativni transpozici, takZe jejich proporce v genomu stale vzrista. DNA transpozony ke své integraci
do genomu nevyZaduji reverzni transkripci. Transpozaza, enzym kodovany transpozonem, rozpoznava
koncova obracena opakovani transpozont (TIR, terminal inverted repeats), vy$tépi transpozon z pU-
vodni pozice a integruje jej do nového mista.

Existuje cela fada modifikaci chromatinu, které potlacuji transkripci transpozond, jako jsou modifikace
aminoterminalnich konct histonti, metylace DNA, RNA interferen¢ni mechanizmus a kondenzace
chromatinu. Modifikace aminoterminalnich koncti méni vazbu proteinovych faktort, a tak i moznosti
vazby transkrip¢nich faktorii. Bylo zjisténo, ze nukleozomy, které jsou zahrnuty v DNA sekvencich
transpozoni se vyznacuji zvySenou hladinou metylace lyzinu 9 v histonu H3, coz je signalnim zna-
kem uml¢eného chromatinu. Naopak mutace v draze této histonové modifikace vedou k reaktivaci
transpozontl. Metylace DNA jsou nastrojem uml¢ovani transpozoni zejména u rostlin a savcil. Pritom
symetrické CpG metylace jsou jednoduse pri kazdém bunécném déleni kopirovany z matefskych vla-
ken DNA na dcefinna. Asymetrické metylace DNA jsou uzivany k uml¢ovani transpozont u rostlin
a v né€kterych typech sav¢ich bunék, zejména embryonalnich. Jde o de novo metylace, které nezaviseji
na metylovaném templatu a museji se nastavovat kazdou buné¢nou generaci. Proteiny se uplatnuji
pfi uml€ovani transpozont zejména kondenzaci chromatinu. U Arabidopsis jsou dobfe prostudovany
mechanizmy RNA-fizené metylace DNA a uml¢ovani transpozonil. Zde byly identifikovany dvé sku-
piny malych siRNA molekul odlisné velikosti. Mensi molekuly RNA (21 az 22 nukleotidii) hraji roli
v posttranskripéni regulaci, zatimco ty delsi (24 az 26 nukleotidi) fidi RNA-dependentni metylaci
DNA a jsou odvozeny z transpozontl a tandemovych repetici. Vznika samozrejmé otazka, jak mize
dochazet k heterochromatinizaci prostfednictvim siRNA, které vznikaji transkripci uml¢enych transpo-
zonu. U Arabidopsis to zajistuje specifickd RNA polymeraza IV. Jeji pfipadna mutace vede k reaktivaci
umlcéenych transpozoni.

Centromery A. thaliana obsahuji ve vnitinich satelitnich oblastech roztrousené retroelementy, zatimco
vnéjsi pericentromerické oblasti obsahuji vice DNA transpozonii. Centromery jsou typickym mistem
s konstitutivné heterochromatickym stavem, coZ je vyznamné pro funkci chromozomu i integritu
genomu. Reaktivace epigeneticky uml¢enych mobilnich elementll v centromerach vede ke Stépeni
chromozomil a meiotickym defektim. Centromerické satelitni repetice mnoha druhii eukaryot maji
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sekvencni homologii k transpozontim, ackoli samy jiz ztratily schopnost translokace. Chromatinoveé izo-
latory (chromatin insulators) jsou hrani¢nimi sekvencemi genovych oblasti, které hraji roli v organizaci
chromatinu v jaderné kompartmenty odliSné svym transkripénim stavem. V téchto chromatinovych
izolatorech hraji vyznamnou roli mobilni genetické elementy.

Mobilni genetické elementy obvykle nemaji sviij vlastni projev, ale vzhledem k rtiznorodosti své inzer-
ce vytvareji genetickou a fenotypovou variabilitu, at uz v riznych bunéénych liniich ¢i v populacich
jednotlivct. Epialely jsou dédi¢né epigenetické zmény genové exprese, které mohou byt fizeny okolni-
mi transpozony. Epialely jsou nestabilni, v riznych bunikdch mohou vést k odliSnému fenotypu, coz
se projevuje jako variegace ¢i mozaicizmus. Promotory transpozoni mohou ovliviiovat transkripci
okolnich gent. V jednoduchém piripadé mohou transkripty fizené promotorem transpozonu vytvaret
své transkripty a z nich pokracovat do sousediciho genu (obr. 7.11). Dochazi tak k ektopické (popf.
konstitutivni) expresi tohoto genu. Alternativou genové aktivace je naopak umlceni sousediciho genu.
K tomu dochazi poté, kdyz sekvence DNA transpozonu je rozpoznana hostitelem jako paraziticka
sekvence a riznym mechanizmem umléena. Vznikajici heterochromatinizace se pak muaze S§ifit i dal
a zpusobit umlceni sousedniho genu (obr. 7.11).

— hcf106 ——

Obr. 7.11 Vliv transpozonil na genovou expresi prilehlych oblasti chromozomil. Ektopicka inaktivace genu kédujiciho
dihydroflavonol reduktazu (Dfi-B) z metylovaného transpozonu MuLE zpiisobuje tvorbu bilych sektorii v koruné kvétu
svlacce povojniku, Ipomea purpurea. (nahofe). Transpozon miiZe transkribovat nejen svou, ale i sousedni oblast DNA, ¢imz
dochazi k ektopické expresi genu (dole). V tomto pfipad€ jde o expresi gentl scf106 a les28 z neautonomniho transpozonu
Mul, coz zplisobuje svétlé skvrny a nekrotické leze na listech (podle Slotkina a Martienssena, 2007).

Recentné bylo zjisté€no, Ze transpozonem indukovana epigeneticka zména miize vést k odliSné deter-
minaci pohlavi u melounu. Meloun mé dva klicové geny ovladajici pohlavnost: gen A blokuje tvorbu
ty€inek, zatimco gen G blokuje vznik pestiku. U melounu jsou jedinci jednodomi (44AGG, monoecious)
se separatnimi sam¢imi a samic¢imi kvéty a jedinci aaGG (andromonoecious), ktefi tvofi na hlavnim
stonku kv€ty sam¢i a na uzlabnich vétvich oboupohlavné kvéty. Kromé toho ma meloun formy, které
vytvateji pouze kvEéty samici (44gg, gynoecious) nebo oboupohlavné (aagg, hermaphrodite). Detailni
analyza promotoru genu G prokazala, Zze obsahuje transpozon. Jeho inzerce do promotoru vede k epi-
genetické zmén¢, ktera ma za nasledek Sifeni metylace DNA a uml¢ovani genu G: fenotypové to ma
za nasledek zménu pohlavnosti jednodomych rostlin AAGG na rostliny samici (obr. 7.12).
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Obr. 7.12 (a) Schéma pohlavnich vzorcl a genotypt u melounu (podle Martina et al., 2009). Shora doli jsou kvétni
pohlavni vzorce jedincli monoecickych (44GG), hermafroditnich (aagg), andromonoecickych (aaGG) a gynoecickych
(AAgg), pricemz gen G odpovida za blokadu gynoecea (pestiku) a gen A4 za inhibici tvorby androecea (tyCinek). (b) Inzerce
a umlCeni transpozonu vede k iniciaci a roz§ifeni metylace DNA v promotoru genu G u jednodomych rostlin s genotypem
AAGG, coZ ma za nasledek tvorbu samicich rostlin.

7.5 RNA interference u rostlin

V 90. letech minulého stoleti bylo soucasné s efektem experimentalniho uml¢ovani genil cestou injekce
dsRNA u Caenorhabditis elegans také zjiStovano, ze dSRNA ma u rostlin i funkci pfi uml¢ovani trans-
genll a zejména pak pfi obrané vic¢i virlim, transpozontim i pfi vyvojové regulaci genové exprese. Je
zfejmé, Ze obrana rostlin viic¢i virim je zaloZena na dsSRNA intermediatech, které se objevuji pfi virové
replikaci RNA. Tyto dvouvlaknové molekuly RNA jsou §té€peny na menSi useky RNazou III Dicer.
Jakmile tedy nastane infekce rostliny, jsou virové RNA molekuly objektem aktivity komplexu RISC
(RNA-induced silencing complex) a virova replikace je zpomalena. Dosud neni jasné, zdali i viry v Zivo-
¢iSnych hostitelich jsou podrobovany umlcovani cestou RNAi. V pocatecnich fazich infekce rostliny
se jeSté€ virova RNA nestava cilem umlcovani, protozZe replika¢ni intermediat se dosud neakumuloval
v dostate¢né hladiné: k tomu dochazi v pozdé&jsich stadiich vyvoje virové infekce. Je tfeba vSak zminit,
Ze mnoho druht virti kéduje proteiny, které jsou supresory RNA umlcovani. Vysledny stupen infekce
rostliny je pak odrazem miry supresorové aktivity.

Existuji minimalné tfi odliSné drahy pfrirozeného umlcovani cestou RNAi u rostlin. Prvni je draha
cytoplazmatického umlCovani siRNA (short interferring RNA). Tato draha se mliZe uplatnovat ve virem
infikovanych bunkach, kde dsSRNA muZe byt replikacnim intermediatem nebo produktem sekundarni
struktury virové jednovlaknové RNA. V pripadé rostlinnych DNA virt mohou byt dsRNA tvofeny
asociaci prekryvajicich se komplementarnich transkriptd. Tento typ umlcovani obvykle kon¢i Sté€pe-
nim perfektné homologni mRNA sekvence. Druhym typem drahy je uml¢ovani mRNA cestou jedno-
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vlaknové miRNA (microRNA). Tyto miRNA negativné reguluji genovou expresi parovanim s ¢astecné
homolognimi molekulami mRNA, coZ ma za nasledek obvykle zabranu translace. Stejné jako siRNA
jsou i miRNA kratké 21 az 24 nukleotidil jako produkt §tépeni RNA prekurzoru RNazou Dicer. RNA
se ovSem muze parovat jak s RNA, tak i s DNA a mechanizmus RNAi tedy mtliZe ovlivhovat genovou
funkci i na urovni genomové DNA. Treti drahou umlc¢ovani RNA u rostlin je metylace DNA a potlaco-
vani transkripce. K této draze vedou dlikazy ze studii transgeni a virovou RNA-fizenou metylaci DNA.
RNA-fizend DNA metylace (RdDM, RNA-directed DNA methylation) stejné€ jako RNAi-zprostiedkovana
tvorba heterochromatinu jsou epigenetickymi procesy, které maji za nasledek kovalentni modifikaci cy-
tozinu v DNA resp. nukleozomalnich histoni (zejména metylaci lyzinu v pozici 9 histonu H3). RADM
je dobfe charakterizovan u rostlin, zatimco RNAi-heterochromatinizace funguje u kvasinek, rostlin
i ZivoCichti. RdADM je prvni zndmou RNA-fizenou epigenetickou modifikaci genomu (popsana u rostlin
infikovanych viroidem jiz v roce 1994). Brzy poté bylo prokazano, Ze proces RADM vyzaduje dsRNA,
které jsou Stépeny na malé molekuly dsRNA. Takové molekuly, které maji homologii k promotorovym
oblastem v genomu mohou iniciovat jejich metylaci a transkripéni uml¢ovani geni. RADM vede k de
novo metylaci cytozinu ve vSech sekvenénich motivech, nikoli jen v palindromech CpG. Je zajimavé, Ze
tato metylace je striktné omezena na oblast sekvencni homologie a dale se v genomu nesifi. RADM je
procesem postupnym, ktery je iniciovan signaly RNA a mistné-specifickymi DNA metyltransferazami.
Po de novo metylaci nastava modifikace histont (deacetylace a metylace lyzinu 9 histonu H3), ktera
pomaha udrzovat metylaci DNA.

V principu se v§echny tfi typy uml€ovani - miRNA, siRNA a RNAi-fizena metylace DNA -vyskytuji
i u n€kterych jinych eukaryot, ne vSak u vSech. Napriklad u savcl ziejmé funguje jen mechanizmus
umlcovani cestou miRNA. Standardni soucasti vSech téchto typti uml¢ovani jsou enzymatické komplexy
Dicer a Argonaut. Dicer predstavuje u rostlin celou genovou rodinu, jejiz ¢lenové mohou predstavovat
rizné drahy Stépeni dsSRNA. Proteiny Argonaut jsou pak soucasti ribonukleazového komplexu RISC,
ktery obvykle §tépi cilovou sekvenci mRNA.

Rostlinné a Zivo¢isné miRNA maji podobny charakter. Pfedstavuji 20 az 22-nukleotidové jednovlaknové
molekuly miRNA, které vznikaji RNazovou aktivitou Diceru a zavisi i na funkci proteinu Argonaut: tyto
procesy se odehravaji v jadre. U Zivoc¢ichi je miRNA pfipravovana enzymy Drosha a Dicer ve dvoukro-
kovém postupu v jadfe i v cytoplazmé. DalSim vyznamnym rozdilem je skutecnost, Ze miRNA u rostlin
se ve vys$i mife paruji s cilovou sekvenci RNA, ¢imz dochazi k jejimu Stépeni (a nikoli ke translacni
represi). U Zivo¢icht jsou miRNA cileny ke 3 "-netranslatované oblasti mRNA, zatimco rostlinné
miRNA sméruji ke kodujici sekvenci nebo dokonce k 5 "-netranslatovanému konci. Ve vétSiné€ pripadt
bylo zjisténo, Ze miRNA odpovidaji mRNA kédujicim transkripéni faktory a jiné regula¢ni proteiny,
které fidi vyvojovou regulaci. RNA-dependentni RNA polymeraza (RdRP) je kliCovym faktorem tvorby
dsRNA z jednovlaknového templatu - napfiklad virové RNA nebo RNA z transgenu. RDRP tak od-
povida i za amplifikaci uml€ovaciho signalu. Dtilezita je také mobilita umlcovaciho signalu v rostling,
ktera se mize projevit jeSté pred vstupem viru do bunky. Systemicky signal zjevné odpovida dsRNA
a proteintim, které zajiStuji priichod dsRNA pres membranu. Tento systém umlc¢ovani virovych sekvenci
funguje u rostlin a Caenorhabditis elegans, nikoliv vS§ak u savci.

Virem-indukované umlcovani genu u rostlin (VIGS, virus-induced gene silencing) je technika zaloZzena
na schopnosti rostliny branit se proti virové infekci prostiednictvim RNA molekul. Replikaéni virovy
intermediat je dvouvlaknova RNA, ktera dava vznik siRNA v infikované bunce korespondujici k ¢asti
virového genomu. Pokud je do virového genomu naklonovan inzert z hostitelského genomu, vznikajici
siRNA bude smérovat k odpovidajici hostitelské mRNA a vysledny fenotyp infikované rostliny by mél
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odrazet ztratu funkce (umlceni) pfislu§ného genu. Prikladem mize byt aplikace viru mozaiky tabaku
nesouci inzert rostlinného genu fytoen desaturazy. Infekce rostliny, Sifeni virové infekce a indukovana
obranna reakce rostliny vyvolaly symptomy fotochemické destrukce rostliny odrazejici nepfitomnost
fotoprotektivnich karotenoidnich pigmentt, které vyzaduji enzym fytoen syntazu. Podobné inzerce
genu zahrnutého v syntéze chlorofylu vedla k jeho umlceni a k vytvareni symptomu chlorozy. Jinym
prikladem miiZe byt inzerce genu /eafy, coz je gen nezbytny k indukci kvétniho vyvoje. Mutanty leafy
se ztratou funkce - stejné jako vektorem infikované rostliny - vytvarely malformované kvéty. Metoda
VIGS by se tak mohla stat cennou metodou ke studiu genové funkce u rostlin (obr. 7.13). Dosud vSak
byla uspésn¢€ aplikovana pouze u n¢kolika druht rostlin, predev§im na virologickém modelu tabaku -
Nicotiana benthamiana. N. benthamiana je vnimava vici Sirokému spektru virti a zfejmé hlavni pred-
nosti této rostliny je vysoka schopnost vylu¢ovani latek plazmodezmaty a predavani dsRNA molekul
z buniky do bunky. VIGS je postup velmi rychly: od infekce rostliny az po projev uml¢eného genu to
trva nékolik dnti az tydnt. U vétSiny testovanych druht rostlin v§ak metoda VIGS nefunguje. Existuje
vice omezeni této metody. Viry nevstupuji do meristému rostliny, takZe v podstaté nelze pfimo studovat
funkci gentl exprimovanych v meristému. DalSim omezenim je studium zakladnich genti metabolickych
drah: jejich uml¢eni miZe mit na rostlinu letalni efekt.
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rostliny \\ /

vlozeni useku mRNA genu
@ do virového genomu

vloZeni virového konstruktu
do agrobakteria

klonovany gen
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RNAi obrana vuci virové infekci je
provazena i posttranskripcnim umlicenim
prislusného rostlinného genu

Obr. 7.13 Schéma metody VIGS (virus-induced gene silencing) ke studiu funkce gend. Klon cDNA knihovny pfipravené
z rostliny je klonovan spolu s celou virovou cDNA do binarniho vektoru sytému Agrobacterium tumefaciens. Timto krokem
jednak obejdeme nutnost in vitro transkripce a dale po infekci rostliny agrobakteriem zajistime, Ze v mist€ vpichu dojde
ke genetické transformaci, ktera je stalym zdrojem pfisluSnych transkriptii (metoda agroinfekce). Virové ¢astice (spolu
s vloZenym rostlinnym genem) se §ifi systémové rostlinou, vyvolavaji obrannou reakci, ktera by se méla projevit i posttran-
skripénim uml¢enim pfisluSného homologniho genu (podle Burch-Smitha et al., 2004).
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Casto byva umléovani cestou VIGS demonstrovano na transgennich rostlinach tabaku N. benthamiana,
které maji exprimovany transgen GFP (green fluorescein protein). Pokud se na rostlinu posviti ultrafia-
lovym svétlem, fluoreskuje zelen€. Jako VIGS vektor se pouziva slozitého vektorového systému véetné
Agrobacterium tumefaciens (agroinfekce). Ulohou agrobaktéria je geneticka transformace injikovanych
bunék stredni zilky listu tabaku. T-DNA se ziejmé integruje do prisluSnych bunéénych jader a zajistuje
transkripci vloZeného virového genomu i se sledovanym genem: v tomto pripadé GFP. Pti superin-
fekci rostliny vektorovym systémem Agrobacterium tumefaciens - virus - GFP dochazi k §ifeni virové
infekce a tim i k vyvolani obranné reakce rostliny prostrednictvim dsRNA intermediatu. Fenotypové
se to projevim tim, Ze se rostlinou S§ifi umlcujici signal, coZ se projevi ztratou zelené fluorescence pod
UV svétlem.

V osmdesatych letech minulého stoleti se diky vyvinuti agrobakterialnich vektort stalo genové in-
Zenyrstvi rutinni zalezitosti a objevily se i prvni neo¢ekavané vysledky pfi introdukci reportérovych
gent. Slo o umléovani genfi na bazi homologie, coZ ¢asto korelovalo se zvySenym poctem integrova-
nych transgend. Byly zjiStény dva molekularni mechanizmy: degradace zvySené hladiny mRNA cestou
posttranskrip¢niho umléovani (PTGS, posttranscriptional gene silencing) a represe transkripce (7GS,
transcriptional gene silencing). V obou pripadech dochazelo i ke zvySené metylaci umlcovanych gend.
Zvlastni priklad PTGS u transgenni petunie byl oznacen terminem kosuprese (cosuppression). Pokusy
modifikovat kvétni barvu zvySenou expresi chalkon syntazy, ktera odpovida za tmavé Cervené korunni
platky, vedlo ¢asto k variegovanym nebo zcela bilym kvétim. Bylo prokazano, Ze inhibice pigmentace
je vysledkem koordinovaného umlceni jak chalkon syntazového transgenu, tak i endogenniho chalkon
syntazového genu. Pozdéjsi vysledky ukazaly, Ze kosuprese u rostlin je ekvivalentni RNAi mechanizmu
u Caenorhabditis elegans.

7.6 Epigenetické rizeni kvétniho vyvoje

U mnoha druht rostlin je proces kveteni pod epigenetickou kontrolou: aplikace nizké teploty na vyvije-
jici se rostliny nebo kli¢ici semena vede k indukci ¢asného kveteni. Tento proces se nazyva vernalizace
(jarovizace). V podstaté jde o indukci zmény vegetativniho meristému v reprodukéni meristém, ktery
vytvari kvétenstvi. Vernalizace ma dva vyznamné atributy. Genova aktivita indukovana nizkou teplotou
se mitoticky dédi po mnoho bunécnych generaci, které predchazeji tvorb€ reprodukéniho meristému.
Znamena to tedy dlouhodobou separaci indukéniho vlivu od fenotypové odpovédi (¢asného kveteni).
Druhym atributem je reverzibilita v dalsi pohlavni generaci: piivodni stav je zfejmé resetovan pri tvorbé
gamet. KliCovym genem vernaliza¢ni reakce u Arabidopsis je gen Flowering locus C (Flc). Vernalizaci
indukovany stav potlacené transkripcni aktivity lokusu Flc spoc¢iva v modifikacich histona pfislusné
chromatinové oblasti. Gen Flc patii mezi MADS-boxové kvétni geny a jeho produkt - protein Flc
udrzuje vrcholovy meristém rostliny ve vegetativnim stavu. Existuje nékolik dalSich lokust, které akti-
vitu Flc ovliviwuji; patii mezi né zejména aktivator Frigida. Recentné byla naznacena i funkce malych
RNA v regulaci funkce genu Flc: byly identifikovany 30 a 24-nukleotidové malé RNA komplementarni
ke transkribovanému vldknu Flc a umisténé ve 3 "oblasti mRNA. NaruSeni oblasti koédujici tyto malé
RNA vede ke zvySené expresi genu Flc a pozd¢&jSimu kveteni. Redukovana aktivita Flc a Casnéjsi kveteni
mohou byt také vyvolany redukovanou hladinou metylace DNA. Experimentalni sniZzeni hladiny DNA
metyltransferazy MET1 nebo aplikace 5-azacytidinu vedlo ke sniZeni genomové metylace az na 15 %
vic¢i standardu a rostliny ¢asné kvetly. Pti této hypometylaci indukované redukci aktivity Flc nastala
v Flc lokusu deacetylace histonu H3 i H4, podobn¢ jako pfi chladovém piisobeni.
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7.7 Genomovy imprinting

Genomovy imprinting je programované, pohlavné-specifické znaceni genové exprese. Znamena to,
Ze nékteré geny (u savcl a krytosemennych rostlin) jsou exprimovany v zavislosti na tom, od kterého
rodi¢e pochazeji. Paternalni imprinting tedy znamena, Ze prislu$na alela zdédéna od otce je umlco-
vana, zatimco plivodem maternalni alela je funkéni. Maternalni imprinting pak znamena obracenou
situaci: maternalni alela je uml¢ena a paternalni je aktivni. Dosud je znamo asi 100 imprintovanych
genl u savcl (tab. 8.1) a okolo 20 takovych gent u rostlin (tab. 7.1).

gen druh exprese mechanismus funkce

MEDEA  Arabidopsis  maternalni Polycomb remodelovani chromatinu
PHERES1 Arabidopsis paternalni Polycomb transkrip¢ni faktor
FWA Arabidopsis maternalni DNA-metyltransferaza transkrip¢ni faktor
FIS2 Arabidopsis maternalni DNA-metyltransferaza  remodelovani chromatinu
FIE Arabidopsis maternalni ? remodelovani chromatinu
AGLS0 Arabidopsis ~ maternalni ? transkrip¢ni faktor
AtFHS Arabidopsis maternalni ? regulace aktinu
FIE] Zea mays maternalni DNA-metyltransferaza  remodelovani chromatinu
FIE? Zea mays maternalni DNA-metyltransferaza  remodelovani chromatinu
R Zea mays maternalni ? syntéza pigmentu
Meel Zea mays maternalni ? vyvin embrya

Tab. 7.1 Imprintované geny u krytosemennych rostlin

Spole¢nym jmenovatelem savcil a krytosemennych rostlin je skuteénost, Ze embryo se vyviji uvnitf
t€la matky a je po tu dobu vyhradné maternalné vyZivovano. Vyvoj embrya musi byt pfisné€ regulovan
tak, aby byl priméreny. Genomovy imprinting se ziejmé evolu¢né vyvinul jako reakce na potencialni
rodicovsky konflikt (sex conflict, tug of war between mother and progeny): tuto teorii postuloval David
Haig v 80. letech 20. stoleti. Podle ni se predpoklada, zZe zajmy otce a matky jsou v rozporu. Otec si
preje maximalni vyvoj svych déti, zatimco matéin zajem spociva v pfiméfeném vyvinu vSech svych
potomkd, které miiZe mit soucasné i s vice otci. KliCovym zajmem matky je také postupné vicenasobné
t€hotenstvi, takze jeji zdravi nesmi byt pfi vyvinu embrya poskozeno. U savci je hlavnim mechaniz-
mem imprintingu metylace DNA v promotorech nékolika desitek urcitych gent, ke které dochazi pfi
gametogenezi. Pfi gametogenezi dochazi nejprve k vymazani pivodniho rodi¢ovského zaznamu (coz
je kombinace maternalniho a paternalniho genomu pfedchozi generace) a poté ke vzniku nového,
pohlavné specifického: tedy odlisného u spermii a oocyttl. Rikame proto, Ze genomovy imprinting
u savcu je reverzibilni. Zda se, Ze u rostlin je tomu jinak. U asi dvou desitek gent bylo zjiSténo, Ze jsou
uniparentalné exprimovany: nikoli v§ak v embryonalni linii ale v endospermu. Také v téchto pripadech
byla zjisténa priikazna korelace s metylaci prislusnych gent. ProtoZe endosperm (analog trofektodermu
u saveill) je vyZivové, extraembryonalni terminalni pletivo, odliSny metylac¢ni zaznam neni reverzibilni,
ale kon¢i s kratkodobou existenci endospermu (obr. 7.14). Jedinou vyjimkou je ziejmé gen meel (mater-
nally expressed in embryo 1) zjistény u kukurice. Tento gen je paternaln€ imprintovan jak v embryu tak
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ivendospermu a tyto stavy koreluji s odliSnou metylaci alel. Tato epigeneticka asymetrie v endospermu
ziistava, zatimco embryonalni maternalni alela je demetylovana pri fertilizaci oocytu a remetylovana
v pozdni embryogenezi. Pokud se tato prace potvrdi, znamenalo by to existenci dvou nezavislych typu
imprintingu u krytosemennych rostlin - v endospermu a v zarode¢né linii.

/udriovaci DNA metyltransferaza

____ maternalni chromozom
Wpaternélni chromozom

.@

o T~

SN

G spermie spermie
NS o N,
4

T T~ o~ )
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P Yo demetylace v centralnim jadre
CTRCTIICTD,
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alel v endospermu

endosperm

embryo

Obr. 7.14 Schéma genomového imprintingu v endospermu rostlin na pfikladu gent Medea a FWA u Arabidopsis thaliana
(podle Feila a Bergera, 2007). Maternalni alely téchto gent jsou aktivovany v centralnim jadfe zarode¢ného vaku aktivitou
DNA glykozylazy Demeter. Aktivni maternalni alely tak pisobi v endospermu, kde reguluji rist embrya. V embryu nebyla
aktivita téchto gent zjiSténa, maternalni i paternalni alely jsou tak ve vegetativni fazi vyvoje rostliny zcela umliceny.

Jednim z prvnich diikazii, Ze maternalni a paternalni genomy v endospermu jsou odli§né exprimo-
vany (imprintovany) pochazi z reciprokého kfiZzeni 6n a 2n rostlin Arabidopsis thaliana. Zatimco pri
standardnim kfiZeni diploidl je vyvaZzeny pomér genomil maternalni : paternalni 2 : 1 (dvé jadra sa-
miciho zarode¢ného vaku jsou oplozena jednou spermii), coZ umoziuje pfiméfeny vyvin endospermu
i embrya, pii kriZeni rostlin odliSného stupné ploidie nastavaji problémy. Pokud pouzijeme hexaploidni
rostlinu (6#) jako semenného darce (matefského) a opylime ji diploidem, nastane pomér maternalnich
a paternalnich genomi v endospermu 6 : 1, coZ vede ke zvySenému maternalnimu prispévku (maternal
excess), které maji tendenci potlacovat vyvin endospermu i embrya. Endosperm je tedy maly a nestaci
k fadnému vyvinu embrya. Reciproké kfiZeni - tedy jako semenny donor je pouzita diploidni rostlina,
ktera je opylena pylem z hexaploida - vede k poméru maternalnich a paternalnich genomt 2 : 3, coz je
nadpocCetni davka paternalnich kopii imprintovanych gent (paternal excess), ktera vede k nadmérnému
vyvinu endospermu i embrya.
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Prirozenym projevem imprintingu v endospermu je specifické uml¢ovani ¢asti maternalniho geno-
mu - fakultativni heterochromatinizace - u rostliny kfivatce zZlutého, Gagea lutea (obr. 7.15). Kfivatec
tvofi tetrasporicky zarodecny vak typu Fritillaria s vyslednym triploidnim chalazalnim a haploidnim
mikropylarnim jadrem. Po oplozeni spermii vznika pentaploidni endosperm syncytialniho charakteru.
Starsi cytologické vyzkumy ukazaly, Ze v jadrech endospermu vznikaji rozsahlé masy vysoce kondenzo-
vaného heterochromatinu pivodem ze tfi nadpocetnych maternalnich genomi ptiivodem z chalazalniho
polarniho jadra. Imunocytologicka analyza téchto jader prokazala vysokou korelaci stupné acetylace
histonu H4 s charakterem kondenzace jednotlivych ¢asti chromatinu: euchromatinové oblasti jadra
byly vysoce acetylované, zatimco heterochromatinové ¢asti byly vyrazné hypoacetylované. Podobné
experimenty s pouzitim specifické protilatky vici 5-metylcytozinu vSak neprokazaly jasnou Kkorelaci
heterochromatinizace endospermu a metylace DNA.

Obr. 7.15 Pentaploidni endosperm u kfivatce Zlutého, Gagea lutea. Vlevo je jadro obarveno DAPI, splyvajici svétlé oblasti
predstavuji vysoce kondenzovany fakultativni heterochromatin maternalniho ptivodu. Pravy snimek je pofizen po imuno-
barveni stejného jadra protilatkou vici acetylovanému lyzinu 5 histonu H4. Znaceni je pravidelné v dekondenzovanych
euchromatinovych oblastech jadra. Uprostied je slozeny snimek jasné vymezujici hyperacetylovany euchromatin (e) a hy-
poacetylovany heterochromatin (h).

Snad nejznaméjSim imprintovanym genem u rostlin je Medea (Mea) izolovany u Arabidopsis thaliana.
Tento gen je exprimovan vyhradné maternalné (tedy paternalni imprinting), a to pouze v urcité fazi
Zivota - v centralnim jadre samiciho zarode¢ného vaku a v endospermu. Medea kdduje protein typu
Polycomb, cozZ je skupina supresorovych vazebnych proteind. Protein Medea ma za ukol hlidat vyvin
embrya. Pfi funkéni maternalni alele Mea dochazi k ur¢itému potlacovani vyvinu embrya, takZze semeno
ma pfimérenou velikost. Pokud je vSak maternalni alela nefunkéni (mea), bud z genetického hlediska
(bodova mutace, delece aj.) nebo epigenetického (v endospermu nedojde k demetylaci promotoru genu
Mea), endosperm i embryo se podrobuji nepfiméfené intenzivnimu vyvoji a vznika obfi letalni embryo
(analogie s infanticidou v antické baji Medea). Tak jako v jinych pfipadech paternalniho imprintingu
na alele genu Medea pfinaSené ve spermii nezaleZi: neni v pribéhu Zivota jedince viibec exprimovana.
Pokud jsou heterozygotni rostliny Mea/mea samoopyleny, 50 % semen abortuje. Tato segregace 1 : 1 je
typicka pro mutaci, ktera disruptuje gen vyZadovany v sami¢im gametofytu, protoZe polovina haploid-
nich gametofyt nese mutantni alelu. Pokud byly heterozygotni rostliny Mea/mea pouzity jako pylovy
darce k opyleni standardni rostliny, byla tvorba semen normalni, i kdyz 50 % tohoto potomstva neslo
mutaci mea. Letalita embryi zplisobovana mutaci mea je tedy gametofyticky fizenym maternalnim
efektem (obr. 7.16). Mutantni embrya se zpocatku vyvijeji normaln€, ale od pozdniho globularniho
stadia jsou az 10x vétSi neZ standardni embrya, jejich diferenciace je vSak pomalejsi a v pribéhu de-
sikace semen degeneruji. Zakladni funkci standardniho genu Medea je restrikce bunééné proliferace
v embryu a podpora jaderného déleni v endospermu.
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Obr. 7.16 Paternalni imprinting genu Medea u Arabidopsis thaliana. Gen Medea kdduje supresorovy protein typu Polycomb,
ktery je maternalné aktivovan v endospermu a ma pod kontrolou vyvin embrya. Pokud je vSak maternalni alela nefunk¢ni,
embryo se podrobuje gigantickému ristu a abortuje. Paternalni alela Medea je nefunkéni, nemtiZe tedy zabranit malformaci
embrya. V potomstvu kfiZeni mateiské heterozygotni rostliny Mea/mea a pylového donora Mea/Mea (standard) tedy zis-
kame 50 % letalnich semen mea/Mea (znaCeny tmavé) a 50 % zivotaschopnych semen Mea/Mea. V pripadé reciprokého
kfizeni, kdy matefskou rostlinou bude standardni typ Mea/Mea a pylovym darcem heterozygot Mea/mea budou vsechna
semena (genotyptd Mea/Mea a Mea/mea) vypadat normalné; mutace se vSak prenasi do potomstva.

V genu Medea byly zjiStény alespon dva umlcujici signaly: metylace DNA a di- a trimetylace lyzinového
rezidua v pozici 27 histonu H3. Gen Mea je aktivovan pfi samiCi gametogenezi pred fertilizaci funkci
genu Demeter (Dme). Tento gen koduje enzym DNA glykozylazu, ktery odstranuje 5-metylcytozin
z DNA a tim indukuje aktivni demetylaci. Mutanty dme zplsobuji aborci semen podobné jako mutanty
mea. Produkt genu Mea potlacuje predcasnou expresi genu Pheresl (Phel). Pheres1 je MADS-boxovy
transkripéni faktor, ktery je maternalné€ blokovan polycombovymi produkty genlt Medea, FIE (ferti-
lization-independent endosperm) a FIS2 (fertilization-independent seed). Gen Phel je tedy paternalné
exprimovan (maternalni imprinting). Protein Pheres je dosud malo charakterizovan, zfejmé jde o re-
gulator nezbytny k normalnimu vyvinu semene.
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8 EPIGENETIKA SAVCU

8.1 Metylace genomu a CpG ostrovy

Epigenetické reprogramovani bylo poprvé pozorovano v mysich embryich. Souviselo pfedevsim se zmé-
nami metylace DNA a byl zaznamenan rozsahly pokles hladiny 5-metylcytozinu v preimplanta¢nich
stadiich az po blastocystu. Dalsi studie ukazaly, Zze k podobné rozsahlé ztrat€ metylace dochazi také
v zarode¢nych bunkach poté, co doputuji do genitalni ryhy (obr. 3.4). Genomy gamet jevi vysoky stupen
metylace, zejména spermie, které maji téZ vysoce kondenzovany chromatin: nukleozomova struktura
histont je tu nahrazena vysoce bazickymi protaminy. Po fertilizaci je v zygoté paternalni genom rychle
demetylovan jesté pred replikaci, takze zjevné jde o aktivni demetylaci. Sekvence DNA, které jsou
demetylovany, zahrnuji jak repetitivni, tak i genové useky. Netyka se to jen né€kolika desitek lokust,
které jsou parentalné-specificky imprintovany. Maternalni genom zfejmé aktivné demetylovan neni,
coZ asi souvisi s jeho odliSnou strukturou chromatinu. Demetylace genomu v priibéhu preimplantac-
niho obdobi je provazena pasivni demetylaci: k replikaci DNA pred mitézou dochazi za nepfitomnosti
udrZovaci metyltransferazy (Dnmt1).

Metylace cytozinu jsou v sav¢ich genomech velmi nerovnomérné€ zastoupeny. Nachazeji se predevsim
v oblastech centromer a obecné v repetitivnich sekvencich a transpozonech. Pokud dojde k deaminaci
S-metylcytozinu, vznika tymin. Tim tedy nastava z epigenetického uml¢ovani bodova mutace a evolu¢ni
zména. Analyzou centromerickych transpozonovych sekvenci bylo zjiS§téno, ze statisticky je tu vyssi
frekvence tyminu nez cytozinu. V savéich genomech se také nachazeji rozsahlejsi oblasti (obvykle >500
pb), které zpravidla viibec 5-metylcytozin neobsahuji: fikame jim CpG ostrovy. Jde o oblasti promoto-
ri gend, které byvaji stabilné exprimovany. Podle dosavadnich udajl je v literatufe konstatovano, zZe
metylace cytozinu se u savcll vyskytuji vyhradné v palindromech 5 -CG-3". Nejnové€jsi udaje vSak
naznacuji, Ze v ranych fazich embryogeneze miiZe dochazet k ¢etnym metylacim i mimo tyto sekvence.

CpG ostrovy jsou obecné charakterizovany transkripéné aktivnim chromatinem: je mozné, Ze slouzi jako
mechanizmus rozpoznavani promotorovych oblasti od rozsahlych, geneticky neaktivnich intergenovych
oblasti. Promotory v CpG ostrovech predstavuji specifickou tfidu startovacich mist transkripce. CpG
ostrovy byly prvné identifikovany v mySim genomu s pouzitim CpG senzitivni restriktazy Hpall. Ana-
lyza takovych §tépenych oblasti ukazala, ze jsou odvozeny z celkem 26 300 diskrétnich CpG ostrovi.
Predbézné pocitacové analyzy naznacuji, ze v genomu ¢lovéka se nachazi asi 50 260 CpG ostrovi. Je
zajimavé, Ze CpG ostrovy zUstavaji nemetylované i v pribéhu rozsahlé globalni metylace v pribéhu
¢asného vyvoje. K vysvétleni tohoto jevu byly vysloveny alespon dvé hypotézy: jedna uvazuje o jisté
imunit€ téchto usekl genomu vici de novo DNA metyltransferazam, druha spekuluje o proteinovych
vazebnych faktorech, které se vazou na CpG ostrovy (CpG-binding protein).

8.2 Kompenzace davky X-vazanych genii

Pohlavni chromozomy jsou evolu¢nim derivatem paru standardnich autozomu. Predpoklada se, Ze
primarni udalosti bylo vytvoreni paru chromozomi s jedinym odlisSnym lokusem: v systému X/Y je
to pfedevsim samci pohlavi determinujici lokus na chromozomu Y. V tomto systému je sam¢i pohlavi
heterogametické a sami¢i homogametické. K tomuto lokusu se za¢nou na chromozomu Y hromadit geny,
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které zvyhodnuji vyvoj samc¢iho pohlavi. Aby se zabranilo vzniku intersexi, byl v této oblasti potlacen
crossing-over mezi chromozomem X a Y. Ztrata schopnosti rekombinace vede k akumulaci repetitiv-
nich sekvenci na chromozomu Y a predevS§im ke vzniku mutaci, které nemohou byt rekombina¢né
reparovany. Na chromozomu X se naproti tomu selekci hromadi geny, které jsou vyhodné pro rozvoj
samic¢iho jedince. Nerekombinujici se oblast chromozomu Y postupné degeneruje (model jednosmérné
Mullerovy rohatky) a chromozom postupné ztraci vétSinu svych funk¢nich gent. Napriklad u savcli nese
chromozom X asi tisic funkénich genti, chromozom Y jich ma jen nékolik desitek. ProtoZze chromozom
X nese geny nezbytné pro rozvoj obou pohlavi, musi byt v savéim organizmu vzdy pfitomna alespon
jedna kopie tohoto chromozomu. Urc¢ita oblast chromozomu Y vSak ztistava funkéni a v meidze se
paruje s usekem chromozomu X: je to pseudoautozomalni oblast (pseudoautosomal region, PAR).

U vétSiny druhi savcill je chromozom Y rozsahle degenerovan, obsahuje predevsim repetitivni sekven-
ce, podrobuje se velkym inverzim a je z vétSi ¢asti heterochromaticky. Jeho degenerace je potvrzena
také velikosti. Rozsahlé eliminace uisekti chromozomu Y, které nemohou byt reparovany rekombinaci,
se ztrati a chromozom Y tak patfi k nejkratSim chromozomim v genomu. Nicméné alespon jedna
jeho ¢ast musi byt funkéni: je to oblast determinujici vyvoj testes u samecki: SRY (sex region Y, také
nazyvana TDF, festis determining factor). Jak jiz bylo zmin€no, vétSina z asi jednoho tisice X-vazanych
genll nema primou souvislost s pohlavni determinaci a jsou nezbytné pro zdarny individualni vyvin
obou pohlavi. Proto se u rliznych Zivo¢iSnych druht evoluéné vyvinuly mechanizmy davkové kom-
penzace. Znamena to, Ze u heterogametniho sam¢iho pohlavi je pfiblizné stejné vysoka koncentrace
X-kodovanych genovych produktd jako u homogametnich samicek. V kapitole 6 jsme se seznamili
s mechanizmy davkové kompenzace u modelovych bezobratlych ZivocCichii. Samecci drozofily maji
také degenerovany chromozom Y, zatimco Caenorhabditis chromozom Y viibec nemda. U obou téchto
druhi je pohlavi primarné determinovano pomérem poctu chromozomi X a sad autozomu. U drozo-
fily se vyvinul systém pozitivni davkové kompenzace: jediny chromozom X u samecka je hyperaktivni
(mechanizmem je acetylace histoni v prislusnych nukleozomech). U Caenorhabditis je systém davkové
kompenzace negativni: oba chromozomy X u hermafrodita jsou kondenzinovymi komplexy ¢astecné
potlacovany. U savci se také evoluén€ vyvinul negativni systém kompenzace: inaktivace jednoho ze
dvou chromozomi X v somatické linii samicek. Skutec¢nost, Ze evoluci vznikly tak odliSné a nezavislé
mechanizmy davkové kompenzace jen potvrzuje, jak dulezité je srovnani hladin X-produktii u obou
pohlavi. Mutace, které kompenza¢ni mechanizmy vyrazuji, maji obvykle letalni charakter.

Jiz v roce 1949 pozoroval Murray Barr, Ze v nékterych somatickych jadrech samicek savct se nachazi
po standardnim barveni siln€ heterochromatické télisko (Barr body) na periferii interfazniho jadra. Ja-
ponsky genetik a evolu¢ni biolog Susumo Ohno se domnival, Ze by mohlo jit o inaktivovany chromozom
X. Konec¢ny dikaz této hypotézy podala genetickou analyzou britska biolozka Mary Lyonova v roce
1961. Vyuzila k tomu X-vazany gen kodujici barvu srsti u mysi. Samici jedinci heterozygotni pro tento
lokus méli mozaikovou expresi: v riznych Castech téla se exprimovala vZdy jedna ze dvou alel. Podle
poctu a velikosti skvrn Lyonova odhadla, Ze k uml¢ovani jednoho ze dvou chromozomu X dochazi
nahodn¢ a nezavisle az v pokro€ilejsi fazi embryogeneze, kdy embryo je sloZeno z n¢€kolika set bunék
(obr. 8.1). Je zajimavé, Ze pokud ma samic¢i organizmus vice kopii chromozomu X, jsou vSechny -
vZdy s vyjimkou jednoho - inaktivovany (,pravidlo n—1%). Znamena to tedy, Ze u samcu a samicek
je uroven X-produktil ve srovnani s autozomy na polovi¢ni (haploidni) trovni. Recentni kvantitativni
Cipova studia vSak naznacuji, ze i jediny funkéni chromozom X ma vyssi hladiny produktd, tj. pfiblizné
stejné, jako u produkt kodovanych autozomy.
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Obr. 8.1 Demonstrace nahodné inaktivace chromozomu X u zeny (podle Goodwina, 1991). K této inaktivaci dochazi
v mnohobunéfném embryu nahodné, tedy bez ohledu na maternalni ¢i paternalni piivod chromozomu X, vysledkem je
mozaikovy fenotyp exprese genti vazanych na chromozom X u samicek. Na obrazku je lokalizace oblasti dédi¢né X-vazané
kozni choroby (anhidrotic ectodermal dysplasia, mutace X-genu zptisobuje absenci potnich zlaz) u tfi generaci zen. Lokali-
zace mutantnich tkani jsou nahodné, vznikaji vZdy mozaiky, avSak odlisné u jednotlivych Zen.

Inaktivace chromozomu X je vyvojove regulovana. V ¢asném obdobi embryogeneze jsou oba chromo-
zomy X aktivni. KdyZ dochazi k inaktivaci jednoho chromozomu X u samicek savci je stejna pravdépo-
dobnost, Ze bude inaktivovan X paternalniho ptvodu (X?) ¢i maternalniho ptivodu (X™). Chromozom
X je vSak podobné jako autozomy imprintovan: bunka tedy muiZe rozliSit, zda se jedna o paternalni nebo
maternalni X. V nékterych pfipadech také dochazi k vyhradni inaktivaci paternalniho chromozomu X a ziejmé
je to evolu¢né€ pavodnéjsi typ davkové kompenzace, dodnes fungujici u klokant (obr. 8.2). K preferen¢ni
inaktivaci paternalniho chromozomu X dochazi také v preimplanta¢nim stadiu mySiho samic¢iho embrya.
Tato inaktivace je pak v samotném vlastnim embryu reaktivovana, ziistava vSak v extraembryonalnim tro-
fektodermu (cast placenty odvozena ze zygoty). Pokud se tyka chromozomu X je tedy placenta diky
imprintingu pod maternalni kontrolou (obr. 8.3). K aktivaci paternalniho chromozomu X dochazi také
v primordialnich zarode¢nych bunkach, cozZ je nutné k zajiSténi funkce chromozomu X v oocytech.
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hypoacetylace nukleozomalnich histont
150

100 hypermetylace DNA

nahodnost inaktivace

50

dnes —

//\}Q
A
,/r/ﬂ L

Obr. 8.2 Evoluce a srovnani mechanizmu inaktivace chromozomu X u samic va¢natcti a placentalnich savcd. K oddéleni
vyvojovych vétvi vanatcti a savcl doSlo asi pfed 150 miliony let. Pozdni replikace DNA inaktivniho chromozomu X a hy-
poacetylace jeho nukleozomalnich histond jsou mechanizmy vyvojoveé starsi, které se vyskytuji u obou vétvi. Nahodnost
inaktivace maternalniho ¢i paternalniho X a hypermetylace DNA inaktivniho X se vyvinuly pouze u placentalti. DalSimi
rozdily inaktivace X u va¢natci a placentald jsou pfedevsim nestabilita, tkanova specifita a neuiplna inaktivace u va¢natct
(neni mozné pozorovat Barrovo télisko).
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Genetické analyzy prokazaly, Ze inaktivace chromozomu X je iniciovana kliCovym lokusem znamym
jako X-inaktivacni centrum (Xic, X inactivation center). Tento lokus zasadné plisobi v pozici cis, tedy
inaktivuje jen chromozom X, na kterém se nachazi (obr. 8.3). Lokus se transkribuje v nekodujici RNA,
ktera se nazyva Xist (X inactive specific transcript). Tato velka molekula RNA ma schopnost vazat se
a §ifit po chromozomu X. V pripadé imprintového uml¢ovani paternalniho chromozomu X byla pro-
kazana pfitomnost represivni zna¢ky v X-inaktivaénim centru maternalniho chromozomu. V pfipadé
nahodného umlc¢ovani se spekuluje o tom, Ze ve vSech bunkach je blokovana jedna alela lokusu Xic,
¢imzZ je vyznacen jediny aktivni chromozom X. VSechny ostatni pfitomné alely Xic zdstavaji expri-
movany, ¢imz zptsobuji umlcovani prisluSnych chromozomi X, na kterych se nachazeji. Byl objeven
i protismyslovy regulator lokusu Xic, ktery se nazyva Tsix (pismena v obraceném poradi jako Xist),
ktery spousti syntézu RNA, jez eliminuje Xist RNA. Chromozom X, ktery by nesl deleci v promoto-
ru Tsix, pak bude preferen¢né inaktivovan. Podle dneSnich poznatkli neni sporu o tom, zZe primarni
udalosti inaktivace chromozomu X je Xist RNA. Je prokazano, zZe Xist je aktivni pouze na uml¢eném
chromozomu X a Ze tato RNA je tvofena pred X-inaktivaci. Xist RNA je zfejmeé iniciatorem X-umlc¢o-
vani a heterochromatinizace, zatimco jeho udrZovani v naslednych bunéénych liniich je realizovano
jinymi epigenetickymi procesy.

Obr. 8.3 Nahodna a nenahodna (imprintovana) inaktivace chromozomu X u samic placentalnich savci. V trofektodermu
(placenté, vlevo) je vZdy inaktivovan X paternalniho ptivodu, zatimco ve vlastnim embryu (vpravo) dochazi v pribéhu
gastrulace k nahodné inaktivaci bud’ paternalniho ¢i maternalniho X. Inaktivace zacina syntézou RNA z lokusu Xic pfi-
slu§ného uml¢ovaného chromozomu. Kdyz je Xic aktivni (Xic ?, na obrazku bile), chromozom X je inaktivovan (vybarven
Sedé). Pokud se Xic neaktivuje (Xic !, vybarven ¢erné), chromozom X ziistava aktivni (vybarven bile).

O inaktivovaném chromozomu X se fika, Ze je fakultativné heterochromaticky. V interfazi je pozoro-
vatelny jako kondenzované Barrovo télisko a replikuje se v pozdni S-fazi buné¢ného cyklu. Imuno-
barveni metafaznich chromozomu jasné prokazuji, Ze inaktivni X ma vyrazné€ nizsi hladinu acetylace
v§ech zakladnich nukleozomalnich histont, coz je diikazem transkrip¢ni inhibice. DalSim potvrzenim
heterochromatinizace je di- a tri-metylace lyzinu v pozici 9 histonu H3, coz je obecné markerem
umlcovani chromatinu. Na tuto modifikaci histonu se vaze také heterochromatinovy protein HP1.
Bylo tézZ prokazano, Ze v asném stadiu inaktivace se vyskytuje dalsi represivni marker - metylace ly-
zinu 27 v histonu H3. Na inaktivnim chromozomu X byly také identifikovany histonové varianty, jako
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napriklad makroH2A. Teprve po téchto procesech prichazeji metylace DNA. Celkové vSak metylace
cytozinu na umléeném X neni pfili§ vyss$i nez v ostatnim genomu s vyjimkou vétSiny CpG ostrovi,
které souviseji s promotory genu a jsou na inaktivnim X hypermetylovany. Lze tedy konstatovat, Ze
na uml¢ovani X se podili cela fada epigenetickych mechanizmi, z toho vétSina funguje také v konsti-
tutivnim heterochromatinu.

Inaktivace jednoho chromozomu X u samicek savct je reverzibilni proces. Umlceny X je pravidelné
reaktivovan v samicich primordidlnich zarode¢nych bunkach. Tato reaktivace koreluje se ztratou tvorby
Xist a ostatnich epigenetickych markerid heterochromatinizace. K reaktivaci X dochazi také po pfenosu
jadra samiéi somatické bunky do neoplozeného vajicka. K inaktivaci X pak dochazi aZ po invaginaci
embrya do d€lohy matky, jako pfi standardnim vyvoji.

8.3 Genomovy imprinting

Genomovy (také zvany parentalni €i gameticky) imprinting je zakonitym procesem pohlavné specifické
modifikace nékolika desitek lokust savéiho genomu. Dosud bylo u savct identifikovano asi 85 takovych
lokust; bioinformatici vS§ak odhaduji, Ze jich je v genomu nékolik set. Jde o reverzibilni udalost, kdy
tato epigeneticka modifikace gent v parentalni generaci vede k funk¢énim rozdilim mezi paternalnimi
a maternalnimi genomy (alelami) v potomstvu. Znamena to tedy, Ze alespon u savcl neplati, Ze pater-
nalni a maternalni informace jsou ekvivalentni. Experimentalné to bylo ovéfeno v roce 1984, kdy byly
provedeny experimenty s mikroinjekénim pirenosem jader do mySiho oocytu - Davor Solter a Azim
Surani (obr. 2.5). Jedina kombinace jader v zygoté vedla ke zdarnému vyvoji jedince: jadro oocytu +
jadro spermie. Gynogeneticka embrya obsahujici dvé jadra oocytu se do jisté miry vyvijela normalné,
avSak dysfunkce placenty vedla k abortu. Naopak androgeneticka embrya se dvéma spermatickymi
jadry se od pocatku Spatné vyvijela, i kdyZ placenta byla dobfe vyvinuta.

Termin imprinting se ov§em uziva i Sifeji: zejména je znamy tzv. filidlni imprinting v etologii, ktery
u nékterych Zivoc¢isnych druhil popisuje stav, kdy Cerstvé narozeny jedinec si na prvni pohled zafi-
xuje své rodice. Nas bude zajimat jen genomovy imprinting, ktery vlastné pfedstavuje urcité znacky
na chromozomech, které v dalsi generaci umozni jedinci realizovat paternalni a maternalni genomovy
prispévek. Imprintovany mohou byt celé genomy, nebo jen nékteré chromozomy. Termin imprinting
poprvé pouzila Helen Crousova v roce 1960 k popisu rodi¢ovskych rozdili mezi chromozomy mou-
chy smutnice, kde dochazi k ¢astecné eliminaci paternalnich chromozomu X (viz kapitola 6.3). Také
u ¢ervel pozoroval jiz v roce 1964 Uzi Nur heterochromatinizaci paternalnich chromozomi. Genomovy
imprinting strictu senso se uplatiuje jen u savct, ale v §irSim slova smyslu jej nachazime i u nékterych
jinych eukaryot - zejména krytosemennych rostlin (viz kapitola 7.7) a hmyzu. OdliSna epigeneticka
informace otce a matky zptsobuje, Zze imprintované alely se dédi nemendelisticky: neplati pravidlo
o identit€ reciprokych kfizeni. NejpopularnéjsSim prikladem tohoto jevu je kfizeni osla a kon€, provadé-
né Araby jiZ v dobach pred nasSim letopoctem. Jde o mezidruhové kiiZeni, které vede k odliSnym feno-
typim v zavislosti na pohlavi rodic¢e. Kfizenim osli klisny a koniského hiebce vznika mezek; kfizenim
konské klisny a osliho hiebce vznika mula. Jedinci mohou byt sam¢i nebo samici, ve vSech pripadech
jsou vSak hybridi sterilni. Podstatné je, Ze mezek a mula se vyznamn¢ odliSuji svym télem i chovanim
(obr. 8.4). V obou pripadech jsou vSak hybridi vZidy vice podobni své matce neZ otci. Mezci a muly
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v§ak nejsou zcela spravnym pfikladem imprintingu: jde o mezidruhové kfizeni, kdy embryo a plod je
vyraznéji pod metabolickym i hormonalnim vlivem matky.

osli klisna hifebec koné koriska klisna osli hfebec

mezek mula

Obr. 8.4 Neekvivalentni reciproka kiiZzeni mezi koném a oslem. Jsou tradovana jako pfiklady genomového imprintingu.
Jde vsak o mezidruhova kfiZeni, takze pficin rozdilnosti vysledkii podle sméru kfiZeni (otec versus matka) muliZze byt vice.

Jesté pred prudkym rozvojem moderni epigenetiky v 80. letech minulého stoleti doslo k dalSim pozoro-
vanim, ktera naznacovala existenci specifickych parentalnich efektu. Napiiklad Walace Dawson v Ohiu
vroce 1965 zjistil, Ze velikost téla mezidruhovych hybridl mysi v ramci rodu kfecik (Peromyscus) zavisi
na sméru kfiZeni. KliCovym rozdilem mezi témito druhy je skutec¢nost, Ze kfecik dlouhoocasy (P. ma-
niculatus) je polygamnim druhem, zatimco kfecik bélonohy (P. polionotus) je monogamni. Polygamni
chovani ma za nasledek, Ze v t€le matky se mohou soucasné vyvijet embrya vice otci, ktefi mohou
mit i odliSnou rychlost ristu. Vzhledem k tomu je tfeba, aby matka v pribéhu vyvinu embrya a plodu
meéla moZnost tyto vyvojové procesy regulovat a srovnavat. Pokud bylo provedeno kfiZeni monogam-
niho druhu jako matky s polygamnim druhem (tedy P. polionotus x P. maniculatus), nebylo potomstvo
v téle matky pod radnou kontrolou a krecici se rodili s nadmérnym vzrastem. Pfi reciprokém kfiZeni
(P. maniculatus * P. polionotus) byla polygamni matka schopna regulovat vyvin embryi a kfecici se
rodili v pfimé&fené velikosti. Z toho je zjevné, Ze u polygamniho druhu se evoluéné vyvinul maternalni
mechanizmus regulace embryogeneze, zatimco u monogamniho druhu k tomu nebyl divod (obr. 8.5).
Pozdéji byly tyto zavéry podporeny teorii parentalniho konfliktu Davida Haiga. U rostlin byl imprinting
prokazan v endospermu, nejprve v 70. letech minulého stoleti v aleuronu kukufice (napfiklad v lo-
kusu R/r), o dvacet let pozdé&ji i u Arabidopsis (gen Medea). V roce 1971 George Sharman z Australie
prokazal, Ze u samic vac¢natctl je vZdy inaktivovan paternalni chromozom X, a to i v embryonalni linii.
Znamena to, Ze chromozom X musi byt imprintovan; paternalni X musi nést néjakou identifikacni
znacku, ktera jej v embryogenezi rozezna od maternalniho, a vede k jeho umlceni.
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Obr. 8.5 Neekvivalentni reciproka kiizeni mezi dvéma druhy kiecika: monogamnim druhem kiecika bélonohého (Peromys-
cus polionotus) a polygamnim druhem kfeCika dlouhoocasého (P maniculatus). (a) U monogamniho druhu se evidentné
nevyvinul imprintovy mechanizmus maternalni kontroly vyvoje, nebot potomstvo kfiZeni s polygamnim druhem je nad-
mérné vyvinuté. (b) U polygamniho druhu se vyvinul mechanizmus, kterym samice srovnava a reguluje vyvoj potomstva,
které se vyviji v jejim t€le: potomstvo ma primérenou velikost téla.

monogamni druh

Teorie parentalniho konfliktu (parent-offspring conflict) Davida Haiga uvedena v roce 1991 predstavuje
ziejmé jediné racionalni vysvétleni evoluce imprintingu. Je také nazyvana valkou pohlavi (battle of
sexes) nebo ,pretahovani se lanem® mezi matkou a potomstvem v dé€loze (tug of war between mother
and progeny in utero). U savcll se embryo vyviji v téle matky a jeho vyvoj musi byt pfiméfeny. Podle
Haigovy teorie je zajmem otce, aby jeho potomci prichazeli na svét co nejsilnéjsi, aby méli v€tsi Sanci
prezit. Naopak zdjmem matky je, aby (zejména v pripad€ polygamie) se vSechno jeji potomstvo vyvi-
jelo stejné a aby t€hotenstvi vaznéji nenarusilo jeji zdravi a umoznilo ji i opakované matefstvi. Bylo
zjiSténo, Ze nékteré z paternalné exprimovanych lokusu (a sou¢asné maternalné umlcenych) vyrazné
podporuji embryonalni i postnatalni rist, zatimco maternalné exprimované lokusy (soucasné i pater-
nalné umlcené) jsou ristovymi supresory. Genomovy imprinting je tedy pohlavné specifické umlcovani
alel v zavislosti na jejich rodicovském ptivodu (obr. 8.6). N&které lokusy jsou exprimovany vyhradné
paternaln€ (= maternalni imprinting), jiné vyhradné maternaln€ (= paternalni imprinting). Pocet lokusi,
které se podrobuji specifickému umlcovani, je u ¢lovéka ziejmé kolem jedné stovky (tab. 8.1). Rikame,
Ze imprinting u savci je reverzibilni proces: kliCovym vyvojovym stadiem je gametogeneze (obr. 8.7).
V pribéhu gametogeneze je nejdfive vymazan plvodni imprint ziskany od rodicil a posléze se vytvari
novy, podle pohlavi prislusného jedince - paternalni (pfi spermiogenezi) ¢i maternalni (pfi oogenezi).
Tato informace prechazi s gametou do potomstva, kde se kombinuje s informaci od druhého pohlavi.
Vysledny obraz genomového imprintingu zlstava v somatické linii savcll az do smrti; k reverzi dochazi
vyhradné v zarode¢né linii. Imprinting je tedy zavisly na pohlavi rodiCe, ale neni ovlivnén pohlavim
potomstva (tedy nezaleZi na tom, jde-li o syny nebo dcery, obr. 8.6).
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Obr. 8.6 Zakladni schéma fenotypového projevu parentalniho genomového imprintingu na abstraktnim pfikladu dédi¢nosti
exprese genu kédujiciho koZni pigment u ¢lovéka. Vlevo je zobrazen imprinting maternalniho lokusu: alela matefského
piivodu (kodujici bily pigment) je v potomstvu synll i dcer umléena, exprimuje se zde alela otcovska (Cerny pigment).
Vpravo je pfiklad imprintingu paternalniho lokusu: alela otcovského plivodu (€erny pigment) je v potomstvu umlicena,
projevi se pouze alela matefska (bily pigment). Jak je z obrazku zfejmé, zalezi vidy na pohlavi rodice, od kterého je alela
zdédéna a nezaleZi na pohlavi potomka (sourozenci - syn a dcera - maji shodny imprinting). Imprinting je reverzibilni
v zarode¢né linii, kdy se ptivodni rodiCovsky zaznam vymaze a vznikd novy podle pohlavi prislusného jedince.
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Obr. 8.7 Cyklicky pribéh imprintingového procesu. Plivodni rodi¢ovsky imprinting se vymazava v diploidnich bunkach
zarodecné drahy a v zapéti vznikd novy (maternalni ¢i paternalni) pfi gametogenezi. Zygoticky imprinting ziistava zachovan
v somatickych liniich jedince po cely Zivot, zatimco v jeho zarode¢né draze je opét revertovan.
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organizmus gen aktivni alela funkce

¢lovék wTI matefska nadorovy supresor
IGF2 otcovska rastovy faktor
HIi9 matefska nekodujici RNA
ZNF127 otcovska transkrip¢ni faktor
SNRPN otcovska sestfih hn-RNA
PEGI otcovska hydrolaza
Vid/4 otcovska nekodujici RNA
P57 matefska inhibitor cyklin-dependentni kinazy

mys Igf2 otcovska rastovy faktor
HI9 matefska nekodujici RNA
Mash?2 matefska tvorba spongiotrofoblastu
Insl, 2 otcovska ristové faktory
Gnasl otcovska signalizaéni faktor
Mas otcovska angiotenzinovy represor
Pegl otcovska hydrolaza
Peg3 otcovska transkrip¢ni faktor
Snrpn otcovska sestfih hn-RNA
P57kip2 matefska regulace buné¢ného cyklu
Xist otcovska (jen v placenté) RNA zpusobujici X-inaktivaci
Znf127 otcovska transkrip¢ni faktor

Tab. 8.1 Priklady nékterych imprintovanych gent u savcil

Existuje ovSem i fada jinych teorii, které vysvétluji evoluci imprintingu. Imprinting je povazovan
za mechanizmus, ktery kontroluje pohlavni rozmnozovani, které je jisté vyraznou evolucni silou. Jde
o zabranéni partenogenezi, ktera je celkem b&€zna u rady nizSich Zivoc¢ichi a pfedevsim rostlin. Podobné
to plati i pro jednotlivé chromozomy. Vzhledem k tomu, Ze prakticky kazdy chromozom je u savcl
paternalné i maternalné€ imprintovan, projevi se jeho nepritomnost ¢i nadpocetnost jako té€zky, ob-
vykle letalni ristovy hendikep. Imprinting tedy hlida, aby kazda zygota obsahovala pravé jednu sadu
paternalnich a jednu sadu maternalnich chromozomi. Jiné teorie zdliraznuji predev§im skute¢nost,
Ze bez imprintingu a maternalni kontroly by hrozilo v t€hotenstvi vysoké nebezpeci tvorby nadori
v samici zarode¢né draze a predevsim v placenté. Diskutuje se také o tom, Ze genomovy imprinting
mohl vzniknout ndhodn€ v ramci obranného boje proti parazitickym sekvencim DNA, jako jsou trans-
pozony nebo viry. Tyto sekvence byvaji Casto umlCovany, zejména metylaci DNA, a imprintované geny,
které se nachazely v tésném sousedstvi mohly byt inaktivovany pozi¢nim efektem heterochromatinu.

Imprintované geny jsou vysoce konzervativni; stejné imprintované geny miiZeme najit u riznych dru-
ha savel (jako napriklad u Clovéka a mysi, tab. 8.1). Evolu¢né vznikl pomérné recentné asi pred 180
miliony let pfi rozvoji savci. Nachazi se u placentalnich savcu a va¢natciu, nikoli vSak u vejcorodych
savcl - protoZe u nich se embryo vyviji mimo télo matky. Imprintované geny nejsou na chromozomech
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rozmistény zcela nahodné, ale byvaji lokalizovany ve shlucich. Je pritom zajimavé, Ze tyto oblasti, velké
fadové stovky tisic kilobazi, obsahuji geny s reciprokym imprintem: tedy paternalnim i maternalnim.
Tyto oblasti mizeme povazovat za jakési kontrolni body na chromozomech, které maji zarucovat
spravny vyvin embrya. OdliSna exprese sousednich genl (aktivace versus inaktivace) na jednotlivych
chromozomech je zajiStovana funkci tzv. chromatinovych izolatoru (chromatin insulator). V oblasti
mezi imprintovanymi geny se nachazeji sekvence bohaté na CTC, kde cytozin mizZe byt metylovan
v zavislosti na pohlavi rodice, od kterého pochazeji, a v tom pripad€ brani vazbé urcitého proteinu,
¢imz brani v expresi sousedniho genu. To je priklad nejznamé;jsi dvojice imprintovanych vazanych gent
na chromozomu 11 u ¢lovéka - paternalné exprimovaného genu /gf2 a maternalné exprimovaného
lokusu H19.

Vys§i organizmy jsou obvykle diploidni. Diploidie, tedy funkéni pritomnost dvou alel stejného genu,
je obvykle dostateénou pojistkou pro zajisténi patricné genové funkce. Imprinting vSak prinasi pro
lokusy nebezpecnou funkéni haploidii: je u nich vZzdy nastavena inaktivace jedné - paternalni nebo
maternalni - alely. K nastaveni imprintingu dochazi pfi gametogenezi a je revertovano vyhradné az
v gametogenezi dalsi pohlavni generace. Pokud se imprintovand alela setka v zygoté s druhou alelou
mutovanou, miiZe se stat, Ze ani jedna alela pfislusného lokusu nebude funkéni. To samoziejmé vede
k t€zkym vyvojovym vadam. Podobné nebezpecéna je i chyba imprintingu, ktera vede k tomu, Ze alela,
ktera ma byt umlc¢ena, inaktivovana neni. Potom nastane nespravna bialelicka exprese tohoto lokusu,
ktera opét miize mit za nasledek t€zkou vyvojovou poruchu. Funkéni haploidie je tedy cenou, kterou
savCi organizmus plati za genomovy imprinting.

Asi nejlepSim prikladem antagonistického ptisobeni maternaln€ a paternalné imprintovanych gena
jsou nadmérny vyvin plodu (gigantizmus) - Beckwith-Wiedemanntv syndrom a trpasli¢i vyvin zvany
Russel-Silvertiv syndrom (nanizmus). Kauzalni pri¢iny téchto chorob jsou rizné od chybného im-
printingu, pres delece ¢asti maternalniho ¢i paternalniho chromozomu az po uniparentalni dizomii.
U Beckwith-Wiedemannova syndromu (BWS, obr. 8.8) jde o genovy shluk o velikosti asi 1 Mb zahrnu-
jici 12 maternalné nebo paternalné imprintovanych lokusi v oblasti p15.5 chromozomu 11. Jde o dvé
imprintovana centra odd¢lena neimprintovanou oblasti. Jedno z téchto center zahrnuje reciproce
imprintovany lokus H/9 a gen kodujici inzulinovy rlstovy faktor /GF2. Lokus H19 je maternalné
aktivni a koduje netranslatovanou pol II RNA, zatimco /GF2 je aktivni paternalné a kéduje rastovy
faktor. Ve svém dlsledku ma maternalni faktor H/9 rast potlacujici efekt a /GF2 paternalni efekt riist
podporujici. Tato vyvaZenost parentalnich efektd hraje vyznamnou ulohu v balancovaném rozvoji
embrya a plodu. Pokud nastane prevaha paternalniho faktoru nebo uml¢eni maternalniho supresoru
nastava nadmérny riist Casto provazeny i nddorovym bujenim obvykle vedouci ke smrti. Vitézstvi
zajmu otce - maximalni vyvin jeho potomstva - tedy konc¢i jeho zanikem. Jistym opakem BWS je
choroba trpasli¢iho vzristu Russel-Silveruv syndrom (RSS, obr. 8.9). Pfi¢in tohoto riistového potlaceni
spojené¢ho s malym vzristem a asymetrii hlavy mGZe byt mnoho. Nejc¢asté&ji je uvadéna maternalni
dizomie (maternalni UPD) chromozomu 7. Tento imprintovany chromozom je v pripadé maternalni
UPD pfitomen ve dvou vyhradnich kopiich a zplisobuje nevyvazenou pievahu maternalnich ristovych
supresord. RSS muize byt také zptsoben chybou imprintingu oblasti p15.5 chromozomu 11. Chybny
imprinting miZe mit za nasledek opét prevahu maternalnich supresort: napfiklad bialelickou expresi
H19 nebo pokles exprese paternalniho faktoru /GF2. Lze konstatovat, Ze Beckwith-Wiedemanntv
syndrom a Russell-Silvertiv syndrom piredstavuji jasny priklad platnosti teorie parentalniho konfliktu
mezi paternalnimi a maternalnimi zajmy.
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Obr. 8.8 Beckwith-Wiedemanntv syndrom, tj. nadmérny fetalni rist nasledovany nadorovym bujenim v détském véku, je
vysledkem chybné exprese rodi¢ovskych alel imprintovaného genového shluku v oblasti p15.5 chromozomu 11: paternalni
alely IGF?2 (kodvujici insulin-like growth factor IT) a maternalni alely H19 (kodujici mRNA, ktera zfejm¢ neni translatovana;
jeji funkce spociva v potlaovani riistu embrya) v oblasti p15.5 chromozomu 11. Svétle jsou vyznaceny alely aktivni, tmavé
vyplnéné symboly alel znazornuji jejich inaktivitu (¢asto provazenou metylaci DNA). Jde o demonstraci ulohy genomového
imprintingu v parentalnim konfliktu. (a) Spravny imprinting obou lokusi vede k pfiméfenému vyvinu embrya. (b) ZvySena
exprese paternalniho faktoru /GF2 provazena pripadné i uplnym potlacenim transkripce lokusu H/9 vede k nadmérnému
vyvinu potomstva.
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Obr. 8.9 Castou piic¢inou tézkych psychomotorickych vyvojovych vad je uniparentalni dizomie. (a) Radny vyvoj nového
jedince nastava po splynuti haploidniho genomu oocytu s genomem spermie. Zygota i nasledné embryo a jedinec jsou
diploidni s jednou uplnou sadou imprintovanych maternalnich a jednou sadou paternalné imprintovanych chromozomu.
(b) Pii aberantni meidze (na obrazku samici) vznika aneuploidni oocyt s jednim nadpocéetnym chromozomem. Pokud je
tento oocyt oplozen, vznika trizomické embryo. V pribéhu jeho vyvoje byva pii mitoze jedna ze tfi kopii chromozomu
vyfedéna a miiZe se stat, Ze v genomu zustanou dva chromozomy ptivodem od jednoho rodice (na obrazku maternalni
dizomie), které nezaruci funkci imprintovaného chromozomového paru. Prikladem maternalni dizomie je Russell-Silvertv
syndrom (chromozom 7).
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Vétsina genl savéiho genomu je pritomna ve dvou funkénich kopiich (bialelicka exprese), i kdyz
obvykle jen jedina alela je dostate¢na k zajiSténi pfislusSné funkce. Uniparentalni dizomie, obvykle
primarné zptisobena nondisjunkci chromozomi pfi gametogenezi, neni pro bialelicky exprimované
geny nebezpecna: ob¢ alely by mély byt aktivni bez ohledu na ptivod chromozomu (obr. 8.10). Jinak
je tomu v pripadé€ imprintovanych lokust. Maternalni dizomie urcitého chromozomu nastavuje dvoj-
nasobnou expresi maternalné exprimovanych lokust a absenci paternalné€ exprimovanych lokust, coz
miiZe Ustit v rlistovou supresi. Naopak pritomnost dvou kopii paternalniho chromozomu vede k absenci
exprese maternalnich genti a nadprodukci paternalnich faktorti. Vysledkem uniparentalni dizomie je
tak nevyvazenost paternalnich a maternalnich vlivi, ktera obvykle vede k t€zZkym vyvojovym vadam.

biparentalni maternalni paternalni
kombinace disomie disomie
bialelicky
gen
maternalné
exprimovany
gen
paternélné
exprimovany
gen
m p m m p p

Obr. 8.10 V sav¢éim genomu miZeme najit tfi skupiny genil: geny s (potencialn€) bialelickou expresi (té€ch je evidentné
nejvice, kolem 25 000 lokust) a geny exprimované vyhradn€ maternaln€ nebo paternalné€ (dohromady je jich dosud zna-
mo jen kolem stovky). Pokud nastane spravna zygotickd kombinace maternalniho (m) a paternalniho (p) chromozomu
(vlevo), je zaruCena exprese jak bialelickych, tak i imprintovanych genli. Pokud nastava maternalni dizomie (uprostied)
nebo paternalni dizomie (vpravo), exprese bialelického genu neni ohroZena, ale dochazi k fatalnimu vypnuti ¢i nadprodukci
imprintovanych lokust.

Pii projevu postizeni ¢i pfi pfenosu choroby hraji roli genetické i epigenetické faktory. Pokud je muta-
ci zasaZena alela, jejiz lokus je imprintovan, miize dojit i pfi recesivnim charakteru mutace k jejimu
projevu jiz v nasledujici filidlni generaci (obr. 8.11). ZaleZi na tom, od kterého rodi¢e mutovana alela
pochazi a jak je tento lokus imprintovan. Na uvedeném obrazku je znazornéna dédi¢nost a fenotypovy
projev paternalné umlc¢ovaného genu. Mutovana alela paternalniho ptivodu je v potomstvu umlcena,
tudiz se nemtiZe projevit: tito jedinci jsou vSak prenaseci choroby, protoze dcery z této generace mohou
mutovanou alelu zdédit a predat ji v aktivnim stavu svym détem. Pokud je mutovana alela paternalné
imprintovaného lokusu predavana do potomstva matkou, projevi se bezprostfedné u syni i dcer v po-
dobé postizeni.

Lokusy sav¢iho genomu tedy miiZeme rozdélit na mendelistické a imprintované (obr. 8.12). Pii dia-
gnostice a progndze dédi¢nosti vrozenych chorob tedy musime uvazovat o tom, jak je ktery gen dédén.
Komplikaci samozfejm¢ prinasi variabilni penetrance a expresivita, které ovliviiuji projev drtivé vétSiny
gent, zvlasté té€ch, které jsou epigeneticky labilni. U mendelistickych genti obvykle rozhoduje o expresi
vztah dominance a recesivity alel. U imprintovanych lokusii zaleZi jen na tom, od kterého rodice alela
prichazi - paternalni nebo maternalni imprinting. Imprinting patii mezi pravidelné (obligatorni) jevy
a jeho dysfunkce obvykle vede k letalit€ embrya. Ve vyjimecnych pfipadech vSak mizZe byt tolerovana
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a nastava exprese imprintovaného lokusu bez ohledu na pohlavi. Lokus Axin-fused (Axin ™) u mysi je
maternalné imprintovan, v potomstvu by se tedy vZdy m€la projevit jen paternalni alela projevujici
se ,,zauzlenym“ ocaskem (obr. 8.13). Vzhledem k tomu, Ze do tohoto lokusu preskocil retroelement,
ktery muZe byt metylovan a inaktivovan, stal se lokus epigeneticky labilnim. V potomstvu je tak mozZné
identifikovat jedince s aktivni paternalni alelou, jedince s aktivni maternalni alelou a pfipadné i jedince
s obéma alelami aktivnimi i inaktivnimi.

O O O [ ) [ ] @
Ul X w X w || X %ﬂ
oba rodi¢e zdravi mutantm otec mutantm matka

paternalnl imprinting Iokusu ve filialni generam

ISR, )

zdravé dit dité — prenasec¢ postiZzené dité

Obr. 8.11 Dédi¢nost mutace paternalné imprintovaného lokusu v potomstvu ¢lovéka. Pokud jsou oba rodice zdravi (vlevo),
maternalné (m) zdédéna alela se u déti exprimuje a alela paternalniho piivodu (p) je uml¢ena (kfiZzek). Pokud je alela otce
mutovana (jako napfiklad bodovou mutaci €i deleci, uprostied, vyznacena tmave), v pfiSti generaci se to neprojevi, proto-
Ze tato alela je umlCena: dité€ je vSak pfenaSeCem choroby. Pokud je vS§ak mutovana alela maternalniho piivodu (vpravo),
tato je v bezprostfednim potomstvu diky paternalnimu imprintingu (jako jedina) exprimovana a mlZe se projevit fenotyp
choroby - postiZené dité.

oocyt spermie

Obr. 8.12 Pii prognoze dédi¢nosti uritého znaku ¢i choroby ¢lovéka je tieba znat, jestli je gen fizen mendelisticky
(na obrazku lokus A) nebo imprintingem (na obrazku je maternalné imprintovany lokus B a paternalné imprintovany
(). V pripadé mendelistického lokusu rozhoduje v potomstvu o expresi stav dominance a recesivity: v daném pripad€ se
projevi alela 4 od matky a otcovska alela a se jako recesivni neprojevi. V pfipad€ imprintovanych lokusii vSak dominace
a recesivita alel nerozhoduji. V pfipadé lokusu B je maternalni alela vzdy inaktivovana a projevi se tedy vyhradné otcovska.
Analogicky je tomu v pfipadé lokusu C, ktery je imprintovan paternaln€. Funk¢ni alely jsou znaCeny svétle, nefunkéni tmave.
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Obr. 8.13 (a) Klasické schéma maternalniho imprintingu. Otec (tmavé) predava vSemu svému potomstvu (bez ohledu
na jejich pohlavi, viz kosoctverce) svou exprimovanou alelu, je tedy vZdy ,dominantni®. (b) Labilni maternalni imprinting
lokusu Axin-fused (Axin ™) u mysi projevujici se ,,zauzlenym“ ocaskem. Tento lokus je ptivodné maternalné imprintovan,
ve skutecnosti se v§ak dédi s variabilni expresivitou paternalné i maternalné.

Zakladni vlastnosti imprintingu je jeho cis-efekt, imprinting tedy pisobi pouze na chromozom, kde je
inaktivacni signal funk¢ni. Pocatkem imprintingu tedy musi byt epigeneticky systém, ktery modifikuje
jeden ze dvou parentalnich chromozomu. Tato modifikace vede posléze k vazbé represorovych proteinti
podle pravidla ,write and read”, kde primarnim signalem (,,write*) jsou modifikace histond a metylace
DNA. Metylace DNA byly prvnim mechanizmem imprintingu, ktery byl od 90. let minulého stoleti
zkouman. Byly identifikovany de novo DNA metyltransferazy, které jsou schopny vytvaret primarni
zaznam imprintu pii gametogenezi. UdrZovaci DNA metyltransferazy pak tuto epigenetickou informaci
predavaji pri bunécnych d€lenich. Metylace DNA mohou zajistovat dvé zakladni funkce imprintingu:
vytvaret specifickou zna¢ku k odliSeni paternalni a maternalni kopie chromozomu a dale predstavovat
signal pro genovou represi. V imprintovanych oblastech na metylace DNA navazuji i modifikace his-
tonu. Dochazi pfedevsim k rozsahlym deacetylacim nukleozomalnich histont a poté ke tvorbé jejich
represivnich stavi (jako jsou napriklad metylace H3 v lyzinech 9 a 27). Imprintované genové shluky
jsou Casto provazeny lokusy odpovédnymi za syntézu protein-nekodujici RNA (ncRNA), které maji také
regulacni funkci, podobné jako kratké RNA ucastnici se RNA interference.

8.4 Dédicnost epigenetickych zmén

Vzhledem k Casté variabilité a proménlivé penetranci je obtiZzné identifikovat, jakym zplisobem se
prislusny gen nebo fenotyp dédi. Jsou v zasadé tfi mozZnosti. JiZ zminéna mendelisticka dédi¢nost je
obvykle fizena dominanci ¢i recesivitou prislusné alely (obr. 8.12). Druhou alternativou je nahodnost
exprese urcitého genu, ktera obvykle souvisi s velkou proménlivosti a byva zptisobena vnéjSimi faktory
nebo dynamickou aktivitou retroelementti (obr. 8.14a). Jak je z obrazku patrné, projevené fenotypy se
nedédi. Bez ohledu na fenotyp rodice se v dalSi generaci opét projevuje variabilita v plné §ifi. Prikladem
této nahodné dédicnosti je prichod alely 4 ¥ skrze sam¢i zarode¢nou drahu u mysi (viz obr. 8.16a).
Tteti alternativou je ¢astecna dédicnost epigenotypu (obr. 8.14b). Jak z obrazku vyplyva, epigeneticka
informace je (Castecné) prenasena a exprimovana v nasledné generaci. Fenotypovy vybér z existujici
variability ma vliv na potomstvo. Jedinci se sv€tlym fenotypem budou mit vyssi frekvenci svétlych po-
tomk atd. Je to pripad epigenetické dédi¢nosti pfi prichodu alely A ¥ skrze samici zarode¢nou drahu.
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Obr. 8.14 Expresivita znaku byva Casto velmi variabilni (podle Whitelawové a Martina, 2001). (a) Pfipad dédi¢nosti
variabilniho znaku, ktery je zfejmé ovliviiovan environmentalné a nema epigenetickou ani genetickou podstatu. Tedy bez
ohledu na fenotyp rodice se v dalSich generacich stale (a v podobné Cetnosti) vyskytuji vSechny mozné fenotypy. (b) Pripad
epigenetické dédicnosti: znak ma zjevné variabilni expresivitu, avSak s véts§i pravdépodobnosti se dédi rodicovsky fenotyp
(bud’ maternalné, nebo paternaln€, nebo z obou rodicovskych stran). Znamena to, Ze epigeneticka informace o expresi
urcitého genu muze byt pfedavana do dalSi generace.

Jednim z nejoblibenéjSich modell studia epigenetické dédi¢nosti je gen Agouti u mysi, ktery odpovida
za barvu srsti. Kéduje enzym, ktery konvertuje ¢erné barvivo eumelanin ve zZluty phaeomelanin. Gen ma
vlastni promotor, ktery je organoveé i asove specificky: exprimuje se jen ve tvoficich se chloupcich em-
brya, a to jen po kratkou dobu. Vysledkem je tmava srst zvana fenotyp pseudoagouti (Cerny chloupek se
Zlutym prouZzkem), tedy standardni fenotyp. Pokud neni pfitomna ani jedna funkéni alela genu Agouti,
mys bude mit Cernou srst. Pokud by doSlo ke konstitutivni expresi genu Agouti z jiného promotoru, my$
by byla Zluta a obézni (obezita diky ektopické expresi genu v jinych somatickych bunkach). Podafilo
se izolovat klon mys$i, kde retroelement ndhodné preskocil do 5 "-blizkosti genu Agouti a u€inil z néj
epigeneticky labilni lokus. Tento retroelement je obrannym systémem hostitele rozpoznavan a mize
byt epigeneticky umlcen, jde pfedev§im o metylaci DNA retroelementu. Retroelement ma ovSem sviij
vlastni promotor a pokud tento neni umléen, mize fungovat jako spousté¢ exprese prilehlého genu,
v tomto piipad¢€ Agouti (obr. 8.15). Je vyznamné, Ze epigenotypy maji variabilni expresivitu a podobné
jako v pripad€ pozi¢niho efektu u drozofily, v podstaté kazda bunka embrya ¢ini své vlastni rozhodnuti
o umlceni retroelementu: vysledkem tedy neni jen tmava Ci Zluta mys, ale celé barevné (a skvrnité)
spektrum mysSi srsti podle rozsahu a doby umlceni.
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Obr. 8.15 Modelovy gen Agouti u mysSi, ktery fidi barvu srsti (podle Morgana et al., 1999). Koduje enzym katalyzujici
tvorbu Zlutého phacomelaninu z ¢erného eumelaninu. Gen Agouti je exprimovan jen po kratkou dobu v embryogenezi,
takZe chloupek srsti je prevazné Cerny se zlutym prouzkem (fenotyp zvany pseudoagouti). (a) Pokud se v blizkosti lokusu
Agouti objevi retroelement, mulize spustit gen Agouti ektopicky ze svého promotoru: mys pak bude Zluta a obézni (b). Pokud
je retroelement metylovan, nastava reverze ke standardnimu fenotypu pseudoagouti.

Pokud ziskame spektrum barvy mysi srsti zplisobené ¢asteCnym uml¢ovanim blizkého retroelementu,
mizeme s odliSnymi fenotypy provadét kfiZeni a sledovat tak dédicnost epigeneticky rizeného stavu.
Nejprve ale bylo nutné izolovat linii, kdy by se neprojevovala obezita zluté mysi, nebot tato vedla
k mortalité: vysledkem je linie zvana Agouti viable yellow, Agouti ”. Mysi s heterozygotnim genotypem
Agouti ¥ riizné barvy srsti jsou vZdy kfizeni s partnerem, ktery ma mutované obé alely Agouti (Agouti “*,
tedy ¢erna srst). Ke kfizeni byly vybirany odliSné fenotypy a byla sledovana i dédi¢nost v zavislosti
na pohlavi rodiCe. Vysledky ukazaly velké rozdily v barvé€ srsti mySiho potomstva v zavislosti na tom,
zda epigeneticky labilni lokus byl pfenaSen z otce nebo z matky (obr. 8.16). V potomstvu byly samo-
ziejmé sledovani jen jedinci, ktefi od rodice ziskali alelu Agouti * (50 % potomstva od heterozygotniho
rodiCe ziska alelu Agouti “). Pokud byla sledovana srst potomstva odliSné zbarvenych otcil (s rizné
metylovanym retroelementem: Zlutych, skvrnitych ¢i tmavych, obr. 8.16a), nebylo shledano Zadnych
rozdili: vSichni otcové méli stejn€ variabilni potomstvo, fenotyp se tedy paternalné€ nedédil. Jinak tomu
bylo u samicek: Zluté samicky Agouti »* (nemetylované) mély vyrazné vyssi podil Zlutého (nemetylo-
vaného) potomstva Agouti /¢, zatimco tmavé samicky (metylované) mély vySsi Cetnost tmavého (me-
tylovaného) potomstva. Jde tedy o epigenetickou dédi¢nost maternalniho lokusu (obr. 8.16b): v §irSim
kontextu Ize hovorit o lamarckistické dédic¢nosti ziskaného fenotypu. Je nutné zdaraznit, Ze vSechny
studované mysi mély stejny genotyp (Agouti ¥/*), avsak Casto rozdilny a proménlivy fenotyp. Dalsi
studie pak ukazaly, Ze ostatni faktory, jako je prostfedi délohy matky ¢i maternalni cytoplazma, tuto
epigenetickou dédicnost neovliviiuji. Naopak, dalsi kfizeni Zlutych heterozygotnich samicek s homo-
zygotné recesivnimi samecky vedlo jesté k vyssi frekvenci Zlutych mysi v potomstvu (zesilovaci efekt).
Z hlediska zarode¢né drahy lze konstatovat, Ze maternalni drdha je tolerantnéjsi vii¢i epimutacim,
nebot umoznuje prenos informace (metylace/demetylace) z matky na potomstvo. Sam¢i zarodecna
draha je evidentné striktnéjsi, zfejmé otcliv metylacni zdznam vymazava.
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Obr. 8.16 Epigeneticka dédicnost alely Agouti Viable Yellow (A *, podle Morgana et al., 1999). Jde vZdy o kfiZzeni mezi
heterozygotnim jedincem Agouti »/* a recesivnim homozygotem Agouti ““, kde a znamena nefunk¢ni alelu. (a) Pokud jsou
heterozygotni samecci vybirani podle fenotypu (nahofe Zluti, uprostied skvrniti, dole tmavi), je jejich potomstvo nesouci
alelu Agouti ™ stale stejné s podobnou frekvenci Zlutych, skvrnitych a tmavych jedinct: epigeneticky stav lokusu Agouti »
se tedy paternalné nedédi. (b) Jinak je tomu v pfipadé, Ze budeme sledovat potomstvo heterozygotnich samicek Agouti »/*
v zavislosti na jejich fenotypu. Pokud budeme vybirat Zluté samicky, ziskame v potomstvu vice Zlutych jedinci; pokud
budeme sledovat potomstvo tmavych samicek, bude prevazné tmavé. Epigeneticky stav lokusu Agouti ™ je tedy dédén
do potomstva maternalng.

VétSina globalnich metylaci DNA nastava v pribéhu embryogeneze, tedy u savcid uvnitf té€la matky
(obr. 3.4). V té dobé€ jde pfedev§im o umlCovani retroelementi a jinych repetitivnich sekvenci DNA
v genomu, nebot genomovy imprinting nastal jiz dfive, pfi gametogenezi. Pokud nenastava epigenetické
umlcovani potencialné nepratelskych sekvenci DNA, mulZe to mit za nasledek i té€Zké vyvojové vady
zpusobené mobilizaci transpozonti do mist, kde mohou ovlivnit (umlcet ¢i ektopicky aktivovat) dtlezité
geny hostitele. Castym mechanizmem inaktivace repetici jsou metylace DNA, které po deaminaci vedou
k bodové mutaci (C—T), ¢imZ se epigenetické uml¢eni proméni ve zménu irreverzibilni. Univerzalnim
donorem metylovych skupin pro vSechny typy bunécnych metylaci (napfiklad pro metylaci DNA ¢i
histon1) je S-adenozylmetionin. Pokud je v bunce ¢i organizmu pouze nizka hladina této latky, mtze
dochazet mj. k hypometylaci DNA, coz miize mit negativni disledky. Experimenty na mySich ukazaly,
jak dulezita je skladba potravy pregnantni matky, v jejimz téle probiha vyvin embryi. K pokustim byl
opét vybran modelovy systém Agouti, ktery umoznuje monitorovani metylace DNA pouhym sledova-
nim barvy srsti. Heterozygotni zZluté mysi Agouti *“ byly vybrany jako samecci do kfiZeni s recesivné
homozygotni samickou Agouti “* a byla sledovana barva srsti potomstva (Cili metylace/demetylace
retroelementu) v zavislosti na dieté pregnantni matky. Standardni vyZiva vedla ke standardné variabil-
nimu potomstvu - od nemetylovanych Zlutych mysi pres skvrnité az k metylovanym tmavym mysSim.
Maternalni vyZiva, ktera byla bohatsi o prekurzory S-adenozylmetioninu (jako jsou napriklad metio-
nin ¢i kyselina listova) vSak vedla k potomstvu, které mélo tmavsi srst a vyssi hladinu metylace DNA
(obr. 8.17). ZvySeni metabolizmu metylace tak vedlo k zajiSténi inaktivace retroelementu u genu Agouti.
Tato zjisténi maji samoziejmé hluboky dopad do biomediciny, nebot vhodna dieta t€hotnych Zen by
mohla pozitivné€ ovliviiovat zdravi ditéte. Spekuluje se i o tom, Ze nastaveni metyla¢niho stavu v dobé
brezosti/t€hotenstvi zasahuje minimalné dvé nasledujici generace, nebot uvniti embrya v téle matky
se vytvari i zarodec¢na draha embrya.
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Obr. 8.17 MozZnost ovlivnéni epigenetické dédi¢nosti vyZivou pregnantni matky. ProtoZe se metylacni stav genomu tvofi
v prub&hu embryogeneze v té€le matky, je mozné vhodnou dietou tento stav ovlivnit. (a) Pfi nevhodné vyzivé, kterd ne-
zaru€uje metabolizmus metylace vznika v potomstvu nesouci alelu Agouti * vice Zlutych mysi, coZ svéd¢i o nedostatecné
metylaci retroelementu, ktery ektopicky spousti gen odpovédny za Zlutou srst. (b) Pokud je dieta v obdobi biezosti oboha-
cena o metionin a jiné prekurzory S-adenozylmetioninu, je retroelement umlcen, coz indikuje prevazné€ tmavé potomstvo.

8.5 Dédicnost rizena RNA a proteiny

Dosud jsme v epigenetické dédi¢nosti uvazovali o mechanizmech, které jsou zaloZzeny na modifikacich
DNA ¢i histonti, popfipadé o uloze vazebnych chromatinovych proteinti a RNAi. V nasledujicich
dvou pripadech uvidime, Ze roli nositele epigenetické informace mohou byt i mRNA nebo pamétové
proteiny Polycomb. Byla pripravena transgenni mys, kde transgen /acZ byl integrovan do genu Kit ko-
dujiciho tyrozin kinazovy receptor. V homozygotnim stavu je mutace letalni, ale heterozygotni mutant
(znacCeny Kit / Kit ™) ma pouze zajimavy fenotyp: bily konec ocasku pfipadné bilé konce koncetin.
Pii kfizeni tohoto heterozygotniho mutanta se standardnim typem (Kit / Kit) by se v potomstvu m¢lo
objevit 50 % standardnich mysi a 50 % mysi s bilym ocaskem nesoucich mutantni alelu. Vysledek tohoto
krizeni vSak byl prekvapujici: velka vétSina potomstva méla bily ocasek a to bez ohledu na to, zdali
mySi mély mutantni alelu (obr. 8.18). Tento efekt byl zvlast silny, pokud bylo sledovano potomstvo
heterozygotniho samecka a standardni samicky. Molekularni analyzou bylo zjiSténo, Ze aberantni alela
Kit s transgenem dava vznik aberantni mRINA, ktera se pfenasi pres spermie do dalsi generace a odpo-
vida za mutantni fenotyp, i kdyZ mutovana alela jiZ neni pfitomna. Tento jev byl nazvan paramutaci.
Podobné jako u rostlin (viz kapitola 7.3) jde o dédi¢nou zménu zplisobenou interakci alel: v tomto
pfipadé mutovana alela pozménila alelu standardni. Uloha aberantni RNA byla prokazana i tim, Ze
mutantni fenotyp byl vyvolan i mikroinjekci prislusné RNA do zygoty.
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Obr. 8.18 Dédicnost fizena aberantni RNA: paramutace u mysi (podle Solowaye, 2006). (a) Standardni alela genu Kit
koduje tyrozin kinazovy receptor. Po jeho mutagenezi transgenem vznika heterozygotni mys Kit / Kit ™%, ktera se fenoty-
pové projevuje zejména bilym koncem ocasku (homozygotni mutant je letalni). Pokud kiizime heterozygotniho samecka
Kit / Kit ™ se standardni samickou Kir / Kit, mélo by dojit k segregaci na 50 % mysi s bilym ocaskem a 50 % mysi stan-
dardnich. Ve skuteCnosti vznikaji téméf vSechny mysi s bilym ocaskem a to i ty, které maji standardni genotyp Kit / Kit.
Pri¢inou je syntéza a prenos aberantni RNA z genu s transgenem pres spermie do dalSi generace.

V predchozi kapitole 8.4 je popsano, Ze epigeneticky stav alely Agouti je pfendSen do dalSi generace
pouze pres matku a nikoli pfes otce. ProtoZe se v nékterych pripadech nepodafilo prokazat rozhodujici
ulohu metylace DNA, studovali védci i ilohu pamétovych proteinu Polycomb. Ve standardnim experi-
mentu byli opét heterozygotni samecci Agouti */“kiizeni se samickami bez alely Agouti (Agouti ““), navic
nesly samiCky mutaci Polycomb v heterozygotnim stavu (Polycomb 7). V potomstvu u jedinct s alelou
Agouti ¥ pak byla sledovana barva srsti v zavislosti na pfenosu maternalni mutace Polycomb (obr. 8.19).
V pfipadé sledovani pfenosu nemetylované alely Agouti ™ (tedy v pripad€ Zlutych sameckil) nebyly
v potomstvu rozdily v barvé srsti mezi jedinci se standardni a mutovanou alelou Polycomb: vétSina
jedincd obou skupin méla Zlutou srst, pfitomnost funkéniho maternalniho pamétového proteinu tedy
nehrala zadnou roli. Jinak tomu vSak bylo v pfipad€ tmavych sameckil pseudoagouti, tedy s metylo-
vanou a uml¢enou alelou Agouti . Funkce maternalniho proteinu Polycomb zdsadn€ ovlivnila pfenos
metylacniho signalu do potomstva. VétSina jedinct, ktefi zdédili maternalni funk¢ni alelu Polycomb byla
Zlutych: v priibéhu embryogeneze tedy doslo diky tomuto proteinu k vymazani metylaéniho zaznamu.
Pokud maternalni protein Polycomb byl nefunkéni, plvodni metylaéni zdznam z otcovské alely byl
udrZen: vétSina potomstva meéla tmavsi srst. Je snad mozné shrnout, Ze za epigenetickou dédi¢nosti se
skryva cela rada rtiznych mechanizmi, které koordinované reguluji genovou expresi.
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Obr. 8.19 Epigeneticka dédi¢nost ovliviiovana proteinem Polycomb (podle Blevitta et al., 2006). Epigeneticky stav genu
Agouti se epigeneticky prenasi jen maternalné. V kombinaci se ztratou funkce pamétového proteinu Polycomb (Pc) je vSak
mozné navodit i paternalni dédi¢nost. Kfizeni mezi sameCkem - heterozygotem Agouti */* a samickou - heterozygotem
pro protein Polycomb (oznacena hvézdickou, Pc ) dava odliSné potomstvo v zavislosti na fenotypu samecka a maternal-
ni pfitomnosti mutace Polycomb. (a) Zluti sameéci (s hypometylovanym retrotranspozonem) maji stejné potomstvo bez
ohledu na funkéni ¢i nefunkéni maternalni alelu Pec. (b) V pfipad€ tmavych samecku (s metylovanym retroelementem) je
epigeneticka informace prenasSena do potomstva pouze v pripadé nefunkéniho maternalniho genu Polycomb: potomstvo
bude vyrazné tmavsi.
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9  MEDICINSKE ASPEKTY EPIGENETIKY

Epigenetické modifikace chromatinu jsou charakteristické pro jednotlivé bunécné typy, zejména pro
bunky zarode¢né linie. Stav chromatinu somatickych bunék mize byt téz kriticky pfi klonovani mik-
roinjek¢énim prenosem jadra do oocytu. Jak jiz bylo zminéno v predchozi kapitole, mutace nebo chyby
v modifikacich chromatinu geni, které jsou imprintovany, vedou k tézkym vrozenym vyvojovym vadam.
Existuje bohuzel i mnoho komplexnich neurovegetativnich syndromil, které souviseji se ztratou funkce
gen(, které zajistuji epigenetické procesy. Metylace DNA jsou také jednim z kauzalnich mechanizmi
kancerogeneze. Zavér kapitoly bude vénovan dédi¢nosti epigenetickych poruch u ¢lovéka.

9.1 Zarodecna linie a kmenové bunky

Zarodecna draha je u Zivocichid zakladana jiz v ¢asné embryogenezi a u mnoha druht jsou zarodec¢né
bunky prakticky prvnimi buiikkami embrya. Zarode¢né bunky poté migruji do gonad a stavaji se proge-
nitory pohlavnich bunék. U rtiznych ZivoCisSnych druh mizeme sledovat dva typy iniciace zarodecné
drahy. Prvnim z nich je typ preformace, coz je dédi¢na determinace urcitych bunék, aby se staly zaro-
de¢nymi. Tento typ se vyskytuje napiiklad u Caenorhabditis ¢i drozofily. Druhy typ iniciace zarode¢né
drahy spociva v epigenezi. U tohoto typu existuje vice ekvivalentnich, potencialné pluripotentnich
bunék a v reakci na induktivni signaly se nékteré bunky stanou zarode¢nymi, zatimco zbyvajici bunky
budou tvorit somatické linie. S timto typem se setkavame napiiklad u savct a rostlin.

Klicovym prvkem pfi tvorbé zarode¢né drahy u zZivocichi je v podstaté blokovani somatického vy-
vojového programu v zarode¢nych bunkach, i kdyZ mechanizmy tohoto uml¢ovani nejsou evolu¢né
konzervativni. U hlistice vede prvni d€leni zygoty ke dvéma odliSnym blastomeram: vznika anteriorni
somaticka bunka AB a posteriorni bunika P1, ktera je prekurzorem zarode¢né drahy. Tato posteriorni
bunka poskytuje pii kazdém déleni vZdy anteriorni bunku somatickou, zatimco bunka posteriorni
se stava transkripéné umlcenou (obr. 9.1a). Toto transkripéni uml¢ovani je udrzZovano regula¢nim
proteinem PIE-1 s doménou zinkovych prstii, ktery inhibuje transkripéni elongaci zprostiedkovanou
RNA polymerazou II. V ¢asném stadiu vSak vSechny blastomery vykazuji transkripéné aktivni chro-
matin s markerem metylovaného lyzinu 4 histonu H3. Délenim blastomery P4 vznikaji prvni dvé
bunky zarodecné linie a v nich se Sifi uml¢ovaci chromatin: od ztraty aktivaéniho markeru K3K4me
az po zvySeni hladiny represivniho metylovaného histonu 9 histonu H3. U drozofily se prekurzory za-
charakter (obr. 9.1b). Jsou opét transkripcn€ inaktivni, cozZ je provazeno represivni modifikaci histonu
H3 metylaci lyzinu v pozici 9. Transkripéni uml€ovani v polovych bunkach je zjevné regulovano genem
pgc (polar granule component), protoZe ztrata jeho funkce vede i ke ztraté represe v polovych bunkach.

Savéi gamety ziskavaji své specifické epigenetické informace od rodici. Po oplozeni dochazi k rozsah-
1é demetylaci, zvlasté spermatického jadra. Paternalni jadro je také zbaveno protamintl a obaluje se
histony bez aktiva¢nich inhibitori H3K9metyl2 a H3K27metyl3, které neobsahuje ani jadro oocytu.
Ryhovanim zygoty vznikaji zatim nedeterminované blastomery pres stadium moruly aZ do stadia blasto-
cysty, kdy dochazi k diferenciaci na vlastni embryo (/CM, inner cell mass) a vyzZivovou extraembryonalni
tkan (trofektoderm). Vlastni embryo se poté podrobuje zvySeni hladiny 5-metylcytozinu i metylova-
nych histont H3K9metyl2 a H3K27metyl213. Program epigenetické modifikace zarode¢nych bunék
nastava v postimplantaénim stadiu. Casné prekurzory zarodeénych bunék vznikaji z malé skupiny
bunék embrya jako vysledek prijmu signalnich molekul a sice z trofektodermalni ¢asti. Primordialni
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zarodecné bunky (PGC, primordial germ cells) se pred vstupem do gonad opét podrobuji odstranovani
represivnich markert (5-metylcytozinu a dimetylace lyzinu 9 v histonu H3). De novo metylace véetné
rodi¢ovského imprintingu se odehravaji az v pozdnéjsich fazich vyvoje zarode¢nych bunék. Jesté pred
vznikem zarodeé¢né drahy dochdazi k vyvinu epiblastu z vnitini bunééné masy. Pluripotentni bunky
epiblastu jsou v postimplanta¢nim obdobi také hlavnim zdrojem somatickych tkani i primordidlnich
zarodecnych bunék. Diferenciace somatickych linii vede ke tfem primarnim zarode¢nym listim - ekto-
dermu, mezodermu a endodermu. Bunky, které jsou odvozeny z vnitfni bunééné masy, se nazyvaji
pluripotentnimi embryonalnimi kmenovymi bunikami (ESC, embryonic stem cells).

(a) Caenorhabditis

posteriorni bunika da posléze
vznik zarode¢né draze (transkripéni
umléeni genu PieT)

(b) Drosophila T Ll LS N
s s+ polové burky
-~ i (metylace K9 H3)
.....-........-... ......-.
(c) mys
Blimp1 Stella migrace do gonad
epiblast —— potlaéeni somatické —— primordialni — metylace DNA

diferenciace zarodec€né bunky

Obr. 9.1 Zakladani zarode¢né drahy ve vyvoji. (a) U hlistice Caenorhabditis je zarodecna linie specifikovana po prvnim
bunécném déleni zygoty transkripénim umlcenim genu Piel v posteriorni bunice: buiika anteriorni se stava somatickou.
(b) U drozofily jsou prekurzory zarodeénych bunék pélové bunky v posteriorni ¢asti syncytia, transkripéni uml¢ovani
somatického programu zde zavisi na RNA kodované genem Pgc (polar granule component), je provazeno metylaci lyzinu
9 histonu H3. (c) U mysi vede v n€kterych bunikach vlastniho embrya exprese genu Blimp 1 k represi somatického progra-
mu. Nasleduje exprese nékolika genil (jako napf. Stella) a vznikaji primordialni zarode¢né bunky. V nich dochazi k fadé
modifikaci histont a vstupuji do gonad, kde nastava zejména rozsahla metylace DNA.

Primordialni zarode¢né bunky mohou byt prvné pozorovany jako skupina asi 40 bunék v ¢asném
embryu, které vznikaji prostrednictvim signalnich molekul Bmp4 a Bmp8b (obr. 9.1c). Mezi dalsi
klicové transmembranové faktory patfi napriklad fragilis a stella. Protein fragilis dava vznik jak primor-
dialnim zarode¢nym bunkam, tak i sousednimu trofektodermu. Specifikace ke tvorbé primordialnich
zarodecnych buné€k je pak dana expresi genu stella. V této dob& primordialni bunky vykazuji expresi
pluripotentnich gentl, jako jsou Sox2 a Oct4: tyto bunky jsou tedy - na rozdil od okolnich somatickych
bunék - pluripotentni. Naopak v nich dochazi k represi homeotickych gent (Hoxb! a Hoxal), siln€ ex-
primovanych v somatické linii, coz svéd¢i o potlaceni somatického vyvojového programu v zarodecnych
bunkach. Kli¢ovou ulohu v diferenciaci zdrode¢né drahy ma gen BlimpI: potlacuje somaticky vyvojovy
program v primordialnich zarode¢nych bunkach. Blokada somatického vyvojového programu v bunikach
zarodec¢né linie je tedy u vSech zZivociSnych druhii evolu¢n€ konzervativni, avSak jeji mechanizmy (cf.
hlistice, drozofila a savci) jsou vyrazn€ odliSné.

105



Zarode¢né bunky a bunky vnitfni bunécné masy jsou potencialnimi donory k odvozeni pluripotentnich
kmenovych bunék in vitro. Pokud jsou preneseny do blastocysty, mohou diferencovat ve vSechny typy so-
matickych tkani. Pokud jsou kultivovany in vitro, je mozné z nich odvodit fadu specifickych typt tkani,
coz ma obrovsky impakt v biomediciné pfi nahradach ztracenych ¢i nefunkénich tkani. V zygoté a pfi
ryhovani vajicka aZz do stadia blastocysty se buiiky vnitfni bunééné masy a trofektodermu podrobuji
odliSnym epigenetickym modifikacim. Oba typy téchto tkani mohou byt dlouhodobé kultivovany in
vitro. KliCovy vyznam maji embryonalni kmenové bunky (ESC, embryonic stem cells) odvozené z vnitini
bunééné masy (vlastniho embrya). Takové bunky mohou byt i geneticky manipulovany in vitro a rein-
trodukovany do blastocysty, kde mohou kolonizovat vSechny tkané véetné zarodec¢né linie, s vyjimkou
trofoblastovych bunék placenty. Bunky trofektodermu mohou byt téZ kultivovany Ci geneticky mani-
pulovany, avSak po reintrodukci do blastocysty prispivaji pouze k vyvoji placenty. Embryonalni kme-
nové bunky mohou byt dlouhodobé€ udrZzovany v nediferencovaném stavu nebo s pomoci specifickych
ristovych faktortt mohou in vitro diferencovat v ur€ité typy tkani, jako jsou svalstvo, kize i neurony.
Diferenciace kmenovych bunék je charakterizovana transkripénim umlcovanim genti pluripotence.
Jednim z nich je napfiklad gen Oct4, ktery akumuluje DNA metylace a represivni metylace histond.

9.2 Reprodukéni a terapeutické klonovani

Kli¢ovou bunkou pro pohlavni rozmnozovani Zivo¢iSnych i rostlinnych druht je vaje¢na bunka,
oocyt. Savéi oocyt obsahuje nejen haploidni gameticky genom, ale také epigenetickou informaci, ktera
je dvojiho typu: jde o nastaveni funkce a struktury chromatinu vhodné k vytvoreni zygoty, ale jde také
o maternalni imprinting vytvareny v pribéhu oogeneze. V neposledni fad€ jde o cytoplazmu oocytu,
ktera je vysledkem aktivity genli s maternalnim uc¢inkem. Tyto geny, funkCni ve vaje¢niku matky, vkla-
daji do cytoplazmy oocytu jedineéné mRNA a proteiny, které oocyt ¢ini bunikou pro rozmnozZovani
nenahraditelnou. Znamena to, Ze vSechny pokusy o klonovani cestou prenosu bunécného jadra musi
jako recipientni bunky vyuzivat prave oocyt. Prvni uspésSny prenos somatického jadra do oocytu s cilem
ziskani pIné vitalniho potomstva byl realizovan u Zaby drapatky v 60. letech minulého stoleti Johnem
Gurdonem.

Klonovani prenosem jadra bylo poprvé u mysi realizovano Solterem a Suranim v roce 1984, kdy nahra-
zovali jadro oocytu a spermie v heterokaryonu zygoty, kde prokazali nezaménitelnou ulohu obou typii
jader: uniparentalni embrya vzdy abortovala. Dalsi uspé€sSné klonovaci experimenty byly provadény
na dobytku (berani, kravy a prasata), kdy do oocytu byla pienasena jadra z ranych embryi. Uspésnost
téchto pokusii byva davana do souvislosti se zavislosti na ¢asovani pfechodu tlohy genti s maternalnim
ucinkem na zygotické geny. V embryich dobytka k tomuto prechodu dochazi az ve stadiu 16 bunék,
zatimco u mySi nastava uz ve stadiu dvou blastomer. Prvni uspésné klonovani pfenosem jadra soma-
tické bunky do oocytu pak byla ovce Dolly prezentovana lanem Wilmutem v roce 1997. Do dne$niho
data bylo touto cestou klonovano jiz asi 15 ZivoCiSnym druhti v€etné mysi. Po pfenosu jadra do oocytu,
ktery je obvykle realizovan elektrofuzi, je oocyt kultivovan aZ po stadium blastocysty in vitro a poté je
blastocysta implantovana do dé€lohy pseudopregnantni nahradni matky. Alternativou je tkanova kultura
blastocysty, ktera generuje embryonalni kmenové bunky (NT-ES, nuclear transfer embryonic stem cells),
vhodné pro terapeutické klonovani (obr. 9.2).
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Obr. 9.2 Srovnani reprodukéniho klonovani a terapeutického klonovani. Pfi reprodukénim klonovani (vlevo) je do enukleo-
vaného oocytu vpraveno jadro somatické bunky a zygota je kultivovana in vitro do stadia blastocysty. Ta je vlozena do délohy
nahradni matky a miiZe dojit k narozeni klonované mysi. Pfi terapeutickém klonovani (vpravo) je postup zpocatku shodny
s tim rozdilem, Ze se do enukleovaného oocytu vnasi jadro somatické bunky pacienta, ktery potiebuje urcitou nahradni
tkan (transplantaci). Z blastocysty jsou pak izolovany embryonalni kmenové bunky, které s pomoci specifickych rastovych
faktord mohou diferencovat v potfebné tkanové typy.

Ve vétsiné pripadl konci vyvoj klonovaného embrya savcll brzy po implantaci. Pokud vyvoj pokracuje
azZ po narozeni, jde ¢asto o nadmérné vyvinuté novorozence se zvétSenou placentou (large offspring
syndrome). Tito jedinci také Casto trpi poruchami dychani ¢i srdce a ledvin. Jejich Zivot ¢asto kon¢i
predcasné s velkou obezitou. Diivody téchto fenotypovych zmén jsou zjevné epigenetické: v potomstvu
klonovanych jedinci se jiz obvykle nevyskytuje. Problémem je epigeneticky program prenaseného jadra
somatické bunky. Pfi standardnim pohlavnim rozmnozZovani jsou oba genomy - samici a samci - vy-
razné bohaté na 5-metylcytozin a jadro spermie je v hluboce inaktivnim stavu: nema nukleozomovou
strukturu a histony byly nahrazeny jesté bazictéjSimi protaminy (obr. 9.3). Po oplozeni dochazi k ak-
tivni demetylaci genomu spermie a predevsim k vytvareni nové struktury chromatinu celé zygoty. Tyto
epigenetické procesy vedou k fadnému nastavovani genové exprese a Usti v normalni proces embryoge-
neze. Naproti tomu pii klonovani pfenosem jadra je do oocytu vnasen epigeneticky program somatické
bunKky, ktery je zcela odliSny od programu oocytu ¢i spermie. Jak je patrné z nizké uspésnosti prezivani
klonovanych embryi, jen v malo pfipadech se embryonalnim bunkam podafi somaticky program zvratit
a nastavit fadny embryonalni epigeneticky program, ktery by vedl k usp€sné embryogenezi.
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Obr. 9.3 Srovnani struktury chromatinu pfi normalnim rozmnozZovani a pfi klonovani pfenosem somatického jadra. Pri
standardni fertilizaci (vlevo) je jadro spermie vysoce kondenzovano, metylovano a nema nukleozomovou strukturu: histony
jsou nahrazeny silné bazickymi protaminy (vyznaceno ¢erné). Po oplozeni nastava rozsahlé remodelovani chromatinu,
odstranéni protamind a demetylace paternalniho genomu. Pfi klonovani (vpravo) je oocyt enukleovan a je vloZeno akti-
vované diploidni somatické jadro. Demetylace DNA neprobiha a dochazi k rychlé rekonstrukci jadra, jejimz vysledkem
miiZe byt chybna embryogeneze a vznik vyvojovych vad.

9.3 Choroby c¢lovéka s epigenetickymi aspekty

Choroby Clovéka s epigenetickymi aspekty predstavuji dlouhy seznam obvykle téZkych vyvojovych
vad, které - pfimo ¢&i nepfimo - souviseji s epigenetickymi procesy. Casto byva primarnim &inidlem
geneticka aberace (mutace, delece ¢i uniparentalni dizomie), ktera odhaluje nepfiznivy rys genomo-
vého imprintingu - funkéni haploidii fady desitek lokust. Dalsi velka skupina chorob je zpisobena
poruchami funkce gent, které odpovidaji za epigenetické modifikace chromatinu (metylace DNA,
acetylace a jiné modifikace histont ¢i chromatin-remodelujici enzymy).

9.3.1 Poruchy genomového imprintingu

Takovych chorob je celd rfada a jisté jesté nejsou vSechny objasnény, nebot nejsou identifikovany ani
vS§echny imprintované geny.

Beckwith-Wiedemanniv syndrom (BWS, Beckwith-Wiedemann syndrome) je ziejmé nejjasnéjsi demon-
straci teorie parentalniho konfliktu (obr. 8.8). Je zplisoben mutaci ¢i vadnym imprintingem oblasti
p15.5 chromozomu 11. V této oblasti jsou maternalné i paternalné imprintované geny (/GF2, CDKNIC,
H19). Pokud dojde k vyrazné prevaze tvorby paternalnich, rist podporujicich faktorti (IGF2), dochazi
k nadmérnému vyvinu embrya a plodu (,,pohadka o Otesankovi®), ¢asto i k smrti ditéte. Fenotyp byva
Casto provazen nadorovym bujenim ledvin (Wilmsiv ledvinovy tumor, imprinting chromozomu 11, viz
kapitola 9.4).
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Russell-Silvertuv syndrom (Russell-Silver syndrome) je opaénym fenoménem: maternalni rist-suprimujici
faktory maji prevahu nad paternalnimi faktory, takze vysledkem je podmérné dité trpasli¢iho vzristu
(obr. 8.9). Obvykle jde o maternalni dizomii chromozomu 7, na némzZ se nachdzi imprintovana oblast
pl1.2. Podobny fenotypovy projev ma i epimutace (bialelicka exprese H/9 a pokles IGF2) v oblasti
11p15.5. Vedle trpasli¢iho vyvinu ditéte (,,pohadka o Paleckovi®) byva fenotyp charakteristicky troju-
helnikovym obli¢ejem; inteligence obvykle neni ovlivnéna. Je zajimavé, Ze i kdyZ imprintované geny
maji svou aktivitu vymérenu jen pro vyvoj in utero, déti narozené s Russell-Silverovym syndromem
rastovy hendikep nikdy nedozenou.

Angelmaniv a Prader-Willitiv syndrom jsou dvé komplexni psychomotorické zdédéné choroby, které
mohou byt zptisobeny genetickymi nebo epigenetickymi poruchami dvou imprintovanych genovych
shlukd na chromozomu 15. Angelmanuv syndrom (A4S, Angelman syndrome) je zpisoben chybnou
expresi genu UBE3A zpisobenou maternalni deleci, mutaci nebo chybou imprintingu v oblasti q11-13
(obr. 9.4). Jde o velmi té€zké psychomotorické onemocnéni (,puppit children®). Jeho vyrazné leh¢i
formou je Prader-Williiv syndrom (15q11-q13), ktery vede jen k niZ$i mentalni retardaci a atypické
obézni postave. Je zplisoben paternalni deleci nebo maternalni dizomii, postiZena je predevSim syntéza
snoRNA (obr. 9.4).

zdravy jedinec: chromozom 15q11-13

Prader-Williiv syndrom: H paternalni delece maternalni dizomie

P m g/ P P o
. maternalni paternalni
Angelmanuyv syndrom: delece dizomie

Obr. 9.4 Prader-Willitiv a Angelmaniiv syndrom jsou komplexni neurovegetativni choroby, které souviseji s imprintingem
genového shluku (jsou naznaceny vZdy dva lokusy) na chromozomu 15. Aktivni (svétlé symboly) a imprintované (tmavé
symboly) alely se nachazeji na paternalnim (p) i maternalnim (m) chromozomu. Nejcastéjsi pfiCinou leh¢iho PW syn-
dromu jsou delece na paternalnim chromozomu a maternalni dizomie. T€ZSi AS je obvykle zplisoben maternalni deleci,
paternalni dizomii nebo biparentalni expresi.

biparentalni
exprese

Pseudohypoparatyreoza (PHP. pseudohypoparathyroidism) je poruchou metabolické funkce hormonu
pristitnych télisek, ktera vede ke zméné metabolizmu vapniku a fosforu, cozZ usti v fadu vyvojovych
defektd. Jde o bodovou mutaci, epigenetickou pri¢inu nebo uniparentalni dizomii chromozomu 20
oblasti q13.2. V této oblasti se nachazi gen GNAS! (guanin-vazebny protein), ktery ma tfi alternativni
exony, jez jsou sestiihovany do riiznych sekvenci a tvori odliSné transkripty. OdliSna metylace cytozinu
v okoli téchto exontl vede k vyhradni expresi maternalni alely jednoho exonu a dvou paternalnich exona.
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9.3.2 Choroby zpisobené poruchou metylace DNA

Metylace DNA je jednim z kliCovych mechanizm epigenetickych procest u savci. Hraje zejména roli
v genomovém imprintingu, ale je dilezita i pri globalnich zménach metylomu v embryogenezi a chrani
genom pred nebezpecnou aktivitou transponovatelnych elementi. Uplné vyiazeni metyltransferazovych
genll ma u savcl letalni ucinek, stejné jako ztrata metylaCniho metabolizmu ¢i nepfitomnost specific-
kych proteinil vazicich se na metylovanou DNA. Idealnim analytickym materialem k odliSeni genetické
a negenetické slozky dédiCnosti jsou samoziejmé jednovajecna dvojcata. Méla by mit 100% shodny ge-
nom, tedy veSkeré rozdilnosti padaji na vrub epigenetické proménlivosti véetné enviromentalnich vliva.
Nedavna studie srovnavala stupen metylace DNA a acetylace histoni H3 a H4 u dvojc¢at ve véku 3 let
a ve véku 50 let. Vysledky jasn€ ukazaly, Ze se vzristajicim vékem stoupa rozdilnost epigenetickych
modifikaci mezi dvojcaty. Podobné€ semikvantitativni analyza genové exprese u para jednovaje¢nych
dvojcat prokazala, Ze s vékem roste pocet genli s vyrazné rozdilnou expresi: u 3letych byla v priméru
rozdilna exprese asi u 1000 gent, u 50letych dvojcat byla u vice nez 3000 gent. Obecné plati, Ze s vékem
nastava globalni pokles DNA metylaci u ¢lovéka a soudi se, Ze procesy metylace vedou ke starnuti.
Metylace DNA mohou byt ovlivnény i environmentalnimi faktory, jako jsou napfiklad mikrobialni
infekce. U mysi bylo napfiklad zjiSténo, Ze oralni infekce bfezi samice bakteriemi Campylobacter rectis
¢i Porphyromonas gingivalis vede k hypermetylaci a uml¢eni imprintovaného genu Igf2 v potomstvu,
vyvijejicim se v jejim téle.

ICF syndrom (/CF, immunodeficiency, centromere instability and facial anomalies syndrome) je obvykle
tézkou komplexni poruchou, ktera vede k casté détské umrtnosti. Jde o mutaci DNA metyltransferazové-
ho (Dnmt3b) genu, tato mutace je autozomalné recesivni (obr. 9.5a). Ma za nasledek redukci sérového
imunoglobulinu, cozZ sniZzuje imunitu k infekénim chorobam, vede téZ k hypometylaci subtelomerickych
repetici na chromozomech 1, 9 a 16. Choroba se dale projevuje v karyologické nestabilit€ centromer,
kraniofacialnich defektech a psychomotorické retardaci.

Jeden ze syndroml mentalni retardace je zpiisoben mutaci genu metyléntetrahydrofolat reduktazy
(MTHEFR, methylenetetrahydrofolate reductase), ktery koduje kliCovy enzym v draze tvorici S-adenozyl-
metionin (obecny donor metylovych skupin). MTHFR nevratné redukuje 5,10-metyléntetrahydrofolat
na 5-metyltetrahydrofolat, ktery je pouZzit ke konverzi homocysteinu na metionin, vyznamny prekurzor
syntézy S-adenozylmetioninu. Deficience enzymu MTHFR zptlisobuje vzacnou autozomalné recesiv-
ni mentalni poruchu. Gen MTHFR je vysoce polymorfni, nékteré formy genu vykazuji souvislost se
schizofrenii

Tézkym syndromem neurovegetativni retardace je i Rettuv syndrom (RS, Rett syndrome). Je zpisoben
mutaci genu MECP2, coz je mutace genu vazaného na chromozom X kodujiciho S-metylcytozin-vazebny
protein. Ukolem tohoto proteinu je v podstaté inaktivovat vysoce metylované oblasti genomu. U dév-
¢at mutace MECP?2 v heterozygotnim stavu zpisobuje t€Zkou mentalni retardaci (,,Rettovi andélé®);
u chlapct se choroba nevyskytuje, nebot mutovana alela genu MECP2 na jediném chromozomu X
vede k ranému abortu.

9.3.3 Choroby souvisejici se strukturou chromatinu

Dalsi rada chorob je zpisobena i poruchou jinych epigenetickych mechanizmi, jako jsou modifikace
nukleozomalnich histont ¢i chromatin-remodelujicich proteint.
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Schimkeho imunoskeletalni dysplazie (SIOD, Schimke immuno-osseous dysplasia) je velmi tézka a kom-
plexni vyvojova vada. Jde o mutaci genu SW1/SNF?2, ktery koduje aktin-dependentni regulator chromati-
nu SMARCALI. Je to autozomalné€ recesivni choroba, zptisobuje komplexni syndrom charakteristicky
dysplazii patere a konct dlouhych kosti, ristovou retardaci, poruchami ledvin a imunity.

Rubinstein-Taybiho syndrom (RSTS, Rubinstein-Iaybi syndrome) je psychomotorickou retardaci zplisobe-
nou poruchou funkce gentt CREBBP nebo EP300. Defekt genu CREB vede k haploidni nedostate¢nosti
vazebného proteinu CREB, ktery reguluje fadu jinych geni hrajicich roli v d€leni a vyvinu bunék. Vede
mimo jiné i k poklesu aktivity histon acetyltransferaz. Mutace je autozomalné dominantni a vyskytuje
se jen vzacné (obr. 9.5b). U mysi je moZné tento defekt revertovat aplikaci inhibitorti histon deacetylaz.
Choroba se vyznacuje malou postavou, Sirokymi prsty a mirné az stfedn¢ téZkou mentalni retardaci.

Facioscapulohumeralni svalova dystrofie (FSHD, facioscapulohumeral dystrophy) vede k aborci svalstva
obliceje, ramen, paZi a krku, je autozomalné¢ dominantni. Je zpisobena zménou chromatinového stava
subtelomerické oblasti chromozomu 4. Lokus FSHD se nachazi v subtelomerické oblasti chromozomu
4 pobliz repetice s polymorfnimi, 3,3 kb GC bohatymi repeticemi, jejich kontrakce mize vést ke zmé-
néné transkripci pfilehlych gent.
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Obr. 9.5 Schémata dédi¢nosti chorob vazanych na autozomy. (a) U autozomalné recesivni dédi¢nosti (napfiklad syndrom
ICF) se priznaky objevi az pfi mutaci v homozygotnim stavu (¢erné). Vychazime tedy ze skuteCnosti, Ze oba rodice musi
byt heterozygotni (Sed€). Potomstvo je bud zdravé (bile) nebo postizené (Cern€), nebo jde o prenasece (Sed€). (b) V pri-
padé autozomalni dominance (napriklad Rubinstein-Taybiho syndrom) v podstaté kazdy jedinec, ktery ziska mutovanou
alelu, mtze byt postizen (Cern€).
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9.3.4 Epigenetické choroby vazané na chromozom X

Rada chorob souvisejicich s epigenetickymi procesy je zptisobovana dysfunkci gentl, které jsou vazany
na chromozom X. Diky tomu je i nestandardni dédi¢nost téchto aberaci (dé€dic¢nost kiizem, criss-cross
inheritance, obr. 9.6,). Nékteré choroby jsou tak exprimované prevazné€ u muzi (X'Y), u Zen (X' X)
maji jen leh¢i projev. Jiné choroby jsou vyhradné u Zen (jen v heterozygotnim stavu, X X), protozZe
muZi s jedinym vadnym X~ abortuji. V kapitole 9.3.2 je jiz zminén Rettav syndrom, ktery je zptisoben
X-vazanou mutaci genu kodujiciho 5-metylcytozin-vazebny protein MECP2.
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Obr. 9.6 Schéma dédi¢nosti vazané na chromozom X (dédicnost kfizem). (a) U Zen se v heterozygotnim stavu X-vazané
mutace (X) Casto viibec neprojevi (s ¢etnymi vyjimkami, jako je napfiklad Rettiv syndrom), proto hovofime predevs§im
o prenaSeckach choroby (Sed€). Se zdravym otcem (bile) mohou mit polovinu dcer zdravych (bile) a polovinu pfenasecek.
Polovina synil by méla byt postizena (Cerné), polovina zdrava. (b) PostiZeny otec nesouci mutaci na svém jediném chro-
mozomu X piedava mutaci vyhradné (vSem) svym dceram; synové jsou zdravi, protoZe od otce ziskavaji chromozom Y.

Asi nejznaméjsi X-vazanou mentalni retardaci je Martin-Belluv syndrom, fragilni chromozom X (Mar-
tin-Bell syndrome, fragile X). Jde o dysfunkci genu FMR, ktery kéduje protein nezbytny pro funkci
mozku. V promotoru genu se nachazi triplet CGG v poctu 20 az 50 pfimych opakovani. Pokud je
tento triplet amplifikovan, mize dojit k inaktivaci genu FMRI po metylaci sousednich CpG sekvenci.
Vskutku k tomu v jisté nizké Cetnosti dochazi a sice u muzi se zvysi pocet tripletli aZ na 200 kopii
(premutace). U jejich dcer pak dochazi k expanzi poctu tripletii az pres 700 kopii (obr. 9.7). U muzi
jde vzhledem k jedinému X o vdZnou poruchu. Choroba byva provazena kraniofacialnimi i jinymi
fyzickymi poruchami. Kromé¢ stfedné t€zké mentalni retardace patfi k projeviim onemocnéni i hyper-
aktivita, charakteristicky vzhled (protaZeny oblicej, zvétSené usni boltce, prominujici brada, zvétSe-
na varlata). Onemocnéni postihuje predevsim chlapce, mirnou mentalni retardaci mohou vykazovat
i nékteré Zeny - prenasSecky. Podobnou pri¢inu ma i Huntingtonova chorea, kterd ovSem neni vazana
na chromozom X. Onemocnéni je zpisobeno zmnozenim CAG tripletu (vznika dynamickou mutaci).
Onemocnéni se projevuje, pokud pocet repetic presahne 40. Onemocnéni ma znaéné€ pozdni nastup
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az po 40. roku véku pacienta. Po nastupu choroby dochazi k degenerativnim zménam na mozku, coz
se projevuje motorickymi poruchami a progresivni demenci.
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Obr. 9.7 Fragilni chromozom X - Martin-Belltiv syndrom. (a) Standardni pocet CGG tripletd je maximalné 50 opako-
vani. K premutaci dochazi u muze (asi 200 kopii), k expanzi pak u jeho dcer (okolo 700 kopii), kde dochazi k umlceni
promotoru genu FMRI (Sed€). Fenotypovy projev (tézka mentalni retardace) vSak je bézna jen u muzi diky jediné kopii
chromozomu X. (b) Schéma dédi¢nosti Martin-Bellova syndromu. Prazdné symboly znamenaji fenotypové standardni
jedince, tmavé symboly jsou postiZeni, §edé jsou znazornéni prenaseéi. Cisla udavaji pocet CGG repetici v genu FMRI.

Dalsi téZzkou chorobou je mentalni retardace vazana na a-thalasemii a chromozom X (A7TRX, X-linked
a-thalassemia mental retardation syndrome). U postiZenych muzi s mutovanym genem ATRX (Xq13)
kédujicim chromatin remodelujici protein nastava blok v syntéze hemoglobinu (thalasemie), coz je
provazeno abnormalni metylaci fady sekvenci DNA. MuZi trpi mentalni retardaci, mikrocefalii, ne-
schopnosti koordinované chize apod. U Zen se mutace v heterozygotnim stavu obvykle viibec neprojevi.

Cofflin-Lowryho syndrom ( Cofflin-Lowry syndrome) je té€zka mentalni retardace spojena se skeletalnimi
abnormalitami (pfedevs§im s kraniofacialnimi defekty). Retardace se vyraznéji projevuje jen u muzi. Jde
o mutaci X-vazaného genu RSK?2 (Xp22.2-22.1), ktery koduje rastovy faktor regulovany protein kinazou,
souvisejici s faktorem CREB, ktery fosforyluje serin v pozici 10 histonu H3 (aktivace chromatinu).

9.4 Epigenetika nadorového bujeni

Nadorovy rist bunék, ktery se vymyka vyvojové kontrole, je zptisoben deregulaci funkce né€kterych
genl a tato deregulace, provazena obvykle nekontrolovanym mitotickym d€lenim, je v bunééné linii
dédi¢na. Dochazi ¢asto také k potlacovani procesu apoptdzy a mobilit€ bunék v ramci organizmu.
Existuji zhruba dvé velké skupiny geni, které hraji roli v regulaci onkogeneze. Prvni skupinou jsou
onkogeny (napfiklad RAS), které pri své aktivaci spoustéji procesy nadorového bujeni. Druhou skupinou
jsou nadorové supresory (napfiklad p53), jejichZ ukolem je vznik nadorového rlistu potlacovat. Koor-
dinace funkci téchto dvou skupin genti vede k vyslednému zdravému/nadorovému fenotypu. O funkci
onkogentl a nadorovych supresorti rozhoduji mutace i epigenetické procesy. Je rada diikazl svédci-
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cich o tom, Ze nadorové bunky maji vyznamné zmeénénou strukturu chromatinu a metylace sekvenci
DNA. Z hlediska funkce signdlnich geni jde obvykle o aktivaci onkogenu ¢i inaktivaci nadorového
supresoru. Aktivace onkogent, které zvySuji aktivitu rast-podporujicich faktord a vedou k nadorovému
rustu, byvaji dominantni. Naproti tomu uml¢ovani funkce nadorovych supresorit ma obvykle recesivni
charakter. Chromatinové rozdily mezi normalnimi a nadorovymi bufikami jsou tak rozsahl¢, Ze je l1ze
pozorovat mikroskopicky a predstavuji markery nadorového riistu: jde o velikost jadra, stupen kon-
denzace chromatinu, viditelnost jadérek, tvorbu hyperkondenzovanych oblasti jadra ¢i vy$§i pomér
jaderného objemu viici cytoplazmé.

Jiz v roce 1983 zjistili Andrew P. Feinberg a Bert Vogelstein, Ze nadorové a nenadorové bunky se
vyznacuji odliSnym stupném metylace cytozinu v DNA. Obecné plati, Ze metylace DNA jsou jednim
z nejvyznamnéjsich epigenetickych mechanizmi u savci a jsou tak klicovym faktorem regulujicim
funkci genti. Chyby v metylaci DNA, zejména v promotorovych oblastech nékterych genti, tak mohou
vést ke spusSténi nadorového ristu. Hypometylace DNA mivaji za nasledek rozvolnéni chromatinu
a zvySeni genomové nestability, zatimco hypermetylace mohou vést k umlcovani promotord. 5-metylcy-
tozin v usecich DNA, které nejsou pokryty 5-metylcytozin-vazebnymi proteiny, mtiZe byt deaminovan
za vzniku tyminu: vznika tim bodova mutace, ktera miiZe aktivovat napfiklad onkogeny. 5-metylcytozin
také muZe predstavovat oblasti zvySené senzitivity vii¢i UV-zafeni ¢i vazby karcinogend.

Nejlépe prostudovanym mechanizmem, jak metylace DNA pfispivaji ke vzniku nadorového rlstu jsou
hypermetylace promotoru supresorovych genu (obr. 9.8). Tyto vedou k umlceni jedné ze supresorovych
alel, takZe lokus se stava heterozygotnim. Alternativné, heterozygotni stav miiZe byt navozen i bodovou
mutaci. Podle Knudsonovy hypotézy dvojiho zasahu pak prichazi druhy faktor, ktery zméni stav hete-
rozygotni na ,,ztratu funkce®. MuZe se tak stat po rozsahlejsi deleci nebo opétné hypermetylaci DNA.
Experimentalné bylo prokazano, Ze takovou hypermetylaci je mozné revertovat po aplikaci inhibitorti
metylace, jako je napfiklad 5-azacytidin.

obé alely nadorového
supresoru jsou aktivni

mutace / \ metylace DNA
ztrata ztrata
heterozygotnosti / \metylace DNA  heterozygotnosti / \ metylace DNA

Obr. 9.8 Role metylaci v nadorovém ristu (podle Allise et al., 2007). V normalni bunce je nadorovy supresor aktivni v obou
alelach. Podle teorie ,,dvojiho zasahu® je nejprve navozena funk¢éni haploidie (mutaci - vyznaceno ¢erné nebo metylaci
DNA - Sedé) a poté je dalsim zasahem (delece, metylace) supresor zcela vyfazen z funkce.
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Jednou z pri¢in nadorového ristu miiZe byt i ztrata heterozygotnosti v imprintované oblasti chromo-
zomu. Prikladem je Wilmsiv renalni tumor (W7, Wilms’ tumor). Wilmstv tumor je jednim z nejcastéji
se vyskytujicich solidnich tumort détského véku, vyskyt 1 na 10 000 porodt. Nejcast€ji se vyskytuje
ve formé sporadického nadoru ledvin; priblizn€ 1 % onemocnéni ma dédicny charakter autozomalné
dominantniho onemocnéni s neuplnou penetranci. Nejcastéji nachazenou genetickou zménou u dé-
di¢né formy WT je mutace v tumor supresorovém genu W7/ v imprintované oblasti chromozomu 11,
ke vzniku nadoru vede ztrata alely maternalniho ptivodu (obr. 9.9).

A1 A2 bodova X A2 maternalni X
mutace delece
—_— B ———
P m p m P m

Obr. 9.9 Priciny Wilmsova rendlniho tumoru; jde o imprintovanou oblast chromozomu 11, ktera obsahuje i tumorovy
supresor WT1. Prvnim krokem k tumorogenezi embryonalnich ledvin byva bodova mutace (X, ¢erné€) v paternalnim
chromozomu (p, Al) a druhym - koneCnym - je delece oblasti A2 maternalniho (m) ptivodu.

Epigenetické uml¢ovani mize svym fenotypovym efektem imitovat genetickou mutaci. Pokud dojde
k epimutaci v genu, ktery fidi nadorovy riist, mize dojit i ke zméné€ dédi¢né dispozice, pokud nastane
v zarodecné draze. Pfikladem mohou byt i metylace genil hrajicich roli v reparaci DNA - kontrole
spravného parovani obou vlaken DNA (mismatch repair). Tak napriklad byla zjiSt€na u dvou pacientl
mozaikova hypermetylace reparac¢niho genu MLHI. Jejich ¢etné primarni nadory vykazovaly defekt
tohoto repara¢niho genu, aniz by byla zjiSténa jeho mutace. Oba pacienti trp€li vrozenym kolorektalnim
nadorem. Epimutace (hypermetylace genu MLHI) byla zjiSténa nejen v somatickych bunkach pacientd,
ale i v jejich spermiich, coz predstavuje mozny mechanizmus pro dédi¢ny prenos této choroby. Jinym
reparaCnim genem, ktery mtzZe byt odpovédny za vznik kolorektalnich tumort, je MSH2. U tohoto genu
bylo prokazano, ze jeho hypermetylace vede k dédicnému charakteru této choroby: ve tfech naslednych
generacich byla prokazana jak hypermetylace promotoru MSH2, tak i vyskyt kolorektalniho karcinomu.

9.5 Epigenetika a neurobiologie

Predchozi kapitoly prezentovaly velkou fadu pripadt, kdy v disledku chybné epigenetické informace
dochazi obvykle ke vrozené poruse vyvoje, ktera casto usti v t€Zké neurologické defekty. Svéd¢i to
o tom, Ze spravna epigeneticka informace je nezbytna jak k vyvoji vegetativnimu, tak i nervové soustavy.
Epigenetické mechanizmy, jako jsou metylace DNA ¢i kovalentni modifikace histont jsou ovlivhovany
i vnéjSimi faktory, jako napriklad dietou nebo matefskou péci. U potkand bylo napriklad sledovano,
zdali alkohol nezpilisobuje zménu acetylace ¢i metylace nukleozomalnich histoni H3. Experimental-
ni aplikace etanolu a nasledné analyzy histonid v riznych somatickych tkanich: nékteré obsahovaly
podstatné vyssi hladinu acetylovanych histonti (markery aktivity), jiné mély vyssi obsah metylovanych
histont jako markert inaktivace. Zavérem tedy zfejmeé je, Ze konzumace alkoholu mutZe vést k nepred-
vidatelnym zménam epigenetického programu. Také u ¢lovéka bylo studovano, zdali konzumenti alko-
holu versus Cerstvi abstinenti nejevi zmény v metylaci promotoru genu kodujiciho patologicky protein
o-synuclein. U pacientii-alkoholikli byla zjiSténa vysSi frekvence metylace promotoru a-synucleinu,
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coz zjevneé souvisi se zvySenou hladinou homocysteinu (prekurzor donoru metylové skupiny), zatimco
hladina metylace u kontrolniho genu (presinil-1) byla stejna u alkoholik( a abstinentli. Podobné byly
na krysach studovany i potencidlné negativni vlivy niketinu na zdravi potomstva brezi matky i do dalsi
pohlavni generace. Bylo zjiSté€no, Ze potkani samice podrobené aplikaci nikotinu ve stadiu brezosti
i laktace jevily v potomstvu i v generaci F2 rtizné metabolické poruchy, véetné zvySeného krevniho
tlaku a zvySené hladiny sérového inzulinu. V obdobnych experimentech byly studovany i dalsi drogy,
jako napriklad kokain: v tomto pfipadé bylo prokazano, Ze kokain ma aktivac¢ni ulohu v genové expresi
prostfednictvim histon acetyltransferaz.

/ —p>  serotonin
}

matefska pé&e o novorozence cyklicky adenozin monofosfat

}

protein kinaza A

|

mozkovy transkripéni faktor NGFI-A

acetylace histonu
a demetylace DNA

vazba NGFI-A

_ | |

gen kédujici glukokortikoidni receptor

Obr. 9.10 Uloha epigenetickych mechanizmil v regulaci chovani u potkana. Matefska péce (lizani a mazleni) o mladata
v postnatalnim obdobi vede k indukci tvorby serotoninu, ktery pies cyklicky adenozin monofosfat a protein kinazu A, vede
k syntéze mozkového transkripéniho faktoru NGFIA: ten zajistuje aktivaci genu kodujiciho glukokortikoidni receptor, coz
je spjato s demetylaci DNA a acetylaci histont jeho promotoru. Tato aktivace receptoru vede ke klidnému, nestresovému
zpusobu chovani po cely Zivot potkana.

Tradi¢n€ je znamo, Ze dobra materska péce vede k dobrému psychickému stavu potomstva. Tento feno-
mén dosud nebyl biochemicky podloZen a o jeho epigenetické podstaté se jen spekulovalo. Recentni
studie ukazaly, Ze epigenetické programovani kliCového genu psychiky potkana - genu kodujiciho
glukokortikoidni receptor - probiha az v casném postnatalnim obdobi. V tomto obdobi se potkani
matka obvykle vénuje i fyzické péci o své potomky (lizani a mazleni, licking and grooming). Diky témto
podnétliim dochazi v potomstvu k syntéze serotoninu, ktery aktivuje cyklicky adenozin monofosfat,
protein kinazu A a koneéné mozkovy transkripéni faktor NGFI-A. Tento transkripéni faktor aktivuje
gen kodujici glukokortikoidni receptor a spolu s efektem histon acetyltransferazy vede k aktivit€ tohoto
genu: vySSi hladina glukokortikoidniho receptoru odpovida dobré psychice jedince aZ do dospé€losti
(obr. 9.10). Pokud neni maternalni péCi navozena serotoninova draha, nedochazi ani ke tvorbé mozko-
vého transkripéniho faktoru a gen kodujici glukokortikoidni receptor neni aktivovan; dochazi naopak
k jeho DNA metylaci. Nepfitomnost glukortikoidniho receptoru vede ke stresovému chovani jedince
az do jeho dospélosti. Toto epigenetické programovani vSak neni dédi¢né: s kazdou pohlavni generaci
se nastavuje znovu (analogicky jako u procesu vernalizace u rostlin). Bylo téZ prokazano, Ze nejde
o vliv genotypu, nebot nastaveni chromatinu promotoru bylo indukovano i nahradni potkani matkou.
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Experimentatofi se také pokusili prokazat, jakou roli v tomto procesu hraji metylace DNA a zda je tato
epigeneticka reakce reverzibilni. Provedli infuzi metioninu do mozkt potkand, ktefi byli vedeni mater-
skou péci ¢i nikoli. Po aplikaci metioninu (potencidlnim donoru metylovych skupin) doslo k vyrazné
vyss§i globalni metylaci DNA vcetné dfive aktivovaného receptoru u jedincii s dobrou matefskou péci.
Z vysledku této studie vyplyva, Ze zmé&na nastaveni chovani jedince je reverzibilni a chovani je mozné
s pomoci vhodné terapie regulovat.

Uzkostlivé chovani ¢lovéka muiZe vést az k jeho sebevrazdé. Je otazkou, do jaké miry v téchto stavech
hraji roli epigenetické procesy. Urcita dispozice k sebevrazddm ma genetickou podstatu, mezi riziko-
vé faktory patfi zejména Spatné zazitky z détstvi. Diskutuje se také o expresi fady gent, které ptisobi
zejména v mozku. Tyto geny by pak mohly byt fizeny napriklad mechanizmem metylace DNA. Tak
je tomu i u repetitivnich gend kédujicich ribozomalni rRNA, kde jedind CpG metylace v ur€ité pozici
blokuje transkripci prislusné jednotky rRNA. Ribozomalni RNA ma zasadni vliv na proteosyntézu,
a tak nedostatek t€chto molekul mize vést k zasadnim defekttim ve vyvoji. Byly provedeny experimen-
ty - analyzy metyla¢niho stavu rRNA genti v mozku u sebevrahtl ve srovnani se zemfelymi podobného
véku avSak na ndhodnou tragickou udalost. Bylo prokazano, Ze v nékterych ¢astech mozku byla u se-
bevraht zjiSténa vyrazné vyssi hladina 5-metylcytozinu, takZe méli redukovanou dostupnost rRNA.
Tyto vysledky naznacuji, Ze epigenetické procesy hraji vyznamnou roli i v neurologickych procesech.

9.6 Transgeneracni efekty

Transgenera¢nimi efekty rozumime prenos epigenetické informace z jedné pohlavni generace do druhé.
Pokud se tyka aplikace tohoto terminu v medicinskych védach, mame na mysli spiSe vliv negativnich
faktord na zdravi a dédi¢nost téchto (teratogennich) zmén u ¢lovéka nebo modelovych savct (mys,
potkan). Jednim z faktort, které vyznamn¢ ovliviuji zdravy vyvoj jedince, je vyZiva pregnantni matky.
V kapitole 8.4 je popsan modelovy systém Agouti u mysi a demonstrovano, jak mize spravna metylac-
ni dieta pregnantni matky ovlivnit fenotyp (zdravi) potomstva. Pozd¢€ji bylo prokazano, Ze tento jev
je dédi¢ny minimalné do generace F2. V pribé&hu brezosti se totiz vyviji nejen epigeneticky program
embryi, ale soucasné se v nich i zaklada zarode¢na draha, ktera posléze da vznik dalsi generaci. Pokud
se tyka konkrétni diety u ¢lovéka, je tradici asijskych Zen sojova dieta, ktera obsahuje fytoestrogen
genistein. Genistein je pokladan za latku odpovédnou za redukci poceti, za prevenci vii¢i rakoviné
i za pokles obezity. Modelova studie se sojovou vyZivou mySi Agouti ukdzala, Ze genistein je predev§im
odpovédny za metylaci DNA: dieta vedla k vyrazné vyssi frekvenci metylovaného fenotypu pseudoa-
gouti neZ u mysi se standardni vyzivou. Vliv vyzivy, at uz v obdobi pregnance nebo v jinych stadiich
Zivota, na dalSi vyvin jedince i v naslednych generacich je studovan i s pomoci statistickych analyz.
Velmi cenné jsou archivni udaje o tiech skupinach obyvatel ze severniho Svédska (Overkalix cohorts)
narozenych v 1étech 1980, 1905 a 1920. Archivni materialy zaznamenavaji i rizné detaily ze Zivota
téchto lidi i jejich potomstva minimaln€ po dobu dvou generaci. Statistiky ukazaly, Ze napriklad pokud
nebylo mozZné prejidani v obdobi pomalé riistové periody otce (8-12 let), déti v dalsi generaci netrpé-
Iy umrtnosti na kardiovaskularni choroby. Naopak se zvySila mortalita na diabetes, pokud v obdobi
détstvi trp€l obezitou. Podobné byl zjistén i ucinek ¢asného koufeni na zvySeni hmotnosti synt, nikoli
dcer. Podobné efekty pohlavi byly zjiSté€ny i u jinych parametrii: naptiklad vyziva dédeckt méla vliv
na umrtnost vnuka a nikoli vnuc¢ek. Zda se, Ze pohlavné specifické transgeneracni efekty maji racio-
nalni podklad a mohou byt eventualn€ vazany i na pohlavni chromozomy X nebo Y. Jak se v té€chto
procesech uplatnuji také epigenetické mechanizmy, neni dosud jasné.
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Mnoho epidemiologickych studii ukazalo, Ze existuje uzky vztah mezi nizkou porodni vahou ¢lovéka
a jeho naslednym sklonem k hypertenzi, rezistenci k inzulinu, diabetes typu 2 a kardiovaskularnim
chorobam. Byly vysloveny minimalné dvé hypotézy, které vysvétluji vliv environmentalnich faktort
na vztah mezi nizkou porodni vahou a zdravotnimi problémy v dosp€losti: §patna vyZiva plodu a aplika-
ce glukokortikoidt. Epidemiologické analyzy naznacily, Ze nizka porodni vaha mizZe mit transgeneraéni
charakter. JestliZe je nizka porodni vaha spojena se zvySenym kardiovaskularnim rizikem, vedlo by
to k dédicnosti predispozice k nizké porodni vaze i kardiovaskularnim chorobam napfi¢ generacemi
(obr. 9.11). MozZna vysvétleni intergeneracnich efekti zahrnuji napfiklad nazory, Ze genetické predpo-
klady se manifestuji podobné u matky a jejiho potomstva, nebo Ze nepriznivé environmentalni uc¢inky
pusobi po vice generaci. Je zjevné, Ze efekt Spatného intrauterinniho vyvoje jedince miZe pretrvavat
v metabolickych poruchach v dalSim vyvoji a tim se (zejména u matky) mlZe vytvorit suboptimalni
prostiedi pro jeho plod. Je zjevné, Ze jak nizka porodni vaha tak i dispozice ke kardiovaskularnim
chorobam souviseji s parentalnim prispévkem: maternalni vliv je pfitom vyrazné silnéjsi neZ pater-
nalni. Recentni vysledky naznacuji, Ze porodni vaha souvisi s lokusem na chromozomu 11, ktery je
maternaln€ imprintovany. Je zjevné, Ze intergeneracni programovani mtiZe probihat i po del$i absenci
environmentalniho vlivu. Expozice embrya ¢i plodu Skodlivému vlivu in utero miiZe vést k pretrvavajici
fyziologické zméné v dospélosti, coZ mize zptsobovat i fixaci fyziologické zmény v potomstvu. Jednim
z hlavnich faktord ovliviiujicich fetalni programovani je samoziejmé maternalni podvyziva ¢i Spatna
dieta. Je znama i celd fada gent, které reguluji fetalni rst a nékteré z nich jsou imprintované (jako
napriklad IGF?2). Epigenetické umlCovani alel je modulovano i maternalni dietou a mize vést k pod-
mére¢nému nebo naopak nadmérnému rastu plodu. Takova epigenetickd zména muiZe byt prenasena
do dalsi generace a mize byt tedy pri¢inou intergenera¢niho pfenosu poruchy riistu a vyvoje.

puvodni environmentalni vliv @

v dobé téhotenstvi (drogy,

léky, vyZiva, chovani matky,

postnatalni péée) '

nizka porodni vaha ditéte ,‘[/@
zvySené riziko dospélého

potomstva ke kardiovaskularnim ‘
chorobam, vysoky krevni tlak,

hormonalni aktivita, stres

pfenos epigenetického stavu
do dalSi generace

Obr. 9.11 Epigeneticky zaznam se vytvafi u savcll v pribéhu embryogeneze, tedy uvnitf téla matky. Rusivé zasahy v prib&hu
t€hotenstvi, jako jsou stres, Spatna vyZiva, 1éky, drogy nebo alkohol, mohou vést k nizké porodni vaze a zvySenému riziku
potomstva vii¢i kardiovaskularnim chorobam, stresu ¢i hormonalnim porucham. Pokud tyto nastavaji, zejména u Zeny,
mohou vést k transgeneracni dédi¢nosti epigenetickych defekti.
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V nékterych pripadech pfi studiu efektu rtiznych toxickych latek na mysi reprodukéni systém byly také
shledany aspekty epigenetické dédi¢nosti. Anti-androgenni latka - fungicid vinclozolin - ptisobi tran-
zientn€ v dobé determinace pohlavi embrya a vede k ¢asteCnym defektim fertility sameckl v generaci
F1. Nasledna analyza tfi dalSich generaci mysi pak prokazala, ze defekt je pfenaSen samc¢i drahou
prinejmensim do generace F4. Zrejmé pfi primarni aplikaci toxinu do§lo k nastartovani alternativni
(patologické) drahy vyvoje spermii, ktera pak byla geneticky asimilovana (jako v pfipadé Waddingtono-
vych drozofil, viz obr. 2.4). Podobné vysledky byly dosaZeny pfi studiu vlivu jiného environmentalniho
polutantu benzpyrénu v obdobi brezosti u mysi. Prislusné glukokortikoidni receptory v brzliku sameck
byly benzpyrénem redukovany minimalné do F2, zatimco u sami¢ek tomu tak bylo jen v generaci F1.
Tyto vysledky naznacuji moznost epigenetického prenosu negativnich environmentalnich vlivii na vyvoj
plodu véetn€ drog ¢i nevhodnych terapeutickych 1€¢iv.
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10 SHRNUTI EPIGENETICKYCH JEVU

Na zaklad¢ dnes dostupnych védeckych informaci 1ze shrnout, Ze epigenetika se vyznacuje nasledu-
jicimi pravidly ¢i zakonitostmi:

[1] Epigenetické jevy se vyskytuji vyhradn€ u eukaryotickych organizmi, pfitom kauzalni mechanizmy
jsou u rtiznych skupin eukaryot ¢asto odliSné.

[2] Epigenetika se vymezuje viici klasické genetice predevsim tim, Ze dédi¢nost jejich znakil se obvykle
nefidi mendelovskymi zakony.

[3] Epigenetickeé jevy charakterizujeme jako dédicné fenotypové zmény, které jsou zptisobeny nad ramcem
zakladni genetické informace (tedy nejde o poradi nukleotidll v fetézcich DNA).

[4] Kli¢ovymi informac¢nimi molekulami, které za epigenetické jevy odpovidaji, mohou byt DNA, RNA
nebo proteiny - véetné jejich chemickych ¢i strukturnich modifikaci.

[5] Epigeneticka informace obvykle spociva v uml¢ovani geni, miiZe ale vést i k aktivaci a zesilovani
genoveé exprese.

[6] Epigeneticka informace ma kvantitativni charakter a je mnohonasobna: napriklad rozsah jednotli-
vych metylaci cytozinu je velky, na rozdil od sekvence nukleotidi, ktera je diskrétni.

[7]1V podstaté kazda bunka kazdého eukaryotického organizmu nese jedine¢nou epigenetickou infor-
maci - epigenom. Zhruba vS§ak 1ze fici, Ze zakladni pocet epigenomu jedinct urcitého druhu odpovida
poctu jeho tkanovych typu.

[8] Epigenetické procesy jsou dynamické (méni se v pribéhu vyvoje, diferenciace a starnuti) a reverzi-
bilni (v zakonitych ¢i nahodilych fazich Zivotniho cyklu mohou revertovat).

[9] Epigeneticka informace obvykle funguje na bazi né€kolika tésné sprazenych mechanizmd, kde
primarnimi procesy se zdaji byt RNAi a modifikace histonii a sekundarnimi procesy metylace DNA
a vazba pamétovych proteint.

[10] Jednodussi eukaryota (prvoci, kvasinky, Caenorhabditis) maji vyvinuty pouze systémy RNAi a mo-
difikace nukleozomalnich histont (pfedevsim aktivujici acetylace). VSichni Zivo¢ichové a krytosemenné
rostliny vyuzivaji uml¢ujicich funkci Polycomb a hetrochromatinového proteinu HP1. Metylace DNA
se jako zjevné sekundarni epigeneticky proces slouzici k udrzovani uml¢eného stavu vyvinul pouze
u nékterych hub (napriklad Neurospora), krytosemennych rostlin a savct.

[11] Typickymi rysy epigenetickych jevi, které je odlisuji od mendelovskych znakii, jsou jejich neuplna
penetrance a variabilni expresivita.

[12] Mezi klicové faktory, které ovliviuji penetranci a expresivitu epigeneticky fizenych znaki, patii
environmentalni vlivy (fyzikalni, chemické) a vnitini vlivy (biochemické, metabolické; genetické pozadi).
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[13] Epigenetické jevy se vyskytuji pravidelné (obligatorné) nebo nahodné (stochasticky), obvykle v§ak
s fadové vyssi Cetnosti nez genetické mutace.

[14] Zakladnim obligatornim epigenetickym jevem je genomovy imprinting. Vyskytuje se v nékolika
desitkach lokusi u savcl a krytosemennych rostlin, zjevné souvisi s kontrolou vyvoje embrya uvnitf
t€la matky. Chyba v imprintingu ma ¢asto letalni charakter nebo je spojena s téZkou vyvojovou vadou.

[15] Imprinting se u savcl vyviji v zarodeéné draze a ma reverzibilni charakter: pfi gametogenezi se
ptvodni imprint vymaze a vznika novy podle pohlavi jedince. U rostlin se imprinting vytvari zfejmé
jen v endospermu, ktery neni pravou soucasti embrya a zahy zanika. Procesy imprintingu u savct
a krytosemennych rostlin tedy predstavuji evoluéni konvergenci.

[16] Zakonitym epigenetickym procesem je u fady ZivociSnych druht s pohlavnimi chromozomy X
a Y kompenzace davky X-vazanych genu. Strategie davkové kompenzace i jeji molekularni mechaniz-
my jsou vSak odli§né. Negativni strategii (potlacovaci) maji savci a Caenorhabditis: u savei se vyvinul
mechanizmus umlceni jednoho ze dvou chromozomt X u samic (s ulohou RNA, modifikace histont
a metylace DNA), u Caenorhabditis se Caste¢né potlacuji oba chromozomy X u hermafroditi (konden-
zinovy komplex). Drosophila ma strategii pozitivni: u sameckd je jediny chromozom X hyperaktivni
(acetylace histont).

[17] Doba trvani epigenetickych zmén je rtizna: od jednotlivych bunéénych déleni (mitoticky book-
marking), pres dédi¢nost vyhasinajici v parentalni generaci (napfiklad kompenzace davky X-vazanych
genl ¢i vernalizace) azZ po stabilné dédicné fenotypové zmény (transgeneracni dédi¢nost, epimutace).

[18] Epigenetické jevy jsou casto kritickym kontrolnim mechanizmem v individudlnim vyvoji, jako na-
priklad kontrola kombinace odli§nych parentalnich genomt (genomovy imprinting u savcil), uml¢ovani

onkogeni nebo eliminace nadpocetnych sekvenci DNA (mechanizmus RIP u Neurospora crassa).

[19] Epigenetické mechanizmy se ziejmé evolu¢né vyvinuly z obrannych mechanizmii uml¢ovani para-
zitickych sekvenci DNA a RNA, jako jsou DNA transpozony, retrotranspozony nebo viry.

[20] Epigenetické mechanizmy vyznamné rozSiruji schopnost adaptace organizmu na vnéjsi podminky
prostiedi. Jejich fixace v evolué¢nim toku (geneticka asimilace) vSak dosud neni dostate¢né objasnéna.
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11 SLOVNICEK NEJDULEZITEJSICH TERMINU

Acetylace histonu (/istone acetylation) - jedna z jejich nejcastéjSich chemickych modifikaci, obvykle
ma za nasledek aktivaci pfislusnych genovych oblasti. Donorem acetatu je acetylkoenzym A, reakci
katalyzuji histon acetylazy, reverzné histon deacetylazy [viz kapitola 3.2.2].

Ade (Ade) - reportérovy gen u kvasinek (Ade2 u Saccharomyces cerevisiae, Ade’* u Schizosaccharomyces
pombe) odpovédny za syntézu adeninu. Jeho mutace ¢i umlceni se projevi kumulaci prekurzoru - Cer-
veného pigmentu [viz kapitola 5.2.1.3].

Agouti (Agouti) - gen kodujici enzym katalyzujici tvorbu zZlutého pigmentu phaenomelaninu z ptivod-
né Cerného eumelaninu v srsti mysi. Pfirozena exprese genu z vlastniho promotoru vede k fenotypu
pseudoagouti (tmava srst - kratkodoba exprese enzymu vede ke tvorbé ¢erného chloupku se Zlutym
prouzkem). Gen Agouti je pouZivan k monitorovani epigenetického umlcovani: blizkost retroelementu
vede k ektopické expresi genu z retrovirového promotoru [viz kapitola 8.4].

Angelmaniiv syndrom (Angelman syndrome) - t€zka vrozena komplexni neurovegetativni choroba clo-
véka. Je obvykle zplisobena ztratou exprese maternalné exprimovaného genu UBE3A4 v imprintované
oblasti p11-13 na chromozomu 15 (podobné jako Prader-Willitiv syndrom) [viz kapitola 9.3.1].

Argonautové proteiny (Argonaute proteins) - jsou efektory uml¢ovani prostfednictvim malych molekul
RNA. Malé RNA navad€ji argonauty na sva cilova mista RNA. Argonauty jsou charakterizovany dvéma
doménami - Piwi (ribonukleaza) a PAZ (ssRNA vazebny modul) [viz kapitola 6.1.4].

Autogamie (autogamy) - pohlavni rozmnoZovani trepky, kterého se vSak ucastni jen jedind bunka.
Dochazi pfi ni k meioze, ale preziva jen jediné mikrojadro. Pokud bylo plivodni jadro heterozygotni,
stava se nyni homozygotnim [viz kapitola 5.1.1].

5-azacytidin (5-azacytidine) - analog cytidinu, ktery se pii replikaci v¢lenuje do DNA a blokuje funkci
DNA metyltransferaz. MiiZze aktivovat geny a pouziva se jako terapeuticka latka vii¢i nadorovym cho-
robam [viz kapitola 3.1.3].

Baldwinuv efekt (Baldwin effect) - evolucni reakce na environmentalni zménu, ktera zachovava nebo
dokonce zvysuje fenotypovou plasticitu uvnitf druhu. Jinymi slovy je to dédi¢na schopnost organizmu
se adaptovat na vnéjsi zmény v prubéhu Zivota [viz kapitola 2].

Barrovo télisko (Barr body) - inaktivovany chromozom X u samicek savcil vytvari v interfazi nékte-
rych bunék na periferii jadra silné€ barvitelny, kondenzovany fakultativni heterochromatin. Poprvé je
pozoroval Murray Barr v roce 1949 [viz kapitola 8.2].

Beckwith-Wiedemannuv syndrom (Beckwith-Wiedemann syndrome) - obvykle maternalné dédéna cho-
roba zpusobujici prili§ nadmérny fetalni rist a dispozici k embryonalnim nadorim (jako je napriklad
Wilmsiv ledvinovy tumor). Jde o chybnou expresi paternalni alely /GF2 (kodujici insulinovy riistovy
faktor II) a maternalni alely H/9 (kodujici RNA, ktera neni translatovana, ale zptisobuje potlacovani
ristu embrya) v oblasti p15.5 chromozomu 11 [viz kapitola 8.3, 9.3.1].
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Blastocysta (blastocyst) - Casné stadium embryonalniho vyvoje, ve kterém se bunky zacinaji diferencovat
do riiznych vyvojovych linii [viz kapitola 9.2].

Bromodoména (bromodomain) - je konzervativni doména proteind, které rozpoznavaji a vazou se
na acetylovana rezidua lyzinu na aminoterminalnich koncich nukleozomalnich histont. Tato vazba je
podminkou pro remodelovani chromatinu (aktivaci) [viz kapitola 3.2.2].

Butyrat sodny (sodium butyrate) - sodna sul kyseliny maselné (kratka mastna kyselina), ktera ptisobi
jako inhibitor histon deacetylaz [viz kapitola 3.2.2].

CENP-A - varianta centromerického heterochromatinu kvasinky Schizosaccharomyces pombe, je vari-
antou histonu H3 [viz kapitola 5.2.2.2].

Centromericky heterochromatin (centromeric heterochromatin) - obsahuje geneticky inertni konstitutivni
heterochromatin v oblasti centromer chromozomu. Zahrnuje pfevazné specifické tandemové repetice
DNA [viz kapitola 5.2.2].

Centromericky pozicni efekt (CPE, centromere position effect) - je odpovédny za umlCovani genti, které
jsou do této oblasti chromozomu lokalizovany. Je nejvice zkouman na modelu kvasinky Schizosaccha-
romyces pombe [viz kapitola 5.2.2.1].

Cofflin-Lowryho syndrom (Cofflin-Lowry syndrome) - piedstavuje t€zkou (zvlasté u chlapcti) psycho-
motorickou retardaci a skeletalni abnormality. Je to X-vazana choroba, gen koduje protein kinazu, ma
histon fosforylac¢ni aktivitu [viz kapitola 9.3.4].

CpG ostrovy (CpG islands) - oblasti DNA o velikosti pres 500 pari bazi s vysokou denzitou dinukleo-
tidu CpG, které jsou obvykle nemetylovany a nachazeji se v promotorovych oblastech mnoha sav¢ich
genl [viz kapitola 8.1].

Cytoplazmaticka dédi¢nost (cyroplasmatic parental inheritance) - nemendelisticka dédi¢nost znak{,
ktera spociva ve fyzickém prenosu cytoplazmatickych informaé¢nich molekul (RNA nebo proteiny)
nebo organel (plastidy a mitochondrie) do zygoty resp. jedince pristi generace [viz kapitola 5.1.2].

Dicer (dicer) - dilezitda komponenta RNA interferen¢niho (uml¢ovaciho) mechanizmu. Je to RNA
endonukleaza, ktera §tépi dvouvlaknovou RNA na malé fragmenty RNA o velikosti priblizné 21 nuk-
leotidu [viz kapitola 3.4.2, 5.3.2, 7.5].

DNA metyltransferazy a demetylazy (DNA methyltransferases and demethylases) - predstavuji ¢etné
rodiny enzymi, které katalyzuji metylaci cytozinu v DNA vétSiny eukaryotickych bunék. Udrzovaci
metyltransferazy maji za ukol udrzovat metylaci dcefinnych vlaken po replikaci, de novo metylazy me-
tyluji nemetylovanou DNA podle potieb bunky. DNA demetylaza byla zatim jednoznac¢né prokazana
jen u rostlin (N-glykozylaza), u Zivo¢ichl zfejmé aktivni demetylace nastava reparacnim procesem
[viz kapitola 3.1.2].

Dvoji oplozeni (double fertilization) - proces sexualni reprodukce krytosemennych rostlin, kdy dvé
bunky sami¢iho megagametofytu (zarodecného vaku) jsou nezavisle oplozeny dvéma spermiemi po-
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chazejicimi z pylové lacky (samc¢iho gametofytu). Z jednoho splynuti vznika diploidni embryo, ze
druhého zpravidla triploidni endosperm [viz kapitola 7].

Embryonalni kmenové bunky (ESC, embryonic stem cells) - pluripotentni kmenové bunky odvozené
z vnitfni bunééné masy ¢asného embrya. Tyto bunky jsou schopné diferencovat ve vSiechny mozné
bunécéné typy organizmu [viz kapitola 9.1].

Endosperm (endosperm) - zasobni rostlinné pletivo uréené k vyzivé embrya (analogie s placentou
u savcl). Je vysledkem oplozeni obvykle diploidni centralni bunky samiciho zarode¢ného vaku jednou
ze dvou spermii. Endosperm se vyskytuje ve vyvijejicim se semenu a neni jiZ soucasti dalSi generace.
Neékteré geny jsou v endospermu imprintovany, jejich exprese zavisi na rodi¢ovském piivodu; prevladaji
geny exprimované maternalné€ [viz kapitola 7, 7.7].

Enhancer of Zeste [E(z)] - regulacni protein (histon metyltransferaza) prvné identifikovany u drozo-
fily. Ur¢ita doména proteinu E(z) je odpovédna za umlCovani gent. Tato doména je vSak homologni
i k proteintim skupiny Trithorax, coz jsou znamé transkrip¢ni aktivatory [viz kapitola 3.3].

Epialely (epialleles) - alternativni stavy chromatinu daného lokusu v pfislusném tkanovém typu. Expre-
se epialel muzZe byt rozdilna, taktéz se riizni i jejich stabilita [viz kapitola 7.4].

Epigeneticka determinace pohlavi (epigenetic sex determination) - pohlavni determinace fizena epige-
netickym procesem. U mouchy Sciara coprophila dochazi k nahodné eliminaci jednoho nebo dvou
paternalnich chromozomu X, podle toho vznikaji samecci nebo samicky [viz kapitola 6.3].

Epigeneticka dédicnost (epigenetic inheritance) - transgeneracni prenos epigenetické informace [viz
kapitola 8.4].

Epigeneticka krajina (epigenetic landscape) - pfedstava Conrada Waddingtona o bunécné diferenciaci:
kulicka se v krajin€ pohybuje gravitacni silou (ireverzibilné) alternativnimi udolimi (tzv. chreodami)
a podle nich mtzZe ménit smér pohybu i destinaci (vysledny fenotyp, kanalizace) [viz kapitola 2].

Epigeneticka restrukturalizace makrojadra (epigenetic restructuralization of macronucleus) - jsou presné
a programované intragenové delece a nepresné fragmentace chromozoma u prvoki. Jejich ulohou
je obrana genomu (delece) transpozoni a repetitivnich sekvenci, predpoklada se tu funkce malych
molekul siRNA [viz kapitola 5.1.5].

Epigenetika (epigenetics) - védni obor genetiky, ktery se zabyva dédi¢nosti - mitotickou i meiotickou -
fenotypovych zmén, které nejsou podminény zménou nukleotidovych sekvenci v DNA [viz kapitola
1, 10].

Epigeneze (epigenesis) - Aristotelova idea vyvojové biologie: télo organizmu neni pfedem vytvofeno
(preformovano), nybrz vznika postupné od jednoduchych tvarii ke komplexnim formam [viz kapito-
la 2].

Epigenom (epigenome) - komplex moznych epigenetickych modifikaci genomu eukaryotické bunky.

Tyto modifikace zahrnuji metylace DNA, histonové modifikace a dalSi proteiny vazané na chromatin
[viz kapitola 10].
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Epimutace (epimutation) - dédi¢na zména fenotypu zptisobena epigenetickym mechanizmem, napfiklad
zménou metylace DNA. Muze byt dédéna po mnoho pohlavnich generaci [viz kapitola 7.1].

Euchromatin (euchromatin) - predevsim cytologicka charakteristika potencidlné aktivniho chromatinu.
Predstavuje rozvolnény chromatin, jen slab€ barvitelny, charakteristicky pro genové oblasti obvykle
s vysokym obsahem acetylovanych histont [viz kapitola 3.2].

Expresivita genu (gene expressivity) - mira projevu prislusného genu, resp. znaku. Expresivita mendelis-
ticky dédénych znaktl byva vysoka, u epigeneticky dédénych znakl byva nizsi a kolisava [viz kapitola
8.3].

Geneticka asimilace (genetic assimilation) - Waddingtoniv termin pro evolu¢ni reakci na environmen-
talni zménu, ktera ma za nasledek genetickou kanalizaci. Jde zvlasté o vyskyt individui s adaptivnim
znakem dokonce za nepfitomnosti piivodniho environmentalniho stimulu, ktery zménu vyvolal (viz
Waddingtonovy experimenty s naru§enym embryonalnim vyvojem drozofily) [viz kapitola 2].

Genomové sekvenovani (genomic sequencing, sodium bisulfite treatment) - metoda detekce S5-metylcytozi-
cytozinu v uracil, zatimco metylova skupina v pozici C5 cytozinu hydrolytickou deaminaci cytozinu
v uracil inhibuje [viz kapitola 4.2].

Genomovy imprinting (genomic, parental imprinting) - reverzibilni epigeneticka modifikace (uml¢ovani)
nékterych jadernych gent v zavislosti na pohlavi rodi¢e. U savcli k nému dochazi pfi gametogenezi
a obvykle v somatické linii zstava po cely Zivot jedince. V genomu savctl je imprintovano nékolik
desitek lokust. Imprinting se také vyskytuje u krytosemennych rostlin a nékterych druhit hmyzu [viz
kapitola 6.3, 7.7, 8.3].

Genova konverze (gene conversion) - typ genetické rekombinace, kdy béhem meiézy popripadé mitdzy
dochazi k nahradé urcitého genu jeho jinou kopii. Vyskytuje se pravidelné pfi pfepinani gent pohlavnos-
ti (MAT) u kvasinek. MuZe byt odpovédna i za nemendelistickou dédi¢nost znakd [viz kapitola 5.2.1.1].

Heterochromatin (/eterochromatin) - cytologicka charakteristika kondenzovaného, uml¢eného chro-
matinu. DéEli se na konstitutivni (permanentné umlc¢ené oblasti genomu ¢i chromozomu obsahujici
¢etné repetitivni sekvence DNA) a fakultativni (docasn€ umlcené oblasti genomu, napfiklad Barrovo
télisko) [viz kapitola 3.2].

Heterochromatinovy protein 1 (HP1; seterochromatin protein 1) - konzervativni slozka uml¢enych hete-
rochromatickych oblasti. Obsahuje chromodoménu, ktera se vaze na nukleozomy obsahujici v histonu
H3 metylovany lyzin v pozici 9 [viz kapitola 3.2.3].

Histony (histones) - kratké bazické proteiny, které se vazou na DNA a tvori zaklad chromatinové
struktury. Aminoterminalni konce histond (H2A, H2B, H3 a H4) se podrobuji kovalentnim modifi-
kacim, které se podileji na regulaci genové exprese. V oblastech mezi nukleozomy se vaZe histon H1
[viz kapitola 3.2].

Hypomorfni mutace (sypomorphic mutation) - mira exprese genu zavisi na poctu jeho kopii, konkrét-
né heterozygot s jedinou funk¢ni alelou ma slabs$i miru exprese neZ homozygot se dvéma funkénimi
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alelami. Poprvé jev popsal Hermann Joseph Muller v roce 1930 na barvé oka drozofily (gen white)
[viz kapitola 6.2.3].

Chromatin (chromatin) - zakladni material jadra eukaryotické bunky sloZzeny predev§im z DNA, his-
tonli a mnoha dalSich vazebnych proteint. Zakladni jednotkou chromatinu jsou nukleozomy, které
predstavuji oktamer histoni (vZdy po dvou histonech H2A, H2B, H3 a H4), ktery je obto¢en vlaknem
DNA. V oblastech mezi nukleozomy se vaze histon H1 [viz kapitola 3.2.1].

Chromatin remodelujici proteiny (ciromatin-remodeling proteins) - jsou enzymy zavislé na adenozintri-
fosfatu (ATP) a méni interakce histonti a DNA v chromatinu nezbytné k zajiSténi procest, jako jsou
transkripce, replikace ¢i rekombinace [viz kapitola 3.5].

Chromatinova imunoprecipitace (ChIP, chromatin immunoprecipitation) - technika vyuzivana k analyze
genomové lokalizace proteinti vazanych na DNA. Zahrnuje vyvazani DNA-proteinovych komplexd,
jejich imunoprecipitaci pomoci protilatky vii¢i specifickému proteinu (napf. vici histonu H4 acetylo-
vanému na lyzinu v pozici 8). Imunoprecipitace pak umoznuje analyzu izolovanych sekvenci DNA
(napr. prostfednictvim PCR a sekvenovanim) [viz kapitola 4.3].

Chromatinovy izolator (chromatin insulator) - ma funkci rozhrani mezi sousednimi, rtizné imprin-
tovanymi geny u savcl. OdliSna exprese sousednich gend je zplisobena vazbou regula¢niho faktoru
na CTC-sekvenci chromatinového izolatoru [viz kapitola 8.3].

Chromodoména (chromodomain) - vysoce konzervativni proteinova doména o velikosti asi 50 amino-
kyselin nalezena v heterochromatinovém proteinu HP1 drozofily a v proteinech skupiny Polycomb.
Tyto proteiny se vazou na aminoterminalni vyb€zky nukleozomalnich histont, které jsou specificky
metylovany [viz kapitola 3.2.3].

ICF syndrom (/CF syndrome; immunodeficiency, centromere instability and facial anomalies syndrome) -
vzacna autozomalné-recesivni porucha imunitniho systému. Je zplisobena mutaci DNA metyltrans-
ferazového genu Dnmt3b, coz vede k hypometylaci subcentromerickych repetici (heterochromatinu)
na chromozomu 1, 9 a 16 [viz kapitola 9.3.2].

Imunobarveni (immunostaining) - technika vizualizace proteinti na cytologickych ¢i histologickych
preparatech s pomoci specifickych znacenych protilatek [viz kapitola 4.3].

Inaktivace chromozomu X (X chromosome inactivation) - epigenetické umlCovani jednoho ze dvou
chromozomu X v somatickych bunkach samicek savci. Inaktivace chromozomu zahrnuje zvySenou
metylaci DNA a modifikace nukleozomalnich histon, predstavuje mechanizmus davkové kompenzace
X-vazanych geni u savci [viz kapitola 8.2].

In situ hybridizace (in situ hybridization) - technika detekce usekit DNA nebo RNA na fixovanych
preparatech bunék ¢i tkani, ktera je zaloZena na hybridizaci a vizualizaci znacené sondy. V pripadé
detekce usekli DNA mluvime o mapovani chromozomu a uziva se fluorescenc¢né znacenych DNA
sond (FISH), zatimco pfi studiu lokalizace genové exprese se obvykle pouzivaji komplementarni RNA
sondy a barevné detekce ve viditelném svétle [viz kapitola 4.1].
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Jadérkova dominance (nucleolar dominance) - druhové specifické umlcovani funkce jadérka v mezidru-
hovych hybridech nékterych rostlin a Zivo¢icht. Inaktivace jadérka byva provazena ztratou sekundarni
konstrikce na prislusném chromozomu s rDNA a jeji zvySenou metylaci [viz kapitola 7.2].

Kaliko (calico) - zbarveni srsti koCek fizené X-vazanym genem. Kocoufi s jedinym chromozomem X
jsou jednobarevni (Cerni nebo Zluti), zatimco kocky (XX) maji mozaikové ¢erno-zZluté zbarveni diky
nahodné inaktivaci chromozomu X v ¢asné embryogenezi [viz kapitola 8.2].

Kanalizace (canalization) - Waddingtoniv termin pro rezistenci vii¢i zménam fenotypu v populaci.
Environmentalni naruSeni pivodniho genetického planu vede k relativné nizkému poctu odliSnych
fenotypt [viz kapitola 2].

Kinazy a fosfatazy histonu (4istone kinases and phosphatases) - enzymy katalyzujici fosforylaci histoni
s donorem ATP, resp. jejich defosforylaci [viz kapitola 3.2.3].

Kinetochor (kinetochore) je proteinova struktura, ktera se vytvari v oblasti centromery a kde se vazou
vlakna vieténka v pribéhu mitozy a meidzy [viz kapitola 5.2.2.2].

Klonovani reproduk¢ni a terapeutické (reproductive and therapeutic cloning) - v obou pripadech jde
o mikrochirurgicky prenos jadra ze somatické bunky do enukleovaného oocytu a jeho naslednou kulti-
vaci in vitro. V pfipadé reprodukéniho klonovani je embryo vloZeno do d€lohy nahradni matky s cilem
vytvoreni nového jedince (napriklad ovce Dolly). Pri terapeutickém klonovani je embryo dopéstovano
v blastocystu a z ni jsou odvozeny embryonalni kmenové bunky, které mohou diferencovat v rtizné
tkanové typy vhodné k transplantacim [viz kapitola 9.2].

Kompenzace davky X-vazanych genu (dosage compensation of X-linked genes) - evoluce vyrovnavani
hladin genovych produktii kodovanych X-vazanymi geny mezi samickami (XX) a samecky (XY). Za-
timco u savcd funguje ndhodné umlcovani jednoho chromozomu X u samicek, u hlistice Caenorhabditis
elegans jsou oba X u hermafrodita ¢aste¢né utlumeny. Jediny pozitivni systém davkové kompenzace byl
popsan u drozofily: jediny chromozom X u samecka ma zvySenou transkripéni aktivitu [viz kapitola
6.1.2,6.2.2, 8.2].

Komplex davkové kompenzace (DCC; dosage compensation complex) - uml€ujici proteinovy (kondenzi-
novy) komplex C. elegans, ktery zajisStuje kompenzaci davky X-vazanych genu. Jeho aktivita v herma-
froditech XX sniZuje hladinu obou chromozomi na polovinu [viz kapitola 6.1.2].

Konjugace (conjugation) - pohlavni proces u prvoki, pfi kterém dochdazi k pfenosu (reciproké vymeéné)
genetické informace mikrojadra [viz kapitola 5.1.1].

Kosuprese (co-suppression) - uml¢ovani funkce genu nebo transgenu u rostlin zptisobena nepfirozené
vysokou hladinou pfislu§ného transkriptu. Jev je vysvétlovan mechanizmem RNA interference [viz

kapitola 7.5].

Kvantitativni RT-PCR (real-time PCR) - je laboratorni technika umoznujici kvantifikaci pfislu§né
mRNA prostfednictvim reverzni transkripce a polymerazové fetézové reakce [viz kapitola 4.1].

127



Lamarkizmus (Lamarckism) - adaptacni evolucni teorie francouzského ucence Jean-Baptista Lamarcka
z pocatku 19. stoleti. Tato teorie zahrnovala i dédi¢nost ziskanych znaku [viz kapitola 2].

Lyonizace (/yonisation) - nahodna inaktivace jednoho ze dvou chromozomu X v somatickych bunikach
samic savci. Objevena pomoci genetické analyzy X-vazaného genu kodujiciho barvu srsti mySi Mary
Lyonovou v roce 1961 [viz kapitola 8.2].

Makronukleus, mikronucleus (macronucleus, micronucleus) - funkéné€ i strukturné diferencovana jadra
u nékterych prvokd. Makronukleus pfedstavuje exprimované jadro s rozvolnénym euchromatinem,
které v pribéhu rozmnoZovaciho procesu zanika. Generativni jadro je fakultativné heterochromatické
a predstavuje vlastné zarodecnou drahu. Mechanizmy RNAi dochazi k pfenosu ziskané informace
z makronuklea do mikronuklea [viz kapitola 5.1.1].

Martin-Belliiv syndrom (Martin-Bell syndrome) - znamy téz jako fragilni chromozom X. Jde (zejména
u muzil) o t€zkou mentalni retardaci zptisobenou amplifikaci a metylaci tripletu CGG v X-vazaném
genu FMRI, jehoz produkt je nezbytny pro funkci mozku [viz kapitola 9.3.3].

MAT lokusy (MAT, mating loci) - geny kodujici odlisné pohlavni typy u kvasinek. Vyznacuji se schop-
nosti pfepinani funk¢nich lokust cestou genové konverze [viz kapitola 5.2.1].

Maternalni programovani epigenetickych stavu (experience-dependent chromatin plasticity) - chovani
matky po narozeni ditéte mizZe ovlivnit epigenom ditéte. Teorie je zaloZena na experimentech s potka-
ny, kde mazleni se matky s mladétem navozuje demetylaci a expresi genu kédujiciho glukokortikoidni
receptor v mozku, coZ vede ke stabilni psychice dospélého potomstva [viz kapitola 9.5].

Medea (Medea) - kliCovy, v endospermu krytosemennych rostlin paternalné imprintovany gen kodu-
jici protein skupiny Polycomb. Jeho mutace v materndalni linii je letalni. Maternalni alely Medea jsou
v endospermu aktivovany demetylaci (N-glykozylaza kédovana genem Demeter). Protein Medea blokuje
predc¢asny vyvoj embrya potlacenim genu Pheres [viz kapitola 7.7].

Maeiotické umlcovani neparované DNA (MSUD; meiotic silencing by unpaired DNA) - sekvence DNA
plisn€ Neurospora crassa, které postradaji svého parujiciho partnera v meiotické profazi, mohou zpt-
sobovat meiotické uml¢ovani identickych sekvenci DNA [viz kapitola 5.3.2.3].

Maeiotické umléovani chromozomu X (MSUD; meiotic silencing of unpaired DNA) - proteinovy komplex
umlcuje v zarodecné linii sameckl jediny chromozom X C. elegans. Diky tomu maji spermie ze sa-
mecka jiné epigenetické nastaveni modifikace histoni neZ spermie hermafrodita [viz kapitola 6.1.3].

Metylace DNA (DNA methylation) - odehrava se predevsim v repetitivnich sekvencich DNA v pa-
lindromech CpG u vétSiny skupin eukaryotickych organizmi (mimo kvasinky a nékteré bezobratlé
Zivoc¢ichy). Metylace DNA potlacuje transkripci inhibici vazby specifickych transkripénich faktort
a zejména vazbou specifickych CpG-vazebnych proteind, které kooperuji spoleéné s dal§imi represo-
rovymi komplexy [viz kapitola 3.1].

Metylacné senzitivni restrikéni endonukleazy (methylation-sensitive restriction endonucleases) - restrikc-
ni endonukledzy, které maji ve svém cilovém misté DNA cytozin a jsou inhibovany, pokud je tento
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cytozin metylovany. Enzymy, které maji stejné restrikéni misto (napriklad CCGG), ale lisi se citlivosti
vi¢i metylcytozinu, se nazyvaji izoschizomery (Mspl a Hpall) [viz kapitola 4.2].

Metylac¢né-specificka oligonukleotidova mikroarray (methylation-specific oligonucleotide microarray) -
¢ipova metoda (celo)genomového sledovani metylace genomové DNA na bazi jeji hybridizace po si-
fi¢itanovém pulisobeni vii¢i znamym sekvencim oligonukleotidt [viz kapitola 4.2].

S5-metylcytozin (5-methylcytosine) - metylovana forma cytozinu na patém atomu uhliku pyrimidinového
kruhu. Tato modifikace nema vliv na parovani bazi v DNA. Je katalyzovana DNA metyltransferazami
a donorem metylové skupiny je S-adenozylmetionin. Vyskytuje se u vétSiny druhd eukaryot a ma vy-
znamny vliv na moznost transkripce pfislusného genu. Metylace cytozinu je reverzibilnim procesem.
Spontanni deaminaci 5-metylcytozinu vSak vznika tymin, ¢imz mize dojit k bodové mutaci C —T [viz
kapitola 4.2].

Maetylentetrahydrofolat reduktaza (MTHFR, methylenetetrahydrofolate reductase and mental retardati-
on) - katalyzuje zasadni reakce v metylaCnim metabolismu: prenos metylové skupiny z metylentetra-
hydrofolatu pres homocystein a metionin, kone¢nym donorem metylové skupiny pro DNA a histon
metyltransferazy je S-adenozylmetionin (SAM). Deficience MTHFR zpusobuje u ¢lovéka vzacnou
autozomalné-recesivni mentalni poruchu [viz kapitola 9.3.2].

MikroRNA (microRNAs) - malé endogenni molekuly RNA (délky asi 22 nukleotidi), které plisobi jako
regulatory genové exprese v pribéhu vyvoje a diferenciace. Na zaklad€ sekvenéni homologie s mRNA
dochazi k potlaceni translace nebo dokonce ke St€peni mRNA [viz kapitola 3.4.2].

Modifikatory pozi¢niho efektu (modifiers of PEV) - u drozofily vykazujici pozi¢ni efekt (PEV) 1ze izolo-
vat sekundarni mutace, které bud’ suprimuji fenotyp - Su(var) zplisobuji ztratu umlceni (suppressor of
variegation), €i zesiluji fenotyp - E(var) zvySuji umlCovani (enhancer of variegation) [viz kapitola 6.2.3].

MSL komplex (male specific lethal complex) - je ribonukleoproteinovy komplex sloZeny ze dvou dlou-
hych nekodujicich RNA (roX1 nebo roX2) a péti proteint MSL1, MSL2, MSL3, MOF a MLE. Vaze
se na jediny chromozom X u samecka drozofily, zptisobuje acetylaci Iyzinu 16 histonu H4 a indukuje
zvysSenou expresi tohoto chromozomu (pozitivni mechanizmus kompenzace X-vazanych gent) [viz
kapitola 6.2.2].

Nukleozom (nucleosome) - zakladni strukturni jednotka chromatinu eukaryotickych bunék. Sestava
z oktameru histonovych proteint obto¢enym asi 146 pary bazi dlouhou DNA [viz kapitola 3.2.1].

Paradigma d48 (paradigm d48) - nemendelisticky proces epigenetické informace u linie d48 trepky
Paramecium tetraurelia o zméng¢ strukturovani genomu makrojadra dédény z jedné generace makroja-
dra do dalsi [viz kapitola 5.1.7].

Paramutace (paramutation) - alelické interakce vedouci k dédiénym zménam expresniho stavu: jedna
z alel (paramutagenni) vyvola v pribéhu somatického vyvoje jedince zménu druhé alely (paramutova-
telna). Paramutace byly jiz od poloviny 20. stoleti pozorovany u kukufice, nové byly popsany i u mysi.
Paramutace predstavuji vyjimku z Mendelova zakona o nezavislé segregaci alel [viz kapitola 7.5, 8.5].
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Partenogeneze (parthenogenesis) - je asexualni formou reprodukce, ktera predstavuje vyvoj jedince
z neoplozené vaje¢né bunky. U rostlin (apomixe) a né€kterych bezobratlych ZivocCichi jde o bézny jev.
U savcl neni partenogeneze za standardnich podminek moZn4, protoZe genomy - samici a sam¢i -
jsou odlisn€ imprintovany [viz kapitola 8.3].

PAZ doména (PAZ domain) - se nazyva podle regulacnich proteint Piwi, Argonaut a Zwille. Tato do-
meéna byla zjiSténa u dvou rodin proteint, které hraji roli v posttranskripénim uml¢ovani gend - rodina
proteintl Piwi a Dicer (ktera zahrnuje i Carpel factory protein). Funkce téchto proteinti neni v detailu
znama, ziejme zprostiedkovavaji tvorbu komplext mezi proteiny Piwi a Dicer heterodimerizaci [viz
kapitola 3.4.2].

Penetrance (penetrance) - vyjadiuje pravdépodobnost, s jakou se alela genu projevi ve fenotypu nasle-
dujici generace. U mendelisticky dédénych znaki se obvykle penetrance blizi hodnoté 1 (tedy vSichni
jedinci nesouci urcitou alelu ji - v rizné mire - exprimuji), zatimco u epigeneticky dédénych byva
penetrance nizsi (projev genu je zde vice ovlivnén prostredim) [viz kapitola 8.3].

Piwi-interagujici RNA (piRNA; Piwi-interacting RNA) - je nejvétsi skupinou malych molekul RNA, které
se vyskytuji v Zivo¢iSnych bunkach. piRNA vytvari komplexy RNA-protein prostfednictvim interakci
s Piwi proteiny. Tyto komplexy odpovidaji za transkripéni umlCovani retrotranspozont a jinych sekvenci
v zarodecné draze, predevSim pii spermatogenezi [viz kapitola 3.4.2].

Polycomb (PcG, Polycomb group proteins) - skupina proteinti charakteristicka pro uml¢eny chromatin.
Jsou vysoce konzervativni, vyskytuji se u vétSiny eukaryot, prvné charakterizovany u drozofily, kde
jejich chybna funkce zptisobuje homeotické transformace. PcG uml¢ovani je vyvolano vazbou sek-
vencné specifickych DNA-vazebnych faktorti na ur€ité regulacni useky DNA (zvané PREs, Polycomb
response elements) [viz kapitola 3.3].

Polyfenizmus (polyphenism) - je biologickd schopnost vytvaret na bazi jediného genotypu a riznych
environmentalnich podminek vice odliSnych fenotypt [viz kapitola 7.1].

Potlac¢ovani genové exprese (quelling) - transformace plisné Neurospora crassa nativnim genem vede
k potlacovani exprese transgenu nebo homologniho genu. Projevuje se nejen v transformovanych
jadrech mycelia, ale je i vyjadieno v jadrech netransformovanych. Srovnava se s posttranskripénim
genovym umlcovanim (kosuprese u rostlin), souvisi vyhradné s RNAi masinerii vedouci k degradaci
homolognich RNA [viz kapitola 5.3.2.2].

Pozié¢ni efekt (PEV, position-effect variegation) - umlcujici vliv sousedniho heterochromatinu na expresi
urc¢itého genu. Prvné studovan u drozofily po experimentalni translokaci euchromatického genu do he-
tetochromatinu. Toto uml¢ovani probiha stochasticky pouze v né€kterych bunkach jedince, vysledkem
je mozaikovy fenotyp. K uml¢ovani exprese genti mizZe dochazet i pravidelné v pericentromerickych
oblastech (centromericky efekt) a subtelomerickych oblastech (telomericky efekt) [viz kapitola 6.2.3].

Prader-Williav syndrom (PWS, Prader-Willi syndrome) - sttedné tézka vrozena komplexni neurovegeta-
tivni choroba ¢lovéka. Je obvykle zptisobena defektem v maternalné i paternaln€ imprintované oblasti
q11-13 na chromozomu 15, zejména uniparentalni dizomii (podobn¢ jako Angelmanav syndrom) [viz
kapitola 9.3.1].
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Priony (PrP, prion proteins) - je oznaceni pro Spatné slozenou formu tzv. prionové bilkoviny, vysky-
tujici se v nervovych bunkach nékterych savcl. Nejznaméjsim pfipadem nemoci zptisobené takovou
bilkovinou je Creutzfeldt-Jacobova choroba [viz kapitola 3.6].

Pseudoarrhenotokie (pseudoarrhenotoky) - eliminace nebo inaktivace (heterochromatinizace) celé
paternalni sady chromozomi u nékterych druht hmyzu [viz kapitola 6.3].

Repetici vyvolana bodova mutace (RIP, repeat-induced point mutation) - obranny systém genomu plis-
né Neurospora crassa, kdy jakakoli duplicitni vnesena ¢i prirozena sekvence DNA indukuje metylaci
de novo. Metylcytozin je pri replikaci DNA Casto deaminovan za vzniku tyminu (bodova mutace) [viz
kapitola 5.3.2.1].

Repetici vyvolané umlcovani genit (RIGS, repeat-induced gene silencing) - typ transkripéniho uml¢ovani
zpusobeny zejména vySSim poctem Kkopii genu (transgenu), vyskytuje se ¢asto u rostlin [viz kapitola
7.4].

Retrotranspozon (retrotransposon) - mobilni geneticky element, jehoz DNA je transkribovana v RNA,
ktera je zpétné prepisovana v DNA a poté vloZena do nového mista v genomu. Retroelementy jsou
Castym cilem umlcovacich epigenetickych mechanizmi [viz kapitola 7.4, 8.4].

Rettiv syndrom (Rett syndrome) - tézka vrozena mentalni retardace projevujici se u dévcat. Je zpiiso-
bena mutaci X-vazaného genu MECP2, ktery koduje CpG-vazebny protein a pfedstavuje tak zdsadni
regulator genové exprese. Dévcata (heterozygotni mutanty) prezivaji, chlapci (s jedinym mutovanym
X) jsou aborty [viz kapitola 9.3.2].

RNA-dependentni RNA polymeraza (RARP; RNA-dependent RNA polymerase) - je enzym, ktery kata-
lyzuje replikaci RNA z jednovlaknového RNA templatu. Naproti tomu klasicka RNA polymeraza
katalyzuje syntézu RNA (transkripci) z DNA templatu [viz kapitola 3.4.2].

RNA-indukovany umlc¢ovaci komplex (RISC; RNA-induced silencing complex) - je multiproteinovy kom-
plex, ktery zahrnuje jedno vlakno malé interferujici molekuly RNA (siRNA; small interfering RNA).
Komplex RISC vyuziva siRNA jako templatu k rozpoznavani komplementarni mRNA. Kdyz ji najde,
aktivuje RNazu a mRNA $§tépi. Tato reakce hraje také roli v genové regulaci prostrednictvim mikroRNA
(miRNA; microRNA) a v obranné tuloze vici virovym infekcim [viz kapitola 3.4.2].

RNA-tizena metylace DNA (RdADM; RNA-directed DNA methylation) - vede k de novo metylaci vSech
cytozinovych rezidui uvnitf oblasti sekvencni identity mezi spoustéci RNA a cilovou DNA. Predstavuje
drahu od posttranskripéniho ke transkripénimu umlcovani gend. Tato draha byla zatim zjiSténa jen
u rostlin [viz kapitola 7.5].

RNA interference (RNAi; RNA interference) - je obecny mechanizmus regulace genové exprese a di-
ferenciace u eukaryot. Spociva ve tvorbé malych molekul RNA, které zprostfedkovavaji potlacovani
(downregulation) genové exprese posttranskripénim mechanizmem, ktery vede k degradaci nebo trans-
la¢ni represi prislusné sekvencné specifické RNA [viz kapitola 3.4.1, 6.1.4, 7.5].
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Rubinstein-Taybiho syndrom (Rubinstein-Taybi syndrome) - téZka mentalni retardace provazena defor-
macemi téla. Mutace genu CREB kodujiciho transkripéni faktor, hrajici roli v intracelularni signalizaci
v mozku. Souvisi s histon acetylazovou aktivitou [viz kapitola 9.3.3].

Russel-Silveruv syndrom (RSS, Russell-Silver syndrome) - je vrozena choroba ¢lovéka projevujici se
malym vzristem, nizkou porodni vahou a nesoumérnosti téla (trpasli¢i vzrast). Choroba je zptisobena
maternalni dizomii imprintovaného chromozomu 7 [viz kapitola 8.3, 9.3.1].

SET doména (SET domain) - prvné popsana jako konzervativni sekvence tfi regula¢nich proteint
u drozofily: (1) modifikator pozi¢niho efektu (Suppressor of variegation 3-9), (2) regulator skupiny
Polycomb (Enhancer of zeste) a (3) regulator skupiny Trithorax. Doména ma asi 130 aminokyselin
a byla zjiSténa u vSech eukaryotickych organizmu. Je pfitomna v mnoha histon metyltransferazach
a je vyzadovana pro jejich enzymovou aktivitu [viz kapitola 5.3.2.1, 6.2.3].

Schimkeho imunoskeletalni dysplazie (Schimke immuno-osseous dysplasia) - autozomalné recesivni
komplexni syndrom charakteristicky dysplazii patefe a koncii dlouhych kosti, ristovou retardaci, po-
ruchou ledvin a imunity. Je zpisoben mutaci genu SMARCALI (SW1/SNF2, aktin-dependentni regu-
lator chromatinu), ktery koduje protein regulujici transkripéni aktivitu prostfednictvim remodelovani
chromatinu [viz kapitola 9.3.3].

Sir2 proteiny (Sir2 proteins) - prvni z izolovanych gent skupiny sirtuins (Silent Information Regulator
Two (Sir2) proteins) izolovany u kvasinky Saccharomyces cerevisiae. Jsou to proteiny s histon deacety-
lazovou aktivitou vysoce konzervativni u v§ech eukaryot [viz kapitola 3.2.2, 5.2.1.2].

Specificky letalni komplex (MSL, male specific lethal complex) - proteinovy komplex odpovédny za kom-
penzaci X-vazanych gend u drozofily: vaze se na jediny chromozom X u samecka, ¢imz zvySuje jeho
aktivitu (korelace se specifickou acetylaci lyzinu 16 histonu 4) [viz kapitola 6.1.2].

Strukturni dédi¢nost (structural inheritance) - dédi¢nost znaku spocivajici v prenosu struktury (a nikoli
prislusného genu). Je dobie popsana u prvokd, ale v podstaté se vyskytuje u vSech organizmu, kdy
dochazi k mezigenera¢nimu pienosu hotovych bunécnych struktur, jako jsou mitochondrie, plastidy,
ribozomy, membrany atp. Odpovida i bunécné teorii Rudolfa Virchowa (,.kazda bunka pochazi opét
z jiné bunky®) [viz kapitola 5.1.3].

SUMOylace (SUMOylation, small ubiquitin-related modifier) - kovalentni adice polypeptidu SUMO,
coz jsou molekuly podobné ubiquitinu. V pfipadé modifikace histoni méni jejich regulacni funkce
[viz kapitola 3.2.4].

Superman (Superman) - katastralni gen u krytosemennych rostlin odpovidajici za velikost kvétnich
oblasti pro tyCinky a pestiky. Je epigeneticky nestabilni, jeho metylacné odli§né alely (clark kent alleles)
se projevuji zvySenym ¢i sniZenym poctem tyc€inek ¢i pestikil) [viz kapitola 7.1].

SWI/SNF - je velky chromatin-remodelujici komplex konzervativni od kvasinek az po ¢lovéka. Vaze se

k regulacnim oblastem gent prostrednictvim sekvenéné specifickych DN A-vazebnych faktort a reguluje
tak transkripéni aktivitu cestou remodelovani chromatinu [viz kapitola 5.2.2.2].
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Teorie parentalniho konfliktu (battle of sexes, tug of war between mother and progeny) - vysvétluje
potencialni konflikt zajm1i otce a matky vii¢i potomstvu (popripadé€ konflikt zajmti matky a jejiho po-
tomstva). Podle této teorie otec hledi jen na osud svych geni (paternalni exprese rstovych faktort),
matka sleduje zajem vSech svych déti i svého stavu v dobé t€hotenstvi (maternalni aktivita ristovych
supresori). Je filozofickym vysvétlenim evoluce genomového imprintingu u savcl: autorem teorie byl
David Haig v roce 1991 [viz kapitola 7.7].

Transponovatelné elementy (transposable elements) - viechny typy mobilnich DNA elementii bez ohledu
na jejich mechanizmus transpozice [viz kapitola 7.4].

Transvekce (transvection) - proces dédi¢ného ovliviiovani exprese genli popsany u drozofily. Homologni
chromozomy se v somatickych bunkach ovliviiuji, coZ miiZze mit za nasledek zrans aktivaci nékterych
zesilovact ¢i silencerti. Jde o proces analogicky paramutacim popsanym zejména u rostlin [viz kapitola
6.2, 7.3].

Trichostatin A (zrichostatin A): je antibiotikum plivodem z houby, které ptlisobi jako efektivni inhibitor
histon deacetylaz (HDAC) a touto cestou mize aktivovat genové oblasti resp. mizZe byt pouzit jako
latka s protinadorovym ucinkem [viz kapitola 3.2.2].

Trithorax (trxG, Trithorax group proteins) - chromatinové regulacni proteiny, které obecné pisobi
k udrzovani genové exprese. Jde o heterogenni skupinu proteinovych komplexti. Hlavnim tkolem tri-
thoraxového komplex je aktivovat transkripci indukci trimetylace lyzinu v pozici 4 histonu H3 ve spe-
cifickych regulac¢nich mistech cilového chromatinu. Tento aktivni stav je provazen acetylaci histonu
H4. Proteiny skupiny Trithorax maji navic i chromatin-remodelujici aktivitu, pfi které vyuZzivaji energii
ATP k mobilizaci nukleozomi [viz kapitola 3.3].

Trofektoderm (zrophectoderm) - je vedle vlastniho embrya (inner cell mass) derivatem zygoty u savci.
Trofektoderm spolu s matefskou tkani vytvari placentu, ktera vyzivuje embryo. V trofektodermu sa-
micky je inaktivace chromozomu X vyhradné¢ paterndlni [viz kapitola 8.2, 9.1].

Ubiquitinace (ubiquitylation) - kovalentni adice malého polypeptidu - ubiquitinu - k mnoha typtim
bunéénych proteinti. Zatimco polyubiquitinace cilovych proteinti vede k jejich degradaci, monoubi-
quitinace histon méni jejich funk¢ni vlastnosti [viz kapitola 3.2.4].

Umlcovani transgenu (transgene silencing) - hostitel miZe rozpoznavat cizorodou DNA transgenu jako
sekvenci parazitickou a miiZe ji uml¢ovat. Uml¢ovani probiha na transkripéni nebo posttranskripéni
urovni. Transkripéni uml¢ovani probiha obvykle na bazi metylace DNA, zatimco posttranskripéni
umlcovani je zprostfedkovano RNA interferenci [viz kapitola 5.3.2.1, 7.1, 7.5].

Ura (Ura) - reportérovy gen u kvasinek (Ura3 u Saccharomyces cerevisiae, Ura* u Schizosaccharomyces
pombe). Pokud je do média pro kvasinky pfidana kyselina 5-fluoroorotova (5-FOA) je enzymem Ura
preménéna na S-fluorouracil (5-FU), ktery inhibuje syntézu DNA a zptsobuje smrt bunky. Pokud je
vSak gen Ura vloZen do heterochromatinu a umlcen, bunka preziva [viz kapitola 5.2.1.3].

Vernalizace (t¢Z jarovizace; vernalization) - proces chladové kvétni indukce zndmy u nékterych druhi

krytosemennych rostlin. Aplikace nizké teploty na semena pied kliCenim navozuje nedédi¢nou epige-
netickou zménu (obvykle hypometylaci DNA) v promotoru ur€itych kvétnich gent [viz kapitola 7.6].
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Viry indukované umlcovani gena (VIGS; virus induced gene silencing) - technologie, ktera vyuziva
prirozeného antivirového mechanizmu rostlin zprostfedkovaného RNA. V rostlinach infikovanych
nemodifikovanym virem je tento mechanizmus presné zacilen viic¢i virovému genomu. Pokud vSak
virovy vektor nese inzerty z genti hostitele, miize byt RNA mechanizmus zaméfen i vii¢i odpovidajici
mRNA. VIGS je nyni vyuzivana k analyze funkce genl u rostlin na bazi RNA interference a potlaco-
vani translace (pristup knock down) [viz kapitola 7.5].

X-inaktivaéni centrum (X-inactivation center) - aktivace genu Xist vede ke tvorbé RNA, ktera se vaze
na chromozom X (cis-vazba) u samicek savci. Xist RNA spousti uml¢ovani chromozomu vyvolanim
chromatin-modifikujicich aktivit a dale kaskadou epigenetickych modifikaci [viz kapitola 8.2].

Zabijecské kmeny (killer effect) - nékteré trepky uvolnuji do prostfedi latky, které maji letalni efekt
k mnoha jinym kmentm, zpisobeno baktériemi zvanymi kappa Castice - bunky Caedobacter taenio-
spiralis. Dédi se maternalné pfenosem pres cytoplazmu [viz kapitola 5.1.2].

Zapis informace a jeji ¢teni (writers and readers) - kovalentni modifikace histonti jsou provadény his-
ton-modifikujicimi enzymy - wrifers - a odstranovany antagonistickymi aktivitami. Jsou klasifikovany
do rodin podle typu enzymové reakce (acetylace, fosforylace, metylace aj.). Proteinové domény (bro-
mo-, chromo-) se specifickou afinitou k histonovym modifikacim se nazyvaji readers |viz kapitola 3.8].

Zlomova sekvence chromozomu (CBS; chiromosome breakage sequence) - konzervativni 15-pari bazi

dlouha sekvence DNA u prvoka Tetrahymena thermophila, ktera je charakteristicka pro nékolik set
deletovanych lokust v pribéhu restrukturalizace makronukleu [viz kapitola 5.1.7].
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12 INTERNETOVE STRANKY

http://www.abcam.com/
- stranky firmy dodavajici protilatky na modifikované histony

http://www.bioinfo.org.cn/NONCODE
- databaze vénovana seznamu nekodujicich RNA

http://www.dnamethsoc.com/main.htm
- stranky mezinarodni spole¢nosti DNA Methylation Society

http://www.epigeneticstation.com/
- stranky vénované predevSim metodikam epigenetiky

http://www.epigenome-noe.net/aboutus/epigenetics.pgh
- stranky projektu evropské excelence Epigenome Network of Excellence

http://www.epigenome.org
- stranky evropského projektu medicinské epigenetiky Human Epigenome Project

http://www.epigenomics.com/
- stranky firmy zabyvajici se diagnostikou metylaci DNA

http://epigentek.com
- stranky firmy dodavajici nejrtiznéjsi kity zejména ke studiu metylace DNA

http://www.geneimprint.com/
- stranky prof. Randy Jirtla, Duke University v Durhamu, portal vénovany predevS§im problematice

imprintingu a evoluce imprintingu vetné ¢lankl a resersi, videa a prednasek

http://www.histone.com/modification_map.htm
- stranky firmy Upstate vénované modifikacim histona

http://www.chromatin.us
- stranky dr. Jima Bonea vénované struktufe a funkci chromatinu

http://www.igc.otago.ac.nz/home.html
- databaze imprintovanych gent

http://www.landesbioscience.com/journals/epigenetics/
- stranky nového védeckého Casopisu Epigenetics

http://www.methdb.de/
- databaze metylaci DNA a environmentalnich epigenetickych jevl
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http://www.mgu.har.mrc.ac.uk/research/imprinting
- chromozomalni mapy mysSi s vyznaCenymi imprintovanymi geny

http://www.uscnorris.com/cpgislands2/cpg.aspx
- vyhledavani CpG ostrovl v savéim genomu
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