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* Chromatin-remodelujici proteiny — funkce histonové informace
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Klasifikace chromatin modifikujicich enzymu

* Kovalentné modifikujici komplexy (predchozi prednaska)
* Acetyldzy/deacetyldzy

Methyldzy/demethyldzy

Ubiquitinazy/deubiuitindzy

Kindzy/fosfatazy

* aj.

* ATP-dependentni chromatin modifikujici komplexy

* Rozpoznavaji histonové modifikace, nékteré komplexy maji schopnost vlastni modifikace a
chromatinové organizace (napf. HDAC a Chd3/4 — NURD komplex)
* Epigenetické faktory, které pouzivaji pro zménu chromatinu energii z hydrolyzy ATP
* SWI/SNF (SWItch/Sucrose non-fermentable) — nékteri zastupci TrxG proteinu
* ISWI (imitation of SWI)

e CHD family (Chromodomain helicase DNA binding protein family)
* INO80/SWR



Srovnani chromatin remodelujicich proteinu
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Tri hlavni typy chromatin remodelujicich enzymu a
jejich vztah k histonovym modifikacim

* SWI/SNF (SWIltch/Sucrose non-fermentable)

e ISWI (imitation of SWI)

» VétSina mutantl deficientni pro tyto komplexy je neviabilnich (alespon u zZivocich()! Marnie Blewitt
The University of Melbourne
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R dostupnost transkripcnim faktordm
VW) :: NIININIDNINDD * Pohyb nukleozomu

* Odstranéni nukleozomu

Nucleosome eviction

N —~——N * Vlymeéna za specifikou histonovou variantu
(CENP-A, H3.3, A-H2AX...)
Gy 0" * Sestaveni nukleozomu

w\'/\/ —> (NN * Nukleozomova frekvence

(D I & Hormone: Uninduced Induced Washout
; Chaperone
Histones DNase DNase DNase
. I Hormone-
c ATP e 4 inducible wp |- 25kb
enhancer
ADP DNase I-
Remodeling hypersensitive .- - | m - -1.0kb
factor ) sites
— Nucleosome spacing

— DN, TRELE L't
@ Becker 2013




Obsah

* Chromatin-remodelujici proteiny — funkce histonové informace

* Pamétové proteiny a jejich funkce
* Polycomb
* Thritorax

e Epigenetické reprogramovani
* \/yvojové epigenetické zmény u savcu
* Epigenetické zmény navozené umélym zasahem
* \/lyvojové epigenetické zmeény u rostlin



Koncept bunecné pameti — PcG proteiny

Pozitivni regulatory bunécéné
pameéti
* TrxG

Negativni regulatory bunécné
\O6F OFF paméti
i 1
INININ | N S  PRC1
. * PRC2

Kingstone 2014



Polycomb proteiny

,Polycomb group” — multiproteinové komplexy,

odpovédné za bunéénou pamét a regulujici expresi

Naive hESC DA\ Trophectoderm
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béhem vyvoje ZivocCichl a rostlin

Umliceni homeotickych genli — geny umléeny PcG cestou
jsou trvale deregulovany v bunécéné linii (u rostlin VRN-

S
~
g
$
PRC2, po vernalizaci zGstava umlcen do dalSi generace) £
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Primed hESC O
 Tri zastupci, evolucné konzervované

PRC1 — Polycomb Repressive Complex 1 (H2AK119Ub1)

PRC2 — Polycomb Repressive Complex 2 (H3K27me3)

PhoRC — Pho Repressive Complex (vazba a specifikace @ @ ‘

PcG1 a PcG2) Embryonic germ layers Extraembryonic lineages



PRC2 komplex — model Drosophila

A

 Hlavni jednotky PRC2 D. melanogaster Wild type

* Extra sex combs (Esc) — zvySuje aktivitu, nezndmy mechanismus
(Z)12
* Enhancer of Zeste E(z) — hlavni ¢ast pro methylaci (SET doména)
* Suppressor of Zeste (Su(z)12) — katalyticka aktivita

PcG mutant \

* P55

* Konzervovana funkce v rostlinach i Zivocisich, PRC2 katalyzuje H3K27me3 — dUilezitd modifikace pro vazbu PRC1, katalyzujici

H2AK119ub

* Obé znacky mohou vazat ostatni chromatin re-modelujici faktory, ménici strukturu chromatinu (ATP-dependentni faktory) nebo tvofi prekazku

pro transkrip¢ni faktory

*  PCR2 ma opacny mechanismus k H3K4me2 (aktivujici modifikace) skrze RETINOBLATOMA-BINDING PROTEIN2



Evoluce PcG proteinu a determinace zakladni
funkce

* PcG proteiny se vyvinuly dfive v evoluci, zrejmé v poslednim spolecném predkovi vSech eukaryot

* Absence v S. pombe a S. cerevisiae ztejmé produktem genové ztraty, neznamy dlvod

* Pro zdkladni funkci PRC2 jsou nejdtlezZitéjsi podjednotky E(z) a p55 — determinovdno na zakladé chybéjicich
komplex u modelovych organism
* Chlamydonomas reinhardtii (jednobunécny organismus) — abasence Su(z)12

» Tetrahymena — postrada Su(z)15 a Esc

* E(z) homolog katalyzuje H3K27me3 pomoci RNAI (navazuje methylace H3K9me3, pro kterou je esencialni)




Geny PcG proteinu
jsou evolucne staré
jednotky genomu

* PcG-geny prodélaly nékolik duplikaci, jiz pred
rozdélenim bezobratlych a obratlovci

e Ztrata PRC1 u had4atka

* Paralogy PcG genli nemusi interagovat pouze s
ostatnimi jednotkami PRC komplexi, ale mohou fidit

celou rfadu funkci

* Diverzifikace PcG genl zfejmé umoznila adaptivni

rozpéti obratlovcl béhem evoluce Zivocich( a savcu

* Expanze PcG genl a jejich evoluce rovnéz sledovala

evoluci trxG a Hox genu, studium koevoluce ,,high-

Ill

level” regulatori umoznuje pochopit slozitost a

propojenost regulacnich drah
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Whitcomb et al. 2007
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D. melanogaster

Diverzifikace PRC2

SU(2)12
komplexu u hlavnich ‘%

modelovych organismu

PRC2 komplexy reguluiji:

* Transdeterminace —zména linie kmenové nebo progenitorské

bunky na jeji pfibuzny typ

* Transdiferenciace — zména bunécné linie na jiny druh bunky

bez potreby dediferenciace jako prechodného stavu

PRC2 Complexes

M. musculus A. thaliana

- g
(o acﬂ

EZH1-PRC2 FIS-PRC2

U2)12

EMFZ

EZH2-PRC2 EMF-PRC2

O
@

VRN-PRC2

C. elegans

&6

Grosshiklaus 2013



Funkce PRC2 proteinu u rostlin

* U Drosophila PCR2 homologl v rostlindch doslo k nékolika
duplikacim, které vytvorily celé genové rodiny
Vyvoj gametofytu
Fertilizace
Vegetativni vyvoj

Kvétni vyvoj (kvétni indukce, kvétni determinace)

» Extra sex combs (Esc) = jediny homolog,

FERTILIZATION INDEPENDENT ENDOSPERM (FIE)

* Enhancer of Zeste E(z) = CURLY LEAG (CLF), SWINGER
(SWN), a FERTILIZATION INDEPENDET SEED 2 (FIS2)

Embryo to seedling transition

' Common '

| target genes.
Vegetative development

* Suppressor of Zeste (Su(z)12) = EMBRYONIC FLOWER Bl il o
(EMF2), VERNALIZATION2 (VRN2) a MEDEA (MEA) / \
e P55 = MULTICOPY SUPRESSOR of IRA 1 -5 (MIS1-5)

FIS Common EMF
target genes target genes target genes



Uloha PRC2 komplext pfi rostlinném vyvoji —
diverzifikace funkce pro presnou regulaci klicovych
vyvojovych stadii

O g Vyvoj semen
MEA + FIS2 complex
o . Tranzice kveteni
CLF/SWN + VRNZ2 complex
O > Kvétni organogeneze Wi

CLF/SWN + EMF2 complex



<ontro

FLC maintained silenced:
Association with LHP1

FT is expressed

Flowering is induced

(b) Embryogenesis

FLC resetting

o Germination

High FLC

Low FLC

FLC silencing

Vernalization

FLC silencing
Activating marks removed
Silencing marks (H3K9me, H3K27me3) added

a kveteni epigenetickym reprogramovanim
jako priklad bunécné pameéti

Resetting FLC expression:

Silenced during gamete formation
Reactivated during fertilization or early embryogenesis
SWR1 incorporates H2A.Z variant

FLC expression:
H4 acetylation, H3K4me,
H3K36me, H2A.Z incorporation



Konzervovana domeéna PRC1 komplexu

B PRC1 Complexes

D. melanogaster M. musculus A. thaliana C. elegans

* Drosophila

BMI1/ AtBMI1

e PC—-vazba na H3K27me3 680 @%‘ % 30

* Polyhomeotic (PH)
* Posterior sex combs (PSC) — pfistup na chromatin (podobnost SU(z)12

* Sex combs extra (SCE) — ubiquitinace H2K118/K119
U savcul doslo k amplifikaci, zakladni jednotky vice konzervovany

* U rostlin silna divergence, podobnost funkce LHP1/TEL2 (LIKE HETEROCHROMATIN
PROTEIN1/TERMINAL FLOWER 2)

Grosshiklaus 2013



Funkce PRC2 a vyznam H3K27me3 pri regulaci
genove aktivity

; e Umlceni vyvojovych
PRC2 PRC1-like LIKE HETEROCHROMATIN yvojovy

PROTEIN 1 genu, prechodny stav
‘ _I H3K27me3 regulace

* Vazbou PRC1 proteinu

Active genes Silenced genes Stably silenced genes dochazi k trvalému
A . umlceni, vazba dalsich
: 10300 Vo400 T 10600 VoToo “ LHP1 binds
ADE" 108 & CHNERG D BN 00D MEO DN 1GMT>0 <SONMOAM $10000 COVMMIGONIOE 100 KIDNE>D D40 CHIOIDOR I0MII | DI 1 | specifically to modifikujicich faktoru
TR 0 e e EEETIIY T R EET B TR AT H3K27me3

| ::Hlll PR |i|‘l I | IJ..‘ lul 2 bk

genovych oblastech,
H3K27me3

el bk i M

:
& 206 Aaihin Stk el Pt Sckeiini distribuce

M 2 * H3K27me3 pouze v
|u|




Uloha PcG proteind v bunééné paméti

In Su(z)lQ‘ 7
mutantare'all
segments:s
transformed into
the elght £copy

m|sexpre5§10n of |
the Abd—B' ene

k"“‘l

Homeotic mutation — mutation displacing body parts (homeosis) Grossniklaus 2013



Koncept bunéecné pameti — TrxG proteiny

Pozitivni regulatory bunécéné
pameéti
* TrxG

Negativni regulatory bunécné
\O6F OFF paméti
i 1
INININ | N S  PRC1
. * PRC2

Kingstone 2014



SWI/SNF rodina chromatin remodelujich
proteint u modelovych organismu

Oproti PcG proteinlm, TrxG jsou vice
divergované
Nékteri clenové TrxG patfi napft. do
SWI/SNF rodiny
Funkce ,readers and writers”
Rodina BRM
* Vsichni ¢lenové maji ATPase a
Bromo-doménu (afinita
acetylovanych residui)
* Kazdd jednotka obsahuje gen
SWI/SNF rodiny a alespori 8

dalsich podjednotek

A GKT DEGH
o
BRM - .
ATPase domain Bromo
B Yeast C Drosophila D Human
SNF11
SWI1
SWI2/  swe73 OSA BAF250
SWPsf/’_SNFz_ E BRG1 or ’%ﬂjgﬂ;

SNF6  SWP29

SWI/SNF

RSC2
RSC1
STH1 i
RSC4 A
P 2 S C 13
I3~ SWI3
v = 2SC14
P7TMSFH1 JARP9.

RSC6

RSC3 RSC9 RSC7 RSC15

RSC

hBRM o

PBAF Kingsto

ne 2014



Known function

ATP-dependent chromatin
remodeling

Histone methyltransferases

Mediator subunits

Cohesin subunit

Transcription factor

Growth factor receptor

Other

Drosophila

BRM

OSA

MOR

SNR1
Kismet (KIS)

Trithorax (TRX)

Absent, small or
homeotic 1(ASH1)

Kohtalo (KTO)
Skuld (SKD)
Verthandi (VTD)

Trithorax-like (TRL)

Breathless (BTL)

Sallimus (SLS)
ASH?2

Organism

Human

BRG1/HBRM
BAF250

BAF155, BAF170
hSNF5/INI1
CHD7

MLL1, MLL2, MLL3

MILL4, hSET1 hASH1

TRAP230
TRAP240
Rad21

BTBD14B

FGFR3
Titin
hASH2Lb

Yeast

Swi2/Snf2, Sthl
Swil/Adr6
Swi3, Rsc8
Snf5, Sfhl

Setl

Srb8
Srb9
Sccl/Rad21

Bre2

Complexed with non-

trxG proteins?

Yes (5-10)2
Yes (5-10)
Yes (5-10)
Yes (5-10)
NK

Yes (5-20)

NK

Yes (13-24)
Yes (13-24)

Yes (>3)

No

NK

NK
Yes (5-20)

Kingstone 2014



Srovnani TrxG a
PcG interakci

Obé rodiny obsahuiji proteiny, které
kovalentné modifikuji histony a

nekovalentné modifikuji chromatin

Modifikace mohou nebo nemusi zvySovat
afinitu TrxG komplexd (SWI/SNF and KIS),
PcG (PRC2 and PRC1) a jinych faktoru

vedoucim k aktivnimu nebo umiléenému

chromatinu

Modification of nucleosomes by trxG proteins
(ASH1, TRX)

SWI/SNF

@ h
TF
P
» v — <

Recognition of modification by trxG proteins
with chromatin-remodeling activity
(SWI/SNF, KIS)

Active transcription

Inhibition of
remodeling

Modification of nucleosomes by PcG proteins
(PRC2)

Recognition of modifications by PcG proteins
(PRCH1)

Heritable repression

H3K4me3 % H3K36me2/3 % H3K27ac #H3K27me3 H2Bub1

Kingstone 2014



Uloha segmentacnich proteinC Thritorax a
Polycomb pfri vyvoji larvy drozofily

* Hranice abd-A a ostatnich Hox genU jsou nastaveny pameétovymi
proteiny trxG a PcG a ,,off“ ,,on” expresnim stavem, délicich embryo
do 14 segmentu BRM je asociovan s RNA Poll

~{AbdA

trxG

Embryonic, larval, Adult
pupal development

Establishment .
(segmentation genes)

Early embryo

Kingstone 2014




trxG mutace blokuje aktivaci Hox genu v PcG
mutantech

Scr expression in leg imaginal discs Adult phenotype

* Normalni vyvoj Wwild type

» Aktivace Hox genl

PcG mutant
v PcG mutantech

PcG/trxG
double mutant

* Absence Hox genu
v disledku mutace |
trxG [ A%}

First leg Second leg Third leg First leg Second leg
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Epigeneticke reprogramovani u savcu

* Ke kompletnimu odstranéni
epigenetickych znacek dochazi

béhem vyvoje u savcl 2x
* Ranna faze embryonalniho vyvoje

* Vyvoj zdrodecnych bunék

= doba sensitivity k vliviim prostredi je
nejsilnéjsi v obdobi specifikace
zarodecnych bunék a nasledné v prvni
fazi meiozy (druhd faze-dozravani
oocytl a spermii, u ¢lovéka se lisi-zeny

8-10 let, muzi 9-12 let)

sperm

oocyte

Vyvoj /
zarodecnych A |
bunék 8/

mid-gestation
embryo

zygote

gastrula

Pre-implantacni
doba ranného
vyvoje

4 cell
embryo

morula

blastocyst

trophectoderm

placenta

epiblast



Rozdily ranného a PGC reprogramovani

4 i
Fhapte, |
{ail~ |
Wl f

—> Somatic maintenance |
L

— paternal genome
= maternal genome

>

Ranny vyvoj PGC vyvoj

DNA methylation

00 O 0 D ©

fertilised blastocyst .
egg epiblast primordial \\‘\
gametes germ cells gametes
* Rychla a aktivni demethylace paternalniho o \/ pozdnl'm V\7V0ji je odstranéni
senom DNA methylace rozdilnd béhem

* Pasivni demethylace maternalniho geomu spermatogeneze a oogeneze



Epigeneticke reprogramovani u savcu —
repetice a imprintovanée lokusy

b

]
L -

— imprinted genes
repeats (IAPs)

— paternal genome

— maternal genome

) S

Somatic maintenance

Ranny vyvoj PGC vyvoj

DNA methylation

m\ fertilised blastocyst _ ‘3?;.\\
egg E‘P'b'E st primordial

ametes erm cells ametes
g

Ochrana DNA methylace — Uloha maternalnich proteint v oocytech LiSi se ve spermiich a zralych vajickach



Epigenetické reprogramovani zarodecnych

buneéek

mid-gestation
zygote embryo
maintenance ( =~ maintenance
> H >

'|

-'".—"v-\..‘\-

adult

7N

resetting
<

somatic cells

primordial
@‘“—’\ germ cell \

Methylace na ICRs oblastech reguluje expresi
imprintovanych lokus(- DMRs (=, differentially

methylated regions”)

Lokusy liSici se urovni methylace mezi vzorky
nebo alelami navzajem

* tDMR - bunécné specifické

* cDMR —rakovinné

* dDMRs - vyvojové

* rDMR - reprogramované

* AMR - alel-specifické

* aDMR — vékové specifické

Uloha maternalnich faktord



Aktivita DNMT and TET enzymu behem

reprogramovani

Somatic tissue
differentiation

s DNMT3A
DNMT3B
ssssssssss—— DNMT3C

eessss—— ET1

Fertilization ;' Birth

| Sperm : , , . ‘I‘ % , . '

100 xﬁo ' Mz%ﬁe Ranny vyvoj stem cells A B PGC vyvoj fr— N

| ¥ 'Muroidea
75 DNMT1 excluded ¥, '
Fok from nucleus e ;
g : y :
™ 50 ~1 : Q{ :
: O | '
> ' |\ [
= : '
8 | Epiblast :
O . extra-embryonic :
8- ¢ s tissues :
0 E Blastocyst ~  TEEENO A LPF T mmoetees pesees [feeen-
: J L
| 1] ] ] 1y ]
Mouse: E0.5 E3.5 E6.5 E13.5 Owulation
Human: EO0.5 EB El4 W7-10 Owulation

TET3, DNMT 3a, 3b — de-novo methylace

m=) TET1, TET2 M) DNMT 3a, 3Ca 3L

Greenberg 2019



Epigeneticke reprogramovani u savcu shrnuti

Zarodecné bunky
*  Paterndlni a maternalni genomy maji
odstranény vsechny znacky (reset)

* Repetice jsou umléeny

* Imprintované geny maji odstranény

imprinting
*  Vyhradné ve vajicku

*  Vyhradné ve spermiich

Pre-implantacni perioda

*  Paterndlni a maternalni genomy maji
odstranény vsechny znacky (reset)

*  Repetice zUstavaji umlceny

* Imprintované geny si ponechavaji
imprinting dle pdvodu (uloha

maternalnich proteint)

sperm
oocyte
|
Vyvoj N\
, v Co N
zarodecnych i |
(HLS
bunek N4

mid-gestation
embryo

©

zygote

4 cell
embryo

morula @

blastocyst

gastrula

(N

Pre-implantacni
doba ranného
vyvoje

\ trophectoderm

placenta

epiblast



Epigenetické zmeény navozené umelym zasahem

e PUsobeni prostredi
e Zmeény prostredi v pribéhu sensitivni periody
 Overkalix
* Holandsky hladomor = ,thrifty phenotype”

* Dieta, maternalni péce aj.

» Védecky- nebo klinicky-navozené zmeény
* ART, klonovani, somatické reprogramovani



Maternalni programovani epigenetickych stavu

Maternalni péce jako model ,experience-dependent” chromatinové plasticity

- re
materska péce o novorozence

(lizani a mazleni)

SPATNA MATERSKA PECE

DOBRA MATERSKA PECE
vysoka exprese genu kodujiciho nizka exprese genu GR,

glukokortikoidni receptor - DNA-metyltransferaza STRESOVA PSYCHIKA
STABILNI PSYCHIKA DOSPELEHO DOSPELEHO POTOMSTVA

POTOMSTVA (Ac = acetylace histonu) (CH; = metylace DNA)




Historie

bunécného
reprogramovani

Study of teratocarcinoma

cell lines
SCNT developed Cloned frogs from
in frogs differentiated cells
1950 1960 1970
| | |
—— Al
2006 2007 2008
First iPSCs Improved iPSCs with Human iPSCs
generated germline contribution generated

Sox2

Integration-free
iPSCs reported

Treatment of mouse disease

models with iPSCs

"'*.MyoD reprograms
fibrobiasts to muscle

" Mouse ES celis

isolated
1980 1990
| I
2009 2010
Transdifferentiation

acinar to f cells

Dolly the sheep

Human ES First iPSCs
cells isolated generated

2000 2006 201(¢

|
4

2011 2012

Transdifferentiation
fibroblasts to neurons

Reprogramming barriers
identified (cell cycle, Tgf-B, Nanog
differentiation, and chromatlin state, etc.

Proof-of-principle studies

of disease modeling with iPSCs

Hochedlinger 2015



Epigeneticke reprogramovani v somatickém
bunecnéem jaderném prenosu (klonovani) — ovecka
Dolly

* Fuze bunky izolované z vemene genetické

Scottish Blackface Finn-Dorset

(Cytoplasmic Donor) (Nuclear Donor)
& ] matky (Fin Dorset) a matky vajicka (Blackface)
j I% "‘ \ L . - v ré N4 erv v V Y 4 /7 V4
e Odstranéni bunky vajicka pred fuazi, nasledna
Enucleation Mammary Cells

stimulace déleni — embryo vlozeno do dalsi

matky Blackface

* Vek stejny jako geneticka matka, Dolly byla

Culture in vitro Q_/ Direct Current Pulse

Blastocyst

jedind ovce z 277 pokusU, kterd prezila do
dospélosti

"',,,J__ /3?5 Surrogate

“ewe - * Jméno po americké zpévacce — Dolly Parton
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Nizka Uspésnost klonovani a epigeneticke
nasledky

* Velké efekty v potomstvu — velky plod,

placenta

* Nedostatecné nastaveni

imprintovanych lokust

Imprintované geny reguluji rlst, hlavné v

placenté

Somatické jadro neprochazi PGC
reprogramovanim (ICR lokusy nejsou
»pre-nastaveny”, absence zmény
konformace chromatinu na Urovni gamet

— protaminy?)

Efekt maternalnich proteint pfi ranném

vyvoji — eroze ICR methylace

= imprinted genes

—— paternal genome
- Maternal genome

DMA methylation

A ES cell—poised

repeats (IAPs)

Somatic maintenance

AN

ONO 0 ) O
&), =

Qx\\ fertilised blastocyst .
eqq epiblast primordial

gametes germ cells gametes




Odkaz ovecky Dolly

* Dalsivelka zvirata - prase, jelen, koné a skot

* 2007 —tym, ktery klonoval ovecku Dolly zhodnotil, ze klonovani a jeho maly Uspéch je nedostatecny pro cloveka
e 2014 - Cinsti védci dokazali mit 70 — 80% uUspésnost pri klonovani prasat

* Vyzkum kmenovych bunék!

China cloning on an 'industrial scale'

Science editor

Klonovani
ohrozenych
druhl/druht
na pokraji
vyhynuti?
=kozorozec
pyrenejsky




Pro Uspésné reprogramovani musi byt kontrolovany a
kombinovany specifické transkrip¢ni faktory — snizeni
pluripotentni bariéry

Vyuziti inhibiénich |atek pro zvySeni uspésnosti — riziko

globalniho afektu a mutageneze?

Jspesnost bunecneho reprogramovani a
nlavni faktory vedouci k pluripotenci

c-Myc — homologie onkogenu viru Myelocytomatosis,
transkripcni faktor obsahujici helix-loop-helix a motif zikového

prstu, reguluje celou fadu pro-proliferativnich gent

Oct4 — ,,“octamere-binding transcription factor 4“ — aktivni jako
maternadlni faktor v oocytech a v preimplantacni periodé,

zabranuje diferenciaci=udrzuje pluripotenci

KIf4 — , Krupple like factor 4“ — transkrip¢ni faktor, motif
zinkového prstu, regulace telomerdzy, kontrola bunééného cyklu

a poctu centrozom( (geneticka stabilita)

Sox2 — ,sex determining region Y-box 2“ obsahuje HMG
doménu, transkripéni faktor pro udrzeni pluripotence a déleni,

rizné urovné mohou vést k diferenciaci



Epigeneticke reprogramovani somatickych

buneéek

Pluripotent Cell

e s N
—~— T T %

»Slozitost”
epigenetického
reprogramovani
je dana drovni

bunécné
diferenciace

Ectoderm Endoderm

Kazda droven bunécné diferenciace vyzaduje

Zménu stdvajicich modifikaci
Kontrola bunééného planu (vnitfni plan)
Kontrola bunécného planu ve vztahu k okoli

Ziskani novych modifikaci

Umeéle vyvolané reprogramovani vyZzaduje

Odstranéni typoveé specifickych modifikaci
Obnoveni modifikaci udrzujicich pluripotentni stav
Obnoveni stavu chromatinu

Udrzeni imprintovanych oblasti

Odstranéni XCl (u samicek)

Specifita epigenetickych a ,,dosud” neznamych faktord?



ES cell—poised 'S

Specifita modifikaci
cytosinu - uloha?

Enhancer‘ Promoter ,

| | if

r‘-'&TDG and cell division/’
N\ J

@ v * Neznamy kontext funkce pfi

bunécné diferenciaci — uloha?

Neuronal gene—active e Oxidace 5mC na jeho derivaty v

ES bunkach — mozna blokace

udrzovacich methylaz

Enhancer Promoter Gene . . . L,
e Oxidac¢ni derivaty 5mC mohou

Neuronal gene—silent ménit funkci/expresi nékterych
genl u termindlné
diferenciovanych bunék
(Purkynovi bunky)

Enhancer

Modifications of the cytosine base

Cytosine 5-methylcytosine 5-hydroxymethyl- 5-formylcytosine 5-carboxycytosine . . .
@ @ @ @ Kriaucionis 2014

cytosine




Epigenetické reprogramovani a Uspesnost
klonovani

Regenerated organ
from iPS cells

iIPS cells

Globalni transkriptomické zmény mezi klony naznacuji velké abnormality
na epigenetické Urovni regulace (stejny genotyp — rozdilnost v Urovnich

exprese)

Vyssi Uspésnost dosazena pridanim latek, které narusuji epigeneticky

stav bunky (inhibitory methylaz aj.)

Vyuziti
* iPS— ,embryonic stem cell-like pluripotent cell” odvozené ze somatické buriky

* Terapie — ziskani kmenovych bunék pacienta s urcitou poruchou, regenerace

organu?

Etika — bez podpory se nem(ze vyvijet, chybi placenta=neni embryo



/droj pluripotentnich bunéek

Kultivace bunék blastocysty
Jaderny prenos do oocytu
Bunécna fuze

iPS (in vitro reprogramovani —

retrovirovy vektor — Oct4, Sox2, Kif4,

c-Myc)

iPS reprogramovani a dediferenciace
neni identicka k in vivo oplozeni a

materialu

Blastocyst
explantation

Blastocyst

%)

ES cells

- Tool to study self-renewal,
development, and disease

- Mo patient-specific cells

- Ethical/legal issues

Muclear transfer

| S

o |

y 5.2 |
Somatic cell

+ v

Enucleated
oocyle

%)

MT-ES cells

- Tool to study developmental

potency of nuclear genome

- Unbiased approach to

reprogram a cell's epigenome

- Technically challenging
- Ethical/legal issues

Cell fusion

)
,'I_a

~]
- |
e

Somatic cell

+

a3

Pluripotent cells

S

Pluripotent hybrid cells

- Tool to study dominance of

cellular states

- Genetic complementation studies
- Aneuploidy complicates genomic

and developmental studies

- Mot suitable for patient-specific

cells

In vitro
reprogramming

e

|
J o |
L—

h,

Somatic cell
+

Gene A
Gene B
Gene C
Gene D

%)

iPS cells

-Tool to study pluripotency,

reprogramming, and disease

- Source of autologous cells
- Simple derivation process
- Mo ethical/legal issues

- Molecular and functicnal

equivalence with ES cells
unresolved

Hochedlinger 2015



Mozneé terapeuticke vyuziti iPS

* Dva priklady iPS pro |écbu SMA
(spinalni svalova atrofie)

* Maturace SMA-iPSCs v
neuronové bunky a hledani
novych latek inhibujici
degeneraci motorickych

neuronU

e Oprava mutaci postihujici geny
vedouci k SMA a transplantace
opravenych motorickych

neuronu zpét do pacienta

"t Motor neurons dying

Treatment of patient(s) AN
with drug 4 Transplantation of
¢ genetically matched
N healthy motor neurons
> ®, -
SN

SMA-specific drugs SMA patient

Healthy motor neurons

.. e £ &
modeling Kif4 therapy

3
Screen for drugs Oct4@
that prevent motor
neuron death

In vitro

]
.So 2 maturation

Skin biopsy E-- E '*-—E

Repaired iPSCs

SMA motor neurons

\ o~
In vitro %%
\&__’_—

maturation Repair of disease-causing
mutation in SMN
gene-by-gene targeting

Hochedlinger 2015

SMA iPSCs



/meny v epigenetickém reprogramovani v
dusledku ART

» Efekt ICSI (, Intracytoplasmic Sperm e
Injection”) nebo IVF (,In Vitro )
Fertilisation”) — et @U
* narust v poctu BWS a AS syndromu (ICSI) e
— maternalné prenosné (1/300 000), u
ART déti nizké riziko v Qsperm I Yol

* Mozné problémy s fertilitou, zavislé na
veku matky
* Naruseni sensitivni periody

* Zména efektu maternalnich protein( z
dlvodu odbéru oocytll — mozna eroze DNA
methylace a imprintovanych lokust béhem

ICSI

ra nného Vy,VOje P | E)Insemination | ] Fertlh atlon

nvelves the injection of a single ishe: 1 aif i|||.uIJu!'_r
sperm directly into a mature egg. | ril _,-dl 16 IEI afer inse ation

* Transgeneracni efekt?

Embryeo transfer
$\
| 4 1] V|tr|ﬁca ion :’ )

" H]Embryc tran"fen _;: y
S

MLSL 0718 0521



/meny v epigenetickém reprogramovani v
dusledku ART

— imprinted genes
repeats (l1APs)

- paternal genome

— maternal genome

AT

DNA methylation

00 O f§ o O

fertilised blastocyst Q:.\

eqqg ICSI/IVE epiblast primordial

, . ) arm cells ametes
Kultivovani in vitro g 9
Mechanické zachdzeni s embryem Odbér zarodecnych bunék?

gametes




Dékuji za pozornost!
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