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1 UvVOoD

Téma tejto bakalarskej prace je v zasade evoluCne-vyvojovo
biologicka. Hoci sa o evolucii zmiefiujeme iba kontextualne, je to
platforma tvoriaca ramec celej prace. Zaroven chceme aplikovat
genocentricky pohlfad na dynamiku vyvoja; obecne ako je variacia
fenotypu zavisla na génovej variacii; a konkrétne v tomto pripade, ako sa
epigeneticka regulacia expresie génov podpisuje pod variabilitu fenotypu.

Epigenetika je relativne mlady rozvijajuci sa odbor, ktory vznikol v
kontexte vyskumov v genetike a biochémie. Zaklad pre vznik epigenetiky
polozil v 30.rokoch 20.storoCia T.H.Morgan; zaujimala ho pricCina
genomickej ekvivalencie; preCo sa bunky s rovnakou genetickou vybavou
dokazu diferencovat a plnit 3pecializované funkcie v priebehu
ontogenézy . Dnes sa uz vie (Spivakov et al., 2007), ze sa embryonalne
kmenoveé bunky dokazu Specializovat bez zmeny v samotnom gendme a
Ze tieto procesy zmeny riadia "nad-genetické" regulacie. Tie "nad-
genetické", alebo epi-genetické regulacie (termin epigenetika zaviedol v
40.rokoch 20.storo€ia Conrad Waddington) zacCala skumat vyvojova
biolégia v suvislosti so zmenami v postzygotickom obdobi zarodku.
Mikrobiolog David L. Nanney v 50.rokoch zacal rozliSovat dva typy
systémov bunkovej kontroly. Prvy systém funguje podlfa prediohy
predpisanej sekvenciami DNA; to je geneticky systém. Druhy, s odkazom
na Waddingtona, je epigeneticky systém a urluje Specifické nastavenie
genetickej informacie pre konkrétnu bunku, priCom zdoraznil, Ze
epigeneticky systém je zavisly na genetickom (Deichmann, 2016).

Faktory epigenetickych regulacii, ktoré ovplyviuju vypnutie alebo
zapnutie génu, sa nachadzaju v samotnom organizme a su telu vlastné,
prikladom moéze byt chybna translacia mRNA, ktora spusti proces
epigenetickych zmien, alebo sa zdroj méze nachadzat mimo organizmus
vo vonkajSom prostredi, napriklad v ovzdu$i, v potrave, v chemickych
latkach okolo, ale napriklad aj v strese, ktory na organizmus pdsobi.



Termin epigeneticka krajinka, ktory pouZil Conrad Weddington, je
metaforicky vyraz pre bunku, ktora pofas svojho vyvoja meni
metabolické drahy v zavislosti na zmene Zivotnych podmienok.
Weddington pri pokusoch s octomilkou (Drosophila melanogaster)
zistoval, nakofko mézu vonkajSie environmentalne podmienky vyvolat
zmeny v metabolizme buniek veducich k odliSnému fenotypu, a ¢&i tuto
zmenu mobzu zdedit dalSie generacie (Viskot, 2010). Terminom
epigenetika definoval fenotypové rozdiely pozorované v nepritomnosti

genetickych zmien. Slovo "dedi¢nost” je obsiahnuta aj v inej definicii
epigenetiky podla Gerdy Egger. "Pojem Epigenetika zahrria vsetky
meioticky a mitoticky dedicné zmeny v génovej expresii, ktoré nie su
kdédované v samotnej sekvencii DNA" (Baedke,2013). Epigenetické
regulacie spdsobuju najCastejSie vypnutie alebo zapnutie génu, pripadne
oslabenie, alebo zosilnenie jeho u€inku. DNA metylacia alebo acetylacia,
modifikacia a fosforylacia histébnov, gendémovy imprinting alebo
remodelizacia chromatinu; vSetky maju ucinok na remodelaciu
epigenému’ s dosahom na zmeny vo fenotype?, ale tento stav nemusi byt
stabilny; niekedy vSak mdze napriklad metylacia cytozinu spdsobit
bodovu mutaciu génu a ta, pokial sa prenesie do dalSej generacie moze
vyvolat evolucné zmeny.

Fenotypova plasticita spbsobena regulaciou expresie génov
vyvolanou environmentalnymi faktormi otvorila diskusie na tému, nakolko
sa rovnaky fenotyp indukuje prostredim v kazdej dalSej generacii znova aj
bez dediénosti. CiZze epigeneticka variabilita fenotypov s rovnakou
genetickou informaciou by mohla umoznit vacsie prispdsobenie sa
prirodnému prostrediu bez nutnosti tlaku na zmeny genému, Cim by
zvysila adaptabilitu organizmu, hoci to spomaluje evoluciu. Na druhej
strane, pokial vyvolana epigeneticka zmena vedie k novému dedicnému
fenotypu, ktory zostane stabilny aj pri zmenach prostredia, na procese
evolucie sa zucCastnuje.

! epigendm - gendm obsahujuci epigenetické zmeny.
fenotyp - suhrn vonkajsich dedi€nych znakov a vlastnosti organizmu dany realizaciou
genotypu.



Vyskumy regulacie génovej expresie vonkajsimi faktormi sa rozisli
dvomi zakladnymi smermi. U prokaryotickych organizmoch sa postupne
zistilo, ze je ich adaptabilita zavisla na schopnosti vypinat a zapinat gény
v reakcii na zmenené environmentalne prostredie. Schopnost’ zapinat' a
vypinat' gény podfla potreby totiz vyznamne Setri energiu organizmu, na
rozdiel od stavu permanentnej pohotovosti zapnutych génov. Stav
ziskanej génovej expresie dokazu jednobunkové organizmy nasledne
dedit po celé generacie (Neuhof et al.,2016). U eukaryotickych
organizmoch sa vyskumy sustredili na modelové organizmy prvokov a
kvasiniek a niektorych druhov rastlin, u bezstavovcov na hlistice a
octomilku, ale nasu pozornost nasmerujeme predovsetkym na cicavce a
na Cloveka. Je nutné zdéraznit, Ze samotny komplexny eukaryoticky
organizmus si zlozito reguluje svoje stale vnutorné prostredie
(hormonalne, rastovymi faktormi), takze je tazké rozliSit mieru, nakofko
su epigenetické faktory rozhodujuce pri regulacii expresie. V skuto€nosti
vonkajsi faktor ovplyvni expresiu len niektorych génov, ale nasledne az
ich génové produkty ovplyvnia expresiu inych, dolezitejSich génov, takze
kone¢na regulacia majuca dopad na fenotyp je vysledkom viacerych
regulacnych elementov (Matou$ et al.,2010, str.334). Pokial je vSak
expresia génu indukovana v jednej, napriklad somatickej bunke, prenesie
sa aj do dceérskej bunky a tento typ dedi¢nosti je obvykle vysoko stabilny
a mbze sa prejavit vo fenotype (Jablonka a Lamb.,1998). Ale uz nemusi
byt stabilny v medzigeneratnom prenose. Kedze vacsSina pokusov sa
vykonava v experimentalnych umelych podmienkach, nie je uplne jasné
nakolko sa tato variabilita prejavi v populacnej dynamike. Jedna Cast
epigenetiky sa preto venuje ekologii, kde sa vysledky molekularnych
studii a riadenych experimentov overuju v prirodnych populaciach
(Baedke,2013).

Epigenetika je teda multidisciplinarny odbor, ktory v sebe zahfha
syntézu molekularnej, vyvojovej a evolucnej biolégie ako aj ekoldgie. V
suvislosti so zameranim na Cloveka v ramci vonkajSich epigenetickych
faktorov nie su nepodstatné ani kulturne vplyvy. Da sa povedat, Ze a;j

kulturne vzorce v stravovani, v lie€eni, v odolavani stresu atd., maju vplyv
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na regulaciu génovej expresie s u€inkom na fenotyp, variabilitu a na
dedi¢nost. To je vlastne dovod, preCo som si primarne vybrala tuto tému.
Tak ako je genetika a biochémia Cloveka spata s biologickou
antropoldgiou, suvisi epigenetika tiez s kulturnou a socialnou
antropoldgiou.

Ci sa epigeneticka regulacia expresie génov zug&astfiuje procesu
evolucie je otazka, na ktoru odpoved sa hlada v procesoch, ktoré
prenasaju expresiu do dalSej generacie. Nakolko je tento prenos stabilny
a nakolko reverzibilny? Nas budu zaujimat epigenetické regulacie
ovplyvhujuce génovu expresiu u rodiCa, ktoré sa nejakym spdsobom
prejavuju a zasahuju do embryogenézy jeho potomkov. Vedie nas k tomu
predpoklad, Zze pokial niektoré typy epigenetickych regulacii nesu
potencial evoluCnej zmeny, musia sa urCitym spésobom prejavit v
embryogenéze. Dal$im ciefom tejto prace bude najst odpoved na otazku,
nakolko su epigenetické regulacie génovej aktivity prenasané v
embryogenéze na potomka zavislé na pohlavi rodiCa. Logicky
predpoklad je, Ze sa viac prejavia maternalne epigenetické vplyvy, kedze
navySe pdsobia na gendm potomka in utero. Pokial je to tak, vacsi
potencial evoluénej zmeny maju dedicné epigenetické regulacie
pdsobiace na embryo v materskej linii. Dalej nas bude zaujimat, ako a
aké vonkajSie environmentalne faktory ovplyviiuji embryonalny
epigeneticky program skrz parentalne epigenémy.

Pre potreby bakalarskej prace bude najvhodnejSou metédou
zmapovanie vysledkov vedeckého badania v tejto oblasti. Aby sme mohli
poskytnut relevantné odpovede, bude potrebné sa zoznamit s
epigenetickymi regulaciami obecne v eukaryotickych organizmoch a s
ohfadom na €loveka v gendme cicavcov a vysvetlit zakladné mechanizmy
epigenetiky. Z dostupnej odbornej, prevazne zahranicnej literatury
preStudujeme clanky s problematikou epigenetiky a ujasnime si vyber
konkrétnych epigenetickych mechanizmov. BlizSie jednotlivé typy
epigenetickych regulacii budeme Strukturovat do samostatnych
podkapitol, pricom vysledkom a zaroven ciefom tejto bakalarskej prace
bude zodpovedanie vyskumnych otazok: Je epigeneticky regulovana
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expresia génov transgeneracne prenosna? Je epigeneticky podmienena
expresia génov transgeneracne stabilna? Je prenos expresie génov z
rodiCa do embryogenézy potomka zavislé na pohlavi nositela (na pohlavi
embrya)? Napriklad aké vonkajSie faktory iniciuju aktivitu regulacnych
mechanizmov? Ako vonkajSie faktory iniciuju aktivitu regulacnych
procesov expresie tohto typu? V zavere€nej €asti zhrnieme nadobudnuté
informacie a vysledkom by mala byt syntéza poznatkov poskytujuca
blizSiu predstavu o tom, aky vplyv maju konkrétne typy epigenetickych
regulacii aktivity génov u rodiCov na embryogenézu ich potomstva s
ohladom na mozny potencial evolu¢nej zmeny.



2 GENOVA EXPRESIA

Génova expresia je komplexny proces vyjadrenia genetickej
informacie, ktora je ulozena v DNA. V tomto procese dochadza k prepisu
genetickej informacie zo &truktirneho génu® do mRNA a nasledne do
Struktury polypeptidového retazca. Vysledny protein ako produkt génu
podmienuje funkcie bunky.

Priblizne z 30 000 génov ludského gendmu vznika 1x10° proteinov,
pricom len ich mala cast dokaze fungovat izolovane; vacsina
spolupracuje s ostatnymi formou proteinovych sieti, v ktorych vzajomné
vazby prechodne vznikaju a zanikaju. Signaly z vonkajSieho prostredia sa
prostrednictvom receptorov prenasaju do vnutra bunky pdsobenim
proteinovych interakcii signalnych molekul. Tym ovplyviuju rbzne
bunkové procesy, medzi nimi aj expresiu génov®. Pre pochopenie
expresie genov je dblezité poznat nielen Strukturu DNA, ale tiez priebeh
bunkového cyklu, samotnu Strukturu jadra a chromatinu, ktory sa v nom
nachadza.

2.1 Genetické urovne génovej expresie

Génovu expresiu z pohladu genetiky je mozné rozdelit do znamych
zakladnych procesov ako je transkripcia DNA do RNA odohravajuca sa v
jadre bunky, v ktorej prebieha aj uprava RNA-transkriptov realizovana
pridanim ciapoc¢ky, polyadenylaciou a odtranenim intronov. Po tychto
posttranskripnych  modifikaciach pre-mRNA sa vysledna mRNA
transportuje cez jadrovu membranu do cytoplazmy a tam sa spaja s
ribozGmami nachadzajucimi sa na membranach endoplazmatického
retikula. Po spojeni mRNA s ribozémami prebehne nasledna translacia
do polypeptidov a taktiez posttranslaéné upravy novo nasyntetizovanych
proteinov. V eukaryotickych bunkach su tieto deje fyzicky oddelenég,
kedZe priebiehaju v organelach na réznych miestach. Gény délezité pre

% struktarny gén - Gsek DNA na chromozéme, ktory sa prepisuje do mRNA.
* Vavrova, dostupné na: http//:genetika.upol.cz/download.aspx?id=312&t=0)



chod bunky sa exprimuju neustale, ale ostatné gény sa aktivuju iba vtedy,
ked su ich produkty v bunke potrebné. (Snustad a Simmons, 2009)
Génova expresia je proces dynamicky, previazany a neustale
regulovany na urovniach, ktoré spolu Uzko suvisia a su tiez odpovedou
na zmeny bunkového prostredia.

2.2 Epigenetické urovne génovej expresie

Regulacia génovej expresie v Strukture bunky sa uskutoCnuje na
troch urovniach a riadia ju faktory, ktoré sa mézu nazyvat’ epigenetické.
To "nad" genetické riadenie spocCiva v tom, ze aktivitu génov reguluju
bunkové faktory, ktoré sa nachadzaju mimo DNA (Wells, 2005). Podla
MatouSa, "mechanizmy tychto regulacii nie su zapisané v sekvenciach
baz DNA a prebiehaju ako bezprostredné reakcie bunkovych elementov
na zmenené podmienky nachadzajuce sa mimo DNA". V podstate vSak
treba mat zakazdym na zreteli, Ze genetické a epigenetické faktory
pdsobia v bunke spolu a su¢asne(Matous, 2010).

Regulacia génovej expresie prebieha v principe na troch urovniach
v ramci urcitej perspektivy. Na tej najvy$Sej pdsobia regulacie na urovni
bunkového jadra a suvisia s teritériom, ktoré tam zabera chromozém v
interfaze® bunkového cyklu. To ako sa chromatin (viac v kapitole 3.2.1) v
ramci tohoto teritéria v bunkovom jadre priestorovo organizuje, vytvara
urCité Specifické oblasti - domény, ktoré maju odlisné funkcie a
makromolekularne zlozenie. Existuje predpoklad, Ze lokalizacia génov v
ramci konkrétnych domén bude ovplyvhovat ich aktivitu (van Driel, et
al,2003).

Samotny chromatin je platforma pre druhu uroven regulacii génovej
aktivity. Na tejto urovni odraza aktivitu génov stav konformacie
chromatinu nachadzajuceho sa v réznych miestach jadra v interfaze

bunkového cyklu. Geometrické usporiadanie chromatinu ovplyvnuju

® interfaza bunkového cyklu - obdobie, kedy sa bunka pripravuje na delenie.



faktory, ako napriklad metylacia DNA, modifikacia histbnov a enzymy
remodelujuce chromatin (Maston et al.,2006).

Na najmensej urovni prebieha regulacia poas génovej transkripcie
a vztahuje sa k regulacii individualneho génu prostrednictvom
regulacnych sekvencii ako su promotory, tzn. useky na DNA, ktoré
rozpoznavaju prislusny gén prostrednictvom enzymu RNA polymerazy I
a iniciuju transkripciu rozpoznanim jej zagiatku (Okano et al,1999). Dalej
su to enhancery a silencery, ¢o su zosilovace a zoslabovace transkripcie.
Na tieto sekvencie sa naviazu Specialne regulacné proteiny a RNA
polymerazy , ktoré zvySuju expresiu prislusnych génov. Interakcie medzi
zosilovacmi a promotormi dokazu zablokovat' iné kratke sekvencie DNA
tzv. izolatory (Snustad a Simmons, 2009).



3 TYPY EPIGENETICKYCH REGULACII

V tejto kapitole si vysvetlime mechanizmy uréitych typov modifikacii, ktoré
epigeneticky reguluju expresiu génov v bunke. Je to klasifikacia podla
nositelov prenasanej epigenetickej informacie. Je mozné ich rozdelit na
urCité  zakladné skupiny; chemicka modifikacia Standardnych
aminokyselin DNA ako je napriklad metylacia alebo demetylacia, ktora sa
uplatiuje tiez ako posttranslaéna modifikacia; potom su to zmeny v
stabilite transkriptu a v posttranslacnych upravach na urovni mRNA; tiez
su to modifikacie histonov, napr. metylacia alebo acetylacia, ktoré maju
vplyv na Strukturu chromatinu; pricom jednotlivé typy modifikacii, tak ako
ilustruje obrazok ¢.1, sa navzajom ovplyviiuju a medzi sebou interferuju
(Moosavi and Ardekani,2016).

3.1 Metylacia a demetylacia DNA

NajCastejSou epigenetickou modifikaciou DNA v eukaryotickych
organizmoch je metylacia cytozinovej bazy nukleotidov DNA bez zmeny
jej kdédujuceho vyznamu. Je to proces, v ktorom dochadza k naviazaniu
metylovej skupiny (-CHj3) na cytozin (obr.2). Tato reakcia je katalyzovana
pomocou DNA-metyltransferaz (DNMT) a zdrojom metylovej skupiny je
aminokyselina S-adenosyl-L-methionin (SAMe). Prostrednictvom DNMT
sa kovalentne modifikuje uhlik cytozinovej baze najCastejSie v pozicii 5 na
mieste CpG dinukleotidov (Jones a Takai, 2001).

Demetylacia DNA je proces, pri ktorom dochadza k odstraneniu
metylovej skupiny z 5mC. Tento proces mdze byt do urlitej miery
pasivny; po replikacii DNA sa novy retazec nemetyluje (napriklad z
nedostatku DNMT), alebo aktivny; pokial demetylacia prebehne nezavisle
na replikacii, napriklad prostrednictvom nejakého hypometylacného
Cinidla (Bodorovsky et al.,2013).



3.1.1 Vyznam CpG ostrovéekov

CpG nukleotidy su v gendme cicavcov rozloZzené nerovnomerne a
takmer 80% z nich je metylovanych, avSak netyka sa to CpG
ostrovCekov. Pokial sa dinukleotidy CpG ("p" oznacuje fosfodiesterovu
vazbu medzi guaninom a cytozinom) vyskytuju na pomerne kratkych
usekoch DNA, je ich hustota v tychto miestach velmi vysoka a vtedy sa
tymto usekom hovori CpG ostrov€eky. V ludskom gendéme je asi 30 000
takychto oblasti a vac¢sinou sa nachadzaju blizko promotorov génu, v
ktorych sa zacCina transkripcia (Esteves et al,.2013). Cytoziny v
ostrov€ekoch nebyvaju zvyCajne metylované; vtedy ich stav napomaha
transkripcii. AvSak, pokial metylované su, reguluju génovu expresiu;
napr. spésobuju inaktivaciu prislusného génu (Jeanisch a Bird,2003).
Molekula DNA sa metylaciou pozmeni vo svojej konformacii na urovni
velkého Zliabku, ktora sa tym padom neprelina s normalnym parovanim a
v oblasti CpG ostrovov sa stava hypersenzitivnou na Stiepenie DNA
metyltransferazou. Metylacia teda spdsobuje chromatinovu prestavbu
(Daekin at al,.2014).

3.1.2 Vyznam DNA metyltransferaz

Enzymy, ktoré katalyzuju pridanie metylovej skupiny na cytozin su
DNA metyltransferazy. U cicavcov boli detekované tri druhy DNA
metyltransferaz. Enzymy DNMT1, DNMT2 tvoria prvé dve skupiny, tretia
skupina obsahuje enzymy DNMT3a, DNMT3b, DNMT3L. Niektoré
metyluju DNA de novo, ale vacsina metyluje iba nemetylované vlakno v
hemimetylovanej DNA. Pri replikacii DNA, pokial' je jeden retazec uz
metylovany (tj.nemimetylovana DNA), bude retazec, syntetizovany podla
metylovaného retazca tiez metylovany (Okano et al.,1999).

DNMT1 je oznaCovana ako udrzovacia metyltransferaza; oznacenie
suvisi s tym, Zze sa podiela na udrzovani a rozSirovani metylacnych
vzorcov, ktoré uz v bunke existuju. "DNMT1 funkéne interaguje so
Specifickymi enzymami, ktoré remodeluju chromatin, aby sa umoznila
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uplnd metylacia hemi-metylovanej DNA v chromatine (Schrader et
al.,2015) DNMT2 ma pomerne vysoku afinitu k transférovym RNA
transkriptom a uplatfiuje sa aj pri metylacii DNA (Scheafer et al, 2010).
DNMT3a, DNMT3b katalyzuju vznik novych metylacnych vzorcov na DNA
(de novo) poc¢as vyvoja na nemodifikovanom template DNA. Globalna de
novo metylacia sa objavuje v skorej emryogenéze po masivnej
demetylacnej vine, ktora nastava pocCas prvého bunkového delenia
(Guenther,2011), Potom je DNA metylacia znovu pripravena pre nové
epigenetické naprogramovanie. Gény pre DNMT3a a DNMT3b su vefmi
bohato exprimované v embryonalnych pluripotentnych® bunkach, kym v
diferencovanych sa udrzuje ich nizka aktivita. DNMT3L je enzymaticky
najaktivnejSi regulacny faktor de novo metylacii a ulah€uje vznik vazby
medzi DNMT a DNA. Funguje ako kofaktor’ pre ostatné DNMT.
Katalyticka aktivita DNMT3a a DNMT3b sa zvysSi pé6sobenim DNMT3L az
15-nasobne (Okano et al.,1999).

3.2 Histénové modifikacie
3.2.1 Histény a Struktura chromatinu

Chromatin, nachadzajuci sa v jadre eukaryotickej bunky, je v
podstate dvojzavitnica DNA zabalena do nukleoproteinového komplexu
prostrednictvom histénov (obrazok ¢.3 a ¢.4). Okrem nukleoproteinov,
DNA a histobnov obsahuje tiez proteiny nehisténovej povahy. Osem
histonovych proteinov zlozenych zo Styroch typov histonov — H2A, H2B,
H3 a H4 sa Specificky navazuju na DNA a vytvaraju zakladnu Struktdrnu
podjednotku chromatinu, takzvany nukleozém. Tieto histony obsahuju
kladne nabité aminokyselinové zvysky tzv.v N-terminalne konce, ktorych
sucastou je argin a lyzin, a vdaka kladnému nd&boju interaguju s
negativne nabitymi fosfatmi DNA, alebo s inymi proteinmi. Aminokyseliny

® pluripotentné bunky - viz kapitola 5.2
" kofaktor - nizkomolekulova, neaminokyselinova Struktura nutna pre funkciu enzymu.
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na N-terminalnom konci sa zucCastriiuju celej Skaly posttranslacnych
epigenetickych modifikacii ako je acetylacia, metylacia Ci fosforylacia.
Posttranslaéné zmeny histonov regulujuce transkripciu génov sa nazyvaju
histonovy kod. Histdn H1 oddeluje dva navzajom susediace nukleozémy,
takze ma najvacsi vplyv na skladanie, alebo teda na kondenzaciu
chromatinu do Struktur vy$sieho radu (obr.2) (Kimmins,2005).

Chromatin v jadre bunky podlieha réznym urovniam kondenzéacie a v
Ziadnom pripade nie je jeho Struktura staticka; navySe zakrucanim alebo
odkrucanim spbsobuje zmeny zloZenia Struktury chromozdémov. Pokial
chromatin obsahuje menej skondenzované (menej zakrutené) molekuly
DNA s rozvolnenymi vazbami s histonmi, je transkripne aktivny a
nazyva sa euchromatin; viac skondenzovany a teda viac zakruteny a tym
padom transkripne takmer neaktivny je heterochromatin. Schopnost
chromatinu zmrStovat sa alebo rozbalovat zavisi na miere chemickych
modifikacii histonu H1. Stupen kondenzacie ovplyviiuje mieru génovej
expresie. Viac skondenzovany heterochromatin je spojeny s vysokym
stupfnom metylacie DNA, a s nizkym stupnom acetylacie histénov
(Bannister a Kouzarides, 2011)

Velky vyznam pri prestavbe na heterochromatin ma protein HP1,
patriaci do nehisténovej frakcie chromatinu. Ma tri izoformy HP1a, HP1[3
a HP1y liSiace sa lokalizaciou aj funkciou; priCom kazda forma reaguje s
inymi enzymami a proteinmi. HP1 ma schopnost naviazat sa na
metylovany histon H3 a vytvorit' vazbu s globularnou ¢astou nukleozému
a tym spustit prestavbu na neaktivny heterochromatin(Geiman a
Robertson,2002).

3.2.2 Typy histonovych modifikacii

Medzi najCastejSie modifikacie histobnov patri metylacia a acetylacia
a ubiquitinacia lyzinu®, metylacia argininu® a fosforylacia threoninu®.

® lyzin - esencialna aminokyselina, kédovana kodénmi AAA aAAG.
o arginin - esencialna proteinogénna aminokyselina, pritomna hlavne v protaminoch a
histonoch.
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Modifikacie histbnov  ovplyvhuju  Strukturu chromatinu  zmenou
konformacie nukleozému, ¢&im usmerfuju pristupnost DNA pre rozne
proteiny a tak sa podielaju na regulacii génovej expresie. Histonoveé
modifikacie prebiehaju na réznych aminokyselinovych zvySkoch N-
terminalnych koncov a mézu mat podobné, ale aj uplne protichodné
funkéné efekty. Subory histonovych modifikacii, majuce opacné ucinky na
aktivitu génu funguju ako epigeneticky spina€. Vysledna konformacia
chromatinu vSak zavisi na vysledku ich celkovej interferencie. Napriklad,
pokial je metylovana pozicia H3K9 (metylacia lyzinu 9 na histone H3) a
naviaze sa na nu protein HP1, gén je neaktivny. Ale, pokial prebehne
fosforylacia na pozicii H3S10 (fosforylacia serinu'* 10 na histone H3),
aktivuje sa transkripcia génu, ale zaroven uz neprebehne metylacia
pozicie H3K9 (Deakin et al.,2014).

Pri metylacii histébnov je rozhodujuca pozicia aminokyselinového
zvySku lyzinu alebo argininu na N-terminalnom konci za pritomnosti
enzymu histon metyltransferazy (HMT-asa) (blizSie vysvetlené v kapitole
3.2.1.). Metylacia neovplyvriuje celkovy naboj histonovych koncov, ale
vdaka hydrofobnosti zvySuje prifnavost k molekule DNA, ktora je
odolnejSia voci Stiepeniu tym, Zze obmedzuje svojou uzavretou Strukturou
pristup proteinom. Predpoklada sa, ze metylacia histbnov ma
irreverzibilny charakter, pretoze zatial eSte neboli objavené ziadne
demetylujuce enzymy. Pokial demetylacia prebieha, jedna sa o
prirodzenu alebo riadenu degradaciu. To, ako metylacia histénu
ovplyvnuje transkripciu génu sa liSi podla toho, na akom type histonov a
akych aminokyselinovych zvySkoch metylacia prebehne a aka je ich
vzajomna kombinacia. Takze obecne sice metylacia histonov vedie k
umlCaniu génu, ale za urCitych konstelacii  spbsobi pravy opak
(Koryakov,2006).

Aktivita enzymu histon acetyltransferazy (HAT-asa) korenSponduje
s aktivitou transkriptného aparatu a je prepojena s aktivaciou

% threonin - esencialna glukoplastickda aminokyselina, kddovana tripletmi ACU,ACA,ACC a
ACG.
! serin - neesencialna, glukoplasticka aminokyselina, kddovana tripletmi UCU, UCC a i.
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transkripcie. Acetylacia prebieha na lyzine N-terminalnych koncoch
histonov, pricom kladny naboj lyzinu sa pridanim acetylovej skupiny
neutralizuje. To ma za nasledok znizenie celkového kladného naboja
histbnovych koncov a nizSiu afinitu k zaporne nabitej DNA
(Koryakov,2006). To spdsobuje urcité rozvolnenie nukleozému a lepSi
pristup regulacnych proteinov k DNA. Z toho vyplyva, Ze acetylacia
podporuje génovu aktivitu (Canovas a Ross,2016).

Fosforylacia histbnov sa uskutoChuje na serine a treonine
histonovych koncov a podobne ako acetylacia ma vplyv na naboj
modifikovaného histénu. Vyskytuje sa u vSetkych typov histénov. Z
funk&ného hladiska suvisi s kondenzaciou mitotického chromozému a s
bunkovymi diferenciaénymi procesmi. Ked na histone H1, spajajucom dva
nukleozémy, prebehne vacsi pocet fosforylacii, histbn sa zmenou
naboja oddiali od DNA, a tym sa chromatin rozvolni a spristupni
pdsobeniu enzymatickych komponentov. Ddésledkom tejto modifikacie je
aktivacia transkripcie v Case dekondenzacie chromatinu, ale tiez
napriklad mitoticka kondenzacia chromozémov. Fosforylacia a jej opacny
proces - defosforylacia- prebieha pdsobenim enzymov kinaza'? a
fosfataza™ (Ausio et al.,2001).

Ubiquitinacia je modifikacia histonov velkymi molekulami
ubiquitinu, €o je polypeptid tvoreny az 76 aminokyselinami. Tie sa viazu
na C terminalne konce lyzinovych zvysSkov na histénoch H2A a H2B za
pdsobenia enzymov ubiquitinovych ligaz'* a proteaz'>(Koryakov,2006).

3.3 Epigeneticka regulacia na urovni RNA

RNA v bunke tvoria dve zakladné skupiny; su to kodujuce
mediatorové RNA (mRNA), a nekdédujuce ncRNA. Mediatorova
jednovlaknova RNA vznika v priebehu transkripcie DNA a sluzi ako prepis
pre vyrobu bielkoviny. Medzi nekodujuce RNA (ncRNA) patri transférova

12 kinaza - enzym, ktory prenasa fosfatovu skupinu na cielovi molekulu.
3 fosfataza- enzym, ktory odstrariuje fosfatovu skupinu.

" ligdza- enzym katalyzujici spojenie fragmentov polynukleotidovych retazcov.
B protedza- enzym rozkladajuci bielkoviny na mensie Casti.
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tRNA, ktorej funkciou je rozpoznavanie kodénov na mRNA, na zaklade
ktorych priraduje aminokyseliny do rastuceho polypeptidového retazca a
ribozomova rRNA, ktora ako sucast ribozomov ma katalytickd,
rozpoznavacia a Strukturnu funkciu (Friedman et al.,2008). V uzSom
zmysle ncRNA sa jedna o kratke, mikro RNA (miRNA), ktoré vznikaju z
dlhej dvojvlaknitej RNA, ktora sa pésobenim enzymu Dicer "rozkraja" na
malé, cca 20-30 baz dlhé miRNA — tzv. kratke interferujuce RNA (siRNA),
ktoré maju symetrické konce; 3’koniec je hydroxylovany, a 5’koniec je
fosforylovany. Tieto molekuly su komplementarne k mRNA a pokial sa na
AU naviazu, su schopné potlacit’ expresiu génov tym, Zze zabrali miesta
pre iné molekuly potrebné pre prepis do polypeptidu. Tento jav je znamy
ako RNA interferencia (RNAI) (Kim a Rossi,2007) Tieto siRNA sa naviazu
do viaczlozkového ribonukleoproteinu, znameho ako komplex RICS (RNA
induced silencing complex - RNA multiproteinovy uml€ovaci komplex).
RISC potom degraduje mRNA tak (viz. obrazok 5. v prilohe), Ze siRNA,
ktoré RISC obsahuje sa naviazu na komplementarne sekvencie mRNA
(Akashi a Taira, 2017). RISC S&tiepi mRNA za pbsobenia enzymu
endonukleazy Argonaut 2. Pokial je siRNA sparovana s MRNA dokonale,
dbjde k uplnej degradacii mRNA, pokial je sparovanie nedokonalé,
translacia mRN sa zastavi a syntéza polypeptidov sa potlaci (Kim a
R0ssi,2007).
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4 VPLYV ENVIRONMENTALNEHO PROSTREDIA NA FENOTYP

"Pokial su organizmy vystavené stresu spdosobenemu vysokou
teplotou, odpovedaju syntézou skupiny proteinov, ktoré pomahaju
stabilizovat vnutrobunkové prostredie (Snustad a Simmons,20009,
str.603). Uvadzaju, Zze u drozofily je protein teplotného Soku HSP70
kédovany rodinou génov hsp70. Expresia tychto génov nastava az ked sa
teplota zvysi na 33 C, takze az vonkajSie environmentalne prostredie
indukuje génovu expresiu. Konkrétne sa vplyvom tepla fosforyluje
transkripény faktor HSFT a v takomto zmenenom stave sa naviaZze na
promotory génu hsp70. Naviazanim faktora HSTF sa stanu gény
pristupnejSie pre enzym RNA polymeraza Il., ¢o stimuluje expresiu génov
a transkripciu proteinu HSP70. Proteiny teplotného 3$oku chrania
nukleové kyseliny v jadre a organelach, pretoze by sa mohli poskodit
zvysenou koncentraciou iénov, a tiez chrania novo syntetizované
proteiny, u ktorych este nebolo ukonené usporiadanie a tiez prave
transportované proteiny™®.

Metylacia DNA, histénové modifikacie a RNA interferencie su
priklady epigenetickych regulacii, ktoré bez zmeny sekvencie DNA
dokazu ovplyvnit expresiu génov. V predchadzajucej Casti sme predstavili
samotné mechanizmy, ktoré modifikuju epigendm na biochemickej urovni,
ale v tejto kapitole sa budeme zaoberat’ prikladmi, kedy sa informacie zo
Zivotného prostredia prenasaju na epigendm a aky maju konkrétny dopad
na fenotyp.

Okrem prirodzene sa vyskytujucich zloziek potravin, ako su
napriklad vitaminy alebo rézne enzymy, ovplyvhuju epigendmy rdzne
chemické latky ako je obsah toxickych latok v ovzdusi, v potravinach, v
oSateni, v predmetoch dennej spotreby, u€inok tazkych kovov, Ziarenia,
teploty, svetla, alebo aj pésobenie stresu &i celkovej zlej Zivotospravy.
Bezprostredna reakcia organizmu na pdésobenie environmentalnych

'® https://is.muni.cz/do/rect/el/estud/prif/js13/genetika/web/pages/08-rezistence-k-abiotickym-
faktorum.html
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faktorov umoznuje prispésobenie sa fenotypu v pevne danom genotype.
Fenotyp sa tak stava v meniacom sa prostredi dostatoCne plastickym a
tym urychluje adaptaciu.

Castym vedlaj§im produktom tohoto priameho pésobenia viak byva
zvysSené riziko vzniku rdéznych ochoreni ako je rakovina, astma,
metabolické poruchy, poruchy reprodukcie a iné.

4.1 Prejavy (de)metylacie DNA vo fenotype

Metylacia DNA je jednym z kFfuCovych mechanizmov
epigenetickych procesov u cicavcov. Strata metylacného metabolizmu
alebo nepritomnost’ Specifickych proteinov, ktoré sa viazu na metylovanu
DNA ma na cicavce letalny dopad. Ako doplnok k metylacii DNA sa
zucastniuju ostatné epigenetické typy, modifikacie histonov a miRNA, &ize
sa vyskytuju spolo¢ne a spolo€ne ovplyvriuju expresiu génov (Henning et
al., 2013).

Prikladom zmeny metylacie, ktora spdsobuje rozdielny fenotyp je
notoricky znamy model mysi s alelou génu agouti. Rozdielna metylacia
tohoto génu spdsobuje rozdielny fenotyp (Stihlu, zdravu mys$ s hnedou
srstou a mys so Zltou srstou, nachylnu k obezite, diabetes a rakovine), aj
ked oba fenotypy mySi mézu byt geneticky totozné. U zdravej hnedej
mysi je tento gén zablokovany metylaciou a preto sa neprejavuje. Pokial
metylacia chyba, gén augouti sa exprimuje. U gravidnych samic, ktoré
boli kimené stravou s obsahom metylesterov (kyselina listova, vitamin
B12, cholin a betain), sa zvySil podiel potomstva s tmavou srstou.
Metylestery z potravy sa naviazali na DNA a zvysili uroven metylacie
promotoru retroelementu, z ktorého je riadena expresia génu AY. Cize
pri vysokej miere metylacie promotoru, docielenej diétou, dochadza k
nizkej expresii génu A" a vysledkom je tmava srst (obrazok ¢.6).
Naopak, nizky stupen metylacie zvySuje expresiu génu u mysich embryi
a tie sa nasledne rodia so Zltou srstou a s dalSimi typickymi fenotypovymi
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prejavmi (Blewitt et al.,2006). Uz spominany cholin, ktory bol su€astou
diéty sa produkuje priamo v tele cicavcov, ale taktiez je ddlezity jeho
prijem zo stravy. Podla Zeisela, "...dostupnost’ cholinu pocas gravidity
priamo ovplyvriuje epigenetické markery na DNA a na histbnoch a meni
génovu expresiu potrebnu pre normalny vyvoj nervovych buniek." Cholin
sa v organizme zucasthuje mnozstva procesov, je klu€ovou sucCastou
chemickej latky acetylcholinu, zlu€eniny, ktora ma nezastupitelné miesto
v Cinnosti nervového systému a svalov. ZvySeny matersky prijem cholinu
spOsobuje u potomkov lepSiu tvorbu synapsii a komunikaciu medzi
neurénmi. Cholin méze zvysit fluiditu'’ neurénovej membrany a transport
tuku do mozgu, €o pozitivne ovplyvnuje rast mozgu plodu. Materska diéta
s nizkym obsahom cholinu pozmenila vyvoj hypokampu u mySi a
spbsobila zhorSenie pamate na cely Zivot. Potomkovia napriklad trpeli na
vrodené vady neuralnej trubice (Zeisel, 2011). Metabolizmus cholinu
narusuje alkohol.

Existuje vefa dalSich bioaktivhych potravinovych zloZiek, ktoré
maju schopnost’' modulovat epigendm. Tak ako nerovnovaha zivin méze
negativne ovplyvnit zdravy organizmus, tak pri prebiehajucom ochoreni
spdsobenom abnormalitami metylacie DNA mdzu bioaktivne potravinové
ZloZky napomoct k uzdraveniu. Napriklad pri pokuse s kultivovanymi
bunkami sa ukazalo, Ze vytazok zo zeleného ¢aju, latka 3-
epigalokatechin galat (EGCG) , alebo latka obsiahnuta v sojovych
bdéboch, genistein, dokaze v urCitej koncentracii obnovit metylacné
schémy a expresiu tumor supresorovych génov. Polyfenol EGCG inhibuje
DNA metyltransferazu, pricom tato inhibi¢na aktivita je spojena s
demetylaciou ostrovov CpG v promotéroch a s reaktivaciou metylacie
uml€anych génov (Fang et al.,2007). Ludské Studie zas ukazali, Ze
bioaktivne latky zo zeleného €aju znizuju metylaciu CDX2 a BMP-2 pri
karcinome Zaludka (Henning et al.,, 2013). Prevencia, alebo reverzia
hypermetylaciou indukovanej inaktivacie tumorsupresorovych génov

' fluidita - tekutost
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alebo receptorov génov pre DNMT mdze byt efektivna v prevencii
rakoviny (Fang et al.,2007).

Rakovina optikou epigenetiky vznika tak, ze pri vzrastajucej
celkovej demetylacii genobmu sa promotéry v blizkosti CpG ostrovov
tumor suspresorovych génov hypermetyluju, ¢im sa obmedzi ich
expresia, takZze nedokazu regulovat rast prokancer6znych tkaniv.
Hypometylacie DNA zasa spésobuju dekondenzaciu chromatinu a
nestabilitu chromozdémov, ¢im mo6zu iniciovat chromozémové aberacie,
ktoré su taktiez spdjané so vznikom rakoviny (Cortessis et al.,2012).
Rakovina, ktora vznikla aberantnou metylaciou je naStastie lahSie
lieCitelna ako ked je jej vznik spésobeny mutaciou génu. Prikladom méze
byt latka 5-azacytidin, pouzivanou na lieCenie myelodysplastického
syndrému, ktory vznika nadmernou metylaciou a méze vyustit do vzniku
akutnej leukémie. Latka 5-azacytidin dokaze metylaciu uspesne zniZovat,
ale jej ucinnost’ na druhej strane ovplyvnuje celu DNA, €ize ma schopnost
odstranit metylaciu aj z takych génov, kde je naopak potrebna (Laribi et
al.,2014).

4.2 Prejavy histonovych modifikacii vo fenotype

Zmeny histonovych modifikacii mézu ovplyvnit’ Strukturu a integritu
gendmu a narusit normalny priebeh génovej expresie, ¢o méze spbsobit
uz spominanu rakovinu. Histonové modifikacie prebiehaju spolu s
metylaciami DNA a tak sa neda jednoznacne odliSit priamy dopad
jedného alebo druhého typu. Napriklad vystavenie gravidnej samice
tabakovému dymu (priklad fajCiacej tehotnej zeny) byva spojené so
zmenenou metylaciou placentarneho cytochrému P450 typu a™®, ale tiez
so zmenami v miRNA a s histonovymi modifikaciami (Whayne, 2015).
Tabakovy dym priamo ohrozuje zdravie matky, ale samozrejme ma
dopad na epigendm plodu. Expozicia dymu zvySuje riziko metabolického

18 cytochrém- bielkovina viazana na membrany, ktora vo svojej molekule obsahuje hemové

skupiny, ktoré zaist‘u3jt’1 prenos elektronov tak, Ze sa naviazané ionty zeleza striedavo redukuju a
oxiduju z Fe*" na Fe** a opaéne.
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syndrému a kardiovaskularnych choréb, potomkovia mézu byt ohrozeni
syndromom nahleho umrtia v dojéenskom veku, poruchami spravania,
hyperaktivitou, znizenou schopnostou ufenia a pozornosti a podobne,
pretoZe toxikanty pred€asne aktivuju niektoré acetylcholinové receptory a
obmedzuju mnozenie nervovych buniek v mozgu. K psychickym a
neurologickym zmenam prispieva aj vysSSia expozicia plodov faj€iacich
matiek olovu, ktord sa u novorodencov klinicky manifestuje réznym
stupfiom poskodenia mozgu. NajCastejSim prejavom byva fetalny
tabakovy syndrém prejavujuci sa nizkou pérodnou hmotnostou a dizkou,
mensim obvodom hlavy a hrudniku. Spdsobuje to hypoxia a podvyZiva
plodu. Zaujimavé je zistenie, ze fajCiace tehotné Zeny su samé menej
ohrozené preeklampsiou, pretoze dym ovplyviuje regulaciu
antioxidaCnych systémov v placente, ale na druhej strane, pokial uZz
preeklampsia u fajCiarky prepukne, tehotenstvo je ovela viac ohrozené
ako u matky nefajciarky (Suter et al.,2010).

Obezita je spajana s dysfunkénym metabolizmom epigenetického
pévodu. Obezogény™® meniace regulaciu energetickej bilancie sposobuiju
priberanie na vahe a obezitu. Obezogénna expozicia vedie k zmene
epigendmu multipotentnych kmerfiovych buniek v embryu a spbsobuje
vySSiu produkciu tukovych buniek. Normalne homeostatické mechanizmy,
ktoré sa podielaju na regulacii hmotnosti su tymito obezogénami
zmenene tak, Ze aj pri beZnej strave a cviceni je pritomna predispozicia k
priberaniu. Pri pokuse s mySami, vystavenymi pocCas gravidity
obezogénnym endokrinnym disruptorom sa naSla suvislost s
predispoziciou k obezite a bolo to priamo spojené s epigenetickymi
zmenami expresie génov transkribujucich tukové bunky. Potomkovia mali
vy$8i krvny tlak, horsiu toleranciu glukézy, vy$si obsah triglyceridov® a

19 obezogény - chemickeé latky s vlastnostami endokrinnych rozruSovacov, ktoré neadekvatne

reguluju a podporuju ukladanie tukov a adipogenézu v prospech narastania telesnej hmotnosti
a vyvoja obezity.

%% triglyceridy - tuky nachadzajtice sa v krvi. Zvy$ena hladina je spojena s vys§im rizikom
srdcovych ochoreni.

20



uroveri leptinov®* a vyznamne niz$iu expresiu adiponektinu®* v bielom
tukovom tkanive. Tento vztah sa daval do suvislosti s nizSou acetylaciou
a vysSSou urovhou metylacie histonu H3 na lyzine 9 v oblasti promotoru
pre adiponektin (Whayne, 2015).

Na zaklade mnozstva Studii je dokazané, ze v spojitosti s vekom a
odliSnym Zivotnym Stylom vykazuju identické genotypy jednovajeCnych
dvojciat vacsiu epigeneticku rozmanitost (Mathers,2008). Jednovaje¢né
dvojCata sa rodia s rovnakou DNA a s takmer zhodnymi metylanymi
vzorcami. Ako plynie Cas, ich DNA sice zostava rovnaka, ale Zivot v
odliSnom prostredi s odliSnou stravou a s rozdielnymi stresovymi
situaciami zapriCini, Ze sa epigenetické markery v gendmoch dvojcCiat
pozmenia. Vyskum porovnaval stupne metylacie DNA a acetylacie
histonov H3 a H4 u jednovajeCnych dvojCiat vo veku 3 az 50 rokov a
odhalil, ze kym u trojroCnych dvojCiat bola rozdielna expresia u asi 1000
génov, u patdesiatronych to bolo priblizne trikrat viac. S vekom sa teda
zvySovala diverzita epigenetickych znacCiek na gendme, ale vSeobecne
bol tiez pozorovany globalny pokles metylacii. Prepoklada sa, Ze strata
metylacie je proces, ktory sprevadza starnutie (Fraga a Esteller, 2007).

4.3 Prejavy RNA regulacii vo fenotype

MiRNA je vyznamny epigeneticky faktor regulujuci expresiu génov
kodujucich proteiny. U cicavcov tvoria miRNA regulacie az 60%podiel
(Friedman et al,.2008). Urcité faktory Zivotného prostredia mézu spdsobit
odburanie starych, alebo vytvorenie novych miRNA. AvSak ani regulacia
génovej expresie sposobenej miRNA nepbsobi izolovane, ale vyvolava
odozvu u ostatnych typoch regulacii (Scott et al.,2006). Spustenie nového
kauzalneho retazca mdze byt obojsmerné; tak napriklad DNA metylacie
a histébnové modifikacie dokazu ovplyvnit transkripciu miRNA a naopak,

2L |eptin - hormon, signalizuje mnoZstvo tuku v organizme a nutri€né zasoby. Mj.zvySuje
v;/chytévanie glukozy. 3
?% adiponektin - hormoén tukového tkaniva. Cim viac horménu, tym menej tukovych buniek.
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MiRNA maju vplyv na expresiu DNMT3A a DNMT3B a polycombové
skupiny génov. MIiRNA sa podiela na modifikacii génov pocas
gendmového imprintingu, v ktorom pohlavne Specificka modifikacia génov
v parentalnej generacii vedie k funkénym rozdielom medzi paternalnymi a
maternalnymi alelami v potomstve (Jung et al,2010). MiRNA sa podiela
na expresii zhluku génov (DIk1-Dio3), ktoré ovplyviuju vyvoj fudského
mozgu a CNS (Royo a Cavaille,2008). MiRNa ovplyviiuje procesy
diferenciacie neurénov pocas celej ontogenézy — konkrétne dopad na
fenotyp maju molekularne a morfologické zmeny na dendrickych tffiiov
spbsobujucich synapticku plasticitu, ktora ovplyvnuje vysSiu kognitivnu
¢innost (Schratt,2006).

Iny priklad dopadu regulacie cez miRNA na fenotyp: odliSne
exprimovana miRNA spdsobujuca zmeny v DNA metylacii bola objavena
v nadorovych bunkach (Futura at al,. 2010). Zaujimavé su vyskumy
tykajuce sa exogénnych miRNA, ktoré sa do tela organizmu dostavaju z
vonkajSieho prostredia, napriklad z potravy. Zhang at al. vo svojej praci
ukazali, Ze exogénne miRNA, nachadzajuce sa napriklad v ryzi, sa mézu
po prejdeni traviacou sustavou cicavcov absorbovat a dopravit do
organov, kde sa naviazu na ciefovu mRNA a spésobuju zniZzenu expresiu
Specifickych proteinov LDLRP1, ktoré sa podiefaju na odstrafovani
lipoproteinov LDL z plazmy. To ma za nasledok zvySenie hladiny
cholesterolu v krvi. (Zhang at al,.2010).
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5 EPIGENOMY V EMBRYOGENEZE

5.1 Epigeneticka perspektiva gametogenézy

5.1.1 Spermatogenéza

V Specializovanych organoch reprodukéného systému (Cloveka), v
gonadach, ¢o su vajeCniky u samic a semenniky u samcov, sa tvoria
pohlavné bunky. Samcie gaméty sa vyvijaju zo zarodo¢ného epitelu, kedy
najskor vzniknu a mitoticky sa delia prapohlavné bunky — spermatogonie,
ktoré sa v obdobi pohlavnej zrelosti zvacSuju a menia na spermatocyty
l.radu, nasledne meiotickym delenim a zrenim sa z nich stanu
spermatocyty Il.radu s haploidnym poctom chromozémov a nakoniec
dozrievaju do konec¢nej formy a su schopné oplodnenia (Jelinek a
Zichacek,2007, str.324). ESte poCas spermatogenézy sa chromatin
saméej gaméty remodeluje, umléi a zhutni protaminami®® a v takomto
stave sa ucCasni oplodnenia. Konkrétne, paternalny prispevok do
embryogenézy vyzaduje DNA a chromatinové Struktury ako celok,
pretoze obsahuju vrstvy regulacnych elementov, ktoré su potrebné k
expresii alebo na umianie génov po preniknuti do vajiCka. Tieto
epigenetické znacky moézu zahfhat histonové modifikacie na N-
terminalnych koncoch a DNA metylaciu. Zrelé spermie obsahuju
transkripne umiCany chromatin, ktory je pomerne nachylny na
poSkodenie externymi Cinidlami. Takéto posSkodenie méze byt pre zrelu
spermiu fatalne, pretoZze nema vyhovujuce korekéné mechanizmy, aby
zabranila, alebo opravila takéto poskodenia. Jedinou obranou je
Strukturalna chromatinova prestavba v neskorSej faze spermiogenézy,
kedy dochadza k nahradeniu histonov protaminami a k zhusteniu
chromatinu do pevnej Struktury. Zhustena Struktura chromatinu chrani
DNA pred posSkodenim a umlCuje transkripciu, pretoZze sa cez nu
nedostane Ziadna polymeraza (Jenkins a Carell,2011).

8 protaminy - proteiny bohaté na arginin, ktora nahradzaju histény pogas spermatogenézy
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5.1.2 Oogenéza

Oogenéza zacina vyvojom prapohlavnych samicich buniek —
oogonii na zarodocnom epitele; tie sa mitoticky delia a po ukonceni
rastovej fazy sa menia na oocyty 1.radu. U Cloveka tieto dve fazy
prebehnu este poCas vnutromaternicového vyvoja. Od puberty postupne
vajiCka dozrievaju a meioticky, s haploidnym poétom chromozdémov, po
dvoch zrecich deleniach vzniknu dve polové telieska a oocyt — vajicko,
ktoré Caka na oplodnenie (Jelinek a Zichacek,2007, str.324). Gendm
oocytu je Strukturovany viac ako somatické bunky. Jadro oocytu obsahuje
Specifické histony H100.V porovnani so sam¢imi jadrami, samicie jadro
je tiez transkripCne represivne, obsahuje deacetylované histony H4 a jeho
transkriptné faktory su neaktivne. Takato represivna Struktura
chromatinu dokaze chranit gendm oocytu proti rozsiahlym epigenetickym
modifikaciam paternalneho gendému po oplodneni (Rideout et al.,2001).

5.1.3 Metylacie DNA a imprintované kontrolné oblasti ICRs v
gametogenéze

Zrelé gaméty sa liSia uroviiou metylacie DNA. Celkovo je uroven
metylacie v zarodoCnych bunkach nizka a v priebehu gametogenézy
rastie, pricom spermie vykazuju vacsi rozsah metylacie gendmu na
miestach odliSnych od CpG ako oocyty. Podobne, nukleotidy CpG su tiez
rozdielne metylované, priCom oocyty vykazuju vySSi pomer
hypermetylovanych CpG (10%) ako somatické bunky (3%) (Cavonas a
Ro0ss,2016).

Podfa Rideouta a kolegov, repetitivhe sekvencie, ktoré su obyc€ajne
v somatickych bunkach vysoko metylované, nie su rovnako metylované v
gamétach. Niektoré elementy su viac metylované v spermiach, iné v
oocytoch. Metylacné rozdiely medzi gendmami gamét su vidiet u
tkanivovspecifickych génov (Rideout et al.,2001).

Imprintované kontrolné oblasti |ICRs riadia expresiu imprintovanych
génovych zhlukov. Metylacie ICRs sa zakladaju v priebehu meiotického
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delenia v gametogenéze. De novo metylacie maternalnych ICRs je post-
meioticka udalost, ktora sa vyskytuje po narodeni v rastucich oocytov.
Metylacia paternalnych ICRs prebieha pred meidzou v samcich
zarodoc¢nych bunkach plodu. Vzor metylacie sa dedi v zrelych gamétach
a potom sa po oplodneni prenasa do buniek embrya. UdrZuje sa v
chromozémoch nového organizmu, a podlieha druhej vSeobecnej
demetylacnej vine, kedy sa v rannej faze preimplantaéného fetalneho
vyvoja paternalne epigenetické znacky v zarodo¢nych bunkach vymazu
a potom opatovne nastavia pohlavne Specifickym spdsobom (obrazok
C.7). (Schulz et al.,2010).

Oba rodiCovské ICRs maju podobny kvantitativny vplyv na
transkripciu v rannom embryu, avSak uc€inky maternalnych ICRs boli
zamerané na biologické drahy spojené s rozhranim plodu a placenty a
paternalne ICRs vyvolavali rozsiahle ucinky v biologickych procesoch
embrya (Fergusson-Smith,2001).

5.2 Epigeneticka remodelacia v preimplantaénom embryu

Oplodnenie nastava splynutim dvoch pohlavnych buniek, gamét —
vajicka a spermie. Splynutim gamét sa vytvori zenské a muzské
prvojadro a pomocou mikrotubulov a mikroelementov postupuju obe jadra
do centra bunky, kde sa spoja (Langmeier et al.,2009) a vytvoria bunku
embrya — zygotu — Cim spostredkovavaju vznik nového komplexného
organizmu. Oplodnené vajicko sa cestou do maternice, kde prebehne
nidacia, rozdeli rychlym mitotickym delenim na dve, Styri a osem buniek,
az vznikne blastoméra. V tomto preimplantaénom $tadiu sa velkost
zygoty nemeni, ale bunky sa delenim zmenSuju. Pohlavie jedinca je
ur€ené v okamihu oplodnenia a zavisi na pohlavnych chromozémoch X a
Y (Jelinek a Zichacek,2007, str.294).

Sucasne prebieha rozsiahla epigeneticka remodelacia, ktora urcuje
a stanovuje bunkové fenotypy. Pre spravny prebiebeh embryogenézy su
potrebné epigenetické regulacné mechanizmy, ktoré zahfriaju metylaciu
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DNA, modifikacie histonov, remodelaciu chromatinu, RNA transkripty.
Deliace sa bunky prechadzaju rozsiahlymi  epigenetickymi,
morfologickymi a metabolickymi zmenami, kedy v bunkach prebieha
mnoZstvo biochemickych reakcii, ktoré su katalyzované Specifickymi
enzymami. Vyvija sa z nich embryonalny ektoderm, mezoderm a
endoderm, rovnako ako zarodoc¢na linia. (De et al.,2015). Vysledkom je
diferenciacia na totipotentné typy buniek vratane buniek tkaniva placenty,
u cicavcov je to zygota a nasledujuce blastoméry, a na tzv. pluripotentné
bunky, ktoré sa diferencuju na vSetky typy buniek okrem placenty. Prvymi
bunkami nového vyvijajuceho sa organizmu su neSpecializované
pluripotentné, tzv. embryonalne kmenové bunky. Odvodzuju sa z
vnutornej bunkovej strany ranného embrya (Canovas a Ross, 2016).

Postupnym vyvojom sa diferenciacny potencial kmenovych buniek
znizuje a dalSia linia kmenovych buniek je len multipotentna. Jadro
kmenovych buniek obsahuje dekondenzovany chromatin s transkripCne
pristupnymi génmi. Kym teda genetické informacie obsiahnuté v DNA
sekvenciach su takmer zhodné vo vSetkych bunkach v tele, epigenetické
informacie sa liSia v kazdej bunke a su zodpovedné za vznik a
udrzovanie rozdielnych bunkovych typov (Canovas a Ross, 2016).

Po oplodneni, v novovzniknutej zygote, maju oba rodiCovske
genomy schopnost nezavislého priameho Stiepenia, pricom maju
navzajom velkeé rozdiely v epigenetickom usporiadani. Tieto epigenetické
informacie su programovo z epigendmu vymazané az na uroven
bazalneho stavu. V tomto Stadiu je gendm zygoty hypometylovany a je
pripraveny na globalnu de novo metylaciu. Kym maju obe sady
rodiCovskych alel spoloCnu cytoplazmu, mbéze prebehnut proces
zygotického reprogramovania (Moore a Reik, 1996). Ne-imprintované
lokusy sa asynchronne demetyluju, priCom na paternalnom gendéme je
demetylacia prevazne aktivna a na materskom gendme prevazne
pasivna. Pasivha demetylacia vznika désledkom replikacie DNA, a riadi
ju mnozstvo DNMT1 vyprodukovanej z jadra zygoty. Aktivha demetylacia
je CiastoCne zavisla na aktivite skupiny TET proteinov. TET3 spdsobuje
oxidaciu 5mC a jej dbsledkom je demetylacia. Maternalne metylované
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cytoziny (5mC) pred TET chrani faktor DPPA3(STELA/PGCY)
prostrednictvom jeho vazby na dimetylovany lizin 9 na histone H3
(H3K9me2). SuCasne so stratou metylovej skupiny na 5mC v
parentalnom genome, prebieha narast metylacie u hemimetylovanej
DNA. Viny metylacii a demetylacii zbavuju embryo metylaéného obrazu
zarodocnych buniek (Cavonas a R0ss,2016).

Po tejto pocCiatoCnej vine demetylacie sa za ucCasti DNMT3a a
DNMT3b obnovia metylacné vzorce v ramci gendmu (Dias a
Maher,2013). Vznikne trofoblast, tvoriaci zaklad pre zarodocny obal
(chorion) a embryoblast, z ktorého zvnikne vnutorny zarodoCny obal
(amnion) a jednak vlastné telo zarodku. Nastavi sa celkovy obraz
genomu. Tento metylaény obraz sa dedi v somatickych bunkach
rovnakych tkaniv, ale nie je trvaly poCas celej ontogenézy. PoCas celého
Zivota prebiehaju metylaéné a demetylacné viny v menSom rozsahu a tak
pretvaraju fenotyp jedinca (Jenkins a Carell,2011). Matkine gény maju
vyhodu kodovat’ vSetky komponenty cytoplazmy vajicka, ¢o vyuzivaju na
kddovanie smerujuce k potlaCeniu expresie nevyhovujucich paternalnych
genov.

Naproti tomu otcovsky epigendm, ktory je "v nepriatelskom"
prostredi, sa usiluje odolavat a aj sam aktivne reprogramovat
epigenetické markery maternalnych alel. Vysledkom je vzajomna
modifikacia oboch parentalnych sad alel, ktora sa meni v ¢ase spolu s
narastom paternalne kodovanych génovych produktov, ktoré umoznuju
"postavit sa" proti maternalne iniciovanym epigenetickym atakom. Tak sa
stane, Ze napriklad metylaény vzor génu receptoru pre inzulinu podobny
rastovy faktor Igf2r sa v Stadiu Styroch buniek uplne zru$i, a znovu sa
nastavi vo faze 6smych buniek (Stoger et al.,1993)

Napriek tomu existuju urcité molekularne epigenetické informacie,
ktoré sa prenesu zo spermie a vajiCka do embrya, a ktoré dynamickym
interaktivnym p&sobenim ovplyvnuju priebeh embryogenézy (Esteves et
al.,2013).
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6 POHLAVNE SPECIFICKA EPIGENETICKA EXPRESIA
GENOV

S odkazom na traditné zakony genetiky sa predpokladalo, Ze
diploidné organizmy nesuce v somatickych bunkach dve sady
odpovedajucich chromozémov maju za normalnych okolnosti paternalnu
a maternalnu koépiu konkrétneho génu, ktory ma rovnaky potencial pre
expresiu v ktorejkolvek ludskej bunke. Pre organizmus to poskytuje urcité
vyhody, pretoze recesivne mutantné alely sa prekryju zdravou alelou a vo
fenotype sa neprejavia (Raissing et al.,2011). V roku 1984 sa robili
pokusy s mySimi oocytami, pri ktorych vo vajiCku kratko po oplodneni
nahradili samcie jadro samifim (gynogenéza), takze sa vo vajiCku
nachadzali dva samiCie gendmy, alebo naopak, samiCie jadro bolo
nahradené samCim (androgenéza). Ukazalo sa, Zze hoci uniparentalna
dizémia®* niektorych chromozémov umoZfiovala daldi vyvoj, na
dokoncenie uplného vyvoja bol potrebny samic€i ako aj sam¢i gendm, inak
vzdy dochadzalo k abnormalnej expresii génov. To priviedlo vedcov k
myslienke, Ze existuju alely, zodpovedné za rast a vyvoj organizmu,
ktorych expresia v zygote je parentalne pohlavne Specificka
(Barlow,1995). Vyplynulo z toho, Ze prispevok maternalnej a paternalnej
alely k vyvoju zygdéty méze byt dplne rozdielny a mébze spdsobit
vyznamné zmeny v ontogenéze.

6.1 Genémovy imprinting

Gendmovym, ale aj parentalnym alebo tiez genomickym
imprintingom sa oznacuje Specificky reverzibilné epigenetické modifikacie
zavislé na parentalnom poévode alely (Ruvinsky, 1999). Termin
gameticky imprinting vyjadruje epigenetické znacky kontrolujuce
Specifické udalosti v embryu ziskané z otcovske] alebo materskej
gaméty. Ale kedZze mnoho regibnov DNA s odliShou metylaciou a

2 uniparentalna dizémia- zdedenie obidvoch homologickych chromozémov od jedného rodica a
sucasna strata koreSpondujuceho homoldéga od druhého rodica.
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expresiou génov sa stanovi az postzygoticky (hoci s ohladom na
rodiCovsky pbvod gametického imprintingu), neodrazaju skutoény
gameticky imprinting. Preto sa v takych pripadoch preferuje nazov
gendmovy imprinting, priCom imprinting gameticky tvori jeho podskupinu
(Nicholls, 1994). Hoci pre vacsinu génov v genéme plati, ze obe
rodiCovské alely na autozémoch su rovnako délezité, u imprintovanych
génov sa exprimuje iba jedna rodiCovska alela, zatial ¢o druha je
uml¢ana. V sucasnej dobe je znamych asi 80 imprintovanych génov u
ludi a asi 150 u mysi. Predpoklada sa, Ze u fudi existuje celkovo menej
imprintovanych génov ako u mysSi, kazdopadne vznik placentarnych
cicavcov a genomického imprintingu spolu suvisi (Raissing et al., 2011).

6.1.1 Mechanizmus genémového imprintingu

Gendmovy imprinting je vSeobecne spésobeny rozdielnostou
epigenetickych modifikacii v blizkosti CpG dinukleotidov nachadzajucich
sa v blizkosti génu. Konkrétne je to zapriCinené rozdielnym stupriom
metylacie 5°cytozinu katalyzovaného enzymom DNMT1 na maternalnom
a paternalnom chromozéme a Strukturalnymi zmenami chromatinu,
spbésobenymi histonovou modifikaciou (Esteves et al., 2013), (Fergusson-
Smith,2001). Tieto metylované dinukleotidy v blizkosti réznych génov
urCia, ktoré gény z oboch rodi€ovskych gendmov sa budu v embryu
exprimovat. Napriklad, ked je gén Ifg2 metylovany v samicCej zarodocnej
linii, ale nie v samcej, tak po oplodneni, kedy sa tieto dve rozdielne
metylované alely stretnu, budu si svoj metylacny stav udrZzovat pri kazdej
replikacii génu. A pretoze je metylovany gén de facto umlicany, bude se
exprimovat len gén pochadzajuci od otca. AvSak, metylovany gén,
pochadzajuci od jedného pohlavia, méze byt demetylovany, ked sa
ocitne v potomkovi opacného pohlavia. Takto sa metylacné stavy
nastavuju v kazdej generacii znovu v zavislosti na pohlavi jedinca
(Snustad a Simmons, 2009,str.622).

Niektoré imprintované gény s umiestnené jednotlivo po celej dizke
gendmu, ale vacsina z nich je umiestnena v zoskupeni. Tieto zhluky
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obsahuju otcovsky aj matersky exprimované gény a Casto aspon jeden
gén v tomto zhluku je dlha nekddujuca RNA (ncRNA), ktora reguluje
imprinting susednych génov. Tieto zhluky — klastery — su koordinovane
regulované prostrednictvom DNA sekvencii ICRs. Delécia ICRs ma za
nasledok stratu imprintu susednych génov (Weawer et al.,2009).

Ked ICRs potom prejdu druhou demetylaénou vinou, koordinuju
priebeh nového epigenetického reprogramovania imprintovanych génov.
Pre vytvorenie novych metylacnych vzorov v zarodoCnych bunkach je
potrebna metylatransferaza Dnmt3A a jej regulacny faktor Dnmt3L. Tie
sprostredkovavaju vznik metylacii de novo. Aby ICRs zostali stabilné na
prenesenie informacii do dalSej generacie, je potrebna pritomnost
dalSich faktorov. Prikladom mbéze byt gén Zfp57, alebo faktor
PGC7/Stella, ktoré chrania ICRs pred demetylaciou a udrzuju stabilitu
genomového imprintingu (Hanna a Kelsey,2014). Tieto modifikacie su
potom po nastaveni v somatickych bunkach klonalne dedicné (dedia sa
mitézou) a reguluju monoalelicku aktivitu rodi€ovskej alely. Vzhfadom na
zlozitost’ tychto epigenetickych udalosti musia regulacné mechanizmy
zabezpecit, aby vytvorenie a udrziavanie imprintingu prebiehalo spravne.
Zlyhanie regulacnych mechanizmov vedie z poruSeniu génovej expresii
(Weawer et al.,2009). Gény pod takouto monoalelickou regulaciou sa
zistili u oboch pohlavi na autozomalnych (telovych) chromozémoch a
vyznacuju sa zmenou fenotypu v zavislosti na veku a typu tkaniva, ktory
ovplyvnuju. Délezitu ulohu zohravaju predovSetkym na zacCiatku vyvoja,
vratane regulacie tvorby a funkénosti placenty, ale ovplyviuju napriklad aj
ranny vyvoj mozgu (cicavcov) (Janecka et al.,2017) .

Imprinting sa dedi pohlavne Specifickym spésobom, to znamena v
zavislosti na tom, €i sa v gaméte nachadza chromozém X €i Y (Reik a
Walter,2001).

Tym, Ze sa gény exprimuju iba z jednej rodiCovskej alely, pretoze
druha alela bola imprintovana epigenetickou znackou v gametogenéze, je
funkCény haploidny stav nachylny na vznik réznych mutacii, delécii,
translokacii alebo dalSich epigenetickych modifikacii. Tie mézu pozmenit
funkCnost génu a spoésobit vznik réznych syndromov a ochoreni.
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Prikladom mdze byt Beckwith-Wiedemannov, Prader-Willi a Angelmanov
syndrom, Russell-Silverov , Martin-Bellov a Rettov syndrom,
novorodenencky diabetes mellitus a rozlicné formy rakoviny. Epigeneticka
dysregulacia genomického imprintingu stoji tiez za vysvetlenim
patogenézy autizmu a schizofrénie (Jirtle, 2009). Délezitost imprintingu je
dobre zdokumentovana. Napriklad vyskum Daniela Messerschmitda a
kol. sa zaoberal odstranenim epigenetického modifikatora z génu Trim28
v oocyte mysSi. Vyskum sledoval uc€inky straty imprintovaného génu;
aberantna strana metylacie v kontrolnych oblastiach tohoto jediného génu
v materskej zarodoCnej linii na inak identickom genetickom pozadi viedla
k silne variabilnému, ale letalnemu fenotypu. Odchylky sa prejavili uz v
blastomére preimplantanych embryi (Messerschmidt et al.,2012).

6.1.2 Perspektivy vzniku imprintovnych génov

Genomovy imprinting sa pravdepodobne vyvinul ako obranny
mechanizmus proti mutagénnemu potencialu transpozénov. Transpozony
su v genodme zvycCajne silne metylované, prave preto, aby sa zabranilo
replikacii, avSak na niektorych miestach je uroven ich metylacii CpG
variabilna. Prave to moZze viest k tvorbe génov s metastabilnymi alelami a
ku genémovému imprintingu (Das et al.,2009) Pri pokuse u mysi, kedy
sa demetyloval gendm embryi, reaktivovali sa dovtedy nefunkéné
transpozény, o malo za nasledok letalny fenotyp (Walsh et al.1998).

Pri pozorovani imprintovanych génov Reik a Walter zistili, ze
dvanast pozorovanych génov zo Strnastich obsahuju imprintované
kontrélne regiony (ICRs), ktoré sa metyluju skér v maternalnej, nez
paternalnej zarodocCnej linii. Navrhli cis a a trans perspektivu vzniku
imprintovanych génov®. Z hladiska trans perspektivy uvazovali, Ze
demetylacia vznikla ako maternalne adaptacna stratégia s cielom
odstranit paternalne imprinty v novovzniknutom genéme. Diferencialne

metylacie bolo evoluCne tazké udrzat v paternalnej zarodocCnej linii a

% cis perspektiva imprintovanych génov znamena perspektivu génu v organizme, trans
perspektiva odkazuje na pohlad naprie€¢ generaciami.
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vacsina imprintovanych génov sa exprimovala prostrednictvom metylacie
v maternalnych zarodo¢nych bunkach. Inymi slovami, maternalne trans-
aktivne faktory boli ur€ené k demetylacii spermatického jadra. Z hfadiska
cis perspektivy, optimalnou stratégiou alely je konat rozdielne v materskej
a v otcovskej roli, ale nezalezi na tom, Ci je tato stratégia uskutoCnena
metylaciou v maternalnej alebo paternalnej zarodocCnej linii. Z tohto
dbévodu existuje predpoklad, Zze sa imprintované gény budu vyvijat' tak,
aby dosiahli rozdielnu expresiu akymkolvek mechanizmom, v
ktorejkolvek zarodocCnej linii, hlavne aby boli odolné voci modifikaciam
selekciou trans-pésobiach faktorov (Haig,2014). Podla pozorovania
uskutoCneného Wilkinsom a Haigom v roku 2002, paternalne trans-
pdsobiace faktory odstranuju imprinty zaloZzené v paternalnej zarodo¢nej
linii, ale maternalne trans-pdsobiace faktory nikdy neodtrafiuju imprinty
zaloZzené v maternalnej linii. Z tohoto dévodu su maternalne imprinty
evoluCne stabilnejSie. Vplyvy mutacii by tiez mohli prispiet k tendencii
kontrolovat’ imprintovanu expresiu presunom z paternalnej na maternalnu
zarodo¢nu liniu. Metylované cytoziny podliehaju deaminacii, priCom
pdvodny cytozin je nahradeny tyminom. Cytoziny sa metyluju prenatalne
v spermatogodniach®® a postanatalne v rasticich oocytoch. Preto ma
metylovany cytozin viac moznosti mutovat na tymin v otcovskej
zarodocCnej linii ako v materskej. Vysledkom je, zZe prirodny vyber
favorizuje ICRs, ktoré su metylované v maternalnej zarorocnej linii
(Bourc’his a Bestor, 2006).

6.1.2.1 Hypotéza rodicovskeho konfliktu

Hypotéza rodiCovského konfliktu predstavil Haig a Westoby v roku
1989. Tato hypotéza poskytuje koncepCny ramec, ktory spaja rézne
aspekty vyvoja cicavcov, ako je fetdlna kontrola rastu, parentalny
imprining, inaktivacia chromozému X (kapitola 6.2), ale suvisi aj s

26 L. .y . v v . . . v ..
spermatogonie - primitivne zarodocné bunky, uloZzené na bazdlnom epitele. Zacina nimi

spermatogéza. Po dosiahnuti pohlavnej zrelosti indiviuia prechadzaju tieto bunky radou mitotickych
deleni.
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imunoldégiou a endokrinolégiou v tehotenstve a s komplikaciami
sprevadzajice tehotentvo ako je gestaény diebetes a preeklampsia®’
(Moore a Reik,1996). Hypotéza sa v obecnej rovine zaobera interakciami
medzi pribuznymi, ktory maju odliSné koeficienty pribuznosti (Patten et
al.,2014). Je zalozena na myslienke, Ze jednotlivé pohlavia maju inak
nastaveny optimalny vysledok expresie vlastnych génov. U cicavcov sa
gény pochadzajuce od otca exprimuju v embryu nachadzajuceho sa v
tele matky. Expresia génov pochadzajucich od matky je optimalne
nastavena tak, aby Setrila matkin organizmus a aby poskytovala zdroje
svojim potomkom v rovnakom rozsahu. Naproti tomu, paternalny gendm v
embryu sa snazi maximalizovat' pristup a vyuzitie zdrojov, ktoré ponuka
placenta, pokial maju ostatné plody odliSnych otcov. To vedie k stretu
zaujmov medzi parentalnymi alelami u embrya aj medzi embryami
navzajom. Tato hypotéza skuma, ako mdze otec protrednictvom svojho
potomka ovplyvnit mnozstvo zdrojov, ktoré poskytuje matka (Haig,2014).
NajznamejSim prikladom parentalneho konfliktu pohlavne 3$pecificky
imprintovanych génov su gény pre rastovy faktor 1gf2, ktoré podporuju
prijem zdrojov a rast a pre jeho receptor Igf2r , ktory tomu brani (Barlow
et al.,1991). Alela maternalneho génu pre rastovy faktor je imprintovana,
tzn.oznaCena, takze sa gén nebude exprimovat, pretoze maternalny
gendm nechce podporovat abnormalny rast plodu na ukor matkinho
zdravia. Na druhej strane alela pre Igf2r bude plne funkéna a bude
kontrolovat prisun Zivin embrya z materskej placenty. U alely
pochadzajucej od otca to bude presne naopak; paternalna alela génu pre
rastovy faktor sa bude exprimovat, pretoZze jej zalezi na plnom vyuziti
zdrojov a naopak sa umlCi — imprintuje — receptor pre tento gén
Igf2r,ktory by tomu mohol branit (Moore a Reik,1996). Zaroven, fetalna
expresia rastoveho faktoru ovplyvriuje nielen vyvoj plodu, ale ma dosah aj
na rast a potencialne aj na zdatnost v konkurenénom boji o matkine
zdroje medzi surodencami. Zisk potomka, ktory dokaze lepSie vyuzivat
zdroje bude tym vacsi, ¢im menej bude jeho surodencov. TakzZe tu

%’ preeklampsia - neskora gestéza — porucha v lll.trimestri tehotenstva s priznakmi, ktoré postihuju
oblast ciev a obli¢iek ako sui edémy, bielkovina v modi, zvyseny krvny tlak
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existuje konflikt medzi rodi€mi navzajom, a tiez medzi rodiCmi a
potomkami a tiez medzi potomkami medzi sebou. Podla tohto modelu
by genomicky imprinting mohol rieSit uvedené konflikty. Model predikuje,
Ze prirodny vyber bude zvyhodnovat také gény pochadzajucich od otca,
vdaka ktorym dokaze potomok maximalizovat’ zisk z matkinych zdrojov.
Naproti tomu bude pre matku vyhodné, ked imprintuje tieto alely
prenesené do potomstva tak, aby limitovali vyuzivanie jej zdrojov
(Haig,2014).

6.1.2.2 Hypotéza koadaptacie matky a potomstva

Vyskum Wolfa a Hagera priSiel s mysSlienkou, Ze potencialne
rizikova expresia len jednej rodiCovskej alely musi byt nejako evoluCne
zvyhodnena a predstavili svoju hypotézu koadaptacie matky a potomstva,
ktorou naviazali na hypotézu pohlavného konfliktu. Je zaloZena na
myslienke, Ze prirodny vyber uprednostiiuje gendmovy imprinting,
pretoze v skutoCnosti zvySuje Zivotaschopnost’ potomstva. To sa deje tak,
Ze imprinting zvySuje podobnost’ potomkov na jedného rodica, ale znizuje
podobnost na druhého. Vacésia podobnost méze v niektorych pripadoch
zlepsit' fitness. Ak podobnost medzi matkou a potomstvom zlepSuje
zdatnost, potom vyber favorizuje umli€anie otcovskych alel. AvSak ak
zlepSuje fitness podobnost medzi otcom a potomstvom, potom vyber
favorizuje umiCanie materskych alel (Wolf a Hager,2006).

Vyhody "podobnosti", ktoré by mohli vysvetlit vznik pohlavne
Specifickej expresie génov su uvedené na prikladoch, ked otcovsky
zdedené antigény placenty su umiCané, aby sa zabranilo kontradikcii
mezi antigénmi matky a plodu. Alebo v inom pripade su umi¢ané gény
maternalneho povodu, aby sa zvySila podobnost’ potomka na jeho otca a
tym sa zvySila aj pravdepodobnost jeho starostlivosti o potomka.
Imprinting méze byt zodpovedny za velkost hlavy potomka vzhladom k
velkosti panvového otvoru matky. Deaktivacia patrigénov®® u dcér a

%8 patrigén - alela haploidného genotypu pochdadzajtica z diploidného otca.Podobne matrigén je
alela haploidného genotypu pochadzajuca z diploidnej matky.
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matrigénov u synov zvySuje podobnost’ s rodiCom rovnakého pohlavia a
zlepSuje pohlavne S$pecificki  zdatnost (Spencer et al.,2004).
Koadaptaény model tiez vysvetluje, pre€o prirodny vyber uprednostnuje
viac maternalne exprimované geény. Tie sa Casto viazu na vyvoj a
funkénost’ placenty v rannom $§tadiu embryogenézy, kedy sa riadi presun
zdrojov medzi embryom a matkou. Rovnako je koadaptacia vyhodna v
priebehu maternalnej starostlivosti o potomkov (Wolf a Hager,2006).

6.1.2.3 Intralokusovy pohlavny konflikt

Genomickym imprintingom sa da vysvetlit dimorfizmus medzi
pohlaviami. Samce a samice mnohych druhov maju Casto vyrazne
rozdielny fenotyp, hoci zdielaju vaésinu gendmu (Wolf a Hager,2006).
Napriklad u mnohych druhov vtakov samice preferuju samcov s dlhym
chvostom, takZe vznikla selekcia na tento znak, kym u samic ma vyhodu
priemerna dizka s maximalnou efektivitou pri lietani. Alely urdujuce
podobu chvostu budu u obidvoch pohlavi tlaCit k navzajom
antagonistickému optimu (dlhy okrasny chvost vs. priemerny chvost) a vo
vSeobecnom pripade bude vysledny fenotyp kompromisom medzi
zaujmami oboch pohlavi. Z hladiska pohlavného vyberu by bolo vyhodné,
keby alelu dlhého chvosta dedili synovia od svojho otca v paternalnej linii
a nie od svojho starého otca v maternalnej linii. NajlepSie by bolo, keby
individua exprimovali iba alely pohlavne dimorfnych znakov ziskané od
rodiCa rovnakého pohlavia. A model ukazuje, Ze sa to aj tak deje; alela
pohlavne Specifického znaku sa exprimuje v zavislosti na tom, na akom
pohlavi sa nachadza. Tento typ imprintingu pohlavného dimorfizmu sa
nazyva intralokusovy pohlavny konflikt (Pennel a Morrow,2013), a
modelovu situaciu prezentovali Day a Bondurianski (2004). Ako priklad
pouzili hypoteticky znak selektovany u samcov, v ktorom je fenotyp znaku
uréeny lokusmi s dvomi alelami na autozomalnom chromozome. Alela p
zvySuje velkost' znaku, alela g ju znizuje. Pokial maju alely aditivne
fenotypové ucCinky, budu sa heterozygdti prejavovat priemernym
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fenotypom v rozmedzi homozygdétnych protipolov. V tomto modeli
pohlavny vyber selektuje velkost znaku u samcov, to znamena, ze samci
s fenotypom pp su najuspesnejSi. Kazdopadne napriek selekcii na tento
samcCi znak je mozné hypoteticky predpokladat, Ze sa v populacii stale
udrzuje alela g, bud kvéli génovému toku, alebo kvoli mutaciam. Avsak,
ked sa objavi gendmovy imprinting spdsobujuci uml€anie alely zdedenej
od matky, zaCne to mat dopad na fenotyp heterozygétov; vo fenotype pq
(p je zdedené od otca, q je imprintovana — uml€ana alela zdedena od
matky), sa bude exprimovat' iba alela p a bude mat rovnaky fenotyp ako
pp homozygaoti. Pokial ale q alela bude dedena od otca a p bude u matky
imprintovana, nasledny fenotyp heterozygéta qp prejavujuci sa ako
neuspesSny homozygét qq bude vystaveny pohlavnému vyberu, ktory
prakticky odstrani samce s g alelou z genofondu populacie. Maternalny
imprinting alely q sa naopak za¢ne vyskytovat' s vysSou frekvenciou (Day
a Bonduriansky,2004). To mdze znamenat, Ze evolucia zvyhodni
pohlavne selektované znaky viazané genomickym imprintingom na
autozdmoch a zarovenn sa vyskyt znakov pohlavného dimorfizmu
neobmedzi na pohlavné chromozémy.

6.1.3 Priklady fenotypovych prejavov dysregulacie genémového
imprintingu

Beckwith-Wiedemanov syndrom (BWS) je spojeny s nadmernym
rastom a so zvySenym rizikom vzniku nadorov. Zapri€inuje ho
disregulacia imprintingu dvoch skupin imprintovanych génov. Je to gén
pre rastovy faktor Igf2, ktory je umi€any v maternalnej alele a exprimuje
sa z parentalnej a gén hl19, ktory sa exprimuje z materskej alely a je
umlCany v parentalnej. U BWS dysregulacia vznika, ked sa vytvoria v
otcovskom gendme duplikacie na kratkych ramenach 11 chromozému,
uniparentalna dizomia, alebo na materskej alele génu h19 vznikne
delécia alebo translokacia. Toto méze spdsobit aktivaciu dovtedy
umlCanej materskej alely génu pre rastovy faktor Igf2, ¢o sa vo fenotype
prejavi nadmernym rastom koncom fetalneho vyvoja a v prvych rokoch
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Zivota, s tvorbou nadmerne velkej placenty u plodu, novorodeneckou
hypoglykémiou, réznymi anomaliami (obrazok ¢&.8) a tiez zvySenym
rizikom vzniku nadorov a i. (Wekberg et al.,2003).

Za vznikom Prader-Williho a Angelmanov syndromu (PWS/AS)
moze stat absencia paternalnej alely bud v désledku delécie lokusu
ramienka na 15.chromozéme zdedeného od otca (oblast 15g11-13),
alebo v dosledku maternalnej uniparentalnej dizémie, alebo
imprintingovych dysregulacii metylacie, pripadne mutacie imprintingového
centra, ktoré ovplyviiuju expresiu génov tohto regiénu. Angelmanov
syndrom je spbésobeny poruchou rovnakého useku ako PWS, ale s tym
rozdielom, ze je to porucha maternalneho pévodu, kym Prader-Williho
syndrém odkazuje na paternalny pévod (obrazok €. 9 a,b ) (Kantor et
al.,2005). Angelmanov syndrom, hoci postihuje rovnaku oblast’ ma uplne
odlisné prejavy a prave preto bol PWS/AS jednym z prvych Studovanych
prikladov imprintingu u lfudi. Fenotypovo sa (velmi struéne) Algemanov
syndrobm prejavuje tazkou mentalnou retardaciou, motorickymi
problémami, malo rozvinutou reCou, zachvatmi smiechu, hypotoniou,
mikrokefaliou atd. Prader-Williho syndrédm charakterizuje obezita,
nezvladatelna tuzba po jedle, hypogonadizmus, maly vzrast, poruchy
spravania, spankové apnoe a iné®. Prave v suvislosti s mnoZstvom
génov, ktoré réznym spdsobom postihuje ma PWS/AS velky pocet
klinickych prejavov. Inkriminovana oblast obsahuje priblizne 6 milionov
parov baz DNA, asi 100 génov a velky zhluk imprintovanych génov,
pricom kritické su dva useky oznacované PWCR a ASCR . Za vznik
Angelmanovho syndromu mdze delécia oboch usekov (PWCR a ASCR).
Na otcovskom homolégnom chromozéme sa metyluje usek ASCR a tym
sa inaktivuje. AvSak zostava aktivny usek PWCR na paternalnom
chromzéme. Prader-Williho syndrom iniciovany deléciou ramienka
15.chromozému vznika analogicky. Z hfadiska expresie imprintovanych
geénov by za PWS/AS mohli stat gény exprimované z alely paternalneho
povodu Znfl27, Znfl27as, Par5, PWARS5, Ipw ai. V Angelmanovom
syndrome moéze ist o enzym ubiquitin ligazu E3A koédovany  génom

% http://www.wikiskripta.eu/index.php/Prader%C5%AFv-Williho_syndrom
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ube3a leziaci na lokuse, ktory je aktivny na chromozéme maternalneho, a
naopak inaktivny na chromozome paternalneho pdvodu. Prejavy
nadbytku produktov tohoto génu sa vyskytuju u jedincov s maternalnou
uniparentalnou dizémiou (Butler,2009).

6.2 Inaktivacia X chromozému

U cicavcov a teda aj u ludi je pohlavny dimorfizmus spojeny s
pritomnostou dvoch pohlavnych chromozémov X v somatickych bunkach
samic, zatial ¢o samci maju iba jeden chromozém X a maly, prevazne
degenerovany Y chromozém. Nasledky autozémalnych dizémii mizu byt
letalne, ale samci sa dokazali vyrovnat s tym, ze maju aktivny iba jeden
gonozdém. Deje sa to prostrednictvom kompenzacie génovej davky; u
cicavcov tak, Zze v podstate samice inaktivuju jeden zo svojich dvoch
pohlavnych chromozémov. Tento jav sa vola inaktivacia X chromozomu,
alebo aj lyonizace (podla objavitelky Mary Lyon) (Morey a Avner,2011).
Nemusi sa nutne jednat o inaktivovanie celého chromozomu. Podla toho,
aku sadu pohlavnych chromozémov organizmus v ramci réznych taxénov
ma, moézZe kompenzacia génovej davky prebiehat inaktivovanim,
hyperaktivovanim alebo  hypoaktivovanim expresie génov na
chromozome. Pre ilustraciu, hoci sa nejedna o cicavce, u drozofily nie je
Ziadny z oboch X chromozémov inaktivovany, ale namiesto toho sa gény
na X chromozome samca transkribuju silnejSie. Alebo u hlistice
Caenorhabditis elegans dochadza k CiastoCnej génovej represii na
obidvoch X chromozémoch, a tym sa vyrovnava expresii génov na
jedinom X chromozdéme u samcov (Snustad a Simmons, 2009,str.624).

Inaktivacia jedného X chromozomu je pomerne charakteristickym
epigenetickym znakom u samic cicavcov a je zasadna pre Vvyvoj
embryonalnych a zarodoénych buniek. Neaktivny chromozém sa stabilne
mitoticky dedi v somatickych bunkach jedinca. Stav inaktivovaného
pohlavného chromozému nie je konstantny, ale sa meni v embryu poCas
jeho vyvoja. Bud jeho neaktivny stav udrzuju imprintované gény, alebo je
vyber inaktivacie jedného z dvoch X chromozémov riadeny nahodne.

38



Forma zavisi na tom, aka expesia ktorych génov a v akom obdobi vyvoja
embrya je pozadovana (Payer et al, 2011). Imprintovana inaktivacia, s
preferenénym umianim paternalneho chromozému X, je pritomna v
zarodo¢nych bunkach extraembryonalnych linii, zatialCo nahodna vznika
poCas vyvoja embryonalnych tkaniv v Case implantacie embrya do
maternice (Vaskova et al.,2014).

6.2.1 Imprintovana inaktivacia, reaktivacia a nahodna inaktivacia X
chromozému v samiéom embryu

NajlepsSie Studovany je embryonalny model mysi, v ktorom sa daju
pozorovat inaktivatné a reaktivatné cykly pocCas formovania
trofoektodermu a epiblastu (Lobo et al.,2013). V samcich zarodo¢nych
bunkach prechadza gonozém meiotickou X chromozémovou inaktivaciou
a toto celochromozémové umlcanie je udrziavané od meidzy v gamétach,
az sa napokon po oplodneni prenesie do samiieho embrya. Ibaze v
priebehu celej spermatogenézy, napriek inaktivacii, transkribuje
chromozon X proteiny, ktoré udrzuju tzv. tichu pamat; a tieto informacie
sa prenasaju az do dcérskeho embrya. Nasledne po oplodneni, v ranom
samicom embryu, je inaktivacia X chromozdému imprintovana tak, aby
opat’ nastala na paternalnom X chromozéme (Okamoto a Heard, 2005).
Celochromozémové  umianie poCas imprintovanej inaktivacie
pohlavného chromozému prebieha v dvoch krokoch; najprv prebehne
umlganie repetitivnych elementov®®, a potom nasleduje inaktivacia
indukovana génovym produktom. Opakované uml€anie repetitivnych
elementov nastava nezavisle na lokuse Xist vo faze dvojbunkového
Stadia blastoméry na paternalnom X chromozome. Xist je aktivny gén
nachadzajuci sa v X-inaktivaChom centre, z ktorého sa inaktivacia Siri
oboma smermi az na konce chromozému. Vzhfadom na mechanizmus
umlCania, ktory je v pripade repetitivnych elementov nezavisly na Xist v

% repeticie - opakujuce sa sekvencie velkosti 1-6 baz, ktoré su rozptylené v celom genéme a

zvySuju pocet opakovani transkripcie, o spésobuje rozne formy ochoreni - zavaznost koreluje
s po¢tom opakovani repetitivnych sekvencii
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muzskej zarodoénej linii, to nazanduje paternalny imprinting. . Castym
mechanizmom inaktivacie repeticii su metylacie DNA, ktoré po
deaminacii vedu k bodovej mutacii cytozinu na tymin, ¢im sa
epigenetické umlCanie stane irreverzibilné. Univerzalnym donorom
metylovych skupin pre vSetky typy metylacii je S-adenozylmetionin.
Pokial je v bunke nizka hladina tohoto enzymu, dochadza k hypometylacii
DNA, ¢o sa mdze negativne odrazit na zdravi plodu (Cavonas a
Ro0ss,2016).

Inaktivacia zavisla na Xist je regulovana maternalnym
imprintingom, ktory nedovoluje expresiu tohto génu z maternalnej alely.
Tym, Ze obmedzi expresiu génu Xist na maternalnom X chromozéme,
bude sa viac exprimovat’ na paternalnom X chromozéme, az to povedie k
jeho umlCaniu. Takze, imprintovana inaktivacia X chromozému je
regulovana paternalnymi aj maternalnym imprintom u placentalnych
cicavcov (Payer et al, 2011). Oproti génu Xist pésobi regulator Tsix, ktory
ulahCuje redukciu transkriptu tohoto génu okolo chromozému a tym
spristupni, Cize reaktivuje inaktivované gény. Produktom Tsix je
nekdédujuca RNA, ktora sa prepisuje cez RNA transkript lokusu Xist
(Maclary et al.,2014).

Kfu€ovych pre zacatie reaktivacie je oslabenie expresie génu Xist
na inaktivnom chromozome. V $tadiu blastocysty vo vnutrobunkovej
hmote v samiom preimplantathom embryu sa potom inaktivny
paternalny chromozom X reaktivuje — je to priblizne v tom Case, kedy sa
blastocysta implantuje do maternice (Lobo et al.,2013). Reaktivacia
vyzaduje epigenetické reprogramovanie celého chromozomu, aby v
dalSom kroku umoznila nahodnu inaktivaciu pohlavného chromozému. To
preto, aby oba pritomné X chromozémy mali rovnaku Sancu na expresiu
(alebo na inaktivaciu) délezitych transkriptov pre vyvoj dalSich tkaniv
(Payer et al.,2011). Reaktivacia sa riadi pluripotentnymi faktormi Oct4,
Sox2 a inych, viazucimi sa na Xist v ranych samiCich zarodo¢nych
bunkach, tak i v pluripotentnych kmenovych bunkach v neskorSej faze
vyvoja, vSetko za ucCasti zosilfiovaCa Tsix, ako aj dalSich faktorov (Payer
et al.,2011).
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Nahodna inaktivacia je riadena aktivitou génu Xist, ktory koduje
Specificki RNA. Jej nestabilné transkripty sa nabaluju okolo génu Xist a
okolo oboch gonozémov. Behom vyvoja sa transkripty jedného génu
rozpadaju, zatial ¢o druhé sa stavaju stabilnymi a vysledkom je, Ze sa
cely chromozém zabali do transkriptov RNA a do deacetylovanych
histonov, tym sa stane neaktivhym a uml&i sa (Vaskova et al.,2014).
Najskér sa pred uplnym vypnutim chromozému eliminuje RNA
polymeraza a transkripéné faktory. Potom v uréitom poradi prebehnu
udalosti zahrriujuce trimetylaciu histonu H3 na lyzine 27 (H3K27me3)
prostrednictvom Polycomb komplexu, prebehne metylacia promotorovych
oblasti a z inaktivneho X chromozomu sa stane Baarovo teliesko —
heterochromatin (Okamoto a Heard, 2009).

6.2.2 Mozaicizmus inaktivovaného X chromozomu

V kazdej bunke samiCieho embrya, priblizne v €ase implantacie,
dochadza nahodne k inaktivacii paternalneho alebo maternalneho X
chromozomu. Na zaciatku vyvoja obsahuje organizmus priblizne rovnaky
poCet buniek s inaktivovanymi maternalnymi, alebo paternalnymi
chromozomami. Tie sa dedia mitézou v rozmnoZujucich sa somatickych
bunkach organizmu, ale ako jedinec rastie a vyvija sa, tento pomer
variuje. Vplyvom réznych mutacii a aberacii tak méze jedna populacia
buniek obsahovat normalny karyotyp, kdezto v druhej méze byt pritomna
nejaka geneticka abnormalita. Tym padom vysledny samiCi organizmus
tvori mozaiku zloZzenu z tychto dvoch typov buniek (obrazok €. 10)

Mozaicizmus ma vyznamné dbésledky pre expresiu ochoreni
viazanych na X chromozémy. M®éze sa prejavit v zarodocnych bunkach,
kde je geneticka abnormalita viazana len na urcity podiel zarodocnych
buniek, priCom ostatné su normalne. V tejto situacii jedinec nebude mat
Ziadne priznaky ochorenia, kedZze somatické bunky, ktoré vytvaraju
zostavajuce Casti tela, maju normalny geneticky material. Jednotlivec
napriek tomu moézZe mutaciu odovzdat dalej prostrednictvom jednej
z abnormalnych zarodo¢nych buniek (Woodruff et al.,2015).
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Pri somatickom mozaicizme su zarodoCné bunky, ako aj vacsina
telovych buniek jedinca, ,normalne“ zdravé a len mala populacia telovych
buniek obsahuje mutaciu alebo nejaku geneticku aberaciu. Takymto
mechanizmom vznikaju napriklad niektoré nadory, kedy sa z jednej bunky
v dbsledku porusenej DNA vyvinie tumor, priCom vSak v ostatnych
bunkach tela je DNA normalna. Somaticky mozaicizmus sa vyskytuje pri
mnohych dalSich ochoreniach (Ridout et al.,2008). Mozaikovitost s
vekom narasta - mladé Zeny maju nepomer inaktivovanych chromozémov
maternalneho a paternalneho pbvodu dvakrat vacsi ako ich
novonarodené dcéry; od veku 55 sa neustale zvySuje az do 100 rokov.
Dévody nie su uplne jasné; mbéze byt za tym klonalna strata, ale
pravdepodobné su rézne genetické faktory. Pri somatickom mozaicizme
sa ochorenie neprenasa na potomstvo, kedZe vSetky zarodo¢né bunky su
normalne. Ale v ojedinelych pripadoch jedinec méze mat somaticky aj
zarodoCny mozaicizmus a Vv takom pripade sa geneticka abnormalita
mé&ze odovzdat potomstvu (Drstavik, 2009).

6.2.3 Priklady fenotypovych prejavov dysregulacie inaktivovaného
X chromozému

Rettov syndrém je neurologicka porucha viazana na X chromozom,
ktora sa vyznaCuje charakteristickym fenotypom, ale aj jeho znacnou
variabilitou. Dotyka sa samozrejme Zien, pretoze pre muzov je Rettov
syndrém letalny. V populacii sa vyskytuje sporadicky a vznika nahodne,
kazdopadne bola zistena aj dedi¢nost dvoch zasadnych vlastnosti, ktoré
tento syndrom spésobuju. Jednu urCuju mutacie génu MECP2, ktory
transkribuje protein MethylCpG protein 2, délezity pre vyvoj centralnej
nervovej sustavy. Mutacie viazuce sa na tento gén boli identifikované v
70 — 80% pripadov (Villard et al.,2001). Druha suvisi s ucCinkami
mimoriadne nesumernej inaktivacie X chromozému (Gun et al.,2006).
Nesumernost inaktivacie mbéze spbsobit, Ze sa matka dietata
postihnutého Rettovym syndromom stane nositefkou spominanej
mutacie, ktora bude v jej organizme kninicky nezistitelna, ale ktora sa
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prenesie do dalSej generacie. Rettov syndrom sa zacina prejavovat
medzi 6-18 mesiacom zivota diev€ata, kedy sa spomali az uplne zastavi
jeho psychomotoricky vyvoj. Je sprevadzany v rozmedi dalSich 4 rokov
réznymi prejavmi autizmu, epilepsie, atakickou chédzou a apraxiou ruk.
Behom dalSieho vyvoja  pribudaju vazne pohybové a ortopedické
problémy, ktoré pacientku priputavaju na invalidny vozik, ale pocCas
dospievania dochadza k zlepSeniu psychosocialneho kontaktu a zaujmu o
komunikaciu a ocny kontakt (Villard et al.,2001).

Nie vSetky z viac ako tisicky génov na inaktivovanom chromozéme
su skutocne umicané. Gény, ktoré uniknu inaktivacii su rozosiate po
celom chromozéme X, aj ked vacsSina byva lokalizovana na kratkom
ramienku. Rozsiahly prieskum expresie X viazanych génov ukazal, Zze az
15% génov dokaze uniknut inaktivacii (Qrstavik, 2009). Ubiquitézne
transkribovany tetrakopeptid (UTX) je priklad génu viazaného na X
chromozom, ktory unika inaktivicii a tym sa spolupodiefa na vzniku
Turnerového syndromu. Vyskum Trashera a kolegov odhalil, ze repeticie
génu ubiquitézne transkribovaného tetrakopeptidu na chromozéme X
(UTX) spolu s demetylaciou histonu 3 na lyzine 27 (H3K27) spbsobuju
epigeneticku dysregulaciu imunitnych T Ilymfocytov u jedincoch s
Turnerovym syndromom. Zmeny u T lymfocytov spdsobuju autoimunitny
chronicky zapal stredného ucha, ktory je jednym z klinickych prejavov
syndromu (Trasher et al.,2016). Medzi dalSie charakteristické prejavy
patri maly vzrast, pohlavna dysfukénost, kozna riasa na krku, reCové
poruchy a rbézne abnormality makkych a tvrdych tkaniv. Turnerov
syndrobm je stav spojeny s CiastoCnou alebo uplnou absenciou
chromozému X (karyotyp 45,X). Absencia samicieho pohlavného
chromozému konéi na 99% potratom, pretoze na X chromozdéme su
lokalizované gény ovplyviujuce vyvoj placenty, ktoré maju normalnu
expresiu v karyotype 46,XX. ZvysSné 1% dievC€at s karyotypom 45,X sa
narodia s Turnerovym syndromom. Ak by v samcCej chromozomalnej
zostave embrya doSlo k strate jediného pohlavného chromozému X,
vznikla by zostava 45,Y ktora je bez pohlavného X chromozému vzdy
letalna . Niekedy méze djst’ k trizémii X chromozoému (karyotyp 47,XXX,
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syndrom "superzena"). Aj ked su nadpocletné kopie chromozému X
inaktivované, gény, ktoré unikli inaktivacii moézu repeticiou spésobit
nadmernu expresiu, ktora vyznamne ovplyvnuje vyvoj a funkcie mozgu
(Berletch et al.,2011).
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7 DEDICNOST EPIGENETICKYCH ZMIEN

Epigenetika bola pbvodne uréena na zodpovedanie funk&nych
stavov pocas diferenciacie bunkovych linii. Predpokladalo sa, Ze tieto
molekularne zmeny nastavaju poCas vyvoja a potom sa udrzuju
prostrednictvom mitézy. Tym, Ze su somatické bunky oddelené od
buniek zarodoCnej linie, existoval predpoklad, Ze molekularne znacky,
ako je DNA metylacia alebo histbnové modifikacie su odstranené a
nahradené v kazdej generacii. Myslienka, Ze sa informacie o zmenach v
somatickych bunkach v organizme neprenesu do nasledujucej generacie,
pokial maju oddelené zarodoéné linie®, bol zaklad pre vznik modelu tzv.
Weismannovej bariéry. Pre fiu je charakteristicky S$pecificky tok
informacii v smere od nukleovych kyselin k proteinom, ale nie naopak.
Predpokladalo sa, Zze informacie ziskané pocas Zivota jedinca budu v
zarodo¢nych bunkach vymazané a prebehne iba prenos genetickych
informacii (Nauhof et al.,2016) . Ibaze sa ukazalo, ze epigenetické
zmeny indukované prostredim su schopné pozmenit Specificky protein a
cez reverznu transkripciu RNA sa ulozZit do DNA. A naviac, su schopné
sa v nej udrzat’ prostrednictvom meiozy a gametogenézy. Tak sa odhalili
formy nemendelovskej dediCnosti, ako je imprintnig, inaktivacia
chromozému, epimutacie a regulacie prostrednictvom RNA. Tieto
transgeneracné ucinky porusuju zaklad vacésiny genotypovo-fenotypovych
studii postavenych na predpoklade, Ze vysledny fenotyp vyplyva z
priameho pdsobenia zivotného prostredia a dedicnej genetiky
(Schaefer a Nadeau, 2015).

7.1 Priama epigeneticka dedi¢nost’

Je v8ak nutné odliSovat, akym sp6sobom epigeneticka dedicnost
pdsobi; pokial je jednotlivec vystaveny pdsobeniu zivotného prostredia,

% oddelené zarododné linie - iba $pecificky oznadené bunky sa mozu stat zarododnymi
bunkami
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ide o generaciu FO. Tu epigenetické faktory pbsobia priamo na
somatické  bunky, ktoré epigeneticki informaciu  prenasaju
prostrednictvom mitdézy do dalSich klonalnych generacii buniek v ramci
toho istého, jedného organizmu. Jedna sa teda o priame ucinky
epigenetickej dedi¢nosti; o priamu epigeneticku dediCnost. Ddlezité je,
Ze sa epigenetické markery nedokazu implementovat’ do zarodoc¢nej linie
pohlavnych buniek a neprenesu sa do dalSej generacie, pokial prestane
posobit faktor zivotného prostredia (Schaefer a Nadeau, 2015). Ako
priklad mdézeme uviest latky decitabin a vorinostat, pouzivanych v
onkologickej terapii spdsobujucich zmenu epigendbmu nadorov. U
muzskych pacientov lieCenych tymito latkami sa zistil vedlajSi ucinok —
neplodnost. Pri naslednych pokusoch na mysSiach sa zistilo, Ze toxikanty
spdsobovali v generacii FO zmeny v hmotnosti nadsemenikov, vo velkosti
pohlavnych Zliaz, vySky semenonosného epitelu a zmenu v koncentracii a
morfologii spermii. V pripade latky decitabin bola detekovana metylacia
DNA v spermiach na niektorych lokusoch. Ale v generaciach F1 — F3 sa
okrem drobnych zmien na reprodukénych organoch nezistil ziadny
celkovy vplyv na plodnost - jednalo sa o priamu epigeneticku dedi¢nost
zasahujucu len somaticku liniu (Klaver et al.,2015).

7.2 Multigeneraéna expozicia

Dalsim typom epigenetickej dediénosti je tzv. multigeneraéna
expozicia. Environmentalne vplyvy mézu zasiahnut do Struktury
somatickych buniek gravidnej samice generacie FO, mbzu epigeneticky
pozmenit expresiu génov v jej plode, €o je generacia F1 a pripadne mozu
mat dosah aj na zarodocnu liniu plodu gravidnej samice, ktory bude
generovat generaciu F2, aj ked uz faktor prostredia nebude pdsobit
(McCarrey et al.,2016). Modifikacia prebehne pred meiotickym delenimu
v zarodocnych bunkach plodu, ale nasledne sa zmaze v prvej a druhej
demetylacnej vine v neskorSej gametogenzéze a kratko po oplodneni,
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Cize vystavenie pésobeniu prostredia v FO nebude mat dosah na
generaciu F3.

Prikladom mbze byt latka dietylstilbestrol (DES), €o je synteticky
nesteroidny estrogén, uzivany kedysi ako hormonalna antikoncepcia.
Pokial by tato latka pésobila na gravidnu samicu, povedie to k vyvojovym
vadam plodu v generacii F1 a k zvySenému riziku vzniku rakoviny, ale
neohrozi to dalSiu generaciu F2, ktora uz tejto latke nebola priamo
vystavena (Schaefer a Nadeau, 2015). Alebo, viaceré vyskumy poukazali
na multigeneracny ucinok pdsobenia stresu. Pokial bola gravidna samica
potkanov vystavené stresu, jej potomstvo indukovalo fenotyp, ktory sa
udrziaval cez viaceré generacie. Zahfnal stavy DNA metylacie pre gény
glukokortigoidnych receptorov v hypokampe, ktoré spdsobovali uzkostné
spravanie. Tieto vzorce spravania sa neprenasali gameticky; nie prave
optimalna ranna materska starostlivost stresovanej samice podnietila
svojim spravanim uzkostné stavy u svojho potomka, ¢o viedlo k
epigenetickému preprogramovaniu mozgu a k naslednému prenosu do
dalSej generacie. V tomto pripade environmentalne prostredie (pIiné
stresu) viedlo zakazdym k rovnakému Specifickému (vystresovanému)
fenotypu a opakovane sa prenaSalo generaciami (Daxinger a
Whitelaw,2012). Jedna sa teda o priamu dedi¢nost’ ktora sa ustanovuje v
kazdej dalSej generacii.

7.3 Transgenerac¢na epigeneticka dedi¢nost’

Prenos fenotypov cez tri a viac generacii, potom, o uz latka
vyvolavajuca epigenetické zmeny prestala pésobit, je typom
transgeneracnej dedi¢nosti. Rozdiel medzi multigeneracnou expoziciou a
transgeneracnou dedi¢nostou je znazorneny na obrazku ¢€.11 v prilohe.
Transgeneracna dediCnost vyZzaduje mechanizmus, ktory dokaze
epigenetické zmeny gendmu transgeneracne prenasat. Prenos sa méze
uskutocCnit’ prostrednictvom meiozy (Grossniklaus et al,2013). Je ddlezite,
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aby epigenetické markery odolali demetylatnym vindm v gametogenéze
a v rannej embryogenéze. Prikladom latok, ktoré maju transgeneracné
ucinky, mézu byt pesticidy a fungicidy nachadzajuce sa v potravinach a
krmivach rastlinného a ZivoCiSneho pévodu, ako je vinklozolin alebo
metoxychlor. Z pokusov s gravidnymi samicami potkanov, ktoré boli
vystavené pdsobeniu tychto endokrinnych disruptorov  vyplynulo, ze
porucha spermatogenézy, ktoru vyvolali, pretrvavala po dobu najmenej
troch generacii a prenasala sa z paternalnych gendmov do samcej linie
(Schaefer a Nadeau, 2015). Rdzne toxické latky, tak ako prave uvedeny
vinklozolin, podporuje vznik ochoreni, ktoré su transgeneracne
prenasané. Podobné to vSak mdze byt aj so stresom; pokial stres vyvola
ochorenie, prenasané genomovym imprintingom do dalSej generacie,
mbze se jednat o transgeneraCnu dedi¢nost. Vyskum Yaoa a jeho
kolegov sledoval, aké dopady ma chronicky stres na endokrinng,
metabolické a behavioralne prejavy spdsobujuce pred€asny pérod ( Yao
et al.,2014).

Gravidné potkanie samice z rodi€ovskej generacie FO vystavili
stresovym situaciam a ich gravidné dcéry z generacie F1 a vnucky F2 boli
bud tiez vystavené stresu, alebo zostali nestresované v kontrolnej
skupine. Vysledok ukazal, Zze od generacie F1 k F2 a F3, stres postupne
znizoval gestaénu dizku, prirastok vahy matky, a behavioralne aktivity a
tiez hladinu glukézy v krvi, €o viedlo k vySSiemu riziku predCasného
pbérodu. Spomaleny rast potomstva a oneskoreny behavioralny vyvoj
indukovany stresom bol pozorovany u potomkov, pri€¢om najvacsi efekt
mal v F3 generacii. U generacie F2 pozorovali zmenenu expresiu
MiRNA v mozgu a v maternici, vratane rodiny génov Mir-200, €o je rodina
cielovych génov v maternici; iné gény v F1 generacii ako zebl a zeb2 boli
tiez dysregulované viacgeneracnym stresom. Zeb2 bol redukovany v
stresovanej F2 generacii, ¢o naznacuje kauzalny mechanizmus pre
naruSenie udrzania tehotenstva. Tieto zmeny sa dedili v maternalnej linii.
ISlo o prvy vyskum, ktory naznacil, Zze stres transgeneracne ovplyvhuje
rizika pred€asného pérodu ( Yao et al.,2014).
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7.3.1 Epimutacie

Transgeneracnu dediCnost vyvolanu exponovanymi latkami by
mohli vysvetlovat tzv. sekundarne epimutacie. Epimutacie su podla
McCarreyho "epigenetické aberacie, ktoré sa vyskytuju v nepritomnosti
akejkolvek genetickej zmeny a su Sirené mitoticky v dcérskych bunkach
alebo cez meibézu do dalSich generacii skér na zaklade epigenetickej ako
genetickej dedi¢nosti’. Sekundarne epimutacie su tie, ktoré sa vytvoria po
poCiatoCnej genetickej mutacii a prenasaju sa geneticky, alebo
epigeneticky alebo obidvomi spdsobmi. Primarne epimutacie v
zarodoCnej linii  maju  potencial byt opravené epigenetickym
reprogramovanim, zatial o sekundarne epimutacie nie, a tym padom sa
mozu prenasat transgeneraCne. Princip prenosu je podobny ako u
imprintovanych génov (McCarrey et al.,2016). V bunkach vystavenych
pbsobeniu vinklozolinu boli objavené DNA metylacie vo vSetkych
chromozoémoch okrem Y v generacicah F1 — F3. Objavili sa aj zmeny v
malych nekddujuich RNA v spermiach z generacii F3 a nasiel sa cely rad
bodovych mutacii spésobujucich sekundarnu epimutaciu v generacii F3,
ale nie v F1. Vzory metylacie a histonovych modifikacii sa z velkej Casti
vymazali v zarodoCnej linii a potom sa obnovili tak, aby poskytli spravne
epigenetické reprogramovanie pre podporu vyvoja Vv priebehu
embryogenézy. Takto sa podobne ako u imprintovanych génov niektore
metylacie DNA, ktora vyvolavaju primarnu epimutaciu preniesli do
dalSich generacii (Schaefer a Nadeau, 2015).

7.3.2 Dalsie priklady transgeneraénej dediénosti

Klasickym prikladom epigeneticej transgeneracnej epimutacie je
mutacia génu koédujuci receptor Kit u mysi. Nefunkéna alela Kit spésobuje
u heterozygotov biele chvostiky a nozicky. Zistilo sa, Ze heterozygéti s
iniciovanou (ale nie spontanne) mutaciou alely Kit produkuju aberantne
skratené molekuly mRNA. Tieto kratke mRNA sa mendelovsky dedia do
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dalSej generacie, kde pomocou epigenetickéeho mechanizmu
sprostredkovaného RNA interferenciou ovplyviiuju expresiu génu Kit,
ktory vyvolava mutantny fenotyp aj pri nepritomnsoti mutovanej alely
(Rassoulzadegan et al.,2006).

Asi neprekvapi, Zze suasna epidémia cukrovky a obezity méze byt
environmentalne indukovana (Burgio et al.,2015). Normalna metabolicka
regulacia pocCas dospelosti, okrem pozadovanej dobrej rovnovahy medzi
prijmom a vydajom energie, mbéze byt ovplyvnena prenatalnym a
postnatalnym prostredim. Je to myslené tak, ze maternalne nutricné
obmedzenia mbézu v priebehu tehotenstva menit metabolicky fenotyp
potomkov prostrednictvom epigenetickej regulacie Specifickych génov a
to méze byt odovzdavané dalsim generaciam. Boli pozorované zmenené
urovne metylacie a /alebo acetylacie histbnov v génoch, ktoré sa
podiefaju na konkrétnych, ale aj vSeobecnych metabolickych procesoch.
UZ aj poCas puberty ma vysoko kaloricka strava vyznamny vplyv na
zdravie potomkov rovnakého pohlavia, pretoze vedie k vyraznému
zvyseniu rizika cukrovky a srdcovocievnych ochoreni. Obdobie pred
pubertalnym rastom je zvlast kritické obdobie, v ktorom prebytok zivin
mdze vyvolat Specifické epigenetické zmeny v pohlavnych bunkach; a to
v génoch nevyhnutnych na preprogramovanie hlavnych metabolickych
tkaniv. Existuju faktory prostredia, ktoré podporuju obezitu. Su to
chemické latky, tzv.endokrinné disruptory, ktoré podla Burgia "interferuju
S homeostatickymi mechanizmami." Tych je v suCasnej dobe v Zivotnom
prostredi skutoCne vela; patria tam tazké kovy, organické zluCeniny s
primesou chléru, bromové spomalovace horenia alebo rézne perzistentné
organické latky. Tieto latky znizuju schopnost funkcie B buniek® a/alebo
indukuju rezistenciu na inzulin. Uginky endokrinnych disruptorovy
predstavuju riziko prenosu spdsobenych ochoreni do dalSich generacii
prostrednictvom epigenetickych znaliek na gametickej urovni. Tak sa

%2 B bunka je typ bunky Langerhansovych ostrovéekov, ktoré tvoria su€ast’ pankreasu. Jedna
sa o bunku s endokrinnou funkciou, ktory produkuje do krvi hormén inzulin; ten poméha
bunkach odburavat z krvi glukdzu a tym znizuje jej celkovy obsah krvi
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neplodnost, obezita a zmeny v spravani udrzia vo fenotype po dobu
najmenej troch generacii muzskych potomkov (Burgio et al.,2015).

S kvalitou stravovania suvisi aj dalSi pripad epigenetickej
transgeneracnej dedi¢nosti. Byrgena a jeho kolegov zaujimalo, Ci velké
vykyvy v dostupnosti potravy pocCas raného vyvoja starych rodi€ov vo
farnosti Overkalis v severnom Svédsku ovplyvnili umrtnost vnuéat na
kardiovaskularne choroby. TamojSia populacia zazila roky bohaté a
potom roky chudobné na urodu, €o viedlo v priebehu €asu k znacnym
rozdielom v dostupnosti vyzivy. "Zeny, ale nie muzi, vykazovali vyrazne
vy8siu umrtnost na choroby srdca a ciev v pripade, Ze ich paternalna
stara mama zakusila drastické a nepredvidatelné zmeny v nutricnej
dostupnosti" (Byrgen et al.,2014). Autori naznacuju, Zze nutri€né zmeny
by mohli byt epigeneticky viazané na X chromozém, a potom sa
odovzdavaju cez synov na vnucky. Zostava vSak nejasné, pre€o synovia,
ktory nutne dedia X chromozdm od matky nie su postihnuti nachylnostou
na srdcovocievne ochorenia. Je pravdepodobnejSie, Zze epigeneticka
¢innost a prejavy choroby su pohlavne S$pecifické a prenasaju sa
gendmovym imprintingom z autozomalneho chromozému.
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8 ZAVER

Expresia génov je komplexny proces vyjadrenia genetickej informacie
uloZzenej v DNA. Regulaciu génovej expresie riadia genetické i
epigenetické faktory. My sme sa v praci zaoberali epigenetickou
regulaciou; jej mechanizmy nie su zapisané v sekvenciach baz DNA a
prebiehaju ako bezprostredné reakcie bunkovych elementov na zmenené
podmienky nachadzajuce sa mimo DNA. Zmeny prebiehaju na urovni
bunkového jadra, na urovni chromatinovej Struktury a na urovni génovej
transkripcie.  Epigenetické informacie su prenasané prostrednictvom
modifikacii Standardnych aminokyselin, modifikacii histébnov a v
posttranslaénych udpravach na urovni mRNA. Gendm je najCastejSie
modifikovany metylaciou a demetylaciou cytozinovej bazy nukleotidov
DNA, potom metylaciou a acetylaciou a ubiquitinaciou lyzinu, metylaciou
argininu  prebiehajucou na histbnoch chromatinu a napokon
reorganizaciou cielovych sekvencii v mRNA prostrednictvom miRNA.

V praci sme sa pokusili uviest argumenty a priklady, ktoré nam mali
pombct zodpovedat vyskumné otazky: Je epigeneticky regulovana
expresia génov transgeneracne prenosna? Odpovedame, Ze nie kazda
epigeneticka zmena je dedi¢na. TransgeneraCne prenosné mozu byt iba
epigenetické zmeny, ktoré dokazu odolat demetylaénym vinam v
gametogenéze a rannej embryogenéze, a ktoré sa prenesu do dalSej
generacie, aj ked uz environmentalne faktory nepdsobia. Méze to byt
prenos epigenetickej znacky imprintovanych génov a epimutacie na
urovni RNA.

Transgeneracne stabilné mézu byt sekundarne epimutacie, ktoré
sa vytvoria po pociatoCnej genetickej mutacii a potom sa prenasaju
genetickymi, epigenetickymi alebo kombinovanymi spdsobmi. NCRNA a
taktiez prenos imprintovanych génov a inaktivacia pohlavného
chromozému su do velkej miery transgeneraCne stabilné, avSak v
zavislosti na pohlavi rodica a potomka. V praci sme sa pokusili o

52



podrobné vysvetlenie spbésobu, ako vybrané vplyvy prostredia menia
epigeném.

Epigendm organizmu je ovplyvneny pésobenim zivotného
prostredia.  Bezprostrednd reakcia organizmu na  p&sobenie
environmentalnych faktorov zarovenn umoziuje plasticitu fenotypu v
pevne danom genotype a tym urychfuje adaptaciu organizmu na
zmenené podmienky. Epigenetické regulacie mozu ovplyviiovat expresiu
génov v somatickych bunkach; modifikované Struktury chromatinu sa
potom klonalne dedia v dalSich bunkovych populaciach jediného
organizmu. Pokial sa epigenetické zmeny ovplyvnia iba generaciu FO,
jedna sa o priamu dedi¢nost, aj keby sa opakovanym vystavenim
neustale generovala de novo v dalSich generaciach. Vtedy by sme
hovorili o multigeneraCnom exponovani, a to aj v pripade, Ze by
epigenetické modifikacie ovplyvnili  expresiu génov v pohlavnych
bunkach plodu gravidnej samice. Epigenetické zmeny sa mdzu preniest
do nového organizmu po oplodneni. Prenos je stazeny epigenetickym
reprogramovanim v preimplantacnej zygote, kedy dochadza k rozsiahlym
demetylacnym a metylacnym vinam, poc€as ktorych sa metylacné vzorce
ziskané od rodiCov vymazu. Vynimku tvoria jedine imprintované geény,
ktorych epigentické stavy sa prostrednictvom ICRs znovu obnovia. V
pripade epimutacii ako vysledku pésobenia environmentalnych faktorov
sa zmenené epigenetické stavy prenasaju podobne ako v genomickom
imprintingu. Vtedy sa jedna o transgeneracnu dedi¢nost. Imprintované
gény na autozémoch sa prenasaju z rodiCa na potomka v zavislosti na
pohlavi, ako rodi¢a, tak aj potomka. Hypotéz odévodnujucich pri€iny
vzniku imprintovanych génov je viacero, v praci sme si predstauvili
hypotézu rodiCovského konfliktu, interlokusovy pohlavny konflikt a
hypotézu koadaptacie matky a potomstva. VSetky tri hypotézy sa snazia
vysvetlit, preCo mdze byt evoluéne vyhodné preniest epigeneticky stav
ovplyvnujuci génovu aktivitu z rodi¢a na potomstva, s prevahou prenosu

imprintovanych génov v maternalnej linii.
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10 RESUME

This bachelor thesis introduces the basic types of epigenetic
mechanisms that affect gene expression, such as DNA methylation,
histone modification and RNA interference. The work deals with the
transmission of informations from the environment into the epigenom of
the generation Fo and the possibility of transfer to the next generations
F1 and F2 through multigenerational exposition and through
transgenerational inheritance. Bachelor thesis deals with the effect of
epigenetic regulation of gene expression induced in parents on
embryogenesis of their offspring.
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11 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

ASCR

BMP-2
BWS
CDX2
CNS

CpG

DES

DIk1-Dio3

genu
DNA

DNMT

oblast’ imprintovanych génov suvisiach s Angelmanovym

syndromom

geneticky lokus pre krvny tlak
Beckwith-Wiedemanov syndrém
gén pre kaudalny typ homeoboxu 2
centralna nervova sustava

dinukleotid s fosfodiesterovou vazbou medzi guaninom a

citozinom
Dietylstilbestrol

zhluk imprintovanych génov podobnych delta homoldégu 1 a

typu 3 pre jédotyronin deiodinazu
kyselina deoxyribonukleova

DNA metyltransferaza

DPPA3(Stella/PGC7)

dsRNA

E3A

EGCG

Hloo

geén pre protein 3 asociovany s vyvojovou

pluripotenciou

dvojvliaknova RNA

enzym ubuquitin-proteinova ligaza kddovana génom UBE3A
3-epigalokatechin galat

Specificky typ histonu H1 nachadzajuci sa v oocytoch
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H2A typ A histonu H2

H2B typ B histonu H2

H3 histon s oznacenim H3

H3K27 me3 trimetylacia histonu H3 na lyzine 27
H3K9 lyzin 9 na histone H3

H3S10 serin 10 na histone H3

H4 typ histonu s oznac¢enim H4
HAT-asa histdbnova acetyltransferaza
HDAC-asa histonova deacetylaza

HMT-asa histdn metyltransferaza

HP1 heterochromatinovy protein typu 1
HSP70 protein teplotného Soku

hsp70 gén kodujuci HSP70

HSFT transkripény faktor tepelného Soku

ICRs imprintované kontrolné oblasti

Igf2 geén pre inzulinovy rastovy faktor

lgf2r geén pre inzulinu podobny rastovy faktor

Ipw gén pre imprintovany Prader-Williho syndrom, spojeny s

nekddujucou triedou RNA
kit gen pre receptor tyrozinkinazoveého proteinu

LDL lipoproteiny s nizkou hustotou
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LDLRP1

MECP2
Mir-200a
mMiRNA
mMRNA
ncRNA
Oct4

Par5

PiRNA

pri-miRNA

PWCR

PWS/AS

RISC

RNA

RNAI

SiRNA

SnoRNA

Sox2

TET

gén pre receptor lipoproteinov s nizkou hustotou suvisiacich

S proteinom 1

geén kodujuci protein MECP2-metylovy CpG vazbovy protein2

MicroRNA 200a -gén spojeny s miRNA
mikro RNA

mediatorova RNA

nekodujuca RNA

gén pre oktamér viazuci transkripény faktor 4

geén pre Prader-Williho/Angelmanovu oblast' 5, spojeny s

nekodujucou triedou RNA

piwi-interagujuce RNA

primarny transkript mikroRNA

oblast imprintovanych génov suvisiacich s PW
Prader-Williho a Angelmanov syndrom

RNA indukovany uml€ovaci komplex

kyselina ribonukleova

RNA interferencia

kratke interferujuce RNA

mala nukleonarna RNA

gén pre transkripény faktor pohlavne determinovaného

regionu Y chromozoému, oblast’ 2

desiata-jedenacta translokacia metylcytozin dioxygenazy -

rodina enzymatickych proteinov kddovana génom Tet
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TRIM28
Tsix
ube3a
UTX
Xist

zebl

zeb2

Zfp57
Znf127

5mC

transkripény intermediatorovy faktor 28

nekodujuci RNA gén, protizmyslovo prepisovany voci Xist
geén pre E3A

ubiquitézne transkribovany tetrakopeptid

gén pre Specificky transkript inaktivujuci X chromozém

gén kodujuci transkripény faktor zinkového prstu viazuci sa

na oblast 1

gén kodujuci transkripény faktor zinkového prstu viazuci sa

na oblast 2
geén pre homoldg 57 proteinu zinkového prstu
geén pre protein zinkového prstu 127

metylovany cytozin na 5.pozicii
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12 OBRAZOVE PRILOHY

miRNA HAT-asa
ncRNA HDAC-asa
DNMT

Transkripéna regulacia

Histonoveé
modifikacie

DNA
metylacia

Obrazok €. 1 : Epigenetické mechanizmy v zajomnej suc¢innosti za
posobenia enzymov DNMT, HAT-asa a HDAC-asa.
[Zdroj: https://search.proquest.com/docview/817624621?accountid=14965],

upraveneé
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Obrazok €.2 : Metylacia cytozinu na pozicii 5
[ Zdroj: https://search.proquest.com/docview/817624621?accountid=14965],
upravené
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Jadro 6smych histénovych molekul
H2A,H2B,H3,H4

Histén H1

Obrazok €. 3: Vazba histonovych proteinov na dvojzavitnicu DNA

[Zdroj: http://mobile.kreacionismus.cz/content/evoluce-zbavena-pozlatka],
upravené
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“dlha” ds RNA

Dicer

S' P TTTTTTITTTTTITIT ©H 3

3 Ho' PSs
siRNA “

:
rrvr@nt aktivacia komplexu
| RISC-siRNA

mRNAMm.u.um
m unmmmj::;r;msu:ia mRNA

Obrazok €.5 : Rozklad RNA za ucasti enzymu Dicer na kratke
nekoédujuce siRNA. Spolu s komplexom RISC degraduju mRNA.
[Zdroj:http://provokater.blog.sk/detail.html?a=82f4d443aed76b52315c36f4abbe
7e0a], upraven
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Obrazok €.6 : Zmena metylacie génu Agouti
[Zdroj: http://learn.genetics.utah.edu/content/epigenetics/nutrition/] upravené
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Oocyt Zygéta __ Morula Blastocysta Embryo Infant
Pre|mp|antacxa
Gametogenéza Fertilizacia Embryogenéza Potomstvo
1.epigenetické reprogramovanie 2.epigentické reprogramovanie
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== de novo metylicia
Aktivna demetylacia

@ Pasivna demetylicia

Udrz i ylaénych st

@mws Znovunastavenie metylaénych znadiek

Obrazok €.7 : Epigenetické regulacie v gametogenéze a
embryogenéze
[Zdroj: http://lwww.mdpi.com/1422-0067/12/12/8661/htm], upravené

Obrazok ¢€.8 : Beckwith-Wiedemanov syndrom (BWS)
[ Zdroj: http://what-when-how.com/genetics/beckwith-wiedemann-syndrome-
genetics/], upravené
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Obrazok €.9 : a,b,c: Schéma alelovo-Specifickej expresie génov na
PWS/AS regiéne chromozému 15q11- q13
[zdroj:http://www.datasolution.sk/pdf/pws.pdf?PHPSESSID=9¢c9d4c3dcf9c8924
41c9bb8e52ae4bff], upravené
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Normalne bunky so 46 chromozémami
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Bunky s chybajicim chromozémom Chromozomalny mozaicizmus

Obrazok €.10 : Mozaicizmus
[Zdroj: http://lwww.cdkl5.sk/co-je-cdkl5/geneticke-pozadie-cdklS/], upravené

Posobenie faktorov prostredia na
zarodoc¢nu liniu plodu gravidnej samice

Posobenie faktorov prostredia na
zarodoc¢nu liniu rodicov

> Multigeneracna
expozicia
Transgeneracna
Generacia F2 ako prva > dediénost Generacia F3 ako prva
nepodlieha multigeneracne;j nepodlieha multigeneracnej
expozicii - expozici

Obrazok €.11 : Multigenera¢na a transgenerac¢na dediénost’.
[Zdroj:https://search.proquest.com/docview/1560291643?accountid=14965],
upravené
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