


Plán přednášky  

 

 

•Epigenetická pojetí ontogeneze 

•Kovalentní modifikátory chromatinu a krátké molekuly RNA 

•Epigenetická transgenerační paměť 

•Epigenetické změny provázející dediferenciaci buněk 

•Inhibitory epigenetických drah 

 

 

 

 

Poděkování: Česká akademie věd 



Postgenomická éra ve vědě otevírá 
další záhady 

www.biocomicals.com, Alper Uzun, PhD. 



avšak vždy záleží na úhlu pohledu… 

Jedna z možných definicí 
epigenetiky: 

Mitoticky nebo meioticky 
dědičná změna, která není 
vázána na primární sekvenci 
DNA, nýbrž je dány jinými 
úpravami, které ovlivňují 
aktivitu (expresi) genů – 
struktura chromatinu 
(„chromatinová dědičnost“), 
metylace bází v DNA, acetylace 
histonů, regulační aktivity 
molekul RNA, konformace 
proteinu. 
Berger et al. (2009) Genes Dev. 

 



Epigenetika je aktuální téma 



Waddington: Diferenciaci chápe jako epigenetický proces  

  ovlivňovaný prostředím 

embyolog 



řízení ontogeneze  

regulace genové exprese 

organizace buněčného jádra 

 

Funkce se realizují epigenetickými kódy: 

• DNA methylation code 

• Histone modification code 

• Small RNA code 

Mnohočetné funkce epigenetických procesů 



S-adenosylmethionine S-adenosyhomocysteine 

5-methylcytosin je pátou, variabilní bází v DNA 

Metylace DNA není v genomu rozmístěna náhodně:  

• Bývá lokalizována v symetrických motivech CG, u rostlin pak i CHG, CHH,  

• V genomu existují klastry mC převážně v nekódujících částech centromer, inaktivních 

promotorů, transposonů… 

 

Objev metylace cytosinu v CG motivech  savčích buňkám patří českým vědcům z AVČR 

Doskočil a Šorm: Biochim Biophys Acta. 1962 Jun 11;55:953-9.  

mC demethylase (Ros 1) 

Molekulární nástroje epigenetických změn…. 



Metylační kód se realizuje chromatinovými bílkovinami…. 

Mutace v MeCP2 lokusu 

Characterization of MeCP2, a 

vertebrate DNA binding protein with 

affinity for methylated DNA. 

Meehan RR, Lewis JD, Bird AP. 

Nucleic Acids Res. 1992 Oct 

11;20(19):5085-92. mC v DNA 

mC vazebný protein 

Multiple function of DNA methylation: 

 

• Regulation of tissue specific expression /gene knock outs 

are lethal/ 

• Inhibition of transposon activity and other parasitic genomic 

elements 

• Inhibition of genetic recombination? 
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Vznik a metabolismus metylcytosinu. Reakce 1,2 a 6 mají obecnou platnost, reakce 3-5 

byly prokázány v mozkové tkáni savců.   

 

Chemicky je mC nejméně stabilní bází, podléhá spontánní deaminaci na tymin 

(reakce 6) 

OH 



Metylcytosin v DNA je mutagenní bází in vivo 

Wang et al. 2015 – in press 

Daň za přepych… 

Mutations in C. revoluta rDNA are distributed exclusvely in methylation motifs 



Metylace DNA není ve svém snažení sama……… 

Chromosomy Nicotiana repanda 

Koukalova a spol 2010 

Biochemistry, Genetics and Molecular Biology. Chromatin 

remodelling, book edited by Danuta Radzioch, ISBN 978-953-51-

1087-3 

Kovalentní modifikace  

tvoří histonových kód, existuje 

téměř nekonečné množství 

kombinací nukleosomových variant  

10 µm 
1000 µm 
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Několik zásadních objevů v genetice 
předznamenal výzkum na rostlinách 

• Zákony dědičnosti – Gregor Johann Mendel 

 

 

 

• RNA interference, siRNA, miRNA 
 
•Napoli C., Lemieux C., and Jorgensen R. (1990) „Introduction of a 

chalcone synthase gene into Petunia results in reversible co-

suppression of homologous genes in trans“. Plant Cell 2: 279-289. 

  

•Dehio C. and Schell J. (1994). „Identification of plant genetic loci 

involved in a post transcriptional mechanism for meiotically reversible 

transgene silencing“. Proceedings of the National Academy of 

Sciences of the United States of America 91 (12): 5538-5542.  

Wikipedia 



Imunitní systém rostlin je zacílen na virovou RNA 

Sir David Charles Baulcombe 

Wikipedia 

Baulcombe, D. C. (1996). "RNA as a target and an initiator of post-transcriptional gene silencing in transgenic plants." Plant Molecular Biology 32(1-2): 79-88.  

-rozpad virových i transgenních RNA  

-RNA interfence, post transkripční umlčování (PTGS) 

-klíčový enzym RNAdependentníRNA polymeráza (RdRP) 

5’ 
3’ ? 

5’ 
3’ 

virová RNA 

+ virus  

Transgenní RNA 

3’ 
5’ 

- virus 

3’ 
5’ 

5’ 
3’ 

+ virus 

< symptomy 

Nicotiana benthamiana 

Virus PV-X  



The Nobel Prize in Physiology or Medicine 2006 Andrew Z. Fire, 
Craig C. Mello 

Fire, A; Xu, S; Montgomery, MK; Kostas, SA; Driver, SE; Mello, CC (1998). "Potent and specific genetic 
interference by double-stranded RNA in Caenorhabditis elegans". Nature 391 (6669): 806–11 

Craig Mello Andrew Fire  

Caenorhabditis elegans 

(hlistice,Nematodeae)  

Rozpad buněčných mRNA 

•RNA interference je prastarým mechanismem ochrany genomu před cizorodou nukleovou kyselinou  
 

•Expresi endogenních genů lze modulovat siRNA (RNAi) technologií (široké uplatnění  v praxi včetně 
humánní medicíny) 
 

Klíčová úloha dvouvláknové RNA 

Wikipedia 

Sir David Charles Baulcombe 

? 

http://en.wikipedia.org/wiki/File:Caenorhabditis_elegans.jpg


Dvojvláknová RNA může u rostlin vyvolat metylaci DNA 

Přehledně Vesmir 2015 

RNA 
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Provázanost epigenetických procesů 



Modifikátor Activační 
(euchromatin) 

Represivní 
(heterochromatin) 

DNA methylation CG, (CHG, CHH) 

 

Histone acetylation H4, H3 (lysine) - 

 

Histone methylation H3K4m2, H3K4m3, 
H3K36m3 

H3K9m2,  
H3K27m3, H4K20m1 

 

Small RNA lnRNA 
miRNA 

21 nt 
24 nt 
lnRNA 
miRNA 

Epigenetické markery  genové exprese 



Zygota 
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Heterochromatinizace a inaktivace jednoho X chromosomů u savců,  
• primární funkce je kompenzace genové dávky,  

• Nastává u samiček XX 

• Nenastává u samců XY a samiček X-  

 

Lyonizace je složitý proces zahrnující téměř všechny známé epigenetické mechanismy 

• Metylace DNA 

• Deacetylace a metylace histonů 

• Transkripce  dlouhých nc RNA 

 

XX genotyp 



Temná hmota genomu 

Z čeho je temná hmota genomu složena? 
 
Heterochromatin: 
•Retroelementy 
•Endogenní viry 
•Satelitní DNA 
•Jednoduché repetice 

Jen malá frakce DNA kóduje bílkoviny nebo strukturní RNA 

Funkce: 

Wikipedia 

Chromosomy N. tabacum, barveno DAPI 

Koukalova a spol, 2010 

•mRNA 

 

•miRNA 

 

•siRNA 

 

•long ncRNA 

Situace dnes Transkripce dříve 

 



Obsah “Temné hmoty“ koreluje se složitostí organismu 



Upraveno podle 
Upraveno podle O.Slabý, 2009 



RNA byla klíčovou molekulou při vzniku  

života na Zemi,  
…je to proto, že může plnit současně katalytickou  

                      i informační funkci 

 

V dnešních organismech se RNA  účastní všech  

 důležitých buněčných procesů 

1. proteosyntéza.  

2. diferenciace,  

3. regulace genové exprese 

4. kognitivní funkce při interakcích makromolekul 

 

 



Umíme sekvenovat genomy, známe mutace v genech způsobující  
různá onemocnění, ale neumíme mutace opravovat  
 
Příklad: jedinci s mutací v genu APC mají 50% pravděpodobnost vzniku 

nádoru tlustého střeva (Familiární adenomatózní polypóza).  
Ale můžeme s tím něco dělat? 

www.biocomicals.com, Alper Uzun, PhD. 



K čemu jsou poznatky o RNA dobré…. 
 

 

 

Nová technologie CRISPR umožňuje jako poprvé v historii editaci genomu in vivo 

 

- Princip spočívá v součinnosti gRNA a nukleázy 

 

 

 

- oprava mutací v genech 

- náhrada poškozených úseků DNA 

- introdukce nových variant   

CRISPR - Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats 

Nat Biotechnol. 2014 Jun;32(6):551-3. doi: 10.1038/nbt.2884. Epub 2014 Mar 30. 

Genome editing with Cas9 in adult mice corrects a disease mutation and phenotype. 

Yin H1, Xue W1, Chen S2, Bogorad RL2, Benedetti E3, Grompe M3, Koteliansky V4, Sharp PA5, Jacks T6, Anderson DG7. 

sachusetts, USA. [4] Institute of Medical Engineering and Science, Massachusetts Institute of Technology, Cambridge, 

Massachusetts, USA. 

Abstract 

We demonstrate CRISPR-Cas9-mediated correction of a Fah mutation in hepatocytes in a mouse model of the human 

disease hereditary tyrosinemia. Delivery of components of the CRISPR-Cas9 system by hydrodynamic injection resulted in 

initial expression of the wild-type Fah protein in ∼1/250 liver cells. Expansion of Fah-positive hepatocytes rescued the body 

weight loss phenotype. Our study indicates that CRISPR-Cas9-mediated genome editing is possible in adult animals and 

has potential for correction of human genetic diseases 
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Waddingtonova epigenetická krajina 
Waddington, Conrad H. 1953. The Epigenetics of birds. Cambridge University Press 

• Co se stane, když se v 
krajině objeví překážka? 

• Může prostředí ovlivňovat 
vývojový program? 

• Může prostředí ovlivňovat 
epigenetické modifikace?    
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• Konzumace alkoholu během gravidity je nejčastější příčinou 
indukovaných mentálních deficiencí a vrozených poruch ve vyspělých 
zemích 
 

 
 

• FASD - Spektrum vrozených alkoholových poruch 
 

– 2-5% gravidit! 
 

– Obecný termín zahrnující psychické abnormality, poruchy chování a 
intelektuální zaostalost 
 

– Z nich pak nejvážnější diagnóza - Fetal Alcohol Syndrome (FAS) 

 
 

Chudley et al. CMAJ 2005 
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Alcohol-Related  

Neurodevelopmental Disorder  

(ARND) 

Mnohočetné důsledky expozice embrya alkoholu - FASD 
           Průchod Waddingtonovou epigenetickou krajinou….  



Myší experimentální model konzumace alkoholu v graviditě 

• Kontrolní skupina: H20 

• Pokusná skupina: 10% EtOH 

 

volný výběr denní tekutiny 

 

• 70% preference pro 10% EtOH 

• Měření konc. alkoholu  v krvi 
 

• Odpovídá mírné závislosti na 
alkoholu.  

• Ekvivalent gravidní ženy 
konzumující 2-4 dcl vína denně. 

Young & Olney  2006 Neurobiol. Dis. 
 



Mikročipová analýza metylace DNA v potomstvu 

30 DNA Methylation 

PND 70 
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• Metylační změny u 
více než 6000 genů  
 

• Promotorové oblasti  
 
• Statisticky 

významná korelace 
        p < 0.01 

 

EtOH Control 

Thanks to Epigenie 



Environmentální epigenetika 

Poděkování: Česká akademie věd 
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Osmotický stres indukuje hypermetylaci DNA u rostlin 



Environmentální epigenetika 

Poděkování: Česká akademie věd 



Epigenetická modulace DNA potravou 

35 http://learn.genetics.utah.edu/content/epigenetics/nutrition/images/pathway.jpg 
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DHPA uM 

HPLC analýza ukázala, že DHPA zvyšuje poměr SAH/SAM 

v buňkách Nicotiana tabacum 

Fojtova et al 1998 

Dihydroxypropyladenine je účinným metylačním inhibitorem metylace typu CHG, 

CHH u rostlin 

Metylační analýza ukázala, že DHPA indukuje v buňkách 

Nicotiana tabacum hypometylaci DNA 

CHG 

CG 



Porušení rovnováhy metylačních kofaktorů v průběhu diferenciace  

indukuje homeotické změny později ve vývoji 

Fulnecek et al 2011 



Genetici říkají, že za většinu našich vlastností mohou geny, 

zatímco psychologové tvrdí, že rozhodující vliv má prostředí. 

Kde je pravda? 

Dobrá                                                     Špatná 

 

 

 

 

 

Stabilní psychika potomstva                 Stresová psychika potomstva 

Péče o novorozence 

Prostor pro epigenetiku….. 



Podle Vyskota, uč text 2010 



Meiosa 

Jak je to s transgenerační 
dědičností epigenetických stavů ? 
 
Nevíme….. 

zygota 

zygota 

Jean B. Lamarck 



Schneeberger and Cullis. Genetics. 1991 Jul;128(3):619-30 

.  
Potomoci ovlivněné generace 



Agrawal: 

ECOLOGY  Volume: 

83   Issue: 12   Pages: 3408-

3415, 2002  





? 

Vyskot: Učební text Epigenetika ISBN 978-80-244-2534-4 

 

Rostliny zárodečnou dráhu nemají 



17, 89–96 (2014). 

Získané reakce na pachy ovlivňují  

nervové struktury a chování zvířat v následujících generacích 



Dědičnost indukované fóbie? 

fóbie 

Některé pozoruhodné vlastnosti  “poučených myší“ 
 

•Epigenetické změny na DNA. Hypomethylace genu Olfr151, což je 

předpokládaný pachový receptor 

 

•Posílení mozkových center zpracovávajících signály pro zachycení 

pachu  

 

•Dědičnost ustrašené chování při kontaktu s acetofenonem po dobu 

min. 2 generací /přímí potomci a jejich děti/.  

 

 

 

 

Reakce 

Podmíněný reflex 

Pavlovovského typu 

fóbie 

acetofenon 



Epigenetický obraz genomu se sice v embryonálním vývoji vymazává, ale ne úplně! 

 

Prostor pro další výzkum……  



Plán přednášky  

 

 

•Epigenetická pojetí ontogeneze 

•Kovalentní modifikátory chromatinu a krátké molekuly RNA 

•Epigenetická transgenerační paměť 

•Epigenetické změny provázející dediferenciaci buněk 

 

 

 

Poděkování: Česká akademie věd 
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Hypotézy: 

 

-Mutace – vyloučena sekvenováním 

 

-Rearrangement – vyloučena S. blot hybridiz. 

 

-Epigenetická změna – metylace DNA? 

0

4

8

12

16

20

24

PTGS-Lo1

pl

Lo1 cal 1.m. Lo1 cal 12.

m.

TGS-Lo1E

pl.

qPCR prokázala progresivní pokles transgenní  aktivity v kalusech 

Miloslava Fojtová  

Fojtova a spol. Plant Physiology 2003 

hormony hormony 



Změny v metylaci promotoru transgenu v průběhu 

dediferenciace, kultivace buněk in vitro a regenerace rostliny 

35S promoter methylation (%) 

PTGS-Lo1 plant                       disc of leaf, microcallus  (0.p.)            advanced callus (Lo1 11.p.)        regenerated TGS-Lo1E plant  

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

TGS-Lo1E pl.

Lo1 11.p.

Lo1 0.p.

Lo1 0.p.disc of leaf

PTGS-Lo1 pl

Kateřina Křížová 

Krizova K, Fojtova M, Depicker A, Kovařík A (2009) Plant Physiology 149(3):1493-504  
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Děkuji za pozornost 

 


