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Uvod

Pojem epigenetika Sifil od roku 1942 Conrad Hal Waddington, britsky
profesor genetiky, ktery definoval epigenetiku jako soubor zmén genové
exprese determinujici vyvoj organizmu. V soucasnosti epigenetiku chapeme
jako védu zabyvajici se biochemickou modifikaci DNA a s ni asociovanych
proteind, tak zvanych histond. Vtomto pfipadé nedochazi ke zménam
v sekvencich DNA, tudiz jde o takové modifikace chromatinu, které neovliviiuji
poradi nukleotidl v fetézci. Tyto biochemické modifikace zplsobuji pouze
zménu v kompaktnosti DNA a tim ovliviiuji funkci jednotlivych gend, tudiz i
celého bunééného jadra.

Zpocatku se zdalo, Ze vyznam epigenetiky je pouze okrajovy, ovsem
s rozvojem experimentalnich technik se zacal biochemickym modifikacim
chromatinu pfikladat vétsi vyznam. O tom, Ze epigenetika je dulezitym
tématem soucasné molekularni a bunécné biologie svéd¢&i napfiklad jedno
z poslednich specialnich Cisel Casopisu Science (vydané 29. fijna 2010),
vénované pravé tomuto podoboru genetiky. Z fady novych poznatku je zfejmé,
Ze sledovani epigenetickych zmén v lidském genomu je dulezité, predevsim
pro pochopeni mechanizml zodpovédnych za vznik Fady civilizacnich
onemocnéni, v€etné nadorové transformace bunék. Navic, epigenetické
faktory pfesné ur€uji nejen stuper spiralovitého sto€eni DNA, ale dale jsou
zodpovédné za organizaci bunééného jadra a fyziologickou strukturu
chromatinu vyssiho fadu.
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Organizace bun é€éného jadra.

Bunécné jadro je nejnapadnéjsi organelou eukaryotické bunky a
obsahuje vétSinu jejich genud. Celé jadro je uspordadano do mnoha funkénich
celkl (obr. 1). Prostor jadra vypliuje chromatin, ktery se sklada z DNA a
predeviim proteind histonové povahy. Dale je vjadfe obsazeno velké
mnoZstvi nehistonovych proteind a RNA *'. Zbytek jadra je vyplnén
interchromatinovym prostorem (obr. 1), ktery obsahuje makromolekularni
komplexy, potfebné pro jaderné funkce, jako je replikace (tvorba kopii
molekuly DNA), transkripci (pfepis genetické informace z DNA do RNA),
sestfih (post-synteticka Uprava pre-mRNA) ¢i reparaci (oprava poskozené
DNA) 2. V buné&ném jadie se dale nachazi fada télisek a domén — predevsim
Cajalova téliska, promyelocyticka leukemicka téliska (promyelocytic leukemia
- PML), jaderné skvrny a nékolik dalSich regulacnich domén, typu
transkrip&nich ,tovaren“ obsahujicich RNA polymerazu I, ktera se jako hlavni
faktor reguluje transkripci gent kédujicich pre-mRNA 3. Speciélni jadernou
strukturu déle prestavuje jadérko, které je povazovano za nejvétsi transkripéni
»ovarnu“ (Obr. 1). Divodem tohoto oznaceni je, Ze transkripce ribozomalnich
gend a iyntéza ribozomalnich pod-jednotek probiha pravé v kompartmentech
jadérka “.

Obr. 1. Schéma usporadani
vybranych kompartmentd bu-
Igee R IES LY nééného jadra. Jadro je chara-

| Bunécné jadro |

Cajalovo télisko

PML télisko

transkrip€ni
tovarny

jadérko

chromozomalni
teritoria

jaderné skvrny

lamina

jaderna
membrana

IC prostor

kteristické svou vysokou kom-
partmentalizaci, tedy rozdélenim
prostoru do menSich funkénich
celkd. Povrch jadra je tvofen
jadernou membranou protkanou
jadernymi poéry, pod kterou se
nachazi vrstva intermedialnich
filament  tvoficich  nuklearni
laminu. Dominantou vnitfniho
prostoru jadra je jadérko, kolem
kterého jsou organizovana chro-
mozomalni teritoria a interchro-
mozomalni prostor (IC). VétSi
Jlaguny* interchromozomalniho
prostoru  obsahuji  napfiklad

Cajalova téliska (zodpovidaji za tvorbu transkripénich a sestfihovych komplexu),
téliska PML (u€astni se regulace transkripce, omezeni rastu nadorl, potlaéeni
apoptdzy a oprav DNA) a jaderné skvrny (obsahuji vysokou koncentraci sestfihovych
faktor().
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Zé&kladni struktura chromatinu a epigenetické modifi kace histon 4

Z&kladni strukturni podjednotkou chromatinu savcich bunék je
nukleozom, ktery je tvofen oktamerem histonl (dvé molekuly kazdého
z histoni H2A, H2B, H3 a H4) a navinutou DNA > © (obr. 2). Molekula daliho
histonu, nazyvaného H1, se pfipojuje k volné DNA v blizkosti nukleozomu, v
takzvané linkerové oblasti, a sjeho pomoci je DNA uspofadana do 30nm
chromatinového vlakna. Toto vldkno muaze tvofit jeSté kondenzovanéjsi
struktury, ovSem zpulsob jejich vzniku a formy organizace chromatinovych
vldken jsou neustale predmétem diskuse .

Nukleozom

H4S1P
H4K5Ac
H4K8Ac
H4K20me

N-terminalni
konce histonu

H2AK119Ac
H2AS1P

H3K9
H3K2;nn?e linkerova oblast

H3K36me
H3S10P

Obr. 2 Nukleosomy obto¢ené DNA a jejich epigenetické modifikace na vybranych N-
terminalnich koncich.

Stupen kondenzace chromatinu zavisi pfedevsim na bunéném cyklu,
ktery zahrnuje interfazi (G1, S, G2 faze) a mitotické déleni. BEhem interfaze
jsou chromatinovéa vlakna v jadfe rozvolnénd, ale pfi pfipravé buriky na mitézu
dochazi kjejich kondenzaci a jsou viditelna jako typické metafazni
chromozomy. Ty pFedstavuji nejvysSi mozny stupefi sbaleni chromatinu,
takzvany chromatin vy3Siho Fadu (obr. 3A). AvSak ani interfazni
chromosomani teritoria (obr. 3B) nejsou ve své struktufe homogenni, liSi se ve
stupni svého sbaleni (kondenzace) a tedy i ve stupni vyjadfeni genu
(exprese). V ramci buné¢ného jadra rozliSujeme dva zakladni typy chromatinu:
euchromatin a heterochromatin 2. Zatimco euchromatin je rozvolnény a
transkripéné aktivni, heterochromatin je mnohem kompaktnéjsi, vysoce
kondenzovany a transkripné neaktivni. Heterochromatin mizeme dale délit
na fakultativni (neaktivni chromozom X v genomu samic) a konstitutivni
(primarni zaSkrceni [konstrikce] chromozomu zvané centromery nebo konce
chromozomu zvané telomery, viz. obr. 3A).
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Obr. 3. Pfiklad metafazich chromosomd (modie) a jejich DNA metylace (zelené).
Naznaceno je umisténi centromer a konce chromozomu, telomery (A). Interfazni
profil teritorii chromozomu 11 (zelené) a na ném umisténé CCND1 geny (Cerveng).
Interfazni jadro je zna¢eno modfe (B).

Kondenzace interfazniho chromatinu ovliviuji také biochemické
modifikace histonu H1 a koncovych €asti histonu, takzvanych N-terminalnich
koncl, vyénivajicich z nukleozomd * (obr. 2). Tyto chemické modifikace
mohou pozitivné i negativné ovlivhovat expresi genu (viz nize). Ke zminénym
post-translaénim modifikacim dochazi v dlsledku pusobeni specifickych
enzymu, zodpovédnych za vazbu nebo odStépeni napfiklad methylove,
acetylové, fosforylové ¢i jiné epigeneticky vyznamné skupiny vazané na
histony. DalSimi faktory, které ovliviiuji kondenzaci chromatinu jsou sub-typy
heterochromatinového proteinu 1 - HP1a, HP1B, HP1y (viz nize, obr. 4A, B). V
neposledni fadé je exprese jednotlivych genl regulovana transkripénimi
faktory (epigeneticky vyznamné proteiny, které se vazi na promotory genu a
iniciuji transkripci). Dale mize byt exprese genl ovlivnéna polohou gend v

ramci  chromozomalniho teritoria nebo i celého interfazniho jadra (obr. 3B) *
10

Chromozomalni teritoria

Tak jako je metafazni chromatin organizovan do spiralizovanych
chromozomu, tak i usporadani interfazniho jadra neni zcela nahodné (obr. 1).
A¢ se po dlouhou dobu predpokladalo, Ze jednotlivé interfazni chromozomy
jsou vzajemné propletené a neuspofadané. Postupné prevladl nazor, Ze
pokud jadro obsahuje tak velké mnozstvi chromatinu, musi byt tento chromatin
néjakym zplsobem organizovan. A pravé uspofadani interfazniho jadra je
zcela zdsadni pro regulaci exprese gendu.

Carl Rabl (Rabl, 1885) jako prvni usoudil, Ze jednotlivé chromozomy
jsou od sebe prostorové oddéleny, coz v nékolika desetiletich vyznamné
prostudovala skupina Prof. Thomase Cremera z Mnichova (shrnuto v ).
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Obohaceni Rablovych teorii provedl Theodor Boveri, ktery ve své praci uvedl,
Ze kazdy chromozom, ktery je viditelny béhem mitoézy, si i béhem interfaze
udrzuje svou individualitu a v jadfe zabira specificky prostor. Boveri v této
praci také poprvé pouzil termin chromozomalni teritorium. S vyvinutim novych
experimentalnich technik se teorie chromozomalnich teorii rozSifila o nékolik
novych modelu, které se sice v nékterych ohledech lisi, ale jejich zakladni
mysSlenka zustava prakticky nemeénna.

Umisténi jednotlivych chromozomalnich teritorii v interfaznim jadfe neni
nahodné, ale je pravdépodobné ovlivnéno genovou hustotou. Chromozomy,
které ve srovnani s ostatnimi obsahuji vétSi mnoZstvi gend a obecné tedy
vykazuji i vySSi transkripni aktivitu, jsou béhem interfaze umistény blize
stfedu jadra, zatimco genové méné zastoupené a méné transkripné aktivni
chromozomy byvaiji lokalizovany na jaderné periferii. Jako pfiklad byva uvadén
znamy pfipad chromozom( 18 a 19, které se vyznacuji velmi podobnou
velikosti, avSak rozdilnou genovou hustotou. Chromozom 19, ktery je
charakteristicky vysokym poctem genu se u vétSiny bunéénych typu nachazi
bliZze stfedu jadra neZ geny méné zastoupeny chromozom 18 * *2,

Jadérko a jeho vyznam

Jadérko je napadna bunécna struktura, viditelna béhem interfaze.
Ackoliv se v kazdé burice zpocatku formuje zaklad pro nékolik jadérek, tyto
~pre-jadérka” zacnou brzy fuzovat a vétSina savcich bunék ma tedy obvykle
jedno az Ctyfi jadérka, ktera zodpovidaji za syntézu ribozomalni RNA (rRNA)
13 Samotné transkripci rRNA predchéazi tvorba preiniciaéniho komplexu (pre-
initiation complex — PIC) (shrnuto v **). PIC obsahuje SL1 (selectivity factor 1)
a UBF faktory (upstream binding factor) (obr. 4C), které pravdépodobné
ovliviiuji navazani RNA Pol | na promotor pfepisovaného genu (obr. 4D
ukazuje zastoupeni RPA194 podjednotky RNA Pol | v jadérku). UBF a dalSi
soucCasti PIC navazané na promotor genu jsou také zodpovédné za
topologické zmény v rDNA %7,

Hlavni funkce jadérka jsou nasledujici: transkripce rDNA genu, syntéza
pre-ribozomalnich pod-jednotek, pfidavani proteind Kk pre-ribozomalnim
podjednotkam, Upravu primarnich transkriptd do podoby 18S, 5.8S a 28S
rRNA a zaclenéni 5S rRNA, ktera je RNA polymerazou Ill syntetizovana mimo
jadérko RNA (shrnuto v **). Syntéza rRNA, respektive tvorba ribozomalnich
podjednotek, neni jedinou funkci jadérka. Existuje mnoho dukazd i pro dalsi
funkce. Optimalni funkce jadérka jsou napfiklad zasadni z hlediska regulace
bunééného cyklu, stresovych odpovédi buriky, pochodu starnuti. Zmény v
usporadani jadérek se objevuji i u maligné transformovanych bunék. Faktory
obsazené v jadérku dale hraji vyznamnou roli v boji proti virovym infekcim
(shrnuto v % 19).

Vzhledem k faktu, Ze ribozomy jsou nezbytné k translaci, syntéze
polypeptidickych fetézcu a bilkovin, je zcela pochopitelné, Ze nejlépe
probadanou funkci jadérka nadale zustava tvorba ribozomalnich podjednotek.
Tento komplexni proces je zahajen uz samotnou formaci tfi dynamickych ¢asti
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Obr. 4. Distribuce HP1la (A),
HP1B(B), UBF (C), RPA194
(D) a histond H2B (E), H4
(F) v interfaznim jadfe zivych
bunék. Pfevzato ze Stixova
et al. (2011).

RPA194

jadérka, jako je fibrilarni centrum (fibrilar centers - FCs), denzni fibrilarni
komponenty (dense fibrillar components - DFCs) a granularni komponenty
(granular components - GCs) (obr. 5). Jadérko neni obklopeno membranou,
ale je zvelké Ccasti formovano perinuklearnim chromatinem, jehoz
charakteristickym znakem je vysoky stupern metylace DNA (vysvétleno nize).
Z hlediska tvorby a funkce jadérka jsou velice dulezité takzvané organizatory
jadérka (NORs - Nucleolus Organizer Regions). Oblasti NORs jsou v lidském
genomu rozmistény na kratkych raméncich akrocentrickych chromozoma 13,
14, 15, 21 a 22 2!, u mysi se nachazeji na chromozomech 12, 15, 16, 17, 18
a 19 #. Kazda z oblasti NORs je tvofena kratkymi sekvencemi rDNA, tzv.
transkripénimi jednotkami. Transkripéni jednotky rDNA jsou u savcl pomérné
rozsahlé, v lidské DNA tvoii oblasti o velikosti =43 kb, u mysi =45 kb %.
Kazdou transkripéni jednotku lze déle rozdélit do dvou &asti. Prvni Casti je
sekvence kodujici prekurzory rRNA (pre-rRNA), tedy usek DNA dlouhy 13-14
kb, za kterym nasleduje nepfepisovany mezernik oddélujici jednotlivé geny
(intergenic spacer — IGS) o pfiblizné délce 30 kb 2.
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Obr. 5. Schéma syntézy ribozomu. Jednotlivé kompartmenty jadérka jsou oznaceny:
fibrilarni centrum (fibrilar centers - FCs), denzni fibrilarni komponenty (dense fibrillar
components - DFCs) a granularni komponenty (granular components - GCs) Prepis
genetické informace z rDNA do rRNA je na tomto obrazku lokalizovana na hranici FC
a DFC. Nasleduje Stépeni pre-rRNA v DFC, upravy rRNA, tvorba ribozomalnich
podjednotek v GC a jejich transport do cytoplasmy. Pfevzato z Boisvert et al. (2007)
a upraveno podle Bartova et al. (2010).

CYTOPLASM

Struktura aktivné prepisovanych rDNA genu byla poprvé popsana na
zakladé vyzkumu oocyt(i obojzivelnik(i v roce 1969 *. D4 se fici, Zze usporadani
pfepisované rDNA je v mnoha ohledech podobné uspofadani transkripéné
aktivnich genl kodujicich pre-mRNA. Tak jako transkripéné aktivni pre-mRNA
geny vybihaji v podobé smycek vné pfislusného chromozomalniho teritoria
(obr. 6A), tak i ribozomalni geny jsou uspofadané do podoby takzvanych
,vanoénich stromd” (Christmas trees; obr. 6B) (shrnuto v **). PomysIné vétve
tohoto stromu, tvofené aktivnimi rRNA geny a vznikajici pre-rRNA, vybihaji od
masy neprepisované rDNA tvofici zaklad ,vano&niho stromu” #*.

Stejné jako mMRNA vznika uvnitf transkripénich tovaren (obr. 6A), tak i
aktivni ribozomalni geny jsou lokalizované uvnitf jadérka. AvSak vzhledem k
vysoké kompaktnosti jadérka je obtizné uréit pfesné misto transkripce 4. Je
jisté, Ze pocatecni faze syntézy ribozomU se odehravaji uvnitf jadérka,
zatimco dosyntetizovani ribozomalnich podjednotek je lokalizovano na jeho



okraji * %, Pouzivani rozdilnych experimentéalnich technik a zpGsobu

vizualizace vSak znac¢né ovliviuje ziskané vysledky, a tak ani po vice nez
dvaceti letech diskuzi nelze s kone€nou platnosti urcit kompartment jadérka,
ve kterém transkripce probiha ** ' 7. Jak jiz bylo zminéno, FCs obsahuiji
velké mnozstvi ribozomalnich gend. Otazkou vSak zUstava, zda jsou tyto geny
transkrip&né aktivni &i nikoliv. Lokalizace transkripéné aktivnich genud zastava i
nadale predmétem diskuzi. Néktefi usuzuji, Ze transkripéné aktivni geny se

nachazeji prevazné v FC (napf. %), jini za misto transkripce rDNA gend
18, 28.

povazuji hranici mezi FC a DFC (napf. ; obr. 5), dalSi autofi tento proces
lokalizuji do DFC (napt. ?"). Cely pribéh transkripce je ovlivnén mnoha faktory,
které se vzajemné znacné ovliviuji. Nékteré z nich jiz byly v kratkosti
zminény, ale nejndpadnéjSim zpusobem, jak bufka reguluje transkrip&ni
aktivitu gend kédujicich jak pre-mRNA, tak rRNA zuUstavaji epigenetické
modifikace DNA a asociovanych histona.

Obr. 6. Porovnani transkripce genl kédujicich rRNA a pre-mRNA. (A) Schéma
transkripéni tovarny; modry kruh uprostifed obrazku oznacuje akumulaci RNA Pol II.
Déle jsou znazornéna vlakna DNA (tmavé-modra), ktera na smyckach vybihaji vné
odpovidajiciho chromozomalniho teritoria. Cervené& jsou oznadeny vznikajici
transkripty pre-mRNA gent a drobna koleCka znazorfuji transkripéni faktory
Ucastnici se transkripce. Pfevzato z Chakalova a Fraser (2010). (B) Na obrazku je
znazornéna struktura ,vano¢niho stromu” mysi bunky zachycena elektronovym
mikroskopem. Transkripéné aktivni ribozomalni geny jsou umistény na pomysinych
vétvich tohoto stromu. Pfevzato z Raska (2003).

o

Epigenetické upravy histon

NejznaméjSim zplasobem regulace syntézy RNA jsou vedle pusobeni
transkripénich faktord i epigenetické modifikace DNA a histond. Tyto
epigenetické modifikace maji za nasledek zménu chromatinové struktury,
pricemz poradi nukleotidi v fetézci DNA zlstdva zachovano. Prakticky se
jedna o biochemické substituce probihajici na DNA a histonech, které maji za
nasledek zménu konformace chromatinu s niz se poji napfiklad rozdilna
pfistupnost chromatinu praveé pro transkripéni faktory.

Toto obecné schéma plati i pro specialni pfipad rDNA nachazejici se
v jadérku. Zde epigeneticky stav rDNA genu udrZuje integritu jadérka a
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samoziejmé zodpovida i za jejich aktivni transkripci &i umléeni **. Podobné
jako zbytek jaderné DNA je i rDNA v jadérku modifikovana nejraznéjSimi
epigenetickymi faktory. Jedna se predevsim o metylaci DNA a modifikace s ni
asociovanych histonud. Histony jsou bazické proteiny obsahujici 20 az 30 %
argininu a lyzinu, dvou kladné nabitych aminokyselin *. Nechranéné skupiny —
NH5" argininu a lyzinu jsou dalezité pfi interakci histond se zaporné nabitymi
fosfatovymi skupinami DNA. Skupiny —NH3;" se vyskytuji na aminoterminalnich
koncich i v samotném jadre histonu. Pro epigenetické modifikace jsou vSak
kvuli své vyborné pfistupnosti dulezité predevSim skupiny lokalizované na
volnych koncich histonu, kde probih& i vétSina jejich modifikaci (obr. 2).

Histony (obr. 2 a 4E, F) mohou byt modifikovany mnoha zplasoby. Na
histonech existuje vice nez 60 odliSnych rezidui, které mohou byt nejméné
osmi zpusoby upraveny, pfi¢emz nékteré z modifikaci maji nékolik variant 2*
30 Jako priklad byva uvadéna metylace lyzinu a argininu, kterd se muze
vyskytovat ve tfech formach pro kazdy z nich, pfi¢emz lyzin mize byt mono-,
di- nebo trimetylovan a arginin maze byt monometylovan nebo symetricky ¢i
asymetricky dimetylovan *°. Z uvedeného faktu je zfejmé, Ze pro histony
existuje obrovské mnozstvi variant epigenetickych modifikaci. Musime mit
vSak na paméti, Zze kazdé reziduum muze byt modifikovano pouze nékterymi
z uvedenych zplisobu a také Ze nékteré modifikace se vzdjemné vyluCuji.
Tedy jeden histon nemuze byt vurCitém okamziku modifikovan vSemi
moznymi zpUsoby.

VSechny histony jsou evoluéné velmi konzervativni, pfiemz mezi
organizmy je nejvétsi podobnost u histont H3 a H4. Lze tedy vytvofit obecna
pravidla nasledkd jednotlivych modifikaci, takzvany histonovy kéd: konkrétni
chemickd modifikace ur€ité aminokyseliny v ur€itém histonu vede bud
k transkripéni aktivaci nebo inaktivaci. Obecné Ize tedy modifikace histonu
rozdélit do dvou skupin: prvni z nich navozuje takové zmény chromatinu, které
maji za nasledek transkripéni aktivitu, druha skupina modifikaci se naopak poji
s transkripén& neaktivnim chromatinem *. Struktura transkrip&né aktivniho
chromatinu je charakteristicka napfiklad hypometylaci DNA, acetylaci histonu
H3 a H4 a dimetylaci histonu H3 v pozici lyzinu 4 (H3K4). Struktura
transkrip&né neaktivniho chromatinu je specifickd svou hypoacetylaci histonu
H3 a H4, metylaci histonu H3 v pozici lyzinu 9 (H3K9), metylaci histonu H4
v pozici lyzinu 20 (H4K20) a CpG hypermetylaci (obr. 2) 3%, Skuteénost je
ovSsem mnohem slozitéjSi — nékteré modifikace se mohou pojit jak
s transkrip&né aktivnim, tak i neaktivnim chromatinem a zavisi pouze na vlivu
dalsich faktort *°. Jako priklad byva uvadéna metylace histonu H3 v pozici
lyzinu 36 (H3K36), ktera je v kodujicim regionu znakem transkripéné aktivniho
chromatinu a v oblasti promotoru naopak slouzi k umli&eni pfislusného genu.
DalSim pfikladem je metylace H3K9, kterd méa pravdépodobné stejny efekt:
v oblasti promotoru slouzi k inaktivaci transkripce, v koddujicim regionu K jeji
aktivaci.
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Metylace DNA

Metylace DNA je post-replikaéni Uprava chromatinu, ktera probih&a téemér
vyluéné na cytosinu (v pozici C5) v dinukleotidech CpG (takzvané CpG
ostriivky), které se nachazeji predevsim v oblasti promotoru genu ?°. Metylace
probiha pomoci DNA metyltransferaz (DNMT), bézné rozdélovanych do tfi
podrodin: DNMT1, DNMT2 a DNMT3, pficemz u Clovéka nejvysSi aktivitu
vykazuji metyltransferazy DNMT1, DNMT3a a DNMT3b 3% DNMT1
rozeznavaji po replikaci DNA dinukleotid CpG na nové syntetizovaném viakné
a odpovidaji tedy za udrzovaci metylace. DNMT3 maji schopnost metylovat de
novo a pusobi béhem rané faze ontogenetického vyvoje, kdy je nastavovan
metylaéni profil bunék.

Metylace DNA je typickym znakem heterochromatinu, pfiemz ¢im vice
je DNA metylovana, tim méné jsou geny transkripéné aktivni. Metylace DNA
muze zpusobovat zmény v konformaci chromatinu, ale také se vyskytuje v
oblastech promotor typicky se pojicich s CpG ostravky. Zde dochazi
k metylaci cytozinu tim zpusobem, Ze metylova skupina sméfuje do velkého
Zlabku DNA, kde brani vazbé transkripCich faktor( a také slouzi k navazani
dalSich inhibitord transkripce. Napfiklad metylace CpG ve specifickych
oblastech rDNA znemoznuje vazbu UBF faktoru k templatové DNA, zabranuje
tak zformovani iniciaéniho komplexu PIC a inhibuje tedy iniciaci transkripce
rDNA geng 2334 %

Acetylace histon G

Prvni popsanou modifikaci histonu byla acetylace, ktera zodpovida za
strukturu transkripné aktivniho euchromatinu a je zprostfedkovana
histonovymi acetyltransferazami. Acetyltransferazy byvaji rozdélovany do tfi
rodin: GNAT, MYST a CBP/p300 *°. Histonové deacetylazy zodpovidaji za
opacny proces, zpusobuji tedy inaktivaci transkripce. Deacetylazy jsou také
rozdélovany do tfi rodin: histonové deacetylazy I. az Il. tfidy, zavislé na zinku
(Zn), a M. tfidy zahrnujici enzymy rodiny sirtuind (Sir), zavislé na NAD
(Nikotinamid Adenin Dinukleotid).

Acetyltransferazy modifikuji e-aminoskupinu lyzinu, coz vede ke snizeni
jeho bazicity ***’. Tim je neutralizovan kladny naboj amino-terminalnich konct
histonid a nasledné omezena schopnost histond interagovat se zaporné
nabitou DNA. Acetylace tedy zpusobuje rozvolnéni chromatinové struktury a
zpFistupriuje tak DNA transkripénim faktorim a dal$im enzymdm *°. Naopak
deacetylace histon zplasobuje vySSi bazicitu histonl, umozriuje jejich vazbu
k molekule DNA a vznik struktury transkripné neaktivniho chromatinu.
Uvedené procesy lze jen stézi pozorovat in vivo, bylo ale prokazano, ze
napfiklad H4K16 acetylace ma negativni vliv na formovani 30nm
chromatinovych viaken a vysSich struktur a umoZzhuje tak vznik struktury
transkrip&né aktivniho chromatinu.

Acetylace probihaji pfedevSim na N-terminalnich koncich histona, které
jsou pro acetyltransferazy dobre pristupné *°. Byla v3ak prokdzana také
acetylace histonu H3 v pozici lyzinu 56 (H3K56) probihajici v oblasti
nukleozomového jadra. Reziduum K56 je na nukleozomu umisténo tak, ze
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sméfuje do velkého zlabku DNA a ma tedy vyhodnou pozici na ovlivnéni
interakce mezi histonem a DNA.

Acetylace H3K9, typicky znak transkripéné aktivni rDNA v jadérku, ma
také vliv na umisténi daného lokusu v jadfe. Podle Strasaka a kol. (2009) *
jsou lokusy s vysokou mirou acetylace umistény ve stifedu bunééného jadra,
zatimco méné acetylované se nachazeji na jeho periferii. Uvedené udaje
koreluji s polohou rDNA, kolem niz se formuje jadérko, které je lokalizované
v jaderném stfedu. Stupen acetylace samoziejmé také ovliviiuje dalSi
histonové modifikace. Napfiklad deacetylace specifickych lyzinovych rezidui
(napf. deacetylace H3K9) predchazi metylaci H3K9, DNA metylaci a navazani
HP1 proteinu zodpovédného za formovani heterochromatinu °.

Metylace histon
40

Ackoliv metylace probihd na lyzinu a argininu ™, v souvislosti
s jadérkem byla prozkoumana pouze metylace lyzinu zprostfedkovana
lyzinovymi metyltrasferdzami. Lyzinové metyltransferdzy vykazuji vysokou
specifitu srovnatelnou se specifitou acetyltransferaz *°. D& se fici, Zze tyto
metyltrasferazy ve vétSiné pfipadd modifikuji pouze ur€ity lyzin urcitého
histonu *°. Jako piiklad byva uvadéna metyltrasferaza SUV39h1l jenZ je
zodpovédna za trimetylaci H3K9 nebo metyltransferaza G9a zodpovédna za
monometylaci a dimetylaci téZe pozice *°.

Teprve nedavno byly objeveny histonové demetyldzy jako je lyzin-
specificka demetylaza (LSD1) zodpovédnad za demetylaci H3K4, enzym
JHDM1 zodpovédny za demetylaci H3K36, JHDM2 pusobici proti trimetylaci
H3K9 perinuklearniho heterochromatinu nebo JHDM1B zpuUsobujici v jadérku
demetylaci H3K4 (shrnuto v %),

Narozdil od acetylace mulZze metylace histon( transkripci genu
podporovat i inhibovat. Transkripéni aktivita napfiklad koreluje s H3K4, H3K36
a H3K79 metylaci, pficemz metylace H3K4 a metylace H3K36 je dulezita pro
elongaci transkriptu 3% %' Sinaktivaci transkripce je spojovana H3K9,
H3K27 a H4K20 metylace (obr. 2). Metylova skupina je vSak pomérné mala a
neni pravdépodobné, Ze by sama o sob& mohla vyrazné ovlivnit zaporny naboj
lyzinu a argininu, jako je tomu v pfipad& acetylové skupiny ** “'. Mnohem
regulacni proteiny a deacetylazy. Napriklad pro histonové metyltransferazy
zprostiedkovavajici H3K9 metylaci je typicka evolu¢né stabilni chromodoména
shodna s HP1 proteiny. Pravé tyto metyltransferazy (jako je SUV39hl a
SUV39h2) plné zodpovidaji za vazbu HP1  proteind v oblastech
heterochromatin (shrnuto v *).

HP1 protein byl objeven v pericentromerickych a telomerickych
regionech chromozom(i octomilky Drosophila melanogaster ** *°. V lidskych a
mysSich burikach byly postupné identifikovany jeho tfi pod-typy: HP1a, HP1[B a
HP1y, které se vyznamné podileji na remodelaci chromatinu * (obr. 4A, B).
Navzdory vzajemné podobnosti ve struktufe a biochemickych vlastnostech se
jednotlivé varianty HP1 vyrazné liSi ve svych funkcich a své jaderné lokalizaci
(shrnuto v %), Zatimco vyskyt HPla je spojovan se strukturou
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heterochromatinu, HP1B a HP1ly byvaji vinterfaznim jadfe a prfedevsim
v jadérku lokalizovany jak v heterochromatinu, tak i v euchromatinu ** “°.
Napfiklad bylo prokazano, ze pokud se H3K9 metylace spolu sy isoformou
HP1 vyskytuje v kédujicim regionu genu, muze byt tento gen transkripéné
aktivni *°. Tento jev nebyl doposud pIné objasnén; prepoklada se vsak, Ze
zatimco H3K9 metylace v oblasti promotoru genu zpusobuje inaktivaci
transkripce, totozna modifikace v kodujici oblasti mize mit opacny efekt. Diky
tomuto poznatku bylo vyvraceno dogma o propojeni HP1 vyluéné
s transkripéné neaktivnim chromatinem ** *+ %,

V jadérku se HP1B vyskytuje v perinuklearnim chromatinu a ve vysoké
koncentraci byl detekovan i v ¢astech jadérka obsahujicich bilkovinu fibrilarin
2 tudiz je vysoce pravdépodobné, e HP1[! se v jadérku paradoxné G&astni
regulace transkripce. Vyskyt HPla a HPly se také poji s kompartmenty
obsahujicimi fibrilarin, ovS8em koncentrace téchto sub-typl je v porovnani
s koncentraci HP1B mnohem niz&i 4.

HP1 v jadérku slouzi jednak k udrZeni jeho struktury, jednak k regulaci
transkripce. Napfiklad dimetylace H3K9 asociovana s HP1ly a CSB proteinem
ma pozitivni vliv na transkripci rDNA gentl (shrnuto v **). Naopak interakce
mezi histonem H3 metylovanym v pozici lyzinu 9 a HP1[ udrZuje stabilitu
perinuklearniho heterochromatinu, ktery tvofi jadérko.

Zavérem lze fict, Ze epigenetické faktory, pfedevSim post-translacni
modifikace histonl a metylace DNA predstavuji slibné cile pro terapeutické
zasahy, kterymi by bylo mozné ménit strukturu chromatin, a tak cilené
regulovat transkripci genu zodpovédnych za pfisluSna onemocnéni.

Pod ékovani

Clanek byl koncipovan na zéakladé poznatkii shrnutych v bakalarské praci Jany
Suchankové a o nékteré nové poznatky byl rozSifen. Vyzkum laboratofe
Biofyzikalniho dstavu Akademie véd byl podpofen projekty Ministerstva
Skolstvi mladeze a té&lovychovy CR: LC06027, LC535, ME 919 a projektem
COST-CZ LD11020.
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