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ANOTACE

Tato bakalafska prace obsahuje zdkladni informace o epigenetice. Epigenetika popisuje
procesy pusobici na DNA, které jsou mitoticky stabilni a reguluji genomovou aktivitu nezavislou
na DNA sekvenci. Mezi epigenetické mechanismy patii metylace DNA, metylace histonu,
interference RNA. Naruseni téchto mechanismtl je spojeno se vznikem nadorovych onemocnéni.
K vyvolavani zmén epigenetickych mechanismt dochdzi vlivem toxickych latek znecistujicich
zivotni prostiedi a kontaminantli potravin. Prace dale popisuje ulohu epigenetickych biomarkert,

které slouzi pro detekci nadorovych onemocnéni.

KLICOVA SLOVA

Epigenetické biomarkery, Zivotni prostiedi, naddor, epigenetické mechanismy, potraviny.

TITLE

Epigenetic effects of food and environmental contaminants and their role in the cancer

development.

ANNOTATION

This bachelor's thesis contains basic information about epigenetics. Epigenetics describes
processes acting on DNA that are mitotically stable and regulate genomic activity independent of
DNA sequence. Epigenetic mechanisms include DNA methylation, histone methylation, RNA
interference. Disruption of these mechanisms is associated with the development of cancer. The
induction of changes in epigenetic mechanisms occurs under the influence of environmental and
food contaminants. The work also describes the role of epigenetic biomarkers that are used to

detect cancer.

KEYWORDS

Epigenetic biomarkers, environmental, tumor, epigenetics mechanisms, food.
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

COMT- Katechol-O-metyltransferaza

SAH- S-adenosyl-L-homocystein
SAM-S-adenosyl-L-metionin
MTHFR-metylenetetrahydrofolat
GSTP1-Glutathion-S-transferaza P
DNMT-DNA metyltransferaza
CpG-cytosin-guanin dinukleotidy

MUCI- Mucin 1

HMTs-Histon metyltransferaza
PRMTs-protein arginin metyltransferaza
HDAC-histon deacetylaza

HAT-histon acetyltransferaza

RNAIi-RNA interference
mRNA-mediatorova RNA
ncRNA-nekodujici RNA

IncRNA-dlouhé nekodujici RNA
miRNA-kratké nekddujici RNA

RISC -RNA- indukované uml¢ovaci komplexy
piRNA Piwi-interagujici RNA
DMRs-Diferencované metylované oblasti
ICRs-klicova metylovana imprintovana centra
ICs- klicova metylovana imprintovana centra
LOI- Ztrata imprinting

ROS-Reaktivni druhy kysliku

RNS- reaktivni druhy dusiku

RSS-reaktivni druhy siry

RCS-reaktivni chloridy

DNAm-Metylace DNA



1 UVOD

Epigenetika je dynamicky se rozvijejici védni disciplina, ktera v poslednich letech
zaznamenala velky narist zajmu. Tato podoblast genetiky se vénuje studiu zmén v genoveé
expresi, které nejsou spojeny se zménami poradi nukleotidii v nukleovych kyselinach.
Uz od narozeni na nase télo ptisobi toxické latky kontaminujici Zivotni prostfedi, nebo
potraviny a dochéazi tak k vyvoldvani epigenetickych zmén, coz muize zpusobit vznik
nadorovych onemocnéni. Mezi klicové epigenetické mechanismy patii metylace histont,
RNA interference, metylace DNA. Témto epigenetickym dlsledkim lze zabranit
konzumaci zdravé a vyvazené stravy a také zdravym zivotnim stylem. Tato bakalarska
prace se zabyva roli epigenetickych faktori pfi vzniku nadorovych onemocnéni,
rozdélenim a popisem jednotlivych epigenetickych faktord. V praci jsou shrnuty poznatky
o latkach znecistujicich Zivotni prostifedi a potravinach, které pusobi jako epigenetické
faktory. Déle jsou zde popsany ulohy epigenetickych biomarkerti a moznosti jejich vyuziti

v ramci preventivnich protinadorovych opatieni.
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2 TEORETICKA CAST

Pojem epigenetika oznacuje stabilni zmény v genové expresi, které nejsou spojeny
se zménami pofadi nukleotidi v nukleovych kyselinach. Zajem o tuto oblast védy v poslednich
letech vzrostl, nebot’ epigenetické procesy vyznamné ovliviiuji klicové fyziologické déje jako
je imprinting, inaktivace chromozomii X, embryogeneze ¢i vznik chorobnych stavi,
jako jerakovina. V pfipadé rakoviny se dlouho pfedpokladdalo, Ze se jednd o onemocnéni
s vyluénou genetickou etiologii. Dnes je ziejmé, ze proces vzniku nadoru vyzaduje rovnéz
epigenetické zmény ovliviiujici metylaci DNA, modifikaci histonli a expresi mikroRNA. Tyto
molekularni zmény vedou k trvalym zméndm v expresi gentl, které reguluji dilezité vlastnosti
nadorovych bungk, jako je bunécny rist a invazivita. Na cilené modifikaci epigenetickych procest
jsou téz zalozeny né&které z modernich postupti terapie nadort. Uspéch tohoto piistupu byl
zaznamenan napf. u hematopoetickych malignit, coz potvrzuje vyznam epigenetickych zmén pfti
vzniku rakoviny. Uvedené zjisténi je vyznamné nejen z pohledu terapie nadorovych onemocnéni,

ale také s ohledem na jejich prevenci, diagndzu, stratifikaci rizika a prognézu (Taby, 2010).

2.1 Epigenetika

Termin epigenetika byl poprvé pouzit ve Ctyficatych letech minulého stoleti britskym
evoluénim biologem C. H. Waddingtonem (1905-1975) k popisu procesii, pomoci nichz genova
regulace ovliviiuje vyvoj organismu. Pojmem ,,epigenesis pouzivanym jiz Aristotelem (384—322
pt. n. 1.) jsou dnes obvykle oznacovany kroky postupného vyvoje organismu od embryonalniho
stadia k dospélému jedinci, které zahrnuji procesy bunécné diferenciace a organogeneze. Integrace
konceptii epigeneze a genetiky dala vznik terminu ,.epigenetika®“. Waddingtonliv koncept
epigentiky mél poskytnout uceleny pohled na jeho experimenty provadéné na octomilce obecné
(Drosophila melanogaster). Ty prokazaly, ze teplotni Sok je schopen zplsobit zmény v expresi
gent, které vedly k poskozeni vyvoje kiidel. Pro nasledné kiizeni byli pouziti pouze jedinci
snormalné¢ vyvinutymi kiidly. V 16. generaci se vSak piekvapivé znovu objevili jedinci
s poSkozenim, které odpovidalo pivodni reakci na teplotni Sok. S postupujicim pochopenim
pfislusnych molekuldrnich mechanismt genetickych procesti se vyvijela i definice epigenetiky.
Pivodni Waddingtonova definice se soustfedila na interakce mezi genomem a prostiedim,

ale neobsahovala molekulérni vhledy (Nicoglou,2018).
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Britsky molekularni biolog Robin Holliday studoval vliv metylace DNA na expresi genii
u normalnich i u nddorovych bunék. Jeho experimenty jasné prokazaly, Ze metylace DNA je hlavni
pfi¢inou umlCovani genli u sav€ich bunck. V roce 1990 definoval R. Holliday (Holliday,1997)
epigenetiku jako ,,studium mechanismt Casové a prostorové regulace genové aktivity béhem
vyvoje slozitych organismii*.
mitoticky a meioticky pfeddvanych dédicnych zmén. Termin dédi¢nost je vSak obecné pouzivan
ve vztahu k mezigenera¢nimu pienosu jednotlivych forem genti a neni spojen s ristem bunck
¢i tkani. Danou skutecnost by snad bylo mozné ptesnéji popsat terminem ,,mitoticky stabilni®.
Novéjsi definice se zaméfuje na molekularni komponenty, které ovliviiuji chromatin nezavisle
na sekvenci DNA. E. D. Bird (Zhang, 2008) definuje epigenetiku jako ,,strukturalni adaptaci
chromozomalnich oblasti tak, aby registrovala, signalizovala nebo udrZzovala zménéné stavy
aktivity”. Existuje vSak nékolik epigenetickych komponent, které do této definice nespadaji, jako
napi. nekodujici RNA, drobné modifikace histonti a metylace promotorovych useki DNA, a proto
se tato definice jevi nedostatecné komplexni. Autofi M. K. Skinner, M. Manikkam a C. Guerrero-
Bosagna (Skinner,2009) navrhli tedy komplexnéjsi definici, kterd zahrnuje vSechny molekularni
komponenty. Epigenetiku tak definujeme jako ,,molekularni faktory a procesy pisobici na DNA
a interagujici s DNA, které jsou mitoticky stabilni a reguluji genomovou aktivitu nezavislou

na DNA sekvenci®. (Taby, 2010)

2.1.1 Metylace DNA

Metylace DNA se odehrava na patém uhliku v pyrimidinovém kruhu cytosinu. Je to proces,
kdy dochazi k navdzani metylové skupiny z S-adenosyl-L-metioninu (SAM) na cytosin
za katalyzy enzymem DNA metyltransferazou (DNMT), coz je zndzornéno na Obr.1. Metylace
DNA ma velky vyznam pro genovou expresi. V kazdém typu bunck a tkani probiha specificky typ
modifikace cytosinu (Jeltsch, 2002). Metylace v buiikach lidskych tkani je omezena na modifikaci
cytosinu vyskytujiciho se v oblastech genomu obsahujicich cytosin-guanin dinukleotidy (CpG).
Rozmisténi CpG je v lidském genomu asymetrické. Oblasti s vice nez 200 pary bazi s vysokou
frekvenci CpG se nazyvaji CpG ostrivky. Metylace DNA se podili na genomovém imprintingu,
inaktivaci X chromosomu (lyonizace) a regulaci specifickych geni, kdy je kontrolovdna exprese

genu (von Kénel a Huber, 2013).
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Vliv demetylace a nésledné de-novo metylace CpG ostriivkil na genovou expresi v téle
vyvijejiciho se embrya je zndzornén na Obr.2. Pocinaje pomyslnym transkripénim zakladnim
stavem vede demetylace CpG ostrivkd embryondlnich bun¢k k substituci metylovanych mist

(¢ervenych kruhil) nemetylovanymi misty (zluté kruhy). Nasleduji dva mozné teoretické scénare:

14



(1) transkripce pfislusného genu neni narusena, dojde k de-novo metylaci mimo pfiislusné CpG
ostrivky a naslednému umlceni genu jinym zptisobem, nez je metylace CpG, pti dédeéni tohoto
genu tak vznikd potencial pro jeho transkripci (ii) dojde k de novo metylaci CpG ostravki a vznika
tak dédicny potencial pro uml€eni ptislusného genu. (von Kénel a Huber, 2013).

Metylace DNA patii mezi nejcastéji uvadéné epigenetické zmény pii rakovinovych
onemocnénich. Nadorové bunky se 1iSi od normalnich metylacni strukturou. Dochazi bud’
k hypometylaci nebo hypermetylaci.

Hypometylace je zpisobena inhibici funkce enzymti DNA metyltransferaz (DNMTs,) coZ vede
k nahrazeni 5-metylcytosinu nemetylovanymi cytosinovymi zbytky a k nasledné nestabilité
chromatinu. Hypometylace DNA byva spojena se zvySenou genovou expresi protoonkogent
(Wilson, 2007).

Hypermetylace je charakteristicka zvySenou frekvenci vyskytu 5-metylcytosinu v genomu.
V nadorovych bunkach byvaji velké useky DNA abnormdlné¢ metylovany, coz zpiisobuje
hypermetylaci né€kterych ostrovii CpG v disledku jejich umisténi uvnitt takovych genomickych
oblasti, které proSly rozsdhlym epigenetickym pieprogramovanim. K hypermetylaci dochdzi
v riznych stadiich vyvoje rakoviny, typicky je tento jev zejména pii vzniku rakoviny prsu
(Sharma, 2010).

Na rozdil od hypometylace, kterd zvySuje genomickou nestabilitu a aktivuje protoonkogeny,
pfispiva hypermetylace k tumorogenezi tim, Ze uml€uje tumor supresorové geny (antionkogeny).
Tumor supresorové geny se UcCastni bunécnych procesi, které jsou nedilnou soucasti vyvoje
a progrese rakoviny, vcetn¢ opravy DNA, bunécného cyklu, bunétné adheze, apoptdzy
a angiogeneze. Epigenetické umlceni tumor supresorovych gent miize také vést k iniciaci nadoru
tim, Ze slouzi jako druhy zasah v Knudsonové modelu dvou zasahti. Kromé piimé inaktivace tumor
supresorovych genti miize hypermetylace DNA také neptimo umlcet dalsi tfidy geni uml¢enim
transkrip¢nich faktorti a opravnych geni DNA (Sharma, 2010).

Jednim z moznych dasledkti ovlivnéni tumor supresorovych gent aberantni metylaci DNA je,
ze umlCeni specifickych geni hypermetylaci poskytuje ristovou vyhodu nékterym buitkam,
coz vede k jejich klonélni selekci a proliferaci. K metylaci CpG ostrivku specifického pro nador
mize dojit prostfednictvim mechanismu, kterym jsou DNMT cileny na specifické geny

s onkogennimi transkripcnimi faktory (Esteller, 2008).
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2.1.1.1 DNA metyltransferazy (DNMTs)

Metylace DNA je dédi¢na a enzymaticky fizend modifikace DNA, kterd se podili
na riiznych biologickych procesech. U savct existuji tfi katalyticky aktivni DNMTs (rodina
enzymli DNA metyltransferdz) katalyzujici pfenos metylové skupiny na DNA. VSechny znamé
DNA metyltransferdzy vyuzivaji S-adenosyl-L-metionin jako donor metylové skupiny
(viz. Obr. 1.). DNMT]1 je zodpovédnd za regulaci metylace DNA pii replikaci. DNMT3A
a DNMT3B, které obecné katalyzuji de novo metylaci bud nemetylované DNA
nebo hemimetylované DNA, coz napoméha udrzovani fyziologicky vhodného stupné metylace.
Tyto enzymy spoledné tvoii zaklad stabilni epigenetické transkripéni paméti. DNMT1 mé vétsi
molekulovou hmotnost — 184 kDa, oproti DNMT3A a DNMT3B s molekulovou hmotnosti 100 az
130 kDa (Liao, 2015).

Pti nedostatku DNMTs dochazi k abnormélnimu vyvoji embrya nebo k jeho umrti.
DNMTI1, DNMT3A a DNMT3B byvaji ¢asto nadmérné exprimovany v rakovinnych bunkach.
Zajimavé je, ze DNMT1 a DNMT3B jsou ob¢ schopné ptispivat k umlc¢eni genti v lidskych
rakovinovych bunkach. Mucin 1 (MUC1) je heterodimerni protein. MUCI-C je dilezity
pro regulaci genové exprese v ruznych typech nadorovych bunék. MUCI-C indukuje expresi
DNMT a zmény vzorcii metylace DNA. MUCI1-C selektivné a koordinované aktivuje DNMT1
a DNMT3b geny v rakovinnych buiikéch a tim globalni a genové specifické zmény v metylaci

DNA (Rajabi, 2016).

2.1.1.2 Demetylace DNA

Pii demetylaci dochazi k odstranéni metylové skupiny z 5-metylcytosinu. Demetylace
muze probihat pasivné i aktivné. Pfi pasivni demetylaci nedochazi k metylaci nového fetézce
po replikaci. Aktivni demetylace DNA je zprostfedkovana mnoha enzymy a muze k ni dochazet

nezavisle na replikaci DNA, coz je zndzornéno na Obr. 3. (Bhutani, 2011)
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Obrazek 3. Pasivni a aktivni DNA demetylace (May 2013)

2.1.2 Modifikace histonu

Histony jsou bazické nukleoproteiny v jadie eukaryotnich bunck. Histon se sklada z
N-(amino)-terminalni &asti a globularni &asti. Spoleéné s molekulou DNA tvoii nukleozom.
Zakladni formy histont lze rozlisit pomoci elektroforézy na H1, H2A, H2B, H3 a H4. K hlavnim
funkcim téchto proteinti patii podil na vytvateni trojrozmérné struktury chromozomd, vzajemna
interakce a interakce s jinymi chromozomalnimi proteiny. Pro H3 a H4 histony je charakteristicky
vysoky obsah biogenni aminokyseliny — argininu. Proteinogenni aminokyselinu-lysin obsahuji
histony H1, H2A, H2B. HI histon hraje roli pfi stabilizaci nukleozomu (Inbar-Feigenberg, 2013).
Nerovnovaznad modifikace histonu je jednou z hlavnich charakteristik vSech typt rakoviny.
U lidskych nador obecné modifikace histonu H4 znamenaji ztratu monoacetylovanych
a trimetylovanych forem. Ztraty se vyskytuji pifevazné u monoacetylovanych zbytki Lysl6

a trimetylovanych zbytki Lys20 histonu H4 ve spojeni s hypometylovanymi repetitivnimi

sekvencemi DNA(Waldmann,2013).
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2.1.2.1 Metylace histonii

Metylace proteini probihaji na karboxylovych skupiniach glutamatu, leucinu
a isoprenylovaného cysteinu, nebo na atomech dusiku postranniho fetézce dusikovych zbytkl
lysinu, argininu a histidinu. Histony jsou metylovany pouze na argininovych zbytcich na histonu
H3 alysinovych zbytcich na histonech H3 a H4. Arginin miiZe byt bud’ mono- nebo dimetylovany.
Dimetylovany arginin se mize vyskytovat v symetrickych nebo asymetrickych konfiguracich.
Existuji dva typy enzymd, které dany proces katalyzuji — enzym typu I katalyzujici tvorbu NG-
monometylargininu a asymetrickych zbytki NG-dimetylargininu a enzym typu 11, ktery katalyzuje
tvorbu NG-monometylargininu a symetrického NG-dimetylargininu. Lysin ma tfi formy, mono-,
di- a trimetylovou. Metylace na konci H3 histonu je spojena s aktivaci i uml¢enim gent. Metylace
argininu se uskuteciiuje na pozici 2, 17 a 26. Metylace lysinu na pozici 4, 36 a 79 je spojena
s aktivact transkripce, pfi metylaci lysinu na pozici 9 a 27 dochazi k potlaceni exprese ptislusnych

gend, coZ je znazornéno na Obr. 4 (Zhang, 2001).
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Obrazek 4. Pasivni a aktivni DNA demetylace (May 2013)
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2.1.2.2 Histon metyltransferazy (HMTs)

Histon metyltransferazy (HMTs) katalyzuji pfenos metylové skupiny ze SAM na histony
H3 a H4. Enzym katalyzujici pfenos metylovych skupin z S-adenosyl-L-metioninu (SAM)
na guanidinové dusiky argininovych zbytkl se nazyva protein arginin metyltransferaza (PRMTs).
PRMTs proteiny se déli na dva typy podle toho, zda katalyzuji symetrickou nebo asymetrickou
dimetylaci (Zhang, 2001).

2.1.2.3 Acetylace histoni

Hlavni tlohou acetylace histoni je snizeni pozitivniho néboje histonového
aminoterminalniho konce, coZ vede ke sniZeni kondenzace chromatinu a zvyseni transkripéni
aktivity na DNA. Pfi acetylaci lysinu nastava neutralizace ¢asti kladného naboje v jeho koncové
Casti, coz ma za nasledek oslabeni spojeni histonii s DNA, ale také oslabeni vzajemné interakce
histonti. Acetylace vede ke genové aktivaci. (Shahbazian, 2007)

Porucha acetylace histonu, ktera je zprostiedkovana pomoci HDAC (histon deacetylaza),
vede k potlaceni transkripce daného genu. HDAC se Casto vyskytuji nadmérné u rtiznych typi
rakoviny. HDAC udrZzuji hladinu acetylace histonu ve spojeni s HAT (histon acetyltransferaza).
Pii absenci HAT dochazi k naruSeni stability genomu a tim k ovlivnéni vzniku

rakoviny(Shahbazian, 2007).

2.1.3 RNA interference (RNAIi)

RNA interference (RNAI) je d¢j, pfi kterém se paruji nekddujici molekuly RNA s cilovymi
useky medidtorové RNA (mRNA), coZ vede k inhibici genové exprese mRNA. Tento proces patii
mezi formy posttranskripéniho umléeni genu (tim, Ze je branéno vzniku proteinu z jiz vytvoiené
mRNA, PTGS) a transkripéniho umlceni genu (je branéno vzniku transkriptu, TGS). RNAi
probihé v n¢kolika krocich. Nejprve v buiice dochdzi k tvorbé maléRNA (sRNA), coz mohou byt
miRNA (micro RNA), siRNA (short interfering RNA) nebo piRNA (Piwi-interagujici RNA).
Po upravé se molekuly sSRNA zacleni do ribonukleovych castic, kde dochazi k dalsi upravé
nekodujicich RNA (ncRNA). Dvouvldknova sRNA se rozdé€li na jedno degradované vldkno
a druhé vlakno zlstava soucasti ribonukleové cCastice. Komplex slozeny z proteinli argonaut
(AGO) a jednovlaknové siRNA nebo miRNA mé nazev RISC (RNA- indukované umlcovaci
komplexy). Komplex rozpoznéava cilovou molekulu pisobeni RNAi na zdkladé komplementarity
bazi se sSRNA. Po navazéni RISC komplexu na cilovou mRNA dochazi k interferenci mezi

molekulami sSRNA s vlaknem mRNA, coz vede k inhibici translace mRNA. Pfi interakci mezi
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interferujici nekodujici molekulou RNA a mRNA muze dochdzet ke dvéma ndslednym dé&jtim,
a to bud’ k uplné degradaci cilové mRNA, kdy RISC paruje dokonale se sekvenci mRNA, anebo
k inhibici translace mRNA, kdy RISC paruje nedokonale se sekvenci mRNA, a tim dochézi
k zabranéni jakékoli translace mRNA (Hannon, 2002).

RNAi muze ovlivnit vznik nadoru prostfednictvim sRNA. sRNA mohou fungovat jako
supresory nadorii nebo onkogeny. Mohou pfispivat k rakoviné¢ bud’ zvySenou nebo snizenou
expresi v nadorovych buiikdch. Tumor supresorova funkce mize byt indukovana ztratou nebo
snizenou expresi SRNA, jejiz normalni funkci by bylo potlaceni exprese onkogenu. Nevhodna
exprese onkogenu by pak vedla k bunééné transformaci. Disledkem téchto zmén je zvysena tvorba
onkoproteinu. Pfi nadbytku sRNA ma funkci onkogenni a utlumi tvorbu proteinu kodovanych

tumor supresoorovymi geny (Dykxhoorn, 2008).

2.1.4 Imprinting

Genomicky imprinting je epigeneticky regulovany proces. Zpusobuje, ze k expresi genil
dochazi v zavislosti na tom, od kterého z rodict pochézeji. Pfi imprintingu dochazi k expresi pouze
jedné ze dvou alel ptfislusného genu, alela neaktivni se nazyva imprintovana. V ptipad¢ nékterych
gent dochazi tedy k expresi alely zdédéné po otci a jde o tzv. paternalni imprinting. U jinych genti
je exprimovana pouze alela zdédéné po matce a jde o tzv. materndlni imprinting (Ferguson-Smith,

2011).

2.1.4.1 Epigenetické mechanismy imprintingu

Biochemicky proces vedouci k imprintingu musi spliiovat ¢tyfi zakladni podminky. Zaprvé
musi byt schopen ovlivnit transkripci, dale musi byt dédicny v somatickych bunkach, také musi
umoziovat vymazani imprintingu v rané fazi vyvoje zarode¢nych bunék, a nakonec umoziiovat
ustanoveni imprintingu v pozdé¢j$im stadiu jejich vyvoje. Metylace DNA je jedina epigeneticka
modifikace, ktera splituje vSechny tyto ¢tyfi podminky. DNA metylace modifikuje pievazné
CpG dinukleotidy a je spojena s uml¢enim transkripce. Rodi¢ovské chromozomy maji odliSnou
miru metylace. Tyto oblasti jsou nazyvany diferencované¢ metylované oblasti (DMRs)

(Ferguson-Smith, 2011).

20



2.1.4.2 Diferencované metylované oblasti (DMRs)

DMRs spadaji do dvou kategorii: jedny ziskavaji sviij status DMR po oplodnéni (somatické

nebo sekundarni DMRs), druhé se stanou diferencované metylovanymi v pribehu vyvoje zdrodku
(zérode¢né DMRs). Somatické DMRs jsou nékdy omezeny na bunky urcitych tkani a zavisi
na pfitomnosti zarodecné DMRs. V zarode¢né DMRs jsou klicova metylovand imprintovana
centra (ICRs), nezbytna pro monoalelickou expresi. V zarode¢né oblasti jsou kli¢ova metylovana
imprintovana centra (ICs), kterd jsou nezbytnd pro monoalelickou expresi. De novo
metyltransferiza DNMT3A a regula¢ni faktor DNMT3L jsou nezbytné pro vyvolani nové
metylace DMRs v zarode¢né linii. DNMT3L interaguje s DNMT3A a ovliviiuje strukturu enzymu
a jeho schopnost vazat se na DNA a metylovat ji (Ferguson-Smith, 2011).

2.1.4.3 Ztrata imprintingu (LOI) u rakoviny

LOI je definovéna jako epigeneticka modifikace specifickd pro rodi¢ovsky ptivod, kterd je
narusena a muze zahrnovat zvysenou i snizenou miru metylace nebo jinych chromozomalnich
markerdi nebo ztratu exprese normdlniho vzorce genii specifickych pro rodi¢ovsky pavod
(Feinberg, 2002). LOI je spojena se zvySenim exprese IGF2 , ktera mlize nasledné hrat dilezitou
roli pfi vzniku lidskych rakovin. LOI se vyskytuje nejen ve tkanich rakoviny tlustého stfeva, ale
také v odpovidajicich normalnich tkanich a buiikéch periferni krve (Cui, Hengmi, 2007). Gen IGF2
kéduje inzulinovy ristovy faktor II, je strukturné homologni. IGF2 zptsobuje riist a metabolické
ucinky bun¢k. Ztrata imprintingu IGF2 je abnormalni epigenetickd aktivace normaln¢ inaktivni
matefské alely. IGF2 byl prvni gen, u kterého bylo objeveno LOI u n¢kolika détskych nadora
spojenych s Beckwithiiv-Wiedemanniivym syndromem (BWS), jako je Wilmsiv tumor,
hepatoblastom, rabdomyosarkom atd. Wilmsiiv tumor se projeve v détském v€ku nadorem ledvin.
LOI nepostihuje jen déti, vyskytuje se 1 u vétsiny solidnich nadort postihujicich dospélé pacienty

(Cui, 2002 a Jelinic, 2007).
2.1.4.4 Inaktivace chromozomu X

Inaktivace chromozomu X neboli lyonizace probihd v somatickych buiikach. Inaktivace
chromozomu X je typicka pro Zeny s karyotypem 46, XX, ale mlize nastat i u muzi s karyotypem
47, XXY (Klinefelteriv syndrom). Kazd4 somaticka buiika obsahuje jak aktivni, tak neaktivni
chromozom X. Neaktivni chromozom X je oznacovan Xi (Barrovo télisko), aktivni chromozom

X je oznacovan Xa. Inaktivni chromozom X je charakteristicky nizkym stupném acetylace histont
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H4 a siln¢ metylovanymi CpG ostrivky v promotorovych oblastech pfitomnych gend. Inaktivace
chromozomu X zahrnuje nékolik krokt: vybér, zahdjeni a Sifeni. Volba mezi chromozomy X
a iniciace inaktivace X se objevuje v ranych fazich vyvoje embrya. (Panning, 1998). Inaktivace
muzské zarodecné linie odpovida XP inaktivaci. Matefskd zarodec¢na linie se oznaci XM.
K inaktivaci chromozomu X dochazi béhem faze riistu oocytl, coz zajist'uje, ze XM prochazejici

na embrya XX a XY, jak je znazornéno na Obr. 5 (Shen, 2008).

Zygota X

Casné =

stadium [ XPx™ &’x"‘

deleni 2\-- j—‘
Inaktivace /xh ,6)( P ( OX"‘\’ / XP

Dospéla
Zena

Obrazek 5. Inaktivace chromozomu X v Zenskych somatickych burikach (Cook, 2007)

2.1.5 Oxidacni stres

Oxidacni stres je stav, pii kterém se v bufikich vyskytuje ptebytek volnych radikala —
castice s neparovym elektronem (viz. Tab. 1). Oxidacni stres 1ze povazovat za nerovnovahu mezi
reaktivnimi metabolity a antioxidanty v bufice. Psychologicky stres ¢i environmentalni faktory
mohou zpiisobit zménu fyziologickych procest, které nasledné mohou vyustit v naruseni
biochemické homeostdze. Zména homeostdzy vede ke zvySeni produkce volnych radikalt, kterd
prevysi detoxikacni schopnost lokéalnich tkdni. Tyto nadbyte¢né volné radikdly pak interaguji
s jinymi molekulami uvnitt bunék a zplsobuji oxidac¢ni poSkozeni protein, membran a gent

(Betteridge, 2000).
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Volné radikaly Castice neradikalové povahy
Superoxid Oz Peroxid vodiku H20:
Hydroxylovy radikal HOe Kyselina chlorna HOC1
Alkoxidovy radikal ROs Ozon O3
Peroxidovy radikal ROO» Singletovy kyslik 'Oz
Radikal oxidu dusného NO- Peroxynitrit ONOO"
Radikal oxidu dusi¢itého NO2e Dusitany NO>

Tabulka 1. Reaktivni formy kysliku a dusiku (Stipek,2000)

Antioxidanty neutralizuji aktivitu volnych radikali. T¢lo je mize produkovat samo nebo
je ziskat z potravin bohatych na vitaminy (A, C, E). Antioxidanty ovliviiuji funkci zl4z s vnitini
sekreci, ¢innost jednotlivych organti i endotel lymfatickych a Zilnich cest (Reuter, 2010).

Zdroje vnitiniho oxida¢niho stresu zahrnuji peroxisomy a enzymy. Enzymy jsou hlavni
zdroj oxidac¢niho stresu a vétSina z nich plisobi v mitochondriich. Vnéjsi zdroje oxidacniho stresu
zahrnuji UV zéfeni, chemické slouceniny (latky znecist'ujici Zivotni prosttedi, alkohol) a fyzické
cviceni. Reaktivni ¢astice podilejici se na vzniku oxidativniho stresu lze rozdélit do ¢tyt skupin na
zaklad¢ piislusného hlavniho atomu: reaktivni formy kysliku (ROS), reaktivni formy dusiku
(RNS), reaktivni formy siry (RSS) a reaktivni chloridy (RCS) (Reuter, 2010).

V normalnich buiikidch jsou pro transdukci signdlu potfebné nizké koncentrace ROS.
Rakovinové buiiky, které vykazuji zrychleny metabolismus, produkuji vysoké koncentrace ROS,
aby si udrzely svou vysokou miru proliferace. Diulezité je, Ze koncentrace ROS lze pouzit
ke sledovani poskozeni (Sosa , 2013).

Oxidacni stres vyvolany prebytkem ROS nebo RNS mtize mit na buniky bud’ $kodlivé, nebo
pozitivni G€inky a mize byt generovan intracelularnimi nebo extracelularnimi zdroji. Oxidacni
stres mize zpusobit karcinogenezi mutaci jaderné nebo mitochondriadlni DNA nebo zptisobenim
strukturalniho poskozeni intraceluldrnich lipidl a proteind. Rostouci nadorova hmota miize také
vyvolat intraceluldrni a extraceluldrni oxida¢ni stres, ktery muze ptfechodné nebo trvale
modifikovat jeho maligni vlastnosti(Matés, 2012).

Endogenni zdroje ROS nebo RNS v nadorech zahrnuji naruseny mitochondrialni genom
nebo proteom. Exogenni zdroje ROS nebo RNS v nddorech zahrnuji ischemii a reperfuzi.
Jednou z kli¢ovych charakteristik nadorovych bunék je jejich zvySena schopnost ptezit ve srovnani
s normalnimi butikami. ROS jsou tumorogenni (nddor tvotici) na zéklad€ své schopnosti zvySovat
rychlost bunécné proliferace, preziti a bunécnou migraci. ROS mohou indukovat poskozeni DNA,

coz vede ke genetickym 1ézim, které iniciuji tumorogenicitu a naslednou progresi nadoru.
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Na druhé strané ROS mohou také indukovat bunécné starnuti a bunécnou smrt, a proto mohou
fungovat jako protinddorova ¢inidla. Zda ROS podporuji pteziti nddorovych bunék nebo pisobi
jako protinddorova ¢inidla zavisi na butice, tkanich, lokalizaci produkce ROS a koncentraci

jednotlivych ROS (Matés, 2012).
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3 Epigenetické biomarkery

Epigenetické biomarkery umoziuji hodnoceni miry epigenetickych zmén ve tkénich nebo
perifernich tekutinach, jako jsou vzorky mo¢i, krve (plazmy i sérum) a stolice. Slouzi jako markery
pro detekci onemocnéni, progrese a terapeutické odpoveédi. I presto, Zze se vétSina vyzkumil
epigenetickych biomarkerii zaméfila na rakovinu, tyto markery byly také pouzity pro diagnoézu
jinych nemoci, jako jsou napiiklad neurologické, metabolické a kardiovaskularni poruchy,
autoimunitni choroby a poruchy genomického imprintu. Detekce epigenetickych biomarkert
mize pomoci pii zjiStovani mechanismii vzniku chorobnych stavii nebo pii diagnostice
onemocnéni (Jeremias, 2020).

Epigenetické biomarkery splituji n¢kolik dulezitych kritérii. Vyznacuji se dlouhodobou
stabilitou a jsou relativné snadno detekovatelné, vysoce selektivni, citlivé na stresové faktory
prostiedi a poskytuji informace o zménach expozice ve zdravé a postizené nadorové tkani
v riznych ¢asech a rGznych koncentracich/davkach. Epigenetické biomarkery maji oproti jinym
stabiln¢jsi a snadnéji meftitelné. DalSimi relativnimi vyhodami jsou: 1) epigenetické znaky se daji
detekovat v télnich tekutinach, coz eliminuje potiebu vzorki z biopsie, jak se n¢kdy vyzaduje pro
monitorovani transkripnich biomarkerii; 2) epigenetické mechanismy se obvykle podileji
na pocatecnich stadiich vyvoje chorob, a proto jsou epigenetick¢ biomarkery pro vcasnou
diagn6zu vhodné&jsi nez transkripéni biomarkery; 3) rizna stadia a typy rakoviny se vyznacuji
jedine¢nymi metyla¢nimi znaky; ty by mohly byt vychodiskem pro vyvoj konkrétnich a piesnych
biomarkert, které by pomohly pti hodnoceni typu nadoru i pii progndze a 1é¢beé nemoci
(Andersen, 2015).

Aby byly epigenetické biomarkery prakticky vyuZzitelné, musi spliovat tii zakladni
podminky. Zaprvé by mély tyto metody byt dostateéné dostupné, tak aby mohly byt ti¢inné¢ pouzity
v dané populaci a pro danou nemoc. Zadruhé by mély metody mit pfiméfenou citlivost
a specifi¢nost. Zatfeti by mély byt Siroce pouzitelné jak pro jednotlivee, tak i pro celou populaci

a mely by byt ze snadno ziskatelné tkdné€. (Andersen, 2015).
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Diagnostické
biomarkery

Prognostické
biomarkery

Terapeutické
biomarkery

Obrazek 6. Kategorie biomarkerii (Manasa ,2017)

Biomarkery mtzeme podle funkci rozdélit do tfi kategorii (viz. Obr.6). Diagnostické
biomarkery slouzi k ureni piitomnosti postizené tkand. Biomarkery prognostické uréuji
predevsim agresivitu onemocnéni a jeho pravdépodobny vyvoj. Terapeutické biomarkery
umoznuji zjistit reakci na urcéitou lé¢bu a zvolit pro dany ptipad nejptinosnéjsi zptsob 1éCby.

(Manasa ,2017)
3.1 Biomarkery rakoviny

Rakovina je definovana jako skupina nemoci véetné genetickych modifikaci, které zahrnuji
bodové mutace, preskupeni genii a genové amplifikace, zpiisobujici zmény v molekuldrnich
drahach, jez reguluji bunécny rust, preziti a metastazy. Pokud se tyto typy zmén objevi u velkého
poctu pacientli trpicich specifickym typem nadoru, Ize takové progrese vyuzit a na tyto biomarkery
se zaméfit pii diagnostice cilené terapie, jak je zndzornéno na Obr. 7.(Manasa ,2017)

Epigenetické znaky slouzi jako dulezit¢ biomarkery, které jsou klinicky uzitecné
pti detekci rakoviny, jeji prognéze a predikci 1écby. Naptiklad metoda Cologuard je prvni
screeningovou technikou vyuzivajici vzorki DNA ze stolice, ktera vyuziva hodnoceni stupné
metylace DNA k odhadu rizika vzniku kolorektalniho karcinomu. Méfeni DNAm v oblasti
promotoru GSTP1 (Glutathion-S-transferaza P) poskytuje molekularni diagnosticky nastroj pro
diagnozu rakoviny prostaty. Muzi s rakovinou prostaty vykazuji zvySeny stupenn metylace DNA
v tomto lokusu v mnoha télnich tekutindch vcetné plazmy, séra a moci. U jedinct s diagnézou

gliomu bylo prokédzano, ze zvysend metylace na promotoru genu MGMT je spojena s delsi dobou
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preziti, coz potvrzuje uzitecnost epigenetickych biomarkert pfi progndze vyvoje onemocnéni.
Nakonec se také ukézalo, ze epigenetické zmény mohou slouzit k predikci odpovédi na rtizné
postupy 1écby rakoviny, vCetné radia¢ni a hormonalni 1écby a chemoterapie. Napiiklad metylace
promotoru MGMT u pacient s glioblastomem vede k piedpokladu pozitivni reakce na

chemoterapii i radioterapii (Ladd-Acosta, 2016).

* Prostaticky specificky antigen (PSA)
» Alfa-fetoprotein(AFP)

» Rakovinovy antigen 125 (CA125)

* Thyroglobulin (Tg)

* Protein tepelného Soku (HSP)

+ Lidsky choriovy gonadotropin (hCG)

«Glykolyza

=Sav¢i cil rapamycinu
*Telomeraza

*p53

* Tyrosin kinaza

«Nadorova kmenova burika

*T-regulacni buniky

= Cirkulaé¢ni nadorové buiiky

Obrazek 7 . Typy epigenetickych biomarkerii pouzivanych k diagnostice rakoviny (Manasa ,2017)

3.2 Metylace DNA jako mechanismus pro vyvoj biomarkeri

Metylace DNA (DNAm) byla identifikovana jako nejslibnéj$i mechanismus pro vyvoj
epigenetickych biomarkeri. DNAm je velmi stabilni mechanismus, schopny poskytovat
spolehliva data z celé fady biologickych materiald, jako jsou tkané, krev (plazma a sérum), sputum,
mo¢, atd. Znaky DNAm maji potencial poskytovat informace o interspecifické i intraspecifické

vnimavosti na stresové faktory prostiedi.(viz. Tab. 2) (Jeremiaset , 2020).
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DNAm Typ karcinomu Aplikace Pramen
SEPT9 Kolorektalni Detekce Krev
NDRG4, BMP3, (mutace
Kolorektalni Detekce Stolice

KRAS)

VIM Kolorektalni Detekce Stolice
SHOX2 Plice Detekce Bronchialni tekutina
MGMT Mozek Predpoveéd Tumor

Tabulka 2. Typy biomarkerit metylace DNA uzivané k diagnostice rakoviny. (Hu, 2017)
3.3 Nekoddujici RNA (ncRNA) jako epigeneticky biomarker

Nekodujici RNA (ncRNA) zahrnuje jak kratké nekodujici fetézce RNA (miRNA), tak i
dlouhé nekddujici fetézce RNA (IncRNA). miRNA jsou zapojeny do ruznych biologickych
procest, jako je vyvoj a diferenciace lidskych embryondalnich kmenovych bunék do neurdlnich
kmenovych bungk a karcinogeneze. miRNA cirkulujici v fad€ télnich tekutin jsou uziteCnymi
biomarkery pro diagnostiku a prognoézu rakoviny. MiR-21 je jednou z prvnich miRNA
pouzivanych k diagnostice rtiznych typi rakoviny, jako je rakovina prostaty, rakovina pankreatu,
rakovina jater. V dneSni dobé¢ existuje velké mnozstvi typti biomarkerti zaloZzenych na miRNA,
které jsou vyuzivany pro prognézu rakoviny (viz. Tab. 3). (Hu, 2017)

IncRNA hraji dilezitou regulacni roli pfi transkripci, translaci, modifikaci chromatinu
a bunécné organizaci. Bylo zji§téno, Ze poruchy regulace IncRNA jsou spojeny s riznymi lidskymi
nemocemi. IncRNA piedstavuji dalsi skupinu biomarkerti pro diagnostiku a prognézu rakoviny
(viz. Tab. 4) a také pro diagnézu nenadorovych kardiovaskularnich a neurodegenerativnich

onemocnéni ( napf. schizofrenie, Alzheimerova choroba).(Hu, 2017)
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miRNA Typ rakoviny Aplikace
) Rakovina pankreatu, jater, délozniho ] i ) )
miR-21 Diagnosticky a prognosticky biomarker
¢ipku
miR-9 Rakovina zlucovych cest Prognosticky biomarker
) Rakovina mocového méchyte, ] i . i
miR-205 Diagnosticky a prognosticky biomarker
prostaty
miR-103 Rakovina prsu Potencialni diagnosticky biomarker
) Rakovina délozniho ¢ipku, prsu, ) ] ) )
miR-10a Potencialni biomarkery agresivni progresi
mocového méchyte
Rakovina jicnu,
miR-18a rakovina slinivky bfisni, Potencialni diagnosticky biomarker
hepatocelularni rakovina
miR-221 Rakovina hrtanu, prsu Diagnosticky a prognosticky biomarker
Rakovina délozniho ¢ipku, konecniku, ) ) ) )
miR-20a Potencialni biomarkery agresivni progresi
prostaty
miR-152 Rakovina mocového méchyie Diagnosticky biomarker
miR-744 Rakovina pankreatu Diagnosticky a prognosticky biomarker
miR-196a Rakovina prsu Prognosticky biomarker
miR-193b Rakovina vaje¢niku Diagnosticky a prognosticky biomarker
miR-34a Rakovina prostaty Diagnosticky a prognosticky biomarker

Tabulka 3. Typy biomarkerit miRNA pouzivanych k diagnostice rakoviny (Hu, 2017)
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IncRNA

Typ rakoviny

Aplikace

HOTAIR

Rakovina plic, prsu, kolorektalni

rakovina, jicnu, hrtanu, nosohltanu

Prognosticky biomarker

UCAl

Rakovina mo¢ového méchyte,

vajecniktl

Prognosticky biomarker

PANDAR

Rakovina mo¢ového méchyte

Diagnosticky a prognosticky biomarker

HOXA13

Rakovina jater, gliom

Diagnosticky biomarker

linc-UBC1

Rakovina mo¢ového méchyte

Negativni prognosticky biomarker

HI19

Rakovina prostaty, gliomu, prsu,

mocového méchyte, ledvin

Diagnosticky biomarker

PCA3/TMPRSS2-ERG

Rakovina prostaty

Diagnostické biomarkery

ANRIL

Rakovina prsu

Prognosticky biomarker

MEG3

Rakovina prsu, plic, mocového

méchyte, ledvin.

Biomarkery agresivni progresi

XIST

Rakovina prostaty, prsu

Diagnosticky a prognosticky biomarker

SUMO1P3

Rakovina mo¢ového méchyte

Potencialni diagnosticky a

prognosticky biomarker

CCATI1

Rakovina prsu, zlu¢niku

Potencialni diagnosticky a

prognosticky biomarker

HULC

Rakovina jater

Diagnosticky a prognosticky biomarker

Tabulka 4. Typy biomarkerii IncRNA pouzivanych k diagnostice rakoviny. (Hu, 2017)
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3.4 Epigenetické biomarkery rizikovych environmentalnich faktort.

Kromé tulohy, kterou epigenetické biomarkery hraji pti diagnoze a prognoze chorobnych
procest, slouzi také k odhadu vlivu znecisténi Zivotniho prostfedi na zivé organismy. Epigenetické
biomarkery mohou slouzit k posouzeni vlivu znecistujicich latek na vyvoj plodu pfi nitrodélozni
expozici ¢i kratce po porodu. Epigenetické biomarkery jsou schopné popsat vztah mezi
kontaminaci zivotniho prostiedi toxickymi latkami a zménami genotypi a fenotypll organismu

cey

zijicich v daném prostfedi. Biomarkery pomahaji odhalit molekularni zéklad adaptace na
zneCisténych mist. Epigenetické biomarkery jsou uzitecnym zdrojem pfi hodnoceni ekologickych
rizik chemickych latek (Ladd-Acosta, 2016).

Faktory prostfedi mohou piisobit na epigenetické procesy, jejichz zména muze byt

9 <

nasledné zaznamenana jako ,,epigeneticka pamét ““ ve specifickych oblastech DNA. Jako odezva
organismu na tento faktor je napfiiklad diferencované metylované oblasti DNA (DMRs). Pokud
vznik DMR vede k nasledné zméné v transkripci gentli, oznacime ji jako ,,funkéni DMRs®.
Pritomnost funkéniho DMRs mtiZze v po¢ate¢nim stddiu umoznit v€asnou diagnostiku nemoci nebo

poruch (Jeremias,2020).
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4 Vliv epigenetickych zmén vyvolanych faktory Zivotniho
prostredi, vyzivy a zivotniho stylu na vznik nadorovych

onemocnéni.

Epidemiologie je véda, kterda zkoumd pfi¢iny a miru Sifeni nemoci v populacich.
Epidemiologicka data slouzi jako podklad pro navrhy preventivnich opatfeni pro ochranu lidského
zdravi. Oblasti genetické a environmentdlni epidemiologie se primarné snazi identifikovat
genetické a environmentdlni rizikové faktory onemocnéni. Epigenetika mize poskytnout
informace o genetickych a ekologickych rizikovych faktorech onemocnéni (Ladd-Acosta, 2016).

Pojmem epigenom se oznacuji epigenetické regulatory genomu, véetné metylace DNA,
modifikace histonu, organizace DNA a zmén nekddujicich RNA. Epigenetické reguldtory urcuji
aktivitu gend, ale neovliviiuji primarni strukturu DNA. Epigenom funguje jako most mezi
genomem jednotlivce a jeho reakci na rizné toxické latky v Zivotnim prostiedi. (Khan,2019).
Epigenetické procesy ovliviiuji mechanismy vzniku nemoci, jak je zndzornéno na Obr. 8.

a) epigenetické procesy mohou byt kauzalné zapojeny do fetézce piicin a nasledkti vedoucich ke
vzniku onemocnéni

b) epigenetické procesy mohou modifikovat existujici geneticka nebo environmentalni rizika.

c) epigenetické procesy mohou zasahovat do zplsobu jakym jsou environmentalni faktory

zapojeny do procesu vzniku nemoci (Ladd-Acosta, 2016).
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@ Epigeneticky mediitor
Genotyp — Epigenotyp — Choroba
zZivotni prostredi — Epigenotyp — Choroba

Epigenetick4 modifikace
Epigenotyp

N

Genotyp Choroba

Epigenotyp
Zivotni prostredi . Choroba
© Epigeneticky mechanismus pro interakci GXE
Genotyp — Epigenotyp
.
Zivotni prostredi = Choroba

Zivotni prostiedi — Epigenotyp
Genotyp b Choroba

Obrazek 8. Zpiisoby ovlivneni vzniku nemoci epigenetickymi procesy (Ladd-Acosta,2016)

Znec€isténi zivotniho prostfedi mlze vést k epigenetickym zménam chromatinu
(DNA a histony), véetné metylace a acetylace. Prostfedi miize ovlivnit epigenom jedince ve tfech
hlavnich fazich. V prvni fazi prostedi piisobi na epigenom na rodové a rodi¢ovské trovni, coz
vede k transgeneracni epigenetické zméné, véetné imprintingu. Druhd faze probihd v prenatdlnim
stadiu a ma vyznamné ucinky na epigenetické procesy, coz ovlivituje vyvoj v postnatalnim obdobi
zivota. Tteti faze se odehrava v pribéhu postnatalniho vyvoje (Khan,2019).

Prosttedi ovlivituje buniky v téle daného jedince a tim zptisobuje zménu jejich funkci a
vlastnosti, mezi které patii naptiklad utvareni a udrzovani jejich struktur. Ma ptimy vliv na funk¢ni
proteiny, které reguluji pristup k chromatinu v jadru. Také ma vliv na epigenetické jevy, které
mohou regulovat genovou transkripci. Environmentélni faktory ovliviiuji zmény epigenetickych
enzyml, jako jsou DNA metyltransferdiza (DNMT), histonmetyltransferdzy (HMT),
histonacetyltransferazy (HAT) a histon deacetylaizy (HDAC), nebo zménou nekddujici RNA
tak, aby ovlivnila transkripci genu a stabilitu mRNA (Khan,2019).

4.1 Nebezpecné chemické latky zneciStujici Zivotni prostredi

Toxické latky, které se vyskytuji v zivotnim prostredi, ovliviiuji epigenetické procesy
hlavné prostfednictvim metylace DNA a modifikaci histonu. K toxickym latkdm ovliviiujicim
epigenom patii: tézké kovy a zneciStujici latky (jako je arsen, kadmium, rtut’, nikl, chrom),
pesticidy a navykové latky (jako je alkohol, nikotin, konopi, kokain, metamfetamin a opioidy)

(viz. Tab. 5). (Lippmann,2020)
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Toxicka latka Vyskyt Druh rakoviny Vliv na epigeneticky
mechanismy
Arsen (As) V zemské ke, vodé Rakovina kuze, Inhibice metylace DNA.
mocového méchyie, jater, | Ubytek SAM a potladena
plic a prostaty exprese genit DNMT1 a
DNMT3A DNA
metyltransferazy
Kadmium (Cd) V zemské kiife, spalovani | Rakovina plic, prostaty, Indukce oxidac¢niho
uhli, kontaminovana slinivky bfi$ni, ledvin, stresu,
strava jater, zaludku a mocového | indukce metylace DNA a
meéchyte indukce aktivity DNMT
Nikl (Ni) Ve vzduchu, vode a jidle Rakovina plic Zména acetylace histond
pokles acetylaci H2A,
H2B, H3 a H4
Chrom (Cr) Ve vzduchu, vode a jidle Rakovina plic Indukce oxidacniho stresu
a poskozeni DNA spojena
s tvorbou aduktt Cr-
DNA, cross-links
proteino- -DNA a
jednovladknovymi a
dvoutetézcovymi zlomy
DNA.
Rtut’ (Hg) Recyklace odpadu, vodni Rakovina plic Aberantni metylaci DNA
prostredi v genovych lokusech

Tabulka 5. Viiv toxickych latek na vznik nadorovych onemocnéni (Lippmann,2020)
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4.2 Vliv vyzivy na vznik nadorovych onemocnéni.

Nékteré ptirodni bioaktivni slouceniny, které se nachazeji v potravinach a bylinach, mohou
modulovat genovou expresi piisobenim na rtizné prvky epigenetického aparatu. Ziviny, které jsou
slozkami metabolismu uhliku, jako je folat, riboflavin, pyridoxin, kobalamin, cholin, betain a
metionin, ovliviiuji metylaci DNA regulaci hladin S-adenosyl-L-metioninu, donoru metylové
skupiny a S-adenosyl-L-homocysteinu, ktery je inhibitorem enzymi katalyzujicich metylaci
DNA. Dalsi pfirodni slouceniny ovliviiuji modifikaci histonu a hladiny nekodujicich RNA.
K takovym latkdm patii napt. vitamin D, ktery modifikuje histonové acetylazy nebo resveratrol,
ktery aktivuje sirtuin ovliviiujici funkci deacetyldz a regulujici onkogenni a tumor-supresorové
mRNA. Je prokézano, Ze epigenetické abnormality jsou pfiinou riznych zdravotnich postizeni,
véetné rakoviny. Pfirodni slouceniny jsou pfimymi nebo nepfimymi regulatory epigenomu.

Dieta s vysokym obsahem ovoce a zeleniny je spojena s niz§im vyskytem rakoviny
v disledku velkého poctu stopovych prvkil a biologicky aktivnich latek pfitomnych v téchto
produktech (viz Tab. 6.) (Nasir, 2020).
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Rostlina Bioaktivni prvek Epigenetické funkce
Jablko Floretin Demetylace
Kesu orisky Kyselina listova Inhibitor acetylace histond

Citrus Hesperidin Inhibitor DNMT
Skotice Kyselina skoficova Inhibitor DNMT
Kavovnik Kyselina kofeinova Inhibitor DNMT
Cesnek Allyl merkaptan Acetylace histoni
Réva Resveratrol Inhibitor DNMT
Soja Genistein Inhibitor DNMT
Caj EGCG Inhibitor DNMT
Kurkuma Kurkumin Inhibitor DNMT

Tabulka 6. Epigenetické funkce bioaktivnich slozek rostlin. (Nasir, 2020)

Epigalokatechin galat (EGCG)

Epigalokatechin piedstavuje 50 % vSech bioaktivnich latek pfitomnych v zeleny caji,
ma anti-karcinogenni vlastnosti. Protinddorovy mechanismus epigalokatechinu souvisi s jeho
schopnosti ovliviiovat stupeni metylace DNA. Epigalokatechin ovlivni stupeil metylace bud
pfimou inhibici DNMT nebo nepiimou inhibici DNMT zvySenim hladiny SAH (Xiang, 2016).
S-adenosyl-L-metioninu (SAM) poskytuje metylovou skupinu vazici se na katecholaminy. Tato
reakce je katalyzovana enzymem COMT (Katechol-O-metyltransferaza). Po odstépeni metylové
skupiny je SAM pfeménén na S-adenosyl-L-homocystein (SAH). EGCG ma svou epigenetickou
roli v prevenci rakoviny, zastaveni bunécného cyklu, programovani bunééné smrti, prevenci
oxida¢niho stresu a angiogeneze. Inhibuje proliferaci nadorovych bunék. ProtoZze metylace
zpiisobuje umlceni genli, EGCG reaktivuje uml¢ené geny piimou interakci s DNMT a podili se

na demetylaci enzymu COMT (Nasir , 2020).
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Kurkumin

Kurkumin je polyfenolicka sloucenina pfitomna v bézné pouzivaném koteni, kurkumé
a kari. Osvédcil se pfi léCeni ran, zplisobuje protinadorovy a protizanétlivy Gc¢inek. Inhibuje
plisobeni DNMT a pftispiva k blokovani reaktivnich mist DNMT 1. Slouzi jako hypometyla¢ni
¢inidlo, inhibuje aktivitu protoonkogent a prometastatickych gend. Hraje roli pfi prevenci

rakoviny tlustého stfeva(Nasir,2020).

Apigenin

Apigenin je rostlinny flavonoid (4, 5, 7-trihydroxyflavon), pfitomny v mnoha druzich
ovoce a zeleniny. Velké mnozstvi apigeninu je téZ obsazeno v suSenych kvétech hefmanku. Je
znamou ucinnou protirakovinovou latkou. Zabranuje rakoviné indukci apoptézy v ruznych
rakovinnych bunkéach véetné prsu, hepatomu a kize.Apigenin zplsobuje inhibici proteinové
kindzy, také inhibuje in vitro DNMT aktivitu a sniZzuje rGst nddoru prostfednictvim jeho
epigenetickych ~ modifikaci.  Také  zplsobuje  aktivaci  kaspazy, tvorbu  ROS

a mitochondrialni poskozeni (Nasir,2020).

Genistein

Vyskytuje se hojné v s6jovych vyrobcich. Je znam jako fytoestrogen, nebo estrogenova
sloucenina, kterd ma protinddorové vlastnosti. Genistein hraje roli pfi inhibici DNMT, indukci
expresi tumor-supresorovych geni a acetylaci histonu. Genistein inhibujici DNMT mize zvysit
reaktivaci genii umlCenych metylaci. Genistein brani DNMTT, 3a, 3b a expresi hTERT. Genistein
iniciuje hypometylaci a hyperacetylaci, které reaktivuji expresi tumor-supresorovych genti pl6

a p21 potlacujicich riist nadoru prostaty (Nasir, 2020).
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4.3 Mineraly a vitaminy

Mineraly a vitaminy jsou nezbytnou soucasti lidské vyzivy. Nachéazeji se v hojném
mnozstvi v riznych potravinach. Nedostatek mikrozivin vede k abnormalitdm. Napiiklad zinek
a folat se ucastni procesu reparace DNA. Mineraly a vitaminy maji vliv hlavné na metylaci DNA,
ochrannou roli proti oxidacnimu stresu, inhibuji proliferaci bunék modifikaci zanétlivého procesu.
Hraji dulezitou roli v metabolickych procesech. Enzym metylenetetrahydrofolat (MTHFR) je
zodpovédny za metabolismus kyseliny listové a udrzovani normalni hladiny homocysteinu v krvi.
Kyselina listova poskytuje rovnovahu pro replikaci DNA. Nizky piijem kyseliny listové v potravé
vede k vysokym hladindm homocysteinu, které jsou pficinou kardiovaskularnich chorob. DNMT
podporuje funkci vitaminl v epigenetickém mechanismu. Kromé toho byla po konzumaci
multivitamini pozorovdna vyznamna ochrana proti metylaci v rakovinnych builkdch plic.
Nedostatek kteréhokoliv z donoru metylu v potravé mize zménit stav metylace DNA a vést k
onkogenezi. Vzhledem k tomu, Ze folat je dilezitym donorem metylu, mize nedostatek zplisobit
rakovinu jater, prsu, mozku, plic, tlustého stfeva a kone¢niku.

Selen (Se) je mineradl, ktery se nachazi v ofechdch a hovézim mase. Selen ma
protirakovinné vlastnosti diky antioxida¢nimu ucinku chrani buiiky pted oxidativnim stresem a
zabrafiuje apoptoze Nedostatek Se vede k progresi rakoviny a je prokazano, Ze na vyvoji rakoviny

se podili n€kolik proteinti vazajicich Se (Nasir, 2020).

4.4 Antioxidanty

Antioxidanty jsou latky, které neutralizuji volné radikaly ¢imz chrani buiky pied
oxida¢nim stresem. Uz vime, Ze oxida¢ni stres prispiva k vyvoji a ristu nadoru. Inhibice
oxida¢niho stresu proto muze chranit buiiky pfed karcinogenni transformaci. Na druhé strang,
rakovinné buiky, které maji zvySené hladiny ROS, jsou pod zvySenym vnitinim oxida¢nim
stresem a potfebuji antioxidanty pro své preziti. ZvySovani endogenni antioxidacni kapacity je
atraktivni strategii pro prevenci karcinogeneze, zatimco zvysujici se hladiny ROS nad prahovou
hodnotu, kterd vede k smrti rakovinnych bunék, se jevi jako slibna strategie pro 1écbu rakoviny
(Wichansawakun, 2019).

Rada bioaktivnich prvkii pfitomnych v potravinach vykazuje antioxidaéni i prooxidaéni
ucinky na cilové rakovinné bunky (viz. Tab.7). Antioxida¢ni i prooxidacni ucinky mohou
zpiisobit zménu prostiedi rakovinnych bunék. EGCG ptisobi jako antioxidant pti pH 7, zatimco

pfi kyselém pH vykazuje prooxida¢ni chovani. Antioxidacni a prooxidacni vlastnost bioaktivnich
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prvki muize také zaviset na jejich koncentraci. Stru¢né feceno, antioxidacni a prooxidacni ucinky
bioaktivnich prvkl se projevuji na riiznd stadia karcinogeneze a také moduluji protirakovinovou

odpovéd’ na chemoterapii. (Saha, 2017).

Slozka potravy Role v oxida¢nim stresu Role v karcinogenezi

Podporuje produkci ROS . Snizuje
hladiny bunéénych antioxidantt,
¢imz méni rovnovahu mezi o )
Alkohol ) } ) Zvysuji riziko rakoviny prsu
reaktivnimi metabolity a
antioxidanty v buiice. Vede k

oxidaénimu stresu ve vice tkanich.

Vede ke zvysenému oxidacnimu

Sacharidy Zvysuji riziko rakoviny prsu
stresu
Mastné kyseliny Omega-3 redukuji oxidacni stres. Inhibuji karcinogeneze
Vlaknina Snizeni hladiny oxida¢niho stresu Inhibuji karcinogeneze

M4 antioxidacni ucinky. Inaktivace

radikali O%. Cytoprotektivni Chemopreventivni kandidati na
Flavonoidy ucinek v disledku vychytavani 1é¢bu rakoviny, zejména diky své
ROS .Cytotoxicky ucinek schopnosti vyvolat apoptdzu.

zpusobeny generovanim H2Oxz.

Vitamin E hraje diilezitou roli Vitamin D zabraiiuje rakoviné
Vitaminy v antioxidaci. Vitamin A se rychle tlustého stfeva, prsu, prostaty a
oxiduje v pfitomnosti kysliku vajecniktl

Tabulka 7. Role slozek potravy pri ovliviiovani oxidacniho stresu a karcinogeneze. (Saha, 2017)
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5 ZAVER

Tato bakalatska prace popisuje vliv kontaminovanych potravin a Zivotniho prostfedi na
epigenetické zmény a jejich roli pfi vzniku nebo prevenci nadorovych onemocnéni.

Prvni ¢ast prace je zaméfena na popis jednotlivych biochemickych mechanismt G€¢inku
nejvyznamnéjsich skupin epigenetickych faktori, které hraji roli pfi vzniku a rozvoji nadorovych
onemocnéni, kdy nejvetsi pozornost jsem vénovala mechanismu metylace DNA. Pii metylaci
DNA dochézi k navazani metylové skupiny z S-adenosyl-L-metioninu na cytosin za katalyzy
enzymem DNA metyltransferazou. Bylo zjiSténo, Ze nadorové bunky se lisi od normalnich
metylacni strukturou. Dochazi bud’ k hypometylaci, nebo hypermetylaci. Na rozdil od
hypometylace, ktera zvySuje genomickou nestabilitu a aktivuje protoonkogeny, hypermetylace
umlcuje tumor supresorové geny antionkogeny. Tumor supresorové geny se ucastni bunéénych
procest, které jsou nedilnou soucasti vyvoje a progrese rakoviny.

Druh4 ¢ast se vénuje biomarkerim, které jsou ukazateli epigenetickych zmén ve tkanich,
nebo perifernich tekutinach. Biomarkery slouzi pro detekci onemocnéni. Biomarkery miiZzeme
rozdélit podle funkci na diagnostické, prognostické a terapeutické. Mezi nejpouzivanéjsi
biomarkery rakoviny mohou byt produkty metylace DNA a biomarkery zalozena na detekci
nekodujicich RNA.

Posledni ¢ast se pak vénuje vlivu sloZeni potravin a kontaminace zivotniho prostiedi na
vznik nadorovych onemocnéni. Kontaminanty potravin a latky znecist'ujici zivotni prostiedi hraji
nejvetsi roli pii vyvolavani epigenetickych zmén, ke kterym dochazi v podstaté uz od narozeni
ditéte. Mezi slozky potravin vyvolédvajici tyto zmény mizeme zatadit naptiklad sacharidy, které
zvySuji oxidacni stres nebo alkohol, ktery snizuje hladinu antioxidanti v téle. Naproti tomu
konzumace vlékniny, mastnych kyselin (omega 3), flavonoidii (kurkumin, apigenin, genistein),
mineralnich latek a vitaminti ptisobi protinddorovée. Toxicky a epigeneticky na nase télo mohou
piisobit i stopové latky v Zivotnim prostiedi. Radime mezi né naptiklad arsen, rtut’, chrom, nikl a
kadmium. Déle to mohou byt také pesticidy a navykové latky (alkohol, nikotin, konopi, kokain,
metamfetamin a opioidy).

Epigenetika je nova stale rozvijejici védni disciplina. V dnes$ni dobé jiz existuje spousta
odhaleni rakovinového bujeni. MoZnou ochranou pted epigenetickymi poruchami télniho systému

muze byt vyvazena a pestra strava, nebo mentéalni rovnovéaha ¢lovéka.
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