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Abstrakt

Fytochemikalie jsou biologicky aktivni latky, kterymi rostliny ovliviiuji organismy ve svém
okoli. Houby na jejich pfitomnost ¢asto reaguji zménou metabolismu, kterd se projevuje
spusténim produkce sekundarnich metabolitli, navysenim biomasy nebo regulaci virulence.
Mechanismus téchto zmén lze pfipisovat schopnosti nékterych fytochemikalii (napf.
kurkuminu, EGCG) modulovat epigenetickou informaci. Prvni polovina prace je vénovéna
jednotlivym mechanismiim epigenetické modifikace (napf. metylace, modifikace histontl),
které byly u hub studovany. V druhé poloviné jsou piehledné shrnuty studie zamétené na
fytochemikalie, u kterych byla pozorovana schopnost modifikovat epigenetickou informaci u
eukaryotickych organisma. Bakaldfskd prace tak pfinaSi cenné poznatky o mozZnosti
modifikovat houbovy metabolismus fytochemikaliemi, které jsou Casto odpadnimi produkty
primyslu. Informace shrnuté v praci mohou mit vyznamny dopad na zkvalitnéni
biotechnologickych postupii, tam kde je snaha o zvySeni vynosu biomasy a navozeni produkce

sekundarnich metabolit v pfipadech, kde je jejich produkce za normélnich podminek umlcena.

Kli¢ova slova: sekundarni metabolity, epigenetika, epigenetické modifikace, fytochemikalie,

vlaknité houby



Abstract

Phytochemicals are bioactive substances by which plants affect organisms in their vicinity.
Fungi often respond to their presence by metabolism alternation, which is manifested by the
production of secondary metabolites, an increase in biomass or the regulation of virulence.
These changes can be caused by phytochemicals (e.g. curcumin, EGCG) with abilities to
modulate epigenetic information. The first half of the work is devoted to mechanisms of
epigenetic modification (e.g. methylation, histone modification), which were studied in fungi.
The second half summarizes studies focused on phytochemicals, in which the ability to modify
epigenetic information in eukaryotic organisms was observed. The bachelor's thesis thus brings
valuable knowledge about the possibility of modifying fungal metabolism by phytochemicals,
which are often waste products of industry. Information summarized in this work can have a
significant impact on improving biotechnological processes, where there is an effort to increase
biomass yield or induce the production of secondary metabolites in cases where their production

is normally suppressed.

Key words: secondary metabolites, epigenetics, epigenetic modification, phytochemicals,

filamentous fungi
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Seznam pouzitych zkratek

Zkratka Anglicky nazev Cesky nazev
disiRNA Dicer-independent small RNA na Diceru nezavisla mala RNA
DNA deoxyribonucleic acid deoxyribonukleova kyselina
DNMT DNA methyltransferase DNA methyltransferazy
EGCG epigallocatechin-3-gallate epigallokatechin-3-gallat
HAT histone acetyltransferase histon acetyltransferaza
HMT histone methyltransferase histon metyltransferaza
HDAC histone deacetylase histon deacetylaza
IncRNA long non-coding RNA dlouha nekédujici RNA
MeDIP methylated DNA imunoprecipitace metylované DNA
immunoprecipitation
MeDIP-chip | methylated DNA metylovana DNA imunoprecipitace
immunoprecipitation microarray | nasledovana hybridizaci pole
MeDIP-seq = methylated DNA MeDIP sekvenovani
immunoprecipitation sequencing
milRNA micro-RNA-like RNA micro RNA podobna RNA
miRNA micro RNA micro RNA
mRNA messenger RNA messenger RNA
ncRNA non-coding RNA neko6dujici RNA
piRNA piwi-interacting RNA piwi-interagujici RNA
RNA ribonucleic acid ribonukleova kyselina
siRNA small interfering RNA mala interferujici RNA
sRNA small RNA mala RNA
TSA trichostatin A trichostatin A



1. Uvod

Ve srovnani s rostlinami je houbova diverzita obrovska. Zatimco u rostlin (cca. 270 tisic
popsanych druhti) bylo odhadem popsano jiz vice néz 90 % vSech taxond, u hub se celkovy
pocet druhtt odhaduje od dvou az nejnovéji k vice nez Sesti milioniim taxontl, z ¢ehoz bylo
popsano pouze kolem 100 tisic druht, tedy odhadem méné nez 5 % (Hyde, Jeewon et al. 2020,
Baldrian, Vétrovsky et al. 2021). Stejné jako pro rostliny i pro houby, které také nejsou schopné
rychlé pohybové reakce, je vylucovani chemickych latek jediny mozny zptsob, jak si vymezit
svlj prostor, branit se patogenim a komunikovat s prostfedim. Ob¢ skupiny jsou proto
vyznamnymi producenty bioaktivnich sekundarnich metabolitl. Historicky jsou vice
prostudovany rostlinné sekundarni metabolity, kterych bylo opsdno odhadem 350 tisic. Pro
srovnani, houbovych metabolitli bylo popsdno vice nez 500 tisic, ptestoze se jejich vyzkumu
v minulosti nevénovalo tolik pozornosti. S pfihlédnutim k vySe zminénému faktu, ze vice nez
95 % taxonti hub je jeste¢ neznamych, to ptedstavuje také obrovskou skrytou diverzitu
houbovych sekundarnich metaboliti (Bills and Gloer 2017). Ty jsou poté frekventované
vyuzivany ve farmaceutickém, zemédélském 1 potravinarském primyslu, naptiklad jako
antibiotika (peniciliny, cefalosporiny), imunosupresiva (cyklosporin, rapamycin), latky
snizujici cholesterol (lovastatin, mevastatin), tumor-supresorové (mitomycin, bleomycin) nebo
antimykotika (caspofungin) (Hyde, Xu et al. 2019). V soucasné dob¢ jsou v centru pozornosti
pfedev§im metabolity izolované z houbovych endofytl, tedy hub, které se vyskytuji uvnitf
rostlinnych tkani. Jde o latky, kterymi se rostliny a houby vzijemné metabolicky ovliviiuji,
mohou tak naptiklad ovliviiovat biomasu, zdravotni stav jeden druhého nebo spoustét
¢i umlcovat produkci sekundarnich metabolitii (Ancheeva, Daletos et al. 2020).

Kvili velkému biotechnologickému a farmaceutickému vyznamu potencidlnich novych
houbovych metabolitli a jejich Casové narocnému vyzkumu se soucasné studie zamétuji
predevsim na jejich predikci na zéklad€ bioinformatickych dat. Tyto predikce se provadi i pro
substraty, které jsou kjejich syntéze nezbytné¢ (Zerikly and Challis 2009). DalSim
ptikladem pfistupu je simulace podminek prostiedi, ve kterém by organismus danou latku
pfirozené¢ vylucoval. Muze se jednat o zmény fyziologickych podminek, poskytnuti
metodam vSak v soucasnosti pravdépodobné patii ty molekularni. Mezi nimi genetické metody
zahrnujici knock-outovani gentl ¢i fizenou overexpresi transkripcnich faktorti nebo metody

epigenetické, které nezasahuji pfimo do nukleotidové sekvence, ale piesto piedstavuji
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vyznamny nastroj modulace metabolismu (Brakhage and Schroeckh 2011). Pravé na
epigenetické metody, zahrnujici napiiklad metylaci DNA nebo modifikaci histont vyvolavajici
chromatinové prestavby, se tato prace zamétuje. V biologii obecné plati, ze je dobré zacinat
s vyzkumem tam, kde skoncil ptirodni vybér, proto se tato prace zaméfila na rostlinné latky
jako epigenetické modifikatory. Jsou to latky, s nimiz je velkd cast hub (napi. endofyta,
rostlinnych patogent ¢i pudnich hub) v kontaktu a kterymi pravdépodobné rostlina miize
pfirozen¢ manipulovat jejich metabolismus. Kromé vysSe zminénych divodd se tato prace
soustiedi na epigenetické modifikatory rostlinného ptivodu také kviili jejich cenové dostupnosti
a hojnosti (Casto tvoii odpad potravinarského primyslu). To znich dé€la vhodné kandidaty
pro vyuziti v biotechnologickém primyslu.

Cilem této prace je predstavit mechanismy epigenetické modifikace, kterymi se v minulosti
uspésné podatilo modulovat metabolismus hub. Dale zde budou velmi komplexné shrnuty
studie zabyvajici se fytochemikaliemi se schopnostmi modulovat epigenom eukaryotickych
bun¢k. Informace v této praci shrnuté tak mohou piedstavovat zdklady pro zkvalitnéni
a zjednoduSeni biotechnologickych postupti pii ziskavani sekundarnich metaboliti nebo

pfi produkci biomasy.



2. Epigenetika

Termin epigenetika byl poprvé pouzit Conradem Waddingtonem, ktery ho definoval velmi
obecné jako oblast védy zabyvajici se béZnymi interakcemi mezi geny, jejich produkty a z nich
vyplyvajictho  fenotypového projevu (Waddington 1942). S postupné ptribyvajicimi
védomostmi v oblasti genetiky a molekularni biologie bylo nutné tuto obecnou definici upravit
a rozlisit dédicné zmény na ty, které jsou zptisobené zménou nukleotidové sekvence a na ty,
které nejsou. Podle moderni védy je tedy epigenetika definovana jako podobor genetiky obecné
se zabyvajici zménami v genové expresi, které nejsou zpusobeny zménou nukleotidové
sekvence DNA a které jsou mitoticky a/nebo meioticky stabilni (Russo, Martienssen et al.
1996).

Mezi hlavni epigenetické mechanismy, kterymi lze téchto zmén docilit, patii napiiklad
metylace DNA, modifikace histonli nebo RNA interference. Prace na téma metylace DNA nebo
modifikace histonil vychéazely jiz od 60. let 20. stoleti, avSak na sobé& nezavisle, naptiklad pod
zastitou genetiky, vyvojové nebo molekularni biologie. Terminem epigenetika se zacaly
zastieSovat az v 90. letech 20. stoleti (Deichmann 2016). Pravé od zaclatku 21. stoleti
zaznamenala epigenetika velky nartist zdjmu, kterému se t&ési dodnes, a lze ji tak povazovat za

jeden z nejvice a nejrychleji se rozvijejicich oborli v oblasti molekuldrni biologie.

2.1. Epigenetika ve spojeni s houbami

Ptestoze se jednd o takto popularni obor, vétSina pozornosti mu je vénovana v souvislosti
s vyzkumem genetickych onemocnéni u ¢lovéka. Cast je také vénovana rostlinam, u kterych
byl epigenom spojen se stresovou paméti, a kde se studuje epigeneticka modifikace s cilem
zvysit jejich stresovou odolnost proti Skiidctim, ale i proti v soucasné dobé se ménicim
klimatickym podminkdm (Chinnusamy and Zhu 2009). Pouze zlomek védecké komunity se
zabyva studiem epigenetiky na houbach a jim podobnych organismech. Jedna se vSak o oblast
s velkym potencidlem, nebot’ pravé sem patii velké mnozstvi patogeni napadajicich at’ uz
samotného ¢lovéka nebo hospodaisky vyznamna zvifata ¢i plodiny. Také mezi né patii fada
biotechnologicky vyznamnych producentli, ktefi svymi sekundarnimi metabolity zasobuji
farmaceuticky, zeméd¢€lsky i potravinaisky pramysl. A pravé epigenetika miize predstavovat
zpusob, jakym lze modulovat jejich metabolismus, at’ uz s cilem sniZeni patogenicity, zvySeni

produkované biomasy nebo produkce specifickych sekundarnich metabolitd.



2.1.1. Typy modifikaci a jejich studium

I ptesto, ze houby a jim podobné organismy zahrnuji pestré mnozstvi zivotnich forem, lze zde
najit urcité spolecné znaky v souvislosti se studiem epigenetickych zmén. Neni radno
zapominat, ze pfestoze jsou tyto eukaryotické organismy studovany pod zastitou botaniky, jsou
jejich bunky vice ptibuzné tém zivocisSnym nez rostlinnym.

Studie soustfedici se na odhaleni epigenetick¢é regulace na nepatogennich modelech
(kvasinkdch Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe a vlaknité houbé
Neuspora crassa) odhalily, ze mezi tfi nejvyznamnéjsi zpusoby modifikaci houbového
epigenomu patii DNA metylace, modifikace histonil a regulace pomoci RNA interference
(Aramayo and Selker 2013, Grunstein and Gasser 2013, Allshire and Ekwall 2015).

Studie zabyvajici se metylaci se kvtli nedostate¢né citlivosti tehdejsich metod dlouhou dobu
soustfedily pouze na globani hypometylaci nebo stav metylace konkrétnich Usekii DNA.
V soucasnosti dochazi k rozvoji metod na zéklad¢ imunoprecipitace metylované DNA (MeDIP)
nebo jeji oSetfeni hydrogensifi¢itanem. DNA imunoprecipitace poskytuje zédklad pro metody
podrobné celogenomové detekce, jako jsou napiiklad metylovand DNA imunoprecipitace
nasledovand hybridizaci pole (MeDIP-chip) nebo sekvenovani nové generace — MeDIP
sekvenovani (MeDIP-seq). Imunoprecipitace chromatinu zaroven poskytuje zéklad pro
identifikaci umisténi modifikovanych histond. Tato technika je v sou¢asné dob¢é kombinovana
s technologii Microarray jako Chip-on-chip a Chip-seq (Kurdyukov and Bullock 2016). Novou
vyzvou se stava zpracovani obrovského mnozstvi dat, které je témito metodami produkovano

a které celkové pfedstavuje problém v tomto védnim odvétvi.

2.1.1.1. Metylace DNA

U eukaryot predstavuje DNA metylace jeden z nejvyznamnéjSich zpiisobli modifikaci
genomického DNA a spociva v navazani metylové skupiny na paty uhlik cytosinu pomoci
enzymu DNA methyltransferazy. Na zakladé této chemické modifikace zde mize dochazet
ke zméné afinity DNA vazebnych proteinii k DNA nebo k rekrutovani proteinti zplisobujicich
represi dané¢ho genu. Timto zptisobem miiZze metylace DNA ovlivilovat nejen genovou expresi,
ale také genomicky imprinting, uml¢ovani transpozonli nebo chromozomalni stabilitu (Bird
2002).

DNA methyltransferazy, které metylaci zajistuji, 1ze dé€lit do dvou zakladnich skupin. Prvni
skupinou jsou udrzovaci methyltranferazy, které zajistuji metylaci nové nasyntetizovaného

vldkna DNA po replikaci podle vldkna starého a mezi které patii houbam vlastni DIM-2
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(Kouzminova and Selker 2001) nebo CpG-specifickd udrzovaci methyltranferaza DNMTS
(Bewick, Hofmeister et al. 2019). Druhou skupinou jsou de novo methyltransferazy, které jsou
diilezité pro vytvareni DNA metylacnich vzort a kam bychom zatadili pro houby specifickou
Masc1 popsanou na druhu Ascobolus immersus (Malagnac, Wendel et al. 1997). Pocty a typy
methyltransferdz se mezi jednotlivymi druhy hub vyrazné 1isi (He, Zhang et al. 2020).

V souvislosti s metylacnimi vzory u eukaryot je zndmo, Ze nejvice metylovanych tisektit DNA
se nachazi v oblastech transponovatelnych elementti, genovych promotorid a repetitivnich
sekvenci. I presto, ze byva hladina DNA metylace ve velké Casti hub velmi nizka ¢i skoro
nedetekovatelna (Bird 2002), je stale vyznamna. Data z vice nez 40 druh hub potvrzuji,
ze stejn¢ jako u ostatnich eukaryot nejvice metylaci se nachazi v transkripéné neaktivnich
oblastech a repetitivnich tsecich, zatimco v transkripéné aktivnich oblastech chybi. Tato
skute¢nost indikuje, Ze pravé u hub DNA metylace ovliviiuje genovou expresi a ve velké mife
ptispivd k supresi transponovatelnych elementd, a tedy k zachovani genomové integrity
(Bewick, Hofmeister et al. 2019).

Ke snizeni metylace miize dochdzet dvéma zpisoby. Mize se jednat o pasivni proces, pfi
kterém nedojde k metylaci nového vlakna po replikaci, nebo aktivni na replikaci nezavisly
proces, pii kterém dojde k odstranéni metylové skupiny z 5-metylcytosinu (Ooi and Bestor
2008). Latky, kter¢é maji schopnost pasivni modifikace (hypometylace), nazyvame
hypometyla¢nimi ¢inidly. Jedna se naptiklad o azacytidin nebo decitabin a mechanismus jejich
aktivity spociva hlavné v inhibici DNA methyltransferaz (Garcia-Manero and Fenaux 2011).
Oproti tomu latky se schopnosti aktivni modifikace (demetylace) nazyvame cinidly
demetyla¢nimi. U t&chto latek jsou v soucasné dobé zname tfi zpiisoby, kterymi k demetylaci
muze dochazet. Prvni znich je pferuseni obtizn¢ Stépitelné vazby mezi uhliky, kterou je
k cytosinu metylova skupina pfipojena. Druha z nich zahrnuje vyménu metylované baze a tieti
vyménu metylovaného nukleotidu. Ne vzdy je ve védecké literatufe déleni na hypometyla¢ni
a demetylac¢ni ¢inidla dodrzovéano a obéma vyrazy mohou byt oznacovany obecné latky, které
snizuji mnozstvi metylace v genomu (Kress, Thomassin et al. 2001).

Geny souvisejici s produkci sekunddrnich metabolith u hub byvaji uspofddany do
biosyntetickych genovych klastrl, které jsou Casto v laboratornich podminkich kompletné
metylované — uml¢ené. Vyhodou tohoto uspotadani je snadna manipulace, obzvlast’ v ptipadé
potifeby dané geny aktivovat (Pfannenstiel and Keller 2019). Aktivovani uml¢enych klastra
a spusténi produkce za laboratornich podminek norméln€ neprodukovanych sekundérnich

metabolitl bylo po aplikaci azacytidinu a RG-108 dosazeno u nékolika druhti hub, naptiklad



u Aspergillus niger (Fisch, Gillaspy et al. 2009), Cladosporium cladosporoides, Diatrype sp.
(Williams, Henrikson et al. 2008), Penicillium citreonigrum (Wang, Sena Filho et al. 2010),
Isaria tenuipes (Asai, Chung et al. 2012) nebo Alternaria sp. (Sun, Awakawa et al. 2012).

2.1.1.2. Modifikace histonu

Eukaryotickd DNA je kvuli své ochrané, ale také komprimaci, nabalovdna na histonové
oktamery, spolu se kterymi tvoii zakladni stavebni jednotky chromozomt — nukleozomy.
Histonové jadro nukleozomi je tvofeno oktamery slozenymi z histontt H2A, H2B, H3 a H4.
Jedna se o u eukaryotickych organismil vysoce konzervované, malé, velmi bazické a pozitivné
nabité proteiny. Pravé posledni ze zminovanych vlastnosti jim umoziuje Castecné odstinit
negativni naboj DNA a usnadiiuje jeji tésnéjsi sbaleni. Zde jeste¢ nezminény histon H1 brani
sklouznuti DNA =z nukleozomt, které spojuje do vysSsi strukturni jednotky 30nm
chromatinového vldkna (Thoma, Koller et al. 1979). Chromatin se mize v buiice vyskytovat
jako rozvolnény transkripéné aktivni euchromatin nebo tésné sbaleny transkripéné neaktivni
heterochromatin. Zménu stavu chromatinu Ize navodit v této préci jiz zmiiovanym piipojenim
metylové skupiny na cytosin nebo posttranslaéni modifikaci histonovych koncii. Kazdy
z histoni ma N termindlni konec, ktery vycniva znukleozomu a na némz se nachazi
aminokyseliny, které 1ze modifikovat a tim ovliviiovat stav chromatinu (Allfrey, Faulkner et al.
1964). Mezi posttransla¢ni modifikace histonovych konct patii naptiklad acetylace, metylace,
fosforylace, ubikvitinace, sumoylace nebo ADP-ribosylace (Bannister and Kouzarides 2011).
V soucasné dobé uznavana hypotéza zvana histonovy kod, vysvétlujici, jak posttranskripéni
modifikace histonti ovliviiuji genovou expresi, hovofi o tom, ze ovliviiuji stav okolniho
chromatinu a pfedstavuji signalni nebo vazebna mista pro distalni transkripéni oblast (Rando
2012, Prakash and Fournier 2017). Proteiny, které tidi tyto modifikace, lze rozdélit do tii
kategorii.

Prvni znich jsou tzv. ,writer® proteiny, které oznacuji mista v chromatinu urcena
k modifikaci. Lze je dale d¢lit podle toho, jaky typ modifikace zpisobuji. Ve spojeni
s vlaknitymi  houbami jsou studovany pifedev§im  histonové methyltransferazy
a acetyltrasferazy. V piipad¢ histonovych methyltransferaz nevede metylace vzdy k umlcéeni
dané oblasti jako tomu bylo pfi pouzZiti DNA methyltransferaz, ale mize vézt naopak 1 k jeji
aktivaci. ZaleZi zde, na v poradi kolikdtou aminokyselinu byla metylova skupina ptidana ¢i na
kolika mistech zaroven k tomu doSlo (Martin and Zhang 2005). V soucasnosti existuje jiz
mnoho dikazi, ze nejen metylaci DNA, ale i metylaci histontl, je bézn¢ regulovan vyvoj hub

a biosyntéza mykotoxinl (Li, He et al. 2017).



Acetylace histonl byla vzdy spojovana pouze se zvySenim transkripce (Allfrey, Faulkner et al.
1964). Histonové acetyltransferdzy nejsou prili§ specifické a nerozlisuji, na ktery konkrétni
lysin acetylovou skupinu umisti, coz vzhledem ke zplsobu modifikace neni nezbytné.
Po pfipojeni acetylové skupiny zde dochazi ke snizeni pozitivniho naboje dané aminokyseliny
a tim k ¢aste¢nému rozvolnéni a zptistupnéni molekuly DNA (Workman and Kingston 1998).
Na druhu Aspergillus flavus byla acetylace prokazana jako vyznamny zplsob aktivace
genovych klastri spojovanych s produkci sekundarnich metaboliti (Roze, Arthur et al. 2007).
Do druhé kategorie bychom zatadili tzv. ,,eraser® proteiny, které mazou znacky napsané
,writer* proteiny. Radi se k nim naptiklad histon demetylazy, které se déli na dvé tiidy, z toho
proteiny jedné tfidy obsahuji Jumonji C doménu a jsou schopné odstranit metylaci ze vSech
pozic (Klose, Kallin et al. 2006). Do této kategorie patii také histon deacetylazy. Skrze tyto
enzymy se poprvé podafilo spojit remodelaci chromatinu s produkci sekundérnich metabolitii
u hub. Vysledky z této studie na druhu Aspergillus nidulans ukézaly, Ze histon deacetylaza
HdaA funguje jako negativni regulator biosyntetického klastru sterigmatocystinu a penicilinu.
Tato studie také prokdzala pusobeni tricostatinu A, inhibitoru deacetyldazy, na produkci
sekundarnich metaboliti u druht Alternaria alternata a Penicillium expansum (Shwab, Bok et
al. 2007).

Tteti kategorie obsahuje tzv. ,readers® proteiny. Ty jsou potieba k umistovani a mazani
ostatnich proteinil, protoze dokazou rozeznat spravny lokus, kde ma dojit k modifikaci. K tomu
vyuZivaji rizné domény, které umi rozpoznat vice odliSnych typi modifikaci (Yun, Wu et al.
2011). Naptiklad protein SntB ma ¢tyfi domény, ze kterych je kazda schopna rozeznavat Ctyti
odlisné histonové modifikace. Tento protein studovany na druhu Aspergillus flavus, ale znamy
i z druhlt Neuspora crassa nebo Fusarium oxysporum, byl spojen s velkym mnozstvim
fyziologickych procesti. Mutanti, u kterych byl gen kddujici tento protein deletovan, vykazovali
neschopnost tvorby heterokaryonu, potfebnému k sexualnimu rozmnoZovani a nasledné tvorbé
spor, zvySeni hladiny acetylace histonu H3 a rozsahlé zmény v poctu a sloZeni syntetizovanych

sekundarnich metaboliti (Pfannenstiel, Greco et al. 2018).

2.1.1.3. Regulace pomoci RNA interference

Pti RNA interferenci mtize dochazet k transkrip¢ni i posttranskripéni genové regulaci pomoci
nekddujicich RNA. Mize se jednat o malé RNA (sRNA) nebo i dlouhé nekodujici RNA
(InRNA). V ptipadé sRNA je Ize délit podle toho, zda-li je k jejich vzniku nutny enzym Dicer.
Mezi na Diceru zavislé sSRNA patii microRNA (miRNA) nebo riizné malé intervenujicimi RNA

(siRNA), zatimco mezi na Diceru nezavislé patii piwi-interagujici RNA (piRNA) (Hannon
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2002). S mnozstvim na Diceru zavislych sRNA 1ze manipulovat regulaci dostupnosti tohoto
enzymu, kterda muze byt ovlivnéna riznymi endogennimi i exogennimi faktory. Zménu
v expresi jim upravované sRNA tak miize vyvolat hypoxie, oxidativni stres, radiace, kumulace
tézkych kovi nebo jinych danému organismu cizich latek, produkovanych ostatnimi organismy
ve form¢ sekundarnich metabolitii (Wiesen and Tomasi 2009).

Interference pomoci microRNA byla vyuzivdna jiz od doby jednobunéénych organismil
a pravdépodobné ji pouzivaly organismy napii¢ vSemi fiSemi. V soucasnosti to vSak vypada,
ze u nekterych organismi doslo k jeji sekundéarni ztraté, a tak 1ze miRNA nalézt predevsim
v rostlinné 1 zivoc¢isné tiSi (Zheng, Cai et al. 2013). Dlouhou dobu to vypadalo, ze se u hub
miRNA nevyskytuji, dokud nebyly u houby Neuspora crassa objeveny molekuly RNA
regulujici genovou expresi podobné jako miRNA u rostlin a Zivo€ichil, nazvané tedy ,,miRNA
like RNA* (milRNA). U stejné¢ho druhu byly také pozorovany na Diceru nezavislé malé RNA
(disiRNA). Piwi-interagujici RNA zatim nebyly u houbovych organisml pozorovany, oproti
tomu siRNA jsou zde obvyklé (Lee, Li et al. 2010). Zpisob, jakym k regulaci genové exprese
pii RNA interferenci dochazi, se mezi jednotlivymi ncRNA 1isi. Ve vétSiné ptipadi vsak
spusténi/ navyseni jejich produkce vede k zastaveni/ snizeni genové exprese a naopak zataveni/
snizeni jejich produkce vede k jejimu opétovnému spusténi/ navyseni. Miize k tomu dochazet
napiiklad formou metylace DNA a histond, tvorbou heterochromatinu nebo destabilizaci cilové
mRNA (Zhou, Hu et al. 2010).

Kvasinka Schizosaccharomyces pombe vyuzivda siRNA k umlceni urcitych geni nebo
modifikaci chromatinu, napiiklad pfi vzniku heterochromatinu v centromerové oblasti
chromozomu (Allshire and Ekwall 2015). Mezi nekddujici RNA pozorované u houbovych
organismu patii také dlouhé nekddujici RNA (IncRNA). U kvasinky Saccharomyces cerevisiae
bylo zaznamenano, Ze s IncRNA pfes deacetylaci dokdze za danych podminek umlcet lokus
podilejici se na metabolismu galaktdzy (Geisler, Lojek et al. 2012). Stejné jako u sRNA
i v pripad€¢ IncRNA ma jejich zvySena produkce ve vétsSin€ pripadl negativni efekt na genovou
expresi (Mercer, Dinger et al. 2009). Existuji vSak 1 vyjimky a jednou z nich je IncRNA HAX1
u vlaknité houby Trichoderma reesei, ktera je v primyslu vyuzivana jako producent celulaz
(Kubicek and Penttila 1998). Dlouha nekdédujici RNA nazvand HAX1 zde slouzi pravé jako
aktivator celulazové exprese, a tedy piedstavuje potenciondlni cil pfi snaze zvySeni jeji

enzymatické produkce (Till, Pucher et al. 2018).



2.1.2. Epigenetické modifikatory

Latky, které vySe zminéné modulace metabolismu zpisobuji, nazyvame epigenetickymi
modifikatory nebo také epigenetickymi 1€Civy. Jejich vyzkumu je v soucasné dobé vénovana
velka pozornost. Kromé touhy porozumét zédkladnim bunénym, a tedy i epigenetickym
procestim, piedstavuji motivaci pro studium téchto latek jejich jiz prokazané, ale 1 dalsi aktualné
zkoumané kancerostatické i¢inky. V soucasné dobé jiz americky Ustav pro kontrolu potravin
a léc¢iv schvalil n€kolik z téchto latek, jako naptiklad azacytidin, vorinostat nebo romidepsin
ke komerénimu pouziti (Duncan and Campbell 2017). S pfesnou definici epigenetickych
modifikatora je to slozité, protoze ani hranice epigenetiky nejsou pevné stanoveny.
Signifikantni U¢inek téchto latek také Casto byva podminén pritomnosti jinych latek — piisobi
pouze v urcité kombinaci. Dalsi komplikaci predstavuje fakt, ze k zdsahu, jehoz findlnim
vysledkem je zména epigenetické informace, mize dojit hned na né€kolika Grovnich. MiiZzeme
zde pozorovat ‘“skutecné” epigenetick¢é modifikdtory, které maji schopnost piimé
metylace/deacethylace/atd., latky, které se chovaji jako jejich supresory ¢i enhacery a pak latky
pusobici jako blokatory téchto supresorti/enhancert. Lze je tfidit podle pfesného mechanismu,
kterym epigenom moduluji, ale nékteré latky téchto mechanismu uplatiuji vice, a tedy spadaji
do vice kategorii (Medvedeva, Lennartsson et al. 2015).

Studie zkoumajici t€inky epigenetickych modifikatorti u hub se zamétuji zejména na opétovné
spusténi exprese u umlcenych klastrGi nebo snizeni virulence u houbovych patogent. Mezi
komeréné vyuzivané latky béZzn€ pouzivané v téchto vyzkumech patii naptiklad inhibitor
DNMT azacytidin nebo inhibitory HDAC kyselina suberoylanilid hydroxamova, butyrat sodny
¢i nicotinamid (Williams, Henrikson et al. 2008, El-Hawary, Sayed et al. 2018).

2.1.2.1. Vliv epigenetickych modifikatori na metabolismus hub

Epigenetické modifikace mohou mit u hub rizné vysledky. Mezi nejvice studované patti
regulace produkce sekundarnich metabolitl, u které 1ze ovlivnit jejich pestrost 1 mnozstvi.
Ne vzdy je vSak cilem genovou expresi navysit. V nékterych ptipadech je zddouci genovou
expresi utlumit, napiiklad pfi produkci nckterych mykotoxini nebo v piipadech, kdy je
u houbovych patogent spojena s regulaci virulence.

Navozeni produkce sekundarnich metaboliti pomoci epigenetickych modifikatora bylo jiz v
mnoha pfipadech uspésné. Napiiklad u endofytické houby Leucostoma persoonii se
po vystaveni burytitu sodnému (inhibitoru HDAC) a azacytidinu (inhibitoru DNMT) podaftilo
zesilit produkci u této houby znamych cyklosporint B (o 360 %), C (o 580 %) a E (o 890 %).



Navic se zde spustila produkce jesté¢ nepopsaného cyklosporinu R (Beau, Mahid et al. 2012).
Autorim dalsi studie se po oSetfeni entomopatogenni houby Isaria tenuipes HDAC inhibitorem
SBHA a DNMT inhibitorem RG-108 podafilo vyizolovat jest¢ neobjeveny polyketid
tenuipyron (Asai, Chung et al. 2012). S burytdtem sodnym a azacytidinem byly oSetieny
1 kultury endofytické houby Colletotrichum gloeosporioides, kde doslo k 263% (azacytidin),
487% (burytat sodny) a 261% (azacytidin + burytat sodny) nartstu v poctu produkovanych
metabolitd (Sharma, Kumar et al. 2017). Osetfeni azacytidinem vyvolalo zmény i u houby
Penicillium minioluteum. Dosud neznamé latky, jejichz produkce se zde spustila byly
pojmenovany minioliny A-C (Tang, Zhang et al. 2015). Oproti tomu u druhti, u nichz byla
naméiena velmi nizké ¢i dokonce nulova hladina metylace, dochazelo po ptfidani azacytidinu
naopak k umléeni biosyntetickych drah (Wilkinson, Kale et al. 2011, Lin, Zhao et al. 2013, Ma,
Lu et al. 2018).
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3. Fytochemikalie

Fytochemikalie jsou biologicky aktivni latky produkované rostlinami ve form¢ primdrnich
1 sekundarnich metaboliti. Mohou kontrolovat nejen samotny rust rostliny, jeji opyleni,
oplodnéni a prostiedi rhizosféry, ale také slouzi jako ochrana pied kompetitory, predatory nebo
pfed houbovymi, bakteridlnimi ¢i virovymi patogeny. Tyto latky tak rostlinAm poméhaji
piekonat kratkodobé i trvalé hrozby, ale zarovenn mohou mit vazny dopad na zivotni formy
vyskytujici se v bezprostfednim okoli jejich producenti. Pro okolni organismy casto
predstavuji signal, Ze se dostaly do urCitého prostiedi, jehoz podminkdm se budou muset

ptizplsobit (Molyneux, Lee et al. 2007).

3.1. Fytochemikalie se schopnostmi epigenetické modifikace

I mezi fytochemikaliemi lze nalézt latky se schopnostmi epigenetické modifikace. Tyto latky
Casto kombinuji konkrétni epigenetické mechanismy, které dopliuji ptipadnymi
protizdnétlivymi ¢i antioxida¢nimi uinky. Neni proto ptekvapenim, ze velké mnozstvi rostlin,
ze kterych tyto latky pochdzeji, je jiz po staleti vyuzivano v tradi¢ni vychodni i zapadni
medicin€. Extrakt z kofenu kurkumy dlouhé, oznacované také jako indicky Safran, je bézné
pouzivan proti zanétlivym onemocnénim v ajurvédeé i tradi¢ni ¢inské mediciné (Shishodia,
Sethi et al. 2005). Mezi dalsi tradicné ¢inské byliny zminéné v této praci patii trojkiidlec
Wilfordlv. Ten je jiz nékolik stoleti pouzivan k l1écbé artritidy, poranéni svald, kosti
Lipsky 2000). Resveratrol obsazeny ve slupkach plodi vinné révy je povazovan za pivodce
tzv. francouzského paradoxu. Tento pojem byl zaveden vroce 1992 na zikladé
epidemiologickych dat, ze kterych vyplyvalo, Ze obyvatelé Francie maji 1 pfes vysokou
konzumaci tucnych jidel neobvykle nizkou incidenci kardiovaskuldrnich onemocnéni.
Od té doby byla studiu tohoto jevu a vSem jeho aspektlim vénovana velka pozornost. Zavérem
téchto studii bylo potvrzeni, ze konzumace mirného mnozstvi vina ma spojitost s nizsi
umrtnosti na kardiovaskularni a cerebrovaskularni onemocnéni (Catalgol, Batirel et al. 2012).
Za prispéni modernich technologii lze rozkliCovat jednotlivé bioaktivni latky v téchto
rostlindch a podrobné pozorovat jejich €inek na ostatni organismy.

Nasledujici ¢ast bude vénovana konkrétnim latkam rostlinného ptvodu, jejichz shrnuti Ize
nalézt v tabulce 1 a u kterych byla zkoumana schopnost modulovat eukaryoticky organismus

ve spojeni s epigenetickymi modifikacemi, s dirazem na jejich ptvod, shrnuti uspeSnosti
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dosavadnich pokust, které byly s nimi provedeny in vitro i in vivo, jejich dostupnost a z toho

vyplyvajici biotechnologicky potencial.

3.1.1. Fenolické slouceniny

K fenoltim fadime slouceniny, které maji hydroxylovou funk¢ni skupinu pfipojenou pfimo na
benzenovy kruh. Neni nahodou, Zze pravé do této skupiny spadd zhruba polovina zde
prezentovanych fytochemikalii (Obrazek €. 1). Latky ztéto tfidy jsou jiz dlouhou dobu
antimikrobialni ucinky a druhové pestrost jejich producentii je skutecné velka (Rapeanu,

Bahrim et al. 2014).

3.1.1.1. Katechiny

v

Nejhojné;jsi biologicky aktivni latky obsaZené v listech Camellia sinensis, znamé jako ¢ajovnik
¢insky, jsou katechiny, které tvoii az 42 % hmotnosti susiny jejich list. Jedna se o flavonoidy,
mezi které patii napfiklad (-)-epikatechin, (-)-epikatechin-3-gallat, (-)-epigallokatechin
a epigallokatechin-3-gallat, také znamy jako EGCG (Balentine, Wiseman et al. 1997). Pravé
EGCQG je velmi hojné€ zkouman pro své kancerostatické ucinky, z nichZ ¢ast je umoznéna diky
schopnosti epigenetické modifikace.

Studie probihajici in vitro na ¢tyfech lidskych bunéénych liniich ukazala jeho schopnost chovat
se jako kompetitivni inhibitor DNA methyltransferaz (pfedev§sim DNMT1), a tim potlacit jejich
aktivitu. To poté vedlo ke snizeni hladiny hypermetylace, a tedy k reexpresi metylaci
umléenych genli (Fang, Wang et al. 2003, Hwang, Park et al. 2005). Dalsi studie zkoumajici
ucinky EGCG tentokrat in vitro na dvou riznych lidskych bunéénych liniich i in vivo na mysich
prokazala jeho na ddvkovani zavislou schopnost navodit globalni hypoacetylaci ptimou inhibici
HAT (Choi, Jung et al. 2009). Vysledky studie provadéné in vitro na lidskych bunkach
prokézaly schopnost EGCG regulovat miRNA. Po oSetfeni EGCG zde doslo ke zmén¢ exprese
u 61 miRNA. Z to u 13 doslo k upregulaci a u 47 miRNA k downregulaci (Tsang and Kwok
2010).

3.1.1.2. Kurkumin

Dalsi slouceninou je kurkumin. Tento polyfenol extrahovany naptiklad zoddenku
kurkumovniku dlouhého (Curcuma longa) je pouzivany zejména jako barvivo
v potravinaiském a kosmetickém primyslu nebo v lidovém Iékatstvi. V dnes$ni dob¢ je hojné

studovan zejména v souvislosti se svymi kancerostatickymi a antidiabetikdlnimi ucinky
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(Aggarwal and Sung 2009). Epigenetické modifikace za pomoci kurkuminu cili stejné jako
u EGCG hned na né€kolik mist.

Ve studiich soustiedicich se na jeho vliv na expresi HDAC je popisovana jeho schopnost
inhibovat HDACI, 3 a 8, vedouci ke zvySenému mnozstvi acetylovanych histonti, a tedy
1k rozvolnéni DNA (Liu, Chen et al. 2005, Chen, Shu et al. 2007, Bora-Tatar, Dayangag¢-Erden
et al. 2009). Oproti tomu poté, co byly kurkuminem oSetfeny tkanové kultury z lidskych bunék,
které po vystaveni vodnimu extraktu z cigaretového dymu ztratily schopnost produkovat
HDAC?2, doslo k obnoveni této produkce (Meja, Rajendrasozhan et al. 2008). Studie z roku
2004 potvrdila, ze kurkumin ptsobi také jako specificky inhibitor p300/CBP HAT aktivity
(Balasubramanyam, Varier et al. 2004). Také muze vyvolat hypoacetylaci histonti (Kang, Cha
et al. 2006).

V ptipadé jeho vlivu na metylaci panuji ve védecké komunité neshody. Studiim potvrzujicim
schopnost kurkuminu vyvoléavat globalni hypometylaci (Liu, Xie et al. 2009, Jha, Nikbakht et
al. 2010) oponuji studie, které to naopak vyvraci (Kuck, Singh et al. 2010, Hassan, Carlson et
al. 2015). Ve studii in vitro na lidskych bunkéch bylo odhaleno, Ze po osetieni kurkuminem
dochézi k upregulaci produkce u 11 mRNA, zatimco u 18 mRNA dochdzi k jejich downregulaci
(Sun, Estrov et al. 2008). Obecné¢ studie pracujici s kurkuminem in vitro maji mnohem
signifikantnéj8i vysledky, pravdépodobné pro jeho nizkou biologickou dostupnost in vivo

(Karius, Schnekenburger et al. 2012).

3.1.1.3. Genistein

Genistein je isoflavon poprvé vyizolovan z kru¢inky barvitské (Genista tinctoria) a bézn¢ se
vyskytujici napiiklad v zastupcich zrodu Lupinus, fazolich, sdje nebo kave. Jedna se
o fytoestrogen, tedy latku, ktera se diky své podobnosti s estrogeny tvofenymi v lidském téle
muZe vazat na estrogenni receptory a slouzit tak jako pfirodni ndhrada pfi hormondlni 1écbé
(Beck, Rohr et al. 2005). V souvislosti s epigenetickou modifikaci se jedna o latku se Sirokym
polem piisobnosti.

Studie uskute¢néna in vitro na nékolika liniich lidskych bun¢k ukazala schopnost genisteinu
zvratit hypermetylovany stav DNA, a tim obnovit expresi specifickych gent pii koncentraci 2-
20 pmol/L. A potvrdila schopnost inhibovat DNMT (konkrétné DNMTI1, 3A a 3B) a to
ptfi koncentraci 20-50 umol/L (Fang, Chen et al. 2005). Studii zkoumajici vliv genisteinu
na metylaci in vitro je v porovnani se studiemi in vivo vét§i mnozstvi. Jednou z mala in vivo je
napiiklad studie, kterd sledovala genisteinem vyvolané zvySeni metylace a s nim spojenou

zménu barvy srsti a zvySenou ochranu pied obezitou u potomkti mysi, kterym byl v biezosti
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podavan (Dolinoy, Weidman et al. 2006). Dale je o genisteinu znamo, Ze in vitro podporuje
aktivitu HAT, a tim zvySuje mnoZzstvi acetylovanych histonti (Majid, Dar et al. 2010). In vitro
i in vivo provadéné studie také potvrzuji jeho vliv na expresi miRNA. Uginky genisteinu a
piedevsim jeho schopnost upregulovat 10 miRNA, a naopak downregulovat 17 miRNA jsou

souhrnné shrnuty v (Ratovitski A 2017).

3.1.14. Resveratrol a pterostilben

Resveratrol, stilbenoid patfici mezi fytoalexiny, je typicky vyluCovan rostlinami, které byly
poskozeny, jako ochrana pted bakterialnimi ¢i houbovymi patogeny, a lze ho nalézt naptiklad
ve slupce cervenych hroznl, burdcich ¢i borovicich (Soleas, Diamandis et al. 1997).
Vyznamnymi producenty resveratrolu jsou také samotné houby, pfedevsim rostlinné endofyty
(Dwibedi and Saxena 2018).

Ve spojeni s epigenetickymi modifikacemi u néj byla pozorovana schopnost inhibovat readers
proteiny, které jsou nezbytné k rozpoznavani acetylovanych lysinli, vedouci ke sniZeni
transkripce (Dutra, Heidenreich et al. 2017). Opaéné Gc¢inky na genovou expresi méla jeho
schopnost inhibovat nejen HDACI, ale také zmirnit expresi DNMT1 (Mirza, Sharma et al.
2013). Po oSetfeni resveratrolem byla pozorovana demetylace specifickych genti, spojena
se zménou exprese odpovidajicich mRNA (Medina-Aguilar, Pérez-Plasencia et al. 2016).
Zména exprese miRNA byla zaznamenéana autory dals$i studie, kterd odhalila, Ze po pfidani
resveratrolu do buné¢né kultury doslo k upregulaci u 22 miRNA, zatimco u 26 miRNA doslo
k downregulaci (Tili, Michaille et al. 2010). VSechny vySe zminéné studie probihaly in vitro
na kulturach lidskych bunék.

Metoxylovanym derivatem resveratrolu je pterostilben, ktery Ize nalézt naptiklad v mandlich
nebo listech vinné révy. Od svého analogu se lisi vy$si biodostupnosti a pomalej$im rozkladem
v metabolismu (Langcake and Pryce 1977).

V kombinaci s resveratrolem vykazuje pterostilben schopnost snizeni hladiny 1 aktivity
DNMTI1, DNMT3A a 3B in vitro. Dale zde doslo k inhibici SIRT1 (HDAC 3. tfidy), ktery
reguluje bunécné procesy skrz deacetylaci histont i nehistonovych proteina (Kala, Shah et al.
2015). V jiné studii naopak oSetfeni touto latkou vyvolalo v bunécnych kulturach navysSeni
mnozstvi DNMT3B a naslednou metylaci DNA (Lubecka, Kurzava et al. 2016). Dale byl zjistén
vliv pterostilbenu na expresi nékterych miRNA. Exprese miR-205 byla v jeho pfitomnosti
upregulovdna a naopak miR-663b downregulovdna (Su, Lee et al. 2015, Wang, Shen et al.
2017).
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3.1.1.5. Kvercetin

Kvercetin je polyfenol bézné¢ vyuzivany v potravinarském primyslu pro svou hotkou chut
a také jako potravni doplné¢k. Patii mezi velmi hojné se vyskytujici flavonoidy a lze ho nalézt
napiiklad v mnoha druzich obilovin, ovoce a zeleniny nebo v listech stromil z rodu Quercus
(Lesjak, Beara et al. 2018).

Po oSetteni kvercetinem byla u bunéénych kultur pozorovana acetylace u histont H3 (Lee, Chen
et al. 2011). Dalsi studie také in vitro poté prokazala jeho schopnost sniZzeni aktivity DNMT 1
a 3B, HDACI, 2, 3, 6, 7, 10, HAT1 a G9A (HMT), které vedlo k poklesu miry globalni
metylace. Ke konkrétnimu mechanismu autofi vyjadfili myslenku, Ze vysledky naznacuji,
ze kvercetin by se mohl chovat jako kompetitivni inhibitor interagujici s katalytickym mistem
vice druht DNMT a HDAC (Kedhari Sundaram, Hussain et al. 2019). Ve velmi nedavné dobé&
byla u této latky provedena i in vivo studie a to konkrétné na prasetech, ktera zkoumala jeji vliv
na globalni DNA metylaci. Jeji vysledky pak ukazaly, ze v laboratornich zvifatech doslo
k nartistu mnozstvi SmC, ktery ptedstavuje marker globalni metylace, ale i ShnC, ktery naopak
ptedstavuje demetyla¢ni marker. Ke zméndm v hodnotach vSak doslo pouze v tukové tkani

a ledvinach, zatimco ve svalové tkani ani jatrech k podobnym zménam nedoslo (Burdeos, Blank

et al. 2020).

3.1.1.6. Apigenin

Apigenin je polyfenol pattici mezi flavony. Jedné se o béZnou latku hojné dostupnou v mnoha
druzich ovoce a zeleniny, ale v nejvétsi mife obsazenou zejména v kvétech rostlin z rodu
Matricaria a zastupcich z ¢eledi Apiaceae (Ali, Rahul et al. 2017).

Neékolik vyzkumu prokézalo jeho schopnost inhibovat aktivitu HDAC a navozovat globalni
1 specifickou acetylaci. Studie provadénd na tkanovych kulturéch, ale i in vivo na mySich
subjektech, ukazala po oSetieni apigeninem zvySenou acetylaci histond H3 a H4. Téchto zmén
bylo dosaZeno pomoci inhibice aktivity HDAC1 a HDAC3 a byly dokonce rozsahlejsi nez
zmény vyvolané po pouZiti TSA, komeréné uZivaného acetyla¢niho Cinidla (Pandey, Kaur et
al. 2012). Podobny experiment byl pozdéji zopakovan, tentokrat pouze na bunéénych kulturach.
Jeho vysledky se shoduji, a navic pfinasi rozsifujici informace o tom, Ze apigenin pusobi na
HDAC 1.1 2. tfidy a konkrétn€ byla zaznamendna inhibice aktivity u HDACI, 3,4, 5, 6 a 8.
V této studii byl také zachycen jeho inhibi¢ni U€inek na expresi vSech DNMT, s nejvétsim
vlivem na DNMT1 a 3B, ktery m¢l za nésledek snizeni metylace ve specifickych CpG oblastech
(Paredes-Gonzalez, Fuentes et al. 2014). Apigenin ma také vliv na expresi nékterych miRNA

a schopnost synergicky interagovat s nékterymi miRNA inhibitory (Ozbey, Attar et al. 2019).
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3.1.1.7. Kyselina gallova

Kyselina gallova je velmi bézna fenolickd kyselina, kterou l1ze nalézt napti¢ celou rostlinnou
i$i. Ve velké mife je obsazena napiiklad v klfe stromti rodu Quercus, plodech vinné révy,
ale 1 v mnoha dalSich druzich ovoce a zeleniny. Lze ji také ziskat hydrolyzou velmi bézné
se vyskytujicich gallotanind (Pengelly 2004).

Prvni studie, kterd byla s touto latkou provadéna na bunéénych kulturach z pacienta s akutni
monocytarni leukémii (THP-1), potvrdila jeji schopnost inhibice aktivity HAT (Kiss, Granica
et al. 2012). V dalsi studii provadéné na stejné bunécné linii autofi pozorovali nejen snizeni
aktivity HAT, ale také zvysSeni aktivity HDAC2 (Lee, Lee et al. 2015). Ve stejném roce vysla
1 studie pfisuzujici kyselin€ gallové schopnost regulace nékterych miRNA a s nimi spojené
modulace bunécnych procesit (Paolini, Curti et al. 2015). Opacny efekt na genovou expresi
nez byl zaznamenan u monocytarnich bunéénych linii byl zaznamenan v nejnovéjsi studii
na bunkach plicniho karcinomu (H1299), ktera doklada vliv kyseliny gallové na snizeni aktivity
DNMT]1 - piti kratkodobém i dlouhodobém vystavéni a DNMT3B - pouze pii dlouhodobém
vystavéni, které se projevilo demetylaci (Weng, Hung et al. 2018).

3.1.1.8. DalSi fenolické latky

Mezi dalsi fenolické latky se schopnosti epigenetické modifikace patii garcinol a luteolin.
U obou téchto fytochemikalii byla pozorovdna schopnost potlacit aktivitu DNMT. Mira
inhibice byla v porovnani s EGCG menSi, ale stale doslo k vice nez 50% potlaceni jejich bézné
aktivity (Fang, Chen et al. 2007). Garcinol se navic ukazal jako inhibitor HAT in vivo na mySich
(Monsey, Ruiz et al. 2020), ale 1 in vitro v bunéénych kulturach, kde byl zaroven pozorovan
jeho vliv na expresi specifickych miRNA (Saadat and Gupta 2012). U luteolinu byla u lidskych
bunéénych linii kromé schopnosti sniZeni exprese vSech DMNT sledovana i schopnost snizit

expresi a aktivitu HDACI, 2, 3, 6 a 7 (Zuo, Wu et al. 2018).
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Obrazek 1 — Fenolické slouceniny

Chemické struktury fenolickych latek: 1 - EGCG, 2 - kurkumin, 3 - resveratrol, 4 - genistein,

5 - pterostilben, 6 - apigenin, 7 - kvercetin, 8 - kyselina gallova, 9 - luteolin, 10 - garcinol.

17



3.1.2. Ostatni slouceniny

Chemické zatazeni zbylych latek je skute¢né pestré (Obrazek ¢. 2). Schopnost modifikovat
epigenetickou informaci lze nalézt napiiklad mezi zastupci ztad rostlinnych steroidd,

organosirovych sloucenin nebo alkaloidd.

3.1.2.1. Sulforafan

Sulforafan patfi mezi isothiokyanaty, které vznikaji hydrolyzou glukosinolati bézné
obsazenych v rostlinach z rodu Brassica. Konkrétnim prekurzorem sulforafanu je glukorafanin,
ktery je v nejveétsi mife obsazeny v brokolici (Fahey, Zalcmann et al. 2001).

V souvislosti s epigenetickymi modifikacemi u né¢j byla pozorovana schopnost in vitro
inhibovat aktivitu HDAC, diky pfimé interakci s jejich aktivnim mistem, a tak zvysit hladinu
acetylovanych histoni v globalnim 1 lokalnim meéfitku (Myzak, Karplus et al. 2004). Inhibice
HDAC byla dale pozorovana i pti vyzkumech probihajicich in vivo na mysich i lidech (Myzak,
Dashwood et al. 2006, Myzak, Tong et al. 2007). Studie zaméfujici se na jiny typ epigenetické
modifikace ukazala, Ze sulforafan ma také vliv na metylaci DNA. Poté, co jim byly oSetfeny
lidské bunécné kultury, doSlo u nékterych specifickych genti k metylaci, zatimco u jinych
k demetylaci (Wong, Hsu et al. 2014). V dalsi studii také in vitro bylo podrobné&ji popséano,
7e k demetylaci dochazi inhibici DNMT, zeyjména DNMT1 a DMNT3A, coZ vede k mistné
specifické demetylaci CpG ostrovil (Meeran, Patel et al. 2010).

3.1.2.2. Fenethyl-isothiokyanat

Dalsim isothiokyanatem se schopnosti epigenetické modifikace je fenethyl-isothiokyanat
(PEITC). Jeho prekurzorem je glukonasturtiin, ktery Ize v nejvétsi mife nalézt u potocnice
1€katské (Nasturtium officinale) (Fahey, Zalcmann et al. 2001).

PEITC se ukazal jako latka uspésné reaktivujici umlcené geny. Tohoto efektu dosahuje diky
své schopnosti selektivni metylace a demetylace. Po oSetfeni PEITC doSlo v bunéénych
kulturach ke zvySeni metylace na lysinu 4 histonu H3 (metylace tohoto mista znac¢i aktivni
chromatin), zatimco u lysinu 9 téhoz histonu doslo ke sniZzeni metylace (metylace tohoto mista
znac¢i naopak heterochromatin) (Kondo, Shen et al. 2004). Dalsi studie ukézala, Ze rozsah
demetylace navozené PEITC byl ve srovnédni s komeréné uZivanym demetylacnim cinidlem
azacytidinem dokonce vyssi. Déle zde byl pozorovan vice jak dvojnasobny nartist v mnoZzstvi
acetylovanych histonit H3 a inhibice HDAC 1 vedouci k dalSimu rozvolnéni chromatinu
(Wang, Beklemisheva et al. 2007). V pozd¢jsi studii se ukazalo, ze PEITC inhibuje nejen

HDAC 1, ale1 HDAC 2, 3 a 6 a snizuje hladinu DNMT]1, 3A a 3B. To vSe vedouci k jiz zminéné
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demetylaci a reaktivaci uml¢enych gent (Boyanapalli, Li et al. 2016). Pii studiu PEITC
ve spojitosti s microRNA byla po osetfeni touto latkou zaznamenana upregulace a dowregulace

n¢kolika miRNA ve dvou odlisnych lidskych bunéénych kulturdch (Zhang, Shu et al. 2016).

3.1.2.3. Merkaptan

Allyl merkaptan je mald organosirova sloucenina ziskavana z ¢esneku a nékterych jinych
zastupct z rodu Allium. Ve spojeni s epigenetickymi modifikacemi byla u této latky pozorovana
schopnost inhibice HDAC. Konkrétné¢ byla zkoumdana in vitro kompeti¢ni inhibice lidskych
HDACS, do jejichz katalytickych mist merkaptan pasuje. Ta vedla k acetylaci histontt H3 i H4
(Nian, Delage et al. 2008).

3.1.24. Triptolid

Triptolid je diterpenoidni triepoxid, bézné pouzivany v tradic¢ni ¢inské medicin€ a poprvé
vyizolovany z druhu trojkiidlec Wilfordiv (Tripterygium wilfordii) (Kupchan, Dailey et al.
1972).

Studie in vitro na kultufe lidskych bun¢k odhalila jeho schopnost snizovat metylaci konkrétnich
histonti pies downregulaci histonovych methyltransferaz SUV39H1 a EZH2 (Zhao, Chen et al.
2010). Na inhibici histonové metyltransferdzy EZH2 se zamétil dalsi vyzkum, ve kterém byla
po oSetieni triptolidem naméfena signifikantn€ niz8i hladina EZH2 mRNA (Tamgue, Chai et
al. 2013). Kolektiv autort zabyvajici se triptolidem v roce 2010 se zaméfil 1 na prokézani jeho
schopnosti zvyseni acetylace histoni H3 a H4 ptes downregulaci HDAC 8 ve stejném typu
bunécné kultury (Zhao, Zeng et al. 2010). Dal§im prokazanym epigenetickym mechanismem
této latky se ukéazala byt regulace miRNA. Studie provadéna in vivo na mySich ukézala zménu
ve 14 a 15 miRNA v zavislosti na typu implantovanych bunék, z ¢ehoz nejvyrazngjsi byla
upregulace miR-142-3p sledovana v obou bunécnych liniich (MacKenzie, Mujumdar et al.
2013). Problém pii in vivo studiich pfedstavovala Spatnd rozpustnost triptolidu ve vode¢.
Je rozpustny hlavné v organickych rozpoustédlech, kterd jsou pro vétSinu organismu toxicka.
Tato pfekazka byla feSena syntézou derivatu triptolidu, ktery byl pojmenovan minnelid, jehoz
rozpustnost ve vod¢ je vysokd, a predstavuje tak jeho nahradu v budoucich studiich (Chugh,

Sangwan et al. 2012).
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3.1.2.5. Guggulsteron

Guggulsteron je fytosteroid obsazeny v pryskyftici rostliny Commiphora mukul (Tripathi,
Malhotra et al. 1984). Studie soustiedici se na jeho schopnost epigenetické modifikace
potvrdila, ze poté, co jim byly oSetieny bunécné kultury, zde doslo ke signifikantnimu snizeni
exprese DMNT1 a HDACI. Piedpoklddanou demetylaci u vybranych genti se vSak zaznamenat
nepodarilo (Mirza, Sharma et al. 2013).

3.1.2.6. Withaferin A

Withaferin A je steroidni lakton izolovany z rostlin ¢eledi Solanaceae (Abraham, Kirson et al.
1968). V bunéénych kulturdch vykazuje schopnost snizovat expresi DNMT1 a HDACI.
Demetylaci konkrétnich genti, na které se autofi studie zaméfili, se u n¢j prokazat nepovedlo
(Mirza, Sharma et al. 2013). V dalsi studii byly bunécné kultury oSetieny withaferinem A,
sulforafanem a jejich kombinaci. Nejvyraznéjsi reakce byla zaznamenéana prave pii kombinaci
danych latek a jejim vysledkem byla snizena exprese HDACI, 2 a 3, ale také opacny efekt
zvySeni hladiny globalni metylace (Royston, Paul et al. 2018).

3.1.2.7. Lykopen

Lykopen je jasné Cerveny tetraterpen patfici mezi karotenoidy a vyuzivany jako barvivo
v potravinafském prumyslu. V hojné mife ho mulzeme nalézt naptiklad v rajcatech
a dal$im ¢erveném ovoci a zeleniné (Di Mascio, Kaiser et al. 1989).

V souvislosti s epigenetickymi modifikacemi se ve studii provadéné na lidskych tkanovych
kulturach ukazala schopnost lykopenu vyvolat genové specifickou demetylaci (King-Batoon,
Leszczynska et al. 2008). Podobn4 studie byla zopakovana o par let pozdéji a kromé& potvrzeni
Jiz zjisténého zde byl prokazan inhibicni u€inek lykopenu na DNMT3A, kterym mimo jiné

autofi vysvétluji genovou specifitu vyvolané demetylace (Fu, Ding et al. 2014).

3.1.2.8. Mahanin

Mahanin je alkaloid obsazeny v listech rostliny Murraya koenigii. Nejdiive byla u mahaninu
sledovéana schopnost aktivovat expresi u epigeneticky uml¢enych gena (Jagadeesh, Sinha et al.
2007). Pozdéji byl podrobnéji objasnén mechanismus reaktivace gent, kdyz se mahanin ukazal

jako inhibitor DNMTT1 a 3B (Agarwal, Amin et al. 2013).
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Obrazek 2 — Ostatni slou€eniny
Chemické struktury ostatnich latek: 1 - sulforafan, 2 - fenethyl-isothiokyanat, 3 - withaferin A,
4 - guggulsteron, 5 - mahanin, 6 - triptolid, 7 - merkaptan, 8 - lykopen.
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Tabulka 1 - Ptehled fytochemikalii

Ptilozend tabulka pfedstavuje strucny piehled zde zminénych fytochemikalii a jejich
epigenetickych ucinkl. Pro piehlednost jsou DNA methyl transferazy (DNMT) oznaceny
modre, histon deacetylazy (HDAC) oranzové, histon acetyltransferazy (HAT) zelen€ a histon
methyltransferazy (HMT) fialové. Sipky znaéi, zda-li méla dana latka na enzymy inhibiéni nebo

naopak stimulujici i¢inek. Pokud se ucinek projevil pouze v ptitomnosti dalsi latky, je v tabulce

oznacen hvézdi¢kou.

Nazev:

Prokazané epigenetické mechanismy:

Citace:

allyl merkaptan

JHDACE

(Nian, Delage et al. 2008)

(Pandey, Kaur et al. 2012, Paredes-Gonzalez, Fuentes et al. 2014,

apigenin JDNMT1, 3A a 3B, \\HDACL a 2,4, 5,6 a 8, regulace Onbey, Attar et ol 2019)

miRNA
EGCG \], D N MT]., \l/ H DAC, regu |aCe mi RNA §?§93’,T\21:nnggae:dal;igzaz,ul-l\g)ang, Park et al. 2005, Choi, Jung et al.
garcin0| \]/DNMT, \]/ HAT, regu|ace mlRNA (Z?;dg]’ Chen et al. 2007, Saadat and Gupta 2012, Monsey, Ruiz et al.
genistein \LDNMTI, 3A a 3B, /T\HAT' regulace miRNA (Fang, Chen et al. 2005, Majid, Dar et al. 2010, A Ratovitski 2017)

guggulsteron

J DNMTZ, | HDACL

(Mirza, Sharma et al. 2013}

kurkumin

J HDAC1I, 3 a &, J, p300/CEP, regulace miRNA

(Balasubramanyam, Varier et al. 2004, Liu, Chen et al. 2005, Chen,
Shu et al. 2007, Sun, Estrov et al. 2008, Bora-Tatar, Dayangag-Erden
et al. 2009)

kyselina gallova

J- DNMT1 a 3B, P HDAC2, |, HAT, regulace miRNA

(Kiss, Granica et al. 2012, Lee, Lee et al. 2015, Paolini, Curti et al.
2015, Weng, Hung et al. 2018)

(Fang, Chen et al. 2007, Zuo, Wu et al. 2018)

luteolin J, DNMT1, 2A a 2B, |, HDAC1,2,3,6a 7

kaopen \], DNMT3A (Fu, Ding et al. 2014)

mahanin \J/ DNMTl a 3B (Aggarwal and Sung 2009)

PEITC \]/ DNMT:L 3A a 3B \J/ H DACl 2 3 a 6 regulace mIRNA (wang, Beklemisheva et al. 2007, Boyanapalli, Li et al. 2016, Zhang,

Shu et al. 2016)

pterostilben

J DNMT1* a 3A%*, (L ¥ DNMT3B, |, SIRT1*, regulace
miRNA

(Kala, Shah et al. 2015, Su, Lee et al. 2015, Lubecka, Kurzava et al.
2016)

kvercetin J DNMT1 a 3B, |, HDACY, 2, 3, 6, 7, 10, L HAT1, |, G9A (Kedhari Sundaram, Hussaln et al. 2015)

resveratrol J DNMT1, |, HDACI, regulace miRNA s o, b et oy 1 1 200 bz
(Myzak, Karplus et al. 2004, Myzak, Dashwood et al. 2008, Myzak,

SU|f0rafan \L DNMTl a 3A ’ \]/ H DAC To:g etal. 2‘?)07, Meeran, Pat; etal. 2010) &

trlpt0|ld \J/HDACS, \l/SUV?)ng a EZHZ, regulace miRNA (Zhao, Chen et al. 2010, Zhao, Zeng et al. 2010, MacKenzie,

Mujumdar et al. 2013, Tamgue, Chai et al. 2013)

withaferin A

LDNMT1, L HDACI, 2% a 3%

(Mirza, Sharma et al. 2013, Royston, Paul et al. 2018)
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3.2. Studie s fytochemikaliemi provadéné primo na houbach

O modulaci metabolismu hub fytochemikaliemi se pokusilo jiz nékolik vyzkumnych tymd.
Naptiklad autofi studie z roku 2004 se zaméfili na schopnost druhu Juglans regia inhibovat
tvorbu aflatoxini ve vlaknité houb¢ Aspergillus flavus. Poté co byla tato rezistence podrobnéji
lokalizovana do perikarpu, doSlo k extrakci latek, které jsou za ni zodpovédné, pomoci
polarnich rozpoustédel. Jen ¢ast latek zodpovédnych za rezistenci se podafilo vyizolovat.
Autofi navrhli hypotézu, ze nevyizolovatelné latky patii mezi hydrolyzovatelné tfisloviny
(taniny), které si Aspergillus rozklada pomoci tanaz na kyselinu gallovou a kyselinu ellagovou,
se kterymi poté pokracovali v experimentech. Na médiu simulujici perikarp s 0,2% kyselinou
gallovou skute¢né doslo k inhibici produkce aflatoxinti 0 96 %. U kyseliny ellagové ve stejném
mnozstvi doSlo pouze k 16% inhibici. Zajimavé vsSak je, ze po pridani této kyseliny
v koncentraci pouze 0,05 % doSlo naopak ke stimulaci produkce aflatoxinli a to o 148 %,
zatimco kyselina gallova 1 v této koncentraci tvorbu aflatoxinu stale inhibovala ackoli ne tak
vyrazn&. Mnozstvi produkované biomasy nebyla kyselinou gallovou ovlivnéna viibec, zatimco
u kyseliny ellagové doslo pouze k pocatecnimu zpozdéni ristu mycelia, které vsak bylo béhem
par dni dorovnano. Pfestoze v samotném c¢lanku neni epigenetickd modifikace zminéna, sami
autofi ¢lanku dospéli k z&véru, Ze zde pravdépodobné musi dochazet k regulaci na Grovni
exprese genil, ¢emuz nasvédCuji i dal$i pozdéji provedené studie s kyselinou gallovou
(Mahoney and Molyneux 2004).

Cilem autorti dal$i studie bylo aktivovani umléenych klastrii sekundarnich metaboliti
u endofytické houby Hypoxylon anthochroum. Tito autofi jiz pracuji s pojmem epigenetika
a jako zdroj malych molekul schopnych epigenetické modifikace si ve své studii vybrali extrakt
z ¢esneku (Allium sativum) a z listi kari stromu (Murraya koenigii). Po oSetfeni extraktem
z Cesneku pribylo na HPLC chromatogramu 19 a po oSetfeni extraktem z kari listi 11 novych
pikli signalizujicich pocet navic produkovanych latek oproti ni¢im neoSetfené kolonii. Tato
zména v produkci sekundarnich metaboliti je autory pfipisovana epigenetickému piisobeni
allyl merkaptanu, inhibitoru HDAC, v pfipad¢ extraktu z cesneku a mahaninu, inhibitoru
DNMT, v ptipadé¢ extraktu z kari listi (Mishra, Kushveer et al. 2020).

K modulaci sekundarniho metabolomu dal§i endofytické houby Colletotrichum
gloeosporioides vyizolované z rostliny Syzygium cumini byly pouzity v této praci jiz zminény
kurkumin a resveratrol. Pfi experimentu bylo zaznamenano 14 nové syntetizovanych
sekundarnich metabolitli po oSetfeni extraktem z kurkumovniku a 20 nové¢ syntetizovanych

latek po oSetfeni extraktem ze slupek hroznového vina (Sharma, Kumar et al. 2017).
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4. Diskuse a zavér

V této praci jsou shrnuty informace o osmndcti fytochemikaliich, z toho vétSina z nich byla
studovana predevSim ve spojeni s rakovinou, a tedy na kulturach z lidskych (nadorovych)
bunék. Houbov¢ 1 lidské buiiky jsou sice v obou piipadech eukaryotického typu, ale také maji
velké mnozstvi vlastnich specifik, kterd nelze ignorovat. Vzhledem ke konzervovanosti
epigenomu a enzymil s nim spojenych a ze zkuSenosti s latkami, které jiz byly testovany i na
houbéach, mizeme usoudit, ze schopnost epigenetické modifikace bude mezi eukaryoty
podobna. Tomu nasvédCuje 1 skutecnost, ze ve velkém poctu ptipadl dochazi u fytochemikalii
ke kompetitivni inhibici hned s né&kolika typy DNMT, HDAC, atd., hovofici o znacné
nespecifité katalytickych mist (Myzak, Karplus et al. 2004, Hwang, Park et al. 2005, Kedhari
Sundaram, Hussain et al. 2019). Pfesto vyvozovat ze studii na lidskych buikdch piesné
mechanismy, kterymi bude k modifikacim dochdzet u bun¢k houbovych neni dostatecné
opodstatnéné a konkrétni ucinky téchto latek na houby je tfeba experimentalné provetit.

Ze zde zminované nespecifity enzymi i samotného shrnuti fytochemikalii je patrné, ze jde
o velmi komplexni systém a jedna latka mize podporovat i vice protichidnych modifikaci,
které mohou vést jak ke zvySeni genové exprese, tak i k jejimu umlceni v zavislosti na odlisnych
faktorech. Reakce na konkrétni latky se meéni napiiklad v zavislosti na modelovych
organismech. Pfikladem toho je genistein, u kterého byla zaznamenana protichtidna reakce
na modelu lidskych bunék (Fang, Chen et al. 2005, Majid, Dar et al. 2010) a na myS$im modelu
(Dolinoy, Weidman et al. 2006). Na prase¢im modelu pak byla sledovana tkanovée specificka
odpovéd’ pfi podani kvercetinu (Burdeos, Blank et al. 2020). Rozdilné odpovédi byly
zaznamenany 1 v zavislosti na bunécnych linii po oSetieni kyselinou gallovou (Kiss, Granica et
al. 2012, Lee, Lee et al. 2015, Weng, Hung et al. 2018). DalSim faktorem se ukazaly byt
interakce nékterych latek. Napiiklad pterostilben vykazoval pfi kombinovaném podani
s resveratrolem opacné ucinky (Kala, Shah et al. 2015), neZz tomu bylo v pfipadé¢ jeho
samotné¢ho pisobeni (Lubecka, Kurzava et al. 2016). Pfi pouZiti hub jako modelovych
organismi méla na plsobeni azacytidinu vliv i celkova hladina metylace, kterd rozhodovala
jestli dojde u biosyntetickych klastrii ke zvySeni exprese (Tang, Zhang et al. 2015) nebo naopak
k jejimu snizeni ¢i Uplnému vypnuti (Wilkinson, Kale et al. 2011, Lin, Zhao et al. 2013, Ma,
Lu et al. 2018).

Mohlo by piisobit zvlastng, ze u nékterych latek (napf. u apigeninu, garcinolu nebo luteolinu),

zde navrzenych jako potencialni modulatory metabolismu hub, byly prokdzané antimykotické
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vlastnosti (Sung, Lee et al. 2007, Tang, Pan et al. 2013, Singh, Kumar et al. 2014). Avsak pravé
v podminkach, kdy se hostitelé aktivné brani houbovym patogentim, jsou na to houby casto
nuceny reagovat aktivovanim za normalnich podminek umlcenych gent. Do jaké miry maji
tyto latky stimulacni nebo naopak inhibicni efekt poté velmi zalezi také na jejich mnoZzstvi.
Rozdilnost vlivu latky na zéklad¢ jeji koncentrace lze sledovat ve studii vyuzivajici kyselinu
ellagovou jako regulétor tvorby aflatoxinti (Mahoney and Molyneux 2004).

V této praci byly pomérné konkrétné diskutovany vyhody modulace houbového metabolismu
z hlediska jejich biotechnologického potencidlu. Kromé jiz zminéné regulace sekundarniho
metabolomu nebo vlivu na produkci biomasy byl u epigenetickych modifikator zaznamenan
vliv na virulenci houbovych patogenti. Houby patfi mezi nejvyznamnéjsi patogeny
hospodaikych rostlin a vyznamné patogeny lidi a zvifat (Jain, Sarsaiya et al. 2019).
Na entomopatogennich (Hussain 2018) i fytopatogennich modelech (Chen, Wang et al. 2018)
bylo sledovano, jak mohou hostitelé, ale i okolni organismy, regulovat miru virulence u hub.
Na zakladé téchto modeli se nabizi myslenka, Ze rostlinami vyvolané postupné snizovani
virulence pomoci epigenetickych modifikaci by mohlo piedstavovat cestu hub od parazitismu
k endofytismu, ktery je pro rostliny neskodny a obCas dokonce prospéSny. Piednost cileni
na epigenom pak pifedstavuje jeho plasticita a rychld odezva, kterd miiZze ve stresovych
podminkach ptedstavovat velkou vyhodu (Alonso, Ramos-Cruz et al. 2019).

Vyznam fytochemikalii jako epigenetickych modifikatora spociva 1 v jejich finan¢ni
dostupnosti. Tyto latky jsou Casto o mnoho levnéjsi, néZ komeréné uzivana metylacni
a acetylacni c¢inidla. K hojné dostupnym a finan¢n€ nenarocnym fytochemikaliim patii
naptiklad kvercetin, merkaptan, kurkumin nebo PEITC. Tyto latky také mohou tvofit odpad
potravindiského priimyslu jako naptiklad taniny, ze kterych lze ziskavat kyselinu gallovou
a ellagovou.

Moznosti ovlivnit produkci sekundarnich metabolitli, biomasy nebo regulovat miru virulence
u houbovych organismi maji velky biotechnologicky potencial. Modulace metabolismu hub,
at’ uz pomoci fytochemikalii nebo komercnich epigenetickych modifikatord, tak do budoucna
predstavuje velmi atraktivni smér vyzkumu, jehoz vysledky mohou mit vliv hned na né€kolik

vyrobnich odvétvi, ale i na kazdodenni Zivot.
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