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ReverznReverzníí transkripttranskriptáázaza v modernv moderníích ch genomechgenomech
Téměř polovinu lidského genomu tvoří mobilníelementy

20 až > 1 000 000 kopií
Eukaryotické genomy: geny plovoucípo moři retrotransposonů (Bushman2002)



Distribuce repetitivních sekvencí v rostlinném chromosomu



RETROELEMENTY
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Úvod
• RNA svět -----> DNA svět

význam reverzní transkripce (při vzniku DNA i dnes)

• retroelementy - relikty RNA světa (struktura, 
replikační mechanizmy, všudypřítomnost)

• úloha v evoluci genomů, 
RT - nejhojnější gen kódující protein v lidském
genomu



Co jsou retroelementy?
• Retroelementy = sekvence DNA nebo RNA 

obsahující gen pro enzym reverzní transkriptázu
(katalyzuje přepis RNA do DNA). 
Širší definice zahrnuje veškeré sekvence vzniklé
reverzní transkripcí RNA do DNA. 
Po genomech se  šíří procesem retropozice.

• Retropozice = přesun genetického materiálu z 
jednoho místa v genomu do místa jiného 
prostřednictvím RNA intermediátu. Má vždy 
duplikativní charakter.



Schéma retropozice



Reverzní transkripce
- nasednutí primeru tRNA a extenze- odstranění RNA oblasti R a U5- první přeskok a extenze- odstranění většiny RNA RNázouH- zbyde primer a extenze- odstranění zbytku virové RNA a tRNA- druhý přeskok a dosyntetizování



ReplikaReplikaččnníí mechanizmus mechanizmus retrovirretrovirůů
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TYP 
RETROELEMENTU 

Gen pro 
reverzní 

transkriptázu 
Retropozice  
(integráza) 

 
Dlouhé koncové  
repetice (LTR) 

 
Tvorba  
virionu 

 

   Retroviry + + + + 

   Pararetroviry + - - + 

   Retrotranspozony + + + - 

   Retropozony + + - - 

   Retrony + - - - 
   Mitochondriální           
   plazmidy + - - - 

   Introny II. skupiny + - - - 

   Telomery - - - - 

   Retrogeny - - - - 

   Retropseudogeny - - - - 

   Retrosekvence - - - - 
 

Typy retroelementů



U3 ... jedinečná sekvence na 3‘konciR ..... repetitivní sekvenceU5 ... jedinečná sekvence na 5‘konci

LTR gag LTRpol env
PR  RT  RNázaH INTPBS PPT> >

U3 U5R

krátká
obrácená
repetice

krátká obrácená
repetice

zesilovače 
transkripce

promotor
polyadenylační signál

LTR

gag, pol, env ....... genyLTR ... dlouhé koncové repetice PBS .... místo vazby primeruPR ...... doména kódující proteázuINT .... doména kódující integrázuRT ...... doména  kódující reverznítranskriptázuPPT ..... polypurinový úsek> ......... přímé repetice

Retroviry - obecné schéma



gag, pol, env ....... genyLTR ... dlouhé koncové repetice PBS .... místo vazby primeruPR ...... doména kódující proteázuINT .... doména kódující integrázuRT ...... doména  kódující reverznítranskriptázuPPT ..... polypurinový úsek> ......... přímé repetice

LTR gag LTRpol
PR  INT  RT RNázaHPBS PPT> >

LTR gag LTRpol env?
PR  RT  RNázaH INTPBS PPT> >

(a) Typ Ty1-copia:

(b) Typ Ty3-gypsy:

Retrotranspozony - obecné schéma



ORF1 ......... protein vážící RNAEN .............. doména kódující endonukleázuRT .............. doména kódující reverznítranskriptázu5‘UTR ........ netranslatovaná oblast na 5‘ konci 3‘UTR ........ netranslatovaná oblast na 3‘ konciPPT ............ polypurinový úsek poly(A) ....... polyadeninový úsek> ................. přímé repetice

ORF1
EN       RT

5’UTR 3‘UTR> >poly(A)

(a) LINE (L1):

(b) SINE (sekvence Alu):

levý monomer> poly(A)poly(A) pravý monomer >

ORF2
PPT

1 kb

100 bp

Retropozony
(polyA, nonLTR retroelementy)



VVččleleňňovováánníí LINE elementLINE elementůů

TPRT (target-primed RT)

Twin priming:mechanizmus tvorby inverzí



LINE elementyLINE elementy –– významný hrvýznamný hrááčč v v genomugenomu ččlovlověěkaka
- vliv na velikost genomu u primátů (struktura)
- místa homologií pro genovou konverzi a rekombinaci 
- včleňuje se do genu a narušují kódující sekvence, nemoci (funkce)
- přeskupování oblastí, exon shufling, zkráceny na 5’ konci - nedosyntetizovány
- zacelují místa chromosomových zlomů (reparace)
- nedávná aktivita u primátů, rozdíly mezi druhy i uvnitř druhů (evoluce)

Včleňování mechanizmem TPRT(target primed reverse transcription)



LINE elementy a LINE elementy a inaktivaceinaktivace chromosomu Xchromosomu X
- 2x větší hustota LINE-1 (L1) elementů na chromosomu X
- nejvíce v místě centra inaktivace chromosomu X (Xq13-Xq21)
- geny, které unikají inaktivaci (10%) obsahují méně L1 elementů
- L1 slouží k šíření inaktivačního signálu z centra (Xist gen)
- po připojení autosomu ke chromosomu X se signál šíří po autosomu do 100Mb
- přenesení genu Xist na autosom vede k šíření signálu – Xist RNA pokryje i 
autosom
- L1 jako vazebná místa Xist RNA!!!
- u drozofily za šíření signálu kompenzace dávky genu (zvýšení exprese 
samčího X) také zodpovídají RNA-proteinové komplexy
- L1 elementy jako zesilovače/přenašeče (booster, way station) šíření
inaktivačního signálu 
- zejména zvýšená hustota L1 mladších 100 mil let – vznik inaktivace
chromosomu X (XCI) v linii savců před oddělením Metatheria a Eutheria

(Lyon 2000, PNAS, Bailey 2000, PNAS)



Chromosom X Chromosom X –– kkřřiižžovatka pohybu genovatka pohybu genůů
1. Únik genů z chromosomu X je ovlivněn jeho inaktivací (Xi):- meiotická inaktivace pohlavních chromosomů (MSCI) – sex chromosomu kondenzovány v samčí meióze, „sex body“, „XY body“, aby nedocházelo k rekombinaci mezi nehomologickými chromosomy, geny na XY tedy transkripčněsuprimovány- proto backup genů na autosomech, přenos retropozicí (compensatory hypothesis)
2. Přenos genů na chromosom X:- přednostní včleňování i selekce- L1 elementy i retropseudogeny, L1 mašinérie- recesivní geny výhodné pro samce a dominantní geny výhodné pro samice

XA
A

A
A

A

A



AluAlu elementy elementy –– nejhojnnejhojněějjšíší retroelementyretroelementy
lidsklidskéého ho genomugenomu

- odvozeny z 7SL RNA genu kódujícího podjednotku signální rozpoznávacíčástice (přenos proteinů přes membrány a začleňování do membrán)
- Alu inzerce – u každého 200 narozeného jedince



AluAlu elementy a alternativnelementy a alternativníí sestsestřřihih
- Alu elementy tvoří 10% lidského genomu (>1 milion)- 5% lidských alternativních exonů je odvozeno z Alu elementů

Alternativní sestřih:- 40-60% lidských genů má alternativní sestřih- rozdíl mezi člověkem a myší:- 30 000 genů, fenotypové rozdíly způsobeny druhově-specifickým alterantivním sestřihem- exony – konstitutivní (konzervativní) a alternativní- alternativní exony – majoritní a minoritní formyVznik alternativních exonů:- duplikace exonů, - inzerce transposonu nebo retroviru, - mutace existující intronové sekvence, - z Alu elementů (5% lidských alternativních exonů) 



Paraziti parazitParaziti parazitůů: Neautonomn: Neautonomníí elementy tvoelementy tvořříí
vvěěttššinu. Balancovaninu. Balancovanáá rovnovrovnovááhaha

Vybalancovaná rovnováha mezi autonomními (A) a neautonomními (N) elementy:- přílišná úspěšnost neautonomních vede k záhubě- titrace transpozázy neautonomními vede k omezením aktivity- inhibice nadprodukcí- koevoluce A a N řízena kompeticí o RT- koevoluce endogenních a exogenních retrovirů – rezistence k infekci- další mechanizmy restrikce: metylace a heterochromatinizace



msr msd

msr ... gen kódující RNA složkumsd ... gen kódující DNA složkuRT ..... gen pro reverzní transkriptázu

RT
(b) msDNA:(a) retron:

Retrony - primitivní retroelementybakterií



Retroelementy prokaryot jsou starobylé
1. Kódují jediný RT protein s jedinou enzymatickou aktivitou.Ostatní aktivity (proteáza, integráza, endonukleáza) u retrotransposonů a retrovirů byly získány od hostitele (jako onkogeny retrovirů)
2. RT prokaryot provádí syntézu nezávislou na primeru podobně jako RNA polymeráza (předchůdce RT)
3. Prokaryotické RT jsou podobné RdRP (RNA-directed RNA polymerase), RT eukaryotických retroelementů jsou méně příbuzné
4. Telomeráza (starobylý eukaryotický enzym) je podobná prokaryotickým RT a RT retroposonů
Typy prokaryotických retroelementů:1. Retrony2. Retroplasmidy3. Retrointrony (introny II. skupiny)



DalDalšíší primitivnprimitivníí retroelementyretroelementy
1. Mitochondriální (retro)plazmidy:

dsDNA plazmidy, v mitochondriích hub, kódují RT, replikace procesem transkripce-reverznítranskripce, homologie s tRNA, sekundárnístruktury na 3‘konci, hairpiny
2. Introny II. skupiny:

u bakterií a v organelách hub, řas a rostlin, kódujíRT, samosestřih, „reverzní sestřih“ do RNA bez intronu a reverzní transkripce
3. Telomery:

u eukaryot, kompenzace zkracování chromozomů, telomeráza - homologie s RT, vlastní RNA templát
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Původ a evoluce retroelementů
1. Původní genomy byly tvořeny molekulami RNA
• myšlenka RNA jako předchůdce DNA (Crick, 1968)
• všudypřítomnost RNA (viz Relikty světa RNA)
• objev ribozymu (Cech, 1986) - uložení i realizace 

informace 
• reverzní transkriptáza (Temin, 1970), homologie s 

RNA replikázami a telomerázami
• všudypřítomnost retroelementů, různá struktura a 

mechanizmus replikace, tRNA a sekundární struktury 
při převedení informace z RNA do proteinů i do DNA



2. Hledání společného předka všech retroelementů
• příbuznost retroelementů, evoluční strom
• progenitor - jednoduchá struktura a všudypřítomnost
• dvě alternativní hypotézy:

(a) retrony (nejjednodušší, codon usage - včleněny dávno)
(b) retropozony (největší diverzita sekvencí RT, všudypřítomné)

3. Dvě hlavní evoluční větve retroelementů (OBR)
• první větev: retroelementy bez LTR, jednoduššístruktura
• druhá větev: retroelementy s LTR, složitější struktura, příbuznější jsou retroviry, Ty3-gypsy  a caulimoviry, vzdálenější jsou Ty1-copia a hepadnaviry



RT

LTR

INT

Retropozony

RetrotranspozonyTy1-copia

RetrotranspozonyTy3-gypsy
Retroviry

gen pro
RNA 
replikázu gag

env

RT
gag + INT

Caulimoviry

Hepadnaviry
RNA
virus

Retrony IntronyII. skupiny
Mitochondriálníplazmidy

bakteriální
genom

intronmitochond. 
plazmid

?
RT

RT

RNA
virus

RT

Schéma evoluce retroelementů
první větev

druhá větev



- výskyt na všech chromozomech (hybridizace in situ)
- místa s vyšší koncentrací retroelementů i bez retroelementů
- retroelementy v heterochromatinu i euchromatinu, hřbitovy RE
- sex chromozomy - akumulace na chromozomu Y u D. miranda, Cannabissativa, Marchantia polymorpha 
- naše experimenty: Dochází k akumulaci retroelementů na Y chromozomu u S. latifolia (FISH)?

Chromozomální distribuce retroelementů

Marchantia polymorpha



Inzerce retroelementů do již existujících 
retroelementů



Inzerční specificita a inzerce 
retroelementů do heterochromatinu

- Inzerce není náhodná (retroviry)- Role IN – targed domain (TD)- Interakce s proteiny chromatinu- inženýrství (nové specifity)- genová terapie

(Voytas lab)

integráza
heterochromatin



Metoda „transposon display“ – detekce 
nových inzercí transposonů

- Indukce transpozice stresem- Štěpení genomické DNA- PCR okolní oblasti- Nové bandy
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Funkce retroelementů
1. Koadaptace retroelementů a hostitele 
• alternativní hypotézy - parazité x významný činitel v evoluci, 

slučitelnost hypotéz, koadaptace, vliv na hostitele
• pravidlo 3K: konflikt-kompromis-kooperace (ekologie genomu)
• Mutabilita – stochastické ale regulované
• místo inzerce retroelementu do genomu - exony, introny, 

regulační sekvence, LTR, RE, sekvenční specificita
• regulace počtu kopií retroelementů v genomu - obranné

mechanizmy hostitele, metylace, rekombinace, 



2. Negativní vliv retroelementů na hostitele 
• sobecká a parazitická DNA
• choroby (hemofilie, rakovina), L1, Alu
• příčinou inzerce nebo rekombinace (mezi Alu)

3. Pozitivní vliv retroelementů na hostitele 
• přestavby genomu, rekombinace
• duplikace, genové rodiny, vznik nových genů (SETMAR aj.)
• telomery drozofily
• imunitní systém



Poškození genomu transposony

Inzerční mutageneze

Chimerická mRNA

Antisense RNARekombinační přestavby

Umlčení způsobené metylací

Bestor 2003, TIG



Retrotransposony mohou nahradit telomery u drozofily
- Het-A a TART retrotransposony u drozofily
- stále trvající přechod ze světa RNA do DNA,  
- TE jako „genome builders“
- L1 RT tvoří cDNA sekvenčně nespecificky i z buněčných genů
- L1 zaceluje zlomy v DNA

(Science 276, 561, 1997)

- homologie mezi RT a telomerázou



PPůůvod genu vod genu SETMAR SETMAR –– „„recyklacerecyklace““ transposonutransposonu

Histon 
metyltransferáza + 
transpozáza
Exonizace
nekódující sekvence 
a vznik intronu
50 mil let



Helitrony – nedávno objevené transposony
využívající mechanismus otáčející se kružnice

- replikace mechanizmem otáčivé kružnice (RC, podobně jako plazmidy, jednořetězcové fágy, rostlinné geminiviry)- výskyt u eukaryot - 2% genomu A.thaliana, C. elegans, také v Oryza sativa- nedělají duplikaci cílové sekvence (TSD)- cílená inzerce do AT dinukleotidu- začínají 3’-AT a končí CTRR-5’, nemají TIR- konzervace palindromu před 3’CTRR (sekvence není konzervativní)- většina elementů je neautonomní (0.5-3kb)- méně hojné dlouhé Helitrony (5.5-15kb)- kódující proteiny pro RC replikaci: helikázu (HEL), nukleázu/ligázu a proteiny vážící jednořetězcovou DNA (RPA)- mechanizmus tvorby neautonomních elementů nejasný- Helitrony jako evoluční spojovním mezi prokaryotickými RC elementy a geminiviry (potomci geminivirů intergrovaných do genomů časných eukaryot)



Helitrony putují po genomu a sbírají geny



• rostlinné ekvivalenty lidských Alu
• neautonomní elementy (master = DNA TE Mariner)
• malá velikost: 125 - 500bp            
• obrácené koncové repetice (TIR) - konzervativní 10-15 bp
• AT-bohaté (~72% Stowaway)
• tvoří sekundární struktury DNA (hairpins)
• preference cílového místa - TA(A)
• asociace s geny – v intronech, poblíž 5‘ nebo 3‘ konců genů
• rodiny:
- Stowaway (jednoděložné, dvouděložné, živočichové)
- Tourist (trávy)
- Emigrant, Alien, Heartbreaker, Bigfoot, … (rostliny)

MITE elementyMITE elementy



MITE elementyMITE elementy



EXPLOSIVNÍ AMPLIFIKACE TRANSPOSONÚ V EVOLUCI HOMINIDÚ



Korelace mezi expanzemi transposonů a 
oddělováním větví savců



Korelace mezi expanzemi transposonů a 
oddělováním větví savců

Alu a LINE-1 
existují v našem 
genomu po dlouhou 
dobu

~80 MY

~150 MY



Korelace mezi expanzemi transposonů a 
oddělováním větví savců

v časných dobách 
dominovaly LINE2LINE2 a MIR

útlum transpozice 
v nedávné době



MGSC. Nature (2002) 420 520-562

recentní útlum je zřetelný i u myši

Dynamika transposonů v evoluci myši



Srovnání stáří transpozonů v eukaryotických genomech

Lidský Lidský genomgenom je plný je plný starýchstarých transposontransposonůů zatzatíímco mco 
transposonytransposony v jiných v jiných genomechgenomech jsou mladjsou mladšíší

staré

mladé



RRůůznznáá mmíísta vsta vččlenleněěnníí retroelementretroelementůů u ru růůzných zných 
vvěětvtvíí primprimááttůů

lemuři

L1HS480 lokus

Retroviry PTERV1:- u Afrických (šimpanz a gorila)- chybí u  člověka  a Asijských (orangutan, gibon)

člověk



UMLČOVÁNÍ TRANSPOSONÚ
Metylace DNA

Metylace histonu H3 (lyzin 9)
Deacetylace histonů
RNA interference



Umlčování transposonů: transkripční i posttranskripční (metylace a RNAi)

Transkripční umlčování – metylace promotorů TEPosttranskripční umlčování – sekvenčně specifická degradace RNA v cytoplazmě



• Aktivní retrotransposon Tto1 vnesen z tabáku do Arabidopsis
• Ověřena transpozice (obnovení delece v LTR)
• Zvýšení počtu kopií a následná metylace a umlčení (MspI / HpaII)
• Zkřížení s ddm1 mutantem – vnesení Tto1 do ddm1 mutanta
• Snížení metylace Tto1 a transkripční a transpoziční aktivita

Umlčování transposonů metylací a reaktivace jejich 
aktivity u mutanta se sníženou metylací DNA:



Umlčování transposonůmechanizmem RNAi
- Caenorhabditis elegans a Drosophila nemajímetylaci DNA- Umlčování transposonů je zajišťováno pomocíRNAi

Vastenhouw 2004, TIG



TANDEMOVÉ REPETICE



Tandemové repetice,
„knihovna“ satelitní DNA

Hlavní parametry:
- počet kopií (změna v B a D)
- sekvence DNA (změny C a D)



Evoluce tandemových repeticí
Evoluce v koncertu (concerted evolution)
Genová konverze
Molekulární tah (molecular drive)
Nerovnoměrný crossing-over
Evoluce satelitních sekvencí – skládání ze segmentů

Genová konverze- interchromosomální- intrachromosomální



Satelity mohou vznikat i z retroelementů



PROMISKUITNÍ DNA



“Promiscuous DNA” (Ellis, 1982)
“Endosymbiotic gene transfer is ubiquitous…… at frequencies  that were previously unimaginable”.

Nature Reviews Genetics, 2004



(a) chloroplast
20-200 kb
20-200 proteinů
progenitor - cyanobacteria (Synechocystis)
3.6 Mb 
3000 proteinů

(b) mitochondrie
6-400 kb
3-67 proteinů
progenitor - alpha-proteobacteria (Mesorhizobium
loti)
7 Mb 
6 700 proteinů

Organelové genomy – pozůstatky prokaryot



~ 150 kb~ 100 genů
chloroplast

jádro

mitochondrie?

?

~ 3000 kb~ 3000 genů
~ 4000 kb~ 4000 genů

10-2000 kb*~ 60 genů

sinice proteobakterie

rostlinná buňka



Endosymbiotická evoluce a strom života



Velikosti organelových a prokaryotických
genomů



TypicTypickýký chloroplastchloroplastovýový genomgenom
velikost: ~ 150 kbLSC (large single copy) – 80 kbSSC (small single copy) – 20 kbIR (inverted repeats) – 25 kb

118 genů:85 proteinyphotosystem I and IIcytochromeATP synthaseRubiscoNADH dehydrogenaseribosomal proteinsRNA polymerase29 tRNA4 rRNA



Endosymbiotický genový přenos:
- transport genů, reimport proteinů



Mechanizmy genového přenosu
1. Přenos velkých kusů DNA (“bulk DNA” hypothesis)

intergenové spacery, introns
experimenty u kvasinek
>100kb

2. Přenos prostřednictvím cDNA (“cDNA intermediates”)
přenesená DNA je sestřižena a editována
rekombinace sestřižené mtDNA s nesestřiženou mtDNA
heterogenita velikostí mtDNA



Proč některé geny zůstávají v organelách?
1. Hydrophobicita

- hydrofóbní proteiny jsou těžko importovány do 
organel

2. Řízení redoxního stavu
- organely řídí expresi genů, které kódují komponenty 
jejich elektronového transportu, jejich lokalizace je 
výhodnější v organelách

Zmenšení genomů u organel a parazitů:
Parazité:  - specializace na intracelulární prostředí

- ztráta genů
Organely: - export genů do jádra hostitele

- import produktů



Nejdříve – regulační funkce
(sigma factor of RNApolymerase, gamma subunit 
of ATPase)Poslední – translace
- respirace

Rubisco:
katalýza - v plastidu (rbcL)
regulace – v jádře (rbcS)

Některé geny se přenášejí do 
jádra dříve jiné později



Kam se přenesená DNA integruje?
- žádné důkazy preferovaných sekvencí

či částí chromosomů
Sekvenční proměnlivost promiskuitní DNA
>95% identity svědčí o velké obměně

organelových sekvencí
Faktory vedoucí k degeneraci sekvencí:
- asexualita
- poškozující zplodiny metabolismu
- selekce na malé genomy
Kompenzující faktory (u rostlin)
- polyploidie
- reparace DNA 



Genový přenos z organel do jádra v reálném 
čase

Frekvence přenosu:
- v gametách – 1 : 16 000
- v somatických buňkách – 1 : 5 million

Příčina rozdílu (300x): 
- programovaná degenerace plastidů
při vývoji pylových zrn zvyšuje 

frekvenci přenosu


