P5. Dynamika genomii

V pribéhu prvnich tficeti let po znovuobjeveni Mendlovych zakonu
dédinosti  vykrystalizovala prvni pfedstava o uspofdaddni genl
v chromosomech, jako zobecnéni vysledkti genetickych experimentt. Pii
porovnavani rekombinacnich frekvenci totiz vyplynuly urcité zakonitosti:
libovolnou trojici mutaci se dafilo témét vzdy jednoznacné usporadat na
zaklad¢ aditivity relativnich frekvenci rekombinaci mezi kazdou dvojici
dané trojice. Takto, krok za krokem, bylo mozno konstruovat konsistentni
genetické mapy rozsdhlych usekli chromosomu. Z pozorovéni, ze
vzdalenost mutaci na genetické mapé¢ se jevila linedrni funkci
rekombinacnich frekvenci, byl odvozen staticky model chromosomu
s linearnim uspofadanim genl: geny navzajem zachovavaji neménnou
pozici a, v souladu s pravidlem aditivity, jsou uspofddany rovnomeérné,
jeden vedle druhého, podobné, jako koralky na Siitirce. VSechny poznatky
ziskané v onom klasickém obdobi, pfevazné na jediném experimentalnim
modelu, octomilce (Drosophila melanogaster), mizeme reprodukovat i
v modernich laboratofich za pfedpokladu, Ze oZelime vysokou rozliSovaci
schopnost analyzy a vylouc¢ime piipadné odchylky od aditivity.

Zjemnéni genetické analyzy v dalSich letech, zkoumdni novych
genetickych objektti (rostlin, mikroorganismill), rozvoj cytologie a
cytometrie spolu s poznatkem, ze geny jsou tvofeny DNA, piineslo nova
fakta, ktera se vymykala statickemu modelu chromosomu a zpochybnila
predstavu o rovnomérném rozmisténi geni.

@Byly to prace cytologi (4.E. Mirsky a H. Ris, 1951; A.H Sparrow,
1972), které ukazovaly nesoulad mezi obsahem DNA, vztaZenym na
haploidni bunécné jadro (tzv. hodnotou C) a stupném evolucni komplexity
organismu,

Fa pozorovani nestabilnich mutaci ve zbarveni kukufi¢nych zrn, tzv.
variegaci (R.A. Emerson; M.M. Rhoades), které byly Barbarou McClintock
poprvé vr. 1947 spravné vysvétleny jako disledek transposice nového
typu genetického faktoru, genetického mobilniho elementu.

“F” Dnes vime, ze paradoxni rozdily v hodnotach C (,, cytologicky paradox
C*) jsou zpiisobeny piitomnosti zvlaStniho druhu DNA, vyrazné odlisné
od DNA gent, kdédujicich posloupnosti aminokyselin v proteinech.

V genomu clovéka predstavuje “genova” (,,kodujici) DNA 2-3 procenta genomové
DNA; u obojzivelniki je genova DNA tisicinou - pfi ¢emz mezi jednotlivymi druhy
existuji fadové rozdily v obsahu DNA na haplodni jadro; genova DNA u nékterych
nahosemennych rostlina u nékterych fas je dokonce desetitisicinou celkové DNA.

Analyza kinetiky reasociace vldken denaturované DNA (Britten, 1968)
ukdzala, Ze vyznamna ¢ast genomu je tvofena rodinami mnohondsobné se



opakujicich jednoduchych sekvencnich moduli, R;. Jejich opakovéanim
vznikaji bud’ rizné dlouhé monoténni fetézce typu (R),, nebo domény
s variacemi a permutacemi modulii Ry,...,R;.

“F7Pii srovnatelném mnozstvi geni kodujicich proteinovou vybavu,
hlavni pricinou paradoxnich rozdilii ve velikosti genomii organismii stejné
biologické komplexity jsou rozdily v obsahu repetitivni DNA (Hardman,
1986). Sekvence kodujici proteiny jsou fetézcich repetitivni DNA
rozptyleny jako izolované ostravky.

V této souvislosti narazime na geneticky paradox:

a)mapova (geneticka) délka genoml eukaryotickych organisml je pfi
bézném kiizeni nezavisla na fysické velikosti genomt v rozsahu tti fada u
12 srovnavanych organismd,

b)frekvence intragenovych rekombinaci jsou konstantni (odrazeji
,mapovou velikost* genll) pii srovnani organismu tak odlisnych, jako jsou
houby, kukufice, drozofila (Thuriaux, cit. u: Holliday 1987). Regulerni,
reciproké meiotické rekombinace jsou podle toho lokalizovany pouze do
strukturnich (kodujicich) genti a nikoli do rozsdhlych domén, obsazenych
repetitivni DNA. Tento zavér je o to podivngjsi, Ze repetitivni sekvence
vnaseji do genomu rozsahlé oblasti homologie. Zatimco cytologicky
paradox C vysvétlime rozdily v obsahu repetitivni DNA, geneticky paradox
souvisi se strukturou chromatinu - repetitivni sekvence jsou zpravidla
zkondensovany do heterochromatinu, ktery je transkripcné i rekombinacné
inaktivni.

“"Na evoluci repetitivnich sekvenci se podileji ndhodnda nereciproka
(nerovnomerna) prekrizeni (crossovery), Smith 1976; opakované cykly
DNA  replikace behem bunécného cyklu i extrachromosomalni
(episomalni) zmnozZeni excidovanych sekvenci s jejich ndslednou
reintegraci (Fried, Fao et al. 1991).

Repetitivni DNA vSak neni jen reliktem z pfedchozich etap evoluce

genomd, ale plni dulezité funkce,

- ovliviluje uspotradani chromatinu v bunécném jadre,

- spolutcastni se kontroly integrity koncti chromosomd,

- Cast repetitivnich sekvenci je transkripéné aktivni a tyto transkripty
jevi regulacni funkce,

- je strukturnim elementem v mechanice chromosomil - v mitose a
meiose,

- pusobi pfi post-mitotické rekonstrukci bunééného jadra.

- opakovani identickych nebo podobnych sekvenénich modulu,
v podminkach dekondensace heterochromatinu usnadiiuje nereciproké
rekombinace a konverze segmenti DNA s disledky pro vznik
genetické variability (Charlesworth, Sniegowski et al. 1994; Shapiro
2002).



@Objev mobilnich genetickych elementii (MGE) v genomu kukufice (Zea
mays) otiasl paradigmatem o strukturni stabilit¢ chromosomu a byl proto
napted védeckou vetejnosti odmitan. K vS§eobecnému pfijeti faktu mobility
genl doslo az zasluhou mikrobidlni genetiky, kdyZ byl jeden druh MGE,
tzv. insercni sekvence, prokazan v genomu bakterie Escherichia coli. Od té
doby byly nalezeny mnohocetné formy a zjiSténo vSeobecné rozSifeni
MGE. Na priklad, jenom v genomu drozofily existuje nejméne 40 typt
MGE. Ptes velkou riznorodost

&~ MGE tvori kategorii s jednim spolecnym znakem: jsou to segmenty

RNA nebo DNA, které obsahuji informaci pro translokaci v genomu nebo
mezi genomy, €asto bez ohledu na mezidruhové bariery.

Genetickd informace nezbytnd k translokaci (transpozici) zpravidla
zahrnuje tfi slozky: a) informaci pro syntézu specifickych enzymii
katalyzujicich excisi, replikaci (v pfipadé RNA reverzni transkripci) a
integraci mobilniho elementu; b) terminalni sekvence, sekvencni motivy,
slouzici jako identifikaéni znacky vymezujici element jako fysickou entitu,
umoziujici jeho nehomologni integraci do genomu. Pojmu “nehomologni
integrace” rozumime tak, Ze kintegraci elementu sta¢i jen nékolik
nukleotidovych parti a proto v cilovém misté genomu zpravidla neexistuji
preferovand mista; ¢) regulacni sekvence, kontrolujici translokacni aktivitu
MGE.

MnoZeni a Sifeni MGE je omezeno lokdlnim uspofddanim genomu,
strukturou chromatinu, fysiologii organizmu a podminkami funkéni
integrity celého systému (buniky, organismu): zvysSeni poctu homolognich
sekvenci zvySuje pravdépodobnost restrukturaci DNA a vzrlstu
regula¢niho Sumu. Z hlediska vlivu na okolni geny mohou byt inserce
MGE bud’ neutralni (docasné bez vlivu), nebo se mohou v misté inserce
uplatnit inaktivaci, inhibici nebo nekontrolovanou aktivaci residentnich
genll. Vyznamnou vlastnosti nékterych MGE je jejich schopnost budovat
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usek genomu obklopeny MGE mize stat druhotnym mobilnim elementem.

PopiSeme dale MGE tii kategorii:

1) retroelementy,

1) DNA-transposony v genomech kukurice a drozofily,

ii1) DNA-insercnimi sekvencemi a transposony v genomech bakterii.

Ad 1) Retroelementy a retrotransposice: transposice v cyklu DNA - RNA -
DNA (Baltimore, 1985).

Tento druh MGE vdéci za svoje vlastnosti enzymu reverzni transkriptaze
(RT), ktera vytvaii dvouvldknové kopie DNA z jednovldknového templatu



RNA. Retroelementy tvoii neobycejné¢ vyznamnou a rtiznorodou skupinu.
Patii sem zivo¢isné RNA viry, tzv. retroviry, které ve svém RNA genomu
nesou tii zakladni geny: gen pol jehoz transkript obsahuje informaci pro
RT a geny env, gag, nezbytné pro tvorbu virové castice. Koncové
(terminalni) sekvence RNA genomu se pfi reverzni transkripcei zdvojuji a
v DNA kopii vytvaii sekvence LTR (Long Terminal Repeats). LTR, citlivé
k riiznym regula¢nim signdltim buiiky, jsou charakteristické pro endogenni
(integrovang) retroviry a tzv. retrotransposony.

Retrotransposony jsou podobné endogennim retrovirim. Oba typy MGE
se mnozi reverzni transkripci a jejich integracni formou je kruhova
dvouvlaknovd DNA s dvéma kopiemi LTR. Na rozdil od retrovirti vSak
retrotransposony zpravidla nemaji gen env a proto nemohou opustit buiiku
hostitele. Z endogennich retroviri a retrotransposonti v genomech hostiteli
postupné vznikaly jejich neuplné kopie, nakonec pouze LTR.

Dalsimi dvéma typy retroelementl jsou retroposony, a pseudogeny.
Mimotadné vyznamnymi retroposony, spolutcastnymi evoluce genomil
obratlovct, jsou sekvence LINE (Long INterspersed Elements; (Kazazian
and Goodier 2002), blizké retrotransposoniim. V lidském genomu se
v desitkach tisic kopii vyskytuji sekvence LINE-1 o délce 6-7 tisic pard
bazi. LINE-1 nesou informaci pro syntézu proteinti, predevsim pro syntézu
RT. Na rozdil od retrotransposont, LINE-1 nejsou vymezeny sekvencemi
LTR. N¢které LINE-1 jsou jiz jen mrtvymi pozastatky davnych
retrotransposicnich udalosti a tvofi pasivni soucdast repetitivni DNA; jiné si
vSak dosud zachovaly retrotransposicni aktivitu v jeji evolu¢né primitivni
podob¢ a staly se tak molekularnimi fosiliemi, pfipominajicimi pocatky
DNA genomtl.

Integrace LINEl do nového cilového mista zacind incisi v cilovém misté a tvorbou
linearniho hybridu RNA-DNA za katalytického puisobeni RT. Pro tuto reakci se nejprve
element transkribuje do RNA formy a ta, na jednom svém konci (na 3’-konci LINE1)
rozpoznand RT, iniciuje prvni fazi retrotransposice.

Pseudogeny jsou reverznimi transkripty rozlicnych typi RNA,
aneobsahuji informaci pro RT. Pseudogeny schopné transkripce
nazyvame retrogeny. Mohou byt kopiemi mRNA (s promotorem pro RNA
polymerazu II, na pi. retrogeny mySiho a-globinu a lidské fosfoglycerat
kinazy), nebo kopiemi jinych typit RNA (s promotorem pro RNA
polymeréazu III). Tuto vlastnost maji sekvence Alu-1, které lze v lidském
genomu identifikovat s pomoci restrikéni endonukleazy Alul (v sekvenci
Alu-1 o délce cca 300 parti bazi je jedno St€pné misto pro enzym Alul).
Alu-1 se v lidském genomu vyskytujici ve statisicich, az milionu kopii,
jako neuplné revezni transkripty 7SL RNA (ta patii do zékladni vybavy
buiky a spolutiCastni se pfenosu bilkovin v membranovém systému
cytoplasmy). Mnohé A/u-1 mohou byt dosud transkribovany polymerazou
pol III.



Formaln¢ podobné Alu-1 jsou neuplné reverzni transkripty tRNA,
vyskytujici se rovnéz ve statisicich kopii v genomech obratlovcei, véetné
cloveka. Alu-1 a retroelementy na bazi tRNA se spole¢né nazyvaji SINE
(Short /Nterspersed Elements).

SINE samy o sob¢ nejsou transposi¢né aktivni, ale nékteré tRNA-SINE a
nékteré LINEl mohou tvofit kooperativni  dvojice, schopné
retrotransposice.

V tomto piipadé¢ LINE-1 poskytne svou RT komplementarnimu tRNA-SINE a umozni
mu retrotransposici mechanismem podle vzoru LINE-1. Komplementarita je dana
ptritomnosti kopie 3’-segmentu pivodem z LINE-1 na 3’-konci tRNA-SINE; tento
segment iniciuje linearni integraci do genomu, tak jak bylo uvedeno v ptipadé
retrotransposice LINEI (pfenos toho kratkého segmentu z LINE-1 na tRNA-SINE je
prikladem genomové dynamiky v mikroméritku).

Kromé¢ genomt obratlovcti byly retroelementy nalezeny v genomech
hmyzu (na pf. geneticky aktivni retrotransposony gypsy a copia u
drozofily; (Corces and Geyer 1991), cervii, hlenek a kvasinek
(Saccharomyces cerevisiae, retrotransposon 7yI, podobny copia, a Ty3
podobny gypsy), a u mnoha druhd rostlin, (Grandbastien 1992),
(retrotransposony typu 7y 1/copia).

Srovnavaci studie ukazuji, Ze nékteré rostlinné retrotransposony jsou
mezidruhové piibuzné a jsou blizsi retrotransposoniim hmyzu, nez jinym
rostlinnym  retrotransposoniim. Lze se proto domnivat, ze se
retrotransposony mohly S§ifit mezi riiznymi taxonomickymi skupinami
rostlin horizontaln¢ za casti zivocisSnych prenasecl. Stoji za zminku, ze
vrostlinné fiSi nezname ani jednoho predstavitele integrujicich se
retrovird.

Pfitomnost podobnych nebo piibuznych retroelementii v nejriznéjSich
taxonomickych skupinidch svéd¢i o tom, ze jejich vznik predchdzel
oddéleni zadkladnich evolu¢nich vétvi. Pozoruhodnym byl ndlez RT v
bakteriich a nalez bakterialnich nemobilnich retroelementt, retronii u
Myxococcus xanthus a E. coli (S.Inouye a M Inouye, 1989).

Spolecny zaklad v RNA a jeji druhotné konverzi v molekulu DNA
ukazuje, ze retroelementy patii k nejstar§im evolu¢nim vrstvam genomu a
vyznamné se podilely na jejich evoluci (Baltimore 1985; Shedlock and
Okada 2000; Sverdlov 2000; Kazazian and Goodier 2002).

Vztahy mezi ruznymi typy retroelementii (Singer 1982; Ullu and Tschudi 1984; Daniels
and Deininger 1985; Wagner 1986; Lover, Lower et al. 1996):

RV: Retroviry [LTR, pol, env, gag]; existence ve dvou modech:

a) reprodukce,

b) integrace:
bl) Integrace RV = ztrata env, gag = RTS: retrotransposony [LTR, pol];
ztrata pol = LTR;



b2) RTS, ztrdta LTR™ RP: retroposony [pol] = LINE
b3) Aktivitou pol = PG: pseudogeny - reverzni transkripty riznych mRNA;
i) SINE: reverzni transkripty 7SL RNA = Alu;
reverzni transkripty tRNA;
SINE jsou ¢asto transkribovatelné pol I1T;
ii) retrogeny jsou Casto transkribovatelné pol II.

Ad ii) Transposice v cyklu DNA - DNA: transposony v genomu kukurice a
drozofily

Prototypem tohoto druhu MGE je systém Ac/Ds kukufice, objeveny B.
McClintock. Ta zkoumala spontanni vyskyt charakteristickych
chromosomovych aberaci které se u nékterych linii kukufice vyskytovaly
mnohem castéji, nez u jinych. Postiehla pfi tom dvé korelace. Rostliny
s vysokym vyskytem aberaci byly soucasné¢ nachylné k barevnym
variegacim zrn; variegace 1 aberace korelovaly suritou genetickou
jakychsi genetickych faktort, pfitomnych v genomech nékterych kultivari
kukuftice. Na zakladé téchto pozorovani B. McClintock vysvétlila aberace 1
variegace jednim modelem zahrnujicim dvé komponenty: ,,disociator Ds
odpovédny za Casté zlomy v mist¢ lokalizace, a ,,aktivator Ac odpovédny
za aktivaci vzdalenych elementt Ds.

Genetickymi experimenty bylo dokazéano, ze jak Ac tak Ds (v zavislosti na
pfitomnosti Ac) mohly v genomu ménit polohu (misto integrace) a
dokonce pieklenout vzdalenost mezi chromosomy.

Nestabilitu fenotypu, vyvolaného aktivitou Ac/Ds lze vysvétlit takto:
zatimco jejich inserci dochazi k inaktivaci cilového genu (napf.
vmezefenim Ds do lokusu C, odpovédného za zbarveni kukuficného zrna);
excisi miize dojit k obnoveni funkéni integrity genu; dusledkem
nahodilych excisi Ds z lokusu C vznikaji buné¢né linie, tvorici na povrchu
zrn viditelné barevné sektory.

Oba elementy, Ac 1 Ds, byly isolovany technikami klonovani DNA a byla
prozkoumaéna jejich struktura (Doring and Starlinger 1984). Ukazalo se, ze
Ac i Ds maji totozné terminalni sekvence, ale Ds je defektni kopii Ac, v niz
chybi gen pro transposi¢ni enzym (transposazu). Proto transpozi¢ni
aktivace Ds zavisi na pfitomnosti a expresi Ac.

@Exprese Ac transposazy podléha regulaci, citlivé na endogenni signaly
i vstupy z prostiedi. Ostatné tato vlastnost je charakteristicka pro vsechny
typy genetickych mobilnich elementii, véetné téch, jejichz mobilita zavisi
na retrotransposici. Vtéto souvislosti miizeme hovorit o regulované
nestabilité genomu.

V genomu kukufice a v genomech mnoha jinych rostlinnych druhti byly
objeveny dal$i transposony s vlastnostmi podobnymi systému Ac/Ds.



V genomu drozofily byly podrobné prozkouméany dva rizné MGE,
pusobici podobné chromosomové aberace, jako systém Ac/Ds. Jsou to
elementy P a hobo. Byly objeveny stejné jako element Ds diky tomu, Ze
jejich pfitomnost zvySovala frekvenci aberaci v jednom z chromosomi (v
pohlavnim chromosomu X).

Ad iii) Insercni sekvence a transposony bakterii

Historie objevu MGE v genomech bakterii je analogickd historii objevl B.
McClintock. Odehravala se vSak o dvacet let pozdéji. V tomto piipadé
byly zkoumany nestabilni (snadno revertujici) mutace v operonu
odpovédném za utilizaci galaktdozy nebo laktézy bunkami E.coli. Tento
druh mutaci Ize snadno zviditelnit na indikatorovych zivnych ptidach, kdy
jsou kolonie nemutovanych bakterii zbarvené a mutantni formy bezbarvé.
Excize MGE vyvolavaly v bakteridlnich koloniich tvorbu barevnych
sektorli, podobnych variegacim u kukufice. Elektron-optickym zkouméanim
DNA bylo prokazano, ze gen postizeny nestabilni mutaci se prodlouzil
ptiblizn¢ o 800 part bazi, a po reverzi se znovu zkratil na ptivodni délku.
MGE odpovédny za tento efekt byl nazvan inser¢ni sekvenci, Is. Is jsou
elementy v délkovém rozmezi 800-1500 pari bazi, vymezené kratkymi
terminalnimi sekvencemi, schopné transposice nezavisle na hostitelském
rekombina¢nim systému.

F s obsahuji regulacni sekvence, které mohou ovlivnit expresi okolnich

genit; jsou citlive ke stresovym faktorum- indukce mobility Is miize
destabilizovat hostitelsky genom.

Is jsou nejjednodusS$imi formami bakteridlnich MGE a jsou patrné jsou
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Transposony v prubéhu své vlastni evoluce integrovaly rozliné geny,
které nijak nesouviseji s transposici. Naptiklad transposon 7rn/0 obsahuje
gen pro rezistenci k tetracyklinu, transposon 7n9 gen pro rezistenci
k chloramfenikolu; oba tyto transposony jsou vymezeny parem Is. Za
ucasti transposoni mohou vznikat MGE vysSiho ftadu; dobte
prostudovanou je schopnost dvou 7n9 mobilizovat razné dlouhé,
vmezetfené segmenty hostitelského genomu.

V disledku mutaci, rekombinaci, deleci a inserci vznikaly rizné strukturni
formy transposonti; napt. transposon 7n3, ktery nese gen bla (ten odpovida
za rezistenci k ampicilinu), ztratil vétSinu sekvenci svych termindlnich s,
veetn¢ informace pro syntézu transposazy. Gen pro transposazu se vsak
ptenesl do vnitini ¢asti 7n3, kde sousedi s genem bla. Transposony a
inser¢ni sekvence byly nalezeny ve vSech dosud zkoumanych druzich
bakterii. Zahrnuji rezistence k antibiotikiim, t€¢zkym kovim a mnoha jinym
cytotoxickym latkam.



@Dynamika genomii ve vztahu k jejich evoluci

Mikrobidlni a rostlinné MGE se transponuji bud’ tak, ze opusti svoje
puvodni misto a pfemisti se jinam (pfitom po sobé zanechaji ,,stopu®
v podobé nékolika parti bazi), nebo se replikaci na jiné misto zkopiruji.
Prvnim zpiisobem se premistuje napiiklad transposon 7n/0 a rostlinné
transposony typu Ac/Ds, druhym zplsobem naptiklad 7n3.

Is a transposony jsou faktorem evoluce bakterialnich episomu. Umoznuji
na kointegraci riznych plasmidii a kombinaci riznych gent pro rezistenci
k antibiotikim. Proménlivost a horizontalni S§ifeni mnohonasobné
rezistence k antibiotikim jsou umozZznény pravé spojenim ruznych
transposont s konjugativnimi a promiskuitnimi plasmidy. Vyznamnou
ulohu v horizontalnim (mezidruhovém) Sifeni genetické informace mély v
zivoci$né fisi retroviry. Retroviry, podobné jako transposony a Is, mohou
svymi regula¢nimi sekvencemi ovlivnit expresi okolnich gent.

F g genomovou dynamikou a evoluci genomii souviseji genetické
mechanismy, zaloZené na nereciprokych genetickych vymeéndch:

a) nerovnomeérnd prekrizeni, nereciproké rekombinace,

b) nehomologni rekombinace,

¢) genové konverze,

d) molekularni drajv;

Ad a) nerovnomeérna prekrizeni a nereciproké rekombinace, jsou
umoznény pritomnosti opakujicich se homolognich moduld v genech,
opakujicich se sekvenci v tomtéz chromosomu nebo v homolognich
chromosomech,

e s[A1FA-A-ALL- o X [As-AsA-Ag-Ag]-
= o ~[A1-A2-As- A7-Ag-Ag]- ... + ... -[As-As-Ay)-

v disledku zpravidla dochazi k nereciprokym zménam v délce chromatid
Ad b) nehomologni rekombinace; jak sam ndzev ukazuje, souviseji

zvyménou sekvenci mezi chromatidami nebo mezi chromosomy,
nezéavisle na homomologii v misté vymény,

e [M-N-O-P-QJ- ... X ... [r-8-t-u-v-x-y]- ... ™
= o [M-N-O-t-u-v-x-y]- ... + ... -[r-8-P-Q]- ...

v disledku zpravidla dochézi k nereciprokym zménam v délce chromatid,
k prodlouzeni jedné a zkraceni druhé.



Nehomologni rekombinace (typické pro transposici MGE) mohou probihat
nejen mezi geny, ale i mezi intragenovymi moduly za vzniku genii
s novymi funkcemi

Ad c) genové konverze jsou mechanismem, ktery umoziuje vzéjemnym
posunem chromatid piepis sekvenci jednoho genu (lokusu ,G) podle
piedlohy v jiném genu (lokusu G") za vzniku hybridni struktury ,G", aniz
dojde k fysické rekombinaci (a zméné délky chromatid),

..... mG (uuuvvy) ... ... ... G" (XXXyyy) ... ... ...
= mG"(uuuyyy) ... ... ... G" (XXXYYY) v oo ..

Ad d) molekuldarni drajv (Dover 1986) kombinuje rozlicné nereciproké
vymény vjednom a tomtéz genomu; umoziuje postupnou nahradu
sekvenci v multigennich rodindch geneticky pozménénymi sekvencemi.
Dochézi k ,homogenizaci“ sekvenci nového typu na ukor sekvenci
ptuvodnich.

“F” Evoluéni vyznam molekuldrniho drajvu spociva v tom, ze se variantni
geny, které vznikaji ojedinélymi mutacemi, mohou S§ifit geonomem
a meioticky mohou byt distribuovany do vSech typd gamet.

Tento mechanismus umoziuje fixaci geneticky modifikovanych sub-
populaci docasné skryté pred selekci. Naopak, darwinovsky (,,selekéni®)
mechanismus fixace jednotlivych mutantnich alel podléha v populaci
nahodnym fluktuacim a zpocatku i mozné extinkci.

Molekularni drajv se pfi speciaci mize dopliovat s jinym ,,neselekénim*
mechanismem, genetickym driftem.

Molekularni drajv nezaménujme s meiotickym drajvem (meiotic drive, Lyttle 1993);
meioticky drajv nesouvisi s intra-genomovym Sifenim sekvenci, ale s distorzi
mendelovské segragace alel béhem meiosy.

Meioticky drajv ma evoluc¢ni vyznam, protoze nékteré alely, ptivodem z parentalnich
heterozygot, mohou obejit urcité faze meiosy a jejich distribuce v gametach pak mutze
prevysit teoretickych 50%. V disledku toho se v populacich docasné mohou udrzet a §ifit
i ty mutantni alely, které snizuji ptizptsobivost diploidnich potomkd.

Geneticky drift je zalozen na nendhodném vybéru vzorku alel z populace, naptiklad
geografickym oddélenim sub-populace, do¢asné mimo vliv selekce.

@Dynamika genomii, vcetné horizontdlniho Sireni genu, je soucasti
evolucni logiky, ktera postupné budovala systéemy se vzrustajici
komplexitou (Leslie and Watt 1986).



Mechanismy duplikace sekvenci DNA a osudy duplikovanych
sekvenci - priklad zivoc¢isnych genomi:
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Jsou zobrazeny tfi zpisoby duplikaci jednoho lokusu (progenitorové sekvence), genu
s dvéma exony (zelenym, modrym), obklopené dvéma sekvencemi 4/u. Lokus obsahuje
i terminacni signal pro replikaci (Sedy obdélnik).

a) Reversni transkripce mRNA poskytla bez-intronovou kopii genu, ktera se nahodné
integruje do genomu jako druhd, paralogni sekvence.

b) Nereciproka rekombinace dvou homolognich sekvenci A/u mezi dvéma posunutymi
chromatidami - poskytuje v jedné chromatidé kompletni duplikaci lokusu, a jeho deleci
v druhé chromatidé. (Tento mechanismus byl patrné pfi¢inou explose genovych duplikaci
v recentni evoluci primatt v dusledku zmnozeni Alu sekvenci).

¢) Replikacni chybou, vyvolanou replikaénimi termini, vznikla vjedné chromatidé
smycka; jeji nehomologni rekombinaci s druhou chromatidou dochézi k tandemové
duplikaci (k duplikaci s paralognimi geny uspofadanymi za sebou).

Osudy duplikovanych (amplifikovanych) sekvenci nejsou
predeterminovany. Zavisi na souhfe nahodnych jevl a plsobeni vnitinich
1 vn&jSich selekénich tlakl:

Sekvence mohou byt vice-méné inativovany (napf. metylaci cytosinu),
degradovany mutacemi nebo postupné eliminovany rekombinacnimi
mechanismy.

Sekvence mohou byt strukturné modifikovany genovymi konverzemi,
nebo dale Sifeny mechanismem molekuldrniho drajvu. V obojim piipadé
muze dojit ke strukturni inkompatibilité¢ genomii.



Ptiklad divergence duplikovanych sekvenci genovou konverzi:
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Divergence duplikovanych sekvenci umoziiuje vznik novych genotypti a divergenci
genomi. V oddélenych liniich A a B dochazi k nezavislym kolektivnim transformacim
sekvenci, zde genovymi konverzemi (tj. k pfepisu sekvenci podle vzoru jinych sekvenci,
cervené a modré Sipky), molekuldrnim drajvem; linie A a B se proto postupné od sebe
vzdaluji az ke vzajemné genetické i fenotypové inkompatibilité (o mechanismu genovych
konverzi, viz napt. P. (Kourilsky 1986)).

Obrazky v tomto textu jsou prevzaty z e-publikace M. Hurlese ,,Gene duplication:
the genomic trade in spare parts*, zvetejnéné v Casopise PLos Biology (Hurles
2004)).

- Jednotlivé komponenty repetitivnich rodin mohou byt zdrojem novych
funkci (neo-funkcionalizace sekvenci).

- Mezi redundantnimi sekvencemi miize dojit k prerozdéleni funkci (k
jejich sub-funkcionalizaci) diky pireskupeni a diferencidlnimu piisobeni
regulacnich sekvenci.

O adopci novych funkci diky zmnozeni gent viz (Ganfornina and Sanchez
1999).

P5.1 Rostlinné genomy a jejich dynamika (Walbot and Cullis
1985)

Mikromutace 1 makromutace u metazoi mohou mit evolu¢ni vyznam jen
pokud postihnou buiiky germindlni linie a stanou se soucasti pohlavnich
bun¢k. Zcela jina situace je v rostlinné fiSi. Vyvojové strategii rostlin a



zivoCicht se principidlné li§i. V pfipadé¢ rostlin se diferenciace
jednotlivych tkani téla nezakladd béhem embryonélniho vyvoje, ale vyvoj
vSech rostlinnych organii, vcetné organit pohlavnich a diferenciace
pohlavnich bunék probiha v postembryondlni fazi. Vychazi z kmenovych
bunek tzv. apikalnich meristemii (nachézejicich se ve Spicce kofene a
prytu). Buiky apikalnich meristemti jsou pluripotentni, tj. schopné
diferenciace ve specializované buiiky rostlinného téla (Baurle and Laux
2003). U rostlin tedy nema smysl hovofit o germindlni linii. Nejen to, i
diferencované builky mohou v rizné mife dosdhnout deiferencované
urovng, analogické stavu kmenovych meristemovych bunék; diky tomu se
rostliny vyznacuji neobycejnou plasticitou regeneracni.

Plynou z toho mozné dusledky i pro genetickou variabilitu v populacich:
genetické zmeny, které nahodile postihnou somatické buiky a mutantni
linie pak ziskaji prilezitost k regeneraci ve fertilni rostlinu, predstavuji
zdroj novych alel s mozZnosti Sireni mnohem ucinnéjsi generativni cestou.
Ptikladem plasticity rostlinnych genomt muze byt indukce genotrofii
pusobenim faktori prostfedi a tzv. somaklondlni variabilita rostlinnych
bunék ve tkanovych kulturach. U¢innym nastrojem vzniku strukturnich
prestaveb rostlinnych genomti jsou mobilni genetické elementy,
podrobnéji diskutované v predchozich ¢astech textu.

1.Pripad genotrofii (Cullis 1977; Cullis 1986; Cullis 2005)

Pied vice nez cCtyficeti lety zkoumal A. Durrant na univerzité
v Aberystwythu (Wales) rust semenacktt Inu (Linum usitatissimum)
v zavislosti na koncentraci Zivin. Pozoroval pfi tom zmény fenotypu,
zavislé na slozeni kultivacniho media. Fenotypova plasticita, tj. vratné
(nededicné) zmeny vlastnosti vyvolané vlivy prostredi, jsou v rostlinné tisi
bézné. Nékteré morfologické zmény, které Durrant sledoval, se vSak zcela
neocekavané staly dédi¢nymi. Tyto geneticky fixované formy, indukované
vnejsimi  vlivy, byly pak nazvany genotrofy. Nebylo pochyb, Ze
ruznorodost genotrofii je podminéna riznorodosti genotypd. Variabilita
rostlin  pfitom dosahovala vrcholu v podminkdch maximalniho
fysiologického stresu. Podobné vysledky byly nasledné ziskany 1 v jinych
laboratofich i s jinymi rostlinnymi druhy.
Zpravy o vlivu prostfedi na dédicnost piipadaly nékterym badatelim jako
”vyvolavani Lamarckova ducha”, neni proto divu, Ze byla tomuto jevu
vénovana znacné kritickd pozornost. O potvrzeni Durrantovych
pozorovani a dalsi vyzkum v tomto sméru se zaslouzil jiny britsky védec,
C. A. Cullis. Pokracoval v genetické analyze Durrantovych genotrofii a
zamétil se 1 na sledovani molekularnich zmén v bunkach a genomu.
Dospél k zavéru, Ze vznik genotrofi neni disledkem mutaci v
konvenc¢nich genech (v mendelovskych lokusech), ale Zze souvisi
se strukturnimi prestavbami genomu. Pozoroval zmény v obsahu celkové
DNA v jadfe, variabilitu v relativnim zastoupeni nékterych isoenzymu a



ribosomalni RNA, a zejména zmény v obsahu riznych typu repetitivnich
sekvenci DNA.

2. Pripad somaklonalni variability (Larkin and Snowcroft 1981; Evans,
Sharp et al. 1984; Evans 1989)

Pozoruhodnou vlastnosti rostlin je schopnost vegetetivniho mnozeni. U
mnoha druht mizeme dosdhnout klonovani regeneraci rostlin z bunéénych
linii, odvozenych z diferencovanych somatickych bunék, nejcastéji
z bungk listového mesofilu. V populaci takovych regenerantti se vSak Casto
objevuji geneticky stabilizované formy, liSici se morfologickymi znaky
prytt a kvéti. Tento jev byl nazvan somaklonadlni variabilitiou. Podobné
jako v pfipad¢€ genotrofli, podstatou somaklonalni variability rostlin jsou
zmény v obsahu riiznych slozek DNA a jejich topografie v jadie (Walbott
1985). Strukturnimi zménami vSak byvaji Casto postizeny i genomy
chloroplastii a mitochondrii. Somaklondlni variabilitu lze vyuzit 1 v
rostlinném Slechtitelstvi.

V Biofysikalnim ustavu CSAV byla zkouména fenotypova a genotypova
variabilita rostlin regenerovanych z bunéénych linii tabdku (Nicotiana
tabacum). Vysledky analyz prokazaly odlisnosti genomt rostlin plivodem
z raznych bunéénych klonl (interklondlni rozdily) a podobnost genomi
v riznych rostlinach ztéze bunécné linie (intraklondlni podobnost),
Vyskot, Reich et al. 1991. Je proto pravdépodobné, Ze v tomto piipadé
geneticka variabilita somatickych bunék vznikla jiz béhem jejich
proliferace a diferenciace v listovy mesofil (viz dale pfipad transplantace
jader zriznych vyvojovych stadii zaby, R. Briggs, T. J. King, J.B.
Gurdon, 1952 - 1964).

3. Ruzné druhy stresu a geneticka variabilita

Jak mohou zminénd pozorovani piispét k obecnéjSim zékonitostem?
Barbara McClintock uvedla dvé mozné odpovédi na “’vyzvu”, které jsou
bunky vystaveny v podminkach stresu (McClintock 1983). V né&kterych
ptipadech, jako pfi odpovédi na tepelné poskozeni nebo pii SOS reparaci
poskozeni DNA u bakterii, dochdzi k programované (geneticky
determinované) posloupnosti reakci, zaméfenych na odstranéni nasledki
poskozeni. Jindy se vSak bunika mtze dostat do traumatizujicich situaci,
kdy nemd zadny piredpis pro zachranny program. Je to v piipadé
fragmentace chromosomi nebo ztraty jejich koncl (telomér), a cCasto
nasledkem genetického stresu pii nepiibuzném kiizeni (pfipad hybridni
disgeneze). Genovou konverzi nékterych lokusii jako projev hybridni
disgeneze mizeme pozorovat u N. tabacum, ktery vznikl pted 4 miliony
let hybridizaci dvou odlisnych druhti rodu Tabacum. Do kategorie
stresovych traumat s neprogramovanou genetickou kompenzaci B.
McClintockova tadi i kultivaci bun¢k v podminkéch “in vitro”. Geneticka
variabilita vyvoland stresovymi vlivy prostiedi souvisi s ,,hypermutacemi*
v dtsledku indukce neptesnych (error-prone) opravnych procesi a s



prestavbami genomu (makromutacemi) v disledku amplifikace DNA a
indukce nehomolognich rekombinaci.

“F"Dtive zminéné makromutace projevujici se vznikem nebo
pteskupenim blokti repetitivnich sekvenci maji vztah k tzv. strukturnim a
chromatinovym kodiim (Vogt 1990). Diferenciace bun¢k je vysledkem
hierarchické posloupnosti regulacnich procest, kontrolujicich expresi
genl. Ty rozhoduji o Case, misté a zplsobu rozriznéni bunék pifi vyvoji
organizmu. Jednodussim piikladem genovych regulaci jsou mechanizmy
zalozené¢ na pusobeni alosterickych proteint, objevené v minulych
desitiletich u bakterii. V eukaryotickych bunkach, mimo pienos
molekularnich signalt, hraji vyznamnou tlohu i regulace podminéné
konformacnimi zménami chromatinu, tedy zminéné strukturni a
chromatinové kody. RUzné typy repetitivnich sekvenci DNA v sou¢innosti
s bilkovinami ovliviiuji lokélni vlastnosti chromatinu a jeho topografii
v bunééném jadre. Jako ptiklad I1ze uvést dva typy repetitivnich sekvenci,
jejichz zakladni jednotky, monomery HRS a GRS, byly izolovany
v brnénském  Biofysikalnim ustavu  z heterochromatinovych  domén
genomu tabdku. Charakteristickou vlastnosti heterochromatinu je prave
vysoky obsah repetitivnich sekvenci nebo mobilnich genetickych elementi
a absence konvenc¢nich genli. Heterochromatin se déale od ostatniho
chromatinu (euchromatinu, obsahujiciho predev§im DNA s geny
kodujicimi proteiny) liSi vyS$Sim stupném kondenzace. Kondenzace je
regulovéna pfitomnosti rtiznych proteini a Casto i metyla¢ni modifikaci
DNA.

Pocitacové modelovani konformaci DNA v zavislosti na primarni struktuie
ukazalo, ze sekvence HRS nebo GRS obsahuji informaci pro zcela urcité
prostorové usporadani (Fajkus, Vyskot et al. 1992, Kralovics, Fajkus et al.
1995). Jejich mnohonasobné opakovéani v genomu nuti delsi useky DNA
ke staceni do struktur, pfipominajicich civky s riznym zptisobem vinuti.
Odlisné konformace DNA vSak mohou rozhodovat o vazbé riiznych typi
regula¢nich a strukturnich proteind.

Restrukturace genomu lze prokazat i v liniich dlouhodobé kultivovanych
zivo¢iSnych  bunék. V téchto pifipadech nejcastéji dochdzi ke
spontanni transformaci diferencovanych bunék v bunky nadorové.

Ani genomy diferencovanych bunék v télesnych tkanich Zivoc¢ichli nejsou
zcela totozné. Svéd¢i o tom jiz zminéné experimenty Gurdona, Briggse a
Kinga s transplantaci jader zrtiznych stadii vyvoje zabiho embrya do
enukleovanych Zabich vaji¢ek (Gurdon, 1964).

Tyto experimenty, vlastné prvni pokusy o klonovani zivocicht, ukéazaly, ze
pouze jadra z velmi rannych fazi embryonalniho vyvoje si zachovavaji
potencial k vyvoji normélniho jedince. Genomy jader z bun¢k pozdéjsich
vyvojovych fazi umoznovaly jen omezeny vyvoj s malformacemi. Tento



experimentalni fakt lze nyni interpretovat jako duasledek spontanni
genetické variability genomt v somatickych bunkach.

@Ty useky genomu, které v pozdéjsich stadiich ontogeneze jiz neslouzi
k zajisténi vyvojového programu, jsou patrné¢ nachyInéjsi k riznym
nekontrolovanym genetickym zméndm v diisledku vnitini selekce (selekce
jejiz podminkou je zivotaschopnost embrya).

Fakt genetické variability somatickych bunék je v souvislosti s otdzkou
klonovani zivocichizavaznym omezujicim faktorem.

Udaje o regulaéni uloze riznych typti heterochromatinu byly potvrzeny u
drozofily a v ptipadé hybridni disgeneze u Triticale (v hybridech s genomy
pSenice a zita); v prvnim piipadé vedla translokace genli do blizkosti
heterochromatinu k jejich inaktivaci, hybridni disgeneze byla spojena
s fragmentaci a pfemistovanim heterochromatinovych blokli, rovnéz
s inhibi¢nimi dasledky pro okolni geny.

Heterochromatinova  kondenzacni  centra lze vjadie nebo na
chromosomech zviditelnit technikami molekuldrni cytologie. Takto bylo
experimentalné prokdzano, ze zkondenzovany chromatin zaujima
v interfazovém jadie urcitou charakteristickou polohu a ovliviiuje 1
prostorové uspoiadani ptilehlého euchromatinu (v této souvislosti
hovotime o tkanovée a funkéné specifické topografii bunécného jadra).
Genomova dynamika miize spoluptsobit pii vzniku novych druht
(speciaci). Adaptivni vyznam maji ovSem jen ty genetické zmény, které
jsou lokalizovany v gametach. Bloky repetitivnich sekvenci jsou
potencidlnim zdrojem genetické nestability a pfirozenym akumuldtorem
spontannich mikro- i makromutaci. OdliSnosti v uspotradani sekvenci DNA
mohou zpiisobit (i pfi zachovani plivodniho informa¢niho obsahu) poruchy
meiotického parovani chromosomt a ztratu genetické kompatibility, nutné
pro vzajemné kiizeni. Strukturni specifické odliSnosti genomd,
doprovazejici evolucni radiaci druhd, jsou zndmy napf. u nékterych
drobnych sladkovodnich a motskych koryst rodu Cyclops (Copepoda).
V evoluci rostlin se, diky jejich vysoké regeneracni schopnosti, mize
navic uplatnit i pfima indukce genetickych zmén faktory prostredi.

Doporucena literatura:

Prehled mechanismii mutaci, rekombinaci (dynamika genoml) a
transkripce, klasické ucebnice: ,,Zdklady bunécné biologie*, Bruce Alberts
a spol., Cesky preklad Espero Publishing Usti n. Labem; ,Genes“
Benjamina Lewina, napt. ,,Genes V*, Oxford Univ. Press, 1994, nebo
vynikajici posledni verze ,,Genes IX* zr. 2008 (Jones and Bartlett
Publishers), ktera obsahuje nejaktualnéjsi doplnéni.



Poznatky o konforma¢ni dynamice genomu: J. Rennie, ,,DNA'S new
twists*, Scientific American, March 1993, 88-96; M. Chicurel, ,,Can
organisms speed their own evolution? “, Science 292,1824-1827, 2001.
Monografie S. Ohno, ,, Evoluce Genovou Duplikaci®, Academia, Praha,
1975, kterd exponuje problém genomovych piestaveb a relevance
makromutaci pro evoluci.

Nobelovska prednaSka Barbary Mc Clintock o nestabilit¢ genomi
z hlediska mobilnich genetickych elementt a plisobeni stresovych faktor
na opravné a rekombinacéni procesy (McClintock 1983)

O mobilnich genetickych elementech a vzniku genetické rozmanitosti viz
ucebnice: ,.Zdklady bunécne biologie”, Bruce Alberts a spol., cesky
preklad Espero Publishing Usti n. Labem, kapitola 9.

Podrobnéji, viz Benjamin Lewin, ,,Genes [IX* (Jones and Bartlett
Publishers, 2008), kapitoly 21 (Transposons), 22 Retroviruses and
Retroposons).
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