P6. Evoluce proteinii

Genomova dynamika a evoluce proteint jsou ve vztahu jako pfi¢ina a
nasledek. Genomova dynamika byla zdrojem moduldarni stavby
genomii. V tom spociva jeji evoluéni vyznam. I genomy prokaryot,
které se globaln¢ (napfiklad analyzou kinetiky reasociace
denaturované DNA) jevi jako strukturné homogenni, pifi detailnim
rozboru vykazuji moduldrni mikrostrukturu. Modularita se naplno
projevuje v eukaryotickych genomech.

Clenéni genomii do rozliénych strukturnich segmentii - chromosomil, doménového
uspofadanim sekvenci v zavislosti na obsahu part C:G,(A:T) do tzv. isochort
(Salinas, Matassi et al. 1988; Bernardi 1989), hypometylovanyvh 5'-CpG-3’
ostruvkd v genomech obratlovell (Gardiner-Garden and Frommer 1987), bloka
ruznych typt sekvenci se strukturnim koédem pro heterochromatinové a
euchromatinové domény (chromatinovy strukturni kod (Vogt 1990), rodin
amplifikovanych genii (paralognich gentl) a riiznych typ vmezetenych repetitivnich
a mobilnich sekvenci; doménova struktura gend - introny a exony, subdomény
kodujicich sekvenci, regulaéni komponenty genomi, nakonec i tripletovy zapis
genetické informace.

" Modularita ma pocatky v prvotnich sekvencich, vznikajicich
nekatalyzovanou replikaci RNA v prebiotickych podminkéach. Délka
takovych oligonukleotidii byla omezena malo uU¢innou kondensaci
prekursord i vysokou frekvenci replikaénich chyb. Re$nim byly délené
genomy s vzdjemné kooperujicimi replikdtory (viz hypotéza o
hypercyklech).

Z tohoto predpokladu vysel S. Ohno (Ohno 1987a) navrhl
mechanismus tvorby delSich ribonukleotidovych fetézcii tendemovym
opakovanim kratkych repetic (--»mmm__) optimaln¢ o délce 5 nebo
7 bazi.

Zde polymerace za katalyzy Zn'", ktery umoziiuje tvorbu korektnich 3°-5"vazeb,

s aktivaci nukleosidtrifosfati (NTP) imidazolem (Bridson and Orgel 1980):
NTP + Zn"" + imidazol = polymerace = (pentamer),

GCCAAGCCAR = 1. replikace za katalyzy Zn™ =

GCCAAGCCAA = separace vlaken a reasociace s posunem =
CGGUUCGGUU

Gecaacccaa = 2. replikace za katalyzy Zn™ =
CGGUUCGGUU

GCCAAGCCAAGCCAA = opakovanim tohoto procesu postupné
CGGUUCGGUUCGGUU prodluzovani fetézce o dalsi pentamery



@:Oligopeptidy s periodickym opakovanim kratsich modulii umoznuji
vznik konformaci s o-helixy a f-smyckami, coz jsou zadkladni
komponenty vazebnych domén regulacnich proteinii i katalytickych
center enzymu. Obecné vzato, pokud polypeptid dosdhne délky ~ 40
aminokyselinovych zbytkl, obsahuje dostatek vnitfnich kohesivnich
sil, aby zaujal urCitou preferovanou prostorovou konformaci.

Napftiklad rodina rodopsinovych proteini, jejiz pivod predchazi
divergenci prokaryot a eukaryot, ma spolecny zaklad v opakovani
heptamerti bazi a konservativni stavbu zahrnujici

7 a-helixovych transmembranovych domén,

4 extracelularni smycky,

4 intracytoplasmatickych smycek.

Odtud napiiklad evolvoval praseci muskarin-acetylcholinovy receptor,
vnémz jsou puvodni heptamerové sekvence nejlépe zachovany
v ¢astech genu kodujicich hydrofobni a-helixové transmembranové
domény (Ohno 1987b).

Ohno uvadi 1 dalsi presvéd¢ivy argument pro oligomerovy ptuvod
prageni na zakladé analyzy 630pb sekvence, koédujici histon H1
duhového pstruha; tato sekvence obsahuje vysoce nenahodna
opakovani kratkych modult: 25 presnych kopii pentameru CCAAG, 5
kopii pfibuzného pentameru TCAAG, 2 kopie pentadekamert
GCCGCCAAGAAGCCC a jejich derivati o rizné délce. Nejstarsi
ptedchtidce genu pro histon H1 pstruha patrné pochéazel ze zakladniho
modulu CCAAG.

Pokud délka modulti (pentamertl, heptamert), neni delitelné ¢islem 3,
pak opakovanim vznikd maximalni kédovaci potencial pro tripletovy
kod. Vznikne ,protogen®, ktery, vnaSem ptipadé, mize kodovat
peptid s pentamerovou periodicitou ve vSech tfech fazich ¢teni:

--- (Ala-Lys-Pro-Ser-Gln), --- .

Modularni struktura protogenu tudiz poskytuje vyhodu pro evoluci
proteintl, protoze pii ndhodném vzniku stop-kodonu v jedné fazi ¢teni
umoziuje nahradni ¢teni ve druhé nebo tteti fazi. Vhodnymi mutacemi
definujicimi pocatek (iniciaci) a ukonCeni Cteni miize vzniknout
konven¢ni gen. V dne$nim H1 histonovém genu pstruha piedstavuje
kédujici sekvence jeden Cteci rdmec pro 210 aminokyselin. Kdyby ve
ramce by produkovaly uZz jen zkricené polypeptidy, nebot
naakumulovaly stop kodony (po dvou stop-kodonech v kazdém z obou
alternativnich ramcti Ohno 1987a).



,Rekapitulace* nevyuzitych alternativnich moznosti translace jsou
vSak 1 dnes mozné. Pozoruhodny piiklad rychlé adaptace na neobvyklé
podminky timto mechanismem rovnéz uvadi Ohno, 1984. Adaptace
zahrnuje vznik enzymu, schopného S$tépit nepfirodni zdroj uhliku -
oligomery nylonu. Novy enzym s 392 aminokyselinovymi zbytky
vznikl v plasmidu Flavobacterium jednonukleotidovym posunem
cteciho ramce (inserci T) a zruSenim puvodniho, delSiho ¢teciho ramce
s 427 kodony. Strukturu piivodniho proteinu 1ze odvodit z opakovani
dekameru --CAGCTGGCAGG--. Cteni téZe genové sekvence
v ruznych fazich zistalo zachovano u nékterych prokaryot a virt:
omezuje sice informacni obsah - zejména jeho mutacni flexibilitu, ale
u méné komplexnich forem umoziuje snizit komplexitu genomu.

Porovnani sekvenci archaickych proteintl, naptiklad enzymu ucastnych
v metabolismu sacharidii ukazuje, ze moduly podminujici specifické
funkce jevi mimotfadnou konservativitu, zatimco jiné Casti proteinu
mohly pii divergenci hromadit neutradlni mutace. Tak glyceraldehydyd
3-fosfat dehydrogenasy obratlovce (prasete) a bakterie (Bacillus
stearothermophilis) maji, ptes evolu¢ni vzdalenost ~3,5 miliardy let,
177 spolecnych aminokyselin z 332.

& Uroveii prebiotickych oligonukleotidovych mikro-modulii tvori
evolucné nejstarsi vrstvu protein-kodujicich sekvenci.

F Velmi efektivni mechanismus inovativni evoluce proteinii se

zaklada na duplikaci (ampifikaci) genu a vysledné moduldarni stavbé
genomii.

Je ucelné odlisit #7i riizné mechanismy, které se na této trovni mohou
uplatnit:

(a) Vznik novych funkci na zaklade postupnych modifikaci paralognich
genii.

Nereciproké genetické vymény mohou generovat rodiny sekvenci,
odvozenych od jedné zakladni piredlohy. Zmnozeni sekvenci pak dava
prostor dalSim genetickym zméndm proto, Ze vychozi sekvence
zustava selekci zachovéana pro pivodni funkci. Variantni sekvence se
proto mohou §ifit skryté pfed selekci mechanismem molekuldrniho
drajvu.

Asimilace amplifikovanych sekvenci je omezena moznym konfliktem
s funk¢ni integritou organismu. Nadbytecné sekvence jsou pak
inaktivovany (napf. umlcCeny metylaci cytosinu), degradovany
delecemi a/nebo postupné eliminovany rekombinacnimi mechanismy.
Pokud jsou zmnoZené sekvence asimilovany, muize nasledné dojit
k jejich adopci: k neo-funkcionalizaci (sekvence nyni koduji nové



funkce), nebo k sub-funkcionalizaci diky diferencidlnimu plisobeni
ruznych regulacnich sekvenci.

(b) Vznik novych funkci preskupenim intragenovych modulu.
Modulérni stavba genomu se odrazi i v urovni genl mozaikovym
usporddanim dvou typt sekvenci: kédujicich exonu a ,,nekddujicich®
intronu. Jednotlivé exony lze ve vétSin¢ pfipadi (ne vSak nutn¢)
ztotoznit s dil¢imi funkénimi moduly (doménami) proteinti. Modélni
délky kodujicich sekvenci (~10°pb) a délky intronti se v dnesnich
genech eukaryot nachdzeji v poméru 1:10 az 1:100.

Pouziti pojmu ,,kodujici/nekodujici se v bézné vztahuje k translaci: mozaice exont
odpovida mozaika peptidl, které poskladany ve stejném poradi jako exony, tvori
kontinuum bilkovinné molekuly; exony tedy koduji potfadi aminokyselin
v bilkoviné.

Ale introny rovnéz obsahuji koéd: urcuji strukturu ribozymu nutného k jejich
vystépeni z pre-mRNA (introny I typu) nebo i proteinové enzymy s reverzné-
transkriptazovou aktivitou pro jejich vlastni retrotransposici (introny II typu).

Dosud nerozhodnutou je otazka o plvodu intronti. Koexistuji dveé
hypotézy: (a) Introny jsou piivodnim stavebnim materidlem genomt; u
prokaryot doSlo postupem cCasu ke ztrat¢ intronii (archebaktyerie si
dosud introny zachovaly, alesponl jako soucast primarnich transkriptti
tRNA a rRNA). Existuje urcita positivni korelace mezi obsahem
introni v genech a komplexitou organismii: Jednobuné¢énd kvasinka
ma vice nezZ 90% gend bez intrond, drozofila ~50%, v genomech
obratlovcti naopak vice nez 90 % gent obsahuje introny. (b) Itrony
byly do kodujicich sekvenci integrovany (transponovany) béhem
evoluce eukaryotickych genomd.

Varianta (a) se jevi jako pravdépodobnéjsi; nepifimou informaci
v tomto sméru poskytuji srovnani intronti-prostych genii soucasnych
prokaryot a homolognich genli symbiogeneticky vzniklych organel
(napf. chloroplasti), které dosud obsahuji introny.

Varianta (b) nardzi na problém poruSeni ¢teci faze inserci intronti do
souvislych ramcii. Pokud by se exony a introny pohybovaly navzajem
zcela nezavisle, mohlo by ndhodnou inserci intronti, a naslednymi
translokacemi, dochazet k nesmyslnym situacim,

napft. u koédujici sekvence CCCGGGAAACCC:

(1) CCCGGGXYAAACCC, inserce intronu XY mezi kodony nerusi fazi ¢teni
(2) CCCGXYGGAAACCC, inserce XY do kodonu GYGG rusi fazi ¢teni
(3) CCCGGXYGAAACCC, inserce XY do kodonu GGG rusi fazi ¢teni

Rekombinacemi mezi XY u sekvenci (2) a (3) nebo transposicemi podtrzenych
motivi mezi (2) a (3) dojde k posunu faze ¢teni a zruseni smyslu sekvence.



Pritomnost intronii ale rozsiruje evolucni perspektivy proteinii.

Pokud byly ptvodni primitivni genomy mozaikou exont a intront od
pocatku, vznik sestfihu primarnich transkripti pfenesl kombinacni
evolutivni ,,experimenty* z urovné genetické na tiroven RNA: varianty
sestiihu, slucitelné s usporddanim kodujicich segmentti ve spravné
¢teci fazi vedly k emergenci novych proteind.
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sekvence specifické pro sestiih: <=, 57 0O, 37;
Kodujici moduly si po translokaci zachovavaji korektni éteci ramec

DalSi moznosti vzniku variantnich molekul proteini jsou dany
alternativnim sestfihem primarnich transktiptt:

alternativni (diferencialni) sestrih umoznoval produkci riznych forem
proteini na zdkladé téze, neménné piedlohy DNA, p#i zachovani
poradi exonii:

aaaaa ---- i;---- bbbbb ----- ip---- ccecce - =
= aaaaabbbbbcccece, nebo: aaaaabbbbb, bbbbbececcee, aaaaaccecce

MozZnosti sestiihu koevolvovaly spolu s geny, které Casem ziskaly
alternativni promotory a/nebo alternativni signaly pro polyadenylaci
3’-konct transkripti:

(a) pl> aaaaa ---- i;---p2- bbbbb ----- ip---- cceeee ---i3--- ---
setfih transkriptu vychazejiciho z promotoru p1:
napf. aaaaaccccce , nebo: aaaaa , nebo aaaaa bbbbb, ...

setfih transkriptu vychazejiciho z promototoru p2:
p2- bbbbb ----- i,---- cceece ---i3--- -
napf. bbbbb A

(b) aaaaa ---- i;---- bbbbb ----- i--X;- cceeee ——-i3-X,-
setfih transkriptu polyadenylovaného v misté x,: aaaaabbbbb
setfih transkriptu polyadenylovaného v misté x,: aaaaabbbbb, aaaaaccccce



Konstrukce rlznych forem proteini alternativnim  sestiithem
transkriptl z t¢hoz genu jsou dosud zachovany a vyuzivany b&hem
embryonalniho vyvoje a diferenciace bunck.

Pti porovnani struktur nehomolognich proteinii s velmi odliSnymi
funkcemi objevime pfitomnost rozlicnych domén stejného pivodu
vrazych kombinacich. Je to duasledek jejich preskupovani
(,,shufflingu®) v ranné evoluci geonoml piedchazejici divergenci
prokaryot a eukaryot; Na genovych strukturach s informacné
»prazdnymi‘ tseky se mohly uplatnit nehomologni vymény vedouci
k translokaci exoni. [ vtomto pfipadé nahodny ,tvofivy
rekombinacni proces nesl vyznamny podil kombinaci, které nemély
funk¢ni smysl. Rozhodnym arbitrem novych funkci byla selekce.

g’ Zavérem: modularni struktura genomii a gend umoznila
efektivni evoluci proteini s novymi funkcemi diky rozliénym
zpusoblim  pfeskupovani sekvenci (,,shufflingu®). Na evoluci
katalytickych center a vazebnych domén se podilela i gradudlni
akumulace mutaci v paralognich genech.
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