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Abstrakt

Pted 40 lety pfiSel Susumo Ohno stvrzenim, Ze bez duplikace genii by byl vyvoj
mnohobunéénych organismii, obratlovci a savci z jednobunéénych organismil zcela
nemozny, protoze takové velké skoky v evoluci vyzaduji vytvofeni novych genovych lokusii
s funkcemi, jaké doposud neexistovaly. Cilem této prace je dokdzat, ze mél z velké Casti

pravdu.

Klic¢ova slova: genova duplikace, evoluce, gen, genom, genova funkce

Abstract

40 years ago, Susumo Ohno proposed that without gene duplication the creation of
metazoans, vertebrates and mammals from unicellular organisms would have been
impossible, because such big leaps in evolution required the creation of new gene loci with

previously nonexistent function. The aim of this paper is to prove that he was largely right.
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1. Uvod

Jednim ze zakladnich ryst zivota na Zemi je jeho velkd rozmanitost. Riiznorodost organismti,
jejich rozliénych znakil a vlastnosti, je moznad diky zméndm v DNA, které se akumuluji
béhem evoluce. Vzhledem k tomu, Ze vlastnosti organismill jsou pievazné urCeny geneticky,
evoluce organismu jde nezbytné ruku v ruce s evoluci na Grovni genomu, s evoluci gent a
jejich vlastnosti.

Gen je ustfednim pojmem dnesni biologie a béhem doby jeho existence doslo ke znacnym
posunim Vv jeho chépani. Klasické pojeti genu, vnémz je gen povazovan za jednotku
genetické analyzy (dédicnosti), vystiidala ve vétsiné biologickych obort molekuldrni definice
genu. Ta pravi, Ze strukturni gen je sekvence nukleotidii nesouci informaci, kterd po
transkripci a translaci fidi jeden polypeptidovy fetézec. Dnes uz vime, Ze ne vSechny geny
jsou piekladany do aminokyselinového fetézce proteinu. Kone¢nym produktem genu muiize
byt naptiklad nektery typ RNA (rRNA ¢i tRNA). V soucasném pojeti tak gen predstavuje
souvisly tsek nukleové kyseliny kddujici nékterou funkéni makromolekulu (Flegr 2005). Je-1i
tato definice pro potieby vSech biologli nejvhodnéjsi, a zda je konecnd, o tom miiZeme
diskutovat, nicméné¢ nds budou geny =zajimat predev§im z hlediska jejich evoluce a
mechanismd, které se na ni podileji.

Zakladni otdzka nejen molekularni evoluce zni: jak se rodi nové geny, z ¢eho vznikaji a
jakeé procesy se toho ucastni. Tak jako buiika vznika z butiky, ani geny nevznikaji de novo, ale
vyvijeji se postupné jeden z druhého. Kazdy novy gen ma svij plvod v nékterém diive
existujicim genu. Podobné jako samotné organismy i geny jsou vystaveny evolu¢nim
procesim a podléhaji silam zrodu a zaniku. Dilkazem nepftetrzitého vzniku novych genl
béhem biologické evoluce jsou druhové odliSnosti v poctu gent a v rozdilnych biologickych
funkcich jimi fizenych produkti. Naptiklad genom octomilky obecné (Drosophila
melanogaster) obsahuje 87 genli kodujicich kutikularni proteiny, zatimco had’atko obecné
(Caenorhabditis elegans) nema zadny takovy gen (Rubin et al. 2000).

Nezbytnym prvkem biologické evoluce je proménlivost. Prvotni a hlavni pfic¢inou
proménlivosti u organismil jsou dédicné zmény v sekvenci nukleové kyseliny - mutace. Dnes
jsou mutacni procesy povazovany za nutnou, i kdyz ne postacujici soucast biologické evoluce.
Mutace dodavaji surovy geneticky material, ktery je k dispozici pfirodnimu vybéru a dalSim

evoluénim sildam. Bez mutaci by nebyly rozdily mezi geny a pfirodni vybér by tak nemél
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z ¢eho vybirat. Nasledkem toho by se evoluce zastavila, nedoslo by ke vzniku rozmanitych
forem Zivota, organismy by nemohly reagovat na zmény prostfedi a nejspiSe by vyhynuly.

Jako vychozi materidl pro vznik nového genu slouzi zpravidla néktery stary gen.
Nahromadénim mutaci, a za vhodného selekéniho tlaku, miize byt takovy gen zménén na gen
novy s funkei do té doby neznamou. Zdilo by se tedy, snadsidzkou feCeno, Ze kdykoli
organismus ,,pociti potfebu nového genu, sta¢i mu pozménit n€ktery stavajici gen a ziskat
tak pozadovanou novou vlastnost. Tato pfedstava v sobé nicméné ukryva zna¢nou potiz.
Rozvoj nové biologické funkce genu totiz nutn€ provazeji (vyvolavaji) zmény
v nukleotidovém fetézci, které zaroven vedou k postupnému zhorSovani funkce staré.
Pozménény gen tak uz neni schopen dile vykonavat pivodni funkci, coz miize mit za
nasledek ztratu ¢i vyrazné sniZeni biologické zdatnosti nositele takového genu. Je tedy
ziejmé, ze piirodni vybér neptipusti trvaly vyskyt mutaci postihujicich funkéné kriticka mista
genu, ktery tidi n€ktery pro organismus Zivotné dilezity produkt. Na druhou stranu, jenom
akumulaci takovych mutaci miZe gen zménit svlij zakladni charakter a stat se genem novym
Zdvojenim genu se vytvoii nadbyte¢na kopie, ktera tak unikne z dosahu tlaku ptirodniho
vybéru a protoze je mimo kontrolu, miize akumulovat predtim zakdzané¢ mutace a dat
vzniknout novému genu s doposud neznamou biologickou funkci (Ohno 1970). Velké
evoluéni skoky jako je vyvoj mnohobunéénych organismi z jednobunéénych, zrod
obratlovct, savcil a konecné i Cloveka si Ize jen stézi predstavit bez vytvoreni novych gend,
které tyto rozsahlé evoluéni zmény vyvolavaji. A jenom z takového genu, ktery se nadbyte¢né
zmnozi, mize vzejit gen novy.

V nésledujicich kapitolach se pokusim shrnout nase dosavadni poznani tohoto viidéiho
principu molekuldrni evoluce, pficemz se zaméfim hlavn€ na mechanismy genové duplikace a

na evolu¢ni osud duplikovanych genti.
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2. Kratky pohled do historie

Prace zabyvajici se evolu¢nim vyznamem duplikace genti maji dlouhou historii. Vzhledem ke
své vSudypftitomnosti a zakladni roli v molekularni evoluci, genové duplikace byly a jsou
pritazlivym objektem studia pro védce celého svéta. Nasleduje strucny piehled né€kolika malo
zakladnich myslenek zajimavych, mimo jiného, tim, Ze zna¢né piedbéhly svou dobu.

Uz ve 30. letech minulého stoleti, v dobé nastupu teorie syntézy, rozpoznali néktefi
biologové evolucni dilezitost zdvojovani gent. Haldane (1932) si jako jeden z prvnich
uvédomil, ze duplikace mohou byt prospé$né, protoze vytvéieji nadbytecné kopie, které
mohou byt pozménény, aniz by to ohrozovalo biologickou zdatnost organismu. Haldane
(1933) byl také mezi prvnimi, kdo upozornili na skutecnost, Ze mutace mohou casem
eliminovat jednu kopii duplikovaného paru z genomu. Dale ucinil dulezité zjiSténi, Ze
duplikace nasledovand inaktivaci ptivodniho (rodi€ovského) genu miize zménit vazbu mezi
aktivnimi geny.

O dva roky pozd¢ji, zaujat Haldaneovou myslenkou, ptedstavil Fisher (1935) prvni
populacné-geneticky model zabyvajici se evolucnim osudem duplikovanych genti. Model,
ktery predpokladal nekonecnou velikost populace a bral v ivahu zpétné mutace, ukazal, Ze
nefunkéni kopie (letalni v ptipadé jejiho vyskytu v obou lokusech) mize mit v populaci stale
vyznamnou frekvenci, protoZe jeji vyskyt bude kryty pfitomnosti druhé funkéni kopie.

Vroce 1938 piiSel Serebrovsky (1938) s myslenkou, ze duplikované geny mohou
uniknout z dosahu tlaku pfirodniho vybéru. Serebrovsky také uvazoval o moZnosti, kdy budou
zménény ob¢ kopie duplikovaného paru. Z pozorovani genii na X chromosomu octomilky
(Drosophila) Serebrovsky vyvodil, Ze jeden gen mize ovlivilovat Cetné vlastnosti organismu
a po duplikaci mohou byt tyto mnohocetné funkce pivodniho genu rozdéleny mezi
duplikované kopie.

Zhruba ve stejné dobé vzacna tandemova duplikace, kterd méd za nasledek extrémni
redukci o¢i u mutantll octomilky obecné (Drosophila melanogaster), ukazala na spojitost
mezi genovou duplikaci a zménami morfologie (Bridges 1936).

Ze 40. let minulého stoleti pochédzeji prvni hlasy déavajici dohromady zdvojovani gent a
vyvoj komplexity organismil. Evoluce ¢asto vyzaduje pfidani dal§iho genetického materidlu:
vice komplexni organismy potiebuji vétsi genomy. To si mezi prvnimi uvédomili Gulick
(1944) a Metz (1947) a poukdzali tak na nezastupitelnou tlohu, kterou sehralo zmnozovani

genll v evoluci slozitosti, komplexity zivych systémtl.
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Duplikace genu (nebo vyssi genetické jednotky) a néslednd prospé€$na mutace v jedné
takto vzniklé kopii, to je ve stru¢nosti schéma zrodu novych gend, které navrhl Lewis (1951)
v poloving 20. stoleti.

Ve stejném roce dosel Stephen (1951) k zavéru, ze pouhé alelické mutace nemohou
vyvolat rozsédhlé evoluéni zmény a jedind cesta jak jich dosdhnout, je vytvofeni novych
genovych lokusi zdvojenim a funkénim rozrtiznénim uz existujicich gent.

S ucelenou teorii, kterou predstavil §ir$i vefejnosti ve své knize ,Evoluce genovou
duplikaci®, ptiSel v roce 1970 genetik japonského ptivodu Susumo Ohno (Ohno 1970). Ohno
genil za jeji hlavni hnaci silu. Teorie zaloZend na evoluci obratlovcl, u kterych Ohno
ptedpokladal dvé kola tetraploidizaci celého genomu, ve své dobé vzbudila zna¢ny ohlas, ale
zdaleka ne vSechny reakce byly ptiznivé. Chvilemi se dokonce zdélo, Ze upadne v zapomneéni,
tak jako mnohé jiné pted ni. Snad definitivné dala Ohnovi za pravdu az zaplava genomickych
dat vSeho druhu, kterd pfiSla na pfelomu tisicileti. Dobfe to odrazi pocet citaci Ohnovych

praci z posledni doby, ktery je mnohonasobné& vyssi nez v letech predeslych.

8

Vytvoreno pomoci Software602 Print2PDF 8. Tuto fadku odstranite zakoupenim licence a aktivaci na http://www.software602.cz/




3. Genové rodiny

Se znalosti sekvenci celych genomil nékterych organismi (Lander et al. 2001, Waterston et al.
2002) je dnes vice nez kdy jindy ziejmé, ze mezi geny existuji pfibuzenské vztahy, které
podobné jako u organismill odrazeji jejich evoluci ze spolecného ptedka. Na zaklade téchto
vztahil je mUzeme hierarchicky uspotfadat do pfirozenych skupin vzdjemné si ptibuznych
gent, které nazyvame genové rodiny ¢i nadrodiny. Genovou rodinu mizeme tedy napiiklad
definovat jako skupinu gend pochdzejicich ze spole¢ného piedka, jejiz ptislusnici si udrzuji
podobné sekvence a maji podobné funkce (Dayhoff 1976). Cleny uréité genové rodiny
nachazejici se spolu v jednom genomu v diisledku duplikace a divergence jednoho pivodniho
genu oznacujeme n€kdy jako paralogni geny (paralogy), zatimco jako ortologni geny
(ortology) nazyvame geny v ruznych genomech, které vznikly v disledku rozpadu jednoho
matetského druhu na dva druhy dcefiné (Dayhoff 1976). Zjednodusené feceno, paralogy jsou
vysledkem duplikace a ortology speciace.

Genomy organismil nejsou statické, neménné, ba pravé naopak jsou vysoce dynamické.
Velikost genovych rodin se v prubéhu evoluce znacné¢ méni, pfiCemz pocet funkénich gent
v jednotlivych liniich vyplyva z dlouhodobé interakce mezi duplikacemi geni na jedné strané
a jejich ztratami na stran€ druhé. Nékteré rodiny tvofi jenom par gend, zatimco dalsi jich
obsahuji stovky jako napfiklad jedna z rodin pro chemoreceptory u had’atka obecného
(Caenorhabditis elegans) majici 242 ¢lenti nebo rodina genl kddujicich proteolytické enzymy
zvané trypsiny u octomily obecné (Drosophila melanogaster), ktera obsahuje 111 genti (Gu et
al. 2002). V genomu savcil je tou vibec nejvétsi nadrodina genil pro ¢ichové receptory, ktera
ma okolo 1000 c¢lenti, nicméné zde existuji vyrazné mezidruhové rozdily v jejich poctu. Pies
1000 genti pro Cichové receptory maji takové druhy jako mys, potkan ¢i vacice, kdezto na
opac¢ném konci spektra stoji primati véetné cloveéka nebo zastupce ptakotitnych ptakopysk, u
kterych nalezneme méné nez 400 téchto genli (Niimura a Nei 2007).

Obdobou genovych rodin jsou rodiny ¢i nadrodiny proteinli. Jako ptiklad ndm poslouZzi
starobyla nadrodina proteini zvanych lipokaliny, které mizeme najit u celé¢ fady organismu
od baktérii az po obratlovce. Lipokaliny jsou nevelké mimobunétné proteiny slozené
pfiblizné z 200 aminokyselinovych zbytkl, které vaZou a transportuji malé hydrofobni
molekuly (Flower 1996). Charakteristickym znakem téchto proteinti jsou v rdmci rodiny velké

rozdily v aminokyselinovém fetézci (identita sekvenci mize byt dokonce mensi nez 20 %) a
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navzdory tomu vysoce konzervovana terciarni struktura (Flower 1995). DalSim typickym
rysem lipokalind je jejich schopnost tvofit oligomery, coZ jsou makromolekuly leZici svou
velikosti a poctem monomernich jednotek na rozhrani mezi nizkomolekularni slouceninou a
polymerem. Pravé takovym oligomerem, konkrétné dimerem, jsou odorant vazajici proteiny
(odorant-binding proteins, déale jen ,,OBP*), u kterych se na malou chvili zastavime, nebot’ se
jimi budu zabyvat ve svém budoucim magisterském studiu. OBP jsou malé rozpustitelné
proteiny, které jsou syntetizovany ve velkém mnoZstvi v blizkosti Cichovych neuront, a
jejichz hlavnim ukolem je vazat a ptepravovat lipofilni odoranty ve vodném prostiedi nosni
sliznice savcil a jinych obratlovcl (Pelosi 1994). Pravé schopnost vazat riizné slouceniny stala
za jejich objevenim. Prvni OBP byl izolovan z nosni sliznice hovéziho skotu pomoci silného
odorantu 2-isobutyl-3-methoxypyrazinu (Pelosi et al. 1982). OBP se vyskytuji také u hmyzu,
kde sice plni podobnou funkci, nicméné strukturné se velmi 1i§i od svych prot&jska u
obratlovcl. Prestoze OBP zname pies 20 let a vime toho pomémé dost o jejich struktuie a
molekularni podstaté, mame velmi malo informaci o jejich expresi a jesté méné o funkcich,
které v organismu vykonavaji. Zatim to jediné, ¢im si miZeme byt opravdi jisti, je jejich
schopnost vazat rozlicné latky jako jsou feromony, ale da se ocekavat, Ze tyto proteiny plni
v organismu celou $kalu dal§ich ukoli. Mohou napfiklad rozliSovat mezi jednotlivymi
odoranty a pusobit tak jako periférni filtr nebo odstraiiovat nezadouci a toxické slouceniny
(Steinbrecht 1998). S funkci OBP rovnéz uzce souvisi jejich exprese, kterd je podle vSeho
tkanove specificka, lisi se mezi jednotlivymi Cleny této rodiny a odviji se od pohlavi a véku
méné presnymi laboratornimi nastroji. V dnesni dobé mame k dispozici daleko vnimavéjsi
metody jako jsou DNA c¢ipy nebo qRT-PCR (real-time reverse-transkription PCR), coZ je
vysoce citliva technika mRNA detekce, kterd umoziiuje namnozit RNA dokonce z jediné
bunky. Pravé tuto metodu spolu se systémem prob vyuziva nasSe laboratof a diky ni ziskana
prvni data jsou velmi zajimava, nebot’ ukazuji na expresi OBP v takovych tkanich jako je
ktize, prostata, uterus nebo ¢ichovy lalok v mozku. Nasim laboratornim objektem je myS$ (Mus
musculus), u které v soucasnosti zname osm OBP a da se piedpokladat, Ze zanedlouho budou
objeveny dalsi. Studium exprese, funkci a evoluce OBP ptedstavuje dosud malo probadanou a

nesmirné€ zajimavou oblast vyzkumu, kde odpovédi vyvolavaji pouze dalsi otazky.
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4. Mechanismy a typy genové duplikace

Mechanismy genové duplikace mizeme rozdélit podle dvou kritérii. Za prvé podle velikosti
duplikovaného useku a za druhé podle toho, jestli vyzaduji prostfednika v podobé RNA.
V zasad¢ rozliSujeme nasledujici typy duplikaci: tsekové duplikace, retrotranspozice a

duplikace celého genomu nebo jednotlivych chromosomii.

4.1 Usekové duplikace

Usekové duplikace, které napiiklad v genomu &lovéka tvoii nejméné 5 % vsech sekvenci
DNA (Lander et al. 2001), mizeme opét rozdélit na dva typy. ZmnoZeny usek DNA bud’
muze zistat v misté svého vzniku nebo mlize byt premistén do zcela odlisné oblasti genomu.
V prvnim piipadé na sebe jednotlivé duplikované iseky bezprostiedné navazuji a fikdme o
nich, Ze jsou tandemové¢ duplikovany. Tento druh duplikaci vznikd vétSinou v disledku
nerovhomérného crossing-overu mezi dvéma homolognimi chromosomy béhem meidzy.
Vysledkem takové nereciproké rekombinace je duplikace urcitého tiseku DNA na jednom
chromosomu a jeho delece na chromosomu druhém (Flegr 2005). V zavislosti na miste
prekiizeni, mize duplikovand oblast zahrnovat Casti genti, celé geny nebo nckolik gent.
K duplikacim mize rovné€z vést nerovnomérna vyména mezi dvéma chromatidami téhoz
chromosomu. Pravé tandemové duplikace daly vzniknout jedném z nejznaméjsich genovych
rodin vcetné globinové nadrodiny (Shen et al. 1981) nebo rodiny Hox-gentd (Holland a
Takahashi 2005).

Na evoluci novych genli se téz vyznamnou mérou podileji duplikace kratkych tusekil
DNA, ¢emuz vyrazné¢ napomahd modularni charakter dnesnich genti. Kodujici sekvence jsou
u eukaryontnich organismi uspotfadany do sérii relativné kratkych exoni, které jsou odd¢leny
dlouhymi nekddujicimi introny. K tandemovym duplikacim exonti dochdzi nerovnomérnym
prekiizenim kdekoli v oblasti intrond. Protoze jsou exony jenom ¢asti genu, nejenze nemohou
po duplikaci vykonavat zddnou nezavislou funkci, navic jejich pfitomnost mize mit negativni
vliv na vlastnosti genového produktu. Mechanismus, ktery duplikovanym exoniim umozni
ziskat pottebnou funkéni nadbytecnost, a zaroven zamezi pfipadnym Skodlivym uc¢inkiim na
strukturu transkriptu/proteinu, je zvlastni typ alternativniho sestfihu (Letunic et al. 2002).
Alternativni sestfih pre-mRNA je Gstfednim mechanismem genetické regulace u vyssich

eukaryot a hlavnim zdrojem rdznorodosti proteind. Primarni transkript muiZze byt totiz
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sestfizen rliznymi zpisoby. V nékterém sestfihu urcity exon zlistane, v jiném je naopak
vystfizen, diky ¢emuz muze jeden gen syntetizovat nékolik riznych, funkéné odlisnych
proteini (Black 2003). Plisobenim alternativniho sestfihu na dva tandemové duplikované
exony dojde k obdobné situaci, jakou zname u zdvojovani celych genti: jeden exon zajistuje
puvodni funkci, zatimco druhy se vymani z tlaku ptirodniho vybéru a mutze vcelku volné
hromadit mutace. Duplikace exonil pfedstavuji pro geny duleZitou moZnost rozsifeni jejich
stavajici funkce (Babushok et al. 2007, Moore et al. 2008) a navic se zd4, ze jsou az necekané
béznym jevem molekularni evoluce (Letunic et al. 2002).

Ne vzdy spolu zmnozené tiseky DNA tésné sousedi, nékdy mohou byt kopie genil nebo
jejich fragmentil rozptyleny po celém genomu. Duplikované lokusy mohou byt tudiz od sebe
znaéné vzdaleny a diky jejich vétsi fyzické separaci mlze Castéji dojit k vytvofeni nového
vzoru exprese. Vykonnymi pfenaSeci genil nebo jejich ¢asti jsou transponovatelné elementy
(transpozony). Transpozony jsou Useky DNA, které se mohou v rdmci genomu pfemist'ovat
z jednoho mista na druhé. VétSina DNA transpozont, o retrotranspozonech bude fe¢ pozdéji,
se vramci hostitelské DNA pohybuje mechanismem ,,vystiiZzeni a vlozeni* (cut-and-paste),
coz jim umoznuji specialni enzymy zvané transponazy, které si sami koduji (Miskey et al.
2004). Tyto mobilni genetické elementy jsou Siroce rozsitené ve vSech organismech od
baktérii az po ¢love€ka a tvofi znacnou ¢ast genomu eukaryot (Kidwell a Lisch 2001, Lander et
al. 2001, Waterston et al. 2002).

Témét polovina genomu savcl je tvofena riznymi typy repetivnich sekvenci DNA
(Lander et al. 2001, Waterston et al. 2002), jejichz pfitomnost ma dalekosahlé dasledky na
strukturu celého genomu. Vé&tSinu znich tvoii pravé transponovatelné elementy. Clenové
rodiny Alu-sekvenci patfici mezi SINE (Short Interspersed Nucleotide Elements) jsou 300
nukleotidli dlouhé mobilni genetické elementy, které nachazime pouze v genomu primatt
(Houck et al 1979). Tyto repetice se zhusta vyskytuji na okrajich zmnozenych useki DNA,
coz poukazuje na jejich diilezitou tlohu, kterou hraji pti vzniku a Sifeni usekovych duplikaci,
a to jak uvnitf chromosomul tak mezi nimi (Bailey et al. 2003). Po svém zrodu pted 60-40
miliony let se rodina Alu-sekvenci rychle mnozila (Shen et al. 1991) a béhem této doby doslo
rovnéz k obrovskému ndrustu poctu duplikovanych tsekii DNA, které dnes nachazime

v genomu lidi a jinych primati (Bailey et al. 2003).
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4.2 Retrotranspozice

Zvlastnim typem transponovatelnych elementl jsou retrotranspozony, které se po genomu
pohybuji pomoci RNA intermediatl. Retrotranspozony byly dosud popsany pouze u eukaryot,
pricemz je obsahuje hlavné genom savci. Viibec nejvetsi pocet téchto sekvenci nachazime
v DNA lidi a ostatnich primatl. Asi nejznaméjSim piikladem retrotranspozonu je pravé lidsky
L1-transponovatelny element neboli LINE-1, ktery tvoii pfiblizné¢ 17 % celkové DNA
genomu Cloveka (Ostertag a Kazazian 2001). Ac¢koliv vétSina dneSnich L1-retrotranspozonil
je neaktivnich, nékteré jsou jesté schopné retrotranspozice (Sassaman et al 1997). DNA
LINE-1 je nejprve transkribovana do RNA, potom se pomoci enzymu reverzni transkriptazy
opét vytvoii kopie DNA, kterd se nasledné¢ miize integrovat do dalstho mista v genomu
(Ostertag a Kazazian 2001). Reverzni transkriptdza je kodovana samotnym LINE-1, stejné
jako dalsi néstroje potfebné k retrotranspozici, coz ho ¢ini sobéstacnym a na hostitelské DNA
téméf nezavislym. Takové retrotranspozony oznacujeme jako autonomni, LINE-1 patii
konkrétné mezi tzv. autonomni non-LTR (long terminal repeat) retrotranspozony (Ostertag a
Kazazian 2001). Z ptedchoziho vyplyva, Ze retrotranspozice ma vzdy duplikativni charakter.
ProtoZe primdrni transkript podléha posttranskripénim Gpravam jako je vystfizeni intront
nebo napojeni ocasu — polyadenylace, kopie DNA vzeslé z reverzni transkripce neobsahuji
introny, postradaji ptivodni promotor a nasledkem pfemisténi na jiné misto v genomu se také
mohou velmi vzdalit od své regulatorové oblasti. Po svém vzniku tudiz nejsou ve vétSing
ptipadli transkribovany, v dasledku ¢ehoz zanou hromadit mutace a stanou se znich
pseudogeny, které se oznacuji jako ,,procesované” (processed pseudogenes) nebo
retropseudogeny (Zhang et al. 2003, Zhang et al. 2004). Ne vzdy ztrati retropseudogeny svou
funkci, ve skutecnosti az tfetina z nich zlstava funkéni a je prepisovana do RNA, vétSina
znich vyluéné ve varlatech (McCarrey a Thomas 1987, Harrison et al. 2005). V zasad¢
existuji dvé cesty jak toho mohou dosahnout: transkript miize vzacné nést ptivodni promotor
nebo se po reverzni transkripci ndhodou vlozi do mista, které uz regulacni sekvenci obsahuje
(McCarrey a Thomas 1987, Mighell et al. 2000). Takové funkéni pseudogeny se nazyvaji
retrogeny.

L-1 retrotranspozony jsou zdrojem genetické rozmanitosti a zasadnim zplisobem ovliviiuji
strukturu lidského genomu (Ostertag a Kazazian 2001). V prvé tad€é znacné piispivaji
k samotnému rozsifeni genomu, at’ uz vlastni retrotranspozici nebo poskytnutim nezbytnych
nastroji pro retrotranspozici ostatnim mobilnim genetickym elementiim jako jsou napiiklad

Alu-sekvence. Dale pfesouvaji ostatni sekvence DNA z jedné oblasti genomu do druhé a
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rovnéz ovliviyji fadou mechanismli genovou expresi. Na rozdil od usekovych duplikaci
popsanych v predchozi kapitole, které se vétSinou shlukuji v urcitych oblastech genomu,
retrotranspozice jsou nahodilé, a co se tyce mista vloZeni nerespektuji zadna pravidla, coz
miZe mit velmi negativni dopady na hostitelskou DNA. Zaclenéni retrotranspozonu piimo do
kédujici sekvence genu zapficini zpravidla ztratu jeho funkce. Inzerce LINE-1 zplsobuji u
¢lovéka fadu vaznych onemocnéni jako je naptiklad hemofilie A (Kazazian et al. 1988). Jinou
pfi¢inou lidskych nemoci mohou byt naopak delece urcitych useki DNA vyvolané
nerovnomérnou rekombinaci mezi LINE-1 (Burwinkel a Kilimann 1998). Na druhou stranu
transponovatelné elementy vyznamnou mérou pfispivaji k evoluci novych genii a jejich
funkci. Nékteré z nich obsahuji a pfenaseji sekvence hostitelské DNA jako jsou exony nebo
promotory, a kdyZ se pfemisti do blizkosti genu nebo se vloZi pfimo do néj, mohou zpusobit
odliSnou troven jeho exprese (Kidwell a Lisch 2001). Patrné evolucné nejdiilezitéjsi jsou
inzerce transponovatelnych elementi do regulacnich oblasti. Ty mohou zpusobit poSkozeni
takové oblasti nebo naopak pfidanim kratkych regulacnich sekvenci zménu jeji genové
exprese (Ostertag a Kazazian 2001).

Mezi lidské retrotranspozony patii také uz zminénd rodina Alu-sekvenci, ktera na rozdil
od LINE-1 patii mezi neautonomni retrotranspozony. Ackoliv aparat potiebny
k retrotranspozici Alu-sekvencim mohou poskytnout pravé L-1 retrotranspozony, dochazi k ni
ziidka, protoze pouze nékteré z Alu-sekvenci mohou byt jesté i dnes prepisovany do RNA
(Shaikh et al. 1997). Ptedpoklada se, ze vSichni ¢lenové rodiny Alu-sekvenci vzesly z jednoho
nebo nékolika praplivodnich genii (master genes), které daly vzniknout jednotlivym
podrodindm (Shen et al. 1991). V soucasnosti existuje vice jak 1 000 000 kopii téchto
sekvenci na haploidni genom, coz predstavuje ptfiblizné¢ 10 % lidské DNA (Smit a Riggs
1996). Tyto retrotranspozony jsou patrné odpovédné za velky ndrlst poctu duplikovanych

usekti DNA, které se objevily v genomu primatl v jejich nedavné historii (Bailey et al. 2003).

4.3 Polyploidie: Duplikace celého genomu

Duplikace celého genomu pifedstavuje UCinny zplsob jak najednou vytvofit ohromné
mnozstvi nadbyte¢ného genetického materidlu, ktery je poté volné k dispozici molekularni
evoluci. Soucasné zmnozeni vSech genli je jedineCnou pfilezitosti pro vznik tak zdsadnich
evolucnich novinek jakou je naptiklad kostra obratlovcli (Zhang a Cohn 2008). Dalsi vyhodou
takové duplikace je, Ze zdvojeni kazdého strukturniho genu provazi i duplikace regulacni

oblasti, kterd jeho aktivitu fidi. Také odpada potiz s pomérem davek funkéné spiiznénych
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gend (Ohno 1970). I pfes tyto znacné vyhody, které skytd, je polyploidni evoluce v soucasné
dob& mezi organismy pomérné vzacna. Polyploidni druhy nachdzime ve vétSim mnoZstvi
hlavné u kvetoucich rostlin vcetné nékterych zeméde€lsky vyznamnych plodin (Masterson
1994, Leitch a Bennett 1997). V porovnani s rostlinnou fisi, existuje u dnesnich zivocichd,
v minulosti tomu mohlo byt jinak, nepomérné méné polyploidnich druhtl, ale i zde je
najdeme, jak u bezobratlych (Viktorov 1997) tak obratlovct (Becak a Becak 1998, Jaillon et
al. 2004, ). Zaréazejici je zejména viditelna absence polyploidl u vyssich obratlovct jako jsou
ptaci nebo savci. Obé tyto skupiny maji velmi diferencované pohlavni chromosomy a pevné
ustaleny mechanismus chromosomalni determinace pohlavi. Je vysoce pravdépodobné, ze
zména pomeéru autosomuil a pohlavnich chromosomt v disledku polyploidizace narusuje prave
tento mechanismus urceni pohlavi (Miiller 1925). Proto bylo velkym piekvapenim nalezeni
poustniho hlodavce Tympanoctomys barrerae, jehoz genom vykazoval zndmky
tetraploidizace (Gallardo et al. 1999). Osmak 7. barrerae pattici do celedi osmdakoviti
(Octodontidae) ma nejvyssi pocet chromosomul (2n = 102) (Contreras et al. 1990) a nejvétsi
znamy genom ze vSech savcl (Gallardo et al. 1999). Ostatni clenové této endemické Celedi
Jizni Ameriky maji diploidni pocet chromosomil od 2n = 38 do 2n = 78 (Honeycutt et al
2003). Nicméné se zd4, Ze slava tetraploidniho druhu savce netrvala pfili§ dlouho. Svartman
et al. (2005) porovnali genom 7. barrerae s genomem piibuzného druhu Octodon degus (2n =
58), ktery je pokladan za predka vsech ostatnich clenii ¢eledi Octodontidae a zjistili, ze T.
barrerae mé jenom dva chromosomy od kazdého typu a je tudiz nepochybné diploidni. Podle
stejnych autorti neobvyklou velikost genomu tohoto druhu hlodavce nejlépe vysvétluje velky
narlst poctu repetivnich sekvenci a jejich rozsiteni do riznych oblasti genomu.

Pokud v pribéhu mezidruhového kiizeni dojde ke splynuti dvou diploidnich zarode¢nych
buiiek nebo k pfimé hybridizaci dvou tetraploidnich druhti vznikaji polyploidi, ktefi se
oznaCuji jako alopolyploidi. Ke vzniku alopolyploida mize dojit rovnéZz zkiizenim dvou
diploidnich druhti, po kterém nésleduje zdvojeni chromosomu u F1 hybrida (Chen a Ni 2006).
Buniky takového alotetraploida obsahuji dva rizné diploidni soubory genetického materidlu,
kazdy od jednoho druhu. Béhem reduk¢niho déleni se budou chromosomy prednostné parovat
se svymi homology v ramci svého souboru a budou tak tvofit dvé nezavislé sady bivalentii
(Ohno 1970). Mechanismy vzniku autotetraploida jsou stejné jako u vySe zminéného
alotetraploida, jenom stim rozdilem, ze u autotetraploida zdvojené chromosomové sady
pochazeji pouze od jednoho druhu, a jsou tudiz identické. Autopolyploidii mohou zptisobit
cetné bunééné anomalie jako jsou napiiklad chromosomové nondisjunkce, endoreplikace

nebo naruseni bunéfného cyklu (Storchova a Pellman 2004). Genom nove¢ vzniklého
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autotetraploida obsahuje ¢tyfi homologni chromosomy kazdého typu a ty v meidze vytvareji
jeden kvadrivalent. Podle tohoto znaku tedy  mulzeme snadno rozliSit Cerstvého
autotetraploida od nového alotetraploida (Ohno 1970). Mnoho autopolyploidnich druhti
nachazime u dnesnich kvetoucich rostlin.

Béhem evoluce projde mnoho polyploidii procesem zvanym diploidisace. Aby stav
polyploidie mohl pfispét k vytvofeni novych genovych lokusti, musi se piivodné Ctyfi (v
ptipad¢ tetraploida) homologni chromosomy funkéné rozriznit, coZz povede k obnoveni
diploidniho stavu (Ohno 1970). Tento proces provazeji velké ztraty gend nebo dokonce
celych chromosomtl, v disledku ¢ehoZ se méni celkova struktura genomu. Napiiklad analyza
genoml Saccharomyces cerevisae a pribuznych druhl zcela jasné ukazala, ze tato kvasinka
vznikla kompletni duplikaci osmi chromosomt, které obsahoval genom jejiho ptedka, po niz
nasledovala ztrata témet 90 % vSech duplikovanych gent a obnoveni normalni ploidie (Kellis
et al. 2004).

I kdyZ je vétSina duplikaci mensiho rozsahu, duplikace celého genomu byla hlasena u fady
zivoCichu a rostlin, véetné Arabidopsis thaliana (Blanc a Wolfe 2004) nebo ¢tverzubce druhu
Tetraodon nigroviridis (Jaillon et al. 2004). Je vysoce pravdépodobné, ze duplikace celého
genomu stéla také u zrodu obratlovei. Mnozstvi ditkazl, které nam poskytuji fylogenetické a
genomické analyzy, utvrzuje vétSinu biologlh v presvédceni, ze vrané evoluci obratlovci
probéhla dvé kola duplikaci celého genomu (Dehal a Boore 2005). Myslenka, kterou poprvé
formuloval Ohno (1970), je dnes zndma jako 2R-hypotéza (2R hypothesis). Tato hypotéza
vzesla z pozorovani skutecnosti, Ze nékteré rodiny gentli jako naptiklad rodina Hox-geni jsou
u obratloveld zastoupeny Cctyfikrat, zatimco u jinych zivoc€ichli jen jednou (Lemons a
McGinnis 2006). Silnou podporu této hypotéze pfinesla sekvenace genomu kopinatce a jeho
porovnani s genomem obratlovcll (Putnam et al. 2008). U kopinatce si Hox-geny zachovaly
archaickou strukturu jediného shluku genii, zatimco vétSina obratlovet mé Etyfi shluky téchto
gend, jak odpovida dvéma kolim tetraploidizace genomu (Putnam et al. 2008). V nékterych
liniich kostnatych ryb skupiny Teleostei nasledovalo jest¢ dalsi kolo duplikace celého
genomu, takze u né€kterych druhi nalézdme 6 az 7 shlukli Hox-genli (Amores et al. 1998).
zmnozen (nebo alespon jeho podstatna ¢ast), piesny mechanismus téchto zmén je neznamy.
Nevime zda ktomu doslo alo- nebo auto-tetraploidizaci, ptfipadné jejich vzajemnou
kombinaci, ani v jakém Casovém sledu po sobé tyto udalosti nasledovaly. Navic jak ukazal

naptiklad Hughes (1999), ne viechny ditkazy hovoii ve prospéch 2-R hypotézy. Ctyinasobné
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zastoupeni nekterych genovych rodin v genomu obratlove miize byt rovnéz vysledkem
duplikci mensiho rozsahu zahrnujicich jednotlivé geny nebo skupiny gentl.

Dalsi nevytesenou otazkou zlistava, jestli tésné po duplikaci celého genomu nasleduje jeho
rozsahla prestavba ¢i nikoliv. Predpokladd se, ze zmnozZeni vSech chromosomovych sad
vyvolé nestabilitu genomu, v disledku ¢ehoz dojde k jeho preusporadani. (Song et al. 1995,
Pontes et al 2004, Semon a Wolfe 2007). K pon¢kud jinému zavéru dospéli Hufton et al.
(2008), kteti nenasli diikazy toho, Ze by dvé po sobé jdouci kola tetraploidizace genomu, ktera
se odehrala v poc¢atcich vyvoje obratlovci, provazelo vyznamné preskupeni genil.

Jestlize jsou u diploidniho organismu nékteré buiky/tkdné polyploidni, mluvime o tzv.
endopolyploidii (Edgar a Weaver 2001). Tento jev se Casto vyskytuje v bunkach, na které jsou
kladeny vysoké naroky z hlediska syntézy urcitych genovych produktii. Proto neni pfilis
ptekvapivé, Ze polyploidni buiiky nachazime naptiklad v jatrech savcl a jinych obratlovct.
ZmnoZzeni genetického materidlu dosahuji buiiky opakovanymi koly replikace DNA bez
nasledného rozdé€leni jadra a bunky (endomitéza). Dilezitou tlohy sehraly v genetice a celé
biologii polytenni chromosomy (Urata et al. 1995). Tyto ohromné chromosomy se bézné
vyskytuji u mnoha zastupci hmyzu z fddu dvouktidlych (Diptera), nalézdme je zejména ve
slinnych zlazach larev, kde byly také u pakomara rodu Chironomus poprvé objeveny
(Balbiani 1881). Polytenni chromosomy vznikaji mnohondsobnou endomitézou, pii niz
nedochdzi k separaci sesterskych chromatid, které ziistdvaji spojeny v oblasti centromery.
Tyto chromosomy tak tvofi mnohocetné svazky vldken DNA, coZ larvam umoziiuje
produkovat velké mnoZstvi proteinli zapojenych do metamorfosy. Endopolyploidie neni
vyjimkou ani u rostlin, u kterych mizeme nalézt polyploidni buniky naptiklad v endospermu

¢i ve stonku (Galbraith et al. 1991).

4.4 Polysomie

Aneuploidie je zména poctu jednotlivych chromosomd, jejiz pfi¢inou je meiotickd nebo
mitotickd nondisjunkce. V prvnim ptipadé dochédzi k poruSe oddéleni paru chromosomu
béhem jednoho ze dvou meiotickych déleni, zatimco mitotickd nondisjunkce je porucha
separace sesterskych chromatid jednoho z paru homolognich chromosomti vedouci k tomu, ze
obé chromatidy putuji k témuz polu vieténka a vstupuji tak do jedné dcefiné buiky. U
diploidnich organismi pak jedna dcetina buiika ziské tfi homologni chromosomy (trisomie) a
druhé pouze jeden (monosomie). Dojde-li k tomu v zarode¢nych bunkach, vznikaji trisomicka

a monosomicka individua.
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Stav polysomie je u mnohych organismi, zvlasté vysSich zivocichl, vysoce Skodlivy a
proto se da pfedpokladat, Zze tento zplsob vytvareni nadbyteCnych genovych lokust hral
v biologické evoluci, ve srovnani s ostatnimi typy duplikaci, podruznou roli. Napiiklad u
obratlovcll jsou odchylky v poctu jednotlivych chromosomi letalni nebo pfinejmenSim
vyrazné snizuji biologickou zdatnost organismu. U c¢lovéka jsou, vedle trisomie pohlavnich
chromosomtl, postnatalné slucitelné se Zivotem pouze tfi trisomie malych autosomil (13, 18,
21). Navic postizeni jedinci maji vaZzné malformace a ¢asto umiraji zahy po narozeni (Lejeune
et al. 1959, Edwards et al. 1960, Patau et al. 1960, Smith et al. 1960). Proto tento typ
duplikaci prakticky nemohl pfispét k vyvoji savctl a jinych obratlovct.

Na rozdil od diploidnich druhi mohou byt zmény poctu jednotlivych chromosomii
tolerovany u tetraploidnich druh. Monosomie miiZze byt uZzite¢na pii stabilizaci genomu
tetraploidnich druht, které prochézeji procesem diploidisace (Ohno 1970). ZkiiZzenim dvou
tetraploidnich jedinctli, z nichz kazdy ma o jeden chromosom méné, mize dojit k eliminaci

nepotiebnych chromosomi, které neuspély v dosaZeni funkéni diversifikace.
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5. Evoluéni osud duplikovanych genu

Mutace, geneticky drift a pfirodni vybér jsou tfi zdkladni sily, které determinuji osud
duplikovanych gend. Interakce téchto sil rozhoduji jak Casto budou oba geny po duplikaci
fixovany v populaci a také urcuji jejich ptipadny budouci osud. Klasicky model ptedpoklada,
ze po duplikaci je jedna kopie genu nadbytecnd, tim unikne pfed tlakem ptirodniho vybéru a
muze akumulovat diive zdkdzané mutace (Ohno 1970). Ve vétSin€ ptipada se z jedné kopie
stava pseudogen (Haldane 1933, Fisher 1935, Nei a Roychoudhury 1973). Druhou moznosti
je zachovani obou duplikovanych kopii v genomu. K tomu muize dojit n€kolika zpisoby.
Pfitomnost mnohocetnych kopii jednoho genu ne¢kdy poskytuje organismu vyhodu vyssi
urovné jeho exprese. Jinymi slovy, obé duplikované kopie ddle vykonavaji stejnou funkci
(Kondrashov a Kondrashov 2006). Nebo dojde v jedné kopii k fixaci prospéSné mutace a
vzniku nové dfive neexistujici funkce, zatimco druha kopie vykonava dal funkci plivodni
(Ohno 1970, Walsh 1995, Bergthorsson et al. 2007). Alternativni moznosti udrzeni obou kopii
v populaci je rozdéleni dvou (nebo vice) odlisnych funkci piivodniho genu mezi duplikované
kopie. Kazda kopie poté vykonavéa jednu funkci a vzajemné se tak dopliuji ( Force et al.
1999, Lynch a Force 2000, Lynch et al. 2001).

Zakladni otazka genové duplikace zni, jak rychle se v prubéhu evoluce takové geny
objevuji. Lynch a Conery (2000) urcili tuto rychlost s pouzitim sekvenci osmi eukaryotnich
organisml (Homo sapiens, Mus musculus, Gallus gallus, Caenorhabditis elegans, Drosophila
melanogaster, Arabidopsis thaliana, Oryza sativa a Saccharomyces cerevisae) zhruba na
jednu duplikaci za gen za 100 miliont let. Je nutné poznamenat, Ze Lynch a Conery brali
v potaz (nemohli ostatné jinak) pouze takové genové pary, které byly po duplikaci fixovany v
populaci a udrzely se v genomu az do soucasnosti. S nadsdzkou feceno, aby se gen mohl
objevit ve vypoctu, musel byt zdvojen, fixovan v populaci a nasledné piezit v genomu az do
dnesni doby. Fixace nového genu v populaci je pomérné vzacna udalost a to i v ptipadé, ze
takovy gen pfindsi organismu okamzitou selekéni vyhodu, navic nejcastéjsi osud, ktery gen
po fixaci potkd, je jeho inaktivace a pfeména v nefunkéni pseudogen. Z téchto divodi je
rychlost odvozend Lynchem a Conerym az piekvapivé vysokd. Jestlize by genom néjakého
hypotetického organismu napiiklad obsahoval 20 000 genti, potom by kazdych 5000 let doslo
k duplikaci nékterého z nich a k jeho rozSifeni v genomu nebo-li kazdy milion let by takto
vzniklo 200 gent (1 duplikace/gen/100 miliont x 20 000 genli x 1 milidn let). Polovina vSech

genll v genomu by téhoz doséhla béhem 50 miliont let.
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5.1 Ztrata funkce genu (nonfunkcionalizace)

Protoze je jedna kopie genu po duplikaci nadbyte¢nd, negativni mutace v jednom z duplikata
nebude mit ve vétSin€ piipadl vliv na biologickou zdatnost organismu a nebude odstranéna
selekci. A protoze vétSina mutaci postihujicich organismus je Skodlivych, obvykly osud
duplikovaného paru je inaktivace jedné kopie (Walsh 1995, Lynch a Conery 2000, Lynch et
al. 2001). Z té se stava pseudogen, nefunkéni sekvence DNA, kterd nefidi zddny genovy
produkt a nepodléhd evolucnim omezenim jako bézny funkéni gen. Takovy pseudogen poté
setrvava v genomu az do té doby, nez zného bude zcela vymazan anebo zpétnou mutaci
nedojde k jeho aktivaci. Jinou moznost jeho aktivace nabizi genova konverze. Predpokladana
doba premény jedné kopie v nefunkéni pseudogen je, vyjma populaci s obrovskou efektivni
velikosti, relativné kratkd, dochazi k ni béhem par milionti let (Lynch a Force 2000).

Vétsina pseudogenti vznika retrotranspozici nebo genovou duplikaci. Podle toho mizeme
pseudogeny rozdélit do dvou typi. Prvni predstavuji ,,procesované pseudogeny* (processed
pseudogenes), které jsou vysledkem reverzni transkripce z RNA, po niz nasleduje zaclenéni
takto vytvorené kopie DNA do nékteré oblasti genomu (Vanin 1985). ProtoZe zrald funkéni
mRNA neobsahuje promotor, sekvence vzniklé reverzni transkripci nejsou obvykle
exprimovany a rychle hromadi mutace, v disledku ¢ehoZ se z nich ve vétSin€ pripadd stavaji
pseudogeny (Brosius 1999). Procesované pseudogeny jsou charakteristické absenci intron,
maji polyadeninovy ocas, dale vykazuji ¢etné posunové mutace a obsahuji pfedcasné stop
kodony. Kvili jejich ptiivodu se o nich nékdy hovofti jako o retropseudogenech a uvazuje se o
nich jako o zvlaStnim typu retrotranspozonii jako jsou Alu-sekvence nebo LINE (Long
Interspersed Nuclear Elements). Patii sem vétSina zndmych savcich pseudogent. Druhym
typem jsou ,,duplikované pseudogeny* (nonprocessed pseudogenes), které vznikaji pocatecni
fixaci Skodlivé mutace v jedné kopii duplikovaného péaru genti (Mighell et al. 2000). Tyto
pseudogeny maji casto zachovanou ptvodni strukturu genu tvofenou exony a introny jakou
nalézame u jejich funk¢nich protéjski, byt nékdy nelplnou, coz je ostfe odliSuje od
retropseudogentl.

Pseudogenizace je Siroce roz$ifeny, nicméné zatim malo probadany jev molekuldrni
evoluce. Podle odhadii vzeslych ze sekvenace lidského genomu tvoii pseudogeny az 22 %
vSech geni v ném obsazenych (Lander et al 2001). Tyto udaje mohou byt ale znacné
podhodnocené, protoze odliSit pseudogeny od funkénich geni je mnohdy obtizné nebo
naopak jejich sekvence natolik divergovaly od sekvence rodicovského genu, ze je v genomu

uz nedokdzeme rozpoznat. Napiiklad podrobna analyza lidskych chromosomii 21 a 22
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odhalila, mimo 264 uz zndmych, dalSich 190 novych pseudogent - na kazdé dva funk¢ni geny
pfipadal v této studii zhruba jeden pseudogen (Harisson et al. 2002). Na zaklad¢ téchto
vysledkl odhadli autofi zminéné prace celkovy pocet procesovanych pseudogenti v lidském
genomu zhruba na 9000, pficemz dalSich 10 000 piipadlo na ostatni druhy pseudogenii.
K podobnym c¢islim dospéli Zhang et al. (2003), ktefi nasli vice jak 8000 procesovanych
pseudogent a kdyz zahrnuli do vypoctu i ostatni typy pseudogenti dosli k ¢islu blizicimu se
20 000.

I pfes zatim omezena data, kterd mame k dispozici, je zfejmé, ze vysoky pocet
pseudogentt v genomu c¢lovéka neni v ZivociSné fisi ojedinély. Analyza genomu had’atka
obecného (Caenorhabditis elegans) identifikovala néco mezi jednim az dvéma tisici
pseudogeny — to je ptiblizné jeden pseudogen na kazdych osm funkénich genti (Harisson et al.
2001). Nekteré dukazy naznacuji, Ze dokonce kazdy paty popsany gen had’atka mize byt
pseudogenem (Mounsey et al 2002). Srovnavaci studie myssiho a lidského genomu odhalila
v genomu mysi okolo 5000 pseudogentl, z nichz odhadem 60 % vzniklo az poté, co se myssi a
lidska linie rozdélily (Zhang et al. 2004).

U pseudogenli mizeme najit podobné rodiny jako u funkcénich genti. Nejvétsi rodinu
pseudogentl tvoii retropseudogeny odvozené od geni kddujicich ribosomalni proteiny.
Srovnavaci analyza provedend Balasubramanianem et al. (2009) odhalila v genomu ¢lovéka,
Simpanze, myS$i a potkana vtomto pofadi 1822, 1462, 2029 a 2848 téchto pseudogent.
Ptedchozi prace naznacovaly, ze pfi¢inou vysokého poctu téchto pseudogenti mize byt vyssi
urovenn exprese jejich funkénich protéjski (Goncalves et al. 2000). Zdéalo by se, ze tato
hypotéza nalezne podporu v praci Balasubramaniana a jeho kolegli, protoZze geny pro
ribosomalni proteiny bezesporu patii k tém nejvice exprimovanym v celém genomu. Nicméné
Balasubramanian a jeho spolupracovnici takovou korelaci nenasli, z ¢ehoz lze usuzovat, Ze
uroven exprese nebude tim jedinym hlavnim faktorem, ktery urcuje pocet retropseudogend.

Na pseudogeny nelze pohlizet jenom jako na vedlejsi produkt evoluce. Vyznam
pseudogent zdaleka nespocivd jenom v jejich poctu, ale zda se, ze slouzily jako motor
evolu¢nich zmén, zvlasté béhem vyvoje nasi vlastni linie. Ackoliv jesté neni zcela jasné, zda
proces pseudogenizace sam o sob¢ hraje vevoluci aktivni roli, nékteré dikazy tomu
nasveédcuji. Behem své evoluce, poté co se linie lidi a Simpanzi pred 5-7 milidony let rozdélila
aZ po soucasnost, piisel ¢loveék o celou fadu genii (Winter et al. 2001), pficemz se v nékterych
ptipadech mohlo jednat o aktivni reakci na ménici se podminky prostfedi. To vedlo Olsona
(1999) k formulaci hypotézy znamé jako ,,méné je vice* (,,less-is-more* hypothesis). Podle

Olsona jsou ztraty genli béznou a ¢astou evolucni odpovédi na zmény prostiedi a selek¢niho
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tlaku. Protoze mutace vedouci ke ztrat¢ funkce genu jsou velmi pocetné, inaktivace genu
miZe predstavovat nejrychlejsi adaptivni odpovéd’ na zménu selekce. Takovy pseudogen
miZe poté vyckavat v genomu na dal§i zmény prostiedi, které mohou vyvolat jeho zp&tnou
aktivaci. Podobny vzorec rozpinani a smrstovani skutecné nachazime u nékterych genovych
rodin véetné té€ u savcl vibec nejveétsi (Grus et al. 2005, Go 2006, Niimura a Nei 2007).
Nadrodina gent pro ¢ichové receptory prodé¢lala u placentalnich savel po jejich oddéleni od
ptakofitnych a vacnatci pokazdé bouflivy rozvoj, po kterém v jednotlivych liniich, podle
funkénich pozadavkil kazdého druhu, nasledovaly ztraty téchto geni nebo naopak narist
jejich poctu (Niimura a Nei 2007).

Pseudogeny mohou hrat dulezitou roli i pfi vzniku novych druhfi. Ndhodné inaktivace
jedné kopie duplikovaného paru ve dvou sesterkych taxonech muze pfispét k vytvoreni
reprodukéné-izolacni bariéry (Lynch a Conery 2000). A v neposledni fad¢€ podéavaji biologim

mén¢ zkresleny obraz o muta¢ni rychlosti nez sekvence pod vlivem selekce.

5.2 Zachovani pavodni funkce genu

Potiebuje-li organismus vétsi mnozstvi urcitého genového produktu, proteinu nebo RNA,
zmnozeni pfislusného genu miZe tyto zvySené ndroky pokryt. Ohno (1970) v takovém
ptipad¢ hovoii o genové duplikaci scilem vytvafeni vétSiho mnozstvi téhoz produktu.
Zesileni exprese urcitého genu miiZze organismus docilit nékolika zplsoby, jednak trvalou
ptitomnosti duplikovanych kopii daného genu v genomu, déle jeho zvySenou transkripci a
translaci anebo jeho zmnozenim v ur€itych etapach ontogenetického vyvoje.

Nekteré useky ontogenetického vyvoje vyzaduji znacné kvantum urcitého genového
produktu, pfiCemz samotnd zvySend transkripce daného genu neni schopna pozadované
mnozstvi produktu zajistit. Jednim mechanismem, kterym lze dosdhnout dostate¢né Grovné
genové exprese, je zmnozeni potiebnych gent vedouci k nartistu poc¢tu templati dostupnych
pro transkripci. Dnes uz klasickym piikladem takové, vyvojové regulované, genové
duplikace jsou geny pro ribosomalni RNA (rRNA) v oocytech obojZivelnikd.

Cytoplasma typické buniky obsahuje miliony ribosomil. Ribosomy jsou molekulové stroje,
které vyrabéji proteiny. Jadra ribosomil jsou tvofena nékolika mélo typy rRNA, které tvofti az
85 % celkové RNA pfitomné v buiice. Geny pro rRNA se nachazeji v jadérku. U drapatky
vodni (Xenopus laevis) vznika v Casnych fazich oogenese ptes 1000 extrachromosomélnich
jadérek a jadro oocytu obsahuje okolo 30 pg extrachromosomalni tDNA (MacGregor 1968,
Thiébaud 1979). Thiébaud (1979) spocital, ze jedno jadérko podle své velikosti nese od 500
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do 11 000 tandemové duplikovanych kopii genti pro rRNA. Jediné jadro oocytu tak mtize
obsahovat miliony kopii genti pro rRNA. Takové mnoZzstvi kopii umozZiiuje oocytu
syntetizovat pfiblizn€ 300 000 ribosomt za vtetinu (Scheer 1973).

Amplifikace tDNA v brzkych fazich ontogenetického vyvoje byla zjisténa i u hvézdice
Henricia hayashi (Gaginskaya et al. 1988) nebo u néalevnika rodu Tetrahymena (Blomberg et
al. 1997).

Dulezitou adaptivni llohu maji mozna duplikace genii zapojenych do imunitniho systému
(Bailey et al. 2002). Jak ukézala nedavna studie lidského genu CCL3LI1 a jeho vztahu k HIV
infekci, existuje souvislost mezi usekovymi duplikacemi vedoucimi ke zméné doze genii
odpovédnych za imunitu a proménlivosti fenotypové odpovédi na infekéni nemoci (Gonzalez
et al. 2005). CCL3L1 je nejucinngjsi zndmy ligand pro CC chemokinovy receptor 5 (CCRS),
coz je hlavni koreceptor pro virus HIV. Gonzalez et al. (2005) prokazali, Ze jedinci nesouci
vice kopii genu CCL3L1 maji sniZenou, oproti priméru v jejich populaci, vnimavost vic¢i
HIV infekci a dochazi u nich pozdéji k propuknuti nemoci AIDS.

Inkorporace mnohocetnych kopii t¢hoz genu do genomu s sebou nese otazku, jak si takové
geny udrzi stejnou funkci. Jedna mozZnost zachovani vysoké identity sekvenci je
prostiednictvim synchronizované evoluce (concerted evolution), kdy se c¢lenové genové
rodiny v evoluci vyvijeji jako jedna jednotka, ktera si vyménuje genetickou informaci (Dover
1982). Mechanismem synchronizované evoluce je genova konverze, tedy nereciprokd vymeéna
genetické informace, pii které sekvence jednoho tiseku DNA slouzi jako templat, podle
kterého se ptepiSou sekvence jinych tusekli. Druhou mozZnosti je silnd negativni (=
purifikujici) selekce proti mutacim ménicim zékladni charakter genu (Piontkivska et al. 2002).
Ackoliv oba procesy vedou ke stejnému vysledku, jsou tu urcité rozdily, které ndm je mohou
pomoci rozlisit. Pfedpoklada se, Ze synchronizovand evoluce ma vliv na podobnost sekvenci
mnohocetnych kopii téhoz genu hlavné uvnitt jednoho druhu, kdezto silna negativni selekce
dokéze zachovat identitu sekvenci na vysoké Urovni i mezi vzdalené piibuznymi organismy
jako jsou rostliny a zivocCichové (Piontkivska et al. 2002). Pokud na ¢leny jedné genové
rodiny piisobi pouze negativni selekce, nalezneme u nich vysoky pocet synonymnich mutaci
(Nei et al. 1997). Zatimco totiz pisobenim genové konverze dojde k jejich odstranéni, vici
selekci jsou viceméné imunni. Nicméné oba mechanismy se neziidka vzdjemné dopliuji a
rozpoznat je od sebe je obtizné, zvlasté v pfipad€ pomalé rychlosti synchronizované evoluce.

Jiny problém existence mnohocetnych kopii téhoZz genu piedstavuje nerovnomérny
crossing-over, v jehoz disledku vznikaji delece nebo ptidatné duplikace, které postihuji

oblasti chromosomul tvofené tandemové duplikovanymi geny (Ohno 1970). Jelikoz piesné
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sparovani homologickych usekii DNA lezicich na dvou chromosomech je vtandemové
duplikované oblasti obtizné, dochazi k nelegitimnimu pérovani a vysledkem je piidatna
duplikace na jednom chromosomu a naopak delece na chromosomu druhém. Vyrazné delece
snizuji biologickou zdatnost organismu nebo jsou dokonce letalni, takZe jejich nositelé jsou
odstraiiovani pfirodnim vybérem. Nicméné 1 na prvni pohled Skodlivé delece mohou byt
prospésné, delece totiz mlze z genomu odstranit degenerované duplikaty, které plisobenim
mutaci ztratily svou funkci. Nasledny nerovnomérny crossing-over miZze obnovit piivodni
rozsah duplikovaného segmentu, tentokrat ovSem tvotrené¢ho uz vesmés funkénimi kopiemi
(Ohno 1970). Naproti tomu v duplikovanych usecich dochazi mnohem castéji k dalSim
duplikacim, coZ mé za nasledek, Ze se v genomu organismu a nésledné i1 v genofondu druhu

hromadi ¢im dal vice duplikovanych usekt (Flegr 2005).

5.3 Vznik nové funkce genu (neofunkcionalizace)

vvvvvv

neznamou biologickou funkci. Jak uz bylo feceno v tvodu, kazdy novy gen musel vzniknout
z uz existujiciho genu. Zdvojenim starého genu se vytvoii nadbyte¢na kopie, kterou piirodni
vybeér Casto ignoruje, v disledku ¢ehoz ma Sanci hromadit pfedtim zakdzané¢ mutace a dat tak
vzniknout novému genu (Ohno 1970). ProtoZe druha kopie stale vykonava ptivodni, mnohdy
pro organismus zivotné dilezitou funkci, zrodem nového genu nedojde ke ztraté ¢i sniZeni
biologické zdatnosti jeho nositele.

Prvnim pfedpokladem vzniku nového genu z nadbyte¢né kopie genu starého je pocatecni
fixace né€kolika neutrdlnich mutaci, coz genu umozni ziskat novou, byt jest€ znacné
nedokonalou a slabou funkci. Druhym je pfirodni vybér, jenz posléze podstatné urychli fixaci
prospesnych mutaci, které povedou k rozvoji této nové funkce. Cely proces vzniku nové alely
zavaznych prekazek. Pfedné musi zdvojeny gen dosdhnout dostatecné vysoké frekvence
v populaci a nasledné musi zistat nedotéeny do té doby, nez ziska prospéSnou mutaci a s ni
novou biologickou funkci. Problémem je, Ze nadbytecnd kopie je pravé diky své
nadbytecnosti selekéné neutralni a proto miize snadno dojit k jejimu vymizeni z populace
plsobenim genetického driftu nebo vlivem mutaci k jeji inaktivaci a pfeméné v nefunkéni
pseudogen. Geny ve vétsSing pripadit pomaha v populaci udrzet pfirodni vybér, ale ten jim na
druhou stranu v dasledku tlaku na zachovani ptivodni funkce obvykle brani ziskat funkci

novou. Nastava zde tedy rozpor oznacovany jako Ohnovo dilema (Bergthorsson et al. 2007).
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Tento problém mé nékolik moZznych feseni, pficemz ve vétSin€ z nich hraje dilezitou roli
pozitivni selekce, kterd pomahd udrzet duplikované geny v populaci tak dlouho, dokud
neziskaji prospésnou mutaci a s ni novou funkci. Pfitomnost nadbyte¢nych kopii v genomu
miZze byt Zadouci, protoZze chrani organismus pred ucinky Skodlivych mutaci (Clark 1994).
Jak jsme si ukdzali v predchozi kapitole, metabolické naroky organismu nékdy vyzaduji velké
mnozstvi uritého genového produktu a zmnoZeni genu fidiciho dany produkt miiZe tyto
pozadavky pokryt. Nicméné v tomto piipadé bude piirodni vybér opét branit funkénimu
rozriznéni t€chto mnohocetnych kopii jednoho genu. Ohnovo dilema ptivedlo nékteré védce
k myslence, ze novou funkci obdrzi gen jesté pred samotnou duplikaci. Mnohocetné funkce
takového genu jsou potom bé¢hem doby uvolnéné selekce rozdéleny mezi vzniklé kopie
(Piatigorsky a Wistow 1991). Zajimavym modelem feSicim Ohnovo dilema, jehoz autory jsou
Bergthorsson et al. (2007), je model znamy pod zkratkou IAD (innovation-amplification-
divergence). Model ma tfi kroky a v kazdém z nich hraje dulezitou roli pfirodni vybér. Prvni
krok vychazi z pfedpokladu, ze rodicovsky gen koduje protein majici v organismu na starost
kromé své hlavni funkce jest¢ n€kolik dalSich funkci, které ale vtu chvili nejsou pro
organismus zivotné diilezité. Nicméné to se mize z mnoha pficin rychle zménit, a jak se tato
vedlejsi funkce stdva pro organismus ¢im dal cennéjsi, pfirodni vybér bude preferovat kazdé
zvySeni jeji aktivity. K tomu muize nejsnaze dojit zmnoZenim plivodniho genu, ktery bude
poté selekci ve prospéch postranni funkce udrzovan v populaci ve vysoké frekvenci. Druhy
krok tedy ptedstavuje zmnoZeni genu a tim poslednim je vznik nového genu z né€které kopie
genu pivodniho. D4 se predpokladat, ze stejny tlak ptirodniho vybéru, ktery podporoval
zmnozeni puvodniho genu, bude také zvyhodnovat dalsi rozvoj postranni funkce v nékteré
z mnoha pfitomnych kopii. Pravé velky pocet kopii znacné zvySuje Sanci, ze nékterd z nich
zisk4 prospésné mutace, které povedou ke zdokonaleni této pozadované funkce. Jakmile se
tak stane, vymani se ostatni kopie ztlaku pfirodniho vybéru, v disleku ¢ehoz mutize dojit
k jejich odstranéni z populace genetickym driftem nebo plisobenim mutaci k jejich inaktivaci.
Nakonec zlistane jedna kopie, kterd se zdokonalila natolik, ze je schopna vykonavat novou
funkci sama. Proces vylepSovani nové funkce sice Casto doprovéazi soucasné zhorSovani
funkce ptivodni, nicméné ptirodni vybér starou funkci zachova alespoii v jedné z mnoha kopii
rodi¢ovského genu, takZe v disledku vzniku nové funkce nedojde ke ztraté biologické
zdatnosti organismu.

Ackoliv se tedy mize vznik nového genu jevit jako vysoce nepravdépodobnd udalost,
zname celou fadu ptipadd, kdy se tak skutecné stalo. ECP (eosinophil cationic protein) a EDN

(eosinophil-derived neurotoxin) jsou dva toxické proteiny vyskytujici se ve velkém mnozZstvi
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v granulich eosinofilii lidoopt a opic Staré¢ho svéta, které podle vSeho vznikly tandemovou
duplikaci rodicovského genu ptfipominajicitho dneSni EDN po rozdé€leni linii opic Starého a
Nového svéta (Rosenberg et al. 1995). ECP ma silny antibakteridlni Gc¢inek, pficemz tuto
schopnost postrada jak EDN opic Starého svéta tak piibuzny protein téhoZz jména u opic
Nového svéta, coz jasné svédci o tom, ze ECP ziskal tuto funkci aZ po duplikaci. Jinym
dobrym ptikladem je evoluce trichromatického barevného vidéni u primatt Starého a Nového
svéta (Kanwaljit et al. 1999) nebo evolu¢ni osud receptoru NR3C4 pro androgeny u ryb
skupiny Actinopterygii, ktery hraje kli€ovou roli v determinaci pohlavi (Douard et al. 2008).

5.4 Rozdéleni (pod)funkci mezi vzniklé duplikaty
(subfunkcionalizace)

Jak jsme si ukézali v minulych kapitolach, obvykly osud, ktery potka duplikovany par geni je
pomérné brzka inaktivace jednoho znich a jeho pfeména v nefunkéni pseudogen, zatimco
druhy gen dal vykonava plvodni funkci. Vzacné mize jedna kopie genu ziskat novou
prospésnou funkci, coz povede k zachovani obou genil z paru, protoze pro organismus bude
v tomto piipadé vyhodné ponechat si je oba dva. Tomuto tradi¢nimu pohledu ale odporuji
empirickd pozorovani, kterd ndm fikaji, ze v populaci se udrzuje mnohem vétsi procento
duplikovanych genti, nez bychom méli na zaklad¢ klasického modelu ocekéavat. To pfimelo
Force et al. (1999) k tomu, aby navrhli alternativni model, ktery by tento rozpor dokazal
vysvétlit. Force a jeho spolupracovnici zaméfili svou pozornost na slozité vztahy regulace
eukaryotnich gent a ukézali jak mohou Skodlivé mutace v reguldtorovych oblastech piispét
k zachovéani obou kopii duplikovaného paru genli v populaci. Soucasné strukturni geny maji
casto nekolik rtiznych funkeci, ptfi¢emz kazdou z nich miize kontrolovat jiny reguladtorovy gen
(Piatigorsky a Wistow 1991). Jestlize duplikované geny nésledkem mutaci v regulatorovych
oblastech pfijdou o nékterou ztéchto (pod)funkci, musi se vzijemné doplnit tak, aby
organismu ziistala zachovana celd sada funkci pfitomnd u rodiCovského genu. Hlavnim
rozdilem tohoto DDC (duplication-degeneration-complementation) modelu oproti modelu
klasickému je to, ze v tomto piipadé Skodlivé mutace spiSe napoméhaji nez brani udrZzeni
duplikovanych gent v populaci. Protoze negativni mutace jsou mnohem castéj$i nezZ mutace
prospesné, DDC model piindsi hodnovérné vysvétleni existence velkého mnozstvi

duplikovanych gentl, které nachazime v genomech soucasnych organismt.
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Ptikladem takové ,,subfunkcionalizace* mohou byt dva geny kukufice oznacované jako
ZAG1 a ZMM2, které vznikly v disledku alotetraploidizace zhruba pfed 11 miliony let.
ZAG1 a ZMM2 jsou ortology jediného genu u housenicku rolnitho (Arabidopsis thaliana)
zvaného AGAMUS, ktery je exprimovan v pesticich a ty¢inkach této rostliny béhem jejich
vyvoje. Naproti tomu ZAG1 je exprimovéan ve vysokém mnozstvi pouze v pesticich, zatimco
ZMM?2 muizeme najit hlavné v ty€inkach, coz svéd¢i o rozdéleni plivodné jedné funkce
rodicovského genu mezi tyto dva geny (Force et al. 1999).

Subfunkcionalizace nabizi vyznamnou moZnost jak odstranit evoluéni omezeni
zplisobend pritomnosti vice funkci u jednoho genu. Rozdélenim mnohocetnych funkci
rodi¢ovského genu mezi duplikované kopie miZe eliminovat jeho pleiotropni U¢inek a tim

otevtit evoluci diive neptistupnou cestu.
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6. Zaver

Otazka ptivodu novych genll je pfedmétem z4djmu biologh kazdé doby, nehled€ na to, jaka
biologicka disciplina zrovna udava smér a tempo dalsiho vyvoje. V procesu zrodu novych
gend, a rovnéZ v celé historii Zivota na Zemi, hraje dilezitou roli mechanismus genové
duplikace, ktery evoluci poskytuje tolik potfebny novy geneticky material a bez n€hoz by byla
schopnost organismil pfizpiisobit se zméndm prostiedi vazné ohrozena. Je tézké si naptiklad
pfedstavit, jak by mohl fungovat imunitni systém c¢lovéka a ostatnich obratlovcl bez
pritomnosti stovek zmnozenych genti. V soucasné dob¢ zaroven zacind vychazet najevo, ze
duplikace gend jsou aZ neobvykle Castym jevem molekularni evoluce, pficemZ rychlost
duplikaci se lii jak mezi geny v rtiznych genomech tak mezi geny uvnitf genomu jednoho.
Dalsi evolu¢ni osud duplikovaného genu se odviji od jeho funkce, exprese a v neposledni fadé
od toho, vjakém organismu se nachazi. Ve vétSin¢ piipadd se zn€ho stava nefunkcéni
pseudogen, zatimvo vzacné miize dat vzniknout novému genu s doposud neexistujici funkci.
Duplikované kopie si také mohou mezi sebe rozdélit mnohocetné funkce rodicovského genu a
vzéjemné se tak doplinovat, diky ¢emuz se oba udrzi v populaci. Pseudogeny mohou byt
aktivni odpovédi na meénici se podminky prostfedi a rovnéz se mohou podilet na vzniku
novych druhii vytvofenim reprodukéné-izolacni bariéry. Jednotlivé evolu¢ni osudy jsou
vzajemné propojeny, opakovana kola duplikaci na jedné stran€ a ztrat genii na stran¢ druhé
mohou uvolnit evoluéni omezeni a umoznit tak vznik novych gend. Nicméné stale zistava
spousta nezodpovézenych otdzek jako je napiiklad role pfirodniho vybéru pfi fixaci
duplikovanych genli v populaci a velkou zdhadou rovnéz zlstavaji pseudogeny a jejich
aktivni role vevoluci. DnesSni biologie se znalosti sekvenci celych genomi nékterych

organismi pfedstavuje jedinenou pfilezitost jak alesponl nékterym z té€chto otazek porozumét
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