Univerzita Karlova v Praze
Prirodovédecka fakulta

..4 g B

‘."._ }'"H“I < j“

BAKALARSKA PRACE

Evoluce genoveho obsahu pohlavnich
chromosomu

Libor Morkovsky

Skolitel: RNDr. Radka Storchova, PhD.
Praha 2008



Abstrakt

Jeznamo, Ze se evoluce pohlavnich chromosomii lisiod evoluce autosomu, ale mechanismy, které
jiridi, doposud nebyly uspokojivé objasnény. Tato prace podava piehled dosavadnich poznatki o
vzniku, evoluci a charakteru pohlavnich chromosom?. Po predstaveni obecné uznavané hypoté-
zy o vzniku pohlavnich chromosom? z paru autosom jsou diskutovany mechanismy, které dale
fidi evoluci paru pohlavnich chromosomt. Jednou z charakteristickych vlastnosti pohlavnich
chromosomd je jejich nenahodny genovy obsah. Dalsi ¢ast prace se vénuje charakterizaci geno-
vého obsahu pohlavnich chromosomi konkrétnich organismu a metodice jeho studia. Na pied-
chozi teoreticky podklad navazuji vysledky studie vyuZzivajici data ziskana pomoci DNA €ipt pro
charakterizaci genového obsahu pohlavnich chromosomi kura domaciho (Gallus gallus). Data
poukazuji na to, Ze hlavni pri¢inou nenahodného genového obsahu chromosomu Z by mohla byt

nepritomnost kompenzace davky genti u ptakd.
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Abstract

The evolution of sex chromosomes differs from autosomal evolution, but mechanisms behind it
haven‘t been complexly explained until now. This work is a review of present knowledge of the
origin, evolution, differentiation and resulting character of sex chromosomes. After introducti-
on of generally respected hypothesis stating that sex chromosomes evolved from an ancestral
pair of autosomes, mechanisms responsible for further evolution of this pair are discussed.
A characteristic feature of sex chromosomes is their nonrandom gene content. The next part of
this work is devoted to characterization of sex chromosome gene content in respect to different
species. A chapter describing methods of studying of gene content follows. This theoretical bac-
kground is then used as a reasoning for a study using data obtained from DNA chips to charac-
terize gene content of chicken (Gallus gallus). Apparently the main reason for nonrandom gene
content of bird chromosome Z is the absence of gene dose compensation.
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1. Uvod

Pohlavni chromosomy jsou dilezitou soucasti genomu mnohych organismu. Hraji mimorad-
nou roli v nékolika vyznamnych evoluénich procesech, jako je napriklad speciace nebo pohlavni
vybér. Abychom lépe porozuméli jejich piesné roli v evoluci, bylo by vhodné znat jejich genovy
obsah a také konkrétni evolu¢ni mechanismy, které jej utvareji. Cilem této bakalarské prace je
shrnout soucasné poznatky o evoluci genového obsahu pohlavnich chromosomt a mechanis-

mech, které jej ovliviiuji.

1.1.Vznik a evoluce pohlavnich chromosom.

Jeden z moznych zptsobu genetického urceni pohlavi u dvoudomych organismu je urceni
pohlavi v zavislosti na karyotypu. Toto uréeni zajiStuje par vzajemn¢ morfologicky odliSnych
chromosomu, chromosomy pohlavni. Obé dv¢ varianty kombinaci chromosomi a vysledného
pohlavi prichazejici v ivahu jsou v prirode¢ k nalezeni — pokud heterogameticky jedinec je samec
a homogameticka samice, pohlavni chromosomy nazyvame pismeny X a Y (samec XY, sami-
ce XX), v opacném piipadé nazyvame pohlavni chromosomy Z a W (samec ZZ, samice ZW).
Prvni ze zplisobu (systém XY) vyuzivaji kromé savcti napiiklad nékteré skupiny obojzivelnikd a
plazt, vétSina radi hmyzu a nékteré rostliny. Systém urceni pohlavi ZW nalezneme napft. u pta-
sladkovodnich ryb se vyskytuji systémy jako X X)Y, XYY, nebo ZW W, (de Almeida Toledo,
2001). Sytém urc¢eni pohlavi se mtizZe dokonce lisit v ramci jednoho druhu. XY samice, u kterych
je determinujicim faktorem pro urceni pohlavi haplotyp chromosomu X nalezneme i mezi savci,
napriiklad u lumika (Bull, 1981). V ¢eledi ryb Poeciliidae jsou druhy, které vyuzivaji jak XY tak
ZW systém (Volff, 2001).

Spolecné vlastnosti pohlavnich chromosomii

Pohlavni chromosomy se v pribéhu evoluce vyvinuly pivodné z paru béZnych autosomi (Muller,
1914; Ohno 1967), n€kolikrat nezavisle na sobé (Bull, 1983). V§imame-li si heteromorfie (tj.
vzajemna morfologicka odliSnost) savéich chromosomt X a 'Y, Ize prohlasit, Ze heteromorfni
pohlavni chromosomy se postupné vyvijeji z pohlavnich chromosom homomorfnich (takové
chromosomy, které vypadaji na pohled stejné, ale jeden z nich obsahuje gen urcujici pohlavi).
Chromosomy ptakoritnych vykazuji mens$i miru heteromofie neZ chromosomy vac¢natcti a vyvoj
se drzi tohoto trendu i u placentalnich savct (Lahn, 2001). Pfes riznorodost svého ptivodu
sdileji pohlavni chromosomy mnohé spole¢né vlastnosti, respektive jejich vyvoj zjevné sméruje
podobnym smérem. Neparové pohlavni chromosomy (tj. Y v XY systému a W v ZW systému;
téz heterogametické pohlavni chromosomy) jsou obvykle mensi nez béZné autosomy, vyznaéné
ochuzené co do genového obsahu, zato bohaté na repetitivni sekvence, které tvori rozsahlé blo-
ky heterochromatinu. VétSina genti na chromosomu Y hraje dtlezitou roli v sam¢i reprodukci.
Genovy obsah chromosomu W zatim nebyl charakterizovan. Homogametické pohlavni chromo-
somy (chromosomy X a Z) se podobaji spiSe autosomiim, jak morfologii, tak genovou hustotou.
Podobnost ale neni tplna, i tyto chromosomy maji nendhodny genovy obsah. Mezi funkcemi
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genu nachazejicich se na téchto chromosomech jsou ¢asto obohaceny funk¢ni skupiny svazané
s ur¢enim pohlavi a reprodukci.

MnozZstvi spole¢nych znak u pohlavnich chromosomd, které bezesporu vznikly nezavisle na
sobé, indikuje, Ze na vSechny pohlavni chromosomy podléhaji podobnym evolu¢nim procesiim.
V dal$im textu se je pokusim nastinit, postupné tak, jak pisobi na par chromosomi od jeho vzni-

ku.

Vznik pohlavnich chromosomii

Sav¢i pohlavni chromosomy se pravdépodobné vyvinuly z paru autosomu pied priblizné tiemi
sty miliony let, zahy poté co se cela sav¢i linie oddélila od svych plazich predkd (Lahn, 1999).
Tehdy tyto chromosomy nemély zadny specificky genovy obsah. Zménu na pohlavni chromo-
somy zpusobila mutace genu SOX3, jednoho z ¢lent kaskady urcujici pohlavi podle podminek
prostiedi, na gen SRY, jehoz pritomnost urcuje sam¢i pohlavi (Stevanovic, 1993; Foster, 1994).
Takto mUzeme na SRY a SOX3 pohlizet jako na dvé riizné alely jednoho lokusu béhem ranych
stadii vyvoje pohlavnich chromosomi, kdy chromosom obsahujici SOX3 je vznikajicim chro-
mosomem X, a chromosom obsahujici SRY vznikajicim chromosomem Y.

PtacichromosomyZ aW nevykazuji homologiislidskym X a Y, ale schromosomem 9 (Marshall
Graves, 2001). Tim padem mutace v SOX3 nemuze byt divodem diferenciace pohlavnich chro-
mosom u ptakd. Kandidatem je zde jiny gen z vySe zminéné kaskady, DMRT1 (Nanda et al.,
2000). Stoji za povSimnuti, Ze ob¢ vySe zminéné skupiny jsou na rozdil od svych predchiidct
homeiotermni, takze tyto zmény mohou byt svazané i s tim, Ze teplota okoli pravdépodobné
ztratila svij krucialni vyznam pro vyvoj jedince. Recentni popis priabéhu meiosy u ptakopyska
(Grutzner et al., 2004) vrha nové svétlo na problematiku vzniku pohlavnich chromosomi u sav-
ct. Sada pohlavnich chromosomu ptakopyska, sestavajiciz SX a 5SY chromosomi, obsahuje jak
chromosom obsahujici geny typické pro savéi X, tak chromosom obsahujici gen DMRT1, ktery
lezi na ptacim chromosomu Z, a je kandidatem na pohlavi urcujici gen u ptakd. Je vcelku neprav-
dépodobné, aby takova situace nastala ndhodné¢, takZe se nabizi hypotéza, zZe savéi XY systém
prevzal funkci po ancestralnim ZW systému pritomném u plazi a ptaka.

Evoluce pohlavnich chromosomii

Pravdépodobné nejzjevnéjsi evolu¢ni proces je postupna degenerace neparového pohlavniho
chromosomu. Ta je pripisovana na vrub absenci meiotické homologni rekombinace vedouci k
hromadéni Skodlivych mutaci. Geny, jez v dasledku téchto Skodlivych mutaci prestaly byt funk¢-
ni, mohou byt z genomu odstranény dele¢nimi mutacemi. Dojde—li na neparovém chromosomu
k mutaci, ktera vede ke ztraté funkce genu, mize byt postupné takovy gen odstranén delec¢nimi
mutacemi. Ve vyvojové linii vedouci k ¢loveéku vznikaly vzajemné nerekombinujici oblasti (tim
padem specifické pro jeden z chromosomi) postupné, po nékolika vétSich blocich (Lahn, 2001).
Pro tuto hypotézu hovori srovnani relativné konzervovaného poradi genli na riiznych sav¢ich
chromosomech X, oproti riznorodym usporadanim gendi na sav¢ich chromosomech Y, coz

by mohlo byt zptsobeno nékolika souslednymi inverzemi na chromosomu Y béhem evoluce.
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Obr. 1.A Proces diferenciace X a Y z puvodniho paru autosomui. (upraveno podie Graves, 2006)

Takové inverze by poruSily alignment a tim paddem i rekombinaci ¢im dal vétsich oblasti chromo-
somil. Posuzovano na zaklad¢ divergenci mezi jednotlivymi homology gentina X ana'Y se zda,
ze ve vyvojilidského chromosomu Y probéhly minimalné ¢tyti vyrazné inverze — prvni priblizné
pred 300 miliony let, posledni pied 30 miliony. Podle divergence mezi homology, SRY patii mezi
prvni geny, které ztratily schopnost rekombinace (Lahn, 2001). Inverze byly pozorované i na
pohlavnich chromosomech jinych organismi, coz naznacuje, Ze by mohlo jit o pomérn€ obecny
mechanismus potlaceni rekombinace mezi homogametickymi a heterogametickymi pohlavni-
mi chromosomy (Handley, 2004). Pro¢ se fixovaly inverze vedouci ke znemoZnéni rekombinace
mezi pohlavnimi chromosomy neni GipIné jasné. Jednou z moznosti je geneticky drift (diky malé
efektivni velikosti populace pro’ Y — jedno Y pripada na 3 X a 4 autosomy), druhou je pozitivni
selekce na neékterou z alel obsazenych na inverzi — genetické svezeni se.

Diisledky vzniku pohlavnich chromosomii

Postupna diferenciace pohlavnich chromosom{, vede k tomu, Ze geny lokalizované na parovém
chromosomu jsou v homogametickém pohlavi pfitomny ve dvou kopiich, zatimco u pohlavi
heterogametického jen v jedné kopii. Aby se pohlavi neliSila v celkové hladin€ exprese (coz lze
povaZovat za ancestralni stav, pokud pohlavni chromosomy pochazeji z autosom), dochazi k
tzv. kompenzaci davky gent. MiiZe k ni dochazet v somatickych bunikéch jak u organismi s hete-
rogametickymi samci, tak s heterogametickymi samicemi. RGzné druhy v§ak vyuzivaji rizné
mechanismy k dosazeni kompenzace. U savch dochazi k inaktivaci jedné z kopii chromosomu
X u samic (Lyon, 1961; Avner & Heard, 2001). U drosofily dochazi naopak ke zdvojnasobeni
exprese na chromosomu X u samct (Baker et al., 1994; Kelley, 2004). U Caenorhabditis elegans
je usamic exprese gentl na obou chromosomech X sniZena (Meyer, 2000). U ptakl neni mecha-

nismus kompenzace davky gent zatim dostate¢né€ probadan, le¢ recentni vyzkumy na kuru



domacim naznacuji, ze samci (homogametické pohlavi) maji dvakrat zvySenou hladinu exprese
gend na chromosomu Z ve srovnani se samicemi (heterogametické pohlavi) (Ellegren, 2007).
To by znamenalo, Ze u ptakd neni pfitomna kompenzace davky gend.

Dal$im z mechanisml umlcujicich celé chromosomy je meioticka inaktivace pohlavnich
chromosomi (meiotic sex chromosome inactivation, MSCI), ke které dochazi v germinalnich
bunikach heterogametickych samct. MSCI zac¢ina béhem pachytene 1.meiotického déleni a pre-
trvava do zna¢né miry az do konce spermatogeneze. Biologicka role tohoto procesu neni zatim
uplné objasnéna. Podle jedné hypotézy by MSCI mohla slouZit k uml¢eni genti na chromosomu
X, které jinak inhibuji spermatogenezi, napt. gend zptsobujicich meioticky drive (Lifschytz and
Lindsey, 1972; Tao et al., 2007). Na rozdil od inaktivace chromosomu X v somatickych bunkach
muZe byt jeho transkripcni umléeni v meiose pouze nevyhnutelnym disledkem heterochromati-
nizace. Ta muzZe slouzit napriklad jako ochrana pied pokusy o rekombinaci mezi nehomolognimi
oblastmi pohlavnich chromosomt a jejich naslednym poskozenim (McKee and Handel, 1993).
Prace z poslednich let ukazuji, Ze MSCI by mohla byt jen specialnim pripadem Sir§iho jevu nazy-
vaného meiotické umlceni nesparované DNA, ktery pravdépodobné slouzi jako ochrana pred
cizorodou DNA a nehomolognimi rekombinacemi (Turner, 2005). Pokud je tento mechanismus
obecny, znamenalo by to, Ze MSCI je pouze logickym dusledkem diferenciace pohlavnich chro-
mosomd.

1.2.Vyznam pohlavnich chromosomi v evoluci
Pohlavni chromosomy hraji mimotéadnou roli v nékterych evolu¢né vyznamnych jevech jako je

napf. speciace, pohlavni vybér, ale také pti vzniku mnoha lidskych chorob.

Uloha pohlavnich chromosomii ve speciaci

Ke speciaci dochazi v dasledku vzniku reprodukéné izolacnich mechanism@ mezi zastupci nové
vznikajicich druhd. Prezygoticka reprodukéni izolace (napt. odlisné zptsoby pareni), nebo
postzygoticka reprodukéni izolace (nezivotaschopnost nebo sniZzena plodnost hybridd) vede k
tomu, Ze vzniknou dv¢ distinktni genetické jednotky, podléhajici nezavislé evoluci.

Jednim z nejvice studovanych reprodukéné izolaénich mechanismt je prave snizend Zivo-
taschopnost pripadné sterilita mezidruhovych hybrid. Zptsob vzniku hybridni sterility byl
navrzen nezavisle Dobzhanskym (Dobzhansky, 1937) a Mullerem (Muller, 1942). Podstata
tohoto modelu je v zohlednéni epistatickych interakci mezi zafixovanymi alelami z oddélenych
populaci.

Pri uvazovani o pric¢inach vzniku hybridni sterility je nezbytné si pov§imnout dvou jevl (nékdy
zvanych jako ,,dvé pravidla speciace®). Prvni z nich je popsan takzvanym Haldaneovym pravi-
dlem. Haldane si jiz v roce 1922 v§iml toho, Ze pokud je nezivotaschopné nebo sterilni pouze
jedno pohlavi, je to témér vzdy pohlavi heterogametické (Haldane, 1922). Druhym pravidlem je
takzvany velky efekt chromosomu X (large X effect). Pri analyzach mezidruhovych hybridt za
pomoci zpétného kiiZeni ma substituce samotného chromosomu X chromosomem z druhého
organismu vyrazné¢ vetsi efekt na fitness hybrida, nez substituce podobného autosomu. Nové;jsi



prace ukazuji, Ze chromosom X obsahuje vetsi hustotu gent zptsobujicich hybridni nekompati-
bility nez autosomy (True et al., 1996; Tao et al., 2003; Masly and Presgraves, 2007).

Pohlavni chromosomy mohou hrat vyznamnou roli pfi vzniku reprodukénich bariér ze dvou
davodd. Prvnim divodem je, Ze se v heterogametickém pohlavi se vyskytuji pouze v jedné kopii.
Diky tomu se mohou projevit recesivni nekompatibility, které jsou v heterozygotnim stavu potla-
¢eny. S touto takzvanou ,,teorii dominance® priSel jiz H. J. Muller v roce 1942 (Muller, 1942),
pozdéji se k ni ve své praci vratil Orr (Orr, 1993). Pokud by tato teorie byla pravdivé, byly by i
samicky homozygotniv X stejn€ nezivotaschopné, jako samci. To se pti pokusech na drosofilach
potvrdilo (Orr, 1993; Wu & Davis, 1993). Tato teorie, aplikovatelna jak na XY organismy, tak
na organismy s chromosomy ZW, podava mozné vysvétleni nejen Haldaneova pravidla, ale také
velkého efektu chromosomu X.

Druhym diivodem je, Ze geny lokalizované na chromosomu X podléhaji rychlejsi evoluci. Ta
je zpusobena snaz$i fixaci recesivnich mutaci na tomto chromosomu, tzv. “fast—X” hypotéza.
Na rozdil od teorie dominance, kterd pracuje s recesivitou alel v mezidruhovém hybridu, tato
teorie pocCitd s ¢aste¢nou recesivitou alel na jejich béZném genetickém pozadi. Recesivni alely
s benefi¢nim efektem se totiZ mohou snaze fixovat diky hemizygotni expozici v jednom pohla-
vi (Charlesworth et al., 1987). Experimentalni prikaznost této teorie je pon€kud kontroverzni.
Nékteré experimenty hovorti pro (Torgerson & Singh, 2003; Counterman et al., 2004 ..etc), n¢k-
teré proti (Betancourt, 2002; Thornton, 2006).

Uloha pohlavnich chromosomii v pohlavnim vybéru

Znaky uplatiujici se v pohlavnim vybéru skytaji obvykle vyhodu pouze pro jedno pohlavi, zatim-
co pro druhé mohou byt neutralni nebo nevyhodné, napt. pestrobarevnost samcu oproti krycimu
zbarveni samic. Geny podminujici tyto vlastnosti miZeme povazovat za sexualn€ antagonistic-
ké. Pro takové geny je vyvhodné umisténi na pohlavnich chromosomech, at z divodu konstantni
expozice neparového chromosomu v jednom z pohlavi, nebo z diivodu hemizygotni expozice
chromosomu parového. Proto se tyto geny maji tendenci hromadit na pohlavnich chromoso-
mech. To potvrzuji napt. experimenty na octomilkach (Drosophila melanogaster), ukazujici, ze
chromosom X obsahuje mnoho genli podminujicich znaky, které ovliviiuji sexualn€ antagonis-
tickou fitness (Gibson et al., 2002).

Za Casty a pomérné¢ vyrazny pohlavni dimorfismus u ptak je pravdépodobné zodpoveédna jiz
zminé€na absence kompenzace davky gend. Protoze samci ptaki jsou homogameticti, je v jejich
bunikach transkribovano dvojnasobné mnozstvi mRNA prislusici ke gentim lokalizovanym na
chromosomu Z nez u samic. To mize prispivat k umocnéni rozdil mezi obéma pohlavimi.

Uloha pohlavnich chromosomii pri vzniku lidskych chorob

Vyznamna frakce genetickych chorob ¢loveka je zplisobena mutacemi nebo jinymi abnormalita-
mi spojenymi s pohlavnimi chromosomy. Je to dlisledkem pritomnosti pohlavnich chromosomi
v haploidnim stavu u muzi, a také vyssi pravdépodobnosti preziti jedincti s aneuploidii zahrnuji-

ci pohlavni chromosomy. Dalsi choroby spojené s pohlavnimi chromosomy mohou vznikat diky



chybam pri inaktivaci jednoho z chromosomu X u Zen.

Aneuploidnich karyotyp slucitelnych se Zivotem je celd fada, nékteré z nich ani nemaji viditel-
né projevy, takZe jsou diagnostikovatelné pouze ur¢enim karyotypu. Nevyrazné, poptipade zad-
né, projevy maji karyotypy 47, XXX (zvany také superzena) a47, XYY (supermuz). Monosomie
v X, 45, X0, nazyvana Turnerav syndrom, je z 98% letalni vembryonalnim stavu. V USA by méla
byt zodpovedna za 10% potrati (Bender, 2001). Z narozenych Zen trpi Turnerovym syndro-
mem 1 z 2500. Klinické symptomy jsou pomérné zavazné, zahrnuji sterilitu, kardiovaskularni
problémy, pozménénou stavbu téla. Dalsi z aneuploidii pohlavnich chromosomu je 47, XXY
— KlinefelterGv syndrom. Jeho incidence je priblizn€ 1 z 500 narozenych muzi. PostiZeni muZi
jsou témér vzdy sterilni, zavaznost fyzickych a mentalnich problémd je rlizna. Byly zaznamena-
ny i pfipady tetrasomie a pentasomie, jak u muz{, tak u Zen (je zndmo 10 riiznych kombinaci).
Jsou ale pomérné vzacné (Linden, 1995).

Pouze malo poskozenych alel chromosomu X se chova dominantné. Patii mezi n¢ alely zpi-
sobujici vzacny aicardi syndrom a dédi¢nou hypofosfatémii. Pro recesivni alely slouzi Zeny jako
prenaSecky a choroby podminéné témito alelami postihuji obvykle pouze muze. Vice genli na
chromosomu X je pravdépodobné zodpoveédnych za vznik mentalni retardace u muz, konkrét-
né napriklad syndromu kiehkého X, nebo Rettova syndromu spojeného téZ s autismem. Dalsi
vyznamné choroby podminéné recesivni alelou na chromosomu X jsou napriklad muskularni
dystrofie, hemofilie, barvoslepost (daltonismus), riizné myopatie, hluchota, Fabryho choroba a
v neposledni fadé androgenni alopecie (pleSatost).

Chudy genovy obsah chromosomu Y a také to, zZe vétSina funk¢nich genti na Y hraje néjakou
ulohu ve spermatogenezi, prili§ nenahrava vzniku dédi¢nych genetickych poruch na tomto chro-
mosomu (poskozeni spermatogeneze znamena obvykle sterilitu, a tim padem brani prenosu
poruchy na dal$i generaci). Za chorobny stav vazany na Y mizZeme povazovat neplodnost zptso-
benou chybami ve spermatogenezi. Delecnim mapovanim byly nalezeny tfi oblasti chromosomu
Y zodpovédné za sterilitu a byly pojmenovany AZFa, b, ¢ (azoospermia factor region). Delece v
kterékoliv z nich vazné poskodi spermatogenezi, takze se predpoklada, zZe v téchto oblastech se
vyskytuji geny pro ni nezbytné.

1.3. Nenahodny obsah genti na pohlavnich chromosomech

Znalost sekvenci DNA v rozsahu pokryvajicim ze zna¢né ¢asti genomy nékterych organisma a
také existence softwarového vybaveni umoznujiciho tyto sekvence tfidit, prirazovat k nim rdzné
vlastnosti, vzajemn¢ je porovnavat a vyhledavat mezi nimi podle podobnosti, vedla k objevu dalsi
odlisnosti pohlavnich chromosomt od autosom?t. Touto odliSnosti je nenahodny genovy obsah.
Vybereme-li sadu genti podle né&jaké spolecné vlastnosti, napt. podobné funkce nebo exprese v
konkrétni tkani, jsou tyto geny vice mén¢ nahodné rozloZeny mezi autosomy (na chromosomy
obsahujici celkoveé vétsi mnozstvi gent pripadne vic gend z testované skupiny a naopak). To ale
neplati pro pohlavni chromosomy. Existuji skupiny gend, které na nich maji signifikantné vétsi
¢inaopak mensSi zastoupeni nez na autosomech. Nasledujici text se zabyva podrobnéji genovym
obsahem rdznych parovych a neparovych pohlavnich chromosoma.
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Pdrové pohlavni chromosomy

Parové pohlavni chromosomy se velikosti, poctem i hustotou genli podobaji autosomtim, coz by
mohlo nasvéd¢ovat hypotéze o jejich autosomalnim piivodu. Rada studii vsak doklada, Ze opro-
ti autosomiim jsou tyto chromosomy obohaceny nebo naopak ochuzeny o geny z konkrétnich
funkénich skupin, pfipadné s preferencni expresi v nékterych tkanich. Analyza funkci gend, kte-
ré byly zamapovany na lidsky chromosom X, ukazala, Ze tento chromosom je obohacen o geny,
které souviseji s ur¢enim pohlavi nebo rozmnozovanim (Saifi & Chandra, 1999), o geny expri-
mované preferen¢né v mozku (Zechner et al., 2001), prostaté (Lercher et al., 2003) a svalech
(Bortoluzzi et al., 1998). U mysi bylo zjisténo, Ze chromosom X je obohacen o geny s preferen¢ni
expresi ve vajecnicich, placenté a somatickych burikach varlete a ve spermatogennich bunkach
béhem mitotické faze meiosy (Wang et al., 2001; Khil et al., 2004; Divina et al., 2005). Geny
exprimované v dalsich fazich meiosy jsou na chromosomu X naopak zastoupeny vyrazn€ méné
(Khil et al., 2004; Divina et al., 2005). U drosofily je chromosom X ochuzen o geny s preferenéni
expresiv samcich (Parisi et al., 2003), u Caenorhabditis elegans o geny exprimované v germinal-
nich bunkach (Reinke et al., 2004). Kureci chromosom Z (homozygotni v samcich) je ochuzen
o geny specificky exprimované ve vajecnicich a obohacen o geny exprimované v mozku samcti
(Storchova and Divina., 2006).

Nepdrové pohlavni chromosomy

Dlouh¢ heterochromationvé repetitivni sekvence nachazejici se na degenerovanych pohlavnich
chromosomech ztézuji zpétné skladani osekvencovanych kousku in silicio — takze postup v
sekvencovani heterochromosomi je vyrazné pomalejsi, nez u ostatnich chromosomu. Z hete-
rochromosomi je nejlépe zmapovany lidsky chromosom Y. Sestava z pseudoautosomalnich
oblasti (PAR, pseudoautosomal region) umisténych na obou koncich, které jsou homologni s
chromosomem X a zabiraji pfiblizn€ 5% velikosti chromosomu, a z nerekombinujici ¢asti speci-
fické pro samce (NRY, non—recombining region of the Y).

Geny obsazené v PAR podléhaji rekombinaci, takZe mohou volné putovat mezi obéma pohlavi-
mi. Zatim bylo do PAR prifazeno asi deset genq, z nichz vétSina je na kratkém raminku chromo-
somu Y. Z NRY oblasti je asi polovina euchromatin, zbytek je heterochromatinova ¢ast velkého
raminka. Doposud bylo identifikovano 21 genti nebo genovych rodin, které podle jejich homo-
logie ke gentim na chromosomu X a podle jejich expresnich profild mizeme priradit do tri trid.
Geny zarazené v prvni tfidé jsou na chromosomu pritomny v jedné kopii, jsou exprimované v riz-
nych tkanich a maji podobné fungujici homology na X. Geny ve druhé tfidé se na chromosomu
nachazi ve vice kopiich, nemaji X homology a exprimovany jsou pouze ve varleti. Dlivod pfitom-
nosti vétSiho poctu kopii téchto gent je pravdépodobné jejich ucast na genové konverzi, ktera
by mohla slouZit jako ndhrada za ztracenou schopnost rekombinace. Ttida tieti je spiSe sbérnou
pro geny, které nesplnuji kritéria tfid predchozich. Patfi do ni napriklad gen SRY, nachazejici se
na chromosomu pouze v jedné kopii, exprimovany béhem embryonalniho vyvoje a v dosp€lém
varleti, majici aktivni homolog SOX3 na chromosomu X (Lahn, 2001).

Chromosom Y u Simpanze obsahuje jeste vice nefunkénich genti nez u ¢loveéka. Mysi chromo-
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som Y obsahuje nékolik gent spojenych se spermatogenezi. Chromosom drosofily je pomérné
maly, tém¢r cely heterochromatinizovany. Je na ném znamo zatim 9 aktivnich gent (Carvalho,
2001). Euchromatin predstavuje pouze priblizné 20% kureciho chromosomu W (Itoh et
al., 2001; Mizuno et al., 2002). Je v ném predikovano 20 gend, z ¢ehoz 8 bylo identifikovano
(Yamada, 2004).

Z ptedchoziho souhrnu je patrné, Ze i pies nesporné podobnosti ve vyvoji pohlavnich chromo-
somud ma plsobeni evolu¢nich mechanismu rozdilné vysledky u riznych organismui. PiestoZe

existuje nékolik teorii vysvétlujicich vyvoj a nendhodny genovy obsah pohlavnich chromosomd,

Vv

1.4. Procesy ovliviiujici evoluci genii na pohlavnich chromosomech
Bylo navrzeno nékolik mechanismti a selek¢énich tlakd, které by mohly byt pri¢inou charakteris-
tického genového obsahu pohlavnich chromosom.

Degenerace nepdrového pohlavniho chromosomu

Prvnim z nich je postupna degenerace chromosomu Y (ptipadné W) v diisledku potlaceni mei-
otické rekombinace a s ni spojené hromadéni Skodlivych mutaci ve funkénich genech. Pokud
je gen mutaci zménén na nefunkéni pseudogen, je pravdépodobné, Ze bude odstranén deleci.

Nemoznost rekombinace také usnadiiuje hromadeéni retrovirovych elementi a transpozont.

Konstantni selekce

DalSim z evolu¢nich faktort je konstantni selekce. Podléhaji ji predev§sim geny na neparovych
pohlavnich chromosomech, které se vyskytui po cely ¢as pouze vjednom pohlavi. Neménné pod-
minky vedou k fixaci genti vyhodnych pravé pro toto pohlavi, které mohou byt pro druhé pohla-
vi neutralni, nebo dokonce Skodlivé — tzv. sexualné antagonistické geny. Jako priklad mohou
poslouzit naptiklad geny podminujici pohlavni dimorfismus. Geny ovliviiujici spermatogenezi
nebo primo kompetici spermii u XY organismt budou konstantni selekci ovlivnény nejvice,
zvlasté u polyandrickych organisma. Proto neni prekvapujici, Ze geny na Y maji prevazne¢ tyto
funkce. Konstantni selekce do jisté miry ovliviiuje i chromosomy X a Z, protoze travi vice ¢asu v
homogametickém pohlavi (v populaci kde je vyrovnany pocet samcti a samic jsou parové pohlav-
ni chromosomy rozdé€lény v poméru 2:1).

Hemizygotni expozice

Pri¢inou akumulace gent vyhodnych pro samce na chromosomu X je jeho hemizygotni expo-
zice v samcich (analogicky pro chromosom Z a samice). Dovoli projevit se recesivni alele, ktera
je vyhodna pouze pro samce, zatimco v samicich je maskovana svoji recesivitou. Takova alela
homozygotni samice (u nichz se projevi Skodlivost alely). MozZnost udrzZet se timto zptsobem v
populaci zvySuje sexualn¢ antagonistickym alelam Sanci na vznik dal$i mutace, ktera napt. ome-
zi expresi genu pouze na Zadouci pohlavi. Pokud prvni z mutaci dava svému nositeli vyraznou
vyhodu oproti ostatnim, je tato dvojice mutaci na nejlepsi cesté k fixaci. Pokud ale k fixaci do-
jde pred vznikem kompenzujici mutace, napriklad diky genetickému driftu, hemizygotni expo-
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Obr. 1.B Mechanismy ovliviiujici genovy obsah pohlavnich chromoso-
mu. (upraveno podle Vallender, 2004)
zice ztraci své vyhody (konkrétn€ dominantni alely které by maskovaly tu nevyhodnou) (Rice,

1984).

Hemizygotni expozice ovliviiuje evoluci sexualn€ antagonistickych recesivnich alel. Sexualné
antagonistické dominantni alely podléhaji konstantni selekci, takZe na parovém pohlavnim chro-
mosomu vznika ,stiet zajma“ téchto mechanismt. Hemizygotni expozice preferuje recesivni
alely vyhodné pro jedno pohlavi, konstantni selekce dominantni alely vyhodné pro pohlavi dru-
hé. Experimentalni data ndm v rozhodovani, ktery z mechanismu prevlada, prili§ nepomohou.
Znalost sekvence DNA neumoznuje urcit, zda je alela recesivni, nebo dominantni, takze tato
vlastnost zastava zatim pouze v teoriich. Z experimentt ale vime Ze chromosom X je u drosofily
ochuzen o geny s preferen¢ni expresi v samcich, zatimco u mysi je o tuto skupinu gent naopak

obohacen. Jako vysvétleni se nabizi rozdilné mechanismy kompenzace davky gent.

Kompenzace ddvky genti

Byly navrzeny dva mechanismy, jak by kompenzace genové davky u drosofily (zdvojnasobena
hladina exprese na chromosomu X u samc(i) mohla ovliviiovat genové slozZeni pohlavnich chro-
mosomu. Prvni predpoklada, ze kompenzace pracuje gen po genu. Nové vznikly gen na chromo-
somu X by byl znevyhodnén snizenou expresi v samcich, dokud by se nevyvinul kompenzacni
mechanismus. Bylo ale prokazano, Ze kompenzace je zajisStovana pro velké oblasti chromosomu
najednou (Swanson, 2001). Druha hypotéza piedpoklada, Ze u samci je obtiznéjsi dosdhnout
zvySeni exprese genu lokalizovaného na chromosomu X pomoci epigenetickych modifikaci, pro-
toze ty jsou jiz vyCerpané na kompenzaci genové davky. Nedavno popsand hyperaktivace chro-
mosomu X u savcl zpochybniuje i tuto teorii.

Meiotickd inaktivace pohlavnich chromosomii

Vyzkum genové exprese v pribehu meiosy u mysi ukézal, Ze geny exprimované v ranych (mito-
tickych) fazich jsou na chromosomu X obohaceny, zatimco geny exprimované pozd¢ji se na
chromosomu X viibec nenachézi. ProtoZe sav¢i chromosom X je v prib€hu meiosy inaktivovan,

geny které jsou potieba pozd¢ji v pribéhu meiotického déleni by se na ném prili§ neuplatnily.
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Housekeeping geny, které jsou lokalizovany na chromosomu X a jsou nezbytné pro spermatoge-
nezi maji proto v ramci genomu paralogy na autosomech (McCarrey and Thomas, 1987). U dro-
sofily a Caenorhabditis elegans probiha inaktivace pohlavnich chromosomu jesté diive béhem
meiosy, takZe se na jejich parovych pohlavnich chromosomech témér nevyskytuji geny s funkci
pfi spermatogenezi.

Na otazku jaky je ptivod gent nachazejicich se diky vySe zminénym mechanismiim na pohlav-
nich chromosomech existuji tfi mozné odpovédi. Mohou to byt geny které tam pricestovaly z
jinych mist genomu (z raznych autosom?). To je s ohledem na to, Ze obsah bloku ze kterych je
sestaven chromosom X se od odd¢leni linii ¢lovéka a kutete prilis nezménil, veelku nepravdé-

podobné. Dalsi moznost je, Ze plivodné neutralni geny ziskaly nové funkce prave diky pohlavné

inaktivace pohlavnich chromosomii
Mitéza Meiozal Meiozall (Spermatogeneze'

Spermatogonie Spermatocyty Spermatidy Spermie

-

Cas (dny) 89 17-18 20 30 35

Obr. 1.C Meioticka inaktivace pohlavnich chro-
mosomu. (upraveno podie Khil, 2004)

specifické selekci. Treti alternativou je, Ze pro vznik pohlavnich chromosom? byl ,,vybran® par
adekvatné vybavenych autosomil. Mezi témito hypotézami by bylo mozné rozhodnout za pomo-
ci srovnani funkci autosomalnich homologti sav¢ich genti chromosomu X u vac¢natcti a u ptaki
(Graves, 20006).

1.5. Metody studia genového obsahu pohlavnich chromosomu
Pro studium genového obsahu urcitého chromosomu je nezbytné mit k dispozici sekvence kon-
krétnich gend prirazenych k danému chromosomu, a také metadata dale popisujici dany gen,
tzv. anotace. Anotované sekvence genomd jsou vysledkem rozsahlych sekvenacnich projekta.
Po izolaci celkové DNA z cilového organismu je nastépena DNA zaklonovana do vhodného vek-
toru (BAC, fosmidy, atd.), v ném pomnoZena a nasledné sekvencovana. Dale nasleduje zpra-
covani sekvenci in silicio — sestaveni delSich usekd na zakladé prekryva v osekvencovanych
fragmentech. Tento sekvenacéni protokol, nazyvany také “shotgun” metoda (analogie je ve vel-
kém mnozstvi malych kouskl najednou), umoznil v posledni dobé ziskat pomérné velky pocet
celogenomovych sekvenci (duben 2008, 459 eukaryotickych projektt — 23 kompletnich, 206 v
sestavovani a 230 v sekvenacni fazi, z toho 432 vyuziva shotgun metodu; Entrez Genome).

Anotacemi miZou byt naptiklad zaznamy v Gene Ontology databazi (GO; databaze tiidici geny
do funkénich skupin a nadskupin podle predpokladané funkce proteinti z nich vznikajicich), dale
prifazeni k jinym znamym gendim podle sekven¢ni homologie (v rdmci jednoho genomu, nebo
i mezi genomy), nebo také expresni profil daného genu, vztazeny na rtizné tkané, rizna stari
nebo pohlavi testovaného subjektu. GO struktura je samoziejmé do jisté miry svazana prave s
expresnimi profily.
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Protoze existuje mnoho riznych metod analyzy genové exprese, je dileZité mit prehled o jejich
technické a pripadné i finan¢ni naroc¢nosti, pokud potrebujeme né€jakou z nich vybrat pro nas
experiment, a také predstavu o tom jak konkrétné funguji, abychom mohli zhodnotit jak by moh-
ly ovlivnit kvalitu naSich, pfipadn¢ verejn€ dostupnych dat. Tyto metody zaznamenaly v posled-
nich letech zna¢ny pokrok. Bylo navrzeno nékolik metod umoznujicich analyzovat expresni
profily gendi na urovni celého transkriptomu, tj. zjistit najednou koncentrace vSech mRNA
transkribovanych v burice v ¢ase jejiho zpracovani. Mnozstvi dat, které tyto metody produkuji,
vyzaduje nasledné pocitacové zpracovani a statistické vyhodnoceni. Vysledna data jsou obvykle
zverejinovana v databazich k tomu uréenych. Existuji dva metodické pristupy ke globalni analyze
genové exprese. Prvni skupina metod je zaloZena na sekvencovani fragmentd cDNA (kvali nizké
stabilité RNA je prvnim krokem u vétSiny protokoli prepis z mRNA do cDNA — complemen-
tary DNA) z jednotlivych transkripti. Je to z principu otevieny systém, coZ znamena, Ze s jeho
pomoci Ize analyzovat doposud neznamé transkripty a potazmo i libovolné organismy, u nichz
je osekvencovany genom. Druha skupina metod vyuZziva hybridizace cDNA k probam (kratkym
usekiim DNA) prichycenym na pevném podkladu takzvaného DNA €ipu, a nasledné vizualizace
za pomoci fluorescen¢niho znaceni. Hybridiza¢ni metody jsou prevazné uzaviené, tj. hotové ¢ipy
1ze pouZit pouze k detekci té€ch transkripti, pro které byly navrzeny. ZlepSujici se moznosti mini-
aturizace a zpracovani velkého mnozstvi dat nabizi v blizké budoucnosti moZnost realizace uni-
verzalniho ¢ipu — ten by, bud diky pritomnosti vS§ech moznych kombinaci oligonukleotidu dané
délky, nebo diky statistickému vyhodnoceni nepiesné parujicich prob, byl systémem v podstate
otevienym, zavislym pouze na znalosti genomu zkoumaného organismu, stejné jako sekvenacéni
metody (Royce, 2007). Dale nasleduje podrobnéjsi popis nekterych vyznamnych metod.

EST

Zakladni informaci o genové expresi v konkrétni tkani umoznuji ziskat expresni sekvenéni tagy
(EST, expressed sequence tags). EST jsou kratké sekvence (200 — 800 nukleotidii) sekvencované
nahodné z 5° nebo 3 konce cDNA ziskané reverznim prepisem mRNA. Kazdy EST je sekvenco-
van pouze jednou, takZe sekvence muze obsahovat velké mnozstvi chyb, coz je ale kompenzova-
no velkym mnozZstvim dostupnych EST sekvenci ve vefejnych databazich. Nejvyznamnéjsiz EST
databazi je jeden z projekt amerického NCBI (National Center for Biotechnology Information)
pojmenovany dbEST. V soucasné dobé (duben 2008) obsahuje pres 51 miliont EST z 1527 raz-
nych organismu. Sekvence ziskané v jednom experimentu pro jednu tkan se souhrnné nazyva-
ji knihovna EST. Kvalita EST sekvenci je obecné€ nizka blizko konct a zlepSuje se smérem ke
stfedu sekvence. K zaméné baze pri sekvencovani miiZze dochazet az v 5%, dalsi ¢astou chybou
je tzv. stuttering (opakovani baze, konkrétné G a T) (Nagaraj, 2006). V obvyklém protokolu je
Proto informace ziskana z EST neni kvantitativni, ale pouZitelnd pouze k zjisténi pritomnosti
konkrétniho transkriptu, pripadné k ur€eni exonovych oblasti gent. Pri vynechani normalizac-
niho kroku muizeme ziskat zevrubnou informaci o Grovni genové exprese, kdyZ usporadame
tagy do clustert reprezentujicich jednotlivé transkripty(sekvence EST neni unikatni pro kazdy
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tanskript), a nasledné seCteme tagy nalezici kazdému clusteru. EST jsou také sestavovany do
contigli — sekvenci, které by mely pokryvat cely transkript.

SAGE

Metoda SAGE (Serial Analysis of Gene Expression) umoziiuje i kvantitativni vyhodnoceni
vysledkd. Pracuje s kratkymi charakteristickymi tiseky DNA o délce 10—-17 nukleotidq, tzv.
tagy, které jsou za pomoci restrikénich enzymi odsStépovany v presné definovanych mistech z
cDNA. Tagy jsou posléze ligovany do kontaktmerd a sekvencovany. V nasledujicim pocitaco-
vém zpracovani jsou tagy ,,vystiihany“ podle charakteristickych sekvenci na koncich, roztrizeny
podle typl tagli a spocitany. Takovyto soubor dat pro jednu tkan predstavuje knihovnu SAGE.
Knihovny vytvofené v rliznych laboratorich 1ze mezi sebou srovnavat za podminky, Ze byly
vytvoreny pouzitim stejnych restrikénich enzymu. Pro identifikaci jednotlivych tagt je obvykle
vyuzivana databaze SAGEmap. Ta prifazuje jednotlivé tagy podle jejich sekvence k transkrip-
tim definovanym v databazi UniGene. Data ziskana pomoci SAGE jsou také verejné dostupna
v internetovych databazich, jmenovité napriklad GEO (Gene Expression Omnibus). K rozsireni
metody SAGE prispél také pro akademicky vyzkum volné€ dostupny podrobny protokol (http://
www.sagenet.org). Volna dostupnost protokolu také umoznila vznik rznych vylepSeni tohoto
protokolu — patii mezi né¢ SAGE—Lite, ktery zarazuje jest€¢ PCR amplifikaci cDNA, microSAGE
umoznujici vyuziti fadoveé mensiho mnozstvi vstupni RNA diky fixaci celé procedury k pevnému
podkladu, LongSAGE a SuperSAGE prodluzujici délku tagu az na 26 nukleotid( kvili zvySeni
specifity a v neposledni radé DeepSAGE vyuzivajici inovativni, velmi rychlou, technologii sek-
vencovani — pyrosequencing — firmy 454 Life Sciences (prehled v Patino et al., 2002).

MPSS

MPSS (Massively parallel signature sequencing) je podobné jako SAGE zaloZeno na sekven-
covani tagi z jednotlivych mRNA transkriptt. Fragmenty cDNA jsou pfipravovany navazané
k drobnym kulickam, které jsou pfi sekvencovani usporadany v jedné vrstve. Tagy o délce 17
nukleotiddi jsou sekvencovany za pomoci flourescen¢né znacenych adaptérd, pricemz obraz celé
vrstvy je v kazdém kroku zaznamenan a nasledné je z jednotlivych flourescenénich signalti sesta-
vena sekvence (Reinartz et al., 2002). Hene se spolupracovniky (Hene et al., 2007) porovnaval
expresni profily lidskych T-lymfocytt sestavené pomoci MPSS a LongSAGE. Vysledky vypovi-
daji o vyrazné vyssi chybovosti a nizsi citlivosti metody MPSS.

DNA cipy

Hybridizacni Cipy jsou vyrabény celou Skalou postuptl, od te¢kovani drobnou jehlou na sklen¢-
ny podklad, ptes fotolitografické techniky, tisk na obdob¢ inkoustové tiskarny, aZ po postupy
elektrochemické. Cipy Ize vyuzit dvéma rtiznymi zpisoby - bud jako jednokanalové, nebo jako
dvoukanalové, s tim Ze Cipy s niz8i hustotou (teckované, tisténé) byvaji vyuzivany prevazné jako
dvoukanalové. To znamen4, Ze jeden Cip je hybridizovan zaroven s cDNA ze dvou vzorkd, které
chceme porovnat (napf. zdrava proti rakovinné tkani), kde kazdy ze nich je oznacen jinou fluo-

rescencni barvou (¢asto pouzivana je kombinace zelené Cy3 a cervené Cy5). Data z takovychto
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¢ipt mohou byt pouZzita pro relativni srovnani arovné fluorescence jednotlivych signald z kon-
krétniho mista a nasledna identifikace gent se zvySenou nebo sniZenou expresi.

Jednokanalové Cipy maji naopak vypovidat o absolutni hodnot¢ exprese. Jsou obvykle zpraco-
vavany za standardizovanych podminek ve specializovanych servisnich laboratorich, a po kvan-
tilové normalizaci (vychazejici z predpokladu, Ze celkové mnozstvi mRNA se prili§ neméni), pii-
padné po normalizaci podle hodnot tzv. ,,spike—in“ kontrolnich préb (do experimentu je pridana
RNA znamé sekvence v n¢kolika presnych koncentracich) by mély byt mezi sebou srovnatelné i
vysledky z riiznych laboratofi.

Kvuli velkému poc¢tu moznych transkriptii je pro analyzu na Grovni celého transkriptomu
nezbytné pouzit Cipy s velkou hustotou prvk, jako napriklad Affymetrix ,,GeneChip“, Applied
Microarrays ,,CodeLink®, nebo Eppendorf ,,DualChip & Silverquant®. Vyhodou téchto jed-

nokanalovych systému je i jiz zminovana
srovnatelnost mezi rznymi experimenty,
takZe lze snadno vlastni experimentalni
data rozsirit o volné dostupna data z jinych
experimentl (k dispozici napt. v databazi
Gene Expression Omnibus). Pro porovna-
ni arovné exprese nékolika vytipovanych
genl je naopak vyhodnéjsi dvoukanalovy

systém — pro jedno srovnani staci jeden

¢ip, ktery miize obsahovat proby pouze pro

tyto vytipované transkripty. Obr. 1.D Hybridizace znac¢enych cRNA k prébam na
Pro rozhodnuti mezi nékterou z variant Cipu Affymetrix. revzato zAfymetrix.com)
SAGE a hybridiza¢nimi technikami je potfeba zvazit n€kolik faktort — rozsah planované stu-
die, pocet vzorkl, mnozstvi materialu na jeden vzorek a pripadné napf. dostupnost automatizo-
vaného sekvenatoru. Porovnani dvou knihoven SAGE vyZaduje ptiblizné 1.5 milionu osekven-
covanych nukleotida, coz ve vétSin€ dneSnich laboratori uz neni problém. Velké mnozstvi vzorku
najednou muzZe byt naopak s vyhodou zpracovano pomoci hybridizac¢nich €ipt. Pro tyto Cipy je
potieba 50-500 ng mRNA, zatimco SAGE knihovny byly uspésné vytvoreny ze 100 tisic bunek
(Datson et al., 1999). Nevyhodou metody SAGE je vyrazné vétsi casova naro¢nost na realizaci

jednoho experimentu.
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2. Cile prace

Z predchozich studii je znamo, Ze chromosom Z u kura domaciho je obohacen o geny s pre-
feren¢ni expresi v samcich a zaroven ochuzen o geny s preferen¢ni expresi v samicich tkanich
(Storchova and Divina, 2006). Dale bylo prokazano, zZe u vétSiny genti lokalizovanych na chro-
mosomu Z chybi kompenzace genové davky, takze u samcli (homogametického pohlavi) jsou
tyto geny exprimovany ve dvojnasobné mire (Itoh et al., 2007; Ellegren et al., 2007). Cilem moji
prace je zjistit, zda absence kompenzace genové davky je hlavni pri¢inou nenahodného geno-
vého obsahu chromosomu Z, pripadné zda jsou za tento jev zodpoveédné i jiné evolu¢ni tlaky.
Pokud by hlavnim selekénim faktorem byla chybici kompenzace davky gent, byl by chromosom
Z obohacen prevazné o geny s dvojnasobnou expresi v samcich oproti samicim. Pokud jsou na
chromosomu Z nenahodné zastoupené i geny s vétSimi expresnimi rozdily, na evoluci chromo-
somu Z pravdépodobné¢ plisobi i jiné selekeni tlaky.
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3. Material a metody

Pokusnd zvirata, odbér tkdni a izolace RNA

Tkané pro izolaci RNA byly ziskany z 16—tydennich kurat CB kongenni linie odvozené od bilé
leghornky (kur domaci, Gallus gallus f. domestica). Ptaci byli chovani ve zvétinci Kole¢ (UMG
Akademie Véd Ceské Republiky). Se zvifaty bylo zachazeno v souladu se zakonem &. 264/1992
Sb., na ochranu zvirat proti tyrani. Kurata byla zabita dekapitaci, germinalni tkané (varlata nebo
vaje¢niky) rychle vyjmuty z t€la a v plastové zkumavce se Sroubovacim uzavérem zamrazena v
tekutém dusiku, posléze prechovavana v chladicim boxu -80 °C. Po rozmrazeni a homogenizaci
byla vyizolovana celkova RNA za pomoci reagencie TRIzol LS (Invitrogen), dle navodu vyrobce.
Koncentrace RNA byla zmétena pri 260 nm na nastroji NanoDrop (NanoDrop Technologies),
integrita zkontrolovana na bioanalyzatoru Agilent 2100 — RNA Lab—On-a—Chip (Agilent
Technologies).

Hybridizace ¢ipii

Pripravafragmentovanéfluorescencnéznacené cRNAajejihybridizace na Affymetrix GeneChips
byla provedena podle standardizovaného protokolu v Servisni laboratoti funkéni genomiky a
bioinformatiky UMG AV CR. Celkem byly v experimentu pouzity 4 ¢ipy. Pro kompenzaci vari-
ance mezi jedinci byly pro vytvoreni jednoho vzorku zkombinovany izolaty ze Ctyr zvirat. Dva z
¢ipl byly hybridizovany s kombinovanymi vzorky z varlat, druhé dva Cipy byly hybridizovany se
vzorky z vaje¢nik.

Analyza dat

Analyza ziskanych dat byla provedena v baliku BioConductor, nadstavbé statistického programu
R. Pro anotaci Cipt bylo pouZito alternativni prirfazeni jednotlivych préb na Cipu transkriptim
(cdf), ,ggchickenggensg® (Daiet al., 2005), vytvorené alignmentem prob k aktualnimu genomu
kura domaéciho, tak jak je publikovany v databazi Ensembl (sestaveni WASHUC2, kvéten 2006).
Data byla normalizovana metodou gcRMA (Irizarry et al., 2003). Pro porovnani trovni exprese
byl vyuzit balik Limma (Smyth, 2005). Z porovnani byly vyfazeny geny s absolutni drovni pri-
mérné exprese mens$i nez 100 a geny oznacené metodou MASS jako nepfitomné, nebo okrajove
pritomné. Prirazeni transkripta k jednotlivym chromosomiim bylo provedeno pomoci kompo-
nenty BioMart, téZ na zakladé databaze Ensembl (sestaveni WASHUC2, kvéten 2006).
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4, Vysledky

Nalezli jsme 5373 gent signifikantné exprimovanych v ovariich a 5413 gend exprimovanych
ve varlatech. Mezi exprimovanymi geny mélo 2399 signifikantné vyssi expresi ve varlatech pri
srovnani proti vaje¢nikiim, 2658 signifikantné vyssi expresi ve vaje¢nicich (srovnano s varlaty).
Dale jsme testovali, zda geny s preferencni expresi v nékteré z tkani maji nenahodné umisténi v
genomu s ohledem na chromosom Z. Zjistili jsme, Ze chromosom Z je obohacen o geny s vySsi
expresi v samcich. Toto obohaceni je signifikantni jak u genti s dvojndsobnym rozdilem v expre-

si, tak u gent s rozdilem vét§im. Naopak geny s vyssi expresi v samicich jsou na chromosomu Z

v w7

zastoupeny v mensi mire, nez by odpovidalo ndhodnému rozlozeni genomu.

Pokud data normalizujeme na pocet chromosomu Z, tj. hodnoty exprese gent lokalizovanych

na chromosomu Z u vzorka z varlat vydélime dv€ma, oba rozdily zmizi.
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Obr. 4.A Procento zastoupeni gent s preferencni expresi ve varlatech a ve vajecnicich na chro-
mosomu Z, rozdéleno podle poméru trovni exprese v jednotlivych pohlavich. (experimentdini data)
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5.Zaveér

Yy s

U kura domaciho je pravdépodobné nejdulezitéjsi mechanismus, zodpovédny za ,,maskulini-
zaci“ a ,,defeminizaci“ pohlavniho chromosomu Z, epigenetického charakteru. Konkrétné je to
nepritomnost kompenzace davky gent, a to ze dvou davodd. Za prvé u vSech gent lokalizova-
nych na Z zputsobuje dvojnasobnou expresi v samcich oproti samicim, za druhé usnadnuje vznik
genu s vétSimi expresnimi rozdily mezi samci a samicemi.

Vzhledem k tomu, Ze ostatni organismy zkoumané v tomto sméru kompenzaci genové dav-
ky maji, evolu¢ni tlaky zpsobujici nenahodny genovy obsah pohlavnich chromosom u téchto
organismi budou pravdépodobné odlisné od téch u kurete. U savct hraje zajisté nezanedba-
telnou roli dalsi epigeneticky faktor — inaktivace pohlavnich chromosom® béhem meiosy. U
drosofily je charakter genového obsahu parového pohlavniho chromosomu odliSny od sav¢iho,
coZ muze znamenat, Ze mechanismy ovliviiujici genovy obsah se lisi alespon v mire vyznamnosti
od téch sav¢ich.
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