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Abstrakt

Podle teoretického modelu by mély pohlavné antagonistické mutace byt vice nebo na-
opak mén¢ zastoupeny na chromosomech X a Z ve srovnani s autosomy. Zda budou
zastoupeny vice ¢i méné zavisi na primérné mife dominance téchto mutaci. Protoze
primérnd mira dominance nové vznikajicich mutaci neni znama, je obtizné pred-
povedét dasledky plisobeni pohlavné antagonistické selekce. Abychom lépe porozu-
meéli vlivu pohlavné antagonistické selekce na genovy obsah chromosomu Z u kura
domaciho, podrobili jsme analyze verejné dostupna expresni data z nékolika soma-

tickych tkani a z germinalnich i somatickych buné¢k vaje¢niku.

Zjistili jsme, Ze na chromosomu Z jsou ve vét§i mire zastoupeny geny s preferenc-
ni expresiv somatickych burikach vaje¢niku (kumularni buriky). Geny s preferencni
expresi v germinalnich bunkach ani geny s preferen¢ni expresi v somatickych tka-
nich nevykazuji odlisné rozmisténi na chromosomech od rozmisténi ndhodného.
Tyto vysledky napovidaji, Ze na chromosomu Z se hromadi alely vyhodné pro sa-
mice. Nepritomnost signalu u germinalnich bunék muze byt vysvétlena bud jako
dusledek nizsi intenzity pohlavné antagonistické selekce v téchto bunkach, nebo
jako dusledek meiotické inaktivace chromosomu Z. Nase vysledky jsou v souladu
se zavery podobnych vyzkumi u savcd a naznaciji, Ze na utvareni genového obsahu

chromosomu Z se vyraznéji podili recesivni pohlavné antagonistické mutace.

Klicova slova
kur domaéci, pohlavni antagonizmus, kompenzace genové davky, meioticka
inaktivace pohlavnich chromosomu, chromosom Z, genovy obsah, genové Cipy
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Abstract

Theory predicts that sexually antagonistic mutations will be over- or under-repre-
sented on the X and Z chromosomes, depending on the average dominance coeffi-
cient of the mutations. However, as little is known about the dominance coefficients
for new mutations, the effect of sexually antagonistic selection is difficult to predict.
To elucidate the role of sexually antagonistic selection in the evolution of Z chromo-
some gene content in chicken, we analyzed publicly available microarray data from

several somatic tissues as well as somatic and germ cells of the ovary.

We found that the Z chromosome is enriched for genes showing preferential ex-
pression in ovarian somatic cells, but not for genes with preferential expression in
primary oocytes or non-sex-specific somatic tissues. Our results suggest that sexual
antagonism leads to higher abundance of female-benefit alleles on the Z chromoso-
me. No bias towards Z-linkage of oocyte-enriched genes can be explained by lower
intensity of sexually antagonistic selection in ovarian germ cells compared to ovari-
an somatic cells. An alternative explanation would be that meiotic Z chromosome
inactivation hinders accumulation of oocyte-expressed genes on the Z chromosome.
Our results are consistent with findings in mammals and indicate that recessive ra-
ther than dominant sexually antagonistic mutations shape the gene content of the X

and Z chromosomes.

Keywords
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1. Uvod

Existence pohlavnich chromosomi je zajimavym fenoménem. Maji je vSichni savci
a ptaci. Pohlavni chromosomy nalezneme i u nékterych ryb, obojzivelniki a plazi
¢i n€kterych radt hmyzu, zatimco jini zastupci téchto skupin se obejdou bez nich.
Pokud dojde ke vzniku pohlavnich chromosom{, hraji vyznamnou roli v evolu¢nich
procesech, jako je vznik pohlavniho dimorfismu, pohlavni vybér a samotny vznik
novych druht (speciace). Velka ¢asova Skala, na které takové evoluéni procesy pro-
bihaji, znemoznuje jejich pfimé studium. Aktualni stav genomu a transkriptomu,
které zkoumat diky modernim molekularnim metodam lze, miiZeme povaZovat za
otisk probihajicich evolu¢nich procesti. Studium genti lokalizovanych na pohlavnich

chromosomech nam pomiZe nahlédnout do mechanismf, které tyto procesy ridi.

Tradi¢nimi — a tedy nejprobadané€j$imi — genetickymi modely jsou my§ domaci
a octomilka. Oba tyto organismy maji pohlavi uré¢ené syst¢émem XY. To znamena, Ze
homogametickym pohlavim (tj. pohlavim se dvéma stejnymi pohlavnimi chromoso-
my, a tudiz jednim typem gamet) je samice, heterogametickym pohlavim (tj. pohla-
vim se dvéma odlisSnymi pohlavnimi chromosomy, a tudiz dvéma typy gamet) samec

(obr. 1).
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Obr. 1: RUzné systémy urceni pohlavi. Na rozdil od savcli a octomilek (a) maji ptaci
heterogametické samice (b). Diky této odlisnosti jsou zajimavym modelem pro testovani
evolu¢nich hypotéz.

Kur domaci (Gallus gallus) je pro studium pohlavnich chromosomi zajimavym
modelem, protoZe jeho systém urceni pohlavi je oproti mysi a octomilce opacny — sa-
mice jsou heterogametické, samci homogameticti. Pro odliSeni se pohlavni chromo-

somy u tohoto systému nazyvaji Z a W (obr. 1). Kur je nejvice probadanym gene-



tickym modelem se systémem urceni pohlavi ZW, kompletni genom byl publikovan
vroce 2004 (International Chicken Genome Sequencing Consortium, 2004). VyuZiti
modelu se systémem urceni pohlavi ZW, ve srovnani se studiemi provedenymi na
modelech s XY uréenim pohlavi, by mohlo umoznit odhlalit obecn€jsi mechanismy,

které ovliviuji charakter genového sloZeni pohlavnich chromosoma.

V Gvodu prace nejprve ¢tendre blize sezndmim s jevy, které se podle dosavadnich
znalostimohou podilet na utvareni genového obsahu pohlavnich chromosomi, zasa-
zenymi v kontextu modelu zvoleného pro mou praci— kura doméciho. Je to pohlavné
antagonisticka selekce, kompenzace genové davky v jednom z pohlavi a meioticka

inaktivace pohlavnich chromosomi.

1.1 Pohlavni chromosomy

Pohlavni chromosomy byly objeveny koncem 19. stoleti, nejprve u ruménice pospol-
né (Pyrrhocoris apterus; Henking, 1891), posléze u savct (Painter, 1912) a u rostlin
(Blackburn, 1923). Aktualni poznatky o pritomnosti pohlavnich chromosomu v riz-
nych organismech jsou pon€kud roztiisténé. Je to dano relativni komplikovanosti
provedeni karyologického vySetfeni, obtiznou rozpoznatelnosti homomorfnich (viz
dale) pohlavnich chromosomu a také samotnou situaci v ptirod¢€ a nerovnomérnym

zamérenim védeckého vyzkumu.

U obratlovci je situace prozkoumana asi nejlépe (piehled v Graves a Peichel,
2010). Placentalni savci sdileji homologni genové bohaty chromosom X a vétSina
jich ma maly degenerovany chromosom Y obsahujici SRY, gen urcujici samci pohla-
vi nositele. Vyjimkou jsou slepusky, krysa japonska a hrabo$ mandarinsky, u kterych
nebyl nalezen gen SRY a samci maji genotyp X0. Va¢natci maji mensi chromosom
X, ktery je homologni pouze s ¢asti chromosomu X placentald, a drobny chromosom
Y. Vejcorodi maji zvlastni komplex péti X a péti Y chromosomu. Ptaci maji chromo-
som Z, ktery neni homologni k savéimu X. Chromosom W u ptaku vykazuje razny
stupen degenerace. U plaz jiz situace neni tak jednoducha. Hadi maji podobné jako
ptaci vzajemné homologni chromosom Z, ktery v§ak neni homologni ani s pta¢im

chromosomem Z, ani se savéim chromosomem X (viz také obr. 2). Rzné stupné
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Obr. 2: Ortologie pohlavnich chromosom a autosomii u amniot. Ctyfi konzervované regio-
ny obsahujici ortologni geny jsou vyznaceny zelenou, cervenou, modrou a zlutou. Pokud lezi na
pohlavnivch chromosomech, jsou podbarveny. Upraveno podle Graves a Peichel (2010).

degenerace chromosomu W pozorované u hada vedly k navrZeni teorie o vzniku
pohlavnich chromosomi z paru autosoma (Ohno, 1967). Ostatni linie plazti maji
razné systémy urceni pohlavi — XY, ZW i teplotni urceni pohlavi (temperature-de-
pendent sex determination, TSD). U obojZivelnikd i ryb nalezneme systémy XY, ZW
i TSD. U skokana vrascitého (Rana rugosa) Zijiciho na japonskych ostrovech jsou
znamy populace s urcenim pohlavi XY, populace s uréenim pohlavi ZW a existuje
1 hybridni zona, kde se jedinci z riiznych populaci kfizi a vznikaji Zivotaschopni hyb-

ridi (Ogata et al., 2007).

Vrostlinné fi8i je asi 5 % druht dvoudomych (maji oddélené saméi a samici jedin-
ce — nutny, ale ne postacujici predpoklad pro pritomnost pohlavnich chromosomti).
N¢éjakého dvoudomého zastupce ma priblizne 75 % Celedi. Ze znaméjSich jmenujme
napfiiklad silenku Sirolistou, Stovik kysely, kopfivu dvoudomou, konopi seté, chmel

otacivy, jinan dvoulalo¢ny a Spenat sety (prehled ve Vyskot a Hobza, 2004).

SRY

DMRT1



Mnoho radd hmyzu mé pohlavi ur¢eno pohlavnimi chromosomy. Obvykly je sys-
tém XY a odvozené varianty (XX/XO0, vice pohlavnich chromosom1i), pouze motyli
(Lepidoptera) a chrostici (Trichoptera) maji systém urceni pohlavi ZW. U motyla
nalezneme riizné odvozené varianty, chrostici maji systém ZZ/Z0 (ptehled v Traut,
1999). Blanok#idli maji pohlavi uré¢ené haplodiploidné, diploidni jedinci jsou sami-

ce, haploidni samci.

U hub je situace ponékud odlisna — dochazi zde k pohlavnimu rozmnozovani, ale
gamety nejsou morfologicky rozliitelné (isogamie). NerozliSujeme proto pohlavi,
ale parovaci typy. Parovaci typy nemusi byt na rozdil od pohlavi pouze dva, naptiklad
snét kukuri¢na (Ustilago maydis) ma parovaci typy kodované dvéma nezavislymi lo-
kusy. Pro jeden z téchto lokusu existuje vice alel, takZe ve vysledku existuji desitky
parovacich typli gamet. Regiony chromosomu, které nesou geny kddujici parovaci
typy gamet, sdileji nékteré vlastnosti s pohlavnimi chromosomy ostatnich organis-
mu — dochazi v nich ke ztraté rekombinace, hromadéni sobeckych genetickych ele-

mentl a meiotické inaktivaci (prehled ve Fraser a Heitman, 2004).

Pohlavni chromosomy se vyvinuly pravdépodobné nékolikrat nezavisle na sobé
z paru béznych autosomi (Bull, 1983). Postup evoluce pohlavnich chromosomt Ize
rozdé¢lit do nekolika logicky navazujicich krokd. V jednom z kaskady gent podileji-
cich se na urceni pohlavi jedince v ontogenezi vznikne mutace urcujici pohlavi svého
nositele. U savct napriklad zmutoval gen SOX3 na variantu nazvanou SRY (Waters
et al., 2007). Tim se z paru autosom stane par pohlavnich chromosomd. Tyto na-
scentni pohlavni chromosomy se liSi pouze na molekularni Grovni, nejsou rozliSitel-
né v mikroskopu. Nazyvame je proto homomorfni. Nasledné dochazi k postupnému
omezovani rekombinace mezi chromosomy, prevazné diky fixaci inverzi (obr. 3).
Ztratu rekombinace si lze predstavit jako evolu¢né vyhodnou, alespon v krat§im
¢asovém meéritku. V okoli genu urcujiciho pohlavi se za¢nou kumulovat dal$i mu-
tace vyhodné prave pro pohlavi uréené plivodné zmutovanym genem. Vazba s timto
genem jim zaruci, Ze se budou vzdy nachazet ve spravném pohlavi, a rekombinace je

jediny zplisob, jak mohou o tuto vazbu prijit (Waters et al., 2007).
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Obr. 3: Chromosomalni inverze. Pfi vzniku inverze dochazi ke ztraté homologniho parovani,
a tudiz i moznosti rekombinace mezi chromosomy.

Nasledné za¢ind neparovy chromosom kvuli nepritomnosti rekombinace genetic-
ky degenerovat. Dochazi postupné k jeho heterochromatinizaci a obvykle diky dele-
cimikjeho zmenSovani. Diky tomu je pozd€ji mozné od sebe pohlavni chromosomy
odlisit (heteromorfni pohlavni chromosomy). Tento proces zjevné probiha u savc,
ptakt i hadd (obr. 4). Presto tato cesta neni jedinou, po které se muliZe evoluce paru
pohlavnich chromosomu vydat. Silenka Sirolista — jeden z vyznamnych modela pro
studium pohlavnich chromosomi u rostlin — disponuje chromosomem Y, ktery je
nejen vetsi nez chromosom X, ale také vetsi nez vSechny jeji ostatni chromosomy
a sestava prevazné z euchromatinu (Lardon et al., 1999). Nékteré z vySe popsanych
mechanismu ale pracuji i u silenky. Existuji totiZ naznaky genetické degenerace
chromosomu Y, Guttman (1998) publikuje nalez nefunkéniho homologu genu loka-

lizovaného na chromosomu X.

Nestejna provazanost pohlavnich chromosomi s pohlavimi dava prostor k pt-
sobeni riznych evolu¢nich tlakd. Ty postupné vedou ke zretelné odliSnosti paru
pohlavnich chromosomi od autosomd. Pohlavni chromosomy vykazuji odliSnosti

jak v epigenetickych modifikacich a s nimi souvisejici transkrip¢ni aktivité (Graves
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Puvodné byly chromosomy X a Y bézny autosomalni par.

Jeden z nich ziskal mutaci, ktera uruje samci pohlavi.

Postupné doslo k akumulaci genti vyhodnych pro samce a potlaceni rekombinace.

Chromosom Y postupné degeneroval diky delecim a hromadéni sobeckych
genetickych elementu.

Degenerace pokracduje s postupem ¢asu.

U nékterych organism( chromosom Y dokonce vymizel Uplné.

~ (D D G G D s

Y

Obr. 4: Postupny vyvoj pohlavnich chromosomu. Pro jednoduchost je v popiskach pouzito
oznaceni chromosom( X a Y, ale podobny proces probihdiuZaW.

etal., 2006), tak pti podrobnéjsim prozkoumani ve vlastnostech genti na nich lokali-
zovanych (Vicoso a Charlesworth, 2006). Mezi epigenetické modifikace pohlavnich
chromosomu patii kompenzace davky genli a meioticka inaktivace u heterogame-
tického pohlavi. Geny pohlavnich chromosomu jsou ¢astéji specificky exprimova-
ny v jednom pohlavi. Nékteré z téchto vlastnosti mohou byt dtasledkem pusobeni
prirodniho vybéru na protichiidné zajmy samci a samic (pohlavné antagonistické
selekce), jiné naopak pouze nasledky diferenciace pohlavnich chromosomi (Graves
et al., 2006). V tomto komplikovaném systému se sice rozsahlou, ale také velmi ne-

N

jednoznacnou evidenci neni lehkeé rozlisit, co je pri¢ina a co dasledek.
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1.2 Pohlavné antagonisticka selekce

Reprodukéni strategie samct a samic se 1isi. Vezméme napriklad lokus kodujici
velikost plodu v embryonalnim vyvoji. Zajmem samce je, aby jeho potomek byl co
nejvetsi a nejzivotaschopnéjsi. Zajmem samice je ve zdravi prezit vrh a pripadné do-
nosit i potomky dalSich samct. Takto protichtidné z4jmy oznacujeme jako pohlavné
antagonistické. Pohlavni antagonismus predstavuje problém pro evoluci lokusu
ovlivriujiciho procesy, v nichz se lisi strategie samct a samic. Pokud je takovy lokus
na autosomech, je vystaven stejné expozici v obou pohlavich. Ve vysledku bude tedy
ovliviiovan souc¢tem obou evolu¢nich tlakd. Nevznikne-li Zaddny dal$i mechanismus,
ktery by oddéloval selekéni tlaky samci a samici, bude lokus udrZovan ve stavu, ktery

neni optimalni ani pro jedno pohlavi.

Zastoupeni pohlavnich chromosomu v kazdém pohlavi a také jejich dédi¢nost
jsou pohlavné specifické, cehoz vyuzil Rice (1984) k navrZeni matematického mode-
lu pohlavné antagonistické selekce. Model charakterizuje pohlavné antagonistickou
alelu tfemi parametry: relativnim zvySenim fitness jednoho pohlavi S, relativnim
snizenim fitness pohlavi opac¢ného T a relativni dominanci alely 4. VSechny para-
metry modelu jsou z intervalu <0, 1>. Pokud je zkoumana alela autosomalni, bude
pozitivné¢ selektovana, pouze pokud je S vétsi nez T, bez ohledu na miru jeji domi-
nance h. Alely na chromosomu Y (chromosomu W) se nachazeji stale ve stejném
pohlavi, jsou proto pod konstantni selekci na vyhodnost pro toto pohlavi, ¢ili budou
selektovany pro vSechna S > 0.

Pokud je lokalizovana na chromosomu X (nebo na chromosomu Z u systému
ZW), muze byt pohlavné antagonisticka alela pozitivné selektovana i presto, Ze sni-
zenti fitness, které predstavuje pro jedno pohlavi je vétsi, nez vyhoda, kterou prinasi
pohlavi druhému. Homogametické pohlavi muaze tézit z dominantni alely lokalizo-
vané na chromosomu X (chromosomu Z), protoZze tento chromosom v ném travi 2/3
(evolu¢niho) ¢asu. Selekce bude uprednostiiovat takovou alelu, pokud:

h>1/2-T) (D

Heterogametickému pohlavi naopak prinaseji vyhody alely dostate¢né recesiv-

ni, protoZe jsou v tomto pohlavi v hemizygotni expozici (bez druhé alely), zatimco
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v homogametickém pohlavi je nevyhodn4 alela s velkou pravdépodobnosti skryta za

jinou (dominantnéjsi) alelou. Selekce bude uprednostnovat takovou alelu, pokud:
h<1/(2+T) 2

Pohlavné antagonisticka alela se tedy mnohem snaze rozsiri v populaci, vznikne-li
na pohlavnim chromosomu. Jakmile se takové alela vice rozsiri v populaci, vznikne
selekéni tlak na apravu exprese jejiho lokusu nebo konkrétni alely jako takové. Gen
bude exprimovany v tom pohlavi, kterému pfinasi vyhodu, a nebude exprimovany
v pohlavi opacném, pro které je nevyhodny. Lze predpokladat, Ze nadprimérna
proporce pohlavné dimorfnich znakt bude kédovana — nebo alespon regulovana

—lokusy na pohlavnich chromosomech (obr. 5).

mira dominance

mutace
D r

o X, W Zw
2| ®

O

&

o

C

5 & Z,Y X, Y

Obr. 5: Chromosomy, na kterych je preferovano hromadéni pohlavné antagonistickych
mutaci, tak jak vyplyva z teoretického modelu, ktery navrhl Rice (1984). Mutace jsou
rozdéleny podle dominance - D znamend dostate¢né dominantni podle rovnice (1), r znamena
dostatecné recesivni podle rovnice (2) — a podle pohlavi, pro které pfinaseji vyhodu (S > 0).
Dominantni mutace se hromadi na chromosomech, které travi vice evolu¢niho ¢asu v pohlavi,
pro které je mutace vyhodna. Recesivni mutace se hromadi na chromosomech, které jsou v
hemizygotni expozici v pohlavi, pro které je mutace vyhodna.

Mnoha srovnani genové exprese na urovni celych transkriptomd potvrzuji, Ze
pohlavi je jednim z hlavnich faktort podilejicich se na vnitrodruhové variabilité
expresnich drovni, a to nejen v gonadach (Parisi et al., 2003; Ranz et al., 2003;
Mank et al., 2008), ale i v somatickych tkanich (Parisi et al., 2003; Yang et al., 2006;
Mank et al., 2008). Pohlavné specifickou troven exprese daného lokusu mizZeme
povazovat za dikaz pohlavniho antagonismu ptisobiciho na tento lokus. Ve spoje-
ni s globalnim pohledem na expresni urovné lze pohlavni specifitu exprese vyuzit
k testovani platnosti matematického modelu pohlavné¢ antagonistické selekce. Je za-

jimavé, Ze vysledky dosavadnich studii nejsou konzistentni mezi jednotlivymi druhy

14



(prehled v Vicoso a Charlesworth, 2006; Gurbich a Bachtrog, 2008). Chromosom X
u savcill je obohacen o geny s prednostni expresi v somatickych tkanich samct, a na-
opak ochuzen o geny exprimované ve spermatogennich tkanich (Khil et al., 2004).
U octomilky maji na chromosomu X prokazatelné nizsi zastoupeni geny specifické
pro samce, bez ohledu na konkrétni tkan (Parisi et al., 2003; Sturgill et al., 2007).
U kura domaciho je na chromosomu Z vyrazné nizsi zastoupeni geni vice exprimo-

vanych v samicich (Kaiser a Ellegren, 2006; Storchova a Divina, 2006).

Pokud bychom se rigidné drzeli teorie pohlavné antagonistické selekce, jedinou
moznosti, jak vysvétlit tyto nesrovnalosti, by byl zavér, Ze rlizné skupiny organismu
maji své specifické miry dominance nahodné vzniklych mutaci. V ramci dosavad-
nich poznatkd molekularni biologie je tézké si predstavit konkrétni molekularni
netické mechanismy, které v priabéhu ontogeneze ovliviiuji expresi genli na trovni
jednotlivych chromosom, obvykle tim, Ze uml¢uji nebo zesiluji expresi prave na
pohlavnich chromosomech. Nezohlednéni téchto jevii mize snadno vést k dezinter-
pretaci vysledku studii zabyvajicich se testovanim predikci matematického modelu
pohlavniho antagonismu, protoze ten s nimi nepocita. Piesto existuji recentni stu-
die — napriklad Naurin et al. (2010), snaZici se syntetizovat moderni poznatky s vyse

zminénym modelem. Vznik epigenetickych mechanismu z néj naopak vyvozuiji.

1.3 Kompenzace genové davky

Diky postupné degeneraci neparového pohlavniho chromosomu — chromosom Y,
pripadné chromosom W — jsou buriky odliSnych pohlavi vystaveny ptsobeni rizné-
ho poctu kopii genti lokalizovanych na nerekombinujici ¢asti parového pohlavniho
chromosomu (rdzné genové davce). Homogametické pohlavi mé pro takovy lokus
dvé kopie, heterogametické pohlavi pouze jednu. Za mechanistického predpokladu,
zZe mira transkripce odpovida poctu kopii genu v burice, je bez pritomnosti dalSich
korekénich mechanismu vysledkem vyssi transkripce pro dany lokus u homogame-
tického pohlavi. Zména genové davky pro jednotlivé geny mé prokazatelny efekt na

biochemické pochody v burnice (Pollack et al., 2002). Zména genové davky pro cely

15



chromosom je obvykle letalni, jak mizeme soudit napriklad z dobre prozkoumanych
vrozenych aneuploidii u ¢lovéka. Pouze aneuploidie malych chromosom? (chromo-
som Y — 104 genti, chromosom 21 — 311 gen(i, chromosom 18 — 451 gent a chro-
mosom 13 — 508 gentl) a pomérne velkého chromosomu X (1203 gent) (pocty genti
podle Ensembl release 59, bez pseoudogent; Birney et al., 2004) jsou slucitelné se
zivotem. Aneuploidie autosomu jsou obvykle provazeny vyraznéj$im fenotypem
nez aneuploidie chromosomu X (X0 — Turnertiv syndrom, XXY — Klinefeltertiv
syndrom). Divodem je pravdépodobné¢ existence mechanismd, které jsou schopny

transkripéné utisit (inaktivovat) témér cely chromosom X.

Vyzkum inaktivace pohlavnich chromosom za¢ina popisem ,,Barrova téliska“
u kocic¢ich neuronti (Barr a Bertram, 1949). Jiz na konci 50. let 20. stoleti bylo zna-
mo, Ze i v bunkach samic jinych savct (mys, krysa, vacice, cloveék) se naléza podobny
chromatin, a analyzou dédi¢nosti znaki — riznych chorob a barvy srsti— bylo proka-
zano, zZe se jedna o inaktivovany chromosom X. Bylo také zjist€no, Ze je inaktivovan
nahodné¢, nezavisle na tom, zda byl zdédén od otce, nebo od matky, takze samici
organismy jsou mosaikou bunék s riznymi chromosomy X (prehled v Lyon, 1962;
recentné v Payer a Lee, 2008). Tento fenomén nabizi vysvétleni pro mensi vliv ane-
uploidii chromosomu X na vysledny fenotyp. Samici burniky po inaktivaci vyuzivaji
prevazné jeden chromosom X, proto snaze kompenzuji genotyp X0, pfi genotypu

XXY je naopak vyuzit inaktivaéni mechanismus i u samct (muz).

Dalsi vyzkum ukazal, Ze ve tkanich vac¢natct (Cooper et al., 1993) a v placentach
mysi (Takagi a Sasaki, 1975; Okamoto et al., 2005) je inaktivovan specificky chro-
mosom X zdédény od otce. Molekularni mechanismy zajiStujici inaktivaci specific-
kého chromosomu X se u mysi a vac¢natct shoduji a jsou odlisSné od mechanismu
nahodné inaktivujictho chromosom X u placentalt. Sdileni tohoto znaku mezi
vacnatci a placentalnimi savci naznacuje, Ze tento mechanismus je evolu¢né starsi
neZ ndhodna inaktivace. DalSi, recentné objeveny, mechanismus navic vyrovnava
urovné exprese gend z aktivniho chromosomu X s Grovnémi autosomalni exprese

(Nguyen a Disteche, 2006).
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U bezobratlych nachazime sice pon€kud odlisSné mechanismy kompenzujici
genovou davku pro chromosom X, ale vysledek je vcelku podobny. Samci octomi-
lek (XY) diky zvySené transkripci jejich jediného chromosomu X dosahuji zaroven
vyrovnani expresnich trovni mezi pohlavimi i mezi pohlavnimi chromosomy a auto-
somy (Fagegaltier a Baker, 2004; Rodriguez et al., 2007). Samci (X0) i hermafroditi
(XX) hadatka (Caenorhabditis elegans) maji zvySenou troven transkripce z chromo-
somu X (Guptaetal., 2006), coz je dostacujici pro vyrovnani expresnich trovni mezi
chromosomem X a autosomy v samcich. V hermafroditech by tento mechanismus
sam o sob¢ vedl k priliSné expresi z chromosomu X, dochazi u nich proto zaroven
k celkovému sniZeni exprese na obou chromosomech X (McDonel et al., 2006; Er-
can et al., 2007), které vyrovnava expresi genli z chromosomu X a gent lokalizova-
nych na autosomech a zaroven vede ke srovnani hladiny exprese genli vazanych na

X mezi hermafrodity a samci.

Tato Skala mechanisma (obr. 6) lisicich se na molekularni arovni, ale vedoucich
k velmi podobnému vysledku naznacuje, Ze samci heterogamie vznikla v téchto evo-
lu¢né vzdalenych organismech vicekrat nezavisle na sob€. Slozité molekularni masi-
nerie potrebné k dosazeni celochromosomové kompenzace se tedy pravdépodobné
vyvinuly konvergentné jako doplnék postupné degenerace chromosomu Y. Mohlo
by se zdat, Ze existence mechanismu kompenzujiciho genovou davku na trovni celé-
ho chromosomu je nezbytna. To bylo ostatn¢ dlouho povazovano za primarni diivod

existence tohoto jevu.

Novy vhled prinesl vyzkum provadény u ptaki, konkrétné u kura domaciho. Dvé
nezavislé studie (Ellegren et al., 2007; Itoh et al., 2007) potvrdily, Ze geny lokalizo-
vané na chromosomu Z maji v burikkach samcti (homogametické pohlavi, ZZ) vys-
$i expresni urovné nez v bunkach samic. Na chromosomu Z existuji oblasti, které
jsou kompenzovany lokaln€, pomoci zvySeni transkripce u samic, mechanismem
podobnym jako u octomilky — acetylovany lysin 16 na histonu H4 (Teranishi et al.,
2001; Bisoni et al., 2005). VétSina gent je vSak bez kompenzace. Podobny nepo-
mér v mnozstvi transkriptli z chromosomu Z mezi samci a samicemi byl prokéazan

iu zebricky (Itoh et al., 2007) a u bource morusového (Zha et al., 2009).
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ProtoZe vyjimky nejsou v evoluci (a hlavné€ v evolucnich teoriich) nic neobvyklé-
ho, nabizelo se, Ze ptaci budou jednou z téchto vyjimek v otazce kompenzace genoveé
davky. Data z ¢inského vyzkumu bource morusového a dalsi naznaky z vyzkumu
motylt (Traut et al., 2007) hovori spiSe pro obecnou absenci globalni kompenzace
genové davky u organismil s homogametickymi samci. Je téZ ziejmé, Ze globalni (ce-
lochromosomovy) mechanismus neni k ispéSnému prezivani druhu zapotiebi. Je
dostacujici, kdyZ jsou kompenzovany pouze jednotlivé geny citlivé na zménu genoveé

davky (Mank, 2009).

Jaké se pro tyto rozdily nabizi vysvétleni? Zatim neexistuje Zadna teorie, ktera by
uspokojive vysvetlovala viechny vySe zminéné jevy zaroven. Moznost, Ze by se mira

kompenzace genové davky vyvijela postupn€ od vzniku pohlavnich chromosomu
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Obr. 6: Schématicky prehled mechanismii kompenzujicich genovou davku u riiznych sku-
pin organismii. Bézna prdmeérna expresni troven gent na chromosomu je naznacena stfednim
odstinem 3edi. Prazdny chromosom naznacuje inaktivaci, tmavy odstin Sedi a rozsifeni chromo-
somu hypertranskripci (prazdny rozsiteny chromosom naznacuje druhotné regulovanou hype-
rtranskripci). (@) u savcl je jeden chromosom X u samic inaktivovan, aktivni kopie chromosomu
X je v obou pohlavich hypertranskribovana, (b) u octomilky je hypertranskribovan chromosom
X u samcd, (c) u hermafrodit( hadéatka C. elegans je na obou chromosomech X sniZzena expresni
uroven viech gen( pfiblizné na polovinu, zaroven viak pravdépodobné dochézi ke zvyseni tra-
nskripce z chromosomu X jak u hermafroditd, tak u samcd, (d) u ptdkd dochazi pouze k lokalni
kompenzaci genové davky zvysenim exprese jednotlivych gend. Upraveno podle Mank, 2009.
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(obecné akceptovana teorie u savcq, obr. 7), je vyloucena jak podobnym stafim po-
hlavnich chromosom? sav¢ich (160 miliond let; Potrzebowski et al., 2008) a ptacich
(150 miliont let; Stiglec et al., 2007), tak nesplnénym piedpokladem, Ze se kom-
penzace genové davky vyviji zaroven s degeneraci neparového pohlavniho chromo-
somu. Chromosom W u ptaki je degenerovan do stavu velmi podobného savéimu
chromosomu Y, zatimco mira kompenzace transkripénich trovni je u téchto skupin

diametralné odlisna.

Potieba inaktivace chromosomu X zdédéného od otce v placentach savct by moh-
la vzniknout diky ptisobeni pohlavniho antagonismu, kde zajmem otce je co nejveétsi
vzrust plodu, zajmem matky prezit ve zdravi vyzivu plodu a pripadné donosit i po-
tomstvo dalSich partnerd. Tato inaktivace pravdépodobné navazuje na meiotickou
inaktivaci pohlavnich chromosomi (viz dalsi kapitolu), ktera probiha pii sperma-
togenezi (piehled v Payer a Lee, 2008). Zatimco u ptakoritnych a vacnatcti setrvava
v inaktivovaném stavu vzdy chromosom zdédény po otci, placentalové disponuji
evolu¢ni novinkou — inaktivaci nahodného chromosomu X. Ta se pravdépodobné
vyvinula diky selekénimu tlaku na funk¢ni diploidii pro chromosom X u samic. Ty
jsou u vacénatct a ptakoritnych diky inaktivaci vZdy stejného chromosomu X v pod-
staté hemizygotni, a tedy vystavené ucinkiim Skodlivych recesivnich mutaci stejné

jako samci.

Vzhledem k tomu, Ze vétSina zminénych teorii pocita s nezbytnosti vyvazenosti
genove davky pro samotnou Zivotaschopnost organismu, je vhodné zminit, Ze exis-
tuji skupiny organismd, kde tyto teorie pravdépodobné plati velmi omezen¢. U velké
vétSiny rostlin nové druhy vznikaji ¢asto polyploidizaci jak ze stejnych, tak z riiznych
otcovskych druhd. Z zivo€isné fise jsou vyznamnym prikladem blanokridli, u kterych
je pohlavi ur¢eno haplodiploidn€, coz znamena rozdilny pocet ne jednoho, ale vSech
chromosomdu. Jednou z moznosti je, Ze roli nehraje absolutni po¢et chromosomd,

ale pouze vzajemné pomery jejich poctu.

19



Balance genové davky Balance
mezi autosomy genové davky
a pohlavnimi chromosomy mezi pohlavimi

g ?

- oLl i
Qg

teplo
AA PXPY

o Pﬁ i]YSRY — dl_ﬂ%ﬂ_ IS’FI)Y P)gx

PX PX AA PXPX

_,Qjﬂﬂﬂ_

a  Urgeni pohlavi
podle teploty prostredi

|

b Chromosomalni
uréeni pohlavi

i

C  Degenerace
chromosomu Y
vede k vychyleni

rovnovahy
XY an 0 g 9
o4 U EI — i

X X

Q) — odiil

d Vznik mechnismd
kompenzujicich
genovou davku

g, _,d'j%a_ g 2

Qff — odLil

Obr. 7: Schématicky nakres vyvoje potieby kompenzace genové davky sprazené

s vyvojem pohlavnich chromosomii u savct. (a) pohlavi jedince je urcovano podminkami
prostredi, samci se karyotypem nelisi od samic (PXY — proto-XY, par chromosom nesouci gen
z kaskady urcujici pohlavi, napt. SOX3), (b) vznikem mutace urcujici pohlavi nositele (napf. SRY)
se z autosomU stanou pohlavni chromosomy (PX - proto-X, PY — proto-Y, homomorfni),

() s pribyvajici mirou degenerace chromosomu Y pfibyva na chromosomu X genf, které

jsou v samcich pfitomné pouze v jedné kopii, coz vytvafi disbalanci mezi geny na chromoso-
mu X a autosomy, a zaroven vznika disbalance mezi geny lokalizovanymi na chromosomu X

v samcich a samicich, (d) pro kompenzaci téchto disbalanci se u savcd vyvinuly dva mecha-
nismy: Xa (aktivni kopie chromosomu X) je prepisovana pfiblizné dvojnasobnou mérou, coz
vyrovnava transkripni irovné mezi Xa a autosomy, druha kopie chromosomu X je v samicich
inaktivovana (Xi), pravdépodobné aby hypertranskripéni mechanismus neved| k disbalanci

v samicich. Ktery z téchto dvou mechanismu se vyvinul dfive, ¢i zda se oba vyvinuly soucasné,
zatim neni znamo. Upraveno podle Payer a Lee, 2008.
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1.4 Meioticka inaktivace pohlavnich chromosomiu

Meiotick4 inaktivace prinési do Skaly molekularnich mechanismd uml¢ujicich po-
hlavni chromosomy nékolik dalSich. Byva béZné oznacovana zkratkou MSCI (mei-
otic sex chromosome inactivation). MSCI zacina v prubéhu pachytene, pfi parovani
homolognich chromosomu. Na mySim modelu bylo prokazano, Ze v této fazi jsou
transkripén€ umlceny nesparované oblasti jak na autosomech, tak na pohlavnich
chromosomech. MSCI se proto zda byt pfipadem obecnéjsiho mechanismu — mei-
otické inaktivace nesparovaného chromatinu (Baarends et al., 2005; Turner et al.,
2005). Pro organismy s degenerovanym neparovym pohlavnim chromosomem
meioticka inaktivace nesparovaného chromatinu znamena transkripéni umléent té-
mér celého parového pohlavniho chromosomu (X/Z) v heterogametickém pohlavi

v pribéhu meiosy.

Pribéh MSCI u mysi a hadatka C. elegans, kde byla dikladné studovana, je spo-
jen s riznymi epigenetickymi modifikacemi histont — deacetylace, methylace, ubi-
quitinizace — a také s nahrazenim nékterych histont za jejich mén¢ b&zné varianty.
To zptsobi vymizeni transkripcni aktivity u vétSiny gent a cytologicky pozorovatel-
nou heterochromatinizaci chromosomu. Nékteré zmény pretrvavaji az do samotné
spermatogeneze (Turner, 2007). V pribéhu meiosy nebo tésné po ni je transkripéné
aktivnich asi 20 genovych rodin mikroRNA a pouze n€kolik jednotlivych gent loka-
lizovanych na chromosomu X (Namekawa et al., 2006; Turner et al., 2006; Mueller
et al., 2008; Song et al., 2009). Meioticka inaktivace byla prokazana téz u vireckovy-
trusé houby Neurospora crassa, kde hlavnim mechanismem inaktivace pohlavnich
chromosomd je RNA interference (RNAI). ProtoZze RNAI je posttranskripéni me-
chanismus, ktery funguje na zaklad¢ homologniho parovani vlaken RNA, umlcuje
nejen geny z chromosomu X, ale i jejich homology lokalizované na autosomech
(Shiuetal., 2001). Nenizatim jasné, zda RNAi je jedinym mechanismem podilejicim
se na MSCI u N. crassa, ani zda se RNAI podili vyznamnéjSim zptsobem na MSCI
u savcli nebo u C. elegans. U octomilek je diikaz existence MSCI podloZen pomérné
komplikovanymi experimenty. U tohoto rodu totiz nedochézi k heterochromatiniza-

ci pohlavnich chromosomu. Nejprve byla pritomnost MSCI navrzena jako mecha-
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nismus zodpovédny za pohlavné specifickou sterilitu hybridi s chromosomalnimi
translokacemi mezi X a autosomy (Lifschytz a Lindsley, 1972). Recentni dlikaz pri-
tomnosti MSCI u octomilek vyuziva transgenni octomilky s vnesenym reporterovym
genem opatifenym promotorem specifickym pro spermatogenezi. U takto modifiko-
vanych musek byl prokazan rozdil v expresi reporterového genu zavisly na tom, zda
byl konstrukt lokalizovan na autosomech nebo pohlavnich chromosomech (Hense

etal., 2007).

Recentni vyzkum (Schoenmakers et al., 2009) potvrdil pritomnost meiotické
inaktivace také u organismi s heterogametickymi samicemi — v prib&hu oogeneze
u kura domaciho. Zptsob, kterym je inaktivace dosazeno, se odliSuje od téch jiz
znamych z mySi nebo N. crassa. Béhem meiosy dochdzi u kura k heterolognimu
sparovani chromosoma Z a W, coz vylucuje vyuZiti mechanismu umlcujiciho
nesparovany chromatin (viz vyse). B€éhem pachytene nebyly detekovany ani bézné
histonové modifikace znamé ze sav¢ich modell (fosforylace serinu 139 na histonu
H2AX, asociovana s vyskytem dvouvldknovych zlomt — Rogakou et al., 1998;
Mahadevaiah et al., 2001). Tyto modifikace se objevuji az v pozd¢€jsich fazich
meiosy. To by mohlo naznacovat existenci selekéniho tlaku sméfujiciho k inaktivaci
pohlavnich chromosomu, odliSného od pouhého disledku nespecifické meiotické

inaktivace nesparovaného chromatinu.

Nabizi se nékolik vysvétleni, pro¢ k MSCI dochézi. Podobné jako u fenoménu
kompenzace genové davky mizeme také u MSCI pozorovat rozmanitou Skalu
mechanismi vedoucich k velmi podobnému vysledku, z ¢ehoz miZeme usuzovat,
ze MSCI je vysledkem urcitého selekéniho tlaku a ne jenom pravodni jev evoluce.
Dtivodem vzniku obecnéj$iho mechanismu inaktivujiciho nesparovnany chromatin
muze byt kontrola pribéhu meiosy s cilem zamezeni vzniku chromosomalnich ab-
normalit a aneuploidii. MazZe také zaroven slouZit jako obrana pred cizorodou DNA,
jako jsou transpozony a retroviry (piehled v Kelly a Aramayo, 2007; Turner, 2007).
Evolu¢ni silou vedouci ke specifické inaktivaci pohlavnich chromosomt by mohla
byt napriklad selekce mechanismu potlacujiciho sobecké genetické elementy, které

ovlivnénim meiosy vychyluji pomér pohlavi potomstva (obr. 8). Pohlavni chromo-
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Obr. 8: Schéma postupné (ko-)evoluce sobeckych genetickych elementt vychylujicich
pomér pohlavi a jejich supresoru. (a) schematicky znazornény genotyp heterogametického
samce a dva typy spermii, které produkuje, (b) nové vznikly sobecky element schopny
poskozovat spermie nesouci chromosomY se rozsifi v populaci a tim vychyli pomér pohlavi,

() selekce zvyhodni nositele mutace suprimujici efekt sobeckého elementu - bude mit vic
synU, tim padem i vice vnuk a supresor se rozsifi v populaci, (d, e) proces se opakuje. Upraveno
podle Meilklejohn a Tao, 2010.

somy jsou idealnim utocistém pro tento typ sobeckych elementti a pausalni umlceni
celych chromosomt béhem inkriminovaného bunééného déje se nabizi jako vcelku

ucinny mechanismus (Meiklejohn a Tao, 2010).

Konkrétni zjiSténi podkladajici tuto teorii nalezneme napfiklad u octomilek. Na
modelovém organismu D. simulans byly popsany tfi systémy elementt vychyluji-
cich pomér pohlavi potomstva a jejich supresor@: Paris, Winters a Durham (prehled
v Tao et al., 2007). VSechny tfi elementy lokalizované na chromosomu X zptsobuji
vyvojové chyby u spermii obsahujicich chromosom Y, takze vychyluji pomér pohla-
vi potomstva ve prospéch samic. Tim zvySuji své pomérné zastoupeni v populaci.
Systém Paris je dvojice genli na chromosomu X objevenych pfi kiiZeni geograficky
oddélenych populaci D. simulans se supresory lokalizovanymi na chrosmosomu Y
a na autosomech (zatim se nevi na kterych konkrétné). Podobny je systém Winters,
sestavajici z dvojice genti na chromosomu X a supresoru Nmy (not much yang) na
chromosomu 3. Byl objeven v inbredni linii vzniklé z D. simulans a D. sechellia.
VSechny tfi geny zahrnuté v systému Winters jsou pravdépodobné paralogy, ucinek
supresoru zajiStuje RNA interference. Systém Durham je zatim nejméné proba-
danym systémem. Byl objeven pfi introgresi druht D. simulans a D. mauritiana.
Dynamicky se vyvijejici sobecké elementy a jejich supresory by mohly mit mnoho
spole¢ného s geny hybridni sterility a v dasledku i se vznikem novych druht. Proto

by bylo zajimavé se jejich vyzkumu vénovat hloubgji.
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2. Cile prace

Cilem této diplomové prace je objasnéni role pohlavniho antgonismu, kompenzace
davky genli a meiotické inaktivace pohlavnich chromosom? pti formovani genového
obsahu chromosomu Z u kura domaciho. Predchozi studie ukazaly, Ze ptaci chro-
mosom Z je obohacen o geny s preferen¢ni expresiv samcich a ochuzen o geny vyka-
zujici preferenc¢ni expresi v samicich (Kaiser a Ellegren, 2006; Storchova a Divina,
2006). Protoze se v té dobé predpokladalo, ze u ptaku existuje kompenzace genové
davky stejné jako u ostatnich probadanych organismt (i kdyz presny mechanismus
nebyl znam), vysledky zminénych studii byly interpretovany jako mozny disledek
ptsobeni pohlavné¢ antagonistické selekce. Pozdéji se ukazalo, Ze u ptakd chybi me-
chanismus kompenzujici genovou davku pro celé pohlavni chromosomy (Ellegren
etal., 2007; Itoh et al., 2007). Proto je potfeba navrhnout jiné experimenty objasnu-

jiciroli pohlavniho antagonismu pfi formovani genového obsahu chromosomu Z.

Prvni pokus rozliSit vliv pohlavné antagonistické selekce a nekompletni kom-
penzace genové davky vychazel z predpokladu, Ze vétSina pohlavniho antagonismu
se projevi az v dospélém véku (Mank a Ellegren, 2009). Tato studie proto vyuziva
genové expresni Cipy pripravené z kutecich embryi i dospélych jedinct, a vSechna
srovnani expresnich urovni jsou provadéna v ramci stejného pohlavi. Autofti stu-
dovali fyzické pozice gent vykazujicich rozdilnou expresi mezi gonadami dospé€lct
a embryi. Geny s vyS$si expresi ve vajecnicich dosp€lych samic (¢ili povazované za
vyhodné pro samice) jsou na chromosomu Z zastoupeny méné nez by odpovidalo
nahodnému rozdéleni. Geny s nizsi expresi ve vaje¢nicich dosp€lych samic (pova-
zované za nevyhodné pro samice) jsou na chromosomu Z zastoupeny naopak vice.
Geny exprimované ve varlatech nevykazuji signifikantni rozdily v lokalizaci mezi
autosomy a chromosomem Z, jsou-li vybirany pomoci podobnych kriterii. To nazna-
Cuje, Ze selekeni tlaky na regulaci exprese jsou u samic vyznamngjsi nez u samcu.
Autori tato data interpretuji jako evidenci dominantniho modelu dédi¢nosti pohlav-

n¢ antagonistickych mutaci (Mank a Ellegren, 2009).

Alternativni vysvétleni pro pozorovany odliv ,,sami¢ich®“ genli z chromosomu

Z nabizi recentn¢ publikovany diikaz transkrip¢ni inaktivace chromosomu Z v pru-
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b&hu meiosy (Schoenmakers et al., 2009). Meioticka inaktivace chromosomu Z za-
¢ina v pachytene (ta probiha ve vSech oocytech tésné po lihnuti kurat) a trva nékolik
dni az do ¢asné diplotene (Schoenmakers et al., 2009). Prestoze byla prokazana
reaktivace chromosomu Z v pozdé¢j$ich stadiich oogeneze, je mozné, ze nekteré epi-
genetické modifikace pretrvavaji déle a ovliviiuji expresi v oocytech i u dospélych
jedinct. Lokalizace na inaktivnim chromosomu neni pro geny s dtleZitou roli v 0oo-
genezi prili§ vyhodna, lze proto ocekavat, Ze jejich zastoupeni na chromosomu Z ne-

bude nijak vyrazné.

Cilem moji prace bylo pokusit se s vyuzitim verejn€ dostupnych expresnich dat
rozliSit disledky pusobeni pohlavné antagonistické selekce a meiotické inaktivace
chromosomu Z na charakter gent lokalizovanych na chromosomu Z. To bylo umoz-
néno vyuzitim expresnich dat ziskanych z oddélenych bunécénych populaci oocyta
(germinalni bunky) a kumularnich bunék (somatické bunky vytvarejici obal kolem
oocytu), které dohromady tvori jeden funkéni celek — ovarialni folikul. Predpokla-
dem bylo, Ze pohlavné¢ antagonisticka selekce se projevi v obou typech bunék stejné.
Podle miry dominance ,,primérné“ pohlavné antagonistické mutace budou pak
geny s preferencni expresi vdaném typu bunek zastoupeny na chromosomu Z vice
nebo méng¢, nez by odpovidalo ndhodé¢. Pokud je hlavni silou formujici obsah chro-
mosomu Z jeho meioticka inaktivace, lze predpokladat, Ze ve svém zastoupeni na
chromosomu Z budou ovlivnény pouze geny s preferencni expresi v germinalnich
bunkach (tj. oocytech), zatimco geny s preferenéni expresi v somatickych tkanich

nebudou ovlivnény.
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3. Material a metody

3.1 Data z genovych expresnich ¢ipa

Data pro nasi analyzu byla ziskdna z verejné dostupné databaze Gene Expression
Omnibus (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/, Edgar et al., 2002). VyuZili jsme jedno-
kanalové expresni Cipy firmy Affymetrix — platforma GPL321 3, Affymetrix Chicken
Genome Array. Expresni data pro somatické tkané — mozek, srdce a jatra — byla zis-
kana z experimentq, které provedl Ellegren et al. (2007) a Itoh et al. (2007). Data
z vajecnikll — roztfidéné populace kumularnich bunék a primarnich oocyt — po-
chazeji z experimentu, ktery provedl Elis et al. (2008). V8echny somatické tkané
pochazeji z kurecich embryi, 14 nebo 18 dnt starych. Kumularni buniky pochazeji
z F1 folikult dospélych slepic, pouzité primarni oocyty jsou sebrané zahy po ovulaci.
Pro analyzu byla pouzita pouze data ze samicich tkani, aby byl vyloucen vliv chyb¢;ji-
ci kompenzace genové davky u chromosomu Z na vybeér tkanove specifickych gent.
Seznam jednotlivych pouzitych hybridiza¢nich experimenti je v tabulce 1, data jsou
také na prilozeném CD.

Tabulka 1: Seznam pouzitych expresnich ¢ipa vyuzitych pro analyzu.

Tkan Identifikatory vzorka v GEO Publikovano v

GSM157823, GSM157824, GSM157825,

mozek GSM157826. GSM157827 Itoh et al. 2007
mozek ggmigjgg’ GSM215460, GSM215461, Ellegren et al. 2007
srdce ggmigjgz , GSM215474, GSM215475, Ellegren et al. 2007
gg‘cr;‘f;m GSM 189423, GSM189424 Elis et al. 2008
Eﬁ;“k‘yémi GSM189428, GSM 189427 Elis et al. 2008
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3.2 Anotace, normalizace a sumarizace expresnich dat

Ke zpracovani dat byl vyzit programovy balik Bioconductor verze 2.1
(http://www.bioconductor.org, Gentleman et al., 2004), ktery je roz$ifenim sta-
tistického systému R Project for Statistical Computing (pouzita verze 2.6.0,
http.//www.r-project.org). Oligonukleotidové sondy na ¢ipech byly ptirazeny ke
genovym identifikatordm databaze Ensembl (Ensembl vydani 46) za pomoci cdf
souboru (custom chip description file) ,ggchickenggensg® verze 10.0.0 (Dai
et al., 2005). Takto bylo prirazeno 11 998 sad oligonukleotidovych sond ke gentim

se znamym umisténim na chromosomech.

Expresni trovné pro jednotlivé geny byly vypocteny pomoci algoritmu gcRMA
(GC-content aware Robust Multiarray Average, Wu et al., 2004). Ten vyuziva sek-
venci kazdé oligonukleotidové sondy k vypoctu jejiho koeficientu afinity, ktery vy-
jadruje pravdépodobny podil nespecificky vazané cDNA na celkovém signélu. Dale
je v algoritmu gcRMA vyuzita kvantilova normalizace a linearni aditivni model pro
kazdou sadu sond. Pouzity linedrni model sestava z koeficientu afinity, logaritmova-

né hodnoty skute¢ného signalu a nezavislé chyby (Irizarry et al., 2003).

3.3 Hodnoceni diferencialni exprese a statisticka analyza

Pro rozhodovani, zda je ten ktery gen signifikantné¢ vice exprimovan v jedné tkani
oproti tkani druhé, byl pouZit modul z baliku Bioconductor — limma (Linear Models
for Microarray Data, verze 2.12.0, Smyth, 2004). Pro zhodnoceni statistické vy-
znamnosti je vyuzit linedrni model, tentokrate pro vysledné expresni trovné gena
— na rozdil od gcRMA, kde je pouZit pro jednotlivé sondy. Nasledné€ je pro zvysSeni
sily testd pouZita Bayesovska statistika, vyuZivajici informace o expresi viech gent
zaroven. Jako korekce na mnohonasobna porovnani mezi dvéma tkanémi (na trovni
jednotlivych sad sond) je pouzita metoda false discovery rate (Benjamini a Hochberg,
1995). Korekce mnohonasobného porovnavani mezi vice tkanémi (na trovni celych
¢ipl) byla provedena pomoci metody vnorenych F-testl (parametr method="ne-

stedF" funkcedecideTests ()).
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Geny prednostné exprimované v kazdé tkani byly vybrany podle nésledujicich
kritérii: (1) signifikantné vy$si exprese v dané tkani ve srovnani s kazdou dalsi tkani,
(2) pomer expresnich trovni genu v dané tkani oproti kazdé dalsi tkani veétsi nez tri
(veétsi nez pét), (3) hodnota expresni trovné v dané tkani je vétsi nez 100 (prahova

hodnota béZné uzivana u Cipl firmy Affymetrix pro odliSeni signalu od pozadji).

Ocekavané pocty gentli prednostné exprimovanych v jednotlivych tkanich byly
vypocitany na zakladé poc¢tu anotovanych genu v pouzitém cdf souboru. Nulova hy-
potéza je, Ze umisténi na chromosomu neovlivni pravdépodobnost, se kterou bude
gen prednostné exprimovan v nékteré tkani. Ocekavané a pozorované pocty byly
porovnany pomoci testu dobré shody (2 test dobré shody). Viz také skripty v ptiloze

8.2 nebo na priloZzeném CD.

Prestoze projekt MAQC-1 (MicorArray Quality Control) prokazal velkou miru
konzistence mezi surovymi daty vyprodukovanymi v raznych laboratorich, v pro-
cesu pripravy Cipu existuje mnoho zdrojii mozné variability (MAQC Consortium,
2006). Data vyuzita v nasi analyze pochazeji z riznych laboratofi, proto byl proces
vybéru gent s preferen¢ni expresi vjednotlivych tkanich proveden trikrat, s ¢aste¢né
odliSnymi vstupnimi datovymi sadami. Ve vSech analyzach byla pouzita data pripra-
vena z jater (Itoh et al., 2007) a z vaje¢nikd (kumularni bunky a ovulované oocyty,
Elis et al., 2008). V prvni analyze byla dale zahrnuta data z mozku a srdce priprave-
na v laboratofi A. P. Arnolda (Itoh et al., 2007). V druhé analyze byla pouZita data
z mozku a srdce pripravend v laboratori H. Ellegrena (Ellegren et al., 2007). Ve treti
analyze byla vyuzita vSechna dostupné data pro vybrané tkané (mozek, srdce, jat-
ra, kumularni bunky, oocyty). Prekryv mezi geny ur¢enymi jako tkanove specifické

v prvni a druhé analyze byl 52—-82 %, viz také obrazek 9.

Statistické testy rozdéleni vybranych gent mezi jednotlivymi chromosomy vyka-
zovaly shodné vysledky pro vSechny tfi datové sady. V dalsi praci jsou proto zmino-
vany pouze vysledky pro treti (kombinovanou) datovou sadu. Vysledky pro 1. a 2.
datovou sadu jsou uvedeny v priloze 8.3 (tabulky P1, P2 a P3, obr. P1). Shodné z4-
véry vSech tfi analyz naznacuji, Ze je nepravdépodobné, aby pozorované rozdily byly

zpusobeny odliSnym zachdzenim s materialem v riznych laboratofich.
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Obr. 9: Vennovy diagramy zobrazujici pfekryvy sad gent s preferencni expresi

v jednotlivych tkanich. Kazdy kruh reprezentuje analyzu s pouzitim jedné datové sady, soucet
¢isel v kazdém kruhu je tedy celkovy pocet gent s preferencni expresi v dané tkani pro danou
datovou sadu. Cislo uprostfed vyjadfuje pocet gen(i s preferenéni expresi pro viechny datové
sady.



4, Vysledky

Abychom rozlisili vlivy pohlavné antagonistické selekce a meiotické inaktivace
chromosomu Z na genovy obsah chromosomu Z, podrobili jsme analyze rozmisténi
genu preferencné exprimovanych v riiznych tkanich. Analyzované tkané lze rozdélit
na pohlavné nespecifické — mozek, srdce a jatra, a specifické pro samice — kumularni
bunky a ovulované oocyty. Predpokladame, Ze geny s preferenéni expresi ve tkanich
specifickych pro samice jsou geny vyhodné pro samice. Geny s preferen¢ni expresi
v pohlavné nespecifickych tkanich predstavuji kontrolni skupinu, kterd by neméla

byt ovlivnéna pohlavné antagonistickou selekci.

Tabulka 2: Pozorované a ocekavané pocty genii s preferencni expresi v jednotlivych
tkanich na autosomech (A) a chromosomu Z (Z).

Pozorované Ocekavané
Tkan Pomér? A 7 %Z A Z p°
mozek 3 423 19 4,30 421 21  0,8714
5 324 14 4,14 322 16 0,8518
srdce 3 205 6 2,84 201 10  0,4445
5 141 5 3,42 139 7 0,7681
jatra 3 455 23 4381 455 23 0,8799
5 364 11 2,93 357 18  0,2558
kumularni 3 212 41 16,21 241 12 0,0000
bunky 5 125 29 18,83 147 70,0002
primarni 3 316 14 4,24 314 16 0,8518
oocyty 5 158 8 4,82 158 8 10,7978

2 pomeér expresnich trovni
®test dobré shody, df=1, statisticky vyznamné hodnoty vyznaceny tu¢né

Geny s preferencni expresi byly vybrany pro dvé rizné limitni hodnoty pome-
ru expresnich urovni — geny s pomérem vét§im nez tfi (volnéjsi kritérium) a geny
s pomérem vetsim nez pét (prisnéjsi kritérium). Celkové pocty genli vybranych pro
jednotlivé tkané jsou uvedeny v tabulce 2. Geny s preferen¢ni expresi v kumularnich
bunikach jsou ve srovnani s nahodnym rozd€lenim zastoupeny na chromosomu Z
3,4 krat vice pro pomér expresnich Grovni vétsi nez tri a 4,1 krat vice pro pomér
expresnich trovni vétsi nez pét. Tento nepomér je signifikantni (test dobré shody,
p < 0,001, viz tabulku 2). Geny s preferen¢ni expresi v primarnich oocytech a ani

geny s preferen¢ni expresi v testovanych somatickych tkanich (mozek, srdce a jatra)
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nevykazuji odliSnosti proti ocekavanym poctiim gent (viz tabulka 2). Rozdil v poc¢tu
pozorovanych a o¢ekavanych gent s preferen¢ni expresi na chromosomu Z je signi-
fikantni i po aplikaci korekce na mnohonasobna porovnani (Bonferroniho korekce,

p<0,01).

V predchozi analyze jsme se zabyvali rozloZenim geni mezi chromosomem Z na
jedné strané a autosomy na stran¢ druhé. Takova analyza ndm vSak neumozni od-
halit jednotlivé autosomy, které by také mohly nést nenahodny poc¢et nami studova-
nych gent. V dalsi analyze jsme proto studovali distribuci gent s preferenc¢ni expresi
v jednotlivych tkanich na konkrétnich chromosomech. V této analyze byly zahrnuty
pouze chromosomy s vice nez 350 anotovanymi geny, tj. chromosom Z a chromoso-
my 1-9. K porovnani pozorovanych a o¢ekavanych hodnot byl opét pouZzit test dobré
shody. Jediny vzorek, ve kterém byly nalezeny pocCty gent signifikantné odlisné od
oc¢ekavanych hodnot po provedeni korekce na mnohonéasobna porovnani (Bonfer-
roniho korekce), jsou kumularni bunky (test dobré shody, p < 0,00001; obr. 10).
Vyrazn€ nejvetsi prispévek k signifikanci testu mél pocet genti na chromosomu Z
(tabulka 3). Pfi vylouceni tohoto chromosomu z analyzy nebyly pozorované pocty
vybranych gent signifikantn€ odli$né od ocekavanych (test dobré shody, p > 0,05).
To napovida, Ze nendhodna distribuce genu s preferencéni expresi v kumularnich
bunkach je specificka pro chromosom Z. Na jednotlivych autosomech jsou tyto geny

rozmistény rovnomerne.
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Obr. 10: Zastoupeni
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Tabulka 3: Pozorované (P) a ocekavané (O) pocty genti preferencné exprimovanych
v kumularnich buiikach podle jednotlivych chromosom.

Pomér exp. urovni 3 Pomér exp. urovni §
Chr P o P-0%0 P o (P-0)?/0
1 38 36 0,15 25 22 0,50
2 16 24 2,41 7 14 3,75
3 15 22 2,16 8 13 2,12
4 17 19 0,30 8 12 1,24
5 21 17 1,21 10 10 0,00
6 7 10 0,68 4 6 0,57
7 7 9 0,42 6 5 0,06
8 8 9 0,11 6 5 0,05
9 6 8 0,40 5 S 0,02
Z 41 12 67,68 29 7 62,41
Sum 176 164 75,52 * 108 100 70,70 *

* test dobré shody, df=9, p <0.000001

Vys$izastoupeni gent s konkrétnim profilem genové exprese by mohlo byt zptiso-
beno takeé ¢astéjsi genovou duplikaci na chromosomu Z bez nasledné upravy expres-
niho profilu nové vzniklého genu. Podrobili jsme proto analyze vSechny geny vybra-
né pro pomér expresnich trovni vétsi nez tii (41 genti; tabulky P4 a P5 v priloze 8.4).
Tato sada diky pouzitému kritériu zahrnuje i druhy vybér. Zkoumanymi aspekty byla
fyzicka pozice na chromosomu Z a homologie k ostatnim gentim ve vybéru. Pomoci
nastroje BioMart (Haider et al., 2009) nad daty z databaze Ensembl (Birney et al.,
2004) jsme zjistili, Ze pouze dva z 41 genl (ENSGALG00000012575 aENSGAL-
G00000015184) jsou paralogy. Tyto dva geny lezi vedle sebe na chromosomu Z,
coz naznacuje, ze mohly vzniknout tandemovou duplikaci. V porovnani s celkovym
poc¢tem vybranych genti (41) nemohou dva paralogni geny vysvétlit nepomeérné vyssi

zastoupeni gent s preferencni expresi v kumularnich bunikach na chromosomu Z.
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5. Diskuse

Abychom lépe porozuméli mechanismm, které utvareji genovy obsah chromoso-
mu Z, analyzovali jsme rozmisténi vybranych genti v genomu kura doméciho. Byly
vybrany geny preferencné exprimované v riiznych pohlavné nespecifickych tkanich,
v somatickych bunkach vaje¢niku a v primarnich oocytech. Zjistili jsme, Ze chromo-
som Z je obohacen o geny s preferenc¢ni expresi v kumularnich bunkach (somatic-
ké pohlavné specifické bunky). Geny preferenéné exprimované ve vSech ostatnich
vzorcich nevykazovaly zadné statisticky signifikantni odchylky od ndhodného roz-
misténi na chromosomech. Vy$si zastoupeni vybranych genti na chromosomu Z ne-
ni zplsobeno genovymi duplikacemi. Navrhujeme tedy pohlavné antagonistickou
selekci jako hlavni mechanismus zodpovédny za obohaceni chromosomu Z o geny
s preferenc¢ni expresi v kumularnich bunkach. V dal§im textu srovnavame nase vy-
sledky s vysledky ptedchozich studii zabyvajicich se genovym obsahem chromoso-
miXaZ.

5.1 Pohlavné antagonisticka selekce a mira dominance pohlavné
antagonistickych mutaci

Matematicky model pohlavné antagonistické selekce predpovidd hromadéni mutaci
vyhodnych pro samce na chromosomu X v pfipad¢, Ze nove vznikajici mutace jsou
v primeru recesivni, a naopak hromadéni mutaci vyhodnych pro samice v pfipade,
ze nove vznikajici mutace jsou v priméru dominantni (Rice, 1984; viz kapitolu 1.2).
Analogicky chromosom Z by mél byt obohacen o mutace vyhodné pro samice, pokud
jsou nové vznikajici mutace v prameéru recesivni, nebo obohacen o mutace vyhodné
pro samce, pokud jsou nové¢ vznikajici mutace v priméru dominantni (v podstaté
opak stavu pro chromosom X). Protoze primeérna mira dominance nové vzniklé
mutace neni prave jednoduse zjistitelny parametr, jsou vysledky pohlavné antago-
nistické selekce obtizné predpovidatelné (Vicoso a Charlesworth, 2006; van Doorn,

2009).

Doposud provedené experimentélni studie poskytuji nejednoznacné vysledky.
Pro v priméru dominantni pohlavn¢ antagonistické mutace hovori studie Mank

a Ellegren (2009). Porovnava genové expresni trovné v celych vajecnicich z dospél-
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cl a z embryi. Geny s vy$si expresi ve vajecnicich dospélcti — povazovany za geny

vyhodné pro samice — jsou na chromosomu Z zastoupeny mén¢, nez piedpovida na-

hodné rozmisténi. Naopak geny s niz$i expresni trovni v dospélcich oproti embryim

— povaZované za nevyhodné pro samice — jsou na chromosomu Z zastoupeny vice,

neZ by predpovidalo ndhodné rozmisténi. U octomilek je popsano niZsi zastoupe-
ni genl s vy$Simi expresnimi urovnémi v samcich na chromosomu X (Parisi et al.,
2003; Ranz et al., 2003; Sturgill et al., 2007), které je konzistentni s dominantnim
modem dédi¢nosti pohlavné antagonistickych mutaci. U savct jsou ale vysledky
prave opacné. Geny s vyS$Simi expresnimi irovnémi v somatickych nebo pre-meio-
tickych tkanich u samct jsou na chromosomu X zastoupeny vice (Wang et al., 2001;
Lercher et al., 2003; Khil et al., 2004; Divina et al., 2005). To hovofi pro v priméru

recesivni nove vzniklé pohlavné antagonistické mutace (obr. 11).

zastoupeni genl na X/Z
ptaci nizsi
octomilka nizsi
savci vyssi

Obr. 11: Zastoupeni genli povazovanych za vyhodné pro heterogametické pohlavi na
chromosomu X/Z podle dosavadnich studii.

Nejednoznacénost téchto vysledktt mize byt vysvétlena ptisobenim epigenetickych
mechanismu, které se mezi riznymi organismy mohou podstatné liSit. Nedostatek
genu s vySsi expresi v samcich na chromosomu X u octomilky mize byt disledkem
celochromosomového zvySeni expresnich trovni, ke kterému dochazi kvuli kom-
penzaci genové davky u samct (Baker et al., 1994). To, Ze je kompenzace dosazeno
pomoci globalniho zvySeni transkripce, miize omezit moznosti dal§iho zvySovani
transkripcnich urovni u jednotlivych genti v disledku pohlavné antagonistické

v

selekce. Chromosom X se tak stdva nevhodnym pro geny s vyssi expresi v samcich
(Rogers et al., 2003; Vicoso a Charlesworth, 2009). U kura domaciho miize byt nizsi
zastoupeni gentl exprimovanych pouze ve vaje¢nicich dospélct (oproti embryonal-
nim vaje¢niklim) i vy$8i zastoupeni genli exprimovanych pouze v embryonalnich
vaje¢nicich (oproti vaje¢nikim dospélcll) spiSe disledkem meiotické inaktivace

chromosomu Z (Schoenmakers et al., 2009) nez ptisobeni pohlavné antagonistické
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selekce. Navic zjisténi, Ze nendhodné rozmisténi na chromosomech vykazuji geny
s rozdilnou expresi mezi vajecniky z dospélcli a z embryi, ale nevykazuji geny s roz-
dilnou expresi mezi varlaty z dospélct a z embryi (Mank a Ellegren, 2009), hovorti
spiSe pro efekt meiotické inaktivace chromosomu Z nez pro disledek plisobeni po-
hlavné antagonistické selekce. Ta by méla ovlivnit ob€ pohlavi stejnou mérou (Elle-

gren a Parsch, 2007).

V této praci jsme ukazali, Ze geny preferenéné exprimované v kumularnich bun-
kach, u kterych se predpoklada vyhodnost pro samice, se nachazeji na chromoso-
mu Z Castéji, neZ by odpovidalo nahodnému rozmisténi. Toto zjiSténi koresponduje
s vysledky ziskanymi u savci (Wang et al., 2001; Lercher et al., 2003; Khil et al.,
2004; Divina et al., 2005) a odpovida spiSe recesivnimu zpisobu dédi¢nosti pohlav-
n¢ antagonistickych mutaci. Zlstava otazkou, proc¢ se podobné nenahodné rozmis-
téni na chromosomech netyka gent s preferen¢ni expresi v primarnich oocytech.
ProtoZe primarni oocyty tvori s kumularnimi buikami jeden funkéni celek, dalo by
se o¢ekavat, Ze mira pohlavné¢ antagonistické selekce bude podobna. Jako mozny du-
vod navrhujeme existenci meiotické inaktivace chromosomu Z. Ta ovliviiuje praveé

oocyty, ve kterych na rozdil od kumularnich bunék probiha meiosa.

5.2 Meioticka inaktivace pohlavnich chromosomu a defeminizace
chromosomu Z

Meiotick4 inaktivace pohlavnich chromosomi (MSCI) zacind u savct béhem pa-
chytene 1. meiotického déleni (McKee a Handel, 1993; Turner 2007). Po profazi [
nastava castecna reaktivace, avSak 87 % gent zlistava neaktivni i po dokonceni mei-
osy (Namekawa et al., 2006). MSCI je pravdépodobn¢ diivodem niz$iho zastoupeni
genu exprimovanych v savéich spermatocytech a spermatidach na chromosomu X
(Emerson et al. 2004; Khil et al. 2004; Mueller et al. 2008; Potrzebowski et al. 2008).
MSCI probiha také u octomilky (Hense et al., 2007) a hadatka C. elegans (Kelly et al.,
2002). MizZe prispivat k pozorovanému niz8$imu zastoupeni gend, které jsou vice ex-
primované v samcich, na chromosomu X u obou druhti (Betran et al. 2002; Parisi
et al. 2003; Ranz et al. 2003; Sturgill et al. 2007; Vibranovski et al. 2009 a Reinke
et al. 2004).
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U kura, podobné jako u ostatnich organismti, MSCI nastupuje béhem pachyetne,
ale trva pouze do ¢asné diplotene (Schoenmakers et al., 2009). Moznym vysv¢tle-
nim pro tento rozdil je srovnani velikosti a specializovanosti spermie a oocytu. Velka
a veelku genericka bunka oocytu bude s vétsi pravdépodobnosti potrebovat nektery
z priblizné 750 gent lokalizovanych na chromosomu Z (Namekawa a Lee, 2009). Je
presto mozné, Ze stejn€ jako u savcl nedochazi ani u ptaka k uplné reaktivaci celého
chromosomu Z. [ kdyby reaktivace jiz v diplotene byla upln4, selekéni tlak zpasobe-
ny periodou inaktivace by mohl byt dostate¢ny na to, aby vyrovnal u¢inek pohlavné

antagonistickeé selekce.

Rozdil v zastoupeni genl preferencné exprimovanych v primarnich oocytech
a v kumularnich bunikach na chromosomu Z by mohl byt zplsoben tim, Ze efekt
pohlavné antagonistické selekce, kterad prispiva k hromadéni gent vyhodnych pro
samice na chromosomu Z, je v primarnich oocytech kompenzovan efektem MSCI,

ktera brani hromadéni genti i€astnicich se meiosy a nasledného vyvoje oocytu.
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6. Zaver

V této praci jsme se za pomoci analyzy rozmisténi genli preferené¢né exprimova-
nych v n€kolika somatickych tkanich, kumularnich bunikach a priméarnich oocytech
kura doméaciho pokusili objasnit vlivy pohlavné antagonistické selekce a meiotické
inaktivace pohlavnich chromosomu na utvareni genového obsahu chromosomu Z.
Jedinou odchylku od nahodného rozmisténi na chromosomech vykazuji geny
prednostné exprimované v kumularnich bunkach. Geny prednostné exprimované
v primarnich oocytech ani geny prednostné¢ exprimované v somatickych tkanich od-
chylky od ndhodného rozmisténi na chromosomech nevykazuji. Tyto vysledky jsme
interpretovali jako disledek pohlavné antagonistické selekce s primeérné recesivnim
modem dédi¢nosti nove vznikajicich pohlavné antagonistickych mutaci, zptsobuji-
ci hromadéni mutaci vhodnych pro samice na chromosomu Z. Pisobeni pohlavné
antagonistické selekce je v primarnich oocytech, kde by se dal o¢ekavat stejny se-
lekéni tlak jako v kumularnich bunkach, zbrzdéno meiotickou inaktivaci pohlavnich

chromosomd.

Vysledky této prace byly publikovany v odborném ¢asopise Journal of Molecular
Evolution. Clanek je pretistény v piiloze k této praci (ptiloha 8.1).

MoRkovVsKY L, STORCHOVA R, PLACHY J, IVANEK R, DiviNA P, HEIJNAR J. The
Chicken Z Chromosome Is Enriched for Genes with Preferential Expression
in Ovarian Somatic Cells. J. Mol. Evol. 2010 ;70(2):129-136.

mu na genovy obsah chromosomu Z by bylo vhodné podrobnéji prozkoumat zmény
genovych expresnich trovni v pribéhu embryonalniho vyvoje. Dale by bylo vhodné
overit kvalitu genovych expresnich dat generovanych Cipy Affymetrix, naptiklad po-

moci RNA-Seq (prehled ve Wang et al., 2009).

Tato prace byla podporena juniorskym grantem Grantové agentury Akademie

véd CR (KIB501110701) fesenym Radkou Storchovou.
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Abstract Theory predicts that sexually antagonistic
mutations will be over- or under-represented on the X and
Z chromosomes, depending on their average dominance
coefficients. However, as little is known about the domi-
nance coefficients for new mutations, the effect of sexually
antagonistic selection is difficult to predict. To elucidate
the role of sexually antagonistic selection in the evolution
of Z chromosome gene content in chicken, we analyzed
publicly available microarray data from several somatic
tissues as well as somatic and germ cells of the ovary. We
found that the Z chromosome is enriched for genes
showing preferential expression in ovarian somatic cells,
but not for genes with preferential expression in primary
oocytes or non-sex-specific somatic tissues. Our results
suggest that sexual antagonism leads to a higher abundance
of female-benefit alleles on the Z chromosome. No bias
toward Z-linkage for oocyte-enriched genes can be
explained by lower intensity of sexually antagonistic
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selection in ovarian germ cells compared to ovarian
somatic cells. An alternative explanation would be that
meiotic Z chromosome inactivation hinders accumulation
of oocyte-expressed genes on the Z chromosome. Our
results are consistent with findings in mammals and indi-
cate that recessive rather than dominant sexually antago-
nistic mutations shape the gene content of the X and Z
chromosomes.

Keywords Z chromosome - Sexual antagonism -
Meiotic sex chromosome inactivation - Birds - Oogenesis -
Gene expression

Introduction

Homogametic sex chromosomes, X and Z, are character-
ized by nonrandom content of genes with preferential or
specific expression in one sex (hereafter sex-biased genes).
This phenomenon has been described in various organisms,
including human (Hurst and Randerson 1999; Lercher et al.
2003; Saifi and Chandra 1999), mouse (Divina et al. 2005;
Khil et al. 2004; Mueller et al. 2008; Wang et al. 2001),
Drosophila (Parisi et al. 2003; Ranz et al. 2003; Sturgill
et al. 2007), C. elegans (Reinke et al. 2004), chicken
(Kaiser and Ellegren 2006; Storchova and Divina 2006)
and silkworm (Arunkumar et al. 2009). Interestingly, the
proportion of sex-biased genes on the sex chromosomes is
not consistent across various tissues and/or taxa (reviewed
in Gurbich and Bachtrog 2008; Vicoso and Charlesworth
2006). For instance, the mammalian X chromosome is
enriched for male-biased genes expressed in somatic tis-
sues, while genes expressed in spermatogenic cells during
meiosis are less abundant on this chromosome (Khil et al.
2004). In contrast, the Drosophila X chromosome is
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depleted of male-biased genes regardless of their tissue
expression patterns (Parisi et al. 2003; Sturgill et al. 2007).
In chicken, the Z chromosome is depleted of female-biased
genes in somatic as well as germinal tissues (Kaiser and
Ellegren 2006; Storchova and Divina 2006).

The observed inconsistencies indicate that the sex
chromosomes are shaped by several evolutionary forces
whose impact differs among tissues and/or taxa. One of
these forces is sexually antagonistic selection that leads to
nonrandom genomic distribution of mutations with sex-
biased fitness effects (Rice 1984). The accumulation of
sexually antagonistic mutations in a gene will eventually
lead to selection for modifier mutations that alter expres-
sion in a sex-specific manner, thus leading to genes with
sex-biased expression (Connallon and Knowles 2005;
Mank 2009). Sexually antagonistic selection can lead either
to over-representation or under-representation of sex-
biased genes on the X/Z chromosome, depending on the
average dominance of sexually antagonistic mutations
(Ellegren and Parsch 2007). The other factors that can
affect the genomic distribution of sex-biased genes include
meiotic sex chromosome inactivation in the heterogametic
sex (Khil et al. 2004; Mueller et al. 2008), epigenetic
modifications of the X chromosome associated with dosage
compensation (Rogers et al. 2003; Vicoso and Charles-
worth 2009) and incomplete dosage compensation in ZW
species (Arnold et al. 2008; Ellegren et al. 2007; Itoh et al.
2007; Zha et al. 2008).

Disentangling the relative importance of various selec-
tive forces shaping the X/Z chromosome gene content
might be a difficult task. Recently, Mank and Ellegren
(2009b) introduced the first attempt to decouple the effect
of incomplete dosage compensation and sexually antago-
nistic selection on the Z chromosome gene content in
chicken. They studied genomic distribution of genes with
differential expression between adult and embryonic
gonads, which are expected to differ in the intensity of
sexually antagonistic selection. Their results revealed that
genes that are up-regulated in the adult ovary (i.e., female-
benefit genes) are less abundant on the Z chromosome,
while genes down-regulated in the adult ovary (i.e., female-
detriment genes) are enriched on Z (Mank and Ellegren
2009b). These results are consistent with a dominant mode
of inheritance for sexually antagonistic mutations. Under
such scenario, female-benefit genes are expected to be
under-represented on the Z chromosome, since this chro-
mosome spends less time in females than in males. How-
ever, there is an alternative explanation that meiotic Z
chromosome inactivation, i.e. transcriptional silencing of
the Z chromosome during oogenesis (Schoenmakers et al.
2009), results in paucity of genes expressed in adult ovary
on the Z chromosome. Meiotic Z inactivation begins in
pachytene that occurs just after hatching and lasts a few
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days until early diplotene (Schoenmakers et al. 2009).
Although reactivation of the Z chromosome has been
demonstrated in the later stages of oogenesis, it is possible
that some epigenetic modifications persist and influence
gene expression also in adult ovaries (Schoenmakers et al.
2009).

In this study, we analyzed publicly available micro-
array data from several somatic tissues as well as somatic
and germ cells of the adult ovary. These data allowed us
to distinguish between the effects of sexually antagonistic
selection and meiotic sex chromosome inactivation on the
Z chromosome gene content. We assumed that sexually
antagonistic selection will result in nonrandom genomic
distribution of genes with preferential expression in
somatic as well as germ cells of the ovary, as both groups
of genes are expected to have female-benefit effect. These
genes can be either less or more abundant on the Z
chromosome depending on the average dominance of
sexually antagonistic mutations. On the other hand, mei-
otic Z chromosome inactivation is expected to result in
lower abundance of genes expressed in ovarian germ cells
but should not affect genomic distribution of genes
expressed in ovarian somatic cells or other somatic
tissues.

Methods
Chicken Microarray Data

We used chicken microarray data publicly available in
Gene Expression Omnibus repository (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/GEO/—Affymetrix Chicken Genome Array
platform GPL3213) from several somatic tissues including
brain, heart, and liver (Ellegren et al. 2007; Itoh et al. 2007)
and sorted populations of primary oocytes and granulosa
cells (Elis et al. 2008). All somatic tissues were obtained
from 14 or 18 days old embryos. Granulosa cells were
collected from mature preovulatory (F1) follicles of adult
hens. Primary oocytes came from F1 follicles and just
ovulated oocytes. Since populations of F1 oocytes were
contaminated with granulosa cells (Elis et al. 2008), we
used only data from ovulated primary oocytes that were
contamination-free in our analysis. Only microarray data
from female individuals were included in the analysis to
eliminate the effect of differential expression of Z-linked
genes in males and females due to incomplete dosage
compensation. The extent of local gene-specific dosage
compensation on the Z chromosome is similar across the
somatic tissues and gonads (Mank and Ellegren 2009a;
Melamed and Arnold 2007) and should not influence the
selection of tissue-enriched genes. The GEO samples used
in this study are listed in Table 1.
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Table 1 A list of chicken microarray data used in the analysis

Tissue GEO Sample IDs Publication

Brain GSM157823, GSM157824, GSM157825, GSM 157826, GSM157827 Itoh et al. (2007)
Liver GSM157879, GSM157881, GSM157882, GSM 157884, GSM 157886 Itoh et al. (2007)
Heart GSM157809, GSM157811, GSM157813, GSM 157815, GSM157817 Itoh et al. (2007)
Brain GSM215459, GSM215460, GSM215461, GSM215462 Ellegren et al. (2007)
Heart GSM215473, GSM215474, GSM215475, GSM215476 Ellegren et al. (2007)

GSM189423, GSM189424
GSM 189428, GSM 189427

Primary oocytes
Granulosa cells

Elis et al. (2008)
Elis et al. (2008)

Normalization and Annotation of Microarray Data

Data analysis was performed using the software Biocon-
ductor 2.1 (http://www.bioconductor.org/) (Gentleman et al.
2004) and R project for statistical computing (version 2.6.0,
http://www.r-project.org/). The probes were annotated to
Ensembl gene identifiers (Ensembl release 46) using the
custom chip description file (cdf) “ggchickenggensg”
version 10.0.0 (Dai et al. 2005) from the Bioconductor
repository. This file contains 11,998 probe sets assigned to
Ensembl genes with known chromosomal location. Expres-
sion levels were calculated using GC robust multi-array
average (gcRMA) with the help of the probe sequence
(Irizarry et al. 2003). For the comparison of microarray data
from different experiments, the gcRMA preprocessing step
was performed for all the data in one batch.

Statistical Analysis

We used Linear Models for Microarray Data Package,
“limma” version 2.12.0 (Smyth 2005), for statistical
evaluations of expression differences. A linear model was
fitted for each gene in a given series of arrays using the
ImFit function. To rank the differential expression of
genes, we applied the eBayes function of the empirical
Bayes method. A correction for multiple testing was per-
formed using the Benjamini and Hochberg false-discovery-
rate (FDR) method. Adjustment for multiple testing
between tissues was done by the nested F-test approach
(decideTests parameter method set to “nestedF” in limma).

Tissue-enriched genes (also referred to as genes with
preferential/predominant expression in a given tissue)
were defined as genes fulfilling the following criteria:
(1) Significantly higher expression in a given tissue com-
pared to any other tissue in the analysis, (2) fold-change
value higher than three or five in a given tissue than in any
other tissue in the analysis, and (3) average expression level
higher than 100. This level is often used to discriminate
between true expression and signal noise in microarray
data. Because of a limited number of tissues used in our
analysis and embryonic origin of non-sex-specific tissues,

our selection of tissue-enriched genes should be considered
as approximate. The observed and expected numbers of
tissue-enriched genes on individual chromosomes were
compared using the j* test. Expected gene counts were
calculated using total numbers of annotated genes on
GPL3213 GeneChips using “ggchickenggensg” annotation.

The MicroArray Quality Control (MAQC) project has
demonstrated high consistency among data from Affyme-
trix GeneChips prepared in different laboratories, which
justifies intraplatform comparisons (MAQC Consortium
2006). Nevertheless, to independently asses whether dif-
ferences among microarray data prepared in different lab-
oratories had not introduced any bias into the analysis, we
performed normalization and selection of tissue-enriched
genes in two analyses, each time using microarray data
partially prepared in different laboratories. In the first
analysis, we included expression data from brain and heart
prepared in the laboratory of A. P. Arnold (Itoh et al.
2007). In the second analysis, we included the data from
brain and heart prepared in the laboratory of H. Ellegren
(Ellegren et al. 2007). The data from liver, oocytes and
granulosa cells were the same in both analyses (Itoh et al.
2007; Elis et al. 2008). Our results show that 52-82% of
tissue-enriched genes were identical in both analyses
(Supplementary Fig. 1). We then performed the third
analysis with the combined data set. All statistical analyses
were performed separately for all three data sets. Because
we obtained the same results in terms of genomic distri-
bution of tissue-enriched genes for all three data sets, only
results from the combined data set are presented. Results
for the data set 1 and data set 2 are shown in Supple-
mentary material. Consistent results across analyses sug-
gest that the observed patterns in genomic distribution of
tissue-enriched genes are unlikely to be caused by differ-
ences in microarray data prepared in different laboratories.

Results

To clarify the effects of sexually antagonistic selection
and meiotic Z chromosome inactivation on the Z
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chromosome gene content, we analyzed genomic distri-
bution of genes with preferential expression in several
non-sex-specific tissues as well as somatic and germ cells
of the ovary (hereafter tissue-enriched genes). Tissue-
enriched genes were selected using two different fold-
change thresholds (fold-change 3 and fold-change 5)
(see Methods). Our results show that genes with prefer-
ential expression in granulosa cells, which represent
ovarian somatic cells, are 3.4 times (for fold-change 3) or
4.1 times (for fold-change 5) more common on the Z
chromosome than expected assuming random genomic
distribution. This represents significant enrichment (y*
test, p < 0.001, Table 2). Interestingly, such enrichment
was not found for genes with preferential expression in
primary oocytes (z* test, p > 0.05, Table 2). Genes with
predominant expression in non-sex-specific tissues,
including brain, heart and liver, also did not show any
significant deviations from expected distribution (y* test,
p > 0.05, Table 2). Enrichment of the Z chromosome for
genes with preferential expression in granulosa cells was
also significant after applying Bonferroni correction for
multiple comparisons (p < 0.01; in total 20 tests were
performed).

To explore whether the nonrandom genomic distribution
of genes with preferential expression in granulosa cells is
specific for the Z chromosome, we compared proportions
of tissue-enriched genes on individual chromosomes
(Fig. 1). Only chromosomes with more than 350 annotated
genes were included into the analysis. These chromosomes
involved the Z chromosome and autosomes 1-9. 7> test
was then used to compare the observed and expected
numbers of tissue-enriched genes on individual chromo-
somes. The only tissue that showed significant deviations
from random genomic expectations when Bonferroni

Table 2 Observed and expected numbers of tissue-enriched genes on
the autosomes (A) and the Z chromosome (Z)

Tissue Fold-change Observed Expected p*
A Z wZ A Z
Brain 3 423 19 430 421 21 0.8714
5 324 14 4.14 322 16 0.8518
Heart 3 205 6 2.84 201 10 0.4445
5 141 5 342 139 7 0.7681
Liver 3 455 23 481 455 23 0.8799
5 364 11 293 357 18 0.2558
Granulosa cells 3 212 41 1621 241 12 0.0000
5 125 29 18.83 147 7 0.0002
Primary oocytes 3 316 14 424 314 16 0.8518
5 158 8 482 158 8 0.7978

* xz test, df = 1, significant values are indicated in bold
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correction for multiple comparisons was applied were
granulosa cells (3 test, df = 9, p < 0.00001). The signif-
icant deviation from expected gene counts was mostly due
to over-representation of genes with preferential expression
in granulosa cells on the Z chromosome (Fig. 1 and
Table 3). When the Z chromosome was excluded from the
analysis, no significant deviations from expected gene
counts were observed ()(2 test, df =8, p > 0.05). Our
results thus suggest that nonrandom distribution of genes
with predominant expression in granulosa cells is specifi-
cally related to the Z chromosome.

The observed enrichment of the Z chromosome for
genes with preferential expression in granulosa cells could
in principle be caused by a higher duplication rate of these
genes on the Z chromosome rather than more frequent
fixation of new female-benefit mutations on this chromo-
some. To exclude this possibility, we analyzed chromo-
somal location and homology of 41 Z-linked genes
showing preferential expression in granulosa cells (fold-
change 3) (Supplementary Table 3). Using Ensembl gen-
ome browser, we found that only two of these genes,
ENSGALGO00000012575 and ENSGALGO00000015184,
were paralogous. Both genes are located next to each other
on the chromosome, suggesting that they might have
originated by tandem duplication. Nevertheless, the pres-
ence of these two paralogues cannot explain the marked
over-representation of granulosa cell-enriched genes on the
Z chromosome.

Discussion

To elucidate the selective forces that shape the Z chro-
mosome gene content in chicken, we analyzed genomic
distribution of genes with preferential expression in
several non-sex-specific tissues as well as somatic and
germ cells of the ovary. We found that the Z chromo-
some is enriched for genes with preferential expression in
granulosa cells—the ovarian somatic cells—but not for
genes with predominant expression in non-sex-specific
tissues or genes with preferential expression in primary
oocytes. The observed enrichment of the Z chromosome
for genes with preferential expression in granulosa cells
cannot be attributed to recent duplications of these genes
on the Z chromosome. Instead, we suggest that sexually
antagonistic selection resulting in higher abundance of
female-benefit alleles on the Z chromosome is responsi-
ble for the observed pattern. Below, we compare our
results with previous studies on the X and Z chromosome
gene content and discuss our findings in the light of
theories on the evolution of sex chromosome gene
content.
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Fig. 1 The proportions of
tissue-enriched genes on
individual chromosomes. Only
chromosomes with more than
350 annotated genes are shown.
Black and gray bars represent
genes with fold-change three
and five, respectively.
Granulosa cells were the only
tissue showing significant
deviations from random
genomic expectations when
Bonferroni correction for
multiple testing was applied (3
test, df = 9, p < 0.00001). This
deviation was mostly due to a
higher abundance of tissue-
enriched genes on the Z
chromosome
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Table 3 Observed (O) and expected (E) numbers of genes with
preferential expression in granulosa cells on individual chromosomes

Chr Fold-change 3 Fold-change 5

¢} E (O-—EBEYE O E (O — EYYE
1 38 36 0.15 25 22 0.50
2 16 24 241 7 14 3.75
3 15 22 2.16 8 13 2.12
4 17 19 0.30 8 12 1.24
5 21 17 1.21 10 10 0.00
6 10 0.68 4 6 0.57
7 0.42 6 5 0.06
8 0.11 6 5 0.05
9 6 8 0.40 5 5 0.02
Z 41 12 67.68 29 7 6241
Sum 176 164  75.52 108 100  70.70

# 52 test, df = 9, p < 0.000001

Only chromosomes with more than 350 annotated genes are shown

Sexually Antagonistic Selection and the Dominance of
Sexually Antagonistic Mutations

Theoretical models predict that sexually antagonistic
selection should result in a higher abundance of male-
advantageous alleles on the X chromosome if new bene-
ficial mutations are on average recessive (Rice 1984). The
reason is that male-advantageous recessive mutations are
more likely to become fixed on the X chromosome than on
autosomes, because they are immediately exposed to
selection in hemizygous males. On the other hand, if
mutations are on average dominant, the X chromosome is
expected to become enriched for female-advantageous
alleles and depleted of male-advantageous alleles because
this chromosome spends two-thirds of its time in males, but
only one-third in females (Rice 1984). By analogy, the Z
chromosome should become enriched for female-benefit
alleles if new mutations are mostly recessive, but depleted
of female-benefit alleles if new mutations are mostly
dominant. Since the level of dominance of new sexually
antagonistic mutations is not known, the effect of sexually
antagonistic selection is difficult to predict (van Doorn
2009; Vicoso and Charlesworth 2006).

Empirical results provide mixed evidence on the role of
sexually antagonistic selection in the evolution of sex
chromosome gene content. Consistently with a dominant
mode of inheritance for sexually antagonistic genes, Mank
and Ellegren (2009b) found that genes that are up-regulated
in the adult ovary relative to the embryonic ovary (i.e.,
female-benefit genes) are under-represented on the avian Z
chromosome, while genes down-regulated in the adult
ovary compared to the embryonic ovary (i.e., female-
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detriment genes) are over-represented on the Z chromo-
some. The paucity of male-biased genes on the Drosophila
X chromosome is also consistent with the dominant nature
of sexually antagonistic mutations (Parisi et al. 2003; Ranz
et al. 2003; Sturgill et al. 2007). The data from mammals,
however, show just the opposite pattern. Male-biased genes
expressed in somatic tissues or pre-meiotic germ cells are
more common on the X chromosome, indicating that sex-
ually antagonistic mutations are on average recessive
(Divina et al. 2005; Khil et al. 2004; Lercher et al. 2003;
Wang et al. 2001).

The inconsistency of these results could be explained
by various epigenetic effect that shape the X/Z chromo-
some gene content alongside with sexually antagonistic
selection. Thus, under-representation of male-biased genes
on the Drosophila X chromosome might be caused by up-
regulation of the single X chromosome in males owing to
dosage compensation (Baker et al. 1994). This up-regu-
lation might limit further increase in X-linked gene
expression in males, resulting in the paucity of male-
biased genes on the X chromosome (Rogers et al. 2003;
Vicoso and Charlesworth 2009). In chicken, the paucity of
genes up-regulated in the adult ovary relative to the
embryonic ovary as well as enrichment of genes down-
regulated in the adult ovary compared to the embryonic
ovary on the Z chromosome could be related to meiotic
inactivation of the Z chromosome (Schoenmakers et al.
2009) rather than sexually antagonistic selection. Indeed,
the observation that genes with differential expression
between embryonic and adult gonads show nonrandom
genomic distribution only in females but not in males
(Mank and Ellegren 2009b) is more compatible with the
action of meiotic Z chromosome inactivation than with
sexually antagonistic selection that is expected to affect
both female-effect and male-effect genes (Ellegren and
Parsch 2007).

In this study, we show that genes with preferential
expression in granulosa cells, that are expected to have
female-benefit effect, are more abundant on the Z chro-
mosome. This is consistent with results from mammals
(Divina et al. 2005; Khil et al. 2004; Lercher et al. 2003;
Wang et al. 2001) and indicates that recessive rather than
dominant sexually antagonistic mutations drive the evolu-
tion of the X and Z chromosomes. The question still
remains why the Z chromosome is not enriched also for
genes with preferential expression in primary oocytes.
Because primary oocytes and granulosa cells together form
one functional unit, the ovary follicle, the level of sexual
antagonism in both cell types is expected to be similar. We
thus suggest that meiotic sex chromosome inactivation
might hinder accumulation of oocyte-expressed genes on
the Z chromosome.
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Meiotic Sex Chromosome Inactivation and
Defeminization of the Z Chromosome

In organisms with heterogametic males, the X chromosome
is subject to meiotic sex chromosome inactivation in the
male germline (McKee and Handel 1993; Turner 2007).
In mammals, meiotic X inactivation begins at pachytene
and although partial reactivation occurs after the prophase
I, about 87% of X-linked genes remain suppressed post-
meiotically (Namekawa et al. 2006). Transcriptional
silencing of the X chromosome during male meiosis has
also been observed in Drosophila (Hense et al. 2007) and
C. elegans (Kelly et al. 2002). It has been suggested that
meiotic X chromosome inactivation is the most likely
explanation for the paucity of spermatocyte- and sperma-
tid-expressed genes on the mammalian X chromosome
(Emerson et al. 2004; Khil et al. 2004; Mueller et al. 2008;
Potrzebowski et al. 2008) and might contribute to under-
representation of male-biased genes on the X in Drosophila
(Betran et al. 2002; Parisi et al. 2003; Ranz et al. 2003;
Sturgill et al. 2007; Vibranovski et al. 2009) and C. elegans
(Reinke et al. 2004).

In birds, the Z chromosome becomes transcriptionally
silenced during pachytene and remains inactive until early
diplotene (Schoenmakers et al. 2009). This period occurs
just after hatching and lasts approximately 5—6 days. It has
been suggested that reactivation of the Z chromosome at
early diplotene may be necessary to allow expression of
genes that are required for further maintenance and growth
of the large and long-living oocytes (Namekawa and Lee
2009). However, it is possible that, similarly as in mam-
mals, the Z chromosome is not reactivated completely and
that some Z-linked genes might be transcriptionally sup-
pressed even in later stages of oogenesis. This could result
in the relative paucity of genes with preferential expression
in adult oocytes on the Z chromosome. Alternatively, even
a short period of Z chromosome inactivation might create
selective pressure against Z-linkage of genes expressed in
the female germline.

Our results thus suggest that genes expressed in primary
oocytes can be exposed to two evolutionary forces with
opposite effects: Sexual antagonism that increases Z-link-
age and meiotic Z inactivation that decreases it. Balance
between these two forces might explain why we did not
observe any bias in Z-linkage for oocyte-expressed genes.
Further studies on gene expression changes during the
course of oogenesis should shed more light on the evolu-
tionary forces shaping the Z chromosome gene content.
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8.2 Skripty jazyka R vyuzité pro analyzu

Nekteré prilozené skripty nejsou samostatné spustitelné, jsou spise bloky pouZiva-
né pro interaktivni praci s programem R, vkladané do prikazového radku pomoci
schranky. Naleznete je i na prilozeném CD.

Vytvoreni anotacniho datového objektu (init.R)

retrieves gene annotations for genes identified by custom cdf file

-creates data.frame ”g” with annotations having the same indices as genes
in cdf file

-creates list ”set” with slots representing chromosomes, containing indices

of genes localized on these chromosomes

H = = FH FH

library(affy);
library(gcrma) ;
library (biomaRt) ;

#
# load some chip to get the cdf rownames
#

# read in experiment data
pd <- read.AnnotatedDataFrame (“pData leto.txt”, header=TRUE, row.names="name”);

# load cel files according to paths in data
celData <- ReadAffy (filenames=pds$filename, phenoData=pd, cdfname="ggchickenggensg”,
verbose=TRUE) ;

#
# extract the names
#

# get annotation for all genes in table
geneNames <- substr (featureNames (celData), 1, 18);

#
# query biomart for gene annotations
#

ens_mart <- useMart (”“ensembl”, dataset="ggallus_gene ensembl”);
genes <- getGene (id=geneNames, type="ensembl gene id”, mart=ens mart);

#

# map the unordered table to the cdf table
#

# create a mapping to the genes list
geneMap <- as (sapply(geneNames, grep, genes$ensembl gene id), “integer”);

# use the mapping to create table with same order as cdf
g <- genes[geneMap, ]
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#
# create sets of genes by chromosomes, dumping gene counts in each set

#

# for all chromosomes in annotation in a loop
set <- NULL

for (chr in levels(as.factor (genesSchromosome name))) {

tmp name <- paste(”chr”, chr, sep="")

cat (”“chromosome”, chr, "-> ")

set[[tmp name]] <- which(g[,”chromosome name”] == chr)

set[[tmp name]] <- set[[tmp name]] [order(g[set[[tmp name]],”start position”])]
cat (length(set[[tmp name]]), ”"genes\n”)

rm(tmp name)

# save the objects
save (g, set, file="common2”)

Vybér genli s preferencni expresi v konkrétni tkdni (sel_specR)
#

# select tissue specific genes

#

library(gcrma) ;
library(limma) ;
load (”common2”) ;

celDir <- ”/home/liborm/data/celfiles/”
prefix <- “rund”

lfcThreshold <- log2(5)

outDir <- ”1fcbh”

# create global variables needed in both functions
# - otherwise they get a local scope in read data()
fit <- NULL;

exData <- NULL;

pd <- NULL;

#
# create cont[[tissue]] matrices
#
# runl, run3 and rund contrasts
cont <- NULL
cont$brain <- cbind(gra=c(1, -1, 0, 0,0), liver=c(1,0,0,-1,0),
heart=c(1,0,-1,0,0), ov=c(l, 0, 0, 0, -1))
cont$gra <- cbind(brain=c(-1, 1, 0, 0,0), liver=c(0,1,0,-1,0),
heart=c(0,1,-1,0,0), ov=c(0, 1, 0, 0, -1))
cont$heart <- cbind(brain=c(-1, 0, 1, 0,0), liver=c(0,0,1,-1,0),
gra=c(0,-1,1,0,0), ov=c(0, 0, 1, 0, -1))
cont$liver <- cbind(brain=c(-1, 0, 0, 1,0), gra=c(0,-1,0,1,0),
heart=c(0,0,-1,1,0), ov=c(0, 0, 0, 1, -1))
cont$ov <- cbind(brain=c(-1, 0, 0, 0,1), gra=c(0,-1,0,0,1),
heart=c(0,0,-1,0,1), liver=c(0, 0, 0, -1, 1))

# remove chrW set, because there are no genes in it
set$chrW <- NULL

#

# read data reads data and fits the linear model
# for current prefix
#
#

using ”“write global” operator <<-
read data <- function() {
pd <<- read.AnnotatedDataFrame (paste (prefix, ” pdata.txt”, sep=""),
header=TRUE, row.names="sample id”);
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}

#

celData <- ReadAffy (filenames=paste (celDir, pdS$series id, ”/”, sampleNames (pd),
”.CEL.gz"”, sep=""),
phenoData=pd, cdfname="ggchickenggensg”, verbose=TRUE) ;

exData <<- gcrma(celData);

design <- model.matrix (~0 + pd$tissue)
fit <<- ImFit (exData, design)

# dump results fits tissue specific contrasts for all given in cont object

# applies empirical bayes correction, does the thresholding and outputs the
# results to a disk file for further use

#

dump_results <- function() {

}

#

results <- data.frame()

# for each tissue

for(tissue in names(cont)) {

fit2 <- contrasts.fit (fit, cont[[tissue]])
fit2 <- eBayes (fit2) ;

# matrix of expression values just for current tissue
tiss_exp <- exprs(exData) [,which (pd$tissue == tissue)]
tiss_means <- rowMeans (tiss_exp)

# calculate statistic decisions
dt <- decideTests (fit2, method="nestedF”, lfc=1fcThreshold)

# dump the table with test decisions and means
s

write.table (file=paste (outDir, ”/”, prefix, ” ”, tissue, ”.txt”, sep=""),
cbind(dt, means=tiss means))

# calculate sums for each chromosome

for (chr in names(set)) {

# create a subset with expression means for current chromosome

exp chr spec <- tiss means[set[[chr]]][rowSums (dt[set[[chr]],]) == dim(dt) [2]]
results[chr, paste(tissue, ” spec0”, sep="")] <- length(exp chr spec)
results[chr, paste(tissue, ” spec50”, sep="")] <- sum(exp chr spec > log2(50))
results[chr, paste(tissue, ” specl00”, sep="")] <- sum(exp chr spec >1og2(100))

}

# for each tissue sum up
set spec <- tiss expl[rowSums (dt) == dim(dt) [2],]
results[”all minExp”, paste(tissue, ” spec0”, sep="")] <- min(set spec);
results[”all 1007, paste(tissue, ” spec0”, sep="")] <-
sum (rowMeans (set_spec) > 1log2(100));
results[”all 507, paste(tissue, ” spec0”, sep="")] <-
sum (rowMeans (set_spec) > 1log2(50));
results[”all”, paste(tissue, ” spec0”, sep="")] <- dim(set spec) [1];
}

”

write.table (file=paste (outDir, ”/”, prefix, ” results.txt”, sep=""), results)

# batch process all data ( male are calculated using also chips from males)

#

prefixes <- c(”setl”, ”set2”, "set all”, ”setl male”, ”set all male”)
for (prefix in prefixes) {

read data();
lfcThreshold <- log2(3)

outDir <- ”1fc3”
dump_results();
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lfcThreshold <- log2(5)
outDir <- ”1fc5”
dump_results();

}

#

wrap up the results and send via e-mail

system(”tar -cjf res.tar.bz2 1fc3/* results.txt 1fc5/* results.txt”);

system(”echo Otevres WinRarem|
mutt -s \”Dalsi vysledky\” -a res.tar.bz2 -c radkas@natur.cuni.cz”);

Vypocet prekryvii mezi analyzami jednotlivych datovych sad (venn.R)
#

#
#

calculate overlaps of given gene sets

library (limma)

venn <- function (postfix="", 1limit=0) {

# write all output to a file
sink (paste (“venn_ ", dataDir, postfix, ”.txt”, sep=""));

# alternative tissue lists
#for(tiss in c(”brain”, ”gra”, "heart”, "ov”)) {
#for(tiss in levels (as.factor (pdS$tissue))) {

for(tiss in c(”brain”,

” ”

gra”, "heart”, ”liver”, "ov”))
data<-NULL

flags <- NULL

res_spec <- NULL

# for each data set

for(r in vennpfx) {

# read the data from file

# and remove spike-in probes rows by subsetting
datal[[r]] <-

{

read.table (paste (dataDir, ”/”, r, ” ", tiss, ”.txt”, sep=""))[-c(1:96),]
# exclude means from table for venn counting
flags[[r]] <- data[[r]][,which(colnames (datal[[r]]) != ”“means”)]
# count cases where gene was overx against each other
# creating logical vectors
res spec[[r]] <- (rowSums (flags[[r]]) == dim(flags[[r]]) [2]) &
(datal[[r]]l[,”means”] > limit);

}

#
#
#

}

res spec <- as.data.frame (res_spec);

# output using vennCounts function from limma package
cat (”\n”, tiss, ”\n”);

print (vennCounts (res_spec))
}

sink () ;

sample input for interactive session

dataDir <- ”1fc3”
vennpfx <- c(”setl”, ”set2”, "set all”)

venn (postfix="1fc 100 fix”, limit=1log2(100))
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Vypocet testu dobré shody (chisq.R)
#

# summary table for chisg -- observed and expected gene counts

#

# for each tissue

dataDir <- "1fc3”

workPfx <- c(”setl”, ”set2”, "set all”, ”setl male”, ”set all male”)

res <- NULL

annotA <- sum(sapply(set, length)) - length(set$chrz) - length(set$chrMT)
annotZ <- length (set$chrz)

for (prefix in workPfx) {

# load the results

t <- read.table(paste(dataDir, ”/”, prefix,
sumA <- colSums (t[1:28,])

sumz <- t[30,]

”

_results.txt”, sep=""))

# for each tissue calc chisqg for exp > 0
for(tiss in c(”brain”, ”“gra”, "“heart”, ”liver”, "ov”)) {

# build column name to use

col name <- paste(tiss, ” spec0”, sep="")

observSum <- as.numeric(sumA[col name] + sumZ[col name])

expectA <- as.numeric (round( (observSum * annotA) / (annotA + annotZ)))
expectZ <- as.numeric (round( (observSum * annotZ) / (annotA + annotZ)))

pval <- chisqg.test (matrix(
c(as.numeric (sumA[col name]), as.numeric(sumZ[col name]),
expectA, expectZ), nrow=2)
) $p.value

obsPercZ <- (sumZ[col name] * 100)/ (sumA[col name] + sumZ[col name])

res <- rbind(res, c(prefix, col name, sumA[col name],
sumZ [col name], obsPercZ, expectA, expectZ, pval)

# repeat for 100 expression limit

col name <- paste(tiss, ” specl00”, sep="")

observSum <- as.numeric(sumA[col name] + sumZ[col name])

expectA <- as.numeric (round( (observSum * annotA) / (annotA + annotZ)))
expectZ <- as.numeric (round( (observSum * annotZ) / (annotA + annotZ)))

pval <- chisqg.test (matrix(
c( as.numeric(sumA[col name]), as.numeric(sumZ[col name]),
expectA, expectZ), nrow=2)
) $p.value

obsPercZ <- (sumZ[col name] * 100)/ (sumA[col name] + sumZ[col name])

res <- rbind(res, c(prefix, col name, sumA[col name],
sumZ [col name], obsPercZ, expectA, expectZ, pval)

}
}
colnames (res) <-
c("pfx”, "tissue”, "obsA”, "obsz”, "perci”, "expA”, "expZ”, "pval”)
write.table (file=paste (dataDir, ”/”, ”chi stats.txt”, sep=""), res)

56



8.3 Vysledky pro datové sady 1 a 2

Tabulka P1: Pozorované a o¢ekavané pocty genu s preferencni expresi v jednotlivych

tkanich na autosomech (A) a chromosomu Z (Z) pro datové sady 1 a 2.

Pozorované Ocekavané
Tkin ~ Pomér DAOVA 5z 97 A Z pb
mozek 3 1 463 20 4,14 460 23 0,7550
3 2 416 19 4,37 414 21 0,8714
5 1 345 15 4,17 343 17 0,8565
5 2 329 16 4,64 328 17 1,0000
srdce 3 1 224 6 2,61 219 11 0,3229
3 2 206 5 2,37 201 10  0,2930
5 1 148 4 2,63 145 7 0,5391
5 2 156 5 3,11 153 8 10,5712
jatra 3 1 445 23 491 445 23 0,8798
3 2 450 22 4,66 449 23 1,0000
5 1 359 11 2,97 352 18  0,2557
5 2 356 13 3,52 351 18  0,4629
3 1 220 36 14,06 244 12 0,0005
kumular- 3 2 213 39 15,48 240 12 0,0001
ni bunky 5 1 129 28 17,83 149 8 0,0008
5 2 126 29 18,71 148 70,0002
3 1 315 12 3,67 311 16  0,5623
primarni 3 2 334 13 3,75 330 17 0,5755
oocyty 5 1 145 7 4,61 145 7 0,7844
5 2 173 7 3,89 171 9 10,7981

2 pomeér expresnich trovni

b test dobré shody, df=1, statisticky vyznamné hodnoty vyznaceny tu¢né
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Tabulka P2: Pozorované (P) a ocekavané (O) pocty genti preferencné exprimovanych
v kumularnich burikach podle jednotlivych chromosomu pro datovou sadu 1.

Pomér exp. arovni 3 Pomér exp. urovni §
Chr P o @P-00 P o P-0/0
1 37 36 0,02 26 22 0,68
2 20 24 0,61 7 15 3,96
3 18 22 0,77 9 14 1,54
4 17 20 0,36 9 12 0,77
S 20 17 0,64 10 10 0,01
6 7 10 0,74 5 6 0,15
7 7 9 0,46 S 6 0,05
8 9 9 0,00 6 6 0,03
9 6 8 0,44 5 5 0,01
Z 36 12 45,10 28 8 54,89
Sum 177 166 49,14 * 110 102 62,08 *

* test dobré shody, df=9, p <0.000001

Tabulka P3: Pozorované (P) a o¢ekavané (O) pocty genti preferenéné exprimovanych
v kumularnich burikach podle jednotlivych chromosomii pro datovou sadu 2.

Pomér exp. urovni 3 Pomér exp. urovni §
Chr P o P-0%0 P o P-0%0
1 39 36 0,34 25 22 0,46
2 16 23 2,36 6 14 491
3 16 22 1,53 9 13 1,44
4 19 19 0,01 12 12 0,00
S 17 16 0,02 8 10 0,45
6 7 10 0,66 S 6 0,12
7 8 9 0,09 6 S 0,05
8 8 9 0,10 7 6 0,40
9 7 8 0,07 S S 0,01
Z 39 12 59,04 29 7 61,73
Sum 176 164 64,23 * 112 101 69,58 *

* test dobré shody, df=9, p <0.000001
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Obr. P1: Zastoupeni genti preferencné exprimovanych v jednotlivych tkanich na
jednotlivych chromosomech pro datové sady 1 a 2. Zahrnuty jsou pouze chromosomy s vice
nez 350 anotovanymi geny. Cerné sloupce reprezentuji zastoupeni genti s pomérem expresnich
urovni (oproti véem ostatnim tkanim) vétsim nez tfi, Sedé sloupce zastoupeni genli s pomérem
expresnich Urovni vétSim nez pét. * znaci signifikantni rozdil od ocekavaného poctu.
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8.4 Seznam genti s preferencni expresi v kumularnich bunikach

Tabulka P4: Seznam genu s preferencni expresi v kumularnich bunikach pro pomér
expresnich trovni vétsi nez t¥i. [dentifikator genu odpovada databazi Ensembl, vydani 46.

Zacatek a konec jsou pozice na chromosomu Z.

Ensembl ID genu Zacatek (bp) Konec (bp) Jméno genu
ENSGALG00000000215 45111055 45125036 I1PI00586567.2
ENSGALG00000000241 45677856 45686316 Q5ZK67_CHICK
ENSGALGO00000000255 46340505 46451863 XR_027032.1
ENSGALG00000002505 71207726 71209821
ENSGALG00000002580 8597143 8599753 1P100589938.2
ENSGALG00000003547 10327865 10338425 NP_001007983.1
ENSGALG00000003792 11668247 11709850 NP_001026622.1
ENSGALG00000003803 11746041 11756873 1P100818969.1
ENSGALG00000004390 22222797 22387909 XR_027204.1
ENSGALG00000005437 31359105 31391130 NP_001026609.1
ENSGALG00000008237 72329216 72363594 IP100582067.3
ENSGALG00000010164 27123323 27225427 SMARCA2
ENSGALG00000010166 27352711 27367737 VLDLR_CHICK
ENSGALG00000010180 27630692 27746246 1P100601698.3
ENSGALG00000012575 38667131 38741615 XR_027180.1
ENSGALG00000013377 10286523 10327766 LMBD2_CHICK
ENSGALG00000014668 56458036 56684292 IP100591535.2
ENSGALG00000014678 56157463 56212769 IP100602590.2
ENSGALG00000014690 55570989 55625946 IP100600831.3
ENSGALG00000014697 1290952 1330993 NP_989892.1
ENSGALG00000014719 16675929 16827865 C5Sorf35
ENSGALG00000014724 16876559 16914709 1P100571929.2
ENSGALG00000014727 17606535 17657651 XR_026650.1
ENSGALG00000014730 18241276 18252802 IP100584088.3
ENSGALG00000014863 13109506 13121624 1P100574406.1
ENSGALG00000014880 14212108 14321882 1P100588854.2
ENSGALG00000014903 15198520 15242625 1P100594966.2
ENSGALG00000014978 22920786 23023263 IP100586050.2
ENSGALG00000015028 28156680 28159130 B1AC67_CHICK
ENSGALG00000015105 31672108 31708616 PSIP1_CHICK
ENSGALG00000015110 34354371 34367915 C9orf61
ENSGALG00000015115 34554572 34621088 XR_027016.1
ENSGALGO00000015184 38048991 38146662 NP_989568.1
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ENSGALG00000015205
ENSGALG00000015284
ENSGALG00000015301
ENSGALG00000015315
ENSGALG00000015677
ENSGALG00000015684
ENSGALG00000023157
ENSGALG00000023301

30549535 30561335 TYRP1_CHICK
50219811 50229875 1P100575417.2
50494188 50523340 1P100593582.3
50910991 50919001 NP_001026602.1
64690161 64727867 SUSD1
64942669 64950821 XR_026950.1
45143711 45162808 IP100813637.1
30614316 30614687 1P100594920.2

Tabulka P5: Seznam genti s preferencni expresi v kumularnich buitkach pro pomér
expresnich urovni vétsi nez tfi. Uvedeny jsou pouze geny s pfitazenym popisem.

Ensembl ID genu

Popis

ENSGALG00000000241

ENSGALG00000000255

ENSGALG00000003547

ENSGALG00000003792

ENSGALG00000004390

ENSGALG00000005437

ENSGALG00000010164

ENSGALG00000010166

ENSGALG00000012575

ENSGALG00000013377

ENSGALG00000014697

ENSGALG00000014719

Putative uncharacterized protein [Source:UniProtKB/TrEMBL;Acc:
Q5ZK67]

PREDICTED: Gallus gallus similar to mannosidase, alpha, class
2A, member 1 (LOC415611), mRNA. [Source:RefSeq DNA;Acc:
XR_027032]

S-phase kinase-associated protein 2 (p45) [Source:RefSeq
peptide;Acc:NP_001007983]

FYN binding protein (FYB-120/130) [Source:RefSeq peptide;Acc:
NP_001026622]

PREDICTED: Gallus gallus similar to AP-3 complex beta3A subunit
(LOC427646), mRNA. [Source:RefSeq DNA;Acc:XR_027204]

zinc finger, DHHC domain containing 21 [Source:RefSeq
peptide;Acc:NP_001026609]

Probable global transcription activator SNF2L2 (EC 3.6.1.-) (ATP-
dependent helicase SMARCA2) (SNF2-alpha) (SWI/SNF-related
matrix-associated actin-dependent regulator of chromatin subfamily
A member 2)(hBRM) [Source:UniProtKB/Swiss-Prot;Acc:P51531]

Very low-density lipoprotein receptor Precursor (VLDL
receptor) (VLDL-R) (Vitellogenin receptor) (VTG receptor) [Source:
UniProtKB/Swiss-Prot;Acc:P98165]

PREDICTED: Gallus gallus similar to Transducin-like enhancer
of split 1 (E(sp1) homolog, Drosophila) (LOC427450), mRNA.
[Source:RefSeq DNA;Acc:XR_027180]

LMBR1 domain-containing protein 2 [Source:UniProtKB/Swiss-
Prot;Acc:Q5SF3F5]

Sma- and Mad-related protein 2 [Source:RefSeq peptide;Acc:NP_
989892]

Uncharacterized protein C5orf35 [Source:UniProtKB/Swiss-
Prot;Acc:Q8NE22]
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ENSGALG00000014727

ENSGALG00000015028

ENSGALG00000015105

ENSGALG00000015110

ENSGALG00000015115

ENSGALG00000015184

ENSGALG00000015205

ENSGALG00000015315

ENSGALG00000015677

ENSGALG00000015684

PREDICTED: Gallus gallus hypothetical protein LOC769469
(LOC769469), mRNA. [Source:RefSeq DNA;Acc:XR_026650]

Relaxin-like peptide locus B [Source:UniProtKB/TrEMBL;Acc:
B1AC67]

Lens epithelium-derived growth factor [Source:UniProtKB/Swiss-
Prot;Acc:Q5XXA9]

Uncharacterized protein C9orf61 Precursor (Protein X123) [Source:
UniProtKB/Swiss-Prot;Acc:Q15884]

PREDICTED: Gallus gallus similar to MAM domain containing 2
(LOC427247), mRNA. [Source:RefSeq DNA;Acc:XR_027016]

transducin-like enhancer of split 4 (E(sp1) homolog, Drosophila)
[Source:RefSeq peptide;Acc:NP_989568]

5,6-dihydroxyindole-2-carboxylic acid oxidase Precursor (DHICA
oxidase)(EC 1.14.18.-)(Tyrosinase-related protein 1)(TRP-1)(TRP1)
[Source:UniProtKB/Swiss-Prot;Acc:057405]

tripartite motif protein TRIM 14 [Source:RefSeq peptide;Acc:NP_
001026602]

Sushi domain-containing protein 1 Precursor [Source:UniProtKB/
Swiss-Prot;Acc:Q6UWL2]

PREDICTED: Gallus gallus hypothetical LOC431639 (LOC431639),
mRNA. [Source:RefSeq DNA;Acc:XR_026950]

62



