MOLEKULARNi

GENETIKA

DNA a RNA v pohybu

Prispiva migrace nukleovych kyselin v burice

EDUARD
KEJNOVSKY

Doc. RNDr. Eduard
Kejnovsky, CSc., (*1966)
vystudoval Pfirodovédeckou
fakultu Masarykovy
univerzity. V Biofyzikalnim
dstavu AV CR, v. v.i., v Brng
se zabyva studiem evoluce
pohlavnich chromozomil

a dynamikou genomii. Na
Prirodovédecké fakulté
Masarykovy univerzity

ana Jihoceské univerzité
prednasi evolucni genomiku.
Je autorem knizky esejii
Horska rozjimani (viz
Vesmir 92, 585, 2013/10).

k dynamice genomu?

Znacnou c¢ast genomu eukaryotickych orga-
nismil tvofi opakujici se tseky DNA, takzva-
né repetice. Patfi k nim zejména transpozony
a tandemové repetice, které se v genomech vy-
skytuji ve vysokém poctu kopii. Mezi repeti-
ce Ize zahrnout i iseky DNA pochazejici z bu-
nécnych organel, mitochondrii a chloroplasti,
které se opakované v¢lenily do jaderného ge-
nomu a jsou oznacovany jako ,,promiskuitni
DNA® (Vesmir 86, 179, 2007/3). Vsechny vyse
zminéné casti genomd se v prubéhu evoluce
méni mnohem rychleji nez tseky jiné, napii-
klad geny nebo jedine¢né negenové oblas-
ti. U genti dochdzi ke zménam velmi pomalu,
Casto v fadu desitek milionti rokti. Napiiklad
geny clovéka a mysSi se lisi jen nékolika pro-
centy, prestoze posledni spolecny piedek
obou druhti zil pfed 75-90 miliony let. Na-
proti tomu repetitivni DNA se méni mnohem
rychleji, ,,poloéas rozpadu® a s nim souvise-
jici celkovd obména transpozont, tandemo-
vych repetic a promiskuitni DNA v genomu je
otazkou nékolika milionti let. I genomy blizce
pribuznych druhti ¢asto vykazuji rozdily v za-
stoupeni repetic a urcité odliSnosti mtizeme
pozorovat dokonce jiz v horizontu nékolika
generaci. Zkusme se zamyslet nad tim, co ma-
ji nejdynamictéjsi oblasti genomu spole¢ného,
a ¢im by tudiz jejich vétsi dynamika mohla
byt zpiisobena.

Znama fakta

Mezi transpozony vedou v pocetnosti retro-
transpozony, jez se po genomu $§ifi prostied-
nictvim molekul RNA a vyuzivaji pifi tom
mechanismus ,,zkopiruj a vloz“. Retrotrans-
pozon se nejprve prepise z DNA do RNA, ta-
to RNA putuje z jadra do cytoplazmy, kde
se prepiSe reverzni transkriptazou zpét do
DNA (¢asto v bilkovinné castici podobné
virim — VLP), a nasledné se vraci do jadra,
kde se nova kopie retrotranspozonu vlozi do
nového mista v genomu (obr. 1). Popsany ,,zi-
votni cyklus® plati pro takzvané LTR retro-
transpozony, jez jsou nejrozsifenéjsi u rost-
lin, zatimco v pfipadé takzvanych non-LTR
retrotranspozont, ¢astych zejména u savct
véetné clovéka, je mechanismus jejich mno-
Zeni trochu odli$ny, zejména tim, ze syntéza
nové kopie DNA retrotranspozonti probiha
pfimo v jadie a ne v cytoplazmé. Reverzni
transkriptaza pritomnd v bunce mize obcas
nahodou prevést prepis nékterého bunécné-
ho genu z RNA do DNA, ¢imz vznikne re-
trogen. Naproti tomu DNA transpozony vy-
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uzivaji mechanismus ,vystfihni a vloz®, kdy
se pomoci enzymu transpozazy z ptvodni-
ho mista v genomu vystfihnou a do nového
mista se vlozi, aniz by pfitom opustily bunéc¢-
né jadro (obr. 1). Putovani transpozonti a ze-
jména jim pfibuznych virti neni omezeno jen
na jednu bunku. Retroviry, jez jsou pribuzné
LTR retrotranspozontim, obsahuji gen env,
jenz jim umoznuje opustit bunku a napadat
bunky jiné. DNA transpozonim typu helit-
ronti (viz ¢lanek na s. 395) jsou zase ptibuz-
né geminiviry. Dalsi doklady toho, ze hrani-
ce mezi svétem uvnitf a vné bunky se stira,
stejné tak jako je rozostfeno ,,domaci a ,,cizi“
z pohledu genomu.

V posledni dobé se ukazuje, Ze aktivi-
ta transpozonu je regulovana pomoci ma-
lych molekul RNA (o délce 20-30 nukleo-
tid). Jedna se o jev oznacovany jako RNA
interference, ktery se uplatnuje v regulaci
mnoha bunéénych procesti (Vesmir 86, 110,
2007/2 a 91, 668, 2012/11). V regulaci trans-
pozont jsou ve hie nejen molekuly siRNA,
ale zejména molekuly piRNA (znamé zatim
jen u zivocichtl), které vdéci za své jméno in-
terakci s bilkovinou PIWI. U huseni¢ku Tha-
lova (Arabidopsis thaliana) bylo dokonce pro-
kazano, ze malé molekuly RNA regulujici
aktivitu transpozon@i mohou migrovat mezi
bunkami. Bylo zji§téno, Ze malé RNA v pylo-
vém zrnu jsou syntetizovany ve vegetativnim
jadie a poté migruji do generativni bunky,
kde umlcuji transpozony. Protoze generativ-
ni bunka dava vzniknout dal$i generaci, je
urcita regulace aktivity transpozont, a tudiz
geneticka stabilita, pravé zde velmi dtlezi-
ta. U drozofily se molekuly piRNA tcastni
regulace koncentrace transkriptdi bunécné-
ho genu nanos v cytoplazmé, coz je dilezité
pro spravnou segmentaci téla. U ¢lovéka by-
lo dokonce zji§téno, ze DNA i RNA cirkuluje
v télnich tekutinach, jako je krev, lymfa, sliny
¢i mléko. Prestoze mechanismus uvoliovani
nukleovych kyselin do télnich tekutin neni
zatim objasnén, je pozoruhodné, Ze vétSinou
jde o repetitivni tseky DNA, tedy zejména
transpozony.

Dalsi evolu¢né velmi dynamickou soucas-
ti genomd jsou tandemové repetice, oznaco-
vané také jako ,satelitni DNA® Jde o tseky
DNA, kde jsou jednotlivé monomery uspo-
radany jeden za druhym a tvofi ¢asto dlou-
hé tseky v genomu. Podle délky monomeru
se déli na mikrosatelity (monomer 1-6 nu-
kleotidti), minisatelity (do 60 nukleotidi)
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a satelity (monomery o délce stovek az tisi-
ctl nukleotidtl). V pripadé ¢lovéka expanze
mikrosatelit v nékterych genech zptisobu-
je vazna onemocnéni (napf. Huntingtonova
chorea nebo fragilni chromozom X), zatim-
co minisatelity se vyuzivaji pro svoji zna¢nou
variabilitu zejména pii identifikaci jedinct,
napfiklad v kriminalistice (DNA fingerprin-
ting). Tandemové usporddané jsou i geny
pro ribozomalni RNA. Ackoliv mechanismy
$ifeni tandemovych repetici po genomu ne-
jsou zatim zcela objasnény, pribyva dikazu,
ze béhem zmnozeni tandemovych repetic
se tvori extrachromozomalni krouzky DNA
(eccDNA, extrachromosomal circular DNA).
Jejich ptipadna funkce byla zahadou. Zd4 se
vSak, Ze vystfizeni tandemové repetice z ge-
nomu a jeji namnozeni v podobé krouzkt
a nasledné zpétné vlozeni do genomu miize
byt velmi efektivnim zptisobem, jak ziskat
velké mnozstvi monomert repetice. Lze tak-
to regulovat délku tandemové uspoiadanych
usekl v genomu ve velice kratkém evolu¢nim
intervalu. Mechanismus otacivé kruznice vy-
uzivaji i DNA transpozony typu helitront,
které mohou dokonce zachytdvat bunécné
geny nebo jejich ¢asti, a umoznovat tak jejich
kombinovani, ¢imz mohou vytvéafet genové
novinky. Navic stejné jako v pripadé trans-
pozonti i tandemové repetice vytvareji ma-
1é molekuly RNA, které maji regula¢ni roli,
mohou dokonce ovliviiovat stav chromatinu.

V pribéhu evoluce dochazi k migraci DNA
mezi organelami, jez obsahuji svoje vlast-
ni genomy, a mezi jddrem. DNA prenesena
z organel do jadra (nebo do jiné organely)
se oznacuje jako ,promiskuitni DNA®. Mi-
tochondrie a chloroplasty byly, jak znamo,
ptvodné volné zijici bakterie a jejich infor-
mace byla po endosymbiotické udalosti, kdy
vznikla eukaryotickad bunka, z¢asti ztracena
a zCasti prenesena do bunécného jadra. Ne-
ustaly tok genetického materidlu z organel
do jadra je nejen zdrojem novych genti (18 %
genti A. thaliana pochazi z chloroplastu), ale
také dava genomiim evolucni potencial v po-
dobé vnitini dynamicnosti. Obména (tur-
nover) organelovych tsektt DNA v jadie je
ohromné rychla, 80 % z nich je zcela odstra-
néno béhem nékolika miliont let. Opét zde
mizZeme pozorovat migraci DNA mezi bu-
néénymi kompartmenty — v tomto pripadé
velké kusy organelové DNA, jez jsou uvolné-
ny pii pfirozené obméné (lyzi) organel, opa-
kované putuji do jadra, kde jsou pomoci re-
kombina¢né-repara¢nich procesti vclenény
do genomu. Bylo zjisténo, ze genomy rostlin,
jejichz bunky obsahuji vice chloroplastti, ne-
sou vice fragmentt chloroplastové DNA pte-
nesené do jadra. Jsou znamy i ptiklady, kdy
byly v jadfe promichany fragmenty chloro-
plastové a mitochondridlni DNA, k jejichz
spojeni zfejmé doslo pfed v¢lenénim do ja-
dra (obr. 1). Pfenos genetické informace z or-
ganel do jadra mtize probihat i prostiednic-
tvim molekul RNA, coz se pozna napiiklad
podle toho, Ze pfenesenym gentim chybéji
oproti jejich predkiim v organelach introny
(byly odstranény pfi ipravach RNA).
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Migrace DNA uvniti bunék i mezi nimi
neni omezena pouze na stejny organismus,
ale miize k ni dochazet i mezi rliznymi bio-
logickymi druhy. Jedna se o takzvany ,ho-
rizontdlni genovy pfenos® (Vesmir 92, 261,
2013/5) ktery je bezny u bakterii, ale sta-
le jasnéji se ukazuje, ze hojné probiha také
u eukaryot Castym pfedmétem horizontal-
niho pfenosu jsou transpozony. Pfenos genti
plazmidu Ti z bakterie Agrobacterium tumefa-
ciens do rostlinnych bunék se s tispéchem vy-
uziva k pfenosu pozadovanych gent do rost-
lin. Nejcastéji k horizontalnimu genovému
prenosu dochazi mezi druhy, jez jsou v trva-
lém fyzickém kontaktu, naptiklad mezi para-
zitem a hostitelem. Coz je logické, nebot pra-
vé kontakt umozni migraci DNA z jednoho
organismu do druhého.

Spekulace

Domnivam se, ze vSechny popsané zptisoby
migrace DNA nebo RNA (obr. 1) zvysuji dy-
namiku genomi. A pokud nejsou jeji primou
pfic¢inou, tak s ni alespon néjak souviseji.
Cytoplazma je zifejmé vhodnym bunéénym
kompartmentem, kde je pro evolu¢ni expe-
rimenty vic mista nez jinde, at jiz jde o na-
mnozeni molekul DNA, nebo RNA. Miuze-
te namitnout, ze prece i transkripty béznych
bunéénych genti migruji z jadra do cytoplaz-
my, kde se podle nich syntetizuji bilkoviny.
Ano, jde v8ak o jednosmérny proces, na jehoz
konci je mRNA degradovana a az na vyjim-
ky nedochazi k jejimu opétovnému vsunuti
do genomu. Migrace a opétovné vclenova-
ni repetitivni DNA do genomu muze byt na-
vic spoustécem dalsich udalosti tvarujicich
architekturu genomt, jako jsou genomo-
vé pfestavby, delece nebo genova konverze.
Regulace téchto procesti na vech trovnich
muze pfispivat k biologické diverzité jednot-
livych bunék i celych druhti. Genomové roz-
dily mezi organismy ¢i dokonce mezi geno-
my jednotlivych somatickych bunék téhoz
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1. Migrace DNA
(Cervené) a RNA
(modfre) v burice

a mezi burikami,

k niz dochazi béhem
endosymbiotického
genového prenosu
(zelené pozadi),
retrotranspozice LTR
retrotranspozonti
(fialové pozadi),
extrachromozomalni
amplifikace

krouzka satelith
arDNA (modré
pozadi) a uml¢ovani
transpozond pomoci
RNA interference
(Zluté pozadi).

Je znazornéna

i transformace
rostlinné

buriky bakterii
Agrobacterium
tumefaciens. /Sechny
procesy mohou
probihat v jedné
burice. Dvé buriky jsou
zobrazeny jen kvl
lepSimu znazornéni
migrace nukleovych
kyselin mezi burikami.
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jedince (viz Vesmir 92,197, 2013/4) nelze plné
pochopit bez poznani stale se ménicich ge-
nomovych entit, jako jsou transpozony, tan-
demové repetice ¢i promiskuitni DNA.
Mohlo by se zdat, ze vétsi dynamika repe-
tic jen odrazi skutecnost, zZe tyto genomo-
vé komponenty nemaji zadnou funkci, nebo
alespon ne tak dtlezitou jako geny, a proto-
Ze na né nepusobi selekéni tlaky, mohou se
evolu¢né rychle ménit. Ano, i to je ¢ast prav-
dy. V8echno v$ak za¢ne davat smysl, pokud
pohlédneme na genom a bunku jako na ce-
lek sestavajici ze vzdjemné provazanych casti.
Soucasna doba je obdobim pfechodu od ge-
nové-centrického konceptu, akcentovaného
dfive, ke genomové-centrickému ndhledu
(Heng 2009). Genom je chapan jako dyna-
micky systém, kde jsou dutlezité interakce
nejen gent, ale i mnoha dalSich slozek ge-
nomu. Genomy obsahuji jak relativné ne-
ménné komponenty (geny), zajistujici trvani
v Case a prostoru, tak i slozky vnitiné nesta-
bilni (repetitivni DNA), diky nimz muize cit-
livé reagovat na ménici se podminky prostie-
di. Stabilni i dynamické ¢asti genomu jsou
dvé strany jedné mince, zajistujici rovnovahu
genomu a bunky. Pfitom se uplatiuji nejen
dobfe znamé procesy, jako je (retro)transpo-

zice, polyploidizace, rekombinace ¢i repara-
ce DNA. Vyznamnou roli hraji i malé mole-
kuly RNA, jejich interakce a ziejmé i pohyb
molekul DNA a RNA uvnitf bunék i mezi
bunkami.

Ttebaze se obrazek biologie genomt pro-
jasiiuje, mnohé obecné otazky pretrvavaji. Je
eukaryotickd bunka systémem, kde jsou nej-
riznéjsi molekuly RNA syntetizovany chao-
ticky pfekotnou transkripci a az nésledna
selekce rozhodne, které z nich budou pou-
zity a které degradovany? Anebo je naopak
burika a genom ,,jemné vyladéna“ sit interak-
ci, kde v§echny molekuly maji néjakou tlohu
a my ji pouze u nékterych z nich nezname?
Domnivam se, Ze se uplatiuje oboji a zalezi
jen na fazi ,vyladovani® molekularniho pro-
cesu béhem jeho evolu¢niho vélenovani do si-
té procest jinych. Budouci vyzkum snad pfi-
nese odpovédi. Nicméné je pravdépodobné,
ze vSechny popsané repetitivni tseky DNA,
migrujici DNA i RNA, nadbyte¢né i aberant-
ni transkripty ¢i omylem uvolnéné a zachyce-
né fragmenty DNA jsou potencidlni surovi-
nou pro evolu¢ni inovace. Stanou se soucasti
slozitého propletence procesti, ktery formuje
vysledny fenotyp organismu i biologického
druhu. o
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