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1.1. Kosmologicka predehra

Podle soucasné kosmologické teorie je nas Vesmir jednim z mnoha vesmirti a vznikl ze
singularity — podivného stavu nekonecné hustoty, extrémnich teplot, kfivosti a nekonecné
malého rozméru, kde neplati pfirodni zakony. V disledku fluktuace faleSného vakua doslo
k Velkému tfesku pred 15 miliardami, ¢i lépe pred 10-20 miliardami podle fyzika S.
Hawkinga. Prostor, ¢as 1 hmota zacaly existovat soucasn€. Obecna teorie relativity poskytla
poprvé solidni ramec pro kosmologii. Jiz Albert Einstein si uvédomil, ze pomoci rovnic
teorie relativity se védci mohou pustit do modelovani vesmiru a jeho vyvoje. Rusky
matematik Alexander Friedman a belgicky kosmolog abbé Georges Lamaitre zjistili, ze
rovnice teorie relativity nemaji zadné statické feSeni takze ve vesmiru musi dochéazet ke
zméné rozméra s ¢asem. V uvahu prichazelo tedy bud’ smrstovani nebo rozsifovani vesmiru.
Einstein se zpo¢atku domnival, ze Friedman se myli, az po Case uznal jeho praci. Klicovym
objevem bylo zjisténi Edwina Hubbla roku 1929, ktery zjisti, ze ve spektrech galaxii dochazi
k posunu car do Cervené oblasti. To bylo vysvétlitelné jediné tak, ze ¢im jsou galaxie od nas
dal, tim rychleji se od nas vzdaluji, tedy Zze vesmir se rozpina. Poskytl tak dikaz, ze
Einsteinova teorie ve Friedmanové nebo Lamaitrové interpretaci je spravna. Pokud se vesmir
rozpina, znamena to, ze musel mit nekdy zacatek. Zasadni byla prace amerického fyzika
ruského pivodu George Gamowa publikovana 1948, ktera pojednavala o velmi raném
zhavém vesmiru. Popularné ji pak vylozil v knize Pan Tompkins v fisi divii. Teorie je znama
jako teorie velkého tresku (big bang), jak ji hanlivé oznacil jeji oponent britsky astrofyzik Sir
Fred Hoyle, aby naznacil, ze jde o mnoho povyku pro nic. Sdm byl totiz propagatorem
alternativni teorie ustaleného vesmiru (steady state universe). Nazev big bang se pfesto ujal.
Gamow také predpoveédél, ze pozistatkem velkého tfesku a pocatecniho velmi horkého a
hustého stavu vesmiru by meélo byt zafeni vesmirného pozadi. Jeho genialitu doklada
skutecnost, ze v poloving€ 60. let bylo toto zareni vesmirného pozadi objeveno americkymi
radioastronomy z Bellovych laboratofi Arno Penziasem, a Robertem Wilsonem a bylo
oznaceno jako reliktni zafeni. Jedna se o mikrovinné zareni o teploté 2.7 stupnu kelvina a ve
vesmiru homogenné rozptyleno. Vesmir, pivodné nepiedstavitelné zhavy a husty, dnes
v rozfedéném stavu zkomira kousek nad absolutni nulou. Objev reliktniho zareni na jedné
strané prispél k prijeti mySlenky velkého tfesku, ale na druhé strané existence spojitého zareni
védcim znemoznuje dé€lat jakoukoliv pozorovaci astronomii pred okamzikem, kdy reliktni
zateni oddélilo od latky, asi pted 300 000 let po velkém tfesku. Pfed timto ¢asem reliktni



zatreni siln€ interagovalo s velmi zhavou latkou a neustale dochazelo k rozptylu foton na
tomto zhavém pozadi.

Je vesmir kone¢ny nebo nekonecny? Ma vesmir néjaké stari, nebo je tu vécné? Otazky,
které si kladou dnes kosmologové, si kladl ¢lovék odpradavna a odpovidal si na né
v nejriznéjSich mytologickych pribézich. Stale zlstava otazkou zda se vesmir rozpina
parabolicky, hyperbolicky nebo elipticky. Také neni jasné zda je otevieny nebo uzavieny.
Pokud je otevieny, pak je ¢asova budoucnost vesmiru nekone¢na a bude se rozpinat vécné.
Naopak, pokud je vesmir uzavieny, po néjaké dobé se rozpinani zastavi a zacne dochéazet ke
smrstovani az vSe skonci stejné€ jako to zacalo v singularité. Zavérecné singularité se také
nékdy fika velky kfach. Podle vypocti by rozpinani mélo trvat jesté 70 miliard let a
smrstovani dal§ich minimalné 85 miliard let.

1.2. Predstavy o vzniku Zivota

Vznik zivé hmoty z anorganické hmoty popisuji pojmy abiogeneze a heterogeneze.
Abiogenezi se oznacuje vznik zivota zanorganickych latek, zatimco heterogeneze
z organickych latek. Heterogeneze hleda ptivod Zivota v mrtvé organické hmoté (napf. vznik
larev z rozkladajictho se masa, zizal z blata atd.) byla pfijimana Newtonem, Descartem bez
namitek. Vitalisticka filosofie d¢lila pfirodu na zivou a nezivou a vyloucila myslenku
abiogeneze. Kfest'ansky nazor na vznik zivota vyloucila mysSlenku abiogeneze. Heterogeneze
byla opusténa poté co Francesco Redi dokézal, ze se v mase umisténém pod muselinovym
krytem, ktery zabrani moucham naklast vajicka, larvy nikdy nevytvofi. Posledni ranu dostala
heterogeneze od L. Pasteura (1864) a dalSich, ktefi prokazali, ze mikroorganismy jsou
pfitomny v riznych organickych materialech. V té dobé byla publikovana prace Darwina,
ktery predlozil stejné€ obtizné€ vysvétlitelnou piedstavu vzniku zivota abiogenezi.

Dulezitou roli zde sehrala redukcionisticka teorie odmitajici rozdil mezi anorganickou a
organickou svétem. Woehler syntetizoval v roce 1828 mocovinu, prvni syntetickou
organickou latku. Takeé bylo ukazano, ze energii 1ze beéhem reakci kvantifikovat beze zbytku a
tak nezbyva prostor pro zadnou vitalistickou silu, ziva hmota zadnou vitalni silu neobsahuje.
Henry Bastian prosazoval mySlenku nepfetrzité abiogeneze. Roku 1880 byla teorie klasické
abigeneze opusténa.

Az po objevu zakladni struktury hmoty se teorie abiogeneze znovu objevila v moderni
podobé jako moderni teorie chemické evoluce ve spojeni se jmény Oparin, Haldane, Urey a
Miller. Moderni definice abiogeneze se tyka tvorby nejjednodusSich forem zivota
z primordialnich chemikalii v prostfedi povazovaném za podobné tomu, jaké bylo na Zemi
v dobé jejiho formovani. Definic je zcela odliSnd od definice Aristotelovy postulujici
opakovanou tvorbu slozitych organizmi. Rozdil mezi klasickou a moderni teorii abiogeneze
spociva tedy ve frekvenci vzniku zivota a slozitosti vznikajicich organizma.

1.3. Moderni teorie chemické evoluce, Urey-Milleruv experiment
Pocatkem moderniho pojeti chemické evolucni teorie bylo roku 1924 tvrzeni Alexandra
Ivanovice Oparina, ze slozité molekularni struktury a funkce zivych soustav se vyvinuly
z jednodussich molekul, které existovaly jiz na prebiotické Zemi. Haldane 1928 véfil, ze
z priomordialni polévky vzeSel zivot. Podle n€ hralo rozhodujici tlohu ultrafialové zatent,
které pusobilo na prebiotickou atmosféru a zvySovalo koncentraci cukri a aminokyselin
v oceanu. Harold Urey vychazel ze zji§téni, ze atmosféry vSech planet slune¢ni soustavy jsou
bohaté na vodik a tedy redukujici a tudiz pfiznivé pro tvorbu organickych sloucenin.
Navrhoval, Ze atmosféra Zemé se stala oxidativni az v prabéhu evoluce.

Laureat Nobelovy ceny Harold Urey a jeho diplomant Stanley Miller provedli v roce
1953 experiment - tzv. Urey-Milleruv experiment — v némz simulovali podminky redukujici
atmosféry Zemé a podafilo se jim tak syntetizovat z anorganickych latek aminokyseliny.



Modelova atmosféra obsahovala smés plynd metanu, amoniaku, vodiku a vodni pary.
Aparatura zvarného skla se skladala z malé varné banky naplnéné vodou, komory
s wolframovymi elektrodami, mezi nimiz dochéazelo k jiskrovému vyboji, chladie a sifonu
s vodou, ktery slouzil ke shromazd’ovani produktii. Na davné Zemi sice nebyla vrouci more,
var vSak zajistoval cirkulaci plynt. Sifon s vodou a také varna barnka predstavovaly mofe a
jezera. Miller napsal: “Koncem tydne jsem odebral roztok a po drobné upravé jsem provedl
dvourozmérnou papirovou chromatografii... Tti z detegovanych aminokyselin byly dosti
koncentrované .. jsem identifikoval jako glycin, alfa-alanin a beta-alanin.“ Zakladni
prebioticky experiment byl nasledné proveden dalSimi badateli s mnoha obménami. Ve
veétSiné experimentll byla pouzita v podstaté stejna technika. Byla vytvofena atmosféra
rozmanitého slozeni, v niz byly pouzity nasledujici plyny: metan, etan, dusik, vodni para,
vodik, oxid uhelnaty, oxid uhliity a sirovodik. Pokud byl vyloucen kyslik, vznikaly
aminokyseliny a jiné organické slouceniny.

V modifikovanych experimentech bylo misto elektrod pouzita naptiklad picka vytapéna na
900-1100°C (Sidney Fox). Tyto experimenty znamé jako syntéza teplem nebo pyrosyntéza
mély simulovat situaci, kdy dochazelo k uvoliiovani sopecnych plyna ze Stérbin a pruducha
ve zhavych vyvtelych horninach. Plyny se nachéazely v horké zoné€ jen zlomek vtetiny, pak
byly rychle ochlazeny. V nékterych modifikacich (,,no-flow*) se ohfivaji na 200-10000C na
15 minut. Mnozstvi tepelné energie produkované v soucasnosti sopecnou cCinnosti je
srovnatelné s energii produkovanou blesky. Touto metodou bylo syntetizovano 12
proteinogennich amionokyselin (Harada a Fox 1964), podle jinych autord jen 3
aminokyseliny. Modifikaci je Fischer-Tropschova metoda vyuzivajici katalyzatord na bazi
kovu nebo hliny, ktera se pouziva i v primyslové vyrobé uhlovodikii z oxidu uhelnatého a
vodiku.

Dal§i modifikaci Urey-Millerova experimentu  pouzivaly naptf. UV-zareni, to je
povazovano za hlavni zdroj energie na prebiotcké Zemi. Dalsi pokusy vyuzivaly tlakové viny
a ukazaly, ze jsou velmi u€inné pfi syntéza aminokyselin (glycin, alanin, valin, leucin).
Tlakové viny vznikaly pfi bourkach nebo priletech meteoritl. Zdroji energie byly zajisté i
kosmické zafeni, radioaktivita a slune¢ni vitr. Pfi vySe uvedenych prebiotickych
experimentech bylo =ziskdno 19 ze 20 proteinogennich aminokyselin, vSech 5
heterocyklickych bazi tvoficich nukleové kyseliny a hlavni cukry vcetné glukozy, ribozy a
deoxyribozy.

Nazor védecké vetejnosti na davnou atmosféru se v souasné dobé meéni. Nyni je §iroce
pfijimana predstava o podstatné neutralnéjsi prebiotické atmosfére slozené z CO,, N, H,O
a snad 1 1%H,. Je sporné, zda davnad Zemé a jeji atmosféra mohly byt opravdu oxidujici.
Pokusy s prebiotickou atmosférou jsou nyni pfehodnocovany ve svétle téchto predstav
neutralni a snad dokonce oxidujic atmosféry.

Organické slouCeniny se na Zemi mohly dostat i z meziplanetarniho ¢i mezihvézdného
prostoru. Bylo zjisténo, ze komety a meteority obsahuji organické molekuly. V roce 2004
byly detegovany stopy polycyklickych aromatickych uhlovodikii v mlhoving, coz byl objev
nejslozitéjsi molekuly nalezené ve vzdaleném vesmiru.

1.4. Eigen, Wachterhauser, Martin a Russel

Zakladnim problémem teorie vzniku zivota je otazka polymerizace monomert tvofenych
nebo oligomeru je zvyhodnéna pied kondenzaci monomera do polymert. Polymerizace neni
pfimocary proces. Bé€hem abiotickych experimentt se tvorily také latky fungujici jako
inhibitory polymerizace jednoduchych organickych latek. Dulezita zde je i otazka
homochirality.



Vyznamny posun v feSeni otazky vzniku Zivota predstavuje teorie hypercykla Manfreda
Eigena z Max Plankova institutu (1970). Aplikuje nerovnovaznou termodynamiku na evoluci
biologickych systémi. Systémy jsou schopné samostatné replikace,nachazeji se
v rovnovazném stavu, sestavaji z mnoha informaci uchovavajicich jednotek, pravdépodobné
na bazi RNA, které produkuji enzymy katalyzujici tvorbu jinych jednotek v celé fad¢, piiCemz
posledni jednotka katalyzuje tvorbu jednotky prvni a tim se cyklus uzavira. Kaplan spocital,
ze cyklus pottebuje 20-40 funkénich bilkovin (po 70-100 aminokysleinach) a podobny pocet
nukleovych kyselin. Zabyval se také frekvenci mutaci jednotlivych prvki hypercyklu, jejich
selekci, rychlosti jejich evoluce, objevovanim se novych prvki cyklu. Silnou podporou teorie
hypercykli byl objev katalytickych schopnosti RNA — ribozym.

Dalsi posun v chapani pocatka zivota predstavuje teorie Guntera Wachterhausera z roku
1980 nazyvana jako ,teorie svéta sulfidu Zeleza*. Narozdil od experimentd Millera, kde
zdrojem energie byly vnégjsi (vyboje, UV zafeni), se zde pocitd s vyuzitim vnitfni energie
sulfidi zeleza nebo jinych mineralt jako je pyrit. Tato energie je uvolnéna redoxnimi
reakcemi a je vyuzita na tvorbu monomerl organickych molekul ik jejich polymerizaci.
Vznikly tak primitivni metabolické cykly a je mozné, ze takové systémy se mohou vyvinout
do autokatalytickych soustav samoreplikujicich se a metabolicky aktivnich jednotek
predchéazejicich zivym formam. Podle Wachterhausera tento ¢asny metabolismus predchazel
genetice. Zvlastni postaveni pfifadil Wachterhauser kyseliné octové, ktera je 1 dnes klicovou
molekulou v bunice. V roce 1997 Wachterahouser a Claudie Huberova smichali CO, H2S,
NiS, FeS pii 1000C a ziskali aminokyseliny a dokonce 1 peptidy.

Nejnovejsi modifikaci teorie svéta sulfida zeleza je teorie W. Martina a M. Russela z roku
2002, podle niz zivot vznikl v prostiedi podmorskych komini. Podmotské kominy jsou
hydrotermalni prameny nachazejici se na dn¢ oceani v hloubkach kolem 2000 metrti. Poprvé
byly nalezeny roku 1977 u Galapag. Jedna se o otvory o Sifce stovek metrt, z nichz vychazi
prehrata voda bohat4 na mineraly, pfedev§im pak na sulfidy, ktera se pfi styku s vodou oceanu
ochlazuje a krystalizuje, coz vytvari Cerné zbarveni, a nakonec se usazuje na dn€ oceand.

1.5. Vznik prvnich zivych systému

Prvni zivé systémy se vyznacovaly schopnosti replikace, proménlivosti a dédi€nosti. Cesta od
jednoduchych organickych komponent po systémy vykazujici vySe uvedené atributy zivota
mohla byt znacné slozitd a 1 dnes je pouze predmétem spekulaci. Zatimco dne$ni zivé
organizmy jsou zalozeny na principu koexistence nukleovych kyselin a proteint, panuji spory
o0 to, jaky charakter mely prvni zivé systémy, zda byly na bazi nukleovych kyselin, proteini
nebo zda od pocatku dochazelo k jejich koexistenci, anebo byl pouzit zcela odlisny princip.

1.5.1. Puvodni zivé systémy byly na bazi proteina

Jedna se o historicky starsi skupinu nazord, jejimz nejstar§im representantem byl A.I Oparin
se svou teorii koacervati (1928). Nové€jsSimi zastanci byli Fox steorii mikrosfér,
Wachtershauser s teorii sulfida zeleza (1980) a Christian de Duve s chemii thioesterd (1990).
Tyto systémy vykazuji rast (koacervaty) a metabolismus (zejména mikrosféry), nejsou vSak
schopny reprodukce a dédicnosti. Takto primitivni metabolismus mohl pfedstavovat prostiedi
pro pozdéjsi zavedeni RNA a jeji replikaci.

Koacervaty jsou primitivnhimi modely buiiky ohraniené semipermeabilni membranou, ktera
umoziiuje hromadéni produktu n&jaké reakce, rist a nasledné déleni koacervatu. Struktury
typu koacervati mohou vznikat v koloidnich roztocich. Problémem je vznik a fixace
enzymaticky aktivnich molekul uvnitt koacervatu, které se délenim koacervati redi.

Hypotéza mikrosfér se snazi zodpoveédét otazku pavodu enzymatickych molekul. Mikrosféry
vznikaji ztzv. protenoidi, coz jsou polymery vzniklé kondenzaci aminokyselin. Poradi



aminokyselin v téchto polymerech je ale ndhodné. Nékteré z nich vSak mohou vykazovat
urcitou katalytickou funkci.

1.5.2. Puvodni zivé systémy byly na bazi nukleovych Kkyselin (genova hypotéza vzniku
Zivota)

Podle této hypotézy byly plvodnimi strukturami, které vykazovaly znaky zivych soustav,
nukleové kyseliny nebo latky jim podobné. Nukleové kyseliny nenesly jesté zadnou
informaci ani nemely metabolickou aktivitu, byly vSak schopny autoreplikace. Tato hypotéza,
ktera ma v soucasnosti nejvice zastancu, predpoklada, Ze pivodnim polymerem byla RNA,
proto se také hovoii o hypotéza RNA svéta (Gilbert 1986).

Tuto hypotézu velmi podpofil objev katalyticky aktivnich molekul RNA — ribozymu
(Orgel 1986), za jejichz objev dostali Tom Cech a Sidney Altman 1989 Nobelovu cenu.
Postupné se ukazalo, ze ribozymy jsou schopny se replikovat, prodluzovat 1 spojovat jiné
molekuly RNA nebo provadét syntézu peptidi. Molekuly RNA tedy mohou jak uchovavat tak
i realizovat genetickou informaci. Az v priabéhu evoluce prevzala funkci média pro uchovani
genetické informace molekula DNA, ktera je pro tuto funkci podstatng vhodngjsi. Ulohu
realizatora genetické informace prevzaly od ribozymi proteiny, vyznacujici se vyssi
katalytickou flexibilitou, G€innosti, pfesnosti 1 §ifi spektra katalyzovanych reakci. Ribozymem
je vlastné i ribozom. Je pozoruhodné, zZe i klicova reakce tvorby proteint, tvorba peptidické
vazby, spojujici jednotlivé aminokyseliny, je uskute¢iiovana molekulou RNA, tedy
ribozymem. Ribozymy jsou povazovany za pravdépodobné relikty z obdobi, kdy nukleové
kyseliny zajiStovaly jak uchovani tak i realizaci genetické informace, relikty ze svéta bez
proteinii. Podobnymi relikty jsou zifejmé i koenzymy, neproteinové komponenty dneSnich
proteinli, ¢asto odvozené z nukleotidd. Jsou klicové pro urCeni substratové specificity, coz
bylo kritické pravé v pocatecnich stadiich evoluce. Molekuly RNA dodnes hraji centralni
ulohu ve vSech hlavnich stupnich realizace genetické informace. Molekuly mRNA nesou
prepis genetické informace z mista jejiho ulozeni vjadie do mista syntézy protein
v ribozomech, malych nukleoproteinovych utvarech nachazejicich se v cytoplazmé. Samotné
ribozomy jsou tvoreny vedle proteind i nékolika typy molekul RNA, tzv. rRNA (ribozomalni
RNA). Aminokyseliny jsou dopravovany na povrch ribozomu, kde probiha syntéza proteina,
prostfednictvim molekul tRNA.

1.5.2.1. Ribozymy

Introny I. typu byly poprvé objeveny v pre-rRNA u prvoka Tetrahymena. Nachazeji se
v genech pro rRNA, tRNA 1 v pre-mRNA. Byly nalezeny u mitochodriich hub, chloroplastech
fas a také u bakteriofagli. Pii jejich sestfihu dochazi ke dvoukrokové transesterifikaci, Prvni je
indukovana ne nukleotidem lezicim uvnitf intronu, ale volnym nukleosidem nebo
fosfatem. Druhd transesterifikace je indukovana 3-OH skupinou lezici na konci exonu.
Uvolnény exon je linearni, ale mnohé v pribéhu degradace podléhaji dalsim
transesterifikacim vedoucim k cirkularnim produktim. Introny I. typu vytvareji vyrazné
sekundarni a terciarni struktury. Pomoci rentgenové difrakce byla zjiSténa pfitomnost
katalytického jadra tvoreného dvéma doménami. Nekdy je stabilita introni zvySena
nekatalytickymi proteinovymi faktory, které se na introny vazi. Introny I. typu obsahuji ORF
kodujici enzym maturazu Gcastnici se sestfihu a tzv. ,,homing endonukleazu* dulezitou pro
mobilitu. Kromé toho se sestfihu uc¢astni proteiny kodované hostitelem.

Introny II. typu se nachazeji v genech pro rRNA, tRNA i v pre-mRNA v genomech organel
hub, rostlin a prvoki v mRNA bakterii. Sestfih rovnéz zahrnuje dvoukrokovou

.....

pro sestfih a mobilitu — RNA maturazu, reverzni transkriptazu, endonukledzu, a také se



vyuziva enzymaticky aparat hostitele. Existuji dvé podskupiny, typ IIA a IIB, liSici se
konsensnim mistem sestfihu, vzdalenosti adeninu od mista sestfihu, urcitymi terciarnimi
interakcemi a fylogenezi otevienych Ctecich ramca.

Introny IIL typu jsou velmi kratké introny podobné introntim II. typu, vyskytuji se v pre-
mRNA plastidi krasnoocek. Neékdy se vyskytuji jako tzv. , twintrony“ — introny uvnitf jinych
intront.

Ribozymy ,hammerhead“ a ,hairpin“ . Ribozymy typu ,hammerhead“ jsou malé
katalytické RNA, schopné samy se Stépit. Jedna se o nejmensi znamou formu katalytické
RNA. Dostaly yjméno diky kladivovitému tvaru sekundarni struktury, kterou vytvari. Jsou totiz
tvofeny tfemi vlasenkami. Uastni se replikace RNA viroidd a satelitd. Tento typ ribozymu
lze ptipravit in vitro tak, ze se nasyntetizuji dva fetézce, spoji se dohromady a poté lze
pozorovat samostépici reakci. Ten fetézec, ktery je §té€pen je povazovan za substrat, Stépici
fetézec je enzymem. Od ribozymu ,,hammerhead* jsou odvozeny malé vlasenkové (,,hairpin‘)
ribozymy, které jsou schopny se navazat na cilovou molekulu RNA na bazi komplementarity
bazi a Stépit ji. Byly pfipraveny syntetické ribozymy tohoto typu a pouzity k cilenému §té€pent
virovych molekul RNA, napt. HIV-1.

1.6. Koevoluce nukleovych kyselin a proteini, geneticky kod

Podle této hypotézy probihala evoluce nukleovych kyselin a proteint jiz od pocatku spole¢né.
Kli¢ovou roli v zivotnich procesech ma proteosyntéza zalozend na existenci genetického
kodu. Genetickym kodem rozumime soubor pravidel, podle nichz se urcitému potadi
nukleotidii v DNA urcuje poradi aminokyselin v proteinech.

1.6.1. Degenerace kodu a odchylky od standardniho kédu

Jak muaze byt jazyk Ctyf pismen, jazyk DNA, pfelozen do jazyka 20 slov, fe¢i proteinu? Jiz
zminovany fyzik George Gamow jesté davno pied objevem genetického kodu konstatoval, ze
dinukleotidovy kod by nestagil (kodoval by pouze 4*> = 16 aminokyselin), a navrhl tudiz kod
tripletovy. Jeho predpoveéd byla spravna. Vzhledem k tomu, ze kazdy kodon je vzdy tvoren
tripletem bazi a bazi jsou &tyfi druhy, kodont je celkem 64 (=4°). Z toho 3 kodony nekoduji
aminokyselinu, nybrz urcuji ukonceni tvorby proteinu. Oznacuji se jako terminac¢ni kodony
nebo jako stop-kodony. Na druhé strané, aminokyselin kédovanych zbyvajicimi 61 kodony je
pouze 20. Je tedy zfejmé, ze nékteré aminokyseliny jsou kédovany vice kodony. V tom
spociva tzv. degenerace genetického kodu. Napf. leucin, arginin a serin jsou kodovany kazdy
dokonce Sesti kodony. Dvé aminokyseliny jsou urovany pouze jedinym kodonem, jedna
z nich, methionin, oznacuje zacatek transkripce. Kodony pro stejnou aminokyselinu se lisi
zpravidla ve tfeti pozici kodonového tripletu. Proto mnoho mutaci nevede k zdméné
aminokyseliny, jedna se o tzv. synonymni mutace.

Védci byli fascinovani skuteCnosti, ze tentyz kod pouzivaji viry, bakterie 1 ¢lovek.
Hovofilo se proto zpocatku o ,univerzalnim“ kédu, svéd¢icim o jednotném organiza¢nim
principu vSeho zivého, v souladu s Darwinistickymi pfedstavami vyvoje zivota od
jednodusSich forem ke slozitéjsim. Velkym piekvapenim bylo zjisténi, ze v bunéCnych
organelach mitochondriich je pouzivan kod vyznacujici se odchylkami od ,univerzalniho®
kodu. Mitochondrie byly plivodné volné Zzijici bakterie, nez se v prubéhu evoluce staly
soucasti eukaryontnich bun€k. Z onéch dob si vSak uchovaly cast puivodni genetické
informace. Postupné byly nalezeny rizné odchylky od genetického kodu u nékterych
bicikovca, kvasinek, bakterii i archebakterii. Ukazalo se tedy, ze kod neni zcela univerzalni a
nyni se proto oznacuje jako kod , standardni“. Pad predstavy neménnosti kodu oslabilo takeé
predstavu, ze kod vznikl jednou provzdy a poté se jiz dale nevyvijel.

1.6.2. Vznik genetického kodu — najednou nebo postupné?



Prestoze geneticky kod byl rozlustén jiz pred Ctyimi desetiletimi, stale zistava zahadou
obklopenou fadou otazek. Vznikl geneticky kod najednou anebo se postupné vyvijel? Bylo na
pocatku vSech soucasnych 20 aminokyselin z nichz se dnes sestavuji proteiny, anebo si prvni
proteiny vystacily s mensim poctem tehdy dostupnych aminokyselin? Na jednom konci stoji
hypotéza oznaCovanad jako ,frozen accident (zmrazena nahoda), predpokladajici, ze kod
vznikl jednou a nahodné a jiz se dale neménil, nebot’ jakékoliv odchylky od né&j by zpisobily
mutace v proteinech, které by byly pro stavajici organizmus letalni. Vzhledem k tomu, ze
existuji i alternativni genetické kody, muselo by téchto okamzikli ,,zamrznuti“ kodu byt vice,
coz se zda malo pravdépodobné. V soucasnosti pievazuje nazor, ze geneticky kod se postupné
vyvijel. Predstava evoluce genetického kodu je podporovana Fadou dikazu. Analyzy
ukazaly, ze kod je vytvofen tak, ze minimalizuje dopad chyb. To znamend, ze v mnoha
ptipadech zaména nukleotidu v kodonu nevede k zdméne aminokyseliny. Takové optimalni
nastaveni kodu lze vysvétlit tak, ze kod proSel postupnou selekci. Déle bylo zjisténo, ze
aminokyseliny syntetizované stejnymi biochemickymi drahami jsou kédovany podobnymi
kodony. Zde se nabizi predstava, ze Casny kod byl jednodussi (dinukleotidovy) a kédoval
méné¢ aminokyselin, a az postupné, jak vtehdejSich podminkach wvznikaly dal§i
aminokyseliny, kod expandoval a pfifazoval podobnym aminokyselindm podobné kodony.
Podle nekterych predstav ptivodni kod obsahoval pouze baze G a C. Piivodni velikost kodu i
poCty a typy aminokyselin (viz nize), stejn€ jako doba a prabéh evoluce kodu jsou stale
zahadou.

1.6.3. Selekce in vitro a aptamery

Snad nejvyznamnéj§i podporu evoluce genetického kodu poskytly experimenty , selekce in
vitro“. Pri téchto pokusech se smichaji molekuly syntetickych RNA nebo DNA s riznymi
jinymi molekulami a opakované se vybiraji latky s nejsiln€jsi vzajemnou vazbou. Tyto kratké
molekuly nukleovych kyselin se specifickou afinitou k ur€itym molekuldm se oznacuji jako
aptamery. V experimentech selekce in vitro se podafilo ziskat aptamery RNA, které se
vazaly napf. na aminokyselinu arginin. Nejpozoruhodnéjsi bylo zjisténi, ze vazebna mista pro
arginin obsahovala opakujici se triplety argininovych kodond. Aminokyseliny tedy mohou
ptimo fyzicky interagovat se svymi kodony. Zda se, ze pifimé interakce kodoni a
aminokyselin hraly roli pfi formovani prvniho koédu. Slozity translaéni mechanizmus
zahrnujici tRNA je zfejmé€ az pozd€jS§im vydobytkem. Aminokyseliny se vazaly i na DNA
aptamery, coz dokazuje, ze rozhodujici jsou baze a ne cukrfosfatova patet. To vedlo nékteré
badatele k myslence, Ze patef mohla byt v pavodnich informa¢nich molekulach tvorena
peptidy misto fosfatd. Tyto molekuly se oznacuji jako PNA. Mimochodem, uvedenymi
selekénimi experimenty se podafilo pfipravit 1 enzymaticky aktivni molekuly DNA, tzv.
DNAzymy.

Pokusme se zrekonstruovat vznik a vyvoj genetického kodu. Na pocatku, jesté ve sveté
RNA, byly prvni peptidy zifeymé tvoteny pfimou vazbou aminokyselin na templatovou RNA
bez potreby enzymatické katalyzy. Potfadi aminokyselin v téchto peptidech bylo prevazné
ndhodné a o jejich uspéSnosti rozhodovalo to, jak obstoji v pfirodnim vybéru. Faze této
nekddované syntézy peptidi byla pozd€ji nahrazena kodovanou syntézou. Prvni kod byl
zieyme dinukleotidovy a kodoval mensi pocet aminokyselin nez dneSni tripletovy kod.
Postupné doslo ke zvySeni poctu aminokyselin na bazi jejich metabolické (biochemické)
ptibuznosti a kod se zménil na tripletovy.

1.6.4. Na scénu prichazi transferova RNA

Ziejmé jiz ve fazi dinukleotidového kodu pfichazeji na scénu molekuly tRNA a enzymy
aminoacyl-tRNA-syntetazy (aaRs) a do systému vstupuje mRNA. Aminoacyl-tRNA-
syntetazy piipojuji aminokyseliny k jednotlivym tRNA. Patii k nejstar§im proteinim na Zemi.



Jejich funkci predtim ziejmé plnily ribozymy. Zaclenénim tRNA do transla¢niho aparatu byly
odstranény pfimé interakce aminokyselin s kodony a byl umoznén urcity stupen optimalizace
pfifazovani kodoni. Zajimavou vlastnosti molekul tRNA je jejich schopnost vytvaret slozité
sekundarni a terciarni struktury, jednéd se o znamy tvar jetelového listu. Na jeden konec tRNA
se vaze aminokyselina. Na druhém konci, vzdaleném 7,6nm, se prostiednictvim tfi nukleotidi
tvoricich antikodon tRNA vaze na komplementarni trojici nukleotidd (kodon) molekuly
mRNA, ktera ptredstavuje prepis genu. Molekuly tRNA nesouci jednotlivé aminokyseliny se
fadi vedle sebe podle poradi kodonii v mRNA a aminokyseliny se spojuji za tvorby proteinu.
Kazdému kodonu odpovida jedna tRNA (obsahujici specificky antikodon), pficemz nékteré
tRNA nesou stejnou aminokyselinu. Konec tRNA, na ktery se vazi aminokyseliny je vzdy
zakoncen bazemi CCA.

U nékterych bakterialnich nebo rostlinnych virt (bakteriofag Qp, virus CaMV), jejichz
geneticka informace je ulozena v molekulach RNA wvznikaji struktury podobné dne$nim
molekulam tRNA, které hraji klicovou roli v replikaci. Zda se, Ze tyto struktury dfive hraly
dilezitou roli v nejzakladnéjsim procesu zivych systémi, jimz je replikace, jako specificka
znacka urcujici, kde ma replikace zacit. Az postupné prevzaly ulohu v proteosyntéze.
Predkové tRNA tak mozna predstavovali jedny z nejstarSich biomakromolekul.

1.6.5. Nejstarsi aminokyseliny a evoluce kodonu

Existuji rizné nazory na to, které kodonové triplety a které aminokyseliny jsou nejstarsi.
K nejznaméjsim badateliim v této oblasti patfi nositel Nobelovy ceny Manfred Eigen, jakoz i
japonsky védec Susumu Ohno, autor teorie evoluce genovou duplikaci. Zde se zaméfime na
pozoruhodné objevy Edwarda Trifonova z Izraele, podle jehoz pfedstav na pocatku existovaly
triplety GCX, GXU a XCU (X je libovolna baze). Tyto kodony byly odvozeny vzdy jedinou
mutaci od konvencni sekvence GCU. V této souvislosti je zajimavé, ze ke spontanni expanzi
trinukleotidovych repetici DNA, jez stoji v pozadi nékterych nemoci, dochazi prave
v sekvencich (GCT)n a (GCC)n. Pfi pohledu do tabulky soucasného genetického kodu
zjistime, ze tyto nejstarsi kodony kéduji aminokyseliny alanin, kyselinu asparagovou, glycin,
prolin, serin, threonin a wvalin. Znamena to tedy, ze zde mame kandidaty na prvni
aminokyseliny? Snad ano, nebot uvedené aminokyseliny jsou jak chemicky nejjednodussi,
tak byly syntetizovany ve znamém experimentu Ureyho a Millera (viz vySe). To by vSak
znamenalo, ze pfifazeni kodonii aminokyselinam se od pocatku nezménilo. Predpoklad, ze
nékteré aminokyseliny jsou star§i nez jiné, vedl védce k napadu srovnat jejich zastoupeni v
evolu¢né starych a mladych proteinech. Ukézalo se, ze staré proteiny obsahuji vice Casnych
aminokyselin nez proteiny mladsi. Tzv. ,glycinové hodiny“ zalozené na meéfeni obsahu
glycinu v proteinech umoznuji podle Edwarda Trifonova dokonce datovat evolu¢ni udalosti.
Trifonov se pokusil na bazi chronologie aminokyselin rekonstruovat i pofadi, v némz se
objevovaly v pribéhu evoluce jednotlivé kodony. Vsiml si, Ze kodony pro nejstarsi
aminokyseliny alanin a valin (GGC a GCC) se mohou vzijemné parovat na principu
komplementarity, a co vic, tento par kodon je termodynamicky nejstabilnéjsi ze vSech
moznych pard. Triplety dalSich aminokyselin — valinu (GAC) a kyseliny asparagové (GUC)
jsou opét komplementarni. Tak se lze dopracovat az k nejmladsim aminokyselindm, pfi¢emz
nové kodony se objevovaly vzdy v komplementarnich parech. To mimo jiné svéd¢i o tom, ze
prvni proteiny byly zfejmé kdédovany soucasné obéma komplementarnimi vlakny replikujici
se nukleové kyseliny.

1.7. Prvni zZivé systémy byly zaloZeny na jiném principu

Kromé uvedenych pfedstav o vzniku zivota existuji i alternativni hypotézy. Podle nejznamé;si
z nich, kterou vyslovil na pocatku 80. let Cairns-Smith (1982), byly médiem pro uchovani
genetické informace latky typu jilu. Jily totiz vytvareji krystaly, které jsou schopny



produkovat kopie sebe sama a navic mutovat (generovat drobné poruchy struktury). Rizné
formy jsou pak razné aspésné v daném prostiedi (nabaluji na sebe dalsi vrstvy, vysychaji ¢i se
rozdrobuji na mensi Castice, které infikuji dalsi lokality) a mize dochazet k obdobé piirodniho
vybéru. Spekuluje se o tom, ze zivot zalozeny na jilech mohl predchazet souasnému zivotu
na bazi uhliku nebo alespon fungovat jako matrice a katalyzator reakci vedoucich k dneSnim
formam Zzivota. Je vSak obtizné si predstavit, jak mohlo dojit k pfechodu od systému
uchovavani genetické informace anorganickymi latkami typu jila ke genetickym systémiim na
bazi nukleovych kyselin.

Podle teorie ,,hluboké horké biosféry* navrzené Thomasem Goldem v roce 1990 se prvni
zivot nevyvinul na povrchu Zemg¢, ale né€kolik kilometra pod zemskym povrchem. Je znamo,
Ze bakterie se v souCasné dobé nachazeji az do hloubky nékolika kilometr. Tato skutecnost
také nastoluje otazku, zda 1 na jinych planetach nasi slune¢ni soustavy se nenachazi
primitivni formy zivota.

1.8. Prevzeti role média pro uchovani genetické informace molekulami DNA

Jak bylo uvedeno vySe, nejrannéj§i formy zivota ziejmé& obsahovaly samoreplikujici se
genomy tvorené molekulami RNA. Jejich vznik se datuje do obdobi pfed 4 miliardami let.
RNA je schopna vlastni replikace bez pfitomnosti enzymu, dokaze sebe sama modifikovat, tj.
vystiihovat ze sebe urcité Casti a rozdelend vlakna opét spojovat, a dokonce syntetizovat
peptidové vazby. KliCovym evolu¢nim procesem bylo ziejmé prevzeti genetickych funkci
molekulou DNA, pficemz klicovou roli hral proces reverzni transkripce. Tento starobyly
proces se vyznamn¢ podili na tvarovani velikosti a struktury genoma dodnes. Dokladem toho
je 1 existence retroelementt, mobilnich genetickych entit pouzivajicich reverzni transkripci ke
své reprodukci (viz kapitoly o evoluci genomt a mobilnich elementech). O tom, Ze jsou
relikty davného svéta RNA, které ziejmé staly u zrodu Zzivota, sv€d¢i jak jejich konzervativni
struktura a replikacni cyklus, tak jejich vSudypfitomnost. Zajimavy je i1 fakt, ze tymin (baze
v DNA) se biochemicky syntetizuje z uracilu (baze RNA).

Soucasné s prevzetim genetickych funkci molekulou DNA doslo k oddéleni katalytickych
funkci, které prevzaly proteiny. Molekula DNA je chemicky stabilnéj§i nez RNA, i dnesni
molekuly DNA jsou del§i nez RNA. Skupina ribozy je velmi reaktivni, coz je v souladu
s puvodnim fungovanim RNA jako enzymu, je vSak nezadouci u media uchovavajiciho
informaci. Dulezita je 1 vyssi flexibilita DNA oproti rigidnim molekulam RNA. Dusledkem
toho je fakt, ze DNA muze nabyvat v zavislosti na vnéjSim prostiedi (hydratace, ionty, pH)
raznych prostorovych struktur, které mohou mit funk¢ni relevanci. Zasadni vlastnosti je vSak
schopnost DNA se replikovat, coz umozfiuje komplementarita bazi této dvoufetézcové
molekuly. Rigidita pivodnich ribozymt byla také ziejmé pficinou toho, ze katalytickou
funkci prfevzaly mnohem flexibiln€j§i proteiny, coz zasadn€é rozsifilo spektrum
biochemickych reakci.

1.9. Panspermie

Zajimava je 1 koncepce panspermie, podle niz byl Zivot na Zemi pfenesen odjinud z vesmiru,
napt. v podobé mikrobti. Tato hypotéza vSak problém vzniku zivota nefesi, pouze jej presouva
jinam. Podle této teorie vznikl zivot kdysi nékde ve vesmiru a od té doby se pfenasi z mista na
misto. Takto byl zivot kdysi pfenesen 1 na Zemi, kde se uchytil a vyvijel. Timto se rozsifil
Casovy interval pro vznik zivota i rozpéti moznych podminek prostiedi. Poprvé lze najit
mysSlenku panspermie v dile feckého filosofa Anaxagora, v modernim pojeti se ji zabyva
poprvé Hermann von Helmholz 1879, dale ji pak prosazovali Sir Fred Hoyle a Chandra
Wickramasinghe (1915-2001). Slavny objevitel struktury DNA Francis Crick vystoupil
s predstavou, Ze inteligentni bytosti z jiné planety mohly vyslat pfed 4 miliardami let k Zemi



vesmirnou lod” plnou mikrobti. Tato predstava neni pfili§ fantasticka, vzdyt i dnes védci
uvazuji o kolonizaci jinych planet.

V této souvislosti je zajimavé, ze v kometach byly nalezeny organické latky. Byl prokazan
meziplanetarni prenos materialu, konkrétné kdyz na Zemi dopadl meteorit pochazejici
z Marsu. Mimoto existuji mikroorganismy extrémné odolné vici zafeni. Na Zemi dnes
dopada vice nez sto tun kosmického materialu ro¢né a v minulosti bylo toto ¢islo jeste vyssi.
Zajimavy je objev ohromného mnozstvi organickych latek — aromatickych polycyklickych
uhlovodikii - ve vesmiru, pfedevsim v okoli mrtvych hvézd. Bylo také objeveno velké
mnozstvi glycinu, jednoduché aminokyseliny, v mezihvézdném prachu. Pozoruhodné je i to,
ze aromatické polycyklické uhlovodiky obsahuji také dusik, podobné jako nukleové kyseliny.
Toto zna¢né mnozstvi organickych latek jako stavebnich kament zivota ve vesmirti zvysilo
pravdépodobnost vzniku zivota.

1.10. Extremofilové

Vznik Zivota v extrémnich podminkach podmotskych sopek jakoZz i pfenos zivych organizmu
z vesmiru je podporovan existenci ruznych druhi mikroorganizmi oznaCovanych jako
extremofilové. Jedna se zejména o bakterie zna¢né odolné vici radioaktivnimu zafeni jako je
Deinococcus radiodurans. Tato bakterie vykazuje 37% Zzivotaschopnost pii davce
10 000Gray, zatimco Clovék umira pti davce 10Gray a E. coli 60 Gray. D. radiodurans je
schopny zivota napt. v jaderném reaktoru. Kuriozni je ptiklad bakterie Streptococcus mitis,
ktera byla zavleCena na Mésic roku 1967 lodi Surveyor3 a po 31 meésicich na povrchu Mésice
byla lodi Appolo12 dopravena jako ziva zpét na Zemi. Bakterie ziji i nékolik kilometrti pod
ledovym pokryvem v Antarktid€, prostiedi velmi podobné tomu, které se nachazi v ledovych
kometach. Zivot v podob& bakterii i jinych organizmi byl objeven i v okoli podmoiskych
sopek, kde teploty piekracuji 100°C a kde je vysoky tlak v hloubkach kolem 10km. Dal8imi
priklady extremofili jsou bakterie zijici uvnitf skal (endolithové), v kyselém nebo naopak
zasaditém pH (acidofilové resp. alkalifilové), ve vysoké koncentraci soli (halofilové), bez
kysliku (anaerobové), v prostiedi tézkych kovil jako je méd, kadmium, arsen ¢i zinek

oo,

(metalotolerantni bakterie), zijici v prostfedi vysokého tlaku (piezofilové ¢i barofilové).

1.11. Zivot na bazi jinych prvki a rozpoustédel

Existujici zivot je zalozen na slouceninach obsahujicich uhlik a na vod¢ jako na rozpoustédle.
Spekuluje se vSak 1 o moznosti, ze zivot nekde jinde by mohl byt zaloZen na jiném prvku,
nejcastéji se uvazuje o kiemiku, a na jinych rozpoustédlech. Prvni, kdo spekuloval o kifemiku
jako o alternativnim prvku, na némz by mohl stat zivot, byl jiz Julius Schneider 1891. Jeho
mySslenku rozs$ifil Emerson Reynolds roku 1893, ktery déaval do souvislosti pfedev§im
znacnou tepelnou stabilitu kiemiku se schopnosti organizmt na bazi kfemiku zit pfi vysokych
teplotach (termofilové). Kfemik je ve vesmiru béznym prvkem. V periodické tabulce lezi
hned pod uhlikem a ma dost podobnou chemii, napt. podobné jako uhlik vaze ¢tyti vodiky za
vzniku silanu SiHy, tvofi také dlouhé polymery, silikony, v nichz se stfida kfemik s kyslikem
podobné jako uhlik s kyslikem tvofi polyacetaly.

Kiemik ma vsak 1 fadu nevyhod oproti uhliku. Je vétsi a proto hife tvofi dvojné a trojné
vazby, dlouhé fetézce tvofené kiemikem jsou méné stabilni oproti stabilit¢ dlouhych
uhlovodikt. Silany jsou velmi reaktivni s vodou a proto se dlouhé fetézce snadno rozkladaji.
Pocet uhlikatych latek objevenych ve vesmiru byl zhruba desetkrat vys§i nez pocet
kifemikovych latek a je podobny poméru Cistého uhliku oproti kiemiku (10:1).

Dal§imi prvky, o kterych se uvazuje, je fosfor. Ten je schopen podobné jako uhlik tvofit
dlouhé polymery, je vSak dost reaktivni, mnohem stabiln&jsi je v kombinaci s dusikem. Vazby
P-N mohou vytvaret nejriznéjsi slouceniny vcetné cyklickych. Sira mize rovnéz tvofit dlouhé
molekuly, je zde vSak rovnéz problém s vysokou reaktivitou podobné jako u kfemicitani a



fosforu. Néekteré bakterie vyuzivaji siru misto kysliku. Rovnéz o chloru se uvazuje jako o
biologické alternative kysliku.

Vyhodou vody jako rozpoustédla je mimo jiné znana rozsah teplot, pifi nichz je
v kapalném stavu a velké mnozstvi latek, které se ve vodé rozpoustéji. Existuji vSak 1 dalsi
latky s podobnymi vlastnostmi. Nejcastéji se v této souvislosti mluvi 1 ¢pavku, rozpousti se
v ném vétSina organickych latek podobné jako ve vodé a navic také nékteré kovy. Je vSak
kapalny pfi teplotach minus 79°C az minus 33°C pfi normalnim atmosférickém tlaku. Pokud
vSak tlak vzroste napf. na 60 atmosfér, taje ¢pavek pii minus 77°C a vie az pii 98°C.
Podminky, pfi nichz je ¢pavek kapalny, panuji napiiklad na jupiterové meésici Titanu, hluboko
pod jeho povrchem.



Kapitola II.: RELIKTY SVETA RNA
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2.15. Dnesni viry a viroidy — nejpodobnéjsi ¢asnym replikontim
2.16. Jsou starobylejsi prokaryota nebo eukaryota?

Dnes je vSeobecné piijimano, ze sou¢asnym zivym systémam, jejichz geneticka informace je
na bazi molekul DNA, pfedchéazely organizmy na bazi pouhé RNA a poté na bazi RNA a
proteinii. Predtim, nez vznikl geneticky kod a proteosyntéza, musely existovat replikony
nezavislé na proteinech, ziejmeé pouze na bazi molekul RNA. RNA molekuly se postupné
vyvinuly v centralniho hrace 1 v pozdéjsim svété, kde katalytickou roli mély proteiny. Tato
faze evoluce se oznacuje jako svét RNA (Gilbert 1986). Starobyle formy zivota na bazi
molekul RNA postupné vymizely. AvSak nékteré ustfedni funkce v modernich buiikéach jsou
katalyzovany molekulami RNA nebo alespoil koenzymy s ribonukleotidovymi kofaktory.
Tyto funkéni RNA nebo nukleotidy mozna ptfedstavuji molekularni relikty nebo fosilie
predbunéénych predkti. Moznou vyjimkou jsou dnesni RNA viry a viroidy. Jejich pavod neni
jasny. Bud’ jsou to pouze derivaty moderniho svéta DNA, a jejich mechanizmy se vyvinuly
v dasledku jejich parazitického zivota, anebo lze ptivod virti hledat ve RNA svété a jsou jeho
funk¢énimi relikty. Pfineymensim mohou slozit jako funkéni modely svéta RNA.

2.1. Dukazy svéta RNA

Hlavnimi skuteCnostmi, které podporuji hypotézu existence svéta RNA je (i) centralni role
nejruzngjSich molekul RNA v dnesSnich zivych systémech a (ii) pfitomnost riznych
retroelementi v modernich genomech. Molekuly RNA dodnes hraji nezastupitelnou roli ve
vSech hlavnich stupnich realizace genetické informace. Molekuly mRNA nesou pfepis
genetické informace z mista jejiho ulozeni v jadfe do mista syntézy proteinti v ribozomech.
Samotné ribozomy jsou tvoreny vedle proteint i n€kolika typy molekul RNA, tzv. rRNA.
Aminokyseliny jsou dopravovany na povrch ribozomut, kde probihda syntéza proteind,
prostiednictvim molekul tRNA. Je pozoruhodné, Ze i kli¢ova reakce tvorby proteint, tvorba
peptidické vazby, spojujici jednotlivé aminokyseliny, je uskute¢iiovana molekulou 23S
rRNA, tedy ribozymem. Jak je vidét proteiny mohou byt syntetizovany jediné podle RNA
templatt a to jedin€ za Gcasti dalSich klicovych molekul RNA. Zrani tRNA i rRNA i sestfihu
pre-mRNA se ucastni dalsi molekuly RNA, v ptipad€ tRNA je to RNaza P, jejiz katalytickou
jednotkou je ribozym, v pfipadé zrani rRNA jsou to malé jadérkové RNA (snoRNA) a pfi
sestithu pre-mRNA (neboli hnRNA) jsou to malé jaderné RNA (snRNA). Dalsim dikazem
pro existenci svéta RNA jsou rizné retroelementy (viz kapitola XX) vyznacujici se
starobylym mechanizmem reprodukce, jehoz soucasti jsou molekuly RNA, a také svou



vSudypfitomnosti v genomech eukaryot 1 prokaryot. Mezi retroelementy se také nékdy
zahrnuji RNA viry replikujici se mechanizmem reverzni transkripce. O pohledu na né€ jako na
funk¢ni relikty anebo alesponl funkéni modely svéta RNA jsme mluvili vyse.

2.2. Vznik svéta RNA

Podminkou vzniku svéta RNA byla existence potfebnych prekurzord, z nichz spontannim
sestavovanim vznikaly prvni RNA polymery. Prvni faze nebyly katalyzovany enzymaticky a
zahrnovaly syntézu dostateCnych mnozstvi ribézy, purinovych a pyrimidinovych baza,
z nichz byly dale neezymaticky syntetizovany ribonukleotidy. Syntéza purini mohla probihat
jednoduchymi prebiotickymi reakcemi vychazejicimi z kyanovodiku a zifeymée zahrnovala také
formamid. Pyrimidinové baze mohly vznika z kyanoacetylénu nebo z kyanoacetaldehydu a
mocoviny (nebo jesté diive z metanu a molekularniho dusiku). Protoze vytézky téchto reakci
jsou velmi nizké, je mozna, ze probihaly v prostredi, kde se roztoky mohly byt zahustovany
opakovanym vymrazovanim, anebo naopak v prostfedich velmi horkém a o vysoké energii,
napt. v hydrotermalnich pramenech. Ribdéza mize vznikat tzv. formoézovou reakci
z formaldehydu. Pfi této reakci vznika proménliva smes riznych pentdz a hex6z. Obohaceni o
ribozu je problematické 1 vzhledem k jeji nizké stabilité, situaci zCasti fesi katalyza za
ptritomnosti olova a stabilizace zprostfedkovana boratem vapenatym. Puriny a pyrimidonové
baze musi byt kovalentn€¢ vazany v beta orientaci suhlikem 1 riboézy. Tim vznikaji
nukleosidy. Fosforylaci nukleozidu vznikaji nukleotidy. Rozpustné fosfaty nebyly moc hojné
dostupné v prebiotickém svété. K fosforylaci dochazi ve zifedéném roztoku fosfore¢nanu
vapenatého (CaP, hydroxylaapatit) v pfitomnosti mocoviny a pii zahtati. Jako fosforylacni
¢inidla mohou fungovat 1 polyfosfore¢nany vznikajici pfi vulkanické Cinnosti. Prebioticka
syntéza nukleotidii vznika racemicka smés ruznych nukleotida, které jsou jak alfa a beta, tak i
v D a L izoformach. Spontanni polymerizace je pomala a vede ke tvorbé riznych vazeb.
Schopné prodluzovat se a replikovat se maji jen ty, které vznikly vazbou 5-3 fosfodiesterovou
vazbou mezi beta-D-nukleotidy. U&innost polymerizace miize byt zvysena piitomnosti iontd
kovli nebo zmrazovanim. Protoze tvorba nukleotidi a jejich polymerG z molekularnich
prekurzortt (HCN, NHs, CH,0, CH,, PO,”, H,0) zahrnuje mnoho malo pravdépodobnych
krokut, existuji nazory, Ze molekulam RNA predchazely jednodussi polymery. Nejcastéji se
mnovi o peptidovych nukleovych kyselinach (PNA), threosovych nukleovych kyselinach
(TNA) a nukleovych kyselinach odvozenych od glycerolu a pyranosylu. V této souvislosti se
také hovofi o jiz zminénych anorganickych latkach, jilovych mineralech (Cairns-Smith 1982).

2.3. Evolu¢ni osud prvnich RNA katalyzatoru

Experimenty in vitro i in vivo ukézaly, ze pradavné molekuly RNA byly schopny katalyzovat
celou fadu riznych reakci jako je polymerizace RNA, aktivaceaminokyselin, aminoacylace
tRNA, Stépeni a ligace molekul RNA, tvorba C-C vazeb, tvorba peptidové 1 glykosidické
vazby. Po nastupu novych katalyzatorti v podobé proteini cekal RNA katalyzatory novy osud.
VétSina z nich vymizela (i). Nékteré se adaptovaly na novou situaci tak, ze ziskaly nové
funkce (i1) a jiné si zachoval svoji konzervativni roli (iii).

Prikladem ziskani nové funkce ve svété proteint jsou ribozomy a tRNA, které se oboji
staly soucasti translacniho aparatu (viz nize fag Qbeta, kapitola 4). Naopak vysoce
zakonzervovanymi molekulami RNA jsou malé jaderné RNA (snRNA) a jimi katalyzovany
procesing rRNA, dale procesing tRNA molekulou RNazyP u vSech fi§i organizmi a také
sestith intronl. Zajimavé je, ze zatimco u eukaryot jsou tyto funkce jsou vysoce
konzervativni, u prokaryot byly nékteré znich nahrazeny proteinovymi katalyzatory. To
podporuje predstavu, ze eukaryota jsou bliz§i ptivodnim organizmim, zatimco prokaryota
jsou odvozené organizmy, které opustily systém mén€ Gcinnych katalyzatorti na bazi RNA



svéta a vytvorily si pro nekteré funkce ucCinngj$i mechanizmy katalyzy zalozené na
proteinech.

Vzhledem, komu, ze proteiny jsou mnohem ucinné€j§imi katalyzatory nez RNA, lze
predpokladat, ze katalyticka schopnost RNA neni novym evolu¢nim vydobytkem ale pouze
pozustatkem, reliktem. Molekuly RNA, které se nachazeji u Sirokého spektra organizmd, Ize
povazovat za starobylé spiSe nez predpokladat, ze vznikly u riznych organizmi vicekrat na
sobé nezavisle. Molekuly RNA, které zaujimaji centradlni postaveni v metabolismu, bude
v evoluci obtizné zameénit a tak pravdépodobné prezily ze svéta RNA.

Hlavnimi kriterii, podle kterych se posuzuje, zda urcitda molekula RNA muze byt reliktem
ze svéta RNA, jsou (1) katalytické schopnosti, (i1) vSudypfitomost a (ii1) centralni postaveni
v metabolismu. RNA s katalytickymi schopnostmi je pravdépodobnéjsim reliktem ze svéta
RNA nez RNA nesouci pouhou informaci. Déale se budeme zabyvat jednotlivymi priklady
relikti svéta RNA jako jsou predchidci tRNA, ribozomy, splicezomy, snorpozomy, vault
Castice, signalni rozpoznavaci Castice, telomeraza, editace RNA a jiné struktury a procesy,
v nichz se do dnesnich dob dochovala interakce proteini s molekulami RNA.

2.4. tRNA - od replikace k proteosyntéze

Nazorny priklade nam nabizi svét RNA vird, dokladajici, jak se mohly ptvodni ribozymy
adaptovat na novou funkci je prevzeti role tRNA tucastnici se proteosyntézy molekulou ¢i
spiSe strukturou podobnou tRNA, tzv. mikrohelixem pivodné dualezitym v replikaci RNA
genomu. U nékterych bakterialnich nebo rostlinnych vira (bakteriofag Qp, virus CaMV),
jejichz geneticka informace je ulozena v molekulach RNA, byla totiz na jednom konci
nalezena vlasenkova struktura napadné podobna struktufe tRNA. Tato struktura byla podobné
jako tRNA zakoncena tripletem CCA. A co vice, ukazalo se, ze 1 v tomto piipadeé sekvence
CCA vaze aminokyseliny, které zde vSak hraji roli v procesu replikace. U RNA vira jsou
struktury podobné molekulam tRNA, tzv. TLS (tRNA-like structures) aminoacylovany
aminokyselinami histidinem, valinem a tyrosinem a funguji jako primery pro replikaci. Mame
pfed sebou ziejmé starobylou strukturu, jakousi molekularni fosilii pfezivajici z dob, kdy
aminokyseliny plnily jesté jinou roli, nez jako stavebni kameny pro syntézu proteini. O tom,
ze nekteré proteiny se puvodné Gcastnily replikace a az pozdéji s zapojily do translace, svedci
1 to, ze ribozomalni protein S1 stejné tak jako translacni elongacni faktory Tu a Ts jsou u
bakteriofaga Qbeta soucasti replikazového komplexu. Elonga¢ni faktory jsou soucasti
replikazovych komplexd i1 u nékterych rostlinnych RNA virl. Struktury podobné dnesnim
tRNA tehdy hraly dilezitou roli v nejzakladné€jSim procesu zivych systému, jimz je replikace,
jako specificka znacka urcujici, kde ma replikace zacit. V tomto kontextu je zajimavé takeé to,
ze 1 dneSni mobilni genetické elementy mnozici se prostiednictvim molekul RNA, tzv.
retroelementy (viz Vesmir 2000/5), vyuzivaji k zahajeni své replikace molekuly tRNA.
Podobné vlasenky byly objeveny i pfi replikaci konct eukaryotickych chromosomu, telomer,
jimiz se bunky brani proti jejich zkracovani. Zda se, ze molekuly tRNA vznikly z kratkych
vlasenkovych struktur, tzv. mikrohelixi. Analyza sekvenci mnoha tRNA ukazala, ze skladbu
dnesnich tRNA lze odvodit z opakovanych spojeni, preskupovani a mutaci kratkych sekvenci.
Dvé domény soucasnych tRNA, jedna vazici aminokyselinu a druhd interagujici s mRNA,
maji asi pocatek ve dvou puvodné nezavislych mikrohelixech, z nichz mikrohelix vazici
aminokyselinu je ziejmé evolucné starsi. Pfedkové tRNA tak mozna predstavovali jedny
z nejstarSich biomakromolekul. Pozlstatkem z davnych dob je mozna i pfitomnost podivnych
aminokyselin inosinu a hypoxantinu v tRNA.

2.5. Ribozom
Ribozomy jsou malé bunécné organely tvoifené molekulami RNA a ribozomalnimi proteiny.
Probihd na nich translace, pfi niz se preklada genetickd informace z molekul mRNA do



proteind. Ribozmy se nachazeji voln€ v cytoplazmeé anebo jsou navazany na endoplazmatické
retikulum ¢i na jadernou membranu. Ribozmy se nachazeji také uvnitt dalSich organel —
mitochondrii a chloroplasti. Z evolu¢niho hlediska jsou ribozmy poziistatky svéta RNA, jesou
to vlastné ribozymy stabilizované proteiny. Mnoho funkci ribozomi vykonavaji dodnes
molekuly RNA, napt katalyzuji tvorbu peptidické vazby peptidyltransferazovou aktivitou
RNA. Didlezité jsou interakce RNA-RNA, napf. interakce tRNA s23S rRNA. Bylo
experimentalné zjisténo, ze ribozomy zbavené proteini mohou dokonce katalyzovat nékteré
reakce. Podle soucasnych predstav mohl diive existovat ribozém tvofeny pouze molekulami
RNA bez ucasti proteind. Bylo napf. ukazano, ze molekuly RNA vzniklé in vitro jsou
schopny aminoacylovat molekuly tRNA. Prfechod od RNA katalyzatori k proteinovym
katalyzatoram doklada 1 fakt, Ze wu nékterych organizmi je podstatny pro
peptidyltransferazovou aktivitu ribozomalni protein L2. Proteiny postupné stabilizovaly
puvodni ribozomy tvofené pouze molekulami RNA a predevsim zvysSily jejich presnost. Je
také mozné, ze ribozomy mély ptivodné jinou ulohu, napt. v replikaci. V dusledku Eigenova
limitu byly pivodni molekuly dlouhé jen nékolik stovek bazi a az postupné se zvysujici se
presnosti replikace se jejich délka zvySovala. Je také mozné, ze jednotliva aktivni mista
dnesnich ribozémi existovala ptivodné jako nezavislé ribozymy a ty byly poté spojeny
rekombinaci. To je podporovano 1 zjisténim, ze nékteré interakce RNA v ribozomu lze
napodobit malymi RNA. Odhadovana plvodni velikost ribozomu je 7500 nukleotidli, coz
zahrnuje velkou podjednotku, 5.8S rRNA a mezilehlé sekvence. Podle jednoho medelu byl
prekurzorem proteosyntézy systém, v némz RNA polymerdza specificky prodluzovala
molekulu RNA podle templatu a to tak, ze pfipojovala vzdy trinukleotidy, pfedtim nez vzdy
disociovala. Délka trinukleotidu se zd4 byt optimalni z hlediska piesnosti a rychlosti. Cim je
oligonukleotid, o ktery je vlakno najednou prodlouzeno, delsi, tim je pfesnost vyssi ale
rychlost replikace niz§i. Stabilita roste linearné a pocet moznosti exponencialn€é. Podobna
periodicita se uplatiiuje pfi prodluzovani telomér in vitro u Tetrahymena, zde je zakladni
délkou hexanukleotid. Pii replikaci pomoci struktur podobnych molekulam tRNA je
trinukleotid pfenesen z této tRNA do rostouciho vlakna RNA. Oznaceni téchto tRNA struktur
aminokyselinami napomaha replikaze v jejich rozpoznavani. Je mozné, ze puvodni
aminokyseliny navazané na tRNA mohly plnit je§té¢ n&jakou dalsi ulohu, napf. napomahat
vélenovani trinukleotidi. Pivodni molekuly tRNA ziejmé sestavaly pouze z ¢asti dne$nich
tRNA. Ribozom je tedy zvlastnim ribozymem, ktery v pribéhu evoluce preménil svoji ulohu
z replikace na vznikajici translaci.

2.6. Sestrih, snRNA, snoRNA

Sestiih je postranskripcni Uprava pre-mRNA (hnRNA), pfi niz je z primarniho transkriptu
vystiizen prepis intronti a jsou spojeny piepisy exond.. Vznika mRNA, ktera slouzi jako
templat pro translaci na ribozomech. Pfi sestfihu se stvoii komplex nukleovych kyselin a
proteind, tzv. spliceosom. Spliceosom je dal§im pfikladem RNP komplexu, jehoz soucasti je
katalyticka RNA.Aktivni misto spliceosomu obsahuje struktury RNA, které jsou podobné
intronim II. skupiny a intronim typu hammerhead (viz vyse). Pfi sestavovani spliceosomu a
tvorbé jeho aktivniho mista hraji dulezitou roli interakce RNA-RNA. Tato predstava
naznaCuje, ze spliceosom ma puvod ve svét€é RNA. Vznik spliceosomu pfed vznikem
translace zdanlivé nema smysl, neni divod presné sestfihovat pre-mRNA a tézko by se
v evoluci udrzela takovato struktura, pokud by neméla né€jakou selekéni vyhodu. Zda se, ze
protospliceosom mél pivodné ulohu v rekombinaci jako jakasi ptvodni rekombinaza.
Umoznoval zfejmé kombinovani riznych molekul RNA. Toto je dalsi priklad, kdy se zménila
pivodni funkce ribozymu na funkci novou. V této souvislosti je pozoruhodny objev
bimolekularniho sestfihu u trypanozom a nematod. Pfi ném jsou kombinovany dvé molekuly
RNA, exony se nachazeji na dvou riznych primarnich transkriptech.



Sestfihu pre-mRNA se ucastni molekuly malych jadernych RNA, snRNA. Tyto molekuly
interaguji s proteiny oznaCovanymi jako snRNP-proteiny a vytvareji spolu snRNP castice.
Tyto castice fidi ve spliceosomu proces sestiithu. Proteiny ve spliceosomu ziejmé méni
konformaci pre-mRNA a umoziuji jeji posttranskripéni upravy. Molekulamui snRNA
ucastnicimi se sestfihu pre-mRNA jsou U1, U2, U4, U5 a U6 snRNA. Kazda z téchto molekul
tvofi komplex s nékolika proteiny. Molekula U1 se vaze na 5-misto a molekula U5 na 3-misto
sestithu. Molekula U2 se vaze na misto vétveni, kde se poté uzavie smycka tvofena intronem.

Posttranskripénim upravam podléhaji 1 molekuly pre-rRNA. Tento proces probiha
v jadérku a zaji§t'uji jej molekuly malych jadérkovych RNA, snoRNA. Ty se ucastni kromé
sestithu molekul pre-rRNA také modifikaci RNA. Samotné molekuly snoRNA vznikaji
vyhradné sestfihem intrond. Nachazeji se v intronech ribozomalnich gent nebo , heat shock™
gent. Na prikladu molekul snoRNA je vidét, ze¢ mRNA mohla vzniknout jako vedlejsi
produkt, kdy byly spojeny oblasti mezilehlé mezi oblastmi kodujicimi ribozymy, které se tak
staly introny a nadale koduji snoRNA. Extrémnim ptfikladem podporujici pravé tuto predstavu
je gen, ktery je po transkripci sestfizen a vznikla mRNA je degradovana bez translace,
zatimco intronové oblasti koduji osm riznych snoRNA. Introny jsou zde tedy dilezitéjsi nez
exony, doSlo ke ztraté funkce proteinu pii zachovanim dilezitosti snoRNA. Molekuly
snoRNA ve star§ich intronech tak mozna pfedchazeji vzniku translace a také vzniku mladSich
exond, které je dnes obklopuji. To, Ze introny obsahuji funk¢ni relikty svéta RNA, svédci o
tom, ze se jedna o struktury velmi staré.

2.7. Maturace tRNA a RNazaP

Neékteré geny pro tRNA obsahuji introny. Pro maturaci molekul tRNA je potfebny enzym
RNazaP. Tento enzym je RNA-proteinovym komplexem. Byl objeven u véSech hlavnich
skupin organizmu, nejlépe je prozkoumana RNazaP E. coli. RNA slozka RNazyP,
oznacovana také nékdy jako P-RNA, je zde dlouha necelych 400 nukleotidi. Samotna P-RNA
je schopna katalyzovat Stépeni pre-tRNA in vitro. Narozdil od ostatnich RNA katalyzatord,
které jsou schopny provést urCitou reakci pouze jednou, je RNazaP skuteCnym enzymem
Stépicim opakované. V soucasnosti jsou znamé sekvence mnoha P-RNA a studuje se také
jejich struktura. Prestoze podobnosti na urovni sekvence jsou dost nizké, jsou zde ziejmé
podobnosti na urovni sekundarni a terciarni struktury. RNA slozka enzymu RNazy P a jeji
schopnost stépit pre-tRNA se stala druhym objevenym ribozymem (Guerrier-Takada, 1983),
hned rok po objevu samosestiihujiciho se intronu u Tetrahymena thermophila (Kruger et al,
1982)

2.8. Signalni rozpoznavaci ¢astice a srpRNA

Signalni rozpoznavaci castice je RNA-proteinovy komplex zajistujici vazbu ribozoému na
endoplazmatické retikulum a naslednou sekreci nové syntetizovanych proteini do
endoplazmatického retikula. Slozeni SRP je konzervativni mezi eukaryoty, pokaryoty a
archebakteriemi. RNA slozkou je u eukaryot a archebakterii 7S RNA. U eukaryot je délka
této srpRNA asi 300 nukleotidi. srpRNA ziejmé existovala jiz ve svété RNA. Z onéch dob si
srpRNA uchovala pouze schopnost napomahat hydrolyze GTP.

2.9. Editace RNA a ridici RNA (gRNA)

Editace je jednnim z mechanizmt posttranskripnich uprav. Pii editaci RNA dochazi
k drobnym upravam, inzercim, delecim ¢i substitucim, vysledkem cehoz je zrala mRNA.
Nejznamnéjsim prikladem je vkladani nékolika uracild do sekvence pre-mRNA. Strukturni
geny, které obsahuji informaci podléhajici editaci, se oznacuji jako kryptogeny. Editace byla
objevena nejprve u mitochodrii trypanozom, pozd€ji i u jinych organizmd, napf.



v mitochondriich vysSich rostlin ¢i strunatci. Nejznaméjsi je inzerce bloku uridind u
mitochondrii trypanozom, déale nahrazeni cytosinu uracilem nebo naopak uracilu cytosinem u
rostlinnych mitochondrii a chloroplastt, editace tRNA u Acanthamoeba a vacnatcu, nahrazeni
adeninu inosinem u savcl a vird a v neposledni fadé€ inzerce guaninii u RNA virt.

Proces editace neni nahodny, nybrz je presné fizen. Ugastni se ho molekuly Fidici RNA
(guideRNA, gRNA), ktera vykazuje homologii s upravovanou pre-mRNA a obsahuje také
napt. nukleotidy (blok wuracild), které budou pifi editaci vloZzeny do pre-mRNA. U
mitochondrii Acanthamoeba bylo zjisténo, ze Ctyii z péti tRNA v kazdém ze dvou klastra
dochazi k editaci RNA. Pokud k této editaci nedojde, pak vysledna tRNA nevytvofti potfebnou
sekundarni strukturu a to zabrani zrani tRNA molekulami RNazyP (také ribozym, viz vySe).
Ve svété RNA mohl tento mechanizmus, podobné jako i dnes, fidit expresi molekul tRNA.
Existuji vSak protichiidné nazory na puvod RNA editace. Podle nékterych autort vznikl jesté
pfed endosymbiotickou udalosti, ktera dala vznik mitochondriim, snad jesté ve svété RNA,
podle jinych vznikl tento proces az po vzniku mitochondrii. Nékteti autofi se také domnivaji,
ze vznik RNA editace je az evolu¢ni reakci na skutecnost, ze mitochondrie nemohou, narozdil
od svych volné zijicich predchidcti (proteobakterii), volné rekombinovat a v dasledku tzv.
Mullerovy rohatky (Mullers ratchet) se v nich akumuluji drobné mutace. RNA editace je
rozhodné vyznamnym mechanizmem, jehoz selhani mize mit pro organizmus fatalni
disledky, u c¢lovéka je napf. pficinou fady nadorovych onemocnéni nebo neurologickych
onemocnéni (napt. epilepsie v pfipadé chybné editace adeninu na inosin).

2.10. Telomeraza a telomericka RNA

Vzhledem k tomu, ze replikace DNA se ucastni primer tvoreny RNA, ktery je nakonec
odstranén, vznika u linearnich molekul eukaryot a RNA virt problém nezreplikovaného 3-
konce. Ten je u eukaryot vyfeSen pomoci enzymu telomerazy. Telomeraza je enzym tvofeny
jednak proteinovou slozkou a jednak molekulou RNA. Tato RNA slouzi jako templat pro
pridavani telomerickych repetici, opakujicich se usekl typickych pro urCity organizmus
(TTAGGG u vSech obratlovctl). Prestoze telomeraza neexistuje u prokaryot, jejichz cirkularni
genomy se replikuji mechanizmem otacivé kruznice, pfedpoklada se, ze se jedna o reliky ze
svéta RNA. Telomeraza je vlastn€ reverzni transkriptaza syntetizujici useky DNA podle
templatu RNA, ketry si sama nese. Neni proto piekvapenim, ze byla zjiSténa homologie
telomerazy sreverznimi transkriptazami raznych retroelementi. RNA slozka telomerazy
muzZe i bez ucasti proteinu tvorit slozité sekundarni struktury. Jeji GCast v katalyze vSak neni
zatim zcela jasna jako je tomu u RNA slozek, jez jsou soucasti ribozomu nebo které se ucastni
sestithu. Bylo ale zjisténo, ze mutace v RNA slozce vedou k prodluzovani telomér.
Predpoklada se, ze tato RNA hrala svoji roli jiz ve svéte RNA jesté pfed vznikem
proteosyntézy. Prvni genomy byly zfejmé linearnimi dvouretézcovymi molekulami RNA.

2.11. Vault RNA (VRNA)

Na povrchu jaderné membrany byly v poloving€ 80. let objeveny RNA-proteinové Castice, tzv.
vault Castice, které jsou spojeny s komplexem pért v jaderné membrané (Kedersha a Rome,
1986). V burikach savcu jsou pritomny desetitisice téchto Castic. RNA slozka téchto Castic
byla oznaCena jako vault RNA (VRNA) a ukézalo se, ze je znané konzervativni mezi
raznymi organizmy. | pfes rozdily ve své délce jsou konzervativni predev§im sekundarni
struktury které vVRNA tvoii. Uloha vVRNA neni zatim jasna, predpoklada se, ze mize fungovat
jako znacka urcujici které molekuly budou transportovany z jadra a do jadra. Je znamo, ze
napt. u clovéka hraji vault Castice roli pfi rezistenci rakovinych bunék proti lé¢ivim. Vault
RNA ma spi§ funkéni nez strukturni Glohu, nebot odstranéni RNA slozky z vault ¢astic
nevedlo ke zméné jejich struktury. Jeji existence mize souviset s kompartmentaci prvnich
RNA organizmli a mize tak predstavovat dalsi relikt svéta RNA. Je totiz mozné, ze jiz ve



svété RNA existovalo protojadro a protoplazma jako nastroj separace replikace a transkripce
(genové exprese). To mohlo byt evolu¢né vyhodné, napt. k odde€leni informace a potlaceni
Sumu.

2.12. tmRNA u prokaryot

V bakteriich byly objeveny molekuly majici charakter jak mRNA tak soucasné i tRNA, byly
proto oznaceny jako tmRNA. tmRNA se ucastni procesu trans-translace, kdy pfidava na C-
konec peptidu, vznikajiciho omylem podle rozbité mRNA, znacku signalizujici, ze peptid je
urCen k proteolyze. Geny pro tmRNA byly nalezeny ve vSech osekvenovanych genomech
prokaryot, bakteriofagi, mitochondrii a chloroplastu.

2.13. Malé nekodujici RNA a RNA interference — miRNA, siRNA, smRNA aj.
viz specialni lekce tohoto kurzu — ptednasi dr. Hobza

2.14. Prvni RNA organizmus: Riborgis Eigensis

Prvni RNA genomy byly zieymé v dalsi fazi stabilizovany proteiny, které vznikaly nové
vzniklou syntézou proteini. Vznikaly RNA-proteinové (RNP) komplexy. RNA mohly byt
také uzavirany do membranovych vesikult. Prvnimi RNA replikony byly kratké molekuly
RNA, které¢ byly replikovany RNA-dependentni RNA polymerazou (RNA replikazou). Tento
enzym byl zfejmé ziejmé nejstarSim proteinem. Vznikl pravdépodobné nahodou a na opc¢atku
byl vyhodny pro RNA genom tim, ze ho napf. stabilizoval nebo n&jak vyhodné ménil jeho
konformaci, az pozd&i byl schopen katalyzovat sytézu dalSich kopii RNA genomu.
V disledku chyb RNA polymerazy vznikla populace podobnych molekul RNA. Tyto
replikony si byly vzajemné vyhodné, nékteré kodovaly replikazu, jiné zase ochranny plastovy
protein nebo konformacni podjednotky. Tak wvznikal interaktivni fragmentovany genom.
Z RNA-dependentni RNA polymerazy se pravdépodobné vyvinula reverzni transkriptaza,
jejiz vznik byl jednou z podminek pfechodu od molekul RNA k molekulam DNA.

Pfi uvazovani o velikostech prvnich genomu je dulezity tzv. Eigenuv limit — podle néhoz
je replikagni presnost limitujicim faktorem (Eigen 1992). Cim je totiz frekvence chyb pfi
replikaci vySssi, tim mensi genom muze projit do dalsi generace. Délka ptivodnich molekul
RNA ziejmé v dasledku tohoto omezeni nepfesahovala nékolik stovek bazi.

wewr

Prvni genomy byly na bazi molekul RNA. Limitujicim faktorem byla malé velikost té€chto
genomi, coz vyplyva z nestability RNA. Postupné byl RNA genom stabilizovan proteiny a
RNA byla chranéna membranovymi vesikuly nebo enkapsidaci do proteinovych struktur.
Prvni genomy byly fragmentovany. Vyvijely se diky v tehdejsi dobé znacné chybujici RNA
polymeraze a diky Castym rekombinacim. Tento stupeii organizace genomu velmi pfipomina
soucasné RNA viry. DneSni RNA viry jsou proto Casto povazovany za funkéni relikty
casnych RNA-proteinovych replikont.

Viry jsou molekularni parazité, mohou se replikovat pouze v prostfedi, z néhoz mohou
ziskavat vSechny potfebné latky. Ve vhodném prostiedi se replikuji velice u€inné a mohou se
adaptovat na nové prostiedi. Jsou to organizmy na hranici zivota podobné jako Casné
replikony. Viry pouzivaji také odliSny geneticky kod, nekteré se replikuji ve specialnich
vesikularnich strukturach tvofenych membranou hostitele. Ne&které viry (pararetroviry a
retroviry) maji ve svém cyklu jak DNA tak i RNA stadia a pfi tom pouzivaji reverzni
transkripci. To zase pfipomina evolucni pfechod zRNA do DNA. Pozoruhodna je i
skutecnost, Ze mnohé dnesni viry obsahuji ve svych kapsidech vice molekul RNA, coz muze
pfipominat davnou organizaci prvnich RNA genomt.



Viroidy jsou parazité rostlin tvofeni molekulami RNA. Od vird se odliSuji tim, Ze jejich
RNA jsou mensi, vrozmezi 240-400 bazi, jsou cirkularni a neobsahuji zadné sekvence
kodujici proteiny. V buiice se obvykle nachazi 200-10 000 kopii viroidové RNA. Existence
genomu bez kodovaci kapacity muize prfipominat replikony zdob pred vznikem
proteosyntézy. Viroidy se replikuji mechanizmem otacivé kruznice a jejich replikaci zajistuji
hostitelské RNA polymerazy. Pii replikaci vznikaji multimerni kopie, které jsou Stépeny
autokatalytickymi ribozymovymi sekvencemi. RNA genom viroidd vytvari v disledku
vnitiniho parovani vyrazné sekundarni struktury, které silné zvysuji jeho stabilitu a chrani jej
proti enzymatické i fyzikalni degradaci i pokud je tato RNA volna bez pfitomnosti proteint.

2.16. Jsou starobylejsi prokaryota nebo eukaryota?

Svét RNA muize pfispét k zodpovézeni otazky, zda prapuvodnimu organizmy byly
podobné;jsi spisSe dnesnim prokaryotiim nebo eukaryotim. NizZe uvedené argumenty podporuji
predstavu starobylosti eukaryot: 1. Je znamo mnoho reliktii svéta RNA u eukaryot, jen
nékolik také u prokaryot. Vzhledem k tomu, ze proteiny jsou ucinngjsi katalyzatory nez
molekuly RNA (turnover u proteinti 10° az 10° zatimco u ribozymi je turnover 1) neni divod
pro¢ by selekéni tlak mél zvyhodnit nahrazeni proteini ribozymy u eukaryot. 2.
Posttranskripcni upravy mRNA a rRNA jsou rychlé a u¢inné u prokaryot. Pokud by se
eukaryota vyvinula z prokaryot, muselo by se de novo vyvinout mnozstvi novych molekul
RNA a RNP komplext ucastnicich se napt. sestfihu pre-rRNA eukaryot, napt. 30 snoRNA a
proteinll UcCastnicich se sestfihu. 3. Neexistuje selekéni vyhoda pro moderni vznik sestfihu s
spliceosomu u eukaryot. Tézko si lze predstavit selekcni sily, které by zvyhodiovaly
zavedeni slozitého systému tpravy mRNA pomoci komplexu RNA a proteint, aby vytvorily
mRNA za 1 hodinu misto puivodniho ¢asu 1 minuty, jak je tomu u prokaryot 4. Eukaryotické
telomerazy jsou starobylé struktury. I néktera prokaryota maji linearni chromosomy
s jednoduchymi telomerickymi strukturami podobnymi telomerickym strukturam u DNA virt.

Podle nékterych soucasnych piedstav je tedy fragmentovany, introny obsahujici a diploidni
genom starobyly, zatimco rychle se replikujici a operony obsahujici genom utvoreny jednou
cirkularni molekulou odvozeny. U prokaryot genom piesSel z podoby linearnich molekul do
podoby cirkularnich molekul. Pfi tom se zbavil mnoha krokt, pfi nichz dochazelo k upravam
primarnich transkriptd, zbavil se intrond, a geny pro nekodujici RNA (snoRNA), které byly
potfebné pro Upravy primarnich transkripti bud nebyly jiz potieba nebo byly nahrazeny
proteiny.

Zajimavou predstavou vysveétlujici pfi¢iny vzniku cirkularnich genomi bez intrond u
prokaryot je ,,hypotéza termoredukce” zalozend na piedpokladu, ze v evoluci prokaryot
existovalo termofilni staddium, ne-li extrémné termofilni stadium. VSe vychazi z faktu, ze
jednofetézcova RNA je zna¢né citliva k hydrolyze pti teplotach nad 50°C. Vsechny
prekurzorové RNA by byly v takovém prostiedi rychle degradovany, pokud by jejich zrani
nebylo odstranéno anebo nebyly nahrazeny proteiny. Z hlediska mozné degradace je
nevyhodna i ¢asova a prostorova separace transkripce a translace. Jakakoliv prodleva by vedla
k degradaci drive nez by molekuly byly upraveny. Proto u prokaryot translace bezprostfedné
navazuje na transkripci a je zahajena jesté pred dokonCenim transkripce. Odstranénim intront
odpadl zdlouhavy proces sestiihu. Malé jadérkové RNA (snoRNA) tucastnici se uprav rRNA a
nasledné sestavovani ribozomu by neodolaly vyssi teploté. Proto byly u prokaryot nahrazeny
stabiln€jSimi proteiny. Dulezita je 1 skuteCnost, ze cirkularni molekuly DNA jako geneticky
material prokaryot maji mnohem niz§i teplotu tani nez molekuly linearni. Pfedstavu, ze
prokaryota mohla projit stadiem termofilnich organizmi, podporuje i existence mnoha
termofilnich druhtt u ridznych skupin prokaryot. Pokud jde o mechanizmus ptrechodu
linearnich genomu k cirkularnim, poslouzily jako model retroviry. Ty se nachazeji v genomu
vélenéné v podobé proviru. Pokud provirus lezi v blizkosti genu, mize byt tento gen



transkribovan spolu s provirem a zaclenén do virové Castice. Virova RNA je nasledné
prepsana do dvoufetézcové DNA. Cast t&chto molekul se zpétn& véleni do genomu a ostatni
molekuly zlstanou cirkularni. V selekci potom mohou byt za urcitych podminek zvyhodnény
cirkularni molekuly (rychlejsi replikace, tepelné stabilngjsi). Takovych molekul mutze byt
mnoho a mohou spolu rekombinovat a spojovat se v molekuly delS§i tvofici rostouci cirkularni
DNA genomy.
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3.1. Typy genomu - srovnani prokaryotického a eukaryotického genomu

Genom je celkova geneticka informace daného organizmu. U vSech autonomnich forem
zivota jsou nositelem genetické informace molekuly DNA. Pouze u nékterych vird nesou
genetickou informaci molekuly RNA. Genom prokaryotickych organizmu je pfedstavovan
jednou dvoutetézcovou molekulou DNA, tzv. bakterialnim chromosomem, ktery je vétSinou
cirkularni. Kromé toho nékteré bakterie obsahuji malé kruznicové molekuly DNA nazyvané
plazmidy. Geneticka informace eukaryotické bunky se nachazi pfevazné v jadre, ale také
v mitochondriich a pfipadné chloroplastech. V jadfe tvofi slozité chromatinové struktury, tzv.
chromosomy, kazdy znichz obsahuje jednu molekulu DNA. V mitochondriich a
chloroplastech se nachézeji kruznicové molekuly DNA.

3.2. Prvni genomy — linearni nebo cirkularni

Neni znamo, zda byly prvni genomy tvofeny linedrnimi nebo cirkularnimi molekulami
nukleovych kyselin a také se nevi, kdy doslo k pfechodu z RNA genomti na genomy tvorené
molekulami DNA. Podle pfedstav Edwarda Trifonova byly prvni DNA genomy tvofeny
mnoha malymi kruznicovymi molekulami DNA. Tyto autonomni DNA se pfenasely do
dcefinych bunék a jejich poCty a zastoupeni byly pouze statistické. Nenesly pouze geny
kodujici proteiny, ale kodovaly i syntézu rRNA a tRNA a snad 1 dalsi dilezité funkce ranného
disperzniho genomu. O existenci malych kruznicovych genoma dnes svéd¢i jednak
periodicita délek proteint, kde monomer odpovida pravé délce DNA, o které bylo
experimentalné zjisténo, ze nejochotnéji cirkularizuje. Se stejnou periodicitou se v proteinech
objevuje aminokyselina metionin stojici vzdy na zacatku proteinu, a tak vymezuje hranice
mezi flzovanymi geny.

Jednotlivé kruznicové molekuly DNA postupné fazovaly a rekombinovaly, coz vedlo
k jejich zvétSovani. Nakonec vynikly prvni chromosomy obsahujici razné pocty kopii a
kombinace puvodnich gent. Existence chromosomu usnadnila distribuci gent pti bunécném
déleni. Pozistatky davné organizace disperznich genomii muzeme pozorovat i v dnesnich
genomech v podobé riznych extrachromosomalnich DNA jako jsou plazmidy, mobilni
elementy, lyzogenni fagy, a snad 1 genomy organel.

3.3. Velikosti genomu a paradox hodnoty C



Velikosti genomu se uvadéji v kilobazich (kb) nebo megabazich (Mb). Jindy se mnozstvi
DNA danného organismu uvadi jako hodnota C. Ta se udava vétSinou v pikogramech DNA
na jedno jadro (haploidni genom). Prokaryotické genomy jsou velké vétSinou miliony bazi,
napt. velikost genomu E. coli je 5 Mb. Nejmens$i genomy mezi bunéénymi organismy maji
mykoplazmata — Mycoplasma genitalium 500kb. Jednoduchy eukaryoticky organismus, jako
je kvasinka, ma genom veliky 13,5 Mb. Lidsky genom je velky pfiblizné 3 200Mb. Nejvetsi
genomy maji nektefi obojzivelnici, napf. mloci, nebo liliovité rostliny, presahujici velikost
genomu Clovéka az témér 100x. Pozoruhodnym jevem je velké rozmezi velikosti genomu
mezi Casto i pfibuznymi druhy. Tyto rozdily dosahuji az péti radq, tedy lisi se az 100 000 krat!
Napt. u obojzivelnikli se velikosti genomii pohybuji mezi 700Mb az 100 000Mb. U
kvetoucich rostlin najdeme genom velky pouhych 120 Mbp u A. thaliana a na druhém konci
liliovitou rostlinu Fritillaria assyriaca s genomem o velikosti 110 000 Mbp. Genom pSenice
je 11krat vétsi, nez genom ryze, pfi¢emz ob¢ obiloviny maji podobnou morfologii, podobny
pocet biochemickych drah a fyziologickych procest. Existuji primitivni fasy honosici se
obfimi genomy, stejné tak jako evolu¢né pokroc€ilé druhy s malymi genomy. Napt. Colek €i
lilie maji 30krat vétsi genomy nez ¢lovek.

Je tedy evidentni, Ze mezi velikosti genomu a slozitosti organismu neexistuje jednoduchy
vztah. Tomuto nesouladu se fikda ,,paradox hodnoty C*“. Tento fakt je do znacné miry
vysvétlitelny redundanci urCitych oblasti genomt, predevs§im nekodujicich repetitivnich
sekvenci DNA, jejichz funkce (pokud viibec néjaka existuje) neni zcela pochopena. Tyto Casti
genomi byvaji oznaCované jako ,zbyteCna“ Ci ,.sobecka“ DNA. Repetice jsou v genomu
rozptylené anebo jsou nahloucené v tandemech. Vyzkumy z posledni doby naznacuji, ze jak
velikosti genomu, tak i pocty geni se v prubéhu evoluce nevyvijely plynule, nybrz, Zze
dochazelo k jakymsi skokim ¢i Casové omezenym expanzim. Pficiny téchto zmén i jejich
mechanizmus jsou stale zahaleny tajemstvim. Pokud se vSak berou v tivahu nejniz§i hodnoty
velikosti genomu dané systematické skupiny, lze pozorovat jejich zavislost na slozitosti
organismil, resp. jejich postaveni v evolu¢nim stromu.

3.4. Genomy prokaryot

Velikost bakterialnich genomli vétsinou nepfesahuje 5 Mb (jednou z vyjimek je Bacillus
megaterium s genomem 30Mb). To odpovida skutecné délce asi 1.6mm, pficemz velikost
bakterialnich bun€k E.coli je 1x2um. Je tedy jasné, ze bakteridlni genom musi byt néjakym
zpusobem kompaktizovan. Napomahaji tomu proteiny vazici se na DNA. Spolu s DNA pak
vytvareji bakteridlni chromosom, tzv. nukleoid. V bakteridlnim chromosomu je DNA
nadSroubovicove zavinuta, coz je idealni zpasob, jak namackat cirkularni DNA do malého
prostoru. Nadsroubovicové vinuti (supercoiling) je fizeno dvéma enzymy - gyrdzou a
topoizomerazou I. Molekula DNA FE. coli tvoii pfiblizn€¢ 40-50 smycek vycCnivajicich
z centralniho proteinového jadra do cytoplazmy (OBR, Brown str. 131). Kazd4d smycka
obsahuje asi 100kb nadSoubovicové vinuté DNA. NejhojnéjS§im proteinem zodpovédnym za
udrzovani DNA ve sbaleném stavu je protien Hu, ktery je sice strukturné zcela odliSny od
eukaryotickych histond, avSak funguje podobné, tvoii tetramery, kolem nichz se oviji 60bp
dlouhy usek DNA.

V posledni dobé se ukazuje, ze dosavadni pohled na anatomii prokaryotickych genomd,
odvozeny prevazné ze studia E. coli, byl prili§ zjednoduSen. Ackoliv je drtiva vétSina
bakterialnich a archealnich genomu skutecné cirkularni, stale pfibyva nové objevenych
linearnich genomu prokaryot. Prvni z nich byl popsan v roce 1989 u Borrelia burgdorferi
(Ferdowe a Barbour, 1989), podobna situace byla zjisténa 1 u Streptomyces a dalSich bakterii.
U B. burgdorferi je hlavni linearni genom (910kb nesoucich 853 gentl) provazen existenci
nejméné 17 linearnimi a cirkularnimi plazmidy (dohromady 533kb nesoucich 430 gent). Tyto
plazmidy jsou podstatnou slozkou genomu a svédci o tom, ze 1 prokaryotické genomy mohou



byt rozdéleny do vice molekul DNA, coz pfipomina situaci u eukaryot. Uspotradani genomu u
B. burgdorferi je vsSas spiSe vyjimkou, nebot’ i jeji blizky piibuzna bakterie 7reponema
pallidum ma standardni prokaryoticky genom tvofeny velkou cirkularni molekulou DNA, a
neobsahuje zadné homology gent pfitomnych u B. burgdorferi na plazmidech.

DalSimi misty ulozeni genetické informace u prokaryot jsou plazmidy — malé cirkularni
molekuly nachéazejici se v bakterialni bunice. Nekteré jsou schopny se zaclenovat do
bakterialniho chromosomu, jiné jsou trvale nezavislé a prenaSeji se z matefské burky do
dcefiné bunky pfi bunéEném déleni. Plazmidy nesou geny, které mohou za urcitych podminek
byt pro bakterii uzitecné. K fenotypovym projevim (funkcim) nékterych plazmidl patri
rezistence k antibiotikim (Rbk u E. coli), schopnost konjugace (F plazmid), syntéza toxint
zabijejicich bakterie (Col plazmidy), patogenita (Ti plazmid Agrobacterium tumefaciens).
Mnohé plazmidy se snadno prenaSeji z jedné buriky do druhé a mohou tak putovat i mezi
riznymi bakterialnimi druhy. Bakterie mize obsahovat kombinaci riznych plazmidi a
naopak jeden typ plazmidu mize , hostovat® ve vice druzich bakterii. Mnohé druhy bakterii
tak mohou sdilet urCity ,,banku“ gent pfitomnych na plazmidech, které si mohou podle
potieby vzajemné pajCovat®.

Geneticka organizace prokaryotickych genomu je charakteristické, Zze geny jsou velmi
blizko sebe pouze s kratkymi mezilehlymi useky. Naptiklad u E. coli tvoti nekddujici DNA
pouze 11% genomu. Kompaktni usporadani prokaryotickych genomi se vysvétluje nejCastéji
vyhodnosti pro rychlou replikaci téchto genomu. Dal§im typickym znakem prokaryotickych
genomu je pritomnost operonti. Operon je skupina geni nachazejicich se za sebou, oddélené
pouze né€kolika nukleotidy. VSechny geny operonu jsou transkribovany soucasné jako jedna
jednotka. Genom E. coli obsahuje témét 600 operont, kazdy z nichz ma dva nebo vice genu.
Nejznamnéjsim prikladem je laktozovy operon E. coli tvofeny tfemi geny dulezitymi pro
preménu laktézy na glukézu a galaktozu. Syntéza enzymi kodovanych tiemi geny
lakt6zového operonu je tak koordinovana.

3.5. Minimalni genom

Jednou znejvice provokujicich otdzek biologie je otazka minimalniho genomu resp.
minimalniho poctu genl v genomu autonomné zijiciho organizmu. Tato otazka ma dosah i do
filozofie ¢i nabozenstvi. Nejmensi genom ze znamych organizm( ma Mycoplasma genitalium
s 470 geny a pribuzna M. pneumonie s 679 geny. Jeden z nejmensich genomt ma i bakterie
Pelagibacter ubique nesouci 1354 genli. Pfestoze byla objevena az roku 1990, predstavuje asi
nejhojnéjsi bakterii na Zemi, vypliujici témet cely vodni sloupec vSech oceant. Pfi studiu
minimalniho genomu se pouzivaji jak teoretické tak experimentalni pristupy. Teoretické
studie jsou zalozeny na srovnavaci analyze znamych genomu prokaryot (napt. E. coli, M.
genitalium a H. infuenzae), a minimalni pocCet gent se odhaduje podle poctu genti pritomnych
u vSech téchto bakterii. Experimentalni pfistupy maji dvé zakladni strategie.

V prvni strategii se postupuje ,shora dola“ tak, ze v bakterialnich genomech jsou
systematicky inaktivovany jednotlivé geny a tak se zjisti, jaky poCet gent a které geny jsou
nepostradatelné. Minimalni pocty gend, knichz se u riznych organizmi dospélo se
pohybovaly od 260 do 670 genu v zavislosti na prostiedi, v némz bakterie rostly. Takto byl
zkouman genom Bacillus subtilis a dospélo se k poctu 271 nepostradatelnych gent v prostiedi
bohatém na ziviny. U M. genitalium bylo transpozonovou mutagenezi zjisténo, ze 265-350
gent z celkového pocty 480 gent je podstatnych, pficemz u 100 z nich neni znama jejich
funkce.

Opacnou strategii reprezentuje pristup ,,zdola nahoru®, kdy se védci snazi syntetizovat
autonomni zivy organizmus de novo. Je vSak otazkou zda se vibec nekdy Cloveéku podari
smichanim patfiénych chemikalii pfipravit v laboratofi novy zivot. Predpokladem toho je
pochopeni vSech i téch nejjemnéjsich detailt fungovani zivych systéma. To se zda znacné



nepravdépodobné, kdyz si uvédomime k jakym revolu¢nim objeviim otvirajicim zcela nové
obzory stale dochazi (napf. objev ulohy malych RNA, fenomén RNA interference) svéd¢ici o
tom, jak velké mezery jesté mame.

3.6. Anatomie eukaryotického genomu a struktura chromosomu

Pro eukaryota je charakteristické velké rozmezi velikosti genomut sahajici od 10Mb az po
100 000Mb. Genom je rozdélen do chromosomu, které jsou vzdy linearni. Jiz i1 ty
nejjednodussi organismy vcetné bakterii a vira si vyvinuly strategie umoziiujici jim
vméstnat dlouhé molekuly DNA do svych bunék (nebo virovych castic). Bakterie E. coli je
dlouha ptiblizné 2um a obsahuje DNA o délce 1.6mm, tedy pfiblizné 1000x delSi nez
bakterie. To je mozné diky usporadani DNA do shluku smycek zahusténych do tvaru klubka.
Stabilita této struktury je zavisla na siti interakci DNA s proteiny a molekulami RNA.

U eukaryot se DNA nachazi vchromosomech, vlaknitych utvarech tvofenych
chromatinem, ktery je slozen z DNA a proteini oznaCovanych jako histony. Zakladnimi
jednotkami chromatinu jsou castice nazyvané nukleozémy. Jsou tvofeny 8 molekulami
histond, vzdy po dvou molekulach kazdého ze 4 typa histond (H2A, H2B, H3 a HA4).
Histony tvofi valcovité jadro, kolem néhoz se oviji ve dvou otackach DNA o délce 140-
150bp. Mezi histony se nachéazi spojovaci DNA (linker DNA) o délce 50-70bp. Spojovani
nukleozoémt do vyssich struktur napomaha dalsi histon, histon H1. Tak vznika 10nm vlakno,
oznacené podle své tloustky, jehoz dal§i kompaktizaci zptisobenou interakcemi histont se
tvofi 30nm vlakno. To je zakladnim typem chromatinu v interfaznim jadfe. Béhem bunécného
déleni dochazi k dalsi kompaktizaci za vzniku typickych metafaznich chromosomui. Velikost
chromosomt se pohybuje vétSinou vrozmezi jednotek az desitek mikrometrt, naptiklad
soucet délek lidskych chromosomi je 300um (pokud vezmeme vSech 46 chromosomu a
polozime je do fady) a obsahuje vice nez 2 metry DNA. Z toho vyplyva, ze kompaktizace
zkratila DNA pfiblizné 7000x.

Struktura chromosomu se béhem bunééného cyklu meéni. Zatimco v interfazi jsou
despiralizované a vytvareji sit’ vlaken, na zacatku mitdzy (v profazi) se zacCinaji spiralizovat a
zkracovat za tvorby vysoce kondenzovanych chromosomid mikroskopicky nejlépe
pozorovatelnych v metafazi, kde nabyvaji charakteristickych tvarG. Typicky metafazni
chromosom je tvofen dvéma chromatidami (kazd4 obsahuje jednu molekulu DNA), které jsou
spojeny v centralni oblasti, ktera se nazyva centromera. Centromera déli chromosom na dveé
casti nazyvana ramena. Krat$i se vzdy oznaCuje jako p-rameno, del§i jako g-rameno.
OznaCovani ramen je dalezité pro mapovani chromosomi. Konce chromosomt se oznacuji
jako telomery. Telomery jsou dulezité z hlediska zachovani intergrity chromosomi. U
¢lovéka dochéazi béhem zivota k jejich zkracovani a funguji tak jako biologické hodiny.

Strukturu chromosoml, stejné jako jejich kondenzaci a intenzitu transkripce, lze studovat
pomoci barvitelnosti chromatinu bazickymi barvivy. Rozlisujeme tzv. heterochromatin, lépe
barvitelné kondenzované oblasti chromosomu obsahujici vétSinou repetitivni sekvence DNA,
a euchromatin, ktery se barvi hife a predstavuje dekondenzované oblasti obsahujici Casto
transkribované geny. Heterochromatin je bud konstitutivni, ktery je trvale transkripéné
inaktivni, nebo fakultativni, ktery je potencialné transkribovatelny.

3.7. Pocty chromosomu

Pocty i velikosti chromosomil se mezi jednotlivymi druhy velmi liSi. Neexistuje korelace
mezi poctem chromosomil a komplexitou organismu. VSechny eukaryotické druhy maji
nejméne¢ dva chromosomy. Napi. kvasinka S. cerevisiae, jednoduchy jednobunécny
organizmus, ma Ctyfikrat vice chromosomu nez D. melanogaster. PoCet chromosomu nezavisi
ani na velikosti genomu. Nektefi mloci maji genom 30x vétsi nez ¢lovek, pficemz maji pouze
polovinu poctu chromosomti. Jsou znamy blizko ptibuzné druhy jelinkd rodu Muntiacus,



které se vyrazné liSi poctem chromosomu. Extrémisty jsou napiiklad mravenec Myrmecia
pilosula, ktery ma pouze 1 par chromosomd, pficemz samec nese jen 1 chromosom, naopak
kapradina Ophioglossum reticulatum vlastni 630 pari chromosomil. Tato srovnani jsou sice
zajimava, ale v souCasné dobé nam nefikaji nic o genomech jako takovych, svéd¢i jen o rizné
intenzité puasobeni sil tvarujicich genomy riznych organizmu.

Pocet chromosomu zavisi také na typu bunky daného organizmu. Ve vétSin€é bunék se
chromosomy nachazeji v parech, mluvime o diploidnich burikach. Naproti tomu pohlavni
bunky obsahuji pouze jednu sadu chromosomu, jsou haploidni. Po splynuti pohlavnich bunék
vznika opét diploidni burika.

3.8. B chromosomy — parazité?

Zajimavym fenoménem jsou tzv. B chromosomy. Jsou definovany vétSinou jako ptidatné
postradatelné chromosomy pfitomné v nékterych jedincich neékterych populaci urcitych druhdg,
které ziejmé€ vznikly z ,normalnich“chromosomu, oznaCovanych také nékdy jako A
chromosomy. Jejich zakladnimi vlastnostmi je tedy (i) postradatelnost, (ii) pivod z A
chromosomu, (iii) fakt, ze nerekombinuji a (iv) neaCastni se meidzy. Vykazuji tedy
nemendelovskou dédicnost. Poprvé byly popsany Wilsonem (1906) jako tzv. ,extra“
chromosomy u hmyzu Metapodius, pozdé&ji je pozorovali napiiklad N. Stevens (1908) u
brouka Diabrotica nebo Kuwada (1915) u kukufice. Pokud jde o jejich rozSifeni, byly
objeveny u 10 druhQl hub, 1300 druhd rostlin a 500 druhl zivoc€ichi, pfi¢emz prevazuji
v nékterych taxonech jako jsuo Celedi Compositae, Graminae, Liliaceae, Orthoptera, napt. u
hmyzu Orthoptera jsou pfitomny u 10-15% druhli. Pocet B chromosomu v buiice vétsSinou
neprevysuje 3-4, existuji vSak rozdily mezi populacemi i mezi jedinci. Extrémnimi ptiklady
jsou Pachyphytum fittkaui s 50 B chromosomy, kukufice s 34 B chromosomy nebo Fritillaria
Jjaponica s26 B chromosomy. Velikosti jsou B chromosomy srovnatelné s normalnimi
chromosomy, 1 kdyz jsou znamy 1 extrémni ptripady, kdy B chromosomy jsou bud’ nejmensi
ze vSech chromosoml (u ryby Astyanax scabripinnis) nebo naopak nejmensi (mys$
Reithrodontomys megalotis). Jsou metacentrické nebo akrocentrické. Jsou vétSinou
heterochromatické, coz souvisi s jejich velkym obsahem repetitivni DNA, bud’ satelitni DNA,
rDNA nebo transposonti. Vysoky obsah , sobecké” ¢i , parazitické“ DNA v B chromosomech
vedl k prfedstavé, ze se jedna o ve své podstaté parazitické genetické entity, jajichz jedinou
ulohou v genomu je se replikovat a Sifit do dalSich generaci. Dulezitou vlastnosti B
chromosomt je to, ze se neucastni rekombinace, podobné jako pohlavni chromosom Y. Podle
nékterych predstav dokonce z pohlavnich chromosomii mohly vzniknout nebo naopak daly
vznik pohlavnim chromosomim. To bylo dokonce prokazano u drozofily, kde tzv.
ancestralni“ chromosom Y vznikl z B chromosomu, jez se zacal parovat s X chromosomem
po zaniku pivodniho (original) Y chromosomu.

3.9. Repetice — podstatna slozka genomu

Podstatnou ¢ast genomil tvoii opakujici se sekvence DNA, tzv. repetice. Vyskytuji se ve
dvou zékladnich typech organizace: tandemové uspofadané a rozptylené. Tandemové
usporadané repetice se déli dale na mikrosatelity, minisatelity a satelity; nekdy se hovofti o
megasatelitech. Ty mohou tvofit tseky dlouhé az stovky miliond bazi. Predpoklada se, ze
tandemové repetice vznikly expanzi progenitorovych sekvenci bud pifi replikaci
,prokluzovanim® polymerazy (u mikrosatelitl), anebo rekombinacnimi procesy.

Vétsina rozptylenych repetici je tvofena mobilnimi DNA elementy, bud’ retroelementy,
Sificimi se prostfednictvim RNA intermedidtu, nebo DNA transposony. Retroelementy
predstavuji dominantni typ sekvenci DNA, u nékterych druhl tvoii vice nez polovinu jejich
genomu. Jedna se o archaické parazitické DNA elementy mnozici se mechanismem ,,zkopiruj



a vloz“, které zfejmé predstavuji pozustatky davného svéta, kdy byly nosiCem genetické
informace molekuly RNA.

Existence repetici v genomech je velkou zdhadou. Pokud jde o jejich funkei stoji proti
sobé dva nazory. Podle jednoho maji repetitice n€jakou zatim neznamou funkci, napf. ve
struktufe chromatinu, ¢i jiné kontrolni funkce. Druhéd pfedstava se diva na repetice jako na
DNA bez funkce, kterd se replikuje bez ohledu na to, zda je to pro organizmus uzitecné Ci
nikoliv, a genom tak expanduje az do mezi tolerovatelnych danym organizmem

3.10. Zmény ve velikosti genomu, plynulost nebo skoky

Velikost genomu je dana vyslednici pisobeni protichidnych mechanizmt vedoucich k jejich
zvétSovani, resp. zmensSovani. Pti ophledu na velikosti genomu jednotlivych taxond je ziejmé,
Ze existuje jasny trend zvétSovani genomu v prubéhu evoluce. Tento trend se uplatiiuje
v evoluci Zivota na Zemi zejména v prubéhu poslednich stovek miliont let a ziejmé né&jak
odrazi vétsi schopnost vétsich genomi reagovat na ménici se vnéjsi podminky.

Za rust genomu jsou zodpovédné piedevsim dva zakladni procesy. Prvnim je duplikace,
celého genomu, polyploidizace, kterd byva neékdy opakovana. Obzvlasté u rostlin jde o
pomérné bézny jev, uvadi se, Ze asi 70% druhti angiosperm proslo ve své evoluci alespon
jednou duplika¢nim procesem. K duplikaci genomu doslo i u obratloved, kdysi davno byl
zdvojen 1 genom kvasinky. Nasledné po polyploidizaci dochazi Casto k restrukturalizacim
genomu, coz muze nekdy vést ke tvorbé novych genovych komplexd, a tak ke zrychleni
evoluce. Polyploidizace je evolu¢né uspésna snad 1 proto, ze vede ke zvySeni poctu vSech
genll stejné, aniz by drasticky ovlivnila rovnovahu mezi geny. Druhym klicovym
mechanizmem zvétSovani genomu je amplifikace jeho casti. Jedna se jednak o expanze
kratkych opakovani né€kolika nukleotidi (mikrosatelitt), predev§im pak o duplikace
mobilnich elementu, z nichZ nejrozsifenéjsi jsou tzv. retroelementy. Zatimco polyploidizace
vede ke znasobeni veskeré genetické informace organizmu, tedy také gent, amplifikace
zmnozuje vetsinou jen tzv. “sobeckou” DNA. Retroelementy, starobylé relikty davného svéta
RNA, se totiz §ifi po genomu duplikativné prostfednictvim molekul RNA jako intermediatt a
zanechavaji pfitom své kopie na puvodnich mistech. Tak jsou schopny béhem evolucné
kratkého obdobi okupovat znacnou ¢ast hostitelského genomu.

Byla zjiSténa zajimava korelace mezi velikosti genomu a teplotnim rezimem. Arktické
druhy ¢i populace — lososovité ryby, zooplankton (Daphnia, Bosmina) ¢i rostliny v polarnich
oblastech byly polyploidni, zatimco jejich ptibuzni v teplych oblastech byly jen diploidni.
Existuje korelace velikosti genomu a nékterych fenotypovych znaku. Velikost genomu
pozitivné koreluje s velikosti bunééného jadra, s velikosti buiky (tzv. nukleotypicky efekt),
s dobou mitoézy a meidzy, s velikosti semen. Naopak byla prokazana negativni korelace
s morfologickou komplexitou mozku u zab a mlokt nebo s rychlosti bazalniho metabolismu u
obratlovct. Zde se ¢asto uvadi jako priklad maly genom ptakti a netopyry, tedy organizmu
s rychlym metabolismem pfi letu, v protikladu k malym genomim ryb, které estivuji za
hypoxickych podminek.

3.11. Polyploizace v linii obratlovcu, rostlin a kvasinky
V linii obratloveu doslo zifejmé nejméné ke dvéma duplikacim celého genomu. S touto
mySlenkou pfiSel jiz Susumo Ohno a tato hypotéza je oznaCovana jako hyptéza ,2R“ (2
round). Ukézalo se, ze nekteré genové rodiny maji 4 kopie zatimco u bezobratlych je
pfitomna pouze jedna kopie. V genomu cloveéka byly nalezeny dlouhé oblasti pfitomné ve
ctyfeech kopiich. Zejména duplikace, ktera se datuje pied 450 miliony let zfejmé& napomohla
vzrastu komlpexity a diverzifikaci obratlovci.

K podobnym duplikacim doSlo také v genomech rostlin pied 100-200 miliony let. U
Arabidopsis thaliana lezi 60% genomu v duplikovanych oblastech. U rostlin je zndma fada



tetraploidu (kukufice, bavlna, brambor, zeli), hexaploida (pSenice, chrysantéma) ¢i oktoploidu
(jahodnik).

Je pozoruhodné, ze dokonce 1 vgenomu kvasinky bylo nalezeno 54 dlouhych
duplikovanych segmentt, pficemz drtiva vétSina z nich si zachovala stejnou orientaci
vzhledem k centroméfe. Protoze nebyly nalezeny zadné triplikované segmenty a piibuzné
druhy (Kluveromyces waltii a Ashbya gossypii) tyto duplikace neobsahovaly, predpoklada se,
ze 1 u predkd kvasinky doSlo k polyploidizaci. Bylo také zjisténo, Zze nékteré
z duplikobvanych geni se vyvyjeji mnohem rychleji ve srovnani se svymi homology u
ptibuzného druhu Kluveromyces walltii.

3.12. Genomova obezita rostlin a ,,big bang* v genomu kukufrice

Nartstani genomut do obfich rozméra je vlastnosti vyssich eukaryot. Prestoze byly popsany
razné mechanizmy vedouci ke zmensovani genomu (napt. delece zptisobené nerovnomérnou
rekombinaci), zda se, ze prevazuji procesy vedouci k zvétSovani genomu. Tento trend je
ziejmy piredevsim u rostlin, kde se nékdy mluvi o jednosmérném procesu vedoucim k obezité
rostlinnych genomi. V mnoha ptipadech bylo prokazano, ze k explozim Sifeni retroelementti
doslo dokonce pouze v prubéhu poslednich nékolika miliont let, coz je v evoluc¢nim méfitku
pouhy okamzik.

Nedavno bylo napt. prokazano, ze u kukufice doslo v pribéhu poslednich 6 milionu let
k periodickym explozim retroelementi, jejichz pocet dosahl n€kolika desitek tisic kopii. Je
pozoruhodné, Ze nové kopie retroelementti byly témér vzdy vclenény do jiz existujicich
retroelement. To lze chapat jako obranu proti negativnimu puasobeni prirodniho vybéru.
Existuji vSak i mobilni elementy, které se vyskytuji nejCastéji pobliz nebo uvniti gent.
Neékteré druhy se dokazi branit okupaci svych genomu retroelementy, nebo je dokazi dokonce
ze svého genomu aktivné odstrafiovat, a tak si zachovavaji Stihlou linii. Zakladnim dosud
znamym mechanizmem je metylace retroelementd, coz vede kjejich ,umlceni® a
znemoznéni jejich daliho §ifeni po genomu.

Genom ziejmé disponuje 1 mechanizmy aktivniho odstranovani nékterych svych oblasti,
¢imz se brani rustu velikosti. Tyto mechanizmy jsou na bazi rekombinace a dilezitou roli zde
ziejmé hraji rozptylené repetice, které se nachazeji na riznych mistech genomu. Mezi nimi
pak dochazi k homologickému parovani v procesu tzv. nerovnomeérného crossing-overu
(unequal crossing-over). Pokud tyto dvé vzdalené repetice lezici na témze chromosomu, muze
dojit k delect mezilehlé oblasti. Tento mechanizmus je také nékdy oznacovan jako ektopicka
rekombinace a je mozna klicCovym mechanizmem vedoucim ke zmensovani velikosti genomu
a alesponn Caste¢né kompenzujicim jeho neustaly rust. Dusledkem rekombinacniho
odstariovani tiseki DNA je existence osamélych dlouhych koncovych repetici, tzv. ,,solo*
LTR, retrotransposonu. Pivodni retroelementy maji vzdy dvé dlouhé koncové repetice (LTR)
nachazejici se na jejich koncich. Pokud mezi nimi dojde k rekombinaci a odstranéni mezilehlé
oblasti, zistanou v genomu jako otisky davnych retrotransposonovych inzerci osamélé LTR.
Dokonce se ukazalo, Ze mezi del§imi LTR dochazi k rekombinaci Castéji, coz zptsobilo, ze
retrotransposony jsou selektovany tak, aby jejich LTR byly spiSe kratsi.

3.13. Proménlivost velikosti genomu v ramci druhu

Ke zméné obsahu DNA mize dojit i v ramci téhoz jedince, a to jak ke zvySeni tak i ke snizeni
obsahu DNA. Prikladem zvySeni obsahu DNA je endpolyploidie a polytenie. Dobfe znamy
jsou polytenni chromosomy slinnych zlaz drozofily. U rodu Daphnia dochéazi ke tkanové
specifickym rozdilim v ploidii v rozmezi 2-2048C, coz ma vliv na velikost vajicka a na
morfologii hlavy indukovanou predatorem. U Bombyx mori se nachazeji polyploidni butiky



(1 000 000x) ve zlazach produkujicich hedvabi. I zde existuje korelace mezi ploidii a velikosti
burky.

Ke snizeni obsahu DNA muze dojit v nékterych somatickych bunkach u nematod,
bic¢ikovci nebo dvoukfidlych. Naptiklad somatické butiky u Cyclops strenuus maji pouze 5%
obsahu DNA oproti oplozenému vajicku. Nabizi se vysvétleni z hlediska ,sobecké”“ DNA,
kdy je logicka delece DNA ze slepé somatické linie a ne v zarode¢né linii. Je to nadherny
ptiklad toho, jak repetitivni DNA muze vyznamné ovlivnit genetické mechanizmy svého
,hostitele. Pozoruhodné je i to, ze dochazi ke zméné obsahu DNA béhem zivota jako
odpovéd’ na stimuly prosttedi, coz odpovida spisSe pfedstavam Lamarcka nez Darwina.

3.14. Kolinearia (syntenie)

Srovnavaci analyza genomu vedla k pozoruhodnému zjisténi: potfadi geni v genovych
ostrovech je Casto konstantni, a to i u vzdalenych druh. Tomuto jevu se fika kolinearita nebo
také syntenie. Existuji pochopitelné mensi ¢i vét§i odchylky, které jsou zptisobené riznymi
lokalnimi prestavbami, jako je napfiklad prevraceni potradi genu, tzv. inverze DNA. Mira
konzervativnosti poradi genti je vSak n¢kdy takova, ze se geny do genetickych map urcitych
oblasti daji zakreslovat v podobé& soustfednych kruznic, na nichz se v totoznych polohach
nachazeji totozné geny. To plati naptiklad pro obiloviny, a to i pfesto, ze se velikosti jejich
genomi za pouhych 60 miliont let evoluce, které je déli od spolecného predka, dramaticky
rozriiznily. Vzdyt genom ryze je velky pouhych 430 Mbp, zatimco jecmen ma 2600 Mbp a
pSenice se dokonce honosi obfim genomem o velikosti 14 000 Mbp. Je pozoruhodné, ze ani
takové mnozstvi repetitivni DNA tvorici 80% genomu (pfipad pSenice) nezplsobilo erozi
puvodniho pofadi genti. Soucasna genomika kolinearity gent suspéchem vyuziva pri
mapovani genomu. Informaci o polohach genli ziskanou z malého genomu, ktery je jiz
osekvenovan, lze pouzit pfi studiu velkého genomu, jehoz sekvenovani je zatim
neekonomické. Takto I1ze extrapolovat i mnohé znamé genové funkce, ¢imz se otvira Siroké
pole aplikaci napriklad pfi vytvareni rostlin rezistentnich k patogentim ¢i pii lécbeé lidskych
nemoci.

Zatimco struktura dlouhych usekti (makrokolinearita) byva ¢asto zna¢né konzervativni,
mikrostruktura (mikrokolinearita) je vice dynamicka. Zejména polyploidizace znacné
urychli evoluci této mikrostruktury. Byly prokazany rozdily (napf. duplikace gentl, inverze) u
druhg, které divergovaly pred pouhymi nékolika miliony let. Rozdily 1ze pozorovat dokonce i
mezi riznymi ekotypy téhoz druhu, zejména pokud jde o oblasti podléhajici rychlé evoluci.
Takovou oblasti je u Arabidopsis thaliana napt. oblast rezistence k patogenu Perenospora
parasitica, jejiz struktura se znacné lisi mezi ekotypy Lansberg erecta a Columbia, kde doslo
k rozriznéni v dusledku duplikaci genu RPPS5, preméné fady jeho kopii v pseudogeny a
k akumulaci mobilnich elementd. Je logické, Ze oblast rezistence k patogenu, ktera je klicova
z hlediska pteziti organizmu, podléha rychlejsi evoluci.

Mechanizmy vySe uvedenych chromosomovych prestaveb funguji zifejmé na bazi
rekombinace DNA, tedy zlomu a znovuspojeni (crossing-over). Tak dochazi k delecim,
duplikacim, inverzim i translokacim.

3.15. Distribuce gent v genomech

Zatimco v malych genomech eukaryot jsou geny v pfiblizné¢ konstantnich vzdalenostech
(napt. u rostliny Arabidopsis thaliana je to vzdalenost asi 5 kb), u velkych genomu je tomu
jinak. Geny nejsou rozlozeny rovnomeérné€, nybrz se shlukuji do ur€itych oblasti. Tvofti tak
jakési ostrovy gent uprostied mote ostatni DNA, vétsinou repetitivni a méné probadané. Tyto
genové ostrovy se Casto nachazeji pobliz koncti chromozomu. Ukazalo se, Ze vzdalenosti
mezi jednotlivymi geny v téchto shlucich jsou podobné vzdalenostem mezi geny v malych
genomech. To je v rozporu s puvodnim ocekavanim, ze ve velkych genomech budou mezi



jednotlivymi geny jednoduse ve vétSich vzdalenostech. Shluky genua tak ptfipominaji shluky
hvézd v galaxiich oddélenych navzajem Cernou hmotou tvofenou pfevazné€ starobylymi
mobilnimi sekvencemi DNA, retroelementy. Je pozoruhodné, Ze nové kopie retroelementd se
témer vzdy vclenuji do jiz existujicich retroelementd, nebot inzerce do genti by mohla byt pro
jejich hostitele a potazmo i1 pro samotné retroelementy fatalni. Az hlubsi analyza dat
pochazejicich z genomovych projektt ukaze, zda snad neexistuje analogie s chovanim galaxit,
totiz, zda se v dusledku inzerci retroelementd do jinych retroelementii geny nevzdaluji
v genomu tim rychleji, ¢im jsou od sebe vice vzdaleny. Nezapometime vSak, ze genom je sice
tvofen linearnimi molekulami DNA (jejich pocet odpovida poctu chromozomil), ale pro
fungovani genomu je klicové jeho dynamické trojrozmérné usporadani.

3.16. Izochory

Genom ma mozaikovou strukturu tvofenou riznymi segmenty DNA a pfipomina tak fraktaly
— obrazce jejichz vzhled je podobny bez ohledu na pouzité meéfitko (rozliSeni). Podle
izochorového modelu jsou genomy obratlovcu a rostlin (a mozna i nizsich eukaryot) tvofeny
segmenty o délce priblizné 300kb s charakteristickym zastoupenim bazi odliSnym od
sousednich segmentd. Prubéh obsahu bazi, napt. GC obsah, tak ma skokovity charakter,
zahrnujici oblasti s viceméné stejnym obsahem, ktery prudce prechazi do oblasti s odliSnym
obsahem. S touto predstavou pfiSel jiz v 60. letech Giorgio Bernardi a dlouho poté byla
pfedmétem bouflivych debat. V genomu ¢lovéka se rozliSuje pét oblasti — L1 a L2 s nizkym
obsahem GC, a oblasti H1, H2 a H3 s vysokym GC-obsahem. Je pozoruhodné, ze oblast H3
tvoti jen 3% genomu a obsahuje 25% genti.

Existence izochor se vysvétluje nejcasté)i ttemi moznymi mechanizmy — mutacnim biasem,
selekci a genovou konverzi. Mutaéni pfedstava tvorby izochor vychazi z toho, ze véleniovani
nukleotidl pfi replikaci je ovlivnéno koncentraci volnych nukleotidd, ta zase zavisi na poloze
v jadre a dale je znamo, Ze rizné ¢asti genomu jsou replikovany v riznou dobu. Vysledkem je
pak odlisSny obsah bazi v urCitych Castech genomu. DalSimi pfibuznymi mechanizmy muze
byt rizna ucinnost reparace DNA a také deaminace cytosinu na uracil, ktera je Castéjsi v AT-
bohatych oblastech. Podle jiné teorie izochory nevznikaji aktivné mutacemi,ale jsou az
vysledkem selekce. Ta naptiklad mize ptsobit na Grovni teplotni stability DNA. Predstavu
selekce podporuje srovnani starych a mladych inzerci mobilnich Alu elementd u Clovéka.
Ukazalo se, ze zatimco mladé Alu elementy jsou GC-chudé, staré Alu elementy jsou naopak
GC-bohaté, coz se vysvétluje pravé selekci. Poslednim mechanizmem, kterym védci
vysvétluji tvorbu izochor, je genova konverze. Je to proces na bazi rekombinace, kdy je
urcita oblast DNA (napf. alela) pfeména (konvertovana) na jinou podle urcitého vzoru za
vzniku dvou totoznych oblasti. Vysledkem je homogenizace téchto oblasti. Predstava, ze
genova konverze se mize podilet na tvorbé izochor prameni z poznatku, Ze existuje korelace
mezi frekvenci rekombinace a obsahem GC, coz vede ke zvySovani GC-obsahu. V oblastech,
které prestaly rekombinovat, dochazi k poklesu GC obsahu, coz bylo pozorovano u nékterych
genll na chromosomu Y.
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4.1. Historie konceptu genu

V dnesni dobé chapeme gen jako zékladni funk¢ni jednotku genetické informace zapsanou
v sekvenci nukleotidi DNA nebo RNA. Kdyz Mendel postuloval zakony pro pfenos genu
z rodiCi na potomky sam jesté nepouzival termin geny, ale hovofil o faktorech, které urcuji
urcité vlastnosti ¢i znaky. Na pocatku 20. stoleti Morgan ukazal, ze geny se nachazeji ve
vazbovych skupinach odpovidajicich chromosomim a Ze jsou na chromosomu usporadany
linearné€ za sebou. Roku 1928 Griftith proslulymi transformaénimi experimenty na bakteriich
prokazal, ze geny lze prenaSet z bakterie na bakterii. Jako substance zodpovédna za pienos
gent byla identifikovana DNA (Avery, MacLeod, McCarthy,1944, Hershey a Chaseova,
1952). To znamenalo pad dosud uznavané proteinové hypotézy genu - Caspersonovy teorie,
podle niz je tfeba hledat chemickou podstatu genu ve struktufe proteinti, nebot DNA
obsahujici pouze ¢tyfi nukleotidy genetickou informaci nést nemuize (tetranukleotidova teorie
DNA). Vroce 1941 Beadle a Tatum ukézali, ze mutace v genech mohou vést ke zménam
v metabolickych drahach a formulovali hypotézu ,jeden gen — jeden enzym®, podle niz
jednotlivé geny koduji jednotlivé proteiny. Roku 1953 byla objasnéna struktura DNA
(Watson a Crick), na jejimz zakladé bylo mozné vysvétlit zakladni funkce genu — kédovani
informace, replikaci a mutabilitu. Nasledné byla objevena fada riznych druht molekul RNA a
Francis Crick formuloval centralni dogma molekularni biologie (geneticka informace se
prenasi ve sméru DNA-RNA protein) a teorie proteosyntézy (Crick 1958). V témze roce byl
podan experimentalni dikaz semikonzervativni replikace (Meselson a Stahl 1958) a v roce
1961 navrzena operonova teorie (Jacob a Monod, 1961).V pribéhu 60. let byl rozlustén
geneticky kod (Nirenberg, Khorana, Ochoa, 1966) a v podstaté polozeny zaklady nového
oboru — molekularni biologie. Na pocatku 70. let byly zkonstruovany prvni rekombinantni
molekuly DNA a zacala tak éra genového inzenyrstvi (Cohen, 1973) trvajici dodnes. Béhem
90. let se postupné zformoval dalsi novy obor - genomika - studujici geny v kontextu celych
genomu. V ramci tzv. genomovych projektti byla poznana kompletni geneticka informace
celych genomu, nejprve viri, pozdé€ji bakterii a nasledné mnoha eukaryotickych organizmu
pocinaje kvasinkami az po rostliny a zivo¢ichy v€etné loveéka a Simpanze.

4.2. Definice genu, typy genu, slozené geny



Geny jsou zékladnimi funkénimi jednotkami genetické informace. Vyskytuji se jako
strukturni geny kodujici primarni strukturu polypeptidu nebo geny pro RNA, kodujici
transferovou nebo ribozomalni RNA (tRNA, rRNA). Definice genu raznych autort se stale
lisi. Je jasné, ze genem je vzdy usek nukleové kyseliny — DNA u vSech autonomnich forem
zivota a jen u ne€kterych RNA virti je to molekula RNA. Podle nejsirsi definice se za gen
povazuji vSechny sekvence potfebné k syntéze funkéni bilkoviny nebo molekuly RNA, tedy 1
oblasti regulacni a signalni. Podle jinych definic se genem rozumi sekvence piepisované
(transkribované) z DNA do RNA. Konecné, podle nejuzsi definice jsou genem pouze
sekvence, které prfimo urcuji poradi aminokyselin v proteinech nebo potadi nukleotidi ve
funkénich molekulach RNA (posttranskripéné€ upravenych molekulach tRNA, rRNA, snRNA,
snoRNA, miRNA atd).

U vétsiny eukaryotickych gent neni informace zapsana v souvislém sledu nukleotidd, ale je
rozdélena do ¢asti kodujicich a nekddujicich proteiny. Jedna se o tzv. slozené geny, tvorené
exony a introny. Exony (ndzev pochazi z ,expressed sequence™) jsou useky, jejichz
transkripty jsou po sestithu RNA v mRNA zachovany. Naopak introny (ndzev pochazi z
Lintervening sequence) jsou z primarniho transkriptu vystépeny procesem sestiihu. Sestfih
probihd za ucasti ribonukleoproteinovych €astic oznaovanych jako snRNP (viz kapitola II
Relikty svéta RNA®), pfi ¢emz dojde k vychlipeni intronu v podobé smycky a ke spojeni
sousednich exontl. Nékteré introny — introny 1., II. a II. skupiny — jsou povazovany za
ribozymy - katalyticky aktivni molekuly RNA, schopné samostatného sesttihu (viz kapitola I
,Vznik zivota®). Introny se nachdzeji nejen v jadernych genech kodujicich proteiny, ale 1
v genech pro rRNA a tRNA, a také v mitochondrialnich genech niz§ich eukaryot. Introny byly
nalzeny i v genech bakterii a bakteriofag. V prokaryotickych genomech jsou vsSak vzacné,
nachazeji se pouze v genech pro tRNA a rRNA a to se jedna o samovysttihujici se introny 1. a
IL. skupiny.

4.3. Zakladni struktura genu

Mezi geny prokaryot a eukaryot existuji znané rozdily. Hlavnim rozdilem je kromé
pfitomnosti introni v genech eukaryot usporadani prokaryotickych geni do operont —
jednotek obsahujicich nékolik genli, které jsou transkribovany najednou. Pred genem se
nachazi regulacni sekvence - promotor. Na promotor se vaze RNA polymeraza zajistujici
transkripci pfilehlého genu. Promotor obsahuje konvencni sekvence TATAA v oblasti -10
(oznacuje se také jako Pribnowiv box) a sekvenci TTGACA v oblasti -35. Sila promotoru
urcuje intenzitu transkripce a zavisi na tom, jak se promotor podoba uvedenym konvencnim
sekvencim. Misto zahajeni transkripce a zahdjeni translace nejsou shodna. Oblast mezi 5-
koncem mRNA a mistem zahajeni translace (prvnim kodonem) se oznacuje jako vedouci
sekvence. Vedouci sekvence obsahuje tzv. Shine-Dalgarnovu sekvenci (AGGAGG), pomoci
niz se nasledn€ mRNA vaze na 16S rRNA ribozomu. Podobna netranslatovana sekvence se
nachazi i na 3-konci transkriptu a oznacuje se jako koncova sekvence. Za vedouci sekvenci
bylo uvedeno vyse u prokaryot transkript obsahuje vice genti. Tak jako se na zaCatku
transkripéni jednotky se nachazi promotor, na jejim konci lezi terminator. Terminator
zajiStuje zakoncCeni transkripce genu a uvolnéni transkriptu a RNA polymerazy z matricového
DNA fetézce. Existuji dva typy terminatord lisici se tim zda jsou nebo nejsou zavislé na tzv.
Ro-faktoru (rho factor), proteinu dilezitém pro uvolnéni RNA polymerazy z DNA.
Terminatorova sekvence RNA obsahuje obracené repetice, coz umozni intramolekularni
parovani komplementarnich bazi a vznik terminatorové vlasenky se smyckou. Terminatory
nezavislé na ro faktoru obsahuji za vlasenkou usek tvofeny nekolika uracily. V nékterych
pripadech mutze dojit k pred¢asné terminaci — tzv atenuaci. Nékteré geny obsahuji ve své



vedouci sekvenci (na 5-konci genu) sekvenci, ktera po prepisu do RNA mize za urcitych
podminek vytvofit smycku s vlasenkou — atenuator — ktera predCasné zastavi transkripci.

4.4. Velikosti gent, pocty a velikosti exonu a intronu

Zatimco exony jsou dlouhé vétSinou jen nékolik stovek bazi, introny mohou dosahovat
délek az desitek tisic bazi a tvofi tak podstatnou ¢ast délky genu. Velikost genu se pohybuje
vétSinou v kilobazich u niz§ich eukaryot (vétSinou do 2kb) a v jednotkach az desitkach
kilobazi u zivoCichli. Geny rostlin jsou ve srovnani s geny zivoCichll kratsi. Znacné délky
nékterych gentl jsou zpisobeny pritomnosti dlouhych intronl, nebot” soucet kodujicich tisekd,
resp. délka mRNA, jsou podobné u dlouhych i kratkych gent. Za priklad extrémné kratkého
genu lze povazovat bakterialni antibiotikum mikrocin C7 dlouhy 21 nukleotidd, ktery je
nesen plazmidem bakterie £. coli a kdduje oligopeptid o sedmi aminokyselinach. Tento gen je
transkribovan spolu s dalsim mikrocinovym genem, translatovan je vSak jako samostatny gen.
Translace zacina zafazenim N-formylmethioninu jako u vSech pravych bakterialnich bilkovin.
Pozoruhodna je i konzervativita exonil ve srovnani s variabilitou intronl, ¢ehoz se vyuziva i
pfi hledani exont.

Pocet exonu resp. introni vzrasta s rostouci slozitosti organismu. Zatimco kvasinka ma
jen nékolik procent genli sloZzenych, u zastupce hmyzu Drosophila melanogaster vétsina genti
obsahuje introny a u savcu je pres 90% genu slozenych, obsahujicich ¢asto i desitky intrond.
Délky exonu jsou mnohem nizsi oproti délkam celych geni a vétSina nepfesahuje 100
aminokyselin, coz plati zejména u obratlovct a rostlin. Vétsinu z celkové délky gent tedy
tvofi introny. Jejich délka se pohybuje vrozmezi od nékolika stovek bazi, tedy délka
srovnatelna s délkami exont, az po desitky kilobazi. Extrémnim ptipadem je lidsky gen pro
dystrofin dlouhy 2,4Mb obsahujici desitky intront z nichz nejdel$i ma 32kb. Zatimco u savca
jsou mnohdy v genech desitky exontl, u hmyzu jejich pocet vétsinou nedosahuje deseti.

4.5. Alternativni sestiih a kuriézni usporadani genu

Pojem exonu a intronu je relativni a usek, ktery je v jednom piipadé exonem muze byt
jindy intronem a naopak. Urcity usek DNA miize byt v zavislosti na Case a misté (napf. rizné
tkané nebo pohlavi) sestfizen riznym zpisobem za vzniku odlisnych produktt. Jedna se o tzv.
alternativni sestfih. Kombinaci velkého poctu exond a introni lze vytvofit obrovské
mnozstvi riznych produkt. Podobny proces, kde vSak k této kombinaci dochazi jiz na urovni
DNA, se uplatiiuje pfi tvorbé protilatek (VDJC rekombinace). K alternativnimu sestfihu je
nutné jesté pripoCist skuteCnost, ze transkripce mize zaCinat i konCit na riznych mistech
téhoz useku DNA. Pfi transkripci se vyuzivaji alternativni promotory, které mohou ménit 5°-
konec transkriptu, anebo naopak se uplatiiuji alternativni terminatory, urcujici rizna mista
jeho 3‘-konce.

Priklady kuriozniho usporadani genu jsou jednak prekryvajici se geny, které se obcas
vyskytuji v kompaktnich genomech viri a vzacné i v genomech vyssich organismu; dale jsou
to geny nachazejici se v intronech jinych gend. Gen hrajici roli pfi neurofibromatose 1. typu
(neurofibromatosis type I gene) ma dlouhy intron, v némz se nachézeji tfi dalsi kratké geny
(OGMP, EVI2B a EVI2A), kazdy z nichz ma také svij intron. Tyto geny jsou piepisovany
v opacné orientaci nez gen v némz lezi.

4.6. Jsou introny evolu¢né staré anebo mladé struktury?

Existuji protichidné nazory na to, zda intromy jsou struktury starobylé ¢i mladé.
Skutecnost, ze se introny vyskytuji u eukaryot a chybi u prokaryot Ize totiz vysvétlit dvéma
zpusoby. Bud’ se v€lenily az do genti eukaryot nebo byly z gent rychle se délicich prokaryot
odstranény. Vétsina védcu se dnes kloni k predstave, Ze introny jsou starobylé struktury, které



jsou soucasti genomu jiz miliardy let. Nékteré nejnové€jsi nazory vSak poukazuji na to, Ze
introny jsou puvodné parazitické elementy, které se v€lenily do geni eukaryot az nedavno.

Na jedné strané stoji nazory, podle nichz jsou introny evolu¢né mladé struktury. V ramci
této predstavy se lze dale na introny divat také zjiného uhlu, zda jde o elementy pro
hostitelsky genom néjak uzite¢né nebo naopak se jedné o parazitické elementy. Podle jedné
predstavy jsou introny genomovi parazité, ktefi buiice nepfinaseji zadny uzitek. Kopiruji se
v genomu z mista na misto a protoze nekoduji virovy kapsid (jako napf. retroviry) nemohou
se §ifit horizontalné, ale pouze v ramci téhoz genomu a v populaci pak vertikalné z rodic¢ na
potomky. Z tohoto pohledu je sestfih mechanizmem zaji§tujici, aby introny nezabijely buriku.
Spliceosom — komplex zajistujici vystfizeni intronl - je sice kodovan burikou, pivodné se
vSak mohlo také jednat o autonomni parazitické elementy typt vird nebo transposont.

Podle jinych predstav jsou introny svym genomum uzitecné. NejCastéji se mluvi o
pozitivnim vlivu na rychlost evoluce, podle nékterych autorti dokonce vznik intront stoji
v pozadi vzniku eukaryot. Je ziejmé, Ze existence exond a intrond dava genomim
stavebnicovy charakter umoziujici kombinovat jednotlivé strukturni a funkéni domény
procesem genové rekombinace. V opacném piipadé, u gentu bez intrond, by k rekombinaci
dochazelo v libovolné misté, coz by vedlo k nefunkénim produktim. Dalsi vyhoda intront
muze souviset s existenci histond u eukaryt. Na nich jsou totiz navinuty dlouhé useky DNA,
které jsou nepfistupné pro regulacni proteiny. Introny mohou posunout regulacni oblasti tak,
aby mohly s témito proteiny interagovat. Introny mohou hrat i dilezitou roli tim, Zze brani
potencialné fatalnim disledkiim nelegitimni rekombinaci. Pfi ni dochazi ke genetické vyméné
mezi homologickymi oblastmi, které se nachazeji v riznych lokusech, napf. paralognich
genech. Tomu lze zabranit pravé vlozenim intront do riznych pozic jinak homologickych
gend.

Na druhé strané stoji nadzory, povazujici introny za struktury staré piitomné jiz
v primitivnich genech. Tuto pfedstavu podporuje zjisténi, ze nékteré sekvencni motivy se
nachazeji v genech bez ohledu na pfitomnost exonu a intron. To, ze tyto Casto starobylé
motivy piesahuji hranice exonl a intront, spis svédci o jejich soucasném vzniku. Diferenciace
puvodni souvislé sekvence na introny a exony mtize umoznit kodovat delsi proteinové fetézce
nepreruSované termina¢nimi kodony.

4.7. Genové rodiny, pseudogeny, orfony

Vétsina gent se v genomu vyskytuje v jedné kopii pripadné nékolika malo kopiich. Nekteré
geny se vSak vgenomu mnohonasobné opakuji, usporddané vtandemu na témze
chromosomu. Jedna se o geny, jejichz produkty burika potfebuje ve znaéném mnozstvi —
histony a geny pro ribozomalni RNA (rRNA). Napiiklad obojzivelnici, jejichz embryonalni
vyvoj je extrémné rychly, maji mnohonasobné vyssi pocet kopii genti pro histony, nez ptaci a
savcl, jejichz buiky se v embryonalnim stadiu tak rychle ned¢li.

V nékterych pripadech mize dojit k sekvencni divergenci jednotlivych kopii tandemoveé
usporadanych gend. Pak se jedna o genovou rodinu, coz je skupina sekvencné podobnych
gendl majicich spoleény evoluéni pavod a stejnou biologickou funkci. Casto jsou geny jedné
rodiny exprimovany v riznych stadiich vyvoje organismu. Nejznameéj§imi zastupci jsou geny
pro syntézu globind, aktinu, ovalbuminu. Nekolik pfibuznych rodin mize tvofit nadrodiny.
Pokud se ¢len genové rodiny nachazi ojedinéle v genomu v misté vzdaleném od ostatnich
¢lend rodiny, hovofime o tzv. orfonech (orphan — sirotek).

Za Cleny genové rodiny jsou povazovany i tzv. pseudogeny, neaktivni kopie ptvodné
funkcnich gend. Za pseudogen se Casto oznacuje sekvence homologicka s genem, ktera vsak
nekoduje funkéni produkt. To ale neznamena, ze pseudogen nemuize plnit néjakou funkci. Byl
popsan kuriozni ptripad, kdy byl pseudogen exprimovan a ovliviioval stabilitu RNA svého
funk¢éniho homologa a fungoval tak tedy jako dilezita regulacni RNA. Pseudogeny vznikaji



bud’ duplikaci ptivodniho genu a naslednou degeneraci jedné kopie, tento pseudogen neni
upraven posttranskripnimi tipravami a obsahuje tedy 1 intronové sekvence. Druhou moznosti
je vznik psudogenu retrotranspozici, kdy takto vznikly pseudogen introny neobsahuje. Je
zajimavé, ze ,,poloCas rozpadu“ gent je delsi u rostlin nez u zivocicht. Napriklad v genomu
Clovéka se nachazi asi 19 000 pseudogenti.

4.8. Pocty genu v genomech

Pocty genu v genomech zhruba odrazeji komplexitu organismu. Virové genomy obsahuji
jednotky az desitky genti, maximalné néco pres 100 genl. Prokaryotické genomy nesou od
nékolika stovek (Mycoplasma genitalium — 470 gend) do nekolika tisic genu (%. coli - 3000
gentl). Nizs§i eukaryota obsahuji tisice genti (kvasinka 6000 gent), vysSi eukaryota desitky
tisic gend.

Precteni kompletni informace genomu nekolika vysSich eukaryot ukazalo, ze rizné
organismy maji podobné pocty genu, a to i presto, ze byly v evoluci separovany po stovky
miliond let. Clovék ma 20 000 — 40 000 gen, ostatni obratlovci maji gend o néco méng, Cerv
Caenorhabditic elegans a moucha Drosophila melanogaster maji do 20 000 genti. Vzhledem
k tomu, ze nekteré geny se vyskytuji ve vice kopiich a tvofi genové rodiny, se zda, ze
priblizn€ 10 000 typt proteind vytvari kompletni proteinovou sadu (tzv. proteom) jakékoliv
mnohobunécného organismu.

4.9. Nekodujici RNA (ncRNA), miRNA, siRNA, RNAi

Velké pozornosti se v posledni dobé tési tzv. nekédujici RNA molekuly (ncRNA), které byly
identifikovany jak experimentalné tak i nalezeny v genomovych databazich pomoci nastroji
bioinformatiky. Podle nékterych by mohly tyto molekuly RNA predstavovat komplexni
regulaCni systém paralelni s regulacnimi systémy na bazi proteini. Jejich existence by také
mohla vysvétlit 1 vyssi slozitost savca oproti niz§ich organizmim (hmyz, Cervi) pfi zachovani
podobného poctu genti. Nejznaméjsimi predstaviteli nekodujicich molekul RNA jsou miRNA
(microRNA) a siRNA (small interfering RNA). Jedna se o dvouretézcové molekuly RNA o
délce 21-26 part bazi, které vznikaji z delSich dvoufetézcovych RNA prekurzord §tépenim
enzymem oznac¢ovanym jako Dicer. Pracuji pak v kombinaci s proteiny vazicimi se na RNA
za vzniku komplexu oznacovaného jako RISC (RNA induced silencing complex). Jak miRNA
tak 1 siRNA pfi svém fungovani vyuzivaji mechanizmu protismyslné (antisense) nukleové
kyseliny, a tak sekvenéné-specificky inhibuji translaci €1 integritu cilové mRNA. Tento jev se
nazyva RNA interference (RNAi) a uplatiiuje se pfi Sirokém spektru procestt od odpovéedi na
patogenni exogenni 1 parazitické endogenni nukleové kyseliny pfes genovou regulaci az po
ovliviiovani struktury chromatinu; od regulace poc¢tu bakterii az po inaktivaci chromosomu X
u savcl.

4.10. Vznik novych genu, uloha duplikaci v evoluci genomu

Novy gen vznika ve vétsin€ pfipadu z jiného genu. Disledkem toho je skuteCnost, ze geny
se Casto vzajemné podobaji. Podobné geny pak tvofi rodiny a nadrodiny, které je mozné tadit
do genealogickych stromti. V genomech vyssich eukaryot se nachazi 10-40 tisic gent. Naproti
tomu, pocCet exond, znichz jsou tyto geny tvofeny, se pohybuje vfadech stovek nebo
maximalné tisict, je tedy vyrazné nizsi. Jesté nizsi bude ziejmé pocet tzv. genovych moduld,
jeste kratSich jednotek tvoficich exony.

Byla popsana fada mechanizmu vzniku novych genu. Hlavnimi je duplikace gent, kdy si
jedna kopie zachova puavodni funkci a druha kopie ziska funkci novou. Tento proces se
nazyva neofunkcionalizace. Ve vétSiné piipadi se vSak druha kopie stane nefunkénim
pseudogenem, ktery sbira mutace a degeneruje. Jedna se o tzv. pseudofunkcionalizaci. Pouze
vyjimecné druha kopie koduje uziteCny produkt. Rozdily jsou také vtom, jak rychle



duplikovana kopie genu ziska novou funkci, zda rychle nebo az po delsi dobé. Novy gen
muze vznikat i pouhym preskupovanim svych vnitfnich casti — exontl — nebo duplikaci exon.
Pfi tzv. subfunkcionalizaci mutace poSkodi odlisné casti dvou kopii genu, takze vysledny
produkt vznikne komplementaci dvou neautonomnich produktl, vétSinou se vsak jedna o
subfunkcionalizaci na urovni regulac¢nich oblasti. Dal§im mechanizmem je transposice a
retropozice, které mohou zpusobit, ze preneseny gen nebo jeho Cast se dostanou do nového
sekven¢niho kontextu, napt. do blizkosti jinych regulacnich sekvenci ¢i pfimo do jiného genu
za vzniku fuzniho genu. Novy gen muize vzniknout i fizi sousednich dvou genli a naopak
jeden gen muze byt rozStépen na dva geny. Organismy mohou ziskat geny i pienosem
z jinych organismu, tzv. horizontalnim neboli lateralnim pfenosem, coz je bézné predevsim u
bakterii. Tento prenos mize dokonce preménit neSkodnou bakterii v patogenni. Ve vzacnych
pfipadech mohou geny vznikat i de novo z plivodné nekodujicich sekvenci, napf. z intrond
(napf. gen Sdic u drozofily). Casto viak dochazi pii vzniku genti ke kombinovani vice
mechanisma.

Pro geny stejného plivodu (homologni geny) se bézn€ pouzivaji terminy paralogni a
ortologni geny neboli paralogy a ortology. Geny, které vznikly duplikaci a naslednou
diverzifikaci v ramci jednoho druhu se oznaduji jako paralogy. Casto maji odlignou funkci.
Naopak ortology jsou homologické geny urtznych druhli majici spolecného predka a
vétSinou plni podobné funkce.

Nejrychlejsim zptisobem zvySeni pocCtu geni v genomu je duplikace celého genomu.
Chybou v meidze se mohou vytvofit diploidni gamety misto haploidnich, a jejich fuzi vznikne
polyploidni, v tomto pfipadée tetraploidni organismus. Polyploidie je pomérné Casta u rostlin.
Podle nekterych nazort lze najit stopy duplikaci genomu (pred 200 a 80 miliony let) u vSech
dnesnich rostlin. K obdobnym duplikacim genomt doslo i v evoluci obratlovca. Kdysi davno
byl zdvojen i genom kvasinky. Nasledné po polyploidizaci mize dojit k restrukturalizacim
genomu, coz muze vést ke tvorbé novych genovych komplexa, a tak ke zrychleni evolucnich
procesu. Polyploidizace je evolucné uspésna snad i proto, ze vede ke zvySeni poctu vSech
genl stejné, aniz by tak vyrazné ovliviiovala rovnovahu mezi geny. Prestoze byly popsany i
mechanismy vedouci ke zmenSovani genomd, zda se, Ze navrch maji procesy vedouci k jejich
zvétSovani.

4.11. Geny nedavno vzniklé na prikladu genu jingwei, sphinx, Sdic
Vroce 1990 byl objeven u skupiny africkych drozofil objeven noveé vznikly gen. Byl
pojmenovan jingwei. Tento gen vznikl pfed 2 miliony let u pfedka dvou druhti drozofil D.
yakuba a D. teissieri. Zakladem pro vznik nového genu byl gen yellow-emperor. Ten se
zduplikoval, jedna kopie zustala aktivni a do tfetiho intronu druhé kopie se retrotranspozici
prenesl (jako fuzni exon) gen Adh, ktery koduje alkoholdehydrogenazu. Gen Adh si nesl
vlastni terminacni signal na 3-konci. Exony pivodniho genu yellow-emperor lezici napravo
od v€lenéného genu pro Adh proto zdegenerovaly. Tak vznikl novy gen oznaceny jako jinwei.
Jedna se o krasny priklad dokladajici kombinaci exon pivodné dvou riznych geni, ¢imz
vznika nova struktura proteinu. Také to doklada, ze ptivodni gen musel byt duplikovan, aby
byla druha kopie volna pro evolu¢ni experiment vedouci ke genu s novou funkci. Skutecnost,
ze k fazi gent doslo v intronu, svéd¢i o jejich uloze pfi vzniku novych genti mechanizmem
kombinace exonti. Gen byl pojmenovan po princezn€ Jingwei, dcefi prvniho Cinského cisare
Yandeho. Ta velmi rada plavala az se jednou utopila pfi koupani v mofi a poté se prevtélila
v krasného ptaka, ktery se snazil zabranit tragedii jinych tim, ze nosil do mofe kaminky. Gen
jingwei byl totiz nejprve povazovan za nefunkéni pseudogen a az po né&jaké dobé se
,prevtelil do nového funkéniho fuzniho genu.

Podobnym ptikladem vzniku nového genu je gen Sphinx (spx) u D. melanogaster, jehoz
stafi je pouhé 2 miliony let. Ke vzniku genu sphinx doslo tak, ze genu pro ATPazovy fetézec



F se v¢lenil do genu pro RNA. Tento piiklad doklada, ze vzniku novych genu se Gcastni nejen
geny kodujici proteiny, ale 1 geny pro RNA.

Gen Sdic je noveé vznikly gen u D. melanogaster, ktery vznikl fuzi genu AnnX pro annexin
a genu Cdic, ktery kéduje polypeptidovy fetézec cytoplazmatického dyneinu. Fazi se spojil
ctvrty exon genu AnnX se tfetim intronem genu Cdic. Dostaly se tak do blizkosti tfi
potencialni promotory, které mohou zajiStovat expresi specifickou pro varlata. Dva jsou
odvozeny z genu AnnX a jeden z intronu genu Cdic. Fuzni gen Sdic se nachazi v tandemové
uspofadanych deseti kopiich lezicich mezi rodiCovskymi geny Cdic a AnnX. Tyto geny se
nachazeji na chromosomu X. Vznik genu Sdic pfedstavuje ptiklad, kdy ke vzniku nového
genu vedla duplikace pavodnich genu, jejich flze a nasledny vznik novych promotort
zajistujicich tkanove specifickou expresi. Fuzi vznikl novy exon koédujici N-konec peptidu.
Ke vzniku genu doslo pfed méné nez 3 miliony let.

4.12. Vznik AFGP genu a konvergentni evoluce

Dal§im ptikladem zajimavého vzniku nového genu je vznik genu pro nemrznouci
glykoprotein, AFGP (antifreeze glycoprotein). Byl objeven u ryb zijicich v polarnich
oblastech, jak v Antarktidé tak 1 v Arktidé a ma odliSné formy — antarktickou a arktickou.
Jedna se o protein, ktery brani rtustu krystalli ledu a tim zmrznuti krve. Antakticky AFGP
vznikl pred asi 10 miliony let, praveé v dob€, kdy doslo k prvnimu zamrznuti polarnich oblasti.
Arkticky AFGP vznikl ptfed 2.5 miliony let. Prestoze obé formy genu AFGP vznikly
z riznych gend, oba obsahuji dlouhé useky kodujici tripeptid Thr-Ala-Ala, ktery vaze ledové
krystalky. Antarkticky AFGP vznikl z funkéné zcela nepfibuzného genu pro travici enzym
trypsinogen tak, ze byly zachovany oblasti genu na 5°-konci a 3‘-konci a uvnitt byl
mnohonasobné amplifikovan segment kodujici tripeptid Thr-Ala-Ala, zfejmé v dusledku
prokluzovani polymerazy pii replikaci genu. Naopak arkticky AFGP nema zadnou homologii
s genem pro trypsinogen. Vznik geni AFGP je tak nadhernym piikladem konvergentni
evoluce. Tyto geny vznikly nezavisle z riznych predkt u velmi vzdalenych organizmt avsak
evoluce je dovedla v podobnych prostiedich k podobnému vysledku.

4.13. Vznik novych genu Stépenim a fuzi

V nékolika z mnoha kompletné osekvenovanych genomech byly sledovany homologické
geny (ortology), které byly v nékterych genomech rozstépeny do dvou ¢i vice genu, zatimco
v jinych tvofily pouze jeden gen. Bylo zjisténo, ze pocet genu vzniklych fuzi vzrustal s
rostouci velikosti genomu. V evoluci tedy ziejmé prevladaly fuze gent nad jejich Stépenim.
Prevaha fuzi nad stépenim je logicka, protoze pro organizmus je vyhodné také fyzické spojent
funkect, které spolu biologicky souviseji.

Zvlastni postaveni zaujimaji termofilni organizmy, u nichz byl zji§tén zvySeny vyskyt
Stépeni gend. Vysoka teplota a teplotni fluktuace totiz vedou k replikatnim chybam a tim k
vyssi frekvenci mutaci, které zpusobuji rozstépeni gent. Rozstépené geny mohou byt také
pouze adaptaci k vyssim teplotam, vzhledem k Castym chybam u termofilnich organizmu, jez
jsou umeérné délce genu, je vyhodnéjsi rozdélit informaci do oddélenych podjednotek
tvoticich proteinovy komplex.

4.14. Vznik novych genu Fizenou evoluci

Védci se snazi pripravit umélé geny, které by kodovaly proteiny s pozadovanymi vlastnostmi,
anebo aptamery - molekuly RNA vazici se siln¢€ na nekteré proteiny. Hlavnim pfistupem jsou
experimenty typu SELEX, kdy dochazi k selekci (evoluci) in vitro. Predstavme si, Ze chceme
ziskat molekulu RNA vazici se siln€ na urcity protein. V prvnim kroku vezmeme pozadovany
gen, ktery chceme ,,vylepsit“ z hlediska sily vazby jeho RNA na urcity protein a tuto sekvenci
amplifikujeme pomoci PCR. Pouzijeme ptfitom vSak polymerazu, ktera déla casto chyby, ¢imz



vznikne populace vzajemné se liSicich molekul DNA. Tyto molekuly poté prepiSeme do
molekul RNA a nechame je navazat na imobilizované proteiny. Nejsilnéji navazané molekuly
RNA potom piepiSeme reverzni transkriptazou do DNA a pouzijeme na dalsi kolo ,,chybujici
amplifikace. Tento cyklus generovani chyb a selekce nejsilnéji se vazicich molekul
mnohokrat opakujeme. Na konci tak ziskame pozadované molekuly RNA s nejsilnéjsi vazbou
na pozadovany protein. Podobnym postupem byly napftiklad ziskany kmeny virt rezistentnich
k protilatkam hostitele, coz je nutné pro uspés$nou genovou terapii. Horsi by vsak bylo, kdyby
se takové viry dostaly do rukou bioteroristt.

Dal§im pfistupem fizené evoluce jsou experimenty, pii nichz se smichaji dva
homologické geny pochazejici z odlisSnych druhi s cilem ziskat rekombinantni protein
s lepSimi vlastnostmi nez produkty puvodnich dvou genl, napfiklad gen pro rezistenci
k urcitému antibiotiku. Vychozi geny se fragmentuji a smichaji dohromady, ¢imz vznikne
fada kombinaci ptivodnich gend. Poté se pomoci polymerazy dosyntetizuji chybé&jici useky
DNA, geny se vpravi do bakterie a selektuji se klony s nejsilngjsi rezistenci. Takto byly
pfipraveny extrémné ucinné geny pro rezistenci k moxolactamu, kdy bakterie vlastnici novy
rekombinantni gen vykazovaly rezistenci ke 250x vy§s§im koncentracim antibiotika.

4.15. Horizontalni genovy prenos

Geneticka informace se normalné prenasi s rodi¢i na potomky, tento proces se oznacuje jako
vertikalni genovy prenos. Kromé& toho obCas dochazi i1 k tzv. horizontdlnimu (lateralnimu)
genovému prenosu, kdy organizmem, na ktery se prenasi geneticka informace neni potomek
darce. Horizontalni pfenos je Casty zejména u prokaryot, vyskytuje se vSak i u eukaryot. Je to
dal$i mechanizmus, kterym organizmus ziskava nové geny.

U bakterii st mohou vyménovat svoji genetickou informaci ¢asto 1 velmi vzdalené druhy.
Jedna se naptiklad o pfenos rezistence k antibiotikiim. Ne¢ktefi badatelé hovoii dokonce o
tom, ze bakterie zijici v urcitém prostiedi mohou vlastnit dohromady urcity soubor (pool)
gent, ktery si podle potfeby vzajemné puajCuji. Jsou znamy tii hlavni mechanizmy
horizontalniho pfenosu u bakterii — transformace, transdukce a konjugace. Transformace
spocCiva v pfijeti (absorbci) cisté DNA nachazejici se v prostfedi, pfi transdukci je
pfenaSeCem cizorodé DNA virus (bakteriofag), a pii konjugaci si bakterie vyméiuji
genetickou informaci pfi vzajemném kontaktu.

Horizontalni pfenos u eukaryot spoCiva v pfenosu genli z genomu chloroplasti a
mitochondrii do jadra. Tyto organely byly podle endosymbiotické teorie pivodné volné Zijici
bakterie podobné sinicim (pfedchiidci chloroplasti) a alfa-proteobakteriim (pfedchidci
mitochondrii). DNA pifenesena z organel do jadra se oznacuje jako promiskuitni DNA.
Dochazi také k prenosu genll z bakterii na nékteré houby, napt. kvasinku Saccharomyces
cerevisiae nebo z endosymbiotické bakterie Wolbachia na hostitelské druhy hmyzu.
Wolbachia je dokonce schopna timto pfenosem ovlivnit fenotyp napadeného jedince — zabiji
sameCky nebo méni samc¢i pohlavi na samici. V genovém inzenyrstvi se Casto vyuziva
fenoménu pienosu casti Ti plazmidu (T-DNA) z bakterie Agrobacterium tumefaciens nebo A.
rhizogenes, jez se zabudovava do genomu hostitelskych rostlin. Jsou znamy 1 ptipay, kdy se
na horizontalnim pfenosu podilely mobilni genetické elementy — transposony a
retrotransposony (napf. retroviry). Ke konstrukci fylogenetickych stromt u bakterii se Casto
vyuziva genu pro 16SrRNA, protoze tato sekvence je velmi konzervativni mezi riznymi
druhy a soucasné dostate¢né variabilni, aby bylo mozné méfit rozdily a evolu¢ni vzdalenosti.
Ukazalo se vSak, ze 1 tato sekvence podléha v nékterych ptipadech horizontalnimu genovému
prenosu a v nékterych ptipadech museji byt evolu¢ni stromy prehodnoceny.

Je tedy ziejmé, ze piirodni genetické inzenyrstvi, kdy dochazi k vyméné genetické
informace mezi Casto 1 velmi vzdalenymi druhy, je v pfirodé ¢asté. Méli bychom tedy spisSe



nez o stromu zivota hovofit o siti zivota, kde horizontalni genovy pfenos predstavuje pficné
spojky mezi hlavnimi evolu¢nimi vétvemi.



