Genetické haraburdi - repetitivni DNA

Repetitivni DNA

DNA eukaryot a takéloveéka obsahuje zigay podil nekddujicich sekvenci. Tak jako kédujici
DNA i nekddujici nize byt unikatni anebo seite nachazet v genomu ve vice identickych
nebo podobnych kopiich. Sekvence DNA s vysokym ratvith kopii se nazyvaji repetitivni
sekvence. Pokud jsou kopie sek#eimo motivu v blocich, vad za sebou, hovamne o
tandemovych repeticich, od nich odliSujeme repetitsekvence rozptylené v genomu jako
jednotlivé kopie (rozptylené repetice - anglickjeirspersed repeats).

Podstata rozptylenych repetic - transpozony

VétSina rozptylenych repetic vznika procesem trangeozoz je "skakani" segmentu DNA
na jiné misto genomu. RozliSujeme v podsthia typy transpozibilnich elem&nDNA,
neboli transpozain DNA transpozony a retrotranspozony. Hlavni skypozptylenych
repetic se schopnosti transpozice jsou schematickyorkny na obr. 1.

DNA transpozony

DNA transpozony jsou Vv lidském genomu povazovanwaétivni, diky akumulaci mutaci v
pribéhu fylogeneze obratlovc a tak nizeme najit pouze jejich evaioe staré zbytky, neboli
"fosilie”. Nicmére aktivni transpozon odvozeny z lidskych fosilniténeenti maze byt
"vyroben" s pouzitim informaci ziskanych z lidské&enomu i genomu ostatnich obratlovc
Jednim z fikladd je transpozon "Sleeping Beauty" (Sipkovi&Bnka), ktery by se mohl
nap. stat zakladem dalSi generace genové terapie vilikyspecifickému mistu integrace,
nez je tomu napu retrovif. Jak funguje typicky DNA transpozon? Jadrem jeveake
kédujici enzym transpozazu. Tento enzym se vazg@ma kondm repetitivniho elementu,
které jsou tveéeny invertovanymi repeticemi. Tyto invertované kesctedy mohou
"vymeénit" rettzce a stabilizovat tak strukturu stopkagkl, nezbytnou pro aktivitu
transpozazy. Transpozaza pak ¥gstranspozon a liguje takto vzniklé volné konce
chromozomalni DNA. [Tér shodny mechanismus jeny béhem maturace gérpro
imunoglobuliny (V-D-J rekombinace) a TCR (T-celteptor, receptor T-lymfocytu)ip
vyStepeni mezilehlych sekvenci. Je zajimave, Ze enzyaiyizajici tuto reakci (skladé se z
dvou podjednotek RAG1 a RAG?2) se skukepravdpodobr vyvinul z transpozazy.].
Uvolnény komplex transpozon-transpozaza se vaze na gpgcsiekverini motiv jinde v
genomu, transpozazapt hostitelskou DNA a liguje transpozon na novétmi$akto se
transpozon pohybuje mechanismem vyjmout-vloZit énd paste) a get kopii Zistava
stabilni.

Retrotranspozony

Zaprveé jsou daleko hojisi, primo tvai nejmért 45% lidského genomu (odhady semi, ale
mnoho vyzkumnil véii, Ze by to milo byt vice, nebt starobylé retrotranspozony které byly
inaktivovany, divergovaly diky mutacim tak, Ze jg@unerozeznatelné). Zadruhé jsou
retrotranspozony v lidském genomu stéle aktivni.



Pro "sk&kani" vyZzaduji butiné RNA polymerazy (Il nebo 1), kterymi jsodgpsany do
RNA, zatimco jgvodni kopie #stava na svém mistRNA kopie podléha reverzni transkripci
do DNA, kterd je vloZzena do genomu na nové misyto €lementy tedy expanduji (co do
mnoZstvi) mechanismem duplikace (kopirovat-viaopy and paste). Jak je dale popsanu
pro L1 retrotranspozon, proces retrotranspozicégylny k fiznorodym chybam, a tak jsou
now vzniklé kopie ¥tSinou inaktivovany delecemi nebo bodovymi mutacdtmotoze je
vétSina kopii inaktivni, dalSi expanze dané rodirtyoteanspozon je fizena gkolika

aktivnimi uplnymi elementy. Avsak i kdyz by pagidoéhem fylogeneze doslo ke zt¢atSech
aktivnich elemerit, genom niZe byt doslovaigplnén fosilnimicleny dané rodiny sekvenci.

Retrotranspozony mohou byt dale klasifikovany jakitonomni nebo neautonomni.
Autonomni retrotranspozony kéduji proteiny nezbyknéjich transpozici, &oli pro Usgsné
"skakani" jsou také zavislé na hostitelovych RNAypwerazach a enzymech opravujicich
DNA. Neautonomni retrotranspozony nekdduji proteimyusi tak zneuzit enzymy jiného
transpozonu aby byly schopné transpozice.

LTR retrotranspozony - endogenni retroviry

Endogenni retroviry, také nazyvané LTR retrotragspy, [Fipominaji svym sloZzenim

proviry skuté&nych retrovifi - obsahuji LTR (long terminal repeats, dlouhé iaéimi

repetice) a gengag, pol, env aprt, ale alespi jeden z getn nezbytnych pro sestaveni
infekénich virovych¢astic je mutovan nebo chybi, zviase to tyka genenv. Proto se

mohou endogenni retroviry pohybovat pouze wimirek, jinak je jejich Zivotni cyklus
podobny infeknim retrovitim, jako je HIV. Akoli jsou endogenni retroviry aktivni u mnoha
savdi, v¢etré Simpanze, lidsky genom v stasné dob obsahuje pouze fosilie endogennich
retrovimi (mutované a neschopné transpozice), kteréagsi 8% genomu. Intaktni
endogenni retroviry jsou dlouhé 7-9 kb, ale stgfko u L1 retrotranspozonu (viz dale)
mnoho z nich je zkracenych, zejména na 5 kabasto také mzeme najit pouze samostatné
LTR, jako vysledek integrace retroviru a naslednéachromozomalni rekombinace mezi
ob¢ma LTR nebo nerovnokmé rekombinace dvou homolognich chromo#amdouci k
deleci kddujicicésti retroviru (viz obr. 5).

Non-LTR retrotranspozony
LINE

LINE (long nterspersedutlear éements = dlouhé rozptylené jaderné elementy) jsou
autonomni retrotranspozony. Tasi 21% lidského genomu. Aktivni elementyiplat
milionu kopii L1 v naSem genomu, skoro 10 000 miaady velikost a asi 100 je stale
schopno retrotranspozice. Aktivni L1 element jeutifpasi 6 kb a obsahuje dva dtewécteci
ramce (open reading frames), ORF1 a ORF2. 5" UTiRgnslated region, négkladana
oblast) funguje takeé jako promotor, 3" UTR obsalsigmal k polyadenylaci. Funkce ORF1
neni jasna, zndmo je jen, Ze se vaze na L1 mRNA2Zaf®sahuje doménu s aktivitou
reverzni transkriptazy a endonukledzovou domémrueazymem zodp@dnym za integraci.
Zivotni cyklus L1 zaina transkripci L1 DNA buftnou RNA polymerézou Il a standardni
maturaci v mMRNA molekulu. L1 mRNA je transportovalmacytoplazmy, kde je syntetizovan
protein ORF1. Pak je translace reiniciovana natimim mist pro vstup ribozomu" (internal
ribosomal entry site, IRES) (proces to nekanonikim neefektivni u eukaryot, a tak jédmst
L1 mRNA molekul ziska gy protein ORF2). Oba proteiny se po své translapradler



vazi na L1 mRNA. Tento komplex protein-mRNA je sportovan do jadra. ORF2Zpt
chromosomalni DNA v cilovém més(cilové misto neni Upénspecifické jak je tomu napv
piipads restrikknich endonukleaz, ale je zdeita preference pro sekvence bohaté Aa T,
misto S&peni je piblizné TT/AAAA). Stépeni DNA je nerovnorrné (vytvai se kohezni
konce). Volna 3" OH skupina na jedné stratipené DNA molekuly je uzita reverzni
transkriptazou proteinu ORF2 k zahajeni syntézyimoiettzce cDNA (target primed
reverse transcription, reverzni transkripce s cilosekvenci jako primerem). Detailni
mechanismus syntézy druhélettzce cDNA je staleiednttem diskuse, proces vSak kon
stabilni integraci dvouvlaknové L1 DNA na novém hgenomu. Diky stugovitému zlomu
cilové DNA vyrobenému endonukleazou transpozonatggrovany L1 element obklopen
duplikaci cilového mista o velikosti 7-20 pdrazi (bp = base pairs) (obr. 2). Reverzni
transkriptaza je &tSinou neschopna ukeéibh syntézu prvnihdetézce, coz vede ke zkraceni
nové kopie na 5" konci (obr. 3A). Reverzni transtéza také nema 3" - 5’exonukledzovou
aktivitu a takéasto zavadi do nové kopie bodové mutace. Je zaginial.1 mRNA je
exprimovana zejména v meiotickych a postmeiotickssrmatocytech, zvysujic tak
potential L1 pro expanzi (kopie introdukované toozi&né linie jsou na rozdil od novych
somatickych integraciedic¢né).

Neautonomni retrotranspozony - SINE

SINE (short interspersedutlear éements = kratké rozptylené jaderné elementy) jgpicky
kratSi nez 500 bp a nemaji zadny kodujici potenkli@vni rodinou SINE @loveka jsou Alu
elementy (jméno je odvozeno od jejich objevu spéjen s parem konzervovanych
restrikinich mist pro endonukleazu Alul). Vice nez 1 mil&in element tvori asi 11%
lidského genomu. Alu elementy sdili konsenzus 38Rtbry je gibuzny a byl patré

odvozen z RNA podjednotky SRP (zvané 7SL RNA). $$tghal recognition particle =
¢astice rozpoznavajici signal) je ribonukleoproteinkomplex, ktery rozpoznava signélni
peptid, vaze se na&jma premisti komplex ribozom-mRNA-nascentni peptid kedkan
endoplazmatického retikula (ER), skrgznje nascetni peptid translokovan do lumen ER nebo
integrovan v membra&nER. Alu jsou, stejtijako gen pro 7SL RNA transkribovany RNA
polymerazou lll. Alu RNA vaze dva proteiny SRP (24). Pravdpodobr se tak nize Alu
vazat na ribozom a diky svému "ocasu" bohatéemuleaia také (pokud ribozom zrovna
zpracovava LINE-1 mRNA) na nascentni protein OREReuzit ORF2 k reverzni trnaskripci
a integraci vlastni RNA a nikoli LINE-1 (obr. 4).

Funkce transpozoni

Z bezprostedniho pohledu nemaji transpozony Zadni@aatou funkci v buice - hovdi se o
"starém harampadi” - odpadni DNA (junk DNA); nebsabbecké DNA, neliose transpozony
propaguiji na ukor butnych energetickych zdnbj Z SirSiho Uhlu pohledu tiie byt mobilita
retrotranspozaindalezita pro plasticitu genomufiRezitostna inzerce do genuie vyradit
gen z funkce a zsobit d&dicné onemocEni (obr. 3C). LTR a LINE elementy mohou také
meénit genovou expresi, pokud se inzeruji do blizkogtkého genu, nebd_TR a LINE
5"UTR maji silnou promotorovou aktivitu v obou &ech (obr. 3F).

ProtoZe méa LINE-1 retrotranspozon relatiwtaby polyadenykani signdl, stava se, Ze RNA
polymeréaza Il se skrzépprocte, a tak ppoji k L1 mRNA i nasledujici sekvenci, ktera
podlehne reverzni transkripci &gunu na nové misto. Takige byt LINE-1 vektorem pro
mobilitu samostathnemobilnich sekvenci. Navic jsou retrotransponévapie L1¢asto
zkracené na 5°konci, a tak se mobilizovana DNAréje na 3 konci) rize dostat na nové



misto i beze zbyikL1 sekvence. To fize mit vyznam hlavhpro mobilitu menSich DNA
fragment - nag. k vymené exoni mezi geny (obr. 3D).

Retrotransposice L1 e dokonce vyustit v delece a inverze, jako na 3ibr.

Ztidka je normalni buitnd mRNA gedmétem reverzni transkripce a transpozice enzymem z
L1 nebo z jiného retrotranspozonu. V tomigppc dochazi k duplikaci genu. Nova kopie se
nazyva "procesovany pseudogen” (processed pseuslpgeitd je odvozena ze zralé
"zpracované" mRNA bez intrdna je obvykle nefunii, diky chykjicimu promotoru (obr.
3B). Zidka vSak nize procesovany pseudogdiijmout novou funkci pod selekim tlakem.
Velmi znamy piklad je gen pro podjednotku Elalfa pyruvatdehydr@gy. Tento gen
(PDHAL) lezi u placentalnich savoa chromozomu X. Ale exprese mnohaigea
chromozomu X je v gibéhu spermatogeneze zastaveri@int PDHAL, &koli jeho produkt

je nezbytny pro funkci vSech b&in Tato chyljici funkce byla ¢ividné zachragna
retrotranspozici: na chromozomu 4 se nachazi vetmiobny gen PDHAZ2, ale tento gen
postrada introny - a to je pro procesované pseudogpické. Vysoce exprimované
"provozni" (housekeeping) geny maji satfepae vétSi pravédpodobnost retrotranspozice.
Nachazime tak mnoho procesovanych pseudogemribozomalni proteiny, glykolytické
enzymy, beta-aktin, a podahrProcesované pseudogeny by gbnbyt zangnovany za
druhou kategorii "ob§ejnych" pseudogen které vznikaji duplikaci genomické DNA (rfap
pseudogeny ve skugigeni pro hemoglobin) a zachovavaji protivpdni strukturu (exony,
introny, promotor...i kdyZz s porusenou funkci).

Bylo objeveno #kolik geni pifimo odvozenych z retrotranspofoosledni fidavek je gen
Pegl0 (paternally expressed 10, pateghékprimovany gen 10), odvozeny z LTR
retrotranspozonu z rodiny Ty3/gypsy (velmi podobetyotranspozon byl nalezen v aktivni
formé u ryby fugu {Takifugu rubripes}). Peg10 je nezbytoro vyvoj placenty u mysi a
stejnou funkci bude mit pravdodobr u ¢loveka. Jiné piklady zahrnuji geny pro syncytin,
odvozené z endogennich retrévar rodiny HERV-W. Produktyéthto geti jsou dilezité pro
vytvoreni syncytia z busk trofoblastu, mechanismugze membranifjpomina vstup
retroviru do buiky.

| neaktivni repetitivni elementy t8uji plasticitu genomu tim, Ze podporuji
mezichromozomovy nerovnammy crosing-over nebo intrachromozomovou rekomhinac
(obr. 5).

V neposlednfad se spekuluje o tom, Ze by transpozony mohly gjékou realnou
fyziologickou funkci, nap proto, Ze jejich exprese je obé&éavySena Bhem stresové
odpowdi. Ale rizné hypotézy, které mohou byt koncipovany na z&aklovych pozorovani
jsou v sodasné dob zcela nepotvrzené.

Tandemové repetice

Tandemové repetice jsou temy za sebou jsoucimi identickymi a nebo &&identickymi
jednotkami. Tolik se vSakizni v délce jednotky repetice i celé repetice gZkakoli
klasifikace neuspokojiva, a je nutno ji brat "curamp salis”. Nej¥tSi repetice, které maji
dendenci byt sloZzeny z relati&dlouhych jednotek se nazyvaptelity. Jméno satelity je
pochazi z centrifugace DNA v hustotnich gradient®djprve, Bhem konveni izolace
DNA, je tato gednmetem namahani smykem (shear stress), s vysledngunémataci DNA (in
vivo obsahuje jeden chromosom v G1 fazi 1 molekNA). Tyto fragmenty mohou byt



centrifugovany v hustotnich gradientech tak, Zeekaly DNA obsazuji v gradientu mista se
stejnou hustotou prastdi jako ma molekula DNA. &Sina DNA vytvdi jednotny "prouzek®.
Ale fragmenty DNA se signifikanthodliSnym obsahem CG/AT, #pobenym nap

rozsahlymi monotonnimi repeticemi vytvonért intenzivni gidavné "satelitni" prouzky.
Oznaeni satelitni DNA bylo poziji rozSireno a zahrnuje i podobmepetitivni sekvence,
které vSak nevytwatyto satelitni prouzky. Primarni jednotky repetic satelii jsou
riznorodé, od GGAAT u satelitu 2 a 3 az po 171 bfjausatelitu. Ale tyto primarni jednotky
jsoucasto degenerované, giymi nepravidelnostmi. Tyto nepravidelnosti se moh
periodicky opakovat a tak tyib sekundarni jednotky. Satelitni DNA je hojna Jaxti
centromer a konstitutivniho heterochromatintesd®oze je lidsky genom povazovan za @pln
sestaveny, oblasti centromer a heterochromatinhoijisé satelitni sekvence nejsou zahrnuty,
neba’ sekvenovani takovych oblasti jetzmnych divodi problematické (absence fiahych
restrikinich mist, obtizné sekvenovani, t#memozné sestaveni jednotlivych sekvenci do
tzv. kontigu apod.). Z mnoha satélitachazenych v oblasti centromer fivedina alfa
satelitu (s primarni jednotkou dlouhou 171 bp) depodobr funkéni jadro centromery,
neba’ je dilezita pro "poskladani* kinetochorgtem bugcneho @leni (nekteré proteiny
kinetochory se vazi na alfa satelit v centréeng tim zahajuji sestavovani kinetochory).
Funkce ostatnich satdlijfe neznama, jsou povazovany obvykle za odpadnk)jDNA.

Minisatelity jsou kratSi tandemoveé repetice, v rozsahu kilghdaeré se vice vyskytuji v
subtelomerickych oblastech chromozZiordsou obvykle vysoce polymorfni co daiho
opakovani jednotky repetice (mnoho alel v populagohou byt pouzity jako genetické
markery - VNTR (variable number of tandem repeatsiriabilni mnoZstvi tandemovych
repetic). VNTR jsouwasto filis dlouhé pro amplifikaci pomoci PCR a jsou tutyigicky
stanovovany pomoci Southernova blotu (a jejichbabtudiz klesa). 8kdy se uvazuje o tom,
Ze by rgkteré minisatelity mohly mit regulai funkce, jako nap VNTR v promotoru
inzulinového genu, kde bylézna délka VNTR asociovanainymi typy diabetu. Jedna z
alel insulinového VNTR je zobrazena na obr. 7. oy lidskych chromozotn tvorené
n¢kolika kilobazemi hexamerové repetice TTAGGGipaizsahem také k minisatelin, i
kdyz vznikaji specifickym mechanismem - pomoci enaytelomerazy. Telomeraza je
sloZena z bilkovinné podjednotky a z RNA podjedgatksahujici sekvenci komplementarni
k TTAGGG, které slouzi jako templat pro elongatoneery (bilkovinna podjednotka je
piibuzna reverznim trankriptazdm non-LTR retrotragspd). Nicmérgé se mohou telomery
elongovat i pasiv®y mechanismem nerovn@mmého crossing-overu (obr. 5D), rfap
nadorovych biikkach.

Mozna by stalo za to na tomto ndgighovu gipomenout, Ze sekvence lidsého genomu
zahrnuje euchromatické useky, oheamé proximala (ale nezahrnujici) centromerou a
pericentromerickym heterochromatinem a distdélomery, které také, spolu se
subtelomerickymi oblastmi, nejsou obsazeny

Microsatelity jsou zpravidla tvileny opakovanim 1-5 bp, s mnozstvim opakovéidka
prekraiujicim stovky. Nejastjsi jsou dinukleotidové repetice, ze kterydeyazuje typ
(CA)n. Mikrosatelity jsou v genomu veliéasté, vysoce polymorfni a jséasto pouzivany
jako genetické markery {ilady mikrosatelii jako genetickych markérjsou v kapitole o
genetickém mapovani).

Nemoci zpisobené expanzi trinukleotidovych repetic



Pokud jsou uvnitnebo v blizkosti gan mohou mit mikrosatelity, resp. jejichzna délka,
zavazné tdsledky, nap. v heterogenni skupirmonogennich nemoci podnifrych expanzi
trinukleotidovych repetic. Nejzn&$im prikladem je Huntingtonova chorea, fatélni
neurologické onemoeni s nastupem v do&lpsti, projevujici se jako demence s
extrapyramidovou poruchou motoriky. V genu pro mgtin je repetitivni sekvence (CAG)n,
ktera kdduje usek bilkoviny tveny zbytky glutaminu (polyglutaminovy usek, poly@gloine
tract). Za normalnich okolnosti maji lidé n¢érez 20 trinukleotid CAG a tedy i glutamitn v
huntingtinu, kde tyto tvid dilezitou doménu pro interakce s jinymi proteiny. Badlse vSak
mutaci toto mnozstvi 268i nad 30 glutamii protein nepracuje spra¥ifjak presre je
predmétem rozsahlého vyzkumu a je mimo rozsah tohotajextryslednym progresivnim
odumiranim neuranv nucleus caudatus. U jiného onemidnmyotonické dytrofie (svalova
dystrofie se svalovou slabosti provazenou paratiaxySenym svalovym tonem) se nachazi
patologicka expanze trinukleotidu CTG v 3" kedpaddané oblasti genu DMPK (dystrophia
myotonica protein kinase). Mutantni mMRNA ma sansal@ patogenni potencial, Skodi
praveEpodobr sekvestracitiznych trankrignich faktofi. DalSi giklady "expanznich”
onemocgni viz kapitolaNemendelovskadtlicnost

Mechanismy expanze/zmenSeni tandemovych repetic

Prvnim mechanismem, kteryigpiva k polymorfismu tandemovych repetic je nexwirny
crossing-over. To je typické zvl&§bro &tSi repetice (obr. 5D). malé mikrosatelitni repetic
casto n&ni svoji délku diky chybamipsyntéze DNA, na mechanismem "klouzani"
polymerazy (obr. 8). N&ele replikace neni dvojita Sroubovice DNA fedktrémm stabilni a
podléh&a vyznamnym termalnim fluktuacim. Pokud pfaNA polymeraza replikuje
mikrosatelit, DNAretézce Ehem fluktuace nemusi reasociovat exakale s posunem o
nekolik jednotek repetice. Tento mechanismus je eadil rekterych tym repetic, které
mohou stabilizovat metastabilni stavy tvorbou detizcové kltky, nag. CAG/CTG
trinukleotid.

Odkazy

Repetitivni sekvence jsou ukladany do centralralaae, Repbase (bohuZzéinpé pouziti
Repbase je vyhrazeno pouze akademickym institucittp).//www.girinst.org/

Existuji také specializované databaze, pokryvgitintkteré aspekty, jako je naplatabaze
lidskych endogennich retrovirhttp://herv.img.cas.cz/

RepeatMasker je gdacovy program provagjici identifikaci repetitivnich sekvenci pomoci
Repbase a jejichifpadné maskovani v dané sekvencirnkusnadini objevovani gein
http://www.repeatmasker.org/cqgi-bin/WEBRepeatMasker

SRPDB (signal recognition particle database) pagkytekvence a strukturni data ve vztahu
k funkci SRP http://psyche.uthct.edu/SRPDB/SRPDB.html

AluGene je databaze Alu elemérkteré se dlenily do geri kddujicich proteiny.
http://alugene.tau.ac.il/

L1Xplorer je databadzeémovana detekci a anotaci intaktnich L1 element
http://11xplorer.molgen.mpg.de




Obrazky

Obr. 1 Razné tridy transpozoni objevujicich se v lidském genomu

A: Non-LTR retrotranspozony. LINE (long interspedgepeats, dlouhé rozptylené repetice)
jsou zastoupeny LINE-1 (L1). Element dlouhy 6 kisaluje dva otéenécteci ramce.ORF2
obsahuje doménu s endonukledzovou aktivitou (emgreni trankriptdzovou aktivitou (rvt) a
také domeénu bohatou cysteinem (C-rich). 5takiddana oblast (5"UTR) obsahuje interni
promotor pro RNA polymerazu Il (u obvyklého genwpjemotor ged 5’UTR). 3°
negrekladana oblast obsahuje kanonicky polyademylaignal (AATAAA) a polyA konec
(ten se také v genech norméahmevyskytuje, fidava se az k mRNA prdasidnictvim polyA
polymeréazy). L1 je obklopen duplikaci cilového raiktera vznika &éhem reverzni trankripce
(viz text a dalSi obr.).

B: LTR-retrotranspozon - endogenni retrovirus. \igaena je typicka struktura retroviru,
resp. proviru, tj. formy integrované do DNA. Endagéretroviry mohou byt na drovni
sekvence odliSeny od infekich na zaklatibodovych mutaci nebo deleci v genech
nezbytnych pro sestaveni intekch¢astic - ¥tSinou je to gen env (envelope = obal). gag
(group specific antigen = skupinbgpecificky antigen) je protein nukleokapsidy. pol
(polymeraza) ma aktivitu reverzni transkriptazytpro syntézu prvniho a druhéteézce
DNA, aktititu RNazy H pro &peni RNA v hybridu RNA/DNA po syntéze prvnikeizce a
aktivitu integrazy (int) (i cilovou DNA a liguje retrovirus do tohoto mistpjt (protedza)
je nezbytna pro sestavovani viradéstice tim Ze 8pi proteinové prekurzory (n&pgag a pol
jsoucasto syntetizovany jako jeden velky polyprotein)R_(long terminal repeats, dlouhé
terminalni repetice) jsou identické sekvence naudmncich retroviru. Kazdy LTR je slozZen
z U3 (3" nepekladané oblast), R (oblast rekombinace) a U5 éfrekladana oblast). Nazvy
jsou odvozeny od struktury retrovirové mRNA, ktgrdvorena sekvenci pouze od 5" R do 3°
R. Jak je z této mRNA odvozena Uplnd cDNA je mimzseh této kapitoly. | kdyZ se reverzni
transkripce retrovir odehrava v cytoplazéma teoreticky tedy nepiabuje duplikaci cilového
mista, tato se obvykle také t¥o kdyz kratSi nez u L1.

C: je representovan 1,2 kb dlouhou rodinou "matif@imanik). Syntheticky DNA
transpozon Sleeping Beauty (Sipkovi#Bnka) také p#tdo této rodiny. Centraérulozeny
gen pro transpozazu je obklopen invertovanymi repeti. Ri integraci se vytvi duplikace
cilového mista. Ta je zanechana v genomu jako gtopategraci, kdyZ transpozobgska@i

na jiné misto.

D: neautonomni nonLTR retrotranspozonypRiSINE (short interspersed repeat, kratka
rozptylena repetice). Rodina aktivni u lidi je mgnntovana 282 bp dlouhym Alu elementem.
Alu je dimerem sloZzenym z dvou téhrshodnych monomeér(swtla a stedni Seda). Levy
monomer ma deleci dmagedého fragmentu. Monomer je odvozen od 7SL RNA j&

RNA podjednotka SRP (signal recognising particl@stice rozpoznavajici signal). SRP je
komplex rozpoznavajici signalni peptid protgikteré maji byt transportovany do lumen a
nebo membrany endoplasmatického retikula. Pozdr,gés je nakresnen v 50%kitku

oproti Alu. Oblast polyA nentasti 7SL genu, ale jaitbzita pro "uspch” Alu jako
retrotranspozonu.
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Obr. 2 Reverzni transkripce zahajovana cilovou DNAtarget primed reverse
transcription).

Protein ORF2 &pi nejprve jeden DNAetézec cilové sekvence (cilova sekvence je bohata na
A+T, a je obvykle podobna konsenzu TTAAAA¢BENi nastavameziTaAv
komlementarninitetézci). RozS&¢penyrettzec se uvolni z dvojSroubovice a spoji se naslsedn
polyA koncem L1 mRNA (feruSovana oranzowiira). Volna 3~ OH skupini@&tzce DNA
sluzi jako primer pro syntézu prvniketzce cDNA. S¥peni druhéhdetszce DNA nastava
7-20 nt od prvniho a takto vznikla volna 3"OH skgpje pouZzita jako primer pro syntézu
druhéhoretézce L1 cDNA. Mechanismus syntézy druhébtszce neni jestzcela objasin.
Cely proces koti vytvorenim nové DNA kopie L1 elementu, obklopené dupldmoym
cilovym mistem.
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Obr. 3 LINE-1 pozméiuje genom miznymi zpasoby

A: cis-retrotranspozice. L1 produkuje retrotransp@mgvkopie sebe sama. Kopie mohou byt
upiné, ale dalekoastji jsou neupiné na 5° konci a nebo neuplné s irvesz5” konciB:
Protein ORF2 z L1 elementutite mobilizovat SINE (jako Alu) nebo jiné btimé mRNA,
¢imz vytv&i procesované pseudogeny (trans-retrotranspoéeujici exony pedstavuiji
hnédé obdélniky, 5" and 3" UTR (nigkladané oblasti) jsou &\ejSi barvou, seih exoni do
MRNA naznden lomenymgarami.C: Retrotranspozon settbe vmezét do genu. Umisti-li
se do exonu, dochazi obvykle k porusgatino ramce a ke zkraceni proteinuggddicka
nazn&uje, kde se riize nachazet novy stop kodon). Ale i v introntze retrotranspozon
napachat sSkody - néglad mize dojit k peska@eni exonu fi sestihu nebo ke vzniku nového
exonu, coz obvykle také vede kepuSeni kodujici sekvence. Inzerce retrotranspogonu
dohe zdokumentovanouiginou riznych ddiénych onemocni. Negastji se vmezé Alu
elementy, nasledované L1 elemeridy.3” transdukce. L1 element ma relativsiaby polyA
signdl, a tak se fite RNA polymerazaiptranskripci "pr@ist" az do okolni DNA aifipoijit k
3" konci mRNA fizn¢ dlouhy segment okolni DNA. Tato hybridni mRNA jetpm
retrotransponovandimz se pesune nejen L1 element (ktery je nicriéasto zkraceny nebo
muze dokonce upkhchyket) ale i okolni DNA. To niZze byt mechanismem vymy exorii
mezi genyE: Inzerce retrotranspozonudasto doprovazenagstavbou - zde delece



zeleného segmentu a invekaveného segmentu, ktery obsahuje exon, s naslednym

pieska@enim tohoto exonuipsestihu. F: L1 promotor niZe podporovat transkripci nejen
svého elementu, ale i sousedicichigento na ob strany.
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Obr. 4 Alu sekvence jsou hyperparaziti

A: Struktura genu 7SL RNA a Alu elementu (vlev@ekundarni struktura odpovidajicich
RNA molekul (vpravo). Transkripce genu 7SL RNA¢iEena vnitnim promotorem pro RNA
polymerazu lll (A) a enhancerem - zesildgen transkripce (EN). Alu gen ma slozeny miit
promotor (A+B). Rirozeny terminator pro RNA polymeréazu lll je tetudsheotid TTTT.
Transkripce je feruSena po prvniclieich T. 7SL RNA je slozena z Alu domény (modrd) a S-
domény (Zluta). SRP proteiny 9 a 14 se vazi nadélménu, kterd slouzi k navazani na
ribozom. Ostatni proteiny se vazi na S-doménatn proteinu 54, ktery spolupracuje na



rozpoznani signalniho peptidu. Alu RNA je tena v podstatdvema Alu doménami 7SL
RNA, s gidavnou polyA sekvenci.

B: Alu RNA se vaze na ribozom. Pokud ribozom grpkekladd ORF2 z LINE-1 mRNA
(zelena linie), polyA sekvence Alu elementu kompetipolyA sekvenci L1 mRNA o vazbu
s nascentnim ORF2. Interakce je zpfedkovana proteiny vazici polyA sekvenci. Pokud se
ORF2 véze na Alu, reverznranskribuje a transponuje se Alu misto L1 a tamim
parazituje. Pokud povazujeme L1 transpozon za prargenomu, je Alu hyperparazitem
neboli parazitem parazita. Jiné ané mRNA (modra linie) mohou také kompetovat s
vazbou ORF2, aviak s mnohem nizsi efektivitou djgadlovano, Ze z 3000 L1
retrotranspozic, 300tfpadi bude "ukradeno™ Alu elementem a ccarfpad jinou mMRNA).
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Obr. 5. Repetice podscuji prestavby genomu

A+B: oblast genomu obsahujidiimé repetice (ve stejném &ra, stejna sekvence je na
stejnémietézci DNA). Tyto dw repetice se mohou parovat a rekombinovat.
Intrachromozomalni rekombinace (A) vede k delegipbteticky kruhovy fragment je ztracen
- nema centromeru. Nerovnémy crossing-over s interchromozomalni rekombirBgi
zpasobuje deleci a duplikaci.



C: Intrachromozomalni rekombinace mezéuha invertovanymi repeticemi (v ofrggm
smeru, stejna sekvence DNA je v dpgchiettzcim DNA) vede k inverzi mezilehlé
sekvence DNA. Funini nasledky takovychipstaveb mohou bytizné, od 8mych zngén az
po letélni, jak nize byt @ekavano.

D: Polymorfismy v tandemovych repeticich mohou w@abimechanismem nerovnémého
crossing-overu.
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Obr. 6. Satelity
A: primarni a sekundarni jednotky tandemovych riepeRravépodobna "evoléni historie”

repetic na fikladu sekvence GGAAT. Tato sekvence se multipélajytvdi tak dokonalou
monotonni repetici. Bkteré pary bazi pozg podlehnou mutacidervert) ¢imz vznikne



nedokonala (degenerovana) repetice. Naslddjde k dalSi multiplikaci této repetice, nyni se
vSak rekolik degenerovanych jednotek kopiruje jako jedagdding, a tak se vytiia
dokonalé repetice této delsi, sekundarni jednatipké). Sekvence GGAAT je zakladem
lidskych sateli 2 a 3. Tyto satelity se liSi pr&gekundarnimi jednotkami.

B: Struktura lidského mitotického chromozomuithigdnutim k satelitnim sekvencim. Alfa-
satelit tvdi heterochromatin centraldasti centromery. Mimo proteiny asociované s
heterochromatinem se na centromeru vazi "prote#iycv se na alfa satelit" které vyted
"vnitini kinetochorovou desku”. Nékteré z &chto proteir jsou ascociovany s centromerou
v prabéhu celého butného cyklu. Na "vnini kinetochorové destie" se sestavuje "¢jsi
kinetochorova desika" ktera interaguje s mikrotubulgliciho weténka. Centromera f&sto
obklopena pericentromerickym heterochromatinenryketvaen jinymi typy satelitnich
sekvenci. Konce chromozomu (telomery) jsouéwny telomerickou repetici TTAGGG,

navazujici iseky subtelomerickych oblasti jsou tajlgoce repetitivni.
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Obr. 7. VNTR v genu pro insulin

A: Usek DNA (kodujicietszec, smir od 5” ke 3" konci) obsahujici gen pro inzulinnGeo
inzulin obsahujeft exony (velka pismena) které #varalou mRNA. @lezité regulani
sekvence jsodervert - TATA box pred mistem zahjeni transkripce, ATG jakoatak
translace (transkribovan jako AUG do mRNA, kde Zigeko inicia&ni kodon, zéazuje prvni
zbytek methioninu vznikajiciho polypeptidovétettzce), konzervované dinukleotidy GT a
AG v intronech v mistech séiu, stop kodon TAG a polyadenyla signal AATAAA.

Mista polymorfisni jednoho nukleotidu (SNP) jsouché (to znamena, Zeskteri jedinci
maji na daném misjiny nukleotid nez vyzngny). Minisatelit je mote, pochopitelé je
zobrazena jen jedna alela, ostatni se ligtgro opakovani jednotky repetidg. Tato alela



VNTR je sloZzena z 29 opakovani motivu GGGGTGTGGG®@A&Kkoli vSechna opakovani
nejsou zcela shodna s konsenzem (odliSné bazegsai). VSimnéte si, Ze repetice obsahuje
palindrom TGTnnnnACA, ktery e stabilizovat vlasenkovité struktury a tim podeito
nestabilitu mnoZzstvi opakovani (viz obr. 8). Vaiiiabdélka minisatelitu v oblasti promotoru
muze diferencialt intergagovat s transkidpimi faktory vazicimi se na promotor a vést tim k
diferencialni expresi inzulinu. Skdt@ byly nékteré alely VNTR asociovany s vyvojem
diabetu (je nicmé&hvelmi obtizné odliSit fmy inek od "pouhé” vazby - viz kapitola o
vazl® pojednavajici).
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Obr. 8. Polymorphismy mikrosatelith mohou vzniknout "skluzem" DNA polymerazy
Béhem polymerace fize dojit diky termalni fluktuaci k disocia@ttzca DNA. Nasledn&
reasociacéettzci je obvykle gesna a nedochazi k zadnéecmh Nicmeérg obéas se mohou
fetézce sparovat diky repetitivni sekvenci fespe. Bud’ pak vznikne kiika na
polymerovanénietézci, coz niize vést k expanzi repetice (tocgstjsi), nebo se prodluzujici
fetézec vaze na templét vice distafwznikne klcka na templatovérfettzci) s naslednym
zmensenim repetic¥loZzeny obrazek: Nékteré repetice mohou tento pochod podporovat
stabilizaci pechodového stavu tvorbou vlasenkovité strukturgapné dvojité Sroubovice,
coz plati zejména pro CAG/CTG repetici, ktera jellgadem rkolika onemociini z expanze

N 1

trinukleotidovych repeticCim delsi je mikrosatelit, tim vy33i je praypddobnost skluzu, coz
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vytvéti spolu s vysSi tendenci k prodlouzeni repeticétipaz zpétnou vazbu.
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