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EWOLUCJA STRUKTURY GENOW

WSTEP

Genom czlowieka (LANDER i wspolaut.
2001) stanowi katalog cech genetycznych,
ktore, w wyniku interakcji ze Srodowiskiem,
okreSlaja nasza biologi¢, psychologic i od-
pornos¢ na choroby. Ukoficzenie sekwencjo-
nowania genomow szympansa (CONSORTIUM
2005), makaka (GIBBS i wspoélaut. 2007),
myszy (WATERSTON i wspotaut. 2002), oposa
(MIKKELSEN i wspotaut. 2007), dziobaka (WAR-
REN i wspotaut. 2008) czy kury (CONSORTIUM
2004) daje nam mozliwos¢ przeprowadzenia
poroéwnan na skale genomowa w celu ziden-
tyfikowania genow odrozniajacych cztowieka
od szympansa, gryzonia czy tez innych ssa-
kow lub kregowcow. Jak wykazaly analizy po-
rownawcze, zestaw genow kodujacych biatka
jest zadziwiajaco podobny u wszystkich kre-
gowcOow. Sugeruje to, ze do obserwowanej
zmiennoSci osobniczej w ogromnym stopniu
przyczyniaC si¢ moze nie tyle powstawanie
nowych, specyficznych dla danej linii genow,
ile utrata genow, ekspansja rodzin genowych
oraz zroéznicowanie struktury genow. Genom
blisko spokrewnionego z cztowiekiem szym-
pansa nie zawiera ani jednego genu, ktory
nie mialby swojego homologu w genomie
cztowieka. Typowy gen szympansa rozni si€
od swojego ortologa u cztowieka przeci¢tnie
dwoma nukleotydami (CONSORTIUM 2005).
Podobnie, ponad 99% genOw myszy posiada
homologi w genomie cztowieka, a pozostate
w wickszoSci posiadaja homologi w innych
genomach ssakow (WATERSTON i wspotaut.
2002). Do tej pory znaleziono jedynie kilka
genOw specyficznych wylacznie dla gryzoni,

nie ma ich w zadnym innym zsekwencjo-
nowanym genomie (WATERSTON i wspotaut.
2002, GiBBS i wspotaut. 2007). Liczba tych
genow moze jednak zmniejszyC si¢ wraz z
poznaniem kolejnych genomow.

Potencjat kodujacy proteom (liczba bia-
ek, jakie genom moze kodowac) dla danego
gatunku jest rozbudowywany poprzez two-
rzenie nowych genow lub tez przez zmiany
w strukturze istniejacego juz genu. Dotych-
czasowe badania wskazuja, ze nowe geny
powstaja zazwyczaj w wyniku duplikacji lub
retropozycji (procesu odwrotnej transkrypcji
transkryptu z istniejacego genu i wstawie-
nia tak powstalego odcinka DNA w nowe
miejsce w genomie jako nowego genu). Sa
to wiec rezultaty ekspansji istniejacych juz
genow. Duplikacja i retropozycja odgrywaja
najwicksza role¢ w ewolucji transkryptomow
i proteomow, otwieraja one nowe mozliwo-
Sci ewolucyjne. Czesto jedna z kopii genu
jest tracona, jednakze kiedy oba geny pozo-
staja czynne, jeden z nich moze utrzymywac
swoja funkcje, podczas gdy drugi ma swobo-
de ewoluowania bez narazenia na zachwianie
funkcjonowania organizmu. Gen moze przy-
ja¢ nowa funkcje rowniez w wyniku ewo-
lucji sekwencji samego genu, jego organiza-
cji lub jego sekwencji regulatorowej (OHNO
1970). Proces ten nazywamy ,neofunkcjonali-
zacja” (RASTOGI i LIBERLES 2005, ZHOU i WANG
2008). Struktura genu moze zmieni¢ sie¢ w
wyniku wbudowania nowego egzonu lub
powstawania nowych form splicingowych.
Ewolucja genOw nie zawsze jest zwiazana z
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Gen czlowieka

Il Egzony specyficzne dla genu ludzkiego

Gen myszy

I Egzony obecne w obydwdch genomach i wykorzystywane u cztowieka ilub myszy

Egzony obecne w genomie czlowieka, ale nie wykorzystywane do budowy genu

Ryc. 1. Genomowa struktura ludzkiego genu LOCI12666 i jego ortologa w genomie myszy.

Gen czlowieka ma dwa egzony specyficzne jedynie dla malp naczelnych, dodatkowo egzon 6 jest u czlowie-
ka dluzszy. Z drugiej strony z 10 egzonoéw kodujacych u myszy jedynie 5 jest wykorzystywanych takze w
genie czlowieka. Pozostale 5 egzonOw znajduje sie w rejonie tego genu ale zawieraja one mutacje prowa-
dzace do zmiany ramki odczytu lub wprowadzajace kodony stop, dodatkowo doszto takze do utraty dwoch

intronow (introny 2 i 7 w genie myszy).

powstaniem zmienionej formy bialka. Czesto
obserwowanym zjawiskiem jest na przyktad
utrata lub powstanie nowego intronu. Mie-
dzygatunkowe roéznice w strukturze genu

moga by¢ doS¢ znaczne i wynikac¢ z dziala-
nia wielorakich mechanizmow ewolucyjnych
(Ryc.1).

SPLICING ALTERNATYWNY

Splicing, to mechanizm za posSrednictwem
ktorego formowane jest dojrzale mRNA, po-
przez usuniecie sekwencji intronow (BLACK
2003). Splicing alternatywny natomiast jest
procesem, w wyniku ktorego z tego samego
pre-mRNA produkowanych jest wiecej niz
jedno mRNA (GRAVELEY 2001). Analizy ge-
nomowe ostatnich lat sugeruja, ze 40-60%
genow czlowieka posiada formy alterna-
tywne (MIRONOV i wspotaut. 1999, LANDER i
wspotaut. 2001, MODREK i wspoétaut. 2001).
Formy te mozna, w pewnym sensie, uznac
za ,wewnetrzne paralogi” (pary genoéw po-
chodzacych od wspoélnego przodka) mogace,
podobnie jak zduplikowane geny, w miar¢
swobodnie ewoluowac nie narazajac orygi-
nalnej funkcji. Powstawanie alternatywnych
form splicingowych jest SciSle powiazane z
powstawaniem i/lub wypadaniem egzonow.
WiekszoS¢ badan ewolucji struktury genow
przeprowadzano wiaSnie w aspekcie alter-
natywnego splicingu (MODREK i LEE 2003,
ZHANG i CHASIN 20006, ALEKSEYENKO i wspol-
aut. 2007, SOREK 2007).

Ewolucja splicingu alternatywnego ba-
dana byla wielokrotnie za pomoca bioin-

formatycznych analiz na duza skale. Wyniki
jednej z pierwszych takich prac, opartej na
analizie 9434 ortologicznych genow czlowie-
ka i myszy, pokazaly, ze wickszoSC egzonOow
jest zachowanych pomiedzy tymi gatunkami.
Dotyczy to jednak gtownie egzonow konsty-
tutywnych, a wiec takich, ktore wchodza w
sktad wszystkich form splicingowych. Egzony
uzywane jedynie w niektorych wariantach sa
najczesciej nie zachowane. Sposrod 19804
badanych konstytutywnych egzonow czlo-
wieka, az 19309, a zatem 98%, mialo swoje
odpowiedniki w ortologicznych genach my-
szy. Jednakze, w przypadku egzonow alter-
natywnych, a wiec uzywanych jedynie w nie-
ktorych formach splicingowych, tylko 27%
bylo zachowane miedzy badanymi gatunkami
(MODREK i LEE 2003).

Podobne wyniki otrzymali WANG i wspot-
pracownicy (2005), badajac 12419 orto-
logicznych gen6éw czlowieka i myszy. Ich
analizy wykazaly, ze 87% nowych egzonow,
specyficznych jedynie dla gryzoni, wykorzy-
stywanych bylo wylacznie w formach alterna-
tywnych. Drugim wyciagnietym z tych badan
wnioskiem bylo to, ze wigkszoS¢ nowych eg-
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zonow powstala z sekwencji intronowych.
Zaréwno badania WANGA i wspotaut. (2005),
jak i MODREKA i LEE (2003) pokazuja, iz eg-
zony konstytutywne w genomach cztowieka
i myszy powstaly w wieckszoSci przed roz-
dzieleniem si¢ tych linii, podczas gdy egzony
uzywane tylko w niektoérych wariantach sa
Zazwyczaj nowe i najczesciej nie sa zachowa-
ne. Inne badania poréwnawcze transkrypto-
mow czlowieka i myszy potwierdzaja gatun-
kowa specyficzno$¢ nowych egzonoéw i ich
przypuszczalna role w ksztaltowaniu rdznic
miedzygatunkowych (PAN i wspotaut. 2005,
YEO i wspotaut. 2005).

W analizach ewolucji alternatywnego spli-
cingu waznym pytaniem jest to, czy brak za-
chowania wiekszosci egzonéw uzywanych w
alternatywnych formach jest wynikiem po-
wstawania nowych egzonéw czy tez moze
ich utraty. Jesli egzon jest obecny w genomie
organizmu A, ale nie ma go w organizmie B,
to moze by¢ to konsekwencja zarowno po-
wstania egzonu w organizmie A, jak i utraty
w organizmie B. Rozstrzygniecie tej kwestii
mozliwe jest jedynie poprzez ustalenie czy
egzon ten istniat w genomie przodka. Zro-
bi¢ to mozemy poprzez sprawdzenie, czy
dany egzon jest zachowany w bardziej odle-
glym ewolucyjnie organizmie C, okreSlanym
jako grupa zewnetrzna. JeSli egzon znajduje
sie¢ w genomie organizmu z grupy zewnetrz-
nej, to znaczy, iz musial by¢ obecny w geno-
mie wspolnego przodka organizmow A i B.
Sugeruje to utrate egzonu w organizmie B
(Ryc. 2). KONDRASHOV i KOONIN (2003) prze-
prowadzili analizy alternatywnych form ge-
now czlowieka i ich ortologéw w genomach
innych kregowcow. Jako grupy zewnetrz-
nej uzyli biatek prokariotow i drozdzy (or-
ganizmy prokariotyczne nie maja intronow
w genach kodujacych biatka, w przypadku
drozdzy introny zawiera zaledwie okoto 3%
genow kodujacych biatka). Analizujac 73
biatka posiadajace dluzsza i krotsza forme
splicingowa sprawdzali, ktéra z dwoch form
obecna jest w genomach z grupy zewnetrz-
nej. Wykazali oni, iz w przypadku 48 biatek
dluzsze z izoform odpowiadaly dhugoscia
biatkom w genomach prokariotycznych i
drozdiy. Swiadczy to o tym, ze krotsze formy
splicingowe obserwowane u czlowieka byly
konsekwencja utraty egzonu. W 25 przypad-
kach krotsze formy splicingowe odpowiadaty
ortologicznym genom u gatunkéw z grupy
zewnetrznej, a zatem powstaniu dluzszych
form wystepujacych u czlowieka musiato to-
warzyszyC powstanie nowego egzonu.

-— O
Gatunek A Gatunek B Grupa zewnetrzna
B
4}-\-—;
Gatunek A Gatunek B Grupa zewnetrzna

Ryc. 2. Metoda ‘grupy zewnetrznej oparta na
zasadzie maksymalnej oszczednoSci pozwala-
jaca na odroznienie utraty egzonu od jego po-
wstania.

(A) Egzon jest obecny w genomie organizmu z gru-
py zewnetrzngj, oznacza to, ze egzon zostal utracony
w gatunku B. (B) W genomie organizmu z grupy ze-
wnetrznej nie ma badanego egzonu a zatem musial
on powstaé po rozdzieleniu si¢ gatunkow A i B.

Wiekszos¢ przytoczonych badan ewolucji
alternatywnego splicingu u kregowcow ogra-
nicza sie do porOwnania czlowieka i myszy.
ALEKSEYENKO i wspotpracownicy (2007) prze-
prowadzili analizy az 17 genomow. Ich wyni-
ki pokazuja, iz gryzonie (analiza mysz versus
szczur; 40 mln lat od momentu dywergencji)
roznia sie zaledwie jednym procentem eg-
zonOw konstytutywnych, podczas gdy 33%
alternatywnie wykorzystywanych egzonow
powstalo po rozdzieleniu si¢ tych dwoch ga-
tunkéw. Stopien utraty egzonow nie zalezal
od tego, czy egzon byl wykorzystywany we
wszystkich formach czy tylko w niektorych
i wynosit 2-4%. U naczelnych (cztowiek ver-
sus szympans; 4 mln lat od momentu dywer-
gencji) tempo powstawania egzonow byto
wolniejsze, ale tendencja byla ta sama, a
wiec najwiecej nowych egzonow byto wsrod
tych najrzadziej wykorzystywanych w for-
mach alternatywnych (14,5%). Tempo utraty
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egzonow bylo takie jak u gryzoni i wynosito
2-4%. Taki sam trend zaobserwowano w ge-
nomach krowy i psa. Dzieki porownaniu ge-
nomow ssakow z genomami innych kregow-
cOw, ALEKSEYENKO i wspolpracownicy (2007)
pokazali takze, iz powstawanie egzonow jest

silnie zwigzane z alternatywnym splicingiem
nie tylko u ssakow, ale u wszystkich kregow-
cow. Podobne wyniki uzyskano w innych
analizach bioinformatycznych opartych na
porownaniu wielu genomoéw (ZHANG i CHA-
SIN 2006).

MECHANIZM POWSTAWANIA EGZONOW I ROLA RETROSEKWENCJI W EWOLUCJT STRUKTURY
GENOW

Rozwazajac problematyke ewolucji ge-
no6w nie mozna pomina¢ mechanizmow
powstawania nowych egzonéw. Jak dotad,
zaproponowano trzy mechanizmy odgry-
wajace role w tworzeniu nowych egzonow:
duplikacje egzonow (KONDRASHOV i KOONIN
2001), eksaptacje elementow powtarzalnych
(eksaptacja, to proces ewolucyjny, w ktorym
pewne fragmentu genomu, ktére pelnity spe-
cyficzna funkcje lub tez nie petnily zadnej
funkgcji, zostaty zrekrutowane do nowej funk-
¢ji, np. egzonizacja transpozonu, czyli two-
rzenie egzonu z transopzonu, ktory jest mo-
bilnym elementem genetycznym) (BROSIUS i
GOULD 1992, MAKALOWSKI i wspotaut. 1994) i
egzonizacje sekwencji intronowych (GILBERT
1978, KONDRASHOV i KOONIN 2001, WANG i
wspotaut. 2005).

Duplikacja genow, cho¢ nie przez wszyst-
kich, uwazana jest za najczestszy mecha-
nizm kreowania funkcjonalnych nowosci na
poziomie genu (OHNO 1970, HUGHES 1999).
W zwiazku z tym mozna przypuszczal, ze
niektore z nowych egzondéw tworzacych wa-
rianty splicingowe, mogly takze powsta¢ w
wyniku duplikacji, w tym wypadku duplika-
cji wewnatrzgenowej. Kierujac si¢ ta hipo-
tezag KONDRASHOV i KOONIN (2001) zbadali
575 biatek posiadajacych alternatywne egzo-
ny. Analiza sekwencji egzonow kodujacych
wykazata, ze 50 z nich (9%) powstalo w wy-
niku duplikacji, a alternatywne sekwencje
byly do siebie podobne w co najmniej 30%.
Co ciekawe, duplikacji ulegal egzon kon-
stytutywny, ktory po zduplikowaniu zamie-
nial si¢ w egzon alternatywny. Wskazuje na
to fakt, iz zduplikowane egzony nigdy nie
wystepowaly jednoczeSnie w tych samych
formach splicingowych. Duplikacje istnie-
jacych egzonow, jako mechanizmu powsta-
wania nowych egzonow, potwierdzity takze
pOzniejsze badania KONDRASHOVA i KOONINA
(2003).

Okoto 70% nowopowstatych egzonow, to
elementy powtarzalne (rola elementow po-
wtarzalnych w ewolucji genow jest dysku-

towana ponizej) lub zduplikowane egzony.
Znaczna czeS¢ pozostalych nowych egzonow
wykazuje duzy stopiefnn zachowania sekwencji
sugerujacy, iz powstaly one w wyniku muta-
¢ji tworzacych nowe miejsca splicingowe w
obrebie sekwencji intronowej (ALEKSEYENKO
i wspotaut. 2007). Z ewolucyjnego punktu
widzenia takie egzony powinny by¢ stosun-
kowo krotkie, w zwiazku z wystepujacymi
w sekwencjach niekodujacych kodonami
stop. Pierwszych dowodow na powstawanie
nowych egzonow z sekwencji intronowych
dostarczyly analizy KONDRASHOVA i KOONINA
(2003). Sposrod 25 zidentyfikowanych przez
nich nowopowstatych egzonoéw u ssakow, je-
dynie dwa powstaly w wyniku duplikacji. Po-
zostate nie wykazywaly jakiegokolwiek podo-
bienstwa do innych biatek, za wyjatkiem ich
ortologobw w innych gatunkach. Obserwacje
potwierdzaja przypadki czterech genow, w
ktorych alternatywne egzony stanowily ca-
los¢ intronu dzielacego konstytutywne i za-
chowane egzony (biatka MKO3_RAT i ROM_
HUMAN) lub tez nowy egzon alternatywny
przylegal bezposrednio do egzonu konstytu-
tywnego i stanowil jego przedituzenie (biatka
ADRO_BOVINE i PPE1_HUMAN).

WANG i wspotpracownicy (2005) prze-
prowadzili poréownawcza analize 71039 eg-
zonOw zachowanych w genomach myszy i
szczura. 3584 z nich nie mialo swoich odpo-
wiednikow w genomie czlowieka, ale znajdo-
walo si¢ w transkryptomie Swini, co dowodzi
utracenia tych egzonow u czlowieka. 2695
egzonOw okazalo sie byC unikalnymi dla gry-
zoni. Wsrod nich 1709 mapowalo si¢ do in-
trondw w genomie czlowieka, Swiadczac iz
najprawdopodobniej powstaly one w wyniku
egzonizacji sekwencji intronowej. Przepro-
wadzone przez ALEKEYENKO i wspoipracow-
nikéw (2007) analizy bioinformatyczne 17
genomow potwierdzaja udzial egzonizacji
intron0w w procesie powstawania nowych
form splicingowych. Wszystkie powyzsze wy-
niki sugeruja, ze ewolucja nowych sekwencji
kodujacych z sekwencji nie-kodujacych jest
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aktywnym i ciagle zachodzacym procesem u
eukariotow.

Zrodtem nowych egzonéw w genomach
kregowcOw bardzo czesto sa retrosekwencje
(sekwencje bedace wynikiem retropozycji).
Retrosekwencje stanowia co najmniej 50%
genomow ssakow. Wbrew wczeSniejszym
opiniom, retrosekwencje nie sa po prostu
»,genomowymi Smieciami”’, odgrywaja one
bardzo wazna role w ewolucji genomow. Od-
bywa si¢ to na wiele sposobow, retrosekwen-
cje stuza jako gorace miejsca rekombinaciji,
dostarczaja mechanizméw dla przestawiania
poszczegolnych elementdw w obrebie geno-
mow, sa takze zrédlem gotowych do uzycia
motywOow dla nowych elementow regulato-
rowych, sygnalow poliadenylacji, miejsc spli-
cingowych oraz sekwencji kodujacych (Ma-
KALOWSKI i ToDA 2007).

W genomie czlowieka najliczniej sposrod
elementow powtarzalnych reprezentowane
sa sekwencje Alu, jest ich 1,4 miliona, co
stanowi okoto 10% genomu. Ponad 5% alter-
natywnych egzonéw w genomie czlowieka
powstalo w wyniku egzonizacji sekwencji in-
tronowej, przy udziale sekwencji Al (SOREK
i wspotaut. 2002, LEV-MAOR i wspotaut. 2003,
SELA i wspotaut. 2007). MAKALOWSKI wraz
ze wspotpracownikami (1994) jako pierwsi
zwrocili uwage na istotnosS¢ egzonizacji Alu
w ewolucji genow czlowieka. Insercja Alu
w dojrzaltym mRNA moze przyczynia¢ sie
do zwiekszenia zmiennoSci i adaptatywnosci
biatek. WiekszoS¢ insercji Alu do mRNA jest
powiazanych z alternatywnym splicingiem, a
insercje mozliwe sa dlatego, iz obie nici Alu
zawieraja sekwencje podobne do sekwencji
miejsc splicingowych (MAKALOWSKI i wspol-
aut. 1994). Po insercji do intronu, mutacje
punktowe w obrebie Alu moga aktywizowac
miejsca splicingowe, a w konsekwencji Alu
ulegnie egzonizacji. Teoretycznie, insercja
Alu, szczegolnie jesli nastapi ona w obszarze
sekwencji kodujacej, powinna by¢ szkodliwa
dla organizmu. Przykladem moze by¢ muta-
cja sekwencji Alu znajdujacej sie w intronie
genu OAT (ornitynowa delta-aminotransfera-
za). Mutacja G—C spowodowala powstanie
silnego miejsca donorowego i konstytutyw-
nej insercji nowego egzonu. Nowy egzon
zawiera kodon stop, a konsekwencja jest
niedobor produktu genu OAT (MITCHELL i
wspotaut. 1991, MAKALOWSKI 2000). Mechani-
zmem zabezpieczajacym przed szkodliwymi
skutkami tego zjawiska i pozwalajacym na
tolerowanie Alu w sekwencjach kodujacych
jest alternatywny splicing. Analizy 4151 kon-

tytutywnych i 1176 alternatywnych egzonow
w genomie czlowieka wykazaly, ze 61 bada-
nych egzondéw ,wewnetrznych” zawierato
sekwencje Alu. We wszystkich przypadkach
egzony te byly egzonami alternatywnymi (So-
REK i wspotaut. 2002).

Insercje Alu moga mie¢ tez pozytywny
wplyw na ksztaltowanie réznorodnosci pro-
teomu. Przykladem moga by¢ geny DRA (Ma-
KALOWSKI i wspotaut. 1994) lub ADAR2 (GER-
BER i wspotaut. 1997). Analizy baz biatkowych
wykazaly, ze obok Alu, takze inne elementy
powtarzalne, takie jak MIR (ang. mammalian
interspersed repeat) czy CR1 (ang. chicken
repeat 1), moga przyczynia¢ sic do dywer-
syfikacji bialek (LORENC i MAKALOWSKI 2003,
GOTEA i MAKALOWSKI 20006)). Wazna funkcja
egzonizacji, oprocz dywersyfikacji biatek, jest
powstawanie form tkankowo specyficznych.
Jak wskazuja analizy bioinformaryczne, wiele
form alternatywnych wykazuje silna regula-
cje tkankowa (MODREK i LEE 2003). Wspar-
ciem dla tych analiz sa wyniki badan ekspe-
rymentalnych, na przyklad analiza ekspresji
genu dystrofiny, ktérego wariant zawierajacy
egzon Alu wykazuje tkankowo specyficzna
ekspresje (FERLINI i wspotaut. 1998).

Duzy udzial sekwencji powtarzalnych, a
w tym Alu, w powstawaniu nowych egzo-
now, potwierdzaja badania przeprowadzo-
ne przez grupe Gila Asta (SELA i wspotaut.
2007). Badajac elementy powtarzalne w ge-
nomach myszy i cztowieka odkryli oni, iz w
obu gatunkach 60% tych elementéw znajduje
sie w intronach, a wszystkie rodziny elemen-
tow powtarzalnych, wspolnych dla gryzoni
i naczelnych, wykazywaly podobny stopien
egzonizacji. Jednakze egzonizacja Alu, specy-
ficznego jedynie dla naczelnych, byla znacza-
co wicksza niz innych elementow powtarzal-
nych w genomie czlowieka. Efektem zwick-
szonej aktywnoSci elementow Alu jest to, iz
proces tworzenia nowych egzonéw zachodzi
w genomie czlowieka na znacznie wyzszym
poziomie (1824 egzony) niz w genomie my-
szy (506 egzonow).

W ewolucji genow bardzo czesto wyko-
rzystywany jest potencjal kodujacy retroge-
now. Retrogeny sa produktami odwrotnej
transkrypcji dojrzalego mRNA i insercji po-
wstalego c¢DNA, do sekwencji genomowe;j.
W ten sposOb powstaja bezintronowe kopie
genow rodzicielskich (BROSIUS 1991, LONG i
wspotaut. 2003). Powszechnie uwaza sie, iz
proces retropozycji produkuje niefunkcjo-
nalne kopie gendéw (retropseudogeny), gdyz
retropozycja nie obejmuje niezbednych do
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B Fragment retrogenu zrekrutowany jako alternatywny egzon

funkcjonowania genu elementow regulato-
rowych (MIGHELL i wspotaut. 2000). Ostat-
nie analizy pokazaly jednak, iz w genomach
ssakow istnieje spora liczba funkcjonalnych
retrogenow (BETRAN i wspotaut. 2002, BE-
TRAN i LONG 2003, BURKI i KAESSMANN 2004,
MARQUES i wspoétaut. 2005). Doniesienia na
temat funkcjonalnych retrogenow roznia si¢
pod wzgledem oszacowania ich liczby (BALA-
KIREV i ATALA 2003, SAKAI i wspotaut. 2007,
ZHENG i GERSTEIN 2007), nie ulega jednak
watpliwosci, iz retrogeny maja swoj udziat w
formowaniu nowych gendow, jak i w ewolu-
¢ji struktury genow juz istniejacych (Ryc. 3).
Fuzje genow, w ktorych retrogeny uczestni-
czyly jako ,dostarczyciele” nowych domen
biatkowych dla istniejacych genow byly od-
kryte zaréwno u zwierzat (LONG i LANGLEY
1993, WANG i wspotaut. 2002, VINCKENBOSCH
i wspolaut. 2006), jak i u roslin (WANG i
wspotaut. 2006b).

Znaczacy udzial retrogenow w ewolucji
struktury gené6w pokazaly niedawne analizy
genomu czlowieka wykonane przez BAERT-

Ryc. 3. Przyktad powstania nowej for-
my splicingowej poprzez wykorzystanie
fragmentu retrogenu jako nowego alter-
natywnego egzonu. Taka eksaptacja re-
trogenu po jego insercji w intron genu
gospodarza nastapita na przyktad w ge-
nach: BRCAI, RORA, LIMK2 (BAERTSCH
i wspotaut. 2008).

SCHA i wspotaut. (2008). Analizujac 726 re-
trokopii genow wykazujacych transkrypcje
stwierdzili oni, iz 628 z nich stanowitlo kom-
pletne retrokopie wbudowane w nowe miej-
sce, 34 wbudowanych zostalo w UTR (ang.
untranslated region) istniejacych genow, do-
dajac mozliwy do wykorzystania potencjat
kodujacy, a 13 retrokopii zostalo wykorzy-
stanych jako zrodto nowych egzonow (Ryc.
3). W innych analizach bioinformatycznych
VICKENBOSCH i wspotaut. (2006) pokazali, ze
120 retrokopii genow cztowieka przeksztal-
cilo sie¢ w funkcjonalne geny bedace bezin-
tronowymi, a wiec rézniacymi sie struktural-
nie, duplikatami genoéw rodzicielskich. W 36
przypadkach zaobserwowano fuzje pomiedzy
retrogenem i genem sasiadujacym, a w 17 z
nich wlaczenie fragmentu retrogenu w se-
kwencje kodujaca w postaci nowego egzonu.
Pozostate 19 przypadkow, to fuzje w obrebie
sekwencji niekodujacych. Co ciekawe, ziden-
tyfikowano takze 27 retrogenow, ktore zosta-
ly rozbudowane poprzez przylaczenie nowo-
powstalych egzonoéw niekodujacych.

POWSTAWANIE I UTRATA INTRONOW

Odkrycie intronow w latach 70. bylo nie-
malym szokiem dla spotecznosSci naukowej.
Od tego czasu introny i historia ich powsta-
nia pozostaja jednymi z najwickszych tajem-
nic wspolczesnej biologii. Funkcja intronow
w zasadzie nie jest znana, ale obecnosc setek
tysiecy intronOw w genomach zwierzat, ro-
slin, grzybow czy Protista (EICHINGER i wspot-
aut. 2005, GALAGAN i wspotaut. 2005, LOFTUs
i wspotaut. 2005) dostarcza jasnego dowodu
na to, ze odgrywaja one istotna role w ewo-
lucji eukariotow. Ewolucja struktury intron-
egzon i metody jej badania wzbudzaja wie-
le kontrowersji i sa przedmiotem ciagtych
,star¢” pomiedzy zwolennikami hipotezy
wczesnego pojawienia si¢ intronow, jeszcze
przed pojawieniem sie eukariotOw (GILBERT
1987), a zwolennikami koncepcji pojawienia

si¢ introno6w dopiero w genomach eukario-
tycznych (CAVALIER-SMITH 1985, STOLTZFUS i
wspolaut. 1997, LOGSDON 1998). Analizy ge-
nomOw nie rozwiazaly tego problemu i do-
starczaja argumentOw wspierajacych obie
hipotezy. W 2006 r. KOONIN (2006) zapropo-
nowal model ewolucji intronéw laczacy obie
hipotezy. W mysl tego modelu prekursorami
intronéw spliceosomalnych byly samowyci-
najace si¢ introny typu II, ktérym poczatek
daly pasozytnicze retroelementy w komor-
kach pierwotnych bakterii. Symbioza pomie-
dzy alfa-proteobakteriami, z ktorych powstaty
mitochondria, i blizej nieokreSlonymi jedno-
komorkowymi gospodarzami, data poczatek
eukariogenezie (procesowi powstawania eu-
kariotow). We wczesnych fazach procesu eu-
kariogenezy nastapilo masowe przemieszcza-
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nie si¢ intronéw typu II z mitochondrialne-
go endosymbiontu do chromosomow gospo-
darza. Ta inwazja introndw zapoczatkowala
formowanie sie komorek eukariotycznych i
spliceosomu.

Badania poréwnawcze genomow wska-
Zuja na istotne zachowanie pozycji intronow
nawet pomiedzy bardzo odleglymi ewolu-
cyjnie grupami eukariotow (PENNY i POOLE
1999, FEDOROV i wspotaut. 2002, ROGOZIN i
wspolaut. 2003). Na przyktad, 10-25% (w
zaleznoSci od zastosowanych metod anali-
tycznych) introné6w obecnych w genach ssa-
kow i majacych swoje ortologi w genomach
roslinnych jest utrzymanych w tych samych
miejscach od czasu rozdzielenia si¢ roSlin i
zwierzat, a wiec okoto 1,5 miliardow lat (FE-
DOROV i wspotaut. 2002, ROGOZIN i wspotaut.
2003). Z drugiej strony, roznorodnoS¢ po-
zycji intron6w wsrod wielu genéw homolo-
gicznych wskazuje na ich niedawne powsta-
nie (CARMEL i wspotaut. 2007, ROY i PENNY
2007¢). Co ciekawe, w ewolucji ssakow, jak
dotad, obserwowano jedynie utrat¢ intro-
now. Zarowno badania 1560 ortologéw my-
szy i cztowieka (ROY i wspotaut. 2003), jak
i porownania genomow czlowieka, myszy i
psa (COULOMBE-HUNTINGTON i MAJEWSKI 2007)
wykazaly ponad 100 przypadkéw utraty in-
tronu, ale ani jednego nowego intronu spe-
cyficznego dla ssakow. Jednakze niedawne
analizy transkryptomu czlowieka wskazuja,
iz powstawanie nowych intronéw nie zosta-
o zahamowane u ssakow (Makalowska, dane
niepublikowane).

W ewolucji genéw eukariotycznych ob-
serwujemy zarOwno intensywne utraty in-
tronow, jak i powstawanie nowych. Zakres
tych procesow rozni sie znacznie pomiedzy
poszczegbdlnymi grupami taksonomicznymi.
Niektore eukarioty, jak na przyktad Saccha-
romyces cerevisiae, utracily niemal wszystkie
introny (ROGOZIN i wspotaut. 2003), podczas
gdy utrata intronO6w u ssakoéw byla stosunko-
wo nieznaczna (ROGOZIN i wspotaut. 2003,
COULOMBE-HUNTINGTON i MAJEWSKI 2007).
Rosnaca w ciggu ostatnich lat liczba badan
ewolucji introné6w wskazuje, ze glownym
mechanizmem zmian struktury genow jest

utrata intronow oraz, ze zachodzila ona w
znacznie wiekszym stopniu niz powstawanie
intronow (ROY i wspoétaut. 2003, FEDOROV i
wspotaut. 2003, ROY i GILBERT 2005a, ROY i
PENNY 2007b). Nie wszystkie wyniki sa jed-
nak pod tym wzgledem zgodne. BABENKO i
wspolpracownicy (2004) analizowali geny
z szeSciu linii ewolucyjnych organizmoéw ja-
drowych i zaobserwowali znaczna przewage
powstawania inronéw nad ich utrata. Dodat-
kowo otrzymane wyniki sugeruja roznice w
ewolucji pomiedzy genami paralogicznymi i
ortologicznymi.

Odmienne rezultaty uzyskane przez BA-
BENKO i wspotaut. (2004) moga by¢ konse-
kwencja zastosowania metody parsymonii
Dollo, ktora nie najlepiej odroznia powstanie
intron6w od ich utraty. Te same dane, ana-
lizowane przy pomocy innych metod staty-
stycznych, daty odwrotny wynik (ROy i PEN-
NY 2007a). Jak si¢ okazuje, analizy ewolucji
intronOw sa niezwykle czule na zastosowane
metody statystyczne. ROY i GILBER (2005b)
analizujac te same 684 klastry ortologicznych
genow co ROGOZIN i inni (2003), zastosowali
maksymalne prawdopodobienstwo (ML) za-
miast parsymonii Dollo i otrzymali wyraZnie
mniejsza liczbe na nowo powstalych intro-
noéw. Z kolei QIU i wspotpracownicy (2004)
zastosowali statystyke Bayesa analizujac 10
rodzin eukariotycznych genéw i, podobnie
jak BABENKO i wspotaut. (2004), na podsta-
wie otrzymanych wynikoéw, doszli do wnio-
sku, ze wiekszoSC istniejacych obecnie intro-
noéw, to introny nowe.

Kontrowersyjnym zagadnieniem w bada-
niach ewolucji intronéw jest takze zmiana ich
lokalizacji (ang. intron migration) (STOLTZFUS
i wspotaut. 1997). Zwolennicy teorii pozne-
g0 pojawienia si¢ intronO0w uwazaja, iz udziat
migracji intronéw, o ile w ogole ten proces
zachodzi, byl w ewolucji nieznaczny. ROGO-
ZIN i jego wspotpracownicy (2000) przepro-
wadzili analize¢ pozycji intronOw oparta na
teScie Monte Carlo. Ich wyniki sugeruja, ze
przesuniccia intron6w o 1 nukleotyd wyste-
puja rzadko, ale sa realnym zjawiskiem ewo-
lucyjnym. Nie znaleziono jednak dowodow
na wieksze przesuniecia intronow.

EWOLUCJA NAKEADAJACYCH SIE GENOW

Naktadajace sie geny sa szczegllnym przy-
padkiem, kiedy ewolucja struktury jednego
genu wplywa na organizacje drugiego, sasia-
dujacego genu. O nakladajacych sie genach

mowimy wowczas, gdy dwa geny dziela ten
sam fizyczny odcinek DNA i egzon jednego z
nich znajduje si¢ w intronie lub egzonie dru-
giego (Ryc. 4). Na podstawie szeregu badan
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Ryc. 4. Przyktad zréznicowanej organizacji genow wynikajacej z powstania gatunkowo specyficz-

nego wariantu splicingowego.

(A) Gen NTRKI1 u naczelnych posiada wariant, ktorego koniec 5 naklada si¢ z koicem 5’ genu SH2DZ2A.
Dodatkowo, w wyniku powstania tego wariantu splicingowego gen INSRR calkowicie mieSci sie w genie
NTRKI1. (B) W genomie myszy nie ma natozenia pomi¢dzy ktorymikolwiek z tych trzech genow.

przeprowadzonych w ostatnich latach stwier-
dzono, ze nakladajace si¢ geny wystepuja w
genomach eukariotOw znacznie czeSciej niz
sie tego spodziewano. Juz odkrycie naktada-
jacych sie genow u bakteriofaga phiX174 w
1976 r. (BARRELL i wspotaut. 1976) byto nie-
mata niespodzianka. Tym bardziej zaskoczyt
fakt obecnoSci nakladajacych sie genow w
genomach organizmow jadrowych. Pierwsze
doniesienia tego typu genach w eukariotycz-
nym genomie ukazaly sic w 1986 r., kiedy
to SPENCER i wspolpracownicy (1986) oraz
WILLIAMS i FRIED (1986) opublikowali w tym
samym numerze Nature prace wykazujace
obecnos¢ takich genow u muszki owocowej
i u myszy. Mimo kolejnych raportow o nakla-
dajacych si¢ genach, dopiero 16 lat pdzniej
dokonano pierwszych analiz na duza skale
pokazujacych, iz zjawisko to wystepuje po-
wszechnie u wszystkich eukariotOw (IWABE i
MiIYATA 2001, LEHNER i wspotaut. 2002, YELIN
i wspolaut. 2003, WANG i wspoélaut. 20006a,
MAKALOWSKA i wspotaut. 2007, NUMATA i
wspotaut. 2007).

Pomimo wielu badan, ciagle nie potra-
fimy wyjasni¢ w jaki sposob dochodzi do
powstania nalozen pomiedzy genami ani
tez jaki wplyw na ekspresj¢ genu ma taka
zmiana organizacji. Geny, ktérych promotory
okupuja ten sam odcinek DNA, moga miec
utrudniona ekspresje¢, zwlaszcza jesli leza one
na przeciwnych niciach DNA. W takim przy-
padku moze dojs¢ do kolizji polimeraz poru-

szajacych si¢ w przeciwnych kierunkach na
tym samym odcinku DNA (PRESCOTT i PROUD-
FOOT 2002). Naturalna konsekwencja bedzie
utrudniona transkrypcja. Na poziomie post-
transkrypcyjnym natomiast sugeruje si¢ kilka
mechanizmow wplywajacych na tworzace si¢
pary mRNA sens-antysens: maskowanie ele-
mentow regulatorowych (HASTINGS i wspol-
aut. 1997), edytowanie RNA (KIMELMAN i KIR-
SCHNER 1989), wyciszanie (BORSANI i wspoOl-
aut. 2005).

Pierwsza prace pokazujaca, iz naklada-
nie si¢ genoéw jest powszechnie wystepujaca
cecha genomOw eukariotycznych opubliko-
wano w 2002 r. LEHNER i wspoOlpracownicy
(2002) przeprowadzili analize wszystkich do-
stepnych sekwencji mRNA czlowieka i ziden-
tyfikowali 87 par nakladajacych si¢ genow.
Komputerowa analiza sekwencji EST (ang.
Expressed Sequence Tag) czlowieka i myszy
pozwolita natomiast na zidentyfikowanie 144
i 73 mysich par transkryptow sense-antysen-
se (SHENDURE i CHURCH 2002). Wyniki tych
analiz nie oddawatly jednak faktycznej czesto-
Sci wystepowania nakladajacych si¢ genow
w genomach kregowcow. W 2003 r. YELIN
i wspolpracownicy (2003) zidentyfikowali
2667 par nakladajacych si¢ genéw w geno-
mie czlowieka, natomiast KIYOSAWA i wspol-
aut. (2003) znalezli 2481 par takich genow
w genomie myszy. Analiza przeprowadzona
przez VEERAMACHANENI i wspotaut. (2004) wy-
kazala natomiast istnienie 774 par nakladaja-
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cych siec gené6w w genomie czlowieka i 578
w genomie myszy. Roznice pomiedzy tymi
doniesieniami wynikaja przede wszystkim z
zestawu analizowanych genoéw oraz zmian w
adnotacjach genomow. Obecnie przyjmuje
sie, ze 40-60% wszystkich genow (koduja-
cych i nie-kodujacych) dzieli fragment DNA
Z innym genem.

Genomowa organizacja naktadajacych sie
genow jest bardzo stabo zachowana nawet
pomiedzy blisko spokrewnionymi gatunka-
mi. WickszoS¢ natozen jest gatunkowo specy-
ficznych (VEERAMACHANENI i wspoétaut. 2004,
MAKALOWSKA i wspotaut. 2007). Poréwnanie
potozenia i struktury ortologow ludzkich na-
kladajacych si¢ genoéw pokazalo, ze wraz z
dystansem ewolucyjnym maleje liczba genow
naktadajacych si¢ u obydwu porownywanych
gatunkow. O ile u czlowieka i myszy znalezio-
no wspolne 274 ortologiczne pary gendéw na-
ktadajacych sig, o tyle pomiedzy czlowiekiem
i kurczakiem byly juz tylko 64 pary takich
genow, a czlowiekiem i Danio rerio jedynie
13 (MAKALOWSKA i wspotaut. 2007). Do od-
miennych konkluzji doszli DAHARY i wspOtpra-
cownicy (2005), ktorzy badajac nakladajace
sic geny czlowieka i nadymki stwierdzili, iz
wiekszoS¢ obecnie obserwowanych naltozen
pochodzi od wspdlnego przodka. Inne ge-
nomowe analizy porOwnawcze potwierdzaja
jednak stabe zachowanie nalozen pomiedzy
gatunkami (NUMATA i wspotaut. 2007, SANNA i
wspotaut. 2008, SOLDA i wspotaut. 2008).

Istnieja dwie wczesne hipotezy dotycza-
ce mechanizméw powstawania nakltadaja-

cych si¢c gen6w. KEESE i GIBBS (1992) zasu-
gerowali, ze nakladajace si¢ geny powstaja
w wyniku procesu zwanego nadpisaniem
(ang. overprinting), w ktéorym to procesie z
istniejacego materialu genetycznego powsta-
ja nowe, gatunkowo specyficzne geny. W
mysl tej hipotezy, w parze nakladajacych sie
genOw mamy zawsze jeden gen ewolucyjnie
zachowany i drugi, mtody, gatunkowo specy-
ficzny i odpowiadajacy za ,styl zycia” danego
gatunku. SHINTANI i wspotpracownicy (1999)
sugeruja natomiast, ze nakladanie si¢ pomie-
dzy dwoma badanymi przez nich genami,
ACAT2 i TCP1, powstalo w rezultacie trans-
lokacji jednego z genOw, a nastepnie adopcji
utraconych w procesie translokacji sygnatow
regulacyjnych.

Nakladanie si¢ pomiedzy genami moze
by¢ konsekwencja wielu, czesto wieloetapo-
wych, procesOw ewolucyjnych. Istotny udziat
zarowno translokacji, jak i powstawania ge-
now de novo w wyniku ,overprintingu”
potwierdzaja inne analizy (DAN i wspolaut.
2002, MAKALOWSKA i wspotaut. 2007, MAKA-
LOWSKA 2008). Roéznice strukturalne pomie-
dzy genami nakladajacymi si¢ w jednym ga-
tunku i nie nakladajacymi si¢ w innym, nie
dotycza jedynie wydluzonego, na przyktad
w wyniku adaptacji nowego sygnatu polia-
denylacji, konca 3’. W powstawaniu natozen
pomiedzy genami istotna role odgrywaja tak-
ze eksaptacja elementow powtarzalnych, np.
Alu, czy tez powstanie nowych, gatunkowo
specyficznych wariantéw splicingowych (Ma-
KALOWSKA i wspotaut. 2007).

PODSUMOWANIE

Pomimo ogromnych osiaggnie¢ w bada-
niach ewolucji genomow wiele waznych py-
tan pozostaje ciagle bez odpowiedzi. Jedna
z kwestii spornych jest to, ktory z mechani-
zmoOw odgrywa najwicksza role w powsta-
waniu nowych egzonow. Podczas gdy jedni
wskazuja na eksaptacje elementow powta-
rzalnych, inni twierdza, iz egzonizacja se-
kwengji intronowych jest gtéwnym napedem
powstawania nowych form splicingowych i
ewolucji struktury genow. Glownym argu-
mentem w tym drugim przypadku jest to, iz
nowe egzony moga duzo latwiej powstac w
wyniku mutacji punktowych, prowadzacych
do powstania nowych miejsc splicingowych,
niz w wyniku skomplikowanego procesu in-
sercji zewnetrznych elementow. Nierozstrzy-
gnicta jest takze kwestia pochodzenia intro-

now. Co prawda zarowno zwolennicy obu
hipotez, zarOwno wczesnego pojawienia si¢
intronoéw, jak i powstania inronéw dopiero
u eukariotow, ztagodnieli w swoich opiniach,
ale dostarczane przez analizy dowody wska-
zuja zarOwno na niedawne powstanie, maso-
wa utrate, jak i zachowanie intronoéw. Bada-
nia genomow dostarczaja nam takze ciagltych
niespodzianek. Elementy powtarzalne uwaza-
ne wczesniej za genomowe Smieci odgrywaja
ogromna role w ewolucji, sa Zrodlem wielu
nowych egzonéw lub sygnalow. Przekonali-
Smy sie tez niedawno, ze to co przez dlugie
lata przypisywaliSmy jedynie genomom pro-
kariotycznym jest szeroko rozpropagowane
takze w genomach eukariotycznych, czego
przykladem moga byC¢ nakladajace si¢ geny.
Dynamika sekwencjonowania genomow oraz
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rozwijajace si¢ techniki analiz bioinforma-
tycznych daja zatem nadzieje nie tylko na
rozwiazanie istniejacych zagadek, ale przede

wszystkim na odkrycie zupelnie nowych ta-
jemnic genomoOw roslin i zwierzat.

GENE STRUCTURE EVOLUTION

Summary

With the growing number of sequenced genom-
es comparative studies of lineage specific genomic
features become both very rewarding and challeng-
ing. Large scale multiple genomes analyses allow to
decipher many genomic features. They show that
main differences between related species concern
not as much the number of genes or the presence of
species specific genes as the differences in the gene
structure organization. Although much has been
learned about gene structure evolution many prob-
lems remain unsolved. Alternative splicing is one
of the main mechanisms leading to the proteome
diversification. The raise of new splice variants is
strictly connected with the exon and intron loss and
gain. Main mechanisms of how the new exons origi-
nate are known, but question which of them, if any,

plays the main role remains open. Another unsolved
mystery is the intron origination. The dispute be-
tween “intro-early” and “intron-late” hypotheses sup-
porters leads us to many interesting findings but the
problem remains unsolved. One of the most fasci-
nating discoveries in the genome studies is the role
of so called ‘junk DNA’ in the evolution of human
and other vertebrates. Repetitive elements and ret-
rogenes are one of the most important elements in
the gene structure evolution. They provide signals,
motifs and coding sequences for new exons, splice
sites or regulatory elements. Another phenomenon
discovered in the process of whole genomes analy-
ses is the common presence of overlapping genes
and, at the same time, their low conservation level.
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