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Abstrakt

Meioticka rekombinace je vyznamny proces, ktery probihd v pohlavné se rozmnozujicich
organismech a vytvaii nové kombinace alel. Frekvence i distribuce crossing-over je
ovlivnéna mnoha vnitinimi a vnéj§imi faktory. Mista s vyssi frekvenci crossing-overi
se nazyvaji rekombinacni hot-spoty a v této praci jsou rozdéleny na ancestralni a odvozené.
Ancestralni hot-spoty jsou piivodnéjsi a urcuji je predevsim histonové modifikace, oblasti bez
nukleozomil, promotory a sekvencni motivy. Tento typ hot-spotii maji naptiklad kvasinky,
ptaci a rostliny. Odvozené hot-spoty jsou urCeny proteinem PRDMO, ktery vyhledava
sekvencni motivy a vytvari u nich histonové modifikace. Odvozené hot-spoty jsou typické pro
vétSinu savel, kromé psovitych. Psoviti o funkéni protein PRDM9 pfisli kviili mutacim genu
Prdm9. Aktivita proteinu PRDM9 niéi cestou genové konverze piivodni umisténi hot-spoti.
Tento proces se nazyva ,,hot-spot paradox* a jeho fesenim je velmi rychla evoluce alel genu
Prdm9.

Tato prace shrnuje zdkladni poznatky o distribuci a urceni hot-spotli mezi eukaryotickymi
organismy. BliZze se zaméfuje na protein PRDM9Y, jeho stavbu, funkci a evoluci. V zévéru
prace je nastinéno urceni polohy rekombinace u druhii bez hot-spoti a porovnani miry

rekombinace mezi riznymi skupinami organismu.

Kli¢ova slova: crossing-over, dvoufetézcovy zlom, evoluce, histonové modifikace,

PRDMY protein, preferencni misto, rekombinace



Abstract

Meiotic recombination is an important process which occurs in sexually reproducing
organisms and creates new allelic combinations. Frequency and distribution of crossing-overs
(COs) are affected by many internal and external factors. Regions with higher frequency of
COs are called recombination hot-spots and in this thesis, they are divided into ancestral and
derived hot-spots. Ancestral hot-spots are the more original ones and they are determined by
histone modifications, nucleosome-depleted regions, promoters and sequence motifs. This
type of hot-spots occurs, e.g., in yeasts, birds and plants. Derived hot-spots are determined by
the PRDM9 protein, which searches for specific sequence motifs and creates histone
modifications. These hot-spots are typical for most mammals except the canines which lost
functional PRDM9 due to the mutation of the Prdm9 gene. Activity of PRDM9 destroys
primary locations of hot-spots via gene conversion. This process is called “hot-spot paradox”
and is solved by the rapid evolution of alleles of the Prdm9 gene.

This thesis summarizes basic information on distribution and determination of hot-spots
among various eukaryotes. It particularly focuses on the PRDM9 protein, its structure,
function and evolution. A determination of location of recombination in species without hot-
spots and comparison of recombination rates among different groups of organisms is

presented at the end of this thesis.

Key words: crossing-over, double-strand break, evolution, histone modifications, PRDM9

protein, hot-spot, recombination
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Seznam pouzitych zkratek

A

ade6
Atfl-Perl
bp

C

C2H2
Cal

cM
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CXXC1
DSB

G

gBGC
H2A.Z
H3K4me3
H3K9ac
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kb
KRAB
M26
Mb
MER3

MMS4

MSH4
MSHS5
MUSS81

NAHR
NCO
ncRNA
NDR
NLS
Obr.
PRDM9

prl

adenin

gen S. pombe, koduje protein fosforibosylaminoimidazol karboxylazu
heterodimerni komplex transkripénich faktort, ktery se vaze na M26

pary bazi (base pair)

cytosin

typ zinc finger domény Cys,His; (cystein, histidin) (Cys,His,-like fold group)
CpG ostruvky (CpG islands)

centimorgan, jednotka uzivana k méteni frekvence rekombinace
crossing-over

CXXC domain containing 1

dvouietézcovy zlom (double-strand break)

guanin

genova konverze vytvarejici prednostné GC (GC-biased gene conversion)
varianta histonu H2A

trimethylace lysinu 4 na histonu H3

acetylace lysinu 9 na histonu H3

gen pro protein HIS4 (histidine biosynthesis trifunctional protein)
u S. cerevisiae

kilobaze, 1 000 bp

Kriippel-associated box

sekvence vznikajici zménou G za T u genu ade6, mize fungovat jako hot-spot
megabaze, 1 000 000 bp

protein pattici do skupiny ZMM proteintl, znamy také jako HFM1 (Helicase
Family Member 3)

endonukleaza, kterd vytvari CO tfidy Il a vytvaii komplex s Mus81 (Methyl
MethaneSulfonate sensitivity)

protein patfici do skupiny ZMM proteinti (MutS Homolog 4)
protein pattici do skupiny ZMM proteinii (MutS Homolog 5)

endonukleaza, ktera vytvari CO tfidy Il a vytvaii komplex s Mms4 (MMS and
UV-sensitive protein 81)

nealelickd homologni rekombinace (non allelic homologous recombination)
Non-cross over

nekodujici molekuly RNA (non-coding RNA)

oblast bez nukleozomu (nucleosome depleted region)

nukleolarni lokaliza¢ni signal (nucleolar localization signal)

obrazek

PR/SET domain containing protein 9

poly-A-bearing RNA without long open reading frames



PR/SET

Setl

SNP
Sppl

SSXRD

Tab.
TSS
TTS
uv
Z1P1
Z1P2
Z1P3

ZMM

ZnF

centralni doména proteinu PRDMO9; patii do podtiidy SET domén (PRD1-BF1
and RIZ homologous region)

mira rekombinace uvadéna v cM/Mb (recombination rate)

histon-lysin methyltransferaza H3 lysin-4 specifickd u S. cerevisiae
(histone-lysine N-methyltransferase, H3 lysine-4 specific)

jednonukleotidovy polymorfismus (single-nucleotid polymorphism)

protein nachazejici se u S. cerevisiae; suppressor of PRP protein 1 (complex
proteins associated with SET1 protein SPP1)

motiv v proteinu PRDM9 (SSX repression domain)

thymin

tabulka

transkripcni start (transcription start site)

misto ukonceni transkripce (transcription termination sites)

ultrafialové zareni (ultraviolet)

protein pattici do skupiny ZMM proteind (molecular ZIPer)

protein pattici do skupiny ZMM proteinti (ZIPing up meiotic chromosomes)

protein patfici do skupiny ZMM proteint, znamy je také jako CST9
(Chromosome STability)

skupina proteinti, které vytvaii CO tfidy I, patii tam predevsim ZIP1, ZIP2,
Z1P3, MER3, MSH4, MSH5, ZMM znamena ZIP-MSH-MER

zinkovy prst (zinc finger)



1. Uvod

Rekombinace je velmi vyznamnym procesem u pohlavné se rozmnozujicich organismil
(Villeneuve and Hillers, 2001; de Massy, 2013). Proces rekombinace zajistuje spravnou
segregaci homolognich chromozomu (Villeneuve a Hillers, 2001). Pro bezchybny pribéh
rekombinace je nutny alesponi 1 CO (crossing-over), tzv. obligatni CO. Pokud by nedoslo
k obligatnimu CO, muze dojit k nondisjunkci a aneuploidii (Ritz et al., 2017). Rekombinace
vytvaii nové kombinace alel a muze tak zvysit fitness potomka (Rice, 2002) i genovou
diverzitu v populaci (de Massy, 2013). Tento proces zaroven zvySuje ucinnost selekce (Otto
a Lenormand, 2002) a také urychluje adaptaci (Colegrave, 2002; Morran et al., 2009).

Proces rekombinace probiha ptfi meiosi v profazi I. Dochazi pfi ném k reciproké vyméné
casti genetické informace mezi otcovskym a matefskym chromozomem jedince (tedy mezi
homolognimi chromozomy) a to uvnitt prekurzori gamet (San Filippo et al., 2008; Phadnis
et al., 2011; de Massy, 2013).

K rekombinaci ale v riznych mistech chromozomil nedochéazi stejné Casto. V nékterych
usecich (centromerach, telomerach) by rekombinace mohla mit fatalni disledky, protoze by
ohrozila bezchybnou segregaci chromozomii (Gerton et al., 2000; Rockmill et al., 2006).
Naopak nékteré ¢asti chromozomii jsou pro rekombinaci vhodnéjs§i a mistim, kde
k rekombinacim dochdzi velmi ¢asto, fikdme rekombinacni hot-spoty (Lichten a Goldman,
1995). Tyto hot-spoty se mezi rliznymi organismy hodné lisi, a to i v pfipadé, Ze jsou si
prislusné organismy blizce pfibuzné. Rozdily mohou byt jak v umisténi hot-spoti, tak v poctu
¢1 v mechanismu jejich urceni.

Pravé rekombinacni hot-spoty a rozdily v nich mezi riznymi druhy jsou naplni mé
bakalarské prace. Jsou zde shrnuty soucasné informace o hot-spotech u riznych skupin
eukaryotickych organismt, zakladni srovnani frekvence rekombinace mezi skupinami
organismi a také nastinéni mechanismu uréeni polohy rekombinace u organismi bez

hot-spotdi.

Cile této bakalarské prace jsou:

I. Pfedstavit zakladni faktory majici vliv na rekombinaci.

II. Shrnout soucasné poznatky o rekombinacnich hot-spotech u riznych skupin ¢i druht
eukaryotickych organismt a vice se zaméfit na protein PRDMY, ktery urcuje rekombinacni
hot-spoty u savci.

II1. Porovnat miru rekombinace mezi riiznymi skupinami organismt.
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2. Faktory ovlivnujici frekvenci a distribuci crossing-overu

Na umisténi a pocet CO ma vliv velké mnozstvi faktort. V tvodni kapitole mé prace jsem
je rozdélila do 3 hlavnich skupin: vnitini faktory, faktory jedince a vliv prostfedi. Nejprve
struéné shrnu esencialni mechanismus uréovani polohy CO a DSB (dvoutetézcovych zlomil),
tj. CO a DSB interferenci. Nasledné ptejdu k faktorim majicim vliv na polohu a frekvenci
CO.

Byly popsany 2 tiidy CO (a to poprvé u kvasinky pivni (Saccharomyces cerevisiae
(Meyen ex E. C. Hansen))) (de los Santos et al., 2003). V prvni tfidé CO (znacené v literatuie
jako ,,class 1.*) ptisobi CO interference (Zalevsky et al., 1999). CO interference je proces,
kdy pfi vytvofeni CO v jednom regionu dochazi k vyraznému sniZeni pravdépodobnosti, Ze se
v okoli vytvofi dals§i CO. Mira interference klesa se vzdalenosti od CO (Jones a Franklin,
2006). Podobny proces je spojeny i s tvorbou DSBs. Dochazi bud’ k cis-interferenci (na tom
samém homologu) nebo trans-interferenci (na druhém homologu v analogické pozici) (Zhang
et al., 2011; Garcia et al., 2015). U vétSiny studovanych organismi tvoii 85 % ze vSech CO
(Borner et al., 2004; Higgins, 2004). Druha skupina (znacena v literatufe jako ,,class II. )
pod vlivem interference neni. Ob¢ tyto skupiny se 1isi i biochemicky (de los Santos et al.,
2003). Prvni tiida CO vyzaduje skupinu proteintl, které se znaci jako ZMM proteiny (mezi né
patii Zip1, Zip2, Zip3, Msh4, Msh5 a Mer3) (Borner et al., 2004). Druha tfida CO je urcena
dimerem endonukleaz Mus81-Mms4 (de los Santos et al., 2003).

2.1 Vnitini faktory

Jednim z vnitfnich faktort, které souvisi s mirou rekombinace, je velikost genomu.
U velkych genomil rostlin byla objevena negativni korelace s mirou rekombinace.
Pravdépodobné vysvétleni je, ze velké genomy rostlin obsahuji hodné repetitivnich sekvenci,
ve kterych rekombinace neprobiha tak casto. U zivoc€ichi a hub nebyl nalezen jednotny vztah
miry rekombinace s velikosti genomu (Tiley a Burleigh, 2015; Stapley et al., 2017).

Rozdily byly nalezeny i vradmci polyploidie. Allopolyploidni jedinci maji vys§i miru
rekombinace nez jejich diploidni piedchidci (Leflon et al., 2010). Naopak autopolyploidni
jedinci maji niz§i miru rekombinace nez jejich diploidni pfedchidci (Yant et al., 2013).
Navic nové vzniklé polyploidni organismy maji vysokou miru rekombinace, kterd s postupem
casu kleséa (Le Comber et al., 2010).

Stav chromatinu je druhym dileZitym faktorem. V heterochromatinu, ktery obsahuje vice

repetitivnich sekvenci, k rekombinaci dochazi velmi madalo. Naopak v genové bohatém
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euchromatinu je cetnost rekombinace vyssi (Termolino et al., 2016). Rozvolnénosti
euchromatinu (tzv. open chromatin) napomahaji urcité histonové modifikace a tim je
umoznén lepSi pfistup rekombinacniho komplexu k vldknu DNA. Typické histonové
modifikace spojené se zvySenim cCetnosti rekombinaci jsou uvedeny v dalSich ¢astech mé

prace (naptiklad v ¢asti 3.2.1.1).

2.2 Faktory jedince

Vétsi rozdily v mife rekombinace 1 v umisténi CO jsou mezi pohlavimi. Zalezi na druhu
organismu, zda maji frekvenci CO vyssi samci ¢1 samice. V tomto ohledu se lisi 1 blizce
pfibuzné druhy. Ptikladem jsou druhy myS§ domaci (Mus musculus castaneus (Waterhouse))
a mys zapadoevropskad (Mus musculus domesticus (Schwarz & Schwarz)). U prvniho z druhii
je vyssi mira rekombinace u samic, zatimco u mySi zépadoevropské je vysSi mira
rekombinace u samcii (Dumont a Payseur, 2011).

Frekvence CO se miize ménit i s vékem. Napiiklad u ¢lovéka se u zen s rostoucim vékem
zvySuje i mira rekombinace (Kong et al., 2004). Divodem tohoto vztahu by mohla byt
napiiklad klesajici CO interference. I CO interference totiz s vékem matky klesa (Campbell

et al., 2015).

2.3 Vliv prostredi

Vyrazny vliv ma predevSim teplota. Extrémni hodnoty teploty mohou porusSit
synaptonemalni komplex a kvili tomu dojde ke snizeni Cetnosti rekombinaci a sniZzeni
fertility. V1iv vysoké teploty na rekombinaci byl ve studii z roku 1948 zkouman na nékolika
rostlindch, mezi které patii naptiklad pSenice seta (7Triticum aestivum (L.)), vikev ptaci (Vicia
cracca (L.)) a Zito seté (Secale cereale (L.)) (Pao a Li, 1948). Nov¢jsi studie provedend
ujeCmene prokazala nelinearni vztah (kde tvar kiivky pfipomind obracené pismeno U)
mezi mirou rekombinace a teplotou. Stejnou zavislost objevili védci 1 mezi mirou
rekombinace aro¢ni soldrni radiaci. Positivni linearni vztah byl nalezen také s thrnem
rocnich srazek, vliv méla i UV radiace a stav zivin (Dreissig et al., 2019).

DalSim faktorem je infekce patogennim organismem. Infikovani jedinci vykazuji vyssi
miru rekombinace neZ ti zdravi. Je to nejspiSe zpusobeno koevolucnim soubojem hostitele
a patogena. Vys$si mira rekombinace infikovaného jedince byla objevena naptiklad u tabaku
virginského (Nicotiana tabacum (L.)) (Kovalchuk et al., 2003) nebo u potemnika hnédého
(Tribolium castaneum (Herbst)) (Kerstes et al., 2012).



Prokazateln¢ vyznamny vliv na Cetnost rekombinace ma eusocialita. U eusocialniho
hmyzu byla naméfena mnohem vys$s§i mira rekombinace nez u jejich solitérnich ptibuznych
¢i predkt. Prikladem je véela medonosna (Apis mellifera (L.)) (Beye et al., 2006) nebo vosa
obecna (Vespula vulgaris (L.)) (Sirvio et al., 2011).

V minulosti se nékteré studie zameétily na vliv domestikace. Domestikovani jedinci
vykazovali vys$§i miru rekombinace nez jejich divoci predci. Je tomu tak naptiklad
mezi puvodnéjsim kiizencem kura bankivského (Gallus gallus (L.)) a leghornky bilé (Gallus
gallus f. domestica ,,White leghorn®), a domestikovanymi potomky plymutky bilé (Gallus
gallus f. domestica ,,Plymouth Rock White*) (Groenen et al., 2008). Vyssi mira rekombinace
byla naméfena i u domestikovaného druhu je¢mene setého (Hordeum vulgare spp. vulgare
(L.)) ve srovnani s ancestralnéj$im jeCmenem (Hordeum spontaneum (K. Koch)) (Dreissig et
al., 2019). Avsak v studii o domestikovanych savcich byla naopak popsana mira rekombinace
vy$si u jejich divokych ptedkii. Ve studii z roku 2015 je porovnana mira rekombinace téchto
druhti (vzdy v poradi domestikovany druh a pivodnéjsi druh): pes domaci (Canis familiaris
(L.)) a vlk obecny (Canis lupus (L.)), koza domaci (Capra hircus (L.)) a kozorozec ibersky
(Capra pyrenaica (Schinz)), ovce domaci (Ovis aries (L.)) a muflon (Ovis musimon (Pallas))
(Mufioz-Fuentes et al., 2015). Je tedy otdzkou, zda domestikace mé skutecné vliv na miru

rekombinace a u jakych skupin organismi.



3. Rekombinacéni hot-spoty

Oblasti chromosomt, kde dochazi k rekombinaci Castéji, nez je celogenomovy prameér,
se oznacuji jako rekombinacni hot-spoty (Lichten a Goldman, 1995). V hot-spotech miize
vyskyt CO nartst o 2 — 10 4dd nez je primérny pocet CO v celém genomu (Stapley et al.,
2017). Thomas D. Petes ve svém clanku z roku 2001 rozd€lil hot-spoty do 3 kategorii.
a hot-spoty jsou takové, které vyzaduji navazani transkripcniho faktoru pro svou aktivaci.
Mezi n¢ patii naptiklad ade6-M26 (White et al., 1993; Petes, 2001). f hot-spoty jsou
charakterizovany specifickou sekvenci (Kirkpatrick et al., 1999; Petes, 2001). A posledni y
hot-spoty jsou spojeny s vys$im obsahem GC (Gerton et al., 2000; Petes, 2001).

V praci z roku 2016 jsou hot-spoty rozdéleny jinak, a to na ancestralni, tedy ptvodnéjsi,
a odvozené (Lenormand et al., 2016). Takto je rozdé€luji 1 v mé bakalaiské praci a srovnani
umisténi rekombinaci u obou typl je ukdzano na Obr. 1. Jejich bliz§i charakteristika je

v nasledujicich kapitolach 3.1 a 3.2.

(a) ancestral hotspots

M species A
M species B
I L m I 1 5 | il ‘ 1 ‘
-t a1 o-at 1 LD

(b) PRDM9-mediated hotspots

AL lUiaiN .

M species C
M species D

Obrazek 1: Umisténi CO u ancestralnich a odvozenych hot-spotii. (a) ancestralni hot-spoty — Cervené
druh A, modfe druh B; (b) odvozené hot-spoty (ptisobeni proteinu PRDM9) — zelené druh C, fialoveé druh D;
osa x: genomova sekvence obsahujici 3 geny (zluté — transkripéni pocatek (TSS), Cervené — misto ukonéeni

transkripce (TTS), tmavo-Sedé — exony, linie mezi nimi — introny), osa y: mira rekombinace v cM/Mb

(a) V ancestralnich hot-spotech je u obou druhil nejvyssi mira rekombinace v transkripcnich pocatcich gena a
onéco mensi v mistech ukonceni transkripce. Vybrané druhy maji velmi podobné umisténi rekombinaci.
(b) Naopak u druhl s odvozenymi hot-spoty je vidét velka variabilita rozloZzeni rekombinaci, ktera je dana
rozdily vjedné zdomén proteinu PRDM9. Neni zde vidét zadnd vétsi souvislost s TSSs nebo TTSs

(Lenormand et al., 2016).



3.1 Ancestralni hot-spoty

Jako ancestralni hot-spoty oznacujeme ptivodnéjsi typy hot-spotl. Jsou velmi stabilni
v Case (miliony let) a nachazeji se predev§im v oblastech blizko promotora a transkripénich
pocatki (Obr. 1). Takovéto hot-spoty maji napt. houby (prozkoumané jsou nejvice kvasinky),

rostliny a ptaci (Lenormand et al., 2016).
3.1.1 Houby
3.1.1.1 Rod Saccharomyces

Kvasinky rodu Saccharomyces maji vysoce konzervované hot-spoty. Tato mista
se znateln¢ vys$i mirou rekombinace jsou dlouha 2 — 5 kb (kilobazi) u kvasinky S. paradoxus
(Bach.-Raich.) akolem 3 kb u kvasinky S. cerevisiae. Oba druhy maji velmi podobné
hot-spoty, a to ve smyslu obsahu GC parti a v rozmisténi hot-spotil napii¢ genomem. Tyto
spole¢né znaky si pravdépodobné uchovaly od spoleéného piedka. Moznou variantou vSak
muze byt, ze hot-spoty vznikly v historii vicekrat, coz by takto maly genom umozioval (Tsai
et al., 2010). Podle nedavnych studii jsou hot-spoty kvasinek zachované uz 15 miliont let
(Lam a Keeney, 2015). Mira zachovani Castych cilli rekombinace je zptisobena snizenym
pusobenim gBGC (genova konverze prednostné vytvatejici GC). Ke genové konverzi dochazi
velmi Casto prave pii rekombinaci. Tomuto jevu piedchazi chybné parovani bazi, ke kterému
muZze béhem rekombinace dojit (Dressler a Potter, 1982). Chyby v parovani bazi se opravuji
tzv. ,,mismatch* opravou. Pii procesu gBGC dochazi preferencné k opravé chybného paru na
par GC a tato dvojice nukleotidii se nasledné¢ hromadi v mistech, kde probih4 rekombinace
Casto (Brown a Jiricny, 1988).

Ke sniZeni vlivu gBGC u kvasinky S. cerevisiae doSlo zfejmé kvili menSi Cetnosti
sexudlniho rozmnoZovani a také kvili omezeni mezidruhového kiiZeni. Oba tyto jevy byly
v historii Cast&j$i a umoznily tak silnéj$i piisobeni gBGC (Tsai et al., 2010). Ackoliv
gBGC) (Gerton et al., 2000), v recentnéjSim ¢asovém métitku byl pozorovan zcela opacny
trend. V hot-spotech dochazi Castéji ke zméné¢ GC na AT. K tomuto obratu mohlo dojit kviili
zmirnéni tlaku gBGC a v budoucnu se korelace mezi hot-spoty a obsahem GC muze jeste
snizit (Tsai et al., 2010).

Hot-spoty kvasinek se nachdzi nejCastéji v intergenickych oblastech, respektive
v promotorech (Pan et al.,, 2011). Promotory jsou funk¢ni elementy genomu, které¢ jsou

nezbytné pro spravnou funkci genti, a proto je u nich evoluce omezena. I to je ziejmé diivod
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stalosti téchto hot-spotii (Lam a Keeney, 2015). Pro castou rekombinaci a stim
souvisejici umisténi hot-spott je velmi dilezity volny chromatin bez nukleozomt (jinak také
nazyvan open chromatin nebo NDR) (Petes, 2001; Pan et al., 2011). Tyto volné regiony
se nachazi Casto pravé v promotorech a jsou u kvasinek prumérné 147 bp (bazickych part)
dlouhé. V jejich blizkosti se nachazi +1 nukleozom, ktery je pocatecnim prvkem
transkripéniho pocatku (TSS) a od NDR je dal ve sméru transkripce (tzv. downstream)
(Kaplan et al., 2009; Radman-Livaja a Rando, 2010; Pan et al., 2011).

Dilezitym faktorem pro vyskyt hot-spotii je také trimethylace lysinu 4 na histonu H3
(H3K4me3). Tato histonova modifikace je u kvasinky S. cerevisiae vytvéarena
methyltransferazou Setl a pii jejim odstranéni klesne poc¢et DSB (a tedy i1 vyslednych pocet
CO) o 84 %. Takto silna redukce znaci vyznamnost histonové modifikace H3K4me3 (Borde
et al.,, 2009). Kvasinky rodu Saccharomyces navic nejsou zdaleka jedinou skupinou
organismil, kde H3K4me3 hraje zasadni roli (viz ¢ast 3.2.1. Savci).

Vliv na rekombina¢ni hot-spoty mohou mit i transkripéni faktory. Uvazuje se, ze by
mohly ménit strukturu chromatinu, popfipadé by mohly interagovat s komplexem
vytvarejicim DSBs. Ptikladem je lokus HIS4, kde byla naméfena vy$$i mira rekombinace
pfinavazani transkripcnich faktord. Duvodem této stimulace je pravdépodobné to,
ze navazani transkripénich faktori mize vytvofit otevieny chromatin, ktery je vhodny jak
pro rekombinaci, tak pro transkripci (White et al., 1993). Pozd¢jsi vyzkumy ale spise
naznacuji, Ze vétsi vliv na rekombinaci maji jiné faktory. Kli¢ovou roli méa rozhodné struktura
chromatinu a pfitomnost nukleozomil v daném regionu (Petes, 2001; Pan et al., 2011).

Rekombinace (primarné tvorba DSBs) je u kvasinek rodu Saccharomyces naopak
potlacena v repetitivnich sekvencich jako jsou telomery a centromery (Gerton et al., 2000;
Blitzblau et al., 2007). Dochazi k tomu proto, aby tyto sekvence nepodléhaly nealelické
homologni rekombinaci (NAHR) a nedochézelo k pfestavbam, nebo aby nedochéazelo
k chybam pfti segregaci sesterskych chromatid (to plati pfedevS§im pro centromery) (Rockmill

et al., 2006; Sasaki et al., 2010).
3.1.1.2 Schizosaccharomyces pombe

Stejné¢ jako kvasinky rodu Saccharomyces, i kvasinky poltivé (Schizosaccharomyces
pombe (Lindner)) maji hot-spoty. Jejich priméma délka se pohybuje v rozmezi 1 — 2 kb
a hlavnim spole¢nym znakem vétSiny jejich hot-spoti jsou NDRs, tedy useky otevieného

chromatinu bez nukleozomi. Vyskytuji se ve velkych intergenickych regionech (vétSich nez



3 kb), které jsou od sebe vzdalené ptiblizné 65 kb (Cromie et al., 2007; de Castro et al.,
2012). Na rozdil od kvasinky S. cerevisiae nejsou hot-spoty kvasinky S. pombe pfili§ Casto
umistény v promotorech (Cromie et al., 2007; Fowler et al., 2014). ZvlasStnosti tohoto druhu
je tzv. CO invariance. Je to proces, ktery udrzuje celkovou cetnost COs velice uniformni.
Pocet DSBs se v riiznych mistech genomu rapidné meéni, zatimco pocet COs na jednotku
délky (nejcastéji na kb DNA) ziistava stale stejny. Tento mechanismus je zalozen na volbé
zpusobu opravy DSB, a to bud’ pomoci homologniho chromozomu nebo pomoci sesterské
chromatidy. V silnych DSB hot-spotech dochdzi nejcastéji k opravé sesterskou chromatidou,
zatimco v mistech smalym poctem DSBs dochazi k opravé pomoci homologniho
chromozomu a tedy k CO (Hyppa a Smith, 2010).

Vyznamnou roli maji i zde histonové modifikace, a to konkrétné¢ acetylace lysinu 9
na histonu H3 (zkracené¢ H3K9ac) (Yamada et al., 2004). Naopak v hot-spotech kvasinky
S. pombe nebylo nalezeno zvySené mnozstvi H3K4me3, jako je tomu u jinych druht.
Nicméng, prestoze spojitost mezi hot-spoty kvasinky S. pombe a H3K4me3 nebyla prokazana,
pti deleci methyltransferazy Setl dochazi k redukci poc¢tu DSBs. Setl se tedy jevi jako mozny
faktor, ktery ovlivituje hot-spoty u tohoto druhu kvasinek (Yamada et al., 2013).

U kvasinky S. pombe byla objevena moznad korelace vazby transkripénich faktord
a transkripce s nékterymi hot-spoty. Jedna se zejména o hot-spot M26, ktery vznikl zaménou
I nukleotidu G za T v genu ade6. Vysledkem je sekvence ATGACGT (kde podtrzeny
nukleotid je ten zménény) (Ponticelli et al., 1988), ktera na sebe vaze komplex transkripcnich
faktort Atfl1-Perl (Kon et al., 1997). Sekvence M26 a ji podobné sekvence, obecné zapsané
jako (C/G/T)TGACGT(C/A), po navazani transkripénich faktorti funguji jako hot-spoty (Fox
et al., 2000). Atfl stimuluje piepis kratkych transkript, které podporuji tvorbu H3K9ac
a lokalné pak dochazi k dekondenzaci okolniho chromatinu. Vytvofenim NDR se v dané
lokalit¢ ustanovi vhodné prostiedi pro tvorbu DSBs. Mald cast hot-spoti tedy koreluje
s transkripci a prepisovanymi regiony (Yamada et al., 2017).

Zajimavym faktorem, majicim vliv na hot-spoty a jejich umisténi, jsou polyadenylované
nekodujici molekuly RNA (ncRNA) patiici do tfidy prl. V mistech, kde se tyto ncRNA
exprimuji, jsou velmi Casto i DSB hot-spoty, a tedy 1 ¢etnéjsi rekombinace. Spekuluje se, zda
exprese ncRNA napomahd vytvofeni otevieného chromatinu nebo zda tyto molekuly funguji
jako priivodce, ktery navadi homologni DNA do hot-spotl k ndsledné rekombinaci (Wabhls et
al., 2008).



3.1.1.3 Zymoseptoria tritici

Brani¢natka pSeni¢na (Zymoseptoria tritici ((Desm.) Quaedvl. & Crous)) je houbovy
patogen pSenice a z hlediska rekombinaci je velice zajimavy. Stejné¢ jako nckteré druhy
zivoc¢ichii (napiiklad Simpanzi, lidé — vice v ¢asti 3.2.1.2), ma nejvyssi miru rekombinace
v subtelomerické oblasti. Prochazi ¢astou pohlavni reprodukci, ktera zptisobuje, ze hot-spoty
této patogenni houby nejsou tolik konzervované, jako je tomu napiiklad u kvasinky
S. cerevisiae. Velké mnozstvi hot-spotli je uloZzeno v okoli genti, které koduji patogenni
proteiny. Castd rekombinace zajistuje rychlou evoluci a vytvafeni novych forem toxint
(Croll et al., 2015). Odlisnosti od jinych organismil je, Ze v centromefe nebyla naméfena
témét zadna suprese rekombinace. Vyznamnou roli zde nehraje ani proces gBGC, ktery se
u brani¢natky jevi jako slaby ¢i szadnym efektem na vyskyt hot-spoti (Stukenbrock

a Dutheil, 2018).

3.1.2 Ptaci

Ptaci maji hot-spoty, avsak jejich genom neobsahuje Prdm9 gen, jako je tomu u savca
(Oliver et al., 2009; Singhal et al., 2015). Pii srovnani 2 druhti zebticky pestré (Taeniopygia
guttata (Vieillot)) a pasovnika dlouhoocasého (Poephila acuticauda (Gould)) (oba ztadu
pevell) bylo objeveno, Ze maji 73 % hot-spotii stejnych (a to predevSim co se tyce jejich
umisténi). Podobné tomu bylo 1 u dalSich druhti. Analyza ukazuje, ze rozlozeni ptacich
hot-spotil ziistalo velmi podobné ptes 10 miliond let. To znaci, ze jsou vysoce konzervované
(Singhal et al., 2015). Shodné je tomu i u kvasinky S. cerevisiae, kde je mira zachovani
hot-spotl jeSté vyssi a jsou stalé uz 15 milioni let (Lam a Keeney, 2015).

Ptac¢i hot-spoty se v poloviné piipadli nachézeji blizko TSS, vedle mista ukonceni
transkripce (TTS) nebo blizko CpG ostrivki (CGlIs). Hot-spoty blizko CGIs jsou mezi druhy
sdilené nejvice a jsou také hodné ovlivnény procesem gBGC. Mira rekombinace je u TSS
a TTS 2krat vétsi a u CGls 3krat vétsi, neZ je primér miry rekombinace ve zbytku genomu
(Singhal et al., 2015). VSechny tyto 3 regiony jsou funk¢nimi elementy a jsou spojeny
s nestabilitou okolnich nukleozomt. Tim se vnich vytvaii misto vhodné pro pfistup
rekombina¢niho komplexu. Hot-spoty ptakli maji vysoky obsah adeninu, ktery by mohl
podporovat posun nukleozomt a vytvofeni NDRs (Kaplan et al., 2009; Singhal et al., 2015).
Celkové dochazi castéji k rekombinaci v exonech neZ v intronech a mira rekombinace stoupa

smeérem ke konciim gent (tedy uprostied gent je nejmensi). Stejné tak DSB se prednostné



vytvaii v exonech pobliz TSS a TTS, ovSem mechanismus, ktery by vysvétloval tuto

preferenci, je zatim neznamy (Singhal et al., 2015).
3.1.3 Rostliny

Hot-spoty rostlin byly zatim nejvice prozkoumany u husenicku rolniho (Arabidopsis
thaliana ((L.) Heynh)), kde vykazuji az 50krat vice COs nez je genomovy prumér (Drouaud
et al., 2013). Nalezeny byly ale i v dalSich rostlinach jako je kukufice (Liu et al., 2009), ryze
(Marand et al., 2019) a dalsi rostliny uvedené ve ¢lanku Wang a Copenhaver (2018).
U husenicku vykazuji hot-spoty silnou asociaci s TSSs a 0 néco méné pak s TTSs. V pozici
+1 u TSS se nachézi varianta histonu H2A.Z, ktera se pfekryva s nejvyssi mirou rekombinace
(Obr. 2). Pro hot-spoty tohoto druhu rostlin je také typicky A-bohaty motiv, ktery je dlouhy
6 — 30 bp anachazi se nad TSS, tzn. upstream (Choi et al., 2013; Wijnker et al., 2013).
ZvySena pritomnost A 1épe umozituje vznik NDR, coZ napoméhd tvorbé zlomil a nasledné
rekombinaci (Field et al., 2008). Druhym vyznamnym motivem je trimer CTT, ktery se
opakuje v délce 6 — 21 bp a nachdzi se predevSim za TSSs, tzn. downstream, takze
se prekryva s H2A.Z (Obr. 2) (Choi et al., 2013).

Pozd¢jsi studie ukazaly, Ze Castym motivem je také CCN, kde N znaci jakykoliv nukleotid
(z vybéru A, T, C, G). Tento motiv se vyskytuje prevazné uvnitf genl, na rozdil
od pfedchozich motivi, které se vyskytovaly pfedevS§im v oblastech promotort, TSSs a TTSs.
V genech se podle této analyzy naléza 42 % CO, coz je vice nez v promotorech (tam je 31 %
CO). Motiv CCN je spojen s pritomnosti nukleozomi, které nesou epigenetickou znacku
H3K4me3 (Shilo et al., 2015).

Typickym znakem je také hypomethylace DNA v TSSs a TTSs, v nichZ se nachazi
hot-spoty. Naopak v transkrip¢nich pocatcich a v mistech ukonceni transkripce, ve kterych se
hot-spoty nevyskytuji, nebyla sniZena mira methylace DNA pozorovana. Celkové
je methylace DNA naopak zvySend uvnitf genil (smérem od TSS stoupd) a zejména v exonech
(Cokus et al., 2008).

Snizeny pocet COs se vyskytuje ve veétSin€é repetitivnich sekvenci, ale byly popsany
i1 vyjimky. U ryze seté (Oryza sativa (L.)) existuji 2 transpozony Stowaway a PIF/Harbinger,
které se Casto nachazeji pravé v mistech se zvySenou mirou rekombinace (nad a pod TSSs)
azvysuji aktivitu hot-spotu. U kukufice je v hot-spotech vys$$i obsah GC, zplsobeny
procesem gBGC. Uvazuje se, Ze transpozony bohaté na AT se vkladaji do usekl bohatych
na GC a tim vyrovnavaji pomér nukleotidt AT:CG (Marand et al., 2019).
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Obrazek 2: Schéma rekombinacnich hot-spoti u A. thaliana. TSS — transkrip¢ni pocatek, TTS — misto
ukonceni transkripce, CTT — hlavni motiv v TSS, cerveny bod — nukleozom +1 obsahujici H2A.Z

a H3K4me3 (Choi a Henderson, 2015)

3.2 Odvozené hot-spoty

Tento typ se vyvinul z ancestralnich hot-spotil a je tedy mladsi. Jeho pozice je urcena
proteinem PRDMO9 nebo jeho orthologem a vyskytuje se u vétSiny savetl (Lenormand et al.,

2016). Tyto hot-spoty byly prozkoumané ptredevsim u mysi a ¢lovéka.
3.2.1 Savci

Rekombinaéni hot-spoty savct jsou dlouhé pruimémé 1 — 2 kb (Kauppi et al., 2004).
Z celkového poctu se 80 % rekombinaci stane na 10 — 20 % genomu. Vzdalenost mezi
jednotlivymi hot-spoty se mezi druhy lisi. U lidi je to v priméru 50 — 100 kb (Myers et al.,
2005), zatimco u mysi jsou od sebe hot-spoty vzdalené 60 — 330 kb (Smagulova et al., 2011).

Umisténi sav¢ich hot-spot uruje protein PRDM9 (Baudat et al., 2010; Myers et al.,
2010; Parvanov et al.,, 2010). Hot-spoty savci maji dvojitou znaCku H3K4me3 a
H3K36me3, kterd je pouze v hot-spotech a vytvaii ji pouze protein PRDM9 (Powers et al.,
2016). Histonova modifikace H3K4me3 se jinak bézné nachédzi v aktivnich promotorech
(Heintzman et al., 2007) a enhancerech (Pekowska et al., 2011). Tato znacka je spojena
s vytvofenim NDRs, protoze se nachéazi vzdy z obou stran regionu NDR (Baker et al., 2014).
Druhé z modifikaci H3K36me3 je znackou transkrip¢ni elongace (Li et al., 2007).
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3.2.1.1 PRDM9

Protein PRDMO (zkratka z anglického nazvu PR/SET domain containing protein 9) urcuje
umisténi DSBs a hot-spotli svoji pfimou vazbou na vldkno DNA. Jako determinant lokalizace
hot-spotii byl popsan v roce 2010 tfemi skupinami zaroven (Baudat et al., 2010; Myers et
al., 2010; Parvanov et al., 2010). V ptipad¢ knockoutu (tedy vypnuti) genu Prdm9 u mysi se
pozice hot-spotil vyrazné zméni. My$ s vypnutym genem Prdm9 stale ma hot-spoty, ale témét
polovina z nich (44 %) se nachdzi ve funk¢énich elementech genomu jako jsou promotory a
enhancery. Oba tyto elementy nesou znacku H3K4me3, a proto se tam hot-spoty v ptipade
vypnuti Prdm9 premisti. Hot-spoty téchto mysi pfipominaji rozloZenim ancestralni hot-spoty
kvasinky S. cerevisiae. PRDMY je tedy zodpovédny za umisténi hot-spotli a jevi se jako
odvozenéjsi a mladsi zptisob ur¢ovani rekombina¢nich hot-spoti (Brick et al., 2012).

Protein PRDMY se nachézi pouze ve varlatech a vajecnicich a k expresi jeho genu dochézi
u obou pohlavi v meiotické profazi 1., konkrétné je pfitomen od stddia leptotene do stadia
zygotene (Hayashi et al., 2005; Sun et al., 2015). Je oznacovan jako gen hybridni sterility
obratlovct. Hybridni sterilita je jednim z postzygotickych mechanismi, které reprodukéné
izoluji odlisné druhy a maji roli ve speciaci. Popsani této funkce genu Prdm9 bylo provedeno
na mys$i sttedoevropské (Mus musculus musculus (L.)) a mySi zdpadoevropské. Z fertilnich
rodicovskych mysi vznikl sterilni hybrid. Sterilita se zde prokdzala pouze u samc¢iho pohlavi,
u n¢hoz doslo k selhani ve spermatogenezi (Mihola et al., 2009).

Ackoliv PRDMS se pfifazuje pievazné k savceim, protoZe vétSina savel tento gen koduje,
mize byt pfitomny 1 u dalSich tfid. U psovitych se z Prdm9 stal pseudogen a ztratil funkci
urcovani pozice rekombinaci (Oliver et al. 2009, Muiios-Fuentes et al. 2011). Je vhodné
zminit, Ze nebyli prozkoumani vSichni savci a neni tak zcela jasné, ze nefunk¢ni gen Prdm9 se
u savcl nachdzi pouze u psovitych. V ramci savel byl gen Prdm9 nalezen naptiklad u slona
afrického (Loxodonta africana (Blumenbach)), kocky domadci (Felis catus (L.)), tura
domadciho (Bos taurus (L.)) ¢i netopyra hnédavého (Myotis lucifugus (Le Conte)). Mimo
savce byl nalezen u lososa obecného (Salmo salar (L.)) a pstruha duhového (Oncorhynchus
mykiss (Walbaum)) (Oliver et al., 2009). V nedavné analyze z roku 2017 bylo nalezeno 227
orthologli proteinu PRDMY. V tomto vyzkumu byl ortholog PRDMY nalezen u bezcelistnatct
(Agnatha), paryb, ryb, Zelv, hadd, jestérd a latimérii. Naopak chybi u obojzivelnikl, ptakd a
také u nekterych plazi (naptfiklad krokodyll) (Oliver et al., 2009; Singhal et al., 2015;
Baker et al., 2017).
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Stavba PRDM9 a funkce jednotlivych domén

Protein PRDMY9 se sklad4d ze 3 hlavnich funkénich domén a nékolika dalSich mensich
¢asti. Hlavnimi funkénimi doménami jsou N-termindlni KRAB doména, centralni PR/SET
doména a C-termindlni doména C2H2 typu zinc finger (ZnF). Mezi KRAB a PR/SET
doménou se nachdzi SSXRD motiv a pfed doménou C2H2 je umistén 1 oddéleny ZnF
(Obr. 3) (Parvanov et al., 2010; Baudat et al., 2013). V¢étSina domén genu Prdm9 je vysoce
konzervovana napfi¢ savci. Vyjimkou je ZnF doména, kterd je naopak vysoce polymorfni
(Thomas et al., 2009)

Hlavni funkéni domény a dal$i soucasti PRDMY vykazuji riznou aktivitu. KRAB doména
zajistuje predevsim pfipojeni rekombinac¢niho hot-spotu, ktery se nachazi na chromatinové
smycce, k chromozomové ose (tzv. axis ¢i core) v mistech, kde se nachazi proteiny
zodpovédné za tvorbu DSBs. Toto propojeni se déje pomoci interakce s CXXC1 proteinem
(coz je sav¢i homolog kvasinkového proteinu Sppl) (Parvanov et al.,, 2016; Imai et al.,
2017).

Centralni PR/SET doména vykazuje methyltransferazovou aktivitu. V misté nasednuti
PRDM9 tato doména trimethyluje histon H3 na lysinu 4 (Hayashi et al., 2005) a stejny histon
trimethyluje 1 na lysinu 36. Vytvoii tak dvojitou znacku, kterd se vyskytuje pouze
v hotspotech a umi ji vytvofit jen protein PRDM9 (Powers et al., 2016). PRDM9 trimethyluje
1 — 2 nukleozémy na obou stranich od mista nasednuti proteinu (zda 1 nebo 2 zalezi
pravdépodobné na mire stoceni chromatinu, tedy na vzdalenosti nukleozémi od PRDM9
v prostoru). Znacka H3K4me3 urcuje rozpéti migrace Hollidayova spoje pii rekombinaci.
Tim uréuje i délku vyménéné genetické informace. Takovy tusek muize byt dlouhy
I 000 — 2500bp (Baker et al., 2014). Naopak délka genové konverze (spojené
s non-crossoverem (NCO)) v hot-spotu je vyrazné krat$i (pfiblizné¢ 10 — 120 bp, maximalni
délka Gseku mize byt i vEtsi, ale 1 presto byva mensi nez délka genové konverze spojené
s CO). Tento poznatek se vyuziva v analyzach pfi rozliSovani CO a NCO, kdy usek genové
konverze spojené s CO je delsi nez usek genové konverze spojené s NCO (Cole et al., 2010).

Posledni z hlavnich funkénich domén je C2H2 doména, ktera obsahuje tandemové
repetice, kdy 1 repetice je 1 ZnF (Parvanov et al., 2010). Téchto ZnFs mlze byt v riznych
populacich rizny pocet. U lidi bylo zatim objeveno 8 — 18 ZnFs (Berg et al., 2010). Nékteré
aminokyseliny jsou Casto substituovany a to ptfedevsim ty v pozici -1, 3 a 6 (Obr. 4) (Ponting,
2011). U ¢loveka se pouze 5 — 6 ZnFs vyznamné podili na vazbé hledaného motivu DNA a to
konkrétné ZnFs 8 — 12 u alely A (ktera ma celkem 13 ZnFs) a ZnFs 8 — 13 u alely C (tato
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alela ma dohromady 14 ZnFs) (Baudat et al., 2010; Berg et al., 2011; Patel et al., 2017).
Zbylé ZnFs maji jiné funkce, naptiklad pfi stabilizaci vazby PRDM9 s DNA (Billings et al.,
2013). Doména C2H2 je vysoce polymorfni, li$i se i mezi jedinci 1 populace a zpisobuje tak
rtiznou distribuci hot-spotti (Thibault-Sennett et al., 2018). Rozpoznava cilovy DNA motiv
a urCuje misto nasledné rekombinace (Grey et al., 2011).

Role SSXRD motivu a osamocené¢ho ZnF zatim neni zcela jasna. Jednou z moznosti je,
ze interaguji s dalSimi proteiny (Baudat et al., 2013). V nedavnych pokusech bylo zjisténo,
ze pii uplném odstranéni SSXRD ztraci PRDM9 svou methyltransferazovou aktivitu. Kdyz
védci odstranili z tohoto proteinu pouze 24 ze 32 aminokyselin tvoficich SSXRD, methylace
mohla probéhnout. Zda se tedy, ze alespoit 8 aminokyselin tohoto motivu je potfebnych pro
spravnou funkci PRDMY (Thibault-Sennett et al., 2018). Role osamocen¢ho ZnF by mohla
byt autoregulacni. V pifipad¢ této autoregulacni teorie by dochdzelo k blokaci substratu

pomoci tohoto ZnF a reguloval by tim methyltransferdzovou aktivitu (Wu et al., 2013).

Human PRDM9A

KRAB NLS/SSXRD PR/SET ZnF1 Zinc Finger Array
< —omami— ERE00800948
F——D = H v HV
Q T T|| T
Mouse PRDM9Dom2

oy - ‘ o _ o
UG ] |
Obrazek 3: Struktura PRDM9 u ¢lovéka a mySi. V horni poloviné je schematicky obrazek nejcastéjsiho
lidského PRDM9, znaceného jako alela A (ktera vaze motiv CCN CCN TNN CCN C (Myers et al., 2008)).
Ve spodni poloving je mysi (Mus musculus domesticus) ortholog PRDM9. Opét je zde nejcastéjsi alela, ktera je
u mys$i oznacena jako alela Dom2 (ta vaze motiv GN(T/A) GNT (G/A)CT (G/A)(C/T)(C/T) (Sun et al., 2015)).
U obou je pfi popisu zleva KRAB doména, nasleduje motiv SSXRD (nékdy také znaceny jako NLS —
— nukleolarni lokalizaéni signal), za nam doména s methyltransferazovou aktivitou tzv. PR/SET doména, poté
osamoceny zinc finger a posledni je zinc finger doména (jinak také C2H2 doména), kterd miize obsahovat riizny
pocet zinkovych prstl. Pravé timto poctem se mysi a lidsky PRDMO 1isi (zde u lidi 13 ZnFs a u mysi 12 ZnFs).

Pismena v kazdém ze ZnF znaci aminokyseliny (Paigen a Petkov, 2018).
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Linker

5 3

3 5
Obrazek 4: Schématicka stavba domény C2H2 a hlavni vazebné pozice. Na obrazku jsou vyznaceny 3 ZnFs
(Cervené, zelen¢ a modie). Kazdy ze zinkovych prsti se sklada ze 2 B-skladanych listd (Sipky) a 1 a-helixu.
Pozice -1, 3 a 6 tohoto a-helixu se pfimo vazi na vlakno DNA a jsou velmi dilezité pro vazebnou specifitu
proteinu PRDMY. Pozice 2 v a-helixu se vaze na druhé vldkno DNA, coz naznacuje dilezitost nejen 3 hlavnich

pozic, ale i dalsich aminokyselin v ZnF. Sedé vlakno oznacené jako ,Linker” je spojovaci cast mezi

jednotlivymi ZnFs (Hossain et al., 2015).

Evoluce PRDM9

Evoluce hot-spotti a Prdm9 vytvaii obrovskou diverzitu alel ZnF domény PRDM?9. Touto
diverzitou vznika rozsahla diverzita variant alel a jejich vazebnych cilti (Baudat et al., 2013).
U genu Prdm9 casto dochazi k delecim a duplikacim. Vysledkem jsou jiZ zminované rizné
poCty ZnFs mezi druhy. Blizce pfibuzné druhy se diky evoluci li§i jak poctem ZnFs
a substitucemi v nich, tak 1 pozici (Oliver et al., 2009; Myers et al., 2010).

Evoluce PRDM9 i DNA motivu, na ktery se tento protein vaze, je velice rychla
a vysvétluje rozdily v tomto proteinu a v umisténi hot-spoti mezi druhy. ZnF doména je
repetitivni sekvence, kvili ¢emuz by mohla byt méné stabilni a v tom ptipadé¢ by evoluce
probihala rychleji (Myers et al., 2010). Velkou roli v procesu evoluce hraje pozitivni selekce
a to zejména na pozice -1, 3, 6 v a-helixu (tedy v kazdém ZnF) (Obr. 4) (Oliver et al., 2009).
Pravée tyto tii pozice se vazi na DNA (Choo a Klug, 1997) a nejvice se podili na sekvenéni
specifit¢ (Choo a Klug, 1994).

Naprosto zdsadnim jevem u hot-spotil je tzv. ,,hot-spot paradox®. Tento jev je v podstate
fizenou inaktivaci hot-spotli, a to pomoci procesu genové konverze. Sekvence kolem
vzniklého DSB jsou nahrazeny sekvencemi neporusené¢ho homologa, coz vede ke ztraté alel

nachylnych ke zlomim. Naopak jsou tyto alely nahrazeny alelami, které vytvofeni DSBs
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nepodporuji (Boulton et al., 1997; Baudat et al., 2013). Pravé misto, na které se vaze
PRDM®Y, je vzdy blizko DSBs a velmi ¢asto prochazi procesem genové konverze. V dasledku
toho dochazi k odstranéni vazebného mista pro PRDMY. Jak je tedy mozné, Ze hot-spoty jsou
v genomu stale pfitomné? Vysvétlenim ,,hot-spot paradoxu‘ je rapidni evoluce alel PRDM9
a vznik novych hot-spotti dfive, nez zacne mira rekombinace znatelné klesat (Obr. 5) (Baudat
et al., 2013). Hot-spoty jsou uchranény pifed zmizenim vznikem nového rekombinac¢niho
doméné¢ PRDM9 (Oliver et al., 2009; Baudat et al., 2010; Myers et al., 2010; Ponting,
2011). Hot-spot paradox je tak v podstaté feSen mutacemi a genovym driftem (Coop
a Myers, 2007). Mira rekombinace je udrzovana positivni selekci, ktera cili na zvySeni
frekvence alel vyhodnych pro fitness jedince (a tedy i na udrzeni dostate¢né miry
rekombinace). Vyhodné mohou byt v tomto ptipad€ nové alely Prdm9 genu, znichZ se
exprimuji nové formy PRDMY proteinu, které se vazi na motiv, ktery je u nevyhodnych alel,
které jsou ve vazbé. Nova alela ur¢i nové misto rekombinace a rozrusi tim vazbu
nevyhodnych alel a tedy napomuze zvyseni fitness jedince (Ponting, 2011). Obecné je platné,
7e siln¢js$i hot-spoty jsou mnohem vice nachylné k extinkci vlivem genové konverze,
nez slabsi hot-spoty (Coop a Myers, 2007).

Dosud zde byla zminovana silna pozitivni selekce. V neddvném vyzkumu se ale autofi
zam¢étili 1 na pasobeni slabé selekce. Ta nefixuje silné néjaky specificky haplotyp a naopak
udrzuje vSechny haplotypy v podobném podilu, poptipadé udrzuje podily kazdého
z haplotypl cyklicky v ¢ase. V prvnim piipadé (udrZzovani haplotypli ve stejném podilu
v populaci) vykazuji jednotlivé hot-spoty velmi mirnou aktivitu a téméf nezanikaji.
Ve druhém piipadé (udrZzeni podilu urcitého haplotypu cyklicky v €ase) vykazuji hot-spoty
nizkou a vysokou aktivitu ve stfidavych cyklech, takze mizi a obnovuji se v éase (Ubeda et
al., 2019). Zatimco podle starSich modeld vysvétlujicich ,hot-spot paradox* silnou selekci
se predchazi extinkci hot-spotit vznikem novych rekombinacnich mist (Baudat et al., 2010;
Myers et al., 2010), v této novejsi teorii slaba selekce neptedchézi zaniku jednotlivych
hot-spotli. Misto toho je chrani pfed vymizenim jejich fizenym vznikem v homozygotnich
cilovych mistech, kde je vliv genové konverze mnohem mensi. Tato homozygotni cilova

mista jsou p¥itom pobliZ ptivodniho cilového mista (Ubeda et al., 2019).
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Obrazek 5: Cyklus zaniku a obnovy hot-spotii. Nahoie je zleva doprava oznaen Cas. Zelené pole znaci
aktivitu hot-spotu. Cervené pole oznaduje takzvanou genetickou zatéz, tedy postupnou inaktivaci hot-spoti
procesem genové konverze kvili vazbé PRDMY. Na tomto schématu jsou vyznaceny 2 procesy, které ptisobi
proti sob&. Prvnim (zde znacenym jako ,,PRDMY9 driven hotspot erosion* a ptisobicim od aktivniho hot-spotu
k inaktivaci) je eroze hot-spotd pomoci genové konverze a jejich extinkce. Druhém procesem, ktery fesi
hot-spot paradox, je mutace v Prdm9 (zde znaceno jako ,,Mutation in Prdm9). Mutace probihd piedevsim

v ZnF domén¢ a vede k posunu umisténi hot-spotti na jiné misto (Baker et al., 2015).

3.2.1.2 Clovék a dal$i primati

Pro lidské hot-spoty plati vSe, co bylo uvedeno v sekci 3.2.1.1. Jsou ur€eny, jako u vétSiny
ostatnich savcii, proteinem PRDM9 (Baudat et al., 2010; Myers et al., 2010; Parvanov et
al., 2010). Alely Prdm9 genu lidi byly prozkoumany detailngji a zatim jich bylo objeveno
ptes 40. Ruzné etnické skupiny (Afroameric¢ané, Chanové, mexicti Ameri¢ané, Evropané)
maji rizné alely s odliSnym poctem ZnFs (Baudat et al., 2010; Berg et al., 2010, 2011;
Parvanov et al., 2010). Z africké populace nese asi 50 % lidi alelu A, 13 % alelu C a dalsi
lidé maji mnoho méné zastoupenych alel PRDMO (Berg et al., 2010, 2011; Paigen a Petkov,
2018). Naopak jiné zkoumané populace a etnické skupiny (pifevazné Americané a Evropang)
nesou z90 % alely A a B (alelu A ve vétsi mife). Tyto 2 alely se pfitom li§i pouze
o 1 aminokyselinu v té samé pozici (alela A — serin, alela B — threonin), coZ neovliviiuje
vazebnou specifitu. Tato aminokyselina se totiZ nachazi na 6. ZnF a neucastni se tak pfimo
vazby (viz vySe) (Baudat et al., 2010; Paigen a Petkov, 2018).

S alelami souvisi 1 motivy, které se nejcastéji nachazi v hot-spotech. Prvni objevené
motivy byly 2. Prvni z nich je dlouhy 7 bp a jeho sekvence je CCTCCCT. Druhy z motivt je
dlouhy 9 bp a ma sekvenci CCCCACCCC. Oba tyto motivy se vyskytuji ptiblizné v 10 %
vSech lidskych hot-spotit (Myers et al., 2005). Dosud nejvyznamnéjSim objevenym motivem
je 13mer, ktery rozpoznévaji formy proteinu PRDM9 kodované pravé alelami A a B. Je
ptitomny ve 41 % hot-spotl (a to i na chromozomu X, takZe je spole¢ny pro ob¢ pohlavi).

Sekvence tohoto motivu je nésledujici CCNCCNTNNCCNC (kde N znaci jakykoliv
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nukleotid z moznosti A, T, C, G). Prvni ¢ast tohoto motivu je zaroven velmi podobna prvnimu
ze zminénych motivit CCTCCCT (Myers et al., 2008). Alela C, kterou nesou piedevsim
Africané a Afroamericané, ma afinitu k 13mernimu motivu velmi nizkou. Vaze se na odlisny
motiv dlouhy 17 bp, jehoz sekvence je CCCCaGTGAGCGTtgCc (mald pismena znaci,
ze na dané pozici mize byt i jind baze, ale nejCastéji je tam prave ta zapsand) (Hinch et al.,
2011).

Pokud srovndme motivy hot-spotti ¢lovéka a blizce ptibuzného druhu Simpanze, jsou zcela
odli$né a jsou i1 naprosto jinak rozmisténé. Genom ¢lov€ka a Simpanze vykazuje cca 99%
sekven¢ni homologii. I pfes tak vysokou sekvenc¢ni shodu vsak nesdili témét zadné spolecné
hot-spoty (Ptak et al., 2005; Winckler et al., 2005). Pro hot-spoty Simpanzl jsou typické
2 motivy CGCG a CCCGGC (Auton et al., 2012). Mezi riznymi druhy primati existuje
1zna¢na variabilita v po¢tu ZnF PRDMY proteinu. Ptikladem jsou Simpanzi s 15 ZnFs,
orangutani s 10 ZnFs, kosmani s 9 ZnFs a lidé se 13 ZnFs (pokud tedy zmiflujeme alelu A)
(Oliver et al., 2009).

Pocet hot-spotii v genomu c¢loveka byl stanoven na vice nez 25 000, ovsem doopravdy by
jich mohlo byt az 50 000. Jsou od sebe vzdalené¢ 50 — 100 kb (Winckler et al., 2005;
Arnheim et al., 2007). Krom& centromer nebylo v lidském genomu nalezeno misto delsi
nez 200 kb, které by bylo bez hot-spotu. Obecné se lidské hot-spoty nachazi blizko gent,
avSak mnohem méné cCasto pfimo v genech (Myers et al., 2005). Z hlediska miry
rekombinace nejvice CO probiha v subtelomerickych oblastech (Myers et al., 2005). Stejné
tak je tomu i u Simpanzli (Auton et al., 2012).

S rekombina¢nimi hot-spoty a chybami v nich je u ¢lov€ka spojeno 1 né€kolik onemocnéni.
Zlomy v DNA, které jsou opravovany prostfednictvim NAHR, se c¢asto nachazi prave
v rekombinacnich hot-spotech. Pti takové opravé €asto dochéazi k deleci nebo duplikaci a s tim
jsou pak spojené problémy. Mezi takto zplsobené nemoci patii Charcot-Marie-Tooth
syndrom (delece na chromozomu 17, vrozend neuropatie), Hunteriv syndrom, X-vazana
ichty6za, Potocki-Lupski/Smith-Magenis syndrom, hemofilie A, azoospermie a dalsi
onemocnéni (Pratto et al., 2014). Spojitost se nasla i s Downovym syndromem. Matky, které
nesly minoritni alely Prdm9 genu (tedy jiné neZ je alela A), mély potomky s Downovym
syndromem cast€ji nez matky nesouci majoritni alelu A. Diivodem je ziejm€ mensi Cetnost
vazebnych mist pro PRDM9 na chromozomu 21 (Oliver et al., 2016). U skupiny japonskych
pacientll s azoospermii byla objevena 3 mista v Prdm9 genu s SNP (single-nucleotid
polymorphism, tedy jednonukleotidovy polymorfismus). U téchto pacienti se nalezl vztah

SNPs v PRDM9 a azoospermie. Mechanismus zastaveni meiose zatim nebyl popsan. Pocet
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zkoumanych pacientli byl ale maly a sloZzeny pouze z Japoncii. V tomto piipadé¢ by bylo
vhodné analyzovat i dalsi etnické skupiny s vétSim poctem jedincti (Miyamoto et al., 2008).
Naprosto odliSnym a zajimavym piipadem je pékistanska zena, kterd meéla homozygotni
nulovou mutaci v genu Prdm9 (tedy mutaci zpiisobujici naprostou ztratu funkce tohoto genu).
I presto byla fertilni a méla potomka. Gen Prdm9 této zeny mél defektni doménu Set, takze
v jejim genomu nebyl typicky H3K4me3 vzor. Pouze 5,9 % COs se ptekryvalo s misty, kde se
hot-spoty bézn¢ vyskytuji u lidi s alelou A (Narasimhan et al., 2016).

Uvazuje se 1 mozné korelaci proteinu PRDM?9 a hot-spott s riiznymi typy rakoviny. Tento

vztah zatim ale neni Gpln¢ jasny (Paigen a Petkov, 2018).
3.2.1.3 Psoviti

Celed’ Canidae je dosud jedinou objevenou &eledi savetl, ktera ztratila funkéni gen Prdmo.
(Oliver et al., 2009; Muiioz-Fuentes et al., 2011). Cela tato skupina Zivocichli ma proto
hot-spoty podobné¢ svym umisténim spiSe tém ancestralnim. U této celedi doslo
k 5 funkéné-ztratovym mutacim (typu nonsense a missense), k posunovym mutacim
a k vytvoreni pred¢asného stop kodonu (Oliver et al., 2009; Axelsson et al., 2012). Ztrata
funkce genu Prdm9 se odehrala jesté pfed domestikaci, protoze stejné mutace byly nalezeny
iu vlkl, od nichz se psi odstépili. Takto nekompletni a nefunkéni gen maji témeét vSichni
psoviti, coz naznauje, ze se tyto mutace musely vytvofit uz pred diverzifikaci této Celedi
zivocichi. K inaktivaci genu Prdm9 casové doslo nejspiSe az po oddé€leni od pandy (pfiblizné
pted 49 miliony let) a zdroven pted oddé€lenim, vlki, liSek, Sakald a pst od jejich spoleéného
predka (pfiblizné pted 7,8 miliony let) (Eizirik et al., 2010; Axelsson et al., 2012).

Ackoliv Canidae nemaji funk¢ni gen Prdm9, jejich mira rekombinace je velmi podobna
jako u lidi. V rekombinaénich hot-spotech maji o 40 — 50 % vyssi obsah GC parti nez se
pramérné vyskytuje v celém genomu (Axelsson et al., 2012), zatimco napf. lidské hot-spoty
maji pouze o 1 —2 % vice GC (Spencer et al., 2006). Pti¢inou korelace vys§iho obsahu GC
a hot-spotli u psovitych je nejspise gBGC (Duret a Arndt, 2008). Je ale mozné, Ze vysoky
jesté nebyly objeveny (Axelsson et al., 2012). Jakakoliv spojitost vyskytu hot-spotil s vy$§im
obsahem H3K4me3 nebyla u psovitych nalezena. Celkové se hot-spoty jevi jako velmi
stabilni v umisténi. V porovnani s lidmi a mySmi jsou GC-bohaté oblasti, kde se hot-spoty
psovitych casto vyskytuji, mnohem mén¢ v regionech kolem promotori (jako je tomu

naptiklad u kvasinek) a pobliz velmi dulezitych a vysoce exprimovanych genti (Han a Zhao,
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2009). Divodem by mohla byt snaha o sniZzeni rekombinace v dilezitych genech, aby

nedochazelo k jejich pfipadné inaktivaci (Auton et al., 2013).
3.3 Druhy bez hot-spot
3.3.1 Rod Drosophila

V mnoha studiich bylo potvrzeno, ze rod Drosophila nema hot-spoty (Cirulli et al., 2006;
Stevison and Noor, 2010; Comeron et al., 2012; Howie et al., 2019). Casti genomu se mezi
sebou lisi v mife rekombinace, ale velmi mirn€. U vSech zkoumanych druhti rodu Drosophila
existuje asociace Cetnosti rekombinace s repetitivnim motivem, ktery 1ze souhrnné zapsat jako
(CA), motiv (kde n je pocet opakovani) (Howie et al., 2019).

U octomilky obecné (Drosophila melanogaster (Meigen)) se kratké repetitivni motivy
vyskytuji nejcastéji v euchromatinu. Typické pro druh octomilky D. melanogaster jsou
2 motivy. Prvni z nich je CACAC a druhy je CCTCCCT. Mira rekombinace je velmi mala
blizko centromer a telomer. Zadné COs nebyly nalezeny v malém achiasmatickém
chromozomu. Genova konverze u tohoto druhu octomilky probihd, ale oprava je nahodna
(neni pfednostné na GC, jako tomu bylo u mnoha vySe zminénych druhli Zivocich)
(Comeron et al., 2012; Howie et al., 2019).

Dal§im detailn¢ji zkoumanym druhem je Drosophila pseudoobscura (Frolova
& Astaurov). U tohoto druhu bylo zjisténo, ze se 80 % rekombinaci stane v 50 % sekvenci.
Niz8i mira rekombinace byla objevena v TSS (Smukowski Heil et al., 2015). I tento druh ma
sekvenéni motivy spojené s vyssi mirou rekombinace. Jsou to 3 motivy: CACAC (Cirulli et
al., 2006), CCCCACCCC a CCTCCCT (Kulathinal et al., 2008).

Poslednim z vice zkoumanych druhti je Drosophila persimilis (Dobzhansky & Epling).
U tohoto druhu pravdépodobné funguje genova konverze, ktera prednostné opravuje DNA
na GC. Positivni korelace byla ve studii objevena s motivem CCNCCNTNNCCNC (Stevison
a Noor, 2010). V nov¢jSich studiich ale tento motiv nebyl nalezen. Je mozné, ze roli
v ur¢ovani pozice rekombinace maji i dalsi, doposud neobjevené, mechanismy (Howie et al.,

2019).
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3.3.2 Caenorhabditis elegans

Had’atko obecné (Caenorhabditis elegans (Maupas)) je dalsi druh, u kterého dosud nebyly
nalezeny hot-spoty.

Studii zabyvajicimi se absenci hot-spotii a determinanty mist rekombinaci u had’atka je
vSak velice malo. Obecné Ize fict, ze v centralnim regionu chromozému je mira rekombinace
niz8i a zaroven je tam vysokd genova denzita i vys$i mira exprese genll. Naopak raménka
chromozému vykazuji vyssi miru rekombinace a nachézi se na nich vétsi pocet repetitivnich
sekvenci. Na raménkéach chromozomt jsou geny s nizs$i mirou exprese a celkove je tam mensi
genova denzita. Mira rekombinace se ve jednotlivych oblastech lisi, ovSem velmi mirné (jako
je tomu u Drosophil). Nebyla objevena zadna korelace s histonovymi modifikacemi. Zatim
jedina vyrazn&jsi spojitost s rekombinaénimi hot-spoty jsou nejspise sekvenéni motivy. Zadny
konkrétni nebyl popséan, ale v mistech s vys$si mirou rekombinace se nachédzi vétsi mnozstvi
AT-bohatych sekvenci (Kaur a Rockman, 2014). Efekt genové konverze je zde velice slaby,
coz je pro samooplodiiovaci organismy casté, protoze jsou ve zvySené¢ mife homozygotni
(Marais et al., 2004; Kaur and Rockman, 2014). V chromozdémech had’atka ptsobi velmi

silnd CO interference, kterda umoznuje vznik pouze 1 CO (Kaur a Rockman, 2014).

3.4 Porovnani miry rekombinace skupin a druhti organismu

V této Casti prace se zaméefim na srovnani miry rekombinace rtiznych skupin a druhd
organismil. Pro vyjadfeni sily rekombinacnich hot-spotii 1 mist bez hot-spotli se pouziva
takzvand mira rekombinace (v anglictiné znafend jako RR — recombination rate). Tato
veli¢ina vyjadiuje frekvenci rekombinace na jednotku fyzické vzdalenosti za 1 generaci a jeji
jednotkou je tedy cM/Mb (cM = centimorgan, Mb = megabaze).

Nejprve se zaméfim na porovnani skupin v obecnéj$i roviné (Obr. 6). Houby
a endoparazitické mikroorganismy maji celkovou miru rekombinace mnohem vys§i neZ
zivogichové arostliny. Ciselné lze vyjadiit primérnou miru rekombinace nasledovné: SAR
(Stramenopila, Alveolata, Rhizaria) 38,67 cM/Mb, houby 48,68 cM/Mb, zivocichové
2,52 cM/Mb a rostliny 1,85 cM/Mb (Stapley et al., 2017). Mira rekombinace u ¢loveka je
1,13 ¢cM/Mb. Shrnujici tabulka s piiklady organismil a jejich mirou rekombinace je niZe
(Tab. 1). Z hmyzu maji nejvyssi miru rekombinace socidlni Hymenoptera, naopak nejnizsi

Diptera (Wilfert et al., 2007). Pokud se pfesuneme k obratlovciim, u nich nejvyssi mira

cwwvr
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rekombinace tvoii vacnatci (Dumont a Payseur, 2008). Ze vSech zkoumanych rostlin maji

vyrazné nejniz$i miru rekombinace jehlicnany (Jaramillo-Correa et al., 2010).
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Obrazek 6: Porovnani miry rekombinace mezi jednotlivymi skupinami organismi. Osa y — logaritmus
z hodnoty miry rekombinace (cM/Mb); osa x — jednotlivé skupiny organismti. Osa x zleva: SAR = Stramenopila,
Alveolata, Rhizaria; houby, dal$i nezatazeni Zivoéichové (koralnatci, sumysi, sumky); plosténci a hlistice;
hmyz; korysi; mékkysi; ryby; obojZivelnici a plazi; ptaci; savci; nezatazené rostliny (kaprad’orosty,
mechorosty a zelené fasy); Magnoliidae; Magnolipsida (nizsi dvoudélozné rostliny); skupina ,,Superrosids‘
(obsahuje 18 tadt véetn€é Rosales, Fabales, Geraniales, Brassicales a Cucurmbitales); skupina ,,Superastrids®
(obsahuje 20 tadu vcéetn¢ Santales, Aquafoliales, Asterales, Solanales a Lamiales); skupiny , Lillioids*
a ,Alismatids* (obsahuji dohromady 7 fadu vcetné Acorales, Alismatales, Lilliales a Asparagales); skupina
,,Commenilids“ (obsahuje 4 tady: Arecales, Zingiberales, Commelinales a Poales); jehli¢nany (Stapley et al.,
2017)
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4. Zaveér

Tato prace shrnuje zékladni poznatky o rekombinacnich hot-spotech napfic¢ rGznymi
organismy. Obsahuje také vycet n&kterych faktorti, které maji na umisténi rekombinace,
atedy i na umisténi rekombina¢nich hot-spotti, vyznamnéjsi vliv. Rekombinaéni hot-spoty
jsou u riznych organismi urCeny odliSnymi mechanismy. Mezi tyto mechanismy patii
predevsim histonové modifikace, sekvencni motivy, transkripcni pocatky, konce transkripce
aprotein PRDM9 (Obr. 7). Hot-spoty jsou zde rozdélené na ancestralni a odvozené.
K ancestralnim hot-spotim patii hot-spoty hub (pfedevSim kvasinek), ptdki a rostlin.

K odvozenym hot-spotii jsou pfifazeni savci (s proteinem PRDM9).

GC bohaté oblasti . .
H3K4me3 . .
H3K9%ac .
intergenické regiony [Jij B jm
NDRs .
PRDM9
promotory (TSSs) [ i ]
sekvenéni motivy = [ =
terminatory (TTSs) .
. S. cerevisiae C familiaris . T . guttata
. S. pombe . A.thaliana
H.sapiens D.melanogaster
M. musculus . C.elegans

Obrazek 7: Porovnani mechanismu ur¢ovani hot-spotti mezi jednotlivymi druhy. Na obrazku jsou uvedeny
nejcastéj$i mechanismy urceni rekombinac¢nich hot-spott z hlediska jejich lokalizace. Je vzdy uveden primarni
mechanismus urceni u dané¢ho druhu (tedy u ¢loveéka a mysi je uveden pouze protein PRDMO, ktery vytvari
histonové modifikace a NDRs, ackoliv ani jedno v tabulce zaskrtnuté neni). Jsou zde druhy ze skupiny kvasinek
(S. cerevisiae a S. pombe), ze tiidy savci (H. sapiens, M. musculus a C. familiaris), z iSe rostlin (4. thaliana),
dale 2 druhy zastupujici skupinu organismul bez hot-spotl (D. melanogaster a C. elegans) a druh z tiidy ptaki
(T. guttata). Jednotlivé barvy ptifazené ke druhim oznacuji v tabulce urcujici mechanismy hot-spotti daného

druhu (Cooper et al., 2016; Tiemann-Boege et al., 2017).
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Proteinu PRDMO, ktery se nachdzi predev§im u savct, se prace vénuje detailnéji. PRDM9
se skladd ze 3 hlavnich funkénich domén a kazdd z nich ma jinou funkci. KRAB doména
zajistuje piipojeni hot-spotu (ktery je na chromozomové smycce) k chromozomové ose.
PR/SET doména zajistuje tvorbu epigenetickych znacek (H3K4me3 a H3K36me3) a posledni
C2H2 doména obsahujici ZnFs ur¢uje misto rekombinace. C2H2 doména prochazi rychlou
evoluci, aby vyfesila tzv. ,,hot-spot paradox*.

PRDMO se ale nevyskytuje ve funk¢ni formé u vSech savct. U psovitych kvili mutacim
doslo k vytvoieni pseudogenu, ktery vytvaii nefunkéni formu PRDMY. Psoviti tak vykazuji
podobné urceni hot-spotti jako druhy s ancestralnimi hot-spoty.

Pro ¢loveka existuje neékolik typickych sekven¢nich motivly, na které se PRDM9 vaze
a ten nejcastéjs$i z nich (CCNCCNTNNCCNC) se vyskytuje ve 40 % hot-spotli. Problémy
achyby pfi procesu rekombinace mohou zpisobit nékolik vazné&jSich nemoci jako je
Charcot-Marie-Tooth syndrom, hemofilie A nebo azoospermie.

Neékteré druhy vibec hot-spoty nemaji. Blize prozkoumanymi druhy jsou C. elegans
anckteré druhy zrodu Drosophila. U obou jsou hot-spoty urCeny nejspiSe sekvencnimi
motivy.

Organismy se od sebe vyrazné 1iSi mirou rekombinace. NejvySsi miru rekombinace
vykazuji houby a parazitické mikroorganismy. Svoji hodnotou miry rekombinace
nékolikandsobné prevysuji druhy z jinych skupin organisma.

Rekombinaéni hot-spoty jsou stile aktudlnim tématem a bylo by potieba je prozkoumat
detailn¢ji. Ackoliv je v soucasné dob¢ dostupné velké mnozstvi informaci o rekombina¢nich
hot-spotech, jsou tyto informace Casto nelplné. U mnoha druhli (v€etné zde zminéného
C. elegans), tadu 1 tiid (tfidy z podkmene obratlovcii mimo savcil) je bud’ velmi malo studii
nebo dokonce Zadné. K detailnéjsimu poznani hot-spotli by tak bylo vhodné prozkoumat vice
druhtli, aby byly informace dostatecné reprezentativni a abychom ziskali lepSi pfedstavu
o urceni hot-spotli napfi¢ riznymi druhy. OdliSny zpisob ureni a umisténi hot-spotl je
dilezité vice zkoumat hlavné s ohledem na to, Ze i udaje, které jsou k dispozici dnes, se hodné
1181 mezi riznymi skupinami druhd, a to dokonce i mezi relativné blizce ptibuznymi druhy.
MozZny budouci smér vyzkumu v této oblasti, ktery by mohl mit i praktické uplatnéni, je
naptiklad rekombinace a hot-spoty u clov€ka. V nékolika studiich je zminéno, Ze chyby

v rekombinaci by mohly mit vliv na rakovinu a plodnost, coz jsou velmi aktudlni problémy.
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