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Adaptivni fylogeografie:
od molekularnich markert
k funkénim gentm
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Soucasné rozsireni rostlin a zivocichti mirného pasu je vysledkem kolonizace
béhem otepleni na konci posledni doby ledové ptiblizné pred 10 tisici lety, kdy
druhy postupovaly z glacialnich refugii do dfive neobyvatelnych oblasti, prede-
v$im ve vysSich zemépisnych sitkach. Paleontologie pfinesla v tomto sméru fadu
dulezitych informaci, ale nase soucasna predstava, které populace konkrétnich
druh slouzily jako zdroj kolonizace Evropy, vychazi zejména z poznatki zis-
kanych vyuzitim genetickych metod. Hlavni zasluhu mé védni disciplina fylo-
geografie, studujici historické vztahy mezi populacemi na zdkladé porovnani
DNA jejich prislusnikd. V pribéhu poslednich 25 let vychazely tyto studie
z predpokladu, Ze genetické vlastnosti dnesnich populaci odréazeji vlastnosti
té populace, ktera dané iizemi kolonizovala jako prvni. Nové vysledky vsak uka-
zuji, Ze v nékterych pripadech byla jedna populace po kolonizaci urcité oblasti
castecné nebo uplné nahrazena jinou, prichazejici z odlisného refugia. Faktorem
urcujicim, ktera populace se sifila na ikor jiné, by pak byla schopnost zastup-
ci jednotlivych populaci obstat v konkurenci. Populace pochazejici z konkrét-
niho refugia tak mohou obyvat urcita izemi ne z cisté geografickych divodu
(jako je napft. blizkost refugia nebo nepritomnost migracni bariéry), ale proto,
Ze podminky a prirodni vybér v daném refugiu upiednostnily vlastnosti pfinase -
jici vyhodu béhem kolonizace (napf. vyssi reprodukéni potencial, efektivnéjsi
termoregulaci nebo odolnost vii¢i parazitiim). P¥istup zohlediiujici takové adap-
tivni rozdily mezi populacemi oznacujeme jako adaptivni fylogeografie.

Vnitrodruhova fylogeografie

logy and Systematics charakterizuji fylo-

Principy fylogeografie poprvé formuloval
americky pfirodovédec John Avise se svy-
mi kolegy. V prikopnické praci zvefejnéné
v 1. 1987 v Casopise Annual Reviews in Eco-

geografii jako studium vztahd mezi rodo-
kmenem zastupct stejného druhu a jejich
geografickym ptivodem. Vymezuji tak novy
védni obor vidi tradi¢ni fylogenetice, je-

jimz cilem je rekonstrukce vztaht mezi
riznymi druhy, ¢asto reprezentovanymi
pouze jedinym zastupcem, jehoZ geogra-
ficky ptvod navic neni rozhodujici. Pro
fylogeografické studie je naopak podstatna
snaha o dtkladné pokryti aredlu studova-
ného druhu, protoze pouze zhodnocenim
pribuznosti jedinct a potazmo populaci
z rtiznych oblasti — véetné glacialnich re-
fugii a kolonizovanych tizemi — lze ziskat
uceleny obrazek o historii a §ifeni druhu.

Obvykly postup zahrnuje uréeni nukleo-
tidové sekvence vybraného tiseku DNA —
markeru — zvlast pro kazdého jedince a na
zéakladé podobnosti sekvenci zrekonstruo-
vani piibuzenskych vztaht jejich nositelti
v podobé genealogického stromu (sekveno -
van{ pfedchézelo urcovani rozdili v DNA
jednodussimi metodami, pfedevsim §té-
penim restrikénimi enzymy). Genealogie
markeru pfedstavuje vlastné ekvivalent
fylogenetického stromu, kde ale na konci
vétvi jsou sekvence jedinct stejného dru-
hu (alely genu). Uzemi obyvané blizce p¥i-
buznymi jedinci, tedy se stejnou nebo vel-
mi podobnou sekvenci DNA, potom byla
s nejvétsi pravdépodobnosti kolonizovana
z jedné zdrojové populace — glacidlniho
refugia. Oblasti, kde se naopak potkéavaji
geneticky odlisné populace (se zna¢né od-
lisnymi sekvencemi), zpravidla tvoii geo-
grafické bariéry nebo zény, kde se setkaly
kolonizaéni cesty z rtiznych glacialnich
refugii. Naprosté vét$ina fylogeografic-
kych studif vychazi z pfedpokladu, Ze fak-
tory urcujici, které oblasti byly osidleny
z kterého glacidlniho refugia, nezalezely

1 Ostrov Raasay pfi zdpadnim pobiezi
Skotska drobni savci kolonizovali jesté
pred jeho oddélenim od Velké Britanie.
V pozadi ostrov Skye

2 Na konci doby ledové byla Velka
Britédnie spojena s Evropou pevninskym
mostem nazyvanym Doggerland, ktery
slouzil jako koloniza¢ni cesta. Tani{
pevninského ledovce mélo za nasledek
vzestup moiské hladiny a pferuseni pev-
ninského mostu p¥iblizné pred 8,5 tisici
let. Podle: B. J. Coles (1998), upraveno
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na genetickych odlisnostech mezi popu-
lacemi. Rozdily v sekvencich DNA tak za-
viseji pouze na tom, jestli jejich nositelé
pochézeji ze stejné nebo z raznych popu-
laci, pficemZ v druhém piipadé ptiblizné
odrézeji dobu, po kterou populace oddé-
lovala geografické bariéra. Rozdily v sek-
vencich DNA mezi riznymi zastupci téze
populace pak zaviseji na velikosti urc¢ité
populace, jak soucasné, tak v minulosti.
Takové markery, kde nositel jedné sekven-
ce neni zvyhodnén pfirodnim vybérem
(selekci) oproti nositeli jiné sekvence, ozna-
¢ujeme jako neutrdlni. Neutralni markery
mohou byt iseky DNA neobsahujici zad-
ny gen, anebo takové, kde rozdily mezi sek-
vencemi nemaji vliv na funkci vysledného
produktu k6dovaného danym genem. Do-
nedavna nebylo pfili§ divoda pochybovat,
ze fylogeografie vétsiny druht skute¢né
neutralni je, a nebyla podstatné ovlivné-
na piirodnim vybérem. Cilem p¥irodniho
vybéru viak mutze byt kterykoli gen v geno-
mu bez ohledu na to, jaky jsme si zvolili
marker. Neni proto vyloucené, Ze mezi
populacemi existovaly rozdily pfinasejici
béhem kolonizace nékterym z nich vyhodu
oproti jinym i v p¥ipadé, Ze rozdily v sek-
vencich markeru jsou vyhradné neutralni.

Keltsky lem rejskii a hrabosi
ve Velké Britanii
Tento pohled zcela zménily vysledky ne-
davného porovnéani fylogeografie drob-
nych savct ve Velké Britanii. V praci zve-
fejnéné v r. 2009 v Casopise Proceeding
of the Royal Society of London jsme s ko -
legy z Anglie, Skotska a Irska ukazali, Ze
v nejméné péti ptipadech — u dvou druhi
rejski a t¥f druhti hrabo$t — byla Velka Bri-
tanie kratce po sobé osidlena dvéma gene-
ticky odlisnymi populacemi, z nichz kazda
pochazela z jiného glacidlnfho refugia. Vel-
kou Britanii b&hem posledni doby ledové
pokryval ledovec a byla soucésti evrop-
ského kontinentu, s nimz ji spojoval pev-
ninsky most v misté dne$niho Severniho
mofte — tzv. Doggerland (obr. 2). S postupu-
jicim oteplovanim se tdnim pevninského
ledovce zacaly zvysovat hladiny moti, az
doslo k zatopeni Doggerlandu a pferuseni
spojeni s Britanii, kterd se tak pfiblizné
pred 8,5 tisici let stala ostrovem. Jako mar-
ker byla ve ¢tyfech z téchto péti pfipadi
zvolena mitochondridlni DNA (mtDNA),
pfesnéji jeden z gentt mtDNA — gen pro
protein cytochrom b, ktery je soucdésti en -
zymatického komplexu tvoficiho ¢lanek
bunécného dychactho fetézce (jen u rejska
obecného byly porovnany chromozomy).
Od samych pogatkt fylogeografie byla
mtDNA jako marker prvni volbou — v na -
prosté vétsing studii v uplynulych 25 le -
tech védci pouzili k rekonstrukci vnitro-
druhovych genealogickych vztahti mtDNA.
U vsech péti druht — rejska obecného
a r. malého (Sorex araneus a S. minutus),
hrabose mokiadniho (Microtus agrestis),
hryzce vodniho (Arvicola terrestris) a nor-
nika rudého (Clethrionomys glareolus,
obr. 6) — tvofi fylogeografii v Britanii dvé
hlavni genealogické linie (obr. 3). Jejich
roz$ifeni se navzajem nepfekryvaji a po -
pulace v okrajovych ¢éstech Britanie — ve
Skotsku a jizni Anglii (v pfipadé rejskt
i Walesu), patii k jiné linii nez populace
v centralni ¢ésti ostrova (obr. 4). Vysvét-
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3 Genealogické vztahy nornika rudych
(Clethrionomys glareolus) z Velké Brita-
nie (¢erné krouzky) a z kontinentélni
Evropy (prazdné krouzky) zrekonstruova-
né porovnanim sekvenci mitochondrialni
DNA. Nornici v Britanii patfi ke dvéma
genealogickym liniim, které obé ptisly

z kontinentu. Orig. P. Kotlik

4 az 6 Keltsky lem nornika rudého
(obr. 6) — jednoho z druh, které na
konci doby ledové kolonizovaly

Velkou Britanii ve dvou vlnach, pficemz
druzi, pozdéji pfichozi kolonisté
nahradili ty prvni. BliZe v textu.
Rozsiteni genealogickych linii prvnich
(modfe) a druhych (¢ervené) kolonistti je
zobrazeno zvl4st pro mitochondrialni
DNA (obr. 4) a pro hemoglobin (obr. 5).
PreruSované ¢ary na obr. 5 vyznacuji
hranice Skotska, Walesu a Cornwallu.
Podle: J. B. Searle a kol. (2009), upraveno
7V kulturni krajiné Anglie (zde Corn-
wall) jsou typickym biotopem nornika
zarostlé brehy cest (banks — odtud
anglicky nazev nornika bank vole).

lenim je scénéft, kdy v pfipadé kazdého
z druht byla prvni pfichozi populace
v Anglii ¢aste¢né nahrazena druhou pfi-
chazejici z jiného refugia a nesouci odlis-
nou mtDNA. Blizka podobnost rozsifeni
okrajovych linif rejskti a hrabost s oblast-
mi obyvanymi kulturné a geneticky svébyt-
nymi narody hovoiicimi keltskymi jazyky
(skotskou gaelstinou, irstinou, velstinou,
manstinou a korngtinou) inspirovala ozna-
¢eni fylogeografie britskych drobnych sav-
ct terminem Keltsky lem.

Fylogeografie mtDNA rejskt a hraboga
ve Velké Britanii ukazala, Ze populace urci-
tého tizemi nemusi nutné byt tou popula-
ci, kterd dané tzemi kolonizovala jako
prvni. Vyvolava ale také pfedevsim otazku,
co bylo hnacim motorem, ktery zpisobil,
7e pozdéji pfichozi na tak velkém tzemi
vytlacili a nahradili ty prvni. A byla skutec -
né prvni populace nahrazena tou druhou,
nebo probéhla pouze vyména mtDNA?
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At uz 8lo o nahrazeni populace nebo jen
nékolika gent, jakou tlohu mohl sehrét
pfirodni vybér upfednostiiujici vlastnosti
zastupci populace pochézejici z jednoho
glacidlniho refugia pfed zastupci popula-
ce zjiného refugia? Najit odpovédi na tyto
otdzky mél vyzkumny projekt, v némz jsme
se soustfedili na jeden z péti pfipada Kelt-
ského lemu — na nornfka rudého.

Evoluce mitochondrialni DNA

nornika rudého

Vsech 37 genti obsaZenych v mtDNA toho-
to druhu tvof{ jednu vazebnou skupinu,
protoZze mtDNA je pfeddvadna mezi gene-
racemi jako celistva molekula a dédi se jen
od matky, aniz by dochézelo k miseni s geny
od otce (tzv. maternalni a klonalni dédic-
nost). To znamen4, Ze pokud by néktery
z genu byl cilem pfirodniho vybéru, bude
jim ovlivnéna celda mtDNA. Porovnanim
sekvenci kompletniho mitochondrialni-
ho genomu (vice nez 16 tisic nukleotidi)
nékolika zastupcti obou britskych popu-
laci nornika jsme v3ak nezjistili Zadné
rozdily, které by poukazovaly na funkéni
odlisnosti mezi mtDNA prvniho a druhého
kolonisty. Jejich mtDNA nevykazovala zvy-
$enou Cetnost zamén aminokyselin, jez by
mohla byt disledkem pfirodniho vybéru.
Pouze na jedné pozici jediného genu — pro
cytochrom b — jsme zjistili vyznamnou
zménu fyzikalné-chemickych vlastnosti,
konkrétné zaménu aminokyselin alanin za
threonin, jejichZ postranni fetézce se lisi
svym objemem (u alaninu je tvofen jedinou
metylovou skupinou, zatimco u threoninu
jednou hydroxylovou a jednou metylovou
skupinou). PfestoZe tyto rozdily mohou
ovliviiovat funkci enzymatického komple-
xu, jehoZ je cytochrom b soucasti (k zamé-
né doslo v prostoru vazebného mista pro
koenzym Q), mutace se vyskytovala v sek -
vencich zastupci jak prvniho, tak druhého
kolonisty, a neni tak p#ili§ pravdépodob-
né, Ze by p¥i kolonizaci pfinasela vyhodu
jedné populaci oproti druhé.

Genomicky gradient
Fakt, Ze v8echny geny mtDNA maji stej-
nou genealogii, také znamen4, Ze pokud
chceme zjistit, zda rtizné ¢asti genomu
ukazuji na stejnou historii nahrazeni jed-
né populace druhou, musime obrétit po-
zornost ke gentim jaderné DNA. Ta obsa-
huje mnohonasobné vétsi pocet gent nez
mtDNA (v genomu laboratorni mysi od-
hadem pfibliZné 25 tisic; genom nornika
nebyl doposud popsan). Jaderné geny se
dédi od matky i od otce, a to nejen nezé-
visle jeden na druhém, ale také na mtDNA.
Bylo tak teoreticky mozné, Ze po pfichodu
druhych kolonistti do té ptivodni popula-
ce pronikla pouze jejich mtDNA a kromé
ni zadny, nebo jen nékolik mélo gent
jaderné DNA. Nemuselo tedy jit o skutec-
né nahrazeni jedné populace druhou, ale
pouze o pfenos gend. Vzhledem k vyso-
kému poctu gent v jaderné DNA by neby-
lo prilis efektivni urcit sekvenci jednoho
genu po druhém a pro kazdy rekonstruo-
vat genealogicky strom. Na druhou stra-
nu omezit se na jediny, nebo na nékolik
gent by zase neposkytlo reprezentativni
obrazek o historii celého genomu.

Zvolili jsme proto trochu jiny p¥istup,
ktery vyuziva technologického pokroku
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v sekvenovan{ DNA. Tyto nové technologie,
oznacované jako sekvenovani nové gene-
race (Next Generation Sequencing, NGS),
umoziuji{ v jednom experimentu ziskat
velké mnozstvi sekvenci (obvykle néko-
lik milionti) reprezentujicich vétsinu gent
z genomu daného druhu, a to hned pro
nékolik riznych jedinct najednou (jejich
DNA se nejprve individualné oznaci). Pro-
blém spociva v tom, Ze dopfedu nevime,
ktera sekvence pochazi z kterého genu.
Vstupnim materialem je totiz celkova DNA
(nebo RNA odpovidajici gentim aktivnim
v ur¢itém organu, napf. sleziné, mediato-
rova RNA, viz dale), navic z technickych
dtvodt pfedem fragmentovand na kratké
useky — kratsi nez vétsina gent. Je tedy
nejprve nutné vzajemnym porovnanim
jednotlivych sekvenci urcit, které nalezeji
ke stejnému genu, a z nich potom sekvenci
genu sestavit. Tento velmi naro¢ny postup
se neobejde bez vykonného pocitace. P¥i
pouziti odpovidajici vypocetni kapacity
a modernich algoritmt je vsak docela
dobfe proveditelny, a tak v dalsfm kroku
mohou byt k ziskanym referen¢nim sekven-

ziva 2/2015

cim jednotlivych gend zpétné pfifazeny
puvodni kratké sekvence. Tentokrat jde
vzdy pouze o ty, které pochazeji z DNA
konkrétniho jedince, a cely postup se zopa-
kuje pro kazdého jedince zvl4st. Peclivym
srovnanim sekvenci ur¢itého jedince s re-
feren¢ni sekvenci p¥islusného genu je pak
mozné identifikovat rozdily u daného je-
dince, i rozdily mezi jedinci navzéjem, a to
pro kazdy z gent. Metody NGS tak umoz-
fuji pomérné rychle a s relativné nizkymi
néklady (v porovnéni s tradi¢nim sekve-
novanim jednoho genu po druhém) porov-
nat sekvence tisicti gent mezi desitkami
jedinci stejného druhu. Takové mnozstvi
dat posouva fylogeografii na zcela novou
droveni, protoze lze srovnavat populace
skute¢né v genomickém métitku.
Vzhledem k mnozstvi genti a charakte-
ru dat ziskanych technikami NGS jiz neni
praktické vztahy mezi riznymi jedinci a po -
pulacemi vyjadfovat formou genealogic-
kych stromt (pracovali bychom s tisici raz-
nymi genealogiemi). Stéle Castéji se proto
uplatiiuji vypocetni metody, které namisto
celych sekvenci genti pracuji pouze s poly-
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morfnimi nukleotidovymi pozicemi, tedy
témi, kde se néktefi jedinci odlisuji od
referencni sekvence genu, a tim od ostat-
nich jedinct ze stejné nebo jiné popula-
ce. Tyto polymorfni nukleotidové pozice
se oznacuji SNP (Single Nucleotide Poly-
morphism). Pro kazdého jedince potom
miZeme porovnanim jeho genotypt na
jednotlivych pozicich SNP s frekvencemi
genotypt stejnych SNP v riznych popu-
lacich vypocitat pfimés gent z téchto po-
pulaci v jeho genomu. Tak 1ze napft. v ge-
nomu jedinct z riznych ¢ésti aredlu urdit
podil gent pivodem z jednotlivych gla-
cidlnich refugii, a tim i hranice mezi ob-
lastmi kolonizovanymi z konkrétnich refu-
gii, nebo také pripady, kdy pfi kolonizaci
doslo k promichéni gent mezi populace-
mi z vice refugii.

V nasi genomické studii Keltského lemu
nornika rudého jsme timto postupem zjis-
tili genotypy na vice nez 10 tisicich pozic
SNP, z nichZ navic kazda lez{ v jiném genu,
a to celkem pro 39 norniki z 6 rtiznych lo -
kalit. Takovy pocet markerti znamen4, ze
mame moznost udélat si pomérné pfesnou
predstavu o podilu genti obou kolonizuji-
cich populaci v genomu norniki z riznych
Césti Britdnie. Na obr. 8 je pro kazdého
z 39 nornikd modfe zndzornén podil gent
v jeho genomu s ptivodem v populaci, kte-
ré ostrov kolonizovala jako prvni, a Gerve-
né podil gent z druhé pi¥ichozi populace.
Na prvni pohled je zfejmé, Ze se podil genti
obou populaci li§i mezi norniky z riznych
lokalit. Genom jedinct z okoli skotského
mésta Aberdeen, nejsevernéji polozené
lokality v nasi studii, neobsahuje zddné
zjistitelné stopy po p¥imési genti pocha-
zejicich z druhé populace. Znamena to,
7e 100 % jejich gent je ptivodem z popu-
lace, ktera Britanii osidlila prvni. Oproti
tomu pres 50 % genomu norniki z oko-
1i Edinburghu na jihu Skotska jiz tvoii
geny druhych kolonistti, a smérem k jihu
podil jejich genomu déle vzrista. V geno-
mu nornikd z anglickych lokalit Doncas-
teru a Gloucesteru tak jiz pfevladaji geny
v poradi druhé kolonizujici populace, a na
nejjiznéjsich lokalitach v hrabstvich Corn-
wall a Devon dokonce nenajdeme zadné
stopy genomu populace ptichozi do Brita-
nie jako prvni. Analyza markert SNP tak
ukazuje zFetelny severojizni gradient v pfi-
mési gent druhé kolonizujici populace —
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pouze nejsevernéjsi populace si zacho-
vala pivodni genom, zatimco v obou nej-
jiznéji poloZenych populacich uz genom
prvniho kolonisty zcela nahradily geny
druhého ptichoziho.

Genomicka fylogeografie tak potvrzuje
scénaf, na ktery poukazala mtDNA, tedy
ze prvni pfichozi populace norniki byla
v Anglii skute¢né nahrazena tou druhou,
ktera se sem rozsifila pozdéji a p¥isla z ji-
ného glacialniho refugia. MtiZeme vylou-
¢it moznost, Ze do genomu britskych nor-
nikid po prvotni kolonizaci pronikla pouze
mtDNA nebo maximalné nékolik malo ja-
dernych genti druhych kolonisti. Fakt, Ze
jde o skute¢né nahrazeni jedné populace
druhou, nezbytné vyvolava otazku, jakou
tlohu mohl sehrat pfirodni vybér upied-
nostriujici vlastnosti populace pochézejici
z jednoho glacialniho refugia pt¥ed popu-
laci z jiného refugia. ProtoZe jiz vime, Ze
samotnd mtDNA zdrojem selekéni vyhody
nebyla, je tfeba hledat funkéni rozdily za-
kédované v jaderném genomu. V tomto
sméru pomohla nédhoda, kterd néas prived-
la na stopu fyziologické odli¥nosti norni-
kt druhé kolonizujici populace, kterd je za
urc¢itych podminek mohla ucinit z hledis-

vvvvvv

Rozdily v hemoglobinu

V r. 1979 publikoval student univerzity
v Cambridgi Stephen Hall védeckou pra-
ci v ¢asopise Journal of Zoology, ve které
ukézal, Ze nornici ze Skotska a severni
Anglie maji odlisny hemoglobin neZ nor-
nici z jihu Britanie (obr. 5). S. Hall, dnes
emeritni profesor na univerzité v Lincolnu
v Lincolnshiru ve vychodni Anglii, tehdy
porovnal pohyblivost hemoglobinu u zvi-
fat z rliznych ¢asti zemé, od Cornwallu po
Edinburgh, metodou gelové elektroforé-
zy, kterd oddéli varianty proteini lisici se
celkovym nabojem (soudtem zdpornych
a kladnych néaboji jednotlivych amino-
kyselin, z nichZ se protein skladd). Zjistil,
Ze nornici z lokalit jiZzné od mésta Doncas-
ter nesli elektronegativnéjsi (vice zdporné
nabity, a tudiz pii elektroforéze rychleji se
pohybujici) hemoglobin (HbF, z anglic -
kého fast — rychly), nez byl hemoglobin
nornikd ze severu (HbS, slow — pomaly).
Pozoruhodné bylo, Ze se na zadné z loka-
lit v celé Britanii nevyskytovaly oba typy
hemoglobinu soucasné.

Prestoze gelova elektroforéza neposkyt-
la zddné informace o funkénich odlisnos-
tech HbS a HbF, vyhranéné geograficka
roz§ifeni obou, strukturné zjevné odlinych
typtt hemoglobinu, vedla S. Halla k vyslo-
veni domnénky, Ze rozdily mezi populace -
mi na severu a na jihu Britanie jsou vy -
sledkem piisobeni pfirodniho vybéru, ktery
z néjakého divodu upfednostiiuje HbS na
severu a HbF na jihu. Kromé funkénich
rozdild mezi obéma typy hemoglobinu,
a tim i moZného cile pfirodniho vybéru,
zustal nevyjasnény pivod tohoto poly-
morfismu — Ze Velkou Britdnii postupné
kolonizovaly dvé populace nornika, jsme
popsali o 30 let pozdé&ji. Stephen Hall jesté
pracoval s hypotézou, Ze jedna z variant
vznikla v Britanii z té druhé (HbS z HbF,
nebo opac¢né). My dnes vime, Ze nornici
nesouci HbF jsou potomky druhych kolo-
nistl, ktefi si HbF pfinesli z kontinentu
a na jihu ostrova vytlacili a nahradili ty
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prvni, nesouci HbS. Zajimalo nés proto,
jaké rozdily v molekularni struktufe he-
moglobinu jsou zodpovédné za elektro-
foretické rozdily mezi HbS a HbF a jaky
vyznam maji z hlediska funkce a potazmo
pfirodniho vybéru.

Izolace gent pro hemoglobin
Hemoglobin je protein tvofeny ¢tyfmi poly-
peptidovymi fetézci (globinovymi pod-
jednotkami), dva jsou typu alfa a dva typu
beta. Jde tedy o tetramerni protein, jehoZ
molekuldrni strukturu priméarné urcuje slo-
zen{ jednotlivych podjednotek, pfesnéji
jejich aminokyselinové sekvence. Klicem
k poznéni rozdilt struktury HbS a HbF
proto bylo urceni rozdild sekvenci gent
koédujicich jednotlivé globinové podjed-
notky. Hemoglobin savci je az na vyjim-
ky kédovén ¢tyfmi geny — jednim pérem
genu pro podjednotky alfa a druhym pro
podjednotky beta. ProtoZe sekvence zad-
ného z globinovych genti nornika nebyla
zndma, stéli jsme pfed dkolem tyto geny
nejprve izolovat. Pfedtim jsme vSak mno-
zinu cilovych gent zizili porovnanim
elektrostatického naboje podjednotek alfa
a beta HbS a HbF. Molekuly obou typt
hemoglobinu jsme chemicky rozlozili na
podjednotky, které jsme od sebe oddélili
elektroforézou. Tim se podatilo dokazat,
ze za rozdily mezi HbS a HbF zodpovida
vyssi elektronegativita podjednotky beta
HbF — podjednotky alfa obou typti hemo-
globini vykazovaly shodnou pohyblivost.
V néasledujicim kroku jsme proto pii-
stoupili k izolaci a ur¢eni nukleotidové
sekvence gent kodujicich globinové pod-
jednotky beta. Pouzili jsme k tomu meto-
du RACE (Rapid Amplification of cDNA
Ends), kterd umoznuje izolovat vybrané
geny, aniz zname jejich sekvenci. Sta¢{ znat
pouze sekvenci kratké oblasti uprostied
genu, coZ nepredstavovalo velky problém,
protoze nékteré iseky gent pro podjed-
notky beta klicové z hlediska funkce jsou
shodné mezi riznymi druhy savct. Vycho-
zim materidlem byla medidtorovd RNA
(mRNA) ziskana ze sleziny nornik?, ktera
u hlodavci patif mezi krvetvorné organy.
Pri pouZiti mRNA mame jistotu, Ze jsme
ziskali jen skute¢né funkéni geny (ne-
funkéni geny netvoifi mRNA). Metodou
RACE jsme izolovali oba geny kédujici
podjednotky beta u nornika, oznatované
HBB-T1 a HBB-T2. Nukleotidové sekvence
obou gent jsme potom porovnali mezi nor-
niky z riznych lokalit v Brit4nii, abychom
urd¢ili, ktery z gent a jaké konkrétni muta-
ce zodpovidaji za rozdil mezi HbS a HbF.
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8 Genomicky gradient. Graf zndzortiuje
pro kazdého z 39 nornika (svislé sloup-
ce) modrou barvou podil genti v jeho
genomu majicich pivod v populaci,
ktera Velkou Britanii kolonizovala jako
prvni; ¢ervend barva znamena podil genti
pivodem z druhé pfichozi populace.
Pouze nejsevernéjsi populace z okoli
skotského mésta Aberdeen si zachovala
genom prvnich kolonistt bez pfimési,
zatimco v obou nejjizné&ji poloZenych
populacich, v anglickych hrabstvich
Cornwall a Devon, jsou geny prvniho
kolonisty jiz zcela nahrazeny geny
druhého kolonisty. Orig. P. Kotlik

9 Model hemoglobinu HbF. Atomy siry
(zluté) cysteinti v podjednotkach beta
jsou exponované na povrchu molekuly
(obr. a). Hemoglobin HbF od HbS
odlisuje zdména jediné aminokyseliny
zpusobena mutaci kodonu pro serin
(TCC) na kodon pro cystein (TGC, obr. b).
Aminokyseliny serin a cystein se lis{
pouze v jediném atomu — pfitomnosti
siry (S) v cysteinu na misté, kde se

v serinu nachazi kyslik (O, obr. c).
Podle: P. Kotlik a kol. (2014), upraveno

Mutace odlisujici HbS a HbF
Vzhledem k rozdilnému elektrostatickému
néboji HbS a HbF bylo zfejmé, Ze alespoi
jeden ze dvou gent pro podjednotku beta
bude kdédovat dva rizné proteiny odlisuji-
ci se zaménou nejméné jedné aminokyse-
liny. K nasemu piekvapeni jsme zjistili, Ze
HbF se od HbS lisi préaveé jedinou nesy-
nonymni mutaci (mutaci v DNA kddujici
jinou aminokyselinu) v genu HBB-T1, a co
vic, v genu HBB-T2 brit$ti nornici nesou
opét prave jen tu stejnou nesynonymni
mutaci. Pfitom tym védcti z univerzity v Ne -
brasce vedeny Jayem Storzem napf. ukazal,
Ze varianty hemoglobinu severoamerického
kfecka dlouhoocasého (Peromyscus mani-
culatus) ptizptisobené riznym nadmoi-
skym vyskdm se 1isi péti aminokyselinami
v podjednotce alfa a ¢tyfmi v podjednotce
beta. Fakt, Ze se hemoglobiny HbS a HbF
nornika odliuji zdménou jediné amino-
ni podstaty funkénich rozdili proti zminé-
nému piikladu hemoglobinu ktecka, kde
bylo k uréeni funkénich dopadt zamén
jednotlivych aminokyselin potfeba pouzit
proteinového inZenyrstvi (k vytvotreni viech
moznych v pfirodé se nevyskytujicich kom-
binaci jednotlivych aminokyselin).
Mutaci, kterou jsme objevili v podjed-
notce beta hemoglobinu nornika, byla za -
ména aminokyseliny serin (Ser) na pozici
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50 51 52 53 54
Ser Ala Ser Ala Val
HbS TCTGCCTCCGCTGTC
HoF .. ... .. G.......
Ser Ala Cys Ala Val
c COOH COOH
I I
o
HN —C—H HN —C—H
I I
OH SH
Serin (Ser) Cystein (Cys) 9

52 proteinové sekvence za cystein (Cys).
Cystein muZe za ur¢itych podminek nést
zaporny néboj (viz déle) a zptisobovat tak
vy$si elektronegativitu proteinu oproti va-
rianté obsahujici serin, ktery je nenabity,
coz by vysvétlovalo rozdily HbS a HbF pf¥i
elektroforéze. Kdybychom ovsem nezjisti-
li, Ze néktefi nornici s HbF nesli na pozici
52 v genu HBB-T2 kodon pro serin. Norni-
ci s hemoglobinem HbS pfitom opravdu
vzdy nesli pouze kodon pro serin v obou
genech HBB-T1 i HBB-T2, stejné tak u nor-
nikt s HbF byl pokazdé kodon pro cystein
v HBB-T1. Néktefi vsak méli kodon pro
cystein v HBB-T1 a soucasné pro serin
v HBB-T2, pficemz ale elektroforéza jedno -
znacné urcila jejich hemoglobin jako HbF.
Jak je mozné, Ze se elektroforézou u téchto
nornikd nezjistila také pfitomnost HbS?
Vysvétleni jsme nasli v rozdilné mite expre-
se gentt HBB-T1 a HBB-T2 nornika.

Velké mnozstvi sekvenci ziskanych me-
todou NGS, kde byla vychozim materidlem
mRNA jako v nasi studii genomického gra-
dientu, lze kromé identifikace SNP pouzit
také k porovnani irovné exprese riznych
genu. V piipadé genti pro podjednotku beta
hemoglobinu nornika jsme to provedli tak,
Ze jsme porovnali pocty sekvenci odpovi-
dajicich genu HBB-T1 s poctem sekvenci
puvodem z genu HBB-T2. ProtoZe jsme
mRNA ziskali ze sleziny, pocet sekvenci
odpovidajicich kazdému z obou gent od-
razi mnozstvi mRNA od toho genu odvoze-
né a pritomné v krvetvorné tkani, a mize
tak slouzit jako méfitko trovné exprese
jednotlivych gent. Timto zptisobem jsme
prokazali, Ze u nornika je gen HBB-T1 vice
neZ 20x vice exprimovany nez gen HBB-T2.
Je to tedy gen HBB-T1, ktery se rozhoduji-
ci mérou podili na produkci mRNA, a tim
na syntéze podjednotky beta hemoglobinu
u nornika. Ani u jinych savcid neni neob-
vyklé, Ze jeden z dvojice globinovych genti
je tzv. majoritni gen, zodpovédny za syn-
tézu prevazné vétsiny proteinu, a druhy,
minoritni gen se na syntéze podili relativ-
né velice mélo. V pfipadé podjednotky
beta u nornika vyrazné rozdily v genové
expresi vysvétluji, pro¢ se pfitomnost ko -
donu pro serin v minoritnim genu HBB-T2
neprojevi na vlastnostech hemoglobinu
nornikd s HbF nesoucich kodon pro cys-
tein v majoritnim genu HBB-T1, ale kodon
pro serin v HBB-T2.

Funkéni rozdily

Ukézali jsme, Ze hemoglobin HbF od HbS
odlisuje zdména jediné aminokyseliny.
Existuje-li tedy mezi obéma typy hemo -
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globinu né&jaky funkéni rozdil, musi byt
zpisoben pravé touto zdménou serinu za
cystein na pozici 52 podjednotky beta. Na
prvni pohled jsou serin a cystein velmi
podobné aminokyseliny, které odlisuje
jediny atom — pfitomnost siry v cysteinu
na misté, kde se v serinu nachaz{ kyslik
(obr. 9). Rozdil je v§ak maly jen zdéanlivé.
Pritomnost sulthydrylové nebo také thio-
lové skupiny —SH totiZ cysteinu propujcu-
je dramaticky odlisné fyzikalné-chemic-
ké vlastnosti oproti hydroxylové skupiné
—OH serinu. Thiol —SH cysteinu totiz mtze
pomérné snadno ionizovat (ziskat nega-
tivni néboj ztratou vodikového protonu)
a zménit se na thiolatovy anion —S-, ktery
za vhodnych podminek pfedstavuje vyso-
ce reaktivni funkéni skupinu. Takovy thio-
latovy anion potom snadno reaguje s jinou
thiolovou skupinou za vzniku disulfidové
vazby (kovalentni vazby mezi dvéma ato-
my siry).

Fyziologicky vyznamné jsou pfedevsim
mezimolekulové disulfidy, které se tvori
mezi thioly na povrchu proteini a thioly,
jeZ jsou soucasti jinych molekul nez pro-
teind — predevsim glutationu (GSH). Jeho
molekula se sklad4 ze t¥{ aminokyselin,
z nichz prostfedni je cystein. Glutation
chranici buitky pfed oxida¢nim stresem
a poskozenim volnymi radikaly a jinymi
reaktivnimi metabolity kysliku, pfipadné
dusiku. V buitkach se vyskytuje ve dvou
zékladnich formach, redukované GSH
a oxidované GSSG, kterd nenf ni¢im jinym
nez disulfidem ze dvou molekul GSH spo-
jenych disulfidovou vazbou. Disulfid glu-
tationu vznika reakci GSH s reaktivnimi
metabolity, kdy je thiol cysteinu v GSH
oxidovan a reaktivni metabolit naopak re -
dukovan — napf. peroxid vodiku (H,0,) je
reakci se dvéma molekulami GSH reduko-
van na dvé molekuly vody (H,0), pficem?
vzniké jedna molekula GSSG. Pro zacho-
vani oxida¢né-redukéni rovnovéhy v buii-
ce musi tedy nasledovat regenerace GSSG
zpét na GSH, které se standardné dosédhne
enzymaticky, redukci glutation reduktazou.

Existuji v8ak dikazy, Ze reaktivni thiol
cysteinu pfitomny v nékterych typech he -
moglobinu mys$i se muze regenerace GSH
ucastnit. Déje se tak pravdépodobné pro-
stfednictvim reakce hemoglobinu (HbSH)
s GSSG, kdy z molekuly GSSG vznikd mo -
lekula glutationylovaného hemoglobinu
HbSSG a molekula GSH. Vzhledem k vyso-
ké koncentraci hemoglobinu v ¢ervenych
krvinkéch, ktera je nékolikanasobné vyssi
nez koncentrace GSH, tedy mtize hemo-
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globin kromé své tlohy pfenasece kysliku
hrat vyznamnou roli v detoxikaci reaktiv-
nich metaboliti. Oviem pouze za pfedpo-
kladu, Ze obsahuje cystein s reaktivn{ thio-
lovou skupinou. Hemoglobin vétsiny savci
vSak zadny reaktivni cystein neobsahuje,
coZ plati také pro HbS nornika. Jestli je cys-
tein pfitomny navic v HbF takovym reaktiv-
nim cysteinem, jsme zjistovali sestrojenim
trojrozmérného molekuldrntho modelu.
Reaktivita cysteinu, resp. jeho thiolu,
zavisi jednak na jeho poloze v molekule —
jen thiol cysteinu leZiciho na povrchu pro-
teinu se dostane do natolik tésného kon-
taktu s jinymi molekulami, aby se mezi
nimi mohla uskute¢nit chemicka reakce.
Ne kazdy takto exponovany cystein viak
lze automaticky povaZzovat za reaktivni —
jako urc¢ujici faktor vystupuje rovnéz ioni-
zacni stav thiolu. Pouze cystein pfitomny
v buiice ve formé thiolatového aniontu —S-
je reaktivni a jeho reaktivita zalezi na po-
mérném zastoupeni aniontové formy. Tu
urcuje disocia¢ni konstanta pK, thiolu,
vyjadiujici pH, pfi némz jsou koncentrace
nenabitého thiolu —SH a koncentrace thio -
latového aniontu —S° shodné. Cim niz3f je
potom pK, konkrétniho thiolu, tim vyssi
zastoupeni mé reaktivn{ aniontova forma
pfi konkrétnim pH. Napi. pti fyziologickém
pH okolo 7,3 bude cystein s pK, vyrazné
vy$8ineZ 7,3 v burice pfitomen predevsim
jako nenabity thiol. Naopak cystein s pK,
vyrazné nizsi nez fyziologické pH bude
v butice hlavné ve své aniontové formé.
Nas trojrozmérny model hemoglobinu
HbF nornika jednoznacéné ukézal, Ze cys-
tein na pozici 52 podjednotky beta lezi na
povrchu molekuly HbF (obr. 9a). Na zakla-
dé stejného modelu jsme potom vypo¢ci-
tali, Ze elektrostatické interakce atomu
siry cysteinu s okolnimi atomy, jako napf.
vodikova vazba na kyslik serinu na pozi-
ci 50, pomahaji cystein stabilizovat v jeho
aniontové formé, a vyznamné tak snizuji
jeho disocia¢ni konstantu pK,. Ta neza-
visle na pouzité metodé vypoctu lezi hlu-
boko pod hodnotou fyziologického pH 7,3
(v blizkosti hodnot 5-6). Takové hodnoty
disocia¢ni konstanty cysteinu znamenaji,
7e pfevazna vétsina jeho bunécné popu-
lace (podle nasich vypocta az 94 %) bude
tvofena aniontovou formou -S-, coZ z cys-
teinu na pozici 52 podjednotky beta HbF
¢ini vysoce reaktivni funkéni skupinu.
Reaktivitu cysteinu (schopnost tvorit
mezimolekulové disulfidy) jsme nésled-
né otestovali. V laboratornich podminkach
lze vzdjemnou reakci thiolt katalyzovat
oxida¢nim ¢inidlem. V p¥ipadé hemoglo-
binu mize oxidace thiolt mit za nasledek
tvorbu polymerd hemoglobinu, a to v p¥i-
padé, Ze se cystein nachézi na povrchu
molekuly a jeho thiol je reaktivni. Necha-
li jsme proto na vzorky krve (hemolyzaty)
norniki nesoucich HbF a nornikt s HbS
ptisobit oxida¢ni ¢inidlo (diamid) a deteko-
vali tvorbu polymert pomoci elektroforé-
zy. Vysledek jsme porovnali se vzorky, ke
kterym bylo pfidano navic jesté redukeni
¢inidlo (merkaptoetanol). Na rozdil od HbS
vykazoval HbF po oxidaci jasné znamky
tvorby polymert. Po redukci se vsak vzor-
ky hemoglobinu HbS i HbF nelisily od
prislusnych kontrolnich vzork, coz po-
tvrzuje, ze polymeraci HbF zpusobily
disulfidové vazby — obdobné se chovaji
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napf. polymerujici hemoglobiny mysi obsa-
hujici reaktivni cystein.

Detoxikace volnych radikala
Pokud hemoglobin sehréal néjakou tlohu
pfi nahrazeni jedné populace britskych
nornikd druhou, mély by funkéni vlastnos-
ti HbF svym nositeltim p¥inaset vyhodu.
Zajimalo nds proto, jestli mizeme zjistit
rozdily ve schopnosti ¢ervenych krvinek
obsahujicich HbS a HbF odolévat oxidac-
nimu stresu. Pfedpokladali jsme, Ze pokud
HbF diky pfitomnosti reaktivniho cystei-
nu hraje roli v detoxikaci volnych radika-
14, budou ¢ervené krvinky nornikd nesou-
cich HbF odolavat oxidaénimu poskozeni
lépe nez krvinky nornikia s HbS.

V pokusu provedeném ve spolupraci
s Pavlem Hyrslem a Liborem Vojtkem
z Masarykovy univerzity v Brng, jehoz
vysledky jsme v r. 2014 zvefejnili v ¢aso-
pise Proceeding of the Royal Society of
London, jsme k tomu pouzili luminome-
trickou metodu pro méfeni celkové anti-
oxida¢ni kapacity oznadovanou zkratkou
TRAP (Total Radical-trapping Antioxidant
Potential). Tato metoda vyuziva luminis-
cence (svétélkovéani) oxidaénfho produktu
¢inidla luminolu k porovnani doby, po
kterou jsou rtizné vzorky schopny vychy-
tavat volné radikaly. Signal, ktery luminol
po své oxidaci volnymi radikaly vydava,
1ze mé¥it luminometrem, pficemz nahly
prudky nartst luminiscence znamen4, Ze
pravé doslo k vyCerpédni kapacity anti-
oxidantd v daném vzorku. Proto ¢im del-
§1 doba uplyne mezi vystavenim vzorku
pusobeni volnych radikdld a nastupem
chemiluminiscence, tim vétsi je antioxi-
daéni kapacita vzorku. Cervené krvinky
nornikd nesoucich HbF v nasem experi-
mentu vykazovaly trojndsobnou primeér-
nou hodnotu antioxida¢ni kapacity (vzta-
Zenou ke standardu) neZ u nornikt s HbS.
Rozdil byl nejen statisticky priikazny, ale
v$ech 10 nornikt s HbF zahrnutych v expe-
rimentu mélo antioxida¢ni kapacitu vyssi
nez kterykoli z 10 nornikt s HbS. Vystave-
nim ¢ervenych krvinek oxida¢nimu stresu
se nam tak podatilo ukazat, ze p¥itomnost
reaktivniho thiolu v hemoglobinu norniki
prikazné zvysuje schopnost jejich cerve-
nych krvinek odolavat oxida¢nimu posko-
zeni ti¢inkem volnych radikald kysliku.

Adaptivni fylogeografie
Jaky vliv ale mohl takovy rozdil ve fyzio-
logii ¢ervenych krvinek mit na relativni
tspésnost populaci kolonizujicich Britanii
v riznou dobu a z rtiznych glaciélnich refu-
gii? Fakt, Ze HbF zvy$uje odolnost cerve-
nych krvinek vic¢i oxida¢nimu stresu, zna-
mend, Ze nositelé HbF budou ve vyhodé za
situace zvysené potieby antioxidant. Pro-
dukce volnych radikald a jinych reaktiv-
nich metabolitt kysliku a dusiku vyznam-
né vzristd béhem energeticky narocénych
fyziologickych stavii, jako je zvysena fyzic-
ka aktivita a investice do reprodukce, nebo
Ppri teplotnim stresu ¢i parazitdrni infekci.
Neni tézké si napt. predstavit, Ze pokud
jsou samice vychovavajici vétsi pocet po-
tomkd vystaveny vys$§imu oxida¢nimu stre-
su, bude mit populace s geneticky podmi-
nénou lepsi schopnosti detoxikovat volné
radikaly vy$si reprodukéni potencial nez
jiné populace stejného druhu.
Fylogeografické studie dlouho pfedpo-
kladaly, ze populace obyvajici konkrétni
tzemi jsou populacemi, které ta izemi
kolonizovaly jako prvni. Nage studie nor-
nika rudého vsak ukazuje, Ze v nékterych
pfipadech (a neni dtivod, abychom se do-
mnivali, Ze jde jen o vyjimky) byla jedna
populace po kolonizaci ur¢ité oblasti ¢és-
te¢né nebo uplné nahrazena jinou, pficha-

-
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Orig. Vladimir Renéin
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10 Pobtezi Skotska je protkano fadou
zaliva (ve skotské gaelsting oznacova-
nych jako lochs) zatezavajicich se
hluboko do pevniny, které tvoii
pfirozené migraéni prekazky.

Loch Leven v oblasti Skotské vysociny.
Snimky P. Kotlika

zejici z odlisného refugia. Faktorem urcu-
jicim, kterd populace se rozsifila na tkor
jiné a ktera naopak byla nahrazena, by po-
tom byla schopnost zastupcti jednotlivych
populaci obstat v konkurenci. Populace
pochézejici z urc¢itého refugia tak mohou
obyvat urcitd tizemi ne z ¢isté geografic-
kych dtvodi (jako blizkost refugia nebo
nepfitomnost migrac¢ni bariéry), ale proto,
ze podminky a pfirodni vybér ptisobici
v daném refugiu upfednostnily vlastnosti
pfinéasejici vyhodu béhem kolonizace (vys-
$f reprodukéni potencidl, i¢innéjsi termo-
regulaci nebo odolnost vi¢i parazitim).

Adaptivni fylogeografie tedy znamené
snahu porozumét tloze pfirodniho vybé-
ru. Nase studie hemoglobinu nornika se na
rozdil od jinych fylogeografickych praci
neomezila na analyzu neutrdlnich mole-
kularnich markert, ale pouzili jsme inte-
grovany mezioborovy piistup zahrnujici
evolu¢ni molekularni genetiku, transkripto-
miku, molekulové modelovani, biochemii
proteint a bunécénou fyziologii. Jsme pie-
svédceni, Ze podobny p¥istup je tfeba apli-
kovat i v pfipadeé jinych druhti. Pokud je
hlavnim uréujicim faktorem postglacialni-
ho rozsifeni populaci adaptace a selekce,
budou mit takové vysledky kliGovy vyznam
pro porozuméni zménam v rozsifeni dru-
ht béhem soucasnych i budoucich klima-
tickych zmén.

Védecko-vyzkumnou prdci v laboratori
autora, jejiz vysledky c¢lanek predstavuje,
podpotila Grantova agentura CR (projekt
P506-11-1872) a Grantova agentura Aka-
demie véd CR (projekty IAA600450701
a IAA600450901).

Kolektiv spoluautori: Silvia Markova,
Karolina Filipi, Michaela Straznicka
a Jeremy B. Searle

Pouzitou literaturu uvddime na webové
strdnce Zivy.
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