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Anotace

Fragmentace a zmensSovani populaci ztratou habitatd je typickym znakem probihajiciho 6.
masové vymirani druhi, z hlediska ochranaiské genetiky je nutné porozumét zménam, které
s sebou ptinasi. Pro budouci rozhonuti v ochranaiské genetice je podstatné porozumét vlivu
velikosti populace na variabilitu imunitnich genid. Abychom Iépe porozuméli genetické
variabilit¢ nestaci analyzovat pouze sekvence DNA, ale je potieba zaméfit se na funkeni
proteinovou variabilitu. Tato prace zkouma fyziochemickeé vlastnosti a struktury jednotlivych
haplotypu Toll-like receptorii v alopatrickych populacich galapazskych drozdct (Mimus sp.).
Toll-like receptory hraji kliCovou roli v imunitnim systému, kde tvoti mistek mezi vrozenou
a adaptivni imunitni odpovédi, detekci patogenti. Data v této praci odhaluji variabilitu jejich
diversity napti¢ malymi galapazskymi populacemi a velkou kontinentalni populaci drozdce
mnohohlasého (M. polyglottos). Porovnani heterozygotnosti populaci ptineslo zjisténi, ze mira
zastoupeni heterozygoti je mensi v galapazskych populacich nez v kontinentalni populaci. To
naznacuje vétsi vliv diversifikujici selekce v kontinentalni populaci, nebo redukci genetické
variability v galapazskych populacich vlivem efektu zakladatele a mensi populaéni velikosti.
Kromé& popisu genetické diversity byly popsany fyziochemické vlastnosti objevenych
haplotypti, vymodelovany a porovnany struktury vSech haplotypti TLR1B, TLR4 a TLR15.

Annotation

Fragmentation of populations and habitat loss is a hallmark of ongoing 6th mass extinction,
and in terms of conservation genetics, it is necessary to understand the changes that it entails.
It is essential to understand the impact of population size on the variability of the immune
genes for the future in conservation genetics. In order to better understand genetic variability,
it is not enough to analyze DNA sequences only, but focus on functional protein variability.
This paper examines the physiochemical properties and structures of the individual haplotypes
of Toll-like receptors in allopatric populations of Galapagos mockingbirds (Mimus sp.). Toll-
like receptors play a key role in the immune system, where they form the link between innate
and adaptive immune responses, by the detection of pathogens. The data in this work reveal
the variability of their diversity across the small Galapagos populations and the large
continental populations of the northern mockingbird (M. polyglottos). Comparison of
heterozygosity of populations revealed that the proportion of heterozygotes is smaller in
galapagos populations than in the continental population. This suggests a greater impact of
diversifying selection in the continental population, or a reduction in genetic variability in
Galapagos populations due to founder effect and smaller population size. In addition to the
description of genetic diversity, the physiochemical properties of the discovered haplotypes
were described, the structures of all TLR1B, TLR4 and TLR15 haplotypes were modeled and
compared.
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1 Uvod a cile prace

Jelikoz v soucasné dobé Celime trendu dal$iho masového vymirani druha (Barnosky et al.
2011; Pimm et al. 2014), fragmentaci populaci vytvaienim umélych bariér a zmenSovani
populaci zabirdnim ptirozenych habitatd, je diilezité porozumét praveé zakonitostem tykajicich
se malych populaci. Takové populace se podobaji izolovanym ostrovnim populacim jako
napiiklad populacim galapazskych drozdca (Mimus. sp), ktefi na Galapagach tvoti izolované
populace. Analyzovanim diversity imunitnich gend jako jsou Toll-like receptory, ¢i geny
hlavniho histokompatibilniho komplexu poté mtizeme zjistit, jaké mechanismy se podileji na
utvarfeni variability v téchto malych populacich, ktera je zasadni pro jejich pieziti (Reed &
Frankham 2003). Analyzovani fyziochemickych vlastnosti a struktury produktti zminénych

genul pomuze vice porozumét zakonitostem souboje mezi patogeny a jejich hostiteli.

1.1 Koevoluce mezi hostiteli a patogeny

Jednou z hlavnich evoluénich sil v pfirozenych podminkach je souboj mezi hostiteli a
patogeny. Pravé diky koevolucnim procesim mezi hostiteli a jejich patogeny mizeme u
vys$§ich organismil najit riiznorodé obrané mechanismy, které se tohoto boje ucastni a zaroven
jsou jeho produktem. Imunitni systém hostitelti se snazi patogeny rozpoznat a znicit. Pfi
adaptaci na nového hostitele dochazi v populaci patogenu k optimalizaci virulence smérem k
maximalizaci fitness v zavislosti na hustoté hostitelské populace a pravdépodobnosti pienosu
(Ebert 2002). Molekularni zmény u patogent vyvolaji reciproéni tlak na zménu hostitelského
imunitniho systému (Slev & Potts 2002). Tento efekt popisuje teorie ¢ervené kralovny. Ta se
tyka neustalé potfeby organismil se vyvijet ne proto, aby ziskaly evolu¢ni vyhodu, ale proto,
aby dokazaly pfezit a odolat ostatnim vyvijejicim se organismum (Van Valen 1973). Van
Valenova teorie uvadi, Ze z hlediska pravdépodobnosti vyhynuti populace zaleZi predevSim
na schopnosti daného organismu pfizpusobit se prostiedi, ve kterém se nachéazi. To zahrnuje i
patogeny, ¢i predatory, ktefi se vyvijeji spolu s nim.

V soucasnosti se fada studii zabyva otdzkou, zda v malych populacich prevlada
v evoluci imunitnich gent patogeny fizena selekce, nebo je hlavni silou ndhodny geneticky
drift. Se snizujici se populacni velikosti klesa efektivita selekce a roste vliv nahodného
genetického driftu (Ohta 1973) a tudiz v malych populacich bude osud vyhodnych mutaci
spiSe ovlivnén genetickym driftem. Zasadnimi faktory jsou sila selekce (selekéni koeficient)
a efektivni velikost populace. Osud nové mutace je dle ,,téméf neutralni teorie molekularni

evoluce® (Ohta 1992) urcen prave soucinem téchto dvou faktori. Kdyz se tedy objevi mutace



s velmi vysokym kladnym selekénim koeficientem, tak s vysokou pravdépodobnosti dojde k
jeji fixaci jak ve velké, tak malé populaci. Nicméné pokud se objevi mutace se slabsim
selekénim koeficientem, tak se ve velké populaci s jistou pravdépodobnosti udrzi a ptipadné
zafixuje, kdezto v malé populaci nad selekci prevazi ndhoda a mutace se s vetsi
pravdépodobnosti vytrati (Akashi et al. 2012).

Pro pfteziti populace je tedy dulezita velikost populace a s ni souvisejici geneticka
diversita (Reed & Frankham 2003). S nizkou genetickou diversitou populace nedokaze Celit
novym patogeniim napi.: havajsti Satovnici (Jarvi et al. 2004; Wikelski et al. 2004). Nicmén¢
Ize v ochranarské genetice najit i ptipady, kdy se populace dokazaly zotavit z extrémné malych
poctd a tim i extrémné nizké genetické diversity, napt.: lejs€ici Petroica traversi (Ardern &
Lambert 1997). Tato studie pouzivala jako geneticky marker mikrosatelity. To jsou nekodujici
oblasti DNA, které nejsou pod selekénim tlakem. A piestoze piedstavuji mikrosatelity dobry
nastroj pro popis korelace fitness a heterozygotnosti populace (Forstmeier et al. 2012), nemusi
vérné odrazet diversitu dalSich oblasti genomu (Véli et al. 2008). Pro dosazeni lepSich
vysledkt je vhodné kombinovat selekéné neutralni marker s kddujicimi oblastmi DNA, jako
naptiklad imunitnimi geny (MHC, TLR), které podl¢haji selekci (Sommer 2005; Hartmann et
al. 2014).

MHC — hlavni histokompatibilni komplex — pfedstavuje kli¢ovou soucast adaptivniho
imunitniho systému. Geny MHC jsou oblibenym markerem populacnich studii (Jarvi et al.
2004; Bollmer et al. 2010; Vicek et al. 2016), ktery prinesl mnoho dikazi o koevoluci mezi
patogeny a hostiteli (Spurgin & Richardson 2010). Jejich nevyhodou je ale velky pocet lokust.
Stejnymi primery tedy lze amplifikovat obrovské mnozstvi alel, z nichZ n¢které mohou byt
pseudogeny, které nemaji Zadny vliv na fitness populace a je potfeba tyto nefunkc¢ni alely
vyfiltrovat dal§$imi metodami. Pro komplexnéjsi pochopeni slozit¢ho imunitniho systému je
dilezité brat v potaz i ostatni imunitni geny, napiiklad geny kddujici receptory NK bunck
(natural killers), ¢i geny chemokinovych receptori (CCR) (Acevedo-Whitehouse &
Cunningham 2006). Mezi jednodussi, ale stale komplexni systémy imunitnich gent se fadi

Toll-like receptory.

1.2 Toll-like receptory

Toll-like receptory (TLR) patii mezi patern rozpoznavajici receptory — PRRs (pattern-
recognition receptors) — které rozeznavaji konzervované struktury patogeni — PAMPS
(pathogen-associated molecular patterns) — jako CpG motif DNA, lipopolysacharid nebo

flagelin. Jsou odvozeny z Toll receptort, které se pii embryonalnim vyvoji podili na



dorzoventralni orientaci embrya octomilky Drosophila melanogaster (Hashimoto et al. 1988;
Hansson & Edfeldt 2005). Radi se tedy do vrozené slozky imunitniho systému. U savcil byly
poprvé popsany v roce 1997 (Medzhitov et al. 1997). Predpoklada se, Ze k rozvoji TLR u
obratlovcu doslo pied ¢i béhem kambria (Roach et al. 2005).

VSechny TLR se skladaji ze t¥i ¢asti. Z ligand vazajici extracelularni domény (ECD),
jednoduché transmembranové Sroubovice a intracelularni domény (TIR). To je
nejkonzervovanéjsi ¢ast proteinu, jejiz homology byly nalezeny i v rostlinach (Akira et al.
2001; O’Neill et al. 2003; Burch-Smith & Dinesh-Kumar 2007). ECD tvofi bézné 19-25 na
leucin bohatych repetic — LRRs (leucine-rich repeats) — které udavaji TLR jejich

charakteristicky tvar podkovy (Obr. 1). ECD je ohrani¢ena dvéma subdoménami. N-konec

proteinu tvofi LRR-NT motif slozeny z PB-vlasenek
Structure of Toll-like receptors

spojenych disulfidickou vazbou a na C-konci ECD se

nachdzi LRR-CT motif tvofeny dvéma a-Sroubovicemi

N pathogen- (Botos et al. 2011). Oproti ostatnim LRR proteintim,

cell recognition
membrane i H domain jako jsou variabilni lymfocytové receptory (VLR) &i
[9 gg%am ribonukledzové inhibitory, je u TLR vazebné misto pro
C ligand na boku vzestupné ¢asti ECD (Bella et al. 2008;
Liu et al. 2008; Kang et al. 2009; Park et al. 2009).
Obr. 1: Struktura Toll-like receptort Pfi navazani ligandu TLR dimerizuji a jejich
(ptevzato z Parham 2009). signalizace spousti odpovéd’ vrozené imunity (O’Neill

& Bowie 2007; Jin & Lee 2008). TLR tvofi mustek
mezi vrozenou a ziskanou slozkou imunity. Spusténi odpovédi ziskané imunity je podminéno
stimulaci antigen-prezentujicich bunék skrze TLR (Akira 2009). Toll-like receptor vazajici
PAMP aktivuje dendritické buiiky, které nasledné¢ pomoci MHC receptorii prezentuji antigen
na svém povrchu a pomahaji tak k aktivaci a proliferaci T-lymfocytu, které jsou slozkou
ziskané imunity (lwasaki & Medzhitov 2010).

U ptakt bylo objeveno 10 TLR z nichz 5 predstavuje pfimé ortology savéich Toll-like
receptort. Jedna se 0 TLR2A, TLR2B, TLR4, TLR5 a TLR7 (Brownlie & Allan 2011). Mezi
zbylych pét se fadi TLR1A a TLR1B, TLR3, TLR15 a TLR21. Kazdy z nich rozeznava jiné
struktury patogend. U ptakd doslo k duplikaci TLR1 na TLR1A a TLR1B, kdy TLR1B
rozpoznava lipoproteiny (Kang et al. 2009; Werling et al. 2009; Alcaide & Edwards 2011;
Velova et al. 2018). U savct dimerizuje TLR2 s TLR1 a dal§imi kofaktory a vaze triacylované
mikrobialni lipoproteiny (Brownlie & Allan 2011). TLR4 vaze pomoci proteinu MD-2

lipopolysacharid (LPS), to je hlavni soucast vné&j$i membrany gram-negativnich bakterii



(Akira et al. 2001; O’Neill & Bowie 2007). TLR3 je exprimovan na endosomalnich
membranach a detekuje dvouvlaknovou RNA jenz je typicka pro dsRNA viry. TLRS vaze
flagelin, protein tvofici bic¢iky bakterii. Ne&ktefi ptaci, napf.: Chaetura pelagica, Nestor
notabilis maji pouze pseudogen TLRS, ktery je nefunkéni. Stejné jako TLR3, TLR7 je
exprimovan endosomalné¢ a vaze RNA v jeji Castéjsi jednovlaknové podobé. U nékterych
ptaku jako naptiklad Taeniopygia guttata, Cuculus canorus, ¢i zminénych Petroica traversi
doslo k duplikaci tohoto TLR (Akira 2009; Grueber et al. 2012; Keestra et al. 2013; Velova et
al. 2018). Toll-like receptor 15 je unikatni pro ptaky a plazy a spousti signalizaci poté, co je
Stépen mikrobialnimi protedazami (de Zoete et al. 2011; Boyd et al. 2012). Endosomalné
exprimovany TLR21 vaze CpG motif DNA (Brownlie & Allan 2011). Ukazuje se tedy, ze
ackoliv kazdy TLR véaZe rtizné typy patogennich struktur, nékteré TLR se doplituji (TLR4,
TLR15, TLR21) naptiklad v detekci bakteridlnich struktur, kdy kazdy TLR vaze jiny prvek
typicky pro bakterie.

Jelikoz TLRS se u nékterych druhti mize vyskytovat pouze ve formé pseudogenu byl
nevhodny pro tuto praci. Stejné tak TLR7, ktery je u n¢kterych druhti duplikovany. Z diivodu

funkénosti primert a pfedbézné analyzované diversité byly vybrany TLR1B, TLR4 a TLR15.

A4

1.3 Galapagy a galapazsti drozdci

Galapagy jsou diky svym ostroviim a relativné velkym vzdalenostem mezi nimi vhodnym
systémem pro studium malych populaci. Pravé studium malych populaci je dilezité z hlediska
ochranarské genetiky, ponévadZ nyni celime trendu oznacovaném jako 6. masové vymirani,
¢i vymirani v holocénu (Barnosky et al. 2011; Pimm et al. 2014). Malé populace jsou nejvice
ohroZené vyhynutim, nebot’ kvlli nizké genetické diversité nedokazi ¢elit zménam jako jsou
invazivni organismy, ¢i ptisobeni ¢lovéka ve smyslu zavleceni cizich nemoci (Jarvi et al. 2004;
Wikelski et al. 2004), z&niku habitatd a dalsich (Stork 2010).

Na Galapazském souostrovi se vyskytuji 4 druhy drozdct: Mimus macdonaldi, vyskytujici
se na ostrové Espafiola na jihu souostrovi; M. melanotis, endemit ostrova San Cristobal; M.

trifasciatus, ktery vymfel na ostrové Floreana, se vyskytuje jen na ostrivcich Champion a
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souostrovi (Nietlisbach et al. 2013).

Drozdci rodu Mimus na Galapagach tvoti alopatrické populace (Obr. 2). Migrace mezi

ostrovy je velice mal4, a proto jsou
jednotlivé  populace  unikatnimi . | SECEREEEEEEREE i
evolu¢nimi jednotkami. Vyjimku tvofi Wolf

sousedni pobtezi ostrovii Fernandina a

Isabela a ostrovy Santiago a Rabida

(Hoeck et al. 2010; Stefka et al. 2011). rinta
Dle mutacni rychlosti kodujicich . °
Marchena
oblasti mitochondridlni DNA prob¢hla Isabela

kolonizace souostrovi drozdci pied
1,6-5,5 miliony lety (Arbogast et al. O

.S;cmtiago

anta Cruz
[
A (=)

San Cristobal

2006). To znamena, ze v té dobé doslo

K bottlenecku, oznacovanému jako
Champion

efekt zakladatele, kdy je genofond

;
Gardner by Floreana Espanola

omezen na diversitu kolonizujicich

jedinci. Po  kolonizaci  doslo |Obr. 2: Alopatrické populace galapazskych
k alopatrické radiaci mezi |drozdct.

jednotlivymi ~ ¢astmi  souostrovi, |Z ostrovil, u kterych je uvedeno jméno byly

pficemz se piedpokladd, Ze pro |Sebrany vzorky.
omnivorni drozdce prostiedi Galapag nepiedstavuje dostatecné rozriznéné niky umoziujici
sympatricky vyskyt vice druht (Arbogast et al. 2006). Analyza neutralnich markerd prokazala,
ze je geneticka diversita poslednich 100 let stabilni, to znaci, Ze v populacich doslo k ustaleni
rovnovahy mutaci a driftu (Hoeck et al. 2010). Hoeck a Keller (Hoeck & Keller 2012) se ve
své praci vénovali vlivu inbreedingu — pifibuzenského pafeni — na fitness galapazskych
drozdct. Fitness drozdci posuzovali z hlediska imunokompetence a neprokazali efekt
inbreedingu ani na jednu ze Ctyf zkoumanych imunokompetentnich vlastnosti (pomér
heterofild a lymfocytl, 1yzi a aglutinaci krve a pocet ektoparazith — v§i). To naznacuje, Ze
nékteré znaky fitness nemusi souviset s genetickou diversitou populace, ale s ptitomnosti
konkrétnich alel (Spielman et al. 2004).

Studie kombinujici mikrosatelitni sekvence a antigen-vazajici doménu (-doména) MHC
II. tfidy (VIcek et al. 2016) odhalila positivni korelaci velikosti ostrova a poctu alel
(mikrosatelitnich i MHC) na populaci. Protoze pocty mikrosatelitnich alel byly proporéné

nizs8i nez pocty MHC alel, musi zde ptsobit n¢jaky mechanismus potlacujici redukéni roli



driftu. Pomoci rozdilu nesynonymnich a synonymnich mutaci (dN-dS) byla objevena
balancujici selekce operujici na celém lokusu B-domény MHC II. téidy. Dilezitost konkrétnich
MHC alel naznacuje fakt, ze velka cast alel byla pfitomna ve vice populacich, ¢i druzich
galapazskych drozdct. Tento mezidruhovy polymorfismus (TSP) neni pouze fenomén MHC
gent, ale tyka se 1 dalSich imunitnich gent, kdy jedna vyhodna alela maze byt sdilena vicero
druhy (Té&sicky & Vinkler 2015).

Zatimco u MHC gent pasobi balancujici selekce, u TLR byla objevena purifikujici
selekce, znacici, ze veétsi variabilita TLR negativné ovliviiuje fitness jedinct (Grueber et al.
2013; Hartmann et al. 2014). Pti srovnani s neutralnim markerem tedy vykazuji TLR mensi
diversitu. Hlavni silou pii formovani genetické diversity TLR v malych populacich je nicméné
geneticky drift (Grueber et al. 2013; Hartmann et al. 2014; Gonzalez-Quevedo et al. 2015;
Gilroy et al. 2017; Nelson-Flower et al. 2018).

1.4 Moznosti predikce proteinové struktury

Mnohé studie tykajici se ochranaiské genetiky analyzuji genetickou diversitu jen se
znalostmi DNA sekvence. Takovy ptistup mlze ukézat vice variability nez skute¢né existuje.
Abychom vérné popsali funkéni variabilitu genetické diversity, je potfeba prelozit DNA
sekvence do proteinovych, které eliminuji synonymni zmény v DNA sekvencich. Pro jesté
optimalnéjsi vysledky je analyza fyziochemickych vlastnosti aminokyselin.

Pro pfesné popsani sekundarni a vyssi struktury proteinii je mozno vyuzit dvou
experimentalnich metod — rentgenové krystalografie a spektroskopie nuklearni magnetické
rezonance (NMR). Rentgenova krystalografie vyuziva ohyb paprsku rentgenového zafeni po
pruchodu krystalem. Takovy ohyb — difrakce — je nendhodny a diky tomu jsme schopni z thla
difrakce a intenzity dopadu elektronl zjistit informace naptiklad o poloze atomi, ¢i jejich
vazbach (Svergun et al. 2001). Prestoze ma tato metoda vynikajici vysledky, je experimentalné
velmi naro¢na. NMR spociva v interakci jader atomu s magnetickym polem, ve kterém se
pohybuji. Prochazejici jadro méni resonanci magnetického pole a ze zmény signalu
magnetického pole mizeme vycist informace o mnozstvi, slozeni, prostorové struktuie a
dalsich vlastnostech zkoumané latky latky (Wiithrich 2001).

V soucasné dobé prevazuje pii modelovani struktury proteint ptistup in silico. Diky
vykonnym pocitac¢im mizeme modelovat strukturu proteinii dvéma zpusoby. Prvni, stejné
jako rentgenova krystalografie a NMR, modeluje strukturu de novo. Tato metoda piedpoklada,
ze v prirozenych podminkach maji proteiny takovou strukturu, kterd disponuje minimalni

volnou energii. Vybird z mnoha moznych konformaci kratkych tisekt dané sekvence a vybira
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znamych struktur a novou sekvenci bud'to navléka (threading), ¢i porovnava s templatem
(Jilong et al. 2013; Yang et al. 2015). Na poli predikce proteinové struktury byl v poslednich
letech uc¢inén velky pokrok, a tak se tyto metody velmi zptesnily, piesto vSak nedosahuji
pfesnosti rentgenové krystalografie. Z in silico metod jsou piesnéjsi predikce podle templatu

(Moult et al. 2018)

1.5 Cile prace

Tato prace si dava za cil popsat funkéni variabilitu Toll-like receptorti 1B, 4 a 15 v
populacich galapazskych drozdct (Mimus sp.) a v kontinentalni populaci M. polyglottos.
Jelikoz variabilita TLR ovliviiuje schopnost vazat struktury patogent a tim ptisobit na fitness,
tak takto ziskand data maji potencial pfispét k objasnéni mechanismii selekce v udrzeni
zivotaschopnosti malych, ¢i ohrozenych populaci obratlovct. Parcialni cile prace jsou:

1. Popsat diversitu sekvenci DNA.

2. Komplexn¢ analyzovat fyziochemické vlastnosti jednotlivych haplotypt TLR.
3. Sestavit 3D alignment proteinové struktury.
4

. Porovnat objevené vlastnosti haplotypi mezi galapazskou a kontinentalni populaci.

2 Metody

2.1 Sekvenacni data

Sekvence DNA jednotlivych TLR pouzivanych v této praci byly ziskdny amplikonovym
sekvenovanim na pfistroji Illumina MiSeq. Amplifikované useky byly vybrany tak, aby
obsahovaly ligand vézajici doménu (pokud byla zndma), pfipadné variabilni mista popsana
Velovou (Velova et al. 2018). V ramci cilovych usekd délky 889 a 970 bp u TLR15 a
TLR4 byly navrzeny tfi pary primert (Tab. 2) tak, aby se vysledné produkty piekryvaly
minimalné¢ 90 bazemi, pfiCemz vysledny produkt musel byt krats$i nez 500 bp z divodu
limitace délky “pair-end” ¢teni na MiSeq. Pro TLR1B byl navrzen jeden par primera (Tab. 2)
amplifikujici fragment délky 472 bp. Osekvenovano bylo pies 200 jedinct drozdci z 12
ostrovii pro kazdy receptor (Tab. 6). Sekvence byly nasledné ocistény od nekvalitné
ptrectenych bazi a adaptorti. Parové sekvence byly spojeny diky piekryvu a v ptipadé TLR4 a
15 byly haplotypy jedincti asemblovany ze tfech piekryvajicich se fragmentd. Diploidni data
byla nasledné fazovana pomoci programu PHASE (Scheet & Stephens 2006). Vysledkem

sekvenovani byly tedy haplotypy extracelularnich domén téi TLR pro vice nez 200 jedinci



Galapazskych drozci a kontinentdlni populace M. polyglottos z Kalifornie (Tab. 3-5).
Geneticka variabilita TLR v rdmci jednotlivych populaci (nukleotidova diversita, pocty
haplotypt, heterozygotnost, Tajimovo D) byla analyzovana pomoci vlastniho skriptu a
programu DNAsp v6 (Rozas et al. 2017). Pomér nesynonymnich a synonymnich mutaci, tedy
index, ktery zohlediiuje jaky typ selekce plisobi na danou molekulu byl vypocten algoritmem
SLACK (Kosakovsky Pond & Frost 2005) na serveru Datamonkey (Weaver et al. 2017).
Vypocty heterozygotnosti proteinovych haplotypt byly spocitany jako pocet heterozygoti
v populaci. Generovani sekvenacnich dat bylo provedeno mym Skolitelem, metodika mé

vlastni préace je popsana v nasledujicich odstavcich.

2.2 Analyza hlavnich komponent (PCA)

Na sekundarni struktufe se spolu s primarni strukturou podileji fyziochemické vlastnosti
aminokyselin. Av§ak mnohé recentni prace tykajici se ochranaiské genetiky se zamétuji pouze
na sekvence DNA. Ptinos této prace je v analyzovani fyziochemickych vlastnosti
aminokyselin, které jsou dilezitym faktorem pfi utvafeni vyssich stupiii struktury proteinti.
Otazka byla, zda se haplotypy 1i8§i a zda existuje néjaky vzorec téchto vlastnosti mezi
galapazskymi a kontinentalnimi haplotypy.

Vlastnosti vSech haplotypli byly shrnuty a vzajemné porovnany analyzou hlavnich
komponent — PCA (Principal Component Analysis). Tato analyza zjednoduSuje n-rozmérny
prostor n-proménnych do dvourozmérného, ¢i tfirozmérného prostoru s minimalnim moznym
zkreslenim a maximalizaci variability na nékolika prvnich osach (Lep$ & Smilauer 2016).

Haplotypy byly porovnany z hlediska naboje (formal charge), hydropatie,
normalizovaného van der Waalsova objemu (Fauchere et al. 1988) a G¢inné energie déleni
(Miyazawa & Jernigan 1985). Vlastnosti byly vybrany tak, aby byly nepodobné a co nejvice
charakterizovaly povahu aminokyselin. Porovnavany byly vlastnosti pouze segregujicich mist
v haplotypech. Soubor hodnot byl ziskan pomoci programu Quantiprot (Konopka et al. 2017),
ktery pouziva databazi vlastnosti aminokyselin AAindex (Kawashima et al. 2008). Vlastnosti
pak byly pomoci PCA v programu R (R Core Team 2016) pievedeny do dvourozmérného

grafu, ktery popisuje takto sumarizovanou fyziochemickou vzdalenost riznych haplotypu.

2.3 Modelovani proteinové struktury
Pro porovnani rozdilti ve struktufe a dalSich vlastnostech napiiklad povrchovém naboji
¢i konzervovanosti aminokyselin bylo potieba vytvofit proteinové 3D struktury TLR.

K modelovani sekvenovanych casti ECD doplnénych o konce TLR lejska bélokrkého



(Ficedula albicollis) (Tab. 1) byl pouzit program I-TASSER (Zhang 2008; Roy et al. 2010;
Yang et al. 2015). Doplnéni zkoumané sekvence o lejs¢i bylo podstatné z divodu vyhledani
odpovidajiciho templétu a spravného modelovani sekundarni struktury proteinu.

Tab. 1: Piistupové kody databaze NCBI pro referen¢ni Toll-like receptory lejska bélokrkého.

TLR Pristupovy kod NCBI
TLR1B XP_005045420.1

TLR4 XM_005055449.1
TLR15 XM _005042682.1

Kazdy kod je jedineény pro sekvenci lejséiho TLR. Pokud za¢ina na ,,XP* jedna se o sekvenci
aminokyselin, pokud zacina ,,XM* ptedstavuje sekvenci mRNA. Sekvence mRNA byly
pielozeny v programu Geneious (Geneious 10.2.2, https://www.geneious.com).

I-TASSER pouzivé hierarchicky pfistup pro predikci proteinové struktury a funkce.
Nejprve identifikuje templaty pomoci navlékani sekundarni struktury zadané sekvence na
potencialni templat z databaze proteinovych struktur na webovych strankach I-TASSERu
(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/library/). Iteraén¢ simuluje sestaveni struktury. Poté
zvoli vhodné modely podle volné energie a dalSich faktord, tyto modely jsou nasledné
upraveny a anotovany na zakladé¢ struktury (Yang et al. 2015).

Nejlepsi strukturni model byl zvolen podle tzv. C-skore, to je skdre spolehlivosti
identifikovanych modelt, pii pocitani zohlediiuje signifikanci alignmentli porovnavanych
struktur a konvergen¢ni parametry simulaci sestavujicich strukturu. Toto skore se pohybuje
v rozmezi (-5, 2), pticemz vétsi hodnota znamena vétsi spolehlivost (Yang et al. 2015).
Vsechny vybrané strukturni modely byly modelovany podle stejnych templatt v ramci TLR.

Modely byly vizualizovany v programu PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics
System, Version 2.2.3 Schrodinger, LLC). Byly ozna¢eny aminokyseliny na N- a C-koncich
sekvenované ¢asti a bylo vyznaceno ligand-vazajici misto — TLR1B (Jin et al. 2007) a TLR4
(Velovéa et al. 2018) — ¢i misto Stépeni — TLR15 (de Zoete et al. 2011) — (Obr. 18).

2.4 Analyza povrchového naboje (PIPSA)

Jednou 7z cest, kterou Ize porovnat podobnost riznych haplotypt, je analyza
povrchového naboje. Pro tento ucel byl pouzit program ,,analyzy podobnosti vlastnosti
proteinové interakce* (PIPSA) (Wade et al. 2001; Gabdoulline et al. 2007; Richter et al. 2008).
PIPSA porovnava elektrostaticky potencidl struktur. Jako vstupni data byly pouzity
proteinové 3D struktury vymodelované I-TASSERem (.PDB format). 5 haplotypt pro
TLR1B, 18 haplotypti pro TLR4 a 22 haplotypii pro TLR15. Byla vybrana moznost



superpozice ,optimizesup2pdbs®. Elektrostaticky potencidl struktur byl vypocitan
,adaptivnim Poisson-Boltzmannovym feSitelem* (APBS). Parametry prostfedi mély vychozi
nastaveni, teplota 300 K, iontova sila 50 mM. Porovnéavany jsou elektrostatické potencialy
povrchovych obalt proteind, kdy povrch je definovan sondou o poloméru 2 A a povrchovy
obal se rozpina od této vzdalenosti dal§i 3 A. Software po¢ita Hodgkinovy a Carbovy indexy
podobnosti (Gabdoulline et al. 2007). Indexy jsou v intervalu od <-1,+1>, kdy -1 znaci anti-

korelujici, 0 nekorelujici a +1 zcela-korelujici potencial. Tyto hodnoty jsou poté pievedeny na

elektrostatické vzdalenosti vztahem 2 — 2SI, kde Sl je odpovidajici index podobnosti.
Elektrostatické vzdalenosti spadaji do intervalu <0,2>, pti¢emz 0 znamena identi¢nost a 2 anti-
korelaci. Klastrovaci analyza a vypocet epogramu struktur je proveden v programu R (lhaka
& Gentleman 1996). Vysledky jsou nasledné vizualizovany jako epogram, tedy skupinovy
diagram, ktery seskupuje struktury s nejvice podobnou elektrostatickou vzdalenosti, a jako
teplotni mapa, ktera znazornuje podobnost struktur z hlediska elektrostatické distance
v parovém porovnani (Richter et al. 2008).

Elektrostaticky potencial povrchu proteind byl vizualizovan v programu PyMOL (The
PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.2.3 Schrodinger, LLC).

2.5 Strukturni alignment (super)

JelikoZ schopnost detekovat a vazat patogeny je piimo spiazena se strukturou bilkovin,
byla porovnana sekundarni struktura 3D modeld v programu PyMOL (The PyMOL Molecular
Graphics System, Version 2.2.3 Schrodinger, LLC). Pouzita funkce ,,super“ provede
sekven¢né nezavisly strukturni alignment dvou struktur. Poté nasleduje nékolik cyklt doladéni
pro vylepSeni zarovnani struktur. Byly zvoleny vychozi hodnoty pro doladéni alignmentu
(pocet cyklu: 5, ,,cutoff: 2.0). Pro kazdou dvojici struktur je vypocitano RMSD, to je mira
pramérné vzdalenosti mezi atomy struktur. RMSD identickych struktur je 0 a s ptibyvajici
odli$nosti struktur RMSD roste. V ramci kazdého TLR byly proti sobé porovnany vSechny
haplotypy a jejich vzajemné RMSD bylo vizualizovano v tepelné mapé pomoci webu
programu Heatmapper (http://www?2.heatmapper.ca/) (Babicki et al. 2016). Kazdy tadek
hodnot je povazovan za bod a vzdalenost mezi body byla spocitana podle Eukleidovské
metriky, kde je vzdalenost vypocitana jako délka usecky spojujici dvé hodnoty. Alignment

vsech struktur v rdmci kazdého TLR byl nakonec vizualizovan v programu PyMOL.
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3 Vysledky

3.1 Sekvenacni data

Podatilo se osekvenovat ¢ast ECD tii TLR (Obr. 18) u vice nez 200 jedinct z 13
galapazskych populaci a jedné kontinentalni populace piibuzného druhu (M. polyglottos). U
TLR15 sekvenovany tsek obsahl §tépné misto a u TLR1B cel¢ ligand vazajici misto. U TLR4
ptesahuje ligand vazajici ¢ast receptoru sekvenovany tsek, ktery kon¢i GLN-438 (Obr. 18).
Celkové bylo objeveno 39 segregujicich aminokyselin, rozdélujicich tii TLR na 45
proteinovych haplotypti. VSechny haplotypy s vyjimkou jednoho se nachéazi budto

v galapazskych populacich, nebo v kontinentalni populaci.

3.1.1 TLR1B

Pro TLR1B bylo nalezeno 5 proteinovych haplotypi o délce 472 aminokyselin (Tab.
6) lisici se ve 4 pozicich. Ze vSech haplotypt je zdaleka nejrozsifenéjsi haplotyp 1, ktery se
nachdzi jak na Galapagach, tak i na kontinenté. Ostatni haplotypy jsou specifické bud'to pro
jednu galapazskou populaci, ¢i pro kontinentalni populaci (Tab. 3). Nukleotidova diversita (r)
haplotypi je 0,00096 a Tajimovo D se rovna -1,265 (p>0,05), jelikoz neni priikazné, neda se

vylou¢it rovnovaha mutaci a driftu.

3.1.2 TLR4

U TLR4 bylo nalezeno 18 proteinovych haplotypti mezi 229 jedinci. Kazdy haplotyp je dlouhy
889 aminokyselin (Tab. 6) a haplotypy obsahuji 19 segregujicich mist. Nejvice rozsifenym je
haplotyp 10, ktery se nachazi ve vSech populacich s vyjimkou kontinentu a populace
Champion (Tab. 4). Nukleotidové diversita () je 0,00218 a hodnota Tajimova D se rovna -
1,655 (p>0,05), to je velmi blizko nuly a nelze vyloucit rovnovahu mutaci a driftu.

3.1.3 TLR15

Sekvence TLR15 od 201 jedinct obsahuji 22 proteinovych haplotypti dlouhych 970
aminokyselin (Tab. 6) s 16 segregujicimi misty. Nejvice rozsifenym haplotypem je ¢. 10, ktery
se vyskytuje v 9 galapazskych populacich (Tab. 5). Nukleotidova diversita (w) je 0,02742 a
Tajimovo D se rovna -1,495 (p>0,05), vzhledem k tomu, Ze neni signifikantni, neda se

vyloucit rovnovaha mutaci a driftu.
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3.1.4 Porovnani galapazskych populaci s kontinentalni populaci

U TLRI1B byly objeveny 2 galapazské a 2 kontinentalni proteinové haplotypy a jeden
vyskytujici se v obou populacich (Tab. 3). Pfestoze aminokyselinova sekvence tohoto
haplotypu je stejnd, DNA sekvence se 1isi. A ackoliv pocet proteinovych haplotypt je stejny,
nukleotidova diversita () je vyssi v kontinentalni populaci (0,0008), nez na Galapagach
(0,0002). Pomér pn/ps nebylo mozné spocitat pro nedostate¢na data. Pozorovana proteinova
heterozygotnost zprimérovana pro vSechny galapazské populace se vyrazné lisila (<0,01) od
té pozorované v kontinentalni populaci (0,125) a byla nejnizsi ze vSech tii TLR (Tab. 7).
Rozdil pozorované DNA a proteinové heterozygotnosti neni u galapazskych populaci velky
(>0,05), nicméné u kontinentalni populace se DNA a proteinova het. 1isi o 0,185.

Lokus TLR4 obsahuje 8 galapéazskych proteinovych haplotypii a 10 kontinentalnich
(Tab. 3). Kontinentalni populace disponuje vyssi nukleotidovou diversitou (0,0027) nez
galapazska (0,00079), pomér pn/ps (Tab. 7) neni vyrazné rozdilny, nicméné vétsi nadbytek
synonymnich mutaci (vét§i mozny vliv purifikujici selekce) vykazuji galapazské populace
(0,0746). Velmi patrny rozdil je v proteinové heterozygotnosti, kdy u kontinentalni populace
dosahuje vysoké hodnoty (0,588), zatimco galapazské méné nez 0,01. Tomu miZze napomahat
také piibuzenské kiizeni v malych galapazskych populacich. Rozdil DNA a proteinové
heterozygotnosti je markantni u obou populaci. U galapazské dosahuje rozdil <0,39, u
kontinentalni populace je to jesté vice (<0,41).

Pro TLR15 bylo nalezeno 10 galapazskych a 12 kontinentalnich proteinovych haplotypt
(Tab. 7). « je v kontinentalni populaci vyrazné vétsi (0,0062) nez v galapazskych populacich
(0,00073). Poméry pn/ps jsou velmi podobné (Tab. 7) a vykazuji pfebytek synonymnich
mutaci. Proteinova heterozygotnost se 1isi velmi, kdy v kontinentalni populaci se vyskytuje
90,9 % heterozygota (het.=0,909), kdezto v galapazskych populacich zastoupeni heterozygoti
dosahuje 19,9 % (het.=0,1988), to je ocCividné v&tsi procento heterozygoti nez u TLR1B a
TLRA4. Rozdil DNA a proteinové heterozygotnosti je znaény, kdy je jak u galapazské, tak u

kontinentalni ~0,1.

3.2 Analyza hlavnich komponent (PCA)

Byly sestrojeny grafy obsahujici udaje o naboji (formal charge), hydropatii, objemu a
ucinné energii déleni. Na zaklad¢ téchto fyziochemickych vlastnosti haplotypt TLR1B nelze
pozorovat jasny vzorec podobnosti (Obr. 3). Graf PCA zde vysvétluje vice nez 82 %
variability. Podle osy PC1 (61,7 % vysvétlené variability) jsou si nejpodobnéjsi haplotypy 3 a
4. Z hlediska osy PC2 jsou si nejpodobnéjsi haplotypy 1, 5 a 2. Nejvétsi fyziochemickou
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vzdéalenost najdeme mezi dvojicemi haplotypti 4, 2 a 2, 2. Nejmensi vzdalenost najdeme mezi
haplotypy 5 a 2.

U TLR4 tvoti galapazské (3, 4, 10, 12, 13, 17, 18) a kontinentalni (2, 6, 8, 9, 11, 14,
15) haplotypy jasné shluky (Obr. 4), které jsou od sebe odlisné. Z galapazského shluku se
nejvice 1isi haplotyp 6. Vyjimkami jsou haplotypy 1, 5, 7 a 16. Haplotypy 1 a 5 jsou si vSak
velmi podobné. Osy PC1 a PC2 dohromady vysvétluji vice nez 60 % variability. Hlavni rozdil
mezi shluky haplotypt je z hlediska osy PC1 (44,8 % vysvétlené variability).

Haplotypy TLR15 (Obr. 5) tvoii shluk v§ech galapazskych (1, 2, 5,6, 8,10, 11, 13, 15,
18) a tii kontinentalnich (4, 16 a 20). Podobné jsou si také dvé dvojice (7, 12; 9, 21) a jedna
trojice (3, 17, 14) kontinentdlnich haplotypt. Haplotyp 19 je odliSny od vSech ostatnich,
pfi¢emzZ nejblize ma k haplotypu 17. Graf vysvétluje 54,8% variability a vétSi promeénlivost je
z hlediska osy PC1 (34,9% vysv. variability). Galappazské haplotypy jsou si tedy vice

podobnéjsi nez jejich kontinentalni protéjsky.
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Obr. 3: Vsechny haplotypy TLR1B ve dvourozmérném fyziochemickém prostoru.
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Haplotypy maji barvu podle toho, kde se nachazi — galapagy (modra), kontinent (zelena), oboji

(oranzova). Cisla u te¢ek vyjadiuji piislusny haplotyp.
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Obr. 4: Vsechny haplotypy TLR4 ve dvourozmérném fyziochemickém prostoru.

Haplotypy maji barvu podle toho, kde se nachazi — galapagy (modra), kontinent (oranzova).

Cisla u te¢ek vyjadiuji pFislusny haplotyp.
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Obr. 5: Vsechny haplotypy TLR15 ve dvourozmérném fyziochemickém prostoru.
Haplotypy maji barvu podle toho, kde se nachazi — galapagy (modra), kontinent (oranzova).

Cisla u te¢ek vyjadiuji piislusny haplotyp.

3.3 Analyza povrchového naboje (PIPSA)

U TLRI1B dosahuje elektrostaticka vzdalenost mezi dvéma haplotypy (4 a 2) hodnoty
0,94763 (Obr. 6), to znamena, Ze je Ize oznacit za nepodobné. Odlisnost téchto dvou haplotypt
koresponduje s grafem PCA, kde jsou si tyto haplotypy velmi vzdaleny (Obr. 3), tyto
haplotypy jsou také velmi odlisné od vsech ostatnich (Obr. 7). Nejpodobngjsimi jsou
haplotypy 1 a 3 (el.vzdalenost 0,57793), jim nejpodobnéj$im haplotypem podle epogramu je
haplotyp 5, v grafu PCA jsou tyto vSak daleko od sebe. Na Obr. 8 si Ize vSimnout velké
variability jak struktury haplotypi tak jejich povrchového naboje. Nicméné vSechny haplotypy
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TLR1B maji na konvexni stran¢ C-konce (blize TIR) sekvenované oblasti zdporn¢ nabitou
cast.

Nejmensi elektrostaticka vzdalenost (0,50398) dvou haplotypt TLR4 je u 8 a 9 (Obr.
9). Podobné jsou si i zhlediska PCA, kde patii do stejného shluku (Obr. 4). Nejvétsi
elektrostatickou vzdalenost (0,77201) mezi sebou maji haplotypy 1 a 15, které i podle PCA
deli velka elektrochemicka vzdalenost. Epogram (Obr. 10) také ukazuje odliSnost haplotypt
10 a 13 od vsech ostatnich. Velmi podobné jsou si také haplotypy 2 a 6, jejichz podobnost také
ukazuje PCA. Podle Obr. 11 ma povrchovy naboj gradient od stiedu sekvenované casti
(zaporny) k obéma konctim (kladny). Stfedni ¢ast sekvenovaného segmentu je mezi haplotypy
mén¢ variabilni nez konce.

V rdmci TLR15 jsou si z hlediska povrchového naboje nejpodobné&jsi haplotypy 5 a 11
(elektrostaticka vzdalenost 0,45826) (Obr. 12). Jejich podobnost ukazuje i graf PCA, kde jsou
v absolutni blizkosti (Obr. 5). Velmi podobné jsou si take haplotypy 1 a 12. Nejvétsi
vzdalenost (0,73212) mezi sebou maji haplotypy 3 a 16. Podle PCA haplotypy nejsou moc
vzdalené, ale pfesto maji blize k jinym haplotypiim. Pfestoze epogram ukazuje dvé odlisné
skupiny haplotypt, haplotypy 5 a 1, které jsou z jinych skupin, jsou si podobné&jsi vice nez
s jinymi haplotypy uvnité svych skupin (Obr. 13). Povrchovy naboj sekvenovanych ¢asti
haplotypti TLR15 (Obr. 14) je z vétSiny zaporny, avsak na konvexni strané¢ C-konce ma
povrchovy naboj u vSech haplotypii hodnotu >0. U témé&f vSech haplotypil je povrchovy néboj
N-konce sekvenované ¢asti také kladny, ovSem plocha je vyrazné mensi nez u C-konce. Naboj
na povrchu $tépného mista ($t€pné misto - Obr. 18) je na vétsing haplotypt zaporny, nejvetsi
odchylku najdeme u haplotypt 18 a 21, které pobliz mista §tépeni maji ostrivky kladného

naboje.
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Obr. 6: Tepelna mapa podobnosti povrchového naboje haplotypti TLR1B podle programu
PIPSA.

Mira podobnosti je vyjadiena barvou, kdy ¢ervena znamena identické haplotypy a smérem

k rizové mira podobnosti klesa.
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Obr. 7: Epogram elektrostatické vzdalenosti haplotypi TLR 1B podle programu PIPSA.

Obr. 8: Vizualizace povrchového naboje sekvenovaného segmentu TLR1B.
Jednotlivé haplotypy TLR1B a jejich povrchovy naboj znazornény barevnym gradientem od

negativniho (€ervend) po positivni (modrd).
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Mira podobnosti je vyjadiena barvou, kdy ¢ervena znamend identické haplotypy a smérem

k rizové mira podobnosti klesa.
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Obr. 10: Epogram elektrostatické vzdalenosti haplotypti TLR4 podle programu PIPSA.



Obr. 11: Vizualizace povrchového naboje sekvenovaného segmentu TLRA4.

Jednotlivé haplotypy TLR4 a jejich povrchovy naboj znazorné€ny barevnym gradientem od

negativniho (€ervend) po positivni (modrd).
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Obr. 13: Epogram elektrostatické vzdalenosti haplotypti TLR15 podle programu PIPSA.



Obr. 14: Vizualizace povrchového naboje sekvenovaného segmentu TLR15.
Jednotlivé haplotypy TLRI15 a jejich povrchovy nédboj zndzornény barevnym gradientem od

negativniho (Cervend) po positivni (modra).
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3.4 Strukturni alignment (super)

Tepelné mapy zobrazujici podobnost haplotypt v ramci kazdého TLR ukazuji spise
homogenni strukturu haplotypti, ve kter¢ 1ze najit nékolik vyjimek.

V ramci TLR1B (Obr. 15) jsou si nejvice podobné haplotypy 1 a 5 (vzdalenost 0,961),
které sdili podobnost v naboji (Obr. 6), ale podle PCA (Obr. 3) jsou pomémé vzdalené.
Nejméné podobné jsou si haplotypy 2 a 3 (vzdalenost 4,873), to potvrzuje i PCA (Obr. 3).
Podle mapy jsou od vSech ostatnich nejvice odlisné haplotypy 4 a 2 stejné jako u porovnani
povrchového naboje (Obr. 6).

Tepelnd mapa TLR4 (Obr. 16) ukazuje nejvétsi podobnost haplotypt 1 a 16 (vzdalenost
0,319), to potvrzuje i podobny povrchovy naboj (Obr. 9), nicméné v grafu PCA jsou tyto
haplotypy velmi vzdalené. Nejmensi podobnost je u haplotypt 14 a 17 (vzdalenost 4,1185),
pfestoze povrchovym nabojem jsou si spiSe podobné. V grafu PCA jsou tyto haplotypy
v jinych shlucich (Obr. 4). Zajimava je podobnost haplotypu 9 a 14 (0,854), které jsou si
S témeéf vSemi ostatnimi velmi nepodobné. Podle povrchového naboje jsou si spise nepodobné
(Obr. 9) a v grafu PCA patii do stejného shluku (Obr. 4).

Haplotypy s nejmensi vzdalenosti (0,391) u TLRI15 jsou 4 a 14 (Obr. 17). Jejich
povrchovy naboj je spise nepodobny (Obr. 12) a v grafu PCA maji blize k jinym haplotypim
(Obr. 5). Nejvice odlisné (vzdalenost 4,5661) jsou haplotypy 15 a 18, které jsou v grafu PCA
ve stejném shluku a jejichZ naboj je také spiSe odlisSny. Haplotyp 18 je odlisSny od vSech
ostatnich s vyjimkou haplotypu 21 (vzdalenost 1,078), ktery se také 1isi od téméf vSech
ostatnich. Ackoliv haplotyp 21 podle PCA déli od ostatnich velka vzdalenost (S vyjimkou
haplotypu 9), haplotyp 18 je ve shluku s velkym poctem haplotyp.

Vizualizace alignmentu (Obr. 19) pfinesla zajimavy pohled na variabilni mista ve
strukturach piedevs§im u TLR15, kde $tépné misto (Obr.18) spadd do variabilniho Useku
uprostied sekvenovaného segmentu. U TLR4 jsou variabilni mista 2, jedno uprostied
sekvenované casti, kde za¢ina ligand vazajici usek proteinu, a druhé na jejim C-konci. Prestoze
prvné zminéné misto ve stiedu sekvenované cCasti vykazuje strukturni variabilitu, jeho
povrchovy néboj (Obr. 11) je u vétSiny haplotyptu zaporny. Druhé misto na C-konci
sekvenované ¢asti je z hlediska naboje velmi variabilni. Haplotypy TLR1B vykazuji velkou
variabilitu sekundarni struktury a napf. haplotyp 4 (zlutd barva) ma zcela odlisny tvar od

ostatnich.
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Obr. 15: Tepelna mapa podobnosti struktury haplotyptt TLR1B.
Miru podobnosti (vzdalenost) znali pfislusna barva, pro identické struktury — hodnota 0

(tmaveé modra), pro nejvice odlisné struktury — hodnota 4,873 (syté zluta).
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Obr. 16: Tepelna mapa podobnosti struktury haplotypt TLR4.
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Miru podobnosti (vzdalenost) znaci piislu$na barva, pro identické struktury — hodnota 0

(tmave modrd), pro nejvice odlisné struktury — hodnota 4,5661 (syt¢ zluta).

4 Diskuze

Porovnani sekvenci DNA a sekvenci aminokyselin pfineslo zajimavé vysledky, kdy se
pocet haplotypt (Tab. 6) sniZil téméf o polovinu. Velké rozdily se také objevily pfi srovnani
DNA a proteinové heterozygotnosti, kde nejvétsi rozdily dosahly vice nez 0,39 (Tab. 7). Pro
objektivnéjsi vysledky je tedy vhodné pro analyzu gen. informace pielozit sekvence DNA do
proteinovych. Dalsi optimalizaci mize nabidnout analyzovani fyziochemickych vlastnosti
sekvence aminokyselin, v ¢emzZ spociva piinos této prace. Nicméné i sekvence DNA jsou
dalezité pro rozliSeni raznych ptivodii haplotypt, které proteinova sekvence uhlazuje, jako je
tomu naptiklad u haplotypu 1 TLR1B.

Pii porovnani galapazskych populaci (Mimus sp.) a kontinentalni populace M.
polyglottos byla objevena vétsi variabilita v rdmci kontinentélni populace (Tab. 7) z hlediska
nukleotidové diversity, poctu haplotypt (krome TLR1B, kde byl pocet stejny). Nejvétsi rozdil
vSak byl objeven v heterozygotnosti (Tab. 7). Rozdily mezi po¢tem heterozygoti v galapazské
a kontinentalni populaci byly riizné podle lokusu — TLR1B ~12x, TLR4 ~58x a TLR15 ~5x
vetsi pocet heterozygott na kontinentu. U populace M. polyglottos ocekavame vétsi efektivni

velikost populace a Sirsi spektrum patogent (Wikelski et al. 2004; Hellgren et al. 2013) nez
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na Galapagach. Pro kontinentalni populaci mize byt vyhodnéjsi heterozygotnost v daném
lokusu (Charlesworth & Charlesworth 1990), jelikoz i variabilita patogent je vétsi, nicméné
pro testovani této hypotézy by bylo zapotiebi dopliiujicich udaji o fitness heterozygotnich
jedinci. Na Galapagach je vSak riznorodost patogenti omezenéjsi (Wikelski et al. 2004;
Hellgren et al. 2013), klesa zde efektivita selekce a roste vliv driftu (Ohta 1992), vyskytuje se
zde tedy vice homozygott. Podobny trend byl popsan u A. pallidiceps, kdy maléa posledni
populace tohoto druhu vykazovala vyrazné mensi genetickou variabilitu nez porovnavané
velké populace ¢astéjsich druhti (Hartmann et al. 2014). Tento trend vSak mize byt podpofen
i riznou mirou inbreedingu na jednotlivych ostrovech (Spielman et al. 2004). Prokézani vlivu
inbreedingu, potazmo homozygozity na imunokompetenci u galapazskych drozdct, coz je
relevantni pro ochranaiskou genetiku, se nepodafilo v praci Hoeck a Kellera (Hoeck & Keller
2012), kde bylo jako vysvétleni navrzena teorie vyhody specifické alely. Vyhoda konkrétni
alely byla popséana napiiklad u lejséiku (Grueber et al. 2013), kdy frekvence jedné alely TLR4
byla signifikantné vyssi nez o¢ekavana frekvence podle Hardy-Weinbergovy rovnovahy. To
podporuje 1 fakt, Ze u vSech tii TLR existuje jeden hlavni galapazsky haplotyp, ktery je
dominantni a vyskytuje se na vétSiné ostrovi (TLR1B hap. 1, Tab. 3; TLR4 hap. 10, Tab. 4;
TLR15 hap. 10, Tab. 5). U TLR1B je tento haplotyp dokonce zastoupen i v kontinentalni
populaci, byt DNA sekvence jsou rozdilné. TSP u TLRIB naznacuje mozné piisobeni
stabilizujici selekce v udrzovani konkrétnich haplotypi (alel) pfi boji s patogeny (Spielman et
al. 2004; Sepil et al. 2013; Hartmann et al. 2014). Na druhou stranu, jelikoz se haplotyp 1
TLR1B vyskytuje v kontinentalni populaci pouze jednou — to mtize byt i kviili malému vzorku

kontinentalni populace — mize se jednat o konvergenci (Jones 2010).

4.1 Nizka variabilita TLR v galapazskych populacich

Ackoliv u TLR1B neni zfejma podobnost galapazskych haplotypt (pravdépodobné
kvuli dominanci haplotypu 1), u TLR4 a TLR15 lze vypozorovat nizkou variabilitu
Vv galapazskych haplotypech. To je pon¢kud zvlastni, jelikoZ je vétSina populaci izolovanych
a migrace mezi nimi je nizka (Hoeck et al. 2010; Stefka et al. 2011). Vzhledem k vyssi
variabilit¢ haplotypt v kontinentalni populaci, ukazuji takovéto vysledky na vliv velikosti
populace pii formovani molekularni diversity TLR1B, TLR4 a TLR15 v galapazskych
populacich. Ackoliv u TLR4 je variabilita obou populaci srovnatelna, vyrazna zména je
v heterozygotnosti populaci (Tab. 7). Nizs$i molekularni variabilita TLR v galapazskych
populacich mize mit negativni vliv na detekci $irSiho spektra patogentd, podobné vysledky

ukazuji i studie na jinych malych ostrovnich populacich (Grueber et al. 2013; Hartmann et al.
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2014; Gonzalez-Quevedo et al. 2015; Grueber et al. 2015; Gilroy et al. 2017) nebo piimo na
galapazskych drozdcich, ale pomoci neutralniho markeru (Hoeck et al. 2010). Z toho tedy
vyplyva, Ze galapazské populace mizou byt diky své nizké variabilité nachylnéjsi na nové

patogeny nez diversifikovana kontinentalni populace (Wikelski et al. 2004).

4.2 Odlisnosti TLR15
Zatimco TLR1B i TLR4 maji jak v galapazské, tak v kontinentalni populaci zastoupeny

jeden haplotyp, ktery ma extrémni frekvenci, TLR15 ma v galapazské populaci jeden hlavni
haplotyp (Tab. 5) s frekvenci 170 (hap. 10) a tii velmi pocetné (haplotypy 8, 11 a 22). Ze vsech
ti{{f TLR ma TLR15 nejvice proteinovych haplotypu. Také se 1isi svou heterozygotnosti, kdy
na galapagach je 19,9 % heterozygoti a na kontinenté 90,1 % heterozygotu, to je velky rozdil
oproti TLR1B a TLRA4. Tyto vysledky se shoduji s trendem jak poétu haplotypt, tak s vysokou
heterozygotnosti u TLR15 rakosnika seychelského A. sechellensis (Gilroy et al. 2017). Studie
zabyvajici se lejséiky (Grueber et al. 2013) naznaCuje negativni korelaci (nesignifikantni)
heterozygotnosti TLR1B a TLR4 s fitness, u TLR15 je tento trend positivni (nesignifikantni).
VEtsi procento heterozygotnosti u TLR15 jak v galapazské, tak v kontinentalni populaci by
mohlo znamenat vyhodu heterozygota (Charlesworth & Charlesworth 1990), nicméné pro

ovéreni této teorie nejsou data o fitness heterozygotti pro TLR15.

4.3 Mezidruhovy polymorfismus (TSP) v galapazskych populacich

V ptedchozi studii vénujici se galapazskych drozdcim byl objeven TSP v MHC genech
napfi¢ galapazskymi populacemi (Vicek et al. 2016). Podatilo se potvrdit, ze TSP neni
zalezitost vyhradné MHC, ale obecnéj$im trendem (Klein et al. 2007; T¢&Sicky & Vinkler
2015), kdy byl TSP pozorovan pies vSechny zkoumané lokusy (Tab. 3-5) napfi¢ vétSinou
galapazskych populaci a vSemi druhy drozdcti. U TLR1B byl dokonce objeven shodny
proteinovy haplotyp i v populaci M. polyglottos, ackoliv neni vylou¢ena konvergence téchto
haplotypu (Jones 2010), jelikoz DNA sekvencemi se lisi.

4.4 Analyzovani struktury TLR

Analyza struktury byla zalozena na RMSD. To je mnohymi studiemi povazovéano za
neoptimalni pro nachylnost k lokalnim odliSnostem v alignmentu dvou proteint (Zhang &
Skolnick 2005; Kufareva & Abagyan 2012). Nicméné chyby jsou velké piedev§im pfi
alignmentu rizné velkych struktur (Carugo & Pongor 2001). Jednou z cest, kterd by vedla

k optimaln¢jsim vysledkim je TM-align, zalozeny na TM-skore, jez neni tak nachylné

29



k lokalnim chybam jako RMSD (Zhang & Skolnick 2005). Davodem pro vybér funkce
Lsuper pro 3D alignment a vypocet RMSD byla moznost porovnat libovolné mnozstvi
struktur k jedné. U TM-align lze porovnat pouze dv¢ struktury navzajem. Pravé funkce
»super” v programu PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.2.3
Schrédinger, LLC) byla zvolena, jelikoZ je vice robustni pro méné podobné struktury nez jiné
funkce, napiiklad ,,align, ,,Cealign* (https://pymolwiki.org/index.php/Super).

Strukturni 3D alignment piinesl zajimavé zjisténi u TLR 1B, jehoz haplotyp 4 se vymyka
svou strukturou (Obr. 19), ve které se opakuje pravidelnd densni Sroubovice odlisnd od
natazené struktury ostatnich haplotypt TLRI1B. Jedind pozorovana zmeéna byla substituce
argininu 128 za histidin (Tab. 3). Takova substituce je v riznych proteinech povazovana za
konzervativni (Zhang 2000; Sanghavi et al. 2004; Jann et al. 2008). Nicmén¢ v jedné studii
byl prokazan zasadni efekt substituce téchto dvou aminokyselin v proteinu, ktery se podili na
vnitrobunééné signalizaci u TLR 3, 7 a 9 (Brinkmann et al. 2007). Tento protein nebyl
Vv piipad¢ dané substituce schopen podilet se na signalizaci. AvSak ptevaha studii ukazujicich
na konzervativitu této substituce, a to i u TLR1B, ale v jiném misté (Nelson-Flower et al.
2018), naznacuje, ze pfiCina tak velké zmény ve struktufe mize byt v odlisném postupu
modelovaciho programu (Yang et al. 2015), jelikoz i na Obr. 8. vykazuji identicka mista —
lejs¢i konce TLR — riiznou strukturu. Nicméné modelovani probihalo podle stejného templatu
jako u ostatnich haplotypt. Frekvence tohoto haplotypu je pouze 1 (Tab. 3), to miize bud'to
znamenat, ze je Skodlivou alelou, ktera jesté nebyla odstranéna z populace, nebo ze haplotyp
nepredstavuje lepsi feSeni detekce patogenu neZ napiiklad haplotyp 1 s frekvenci 391.
Haplotypu 1 je nejvice podobny haplotyp 5, ktery je dominantni v kontinentalni populaci (Tab.
3) a lisi se pouze jednou aminokyselinou (T/A105, Tab. 4) v misté, kde se jejich struktury 1isi
(Obr. 19 — hap. 1 zelena, hap. 5 hnéda). Rozdil téchto aminokyselin je ve velikosti a polarité
(Bainova 2013). Argument pro vysvétleni dominance téchto dvou haplotypti by mohla byt
vyhoda specifickych alel (Spielman et al. 2004; Sepil et al. 2013; Hartmann et al. 2014).

U TLR4 se objevuje zajimavé strukturné variabilni misto blizko C-konci sekvenovaného
segmentu (Obr. 19). Nicmén¢ aminokyselinova variabilita v této oblasti pozorovana nebyla a
nejblizsi segregujici aminokyselina (R/H220, Tab. 4) je vzdalena nékolik otocek. Jelikoz se
strukturn€ variabilni misto nachdzi na konci sekvenovaného useku, je mozné, ze se
aminokyselinova variabilita nachazi mimo sekvenovanou ¢ast.

Haplotypy TLR15 disponuji ve své struktufe velkou variabilni ¢asti pfesné v misté
Stépeni (Obr. 19) (de Zoete et al. 2011). Tato ¢ast by mohla byt spojena s vysokou variabilitou
haplotypti naptic lokusem TLR15. V tomto misté lezi segregujici aminokyseliny (G/V164;
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P/IR172; E/IKID222; LIF225; PIS242; Q/K242, Tab 5), z nichz 3 byly popsany jako mista pod
positivni selekci (Wang et al. 2015). Zajimava je také ¢ast oddélujici velké variabilni misto a
malé, které je smérem k C-konci. Tato ¢ast byla popsana jako velmi konzervovana (Wang et
al. 2015) a ve vSech haplotypech je beze zmény. Jeji konzervovanost a proximita ke $t€épnému

mistu naznacuje vyznam této sekvence pii §t€peni mikrobialnimi proteazami.

S5 Zavér

Hlavnim cilem prace bylo popsat funk¢ni variabilitu Toll-like receptort galapazskych
drozdct. Tento a dalsi dil¢i cile byly splnény popisem jak diversity objevené v DNA, tak
v sekvencich aminokyselin. Dale komplexnim popisem fyziochemickych vlastnosti
objevenych haplotypt populaci galapazskych drozdcti (Mimus sp.) a populaci M. polyglottos
v Kalifornii. Podafilo se sestavit a popsat alignment 3D struktury proteinovych haplotypu.

Nakonec byly porovnany vlastnosti haplotypt mezi galapazskou a kontinentalni populaci.
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7.3 Tabulky

Tab. 2: Sekvence navrzenych primerti pro amplikonové sekvenovani TLR.

Cilové lokusy, jména primert, jejich sekvence a smér (F — forward primer, R — reverzni primer).

Lokus

Jméno

Sekvence (5'-3")

TLR1B

TLR1B_1Ra

CTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTAATGTCTCCAGCTGAAGTAGGT

TLR1B_1Fc

CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTTATCTGATTTCAGACAAGGAGC

TLR4

TLR4_1Fa

CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTACCTCTCTGTCTGAGCTGC

TLR4_1Rc

CTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTACTCCCCCAGTATGAGCCT

TLR4_2FDb

CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTTGGCTCTCAGGTCTGCTT

TLR4_2Ra

CTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTGTTCTGGGTAATACGAAGC

TLR4_3Fa

CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTTTGAGGAGATACCACAGGTT

TLR4_3Rc

CTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTAGGGACAGAAAGACAGGGTA

TLR15

TLR15_1Fb

CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTTACAGCCACGACCGAGCC

TLR15_1Rb

CTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGGTATTTGGCTGATGTTGGTGAAG

TLR15_F2b

CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCCATTAACATCCTGGATGC

TLR15_RZ?a

CTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCAGTTCTTCCATTGTGTCAG

TLR15_F3a

CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCCTGGAACTGTACACATCT

TLR15_R3b

CTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTGTGATCAGGTTCCCAGAA
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Tab. 3: Segregujici pozice aminokyselin, frekvence haplotypu a vyskyt proteinovych haplotypt v populacich pro TLR1B.

Hap 10 57 128 135 freq glc pop
1 I F 391 oboji vSechny

2 M A F 1 cont Co

3 I L 3 gala  St-Cru
4 I H F 1 gala E

5 I A F 30 cont Co

Hap — proteinovy haplotyp, ¢isla 10, 57, 128... — aminokyselinovym kodem uréené segregujici pozice v sekvenované ¢asti TLR1B, freq — frekvence
haplotypu, g/c — vyskyt haplotypu, zda je galapazsky ¢i kontinentalni, pop — vyskyt v jednotlivych populacich. Zkratky pro populace: Santiago (Stg),
Isabela (1), Champion (Ch), Santa Fe (St-Fe), Marchena (M), San-Cristobal (S-Cri), Santa Cruz (St-Cru), Wolf (W), Pinta (P), Rabida (R), Espanola
(E), kontinent (Co), Gardner by Floreana (G), Fernandina (F).
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Tab. 4: Segregujici pozice aminokyselin, frekvence haplotypt a vyskyt proteinovych haplotypt v populacich pro TLR4.

Hap 33 56 65 68 69 104 105 113 130 133 174 180 189 191 213 220 freq g/c pop
1 T L L S L T L Q A R L L L R 1 cont Co

2 T L L T T L Q R L L L R 1 cont Co
3 T L L T L T L O R L L R 2 gala St-Cru
4 S L T L T L O R L L R 43 gala ChG
5 T L L T L T L Q A R L L L R 1 cont Co
6 T L L T L T L Q R L L L R 1 cont Co

7 T L L T L T L Q R L L L R 1 cont Co
8 T L L T L A L Q R L L L R 1 cont Co
9 T L T L T L Q R L L L R 1 cont Co
0 T L L T L T L Q R L L R 360 gala ST Ch
11 T L L T L T L Q R L R 2 cont Co
12 T L L T L T Q R L L R 1 gala F

13 T L L T L T L R L L R 9 gala I|F
14 T L L T L T L Q R L L L R 1 cont Co
15 T L L T L T L Q R L L L R 24 cont Co
16 T L L T L T L Q L L L R 1 gala St-Cru
17 T L L T L T L Q R L L 2 gala I|F
18 T L T L T L O R L L R 6 gala G

Hap — proteinovy haplotyp, Cisla 33, 56, 65... — aminokyselinovym kodem uréené segregujici pozice v sekvenované casti TLR4, freq — frekvence

haplotypu, g/c — vyskyt haplotypu, zda je galapazsky ¢i kontinentalni, pop — vyskyt v jednotlivych populacich. Zkratky pro populace: Santiago (Stg),
Isabela (1), Champion (Ch), Santa Fe (St-Fe), Marchena (M), San-Cristobal (S-Cri), Santa Cruz (St-Cru), Wolf (W), Pinta (P), Rabida (R), Espanola
(E), kontinent (Co), Gardner by Floreana (G), Fernandina (F).
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Tab. 5: Segregujici pozice aminokyselin, frekvence haplotypu a vyskyt proteinovych haplotypt v populacich pro TLR15.

Hap 20 43 46 164 172 222 225 242 245 270 freq g/c pop
1 R R P P Q F 2 gala |
2 H R D P P Q F 2 cont Co
3 H R P P Q F 5 cont Co
4 H R P Q F 2 cont Co
5 R R P P Q F 1 gala St-Cru
6 R R P P Q 3 gala |
7 H R P P Q F 2 cont Co
8 H R P P Q F 59 gala Stg, I, St-Fe, St-Cru, P, R, F
9 H R P P Q F 1 cont Co
Stg, 1, St-Fe, S-Cri, St-Cru,
10 R R P P Q F 170 gala W.R F. M
11 R R P P Q F 84 gala I,Ch G
12 H R P P Q F 1 cont Co
13 H R P P Q F 6 gala |, St-Cru, F
14 H R P P Q F 1 cont Co
15 H R P P K F 1 gala F
16 H R P P Q F 4 cont Co
17 H R P P Q F 2 cont Co
18 H R P P Q F 2 gala |
19 H P P Q F 1 cont Co
20 R R R P Q F 2 cont Co
21 H R P P Q F 1 cont Co
22 R R P P Q F 50 gala E

Hap — proteinovy haplotyp, ¢isla 20, 21, 23... — aminokyselinovym kodem ur¢ené segregujici pozice v sekvenované ¢asti TLR15, freq — frekvence

haplotypu, g/c — vyskyt haplotypu, zda je galapazsky ¢i kontinentalni, pop — vyskyt v jednotlivych populacich. Zkratky pro populace: Santiago (Stg),
Isabela (1), Champion (Ch), Santa Fe (St-Fe), Marchena (M), San-Cristobal (S-Cri), Santa Cruz (St-Cru), Wolf (W), Pinta (P), Rabida (R), Espanola

(E), kontinent (Co), Gardner by Floreana (G), Fernandina (F).
Tab. 6: Charakteristiky sekvenacnich dat vSech tii TLR.
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Délka Potet Pocet Pocet
Lokus . +.. o DNA prot. s TajD dN-dS dN ds ps pn pn/ps
(aa) jedinci o o
haplotypi haplotypu
TLR1B 472 213 8 5 0.00096 -1.265 -1.677 4 4 NA NA NA
TLR4 889 228 34 18 0.00218 -1.655 -0.749 21 18 0.00918 0.002534 0.27608
TLR15 970 214 39 22 0.02742 -1.495 -1.078 25 31 0.003535 0.007399 2.09314

Lokus, délka v aminokyselinach, poéet sekvenovanych jedinct, pocet DNA a proteinovych haplotypt pro lokus, = — nukleotidova diversita, TajD —
Tajimovo D, dN-dS — rozdil nesynonymnich a synonymnich mutaci poé¢itany programem SLACK, dN — pocet nesynonymnich mutaci, dS — pocet
synonymnich mutaci, ps — pomér po¢tu synonymnich mutaci a po¢tu synonymnich mist, pn — pomér po¢tu nesynonymnich mutaci a poctu

nesynonymnich mist, pn/ps — pomér pn a ps. Pro TLR1B nebyl dostatek dat pro spo¢itani ps, pn a pn/ps.

Tab. 7: Porovnani popula¢né-genetickych stastistik mezi galapazskymi populacemi a kontinentalni populaci.

Lokus Pop n jlz::icifntcﬁ Eg;et DNA Eg;et prot. pn/ps Hs DNA Hs prot
TLRIB Gala 0.0002 197 4 3* NA 0.0125 0.0087
Cont 0.0008 16 4 3* NA 0.31 0.125
TLR4 Gala 0.0008 195 16 8 0.0746 0.4058 0.0081
Cont 0.0027 33 18 10 0.1306 1 0.5882
TLRI5 Gala 0.0007 204 20 10 0.1679 0.33 0.1988
Cont 0.0062 11 19 12 0.1851 1 0.9091

Lokus, Pop — galapazska ¢i kontinentalni populace, m — nukleotidova diversita, pocty DNA a proteinovych haplotypt, pn/ps — pramér pn/ps pro
populace (ps — pomér poctu synonymnich mutaci a po¢tu synonymnich mist, pn — pomér poctu nesynonymnich mutaci a po¢tu nesynonymnich mist,
pn/ps — pomér pn a ps), Hs DNA — prumér heterozygotnosti DNA haplotypt, HS prot — pramér heterozygotnosti proteinovych haplotyp.

* - 2 galapéazské a 2 kontinentéalni haplotypy a jeden spole¢ny pro ob& populace, celkové tedy 3 v kazdé populaci
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7.4 Obrazky
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Obr. 18: 3D modely Toll-like receptort modelované serverem I-TASSER (vizualizace PyMOL).
Sekvenované ¢asti TLR (tyrkysova) s ligand vazajicim mistem (Cervena), ¢i $t€pnym mistem (fialovad), doplnéné o konce receptort z Ficedula

albicollis (zelena). Popsany jsou aminokyseliny ohranicujici vyznacené ¢asti.
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haplotypti jsou barevné odliSeny pro znazornéni strukturnich rozdila.
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