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Struktura a vyuziti mitochondridlniho genomu psi pro
genetické studie

Souhrn

Mitochondrie, vnitrobunécna organela, kterou lze nalézt ve vétSin€ eukaryotickych
bun¢k, je pro nad$ zivot naprosto nepostradatelnd. Jeji nezastupitelnou funkcei je ziskavani a
uvolnovani energie ve form¢ ATP, nukleotidu dulezitého pro ¢innost kazdé bunky. Tomuto
ucelu je podiizena jeji struktura a morfologie. Vznik mitochondrii vysvétluje
endosymbioticka teorie, ktera tvrdi, ze mitochondrie maji evolu¢ni ptivod v prokaryontech. Ta
vychazi mimo jiné ztoho, ze mitochondrie obsahuji svou vlastni genetickou informaci.
Mitochondrialni DNA (mtDNA) je mimochromozomalni kruhova molekula DNA, jejiz
usporadani je podobné genomu prokaryotickych bunék. Délka mtDNA psa domaciho (Canis
lupus familiaris) je 16 728 paru bazi. U psu, stejné jako u ¢lovéka a vétsiny zivocicht, koduje
MtDNA celkem 37 gend (2 pro rRNA, 13 pro proteiny a 22 pro tRNA), pfi¢emz vice nez
polovina se podili na proteosyntetickém aparatu mitochondrii a zbytek na jejich enzymatické
vybavé. Standardni model dédi¢nosti mtDNA savci je takovy, Ze mitochondrie jsou
pfenaSeny striktné maternalné€. To znamena, ze donorem cytoplazmy, a tudiz i mitochondrii
pro potomstvo, je matka. V n€kolika vyjimeénych piipadech vSak byl zaznamenan i
paternalni pfenos, a také rekombinace mtDNA. V mtDNA dochazi k mutacim mnohem
Castéji, nez je tomu u jaderné DNA. Stav, kdy se v buiikkach nachdzi smés mutovanych a
nemutovanych molekul mtDNA, oznacujeme jako heteroplazmii. Mutace v mtDNA mohou
byt pii¢inou nékterych dédi€nych a neurodegenerativnich onemocnéni. Rozdily (mutace),
kterymi se mtDNA jedince 1i8i od referen¢ni sekvence, udavaji jeho haplotyp. Haplotyp je
tedy specifickd kombinace mutaci pozorovana ve vzorku populace, a na zakladé spolecného
ptvodu nélezi jednotlivé haplotypy k ur¢itym haploskupindm. mtDNA ma Siroké uplatnéni
v aplikované genetice. Udaje ziskané z mtDNA umoziuji populaénim genetikiim zkoumat
strukturu populaci, naptiklad geografickou distribuci haploskupin a haplotypi. Vyuziva se
rovnéz k datovani a objasnéni evolu¢nich udalosti, jako je domestikace zvifat. mtDNA je
vhodn4d i pro forenzni uplatnéni, napiiklad k identifikaci vale¢nych obéti, pozlstatkl
nezvéstnych osob, rozliSeni riznych biologickych druht ¢i vylouceni podezielych z trestnych
¢int.

Klic¢ova slova: Canis lupus familiaris, mtDNA, ptivod mitochondrii, haploskupina



Structure and application of mtDNA of dogs for genetic
studies

Summary

Mitochondria, the intracellular organelle that can be found in most eukaryotic cells, is
indispensable for our life. Its irreplaceable function is the generation and release of energy in
the form of ATP, a nucleotide important to each cell's activity. This purpose is subject to its
structure and morphology. The origin of mitochondria explains endosymbiotic theory, which
states that mitochondria have evolutionary origin in prokaryotes. It stems, among other things,
from the fact that the mitochondria contain their own genetic information. Mitochondrial
DNA (mtDNA) is an extrachromosomal circular DNA molecule that resembles a genome of
prokaryotic cells. The length of mtDNA of a domestic dog (Canis lupus familiaris) is 16,728
base pairs. In dogs, as well as in humans and most animals, mtDNA encodes a total of 37
genes (2 for rRNA, 13 for proteins and 22 for tRNA), more than half contributing to the
protheosynthetic apparatus of the mitochondria and the rest for their enzymatic equipment.
The standard model of inheritance of mammalian mtDNA is such that mitochondria are
transmitted strictly maternally. This means that the cytoplasmic donor, and hence the
mitochondria for the offspring, is the mother. In some rare cases, however, paternal
transmission and either recombination of mtDNA were reported. In mtDNA, mutations occur
much more frequently than in nuclear DNA. The condition where a mixture of mutated and
unmutated mtDNA molecules is present in cells is called heteroplasmy. Mutations in mtDNA
may be the cause of some hereditary and neurodegenerative diseases. The differences
(mutations) that the individual mtDNA differs from the reference sequence indicate its
haplotype. Thus, the haplotype is a specific combination of mutations observed in a
population sample, and based on a common origin, individual haplotypes belong to specific
haplogroups. mtDNA has a broad application in applied genetics. Data obtained from mtDNA
allows population geneticists to examine the structure of populations, such as the
geographical distribution of haplogroups and haplotypes. It is also used to date and explain
evolutionary events such as domestication of animals. mtDNA is also suitable for forensic
applications, such as the identification of war victims, the remains of missing persons, the
distinction of different biological species, or the exclusion of suspects from crimes.

Keywords: Canis lupus familiaris, mtDNA, origin of mitochondria, haplogroup
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1 Uvod

Mitochondrie jsou pozoruhodné organely, které slouzi predev$im jako energetické
centrum buniky. Energii ziskévaji prostfednictvim nékolika reakci, které na sebe navzajem
navazuji. Jednd se o Krebstv cyklus, oxidaci vodiku v dychacim fetézci a oxidativni
fosforylaci. Probiha zde také beta-oxidace mastnych kyselin. Mitochondrie muizeme
pozorovat ve vSech eukaryotickych bunkach. Vyjimkou jsou n¢které jednobunécné eukaryotni
organismy zijici v prostfedi s nedostatkem kysliku, u nichZz se mohou nachazet pouze
organely piibuzné mitochondriim, hydrogenozomy ¢i mitozomy.

Objev DNA v jiné organele, nez v eukaryotickém jadie byl ptelomovy, nebot’ mimo
jiné podpofil endosymbiotickou teorii o piivodu semiautonomnich organel, tedy mitochondrii
a plastidii. Pivod mitochondrii zfejmé souvisi 1 se samotnym vznikem eukaryot.

Zatimco dédicnost jaderné DNA podléha pravidlim mendelistické dédicnosti, v
pfipadé mitochondridlniho genomu je tomu jinak. Pro mitochondrialni DNA (mtDNA) je
charakteristickd dédi¢nost v matetské linii. Zarovenn ma mtDNA vysokou mutaéni rychlost, u
lidi prakticky nepodléhd rekombinaci a je pfitomna v buiice mnoha kopiich. Proto ji 1ze vyuzit
pro rizné genetické analyzy.

Predkladana prace se bude zabyvat mitochondrialni DNA (mtDNA) v Sir§im kontextu,
nebot’ mitochondrie a jejich genetickd vybava jsou velice zajimavé a miizeme se u nich setkat
s celou fadou specifickych a vyjimecnych vlastnosti. Nejprve bude uveden piehled tykajici se
samotnych mitochondrii, jejich stavby a procesi, které zde probihaji, a rovnéz popsan
mitochondrialni genom a jeho organizace, zejména u ¢lovéka a psa domaciho (Canis lupus
familiaris Linnaeus, 1758). V nasledujici ¢asti bude vysvétleno jak, kdy a zceho se
mitochondrie vyvinuly, a stim souvisejici nejuznavangjsi teorie o vzniku eukaryot. Dalsi
kapitola se bude tykat dédicnosti, mimo jiné heteroplazmie, kde budou uvedeny studie
tykajici se pst. Posledni kapitola bude zaméfena na aplikované vyuziti mtDNA. U
populacnich studii se budu zabyvat rozsifenim haploskupin mtDNA c¢lovéka jak ve svété, tak
v Ceské republice a rovnéZ haploskupinami psti. Poté se budu vénovat evoluénim studiim,
podrobné se zamé&fim na mozné scénafe domestikace psa a problematiku molekularniho

datovani. Posledni ¢ast se bude tykat forenzniho vyuziti mtDNA.



2 Cil prace

Tato prace si klade za cil sepsat strukturovany text 0 problematice tykajici se struktury
a vyuziti mitochondridlni DNA v aplikované molekuldrni genetice se zaméfenim na psovité
Selmy. Jednotlivé cile prace odrazeji naplii ptislusSnych kapitol zaméfenych na strukturu
a obecny popis mitochondrii, organizaci mitochondrialniho genomu, ptuvodu a evoluce
mitochondrii U riznych organismi, problematiku dédicnosti mtDNA a vyuziti mtDNA

Vv aplikované genetice.



3 Literarni reSerse

3.1 Struktura a obecny popis mitochondrii

3.1.1 Historie vyzkumu mitochondrii

Spolu s rozvojem mikroskopie byly piiblizné od 19. stoleti pozorovany rizné
intracelularni granularni, ty¢inkovité ¢i vlaknité struktury, az pozdé&ji se zjistilo, ze se jedna o
stejné pleomorfni organely — mitochondrie. Tehdy vsak nesly mnoho rozlicnych oznaceni.
Podle Schefflera (2007) se nazyvaly napiiklad chondriozomy, chromidia, chondriokonta,
chondriosféry,  histomery, mikrozomy, sarkozomy, plastozomy, plastochondria,
polioplazmata, mitogel, parabazalni téliska, a jeSt€¢ mnoho dalSich. Nicméné¢ dodnes ptetrval
pojem mitochondrie, ktery zavedl némecky biolog Carl Benda kolem roku 1897/8. Odvodil
ho z feckych slov ,,mitos*, coz znamena vlakno, a ,,chondros®, v piekladu zrno.

Ze shrnuti Schefflera (2007) vyplyva, Ze dileZitost mitochondrii si uvédomoval jiz
Richard Altmann, jenz je vroce 1886 pojmenoval bioblasty. Ve svéknize Die
Elementarorganismen (Zakladni organismy) z roku 1894 je oznacil za autonomni, zakladni
Castice zivota, vytvarejici ,,bakterialni* kolonie v hostitelské bunice. Jeho postiehy vsak ve své
dobé nedosdhly uznani. Prvni jasnou izolaci a popis mitochondrii z létaciho svalu hmyzu
provedl roku 1888 Svycarsky anatom a fyziolog Albert von Kolliker. Nabobtnanim
mitochondrii ve vodé rovnéz prokézal pfitomnost membranového obalu. Benjamin Kingsbury
navrhl vroce 1912, ze mitochondrie jsou centrem bunétného dychani a o rok pozdéji
némecky védec Otto Warburg piedlozil hypotézu, Ze enzym uvnitf bunék umoZiluje
zpracovani kysliku. Warburgovi byla v roce 1931 udélena Nobelova cena za fyziologii za
jeho objev podstaty a zpisobu t¢inku dychaciho enzymu. Nobelova cena mu byla nabidnuta
rovnéz Vv roce 1944, v té¢ dobé ji vSak uz nemohl ptevzit. Jednak kvili postoji Némecka, které
odmitalo povolit svym statni pfislusnikim pfijimat mezinarodni ceny, a ziejmé i vzhledem
K jeho ¢astecnému zidovskému plivodu, mu nebylo umoznéno opustit zemi a cenu pievzit
(Weisz, 2015). Dalsi vyznamnou osobnosti je David Keilin, jenz ve 20. letech znovuobjevil a
popsal Dbarviva cytochromy. Nasledovala izolace ATP (adenosintrifosfatu) Karlem
Lohmannem v roce 1929 a o osm let pozdéji objev citratového cyklu Hansem Krebsem, za
coz byl v roce 1953 ocenén Nobelovou cenou. Kingsburyho hypotéza byla potvrzena az roku

weew

oxidativni fosforylace.



Dulezitym milnikem bylo formulovani chemiosmotické teorie Peterem Mitchellem, za
coz obdrzel v roce 1978 Nobelovu cenu za chemii. Dal§im pfelomovym zjisténim byl objev
MtDNA Vv mitochondrii embrya kufete (Nassova a Nass, 1963). V 80. letech byly poprvé
identifikovany molekularni pfi¢iny nékterych mitochondrialnich onemocnéni a osekvenovan
mitochondrialni genom ¢lovéka (Anderson et al., 1981). V 90. letech byly publikovany prvni
kompletni sekvence mtDNA rostlin. Mitochondrialni genom psa domaciho (Canis lupus
familiaris Linnaeus, 1758) byl osekvenovan v roce 1997 (Kim et al., 1998) a jaderny genom
psa az roku 2005 (Lindblad-Toh et al., 2005).

3.1.2 Struktura a morfologie mitochondrii

Mitochondrie jsou membranou odd€lené bunééné organely nachéazejici se ve vétSing
eukaryotickych bunék. Vyjimkou jsou napiiklad zralé lidské erytrocyty a zrohovatélé bunky.
Jejich tvar, velikost a pocet je velmi variabilni a zdvisi jak na typu buiiky, tak na jeji
metabolické aktivité. Muzeme je pozorovat jako zrnité, tyCinkovité ¢i vlaknité struktury.
Jejich velikost pfiblizné odpovida bakterialnim rozmérim; délka se podle Schefflera (2007)
pohybuje v priméru od 0,5 do 4 um a $itka do 0,5 pm. Pocet mitochondrii vétSinou zavisi na
energetickych pozadavcich bunky. Obecné obsahuji nejvice mitochondrii metabolicky aktivni
buniky: V jatrech, ledvindch, pti¢n¢ pruhované svalovin€, myokardu ¢i mozku, kde mohou
zapliovat az 40 % cytoplazmy. Hepatocyty obsahuji zhruba 800 mitochondrii, lidsky oocyt aZ
100 000, améba Chaos spp. dokonce 500 000. Oproti tomu Vv krvinkach, tukovych a koznich
burikach se jich nachézi jen nékolik. Trypanosoma sp. obsahuje jedinou mitochondrii tvotici
kinetoplast, spermie obvykle méné¢ neZ 100 mitochondrii. Soubor mitochondrii v bunce
nazyvame chondriom (Logan, 2006).

Mitochondrie jsou tvofeny ¢tyfmi zakladnimi kompartmenty: dvéma fosfolipidovymi
membranami, vnitini (1) a vné&jsi (2), mezi nimiz se nachazi intermembranovy prostor (3), a
matrixem (4). Tloustka obou membran je 5-7 nm. Vné&j§i membrana odd€luje organelu od
okolniho cytosolu. Jeji povrch je hladky a velmi permeabilni. Obsahuje mnozstvi integralnich
membranovych proteind, mitochondriadlnich porinli, které umoznuji neselektivni transport
latek. Poriny je moZné najit také na membranach plastidi a gramnegativnich bakterii. Vné&;jsi
membrana obsahuje vEétSi mnozstvi cholesterolu. Pro pfenos makromolekul a proteini
Z cytoplazmy do intermembranového prostoru slouzi enzymaticky tzv. TOM (translocase of

the outer membrane) komplex (Logan, 2006; Scheffler, 2001).



Vnitfni membrana je zvrasnénd a vytvaii nepravidelné vybézky, mitochondridlni kristy,
coz umoziuje mnohonasobn¢ zvétsit povrch organely. Podle struktury krist rozlisuji Scheffler
(2007) a Griparic a van der Bliek (2001) n¢kolik typt mitochondrii. Mitochondrie s kristami
(Obr. 1A) jsou nejrozsifenéjsi a nachazeji se ve vétSiné bunék savcu. Kristy jsou obvykle
usporadany kolmo na dlouhou stranu organely. Mitochondrie tubuldrniho typu (Obr. 1B) maji
rourkovité kristy, jeZ se navzajem proplétaji. Casto se vyskytuji u prvoki, bezobratlych a
obojzivelnik. U savcl se s nimi setkdvame v bunkach produkujicich steroidni hormony.
V burikach kury nadledvin se vyskytuji mitochondrie sakularniho typu (Obr. 1C). Kristy tvoii
drobné méchyiky, které jsou s vnitini membranou spojeny prostiednictvim kratkych stopek.
Prizmaticky typ (Obr. 1D) s trojuhelnikovym prufezem je pomérné vzacny, u nékterych
zivocicht se nachazi v gliovych buiikach nervového systému.

Metabolicka aktivita bun¢k (mnozstvi produkovaného ATP) m4 také vliv na morfologii
mitochondrii. V pfipadé metabolicky mélo aktivnich bun¢k nastava tzv. ortodoxni stav (Obr.
2a), kdy je krist velmi malo a prostor matrix je zvétseny. V kondenzovaném stavu (Obr. 2b), u
metabolicky aktivnéjsich bunék, je naopak povrch krist zvétSeny na tkor matrixu (Logan,
2006).

Vnitini membrana propousti molekuly velice selektivné. Nizka propustnost pro ionty je
zfejm¢ zplisobena vysSim obsahem fosfolipidu kardiolipinu. Na vnitfni membrané
mitochondrii jsou umistény enzymy dychaciho fetézce a aerobni fosforylace, ATP-syntazy,
pfenasece iontl, ATP, ADP, aminokyselin a mastnych kyselin. Podobné jako na vné&jsi
membrané se i zde nachazi komplex, ktery umoznuje pienos bilkovin — tzv. TIM (translocase

of the inner membrane) komplex (Logan, 2006; Scheffler, 2001).



Obr. 1. Typy mitochondrii podle struktury krist. (A) Mitochondrie s kristami ve svalu srde¢ni
komory. (B) Kristy tubularniho typu u améby. (C) Mitochondrie sakuldrniho typu v buiikach
kary nadledvin. (D) Prizmaticky typ krist v astrocytu. Pievzato z: Scheffler, 2007.
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Obr. 2. Vnitini struktura mitochondrii ziskanych z kli¢icich embryi kukufice. (a) Ortodoxni

stav. (b) Kondenzovany stav. Méfitko = 500 nm. Pfevzato z: Logan, 2006.

Matrix, jinymi slovy mitochondrialni cytoplazma, je gelovita amorfni hmota
vyplitujici prostor pod vnitini membranou. Je bohatd na proteiny, jejichz koncentrace

dosahuje az 56 g na 100 g; obsah vody je naopak nizky. Matrix mimo jiné obsahuje enzymy



cyklu kyseliny citronové, metabolismu pyruvatu, B-oxidace mastnych kyselin, proteosyntézy
¢i syntézy mocoviny a zasoby metaboliti (Scheffler, 2007; Logan, 2006). Dale se zde nachazi
molekula mitochondrialni DNA, RNA a mitochondrialni ribozomy prokaryotického typu.

Po zdokonaleni zobrazovacich metod se zjistilo, ze mitochondrie tvotfi v nékterych
bunkach vysoce dynamickou rozvétvenou a ohebnou sit’, tzv. retikulum van der Bliek et al.,
2013), pricemz dochazi k neustalému rozpojovani (fission) a spojovani (fusion) jednotlivych
mutacemi béhem spojovani a rozpojovani mitochondrialni sit€. Navic bylo objeveno mnoho
spojeni s programovanou bunéfnou smrti, apoptézou, a odstranovanim piebyte¢nych a
poskozenych mitochondrii, mitofagii.

Mitochondrie v cytoplazmé nepluji bezcilng, nybrz jsou neustale v kontaktu s dal$imi
buné¢nymi kompartmenty — mohou asociovat s jadernou membranou, endoplazmatickym
retikulem (syntéza fosfolipidi) nebo cytoskeletem, po jehoz mikrotubulech a intermedialnich
filamentach se mohou pohybovat pomoci motorovych proteind (jedna se o aktiny, myosiny,
dynaminy, dyneiny ¢i kinesiny). Ty jsou dale transportovany do mitochondrialnich membran
(Scheffler, 2007; van der Bliek et al., 2013).

3.1.3 Funkce mitochondrii

Hlavni funkci mitochondrii je produkce a uvolovani energie ve form& ATP
(adenosintrifosfatu), dulezitého pro ¢innost a potfeby bunky. Energii ziskava mitochondrie
prostiednictvim tii reakci, které na sebe navazuji. Jedna se o tyto pochody: Krebsiv cyklus,
oxidaci vodiku v dychacim fetézci a oxidativni fosforylaci (Obr. 3). Dale se mitochondrie
uplatiuji naptiklad pii B-oxidaci mastnych kyselin. Procesy probihaji za aerobnich podminek.
Z jedné molekuly glukézy ziskd buiika 38 molekul ATP oproti anaerobnimu rozkladu
(kvaSeni), jehoZ vytézek je 2 molekuly ATP na jednu molekulu glukozy.

Uvnitt mitochondrii probihd pochod zvany Krebstiv ¢i citratovy cyklus nebo také cyklus
kyseliny citronové ¢i cyklus trikarboxylovych kyselin (Obr. 4). Enzymy zodpovédné za
Krebsuv cyklus byly nalezeny v mitochondrialni matrix, pficemz nékteré z nich muzeme
nalézt i na mitochondridlni membrané (Scheffler, 2007). Produktem katabolismu zivin je
acetyl-CoA (acetylkoenzym A, acetylovy zbytek navazany na Koenzym A). Postupnou
dekarboxylaci a oxidaci jsou vytvareny redukéni ekvivalenty, které jsou nasledné vyuzity pfi
oxidativni fosforylaci a k syntéze ATP. Jako odpadni produkt se uvoliluje oxid uhlicity a

protony jsou pouzity v dychacim fetézci.
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Obr. 4. Zjednodusené schéma Krebsova cyklu. Pievzato z:

http://galenus.cz/clanky/biochemie/biochemie-metabolismus-citratovy-cyklus

Dychaci fetézec neboli elektronovy transportni fetézec (Obr. 5), jak uvadi Berg et al.

(2002), je terminalni fazi bunétného dychani. Je to soubor ¢étyt (I-1V) multiproteinovych

komplexi lokalizovanych na wvnitini membrané mitochondrii (musi totiz byt zajiSténa

dodavka redukovanych koenzymii z beta-oxidace a citratového cyklu). Pres tyto komplexy

proudi protony a elektrony. Vnitini mitochondrialni membrana propousti molekuly velice

selektivng, coz umoznuje vytvaiet koncentracni gradient. Jako komplex V se n¢kdy oznacuje

ATP-syntaza (Obr. 5). Probiha zde oxidativni fosforylace, ktera je hlavnim zdrojem energie
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aerobnich organisml. Vodikové ionty Z mezimembranového prostoru maji snahu vyrovnat
protonovy gradient, coz je mozné pouze pruchodem pies ATP-syntdzu do matrix
mitochondrie. Rozpohybovanim ATP-syntazy — podobné jako voda pohani mlynské kolo — je
ziskana energie, ktera je vyuzita k fosforylaci ADP (adenosindifosfatu) na ATP, navazani
zbytku kyseliny fosfore¢né na ADP. Pfi prichodu tfi atomi vodiku skrze molekulu ATP-
syntdzy vznikd jedna molekula ATP. Odevzdanim energie se ATP znovu pieméni na ADP,
ktery vstupuje do oxidativni fosforylace, pfi¢emz vznikd opét ATP. Jednd se tedy o sled

reakei, které maji za tkol vyrobu ATP, jako odpadni produkty vznikaji teplo a voda.

Vnitfnl
mitochondridlni
membrana

Obr. 5. Transportni fetézec na vnitini mitochondrialni membrané. Pievzato z:

http://slideplayer.cz/slide/2508305/

Nemén¢ dulezitym procesem je beta-oxidace mastnych kyselin. Jedna se o sled reakci,
kdy dochazi k postupné oxidaci mastnych kyselin, jejichz produktem je acetyl-CoA a
redukované koenzymy, které jsou dale vyuzity v dychacim fetézci. Acetyl-CoA je nasledné
vyuzit v Krebsové cyklu. Enzymy B-oxidace se nachazeji v mitochondrialni matrix (Scheffler,
2007).

3.2 Mitochondridlni genom

Objev DNA v jiné organele, nez v eukaryotickém jadie (Nassova a Nass, 1963), byl
objevem s dalekosahlymi dusledky a moznostmi. Vrhal totiz nové svétlo na teorie, jeZ se

zabyvaly ptivodem téchto organel, a podpofil endosymbiotickou hypotézu (Saganova, 1967).


http://slideplayer.cz/slide/2508305/

Také nastinil novy pohled na studium biogeneze mitochondrii. Zaroven se potvrdilo, ze tyto
subcelularni struktury pravdépodobné obsahuji genetickou informaci potiebnou pro vlastni
kompletaci.

Béhem poslednich tficeti let byly osekvenovany stovky mitochondridlnich genomu
zivocichu, rostlin ¢i hub. Ze souboru poznatkii v ¢lanku Burgera et al. (2003) je patrné, ze
napii¢ eukaryotickymi organismy je funkce mitochondridlni DNA (mtDNA) relativné
omezena: koduje pouze maly pocet gend, jejichz mRNA je piekladana prostiednictvim
charakteristického mitochondrialniho systému pro syntézu proteinti. Nékteré z jeho soucasti
jsou vzdy (ribozomalni RNA, rRNA), obvykle (transferova RNA, tRNA) nebo piilezitostné
(ribozomalni proteiny) specifikovany mitochondrialnim genomem. mMtDNA je velice
rozmanita ve struktufe a mechanismech genové exprese. Jeji uspofadani se neshoduje
s jadernym genomem eukaryotické buiiky, ale je spiSe podobné genomu prokaryot. mtDNA
obvykle sestava z jediného cirkularniho (kruhového) chromozomu. Ptipad mitochondridlniho
genomu obsahujiciho nékolik cirkularnich molekul (Obr. 6) byl zaznamenan napiiklad u
chytridiomycety (Spizellomyces punctatus (Barr, 1980)). Nejneobvyklejsi usporadani
mitochondrialniho genomu bylo zjisténo u protisty (Amoebidium parasiticum Cienk., 1861),

jejiz mtDNA obsahuje komplexni soubor né€kolika stovek linearnich molekul.
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Obr. 6. Ptiklady uspotadani mitochondrialniho genomu. Pfevzato z: Burger et al., 2003.

Burger et al. (2003) také uvadéji, ze velikost mitochondrialniho genomu nema vliv na

pocet gentll. ZaleZi na odchylkéach v délce a uspotfadani nekodujicich intergenovych oblasti.

3.2.1 Rostlinny mitochondrialni genom

Mitochondrialni genom vyssich rostlin ma mnoho vlastnosti, diky kterym je pro
molekularni biology jednim z nejzajimavéjsich. Vzhledem ke své velikosti ma mtDNA rostlin
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potencidl pro koédovani velkého mmnozstvi genti. Mitochondridlni genom rostlin je totiz
mnohem veétsi nez u zivocichl. VEtsi velikost se odviji ziejmé od toho, ze mtDNA rostlin
obsahuje introny a obrovské mnozstvi nekddujicich sekvenci. Scheffler (2007) uvadi, ze
mtDNA rostlin dosahuje velikosti v pfedpokladaném rozmezi od 200 do 2 400 kbp (tedy
200 000 — 2400 000 part bazi). Je tfeba si uvédomit, ze velikost 2 400 kbp (tykvovité
rostliny) je umérna velikosti nékterych prokaryotickych genomi. Co se ty¢e uspotradani gend,
lisi se v takto rozsahlych genomech i mezi blizce pfibuznymi rody. Je rovnéz zajimavé, Ze
rostlinné mitochondrie maji zvySenou rekombinacni aktivitu, které se budu podrobné&;ji
vénovat ve ¢tvrté kapitole.

Jako modelovy organismus v molekuldrni genetice rostlin se ¢asto vyuziva husenicek
rolni (Arabidopsis thaliana L.). Vzhledem k velikosti 366 kbp patii mitochondrialni genom A.
thaliana mezi genomy se stiedni velikosti (Unseld et al, 1997). Bylo zde nalezeno pouhych 57
genu (pokryvaji jen zhruba 10 % genomu), véetné tii rRNA genti, 22 tRNA gent a obvykla
sada genil pro komplexy dychaciho fetézce. Rostlinné mtDNA obsahuji geny pro ribozomalni
proteiny zaroven s5S rRNA genem. Mitochondridlni genomy rostlin koduji tfi geny
komplexu V (ATP1, ATP6 a ATP9) v porovnani s lidskou mtDNA, ktera koduje geny dva
(ATP6 a ATPS).

3.2.2 Mitochondrialni genom hub

Velikost mitochondrialnich genomt hub je typicky mezi 40 a 60 kbp, s moznymi
extrémy, jako je tomu naptiklad u kvasinky poltivé (Schizosaccharomyces pombe Lindner),
jejiz mtDNA ma velikost 20 kbp a u pecarky opasané (Agaricus bitorquis (Sacc.)), jejiz
mtDNA ma velikost 170kbp (Scheffler, 2007). Velikost téchto mitochondrialnich genomu je
v praméru tiikrat az étyfikrat vétsi nez u zivocichu, ale podstatné mensi nez u rostlin.

Mezi geny, které jsou v mtDNA hub ptitomné, patii geny pro malé i velké ribozomalni
podjednotky, 24 tRNA, geny cytochromu b v komplexu Ill a geny pro tfi podjednotky
komplexu V (ATP6, ATP8 a ATP9). Mezi geny, které o¢ividné chybi, patii ty pro komplex 1.
Zda se, ze mitochondrie kvasinky pivni (Saccharomyces cerevisiae Meyen ex Hansen),
jednoho z nejznaméjsich modelovych organismi z fise hub, nemaji ani typicky komplex I,
ktery se nachazi u vétsiny jinych organismu (Foury et al., 1998). Je ale nutné podotknout, ze

nepiitomnost gentt komplexu | neni typicka pro vSechny houby.
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3.2.3 Mitochondrialni genom Zivoc¢ichi

Rozsah velikosti mtDNA, kterd se nachdzi u mnohobunécnych zivocichi, je relativné
uzky: pramérna velikost je okolo 16,5 kbp, ale jsou zde i vyjimky. Naptiklad velikost mtDNA
hlistice Nematoda sp. se pohybuje okolo 14 kbp a velikost mtDNA u hiebenatkovitych
(Pectinidae sp.) je 42 kbp, pficemz se jedna vzdy o kruhovou DNA. Velkou vyjimku tvofi
mitochondrialni genom Zahavce nezmara §tihlého (Hydra attenuata Pallas, 1766), ktery
sestava ze dvou unikatnich linearnich DNA molekul o velikosti 8 kbp (Scheffler, 2007).

Kompletni sekvence mitochondrialniho genomu jsou nyni k dispozici od mnoha druht
savcl. Je pozoruhodné, ze odchylka v primérné délce sekvence je obvykle mensi nez 1 kbp.
A7 na par vyjimek koduje mtDNA Zivocicht 37 gent (2 pro rRNA, 13 pro proteiny a 22 pro
tRNA).

Se zmenSenim velikosti mitochondrialniho genomu souviseji nékteré principy, které
redukuji hromadéni mitochondridlnich mutaci. Zména velikosti zZivocisné mtDNA uzce
souvisi s rozsdhlym horizontdlnim genovym transferem z mitochondridlniho genomu do
jaderného genomu b&hem evoluce, pficemz u vétSiny taxonl se jednd asi o 90 % genl
(Hoekstra, 2000). Kromé toho je mitochondrialni genom zefektivnén v né€kolika ohledech.
Mitochondrie savci neobsahuji introny a maji pouze tfi mista pro pocatek transkripce
(Taanman, 1999). Malé genomy nesou méné mutaci nez vétsi genomy a vyhoda mala
takova, ze mutace v téchto mistech poskodi namisto jednoho genu cely mitochondrialni
genom (Hoekstra, 2000). V tomto ohledu ma takova mutace zavaznéjsi Sskodlivy ucinek a je
snadn&ji vyloucena selekci. Adams a Palmer (2003) uvadéji davody, pro¢ bunka muze
tolerovat ztratu diive funkcnich genli z mitochondridlniho genomu. Za prvé, dany gen jiz
nemusi byt potieba, a tak je z buiikky uplné ztracen. Druhym diivodem je genova substituce,
kdy je gen z buriky také zcela odstranén, avsak jeho funkce je i nadale potfebna a je nahrazena
néjakym jiz existujicim genem, jehoz produkt mtize hrat v mitochondrii stejnou roli. A za tieti
muZe byt gen z mitochondrie odstranén, protoze byl funkéné ptenesen do jadra.

Rychlost nukleotidové substituce v mitochondridlnich genomech je desetkrat vyssi nez
V jadernych genomech (Kim et al., 1998). Je to pravdépodobné zpusobeno jednak
nepfitomnosti ochrannych histond, dale tim, ze zna¢nou dobu béhem replikace se nachazi ve
form¢ samostatnych fetézcii mtDNA, omezenym mechanismem oprav  mtDNA a také
vysokymi hladinami kyslikovych radikali v prubéhu elektronového transportu (Hoekstra,

2000). Relativné vysoka rychlost evoluce mitochondrialnich genomu €ini srovnavani sekvenci
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mtDNA zvlasté uzitecné jak pro odhadovani doby pomérné nedavnych evoluénich udalosti,

tak evoluce vzdalen¢ ptibuznych taxoni.

3.23.1 Lidsky mitochondrialni genom

Délka lidské mtDNA je 16 569 para bazi, které tvoii vnitini lehky (light, L) fetézec a
vnéjsi tézky (heavy, H) fetézec (Anderson et al., 1981). Nukleotidy jsou totiz zastoupeny
asymetricky. H-fetézec obsahuje vétsi mnozstvi purinovych bazi (adeninu a guaninu), zatimco
L-fetézec spiSe baze pyrimidinové (cytosin a thymin). Stejné jako u ostatnich zivocich
koduje mtDNA ¢lovéka celkem 37 gend. Jedna se o 2 rRNA (12S a 16S), 22 tRNA a 13
proteind kodujicich strukturni podjednotky mitochondridlniho dychaciho fetézce: ND1-NDG,
NDA4L (komplex | — NADH dehydrogenazy), CYB (komplex III — cytochrom b), CO1-CO3
(komplex IV — cytochrom ¢ oxidazy), ATP6 a ATP8 (komplex V — ATP syntazy). Hlavnim
kodujicim fetézcem je H-fetézec, ktery koduje 28 genil, zatimco L-fetézec jen 9 genl (Obr.
7).

Lidsky mitochondrialni genom obsahuje velmi malo nekddujicich oblasti a mezi
sousedicimi geny se nachazi obvykle jen n¢kolik bazi. Vyjimkou je D-smycka (displacement
loop, D-loop) neboli kontrolni oblast, ve které nebyla zjisténa zadna kodovaci funkce. Je
dlouha 1121 bp a nachazi se na pozici 16024-576 a je tvotfena trojSroubovici. Tteti fetézec D-
smycky (7S DNA) je dlouhy ~650 bp a vyskytuje se v pozici ~16111-191 (He et al., 2007).
Dochazi zde k navazani komplementarniho fetézce k L-fetézci, H-fetézec je uvolnény a tato
struktura ma tvar pismene D. V kontrolni oblasti se také nachazeji dva specifické segmenty
mtDNA, které obsahuji nejvice polymorfismt, hypervariabilni region 1 (HV1) a
hypervariabilni region 2 (HV2). Ob¢ jsou dlouhé ~300 bp (Obr. 7), pficemz HV1 zahrnuje
usek 16024-16365 a HV2 usek v rozmezi 73-340 (Panday et al., 2014).
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Obr. 7. Lidska mitochondrialni DNA. Pfevzato z: Panday, 2014.

Prvni kompletni sekvenci a analyzu lidské mtDNA publikovali Anderson et al. (1981).
Je znama jako Cambridgeska referencni sekvence (Cambridge reference sequence, CRS) a
pojmenovana podle univerzity, ve které sekvenovani probihalo. Jelikoz v ni byly postupem
¢asu nalezeny nesrovnalosti, byl Andrewsem et al. (1999) znovu osekvenovan originalni
materidl CRS a publikovana revidovana Cambridgeska referencni sekvence (revised
Cambridge reference sequence, rCRS). Bylo identifikovano 7 nukleotidd, které jsou
povazovany za vzacné polymorfismy a 11 pozic, ve kterych originalni sekvence obsahuje
nespravny nukleotid. Nekteré z téchto nespravnych nukleotidii pochazely z mtDNA skotu
¢1 bunééné linie HeLa. Podstatné ale je, ze v kontrolnim regionu, ktery je ve studiich hojné
vyuzivan, zadné chyby odhaleny nebyly. Kompletni referencni sekvenci lidské mtDNA je
mozné najit na webovych strankach GenBank pod pfistupovym ¢islem NC_012920.1
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(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC 012920) & na  strankich  MITOMAP

(https://www.mitomap.org/foswiki/bin/view/MITOMAP/HumanMitoSeq).

Rozdily (mutace), kterymi se mtDNA ¢lovéka lisi od CRS, resp. rCRS, udavaji jeho
haplotyp. Haplotyp je tedy specifickd kombinace mutaci pozorovana ve vzorku populace a na
zaklad¢ spolecného plivodu nalezi jednotlivé haplotypy ke konkrétnim haploskupindm.
Zakladni haploskupiny se znacéi velkym pismenem, jejich podskupiny velkym pismenem a
arabskou ¢islici a u dalsich podskupin se potom stiidaji mala pismena a arabské ¢islice (takze
napf. rCRS nalezi  Khaploskupiné  H2a2al  podle databaze  PhyloTreem:
http://www.phylotree.org/tree/R.htm).

Jak Anderson et al. (1981) dale zjistili, geneticky kod mtDNA se v nékolika piipadech
neshoduje s kodovanim jaderné DNA (nuclear DNA, nDNA). Triplet UGA koduje triptofan a
nepusobi jako stop kodon, jak je tomu v NDNA. Namisto isoleucinu koduje triplet AUA
methionin. AGA a AGG nekoduji arginin, ale jsou to stop kodony. AUA, AUG a ziejmé i

Transkripce mtDNA zacina vzdy v kontrolni oblasti. Lidska mtDNA ma 3 transkripéni
promotory a tvoti tedy tii polycistronické transkripty (Taanman, 1999): (1) Promotor 1 H-
fetézce (H-strand promoter 1, HSP1), ktery se nachazi na pozici nukleotidu 561. Umoznuje
transkripci dvou ribozomalnich RNA, 12S rRNA a 16S rRNA, a dvou transferovych RNA.
(2) Promotor 2 H-fetézce (HSP2) podporuje transkripci zbytku tézkého fetézce a nachazi se
na pozici 638. Iniciaéni misto HSP2 je pro transkripci H-fetézce vyuzivano méné Casto nez
HSP1. (3) Promotor L-fetézce na pozici 407 (L-strand promoter, LSP) tidi transkripci lehkého
fetézce. Z L-fetézce se tvori bud’ jeden dlouhy ptepis, nebo ne¢kolik malych transkriptt, které
mohou byt wuzity jako primery pii replikaci mtDNA. Primery vznikaji plisobenim
mitochondrialni RNazy. Transkripci mtDNA iniciuje nékolik protein, vcetné
mitochondrialni RNA polymerazy a mitochondridlni transkripénich faktord A, B1 a B2 (Asin-
Cayuela a Gustafsson, 2007). Terminaci transkripce zajistuje protein mTERF (nebo
MtTERM, mitochondrialni transkripéni terminacni faktor), ktery také zplsobuje ohybani
DNA helixu (Taanman, 1999).

Oproti jadernym genomilim se mitochondridlni genomy se mohou replikovat vice nez
jednou za bunécny cyklus. Tento proces je fizen jadernymi geny. Pocatek replikace H-fetézce
(On) se nachazi v kontrolni oblasti mtDNA. Replika¢ni pocatek pro L-fetézec (OL) je umistén
ptiblizn€ 2/3 délky mtDNA ve sméru replikace H-fetézce (Obr. 7). O je lokalizovan ve druhé
malé nekodujici oblasti, ktera je dlouha jen ~30 bp (Taanman, 1999). Soubor proteint

ucastnicich se replikace mtDNA, tzv. multiproteinovy replizom, zahrnuje katalytické a
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pfidavné podjednotky DNA polymerazy y, mtDNA helikdzu Twinkle, mitochondridlni
jednovlaknovy DNA-vazebny protein (mtSSB), mitochondridlni RNA polymerazu,
topoizomerazu I a ligazu. Mitochondrialni RNA polymeraza funguje jako DNA primaza. Jak
je popsano v pichledu, ktery zpracovali McKinneyova a Oliveira (2013), hlavni modely
replikace  mtDNA jsou tfi: vytésnovani fetézce (Strand-displacement model, SDM),
synchronni model (strand-coupled model, SCM) a model zaclenéni RNA do celého
opozd'ujiciho se fetézce (RNA incorporated throughout the lagging strand, RITOLS).
Asynchronni replikace mtDNA v modelu SDM (Robberson et al., 1972) za¢ina v On, pfi¢emz
tieti fetézec D-smycky funguje jako primer pro zacéatek replikace. H-fetézec je vytéshovan
nov¢ vznikajicim H-fetézcem a L-fetézec je tedy matricovy. Kdyz replikace prvniho vlakna
dojde az do O, zacne na matricovém H-fetézci replikace L-fetézce. Ta ovSem probihd
v opaéném sméru a pokracuje, dokud se nezkopiruje cela molekula (Obr. 8A). V modelu
synchronni replikace vedouciho a opozd'ujiciho se vlakna (Holt et al., 2000) se pocatek
replikace nachazi v (nebo blizko) On. Ta pokracuje jednosmérné kolem celé molekuly (Obr,
8C). Model RITOLS (Yasukawa et al., 2006), (Obr. 8B), je nejnovéjsi a probiha prakticky
stejné¢ jako SDM, jen stim rozdilem, Ze na opozd'ujicim se vlakné jsou piitomny RNA
namisto mtSSB. RNA stabilizuje vytésnény fetézec a chrani ho pfed poskozenim b&hem
replikace. Avsak v tomto modelu trva replikace mnohem déle, nez je tomu v ptipadé¢ SDM a
SCM. Je pravdépodobné, Ze rozmanitost a sloZitost soucasnych modelll replikace mtDNA
muze odrazet rizné rezimy, které funguji v rlznych typech tkani ¢i bun€k. Ptedstavuji
adaptivni procesy pro zajiSténi odpovidajiciho poctu kopii mtDNA a exprese

mitochondridlniho genomu (McKinneyova a Oliveira, 2013).
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Obr. 8. Sou¢asné modely replikace mtDNA savci. (A) Model vytésiovani fetézce. (B) Model
zaClenéni RNA do celého opozdujiciho se fetézce (RITOLS). (C) Synchronni model.

Pievzato z: McKinneyova a Oliveira, 2013.

3.23.2 Mitochondrialni genom pst

Mitochondrialni genom psa domaciho (Canis lupus familiaris) byl osekvenovan v roce
1997 a o rok pozdé&ji byl i publikovan (Kim et al., 1998). mtDNA pouzita pro studii byla
izolovana z jater psa korejského plemene sapsaree. Tato sekvence slouZi jako referenéni, jak
uvadi Pereirova et al. (2004) a na webovych strankach GenBank je dostupnad pod ¢islem
NC_002008 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_002008).

Organizace genomu, obsah genl a vyuziti kodoni mtDNA psa domaciho (Canis
lupus familiaris) odpovida mitochondrialnimu genomu jinych savci. Je nepatrné delsi nez
lidskd mtDNA, konkrétné 16 728 bp, nicméné tato délka neni absolutni z diivodu variace
(heteroplazmie) zapfi¢inéné riznym poctem repetitivni sekvence (5°-GTACACGT(A/G)C-3¢)
v kontrolni oblasti. Kontrolni oblast se dle Kima et al. (1998) se vyskytuje na pozici 15459-
16728. Jak uvadi Verscheureova et al. (2013), kontrolni oblast se d€li na dva hypervariabilni
regiony (Obr. 9), HVI1 zahrnuje tsek 15458-16130 a HV2 usek 16430-16727. Ty jsou
oddéleny oblasti s riiznym poctem tandemovych repetic (variable number of tandem repeats,
VNTR). Zajimavosti je piipad duplikace ‘CTAGA’, ktery nasleduje po translaénim stop
kodonu genu CO2. Ptestoze jeho funkce je nezndma, nebyl pozorovan u mitochondrialnich

genomi ostatnich savct.
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Kontrolni oblasti psi mtDNA, stejn¢ jako kontrolni oblasti lidské mtDNA, jsou
pfedmétem fady studii zkoumajicich rozdily mezi jednotlivci. Gundry et al. (2007) uvadi, ze
piedchozi studie ukazaly vice nez 100 jednonukleotidovych polymorfisma (single nucleotide

polymorphism, SNP) v kontrolni oblasti mtDNA psa domaciho (Canis lupus familiaris).

Kontrolni
oblast

Mitochondrialni
genom psa HV-I VNTR HV-1I
(16727 bp) 15458 16130 16430 16727

Obr. 9. Pozice kontrolni oblasti, HV1 a HV2 v psim mitochondrialnim genomu. Pievzato z:

Verscheureova et al., 2013.

Oproti lidskému jadernému genomu (~3 Gbp — 3 miliardy bazi) ¢ita jaderny genom
psa domaciho (Canis lupus familiaris) ~2,4 Gbp (Lindblad-Toh et al., 2005). Dalsim ziejmym
rozdilem je pocet chromozomi: zatimco karyotyp pst sestava z 78 chromozomu (38 part
autozomtt a 1 par gonozomu), u lidi je to 46 chromozomil (22 parti autozomii a 1 par

gonozomil).

3.3 Puvod a evoluce mitochondrii

Co se puvodu mitochondrii tyCe, existuje jen jedna Siroce uzndvana teorie o jejich
vzniku. Je ji endosymbioticka teorie, kterd tvrdi, ze mitochondrie maji evolucni plvod

v prokaryontech.
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3.3.1 Endosymbioticka teorie

O endosymbiotickém ptivodu plastidit uvazoval jiz na zacatku 20. stoleti botanik
Konstantin Merezkovskij. Na jeho praci navazala Lynn Saganova — pozdéji Margulisova
(1967), ktera se stala jeji velkou popularizatorkou. Teorii vzniku mitochondrii a plastidi
nadale rozvinula do teorie sériové endosymbidzy, kdy predpokladala endosymbioticky ptiivod
u vSech bunck, které mély vzniknout splynutim nékolika bakterii, a naptiklad 1 u bic¢ika a
fasinek, které podle ni vznikly ze spirochet. VétSina védcu ovSem tuto jeji rozvinutou teorii
neuznava.

Jak uvadi Andersson a Kurland (1999), koncem 80. let 20. stoleti bylo objeveno, ze
mitochondrie jsou redukovanymi pozustatky a-proteobakterialnich predchidci. Stalo se tak
pomoci fylogenetické analyzy gend pro rRNA. Analyza kompletni sekvence a-proteobakterie
(Rickettsia prowazekii da Rocha-Lima, 1916) poskytla dalsi podporu nazoru, Ze mitochondrie
jsou odvozeny zvolné zijicich proteobakterii, které vytvorily endocelularni systém u
primitivniho pfedka postupné az k modernim eukaryotickym buiikam. Casem byl tento
bakterialni symbiont redukovan v intracelularni organelu (prostfednictvim rozsahlé ztraty
genu, piipadné transferem geni do eukaryotniho jadra). Tato reduktivni tendence je
genomickym znakem mitochondrii, intracelularnich paraziti a symbionti. Genomy a-
proteobakterii se 1isi velikosti, ktera je od 1,1 Mbp (R. prowazekii) az do 9 Mbp
(Bradyrhizobium japonicum (Jordan, 1982)). Témér vSichni ¢lenové této skupiny ziji v izkém
spojeni S eukaryotickymi bunkami, a to at’ uz jako symbionti (Rhizobium sp.) nebo jako
parazité rostlin a zivocichti. Endosymbiotickou teorii podporuji i dalsi fakta, naptiklad, ze
velikost mitochondrii je podobna a nezdvisla na velikosti ¢i druhovém urCeni bunék.
Nevznikaji de novo, ale mnoZi se délenim. Podobna je i stavba mitochondridlni membrany:
vnitini membrana odpovidd plazmatické membrané endosymbiotna, vnéjsi membrana pak
plazmatické membrané hostitele.

Vysledky sekvenovani genomu R. prowazekii, které provedli Andersson et al. (1998)
ukazuji, Ze tento genom obsahuje neobvykle maly podil repetitivnich sekvenci (o 10 % méng,
nez bylo pozorovdno u volné zijicich bakterii) a vysoky podil (24 %) nekddujici DNA
(u osekvenovanych mikrobialnich genomd je to primérmneé 9 %). Nekodujici sekvence mohou
byt zbytky genti, které byly znehodnoceny mutaci a dosud nebyly z genomu odstranény. U
Rickettsia sp. ani u mitochondrii nebyly nalezeny Zadné geny pro anaerobni glykolyzu. U R.
prowazekii se nachazi kompletni sada genti kodujicich soucasti Krebsova cyklu a dychaciho

feté¢zce. Ve vysledku je produkce ATP stejnd jako u mitochondrii. Fylogenetické analyzy
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gend cytochromu b a cytochrom ¢ oxidazy naznacuji, ze dychaci systémy Rickettsia sp. a
mitochondrii se odd¢lily pfed ~1,5-2 miliony let, brzy poté co v atmosféie zacalo vzriistat
mnozstvi kysliku.

R. prowazekii, stejné jako mitochondrie, ma vyrazné snizeny repertoar genu
podilejicich se na biosyntéze aminokyselin, coz je podobné jako u fylogeneticky vzdalenych
obligatornich intracelularnich parazitd Chlamydia sp.. Jest¢ markantnégjsi ptiklad reduktivni
evoluce predstavuji mitochondridlni genomy, které koduji méné nez 10 % mitochondridlnich
proteinti. Mitochondridlni genomy nékterych prvokti si zachovaly uspotfadani genomu
ptipominajici jejich domnélé bakterialni predky. Kuptikladu mitochondrialni genom prvoka
cerstvych vod (Reclinomonas americana Flavin & Nerad, 1993) si zachoval rodové
uspofddani ribozomalnich proteinovych geni nalezenych u bakterii. Témét polovina
z ptiblizn¢ 70 mitochondrialnich genii Re. americana koduje geny pro translaci, zatimco
druhd polovina kéduje enzymy zapojené do bioenergetickych procest. Fylogenetické
rekonstrukce zalozené na téchto mitochondridlnich proteinech (naptfiklad ribozomalni
proteiny, NADH dehydrogenazy, cytochrom oxidazy) odhaluji blizky vztah mezi
mitochondriemi Re. americana a proteobakteriemi. To znamend, Ze pfitomnost téméf
identickych systémi pro vyrobu energie u R. prowazekii a v mitochondriich odrazi spole¢ny
puvod, a ne pouze reduktivni, konvergentni evoluci. AvSak vzhledem k tomu, ze
mitochondrialni genom Re. americana ma nejkomplexné&jsi kodovaci kapacity znamych
mitochondrii, je to ziejmé nejlepsi kandidat na chybéjici spojovaci ¢lanek mezi domnélym
bakterialnim ptedkem a linii mitochondrii (Andersson a Kurland, 1999).

Podle nazoru Lanea a Martina (2010) pravé piitomnost mitochondrii umoznila
pozmeénit zakladni bioenergetickou stavbu buné€k a mnoZstvi proteind, které si hostitelsky
cytosol mohl dovolit syntetizovat. Pfeména alfaproteobakterialniho symbionta s heterogennim
genomem Vv ATP generujici kompartment navic souvisi s kompletni ztratou schopnosti
syntetizovat ATP na hostitelské plazmatické membrané. Hostitelem byl prokaryot a znaky
charakteristické pro eukaryota jako je bunéény cyklus, fagocytoza, jadro, endomembranovy
pfenos a mnohobunéénost se objevily az po mitochondridlni endosymbidéze. Mitochondrie

jsou tedy ptedpokladem eukaryotické slozitosti.

3.3.2 Vznik eukaryot

Ohledné vzniku eukaryotickych bunék bylo publikovdno mnoho rtznych hypotéz.
Tticet let po endosymbiotické teorii Margulisové (Sagan, 1967) byly v roce 1998 uvetejnény
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dvé na sob¢ nezavislé nové teorie symbidzy eukaryot: vodikova hypotéza (Martin a Miiller,
1998) a syntroficka hypotéza (Moreira a Lopez-Garcia, 1998), které jsou Siroce uznavany.
Jako dalsi teorie ptivodu eukaryot byla predlozena naptiklad syntroficka hypotéza zalozené na
sife (Margulisova et al., 2000) a fagotroficka hypotéza Cavalier-Smithe (2002), ktera
predpoklada existenci bakteridlniho predka archei a eukaryot, jenz ziskal mitochondrie
symbioticky az pozd¢ji. Podle hypotézy tii virt a tfi domén (Forterre, 2005) se DNA objevila
u virti, pficemz genetickym materidlem posledniho univerzalniho spole¢ného predka vSech
organismll byla RNA; rizné DNA viry infikovaly tfi linie RNA organismii a vznikly tfi
domény (nadfiSe) Zivota, jak je zname dnes: archea, bakterie a eukaryota. Dalsi alternativni
teorie se odvolavaji na detoxifikaci jako primarni krok na pozadi endosymbidzy (Andersson a
Kurland, 1999). Geochemické studie poukazuji na vzestup atmosférické hladiny kysliku,
k némuz doslo pred 2,2 - 2,0 miliardami let. Vyhodou bylo, Ze aerobni o-proteobakterie

prispéla ke spotiebovani kysliku, ktery by byl toxicky pro anaerobniho hostitele.

3321 Vodikova hypotéza

Vodikova hypotéza Martina a Miillera (1998) vychdzi z myslenky, Ze ke vzniku
eukaryot doSlo v anaerobnim prostfedi, pficemz prvni eukaryot byl fakultativni anaerob.
Vodik podporoval endosymbiotické propojeni mezi a-proteobakteriemi a hypotetickou
hostitelskou archebakterii, metanogenem. Tato hypotéza naznacuje, Ze se oba organismy
poprvé setkaly v prostiedi, které bylo bohaté jak na vodik, tak na oxid uhliity, ktery byl
ziejm¢ vulkanického puvodu. Postupné se zvétSovala plocha jejich kontaktu, aby
archebakterie minimalizovala ztraty vodiku a tim se stavala vice zavislou na svém symbiontu,
az ho nakonec zcela pohltila (Obr. 10). Teorie dale tvrdi, Ze spoleény piedek nesl vSechny
enzymy, které byly nalezeny soucasné jak u mitochondrii, tak u hydrogenozomi. Ptedpoklada
se, Ze pocatecni symbioticky vztah vedouci ke vzniku mitochondrii byl podpofen pfenosem
vodiku od striktné aerobni, vodik produkujici bakterie k anaerobnimu, na vodiku zavislém
hostiteli. Dale byly z bakterie do archeona piesunuty geny kodujici membranové pienaSece a
nekteré metabolické drahy. Pokud pokraCovala symbidza v anaerobnim prostiedi, vznikla
eukaryotni buiika obsahujici hydrogenozom. Naopak v prostfedi bohatém na kyslik se

endosymbiont preménil v mitochondrii a za¢al produkovat ATP namisto vodiku.
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3.3.2.2 Syntrofick4 hypotéza

Syntroficka hypotéza, kterou navrhli Moreira a Lopez-Garcia (1998), je rovnéz
zalozena na vymeén¢ vodiku, pfiCemz organismy jsou riizné a jedna se tedy o mezidruhovou
vyménu. Vodikova a syntrofickd hypotéza se lisi, pokud jde o pocet endosymbiotickych
udalosti: vodikova hypotéza (Martin a Miiller, 1998) navrhuje jedinou endosymbiotickou
udalost, zatimco syntrofickd hypotéza predpoklada dveé odde€lené, pripadné soubézné akce.

V tomto modelu je syntrofické spojeni skladajici se z archebakterie, vodik produkujici
a sulfat redukujici &-proteobakterie a o-proteobakterie (anaerobniho, na vodiku zavislého
metanotrofa). Symbiont, ktery se nakonec stane mitochondrii, je zpoc¢atku anaerobnim
metanotrofem, ktery je zavisly na metanu produkovaném syntrofickym spole¢nikem.

Plazmatickd membrana archebakterie se pfeménila na jadernou membranu nové
eukaryotické buiky a z plazmatické membrany d-proteobakterii vznikla bunéénd membrana

(Obr. 10). Nasledn¢ probéhl endosymbioticky horizontalni genovy transfer.
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Obr. 10. Evolu¢ni drahy pivodu eukaryot navrzené podle vodikové a syntrofické hypotézy.

Pievzato z: Moreira a Lopez-Garcia, 1998.
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3.3.3 Organely pribuzné mitochondriim

ey

Nékteré jednobunécné eukaryotni organismy, zijici v podminkach s nedostatkem
kysliku nebo jako wvnitrobuné¢ni parazité, obsahuji organely piibuzné mitochondriim
produkujici molekularni vodik — hydrogenozomy. Hydrogenozomy muizeme najit u
anaerobnich nalevniki, bi¢ikovcl ¢i chytridiomycet. U riznych skupin prvokii se ovSem
hydrogenozomy navzajem metabolicky a strukturné 1isi (Boxma et al., 2005). Jejich velkost
se pohybuje kolem 1 um, maji dvojitou membranu, ktera mtze vytvaiet kristy a pii jejich
energetickém metabolismu je produkovan ATP, ackoliv méné¢, nez je tomu u mitochondrii.
Hydrogenozomy nejsou schopné oxidativni fosforylace.

Jak vyplyva z piehledu poznatki molekularni fylogenetické analyzy a studii biogeneze
hydrogenozomd, které poukazuji na spolecny ptivod mitochondrii a hydrogenozomt, zda se
byt pravdépodobné, ze v riznych eukaryotickych liniich jsou hydrogenozomy polyfyletického
puvodu (Dyallova a Johnsonova, 2000).

Nekteii eukaryoté postradaji hydrogenozomy ¢i mitochondrie a namisto toho obsahuji
vysoce redukované dvoumembranové organely zvané mitozomy. Mitozomy na rozdil od
mitochondrii a hydrogenozomti ATP neprodukuji. Nékteré studie poukazuji na ptitomnost
bilkovin mitochondrialniho typu v téchto organelach. Jejich piitomnost, spolu s podobnostmi
Vv biogenezi hydrogenozomu a mitochondrii, podporuji hypotézu, ze se tyto organely vyvinuly
Z jednoho a-proteobakteridlniho endosymbionta. Proteomickou analyzou hydrogenozomu
bi¢enky poSevni (Trichomonas vaginalis Donné, 1836) bylo zjisténo, Ze proteom
purifikovanych hydrogenozomi sestava z 569 proteint (Schneider et al., 2011). Oproti tomu
mitochondrialni proteomy zivocichti a hub zahrnuji proteint vice. Ve srovnani s mitozomy je
ovsem pocet proteinll u hydrogenozomii mnohonésobné vyssi.

Objev proteint tepelného Soku u T. vaginalis poskytl podporu pro teorii o spole¢ném
puvodu hydrogenozomt a mitochondrii. Dyallovad a Johnsonova (2000) uvadéji, ze vyskyt
téchto proteint u amitochondridlnich eukaryot (jmenovani prvoci maji pouze mitozomy)
lamblie stfevni (Giardia intestinalis (Alexeiev, 1914)), ménavky uplaviéné (Entamoeba
histolytica Schaudinn, 1903) a nékterych mikrosporidii byl nedavno interpretovan jako dukaz
sekundarni ztraty mitochondrii.

Hydrogenozomy na rozdil od mitochondrii zpravidla neobsahuji genetickou informaci.
Vyjimkou je hydrogenozom nalevnika Nyctotherus ovalis Leidy, 1894 Zijiciho ve stievé
Svaba amerického (Periplaneta americana Linnaeus, 1758) a Blaberus spp. (Akhmanova et

al., 1998). Vnitini membrana vytvari kristy. Matrix obsahuje ¢astice podobné ribozomum
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stejné velikosti jako ¢etné 70S ribozomy endosymbiotickych metanogennich archebakterii.
Elektronova mikroskopie a imunocytochemie ukazuji, ze v hydrogenozomech N. ovalis jsou
pfitomny jak komponenty hydrogenozomalniho metabolismu (komplex | a komplex I
dychaciho fetézce), tak DNA a ribozomy. Na vnitini membran¢ je ptitomen lipid kardiolipin,
coz je charakteristické pro mitochondrie. Hydrogenozom N. ovalis je zfejmé chybgjicim
¢lankem v evoluci mitochondrii a hydrogenozoma (Boxma et al., 2005).

Dlouho se zdalo, Ze ecukaryotni buiika bez mitochondrii nebo jejich modifikaci,
hydrogenozomt ¢i mitozomil, nemiize fungovat. To vSak vyvratil pfelomovy objev ucinény
na pid¢ Univerzity Karlovy. Je jim prokazatelnd absence mitochondrii a odvozenych organel
u oxymonady Monocercomonoides sp., Zijici ve stievech riznych druhit hmyzu a obratlovctu
(Karnkowska et al., 2016). Konkrétné se jedna o Monocercomonoides sp. kmene PA 203,
komenzala nachazejiciho se v zazivaci soustavé ¢incil. Vybér nebyl ndhodny, jiz delsi dobu se
zdalo, ze tyto organismy mitochondrie nemaji (nemaji dokonce ani peroxizomy a Golgiho
aparat). Po osekvenovani jejich genomu (~75 Mbp) nebyly nalezeny zadné mitochondrialni
geny nachézejici se u jinych eukaryot, ani Zadné jaderné geny funkéné souvisejici
s mitochondriemi. To, ze Vv pfipadé Monocercomonoides sp. jde o zna¢né redukovaného
prvoka, jehoz nejblizsi ptibuzni mitochondrie (hydrogenozomy) maji, naznacuje, Ze k jejich

ztraté doslo sekundarng, ztejme diky jeho komenzalnimu zptisobu zivota.

3.4 Problematika dédi¢nosti mitochondrialni DNA

Zatimco dédicnost NDNA podléhd pravidlim mendelistické dédi€nosti, V ptipadé
mitochondridlniho genomu to neplati. Standardni model dédi¢nosti mtDNA u savct je takovy,
ze mitochondrie jsou piendseny striktné materndlné, tedy v matetské linii (matrilineérn¢). Je
to vyvojovy paradox, protoze prostfednictvim fertilizujici spermie pronika pfi oplodnéni do
cytoplazmy oocytu az n€kolik desitek funkénich mitochondrii. Ty se nachazeji v oblasti krcku
a biciku a generuji energii potiebnou pro aktivni pohyb spermii. MuZzsky mitochondrialni
genom je znicen, inaktivovan ¢i ziedén béhem oplodnéni nebo v asné embryogenezi. K tomu
dochazi prostiednictvim tzv. ubikvitinace proteinem ubikvitinem (Sutovsky et al., 2000).
Polypeptid ubikvitin je pfitomny v cytoplazmé vSech eukaryotickych bun€k a reguluje
proteolyzu a recyklaci bilkovin. Je mozné, Ze se jedna o druhové specificky mechanismus a u
mezidruhového kiiZeni by eliminace mitochondridlniho genomu spermii probihat nemusela
(Sutovsky et al., 2000). Jak se zda, odbourani spermii je evolu¢ni a vyvojovou vyhodou,

protoze muzské mitochondrie a jejich DNA mohu byt ohroZeny plsobenim kyslikovych
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radikali. S témi se spermie setkava jak v prubéhu spermatogeneze, tak v prubéhu oplodnéni.
Dalsim moznym vysvétlenim zabranéni pfenosu muzské mtDNA je prevence ,,sobeckého

chovani“ konkuren¢nich mtDNA (White et al., 2008).

3.4.1 Paternalni pi‘enos a rekombinace mtDNA

Pokroky v sekvenovani DNA a Vv technologii detekovani polymorfismti dokumentuji
rostouci seznam vyjimek z hlavnich principti mitochondrialni dédi¢nosti. Byl zaznamenan
nejen paternalni (otcovsky) prenos, ale i rekombinace mtDNA. Rozsah téchto jevii se mize
znacéng liSit mezi taxony.

Pokud jde o rostliny a houby, White et al. (2008) zminuji otcovsky pfenos mtDNA u
fepky (Brassica napus L.) a sekvoje vzdyzelené (Sequoia sempervirens D.), u nichz je
Zpusoby sexualni reprodukce a vylouceni otcovskych mitochondrii jsou zde proménlivé a je
béZna jak uniparentalni, tak biparentalni dédicnost. U Zivo€ichll je rovnéz zndmo nékolik
ptikladi otcovské dédi¢nosti mtDNA, nepiedstavuji vSak normu. Ladoukakis a Zouros (2001)
uvadéji, ze unikatni systém prenosu rodicovské mtDNA maji napiiklad nékteti mlzi, u nichz
existuji dvé linie mtDNA, jedna s maternalni a jedna s paternalni dédi¢nosti. Tento vzacny jev
je znamy jako dvojitd uniparentalni dédi¢nost (doubly uniparental inheritance, DUI). Jak
zmifuji Taylor a Turnbull (2005), nizké tirovné€ paternalniho pienosu byly pozorovany u mysi
po nekolika generacich mezidruhového zpétného ktizeni. Pozdéji se vSak oproti predpokladu
Sutovskeho et al., (2000) ukazalo, ze Zadna paternalni mtDNA kiiZzenci do nasledujici
generace pienesena nebyla. Dokonce 1 u ¢lovéka byl otcovsky prenos MtDNA zaznamenan.
Schwartzova a Vissing (2002) popsali piipad 28letého muze s mitochondrialni myopatii
zpusobenou deleci v genu ND2, ktery koéduje podjednotku enzymu komplexu I dychaciho
fetézce. mtDNA nesouci mutaci byla otcovského piivodu a v jeho svalech predstavovala 90 %
mtDNA. Pacientova krev, vlasy a fibroblasty nesly pouze mtDNA matky. Je ale nutno
podotknout, ze se jedna o velice vyjimecny pfipad — zadny podobny zatim zdokumentovan
nebyl.

Rekombinace je dlleZitym evolucnim mechanismem k odstranéni Skodlivych mutaci
z populaci, stejné¢ jako pro vytvareni novych vyhodnych kombinaci alel. Az do 90. let
minulého stoleti se véfilo, ze v mtDNA Kk rekombinaci nedochazi. Protoze rekombinace je
povazovdna za nezbytnou soucast oprav a replikace DNA, byla zvySend mira mutacni

rychlosti mtDNA (ve srovnani s ¢etnosti mutaci v NDNA) pokladana za mozné vysvétleni
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nepifitomnosti rekombinace v mitochondridlnim genomu. Ackoliv u mitochondrii je
enzymatickd vybava umoziujici pfipadnou rekombinaci pfitomnd, zGstava otazkou, Vv jaké
mife je u ¢lovéka tento mechanismus funkéni a zda nejde pouze o evolu¢ni pozustatek. Podle
Barrové et al. (2005) dnes vétSina védcu souhlasi, Ze Vv rostlinnych mitochondrialnich
genomech k rekombinaci dochazi, a ze v mitochondrialnich genomech hub se s ni mizeme
setkat vcelku bézn€, zejména u kvasinek. Rekombinace byla pozorovéna i u Zzivoc€ichd,
konkrétn¢ u slavky sttedomoiské (Mytilus galloprovincialis Lamarck, 1819) vzhledem k DUI,
ktera se u ni vyskytuje (Ladoukakis a Zouros, 2001). White et al. (2008) uvadi, ze v roce 1999
byly publikovany dvé nezavislé studie, které¢ odhalily idajnou rekombinaci v lidské mMtDNA,
ale metodika a kvalita sekvencnich dat v nich pouzitych byly pfezkoumany a vysledky studii
potvrzeny nebyly. Jedinym potvrzenym ptipadem rekombinace mtDNA u ¢lovéka tak zustava
pacient s mitochondrialni myopatii zminény v pfedchozim odstavci. Pti dal§im zkoumani jeho
svalovych bun¢k se totiz ukazalo, ze 7 % mateiskych molekul mtDNA bylo rekombinantnich
(Kraytsbergova et al., 2004).

Paternalni pfenos a rekombinace v mtDNA ¢lovéka jsou i nadale povazovany za velice
vzacné tkazy spojované s patologickymi dopady. Dulezité je ziskani spolehlivych odhada
Cetnosti obou jevi, aby piipadné mohly byt zohlednény v modelech evoluce mtDNA, a

predevsim ve studiich provedenych molekuldrnimi genetiky.

3.4.2 Heteroplazmie

V mtDNA dochazi k mutacim mnohem ¢astéji, nez je tomu u nNDNA. Pokud se mutace
objevuje ve vSech molekulach mtDNA, oznacujeme ji jako homoplazmickou. O heteroplazmii
se tedy jedna v ptipadé€, kdy je mutovana pouze ¢ast molekul mtDNA. Heteroplazmii mohou
vytvaret tii rizné mechanismy: rodi¢ovsky prenos, rekombinace a mutace. Substituce jsou
nejcastéjSim typem mutaci, inzerce a delece jsou méné¢ bézné. Heteroplazmie je dalezitym
faktorem Vv posuzovani zavaznosti mitochondrialnich onemocnéni. Vzhledem k tomu, ze
vétSina eukaryotickych bunck obsahuje stovky mitochondrii se stovkami kopii mtDNA, je
béZzné, Ze se mutace vztahuje pouze na urcitou ¢ast mitochondridlniho genomu, pficemz
vétSina zlistava neposkozena.

Ze shrnuti Kliitschové et al. (2011) je zfejmé, Ze rodicovsky pfenos a rekombinace se
jsou mutace V haploidnim mitochondridlnim genomu. Heteroplazmické bodové mutace

pfedstavuji vyzvu pro spravnou individualni identifikaci a pro identifikaci haplotypil
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Vv populaci pii genetickych ¢i fylogenetickych studiich. Jako disledek mutace ptedstavuje
heteroplazmie mezistupen k fixaci bud’ divokého typu nebo mutovaného typu a je tedy
podstatnym krokem v genetické rozmanitosti mtDNA. U clovéka byl ¢as fixace neutralni
mitochondrialni heteroplazmatické varianty odhadnut na 200 generaci. Byly ale objeveny i
pfipady extrémné rychlé¢ fixace heteroplazmatickych bodovych mutaci béhem nékolika
generaci (zaznamenano u velryby Cerné (Eubalaena glacialis Miiller, 1776) — McLeod a
White, 2010 a skotu — Ashley et al., 1989) a v krajnim pfipad¢ v jedné generaci (skot —
Koehler et al., 1991). Predpoklada se, ze to je disledkem efektu hrdla lahve béhem oogeneze
¢i embryogeneze, coz snizuje pocet molekul mtDNA a vede k ndhodnému genetickému driftu.
Proto se pritomnost heteroplazmickych genotypti muze liSit mezi sourozenci nebo u matky a
potomkli (napf. jeden sourozenec mize mit zdanlivé fixovany homoplazmicky genotyp,
zatimco jini vykazuji rozsahlou variaci poméri).

Jak uvadi Gibbonsova (1998) ve svém ¢lanku, nékteré studie naznacuji, ze
heteroplazmie muze byt ve skutecnosti velmi Castd a ze nizk4 Groven heteroplazmie je ve
vetSing tkdni bézn€ pfitomna. Veédci zjistili, Ze se vyskytuje u nejméné 10 %, a
pravdépodobné az 20 % lidi. A protoze heteroplazmie je zpusobena zejména mutaci, tento
necekané vysoky vyskyt naznacuje, ze mtDNA by mohla mutovat mnohem Ccastéji, nez se
puvodné odhadovalo.

Kontrolni oblast mtDNA podléha dvéma typim heteroplazmie, jednak zalozené na
délce a jednak na sekvenci, jak popisuji Spicer et al. (2014). U psi se heteroplazmie zalozena
na délce (délkova heteroplazmie) tyka proménlivého mnozstvi desetinukleotidovych
tandemovych repetic a za¢ina na pozici 16130. VNTR se tedy vzhledem k heteroplazmii pro
forenzni studie zpravidla nevyuziva. Heteroplazmii zaloZzenou na sekvenci (sekvencni
heteroplazmii) je mozné zjistit podle piitomnosti dvou odlisnych nukleotidii na jedné pozici
fetézce MtDNA. Ptitomnost dvou riiznych mist se sekven¢ni heteroplazmii u stejného jedince
je vyjimecény ptipad, zndmy jako triplazmie.

Prvni rozs4hld komplexni studie tykajici se sekvencni heteroplazmie u psa doméaciho
(Canis lupus familiaris) probéhla na 180 jedincich z 58 rodokment (Kliitschova et al., 2011).
Vzorky pochazely z krve a bukalni epitelové sliznice psii. K sekvenovani byl vybran usek 582
bp kontrolni oblasti mtDNA. Heteroplazmické bodové mutace byly zaznamenany u tii z nich
(5,17 %). Z t&chto tii nezavislych rodokmentd bylo dale analyzovano 131 vzorkid a zjistény
znaéné rozdily v trovni heteroplazmie jak mezi generacemi, tak mezi sourozenci. Casto (10
% ptipadll) se pomé&r jedné baze mezi generacemi zménil z 0-10 % na 80-90 % a podobné se

1isil mezi sourozenci.
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Spicer et al. (2014) se také zaméfili na heteroplazmii ve psich chlupech. Sekvenovali
fragment HV1 dlouhy 612 par bazi. Zkoumali 576 chlupt od 6 raznych pst soukromych
majiteld vybranych tak, aby zastupovali ruznou $kalu plemen, véku, pohlavi a barvy srsti.
Vsichni jedinci pochézeli z domécnosti s jednim psem, aby se snizila Sance kontaminace
vzorku jinym jedincem. Kazdému psu navic odebrali pro kontrolu i krevni a bukalni vzorek.
Zaznamenali tii piipady heteroplazmie u dvou chlupti riznych jedinct (0,34 %), coz je
podstatné mén¢, nez bylo pozorovano V lidskych chlupech. Prestoze pes domaci (Canis lupus
familiaris) ma mnohem krat$i genera¢ni interval nez ¢lovek a dalo by se pfedpokladat, ze jeho
MtDNA bude vice geneticky variabilni, ¢lovék mél piiblizné desetkrat delsi ¢as vyvinout se
jako druh. Tento vétsi ¢asovy rozsah mize pomoci vysvétlit zdanlivy nesoulad mezi frekvenci
heteroplazmie u lidskych a psich chlupli. Oba chlupy, které vykazovaly heteroplazmii, byly
velice malo pigmentované, zatimco u chlupl s tmavsi pigmentaci heteroplazmie pozorovana
nebyla. Toto zjisténi se shoduje s pfedchozim zkoumanim lidskych vzorka vztahujicimu se

k vyssimu vyskytu heteroplazmie u lidi se svétlejsi barvou vlast/chlupt.

3.4.3 Mitochondrialni teorie starnuti

Shokolenko et al. (2014) uvadi, Ze proces starnuti je Casto definovan jako zmény,
vétsSinou Skodlivé, které nasdvaji béhem Zivota organismu. Univerzéalnost tohoto procesu
naznacuje existenci rovnéz univerzalniho mechanismu, ktery ho tidi. Nejpopularné;jsi teorii je,
ze starnuti je disledkem hromadéni mutaci vyvolanych prostfednictvim volnych kyslikovych
radikala (reactive oxygen species, ROS). Tato teorie byla navrzena jiz v roce 1956 a poté dale
zdokonalovana (ur¢eni mitochondrii jako zdroje ROS unikajicich z dychaciho fetézce a urceni
mtDNA jako cile ROS). MtDNA hromadi v lidskych somatickych butikdch bodové mutace a
dlouhé delece pfedev§im v mozku a srde¢ni svaloviné u jedinci star§ich 40 let (Burger et al.,
2003). Tyto mutace vedou Kk naruseni funkce dychaciho fetézce, coz vede ke zvySené
produkci ROS a nasledné akumulaci vice a vice mutaci. To vyvoldva exponencidlni nartst
poskozeni béhem starnuti, coz mé za nasledek postupné snizeni bunéénych a tkanovych
funkei. Dochazi k energetické nedostatecnosti, signalizacnim defektim a apoptoze (Taylor a
Turnbull, 2005).

Tanaka et al. (2000) zkoumali mtDNA stoletych Japonci a identifikovali
mitochondrialni genotyp spojeny s dlouhovékosti, Mt5178A. Bylo prokazano, Ze tento
genotyp potlac¢uje vyskyt mutaci mtDNA v oocytech a také se zda, ze zpomaluje hromadéni

mutované mtDNA v somatickych buiikach se vzristajicim vékem. Je pravdépodobné, Ze diky
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tomuto genotypu dochazi k rezistenci k onemocnénim propukajicim v dospélosti (potlacenim
obezity a aterosklerdzy). Jiz diive bylo poukdzano, ze Mt5178A je ve svétové populaci
pomémé vzacny. Casty vyskyt Mt5178A v japonské populaci (45 %) mize byt vyznamny
kvili tomu, ze pramérna délka zivota Japonci je jedna z nejvyssich na svété. Vzhledem
k tomu, Ze mtDNA se dédi v matefské linii, sourozenci stoletych se také dozivaji vyssiho
veku, nez je obvyklé.

Mitochondrialni teorie starnuti prochéazi v soucasnosti rozsadhlou revizi. Podle nazoru
Shokolenka et al. (2014) a ptehledu uvedeného V jejich ¢lanku, vyvstavaji pochybnosti, zda
Vv procesu starnuti sSkute¢né hraje ustiedni roli mtDNA. Pokrok, jenz byl dosazen v pochopeni
procest udrzby mtDNA, oprav, poSkozeni a degradace v reakci na poskozeni, vyvraci nazor,
ze je mtDNA mimotadné nachylnd k ROS zprostiedkované mutagenezi kviili neptitomnosti
ochrannych histon. Mitochondrie zfejmé produkuji mnohem méné¢ ROS, nez se dfive
predpokladalo. Zda se, ze jak experimentalné vyvolany oxidativni stres, tak radioterapie
vedou pouze k velmi malému po¢tu mtDNA mutaci, a také vyvraci existenci bludného cyklu
poskozeni mtDNA a produkce ROS. Nebylo odhaleno zadné spojeni mezi dlouhovékosti a
zvySenou antioxida¢ni obranou. ZvySena produkce ROS a oxidativni poskozeni bun&cnych
makromolekul, véetné mtDNA, mohou byt spojeny s prodluzujici se délkou doziti. Ukazuje
se, Ze zvysena produkce ROS pfi starnuti maze byt vysledkem adaptivni signalizace spiSe nez

Skodlivym vedlej$im produktem buné¢ného dychani.

3.4.4 Dédiénost mitochondrialnich onemocnéni

Mutace mtDNA jsou dulezitou pii¢inou dédiénych onemocnéni. Vzhledem k tomu, Ze
jsou mitochondrie pod dvoji genetickou kontrolou, a to jak mitochondrialniho, tak
nukledrniho genomu, mulZe mitochondridlni onemocnéni vzniknout i kvili poruchdm
jadernych gent. VétSina genil zapojenych do metabolismu mitochondrii a vSechny geny, které
se podileji na udrzbé mtDNA, jsou jaderné kédovany. Mutace v ramci jedné molekuly
MtDNA mtize vést k nedostatecnosti dychaciho fetézce. BEhem poslednich dekad se ukazalo,
ze mitochondrie a mitochondridlni poruchy pfispivaji mimo jiné Kk rozvoji tady
neuromuskuldrnich a neurodegenerativnich onemocnéni, jako napiiklad Alzheimerova
choroba, Parkinsonova choroba ¢i Friedrichova ataxie (Scheffler, 2007).

Genetika mtDNA poskytuje novy pohled na etiologii komplexnich chorob. Po matce
zdédénd mtDNA kodujici geny nezbytné pro energii je pfitomna v jedné buiice v tisici kopiich

a ma velmi vysokou mutacni rychlost. Mechanismy, prostfednictvim kterych tyto
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heteroplazmické mutace pfevladaji v zarodecnych a somatickych tkanich jsou podstatné pro
vysvétleni klinické variability fady nemoci. Patogenni mutace v mtDNA se déli do dvou
skupin; jedna se o prestavby (delece) a bodové mutace (zmény v rozsahu jednoho nukleotidu)
(Wallace a Chalkia, 2013).

V jakém rozsahu, a zda vubec, dojde k pfenosu mutovanych mitochondrii a jejich
DNA, a tedy jak se ptfipadné onemocnéni projevi, je podminéno nékolika faktory. Jednim
z nich je mitochondrialni efekt hrdla lahve (bottleneck effect), ke kterému dochazi v priabéhu
oogeneze. Béhem tvorby primdrnich oocyti je totiz do kazdého znich pfenesen pouze
omezeny pocet molekul mtDNA. Jako disledek zna¢né redukce poctu kopii mtDNA
v primarnich oocytech dochazi v prubéhu zrani oocyti krychlé replikaci jejich mtDNA
(Taylor a Turnbull, 2005; White et al., 2008). JelikoZ rozdéleni mitochondrii s mutovanou a
nemutovanou MtDNA v bufice neni rovnomérné, zrald vajicka od jedné matky budou mit
rizny pomér mutované a nemutované mtDNA (Obr. 11). Mishra a Chan (2014) popisuji
druhy mitochondrialni bottleneck, ktery nastava mezi stadiem zygoty a blastocysty. Tehdy
k replikaci mtDNA nedochazi, avSak bunky se rychle déli, coz vede k redukci poctu kopii
MtDNA Vv nové vzniklych buiikach oproti buinkam ptivodnim. V pozdé&jsim vyvoji opét hraje
vyznamnou roli rychlost replikace mtDNA. Ta zéavisi na typu tkané¢ a vzdalenosti
mitochondrii od jadra, jelikoz pro mitochondrie blize jadru jsou faktory nezbytné pro replikaci
snadnéji dostupné (Barrova et al., 2005). Z téchto divodt dochéazi k odlisnym projevim
mitochondridlnich onemocnéni 1 uvnitt jedné rodiny.

Mitochondrialni bottleneck také =zesiluje geneticky drift v heteroplazmickych
bunéénych liniich. Pokud se v kazdé generaci pocet mitochondrialnich genomt v zarodecné
linii v uréitém okamziku vyrazné¢ snizi pouze na nékolik v burice, geneticky posun mize byt
maximalni a pfirozeny vybér by mohl byt velmi efektivni pfi eliminaci ,,podifadnych®

mitochondrialnich genotypt (Hoekstra, 2000).
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Zrani oocytu a Fertilizace
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@ Normalni mitochondrie @ @
Jadro
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Obr. 11. Segregace mitochondrii v prib&hu oogeneze. Pievzato z: Taylor a Turnbull, 2005.

Wallace a Chalkia (2013) uvadi, Ze ,,heteroplazmické alely se mohou piesunovat®, jak
béhem mitotického, tak béhem meiotického déleni bunék, coz vede k potencialni kontinualni
fadé bioenergetickych defektt. Tento proces je znamy jako replikativni Segregace. Jak se
Razné tkdn¢ maji rizné bioenergetické prahové hodnoty. S tim, jak pacientova bioenergeticka
kapacita klesd, nakonec klesne pod minimalni hranici pro tuto tkan a ztoho vyplyvaji
symptomy. Vzhledem k tomu jsou tkané a organy s nejvy$simi bioenergetickymi pozadavky
také témi, které jsou primarné postizeny ve spolecnych metabolickych a degenerativnich
onemocnénich (nejcitlivéjsi je tedy mozek, srdce, ledviny a endokrinni organy). Proto mohou
nepatrné systémové mitochondrialni deficience vést k organové specifickym ptiznakim.

Mitochondrialni dysfunkce miiZze byt hlavnim ptisp€vatelem ke komplexnim onemocnénim.

3.5 Vyuziti v aplikované genetice

Jak uvadi Kliitschova et al. (2011), mitochondrialni DNA je Casto vyuZzivana ve

forenznich analyzach, populacni genetice a fylogenetickych prizkumech. Vysoky pocet kopii
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MtDNA v bunkach umoziuje provadét analyzy i z malého mnozstvi bunééného materialu, coz
je vyhodou, pokud vzorky obsahuji pouze malé mnozstvi ¢i znaéné znehodnocenou NDNA.
MtDNA obsahuji jak staré kosti a zuby, tak vlasy a chlupy. Vzhledem k vysoké muta¢ni
rychlosti ve srovnani s nDNA jsou analyzy pomérné kratké nekodujici oblasti mtDNA ¢asto
vhodné k forenzni identifikaci ¢i podrobnym fylogeografickym studiim. U psa domaciho
(Canis lupus familiaris) byla kontrolni oblast mtDNA vyuzita ke studovani geografického
puvodu a stafi psii, migracnich tras, jakoz i1 pro identifikaci psit ve forenznich analyzéch.
Budowle et al. (2003) uvadi, ze v HV1 a HV2 u clovéka je mutacni rychlost mtDNA 5 —
10krat vyssi nez u NDNA. Uniparentalni (maternalni) dédi¢nost, stejné jako nizka Groven
rekombinace v mtDNA, zjednodusuji rekonstrukci rodokmenovych analyz a populacni
historie. Krom¢ mutaci je sekvence mtDNA sourozenct a vSech pfibuznych v matetské linii
identicka. Proto muze byt mtDNA pouzita k vystopovani linie pfedki z matCiny strany bez
komplikujicich u¢inkG michani genti od obou rodi¢i. Na druhou stranu, protoze
mitochondridlni genom potomkd neobsahuje mtDNA otce, nemiize byt mtDNA vyuzito
K testim otcovstvi.

Nomenklatura sekvenci mtDNA pouzivand v genetickych studiich vychéazi z CRS,
resp. rCRS. Protoze vypsani vysledkt vSech bazi HV1 a HV2, které se pro studie nejvice
vyuzivaji, by bylo neptehledné a nepraktické, zaznamenavaji se pouze ty pozice, ve kterych
byl detekovan rozdil oproti referen¢ni sekvenci. Zde je naptiklad pozice ¢islo 16311 uvedena
jako T — thymin. U négkterych jedinc mize dojit k substituci na C — cytosin. Tento
polymorfismus je zapsan jako 16311 C a vSechny ostatni sekvenované pozice jsou chapany
jako shodné s rCRS. Inzerce jsou znacCeny umisténim tecky za posledni shodnou bazi s
referencni sekvenci a zapsanim vlozeného nukleotidu. Inzerce cytosinu je znacena napiiklad
16192.1 C. Dojde-li k inzerci dvou cytosind, jsou uvedeny jako 16192.1 C, 16192.2 C. Delece
jsou zaznamenany jako ¢islo baze nebo bazi chybéjicich vzhledem k rCRS (napiiklad 249 D,
n¢kdy také 249-). Baze, které nemohou byt jednoznacné urceny, jsou zapsany napfi. jako A/G
=R, G/C =S, A/IC/T =H, A/C/GIT =N atd. (Budowle et al., 2003; SWGDAM, 2013).

Verscheureova et al. (2013) porovnali velké mnozstvi publikovanych studii mtDNA
pst a zdlraznili, Ze pro vyuziti v aplikované genetice, a to zejména pokud jde o forenzni
vyuziti, je tfeba zlepsit a sjednotit sbér vzorki mtDNA z populaci pst. Doporudili: zahrnout
do popula¢niho vzorku alespont n€kolik stovek pst a vyhnout se zaclenéni piibuznych
v matetské linii; poskytnout dostate¢né podrobné informace o zkoumané populaci; zohlednit
slozeni vzorku zhlediska plemenné piislusnosti, geografického plvodu plemen,

Cistokrevnych jedincii a kiizencl; pouzivat ovéfené analytické metody; provadét kontrolu
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kvality pfi laboratorni praci a sbéru dat; zadavat vysledky do vetejné dostupnych databézi; a
zejména uzivat jednotnou nomenklaturu podle Pereirové et al. (2004) vychazejici z referencni
sekvence (Kim et al., 1998). Rovnéz by podle Verscheureové et al. (2013) bylo idealni
zamé&fit se na cely mitochondrialni genom psa domaciho (Canis lupus familiaris), a ne pouze
na urcité oblasti, jejichz délka se navic v jednotlivych studiich mlize znac¢né lisit, coz muize
vést napiiklad k chybnému zafazeni haplotypu. Podle Kliitschové et al. (2011) se totiz u psu
vétsina haplotypt zalozenych na kontrolni oblasti 1iSi od ostatnich haplotypli pouze jedinou

mutaci.

3.5.1 Populaéni studie

Protoze ne kazdé vyzkumné pracovisté ma dostatecné zdroje pro provadéni rozsédhlych
populacnich studii, byly vytvofeny rizné populacni databaze, které shromazd'uji publikovana
data. Je dulezité, aby tyto databaze byly skutecné obsahlé, predevsim pokud jde o mtDNA,
vzhledem K jeji nizké rekombinaci v porovnani s nDNA. Na zakladé shody vzorku s databazi
lze vypocitat frekvenci s jakou se sekvence vyskytuje v konkrétni populaci, vysledek se
ovsem odviji od poctu vzorkli v databazi. Také zélezi, zda je pfedmétem zkoumdni haplotyp
nebo haploskupina — v databazi haploskupin se pochopitelné nachazi vzorka vice (Budowle et
al., 2003). Vyznamnou mitochondrialni databazi je EMPOP (EDNAP mtDNA Population
Database), kterd se zamétuje na sbér, kontrolu kvality a prezentaci haplotypii z celého svéta a
poskytuje i automatizované odhady haploskupin (https://empop.online). Rozsahlou databazi je
MITOMAP, ktera aktualné (duben 2018) obsahuje 42 616 kompletnich sekvenci lidské

MtDNA a piehled polymorfismt a mutaci (http://www.mitomap.org). Dalsi znamou databazi

je PhyloTreemt s 24 275 kompletnimi sekvencemi, ktera zobrazuje i komplexni fylogeneticky

strom s definujicimi mutacemi jednotlivych haploskupin (http://www.phylotree.org).

Udaje ziskané z mtDNA umoziuji populaénim genetikiim zkoumat strukturu populaci
a rovnéz rozlisit jednotlivé haploskupiny. S vyuzitim téchto poznatkii se podafilo dolozit
migracni historii ¢lovéka na =zakladé¢ matetské linie, upfesnit dobu kdy doSlo k
opusténi afrického kontinentu a vysledovat trasy, kudy se nasi pfedkové rozsitili po celém
svete.

Z vyzkuml lidské mtDNA vyplyva, ze vétSina haploskupin je vazana k urcitému
kontinentu ¢i oblasti. Nejstarsi je makrohaploskupina L, do které nalezi Afri¢ané. Ta se
rozvétvila na haploskupiny LO — L6. Jedna znich, L3, se rozdé¢lila na dvé vyznamné
makrohaploskupiny, M a N, které Afriku opustily (Obr. 12). Haploskupina M postupovala
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smérem do Asie a haploskupina N na sever do Evropy. Ctvrtou velkou haploskupinou je
skupina R, kterd se vyc€lenila z haploskupiny N. Patii do ni vétSina Evropant a je rozsifena i
na Blizkém Vychodé (Wallace a Chalkia, 2013). Piiblizné¢ 99 % znamych variaci mtDNA
evropskych a americkych bélochl je mozné rozdélit do deseti hlavnich haploskupin: H, L, J,
K, M, T, U, V, W, a X. Znich je nejcastéjsi haploskupina H vyskytujici se s frekvenci 45,7
%. Dal$imi nejcastéji se vyskytujicimi haploskupinami jsou U (15.6 %), T (10.5 %), J (10.0
%) a K (8.9 %) (Budowle et al., 2003). Asiaté maji nejcastéji haploskupiny A, B, C, D, F, G a
M a haploskupinami piivodnich Americani jsou A, B, C, D a X. Mezi pivodnimi obyvateli
Australie se vyskytuji haploskupiny M, P, Q a S. Jako posledni byla kolonizovana Oceanie,
kde ptevlada haploskupina B (Wallace a Chalkia, 2013).

Variabilitou mtDNA v ¢eské populaci se zabyvali naptiklad Malyarchuk et al. (2006).
Analyza vzorkii pochazejicich od 179 jedincii ze zapadnich Cech ukézala, ze vétSina z nich
patii k obvyklym zapadnim eurasijskym haploskupindm. Hlavni mitochondrialni
haploskupinou v Ceské republice je H, ktera byla nalezena u 44,13 % vzorki. Je
charakteristicka tim, ze je rozvétvena do mnoha podskupin. Vysokou frekvenci v ceské
populaci maji rovnéz haploskupiny U (14,52 %) a J (11,7 %). 2,8 % haplotypit mtDNA Cechii
zahrnuje vychodni eurasijské linie A, N9a, D4 a M*. Malyarchuk et al. (2006) porovnali
ziskana data s publikovanymi udaji 0 sousednich populacich a populacich Slovant a dosli
K zavéru, ze ptitomnost vychodnich eurasijskych haplotyptl je vétSinou vysledkem miseni se

stiedoasijskymi koCovnymi kmeny, které migrovaly do stfedni a vychodni Evropy v raném

stfedovéku.
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Obr. 12. Rozsifeni haploskupin ve svété a schéma migracni historie ¢loveéka s uvedenim pied

jakou dobou k piesuntim zhruba doslo. Pievzato z: Wallace a Chalkia, 2013.
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Pro haplotypy mtDNA psa domaciho (Canis lupus familiaris) bylo Pereirovou et al.
(2004) navrzeno uzivat stejnou homenklaturu jako u haplotypu ¢lovéka, prestoze vyzkumnici
zpocatku pouzivali K oznaceni zejména fimské Cislice. Haplotypy psu se déli do tfinacti
haploskupin: Al, A2, A3, A4, A5, A6, B1, B2, C1, C2, D, E a F (Fregelova et al., 2015).
Vétsinu modernich pst je mozné ptifadit do haploskupin A, B, a C (Vila et al., 1997,
Thalmann, 2013). Studie zahrnujici S$ir$§i vzorek jedinct uvadéji dalsi dvé vzacné
vychodoasijské haploskupiny E a F (Pang et al., 2009; Savolainen et al., 2002). VétSinu
sekvenci mtDNA pst, 64 %, zahrnuje haploskupina A. Druha nejcastéjsi je haploskupina B
(22 %) a dalsi je haploskupina C, ktera zahrnuje 12 % pst (Thalmann, 2013).

Pokud jde o geografickou distribuci haploskupin psi, A, B a C se nachazeji
univerzalné rozlozené v celé Eurasii a ziejmé jsou vysledkem jediné domestikaéni udalosti
(Pang et al., 2009). Zbyvajici haploskupiny D, E a F se vyskytuji pouze regionalné a je velice
pravdépodobné, ze vzhledem K jejich nizké frekvenci v populacich psit U nich dochazelo
k post domestika¢nimu kiiZeni pst s vVIKy. To podle Ardalana et al. (2011) pfichazi v tvahu i
pro haplotypy A2, A3, A4, A5 a A6. Podle studie Kliitschové et al. (2010) byl haplotyp D1
nalezen u vice nez 30 % skandinavskych plemen a ziejmé vznikl v tomto regionu nanejvys
pied 480 — 3 000 lety. Je zajimavé, Ze je jediny, ktery se nachazi vylu¢né mimo vychodni
Asii. Vzacny haplotyp D2 nalezli Ardalan et al. (2011) u 2,6 % psu z jihozapadni Asie a
vyskytuje se také ve Stiedomofi. Haploskupina E je vzacné ptitomna V jihovychodni Asii,
Japonsku a Koreji, a haploskupina F v Japonsku (Pang et al., 2009). Jihovychodni Asie je
jedinou oblasti s téméf uplnym rozsahem genetickych variant (s vyjimkou jiz zminéného
haplotypu D1), coz naznacuje, ze je prvotnim a pravdépodobné jedinym centrem domestikace
psa. Pivod pst v jihozapadni Asii mohl byt diive piehlédnut kvili nedostatecnému zahrnuti

vzorka z této oblasti.

3.5.2 Evoluéni studie

Védeci zabyvajici se evoluci pouZzivaji rychlost mutaci hromadicich se v
mitochondridlnim genomu jako jakési hodiny k datovani klicovych evolu¢nich udalosti. Jak
uvadi Ho a Larson (2006), odhady mutacni rychlosti mtDNA vychazeji vétsinou z doby, ktera
uplynula od divergence linii ¢loveéka a Simpanze (Pan spp.), tj. od doby kdy sdileli posledniho
spolecného piedka, coz bylo piiblizné pfed Sesti miliony let. V poslednich letech vSak byly
pozorovany znacné rozdily mezi molekuldrnimi a archeologickymi nebo paleontologickymi
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daty, stejné jako napadné¢ vysoka mira mutaci vyvozena zrodokmenovych studii.
Nejvyznamnéjsi nesrovnalosti byly patrné ve studiich evoluce ¢lovéka. Kritika divergencni
metodiky se zaméfila na chybné kalibra¢ni body a miru heterogenity mezi liniemi. Vysledky
studii také nejsou zcela srovnatelné, protoze byly vygenerovany z riiznych sad sekvenci ¢i
zamétené na rizné geny a oblasti mitochondriadlniho genomu. Pfic¢ina téchto nesrovnalosti ale
muze byt jesté jina. Evolu¢ni biologové piedpokladali, Ze mitochondrialni molekularni hodiny
jsou konstantni a Cetnost mutace je kazdych 6 000 — 12 000 let, coz je jedna mutace na
kazdych 300 az 600 generaci (za pfedpokladu, ze generace je 20 let) (Gibbonsova, 1998). Ho
a Larson (2006) jsou toho nazoru, ze rychlost molekularnich hodin v pribéhu ¢asu konstantni
neni. RozliSuji muta¢ni rychlost (coz je okamzita rychlost, s jakou Vv mitochondrialnim
genomu dochazi ke zménam nukleotidi) a rychlost substituce. Ta je dana tim, jak rychle jsou
mutace fixovany v populaci. VéEtSina mutaci je odstranéna pfirozenym vybérem nebo
genetickym driftem, takZe za jednotku ¢asu bude pozorovano méné zmeén. Proto je substituc¢ni
rychlost vzdy pomalej$i nez mutacni rychlost. Odhady substitu¢ni rychlosti by mély vychazet
z fylogenetickych studii, kdy se porovnavaji sekvence mtDNA pochazejici od riznych druhi,
a odhady mutacni rychlosti ze znalosti genealogie jedinct (rodokmentl) pomoci vypoctu zmén
v nukleotidech. Substitu¢ni rychlost v mitochondridlnim genomu pst/vlka (Canis lupus
Linnaeus, 1758) odhadli Pang et al. (2009) na jednu substituci za 3200 — 9 600 let za
predpokladu, ze linie pst/vlkd a kojotd (Canis latrans Say, 1823) se oddé¢lily pied ~1,5 — 4,5
miliony let.

Ho a Larson (2006) rovnéZ upozornili, Ze u mnoha domestikovanych zvifat, véetné psa
domaciho (Canis lupus familiaris), existuje zna¢ny nesoulad mezi odhady, kdy vlastné
k domestikaci doslo. Podle porovnani archeologickych nalezti a morfologickych rozdilt
zpiisobenych domestikacnim procesem védci usuzuji, Ze to u psti bylo pted ~12 000 — 14 000
lety. Molekularni datovani zalozené na tdajich ziskanych z mtDNA vsak naznaCovalo, Ze se
tak mohlo stat mnohem dfive. Napt. Vild et al. (1997) doSli k piekvapivému zavéru, ze
pocatek domestikace psi mize sahat az do doby pted 135 000 lety. Podle jiného nazoru
probéhla domestikace pred ~15 000 — 40 000 lety ve vychodni Asii (Savolainen et al., 2002),
coz je stale v rozporu s datovanim podle archeologickych nalezt. Pang et al. (2009) podrobili
jejich zavéry kritice. Zaméfili se jak na vzorky kontrolni oblasti (582 bp) pochazejici od 1 576
pst z celého svéta a 40 vlkd, tak na téméf cely mitochondrialni genom (16 195 bp), kde
vzorky pochdzely od 8 vlkii a 169 pst. Piedchozi studie pracovaly pouze s kontrolni oblasti,
ktera se nezda byt pro takové vypocty vhodna, jak Pang et al. (2009) objasnili ve své studii.
Podle jejich analyzy mitochondridlniho genomu byli psi domestikovani pied ~5 400 — 16 300
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lety v jihovychodni Asii a pochédzeji minimalné z 51 vicic. S pfihlédnutim k archeologickym
dikazim z této oblasti byl odhad upfesnén na obdobi pied ~11500 — 16 300 lety.
Domestikace psa tedy muze souviset se vznikem zemédélstvi, nebot’” misto i ¢as se shoduji
S pocatky péstovani ryze.

Datovani nékterych kosternich nalezt z Evropy a ze Sibife je ovSem S vysledky Panga
et al. (2009) v rozporu. Nejstarsi fosilie se znaky psa jsou ziejmé staré vice nez 30 000 let.
Proto Thalmann et al. (2013) analyzovali mtDNA 18 pravékych psovitych (Canidae)
nalezenych v Evropé, Rusku a Americe a porovnali ji s kompletnimi mitochondrialnimi
genomy modernich pst a vlkl z celého svéta. Po piifazeni vzorki k haploskupinam (A, B, C
a D) zjistili, ze v§ichni moderni psi jsou nejblize pfibuzni pravékym a modernim psovitym
pochazejicim z Evropy. Dale zjistili, ze tfi haploskupiny modernich pst jsou piibuzné&jsi spise
praveékym evropskym vlkiim nez vlkim soucasnym. Jejich studie také ukazala na oddéleni
linii psa a vlka pfed vice nez 15 000 lety. Pocatek domestikace v Evropé odhadli na obdobi
pied ~18 800 — 32 100 lety. To podpotilo hypotézu, Ze domestikace psu predchazela vzniku
zeméd¢lstvi a zacala okolo posledniho glacialniho maxima, kdy lidé lovili megafaunu. Proto-
psi se mohli zivit zbytky zdechlin, které lovci nechali na misté, pomahat jim chytat kofist
nebo je chranit pfed konkurenénimi predatory. Jak rovnéz analyza mtDNA ukazala,
pozustatky z jeskyné¢ Goyet staré ~36 000 let a z jeskyné Razboinichya staré ~33 500 let,
oboje se znaky psa, nejsou piimym piedkem dne$nich psi, ale spiSe vysledkem zaniklé
domestikacni udalosti.

Nyni se zda, Zze skute¢nost by mohla byt jesté jina. Frantz et al. (2016) se kromé
mitochondrialniho genomu zaméfili 1 na genom jaderny. Vygenerovali 59 sekvenci z mtDNA
fosilii evropskych psi starych ~14 000 — 3 000 let a jaderny genom s vysokym pokrytim
(28krat), ktery pochazel od neolitického psa z Irska starého ~4 800 let. nDNA porovnali s 80
vefejné dostupnymi kompletnimi sekvencemi a 650 modernimi psy — pfevazné vesnickymi
psy spolu se 48 plemeny. Fylogeneticka analyza zalozena na SNPs ukazala dvé oddélené
linie, zapadoeurasijskou a vychodoasijskou, a ukazala i hlubokou propast mezi modernimi
psy a Saarloosovym vi¢dkem. Tu vSak vysvétluje jeho ptivod, plemeno vzniklo kiizenim
némeckych ovcakl a vlki chovanych v zajeti. Neoliticky pes na fylogenetickém stromu tésné
sousedi s modernimi zapadoeurasijskymi psy. Poté se Frantz et al. (2016) zaméfili na 59
fragmentti hypervariabilnich oblasti historické mtDNA spolu se 167 sekvencemi mtDNA
modernich psi a ur€ili jejich haploskupiny. U modernich psti prevlada haploskupina A, zatim
co u pravékych pst haploskupina C. Vzali také v tivahu archeologické nalezy, a sice, ze

pozustatky pst objevené V zdpadni Eurasii jsou staré¢ az 15000 let, ve vychodni Eurasii
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12 500 let a ve stfedni Eurasii nebyly objeveny fosilie star$i nez 8 000 let. Na zaklad¢ této
analyzy navrhli scénéf, ze vychodoasijskd a zapadoeurasijskd linie vlkii se oddélily pred
~20 000 — 60 000 lety a byly domestikovany nezavisle na sobé pred ~14 000 — 6 400 lety.
Evropska populace pst pak byla postupné nahrazena vychodoasijskymi psy, ktefi sem zacali
pronikat spolu s lidmi nejpozd¢ji pied 6 400 lety. Moderni psi jsou tedy nejspise kiizenci

obou linii.

3.5.3 Forenzni studie

Maternalni dédi¢nost je vyhodna rovnéz ve forenznich piipadech, jako je naptiklad
analyza pozustatkii nezvéstné osoby, kdy pifibuzni v matefské linii mohou poskytnout
referenéni vzorky pro ptimé porovnani s danou mtDNA. Sekvenovani mtDNA je primarnim
analytickym néstrojem, ktery slouzi k identifikaci valecnych obéti a bylo ho vyuzito i k uréeni
ostatkd obéti Utoku na Svétové obchodni centrum z 11. zaii 2001 (Budowle et al., 2003).
Jedna z nejznaméjSich rodokmenovych studii vedla k ovéfeni pravosti ostatkti posledniho
ruského cara Mikulase II. Sekvence mtDNA ziskané z jeho kosti se shodovaly se sekvencemi
dvou zijicich pfibuznych v matetské linii, S vyjimkou jediné pozice 16169, kde mél vzorek
smés odpovidajicich (T) a neodpovidajicich (C) bazi. Dalsi experimenty ukézaly, ze divodem
byla ziejm¢ heteroplazmie, nicméné polemika ohledné pravosti téchto ostatkll pietrvavala.
Zdanliva heteroplazmie mohla byt zpiusobena naptiklad kontaminaci. Proto bylo pomoci
MtDNA ziskané z exhumovanych kosternich pozustatkd jeho bratra Georgije Romanova a
také z krevniho vzorku od Zijici pfibuzné v matetské linii, hrabénky Xenie Cheremeteff-Sfiri,
provedeno dalsi srovnani s mtDNA extrahovanou z kosti domnélého cara. Sekvence mtDNA
Georgije Romanova se shodovala se sekvenci predpokladaného cara, protoze byla
heteroplazmické ve stejné pozici. Poméry C a T byly u obou muzii konzistentni, ale liSily se
mezi jednotlivci. Georgij Romanov mél v priméru 62 % T a 38 % C (Obr. 13b), zatimco
udajny car 28 % T a 72 % C (Obr. 13a). Hrabéncina sekvence s vyjimkou heteroplazmické
pozice obéma muzum taktéz odpovidala (Obr. 13c). Rychly mezigenera¢ni posun

od heteroplazmie k homoplazmii a rizné heteroplazmické poméry u bratri jsou v souladu

s principem mitochondrialniho bottlenecku (Ivanov et al., 1996).
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Obr. 13. Srovnani sekvence mtDNA na pozici 16 169. (a) Car Mikulas II. (b) Georgij
Romanov. (c) Xenie Cheremeteff-Sfiri. Pfevzato z: Ivanov et al., 1996.

mtDNA je rovnéZ mozné vyuzit k identifikaci riznych biologickych druht, nebot
vzorky mtDNA nemusi nutné patfit ¢lovéku. V konkrétnich ptipadech miize byt urceni
druhové pfislusnosti vzorku dilezité, zejména pokud je cilem vySetiovani, jako je
obchodovani s ohrozenymi druhy, pytlactvi ¢i dopravni nehody se zvifaty. Nakamura et al.
(2009) navrhli systém pro identifikaci druhli zaloZeny na variaci velikosti hypervariabilnich
oblasti mtDNA. Vzorky mtDNA obratlovcu lze rovnéz identifikovat podle nukleotidové
sekvence genu pro cytochrom b (CYB), ktera je druhové specificka, jak prokazali Parson et
al. (2000). Panday et al. (2014) dale uvadi mozné vyuziti sekvence gend 12S a 16S rRNA ¢i
genu cytochrom c¢ oxidazy 1 (CO1).

Popularita pstt domacich (Canis lupus familiaris) spolu s velkou podobnosti jejich a
lidské mtDNA vedou k Castému vyuziti biologickych dikazi pochazejicich od pst (zejména
srsti) z mist zlo¢inl. VéEtSina vzorkl objevenych na mistech ¢int nejsou chlupy vytrzené, ale
vypadnuté a nemaji rastovou cibulku ¢i pfipojené méekké tkan€ potrebné pro profilovani
NDNA. Oproti tomu vysoky pocet kopii mtDNA nachazejicich se v kazdém chlupu umoZziiuje
vyhodnoceni vysledkil 1 z jediného psiho chlupu. Forenzni dikazy zalozené na mtDNA ze
psich chlupt byly pouzity k zahrnuti nebo vylouceni podezielych v piipadech jako jsou
vrazdy, kradeze ¢i podezieni na pytlactvi viku (Spicer et al., 2014).

Shoda mezi mtDNA psich chlupﬁ nalezenych na misté ¢inu a vzorku od podezfelého

Mrwe
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chlupy z mista ¢inu patii podezielému jedinci, (2) chlupy z mista ¢inu pochazi od jedince ze
stejné matefské linie jako podeziely jedinec, a (3) mtDNA z mista ¢inu se nahodou shoduje
s mtDNA podezielého jedince. K posouzeni dikazni zdvaznosti podle posledniho scénafe je
nutné vypocitat pravdépodobnost ndhodné shody haplotypu — pravdépodobnost, ze v dané
populaci budou ndhodné vybrani psi sdilet stejny haplotyp. Pravdépodobnost nahodné shody

v

je dana vypoétem frekvence haplotypu v ramci vybrané populace. Cim &ast&jsi je haplotyp,
tim pravdépodobnéjsi je, ze dva psi sdileji tento haplotyp ndhodné a snizuje se pak dikazni
hodnota stopy s timto typem mtDNA. Proto je dilezité piesné urceni frekvenci haplotypu
v populaci, ktera je relevantni pro konkrétni ptipad.

Jak jiz bylo uvedeno, vyhodnocovani forenznich analyz muze ztizit heteroplazmie
(Kliitschova et al., 2011). Ve forenznich ptipadech muze vést k chybnému vylouceni vzorku.
Rlizné trovné heteroplazmie se mohou dokonce objevit i mezi tkanémi jednotlivce
(mosaicismus) a vést k vylouceni jedince jako dikazniho materialu z diivodu nespravného
zatazeni haplotypu. V opacném piipadé¢ muze byt vyskyt jedné heteroplazmatické bodové
mutace Vv jinak identickych sekvencich vyuzit ke srovnani a zvysit tak silu shody, jako tomu
bylo naptiklad u vySe zminéné identifikace ostatk cara Mikulase II. (Ivanov et al., 1996).
Ptirucky pro forenzni analyzu lidskych vzorkti pfipoustéji jeden sekvenéni rozdil mezi
jedinci, ptfi¢emz vysledek je v takovém ptipadé povazovan za nepriikazny.

Pro pouziti ve forenznich ptipadech byla v Portugalsku vyvinuta databaze
FidoSearch™. Jedn4 se o databizi mtDNA psii s vyhledavacim softwarem, kterd vSak neni
vetfejné pristupna a vstupni data byla prevzata z databaze GenBank. Je tfeba si uvédomit, Ze
kontrola kvality zdznamu vklddaného do GenBank zavisi na samotném védci, proto neni
prekvapujici, Ze spolehlivost téchto tidaji byla zpochybnéna. Jiz se vyskytl pfipad, kdy byla
ve studii pouzita data pochazejici od stejnych pst, protoze sekvence jejich mtDNA byly v
GenBank nahrany dvakrat. Proto by bylo vhodné vytvofit jinou kvalitni, spolehlivou a vetejné

dostupnou databazi mtDNA pst (Verscheureova et al., 2013).

4 Zavér

Cilem této bakalafské prace bylo vyhledat dostupné informace a vypracovat
systematickou literarni reSersi tykajici se problematiky struktury a vyuziti mitochondrialniho
genomu V aplikované genetice se zaméfenim na psa domaciho (Canis lupus familiaris). Dil¢i

cile prace byly zaméteny na naplii jednotlivych kapitol.
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Mitochondrie jsou organely eukaryotickych bun¢k. Jejich tvar, velikost a pocet se
odviji od typu bunky a jejich energetickych pozadavku, pti¢emz metabolicky aktivni bunky
jich vice. Mitochondrie jsou tvofeny vnitini a wvné&jSi fosfolipidovou membranou,
intermembranovym prostorem a matrixem. Vnitini membrana je zvrasnénd a vytvari
nepravidelné vybézky, mitochondrialni kristy, které¢ zvétsuji povrch organely. Rozeznavame
mitochondrie tubularniho, sakularniho ¢&i prizmatického typu a mitochondrie s kristami.
Hlavni funkci mitochondrii je produkce a uvoliovani energie ve formé ATP. Energii ziskava
mitochondrie prostiednictvim tii reakci, které na sebe navazuji. Jednd se o tyto pochody:
Krebstv cyklus, oxidaci vodiku v dychacim fetézci a oxidativni fosforylaci.

mtDNA obvykle sestava z jediného cirkularniho (kruhového) chromozomu. Nejvétsi
mitochondridlni genom se nachazi u rostlin, obsahuje introny a velké mnozstvi nekddujicich
sekvenci. Nejmensi mitochondrialni genom mayji Zivocichové. Délka lidské mtDNA je 16 569
para bazi, které tvori L-fetézec a H-fetézec. Stejné jako u ostatnich zivocicht kéduje mtDNA
¢loveéka celkem 37 gentl. Jedna se o 2 rRNA (12S a 16S), 22 tRNA a 13 proteinti kddujicich
strukturni podjednotky mitochondridlniho dychaciho fetézce. V mtDNA se nachazi D-
smycka, kontrolni oblast, kterd nemd zaddnou kodovaci funkci a je tvofena tfemi fetézci.
Nachazi se zde hypervariabilni region 1 a hypervariabilni region 2. V téchto oblastech je u
¢lovéka mutacni rychlost mtDNA 5 — 10krat vy$si nez u nDNA. mtDNA psa domaciho
(Canis lupus familiaris) je tvofena 16 728 pary bazi, délka neni vSak absolutni kvuli
pfitomnosti rizného poctu repetitivni sekvence v kontrolni oblasti. HV1 zahrnuje usek 15458-
16130 a HV2 usek 16430-16727.

Pivod mitochondrii vysvétluje endosymbiotickd teorie. Mitochondrie byly dfive
prokaryotické organismy, které byly pohlceny a staly se sou€asti bunky. Vétsina jejich gent
byla odstranéna, substituovana nebo ptenesena do jadra hostitelské buniky. Mitochondrie jsou
redukovanymi zbytky o-proteobakterii, nejspise zrodu Rickettsia. Fylogenetické analyzy
naznacuji, ze dychaci systémy Rickettsia sp. a mitochondrii se odd¢lily pted ~1,5-2 miliony
let v souvislosti se vzriistajicim mnozstvim kysliku v atmosféfe. Znaky charakteristické pro
eukaryota jako je bunécny cyklus, fagocytéza, jadro, endomembranovy pienos a
mnohobunécnost se objevily az po mitochondridlni endosymbidze. Ohledné vzniku eukaryot
existuje mnoho hypotéz, nejpravdépodobnéjsi je vodikova hypotéza. Piedpokladd se, Ze
pocatecni symbioticky vztah vedouci ke vzniku mitochondrii byl podpofen pfenosem vodiku
od striktné aerobni, vodik produkujici bakterie k anaerobnimu, na vodiku zavislém hostiteli.

Pokud pokracovala symbidza v prostfedi bohatém na kyslik, endosymbiont se preménil v
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mitochondrii a zacal produkovat ATP namisto vodiku. Organelami odvozenymi od
mitochondrii jsou hydrogenozomy a mitozomy.

Standardni model dédicnosti mtDNA u savcu je takovy, ze mitochondrie jsou
prenaseny striktné maternalné, tedy v matefské linii (matrilinearn€). Nizké trovné
paternalniho pifenosu byly pozorovany u mySi po nékolika generacich mezidruhového
zpétného kiizeni. Jeden piipad pfitomnosti otcovskych mitochondrii, a také rekombinace, byl
zaznamenan i u ¢lovéka. mtDNA mutuje daleko ¢astéji nez nDNA. O heteroplazmii se jedna
v piipad¢, kdy je mutovana pouze ¢ast molekul mtDNA nachazejicich se v bunce. Vyskytuje
u nejméné 10 %, a pravdépodobné az 20 % lidi. Kontrolni oblast mtDNA podléhd dvéma
typiim heteroplazmie, jednak zalozené na délce a jednak na sekvenci.

MtDNA je Casto vyuzivdna ve forenznich analyzach, populacni genetice a evolu¢nich
studiich. Vysoky pocet kopii mtDNA v buitkdch umoznuje provadét analyzy i1 z malého
mnozstvi bunécného materidlu, coz je vyhodou, pokud vzorky obsahuji pouze malé mnozstvi
¢i znaéné znehodnocenou nDNA. U pst rozeznavame haploskupiny A, B a C, které se
vyskytuji po celém svété a D, E a F, které se vyskytuji pouze regionaln€. Evolu¢ni biologové
vyuzivaji rychlost mutaci hromadicich se v mitochondridlnim genomu k datovéni rtiznych
evolu¢nich udalosti. Vychazi se z doby, ktera uplynula od divergence pfislusnych druht.
Rozlisuje se mutacni rychlost (coz je okamzita rychlost, s jakou v mitochondrialnim genomu
dochézi ke zménam nukleotidil) a rychlost substituce. Ta je dana tim, jak rychle jsou mutace
fixovany v populaci. Substituéni rychlost v mitochondrialnim genomu pst/vlka byla
odhadnuta na jednu substituci za ~3 200 — 9 600 let. Ohledné¢ domestikace pst existuje
znaény nesoulad mezi odhady, kdy vlastné k domestikaci doslo. Udaje ziskané z mtDNA psi
naznacuji, ze v pribéhu ¢asu doslo k nékolika domestikaénim vlnam. Prvni ziejmé probéhla
v Evropé v obdobi pred ~18 800 — 32 100 lety, tyto linie pst ale zanikly. Podle nejnové&jsi
studie se vychodoasijska a zapadoeurasijska linie vlka oddélily pred ~20 000 — 60 000 lety a
byly domestikovany nezavisle na sob¢ pred ~14 000 — 6 400 lety. Evropska populace pst pak
byla postupné nahrazena vychodoasijskymi psy, kteti sem zacali pronikat spolu s lidmi
nejpozdéji pred 6 400 lety. Moderni psi jsou tedy nejspise kiizenci obou linii. Ve forenzni
genetice mizeme MtDNA vyuzit napiiklad k identifikaci riznych biologickych druhi. K té se
vyuziva sekvence genu pro cytochrom b, genti 12S a 16S rRNA ¢i genu cytochrom ¢ oxidazy
1, které jsou druhové specifické. Rovnéz se uplatituje pii identifikaci ostatkt, jako tomu bylo
napiiklad pfi identifikaci pozlstatkli ruského cara MikulaSe II. Forenzni diikazy zaloZzené na
mtDNA ze psich chlupt byly pouzity k zahrnuti nebo vylou€eni podezielych v ptipadech jako

jsou vrazdy, kradeze ¢i podezieni na pytlactvi viki.
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6 Seznam pouzitych zkratek

ADP adenosindifosfat

ATP adenosintrifosfat

bp pary nukleovych bazi (base pairs)

CRS Cambridgeska referen¢ni sekvence (Cambridge reference sequence)
D-loop D-smy¢ka (displacement loop)

DNA deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

DUI dvojita uniparentalni dédi¢nost (doubly uniparental inheritance)

H-fetézec tézky fetézec (heavy strand)

HSP1 promotor 1 H-tetézce (H-strand promoter 1)

HSP2 promotor 2 H-tfetézce (H-strand promoter 2)

HV1 hypervariabilni region 1

HV2 hypervariabilni region 2

L-fetézec lehky tetézec (light strand)

MRNA mediatorova ribonukleova kyselina

MtDNA mitochondridlni DNA

mtSSB mitochondrialni jednovldknovy DNA-vazebny protein (mitochondrial single-

stranded DNA-binding protein)
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MTERF
NDNA
On

OL
rCRS

RITOLS

ROS
rRNA
SCM
SDM
SNP
tRNA
VNTR

mitochondridlni transkripéni terminac¢ni faktor

jaderna DNA (nuclear DNA)

replikacni pocatek pro H-fetézec

replikacni pocatek pro L-fetézec

revidovana Cambridgeska referencni sekvence (revised Cambridge reference
sequence)

model zaclenéni RNA do celého opozd’ujiciho se fetézce (RNA incorporated
throughout the lagging strand)

volné kyslikové radikaly (reactive oxygen species)

ribozomalni ribonukleové kyselina

synchronni model (strand-coupled model)

model vytésniovani fetézce (strand-displacement model)

jednonukleotidovy polymorfismus (Single nucleotide polymorphism)
transferova ribonukleova kyselina

rizny pocet tandemovych repetic (variable number of tandem repeats)
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