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ABSTRAKT

Hlavnim cilem této prace bylo porovnani sekvence HVRII oblasti mitochondridlniho
genomu ve vzorcich pupecnikové krve a bun¢k dutiny ustni stejnych jedincti odebrané
v praméru 10 let od narozeni. Je znamo, ze béhem ontogeneze probihaji v lidském genomu
zmény. O to vice v mitochondrialnim genomu, ktery vykazuje vyssi mutaéni rychlost a
navic o néj nepecuji opravné mechanismy. Ve starSich jedincich byla nalezena cela fada
mitochondridlnich odchylek nahromadénych v riznych tkanich v pribéhu ontogeneze.
Tato prace se vSak zaméfuje na detekci téchto zmén jiz u mladSich jedinci. Tkanovée
specificka variabilita vznikajici béhem ontogeneze miZe mit nepfiznivy dopad na
nejruzngjsi studie, které se opiraji o mtDNA.

Vzhledem k tomu, Ze vzorky souboru byly odebrany ve dvou z hlediska zivotniho
prostiedi odlisnych regionech (Teplice / Prachatice), byly vzorky s nalezenymi zménami
porovnany z hlediska regionu, ze kterého pochazely, ve snaze prokazat vliv Zivotniho
prostiedi na mutagenezi mitochondridlni DNA. Vzorky byly také srovnany z hlediska
pohlavi.

Déle byla zhodnocena variabilita souboru ceské populace a vypocten odhad

genetické diverzity.

Kli¢ova slova: mitochondrialni DNA, HVRII oblast, ontogeneze, polymorfismus



ABSTRACT

The main goal of this study is the comparison of sequences of the HVRII region of
the mitochondrial genome in the cord blood sample and the saliva sample of the same
individual, taken at average ten years from his/her birth. It is known that during
ontogenesis the human genome changes. All the more the mitochondrial genome which
shows a higher mutation rate, and moreover it is not taken care of it by repair mechanisms.
In older individuals, there was found a distinctive amount of mitochondrial variations
cumulated in different tissues in the process of the ontogenesis. This study is focused on
the detection of these changes already in younger individuals. The tissue-specific
variability which is created during ontogenesis might have an adverse influence on all sorts
of the mtDNA based studies.

The samples were taken in two regions (Teplice / Prachatice) that differ in the
pollution of environment. With regard to that, the samples with discovered changes were
compared from the standpoint of the region, which they had come from, with the aim to
prove the influence of environment on the mutagenesis of the mitochondrial DNA.
Samples were also compared from the point of view of sex.

Furthermore the variability of the collection of Czech population was evaluated and

the estimation of the genetic diversity was computed.

Key words: mitochondrial DNA, HVRII region, ontogenesis, polymorphism
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1. UVOD

Je zndmo, Ze mitochondridlni genom se béhem ontogeneze vyviji. Béhem Zivota totiz
dochazi ke kumulaci rznych mutaci. Vzhledem k vysokému poctu molekul mtDNA
v lidském téle se vSak takto vzniklé mutace nebudou vyskytovat ve vSech bunkach téla a
ani v jediné bunice nemusi byt vybava mtDNA identicka. Tento jev, zvany heteroplasmie,
se téz méni béhem ontogeneze - dochazi ke zménam v hladin¢ heteroplasmie. Piekroci-li
tato hladina urcity kriticky prah, mize dojit k defektim mitochondrialniho dychaciho
fetézce. Byla uvetfejnéna tada praci nachazejicich souvislost mezi riznymi negativnimi
vlivy, které ptisobi na buriky, na stav procest probihajicich v mitochondriich a samoziejmée
i na stav mitochondrii samotnych (Wei & Lee, 2002). Jednim z nejvice diskutovanych
faktori je oxidativni stres. V piipadé mtDNA zmény s vékem postupné piibyvaji, protoze
nejsou dostateCné odstranovany, a vykonnost energetického zdroje bunky klesa, tento
prakticky nezvratny proces je proto Casto Spojovan se starnutim. TO podpiraji ndlezy
urcitych zmén v mtDNA, které jsou detekovany u starSich osob mnohem castéji nez u
mladSich (Michikawa et al., 1999).

Jednim z dalSich faktori, které by mohly ovliviiovat mutagenezi mtDNA, je zivotni
prostiedi. ProtoZe lidsky organizmus vznikl, vyvijel se a existuje v ur¢itém prostiedi, které
urcuje jeho existenci, ma k nému urcity vztah. Tieba tim, Ze ho spotfebovava, reaguje na
n¢j nebo ho dokonce i ovliviiuje. Mitochondrie na vlivy vnéjSiho prostiedi reaguji vétSinou
nepiimo, na zaklad¢ signali, které do ni pronikaji z ostatnich ¢asti buiiky. Neni ale pftilis
pravdépodobné, aby mitochondrie byly na prostiedi, ve kterém se organizmus nachazi,
zcela nezavislé.

V ramci této prace bylo patrano po zménach v mitochondridlni DNA, ke kterym
mohlo dojit u déti, narozenych ve dvou z hlediska Zivotniho prosttedi odliSnych regionech
(Teplice / Prachatice) v dobé od narozeni prumérné do 10 let zivota. Jelikoz nebylo
umoznéno srovnani sekvence pochazejici ze stejnych tkani, poskytlo ndm to pftileZitost

sledovat variabilitu mezi odliSnymi tkdnémi.



1.1. Mitochondrialni genom

Mitochondrie jsou organely vyskytujici se v cytoplazmé eukaryotnich bunék. Jejich
hlavnim tkolem je produkovat energii ve formé¢ ATP, k ¢emuz jim slouZzi proces oxida¢ni
fosforylace. Pro buiniku se tak stdvaji nepostradatelnymi, protoze tvoii jeji zakladni
energeticky zdroj. V buinikdch se mitochondrie nachdzi velice hojné, jejich pocet se
V jednotlivych tkanich lisi, zalezi na energetickych pozadavcich dané tkané ¢i organu.
Nejvice mitochondrii se nachazi ve svalovych bunikach, v neuronech a v jaterni tkani
(Alberts et al., 1998; Scheffler, 2000).

Pfevazna vétSina (asi 99 %) genetického materidlu organismu se nachdzi v jadie
buiiky ve formé jaderné DNA. Prvni doklad o moznosti, Ze mitochondrie maji svou vlastni
DNA pochazi z roku 1949. Brzy poté se ji podatilo jiz uspé$né izolovat. Mitochondrie jsou
jedinou organelou v sav¢ich butikach, ktera obsahuje vlastni DNA mimo jadro (mtDNA).
PfestoZze vétSina proteinil Ucastnici se déji v mitochondriich je kdodovana jadernou DNA,
translatovana v cytoplazmé a poté transportovana do mitochondrii, 13 proteini je
kédovano v mitochondridlni DNA a syntetizovano vlastnim apardtem na specidlnich
mitochondridlnich ribozomech. Mitochondrie jsou tedy fizeny jak samy sebou, tak jadrem,
podléhaji dualni genetické kontrole, a proto jsou nazyvany semiautonomnimi organelami
(Anderson et al., 1981; Taanman, 1999).

1.1.1. Struktura mtDNA

Mitochondrialni DNA je kruhova, dvoufetézcova molekula o délce 16 569 bp. Lze u
ni rozlisit tézky fetézec (H) a lehky fetézec (L), které se mezi sebou 1isi v zastoupeni G a T
bazi. V mitochondridlni DNA je kodovano 13 polypeptidi, které jsou zapojeny
v OXPHOS, 2 rRNA (16S a 12S) a 22 tRNA, coZ je dostatecny pocet nezbytny pro
translaci proteint kdédovanych v mtDNA. V dychacim fetézci koduje mtDNA sedm
podjednotek komplexu | (NADH oxidoreduktaza), tfi podjednotky komplexu 1V
(cytochrom ¢ oxidaza), dvé podjednotky komplexu V (ATP syntaza) a podjednotku
cytochromu b (Alberts et al., 1998). Struktura mtDNA je nazorné uvedena na obrazku 1.1.
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Obr. 1.1. Struktura mitochondrialniho genomu. MtDNA kéduje 22 tRNA, 12S a 16S rRNA
a 13 polypeptidii (ND 1-6: podjednotky NADH dehydrogendzy;, COX 1-3: podjednotky
cytochrom ¢ oxiddazy;, ATP 6, ATP 8: podjednotky ATP syntdzy; Cyt b: cytochrom b).
D-loop obsahuje HSP (promotor pro transkripci tézkého vetezce), LSP (promotor pro
transkripci lehkého retézce) a OH (pocatek replikace tezkého retézce). OL (pocatek

replikace lehkého Fetezce) nelezi v kontrolnim regionu (prevzato z Bellance at al., 2009).

Anderson et al. v roce 1981 publikovali kompletni sekvenci lidské mitochondrialni
DNA, dnes znamou jako ,,Cambridge reference sequence* (CRS), a pfestoze byla pozdéji
v n¢kolika mélo pozicich zrevidovana, zistava objeveni sekvence a organizovanosti lidské
(Andrews et al., 1999). Anderson et al. nejen popsali sekvenci mtDNA, ale také poukazali
na odliSnost mitochondrialniho genetického kédu od univerzalniho genetického kodu. Tyto

odli$nosti jsou uvedeny v tabulce 1.1.
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Tab. 1.1. Odlisnosti mitochondridalniho genetického kédu od univerzalniho

Mitochondrialni geneticky
Kodon Univerzalni geneticky kéd
kod

UGA Trp Stop

AUA Met Ile

AGA Stop Arg

AGG Stop Arg

AUU Met Ile

Pfevazna cCast molekuly mitochondridlniho genomu je tvofena kodujici oblasti,
MtDNA tedy neobsahuje Zadné introny. Pfiblizné 7 % molekuly pokryva tzv. d-loop, coz je
nejrozsahlejsi souvisly nekodujici usek molekuly. D-loop vykazuje zvlastni trojvlaknovou
strukturu molekuly, kdy tézky tetézec je vytlacen tisekem komplementarnim k lehkému

fetézci, ktery formuje kli€¢ku (Anderson et al., 1981; Taanman, 1999).
1.1.2. D-loop

V roce 1981 primarni sekvenovani mitochondrialniho genomu odhalilo nejen
kodujici ¢ast molekuly, ale pfes vysokou tGspornost a velmi tésné piiléhani geni i tsek,
jemuz nebylo moZzno piitadit zddnou kédujici funkci (Anderson et al., 1981). Tento tsek se
nazyva d-loop dle struktury pozorovatelné elektronovym mikroskopem. Tato nekodujici
¢ast molekuly, rozhodn¢ vSak neni zbytecna, jak by se moznd na prvni pohled mohlo zdat.
Obsahuje totiz promotory pro transkripci obou fetézcii (HSP, LSP) a pocatek replikace
tézkého fetézce. Predstavuje tak regula¢ni neboli kontrolni oblast mitochondrialniho
genomu (obr. 1.1.) (Anderson et al., 1981; Taanman, 1999).

Regulacni tsek mtDNA je asi 1125 bp dlouhy a je lokalizovan mezi geny, které
koduji tRNA pro prolin a phenylalanin (t(RNAP® a tRNA"™). Tento usek genomu obsahuje
hypervariabilni oblast 1 (HVRI) a hypervariabilni oblast 2 (HVRII). Né&kteti rozliSuji i
nejkratsi hypervariabilni oblast 3 (HVRIII) (Lutz et al., 2000). Vzhledem k tomu, Zze mezi
HVRI a HVRII dle referen¢ni sekvence (CRS) lezi pocatek ¢islovani bazi genomu, ktery

zaroven odpovida prvnimu nukleotidu replika¢niho pocatku tézkého fetézce, lezi d-loop
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mezi nukleotidy 16 024 a 16 569 a dale pokracuje z pozice 1 do pozice 576, ktera lezi
V tésné blizkosti genu pro tRNA P (Anderson et al., 1981).

Kontrolni region vykazuje mnohem vyssi variabilitu nez zbytek molekuly mtDNA.
Jiz zminéné tseky HVRI a HVRII jsou povazovany za tzv. mutacni hot-spots, mutace
Vv nich totiz vznikaji s daleko vyssi frekvenci (Stoneking, 2000). Bendall et al. (1996)
pozorovali liSici se stupen heteroplasmie dokonce i v jednotlivych vlasovych kofincich
téhoz jedince. Vyskyt urcitého haplotypu se pohybovala od 9 % do 99 %.
1.1.2.1. Hypervariabilni region I

HVRI je lokalizovan mezi nukleotidy 16 024 a 16 383. Cela sekvence je uvedena
16 184 a 16 193 obsahuje

vtabulce 1.2. Na lehkém fetézci mezi nukleotidy
homopolymerni trakt cytosind, ktery je dle CRS v pozici 16 189 pterusen jedinou bazi a to
tyminem (ACCCCCTCCCCAT) (Anderson et al., 1981). V populaci se ob¢as vyskytne

varianta nesouci transici T16189C, diky niZ dojde k nahrazeni tyminu za dal$i cytosin a

vznika tak nepferuseny homopolymerni C-trakt. Pfimé sekvenovani jedincti nesoucich tuto
variantu produkuje za C-traktem charakteristicky rozmazané sekvence. Chceme-li pieéist
sekvenci za timto mistem, musime pouzit reverzni sekvenovani. Tento jev je nejspis
zpusoben vysokym stupném délkové heteroplasmie v homopolymernim C-traktu. Vznik
této varianty je pfipsan sklouznuti DNA polymerazy pii replikaci (Bendall & Sykes, 1995)

a pocet cytosinti V ni se vV populaci pohybuje v rozmezi 8-14 (Marchington et al., 1996).

Tab. 1.2. Sekvence hypervariabilni oblasti I mtDNA (vyznacena tucné), zlutou barvou je

oznacen homopolymerni C-trakt

Pozice Sekvence hypervariabilni oblasti I (16024-16383)

16001 ATTCTAATTT AAAACTATTCT CTGTTCTTTC ATGGGGAAGC AGATTTGGGT
16051 ACCACCCAAG TATTGACTCA CCCATCAACA ACCGCTATGT ATTTCGTACA
16101 TTACTGCCAG CCACCATGAA TATTGTACGG TACCATAAAT ACTTGACCAC
16151 CTGTAGTACA TAAAAACCCA ATCCACATCA AAACCCCCTC CCCATGCTTA
16201 CAAGCAAGTA CAGCAATCAA CCCTCAACTA TCACACATCA ACTGCAACTC
16251 CAAAGCCACC CCTCACCCAC TAGGATACCA ACAAACCTAC CCACCCTTAA
16301 CAGTACATAG TACATAAAGC CATTTACCGT ACATAGCACA TTACAGTCAA
16351 ATCCCTTCTC GTCCCCATGG ATGACCCCCC TCAGATAGGG GTCCCTTGAC
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1.1.2.2.  Hypervariabilni region II

HVR Il lezi mezi nukleotidy 57 a 372 (tab. 1.3.). | v hypervariabilnim useku II
kontrolniho regionu je homopolymerni trakt cytosind. Nachazi se mezi pozici 303 a 315 a
k jeho preruseni tyminem dochazi dle CRS v pozici 310 (CCCCCCCTCCCCC) (Anderson
1981). Také zde dochazi ktransici T—C v nukeotidu 310,

MWV

et al, zapricinujici
tak nepferuseny homopolymerni C-trakt. Pocet cytosini se pohybuje v rozmezi od 12 do
18. V populaci jsou rozsitené i varianty, kdy T zlstane, ale pocet C pted nim nebo po ném
se oproti referenéni sekvenci lisi. Inzerce ¢i delece jsou v tomto misté ¢asté (Marchington

et al., 1996).

Tab. 1.3. Sekvence hypervariabilni oblasti Il mtDNA (vyznacena tucné), Zlutou barvou je

oznacen homopolymerni C-trakt

Pozice Sekvence hypervariabilni oblasti I (57-372)

51 TTGGTATTTT CGTCTGGGGG | GTATGCACGC | GATAGCATTG | CGAGACGCTG
101 GAGCCGGAGC | ACCCTATGTC GCAGTATCTG TCTTTGATTC CTGCCTCATC
151 CTATTATTTA TCGCACCTAC GTTCAATATT | ACAGGCGAAC | ATACTTACTA
201 AAGTGTGTTA | ATTAATTAAT | GCTTGTAGGA | CATAATAATA | ACAATTGAAT
251 GTCTGCACAG | CCACTTTCCA | CACAGACATC | ATAACAAAAA | ATTTCCACCA
301 AACCCCCCCT | CCCCCGCTTC | TGGCCACAGC | ACTTAAACAC | ATCTCTGCCA
351 AACCCCAAAA | ACAAAGAACC CTAACACCAG

Analyza sekvencni variability d-loop je hojné vyuzivana k nejriznéjSim studiim
napt. pro populacni a fylogenetické zkoumani lidské minulosti. Vyzkum se zamétuje nejen
na soucasné, ale i na minulé populace pomoci analyzy mtDNA z ostatkti (Sigurqardottir et
al., 2000). Dale se tento usek vyuziva ve forenznim vySetfovani biologickych stop.
MtDNA totiz oproti jaderné poskytuje vySetfovani dvé velké vyhody. V buikéch se
vyskytuje ve znacném poctu kopii, a tak jeji analyza mize poskytnout vysledky i1 ve chvili,
kdy analyza jaderné DNA selze. To umoziiuje analyzu vlas bez kofinkt, nepatrnych ¢asti
epitelu a zubii (Wilson et al., 1995). Dalsi vyhodou je striktné maternalni dédi¢nost. Dovoli
nam piimé srovnani DNA sekvence stopy s DNA sekvenci piibuznych ze stejného

rodokmenu, samoziejmé z matetské linie (Giles et al., 1980). Neutralni zamény, které se
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projevuji jako bodovy polymorfismus (oproti CRS), se nijak fenotypové neprojevuji, zato
maji vypovédni hodnotu pfi studiu pfibuznosti.

V ramci této prace bylo téz vyuzito sekvenovani jednoho z hypervariabilnich lokust
Vv kontrolni oblasti, a to konkrétné HVRII, ke stanoveni pfipadnych rozdili mezi sekvenci

pupecnikové krve matek a sekvenci ze slin jejich potomkl po uplynuti primérné 10 let od

narozeni.
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1.2. MtDNA v ¢asné ontogenezi

Kazdy zraly oocyt vsobé skryva vice nez 100000 mitochondrii a kazda
mitochondrie nékolik molekul mtDNA (Lightowlers et al., 1997). Buiiky jsou b&hem
oogeneze metabolicky neaktivni a to spole¢né s efektem hrdla lahve vede k homoplasmii
jedince (Cummins, 2001). Ve spermii je po¢et mitochondrii mnohem niz$i nez ve vajicku.
Udava se, ze spermie béhem fertilizace nese 50 az 100 mitochondii, které¢ se nachazi ve
stitedni ¢asti biciku, tzv. kréku (Sutovsky et al., 2000). Na rozdil od mitochondrii ve
vajicku jsou metabolicky aktivni a vysledna energie je pak zuzitkovana pro pohyb spermie
(Alberts et al., 1998). Chybna koncepce zastavajici fakt, Ze paternalni mitochondrie do
oocytu nevstupuji, byla vyvracena, kdyz byly detekovany molekuly paternalni mtDNA u
casnych embryi jesté pred implantaci (St. John et al., 2000). Dnes je jiz znamo, Ze spermie
obohacuje oocyt nejen jadernou, ale i mitochondrialni genetickou informaci. Tyto otcovské
mitochondrie ve vajiCku piezivaji pouze par hodin, zdhy po fertilizaci jsou ubiquitinaci
oznaceny a nasledné proteolyticky eliminovany (Ankel-Simons & Cummins, 1996). Tento
destruktivni mechanismus je druhové specificky. U mezidruhového kiizeni by se tedy
mohly i paternalni mtDNA podilet na sloZeni genetické informace potomstva (Sutovsky et

al., 2000).

1.2.1. Maternalni pivod mtDNA

S tradicnim pohledem, ze mtDNA je dédéna vyhradné po matetské linii, ktery
potvrdili Giles et al. (1980) na zakladé¢ polymorfismu délky restrikénich fragmentd, kdy
potomstvo vzdy vykazovalo shodny vzor s maternalnim, zatiasla v roce 2002 publikace
S ptipadem pacienta trpiciho svalovou dystrofii, jehoz kosterni svalstvo vykazovalo 90 %
mitochondrii paterndlniho ptivodu (Schwartz & Vissing, 2002). Tato relativné nedavno
publikovand studie potvrzuje, Ze mulze dochazet k pronikdni paternalnich
mitochondridlnich DNA. Otcovské mitochondrie mohou uniknout destruktivnimu
mechanismu Vv oocytu a podilet se na slozeni mtDNA potomstva. Nicméné po mnoho let
bylo studovano velké mnozstvi rodin po celém svété s defekty v mtDNA a zadny dalsi
obdobny ptipad paternalniho pfenosu popsan nebyl, zatim se tedy zd4, Ze prezentovany
ptipad bude spise vzacnym jevem. S objevenim pacienta obsahujiciho v kosternim svalstvu

paternalni mtDNA vyvstala otazka, zda by mohlo dochazet k rekombinaci mezi riznymi
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mitochondridlnimi DNA. Kraytsberg et al. (2003) pfisli s dikazy, které podporuji
predpoklad, Ze materndlni a paternalni mtDNA si jsou schopny mezi sebou vyménovat
lokusy. Udajné nalezli 33 hybridnich molekul mtDNA, které se skladaly ze st¥idajicich se
paternalnich a maternalnich segmentt, ale jimi pouzité metody jsou nachylné k produkci
artefakti, a mohou tedy poskytovat falesné vysledky (Bandelt et al., 2005). Pronikéani
paternalni mtDNA je povazovano za mimofadné vzacny jev, a dokonce i Vv pfipadé, Ze
nastane, je velmi nepravdépodobné, ze by signifikantné dochazelo k rekombinaci mezi
mitochondridlnimi DNA matetského a otcovského ptivodu. Neni tedy diivod pochybovat o
ryze maternalnim pivodu mtDNA. Kdyby ovSem dalsi studie ukazaly, Ze se nejedna o tak
vzacny jev, a Ze paternalni dédicnost nastava ve vice nez 1 %, otdzka rekombinace by
musela byt znovu oteviena a antropologické studie evoluce a populaci zaloZené pravé na

analyze mtDNA by musely byt piehodnoceny (Schwartz & Vissing, 2003).

1.2.2. Mitochondrialni efekt hrdla lahve

Mezigenera¢ni zmény v mitochondrialnim genotypu byly nejprve pozorovany na
pienosu polymorfismit mtDNA u Holsteinské kravy (Hauswirth & Laipis, 1982). Podobné
vysledky byly postupné odhalovany u dalSich sav¢ich druhi. U ¢lovéka byl pozorovan
pienos patogenni mtDNA. Tato pozorovani vedla k navrhu, Ze pouze maly pocet molekul
mtDNA byva pienesen z matefského organismu na potomka, za coz je zodpovédny
mitochondridlni efekt hrdla ldhve (Hauswirth & Laipis, 1982). Pro pochopeni tohoto
procesu bylo provedeno mnoho studii, zabyvajicich se pienosem neutralnich
heteroplasmickych mtDNA polymorfismi u mysi. M¢feni procenta heteroplasmie
V potomstvu a porovnani tohoto vysledku s vyvijejicim se oocytem ukazalo, ze zména
v heteroplasmii mezi matkou a potomky byla determinovana ndhodnym genetickym
driftem b&hem Casného stadia oogeneze jesté pied utvarenim primarniho oocytu (Jenuth et
al., 1996). SniZzeni mnoZstvi mitochondridlnich genomi na efektivni pocet nastava tedy
béhem ¢asné embryogeneze ve vyvijejici se matetské zarodecni linii a generuje variabilitu,
kterou mizeme sledovat mezi matkou a potomstvem (obr. 1.2.). Tato variabilita je tedy
pfitomnd v primarnim oocytu, ktery se stane matefskou buiikou dalsi generace. Riizni
autofi se pokousSeli ur¢it mechanismy stojici v pozadi efektu hrdla lahve. Nekteti pouzili
adaptovanou populaci, jini svlij model zaloZili na pravdépodobnostni dedukci z pozorovani

mezigeneraCnich rozdili (Bendall et al, 1996). Zatimco tyto modely umoZziuji
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predpovédét chovani efektu ve specifickych rodokmenech, nemohou odrazet zakladni
biologické procesy. Navic neni znamo, zda je tento d¢j vysledkem fyzické redukce poctu
mitochondridlnich genom@ uvniti vyvijejicich se zarode¢nich bunék, redukce efektivni

velikosti populace, nebo upiednostiiovani amplifikace specifickych genotypti (Bandelt et
al., 2006).
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Obr. 1.2. Mitochondridalni geneticky efekt hrdla lahve. Redukce poctu mitochondridalnich
genomut na efektivni pocet nastava behem casné embryogeneze ve vyvoji materské
zarodecné linie. Tento proces generuje variabilitu sledovanou mezi potomstvem a matkou
(prevzato z Bandelt et al., 2006).

Efekt hrdla lahve béhem cCasné oogeneze vede k ndhodnému genetickému driftu,
nendhodnd segregace nastava az po fertilizaci a je ovlivnéna fadou faktord. Nahodnym
genetickym driftem dojde ke ztrat€¢ vétSiny novych a déle znacné Skodlivych mutaci.
Naopak mutace, které jsou jen slabé patogenni, vyhodné nebo neutralni, se budou podilet

na mtDNA nasledujicich generaci.
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Obr. 1.3. Faktory oviliviiujici stupen heteroplasmie, ktery se miize menit béhem ontogeneze.
Prenos mtDNA je ovlivnén efektem zuzZeného hrdla lahve, ktery vede k nahodnému
genetickému driftu. Nendhodnd segregace nastava po fertilizaci a je ovlivnéna radou

faktoru (prevzato z Bandelt et al., 2006).

1.2.3. Segregace béhem ¢asného vyvoje

Ackoli maternalni pfenos mtDNA se zda byt fizen nahodnym genetickym driftem,
tkanova segregace mutantni mtDNA jiz nahodna neni (obr. 1.3.). Tato tkanova segregace
nastava po fertilizaci a mize byt ovlivnéna fadou faktort: vlivem mutace na fenotyp,
odlisnosti replika¢nich rychlosti mMtDNA mezi riznymi genotypy, odliSnosti v degrada¢ni
rychlosti mtDNA riznych genotypu, jadernymi geny ovliviiujicimi mtDNA. Detailni
vySetfovani ukazalo, Ze tkanové specificka segregace neni zpuasobena defekty dychaciho
fetézce ani riznou rychlosti bunééné¢ho déleni nebo replikace mtDNA. Zda se, ze stupeii
heteroplasmie je n€¢jakym zpiisobem regulovan na rovni jednotlivych molekul mtDNA. Je
dokonce mozné, ze jej mohou ovliviiovat jaderné genetické faktory, které mohou hrat
dulezitou roli v klinické manifestaci mitochondrialnich nemoci. Mohly by tak mit vliv na

prenos defektii zplisobenych heteroplasmickou mtDNA (Bandelt et al., 2006).
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1.2.4. Heteroplasmie

Vznikne-li v mtDNA mutace, je ziejmé, Zze se nebude hned vyskytovat ve vSech
bunikach organizmu, dokonce ani ve vSech mitochondriich jedné buiiky. Pokud se ji podaii
rozsitit, jedinci obsahujici tuto mutovanou mtDNA (pfevazné delece a bodové mutace)
obvykle nesou uvnitt buiiky smés mutované a normalni mtDNA, tento stav se nazyva
heteroplasmie. Heteroplasmie se miize vyskytovat na trovni jedné mitochondrie, bunky,
tkéné ¢i celého jedince. Pokud je jedinec heteroplasmicky ve vSech zkoumanych tkanich,
patrné se jednd o heteroplasmii zdédénou. Naopak pokud je zasazena jen Cast bunék,
ziejmé pujde o heteroplasmii zpiisobenou somatickou mutaci (Calloway et al., 2000).

Zpocatku byla heteroplasmie spojovana pfevazné s nemocemi zpisobenymi defekty
v mtDNA, nejcastéji s chronickym degenerativnim onemocnénim (Jazin et al., 1996).
S pfibyvajicimi studiemi se vSak zda, ze heteroplasmie neni tak vzacna, jak se
predpokladalo, a je naopak obsazena i ve zdravych jedincich (Comas et al., 2008;
Lightowlers et al., 1997). Castéji je detekovana v hypervariabilnich regionech HVRI,
HVRII a HVRIII uvnitf regula¢ni oblasti mitochondridlniho genomu (Bendall & Sykes,
1995; Bendall et al., 1996; Marchington et al., 1996; Lutz et al., 2000).

In vitro studie ukazuji, ze k defektiim mitochondrialniho dychaciho fetézce dochazi
tehdy, piekro¢i-li hladina heteroplasmie (= pomér mezi mutovanymi a nemutovanymi
kopiemi mtDNA) urcitou kritickou prahovou hodnotu (Attardi et al., 1995). Tato hladina
heteroplasmie se muze liSit mezi riznymi organy a dokonce i mezi blizce sousedicimi
bunikkami. Tyto rozdily jsou castecné zpusobeny odliSnym pirerozdélovanim
mitochondrialnich genomti mezi dcefinnymi bunikami béhem bunécného déleni. Tento d¢j
(vegetativni segregace) muze tedy vést ke zméné heteroplasmie v proliferujici tkani
(Lightowlers et al., 1997).

Nicméné hladina heteroplasmie se béhem zivota mize meénit i v ned¢lici se
(postmitotické) tkani, jako jsou neurony a svaly (Bierley et al., 1998). Tento jev muze
vysvétlovat pozdni nastup a pozvolny prabéh nékterych mitochondridlnich onemocnéni
(Wallace et al., 1995).

Kazdy savéi mitochondrion obsahuje 2-10 kopii mitochondridlniho genomu.
Vzhledem k tomu, Ze tyto organely jsou v bufice zastoupeny velice hojné, se vysledny
pocet kopii mtDNA na jednu buiiku pohybuje v rozmezi 10°-10* (Holland & Parsons,
1999; Legros et al., 2004). Mnozstvi mtDNA na jednu bunku se lisi v jednotlivych typech
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tkang, zavisi hlavné na energetickych pozadavcich daného orgénu. Navzdory vysokému
poctu kopii genomu, je rekombinace mezi molekulami mtDNA velmi vzacna a kazda
molekula je replikovana samostatné. Na rozdil od jaderného genomu, ktery je replikovan
vzdy pouze jednou béhem kazdého bunééného cyklu, je mitochondrialni DNA
degradovana a replikovana neustale, dokonce i v nedélicich se tkanich. Tedy i pfesto, Ze
jednotlivé molekuly mtDNA se replikuji ndhodné, je uvnitt bunky neustdle udrzovan
relativng stejny pocet molekul genomu.

Vyskytuji-li se v buiice dva nebo vice typt mtDNA, muze se stat, ze jeden typ se
bude replikovat Castéji nez typ druhy, coz bude vést ke zméné hladiny heteroplasmie uvnitt
bunky. Tento d&j se nazyva nahodny vnitrobunéény geneticky drift. Patrné hlavné tento
mechanismus byva odpovédny za zmény v heteroplasmii v postmitotické tkani, jako jsou
neurony a svaly (Chinnery & Samuels, 1999; Brierley et al., 1998). Diky nému je mozZné
pfedejit nahromadéni Skodlivych somatickych mutaci, které se bcéhem nihodného
vnitrobunééného driftu ztrati. Nicméné stejné¢ tak mize vést ke zvySeni hladiny
somatickych mutaci uvnitf jednotlivych bunék (Elson et al., 2001). Nahromadéni téchto
mutaci béhem ontogeneze a ziskana deficience mitochondridlniho dychaciho fetézce mize

prispivat k starnuti lidského organismu (Bierley et al., 1998).
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1.3. Mitochondrialni genom béhem starnuti

Mitochondrie jsou hlavnimi dodavateli bunécné energie. Generuji ATP b&éhem
procesu oxidativni fosforylace (OXPHOS). Mitochondrialni dychaci fetézec je také
hlavnim zdrojem kyslikovych radikalt (ROS), které vznikaji jako vedlejsi produkt
OXPHOS. Bylo navrzeno, Ze zvysujici se produkce ROS a snizena funkce mitochondrii
jsou kauzalnimi faktory v procesu starnuti (Murdock et al., 2000).

Mezi ¢etnymi teoriemi snazicimi se objasnit proces starnuti, ziskala mitochondrialni
teorie velkou pozornost. Starnuti muze byt definovano jako multifaktorialni jev Casové
zavislého poklesu fyziologickych funkci, asociovaného S nahromadénim defektt
v metabolickych drahich (Alexeyev et al., 2004). Mitochondrialni teorie starnuti navrhuje,
7e postupné nahromadéni somatickych mutaci v mtDNA b&hem lidského Zivota vede
Kk poklesu bioenergetickych funkci mitochondrii. Za normalnich fyziologickych podminek
je ROS produkovan béhem dychaciho fetézce ve velmi malé mife. Oxidativni poSkozeni
mtDNA pomoci ROS miize vést k preruSeni fetézce DNA a k somatické mutaci. Kumulace
téchto mutaci mize vyustit v dysfunkci dychaciho fetézce, ktera vede k zvySeni produkce
ROS a néaslednému nahromadéni vétSiho poctu mutaci v mitochondridlnim genomu. Tento
tzv. ,,zaCarovany kruh“ (Obr. 1.4.) byl navrZen k objasnéni zvySujiciho se oxidativniho
poskozeni béhem Zivota, vedouciho K poklesu buné¢énych a tkanovych funkei a ke zvySeni

nachylnosti k apoptoze (Wei, 1992).

ROS == miDNAdamage — |mRANA
'ROS-—lelocfron ransport == l polypeptides
chain l

loss of membrane potential, release of cytochrome C,
activation of caspases, ===  apoplosis.

Obr. 1.4. Cyklus poskozeni mtDNA. Jelikoz mtDNA koduje polypeptidy zapojené
V elektronovém transportu nebo v ATP produkci, poSkozeni mitochondridlni DNA vede
K snizenému mnozstvi mRNA a k poklesu syntézy mitochondridlnich proteinii. Ztrata téchto
proteinit vede k inhibici elektronového transportu, produkci ROS a K vyssimu poskozeni

mtDNA (prevzato z Mandavilli et al., 2002).
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1.3.1. Elektronovy transportni Fetézec v mitochondriich

Mitochondrialni elektronovy transportni fetézec (ETC) hraje dilezitou roli
v produkci energie v aerobnim organismu (obr. 11.1.). Elektrony z nikotinamid-adenin-
dinukleotidu (NADH) a flavin-adenin-dinukleotidu (FADH;), produkované b&hem
citratového cyklu, jsou pfenaseny po sérii akceptorti usporadanych v dychacim fetézci, kde
vznikd protonovy gradient, ktery je dale vyuzit k produkci ATP. Konecnym akceptorem
elektrontl je elementarni kyslik. Spolu s protonem vodiku davaji vznik molekule vody
(AH"+0,+4¢e — 2 H0).

Elektronovy transportni fetézec je lokalizovan na vnitini membrané mitochondrii a je
tvofen péti enzymatickymi komplexy zakotvenymi v této membrané. Tvoii jej NADH
oxidoreduktaza (komplex I), sukcinat oxidoreduktaza (komplex Il), cytochrom c reduktaza
(komplex I11), cytochrom ¢ oxidaza (komplex 1V) a ATP syntaza (komplex V), jak je
znazornéno na obrazku 11.1. (viz Ptilohy). Komplexy I, III a IV cerpaji protony skrz
vnitini membranu do cytoplazmy, kde vytvaii protonovy gradient, ktery vyuziva ATP
syntaza K produkci ATP. ETC spotiebuje vice nez 90 % kysliku, ktery se do bunky
dostane. Ptiblizné 1-5 % kysliku v mitochondriich je béhem normalniho fyziologického
stavu prevedeno na kyslikové radikaly (zahrnujici peroxidové anionty, peroxid vodiku a
hydroxylové radikdly). Bazdlni rychlost produkce téchto radikali se muize zménit
Vv patologicky stav vedouci k zvySeni oxida¢niho stresu (Mandavilli et al., 2002).

Zda se, ze aktivita elektronového transportu dychacich enzymui i u zdravych jedinctu
s piibyvajicim v€ékem pozvolna klesa. Bylo objeveno, ze vékové zavisly pokles
membranového potencialu mitochondrie, hlavni sily pro OXPHOS, a zvySeni unikani
protoni dychaciho fetézce uzce souvisi se snizenou syntézou ATP v tkanich starSich

jedinct, coz vede k vyssi produkci ROS (Lesnefsky & Hoppel, 2006).

1.3.2. Uloha ROS v procesu starnuti

Béhem evolu¢niho procesu se v buiice vyvinula celd fada antioxida¢nich enzymu,
které si za fyziologickych podminek snadno poradi s kyslikovymi radikaly produkovanymi
aerobnim metabolismem. Tyto enzymy zahrnuji mangan-superoxid dismutdzu (MnSOD),
méd’/zinek-superoxid dismutdzu (Cu/ZnSOD), katalazy (CAT), glutathionperoxidazu
(GPx) a glutathionreduktazu (GR).
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MnSOD a Cu/ZnSOD pieménuji superoxidové anionty na peroxid vodiku, ktery je
dale pomoci GPx nebo CAT transformovan na vodu. Glutathion (GSH) chrani
sulfhydroxylové skupiny proteini. Oxidovany glutathion vznika cinnosti GPx a je
redukovan na GSH pomoci GR. Tyto antioxida¢ni enzymy a proteiny mohou disponovat
kyslikovymi radikaly. Nicméné nadmérna produkce ROS mize premoct antioxidaéni
obranny systém a zpusobit oxida¢ni poskozeni. Kromé toho, nartist produkce ROS
s pribyvajicim vékem a oxidacni stres mohou byt vyvolany sniZzenou kapacitou
vnitrobunéénych antioxidanti béhém starnuti (Beckman & Ames, 1998).

Dtkazy podporujici dtlezitou roli ROS na mitochondridlni funkce a starnuti
pfedloZily studie octomilky a jinych Zivocichh, ktefi vzdy nesli defekt v nékterém
antioxidaénim enzymu. U octomilky, ktera nesla homozygotni mutaci v genech bud’ pro
Cu/ZnSOD nebo pro CAT, se ukdzala zvySend citlivost k oxida¢nimu stresu, sniZzena
zivotaschopnost organismu a kratS$i délka Zivota. JelikoZ primarni pfi¢inou oxida¢niho
stresu v buiikdch je mitochondridlni produkce peroxidovych aniontli, MnSOD (jediny
znamy likvidator peroxidovych aniontti) hraje kliCovou roli v matrix v prvni linii obrany
mitochondrie a tedy i mtDNA (We & Lee, 2002).

Mysi nesouci defekt v MnSOD vykazovaly neonatalni letalitu asociovanou
s kardiomyopatii a nahromadénim znacného mnozstvi tuku v jatrech, také nesly nékolik
mitochondrialnich dysfunkci (Melov et al., 1999). Tyto a dalsi vysledky podporuji volné
radikélovou teorii starnuti a posiluji predstavy, ze mitochondrialni produkce kyslikovych
radikali a nahromadéni oxida¢niho poskozeni mohou byt dilezitymi limitujicimi faktory

ve vymezeni zivotaschopnosti organismu.

1.3.3. Produkce ROS a oxidacni poskozeni

Priblizn€ 1-5 % kysliku spotfebovaného mitochondrii je v lidskych bunkach
pfevedeno na ROS. VétSina vnitrobunééného ROS je vytvofena jako vedlejsi produkt
oxida¢né-redukcnich reakci v dychacim fetézci.

Za normalnich fyziologickych podminek jsou ROS a organické volné radikaly
produkovany a udrzovany v relativné vysoce ustaleném stavu. Enzymy komplexu I
(NADH dehydrogendza) a komplexu III (cytochrom c¢ reduktdza) jsou hlavnimi misty
vV mitochondridlnim dychacim fetézci, kde je ROS generovan (Murphy, 2009).
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Tim, Ze jsou mitochondrie hlavnim zdrojem vnitrobunééného ROS, jsou piimo
vystaveny ptisobeni ROS. Zvysujici se produkce kyslikovych radikali mize zpusobit
oxidacni poSkozeni bunécnych struktur, véetn¢ nukleovych kyselin, lipidi a proteind.
Oxidacni poskozeni DNA zpusobuje hlavné modifikace purinovych a pyrimidinovych
bazi, jedno nebo dvoufetézcové zlomy a vazby s jinymi molekulami. Mnoho z téchto
modifikaci v jaderné a mitochondrialni DNA piibyva s vékem jedince. MtDNA je
obzvlasté vnimava na oxidacni poskozeni. Hlavné kvuli bezprostfedni blizkosti k mistim
vzniku ROS, absenci ochrany pomoci histonti a limitované schopnosti opravovat DNA
poskozeni (Wallace, 1994). Tento fakt byl potvrzen nalezenim vy$$iho poctu oxida¢nich
modifikaci v mitochondrialnim genomu nez v jaderném. Oxida¢ni poskozeni je tedy hlavni
pti¢inou nestability a vzniku mitochondrialnich mutaci plynouci v dysfunkce dychaciho

fetézce (Linnane et al., 1989; Beckman & Ames, 1998).

1.3.4. Akumulace mutaci v mtDNA béhem starnuti

VétSina somatickych mutaci se zacinaji objevovat az po stfednim véku jedince a
hromadi se s pfibyvajicim v€kem v postmitotické tkani organismu. Existuje fada typt
mutaci korelujici s vékem jedince, patii mezi né¢ bodové mutace (Michikawa et al., 1999),
rozsahlé delece, ale i tandemové duplikace (Wei et al., 1996). V tomto pfipadé byly
tandemové duplikace detekovany v d-loop mitochondrialni DNA =z tkané pochazejici
Z kosterniho svalstva, klize a varlete starSich jedinct. Také vysoky stupent bodovych mutaci
byl nalezen s ptibyvajicim vékem v témze lokusu (Michikawa et al., 1999). Nahromadéni
poskozeni v mitochondridlni DNA béhem ontogeneze je ¢asto spojovano s nejriznéjSimi
onemocnénimi v lidském organizmu. Mezi ¢asto diskutovatelnd patfi neurodegenerativni
onemocnéni (Coskun, 2004) a rakovina (Alfonso et al., 2007). N¢kolik lidskych nemoci,
jako napftiklad Leberova hereditarni optickd neuropatie (LHON), u které byla viibec poprvé
pozorovana heteroplasmie, Chronicka progresivni externi oftalmoplegie (CPEO), Kearns-
Sayertv syndrom (KSS), je dokonce zplisobeno bodovymi mutacemi, pieskupenimi a
delecemi v mitochondrialni DNA.

Mutace v mtDNA by nemély zpusobit mitochondrialni dysfunkce, dokud jejich
mnozstvi nepiekro¢i kriticky prah (nebo-li hladina heteroplasmie nedosdhne urcité
hranice). Nicméné vétSina studii ukazuje, Ze celkovy podil mutovanych mtDNA je nizky

(Wei & Lee, 2002). Je vsak otazkou, zda pozorované a detekované mutace nejsou pouze
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Spi¢kou ledovece vékoveé asociovanych mutaci mtDNA. Divodem by mohlo byt zaméteni
vétSiny autorti na celé tkané spiSe nez na jednotlivé buiiky. Mutované molekuly mtDNA
tak mohou byt nerovnomérné rozprostfeny a klonalné¢ nahromadéné v ur€itych buikéch,
coz muze vést k mozaikovému charakteru deficience dychaciho fetézce v tkanich béhem

starnuti (Lee & Wei, 2007).

Ve starSich jedincich byla nalezena celd tada mitochondridlnich odchylek
nahromadénych v pritbéhu ontogeneze. Michikawa et al. (1999) detekovali relativné
vysoky pocet bodovych mutaci ve specifickych mistech kontrolniho regionu pro replikaci
mtDNA. Transverze T414G byla nalezena ve vysoké mife (vice nez 50 %) u jedinct nad
65 let, ale chybéla u mladSich. Tato transverze nastava uprostfed promotoru pro syntézu
replikacniho primeru pro H-fetézec a transkripci L-fetézce. Navic s touto pozici blizce
sousedi segment s vysokou afinitou k transkripénimu faktoru mtTFA. DalSich sedm mutaci
leZicich v rozhodujicich mistech pro replikaci mtDNA bylo pozorovéano u starSich jedincl
zejména v sekvenci, kde lezi pocatek replikace tézkého fetézce (On). Tyto mutace mohou
vyvolat konformaéni zmény, které mohou byt daleko citlivéjsi k oxidativnimu stresu.

Ackoli vysledky raznych studii soustfedicich se na detekci specifickych mutaci u
star§ich jedincii jsou statisticky signifikantni, nebyvd mezi jednotlivymi pracemi vzdy
shoda. Chinnery et al. (2001) se téz zabyvali kumulaci mutaci v mitochondrialni DNA
béhem zivota. Testovali mozkovou tkan postarSich zdravych jedincl, jedinct
s Alzheimerovou chorobou a pacientl trpicich demenci s Lewyho télisky. Nenalezli vSak
zadny ditkaz pro hromadéni somatickych mutaci mtDNA v mozku zdravych jedincii, ani
V nervové tkani postizené neurodegenerativnim onemocnénim.

Jina prace soustiedici se pouze na nervovou tkan pacienti s Alzheimerovou
chorobou ovSem prezentovala opacné vysledky. Defekty v mitochondrialni oxidacni
fosforylaci byly Castéji asociované s timto onemocnénim a byly zplisobeny zdédénymi i
somatickymi mutacemi. Defekty mohou inhibovat ATP produkci a vést ke zvySeni
produkce ROS, kterd mulze aktivovat mitochondridlni PTP (protein tyroxin fosfatdzy)
kanal a tim buiiku zniCit zahajenim apoptézy. Tento proces milze také vést ke ztraté
synaptickych propojeni mezi jednotlivymi neurony. Ve vySe uvedené studii se v 65 %
vzorcich tkané pochazejicich z mozku jedinci s Alzheimerovou chorobou vyskytovala jiz
zminéna transverze T414G. Ve zdravé tkani se vSak nevyskytovala viibec. Tato prace dale

potvrdila zavislost akumulace mutaci v mitochondrialni DNA na case. VSechny mtDNA
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pivodem z mozku pacienta trpiciho Alzheimerovou chorobou vykazovaly pramérné 63 %
zvyseni heteroplasmickych mutaci v kontrolnim regionu a u pacientt starSich osmdesati let
bylo toto zvyseni daleko vyssi. Dopad téchto ¢etnych heteroplasmickych mutaci v mozku
jedinct s Alzheimerovou nemoci nalezenych v dilezitych mistech, ktera reguluji replikaci
tézkého a transkripci lehkého fetézce, byl potvrzen ndlezem: mozkova tkan trpici
Alzheimerovou chorobou obsahovala zietelnou redukci v pocétu ND6 mRNA (gen
lokalizovany na L-fetézci) a vpoctu kopii mtDNA v bunce. Tedy nahromadéni
somatickych mutaci v mitochondrialni DNA béhem ontogeneze podporuje vysvétleni
neurologické ztraty vedouci k demenci asociované s pozdnim ndstupem Alzheimerovy
choroby. Samoziejmé faktorii podilejicich se na vzniku tohoto onemocnéni je celd fada, je
vSak zfejmé, Ze somatické mutace v mitochondridlni DNA nahromadéné b&hem Zivota

hraji dtilezitou roli v projevu tohoto onemocnéni (Coskun et al., 2004).
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2. CILE PRACE

e Stanoveni rozdili v sekvenci HVRII oblasti mitochondridlniho genomu ve vzorcich
pupecnikové krve a bun€k dutiny ustni stejnych jedinct:
- Sodstupem v praméru 10 let od narozeni
- Pochazejici z hlediska zivotniho prostiedi z odliSnych

regiont (Teplice, Prachatice)
e Prokazat vliv Zivotniho prostfedi na mutagenezi mtDNA

e Popsat variabilitu HVRII oblasti v daném souboru ceské populace, ptipadné

mutace, které dosud nebyly popsany
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2.1.

Hypotézy

V pribéhu ontogeneze dochazi ke vzniku tkanové specifické variability.

Je znamo, Ze b&hem starnuti probihaji v organizmu zmény, o nichZ neni vzdy
jednoduché rozhodnout, zda jsou dusledkem nebo pficinou. Starnuti se projevuje i
na urovni DNA. V pfipad¢ jaderného genomu, o ktery pecuji opravné procesy, je
mnozstvi zmén ovlivnéno na jedné strané strukturou genomu samotného, na druhé
stran¢ vlivy, které na néj plsobi, a na treti schopnosti tyto zmény vracet do
vychoziho stavu. Z hlediska zkoumani mé mitochondridlni genom dvé vyhody: je
dobte dostupny diky jeho relativné¢ vysokému mnozstvi a vzniklé zmény se témet
neopravuji. Lze proto piedpokladat, ze v sobé mtDNA, pokud nedojde k jeji ztrate,
bude uchovavat zmény, které v ni béhem zivota organismu probéhly. Téchto zmén
bude tim vice, ¢im bude organismus star$i (Michikawa et al., 1999).

Ke vzniku téchto odchylek v sekvenci mtDNA dochazi béhem replikace
MtDNA, mnozeni a diferenciace bunék. Diky obrovskému poctu molekul mtDNA
Vv lidském téle se nebude noveé vznikla odchylka hned vyskytovat ve vSech bunkach
téla. Pokud se ji podaii rozsifit, stane se tak nejprve v ramci dané mitochondrie,
poté v ramci bunky, tkané apod.

Ve starSich jedincich jiz byla nalezena fada mitochondrialnich odchylek
nahromadénych v prubéhu ontogeneze (Coskun et al., 2004; Chinnery et al., 1999;
Michikawa et al., 1999; Murdock et al., 2000). Otazkou je, zda je tato tkanove

specificka variabilita detekovatelna jiz u mladsich jedincu.

Celozivotni vystaveni nékterym toxinim Zivotniho prostfedi miiZze mit vliv na

akumulaci poSkozeni v mtDNA.

Vliv znecisténého ovzdusi na zdravi ¢lovéka je velice komplexni a je nutné
vliv prostiedi chdpat jen jako jeden z mnoha faktort ovliviiujicich zdravotni stav
jedince.

Panevni oblasti severnich Cech byly koncem osmdesatych let povazovany za

jednu z nejvice znecisténych oblasti Evropy. Za prvni signaly poskozeni byly
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oznacCovany zvyseny vyskyt alergii, imunodeficience a onemocnéni dychacich cest
u déti.

Analyzou vzorkl z Teplic a Prachatic ziskanych v rdmci rozsahlé studie byla
zjiSténa zvySend mutagenni aktivita PM10 (Castice o aerodynamickém pruméru 10
um) v ovzdusi. Bylo ale prokazano, Ze biologicky nejaktivnéjsi skupinou latek
vazanou v ovzdus$i na prachové ¢astice jsou karcinogenni polycyklické aromatické
uhlovodiky (PAU) (Binkova et al., 1999). Mezi tyto aromatické uhlovodiky patii
benzo(a)antracen, benzo(b)fluoranten, benzo(k)fluoranten, benzo(g,h,i)perylen,
benzo(a)pyren, chrysen, dibenzo(a,h)antracen a indeno(1,2,3-cd)pyren. Bylo
potvrzeno, Ze zvySena koncentrace téchto latek v ovzdusi ptispéla k neptiznivému
ovlivnéni zdravotniho stavu obyvatelstva (Benes et al., 2007).

Ve vyse uvedené studii bylo téz prokazéano, ze znecisténé ovzdusi vyznamné
ovliviiuje geneticky material. Je tedy na misté¢ domnivat se, ze expozice Skodlivych
latek miZe mit vliv na zmény ve struktufe mtDNA a ovliviiovat tedy 1 jeji
mutagenezi. Zvlasté¢ kdyz je znamo, Ze mitochondrie nevlastni tak efektivni
opravny mechanismus, jaky vyuziva jadernd DNA. Jeji DNA navic neni chranéna
histony, jako je tomu u nDNA. Lze tedy ocekévat, ze ptipadny vliv prostfedi na

mutagenezi DNA se projevi u mitochondridlni DNA dfive a ve vétsi mite.
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3. MATERIAL

Prakticka c¢ast této diplomové prace byla z vétsi Casti provedena na Oddéleni
molekularni genetiky Ustavu hematologie a krevni transfuze v Praze a &asteénd i
Vv laboratofi Molekularni antropologie katedry Antropologie a genetiky c¢lovéka na
Piirodovédecké fakult¢ Univerzity Karlovy v Praze. Soubor vzorkt byl ziskan v letech
1994-2007 za podpory Ministerstva Zivotniho prostfedi (VaV-SL/160/05) a Ustavu
experimentalni mediciny AV CR v.v.i. (AV0Z50390512).

3.1. Vzorky

Zdrojem genetického materialu byla DNA vyizolovana z pupe¢nikové krve matek a
ze slin déti. Vzorky byly ziskdny vySetfenim 269 matek a 269 jejich déti na zdkladé
informovaného souhlasu matek. 48 dévcat a 44 chlapct pochazelo z Prachatic a 99 dévcat
a 78 chlapct z Teplic. Odbéry pupecnikové krve urcené k analyze mtDNA se uskutecnily
v obdobi let 1994-1998. Sliny, ziskané od déti ve véku mezi 8-12 lety pomoci vyplacht
dutiny ustni (Rogers et al., 2007), byly odebrany v roce 2006. K ovéteni nalezii ziskanych
vySetifenim mtDNA z pupecnikové krve a bun€k dutiny tstni byly pouzity odbéry periferni
krve matek a periferni krve déti odebirané paralelné s vyplachy dutiny ustni (tj. roku 2006).
Tyto kontrolni krevni odbéry byly provedeny vybérové, tzn. jen u 20 matek a déti

(Schmuczerova et al., 2009).

3.2. Material

3.2.1. Chemikalie
e Etanol (P-Lab)
e EDTA (Roth)
e Ethidiumbromid (Sigma)
e NaOH (Lachema)
e NH,4CI (Lach-Ner s.r.0.)
e NaHCO; (Serva)
e Tris-HCI (Roth)
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e NaCl (Lachema)

e Octan sodny (Sigma)

e proteinaza K (Sigma-Aldrich)
e SDS (Amresco)

e Formamid (Serva)

3.2.2. Pripravované roztoky
e 0,5M EDTA (186,1 g/ 1000 ml, pomoci NaOH pH upravené na 8,0)
e Lyzacniroztok €. 1
NH,4CI (3,85 g); 1M NaHCO3 (0,5 ml); doplnéné injekéni H,O na 500ml
e Lyzacniroztok €. 2
AM Tris-HCI (1 ml, pH 8,2); 4M NaCl (10 ml); 0,5M EDTA (0,4 ml, pH 8,0);
doplnéné injekéni H,O na 100 ml
e 6M NaCl (35, 06 g/ 100 ml)
e Proteinaza K (20 mg/ 1 ml)
e 10 % SDS (10 g/ 100 ml)
e TE roztok
10mM Tris-HCI (pH 7,5); ImM EDTA (pH 8,0)
e 5x TBE (pH 8,0)
45mM Tris; 45SmM kys. boritd; 0,5M EDTA (pH 8,0)
e Ethidiumbromid (10mg /1 ml)
e 3M octan sodny
408,24 g CH3COONa . 3 H,0 / 1l H,0; ph upravené na 5,2

3.2.3. Komer¢né dodavané roztoky
e PCR pufr 10x koncentrovany s obsahem (NH,).SO, (Fermentas)
e dNTP mix (Fermentas)
10mM dATP, 10mM dGTP, 10mM dTTP, 10mM DTP
e 25 mM MgClI, (Fermentas)

e Bromfenolova modi (Promega)
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3.2.4. Enzymy
e Taq polymerdza LC (Fermentas)

e Gold polymeraza (Fermentas)

3.2.5. Komer¢ni sady
e Oragene DNA purification kit (DNA genotek)
e QIAquick PCR purification kit (Qiagene)
e ABI PRISM BigDye® Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied

Biosystems)

3.2.6. DalSi material
e 100 bp Ladder (Fermentas)
e Primery (Biogen)

e agar6za (Promega)

3.2.7. Nastroje
e Mikropipety P 20, P 200, P 1000 (Gilson)
e Eppendorfky o objemech 0,2 ml, 0,5 ml, 1,5 ml, 15 ml, 50 ml (CLP)
e Polypropylenové Spicky (CLP)
e Polypropylenové $picky s filtry (CLP)

3.2.8. Pouzité pristroje
e horizontalni elektroforetické zatizeni (Sigma-Aldrich)
e mikrocentrifuga (Biosan)
e mikrovilnna trouba (Daewoo)
e PCR thermocycler (Biogen)
e pH metr (Omega)
e rotator (Labnet)
e sekvenalni ptistroj ABI PRISM Analyzer 3130 (Applied Biosystems)
e stolni centrifuga (Denville Scientific inc.)

e termostat (BioTech)
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UV lampa + PC (Appligene oncor)

Analytické vahy (Scaltec)

Zdroj stejnosmérného proudu (BioTech)

Vortex (Velp Scientifica)

Laminarni box (BioAir Instruments)

Mikroobjemovy spektrofotometr NANODROP (Thermo Scientific)
Michacka s ohfevem (Ika)

Sterilizator (Shoeller Instruments)

Destilac¢ni pristroj (Millipore)

. Software

GeneScan 3.7 (Applied Biosystems)
BioEdit 5.0.9

NCSS 2007

Statistica ver.9

Epi Info™ ver. 3.5.1

Nanodrop 2000 ver. 1.3.1
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4. METODY

Postup prace probihal v nasledujicim schématu:

Izolace DNA ze slin

Izolace DNA z pupecnikové krve

Polymerazova fetézova reakce HVRII oblasti

Analyza amplifikovaného fragmentu DNA pomoci gelové elektroforézy
Purifikace PCR produktt

Sekvenaéni PCR

Precipitace produktii sekvenacni reakce

Analyza DNA fragmentl na kapilarni elektroforéze

© 0 N o g bk~ w b

Porovnani sekvenci v BioEditu

[EEY
©

Identifikacni analyza STR lokust (PowerPlex 16)

[EEY
=

Opakovani sekvenacni reakce

[EEY
N

Vyhodnoceni vysledkl a statistické zpracovani dat

&
=

Izolace DNA ze slin

Odbér slin déti probéhl v ordinaci za stalého dohledu pediatri. V den odbéru bylo
détem striktné zakazano piti Caje, jelikoz bylo zjisténo, Ze ¢aj obsahuje latky inhibujici
polymerazovou fetézovou reakci. Dale ptiblizné 30 minut pied odbérem déti nesmély nic
Jist, pit ani zvykat zvykacku. Odbér byl proveden do plastové nadobky Oragene obsahujici
2 ml stabiliza¢niho roztoku.

DNA ze slin byla izolovana dle komeréné¢ dodavaného kitu Oragene DNA
purification kit (DNA Genotek). Vzorek slin v roztoku Oragene byl pies noc nejprve
inkubovan pii 50°C v termostatu. Poté byl roztok rozdélen do Etyt 1,5 ml mikrozkumavek
tak, ze kazda obsahovala asi 1 ml vzorku. Do kazdé bylo ptfidano 40 pl Oragene pufru
(dodavané s kitem). Pfevracenim zkumavek byla smés jemné promichéna. Postupné doslo
Kk vysrazeni necistot, coz bylo zjevné ,,zakalenim“ roztoku. Dale byly vzorky 10 minut
inkubovany na ledu a poté 3 minuty centrifugovany pii 15 000x g (13 000 rpm) za
pokojové teploty. Pomoci centrifugace doslo k usazeni nezadoucich latek na dno. Cisty

supernatant byl ze vSech c¢tyf mikrozkumavek peclivé odpipetovan do jedné 15 ml
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zkumavky. Dale byly pfidany 4ml 95 % etanolu, jemné promichano a vzorky se nechaly
odstat 10 minut pfi pokojové teplote, dokud se vSechna DNA nevysrdzela. Poté byl vzorek
10 minut centrifugovan pii 1 100x g (3 500 rpm) za pokojové teploty. Peclivé se odstranil
veskery etanol a peleta usazena na dné byla rozpusténa v 500 ul TE pufru, vortexovana a

uskladnéna v -20 °C pro dalsi pouZziti.

4.2. 1zolace DNA z pupeé¢nikové krve

Pupecnikova krev jedinct byla odebrana do roztoku EDTA, aby se zabranilo srazeni
krve. Celkova DNA byla ziskdna vysolovaci metodou, ktera jiz byla dfive popsana (Miller
at al., 1988). Odebrana krev (5-10 ml) byla pfemisténa do 50 ml zkumavky, doplnéna do
objemu 35 ml cCerstvé piipravenym lyzacnim roztokem ¢. 1 a nechala se 20 minut pii
pokojové teploté lyzovat. Poté byla centrifugovana 15 minut pti 4°C 3 300x g. Supernatant
nad sedimentem bilych krvinek byl odlit a opét se ptidal lyzacni roztok €. 1, smés byla
protfepana a nechala se lyzovat. Poté byl roztok opét centrifugovan pii stejnych
podminkach jako v piedchozi lyzaci. Tento krok se opakuje tehdy, chceme-Ii €istsi peletu
bunék. Supernatant byl odlit a k peleté¢ byly ptfidany 3 ml lyzacniho roztoku ¢. 2, 25 ul
proteinazy K a 200 ul 10 % SDS, kratce se vzorky protiepaly a nechaly ptes noc inkubovat
pii 37°C. Po inkubaci byl k suspenzi pfidan 1,5 ml 6M NaCl. Takto vznikla suspenze byla
pienesena do 2 ml mikrozkumavek a dana 15 minut centrifugovat pii 4 °C 8 000x g.
Pokud supernatant nebyl &iry, centrifugace se zopakovala. Ciry supernatant byl
piepipetovan do 15 ml zkumavek a pfidal se 2,5 nasobek ledového 96 % etanolu. DNA
byla pouhym okem viditelna jako bilé vlakno. Tato DNA byla opatrné pienesena do
sterilni 1,5 ml mikrozkumavky, proplachnuta v 75 % etanolu a nechala se oschnout
Vv termostatu pii 37 °C. Po usuSeni byla vyizolovana DNA rozpusténa v 250 ul TE roztoku
a ponechdna Vv termostatu do druhého dne, poté byla uskladnéna pii -18 °C pro dalsi

pouziti.
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4.3. Méreni Cistoty a koncentrace DNA

Cistota a koncentrace izolované DNA vSech vzorkii byly stanoveny na
spektrofotometru. Tento zpisob vyuziva vlastnosti latek obsahujicich konjugované dvojné
vazby, v naSem piipadé¢ aromatické struktury dusikatych bazi, které specificky absorbuji
UV zafeni riznych vinovych délek. Intenzitu absorpce latek, rozpusténych v roztoku, lze
méfit pomoci spektrofotometru. Jestlize se v roztoku vyskytuji nukleové kyseliny, pak
mira specifické absorpce odpovida koncentraci nukleovych kyselin v roztoku. Vzorek se
nejprve natedi destilovanou vodou a méfi pti vlnovych délkach 260 a 280 nm, protoze
nukleové kyseliny absorbuji UV zafeni pii 260 nm a bilkoviny pii 280 nm. To umoZni
hodnotit ¢istotu vzorkt. Pro ¢istou DNA se optimalni hodnota poméru A260/280 pohybuje
mezi 1,8 — 2,0. Pokud je hodnota niz$i nez 1,8, je vzorek kontaminovan proteiny. Je-li

hodnota vyssi nez 2,0, ve vzorku se nachdzi také RNA.

4.4. Polymerazova retézova reakce PCR

PCR je zékladni metodou molekularni genetiky. V dnesni dobé¢ je Siroce vyuzivana
napt. v diagnostice pii analyze genetickych chorob, infekénich onemocnéni nebo
v kriminalistice pii identifikaci osob. Tato metoda napodobuje dé&j, ktery se odehrava
v kazdé zivé buiice. Jeho realizovani a stanoveni vhodnych parametrii fungujici in vitro
bylo ocenéno Nobelovou cenou.

Pomoci polymerazové fetézové reakce muze byt 1 z velmi malého mnozstvi DNA
templatu (teoreticky ho muze predstavovat i jedind molekula) selektivné vybrana konkrétni
nukleotidova sekvence a v pribéhu reakce, kterd je slozena ze tii teplotnich cykld,
exponencionaln¢ amplifikovana. Po¢atec¢ni mnozstvi DNA o n kopiich vlozené do reakce
se po 30 cyklech exponencialné namnozi na vysledny pocet: n x 2*° kopii (Mullis et al.,
1986).
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44.1.

Komponenty PCR reakce
DNA templat: vyizolovand DNA z pupecnikové krve a ze slin.

Primery: kratké oligonukleotidové sekvence, které ohrani¢uji nami vybrany usek
k amplifikaci. Z mista, kde nasedaji, zac¢ina polymeraza syntézu nového fetézce.
Jelikoz polymeraza nemtize zacit iniciovat polymeraci sama od sebe, ale potiebuje
nékolik navazanych nukleotidd, jsou pro ni primery nezbytné.

Vlastnosti primert:

- Délka by se m¢la pohybovat v rozmezi 18-26 bazi

- Oba primery by se v délce nemély lisit o vice neZ 3 baze

- Nesmi byt navzajem komplementarni, aby nedochazelo k jejich

slepovani a tvorbé nezddoucich produkti
- Jejich teplota tdni by se méla co nejvice shodovat
Tm =4 (G+C) + 2 (A+T)
- Obsah CG by se mél pohybovat okolo 40-60 %

Sekvence by méla byt jedinecnd, aby se nevazala nespecificky

Deoxynukleotidtrifosfaty (ANTP): deoxyadenozintrifosfat (dATP),
deoxyguanozintrifosfat (dGTP), deoxycytozintrifosfat (dCTP) a
deoxytyminozintrifosfat (dTTP). Jednotlivé nukleotidy slouzi jako stavebni
kameny, pomoci nichz je sestaven novy fetézec. Do nového fragmentu jsou
polymerazou nukleotidy fazeny dle pravidel parovani (cytosin s guaninem a adenin

s tyminem).

Pufr: zajistuje optimalni prostiedi pro Taq polymerazu

Mg?*: hofegnaté ionty se do reakce piidavaji kvili stabilizaci dvousroubovice DNA
Taq polymeraza: replika¢ni enzym vyizolovany z termofilni bakterie Thermus
aquaticus. V PCR se pouziva hlavné pro svou odolnost a aktivitu i pii vysokych
teplotach. Katalyzuje syntézu fetézce ve sméru 3’ —5". Jeji hlavni nevyhodou je, Ze
na rozdil od jinych polymerdz nema ,proofreading™ aktivitu. Neni tak schopna

opravit piipadné chyby, které pfi syntéze fetézce vytvori.
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4.4.2. Princip reakce

Zahtatim dvoufetézcové DNA (dsDNA) dojde k jeji denaturaci, zpravidla pii teploté
92-95°C. Po snizeni teploty na 45-60°C k fetézcim ptihybridizuji primery, které jsou
v dostateéném mnozstvi piitomny v roztoku. Vzhledem Kk tomu, Ze primery jsou kratké a
v nadbytku, pfisednou na jednofetézcové vladkno DNA rychleji nez komplementéarni
vlakno. Teplota tohoto kroku (annealing) se 1isi v zavislosti na délce a sloZzeni primert.
Posledni fazi cyklu je extenze, pii niz dochézi pti teploté 72°C, coz je optimalni teplota
Taq polymerazy, k syntetizovani nového fetézce. Dochazi k za€lenovani volnych
nukleotidi do vznikajiciho fetézce. Prehledné schéma principu PCR reakce je vidét na

obrazku 4.1.

PCR : Polymerase Chain Reaction

30- 40 cycles of 3 steps
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(Asdy Vietszaete 1999)

Obr. 4.1. Schéma pribéhu PCR (http://fmel.ifas.ufl.edu/buzz/csPCR.shtml)
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4.4.3. Amplifikace HVRII oblasti mtDNA

V ramci této diplomové prace byl pomoci PCR amplifikovan HVRII region
nachdzejici se v regulacni oblasti mitochondridlniho genomu v tzv. d-loop, Vv rozmezi
90-325 bp dle ¢islovani referenéni sekvence (Anderson et al., 1981; Andrews et al., 1999).
Pro amplifikaci této oblasti byly pouzity primery, které tento usek v dostatecné vzdalenosti

ohranicovaly.
Sekvence primert:
5'-GGT CTATCACCCTAT TAACCAC-3* Tm=64°C

5-CTG TTAAAAGTG CAT ACC GCC A-3° Tm=64°C

Mnozstvi jednotlivych sloZek v jedné reakéni smési pro PCR reakci:

1. dH,0 12,8 ul
2. PCR pufr 2 ul

3. MgCl, 1,7 ul
4. dNTP 0,5 ul
5. primer ptimy 0,5 ul
6. primer zpétny 0,5 ul
7. Taq polymeraza 1 ul

8. DNA templat Iul

Ptiprava:

Do 0,5 ml mikrozkumavky bylo nejprve napipetovano (dle poctu reakci) prislusné
mnozstvi dH,0, pufru, MgCl,, primera, dNTP a na zavér Taq polymerazy, ktera byla
piidavana na ledu. Takto pifipraveny master mix byl promichan pomoci vortexu nebo
nékolika ndsobnym nasatim ptes pipetu. Déle byl master mix rozpipetovan do jednotlivych
0,2 ml mikrozkumavek a postupné byl do kazdé zkumavky pfiddn 1 pl DNA templatu.
Takto ptfipravené mikrozkumavky byly vlozeny do termocycleru, ptistroje, ktery dokaze
presné stiidat jednotlivé teplotni kroky reakce. Reakce probihala za specifického teplotniho

rezimu.
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Teplotni rezim:

1. Inicia¢ni denaturace 95°C 2 min
2. Denaturace 95°C 1 min
3. Annealing 55°C 1 min
4. Elongace 72°C 1 min
5. Terminac¢ni elongace 72°C 10 min
6. Zchlazeni 4°C 00

Opakovani krokt 2-4: 30x

Veskeré PCR reakce byly striktné pfipravovany v pre-PCR prostoru, v laminarnim
boxu, ve sterilnich rukavicich a na ledu. DNA templat a roztok primeru byl pfidavan
sterilnimi $pickami s filtrem, aby nedoslo ke kontaminaci. S vyslednymi produkty bylo

manipulovano pouze v prostoru post-PCR.

4.5. Horizontalni elektroforéza v agarézovém gelu

Elektroforéza je metoda, kterd vyuziva negativniho naboje DNA. Tato vlastnost se
zietelné projevuje v elektrickém poli, kde molekula DNA putuje vzdy k anod€. Pohyb
elektronegativnich molekul DNA ke kladné elektrodé vede k jejich separaci dle
molekulové hmotnosti. Delsi fragment DNA prochazi agar6zovym gelem pomaleji, naopak
kratsi fragment DNA postupuje snadnéji. Po urcitém casovém useku jsou rozdily
V pohyblivosti razné¢ dlouhych fragmenti patrné. V agar6zovém gelu Ize separovat
fragmenty o velikosti 50 bp — 20 kbp. Dle velikosti separovaného fragmentu se voli
koncentrace agar6zového gelu (0,8 — 5,0 %).

Produktem PCR reakce provadéné v experimentélni Casti této prace byl fragment o
velikosti 409 bp, a proto byl pro jeho vizualizaci pouzit 2 % agardézovy gel.
Elektroforetickou analyzou bylo ovéfeno nejen mnozstvi amplifikovaného fragmentu
DNA, ale i specifita a uspesné provedeni reakce.

Gel byl ptipraven rozvafenim agar6zy v roztoku 5x TBE v pozadované koncentraci
(2 %). Ptidano bylo pfislusné mnozstvi ethidiumbromidu (5 pg na 1 ml roztoku 5x TBE).
Takto pfipraveny roztok byl nalit do vanicky s hiebenem a ponechan asi 30 minut ve
vodorovné poloze. Ztuhly gel byl vlozen do elektroforetické vany a prelit pufrem 5x TBE

tak, aby hladina pufru byla n¢kolik milimetrti nad gelem. Do jamek gelu byly naneseny
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vzorky spolu s bromfenolovou modii, ktera pomaha DNA Iépe klesnout na dno jamky. Pfi

kazdé elektroforéze byla nanesena negativni kontrola (PCR reakce bez DNA templatu) a

velikostni marker (100 bp ladder) (obr. 4.2.).

409 bp

Obr. 4.2. Vizualizace amplifikovanych produktii (409 bp) na 2 % agarézovém gelu;
draha 1: marker; drdahy 2-7: jednotlivé vzorky

4.6. Purifikace PCR produkti

K ptecisténi PCR produktti od nezadoucich primera, nukleotidl, polymerdzy a soli
byl pouzit komeréné¢ dodavany kit (QIAquick PCR Purification Kit) a mikrocetrifuga
(podminky centrifugace: 13 000 rpm pii pokojové teploté). Nejprve byl produkt PCR
reakce smichan s PB pufrem, dodaném v Kitu, v poméru 1: 5. Takto vznikly roztok byl
pfenesen na kolonu, kterd se umistila do 2ml mikrozkumavky. Nésledné probihala 1
minutu centrifugace, aby doslo k navazani DNA na kolonu. Obsah mikrozkumavky byl
vylit do odpadu, kolona do ni navrécena a ptidalo se 750 ml PE pufru. Opét nasledovala
centrifugace po dobu 1 minuty. Objem prosly kolonou byl odlit a mikrozkumavka
S kolonou opét centrifugovana, aby doslo k odstranéni zbylého etanolu, ktery byl pfidan
k PE pufru pied zacatkem manipulace s kitem. Kolona byla pfenesena do ¢isté 1,5 ml
mikrozkumavky. K uvolnéni DNA navazané na koloné¢ bylo pouzito 50 ul EB pufru a
centrifugace po dobu 1 minuty.

Purifikovand DNA byla analyzovédna na 2 % agar6zovém gelu.
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4.7. Sekvenovani

Pro zjisténi poradi nukleotidi DNA existuji dvé zakladni sekvenovaci metody,
Sangerova a Maxam-Gilbertova (Sanger et al., 1977; Maxam & Gilbert 1977). V ramci
této prace byla pro sekvenovani HVRII regionu, ktery jsme amplifikovali, pouzita
Sangerova enzymatickd metoda (chain termination method; dideoxy method), ktera je
zalozend na terminaci syntézy nového fetézce pomoci dideoxynukleozidtrifosfatu
(ddNTP). Dideoxynukleozidtrifosfaty jsou analogy klasickych deoxynukleozidtrifosfatt
(ANTP), kterym na 3’uhliku deoxyribozy chybi OH skupina a proto k nim DNA
polymerdza nemutze navazat dal$i nukleotid. KdyZ dojde k zaclenéni dideoxynukleotidu,
syntéza fetézce se =zastavi. Diky ndhodnému zacClenovani téchto modifikovanych
nukleotid vznikne smés rtizné¢ dlouhych fragmentt, které jsou dale vyhodnocovany.

Vétsina sekvenatorti je zaloZena pravé na modifikaci Sangerovy metody. Syntéza
fetézce se prakticky shoduje s asymetrickou PCR s jednim primerem. K detekci produktt
jsou pouzivany fluorescencné znaCené¢ ddNTP. Razné fluorescencni barvy pro jednotlivé
dideoxynukleotidy ndm umoziuji provést reakci v jedné zkumavce pro vSechny nukleotidy
a naslednou detekci fragmentl v elektroforetickém gelu v jediné draze. Detekce produkt
probiha na kapilarni elektroforéze pomoci laserového detektoru. Vystupem je

chromatogram, na kterém je kazdy nukleotid oznacen jinou barvou (Zima et al., 2004).

4.7.1. Sekvenac¢ni reakce

Pro sekvencni reakci byl pouzit komeréné dodévany kit BigDye® Terminator 3.1
Cycle Sequencing Kit od firmy Applied Biosystems, ktery jiz obsahuje rtznymi
fluorescencnimi barvami oznac¢ené dideoxynukleotidy.

Pted sekvenéni reakci byla zméfena koncentrace DNA ve vzorcich pomoci
spektrofotometru  NanoDrop. Vypocet koncentrace wudavd pocitacovy program
k spektrofotometru NanoDrop.

Do 0,5 ml mikrozkumavky bylo nejprve napipetovano (dle poc¢tu reakci) piislusné
mnozstvi dH70, sekvencniho pufru, BigDye kitu a primeru. Takto pfipraveny master mix
(MM) byl rozpipetovan do jednotlivych 0,2 ml mikrozkumavek a k MM ptidan jiz
purifikovany produkt PCR reakce. Takto pfipravené zkumavky byly vlozeny do
termocycleru. Vysledkem sekvenaéni PCR je smés rGzné¢ dlouhych fragmenti

zakoncenych specifickym terminatorem.
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Mnozstvi jednotlivych slozek v jedné reakéni smési pro sekvenéni reakci:

1.  dHx0 10 pl
2 BigDye kit 4 ul
3 pufr 2 ul
4.  primer (20x fedény) 1 pul
5 Purifikovana DNA 3ul

Teplotni rezim:

1.  Inicia¢ni denaturace 95°C 5 min
2 Denaturace 95°C 30s

3 Annealing 53°C 5s

4.  Elongace 60°C 4 min
5 Zchlazeni 15°C 30 min

Opakovani krokt 2-3: 28x

4.7.2. Precipitace produkti

Po sekvenacni reakci je potfeba ze smési odstranit nevyuzité primery a fluorescencné
znac¢ené volné dideoxynukleotidy, které by rusily detekci vysledné sekvence. K purifikaci
produktt sekvencni reakce existuji rizné zplisoby, v rdmci experimentalni ¢asti této prace
byla pouzita etanolova precipitace. Do Cistych 0,5 ml mikrozkumavek byl ptfenesen cely
objem sekvenacni reakce a pridaly se 3 ul 3M octanu sodného (pH= 4,2), 50 ul 96 %
etanolu a smés byla dukladn¢ protiepana. Takto pfipravené vzorky byly uloZeny na 30
minut do tmy a poté 30 minut centrifugovany pii 14 000 rpm. Poté bylo ptidano 300 ul
70 % etanolu a opét probihala centrifugace 30 minut pii 14 000 rpm. Po centrifugaci byl
supernatant odsan, zkumavky se nechaly voln¢ uschnout a poté bylo ptiddno 20 pnl
formamidu. Takto pfipravené vzorky se nechaly 3 minuty v termocycleru denaturovat pii
96°C. Z cycleru byly vzorky okamzité¢ premistény do ledového stojanku, aby probé&hl
teplotni Sok. Vzorky byly napipetovany do sekvenaéni destiCky a sekvenovany na
4-kapilarnim sekvenatoru (ABI PRISM Analyzer 3130). Pomoci programu GeneScan 3.7
byly vysledky pfevedeny do podoby barevnych kiivek (chromatogram), ktery je zndzornén
na obrazku 11.2. (viz Ptilohy).
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Sekvence pochazejici z pupecnikové krve a ze slin stejného jedince byly porovnany
pomoci programu BioEdit. Byly srovnany vii¢i sobé navzajem a zarovei i viici referencni
sekvenci (Anderson et al., 1981; Andrews et al., 1999),
(http://mww.mitomap.org/cgi-bin/tbl6gen.pl).

4.8. Fragmentacni analyza

Vsechny vzorky, které se liSily v sekvenci mtDNA z pupecnikové krve a ze slin, byly
podrobeny forenzni analyze STR lokust, kterd se pouziva napt. k identifikaci osob nebo
K ureni paternity. Divodem této analyzy bylo potvrzeni, zda tyto vzorky opravdu pochazi
Z jediné osoby a zda nedoS$lo k zdméné vzorki pti jejich odbéru.

Tato analyza je zaloZend na amplifikaci STR (short tandem repeats) lokust. Jedna se
o kratka opakovani zdkladniho motivu o délce do 10 bp, ktera jsou lokalizovana tésn¢ za
sebou neboli v tandemu. Pocet opakovani mtize byt rizny, v populaci se vyskytuje mnoho
alel. Tyto alely se dédi dle zékladnich genetickych principt. Kazdy jedinec ma tedy jednu
alelu paivodem od matky a druhou od otce. Testovanim nékolika lokusii s tandemovymi
repeticemi vznika tzv. geneticky profil jedince. Cim vice lokust do analyzy zahrneme, tim

Pro tuto analyzu jsme pouzili komer¢né¢ dodavany kit Power Plex 16 od firmy
Promega (power of exclusion 0,9999998), ktery jiz obsahuje vSe potiebné pro vysetieni 16
polymorfismi vcetné amelogeninového systému urcujiciho pohlavi osob, od kterych tkan
byla odebrana. Pravdépodobnost nahodné shody profili dvou rtznych jedincii ¢ini
1,83x10™"". U identifikacnich analyz je kladen diraz na to, aby tato hodnota byla

maximalng pfevracenou hodnotou po&tu obyvatelstva a mensi (tj. 10™° a méng).

4.8.1. Princip reakce

Fragmenty DNA byly pfipraveny provedenim PCR reakce s 16 pary primert, které
byly komplementarni se sekvencemi obklopujicimi dané STR lokusy a u kterych byl vzdy
jeden primer z kazdého paru fluorescenéné oznacen. Diky rozdilné délce jednotlivych
fragmentl a pouziti riznych fluorescencnich barev bylo mozné provést analyzu vSech 16
lokusti v jedné reakci. Po PCR reakci byla provedena kontrolni elektroforéza na
agarozovém gelu, aby byla ovéfena uspéSnost provedeni reakce. Po pozitivnim vysledku

na gelu byl PCR produkt spolu s internim délkovym standardem (ROX) 5 minut
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denaturovan ve formamidu. Takto pfipravené vzorky byly analyzovany pomoci kapilarni

elektroforézy. | k tomuto Gcelu byl vyuzit sekvenator ABI PRISM Analyzer 3130.

Slozeni master mixu pro Power Plex 16 (pro jednu reakci):

1.  dH,0 16,7 pl
2 Gold STR 10x pufr 2,5 ul
3. Primery 2,5 ul
4 Gold polymeraza 0,8 ul

Mnozstvi jednotlivych sloZek v jedné reakéni smési pro Power Plex 16:

1. Master mix 22,5 ul
2. DNA 1 ul
3. dHx0 1,5 ul

Teplotni reZim PCR reakce:

1.  Inicia¢ni denaturace 95°C 11 min
96°C 1 min
2.  Denaturace 94°C 1 min
3. Annealing 60°C 1 min
4.  Elongace 70°C 1,5 min
Opakovani krokti 2-4: 10x
5.  Denaturace 90°C 1 min
6.  Annealing 60°C 1 min
7.  Elongace 70°C 1,5 min

Opakovani krokti 5-7: 22x

8.  Terminac¢nielongace  60°C 30 min

Mnozstvi jednotlivych slozek pro fragmentacni analyzu:

1.  Formamid 12 pl
2.  ROX 1 ul
3. PCR produkt 2-6 pl (dle vysledku gelu)
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Vzorky, u kterych se shoda identity nepotvrdila a bylo zifejmé, Ze pochazeji
zZ ruznych jedinct, byly z databaze pro stanoveni rozdili mezi sekvenci z pupecnikové krve
a ze slin vyfazeny. Tato neshoda byla v mnoha piipadech zjistitelnd pouze z jediného
lokusu a to z amelogeninového, pomoci néhoz mizeme urcit pohlavi. V pfipadé chlapce
byl tento lokus v heterozygotnim stavu, jednalo-li se naopak o dévée, byl tento lokus
homozygotni. Je tedy jasné (obr. 4.3.), Ze se nemohlo jednat o tkan pochazejici z téhoz
jedince.

U vzorkl, u nichz se shoda identity potvrdila (obr. 4.4.), byla sekvence pro dvoji

potvrzeni pozitivniho vysledku zopakovana.
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Obr. 4.3. Power Plex 16, neshoda vzorkii
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4.9. Statistické zpracovani dat

Pro statistické zpracovani dat byly pouzity programy NCSS 2007, Statistica verze 9 a
Epi Info™ Version 3.5.1.

Pro studovany soubor byly vypocteny zakladni statistické charakteristiky. Pro
vyjadieni stfedni hodnoty byl pouzit: aritmeticky pramér (X ), median (M). Pro stanoveni
miry variability souboru bylo vyuzito nasledujicich charakteristik: smérodatna odchylka

(SD), maximum (Xmax), minimum (Xmin), variaéni koeficient (V).

Pro studovany soubor byla vypoctena hodnota genetické diverzity a pravdépodobnost

shody haplotypt dvou ndhodn¢ vybranych vzorki.

e Geneticka diverzita (h): byla stanovena dle vzorce: h = (1-Yx%) n/ (n-1)
- dle Stoneking et al., 1991
- kde n je pocet vzorkl a X frekvence jednotlivych

haplotyptt mtDNA v souboru (Tajima, 1989)

e Pravdépodobnost shody haplotypii: byla vypoctena dle Tajima, 1989

- podle vzorce: p =), X2

Vysledky rozdili mezi studovanymi regiony byly statisticky vyhodnoceny pomoci

kontingen¢nich tabulek s pouzitim Fisherova exaktniho testu s hladinou vyznamnosti 0,05.
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5. VYSLEDKY

Do studovaného souboru bylo zatfazeno 269 vzorkli DNA pochazejici z pupecnikové
krve matek a 269 vzorkit DNA ziskanych po uplynuti v priméru 10 let ze slin jejich
potomki. VySetfovani jedinci byli pivodem ze dvou odlisnych regionu, z Teplic a
Prachatic.

Postup pfii zpracovani vzorkl byl nasledujici. Po tspésné amplifikaci HVRII oblasti
mitochondridlni DNA vzorkl z krve i ze slin byly vSechny fragmenty osekvenovany
obéma sméry. Sekvence vzorkil jednoho paru byly porovnany mezi sebou a zaroven
vzhledem Kk referen¢ni sekvenci pomoci softwaru Bioedit, ktery umoZiiuje srovnani
jednotlivych nukleotidti studovaného fragmentu.

U vSech vzorki, u nichz byly nalezeny rozdily mezi sekvenci z pupecnikové krve a
ze slin byla provedena analyza STR lokust, aby byl potvrzen ¢i naopak vyvracen jednotny
ptivod DNA z obou tkani. Vzorky, u kterych se identita nepotvrdila, byly z databaze pro
urceni rozdilh mezi slinami a krvi vyfazeny a celkovy pocet vzorkti, u kterych bylo mozné
porovnani sekvenci z obou tkani, se snizil na 245 pari. U vzorkl,, u nichz se shoda
potvrdila, bylo sekvenovani HVRII oblasti DNA ze slin zopakovano pro dvoji kontrolu
pozitivniho vysledku. Pokud se sekvence z druhého sekvenovani neshodovala s vysledkem
prvniho, ale byla totozna se sekvenci z pupecnikové krve, vzorky byly povazovany za

shodné.

5.1. Stanoveni rozdili v sekvenci HVRII oblasti mtDNA ve vzorcich
pupecnikové Kkrve a bunék dutiny ustni stejnych jedinci

(s odstupem v priméru 10 let od narozeni)

U 5 (cca 2,04 %) part vzorkii (pupecnikova krev / sliny) byly nalezeny rozdily
v sekvenci v ramci testované oblasti HVRII (57-372), které se v prevazné vétsiné tykaly
jediného nukleotidu (4/5). V jednom paru vzorkli byla nalezena odliSnost ve dvou

nukleotidech. Tyto vysledky jsou uvedeny v tab. 5.1.
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Z hlediska typu mutace se jednalo o transi¢ni zamény a rozdily v poétu cytosinu
vyskytujici se v C-traktu (303-315) druhého hypervariabilniho segmentu mezi

jednotlivymi sekvencemi.

Tab. 5.1. Nalezené rozdily mezi sekvenci z pupec. krve a ze slin

Vzorek Pupec. krev Sliny
910 73A* 73G
972 73A* 73G

242C*IT 242T
1025
309C* 309.1C
1779 309.2C 309.1C
1920 309.2C 309.1C

* referen¢ni sekvence (CRS)

K ovéfeni, zda je tento nalez statisticky vyznamny ¢i nikoliv, byly pouzity
kontingen¢ni tabulky s vyuzitim Fisherova exaktniho testu s hladinou vyznamnosti 0,05.
Nalezené rozdily byly porovnany s nulovou hypotézou, piedpokladajici, ze se v souboru
mezi sekvencemi mtDNA ptavodem ze slin a z pupe¢nikové krve stejnych jedincti nebudou
vyskytovat rozdily. Po statistickém zhodnoceni je patrné, ze rozdily mezi sledovanymi

tkdnémi nalezené v sekvenci HVRII oblasti jsou statisticky vyznamné (P = 0,0306).

V tabulce 5.1. miZzeme vidét, jakych pozic se zamény tykaly a jaké nukleotidy byly
zaménény.

Ve dvou ptipadech byla nalezena zména v pozici 73, kde doslo k zdméné A za G.
Vzhledem k tomu, Ze tato pozice je obsazena v ruznych haplotypech v ramci riznych
haploskupin, nelze vyloudit, Ze by u sekvence z pupecnikové krve byla urCena jina
haploskupina nez u sekvence ze slin pochazejici ze stejného jedince.

Dalsi transi¢ni zména se objevila v pozici 242, kde doSlo k nahrazeni C za T. Jednalo

se o mutaci heteroplasmickou. Bunky pupecnikové krve obsahovaly smés dvou riznych
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sekvenci mtDNA, kde jedna obsahovala v pozici 242 cytosin a druhd tymin. V bunkach
dutiny Ustni jiz doslo k pfevladnuti jedné linie a to té, kterd nesla ve zmifované pozici
pouze tymin.

Polovina nalezenych zmén mezi sekvenci z pupecnikové krve a ze slin se tykala
C-traktu (303-315) hypervariabilni oblasti, ktery se dle referencéni sekvence sklada ze 7
cytosind, poté¢ 1 tyminu a za nim nasleduje 5 cytosinll. Ve vsech piipadech doslo ke
zméndm v prvni ¢asti cytosint, tedy jesté pred prerusenim tyminem. Ve dvou vzorcich se
Vv pupecnikové krvi v tomto misté nachazelo cytosini ne 7, ale 9. V sekvenci pochazejici
ze slin jich bylo pouze 8. Doslo tedy k deleci jednoho cytosinu. V jednom vzorku doslo
k opa¢nému jevu. V sekvenci ze slin jeden cytosin oproti sekvenci z pupe¢nikové krve

ptibyl.

5.2.  Vliv Zivotniho prostfedi na mutagenezi mtDNA

Dalsim cilem této prace bylo porovnat vzorky s nalezenymi odchylkami mezi
sekvencemi ptivodem z pupeénikové krve a ze slin s ohledem na to, z kterého regionu
(Teplice / Prachatice) pochazely. Vysledek tohoto porovnani je popsan v tabulce 5.2. U 4
vzorkli pivodem z Teplic byly nalezeny odliSnosti (5x) mezi zkoumanymi sekvencemi,
coz zaujima 2,52 % ze vSech vzorku z Teplic. Pouze u 1,16 % vzorki z Prachatic byla
nalezena odliSnost (1x) mezi danymi sekvencemi.

Vysledky nalezenych rozdilh mezi studovanymi tkdnémi v riznych regionech byly
statisticky vyhodnoceny pomoci kontingencnich tabulek s pouzitim Fisherova exaktniho
testu s hladinou vyznamnosti 0,05. Byly vypoéteny hodnoty OR (= odds ratio) a RR (= risk
ratio), které nam udavaji riziko neboli pravdépodobnost vyskytu daného jevu oproti
druhému. Z vypoctenych hodnot vyplyva (OR = 2,19), ze pravdépodobnost vyskytu
liSicich se sekvenci HVRII oblasti mtDNA mezi sledovanymi tkanémi je o néco vyssi u

jedinct pochdzejicich z Teplic. Nejedna se vSak o statisticky vyznamny rozdil (P > 0,05).
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Tab. 5.2 Porovnani obou regionit (Teplice a Prachatice)

Cetnost Cetnost
Pocet mutaci odliSnych shodnych N
vzorki vzorku
Teplice 5) 4 (2,52 %) 155 159
Prachatice 1 1 (1,16 %) 85 86
> 6 5 (2,04%) 240 245

OR = 2,19 CI (0,23-52,37%)
RR = 2,16 CI (0,79-1,94)
Pvalue (Fisherdv exaktni test.) = NS

Vzorky byly déale porovnany v zavislosti na regionu, z kterého pochazely, a zaroven
na pohlavi (Tab. 5.3., Graf. 5.1.). Vice nez polovina nalezenych rozdili mezi sekvenci
z pupecnikové krve a ze slin se tykala chlapci pivodem z Teplic. V ramci této skupiny se
zmény mezi sekvencemi tykaly 4,41 % jedinctl. Zadna odlisnost nebyla nalezena u dévéat
pochazejicich z Prachatic.

Ve vétSiné pripadi (80 %) se nalezené zmény mezi sekvenci pochazejici ze slin a
Z pupecnikové krve tykaly chlapcti. Mezi zménénymi vzorky byl pouze jeden pivodem
zenského pohlavi.

I tyto vysledky (tab. 5.3) byly statisticky zhodnoceny pomoci kontingen¢nich tabulek
s pouzitim Fisherova exaktniho testu s hladinou vyznamnosti 0,05. Z vypoc¢tenych hodnot
(OR = 4,81) vyplyva, ze riziko vyskytu rozdilnych sekvenci HVRII oblasti mtDNA mezi
sledovanymi tkdnémi je vice nez 4x vyssi u chlapct oproti vyskytu u dévcat. I presto, ze je
riziko vyssi u chlapct, neni statisticky vyznamné (P > 0,05), coz miize byt zplisobeno

slabou silou testu nebo malym poctem sledovanych jedinct.
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Tab. 5.3 Porovnani rozdilit mezi oba regiony v zavislosti na pohlavi

v Y Relativni
Cetnost Cetnost
cetnost
odlisnych identickych N
odliSnych
vzorku vzorku
vzorku
Teplice & 3 65 4,41 68
Teplice ¢ 1 90 1,10 91
Prachatice & 1 44 2,22 45
Prachatice ¢ 0 41 0 41
> 5 240 2,04 245

OR =4,81 CI (0,5-114,63%*)
RR =4,67 Cl (1,11-2,79)
Pvalue (Fishertiv exaktni test) = NS

Graf. 5.1 Porovnani rozdilit mezi regiony v zavislosti na pohlavi

Reltivni éetnost wskytu odlEnych

sehvenci

Porovnanirozdilid meziregiony
v zavislostina pohlavi

0,05
0,04
0,03
oo '
0.'01 -
-/
0
Teplice 2 Teplice © | Prachatice | Prachatice
0,0441 0,011 0,0222 0

52




5.3. Charakteristika studovaného souboru

V tabulce 10.1. (viz. Piiloha) je ptehledné vidét, jaké odchylky byly nalezené od
referencni sekvence (CRS), u jakych vzorkd a kolik se jich v jednotlivych vzorcich
nachazelo. V tabulce 10.2. (viz. Pfiloha) je zaznamenan charakter (transice/transverze) a
vyskyt identifikovanych zdmén ve studovaném souboru ve vysetfované oblasti HVRII.

Odchylky od CRS nalezené v souboru mély pievazné charakter nukleotidovych
substituci (= zaména nukleotidu za jiny nukleotid). Zamény v oblasti C-traktu byly
hodnoceny zvIast'.

Vice nez polovina vSech substituci se tykala transice A—G a to v pozici 73
(20,07 %) a v pozici 263 (32,27 %). Zména v nukleotidu 263 se vyskytovala u 97,4 %
vzorkll a substituce v pozici 73 u 60,6 % sekvenci. Tyto vysledky se shoduji s vysledky
Vanecka et al. (2003), kteti detekovali zménu v pozici 263 u 92,4 % jedincl a stejnou
substituci v pozici 73 v 59,1 % vzorki. To jen potvrzuje skute¢nost, Ze tyto zmény proti
referen¢ni sekvenci jsou pro ceskou populaci typicke.

Odecteme-li z celkového poctu substituci tyto dvé nejfrekventnéji zastoupené
zamény (v pozici 73 a 263), nachazely se vV naSem souboru castéji transice: T—C a C—T
v 72,35 %. Nejvice byla touto zdménou zasazena pozice 195, kde byl T nahrazen C v 24,9
% vSech vzorku. Tento vysledek je opét shodny s praci Vanecek et al. (2003), kter4 nalezla
tuto zaménu ve 21,3 % svého souboru. Tyto vysledky se shoduji 1 S pracemi jinych autord,
které popisuji, ze mnohem cCast¢ji podléhaji substituci baze T a C nez A a G. Celkovy pocet
zamén typu transice byl v souboru v 98,2 %, coz také odpovida vysledkiim téchto autort
(Cann et al., 1987; Lee et al., 1997).

V souboru se nachazelo 7 zamén typu transverze (T—G, G—T, A—T, C—A,
A—C), coz je 1,81 %. Transverze se pramérné vyskytuji asi v 5 % (Wakeley, 1993).

Procentualni zastoupeni jednotlivych substituci v souboru zahrnujici transice v pozici

73 a 263 je znazornéno v grafu 5.2. a bez téchto zamén v grafu 5.3.
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Graf. 5.2. Zastoupeni jednotlivych substituci (véetné 73 a 263)
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Graf. 5.3. Zastoupeni jednotlivych substituci (bez 73 a 263)
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Hlavni oblasti HVRII, kde se Castéji objevuji inzerce a delece, je tzv. C-trakt. |
V tomto misté byly v souboru detekovany zmény oproti CRS a to hlavné v poctu cytosinu.
Tyto zmény se tykaly obou casti homopolymerniho cytosinového useku, nejen pied
tyminem, ale i za nim. Cast&ji se viak vyskytovaly v oblasti leZici za T.

V 89 % téchto pocetnich zmén oproti referenni sekvenci ptibyl vzdy jen jeden
cytosin, v 10 % ptibyly dva a pouze v 0,5 % Slo o zvySeni o tii cytosiny. Inzerce 315.1C
byla nalezena v 97,8 % vsech vzorkt a inzerce 309.1C ve 40,5 % vzorku. Tyto vysledky se
opét shoduji s praci Vanecek et al. (2003) a dalSich autord (Parson et al., 1999; Pfeiffer et
al., 1999).

Casto je v tomto tseku HVRII pozorovan dalsi zajimavy fenomén. Dochazi k nému
transici tyminu za cytosin, ¢imz vznikda nepferuSeny homopolymerni C-trakt a muze
zaroven dojit k prodlouzeni C-traktu, coz je pfipisovano sklouznuti DNA polymerazy.
Jednotlivé haplotypy se pak mezi sebou lisi v poctu cytosint, ktery se pohybuje od 12-18.
V nasem souboru se vyskytoval pouze jediny piipad tohoto jevu. Slo v ném nejspise pouze
o transici T—C v nukleotidu 310 (T310C), nikoliv o inzerci dalSich cytosint, jelikoz
celkovy pocet C v takto vzniklém homopolymernim C-traktu byl 14.

Procentualni zastoupeni jednotlivych zmén nalezenych v C-traktu je znazornéno

v grafu 5.4.

Graf 5.4. Zastoupeni jednotlivych zmén v C-traktu
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V nasledujici tabulce 5.4. a grafu 5.5. je prezentovano pocetni a procentualni

zastoupeni vSech nalezenych odchylek od referen¢ni sekvence v souboru. Tyto sekvence

byly dale rozdéleny dle poctu zamén oproti CRS, které se v dané sekvenci nachazely. Dle

mnozstvi odchylek nalezenych v jednotlivych sekvencich byly sekvence zafazeny do

ptislusnych kategorii.

Tab. 5.4. Pocetni zastoupeni sekvenci v jednotlivych kategoriich

Pocet zamén bazi na jednu
sekvenci N Relativni ¢etnost
1 zdména 1 0,037
2 zamény 29 0.1078
3 zdmény 52 01933
4 zdmény 64 02379
5 zamén 57 02119
6 zamén 29 0.1078
7 zamén 13 0.0483
8 zameén 12 0.0446
9 zamén 8 0.0297
10 zdmén 4 0,0149

Graf. 5.5. Zastoupeni sekvenci v prislusnych kategoriich (pocet zamen)
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Z tabulky 5.4. a grafu 5.5. vyplyva, Ze nejvyssi pocet sekvenci spada do kategorie 4
zamény (64, tj. 23,79 %). Nejméné sekvenci se nachazi v kategoriich 1 zaména (1, tj.
0,37 %) a 10 zamén (4, tj. 1,49 %). Z grafu je patrné, ze rozlozeni sekvenci v jednotlivych

kategoriich kopiruje Gaussovu kiivku, jde tedy o normalni rozlozeni znaku.
Dale byly pro zjisténa data souboru vypocteny zékladni parametry deskriptivni
statistiky (tab. 5.5., graf. 5.6.). Zpracovan byl nasledujici znak — pocet zamén bazi

V jednotlivych vzorcich souboru vzhledem k CRS.

Tab. 5.5. Zdkladni parametry deskriptivni statistiky

Znak N Priumér SD SE V %
269 4,57 1,849 0,1127 40,46
Pocet zamén bazi Min Max Median Q1 Q3
1 10 4 3 5

Z tabulky 5.5. je vidét, ze primérny pocet zmén oproti CRS na jednu sekvenci byl
4,57. Minimalni po¢et zamén byl roven 1 a maximalni mnozstvi zmén na jeden vzorek byl
10.

Graf. 5.6. Pocet bazi na jednu sekvenci
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Graf 5.6. znazornuje rozlozeni hodnot znaku. Na grafu je zachycen median, jehoz

hodnota se rovna 4. Hodnota dolniho kvartilu je 3 a horni kvartil odpovidd hodnoté¢ 5.

Interkvartilové rozpéti je rovno 2, z ¢ehoz vyplyva, Ze mezi hodnotami 3 a 5 se nachézi

50 % souboru.

Pro moznost porovnani vysledkli riznych autorii mezi sebou se ve studovanych

populacich wurcuji tzv. haplotypy mitochondrialni DNA, které

se stanovuji dle

charakteristickych zamén oproti CRS. Haplotypy se odvozuji pro oblasti HVRI i HVRII

mMtDNA.

Pro studovany soubor byly téZ odvozeny haplotypy pro testovanou oblast HVRII

mitochondridlni DNA. V souboru bylo nalezeno 120 rtiznych haplotypt a jejich jednotlivé

zastoupeni je znazornéno v tabulce 5.6.

Tab. 5.6. Zastoupeni jednotlivych haplotypii v ramci HVRII

Zastoupeni
Pocet haplotypu | jednotlivych haplotypi > Relativni ¢etnost
v souboru
76 1 76 0,2825
23 2 46 0,1710
5 3 15 0,0558
4 4 16 0,0595
3 5 15 0,0558
3 6 18 0,0669
1 9 9 0,0335
1 10 10 0,0371
1 11 11 0,0409
1 13 13 0,0483
1 17 17 0,0632
1 23 23 0,0855
120 269 1

58




V tabulce 5.6. a 10.3. (viz Pfilohy) muzeme vidét v jaké frekvenci se jednotlivé
haplotypy v souboru vyskytovaly a jakymi zménami oproti CRS byly charakterizované.

V souboru se nejcastéji (8,55 %) vyskytoval profil charakterizovany dvémi zménami
oproti CRS a to 263 a 315.1C. Druhy nejfrekventovanéjsi haplotyp (6,32 %) byl odlisny od
referenéni sekvence ve tirech pozicich (263, 309.1C, 315.1C). O jaky typ mutace se
V jednotlivych pozicich jednalo, miZzeme vidét v tabulce 10.3. (viz Ptilohy).

Celkem 28,25 % souboru tvotily jedine¢né haplotypy (76 sekvenci).

Déle byla zhodnocena variabilita v ramci studované¢ho souboru. Z vySe uvedenych
haplotypt HVRII oblasti souboru byl vypocten odhad genetické diverzity tohoto lokusu.

Ze ziskanych vysledkt byl také vypocten primérny pocet bazi mezi dvéma ndhodné
vybranymi vzorky souboru porovndnim jednotlivych haplotypti mezi sebou. Déle byla
vypoctena frekvence vyskytu shodnych haplotypti, kterd udava, jak Casto se pii ndhodném
vybéru dvou vzorkl ze studované populace vyskytne stejny haplotyp. Jednotlivé hodnoty

jsou uvedené v tabulce 5.7.

Tab. 5.7. Vypoctené vysledky variability v oblasti HVRII studovaného souboru

~

Populace CR

N 269
Priimérny pocet odlisnych nukleotidii 3,78
Pocet shod / pocet porovnani 38171499
Rozsah 0-11
Frekvence nejbéznéjsiho halotypu (%) 8,55
Geneticka diverzita * 0,98
Pravdépodobnost shody uvnitf populace | 2,42

(%) ?

1 dle Stoneking et al., 1991
2 dle Tajima, 1989
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Genetickd diverzita souboru odpovidd hodnoté 0,98. Tyto vysledky jen potvrzuji
vysokou variabilitu HVRII oblasti a tedy i vhodnost pouziti tohoto regionu ke studiu
populacnich a fylogenetickych vztaht,, individudlni identifikaci a dalsim podobnym
analyzam.

Dva nadhodné¢ vybrané vzorky se od sebe li§i v priméru ve 3,78 nukleotidech a
maximalni hodnota variability jednotlivych haplotypi mezi sebou odpovida 11
nukleotidim. Pfi ndhodném vybéru dvou vzorku se stejny haplotyp bude vyskytovat

V praméru ve 2,42 % jedinct.
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6. DISKUZE

Hypervariabilni oblast mtDNA byla vybrana jako pfedmét zkoumani hlavné pro jeji
proménlivost, nebot’ na rozdil od jaderné DNA, se zmén, které v ni probéhnou nedokaze
zbavit. Pocet molekul mtDNA je vy$§i neZ mnozstvi mitochondrii v bufice, a proto je
ziejmé, Ze na jednu mitochondrii pfipada téchto molekul nékolik, pravdépodobné desitky.
Jelikoz se predpokladd, ze ke zménam dochazi vzdy nejdiive v molekule
mitochondridlntho genomu, mél by tento typ nejprve prevladnout v ramci jedné
mitochondrie, posléze tato mitochondrie v rdmci vSech mitochondrii v buiice a nakonec
musi vzniknout klon téchto bun€k se zménénou mtDNA. Tézko si lze predstavit, Ze by
mohlo jit o proces pfipominajici infekci, kdy by zménéné mitochondrie mohly ptechazet
Z jedné bunky do druhé. Tento proces probihd v riiznych tkdnich rizné€ rychle a provadéné
analyzy predstavuji vzdy jen jakysi prifez momentalni situaci. V nékterych tkanich
postupuje tento proces velice pomalu, jedna se o bunky, které se prakticky vibec nedé¢li
(pt. neurony). V jinych tkanich probiha naopak velice rychle (pf. buiiky zazivaci trubice a
ktze). Rozdily ve slozeni mtDNA mezi organy, jejichz bunky se v dospélosti prakticky jiz
nedéli, mohou mit nepochybné sviij ptivod v embryonalnim obdobi.

Tedy 1 vysledek sekvenace miize podstatnou mirou ovlivnit pouzity zdroj, nebot’, a
tyka se to predevSim patologickych odchylek, mohou byt zmény v mtDNA nahromadény
vV riznych tkanich v rizné mire. Proto je lepSi tam, kde je potieba porovnavat mtDNA

ruznych jedinct, nebo stejnych jedinct v rizném casovém obdobi, pouzivat stejné tkane.

6.1. Stanoveni rozdili vsekvenci HVRII mtDNA ve vzorcich

pupecnikové krve a bunék dutiny ustni stejnych jedincu

Vysledky stanoveni rozdili v sekvenci HVRII tseku lidské mitochondrialni DNA ve
vzorcich pupecnikové krve a bun€k dutiny ustni stejnych jedincti v praméru 10 let od
narozeni identifikovaly odliSnosti u 2,04 % vySetienych, jejichZ rozsah se pohyboval mezi
1 a 2 nukleotidy (rozsah HVRII sekvence je vétSinou udavan mezi nukleotidy 57-372).
Jeda se o statisticky vyznamny rozdil (P < 0,05) (tab. 5.1.).
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Z hlediska typu mutace $lo o bodové substituce (transice) a délkovy polymorfismus
v C-traktu.

Dv¢ transi¢ni zamény byly identifikovany v pozici 73. Vzhledem k tomu, ze tato
pozice je obsazena vruznych haplotypech v ramci jednotlivych haploskupin, byly
sekvence zatazeny do prtislusnych haploskupin. Toto zatazeni je pochopitelné pouze
orientacni, pro presné zarazeni by byly potfebné dalsi sekvence mtDNA daného vzorku
(pt. HVRI). Vzhledem k porovnavani pouze HVRII se ptedpokladalo, ze muze dojit
k zafazeni sekvence do vice haploskupin. Sekvence z pupec¢nikové krve vzorku 972, jejiz
odli$nosti oproti CRS byly v pozicich 152, 263, 309.2C a 315.1C, byla zafazena do
haploskupiny H. U sekvence pochazejici ze slin téhoz vzorku, kterd se oproti CRS liSila
v nukleotidech 73, 152, 263, 309.2C a 315.1C, byla urcena haploskupina T (Malyarchuk et
al., 2006, Malyarchuk et al., 2007). Tyto vysledky naznacuji, ze stupen variability v ramci
odlisnych tkanich uvnitf jednoho organizmu by mohly ptekro¢it rizné haploskupiny, coz
by mohlo mit dasledky pro ruzné fylogenetické a populacni studie opirajici se 0 mtDNA,
jelikoz by mohlo dojit k zafazeni jedince do rtiznych haploskupin dle tkané, ktera by byla

pro analyzu pouzita.

Dalsi transi¢ni zména se tykala pozice 242. Bunky pochazejici z pupecnikové krve
obsahovaly smés dvou riaznych mtDNA. Jedna nesla v této pozici C a druha T. Jednalo se
tedy o heteroplasmii, jak je vidét na obrazku 6.1. V buiikdch dutiny ustni doslo béhem
ontogeneze k pievladnuti sekvence, ktera nesla ve zminované pozici tymin.

Obdobné mutace nalezli Hiihne et al. (1998), jejichz studie sledovala rozdily
v sekvenci HVRI a HVRII pivodem od matky a jejiho ditéte. Nové mutace ve formé
homoplasmické substituce mezi maternalnim vzorkem a vzorkem ditéte neobjevili zadné.
Zato nalezli sedm odlisnosti mezi sekvencemi ve formé heteroplasmie. VétSinou se jednalo
o pyrimidinové transice. Za nalezené odliSnosti mezi sekvencemi piivodem od matky a
jejiho potomka je nespiSe zodpovédny mitochondridlni efekt hrdla lahve, a nebo se mlze
jednat o somatickou mutaci.

Jind studie, dlouhodob& monitorujici stupenn heteroplasmie v kontrolnim regionu
MtDNA, prezentovala odliSny vysledek. Kvantitativni analyza ukézala, ze stupen
heteroplasmie se béhem dvaceti let ve studované tkani jedince nezménil, dokonce se nelisil

ani v riznych tkanich. Z tohoto vysledku usoudili, ze heteroplasmie je zdédéna a neni
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vysledkem somatickych mutaci vznikajici v pribéhu ontogeneze (Lagerstrom-Fermer et
al., 2001).

Diive byla heteroplasmie spojovana zejména S mitochondridlnimi onemocnénimi
(Jazin et al., 1999). Pozdg¢ji se vsak ukazalo, ze heteroplasmie v normalni populaci neni tak

vzacna a byl potvrzen jeji vyskyt i u zdravych jedinci (Comas et al., 2008).

sekvence z pupec. kive

Obr. 6.1. Nalezena heteroplasmie ve vzorku 1025 v pozici 242 v bunikdach pupecnikove krve

Budeme-li piedpokladat, ze v dobé narozeni byly sekvence identické, pak mutaéni
rychlost pro lidskou mitochondrialni DNA, obvykle udavana jako ~3x10° nebo 2,7x107,
je v piipad¢ druhého hypervariabilniho tiseku mtDNA bungk izolovanych z dutiny tstni
jisté vyssi. VSeobecné je HVRII povaZovéana za nejproménlivéjsi tisek mtDNA (Schneider
& Excoffier, 1999). Je v8ak mozné, Ze k rozriziovani dochazi jiz v embryonalnim obdobi.

Mohlo by zacinat jiz na urovni jednotlivych tkanovych kmenovych bunék (Fellous et al.,
2009).
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Je dokazano, Ze béhem mnozeni a diferenciace bun€k dochazi v lidském téle
k hromadéni odchylek v sekvenci mtDNA, které jsou v rizné mife vyjadieny v riznych
organech, tkanich, ale i v buikach v ramci stejné tkané — napft. v jednotlivych vlasovych
kotincich stejného jedince (Shanske et al., 2004). Z tohoto hlediska neni tento nalez
prekvapujicim, nicméné miize mit zasadni dopad na pouziti mtDNA k forenznim ucelim a
populaénim studiim, pokud nejsou jako zdroj materidlu systematicky pouzivany stejné
tkané, pochazejici navic z ptiblizné stejné starych osob. Prestoze ve vysSich vékovych
kategoriich se zmény objevuji u vSech typa bunck (Kraytsberg et al., 2003), je, i dle nalezi
V ramci této prace, nachylnost ke zménam ziejmé vyssi u epitelovych bunck (Nekhaeva et
al., 2002). Vzhledem k moznosti, Ze mitochondrialni vybava jednotlivych blastomer
nemusi byt identicka, je dokonce zpochybnovana preimplantacni diagnostika

mitochondridlnich poruch (Bredenoord et al., 2009).
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6.2. Vliv Zivotniho prostifedi na mutagenezi mtDNA

Po porovnéani nalezenych rozdili mezi sekvenci z pupecnikové krve a ze slin obou
regionl, které se znacné liSily ve zneCiSténi ovzdus$i, se nepodafilo nalézt statisticky
vyznamny rozdil mezi vzorky pochazejicimi z Teplic a Prachatic (P > 0,05).

| kdyZ pocet nalezenych rozdili ve vzorcich pochazejicich z Teplic byl vyssi nez u
tkan¢ piivodem z Prachatic, neposkytla analyza pii tak nizkém poctu nalezenych zmén
signifikantni rozdil. Pravdépodobnost vyskytu téchto rozdili mezi tkanémi tedy vysla vyssi
vV Teplicich (OR = 2,19) nez v Prachaticich, ale ne natolik, aby se dal prokéazat vliv
zivotniho prostiedi a celoZivotniho vystaveni nékterym toxintiim na akumulaci poSkozeni

mitochondrialni DNA.

Zajimavy, ackoli statisticky nevyznamny (P > 0,05), vysledek poskytlo srovnani
vzorki s nalezenymi rozdily mezi sekvencemi v zavislosti na pohlavi. Riziko vyskytu
rozdilnych sekvenci HVRII oblasti mtDNA mezi zkoumanymi tkanémi bylo vice nez
4x vys8i u chlapcti nez u dévcat. Ackoli stanovené riziko u chlapct bylo vyssi nez u
dévcat, nebylo statisticky signifikantni.

Pokud se pokusime ziskany vysledek i1 pies absenci signifikance néjak hodnotit
vysledky by pak mohly naznaCovat obecné¢ znamy fakt, ze muzské plody jsou zranitelnéjsi
a nachylnéjsi k vlivim vnéjSiho prosttedi (Wells, 2000). VEtsi zranitelnost chlapeckych
plodd na prenatalni poSkozeni environmentalnim stresem miize vyustit az v jejich aborty
nebo vést k vyssi incidenci novorozencii muzského pohlavi s vyvojovou malformaci,
piipadné pouze ke zméne genetického materidlu. Snizeni podilu novorozenych chlapct
bylo pozorovéno po dlouhodobé expozici chemickych faktorti prostfedi (Nicolich et al.,
2000). Podobné tomu bylo i u rodict, kteti koufili vice nez 20 cigaret denn¢ (Fukuda et al.,
2002). V genetickém materialu chlapct ¢astéji nalezené tkanové specifické piestavby
mitochondrii, studované v ramci této prace, tak jsou v souladu s davno znamym faktem

vy$si zranitelnosti muzskych ploda.
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6.3. Charakteristika variability HVRII oblasti souboru

Sekundédrnim cilem této prace bylo srovnani sekvencnich odliSnosti vzorki souboru
v oblasti HVRII mitochondrialni DNA oproti referenéni sekvenci a popis této variability
celého souboru. Pro toto porovnani, uvedené v tabulce 10.1. (viz. Pfilohy), byly pouzity
sekvence pouze z pupecnikové krve vsech vzorkli souboru (269). Charakter a Cetnost
jednotlivych nalezenych mutaci ve studovaném souboru jsou popsany V tabulce 10.2. (viz.
Ptilohy).

Na zékladé opakujicich se polymorfismii v ramci mtDNA byla vytvofena databaze
vSech nalezenych odliSnosti od referencni sekvence, které publikovali riizni autofi

(http://mitomap.org/MITOMAP/PolymorphismsControl). Srovnanim vysledkt této prace

s vySe uvedenou databazi bylo zjisténo, ze vétSina nalezenych odliSnosti byla jiz diive
publikovana. Ve ¢tyfech ptipadech vSak objevené mutace dosud publikovany nebyly. Jde o
pozice: 243, 291, 296 a 299, charakter mutace a Cetnost jsou uvedeny v tabulce 6.1.
Z pohledu typu mutace se z valné vétSiny jednalo o transverze. Vzhledem Kk jejich obecné
niz8i frekvenci vyskytu (kolem 5 %) oproti transicim, neni prekvapujicim zjiSténim, Ze

praveé nalezené transverze nebyly dosud popsany.

Tab. 6.1. Dosud nepublikované polymorfismy v HVRII

Pozice CRS Zména N Mutace
243 A G 1 Transice
291 A T 1 Transverze
296 C A 1 Transverze
299 C A 1 Transverze

DalSim cilem této prace bylo vyhodnoceni variability v oblasti HVRII
mitochondridlni DNA v rdmci studovaného souboru a jeji srovnani s vysledky obdobnych
studii.

Vypocétené vysledky uvedené v tabulce 5.7. v predchazejici kapitole byly porovnany
s vysledky studii, které se zabyvaly variabilitou HVRII oblasti v riznych evropskych
populacich.
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Tab. 6.2. Porovnani odhadu genetické diverzity a pravdépodobnosti shody dvou ndahodné

vybranych vzorkit uvniti ceské populace s evropskymi populacemi

Populace FIN' BOS! GBR? CZE’ CczE*
Genet. diverzita 0,93 0,93 0,93 0,97 0,98
Pst shody dvou

8,0 8,3 8,3 3,6 2,42
vzorkd (%)
1 Comas et al., 1999 FIN...... finska populace
2 Piercy etal., 1993 BOS.....bosenska populace
3 Vanecek et al., 2004 GBR.....populace Velké Britanie
4 Vysledky souboru hodnoceného v ramci této prace CZE.....Ceska populace

Geneticka diverzita souboru hodnoceného v ramci této prace byla odhadnuta na 0,98.
Tato hodnota spada do rozsahu, ktery je typicky pro evropskou populaci (0,93-0,98) a
shoduje se s vysledky, které jiz byly pro ¢eskou populaci zvetejnény (Vanecek et al., 2004)
(Tab. 6.2.).

Tato vysokd hodnota genetické diverzity, typicka pro mtDNA, je mnohem vys$si nez
heterozygozita (srovnatelna s diverzitou) detekovand ve vysoce polymortnich lokusech
jaderné DNA, takovych jako je HLA DQa lokus (Helmuth et al., 1990) nebo VNTR lokusy
(Nakamura et al., 1987). Tyto tdaje jen potvrzuji skute¢nost, ze mitochondridlni DNA se
vyviji skute¢né¢ rychle a hypervariabilni Gsek Il kontrolniho regionu vykazuje extrémné
vysoky stupeii polymorfismt.

Pravé diky vysoké wvariabilit¢ mtDNA a specidln¢ kontrolniho regionu je
mitochondridlni DNA cilem intenzivniho z4jmu nejriznéjSich  populacnich,
fylogenetickych a forenznich studii. Sekvenovani hypervariabilnich regioni a sledovani
neutralnich mutaci pomdha urcit ptibuznost mezi jedinci a stanovit, kdy ptiblizné¢ mohlo
dojit k odd€leni linii béhem evolu¢niho vyvoje (Sigurgardottir et al., 2000). I pro forenzni
vySetfovani je mtDNA a jeji variabilita hojné vyuzivana. Mitochondridlni DNA nastupuje
na scénu hlavné tehdy, selze-li analyza jaderné DNA, je-li degradovana nebo se ve stopé
nenachazi vibec. MtDNA tak umozni analyzu vlasi bez kotfinku, zubli nebo jen

nepatrnych kouskt epitelu (Wilson et al., 1995).
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Pravdépodobnost, Ze dva neptibuzni jedinci ve vysetfovaném souboru budou mit
v HVRII oblasti mitochondrialni DNA identicky profil je asi 2,4 %. Tedy je mnohem vyssi
pravdépodobnost (pfiblizné 97,6 %) jedinecného haplotypu. Ve skutecnosti se ale tato
pravdépodobnost shody dvou nahodnych profili bude pohybovat jiz od frekvence

nejbéznéjsiho haplotypu v dané populaci (v tomto souboru frekvence nejcastéjsiho

haplotypu = 8,55 %). Pravdépodobnost vylouceni shody bude tudiz o néco nizsi (91,45 %).

Tab. 6.3 Porovnani primérnych hodnot poctu odlisnych nukleotidii v oblasti HVRII mezi

dvéma nahodné vybranymi vzorky

1 2 3
Populace RUS CZE CZE RUS.... ruska populace
Prim. CZE.....Ceska populace
pocet
4,27 2,97 3,78
odlisnych
nukleotida

1 Orekhov et al., 1999
2 Vanecek et al., 2004
3 Vysledky souboru hodnoceného v ramci této prace

Dalsim pfistupem v sledovani rozdilnosti mezi sekvencemi muze byt meéfeni
prumérného poctu nukleotidi mezi dvéma ndhodné vybranymi vzorky souboru. Ve
studovaném souboru tato vlastnost vysla pramérné 3,78 odliSnych nukleotidii. Tento
vysledek se shoduje s diive publikovanou praci Vanecek et al. (2004), v jejichZz souboru
vySel ve studované oblasti HVRII pramérny pocet rozdilnych nukleotidi mezi dvéma
ndhodné vybranymi vzorky 2,97. Pro cely kontrolni region se tato hodnota pohybuje cca
od 7 do 11 (Piercy et al., 1993; Poetsch et al., 2003; Poetsch et al., 2004; Calafell et al.,
1996).
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7. ZAVER

Hlavnim cilem této prace bylo stanovit rozdily v sekvenci HVRII oblasti
mitochondridlniho genomu ve vzorcich pupecnikové krve a bunck dutiny ustni stejnych
jedinct odebrané s odstupem v pruméru 10 let od narozeni. Tato prace byla vyjimecna
vV tom, Zze doposud nebyly srovnavany sekvence mtDNA stejnych jedinct po uplynuti
urc¢ité doby. Byly pouze porovnavany rtizné v€kové kategorie riznych jedinct. Jde tedy o
unikatni ptileZitost sledovat proménlivost mtDNA béhem individualniho vyvoje.

Po srovnani sekvenci byly nalezeny statisticky vyznamné odliSnosti u 5 part vzorkt
(2,04 %; P < 0,05). Z hlediska charakteru mutace se jednalo o transice a rozdily v po¢tu
cytosini v C-traktu. Nalezené rozdily mohou mit nékolik pfi¢in, piedev§im casovou
vzdalenost odbérti a riiznost bunééného slozeni odebiranych vzorki.

Z téchto vysledkli plyne doporuceni pro veskeré analyzy opirajici se o
mitochondridlni DNA. Jejich metodika by méla byt vzdy zaloZzena na porovnadvani mtDNA
ze stejnych tkéni a nejlépe 1 podobné starych jedinch. Jiny postup by mohl vést
k nepfesnym vysledkim. Naptiklad k zatazeni jedince do jiné haploskupiny, jak bylo
naznaceno v predchézejici kapitole, kde byla ur¢ena u sekvence z pupecnikové krve jina
haploskupina nez u sekvence pochazejici ze slin téhoz jedince.

Jelikoz vzorky souboru pochdzely z hlediska Zivotniho prostiedi z odlisnych regionti
(Teplice / Prachatice), byly vzorky s nalezenymi odchylkami mezi sekvencemi porovnany
sohledem na jejich pivod. Tyto vysledky byly statisticky hodnoceny pomoci
kontingencnich tabulek s pouzitim Fisherova exaktniho testu s hladinou vyznamnosti 0,05,
avSak neposkytly statisticky signifikantni rozdil mezi vzorky pochazejicimi z Teplic a
Prachatic. Vliv Zivotniho prostfedi na mutagenezi mitochondrialni DNA se tedy nepodatilo
prokazat. Stejné¢ byly zhodnoceny data i z hlediska pohlavi jedinct. I piestoze riziko
vyskytu rozdilnych sekvenci mezi tkdnémi bylo asi 4x vys$i u chlapcl nez u dévcat,

vysledek byl opét statisticky neprikazny.

Dale byla hodnocena variabilita souboru v HVRII oblasti. Zjisténé odchylky oproti
CRS odrazeji ptirozenou variabilitu mtDNA. Nalezené odliSnosti v sekvenci mély
prevazné charakter nukleotidovych substituci. Nejcastéji se vyskytovaly v pozici 73 a 263,
které jsou pro Ceskou populaci typické. Pro dany soubor byl vypocten odhad genetické

diverzity (0,98), primérny pocet odlisSnych nukleotidi mezi dvéma ndhodné vybranymi
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vzorky (3,78) a pravdépodobnost shody profili mezi dvéma ndhodné vybranymi vzorky
(2,42 %). Vysledky se shodovaly s publikaci, ktera se téz zabyvala variabilitou HVRII
mitochondrialni DNA c¢eské populace (Vanecek et al., 2004). Tyto hodnoty potvrzuji
vysokou variabilitu HVRII oblasti, a tedy i vhodnost jejiho pouziti pro studium
populaénich vztahtl, individualni identifikaci a k dal$im analyzam. Je v§ak nutné pocitat s

tkanove specifickou variabilitou.
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8. SEZNAM ZKRATEK

Arg
ATP

bp

C

CAT
CPEO
CRS
C-trakt
Cu/znSOD
dATP
dCTP
ddNTP
dGTP
dH,0
DNA
dNTP
dsDNA
dTTP
ETC
FADH,
G

GPx
GR
GSH
H-rétézec
HSP
HVRI
HVRII
HVRIII

lle

baze adenin

arginin

adenosintrifosfat

pary bazi

baze cytosin

katalaza

Chronicka progresivni externi oftalmoplegie
Cambridge reference semence
homopolymerni trakt cytosind
méd’/zinek-superoxid dismutaza
deoxyadenozintrifosfat
deoxycytozintrifostat
dideoxyribonukleotidtrifosfat
deoxyguanozintrifosfat

deionizovand voda

deoxyribonukleova kyselina
deoxyribonukleotidtrifosfat
dvoutetézcova DNA
deoxytyminozintrifosfat

elektron transport chain: fetézec elektronového transportu
flavin-adenin-dinukleotid

baze guanin

glutathionperoxidaza
glutathionreduktéza

glutathion

tézky fetézec

promotor pro transkripci tézkého fetézce
hypervariabilni usek I

hypervariabilni usek II

hypervariabilni usek III

izoleucin
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kbp

KSS
L-tetézec
LHON
LSP

Met

MM
MnSOD
MtDNA
NADH
NDNA
On
OXPHOS
PCR

Pst

RNA
ROS
rpm
rRNA
STR

T

Tm
tRNA
tRNA P
tRNA P
Trp

uv

kilo bazi

Kearns-Sayertiv syndrom

lehky fetézec

Leberova hereditarni optickd neuropatie
promotor pro transkripci lehkého fetézce
metionin

master mix

mangan-superoxid dismutaza
mitochondridlni DNA

redukovany nikotinamid-adenin-dinukleotid
jaderna DNA (nuklearni)

pocatek replikace tézkého fetézce

proces oxidativni fosforylace

polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
pravdépodobnost

ribonukleova kyselina

reaktivni kyslikové radikaly

otacky za minutu

ribozomovd RNA

kratké tandemové repetice (short tandem repeats)
baze tymin

teplota tani

transferovd RNA

transferova RNA pro fenylalanin
transferovd RNA pro prolin

tryptofan

ultrafialové zareni
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10. PRILOHY- tabulky

Tab. 10.7 Charakteristika studovaného souboru

Vzorek HVRII N
43 73, 263, 295, 309.1C, 315.1C 5
76 263, 315.1C 2
115 73, 150, 263, 315.1C 4
119 73, 263, 315.1C 3
120 73, 152, 195, 263, 309.1C, 315.1C 6
133 73, 152, 263, 295, 315.1C 5
143 263, 315.1C 2
144 228, 263, 309.1C, 315.1C 4
187 263, 315.1C 2
202 152, 263, 315.1C 3
256 195, 263, 309.2C, 315.1C 4
260 263, 309.1C, 315.1C 3
292 73, 185, 263, 295, 315.1C 5
293 72, 93, 263, 309.1C, 315.1C 5
296 263, 315.1C 2
318 263, 315.1C 2
320 73, 263, 309.1C, 315.1C 4
335 73, 150, 263, 315.1C 4
337 152, 263, 309.1C, 315.1C 4
340 73, 199, 203, 204, 250, 263, 315.1C 7
344 73, 263, 309.1C, 315.1C 4
363 73, 146, 152, 263, 309.1C, 315.1C 6
369 152, 263, 315.1C 3
374 263, 309.2C, 315.1C 3
381 73, 152, 195, 225, 227, 263, 315.1C 7
391 73, 199, 203, 204, 250, 263, 309.2C, 315.1C 8
393 73, 195, 263, 315.2C 4
395 73, 195, 263, 315.1C 4
402 73, 152, 217, 263, 309.2C, 315.1C 6
412 73, 263, 315.1C 3
421 73, 195, 247, 263, 315.1C 5
422 73, 204, 263, 315.1C 4
436 152, 315.1C 2
442 73, 153, 195, 225, 226, 263, 309.1C, 315.1C 8
447 73, 146, 152, 195, 263, 309.2C, 315.1C 7
492 73, 150, 263, 315.1C 4
573 73, 263, 295, 309.1C, 315.1C 5
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613

73, 152, 263, 315.1C

4
615 146, 263, 309.1C, 315.1C 4
629 73, 263, 309.1C, 315.1C 4
635 73,152, 217, 263, 315.1C 5
636 73, 146, 195, 198, 247, 263, 309.1C, 315.1C 8
644 150, 195, 263, 315.1C 4
650 239, 263, 288, 309.1C, 315.1C 5
653 263, 315.1C 2
660 263, 309.2C, 315.1C 3
664 263, 309.2C, 315.1C 3
680 73, 263, 309.1C, 315.1C 4
696 263, 315.1C 2
703 146, 195, 263, 309.1C, 315.3C 5
704 309.2C, 315.1C 2
709 263, 309.2C, 315.1C 3
711 146, 195, 263, 315.1C 4
731 195, 215, 263, 309.1C, 315.1C 5
738 93, 239, 263, 309.2C, 315.1C 5
746 72, 263, 309.1C, 315.1C 4
749 263, 315.1C 2
763 73,195, 247, 263, 309.1C, 315.1C 6
777 73, 263, 309.1C, 315.1C 4
783 73, 195, 263, 309.1C, 315.1C 5
784 73, 150, 152, 263, 295, 315.1C 6
785 73, 146, 152, 195, 263, 309.2C, 315.1C 7
786 73, 195, 247, 263, 315.1C 5
798 73, 152, 263, 291, 294, 296, 297, 299, 302, 315.1C 10
802 263, 309.2C, 315.1C 3
807 73, 150, 263, 315.1C 4
808 309.1C, 315.1C 2
809 73, 153, 263, 309.1C, 315.1C 5
819 73, 150, 263, 309.1C, 315.1C 5
825 73, 263, 309.2C, 315.1C 4
826 200, 263, 309.2C, 315.1C 4
830 73, 146, 152, 263, 315.1C 5
840 73, 189, 195, 204, 207, 263, 315.1C 7
856 73, 207, 263, 309.1C, 315.1C 5
860 73, 152, 263, 295, 315.1C 5
862 152, 263, 309.2C, 315.1C 4
886 73, 146, 152, 263, 309.1C, 315.1C 6
893 73, 150, 185, 228, 263, 295, 309.1C, 315.1C 8
896 263, 309.1C, 315.1C 3
904 73, 150, 195, 263, 315.1C 5
908 263, 309.1C, 315.1C 3
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910 199, 203, 204, 250, 263, 315.1C 6
913 73, 263, 315.1C 3
930 73, 242, 263, 295, 315.1C 5
938 263, 315.1C 2
953 263, 315.1C 2
967 73, 146, 153, 189, 195, 225, 227, 263, 309.1C, 315.1C 10
972 152, 263, 309.2C, 315.1C 4
975 73, 146, 152, 263, 315.1C 5
985 263, 315.1C 2
986 73, 263, 315.1C 3
989 73, 146, 263, 309.1C, 315.1C 5
999 263, 315.1C 2
1006 73, 152, 195, 263, 315.1C 5
1007 73, 189, 194, 195, 204, 207, 263, 309.1C, 315.1C 9
1012 73, 185, 228, 263, 295, 315.1C 6
1013 73, 150, 152, 195, 215, 263, 295, 309.1C, 315.1C 9
1015 263, 309.1C, 315.1C 3
1025 73, 195, 263, 315.1C 4
1034 73, 146, 152, 263, 315.1C 5
1037 239, 263, 309.2C, 315.1C 4
1048 72, 89, 93, 195, 263, 309.2C, 315.1C 7
1061 263, 309.1C 2
1065 73, 263, 315.1C 3
1067 263, 315.1C 2
1071 73, 185, 195, 228, 263, 295, 309.1C, 315.1C 8
1081 73, 263, 315.1C 3
1097 73, 263, 295, 309.1C, 315.1C 5
1098 73, 263, 309.1C, 315.1C 4
1107 73, 185, 228, 242, 263, 295, 315.1C 7
1116 114, 146, 152, 195, 263, 309.1C, 315.1C 7
1120 195, 263, 315.1C 3
1135 93, 263, 315.1C 3
1139 239, 263, 309.2C, 315.1C 4
1151 73, 185, 263, 295, 309.1C, 315.1C 6
1153 150, 263, 309.2C, 315.1C 4
1154 263, 309.1C, 315.1C 3
1155 73, 263, 315.1C 3
1157 73, 189, 194, 195, 204, 207, 263, 309.1C, 315.1C 9
1160 263, 309.1C, 315.1C 3
1169 263, 309.1C, 315.1C 3
1193 73,195, 263, 315.1C 4
1204 195, 263, 309.2C, 315.1C 4
1205 73,152, 263, 315.1C 4
1206 73, 185, 204, 263, 309.1C, 315.1C 6
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1207

263, 309.1C, 315.1C

3
1230 73, 195, 263, 309.1C, 315.1C 5
1231 73, 263, 309.1C, 315.1C 4
1239 73, 263, 309.2C, 315.1C 4
1242 73, 315.1C 2
1244 73, 153, 195, 225, 226, 263, 315.1C 7
1245 236, 263, 315.1C 3
1247 146, 263, 315.1C 3
1250 152, 263, 315.1C 3
1255 73, 263, 309.1C, 315.1C 4
1264 263, 309.1C, 315.1C 3
1272 73, 146, 263, 309.1C, 315.1C 5
1279 73, 195, 263, 309.1C, 315.1C 5
1289 263, 309.1C, 315.1C 3
1290 263, 315.1C 2
1299 73, 228, 263, 309.1C, 315.1C 5
1302 239, 263, 309.1C, 315.1C 4
1306 73, 152, 240, 263, 315.1C 5
1334 152, 263, 309.1C, 315.1C 4
1340 73, 195, 263, 309.1C, 315.1C 5
1345 73, 195, 263, 309.2C, 315.1C 5
1362 73,152, 217, 263, 309.2C, 315.1C 6
1365 73, 257, 263, 315.1C 4
1369 73, 263, 315.1C 3
1379 263, 309.2.C, 315.1C 3
1380 73, 195, 263, 309.2C, 315.1C 5
1386 263, 315.1C 2
1390 263, 309.2C, 315.1C 3
1391 73, 195, 263, 309.1C, 315.1C 5
1393 263, 309.1C, 315.1C 3
1396 73,199, 263, 315.1C 4
1408 73, 185, 263, 295, 315.1C 5
1419 73, 152, 195, 263, 315.1C 5
1429 73, 146, 152, 263, 315.1C 5
1435 73, 152, 217, 263, 309.1C, 315.1C 6
1437 73, 263, 309.1C, 315.1C 4
1441 73, 185, 295, 315.1C 4
1455 73, 189, 194, 195, 204, 207, 263, 315.1C 8
1459 239, 263, 288, 309.1C, 315.1C 5
1460 263, 309.1C, 315.1C 3
1466 73,195, 263, 315.1C 4
1478 73, 152, 195, 263, 309.1C, 315.1C 6
1488 73, 146, 263, 315.1C 4
1493 73, 150, 152, 195, 215, 263, 295, 309.1C, 315.1C 9
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1494

263, 309.1C, 315.1C

3
1503 263, 315.1C 2
1505 73, 150, 185, 263, 309.2C, 315.1C 6
1510 152, 263, 309.1C, 315.1C 4
1524 263, 315.1C 2
1532 73, 185, 263, 295, 309.1C, 315.1C 6
1536 73, 150, 195, 263, 315.1C 5
1546 73, 195, 263, 309.1C, 315.1C 5
1550 73, 263, 309.1C, 315.1C 4
1552 195, 263, 309.1C, 315.1C 4
1553 73, 263, 315.1C 3
1555 73, 150, 152, 263, 309.1C, 315.1C 6
1562 73, 153, 195, 225, 226, 263, 309.2C, 315.1C 8
1574 204, 239, 263, 309.1C, 315.1C 5
1581 73, 189, 250, 263, 315.1C 5
1584 195, 263, 315.1C 3
1589 73, 185, 228, 263, 295, 315.1C 6
1590 263, 315.1C 2
1595 194, 263, 309.1C, 315.1C 4
1605 73, 199, 204, 250, 263, 315.1C 6
1608 73, 263, 309.2C, 315.1C 4
1609 73, 199, 203, 204, 250, 263, 315.1C 7
1613 73, 152, 195, 263, 315.1C 5
1615 73, 150, 152, 263, 315.1C 5
1619 152, 263, 315.1C 3
1620 73, 152, 195, 263, 315.1C 5
1621 73, 150, 152, 195, 215, 228, 263, 295, 309.1C, 315.1C 10
1637 73, 263, 309.1C, 315.1C 4
1638 73, 195, 263, 309.1C, 315.1C 5
1641 73, 204, 207, 239, 263, 309.1C, 315.1C 7
1645 200, 263, 309.2C, 315.1C 4
1646 73, 150, 152, 195, 215, 263, 294, 295, 309.1C, 315.1C 10
1647 73, 125, 189, 194, 195, 204, 207, 263, 315.1C 9
1655 239, 263, 309.1C, 315.1C 4
1668 73, 152, 153, 189, 195, 225, 226, 309.2C, 315.1C 9
1691 73, 150, 152, 263, 315.1C 5
1693 263, 315.3C 2
1694 73, 263, 315.1C 3
1700 263, 315.1C 2
1729 73, 146, 152, 189, 263, 271, 280, 309.1C, 315.1C 9
1733 73, 185, 263, 295, 309.1C, 315.1C 6
1736 152, 263, 309.1C, 315.1C 4
1741 152, 263, 315.1C 3
1742 73, 185, 228, 263, 295, 315.1C 6
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1743 309.1C 1
1748 73, 185, 188, 195, 228, 263, 309.2C, 315.1C 8
1764 73, 185, 228, 263, 295, 315.1C 6
1765 73, 150, 195, 263, 315.1C 5
1770 73, 195, 263, 309.1C, 315.1C 5
1772 73, 263, 295, 309.1C, 315.1C 5
1777 73, 263, 309.2C, 315.1C 4
1779 73, 263, 295, 309.2C, 315.1C 5
1781 73, 150, 263, 309.1C, 315.1C 5
1796 73, 185, 228, 263, 295, 315.1C 6
1802 73, 185, 228, 263, 295, 315.1C 6
1803 263, 315.1C 2
1811 73, 185, 204, 263, 309.1C, 315.1C 6
1814 263, 309.2C, 315.1C 3
1816 263, 315.1C 2
1821 73, 150, 195, 200, 263, 295, 315.1C 7
1830 73, 150, 263, 315.1C 4
1833 73, 119, 189, 195, 204, 207, 263, 315.1C 8
1837 73, 242, 263, 295, 309.1C, 315.1C 6
1850 263, 309.2C, 315.1C 3
1851 73, 195, 263, 309.1C, 315.1C 5
1853 263, 309.1C, 315.1C 3
1855 73, 263, 309.2C, 315.1C 4
1863 73,152, 263, 315.1C 4
1865 150, 263, 309.2C, 315.1C 4
1868 73, 263, 315.1C 3
1873 73,152, 212, 263, 309.1C, 315.1C 6
1874 73, 263, 315.1C 3
1875 73, 263, 315.1C 3
1876 152, 263, 309.1C, 315.1C 4
1878 263, 315.1C 2
1879 263, 315.1C 2
1881 195, 263, 315.1C 3
1883 263, 309.1C, 315.1C 3
1884 73, 152, 263, 315.1C 4
1887 73, 263, 295, 309.1C, 315.1C 5
1888 263, 309.1C, 315.1C 3
1891 73, 150, 263, 315.1C 4
1892 72, 263, 309.1C, 315.1C 4
1899 73, 185, 188, 228, 263, 295, 309.1C, 315.1C 8
1911 73, 195, 263, 309.1C, 315.1C 5
1912 73, 150, 263, 309.1C, 315.1C 5
1915 73,119, 189, 195, 204, 207, 215, 263, 315.1C 9
1917 152, 263, 315.1C 3
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1920 73, 150, 243, 263, 309.2C, 315.1C 6
1922 73, 185, 204, 263, 309.1C, 315.1C 6
1923 73, 228, 263, 295, 309.1C, 315.1C 6
1938 263, 295, 309.1C, 315.1C 4
1943 73, 150, 152, 189, 263, 295, 309.1C, 315.1C 8
1945 228, 263, 309.1C, 315.1C 4
1947 73, 199, 203, 204, 250, 263, 309.1C, 315.1C 8
1963 73, 152, 195, 263, 303.14C 5
1967 263, 309.1C, 315.1C 3
1979 73, 152, 195, 198, 263, 309.2C, 315.1C 7
1982 146, 263, 309.1C, 315.1C 4
1991 263, 309.2C, 315.1C 3
1229
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Tab. 10.2 Charakter a vyskyt nalezenych zmen v HVRII oproti CRS

Pozice CRS Zména N Mutace
72 T C 4 Transice
73 A G 163 Transice
89 T C 1 Transice
93 A G 4 Transice

114 C T 1 Transice
119 T C 2 Transice
125 T G 1 Transverze
146 T C 20 Transice
150 C T 28 Transice
152 T C 56 Transice
153 A G 6 Transice
185 G A 21 Transice
188 A G 2 Transice
189 A G 12 Transice
194 C T 5 Transice
195 T C 67 Transice
198 C T 2 Transice
199 T C 7 Transice
200 A G 3 Transice
203 G A 5 Transice
204 T C 19 Transice
207 G A 9 Transice
212 T C 1 Transice
215 A G 6 Transice
217 T C 4 Transice
225 G A 6 Transice
226 T C 4 Transice
227 A G 2 Transice
298 G A 15 Transice
G T 1 Transverze
236 T C 1 Transice
239 T C 9 Transice
240 A G 1 Transice
242 C T 3 Transice
243 A G 1 Transice
247 G A 4 Transice
250 T C 7 Transice
257 A G 1 Transice
263 A G 262 Transice
271 C T 1 Transice
280 C T 1 Transice
288 A G 2 Transice
291 A T 1 Transverze
294 T C 2 Transice
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295 C T 35 Transice
296 C A 1 Transverze
297 A C 1 Transverze
299 C A 1 Transverze
302 A C 1 Transverze

309.1C 109

309.2C 41

315.1C 263

315.2C 1

315.3C 2

303.14C 1

1229
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Tab 10.3 Zastoupeni jednotlivych haplotypii v souboru

HVRII N
309.1C 1
263, 315.1C 23
152, 315.1C 1
309.2C, 315.1C 1
309.1C, 315.1C 1
263, 309.1C 1
73, 315.1C 1
263, 315.3 1
263, 309.1C, 315.1C 17
73, 263, 315.1C 13
263, 309.2C, 315.1C 10
152, 263, 315.1C 6
195, 263, 315.1C 3
93, 263, 315.1C 1
236, 263, 315.1C 1
146, 263, 315.1C 1
73, 150, 263, 315.1C 11

226, 263, 309.1C, 315.1C

195, 263, 309.2C, 315.1C

73, 263, 309.1C, 315.1C

152, 263, 309.1C, 315.1C

73, 195, 263, 315.2C

73, 195, 263, 315.1C

73, 204, 263, 315.1C

73, 152, 263, 315.1C

146, 263, 309.1C, 315.1C

150, 195, 263, 315.1C

146, 195, 263, 315.1C

72,263, 309.1C, 315.1C

73, 263, 309.2C, 315.1C

200, 263, 309.2C, 315.1C

152, 263, 309.2C, 315.1C

239, 263, 309.2C, 315.1C

150, 263, 309.2C, 315.1C

239, 263, 309.1C, 315.1C

73, 257, 263, 315.1C

73, 199, 263, 315.1C

73,185, 295, 315.1C

73, 146, 263, 315.1C

195, 263, 309.1C, 315.1C

194, 263, 309.1C, 315.1C

Rk Rr Rk R R RN NN N NN N N N S ool o
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263, 295, 309.1C, 315.1C

[

73, 263, 295, 309.1C, 315.1C

73, 152, 263, 295, 315.1C

73, 185, 263, 295, 315.1C

72, 93, 263, 309.1C, 315.1C

73, 195, 247, 263, 315.1C

73,152, 217, 263, 315.1C

239, 263, 288, 309.1C, 315.1C

146, 195, 263, 309.1C, 315.3C

195, 215, 263, 309.1C, 315.1C

93, 239, 263, 309.2C, 315.1C

73, 195, 263, 309.1C, 315.1C

73, 153, 263, 309.1C, 315.1C

73, 150, 263, 309.1C, 315.1C

73, 146, 152, 263, 315.1C

73, 207, 263, 309.1C, 315.1C

73, 150, 195, 263, 315.1C

73, 242, 263, 295, 315.1C

73, 146, 263, 309.1C, 315.1C

73, 152, 195, 263, 315.1C

73, 228, 263, 309.1C, 315.1C

73, 152, 240, 263, 315.1C

73, 195, 263, 309.2C, 315.1C

73, 263, 195, 309.1C, 315.1C

204, 239, 263, 309.1C, 315.1C

73, 189, 250, 263, 315.1C

73, 150, 152, 263, 315.1C

73, 263, 295, 309.2C, 315.1C

73, 152, 195, 263, 303.14C

RIRRRRRIRIRRR R R R RN NN N NN D W W | ol

73, 152, 195, 263, 309.1C, 315.1C

73, 146, 152, 263, 309.1C, 315.1C

73,152, 217, 263, 309.2C, 315.1C

73, 195, 247, 263, 309.1C, 315.1C

73, 150, 152, 263, 295, 315.1C

199, 203, 204, 250, 263, 315.1C

73, 185, 228, 263, 295, 315.1C

73, 185, 263, 295, 309.1C, 315.1C

73, 185, 204, 263, 309.1C, 315.1C

73,152, 217, 263, 309.1C, 315.1C

73, 150, 185, 263, 309.2C, 315.1C

73,150, 152, 263, 309.1C, 315.1C

73, 199, 204, 250, 263, 315.1C

73, 242, 263, 295, 309.1C, 315.1C

73,152, 212, 263, 309.1C, 315.1C

73, 150, 243, 263, 309.2C, 315.1C

RRrRRRrRrIR RPN N W W o
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73, 228, 263, 295, 309.1C, 315.1C

[

73, 199, 203, 204, 250, 263, 315.1C

73, 152, 195, 225, 227, 263, 315.1C

73, 146, 152, 195, 263, 309.2C, 315.1C

73, 189, 195, 204, 207, 263, 315.1C

72, 89, 93, 195, 263, 309.2C, 315.1C

73, 185, 228, 242, 263, 295, 315.1C

114, 146, 152, 195, 263, 309.1C, 315.1C

73, 153, 195, 225, 246, 263, 315.1C

73, 204, 207, 237, 263, 309.1C, 315.1C

73, 150, 195, 200, 263, 295, 315.1C

73, 152, 195, 198, 263, 309.2C, 315.1C

S LN

73, 199, 203, 204, 250, 263, 309.1C, 315.1C

73, 150, 152, 189, 263, 295, 309.1C, 315.1C

73, 199, 203, 204, 250, 263, 309.2C, 315.1C

73, 153, 195, 225, 226, 263, 309.1C, 315.1C

73, 146, 195, 198, 247, 263, 309.1C, 315.1C

73, 150, 185, 228, 263, 295, 309.1C, 315.1C

73, 185, 195, 228, 263, 295, 309.1C, 315.1C

73, 189, 194, 195, 204, 207, 263, 315.1C

73, 153, 195, 225, 226, 263, 309.2C, 315.1C

73, 185, 188, 195, 228, 263, 309.2C, 315.1C

73, 119, 189, 195, 204, 207, 263, 315.1C

73, 185, 188, 228, 263, 295, 309.1C, 315.1C

RRRrRr PR R R R R R-

73, 189, 194, 195, 204, 207, 263, 309.1C, 315.1C

73, 150, 152, 195, 215, 263, 295, 309.1C, 315.1C

73, 125, 189, 194, 195, 204, 207, 263, 315.1C

73,152, 153, 189, 195, 225, 226, 309.2C, 315.1C

73, 146, 152, 189, 263, 271, 280, 309.1C, 315.1C

73,119, 189, 195, 204, 207, 215, 263, 315.1C

S LN

73, 152, 263, 291, 294, 296, 297, 299, 302, 315.1C

73, 146, 153, 1809, 195, 225, 227, 263, 309.1C, 315.1C

73, 150, 152, 195, 215, 228, 263, 295, 309.1C, 315.1C

73, 150, 152, 195, 215, 263, 294, 295, 309.1C, 315.1C

S

269
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Obr. 11.1. Elektronovy transportni retézec mitochondrii. Tento Fetézec reprezentuji
enzymatické komplexy I-N (I: NADH dehydrogendza; II: sukcinit dehydrogendza; III:
cytochrom c reduktaza; 1V: cytochrom c oxiddza;, V: ATP syntdiza). Elektrony putuji
Z NADH nebo sukcindtu pres jednotlivée komplexy az k finalnimu akceptoru, kterym je
elementdrni kyslik (prevzato z Mandavilli et al., 2002).
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Obr. 11.2. Chromatogram — vystup sekvendtoru. Jednotlivé bdze jsou na chromatogramu

- A —zelend; C— modra.

r

cerna; T — cervena

mi barvami: G —

sny
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