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1. SEZNAM ZKRATEK

ADP - adenosin difosfat

ATP - adenosin trifosfat

ATPazova aktivita - adenosin trifosfatdzova aktivita

Ca* - véapenaty kation

CLFS - chronicka nizkofrekvencni stimulace
CNS - centralni nervovy systém

Da - hmotnostni jednotka Dalton

DNA - deoxyribonukleova kyselina

eom - extraokularni isoforma tézkého fetézce myosinu
F-aktin - filamentarni aktin

fas - ptipona souboru forméatu FASTA
Gene ID - pristupové heslo do databaze NCBI
HMM - tézky meromyosin

JTT - typ modelu fylogenetického mapovani
LMM - lehky meromyosin

.meg - ptipona souboru programu MEGA 3.1
M - relativni molekulova hmotnost
MRNA - messenger RNA

MYH - gen kodujici tézky fetézec myosinu
MyHC - tézky fetézce myosinu

MyLC - lehky fetézce myosinu

pH - zaporny logaritmus koncentrace iontl vodiku
PHFS - fazicka vysokofrekvencni stimulace

Pi - anorganicky fosfat

PNS - periferni nervovy systém

RGD ID - piistupové heslo do databaze RGD
RNA - ribonukleova kyselina

S-1 - usek 1 tézkého fetézce myosinu

S-2 - usek 2 tézkého fetézce myosinu

ton - tonicka isoforma tézkého fetézce myosinu
Axt - ptipona souboru programu NotePad



1. ABSTRAKT

V kosternim svalu savci se nachazeji Ctyfi hlavni a nékolik vedlejSich isoforem
tézkych tetézch myosinu (MyHC) s odliSnymi biochemickymi a fyziologickymi vlastnostmi,
jejichz zastoupeni se ve svalu méni v zavislosti na stupni vyvoje jedince a na dalSich
podminkach. Pro pochopeni fyziologickych odlisnosti téchto svall je nezbytné znat zdkladni
rozdily v jednotlivych isoformach MyHC.

Cilem této prace je porovnani stejnych isoforem tézkych fetézcii myosinu v kosternim
svalu u Clovéka a laboratorniho potkan a zaroven urcit fylogenetickou ptibuznost jednotlivych
isoforem v ramci daného druhu na rizném stupni vyvoje. K vytvoreni fylogenetickych stromi
byly pouzity dvé nezavislé metody ,,Minimum Evolution” a ,,Maximum Parsimony* za

vyuziti modelu JTT.

Metodami konstrukei fylogenetickych stromi byla potvrzena evolu¢ni shoda mezi
jednotlivymi isoformami MyHC c¢lovéka a odpovidajicimi proteiny laboratorniho potkana
s vyjimkou isoforem Ila a IIb kédovanych geny MYH2 a MYH4 clovéka. U laboratorniho
potkana neni znam produkt genu MYH4 a rovnéz sekvence isoforem lla a llb.

Z vytvotenych fylogenetickych stroml vyplyva, ze isoforma kédovana genem MYH4
laboratorniho potkana nalezi k isoformam dospélého svalu a je typu II. U cloveéka i
laboratorniho potkana je nejvétsi evolucni vzdalenost mezi majoritnimi isoformami MyHC

dospélého svalu a srde¢nimi isoformami I alfa a I beta.



IV. UVOD

V kosternim svalu savcu se nachazeji 4 hlavni a n¢kolik vedlejsich isoforem tézkych
fetézcti myosinu s odliSnymi biochemickymi a fyziologickymi vlastnostmi (viz kapitola 2.
Literarniho pichledu), jejichz zastoupeni se ve svalu méni v zavislosti na stupni vyvoje
jedince a na dalsich podminkach, jimz mtze byt jedinec vystaven (viz kapitola 2.1 Literarniho
ptehledu). Isoformy tézkych fetézc myosinu jsou kodovany geny rodiny MYH.

Isoformy tézkych fetézct myosinu ¢lovéka, dale MyHC (,,myosin heavy chain®), jsou
dlouhodobé v centru pozornosti vyzkumu svalové fyziologie, jelikoz tyto molekuly vykazuji
variabilitu v ramci rtznych typt svald. Pro pochopeni fyziologickych odlisnosti téchto svali
je nezbytné znat zakladni rozdily v jednotlivych isoformach MyHC.

Tyto proteiny nejsou zajimavé pouze z hlediska své funkce, ale také z hlediska své
vzajemné evolu¢ni podobnosti s MyHC dalSich druhti véetné laboratorniho potkana rodu
Rattus norvegicus.

Rody Homo sapiens sapiens (dale Homo sapiens) a Rattus norvegicus patii mezi
hlavni subjekty vyzkumu savci snad ve vSech moznych oblastech biologického badani.
V ramci skupiny savcel, a tedy 1 mezi témito dvéma organismy, lze pifedpokladat vysokou
homologii molekul MyHC. Uttidit zakladni dostupné udaje tykajici se geni MYH a jimi
koédovanych isoforem MyHC a porovnat odliSnosti a ptibuznosti isoforem MyHC V kosternim
svalu ¢loveka a laboratorniho potkana je pfedmétem této prace.

Cilem mé prace je nejen porovnani stejnych isoforem téZkych fetézcli myosinu
v kosternim svalu v ramci mezidruhového srovnavani, ale také porovnani jednotlivych
isoforem v ramci daného druhu, a to i mezi jedinci dospélymi a nedosp€lymi na rizném
stupni vyvoje véetné embryonalniho a perinatalniho stadia fylogenetickymi metodami. Toto
fylogenetické porovnani by mohlo byt zajimavé nejen jako porovnani myosinovych struktur
obou odlisnych zivociSnych druhd, ale také proto, Ze myosinové molekuly jsou samy 0 sobé
evoluéné rigidni struktury a tudiz i malé zmény nesou velkou vypovédni hodnotu o divergenci
téchto molekul v ramci fylogenetického stromu.

S vyuzitim databazi a potfebného softwaru Ize graficky popsat a statisticky zhodnotit
potencialni podobnosti molekul tézkych fetézcti myosinu v Kosternim svalu. Ziskané vysledky
pak mohou byt vyuzity jako vychozi podklady experimentalni ¢asti mé diplomové prace.

Porovnavani jednotlivych isoforem tézkych fetézci myosinu bude vedeno na
proteomové urovni. Vstupnimi daty jsou tedy sekvence aminokyselin jednotlivych isoforem

MyHC. Prace v oblasti proteomové byla zvolena z toho divodu, ze v ohnisku zajmu stoji



fenotyp isoforem MyHC zodpovédny za fyziologické vlastnosti svalovych vlaken, ktery bude

déle experimentalné studovan v mé diplomové praci.



V. LITERARNI PREHLED

1. Obecné poznatky o myosinu tiidy |1

1.1  Struktura myosinového komplexu tiidy II

Molekuly myosinu t¥idy Il nachézejici se ve svalové tkani plni funkci molekularnich
motort zprosttedkovavajicich kontrakci svalovych vlaken.

Proteinovy komplex myosinu tfidy II je slozeny ze Sesti proteinovych fetézci, tvori
heterohexamerni strukturu. Pfiblizna relativni molekulova hmotnost (dale M) celého
myosinového komplexu tiidy II &ini 460 000 (540 000 Da %). Molekuly tohoto myosinového
komplexu obsahuji t€zké fetézce (MyHC) a lehké fetézce oznatované jako MyLC (,,myosin
light chain®). Tézké myosinové fetézce maji ptibliznou M, 200 000 (230 000 Da ?) a lehké
fetézce vykazuji My pfiblizné 15 000 — 27 000 ).

MyHC je v komplexu tohoto typu zastoupen dvakrat, MyLC ¢tytikrat. Jeden MyHC a
dva MyLC tvofi podjednotku, jejimz zdvojenim vznika cely myosinovy komplex tiidy II.
Takovy komplex je slozen dohromady superhelikalnim prapletem dvou MyHC. Celkova
délka komplexu ¢ini 167 nm, z ¢ehoz 150 nm pfipadd na filamentarni ¢ast a 17 nm na
hlavicku s kr€kem. Krcek je kratké flexibilni filamentarni spojeni tseku S-1 (viz nize) S
vlaknitym zakladem molekuly. Stépeni trypsinem rozdé&li molekulu myosinu t¥idy Il na dva
useky — Cisté filamentarni superhelikalni lehky meromyosin (LMM) a tézky meromyosin
(HMM) slozeny z filamentarnich superhelikalnich krékd napojenych na hlavicky . HMM je
rozpustny filamentarni polypeptid o ptfiblizné M, 340 000, ktery disponuje ATPéazovou
aktivitou, je schopen vazat F-aktin a obsahuje globularni i filamentarni slozku. LMM zistava
po Stépeni agregovan v roztoku jako nerozpustny polypeptid bez ATPazové aktivity a neni
schopen vazat se na F-aktin ®). Dalsi §tépeni prostfednictvim papainu vede k rozpadu HMM
na usek superhelikalniho S-2 fragmentu oznacovany jako ,,S-2 link* a na dva useky S-1
odpovidajici dvéma globuldrnim hlavickam. S-2 fragment plni funkci kr¢ku spojujictho LMM
s globularnimi doménami ?. Hlavicka, tedy S-1 fragment o piiblizné M, 115 000, obsahuje
dveé vazebna mista, jedno pro ATP, respektive ADP a Pj vznikajici hydrolyzou ATP a druhé
pro aktin. S-1 fragment tedy nese ATPazovou aktivitu ®. Na kréek se nekovalentnd poji dva
kratké lehké myosinové fetézce. Jedna se o Ca®*-vazebné proteiny ovliviujici vlastnosti

vlastniho tézkého fetézce v S-1 fragmentu v zavislosti na tom, zda na sobé maji navazany



vapenaty kation. Esencidlni myosinovy lehky fetézec je napojen na oblast t€sné pod S-1 a pod
nim se k MyHC pouta regula¢ni myosinovy lehky fetézec 2.

Jednotlivé molekuly myosinu tfidy Il agreguji do velkych komplexd, tzv. tlustych
filament (v anglickém originale oznacovanych jako ,thick filaments®). Tlusté filamentum
nese piiblizné 150 jednotlivych molekul myosinu tfidy II, ¢emuz odpovida 300 usekt S-1 .
Tlusta filmenta savcl jsou 12 nm silnd a 1um dlouha P, z &ehoZ ,,naha zéna“ (viz niZe)
zaujima délku 160 nm. Globularni hlavicky Vv téchto tlustych filamentech vzdy sméfuji od
stiedu tlustého vlakna jak horizontaln¢ tak vertikalné. Uprostied celého komplexu tlustého
vlakna se nachazi ,,naha zona“ bez S-1 fragmentt, Vv originalni literatufe pojmenovana ,,bare
zone* . Piiéné mustky, v originalni literatufe nazyvané ,.cross-bridges”, tvorené S-1
fragmenty myosinu, jsou zodpovédné za navazani myosinu na F-aktin. Tyto jsou od sebe

vzdalené 14 nm Y.

1.2 Biochemické vlastnosti myosini

Myosiny tvoii skupinu aktin-dependentnich molekularnich motord s ATPazovou
aktivitou schopnych ménit energii chemické vazby molekuly ATP na energii mechanickou,
ktera je vyuzivana k pohybu. Myosin se tak posouva podél vlaken F-aktinu a to vzdy smérem
k jejich plus konci .

Pro pohyb jsou tedy nezbytné dvé domény, obé obsazené v S-1 fragmentu, a to
doména vazajici ATP/ADP a Pj a doména vazajici F-aktin. F-aktin vazebna doména lezi na
samém vrcholu S-1 useku a ATP/ADP + P; vazebna doména naproti ni. Do jednoho
vazebného mista pro ATP se navaze jen 1 molekula ATP @. ATP4zov4 aktivita je za stavu
nenavazaného aktinu velmi slaba, ale pii navazani F-aktinu silné vzristd sto az
dvésténasobné. A naopak, vazba F-aktinu s myosinem je velmi silna, dokud se na myosin
nenavaze dalsi molekula ATP Y,

Myosinovy S-1 fragment sice mize hydrolyzovat molekuly ATP, ale neni jiz sdm o
sobé schopen produkty této hydrolyzy, tedy ADP a Pj, z vazebného mista uvolnit. S-1
fragment s navazanou dvojici molekul ADP a Pj muze prostfednictvim flexibilniho krcku
volné rotovat ve velkém rozmezi uhli tak, aby byla umoznéna vazba na F-aktin, coZ je
klicova interakce uvolnujici ADP a Pj. Myosinova hlava je v tomto bod¢ navazana na F-aktin
pod thlem 90°. Jelikoz nejnizsi energeticky stav zaujima S-1 navazany na F-aktin pod thlem
45°, usek S-1 méni puvodné devadesatistupiiovy thel na uhel pfiblizné polovicni za

soucasného tazeni F-aktinu 0 10 — 15 nm smérem k centru sarkomery. Teprve nyni se mize
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do nukleotid-vazebného mista myosinu navazat dal§i ATP, ¢imZ se myosinova hlavicka
uvolni z F-aktinu, nebot’ komplex myosin-ATP vykazuje nizkou afinitu k F-aktinu. Na tomto
principu je zalozena svalova kontrakce, jejiz Gi¢innost je odhadovana na 50% .

Studie rentgenovou difrakci ukazaly, ze myosin s navazanymi molekulami ADP a P;
vaze F-aktin zprvu slabé a po utvofeni této vazby se uvoliiuje molekula Pi z nukleotid-
vazebného mista S-1 useku. Uvolnéni Pi je doprovazeno uvolnénim energie, kterd je vyuzita
na posileni vazby mezi molekulou myosinu a F-aktinu a k otacivému pohybu myosinové
hlavy. Po tomto kroku nasleduje uvolnéni molekuly ADP z myosinové hlavy, jez je v dalSim
kroku nahrazena novou molekulou ATP ©,

Kazda myosinova hlavic¢ka je schopna péti cykli pripojeni a uvolnéni z F-aktinového
filamenta za sekundu. To umozfiuje rychlost posunu myosinu podél F-aktinu az 15 um za

sekundu 9.

2. Isoformy MyHC kosterniho svalu a odliSnosti majoritnich isoforem MyHC

Histochemickymi metodami barveni, jez odrazeji odliSnou pH stabilitu ATPazy
myosinu 2, spolu s fyziologickymi méfenimi rychlosti kontrakce  byly prokazany odlisné
isoformy MyHC. Dnes je zndmo nékolik isoforem MyHC obsazenych ve svalech dospélych
jedinc. Velmi Siroce jsou zastoupeny v dospélych kosternich svalech pomalé isoformy
MyHC 1, jez jsou produktem stejného genu, ktery koduje isoformu I srdeéniho svalu ™ a
rychlé isoformy MyHC lla, MyHC lIx (neboli 1ld nebo 1Ix/d) a MyHC Ilb. Ac¢koli gen pro
isoformu 11b byl v lidském genomu nalezen °®, nebyla zjiiténa jeho exprese V. V nékterych
databazich, jako napiiklad ExPaSy V), je tato lidska isoforma oznaGovana jako ITb/fetalni (dale
I1b) a je prezentovana jeji primarni struktura. Z tohoto diivodu byla tato isoforma pouzita pro
fylogenetickou studii podobnosti isoforem MyHC c¢loveéka a laboratorniho potkana (viz
Metodika a postup tvorby fylogenetického stromu) a bude o ni uvazovéano pro zjednoduSeni
jako o isoformé& dospélého svalu. Mezi méné zastoupené isoformy MyHC, které jsou
specifické v zavislosti na konkrétnim typu svalu ¢i druhu organismu, patii naptiklad
superrychld isoforma MyHC IIm Zvykacich svali, extraokuldrni MyHC eom a pomald tonicka
isoforma MyHC | ton v extraokularnich a laryngealnich svalech a srdecni isoforma MyHC la
nachazejici se mimo srdce v musculus masseter, v branici ¢i v extraokularnich svalech .

Zastoupeni jednotlivych isoforem MyHC v daném svalovém vlakné urcuje jeho typ.
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Jednotlivé isoformy MyHC se 1isi velikosti ATPazové aktivity, s ¢imZ souvisi mira
rychlosti, s jakou dokazi svalové vlakno kontrahovat. Na zéklad¢ miry této ATPazové aktivity
se tak mluvi o isoformach MyHC ,rychlych® a ,pomalych® a nasledn¢ o ,,rychlych® a
,pomalych* svalovych vlaknech a 0 ,,rychlych* a ,,pomalych svalech®.

Zakladni isoformy MyHC kosterniho svalu vykazuji nejvyssi ATPazovou aktivitu v
alkalickém pH s vyjimkou isoformy MyHC IIx/d, u niZz tato informace nebyla zjisténa .

Nejpomalejsi majoritni ® isoformou kosterniho svalu je MyHC 1B, rychlejsi
ATPazovou aktivitu vykazuje isoforma MyHC lla. Dale nasleduje isoforma MyHC lix/d a
nejrychlejsi ATPazovou aktivitou je vybavena isoforma MyHC IIb ©.

Dalsi isoformy MyHC jsou odliSovany ptfedev§im svym vyskytem. Perinatalni a
embryonalni isoformy MyHC se ponejvice nachazeji ve vyvijejicich se svalech a
v regenerujicich svalovych vlaknech. Ptilezitostné je l1ze najit ve svalech hlavy dospélych
savctl, napiiklad v musculus masseter potkana @ a ¢lovéka P &i v extraokularni svaloving
potkana ™ . Zastoupeny jsou i v intrafusalnich vlaknech dospélych jedinct V7.

Mezi superrychlé isoformy MyHC patif MyHC IIm Y Y sval@ svirajicich &elisti psa a
ko¢ky a MyHC eom ve velmi rychle kontrahujicich vldknech extraokularnich svali VW,

V pomalych tonickych vldknech svalt svirajicich Celisti a ve vldknech extraokularnich
byla u potkana nalezena pomalé tonicka isoforma MyHC | ton YY), V ostatnich typech vlaken
savcil je tato isoforma vzacna a vyskytuje se spise v polyinervovanych svalovych vlaknech ¥.

Isoforma MyHC la, ktera se bézn¢ vyskytuje v srde¢nim svalu, byla nalezena také ve

zvykacich svalech kralika a ¢lovéka 99 a v intrafusalnich vlaknech svalovych vietének. )

2.1  Piechod isoforem MyHC

Exprese jednotlivych isoforem MyHC v kosternim svalu je ovlivnitelnd mnoha
faktory, které mohou byt fyziologické nebo experimentalni. K pfednostni expresi urcitych
isoforem MyHC dochazi v zavislosti na formé zatéze a vychozim typu svalu, zatimco
nevyhovujici isoformy MyHC jsou proteolyticky degradovany.

Dosavadni znalosti predpokladaji, ze zmény v obsahu isoforem MyHC ve svalovych
vlaknech sleduji obecné schéma postupného prechodu z rychlych isoforem na pomalé a
Z pomalych na rychlé dle nésledujiciho znazornéni: MyHC 1 <> MHC Ila < MHC IIx/d <
MHC 1lb ®. Z tohoto schématu vyplyva, Ze pii expresi novych isoforem dochézi k expresi té

isoformy, ktera je nasledujici v poradi dle rychlosti ATPazové aktivity.
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Hlavnimi faktory, které ovlivituji ptechod isoforem MyHC, jsou pozménéna
nervosvalova ¢innost a inervace, coz jsou experimentalné navozené stresory, a dale pak vlivy
fyziologické, jako starnuti organismu, pusobeni hormonti, zvlast¢ pak hormont Stitné zlazy,
mechanické zatizeni & fyzicka zatéz ©. V nasledujicich odstavcich budou tyto jednotlivé
faktory stru¢né popsany.

Zména inervace a z ni vyplyvajici zména nervosvalové ¢innosti. Po preruseni
inervace se pomalé¢ svaly transformuji v rychlejsi a rychlé svaly se transformuji v pomale;jsi.
Denervace tedy zptisobuje pokles relativni koncentrace pomalych isoforem MyHC v
pomalych svalech a rychlych isoforem MyHC v rychlych svalech 99,

Experimentalné¢ navozena zména inervace, tzv. ,,cross-reinervation® ®) velmi siln&
ovliviiuje prechod jednotlivych isoforem MyHC v kosternim svalu. V rychlém svalu po
inervaci nervem, ktery ptivodné inervoval sval pomaly, dochazi k pfechodu smérem k
pomalym isoformam MyHC a naopak.

Podobny uc¢inek ma pusobeni chronické elektrické stimulace simulujici frekvencni
vzor ak¢énich potenciald ,,rychlych® a ,,pomalych® nervovych impulsti motoneuronu. Na tomto
principu se vyvinuly dvé metody. Chronicka nizkofrekvenéni stimulace, neboli CLFS
(,,chronic low-frequency stimulation®), simuluje vzor tonickych nizkofrekvenénich impulsi,
které fyziologicky aktivuji pomalé svaly M a fazicka vysokofrekvenéni stimulace, neboli
PHFS (,,phasic high-frequency stimulation®), jez imituje vzor impulst stimulujicich rychlé
svaly 9. Ve svalu osetieném pomoci CLFS se budou piednostné exprimovat pomalejsi
isoformy MyHC a ve svalu oSetieném pomoci PHFS naopak isoformy rychlejsi. Pii obou
téchto procesech se zachovava zakladni schéma prechodit MyHC, jez je uvedeno vyse. Mimo
vlastni fakt pisobeni CLFS ¢i PHFS ma na piechod isoforem MyHC vliv i doba trvani CLFS
¢i PHSF, tedy celkova davka téchto typiti stimula " 99,

Fyzicka zatéz. Adaptace svalu v podobé piechodu isoforem MyHC zptisobena
vysS8i nervosvalovou ¢innosti (napf. po odstranéni synergisty nebo pii vytrvalostnim cviceni)
je kvalitativné podobnd CLFS, aviak kvantitativné méné ucinna ©. Fyzickd zatéz
vytrvalostniho typu, stejné¢ jako CLFS, indukuje piechod isoforem MyHC smérem
k pomalejsim isoformam. Naproti tomu fyzickd zat€z rychlostniho typu indukuje ptechod
isoforem MyHC smérem k isoformam rychlejSim. Pokles fyzické zatéze napiiklad
odstranénim antagonisty vede k opanym zménam (ustni sdéleni RNDr. Tomase Soukupa
PhD.).

Mechanicka uleva/zatéz. Napinani a mechanickd zatéz zpisobuje piechod

isoforem MyHC smérem k pomalej$im podobné jako CLFS ©. Dlouhodobé nataZeni svalu
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zpusobené udrZzovanim svalu v natazené pozici mechanickou blokaci pohybu koncetiny
zpusobuje nartist pomalych isoforem MyHC ve svalovém vlakng 1V 9,

Naproti tomu mechanicka uleva, jako je tenotomie, fixace koncetiny v pokréené
poloze, mikrogravitace &i zavéeni zadni kondetiny ©, zptisobuje ve svalovém vlakng relativni
nartist obsahu rychlejich isoforem MyHC lla, 11x/d ™ i 1lb ' vlivem poklesu poétu isoforem
typu I ™, Nastup a rozsah téinku téchto zmén je urychlen hyperthyreézou ™. Ve srovnani s
pomalym svalem zptsobuje mechanicka tileva rychlého svalu méné zietelné zmény V.

Hormony.  Nejvétsi a nejrozsahlejsi efekt na prechod isoforem MyHC maji ze
v§ech hormonti hormony thyreoidni ®. Hypothyredza zpiisobuje piechod isoforem MyHC
smérem k isoformam pomalej$im. Hyperthyre6za naopak indukuje ptechod isoforem MyHC
smérem k isoformam rychlejsim PP U 1),

Thyreoidni hormony ovliviiuji fenotypové zastoupeni isoforem MyHC nejen ve svalu
dospélého jedince, ale také ve svalu v prabéhu vyvoje a dospivani. Nizka hladina thyreoidnich
hormont blokuje ¢i opozd’uje nastup isoforem MyHC svali dospélého jedince. Vysoka
hladina thyreoidnich hormonti m4 t¢inek opacny 9.

Jiné hormony, jako je napfiklad testosteron, maji ucinek na specifické svaly.
Hormondlni rozdily pravé napiiklad v hladiné testosteronu mohou pfispivat k pohlavnim
rozdilim ve velikosti specifickych svalovych vlédken, jez postihuji relativni koncentraci
isoforem MyHC ™.

DalSim hormonem s obecné stimulacnim ucinkem je ristovy hormon somatotropin
(stni sd€leni RNDr. TomaSe Soukupa PhD.).

Starnuti. V pribéhu starnuti mtize dochazet k prechodu isoforem MyHC smérem

®. To se d&e patrné vlivem degenerativnich

k isoformam pomalym a ke svalové atrofii
procesit v CNS a PNS, zménéné hladiny thyroidnich hormonii a svalové necinnosti. Plny

funké&ni potencial starnouciho svalu mize byt udrzovan cviéenim ©.
2.2 Uvod do genetiky isoforem MyHC ¢lovéka a laboratorniho potkana *
Pomoci vybranych internetovych databazi jsou zpracovany tabulky 1 az 4 (viz

Ptiloha), ve kterych jsou shromazdény zakladni poznatky o isoformach MyHC a genech tyto

isoformy kodujicich. Na zakladé téchto tabulek 1ze porovnat podobnosti mezi jednotlivymi

* Nize uvedené udaje o genetice isoforem MyHC obou organismi jsou uvedeny na podkladé informaci
dostupnych v on-line databazich (viz kapitola 1.1 oddilu Metodika a postup tvorby fylogenetického stromu).
Tyto jsou dale uvadény pod ¢iselnymi odkazy komentovanymi v kapitole 2. oddilu Zdroje.
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isoformami MyHC c¢lovéka a laboratorniho potkana. V tabulkach jsou informace tazeny dle
ptislusnosti k odpovidajicimu genu MYH. Tyto jsou fazeny dle svého potadového cisla.

Geny MYH koéduji isoformy MyHC kosterniho svalu ¢loveka i laboratorniho potkana.
Rozlozeni téchto genti v ramci genomu se vSak u obou organismi lisi, jak je uvedeno
v tabulkéach 1 a 3.

O isoformach MyHC II ton a MyHC IIm nebyly nalezeny Zadné informace a neni o
nich rovnéz zndmo, zda jsou kédovany vlastnimi geny (Gstni sdéleni RNDr. Tomase Soukupa
PhD.).

Ackoli srdecni isoformy MyHC I alfa a I beta nejsou exprimovany vylu¢né v srde¢nim

svalu, budou dale nazyvany srde¢nimi isoformami alfa a beta.

2.2.1 Genetika isoforem MyHC kosterniho svalu ¢lovéka

V genomu c¢lovéka je zndmo osm kompletnich gentt MYH kodujicich isoformy MyHC
kosterniho svalu. Jedna se o geny MYH 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8 a 13 kddujici isoformy MyHC IIx/d,
Ila, embryonalni, IIb, srde¢ni MyHC Ia, srde¢ni MyHC I a MyHC eom (viz tabulka 1).
Isoformy MyHC Io a If kédované geny MYH 6 a MYH7 jsou exprimovany ve svalu
srdecnim i1 kosternim.

Tabulka 1 shromazduje informace o poloze znamych genit MYH na chromozdémech
lidského genomu a osahuje zakladni genetické informace osmi lidskych genit MYH isoforem
MyHC kosterniho svalu, jako je ¢islo chromozomu, na kterém se dany gen nachazi, raménko
nesouci tento gen, oznaceni pfisluSného cytogenetického pruhu a isoformu MyHC danym
genem kdédovanou. Dle udajh v této tabulce jsou vSechny geny MYH s vyjimkou gent MYH6
a MYH7 kodujicich srde¢ni isoformy umistény na raménku p chromozému 17. Srde¢ni
isoformy jsou umistény na raménku q chromozému 14.

Tabulka 2 udava zakladni udaje osmi isoforem MyHC kosterniho svalu. Lze v i nalézt
udaje o poctu aminokyselin primarni struktury pfislusné isoformy MyHC, jeji hmotnost
V jednotkach Daltontl a také pfistupové heslo do databaze Swiss-Prot/ExPaSy v, z niz byly
tyto udaje Cerpany.
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2.2.2 Genetika isoforem MyHC kosterniho svalu laboratorniho potkana

V genomu laboratorniho potkana je zndmo osm kompletnich gentt MYH koédujicich
isoformy MyHC kosterniho svalu. Jedna se o geny MYH stejného pofadového ¢isla a kodujici
tytéz isoformy MyHC jako geny MYH c¢lovéka (viz tabulka 3) s vyjimkou genu MYH4, o
kterém je znam pouze fakt, Ze koduje isoformu MyHC typu II 19, Tato isoforma bude nadale
uvadéna pod ndzvy ,,produkt genu MYH4“ ¢i ,,isoforma kédovand genem MYH4“. Dle udaja
uvedenych v tabulce 3 jsou vSechny geny MYH s vyjimkou geni MYH6 a MYH7 kodujicich
srde¢ni isoformy umistény na raménku q chromozému 10. Srde¢ni isoformy jsou umistény na
raménku p chromozému 15.

Tabulka 3 shromazduje informace o poloze znamych geni MYH na chromozémech
genomu laboratorniho potkana a obsahuje zakladni genetické informace osmi gend MYH
isoforem MyHC kosterniho svalu potkana, jako je ¢islo chromozému, na kterém se dany gen
nachdazi, raménko nesouci tento gen, oznaceni ptislusného cytogenetického pruhu a isoformu
MyHC danym genem MYH koédovanou.

Isoforma MyHC | beta kosterniho svalu laboratorniho potkana je téZ exprimovana ve
svalu srde¢nim.

Tabulka 4 udava zakladni tdaje osmi isoforem MyHC kosterniho svalu laboratorniho
potkana. Lze v ni nalézt udaje o po¢tu aminokyselin primarni struktury pfislusné isoformy
MyHC, jeji relativni molekulovou hmotnost a také ptistupové heslo do databaze RGD 9,
Z niz byly tyto udaje cerpany. Tabulka obsahuje i pfistupova hesla k informacim o isoformach
MyHC obsazenych v databazi NCBI 2, ve které byly shromazdény informace o primarni

struktufe t€chto isoforem.
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VI. METODIKA A POSTUP TVORBY FYLOGENETICKEHO STROMU

1. Fylogenetické porovnini isoforem MyHC Kkosterniho svalu c¢lovéka a

laboratorniho potkana

Fylogeneticka studie v této praci byla provedena pro isoformy MyHC Ila, 11x/d, 1lb, Il
eom, perinatalni, embryonalni a srde¢ni isoformy Ia a IB. Jelikoz o isoformach MyHC IIm a
MyHC I ton nebyly ziskany zadné udaje vcetné jejich sekvence aminokyselin, nebyly v této
studii tyto isoformy zahrnuty. Rovnéz ze stejného diivody nemohla byt porovnana evolu¢ni
ptibuznost isoformy MyHC Ila ¢lovéka a laboratorniho potkana, nebot’ tidaje o primarni
struktufe Ila laboratorniho potkana nebyly nalezeny.

Sekvence aminokyselin jednotlivych lidskych isoforem MyHC pouzitych ve
fylogenetické studii byly vyhledany v databazi ExPaSy ¥ pod piistupovymi hesly uvedenymi
v tabulce 2. Sekvence primarni struktury isoforem MyHC laboratorniho potkana byly
vyhledany v databazi NCBI ? pod piistupovymi hesly uvedenymi v tabulce 4.

Pro zjisténi evolucni ptibuznosti isoforem MyHC je nutné zkonstruovat fylogeneticky
strom, ktery poskytuje piehledny graficky nastin jejich evolu¢niho vyvoje. Tvorba
fylogenetického stromu vyzaduje tfi zékladni kroky. Nejprve je tfeba vyhledat potiebné
sekvence, poté porovnat miru jejich identity — ,,alignment™ — pomoci vhodného programu a

teprve na téchto podkladech Ize zkonstruovat strom fylogenetické piibuznosti.
1.1  Vyhledani sekvenci

Sekvence primarni struktury vySe zminénych isoforem MyHC, které jsou pro tuto
praci podstatné, jsou (stejné jako sekvence DNA a RNA) shromaZzdovany v rozsahlych
databéazich ptistupnych on-line. Kromé vlastnich sekvenci zde nalezneme 1 zakladni daje
fyzikalni, chemické i biologické a odkazy na dal$i databaze a zdroje, seznamy publikaci,
stazitelné softwary a dal$i informace.

V této praci byly pouzity tyto databaze:

n Swiss — Prot / TrEMBL / ExPaSy V)

Databaze je podporovana a vytvofena Svycarskym institutem Swiss Institute of

Bioinformatics, jez zaroven spravuje server WWWw.expasy.org. Je souhrnnym serverem pro
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mnoho dalSich databazi. Na téchto stankach lze najit mimo dat i fadu drobnych on-line
programi pro vypocet uritych vlastnosti molekul vyplyvajicich z uvedenych dat, jako
napiiklad skripty pro vypocet isoelektrickych boda proteinti, pro upravu dat a hledani

homologickych ¢i identickych sekvenci.

n PubMed / NCBI 2

Jako v ptipad¢ databaze ExPaSy jde o server zastfeSujici vice databazi a zdroju mezi
sebou propojenych. Organizaci, jez vytvofila tento server, je The National Center for
Biotechnology Information. Tento server disponuje také ¢etnou softwarovou on-line vybavou
pro vyhodnocovéni a upravu ziskanych dat, jako naptiklad hledani sekvenénich homologii,

porovnani homologii atd.

n GeneCards *

Tyto webové stranky byly vyvinuty organizaci Crown Human Geonome Center ¥ a
Weizmann Institute of Science ®. Tato databanka je specializovana na informace o genech,
jsou zde k nalezeni data o genech jednotlivych proteint, jejich hlavni charakteristiky, tabulky

expresi a také odkazy na souvisejici databaze.

m Ratmap 9
Databaze Ratmap, jez je spojena s databazi RGD (Rat Genome Database) (viz nize)

neposkytuje Gplné informace o genech MYH laboratorniho potkana a lze v ni nalézt pouze

vevr

n RGD 19

Databaze RGD neboli Rat Genome Database je zastfeSujicim serverem i databazi, jez
je podporovana organizaci NIH (National Health Institute *V). Poskytuje maximalni dostupna
data pro geny MYH potkana Rattus norvegicus.

n UniProt
Databdze UniProt spolupracujici s jinymi pfednimi databdzemi je specializovana na
proteinova data. Poskytuje téZ moznost vyuZiti nejriznéjSich nastroji pro praci s daty a

odkazy na dalsi databaze.
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n Ensembl ¥

Databaze Ensembl shromazd’uje rozsahlé informace o genech a proteinech fady
modelovych organismi. Podporuje téz mnoho on-line skripti pro préci s idaji a je propojena
s dal§imi databazemi. Tuto databazi podporuje Sanger Institute '® zabyvajici se genetickymi

vyzkumy a britsky institut EBI (European Bioinformatics Institute) ©.

1.2 Porovnavani sekvené¢nich identit

Pro tvorbu alignmentu je nutno pouzit néktery ze specializovanych programi. Casto
uzivany a on-line volné dostupny je program CLUSTAL W ©. Algoritmus typu Clustal je téZ
integrovan v softwaru MEGA 3.1 (viz nize).

Pro tuto praci, a také pro tvorbu fylogenetickych stromd, byl zvolen kompletni
software MEGA 3.1.

1.21 MEGA3.1

Software MEGA 3.1 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis), ktery je na internetu
volné stazitelny pro operaéni systémy Windows, DOS a Linux ”, poskytuje fadu moznosti
prace se sekvencemi at’ uz nukleotidii nebo aminokyselin.

Autofi tohoto projektu jsou Sudhir Kumar z Biodesign Institute v Arizong, USA, dale
pak Koichiro Tamura z Tokijské Metropolitni university a také Masatoshi Nei z Institutu
molekularni evoluéni genetiky v Penn State University, USA 7).

MEGA 3.1 poskytuje mnoho funkci, jako je porovnavani sekvenci, odhadovani
evoluénich vzdalenosti, konstrukce fylogenetickych stromt a testovani jejich spolehlivosti,
seskupovani sekvenci dle jejich identity, Statistické hodnoceni sekvenci a dalsi algoritmy, ke
kterym patii editor sekvenci umoziujici vizualni praci se sekvencemi a jejich editaci a také
pievodnik format sekvenci. Nechybi uZitetna a prehlednd napovéda pro jednotlivé funkce
programu. Ta je v softwaru integrovana a také dostupna on-line na piislusnych internetovych
strankach 12,

V této praci byl uzit tento software kompatibilni k opera¢nimu systému Windows.
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1.21.1 Prace se softwarem MEGA 3.1

V této praci byly vyuzity funkce pro posuzovani identity sekvenci a tvorbu
fylogenetickych stromil. V nasledujicich odstavcich bude stru¢né popsan postup pro vytvaieni

fylogenetického stromu.

12111 Postup porovnavani sekvenénich identit

Zapoceti vyhodnocovani alignmentu vyzaduje dvé operace, jez s algoritmy programu
pfimo nesouvisi:

1) Priprava vstupnich dat. Pro piipravu vstupnich dat je nutné k dalSimu zpracovani
vybrané sekvence ulozit do jednoho spoleéného souboru *.txt programu NotePad. Slouéeni
sekvenci z vice plivodnich souborti 1ze provést prostym kopirovanim sekvenci z jednotlivych
soubort do cilového souboru, jak je obvyklé pro praci v operacnim systému Windows.

Pro praci s programem MEGA 3.1 musi byt vstupni udaje ve formatu FASTA (*.fas)
nebo ve formatu *.txt, které jsou piijimany Sirokym spektrem programii pro praci v oblasti
vypocetni fylogenetické biologie. Kazda sekvence vtomto formatu zapisu je uvozena
symbolem ,,>”, pomoci n€hoz program rozlisi pfitomnost a zacatek nové sekvence v souboru.
Za tento symbol Ize uvést nazev ¢i jiné oznaceni sekvence ukoncené stiskem klavesy Enter.
Poznamky zapsané za timto symbolem poté budou zobrazeny v dalSich fazich prace
s programem pro identifikaci sekvenci.

2) Zadani vstupnich dat programu. Vstupni data v této praci byla programu
MEGA 3.1 zadavana dvéma zpusoby. Prvni zptsob je jednodussi, avSak nékteré konfigurace
operacnich systémi tuto moZznost nepodporuji. Nelze vSak pfedem urcit, zda na daném
pocitaci bude mozno tento postup aplikovat (zkusenost autora). Po vytvofeni souboru
obsahujiciho vSechny pottebné sekvence, jez je ulozen v jiz zminéném programu NotePad
jako format *.txt, 1ze format FASTA ziskat jednoduse ptepisem koncovky souboru z .txt na
.fas. Poté se zméni ikona programu NotePad na ikonu souboru programu MEGA 3.1. Po jejim
aktivovani se zobrazi okno ,,Alignment Explorer se zobrazenymi sekvencemi, ¢imz je
umoznén dal$i postup. Pokud tato moznost tvorby vstupniho formétu neni z vyse uvedeného

Druhd moZnost zadani vstupnich dat se odviji od utvofeni souboru obsahujiciho
vSechny pozadované sekvence v programu NotePad ve formatu *.txt. Dale po otevieni

programu  MEGA 3.1 postupujeme pies piikazy: ,Alignment*, , Alignment
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Explorer/CLUSTAL* a volbu ,,Create a New Alignment* (nasleduje volba ,,No* pro praci se
sekvencemi aminokyselin). Tim aktivujeme okno pro tvorbu porovnani sekvencnich identit.
V nabidce ,,Edit* pies piikaz ,,Insert Sequence from File* zvolime pozadovany soubor *.txt,
ktery jsme vytvofili. Zobrazi se seznam pozadovanych sekvenci s barevnym rozliSenim

aminokyselin dle jejich typu zapsanych jednopismennym koédem.

Nyni je umoznén dalsi postup a lze vybrat a zvolit pozadované sekvence, jejichz nazvy
se aktivuji. Vypocet je zahajen ptes aktivaci piikaza ,,Alignment”, ,,Align by ClustalW* a
potvrzenim volby. Parametry vypoctu, zobrazené v okné¢ s nadpisem ,,Clustal W Parameters®,
jsou navoleny co nejuniverzalngji a neni potfeba ve vétSiné piipadi je modifikovat.
Hvézdicky zobrazené nad symboly aminokyselin urcuji 100% shodu aminokyseliny na dané
pozici ve vSech zkoumanych sekvencich.

Po vypoctu alignmentu nasleduje jeho nezbytnd manudlni Uprava, ktera tkvi
V odstranéni nadbyteénych mezer. Tyto mezery jsou do sekvenci vlozeny programem za
ucelem vyhovéni maximalni mozné shod¢ vsSech sekvenci. Mezery pak mohou zdanliveé
roztahnout nékteré sekvence tak, ze se opticky jevi delSi neZ ostatni a z tohoto duvodu je
nutné zarovnat kraje zacatku a konce alignmentu odfiznutim téchto na mezery bohatych
oblasti. Tim ndm alignmentova fada bude zacéinat u vSech sekvenci od stejné pozice a bude
konlit na stejné pozici. Vyhneme se tak riziku, Ze by program zahrnul nestejnou délku
sekvenci mezi znaky evolu¢niho vyvoje. Pokud se jedna o viceméné ojedinélé vyskyty mezer,
lze toto tolerovat. Pokud vSak narazime na oblast s velkym poctem mezer, je empiricky
pouzivanym pravidlem tyto useky rad€ji smazat, nebot’ pravdépodobnéji se jedna o useky
poskytujici mylné informace. Obecné tedy plati pravidlo, Ze pokud si nejsme jisti n€¢jakym
usekem Vramci porovnanych sekvenci, je lepsi tuto oblast smazat. Bohuzel s vymazanim
takovychto kontroverznich oblasti ptichdzime o data poskytujici informace pro dalsi vypocty
(ustni sdéleni Mgr. Vladimira Hampla, PhD.).

V této praci byl alignment upravovan. Ackoli v nékterych detailech, jako je délka
fylogenetickych vétvi, se stromy vytvorené na zdkladé¢ alignmentu upravovaného a
neupraven¢ho 1i8i, odliSnosti jsou nepatrné a vyslednd podobnost sekvenci je vypoctena
pokazdé totozné. Uprava alignmentu pro tuto praci tedy neni podstatnym krokem.

Po tvorbé a tipravé alignmentu je nutno soubor ulozit ve formatu *.meg pies piikazy

,»Export“ a ,,MEGA file* v nabidce ,,Data“.
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1.3 Tvorba fylogenetického stromu

V této praci byly voleny dvé odlisné metody pro tvorbu fylogenetického stromu.
Metoda ,,Maximum Parsimony“ ™ je zaloZena na znakovych datech, zatimco metoda
,Minimum Evolution® " je algoritmem zaloZenym na datech distalnich ".

Otevienim souboru formatu *.meg se zobrazi okno Snazvem ,Sequence Data
Explorere. Podstatné je vSak zakladni okno programu se zvyraznénou polozkou ,,Data file®.
V nabidce piikazii postupujeme pies piikazy ,,Phylogeny*, ,.Construct Phylogeny*“ a dale
volime metodu konstrukce fylogenetického stromu.

Tyto metody byly zvoleny zamérné jako dvé naprosto odlisné metody pro konstrukci
fylogenetickych stromti. Pokud podle obou téchto metod budou zkonstruovany podobné c¢i
stejné stromy, bude zvySena pravdépodobnost vérohodnosti ziskanych vysledki.

Vytvoreny strom Ize prezentovat v riznych grafickych formach.

1.4 Vychozi nastaveni parametri programu

Vyse popsany postup je zakladnim nadrtnutim prace s programem, ale pii jeho
nasledovani ziskdme jako vystupni datovy soubor pouze orientacni fylogeneticky strom, ktery
muze byt zjednoduSeny a nepfesny. Pro zpfesnéni je tfeba programu upravit vychozi
parametry pro jeho ¢innost.

Mimo nize uvedenych parametri byly vSechny ostatni parametry ponechany Vv
plvodnim pfednastaveni.

Model. Jako vzorovy model pro dal$i postup vypocti byl zvolen model
JTT ¥, jakozto jeden znepouzivan&jsich modelii matic pro poéitatové zpracovani
fylogenetickych dat (ustni sdéleni Mgr. Ivana Cepi¢ky, PhD.). Typ modelu je mozno navolit
Vv polozce ,,Distances a poté ,,Choose model*; tato volba se zobrazi po otevieni souboru typu
*.meg. Jako zakladni ma program MEGA 3.1 nastaven model ,,Amino: Poisson Correction®,
tedy korekci dle poissonovského rozdéleni, kterd vSak neni pfili§ vhodna, nebot’ jde pouze 0
orienta¢ni model, ve kterém neni naptiklad uvazovana moznost zpétnych mutaci.

Kromé modelu byl zménén i parametr ,,Rates among sites* vyjadiujici tempo vzniku
mutaci z ptvodniho ,,Uniform rates* (pfedpoklada se konstantni frekvence vzniku mutaci) na
,,Different (Gamma Distributed)®, jez uvazuje riznou mutaéni rychlost. K tomuto parametru
se jesté vztahuje ,,Gamma Parameter, ktery je ponechan v zakladnim nastaveni na hodnoté

1.0. U nékterych jinych programi 1ze hodnotu ,,Gamma Parametru® dal$imi vypocty zpfesnit,
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software MEGA 3.1 tuto moZnost ale neumoziuje. Ponechanim parametru Gamma na
vychozi hodnoté vSak nebude vysledek této prace vyznamné ovlivnén. Parametr ,,Rates
among sites i ,,Gamma Parameter* 1ze navolit ve stejném okn¢ jako volbu modelu.
Bootstrap.  Metoda ,,Bootstrap“ 9 procentualng hodnoti &astost shodnych vypodti
pii opakovani fylogenetického testu, jehoZ vysledkem je koneény fylogeneticky strom. Cim
pravdépodobnost dané fylogenetické vétve jistéjsi. Pouziti metody ,,Bootstrap® 1ze navolit pti
volbé metody vypocétu fylogenetického stromu. Poté, co se zobrazi okno ,,Analysis
Preferences®, ve volb¢ ,, Test of Phylogeny* je tieba navolit moznost ,,Bootstrap* a dale ve
vedlejsi nabidce zvolit pocet replikaci v polozce ,,Replications® z od vyrobce nastavenych 500
na 1000 (ustni sdéleni Mgr. Ivana Cepicky, PhD.). Je mozné navolit i vy$si poéet opakovani,
ale statistické odliSnosti by byly nedilezité v porovnani s poctem replikaci 1000 a dale pak
vyssi pocet replikaci klade naroky i na ¢as, nebot’ s rostoucim parametrem ,,Replications® je

pocitac vice vytiZen.
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VIl. DISKUSE A ZAVER

Udaje o isoformach MyHC kosterniho svalu ¢lovéka se v riiznych databazich shoduii.
Informace o isoformach MyHC kosterniho svalu laboratorniho potkana jsou vSak v ramci
ruznych databazi odlisné. Lisi se v mnoha parametrech, jako je dostupnost tdaji primarni
sekvence, délka mRNA a geni MYH (tyto udaje vtéto praci nejsou uvedeny), délka
nékterych isoforem MyHC ¢i jejich relativni molekulova hmotnost (viz tabulka 4).

Z porovnani tabulek 2 a 4 vyplyva shoda znaceni genit MYH a jimi kédovanych
isoforem MyHC u ¢lovéka a laboratorniho potkana.

Pouzitim vySe zminénych metod a postupli evolu¢niho porovnavani byly ziskany
fylogenetické stromy isoforem tézkych fetézci myosinu kosternich svalii u organismtt Homo
sapiens a Rattus norvegicus (viz Pfiloha, obrazky 1; 2; 3; 4; 5 a 6) porovnavajici isoformy
MyHC nejen v ramci svych taxont, ale i mezi témito dvéma taxony.

Stromy takto ziskané nebylo mozno zakofenit, nebot nelze ani odhadnout, kterd
isoforma MyHC je fylogeneticky nejptuvodnéjsi a vyuzit ji tedy jako vychozi vyvojovou linii.
U fylogenetickych stromll jsou zobrazeny pouze topologie téchto stromtl, bez Ciselného a
grafického vyjadieni délek jednotlivych vétvi, nebot’ zjistujeme vzajemnou piibuznost
jednotlivych isoforem MyHC jako vysledek evoluce, nikoli pribéh evoluce jako takovy.
Jelikoz fylogenetické stromy zkonstruované podle dvou uvedenych metod jsou si navzijem
podobné, Ize tyto stromy povaZovat za vérohodné.

Ukézalo se, Ze Uprava alignmentu, pouZiti modelu JTT a zavedeni Gamma korekce
nemeélo podstatny vliv na vysledky fylogenetického srovnani v porovnani s fylogenetickym
stromem sestrojenym pii vychozim nastaveni programu. Odchylky nejsou vyznamné, piesto
je vsak pro piipadné dalsi fylogenetické studie vhodngjsi pro vétsi pfesnost pouzit postup
s vyuzitim modelu a korekce moznosti riznych mutacnich rychlosti.

Pro fylogenetickou analyzu sekvenci MyHC Rattus norvegicus byla uzita data
shromazdéna v databazi NCBI 2. Jelikoz v$ak tudaje uvedené pro geny MYH a jejich
produkty u laboratorniho potkana neposkytuji v zadné databazi spolehlivost vlivem
neuniformity dat mezi databazemi, ziskany fylogeneticky strom je pouze orientacni, piesto
poskytuje pouzitelné vysledky.

Jak vyplyva z obrazkt 1 a 2 uvad¢jicich evoluéni ptibuznost isoforem MyHC Vv ramci
Clovéka, topologie fylogenetickych stromu lidskych isoforem MyHC je velmi podobna. Lze
tudiz usuzovat na jejich platnost. Na zaklad¢ dat poskytnutych fylogenetickymi stromy lze

konstatovat vzajemnou piibuznost srdecnich isoforem MyHC alfa a beta, jez jsou spole¢né
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evolu¢né vzdalené od ostatnich isoforem kosterniho svalu. Z obrazku 1 je ziectelna stejna
vzajemna evolucni vzdalenost obou srde¢nich isoforem od isoforem ostatnich. Tento fakt je
podpofen vypoctem metodou ,,Bootstrap”, podle kterého byla u stromu konstruovaného
metodou ,,Minimum Evolution® vypoctena 100% jistota tohoto faktu. Z obrazku 2 je naopak
patrna vetSi piibuznost srdeni isoformy beta oproti srde¢ni isoform¢ alfa S ostatnimi
isoformami MyHC. Oba typy fylogenetickych stromt vSak prokazuji evolu¢ni odlehlost obou
srde¢nich isoforem. Majoritni isoformy MyHC dospélého kosterniho svalu jsou si navzajem
piibuzné, stejn¢ jako isoformy ontogenetické. Isoformé IIx/d je dle fylogenetickych stromu
konstruovanych obéma metodami vice piibuzna isoforma IIb a isoforma Ila stoji na pomezi
mezi isoformami vyvojovymi a majoritnimi isoformami dospélého svalu. Isoforma MyHC
extraokularni je fylogeneticky na pomezi mezi skupinou isoforem kosterniho svalu a
srde¢nich isoforem MyHC.

Fylogenetické stromy isoforem MyHC laboratorniho potkana zndzornéné na obréazcich
3 a 4 nejsou totozné s fylogenetickymi stromy konstruovanymi pro lidské isoformy MyHC.
Lisi se situacemi pro isoformu MyHC extraokularni a srdec¢ni isoformu alfa. Jak je patrné
z fylogenetického stromu konstruovaného dle metody ,,Maximum Parsimony* (obrazek 4),
vykazuje srde¢ni isoforma alfa laboratorniho potkana vétsi ptibuznost s ostatnimi isoformami
MyHC nez lidskd srde¢ni isoforma beta. Obé srde¢ni isoformy jsou vSak vic¢i jinym
isoformdm MyHC evolu¢né odlehlé. Vypocet metodou ,,Bootstrap* uplatnény pii konstrukei
fylogenetického stromu metodou ,,Minimum Evolution® (obrazek 3) vSak stejné jako u
Clovéka prokazal jistotu blizké vzajemné piibuznosti obou srde¢nich isoforem. Dle
fylogenetického stromu obrazku 3 je vSem isoformam MyHC evolu¢né nejvzdalenéjsi
extraokularni isoforma MyHC, zatimco dle obrazku 4 stoji extraokularni isoforma na pomezi
mezi isoformami embryondlnimi a dospélymi a isoformami srdec¢nimi. Vypocet metodou
,Bootstrap* tomuto faktu ptifazuje 100% jistotu. Isoform¢ IIx/d dospélého svalu je dle obou
metod konstrukci fylogenetickych strom podobnd isoforma kodovana genem MYH4. Lze
tedy tuto isoformu povazovat téz za isoformu dospélého svalu.

Fylogenetické stromy konstruované spole¢né pro clovéka i laboratorniho potkana
vykazuji stejnou strukturu evoluce dospé€lych a vyvojovych isoforem.

Obrazky 5 a 6 vyobrazuji fylogenetické stromy konstruované s cilem zjistit pfibuznost
jednotlivych isoforem MyHC ¢lovéka a laboratorniho potkana. Zcela zietelné prokazuji jistou
evoluéni ptibuznost vétsiny isoforem MyHC ¢lovéka a odpovidajicich isoforem MyHC
laboratorniho potkana. Dle obou typl stromi nebyla isoformé IIb ¢loveéka pfifazena zadna

isoforma MyHC laboratorniho potkana a vykazuje velkou piibuznost isoformé IIx/d obou
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organismu. Jelikoz lidské isoform¢ Ila byla jako nejpfibuznéjsi piifazena isoforma
laboratorniho potkana kdédovana genem MYH4, Ize tuto povazovat téz za isoformu rychlého
typu. Perinatalni isoformy obou organismu vykazuji z obou typ vyvojovych isoforem vétsi
piibuznost majoritnim isoformam dospélého svalu. Extraokularni isoformy cloveéka a
laboratorniho potkana spolecné spadaji evolu¢né mezi majoritni isoformy dosp€lého svalu a
vyvojové a isoformy srdecni. Z fylogenetického stromu konstruovaného metodou ,,Minimum
Evolution” (obrazek 5) lze uvazovat stejnou evoluc¢ni odlehlost srde¢nich isoforem mezi
sebou od isoforem ostatnich, coz je v rozporu s fylogenetickym stromem konstruovanym
metodou ,,Maximum Parsimony*. Dle n¢j jsou srdecni isoformy beta obou organismu odlehlé
vSem ostatnim isoformam nejvice a srde¢ni isoformy alfa ¢lovéka i laboratorniho potkana
maji mezi sebou od isoforem dospélého svalu a isoforem vyvojovych stejnou evolucni
odlehlost. Srde¢ni isoforma beta laboratorniho potkana je dle tohoto fylogenetického stromu
vaci vSem ostatnim isoformdm nejodlehlejsi. Metodou ,Bootstrap® byla vSak u
fylogenetického stromu dle metody ,,Minimum Evolution® (obrazek 5) pfifazena stoprocentni
jistota stejné vzajemné odlehlosti vSech srdecnich isoforem vici isoformam ostatnim.

Fylogenetické stromy potvrzuji zavér vyplyvajici z porovnani tabulek 2 a 4, tedy ze
isoformy MyHC Homo sapiens a Rattus norvegicus jsou sobé fylogeneticky odpovidajici a
velice blizce ptibuzné. Vyjimku tvoti isoformy Ila a llb kédované geny MYH2 a MYH4
cloveéka 1 laboratorniho potkana, nebot’ typ isoformy kodované genem MYH4 a primarni
sekvence isoformy Ila laboratorniho potkana nejsou znamy. Z tohoto diivodu neni evolu¢ni
navaznost téchto dvou typti isoforem MyHC mezi témito dvéma organismy zfetelna.

Z vyse uvedenych faktl Ize usuzovat vzajemnou piibuznost geni kodujicich prislusné

isoformy MyHC ¢lovéka 1 laboratorniho potkana.

Zaveérem bych chtél fici, ze poznatky o isoformach MyHC a jejich genech MYH
¢lovéka jsou ve vSech uzitych databazich shodné, zatimco rizné databaze se 1isi ve svych
informacich o isoformach MyHC laboratorniho potkana a pro nékteré geny jsou informace
dostupné pouze utrzkovité nebo neexistuji viibec. Na rozdil od ¢loveka, jehoz genom byl
zcela osekvenovan, je genom laboratorniho potkana osekvenovan pouze z casti a tudiz
uvetejnéna data predstavuji pouze netiplné soucasné znalosti.

Metodami konstrukci fylogenetickych stromt byla potvrzena evolu¢ni shoda mezi
jednotlivymi isoformami MyHC ¢lovéka a odpovidajicimi proteiny laboratorniho potkana
s vyjimkou isoforem Ila a Ilb kodovanych geny MYH2 a MYH4 cloveéka a isoformy
kodované genem MYH4 a Ila laboratorniho potkana kodované genem MYH?2.
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U laboratorniho potkana neni zndm typ isoformy koédované genem MYH4 a také
primarni sekvence isoforem MyHC lla a I1b.

Z tylogenetickych stromti obrazku 3, 4, 5 a 6 vyplyva, ze isoforma kédovana genem
MY H4 laboratorniho potkana nalezi k isoformam dospé€lého svalu a je typu I1.

Z podobnosti isoforem MyHC lze usuzovat i podobnost odpovidajicich geni MYH.
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IX. PRILOHA

Tabulka 1. Prehled genit MyHC kosternich svali ¢lovéka a jejich zakladni parametry.
Tabulka byla sestavena na zakladé udaji dostupnych v databazi ExPaSy Y, Genecards ¥ a
internetové adrese zabyvajici se problematikou myosinu . Tabulka uvadi seznam isoforem
kosterniho svalu ¢lovéka fazeny dle potadovych cCisel geni MYH kodujicich odpovidajici
isoformy MyHC a lokalizaci danych genti v ramci genomu. Z tabulky je patrné, ze s vyjimkou
gent MYH6 a MYH?7, které jsou lokalizovany na raménku q chromozému 14, jsou vSechny

ostatni geny MYH lokalizovany na raménku p chromozému 17.

Gen Isoforma MyHC Ch | R |Pruh
MYH1 | MyHC lIx/d 17 | p | 131
MYH2 | MyHC lla 17 | p | 131
MYH3 | MyHC embryonélni 17 | p | 131
MYH4 | MyHC IIb / fetalni 17 | p | 131
MYH6 | MyHC srdec¢ni isoforma alfa 14 | q | 11.2
MYH7 | MyHC srde¢ni isoforma beta 14 | q | 11.2
MYH8 | MyHC perinatalni typ 17 | p | 131
MYH13 | MyHC eom (extraokularni) 17 | p 13.1

Pozn.: Ch — chromozdém; R — raménko chromozdmu

Tabulka 2. Zakladni udaje isoforem MyHC kosterniho svalu ¢lovéka. Tabulka byla
sestavena na zakladé udajti uvedenych v databazi ExPaSy ¥ a poskytuje udaje o délkach
aminokyselinovych sekvenci isoforem MyHC, jejich hmotnosti a pfistupova hesla, pod

kterymi jsou isoformy v databazi dostupné.

Isoforma MyHC Pocet Hmotnost Pristupové heslo
aminokyselin isoformy | pro databazi ExPaSy Y
(Da)
MyHC lIx/d 1939 223115 Da P12882
MyHC lla 1941 223004 Da QIUKX2
MyHC embryonalni 1940 224036 Da P11055
MyHC I1b / fetalni 1939 223013 Da Q9Y623
MyHC srde¢ni isoforma alfa 1939 223690 Da P13533
MyHC srde¢ni isoforma beta 1935 223113 Da P12883
MyHC perinatalni 1937 222763 Da P13535
MyHC extraokulérni 1938 223680 Da QIUKX3
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Tabulka 3. Prehled gent MyHC kosternich svali laboratorniho potkana a jejich zakladni
parametry. Tabulka byla sestavena na zakladé dajii dostupnych v databazi RGD 19 a uvadi
seznam isoforem Kkosterniho svalu laboratorniho potkana fazeny dle pofadovych cisel gent
MYH kodujicich odpovidajici isoformy MyHC a lokalizaci danych gent Vv ramci genomu.
Z tabulky je patrné, ze s vyjimkou genit MYH6 a MYH7, které jsou lokalizovany na raménku
p chromozomu 15, jsou vSechny ostatni geny MYH, u nichz je znama jejich lokalizace,

lokalizovany na raménku q chromozému 10.

Gen Isoforma MyHC Ch | R|Pruh
MYH1 MyHC 2x/d 10 |q| 924
MYH?2 MyHC lla i *

MYH3 MyHC embryonalni 10 | q| g24
MYH4 produkt genu MYH4 10 | q| g24
MYH6 MyHC srde¢ni isoforma alfa 15 | p| pl3
MYH7 MyHC srdec¢ni isoforma beta 15 | p| p13
MYHS8 MyHC perinatélni 10 | q| g24
MYH13 | MyHC extraokularni 10 |q| 924

Pozn.: Ch - chromozdém; R — raménko

* - nezjisténo: udaj neni dostupny nebo jsou znamy jen fragmentarni udaje, jeZ nemaji

vyznam pro tuto praci
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Tabulka 4.  Zakladni tdaje isoforem MyHC laboratorniho potkana. Udaje v tabulce vedené
byly shroméazdény v databazi RGD 9. Tabulka poskytuje udaje o délkach aminokyselinovych
sekvenci isoforem MyHC, jejich hmotnosti a pfistupova hesla, pod kterymi jsou informace o
isoformach MyHC v databazi RGD ' dostupné. Tato hesla jsou oznaéena zkratkou RGD ID.
Jsou téZ uvedena piistupova hesla pro databazi NCBI 2 pod ozna¢enim Gene ID. V zavorkach
jsou uvedeny tdaje, které jsou u databazi Ensembl ** a UniProt ¥ odligné oproti databazi

RGD 19,

Isoforma MyHC Pocet aminokyselin Hmotnost | RGD ID | Gene ID
isoformy | 19 2)
(Mr)
MyHC 2x/d 1942 * 735061 | 287408
MyHC lla * * 620354 | 113994
MyHC embryonalni 1939 (1933 1) 223900 3138 24583
(1930 19) (222943 1))
produkt genu MYH4 1959 2 * 3139 54274
MyHC srdeéni isoforma alfa 1938 (1939 1)) 223378 62029 29556
(223508 1))
MyHC srdeéni isoforma beta 1935 (1930 ) 222357 1) 62030 29557
MyHC perinatalni 1951 * 620356 | 252942
MyHC extraokulérni 2268 * 3137 29605

* - nezjiSténo: udaj neni dostupny nebo jsou zndmy jen fragmentérni tidaje, jez nemaji pro

tuto praci vyznam
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Obrazek 1. Fylogeneticky strom lidskych isoforem MyHC sestrojeny metodou ,,Minimum
Evolution“. Ciselné udaje u jednotlivych vétveni odpovidaji vypoétim metody ,,Bootstrap*.

Z tohoto fylogenetického stromu je vidét vzajemna piibuznost srde¢nich isoforem
MyHC alfa a beta, jez jsou vzajemné evolu¢né stejné vzdalené od isoforem ostatnich se
stoprocentni jistotou. Majoritni isoformy MyHC dospélého kosterniho svalu jsou si navzajem
ptibuzné, stejné jako isoformy ontogenetické. Perinatalni isoforma vykazuje oproti isoformeé
embryonalni vétsi evolucni piibuznost majoritnim isoformam dospélého svalu. Isoformé IIx/d
byla jako nejpiibuznéjsi ptifazena isoforma IIb. Této dvojici isoforem je piibuzna isoforma
ITa stojici evolu¢né mezi vyvojovymi isoformami a majoritnimi isoformami dospélého svalu.
Isoforma MyHC extraokularni je fylogeneticky na pomezi mezi skupinou kosternich a

srdecnich isoforem MyHC.

75 ———— HOMO [1x/d

[ L HOMO b § fetalni
100 HOMO Il
HOMO perinatalni
HOMO embryanalni
HOMO extraokularni
HOMO srdeéni isaforma beta
10— HOMO srdecni isofarma alfa

B3
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Obrazek 2. Fylogeneticky strom lidskych isoforem MyHC sestrojeny metodou ,,Maximum
Parsimony*. Ciselné tidaje u jednotlivych vétveni odpovidaji vypodtim metody ,,Bootstrap*.
Z tohoto fylogenetického stromu je vidét odliSnd vzajemnd evoluéni vzdalenost
srde¢nich isoforem MyHC alfa a beta kisoformdm ostatnim. Srde¢ni isoforma beta je
ostatnim isoformam vice piibuznd, nez srde¢ni isoforma alfa. Majoritni isoformy MyHC
dospé€lého kosterniho svalu jsou si navzdjem piibuzné, stejné jako isoformy ontogenetické.
Perinatalni isoforma vykazuje oproti isoform¢ embryondlni vétsi evolucni piibuznost
majoritnim isoformam dospé€lého svalu. Isoformé¢ IIx/d byla jako nejpiibuznéjsi piifazena
isoforma Ilb. Této dvojici isoforem je piibuzna isoforma Ila stojici evoluéné mezi
vyvojovymi isoformami a majoritnimi isoformami dospélého svalu. Isoforma MyHC
extraokularni je fylogeneticky na pomezi mezi skupinou isoforem kosterniho svalu a

srde¢nich isoforem MyHC.

on ——— HOMO llxid
73 L HOMO lIb f fetalni
100 HOMO Il
HOMO perinatalni
HOMO embryanalni
HOMO extraokularni
HOMO srdeéni isaforma beta

]|

100

HOMO srdecni isoforma alfa
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Obrazek 3. Fylogeneticky strom isoforem MyHC laboratorniho potkana sestrojeny
metodou ,,Minimum Evolution®. Ciselné udaje u jednotlivych vétveni odpovidaji vypo&tim
metody ,,Bootstrap®.

Vypocet metodou ,,Bootstrap™ vykazuje jistotu blizké vzajemné piibuznosti obou
srdec¢nich isoforem. Srde¢ni isoformy MyHC jsou od ostatnich isoforem MyHC evolucné
vzajemné vzdalené ve stejné mife. Isoformé IIx/d dospélého svalu je podobna isoforma
kodovana genem MYH4. Perinatalni isoforma MyHC vykazuje u obou organismi vetsi
piibuznost k majoritnim isoformam dospélého svalu nez isoforma embryonalni. Extraokuldrni

isoforma MyHC je v8em isoformam MyHC evoluéné nejvzdalené;si.

g7 —— RATTUS llx/d
100 L RATTUS produkt genu hiH4
o8 RATTUS perinatalni
RATTUS embryanalni
RATTUS srdeni isoforma alfa
mpbl—— RATTUS =rde&ni isoforma beta
RATTUS extraakulami

Obrazek 4. Fylogeneticky strom isoforem MyHC laboratorniho potkana sestrojeny
metodou ,,Maximum Parsimony*. Ciselné tidaje u jednotlivych vétveni odpovidaji vypoétim
metody ,,Bootstrap.

Srde¢ni isoforma alfa je ostatnim isoformam MyHC evolu¢né vzdalend méné, nez
isoforma beta. Isoformé IIx/d dospélého svalu je piibuzna isoforma kédovana genem MYH4.
Perinatalni isoforma MyHC vykazuje vétsi pfibuznost k majoritnim isoformadm dospélého
svalu neZ isoforma embryonalni. Extraokuldrni isoforma MyHC lezi evolu¢né mezi

isoformami srdecnimi a isoformami majoritnimi v dospélém svalu a vyvojovymi.

g7 ——— RATTUS llxid
a0 L RATTUS produkt genu MYH4
G RATTUS perinatalni
100 RATTUS ermbryonélni
RATTUS extraakularni
RATTUS srdecni isofarma alfa
RATTUS srdecni isoforma beta
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Obrazek 5. Fylogeneticky strom isoforem MyHC c¢lovéka a laboratorniho potkana
sestrojeny metodou ,,Minimum Evolution®. Ciselné udaje u jednotlivych vétveni odpovidaji
vypoctim metody ,,Bootstrap®.

Zcela zietelné je zde prokazana jista evolucni piibuznost vétSiny isoforem MyHC
Clovéka a odpovidajicich isoforem MyHC laboratorniho potkana. Srde¢ni isoformy vykazuji
vzajemnou stejnou evoluéni odlehlost od isoforem ostatnich. Isoformé IIb ¢loveéka nebyla
pfitazena zadna isoforma MyHC laboratorniho potkana a vykazuje velkou piibuznost
isoformé IIx/d obou organismu. Lidské isoformé Ila byla jako nejpfibuznéjsi pfifazena
isoforma laboratorniho potkana koédovana genem MYH4. Perinatalni isoformy obou
organismu vykazuji z obou typil vyvojovych isoforem vétsi ptibuznost majoritnim isoformam
dospélého svalu. Extraokularni isoformy Clovéka a laboratorniho potkana spadaji evolucné

mezi majoritni isoformy dospélého svalu a vyvojové a isoformy srdeéni.

100 ———— HOMO [1x/d
B3 L RATTUS llxAd
M HOMO fetalni/llb
HOMO lla
100 100 b—— RATTUS produkt genu by H4
- HOMO perinatalni
100 b——— RATTUS perinatalni
HOMO embryonalni
100 L—— RATTUS embryonalni
HOMOD extraokularni
100 L— RATTUS extrokularmi
100 ———— HOMO srdedni isoforma beta
RATTUS srdecni isoforma beta
100 —— HOMO srdecni isofarma alfa
100 b— RATTUS srdeéni isoforma alfa
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Obrazek 6. Fylogeneticky strom isoforem MyHC c¢lovéka a laboratorniho potkana
sestrojeny metodou ,,Maximum Parsimony*. Ciselné tdaje u jednotlivych vétveni odpovidaji
vypoctim metody ,,Bootstrap®.

Obrazek zcela zfeteln¢ prokazuje jistou nebo velmi pravdépodobnou evolucni
piibuznost vétsiny isoforem MyHC cloveéka a odpovidajicich isoforem MyHC laboratorniho
potkana. Dle tohoto fylogenetického stromu jsou srdecni isoformy beta obou organismu
odlehl¢ vSem ostatnim isoformdm nejvice, zatimco srde¢ni isoformy alfa cloveka i
laboratorniho potkana maji mezi sebou od isoforem dosp€lého svalu a isoforem vyvojovych
stejnou evolucéni odlehlost. Srde¢ni isoforma beta laboratorniho potkana je vic¢i vSem
ostatnim isoformdm nejodlehlejsi. Isoformé IIb nebyla pfifazena zadna isoforma MyHC
laboratorniho potkana a vykazuje velkou ptibuznost isoformé IIx/d obou organismii. Lidské
isoformé Ila byla jako nejpfibuznéjsi pfifazena isoforma laboratorniho potkana koédovana
genem MYH4. Perinatdlni isoformy obou organisml vykazuji z obou typli vyvojovych
isoforem vétsi piibuznost majoritnim isoformam dospélého svalu. Extraokularni isoformy
Clovéka a laboratorniho potkana spadaji evolucné mezi majoritni isoformy vyvojové a

dospélého svalu a isoformy srde¢ni.

HOMO 1l

RATTUS llx/d

73 L HOMO fetalnifllb

HOMO lla

RATTUS produkt genu MYH4
HOMO perinatalni

RATTUS perinatalni

100 HOMO embryonalni

71

BE

100
9E

92

100

100 RATTUS embryonalni
99 HOMO extraokularni
100 RATTUS extrackularni
HOMO srdeéni isoforma alfa
29 RATTUS srdeéni isofarma alfa
HOMO srdeéni isoforma beta

RATTUS srdedni isoforma beta
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