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Abstrakt

Mezidruhovy polymorfismus (TSP) je popisovan jako vyskyt identickych ¢i podobnych alel
u pfibuznych druhti. TSP nezahrnuje pifipady, kdy podobnost vznikla konvergenci, popisuje pouze
situace, kdy byl sdileny polymorfismus dcefinych druhti zdédén od spolecného predka. Neutralni TSP
je béznym jevem doprovazejicim speciaci a s nariistajici dobou od divergence obvykle vymizi.
Z hlediska evoluce imunitniho systému a zaji§téni rezistence hostitele proti parazitim je mnohem
dlouhodobé udrzovan desitky milionti let mechanismem balancujici selekce. Tato prace shrnuje
soudobé poznatky o TSP imunitnich genti pfedevsim u volné zijicich zivocichi. Zabyva se evoluc¢nimi
faktory ovliviiujicimi §ifi a dobu perzistence TSP, evolunimi mechanismy zdanlivé pfipominajicimi
TSP a obtizemi stanoveni TSP. VétSina studii zabyvajicich se TSP se soustfed’'uje pouze na popis
sekvenci vazebnych mist klasickych genti hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC I a MHC II).
Nase znalosti o dalSich imunitnich genech, u nichz mtizeme potencidlné piedpokladat TSP, obzvlaste
u genll vrozené imunity, jsou pak naprosto nedostatecné. I u nejlépe prozkoumanych MHC chybéji
rozsahlé¢ komparativni studie s dostatecnym poctem jedincii na druh, které by se snazily postihnout
skuteCnou S§ifi a stdfi TSP na vybrané taxonomické Skéle a korelovat ji s urcitymi evolucnimi

a ekologickymi faktory.

Klicova slova: imunogenetika, imunitni geny, hlavni histokompatibilni komplex, MHC, selekce,

mezidruhovy polymorfismus, TSP
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Abstract

Trans-species polymorphism (TSP) is described as the occurrence of identical or similar alleles in
related species, excluding cases where the similarity arose by convergence. In TSP the alleles are
inherited from ancestor to the descendant species. Neutral TSP is frequent in closely related newly
diverged species and it gradually disappears. Considering evolution of immune system and host-
pathogen interaction, balanced long-lasted TSP is much more important. Balanced TSP in immune-
related genes is maintained by the mechanism of balancing selection and commonly persists for
millions of years. In my thesis I map the contemporary knowledge on TSP in immune-related genes,
focusing mainly on wild animals. The chief emphasis is given to evolutionary mechanisms influencing
the width and age of TSP, distinguishing TSP from other TSP-like evolutionary patterns and methodical
difficulties with the assignment of TSP. Presently, most articles dealing with TSP concentrate only on
genotyping the Major histocompatibility loci (MHC I and MHC II), especially in the peptide binding
region. Our knowledge concerning other immune genes with putative TSP is, therefore, insufficient.
Most importantly, this is true for innate immunity genes. More effort should be given to comparative
large-scale well-sampled studies which focus on the width and age of TSP in different taxa and its

correlation with different ecological and evolutionary traits.
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species polymorphism, TSP

v



Jazykova poznamka

V textu své prace pouzivam mnohé terminy a zkratky ptejaté z anglictiny. Ackoliv jsem si védom jisté
jazykové rozpolcenosti predkladané prace, imunogenetika a evolucni genetika patfi mezi moderni
progresivni obory, jejichz ndzvoslovi molekul pochazi pfevazné prave z jazyka anglického. U mnohych
odbornych termini doposud neexistuji ustalené¢ Ceské ekvivalenty, proto se radeji uchyluji k pouziti
origindlnich anglickych nazvi, pfipadné pouzivam jejich pocesténé varianty. Pti opakovani odbornych
termini Casto vyuzivam jejich zazité zkratky, v pfipadé mnozného cisla pak ponechavam plvodni
koncovku ,,-s““. Pro tyto ucely je kpraci pfipojen seznam vSech pouzitych zkratek. Za jazykovou
nejednotnost se tedy omlouvdm, ale s ohledem na obsah prace je tato forma vhodnéjsi nez zavedeni

novych ¢eskych terminti, které jinde v soucasné literature nemaji ekvivalenty.
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Seznam zkratek

ABS
AK
APC
AvBDs
BCR
bp.
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DAMPs
DC
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dsRNA
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NK
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RFLP
RIM
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ST

SNP
SSCP
TAP
TBS

Tc
TCR
Th,
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TRIMS5a
TSP
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oblast vazajici antigen (antigen binding site)

aminokyselina

antigen prezentujici bunka (antigen presenting cell)

ptaci B- defensiny (avian beta defensins)

receptor B lymfocytl pro antigen (B-cell receptor)

par nukleotidt (pair basis)

C-lektinové receptory (C-type lectin receptors)

,.vnitini struktury nebezpe¢i” (damaged associated molecular patterns)
dendriticka buiika (dendritic cell)

Denaturing Gradient Gel Electrophoresis

dvoutetézcova RNA (double-stranded RNA)

endoplazmatické retikulum (endoplasmatic reticulum)

hlavni histokompatibilni komplex u mysi

Golgiho aparat (Golgi apparatus)

host defense peptidy

(lidsky) hlavni histokompatibilni komplex (human leukocyte antigenes)
low molecular weight proteasome

hlavni histokompatibilni komplex (major histokompatibility complex)
efektivni velikost populace

,prirozeny zabije¢” (natural killer)

NOD-like receptory (nucleotide-binding oligomerization domain receptors)
zbyla Cast receptoru bez vazebného mista, opak viz PBR
petid-vazebné misto (peptid- binding region)

pattern recognition receptory

proteasome subunit beta type 8 gene

polymorfismus délky restrikénich fragmentt (restriction fragment length polymorphism)
reprodukéné-izolacni mechanismy (bariéry)

RIG-like receptory (retinoic acid-inducible gene-I-like receptors)
sekvencni identita (sequence identity)

jednonukleotidovy polymorfismus (single nucleotide polymorphism)
Single Strand Conformation Polymorphism

TAP pumpa (transporters associated with antigen processing)
vazebné misto transkripéniho faktoru (transcription binding site)
cytotoxicky T lymfocyt

receptor T lymfocyti pro antigen (7-cell recptor)

pomocny T lymfocyt typu 1

pomocny T lymfocyt typu 2

Toll-like receptory

tri-partie motif protein 5, a- isoform

mezidruhovy polymorfimus (trans-species polymorphism)
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1 Uvod

1.1 Parazitismus, jeho evoluce a evoluce imunitniho systému

Parazitismus je povazovan za nejrozsifen¢jsi typ ekologického vztahu na Zemi. Podle ekologické
definice je parazit chiapan jako organismus ziskavajici ziviny z jednoho ¢i nékolika malo hostitelt,
kterym zpiisobuje jmu a snizuje tak jejich fitness, ale obvykle je nezabiji. Parazité netvoii jednotnou
taxonomickou skupinu. Parazitismus se vyvinul nezdvisle mnohokrat mezi jednobunécnymi
a mnohobunéénymi organismy i viry (Schmid-Hempel 2011). Parazité na své hostitele vytvaieji silny
selek¢ni tlak a snaZzi se prekonat nejriznéjsi obranné mechanismy hostitele, jejichz ticelem je redukovat
ztraty na fitness zplisobené prave ze strany paraziti. Dochazi tak k tésnému koevoluénimu vztahu mezi
parazitem a hostitelem a k neustdlym zavodiim ve zbrojeni, které obecn& popisuje hypotéza Cervené
kralovny (Red Queen hypothesis) (van de Valen 1973, podle Flegr 2009) ana genetické urovni
modely,.gen for gen* a,matching alleles* (Agrawal and Lively 2002). Jednou z nejzasadnéjsich
evolucnich inovaci, diky nimz dokdZou hostitel¢ celit parazitim, byl vznik imunitniho systému.
Imunitni systém slouzi k udrzeni homeostazy, a jeho funkci je tedy zajisténi integrity organismu nejen
prostfednictvim ochrany proti potencialné nebezpecnym latkdm exogenniho i endogenniho ptivodu, ale
také zajiSténim autotolerance a imunitniho dohledu, neurosekrece, hormondlniho fizeni a celé¢ fady
dalsich funkci (Murphy 2012; Schmid-Hempel 2011). Tradicné¢ se imunitni systém rozd¢luje na
imunitu vrozenou a ziskanou, pfiemz tato hranice je neostrd. Vrozenad (nespecificka) imunita je
evolucné starsi, antigenné nespecificka a zajist'uje rychlou primarni imunitni odpovéd’ v fadu minut az
hodin. Ziskana (adaptivni) imunita je ve svém tradiénim pojeti evoluéni novinkou obratlovci, je
antigenné specifickd, md imunitni pamét a vyznacuje se relativné opozdénym nastupem v fadu dni
(Schmid-Hempel 2011; Murphy 2012). Oba typy imunity zahrnuji bunééné (celularni) i latkové
(humorélni) mechanismy. Bunééné mechanismy vrozené imunity zahrnuji NK-buiky (natural killers)
uplatiiujici se pfi antivirové obrané€, bazofily (mastocyty) chranici proti mnohobunéénym parazitim
a fagocyty — neutrofily, eosinofily a monocyty a jejich tkaniovou formu — makrofagy. Fagocytdza jako
hlavni efektorovy mechanismus vrozené imunity zahrnuje rozpoznani vné&jSich a vnitinich signali
nebezpeli, tzv. patogen associated molecular patterns (PAMPSs) a damaged associated molecular
patterns (DAMPs) pomoci solubilnich i membranovych forem receptori — tzv. Pattern recognition
receptort (PRRs), napft. Toll-like receptory (TLRs), RIG-like receptory (RLRs; retinoic acid-inducible
gene-I-like receptors), NOD-like receptory (NLRs; nucleotide-binding oligomerization domain
receptors), C-lektitinové receptory (CLRs; C-type lectin receptors) (Meylan et al. 2006; Mogensen
2009; Takeuchi and Akira 2010). Nasledné¢ dojde k enkapsulaci mikroorganismu do vakuoly
(fagozomu) ajeho splynuti sendozomy obsahujicimi proteolytické ¢i hydrolytické enzymy
a antimikrobidlni proteiny. Poté dochéazi ktvorbé baktericidnich kyslikovych a chlornanovych

intermedidth a dochazi tak k oxidacnimu vzplanuti (Danilova 2006).



Humorélni mechanismy vrozené imunity zahrnuji predev§im komplement s chemotaktickou,
opsoniza¢ni a osmolytickou fuknci a sérové proteiny krevni plazmy. Patii sem ale také nespecificka
mechanicka, chemické a antimikrobidlni ochrana povrchu téla a sliznic (Danilova 2006; Murphy 2012).

Bunécné komponenty ziskané imunity piedstavuji slozit¢é mechanismy zalozené hlavné na
B lymfocytech a T lymfocytech. Molekuly hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC; major
histocompatibility complex) jsou stéZejni molekuly adaptivni imunity, které maji schopnost na svém
povrchu vazat fragmenty endogennich a exogennich peptidd a prezentovat je T lymfocytim. MHC I
molekuly se podileji predevS§im na prezentaci endogennich antigend a exogennich antigend
intracelularnich paraziti, zatimco MHC II prezentuji pfedev§im antigeny z extracelularnich parazit
(Jeffery and Bangham 2000; Klein et al. 2007; Neefjes et al. 2011). Komplex MHC-oligopeptid
rozeznavaji pies svlj T bunécny receptor (TCR; T-cell receptor) T lymfocyty riiznych typu, jez
miizeme zjednodusené rozd&lit podle typu koreceptoru a funkce na CD8" (piedev§im cytotoxické, Tc)
a CD4" (predev$im pomocné, Th) T lymfocyty (Murphy 2012). Humoralni slozka adaptivni imunity je
zajisStovana protilatkami, které jsou produkovany B lymfocyty (Schmid—-Hempel 2011; Murphy 2012).
Jedna se o solubilni imunoglobuliny nékolika izotypii (IgA, IgD, IgE, IgG, IgM). Protilatky se s riznou
afinitou vazou k antigentim a jejich hlavni funkci je oponizace a neutralizace (Schmid-Hempel 2011;
Murphy 2012).

Jako odpovéd’ na nové genotypy paraziti vznikaji nové alely imunitnich gend hostitele, které
pfispivaji k nartistu alelické variability a vzniku funkéniho polymorfismu pro =zajisténi efektivni
imunitni obrany hostitele (Schmid-Hempel 2011). V nékterych ptipadech se pro zajisténi
obranyschopnosti vyuzivaji uz osvédcené alelické varianty od matefského druhu a v ptipadé, Ze dcetiné
druhy sdileji obdobné spektrum paraziti a nové alely se pii zajiSténi obranyschopnosti opét osveédci,
mohou dlouhodobé perzistovat u deefinnych druhti i desitky miliont let a prochazet v témef nezménéné
podobé nékolika koly speciaci. Tento unikatni mechanismus je popisovan jako mezidruhovy, tj. (trans-
species) polymorfismus (TSP) (Arden and Klein 1982; Klein 1987; Klein et al. 1998; Klein et al. 2007).

Cilem této bakaldiské prace je shrnout soudobé poznatky o TSP u genli vrozené a ziskané
imunity, a to pfedev$im u volné Zijicich zvitat. Dil¢i cile pak jsou: (1) Zjistit u jakych genti byl TSP
identifikovan, (2) zjistit, zda se 1i§i doba a Sife perzistence TSP mezi jednotlivymi geny a taxony,
(3) pokusit se identifikovat faktory, které vlastnosti TSP ovliviluji, (4) upozornit na mozna uskali
vyzkumu a interpretace TSP a pokusit se nastinit, jakym smérem by meél vyzkum v této oblasti

smérovat.

1.2 Geneticky polymorfismus

Geneticky polymorfismus je dlouhodoby vyskyt minimdlné dvou alel v populaci v takovych
frekvencich, jez nemohou byt vysvétleny opakovanym vznikem dané mutace (King et al. 2006).
Z hlediska typu molekuldrni zmény na trovni DNA rozliSujeme nékolik typti bodovych mutaci (Flegr
2009): substituce (tzv. jednonukleotidovy polymorfismus; single nucleotide polymorpishm — SNP),

inzerce, delece, translokace, inverze, duplikace apod. VétSina nove vzniklych mutaci je eliminovana



ucinnymi reparacnimi mechanismy aty, které pretrvavaji, se nejCastéji objevuji v nekodujicich
oblastech. Z hlediska vlivu na fitness a ti€inku selekce jsou pak mnohé tyto mutace neutralni (Nei
1983). Naopak mutace v kodujicich oblastech genu, které urcuji pofadi aminokyselin (AK)
v polypeptidu, tedy v primarni struktufe peptidu, mohou mit vliv na vyslednou terciarni a kvartérni
strukturu proteinu (Flegr 2009). Podle miry vlivu mutace na fenotyp rozdélujeme mutace v kodujicich
oblastech na substituce synonymni (samesense), substituce se zménou smyslu (missense) a substituce
nesmyslné (nonsense) (Flegr 2009). Vzhledem k degenerovanosti genetického kodu se jednobodova
substituce v tripletu na AK sekvenci proteinu nemusi projevit. Ac¢koliv byvaji synonymni substituce
obvykle selekéné neutralni, pro organismus mtze mit vliv, zda je dana AK kdédovana tripletem vzacné
nebo hojné tRNA. Synonymni mutace maji proto vliv na genovou expresi (Gorlov et al. 2006)
a v posledni dobé se ukazuje také vliv na nachylnost k fadé onemocnéni (Sauna and Kimchi-Sarfaty
2011). Mutace se zménou smyslu (missense) mohou byt konzervativni, je-li pivodni AK nahrazena
jinou AK s podobnymi chemicko-fyzikalnimi vlastnostmi. V takovém ptipad€é je vliv na tercidrni
a kvartérni strukturu proteinu minimalni nebo zadny. Vyssi vliv na vyslednou konformaci proteinu
obvykle zpiisobuji radikalni missense mutace vlozenim nepodobné, nekonzervativni AK. Vyrazny
dopad na fenotyp maji nesmyslné (nonsense) mutace, v jejichz dasledku dojde k predcasné terminaci
translace (Flegr 2009). Drastické zmény ve fenotypu muze rovné€z vyvolat posunovd mutace
(frameshift), napt. vlozZeni cytosinu do NOD?2 je asociovano s nachylnosti ke Crohnové chorobé (Ogura
etal. 2001).

Vzhledem k zaméfeni této prace se budu v nasledujicim oddile vénovat udrzovani genetického
polymorfismu ptfedevsim na ptikladech imunitnich gend, pfestoze niZze uvedené principy maji obecnou

platnost.

1.3 Mechanismy udrzovani genetického polymorfismu

Vétsina autord pro udrzovani polymorfismu v populacich uvadi dva hlavni mechanismy: (1) parazity
zprostfedkovanou selekci a (2) pohlavni vybér. Protichiidné empirické vysledky z rtznych studii pro
podporu jednotlivych hypotéz vSak naznacuji, Ze na udrzovani genetické variability se podili vice
mechanismti zaroveni a mezi hypotézami neexistuji ostré¢ hranice, ale spiSe plynuly pfechod (Hughes
and Yeager 1998; Meyer and Thomson 2001; Penn 2002). Parazity zprostiedkovand selekce vychazi
z koevolu¢niho zapasu mezi hostiteli a parazity a je zprostiedkovana balancujici selekci, a to nejméné
dvéma jejimi mechanismy: (a) selekci ve prospéch heterozygotl (heterozygote advantages hypothesis)
a (b) negativni frekvencné zavislou selekci (negative frequency depending selection) neboli hypotézou
vzacné alely (rare advantigous) (Hughes and Yeager 1998; Milinski 2006), pfipadné jesté
(c) ,,Casoprostorové oddélenou selekci” (fluctuating selection, space-time selection) (Meyer and
Thomson 2001; Spurgin and Richardson 2010). K negativni frekvencné zavislé selekci dochazi
v piipade€, Ze selekéni hodnota urcité alely negativné koreluje s jeji frekvenci v populaci. Frekvence
urcitych alel se v populaci vyskytuji v urcitych ekvilibriich. Se stoupajici frekvenci v populaci se alela

stava pro svého nositele nevyhodnou, coz vede ke snizeni fitness jejiho nositele a k poklesu frekvence



alely v populaci. Vzacna alela potom naopak zptisobi zvyseni fitness svym nositelim (Hughes and
Yeager 1998). Empirické dikazy pro ptsobeni frekvenéné zavislé selekce v imunitnich genech
pochézeji z asociaci konkrétnich MHC I all alel kuplné ¢i CasteCné rezistenci proti infekénim
onemocnénim, napf. Epstein-Barr-viru, hepatitidé B, tuberkuléze (Hughes and Yeager 1998; Jeffery
and Bangham 2000; Sommer 2005). Casoprostorové oddélena selekce se 1isi od frekvendné zavislé
selekce tim, ze hodnota fitness se méni jako funkce s frekvenci patogena (a miie vystaveni hostitele
k parazitaci), zatimco pii frekvencné zavislé frekvenci je hodnota fitness tmérnd vyskytu alely
v populaci (Meyer and Thomson 2001).

K selekei ve prospéch heterozygoti dochazi v piipadech, kdy je fitness heterozygotd vyssi nez
fitness recesivniho i dominantniho homozygota. Napiiklad heterozygoti v MHC jsou mnohdy diky
vétsimu poctu MHC alel schopni prezentovat T-lymocytim vy$si spektrum antigenti a tim odolavat
SirSimu spektru patogenti (Hughes and Yeager 1998; Jeffery and Bangham 2000; Wegner et al. 2004).
Empirickd podpora je dolozena mnoha piiklady, napf. hetorygoti lososa Oncorhynchus tshawytscha
v MHC IIB po experimentalni infekci virem IHNV (infectious hematopoietic necrosis virus) méli
0 8,5 % niz§i mortalitu nez homozygoti, podobné také pii infekci rybomorkou Myxobolus cerebralis
(Arkush et al. 2002). Dale vyhoda MHC heterozygotl plati pro zivorodénku zapadni (Poeciliopsis
occidentalis) po infekci zabrohlistem Gyrodactilus turnbulli (Hedrick et al. 2001), pro myS domaci
(Mus musculus) infikovanou riznymi kmeny salmonely (Penn et al. 2002).

Mezi hypotézy udrzovani genetické variability prostfednictvim pohlavniho vybéru patii
hypotéza disassorative maiting (negative-assortative maiting) zalozend na olfaktorické diskriminaci
MHC genii (Hughes and Yeager 1998; Meyer and Thomson 2001). Samice si voli partnera
komplementarniho ke svému genotypu (tzv. complementary genes - hypothesis). U MHC gent tak
kombinace obou odlisnych rodicovskych MHC haplotypl zajiStuje vys$si variabilitu u potomka a tim
1 vys$si pravdépodobnost ispésné imunitni odpovédi proti SirSimu spektru patogentt (Mays and Hill
2004). Tato hypotéza byla empiricky potvrzena napf. u lidi (Milinski and Wedekind 2001), u lemurt
(Huchard et al. 2013) ¢i strnadce skvrnitého (Passerculus sandwichensis) (Freeman-Gallant et al.
2003). Existuje také moznost selekce zalozené uz na urovni interakce matka-plod (maternal-fetal
interactions), kdy se zvySuje pravdépodobnost pfeziti u plodu s odliSnymi MHC alelami matky (odliSné
alely otce a matky) (Kamath and Getz 2011).U nékterych organismti mtize hrat variabilita imunitnich
gent také roli pfi individualnim rozpoznéni a uplatiiovat se také pti pribuzenské selekci (kin selection)
¢i vyhybani se inbreedingu (inbreeding avoidance) zalozenych na olfaktorické diskrimaci (Penn 2002),
napft. u slond (Archie et al. 2010; Archie et al. 2007) ¢i buinaka (Strandh et al. 2011).

Na udrzovani polymorfismu se také nepiimo podili evolucni svezeni se (evolucni draft, Aitch-
hiking effect). Lokusy lezici na stejném chromozomu v t€sné blizkosti se nachazeji v genové vazbe,
takze je u nich vyrazné potlacena pravdépodobnost rekombinace. Ptsobi-li selekce na jeden z lokust
v genové vazbé, alely tohoto lokusu mohou ovliviiovat frekvenci i selekéné neutralnich nebo i mirné
Skodlivych alel prilehlych lokust. (Hughes and Yeager 1998; Kelly and Wade 2000). Pokud na jeden
z lokusii piisobi balancujici selekce, mechanismem evolu¢niho draftu se bude udrzovat vysoka

variabilita i v okolnich lokusech, které balancujici selekci samy nepodléhaji, a mize tak dochazet



k ,,hitch-hikingu* neutralniho polymorfismu (Kamau and Charlesworth 2005), napf. vystaveni exonu
2 MHC Il DRB genu silné selekci ve vazebném misté peptidu (PBR; peptide- binding region) pisobi na
pretrvani zna¢ného polymorfismu v nevazebném mist€ peptidu (non-PBR; non-peptide- binding region)
exonu 2, mén¢é pak na pfilehlé introny (Hughes and Yeager 1998). Opacny vliv na miru polymorfismu
okolnich lokusti ma naopak selekce na pozadi (background selection) v ptipadé plisobeni negativni
selekce a selekeni vymeteni (selection sweep) v piipad¢ plisobeni pozitivni selekce a nasledné fixace
alely (Charlesworth and Guttman 1996).

Selekce je proces semideterministicky a ptisobi predevSim v dostatecné velkych populacich
(Flegr 2009). Na udrzovani genetické variability ma ale vliv také populacni a metapopulacni dynamika
zavisejici na velikosti a struktufe populace. Geneticky drift je pak proces stochasticky, casto
zpusobujici redukci genetické variability a jeho intenzita je zavisla na efektivni velikosti populace (Ne).
Geneticky drift se tykd ptedev§im malych izolovanych populaci, pfipadné také pocetné malych
fluktuujicich subpopulaci, do nichz je metapulace rozdélena (Flegr 2009). Ochuzenou imunologickou
variabilitu a pfitomnost velmi nizkého poctu Casto vzajemné divergovanych MHC alel vykazuji napf.
ostrovni druhy postizené efektem zakladatele (founder effect) v porovnani s blizce ptfitomnymi druhy
zijicimi na pevning, napt. rakosnik seychelsky (Acrocephalus sechellensis) (Richardson and Westerdahl
2003), tuciiak galapazsky (Spheniscus mendiculus) (Bollmer et al. 2007) ¢i blizce ptibuzné druhy
lalo¢nikovitych Philesturnus rufusater a Philesturnus carunculatus (Sutton et al. 2013). Kromég
ochuzeni variability spojené s kolonizaci a malou velikosti N, zakladajici populace také tyto druhy
opakovang trpély efektem hrdla lahve (bottle-neck) pti demografickych fluktuacich. Pfedpoklada se, ze
bottle-neck redukoval MHC variabilitu nékterych severskych druhli pfezvykavel vystavenych
vyraznym klimatickym oscilacim. Ackoliv jsou jejich dnesni populace dostatecné velké pro ptisobeni
bottle-necku, n€kter¢ MHC lokusy jsou monomorfni ¢i oligomorfni, jako napt. MHC II DRB geny
pizmoné severniho (Ovibos moschatus) ¢i soba polarniho (Rangifer tarandus) (Mikko et al. 1999).
Podobny uc¢inek mize mit také fragmentace biotopu, napt pro DRB lokus u pandy velké (4iluropoda
melanoleuca) (Wan et al. 2006) ¢i nadmérny lov u bizona amerického (Bison bison) na DRB3 lokus
(Mikko et al. 1997). Vyrazné snizeni N, potom miize vést k naristu homozygotl, k inbreedingu

a inbredni depresi a ztraté fitness (Crnokrak and Roff 1999).

2 Trans-species polymorfismus
(Mezidruhovy polymorfismus)

Mezidruhovy polymorfismus (TSP; trans-species polymorfismus) je popisovan jako vyskyt podobnych
alel u ptibuznych druhii (Klein et. al. 1987; Klein et al. 1998; Klein et al. 2007). TSP nezahrnuje
pfipady, kdy podobnost vznikla konvergenci, ale popisuje pouze situace, kdy byl sdileny
polymorfismus dcefinych druhti zdédén od jejich spolecného predka. TSP lze tedy definovat jako
vyskyt stejné nebo podobné alely daného genu (pfipadné alelické linie) u pfibuznych druht, pricemz
tyto transpecifické alely sdilené mezi druhy jsou si navzajem piibuznéjsi nez transpecifické alely

v porovnani s ostatnimi alelami vyskytujicimi se pouze v ramci jednotlivych druh.



Zjednodusené muzeme rozli§it dvé zakladni formy TSP. Bezprostiedné po speciaci nove
vzniknuvsi druhy mezi sebou sdileji mnozstvi zejména neutralnich alel, které obvykle disledkem
akumulace bodovych mutaci a rekombinace s nartistajici dobou od divergence postupné vymizi, tzv.
neutrdlni (transientni) TSP (Nagl et al. 1998). Z hlediska evoluce imunitniho systému a ptedevsim
tykajici se funkéné vyznamnych genti, ktery mize byt mezi druhy dlouhodobé udrzovan predevsim
mechanismem balancujici selekce (Klein et al. 1998; Klein et al. 2007). Proto bude tomuto druhu

polymorfismu vénovan v nasledujicich pasazich vétsi prostor.

Obr. ¢. 1: Koncept trans-species polymorfismu

Kazdy tadek bodli znazoriuje ,.gene pool”“ jedné generace, kazdy kruh predstavuje jeden gen, odlisné barvy
symbolizuji rizné alely. Propojeni znazornuje ascendentni-descendentni vztah, tenka ¢ara znazornuje koalescenci
alel v dosud existujici generaci. Svétle modra, tmavé modra a oranzova barva znazornuji alelické linie 1, 17, 2, 2°
a 3, 3’, které vznikly uZ u ancestralniho druhu a byly pfedany speciaci dvéma dcefinym druhtim A a B. Cervena

a fialova barva znazoriuji linie unikatni pro oba dcefiné druhy vzniklé az po speciaci (Klein et al. 1998).

Species A Species B
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2.1 Neutralni TSP

Bezprostiedné po speciaci je veskery polymorfismus sdilen od pfedka a jeho frekvence s nartistajici
dobou od divergence klesa (fixace alel, akumulace bodovych mutaci). Mira pfetrvavani neutralniho
polymorfismu navic zavisi na N,, ocekdvana rychlost fixace neutrdlnich alel je totiz 4N, generaci, a tedy
ve vetsSi populaci mize neutralni TSP pretrvavat déle (Kimura 1968; Klein et al. 1998). Za jistych
okolnosti (napt. velkd populace a rychla speciace, béhem nichZ se nestihnou alely fixovat ¢i vymizet)
tak neutralni TSP mutze prekonat nekolik speciacnich udalosti (Nagl et al. 1998). Existuje vSak také
moznost dlouhodobého udrzovani neutrdlniho TSP mechanismem evolu¢niho draftu, a to pokud se alela
nachdzi v blizkosti selekéné vyznamného lokusu (viz kap. 1.3). Vhodny model pro studium neutralniho
TSP predstavuji druhy, které recentné prodélaly ¢i prodélavaji rychlou adaptivni radiaci, napt. cihlidy

Viktoriina jezera (Klein et al. 1998; Nagl et al. 1998; Samonte et al. 2007). Ackoliv jsou tyto druhy



behavioralngé, morfologicky apfedevSsim troficky diferenciované, na uUrovni jadernych
a mitochondridlnich genii vykazuji tak extrémné malé mezidruhové sekvencni rozdily, Ze nelze rozlisit
jednotlivé druhy. Proto se n€kdy souhrnné oznacuji tzv. haplochromine species flock. Univerzalné
rozsiteny je pak neutralni TSP, ktery byl detekovan ve vSech nahodné vybranych lokusech, napf.
v intronech, 3"UTR, glukosa-6-fosfataze (G6P), aktinu a v dalSich genech (Nagl et al. 1998). U cihlid
6 druht rodu Haplochromis Viktoriina jezera a okolnich kraterovych jezer mira neutralniho TSP
odrazela dobu divegence mezi druhy (Samonte et al. 2007). Genotypizace na trovni jadernych markerti
(Hag, Tyr, Opnllws a SINEI1357) a mitochondridlniho CR (control region) ukazala u2 druht
kraterovych jezer (H. [luloto, H. nshere) druhové specifické alely se stopami ancestralniho
polymorfismu (divergence od spolecného predka vSech druhti 165 a 82,5 tis. let). H. rockribensis
(divergence 42,5 tis. let) se jako jediny druh Viktoriina jezera odliSoval druhové specifickymi
substitucemi v CR avykazoval niz§i pocet sdilenych haplototypl. Pfetrvdvani nerozliSeného
polymorfismu a extrémni miry TSP mezi dalSimi druhy Viktoriina jezera (divergence 13,75 tis. let) tak
pomaha kontinuélni hybridizace a zd4 se, ze genovy tok samotny muize byt dostateCny pro ucinnou
homogenizaci druht (Samonte et al. 2007).

Podobné byl funkéné neutralni TSP zjiStén v genu pro a-enoldzu u 2 druhi alkounkt (Walsh

and Friesen 2003), které od sebe divergovaly 2,8 mil. let.

2.2 Balancovany (long-lasted) TSP

Balancovany polymorfismus se tyka funkéné vyznamnych lokust nachazejicich se dlouhodobé pod
vlivem balancujici selekce (Klein 1987; Klein et al. 1998; Klein et al. 2007). Krom¢ imunitnich gent
byl TSP popsan také u vysoce polymorfnich S-gend kodujicich tzv. self-incompatibility system
u krytosemennych rostlin. Jeho hlavni funkci je vytvaret prezygotickou bariéru branici autogamii
a mozné inbredni depresi (Hiscock et al. 1996; Hiscock and Mclnnis 2003). TSP v té€chto v S-genech
byl detekovan napt. v celedi brukvovitych (Brassicae) (Dwyer et al. 1991), v celedi lilkovitych
(Solenacae), kde je udrzovany az 70 mil. let (Ioerger et al. 1990; Richman et al. 1996). Obdobnou
funkci jako S-geny maji také parovaci lokusy hub, u nichz byl TSP také detekovan (Lukens et al. 1996).
Dale byl balancovany TSP detekovan v CSD genu (complementary sex determiner), ktery
u blanoktidlych (Hymenoptera) urcuje pohlavi. (Heimpel and de Boer 2008; Lechner et al. 2014) a také
u ABO krevniho systému primati. Nicméné stale se vedou spory, zda mezi hominoidy a opicemi
Nového svéta tento stav neni spiSe disledkem konvergence nez TSP (Kermarrec et al. 1999; Martinko
et al. 1993; OhUigin et al. 1997; Segurel et al. 2012).

Koncept TSP poprvé popsal u MHC genti a nasledné rozvijel ¢esko-americky imunogenetik Jan
Klein jako alternativni hypotézu pro vysvétleni vysokého polymorfismu v MHC a ziroven pro
vysvétleni existence nékterych vysoce divergovanych alel vramci druhu (Klein 1987). Prvni
experimentalni dikaz TSP piinesli Arden and Klein (1982) na H2 antigenu u tfech poddruhti mysi
domaci pomoci metody tryptic peptid mapping: M. musculus molossinus a M. m. castaneus a M. m.

domesticus sdilely po imunizaci biochemicky nerozliSitelné sérologické alomorfy (produkty MHC



genll) na ruznych mistech svéta. V pfipadé konvergence by identické alomorfy musely vzniknout
nezavisle za kratkou dobu, pfiblizn€é za 1-2 mil. let asi na 10 mistech svéta, takze autofi se ptiklonili
k hypotéze sdileni alomorf od spolecného piedka a jejich predani druhiim dcefinym. Definitivni
potvrzeni TSP v MHC pfinesli az Figueroa et al. (1988) DNA sekvenovanim, ktefi zjistili TSP jak
u vybranych druht mysi, tak i mezi mysi a potkanem (Rattus norvegicus). Dalsi experimentalni dikazy
TSP pochézely ze serologickych alomorf, postupné vSak byly nahrazeny kvalitativné pokrocilejSimi
sekvenacnimi metodami. Pfesto byly v minulosti rozsahlejsi soubory dat zpracovavany levnéjSimi
a mén¢ presnymi metodami, napt. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), SSCP (Single
Strand Conformation Polymorphism) a DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis), které Casto
nejsou schopny rozliSit alely liSici se substitucemi v nékolika parech bazi (bp; pair bases) (Babik
2010). Nizka rozliSovaci schopnost téchto metod mtize ovlivnit detekci TSP, zejména pak identifikaci

identickych alel.

2.3 Kvantifikace a Sire TSP

Kvantifikace miry TSP je zalozena na zékladné¢ nekonzistentni topologie mezi genovym
fylogenetickym stromem (gene tree) a druhovym stromem (species tree). Jako species tree musime
zvolit reprezentativni neutralni lokus (idedln€ mnoho lokust ¢i celogenomova data), ktery neni
objektem selekce (Edwards et al. 1997; Garrigan and Hedrick 2003). Pokud se alely vyvijeji neutralni
evoluci, geneticky drift postupné eliminuje vétSinu ancestralnich alel u dcetfinych druhti. Mzeme tak
predpokladat vyssi frekvenci konspecifickych alel vytvaiejici monofylum (Edwards et al. 1997).
V ptipadé¢ ptisobeni silné balancujici selekce vSak nedojde k signifikantni ztrate¢ zdédénych alel a tyto
perzistujici alely pak vytvareji transpecifické klastry a inkongruence mezi fylogenetickymi stromy.
Jeden ze zptsobd, jak kvantifikovat inkongruence mezi ,,gene tree” a ,species tree je spocitat
(hluboké) mezidruhové koalescenéni udalosti a porovnat je sjednoduchym modelem balancujici
selekce (Edwards et al. 1997). Mezidruhové koalescen¢ni udalosti jsou definovany jako ptipady, ve
kterych alely ¢i alelické linie nalezené v jednom druhu mutzeme pfitadit spolecnému piedku alel
nalezeném v jiném druhu (Edwards et al. 1997), napt. metodou ,,reconcile tree* (Page and Charleston
1997). Kdyz proti sob€ zrcadlové nakreslime gene tree a species tree a spojime k sob€ pfislusné vétve,
dostaneme tzv. tanglegram. Ptekiizené spojnice pak reprezentuji mezidruhové koalescencni udalosti c.
Pod vlivem neutrality (Gplnd shoda gene tree a species tree) ocekavame ¢ = N - 1 koalescencnich
udalosti, kde N je pocet druhli. Mezidruhové koalescencni udélosti ¢ > N - 1 pak mohou reprezentovat
TSP (Edwards et al. 1997) za predpokladu, Zze zanedbame konvergenci, introgresi alel a vyhneme se

pfitomnosti paralogl (Edwards et al. 1997; Garrigan and Hedrick 2003; Page and Charleston 1997).

2.4 Vyznam TSP pro mapovani fylogenetickych vztahu

Ackoliv byl diive TSP povazovan za pfitézujici faktor komplikujici fylogenetické analyzy, protoze
genové rodokmeny neodpovidaly fylogenetickym stromidm druhti na zakladé¢ mtDNA (tj. inkongruence

mezi gene tree a species tree), postupem casu se TSP stal uzitenym nastrojem pro studium populacni



demografie, speciace druht a formovani reprodukéné izolacnich bariér (RIM) (Klein et al. 1998; Klein
et al. 2007; Nagl et al. 1998; Samonte et al. 2007; Vincek et al. 1997). Hlavni vyhoda TSP totiz spociva
v tom, ze TSP prochazi speciaci a ma potencial odhalit typ a fazi speciace, napf. na zaklad¢ srovnani
miry perzistence neutralniho a balancovaného TSP (Klein et al. 1998; Klein et al. 2007).

Balancovany TSP v MHC se diky své hluboké koalescenci alel uplatituje pti studiu populacni
demografie v ¢asovém métitku miliont let, avSak vzhledem ke komplexité a dynamice MHC komplexu
a pusobeni selekce je potieba k vysledkiim pfistupovat obezietné¢ (Klein et al. 2007). Z hlediska
koevoluc¢niho zapasu parazit—hostitel se perzistence balancovaného TSP u imunitnich genti uplatiiuje
pfi rozpoznani patogena a zajiSténi rezistence proti ur€itym genotypim parazita. Uplatiiuje se tak pfi
udrzovani a generovani genetické variability imunitnich genti (Klein et al. 2007).

Naopak neutralni TSP charakterizuje mélka koalescence a je vhodny pro studium populacni
dynamiky v horizontu méné nez 1 mil. let. Jeho interpretace je mén¢ komplikovand, casto ma tendenci
byt univerzalné rozsiteny a je vhodny pro studium evoluéné mladych blizce ptibuznych druhti. N, je
dalezitym parametrem ovliviiujicim pretrvavani TSP. Ze stejného divodu je tedy TSP dualezitym
zdrojem informaci o intenzit¢ genového toku a o velikosti populace pted speciaci, v prubehu speciace
a po speciaci (Klein et al. 2007; Nagl et al. 1998; Samonte et al. 2007). Déle se TSP mtze uplatnit pti
popisu charakteru divergence druhil. Speciace totiz probiha Casto tak rychle, ze fylogenetické stromy
zalozené na fixaci mutace nemaji moznost rozdélit speciaci do vice krokd. Nicméné melo by byt mozné
pouzitim difencialni segregace alelickych linii riznych genli v objevujicich se druzich a na zakladé
rozdili v alelickych frekvencich odhalit fylogenetické vztahy u vznikajicich druhd a urcit charakter

speciace (bifurakce, multifurkace, star-shaped fylogeneze apod.) (Klein et al. 1998).

2.5 Evoluéni mechanismy projevujici se podobné jako TSP

Existuje n€kolik moznych mechanismli, diky nimz miZeme nalézt identické nebo podobné alely
uriznych druhtt akteré byvaji obcas nespravné identifikovany jako TSP v S§irSim
vyznamu.V nejjednodussim ptipadé miize k vysoké sekvencni identite¢ (SI; sequence identity) alel
u riznych organismt dojit (1) nahodou — tj. ndhodnymi bodovymi mutacemi. Tato moznost se obvykle
povazuje za nulovou hypotézu.

Dalsi bézny zpiisob mtize predstavovat (2) hybridizace a introgrese alel do genomu jiného
druhu (Bollmer et al. 2007). Hybridizace a obCasny genovy tok je typicky zejména pro evolucné mladé
¢i speciujici druhy, u nichz jesté nejsou plné vyvinuty RIM. Miseni alel hybridniho pivodu a TSP
pivodu najdeme u druhil recentné podstupujicich adaptivni radiaci, napt. u Darwinovych pénkav (Sato
et al. 2011; Vincek et al. 1997) ¢i cihlid rodu Haplochromis vychodoafrickych jezer (Samonte et al.
2007). K obcasné hybridizaci vS§ak mtze dochdzet i u blizce ptibuznych druhi, k jejichz divergenci
doslo pied nékolika miliony let. (Bollmer et al. 2007) navrhuje pro ptivod identické MHC II DRB alely
tuciiaka galapazského (Spheniscus mendiculus) a tu¢iidka magelanského (S. magellanicus) hybridizaci
(avSak srovnej s Kikkawa et al. 2009). Podobné i ptivod nékterych sdilenych transpecifickych MHC I,
MHC Il DRA a MHC II DQB alel kytovct je pfisuzovan hybridizaci. U kytovet jsou totiz hybridizace



s zivotaschopnym potomstvem c¢ast&j$i nez u ostatnich savci a ptitomnost hybridd byla ex situ a in situ
na zékladé mtDNA potvrzena (Xu et al. 2009). K introgresi MHC alel také pravdépodobné doslo i mezi
colkem obecnym (Lissotriton vulgaris) a colkem karpatskym (L. montandoni) (Wegner and Eizaguirre
2012) a mezi pstruhem Zzlutohrdlym (Oncorhynchus clarki) a pstruhem duhovym (O.mykiss) (Aguilar
and Garza 2007). Populace sympatricky zijicich blizce pfibuznych druhti mohou sdilet vyssi frekvenci
transpecifickych alel nez populace alopatrické, jak se ukazalo v DABI a DAB3 genech ostroretek
(Seifertova and Simkova 2011).

Hlavni faktor zpiisobujici mezidruhovou podobnost napt. u MHC sekvenci predstavuje
konvergence (3). Konvergence je chapana jako proces, ve kterém dochazi k nezadvislému vyvoji
podobnych trendl jako vysledek adaptace na podobné prostiedi ¢i ekologickou niku (Klein et al. 2007).
Ackoliv byva konvergence u savfich MHC genl pomérné Castd zejména u vzdalenéjsich druhd, jeji
detekce byva obtizna (Yeager and Hughes 1999). Konvergence byla detekovana napt. v PBR MHC I1b
primata a hlodavct (Yeager et al. 1997), v exonu 2 MHC II DRB genu u ¢lovéka a opic Nového svéta
(Kriener et al. 2000). Déle ji potvrdili v exonu 2 také Kriener et al. (2001) v MHC II DRB, DQA, DQB
a DPB genech u opic Nového svéta a Starého svéta a objevila se i mezi dalSimi celedémi savct (Yeager
and Hughes 1999).

Odliseni konvergence od TSP miizeme nejjednoduseji provést sestrojenim fylogenetického
stromu nebo koalescenci alelickych linii (Klein et al. 1998; Klein et al. 2007).V ptipadé konvergence
vznika novy znak nezavisle v n€kolika evolucnich liniich a dany znak neni pfitomny u jejich nejblizsiho
spole¢ného ptredka (obr. ¢. 2). Ve vétSin€ pripadi vSak nemdme k dispozici informace o nejbliz§im
spolecném predkovi. Konvergence se obvykle tyka kratkych funkéné vyznamnych mist, napt. sekvenci
kédujicich motivy PBR MHC na rozdil od non-PBR (Hughes and Yeager 1998). Lisi-li se topologie
fylogenetickych stroml exonu 2 sestrojenych zvlast pro PBR a non-PBR, mize se jednat o signal
konvergentni evoluce (Musolf et al. 2004; Xu et al. 2009). Dal$i moznosti spocivaji ve srovnani
sekvenci exonl aintronil, pficemz introny obvykle nebyvaji objektem selekce. V piipadé
nekonzistentni topologie fylogenetickych stroml sestavenych zvlast na zakladé exond a intront, se
mize jednat o konvergenci (Klein et al. 1998; Kriener et al. 2000; Kundu and Faulkes 2007). Podobné¢
jako introny mohou slouzit také exony, na néz neptsobi konvergentni evoluce, napt. exon 3 kddujici
transmembranovou o, doménu klasickych MHC II genli (Kriener et al. 2001). Mame-li k dispozici
pouze kratky fragment exonu kodujiciho PBR, napt. exon 2 u MHC II, nabizi se mozZnost srovnani
zastoupeni synonymnich a nesynonymnich pozic. Pokud jsou sekvence konvergentni, synonymni SNPs
by nemély byt pfedmétem stejné selekce jako nesynonymni a mély by reflektovat historickou
divergenci alel a tyto rozdily by mély byt mezi konvergentnimi alelami patrné (Li et al. 2011).

Dalsi mechanismus vytvatejici vysokou sekvencni podobnost alel u riznych druhti predstavuje
(4) ,,concerted evolution™ (zahrnujici pfedevsim genovou konverzi a nereciprocni rekombinaci —
crossing over) (Hess and Edwards 2002; Nei and Rooney 2005), kterd se tyka i dlouhych usekd na
urovni celych exontl a intronti. Pomérné rozSifend je u obojzivelniki (Bos and Waldman 2006;
Kiemnec-Tyburczy et al. 2012) a ptakt (Burri et al. 2008; Li et al. 2011), kde znacna c¢ast novych alel

vznika pravé diky tomuto mechanismu. Vzhledem k intralokusové a interlokusové rekombinaci mezi
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introny, exony a zaroven mezi exony i introny dochdzi k homogenizaci sekvenci (Nei and Rooney
2005), kdy se postupné ztraci ortologie mezi lokusy (Li et al. 2011). Urceni ortologie sekvenci
komplikuje ,,concerted evolution mezi paralogy, napft. u taxonti s vysokou dynamikou MHC — u pévct
s mnohondsobnymi duplikacemi lokust, kde existuje 1 10 lokusi MHC IIB (Anmarkrud et al. 2010).
Genova konverze pak mezi paralogy ztézuje urCeni pfislusnosti alely k danému lokusu a potom
komplikuje stanoveni Sife a zejména stafi TSP (Alcaide et al. 2007). Navic recentni genova duplikace
mize zamaskovat projev ,,concerted evolution* (Wei et al. 2010). Ur€eni spravného vztahu mezi lokusy
(paralogie x ortologie) je pak zasadni pro odhadnuti stafi alelické linie a Site TSP i mezi vzdalenéji
pfibuznymi druhy, napf. nad trovni rodu — trans-genus polymorfismus, trans-family polymorfismus,
trans-order polymorfismus. ,,Concerted evolution®, ackoliv se obvykle vlastné¢ nevymykd z definice
TSP, je vydélena predevs§im proto, ze vyrazné ovliviiuje §ifi a perzistenci TSP a fada autort ji odliSuje
od hypotézy TSP, protoze vlastné ,,rozpousti“ stary TSP, ale mlze vytvaret i novy. Nicméné jako
paralelni evoluce mtze vést k podobnym vysledkiim — k vzniku podobnych alel u ptibuznych druht,
které je nezdedily od spolecného piedka, ale napt. diky podobnym rekombinaénim ,,hotspots™ u nich

doslo nezavisle k obdobnému feSeni.

Obr. ¢. 2: Rozdil mezi hypotézou TSP a konvergentni evoluci

Populace rtiznych druhti obtazeny Sedou barvou, alelické linie A a B jsou vyznaceny cervené a modfe. Podle
hypotézy TSP jsou divergence mezi alelickymi liniemi A a B hlubsi nez divergence druht a druhy spolecné se
sdilenym polymorfismem sdileji kratky ancestralni segment. Zadny z vy$e zminénych vztahii neplati pro

konvergentni evoluci (Segurel et al. 2012)

B
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Divergované alely z riznych lokusii nékolika druhli mohou vytvaret ve fylogenetickém stromu
zdani TSP, ackoliv se jedna o ortologicky vztah (Alcaide et al. 2007; Sin et al. 2012b). Tento problém
je uMHC o to naléhavé§jsi, Ze dochazi k pomérné rychlym a nezavislym duplikaci lokust i u blizce
ptibuznych druhti (Hess and Edwards 2002) ¢i dokonce mezi riiznymi populacemi téhoz druhu
(Stiebens et al. 2013) a paralogicky vztah lokusti miZe nadhodnocovat odhad §ife TSP a dobu

perzistence alelickych linii. Zejména pak studie, které maji jen nizky pocet jedinci na druh
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s opakovanymi duplikacemi lokust a snazi se postihnout §ifi TSP v porovnani se vzdalenymi druhy,

tento problém Casto opomijeji.
3 Balancovany TSP u imunitnich genti

3.1 Geny asociované s adaptivni imunitou

3.1.1 Hlavni histokompatibilni komplex (MHC)

MHC (major histocompatibility complex) je polygenni komplex pfevazné vysoce polymorfnich genti se
stézejni roli v adaptivni imunité u Celistnatych obratlovc (Gnathostomata). Tyto geny koduji
glykoproteiny exprimované na povrchu cytoplazmatické membrany imunitnich i neimunitnich bunék.
Maji schopnost na svém povrchu vazat fragmenty peptidii paraziti a té€lu vlastnich buné¢k. Komplex
MHC-peptid nésledné svym T-bunéénym receptorem (TCR) rozpoznavaji ptislusné T lymfocyty
a spousti adekvatni imunitni odpovéd’ (Jeffery and Bangham 2000; Klein et al. 2007; Neefjes et al.
2011).

MHC, u lidi nazyvany také HLA (human leukocyte antigenes), u mysi H2 komplex, se dé€li na
2 hlavni ttidy: MHC glykoproteiny 1. tfidy (MHC 1) pfitomné na vSech jadernych buiikach organismu
a MHC glykoproteiny 1I. tfidy (MHC 1I), které se za fyziologickych podminek nachazeji pouze na
buiikéch prezentujicich antigen (APC; antigen presenting cell), tj. dentritické buiiky (DC; dendritic
cell), monocyty, makrofagy a B lymfocyty. Existuji tfi typy klasickych MHC I: HLA-A,-B,-C,
homologické molekuly u mysi se nazyvaji H2-K,-D,-L. Mezi neklasické typy MHC I patii HLA-E,-F,-
G atéz molekuly ze skupiny CDI1. Tyto molekuly jsou exprimovany jen v nékterych typech bunck
a maji specifické funkce. U lidskych MHC II existuji tfi izotypy: DR, DQ a DP, u mysi pak nalezneme
pouze 2 homology, I-A a I-E (Jeffery and Bangham 2000). Kazdy izotyp pak obsahuje 4 a B geny
kédujici o a B doménu PBR MHC II: DRA/ DRB, DQA/ DQOB a DPA/DPB. Kromé¢ toho existuji také
neklasické MHC II, napt. u primati: DMA, DMB, DNA a DQB, lezici v MHC II komplexu, které se
uplatiiuji pfi zajisténi vazby peptidu na MHC II (Bontrop et al. 1999).

3.1.1.1 MHC I

MHC I se skladaji z transmembranového fetézce a slozeného ze 3 podjednotek (a4, 0y, 03) a s nim
nekovalentné spojeného B-mikroglubulinu. a | a a ; podjenotky vytvareji vazebné misto pro peptidy
(PBR, peptide binding region). PBR ma ve spodni ¢asti ryhu s vazebnymi smyckami a je na obou
koncich uzavieno do pomérné rigidni struktury. Toto PBR je schopno vazat fragmenty peptidt o délce
8-10 (11) AK pochazejicich bud’ z peptidi produkovanych buiikou (endogenni peptidy), anebo se
jednd o zbytky intracelularnich paraziti zijicich v cytosolu (exogenni peptidy), napf. viry nebo
intracelularni bakterie. Navazané antigeny jsou ndsledné rozeznany pomoci TCR CD8" T lymfocytt,
tj. cytotoxickymi T lymfocyty (T.) nebo NK- buitkami (natural killers) (Hughes and Yeager 1998;

Neefjes et al. 2011). K syntéze a finalnimu seskladani MHC 1 fetézcti dochdzi na membrané
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endoplasmatického retikula (ER; endoplasmic reticulum). Ke $tépeni peptidu pro prezentaci na MHC
dochazi v proteasomu (viz dale). Peptidové fragmenty z proteasomu jsou zcytoplazmy do ER
transportovany ATPazovou TAP pumpou (Transporters associated with antigen processing)
K navazani peptidového fragmentu na MHC I dochazi za tucasti TAP, tapasinu a chaperoninti pfimo
v lumen ER. Nasledné je cely komplex MHC-peptid z ER transportovan sekretorickou drahou pftes
Golgiho aparat (GA; Golgi apparatus) a exocytdzou umistén az na cytoplazmatickou membranu

(Hughes and Yeager 1998; Neefjes et al. 2011).

3.1.1.2 MHC 11

MHC II se skladaji ze dvou nekovalentné asociovanych podjednotek a (o, ay) a B (Bi, B2). N-terminalni
domény obou fetézcl — o, a | vytvareji spolecné vazebné misto pro peptidy. Ve srovnani s PBR MHC
I je toto vazebné misto na obou koncich oteviené a mize tak vazat delsi fragmenty peptidi — obvykle
o délce 15-35 AK. Tyto fragmenty peptidi pochazeji nejcastéji z extracelularnich patogent. Navazané
antigeny jsou nasledné rozeznany pires TCR CD4" T lymfocyty (Hughes and Yeager 1998).
s lysozomy degradovany pomoci protedz a hydrolaz obsazenych ve vezikulech. Fragmenty jejich
peptidi jsou prezentovany na MHC II CD4" Th; lymfocytim. Th; nasledn& spousti prozanétlivou
odpovéd’, ktera findlné vede az kaktivaci a oxidacnimu vzplanuti makrofagi (Murphy 2012).
Extraceluldrné zijici patogeny nebo jejich metabolity jsou internalizovany fagocytézou a fragmenty
jejich peptidii jsou prezentovany na MHC II CD4 " Th, lymfocytiim. Th, nasledné spousti protilatkovou
odpovéd’ vyznacujici se aktivaci B lymfocytt a sekreci sekretorickych protilatek (Hughes and Yeager
1998; Neefjes et al. 2011). Na rozdil od MHC I maji molekuly MHC II v prabéhu sekretorické drahy
v ER a v GA v PBR navézany invariantni fetézec (t¢Z CLIP protein), ktery brani vazbé nezadoucich
endogennich proteind do vazebného mista pre-MHC II. Endozomy s rozstépenymi pohlcenymi peptidy
fuzuji s vezikulem odstépenym z GA, nesoucim pre-MHC II komplex. V kyselém pH endozomu
dochazi k proteolyze a disociaci CLIP od PBR a na jeho misto se pak mohou k a;, B; podjednotkdm
vazat nastépené fragmenty peptidi. Komplex MHC II — peptid je tak pfipraven pro prezentaci TCR na
cytoplazmatické membrane¢ bunek (Hughes and Yeager 1998; Neefjes et al. 2011). Existuje vsak
moznost zkiizené prezentace, tzv. cross presentation, kdy se endogenni peptidy a exogenni peptidy
intracelularnich parazitd vaZzou na MHC II a peptidy extracelularnich paraziti se vdzou na MHC I

(Neefjes et al. 2011; Vyas et al. 2008).

3.1.1.3 Stavba MHC genového klastru a jeho polymorfismus

Klasické MHC proteiny jsou vysoce polymorfni na vnitrodruhové i mezidruhové urovni predev§im
v PBR a tato variabilita reflektuje variabilitu v pfislusnych genech (Hughes and Yeager 1998; Klein et
al. 2007). Kromé toho je cely MHC genovy komplex vysoce polygenni a zahrnuje u ¢lovéka a mysi
vice nez 200 gend. MHC komplex lezi u ¢loveéka na chromozomu 6, zatimco u mysi na chromozomu

17. Geny pro B-mikroglobulin a invariantni fetézec lezi u obou druht na odlisnych chromozomech
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mimo hlavni genovy klastr (Murphy 2012). Nékdy je samostatn€ rozliSovan jest¢ MHC III klastr, kde
jsou rovnéz kodovany imunologicky vyznamné molekuly. Jedné se napf. o geny pro komplementové
proteiny C4 a C2 a faktor B a cytokiny TNF-a a lymfokiny LTA a LTB. Ve vsech tfech hlavnich MHC
komplexech lezi cela fada genti s jinou nez imunologickou funkci, pfipadné neékteré geny maji zaroven
vice funkci a mohou byt vystaveny odlisnym selekénim tlakim (Murphy 2012). Kromé toho cely
genovy komplex obsahuje mnoho pseudogenti (Trowsdale 2011). MHC je totiz exemplarnim piikladem
,birth and death” modelu evoluce (Nei and Rooney 2005; Piontkivska and Nei 2003), pfi némz se
stiidaji nepravidelné faze kontrakce a expanze. Dochdzi k dynamickym ptestavbam celého komplexu
duplikacemi a vznikem paralogli, intralokusovymi a interlokusovymi rekombinacemi, genovymi
konverzemi a naopak dochazi ke ztratdm (deleci) jinych lokusti, vznikem pseudogenil, takze se

u nékterych lokusi rychle ztraci ortologie.

Obr. ¢. 3: Geneticka organizace imunologicky vyznamnych gentit v MHC komplexu u ¢loveka. Klasické MHC 1
vyznaceny tmavé modfe, neklasické modfe a ostatni svétle modfe. Klasické MHC II vyznaceny fialove,

neklasické razove (prevzato dle Trowsdale 2001).
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U cloveka ma kazdy jedinec 3 izotypy klasickych MHC 1 a 3 izotypy klasickych MHC II. Vzhledem
k extrémnimu polymorfismu MHC je jen velmi nizka pravdépodobnost, Ze budou u jedince nalezeny ve
stejném lokusu na homologickém chromozomu identické alely, takze vétSina jedinct je pro MHC
lokusy heterozygotni. Navic repertoar vazby peptidi k MHC je zvySen kodominanci MHC alel
(Murphy 2012).

V populaci se vyskytuji desitky az stovky alelickych forem jednotlivych izotypii (Klein et al.
2007). Uz jedny z prvotnich studii zabyvajici se MHC polymorfismem metodou ,,serologického
typingu* u 2 poddruhtt mysi domaci: Mus musculus musculus a Mus musculus domesticus odhalili, Ze
dokonce v kazdé malé subpopulaci (dému) existuje vice nez 24 alel jak u MHC I, tak i u MHC I, jiné
alely jsou navic v odlisnych démech, takze celkovy pocet alel na téchto lokusech je vtadu stovek

(shrnuto v Klein et al. 2007). Jednotlivé alelické formy se 1isi substituci jedné nebo nékolika AK v PBR
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¢i bezprostfednim okoli. Kazdé4 alela miize vazat pouze nékolik typd peptidil, dilezité je, aby tyto
antigeny sdilely stejné AK v klicovych pozicich. Mezi riznymi alelami mtize byt jisty ptekryv ve vazbé
antigentl, avSak primarné ma kazda alela odlisnou selektivitu pro vazbu klicovych AK (Klein et al.
2007).

Na urovni individua, populace i druhu se tak vytvareji charakteristické protektivni peptidické
slovniky pro ucelné rozpozndni patogentt (Klein et al. 2007). Polymorfismus v MHC genech
a konkrétni alely jsou ulidi asociovany svice nez 100 riznymi infekénimi onemocnénimi,
imunodeficiencemi, autoimunitnimi onemocnénimi, rakovinou apod. (Jeffery and Bangham 2000;

Trowsdale 2011).

3.1.1.4 Generovani MHC polymorfismu

Bylo navrzeno nékolik mechanismil, jak je vysoky polymorfismus generovan. Pocate¢ni hypotéza
zalozena na (1) nezvykle vysoké mutacni rychlosti MHC gen, tj. teorie neutralni evoluce (Kimura
1968) uz je prekonana. Srovnani synonymnich substituci reflektujici mutacni rychlost u MHC a jinych
gend ukazalo, Ze mutacni rychlost MHC gentl je paradoxné niz8i nez u jinych genti obratlovct (Jeffery
and Bangham 2000; Klein et al. 2007). O obecné dulezitosti (2) genové konverze pro generovani MHC
polymorfismu se vedou spory. Genova konverze totiz mize mit na sekvence homogenizujici
1 heterogenizujici (diverzifikujici) efekt (Hess and Edwards 2002; Jeffery and Bangham 2000; Klein et
al. 2007). Zalezi také na intenzit¢ rekombinace a délce konvertované sekvence. (3) Hypotéza TSP
predpoklada, ze N, noveé vzniknuvsiho druhu byla dostate¢né velka na to, aby unikla MHC bottle-necku
a vyrazné se tak redukovala MHC variabilita (na trovni neutralnich markerti ziistdva bottle-neck Casto
patrny). Velka ¢ast MHC alel tak po speciaci nevznikd de novo, ale perzistuje od ancestralniho druhu
a miize prochazet pies nékolik speciaénich udalosti. Cas uplynuly od speciace je totiz u fady druhii
prilis nizky na vygenerovani dostatecného polymorfismu jinymi mechanismy (Klein 1987; Klein et al.
1998; Klein et al. 2007). (4) Intralokusova a interlokusova rekombinace (Murphy 2012) je v nékterych
pfipadech velmi obtizné rozliSitelna. Hraje vyznamnou roli napt. u obojzivelnikl a kostnatych ryb (Bos
and Waldman 2006; Zhao et al. 2013). (5) Pozitivni a disruptivni selekce se na molekularni Grovni
vyznacuje pfevahou nesynonymnich substituci nad synonymnimi (dy > ds) a byla zjisténa v PBR MHC
I a Il genli, naopak ve zbytku genti (non-PBR) je tento pomér obvykle opacny (dy < ds) a Casto se
uplatiiuje purifikujici selekce (Hughes and Yeager 1998; Piertney and Oliver 2006; Yeager and Hughes
1999). (6) V soucasné dob¢ se vétSina autori domnivd, Ze na generovani dostate¢né Sife MHC
polymorfismu se podili riznou mérou kombinace n€kolika mechanismi, napt. kombinace selekce,

driftu a genové konverze, tzv. ,,smiSené hypotézy* (napt. Murphy 2012).

3.1.1.5 TSP u antigen presentujicich MHC

Cilovymi useky imunogenetickych studii byvaji nejcastéji domény a; a o, u MHC I (tj. PBR oblast),
které jsou kdédovany exonem 2 a 3, a domény o, ,; u MHC II (PBR), jez jsou kdédovany exonem 2

dvou riznych genti, které jsou vétSinou oznaCovany A a B (Babik et. al 2010). MHC IIA koduje
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a-podjednotku a MHC IIB koduje B-podjednotku, ktera je vSak mnohem variabilnéjsi. Proto je mnohem
intenzivngji studovan gen MHC IIB, ktery zajiStuje udrzovani vétSiny MHC polymorfismu (Bos and
DeWoody 2005; Musolf et al. 2004; Otting et al. 2002). Tyto tuseky piimo fyzicky interaguji
s parazitarnimi strukturami a obvykle jsou tak vystaveny silné positivni selekci (tj. v PBR dy / ds> 1).
Proto je nejvice prikladi popsano pravé v téchto kratkych exponovanych usecich; usektt kodujicich

transmembranovou oz doménu a pfilehlych intronii se TSP tyka jen vyjimecné.

Savci

Koncept TSP je asi nejlépe dokumentovan u exonu 2 MHC II u priméati, kopytnikti a hlodavct. Doba
perzistence MHC [ alelickych linii je vyrazné krat$i nez u MHC Il geni. Jednotlivé klasické MHC

vvvvv

detekovatelného TSP.
MHC 1
TSP v klasickych MHC I genech je popsdn mezi mnoha druhy primatd, napt. v MHC I -4, -B, -C mezi

blizce pfibuznymi tamarinem sedlovym (Saguinus fuscicollis) a tamarinem pin¢im (Saguinus oedipus)
¢i ¢lovékem a Simpanzem (Pan troglodytes) (Piontkivska and Nei 2003). Doba perzistence alelickych
linii MHC I u primatt je prokazatelné¢ mnohem krat§i v porovnani s MHC II geny, avSak nazory na
datovani vzniku alelickych linii nejsou ustalené. Klein et al. (1998) odhaduji stafi alelickych linii HLA -
A, -B, -C na 18, 22 a 20 mil. let, i kdyz jinym odhadem dostali vyssi stafi. Piontkivska and Nei (2003)
odhadli stafi nejstarSich alelickych linii HLA -A, -B, -C u ¢lovéka na 14-19, 10-15 a 13—-17 mil. let.
Také v ptipad¢ neklasického MHC I -E byl detekovan TSP v podobé¢ sdileni identickych alel exonu
2 a 3 mezi makaky (Macaca), vzdalenéji pak i s kockodanem (Cercopithecus aethiops) (Alvarez et al.
1997). V PBR byl ptekvapiveé vyssi pomér ds/ dy, coz spolu s malo divergovanymi alelami naznacuje
evolucni stabilitu tohoto lokusu (Alvarez et al. 1997). Je to v kontrastu s klasickymi MHC I -4, -B, -C,
na které v PBR piisobi silnd pozitivni selekce (Klein et al. 1998). Dalsi ptiklad TSP v neklasickych
MHC I -G exonu 2 (nikoliv vintronu 2) se ukédzal vramci skupin orangutanovitych (Pongidae)
a kockodanovitych (Cercopithecinae) (Castro et al. 1996). V ptipadé orangutanovitych se TSP v exonu
3 neobjevil, v ramci koc¢kodanil bylo pfitomné transpecifické klastrovani, nicmén¢ tento exon obsahoval
STOP kodoény. Nepfitomnost hypervariabilnich oblasti a dalSich typickych sekvencnich motivl
typickych pro antigen-prezentujici MHC geny ukazuje na jinou funkci téchto neklasickych MHC Ib
gent (Castro et al. 1996). Kromé primati byl TSP v exonu 2 klasickych MHC I (MHC Ia) genech
detekovan také v dalSich taxonomickych skupinach: u medvédovitych (Ursidae) mezi pandou velkou
(diluropoda melaneuca) a medvédem hnédym (Ursus actor) ve forme sdileni 1 alelické linie
(divergence 12 mil. let) (Kuduk et al. 2012), v ramci kockovitych Selem (Felidae) (Castro-Prieto et al.
2011), mezi jezevcem lesnim (Meles meles) a druhy psovitych (Canidae), medvédovitych a pravymi
tuleni (Phocinae), tzv. trans-family polymorfismus (Sin et al. 2012a). Naopak sekvence relativné
konzervativnich a; a a3 domén TSP mod evoluce nesdilely a byly pravdépodobné zhomogenizovany

»concerted evolution® (Sin et al. 2012a). Enormni miru TSP u kytovcl exonu 2 MHC [ jako prvni
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zjistili Xu et al. (2008), kteti vSak sdileny polymorfismus nejdiive nespravné popsali jako konvergenci.
Nicméné¢ sestrojenim fylogenetického stromu zvlast’ pro PBR a non-PBR a zahrnuti dalSich sekvenci na
celkovych 11 druhdt 5 celedi delfinovcoviti (Lipotidae, Platanistidae, Pontoporiidae) svinuchoviti
(Phocoenidae), delfinoviti (Delphinidae) a narvaloviti (Monodontidae) Xu et al. (2009) konvergenci
vyvratili. Z celkovych 76 zjisténych alel nejméné 3 lokust 8 identickych alel bylo sdileno zejména mezi
blizce pifibuznymi druhy, dals$i alelické linie vykazovaly transpecificky mod imezi cCeledémi
a nadCeledémi, tzv. trans-family polymorfismus. U nékterych blizce ptibuznych druhti mohlo dojit ke

sdileni alel také diky hybridizaci a mozné introgresi (Xu et al. 2009).
MHC 11
TSP u MHC II byl postupné zjistén na nejriznéjsich lokusech MHC 1. U nejvariabilnéjsiho genu DRB

(nejdivergovangjsi; mnohondsobné zduplikovany) existenci TSP postupné detekovala u primati
v exonu 2 fada studii: mezi ¢lovékem a Simpanzem (Brandle et al. 1992; Mayer et al. 1992), ¢lovékem
a gorilou (Gorilla) (Kupfermann et al. 1992) a vzdalen¢ také s makakem rhezem (Macaca mulatta)
(Slierendregt et al. 1994; Slierendregt et al. 1992), mezi mnoha druhy primati vcetné sdileni
identickych alel mezi blizce pfibuznymi druhy (Gaur et al. 1997), mezi langurem tibetskym
(Rhinopithecus roxellana) a dal§imi primaty (Luo and Pan 2013), také u méné variabilniho lokusu
DPAI vexonu 2 mezi ¢lovékem a Simpanzem ¢i orangutanem, Simpanzem a ¢lovékem (Otting and
Bontrop 1995) ¢i vexonu 2 DPBI u makaki (Sano et al. 2006; Slierendregt et al. 1995).
U nejvariabilngjsiho MHC II DRB genu primat se zpocatku odhadovala perzistence alelickych linii
predchazejici nejen divergenci opic Starého svéta a opic Nového sveta — asi 47 mil. let (Martin 1993),
ale také primatd a poloopic. U nékterych alelickych linii se soudilo na perzistenci az 60—80 mil. let
(Figueroa et al. 1994). Nicméné pozdéji Kriener et al. (2000) upozornil na sdileny polymorfismus
exonu 2 MHC II DRB genu mezi opicemi Nového a Starého svéta vznikly konvergentni evoluci.
Vzhledem k dobé odhadované divergence opic Nového a Star¢ho svéta toto zjiSténi podle nich mutze
mit dalekosahlé disledky na interpretaci Site TSP mezi vzdalenéji ptibuznymi skupinami (pro vice nez
30—40 mil. let). Podobny evolu¢ni mod také pro dalsi geny ukézali Kriener et al. (2001) v navazujici
studii pro DQA, DOB a DRA lokusy na zéklad€ nesouhlasné topologie fylogenetickych stromi exonu
2 aexonu 3. Zd4 se nepravdépodobné, aby starfi alelickych linii opic Nového a Starého svéta bylo
s vyjimkou 1-2 alelickych linii vyrazné star$i nez 30 mil. let a pfedchazelo tak jejich divergenci. To
implikuje na vyrazné piehodnoceni Site TSP a také na nutnost piejmenovani nékterych alelickych linii
(Kriener et al. 2001). Mezi alelickymi liniemi opicemi Nového a Staré¢ho svéta tak neni ortologicky, ale
paralogicky vztah a k nezavislé expanzi MHC II genti doslo v kazdé linii nezavisle (Kriener et al. 2001;
Kriener et al. 2000). Rozsahly TSP v exonu 2 v ramci opic Nového a Starého svéta byl samoziejme
nalezen na rdznych trovnich (Kriener et al. 2001). K podobnému evolu¢nimu médu exonu 2 DOB
u primatd dopéli také (Otting et al. 2002). Existence alelickych linii DOBI1*06 a DOBI*15 lokusu
DQBI sdilenych Sirokym spektrem druhi, a to i nepfibuznych, ukazuje, ze divergence DQBI piedchazi
speciaci hominoidl a opic Nového svéta a ukazuje se, ze vysoce polymorfni DQBI lokus je stary vice

nez 35 mil. let. Naopak jiné alelické linie jsou evolu¢né mladé sdilené a jen malym poctem druht,
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pfipadné druhové specifické. Napt. alelicka linie DQBI*2, stara vice nez 7 mil. let, byla sdilena pouze
mezi ¢lovékem a gorilou, DQBI*04 byla druhové specifickd jen pro ¢loveka; jeji mozny vznik se datuje
0,2 mil. let. Alelicka linie DQB1*17 byla zase §iroce sdilena mezi blizce ptibuznymi druhy makakt —
8 alel mezi makakem javskym (Macaca fascicularis) a makakem rehezem a 2 alely makakem javskym
a makakem medvédim (Macaca arctoides). K obdobnym zavérim v rodé makak v exonu 2 DOB gent
dospél také Yao et al. (2013), kde 11 z 23 (48 %) popsanych alel makaka tibetského (Macaca
arctoides) bylo sdileno v identické podobé¢ se 3 ostatnimi druhy makaka. Nezvykle dlouhou perzistenci
TSP popsali Go et al. (2002), kteti charakterizovali exon 2 MHC II DRB lokusu (202 bp) u lemurt
(Lemuriformes). U 66 jedinct 4 ¢eledi, 8 rodt a 15 druhii identifikovali 137 alel tohoto lokusu. Nalezli
enormni miru sdileni identickych alel nejen mezi rody, ale i mezi ¢eledémi — az 17 identickych alel
sdilenych mezi ¢eledémi, tzv. trans-family polymorfimus. Vzhledem k odhadované divergenci Celedi —
38—47 mil. let (Yoder et al. 1996) tak nekteré identické alely perzistuji vice nez 40 mil. let, coz je silné
v rozporu s DRB alelami u opic Nového a Starého svéta, kde je sdileni identickych alel mezi rody
vzacné a trva jen neékolik mil. let, viz napt. Otting et al. (2002). Pro takto extrémné dlouhou perzistenci
alel autofi navrhuji kombinaci dvou faktort: (1) Na homogenizaci alel se mohla podilet rekombinace,
nebot’ u lemura ve srovnani se Simpanzem se ukazala vyssi frekvence rekombinace. (2) Podle hypotézy
Satta et al. (1999) rozdil v obsahu CG paru na 3. pozici kodénu ovliviluje rychlost synonymni
substituce a ulemura byl zjiStén obsah CG pard v této pozici 95 %, zatimco u Simpanze pouze
85-90 %. Rychlost synonymni substituce totiz negativné koreluje s obsahem CG parti na 3. pozici
koédonu, protoze vétSina substituci je G — C nebo C — G, pak pravdépodobnost mutace z G nebo C na
A ¢i T je nizsi (Go et al. 2002; Satta et al. 1999). Stejné tak 12 detekovanych alelickych linii u nékolika
jedinct ksukola ocasatého (Daubentonia madagascariensis), jediného druhu celedi ksukolovitych
(Daubentoniidae) a bazalniho druhu Lemuriformes, k jehoz divergenci doslo asi 55 mil. let od
spolecného predka makiovitych (Cheirogaleidae), Megaladapidae, lemurovitych (Lemuridae)
a indriovititych (Indriidae) (Yoder et al. 1996), vykazovalo mod trans-family polymorfismu s druhy
zahrnutymi v predchézejici studii (Go et al. 2005). U 4 alelickych linii exonu 2 DOB u nékolika jedinct
se TSP neprokazal, nicméné autoii poukazuji na nutnost provedeni dalsi analyzy (Go et al. 2005).

Jako zcela podhodnocené oblasti z hlediska vyznamu polymorfismu a TSP se ukazuji
promotorové oblasti regulujici expresi imunitnich gent, obzvlast€¢ u regiont s lokalizovanymi
vyznamnymi transkripénimi vazebnymi misty (TBSs; transription binding site). V MHC II DQA
5¢ upstream promotorové oblasti bylo pravé na zakladé TBSs (typicky o délce 7-14 bp) u 80 jedinct
9 druhti primat identifikovano 47 unikatnich haplotypt (270 bp), které byly Siroce sdileny mezi
jednotlivymi druhy (Loisel et al. 2006). Dopliujici analyza exprese in vitro u 12 detekovanych DQA
promotorovych haplotypi Simpanze bonobo (Pan paniscus) navic ukazala signifikantni odliSnosti
v mife exprese vlozeného reportérového genu (luciferazy) a funkéni vyznam polymorfismu 5'DQA
promotorové oblasti (Loisel et al. 2006).

Také u sudokopytnikid mame nejlepsi doklady o TSP u nejvariabilnéjsiho MHC II DRB genu
exonu 2. TSP byl detekovan u blizce ptibuznych druhii ve formé Castého sdileni alelickych linii DRB3

genu mezi bizonem americkym (Bison Bison) a turem (Bos taurus) (divergence asi 1,5 mil. let) (Mikko
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et al. 1997), mezi 2 poddruhy buvolovce pestrého (Damaliscus pygargus) (Van der Walt et al. 2001),
mezi buvolem doméacim (Bubalus bubalis), buvolem africkym (Syncerus caffer) a tarem domacim (Bos
tarus) (Sena et al. 2003), v DRB genech mezi ovci aljaSskou (Ovis dali), ovci tlustorohou
(O. canadiensis) a ovci domaci (O. aries) (Worley et al. 2006), ve formé sdileni témét identickych alel
mezi kamzikem horskym (Rupicapra rupicapra) a kamzikem pyrenejskym (Rupicapra pyreneica)
(divergence asi 1,6 mil. let) vCetné sdileni diverzifikovanéjsich alelickych linii s dal$imi druhy celedi
Caprinae (Mona et al. 2008), ve formé¢ sdileni identickych alel DRBI a DOA genli mezi prasetem
domécim (Sus scrofa f. domestica) a prasetem divokym (Sus scrofa) (domestikace v rznych centrech
asi pred 9 tis. let) (Moutou et al. 2013), dale také mezi jelencem béloocasym (Odocoileus virginianus)
a sncem obecnym (Capreolus capreolus) (Van Den Bussche et al. 1999) a DRB3 genech 10 pievazné
evropskych druhtt ptezvykavct liSicich se v mife polymorfismu MHC gent (mono-, oligo-
a polymorfismus) (Mikko et al. 1999). TSP byl mezi témito prezvykavci spiSe fidce rozsifen a byl
omezen pouze mezi blizce pfibuznymi druhy. Vyjimku pfedstavovaly alelické linie jelena, které
vytvarely vramci jelenovitych (Cervidae) nékolik klastri. Za relativné méné rozsitenym TSP podle
mého ndzoru mohou demografické zmény — opakovany bottle-neck u nékterych druhti v klimaticky
nepiiznivych oblastech (Mikko et al. 1999). TSP v exonu 2 u sudokopytnikli se samoziejme tyka také
dalsich lokusit, napt. DOBI, DOB3 a DQB4, (naopak u DOB2 a DQBS se neobjevil), jak bylo zjisténo
mezi turem domacim a buvolem domécim (Sena et al. 2011), u DQA lokusil mezi ovci a kravou (Zhou
and Hickford 2004) a pravdépodobné i ve variabiln&jSim DQOA2 lokusu mezi ovcemi, kozami a skotem
(Zhou et al. 2005). Velmi vysokd mira TSP byla nalezena také v jiz zminéné studii kytovel (vnitini
skupiné sudokopytniktt) v exonu 2 MHC I (11 druhtt), MHC Il DRA (12 druhtt) a DRB geni (28 druhti)
(Xu et al. 2009). Z celkovych 101 divergovanych alel DRB genid bylo 7 identickych alel sdilenych
asponn 2 druhy, z 28 nalezenych DRA alel byla sdilena 1 identickd alela mezi 9 druhy z celedi
sviftuchovitych, delfinovitych a delfinovcovitych. Vétsina identickych alel byla nalezena v ramci Celedi,
tj. sdilena mezi blizce ptibuznymi druhy. Nékteré identické alely nebo velmi podobné alely byly sdileny
imezi Celedémi a nadceledémi, tzv. trans-family polymorfismus (Xu et al. 2009). Znacnou
konzervativitu DRA lokusu také potvrzuje perzistence alelické linie spole¢né ovci domadci (Ovies aries)
s ptimorozci (Oryx) a buvolovcem (Alcephalus) a udrzované dle odhadované divergence vice nez
30 mil. let (Ballingall et al. 2010). DRA lokusy jsou c¢asto evolu¢né konzervovany — neziidka byvaji
monoformni, a proto se jen ziidka stavaji cilem imunogenetickych studii (Ballingall et al. 2010; Kamath
and Getz 2011). Podobn¢ jako v jinych studiich vétsi genetickou diverzitu, vyssi pocet alel, SNPs
a nukleotidovou diverzitu nez DRA vykazoval DQA lokus u lichokopytnikidi v Celedi konovitych
(Equide). Presto obvykle konzervativni DRA lokus vykazoval nezvykle vysokou diverzitu, ackoliv se
nachazel pod vlivem purifikujici selekce (Janova et al. 2009; Kamath and Getz 2011). V ramci
konovitych se TSP v DRA a DQA ukazal jako velmi rozsiteny. U DRA lokusu bylo identifikovano
celkové u 7 druhii 28 alel, z nichz 15 alel bylo sdileno dohromady mezi 6 druhy. U DQA lokusu bylo

identifikovano celkové 42 alel, z nichz 8 alel bylo dohromady sdileno mezi 4 druhy (Janova et al.
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2009). Podle Kamath and Getz (2011) za takto vysokou variabilitou a TSP miZze stat pomérné vysoké
vystaveni parazitaci ze strany nematod a jinych parazitd ¢i pohlavni vybér.

Je zajimavé, Zze velka komparativni studie exonu 2 MHC II DOB u 33 terestrickych savct
a marinnich savct — kytovcil (Cetacea), sudokopytnikii a primati ukazala, ze u marinnich druhd vyjma
kosticovcll (Mysticetes) je pusobeni balancujici selekce celkoveé slabsi a variabiln€j$i a Ze marinni
druhy vykazuji také nizsi miru TSP (Villanueva-Noriega et al. 2013). Autofi si takovy zptisob plsobeni
selekce vysvétluji rozdilnym Sifenim infekei mezi populacemi terestrickych a marinnich druhd, coz je
podle McCallum et al. (2004) dano odliSnou mirou izolovanosti habitatl v obou typech prostiedi.
Ackoliv 23 z celkovych 25 nalezenych transpecifickych udalosti vyskytlo na tirovni rodu a druhu
(trans-species, trans-genus), nalezena alela mezi hrochem obojzivelnym (Hippopotamus amphibius)
a vorvanovcem (Mesoplodon europaeus) s SI 94 % svédci o trans-order polymorfismu perzistujicim
vice nez 50 mil. let (Thewissen et al. 2007). Nicméné¢ stejné jako autoii se domnivam, Ze pro obecné&jsi
zaveéry je nutno provést podobné komparativni studie pro rizné lokusy u riznych taxonomickych
skupin, a pfedevSim zohlednit ,,sampling effect pro pochopeni vlivu environmentalnich faktord,
demografickych zmén a fylogeneze na evoluci MHC.

Jedny z prvnich experimentalnich diikazii o existenci TSP na H2 pochazeji pravé od hlodavci
mezi druhy mysi (Arden and Klein 1982) a mezi mysi a potkanem (Figueroa et al. 1988). U hlodavct
byl Siroce sdileny TSP detekovan v exonu 2 MHC II DRB (Musolf et al. 2004) mezi mySici lesni
(4. sylvaticus) a mysici kiovinnou (4. flavicolis) (divergence 3—4 mil. let) a po zahrnuti dalSich
hlodavcii ve formé sdileni alelickych linii i pfes 10-15 mil. let, v MHC II DRB a DQA exonu 2, a to
is pfilehlym intronem 2 u 18 druht rodu tukotuko (Ctnenomys) (divergence pred vice nez 3 mil. let)
(Cutrera and Lacey 2007), v exonu 2 zduplikovaného DQA lokusu mezi hryzcem vodnim (4rvicola
terrestris), nornikem rudym (Clethrionomys glaereolus) ahrabosem polnim (Microtus arvalis)
(divegence pred 6—8 mil. let) (Bryja et al. 2006), mezi 2 poddruhy mysi domaci v H2-4Aa (MHC 114)
a H2-Eb (MHC IIB). Je zajimavé, Ze v tomto piipadé byl variabilnéj$i H2-Aa lokus, ackoliv u ostatnich
savcll je MHC IIA gen (DRA lokus) konzervativnéjsi (viz vySe). Presto zastoupeni TSP se ukazalo
2x niz8i v porovnani s H2-Eb. Vyjimeéné dlouhd perzistence TSP v exonu 2 MHC II DRA ve formé
sdileni témét identickych alel a alelickych linii i mezi vzdalené¢ pfibuznymi druhy byla zjisténa u rypost
(Bathyergidae) (divergence pred 40-48 mil. let) (Kundu and Faulkes 2007). Jedno z moznych
vysvétleni (Kundu and Faulkes 2007) je evolu¢ni vymeteni (selection sweep) (viz. kapt. 1.3).
Pisobenim positivni selekce na PBR jsou selektovana nesynonymni mista pod vlivem balancujici
selekce, kterd zptsobi diky evolu¢nimu draftu vymeteni postupné vznikajicich synonymnich pozic
v jejich sousedstvi. Za uniformitou téchto DRA alel také muze stdt relativné uniformni set paraziti
téchto hystrikomorfnich subterannich hlodavct (Kundu and Faulkes 2007).

U zajicovci (Langomorpha) byl detekovan Siroce rozsiteny TSP v MHC II DQA v exonu
2 mezi zajicem evropskym (Lepus europaeus) a kralikem divokym (Oryctolagus cuniculus) navzdory
relativné dlouhé divergenci (odhad 9-20 mil. let) (de Bellocq et al. 2009) a mezi dalSimi 6 druhy zajict
(Koutsogiannouli et al. 2009). Za Siroce dispergovanym TSP alelickych linii mize stat expozice Siroce

sdilenému spektru makroparazitti, predevsim pak helmintd (de Bellocq et al. 2009).
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U Selem byl TSP zjistén v exonu 2 MHC Il DQA v ramci medvédovitych (Kuduk et al. 2012),
v DRB genu vramci medvédovitych (Ursiadae) mezi mez 7 druhy 3 rodt Ursus, Tremarctos
a Ailuropoda (Goda et al. 2010; Kuduk et al. 2012). Ztoho dokonce 2 alelické linie Aime-
DRB*06 a *07 jsou sdileny s kockovitymi (Felidae) (Goda et al. 2010; Wan et al. 2006) a perzistuji
mozna az 35 mil. let. V ramci psovitych Selem (Califf et al. 2013) byl zjistén znany TSP pfipisovany
intenzivni parazitaci mezi hyenou Zihanou (Hyaena hyaena) a hyenou skvrnitou (Crocuta Crocuta)
(divergence pravdépodobné pied 8,6 mil. let) v exonu 2 MHC Il DRB, DQB a DQB (Califf et al. 2013),
vexonu 2 DRBI genu mezi psem (Canis lupus f. familiaris), kojotem (Canis latrans) a vlkem
mexickym (Canis lupus baileyi) a vlkem obecnym (Canis lupus) (Hedrick et al. 2000), exonu 2 DQA I,
DQBI1 aDRB lokusii uobdobnych druhtt IPD-MHC Database (2014), vramci lasicovitych
(Musteloidae) v exonu 2 MHC DRB mezi norky (Becker et al. 2009), jezevcem lesnim (Meles meles)
a jezevcem americkym (Taxidoea taxus) DRB a DQA (divergence asi 16- 20 mil. let) a také s dalSimi
medvédovitymi a psovitymi (tzv. trans-family polymorfismus) (Sin et al. 2012b). Rovnéz v Celedi
kockovitych (Felidae) je TSP béznym jevem (O'Brien and Yuhki 1999; Wei et al. 2010). Vzhledem
k relativné mladému piivodu a velké divergenci soucasnych druhil (asi 10-15 mil. let) vSak ve srovnani
s dal§imi taxony neperzistuje piili§ dlouhou dobu (O'Brien and Yuhki 1999; Wei et al. 2010). Sdileni
alelickych linii exonu 2 MHC II DRB2, DRB3, DRBS5 ale nikoliv DRBI a DRB4 bylo zjiSténo napf.
mezi kockou domaci (Felis silvestris f. catus), ocelotem (Leopardus pardalis) a margayem (Leopardus
wiedii). Naopak jiné lokusy byly druhové specifické DRB6 (margay) ¢i DRB7 (ocelot), coz naznacuje
stiedni divergenci zplisobenou rekombinacemi a mutacemi téchto dvou druhti, které sdilely spole¢ného
predka pted 4-6 mil. let, shrnuto v (O'Brien and Yuhki 1999).

Z dalsich taxonomickych skupin byl zna¢ny TSP detekovan u slont v exonu 2 a intronu 2 MHC
II DOA genu mezi slonem africkym (Loxodonta africana) aslonem indickym (Elephas maximus)
(Archie et al. 2010). Naopak u netopyrt byla mira detekované¢ho TSP v exonu 2 MHC II DRB genii
velmi nizka a tykala se prakticky jen 2 blizce ptfibuznych druhti (Schad et al. 2012). To nasvédcuje na

nezavisly mod evoluce téchto vysoce zduplikovanych lokust u netopyra.

Ptaci

U kura doméaciho (Gallus gallus) je genovy MHC klastr obsazeny ve dvou samostatnych regionech
(BF/BL a Rfp-Y) oddélenych organizatory jadérka (NOR, nuclear oragnization region) (Kaufman
2013; Kaufman et al. 1999a; Kaufman et al. 1999b). Je velmi kompaktni, mélo polygenni a dominantné
se exprimuje vzdy jen 1 gen klasickych MHC I a MHC II (tzv. ,,minimal essential MHC*) (Kaufman
2013; Kaufman et al. 1999a; Kaufman et al. 1999b). Existuje velmi té€snd asociace nékterych haplotypt
k infekénim onemocnénim, napi. k Markové chorobé, RSV, infekcim vyvolanym eimeriemi,
salmonelou ¢i stafylokokem (Lamont 1998). Dalsi odlisnosti od savct spocivaji v umisténi TAP pump
v blizkosti MHC I a v relativné kratkych intronech a malych intergenetickych vzdalenostech (Kaufman
2013; Kaufman et al. 1999a; Lamont 1998). BF/BL oblast obsahuje jen 19 genti na 97 kbp dlouhém
useku. Koduje 2 klasické geny: MHC [ (BFI a BF2) a MHC II (B podjednotka kddovana MHC IIB -
BLBI1 a BLB2). Pozdéji objeveny Rfp-Y (restriction fragment pattern) také obsahuje klasické geny
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MHC I (2 YF geny) a MHC II (3 geny MHC IIB — YLB) (Kaufman et al. 1999a; Kaufman et al. 1999b).
Po objeveni ,,minimal essential MHC* u kura domaciho a dalSich hrabavych ptakti se predpokladala
podobna stavba MHC komplexu i u dal$ich druhti. Moderni druhy skupiny Neoaves vSak maji mnohem
komplexnéjsi strukturu MHC a navic existuji vyrazné rozdily i v ramci jednotlivych tadt (Hess and
Edwards 2002; Sato et al. 2011). V pfimém kontrastu s ,,minimal essential MHC* modelem hrabavych
pak stoji MHC geny nékterych péveii. Dochazi k rozsahlym ptestavbam celého komplexu, jako jsou
mnohondsobné duplikace, ztraty genti, vznik pseudogeni Ci Castd rekombinace (Hess and Edwards
2002; Richardson and Westerdahl 2003; Sepil et al. 2013). Naptiklad u slavika modracka (Luscinia
svecica) bylo popsano 11 lokustt PBR MHCI, z toho vSak témét 31 % detekovanych alel predstavovaly
pseudogeny (Anmarkrud et al. 2010), az 16 lokusti a 862 alel u MHC [ bylo zjisténo u sykory konadry
(Parus major) (Sepil et al. 2013). Proto je obtizné homologizovat tyto geny u nemodelovych druhii

s ortology kura. Navic u fady druht se doposud nepodatilo identifikovat Rfp-Y.
MHC 1

Prvni ditkaz ptitomnosti TSP u ptakd piinesli Richardson and Westerdahl (2003) u dvou druhti blizce
ptibuznych rakosnikd v exonu 3 MHC I: rékosnika velkého (Acrocephalus arundinaceus) a rakosnika
seychelského (4. sechellensis), vzacného ostrovniho endemita, ktery prosel na pielomu 50. a 60. let
silnym bottle-neckem. Celkovée identifikovali ve vSech lokusech u 354 jedict rdkosnika velkého 67 alel
a u485 jedinct rakosnika seychelského jen 10 alel. Alely rdkosnika seychelského byly nahodné
rozptyleny mezi sekvencemi rakosnika velkého, coz ukazuje na enormni miru TSP. Podobnou frekvenci
TSP u zduplikovanych MHC [ lokusti ukéazali Serrano-Vela et al. (2009) mezi americkymi blizce
pfibuznymi druhy — ¢izkem severoamerickym (Carduelis pinus) a ¢izkem cernym (C. atrata). Tyto
druhy navic sdilely identické alely s evropskym ¢izkem lesnim (C. spinus).

MHC 11

Bollmer et al. (2007) jako prvni upozornili na TSP v exonu 2 MHC [l, a to u tuctakt rodu Spheniscus
pomoci DGGE. Kromé¢ toho tucnak galapazsky (S. mendiculus) a tu¢nak magellansky (S. magellanicus)
sdileli dokonce 1 alelu (157 bp fragment exonu 2) identickou. Aredly téchto sesterskych druhti se
v pfirodé prekryvaji a oba druhy spolu vzacné mohou hybridizovat, takze misto TSP autofi pfisuzuji
puvod této alely introgresi (Bollmer et al. 2007). Transpecificky mod evoluce v MHC DRB-like v iseku
(exonu 1,2 a 3, tj. 622 bp.) udrzovany balancujici selekci po vice nez 4 mil. let u 4 alopatrickych druhii
rodu Spheniscus dale potvrdili pfimym sekvenovanim Kikkawa et al. (2009). Mezi dal$imi druhy se
TSP neprokézal. (Kikkawa et al. 2009). Dale byl TSP v MHC IIB genech nalezen mezi alkounkem
nejmensim (A4ethia pusilla) a alkounkem chocholatym (4. cristatella) opét v hypervariabilnim exonu
2 kodujicim PBR (Walsh and Friesen 2003), mezi buifidkem modravym (Halobaena caerulea)
a buindkem utlozobym (Pachyptila belcheri) (divergence asi 25 mil. let), nikoliv vSak v MHC [
(Strandh et al. 2011). V celedi volavkovitych (Ardeidae) bude TSP pravdépodobné znacné rozsiteny.
Ackoliv (Li et al. 2011) analyzoval Sirsi oblast exonu 2 (¢ast intronu 2 a exonu 3) v MHC IIB genech
u 10 druhti celedi volavkovitych pouze u 1 jedince na druh, identifikovali v obou genovych klastrech

DABI a DAB2 nékolik sekvenci ptibuznéjSich mezidruhoveé. Dvé sekvence byly dokonce sdileny
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v identické podobé. Naopak v exonu 3 ani intronu 2 TSP nebyl v téchto usecich detekovan. DABI
a DAB?2 lokusy byly ¢astetné zhomogenizovany ,,concerted evolution” mezi DABI a DAB2 (Li et al.
2011). Obdobna situace byla zjisténa také mezi 14 evropskymi druhy sov (Strigiformes) (Burri et al.
2008). Naopak srovnani exonu 2 MHC IIB u 26 druhti dravct ukdzalo na exitenci TSP pouze u blizce
ptibuznych druhti (Alcaide et al. 2007). Na rozdil od exonu 2 sekvence exonu 3 a intronu 2 nekddujici
PBR nebyly vystaveny pisobeni balancujici selekce, transpecificky mod evoluce nesdilely a mohly tak
podstoupit divergenci a duplikaci. Proto je miizeme pouzit k urCeni historie DABI a DAB2 genu
a identifikaci jejich ortologl (Alcaide et al. 2007; Burri et al. 2008; Li et al. 2011). U nékterych druht
se na homogenizaci sekvenci podilela ,,concerted evolution* a sekvence tak vyvarely monofyletické
klastry. Postspeciacni duplikace vSak miize zamaskovat irecentni projev ,,concerted evolution
(Alcaide et al. 2007). Nicméné pro vyvozeni obecnych zavéri je predevSim nutno vyrazng zvysit pocty
zahrnutych jedinct na druh.

Mezi pévci byl TSP detekovéan v exonu 2 MHC IIB mezi slavikem tmavym (Luscinia luscinia)
a slavikem modrackem (Luscinia svecia) ve formé rozsahlého sdileni identicky alel (Anmarkrud et al.
2010) a také mezi 4 druhy Satovnikt celedi Drepanidae v obou zjisténych genovych klastrech (Jarvi et
al. 2004). Jeden klastr byl zna¢né divergovany a polymorfni, druhy naopak zna¢né konzervovany
s velmi nizkou variabilitou a zahrnoval také sekvence nékterych druhti strnadovitych (Emberizidae).
Tento vysoce konzervativni klastr mize byt reminiscenci na Rfp-Y region u kura (Kaufman et al.
1999b). Extrémni mira TSP je charakteristicka pro druhy nachézejici se ve fazi adaptivni radiace, proto
neni piekvapenim (Klein et al. 1998; Nagl et al. 1998; Samonte et al. 2007), Zze vysokou miru TSP
zjistili Vincek et al. (1997) v exonu 2 DRB genil u § druhti Darwinovych pénkav (Geospiza) a nasledné
také Sato et al. (2011) v mnohem vétsSim méritku. Dokonce nékteré alely exonu 2 byly sdileny také
mezi dal§imi piibuznymi pévci z Jizni a Stfedni Ameriky. V samotném rodu Geospiza byl TSP natolik
rozsiten, ze cela skupina vytvarela na tirovni MHC geneticky nediferenciovanou populaci (Sato et al.
2011). Vzhledem k pfedpokladané kolonizaci Galapag nejméné 30, spiSe vSak 50—100 jedinci pfed asi
2,8 mil. let je tak tento TSP dlouhodobé udrzovan balancujici selekei vice nez 2,8 mil let (Vincek et al.

1997).

Plazi

Na rozdil od ,,ptacich Archosaurnich plazi* jsou nase znalosti o stavbé a evoluci MHC genli plazii
vyrazné limitovany, takze i pocet popsanych piikladi TSP téchto genti je nizky a je omezen pouze na
3 studie zabyvajici se klasickymi MHC I geny. Na mozny rozsahly TSP MHC la plazti upozornili
Stiebens et al. (2013), ktefi u karety pravé (Eretmochelys imbricata) objevili existenci vyrazné
divergovanych alelickych MHC linii, kter¢ klastrovaly napfi¢ n¢kolika rody plazt. To naznacuje mozny
TSP. Nicméné se ukdzala i pfitomnost nékterych fylogeografickych ras lisicich se i v poctu MHC Ia
lokust (Stiebens et al. 2013). TSP vexonu 3 MHC [ ukrokodyli vramci rodi a celedi ukazali
Jaratlerdsiri et al. (2014). Zatimco 3 druhy z celedi Iguanidae: leguan moisky (Amblyrhynchus
cristatus), leguan galapazsky (Conolophus subcristatus) a leguan zeleny (Iguana iguana) na urovni

MHC [ genl u o, a o, domén byly vyrazné diverzifikované a vykazovaly transpecificky mod evoluce,
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v piipadé¢ non-PBR a3 domény byly naopak konzervované (Glaberman and Caccone 2008), coz je

v souladu i s jinymi pracemi.

ObojZivelnici
Studiu MHC komplexu obojzivelnikli byla vénovana mensi pozornost nez MHC savcii, ptakll a ryb
(Zhao et al. 2013). Jeho diverzifikace je zplsobena frekventovanou interlokusovou a intralokusovou
rekombinaci (Kiemnec-Tyburczy et al. 2012), napt. u drapatky vodni (Xenopus laevis) az 30 % MHC la
alel pochazelo z intralokusové rekombinace (Bos and Waldman 2006). Na rozdil od savci
s retikularnim modelem rekombinace (Hughes et al. 1993) se rekombinace u obojzivelnikii d&je
orientované, napf. mechanismem ,.exon shuffling exonu 2 s exonem 3 a 4 (Zhao et al. 2013). Casté
genové duplikace a polyploidizace véetné alopolyploidizace ¢asto podminuji speciaci a hraji dilezitou
roli 1 pti evoluci MHC (Kiemnec-Tyburczy et al. 2012). Antigenné specificka vysoce polymorfni PBR
mohou leZet jinde nez u ¢lovéka (Kiemnec-Tyburczy et al. 2010). Pocty lokusit MHC gent se li§i nejen
vramei celedi, ale i mezi druhy, napt. u MHC la mé vétSina druht 1-3 lokusy (Zhao et al. 2013),
uMHC [IB genl byly uskokana Odorrana tormota zjistény nejméné 4 lokusy (Shu et al. 2013).
Z n¢kolika prikladi TSP zejména v exonu 2 kodujicich MHC II By doménu a MHC la gent se da
usuzovat, Ze TSP je u obojzivelnikli bézny jev.

Analyza MHC Ia exonu 2, 3, 4 kddujicich oy, a,, 03 domény u drépatky vodni (Xenopus laevis)
a srovnani s dal$imi druhy rodu Xenopus — drépatkou tropickou (X. tropicalis) a drapatkou ugandskou
(X ruwenzoriensis) ukazaly v exonu 2 vysokou miru TSP na rozdil od sekvenci kodujicich zaroven a, a
o3 domény, které klastruji spiSe v rdmci druhu. Vzhledem k casné divergenci drapatky tropické od obou
druhti (50—-81 mil. let) to poukazuje na abnormalné dlouhou perzistenci MHC [ alel TSP u obojzivelnikt
(Bos and Waldman 2006). Evoluce MHC Ia drapatek se v mnohém podobé evoluci lososovitych ryb
spiSe nez evoluci savci: (1) chybi extrémni polymorfismus srovnatelny napt. s primaty, (2) MHC la
alelické linie jsou udrzovany déle, napt. primdti nesdileji zddnou identickou alelu mezi druhy star§imi
nez 35 mil. let a (3) rekombinace se tyka jen kratkych usekii a probih4 spiSe intergenové, interlokusove
(Bos and Waldman 2006). Podobny evolu¢ni méd — TSP v polymorfnich PBR doménéch (a; — exon 2,
o, — exon 3), ale nikoliv v konzervativngjsi transmembranové o; — doméné (exon 4) ukézala
charakterizace 6 stfedoamerickych a severoamerickych druhi zab nalezicich do celedi rosnickoviti
(Hylidae), rosnénkoviti (Centrolenidae) a skokanoviti (Ranidae) (Kiemnec-Tyburczy et al. 2012).
K podobnym zavérim dospél také Zhao et al. (2013) pro stejné useky srovnanim druhtt Rhacophorus
omeimontis a Polypedates megacephalus z celedi 1étavkovitych (Rhapcoporidae). Dveé zjisténé
starobylé MHC Ia alelické linie pravdépodobné pochazeji z doby pied divergenci
Ranidae/Racophoridae a Hylidae/Centrolenidae a pokud se divergence mezi celedémi odehrala pred
69-72, respektive pred 68-91 mil. let (Roelants et al. 2011), pak nejstarsi alelické linie MHC la
u obojZzivelnikii perzistuji vice nez 70 mil. let (Zhao et al. 2013), coz je vyrazné¢ déle nez u MHC [
a MHC Il u savcu (Klein et al. 1998).

Také v MHC II genech kodujicich B; doménu byl detekovan TSP, konkrétné u 7 druht
neoarktickych skokanti rodu Rana (Kiemnec-Tyburczy et al. 2010). Kiemnec-Tyburczy et al. (2010)
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detekovali celkové u 7 jedinct ve 2 lokusech 13 alel exonu 2, z nichz 4 alely byly transpecifické.
Sekvence exonu 2 byly opét vyrazné divergovanéjsi nez sekvence intronu 2, na jehoz homogenizaci se
mohla podilet rekombinace nebo geneticky drift. Mozny transpecificky ptuvod alely MHC IIB

u skokantt Odorrana tormota spolu s R. clamitans dale ukazuje Shu et al. (2013).

Ryby

U kostnatych ryb (Teleostei) lezi MHC I a MHC II na rozdil od ostatnich tetrapod a paryb na
separatnich chromozomech (Aguilar and Garza 2007; Bingulac Popovic et al. 1997; Sato et al. 2000).
V kontrastu se savci odlisné selekéni tlaky v obou regionech zpisobuji vyssi miru TSP a delsi pfezivani
alelickych linii u MHC I nez u MHC I (Aguilar and Garza 2007; Shum et al. 2001) Podobné¢ jako
u obojzivelnikii dilezitou roli v diverzifikaci hraji duplikace (Ottova et al. 2005), intralokusové

a interlokusové rekombinace a exon shuffling (Kiryu et al. 2005).
MHC 1

Na rtiznou miru koalescence a TSP MHC Ia genii u riznych a-domén u lososovitych ryb upozornili
Kiryu et al. (2005). Nejnizsi mira TSP byla zjisténa u malo polymorfni transmembranové a; domény;
sdilena byla pouze v ramci lososovitych mezi pstruhem duhovym (Oncorhynchus mykiss) a lososy
(2005) uo; domény mezi tady lososotvarnych (Salmoniformes) a maloostnych (Cyprynifomes)
(divergence asi 145 mil. let), tzv. trans-order polymorfismus. U o; domény 4 z 8 identifikovanych
alelickych linii a; (II, V, VI a VII) byly sdileny s kaprovitymi (Cyprydinae; kapr obecny, Cyprinus
carpio, danio pruhované, Danio rerio), 1 linie oy — VII se sumeckem Silurus punctatus a 1 linie o; — [
s medakou japonskou (Oryzias latipes) a Zivorodkou duhovou (Poecilia reticulata). Pouze 2 alelické
linie a;-111 a IV byly specifické pro lososovité (Kiryu et al. 2005). V pifipadé a, domény byla pouze
1 alelicka linie o,-II sdilena s kaprovitymi. Siroce rozsifeny TSP riizné divergovanych MHC I a; a a,
alel u lososovitych mezi lososem obecnym (Salmo salar), a pstruhem obecnym (S. trutta) a pstruhem
duhovym (O. mykiss) také popsal O'Farrell et al. (2013), dale také Liu and Ely (2010)
u 4 severoamerickych druhtt morcakti rodu Morone. Pravdépodobné nejdelsi perzistence alelickych linii
u MHC byla zjisténa u o, a apdomén (a3 druhoveé specifické) v fadu jesetertt (Acipenseriformes) mezi
veslonosem americkym (Polyodon spathula) a jeseterem Cinskym (Acipenser sinensis) dle odhadované

divergence delsi nez 184 mil. let (Wang et al. 2010).
MHC 11

Vysokd mira TSP u MHC IIB u 11 stfedoevropskych druhli kaprovitych z podceledi Leuciscinae,
Gobioninae, Tincinae, Cyprininae byla prokazdna v DABI a DAB3 lokusech. TSP byl rozsifen v obou
exprimovanych lokusech v polymorfnéjSim exonu 2 (129 bp fragment) zejména v ramci podceledi,
méne pak v pfipadé homogenizované€jsiho exonu 3 (174 bp fragment) nachazejiciho se pod vlivem
purifikujici selekce (Ottova et al. 2005). Dalsi ptipady detekované¢ho TSP se tykaji pouze MHC IIB
genu mezi jelcem tloustém (Squaluius cephalus) a cejnem velkym (Abramis abra) (Seifertova and

Simkova 2011), upltvodni ostroretky stéhovavé (Chondrostoma nasus) ainvazivni ostroretky
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oblohlavé (Parachondrostoma toxostoma) na sympatrickych a alopatrickych lokalitich JV Francie
v DABI a DAB3 genech (Simkova et al. 2013). Vyssi frekvence transpecifickych alel DABI a DAB3
genu v sympatrickych populacich byla dina vzajemnou introgresi MHC alel obou druhid. ZjiSténi
hybrydi navic méli unikatni rekombinantni alely lisici se od rodi¢ovskych druhi (Simkova et al. 2013).
Dalsi TSP v exonu 2 MHC II4 (DAA a DBA) a polymortnéjsim MHC IIB (DAB) genu (nikoliv vSak
intronu) byl zjistén mezi 3 druhti danii (Danio) (Graser et al. 1996). Pfesto se nedalo spolehlivé odlisit
hluboce divergované alelické linie od dalSich lokusti. Podobna situace platila také pro 4 morfotypy
exomu 2 MHC [IB (nikoliv intronu 2) u parem (Barbus intermedius komplex). Tzv. ,.barbel species
flock™ zahrnuje 14 endemickych morfotypii a obyva etiopské jezero Tana od jeho vzniku pfed 5 mil. let.
(Dixon et al. 1996). Podobné¢ jako cihlidy (Nagl et al. 1998) také tyto druhy prodé€laly adaptivni radiaci,
nicmén¢ absence TSP v intronu pravdépodobné naznacuje delsi dobu divergence.

Srovnéni exonu 2 MHC IIB urelativné vysokého poctu jedinct (11 druhii lososovitych ryb
3 rodi: Oncorhynchus, Salmo a Salvelinus) ukazalo odliSnou miru pfetrvavani TSP. Zatimco v rodech
Salmo a Salvelinus nebyly alely jednotlivych druhi druhové odliSené (= velky TSP), vrodé
Oncorhynchus 5 ze 7 druht hostilo druhové specifické alely vyjma pstruha Zlutohrdlého (O. clarkii)
a pstruha duhového (O. mykiss). Pro vysvétleni vysoké miry TSP se nabizi odlisnd demografie populaci
(opakované plisobeni bottle-necku). Populace rodi Salmo a Salvelinus jsou podobné jako pstruh duhovy
a Zlutohrdly zdroven anadromni iresidentni a jejich variabilita zlstala zachovana na rozdil od spise
¢ist¢ anadromniho rodu Oncorhynchus (Aguilar and Garza 2007). Kvili bottle-necku bylo
u 142 jedinct ohrozeného pstruha gilského (Oncorhynchus gilae gilae) identifikovano pouze 5 alel
exonu 2 MHC IIB, ptesto nalezené alely zaujimaly transpecificky mdd evoluce s alelami pstruha
duhového a lososa nerky (O. nerka) (Peters and Turner 2008). Srovnani exoni 2 obvykle méné
konzervativniho a mélo studovaného MHC 114 — DAA genu a MHC IIB —DAB u 3 druhti lososovitych:
pstruha obecného, lososa nerky a pstruha duhového ukézalo pfitomnost pouze jednoho lokusu obou
genil a srovnatelnou miru TSP obou gendi omezeného pouze na rod Salmo (Stet et al. 2002). V ptipade¢
alelickych linii TSP pfetrvaval v MHC IIB mezi podceledémi Cyprinae a Leuciscinae asi 27,7 mil. let
(divergence obou podceledi) (Ottova et al. 2005). Naopak absence perzistence MHC IIB alelickych linii
mezi rody Oncorhynchus, Salmo a Salvelinus, k jejichz vzijemné divergenci doSlo pfed 15-20 mil. let,
naznacuje jiny evoluéni mod u lososovitych a mnohem krat$i perzistenci TSP (Aguilar and Garza
2007).

3.1.1.6 PSMBS8

Gen PSMBS8 (proteasome subunit p-type 8 gene) koduje katalytickou podjednotku P-prstence
proteasomu urcujici specifitu St€peni proteini (Miura et al. 2010). Multikatalyticky komplex
proteasomu je soucasti ubiquitin-degrada¢ni drahy proteint a podili se také na ,,processingu’ peptidi
vystavovanych na MHC. Proteasom obsahuje 28 podjednotek, které vytvaii celkovou cylindrickou
strukturu slozenou ze 4 prstenct (2 vnéjsi a-prstence a 2 vnitini B-prstence, kazdy obsahujici 7 a nebo 3
podjednotek (Unno et al. 2002). Néekteré geny proteasomu, napi. PSMBY (LMP2,bli) a PSMBS
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(LMP7,b5i), jsou lokalizovany v MHC 1 genovém klastru a jejich zvySend exprese je indukovéna pii
virovych infekcich interferony (napt. IFN-y) za vzniku imunoproteasomu (Murphy 2012). Knock-out
PSMBS genu mysi ukéazal snizenou expresi MHC I a nasledn¢ také redukovanou antigenni prezentaci
(Fehling et al. 1994).

Neobvykly TSP PSMBS genu zjistili Miura et al. (2010) u 7 druhi kostnatych ryb rodu medaka
(Oryzias), u kterych mtize byt udrzovan nejméné 30—-60 mil. let. U 612 AK dlouhé sekvence exonu 1-6
PSMBS ziskali dohromady pouze 2 vzdjemné divergované alelické linie: PSMBSN a PSMB8d
(SI80 %). Tyto alelické linie se liSily predev$im neobvyklymi substitucemi v 31. a53. pozici
vytvarejici S1 kapsu. U 5 druh@ byly nalezeny ob¢ varianty alelickych linii, nicméné frekvence byla
veétsi u PSMBSN. Obdobny transpecificky dimorfismus se tykal také 13 druht drapatek rodu Xenopus
(Nonaka et al. 2000). U vétSiny druhit Nonaka et al. (2000) zjistili také pfitomnost 2 vysoce
divergovanych linii PSMBS, jejichz diverzifikace predchézejici speciaci zapocala asi pred 80 mil. let.
Naopak dimorfismus PSMBS u zralokl byl zplsoben genovou duplikaci — jedna se o paralogy, jak
zjistil Kandil et al. (1996) a nasledné sekvenovanim potvrdil Tsukamoto et al. (2012).

Pro katalytickou funkci této podjednotky imunoproteasomu je kli¢ovy polymorfismus AK
pozice 31, kterd zajiStuje nukleofilni atak a proteolytické Stépeni. Tsukamoto et al. (2012) proto
rozde€luji dvé alelické linie (pfipadné paralogy) na funkéni typy: A — typ PSMBS obsahuje v AK pozici
31 Ala/Val. Tyto mal¢ AK vytvaii Sirokou otevienou S1 kapsu umoznujici S$té€peni objemnych
aromatickych AK; ma chymotrypsinovou aktivitu. F — typ PSMBS& obsahuje v AK pozici 31 Phe/Tyr,
S1 kapsa je mnohem uzs$i a umoziuje $tépeni pouze malych hydrofobnich AK; ma elastazovou aktivitu.

Tsukamoto et al. (2012) potvrdili dichotomii alelickych linie genu PSMB; PSMBF a PSMBA,
které perzistuji mezi bazdlnimi liniemi kostnatych ryb (maloostnymi a lososotvarnymi) vice nez
300 mil. let, tzv. trams-order polymorfismus. Doba pietrvavani alelického dimorfismu PSMBS je
extrémné dlouha aukazuje na vyraznou balancujici selekci, kterda pravdépodobné reflektuje
potencionalni vyhodu tohoto genu. Dilezitost tohoto dimorfismu navic podtrhuje fakt, ze pred zanikem
alelické linie PSMBSF doslo opakované ke vzniku funkEniho analogu z PSMB8A pravdépodobné
mechanismem genové konverze nebo homologické rekombinace mezi sekvencemi kodujicimi vétSinu
PSMBS vyjma S1 kapsy. Homogenizace vétSiny sekvence PSMBSF prostiednictvim PSMBSA vedla ke
vzniku F-typu PSMS8A4. Dalsi hypotéza pocCitd se ztrdtou PSMBS dimorfismu, pfechodnym
monomorfismem a opétovnym ndhodnym nezavislym vznikem dimorfismu (obr. ¢. 4) (Tsukamoto et al.
2012). Oba mechanismy umoziuji obnoveni chymotrypsinové i elastazové proteolytické aktivity, coz je
ukazéano u rodu Oryzias (Miura et al. 2010) a Xenopus (Nonaka et al. 2000). Navic u obou téchto roda
jsou obé¢ linie (F- a A-typ PSMBS) sdileny u vétSiny druhti a dlouhodobé udrzovany jako TSP.

Na piikladu PSM8 genu jsem chtél ilustrovat perzistenci TSP, jeho ztratu, opakovany vznik
a opét nasledné udrzovani v ramci fylogenetického stromu na rtznych urovnich taxont cCelistnatych
obratlovct, a to vzdy pouze ve dvou alelickych liniich. Jedna se o jedinecny piiklad doposud nejdéle
znamého perzistujictho TSP. Tento TSP pfetrvava na né€kolika urovnich: u chrupavcitych ryb

(Chondroichtyes) a kostnatych ryb pies 500 mil. let (moznd paralogie), mezi maloostnymi
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a lososotvarnymi pfes 300 mil. let, tzv. trams-order polymorfismus, vramci rodt Oryzias ptes

30-60 mil. let a u rodu Xenopus pres 80 mil. let.

Obr. €. 4: Predpokladana evolu¢ni historie dichotomickych alelickych linii sekvenci PSMBS genu.

Fylogeneticky strom reprezentuje fylogenetické vztahy skupiny Gnathostomata u alelické linie PSMBSA
a PSMBSF. Linie PSMB8A a PSMBSF vznikly jako alelické linie nebo paralogy u spoleéného predka
Gnathostomat. Chondroichtyes obsahuji tyto alelické linie nebo paralogy, zatimco bazalni linie Teleostei,
Cypriniformes a Salmoniformes obsahuji uz pouze alelické linie téchto gent. Ke ztraté alelické linie PSMBSF
doslo nejméné dvakrat, vyznaceno Sedou Sipkou u vyssich Teleostei a Tetrapodt. Nasledné vsak nejméné dvakrat
urodu Oryzias a Xenopus nezavisle vznikly funkéné analogické F-typy PSMBSA, které opét vnaseji dichotomicky
mad evoluce a funkéné nahrazuji ztracenou linii PSMBSF, oznaceno ¢ernymi Sipkami (pfevzato a upraveno podle

Tsukamoto et al. 2012).
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3.1.1.7 IGVH

IGVH geny koduji tézky fetézec imunoglobulint, ktery se spolupodili na zajisténi specifity vazebného
mista protilatek (ABS; antigen binding site). Kromé VH genl ucastnicich se pfimo VDI pifeskupeni
mohou také ostatni VH geny vcetné pseudogent slouzit jako zdroj variability pro nasledné
hypersomatické mutace vzniklé rekombinaci a genovou konverzi (Su and Nei 1999).

U skupiny zajicovct (Lagomorpha) byla zjiSt€na znacna variabilita IGVH sekvenci a existence
divergovanych alelickych linii (haplotypil) perzistujici pies 20 mil. let a pfedchazejici divergenci
kralika (Oryctolagus cuniculus) a zajice (rod Lepus) (Esteves et al. 2005). Prvotni doklady o TSP
u zajicovel byly podpofeny sérologickou cross-reaktivitou mezi sérologickymi alotypy (Horng et al.
1980). Sérologicka cross-reaktivita vSak ptfedstavuje chaby dikaz fylogenetického stavu pro zjisténi
TSP (Esteves et al. 2005; Pinheiro et al. 2011). (1) Mtze zaviset na nahrazeni jen nékolika AK, které se
pak mohou stit antigennimi (mozna konvergence). (2) Allo-antiséra navic mohou vykazovat
plesiomorfni charakter. U kralika byly historicky zjiStény 3 serologické typy = VHa alotypy — al, a2,
a3. Pozdéjsi sekvenovani odhalilo, ze tyto VHa alotypy stejné jako nové identifikovany haplotyp VHa-
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a4 ptisluseji k VHI gentim, které kralik majoritné vyuziva pii VDJ rekombinaci (Esteves et al. 2005).
Sekvenovani VHI gent zajice polniho (L. europaeus) a zajice iberského (L. granatensis) ukazalo
existenci 2 vzajemné velmi divergovanych haplotypt — a2L a sL u obou druhd. Pfitom a2L haplotyp
vykazoval sérologicky motiv kralika VHa — a2 a tyto sekvence obou druhil zajicti byly mezi sebou
promichény a spolu s krali¢im VHa — a2 vytvately transpecificky klastr. Krali¢i alotypy byly navic
vysoce divergované, VHa intraalelické vzdalenosti se ukazaly 1,5x vyS$$i nez rozdily mezi konsenzudlni
sekvenci VHa-a2 (kralik) a a2L (zajic). Toto zjisténi dale podporuje hypotézu TSP a existenci VHa linii
u jejich spolecného predka 16-24 mil. let (Esteves et al. 2005), podle nékterych odhadd az 50 mil. let
(Su and Nei 1999).

3.1.1.8 Ca

Ca gen koduje konstantni oblast tézkého fetézce IgA. Co Igd gen se dlouho povazoval za
konzervativni, avSak pozd¢ji byla u opic Nového svéta v tomto lokusu objevena vysoka variabilita
(Kawamura et al. 1990). Sumiyama et al. (1998) detekovali TSP metodou PCR-SSCP v exonu 2 mezi
8 druhy makakti z celkovych 14 zahrnutych druht primati. Tento exon koduje tzv. pantovou oblast
a vykazoval vysokou miru vnitrodruhové a mezidruhové variability vcetné inserci a deleci. Pro
vysvétleni vysokého polymorfismu byly navrzeny dvé hypotézy: (1) vysoka variabilita v pantové
oblasti zvySuje rozpoznavany repertoar antigenti na ABSs, protoze umoziuje vyssi flexibilitu vazby
obou ABSs kepitopim. (2) Dle Sumiyamy et al. (1998) pravdépodobnéjsi hypotéza vysvétluje
hypervariabilitu v pantové oblasti jako nezbytnou podminku pro zajisténi spravné funkce IgA, nebot
pravé na tento usek sekre¢ni IgA ptsobi bakteridlni protedzy, viz napf. Male (1979). Mezidruhovy

puvod nékterych alel u makaka dale potvrdili pfimym sekvenovanim Sumiyama et al. (2002).
3.2 Geny asociované s vrozenou imunitou

3.2.1 Host defense peptidy

Host defense peptidy (HDPs) jsou malé diverzifikované evolu¢né plvodni antimikrobialni peptidy,
jejichz hlavni funkei je zajiSténi primarni imunitni odpovédi proti patogenim. Uplatiuji se také pfi
imunomodulacich, ontogenetickém vyvoji ¢i pfi hojeni ran (Cuperus et al. 2013; Ganz 2003). Ptaci
HDPs muzeme zjednoduSené¢ rozdélit na defensiny, cathelicidiny a LEAP-2 (liver expressed
antimicrobial peptides 2) (Cuperus et al. 2013); u savcll byla identifikovana tfada dalSich typd Casto
druhové specifickych HDPs (Ganz 2003).

B-defensiny jsou amfipatické¢ kationické CYS-bohaté peptidy, které sdileji konzervativni
disulfidické mustky v B-listu v pozicich CYS'-CYS’, CYS*-CYS* a CYS’-CYS®. Jsou sekretovany
epitelidlnimi buiitkami mnoha tkdni a neutrofily. Pozitivné nabité B-defensiny interaguji s negativné
nabitymi komponentami cytoplazmatické membrany bakterii a hub, pomoci hydrofobnich residui se
zanofuji do cytoplazmatické membrany patogena a zpiisobuji jeji disrupci (Cuperus et al. 2013; Ganz

2003). Hellgren a Sheldon (2011) se zaméfili na popis variability exonu 3 u9 gent B-defensinové
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rodiny (AvBDs, avian beta defensin loci) u 20 evropskych druhii pévet (po 2 jedincich na druh). TSP
byl podle autorti prokdzan mezi sykorou konadrou (Parus major) a sykorou modiinkou (Cyniastes
caerulus) v genu AvBD12 s nesynonymnimi SNPs. Pro vyvozeni dalSich zavért je predevSim nutno

zvysit pocet jedinct na druh (Hellgren and Sheldon 2011).

3.2.2 Oligoadenylat syntetaza (OASs)

Oligoadenylat syntetazy (Oligoadenylate synthetases, OASs) jsou interferony (IFNs) — indukované
enzymy zajistujici obranu nejen proti virovym infekcim, ale podili se také na regulaci rastu,
diferenciace, genové exprese Ci apoptézy (Hovanessian and Justesen 2007). RNA dependentni
2°-5'0OASs po aktivaci IFNs vytvafi z ATP oligoadenylat (2-5A), ktery aktivuje endoribonukleazu
RNA4zu L. Ta nasledné¢ vede k nespecifické degradaci dsRNA (Hovanessian and Justesen 2007).
U genu OASI1b bylo u mysi (M. musculus) zjisténo, Ze urcité varianty tohoto genu zajist'uji rezistenci
proti flavavirovym infekcim, napt. West Nile viru (Mashimo et al. 2002; Perelygin et al. 2002), zluté
horecce, hore¢ce Dengue a dal§im (Ferguson et al. 2008). TSP ve vysoce variabilnim genu OA4S1b byl
detekovan u 6 evropskych druhd mysi. Sestrojenim fylogenetického stromu na zdklad¢ intronu 4 a 5
a 3’'UTR byly u vSech druhti detekovany dvé vzajemné velmi divergované alelické linie staré nejméné
3 mil. let a vzniklé jest¢ pred rozdé€lenim M. musculus a M. famulus pted 2,8 mil. let. Tzv. ,,major
resistance allels* zajistuji rezistenci proti SirSimu spektru flavavirovych genotypt nez ,minor
resistance allels* a tyto dvé skupiny alel jsou dlouhodob¢ udrzovany balancujici selekci (Ferguson et
al. 2008). Zajimavé je, ze balancujici selekce se netykd N-koncové domény, ktera pfimo interaguje
s virovou dsRNA, ale tyka se pravdépodobné pouze C-koncové domény — CFK motivu, ktery je
zodpovédny za tetramerizaci a je dllezity pti vazbé interleukinovych receptorti (Ferguson et al. 2008).
Také u hominoidi byly v genu OASI tentokrat podle RNA-vazebného mista detekovany 2 hluboce
divergované alelické linie (haplotypy), jejichz vznik pfedchazi divergenci Simpanzl, goril a lidi (asi
8,6 mil. let) a mohou byt udrzovany balancujici selekci nejméné 13,6 mil. let. Tyto dvé€ linie se
zachovaly ve srovnatelné frekvenci u stfedoafrickych poddruhd Simpanze, u zapadoafrickych poddruhd
byly podobné jako u lidi pravdépodobné v souvislosti s rozdilnou demografii ztraceny (Ferguson et al.
2012).

3.2.3 TRIM5a

TRIMSa (tri-partie motif protein 5, a- isoform) je nejdelsi isoforma restrikéniho retrovirového faktoru,
ktery po vstupu retroviru do cytosolu interferuje s kapsidovymi proteiny a brani tak virové reverzni
transkripci (Johnson and Sawyer 2009; Stremlau et al. 2004). U opic Starého a Nového svéta zajistuje
rezistenci k fad¢ retrovirti, napt. u nékterych opic Staré¢ho svéta rezistenci k HIV (Johnson and Sawyer
2009). Stejné¢ jako MHC geny je velmi variabilni a jeho evoluce byla u savcii poznamenana fazemi
pferusované pozitivni selekce véetné expanzi, duplikaci a deleci (Johnson and Sawyer 2009). Proto je
tento gen od svého objeveni intenzivné studovan (Stremlau et al. 2004). TRIM5a se sklada
z C-termindlni SPRY/ B30.2 domény, RING domény, a B-box2a coiled-coil (CC) domény, pricemz

C-koncova doména urcuje specifitu restrikce.
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U makaka rhézus bylo identifikovano u TRIM5a. 6 alel, z nichz nejvice SNPs lezelo v useku C-
terminalni SPRY/ B30.2 domény, ktera urCuje specifitu restrikce. Alely u druhu makaka rhézus
vytvarely dva divergované klastry, mezi néz spadaly také alely makaka asamského (M. assamensis)
a makaka javského (M. fascicularis) Autoti ptedpokladaji Siroky TSP v piipadé zahrnuti vyssiho poétu
jedinci na druh (Newman et al. 2006). Také v porovnani s kockodanem byly nékteré SNPs CC
a SPRY/ B30.2 sdileny a prokazateln¢ vykazovaly transpecificky mod evoluce (Newman et al. 2006).
Pro vysvétleni variability v CC bylo navrzeno nékolik mechanismti. (1) Predpoklada se, ze variabilita
v CC by mohla korigovat nékteré mutace v SNPs B30.2 domény, napt. v pfipadé heterozygotnosti,
amohla by tak vysvétlovat kontextovou podminénost nekterych SNPs. (2) Muze byt dasledkem
adaptace na ruzné retrovirové infekce. (3) Variabilita v CC doméné brani antagonistickému faktoru
produkovanému virem v inaktivaci TRIMS5a (Johnson and Sawyer 2009). Dalsi ptiklad TSP byl
detekovan v intronu 1 TRIM5a mezi ¢lovékem a Simpanzem a je udrzovan balancujici selekci 4—7 mil.
let. Bioinformaticka analyza ukazala na mozny funk¢ni vyznam tohoto TSP (Cagliani et al. 2010).

4 Zavér

Balancovany (long lasted) TSP je uimunitnich gend v soucasnosti znam prakticky vyhradné
ve variabilnich tsecich gent kddujicich proteiny bezprostiedné interagujici s patogennimi strukturami
(. PBR MHC, vazebné misto protilatek, katalytické misto enzymu zajistujici specifitu Stépeni
bakterialnich struktur apod.). Nejlépe je TSP zdokumentovan u klasickych MHC I a MHC Il gend,
zejména pak u MHC IIB genl primatl, kopytnikti a hlodavcii. Doba perzistence a Sife TSP se 1i§i mezi
jednotlivymi taxony a lokusy (trans-species, trans-genus, trans-family, trans-order polymorphism) a je
ovliviiovan predevSim plsobenim selekce a genetického driftu (napt. bottle-neck snizuje spektrum
sdilenych transpecifickych alel u blizce pfibuznych druhil). Perzistence alelickych linif klasickych MHC
11 je obvykle delsi nez u MHC [ a pohybuje se v fadu desitek milionti let pro alelické linie, pro identické
alely je to pak obvykle mnohem méné¢. Nejdéle perzistujici TSP (vice nez 300 mil. let) byl detekovan
v genu pro katalyticky enzym imunoproteasomu PSMBS mezi lososotvarnymi a méaloostnymi. Ackoliv
se zda kvantifikace miry (frekvence) TSP metodicky jednoduchd (inkongruence mezi genovym
stromem, gene tree, a druhovym stromem, species tree), u MHC s ,,birth and death™ modelem evoluce
narazi na problém s ur€enim vztahu ortologie a paralogie mezi lokusy (divergované alely z rGznych
lokusti nékolika druht vytvari ve fylogenetickém stromu zdani TSP), coZ mé zna¢ny dopad na urceni
stafi alelické linie a Sife TSP. Pomérné€ recentni duplikace mize nadhodnotit odhad TSP, stejn¢ jako
Castd genova konverze a nereciprocni rekombinace (concerted evolution). U blizce ptibuznych druhil
s doposud plné nevytvofenymi RIM komplikuje stanoveni TSP hybridizace a obCasna jednostranna
1 oboustranna introgrese alel. Populace sympatricky Zijicich blizce ptibuznych druhit mohou sdilet vyssi
frekvenci transpecifickych alel nez populace alopatrické. To mize byt bud’to v disledku introgrese,
anebo lokalni adaptace (rozlisit tyto dvé moznosti je mozné na zaklad€ neutralnich substituci). Dal$im
komplikujicim faktorem pro posouzeni Sife a staii TSP zejména u vzdalenéji ptibuznych druht je

konvergentni evoluce. Rada autort, ktefi se pokouseli stanovit miru TSP u vzdalengji piibuznych druht
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(nad urovni trans-family polymorfismu), hypotézu konvergentni evoluce netestovala, coz muze
zkreslovat naSe zavéry o dobé trvani a $iti TSP na urovni alelickych linii starSich nez 30-40 mil. let.
V neposledni fadé miru zastoupeni TSP v jednotlivych taxonech nelze spolehlivé posoudit z divodu
nerovnomérného vzorkovani a publikac¢niho zkresleni (publication bias). Velka ¢ast studii ma pomérné
maly dataset (jen nékolik druht nebo jen velmi maly pocet jedinci na druh, nejcastéji 1-5)
a sekvenovala pouze fragment funk¢niho lokusu. Zahrnuti celého exonu muize vyrazné zvysit pocet
detekovanych alel, tj. délka fragmentu exonu ¢i intronu ovlivni pocet alel, a tudiz mozna i detekci TSP.
Problematicky je také uzus pouzivani terminu TSP. Kromé praci na MHC neni v fad¢ studii vlastni
termin TSP ani zminén, prestoze jej autofi detekovali, coz komplikuje kompilace dat. V soucasné dobé
chybi piedevsim velké komparativni studie s dostatecnym poctem jedincd na druh, které by se snazily
postihnout skutecnou §ifi TSP na urcité taxonomické Skéle a snazily se jej korelovat s vyznamnymi
evolu¢nimi a ekologickymi faktory. Velmi nadéjnym projektem v této oblasti je postupné se rozvijejici
anotovand Immuno Polymorphism Database (IPD 2014). Ta vSak v soucasné dobé shromazduje
predevsim sekvence HLA clovéka a MHC domestikovanych druht zvifat (v urcité mife jsou vsak
k dispozici také sekvence volné Zzijicich primatd, psovitych a kockovitych Selem). Bylo by zajimavé
experimentalné testovat, zda obecné rozsifené transpecifické alely zajistuji rezistenci proti Sirokému
spektru (sdilenych) paraziti ¢i zda existuji specifické alely pfizpisobené lokalnim selekénim tlaktim
ruznych parazitl. Zajimava je také otdzka, zda vzhledem k ¢astecné redundanci alel u MHC geni (vice
vazebnych motivli vaze s rtiznou afinitou tutéz parazitarni strukturu) jsou tyto transpecifické alely
vrozené imunity je vSak mnohem méné studovany navzdory tomu, Ze patrné az polovina funk¢ni
variability pro vysvétleni imunologického fenotypu jedince nelezi v MHC (Acevedo-Whitehouse and
Cunningham 2006). Jako idealni kandidaty pro dalsi vyzkum TSP v imunitnich genech se jevi naptiklad
PRRs (napt. TLRs, RLSs, NLRs, CLRs), antimikrobialni peptidy (napf. defensiny, cekopsiny,
ovotransferiny), cytokiny, virové restrikcni faktory (TRIMS5a) nebo promotorové oblasti fidici expresi
imunitnich gend. Obecné pak mizeme balancovany TSP ocekévat v polymorfnich lokusech s funkéné

vyznamnymi vzajemné divergovanymi alelami nachazejicimi se pod vlivem balancujici selekce
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