Daniel Vanék

Geneticka genealogie — sledovani
rodovych linii pomoci analyzy
DNA II. Mitochondrialni DNA

Geneticky materidl se preddvd z generace na generaci a kazda buiika naseho téla
nese kédovanou zprdvu od nasich predkii. Nyni je v nasich sildch desifrovat
toto sdéleni z minulosti. Bryan Sykes (britsky genetik)

V lednu 1987 otiskl ¢asopis Nature ¢lanek Mitochondriialni DNA a evoluce
¢lovéka (Mitochondrial DNA and Human Evolution, autofi Rebecca Cann, Mark
Stoneking a Allan Wilson). Publikovana data obsahovala vysledky restrikéni-
ho mapovani (analyza fragmentu vzniklych stépenim DNA restrik¢nimi enzy-
my) mitochondridlniho genomu 147 osob z péti geografickych oblasti. Jasné uka-
zovaly, Ze nejbliz$im spolecnym predkem vsech téchto osob byla Zena, ktera zila
asi pred 200 000 lety v Africe. Na zakladé dalsich studii bylo urceno, Ze tato
»geneticka pramati“ Eva zila ve vychodni Africe pravdépodobné na izemi dnes-
ni Keni, Tanzanie nebo Etiopie. Doba, pred kterou Eva zila, se odhaduje na
zakladé genetickych a pravdépodobnostnich studii na 70 000-270 000 let
(tab. 1). V kazdém z nas se z této Zeny zachovala mitochondrialni DNA, kterou
matky predavaji svym potomkim, dcerdm i syntim. Pouze dcery vsak mohou
mitochondrialni DNA predat dal$im generacim. Mitochondrialni DNA (mtDNA)
se totiz dédi po materské linii, pricemz frekvence vzniku jedné zmény (novych
mutaci) mezi mtDNA v linii matky a jejich potomkd je pfiblizné 2 000 let (San-
tos 2005, Henn 2008). Tento odhad se vztahuje na jeden nukleotid kontrolni
oblasti mtDNA a vychéazi ze studii rodokment a forenznich databazi. Pokud
bychom pro néj pouzili pouze fylogenetické odhady zaloZené na porovnani mezi
druhy, dostaneme cislo, které se muze lisit az desetinasobné (Rand 2008).
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Zajimavé je srovnani DNA vcetné mtDNA
neandertdlcti a moderniho ¢lovéka. Svan-
te Paabo z Max Planckova institutu pro
evoluéni antropologii v Lipsku ur¢il na
zakladé DNA analyzy kosternich poztistat-
kt neandertalct, Ze Homo neanderthalen-
sis a H. sapiens maji shodnych vice nez
99,5 % DNA. Vr. 2008 publikoval Richard
Green v Casopise Nature tplnou sekvenci
mtDNA neandertélcti. Pokud porovname
jejich mtDNA s cambridgeskou referenc-
ni sekvenci mtDNA lidi (viz dale), zjisti-
me 206 rozdilid (195 tranzici a 11 transver-
zi). Tranzici nazyvame takovou mutaci, pii
niZ dochazi v DNA k zdméné nukleotidu
s purinovou dusikatou bazi za nukleotid
s jinou purinovou béazi nebo k zaméné
pyrimidinové baze za jinou pyrimidino-
vou. P¥i transverzi se zaméni nukleotid
s purinovou bazi za nukleotid s pyrimidi-
novou nebo naopak. Na zakladé téchto vy-
sledkd mizeme odvodit, Ze spoleény pie-
dek neandertélce a ¢lovéka zil asi pred
660 000 lety. V této souvislosti je nutno
poznamenat, Ze spole¢ny pfedek simpan-
ze a ¢lovéka Zil pfed 4-6 miliony let a ten-
to tdaj se také pouziva pro kalibraci pii
vypocdtech stafi jednotlivych linif mtDNA.

Mitochondrialni genom

Mitochondrie jsou organely, jez se na-
chézeji mimo jadro v cytoplazmé buriky
a jejich funkci je zjednodusené feceno
vyroba energie ve formé& ATP. Mitochond-
rie maji vlastni genom — kruhové mole-
kuly DNA o velikosti 16 569 pért bazi,
jejichz varianty jsou identifikovany sekve-
novanim. Mitochondridlni genom ¢lovéka
je velice kompaktni. Obsahuje 37 genti —
2 geny rRNA, 22 gentd tRNA a 13 gent ké-
dujicich proteiny zapojené do respirace
a DNA replikace, transkripce a translace.
Pouze mal4 oblast genomu je nekédujici.
Restrikéni misto Mbo I uvnitf hlavni ne-
kédujici oblasti bylo vybrano jako pocatek

Tab. 1 Odhady stafi genetické pramati

Evy se podle rtiznych autori pohybuji
okolo hodnoty 200 000 let.

1 Mista vzniku 7 evropskych linii mito-
chondridlni DNA (7 dcer Evinych).
Srafovanim je vyznaten maximalni
rozsah ledovct v posledni dobé ledové
(LGM — Last Glacial Maximum).

Podle: B. Sykes (7 Daughters of Eve,
2001), orig. D. Vanék

2 Zjednoduseny strom haploskupin
mitochondridlni DNA. Na tplném vrcho-
lu stromu si mtiZzeme pfedstavit ,,genetic-
kou® praméti Evu, v jejiz mtDNA se

v prubé&hu tisicileti objevovaly mutace,
které dnes slouzi k odliSeni jednotlivych
haploskupin. Délky dsecek nejsou
proporcionalni ke stat{ jednotlivych
haploskupin. Orig. D. Vanék
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cirkuldrni DNA. Analyza mtDNA pro iden-
tifikaéni a genealogické tcely je zaméfena
zejména na prvni a druhou hypervariabil-
ni oblast (HVR1 a HVR2) kontrolni oblasti
mtDNA (neobsahuje kédujici sekvence),
ktera se také nazyva D-smycka. Tato oblast,
o kterou se tedy pfi analyze mtDNA prede-
v8im zajimame, je velikd pouze 1 050 bazi
(pfiblizné 7 % genomu mtDNA). JelikoZz
mutace v této kontrolni oblasti nemajf p¥i-
my vliv na Zivotaschopnost organismu, je
jejich zkouméni pro genealogické a fylo-
genetické tcely vhodnéjsi, a to zejména
s ohledem na vy3$i muta¢éni rychlost v po-
rovnani s kédujicimi oblastmi. Dal$im
divodem je existence rozsdhlych DNA
databazi, kde jsou uloZeny sekvence HVR1
a HVR?2 statisici osob.

Kompletni sekvence mtDNA ¢lovéka
byla publikovana v ¢asopise Nature jiz
v 1. 1981 (S. Anderson). Tato sekvence,
v8eobecné znama jako Andersonova, je
standardem, se kterym se porovnévaji
variace v sekvenci mtDNA. V odborné
literatufe se ¢asto oznacuje zkratkou CRS
(Cambridge Reference Sequence — cam-
bridgeska referen¢ni sekvence). Polymor-

Tab. 2

fismy (mista, kde se sekvence u riznych
jedincti mtZe 1igit) jsou obvykle indikova-
ny jako odchylky od této sekvence. Napf.
zdména (substituce) nukleotidu thyminu
(T) za cytozin (C) v pozici nukleotidu 16519
bude vyznacena jako T16519C, vloZeni
(inzerce) jednoho nukleotidu na pozici 315
bude vyznaceno jako 315,1C a ztrata (dele-
ce) nukleotidu na pozici 16523 se oznaci
jako 16523-. Porovnanim sekvenci HVR1
a HVR2 u dostateéné velkého poctu ne-
piibuznych osob zjistime, Ze nékteré jsou
zcela shodné, nebo maji alesponi stejnou
sekvenéni{ odchylku od CRS. Tyto skupiny
shodnych ¢i pfibuznych motivi pak zafa-
zujeme do haploskupin mitochondridlni
DNA (obr. 2).

Bryan Sykes popsal ve své knize 7 dcer
Evinych (2001) celou fadu haploskupin
mtDNA, zejména se vénoval haploskupi-
nam charakteristickym pro Evropu. Sedm
kland, ve kterych Zily zakladatelky urci-
tych linii mtDNA, nazval Zenskymi jmény
Helena, Jasmina, Katrina, Ur§ula, Tara,
Velda a Xénie. Rozmisténi téchto klant
mtDNA znazortiuje obr. 1. Tyto haplosku-
piny mtDNA nachdzime nejéasté&ji v evrop-

3 Vyobrazeni lidi Zijicich ve svrchnim
paleolitu, tzv. ,lovcd mamuta®,

od Maxe Svabinského (Pravék Cech.

R. R. Hofmeister, Praha 1925)

ské populaci. Dal3{ v Evropé zastoupena
haploskupina I (Iris) mé ptvod pravde-
podobné na Ukrajiné, haploskupina M
se stejné jako haploskupina W vyvinula
z africké vétve L3. Jednotlivé ,,evropské”
haploskupiny mtDNA vsak nejsou stejné
staré. Doba, pfed kterou vznikly, je nésle-
dujici: Urgula (U) + Katrina (K) — 50 000
let, Iris (I) + Xénie (X) — 30 000 let, Hele-
na (H) — 20 000 let, Velda (V) — 12 000 let
a Jasmina (J) + Tara (T) — 10 000 let (The
Genographic Project 2009). Udaje o stafi
haploskupin vsak mohou byt zatiZeny
chybou az +/- 5 000 let, a to zejména z du-
vodu pfedpokladanych rozdild v mutac-
nich rychlostech zptisobenych limitni
velikost{ populace (Henn 2008). Pokud je
totiZ pocet jedinct v populaci omezen, po-
klesne variabilita (poc¢et variant), ale napf.
s odstupem 50 tisic let neni mozné zjistit,
jak tato sniZena variabilita ovlivnila nase
odhady doby vzniku mutaci.

Pfiblizné procentualni zastoupeni jednotlivych haploskupin mtDNA ve vybranych oblastech. Barevné jsou zvyraznény

frekvence vyskytu nad 10 % a tué¢nym pismem hodnoty nad 20 %. Frekvence vyskytu v intervalu 0,1-0,9 % je oznacena jako M.
U Ceské republiky (pouzita data podle: B. A. Maljar¢uk 2006) jsou hodnoty zaokrouhleny k nejbliZz§imu celému ¢islu.
N.D.= neur¢eno. Upraveno podle: E. Ruiz-Pesini (2007)

Hg mtDNA
oblast A B C | D E F |G H I K LIM|N|R S T U|Vv | |w X Y Z |N.D.
Afrika 17 0 5 2 46 3 1 0 4 15 3 0 1 3
Stiedni vychod 1 M 1 1 0 0 22 2 13 5 6 4 0 9 15 1 2 3 0 0 13
Austrélie
a Oceanie 23 1 7 | 48 7 14
Zéapadni Evropa 1 0 11 2 9 5 1 1 1 0 8 | 18 7 2 2 0 3
Vychodni Evropa | 1 | M 2 2 1|1 35 2 8 4 2 1|1 11 | 22 3 1 1 0 1
Kavkaz 1 M 4 4 1 23 2 7 6 0 1 3 3 10 22 1 2 4 0 7
Sttedni Asie 7 5 12 15 5 5 15 1 3 1 0 6 2 1 6 10 0 2 0 1 2 3
Vychodni Asie 7 16 5 26 0 11 4 1 1 15 3 2 0 M 0 1 2 7
Sibif 8 3 30 19 0 4 5 4 0 2 0 3 3 1 1 2 6 0 0 0 4 1 5
Severni Amerika | 43 | 23 | 18 | 10 1 3 2
Jizni a St¥edni
Amerika 28 | 27 | 21 |19 1 2 0 2
Ceska republika | M 44 | 3 |12 4 2 2 12 | 15 | M 2
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Dalsi komplikaci je pomé&rné mala veli-
kost mitochondrialni DNA, a tudiZ ome-
zeny prostor pro vznik rozliujicich muta-
ci. Mitochondridlni DNA tak neumoZiiuje
ani piili§ presné sledovan{ trasy migrace
predkt. Viechny evropské haploskupiny
mtDNA (H, I, ], K, T, U, V, W a X s vyjim-
kou X2a), nebo pifesnéji jejich charakte-
ristické mutace, se objevily b&hem posled-
ni doby ledové ¢i tésné pred ni, kdy se lidé
zivili jako lovci a sbéraci (Soares 2009).
Tab. 2 uvad{ u jednotlivych oblasti p¥ibliz-
né procentudlni zastoupeni jednotlivych
haploskupin mtDNA a pro srovnani také
zastoupeni v Ceské republice (Maljaréuk
2006). Pokud publikovana data pro CR
porovname se zdznamy v internetové ces-
ké databazi DNA (www.genebaze.cz), zjis-
time u nékterych haploskupin pomérné
znacéné rozdily v procentualnim zastoupe-
ni v populaci. Vysvétlenim tohoto feno-
ménu muize byt rozdilnd metoda vzor-
kovéani (vybér testovanych osob a jejich
pocet) a také metoda zjistovani odchylek
od Andersonovy referen¢ni sekvence CRS.

Co miuZeme zjistit o svém maternalnim
klanu pomoci analyzy mtDNA?

Pro analyzu vlastni mtDNA mutZeme po-
uzit jakékoli buriky lidského téla. V sou-
¢asné dobé je trendem provadét odbér
vzorku stérem ze sliznice dutiny dstni.
Primérné miizeme z jednoho stéru ziskat
az tisicindsobek mnozstvi, které je zapo-
tfebi pro ispésné namnoZeni cilové hy-
pervariabilni oblasti (HVR1 a HVR2) mito-
chondrialni DNA pomoci PCR (Polymerase
Chain Reaction — polymerazova fetézova
reakce). Po precisténi produktu PCR reak-
ce ve specidlnich kolonkach nasleduje
sekvenacni reakce (v termocykléru) a kapi-
larni elektroforéza (v sekvenétoru). Vystu-
pem analyzy je sekvence nukleotid?i v na-
mnoZené oblasti, v naSem p¥ipadé tedy
ziskdme data pro HVR1 a 2. Ta pak porov-
name s referen¢ni CRS sekvenci a uré¢ime
odchylky. Vystupem miZe byt nasledujici
zaznam:

HVR1 16063C; 16069T; 16126C;
16294T

HVR2 73G; 185A; 263G; 295T; 309,1C;
315,1C

Pokud tyto odchylky od CRS porovna-
me s mutacemi charakteristickymi pro
jednotlivé haploskupiny, zjistime, Ze ma-
tefska linie darce vzorku patfi do haplo-
skupiny J. V Ceské republice je nositelem
této haploskupiny pfiblizné 12 % obyva-
tel a v8ichni budou mit stejnou nebo vel-
mi podobnou sekvenci HVR1 a HVR2. Kro-
mé zjisténi p¥islusnosti k haploskupiné
mtDNA miiZzeme jesté nase vysledky po-
rovnat s dal$imi osobami. Pokud zadame
sekvenci hypervariabilni oblasti mtDNA
do vefejné dostupnych databazi (www.
mitosearch.org, www.smgf.org), mtzeme
zjistit pomérné velké mnozstvi osob se
shodnou ¢i velmi podobnou sekvenci cha-
rakteristickou pro tuto evropskou haplo-
skupinu. Ze shody uréené pouze na za-
kladé analyzy mtDNA nelze vyvozovat
zadné zavéry ohledné piibuzenského vzta-
hu s osobami nalezenymi v databézi. Ana-
lyza mtDNA ale mtiZe pomérné dobfe
ukézat na geografickou oblast, kde se v dav-
nych dobach ledovych objevila matefska
linie naseho rodu.
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Tab. 3  Sekvence hypervariabilni oblasti mtDNA slavnych osob
Jméno Haplo- | Odchylky od CRS
skupina

Dansky kral Sweyn II. Hb5a 16093C, 16304C

Car Nikolaj II. T2 16126C, 16169Y*, 16294T, 16296T, 73G, 263G,
315.1C

Jesse James T2 16126C, 16274A, 16294T, 16296T, 16304C

Carevna Alexandra H 263G, 315.1C, 16111T, 16357C

Fjodorovna

Marie Antoinetta H 16519C 152C, 194T, 263G, 315.1C

Marie Terezie H 152C, 194T, 263G, 315.1C, 16519C

Otzi (Ice Man) K 16224C, 16311C

Homo neanderthalensis - 16037G, 16078G, 16093C, 16107T, 16108T, 16111T

AF011222 16112T, 16129A, 16139T, 16148T, 16154C, 16169T

(pouze vysledky HVR1) 16183., 16189C, 16193.C, 16209C, 16223T, 16230G
16234T, 16244A, 16256A, 16258G, 16262T, 16263.A
16278T, 16299G, 16311C, 16320T, 16362C, 16400T

*heteroplazmie (heterogenni mtDNA, nékteré molekuly jsou mutovany — pokud vznikne mutace
v molekule mtDNA, tak mtZeme v priibéhu generaci detekovat vzristajici mnoZstvi nové varian-
ty mtDNA pfi soudasné detekci sekvence ptivodni, mitochondridlni DNA je v takovychto pfipa-

dech heterogenni)

Identifika¢éni schopnost hypervariabil-
nich oblasti mtDNA bohuZel neni takova,
aby bylo moZné pomoci analyzy mito-
chondrialni DNA sledovat Zenské linie
s takovou pfesnosti jako muzské linie po-
dle chromozomu Y. Divodem je nepomér-
né mensi velikost mtDNA ve srovnéani
s chromozomem Y (cca 16 569 pard bazi
mtDNA proti celému chromozomu o veli-
kosti 58 miliont para bazi), a tim nepo-
mérné mensi moznosti vzniku detekova-
telnych mutaci. V kazdém p¥ipadé je ale
vyhodou, Ze kazda lidska burika obsahuje
stovky az tisice mitochondrii. Z tohoto di-
vodu jsou tlomky vlasti, staré kosti nebo
zuhelnaténé pozustatky dostateénym zdro-
jem materidlu pro analyzu mtDNA, a to
i kdyz techniky zaméfené na analyzu
chromozomové DNA selhavaji. Tohoto
fenoménu bylo s ispéchem vyuzito napi.
pii identifikaci poztistatki ruské carské
rodiny Romanovct (Gill 1994).

Mitochondrialni DNA slavnych osob
Diky tomu, Ze mtDNA je nepomérné sta-
bilnégjsi nez jaderna DNA, miZeme ziskat
prepis sekvence hypervariabilnich oblasti
mtDNA i z artefaktti pochazejicich ze slav-
nych osob (ISOGG 2009). V tab. 3 jsou kro-
mé vysledkt jiZ zminéné carské rodiny
uvedeny i sekvence mtDNA neandertalcti
(Ovchinnikov 2001).

Vysledky analyzy mitochondridln{ DNA
ndm mohou pfinést mnoho zajimavych

4 Homo neaderthalensis. Rekonstrukce
podle nélezu Shanidar I. Olej na platné
(40%x30 cm). Orig. P. Modlitba

informaci o kofenech nageho matetského
rodinného klanu, ale p¥i zpracovanf tisict
zdznamu muzeme také zjistit nova fakta
o osidlovani kontinentt po posledni dobé
ledové nebo urcit dobu a misto vzniku
specifické mutace na mtDNA.

Zajimavé odkazy na internetové stranky zabyvajici se genetickou genealogii
(viz také prvni dil ¢lanku v Zivé 2009, 6: 247-249)

Popis

Internetova adresa

Vefejné dostupné databaze
sekvenci hypervariabilni oblasti mtDNA

www.mitosearch.org
www.smgf.org

Databéaze ¢eské DNA (chromozom Y + mtDNA)

genebaze.cz/cgi-bin/czdna.cgi

International Society of Genetic Genealogy

www.isogg.org
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