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Parazitace a diverzita v genech MHC u drobnych hlodavct

Tato prace se zamétuje na jedno z perspektivnich, ale pomérné maélo studovanych
témat evolucni parazitologie, vztah mezi genetickym pozadim hostitelt v MHC a strukturou
jejich parazitarnich infekci. Vzhledem k soucasnému zameéteni nasi laboratoie se soustiedi
piedevsim na hlodavce rodu Apodemus a jejich parazity. Koncipovana je jako literarni reSerse
v SirsSim kontextu problematiky MHC a parazitli, doplnéna o predbézné praktické otestovani

zvoleného modelu.



1 Uvod

1.1 Hlavni histokompatibilni komplex

Evolu¢ni biologie se o geny hlavniho histokompatibilniho komplexu (Major
histocompatibility complex, dale uvadén pouze zkratkou MHC) zajima z mnoha davodu,
napiiklad pro jejich nespornou roli v odolnosti hostitele viuci parazitovi, ¢i mimofadné
vysokou alelickou variaci. Molekularni ekologie zase studuje piedevsim selektivni faktory,
které udrzuji vysoky polymorfismus MHC gent v pfirodnich populacich (Meyer-Lucht
a Sommer, 2005).

MHC geny patii k nejvice polymorfnim genim u vysSSich obratlovct.
Tento polymorfismus se vyskytuje pfedev§im ve vazebném misté antigenu (antigen binding
site, ABS) a projevuje se vysokym poc¢tem modifikaci, které mu dovoluji vazat riznorodé
antigeny (Hughes a Nei, 1998). Zmény v MHC lokusech ovliviiuji mnoho dulezitych
biologickych znakd zahrnujicich imunitni rozpoznavani, citlivost k infekcim, nachylnost
k autoimunitnimu onemocnéni, individualni pach a preference pii vybéru partnera
(Sommer, 2005).
imunitniho systému u vyssich obratlovcti (Hedrick a Kim, 2000; Penn, 2000). Dulezité
jsou piedevsim tim, ze koduji glykoproteiny, které jsou schopny na sebe navazat antigeny
a transportovat je na povrch bunék. Na povrchu jsou antigeny prezentovany T-lymfocytim,
coz nasledné spusti imunitni odpovéd’ (Hedrick, 1994). MHC proteiny se vyskytuji ve tiech
riznych tfidach (classes), z imunologického hlediska se jako nejdilezitéjsi ukazaly MHC
tiidy I (uvadéné jako MHC class I, popfipadé jen jako MHC I) a MHC tiidy II
(uvadéné jako MHC class II, popfipadé jen jako MHC II). Glykoproteiny MHC 1 jsou
pritomné téméet U vSech somatickych bunck a jsou spojovany s vnitrobunéénymi infekcemi,
jako jsou viry a rakovinou zasazené bunky. Molekuly MHC 1 prezentuji antigeny
cytotoxickym T-lymfocytim (cytotoxic T-lymfocytes, uvadéné jako CTL). Glykoproteiny
MHC Il se nachazeji pfevazné u specializovanych bunék prezentujicich antigeny, kam patii
makrofagy, B-lymfocyty ¢i dendritické buiiky a je jim piipisovana predev§im odolnost viici
parazitim. Molekuly MHC Il prezentuji pomocnym T-lymfocytim (helper T-lymfocytes,
uvadéné jako Ty) (Rammensee a spol, 1993).

Pfi Gtoku patogenu musi byt T-lymfocyty schopny rozeznat vlastni bunééné peptidy

od peptidi patogenu, pravé ztoho divodu jsou vystaveny silné selekci pii dospivani
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Vv brzliku, az 95 % znich je eliminovdno nebo inaktivovano. Pfi jejich vyvoji je diverzita
zajisténa ndhodnym pieskupovanim genti T-bunéfnych receptord. AvSak pravé z divodu
nahodného preskupovani je velkéd pravdépodobnost, ze budou vazat vlastni peptidy, proto jsou
takové buiky eliminovany. Stejné tak jsou eliminovany i buriky, které nedokazi rozpoznat
MHC molekuly. Zadny T-lymfocyt totiz nedokdZe rozpoznat antigen, bez pomoci MHC
molekuly (Penn, 2002).

Geny MHC class | a MHC class Il jsou u ptaki a saveu spojeny V jediném genovém
komplexu (Bernatchez a Landry, 2003). Na obrazku (Obr. 1) si mizeme detailngji
prohlédnout rozlozeni MHC lokusti na genomu mySi a clov€ka. Lokusy u clovéka
(homo sapiens) jsou rozdélené na 3 c¢asti. V prvni jsou tii lokusy (DP, DQ, DR) kddujici
MHC class II molekuly, ve druhé se nachazi lokus kédujici proteiny komplementu a ve treti
¢asti jsou 3 lokusy (B, C, A) kodujici MHC class I molekuly. Lokusy u mys$i maji 4 ¢asti
rozdelené tak, Ze v prvni a posledni jsou lokusy (K, D, L) zodpovédné za kdédovani MHC
class I molekul, ve druhé ¢asti se nachézi lokusy (A, E) kodujici MHC class II molekuly

a ve treti ¢asti jsou lokusy kodujici proteiny komplementu.

Complements
proteins
DP DQ DR B (& A
e —— 1 -
K A E : : D I;
MHC class I MHC class IT MHC class I
[l >HC-DRB region

Obr. 1: Genetickda stavba MHC lokusu u mysi (K, A, E, D, L) a ¢lovéka DP,
DQ, DR, B, C, A). Stredem naseho zdajmu je vyznaceny region (MHC-DRB).
Prevzato a upraveno z Penn (2002).

1.1.1 MHCclass |

VétsSina bunék v téle vysSSich obratlovel exprimuje geny pro tvorbu glykoproteinu
ze tiidy MHC 1. Tyto molekuly prezentuji peptidy z vnitiniho prostiedi bunék imunitnimu
systému a to konkrétné CTL. Kazda molekula MHC 1 je heterodimer skladajici se ze dvou

fetézcl tézkého a fetézce a molekuly Po-mikroglobulinu. Tézky a fetézec je slozen ze tii
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extracelularnich domén (a1, o, o3), transmembranového regionu a cytoplasmatické domény.
B2-mikroglobulin obsahuje jedinou doménu a je nekovalentné spojen s oz doménou
(Hughes a Yeager, 1998; Frank, 2002; Penn, 2002).

Alfa fetézec koduji geny na polymorfnich lokusech A, B a C z oblasti HLA komplexu
u Clovéka, zatimco u mysi jsou geny zodpovédné za koédovani K a D/L v oblasti H-2.
Navic mohou byt molekuly MHC 1 kédované také geny v Q a Tla oblastech, které se
nachazeji pod oblasti H-2. Na rozdil od o fetézce neni B2-mikroglobulin kédovan uvnitt MHC
komplexu. Pfesto, Ze je mezi témito molekulami zjevna evolu¢ni pfibuznost, neni lokus
pro B2-mikroglobulin polymorfni (Bjorkman, 1987). B-fetézec ma v molekule MHC | roli
stabilizatoru, proto mysi u kterych byl gen pro expresi B-fetézce narusen, nemohou
exprimovat zadné MHC I molekuly (Penn, 2002).

V cytoplasmé vSech bunék se vyskytuji multimerni proteolytické komplexy, které jsou
zodpovédné za neustdlé Stépeni bunécnych proteini na malé peptidy. Tyto komplexy se
nazyvaji proteozomy a u savcu a s nejveétsi pravdépodobnosti i u ostatnich obratloveti maji
dva komponenty LMP2 a LMP7 (low molecular mass protein) kodované v regionu MHC
tiidy 11 (Rivett, 1993). Tyto komponenty jsou upraveny pomoci cytokinu y—interferonu
a produkuji peptidy, které se pravdépodobné navazi na MHC I molekulu. Nasledné jsou
peptidy pieneseny pies membranu endoplasmatického retikula pomoci dimerniho transportéru
TAP. Dvé podjednotky transportéru TAP jsou také kodované v regionu MHC II. Poté se
v endoplasmatickém retikulu utvoii komplex z molekuly MHC 1, B2-mikroglobulinu
a peptidu a ten je jako celek pfenesen na povrch bunky (Hughes a Yeager, 1998).

Molekula MHC 1 je ukotvena v bunééné membrané svoji spodni ¢asti, ktera je slozena
z tézkého oa-fetézce a PBo-mikroglobulinu, zatimco jeji horni ¢ast, podobna zlabku, prezentuje
antigeny CTL pomoci dvou domén oy a op, které tvoii ABS. Pravé v kodovani
tohoto mista nachazime nejvétsi genovou diverzitu. Nezbytnou soucasti této molekuly je
vysoce konzervovana doména as, jejiz sekvence jsou nezbytné pro navazani molekuly CD8,
ktera slouzi jako T-bunétny receptor (T cell receptor, TCR) pro CD8+ T-lymfocyty
(Frank, 2002., Penn, 2002., Weenink a Gautam 1997). Pokud jsou CD8+ T-lymfocyty
stimulovany, pak se teprve zméni v CTL a podniknou utok na buinku (Frank, 2002).
Pro zlepSeni predstavy o prezentovani antigenu molekulou MHC T-lymfocytu slouzi obrazek
(Obr. 2). Na ném muzeme vidét napadeni somatické bunky patogenem, ktery pii své aktivité
V buiice vypousti peptidy. Tyto peptidy rozpoznd MHC molekula a nasledné je prezentuje

na povrchu buiiky, kde je naleznou CTL.



Kazdy z téchto receptori ma odlisSnou specifitu a miize vazat pouze urcity komplex
MHC molekuly a peptidu. Pokud je paraziticky peptid navazdn na MHC molekule spole¢né
s TCR pak se nazyva epitop. S pomoci TCR kontroluji CTL vSechny bunky s MHC |
molekulami na nichz jsou prezentovany peptidy a to jak vlastni tak cizi. Neinfikovana buiika
prezentuje na svém povrchu své vlastni peptidy (self peptides), proto je pii vyvoji lymfocyta
Vv brzliku kladen velky diraz na to, aby TCR dokézali rozlisit mezi cizimi a vlastnimi peptidy
(Berke, 1994; Frank, 2002). Pokud je ale t¢lo infikovano virem, nebo vnitrobunécnym
parazitem, pak jsou parazitické proteiny rozkladané proteozomy prezentované na povrchu
buitky MHC I molekulami. Ty nésledné upozorni CTL na infikovanou buniku a ta je okamzité
zlikvidovana. AvSak CTL je schopen rozpoznat cizi peptid pouze v kombinaci s MHC |
molekulou. Tohoto se vyuziva napf. v experimentalnich liniich mysi, které neexprimuji B,-
mikroglobulin a tim padem nemaji na svém povrchu bun¢k ani molekuly MHC 1. V disledku
snizené obranyschopnosti maji velké problémy, pokud jsou napadeny vnitrobunécnymi
patogeny. Napiiklad je u nich zvySend mortalita pfi nakazeni chiipkou ¢i vnitrobunécnou
bakterii Mycobacterium tuberculosis. Nakazené mysi bez molekul MHC I na svém povrchu
nevydrzely vzdorovat bakterii ani 6 tydni, zatimco kontrolni skupina mysi s ni bojovala vice
nez 20 tydnt (Flyn a spol., 1992).

Cytotoxic T cell

(5) Activation
T-cell receptor and proliferation

Antigenic peptid

(6) Induction
of cell death

MHC class I

Foreign peptid

molecule

E

(2) Antigen binding
(1) Pathogen
infects cell

Infected cell

Infected cell

Obr. 2: Prezentovini antigenniho peptidu cytotoxickému T-lymfocytu, pomoci molekuly

MHC class I a nasledna indukovand bunecna smrt. Prevzato a upraveno podle Penn
(2002).



1.1.2 MHC class Il

Molekuly MHC Il prezentuji peptidy pomocnym Ty, které maji na svém povrchu
determinacni protein CD4. MHC II se nachézeji na specializovanych antigen prezentujicich
bunikdch imunitniho systému a diky tomu maji mnohem omezenéjSi expresi antigend
nez MHC I molekuly (Bernatchez a Landry, 2003). Pii prvnim vystaveni parazitovi se nékteré
epitopy prezentované molekulami MHC II budou shodovat s vzacnymi TCR. Tato vazba
s TCR spole¢né s dalSimi signaly spusti rychlé déleni klonti T-lymfocytd s odpovidajici
specifitou. Jakmile hostitel rozsiti TCR specifitu na dany epitop, zlstane epitop v paméti
a pii dalSim setkani s timto parazitem vytvafi hostitel velké mnozstvi T-lymfocytd rychleji
nez pti prvnim kontaktu. Pti setkani Ty bunky a cizorodého peptidu navazaného na MHC II
molekulu dochazi k vylouceni cytokint, které okamzité spusti imunitni reakci (Hughes
a Yeager, 1998; Frank, 2002). Nasledujici obrazky (Obr. 3, 4) nam ptiblizi strukturu
prezentovani antigenu MHC II molekulou u makrofagu a B-lymfocytu. Na obrazku (Obr. 3)
makrofag fagocytoval patogen a rozstépil ho. Jeho proteiny na sebe navazala molekula MHC
II, ktera je prezentovala Ty a nasledné se makrofag aktivoval. Na obrazku (Obr. 4)
imunoglobulin navdze a endocytuje patogen a v dalSim kroku dojde k navéazani antigenu
na molekulu MHC II. Dal§im krokem je prezentovani antigenu na povrchu B-lymfocytu, kde
jej zaznamena Ty, ktery spusti aktivaci B-lymfocytu. Aktivovany B-lymfocyt nasledné
produkuje protilatky.

Strukturné se molekula MHC II podob4 molekule MHC I. Také ma ¢tyti extracelularni
domény, rozdil je vSak v tom, jakym zpusobem se utvareji. MHC Il molekula je heterodimer
sestavajici se z a a P fetézcl, které jsou u savcl kodovany v oblasti tiidy II MHC komplexu.
Presnégji feceno jsou kodovany D oblasti HLA a | oblasti H-2. Tyto oblasti jsou dale délené
nasledovné: D oblast na DP, DQ, DR a oblast [ na IA a IE. V mé praci se zajimam hlavné
0 kodujici oblast MHC-DRB class exon 2 (jednd se o polymorfni region nachdzejici se
na lokusu DR, kédujici B- fetézce v molekule MHC 11). Kazda z téchto podoblasti obsahuje
alespon jeden a a jeden B gen. Molekula MHC I je slozena ze dvou domén o a 32, které jsou
zakotveny v bunééné membrané a zdalSich dvou domén oy a P, které tvori zlabek
pro antigen (Hughes a Yeager, 1998; Penn, 2002). Na rozdil od molekuly MHC I, ktera vaze
peptidy o délce zhruba 8 — 10 aminokyselin, mtize MHC II molekula vazat mnohem delsi
peptidy az o délce 13 — 17 aminokyselin. Komplex tvoreny MHC II molekulou a peptidem je
odlisny od komplexu, ktery se tvoii pfi prezentovani antigenu MHC 1 molekulou.

Pted transportem na bunécny povrch se heterodimer docasné spoji s polypeptidem znamym
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jako invariantni fetézec (Ii). V tomto sloZeni cestuji do prostfedi podobného endosomu
s nizkym pH, kde dochazi k degradovani i a kone¢né se na MHC II navaze peptid, ktery ma
byt transportovan na povrch bunky (Peters a spol., 1991; Janeway, 1999). Schopnost gent

MHC | a MHC II ¢elit riznorodym patogeniim souvisi s proménlivosti variant MHC alel

ve vazebném misté pro antigen (Bernatchez a Landry, 2003).

Helper T cell
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Antigenic peptid
“/A_O (4) Recognition
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macrophage

CD#4 protein

(3) Presentation
MHC class I
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Foreign peptid
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Obr. 3: Prezentovani antigenniho peptidu pomocnému T-lymfocytu, pomoci molekuly MHC
class Il a nasledna aktivace makrofagu. Prevzato a upraveno podle Penn (2002).
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Obr. 4: Prezentovani antigenniho peptidu pomocnému T-lymfocytu, pomoci molekuly MHC
class Il a nasledna sekrece protilatek. Prevzato a upraveno podle Penn (2002).



1.1.3 Geneticka variabilita MHC

MHC je velky chromozomalni region s vice nez 200 koédujicimi lokusy a jeho
genetickd variace siln€ ovlivituje spektrum patogenti, se kterymi se miZze imunitni systém
vyrovnat (Penn a Potts, 1999). Také se predpoklada, ze pravé patogenni diverzita a evoluce
jsou zodpovédné za neobycCejné vysoky stupenn genetickych zmén bézné se vyskytujicich
v MHC lokusech. V nich se nachazi kromé& genit MHC tiidy I a II, které jsou zodpovédné
zatizeni vsech specifickych imunitnich odpovédi, také geny ovliviwjici rast, vyvoj,
rozmnozovani, pach a ¢ich. Nejvice polymorfni geny u obratlovcl jsou pravé geny MHC I
a II. Podobnost struktury 1 funkci u MHC tfid naznacuje, Ze by mohly mit spolecného piedka.
Ob¢ tridy se také tadi do imunoglobulinové multigenni superrodiny, kterda se déli
na jednogenni a multigenni rodinu. MHC molekuly patii do rodiny k protilatkim a TCR.
Na obrazku (Obr. 5) se mizeme detailnéji seznamit se vztahy v této multigenni rodiné (Penn,

2002; Sommer, 2005).

Class I

ClassII B

Class I o

B,-mikroglobulin

Imunoglobulins

Obr. 5: Vztahy v imunoglobulinové multigenni superrodiné. Prevzato a upraveno podle Penn
(2002).



1.1.4 MHC polymorfismus a prirodni selekce

MHC polymorfismus je podle vSeho udrzovan v genomu kombinaci sil ptirodni
selekce a genetického driftu. Geneticky drift ptisobi na rozdil od pfirodni selekce stochasticky
a to zejména v malych populacich ¢i v populacich prochdzejicich bottleneckem (nahlé
zmenSeni populace), kde se jeho efekt vyznamné zvySuje. EXistuje fada hypotéz zabyvajicich
se moznostmi, jaké mechanismy pfirodni selekce udrzuji obrovskou diverzitu MHC gent.
Mezi ty nejznaméjsi patii selekce ve prospéch heterozygotli (overdominant selection),
preference pii pafeni a negativni frekvencné zédvisla selekce (zvyhodnujici minoritni alely
v populaci) (Nei a spol, 1997; Miller a Lambert, 2004).

MHC polymorfismus je v ptipadé overdominantni selekce udrzovan za piedpokladu,
ze heterozygotni jedinci v populaci jsou schopni rozpoznat vétsi mnozstvi riznorodych
parazitl na rozdil od homozygotl (Doherty a Zinkernagel, 1975). V experimentu provadéném
Dohertym a Zinkernagelem (1975) byla porovndvana prezentace antigenti u homozygotil
a heterozygotl. Piesto, Ze vice antigenil bylo prezentovano heterozygoty, vétSina jich pomfiela
na prehnanou imunitni reakci. Z toho miize vyplyvat, ze ani pfilisnd diverzita MHC neni
pro nositele vyhodna.

U modelu negativné frekvencné zavislé selekce se predpoklada, ze selekce zvyhodnuje
ty parazity, ktefi jsou schopni se uchytit na hostitele s béZnou sadou alel (common MHC
allels) vyskytujici se v dané populaci. Vyhodou tedy je pokud ma jedinec vzacné alely (rare
MHC allels), se kterymi parazit neptichazi tak casto do styku a tudiz vic¢i nému mohou
zajistovat rezistenci. (Clarke a Kirby, 1966). V populaci tedy nastava stav, kdy vlivem
parazitace klesa fitness jedinct s béznymi MHC alelami, a nar@sta pocet jedincti nesoucich
vzacné MHC alely. Tim se stanou jedinci rezistentni k ur¢itému parazitovi v populaci Castéjsi
a vyviji tak vétsi selekéni tlak na parazita. Populace parazita se musi pfizptisobit novym
podminkdm panujicim v populaci hostitele nebo se jeho abundance vyrazné snizi, ptipadné
lokaln€ vyhyne. V ptipadé€, Ze se populace parazita ptizpiisobi, zaind znovu ve vétsi mife
parazitovat hostitele s nyni jiz v populaci béznou sadou alel (Penn, 2002).

Dal8im typem selekce je na MHC zavisly pohlavni vybér (mate choice), také se nékdy
oznacuje jako sexudlni selekce. Dilkazy o existenci této selekce byly nalezeny napfi¢ vSemi
hlavnimi taxony obratlovcl. Dosud popsané strategie pafeni zahrnuji vybér partnera
dle kompatibilnosti, rozdilnosti ¢i ur¢ittho MHC genotypu (Milinski a spol, 2006).

Tyto preference pfi pafeni zfejmé zahrnuji i ¢ichové podnéty, protoze jak uz bylo diive

zminéno MHC ovliviiyje individudlni pach (Penn, 2002).
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V piipad¢ pohlavniho vybéru si samicka vybira kompatibilniho partnera pro zajisténi
dobré kombinace gend v potomstvu. Muze se rozhodnout pro maximalné odliSného,
optimalné odlisného ¢i podobného partnera. Pii vybéru odlisného partnera se zvysuje Sance,
ze nedojde ke Skodlivym efektim inbreedingu (pfibuzenského kiizeni) a zaroven je tu
moznost zvySeni diverzity potomstva v MHC genech. Vyhodou vysok¢é MHC diverzity je
bezpochyby Sirokd $kala patogenii, proti kterym mulze potomstvo bojovat. Nicméné
u nékterych studii zabyvajicich se pohlavnim vybérem se ukézalo, ze samicky davaji pfednost
spise optimalni diverzit¢ MHC nez maximalni. A to z toho diivodu, Ze u nich nehrozi zvysené
riziko propuknuti autoimunitniho onemocnéni (Trivers, 1972; Woelfing a spol, 2009).
A nakonec pokud si samiCka vybere sobé podobného partnera, miize docilit limitace
potencionalnich $kod outbreedingu (Huchard a Pechouskova, 2013).

U dalsi startegie pohlavniho vybéru MHC uZ neni tak ocividné, z jakého diivodu si
samicky vybiraji heterozygotni samce, kdyz se rodicovskd heterozygosita nepiendsi
na potomstvo. Miize to byt z toho divodu, ze vlastnictvi vzacnych alel je obecné spojovano
S heterozygositou a samicky tuto strategii uplatiiuji, kdyz jsou heterozygotni samci vice
energi¢ti, nez homozygoti (Apanius, 1997).

Poslednim ptipadem je cileny vybér konkrétnich MHC genotypi, které jsou n¢jakym
zpusobem vyhodné pro dané prostiedi. VétSinou jde o vlastnictvi konkrétniho MHC
genotypu, ktery je rezistentni proti patogentim vyskytujicim se v okoli. Z toho divodu mutize
byt vlastnictvi jednoho specifického MHC genotypu mnohem vyhodnéj$i neZ vysoka
diverzita proti patogenim, které se ani nemusi nikde v blizkosti vyskytovat (Apanius, 1997).
Tento ptipad vybéru je v celku bé&zny, avSak je velmi obtizné jej zaznamenat v piirode
(Huchard, Pechouskova, 2013).

Nékteré¢ druhy nevykazuji pfili§ vysoky polymorfismus. Naopak maji velmi malou ¢i
témef zadnou MHC diverzitu. K témto druhim patii naptiklad gepardi (Aconyx jubatus), kteti
bez problémi mohou pfijimat kozni §tépy od neptibuznych jedinct. Pokud by méli zachovéanu
vyrazngj$i hladinu MHC diverzity nebyli by toho schopni. Velice podobné na tom jsou asijsti
Ivi (Panthera leo persica), ktefi mohou byt poznamenani takto malou MHC diverzitou kvuli
tomu, Ze jejich populacni velikost byla v minulosti velmi nizk4d a pravdépodobné prosla

vyraznym genetickym bottleneckem (Penn, 2002).
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1.2 MHC diverzita u drobnych hlodavci

V této praci jsem se zaméiil, pfedevSim na studie zabyvajici se pfimo MHC-DRB
class exon II regionem a jeho vlivem na imunitni systém u drobnych hlodavcii. Zajimalo mé
piedevsim jakym zpiisobem a v jaké mife se tento region angazuje v ptipadé napadeni jedince
parazitem. Pfipadné zpusob Uniku parazita pfed imunitnim systémem.

Svoji jedinecnou roli v imunitnim systému se MHC geny mohou snadno stat cilem
imunitni suprese, jak bylo prokazano naptiklad u parazita Heligmosomoides polygyrus.
Exprese MHC gent ovliviiuje jak adaptivni tak vrozenou imunitu. Pfedpoklada se, ze by
MHC class Il molekuly mohly ovliviiovat vystavbu vrozené imunity skrze toll-like receptory
se kterymi spolupracuji (Frei a spol., 2010). Nedavné studie indikuji, Ze nachylnost k infekci
helmintem u Apodemus flavicollis je spojena se specifickymi alelami MHC 1I (Meyer-Lucht,
Sommer, 2005). Axtner a Sommer (2011) detekovali negativni korelaci mezi genovou expresi
MHC a intenzitou infekce, coz by indikovalo, ze H. polygyrus je schopen ovlivnit hostitelsky
imunitni systém snizenim MHC genové exprese. MHC II molekuly zodpovidaji
za prezentovani helmintich peptidi Ty lymfocytim a nasledné spusténi imunitni reakce
organismu. To muZe slouzit jako imunitni unikova strategie H. polygyrus, podobné jako bylo
navrzeno u mikroparazitii, kteti jsou schopni imunosuprese (LeibundGut-Landman a spol.,
2004). Helminti mohou vysvétlit 15% zmén v genové expresi a samotny H. polygyrus
by vysvétloval pouze 9% (Axtner a Sommer 2011). V budoucnu by se tedy chtéli Axtner
aSommer (2011) zaméfit na efekty MHC specifickych alelovych expresnich hladin
na intenzitu infekce od vice parazitl, ziejmé z divodii lepSiho porozuméni zménam na MHC
regionu DRB.

Z davodi rozsiteni jeho populaci v opadavych a smiSenych lesich a zaroven diky
intenzivné studované ekologii a fylogenetickym aspektim genomu je mysSice lesni (Apodemus
flavicollis) vybornym modelovym organismem z ¢eledi mysovitych (Muridae). Meyer-Lucht
(2005) studoval dilezitost individualniho slozeni MHC pro rezistenci k parazitim v jejich
pfirozeném prostiedi praveé na mysici lesni a konkrétné jej zajimal polymorfismus MHC-DRB
class exonu 2 ve spojeni se zatizenim "nematodnimi" parazity. Alely modelového organismu
ukazaly vysokou miru odli$nosti v nukleotidech a aminokyselinovych sekvencich. Pfirozené
nejvyssi variabilita byla ve funkénich mistech ABS spole¢né s vyS$§im poctem nesynonymnich
substituci, coz indikuje pozitivni selekci novych alel (Hughes a Nei., 1988, 1998).
Heterozygotni vyhoda nebyla prokdzana, coz mohlo byt zplisobeno slabou statistickou silou

této studie (Meyer-Lucht a Sommer, 2005).
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Néekteré z alel Apfl-DRB byly spojeny s citlivosti, nebo rezistenci vici parazitm.
Konkrétné se jednalo o blizce piibuzné alely Apfl-DRB*5 a Apfl-DRB*15 lisici se pouze
Vjedné synonymni a jedné nesynonymni substituci v ABS. Jedinci nesouci tyto alely
vykazovali vyss§i hodnoty parazitace (méfené jako pocet dospélych nematodia a FEC, Faecal
egg count), nez jedinci s jinymi alelami. JelikoZ byli jedinci s alelami Apfl-DRB*5 a Apfl-
DRB*15 odchyceni nariznych lokalitach, nemohou byt jejich zvySené hodnoty v FEC
a poCty nematodil vysvétleny vétSsim parazitickym tlakem z okoli (Meyer-Lucht a Sommer,
2005). Naopak o poznani niz§i stupen zamoieni byl detekovan na jedincich nesoucich alelu
Apfl-DRB*23. Toto spojeni mezi specifickymi alelami a citlivosti, ¢i rezistenci k nematodim
jsou ve shod¢ s predpoklady pro frekvenéné zavislou selekei (Meyer-Lucht a Sommer, 2005).

U hlodavci je znamo, Ze ve volné pfirodé¢ je parazitickd prevalence a intenzita infekce
ovliviiovana mistni a ¢asovou variaci stejné jako vnitinimi faktory naptiklad imunitni stav,
pohlavi a vék hostitele (Abu-Madi a spol., 2000).

Meyer-Lucht a Sommer (2009) studovali 8 divokych populaci mySic rodu Apodemus
a odhalili, ze vysoka MHC diverzita muze byt zpusobena lokalnimi patogeny. V piipadé
neutralni diversity nebyl zaznamendn zadny efekt, avSak pokud jde o vnitropopulaéni MHC
bohatost, zaznamenali pozitivni signifikantni efekt na odolnost viéi parazitim. Jedinec sam
necerpa vyhodu pifimo z genetické rozmanitosti populace, ale vzhledem k neustalému
ohroZeni patogeny, je vyhodné, ze s vEtsi rozmanitosti alel v populaci ma jeho potomstvo
veétsi Sanci na ziskéni protektivni alely. Opét se neprokdzala heterozygotni vyhoda, zfejmé
Z nedostatku dat pro statistickou analyzu.

Pokud jde 0 srovnani mezi druhy mysovitych (Muridae), vysoky stupen polymorfismu
se vyskytuje jak u mysice lesni (Apodemus flavicollis) tak u mysice kiovinné (Apodemus
sylvaticus). Celkova nukleotidova a aminokyselinova divergence uvnitf druhu mysSice
krovinné (A. sylvaticus, 12,36%) byla srovnatelna s divergenci uvniti druhu krysy obecné
(R. rattus, 14,71%). Nizsi hodnoty divergenci zaznamenali u druhd mySice lesni
(A. flavicollis, 9,90%) a kie¢ka velkého (H. antimena, 9,20%) (Musolf, Meyer-Lucht
a Sommer., 2004). Pozitivni selekce plisobi v piipadé, Ze je pocet nesynonymnich substituci
vy$§i nez synonymnich. To bylo potvrzeno u vsSech studovanych taxond (Bernatchez
a Landry, 2003). Vyssi urovné téchto substituci byly, objeveny u 4. sylvaticus a R. rattus
o néco nizsi se vyskytly u 4. flavicollis a H. antimena. Fylogenetické analyzy indikuji, Ze
DRB sekvence se neseskupuji podle druhu, ale misi se sjinymi rody. Tvoii vysoce
podporované klastry dokladajici mezidruhovy zplisob evoluce (evolu¢né stary

polymorfismus). Klastry mezi druhy se nachazeji vrodech (4Apodemus, Rattus, Mus,
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Peromyscus) a mezi rody (4. sylvaticus a Rattus; Peromyscus a Rattus). Mezidruhové sdileni
MHC alel mezi rody bylo piedtim podporovano mnoha studiemi, avSak u hlodavcl jsou

vysledky nejasné (Edwards a Wakelandt, 1997).

1.3 Fylogeografie Apodemus flavicollis

Fylogeografie je védni obor zabyvajici principy a procesy geografického rozsifovani
genealogickych linii vnitrodruhovych a blizce pfibuznych druhi na zakladé molekularnich
markerd (Hewit, 1999; Avis, 2000). Velkou roli na stale se ménici geografické rozsifeni
druhil i na jejich evoluci maji klimatické zmény (Hewit, 2004).

Nedavné fylogeografické studie v Evropé ukazaly, Ze vétSina temperdtnich savcl
prezila ¢tvrtohorni zalednéni ve stfedomotskych refugiich, ktera se nachazela na Iberském,
Italském ¢i Balkdnském poloostrové. A odtud po postglacidlnim otepleni zacali znovu
osidlovat severni a sttedni Evropu. Nejvétsi podil na znovu osidlovani ma balkanské refugium
(Hewit, 1999, 2001). Nicméné nckteré boredlni a temperatni druhy byly schopny pfezit
1 v severngji polozenych oblastech. Jde o oblasti stfedni Evropy, Kavkazu a jiZzniho Uralu
(Michaux a spol., 2004). Pfi opétovném osidlovani, z riiznych refugii mizZe dochézet ke stetu
dvou odlisnych genetickych linii a vzniku hybridni zony (Michaux a spol., 2004).

Mysice rodu Apodemus Kaup, 1829 patii k nejbéznéj$im hlodavciim vyskytujicich se
v temperatnich lesich Palearktické oblasti. Na zaklad¢ genetické variability se vice nez 20
druhtt mySic rozdé€lilo do 4 linii s piekryvajicimi se aredly (Serizawa a spol., 2000).
V posledni dobé se nejvice studii zabyvd dvéma druhy rodu Apodemus a to konkrétné
A. flavicollis a A. sylvaticus. Tyto dva druhy je bez molekularnich metod velmi téZké odlisit,
navic maji oba podobné ekologické naroky a lokality jejich vyskytu se piekryvaji (Michaux
a spol., 2001). I ptesto, ze jde o blizce ptibuzné druhy, reagovaly podle studii mDNA zcela
odli$n€ na ctvrtohorni zalednéni (Michaux a spol., 2003). A. flavicollis nebyl schopny ptezit
béhem glacialu na Iberském poloostrové na rozdil od A. sylvaticus, ktery odtud po glacidlu
osidloval zapadni aseverni Evropu. Naproti tomu na Apeninském poloostrovu trpél
A. sylvaticus snizenou genetickou diverzitou zpiisobenou nejspiSe izolaénim bottleneckem
a proto tyto lokalni populace ke znovu osidlovani Evropy nepfispély. A. flavicollis se béhem
glacialu zdrzoval na Apeninském a Balkanském poloostrove, odkud se poté Sitil do zapadni
aseverni Evropy. Podle poslednich studii je moZzné, Ze kolonizoval Evropu i zrefugia
na Ukrajiné a vjiznim Rusku (Michaux a spol. 2005). Lze ptfedpokladat, Zze bé&hem

¢tvrtohorniho zalednéni dochdzelo v refugiich k omezeni diverzity alel MHC a k ¢astecné

13



diferenciaci téchto populaci. B€hem postglacialni rekolonizace severnéji polozenych oblasti
nemuselo dojit k obnoveni stejné diverzity ve vSech populacich. Avsak toto lze ovéfit jen

vyzkumem na §irSim spektru vzorki, nez bylo provadéno dosud.
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2 Prakticka cast

2.1 Materialy a metodika

V prvni fazi prace jsme zkouseli metodiku na ziskani sekvenci MHC-DRB class exon
2 pro rod Myodes, ale nepodafilo se nam ziskat pouzitelné PCR produkty. Primery
pro Myodes jsou uvedené v piiloze (prvni fadek pi. 2) stejné jako reakéni podminky PCR
(pt. 3). Z toho divodu jsme se zaméfili na rod Apodemus (viz. oddil 2: Cile prace).

Tkanové vzorky mysic rodu Apodemus (¢lanky prstii a konce ocasu) byly uchovany
v 96 % etanolu pii teploté 4°C. Vzorky byly pfed extrakci DNA, nastiihany sterilnimi
nizkami na mensi ¢asti a ponechany pfes noc vyschnout v mikrozkumavkéach pti pokojové
teplote.

Pro izolaci byl pouzit Dneasy Blood & Tissue Kit (Qiagen) Postupoval jsem podle
piiloZzeného navodu vyrobce. Protokol o provedeni izolace je v piiloze (pt. 1). Celkem bylo
Kk testovani primert piipraveno 23 vzorku druhi Apodemus flavicollis (15), Apodemus
sylvaticus (5), Apodemus agrarius (3).

Pro amplifikace ndmi zvoleného useku DNA (MHC-DRB class exon 2) u mySice rodu
Apodemus jsme si zvolili forvard primer JS1 a reverse primer DRB2. Tyto primery jsou
uvedené v ptiloze (Pt. 2). Tento usek DNA ma délku kolem 203 bp.

U setu primert (JS1, DRB2) jsme namichali reakci do 20 pul s pomérem komponentt:
25 mM MgCl; (2 ul), 10 mM nukleotida (2 pl), 10x Taq Buffer (2 ul), 0,1 mM forvard
a reverse primeru (1 pl), ddH,O (10,8 ul) a 5U/ul Taq polymerazy (0,2 ul) V piiloze (Pi. 4) je
vidét nastaveni cycleru pro druhy set primera (JS1 a DRB2). Toto nastaveni cycleru ma delsi
annealing a celkovy pocet cykll je vyS8i neZ u nastaveni pro set primerii pouzitych na rod
Myodes.

Vysledek PCR reakci jsme si ovéfili s pomoci elektroforézy pii 100 Vna 1%

agarozovém gelu. DNA byla pod UV svétlem zvyraznéna pomoci barviva GelRed™

» Pro
ovefeni délek PCR fragmentl jsme pouzili 100 bp Ladder (GeneRuler ™). Agardzovy gel
jsme si vyrobili 20,2 g agarozy (AGAROSE I™) a 20 ml 1x TAE pufru. Po zahtati
a promichani této smési jsme do ni napipetovali 2 pl barviva GelRedu, a nasledné jsme celou
smés vlili do formy s hfebinkem a nechali 20 min zchladnout. Poté jsme smisili PCR

produkty s 6x DNA Loading Dye pufrem, nanesli je na gel a nechali elektroforézu bézet
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30 minut. Gel jsme zkontrolovali pod UV svétlem a PCR produkty, které mély spravnou
délku, jsme zamrazili.

Jesté nez mohly vzorky putovat na sekvenovani, provedli jsme ligaci PCR produktu
do vektoru a zaklonovali je do kompetentnich bun¢k. Cely proces jsme provedli dle protokolu
vyrobce, ktery je uveden v ptiloze (Pf. 5). Builkky ndm vytvofily na plotnach kolonie, které
obsahovaly PCR produkt. Z téchto kolonii jsme odebrali vzorek S$pi¢kou mikropipety
a ptipravili si speciadlni mastermix pro Colony PCR. Nastaveni cycleru pro Colony PCR
najdete v piiloze (Pt. 6). Po Colony PCR jsme znovu opakovali elektroforézu a vzorky, které
mély spravnou délku sekvenci, jsme precistili pomoci enzymi (Exol, Sap) a poslali je
na sekvenaci do komer¢ni laboratote (Seqme).

K uprave a zpracovani sekvenci jsme pouzili program Geneious. Abychom si potvrdili
identitu naSich sekvenci, porovnali jsme je s jiz publikovanymi sekvencemi v databazi
GenBank pomoci programu BLAST, NCBI, (http://www.ncbi.nlm.nih.gov./blast/Blast.cgi).
K alignovani sekvenci jsme v programu Geneious pouzili MAFT aligment (Katoh a spol.,
2002). Vzhledem Kk nedostatku vlastnich sekvenci jsme pouzili k porovnavani diverzity
sekvence z datové banky GenBank (tyto sekvence spole¢né s mymi sekvencemi naleznete
v piiloze (Pi. 7). Pro fylogenetickou analyzu jsme pouzili metodu maximum likehood (ML)
pomoci programu PHYML (Guindon a Gascuel., 2003) s modelem Kimura 80, ktery byl
vybran programem Partitionfinder podle kritérii AIC a BIC. Nasledn¢ jsme s timto modelem
provedli bootstrapovou analyzu s 1000 replikacemi dat. Tento set sekvenci byl poté upraven
v programu Adobe Illustrator do kone¢né podoby fylogenetického stromu. Nakonec jsme si

pro mé ¢tyii sekvence spocitali variabilitu s pomoci programu PAUP (Swofford, 2003).

2.2 Vysledky a diskuze

U rodu Myodes se nepodafilo najit spravné podminky pro amplifikaci MHC lokusu.
Piestoze testované primery byly jiz diive pouzity k amplifikaci konzervovanych ¢asti MHC
class exon 2 (Babik a spol., 2009), nedosahli jsme s nimi pozitivnich vysledkt v amplifikaci
metodu next generation sequencing (454) a vyuzity v odlisnych reak¢énich podminkach.
Primery, které jsme pouzivali pro rod Apodemus, se ukazaly jako G¢inné, a mohly by se
do budoucna pouzivat pro amplifikovani MHC. Z naSich vzork jsme ziskali 4 sekvence
MHC-DRB class exon 2. Ty jsou oznacené na fylogenetickém stromé (obr. 6) Cervenou

barvou. Dalsi sekvence ptevzaté z databaze GenBank jsou oznacené Cerné. Z obrazku je
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patrné, ze oproti ostatnim tvoii MHC geny hlodavcti dobie podpoteny klastr s bootstrapem
témet 95%. Ten je dale rozd€leny na dva dil¢i klastry, které jsou jiz méné spolehlivé
z hlediska nizkych hodnot bootstrapi, ale maji podporu v relativné dlouhych vétvich
(modra barva) fylogenetického stromu. Jeden Kklastr zahrnuje piedev§im rody Myodes
a Microtus, prestoze se u nich vyskytuji nékteré alely zrodu Apodemus. To muze byt
zpisobené mezidruhovym sdilenim alel, kdy jedinci riznych druhd maji spole¢né alely
Z doby pied rozdélenim jejich rodd. Druhy klastr je slozen vyhradné z alel jedinci rodu
Apodemus a to konkrétn¢ z druhti A. flavicollis, A. sylvaticus a A. agrarius. Sekvence pievzaté
z databaze GenBank byly autory amplifikovany stejnymi primery, jako jsme pouzili v této
praci.

Pokud jde o vypocet diverzity u mych sekvenci, je z tabulky (Tab. 1) ziejmé, ze se
u nich projevuje vyrazna diverzita a to v rozsahu od téméf shodnych sekvenci (AF32HR_1,
AF32HR_2), kde se diverzita pohybuje okolo 0,5% aZz po ty nejvice diverzifikované
(AF32HR_1, AGR44HR) s diverzitou kolem 12%. Geneticka vzdalenost v takovémto rozsahu
je tudiz dostatecna a ma jasnou informativni hodnotu pro dalsi analyzy. Detailni srovnani
jednotlivych sekvenci je zobrazeno na obrazku (Obr. 7).

Z fylogenetického stromu je patrné, Ze velké mnozstvi dil¢ich klastri se utvafi podle
geografického umisténi populaci. AvSak tento pattern muze odrazet spiSe taxonomickou
strukturu vzorku. Pfi pohledu na mnou osekvenované alely je zjevné, ze jejich distribuce neni
uréena geografickou oblasti. Mé sekvence maji vysokou genetickou diverzitu MHC
amuzeme si je rozdelit na dvé blizce piibuzné skupiny (1.sk: AF32HR 1, AF32HR 2;
2.sk: AGR44HR, AF13CZ). Pokud tyto dvojice srovname, zjistime, ze prvni skupina pochazi
ze stejné lokality i druhu (jedince), ale u druhé skupiny zaznamename rozdil jak v oblasti
vyskytu, tak v taxonomickém zafazeni. Z toho by se dalo usuzovat, Ze ani taxonomie, ani
geografické rozsifeni druhti nebudou faktorem ovliviiujicim korelaci. Vzhledem k malému
mnozstvi vzorka je vsak tfeba tuto interpretaci brat spiSe jako metodickou demonstraci, nez
skute¢ny zavér podepieny daty. Z tohoto stromu jsme vychazeli i pfi hodnoceni pfitomnosti
parazitli rtiznych skupin a jejich genotypu. Konkrétné vzorky AF13CZ a AGR44 nebyly
nakazeny parazitem (Eimeria), kdezto u vzorku, ktery nesl alely AF32HR 1 a AF32HR 2
byly jasné stopy parazitického zamofeni. Toto porovnani bylo uskute¢néno na zakladé
poskytnutych udajti od spolupracovnika v laboratoii (MVDr. Jana Kvicerova, Ph.D.) a nebylo
tudiz provadéno v ramci mé prace. Jedna se opét spise 0 metodicky ptiklad, protoze pocet

vzorki je nedostate¢ny pro sestaveni strukturni analyzy.
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Tab. 1: Vysledky vypoctii diverzity u mnou sekvenovanych MHC alel.

AF32HR_1 |AF32HR_2 |AF13CZ AGR44HR
AF32HR_1 |0.00000000
AF32HR_2 |0.00509558 |0.00000000
AF13CZ 0.11508465 |0.10915711 |0.00000000
AGR44HR |0.12096707 |0.11500513 |0.03109254 |0.00000000
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Obr. 6: Fylogeneticky strom sekvenovanych alel MHC a sekvenci ziskanych z databdze Genbank.
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AF321 CGCAGCGCGT GCGGTTTCTG GACAGATACT TCTACAGCCG GGAGGAGTAC
7N

AFL13 .......... LACLALL.. VT oo oo aeee Ao coiiioio,
AGR44 .......... .ACLALL.. Tl T.. oo Ao ooooioia.
60 70 80 90 100

B S [t [
AF321 GTGCGCTTCG ACAGCGACGT GGGCGAGTTC CGCGCGGTGA CCGAGCTGGG
7N
AFL13 B Geve teviennn A e i i e e e e
AGR44 I B

110 120 130 140 150

T T [ [ P B

AF321 TCGGGGCATA GCCGAGAACT TGAACAGCCA GAAGGAGATC CTGGAGCGTC
TN 2

AFL13 G...CCGGAC ...... e GA
AGR44 G...CCGGAC ...... o GA
160 170 180 190

AF321 TGCGGGCCCA GGTGGACACG GTGTGCAGAC ACAACTACGA GATCTT

Obr. 7: Detailni pohled na sekvence MHC (AF321=AF32HR_1; AF322=AF32HR 2;
AFL13=AFL13CZ; AGR44=AGR44HR).
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3 Zavér

Z této literarni reSerSe je zjevné, ze dobfe vyvinuty geneticky zdklad MHC hraje
vyznamnou roli jak v odolnosti proti parazitim, tak pfi pohlavnim vybéru partnera. Pokud jde
o imunologicky vyznam, je role MHC kli¢ova pro rozpoznavani antigennich peptidt, které
prezentuje T-lymfocytim. Diverzita v genetické informaci MHC je =zajiSténa mnoha
diskutabilnimi faktory. Od rtznych typid pfirodni selekce (overdominantni selekce,
frekvencné zavislé selekce a sexudlni selekce) az po geneticky drift, ktery ptsobi proti
pfirodni selekci. V této studii jsem se dozveédél, Ze urcité alely MHC mohou mit znatelné
ucinky na zamoteni jedince parazity a zaroven, ze v piipadé MHC alel je moZné, aby ziistaly
v populaci velmi dlouhou evolu¢ni dobu. Diky tomuto zjisténi lze objasnit muj vysledek
udvou alel, které jsou si velmi podobné, a pii tom pochdzeji zriznych druhd mysic.
Také jsme se zjistili, ze je mozné, aby dva geograficky blizci jedinci jednoho rodu, méli silné
odlisnou MHC diverzitu.

Tento systém se jevi jako vhodny pro nasi studii zavislosti parazitace na genetickém
pozadi hostitele. Praci jsem doplnil o pfedbézné praktické testovani metodiky a vysledky
ukazuji, ze planovany experiment je proveditelny a ziskand data poskytuji dostatecnou

variabilitu pro statistickou analyzu.
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3.2 Priloha

Pt. 1: 1zolace DNA z mysic rodu Apodemus.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Nastiihali jsme tkané¢ v hmotnostnim rozsahu od 25 mg a vice na malé kousky
a umistili je do 1,5 ml mikrocentrifugové zkumavky. Pro hlodav¢i ocasy jsme
pouzili 1 (u krysy), nebo 2 (u mysi) 0,4 az 0,6 cm dlouhé dilky. Ptidali jsme 180 pl
pufru ATL a 20 ul proteinazy K, nasledné jsme je zvortexovali ve vortexu (VX-
200 Vortex Mixer) a inkubovali pii 56°C (v AccuBlock™ Digital Dry Baths).

Poté jsme je znovu zvortexovali 15 s pied prikro¢enim k dal$imu kroku.

Pienesli jsme ligat do jiné mikrocentrifugové zkumavky a ptidali 200 ul pufru AL.

Ligat jsme nasledn¢ vortexovali 15 s.

Pridali jsme 200 pl etanolu (96 — 100%), zvortexovali a nechali stat, kratce jsme
obsah  mikrozkumavky  zcentrifugovali  (Spectrafuge™ 24D  Digital

Microcentrifuge) kvili kapkam na vicku.

Napipetovali jsme obsah zkumavky do Dneasy Mini spin column (obsahuje
membranu) a umistili do 2 ml sbérné zkumavky. Centrifugovali jsme na 8000 rpm
(centrifuga musi byt vzdy vyvazend) po dobu 1 min. Po centrifugaci jsme vyhodili

sbérnou mikrozkumavku s prefiltrovanym obsahem.

Nahradili jsme sbérnou mikrozkumavku novou a ptidali do ni 500 ul pufru AWL.
Nasledné¢ jsme centrifugovali 1 min. na 8000 rpm a odstranili sbérnou

mikrozkumavku s ptefiltrovanym obsahem.
Znovu jsme nahradili sbérnou mikrozkumavku a pfidali do ni 500 pl pufru AW2
a poté jsme centrifugovali 3 min. na 14 000 rpm. Nasledn¢ jsme odstranili sbérnou

mikrozkumavku s ptefiltrovanym obsahem.

Pienesli jsme mikrozkumavku s membranou do nové 1,5ml nebo 2ml

mikrozkumavky.
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8) Do stifedu membrany jsme napipetovali 200 ul pufru AE a inkubovali 1 min
pii pokojové teploté a nasledné jsme ji centrifugovali 1 min na 8000 rpm. V dolni
sbérné mikrozkumavce jsme ziskali izolovanou DNA. Pro zvySeni produktu

mizeme tento krok opakovat.

Pt. 2: Seznam pouzitych primerd.

Sety primert Sekvence forv. primeru Sekvence reverse primeru Publikace
, 5- .
MgDRBLR/MgDRB 5 GACCIZCZ;IEAR%\;{TCTA TAGTTGTRTCTGCCAGWA Bablgozss)pol.,
YGYGTCC-3"
Schad a

GAGTGTCATTTCTACA | CTCTCCGCGGCACAAAGG | spol., 2004/

JS1/DRB2 ACGGGACG AA Smulders a
spol., 2003

Pt. 3: PCR cyklus pro set primert (MgDRBL a MgDRBR).

Cast cyklu teplota cas pocet cykla
1. Denaturace 95°C 3 min
2. Denaturace 94°C 1 min

3. Annealing 48°C 45s 30

4. Elongace 72°C 30s

5. Extenze 72°C 10 min

6. Chlazeni 4°C

Pt. 4: PCR cyklus pro set primerti (JS1 a DRB2).

Cast cyklu teplota cas pocet cykli
1. Denaturace 95°C 3 min
2. Denaturace 94°C 1 min

3. Annealing 48°C 1 min 35

4. Elongace 72°C 30s

5. Extenze 72°C 10 min

6. Chlazeni 4°C
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Pt. 5: Ligace PCR produktu do vektoru a zaklonovavani do kompetentnich bunék.

1)
2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Zaligovali jsme PCR produkt do vektoru.

Pro kazdy vzorek jsme si pfipravili roztok slozeny z: 50 ng/ul pGEM® - T Easy
(0,5 pl) 2x Rapid Ligation Buffer (2,5 ul) a 3U/ul T4 DNA Ligase (0,5 ul).

Do roztoku jsme napipetovali 1,5 ul mého PCR produktu. Stocili jsme vzorky
v centrifuze a nechali je ligovat ptes noc v lednici.

Dalsi den jsme si nechali na ledé roztat chemicky kompetentni buiiky (Subcloning
Efficiency ™ DH50.™) a piepipetovali jsme z nich 25 pul pro kazdy vzorek.

Pridali jsme k nim 2,5 pl ligace a nechali je 20 min na ledu.

Buiiky jsme transformovali presn& 50 s v p¥istroji AccuBlock ™.

Pridali jsme 125 ul SOC piedehiatého na 37°C a nechali jsme bunky 1,5 hodiny
Vv rotacni skiinové ttepacce (Gallenkamp).

Plotny pro bakterie jsme si pfipravili den pfedem z 5 g agaru (Agar Bacteriological),
6,25 g LB (Broth, Miller) a 250 ml H0.

Takto pfipravené ploty jsme si dali pfedehiat do termostatu, nez jsme na né

ve flowboxu zacali nanaset X-Gal (40 pl).

10) Na kazdou popsanou plotnu jsme vyseli 80 pl transformovanych bunék. Pied kazdym

vysevem jsme sterilizovali ,,hokejku a nechali ji zchladnout.

11) Plotny jsme nechali pfes noc v termostatu na 37°C.

Pt. 6: Nastaveni cycleru pro program Colony PCR.

teplota cas cykly
95°C 3 min

94°C 1 min

50°C 1 min 35
72°C 1 min

72°C | 10 min
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Pt. 7: Pouzité sekvence MHC pro ML analyzu.

cislo 7
druh zkratka zemé lokalita genové

banky
Apodemus flavicollis AF32HR_1 Chorvatsko Sunja
Apodemus flavicollis AF32HR_2 Chorvatsko Sunja
Apodemus flavicollis AF13CZ Ceska republika Ejpovice
Apodemus agrarius AGR44HR Chorvatsko Jamarica
Apodemus flavicollis AF01DEU Némecko severni Némecko | AY699757.1
Apodemus flavicollis AF02DEU Némecko severni Némecko | AY699758.1
Apodemus flavicollis AF03DEU Némecko severni Némecko | AY699759.1
Apodemus flavicollis AF04DEU Némecko severni Némecko | AY699760.1
Apodemus flavicollis AF05DEU Némecko severni Némecko | AY699761.1
Apodemus flavicollis AF06DEU Némecko severni Némecko | AY699762.1
Apodemus flavicollis AF07DEU Némecko severni Némecko | AY699763.1
Apodemus flavicollis AF08DEU Némecko severni Némecko | AY699764.1
Apodemus flavicollis AF09DEU Némecko severni Némecko | AY699765.1
Apodemus flavicollis AF10DEU Némecko severni Némecko | AY699766.1
Apodemus flavicollis AF11DEU Némecko severni Némecko | AY699767.1
Apodemus flavicollis AF12DEU Némecko severni Némecko | AY699768.1
Apodemus flavicollis AF13DEU Némecko severni Némecko | AY699769.1
Apodemus flavicollis AF14DEU Némecko severni Némecko | AY699770.1
Apodemus flavicollis AF15DEU Némecko severni Némecko | AY699771.1
Apodemus flavicollis AF16DEU_HH Némecko Hamburg AY918078.1
Apodemus flavicollis AF17DEU_HH Némecko Hamburg AY918079.1
Apodemus flavicollis AF18DEU_HH Némecko Hamburg AY918080.1
Apodemus flavicollis AF19DEU_HH Némecko Hamburg AY918081.1
Apodemus flavicollis AF20DEU_HH Némecko Hamburg AY918082.1
Apodemus flavicollis AF21DEU_HH Némecko Hamburg AY918083.1
Apodemus flavicollis AF22DEU_HH Némecko Hamburg AY918084.1
Apodemus flavicollis |  AF23DEU_1 HH Némecko Hamburg AY918085.1
Apodemus flavicollis |  AF23DEU_2_HH Némecko Hamburg AY918086.1
Apodemus flavicollis AF24DEU_HH Némecko Hamburg AY918087.1
Apodemus flavicollis AF25DEU_HH Némecko Hamburg AY918088.1
Apodemus flavicollis AF26DEU_HH Némecko Hamburg AY918089.1
Apodemus flavicollis AF27DEU_HH Némecko Hamburg AY918090.1
Apodemus sylvaticus | ASYO01DEU_CHE | Némecko - Chorvatsko | nespecifikovana | AY699719.1
Apodemus sylvaticus | ASY02DEU_CHE | Némecko - Chorvatsko | nespecifikovana | AY699720.1
Apodemus sylvaticus | ASYO03DEU_CHE | Némecko - Chorvatsko | nespecifikovana | AY699721.1
Apodemus sylvaticus | ASYO04DEU_CHE | Némecko - Chorvatsko | nespecifikovana | AY699722.1
Apodemus sylvaticus | ASYO05DEU_CHE | Némecko - Chorvatsko | nespecifikovana | AY699723.1
Apodemus sylvaticus | ASYO06DEU_CHE | Némecko - Chorvatsko | nespecifikovana | AY699724.1
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Apodemus sylvaticus | ASYO7DEU_CHE | Némecko - Chorvatsko | nespecifikovana | AY699725.1
Apodemus sylvaticus | ASYO08DEU_CHE | Némecko - Chorvatsko | nespecifikovana | AY699726.1
Apodemus sylvaticus | ASY09DEU_CHE | Némecko - Chorvatsko | nespecifikovana | AY699727.1
Apodemus sylvaticus | ASY10DEU_CHE | Némecko - Chorvatsko | nespecifikovana | AY699728.1
Apodemus sylvaticus | ASY11DEU_CHE | Némecko - Chorvatsko | nespecifikovana | AY699729.1
Apodemus sylvaticus | ASY12DEU_CHE | Némecko - Chorvatsko | nespecifikovana | AY699730.1
Apodemus sylvaticus | ASY13DEU_CHE | Némecko - Chorvatsko | nespecifikovana | AY699731.1
Apodemus sylvaticus | ASY14DEU_CHE | Némecko - Chorvatsko | nespecifikovana | AY699732.1
Apodemus sylvaticus | ASY15DEU_CHE | Némecko - Chorvatsko | nespecifikovana | AY699733.1
Apodemus sylvaticus | ASY16DEU_CHE | Némecko - Chorvatsko | nespecifikovana | AY699734.1
Apodemus sylvaticus | ASY17DEU_CHE | Némecko - Chorvatsko | nespecifikovana | AY699735.1
Apodemus sylvaticus | ASY18DEU_CHE | Némecko - Chorvatsko | nespecifikovana | AY699736.1
Apodemus sylvaticus | ASY19DEU_CHE | Némecko - Chorvatsko | nespecifikovana | AY699737.1
Apodemus sylvaticus | ASY20DEU_CHE | Némecko - Chorvatsko | nespecifikovana | AY699738.1
Apodemus sylvaticus | ASY21DEU_CHE | Némecko - Chorvatsko | nespecifikovana | AY699739.1
Apodemus sylvaticus | ASY22DEU_CHE | Némecko - Chorvatsko | nespecifikovana | AY699740.1
Apodemus sylvaticus | ASY23DEU_CHE | Némecko - Chorvatsko | nespecifikovana | AY699741.1
Apodemus sylvaticus ASY24DEUCHE | Némecko - Chorvatsko | nespecifikovana | AY699742.1
Apodemus sylvaticus | ASY25DEU_CHE | Némecko - Chorvatsko | nespecifikovana | AY699743.1
Apodemus sylvaticus | ASY26DEU_CHE | Némecko - Chorvatsko | nespecifikovana | AY699744.1
Apodemus sylvaticus | ASY27DEU_CHE | Némecko - Chorvatsko | nespecifikovana | AY699745.1
Apodemus sylvaticus | ASY28DEU_CHE | Némecko - Chorvatsko | nespecifikovana | AY699746.1
Apodemus sylvaticus | ASY29DEU_CHE | Némecko - Chorvatsko | nespecifikovana | AY699747.1
Apodemus sylvaticus | ASY30DEU_CHE | Némecko - Chorvatsko | nespecifikovana | AY699748.1
Apodemus sylvaticus | ASY31DEU_CHE | Némecko - Chorvatsko | nespecifikovana | AY699749.1
Apodemus sylvaticus | ASY32DEU_CHE | Némecko - Chorvatsko | nespecifikovana | AY699750.1
Apodemus sylvaticus | ASY33DEU_CHE | Némecko - Chorvatsko | nespecifikovana | AY699751.1
Apodemus sylvaticus | ASY34DEU_CHE | Némecko - Chorvatsko | nespecifikovana | AY699752.1
Apodemus sylvaticus | ASY35DEU_CHE | Némecko - Chorvatsko | nespecifikovana | AY699753.1
Apodemus sylvaticus | ASY36DEU_CHE | Némecko - Chorvatsko | nespecifikovana | AY699754.1
Apodemus sylvaticus | ASY37DEU_CHE | Némecko - Chorvatsko | nespecifikovana | AY699755.1
Apodemus sylvaticus | ASY38DEU_CHE | Némecko - Chorvatsko | nespecifikovana | AY699756.1

Myodes glareolus MYGL20DEU_HH Némecko Hamburg EF434808.1

Myodes glareolus MYGL21DEU_HH Némecko Hamburg EF434809.1

Myodes glareolus MYGL22DEU_HH Némecko Hamburg EF434810.1

Myodes glareolus MYGL23DEU_HH Némecko Hamburg EF434811.1

Myodes glareolus MYGL24DEU_HH Némecko Hamburg EF434812.1

Myodes glareolus MYGL25DEU_HH Némecko Hamburg EF434813.1

Myodes glareolus MYGL26DEU_HH Némecko Hamburg EF434814.1

Myodes glareolus MYGL27DEU_HH Némecko Hamburg EF434815.1

Myodes glareolus MYGL28DEU_HH Némecko Hamburg EF434816.1
Microtus oeconomus MIO09POL_BIE Polsko NP Biebrza 349499584.1
Microtus oeconomus MIO10POL_BIE Polsko NP Biebrza 394499586.1
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Microtus oeconomus MIO11POL_BIE Polsko NP Biebrza 349499588.1
Microtus oeconomus MIO12POL_BIE Polsko NP Biebrza 349499590.1
Microtus oeconomus MIO13POL_BIE Polsko NP Biebrza 349499592.1
Microtus oeconomus MIO14POL_BIE Polsko NP Biebrza 349499594.1
Microtus oeconomus MIO15POL_BIE Polsko NP Biebrza 349499596.1
Microtus oeconomus MIO16POL_BIE Polsko NP Biebrza 349499598.1
Microtus oeconomus MIO17POL_BIE Polsko NP Biebrza 349499600.1
Microtus oeconomus MIO18POL_BIE Polsko NP Biebrza 349499602.1
Felis catus CATO01_GB Velka Britanie - 20975604
Canis familiaris DOGO01_ESP Spanélsko - 2394265
Homo sapiens HUMDRB_01 - - 15144263
Homo sapiens HUMDRB_07 - - 181818
Ovis aries SHP01_POL Polsko - 30691330
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