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Diverzita vybranych slozek Toll signalni drahy v systému
prirozené imunity u ceského strakatého skotu

Souhrn

Diverzita ve vybranych genech systému pfirozené imunity u ceského strakatého skotu
(CESTR) byla dokumentovdna pomoci resekvenovani populaéniho vzorku DNA. Vzorek
zahrnoval DNA ze souboru 164 byk(, ktefi reprezentuji genofond plemene. Byly vybrany
geny IRAK1 a IRAK4 jako klicové geny signalni drahy od Toll-like receptor(i a pro porovnani
gen MAL, ktery se podili na vyvoji T bunék v systému adaptivni imunity. Smés amplikonl o
délce 1500 bp pokryvajicich celé geny ¢i jen exonovou oblast v pfipadé MAL byla
resekvenovdna technologii PacBio. Porovnanim s referencéni sekvenci skotu UMD_3.1.1,
statistickym vyhodnocenim a pfipadné i shodou s verejnou databazi polymorfismd bylo
urceno 17 (z toho 12 novych), 15 (z toho 3 delece, 7 novych) a 2 polymorfismy pro /RAK1,
IRAK4 a MAL v populaci CESTR. Pro sledovani u jednotlivych zvifat bylo navrieno 18
genotypovacich reakci typu extenze primeru ve tfech saddch — multiplexech pro soubézné
provedeni. U sledovanych byku byly uréeny genotypy pro polymorfismy 5431G>A a 5452G>A
vIRAK1 a 23687del-4 vIRAK4 jako predpoklad pro planovanou asocia¢ni studii.
Bioinformatické hodnoceni funkénich dopadd polymorfism( v populaci CESTR identifikovalo
pouze jednu nesynonymni mutaci 5131A>G u IRAK1 (40,132,145 na chromozomu X) vedouci
k zdméné Val252Ala s predpokladanym primym ucinkem na funkci proteinového produktu.
Pro ptipadné efektivni vyuZiti téchto genl v rezistenénim Slechténi by musela byt diverzita

v populaci CESTR zvy3ena introgresi z celkového genofondu tura doméciho.

Klicova slova: skot, prirozend imunita, Toll-like receptory, diverzita, sekvenovani



Diversity of the selected components of Toll signalling
pathway in the innate immunity system of Czech Red Pied
cattle

Summary

Diversity in the selected genes of the innate immunity system of the Czech Red Pied cattle
(CRP) was documented with resequencing of a population DNA sample. The population
sample comprised DNA from a set of 164 bulls that represent the gene pool of the breed.
Genes IRAK1 and IRAK4 were chosen as the key genes for the signalling pathway of Toll-like
receptors. For comparison, gene MAL was included into the study. MAL participates in the
development of T-cells of the adaptive immunity system. The mixture of amplicons with
average length 1500 bp and covering the whole genes or only exon regions in the case of
MAL was resequenced with PacBio technology. Comparison of reads with the bovine
reference sequence UMD_3.1.1, statistical evaluation and potential match with public
polymorphism database determined 17 (including 12 novel), 15 (3 deletions, 7 novel) and 2
polymorphisms for IRAK1, IRAK4 and MAL, respectively. For genotyping of individual
animals, 18 reactions of primer extension type in three multiplexes for a simultaneous set up
were designed. In the studied set of bulls, the genotypes for the polymorphisms 5431G>A
and 5452G>A in IRAK1 and 23687del-4 in IRAK4 were determined as a part of the planned
association study. Bioinformatic evaluation of the functional impacts of the polymorphisms
found in the CRP population identified only one non-synonymous mutation 5131A>G in
IRAK1 (40,132,145 in chromosome X) that leads to a substitution Val252Ala with an assumed
direct effect on the protein product function. The potential effective exploitation of the
studied genes in the breeding for infection resistance would require increase in the diversity

of the CRP population by introgression from the global gene pool of cattle.

Keywords: Cattle, innate immunity, Toll-like receptor, diversity, sequencing
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1. Uvod

Ve Slechténi skotu je kladen vétSi dlaraz na znaky funkéni nez zdravotni,
predevsim ve vazbé na mléénou uzitkovost. S naristem mlécné uzitkovosti vSak dochazi
k zhorSeni reprodukénich vlastnosti, zhorSeni zdravotniho stavu a sniZeni délky
produkéniho Zivota. Za cenu vyssi produkce je tedy snizovdna odolnost zvirat. V pfipadé
drivéjSich ztrat zvifat z divodu nevyhodné genetické vybavy pfichazi vysoké funkéni
znaky vnivec. Pokud by existovaly genové varianty, které by prokazatelné zvyhodriovaly
jejich nositele, mélo by jisté smysl tyto varianty zaradit do Slechtitelskych programu.

Imunitni systém savcu je sloZen z vrozené a antigen specifické slozky. Antigen
specifické mechanismy (lymfocyty B a T) jsou oproti vrozené imunité, zalozené prevainé
na fagocytech, mnohem presnéjsi, ale daleko pomalejsi, pficemz jejich rozvoj trva
nékolik dni. Mechanismy vrozené imunity jsou proto prvni linii obrany proti patogendm.
Na povrchu leukocytd se nachdzi 10 ¢len( rodinu Toll-like receptor(, které funguji jako
¢idla rozezndvajici makromolekuly charakteristické pro potencialni patogeny. Jakmile se
cizorodd molekula vaze na receptor, dostdva bild krvinka signal a za¢ne vylucovat latky
(napft. cytokininy), které do mista signalu pfivolavaji dalsi buriky a vyvolavaji zanét.

Pro diplomovou praci byly vybrany dva geny, nachazejici se v signalni draze Toll-
like receptoru. Jedna se o geny IRAK1 a IRAK4. Tyto geny, jak jiz bylo zminéno v literarni
reSersi, hraji klicovou roli v signalizaci a funkci. Lze tedy predpokladat, ze se v téchto
genech populace ceského strakatého skotu bude vyskytovat polymorfismus, ktery by
mohl mit vliv na zdravotni stav jedincl. Na druhou stranu se jedna o evoluc¢né starou
drahu a pfislusné geny mohou byt konzervované s malou diverzitou. Jako treti gen byl
vybran gen MAL jako zastupce genl ze systému adaptivni imunity. Dlvodem byla jak
jeho znamd uloha v infekéni rezistenci, tak i mozna jind droven diverzity nez u genl(
konzervované Toll drahy.

Bezprostfednim cilem diplomové prace bylo uréit diverzitu v téchto genech,
charakterizovat nalezené varianty, navrhnout genotypovaci reakce pro jednotlivé

polymorfismy a zjistit jejich zastoupeni u jednotlivych zvitat ze sledovaného souboru.



2. Cil prace a védecké hypotézy

Ptirozena (vrozena) imunita vyuziva receptory, které se podileji na rozpoznavani
struktur patogennich mikroorganismu, a navazujici signdlni drahy. PFislusné geny netvofri
varianty v pribéhu vyvoje jedince, takZe pro adaptaci na zmény prostredi je nezbytna
jejich dostatecna variabilita v populaci. Proto bude proveden screening polymorfism( ve
vybranych genech Toll signdlni drahy ve zvolené populaci skotu. Nasledné budou
potvrzeny predpokladané alelické varianty pomoci genotypovacich metod. Tfeti oblasti
diplomové prace bude aplikace bioinformatickych metod pro funkéni charakterizaci
nalezenych variant receptorll pfirozené imunity. Cilem vyvoje laboratornich postupl pro
hleddni a funkéni hodnoceni genovych variant je doplnéni informaci z populacnich studii.
Kromé ndvaznosti na Slechtitelské projekty zamérené na zdravotni znaky poskytuje
variabilita receptorl pfirozené imunity nahled do jejich funkce a mechanismu

patogeneze.

Védecké hypotézy:
1. Geny, které kdduji ¢lanky Toll signalniho fetézce pfirozené imunity, jsou vyznamné
polymorfni v populaci ¢eského strakatého skotu.

2. Cast tohoto polymorfismu md potencidl pro vyuZiti ve $lechténi na zdravotni znaky.



3. Literarni reserse

3.1 Cesky strakaty skot

Cesky strakaty skot, zkracené CESTR, naleii do skupiny plemen horského
strakatého skotu. Jedna se o pdvodni plemeno skotu na uzemi Ceské republiky.
Z kraniologického hlediska spada do skupiny skotu ¢elnatého. Hlavnim pozadavkem pro
Cesky strakaty skot je kombinované produkéni zaméreni se zvyraznénymi znaky pro
dobré osvaleni, stfedni az vétsi télesny ramec, vyssi znaky mlécnosti a harmonicky
zevnéjsSek. Vysoka produkce kvalitniho mléka a masa jsou hlavni chovné cile plemene,
pficemz cilovy pozadavek by se mél, pro mlé¢nou uZitkovost, pohybovat kolem 6000 az
7500 kg mléka. Obsah bilkovin by mél byt nad 3,5 %. Primérny denni pfirGstek
v intenzivnim vykrmu by mél dosahovat vice nez 1300 g s jate¢nou vytéZznosti nad 58 %

(CESTR 2008; Skladanka et al. 2014).

Cesky strakaty skot je, hlavné diky vynikajicim vlastnostem, mezi které patii dobry
zdravotni stav (zejména mlééné Zzlazy), pravidelnd plodnost, snadné porody, vitalita
telat, bezproblémovy odchov, ocefiovdn jak chovateli, tak i zpracovatelskym pramyslem.
MIéko se vyznaluje zadoucim obsahem mléénych sloZzek v nejvyssich tfidach jakosti a

vysokou jate¢nou vytéznosti chutové vyrazného masa (CESTR 2008).

Cesky strakaty skot je pro svoje dobré vlastnosti a Siroké vyuZiti soucasti
celosvétové populace strakatych plemen. Tvofi pfiblizné jednu polovinu soucasného
stavu skotu v Ceské republice. Pro rok 2015 bylo registrovano deset chov( uznanych

jako genova rezerva (CESTR 2018).
3.1.1 Plemenitba c¢eského strakatého skotu

Hieben (2015) uvadi, Ze moderni Cesky strakaty skot vznikl ve 30. letech. V této
dobé byla snaha sloué¢it viechny razy strakatého skotu v Cechach a na Moravé. Po 2.
svétové valce dosSlo kprechodu od trojstranné uzZitkovosti (mléko-maso-tah)
k uzitkovosti dvojstranné (mléko-maso). Plemenitba v Ceské republice byla zajitovédna,
az na vyjimky (ojedinélého importu strakatého skotu z Némecka), vyhradné uvnitf
plemene. Dochdzelo tak k formovani samostatného plemena CESTR. PGvodem se tedy

jedna o plemeno izolované od ostatnich evropskych strakatych plemen. Odlisny chovny



cil a smér Slechténi prizplisobeny nasim podminkdam se projevil na vylucnosti tohoto
plemene, ale také na mnoha morfologickych znacich, jako je niZsi stupen osvaleni,
stfedni rdmec, celkova uslechtilost a priznivéjsi utvareni vemene. Za ucelem zlepsSeni
hlavné mlécné uzitkovosti byly vyuzivany rtizné formy ktizeni. Nejvhodnéjsim plemenem
pro tento ucel bylo zvoleno plemeno ayrshire, vroce 1949 byla uskutecnéna prvni
inseminace bykem Elsted Buffon H4078 v Rokytnici. Nasledné se do kfiZzeni zapojily i
dalsi zemédélské podniky.

V letech 1959 bylo do Ceské republiky dovezeno 10 &istokrevnych byk(, pficemsz si
kfizenci plemena ayrshire s Cervenostrakatym skotem ziskali u chovatelli oblibu.
Soucasny nazev ,Ceské strakaté plemeno” se zacalo pouZivat vroce 1967, krom
Cistokrevné plemenitby se zacalo vyuZivat také zuslechtovaci kfizeni za ucelem zvyseni
mlécné uZitkovosti a zlepSeni vlastnosti vemene.

V 60. letech se pro plemenitbu naddle vyuzZivalo ayshirské plemeno, které prevaziné
zlepSovalo produkci mléka, utvareni koncetin, funkéni a tvarové vlastnosti vemene a
pastevni schopnosti. V tomto obdobi se také zacala bézné pouzivat inseminace a

praktikovat prakticky na vSech kravach i jalovicich. Od 80. let se také zacala bézné
vyuzivat synchronizace fije.

Kfizeni plemen vzdy nemélo pozitivni vysledky, proto se postupné od kfizeni
s plemenem ayrshire upustilo (Urban 1997; Skladanka et al. 2014).

V roce 1990 byl zaloZen svaz chovatell, ktery realizuje Slechtitelsky program a vedeni
plemenné knihy. Od poloviny 90. let jsou vCR do plemenitby upfednostriovani
Cistokrevni byci, nebo byci s vysokym podilem ¢eského strakatého skotu.

Komplexni selekéni indexy vyuZiva vétSina populaci kombinovaného skotu. Tim je
umoznéna efektivni selekce zvifat v souvislosti s ménicimi se ekonomickymi
podminkami. Vétsi dlraz je kladen na znaky funkéni na uUkor znak( souvisejici se

zdravotnim stavem (Skladanka et al. 2014).



3.2 Imunitni systém

Cilem diplomové prace je dokumentovat vyuZzitelnou variabilitu v imunitnim
systém ceského strakatého skotu. Imunitni systém je organizace bunék a molekul se
specializovanou roli pfi obrané pred infekci. Imunitni systém se vyvinul pod obrovskym
selekénim tlakem, ktery byl zplsobeny patogeny. V disledku toho si mnohobunécné
organismy vyvinuly schopnost rozpoznat a eliminovat mikroby, které organismus
napadaji. Problémem je obrovskd variabilita patogen(, kterd je zpUsobena vysokou
frekvenci mutaci DNA u mikroorganisml (Medzhitov & Janeway 1997; Litman et al.
2005).

Existuji dva zdsadné odlisSné typy reakci na napadeni cizorodymi organismy.
Vrozend imunita reaguje pfi kazdém kontaktu s antigenem stejnou odpovédi a
mechanismy. Prendsi se v genetické informaci z generace na generaci. ZUstava tedy
neménnd a je pevné urcena genetickou informaci, kterou zdédil jedinec po predcich,
zatimco ziskand (specifickd) imunita se zlepSuje pfi opakované expozici dané infekci.
Vrozend imunita vyuzivd fagocyty (neutrofily, monocyty a makrofagy), burky, které
uvolfiuji medidtory zdnétu (bazofily, Zirné bunky a eozinofily) a NK (natural killers)
(Delves & Roitt 2000; Schroder & Tschopp 2010).

Vrozend imunita reaguje na antigeny okamzité, ale s mensi presnosti nez
imunita ziskana. Ta je vyvojové novéjsi neZ imunita vrozena a vyskytuje se pouze u
obratlovcl. Ziskana imunita je tvorfena bunécnou a humoralini slozkou. Reakce ziskané
imunity je pomala a jeji rozvoj mlze trvat nékolik dnd. Hlavnimi slozkami této imunity
jsou, bunécné faktory, tj. T-lymfocyty a B-lymfocyty. Humoralni slozku tvori protilatky a

cytokiny.

3.2.1 Specificnost ziskané imunity

Ziskana imunita je charakterizovana specificitou a vyviji se pomoci klonalni
selekce, tj. vybéru z obrovského repertoaru lymfocytl nesoucich antigen-specifické
receptory. Ty jsou ziskavany mechanismem V(D)J rekombinace, kterym je nahodné
spojovani segmentl genl kédujici specifické proteiny s izkym vztahem pro imunitni

reakce (Akira et al. 2006). Buriky, které zprostfedkovavajici ziskanou imunitu vznikaji



z lymfoidnich progenitord v kostni drfeni. Molekuly rozpoznavané receptory na
lymfocytech jsou obecné oznacovany jako antigeny (Pancer & Cooper 2006).
Organismus mUizZe potencidlné reagovat na témér jakykoliv antigen, ktery je vazan na
receptor. Mohou to byt malé jednoduché chemické struktury, ale i vysoce komplexni
molekuly. Receptor a protilatka je vlozena v membrané B-lymfocytl (Novotny et al.
1983; Garcia et al. 1999). Po aktivaci se zmnozuji a méni na pamétové B-lymfocyty, velka
Cast poté dozrdva v plazmatické bunky. Tyto bunky zacinaji produkovat protilatky a

presouvaji se do kostni dfené (Parker 1993; Grewal & Flavell 1998).

3.2.2 Vrozena imunita

Na rozdil od ziskané imunity, vrozeny imunitni systém se skladd z téch
imunitnich reakci, které postradaji imunologickou pamét. Tim padem charakteristika
vrozenych reakci zlstdva v prabéhu vyvoje jednotlivce nezménéna. Tento systém
vzniknul a vyvijel se dfive neZ systém ziskané imunity. Nicméné vady v téchto evolu¢né
primitivnich vrozenych mechanismech, jako jsou napfiklad ty, které se vyskytuji u
chronickych granulomatéznich onemocnéni, mohou byt pro organismus fatdlni (Fraser
et al. 1998).

Vrozend imunitni odpovéd neni Uplné nespecifickd, jak se plvodné predpokladalo, ale
spiSe schopna rozliSovat mezi vlastnimi antigeny organismu a Sirokou skalou patogend.
Vrozeny imunitni systém rozpoznava mikroorganismy pomoci omezeného poctu vzory
rozpoznavajicich receptorl (pattern recognition receptors, PRRs). Jedna se o receptory
kéddované vzarodecné linii, které mohou rozpozndvat patogeny na zdakladé
konzervovanych molekul typickych pro dany patogen. Tyto receptory se nachazeji
v bunkach ptirozeného imunitniho systému (makrofagy, dendritické burnky, monocyty,
neutrofily, epitelidIni buriky). Jednd se o protiklad systému ziskané imunity, ktery vyuziva

velkého mnozstvi preskupenych receptorl (Akira et al. 2006; Schroder & Tschopp 2010).

3.2.2.1 PRRs

PRRs rozpoznavaji mikrobiadlni slozky zndmé jako patogeny asociované

molekuldrni vzory (patogen-associated molecular patterns, PAMPS), které jsou nezbytné
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pro preziti mikroorganismu a organismy je mohou jen obtizné ménit. PRRs jsou neustale
exprimovany v hostiteli a detekuji patogeny nezavisle na Zivotnim cyklu. Jsou kédovany
v zarodecné linii a nezdvisle na imunologické paméti exprimované ve vSech burkdach
daného typu. Rzné PRRs reaguji se specifickymi PAMPs, vykazuji odliSné expresni vzory,
aktivuji specifické signalni drahy a vedou ke zfetelnym antipatogennim odpovédim

(Akira et al. 2006; Schaut et al. 2016).

3.3 Toll-like receptory

Toll, zakladajici ¢len rodiny TLR, byl plvodné oznacen jako genovy produkt
nezbytny pro vyvoj embryonalni dorzoventralni polarity v octomilce. Pozdéji bylo také
prokdzano, Ze hraje rozhodujici roli v antifungdlni odpovédi much. Dnes je
identifikovdno 12 ¢lend rodiny TLR u savc( (Akira et al. 2006).

Toll-like receptory zajistuji identifikaci extracelularnich a endosomalnich PAMPs, kterd
vede ke spusténi syntézy a sekrece cytokinl a aktivovani obrannych mechanism
hostitele (Davies et al. 2008).

Na zakladé primarnich sekvenci mohou byt TLR dale rozdéleny do nékolika
podrodin, z nichz kazda rozpozndava specifické PAMPs. Podskupina TLR1, LTR2 a TLR6
rozpoznava lipoproteiny, TLR4 bakterialni lipopolysacharidy a TLR5 protein flagelin,
zatimco TLR7, LTR8 a TLR9 rozpozndavaji nukleové kyseliny virového plivodu (Tabeta et
al. 2004). Nicméné TLR jsou neobvyklé vtom, Ze nékteré dokdzou rozpoznat velmi
odliSnou skalu ligand(, jako je rostlinny diterpen paclitaxel, fuzni protein respiracniho
syncycialniho viru, fibronektin a proteiny tepelného Soku, které se vyrazné lisi svoji
strukturou. TLR jsou exprimovany na rliznych imunitnich burikdch, véetné makrofagq,
dendritickych bunék a B-lymfocytd i na neimunitnich burikach, jako jsou fibroblasty a
epitelidlni buriky (Akira et al. 2006).

Bowie & O’Neill (2000) uvadéji, ze TLR2 je exprimovan v lymfatické tkani,
monocytech a zvlasté silné v lymfocytech periferni krve. Exprese TLR3 je zfejma
v mozku, srdci, ve svalech a plicich. Exprese TLR4 prevlada ve slezing, lymfocytech a také
v srdci. TLR5 byl detekovdn ve vaje¢niku, v monocytech v periferni krvi, v leukocytech a

v prostaté. TLR6 se vyskytuje prevainé ve sleziné, thymu, vaje¢niku a v plicich.



Podle Akira et al. (2006) neni exprese statickd, ale spiSe je charakteristicka
vreakci na patogeny, rGzné cytokiny a environmentalni stres. TLR mohou byt
exprimovany extraceluldrné, nebo intraceluldrné. Zatimco TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6
jsou exprimovany na povrchu buriky, TLR3, TLR7, TLR8 a TLR9 jsou téméf vyhradné
v intraceluldrnich kompartmentech, jako jsou endosomy a jejich ligandy (Novak 2014).
Vtabulce 1 lze vidét rozdéleni jednotlivych Toll-like receptori podle rozeznavani

mikrobialnich komponentt a druhu patogenu.

Table 1. TLR Reeogmlon of Microbial Components

Microbial Components Spaces TLR Usags
Bactena

LPS Gram-negative bactena TLR4
Diagyl ipopeptides Mycoplasma TLRE/TLR2
Tnacy! kpopaptides Bactena and mycobactana TLRV/TLR2
LTA Group B Streptococcus TLRETLR2
PG Gram-positive bactena TLR2
Porins Nelsseria TLR2
Lipoarabinomannan Mycobacteria TLR2
Flagsilin Flagsliated bactena TLRS
CpG-DNA Bactena and mycobactena TLR9

ND Lro pathogenic bactena TLR11
Fungus

Zymosan Saccharomyces cersvislae TLR&/TLR2
Phospholipomannan Candids alblcans TLR2
Mannan Candids albicans TLR4
Glucurono xylomannan Cryptococcus neoformans TLR2 and TLR4
Parastes

tGPl-mutn Trypanosoma TLR2
Gilycoinosioiphaspholpids Trypanosoma

Hemozon Plasmodium TLRY
Profilin-lke molecule Toxoplasma gonall TLR11
Viruses

DNA Viruses TLRY
dsRNA Viruses TLR3
ssRNA RNA viruses TLR7 and TLRS
Emelope proteins RSV, MMTV TLR4
Hemaggiutinin protein Measles virus TLR2

ND HCMV, HSV1 TLR2

Host

Heat-shock protein 60, 70 TLR4
Fbrinogen TLR4

ND = not determinad. See text for referances.

Obrdzek 1: Specifita TLR produktl v rozpoznavdani mikrobidlnich patogen( (Akira et al

2006).



Z obrdzku 1 Ize usuzovat, Ze velka ¢ast receptor(l rozpoznava Siroké spektrum patogen i
mikrobidlnich komponent(i. Napf. receptor TLR4 rozpozndva bakteridlni a fungalni

patogeny, ddle ale také ¢astice vir(l, prvokd, fibrinogen a proteiny teplotniho Soku.

3.3.1 Toll-like receptory u skotu

V genomu skotu je znamo 10 TLR gend, které se nachdzi na 7 chromozomech
(Sharma et al. 2006; Novdk 2014). Znich pro geny TLR2, TLR4, TLR6 a TLR9 byla
prokdzana asociace srezistenci na mastitidu u skotu. Konkrétné TLR2 a TLR4
rozpoznavaji slozky bakteridlnich bunék a jsou dullezité pri imunitni reakci na
grampozitivni a gramnegativni bakterie. Bovinni TLR2 mUzZe prenaset signaly z bakterii
Staphylococus aureus a Escherichia coli (Yang et al. 2008; Botos et al. 2011).

Buwitt-Beckmann uvadi, Ze TLR2 ve spojeni s TLR6 rozpozndava Sirokou skalu
sloZzek bakteridlni stény vcetné lipopolysacharidl, lipoproteinl a kyseliny teichoové.
Rovnéz peptidoglykan a kyselina lipoteichoova ze Staphylococcus aureus a dalsi
grampozitivni bakterie jsou rozpoznavany pomoci TLR2.

Uloha TLR v pfenosu signalu o infekci je podpofena Udaji o jejich expresi v
zavislosti na infekénich podnétech. Goldammer et al. (2004) uvadi, Ze geny TLR2 a TLR4
jsou vysoce exprimovany béhem mastitidy zpUsobené bakteriemi S. aureus a
Staphylococus uberis. Rovnéz koncentrace CD14 a sMD2 jako facilitdtord TLR2 a TLR4
jsou zvyseny v mléce béhem mastitidy zplsobené E. coli a S. aureus (Bannerman et al.
2004).

Davies et al. (2008) ve své praci uvadi, ze endokrinni buriky hraji dilezitou
mechanickou ulohu vobrané endometria proti bakteriim. Purifikované populace
endometridlnich epitelidlnich bunék exprimovaly TLR1 az TLR7 a TLR9, zatimco stromalni
buniky exprimovaly TLR1 az TLR4, TLR6, TLR7, TLR9 a TLR10. Exprese téchto TLR je velmi
dllezita, protoze detekuji bakteridlni PAMPs. Vrozeny imunitni systém v epitelidlnich
bunikach hraje klicovou roli v prevenci infekce endometria bakteriemi a ovliviiuje zmény

endokrinnich funkci.



3.4 Signalni drahy Toll-like receptoru

Toll-like receptory aktivuji nékolik typl signalnich drah. Vzdy zaleZi na kombinaci
¢ty adaptorovych molekul obsahujicich tzv. TIR doménu. Jedna se o vysoce
konzervovanou oblast spolecnou pro Toll-like receptory, receptor interleukinu 1 a
rostlinné R geny. Do této skupiny patfi protein TIRAP (toll-interleukin 1 receptor domain
containing adaptor protein), adaptorovy protein indukujici tvorbu interferonu (toll-like
receptor domain containing adapter inducing interferon B, TRIF/TICAM1), protein
Myd88 (myeloid differentiation primary response 88) a protein TRAM/TICAM2 (TRIF
related adaptor molecul 2) (Horng et al. 2001, Yamamoto et al. 2003; Conejeros et al.
2015). Interakce mezi doménami receptor(i a adaptor( této skupiny jsou nutné pro
spusténi signdlnich drah. Poté, co se ligand navdze na TLR, dochdzi k aktivaci signalni
kaskady. S navazanim ligandu TLR dimerizuje a dochazi zde ke konfiguraénim zménam a
zapojeni TIR domény TLR (Akira et al. 2006; Hosseini et al. 2015).

Nasledné jsou aktivovany transkripéni faktory NF-kB (jaderny faktor kB) a AP1
(aktivatorovy protein 1), které vyvolavaji syntézu zanétlivych cytokind, napf. interleukinu
6, interleukinu 8 a interleukinu 12 (Kawai & Akira 2007).

Myd88 a TRIF jsou zodpovédné za aktivaci rGznych signalnich drah, vedouci
IRAK4 a IRAK1 pres homofilni interakce s death domain tzv. smrticich receptord. Myd88
je nezbytny pro signalizaci vSech TLR s vyjimkou TLR3 (Takeda & Akira 2004; Russell et al.
2012). Tyto drahy také spoustéji antigen-specifické odpovédi pomoci regulace
kostimulac¢nich molekul v dendritickych bunkach. Dle molekuly Myd88 miliZzeme
rozliSovat dva typy signalnich drah. Drahu obsahujici Myd88 a drahu bez Myd88, nebot
Myd88 je, kromé TLR3, univerzalnim adaptorem a aktivatorem signalizace pro vSechny
Toll-like receptory (Kawai & Akira 2007; Yin et al. 2015).

TLR3 vyuzivd misto Myd88 molekulu TRIF, pficemz TRIF je také vyuZivan jako
alternativni cesta pro TLR4. V tomto pfipadé nastava interakce TIR domény receptoru a
molekul adaptoru. TLR4 navic vyuZivd kvazbé s TRIF adaptorem TICAM2/TRAM, na
rozdil od TLR3, ktery pfimo interaguje s TRIF adaptorem (Ob. 2) (Bhaladhare et al. 2016).
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Obrdzek 2: Schéma signalni drahy TLR (Zhu & Mohan 2010)
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Nasledné je signal zaznamendn molekulami TRAF3, IKK a TBK1. Poté jsou
aktivovany transkrip¢ni faktory IRF3 a IRF7 a dochazi kjejich translokaci do jadra
(Oshiumi et al. 2003). Honda & Taniguchi (2006) uvadi, Ze existuje 9 ¢lend rodiny IRF
(IFR1-IFR9) a nékolik IRFs, pficemzZ IRF3 je nezbytny v signalizaci TLR. IRF7, ktery je také
pfitomen v cytoplazmé a translokuje se do jadra po fosforylaci, je strukturalné
nejpodobnéjsi IRF3. Exprese IRF7 je slaba v nestimulovaném stavu, ale vreakci na
virovou infekci rapidné vzrista.

V pfipadé anti-bakteridlni skupiny TLR1, TLR2 TLR4 a TLR6 se myd88 vazie na
adaptor Mal (obr. 2). Spojeni Toll-like receptorll s adaptorovymi molekulami stimuluje
IRAK4 jako dalsi ¢lanek retézce. Ndasledné dochazi k fosforylaci molekuly IRAK4, kterd
aktivuje IRAK1 (obr 2). Poté se obé molekuly odstépi od Myd88 a dochazi k interakci
s dalSim ¢lankem TRAF6 (Kawai & Akira 2007; Chen 2005).

Jedna z moZnych drah TLR3 muZe vést pres protein RIP1, ktery posléze také
reaguje s molekulou TRAF6. E3 ligaza TRAF6 tvofi komplex s Ubc13 a UevlA na podporu
syntézy ubikvitinovych fetézcl pres lysin 63, které nasledné aktivuji TAK1 a MAP kindzy
(Chen et al. 2005).

Kindaza TAK1 (mitogen-activated protein kinase 7, MAP3K7) v kombinaci s TAB1,
TAB2 a TAB3 aktivuje dvé drahy zahrnujici komplex IKK a rodinu MAPK. Komplex IKK
obsahuje podjednotky IKKa, IKKB a IKKy a katalyzuje fosforylaci 1kB bilkovin. Tato
fosforylace je nezbytnd pro degradaci |kBs a naslednou jadernou translokaci
transkripéniho faktoru NF-kB, ktery jiz pfimo kontroluje expresi genl pro zanétlivé
cytokiny (Kawai & Akira 2007).

Druhd drdha se oddéluje potom, co TAK1 aktivuje MAPK drdhu. Ta
zprostfedkovava aktivaci AP-1. Tento transkripéni faktor, stejné jako NF-kB, reguluje

expresi genu pro zanétlivé cytokiny (Kawai & Akira 2007).

3.5 Negativni regulace Toll signdlnich drah

Rada molekul slouzi naopak k negativni regulaci signaliza¢nich drah TLR a jsou

proto nezbytné k omezeni zanétlivych reakci, které mohou v praxi vést az k septickému

Soku. Nékteré molekuly negativné reguluji expresi TLR, zatimco jiné negativné reguluji
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signalizaci od TLR pomoci sekvestrace, degradace a inhibici transkripce molekul
vyskytujicich se v signalizacnich drahach (Miyake et al. 1995).

Je identifikovdno nékolik intraceluldrnich proteint, které negativné reguluji
funkci adaptér( obsahujici TIR doménu (Kawai & Akira 2007).

Inhibi¢ni efekt na signalizaci vykazuji napfiklad tyrosinkindzové receptory TAM
(Rothlin et al. 2007). O’Neill (2008) uvadi, Ze glukokortikoidy také inhibuji aktivaci MAP
kinaz a transkripc¢nich faktor( IRF3 a IRF7, ¢imzZ zabranuji tvorbé zanétlivych cytokin(.
Pokud jsou polyubikvitinové fetézce vazany pres lysin 63, poté jsou proteiny aktivovany.

JestliZze jsou vazany pres lysin 48, jsou tyto proteiny degradovany (Chen 2005).

3.6 IRAK1

Interleukin-1-receptor asociovana kindza 1 ( Interleukin-1 receptor —associated
kinase 1) je serin/treonin-proteinova kinaza, ktera hraje dualeZitou roli v iniciaci vrozené
imunitni reakce proti patogentm. Podili se na signdlnich drahach Toll-like receptort a IL-
1R signalnich drahach. IRAK1 je ptipojen pomoci Myd88 do receptor-signdlniho
komplexu po aktivaci TLR. Asociace s molekulou Myd88 vede u IRAK1 k fosforylaci
pomoci IRAK4 a poté k autofosforylaci a aktivaci kindzy. Fosforylace E3 ubikvitinovych
ligaz PELI1, PELI2 a PELI3 bilkovinami podporuje polyubikvitinaci IRAK 1 fizenou témito
Pellino proteiny. Poté se ubikvitin vazajici doména NEMO vaZze na polyubikvitinovany
IRAK1, ktery spojuje komplex IRAK1-MAP3K7/TAK1-TRAF6 a komplex NEMO-IKKA-IKKB.
MAP3K7/TAK1 aktivuje IKK, coz nasledné vede k NF-kB jaderné translokaci a aktivaci
(obr. 2). PFi alternativni cesté fosforyluje TIRAP na podporu ubikvitinace a nasledné
degradace. Fosforyluje IRF7, aby doslo k jeho aktivovani a translokaci do jadra (Hacker
et al. 2006; Uniprot 2007).

Eberlein et al. (2009) uvadi ve své studii, Ze vysledky analyzy exprese u skotu
rozsitily funkéni vyznam IRAK1 pro rGzné tkané, véetné jater, kosternich svalll, mlécné
Zldzy a podkozniho tuku, které se podileji na metabolismu energie a tuku u skotu.
Podobné jako u clovéka byla exprese prokazana pro Sirokou Skalu bunécénych typ(, coz
podporuje predpoklad autor(i studie, Zze IRAK1 muze mit funkce presahujici regulaci

imunitni obrany.
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Obrazek 3: Poloha genu IRAK1 na chromosomu X a struktura genu IRAK1. Zpracovano programem Geneious (podle editace bovinniho genomu

UMD 3.1.1).
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3.7 IRAK4

Interleukin-1-receptor asociovana kinaza 4 ( Interleukin-1 receptor—associated
kinase 4, IRAK4) je, stejné jako IRAK1, serin/treonin proteinova kinaza, kterd hraje
dllezitou roli v iniciaci vrozené imunitni reakce proti patogentim. Podili se na signalnich
drahach Toll-like receptorl a IL-1R signalnich drahach. Po aktivaci TLR je okamzité vazan
molekulou Myd88 a spole¢né s molekulou IRAK2 tvofi receptor-signaliza¢ni komplex -
myddosom. Zpocatku fosforyluje IRAK1, &imz stimuluje kindzovou aktivitu a dalsi
autofosforylaci IRAK1 Fosforylace E3 ubikvitinovych ligaz PELI1, PELI2 a PELI3
bilkovinami podporuje polyubikvitinaci IRAK 1 Ffizenou Pellino proteiny (Uniprot 2006,
Yin et al. 2015). Pak se doména vdzajici ubikvitin IKBKG/NEMO vaZe na
polyubiquitinovanou molekulu IRAK1, kterd spojuje komplex IRAK1-MAP3K7/TAK1-
TRAF6 a komplex NEMO-IKKA-IKKB. MAP3K7/TAK1 aktivuje IKK (CHUK/IKKA a
IKBKB/IKKB), coZ vede ktranslokaci do jadra a k aktivaci NF-kappa-B. Alternativné
fosforyluje TIRAP na podporu jeho ubikvitinace a nasledné degradace. IRAK4 také
fosforyluje NCF1 a reguluje aktivitu NADPH po stimulaci LPS, coZ naznacuje podobny

mechanismus béhem mikrobialnich infekci (Uniprot 2006).
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3.8 MAL

Alternativni sestfih genu vytvafri ¢tyfi varianty transkriptu, které se navzajem lisi
pfitomnosti, nebo nepfitomnosti alternativné sestfizenych exonli 2 a 3. Protein
kéddovany genem MAL je vysoce hydrofobni membranovy proteolipid se ctyfmi
transmembranovymi oblastmi a se dvéma extraceluldrnimi smyckami patfici do rodiny
MAL proteolipidl. Nachazi se zejména v polarizovanych epitelidlnich burkach,
oligodendrocytech a lidskych T-lymfocytech (Zacchetti et al. 1995; Millan et al. 1997;
Genecards 2018).

Protein byl lokalizovan na v endoplazmatickém retikulu T-lymfocytl a jedna se o
kandidatni linkerovy protein v transdukci signdlu T-lymfocytd. Kromé toho je tento
protein lokalizovan v kompaktnim myelinu nervovych bunék a je zapojen do biogeneze a
funkce myelinu. Tento protein také hraje roli pfi tvorbé, stabilizaci a udrZovani
glykosfingolipidovych membranovych mikrodomén. Snizend regulace tohoto genu je
spojena s fadou lidskych epitelidlnich malignit (Genecards 2012).

V lidskych T-lymfocytech se MAL exprimuje na plazmatické membrané a podili se na
tvorbé imunologickych synapsi (Anton et al. 2008).

V polarizovanych epitelidlnich bunikdch je MAL lokalizovan na apikalni membrané a
predpoklddd se, Ze se bude pohybovat mezi Golgiho aparatem a plazmatickou
membranou v TGN systému. MAL také hraje rozhodujici ulohu pfi tvorbé, stabilizaci a

udrzovani lipidovych raftli obecné (Anton et al. 2011).
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4 Materidl a metody

4.1 Sada vzork(i DNA z populace CESTR

Vzorky DNA byly izolovany z inseminacénich davek byk( dodanych chovatelskym
druistvem IMPULS. Inseminacni davka v kapildfe (pejeté) byla rychle rozmrazena pfi
37°C a dale uchovdvana na ledu. Alikvota o objemu 50 plL byla centrifugovana ve
zkumavce 1,5 ml pfi 8000 ot/min po dobu 5 minut. Sediment byl 1x promyt 100 pL
fosfatového fyziologického roztoku (PBS) a znovu centrifugovan. Lyze byla provadéna v
225 ul lyzaéniho pufru ze soupravy MagSep Tissue (Eppendorf). Ke vzorku bylo pfidano
25 puL roztoku proteindzy K ze soupravy MagSep a 22 uL 1 M roztoku dithiothreitolu
(DTT). Po vortexovani po dobu 1 min byla smés 12 hodin inkubovana pti 56°C. Po
centrifugaci pti 11.000 g po dobu 5 min bylo 225 ulL supernatantu pfeneseno do 2 mL
mikrozkumavek (Eppendorf) a pouZito pro automatickou izolaci DNA na stanici
EpMotion. M5073 (Eppendorf). DNA byla v programu nejdfive vazana na suspenzi
paramagnetickych castic, tfikrat promyta a Cisty preparat byl ziskdn pomoci 30 - 100 pL
eluéniho pufru. Vytézek se u této metody pohybuje kolem 20 pg. Zasobni 1 M roztok
DTT byl pfipraven rozpusténim 1,545 g DTT v 10 mL H,O a filtraci pres antibakteridlni
nitrocelulézovy filtr s pdéry 0,2 uM, potom byl skladovan pfi -20°C. Sada vzork(i DNA 164
bykl byla vstupem diplomové prace. Oproti plivodnimu predpokladu, kvalita vSech DNA
vzorkd byla dostatecna pro reprodukovatelnou PCR, takZe nahrada jednotlivych vzorku
novymi izolacemi nebyla nutna. Osekvenovano bylo vSech 164 vzorkl, pro genotypovaci

reakce bylo vyuZito pouze 96 vzorkd(.

4.2 Upresnéni kddujicich oblasti vybranych gent a jejich amplifikace pomoci PCR

4.2.1 Upiresnéni kddujicich oblasti a vybér amplifikacnich primert

Podle dat z NCBI byly vyhledany jednotlivé geny IRAK1, IRAK4 a MAL. Z databaze

NCBI byly exportovany sekvence jednotlivych gen( a prislusné mRNA. Hranice exon(

byly vyhledany porovnanim sekvenci pomoci algoritmu ClustalW obsazeném v programu
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Bioedit a naslednou kontrolou na motivy intron-exonovych rozhrani. | kdyz jsou hranice
exonl uvadény v pouzité verzi bovinniho referen¢niho genomu UMD _3.1.1, nebyva
vymezeni exonl na zakladé strojové editace vzdy spolehlivé, proto byl pouzit nezavisly
postup.

Pro resekvenovani téchto gend bylo nezbytné je amplifikovat na potiebnou
koncentraci pomoci PCR. V literatufe nebyly dohledany Zzadné amplifikacni primery pro
tyto geny, proto byly primery pro vSechny geny navrhovany v rdmci diplomové prace. |
kdyz v pfipadé genl IRAK1 a IRAK4 byla amplifikaénimi Useky pokryta celd oblast genu, u
genu MAL byla vyuzZita znalost exon-intronovych rozhrani pro takovy navrh amplikon,
aby byly zahrnuty predevsim exony. Amplifikovat celou oblast genu MAL by bylo
technicky obtizné, navic diverzita v intronech nebyva funkéné vyznamna.

Nalezité amplifika¢ni primery byly vytvorfeny v programu Bioedit. Primery se
vybiraly tak, aby amplikony nabyvaly hodnot kolem 1500 nukleotid(l. Tyto hodnoty vSak
velmi kolisaly, nebot se vyskytovaly nevhodné oblasti pro navrh primerd. Nasledné byly
vSechny primery kontrolovdny v programu Oligoanalyzer na serveru firmy Integrated
DNA Technologies (www.idtdna.com). Zde byla sledovdana vazebnd teplota,
komplementarita mezi forward a reverse primery a vlastni komplementarita primeru,
ktera by mohla znemoznit nasednuti primeru na cilové misto na predloze DNA.

Primery byly objednany u firmy Eurofins Genomics (Konstanz, SRN). Dle
instrukci od dodavatele a podle vytéZzku byly lyofilizované primery fedény deionizovanou
vodou bez nukledz na vyslednou koncentraci 100 uM. Ve druhém kroku byly primery

fedény na koncentraci 10 uM na mikrodesti¢kach ve formatu 96.

4.2.2 Amplifikace fragmentl genii pomoci PCR

Pro PCR amplifikaci byly vyuzivany dva typy pfistroji: Biometra Thermocycler T-
Gradient Thermoblock (Biometra, Gottingen, SRN) a Eppendorf Mastercycler Gradient
Thermal Cycler 96 well (Eppendorf, (Eppendorf, Hamburk, SRN). Pro sloZeni reakéni
smési se vzdy vychazelo z instrukci od dodavatele. Nejprve byla testovana Tag DNA
polymerdza z katalogu Fermentas (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).
V pripadé uziti Tag DNA polymerdzy od Fermentas bylo sloZeni jedné reakce o objemu

10 pl nasleduijici: 6,9 pl H20, 1 ul koncentrovaného pufru o slozeni Tris-HCI 100 mM (pH
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8,8), KCI 500 mM a Nonidet 0,8%, dale byly pfidano 0,8 pul 25 mM MgCL», 0,2 pul 10 mM
dNTP, 0,06 ul Tag-polymerazy (5 U/ ul), 3 ul genomické DNA o koncentraci 2 ng/ul a 0,8
pl smési 10 uM reverse a forward primeru 1:1. Vice se osvédcil Basic PCR Master Mix od
firmy Generi Bitech (Hradec Kralové, CR). Tento mix pro PCR obsahuje enzym Tag DNA
polymerdzu v modifikaci hot-start, reakéni pufr, dNTP, MgCl; a aditiva zabranujici
inhibici PCR reakce. SloZeni jedné reakce o objemu 10 ul v pfipadé Basic PCR Master Mix
bylo 3,95 ul H,0, 5 ul Basic PCR Master Mix, 0,25 ul gDNA a 0,8 pl smési reverse a
forward primerd.

PFi pouZzivani termocyklert se pouZivaly ¢tyfi programy pro PCR amplifikaci, zobrazené

v tabulce 1.
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Tabulka 1 — Programy thermocycleru pro amplifikaci fragment( pro geny IRAK1, IRAK4, MAL.

Nazev programu krok ¢. 1 krok €. 2 (5 cykl() kroc. 3 (38 cykll) krok ¢. 4
Prog. 60/58°C 95°C-60s 95°C-30s 60°C-30s 72°C-120s 95°C-30s 58°C-30s 72°C-120s 72°C-360s
Prog. 62/60°C 95°C-60s 95°C-30s 62°C-30s 72°C-120s 95°C-30s 60°C-30s 72°C-120s 72°C-360s
Prog. 64/62°C 95°C-60s 95°C-30s 64°C-30s 72°C-120s 95°C-30s 62°C-30s 72°C-120s 72°C-360s
Prog. 66/64°C 95°C-60s 95°C-30s 66°C-30s 72°C-120s 95°C-30s 64°C-30s 72°C-120s 72°C-360s

Vsechny programy pro amplifikaci fragment( byly sestaveny na stejném principu. Krok ¢. 1 byl vidy Uvodni denaturacni krok po dobu
jedné minuty. Prvni typ cykll se zvySenou specifiénosti byl sloZzen ze 3 po sobé jdoucich krokl. Prvni fazi byla denaturace na 95°C na 30 sekund.
Nasledovala anelacni faze, ur¢ena pro nasednuti primerQ. V této fazi se vSechny programy lisi teplotou, ¢as zUstal stejny — 30s. Posledni
elongacni faze byla opét pro vSechny programy stejna - 72°C po dobu 120 sekund. Druhy typ cykll s nizsi specificnosti a vysSim vytézkem se
skladal opét ze 3 krok(l. Prvni faze byla opét denaturace pfi 95°C na 30 sekundu. Anelacni faze byla opét rozdilna v pouzitych teplotach pro
vSechny programy, zména byla v anela¢ni teploté, ktera byla navic na rozdil od prvniho typu cykll snizena o 2°C. Elongacni faze byla stejna jako
u kroku €. 2. Poslednim krokem byl dodatecny krok €. 4, ktery byl uréen k dosyntetizovani komplementarnich vidken DNA.

Po ukonceni PCR nasledovala kontrola fragmentl pomoci elektroforézy. Produkty PCR byly skladovany pfi 4°C, dlouhodobé pfi -20°C

22




4.2.3 Kontrola fragmentti pomoci elektroforézy

Po PCR byly vSechny fragmenty testovany na elektroforéze, pficemz jako nosic¢
byl zvolen 1,6 % agardzovy gel. Pro pfipravu bylo pouzito 1,6 g agarézy na 100 ml pufru
TBE (Tris - borat - EDTA). Nasledné byl agardzovy roztok povaren v mikrovinné troubé po
dobu pfiblizné Sesti minut. Poté bylo pfiddno 10 ul fluorescencéniho barviva GelRed
(Biotium, Fremont, USA) na 100 ml agarézového gelu.

Tento roztok byl nasledné nalit do vysky pfiblizné 1 cm do pfedem pfipravené vany
s hfebinky a nechal se ztuhnout po dobu pfiblizné 45 minut. Poté se vyjmuly hiebinky a
do vany srozdélenymi komorami (jednalo se o typ vysokorychlostni horizontalni
elektroforézy Liberty, vyrobce Biokeystone Company, EI Monte, CA, USA) byl nalit
do komor elektrod chlazeny pufr TBE, do komor nad gelem se nalila chlazend H,0. Do
jamek po hrebinku se nasledné nandsel produkt PCR spole¢né s nanasecim pufrem (6x
Loading solution, vyrobce Fermentas), kterym byla umoZnéna kontrola vloZzeni PCR
produktu do jamky a také uréeni rychlosti migrace fragment( v gelu podle barevnych
znacek xylencyanolu a bromfenolové modfi. Do postrannich jamek gelu byl také pridan

hmotnostni standart GeneRuler 100 bp Plus z katalogu Fermentas.
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GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder
0’GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder,
ready-to-use
bpng/0S5pg % bp
2000 280 56
? 2000 280 56 — 3000
1500 28.0 58 — 2000
/1200 280 56 — 1500
/ 1000 200 160 %
4900 270 54 — 3300
= 7800 27.0 54 — 800
= — 700 270 54 - 700
£ — 800 27.0 54 ~ 600
5 —~ 500 800 16.0
B _ 400 300 6.0 — 500
§ — 300 300 6.0 _ 400
W — 200 300 6.0
L | 2
3 _ 100 300 60 300
=
.Q
< ~ 200
0.5 pafane, 8 cm length gel,
1XTBE, 5 Viem, 1 h 2
g
g
= — 100
)
w
0.5 pafane, 20 cm length gel,
1XTAE, 8 Viem, 3 h

Obrazek 6: Rozdéleni hmotnostniho standartu na agarézovém gelu (podle podkladd

Thermo Fisher Scientific)

Elektroforetickd vana byla pripojena ke zdroji a pfi konstantnim napéti 200 V byly
vzorky déleny po dobu pfiblizné 40 minut (¢as zavisel na po¢tu van zapojenych soucasné
ke zdroji). Po ukonceni elektroforézy byl gel premistén na modry transluminator
UltraBright LB-16 (MaestroGen, Hsinchu, Tchaj-wan) a byl ovéfen vysledek. Toto
pozorovani bylo spiSe vyuzivano jako prvotni kontrola vysledku PCR. Pfi pritomnosti
produktl reakce byl gen prenesen pod fluorescenéni kameru G:BOX Chemi XR (Syngene,
Cambridge, UK), kde byly potizeny konecné snimky s hornim UV osvétlenim a ethidium
bromidovym emisnim filtrem a exportovdany do elektronické podoby. Vysledné
fragmenty byly na pocitaci porovnavany s hmotnostnim standardem pro presné urceni
hmotnosti PCR produktl a zdroven byl porovnanim intenzit fluorescencniho signdlu

urcen vytézek. V pfipadé nelspéchu pfi identifikaci fragmentu se pracovni postup vracel
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zpét k PCR amplifikaci. Pokus byl opakovan s pouzitim jiného teplotniho programu na

cykléru, jiného druhu DNA polymerazy ¢i s eliminaci moznych zdroj kontaminace.

4.2.4 Priprava vzorku pro NGS

V prvnim kroku byl pfipraven smésny vzorek gDNA zcelé populace. Po
amplifikovani vSech PCR fragment(l ze smésného vzorku gDNA byly vSechny produkty
smichdny do nového smésného vzorku amplikon( s dlirazem na stejnou molaritu u
vSech fragment(. Nasledné byla smés amplikonl Ccisténa sadou QIAquick PCR
Purification Kit (Qiagen), ktera je urcena k purifikaci jedno a dvouvlaknovych fragment
DNA z PCR. Dle navodu se pred pouZitim musi pfidat ethanol (96-100%) po rysku na
zkumavce s doddvanym pufrem PE a pH indikator | v poméru 1:250 do pufru PB.

Nasledné se pridaval pufr PB v poméru (objemovém) 5:1 k PCR vzorku. Zkumavka
s absorpéni kolonkou byla vloZzena do centrifugy spole¢né s odbérovou zkumavkou. Pro
navazani DNA byl vzorek nanesen na kolonku QIAquick a centrifugovan 60 sekund.
Nasledné byla odbérova zkumavka vyprazdnéna a znovu pouzita pro promyti vzorku. Pro
promyti bylo pfidano 0,75 ml pufru PE na kolonku a zkumavky byly opét centrifugovany
po dobu 60 sekund. Obsah odbérové zkumavky byl vylit a zkumavka opét nasazena zpét,
pficemz se centrifugace jednou opakuje pro odstranéni zbytk( alkoholu. Ty by vyrazné
snizily rozpustnost DNA pfi jejim vymyti z kolonky v dalSim kroku. Poté je horni
zkumavka s kolonkou umisténa do cisté 1,5 ml zkumavky pro purifikovany vzorek DNA.
Pro vymyti DNA se pfiddvalo 50 ul eluéniho pufru (EB) obsahujiciho 10 mM Tris-HCI, pH
8,5, do stfedu kolonky ve vrchni zkumavce a nasledné centrifugovalo po dobu 60

sekund.

4.3 Vyuziti vysokokapacitni metody pro screening polymorfismu ve vybranych genech

Smésny vzorek byl ve zmrazeném stavu odeslan na sekvendator PacBio RSIl od
spolecnosti Pacific Biosciences (Menlo Park, CA, USA) ve spadové servisni laboratofi
Eurofins Genomics (Konstanz, SRN). Jedna se o technologii, ktera nabizi délku c¢teni az v
praméru 20 kb. Pfesné oznaceni technologie je Single Molecule Real-Time sequencing

(SMRT). Principem technologie je pfimé sekvenovani dodanych templatovych fragmentu
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a nedochazi zde k jejich amplifikaci, na rozdil od vétsSiny ostatnich sekvenacnich zaftizeni
pro NGS. Fragmenty jsou ¢teny opakované béhem jednoho béhu pfistroje, protoZe jsou
uzavieny do cirkularniho konstruktu. Porovnanim opakovanych c¢teni téhoz mista
templatu se zvysuje presnost konecné (konsensni) sekvence DNA. Tato metoda také
vykazuje vétsi spolehlivost pfi ¢teni usekl s dlouhymi repeticemi a oblastmi bohatymi na

GC baze.

4.4 Identifikace variant a porovnani s databazovymi Gdaji o variabilité skotu

Vysledky zaslané od laboratofe Eurofins Genomics ve formdatu FASTA byly

zpracovany v programu Geneious, kde byly funkci mapovéani podle podobnosti sekvenci
v programu Geneious prifazeny k prislusnému genu. Pro mapovani byl pouzit algoritmus
implementovany v programu Geneious. Zde mohly byt urfeny prectené sekvence -
ready - odpovidajici jednotlivym amplikonlim v sekvenované smési.
Poté byla vyuzita funkce nalezeni sekvencnich variant na zdkladé statistického
vyhodnoceni mapovanych read(l. Byly hleddny varianty, u nichZ pravdépodobnost
nahodného puvodu byla nizsi nez 0,01. Nalezené varianty byly exportovany jako tabulka
ve formatu csv. PFi vizudlni kontrole sekvencnich variant oznacenych programem byly
vybrany takové mutace, které se zdaly jako realné. Také byly vyfazeny chyby, které
vznikly charakteristickou chybovosti technologie PacBio, napt. kolisani v poctu
prectenych opakujicich se nukleotid( jako v zaméné G(4)->G(5).

Jednonukleotidové polymorfismy (single nucleotide polymorphisms, SNP), které
nebyly vyfazeny vizudlni kontrolou, byly porovnavany s polymorfismy zaznamenanymi
v databazi EBI (European Bioinformatics Institute). Seznam variant znamych k urcitému
datu pro pfislusny gen tura domaciho byl exportovan ve formé csv souboru (viz pfiloha 1
a 2). Lokalizace variant vychazela z editace bovinniho genomu UMD_3.1.1 (University of

Maryland).

4.5 Navrh sady genotypovacich reakci pro nalezené varianty a jejich ovéreni.

Protoze sekvenovani smésného populacniho vzorku neposkytuje informaci o

pfifazeni jednotlivych SNP k pfislusSnym jedincim, byly pouZity genotypovaci reakce.
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Konkrétné byla pouZita metoda extenze primeru (Hoogendoorn et al., 1999), a to

v komeréni verzi SNaPshot (divize Life Technologie firmy Thermo Fisher Scientific).

4.5.1 NavrZeni extenznich primert

Extenzni primery byly navrzeny tak, aby pfiléhaly v pfimé nebo reverzni orientaci
k variabilnimu nukleotidu. Primery byly navrieny v programu Geneious, pficemz jejich
délka byla optimalizovdna tak, aby byla v rozmezi 20 az 30 nukleotid( a také aby se
zastoupeni GC nukleotidd pohybovalo kolem 60%. Primery byly kontrolovany
v programu Oligoanalyzer na serveru www.idtdna.com na autokomplementaritu, t;j.
komplemetaritu uvnitf primeru vedouci k tvorbé homodimer(, a na tvorbu vlasenkovych
struktur. Na zakladé téchto parametru se vybral z dvojice pfimy/zpétny primer ten, ktery
vykazoval vhodnéjsi vlastnosti. Na 5 konec zakladni sekvence primeru byl pfidan polyT
usek, aby se délka primer(i v jednom multiplexu stupfiovala po péti nukleotidech a bylo
mozné urcCovat soucasné vice produktl vjednom vzorku pfi déleni na jedné kapilare

automatického sekvenatoru.

Samotné urceni nukleotidu v misté mutace probihalo na zakladé odlisSnych
fluorescencnich znacek spojenych s dideoxynukleotidtrifosfaty v reakéni smési soupravy
SNaPshot (SNaPshot Ready Reaction Mix). Ta obsahuje reakéni pufr, Tag DNA
polymerdzu a fluorescenéné znacené dideoxynukleotidtrifosfaty (ddNTP). Jako
templatova DNA byly pouzity fragmenty nesouci polymorfismy amplifikované pomoci

PCR z DNA jednotlivych zvirat.

4.5.2 Amplifikace fragmentl obsahujici polymorfismy

Dle souradnic SNP na jednotlivych genech bylo uréeno, na jakém amplifika¢nim
fragmentu se dany SNP nachazi. Tyto fragmenty byly vybrany a znovu amplifikovany pro
kazdého jedince zvlast. Pro kaidy fragment se vyuZival specificky program PCR
amplifikace, jako enzym byl zvolen gb Basic PCR Master Mix od firmy Generi Biotech.

Produkty PCR byly po vyjmuti z thermocykleru uloZzeny ve 4 °C.
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4.5.3 Cisténi amplifikaénich fragmentt

Pomoci smési exonukleazy a fosfatazy byly odstranény prebytecné amplifikaéni
primery a dNTP, které by mohly mit negativni efekt pro nasledujici reakce. Pro precisténi
6 ul vzorku bylo pouZito 1,8 pl termosenzitivni alkalické fosfatazy FastAP, 1 U/ulL
(Fermentas, Vilnius, Litva, kat. ¢. EF0651) a 0,8 pl exonukleazy I, 20 U/uL (Fermentas, k.c.
ENO581). Po promichani byly vzorky vloZeny do thermocykleru a inkubovany na
mikrodesticce po dobu pul hodiny pfi 37 °C. V dalSim kroku jsou enzymy inaktivovany

zahtatim na 85°C po dobu 15 minut.
4.5.4 Provedeni genotypovacich reakci

Pro ovéreni genotypovacich reakci bylo nejprve vyuzito zbytku PCR produktd,
které byly plivodné pfipraveny pro NGS sekvenovani. Po amplifikaci novych fragmentu
bylo vyuZito pro ovéreni reakci vidy prvnich 12 bykl z kazdé desticky daného fragmentu.
Produkty PCR byly smichdny do multiplexnich genotypovacich reakci tak, aby
nedochazelo k prekryti primerd pro jednotlivé SNP. Pro jednu reakci se vyuzivalo 3 pL
PCR produktu, 5 pL reakéni smési SNapshot od firmy Life Technologie a 2 plL extenzniho
primeru o koncentraci 0,1 pM. Desticka s namichanymi reakcemi je vloZena do
thermocykleru a je spustén program odvozeny ze standardniho programu pro pouziti
soupravy SNaPshot, ktery je slozen z 25 cykld s tfemi kroky. Prvni krok trva 10 sekund pfi
96 °C, druhy 5 sekund pti 50 °C a treti 30 sekund pfi 60 °C. Poté dochazi k zchlazeni na 4
°C.

Nasledné je smés CiSténa pomoci FastAP v mnoiZstvi 1 pL na reakci. Po
promichani byly vzorky opét vloZzeny do thermocykleru a inkubovany na mikrodesticce
po dobu pul hodiny pfi 37 °C. DalSim krokem jsou enzymy inaktivovany zahfatim na 85°C
po dobu 15 minut. Dva uL produktu jsou ddle pouZzity na pro fragmentovou analyzu na
sekvenatoru.

Fluorescen¢ni produkty byly preneseny do formamidu a doplnény fluorescencné
znaCenymi standardy GeneScan 120 LIZ (Thermo Fisher Scientific) v poméru 8,5 plL
formamidu + 1 pL vzorku + 0,5 pL standard(. DNA byla denaturovana pro oddéleni
produktl od templdtu zahiatim na 5 min pfi 95 °C a rychlym zchlazenim (Novék et al.

2018).
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Déle byly vzorky déleny na kapildrni elektroforéze (sekvendatoru) ABI 3130 (Applied
Biosystems; Foster City, CA, USA). Fluorescenéni markery, které jsou pouZity v soupravé
SNaPshot a v standardu GeneScan 120 LIZ, byly rozliSeny sadou filtrd E5. Jedna se o
fluorescencni barviva dR110, dRGG, dTAMRA, dROX a LIZ. Primarni elektroferogramy

byly hodnoceny programem PeakScanner (Thermo Fisher Scientific).

4.6 Urceni genotyplu ve vybranych genech pfirozené imunity u modelové skupiny

zvirat.

Cilem genotypovani bylo 96 vzork(i DNA od jednotlivych bykl Reakce SNaPshot
byly provadény tak, jak je popsano v bodé 4.5.4. Ziskané soubory z elektroforetického
rozdéleni produktl multiplexnich reakci ve formatu fsa pro jednotlivé vzorky byly
importovany do programu PeakScanner, kde z nich byl vytvofen pro jednotné
zpracovani samostatny projekt. V rdmci programu byly sjednoceny zakladni linie pro
vSechny barevné kandly a probéhla kalibrace migra¢niho ¢asu na zakladé vnitfniho
standardu GS-120LIZ v oranZzovém kandlu. Polohy vSech dalSich peak( byly exportovany
do textového souboru a zpracovany v tabulkovém procesoru pro urceni distribuce peaki
v jednotlivych barevnych kandlech. Identifikované peaky byly ddle oddéleny pro ziskani

udajli o distribuci a ¢etnosti jednotlivych alel.

4.7 Predpovéd funkcénich zmén v disledku nalezenych mutaci.

Na zakladé analyzy vysledkl z NGS byly vybrany kandidatni SNP, které by
potencialné mohly zplsobovat funkéni zmény jednotlivych aminokyselin. V prvnim kroku
byly polymorfismy vyhledany a porovnany v databazi EBI (European Bioinformatics
Institute). V pripadé, Ze zde byla udaj o funkéni charakteristice daného polymorfismu,
byl tento uUdaj poznamenan do tabulky funkénich zmén. V nasledujicim kroku byly
kandidatni polymorfismy hodnoceny pomoci program@ VEP (Variant Effect Predictor) a
SIFT (Sorting Intolerant from Tolerant) v databazi ENSEMBL
(https://mww.ensembl.org/vep), zjisténé informace byly opét zapsany do tabulky

funkcnich zmén.
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5 Vysledky

5.1 Upresnéni kddujicich oblasti a vybér amplifikacnich primert
5.1.1 Upfesnéni kédujicich oblasti a vybér amplifikacnich primert pro IRAK1

IRAK1 dle databaze NCBI lezi na chromozému X na soufadnicich 40127018 —
40133423 (podle editace bovinniho genomu UMD 3.1.1) a obsahuje 6406 nukleotid( a
13 exonll. Vzhledem ke kratké sekvenci genu byl amplifikovdn cely gen IRAK1, to
znamena, Zze amplifikované useky zahrnuly i méné zajimavé introny. Bylo navrzeno 5
pard primerQ, pricemz amplifikované uUseky se na koncich navzdjem prekryvaly a
zamérem bylo pokryt cely gen (tab. 2).

Tabulka 2: Primery pro gen IRAK1

Nazev primeru | Sekvence primeru pocet nukleotidi | pomér GC (%)
IK1_1F GCGGGCGGTTCAGCTCCGAAAC 22 68,2
IK1_1R GGAGCATCATTGAGGGCATCAAGGC 25 56,0
IK1_2F GAGGGTAGGGAACCGCAGGGCA 22 68,2
IK1_2R GGGCAGGTCTGCTCCTCCGTGG 22 72,7
IK1_3F GAGCCCAGGCAACACACCAGC 21 66,7
IK1_3R CCTGGCCTCAGCGACTGGACATCC 24 66,7
IK1_4F GTCCCCGCCTCACCTCTTGACA 22 63,6
IK1_4R GCCATCTCCAGCCCCCTCATCTACC 25 64,0
IK1_5F TGCCTAGGGTGGCCCAGGGGACCA 24 70,8
IK1_5R CCGCCCTGATCGTCCGCGACCAG 23 73,9

Z divodl nevhodnych oblasti pro primer nabyvaly amplifikacni Useky rlznych délek

kolem hodnoty 1500 nukleotid(. Pro vétsi prehlednost se pouzivaly soufadnice gen(.

Tabulka 3: Poloha a délka amplifika¢nich primer( pro IRAK1

pocet
pocatek | konec nukleotid(
fragment 1 36 1552 1517
fragment 2 | 1413 2954 1542
fragment 3 | 2846 4374 1529
fragment4 | 4263 5776 1514
fragment5 | 5665 6410 746

5.1.2 Upfesnéni kodujicich oblasti a vybér amplifikacnich primert pro gen IRAK4
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IRAK4 dle databaze NCBI lezi na chromozému 5 na souradnicich 36877855 —
36905971 (podle editace bovinniho genomu UMD 3.1.1) a obsahuje 28.117 nukleotid( a
12 exonli. Exony genu jsou rozptyleny po celé jeho délce, proto by omezeni
amplifikované oblasti pouze na exony nepfineslo vyraznou Usporu pracnosti a nakladu.

Proto byl gen opét amplifikovan cely za pouziti 20 par( primert (Tab. 3).

Tabulka 4: Primery pro amplifikaci bovinniho genu IRAK4

Nazev Primeru | Sekvence pocet nukleotidd | Pomér GC (%)
IK4-1F GCTACTGAGGGTCTCACAAGGC 22 59,1
IK4-1R GTGAAGGAGGTGGGGTCTGTC 21 61,9
IK4-2F CCACTGCATTTCACCATGCTGCC 23 56,5
IK4-2R CCCCTCTACTGTCTGCCCCTGTG 23 65,2
IK4-3F CACACACACACACAGAGGGGAAG 23 56,5
IK4-3R CCTAAGGCCCACTTGACTTCAC 22 54,5
IK4-4F GGTGTGATCACTCACCTAGAGCCA 24 54,2
IK4-4R ATGGACTGCAGCACTCCAGGC 21 61,9
IK4-5F GGATGGCATCACCGACGTGAT 21 57,1
IK4-5R GGAGTGGGGTGGGAGTGGTTG 21 66,7
IK4-6F ACCACCCTTTCTTCCCTGACACC 23 56,5
IK4-6R GTCCCCATGCCCAGCACTGAG 21 66,7
IK4-7F GAAGACCCGCAACGTGTTACAG 22 54,5
IK4-7R GGACTGCAAGGAGGTCCAACC 22 63,6
IK4-8F CCTCCCAGCATCAGGGTCTTTTC 23 56,5
IK4-8R CCTGGAACGTGAAGTCAAGTGGG 23 56,5
IK4-9F AGTCCTGTGGCCACTGCTGAG 21 61,9
IK4-9R TGGATGGAGGAGCCTGGTAGG 21 61,9
IK4-10F CAGTCGTGTCCAACTTTGTGTGACC 25 52,0
IK4-10R CCCAGGGCTGATCTCCTTCAG 21 61,9
IK4-11F GGACTGTGAAGAAGGATGAGCCCC 24 58,3
IK4-11R CTGCAGTGCAGGAGACCCAGG 21 66,7
IK4-12F GAATACTGGAGTGGATTGCCATGCCC 26 53,8
IK4-12R ATGAACTGCAGCACACCAGGC 21 57,1
IK4-13F GGCATCTGGTCCCATCACTTC 21 57,1
IK4-13R GTGTCCAACTCCTTGCGACCC 21 61,9
IK4-14F TGGGTTGGGAAGATCTCCTGG 21 57,1
IK4-14R CTTCCACCCTGATGGGACTCT 21 57,1
IK4-15F GGCAACCAGACACGAACCCAC 21 61,9
IK4-15R TCCCTTCCTTTCCCCCATCCC 21 61,9
IK4-16F GGAGCCCAGTCTGGCACTCTG 21 66,7
IK4-16R CGTGCGCTGCCTCAGTCTTGG 21 66,7

31



IK4-17F CCACCACGGAAGTCCCTTCTCCC 23 65,2
IK4-17R GCCACTGGCCTGCTGAGAACG 21 66,7
IK4-18F CACTTGCCTTTGCTCATCTCCCTG 24 54,2
IK4-18R GCCAGCTTTCCCAGATGGTGC 21 61,9
IK4-19F CCAGGCTTCTCTGTCCACAGG 21 61,9
IK4-19R GCTAGTGGTAAAGGACCCACC 21 57,1
IK4-20F CCATTCCTTCTCCAGGGGATCTTC 24 54,2
IK4-20R CCCTTCGTAGTACCTGGGTCC 21 61,9

Pro gen IRAK4 bylo obzvlasté obtizné vyhledat vhodnou oblast pro primery, prevazné
kvlli oblastem bohaty na baze adenin a thymin, kde by byl podil GC v primerech znacné

nizsi nez optimalni 60 %. Amplifikacni Useky tedy nabyvaly riznych hodnot.

Tabulka 5: Poloha amplifikacnich primer(i pro IRAK4 a délka amplifikovanych usek(

pocet pocet
pocatek | konec |nukleotidd pocatek | konec |nukleotidd

fragmentl 72 1233 1162 fragmentl11l | 13282 14707 1426
fragment2 889 2527 1639 fragmentl12 | 14623 16200 1578
fragment3 2472 4142 1671 fragment13 | 15582 17830 2249
fragment4 3980 5120 1141 fragmentl4 | 17720 19125 1406
fragment5 5051 6343 1293 fragmentl5| 19063 20509 1447
fragment6 6029 7720 1692 fragmentl6 | 20446 22320 1875
fragment7 7670 9230 1561 fragmentl7 | 21513 23253 1741
fragment8 9077 10422 1346 fragment18 | 23152 24820 1669
fragment9 | 10254 11855 1602 fragment19 | 24708 26366 1659
fragment10| 11653 13410 1758 fragment20 | 26272 28092 1821

5.1.3 Upfesnéni kodujicich oblasti a vybér amplifikacnich primert pro MAL

MAL dle databaze NCBI lezi na chromozomu 11 na soufadnicich 1821486 —
1846703 (podle editace bovinniho genomu UMD 3.1.1) a obsahuje 25.218 nukleotidl a
4 exony. Pro tento gen byly primery designovany pouze pro exony vzhledem k velkému
mnozstvi nekddujicich usekd. Pro amplifikaci kédujici sekvence byly vybrany 4 pary

primerdq.
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Tabulka 6: Primery pro gen MAL

Nazev primeru | Sekvence primeru Pocet nukleotidl | Pomér GC(%)

MAL-1F CTGGGCTCCGCCGAGCAAGAGAG 23 69,6
MAL-1R GGGAAAGGCAGGTCGGGATGGG 23 65,2
MAL-2F CTGACCGTCACCCCTTCTCTGCC 23 65,2
MAL-2R GGGGCAGGGGGTAGTGATGGGA 22 68,2
MAL-3F GGCCGCCCCATCTCTCTGATGGC 23 69,6
MAL-3R GGTGCCCTGTTCCCAGCTCCCAC 23 69,6
MAL-4F CCCCCCGTGAATACCCAGTTAAC 23 56,5
MAL-4R GGTGGGATGGGATAAACCCTTG 22 54,5

Pro gen MAL byly primery pomoci programu Bioedit vyhleddny (a kontrolovdny na
komplementaritu) bez vétSich problémd. Po odzkouseni autokomplementarity

v programu OligoAnalyzer byly primery objednany u firmy Eurofins (Genomics).

Tabulka 7: Poloha a délka amplifikacnich primer( pro MAL

pocatek | konec | pocet nukleotidl
fragnentl 1 240 240
fragnent2 | 17910 | 18157 248
fragnent3 | 19447 | 19709 263
fragnent4 | 23791 | 24366 576

5.2 Amplifikace fragmentid genti pomoci PCR a kontrola pomoci elektroforézy

5.2.1 Amplifikace genu IRAK1

Primery pro IRAK1 byly objednané a dodané jako prvni. Krom testovani
samotnych primerld dochazelo také k prvnimu testovani polymerdaz a program( PCR.
V prvnim kroku byla pouZita Taq polymerdza od firmy Fermentas za pouziti PCR

programi 58/56°C a 62/60°C (9. 10. 2018).
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‘ . IRAK1
. Frag.1 Frag.2 Frag.3 Frag.4 Frag.5 Frag.1 Frag.2 Frag.3 Frag.4 Frag.5,

IRAK1

Frag.1 Frag.2 Frag.3 Frag.4 Frag.5 Frag.1l Frag.2 Frag.3 Frag.4 Frag.5

Obrazek 7: Elektroforéza fragmentd IRAK1 €. 1 az 5, stfidani program( 58/56°C a 62/60°C.

Z vysledki na obr. 8 plyne, Ze fragment 1 nebyl amplifikovdn. U fragmentu 2 byl
pozorovan pouze slaby produkt pfi obou programech. Pfi programu 58/56°C byl
pozorovan vytézek u fragmentu 3 a 4. Fragment 4 se jiZ pfi programu 62/60°C netvofil, u
fragmentu 3 byl pozorovan slabsi vytézek. U fragmentu 5 byl zaznamenan slabsi vytézek

pfi programu 58/56°C.

Cely pokus byl jesté jednou zopakovan se zménou beznukleazové H,0, aby byla
vylou¢ena moznost degradace primer( pri kontaminaci nukledzami, ale vysledky byly
stejné. Z tohoto dlivodu bylo odstoupeno od pouziti Tag-polymerazy od Fermentas. Pro

PCR amplifikace byl vyuzivan Basic PCR Master Mix od firmy Generi Biotech.
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5.2.2 Amplifikace genti IRAK1, IRAK4 a MAL

Po doplnéni dalSich primer( pro geny IRAK4 a MAL byly vSechny fragmenty
amplifikovany spolecné. Prvni testovani probéhlo za pouziti programu 58/56 °C a 62/60
°C pro kazdy fragment. Pro pfipravu reakci byl vyuzit Basic PCR Master Mix
(30.10.2018).

. IRAK1 YRy IRAK4 gt

Frag.1 Frag.2 Frag.3 Frag.4 Frag.5 Frag.1Frag.2 Frag.3 Frag.4 Frag.5 Frag.6 Frag.7

{} IRAKA

Frag.8 Frag.9 Frag.10 Frag. 11 Frag. 12 Frag. 13 Frag. 14 Frag. 15 Frag. 16 Frag. 17 Frag. 18 Frag. 19

Obrazek 8: Elektroforéza fragmentd IRAK1 (1 — 5) a IRAK4 (1 — 19) pfi pouZiti programu
58/56°C a 62/60°C

35



{mawa wat

Frag. 20 Frag. 1 Frag.2 Frag.3 Frag.4 Kontrola

Obrazek 9: Elektroforéza fragmentl IRAK4 (19) a MAL (1 — 4) pfi pouZiti programu
58/56°C a 62/60°C

Tento pokus o amplifikaci vybranych fragmentld nebyl pfilis Gspésny. Pro gen
IRAK1 se nepodarilo amplifikovat témér zadny fragment. Pro gen IRAK4 se podafilo
amplifikovat pouze fragment 1. U fragmentl 2, 6, 15 a 18 bylo pozorovdano malé
mnozstvi produktl. Nejlépe vysel gen MAL, u kterého se podarilo amplifikovat vSechny 4
fragmenty, pricemz u fragmentu 2 a 3 byly vedlejsi produkty.
Pro vSechny geny bylo celkem provedeno 6 optimalizaci se stfidanim PCR programd.
Zustalo se u pouziti Basic PCR Master Mixu od firmy Generi Biotech, nebot vykazoval
lepsi vytéZnost produktl a usnadnoval manipulaci a michani reakci pro velké mnozstvi
vzorkd. Posledni optimalizace byla provedena dne 27.11 2018, za poutZiti programi

62/60 °C, 64/62 °C. 66/64 °C a Basic PCR Master Mixu.
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Y IRAK 1 0 0 IRAK4 G

Frag. 1 Frag. 2 Frag. 3 Frag.4 Frag.5 Frag. 1 Frag.2 Frag.3 Frag.4 Frag.5 Frag.6 Frag.7

3 IRAK4

Frag. 8 Frag.9 Frag.10 Frag.11 Frag.12 Frag.13 Frag.14 Frag.15 Frag.16 Frag.17 Frag.18 Frag.19

Obréazek 10: Elektroforéza fragmentl IRAK1 a IRAK4 pfi pouZziti programl 62/60°C a
64/62°C

{} IRAK1 40 _ IRAK4 G

Frag.1l Frag.2 Frag.3 Frag.4 Frag.5 Frag.1l Frag.2 Frag.3 Frag.4 Frag.5 Frag.6 Frag.7

O IRAK4 O

Frag.8 Frag.9 Frag.10 Frag.11 Frag.12 Frag.13 Frag. 14 Frag. 15 Frag. 16 Frag.17 Frag.18 Frag.19

Obrazek 11: Elektroforéza fragmentl IRAK1 (1 —5) a IRAK4 (1 — 19) pfi pouZiti programu
66/64°C
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IRAKa 3 O MAL O

Frag.20 Frag.1 Frag.2 Frag.3 Frag.4 kontrola

- .
-

62/60 °C ; 64/62 °C

IRAK40 0 MAL

Frag.20 Frag.1l Frag.2 Frag.3 Frag.4 kontrola

66/64 °C

Obrazek 12: Elektroforéza fragmentl IRAK4 (19) a MAL (1-4) pfi pouziti programi
62/60°C, 64/62°Ca 66/64 °C

Ne u vSech fragmentl se, i pres opakované optimalizace, povedlo amplifikovat
dostatecny vytézek. Nejhorsi vysledky vykazovaly fragmenty 1 a 2 u genu IRAK1. U genu
IRAK4 se z nezndmych dlivod( nepodafilo ve vétsSim mnozstvi namnoZzit fragmenty 4, 8,
9,10,11 a 12. Oblasti exonl u genu MAL se podafilo amplifikovat viechny.

vvvvvv

sekvenovani.

5.3 Vysledky NGS a identifikace genovych variant

Vysledky sekvenovani smésného vzorku amplikonl ze vSech tfi gend a celé
populace bykl byly zasldny zlaboratofe Eurofins Genomics ve formatu FASTQ a
souCasné FASTA. Za pomoci funkce mapovani na referencni sekvenci v programu
Geneious podle podobnosti sekvenci byly ready pfifazeny k odpovidajicim mistim
referen¢ni sekvence jednotlivych gend.

Po pouziti algoritmu pro pfirazeni prectenych sekvenci byla provedena manualni

kontrola. Nejdfive byly odstranény ready, které na prvni pohled jasné neodpovidaly
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referencni sekvenci a byly chybné mapovany v disledku omylu programu. Nasledné byla
pouzita funkce nalezeni sekvencnich variant na zdkladé statistického vyhodnoceni

odlisnych nukleotidl v mapovanych readech.

5.3.1 Identifikace variant a porovnani s databazovymi udaji u genu IRAK1

J.(!I!S 3 250 3500 3 150 4, v J.I:‘. 4, S0

261 40123504 40123747 40129584 40130231 40130481 40130722 40130354 40131163 40131338 40131639 40131882 40132117 40132355 40132583 40.1:

=

IRA

S > .

©
4
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Obrdzek 13: Prifazeni readu k prislusné sekvenci genu IRAK1

Pro gen IRAK1 bylo nalezeno velké mnozstvi polymorfismd. VSechny
polymorfismy byly analyzovany v prvnim kroku podprogramem v Geneious. V druhém
kroku bylo manudlné vyhledano presné misto polymorfismu a bylo podrobeno vizualni
kontrole, zda se nejedna pouze o charakteristickou chybu technologie PacBio.

Poté, co byly polymorfismy podrobeny vizualni kontrole, nasledoval krok porovnani
objevenych polymorfismi s polymorfismy zaznamenanymi v databazi EBI (viz. Pfiloha 1).
Pro gen IRAK1 bylo nalezeno 17 polymorfismu, které byly povazovany za realné, z nichz
6 bylo identifikovano v databazi. Ve vSech pripadech se jednalo o bodovou mutaci (viz.
Tabulka 7).

Cervené vyznacené fadky znaéi polymorfismy vyskytujici se v exonech. Ostatni SNPs se

nachazeji mimo kddujici oblast.
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Tabulka 8: Polymorfismy nalezené na genu IRAK1

Poloha
na ref.
rekvenci Poloha na Poclet

Jméno Typ genu chromosomu Sekvence | Zména nukleotidu | readu Typ polymorfismu | Drekvence | Vyskyt v databazi
Poly_1 | Polymorfismus 2907 40,129,921 T T->G 341 SNP (transversion) 3.2% shoda
Poly 2 | Polymorfismus 3063 40,130,077 T T->C 345 SNP (transition) 1.2% shoda
Poly 3 | Polymorfismus 3075 40,130,089 C C->T 346 SNP (transition) 4.6%

Poly_4 | Polymorfismus 3200 40,130,214 A A->G 349 SNP (transition) 2.3%

Poly_ 5 | Polymorfismus | 3658 40,130,672 G G->A 351 SNP (transition) 4.3%

Poly 6 | Polymorfismus 3930 40,130,944 C C->T 349 SNP (transition) 2.6% shoda
Poly_7 | Polymorfismus 4157 40,131,171 G G->T 343 SNP (transversion) 2.3%

Poly_8 | Polymorfismus 4732 40,131,746 C C->T 714 SNP (transition) 1.7%

Poly_ 9 | Polymorfismus 5027 40,132,041 C C->G 711 SNP (transversion) 5.2% shoda
Poly 10 | Polymorfismus | 5131 40,132,145 A A->G 714 SNP (transition) 1.3%

Poly_11 | Polymorfismus 5192 40,132,206 G G->A 712 SNP (transition) 2.9%

Poly_12 | Polymorfismus 5198 40,132,212 G G->A 709 SNP (transition) 2.4%

Poly_13 | Polymorfismus | 5431 40,132,445 G G->A 699 SNP (transition) 7.3% shoda
Poly_14 | Polymorfismus | 5452 40,132,466 G G->A 698 SNP (transition) 1.3% shoda
Poly_15 | Polymorfismus 5624 40,132,638 C C->T 695 SNP (transition) 2.0%

Poly_16 | Polymorfismus 5691 40,132,705 G G->T 700 SNP (transversion) 1.9%

Poly_17 | Polymorfismus 5718 40,132,732 A A->G 698 SNP (transition) 1.3%
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5.3.2 Identifikace variant a porovnani s databazovymi udaji genu IRAK4
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Obrazek 14: Pritazeni read( k prislusné sekvenci genu IRAK4

Pro gen IRAK4 bylo nalezeno, stejné jako u IRAK1, velké mnoZstvi polymorfismQ.
Vsechny polymorfismy byly analyzovany v prvnim kroku podprogramem Geneious pro
hledani variant. V druhém kroku bylo manualné vyhleddno pfesné misto polymorfismu a
bylo podrobeno vizudlni kontrole, zda se nejedna o charakteristickou chybu technologie
PacBio.

Poté, co byly polymorfismy podrobeny vizudlni kontrole, nasledoval krok
porovndani objevenych polymorfismU s polymorfismy zaznamenanymi v databdzi EBI (viz.
Priloha 2). Pro gen IRAK4 bylo nalezeny 3 delece a 12 polymorfismd, pricemz u jednoho

z nich se jednalo o polymorfismus tandemové repetice. Polymorfismy nachazejici se

v exonech jsou v tabulce 8 vyznaceny Cervenou barvou.

IN
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Tabulka 9: Polymorfismy nalezené na genu IRAK4

poloha na

ref.

Sekvenci poloha na existence v
jméno typ genu chromosomu | sekvence | zména kryti typ polymorfismu | frekvence |databazi
Polym_1 Polymorphism 546 | 36,878,400 |A A->G 562 | SNP (transition) 1.1%

Polym_2 Polymorphism 861|36,878,715 |C C->T 568 | SNP (transition) 24.1% shoda
Polym_3 Polymorphism 925 36,878,779 |G G->A 567 | SNP (transition) 1.1%
Polym_4 Polymorphism 988 36,878,842 |A A->G 571 | SNP (transition) 1.1%
Polym_5 Polymorphism 1,847 36,879,701 |A A->C 1,652 | SNP (transversion) |7.7% shoda
Polym_6 Polymorphism 2,264 36,880,118 |A A->G 1,622 | SNP (transition) 37.9% shoda
junction_3 | Junction 2,389 (36,880,243 |TA deletion

size-3
junction_4 |Junction 2,404 | 36,880,258 |CC Sii:fﬂ;n shoda
Polym_7 Polymorfismus 2,402 | 36,880,256 T>G 1,607 | SNP (transversion) | 20.1% shoda
Polym_8 Polymorphism 2,452 (36,880,306 |G G->A 1,597 | SNP (transition) 2.6%

. (AC)7 > Deletion (tandem 0

Polym_9 Polymorphism 2,472 136,880,326 |AC (AC)6 1,595 repeat) 86.5%
Polym_10 |Polymorphism 8,631|36,886,485 |G G->A 110 | SNP (transition) 1.8%
Polym_11 |Polymorphism 23,667 36,901,521 T->C 2,733 | SNP (transition) 18.1% shoda
junction_26 | Junction 23,692 (36,901,546 |GG deletion

size-4 shoda
Polym_12 | Polymorphism 23,796 36,901,650 |G G->A 2,746 | SNP (transition) 26.8% shoda
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5.3.3 Identifikace variant a porovnani s databazovymi udaji genu MAL

09 03
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MAL..
MACTRNA | 2

Obrazek 15: Pritazeni read( k ptislusné sekvenci genu IRAK4

Na rozdil od genu IRAK1 a IRAK4 byly pro gen MAL nalezeno malé mnozZstvi
polymorfism(i, prevainé zdlvodu amplifikace pouze exonovych usekl. Vsechny
polymorfismy byly analyzovany podprogramem Genesious a ndsledné podrobeny
vizualni kontrole. Po provedeni kontrol a vyfazeni chybnych polymorfism( zbyly pouze 2
polymorfismy, které se zdaly jako realné.

Prvnim polymorfismem byl SNP (tranzice) na pozici 1.846.145 na chromosomu
11. Jednalo se o zdménu C -> T s frekvenci 39,4 % (864 Cteni), ktery se nachazel mimo
exon.

Druhym polymorfismem byl SNP (transverze) na pozici 1.846.435 na chromosomu 11.
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Jednalo se 0 zaménu C -> G s frekvenci 55,7 % (870 Cteni), ktery se nachdzel na exonu.

5.4 Navrh sady genotypovacich reakci pro nalezené varianty a jejich ovéreni

Na zakladé frekvence a poloze na chromosomu bylo vybrdano 18 kandidatnich
polymorfism( pro genotypovaci reakce. Pro kaZzdy polymorfismus byl v programu
Geneious vybran pfimy a zpétny primer, tak aby lezely z obou stran tésné za variabilnim
nukleotidem. Délka se nastavila na 30 nukleotid(l a nasledné se upravovala tak, aby
vySel optimalni pomér GC. VSechny primery musely byt otestovany na
autokomplementaritu.

Na zakladé téchto informaci byl vybran jeden z dvojice primera. Jestlize se jednalo o
reverzni primer, musel byt primer preveden v programu Bioedit na reverzni
komplement.

Na 5’ konec extenzniho primeru byl pfidan polyT uUsek, ktery umoznil urcovat vice
produktl v jednom vzorku pfi déleni v kapilafe na sekvenatoru.

Primery byly rozdéleny do 3 multiplext po Sesti primerech, pricemz se sledovalo, aby se
jednotlivé primery neprekryvaly, coz by znemoznilo spravné provedeni reakce. Sefazeni

primerd do jednotlivych multiplexd je zobrazeno v tabulce 10.

Tabulka 10: Prehled délky a polohy fragment( uréenych pro genotypovani

fragment Sada primer( Poloha na referen¢ni sekvenci Pocet nukleotidil
IK1_fr3 IK1-3FR 2846-4374 1528
IK1_frd IK1-4FR 4263-5776 1513
IK4_fr1 IK4-1FR 72-1233 1161
IK4_fr2 IK4-2FR 889-2527 1638
IK4_fr18 IK4-18FR 23152-24820 1668
MAL_fr4 MAL-4FR 23791-24366 575
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Tabulka 11: Rozdéleni extenznich primertd do multiplexd

oznaceni

extenzivniho pocet slozka
Gen PCR fragment | Poloha a typ polymorfismu | primeru Extenzni primer - sekvence 5'>3' nukleotid(l | multiplexu

Mal Mal_fr 614C>T M435R GAGTGGCTACATACGAAAACACCTGC 26 Al
Mal Mal_fr 425C>G M425R GTTAGTCCTCAATCCCCACCCCACTGCCCC 30 A2
IRAK1 |IK1_fr3 2907T>G 1907R TCCTCCGTGGACTGACCCAGAGCCCAAAATCCAG 34 A3
IRAK1 |IK1_fr3 3063T>C 1063F (T12)CTGTTTTCCACTGTGATTGGGCCGCACC 40 Ad
IRAK1 |IK1_fr3 3658G>A I658F (T15)GGTGTCTACGGCCAGCCTCCCGGTCTTCAC 45 A5
IRAK1 |IK1_fr3 3900C>T I900F T(23)GAGACAATCAGACCGGAGCCACTGACG 50 A6
IRAK1 |IK1_fr4 5027C>G 1027F TCGCCTGGGCCTGGCAGGCTGCAGAC 26 Bl
IRAK1 | |K1_fr4 5431G>A 1431F GACCTCCTTGAGCCTCTTCACAGCATAGAC 30 B2
IRAK1 | IK1_fra 5452G>A 1452F (T6)GCATAGACGGTGTTCCTCATCACCGCCCG 35 B3
IRAK4 | IK4 fr1 861C>T 861R T(10)TCTTACAGTAATCCCTGAGATATCTCCTCG 40 B4
IRAK4 | IK4_fr2 1847A>C I847R T(19)TAGAGCAGTGTGCTTGTGCAGAGAGG 45 B5
IRAK4 | IK4 fr2 2400del-3 1400F T(20)CGACTGAAGCGACTTAGCAGCAGCAGCAGC 50 B6
IRAK4 | IK4_fr2 2385del-3 I385R ACCTGGGTAATCCAGGATGCTGCTGC 26 Cc1
IRAK4 | IK4 fr2 2264A>G 1264R T(4)TGGAGTGGGTTGCCATGTCCTTCTCC 30 Cc2
IRAK4 | IK4_fr2 2402T>G 1402R T(6)GGATTTAAGGCCTACCTGGGTAATCCAGG 35 Cc3
IRAK4 | IK4_fr18 23657T>C I657F T(16)CTAATTACTAGCATACCCCAGAAA 40 Ca
IRAK4 | 1K4_fr18 23687del-4 I687R T(24)TATAAGTCACCTAGCATGGGC 45 Cc5
IRAK4 | IK4_fr18 23796G>A I796R T(28)TGAATTTGGAGTCAGACATGGG 50 Cé
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Pro ovéreni genotypovacich reakci byly nejprve pouzity PCR produkty, které se
nespotiebovaly pfi odebirdni vzork( pro NGS sekvenovani. Reakéni smés o objemu 10 uL
se skladala z 5 pL reakéni smési SNaPshot od firmy Life Technologie, 3 pL PCR produktu a
2 uL smési extenzivnich primerl o koncentraci 0,01 uM. Testovany byly vSechny
multiplexy (A1 — A6, B1 —B6 a C1 — C6).

Prvni ovéreni genotypovacich reakci bylo nelspésné, po analyzovani dat ze sekvendtoru
nebyly nalezeny Zzadné peaky. Zfejmé tedy nedosSlo ani knasednuti extenzivnich
primerq.

Pro druhy pokus ovéreni byly znovu pomoci PCR generovany fragmenty potfebné pro
genotypovaci reakce, konkrétné fragmenty 3 a 4 z genu IRAK1, fragmenty 1, 2 a 18

z genu IRAK4 a ¢tvrty fragmentu z genu MAL (viz. Tabulka 9).

IRAK4 - Fragment 18

MAL - Fragment 4

Obrazek 16: Pfiklad amplifikace fragmentu 18 z genu IRAK4 a fragmentu 4 z genu MAL
pti PCR programu 66/64 °C

Reakéni smés pro druhy pokus o objemu 10 uL se skladala ze 3 pL precisténé
smési amplifikacnich fragment( (prvnich 12 bykd uréenych ke genotypovani), 5 plL
reakéni smési SNapshot od firmy Life Technologie a 2 uL smési extenznich primer( o
zvysené koncentraci 0,1 puM.

Vysledky z druhého pokusu opét nebyly optimalni a ovéfeni muselo byt provedeno
znovu.

Pro treti pokus ovéreni byla u smési extenzivnich primera zvySena koncentrace na 1 uM.
Tento krok jiz vedl k prvnim pozitivnim genotypovacim reakcim, konkrétné pro fragment
4 genu IRAK1, fragmenty 1 a 18 genu IRAK4 a pro ctvrty fragment genu MAL. Tento

pokus jiz obsahoval ocekavané vysledky (viz. Obrazek 18).
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20A 28G/A 36G 44 52C/T 60C

Obrazek 17: Kontrolni reakce (pozitivni kontrola) stemplatem a primery od
provozovatele sekvenovani Applied Biosystems. Reakce jsou ve shodé s predepsanym

rozdéleni polohy a druhu peakd.

Obrazek 18: Treti pokus ovéreni genotypovacich reakci pro multiplex B (B1 — B6)
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5.5 Uréeni genotypli ve vybranych genech pfirozené imunity u modelové skupiny

zvirat.

Pro genotypovaci reakce bylo pouZito 96 byk( z populace CESTR. Na zakladé
vysledkl testovani primerQ byl pro lepsi vyuzZiti reakénich smési slozen novy multiplex,
ktery se skladat ze sloZzek B1 — B4 a C5 — C6. Smés pro jednu genotypovaci reakci se
sklddala z 5 pL reakéni smési SNapshot od firmy Life Technologie, 3 uL PCR produktu
(fragment 4 pro gen IRAK1 a fragmenty 1 a 18 pro gen IRAK4) a 2 uL smési extenznich
primerd (B1-B4 a C5 — C6) o koncentraci 1 uM.
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Obrazek 19: Distribuce produkt(i z reakci slozeného multiplexu B (1 — 4) + C(5, 6) u

souboru 96 bykl podle urcené hmotnosti a intenzity peak

Z neznamych ddvod( se nezdafrila reakce u sloZzek B1,B4 a C6 multiplexu, i kdyz
B4 a C6 byly vybrany pravé z dlvodu funkénosti v pfedchozim ovérovani reakci. Na
obrazku 19 je vyobrazena distribuce celého multiplexu vSech 96 byku. Tti zelené peaky
(A), tedy slozky B2, B3 a C5 odpovidaji ptislusSnym polymorfismidm, pro které byly

extenzni primery vytvoreny. Genotypovani bylo Uspésné alespon pro polovinu
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polymorfism(. Vysledek déleni

obrazcich 20 a 21.

reakénich produktd na jedné kapilare je zobrazen na

B2
(G/A)

Vedlejsi produkty

Obrazek 20: Vysledek genotypovani jedince, ktery je homozygotni pro slozky multiplexu

B2, B3 a heterozygotni pro slozku C5.
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Obrazek 21: Vysledek genotypovani jednice, ktery je homozygotni pro slozky multiplexu

B2 s C5 a heterozygotni pro slozku B3.

Vysledky genotypovani souboru bykl na tfi polymorfismy, znacené v multiplexech reakci

B2, B3 a C5, jsou uvedeny v tabulce 11. Vzhledem k c¢astecné Uspésnosti reakci jsou

uvedeny vysledky pro 67 zvitat, namisto celého souboru 96. Obtizné interpretovatelné

vysledky reakci SNaPshot vyrazuje jiz program PeakScanner pfi vstupni kontrole.
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Vysledky dovolily ur¢it homozygotnost i heterozygotnost bykd pro jednolivé SNP, urcit
alelické frekvence a soulad s distribuci genotypl podle Hardyho-Weinberga. H-W
rovnovaha byla narusena pouze pro SNP B3. | pfes maly stupen ovéfeni a optimalizace
reakci, coz mUze vést ke zkresleni vysledkl, nebyla H-W rovnovaha (s vyjimkou B3) pro

sledované SNP narusena.

| kdyZ jsou byci v souboru uvedeni pod poradovymi Cisly, jednda se o konkrétni jedince s
konkrétnimi fenotypovymi daty, coz dovoluje pfistoupit k asociacni studii, ktera muze

ovérit vliv polymorfismu ve sledovanych genech na uzitkové a zdravotni znaky.

Tabulka 12: Genotypovani byk

Cislo Reakce SNaPshot
B2 (G>A) B3 (G>A) C5 (T>C)
G C

G C

C
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5.6 Pfedpovéd’ funkénich zmén v disledku nalezenych mutaci.

Kandidatni polymorfismy vybrané z vysledkli NGS sekvenovani byly vloZzeny do
tabulek 12 a 13. Nejprve knim byly pfifazeny funkéni zmény, které byly uvedeny
v databdzi EBI (European Bioinformatics Institute). V pfipadé, Ze zde byl exportovan udaj
o funkéni charakteristice daného polymorfismu, byl tento Udaj poznamenan do tabulky
funkénich zmén. Dalsi pfedpovédi funkénich zmén byly ziskdny po zadani souboru

polymorfism( do programu Variant Effect Predictor na serveru www.ensembl.org.
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Tabulka 13: Funkéni zmény polymorfismd genu IRAK4

existence
poloha na v databazi | consequenceTypes | kdédujici | Consequence cDNA Novos_t
jméno | chromosomu 5 | zména | frekvence EBI z databdze EBI funkce type z VEP IMPACT EXON | INTRON | position | polymorfismu
3_prime UTR
Polym_1 36,878,400 A->G 1.1% ne exon variant MODIFIER 12 12 - 2198 novy
3_prime_UTR 3_prime UTR
Polym_2 36,878,715 C->T 24.1% ano variant exon variant MODIFIER | 12 12 - 1883 | Rs379546685
3_prime UTR
Polym_3 36,878,779 G->A 1.1% ne exon variant MODIFIER 12 12 - 1819 novy
3_prime UTR
Polym_4 36,878,842 A->G 1.1% ne exon variant MODIFIER 12 12 - 1756 novy
Polym_5 36,879,701 A->C 7.7% ano intron_variant intron intron variant MODIFIER - 10 11 - Rs382209396
Polym_6 36,880,118 A->G 37.9% ano intron_variant intron Intron variant | MODIFIER - 10 11 - Rs385218628
deletion )
deletion_3 | 36,880,243 | size-3 ne exon | Intronvariant | MODIFIER - 10 11 - novy
deletion i
deletion_4 | 36,880,258 | size-3 ne exon | Intronvariant | MODIFIER - 10 11 - novy
Polym 7 | 36,880,256 | T->G | 20.1% ano intron_variant | exon | Intronvariant | MODIFIER - 10 11 - | Rs209992951
Polym_8 | 36,880,306 | G->A | 2.6% ne intron | Intron variant | MODIFIER . 10 11 . | Rs721604696
(AC)7 -> novy
Polym_9 36,880,326 (AC)6 86.5% ne intron Intron variant | MODIFIER - 10 11 -
Polym 10 | 36,886,485 | G->A 1.8% ne intron | Intron variant | MODIFIER - 8 11 - novy
Polym 11 | 36901521 | T->C | 181% | ano intron_variant | intron | Intron variant | MODIFIER | - 111 - |Re132081883
deletion_2 deletion
6 36,901,546 | size-4 ano intron_variant | intron | Intron variant | MODIFIER - 111 - | Rs380202447
Polym 12 | 36901650 | G->A | 26.8% | ano intron_variant | intron | Intron variant | MODIFIER | - 111 . | Rs385762758
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Tabulka 14: Funkéni zmény genu IRAK1
kédujici Novost
i . . Polymor-
poloha na Consequence | funkee | ooncequence | IMPACT | EXON |INTRON| CONA | CDS 1 Protein 1 pinsacids | codons | or
chromoso Types z podle UMD position | position | position 1ISmu
jméno mu X zména | frekvence | databaze EBI 3.11
. . . Rs
- 9 - - - - - -
Poly_1 40,129,921 | T->G 3.2% intron variant intron intron variant | MODIFIER 10 13 134381860
. . . Rs
- 9 - - - - - -
Poly_2 |40,130,077 | T->C 1.2% intron variant intron intron variant | MODIFIER 10 13 209170931
Poly_3 [40,130,089 | C->T 4.6% nenalezeno intron intron variant | MODIFIER - 10 13 - - - - - novy
P0|y_4 40,130,214 | A->G 2.3% nenalezeno intron intron variant | MODIFIER - 10_13 - - - - - nOVy
Poly_5 | 40,130,672 | G->A | 4.3% exon | Synonymous LOW 9 14 - 1198 | 1185 | 395 | Tyr395Tyr | taC taT | MOV
nenalezeno variant
0 . : : Rs
Poly_6 |40,130,944 | C->T 2.6% intron variant intron intron variant | MODIFIER - 8_13 - - - - - 110533802
Poly_ 7 40,131,171 | G->T 2.3% nenalezeno intron intron variant | MODIFIER - 8 13 - - - - - novy
Poly 8 [40,131,746 | C->T 1.7% nenalezeno intron intron variant | MODIFIER - 7 13 - - - - - novy
. . . Rs
- 9 - - - - - -
Poly_ 9 |40,132,041 | C->G 5.2% intron variant intron intron variant | MODIFIER 6_13 210710958
Poly_10 | 40,132,145 | A->G | 1.3% exon MISSENSE | \JODERATE | 6_14 - 768 | 755 252 | val252Ala |gTg gcg| MOV
nenalezeno variant
Poly_11 | 40,132,206 | G->A 2.9% nenalezeno intron intron variant | MODIFIER - 5_13 - - - - - nOV)'l
Poly 12 | 40,132,212 | G-> A 2.4% nenalezeno intron intron variant | MODIFIER - 5 13 - - - - - novy
. synonymous synonymous i Rs
Poly_13 | 40,132,445 G A 7.3% variant exon variant LOW 5 14 715 702 234 Thr234Thr | acC_acT 211379365
Poly_14 | 40,132,466 | G>A | 1.3% exon Synonymous LOW 5 14 - 694 | 681 227 | Tyr227Tyr | taC_taT | "V
nenalezeno variant
Poly_15 | 40,132,638 | C->T 2.0% nenalezeno intron intron variant | MODIFIER - 4 13 - - - - - novy
Poly 16 | 40,132,705 | G->T | 1.9% nenalezeno intron | intron variant | MODIFIER - 4 13 - - - - - novy
Poly_17 | 40,132,732 | A->G | 1.3% nenalezeno intron | intron variant | MODIFIER - 4 13 - - - - - novy
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Pro gen IRAK4 nebyly nalezeny zadné polymorfismy, které by mohly zplsobovat
funkéni zmény aminokyselin. Polymorfismy Polym_1 aZz Polym_4 se nachazeji v exonech,
ale 3 UTR oblasti, tudiZz se nedaji o¢ekavat zavainé funkéni zmény. | pomérné vétsi
zasahy do sekvence genu jako tfi nalezené delece nejsou podle programu VEP spojeny
se zménovou funkce genového produktu vzhledem k pfisuzované intronové lokalizaci.
Podle referencni sekvence (editace bovinniho genomu UMD 3.1.1) se deletion_3,
deletion_4 a polym_7 nachazi na exonu, avsak podle databazi se jedna o polymorfismy
nachdzejici se v intronech. V tomto pfipadé se bralo v potaz, Ze informace v databazich
budou aktualnéjsi oproti editaci bovinniho genomu UMD 3.1.1. Zejména se jednd o
databazi ENSEMBL, kterd presla na nejnovéjsi verzi bovinniho genomu ARS_UCD1.2,
zverejnénou v r. 2018. Proto byly tyto mutace vyhodnoceny jako polymorfismy
v intronech, i kdyz v dlsledku dalSiho zpresfiovani transkriptl a hranic exont mohou byt
opét povazovany za kdédujici. Ostatni polymorfismy byly jednoznaéné vyhodnoceny jako
intronové varianty, u kterych se predpokladd, ze budou mit minimalni vliv na funkéni
znaky proteind.

Pro gen IRAK1 byly nalezeny ¢tyfi polymorfismy, které se nachazi v exonech. T¥i
z nich (Poly_5, Poly 13 a Poly_14) byly shledany dle databdzi a programu VEP jako
synonymni mutace. V pfipadé poly_10 se jednd o missense polymorfismus A -> G, ktery
méni 252 aminokyselinu valin na alanin. Ostatni polymorfismy byly vyhodnoceny jako
intronové varianty.

Gen Mal obsahoval dva polymorfismy, které by pfipadné mohly vést ke zménam
aminokyselin. Po vyhodnoceni téchto SNP se doslo k zavéru, Ze polymorfismus C -> T
nachazejici se na souradnicich 1 846 145 na chromosomu 11 s frekvenci 39,4 % je SNP
vintronu, identifikovdn jako polymorfismus rs378642920. Polymorfismus C -> G na
souradnicich 1 846 435 na chromosomu 11 s frekvenci 55,7 % je polymorfismus 3 UTR
oblasti, identifikovan jako polymorfismus rs43652348. Funkéni efekt u obou téchto

mutaci je tedy odhadovan jako nizky, az zanedbatelny.
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6. Diskuze

6.1 Rekapitulace

Prace se zaméfila na diverzitu ve dvou ¢lancich drahy prenosu signalu od
antibakteridlnich Toll-like receptorli k bunécné imunitni odpovédi (IRAK1, IRAK4)
v soucasné produkéni populaci ¢eského strakatého skotu. Vybér byl doplnén genem
z jiné oblasti imunity, genem MAL, ktery kontroluje vyvoj T bunék a podili se na
vnimavosti k bakteridlnim toxinlm. Vzhledem ke konzervovanosti Toll-drahy se
predpokladala u genu MAL vyznamna diverzita. Spoleénym ddvodem pro vybér téchto
tfi bilkovin a odpovidajicich genl byla jejich minimalni prostudovanost u skotu, zejména

ve vztahu k infekéni rezistenci, kterd je vyznamna pro Slechtitelské programy.

6.2 Amplifikace fragmentul gent

Amplifikace fragmentl genl studovanych genl se velmi liSila v Uspésnosti a
vytéznosti produktd. Zatimco u nékterych amplikon( by se dvojice primer(i a program
PCR dal oznacit za naprosto spolehlivy, u jinych amplikon syntéza produktli témér
vlibec neprobihala. Fragmenty 1 a 2 u geny IRAK1 se amplifikovaly pouze vyjimecné,
avsak fragmenty 3 a 4 vykazovaly vysoké mnozZstvi produktl prevainé pri programu
64/62 °C a u fragmentu 5 se tvorily vedlejsi produkty.

U genu IRAK4 se spolehlivé amplifikovaly fragmenty 1, 2, 5, 6, 15 — 18, na rozdil od
zbylych fragmentl(, kde se, i pres opakované optimalizace, bud' tvofily produkty malo,
nebo byly pfitomny i vedlejsi produkty.

V pripadé genu MAL se podatilo spolehlivé amplifikovat vSechny fragmenty.

Zajimavou skutecnosti je, Ze u genu IRAK4 byla nefunkéni série péti po sobé jdoucich
fragment(, které vykazovaly i stejné chyby. Tedy vétsi mnoiZstvi vedlejSich produktl
(zddny pruh neodpovidal spravnému amplikonu) a Sum v celé délce cesty v agarézovém
gelu. Chyba byla nejprve odhadovana na kontaminaci H;O, ale ani opétovné fedéni

primerd problém nevyresilo.

evvs

amplifikaci genl IRAK1 a IRAK4, jako je vysoky obsah GC anebo repetitivni sekvence,
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které vedou k velkému poctu vedlejsich produktd. Zadny z téchto pfedpokladd se pfi
kontrole sekvenci téchto gen(l nepotvrdil. Neni pochyb o tom, Ze pokud bude vyzkum
diverzity v téchto genech pokracovat, ustali se i optimalizovany systém pro jejich
amplifikaci, ktery mulzZe prevzit UspéSny navrh fragmentl. DalSi moiny postup
optimalizace by mohl byt design a objednani novych primertd pro fragmenty 1 a 2 u genu

IRAK1 a 9 — 14 u genu IRAK4.

Kupodivu nedostate¢né mnozstvi PCR produktl u nékterych amplikonli pomérné
malo ovlivnilo resekvenovani pomoci NGS. Ready odpovidajici vétSiné amplikont byly ve
vysledcich detekovatelné a zpravidla i v dostatecném poctu kopii. PouZity postup

kompenzace nizkych vytézka PCR pfi sestavovani smésného vzorku byl zfejmé Uspésny.

V kazdém pfipadé se lze na zakladé dostupnych infromaci domnivat, Ze
amplifikacni systém pro bovinni geny IRAK1 a IRAK4 nebyl doposud v odborné literature
publikovan, stejné jako pro gen MAL. Proto lze i dosazeny neuplny vysledek povazovat

za predpoklad pro praci na charakterizaci téchto gent v budoucnu.
6.3 Vyznamné vysledky

Oproti ocekavani byla nalezena vyssi diverzita v genech Toll drahy neZ u genu
MAL. Ve vybranych genech [IRAK1 a IRAK4 Toll signalni drahy bylo v diplomové
diplomové prace nalezeno 29 polymorfism(, z nichZ 11 se nachazi v exonech.
Gen IRAK1 i pres jeho kratsi sekvenci obsahoval vétsi polymorfism( - 17 - nez gen IRAK4,
ktery jich obsahoval 13. V genu IRAK1 bylo identifikovdno 17 polymorfismu, pficemz 4 se
nachazely vexonech. Jeden znich se shodoval sdatabdzi. Jednonukleotidovy
polymorfismus, ktery spociva v zaméné G -> A na soutadnicich 40 130 672 s frekvenci
4,3 %, se nenachazi v databazi. Mohlo by se tedy jedna o dosud nepublikovany SNP.
Zbylé 2 polymorfismy v exonech se nachazely pouze s frekvenci 1,3 %, kterd nemUze byt
brana jako prikaznda. Ostatni polymorfismy se nachazeji v intronech. Pro opakované
sekvenovani by bylo optimdlni navrzeni novych primeru pro fragment 1 a 2, které by
zajistily vétsi mnozstvi produkta.

V amplifikovanych Usecich genu IRAK4 se nachdzelo 12 SNP, znichz 5 se
nachazelo na exonech. Polymorfismus zdména baze C -> T s frekvenci 24,1 % byl shodny

s databazi. Ostatni polymorfismy se vyskytovaly s nizkou frekvenci 1,1 %, ale pfi vizualni
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kontrole se opravdu jednalo o polymorfismy, které by s malou pravdépodobnosti vznikly
chybou technologie. Delece byly nalezeny pouze v genu IRAK4. Jednalo se o 3 delece,
pficemz 2 z nich se nachdazely v exonech. O velkou ¢ast potencialnich polymorfisma se
jisté prislo kvali Spatné amplifikaci stfedni ¢asti genu, konkrétné fragmentd 9 — 14, kdy
zde byl pozorovan jen nizky PCR vytézek, coz mohlo snizit citlivost detekce polymorfismu
ve vysledcich sekvenovani.

Pro gen MAL byly nalezeny pouze dva polymorfismy (oba nalezené v databazi),
pficem? pouze jeden z nich se nachazel na exonu €. 4. Slo o zdménu C -> G f frekvenci
55,7 %, podloZzenou 870 ready. Je oviem tfeba vzit v Uvahu, Ze u genu MAL byla pouzita
pro resekvenovani pouze kédujici oblast, na rozdil od genl Toll drahy, které byly
resekvenovdny celkové. Koédujici sekvence jsou charakterizovany nizsi diverzitou
vzhledem k selekénimu tlaku vi¢i mutacim v nich lokalizovanym, proto pozorovana

distribuce diverzity neprekvapuje.

6.4 Vyuzitelnost pro Slechténi

Z hlediska vyuzitelnosti pro Slechténi je Spatnym vysledkem maly podil
nalezenych nesynonymnich mutaci (pouze jedna nesynonymni mutace u genu IRAK1).
Presnéjsi hodnoceni dopadu pomoci programl VEP a casteéné i SIFT ukazuje, Ze i
nékteré synonymni mutace mohou mit efekt na funkci proteinl a tim i na fenotypovy

znak infekéni rezistence v populaci, konkrétné mutace Poly 5, Poly 13 a Poly_14.

Je tfeba rovnéf brat v Uvahu, Ze nalezené polymorfismy odpovidaji skupinam
variant na jednom vlaknu DNA - haplotypim. Mohou byt proto v absolutni genové vazbé
s mutacemi s vyraznéjsim efektem. Zejména se muze jednat o mutace v regulacnich
oblastech vsech tfi genl, které nebyly predmétem screeningu na diverzitu v této praci.
Proto jsou soucasnd data o polymorfismu vyuZitelna pro provedeni asociacni studie,
ktera by mohla urcit vliv konkrétnich variant ve sledovanych tfech genech na zdravotni

znaky a s nimi spojené znaky uZzitkovosti.

Pro orientaci Slechténi jsou zajimavé i Udaje o zastoupeni jednotlivych
nalezenych variant v konkrétni populaci, tj. v CESTR. Je to voditko pro pfipadnou korekci

ve sméru zvyseni zastoupeni pfiznivych alel, jako se tomu déje napfiklad u alel pro rlizné
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formy mléénych bilkovin. Snahou by mélo byt i zvySeni heterozygotnosti jako takové,
nebot diverzifikace na geny infekcni rezistence chrani populaci snizenim rychlosti Sifeni
patogend. Vyssi diverzita zlepSuje epidemiologické ukazatele a mizZe vést sama o sobé

k utlumeni epizootie (Springbett et al. 2003).

V kazdém pripadé kontrastuje omezenda funkéni diverzita nalezend v soucasné
produkéni populaci CESTR s vysokou diverzitou v celosvétovém genofondu tura
domacicho, tak jak je zastoupena v databazi variant European Variation Archive EBI
(Priloha 1, 2). ZvySeni diverzity pro imunitni geny by bylo urcité vhodné jako nezbytny
zaklad pro selekci na zdravotni znaky. Vytipovani dalSich populaci jako donor( diverzity v

prevodném kfizeni by mélo byt predmétem dalSich studii.
6.5 Publikované vysledky u skotu

Vyznam studia diverzity v téchto genech a pfipadné asociacni studie je uréen mij.
skutecnosti, Ze v soucasné dobé nejsou o efektu polymorfismu v téchto genech na
fenotypové znaky skotu zadné publikované udaje. To je potvrzeno hledanim v literarnich
databazich jako Web of Science, kde nebyla nalezena obdobna prace zamérend na
variabilitu gend IRAK1 a IRAK4 Toll signalni drahy. S tim kontrastuje existence praci
zamérenych na molekulu MyD88, ktera se nachazi na prvnim misté Toll-signdIni drahy a
s IRAK1 a IRAK4 interaguje. Capparelli et al. (2013) ve své praci uvadi, Ze u skotu zvitata
heterozygotni v polymorfnim markeru Myd88 A625C maiji pétinasobné snizené riziko
aktivni plicni tuberkulézy. Rovnéz Gao et al. (2018) oznacili gen MYD88 za kandidatni
gen pro rezistenci k paratuberkuléze skotu na zdkladé celogenomového mapovani

lokusU kvantitativnich znakd.

Jesté vyraznéjsi rozdil je v poctu praci publikovanych u skotu o samotnych Toll-

like receptorech, které jsou na zacatku Toll signdini drahy.

Pro porovnani s variabilitou Toll-like receptori: Sharma et al. (2006) ve své praci,
kde bylo genotypovano 388 bykl holStynského plemena, uvadéji 3 jednonukleotidové
polymorfismy (1 SNP v promotorové oblasti, dva SNP vexonu 3) vTLR4, pticemz
jednotlivé haplotypy jsou spojeny se zménami plemennych hodnot pro perzistenci

laktace a skore somatickych bunék.
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Mucha et al. (2008) uvadéji, Ze existuje spojeni mezi TLR mutacemi a zvySenou
nachylnosti k infekci Mycobacterium avium paratuberculosis. Vzhledem k vysoce
konzervované povaze Toll-like receptorl u savci to nepfimo podporuje ulohu mutaci v
TLR a v ¢lancich jejich signdlni drahy v mykobakteridlnich infekcich u jinych savcl véetné

lidi.
6.6 Publikované vysledky u jinych druht

| kdyZ jsou doposud vysledky u skotu pro sledovanou skupinu tfi genli omezené,
existuje fada podpUlrnych dlkaz( pro ulohu téchto gend v imunité u jinych druhd.
Chandra et al. (2013) ve své studii ukazuji pozitivni vliv inhibice IRAK1 u mysi béhem
polymikrobialni septické reakce. Ovlivnéni aktivity IRAK1 se tak projevuje zpoZzdénym
nastupem zanétu a zvysuje Sanci preziti. Vysvétlenim je, Zze zpomaleni signalizace IRAK1
zmiriuje zanét v dusledku redundantnich drah po smiSenych TLR stimulech. Variabilita v
IRAK1 je také spojovdna s ndachylnosti k systémovému lupusu, ktery je povazovan za
autoimunitni poruchu (Jacob et al., 2009).

V pripadé IRAK4 Medvedev et al. (2003) uvadéji, ze IRAK4 je u lidi kliovy pfi
vyvoji normalni zanétlivé reakce vyvolané bakteridlnimi i nebakteridlnimi faktory. Také
Hultgren et al. (2002) se zminuje o rozhodujici roli molekuly IRAK4 pfi obrannych
reakcich organismu vig&i grampozitivnim S. pneumoiae a S. aureus. Uloha polymorfismu
v této molekule byla jasné demonstrovdna na mutaci Q293X vedouci ke zkraceni
proteinového retézce u lidského IRAK4. Defekt ¢lanku v fetézci prenosu signalu inhibuje
odpovéd Toll drahy v lidskych leukocytech a zpUlsobuje imunodeficienci (Davidson et al.,
2006).

Dopad mutaci v lidském IRAK1 na interakci s MyD88 jako predchazejicim ¢lankem
signalniho retézce a dopad na funkci Toll drahy byl pro model lidskych bilkovin pfimo
urcovan skupinou autori Yamamoto et al. (2014).

Uloha MAL ve vnimavosti k patogennim bakteriim byla vice ne? jednozna¢né
prokdzdna v praci Rumah et al. (2015): bunécnd linie s inaktivovanym genem
nereagovala na e-toxin (ETX) bakterie Clostridium perfringens. U mysi s inaktivovanym
genem byla rezistence vUéi toxinu dokonce vice nez 1000x zvySend. Proto lze
odlivodnéné predpokladat, Ze i pfirozend variabilita vtomto genu bude spojena

s odolnosti vlic¢i ekonomicky vyznamnému patogenu (jeden z plvodct prijmu telat).
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Vzhledem k omezenému objemu informaci o Ucinku tfi sledovanych gent u skotu
budou vysledky ziskané v rdmci diplomové prace publikovany. Pfedpoklada se i zahrnuti
asociacni studie se znamymi fenotypovymi ukazateli pro sledovanou skupinu byku

CESTR.
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7. Zaveér

V ramci predlozené price byla otestovdna pracovni hypotéza o polymorfismu
genu kodujicich ¢lanky signdlniho fetézce od Toll-like receptori pfirozené imunity v
populaci ¢eského strakatého skotu. Pro tento ucel byl aplikovan screening pomoci
sekvenovani nové generace, coz dovolilo provést hledani variant v rozsahu celych genu
pfi racionalizaci ndkladl. Byla rovnéZz sniZena zavislost na casto nesystematickych
poznatcich o diverzité v téchto genech v jinych populacich skotu, tim spiSe, Ze publikace
o diverzité téchto bovinnich gent jsou ojedinélé. Uplna informace o diverzité v konkrétni
populaci dovolila navrhnout systém pro genotypovani zndmych variant u jednotlivych
zvitat, castecné jej optimalizovat a aplikovat. Tim byly vytvoreny predpoklady pro
navazujici asociaéni studii s fenotypovymi znaky. Paralelné byla stejnym pristupem
sledovdna diverzita v genu z jiné oblasti imunitniho systému skotu MAL. Pro provéreni
druhé pracovni hypotézy o vyuzitelnosti diverzity ve sledovanych genech pro Slechténi
na zdravotni znaky u CESTR byly nalezené polymorfismy vyhodnoceny na efekt na
genovy produkt pomoci predikénich metod. Lze konstatovat, Zze funkéné vyznamna
diverzita je v populaci omezena, prakticky se jednd o jedinou nesynonymni mutaci se
zdménou valinu 252 na alanin v IRAK1, i kdyzZ zlstdva nezmapovana diverzita v regulacni
oblasti vsech tfi genl. ZvySeni diverzity v genech Toll-signalni drahy pro selekci
zamérenou na infekéni rezistenci by bylo nutné feSit na zakladé polymorfismu

podchyceného v databdzich pro genofond svétové populace skotu.
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9. Samostatné prilohy

Ptiloha €. 1: Databaze polymorfismd genu IRAK1 vychdzejici z editace bovinniho genomu

UMD_3.1.1 (University of Maryland) exportovana ze European Variation Archive EBI

v fijnu 2018

chromosome | start end alternate | ids type consequenceTypes
X 40138231|40138231|T rs208372409 | SNV -

X 40138229 40138231 |TTC rs523700549 | INDEL -

X 40137865 | 40137865 | A rs208390412 | SNV -

X 40137742 40137742 | C rs438941388 | SNV -

X 40137737 | 40137737 | T rs476846384 | SNV -

X 40136907 | 40136907 | C rs379875559 | INDEL -

X 40136587 |40136587 | T rs133282715 | SNV -

X 40136513 |40136513 | C rs381265108 | SNV -

X 40135292 40135292 | C rs518728448 | SNV -

X 40135186 |40135186 |G rs521583630 | SNV -

X 40135170 40135170 | C rs717188843 | SNV -

X 40134554 | 40134554 | G rs135562211 | SNV -

X 40134418 140134418 |T rs719678612 | SNV -

X 40134086 | 40134086 | A rs716521231 | SNV -

X 40133376 140133376 | A rs208105935 | SNV synonymous_variant
X 40133211 (40133211 (C rs517457802 | SNV intron_variant

X 40132445 40132445 | A rs211379365 | SNV synonymous_variant
X 40132078 | 40132078 | G rs480726521 | SNV intron_variant

X 40132041 40132041 |G rs210710958 | SNV intron_variant

X 40132016 | 40132016 | T rs798918786 | SNV intron_variant

X 40131931 40131931 |A rs383419608 | SNV intron_variant

X 40131641 40131641 |C rs450710687 | SNV intron_variant

X 40131397 | 40131397 |A rs715808409 | SNV missense_variant

X 40130944 140130944 | T rs110533802 | SNV intron_variant

X 40130822 | 40130822 | A rs524282141 | SNV synonymous_variant
X 40130806 | 40130806 | G rs385850896 | SNV synonymous_variant
X 40130518 | 40130518 | G rs526511177 | SNV intron_variant

X 40130167 | 40130167 |A rs519411059 | SNV intron_variant

X 40130077 | 40130077 | C rs209170931 | SNV intron_variant

X 40129921 40129921 |G rs134381860 | SNV intron_variant

X 40129297 | 40129297 | T rs209594163 | SNV intron_variant

X 40129269 (40129269 | C rs208279698 | SNV intron_variant

X 40128854 |40128854 | C rs453209348 | SNV intron_variant

X 40128841 |40128841 | - rs518951802 | INDEL intron_variant

X 40128776 40128776 | G rs211406021 | SNV intron_variant

X 40128454 140128454 | C rs133154216 | SNV intron_variant

X 40127402 | 40127402 (T rs207912842 | SNV splice_region_variant
X 40127315|40127315|G rs446424577 | SNV intron_variant
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X 40127287 40127287 | A rs525747074 | SNV intron_variant

X 40126889 (40126889 | T rs516506725 | SNV 3_prime_UTR_variant

X 40126810|40126810 | T rs135486869 | SNV 3_prime_UTR_variant

X 40126658 | 40126658 | A rs455550261 | SNV 3_prime_UTR_variant

X 40125923 140125923 | A rs523782229 | SNV downstream_gene_variant
X 40125829 40125829 | C rs210152488 | SNV downstream_gene_variant
X 40125727 40125730 | TCTT rs385188070 | INDEL downstream_gene_variant
X 40125692 | 40125692 | G rs207559709 | SNV downstream_gene_variant
X 40125349 (40125349 | C rs134143714 | SNV downstream_gene_variant
X 40125119 40125119 |G rs720423466 | SNV downstream_gene_variant
X 40124947 | 40124947 | A rs525602272 | SNV downstream_gene_variant
X 40124754 | 40124754 | T rs210292749 | SNV downstream_gene_variant
X 40123730 (40123730 | - rs719476910 | INDEL downstream_gene_variant
X 40123442 (40123442 |C rs136632652 | SNV downstream_gene_variant
X 40123146 140123146 |G rs721950098 | SNV downstream_gene_variant
X 40122972 (40122972 | C rs721474069 | SNV downstream_gene_variant
X 40122291 (40122291 |C rs433982836 | SNV downstream_gene_variant
X 40122254 | 40122254 | T rs722494732 | INDEL downstream_gene_variant
X 40122215 (40122215 |C rs523870288 | SNV downstream_gene_variant
X 40122214 140122214 |T rs472480938 | SNV downstream_gene_variant
X 40122158 | 40122158 |A rs135366426 | SNV downstream_gene_variant
X 40122014 (40122014 | C rs109413949 | SNV downstream_gene_variant
X 40122010 (40122010 | A rs519669462 | SNV downstream_gene_variant
X 40122009 {40122009 | T rs523951827 | SNV downstream_gene_variant
X 40121848 | 40121848 | A rs134766103 | SNV downstream_gene_variant
X 40121482 | 40121482 |T rs211083458 | SNV downstream_gene_variant
X 40121423 140121423 |T rs721181606 | SNV downstream_gene_variant
X 40121360 | 40121360 | A rs137051402 | SNV downstream_gene_variant
X 40121327 | 40121327 |T rs716584710 | SNV downstream_gene_variant
X 40121265 40121265 |A rs208673869 | SNV downstream_gene_variant

Pfiloha ¢. 2: Databaze polymorfismd genu IRAK4 vychazejici z editace bovinniho genomu

UMD_3.1.1 (University of Maryland) exportovana ze European Variation Archive EBI

v fijnu 2018

chromosome | start end alternate | ids type consequenceTypes
5136872892 | 36872895 | CTAC rs468135571 | INDEL downstream_gene_variant
5136873009 | 36873009 | - rs717607841 | INDEL downstream_gene_variant
5136873070 (36873070 | T rs436821110 | SNV downstream_gene_variant
5136873149 36873149 | C rs519671609 | SNV downstream_gene_variant
5136873155 |36873155|C rs719661654 | SNV downstream_gene_variant
5136873166 | 36873166 | A rs718717968 | INDEL downstream_gene_variant
5136873230|36873230|G rs721889982 | SNV downstream_gene_variant
5136873257 36873257 |G rs379797796 | SNV downstream_gene_variant

71




5136873330(36873330|T rs715772110 | SNV downstream_gene_variant
5136873393 36873393 | T rs479772405 | SNV downstream_gene_variant
5136873412 (36873412 |C rs715398605 | SNV downstream_gene_variant
5|36873427|36873427 | A rs450673369 | SNV downstream_gene_variant
5136873435 (36873435 |C rs723322488 | SNV downstream_gene_variant
5136873469 | 36873469 | T rs715902594 | SNV downstream_gene_variant
5136873480 | 36873480 | A rs719092844 | SNV downstream_gene_variant
5136873506 | 36873506 | G rs481500015 | SNV downstream_gene_variant
5136873565 | 36873565 | G rs717632138 | SNV downstream_gene_variant
5136873604 | 36873604 | G rs719383626 | SNV downstream_gene_variant
5136873640 | 36873640 | A rs723387865 | SNV downstream_gene_variant
5136873697 | 36873697 | T rs717617936 | SNV downstream_gene_variant
5136873700 | 36873700 | A rs464477800 | SNV downstream_gene_variant
5|36873709 | 36873709 | G rs132638446 | SNV downstream_gene_variant
5136873748 | 36873748 | A rs716760733 | SNV downstream_gene_variant
5|36873843|36873843 | A rs453620413 | SNV downstream_gene_variant
5136873867 | 36873867 |G rs432909301 | SNV downstream_gene_variant
5136873876 | 36873880 | - rs721311922 | INDEL downstream_gene_variant
5|36873951|36873951 | C rs520227390 | SNV downstream_gene_variant
5136874009 | 36874009 | C rs525244913 | SNV downstream_gene_variant
5136874027 | 36874027 | T rs717378622 | SNV downstream_gene_variant
5136874174 36874174 |G rs720610298 | SNV downstream_gene_variant
5136874202 | 36874202 | G rs134420611 | SNV downstream_gene_variant
5136874203 | 36874203 | C rs135569948 | SNV downstream_gene_variant
5136874248 | 36874248 | T rs722225560 | SNV downstream_gene_variant
5136874262 | 36874268 | - rs477311928 | INDEL downstream_gene_variant
5136874266 | 36874266 | A rs714034298 | SNV downstream_gene_variant
5136874277 36874277 | T rs716001041 | INDEL downstream_gene_variant
5136874327 | 36874327 | A rs718493663 | SNV downstream_gene_variant
5136874341 (36874341 |G rs43434319 |SNV downstream_gene_variant
5136874378 | 36874378 | A rs715857299 | INDEL downstream_gene_variant
5136874437 | 36874437 | A rs715885086 | SNV downstream_gene_variant
5136874445 |36874445 | T rs720216846 | SNV downstream_gene_variant
5136874478 | 36874478 | A rs716446024 | SNV downstream_gene_variant
5|36874553 | 36874553 | C rs719586887 | SNV downstream_gene_variant
5136874625 | 36874625 |C rs473244234 | SNV downstream_gene_variant
5136874642 | 36874642 | A rs716955793 | SNV downstream_gene_variant
5136874697 | 36874697 | T rs721315168 | SNV downstream_gene_variant
5136874709 | 36874709 | G rs434871745 | SNV downstream_gene_variant
5136874781 |36874781 | C rs716852986 | SNV downstream_gene_variant
5136874797 | 36874797 | A rs719501134 | SNV downstream_gene_variant
5136874824 36874824 | C rs723958433 | SNV downstream_gene_variant
5136874827 | 36874827 | T rs716875877 | SNV downstream_gene_variant
5(36874846 | 36874846 | T rs473764841 | SNV downstream_gene_variant
5136874880 |36874880 | T rs455053908 | SNV downstream_gene_variant
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5136874889 | 36874889 | G rs717487204 | SNV downstream_gene_variant
5136874994 | 36874994 | T rs134528713 | SNV downstream_gene_variant
5136875023 | 36875023 | A rs714840513 | SNV downstream_gene_variant
5136875029 | 36875029 | T rs716757036 | SNV downstream_gene_variant
5136875054 | 36875054 | - rs522036790 | INDEL downstream_gene_variant
5136875140 (36875140 | T rs721072234 | SNV downstream_gene_variant
5136875209 | 36875209 | G rs377998788 | SNV downstream_gene_variant
5136875287 | 36875287 | A rs443636466 | SNV downstream_gene_variant
5136875336 36875336 |C rs718450116 | SNV downstream_gene_variant
5136875342 (36875342 | T rs722712084 | SNV downstream_gene_variant
5136875368 | 36875368 | A rs720416838 | SNV downstream_gene_variant
5136875438 | 36875438 | T rs720105148 | SNV downstream_gene_variant
5136875457 | 36875457 | A rs723221452 | SNV downstream_gene_variant
5|36875506 | 36875506 | A rs717582370 | SNV downstream_gene_variant
5136875554 | 36875554 | T rs719447674 | SNV downstream_gene_variant
5|36875555| 36875555 | A rs380637810 | SNV downstream_gene_variant
5136875709 | 36875709 | C rs714553356 | SNV downstream_gene_variant
5136875773 36875773 | A rs719059637 | SNV downstream_gene_variant
5|36875807 | 36875807 | C rs714798032 | SNV downstream_gene_variant
5136876002 | 36876002 | A rs716656720 | SNV downstream_gene_variant
5136876055 | 36876061 | - rs136234910 | INDEL downstream_gene_variant
5136876131 36876131 |G rs722103516 | SNV downstream_gene_variant
5136876193 | 36876193 | C rs463990408 | SNV downstream_gene_variant
5136876205 | 36876205 | C rs721655699 | SNV downstream_gene_variant
5136876220 | 36876220 |G rs715227908 | SNV downstream_gene_variant
5136876233 36876233 |C rs718351247 | SNV downstream_gene_variant
5136876255 |36876255 | T rs722752096 | SNV downstream_gene_variant
5|36876274 36876274 |G rs715754591 | SNV downstream_gene_variant
5136876298 | 36876298 | C rs720182307 | SNV downstream_gene_variant
5136876317 36876317 |G rs722128552 | SNV downstream_gene_variant
5|36876406 | 36876406 | T rs718334230 | SNV downstream_gene_variant
5136876469 | 36876469 | T rs471117265 | SNV downstream_gene_variant
5136876487 | 36876487 |G rs715712494 | SNV downstream_gene_variant
5136876495 | 36876495 | G rs465131853 | SNV downstream_gene_variant
5|36876583 | 36876583 | C rs723305952 | SNV downstream_gene_variant
5136876609 | 36876609 | A rs716159666 | SNV downstream_gene_variant
5136876641 | 36876641 |C rs137542005 | SNV downstream_gene_variant
5136876666 | 36876666 | T rs723890917 | SNV downstream_gene_variant
5136876727 | 36876727 | A rs721176068 | SNV downstream_gene_variant
5136876734 36876734 | A rs798745611 | SNV downstream_gene_variant
5136876751 |36876752 | TG rs717259801 | INDEL downstream_gene_variant
5136876755 | 36876755 |G rs722963582 | SNV downstream_gene_variant
5136876853 | 36876853 | A rs717287155 | SNV downstream_gene_variant
5136876868 | 36876870 | - rs133247489 | INDEL downstream_gene_variant
5|36876886 | 36876886 | A rs721579402 | SNV downstream_gene_variant
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5136876973 | 36876973 | A rs714566099 | SNV downstream_gene_variant
5136876978 | 36876978 | T rs718982834 | SNV downstream_gene_variant
5136877000 | 36877000 | T rs714661938 | SNV downstream_gene_variant
5136877001 | 36877001 | A rs716370092 | SNV downstream_gene_variant
5136877007 | 36877007 | T rs718228953 | SNV downstream_gene_variant
5136877016 | 36877016 |C rs722678413 | SNV downstream_gene_variant
5136877036 | 36877036 | C rs381876513 | SNV downstream_gene_variant
5136877082 36877082 | G rs385054951 | SNV downstream_gene_variant
5136877262 |36877262 | C rs720944175 | SNV downstream_gene_variant
5136877297 | 36877297 | A rs720028484 | SNV downstream_gene_variant
5136877382 (36877382 |C rs459777560 | SNV downstream_gene_variant
5136877549 | 36877549 | G rs715527036 | SNV downstream_gene_variant
5136877657 | 36877657 | G rs718291189 | SNV downstream_gene_variant
5|36877813|36877813 |C rs722751953 | SNV downstream_gene_variant
5136877824 36877824 |G rs479858075 | SNV downstream_gene_variant
5|36877858|36877858 | C rs448070087 | SNV downstream_gene_variant
5136877935 | 36877935 | A rs43434318 |SNV 3_prime_UTR_variant
5136877944 36877944 | T rs481845636 | SNV 3_prime_UTR_variant
5|36878055|36878055 | T rs450477933 | SNV 3_prime_UTR_variant
5|36878113|36878113 | T rs464412633 | SNV 3_prime_UTR_variant
5|36878177|36878177 |G rs433046541 | SNV 3_prime_UTR_variant
5|36878346 | 36878346 |G rs446807913 | SNV 3_prime_UTR_variant
5|36878432|36878432 | A rs466756162 | SNV 3_prime_UTR_variant
5|36878521|36878521|T rs716269316 | SNV 3_prime_UTR_variant
5136878548 | 36878548 | T rs527057352 | SNV 3_prime_UTR_variant
5|36878555|36878555 | T rs723757504 | SNV 3_prime_UTR_variant
5136878560 | 36878560 | C rs715553342 | SNV 3_prime_UTR_variant
5|36878715|36878715|T rs379546685 | SNV 3_prime_UTR_variant
5136878757 | 36878757 | T rs718816277 | SNV 3_prime_UTR_variant
5(36878778 | 36878778 | T rs723061863 | SNV 3_prime_UTR_variant
5|36878801| 36878801 | A rs717255405 | SNV 3_prime_UTR_variant
5136879055 | 36879055 | A rs454916810 | SNV intron_variant
5|36879178|36879178 | G rs468715971 | SNV synonymous_variant
5136879215 |36879215|T rs437138222 | SNV missense_variant
5|36879535| 36879538 | - rs719271701 | INDEL intron_variant
5|36879559 | 36879559 | C rs457173840 | SNV intron_variant
5(36879578 | 36879578 | A rs716564563 | SNV intron_variant
5|36879606 | 36879606 | T rs721052190 | SNV intron_variant
5136879634 |36879634 | T rs722860332 | SNV intron_variant
5|36879701| 36879701 | C rs382209396 | SNV intron_variant
5136879740 | 36879740 | T rs470852702 | SNV intron_variant
5136879742 36879742 | T rs519728774 | SNV intron_variant
5|36879805 | 36879805 | T rs523305465 | SNV intron_variant
5136879812 | 36879812 | A rs439853297 | SNV intron_variant
5|36879828|36879828 | T rs453513394 | SNV intron_variant
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5|36879877|36879877 |G rs137727235 | SNV intron_variant
5|36879947 | 36879947 | C rs718820693 | SNV intron_variant
5|36879967 | 36879967 | G rs526770169 | SNV intron_variant
5|36879973| 36879973 | A rs719014132 | SNV intron_variant
5|36880024 | 36880024 | A rs722093484 | SNV intron_variant
5|36880033 | 36880033 | C rs518866442 | SNV intron_variant
5|36880046 | 36880046 | C rs523826785 | SNV intron_variant
5|36880070 | 36880070 | A rs718164133 | SNV intron_variant
5|36880082 | 36880082 | T rs798090208 | SNV intron_variant
5|36880118|36880118 |G rs385218628 | SNV intron_variant
5|36880198 | 36880198 | A rs379006023 | SNV intron_variant
5|36880202 | 36880202 | A rs722390951 | SNV intron_variant
5|36880210 (36880210 | A rs520893291 | SNV intron_variant
5|36880256 | 36880256 | G rs209992951 | SNV intron_variant
5136880318 | 36880318 | T rs719963137 | SNV intron_variant
5|36880342|36880342 | - rs722918596 | INDEL intron_variant
5136880381 | 36880381 | A rs516504784 | SNV intron_variant
5|36880394 | 36880394 | G rs520051239 | SNV intron_variant
5|36880418|36880418 | A rs525067071 | SNV intron_variant
5136880427 | 36880427 | A rs518531987 | SNV intron_variant
5|36880450 | 36880450 | G rs716673523 | SNV intron_variant
5136880470 (36880470 | T rs719706784 | SNV intron_variant
5|36880487 | 36880487 |G rs717610108 | INDEL intron_variant
5|36880515 | 36880516 | - rs720782368 | INDEL intron_variant
5136880544 | 36880544 | G rs715038354 | SNV intron_variant
5|36880574 | 36880574 | G rs718210226 | SNV intron_variant
5136880611 | 36880611 | T rs722614546 | SNV intron_variant
5|36880649 | 36880649 | G rs211041232 | SNV intron_variant
5136880653 | 36880653 | A rs520673302 | SNV intron_variant
5136880687 | 36880687 | T rs525621390 | SNV intron_variant
5136880772 36880772 | T rs517721972 | SNV intron_variant
5136880783 | 36880783 | A rs719881893 | SNV intron_variant
5|36880830| 36880830 |G rs721725937 | SNV intron_variant
5136880836 | 36880836 | G rs522758367 | SNV intron_variant
5|36880872|36880872 | A rs526341470 | SNV intron_variant
5|36880882|36880882 | T rs720928027 | SNV intron_variant
536880888 | 36880888 | A rs518342246 | SNV intron_variant
5|36880940 | 36880940 | C rs718270606 | SNV intron_variant
5136880967 | 36880967 | G rs442227043 | SNV intron_variant
5|36881063 | 36881063 | T rs521911658 | SNV intron_variant
5|36881083 | 36881083 | A rs720836303 | SNV intron_variant
5136881099 | 36881099 | C rs714339110 | SNV intron_variant
5|36881100| 36881100 | T rs718816152 | SNV intron_variant
5136881156 | 36881156 | G rs526876835 | SNV intron_variant
5|36881174|36881174 | A rs716201538 | SNV intron_variant
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5|36881175|36881175 |G rs719265755 | SNV intron_variant
5/36881188 | 36881188 | A rs722471426 | SNV intron_variant
5|36881200 | 36881200 | G rs715344459 | SNV intron_variant
5136881274 | 36881274 | T rs461781532 | SNV intron_variant
5|36881359|36881359 | C rs481974496 | SNV intron_variant
5|36881407 | 36881407 | T rs525985886 | SNV intron_variant
5136881432 | 36881432 |G rs444141582 | SNV intron_variant
5|36881488|36881488 |G rs723518845 | SNV intron_variant
5|36881488|36881488 | C rs723518845 | SNV intron_variant
5|36881506 | 36881506 | T rs715339221 | SNV intron_variant
5|36881524 | 36881524 | C rs717803153 | SNV intron_variant
5|36881627|36881627 | C rs523052579 | SNV intron_variant
5136881631 | 36881631 | A rs516564151 | SNV intron_variant
5|36881662 | 36881662 | C rs717080470 | SNV intron_variant
5|36881694 | 36881694 | A rs724018916 | SNV intron_variant
5|36881697 | 36881697 | G rs716995386 | SNV intron_variant
5|36881699 | 36881699 | A rs721400506 | SNV intron_variant
5136881716 | 36881716 |G rs718986102 | SNV intron_variant
5|36881731|36881731|C rs717533165 | SNV intron_variant
5136881768 | 36881768 | C rs520112295 | SNV intron_variant
5|36881881|36881881 | C rs523654647 | SNV intron_variant
5|36881892 | 36881892 | G rs714296135 | INDEL intron_variant
5|36881914 | 36881914 |G rs718667078 | SNV intron_variant
5|36881968 | 36881968 | G rs720606350 | SNV intron_variant
5136882040 | 36882040 | C rs515739894 | SNV intron_variant
5|36882100| 36882100 | T rs718015434 | SNV intron_variant
5136882128 | 36882128 | G rs520703845 | SNV intron_variant
5|36882180|36882180 | T rs722443438 | SNV intron_variant
5136882182 36882182 |G rs715380880 | SNV intron_variant
5136882204 | 36882204 | A rs718491618 | SNV intron_variant
5136882223 36882223 |G rs457724196 | SNV intron_variant
5136882252 36882252 |G rs517779032 | SNV intron_variant
5|36882262 |36882262 | C rs521363905 | SNV intron_variant
5136882303 | 36882303 | A rs524956227 | SNV intron_variant
5|36882327 (36882327 |G rs715454629 | SNV intron_variant
5|36882331|36882331 | A rs440504850 | SNV intron_variant
5136882351 |36882351|C rs518399804 | SNV intron_variant
5|36882455| 36882455 | A rs462650558 | SNV intron_variant
5136882487 | 36882487 | T rs477834803 | SNV intron_variant
5|36882516 | 36882516 | C rs723377621 | SNV intron_variant
5136882548 | 36882548 | C rs717592013 | SNV intron_variant
5136882635 | 36882635 | A rs380395639 | SNV intron_variant
5|36882798|36882798 | T rs723627353 | SNV intron_variant
5136882836 | 36882836 | A rs716482437 | SNV intron_variant
5|36882911|36882911 | T rs720696279 | SNV intron_variant
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5|36882919 | 36882919 | C rs525442190 | SNV intron_variant
5|36882921|36882921 | A rs719699185 | SNV intron_variant
5]36882992 | 36882992 | C rs517539821 | SNV intron_variant
5|36883004 | 36883004 | C rs522513732 | SNV intron_variant
5|36883032 (36883032 |T rs480440224 | SNV intron_variant
5|36883074 | 36883074 | G rs526054003 | SNV intron_variant
5|36883093 | 36883093 | A rs717609917 | SNV intron_variant
5|36883115|36883115|T rs519567923 | SNV intron_variant
5|36883237 (36883237 | A rs449080520 | SNV intron_variant
5|36883256 | 36883256 | G rs718210079 | SNV intron_variant
5|36883269 | 36883269 | C rs721258930 | SNV intron_variant
5136883274 | 36883274 | A rs450726437 | SNV intron_variant
5|36883312 (36883312 |G rs518730800 | SNV intron_variant
5|36883382|36883382 | C rs718598122 | SNV intron_variant
5136883413 36883413 | T rs523748934 | SNV intron_variant
5|36883448|36883448 | C rs135996383 | SNV intron_variant
5136883617 |36883617|C rs723911057 | SNV intron_variant
5136883771 (36883771 |C rs519341519 | SNV intron_variant
5|36883820|36883820 | T rs716906725 | SNV intron_variant
5136883831 | 36883831 | A rs720107758 | SNV intron_variant
5|36883836|36883836 | A rs723887032 | SNV intron_variant
5136883917 | 36883917 |G rs437285000 | SNV intron_variant
5|36884085 | 36884085 | A rs524295279 | SNV intron_variant
5136884114 | 36884114 | A rs714178674 | SNV intron_variant
5136884169 | 36884169 | T rs457314618 | SNV intron_variant
5|36884291|36884291 |G rs464377043 | SNV intron_variant
5136884473 36884473 |G rs516382381 | SNV intron_variant
5|36884574|36884574 | C rs722883040 | SNV intron_variant
5136884662 | 36884662 | A rs715874220 | SNV intron_variant
5136884699 | 36884699 | A rs714590158 | SNV intron_variant
5136884720 |36884720 | A rs720168149 | SNV intron_variant
5136884730|36884730|C rs521424994 | SNV intron_variant
5|36884768|36884768 | T rs525013829 | SNV intron_variant
5136884801 | 36884801 | T rs716437053 | SNV intron_variant
5|36884835|36884835 | T rs719549110 | SNV intron_variant
5136884867 | 36884867 | A rs722701759 | SNV synonymous_variant
5136885035 | 36885035 | G rs717551360 | SNV splice_region_variant
5|36885044 | 36885044 | - rs720118037 | INDEL intron_variant
5(36885112 | 36885112 | A rs719521075 | SNV intron_variant
5|36885227|36885227 | - rs715570431 | INDEL intron_variant
5136885248 | 36885248 | A rs716880603 | SNV intron_variant
5136885272 (36885272 |C rs723121870 | SNV intron_variant
5|36885303 | 36885303 | A rs433172183 | SNV intron_variant
5136885396 | 36885396 | A rs714235193 | SNV intron_variant
5|36885412|36885412 |G rs717448448 | SNV intron_variant
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5|36885439 | 36885439 | A rs720476829 | SNV intron_variant
5|36885447|36885447 | A rs714830832 | SNV intron_variant
5|36885465 | 36885465 | T - SNV intron_variant
5|36885465 | 36885465 | G rs718060376 | SNV intron_variant
5|36885468 | 36885468 | T rs722410492 | SNV intron_variant
5|36885501 | 36885501 | T rs714142553 | SNV intron_variant
5|36885531|36885531 | T rs718340903 | SNV intron_variant
5|36885532 | 36885532 | A rs718482283 | SNV intron_variant
5|36885537 (36885537 | A rs715713251 | SNV intron_variant
5|36885574 | 36885574 | A rs383904262 | SNV intron_variant
5|36885580 | 36885580 | T rs516990837 | SNV intron_variant
5|36885615 | 36885615 |G rs520527913 | SNV intron_variant
5136885652 | 36885652 | A rs525548343 | SNV intron_variant
5|36885667 | 36885667 | A rs209072107 | SNV intron_variant
5136885669 | 36885669 | T rs719396077 | SNV intron_variant
5|36885744|36885744 | G rs453451587 | SNV intron_variant
5136885805 | 36885805 | G rs207673664 | SNV intron_variant
5136885882 | 36885882 | C rs522599856 | SNV intron_variant
5|36885954 | 36885954 | A rs134335748 | SNV intron_variant
5136885972 | 36885972 | C rs524686892 | SNV intron_variant
5|36885978|36885978 | T rs723955527 | SNV intron_variant
5136885986 | 36885986 | C rs518186290 | SNV intron_variant
5|36886001 | 36886001 | A rs722998491 | SNV intron_variant
5|36886043 | 36886043 | G rs442149614 | SNV intron_variant
5136886191 | 36886191 | T rs210487838 | SNV intron_variant
5|36886213|36886213 |C rs455914684 | SNV intron_variant
536886284 36886284 | T rs476048582 | SNV intron_variant
5|36886413 | 36886413 | C rs721489724 | SNV intron_variant
5136886425 | 36886425 | T rs380202114 | SNV intron_variant
5|36886478 | 36886478 | G rs526714158 | INDEL intron_variant
5|36886533 | 36886533 | C rs518799361 | SNV intron_variant
5136886536 | 36886536 | A rs522336399 | SNV intron_variant
5|36886590 | 36886590 | G rs721243764 | SNV intron_variant
5136886634 | 36886634 | - rs722546553 | INDEL intron_variant
5|36886646 | 36886646 | T rs109963247 | SNV intron_variant
5|36886647 | 36886647 | A rs483116095 | SNV intron_variant
5136886660 | 36886661 | TG rs135352963 | INDEL intron_variant
5|36886665 | 36886665 | T rs722526673 | SNV intron_variant
5|36886763 36886763 | T rs519378404 | SNV intron_variant
5|36886830 | 36886830 | C rs381655793 | SNV intron_variant
5|36886841 | 36886841 | A rs721586537 | SNV intron_variant
5136886964 | 36886964 | C rs516437582 | SNV intron_variant
5|36886989 | 36886989 | G rs136490600 | SNV intron_variant
5136886992 | 36886992 | - rs136472104 | INDEL intron_variant
5|36887103 | 36887103 | C rs378593349 | SNV intron_variant
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5|36887193 | 36887193 | G rs381730723 | SNV intron_variant
5|36887195 | 36887195 | C rs457862797 | SNV intron_variant
5|36887322|36887322 | C rs719101771 | SNV intron_variant
5|36887334|36887334 | T rs723501591 | SNV intron_variant
5|36887356 | 36887356 | G rs520606247 | SNV intron_variant
5|36887580 | 36887580 | C rs379484488 | SNV intron_variant
5|36887608 | 36887608 | T rs381339838 | SNV intron_variant
5|36887620 | 36887620 | C rs715661927 | SNV intron_variant
5|36887716|36887716 | A rs440046640 | SNV intron_variant
5|36887744 36887744 | C rs456592337 | SNV intron_variant
5|36887841 | 36887841 |G rs716239124 | SNV intron_variant
5|36887859 | 36887859 | T rs521188047 | SNV intron_variant
5136887892 | 36887892 | G rs718191071 | SNV intron_variant
5|36887917|36887917 | C rs722605067 | SNV intron_variant
5136887919 | 36887919 | C rs714314925 | SNV intron_variant
5|36887967 | 36887967 | G rs718766814 | SNV intron_variant
5136888029 | 36888029 | C rs722577537 | SNV intron_variant
5|36888041|36888041 | C rs719432581 | SNV intron_variant
5|36888086 | 36888086 | T rs719929945 | SNV intron_variant
5136888124 | 36888124 |C rs721782573 | SNV intron_variant
5|36888169 | 36888169 | A rs723751538 | SNV intron_variant
5136888170 (36888170 | T rs460362458 | SNV intron_variant
5136888226 | 36888226 | - rs474701268 | INDEL intron_variant
5|36888228|36888228 | C rs207749044 | SNV intron_variant
5|36888238 | 36888238 | A rs136554098 | SNV intron_variant
5|36888257|36888257 |G rs723575845 | SNV intron_variant
5|36888366 | 36888366 | T rs717758368 | SNV intron_variant
5|36888631|36888631 | C rs716848675 | SNV intron_variant
5136888664 | 36888664 | C rs721191583 | SNV intron_variant
5136888734 | 36888734 | A rs716978039 | INDEL intron_variant
5|36888761|36888761 | T rs525335134 | SNV intron_variant
5136888855 | 36888855 | A rs480551918 | SNV intron_variant
5|36888931|36888931 | A rs449132101 | SNV intron_variant
5136888941 | 36888941 | A rs469194400 | SNV intron_variant
5|36888971|36888971 |G rs482923855 | SNV intron_variant
5|36889016 | 36889016 | T rs718712648 | SNV intron_variant
5136889079 | 36889079 | - rs450874984 | INDEL intron_variant
5|36889166 | 36889166 | G rs716113076 | SNV intron_variant
5136889170 | 36889170 |C rs721008400 | SNV intron_variant
5|36889318 36889318 | T rs722380623 | SNV intron_variant
5136889480 | 36889480 | A rs385350305 | SNV intron_variant
5136889508 | 36889508 | T rs718421983 | SNV intron_variant
5|36889589 | 36889589 | C rs718963411 | SNV intron_variant
5136889669 | 36889669 | A rs722942681 | SNV intron_variant
5|36889701|36889701 | T rs716537808 | SNV intron_variant
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5|36889797 | 36889797 | T rs464512205 | SNV intron_variant
5|36889852 | 36889852 | A rs433111591 | SNV intron_variant
5|36889961 | 36889961 | C rs446806716 | SNV intron_variant
5|36890079 | 36890079 | - rs466980285 | INDEL intron_variant
5|36890275 | 36890275 | - rs723296686 | INDEL intron_variant
5|36890276 | 36890276 | A rs715512822 | SNV intron_variant
5]36890296 | 36890296 | C rs720023593 | SNV intron_variant
5|36890498 | 36890498 | C rs717656620 | SNV intron_variant
5|36890505 | 36890505 | A rs43434315 |SNV intron_variant
5|36890542 | 36890542 | G rs435880124 | SNV intron_variant
5|36890689 | 36890689 | A rs720534145 | SNV intron_variant
5|36890731|36890731|T rs379423878 | SNV intron_variant
5136890778 | 36890778 | G rs456003628 | SNV intron_variant
5|36890855 | 36890855 | T rs208356133 | SNV intron_variant
5|36891046 | 36891046 | A rs382390229 | SNV intron_variant
5|36891060 | 36891060 | T rs476031435 | SNV intron_variant
5136891076 | 36891076 | A rs718564088 | SNV intron_variant
5136891137 (36891137 |C rs478972740 | SNV intron_variant
5|36891144|36891144 | C rs715983684 | SNV intron_variant
5|36891336 (36891336 |G rs719141642 | SNV intron_variant
5136891421 | 36891421 | A rs481381131 | INDEL intron_variant
5|36891464 | 36891464 | C rs209201483 | SNV intron_variant
5136891482 | 36891482 | A rs720198728 | SNV intron_variant
5|36891518 36891518 | A rs718921485 | SNV intron_variant
5136891522 | 36891522 |C rs526651134 | SNV intron_variant
5|36891703 | 36891703 | G rs518648162 | SNV intron_variant
5136891971 | 36891971 | A rs718227851 | SNV intron_variant
5|36892020| 36892020 | T rs384909351 | SNV intron_variant
5136892137 (36892137 |C rs716935500 | SNV intron_variant
5136892317 |36892317|C rs527180792 | SNV intron_variant
5|36892405 | 36892405 | C rs715623292 | SNV intron_variant
5136892455 | 36892455 | A rs720136360 | SNV intron_variant
5136892562 | 36892562 | A rs721924178 | SNV intron_variant
5136892600 | 36892600 | - rs714174260 | INDEL intron_variant
5|36892865 | 36892865 | C rs716179500 | SNV intron_variant
5|36892876 36892876 | T rs137482308 | SNV intron_variant
5136892908 | 36892908 | T rs524231583 | SNV intron_variant
5|36892929 (36892929 | A rs516265190 | SNV intron_variant
5136893133 36893133 |C rs719796658 | SNV intron_variant
5|36893143|36893143 | A rs378057914 | SNV intron_variant
5136893185 (36893185 | T rs451386263 | SNV intron_variant
5136893243 36893243 |G rs471503123 | SNV intron_variant
5|36893271|36893271 | A rs521272272 | SNV intron_variant
5136893284 | 36893284 | A rs523357266 | INDEL intron_variant
5|36893295|36893295 | C rs714553466 | SNV intron_variant
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5|36893307 | 36893307 | A rs516864871 | SNV intron_variant
5|36893353 | 36893353 | - rs520413096 | INDEL intron_variant
5|36893354 | 36893354 | A rs525390695 | SNV intron_variant
5|36893385 (36893385 | A rs720803182 | SNV intron_variant
5|36893403 | 36893403 | A rs517474812 | SNV intron_variant
5|36893426|36893426 | C rs521012196 | INDEL intron_variant
5]36893490 | 36893490 | C rs380815876 | SNV intron_variant
5|36893528 36893528 | T rs718341048 | SNV intron_variant
5|36893529 | 36893529 | A rs722727631 | SNV intron_variant
5|36893589 | 36893589 | A rs524586848 | SNV intron_variant
5|36893650 | 36893650 | A rs518063205 | SNV intron_variant
5|36893652 | 36893652 |G rs521673000 | SNV intron_variant
5136893689 | 36893689 | G rs714758656 | INDEL intron_variant
5|36893709 | 36893709 | A rs526707120 | SNV intron_variant
5136893782 | 36893782 | A rs717887843 | SNV intron_variant
5|36893796 | 36893796 | T rs517245169 | SNV intron_variant
5|36893861 |36893861 | C rs714062910 | SNV intron_variant
5|36893912 | 36893912 | A rs522272124 | SNV intron_variant
5|36893922 (36893922 |G rs527187619 | SNV intron_variant
5]36893929 | 36893929 | C rs716493019 | SNV intron_variant
5|36893941|36893941 |G rs439985184 | SNV intron_variant
5136893953 | 36893953 | A rs524237382 | SNV intron_variant
5|36894067 | 36894067 | C rs526406313 | SNV intron_variant
5|36894230|36894230 |G rs132837151 | SNV intron_variant
5136894290 | 36894290 | C rs442696024 | SNV intron_variant
5|36894292|36894292 | T rs723280097 | SNV intron_variant
5136894853 | 36894853 | C rs717544517 | SNV intron_variant
5|36894879 | 36894879 | C rs516922209 | SNV intron_variant
5136894990 | 36894990 | T rs462837534 | INDEL intron_variant
5136895019 | 36895019 | G rs524052495 | SNV intron_variant
5|36895152 | 36895153 | AA rs720606103 | INDEL intron_variant
5136895154 | 36895155 | AT rs516085441 | INDEL intron_variant
5|36895527 | 36895527 | - rs521094911 | INDEL intron_variant
5136895543 36895543 | T rs721100904 | SNV intron_variant
5136895547 |36895547 | C rs714101117 | SNV intron_variant
5|36895593 | 36895593 | G rs134082738 | SNV intron_variant
5136895636 | 36895636 | G rs482593550 | SNV intron_variant
5|36895761|36895761 |G rs797449358 | SNV intron_variant
5136895866 | 36895866 | G rs210597955 | SNV synonymous_variant
5|36895982 | 36895982 | G rs445012020 | SNV intron_variant
5136896031 | 36896031 | A rs458036293 | SNV intron_variant
5136896085 | 36896085 | T rs714974389 | SNV intron_variant
5|36896086 | 36896086 | A rs718179911 | SNV intron_variant
5136896101 | 36896102 | TT - INDEL intron_variant
5|36896101 | 36896101 | T rs722069705 | INDEL intron_variant
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5|36896110|36896110 | C rs377983203 | SNV intron_variant
5|36896124 | 36896124 | A rs17870307 |SNV intron_variant
5|36896178|36896178 | T rs522335594 | SNV intron_variant
5|36896182 | 36896182 | A rs722483146 | SNV intron_variant
5|36896217 | 36896217 |G rs478110463 | SNV intron_variant
5136896387 | 36896387 | A rs446943598 | SNV missense_variant
5|36896523 | 36896523 | C rs209863301 | SNV intron_variant
5|36896556 | 36896556 | C rs715985252 | SNV intron_variant
5|36896557 | 36896557 | A rs719206431 | SNV intron_variant
5|36896738|36896738 | C rs723645212 | SNV intron_variant
5|36896849 | 36896849 | T rs715281787 | SNV intron_variant
5|36896935|36896935 | T rs719757737 | SNV intron_variant
5136896938 | 36896938 | A rs207739687 | SNV intron_variant
5|36897056 | 36897056 | C rs517888312 | SNV intron_variant
5136897092 | 36897092 | T rs210771759 | SNV intron_variant
5|36897262|36897262 | C rs526405865 | SNV intron_variant
5136897263 | 36897263 | A rs519928492 | SNV intron_variant
5136897272 36897272 |G rs522036560 | SNV intron_variant
5|36897338 (36897338 | T rs527014796 | SNV synonymous_variant
5136897410 (36897410 | T rs470697074 | SNV synonymous_variant
5|36897520| 36897520 | A rs43434313 | SNV intron_variant
5136897556 | 36897556 | T rs718126383 | SNV intron_variant
5|36897598 | 36897598 | C - SNV intron_variant
5|36897598 | 36897598 | A rs432128006 | SNV intron_variant
5136897645 | 36897645 | A rs714229066 | SNV intron_variant
5|36897646 | 36897646 | A rs718739321 | SNV intron_variant
5136897655 | 36897655 | C rs519681368 | SNV intron_variant
5|36897692 | 36897692 | - rs523272661 | INDEL intron_variant
5136897709 | 36897709 | A rs209089198 | SNV intron_variant
5136897714 36897714 | T rs716093872 | SNV intron_variant
5]36897951| 36897951 | C rs449540752 | SNV intron_variant
5136898031 | 36898031 | A rs469681783 | SNV intron_variant
5|36898041|36898041 | A rs515909200 | SNV intron_variant
5136898071 | 36898071 | G rs520946021 | SNV intron_variant
5|36898075 | 36898075 | A rs438167037 | SNV intron_variant
5|36898087 | 36898087 | T rs441659479 | SNV intron_variant
5136898095 | 36898095 | T rs521493054 | SNV intron_variant
5|36898122 (36898122 | A rs525074584 | SNV intron_variant
5136898229 | 36898229 | A rs518545494 | SNV intron_variant
5|36898260 | 36898260 | G rs522091682 | SNV intron_variant
5136898271 | 36898271 |C rs716971807 | SNV intron_variant
5136898313 | 36898313 | A rs721273673 | SNV intron_variant
5|36898423|36898423 | T rs714338920 | SNV intron_variant
5136898537 | 36898537 | G rs714429189 | SNV intron_variant
5|36898540 | 36898540 | G rs527072691 | SNV intron_variant
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5|36898571|36898571 | A rs451927512 | SNV intron_variant
5|36898647 |36898647 | C rs519149196 | SNV intron_variant
5|36898775|36898775 | A rs714919687 | SNV intron_variant
5|36898820|36898820 | T rs135942912 | SNV intron_variant
5|36898824 | 36898824 | C rs526228866 | SNV intron_variant
5|36898894 | 36898894 | A rs519764355 | SNV intron_variant
5|36898926 | 36898926 | T rs523298371 | SNV intron_variant
5|36899002 | 36899002 | T rs384364816 | SNV intron_variant
5|36899026 | 36899026 | T rs719751831 | SNV intron_variant
5|36899030| 36899030 | G rs472033712 | SNV intron_variant
5|36899169 | 36899169 | T rs717188534 | INDEL intron_variant
5|36899178|36899178 | T rs450388162 | INDEL intron_variant
5136899199 | 36899199 | T rs209175603 | SNV intron_variant
5|36899200 | 36899200 | A rs523988381 | SNV intron_variant
5136899202 | 36899202 | T rs515964814 | SNV intron_variant
5|36899261|36899261 | T rs520946806 | SNV intron_variant
5]36899280 | 36899280 | C rs714439313 | SNV intron_variant
5136899435 | 36899435 | C rs523096389 | SNV intron_variant
5|36899487 (36899487 | T rs721964095 | SNV intron_variant
5136899516 | 36899516 | T rs516571038 | SNV intron_variant
5|36899518 | 36899518 | C rs717072834 | SNV intron_variant
5136899537 | 36899537 |C rs520133778 | SNV intron_variant
5|36899547 | 36899547 | G rs525098428 | SNV intron_variant
5|36899662 | 36899662 | C rs517170275 | SNV intron_variant
5136899674 | 36899674 | C rs520723736 | SNV intron_variant
5|36899754 | 36899754 | T rs525695344 | SNV intron_variant
5136899759 | 36899759 | A rs716810353 | SNV intron_variant
5]36899803 | 36899803 | C rs433651701 | SNV intron_variant
5136899816 | 36899816 | T rs714193222 | SNV intron_variant
5136899823 | 36899823 | G rs453776547 | SNV intron_variant
5|36899836 | 36899836 | C rs721769272 | SNV intron_variant
5136900047 | 36900047 | C rs473804650 | SNV intron_variant
5|36900074 | 36900074 | T rs721566910 | SNV synonymous_variant
5136900242 {36900242 | T rs717841797 | SNV intron_variant
5|36900422|36900422 | T rs717698968 | SNV intron_variant
5|36900476 | 36900476 | A rs208221382 | SNV intron_variant
5136900525 | 36900525 | A rs517769483 | SNV intron_variant
5|36900539 | 36900555 | - rs522752882 | INDEL intron_variant
5136900682 | 36900682 | - rs718182855 | INDEL intron_variant
5|36900818 | 36900818 | G rs526342344 | SNV intron_variant
5136900867 | 36900867 | A rs442411597 | SNV intron_variant
5136900916 | 36900916 | A rs723316268 | SNV intron_variant
5|36900925 | 36900925 | G rs717626118 | SNV intron_variant
5136900953 | 36900953 | T rs518364278 | SNV intron_variant
5|36900995 | 36900995 | A rs521945035 | SNV intron_variant
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5136900996 | 36900996 | C rs382591177 | SNV intron_variant
5|36901013| 36901013 |T rs716913566 | SNV intron_variant
5|36901077 | 36901077 | T rs462813329 | SNV intron_variant
5|36901087 | 36901087 | A rs476322867 | SNV intron_variant
5{36901121|36901121 |C rs524043181 | SNV intron_variant
5|36901129|36901129 | T rs526171059 | SNV intron_variant
5136901145 | 36901145 | T rs438511728 | SNV intron_variant
5|36901154 | 36901154 | C rs523120654 | SNV intron_variant
5|36901164 | 36901164 | C rs516645233 | SNV intron_variant
5|36901390| 36901390 | G rs458569005 | INDEL intron_variant
5|36901434|36901434 | T rs478649834 | SNV intron_variant
5136901484 36901484 | T rs446921337 | SNV intron_variant
5]36901521|36901521 |C rs132981883 | SNV intron_variant
5136901542 | 36901545 | - rs380202447 | INDEL intron_variant
5|36901636 | 36901636 | A rs382267310 | SNV intron_variant
5|36901650 | 36901650 | A rs385762758 | SNV intron_variant
5|36901678 36901678 | C rs460624180 | SNV intron_variant
5136901900 | 36901900 | T rs718628451 | SNV intron_variant
5|36902001 | 36902001 | G rs515799531 | SNV intron_variant
5|36902081 | 36902081 | T rs480615466 | SNV intron_variant
5|36902100 | 36902100 | - rs717885799 | INDEL intron_variant
5|36902102 | 36902102 | A rs449199383 | SNV intron_variant
5|36902153| 36902153 |G rs469630961 | SNV intron_variant
5|36902308 | 36902308 | A rs483284597 | SNV intron_variant
5136902360 | 36902360 | C rs137127026 | SNV intron_variant
5|36902362 | 36902362 | T rs209471948 | SNV intron_variant
5136902372 (36902372 |G rs465547182 | SNV intron_variant
5]36902390| 36902390 | T rs723991683 | SNV intron_variant
5136902570 | 36902570 | C rs524909295 | SNV intron_variant
5136902675 | 36902675 | G rs434194525 | SNV intron_variant
5|36902728|36902728 | T rs132910684 | SNV intron_variant
5136902744 36902744 | G rs717566118 | SNV intron_variant
5|36902810| 36902810 | T rs720684496 | SNV intron_variant
5136902839 36902839 | G rs453762798 | SNV intron_variant
5136902844 | 36902844 | A rs467454937 | SNV intron_variant
5|36902997 | 36902997 | G rs522648043 | SNV intron_variant
5136903050 | 36903050 | T rs435945735 | SNV intron_variant
5|36903111|36903111|T rs717972734 | SNV intron_variant
5136903133 36903133 |A rs720366408 | SNV intron_variant
5|36903168 | 36903168 | T rs714563068 | SNV intron_variant
5136903188 36903188 | T rs456068865 | SNV intron_variant
5136903349 36903349 | T rs438647733 | SNV intron_variant
5|36903380| 36903380 | A rs716407140 | SNV intron_variant
5136903411 36903411 |T rs452320158 | SNV intron_variant
5]36903498 | 36903498 | C rs472179100 | SNV intron_variant
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5|36903551| 36903551 |T rs715708038 | SNV intron_variant
5|36903626 | 36903626 | G rs526712798 | SNV intron_variant
5|36903663 | 36903663 | A rs718792962 | SNV intron_variant
5]36903713|36903713 | C rs518809252 | SNV intron_variant
5|36903735|36903735|T rs523776807 | SNV intron_variant
5]36903833 | 36903833 |C rs719463754 | SNV intron_variant
5136903922 | 36903922 | C rs723826839 | SNV intron_variant
5|36903939 | 36903939 | A rs716866775 | SNV intron_variant
5|36903991 | 36903991 | A rs515854161 | SNV intron_variant
5|36904010| 36904010 | C rs110100214 | SNV intron_variant
5|36904074 | 36904074 | A rs519400094 | SNV intron_variant
5]36904180 | 36904180 | C rs522939759 | SNV intron_variant
5136904256 | 36904256 | - rs516467629 | INDEL intron_variant
5|36904267|36904267 | C rs136750656 | SNV intron_variant
5]36904296 | 36904296 | C rs441012097 | SNV intron_variant
5]36904365 | 36904365 | C rs460613494 | SNV intron_variant
5136904387 | 36904387 | A rs480779278 | SNV intron_variant
5136904452 | 36904452 | G rs517044723 | SNV intron_variant
5136904472 36904472 | T rs455511201 | SNV intron_variant
5136904491 | 36904491 | G rs525684837 | SNV intron_variant
5|36904612 | 36904612 |G rs517668587 | SNV intron_variant
5136904645 | 36904645 | T rs798516303 | SNV intron_variant
5136904711 | 36904714 | - rs137277082 | INDEL intron_variant
5|36904772|36904772 |G rs211655633 | SNV intron_variant
5136904799 | 36904799 | G rs718974262 | SNV intron_variant
5|36904818|36904818 | T rs378578555 | SNV intron_variant
5136904828 | 36904828 | C rs722745919 | SNV intron_variant
5|36904832 (36904832 | T rs714401567 | SNV intron_variant
5136904873 | 36904873 | A rs518258592 | SNV intron_variant
5136904901 | 36904901 | G rs442959914 | SNV intron_variant
5|36905045 | 36905045 | G rs715660856 | SNV intron_variant
5136905063 | 36905063 | - rs720032932 | INDEL intron_variant
5|36905074 | 36905074 | C rs723784036 | SNV intron_variant
5136905281 36905281 | T rs211305061 | SNV intron_variant
5|36905339| 36905339 |G rs518843123 | SNV intron_variant
5|36905403 | 36905403 | T rs522390572 | SNV intron_variant
5136905420 | 36905420 | T rs109723722 | SNV intron_variant
5|36905575| 36905575 | T rs715564080 | SNV intron_variant
5136905620 | 36905620 | T rs720479514 | SNV intron_variant
5|36905777| 36905777 |G rs377834723 | SNV intron_variant
5136905798 | 36905798 | T rs801247905 | SNV intron_variant
5136905807 | 36905807 | A rs714733118 | SNV intron_variant
5|36905819 | 36905819 | G rs522996776 | SNV intron_variant
5136905862 | 36905862 | - rs474507766 | INDEL splice_donor_variant
5|36905918 | 36905918 | A rs518632821 | SNV 5_prime_UTR_variant
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5136905962 | 36905962 | T rs714598252 | SNV
5|36905982 | 36905982 | T rs523598216 | SNV
5136905983 | 36905983 | C rs517118706 | SNV
5]36906019 | 36906019 | A rs520706548 | SNV
5136906030 | 36906030 | A rs525741554 | SNV
5136906050 | 36906050 | G rs516268099 | SNV
5136906096 | 36906096 | G rs462944600 | SNV
5|36906113 | 36906113 | T rs524828467 | SNV
5]36906154 | 36906154 | G rs208148414 | SNV
5|36906177 | 36906177 | A rs518303800 | SNV
5|36906213 | 36906213 | T rs798410378 | SNV
5|36906221|36906221 | T rs521881484 | SNV
5|36906298 | 36906298 | G rs525384670 | SNV
5|36906320| 36906320 | G rs517475277 | SNV
5|36906349 | 36906349 | C rs43434312 | SNV
5|36906354 | 36906354 | T rs717139032 | SNV
5|36906363 | 36906363 | G rs720479114 | SNV
5136906388 | 36906388 | T rs525998180 | SNV
5136906390 | 36906390 | G rs208890523 | SNV
5|36906461 | 36906461 | C rs445538677 | SNV
5136906513 | 36906513 |G rs465686036 | SNV
5|36906537 | 36906537 | C rs718970224 | SNV
5|36906544 | 36906544 | T rs722004150 | SNV
5136906553 | 36906553 | C rs715088026 | SNV
5136906726 | 36906726 | T rs479220711 | SNV
5]36906746 | 36906746 | C rs526644393 | SNV
5|36906754 | 36906754 | C rs447795715 | SNV
5136906856 | 36906856 | C rs467442075 | SNV
5|36906871 | 36906871 | G rs721900398 | SNV
5|36906927 | 36906927 | A rs436081598 | SNV
5|36907157 | 36907157 | T rs715970968 | SNV
5136907262 | 36907262 | G rs525756791 | SNV
5|36907389 | 36907389 | T rs210225083 | SNV
5136907457 | 36907457 | T rs524356172 | SNV
5136907474 | 36907475 | - rs719277079 | INDEL
5136907504 | 36907504 | T rs456249951 | SNV
5136907524 | 36907524 | T rs715389363 | SNV
5136907633 | 36907633 | G rs719823557 | SNV
5|36907640 | 36907640 | A rs516323309 | SNV
5136907645 | 36907645 | A rs521366040 | SNV
5136907650 | 36907650 | A rs523426622 | SNV
5|36907683 | 36907683 | A rs516945699 | SNV
5136907779 | 36907779 | T rs520472611 | SNV
5136907840 | 36907840 | T rs525493065 | SNV
5]36907859 | 36907859 | A rs517530440 | SNV
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5|36907937 | 36907937 | A rs521085196 | SNV -

5|36908183 | 36908183 | T rs721487632 | SNV -

5|36908188 | 36908188 | G rs43434311 |SNV -

5|36908215| 36908215 | G rs518129118 | SNV -

5|36908265 | 36908265 | A rs521705643 | SNV -

5|36908274 | 36908274 | T rs526646301 | SNV -
5|36908478|36908478 | C rs517309098 | SNV -

5|36908481 | 36908481 | A rs431978755 | SNV -

5|36908629 | 36908629 | A rs722637349 | SNV -

5|36908646 | 36908646 | G rs716184630 | SNV -

5|36908799 | 36908799 | T rs382074283 | SNV -

5]36908899 | 36908899 | C rs721842619 | SNV -

5|36908958 | 36908958 | T rs452260769 | SNV -

5|36908963 | 36908963 | G rs133401419 | SNV -

5]36908995 | 36908995 | C rs719917709 | SNV -

5|36909047 | 36909047 | T rs525930631 | INDEL -

5136909245 | 36909246 | AG rs519376927 | INDEL -

5|36909318 | 36909318 | - rs719148879 | INDEL -

5|36909326 | 36909326 | G rs383806517 | SNV -

5136909424 | 36909424 | T rs524417450 | SNV -

5|36909454 | 36909454 | A rs109132492 | SNV missense_variant
5136909533 36909533 | T rs383804177 | SNV synonymous_variant
5]36909551 | 36909551 | C rs377988920 | SNV missense_variant
5]36909590 | 36909590 | T rs43434309 |SNV synonymous_variant
5136909751 | 36909751 | C rs383012608 | SNV missense_variant
5|36909753 | 36909753 | C rs378070686 | SNV missense_variant
5136909762 | 36909762 | G rs381232339 | SNV missense_variant
5|36909773| 36909773 | A rs715089688 | SNV stop_gained
5136909827 | 36909827 | G rs385050983 | SNV synonymous_variant
5136909851 | 36909851 | C rs481754405 | SNV synonymous_variant
5|36909855 | 36909855 | G rs467161525 | SNV missense_variant
5136909929 | 36909929 | T rs379546529 | SNV synonymous_variant
5|36910146|36910146 |C rs382197525 | SNV missense_variant
5136910148 36910148 | G rs385210362 | SNV synonymous_variant
5]36910290| 36910290 | C rs440683077 | SNV missense_variant
5136910292 | 36910292 |G rs473494763 | SNV missense_variant
5136910310 | 36910310 | A rs463079457 | SNV synonymous_variant
5136910311 | 36910311 |A rs439120115 | SNV missense_variant
5136910330|36910330|C rs520551048 | SNV missense_variant
5|36910413|36910413 |G rs378919205 | SNV intron_variant
5136910433 36910433 |G rs382222047 | SNV intron_variant
5136910492 | 36910492 | C rs385093196 | SNV intron_variant
5]36910538|36910538 | C rs379392145 | SNV intron_variant
5136910602 | 36910602 | C rs381924352 | SNV intron_variant
5|36910688|36910688 | G rs385783483 | SNV intron_variant
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5136910707 | 36910707 | C rs380382970 | SNV intron_variant
5|36910775|36910775 |G rs518184296 | SNV intron_variant
5|36910857 | 36910857 | A rs461497288 | SNV intron_variant
5]36910892 | 36910892 | G rs211069938 | SNV intron_variant
5136910894 | 36910895 | - rs383828118 | INDEL intron_variant
5|36910897 | 36910897 | T rs482085638 | SNV intron_variant
5]36910923|36910923 |G rs385791426 | SNV intron_variant
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