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Polymorfismus genl pro faktory pfirozené imunity u
modelové populace skotu

Souhrn

Ptirozend (vrozena) imunita vyuziva receptory, které se podileji na rozpoznavani
bakterialnich, virovych, houbovych a parazitarnich struktur. Na rozdil od ziskané imunity tyto
geny netvofi varianty v pribéhu vyvoje jedince, presto jejich variabilita v populaci umoziiuje
adaptaci na zmény v infekénim prostfedi. Jednou z hlavnich soucésti vrozené¢ imunity jsou
Toll-like receptory, které na povrchu lymfocyt a dendritickych bunék hraji klicovou roli pti
rozpoznavani antigennich latek. Toll-like receptory (TLR) rozpoznavaji struktury asociované
s patogeny a dle své specifity jsou déleny primarné na antivirové a antibakterialni.

Diplomova prace se zabyvala geny pro receptory TLR1 a TLR4 a pro adaptér
MYDSS. Je to adaptér, ktery pfimo interaguje s vnitrobunécnou Casti TLR4 a zajistuje tak
pienos signalu déale do bunky.

DNA byla izolovdna z inseminacnich davek 150 bykidi pomoci magnetické separacni
metody. Zvolené geny byly amplifikovany pomoci PCR a produkty byly nasledné
sekvenovany vysokokapacitni metodou (NGS, Next Generation Sequencing) pomoci
technologie Pacific Biosciences. Po vyhodnoceni polymorfismu na arovni populace byly pro
jednotlivé strukturni varianty navrzeny genotypovaci reakce. S jejich pomoci byly
predpokladané mutace validovany a byly uréeny genotypy v populaci krav.

Polymorfismy s moznymi funkénimi dopady v bilkovinném produktu byly

zhodnoceny pomoci predikénich programil.

Kli¢ova slova: Toll-like receptory, Pfirozena imunita, Cesky strakaty skot, NGS, Geny

Imunity



Gene polymorphism of innate immunity factors in cattle
model population

Summary

Innate (native) immunity uses receptors contributing in recognition of bacterial, viral,
fungal and parasitic structures. Unlike adaptive immunity those genes do not vary during the
development of an individual, nevertheless their variability in population allows adaptation to
infectious environment. Toll-like receptors are one of the main part of innate immunity,
playing key role in antigens recognition on the lymphocyte and dendritic cells surface. Toll-
like receptors (TLR) recognize characteristic structures associated with patogenes. They are
split primarily to antiviral and antibacterial.

Scope of this diploma thesis are the TLR1 and TLR4 receptors and the MYDS88
adapter. The MYD88 adapter interacts with the TLR4 inner body and ensures signal transfer
deeper into a cell.

DNA was isolated from blood of 150 bulls by means of magnetic separation method.
Chosen genes were amplified with PCR in the population of bulls and the products we
afterward sequenced by Next Generation Sequencing (NGS), using the Pacific Biosciences
technology. In the next step particular genotype reactions were used for polymorphism
assessment within the studied population. The genotyping reactions were used to validate
expected mutations and to define genotypes of the given cow population.

Polymorhisms with potential functional impact on protein products were assessed with

the software prediction tools.

Keywords: Toll-like Receptors, Innate immunity, Fleckvieh breed, NGS, Imunity Genes
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1. Uvod

Domestikovana zvifata provazi clovéka znacnou ¢ast nasich dé&jin. Centra domestikace
na planeté¢ Zemi byla mnohd a zd4 se, Ze mezi prvnimi domestikovanymi zvifaty byl
spolu s ovei a kozou také skot. Domestikovana forma vychazi z divokého prapredka
pratura (Bos primigenius). Existuji 2 domestikované taxony z néj vychazejici, Bos taurus
a Bos indicus.

V pribehu stoleti prochazi populace skotu nékolikrat vyznamnym snizenim pocetnosti
populaci — tzv. bottlenecky, které vyrazn¢ snizuji variabilitu uvnitt tohoto taxonu. Obavy
ze sniZeni diverzity jsou spojovany 1 s modernimi postupy v chovu mlééného skotu. Jako
piiklad uvadi studie (Taberlet at all, 2011) velikost efektivni populace HolStynského
skotu na svétové urovni, kterd byla vycislena na hodnotu okolo 50 jedinctli, coz odrazi
dasledky genetickému driftu a ztraty alel. Dale autoii ptfedpokladaji, ze mnohé geneticka
onemocnéni v soucasnosti se manifestujici, stejné jako silné snizeni fertility mohou byt
dany do souvislosti s omezenou velikosti efektivni populace.

V reakci na tuto situaci byl vytvofen program FAO na zachovani genovych zdroju
jednotlivych statd. V ném si jednotlivé zemé& chrani sva regionalni plemena skotu a
dalSich zvitat s cilem uchovat jejich variabilitu a genetickou informaci pro mozné vyuZziti
v budoucnosti, pokud by se objevily takové podminky, se kterymi by si budouci populace
skotu neuméla poradit. V Ceské republice je u skotu do genovych zdroji zafazeno
plemeno &esky strakaty skot (CESTR) a eské Gervinka.

Dnesni chov mlééného skotu vyuziva ke kiiZzeni a planovéani budoucich generaci
mnoha sofistikovana feSeni. Uved'me naptiklad soucasny odhad plemennych hodnot a
selekci na zdkladé¢ genomickych dat. I kdyz bylo dosazeno obrovského pokroku pfi
zvySeni uzitkovosti, zda se, Ze se dneSni produkce znatelné¢ ptiblizuje k fyziologickym
limithm. ZvySujici se vyskyt produkénich a metabolickych poruch vyrazné redukuje
produk¢ni dlouhovékost krav mlécného skotu. Néklady na 1écbu produkénich chorob
maji vyznamny ekonomicky dopad na mlé¢ny primysl. V reakci na tento vyvoj se do
poptedi dostava selektivni chov, ktery se snazi zvysit rezistenci proti onemocnénim
(Prajapati et all.,2017). Tento trend se ukazuje jako perspektivni a umoziuje

nizkondkladovou a udrzitelnou praxi. Ve snaze vyuzit potencidl Slechténi ke zlepSeni



zdravotniho stavu bylo studovano mnoho kandidatnich genti na asociaci k rezistenci nebo
nachylnosti k ur¢itym onemocnénim.

Tato prace se zamétila na geny prirozené infek¢éni rezistence (imunity). Jeji variabilita
je nepostradatelnd pii prvotnim prianika patogenitt do organismu, respektive pii rychlé a
adekvatni reakci na né. Byly vybrany geny, jejichz produkty se piimo tucCastni
rozpoznavani patogenti v organismu, respektive jejich typickych strukturnich motivi
(PAMPs, pathogen associated molecular patterns) a geny dalSich signalnich molekul,
které se aktivné podili na pfenosu tohoto signalu. Vybrané geny tedy maji radikalni vliv
na reakce piirozené imunity. Za diikaz lze povazovat pozorovani u modelovych
organismu (napf. mys), kde jejich inaktivace vede k nulové mutaci, tedy Uplné ztraté
funkce signaliza¢ni kaskady.

Tyto geny byly analyzovany a pro sekvenaci byla vyuZita metoda Next Generation
Sequencing, sekvenovani nové generace (NGS). Prace vychazi nejprve z podrobné
analyzy genli v databazovych systémech NCBI a Ensembl. Porovnanim referencnich
sekvenci se sekvenovanymi amplikony geni byl stanoven polymorfismus a Cetnost
alelickych variant jednotlivych SNP (single nucleotide polymorphism). V ramci prace
byly identifikovany bloky mutaci v rdmci jednotlivych alel, tzv. haplotypy, na zdklad¢
dlouhych ptectenych usekil technologii PacBio a nezavisle také statistickym postupem na
zékladé rovnovahy genotypli v populaci. Na zdkladé sekvenaCnich dat byla
provedena modelace proteinll ve snaze piedpoveédét funkéni dopady jednotlivych zdmén
nukleotidd na proteinovy produkt. Aplikace metod pouzitych v praci spolu s daty
z provadéné asociacni studie budou dale zpracovany pro korelaci genotypovych variant a

nalezeni vztahu s infek¢ni rezistenci.



2. Cil prace

Cilem prace bylo provést urceni variability ve vybranych genech pro slozky pfirozené
imunity u populace plemene Cesky strakaty skot. Na zakladé¢ dat ziskanych cilenym
resekvenovanim pomoci NGS u reprezentativni subpopulace byka tohoto plemene (149
jedinc) mélo byt provedeno vyhodnoceni polymorfismu SNP (single nucleotide
polymorphysm, bodové mutace) v genech pro Toll-like receptory 1 a 4 (TLRI1, TLR4) a
myeloidniho diferencia¢niho faktoru 88 (MyD88) a charakterizovat tak popula¢ni parametry
téchto geni a haplotypovou strukturu, pokud ji neni mozné zjistit z vysledki NGS. U
vybranych mutaci bylo cilem popsat strukturu bilkovinného produktu a pochopit mozné

funk¢ni zmény.



3. Prehled literatury (literarni reSerse)

Literarni rederSe pojednava o plemeni ¢eského strakatého skotu (dale jen CESTR), pfinasi
obecny uvod do imunity a nasledné se vice vénuje vrozené imunité, receptortim toll-like (dale
TLR). Shrnuje vyzkum na receptorech TLR1 a 4 a signilni molekule MyD88, zabyva se
popisem kaskady reakci vedouci od aktivaci TLR receptor po proteinové produkty, které se
ucastni imunitni odpovédi organismu. U jednotlivych gen byly popsany jejich produkty

s ptihlédnutim k aktualnim informacim v databazich NCBI, Ensembl a BLAST.

3.1Plemeno ¢eského strakatého skotu (CESTR)

Cesky strakaty skot patii do skupiny plemen horského strakatého typu, skupiny skotu
elnatého. Zemi pivodu plemen je Svycarsko, udoli kolem feky Simme v kantonu Bern
Odtud pochazi souhrnny nazev pro tento skot, Simmental (Skladanka et al., 2014).

Jak napovida popis plemene, hlavnim aredlem vyskytu jsou vySe polozené a horské oblasti
sttedni Evropy (Matlova, 2015). Mezi spiiznénd plemena fadime némecky strakaty skot
(Deutsches Fleckvieh), rakousky strakaty skot (Osterreichesches Fleckvieh), slovinsky
strakaty skot, mad’arsky strakaty skot (magyartarka), strakaty skot v Italii (Pezzata rosa),
Rumunsku a Bulharsku (Skladanka et al., 2014). Je spfiznén s nékterymi francouzskymi
plemeny jako je naptfiklad montbeliardsky skot a abondansky skot.

Na pocatku vzniku plemene stoji také ptivodni domaci plemena ptfevazné sttedoevropského
cervené¢ho brachycerniho skotu (dnes cCeska cervinka). Ta byla od 19. stoleti kfiZzena
s dovezenymi byky Svycarského skotu riznych razl a zasahly i prvni importy samic¢ich zvifat.
Na Moravé a ve vychodnich Cechéach se nejvice choval skot bernsko-hanacky, kde zakladem
importt byly bernské cervené strakaté varianty alpského strakatého skotu. Na severovychodni
Moravé a ve Slezsku to byl skot kravaisky, jenz je typicky pro bélohibetost. Na Moravé se
vyskytoval krajinny raz hibineckého skotu charakteristicky svou plastové cervenou barvou,
bilou hlavou a barevnymi skvrnami kolem oc¢i. Z hibineckého rdzu se do soucasnosti
dochovala v programu genetickych zdroji linie LUCIAN (Matlova, 2015).

Plemeno se dale vyvijelo spiSe izolované od ostatnich plemen, ojedinéle zasdhly importy
strakatého plamene z Némecka. Ve srovndni s ostatnimi Uzemimi byl jedine¢ny pozadavek
§lechténi na kombinovanou uzitkovost. Po roce 1950 byly provadény v ramci CESTR riizné
typy kiiZzeni za ucelem zlepSeni mlécné uZitkovosti. Vyrazné plemeno ovlivnil byk Elsted
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Buffon H 4078 plemene Ayshire a v roce 1959 se povedl import dalSich deseti byka z Anglie.
Toto kiizeni probihalo ve vychodnich Cechach (Rokytnice v Orlickych horach). V oblasti
Ceskomoravské vrchoviny byl CESTR kiiZen s plemenem 3védské &ervenobilé, coz se
nakonec ukézalo jako slepd ulicka. V 70. letech se provadélo kiizeni s byky cerveného
holstynského skotu a s byky Ayrshire. Siroké vyuzivani importovanych byki plemen
Fleckvieh a dalSich po roce 2000 a vyrazny tlak selekéniho programu vedly postupné
k vytésnéni pivodnich ¢eskych linii (Matlova, 2015).

V soucasné dobé je paivodni subpopulace plemene CESTR spolu s plemenem Ceska &ervinka
zafazen do Programu ochrany a vyuZiti genetickych zdroji CR (Matlova, 2015). Slechténi
ceského strakatého skotu spada pod patronat Svazu chovatelti Ceského strakatého skotu, jez je
¢lenem Evropského sdruzeni chovatell strakatého skotu, EVF (Européische Vereinigung der
Fleckviehziichter) se sidlem v Mnichové (Skladanka et al., 2014).

Svaz chovatell Ceského strakatého skotu plemeno dale vede jako kombinované. Plemeno ma
sttedni az vétsi télesny ramec, dobré osvaleni, harmonicky zevnéjSek a zaroven také
zvyraznéné znaky mlé¢nosti. Plemeno se vyznacuje dobrym zdravotnim stavem (zejména
mlécné zlazy), pravidelnou plodnosti, snadnymi porody, vitalnimi telaty a bezproblémovym
odchovem, jak na pastvé, tak 1 ve vysokém piijmu a vyuziti objemnych krmiv. Zakladni
parametry chovného cile jsou shrnuty v tab. 1. A stoji za zminku, Ze fada Ceskych piednich

chovii téchto parametrt jiz dosahuje (©2008).

MIlécna uzitkovost

prvotelek 5600 - 6 200 kg
dospélych krav 6 000 - 7 500 kg
obsah bilkovin v mléce nejméné 3,50%
obsah tuku v mléce 40-4,1%
délka reprodukcniho vyuZiti dojnic 4 - 5 laktaci
pomér obsahu bilkovin a tuku v mléce 1:1,15-1,20

Masna uzitkovost

denni prirGstek ve vykrmu byki 1300 g a vyssi
jatecna vytéznost Zirnych byk 57-59%
trida klasifikace zmasilosti nejhire R, optimalné
u

Rannost




vék pfi 1. zapusténi 16 - 18 mésicu

vék pfi prvnim oteleni 26 - 28 mésicl
Plodnost
servis perioda do 100 dni
inseminacni index do1,8
bfezost po 1. inseminaci -jalovice 60-70 %
-kravy 50-60 %
mezidobi 380 -390 dni

Standard plemene

hmotnost jalovic ve véku 12 mésicl 340 - 360 kg
hmotnost byk( ve véku 12 mésicl 500 - 530 kg
hmotnost jalovic pfi prvnim zapusténi 420 - 450 kg
hmotnost v dospélosti - krav 650 - 750 kg

- bykd 1200 - 1300 kg
vySka v kfizi dospélych - krav 140 - 144 cm

- bykd 152 - 160 cm

Tabulka1l: Zikladni parametry chovného cile plemene CESTR. Pfevzato z (©2008)

3.2Druhy imunitni reakce organismu

Imunitni systém obratlovct se sestdva ze dvou hlavnich ¢asti. Vrozené, neadaptivni imunity a

antigenné specifické imunity neboli adaptivni ¢i ziskané imunity.

3.2.1 Ziskana imunita

woew

Mechanismy aktivované jednotlivymi antigeny jsou mnohem ptesnéjsi, ale na rozdil od
pfirozené imunity je jejich reakce pomald, rozvoj imunitni reakce mliZze zabrat 1 nékolik dni.
Tato ¢ast imunitniho systému je navic typickéd pouze pro obratlovce.

Byva aktivovana pomocnymi bunikami, naptiklad dendritickymi ¢i makrofagy, jez jsou
roztrousené ve vSech tkanich, 1 kdyz nejvice se jich nachazi pod povrchem klze a sliznic.
Tyto bunky pohlcuji mikroorganismy a jejich molekuly Stépi na malé fragmenty. Ty jsou
nasledné vystaveny na jejich povrchu navazané na MHC proteiny. Zde je rozeznavaji klicové
buiiky imunitniho systému, T-lymfocyty. Po setkéani s fragmentem se T-lymfocyt zaéne ménit
na aktivovanou T-buniku. Cytotoxické T, buiiky posléze vyhledavaji v téle infikované buiky a

zabijeji je. Dalsi aktivované buiniky migruji do nejbliz§iho mizniho uzlu, kde prezentuji



antigeny buiikim CD4'T. Dendritické buiiky se stimulaénimi ligandy na povrchu zirovei
podporuji diferenciaci CD4'T do T-helper 1 (Thl) bunék nebo Th2 bunék. Thl bunky
produkuji interferon — y (IFN — v) podilejici se na eliminaci bakterialni a virové infekce. Th2
buniky produkuji IL-4 a IL-13, jez jsou zapojeny do odpovédi organismu na infekci helminthy
(Akira et al., 2006). V prvé tad¢ ale dendritické buiiky spolu s aktivovanymi T-lymfocyty
indukuji v B-lymfocytech vprodukci velkého mnozstvi specifickych protilatek

(imunoglobulintl).

3.2.2 Vrozena imunita

Oproti ziskané imunité je sekce vrozené imunity ve své reakci velmi rychld, stéle ptipravena
k pouziti. Nazyvana je téZ prvni linie obrany. Vrozena imunita neni doménou pouze savci, je
Hlavnimi bufikami vrozené imunity jsou bunééné¢ makrofigy a monocyty (Schaut et al.,
2016-7-15). (Kang et al., 2016) zminuje navic dendritické bunky, eozinofily a bazofily.
Nicméné 1 epitelidlni buriky, jez jsou konstantné exponovany antigeny (napt. pokozka, GIT)
maji na svém povrchu receptory pro rozpozndvani vzora bakterii, vira a parazitti (Mucha et
al., 2009). Rozpoznavaji molekularni vzory asociované s patogeny (pathogen associated
molecular patterns, PAMP) (Schaut et al., 2016-7-15).

PAMP jsou evolu¢né konzervované mikrobidlni struktury zahrnujici virové a bakterialni
nukleové kyseliny, peptidoglykany, lipoteichonovou kyselinu, lipoproteiny, lipopolysacharidy
a flagelin, stejn¢ jako glukany, chitiny, manazy a proteiny odvozené od houbové bunécné
membrany (Kang et al., 2016). PPR vyvolaji prvotni protizanétlivou a antivirovou odpoveéd’
organismu. Specialn¢ Toll-like receptory jsou hlavni tfidou PPR, ktera se kriticky podili na
rozpoznavani bakteridlnich a virovych PAMPs (Schaut et al., 2016-7-15), (Sharma et al.,
2006). (Kang et al., 2016) zminuji jako dalsi receptory obratlovcii tyto: lecitinové receptory
typu C (C-type lecitin receptors), cytosolické receptory podobné kyselinou retinovou
indukovanému genu 1 (cytosolic retinois-acid-inducible gene I-ike receptors), receptory
oligomerizacni domény vézajici nukleotidy (nucleotide binding oligomerization domains-like
receptors) a intra-cystolické DNA receptory (intra-cystolic DNA receptors).

To je také ditvod, pro€ jsou geny modulujici pfirozenou imunitu povazovany za velmi vhodné
kandidatni geny na zlepSeni hostitelské obranyschopnosti u nemoci postihujicich hospodarska

zvirata.



3.3Bovinni Toll-like receptory

Toll-like receptory (TLR) byly poprvé objeveny u musky octomilky (Drosophila). Zde hraje
receptor zvany Toll dilezitou roli pfi vyvoji zarodku. Pokud se u ného objevi mutace, diky
které se stane neaktivni, larva se vyviji zmatené (némecky toll). Nasledn¢ se zjistilo, ze tento
receptor v dospélosti pomaha pii obrané proti plisnovym a kvasinkovym infekcim.

TLR jsou umistény na rtznych imunitnich bunkach zahrnujicim makrofagy, dendritické
buiiky, B buniky, specifické typy T bunék, a je moZné je nalézt na neimunitnich bunikach, jako
jsou fibroblasty a epitelidlni buniky (Akira et al., 2006).

TLR tadime do rodiny typu I transmembranovych glykoproteint. V sou€asnosti je zndmo 10
TLR u lidi, 12 TLR u mysi (Kang et al., 2016), 9 v genomu Drosophila (Novéak, 2014). TLR
existuji 1 v primitivnich ZivociSich, napt. Caenorhabditis elegans mé jeden TLR pojmenovany
jako Toll-1 (Akira et al., 2006). Bovinni genom obsahuje celkem 10 TLR gend, jez je
lokalizovano na 7 chromozomech (Novak, 2014), (Sharma et al., 2006), (Lakshmi et al.,
2016). TLR1, 6 a 10 vytvafeji cluster na bovinnim chromozomu 6 (Opsal et al., 2006), TLR 7
a 8 spolu s TLR pseudogenem jsou lokalizovany blizko sebe na pohlavnim chromozomu X
(Novék, 2014).

Toll-like receptory jsou primarné zapojeny v rozpozndvani molekularnich vzori
asociovanych s patogeny, PAMPs. Dle nich je mozné receptory rozdélit do dvou hlavnich
skupin a sice TLR 1, 2, 4, 5, 6 a 10, jez se podileji na rozpoznavani bakterialnich struktur
(antibakterialni TLR), a TLR 3, 7, 8 a 9, které rozpoznavaji struktury specifické pro viry
(antivirovée TLR) (Novék, 2014), (Akira et al., 2006), (Fisher et al., 2011). (Baravalle et al.,
2015) uvadi, ze TRL jsou schopny rozpoznat i nepatogenni molekuly jako jsou rostlinné
derivaty a proteiny spojené se stresem, jako jsou proteiny teplotniho Soku a B-defensin. Nize

uvddim  souhrn  organickych  latek, které  jednotlivé = TLR  rozpoznavaji.

Microbial Components ‘ Species ‘ TLR Usage

Bacteria

LPS Gram-negative bacteria TLR4

Diacyl lipopeptides Mycoplasma TLR6/TLR2
Triacyl lipopeptides Bacteria and mycobacteria TLR1/TLR2
LTA Group B Streptococcus TLR6/TLR2

PG Gram-positive bacteria TLR2

Porins Neisseria TLR2




Lipoarabinomannan Mycobacteria TLR2
Flagellin Flagellated bacteria TLRS
CpG-DNA Bacteria and mycobacteria TLR9

ND Uropathogenic bacteria TLRI11
Fungus

Zymosan Saccharomyces cerevisiae TLR6/TLR2
Phospholipomannan Candida albicans TLR2
Mannan Candida albicans TLR4
Glucuronoxylomannan Cryptococcus neoformans TLR2 and TLR4
Parasites

tGPI-mutin Trypanosoma TLR2
Glycoinositolphospholipids Trypanosoma TLR4
Hemozoin Plasmodium TLR9
Profilin-like molecule Toxoplasma gondii TLRI11
Viruses

DNA Viruses TLR9
dsRNA Viruses TLR3
ssRNA RNA viruses TLR7 and TLRS
Envelope proteins RSV, MMTV TLR4
Hemagglutinin protein Measles virus TLR2

ND HCMV, HSV1 TLR2

Host

Heat-shock protein 60, 70 TLR4
Fibrinogen TLR4

ND = not determined, nezjisténo
Tabulka 2: Rozpoznavani mikrobidlnich komponent TLR, pfevzato z (Akira et al., 2006)

Dalsi déleni vychéazi z umisténi TLR receptoru. Zatimco TLR 1, 2, 4, 5, 6 al0 jsou umistény
na povrchu bunék, kde rozpoznavaji komponenty mikrobialni bunééné stény (LTA, LPS,
flagellin), druhd skupina TLR je vyluéné umisténa na endoplazmatickém retikulu,
endozomech, lyzozomech a endolyzozomech, tedy v intracelularnim regionu. Sem fadime

TLR 3, 7—9 (Kang et al., 2016), (Novak, 2014).

3.3.1 Struktura a diverzita TLR

Strukturné je mozné v TLR popsat tyto Casti; extracelularni doména obsahujici rizny pocet
leucinovych opakovani (leucine-rich-repeat, LRR), cytoplazmatickd signalni doména
homologni k interleukin 1 receptoru (IL-1R), jeZ je ukoncena Toll IL-1R homologni TIR
doménou (Akira et al., 2006), (Ruiz-Larraiaga et al., 2011).

LRR motiv je lokalizovan na N‘-koncovém regionu TLR a je slozen z ptiblizn¢ 20 LRR

opakovéani (Novak, 2014). (Akira et al., 2006) uvadéji 19 — 25 LRR majicich motiv



XLXXLXLXXL skladajici se z 24 — 29 aminokyselin (AMK). Kazdy z LRR se sklada z -
listu a a-helix spojenych smyckou. LRR doména je formovana do tvaru koniské podkovy,
pficemz ligandy se navazuji na jeji konkavni povrch (Akira et al., 2006). (Novak, 2014)
uvadi, ze se ligandy vazi v zavislosti na jejich kategorii na ob¢ strany podkovy, na konvexni 1
konkavni stranu.

Cytoplazmaticka IL-1R doména, obvykle intracelularni je C‘-koncem TLR. Je zodpovédna
za spusténi kaskady reakci. Region obsahuje vysoce konzervovanou homologni doménu
receptoru pro interleukin 1(toll interleukin 1 receptor, TIR) (Novak, 2014), (Akira et al.,
20006).

3.3.2 TLR1

3.3.2.1 Struktura genu TLR1 a produktu

Dle databaze NCBI je gen TLRI1 umistén na chromozomu 6. Referencni sekvence nese
oznaceni NM_001046504.1 a sestava se z 2319 bp. Samotny gen je umistén v oblasti 1 —
2319, kodujici region je 30 — 2213. Protein ID nese oznaCeni NP _001039969.1. U této
varianty je popsano celkem 5 konzervovanych domén, a sice: 463 — 516 LRRCT (Leucine
rich repeat C-terminal domain), 575 — 718 Tir — Toll-Interlaukine 1 — resistence, 10 — 33
LRR 1 (Leucine-rich repeat, strukturalni motiv), 291 — 312 LRR_RI (Leucine Rich Repeat —
strukturni motiv) a 8 — 65 LRR 8 (Leucine Rich repeat).

Informace o genu TLR1 z programu BLAST pro hledani homologti v databazi NCBI (Zhang

et al., 2000).:

Organismus gen shoda
Bos indicus TLR1 99 %
Bos mutus TLR1 99 %
Bison bison TLR1 99 %
Bubalus bubalis TLR1 98 %
Bos grunniens TLR1 99 %
Ovis aries TLR1 97 %
Capra hircus TLR1 97 %

Tabulka 3: Porovnani sekvenci pro gen TLR1. Vyhodnoceno programem BLAST (Zhang et al., 2000).
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Gen TLRI neni k soucasnému dni (11.04. 2018) v databazi Ensembl pfitomen. Proto byl
pouzit gen TLR1 od druhu ovce domaci (Ovis aries), ktery dle programu BLAST (Zhang et
al., 2000) vykazuje shodu 97 % s genem TLR1 u Bos taurus. Ensembl databazi (Aken et al.,
2016) u ovce domaci (Ovis aries) je TLR 1 gen urCeny jako reverzni fetézec sestavajici
se z 2391 part bazi a proteinovy produkt ma 796 aminokyselin. Gen mé v databazi jeden
transkript TLR1-201 oznaceny jako ENSOART00000000573.1. Gen mé v databazi celkem 84

ortologl a patii do 1 Ensembl proteinové rodiny.
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Gen je transkribovan jako cely objekt, nema zadny exon. V proteinovych produktech byly popsany tyto varianty konzervovanych domén:

ENSOARPOO00DDO0
Transmembrane heli...
Low complexity (Seg)
Cleavage site (Sign...

Superfamily domains SSFI2058

SMART domains

1 . R
Prints domain PROCD1S

Pfam domain Leucine-rich repeat
PROSITE profiles

PIRSF domain

All sequence SNPs/i Seguence variants (dbSNP and all other sources)

Telllinterleukin-1 receptor hamology ﬁ) domain

(TIR) d

PRO1537

Tellfinterleukin-1 receptor homolegy ﬁJ domain

— "
1R} demain

Tollfinterleukin-1 recepter homalog

Variant Legend
missense variant

synonymous variant

Scale bar 0 80

Obrazek 1: TLR1 druhu ovce domaci (Ovis aries), souhrna informace o proteinu. Pfevzato z Ensembl databaze (Aken et al., 2016)
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TLRI1 spolu s TLR6 a 10 tvofi cluster na bovinnim chromozomu 6. Spravny geneticky poradek je shodny s tim u ¢lovéka 5° — TLR6-TLR1-

TLRI10 - 3°. VSechny 3 geny maji nejvétsi iroven exprese v krvi a lymfatickych uzlinach, stfeni troven exprese je ve slezin¢ a slabé se exprimuyji

v jatrech, plicich a alveolarnich cisterndch mlécné zlazy. U vSech tkani poradi exprese je TLR1>TLR6>TLR10 (Opsal et al., 2006).
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Porovnani TLR1 proteinové domény za pouziti B. taurus, B. indicus, Homo sapiens, Mus
musculus, Canis familiaris a Gallus gallus odhalilo jeden cluster LRR vzoru, ktery je

konzervovany napti¢ druhy (Seabury et al., 2007) .

3.3.2.2 Strukturni a funkéni variabilita TLR 1 u skotu

TLR podrodina zahrnujici TLR 1, 6 a 10 ma schopnost tvofit heterodimery s TLR2
k roz8ifeni repertoaru rozpoznatelnych ligandl. TLR1/2 komplex zprostiedkuje bunécnou
odpoveéd’ na ptirodni triacylované lipoproteinové struktury, které jsou soucasti bunécné stény
gram pozitivnich a gram negativnich bakterii. TLR6/2 komplex rozSifuje rozpoznavani
ligandii na diacylované lipoproteiny, ackoli bovinni TLR1/2 komplex muize byt jimi také
aktivovan (Russell et al., 2012), (Lakshmi et al., 2016).

Mucha et al., (2009) zminuje u heterodimeru TLR1/2 navic rozpoznavani dalSich
bakterialnich komponenti bunécné stény jako lipopolysacharidy a kyselina teichova.
Identifikovali 2 genotypy v genu TLR1, ale nebyla nalezena jejich asociace s Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis.

Navic TLR2 ve spojeni s TLR1 miiZe rozpoznat 19 kDa lipoprotein asociovany s bunéénou
sténou a sekretovat antigen k M. tuberculosis, coz je také potentni cytokinin - aktivator
makrofagi (Akira et al., 2006).

Uplna délka boTLR1 mRNA transkriptu obsahuje 5 exontl a 4 introny (Russell et al., 2012)
exont s celkovou délkou mRNA 2743 bp (Opsal et al., 2006). (Seabury et al., 2007) udava
shodnou délku mRNA a informuje o tom, ze posledni exon je 2621 bp dlouhy a koduje
protein o 727 aminokyselinach. Celkové v jeho raci bylo identifikovano 92 SNP, coz je
priamérna hustota 1 SNP na kazdych 123 bp sekvenovanych.

Nesynonymni SNP (nsSNP) vedoucich k zaméné aminokyselin v kodovaném produktu, byly
detekovany ve vSech hlavnich proteinovych doménach v bovinnim TLRI1, pfiCemz zaména
zasahla LRR, vtransmembranovou c¢ast 1 TIR doménu. Pouze 1 nsSNP se zaménou
aminokyseliny byl pozorovan u plemen krav odvozenych od B. taurus (5231le/Val), zatimco
ostatnich 5 nsSNPs byla pouze u B. indicus. Pti hledani zdravotnich QTL, které by Sly
s polymorfismem na BTA6 (TLR10, TLR1, LR6) spojit, byl identifikovany dva bovinni QTL,
jmenovité QTL pro klinickou mastitidu a druha genomové dulezitd QTL ovliviujici bovinni

spongioformni encefalopatii (Seabury et al., 2007).
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Mechanismus signalizace TLR je zpravidla studovan pomoci umélych ligansti. Pam;CSKy je
umély ligand interagujici s TLR2/1 heterodimerem. Prace (Conejeros et al., 2015) zjistila
zvySenou koncentraci intraceluldrniho vapniku u bovinnich bunék vystavenych Pam;CSK4
v koncentraci 10 pl/ml (ale ne niz8i). ZvySena koncentrace intraceluldrniho vapniku je ¢asnou
odpovédi v aktivaci bovinnich PMN (polymorfonuklearnich neutrofili) a fidi nékteré funkcni
odpovédi, jako je produkce reaktivnich forem kysliku (ROS, reactive oxygen species)
produkce, degranulace a vyrazné zmény v adhezi molekul.

Seabury et al., (2007) uvadi, Ze TLR1 jako heterodimer TLR1/2 rozpoznava mykobakterialni
produkty. Oba geny jsou proto kandidatnimi geny pro kontrolu rezistence k paratuberkuloze.
Stejné tak nesynonymni mutace v TLR1 a TLR2 snizovaly odpovéd’ krav na Mycobacterium
avium spp. Paratuberculosis (MAP).

(Ruiz-Larrafiaga et al., 2011) ve své studii analyzovala 24 SNP v genech TLR1,2 a 4 na jejich
spojeni s MAP infekci u Spané€lské populace Holstynského plemene. Bohuzel sledovany SNP
c.658G>A v TLRI1 genu byl nalezen jako monomortni pro alelu G.

(Sun et al., 2012) provadéli priizkum vzorkd krve u 586 holstynskych krav ptivodem z Ciny.
U SNP TLR1 G6159A SNP byl statisticky vyznamny rozdil mezi genotypy zvifat
infikovanych a neinfikovanych bovinni tuberkutézou (bTB) (p=0,001). Duivod pro
pozorovanou signifikantni asociaci mize byt konverze Ile na Val, ktery mlze nasedné
piekdzet vrozpozndvani mykobakteridlnich PAMPs. Studie prokazala, ze GA nebo AA
genotypy maji vétsi relativni risk k ndkaze bTB ve srovnani s GG genotypem.

(Prakash et al., 2014) zkoumali 2 SNP v lokusu TLR1: (1446C/A a 1380G/A)ve vztahu k
nachylnosti k infekci bruceldzy. I kdyz u obou SNP nenastala Zadna aminokyselinova zména
(jednalo se o synonymni mutace), vysledky naznacuji, Ze CC genotyp v SNP 1446C/A lokusu
je zodpoveédny za zvySeny relativni risk u bovinni brucelozy. Proto selekce proti CC genotypu
muze redukovat seroprevalenci brucelozy u skotu. Pro SNP1380G/A je statisticky pomér AG
a AA genotypu proti GG genotypu 0,15 a 0,26, coz ukazuje, ze GG homozygoti jsou
statisticky ¢etngjsi u bruceldzou postizenych.

(Russell et al., 2012) provedli resekvenovani bovinniho TLR1 ve stadé HolStynského skotu
(n=246) a odhalil 11 SNP, pfi¢emz 5 znich bylo novych. 8 SNP bylo exonovych, 6

lokalizovano v CDS, ale pouze 1 znich vedl k nesynonymni zméné (+1762A>G, Iso>Val).
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Ta byla pfekvapivé umisténa v transmembranové doméné. 2 SNP byly lokalizovany

v nekddujicim 3°’UTR a 3 neexonové SNP byly identifikovany v intronech 5’UTR.

Total contig length: 8.7k8
Obrazek 2: Schématicky diagram ukazujici pozice identifikovanych SNP v bovinnim TLR1 genu. Pfevzato z (Russell et al.,

2012)

V této studii bylo vyhonoceno 5 SNP v exonovych a neexonovych regionech boTLR1 na
vztah k nachylnosti k chronické mastitidé¢ (CM). Byla identifikovana vyznamna asociace mezi
tagging SNP -79T>G a 3’UTR SNP +2463 C<T a nachylnosti k CM. Prvni SNP je tzv.
tagging SNP, coz znamena, ze zastupuje cely haplotyp né¢kolika SNP v genetické vazbe. Neni
jasné, zda statistickd asociace odrdzi funkcéni souvislost mezi obsahem mlé¢ného tuku,
proteinovou koncentraci a nachylnosti k mastitidé. Rapidni imunitni odpovéd’ spusténa
nejefektivné;si variantou -79TT mize snizit Skodlivost onemocnéni.

Epitelidlni a stromalni bunky maji roli ve vrozené imunité a dokazi spustit zanétlivou
odpovéd’ na Sirokou Skalu bakterii, jez mohou infikovat endometrium. (Turner et al., 2014)
testovali hypotézu, Ze bovinni endometridlni a stromalni buiiky umoctiuji protizanétlivou
odpoveéd’ na bakteridlni lipopeptidy v disledku TLR2, TLR1 a TLR6 signélizace. Bovinni
endometrialni bunky produkuji IL-6 a IL-8 v odpovédi na triacylované lipopeptidy a tato
odpovéd’ byla oslabena za pouziti malé interferenéni RNA (siRNA) se zacilenim na TLR2
nebo TLR1. Na rozdil od lidskych a mySich bunék, byly bovinni endometrialni buinky
v odpovédi na diacylované lipopeptidy vyuzivaly nejen TLR1, ale 1 TLR2 a TLR6.

Jann et al., (2009) spojuji chromozomovou lokalizaci TLR1 s kvantitativnim lokusem (QTL)
pro nachylnost k bakterialnim infekcim u krav (klinické mastitidy) a u mysi (patogen Listeria

monytogenes), coz je ve shod¢ s predpokladanou funkci TLR1 a 6. Polymorfismy uvniti
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téchto gent jsou také spojovany s nachylnosti k tuberkuldéze a malérii u lidi. Na zdklad¢ této

studie TLR1 stéle zstava jako kandidatni gen pro odolnost k mastitide.
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Obrazek 3: Pozice clusteru TLR1 rodiny a pfekryv s QTL pro masitidu u skotu, mysi a ¢clovéka. QTL pozice jsou oznaceny
modfe, zelené je vyznaéena lokalizace konzervovaného bloku uvniti téchto druhi. Vzhledem k tomu, Ze QTL souvisi se
stejnymi lokusy, je moZné provést porovnani tohoto regionu v segmentech dlouhych pfiblizné 20 Mb (hnéda linie uvnitf
bloku). 2 lokusy (GPR125 and YIP7, vyznaceny modie) vymezuji prekryv QTL pro nachylnost ke klinickym mastitidam u
krav s QTL pro listeriozu u mysi s nachylnosti k tuberkuldze u lidi (polymorfismus cervené). Pfevzato z (Jann et al., 2009)

3.3.3 TLR4

3.3.3.1 Struktura bovinniho genu TLR4 a produktu

Gen TLR4 je umistény na chromozomu BTAS. Pti genotypovani celého chromozomu pod
oznacenim AC _000165.1 se vyskytuje v pozici 107 125 019 — 110 605 777. Molekula mRNA
nese oznaceni NM_ 174198 a sestava se z 379 bp. Kddujici sekvence je v oblasti 471 — 2996,
identifikator proteinu je NP_776623.5. Ve struktuie je rozliSeno celkem 5 konzervovanych
domén. 675 — 816 TIR (Toll-Interlaukine 1 — resistence), 373 — 581 LRR_RI (Leucine rich
repeats, ribonuclease inhibitor). LRR jsou rezidualni sekvenéni motivy dlouhé 20 — 29
aminokyselin. Vyskytuji se v mnoha riznych proteinech a podileji se na interakcich proteinu

16



s jinym proteinem. Mohou mit rozdilné funkce i1 rozdilnou bunécnou lokalizaci. LRR
koresponduje se strukturnimi jednotkami sestavajici se z [ fetézce (LXXLXLXXN/CXL
konzervovany motiv) a a helix. Toto uspotadani obsahuje 12 fetézcii f korespondujicimi s 11
plnymi opakovanimi. Region 375 — 400 odpovida LRR_RI (leucine rich repeat, strukturni
motiv), 57 — 114 LRR_8 a 579 — 626 TPKR C2 (tyrosine protein kinase receptor C2 Ig-like
domain). V Trosin protein kindzovém receptoru NTRKI tato doména interaguje s nervovym
rustovym fakteorem B (B-nerve growth faktor, NGF).

V databazi Ensembl (Aken et al., 2016) je TLR4 zastoupen jako forward fetézec. V databazi
byla pfitomna pouze jedna varianta, kterd obsahuje 3 exony. Celkové ma gen délku 3716 bp a

protein se sklada z 841 aminokyselin.

pojmenovani Sekvence od Sekvence do Délka useku
1. Exon 108 828 899 108 829 461 563
Intron 1-2 108 829 462 108 834 008 4547
2. Exon 108 834 009 108 834 175 167
Intron2-3 108 834 176 108 836 924 2749
3. Exon 108 836 925 108 839910 2986
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Obrazek 4: Oblast chromozomu 8, kde se nachazi proteinovy produkt TLR4. Pfevzato z Ensembl databaze (Aken et al., 2016)

Nize nasleduje ukazka konzervovanych domén, jez protein TLR4 obsahuje.
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Obrazek 5: TLR4, souhrna informace o proteinu. Pfevzato z Ensembl databaze (Aken et al., 2016)
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Gen TLR4 a jeho srovnani naptic¢ druhy dle BLAST (Zhang et al., 2000):

Organismus gen shoda
Bos indicus Sahival TLR4 99 %
Ovis aries TLR4 95 %
Bison bison TLR4 99 %
Bos mutus TLR4 99 %
Bubalus bubalis TLR4 98 %
Pantholops hodgsonii TLR4 96 %
Odocoileus virginianus TLR4 95 %
texans

Bos frontalis TLR4 99 %
Bos grunniens TLR4 99 %
Capra hircus TLR4 96 %
Bosophalus trogocamelus TLR4 97 %
Physeter carodon TLR4 89 %
Orcinus orca TLR4 89 %
Suc scrofa TLR4 83 %

Tabulka 4: Porovnani sekvenci pro gen TLR4. Vyhodnoceno programem BLAST (Zhang et al., 2000).

3.3.3.2 Strukturni a funk¢ni variabilita genu TLR4

Celkem gen TLR4 obsahuje 160 variant (SNP), 38 domén a funkcionalit (Aken et al., 2016).
Dobte prostudovany TLR4 je exprimovan na makrofazich a epitelidlnich bunkach
v normalnich plicich, bunkach GIT, jatrech, slezing, ledvinach a rohovce, coz bylo
demonstrovano u rtiznych zvitat zahrnujicich prasata, psy a skot (Novak, 2014).

(Lakshmi et al., 2016) odhalil 99 % shodnost genomické sekvence TLR4 mezi evropskymi
plemeny s Bos taurus spp. taurus a malajskym plemenem Vechur a stanovil na ni dilezité
motivy jako TATA, CAT, E-box, NF-kB, CRE a CpG regiony vyzadované pro regulaci
transkripce TLR4. Signalizace ptes TLR4 je spojena s aktivaci transkripéniho faktoru NF-xB

faktoru v urcitych typech bunck. ZvySena aktivita NF-kB byla nalezena v mléku a vnittnich
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epitelidlnich buiikdch mlééné Zlazy u krav trpicich mastitidou. Ackoli promotorova sekvence
TLR4 neukdzala zadny polymorfismus u sekvenci Bos taurusspp taurus, sekvenovani
odhalilo 2 heterozygotni zvitata u plemene Vechur.

TLR4 je dulezity ptiklad receptoru, ktery rozpoznava endotoxiny asociované s gram
negativnimi  bakteridlnimi infekcemi (Sharma et al, 2006). Bakteridlni LPS
(lipopolysacharid), ktery je také zndn jako endotoxin, je obecné nejucinnéjsi imunostimulant
mezi komponenty bunécné stény (Lakshmi et al., 2016). Lipidova ¢ast LPS, oznacovéna jako
»lipid A%, je zodpovédna za nejvice patogenni i€inek asociovany s gram negativni bakterialni
infekci, endotoxicky Sok. Signalizace probihd tak, Ze LPS uvolnény z gram negativnich
bakterii, kde je asociovan s LPS vazebnym proteinem (LPS binding protein), se pohybuje v
akutni fazi vazany v krevnim fecisti, kde se navaze na CD14 glykosylfosfatidylinositol (GPI)
vazebny protein, ktery se exprimuje na povrchu bunék fagocyt. LPS je potom pienesen do
MD-2, ktery se vaze na extracelularni ¢ast TLR4. Nasleduje oligomerizace TLR4, jako
klicové molekuly pro LPS signalizaci.

V souladu s pfedpokladanymi mechanismy pro vazbu PAMP, substituce aminokyselin béhem
evoluce sav€ich TLR se probdhala hlavné v regionu mezi LRR10 a LRR15. Predpokladany
region interakce ligandi v extracelularnim regionu TLR4 (AMK 274 — 368) je
charakterizovan 4x niz§im stupném aminokyselinové konzervace nez oba dva prilehlé
regiony. Tento nedostatek konzervace muze reflektovat proménlivou interakci s koreceptory
MD-2 a CD-104 nebo s endogennimi ligandy jako hsp60, hyalouran, oligosacharidy a [-
defensin.

Ptedpokéda se, ze TLR4 je také zapojeny do komplexu bovinnich respira¢nich onemocnéni
asociovanych s Mannheimia (Pasteurella) haemolytica infekci (Novak, 2014). Toll-like
receptor 2 (TLR2) a TLR4 geny vyZaduji specifickou sadu molekul jako MyD88 a TRIF, aby
aktivovaly MyD88-dependentni a TRIF-dependentni signaliza¢ni drahy, které vedou k sekreci
zanétlivych cytokind, interferond typu I (IFN), chemokinti a antimykobakteridlnich peptidi.
Tyto zpisobi aktivaci neutrofilti a makrofagh a indukci IFN-stimulovanych gend. Vysledkem
je potom piimé usmrceni infek¢énich patogenti a aktivace adaptivni imunity (Bhaladhare et al.,

2016).
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Mykobakteria jsou intracelularni bakterie, které prezivaji v hostitelovych makrofazich diky
mnoZstvi komplikovanych mechanismii. Cisté komponenty mykobakterialni bunééné stény
preferencné aktivuji TLR2 a v mensi mife TLR4 (Akira et al., 2006).

Nekolik charakteristickych houbovych PAMPs je lokalizovano v bunécéné sténé nebo na
bunééném povrchu hub a mohou je rozpoznat TLR2 nebo TLR4 (Carvalho et al., 2008).
V ochran¢ proti houbam je kritickd odpovéd’ Thl (pomocné buiiky lymfocyti CD4). TLR2 a
4 rozpoznavaji konidie, zatimco hyfy jsou rozpoznavany pouze TLR2.

Komponenty protozodlnich paraziti jsou také detekovany TLR. Studovani protozoalni
parazité zahrnuji Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei, Toxoplasma gondii, Leishmania
major a Plasmodium falciparum. Molekuly z trypanosom, jako glykosylfosfatidylepirositol —
mucin (tGPI-mucin), glykoinositolfosfolipidy (GIPLs) a genomicka DNA aktivuji TLR2,
TLR4 a TLR9 v tomto poftadi.

Nekteré obalové virové proteiny mohou byt rozpoznavany TLR4 nebo TLR2. Detekce vede
hlavné k produkci protizdnétlivych cytokind, ale ne typu I IFNs, z ¢ehoz vyplyva, Ze odpoved’
vede k zanétu spiSe nez ke specifické antivirové odpovedi (Akira et al., 2006).

TLR2 a TLR4 geny jsou siln¢ vyjadieny béhem mastitidy zptisobené Streptococcus aureus. V
souvislosti s tim, Ze TLR4 je zahrnut v PAMP rozpoznavani, mutace v TLR4 mize omezovat
imunitni odpoveéd’ hostitele na urcité patogeny. Z toho divodu je TLR4 je vysoce polymortni
u dobytka a zvySena exprese TLR4 je asociovana s IMI. Tento gen proto mtiZe byt potencidlni
kandidat pro vyuziti v marker-assistované selekci na zvySenou rezistenci k mastitiddim u
mlééného skotu (Sharma et al.,, 2006). Mutace v TLR1 a TLR4 genech zpusobuje slabsi
imunitni odpovéd’ na lipopeptidy, lipopolysacharidy, komponenty mikrobidlni bunééné stény
a zvySenou nachylnost k invazivni aspergil6ze (mykotické pneumonie) (Mucha et al., 2009).
Vsechny umélé ligandy TLR4 pouzité ve studii (Conejeros et al., 2015) indukuji rapidni
zménu ve velikosti bunék a morfologii bovinnich PMN (polymorphonuclear neutrophils,
jaderné polymorfni neutrofily). Ta je opravdu Casna, nebot nastava 10 s po zacatku stimulace.
Déle ovliviiuji zménu v bunécné velikosti u bunék exponovanych ultra ¢istému LPS (ligand
TLR4). Prace z humanni mediciny potvrzuji hypotézu, ze TLR ligandy mohou navodit
piimou aktivaci PMN a v disledku zvysit schopnost zabijeni bakterii a protizdnétlivou

odpoved'.
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(Schaut et al., 2016) demonstrovali, Ze riizni agonist¢é TLR4, tak jako agonisté TLR2, byli
omezeni ve sv€ schopnosti zah4jit pro zanétlivou sekreci cytokininu v MDMg (monocyty a
bunééné makrofagy) po infekci BVDV2 ( bovine viral diarrhea virus).

2 SNP lokusy, jeden v TLR4 a jeden v TLR10 byly asociovany se sniZenou odpovedi na
infekci MAP (Mycobacterium avium subspecies spp. paratuberculosis), kdyz se zvysily
koncentrace minoritnich alel u 3 holstynskych stad, které zahrnovaly 68 ptipadi a 270 zvitat
v kontrolni skupiné (Fisher et al., 2011).

Zamérem studie (Sharma et al.,, 2006) bylo detekovat SNP v domnélém promotorovém
regionu TLR4 a prokdzat mozné asociace SNP v promotorové oblasti se zdravotnimi znaky
jako SCS (pocet somatickych bunck, somatic cell score) a s délkou laktace (LP) u kanadskych
holstynti ze souboru 388 bykid. 3 SNP, které byly detekovany, zahrnuly zménu C—G na
pozici 226 bp v domnélém promotoru (P-226) a 2 zdmény C«<>T SNP na pozici 1656 bp
v exonu 3 (E3+1656) a pozici 2021 bp v exonu 3 (E3+2021). Mutace P-226 byla asociovana
s LP, zatimco C alela byla asociovand svy$§i LP ve srovnani salelou G. Haplotypy
obsahujici C alelu také vykazuji vyssi SCS, cozZ je indikace vétS$i ndchylnosti ke klinickym
mastitidam. Nejcastéjsi haplotyp (Hap3) obsahoval ptiznivé alely ve vSech 3 mistech (GCC),
byl nejvice odolny ve srovnani s ostatnimi haplotypy. Druhy nejfrekventovan€;si haplotyp
Hap4 (32 %) byl asociovan s nizkym LP, takze selekce proti tomuto haplotypu mtize ptiznivé
ovlivnit zdravi u hol$tyna a pfibuznych plemen.

(Mucha et al., 2009) nasli v genu TLR4 varianty TLR4 I a TLR II. 14 jedinct vykazujicich
ziejmé klinické symptomy neslo 1 missence mutaci (Ile680Val) v TLR2 genu a 4 mutace
v TLR4 genu (Gly298 [Arg,Trp], Asp229Asn, Gly389Ser). Asp229Gly a Thr3991le vedly ke
snizené schopnosti odpovidat na bakteridlni infekci. Ob& aminokyselinové zamény byly
lokalizovany pobliZ centralniho ECD regionu. Byla nalezena missence mutace Asp229Asn
vyskytujici se u MAP infikovanych zvifat. Stejné tak transverzni mutace z G892C/T,
Gly892Arg/Trp byla asociovana s MAP infekci.

(Bhaladhare et al., 2016) pracovali se vzorky od 245 ks domorodych plemen skotu z Indie,
nepopsanych plemen a kiizenc. TLR2 a 4 geny byly zvoleny jako kandidati pro vyzkum
asociace nachylnosti/rezistence bovinni tuberkul6ze. Byla prokdzana asociace polymorfismu
s 43706434 v genu TLR2 s nachylnosti k bTB, ale efekt provéfovanych 4 SNP v TLR4 nebyl

prokazan.
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Cilem studie (Baravalle et al., 2015) bylo prozkoumat tc¢ast TLR2 a TLR4 a MyD88na
aktivaci NF-kB v bovinni mlé¢né Zlaze oSetfené preparadtem zensSenu (PG, Panax gigseng —
zenSen) pit1 zastaveni produkce mléka. Imunohistologické barveni za pouziti protilatek pro
TLR2 a 4 potvrdilo zvySenou expresi genll podle pfitomnosti molekul TLR2 a TLR4 molekul
v mlécné zlaze. Intramamarni inokulace PG byla schopna podstatné zvySit expresi TLR2 a
TLR4 na trovni mRNA 1 proteind ve tkani mlécné Zlazy.

(Yang et al., 2015) zkoumali tillohu TLR signdlii v odpovédi na Cryptosporidium parvum u
bovinnich sttevnich epitelidlnich bunck skotu. Vysledky prokazaly zvySenou uroveit mRNA
pro TLR2 a TLR4 v ptipadé elicitace bun¢k C. parvum. Vysledky ukazuji, ze C. parvum
muze indukovat produkei IL-8, aktivaci NF-kB a expresi cytokin u obou bovinnich bunék
transfekovanych jak TLR2, tak 1 BoTLR4/MD-2. Z toho lze usuzovat, ze bovinni TLR2 a
TLR4 jsou zapojeny do rozpoznavani C. parvum.

Ruiz-Larrafiaga et al., (2011) studovala 24 SNP v genech TLR1, 2 a 4, které byly analyzovany
pro asociaci s MAP infekci u Spanélské populace holstyni. Polymorfni SNP v TLR4 genu
s vyjimkou ¢.1601C>G byly nalezeny ve vazebné nerovnovaze (D'=0,933 k 1,000; r’=0,168
k 0,986) a formuji haplotypovy blok, pro n€jz bylo detekovano 11 rGznych haplotypi.
Statistické analyzy SNP a haplotypovych frekvenci v tomto genu neodhalily zadny statisticky
vyznamny rozdil mezi infikovanymi a neinfikovanymi zvitaty v populaci.

V praci (Prakash et al., 2014) bylo nalezeno v genech SLC11A1 a TLR4 celkem 5 genotypti
vyznamné asociovanych s incidenci k bovinni bruceléze. V SNP 10C/T byla frekvence alely
C versus T byla statisticky vyznamné vys$i u brucelozou postizenych zvitat. Frekvence
genotyptt CT a CC v SNP 10C/T byly oproti TT genotypu statisticky vyznamné nizSi k 0 % u
brucelozou postizenych krav. Heterozygoti (CT) méli statisticky vyznamné vyssi frekvenci
v kontrolni nez v postizené populaci, coZz naznacuje, ze selekce heterozygotli mlize ptispét
rezistenci k bovinni bruceléze. Také zvitata s CC genotypem v 10C/T lokusu méli statisticky
vyznamné vy$si riziko bruceldzi skotu. Na druhou stranu u SNP 399C/T byl statisticky pomér
CT genotypu oproti CC genotypu byl 8,15, coz ukazuje, ze CT genotyp ma statisticky
vyznamné vyS$i nachylnost k bovinni bruceldze.

Vyzkum (Cronin et al., 2012) sleduje infekci endometria gram negativni Escherichia coli a
asociaci s pfitomnosti lipopolysacharid (LPS, endotoxin) v déloze. Pouze exprese TLR4 byla

zvysena u zvitat s onemocnénim délohy. Nefunkénost TLR4 nebo MyD88 redukuje IL1B, IL-
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6 a IL-8 mRNA expresi a IL-6 proteinovou akumulaci v supernatantu bunck
vystavenych LPS. Rovnéz stromalni buniky hraly roli u vrozené imunity v endometriu.

Ve studii (Carvajal et al., 2013) byla zkoumana asociace diive identifikovanych
polymorfismi v TLR4 genech (P-226 a 2021) a v LF genu (P-28) s podminkami mastitid a
SCS u mlécénych plemen skotu pouzivanych v Chile. Efekt polymorfismu, TLR4 P-226
(C>@G), potvrdil dilezitou roli tohoto SNP v regulaci transkripce mRNA z genu TLR4. U
vetSiny plemen je nejfrekventovangjsi alela C alela, ale u holStynt je ptevladajici alelou alela
G (56 %). Polymorfismus TLR4 2021 (C>T) ma jako nejCastéji nalezenou variantu u
holstynti, plemene monbelinarde a overo colorado alelu C (89 %). Naproti tomu u Jersey byla
alela T ptevladajici (57 %) a Jersey bylo jediné plemeno vykazujici TT genotyp.

Carvalho et al., (2008) demonstrovali ve studii na lidech, ze TLR4 zprostfedkované signaly
mohou vymizet béhem zrani patogena Aspergillus. Zména fenotypu mize byt mechanismus,
kterym patogen unikd imunitnimu systému. Byl nalezen Asp299Gly polymorfismus (TLR4),
jez byl vysoce asociovany s infekci CCPA (chronic cavitary pulmonary aspergillosis). U
tohoto SNP nebylo dfive pozorovdno, ze by mélo asociaci s invazivni aspergilézou.
Pravdépodobny mechanismus pro asociaci s onemocnénim bude naruseni funkce TLR4 v

extracelularni doméné, ktera zprostfedkuje mikrobialni rozpozndvani.

3.3.4 Molekula MyD88

3.3.4.1 Struktura genu MyD88 a produktu

Protein MyD88 je esencialni cytoplazmaticky protein, kriticky pro pienos signala receptort
typu Toll-like. Byvd spojovan s TLR signaliza¢ni drdhou s vyjimkou TLR3, snimz
pravdépodobné neinteraguje (Li et al., 2009). MyD88 protein se sestava z 396 aminokyselin a
mezi jeho rozpoznané regiony fadime: N-koncovy kratky region (N), death doména (DD) a
prostfedni region (INT) a C-koncova TIR doména. Pfedchozi vyzkumy indikuji, ze TIR
doména interaguje s TLR, zatimco DD je zapojena do nasledné signaliza¢ni kaskady (Nishiya
et al., 2007), (Tohno et al., 2007). Aminokyselinovéa sekvence ukazuje, ze MyD88 je vysoce

konzervovana molekula podle sekvenci ostatnich druhti (Tohno et al., 2007).
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Obrazek 6: Fylogeneticky strom MyD88 aminokyselinovych sekvenci. Strom byl vystavén za pouZiti sousednich spojeni pri
narovnani MyD88 aminokyselinovych sekvenci. Cisla zobrazuji poméry (%) ziskané pfi 1000 opakovanich. Méfitko
ukazuje rozdéleni v ¢ase. Pfevzato z (Tohno et al., 2007)

Dle nformaci ziskanych z databaze NCBI, gen MyD88 leZi na chromozomu 22 v oblasti
11528 889 — 11 777 107 bazi. Transkript ma identifikacni ¢islo XM 005222379.3. Kodujici
oblast se sestava ze 4 casti, a sice: 685 — 1276, 2155 — 2289, 2979 — 3070 a 3340 — 3360.
Molekula mRNA byla odvozena zautomatické pocitacové analyzy za pouziti metody
predikce genii BestRefSeq, Gnomon. Identifikator proteinu je XP_005222436.1.

NCBI databaze také u této molekuly zaznamenala 2 konzervované domény, a sice oblast 160
— 294 pojmenovanou jako TIR (Toll-Interlaukin 1 — Rezistance) a oblast 29 — 106
pojmenovanou jako Death MyD88 doménu.

Gen MyDS88 je v databazi urcen jako forward fetézec, v databdzi jsou ptitomny 2 transkripty
(MyD88-201 a MyD88-202) liSici se poctem bazi a poftem exonll. Varianta MyD88-201
protein coding obsahuje 5 exonti, 10 domén a funkcionalit a varianta MyD88-202 protein
coding obsahuje 4 exony, 10 domén a funkcionalit, 79 variant (SNP). Ob¢ verze proteint se
od sebe lisi jednim exonem. Celkem ma gen 82 ortologti, které jsou ¢lenem jedné proteinové

rodiny podle Ensembl.

Varianta MyD88-201 protein coding obsahuje 5 exonil, 10 domén a funkcionalit.

pojmenovani Sekvence od Sekvence do Délka useku
1. Exon 11 646 791 11 647 154 364

Intron 1- 2 11 647 155 11 648 032 878
2. Exon 11 648 033 11 648 167 135

Intron 2 - 3 11 648 168 11 648 505 338
3. Exon 11 648 506 11 648 686 181
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Intron 3 — 4
4. Exon

Intron4 -5
5. Exon

Varianta MyD88-202 protein coding obsahuje 4 exony, 10 domén a funkcionalit, 79 variant

(SNP).

pojmenovani

1. Exon
Intron 1 -2

2. Exon
Intron 2 -3

3. Exon
Intron 3 -4

4. Intron

11 648 687
11 648 857
11 648 949
11649 218

Sekvence od
11 646 791
11 647 155
11 648 506
11 648 687
11 648 857
11 648 949
11649 218

11 648 856
11 648 948
11 649 217
11 651 003

Sekvence do

11 647 154
11 648 505
11 648 686
11 648 856
11 648 948
11 649 217
11 651 003

170
92
269
1786

Délka useku

364
1351
181
170
92
269
1786

Bylo provedeno porovnani sekvenci jednotlivych genti uvnitt databdze NCBI pomoci
srovnavaciho algoritmu v programu BLAST (Zhang et al., 2000).
Pro gen MyD88 byla nalezena podobnost pro tyto organismy:

Organismus gen shoda
Bos indicus MyD88 99 %
Bos mutus MyD88 99 %
Bison bison MyD88 99 %
Bubalus bubalis MyD88 97 %
Capra hircus MyD88 93 %
Odocoileus virginianus | MyD88 92 %
texans

Pantholops hodgsonii MyD88 92 %
Suc scrofa MyD88 88 %
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Balaenoptera ocutorostrata | MyD88 84 %

scamnoni

Capra hircus MyD88 96 %
Homo sapiens acetyl CoA | ACAA1 77 %
acyltransferaze 1

Homo sapiens MyD88 77 %
Ovis aries MyD88 96 %

Tabulka 5: Podobnost sekvenci pro gen MyD88. Vyhodnoceno programem BLAST (Zhang et al., 2000).
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Ganes (Enssmbi)

ENSBTAT00000000735.3

11,8480

—

11.852m0
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PIRSF domaln -—
PIRSFO37756
Mysiold dilsrentiation primary reeponss protsin MyDSS
I
PROSITE profiles PS50017 PS50104
Death gomain Tollintsrieukin-1 racsptor homoiogy (TIR) domain
Ptam domain I _—&—_
PFOS31 Pro1S82
Deatn domain TollAntsrisukin-1 raceptor homology (TIR) domain
SMART domalns I S
SM0000S SM0025S
— — e —
-
Saputamny . SSF47306 35752200
Dsatn-ilke domain Tollintsrisukin-1 recsptor homoiogy (TIR) domain
ENSBTATO0000048711.3
MyD8s-202
PIRSF domain - -—
PIRSFO37756
ool eontaton prnary reaponse poten Wyose
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Death gomain Tolinterieukin-1 recsptor homology (TIR) domain
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Death domain TollAntsrisukin-1 raceptor homotogy (TIR) domain
i i EE—— —
SMO0000S SM00255
Daath domain Tollntsrisukin-1 recaptor homology (TIR) domain
Superfamily do... e & a—

S5FS52200
Tollintsrieukin-1 receptor homology (TIR) domain

e

Obrazek 7: MyD88 splice varianty. Prevzato z Ensembl databaze (Aken et al., 2016)

Domain source |Start End Description Accession |InterPro

Smart 19 109[Death domain SMO00005 IPRO00438
Prosite_profiles 32 109|Death domain PS50017 IPR000488
Pfam 37 104|Death domain PF00531 IPR0O00488
Superfamily 5 125|Death-like domain SSF47986 IPR011029
PIRSF 8 296|Myeloid differentiation primary response protein MyD88 |PIRSF037756 |IPR017281
Superfamily 156 295(|Toll/interleukin-1 receptor homology (TIR) domain SSF52200 IPRO00157
Prosite_profiles 159 296|Toll/interleukin-1 receptor homology (TIR) domain PS50104 IPRO00157
Smart 160 296|Toll/interleukin-1 receptor homology (TIR) domain SM00255 IPRO00157
Pfam 163 291|Toll/interleukin-1 receptor homology (TIR) domain PF01582 IPRO00157

Tabulka 6: Souhrn domén, které obsahuje proteinovy produkt MyD88. Pfevzato z Ensembl databaze (Aken et al., 2016)
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3.3.4.2 Diverzita a funk¢ni interakce s MyD88

Studie (Jann et al., 2009) se zabyvala studiem priniku QTL pro protozodlni infekce a
lokalizace genl imunity u riznych druhli. Na zéklad¢ studia genit MyD88 (dale také TLRI1, 2,
4 a dal$i) v béZnych zvifecich modelech se podafilo srovnat strukturu genu MyD88 a popsat
shodnou c¢ast vyskytujici se v nich. Eviduje zde 4 konzervované regiony mezi bovinnim
chromozomem 22 a myS$im chromozomem 9, které jsou rozdiln€ uspofddany a orientovany
mezi obéma druhy. Dohromady obsahuji piiblizn¢ 10 MB uvnitf piekryvu v parazitné

ptibuznych QTL u mysi a u skotu a obsahuji 979 — 1000 genl v rdmci této sekvence

i £
INRAZ2E6 —
L -2 0H
MyD88
Bli2e13
L2 0H =4 0M
L =6 0N
Faom B8
+ ‘ 196 F100H
' Kt
1061 ]
,_Sif_ 1 ?? 3 —Dcli3
A g;ﬁsﬁﬂ | Rbms3
o —Golgad
Lo 12208 My 558
1249 TNKiF1S
Bos taurus Mus musculis

Che 22 Chr9

Obrazek 8: Prekryv genti MyD88 a QTL u kravy a mysi. Rozsah QTL je zvyraznén tlustou modrou ¢arou. Zelené boxy
ukazuji lokalizaci syntetickych blok, jeZ jsou konzervovany napfti¢ druhy. Inverze v genovém poradi jsou zvyraznény
&ervenymi Sipkami. Lokusy na hranicich pfekryvu mezi zdravotnimi QTL u kravy (rezistence k Trypanosoma) a u mysi
(Plasmodium chabaudi plivodce malarie) jsou oznaéeny modfe. Podle pfedpokladu, Ze tyto QTL jsou zplisobené stejnymi
lokusy, byl tento region narovnan do segmentt a zkombinovan do délky p¥iblizné 10 Mb (hnéda ¢ara v syntetickém
bloku. Pfevzato z (Jann et al., 2009)

29



Pti stimulaci TLR vazi MyD88 pies interakci TIR-TIR. MyD88 potom aktivuje molekuly
v kaskad€é niZe, zejména molekularni IL-receptor kindsu (IRAK) s TLR pies DD-DD
interakci. (Li et al., 2009).

(Wang et al., 2015) sledoval, zda NF-xB indukce zavisi na MyD88. Bunky piesycené¢ MyD88
vykazovaly podstatné¢ vy$si LAMPs (lysozomal-associated membrane protein) dependentni
IL-1B indukci ve srovnani s kontrolnimi buitkami, zatimco DN-MyD88 piesycené podstatné
snizily expresi IL-1p. Saturace TLR2 a MyD88 znatelné zvySila LAMPs dependentni indukci
IL-1B ve srovnani s kontrolnimi bunkami. MyD88 dependentni IL-1p indukce nésledujici
stimulaci LAMPs byla podstatné snizena v bunikach, které byly opracovany monoklonalni
protilatkou proti TLR2.

Studie (L1 et all., 2002) prokazala, Ze Groven exprese nebo funkéni mutace v MyD88 genu
jsou spojovana s dalezitym fenoménem, jako je endotoxinova tolerance.

(L1 et al., 2009) izoloval genomickou DNA sekvenci praseciho MyD88 genu a analyzoval
rozdéleni tkén€, chromozomovou mapu, polymorfismy a strukturni charakteristiky. Také
zkoumal 1 SNP v 1. intronu praseciho MyD88 pomoci PCR-RFLP. Data odhalila MyD88
genotypovou expresi ve vSech zkoumanych tkanich. Tato exprese je nizkd ve tkéni pficné
pruhovaného svalstva. DNA MyD88 byla vysoce konzervovana, ale i1 tak obsahovala 16
potencidlnich SNP: 797T/C, 813A/G, 1721T/G, 1755C/A, 2130T/A, 2461C/T, 2468G/A,
2519G/A, 2743A/G, 2757C/T, 3076A/G, 3258A/G, 3291T/A, 3298C/T, 3345A/G a 3485G/A.
Polymorfismus 797T/C byl dale studovan PCR-RFLP metodou. Analyza frekvence alel
odhalila vyssi frekvenci alely T u 5 ¢inskych mistnich plemen nez u Landrace a Yorkshire.
Nicméné data nepodpofila podstatnou asociaci mezi timto SNP a imunitnimu znaky.

(Jann et al., 2009) zkoumal piekryvy QTL u MyD88 vztahujicimu se k protozoalnim infekcim
u skotu a mysi. Efekt QTL na nachylnost k infekci Trypanosoma congolense u skotu a
k infekci Plasmodium chabaudi v my$i miize byt podobny, protoze ob€ nemoci jsou
vysledkem protozoalni infekce, ktera pravdépodobné vnasi podobné PAMPs a aktivuje
shodné drahy. MyD88 je asociovan s protektivnim efektem b&hem infekce Trypanosoma a
Toxoplasma. Hypoteticky polymorfismus MyD88 ovliviiujici genovou funkci mize
balancovat ochranu proti protozoalnim parazitim, ackoli v sou€asnosti neni zadny dikaz

k dispozici.
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Studie (Capparelli et al., 2013) naSla vyznamnou asociaci polymorfniho mista MyD88
A625C s aktivni tuberkulosni infekci (ATI) u skotu (p=0,84). Polymorfni misto A625C je
lokalizovano v intronu 1 MyD88 genu. Asociace byla velmi robustni (i kdyz byla detekovana
za pouziti malého souboru zvifat) a ukazala stratifikaci (rozvrstveni) podle formy infekce
(aktivni nebo latentni). Pro lepSi priikaznost heterozygotnosti a rezistence k ATI byla prace
zopakovana na vét§im a nezavislém vzorku skladajicim se z 300 kontrolnich a 150 ptfipadi
ATI a 150 ptipadit LTI. Experiment prokdzal, ze A a C jsou pfeddvana jako kodominantni
alely. Vysledky ukazuji na asociaci MyD88 markerti s ATI, ale ne s latentni infekci (LTI).
Zvitata heterozygotni v MyD88 A625C polymortnim markeru maji vyhodu v 5 x niz$im risku
nakazy ATI. Redukovany risk ale neni stejny pro latentni TI. Heterozygoti poskytuji
optimalni uroven zanétu. Deficience TNF-a, TNF — y a NOS je naopak vyhodna pro
tuberkulozu.

(Cronin et al.,, 2012) testuje hypotézu, ze TLR4 a MyD88 dependentni signalizace je nezbytna
pro odpovéd na LPS u epitelidlnich a stromdlnich bun€k bovinniho endometria. Inhibice
mRNA MyD88 pomocisiRNA redukovala expresi mRNA MyDS88 v epitelidlnich a
stromalnich bunkach. Studie prokazuje, Ze ne pouze epitelidlni bunky, ale 1 stromalni hraji
roli v projevech vrozené imunity v endometriu.

(Nishiya et al., 2007) popisuje rozdiln¢ role TIR a non-TIR regioni v intraceluldarnim
zesilovani pfendSené¢ho signdlu MyD88 a v interakci MyD88 se specifickymi TLRs a TIR
adaptory. Existuji 2 faktory, které urcuji specifické partnery pro MyD88; mechanicky faktor
(t). specificka TIR-TIR doménové interakce) nebo prostoroCasovy faktor (naptiklad urcita
mezibunééna distribuce TLR a TIR adaptort). MyD88 byl pfitomen v kondenzované,
morfologicky rozdilné formé¢ v cytoplazmé. MyD88-YFP (kondenzovany MyD88) je
pfitomen jako monomer a/nebo homodimer v cytoplazmé, je pfitomen ve vackovitych
strukturach nebo asociovany s tubuldrnimi nebo fibrildrnimi strukturami. Cely non-TIR
region hraje kritickou roli v lokalizaci MyD88 uvnitt buniky. MyD88 se asociuje se signalni
molekulou umisténou nize v kaskad¢, jako je interleukin-1-receptor-asociovand kindza 1
(IRAK1) a IRF-1 skrze DD. Nicméné spravnou celularni lokalizaci, nezbytnou pro aktivaci
signaliza¢nich udalosti, se nepodatilo nalézt. Interakce mezi MyD88 a specifickymi TLRs je
spiSe urcena konformacnimi charakteristikami kazdé TIR domény. Specifickd interakce

MyD88 a TIRAP vyZzadovand TLR4 signalizaci je spiSe zavisld na prostorovych a casovych
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faktorech. Vysledky studie Tohno et al., (2007) poukazaly na fakt, Zze death doménova
superrodina hraje diilezitou roli v pfenosu death signélu, regulaci apoptézy a zanétlivych
odpovédi. V dasledku stimulace jsou molekuly IRAK-1 zapojovany do komplexu aktivniho
receptoru pres spojeni s MyD88 a umoziuji oligomerizaci IRAK-1. Vazebna interakce
MyD88 s IRAK-1 je umoznéna death doménou MyD88 s TIR a IL-1B byla v poMyD88
vysoce konzervovand. Navic byly v sekvenci aminokyselin poMyDS88 identifikovany 2
vmezetené a zpiehazené regiony, které umoziuji jednomu regulacnimu regionu nebo proteinu
vazat mnoho typii molekul. Schopnost asociace s mnoha molekulami, které zahrnujicich jak
proteiny, tak 1 aminokyseliny je zadsadni pro signalizaci pfes membranu bunky 1 intrracelularni
signalizaci. Exprese MyD88 je rovnéz regulovana v ontogenezi. Urovné exprese MyD88 se
rtizni v organech novorozenct, kde je nejvyssi hladina ve sleziné¢ a mezenteridlnich miznich
uzlinach (MLNs) a niz§i v intestinalnich buiikdch. Uroven exprese MyDS88 v intestinalnich
bunikach byla niz$i nez ta v MLNs a slezin¢ dospélci. U dospélcti jsou na rozdil od

novorozencl intestindlni buniky neustale vystaveny intestinalnim mikrobidlnim antigentim.

3.3.5 Signaliza¢ni kaskada receptori Toll-Like

Toll-like receptory vyzaduji specificky set molekul jako MyD88 a TRIF a aktivuji MyD88-
dependentni a TRIF-dependentni drahu (Conejeros et al., 2015) vedouci k sekreci zanétlivych
cytokint, typ I interferoni (IFN), chemokini (napt. CXCLS8) (Russell et al., 2012) a
antimikrobialnich peptidi (Baravalle et al., 2015). Tyto odpovédi zplsobi rekruitment
neutrofildl, aktivaci makrofagii a indukci IFN stimulovanych genti a vysledkem je pfimé zabiti
infek¢nich mikrobialnich patogent a zapojeni adaptivni imunity (Bhaladhare et al., 2016).
Stimulace bun¢k TLR ligandy vyzaduje adaptorové proteiny obsahujici TIR doménu. (Akira
et al.,, 2006) uvadi tyto 4 adaptorové proteiny: MyD88 (myeloidni diferenciacni faktor 88),
TIR-asociovany protein (TIRAP)/MyD88-adaptor-podobny (MAL), TIR-doménu obsahujici
adaptorovy protein indukujici IFN-B (TRIF)/TIR-doménu obsahujici molekulu 1 (TICAMI) a
s TRIF-asociovand adaptorova molekula (TRAM). (Kang et al, 2016) uvadi navic
adaptorovou molekulu SARM.

Navazani ligandu na TLR receptor zapfi€ini spuSténi signalizacni kaskady. Hlavni buné¢na
exprese TLR zahrnuje antigenné receptorové buiikky (APCs), jako jsou dendritické buiky a

makrofagy, které internalizuji a degraduji proteiny. Po navazani ligandi TLR dimerizuje a
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prochazi konfiguratnimi zménami vyzadujici zapojeni TIR domén obsahujicich adaptorové
molekuly v TIR doméné TLR. (Akira et al., 2006).

MyDS88 je kriticky nezbytny pro signalizaci vSech TLR s vyjimkou TLR3 (Akira et al., 2006),
(Baravalle et al., 2015) , (Conejeros et al., 2015), (L1 et al., 2009).

Obecné, aktivace TLRs pomoci ligandl vede k aktivaci NF-kB. NF-xkB je normalné
inaktivovany v cytoplazmé rodinou inhibi¢nich proteinti zndmych jako inhibitory NF-xB.
Pokud je jednou aktivovan NF-kB disociuje ze svych inhibi¢nich proteint Ixfa a pfemisti se
z cytoplazmy do jadra, kde mtize ovlivnit transkripci specifickych cilovych geni (Yang et al.,

2015).

IKKA
Ub (K63 type) TBKA1
KK
complex

4 Ub (K48 type) IRF-3 g)
kB Degradation
NF-kB

NF-kB
AP NF-xB
ANY/ANV/AN
Proinflammatory IFN-f and IFN-
cytokines inducible genes

Obrazek 9: TLR signalizacni draha, pfevzato z (Akira et al., 2006)
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4  Material a metody

4.1 Izolace DNA

Izolace DNA se provadéla ze zmraZzenych inseminac¢nich davek ¢i vzorkl krve. Inseminacéni
davka v pejeté byla rozmraZena pii 37 °C a nasledné pienesena na led. Zataveny konec byl
odstfizen ve vertikalni poloze a obsah pfenesen do mikrozkumavky 1,5 ml. Alikvota 50 pl
byla zcentrifugovana ve zkumavce 1,5 ml pfi 8000 ot/min ve stolni centrifuze pti 4°C po dobu

5 minut. Sediment byl promyt 1 x 100 pl fosfatového fyziologického roztoku (PBS)
s opakovanou centrifugaci. Lyze byla provadéna ptidanim 225 pl lyza¢niho pufru ze soupravy
MagSep (Eppendorf) pro tkan€. Pouziti vétSiho vychoziho objemu inseminacnich davek (az
10 pl) vedlo k viskozité kone¢ného preparatu DNA, kterd jiz branila pipetovani. Protoze pti
automatickém pipetovani na stanici EpMotion chybi vizudlni kontrola, zména vlastnosti
preparatu vedla k chybam a zvySovala riziko kontaminace.

Byla ptfidana rovnéz proteinaza K v objemu 25 pl (ze soupravy MagSep) a 22 ul 1M DTT
pro konec¢nou koncentraci 80 mM. Po pocate¢nim resuspendovani lyzaéni smési
vortexovanim po dobu 1 min. byla smés inkubovana pti 56 °C pfes noc, pfipadné 16 hodin
s ob¢asnym vortexovanim po dobu n¢kolika vtefin.

Lyzat byl centrifugovan pti 11 000 g pfi pokojové teploté po dobu 5 minut. 225 pl
supernatantu bylo pfevedeno do 2 ml mikrozkumavek s kulatym dnem (Eppendorf) a pouZito
jako vstup do izolacniho programu MagSep — Tissue na stanici EpMotion. Podstatou metody
je lyze bunék v lyza¢nim pufru v pritomnosti proteazy K a nasledné oddéleni DNA z roztoku
na afinitnich feromagnetickych partikulich. Po tfikrat opakovaném promyvani vazané DNA je
ziskan Cisty preparat pomoci eluc¢niho pufru. Program na ptistroji je pln¢ automatizovan, tedy
vysoce reprodukovatelny. Vytézek izolace se pohyboval kolem 20 pg v celkovém objemu
eludtu 100 pl.

Zasobni roztok 1M dithiothreitolu (DTT) byl pfipraven rozpusténim 1,545 g DTT v 10 ml
vody. Roztok byl zfiltrovan ptes ptedbézné navlhceny sterilni nitrocelulozovy filtr s pory 0,2
uM pomoci injekeni stiikacky a skladovan v alikvotach pii -20 °C.

Pti izolaci DNA z krve se liSila ptiprava vzorkl. Krev z terénnich odbérti o objemu piiblizné
1,0 ml byla skladovdna v mikrozkumavkach o objemu 1,5 ml pti -20 °C. ProtoZe byla v fad¢

ptipadi sraZzend, byl zvolen postup pro izolaci DNA, kdy se vzorky nejprve zcentrifugovaly
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pi1 2500 rpm po dobu 2 — 3 minuty za ucelem ocisténi vicka pred otevienim a zabranéni
kontaminaci. Nasledn¢ bylo do vzorku ptidano 20 pl Na,EDTA o koncentraci 10 % jako
antikoagulans.

V dalsim kroku byl vzorek homogenizovan vortexovanim s inertnim materidlem. Byla
testovana jemna 1 hruba balotina a kiemiity pisek, pfiCemZz materidly byly pred tim
autoklavované pro zabranéni piipadné kontaminaci cizi DNA. NejlepSich vysledki bylo
dosazeno po piidani pisku. Po rozmrazeni vzorku na vodni lazni se s nim dale pracovalo na
ledu. Vzorky se zvortexovaly nejprve zbézné a poté dikladné¢ — po dobu nejméné jedné
minuty na jednu zkumavku. Pisek a necistoty byly odstranény centrifugaci pti otd¢kach 1500
— 2000 rpm po dobu 1-2 minut pii 4 °C. 200 pl supernatantu bylo pouzito pro izolaci DNA
metodou MagSep-Blood na automatické pipetovaci stanici EpMotion. Vytézek izolace se
v tomto piipadé pohyboval kolem 1 pg v celkovém objem 50 pl eluatu. I kdyz se jednd asi o
petinovy vytéZek ve srovnani s izolaci z nesraZzené krve, mnozstvi je postacujici pro nasledné

genotypovaci reakce. Preparaty DNA byly skladovany pii-20 °C.

4.1.1 Kontrola preparati DNA

Pro ovéfeni vytézku a kvality preparati DNA se vyuzivaji 2 metody, metoda méteni optické
absorbance v UV oblasti a gelova elektroforéza.

Vzorek (DNA rozpusténa v elu¢nim ¢i Tris pufru) se nafedi 50 - 100 x vodou, pifenese do
mikrokyvety v objemu vys$S§im nez 50 pl a absorbance se stanovi pfi ttech vinovych délkach.
Zatimco absorbance pro 260nm urcuje koncentraci DNA, absorbance pti 280 nm indikuje
proteiny a pi1 230 nm rozptylujici necistoty. Pomér OD,40/OD2gp by se mél pohybovat nad
1,8, nicméné ze vzorkl se ndm podafilo dostat vytéznost 0,7 - 1,2.

Metoda métfeni absorbance ndm fekne, zda je ve vzorku pfitomna DNA, ale nefekne nam,
v jakém je stavu. Piedpokladdme, ze po pipetovani a separaci je DNA ve vzorku naldmana na
zhruba 20 kbp dlouh¢ fragmenty, ale mohou samoziejmé byt i kratsi. Proto se elektroforeticky
zjiStuje rozdéleni fragmenti DNA podle hmotnosti. Ocekavame 1 vyrazny pruh kolem
hodnoty 20 000 bp. Degradacni fragmenty se zobrazi jako rychleji migrujici oblast. Je také
mozné, ze ve vzorku zlstaly bilkoviny, ty by se potom na gelu projevily jako pruh v oblasti
startu.

Agardzovy gel byl ptipraven rozpusténim 0,6 % (w/w) praSkové agardzy pro molekularni

biologii v pufru TBA pomoci vafeni v mikroviné troubé. Pfimo do gelu bylo ptidano
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fluorescencni barvivo GelRed (Biotium, Fredmont, USA) pro detekci DNA v pracovni
koncentraci 10 pl dodavaného zasobniho roztoku na 100 ml gelu. 120 ml roztoku agarozy
bylo pouzito pro piipravu jednoho gelu v systému horizontélni elektroforézy Liberty. Po
vytvoreni a zchladnuti gelu (60 minut) byly elektrodové komory zaplnény predchlazenym
pufrem TBE, prostor nad gelem zaplnén piedchlazenou vodou (4 °C) o tloust’ce vrstvy 2 cm.
Elektrodové komory a gelovy kompartment jsou v tomto systému propojeny jen samotnym
gelem. V tomto uspofddani se dosahuje vysSSiho gradientu napéti v gelu a omezuje se
piehfivani. Poté byly do hiebeny vytvofenych jamek nandSeny vzorky genomické DNA
(alikvoty 1—2 pulv 5 —7 ul nanaseciho pufru koncentrovaného 6 x, ktery byl pted pouzitim 5
x ziedén). Jako standard byl pouzit zebiicek standardi GeneRuller 100 bp+ (Fermentas,
Vilnius Litva). Gely byly dokumentovany fluorescencni kamerou SynGene po rozdé€leni po
dobu 30 minut pfi napéti 200 V. Vzhledem k témét shodnému spektru se standardnim

barvivem ethidium bromid byl pouzit stejny emisni filtr a excitace UV svétlem pii 254 nm.

4.2 Standardizace preparati DNA

Vzorky DNA byly zjednotlivych mikrocentrifuganich zkumavek pievadény na format
mikrotitra¢nich desti¢ek pro vysokokapacitni zpracovani. Sou€asné¢ byla nastavena zadana
koncentrace DNA 20 ng/ul, kterda umoznuje standardizovat dal§i postup a zvySuje
reprodukovatelnost dalSich reakci.

Vypoctené objemy vody a DNA pro fedéni na zakladé spektrofotometricky urcenych
koncentraci DNA byly importovany do piistroje jako soubor ve formatu csv. Plvodni
program potom zajistil pipetovani z formatu 24 zkumavek na mikrotitracni desticku o 96

jamkach.

4.3 Amplifikace vybranych genii pomoci PCR

Vybrané¢ tuseky genli obsahujici kodujici sekvence byly vymezeny pomoci dvojic
oligonukleotidi, tzv. primeri, komplementarnich s vazebnymi misty na genomické DNA. Ty
byly na zdklad¢ dodanych navrhii sekvenci syntetizoviny a doddny po odsoleni
v lyofilizované podob¢ firmou Eurofins. Lyofilizované primery byly dle uvedeného vytézku

syntézy rozpustény a fedény na vychozi koncentraci 100 uM ve vodé, nasledné 10 x ziedény
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na pracovni koncentraci 10 pM a skladovany ve formatu 96 jamkovych mikrotitracnich
desticek.

Pro amplifikaci DNA fragmentl byly pouZzity dva druhy termosenzitivnich DNA polymeraz,
standardni od vyrobce Fermentas (Vilnius, Litva) pro fragmenty uréené ke genotypovani a
kapilarni sekvenovani a nizkochybovéa polymeraza, tzv. Phusion polymeraza, od vyrobce New
England Biolabs pro fragmenty urcené pro vysokokapacitni sekvenovani nové generace.
Standardni amplifikacni reakce v objemu 10 pl obsahovaly 0,03 jednotek/ul Taq polymerazy
v 10 mM TRIS pufru, pH 8,8, obsahujicim 50 mM KClI, 0,08 % Nonidet, 2mM MgCl,, ¢tyti
deoxynukleotidtrifosfaty (ANTP) v koncentraci 0,2 mM, oba primery jednotlivé v koncentraci
0,4 uM a templatovou DNA v koncentraci 0,5 ng/ul. Sekvence amplifikacnich primerti jsou
uvedeny v tabulce €. 12.

Preparativni reakce (v objemu 20 pl) pro NGS obsahovala Phusion ,high-fidelity” DNA
polymerazu (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) v koncentraci 0,1 jednotky/ul
v prosttedi firemniho HF pufru, ktery obsahoval 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP, kazdy primer
v koncentraci 0,5 pM a 0,1 ng/ul templatové DNA. Amplifikaéni reakce ptipravené
v jamkach mikrotitranich desticek byly vzhledem k nizkym objemim piekryty vrstvou
mineralniho oleje (Sigma — Aldrich) a nasledné uzavieny PCR {6lii.

Amplifikaéni program byl adaptovan dle (White at al, 2003) a obsahoval pocatecni
denaturacni krok pti 95 °C v trvani 1 minuty, poté 5 cykli pii 95 °C po dobu 30 s, anelacni
krok pii teploté dle tab. C12 po dobu 30 sa 72 °C po dobu 1 minuty, poté 38 identickych
cykli s anela¢ni teplotou (T,) snizenou o 2 °C. Zavérecny extenzivni krok 6 minut pii 72 °C
zajistoval dosyntetizovani komplementarnich vlaken DNA.

Produkty PCR byly skladovany pti 4 °C.

Elektroforetickd kontrola vysledku PCR byla provadéna shodné¢ s postupem u gDNA. Rozdil
spocival pouze v 1,6 % koncentraci agar6zového gelu. Z reakéni smési byl na kontrolu pouzit

I pl

4.4 Navrh amplifika¢nich primeru

Amplifika¢ni primery pro PCR (tabulka 7) byly pro TLR1 a TLR4 ptrevzaty z literatury
(White at al. 2003), (Seabury et al. 2007) a jejich poziti bylo dodate¢né¢ optimalizovano
(Novék et al. 2017).Pouzité amplifikacni reakce plné¢ pokryvaji kodujici oblasti obou genti.
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Amplikon Teplota pro PCR,
(Cislovani pro |Primer-cely |Primer Délka (parti |enzym Tag-
vSechny TLR) |nazev pracovné Sequence bazi) Fermentas (°C)

1 TLR1 01F T1 01F ATGCCTGACA TCCTCTCACT 21 62/60
TLR1 01R TL 01R AGTTCCAGAC TCACTGTGGT G 23

2 TLR1 _02F TL 02F TCCAGTGTGC AGTCAATCAC 21 62/60
TLR1 02R T1 02R AGAACCTTGA TCTGAGGAGG T 23

3 TLR1 _03F TL_03F TGACCCAGGA AATGAAGTCT 21 62/60
TLR1 03R T1 03R CCGTGTTAAT GTATTTCTGC TG 24

10 TLR4 ex1 F |T4 1F CGGGGAGAGA CGACACTACA 26 64/62
TLR4 ex1 R |T4 1R TGTTTGCAAA TGAACCTAAC CA 28

11 TLR4 ex2 F |T4 _2F TCTTTGCTCG TCCCAGTAGC 26 64/62
TLR4 ex2 R |T4 2R AAGTGAATGA AAAGGAGACC TCA 29

12 TLR4 ex3 1F |T4 3 1F GGAGACCTAG ATGACTGGGT TG 28 62/60
TLR4 ex3 3R |T4 3 3R AAGAAGGGCT TGTAGACTTC CT 28

13 TLR4 ex3 2F |T4 3 2F TGTATTCAAG GTCTGGCTGG T 27 58/56
TLR4 ex3 4R |T4 3 4R AAGACAATGC GGATGTTGGT 26

14 TLR4 ex3 3F |T4 3 3F TTTCAAGGGG TGCTGTTCTC 26 58/56
TLR4 ex3 5R |T4 3 5R TGCACACATC ATTTGCTCAG 26

15 TLR4 ex3 6F |T4 3 6F AGCCCAGACA GCATTTCAC 25 62/60
TLR4 ex3 1R |T4 3 1R GCCGCAGGAG AGACTTCT 24

16 TLR4 ex3 4F |T4 3 4F GTCACTGTGC TCCTGGTGTC 26 62/60
TLR4 ex3 6R |T4 3 6R CTATAGGGCT CGCGTACCAC 26

17 TLR4 ex3 5F |T4 3 5F ATGAGATTGC CCAGACCTG 25 62/60
TLR4 ex3 6R |T4 3 5R ATGAGATTGC CCAGACCTG 25

18 TLR4 PCR-F |T4 P-F TGCATTTGCT TGTGTTTGTG 26 62/60
TLR4 PCR R |T4 P R CGCCCTCCTC CAAGTTCTT 22

Tabulka 7: Pimery pro geny TLR1 a TLR4 pro vytvoieni amplikon(i na sekvenovani dal$i generace

Pro gen MyD88 byly navrhovany zcela nové primery. Z literatury se nepodafilo dopétrat
kompletni sadu primerti pro tento gen. Bézn¢ se stanovuji primery tak, ze se vezmou oblasti
exont a primery se navazuji na sekvence kolem nich. Vzhledem k nizkému poctu nukleotidi
celého genu pro MYD 88 bylo moZné zahrnout cely gen. Nase PCR sekvence tak obsahovaly
1 oblasti intrond, na které neni vyvijen takovy selek¢ni tlak a byla v nich oCekavana vétsi
variabilita.

Funkce navrZzenych primerti byla ovéfovana s obéma pouzivanymi polymerdzami tak, ze byla
sledovana shoda v hmotnosti PCR produktii socekavanou hodnotou podle horizontalni
elektroforézy.

Pro usnadnéni amplifikacni reakce v ptipad€ oblasti bohatych na GC v prvni poloviné genti
byl s DNA polymerazou Phusion pouzit GC pufr misto pufru HF podle doporuceni vyrobce a

do reakéni smési byl pridavan dimethylsulfoxid v koncentraci 5 %.
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Po analyzu vlasenkové struktury v GC-bohaté oblasti byl pouzit The UNAFold Web Server
(Zuker, 2003). Nova tada testovanych primert byla navrhovana mimo rozsahlé hybridizované

useky.

4.5 Priprava vzorku pro NGS

Vzorky genomické DNA bykl znormalizované knihovny o koncentraci 20 ng/ul byly
spojeny do smésného vzorku populace v ekvimolarnim mnoZzstvi. Amplikony tfi studovanych
genll byly pfipraveny s DNA polymerazou Phusion v preparativnich reakcich. Po kontrole a
kvantifikaci produktl byl ptipraven smésny vzorek, ktery obsahoval ekvimolarni koncentraci,
nebot’ byl zohlednén jak vytézek jednotlivych reakei, tak 1 hmotnost fragmentu.

Smésny vzorek byl precistén na kolonkach NucleoSpin (Macherey-Nagel, Diiren, SRN) ve
verzi PCR clean-up Gel extraction. Pfi postupu v péti krocich podle instrukci od vyrobce bylo
540 pl vzorku smichano se dvéma objemy pufru NTI (bez ohledu na kontaminaci minerdlnm
olejem). Smés byla pipetovana na silikdtovou membranu kolonky a kolonka na zkumavce
20 ml byla centrifugovana 30 spii 11 000 g. Poté ndsledovalo promyti 700 pl pufru NT3
s opakovanim centrifugace. Opakované promyti pufrem NT3 je kli€ové pro minimalizaci
chaotropnich soli, které jinak interferuji s ptipravou knihovny pro PacBio sekvenovani.
Opakovanou centrifugaci po dobu 1 minuty na 11 000 g bez roztoku na nové zkumavce je
membrana dosusena, aby nedochazelo k ptenosu stop ethanolu do preparatu. Eluce DNA je
provadéna pridanim 30 — 50 pl pufru NE s naslednou inkubaci pti pokojové teploté po dobu 1
minuty. Eluat je jiman do standardni 1,5 ml mikrocentrifuga¢ni zkumavky pi1 centrifugaci pii
11 000 g po dobu 1 minuty.

Mira ptecisténi vzorku je ur€ovana podle absorbance (ukazatelé OD;50/OD239, OD260/OD2sg)
20 x zfedén¢ho vzorku.

Pokud vzorek splioval pozadavky servisni laboratofe (nejméné 1200 ng, OD60/ODxgo > 1,9,
OD360/OD339 > 1,7), byl odeslan ve zmrazeném stavu pii -20 °C k dalSimu zpracovani. To
bylo provedeno tymem servisni laboratofe a spocivalo v pfipraveé knihovny pro tzv. consensus

circular sequencing (CCS) na pfistroji PacBio RSII.
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4.6 Zpracovani vysledkit NGS

Vysledky sekvenace byly ziskdny zpét jako komprimovany archiv obsahujici vysledky tti
behi ptistroje. Protoze nebyla technicka moznost pouZit software, ktery zpracovava primarni
sekvenacni data ve formatu HS, byly pro navazujici praci pouzivany jiz pfipravené soubory ve
formatu FastQ a FASTA. Mapovani jednotlivych ctenych useki, tzv. readl, bylo provadéno
na referenéni sekvenci vprogramu Geneious verze RI11.0.5, zpravidla pomoci
implementovaného algoritmu Geneious. Mapovani probihalo v 5 iteracich pro zvySeni
piesnosti.

V porovnanych sekvencich byly hleddny strukturni varianty pomoci implementovaného
algoritmu. Byly uvazovany pouze varianty s frekvenci vyskytu v populaci nad 5 %. Seznam
strukturnich variant exportovany ve formatu CSV byl pouZit pro porovnani s vyskytem
v databazich NCBI a Ensembl. Na vyhodnoceni byly pouzity aktivni tabulky a makra
v programu Excel (viz pfiloha ¢. 10.4). Do porovnani ziskanych NGS dat s databdzemi
Ensembl a EBI (dfive NCBI, dnes archiv) byla zahrnuta vSechna nalezend SNP bez ohledu na

jejich ptesnost a pravdépodobnost vyskytu.

4.7 Primé urceni haplotypi

Technologie NGS Pacific Biosciencesdovoluje sekvenovat dlouhé¢ useky DNA, az 20 000
bazi, proto lze vysledky v nékterych piipadech pouzit pro pfimé urceni haplotypt. Je tak
mozné obejit urCovani haplotypli pomoci statistické rekonstrukce z populacnich dat.
Limitujici je délka amplikonti, nebot’ ty byly navrhnovéany s ohledem na moznost kapilarniho
sekvenovani. Kombinace obou metod umoziuje urcit jejich soucasny vyskyt na jednom
vlaknu, coZ se navenek projevuje jako geneticka vazba.

Useky mezi nalezenymi SNP byly v souboru s porovnanymi sekvencemi ve formatu FASTA
deletovany, takZze =zbyla matice nukleotidl, kde sloupce odpovidaly jednotlivym
polymorfismim a fadky jednotlivych plivodnim sekvencim (readiim). Po abecednim sefazeni
fadka bylo mozné odecitat jednotlivé haplotypy, 1 kdyz v fad¢ ptipadd byla nutnd manuélni
editace zjevné chybné umisténych nukleotidid. I pro tuto funkci bylo vyvinuto makro
v programu Excel (viz ptiloha €. 10.6), které umoznilo tyto manuani zasahy zautomatizovat a

urychlit tak vyhodnoceni haplotyp.
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Caste¢na znalost haplotypt, alespoii v rozsahu jednotlivych amplikond, dovolila uréit tzv.
diagnostické (tagging) SNP (tagSNP), které, pokud jsou genotypovany piednostné, dovoluji
urcit dalsi SNP, které snimi jsou v prakticky absolutni vazb&. Tak lze snizit pocet
genotypovacich reakci, pracnost a finan¢ni naklady pro nasledné genotypovani jednotlivych

zvirat.

4.8 Navrh a provedeni genotypovacich reakci

Soubory nalezenych SNP, respektive tagSNP, byly pouzity pro navrh genotypovacich reakci
typu extenze primeru, v pouzivané komercni varianté oznaCované jako reakce SNaPshot (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA). V této metodé reakéni smés obsahuje oligonukleotid,
ktery 3" koncem pfiléhd k variabilnimu mistu templatové DNA, a smés fluorescencné
znacenych dideoxynukleotidtrifostatl, které se inkorporuji na variabilni misto pisobenim
DNA polymerazy, podle principu komplementarity. ProtoZe dideoxynukleotidy ptlisobi jako
terminatory polymerazové reakce, k inkorporaci dalSich znacenych prekurzorii nedochazi.
Jednoznaéné oznaCené produkty reakce jsou nasledné odecitany na kapilarnim sekvenatoru
s pctikandlovou fluorescencni detekcei.

Sekvence ptiléhajici k mistu polymorfismu zleva nebo zprava byla upravena na délku 21 — 27
nukleotidl, pficemz ménici se pocet bazi mel kompenzovat proménlivé zastoupeni bazi GC.
Za optimalni je povazovany 60 % obsah GC v daném useku. Podle obsahu GC nebo podle
ptekryvu s dalSimi polymorfnimi misty byla vybrana pro dal$i navrh pfima nebo reverzni
sekvence. V piipadé¢ reverzni sekvence byl pouzit reverzni komplement, protoze
v genotypovaci reakci musi reagovat s opaénym vldknem templatové DNA.

Navrzené sondy pro reakci extenze primeru byly nésledné sdruzeny do skupin — multiplexti
pro racionalizaci reakce. Reakce SNaPshot byla provadéna v téchto skupinach v jednom
reakénim objemu. Aby bylo mozné produkty jednotlivych reakci spolehlivé odlisit, byla
hmotnost primerti zamérn¢ odstupiiovana piidanim extenze polyT na 5" konec. Hmotnosti
primerl v jednom multiplexu se potom liSily vzdy nejméné o 5 neukleotidi.

Jako substrat pro reakci SNaPshot slouzily ptislusné amplikony, které byly ziskany v PCR
reakci s gDNA jednotlivych zvifat. Pro genotypovani byla zspornych divodi pouzita

standardni DNA polymeraza (Fermentas), nikoli nizkochybova polymeraza ur¢ena pro NGS.
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Vychozi fragmenty vobjemu 10 pl byly pfecistény enzymatickym odstranénim
nespotiebovanych jednovldkennych primert a deoxyribonukleotid fosfati pomoci smési
1 U/ul exonukleazy I a 0,3 U/ul alkalické fosfatdzy FAST (Fermentas), tzv. snési EXOSAP, a
to po dobu 1 hodiny pti 37 °C. Poté byly enzymy inaktivovany pti 75 °C po dobu 15 minut.
Reakéni smés pro reakci SNaPshot obsahovala z 60 % firemni smés (SNaPshot Ready
Reaction Mix) v zékladni koncentraci, z 30 % piecistény PCR produkt a z 10 % extenzni
primery v celkové koncentraci 0,02 pM. Reakce byla provadéna v celkovém objemu 10 pl po
pfevrstveni minerdlnim olejem a uzavieni f6lii v PCR destickach na termocykleru Primus 96+
(MWG Biotech). Jako program pro amplifikaci vyhovoval standardni doporuceny program
pro pouziti soupravy SNaPshot: 25 x 96 °C 10 vtefin, 50 °C 5 vtetin a 60 °C 30 vtefin,
nasledné zchlazeni na 4 °C.

Z reak¢ni smési byly odstranény nespotiebované fluorescencné znacené primery plisobenim
0,3 U/ul alkalické fosfatazy FAST (Fermentas) po dobu 1 hodiny pii 37 °C s naslednou
inaktivaci enzymu pti 75 °C po dobu 15 minut.

Fluorescencni produkty byly pfeneseny do formamidu a doplnény fluorescencné znacenymi
standardy GeneScan 120 LIZ (Therno Fisher Scientific) v poméru 8,5 pl formamidu na 1 pl
vzorku a 0,5 pl standardii. DNA byla denaturovéana zahtatim na 5 minut pii 95 °C a rychlym
zchlazenim. Nasledné byly vzorky déleny na kapilarni elektroforéze (sekvenatoru) ABI 3130
(Applied Biosystems; Foster City, CA, USA) na kolonkdch o délce 36 cm obsahujicich
polymer POP7. Pét pouzitych fluorofor bylo rozliSeno sadou filtri ES5. Po kalibraci
matricovym standardem DS-02 obsahujicim fluorescen¢ni barviva dR110, dRGG, dTAMRA,
dROX a LIZ od vyrobce Appied Biosystems. Primarni elektroforegramy byly zpracovany

programem PeakScanner (Thermo Fisher Scientific).

4.9 Analyza populacnich dat vychazejicich z reakci SNaPshot

Po zpracovani dat o populaci byki byl pouzit program GenAlEx (Peakall et Smouse, 2012)
pracujici jako add-in v programu Microsoft Excel. Data bylo nejprve tteba prevést do

numerického koédovani, aby bylo mozné ptistoupit k jejich vyhodnoceni.
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4.10 Modelace proteinovych produktii a uréeni dopadit SNP na zménu
struktury produktu

Byly pouzity webové servery Phyre 2 (Kelley et al., 2015), Swiss Model (Biasini et al., 2014)
a Yasara, Yasara Biosciences (2017). Program Phyre 2 (Kelley et al., 2015) poslouzil také
k predikci vazebnych mist a vytvofeni souboru PDB, se kterym pracuje program Yasara,
Yasara Biosciences (2017). Yasara umoZnila modelaci strukturnich zmén na zakladé zamény
SNP a tedy aminokyselin v bilkovinném fetézci. Prokazané strukturni zmény pievedené do
potadi aminokyselin byly také testovany programem Protein Blast (Altschul, 1997), aby bylo

mozné zjistit, jak strukturni zmény ovlivni funkci proteinovych domén.
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5 Vysledky

5.1 Priprava amplikoni TLR1 a TLR4 pro NGS

Primery pro geny TLR1 a TLR4 byly navrhovany nezéavisle na diplomové praci odbornym
Skolitelem. Primery pro TLR4 byly publikovany v praci (Novak et al., 2016). Pro vlastni
diplomovou praci byly prevzaty. Bylo provedeno jejich standardni natedéni dle manudlu od
dodavatele, ptipravila se PCR reakce. Amplikony byly vizualizovany na gelu a pfeciStény pro
potieby sekvenovani. Vzhledem k jejich pouziti poskytovaly standardni vytézek reakce a
nebyla nutnd rozsadhld optimalizace, nicméné byly upraveny anelacni teploty u nékterych
amplikoni podle aktualnich vysledkl, a to jak pro pouziti polymerazy Fermentas, tak i
Phusion. Amplikon ¢. 16 zgenu TLR4 byl pouzit jako pozitivni kontrola v procesu
optimalizace teplot a reakénich podminek pro primery genu MyD8S.

Pro ptipravu smésného vzorku pro vysokokapacitni sekvenovani byl nejdiive vytvofen
smésny vzorek z genomické DNA z populace byktt CESTR. Celkem 168 vzorki gDNA bylo
smichano ekvimolarné do smésného vzorku 1. irovné.

Populacni vzorek gDNA byl nasledné pouzit jako templat pro amplifikaci vSech fragmentt
gentit TLR1 a TLR4 podle tabulky ¢. 12. VSechny amplikony byly kvantifikovany na zaklad¢
intenzity fluorescence produktii v gelové elektroforéze v porovnani se zndmymi standardy a
pfiblizny 0daj o koncentraci byl pouzit pro vytvofeni ekvimoldrniho smésn¢ho vzorku
2. arovné. Pro dosazeni ekvimoldrnosti byla zohlednéna molekuldrni hmotnost jednotlivych
fragmenti.

Smés fragmentii TLR1 a TR4 byla nésledné spojena se smésnym vzorkem amplifikacnich
fragment genu MyD88 z téze populace a po piecisténi a kontrolach vytézku a Cistoty predan

k sekvenovani technologii PacBio jako jeden vzorek.

5.2.1 Amplifikace genu MyD88

Porovnanim referen¢ni genomické sekvence mRNA genu MyD88 bylo nalezeno 5 exoni

(oznacenych jako exon 1 — 5) o celkové délce 2563 bazi.
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zaCatek konec Zacatek Konec
exon DNA DNA délka RNA RNA
1 243 607 364 1 365
2 1486 1621 135 366 501
3 1960 2141 181 502 683
4 2312 2404 92 684 776
2674 4457 1783 777 2563

Tabulka 8: Exony genu MyD88

Pti prvnim pokusu se primery navrhovaly ru¢né a bylo vybrano celkem 5 parti primerti pro
cely gen. Nicméné pii optimalizaci teploty pro PCR reakce se ukazalo, Ze tyto primery maji
maly vytézek a ne vSechny funguji. Proto se piistoupilo k vybéru novych primerti pro tento
gen, nyni pomoci on-line programd, které jsou k dispozici: BatchPrimer3: a high throughput
web application for PCR and sequencing primer design (2009), Primer3 Fragmentize & Loop
Version — Overlap (1998), GenScript DNA Sequencing Primers Design Tool (2017),
Primer3web: version 4.0.0 (2013). Nasledn¢ byly tyto primery zkontrolovany v programech
Tm Calculator od firmy Thermo Fisher Scientific (2017) a OligoAnalyzer 3.1 (2017) pro
porovnani anelacni teploty, teploty tani, moZnosti tvorby vlasenkovych struktur (hairpin) a
vlastnich dimert.

Vzhledem k obtizim pi1 amplifikaci GC bohatych oblasti v prvni poloviné genu (az 70 % GC)
byl proveden druhy navrh, v némz bylo vybrano 7 part primerd.

Pro optimalizaci teploty pro PCR reakce byly vybrany teploty 56/58 °C, 58/60 °C, 60/62 °C a
62/64 °C, které pokryvaji béZny rozsah teplot, pii kterych primery vétSinou funguji. V PCR se
spusti program uvedeny v ¢asti Materidly a metody, vysledné produkty se poté vizualizuji na

gelové elektroforéze.
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Obrazek 10: Optimalizace teploty pro PCR produkty primer(i genu MyD88, gelova elektroforéza

e Jak je vidét z obrazku €. 10, primery ¢. 1 nebylo mozné pouzit. Pouziji se tedy primery
z prvni série navrhovanych primert, které fungovaly dobfte pti teplotach 58 a 60 °C.

e Primery ¢. 2 v prvni varce byly optimalni pii teploté 64 °C, pfti teploté 62 °C byly
nespecifické. V druhém méteni se ukazuje jako lepsi zvolit teplotu 62 °C.

e Primery ¢. 3 vykazovaly dne 14.8. optimalni signal pii 60 °C, dne 18.8. vysla 1épe
teplota 60 °C.

e Primery €. 4 zde na obrazku 10 z méfeni 18.8. 2017 nejsou viditelné, ale ze 14.8. byla
idealni teplota 64 °C, signal pii 62 °C byl slabsi.

e Primery ¢. 5 dnes lepsi pti 62 °C, dne 14.8. také idealni pii 62 °C.

e Primery ¢. 6 dnes pracuji shodné pii 58 a 60 °C, dne 14.8. byl shodny signal u 60 a
62 °C.

® Primery ¢. 7 dnes 58 nebo 60 °C, dne 14.8. byla idealni teplota 60 °C.
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® Fragmenty nebyly pro kontrolu sekvenovany pomoci kapilarni elektroforézy, ale
dodate¢n¢ byla spravnost fragmentii ovéfena podle cCetnosti prisluSnych ekvenci

ptectenych pii NGS.

Navrzené primery a teploty, pii kterych pracuji:

Poradov |Nazev Sekvence (5°->3°) Aelacni teplota
¢ Cislo primeru PCR [°C]
1 MY 1F GACTCTAGTGGACTGATGGGTGG (23) (60

2 MY 1R | AGCTGACAGTCTTGGAAATCTCAGGT |60

(26)

3 My 2Fn | AGCAAGGGAGACATTGGAGA (20) 62

4 MY 2Rn |GCCTTTACCCACAGTCAGGA (20) 62

5 MY 3Fn |GCATCAGCAGTGGATCCTAGA (21) 60

6 MY 3Rn |CCCGAGACAAGCCCTAGTAG (20) 60

7 MY 4Fn |AGTCCAACCTCTAGTTTCGCA (21) 62

8 MY 4Rn |GTTCAGGGCATGGACAGG (18) 62

9 MY 5Fn | GAAGAAAGAGTTCCCCAGCA (20) 62

10 MY 5Rn |CCACCATCCTGGCTGATAAC (20) 62

11 MY 6Fn |TCTCCTGGTTGAGAGCCATC (20) 60

12 MY 6Rn |AAGATGCCTGTATGTCTGTGC (21) 60

13 MY 7Fn |GGTTTCTGGGGCTAGGTCAT (20) 60

14 MY 7Rn |AGGATACAGAAGGGGGCAAT (20) 60

Tabulka 9: NavrZené primery (2. navrh) a optimalni teplota pro PCR fragment(i genu MyD88

Pro vytesSeni amplifikace chybéjicich amplikonti byla testovana polymeraza Phusion, kterd by
méla poskytovat vyssi vytézek PCR reakci, generovat méné chyb pro NGS. Nicméné po prvni
reakci se ukazalo, Ze PCR reakce probéhly ve shodé€ s vysledky polymerazy Taq Fermentaz.
Opakovany netspesny vysledek mohl byt disledkem chybného programu termocykleru nebo
negativniho vlivu oblasti bohatych na GC. Bylo tfeba pokusit se o ziskdni vSech fragmenta
upravou reakéni smeési a amplifikaéniho programu.

V prvnim kroku byl porovnan pouzity program v PCR pfistrojich s doporu¢enimi dodavatele
Phusion polymerazy (web New England Biolabs, 2017), nicméné zasadni chyba nebyla
nalezena.

Optimalizace koncentrace Mg ** nebyla provadéna. Zvysenim koncentrace by se zvysil
vytézek, ale zhorSila by se specifita reakci. V souladu s doporuc¢enim vyrobce (New England
Biolabs) pro amplifikaci obtiznych GC-rich tsektl, coz je ptipad genu MyDS88, byl pouzit pufr
GC ze soupravy misto standardniho pufru HF a do reakéni smési byl pfidan dimethylsulfoxid

(DMSO) v doporucené koncentraci 3 %.
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Obrazek 11: Vliv koncentrace DMSO na vytézek amplifikace GC-bohatého genu MyD88

Jak je z obrazku ¢. 11 patrné, velmi dobré vysledky poskytuje kombinace HF + DMSO a
také GC+ DMSO. Problém s GC je takovy, Ze je zde niz$i specifita reakci, proto je vidét
vetsi mnozstvi fragmentti. Proto byla v dal$i praci pouzita kombinace pufru HF + DMSO
a pristoupilo se k optimalizaci teploty. Pro PCR se pouzil upraveny program se zvysenou
denatura¢ni teplotou a dal$imi denaturacnimi kroky. Byly pfipraveny nové reakce, v nichz
bylo testovano 6 dvojic primerd pii teplotdich T, 62, 64, 66 a 68 °C. Vysledek

optimalizace je dokumentovan na obr. ¢. 12.
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Obrazek 12: Vysledek optimalzace Ta pro amplifikacni reakce genu MyD88. Byla pouZita polymeraza Phusion v pufru GC
s pridavkem 3 % DMSO a cyklovaci program s podpofenou denaturaci.

Po vyhodnoceni gel zoptimalizace T, reakce s polymerdzou Phusion vyplynulo, Ze
pro dvojici primerd MY1 a MY2n je vhodné provadét PCR pii 64 °C a pro ostatni dvojice
primert pii 66 °C.

ProtoZe ani cestou optimalizace podminek PCR nebylo dosaZeno uplného pokryti vSech
exont amplikony z prvniho a druhého ndvrhu, byla navrzena tteti série PCR reakci, a to na
zéklad¢ vlasenkové struktury genu. Ta byla vytvoiena programem The UNAFold Web Server
(Zuker, 2003). Vlasenkova struktura (obr. ¢. 13) jasné ukazuje, pro¢ primery navrzené
puvodné pro predni (57) ¢ast genu nemohly fungovat. Objevuje se zde spousta GC oblasti,
které¢ se automaticky paruji sjinymi ¢astmi genu a vytvari tak obtiZzné denaturovatelnou
strukturu.

Oblast genu, ktera byla pokryta amplikony 1, 2, 3 a castecné 4 vytvari témef souvislé
vlasenky, které diky bohatosti GC se po denaturaci ihned vraci do své piivodni struktury a pro

primery je obtizné na danou strukturu nasednout.
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Obrazek 13: Vlasenkova struktra genu MyD88. Modelovano za pomoci serveru The UNAFold Web Server (Zuker, 2003)

Tieti navrh primert proto vzal tuto okolnost v ivahu a amplifikacni primery byly umistény so
smyc¢ek, které nehybridizuji s komplementarnimi useky genu. Navrh tieti sady amplifika¢nich
primert pro MyD&8:
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Primers |start |length |Seq. Reverse complement
1Fn2 7 20 | AGTGGACTGATGGGTGGAGC
1Rn2 786 23 | GACTAGTTCCCTCTTTCAATACCG GGTATTGAAAGAGGGAACTAGTC
2Fn2 741 22 | GCAAGGGAGACATTGGAGACAG
126
2Rn2 4 22 | CTTCTCTCATAGCCAGAACACC GGTGTTCTGGCTATGAGAGAAG
114
3Fn2 1 23 | CTTTCATGCTCTGCTCGCATCAG
147
3Rn2 1 26 | GTCTCTTCCCTACAGAGGAGGACTGC | GCAGTCCTCCTCTGTAGGGAAGAGAC

Tabulka 10: Navrh novych primera pro gen MyD88 na zakladé vlasenkové struktury.
I kdyzZ nové fragmenty nebyly z divodu postupu prace vyuzity ve smésném vzorku pro NGS,
jsou v soucasné dob¢ testovany pro generovani fragmenti, které jsou nezbytné jako vstupni

materiadl pro genotypovaci reakce.

5.3 Cilené sekvenovani popula¢niho vzorku

5.3.1 Knihovna gDNA

Z inseminaénich davek bykd plemene CESTR, odebranych vobdobi 2002 — 2017, byly
uspesné izolovany preparaty genomické DNA. Ty byly po kontrole na vytézek, kontaminaci a
degradaci nafedény na standardni koncentraci 20 ng/ul a skladovany ve formatu 96
jamkovych mikrotitracnich desticek pro efektivné navazujici praci. Kvalita DNA
pro nasledujici enzymatické reakce byla ovéfena amplifikaci fragmentu €. 16 genu TLR,
nebot’ tato dvojice primert vykazuje spolehlivou reprodukovatelnost reakci a pripadna
absence produktu by signalizovala degradaci ¢i pfitomnost inhibitorti v genomické DNA.

Amplikony ze tfi sledovanych geni byly pfipraveny v preparativnich reakcich
s nizkochybovou TaQ-polymerdzou Phusion s pouzitim smésného ekvimolarniho vzorku pro
piipravu NGS knihovny a sekvenovani. Smésny vzorek po precisténi na kolonkéach
NucleoSpin vykazoval hodnotu Azep/Azs0 rovnoul,82, coz je hodnota blizka doporu¢enému
limitu servisni laboratofi pro technologii Pacific BioSciences. Ta pozaduje Cistotu 1,7 a vyssi.
Rozlozeni hmotnosti amplikonu ve smésném vzorku, absence degradace a kontaminaci byla

doloZena obrazkem z gelové alaktroforézy (obr. €. 14)
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Obrazek 14: Kontrola Cistoty u smésného vzorku pfipraveného pro NGS genotypovani u firmy Pacific BioSciences

5.4 Zpracovani dat NGS

5.4.1 Nalezené SNP

Po importovani obdrzenych readii do programu Geneious, které firma nechala probéhnout
celkem 3 x (celkem tedy 767 183 readi), byla vyuzita funkce Allign/Assemble, Map to
reference, kde byla jako referen¢ni sekvence pouzita aktudlni verze bovinniho chromozomu
22 pro gen MyD88, bovinniho chromozomu 6 pro gen TLR1 a bovinniho chromozomu 8§ pro
gen TLR4. Na téchto chromozomech byly geny nalezeny a dana oblast porovnana se vSemi
ready, aby se mohlo piistoupit k dalsim kroktm.

U genu MyDS88 byl takto vyborné¢ pokryt koncovy region genu, poné¢kud méné region stiedni
¢asti genu a ukazalo se, Ze se nepodafilo nalézt zddnou shodu v piedni ¢asti genu. Celkem se
s nékterou casti genu MyDS88 shoduje 48 237 readl. Navic byl proveden alignment pouze
s kédujici sekvenci, kde se ptifadilo celkem 6453 readd a s velkou piesnosti je pokryta

koncova ¢ast kodujici sekvence, s mensi potom prostiedni ¢ast.
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Obrazek 15: Alignment readt z Pacific Biocienses. Pint Screen z pro_gramu Geneious 11R. Cely gen MyD88.

S genem TLR 1 nalezlo shodu 123 351 reada a byla pokryta oblast dvou tietin piedni Casti
genu. V koncové oblasti genu nebyla nalezena shoda.

U genu TLR4 byly pokryty kddujici oblasti mRNA a shoda je v 38 208 readech. Nasledn¢ byl
proveden shodny allignemnet i s kodujici oblasti DNA, zde je shoda v 35 538 readech.

Consensus - - - O O —— o —
Coverage l _

TLid gene

TLR4 CDS
TLRA CDS

TLR4 mRNA

Obrazek 16: Alignment readt z Pacific Biosciences. Print screen z programu Geneious 11R. Kédujici oblast genu TLR4.

Jako dalsi krok bylo vyuZito vyhodnoceni SNP variant, které program nabizi. Bylo nalezeno
velké mnozstvi SNP s rozdilnou ptesnosti. Tu hodnotime pomoci hodnoty Variant P-Value
(approximate) a strand bias. Pro vSechny tfi geny pracujeme s odliSnou piesnosti, kterd ndm
urcuje, které SNP se vnasem vzorku skutecné vyskytuji. U genu MyD88 pracujeme
s hodnotou P value mensi nez 10%° , u genu TLR1 jde o hodnotu 102" a hodnotu strand bias
57 % a vys§i. A u genu TLR4 jsme stanovili hodnotu P value 1027° a niz&i a hodnota strand
bias 57 % a vyS§i u SNP, které mély hodnotu P-value 0,0. Celkem se ndm podatilo
identifikovat tyto SNP, které se vyskytuji ve vzorcich bykt u plemene CESTR.

TLRI1 — ptiloha ¢. 10.1

TLR4 — ptiloha ¢. 10.2
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MyD88 — pftiloha ¢. 10.3

5.5 Porovnani nalezenych polymorfismi s databazemi

Nalezené¢ SNP byla porovnana s SNP zaznamenanymi v databazi dbSNP u NCBI a databazi
SNP v databazi Ensembl.

Po srovnani dat ze vzorkl a jednotlivymi databdzemi probého také porovnani databdzi mezi
sebou. I zde byly nalezeny nékteré shody, neni jich ale tolik, kolik jsme ptedpokladali. Tato
SNP byla nasledné¢ konfrontovéana s pfesnosti, kterou jsme pozadovali na potvrzeni vyskytu
SNP.

U genu MyD88 se podatilo identifikovat celkem 72 shod mezi nalezenymi SNP a databazemi.
Ptehled shodnych SNP uvadim v ptiloze 10.5. Pouze u 4 SNP bylo dosazeno pozadované
ptesnosti, abychom s jistotou mohli pohlasit, Ze jsou prokdzané i v NGS datech. Jmenovité se
jedna o tadky oznacené¢ modie (shoda pouze s databazi Ensembl) a fialové (shoda s EBI a

Ensembl). Tyto SNP uvadim v tabulce niZe:

NGS data Ensembl
Baze Frekve
Poloha na v ref. nce Varia
chromozému sekven |variant ntni Typ
22 Zména |ci y Variant ID Poloha [alela [Alely |zmény |Transkript
rs43744697 |22:1164 T/A/ |intron |ENSBTAT0000
11647950 |[T->G |T 8.1% 6 7950 A G variant |0048711.3
rs45456342 |22:1164 intron | ENSBTAT0000
11648472 |A->G |A 6.9% 4 8472 G A/G |variant |0000735.3
22:1164 intron | ENSBTAT0000
11649096 |[A->G |A 51.9% [rs41995876 |9096 G A/G |variant |0000735.3
rs45263371 |22:1164 stop ENSBTAT0000
11649252 |[C->A |C 7.4% 4 9252 A C/A |gained |0048711.3
Tabulka 11: Prokazana shoda NGS dat a databaze Ensembl
NGS data EBI
Poloha ve
vytvorené
Poloha na Baze v ref. Frekvence Nazev konsesni
chromozému 22 |Zména |sekvenci varianty sekvence Jméno sekvenci
11648472 |A->G |A 6.9% 454563424 | A/G 11648472
11649096 |A->G |A 51.9% 41995876 |A/G 11649096
11649252 |[C>A |C 7.4% 452633714 |A/C 11649252

Tabulka 12: Prokazana shoda NGS dat a databaze EBI (dfive NCBI)

Gen TLR1 a porovani s databazi EDB (NCBI) je uvedeny nize.
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NGS

Data EBI (NCBI)
Poloha ve
vytvorené
Frekvence konsesni
Poloha |Zména |Typ polymorfismu |varianty Nazev sekvence Jméno |sekvenci
435314992
467 |T->G SNP (transversion) |5.7% (reversed) T/G 455
473070844
472 |[C->A SNP (transversion) |7.7% (reversed) C/A 467
473070844
475 |C->A SNP (transversion) |7.8% (reversed) C/A 467
452 1G> A SNP (transition) 8.5% 211470340 | A/G 452
798908901
2051 |G->A | SNP (transition) 8.8% (reversed) G/A 2051
432146366
2554 (C>A SNP (transversion) |37.3% (reversed) C/A 2554
466488170
2854 |G->C |SNP (transversion) |19.8% (reversed) G/C 2854
Tabuka 13: Prokazana shoda NGS dat a databaze EBI (dfive NCBI)

Priiniku porovnéni dat z databaze EBI a nalezeného souboru SNP pii pozadované piesnosti

shody neodpovidd Zadné SNP. Tento vzacny piipad miize ukazovat na posun referencni

sekvence nukleotidi pti vyhodnocovani dat ukladanych v EBI. Nicménég tento predpokladany

rozdil v referen¢nich sekvenich se nepodaftilo prokazat, tudiz nemohla byt provedena korekce

v lokalizaci SNP z obou zdrojt.

U genu TLR4 bylo porovnani s databdzemi o néco UspéSnéjsi nez v piripad¢ genu TLRI1, ale

zdaleka ne tak uspéSné jako v ptipadé genu MyD8S8. Byla nalezena shoda v celkem 22 SNP,

pficemz 19 z nich ospovidalo databazi Ensembl a zbylé v databazi EBI.

Pti porovnani dat z NGS s databazovymi daty se nepodatilo prokéazat s dostatecné zvolenou

ptesnosti zddné SNP z databaze EBI a pouze 4 z databaze Ensembl.
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NGS Data Ensembl
Kodon Baze
v kéduji v refe

Poloha na Zména |ci Poloha Poloha rencni | Frekve Typ

chromozo |ldentifikator |aminok |sekven |v kddujici|v sekve | nce Identifikator polymorfism | Pfedpoklad

mu 8 proteinu yseliny |ci sekveni | kodonu |Zména |nci variant |varianty Poloha Alely |u any efekt
missense

108839108 | NP_776623.5 |A->G 815 2444 2|C>G |C 6.8% rs432553192 |8:108839108 |C/G |variant deleterious
intron

108836877 T->C |T 5.9% rs435152510 |8:108836877 |T/C variant -
intron

108836897 G>A |G 21.7% | rs43578100 8:108836897 |G/A |variant -
intron

108836893 T>A |T 7.9% rs437810046 |8:108836893 |T/A variant -
missense

108839056 | NP_776623.5 |W ->G 798 2392 1{T->G |T 5.9% rs440855431 |8:108839056 |T/G variant deleterious
missense

108836999 | NP_776623.5 [N->T 112 335 2|A>C |A 5.1% rs444660651 |8:108837004 |A/C |variant tolerated
missense

108836993 | NP_776623.5 | T->R 110 329 2|C>G |C 5.5% rs462096397 |8:108836993 |C/G |variant deleterious
intron

108836855 G->T |G 6.1% rs464675299 |8:108836855 |G/T |variant -

tolerated -

missense low

108839144 | NP_776623.5 |T->K 827 2480 2|C>A |C 7.0% rs474584439 |8:108839144 |C/A variant confidence
missense

108837443 | NP_776623.5 |L->W 260 779 2|T>G |T 7.1% rs475783986 |8:108837443 |T/G variant deleterious
synonymous

108839073 | NP_776623.5 803 2409 3|1G->T |G 5.3% rs477217454 |8:108839073 |G/T |variant -
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missense

108837278 | NP_776623.5 |N->T 205 614 2|A>C |A 6.1% rs480079138 |8:108837278 |A/C variant deleterious
missense

108838928 | NP_776623.5 |A->G 755 2264 2|C->G |C 5.5% rs481275800 |8:108838934 |C/G |variant tolerated
missense

108838941 | NP_776623.5 |Q->H 759 2277 3|1G->T |G 5.6% rs483203346 |8:108838941 |G/T |variant deleterious

synonymous

108837492 | NP_776623.5 276 828 3|C>T |C 6.8% rs8193051 8:108837492 | C/T variant -
synonymous

108837831 | NP_776623.5 389 1167 3|T>G |T 35.5% | rs8193057 8:108837831 |T/G variant -
synonymous

108838320 | NP_776623.5 552 1656 3|C>T |C 19.1% |rs8193060 8:108838320 | C/T variant -
missense

108838685 | NP_776623.5 |T-> | 674 2021 2|C->T |C 7.4% rs8193069 8:108838685 | C/T variant tolerated

Tabulka 14: Porovnani nalezenych SNP genu TLR4 s databazi SNP Ensembl. Modfe oznacena je shoda mezi databazemi EBI a Ensembl
Variant CDS Position

Polymorphism P-Value |Strand- |Ref. Variant AA Codon |CDS CDS Within Protein

Type Original seq. | Change |approx. |Bias Freq. |Freq. protein id Change Interval | Position |Codon Effect

SNP

(transversion) 108837278 |A->C 8.3E-272 |59.1% |81.3% |6.1% NP_776623.5 |N->T 205 3 614 2 | Substitution

SNP

(transversion) 108837443 |T->G 0.0 57.5% |73.0% |7.1% NP_776623.5 |L->W 260 3 779 2 | Substitution

SNP (transition) | 108837492 |C->T 0.0 57.0% |86.1% |6.8% NP_776623.5 276 3 828 3| None

SNP (transition) | 108838685 |C->T 0.0 61.2% |81.0% |7.4% NP_776623.5 |T->1 674 3 2021 2 | Substitution

Tabulka 15: Shoda s daty NGS a databazi Ensembl na poZadované presnosti, gen TLR4
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NGS Data EBI (NCBI)
CDS
Aminok | CDS pozi Refe | Frekve Poloha ve
Poloha na yselino | kodon |ce Pozice ren¢ | nce vytvorené
chromozom |va ové kod |v ni variant | Oznaceni konsesni
us zaména | ¢islo |onu [kodonu |Zména |baze |y sekvence Name |sekvenci
108837444 |L->F 260| 780 3|]G>T |G 7.6% 475783986 | G/T 108837444
202
108838686 674 2 3|C>T |C 6.0% 8193069 | C/T 108838686
227
108838938 |