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Abstrakt

K rozpoznani patogennich struktur jsou imunitnim systémem vytvoieny tzv. PRR
receptory. Studium polymorfismu téchto PRRs stale roste. Nejvice zkoumanymi
receptory jsou tzv. toll-like receptory (TLRS), kde je vysoka mezidruhova variabilita.
Ta je dtlezitd pro pochopeni selektivnich tlaki na TLRs. VétSina praci se omezuje na
lidské populace nebo na laboratorni zvifata a v poslednich letech i na hospodatska
zvifata. Skupina ptacich TLRs zahrnuje 10-12 gent. Tyto geny jsou vSak popsany
predev§im u modelovych druhti ptakt a jejich variabilita v ptirozenych populacich
neni znama. V této studii jsem se zamétila na mezi populaéni variabilitu genu pro
TLR4 u koroptve polni (Perdix perdix) mezi evropskymi populacemi. Se
specifickymi primery byl osekvenovan vazebny tsek LPS genu TLR4 uvniti exonu
3 cca 1000bp. Zaroven byl osekvenovan kontrolnim neutralnim genem (mtDNA) tzv.
D-loop, jehoz vazebny usek ¢ini cca 520 bp. U zanalyzovanych 74 jedinct
Z 6 evropskych populaci pro TLR4 bylo popsano 16 nukleotidovych haplotypti a 11
aminokyselinovych haplotypli. Bylo zjiSténo 5 synonymnich substituci

a 8 nesynonymnich substituci. Nebyla zjisténa zfejma populacni struktura v TLR4.

Klicova slova: koroptev polni, Perdix perdix, toll-like receptory, TLR4, variabilita

Abstract

The immunity system creates so called PRR receptors that recognize pathogen
structures. The polymorphism studies of the PRRs are growing. The most studied
receptors are Toll-like receptors that are characterized by a high intra-species
variability. This intra-species variability is important for the understanding of
selective pressures on TLR receptors. Most studies focus on human populations or
laboratory animals and recently farmed animals. Group of avian TLRs includes
10-12 genes. However, those genes are described mainly in model bird species and
their variability in wild populations is not known. This study focuses on inter-
population variability of gene for TLR4 in Grey partridge (Perdix perdix) from
various European populations. Specific primers were used for sequencing of LPS
binding region gene TLR4 within exon 3; length of 1000bp. Further, the TLR4 was



sequenced using the control neutral gene (mtDNA), so called D-loop, whose binding
region length is approx. 520bp. | analysed TLR4 in 74 individuals from
6 European populations. | described 16 nucleotide haplotypes and 11 amino acid
haplotypes. | also identified 5 synonymous substitutions and 8 nonsynonymous
substitutions. Evident population structure of TLR4 was not found.

Keywords: grey partridge, Perdix perdix, TLR4, toll-like receptors, variability
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Seznam zkratek

AP-1 activator protein 1

ATP adenosintrifosfat

BCR receptor B-lymfocytt (B-cell receptor)

CD diferencia¢ni antigen (cluster of differentiation)
CLR lektinové receptory C-typu (C-type lectin receptor)
CpG useky bakterialni DNA bohaté na cytosin a quanin
DAMP damage-associated molecular pattern

DNA deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)
dsRNA dvoufetézcova kyselina ribonukleova (double-stranded ribonucleic
acid)

ECD extracelularni doména

HMGB1 high-mobility group box 1
HSP protein teplotniho Soku (heat shock protein)

IRAK kinaza asociovana s receptorem pro interleukin 1 (interleukin-1
receptor-associated kinase)

IRF regulaéni faktor interferont (interferon regulatory factor)

LPS liposacharid

LRR opakujici se sekvence bohata na leucin (leucin-rich repeat)

MAMP microbe-associated molecular pattern

MAPK mitogenem aktivovana protein-kinaza (mitogen-activated protein
kinases)

MD-2 myeloid differentiation factor 2

MHC hlavni histokompatibilni komplex (major histocompatibility complex)

MRNA informaéni ribonukleova kyselina (messenger ribonucleic acid)

mtDNA mitochondrialni deoxyribonukleova kyselina (mitochondrial DNA)

MyD88 myeloid differentiation primary response protein



NF«B
NK

NLR

NOD

PAMP
PCR
PGN
PRR
RLR
RNA
SNP

SSRNA

TAK1/TAB

TCR
TIR
TIRAP
TLR
TNF
TRAM

TRIF

jaderny faktor kappa B (nuclear factor-kappa B)
ptirozeny zabije¢ (natural killer)

nucleotide-binding domain and leucine rich repeat containing family
receptors

oligomeriza¢ni doména vazajici nukleotidy (nucleotide binding and
oligomerization domain

patogen-associated molecular pattern

polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
peptidoglykan

pattern recognition receptor

retinoic acid-inducible gene-like receptory

ribonukleova kyselina (ribonucleic acid)

jednonukleotidovy polymorfismus (single nucleotide polymorphism)

jednotetézcova kyselina ribonukleova (single-stranded ribonucleic
acid)

transforming grwoth factor-g-activated kinase 1/TAK1-binding
protein 1)

receptor T-lymfocyti (T-cell receptor)

Toll-interleukin-1 receptor

Toll/interleukin-1 receptor domain-containing adapter protein
toll-like receptor

faktor nekrotizujici nadory (tumor necrosis factor)

adaptorovy protein podobny TRIF (TRIF related adaptor molecule)

TIR domain-containing adaptor inducing IFN-f



1 Uvod

V boji proti cizorodym, skodlivym strukturdm se u organismi vytvofil rizné
komplikovany imunitni systém (Pasare et Medzhitov 2005). Ten se v prubc¢hu
evoluce u jednotlivych druhti adaptoval podminkam zivotniho prostfedi a jejich
zménam. Evolucné se vyvijel a prizptisoboval piedevsim diky plisobeni paraziti.
Parazit je organismus, ktery v zivotni fazi ¢i k zivotu potiebuje cizi organismus
(hostitele) jako zdroj potravy i jako stalé nebo docasné Zivotni prostiedi, a tim mu
pfimo nebo nepiimo $kodi (Begon et al. 2010). Mezi parazity a jejich hostiteli
probiha neustala koevoluce, kterd ptispiva ke vzniku adaptivnich zmén télesné 1
funk¢ni struktury na obou stranach (Flegr 2009). Tyto interakce lze pak uplatnit napf.

V humanni 1 veterindrni medicing, epidemiologii nebo zoohygieng.

Mechanismy imunitniho systému muzeme rozdé€lit na slozku vrozenou
(nespecifickou) a ziskanou (specifickou, adaptivni). Jak bylo zjisténo, obé slozky se
navzajem ovliviiuji a pro spravné fungovani imunitni odpovédi je nelze od sebe
oddélit (Pasare et Medzhitov 2005; Hofejsi et Bartinkova 2009). Adaptivni slozka je
organizovana piedevsim diky lymfocytim B a T. Kazdy z lymfocyti ma receptory,
které obsahuji povrchové imunoglobuliny, a to BCR (B-cell receptory) a TCR (T
receptory). Ty k aktivaci imunitni odpovédi potiebuji signaly pfichazejici od vrozené
slozky imunitniho systému. (Hofejsi et Bartinkova 2009). B a T lymfocyty jsou
vysoce specializované a kazdy z nich obsahuje specificky receptor se specifickym
antigenem. Rozmanité spektrum T a B lymfocytd, které jsou v organismu piedem
piipraveny, umoznuje setkani individudlni buiiky se specifickym antigenem, a tim
vyvolaji aktivaci, zrani a proliferaci bun¢k (tzv. klonalni expanzi). K adaptivni
imunité také patfi hojn¢ studované MHC glykoproteiny (hlavni histokompatibilni
komplex), které vazou peptidové fragmenty proteinti, a tim umoziuji rozpoznani
antigenu T lymfocytu (Hofejsi et Bartuiikova 2009). Diky imunologické paméti je u
ziskané imunity kazda jeji buiika pfedurcena k rozpoznani pouze jediného druhu
antigenu a pii opakovaném setkani vyvolava o néco rychlej$i imunitni reakci, tzv.
sekundarni (anamnestickou) odpovéd’. Nevyhodou specifické imunity je pfedev§im
doba, kdy dojde k uplnému rozvoji imunitni odpovédi (zpravidla n€kolik dni az
tydnt; Hotejsi et Bartinkova 2009), oproti vrozené imunité, ktera je fylogeneticky
star§i a poskytuje prvni linii obrany vi¢i patogenim. Patogenem se rozumi parazit,

ktery je schopen zpisobit onemocnéni svému hostiteli (Clayton et Moore 2004).
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Buiiky vrozené imunity jsou nespecificky zaméfené proti Sirokému spektru patogenti
a reaguji v fadu hodin. Buikam vrozené imunity chybi imunologicka pamét’, a proto
ptislusné bunky reaguji se stejnou intenzitou na setkani s antigenem, a to i po

opakujicim se vzajemném kontaktu (Hotejsi et Bartinkova 2009).

Mezi receptory vrozené imunity patii z bunééné slozky napt. NK-buiky (z angl.
natural Killer cells), fagocyty (neutrofily, makrofagy, dendritické bunky), eozinofily,
fagocyty, interferony, aj. Kuc¢inné reakci proti invazi mikrobidlnich patogent
vyuziva vrozena ¢ast imunitniho systému piedev§im tzv. pattern recognition
receptory (PRRs). Ty rozpoznavaji struktury parazita, tzv. PAMPs (patogen-
associated molecular patterns, napt. lipopolysacharidy, flagelin, peptidoglykany)
a MAMPs (,,microbe-associated molecular patterns). MAMPSs se vyskytuji bézné u
mikrobi, nikoliv u savct (AKira et al. 2006). Vyvolavaji imunitni odpovéd’ hostitele
prostiednictvim rtiznych signalnich drah (Janeway et Medzhitov 2002). Nékteré vsak
iniciuji odpovéd’ na neinfekéni zanétlivé poskozené tkané hostitele, tzv. DAMPS
(damage — associated molecular patterns), coz byvaji jaderné nebo cytosolické
proteiny (Oppenheim et Yang 2005). Nejznaméjsim PRRs receptorem jsou tzv. toll-
like receptory (TLRs).

Koroptev polni (Perdix perdix) z rodu hrabavi (Galliformes) se vyskytuje v celé
Evropé az po stiedni Asii. Usp&$né byla introdukovana i do Severni Ameriky.
V Ceské republice byla jestd na pocatku 20. stoleti hojnou lovnou zvéfi. Jeji stavy
v 70. letech 20. stol., pfedev§im vlivem intenzifikace zemédélstvi a likvidace
remizku, prudce poklesly (Hudec et al. 1977). V dnesni dobé je snaha na
znovunavraceni mnoha druhti a jednim z nich je pravé i koroptev. Reintrodukce
druht ptinasi sva tskali a jednim z nich by mohlo byt genetickd nekompatibilita
jedinct. Proto se v ramci své diplomové prace zamé&iim na PRRs konkrétné na TLR4
u koroptve polni a jeho variabilitu. Variabilita TLR4 byla vramci této prace
studovéna u divoce Zijicich jedinci a jedinci chovanych v zajeti. Zaroven jsem
porovnavala variabilitu TLR4 mezi riznymi evropskymi populacemi. Vysledky by

mohly napomoci k porozuméni problém v odchovu a znovuzavedeni populaci

koroptve polni do volné krajiny.
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2 Cile prace:

Cilem mé prace bude porovnat celkovou variabilitu genu TLR4 u koroptve
polni. Dale bude porovnana mezi-popula¢ni variabilita mezi jednotlivymi
evropskymi populacemi, a V neposledni fadé¢ variabilita TLR4 u divoce
zijicich a uméle chovanych populaci. Tyto analyzy provedu na zdklade
molekularné genetickych metod. Vysledné vzorky budu analyzovat pomoci
genetickych programi. Studie muaze byt pouzita pro dalSi analyzy
imunologickych studii, pfedevsim zhodnoceni zamén nukleotidl na prestavbu

aminokyselin a jeji vliv na predikci onemocnéni.
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3 Geneticky polymorfismus

Vlivem ruznych piirodnich mechanismii (selekce, geneticky drift, migrace, mutace,
inbreeding atd.) se jedinci v ramci populace geneticky lisi. Jejich geny (sekvence
nukleotidl v fetézci DNA, které koduji specifické proteiny) maji riiznou formu, tzv.
alely. Ty mohou ovliviiovat jak vyvoj, tak i fyziologii jedince (Hendrick 2005).
Vysledkem je tzv. geneticky polymorfismus, ktery je podminén vyskytem dvou a
vice alel v lokusu dané populace, a zaroveit musi frekvence jeho vyskytu v populaci
piesahovat 1% (Flegr 2009). Mezi hlavni typy genetického polymorfismu patii
bodovy polymorfismus a polymorfismus repetivnich sekvenci. K bodovému
polymorfismu patii predevsim substituce SNP (single nukleotide polymorphism).
Zname dv¢ substituce a to tzv.tranzici, kdy dochazi k zaméné purinu za purin nebo
pyrimidinu za pyrimidin a tzv. transverzi, kdy dochéazi k zdméné purinu za pyrimidin
nebo k zaméné pyrimidinu za purin. Dale k bodovému polymorfismu patii delece
(ztrata useku sekvence), inzerce (vlozeni urcitého useku sekvence), translokace

(pfesun casti sekvence), inverze (zména orientace sekvence).

V sekvenci deoxyribonukleové kyseliny (DNA) je zapsana vétSina biologicky
vyznamnych informaci, které urcuji fenotyp organismu (tedy morfologické,
fyziologické a biochemické charakteristiky). Tyto informace jsou tvotfeny piedevsim
riznymi aminokyselinami v proteinech, kdédovanymi danym lokusem (Frankham et
al. 2002; Flegr 2009). Stejna aminokyselina je kddovana celou fadou kodond, tj.
nukleotidovych tripleti, a zaména nukleotidu v kodonu se nemusi na struktuie
proteinu nijak projevit. Jsou to tzv. synonymni zamény (silent substitutions;
samesense), a jejich pusobeni je z hlediska pfirozeného vybéru neutralni. Mohou
vSak ovlivilovat organismus pusobenim na regulaci exprese daného genu a na
sekundarni strukturu syntetizované RNA, jeji stabilitu i intenzitu translace (Flegr
2009). K vétsiné zmén dochazi mimo samotné geny v tzv. nekodujicich oblastech,
které tvoti pfevaznou ¢ast genomu (Gregory 2005). Opakem jsou mutace se zménou
smyslu (nesynonymni missense), ke kterym dochdzi nahrazenim jedné
aminokyseliny jinou. Pokud je aminokyselina nahrazena aminokyselinou podobnych
fyzikalné-chemickych vlastnosti, jedna se o tzv. konzervativni zdménu. Tyto zdmény
nemusi vyraznéji ménit tercialni strukturu a biologickou funkci proteinu. Frekvence

nahrazeni se u jednotlivych aminokyselin 1i§i. Napiiklad zdména glycinu nebyva tak

13



Casté jako zdména asparaginu (Flegr 2009). Rozdily v rychlosti evoluce jednotlivych
proteinli lze zvelké cCasti vysvétlit pravé riznym obsahem konzervativnich a
nekonzervativnich aminokyselin. Dal$im typem zdménovych mutaci jsou mutace
nesmyslné (nonsense). Pfi téchto mutacich vznikd z kodonii pro aminokyselinu
néktery ze tfi terminacnich kodonll. V tomto misté, pii translaci tedy dojde
k pfedCasnému ukonceni syntézy proteinového fetézce. Dusledkem je drasticka
zména struktury proteinu a ve vétsiné piipadi vznika nefunkéni protein (Flegr
2005).

Polymorfismus u populaci se udrzuje nckolika mechanismy. Vlivem faktort
zivotniho prostiedi nastdva u populaci tzv. geneticky drift. U tohoto ndhodného jevu
dochazi ke zméné frekvence alel, bez ohledu na jejich selektivni vyhodu ¢i
nevyhodu. Geneticky drift se vice projevuje u malych populaci (Primack et al. 2011).
K zvySovani ¢i snizovani frekvence alel dochazi také vlivem piirodniho vybéru (tzv.
selekce). Souhrnné je pro tyto mechanismy =zazit nazev balancujici selekce
(balancing selection). Mezi ni patii tzv. frekvencné zavisla selekce (frequency
dependent selection), ktera zahrnuje dva typy: pozitivni a negativni selekci. Pokud
alela ¢i kombinace alel zvySuje piezivani a reprodukéni tspéSnost organismu, bude
frekvence této alely ¢i kombinace alel v nasledujicich generacich postupné stoupat
(Frakham 2005; Willi et al. 2006). Jestlize ale tato alela ¢i kombinace alel bude
jedince znevyhodnovat, jeji frekvence bude klesat (tzv. negativni selekce; Mayr
2001). Za dalsi selekéni tlak je povazovana selekce ve prospéch heterozygott, kdy
heterozygoti maji vyssi fitness, neZ homozygoti. Pfikladem tohoto mechanismu je
rezistence Kk malarii pifi srpkovité anémii. Mutantni gen u homozygoti pusobi
zédvazné problémy a nositelé postizeni srpkovitou anémii brzy umiraji. Zatimco
heterozygoti s touto alelou maji sice snizené fitness diky srpkovité anémii, ale
odolavaji malarii, kterou zpisobuje krevni¢ka (rod Plasmodium; Aidoo et al. 2002).
Frekvenci selekéné neutrdlnich nebo 1 lehce nevyhodnych alel miize byt ovlivnéna
tzv. evoluénim svezenim se (hitch- hiking effect). To znamena, ze pokud je gen

polymorfni, pak mohou byt i sousedni geny vysoce variabilni (Kamau et Charleswort
2005).

Nejvice pouzivanymi molekularné genetickymi metodami na zkoumani
polymorfismu DNA jsou molekularni markery (useky DNA, které jsou jasné

definovany; Smarda et al. 2005). Selektivni nezavist, kdy variabilita je ovlivnéna
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genetickym driftem, mutacni rychlosti a migraci, je jeden z hlavnich predpokladti k
vyuziti DNA markerd. Témito neutralnimi markery, které se neprojevuji ve fenotypu
jedince a nepodléhaji selekci, analyzujeme genetickou variabilitu. V poslednich
letech se ve studiich polymorfismu pouzivaji predev§im jednonukleotidové
polymorfismy (SNP), mikrosatelity (Hoglund 2009) a mtDNA, ktera na rozdil od
jaderné DNA nepodléha rekombinacim a je tak vhodna k rekonstrukci
fylogenetickych stromi (Allendorf et Luikart 2007). Za nejvariabilngjsi cast
zZ hlediska nukleotidovych substituci, kratkych inzerci a deleci mtDNA je povazovan

kontrolni region (control region, tzv. D-loop; Liu et al. 2002).

Geneticka variabilita u funkéné dilezitych genti se podili na rozvoji imunitnich
odpovédi a teési se velkému zajmu evolu€nich biologl. Tyto geny se vyvijeji rychleji
nez ostatni lokusy v genomu (Khakoo et al. 2000; Zelus et al. 2000; Sachidanandam
et al. 2001; Downing et al. 2009) v dasledku selektivnich tlakti spojenych s neustale
se ménicimi patogeny a parazity (Livelya et Dybdahl 2000; Kuijl et Neefjes 2009).
Hledani polymorfismi bylo zaméfeno pfedev§im na geny kodujici hlavni slozky
vrozené imunity, zejména pattern recognition receptory (PRRs; Novak 2014).
Zejména Toll-like receptory (TLRs) pfitahuji pozornost imunologi a evolu¢nich
biologli v poslednich letech, protoze sdruzuji mnoho TLRs polymorfismi u lidi
s rezistenci nebo citlivosti k infekénim chorobdm (Schréder et Schumann 2005;

Barreiro et al. 2009; Werling et al. 2009).
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4 Pattern recognition receptory (PRRs) a jejich polymorfismus

PRRs hraji kliCovou roli v obrané proti cizorodym patogenlim. Maji razné
struktury, které jsou specializované na rizné antigeny, pficemz vyuzivaji rizné
signdlni drahy. Mezi bunky, které obsahuji PRRs patii napt. makrofagy,
dendritické bunky, neutrofily nebo NK bunky, ale i B a T lymfocyty (Farnell et
al. 2003). PRRs se nachazeji i na bunikach endotelu, bunkach stievnich epitelt aj.
Prozatim zname 5 zastupci PRRS: toll-like receptory (TLRs), NOD-like
receptory (NLRs), RIG-I-like receptory (RLRs), C-type lectin receptory (CLRs)
a pentraxiny (Palsson-McDermott et O'Neill 2007). Jako prvni PRRs byly
charakterizovany TLRs (Akira et al. 2006). Zatimco TLRs a CLRs jsou
vyjadieny v bunéénych membranach, RLRs a NLRs jsou exprimovany do
cytoplazmy, kde jsou klicové senzory intracelularnich mikrobi a signaly

nebezpeci (Mogensen 2009).

K aktivaci PRRs je zapotiebi specifického ligandu, ktery spousti imunitni
odpovéd’. Vazba ligandu na specificky receptor a zapojeni specifickych
signalnich drah vede k aktivaci nékterého z transkripénich faktord, napt. AP-1,
NFkB, IRFs (Bonizzi et Karin 2004). DileZitost téchto receptorti spocéiva ve
schopnosti rozpoznat celou fadu chemickych struktur, které jsou soucasti
povrchu patogenti (PAMPs). Témito strukturami (mikrobialnimi produkty) jsou
napf. lipopolysacharidy (LPS, zvané téZ endotoxiny) gramnegativnich bakterii,
peptidoglykan (PGN), mikrobialni peptidové slozky (napt. flagelin), kyselina
teichoovd  grampozitivnich  bakterii, rtzné mikrobialni lipopeptidy,
nemethylované CpG regiony bakterialni DNA a ssRNA virt, atd. (Akira et al.
2006). Pro funkci mikroorganismu jsou tyto latky nezbytné a nemohou fungovat
bez piipadné stopy téchto slozek (Akira et al. 2006). Néekteré PRRs indikuji
endogenni molekuly (,,signadly nebezpeci®), které pii poranéni tkan€¢ mohou
stimulovat podobné, av§ak mirné odliSné imunitni odpovédi. Tyto tzv. DAMPs se
velmi 1i§i Vv zavislosti na typu bunky (epitelidlni nebo mezenchidlni).
Intracelulérni proteiny (jaderné nebo cytosolické) jsou napt. proteiny tepelného

Soku (HSP; heat shock protein) nebo HMGB1 (High-mobility group box 1) a
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bilkoviny ziskané z extracelularni matrix. Pfikladem neproteinovych DAMPs
jsou ATP, kyselina mocova v krvi, sulfat heparinu a DNA (Piccinini et Midwood
2010).

Polymorfismus receptorii vrozené imunity je v soucasnosti studovan pievazné
v lidské populaci v souvislosti s infekénimi a autoimunitnimi chorobami (Cook et
al. 2004; Hawn et al. 2005). Nesmime vSak opomenout studie laboratornich ¢i
hospodaiskych zvitat, které se vénuji problematice onemocnéni, a to predevsim
pro jejich ekonomicky vyznam (Opsal et al. 2006; Lui et al. 2011). Tyto studie
srovnavaji genotyp zdravych a nakazenych zvitfat, jehoz uskalim je vybér
kontrolnich vzork®. Vyzkum polymorfismu PRRs naraZi na sva specifika. Lidska
populace nepodléha selekci, laboratorni zvifata jsou ¢asto vysoce inbredni a na
hospodaiska zvifata ptisobi predevS§im uméla selekce, jejimz cilem je
dosahnout vyssi produktivity, a to i za cenu snizeni rezistence zvitat k infekénim
chorobam. Problémem je také nejen odlisné genetické pozadi jedincu, ale i1
multifaktorialni piivod mnohych chorob a vliv mnoha gend. Variabilita v alelach
proteinti pozméniuje funkci proteinu a ¢asto i imunitni odpovéd na PAMPS nebo

DAMPs (Hawn et al. 2005).

Studie poukazuji na souvislost mezi vyskytem choroby a variabilitou alel.
Variabilita alel ¢asto modifikuje funkci proteinti, a tim dochézi k celkové zméné
imunitni odpovédi (Hoftejsi et Bartinkova 2009). Proto nékteré alely ptisobi pro-
nemoci. Polymorfismus jednotlivych PRRS ma vliv na jejich citlivost k nékterym
infekénim chorobam nebo naopak na zvySeni resistence vlivu patogent.
Naptiklad polymorfismus TLR5 podminuje citlivost k infekci bakteriemi
Legionella pneumophila (Hawn et al. 2003), ale také zvySuje rezistenci vuéi
nékterym autoimunitnim onemocnénim (Crohnova choroba anebo systémovy

lupus erythematodes; Hawn et al. 2005).
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4.1 Toll-like receptory (TLRs)

Toll- like receptory se v poslednich letech tadi mezi nejstudovanéj$i receptory
skupinu PRRs receptorti. Za objevem receptorti vrozené imunity stoji Toll protein
bezobratlych, ktery ptivodné plnil funkci jako receptor ucastnici se morfogeneze. Byl
identifikovany u octomilky (Drosophila melanogaster) v roce 1985 (Stein et al.
1991). Pozdgji bylo prokazano, ze Toll protein u octomilky pfispiva k odolnosti proti
houbovym patogentim jako je napi. Aspergillus fumigatus (Lemaitre et al. 1996).
Prvni TLR byl identifikovan vroce 1997 a oznadeni ziskal na zakladé tohoto
homologniho Toll proteinu, objeveného u octomilky (Medzhitov et al. 1997). TLRs
geny koduji pole receptort pfirozené imunity a funkéné se vzajemné dopliuji. Pfi
hledani TLRS receptorti u predchiidcii obratlovcl se zjistilo, ze predchiidce genu
pfijal funkci imunity pfiblizné pfed 500 miliony lety, TLR10 piiblizn& pied 300
miliony lety, zatimco sav¢i TLR4 pied 180 miliony lety a TLRs 3, 5, 7 a 8 se odlisily
pied 150 miliony let (Du et al. 2000).

TLRs jsou prvnim typem transmembranovych glykoproteinti, které ptsobi jako
strazci vrozeného imunitniho systému a jejichz plsobeni je nezbytné K zahajeni
imunitni odpovédi u obratlovct (Iwasaki et Medzhitov 2010). Molekuly TLRs jsou
obvykle slozeny z extracelularni domény (ECD) bohaté na leucin (LRR; leucine-rich
repeat) podkovovitého tvaru (Jin et al. 2007). Ta je odpovédna za zprostiedkovani
uznani PAMPs. Dale jsou sloZzeny z kratkého transmembranového useku a C-
terminalni intracelularni domény homologni pro receptor Toll/IL-1 domény (TIR).
Tato doména aktivuje nasledné signalni drahy (Gay et Gangloff 2007; Kawai et
Akira 2011) a méni aktivitu nékterych transkripénich faktord (napt. NF-kB) a
zprosttedkovava expresi dalSich signalnich molekul (viz signalizace TLRs). TLRsS
jsou exprimovany do vné&j$i buné¢né membrany (napi. TLR1, 2, 4, 5, 6 a 10), kde
reaguji piedev§im na bakterialni produkty specifické pro bakterie, nikoliv na
hostitelské produkty PAMPs. Nebo jsou exprimovany do membrany endosomill a
lysosomu (napt. TLR3, 7, 8, 9), kde reaguji pfedev$im na fetézce nukleové kyseliny
na bazi PAMPs (Iwasaki et Medzhitov 2004). Rozpoznani patogeni pomoci riznych
receptori. (TLR1-TLR10) neni jedind funkce TLRs. TLRS se nachazi na
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dendritickych bunkach, které zahajuji druhou, antigenné¢ specifickou imunitni

odpoveéd’ (Garlanda et al. 2009).

TLRs a jejich signalni drahy maji vliv, krom¢ aktivace riznych protizanétlivych
cytokinti, chemokina aj., i na aktivaci ziskané imunity. Napiiklad na fagocytdézu
bakterii a prezentaci cizorodych antigenti T-lymfocyti. Nebo na aktivaci CD8O0,
CD60 i MHC komplexu, protoze vedeni signalu ptes TLRs je zakonceno mj. i
zvy$enim exprese téchto kostimula¢nich molekul (Takeda et Akira 2005; Brownlie et
Allan 2011). Nebo indukce apoptézy v piipadé vazby PRRs s nékterymi
endogennimi molekulami DAMPs. Dale byl u TLR9 prokéazan i vliv na proliferaci a

diferenciaci B-lymfocytti (Eckl-Dorna et Batista 2009).

Zpocatku byla vénovana pozornost pouze lidskym TLRs, postupem ¢asu sméfovala 1
na dalsi obratlovce. Kazdy druh obratlovce je vybaven rodinou TLRs (Roach et al.
2005). TLR multigenni rodina se sklada z velkého poctu genti (10-15 geni)
S podstatnymi rozdily uvnitf a mezi skupinami obratlovci (Roach et al. 2005,
Werling et al. 2009). Podle fylogenetické analyzy se TLRs rozdé€lily do Sesti skupin
(Roach et al. 2005). V prvni skupiné TLR2 jsou zastoupeny TLR1, TLR2, TLR®,
TLR10, TLR14. Dalsimi skupinami jsou TLR3, TLR4, TLR5, TLR7/8/9 a posledni
skupina TLR11. Kni patii TLR11, TLR12, TLR13, TLR21, TLR22 a TLR23.
Neékteré TLRs jsou spole¢né pro vSechny obratlovce, zatimco jiné jsou omezeny
pouze na uréité linie obratlovct (Vinkler et Albrecht 2009). Napiiklad TLR14 byl
nalezen u mihuli, ryb a obojzivelniki, TLR21 u obojzivelniki, kostnatych a u ptaka
a TLR23 u ¢tverzubetu (Roach et al. 2005). Naopak pro TLR6, ktery byl nalezen u
savcu, nebyl nalezen ortolog (gen, kodujici proteiny se stejnou funkei) u ryb (Aoki et
al. 2008). V posledni dobé byly popsany TLR12 a TLR13 u mysi, které vSak nejsou
plné popsany (Beutler 2005). U ptaki bylo dosud objeveno deset az jedenact TLRS
(Temperley et al. 2008; Cormican et al. 2009, Brownlie et Allan 2011).

Pta¢i TLRs receptory rozpoznavaji podobné ligandy jako jejich prot&jsky u savctl
(Brownlie et Allan 2011). Pfirozenym ligandem pro TLR je LPS (Keestra et al.
2008), pro TLR5 flagellin (Keestra et al. 2008), a TLR7 virové jednovlaknové RNA
a synteticka antivirotika (Igbal et al 2005; Brownlie et al. 2009). Soucasna znalost
ptacich TLRs je zalozena na studiich kura domaciho (Gallus gallus domestica), kde
byly identifikovany vSechny TLRs (Leveque et al. 2003; Tsukada et al. 2011). Z nich
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TLR2a, TLR2b, TLR3, TLR4, TLRS5 a TLR7 jsou jasnymi ortology pro savéi TLRs.
Pta¢i TLRILA a TLRILB se vyvinuly z TLR2 pfes dvojitou genovou duplikaci
vrané evoluci (Temperley et al. 2008). Tyto duplicity byly paralelni ke zdvojeni
TLR1 do TLR1, TLR6 a TLR10 u savct. Pta¢i TLR21 se zda byt ortologni k TLR21
nalezenému u ryb a obojzivelnikii. TLR15, fylogeneticky zafazen do TLR2 skupiny,
je pravdépodobné jedinecny u ptakt (Brownlie et Allan 2011). TLR9 u ptaki
vymizel, ov§em jeho funkci ptevzal TLR21 (Alcaide et Edwards 2011).

opossum TLR4

Chickep, ury

TLR2 _ rig7, [ta
rabpj¢ TLR 2
Mouse TRy 63
opossum TLR2
chicken TLR2
Xenopus TLR2

Fugu TLR2

halibut TLR2
sebrafish TLR2

. . ;
us TLRIL 53 \ t i
XeﬂophumanTLR“ g 7 N\ w70 TLR9
[

NN
6\0'—;" S0 o
N @'Z’C’g ol ’:,r\, 81
TLR1°@5,§,§5N
: 5 -
(includes ¢ & §~/ S & 26 3 TLR8
A o ., %
TLR6& § $8&§5 & z N
¢ S ES S e 25 %
TLR10) o R 3 22V9% 2% %°
= S XenopusTiRia 1 E 3% % 3 % % 2
S5 < g 9 89 8w a4 3. %
S andTLR14-likes T $ 2% 2, % ¢ 2 5
& 25 2932 % LR7
TLR14 £ 2322 %
w » 20 R
2 TLR3

Obr.¢.1. Toll-like receptory obratlovet (pievzato z Roach et al. 2005)
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Kazdy z TLRs rozpoznava odlisné PAMPs odvozené od rtiznych mikrobidlnich
patogenu v€etné virt, bakterii, hub a prvokt (Akira et al. 2006). Pfedpoklada se, ze
vétsina TLRs tvofi homodimery (Saitoh et al. 2004) a n¢které TLRs vytvatri mezi
sebou pary (tzv. heterodimery). Ty se sdruzuji do slozitéjSich komplexi a mayji
funkci jako vlastni receptory (proti mikrobialnim produktiim), napt. TLR1 s TLR2,
TLR2 sTLR6 (Farhat et al. 2008). Zptsob rozpoznani patogenti zavisi na
jednotlivych TLRs, které se odliSuji svymi ligandy. Napiiklad ligandem pro TLRS3 je
virova dsSRNA a mRNA, produkované v prubé¢hu replikace viru (Takeda et al. 2002).
TLR7 a TLRS, jsou aktivovany jednovlaknovou RNA (ssRNA; Diebold et al. 2004).
Pro TLR5 je ligandem bakterialni flagelin, coz je hlavni slozka mobilniho aparatu
(Hayashi et al. 2001). TLR4 je aktivovany piedevsim na LPS. Na jeho snimani se
podili molekuly MD-2 a CD14 (Roach et al. 2005; Kim et al 2007; Akashi-Takamura
et Miyake 2008; Lehnardt et al. 2008). Funkce TLRs je pevné spojena s jejich
lokalizaci pfedevS§im Vv tkanich a rdznych typech bun¢k (Takeda et al. 2002).
Naptiklad u TLR1-10 skotu a ovci byla prokdzana experese TLRs v celém
organismu. Transkripty TLRs u ovci byly prokazany v krevnich mononuklearnich
bunkach, alveoralnich makrofagach, keratinocytech a lymfatickych uzlinach (Chang
et al. 2009). Dobie studovany TLR4 je vyjadien v makrofagach a epitelialnich
bunkach plic, tenkého stfeva, jater, sleziny, ledvin a rohovky a to u prasat, pstu a

skotu (Thirumurugan et al. 2010).

4.2 Signalizace TLRs

Vysoce konzervovana signalizacni kaskada je aktivovdna specialnimi ligandy,
rozpoznanim specifickych ¢asti bakteridlnich komponentti, bunéénych stén, virové
RNA a jinych segmentt patogeni. PRRs indukovana signalni transdukce vede
k aktivaci fagocytu, genové expresi a k syntéze Sirokého spektra molekul, véetné
cytokini, chemokind, molekul buné¢né adheze, imunoreceptort (Akira et al. 2006).
Tyto latky spolecné organizuji v€asné odpovédi hostitele k infekci a zaroven
predstavuji dulezitou vazbu na adaptivni imunitni odpovédi (Mogensen 2009).
Cormican et al. 2009 uvadi, Ze pravé odliSnosti v signaliza¢nich drahach TLRs jsou
zodpovédné za specifické receptory kurcitym ligandim, ale také jsou

pravdépodobné zodpoveédné i za druhovou specificitu TLRs.
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Vsechny TLRs zahdji signalizaci dimerzaci tedy vytvofenim homodimeru nebo
heterodimeru. TLRs obsahuji TIR doménu, ktera zajistuje pienos signalu dale do
bunky, za pomoci riznych kombinaci téchto adaptérovych molekul: MyD88, TIRAP
(Mal), TRIF - (TICAM-1), TRAM nebo SRAM (O’Neill, 2008). Proteiny,
obsahujici TIR doménu, aktivuji kindzy (fosforylatni enzymy). Tim dojde
K vlastnimu pfenosu signalu, ktery aktivuje néktery z transkrip¢nich faktord NF-kB a
Signalni drahy TLRs lze rozdé€lit na MyD88 dependentni a MyD88 independentni -
tzv. TRIF dependentni.

Signal vedeny cytosolovym proteinem myeloidni diferenciace primarni odpovédi 88
(MyD88) dependendentni je podobny jako signal vedeny pies IL-1 receptor. MyD88
interaguje s adaptorovou doménou IRAK-4 (,IL-1R-associated kinase®), ktery
aktivuje IRAK-1. Ten asociuje s TRAF-6 (,,tumor necrosis factor receptor-associated
factor 6%), ktery pozdéji funguje jako E3 ubikvitin ligaza, ktera katalizuje
n¢kolikastupfiovou ubikvitinaci (Brownlie et Allan 2011). Pfenos signalu poté
nastava dvéma ruznymi signalnimi drahami. Prvni draha spusti transkripéni faktor
AP-1 (,,activator protein 1) za pomoci MAP-kinaz
(MAPK — ,mitogen- activated protein kinase*). Druhd signalni draha aktivuje
komplex TAKI1/TAB (,transforming growth factor-B- activated kinase 1/TAK1-
binding protein 1) a ten vede k Cinnosti dals$i komplex IkB kindzy (IKK). Po
fosforylaci a nasledné degradaci kB dochazi k uvolnéni a spusténi transkripéniho
faktoru NF-kB (,,nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells®).
Timto zpisobem je de facto spusténa odpovéd’ mnohych protizdnétlivych cytokini
jako je napt. TNFa ("tumor necrosis factor a'")a mnoho dal¢ich (Takeda et Akira
2005). S vyjimkou TLR3, ma MyD88 u vsSech ostatnich TLRs vliv na expresi
protizdnétlivych cytokini. Pozdéji byla objevena struktura TIRAP (,,TIR domain-
containing adaptor protein®, ozna¢ovana jako MAL-,,MyD88-adaptor-like). TIRAP je

-----

cytokiny. Ma vyznam naptiklad u TLR2 a TLR4 (Takeda et Akira 2005).

MyD88 independentni draha, téZ oznacena jako TRIF (,,TIR domain-containing
adaptor inducing IFN- %), jejimiz adaptorovym proteinem je TRAM (,,TRIF-related
adaptormolecule®), se vyskytuje u TLR3 a TLR4. Aktivace TLR3, 7, 8 a 9 zptsobuje

detekci virové nukleové kyseliny a indukuje tvorbu interferont I. typu (Uematsu et
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Akira 2007). Pro nazornost uvadim tabulku vedeni signalu signalnimi drahami

MyD88 dependentni a MyD88 independentni savc¢iho TLR4.
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Obr.¢.2 Signalni drahy TLRs (Akira et al. 2006).
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5 Polymorfismus TLRs — TLR4 a TLRs u ptaku

Vysoka mira polymorfismu TLRs byla prokdzana v mnoha studiich (Georgel et al.
2009) a je asociovana s vyskytem nemoci, jak infek¢énich tak autoimunitnich a
imunodeficientnich chorob (Cook et al. 2004). Prozatim je znamo nékolik TLR
variant, kdy jejich vyskyt zvysSuje riziko zavaznych infekci u lidi, mysi a, jak bylo
zjisténo V nedavné dobé, i u skotu (Merx et al. 2006; Bhide et al. 2009). Naptiklad
polymorfismus TLR2 (jeden nsSNP; (Arg753GIn) u lidi zvySuje nachylnost na
stafylokokové infekce, tuberkulozu, revmatickou horecku, na infekci mocovych cest
(Lorenz et al. 2000; Tabel et al. 2007) a borelidozu (Schroder et al. 2005). Podobné
lidsky TLRS zvySuje citlivost na legionafskou nemoc (Hawn et al. 2003; Merx et al.
2006). Variabilita TLR7 je asociovana s hepatitidou C (Shot et al. 2008). S dalsimi
nemocemi a infekcemi ma spojitost mnoho dalSich variant TLRs. Byla zkoumana 1
souvislost polymorfismu TLRs s vyskytem rakoviny, protoze jak se ukazalo,
chronicky zanét mize byt pfi¢inou jeho vzniku. Naptiklad variabilita TLR3 asociuje
s rakovinou nosohltanu (He et al. 2007) a variabilita TLR4 s rakovinou prostaty
(Chen et al. 2005).

Navic nékteré studie ukézaly, Ze polymorfismus genu pro TLR4 muze
ovliviiovat citlivost hostitelského organismu k n¢kterym chorobdm (Misch and Hawn
2008). Beutler (2005) piedpokladal, ze mutace genu TLR4 u lidi bude nachylnéjsi ke
gram-negativnim infekcim, jako je tomu u mutace receptoru Toll u octomilky, ktery
je nachylngjsi k houbové infekci. Polymorfismus TLR4 u lidi je zndm napiiklad za
zvySenim rizika zanétlivych onemocnéni, jako je ateroskler6za (Curtiss et Tobias
2009, Kiechl et al. 2002) nebo paradont6za (James et al. 2007), malarie (Ferwerda et
al. 2009) ¢i vznik rakoviny prostaty (Chen et al. 2005). RovnéZz vSak variabilita
TLR4 zpusobuje nachylnost k Mycobacterium tuberculosis u mysi (Abel et al. 2002),
citlivost na salmonelézu u kutat (Leveque et al. 2003), odolnost na gram negativni
bakterie N. meningitidis, které zptisobuji chronickou a akutni meningitidu (Emonts et
al. 2003; Rosenstein et al. 2001) nebo citlivost na bakterialni infekce mlééné zlazy u
ovci (Swiderek et al. 2006).

PrestoZe ptéci tvofi jednu z nejpocetngjsi skupiny na Zemi, neni jim v€novana takova

pozornost. A to i pfes jejich fyziologické podobnosti modelovych druhti ptaki se
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savci, které mohou slouzit jako ovéfeni obecnych imunologickych vzoru (Kaiser
2007). Jak jiz bylo feCeno, zname deset ptacich TLRs, kterymi jsou TLRILA,
TLRI1LB, TLR2A, TLR2B, TLR3, TLR4, TLR5, TLR7, TLR21 a TLR15 (citace). |
kdyz se pocet studii o vyvoji TLRs zvySuje, u ptactva je v soucasnosti pouze né¢kolik
studii, které se zamétuji na TLRS u rtznych druht ptaka (Temperley et al. 2008;
Vinkler et al. 2009; Alcaide et Edwards 2011). Dobie charakterizované geny pro
TLRs byly popsany u kuiete (Gallus gallus domesticus) a z n¢j vychazi predpoklady
pro dalsi studie (Temperley et al. 2008). Ty zahrnuji zkoumani TLR1 u supa
bélohlavého (Gyps fulvus; de la Lastra et de la Fuente 2007), TLR7 u kachny divoké
(Anas platyrhynchos; MacDonald et al. 2008) a z fadu pévct byla struktura TLR 4
popsana u zebiicky pestré (Taeniopygia guttata ; Vinkler et al. 2009).

vvvvvv

protoze slouzi (mimo jiné) pro rozpoznani bakteridlni infekce (Akira et al. 2006).
TLR 4 funguje jako homodimer. Po navazani endotoxinu (lipopolysacharidu, LPS)
na TLR4 dochazi ke spusténi signdlni kaskddy vedouci k produkei
imunomodulaénich molekul, cytokinti (TNF). K aktivaci dochazi za pomoci proteinu
MD-2 (,Jlymfocyte-antigen 96%) s kterym TLR4 tvofi vazebnou hydrofobni kapsu
(Shimazu et al. 1999). MD-2 se nachazi (alesponi u savci) v konkavnim povrchu N-
terminalni a centralni subdomény. Do této kapsy, slouzici k vazbé ligandu, je LPS
molekula pievedena z receptoru CD14 (Cluster diferenciace 14). Prestoze citlivost
LPS je mnohem nizsi u kufat nez u savcli, TLR4 se podili na LPS detekci u obou

taxonu (Asea et al. 2000).

Predikce dusledkit vlivu polymorfismu TLRs na fenotyp jedince usnadnuje
skutecnost objevenych polymorfismii ve vztahu k funkéni doméné a to 1 pred jeho
experimentalnim dokazanim. V soucasnosti nevime moc o vztahu mezi

polymorfismem TLR4 a prevalenci onemocnéni u ptakda.
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6 Vlivy na variabilitu populaci z chovii

Genetickd variabilita a adaptace na mistni podminky jsou kli¢ové slozky genetické
integrity, ktera predurcuje zivotaschopnost prirodnich populaci (Frankham 2005). Na
volné Zzijici druhy plsobi mnoho vlivl, ke snizeni ¢i naopak zvySeni genetické
variability. Napiiklad v disledku introgresivni hybridizace s blizce ptibuznymi
poddruhy nebo druhy, dochézi k zhorSeni genetické struktury pfirodnich populaci,
coz muze vést k zaniku hybridizaci evoluéné vyznamnych jednotek (Rhymer et
Simberloff 1996, Mank et al. 2004). Timto zdrojem ,,hrozeb* jsou piedevsim lidské
aktivity, kdy vypoustime do riznych zemépisnych oblasti mnoho exotickych
organismu, populace s domestikovanym kmenem a riznymi infekénimi chorobami a
to vSe je potencialnim oslabenim genovych zasob ptuvodnich divokych populaci
(Mank et al. 2004; Randi, 2008). Navic divoka zvéf je Casto vyuzivana jako lovna
zveét a stava se tak prfedmétem intenzivniho hospodateni. V poslednich letech je
cilem narust populace lovné a rybarské zvéfe a jeho udrzitelnost (Lahti et al. 2009).
V chovu hospodaiskych zvifat mad onemocnéni zéavazny vliv jak na zdravi
hospodarskych zvifat a driibeze tak na pfenos nemoci, ale i na vykon (Vvelikost
sniasky atd.), kvalitu zivo¢isSnych produktti a v disledku ma vliv na ekonomické
ztraty (Lui et al. 2011). Dopliovani stavii populaci a jeho potencialni rizika byla
predmétem nékolika studii (Mehner et al., 2009; Barbanera et al., 2010, Cizkova et
al. 2012).

Hospodatska zvitata jsou pod veterinarni péci a na ptisobeni riznych infekci jim je
Casto podavan I€k. Dochazi k Slechténi zveéfe a tim ke genotypizaci. Tyto
homozygotni populace byvaji vysoce inbredni pro ziskani ,,dobrych vlastnosti“ a
predani téch ,,spravnych® alel pro chov. Polymorfismus TLRs vychazi z riznych
geografickych a mikrobialnich prostiedi (Novak 2014). Proto piedpokladam, ze u
chovnych zvitat bude mensi polymorfismus nez u divokych. Nejen vlivem lidské
péce, ale predev§im vlivem patogenli a jejich rezistentnich kmenti (Alcaide et
Edwards 2011). Nejcastgji se pro sCreening polymorfismu u vyznamnych druhd byly
pouzity pravé TLRs (Kawai et Akira 2010).
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7 Metodika a material

7.1 Vzorky

Jako zdroj DNA byly pouzity vzorky DNA izolované z krve, pefi a kosti. Naprosta
vétSina vzorkl jiz byla vyizolovana. OvSem u 9 vzorkl jsem izolovala DNA sama
(zkrve a peti (viz nize v izolaci DNA). Disponuji vzorky ze 120 jedinci: 83 z
divokych populaci a 37 z farem (celkové: 40 vzorkt z Ceské republiky, 12 vzorkd z
Italie, 20 vzorku Francie, 37 vzorku Spanélsko, 5 Rusko, 6 Anglie).

® SP - Spanélsko

@® F - Francie
IT - Italie
A - Velké Britanie
CR - Cesk4 republika

@® R-Rusko

Obr. ¢. 3 Mapa vzorkt evropskych populaci

7.2 1zolace DNA a Sekvenace DNA

Vétsina vzorkl jiz méla extrahovanou DNA ve zkumavkach, u deviti vzorkl jsem
DNA extrahovala sama (Sest vzorku z krve a 3 vzorky z peti). Extrahace DNA byla
provedena za pomoci DNeasy & Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Germany).
K osekvenovani LPS vazebného useku genu pro TLR4 (cca 1000 bp. Uvnitf exonu 3
byly pouzity primery (Forward: 838, Revers: 2029; Forward 5'- GAG AAT CGT
CTC TCC TTC CTT ACC-3'a Revers: 5'-GCT CAA GAT GGC AGG CAA CTC-
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3’; PpTLR4-1652R a PpTLR4-1371F). PCR bylo provedeno pomoci Multiplex PCR
Master Mixu (QIAGEN), kdy pro navazani primert byla optimalizaci zvolena teplota

62°C. Ostatni podminky PCR reakce jsou uvedeny v tab.c.1.

PCR reakce Multiplex PCR Maste Mix(QIAGEN)

aktivace polymerazy 35x cykli
95°C 94°C 62°C 72°C 72°C
15 minut 30s 40's 60s 5 minut

Tab.¢.1 PCR reakce k navazani primera po 35x cyklech

Uspésnost PCR produktu byla zkontrolovana na 1,5% agarosovém gelu pomoci
elektroforézy. Amplifikované PCR produkty byly purifikovany pievazné komercénim
kitem QIlAquick PCR Purification Kit (QIAGEN) a c¢ast byl purifikovana pomoci
enzymu EX0SAP — IT Clean-up Kit (GE Healthcare Life Sciences). Poté byly vzorky
zesileny sekvencnimi primery pomoci BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit (Applied Biosystems). Konecné produkty byly ¢istény s BigDyeXT Terminator
kit (Applied Biosystems). Piipravené PCR produkty byly sekvenovany pomoci ABI
3130 Genetic Analyser (Applied Biosystems; Life Technologies Corporation, Foster
City, California, USA).
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Obr. ¢. 4 kontola PCR produktl na agarézovém gelu.
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7.3 Hodnoceni polymorfismu
Vnitrodruhova jednonukleotidova polymorfni mista (SNPs) byla identifikovana, jako

dvojité vrcholy v SeqScape verze 2.5 (Applied Biosystems) u vsech 74 jedincu.
Sekvence pro TLR4 koroptve polni (PePeTLR4) je k dispozici na strankach
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore) pod ptistupovymi Cisly JQ713172-

77. Vysledné sekvence byly editovany programem BioEdit (Hall 1999). Pocet SNP
mist v ramci zkoumaného vzorku byla vizualizovand pomoci FaBox internetového

nastroje verze 1.41 (http://users-birc.au.dk/biopv/php/fabox/). Za pomoci PHASE

algoritmu (Stephens et al. 2001), ktery kazdou sekvenci zrekonstruoval na dvé, byly
sekvence implementovany do softwaru DNAsp verze 5 (Librado et Rozas 2009).
Ptibuzenské vztahy TLRs byly vizualizovany pomoci stromu programem Mega

(http://www.megasoftware.net/.) Analyzovana pozice byla (1109-1817bp.) tedy 708
bp.

H—!
51 -
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-
——
-
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& .
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Obr ¢. 5 ukazka sekvenci v programu SegScape
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8 Vysledky
K dispozici bylo n = 120 vzorkl z 6 populaci, z nich 31 po PCR bylo vylouc¢eno. Po

osekvenovani 89 vzorkii bylo v pribéhu analyzy s programem SeqScape Vv.2.5.
postoupeno do dalSich analyz o 15 vzorki méné. Pro zbyvajici analyzy bylo pouzito
74 vzorku. Konkrétné 19 vzorku ze gpanélska, 16 vzorku z Italie, 3 vzorky z Ruska,
10 vzork z Francie, 20 vzorkli z Ceské republiky a 6 vzorki z Anglie. Material
vzorki byl nasledovny: 27 vzorki z peti a 31 vzorki z krve. U poslednich 16 vzorkt
nezname data. Do kone¢né analyzy bylo celkové zahrnuto 62 vzorkl z divokych
populaci a pouze 9 z chovli. U vzorkl z ruské populace ndm chybi informace, zda

jsou z chovti nebo z divoce zijici populace.

Pro analyzu d-loopem bylo vhodnych 89 vzorkil. Konkrétng 23 Spanélsko, 23 Ceska
republika, 10 Francie, 6 Anglie, 27 Italie. Po analyze programem SeqScape v 2.5

bylo postoupeno o 10 vzorki méné, ale o 5 vzorki vice nez pro gen TLR4 tedy 79.

Pro mezi populacni srovnani koroptvi jsem osekvenovala pomoci primertt usek
dlouhy 713bp. Konkrétné byla analyzovana oblast (1109bp.-1817bp.). Vzorky
obsahuji 16 nukleotidovych haplotypti a 11 aminokyselinovych haplotyptl v délce
713 bp. Frekvence jednotlivych haplotypt je uvedena v piiloze ¢. 1 spolu se stromem
piibuznosti haplotypti. Neni zde ziejma populaéni struktura pro TLR4. Ke zméné
nukleotidu doslo v 13 pozicich a z toho 5 je synonymnich zdmén nukleotidi a 8 je
nesynonymnich zamén, které vedou ke zméné aminokyseliny. Nejvice zastoupenou
dvojici alel na jednom lokusu byly T a C (Y) a to 69 x, 15x byla zastoupena
kombinace A a T (W), 25x kombinace A+G (R) a 2x A+C (M). Zaména alely byla
nasledovna: 4x nukleotid T, 13x nukleotid C a 6x nukleotid G. Nukleotidové sloZeni

bylo nasledovné: C 25,55%, T 29,7%, A 28,3% G16,4%.

Zaména nukleotidi vedla v 8 ptipadech ke zméné polypeptidového vldkna a zatazeni
odlisné aminokyseliny. Nejcastéji doslo k zaméné aminokyseliny asparagin (Asn) za
serin (Ser) v 32 ptipadech. Dal§imi vyznamnymi zaménami jsou aminokyseliny serin
za cystein (Cys) a zaména serinu za threonin (Thr) a to v sedmi pifipadech. Zaména
aminokyseliny arginin (Arg) na lysin (Lys) ve dvou pfipadech. A po jedné zdméné to
jsou tyto aminokyseliny: glutamin (GIn) na lysin, izoleucin (lle) na metionin (Met) a
valin (Val) na izoleucin. Frekvence jednotlivych alel a jejich nasledny vliv na stavbu

proteinu, jsou shrnuty nize v tabulce.
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PePeTLR4 frekvence alel a vliv na jejich strukturu ve stavbé proteinu
SP,\(I);'ES sel;;:ﬁgni Aminokyselina SNIIz pocet  frekvence
1123 C T ss 17 0,115
1141 AGT— TGT  Ser—Cys ns 7 0,047
1161 C T SS 18 0,122
1221 AGG— AAG Arg—Lys ns 2 0,014
1305 A—G SS 1 0,007
1318 CAA—AAA  Gln—Lys ns 1 0,007
1416 AUA—AGA Ile—Met ns 1 0,007
1513 GTA—ATA Val-lle ns 1 0,007
1701 T—C SS 51 0,345
1756* A—C lle—Leu/His ss\ns 1 0,007
1757 T—A SS 1 0,007
1780 TCC—ACC  Ser—Thr ns 7 0,047
1796 AAC—AGC  Asn— Ser ns 32 0,216
* dvé mutace vedle sebe- muze tak dojit ATT — CTT (leucin) ticha mutace anebo
ATT—CAT (histidin) missense

Tab.¢. 2. Frekvence jednotlivych alel a vliv na jejich strukturu ve stavbé proteinu v celkovém

poctu vzorka

Analyza mezi evropskymi populacemi dopadla ndsledovné. K tichym zdménam
dochazi u vSech populaci. K nejvice zaménam dochazi u Spanélské a ceské populace.
Nejvice zamén je z nukleotidu cytosin na thymin C — T. Na pozici 1701 bp. doslo
k zamén¢ u vsSech studovanych populaci. Pro ¢eskou, francouzskou, italskou a
Spanélskou populaci doslo ke stejné zameéné na pozici 1123 bp. a 1161 bp. K odlisné
zaméné doslo u Spanélské populace na pozici 1305bp. z adeninu na guanin A— G.
Také v Ceské populaci dosSlo k jedné specifické zdméné a to na pozici 1757 bp.
z thyminu na adenin T — A. Na pozici 1756bp. a 1757bp. se vyskytuji dvé zamény,
proto dojde k zaméné aminokyseliny z leucinu na histidin. K zaméné asparaginu za
serin doSlo u 4 populaci z 6. Téméf ke stejnym zdméndm aminokyselin dochazi u
italské a Spanclské populace. Ve francouzské populaci nedoslo k zddnym zdménam
aminokyselin. Nejvice se zaménami aminokyselin odliSuji ¢eské populace. Ruska
populace pouze o 3 jedincich vykazuje vysokou miru zamén. Pro ptehlednost uvadim
vV samostatné tabulce pocet jednotlivych haplotypli a jeji genovou rozmanitost

haplotypu (Hd) spole¢né s po¢tem synonymnich a nesynonymnich zamén.
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A CR FR IT R SP
Pocet haplotypt 3 9 3 6 4 9
Ss zameéna 1 3 3 3 1 4
ns zameéna 1 5 0 4 2 3
Hd 0,712 0,737 0,542 0,746 0,867 0,764

Tab. ¢. 3 Pocet jednotlivych haplotypu s poétem jednotlivych ss/ns zamén v evropskych
populacich (A=Anglie, CR = Ceska republika, FR= Francie, IT=Italic, R=Rusko a
SP=Spanélsko). Vypocet diverzity jednotlivych genotypovych haplotypt (Hd).

stat A CR FR IT R SP
pocet bp.

1123 - C-—T C-—T C-—T - C—T
1141 - - - Ser—Cys - Ser—Cys
1161 - C->T C->T C->T - C—-T
1220 - - - Arg—Lys - -
1305 - - - - - A—G
1318 - Gln—Lys - - - -
1414 - - - - Ile—Met -
1513 - Val—lle - - - -
1701 C-T C-T C-T C-T C-T C-T
1756 - Ile—His - - - -
1757 - T—A - - - -
1780 - - - Ser—Thr | Ser—Thr | Ser—Thr
1796 Asn—Ser | Asn—Ser - Asn—Ser - Asn—Ser

Tab. ¢. 4 Zamény nukleotidl na bazi v rdmci jednotlivych evropskych populaci.

K porovnani divokych populaci a populaci z chovii bylo zahrnuto do celkové analyzy
74 vzorkil. Analyzovano bylo 65 vzorkl z divoké populace a jen 9 vzorkd pochazi
Zpopulaci zchovu. U populaci zchovu dochdzi ptfedev§im k synonymnim
substitucim a to v 8 ptipadech na 3 riznych pozicich. K nesynonymni zdméné doslo
na pozici 1796 bp. a to ve 4 pifipadech. Frekvenéné jsou vyssi zamény vzorki u
populaci z chovu. Divoka populace ma i vzhledem k vy$$imu poctu vzorku vice

substituci a to predevS§im téch nesynonymnich. Frekven¢ni zaména nukleotidii je
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niz§i nez u populaci z chovll. Spole¢nou zdménou aminokyseliny byla zdména

asparaginu za serin (Asn —Ser) na pozici 1796bp. (viz ptehled v tabulce).

POPULACE Z CHOVU DIVOKE POPULACE
pocet bp. n=9 n=65
zé:r)llgny Cetnost frekvence zézgny Cetnost | frekvence
1123 C-T 3 0,17 C-T 14 0,11
1141 - - - Ser—Cys 7 0,06
1161 C—-T 2 0,11 C-T 16 0,13
1220 - - - Arg—Lys 2 0,02
1305 - - - A—G 1 0,01
1318 - - Gln—Lys 1 0,01
1414 - - - Ile—Met 1 0,01
1513 - - - Val—lle 1 0,01
1701 C-T 5 0,28 C-T 43 0,35
1756 - - - Ile—His 1 0,01
1757 - - - T—A 1 0,01
1780 - - - Ser—Thr 7 0,06
1796 Asn—Ser 4 0,22 Asn—Ser 28 0,23

Tab. ¢. 5 Zamény nukleotidl na bazi v ramci jednotlivych evropskych populaci.

Byl proveden test pozitivni selekce v zavislosti na vysSim poctu nesynonymnich
substituci nez synonymnich (K, >Ks). Testovani na pozitivni selekci bylo provedeno
v programu DNAsp verze 5. Konkrétn¢ Tajima’s D test, ktery ukazuje zménu

v distribuci frekvence alel. Vysledek Tajima’s D: -0,82293 neni signifikantni P>0,10.
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9 Diskuze

Do analyzy bylo zahrnuto pouze 74 vzorkl z ptivodnich 120 vzorkd, tedy 61,7 %. To
muze byt zpasobeno predevsim diky degradované DNA a nedostatecnym mnozstvim
DNA (Zima et al. 2004). Caste¢né za to mohou byt zodpovédny vzorky, které
pochazeji z neinvazivnich technik, jako je napt. pefi (Smarda et al. 2005). To viak
nemohu potvrdit, protoze u mnoha vzorkd chybi informace o materialu DNA.
Vzorky DNA, které byly odebrany z peti a postoupily do dalsi analyzy, nevykazuji
vyS$si pocet Spatnych sekvenci. Pfestoze jsem u slabsich vzorki, které byly zjistény
elektroforézou, nasledné¢ zvySila mnozstvi DNA, jejich naprosta vétSina byla
vyloucena v dal§i analyze SeqScape. Proto i kratké avSak kvalitni useky sekvenci
nemohly byt postoupeny k celkovému hodnoceni. Nekvalitnimi vzorky jsem pftisla o

mnoho cennych dat, pfedev§im o data z chovnych populaci.

V této studii byla porovnavana variabilita genu pro TLR4 u koroptve polni, ktera
pfedstavuje nemodelovy druh linie hrabavych. Porovnani variability TLR4 exonu 3
(cca 713 bp.) bylo vprvotnim zjisténi pomérné variabilni. Celkové osm
nesynonymnich zamén vypovidad pravdépodobné o vyssi variabilité, nez uvadi
vysledky Vinkler et al. (2015), kteti vSak zkoumali variabilitu TLR4 pouze pro 10
jedinct z Ceské populace. Vinkler et al. (2015) uvadi, Ze tato nizka variabilita
nesynonymnich zamén ma pravdépodobné nizsi funk¢éni dopad. Ziejmé i u mych
vysledkti dochéazi pravdépodobné k niz§Simu funkénimu dopadu, a to ptfedevsim diky
nizké Cetnosti téchto nesynonymnich zamén. Celkové by se dalo fici, ze zdmény
aminokyselin s ¢etnosti pod 1 % nevypovidaji o polymorfismu dané populace téméef

nic (Flegr 2005). K témto zaménam pod 1 % doslo ve ¢tyfech piipadech z osmi.

Cetnost stejnych alel pro jednotlivé populace naznaduje plisobeni stejnych selekénich
tlaki. Muze to byt zpisobeno piedevsim prudkym poklesem populaci v 20. stoleti
(Hudec et al. 1977; Kuijper et al. 2009), kdy byly populace roztfistény, a tento zasah
vedl i ke sniZzeni genetické variability a pravdépodobné ke snizeni Cetnosti alel
(Primack et al. 2011). U takto roztiisténych populaci by se pravdépodobné fixovaly
rozdilné alely (Flegr 2005). V mé studii vSak neni tento jev patrny, kdyz Cetnost
vzacnych alel neni vysSi, nez 1 %. Mezi populacemi tak ziejm¢ dochazi ke
genovému toku nebo K vyssim selekénim tlakim na TLR4, nez je patrné. Nizka

variabilita v TLR4 vsak muze byt vysvétlena celkovou nizkou variabilitou TLRS,
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které je zptisobena specifickou vazbou ligandu TLRs (Roach et al. 2005). Prestoze je
ruskd populace zastoupena pouze tfemi vzorky, vykazuje nejvyssi genotypovou
variabilitu. Ruské populace jsou geograficky nejvzdalené;jsi, ptesto u nich nachdzime
2 stejné haplotypy, které jsou spole¢né pro vSechny populace koroptvi a 2 specifické
haplotypy. Tyto sdilené haplotypy vSemi populacemi koroptvi bude pravdépodobné
zpusobeno faxaci podobnych alel pfed fragmentaci populaci a jeho snizeni. U
ruskych populaci by se mohla uplatiiovat fixace novych alel. U ceskych a
Spanélskych populaci je stejny pocet haplotypli. Koroptve z Ceské populace maji vice
odlisSnych haplotypli nez jiné populace. Tyto haplotypy vSak maji frekvenci velmi

nizkou a jsou spiSe nahodilé.

V soucasné dob&é neni mnoho studii, které porovnavaji variabilitu u jednotlivych
nemodelovych, divoce zijicich populaci. Studie zkoumaji pifedev§im ucinek TLRs
na hospodaisky vyznamnd zvirata (Novdk 2014). Studovany polymorfismus pro
TLR4 byl studovan u kutat v souvislosti Kk citlivost na Salmonella (Leveque et al.
2003). Citlivost jednotlivych zamén piestavby aminokyseliny predpoklada i Liu et al.
(2011), ktery vSak navrhuje dal$i prozkoumani TLR4, stejné jako Vinkler et al.
(2009). Proto by méla byt blize prozkoumana zaména jednotlivych aminokyselin na

piiblizné¢ podobnych vazebnych mistech genu TLR4 jako u studii, kde byl

signifikantni vysledek TLR4 pro citlivost kK onemocnéni.

Nizky pocet nesynonymnich zamén u chovnych populaci mize naznaCovat vliv
efektu zakladatele a dlouhodoby tzky profil spolu s naslednou genetickou izolaci
chovnych a divoce Zijicich populaci jak popisuje Cizkova et al. 2012, ktera zkoumala
genetickou variabilitu voIné zijicich kachen a kachen z chovii. Predpoklad vyssi

cey

genetické variability u divoce zijici populace se potvrdil,

Pozitivni selekci dochazi ke zvyseni poctu vzacnych alel (Flegr 2005). Testovani na
pozitivni selekci koroptvi neni signifikantni. To miZze byt zplsobeno nizkou
frekvenci téchto alel u jednotlivych populaci (Flegr 2005). Pravdépodobné u
populaci nedochdzi k vyznamné koevoluci ze strany parazita. Prozatim nemohu
tvrdit, Ze jsou tyto zdmény pro zachovani obrany proti parazitim vyhodné.
Polymorfismus TLR4 byla popsana pfedevsim na lidské populaci, kde méla zaména

nukleotidu vliv na citlivost k onemocnéni (Hajjar et al. 2002).
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10 Zavér

Pro organismy je nezbytné spravné fungovani imunitniho systému. Kazdy
organismus vyuziva jinych specifickych mechanismii pro rozpoznani patogentl.
Vcasné rozpoznani patogent je dulezité pro udrzeni fitness. Imunitni systém je
vlivem paraziti v neustdlém vyvoji jednotlivych mechanismi. Vlivem této
koevoluce (hostitel — parazit) probiha tzv. ,,zavod ve zbrojeni®, ten je popsan
hypotézou Cervené kralovny. Dochazi tak k neustalym zménam, a to také na ztraté
alel nebo jejich ziskani. Tyto zmény v nukleotidech mohou byt dilezité pro
imunologickou otazku jedincti. Mezipopula¢ni srovnani ptislusnych evropskych
populaci odhalilo pravdépodobny vliv stejnych mechanismil. Variabilitu mohl snizit

vliv podobnych patogenii u jednotlivych populaci.

U koroptve polni bylo nalezeno 16 nukleotidovych a 11 aminokyselinovych
haplotypi. Pfesto nebyla zjiSténa ziejma populacni struktura mezi populacemi, coz
muze naznacovat fixaci stejnych alel a pusobeni podobnych selekénich tlakt.
Nejvice ruznoroda byla ¢eska a Spanélska populace. Prestoze jsem méla k dispozici
pouhych 9 vzorkl z chovnych populaci, byly tyto vzorky relativné vysoce variabilni.
Dochazelo u nich piedevsim k synonymnim zdménam. Piesto pro ucelené zavéry
bych pottebovala vice dat z chovnych populaci. Za nejvice variabilni populaci
povazuji ruskou divoce zijici. Tyto 3 vzorky byly vysoce variabilni a vyskytuji se u
nich 4 haplotypy. U italské a Spanélské populace pravdépodobné¢ dochézi k pienosu
gent, nebot’ jejich haplotypy jsou velmi podobné.

Jak jiz dnes vime, toll-like receptory mohou predikovat citlivost k onemocnéni, ktera
se projevi jak ve fitness jedince, tak i v jeho fenotypovych znacich. Proto bych na
svoji praci dale navazala imunologickou studii. Ta by porovnavala jednotlivy vliv
zamén nukleotidli na pfestavbu aminokyselin a jejich vliv na imunitni systém
jedinct. Tato studie je pfedpokladem pro dalsi zkoumdani u divoce Zijici populace.
Jakékoliv dal§i poznatky by mély prakticky vyznam v chovnych zafizenich na
zvySeni odolnosti jedinct proti chorobam. Otazkou vSak zlstava, jestli selekce
vlivem S$lechténi a vlivem podavani imunosupresivnich latek bude prospésna pro

zachovani genetické variability.

Reintrodukei druhlt povazuji za pfinosnou pouze v piipadé, Ze jedinci vypousténi

z chovil jsou odchovani nejen v polopfirozenych podminkéch, ale jejich geneticky

36



ey

profil je podobny jako profil divoce Zijici populace a pfedev§im je sledovany vliv
patogenil. Proto je moje prace piinosna pro budouci genetické pozadi Sir§tho poctu

druht v porovnani s funkénimi slozkami imunitniho systému.
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