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Abstrakt

Tato prace je zameéfena na laboratorni metody vyuzivané ve vyzkumu
k objasnéni patogeneze ptisobeni prvoky rodu Leishmania a mechanismus jejich

ucinku na imunitni odpovéd organismu hostitele. V zavislosti na druhu Leishmania

existuji tfi hlavni typy projevu onemocnéni: kozni, koZzné - slizni¢ni a visceralni.

Kazdy organismus je individualita, kterd ma se svym druhem spole¢nou
prevaznou cast genomu, ale v nékterych usecich DNA se navzdjem lisi, proto
kazdy jedinec odpovida na ndkazu patogenem jinym zptisobem. Tyto predispozice
k rozsifeni nebo potlaceni patogenu v organismu jsou fizeny vice geny malého

ucinku a pfedurcuji ndchylnost jedince k propuknuti nebo potlaceni choroby.

Protoze heterogenita odpovédi lidského hostitele je kvtili ptisobeni riaznych
zivotnich podminek znacnd, nejlepsi zptisob, jak prozkoumat vliv téchto genti
smalou penetranci, je studovat jejich tucinky na modelovych zvifecich
organismech, napfiklad mySich, jejichz genom byl sekvenovdn. MozZnost
specifického ucelného kiiZeni mysSich kmenti ndm umoznuje odhalit geny, které
ovliviiuji rtzné imunologické aspekty odpovédi organismu k dané infekci.
Vzhledem k ortologii téchto genti pfitomnych v lidském genomu lze predpovédét
u clovéka mozny fenotypovy projev indukovany infekci a miru imunitni obrany

proti patogenu.

K tomuto tcelu jsme pouzili modely rekombinantnich kongennich kmenti (RCS)
mysi CcS/Dem odvozenych od inbredniho mysiho kmene BALB/c, ktery
je kinfekci citlivy, a rezistentniho mysiho kmene STS. KfiZzenim bylo ziskano
20 kment, ze kterych kazdy obsahuje nahodnych 12,5 % genomu darcovského
kmene STS na pozadi 87,5 % genomu BALB/c. Timto zplisobem se podafilo
rozdélit geny odolnosti kmene STS mezi jednotlivé RCS. Tyto kmeny jsme pak
fenotypicky otestovali a kmeny, které byly nejodolnéjsi (a tedy obsahovaly geny

odolnosti) a nejvnimaveéjsi jsme vybrali k dalsi analyze. Postupné jsme piipravili F2



hybridy mezi kmenem BALB/c a kmeny CcS-5, CcS-9, CcS-11, CcS-16 a CcS-20
a mapovali jsme v nich 23 lokustt Lmr (Leishmania major response). Mym tkolem
bylo pfesné mapovani lokusu Lmr5, ktery se nachdzi na distdlni casti

10. chromosomu.

Rekombinantnim mapovanim byla ztZena oblast, kontrolujici hladinu IgE
v séru a velikost koZnich 1ézi, na 5 Mbp. Bioinformatickou analyzou byl v této
oblasti detekovan kandidatni gen. Béhem své bakalafské prace jsem se podilela
na pfipravé dvou rekombinantnich kmenti o délce 1.5 Mbp a 1 Mbp, které umozni

potvrzeni tohoto kandidatniho genu.
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Abstract in English

This bachelor thesis is focused on elucidation of the way how protozoan parasite
of Leishmania family have pathogenic effect on the host and so to clarify the
mechanisms of this impact on immunity system of his organism. According
to which species are involved, three types of disease are distinguished : cutaneous,

muco- cutaneous and visceral form.

Although each organism has most of its genome similar to its species, still there
are some parts of DNA in which the individual differs to each other. This is the
reason why every individuality responses to this disease differently. Symptoms
of disease caused by this pathogens are affected by multiple genes, which

determine the phenotype effect.

According to heterogeneity of human population and differences in lifestyle
and time exposure to infections, the best way how to explore these low-penetrance
genes is to study them using the model organisms. Because the mouse genome was
sequnced, efficient crossing of mouse strains can help us to identify genes involved
in the host response to this infection. Orthologues of these genes in human

genome then refer to potential rate of host's immunity system answer.

For this case we used the model of recombinant congenic strains (RCS) CcS/Dem
mouses, which consist from two inbred strains - susceptible BALB/c and resistant
STS. Each of the 20 CcS/Dem RC mouse strain carries different random subset
of 12,5 % genes of the resistant donor strain STS on the background of susceptible
strain BALB/c. Genes of resistant STS strain were distributed among different RC
strains and from these we choose the most susceptible and the most resistant RCS
to further analysis. We prepared F» generation of the strains CcS-5, CcS-9, CcS-11,
CcS-16 and Cc5-20 crossed with BALB/c and mapped 23 Leishmania major response

locus - Lmr. My objective was to map the Lmr5 on distal part of the chromosome 10.



Thanks to recombinant mapping we narrowed the area which has influence
in the size of the skin lesions and amount of IgE in serum to 5 Mbp and subsequent
bioinformatic analysis detected the candidate gene. As the work for this bachelor
thesis I participated on construction of two recombinant strains 1,5 and 1 Mbp

long, which could confirm impact of this candidate gene.

Key words:

Leishmania; leishmaniasis; genome; mouse strain; Lmr locus; gene
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1 UVOD

Molekuldrné geneticky vyzkum se doneddvna zabyval predevSim objasnénim
projevii chorob s jasné prokdzanou dédi¢nou dispozici (napfiklad v ramci rodiny),
nebo nemocemi, které jsou zplisobeny nékolika malo geny velkého ucinku.
V dnesni dobé jsme ale schopni diky metodam molekularni genetiky objasnit
fenotypové projevy chorob, které zdanlivé nemaji geneticky podklad, naptiklad

infekéni choroby vyvolané riaznymi patogeny, jako jsou bakterie, viry a prvoci.

Leishmanioza se povaZuje po maldrii za jedno z nejvaznéjsSich parazitarnich
onemocnéni v oblasti tropické a subtropické Afriky, Asie a Jizni Ameriky.
Neexistuje u¢inna vakcina a tudiZ je obrana velmi obtiZna. Je dtileZité pochopit
a porozumét mechanismiim projevu tohoto onemocnéni a jeho fenotypovych

zmén, ale také samotnou podstatu této choroby vzhledem ke genotypu hostitele.

Genom je definovan jako veSkerd genetickd informace obsazena v DNA daného
organismu, zahrnujici jeho vSechny geny i nekodujici sekvence. V soucasné dobé
je genom clovéka znam a asi z 98% je genetickda vybava kazdého z nas stejna, lisi
se pouze v nepatrném zlomku z obrovského poctu obsazenych genti. Tyto tseky
se nazyvaji polymorfni a pravé v téchto variabilnich oblastech je skryt kli¢
k odhaleni toho, pro¢ se lisi reakce lidského organismu na rizné patogeny,

parazity nevyjimaje.

Aby bylo mozZzné lépe pochopit vliv genetické vybavy na fenotypovy projev
onemocnéni, musi byt zvolen k takovému vyzkumu vhodny modelovy
organismus, jehoz genom je detailné popsan a prostudovan. V nasi laboratori byly
k tomuto tucelu zvoleny mysi modelové organismy, jelikoz vSechny tyto
pozadavky spliuji a disponuji i dalsimi vyhodami, jako naptiklad brzka pohlavni
dospélost samic, kterd je uvadéna na 7 - 8 tydndi, kratka doba bfezosti a tudiz

vysoky pocet vrhit za rok (7-9), velky pocet potomkti a nendrocné podminky
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chovu (1). Jelikoz mizZeme nalézt v mySim genomu useky, které jsou analogické
k lidskému, je myS domaci nejvice preferovany sav¢éi modelovy organismus, ktery

nachdazi uplatnéni jiz od druhé poloviny minulého stoleti.
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2 SOUCASNY STAV

2.1 Leishmania major

Nékolik stovek milionti obyvatel zemi tropického a subtropického pasma
je ohroZeno nakazou timto prvokem rodu Leishmania (Cesky nicivka), kmene
Mastigophora, tfidy Kinetoplastida, celedi Trypanosomatidae. Tyto jednobunécné
organismy jsou rozdéleny do vice jak dvaceti druhti podle svého vyskytu a také
podle charakteru onemocnéni, které zpusobuji. Oznacujeme je jako Leishmanie
"Starého" a "Nového" svéta. Do Leishmanii Nového svéta fadime druhy, které maji
ptvod v jizni a centrdlni ¢asti Ameriky a jsou to druhy Leishmania peruviana,
L. braziliensis, L. guyanensis, L. mexicana nebo tfeba L. chagasi, coz je druh L. infantum
pfineseny do Nového svéta neddavno. Mezi nejvyznamnéjsi druhy Starého svéta,
coz jsou oblasti, které byly zndmy Evropanim jiz pfed kolumbovskymi
vypravami, patfi L. donovani, L. infantum, L. tropica, a pravé také Leishmania major

(2)-

2.1.1 Morfologie Leishmania major

Prvok Leishmania je jednobunécny zivocich seukaryotni stavbou buriky.
Vijeho Zzivotnim cyklu dochdzi ke znaénym morfologickym a fyziologickym
zménam podle prostfedi, ve kterém se vyskytuje —jedna se o dvé zdkladni Zivotni

stadia: promastigotni a amastigotni (viz. Obr.1).

Leishmania ma jeden bicik, ktery ji umoznuje pohyb. Bi¢ik se vyskytuje jen

u promastigotniho Zivotniho stadia.

Specifickou organelou vsech Kinetoplastid, mezi které rod Leishmania patfi,
je kinetoplast, ktery je lokalizovan u baze biciku. Obsahuje mimojadernou

mitochondridlni DNA, celkem aZ 10-20% celkové DNA buriky.

13
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Obrdzek 1: Leishmania major. (a) amastigot; (b) promastigot. 1 — jadro, 2 — kinetoplast, 3 —
kinetozém, 4 — axonema, 5 — bicik (podle (3))

2.1.2 Leishmaniéza a pfenos na ¢lovéka

Incidence vyskytu ndkazy leishmaniemi je castd v zemich Jizni Ameriky
a Afriky. V roce 2014 bylo nahldSeno pfes 90 % ptfipadt viscerdlni podoby této
nemoci z Brazilie, Ethiopie, Indie, Somadlska, Jizniho Stdanu a Sadanu. Vétsina
koznich infekci je hlaSena z Afghanistanu, Algérie, Brazilie, [ranu, Pakistanu,

Satuidské Arabie, Syrie (4), viz Obrazek 2.
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Countries reported
Imported CL cases

Lebanon - 1033
Jordan - 103
Nepal - 28
ag- 13
Belgium - 12
Kuwait - 11

Russian Federaticn - 5
Armenia - 2
Finland - 2
Lithuania - 1
Bangladesh - 1

1

Naly -
Czech Republic - 1

Number of new CL cases
reported, 2013

Wl 5000

El 1000-49%9

B 100-899 [ No autochthonous cases reported
1 <100 [ Nodata

o [ Not appicable

Obrdzek 2: Vyskyt kozni formy leishmaniozy( podle (4))

Countries reported
imported VL cases

SaudiArabla - 8
Russlan Federation - 2

Number of new VL cases
reported, 2013

l -1000

B 500-999

B 100-490 [ No autochthonous cases reported & }
= <100 [ Nodata /
o [ Not appicabie

Obrazek 3: Vyskyt viscerdlni formy leishmaniozy ( podle (4))
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Jak bylo fec¢eno vySe, ndkaza timto prvokem muze mit rizné fenotypové

projevy a podle toho rozliSujeme leishmaniézu kozni, koZné - slizni¢ni a visceralni

v Vwv/

Kozni forma je zptisobena hlavné druhy L. braziliensis, L. mexicana, L. tropica
a L. major se vyznacuje koZnimi lézemi se zanétlivymi loZisky a infikovanymi
makrofagy, které po zhojeni zanechavaji jizvy. Nékdy je pozorovana diftizni forma,
kdy se léze rozsifi z ptivodniho mista ndkazy, avSak pfenos na vnitfni organy neni

pozorovan (2).

Kozné - slizni¢ni forma se vyvine jen u malé ¢asti (zhruba u 2%) pacientti, ktefi
byli infikovani L. braziliensis. Postihuje hlavné sliznice st a nosu, kde ptsobi
nekroticky na tkan a vede k jejich destrukci. Tato forma leishmaniozy
pravdépodobné vyrazné souvisi kromé druhu leishmdnie také s genetickym

pozadim hostitele (2).

. 7

Nejzavaznéjsi, viscerdlni forma nemoci, je zptlisobena druhy L. donovani,
L. chagasi a L. infantum (5). U infikovaného hostitele 1ze pozorovat horecku,
malatnost, hepatomegalii, splenomegalii a tyto pfiznaky jsou casto
doprovazeny anémii, hypergammaglobulinemii, snizenym poctem neutrofilti
a dalsimi pfidruZenymi infekcemi, které se podileji na vysoké mortalité této formy

nakazy (2).

Prenos na ¢lovéka se odehrava pomoci samic malého dvoukfidlého hmyzu rodu
Phlebotomus a Lutzomyia. Rezervoary vétsiny druhti leishmanii jsou psovité Selmy
a hlodavci (zoonoticka leishmanidza), pouze v malo pripadech muze dojit
k pfenosu z nakazeného <c¢lovéka na zdravého jedince (antroponoticka

leishmanidza) (2).
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Do clovéka se parazit dostane kousnutim hmyzem v podobé promastigota, coz
je infekéni stadium vyznacujici se protahlym ovalnym tvarem bunky s bic¢ikem,
které napada slozku imunitniho systému, tzv. profesionalni fagocyty - neutrofilni
granulocyty, monocyty a makrofagy. Dale mtize napadnout dendritické burnky
a fibroblasty. Nejvyznamnéjsi pro Zivotni cyklus parazita jsou vSak vySe zminéné
makrofagy, které promastigot nalezne pomoci specifickych receptort. V téle
hostitele se potom transformuje do stddia amastigota, ovalného az kulovitého
stadia s velkym jadrem a zfetelnym kinetoplastem, kde roste, namnoZi
se do takového poctu, Ze muze roztrhnout cytoplazmatickou membranu bunky
a dale mtize napadnout a infikovat dalsi buriky organismu. Makrofdg s amastigoty
se pfisatim hmyzu opét mtze dostat do jeho travici soustavy, kde se amastigoti

transformuji zpét do infekéniho promastigotniho stadia a jsou opét infekéni (2).

Dili se vestiedad o Komar nasaje krev (pfi tom 0 Prom&stigotijsou
0 Fdsti st¥eva a poté injikuje promastigoty do kie) fagocytovani

R makrofigy
migraji smérem e ; =
k hitanu ?ﬁ \

V makrofizich se promastigoti
transformuji v amastigoty
NG
o Amastigoti se transformuji v promastigoty
ve stfednd ddsti stieva

DO o
® 9P Amastigoti se v makrofizich
o \. N namnoZi, makrofigy prasknou
e Natré*;'em' ®g a amastigoti ji d§i bufiky
gara:'a;:ovanych 9 Komar nasaje krev (vietng
s makrofigh infikovangch
amastigoty)

hitp:/Avww.dpd.cdc.govidpdx

Obrizek 4: Zivotni cyklus Leishmanie (podle (6)).
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2.2 Mysi kmeny

S rozvojem sekvenacnich metod od druhé poloviny 19. stoleti bylo mozné
ziskavat presn€jsi informace o tsecich DNA nejriznéjsich organismu od bakterii az
po rostliny nebo savce véetné clovéka. ZjiStovanim presného poradi nukleotidii
v ramci genomu jednotlivych organismtt miiZeme ziskané informace mezi sebou
porovnavat, ¢imZ se zabyva obor komparativni genomika. Z etickych dévodi
nelze patofyziologii onemocnéni studovat pfimo na lidskych subjektech, ale diky
homologii lidského a mysiho genomu tyto mechanismy mutZeme studovat

na téchto modelovych organismech. Bylo dokonce prokdzano, Ze na arovni DNA

je clovék a primati evolucné blize hlodavciim nez savéim modeltim (7).

Shromazdovani a uklddani sekvenacnich dat a jejich vzajemné porovnavani
pomoci bioinformatickych algoritmi ndm umoziuje elektronicky pracovat
se sekvenci DNA daného organismu prostfednictvim volné dostupnych prohlizec

(MapViewer, Ensembl) (8).

Mus musculus, my$ laboratorni, byla pro tento vyzkum vybrana pro mnoho
vyhod viz tivod a také pro moznost pomoci vzajemného kfizeni vytvaret mysi linie
s urcitym potfebnym genotypem, jako jsou napfiklad inbredni, kongenni nebo
rekombinantni mysi kmeny, coZ ndam pomaha pfi zjistovani acinka uréitych asekii

DNA, neboli lokusti, na fenotyp nositele.

Vhodnym kfiZzenim bylo vyslechténo mnoZstvi inbrednich mysich kment, které
se pouzivaji v genetickych nebo imunologickych experimentech a dalsich oblastech
vyzkumu po celém svété. Jeden z nejznaméjSich inbrednich mySich kment
je C57BL/6, ktery byl vyslechtén roku 1921 americkym genetikem Clarencem
Cookem Littlem v harvardském vyzkumném utstavu. Tento mysi kmen je pouZzivan
casto v imunogenetickych laboratofich jako modelovy organizmus pro vyzkum

mnoha lidskych onemocnéni pro své vlastnosti jako snadny chov a moZznost
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pouziti tohoto kmene jako genetické pozadi k ziskdni kongennich mysich

kmenti (1).

2.2.1 Inbredni kmen

Jako inbredni mysi kmen oznacujeme linii ziskanou opakovanym pafenim
bratr x sestra odvozenym od jednoho ptvodniho paru. Prvnim kfizenim
dostaneme prvni filidlni generaci Fi, ktera je podle Mendelovych zakonii
uniformni, avSak pfi dalSim kfiZeni, to znamend od generace F., mtizeme dostat
potomky jak homozygotni, tak i heterozygotni. Postupné nartistda podil
homozygotnich jedinci a pokud dostatecné dlouho potomky vzijemné kiizime,
vznikly mysi kmen je homozygotni ve vSech sledovanych lokusech a jsou
geneticky identicti. Svoji genetickou podstatou bychom tudiz takovy kmen mohli
pfirovnat k monozygotnim dvojcatim (9). Je stanoveno, Ze kmen miiZeme

povazovat za inbredni pfi takovémto kfiZeni po dobu 20 generaci (10).

2.2.2 Kongenni kmen

Kongenni mysi kmen vznikd zkfiZenim jedinci rtznych vysoce inbrednich
kment, z nichZ jeden tvoii genetické pozadi budouciho kongenniho kmene (A)
a druhy (B) je donorem neboli ddrcem c¢asti genomu, ktery na toto pozadi vnasime.
Vétsinou se tak déje systémem jednoduchého zpétného (simple backcross) kiiZeni,
kdy F: generace obou inbrednich mysich kmenti je tvofena pouze heterozygoty,
tento heterozygot se zkiizi s rodi¢em A, jehoz genotyp chceme mit na genetickém
pozadi, a ze vzniklych potomkii opét vybereme vhodného heterozygota a kiizeni
opakujeme v dostate¢ném poctu (doporucuje se alesponi 10 kfiZzeni). Tento pocet
sediky pokrokiim molekuldrni biologie a vyuzitim mikrosatelitnich
marker(i (markery asistované selekce - marker assited breeding) snizil na tfi zpétna
kiizeni (11). Na zavér je provedeno vzajemné kiizeni heterozygott pro dany usek
genomu - intercross a proto v potomstvu mohou byt pro tento tsek i homozygoté

obojtho typu. Kfizenim homozygotniho paru s alelou ziskanou od kmene
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B ziskdme homozygotni inbredni kmen lisici se od ptivodnich kmenti timto
diferenciacnim segmentem na pozadi kmene A a oznacujeme ho A.BX, kdy
X oznacuje cislo chromozomu, kde se diferenciacni segment vyskytuje. Pokud
pozorujeme fenotypovou odliSnost ptivodniho kmene A a kongenniho kmene
A.BX, mliZeme usuzovat, Ze pravé v preneseném tseku genomu se vyskytuji geny

zodpovédné za tyto zmény (9).

Darce Prijemce

Rezidudlni

heterozygota,

Plné kongenni kmen

Obrizek 5: Produkce kongenniho kmene (9).

2.2.3 Konsomicky kmen

Konsomicky kmen je zvlastni druh kongenniho mysiho kmene, kdy

diferenciacni segment predstavuje cely chromosom.
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2.2.4 Rekombinantni inbredni kmen (RIS)

Rekombinantni inbredni kmen predstavuje model pro vazebnou analyzu gent
v genomu. Zkfizenim dvou inbrednich kmenti ziskdme generaci Fi, coz jsou
heterozygoti v plném rozsahu, jejichz dalsim zkfizenim dostaneme generaci F2,
u které dojde k segregaci rodicovskych alel a vloh pro sledované znaky. Z této
generace nahodné vybereme dva jedince, ktefi tvofi zaklad pro jednotlivé budouci
inbredni kmeny, které ziskdme klasickym inbrednim kfizenim bratr x sestra
po vice jak 20 generaci. Kazdy takovyto rekombinantni inbredni kmen se lisi

v kombinaci zdédénych parentdlnich alel (7).

Kazdy RI kmen je homozygotni ve vSech lokusech, ale obsahuje unikatni
kombinaci 50% geni od jednoho rodicovského kmene a 50% od druhého
rodicovského kmene. RI kmeny jsou dobrym ndastrojem pro identifikaci
chromozomalni pozice znak(i ovladanych jedinym genem. Pro analyzu QTL
(quantitative trait loci - lokusy kontrolujici kvantitativni znaky) by bylo nutno

pouzit sadu nékolika set RI kmenti (12).

2.2.5 Rekombinantni kongenni kmen (RCS)

Tyto kmeny byly vyvinuty pro usnadnéni mapovani QTL s nizkou penetranci.
RC kmeny jsou odvozeny od dvou naslednych zpétnych kfiZeni dvou inbrednich

kmenti — kmene darcovského a kmene, ktery vytvari genetické pozadi.

RC série vétsinou obsahuje okolo 20 kmenti, které jsou homozygotni
a obsahuji rtiznou ndhodnou malou ¢ast genomu darcovského kmene (12,5%)

na genetickém pozadi zdkladniho kmene (13).
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V tomto vyzkumu jsme pracovali s rekombinantnimi kongennimi kmeny
CcS/Dem odvozené z kment BALB/c a STS. Dvacet part mysi bylo kfizeno
systémem bratr x sestra po dobu 40 generaci. Kmeny obsahuji rtzné, ¢astecné
se prekryvajici sady gent pochdzejici z kmene STS na pozadi genti, pochéazejicich
z kmene BALB/c (zndzornéno cervenymi vysecemi ve Zlutych kruzich oznacujicich

celkovy genom kmene) (14), viz obrazek 6.

BALB/c STS
genotyp CC genotyp 38

X
BALB/c (BALB/c X 5T F1
genotyp C5
I r
. N2-1zBALB/c N2-2zBALB/c N2-20zBALB/C
e P i
M3-1fz MN3-1m N3-2f 2 HN3-2m N3-20f = M3-20m
4 -

Sére BALB/c-c-53TS/Dem CelDerm: 12,5% 5T8 + 37.5% BALB/

Obrdzek 6: Schéma ptipravy rekombinantnich kongennich kmenii série CcS/Dem.
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2.2.6 Transgenni kmeny

Existuji kmeny s umeéle vnesenou casti DNA, coZ jsou cizorodé nebo jinak
modifikované geny, které jsou vclenény do genomu organismu pomoci vektoru.
Tyto transgenni organismy potom slouZi k objasnéni funkci gend, k tvorbé riznych
produkti timto organismem nebo ke studiu dédi¢nych onemocnéni clovéka.
U mysi se vyuziva metod mikroinjekce DNA do oplozeného vajicka mysi nebo
do populaci embryondlnich kmenovych bunék ziskanych z casnych mysi

embryi (15).

2.2.7 Knock-out a knock-down modely

Tyto techniky jsou vyuzivdny u modelovych organismt mysi, rybicek, cervi
a rostlin. Déje se tak uplnym vyfazenim nebo utlumenim aktivity genu metodou
inzerce cizorodé DNA do useku genomu, kde se tento gen vyskytuje. Tato
inaktivace ndm pomadahd wurcit funkci daného genu pomoci pozorovanych
fenotypickych zmén u knock-out mutantniho organismu. Metoda se pouziva
ke studiu fyziologickych a imunologickych déji v savéim organismu s aplikaci
na ¢lovéka, jelikoZ genom clovéka a mysi jsou v nékterych castech analogické

a navzajem podobné (16).

2.2.8 Mysi kmeny pouzité v tomto vyzkumu

Spojitost mezi multigenné podminénou odpovédi mysiho modelu na nakazu
leishmanii a roli, kterou hraji ztéastnéné slozky imunitniho systému organizmu,
sledujeme na 20 zdmérné pripravenych rekombinantnich kongennich mysich
kmenech pojmenovanych CcS- a cislo daného kmene. Takto bylo pfipraveno
20 rekombinantnich kmenti, CcS-1-20, vychdzejicich z citlivého inbredniho kmene
BALB/c a rezistentntho kmene STS. Kazdy rekombinantni kmen ma svoji
specifickou, odliSnou a ndhodnou kombinaci téchto ptivodnich kmend, pfi¢emz

kazdy obsahuje 12.5 % genti z rezistentniho kmene STS na genetickém pozadi
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genomu BALB/c, ktery tvori zbylych 87,5 % genti, a soucasné v ramci vSech téchto

20 RC kment je pokryt cely genom STS z vice jak 95 % (17).

Tento model ndm ma slouzit k lepSimu pochopeni mechanismti imunitni
odpovédi na infekci parazitem, jelikoz ne vSechny jsou tplné objasnény. Zpocatku
se predpokladalo, Ze za citlivost ¢i rezistenci vici ndkaze zodpovida aktivace
rtiznych tfid T pomocnych lymfocyt(. Tyto bunky nesou na svém povrchu CD4
glykoprotein a tvofi cytokiny k aktivaci B lymfocyt(i, T cytotoxickych lymfocyti
nebo makrofagh. Rozsifeni ndkazy bylo asociovano s TH2 pomocnymi lymfocyty,
které tvori interleukin 4, kdeZto interferon y tvofeny TH1 lymfocyty se zdal
dtlezity pro odmitnuti nemoci a uzdraveni organismu. Postupné se zjistilo
zapojeni dalSich slozek imunitniho systému hostujictho organismu a soucinnost
mnoha daldich polymorfnich genti, které se ucastni této interakce organismu
a parazita a ovliviiuji mnoho faktori jako velikost koZnich 1ézi zptsobenych
parazitem, miru obtiZnosti proniknuti parazita do vnitfnich organt hostitele, jako
je slezina a jatra, a tim rozpoutdni systémové ndkazy nebo mnozstvi parazita

v téchto organech (18).

Jedinci jednotlivych kment série CcS vykazovali rliznou miru citlivosti
na ndkazu, néktefi dokonce ziskali uplnou rezistenci. Z téchto kmenti byly
k dalsimu kfiZeni vybrany kmeny CcS-5, ktery byl rezistentni, CcS-16, ktery
vykazoval citlivost a CcS-20, ktery byl na skale citlivosti pfiblizné uprostfed mezi
nimi. Mira citlivosti se zjiStovala biologickymi metodami, pfi kterych se srovnavaly
parametry jako velikost 1ézi, pocet paraziti v lymfatickych uzlindch a slezing,
hladina IgE a IFNYy v séru. Mapovanim pomoci F2 hybrida se z téchto proménnych
vyhodnocuji lokusy s kandidatnimi geny, které mohou mit zodpovédnost za tyto
fenotypové projevy a tyto geny se stavaji pfedmétem vyzkumu, kdy se jejich

funkce bud potvrdi nebo vyvrati (17).
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2.3 Laboratorni metody pouzivané v tomto vyzkumu

2.3.1 Izolace DNA

Pro vétSinu molekuldrné biologickych metod je potfeba vodny roztok DNA
zbaveny podilu bilkovin. Bilkoviny totiz mohou zménit pH roztoku nebo svoji
katalytickou aktivitou béhem analyzy dokonce zménit konformaci nukleové
kyseliny. Vazby proteinti a DNA dale méni také rozpustnost NK nebo miize dojit
k vychytani iontd z roztoku, které jsou dulezité pro provadéné enzymatické
reakce. Pfi izolaci se snazime zvolit takovy postup, abychom dosahli co nejvyssiho
vytéZku DNA o vysoké kvalité, to znamena, Ze neni prilis fragmentovana na mensi
¢asti, a zaroven abychom dosdhli vysoké Cistoty. Je nutné dbat na opatrnost
a vyvarovat se kontaminace pouzitim ochrannych laboratornich pomtcek, ¢istych
$picek a sterilnich nastroji. Nezanedbatelnym faktorem, ktery mtiZe znedistit
izolovanou DNA, je také aerosol vznikajici pfi centrifugaci. Spravné izolovana

DNA je stabilni a ve vhodném prostfedi vydrzi az n€kolik let (19).

DNA mitizeme izolovat z nejriiznéjSich typu tkani - ktiZe, vnitfnich organii nebo
tekutého materidlu. Pfi izolaci z celistvého kusu tkdné je potfeba tuto tkan
mechanicky zhomogenizovat pomoci homogenizatori. V zdsaditém prostfedi
lyzaéniho pufru (TRIS pufr s EDTA o pH 8 - 9) dochdzi v pfitomnosti detergentu
(SDS) ke zvySeni permeability bunécné membrany buniky a k uvolnéni
nukleoproteinovych komplexti, které se nasledné enzymaticky rozstépi, nejéastéji

pomoci proteinazy K (20).

Nejcastéji pouzivané metody v molekuldrné biologickych laboratofich je fenol-
chloroformova extrakce a nebo vysrazeni DNA po deproteinizaci pomoci soli nebo
nepolarniho  rozpoustédla -  alkoholu,  nejéastéji  ethanolu  nebo
isopropylalkoholu (19). Tato metoda je detailné popsana v kapitole 4 - Metodika

prace.
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e Fenol - chloroformova extrakce

Diky pfidani pufrovaného fenolu do lyzacni smési a nasledné centrifugaci
se DNA dostane do vodné faze smési, pficemz ostatni nepotfebné kompartmenty
jako bunécné membrany, proteiny, polysacharidy a lipidy ztistanou v organické
tazi a odpipetovanim vodné faze s DNA do smési s chloroformem se zbavime
zbytk fenolické faze z roztoku. Nasleduje precipitace a purifikace DNA pomoci
70% vodného roztoku ethanolu. Procedura trva nékolik hodin a mezi jeji vyhody
patii vysoka vytéZznost a Cistota nukleové kyseliny, ale nevyhoda spociva v pouziti
organickych rozpoustédel, coz zamezuje automatizaci a pouziti laminarnich boxti

s HEPA filtry a ohroZuje zdravi laboratorniho personalu (20).

e Extrakce pomoci NaOH

Extrakce pomoci NaOH je rychla a finan¢né nenaro¢na metoda, kdy produkt lze
okamzité vyuzit k PCR reakci, avSak ziskany vzorek neni uréen k dlouhodobému

skladovani a neni vhodny kviili nizsi kvalité a ¢istoté k narocénéjsim aplikacim (19).

e Méreni koncentrace a cistoty DNA

Koncentraci DNA  zjistujeme spektrofotometricky, pomoci pfistroje
nanospektrofotometru, na zakladé hodnoceni absorbance vzorku, kterym projde
paprsek laseru pristroje. Vychdzime z linedrni zavislosti koncentrace DNA
a absorbance meéfené v UV oblasti pfi 260 nm. Je nutné vSak prfihlédnout
k nukleotidovému zastoupeni méfené DNA, zvlasté u kratkych molekul, jelikoz

je absorbance zavisla na poméru bazi (19).
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Z naméfenych absorbanci pfi vinové délce 260 a 300 nm muzeme spocitat
i teoretickou cistotu izolované DNA. DNA ma diky bazim absorpéni maximum
pii 260 nm, proteiny oproti tomu pii 280 nm. Cistotu vzorku DNA spoéteme podle

rovnice

. (A260 — A300)

NK = ——
(Az80 — A300)

(Aso je absorbance optického pozadi)

Izolovana DNA vydrzi pfi vhodném skladovani velmi dlouhou dobu a nésledné
jil mizeme vyuzit pro dalsi enzymatické metody. DNA se nejcastéji uchovava
v prostfedi o teploté - 4 °C. Hluboké zmrazovani se nehodi pro molekuly DNA

delsi nez 20 kb, aby nedoslo k fragmentaci molekuly (21).

2.3.2 Polymerazova fetézova reakce (PCR)

Polymerazova fetézova reakce vyuziva vlastnosti chovani nukleovych kyselin
v opakujicich se cyklech stfidani teplot ve spolupraci s enzymem polymerazou,

ktera je schopna podle templatu DNA ohrani¢eného primery vytvofit fetézec novy.

Polymerdzy muzeme délit na termostabilni a termolabilni. K rozvoji
molekuldrné genetickych metod pfispélo objeveni termolabilni DNA polymerazy I,
ktera byla vyizolovana z bakterie Escherischia coli, a jejiz pocet se odhaduje v kazdé
bakterii az na nékolik set. Termolabilni polymerazy vsak nejsou pro reakci PCR
pouzitelné, proto se pro ucely PCR nejvice vyuziva termostabilni Tag polymeraza
izolovand z bakteridlntho kmene Thermus aquaticus zijictho v termdlnich
pramenech Yellowstoneského narodniho parku v USA, ktera ma tu vyhodu,
Ze nedenaturuje pfi vysokych teplotdch. Teplotni optimum této bakterie

je udavano na 72 °C, ale je schopna prezit i v teplotach okolo 95 °C. Pavodni kmen
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mél exonukledzovou aktivitu, tudiz byl schopny zpétné vystépit Spatné zafazeny
nukleotid, ale nyni se dd pro komerc¢ni tcely pouzit i geneticky modifikovana
Tag DNA polymerasa I, ktera tuto schopnost nema, coz zvySilo rychlost

polymeracni reakce (20).

Podstatou polymerazové fetézové reakce je pravidelné stfidani 30 - 40 cykldg,
béhem kterych dochdzi ke stfidani teplot. K tomu nam slouzi pfistroje
Thermocyclery, kde se da nastavit kolik cykli je pro nasi reakci nutno opakovat
ataké teploty jednotlivych kroki kazdého cyklu. Vyhodou thermocyclerti
je moznost rychle a pfesné meénit pozadovanou teplotu a po skonceni reakce

udrZet vzorek v chladicim rezimu, obvykle pfi 4 °C.

Kazdy cyklus PCR se sklada ze tfi kroki:

1. Denaturace: V prvnim kroku se vzorek DNA s PCR mixem zahfeje
na teplotu okolo 94 °C a dojde k poruSeni vodikovych mustki a denaturaci

dvousroubovice DNA.

2. Hybridizace: Ve druhém kroku poklesne teplota na 50 - 60 °C a pfi této
teploté nasednou primery na komplementdrni tiseky DNA. Tento proces se nazyva
annealing a je velmi dtlezité zvolit v tomto kroku spravnou teplotu, pokud by byla
teplota vysokd, primery by nenasedly na templatové vldkno v dostatecném
mnozsti a naopak pokud by byla moc nizka, primery by mohly nasednout
na nekomplementarni tseky a tudiz by doSlo ke zkresleni vysledku reakce
a ovlivnéni specifity metody. Tato teplota se da experimentalné urdcit, ale bézné

se da vypocist jako teplota tani Tm, kterd je charakteristicka pro pouzité primery:

Tm = (4% [G+C])+ (2x[4+T]°C

Pismena G, C, A, T v rovnici pfedstavuji pocet jednotlivych nukleotidi v

primeru. Po vypocteni Tm se pouzije redlnd teplota o 1 - 2 stupné nizsi.
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Z vyse uvedeného vyplyva, Ze je nutné pro jednu konkrétni metodu zvolit

vhodné primery, které by se navzajem prilis neliSily v Tm (22).

3. Polymerace: Tteti krok je charakterizovan zvysenim teploty na teplotu
okolo 72 - 74 °C, coz je teplotni optimum pro aktivitu polymerazy a ta syntetizuje
novy fetézec podle matrice, az je jeji aktivita ukoncéena dal$i zménou teploty

anovym cyklem.

Kroky denaturace - annealing - syntéza se opakuji a vysledek je exponencialni
nartist iseku DNA ohrani¢eného primery. Primery jsou sekvence nukleotida
dlouhé okolo 6 bazi, které jsou komplementdrni z obou stran k tiseku DNA, kterou
chceme namnozit. Primery musi byt soucasti PCR mixu, stejné jako dNTP -

deoxyribonukleotidy, které jsou pouzity k syntéze nového vldkna.

PCR metoda je hojné vyuZivand velmi citlivd metoda, ktera i z jedné molekuly

DNA dokdaze béhem 30 cyklt vytvofit az 130 milionti produktt (22).

2.3.3 Restrikce DNA

Restrikénich enzymi se vyuziva v fadé molekuldrné biologickych technik. Diky
nim miizeme fragmentovat izolovanou DNA genomu na kratsi tseky a ty pak
pouzit v metodach genetického inZenyrstvi pro pfipravu transgennich organismii
a genomovych knihoven nebo nechdme puisobit restrikéni mix na namnozeny tsek

DNA v ptfedchazejici PCR reakci ke zjisténi pfitomnosti polymorfismt genomu.

Restrikéni enzymy jsou enzymy izolované z bakterii, kterym slouzi jako obrana
pred cizorodou, zejména virovou DNA. Jejich vlastni DNA je chranéna pfed témito
uc¢inky methylaci nukleotidi v mistech rozpozndvanych témito enzymy.
Pojmenovani téchto enzymii odkazuje na nazev bakterie, z které byl enzym ziskan.
Prvni pismeno je totozné s prvnim pismenem rodu bakterie, dalsi dvé pismena

odkazuji na pocateéni pismena druhového jména. Dale mtize enzym specifikovat
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¢islo nebo pismeno na konci pojmenovani, které odkazuje na konkrétni bakterialni
kmen nebo sérotyp. V dnesni dobé je zndmo vice jak 3500 restrik¢nich enzymfi,
které jsou komercné pripravované a distribuované. VétSinou je takovyto enzym
dodan s prislusSnym pufrem, ktery obsahuje nezbytné soli a dalsi komponenty

pro spravnou funkci enzymu (23).

Restrikéni enzymy fadime do tfi tfid a pro molekuldrni biologii
je nejvyznamnéjsi typ II, ktery naseda na specifickou sekvenci DNA - rozpoznavaci
sekvenci a nejcastéji prerusi toto vldkno bud pfimo v tomto misté, nebo nékolik
bazi vzdaleném od této sekvence. Enzymy se stejnym rozpozndvacim mistem
se nazyvaji izoschizomery, mohou vsak mohou Stépit DNA v jiném misté nebo
se lisi citlivosti k methylaci (21). Rozpoznavaci sekvence je dlouhd 4 - 8 nukleotidt
a ¢asto ma charakter palindromu, kdy komplementarni fetézec ma v tomto tseku
potadi bazi zrcadlové obracené (19). Restriktazy stépi vlakno bud tak, Ze vzniknou
zarovnané - tupé konce molekuly, nebo prekryvajici se, asymetrické kohezivni

konce na 5' nebo 3' kondi retézce.

2.3.3.1 Restrikéni enzymy mtGiZzeme pouzit k zjistovani polymorfismu
genomu

V praxi se restrikénich metod vyuziva pro stanoveni polymorfismt v genomu
organismu. Tato metoda se nazyva RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), tedy délkovy polymorfismus restrikénich fragmentt.
Polymorfismy jsou variabilni oblasti genomu, které vznikly mutaci a mtiZeme
je nalézt u vice jak 1 % populace. Nejcastéji se jedna o jednobodové mutace, které
zptisobi zanik ¢ vytvoreni restrikéniho mista a tudiz zménu délky vystépené
oblasti genomu. Restrikéni mix pouZijeme v tomto pfipadé na predem
amplifikovanou DNA v misté, kde polymorfismus zkoumame, a nechdme ptisobit
dostatecné dlouho pfi inkubacni teploté, ktera je pro kazdy enzym specificka,
nejcastéji se pohybuje okolo 37 °C. Vysledek reakce zviditelnime pomoci

elektroforetické metody. Pfi RFLP metodé je tedy nutné znat cilovou sekvenci
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DNA, kterou chceme testovat a v jednom testovani jsme schopni stanovit

maximalné 1 - 2 polymorfismy na dany tsek (20).

Sledovani polymorfismt genomu je dutlezité, protoZe hledanim polymorfnich
useki DNA danych do souvislosti s fenotypem nositele ndm muze ukdzat,
zda je polymorfismus ve vazbé s genem podminujicim napfiklad projev nemoci,
pricemZ samotné polymorfni tseky casto lezi v nekddujici oblasti DNA. Testovani
genomu na polymorfni markery nam ve spojitosti s fenotypovymi zménami muze

dat dalezité informace o poloze kandidatnich gend, které za fenotyp zodpovidaji.

Nejvice zastoupenymi polymorfismy v genomu jsou SNP - single nucleotid
polymorphismus, kdy se sekvence DNA lisi pouze o jeden nukleotid. Tyto
polymorfismy jsou v populaci zastoupeny nejvice. Dalsim hojné zastoupenym
polymorfismem jsou tandemové repetice, kdy se nékolik nukleotid(i ve stejném
pofadi nékolikrat opakuje. U minisatelit se jedna o dva nukleotidy,
u mikrosatelitnich repetic je opakujici se tsek slozen z 3-6 nukleotidti. VNTR
(variable number of tandem repeats) je polymorfismus v poctu opakovani
minisatelitti, kdezto u mikrosatelitti pouzivdme pojmenovani STR - short tandem
repeats. Za mozny vznik takovychto oblasti povazujeme skluz DNA polymerazy
na tomto tseku béhem replikace DNA. Pokud zndme primery ohranicujici celou
tuto oblast, miizeme polymorfni usek mnozit pomoci PCR reakce
a elektroforeticky vyhodnotit produkty. Analyza mikrosatelitnich sekvenci
se vyuziva ve vazebnych a populacnich studiich nebo pro forenzni ucely. Tyto
sekvence ve srovnani s vyvojem jinych sekvenci maji vypovidajici hodnotu

pro posouzeni evolu¢niho vyvoje organismu (24).
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2.3.4 Elektroforéza NK

Elektroforéza je elektormigracni metoda, kterd ndm umoZni vyhodnottit
a identifikovat fragmenty DNA z pfedeslych enzymatickych metod popsanych
vySe. Zaklada se na odliSné rychlosti putovani r@izné velkych useki DNA
elektrickym polem skrz agarosovy nebo polyakrylamidovy gel a to na zakladé
jejich odliSné molekuldrni hmotnosti nebo konformaci molekuly. Diky zbytkiim
kyseliny fosforecné maji NK zaporny ndboj; bdze ndboj molekuly téméf
neovlivnuji, proto molekula DNA putuje ke kladné elektrodé - anodé. Pro docileni
co nejlepsich vysledkii miizeme ménit riizné parametry metody, jako je napéti
stejnosmérného elektrického proudu nebo hustotu gelu. Zalezi, kolika bazemi
selisi fragmenty, které chceme viditelné oddélit, zda je DNA jedno -
¢i dvouvladknova, roli také hraje teplota, mnozstvi vzorku v jamkach gelu a pH

pufru.

Agarosa je polysacharid ziskany z motfskych fas. Jejimi monomernimi
jednotkami jsou D-galaktosa a 3, 6-anhydro-L-galaktosa. Je komercné dostupna
v podobé bilého prasku, ktery se smichda s vhodnym pufrem. K tomuto ucelu
se pouziva nejcastéji TBE pufr, jehoz slozkami jsou TRIS, kyselina borita a EDTA,
nebo TPE pufr, ktery se sklddd z TRIS, kyseliny fosforecné a EDTA. Nejcastéjsi
koncentrace gelu se voli mez 1 - 4 % a pouzivaji se pro separaci fragmentti

o délkach 100 - 5000 parti bazi. Pro delsi fragmenty se voli méné koncentrované

gely (20).

Polyakrylamidové gely maji vyssi rozliSovaci citlivost, ale agarosové gely jsou
vyhodnéjsi pro snadnou piipravu, rychly prabéh separace a velky rozsah
separovanych fragmentd. Nékteré firmy vyrabi k rutinnimu pouziti pfedem
pripravené agarosové gely, tzv. precast agarose gels, které usetii cas, ale zaroven

na ukor financnich prostfedka (20).
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K oddéleni malych tsektt molekul NK slouzi modifikace klasické agarosové
elektroforézy, tzv. pulzni gelova elektroforéza (PFGE). Zde se v pravidelnych
intervalech méni intenzita a smér pulzi elektrického proudu, pfiéemz nukleové
kyseliny na tyto zmény reaguji zménou orientace pohybu. Tomuto procesu se fika
reorientace a reorientacni cas je ¢as nutny k jejimu uskuteénéni. Delsi molekuly
maji delsi reorientacni ¢as nez kratsi molekuly a proto se pohybuji gelem pomaleji
(21). Tato metoda je casové narocné&jsi nez klasickd elektroforéza, muze trvat

az nékolik hodin (20).

Pro vizualizaci NK v gelu se pouzivaji interkalacni barviva, kterd se vmezeti
do molekuly kyselin mezi nukleotidy pyrimidinového typu a jejich funkcéni
skupiny po aktivaci UV zafenim emituji fotony. Tyto barviva jsou soucasti gelu
a ptfidavaji se do pufru nalitého pres gel v separacni vané. Jednim z nejvice
uzivanych barviv je ethidiumbromid - EtBr, ktery ale pro svou mutagenitu byva
nahrazovan jinymi barvivy - DAPI, SYBR Green a dalsi (20). K vizualizaci mizeme
pouzit pfistroj transilumindtor, ktery ozaii gel paprsky v UV oblasti a obraz
zviditelnéné nukleové kyseliny se pfenese do pocitace, kde ho mtiizeme dale

upravovat a snimkovat.
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3 CIL PRACE

Cilem této prace bylo vhodnym kfiZzenim vytvofit nové rekombinantni kmeny
vychazejici z kment CcS/Dem s kratSimi tiseky genomu ptivodem od STS kmene.
U zastupct kmene 6354/ X] se jedna o oblast na distalnim konci 10. chromosomu
(Lmr5) a u kmene 6A/6UV bylo cilem odstranit cast STS genomu
na 17. chromosomu. Tyto Lmr lokusy je potfeba zkratit proto, abychom mohli lépe
identifikovat kandidatni geny, které zodpovidaji za parametry urcujici miru
citlivosti vtci ndkaze. Tohoto cile lze docilit zpétnym kfiZenim vhodnych
rekombinantnich jedinct s jedinci kmene BALB/c. Z jejich potomkti se vyberou
heterozygoti, které se dal kfizi s BALB/c a z této generace potomkil genotypizaci

zjiStujeme, zda byl ptivodni STS tisek genomu nahrazen tsekem ptivodu BALB/c.
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4 METODIKA

4.1 Izolace DNA

Izolace byla provedena podle (25) z tkdné mySich ocaskii.

TE pufr: 10 mM Tris-HCl (Tris(hydroxymethyl)aminomethan)(Serva, Heidelberg,
SRN)

0,1 mM EDTA (Serva, Heidelberg, SRN)

Lyzacni pufr: 200 mM NaCl (Lachema, Brno, CR)
100 mM Tris-base (Serva, Heidelberg, SRN)
5 mM EDTA (Serva, Heidelberg, SRN)
0,2% SDS (Sigma, St. Louis, Missouri, USA)

Do sterilnich mikrozkumavek typu eppendorf o objemu 1,5 ml napipetujeme
750 pl lyzaéniho pufru a priddme cerstvé rozmraZenou proteindzu K (Sigma,
St. Louis, Missouri, USA) tak, aby jeji vyslednd koncentrace byla 100 pg/ml
lyzaéniho pufru. Do lyzaéniho roztoku poté vlozime kousky mysiho ocasku
(asi 0,5 cm). Zkumavky inkubujeme pfes noc na tfepacce ve vodni lazni 55 °C

teplé.

Nasledujici den zlyzovanou smés centrifugujeme 1 hodinu pfi 4°C a 4000
otackach za minutu (centrifuga Centrifuge 5810 R, Eppendorf, SRN). Supernatant

prelijeme do nové mikrozkumavky, ve které je 750 pl izopropanolu. Vysrazenou
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DNA pfeneseme sterilni jednordzovou mikrobiologickou klickou do nové

mikrozkumavky a rozpustime v 500 pl TE pufru.

Pro pouZiti pfi PCR roztok DNA fedime na pfibliznou koncentraci 4 ng/ml tak,
Ze pipetujeme 12,5 pl koncentrovaného roztoku DNA do 500 pl sterilni TK H20

(voda pro tkanové kultury). Vzorky DNA uchovavame pfi 4 °C.

4.2 PCR reakce

Tuto metodiku pro radioaktivné neznacené primery muizZzeme pouzit, pokud

jsou produkty delsi nez 8 nukleotidti.
5x PCR pufr: 50 mM Tris-HCI (pH 8,4) (Serva, Heidelberg, SRN)
250 mM KCl1 (Lachema, Brno, Ceska republika)
7,5 mM MgCl: (Invitrogen, Brazilie)

4 1 mM dGTP, dATP, dTTP, dCTP (Sigma, St. Louis, Missouri,
USA)

PCR mix pfipravime tak, Ze do mikrozkumavky postupné pipetujeme tyto

chemikalie: 6,7 uM primer F (levy primer) (Generi Biotech, Hradec Kralové, CR)
6,7 uM primer R (pravy primer) (Generi Biotech, Hradec Krélové, CR)
5x PCR pufr
5 U/ul Red Taq polymeraza (Sigma - ALdrich, USA)

TK H20.
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Do jednotlivych jamek 96-ti jamkové desticky (Thermo Scientific, Velka
Britanie) pipetujeme vzdy 10 pl vzorku (zfedéné DNA) a 10 pl PCR mixu. Jamky
uzavieme vicky a vlozime do termalniho cykleru (PTC-220 DNA Engine Dyad
Peltier Thermal Cycler, M] Research, Walthan, USA). V ném probiha PCR podle

nasledujiciho schématu:

3 mim 940( poéateini denaturace
305 940( denaturace
40 cykhi 1 min 550C hybridizace
1 min 720C polymerace
1 mm 550C hybridizace
3 min 720C polvinerace
1 min 230C ukonéeni reakee

V ptipadé potreby (u nékterych primer(i) mizeme upravit teplotu hybridizace

v rozmezi 50-60 °C a koncentraci MgClz v rozmezi 1,5 - 3 mM.

4.3 Restrikce DNA

Ke spravnému priibéhu restrikce DNA je nutné nechat na vzorek ptisobit
restrikéni mix dostate¢né dlouhou dobu a mit vSechny slozky smési ve spravném
poméru. Restrikéni enzym je komeréné pfipravovany a dodavany s potfebnym

kultivaénim mediem, ktery tvofi vhodné prostiedi pro aktivitu enzymu.

Kjednomu vzorku pipetujeme: 0,5 pl restrikéniho enzymu

1,5 ul Cut Smart Buffer

Do jednotlivych jamek desticky (Thermo Scientific, Velka Britanie) pipetujeme
13 pl vzorku a 2 pl restrikénitho mixu. Restrikce probihd podobné jako

polymerdzova fetézova reakce v thermocycleru (PTC-220 DNA Engine Dyad
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Peltier Thermal Cycler, M] Research, Walthan, USA) pfi konstantni teploté 37 °C.
Doba nutna k probéhnuti reakce se lisi dle pouzitého enzymu a déle ovliviiuje
vysledek i stafi enzymu - ¢im pouZijeme starsi enzym, tim ho nechdme ptisobit
déle. Casy reakci se tudiz mohou lisit az fadové nékolika hodin - od 4 hodin

az po 18 hodin, kdy nechame restrikci probihat pres noc.

4.4 Elektroforéza na agardzovém gelu

Elektroforéza slouzi k rozdéleni produkt(i PCR podle jejich velikosti. K déleni

dochazi ve stejnosmérném elektrickém poli pfi priichodu poréznim gelem.
TBE: 90 mM Tris (Serva, Heidelberg, SRN)
90 mM HsBO:s (Serva, Heidelberg, SRN)
4 mM EDTA (Serva, Heidelberg, SRN), pH 8.3

Pripravime si 3% agarosovy gel (idealni pro rozliSeni délky fragmenti mezi
100 az 200 bp). Navazime 2,5 g agarosy MetaPhor (Cambrex Bio Science Rockland,
Inc., Rockland, USA) a 1,25 g agarosy Sigma (Sigma - Aldrich, USA). Agarosu
rozpustime ve 125 ml 0,5x TBE pufru a povafime nékolik minut v mikrovinné
troubé. Po c¢astecném vychlazeni pfidame 8 pl 1% roztoku EtBr (ethidium bromid;
Serva, Heidelberg, SRN). Gel nalijeme do formy a nechdme v klidu hodinu

polymerovat.

Gel ulozime do horizontdlni aparatury pro elektroforézu, zalijeme
0,5x koncentrovanym TBE pufrem tak, aby byl gel v pufru zcela ponofen,
apfiddme 75 pl 1% roztoku EtBr. Do jamek v gelu pipetujeme pfiblizné
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15 pl vzorku, do krajnich jamek pipetujeme 3 ul standardu 50 bp (DNA Ladder,
New England BioLabs, USA, koncentrace 80 pug/ml). Aparaturu pfipojime ke zdroji
stejnosmérného napéeti  Electrophoresis Power Supply 250Ex (GibcoBrl,
Gaithersburg, USA). Elektroforéza probihd pfi konstantnim napéti 150 V, doba
trvani je umérnd velikosti déleného produktu, nejcastéji mezi 30-60 minutami.

Vysledek elektroforézy zdokumentujeme pod UV svétlem vyfocenim kamerou

GeneGenius (Syngene, Cambridge, Velka Britanie).

4.5 Metodika genotypizace mySich alel SNP a mikrosatelitnimi
markery

Mezi jednotlivymi mys$imi kmeny existuje velkd variabilita v poctu a velikosti
repetitivnich sekvenci, prevazné v nekoddujicich oblastech. Toho lze s vyhodou
vyuzit pfi genetické typizaci mysi (26). Pro vyvoj novych rekombinantnich kment
bylo dtlezité zjistit, ktery tsek DNA je ptvodem BALB/c a ktery od STS,
na zékladé odliSnosti v polymorfnich oblastech genomu. Variabilitu mtiZeme
detekovat pomoci mikrosatelitnich markertt STR tsekdi, nebo restrikéni analyzou

SNP tsekil. Princip téchto metod naznacuji schémata nize.
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Genotyp AA

primer F
5 CACACACACACACACA 3
3 GTGTGTIGTIGTGTGTGT 5

primer B

Genotyp BB

primer F
5 CACACACA 3
3 GTGTGTGT 5

primer B
PCR
ELEKTROFOREZA
AN AB EE

Obrizek 7: Schéma principu genotypizace mysich alel mikrosatelitnim markerem

Schéma vySe popisuje situaci, kdy mikrosatelitnim markerem oznaéime z obou
stran usek STR genomu, amplifikujeme pomoci PCR a elektroforeticky

vyhodnotime produkty o rznych délkach.
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primer F
A —— - A 3
3 T 5
e
Genotyp BB
primer F
S s G 3
3 C 5
primer R
PCR
RESTRIKCE
Genotyp AA Genotyp BB
5 A 3 5 G 3
3 T 5 3 (.3 =1
e '
ELEKTROFOREZA
AA AB EB

Obrdzek 8: Schéma principu genotypizace mysich alel SNP markerem

U SNP primerti je situace podobnd, az na to, ze polymorfismus tvofi zaména
pouze jednoho nukleotidu. Pokud bychom po amplifikaci tohoto tseku provedli
elektroforézu, rozdil je tak nepatrny, Ze bychom produkty od sebe nemohli
spravné odlisit. Proto se provede restrikce restrikénim enzymem Stépicim v této
oblasti, kdy dostaneme produkty o takovych rozdilnych délkach, Ze je vysledek

mozny nasledné vyhodnotit elektroforézou.
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4.6 Metodika vyhleddavani vhodnych primeriti a restrikénich
enzymu

Abychom mohli dosdhnout relevantnich vysledkii polymerdzové fetézové
reakce a restrikénich metod, je nutné umét vyhledat spravné primery
pro ohraniceni tseku DNA o znamé sekvenci. K tomu slouzi fada program,

bez kterych bychom se v tomto tikkolu neobesli.

Nejdfive je nutné vyhledat polymorfismus na pozadovaném useku, tudiz
je tfeba srovnat dva genomy kment, se kterymi pracujeme - BALB/c a STS. K tomu
slouzi program IGV (interactive genomic viewer). Program sdm nabidne v daném
misté srovnani s vyznacenym polymorfismem. Od tohoto mista vezmeme okolo
250 nukleotidi z kazdé strany a vloZime tento poZadavek na strankach

http://www.ensemble.org pro ziskani presné nukleotidové sekvence tiseku.

Tuto sekvenci vlozime do http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast, kde
se podle sekvence nukleotidti vyhledaji vhodné primery. Nutné je dat pozor,
abychom méli nastaveny spravny organismus, u kterého primery hledame, tudiz
unas Mus musculus. Vhodné je, aby nukleotidova zdména leZela uprostied

primeru.

K dohleddni vhodného restrikéniho enzymu slouzi program NebCutter,
dostupny na http://nc2.neb.com/NEBcutter2/index.php. Zde vkladame usek
asi 10 nukleotidi okolo polymorfismu a jednopismennou zkratkou oznacime,

o jakou zaménu nukleotidu se jedna.

Program sam vyhledd vhodny restrikéni enzym, ktery stépi danou sekvenci.
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5 VYSLEDKY

5.1 Vysledky ktizeni kmene 6Ax6UV s BALB/c

Mys$i kmen 6Ax6UV jsme kiiZili s BALB/c za ucelem eliminovat tusek

na 17. chromosomu ptvodem od kmene STS. N4 generace tohoto kiiZeni ma

na 10. chromosomu v oblasti Lmr5 a na 17. chromosomu heterozygotni alely

(viz tabulka 1).

V tabulkdch 1-6 je genotyp BALB/c oznacen cislem 1, heterozygoty cislem

2 agenotyp STS cislem 3. MuzZské pohlavi je znaceno pismenem m a Zenské

pohlavi pismenem f.

Tabulka 1: Genotypizované markery a jejich poloha na chromosomu 10 a chromosomu 17

Chromosom 10

Chromosom 17

Nazev markeri rs36895546 | rs13450832 | rs29345306 | 10:125410474 | rs31479025 D17Mit3
Poloha na chromozomu (Mbp) | 127,65 | 12822 | 12838 12841 1286 68,14
Genotyp 1 2 2 2 2 2
Tabulka 2: Vysledky genotypizace N4 generace 6 Ax6UV kiizenych s BALB/c
Nazev markeru
Cislomysi | Pohlavi |rs13480832 |rs29345306 | 10:128410474 |rs31479025 D17Mit3
150-99187 m o 2
150-99188 | m 2 2 i
150-99159 m 1 1 1
g 150-99190 m 1 1 1
=
¥ |150-99191 f 2 2 2
?D 150-99192 f 1 1 1
Z | 150-99193 f 2 2 2
150-99194 f 2 2 2
150-99195 f 2 2 2
150-99505 f 2 2 2
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Z mysi N4 generace jsme vybrali pro dalsi kfiZeni samce 150 - 99188, protoze
ma na 17. chromosomu homozygotni genotyp BALB/c a zaroven heterozygotni

genotyp v useku Lmr5 a kfiZili jsme ho se dvéma samicemi BALB/c (tabulka 3).

Dale jsme z mysi N4 generace vybrali 2 samice (150-9193 a 150-99194), které
jsme zkrizili se samcem BALB/c (tabulka 4). Tato generace potomku

je pojmenovana N5. Takto jsme ziskali N5 generaci potomkii.

Tabulka 3: Vysledky genotypizace N5 generace samce 150 - 99188 x BALB/c

Nazev markeru
Cislo mysi Pohlavi | rs13480832 | rs29348306 | 10:128410474 | rs31479025 D17Mit3
150-99188 m 2 2 1
BALB/c f 1 1 1
g; BALB/c f 1 1 1
Tl
¥ |150-A3105 m 1 1 1
& | 150-A3106 f 1 1 1
% 150-A3107 f 1 1 1
150-A3465 m 1 1 1
150-A3466 | ¢ 2 2 1

Tabulka 4: Vysledky genotypizace N5 generace dvou samic 150-9193 a 150-99194 x BALB/c

Nazev markeru

C‘islomyéi Pohlavi 1513480832 | rs29348306 | 10:1258410474 | rs31479025 D17Mit3
150-99193 f
150-99194 f
BALB/c
150-A3883
150-A3554
150-A3885
150-A38806
150-A3887
150-A3888
150-A3889
150-A3890

N

N5 generace

barl (sl |- = -G = = = =

o IS SN ST SN (SR R B [
PN IN NN IR == N
o DA DS ST I (VSR RE B [
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Z obou generaci N5 jsme vybrali jednoho samce (150-A 3884) a samici (150-

A3466), ktefi byli homozygoti na 17. chromosomu a heterozygoti na Lmr5. Po jejich

kfizeni jsme ziskali N6 generaci, ve které se jiz podarilo identifikovat homozygotni

jedince STS ptivodu na tseku Lmr5 (tabulka 5).

Poté jsme vybrali vhodnou samici a samce stimto genotypem a krizili

je navzdjem jako inbredni k

fizeni (tabulka 6).

Tabulka 5: Vysledky genotypizace N6 generace

Nazev markeru

Cislomysi | Pohlavi |rs13480832 | rs29345306 | 10:125410474 | rs31479025 D17Mit3
150-A3884 m 2 2 1
150-A3466 f 2 2 1
o [150-A5514| 3 3 1
& |150-A5315 m 2 2 1
% 150-A5316 m 2 9 i
& |150-a5517|  m 2 5 1
Z [150-a5318 f 3 ;! i
150-A5319 f 2 2 f
150-A5320 f 3 3 1
Tabulka 6: Vysledky genotypizace inbredniho kfiZeni
Nazevmarkeru
Cislomysi | Pohlavi |rs13480832 |rs29348306 | 10:128410474 | rs31479025 D17Mit3
£ 2|150-A5314 m 3 3 1
g ¥
2 5[150-a5320 3 3 1

Vysledkem kfiZeni je rekombinantni kmen s pracovnim ndzvem A , jehoz

predpokladana délka tiseku ptivodu STS je 1,5 Mbp.
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9
9
1
9
5
»

Obrazek 9: Snimek elektroforézy fragmentit DNA vzorkii 99187 - 99805 za pouZiti markeru
D17Mit3.

Vysledek elektroforézy na obrazku 9 zndzornuje amplifikované tseky DNA
markerem D17Mit3, kdy pfi srovnani s kontrolnimi vzorky BALB/c a STS vSechny

vzorky reprezentuji heterozygoty kromé cisla 99188, které ma v tomto misté

BALB/c alelu.
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5.2 Vysledky kfizeni kmene 6354/X]

Tento kmen vychazi z CcS/Dem kmenti a na typizovanych markerech ma genom
STS puvodu. Tabulka 7 znazornuje pouzité markery tuseku Lmr5 s jejich polohou
na chromozomu 10 v Mbp. Postupnym kfiZzenim na BALB/c jsme ziskali jedince
150-99197, ktery obsahoval heterozygotni tiseky na okrajich a STS genom na dvou
testovanych markerech uprostfed ndmi sledovaného tiseku na chromosomu 10 (viz

tabulka 8), a opét zkfizili se samicemi BALB/c.

V tabulkdch 7-10 genotyp BALB/c oznacujeme ¢islem 1, heterozygoty cislem
2 a genotyp STS cislem 3. Muzské pohlavi je znaceno pismenem m a Zenské

pohlavi pismenem f.

Tabulka 7: Genotypizované markery kmene 6354/X] viseku Lmr5 chromozomu 10

Nazev markera 10:127329028 rs8259806 | rs368855406 rs134580832 10:125410474 rs31479025
Poloha v Mbp 127,33 127,36 127,65 128,22 128,41 1286
6354/X] 3 3 3 3 3 1

Tabulka 8: Vysedky genotypizace mysi ziskanych kfizenim 150-99197 x BALB/c

Nazev markeru
Cislomysi | Pohlavi | 10:127329028 | rs8259806 | rs36885546 | rs13450832 | 10:125410474 | rs31479025

150-99197 m 2 3 3 2 2 1

BALB/c f 1 1 1 1 1 1

BALB/c f 1 1 1 i 1 1
150-A1988 m 1 2 2 9.
150-A1989 f 1 2 2 2
150-A1990 f 1 2 2 2
150-A1991 f 1 2 2 2
150-A2737 m s 2 2 1
150-A273S m 2 2 2 1
150-A2739 m 1 2 2 2
150-A2740 | f 1 2 2 2
150-A2741 f 1 2 2 2
150-A2742 f 2 2 2 1
150-A2743 f 2 2 2 1
150-A2744 f 1L 2 2 2
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Z potomkt jsme vybrali jednoho samce a dvé samice, u kterych jsme

identifikovali

pomoci

markeru 10:127329028 homozygotni

alely BALB/c,

viz tabulka 9. VSichni potomci tohoto kfiZeni maji timto markerem potvrzeny

taktéz alely BALB/c. Potomky tohoto kfiZeni jsme genotypizovali markery

rs8259806 a 10:128410474, které jsou na koncich tohoto nami sledovaného tseku

chromosomu

a predpokladame, Ze v oblasti mezi témito markery je ptivod

genomu stejny, jelikoZ je v tomto misté velmi mald pravdépodobnost rekombinace.

Tabulka 9: Vysledky genotypizace mysi ziskanych kfizenim samce 150-1988 a dvou samic -

1502740 a 150A2741
Nazev markeru

Cislomysi P ohlavi 10:127329028 rs5259806 1536555546 1513450832 10125410474 rs31479025
150-A195S m 2 2
150-A2740 f 2 2
150-A2741 f 2 74
150-A4576 m 2 2
150-A4577 f 2 2

f 3 2
150-A4579 f 2 2
150-A4706 m 1 1
150-A4707 m 2 2
150-A4708 f 1 1
150-A4709 f 2 2
150-A4577 m 2 2
150-A4578 m 1 1
15084579 | m 3 3
150-A4550 f 2 2
150-A5305 m 2 2
150-A5306 m 3 3
150-A5307 f 2 2
150-A5308 £ ) 3
150-A5309 f 2 2
150-A5311 £ 1 1
150-A5312 f 3 &
150-A5313 f 3 2
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Z této generace potomkii jsme vybrali opét dvé samice a jednoho samce s
homozygotnim genotypem STS v poZadovaném useku (tabulka 10) a tyto mysi
jsou zdkladem pro novy rekombinantni kmen, kde jsme tisek o délce 0,5 Mbp

puvodu BALB/c nahradili genomem STS, viz Obrazek 11.

vvvvv

Nazev markeru

Cislomysi | Pohlavi | 10:127329028 | rs8259506 | rs36885546 | rs13480832 | 10:128410474 | rs31479025
150-A4879 | m 3 3
150-A4578 |  f 3 3
150-A5310 | f 3 3

VZORKY

10 11 12 13 1415 16, 17 18 19 20 21 22

e TR R —

Obrdzek 10: Snimek elektroforézy fragmentii DNA vzorkii za pouZziti markeru rs8259806 s
naslednou restrikci enzymem Alul.

Na obréazku 10 je zndzornén vysledek elektroforézy vzorkt po pouziti markeru
rs 8259806 a restrikci enzymem Alul. V predni ¢asti jsou kontrolni vzorky BALB/c
a STS, kde vidime rozdily v délkach restrikcnich fragmentt, podle kterych uré¢ime
vzorky 2, 3, 4, 7, 9-13 a 22 STS puvodu, 6 a 14-21 BALB/c pivodu a 1, 5, 8 jako

heterozygoty s obéma rodi¢ovskymi alelami.
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6 DISKUZE

Cilem mé prace bylo seznamit se s metodikami molekuldrné genetickych metod
pro vytvofeni rekombinantnich mysich kment vychdzejicich z CcS kment
nesoucich ve svém genomu useky DNA rezistentniho kmene STS na pozadi
genomu BALB/c, ktery je vnimavy k nakaze parazitem Leishmania. Mym tkolem
bylo spravnym pouzitim téchto metod ziskat mysi s kratSimi tseky STS genomu
dfive zmapovaného tseku Lmr5 na distdlni ¢asti chromozomu 10 a tim zpresnit
identifikaci kandidatnich genti, které byly dfive vyhodnoceny bioinformatickou

metodou.

V této praci jsem pouzivala hlavné SNP primery, kdy jsem casto dosahla
zietelnéjSich vysledkti na zakladé vétSich rozdilti délek restrikénich fragmentt
(viz Obrazek 10), nez tomu bylo u STR markeru D17Mit3 (viz Obrazek 9). DNA
fragmenty ptivodu BALB/c a STS namnoZené pomoci tohoto STR markeru se lisi
pouze o 6 nukleotid(i, coz je hrani¢ni rozdil zobrazovany klasickou elektroforézou
na agarosovém gelu. Nezdlezi také pouze na tomto rozdilu poctu bazi,
ale celkovych délkach amplifikovanych tsekt; ¢im kratsi je tato celkova délka, tim
je Citelnéjsi i maly vzdjemny rozdil mezi témito tseky. Dalsim d@ivodem k pouZiti
SNP markerti je to, Ze tyto jednobodové polymorfismy jsou v genomu castéji
zastoupeny nez useky kratkych tandemovych repetic (STR). Nevyhodou je,

Ze analyza pomoci SNP obsahuje jeden krok navic - $tépeni restrikénim enzymem

a je tedy drazsi.

U kmene 6Ax6UV byly pouzity konkrétni markery: rs29348306 a 10:128410474
na chromosomu 10 a D17Mit3 na chromosomu 17. Usek ptivodu STS v kmenu
6Ax6UV  bylo nutné eliminovat tak, aby vznikl inbredni kmen s tisekem DNA
na 17. chromosomu ptivodem BALB/c, ale pfitom Lmr5 na chromosomu 10 ziistal
ptivodem STS. Pro marker rs29348306 jsme pouzili pro restrikci enzym Alul,
pro marker 10:128410474 enzym Hhal. Marker D17Mit3 ohranicuje oblast kratké
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tandemové repetice, proto se elektroforeticky zviditelni amplifikovana ¢ast DNA
bez restrikce. Po vyhodnoceni produktii téchto reakci pomoci elektroforézy jsem
vybrala vhodné mysi pro dalsi kfizeni. Na obrazku 9 v kapitole Vysledky
je snimek elektroforézy vzorkt za pouziti markeru D17Mit3, kdy fragment BALB/c
je delsi a vytvari horni viditelnou carku v gelu, kdeZto alela ptivodem STS
postupuje gelem rychleji a tvofi dolni fragment. Vzorky jsou heterozygotni, nebot

u nich vidime obé alely, az na vzorek 99188, jehoz tisek je pivodem BALB/c.

Kmen 6354/X] jsem genotypizovala pomoci markerti 10:127329028, rs8259806,
rs36885546 a 10:128410474. Protoze to jsou SNP markery, nasledovala restrikce,
pricemz pro marker 10:127329028 jsem pouzila enzym Acil, pro marker rs8259806
enzym Alul dle metodiky v kapitole 4.3. Obrazek 10 v kapitole Vysledky
znazorniuje , jak metoda RFLP pomahd spravné urcit genotyp mysi, nebot rtizné
délky restrikénich fragmenti jsou dobfe vidét a lze je z gelu snadno odecist.
V predni casti jsou kontrolni vzorky kmentit BALB/c a STS, v ¢asti vzorkd hned

prvni vzorek reprezentuje heterozygota, ktery ma viditelné jak alely BALB/c, tak

i STS.
~ <

o & & o B & B 5 a8
we 3 gl & @ 2 8 2 o
Y © © SR © v e © ¥ O
r 2 & slgE € = 2 3 8 &
<8 3 eleE 2 g © 2 % 5
e 2 plkfp o @ b2 2 @
o B sl o 88 5 s
o © 9~ s o~ >~ © @ @ ©
S8 9 Spp & o 8 8 8 o
6AX6UV VvV VW V V VVVYV
6354/XJ vy VW VYyVv YVYVV

| A | YW V V
| B | vv vwvyy YVYVY

[
V BALB/c genotyp ¥ STSgenotyp V heterozygot

Obrizek 11: Znazornéni rekombinantnich kmenit A a B vzhledem k piivodnim kmeniim
6Ax6UV a 6354/X]
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Ziskané rekombinantni kmeny je mozné dal pouzit pro dalsi postup vedouci
k identifikaci kandidatnich gent, coZz je dtleZité pro objasnéni mechanismii

projevu nakazy timto patogenem.

Jak bylo fec¢eno v tvodu, viscerdlni forma projevii je smrtelna a pouzivané léky
maji znacné vedlejsi ucinky (27). Zhodnocenim dosaZenych vysledkt
a posouzenim ucinku kandidatnich gent Ize pfedpokladat lepsi pochopeni reakci
organismu hostitele a zapojeni imunitniho systému béhem nakazy. To by mohlo
pomoci k vyvoji lé¢ebnych postupli a pro zlepSeni prognozy pacienti s timto

onemocnénim.
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7 ZAVER

Byly vytvofeny dva rekombinantni kmeny s presné definovanym genotypem,
pricemZz oproti paivodnim kmentiim byly nékteré jejich tseky ptuvodem STS
nahrazeny useky s genotypem BALB/c. Za timto ucelem jsme pouzili v danych
oblastech mikrosatelitni a SNP markery pro metodu PCR, u SNP markera bylo
dale tfeba restrikénich enzymt, které danou jednonukleotidovou zaménu
rozpoznaji a amplifikovany tsek DNA nastépi specificky podle toho, zda usek
pochdzi z kmene STS nebo BALB/c. Produkty byly rozdéleny elektroforeticky
na agarosovém gelu a s prispénim EtBr zviditelnény a vyhodnoceny v pfistroji
transiluminatoru. Na zdkladé téchto vysledkt byly vybrany vhodné mysi pro dalsi

kfizeni za icelem dosazZeni cile vyzkumu.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AV CR = Akademie véd Ceské republiky
CcS/Dem = rekombinantni kongenni kmeny mysi pfipravené

kfizenim a Slechténim rodic¢ovskych kmenti BALB/c a

STS

CD - povrchové molekuly leukocytti (cluster of
differentiation)

cM - centimorgan

DAPI - Fluorescencni barvivo, které se vaze na oblasti DNA

bohaté na baze AT (4',6-Diamidine-2'-phenylindole

dihydrochloride)

DNA - Deoxyribonukleova kyselina

dNTP - Deoxyribonukleotidy

EDTA - Kyselina ethylendiamintetraoctova

EtBr - Ethidium bromid

f - Samice

F1 - Prvni filidlni generace

F2 - Druha4 filidlni generace kiiZeni

IFNYy - Interferon y

IgE - Imunoglobulin E

IGV - Integracni genomicky prohlize¢ (integrative genomic
viewer)

IL - Interleukin

Lmr - Leishmania major response

m - Samec

Mbp - Mega base pair

MgClz - Chlorid hofecnaty

NaCl - Chlorid sodny
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NaOH
PBS
PCR
PFGE
RCS
RFLP

RIS
RNA
SDS
SNP

STR

Tagq

TBE

TK H20

VNTR

QTL

Hydroxid sodny

Fosfatovy pufr (Phosphate Buffer Solution)
Polymerazova fetézova reakce

Pulzni gelova elektroforéza

Rekombinantni kongenni kmen
Polymorfismus délky restrikénich fragmentti
(Restriction Fragment Length Polymorphism)
Rekombinantni inbredni kmen

Ribonukleova kyselina

Sodium dodecylsulfat

Single nucleotid polymorphism - jednobodovy
polymorfismus

Polymorfismus kratkého opakujiciho se iseku DNA
(short tandem repeats)

Thermus aquaticus

Tris - borat - EDTA

Tkanova voda

Polymorfismus v poctu opakovani minisatelit(i
(variable number tandem repeats)

Quantitative trait loci - lokus kvantitativnach znaka
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