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ABSTRAKT

Sirsi ucel prace je najit a interpretovat polymorfismus v genech piirozené imunity skotu
vyuzitelny pro zvySeni odolnosti proti infekénim chorobam. Byla aplikovana metoda NGS
na platformé PacBio pro efektivni resekvenovani genu pro kliCcovy receptor piirozené
imunity TLR2 a dvou gent kodujicich slozky navazujiciho transkripéniho faktoru NF-kB. V
reprezentativni populaci 149 bykti plemene CESTR bylo nalezeno 22 polymorfismi v genu
NFKBI, z toho 5 novych, zatimco v genu NFKB2 bylo nalezeno 13 SNP, z toho 10 novych.
V genu TLR2 bylo nalezeno 21 SNP, z toho pouze 3 nové. Z 56 nalezenych polymorfismi je
6 nesynonymnich SNP, z toho jeden vede k zaméné R474G v produktu NF-kB1 a pét k
zaménam E63D, R152Q, 1211V, R563H, H665Q v proteinu TLR2. Popis haplotypt v
genech NFKBI a NFKB?2 usnadnil vyvoj individualnich genotypovacich reakei typu extenze
primeru. U TLR2 byl zjistén vysoky pocet haplotypl, a to jak ze sekvenci pfectenych
technologii PacBio, tak i nezévisle statistickou rekonstrukci. Rovnéz byly u TLR2 ureny
dva shluky haplotypt, coz lze vysvétlit diverzifikujici selekei €i genovou introgresi. Znalost
diverzity v populaci CESTR dovoluje provést asociaéni studie s fenotypovymi udaji o
zdravotnim stavu. Lokalizace ve funkénich doménéach dovoluje vymezit SNP s potencidlnim
uc¢inkem na infek¢ni rezistenci, coz je zejména H665Q v TIR oblasti TLR2. Znalost
diverzity otvird mozZnost prenosu Udaji o plemenné hodnoté jednotlivych variant z jinych

studii.
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ABSTRACT
The broader purpose of the work is to find and interpret polymorphism in the genes of

natural immunity of cattle to be used to improve disease resistance. The NGS method on the
PacBio platform was applied for the resequencing of the gene for the key receptor of innate
immunity TLR2 and two genes coding for the components of the downstream transcriptional
factor NF-«xB. In the population of 149 bulls of the Czech Simmental breed, 22
polymorphisms were found in the gene NFKBI (5 new), while in the NFKB2 gene 13 SNP
were found (10 new). 21 SNP were found in the 7LR2 gene (3 new). Of the 56 found
polymorphisms, 6 SNPs were nonsynonymous. One SNP leads to a change R474G in the
NFKBI product and five to changes E63D, R152Q, 1211V, R563H and H665Q in the
protein TLR2. Knowledge of the haplotypes facilitated the development of individual
genotyping reactions. In 7LR2, a high number of haplotypes was detected, both from the
PacBio reads and the statistical reconstruction. In addition, two clusters of haplotypes were
ditinguished in7LR2, possibly due to diversifying selection or introgression. The knowledge
of genetic diversity in the population allows for the planned association studies with health
data. Localization in functional domains allow to define the change with the greatest effect,
in particular H665Q in the TLR2 TIR domain. The knowledge of diversity also allows to use

the data on the value of individual variants from other studies.
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1 UVOD

Preventivni povaha rezisten¢niho Slechténi vice odpovidd soucasnym trendiim v chovu

hospodaiskych zvifet nez dodate¢na terapie.

Svét zaziva rychly rist vyroby a spotieby zivociSnych produktl a ocekava se, ze tento
trend bude pokracovat. TradiCni systémy zivo¢isné vyroby rozhodujicim zplsobem
prispivaji k zivobyti 70 procent chudych venkovskych obyvatel. Na druhé stran¢ dochazi k
tomu, ze velké podniky se sofistikovanymi a mezinarodné provozovanymi technologiemi
reaguji na rychly rist poptavky na trhu s masem, mlékem a vejci. Zivogisna vyroba nyni
zabira tietinu orné pudy, ktera je nyni ur¢ena k produkci krmiv, a soutézi s jinymi odvétvimi
o dal$i piidni a vodni zdroje, energii a praci. Vyvoj je navic ovlivnén zménami klimatu a
socioekonomickymi tlaky.

V dutsledku globalizace a zmény klimatu dochazi k bezprecedentnimu nartistu chorob
zvitat a zoon6z (chorob zvifat pienosnych na ¢lovéka), nastupu novych chorob a jejich
dal$imu S$ifeni. Nemoci postihujici hospodaiska zvifata mohou mit devastujici ucinky na
objem zeméd¢lské produkce, produktivitu a na obchod s zivymi zvifaty, masem a jinymi
zivoc¢isnymi produkty. Jsou mozné i disledky pro lidské zdravi, pficemz dopad muize byt
celosvétovy.

Mezi neddvnymi krizemi zptisobenymi chorobami zvitat sta¢i pfipomenout epizoototii
BSE (bovinni spongiformni encefalopatie) u ptezvykaveli (Donnelly et al. 1997) nebo
roz$ifeni slintavky a kulhavky na britskych ostrovech v r. 2001 (Woolhouse and Donaldson
2001). Preventivni opatieni si v poslednim ptipadé vyzadaly utraceni vice nez 10 miliont
kusti domaécich zvifat na britskych ostrovech, predevs§im skotu. Jako ekonomicky vyznamné
hrozby je tfeba uvést reprodukéni a respiracni syndrom prasat - PRRS (Miller et al., 2009) ¢i
aktualni novou verzi ptaci chiipky v r. 2017 (Adlhoch et al. 2018).

Dopady chorob hospodatskych zvitat pro mezinarodni spolecenstvi iniciuji uplatiovani
vhodnych opatifeni a programti v oblasti zdravi zvifat s cilem chranit vefejné zdravi a
bezpecnost potravin (http://www.fao.org/ag/againfo/themes/fr/animal_health.html). Za
vyznamny uspéch je tieba povazovat vymyceni virového piivodce dobytéiho moru, které je
vysledkem Usili FAO z r. 2011 (FAO/OIE, 2011). Po viru ¢ernych nestovic se jedna teprve o
druhy ptipad globalni a trvalé eradikace patogena z ptirodnich ohnisek.

Predpokladem pro dalsi uc¢inny postup proti infekénim chorobam hospodatskych druhti

je poznani mechanismil patogeneze a ucinku jednotlivych genti, které kontroluji rezistenci k
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témto chorobam. ,,Chceme-li dobfe porozumét funkci n¢jakého slozitého systému, musime
samoziejm¢ poznat pokud mozno detailné¢ vSechny jeho soucasti a vztahy mezi nimi.
Chceme-li opravit porouchané auto ¢i televizi, musime védét, kterd z mnoha soucéstek
mohla poruchu zpasobit. Ve slozitych biologickych systémech prozatim vétSinu
molekularnich komponent a jejich vzajemnych funkc¢nich vztahi nezname, ale piesto se s
vetsim ¢1 mensim uspéchem pokousime jim porozumét. (Hotejsi, 2004).

Studium imunitniho systému hospodaiskych zvitat je neoddélitelné od hlavniho proudu
imunologie a imunogenetiky, ktery se zabyva imunitnim systémem c¢loveka, laboratornich
modeli & evoluénimi aspekty. Rada poznatk ziskanych u modelovych druhéi nebo u
Clovéka je prenositelnd do imunologie veterinarni a pomaha pochopit, jak se odolnost
hospodarskych druhti formuje a jak se Ize pokusit o kontrolu infekci téchto zviftat.

Kromé¢ adaptivni imunity hraje dilezZitou roli 1 vrozena imunita, kterd tvofi, spolecné s
fyzikalnimi a chemickymi bariérami, prvni linii obrany organismu. Na rozdil od adaptivni
imunity neni v takové mife formovana vyvojem jedince, ale je vice determinovana
genetickymi faktory. Geny, které koduji jednotlivé ¢asti systému pfirozené imunity,
vykazuji pfirozenou variabilitu, stejné jako ostatni ¢asti genomu. Jednotlivé genové varianty
mohou mit odliSné funkéni vlastnosti. Pfedpoklada se, Ze zarukou funkce pfirozené imunity
na populacni urovni je jeji dostateCna pfirozend variabilita. Proto polymorfismus
genetickych faktori spojenych s vrozenou (pfirozenou) imunitou poskytuje redlnou moznost
pro zlepSeni zdravi zvifat.

Slechténi hospodaiskych druht zvifat zaméfené na infekéni odolnost by mélo brat ohled
na diverzitu téchto gend a cilené¢ vyuzivat jejich U¢innéjsi varianty. Pfirozenad (vrozena)
imunita vyuziva mj. receptory, které se podileji na rozpoznavani bakterialnich, virovych,
houbovych a parazitarnich struktur.

Necekany a z pohledu imunologie pozdni objev Toll-like receptorti (TLR), pfedstavuje
vyznamny prilom v pochopeni molekularnich interakci mezi hostitelem a patogenem. Tato
rodina receptord, pivodné nalezend u hmyzu v r. 1985 (Stein et al., 1991), je zndma
prakticky u vSech Zivo€isnych skupin a homologni geny jsou znamy i u rostlin (Zipfel et al.,
2004). TLR jsou transmembranové receptory exprimované vrozenymi imunitnimi buikami,
jako jsou monocyty-makrofdgy nebo dendritické bunky, spojené se signdlni drahou, ktera
vede k aktivaci nukledrniho transkripéniho faktoru NF-«xB. TLR mohou rozpoznat vysoce
konzervované molekularni struktury spojené s patogeny a pak iniciovat imunitni odpovéd’ a

systémovou zanétlivou odezvu (Huet et al., 2004).
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Vrozena imunitni odpovéd’ umoznuje hostiteli rozeznavat patogeny a spustit rychlou
zanétlivou odezvu, véetné tvorby cytokini a chemokinil, uvolnéni efektorovych molekul,
jako je NO. Probihd také interakce s adaptivni imunitni odpovédi. Porozuméni
molekuldrnim mechanismiim vrozené imunity se zrychlilo v poloviné devadesatych let 20.
stoleti, kdy bylo prokdzéano, Ze protein Toll z bananovych musek Drosophila je kriticky pro
obranu much proti houbovym infekcim (Lemaitre et al., 1996). Toto pozorovani otevielo
cestu pro nasledny popis podobnych proteinti, nazyvanych Toll-like (TLR), v bunkéach savct
1 prakticky vSech dalSich zivoc¢isnych taxont (Du et al., 2000).

V tomto kontextu byla prace zaméfena na variabilitu gent pro tzv. Toll-like receptory a
dvou genti kodujicich klicovou slozku Toll signalni drahy, transkripéni faktor NF-kB, u
jednoho z hlavnich plemen skotu (Bos taurus L).

Pro dokumentaci variability u genii vybranych pro diplomovou praci byla pouzita
sekvenacni metoda Next Generation Sequencing (NGS) pro detekovani polymorfismu,

zejména jednonukleotidovych zdmén (SNP), a nasledné specifické genotypovaci metody.
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2  LITERARNI PREHLED

2.1 Bos taurus
Bos taurus (tur domadci, skot) je zemédélsky vyznamnym zvifetem. V chudSich

oblastech pfevazné agrarnich zemi, naptiklad Africe, majetek jednotlivcl anebo rodiny se
odhaduje podle toho, kolik kust skotu vlastni, protoze tato zvifata hraji centrdlni roli
v ekonomické aktivité. Na druhé strané je faktem, Ze vyroba hovéziho masa a mléka skotu je
piekvapivé nejveétsim zpracovatelskym oborem i v primyslové rozvinutych zemich. Skot je i
dalezitym modelovym organismem pro zdravotni vyzkum v oblasti obezity, reprodukénich
chorob a infekénich nemoci. Skot se také pouZiva ve studiich v oborech endokrinologie a
fyziologie.

Genom skotu je uzite¢ny pro srovnavaci genomiku jako typicky zastupce placentalnich
savcl, ktefi nepatfi mezi primaty ¢i hlodavce. Velikost genomu skotu se odhaduje na 3000
Mb, které jsou uspotfddané do 29 pard autosomi a dvou pohlavnich chromosomi. Genom
obsahuje cca 30.000 geni, z toho asi 1000 genli ma vztah k infek¢ni odolnosti. Chromosomy

skotu jsou akrocentrické (obr. 1).
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Obr. 1. Karyotyp skotu podle Ashari et al. (2012)
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2.2 Prirozena imunita
2.2.1 Uloha pfirozené imunity

Obratlovci jsou neustale ohrozeni invazi mikroorganismu a vyvinuli systémy imunitni
obrany k odstranéni infek¢nich patogenti v téle. Imunitni systém savct se sklada ze dvou
vétvi: vrozené a ziskané imunity. Vrozena imunitni odpovéd’ neni zcela nespecificka, jak se
puvodné myslelo, ale je schopna rozliSovat mezi vlastnimi a nevlastnimi molekulami.
Vrozeny imunitni systém je prvni linie hostitelské obrany proti patogentim a je

zprostifedkovana fagocyty véetné makrofagi a dendritickych bunék (DC).

2.2.2 Receptory

Utinnost pfirozené imunity zalezi ve velké mife na patti¢né inicialni rekognici patogenti
a klicova uloha receptorii rozpoznavajicich struktury (pattern recognition receptors, PRRs)
je dobfe znama (Palsson-McDermott and O’Neill 2007). Vrozeny imunitni systém rozpozna
mikroorganismy prostiednictvim omezené¢ho poctu receptorti. Piedstavuji zakladni rozdil
oproti velkému repertoaru rekombinantnich receptorti, které vyuzivad systém adaptivni
imunity.

PRR maji n¢které spolené charakteristiky.

Za prvé, PRR rozpoznavaji mikrobidlni slozky oznacované jako molekularni vzory
asociované s patogeny (PAMPs, "pathogen-associated molecular patterns"). Tyto struktury
byvaji nezbytné pro pieZiti mikroorganismu a patogenitu. Z tohoto didvodu je pro
mikroorganismy obtizné je zménit a vyhnout se tak rozpoznani imunitnim systémem.

Za druh¢, PRRs jsou exprimovany v hostiteli a detekuji patogeny bez ohledu na jejich
fazi Zivotniho cyklu.

Za treti, PRRs jsou kodovany jiz v zarodecné linii. Nejsou vazany na urcité klony, jsou
exprimovany ve vSech bunikach daného typu a nezavisle na imunologické paméti. Rlizné
PRR reaguji s konkrétnimi PAMP, vykazuji charakteristické vzorce exprese, aktivuji
specifické signalizani drahy a vedou k riznym protipatogennim odpovédim. Zakladni
mechanismy vrozeného imunitniho rozpoznavani jsou vysoce konzervované mezi skupinami

eukaryot, od rostlin pfes hmyz k savcim.

2.2.3 Toll-like receptory
Dutlezitou skupinou PRRs jsou Toll-like receptory. Z celé skupiny PRR, Toll-like

receptory (TLR) jsou nejvice studovanou skupinou molekul, ktera je zodpovédna za detekci
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molekularnich vzort asociovanych s mikroorganismy (Akira et al., 2006). Tyto receptory se
ucastni jak spousténi pfirozené imunity, tak i regulace imunity adaptivni (Iwasaki a
Medzhitov, 2010).

Jednotlivé TLR rozpoznavaji a reaguji na rizné mikrobidlni molekuly a umoziuji tak
pfirozenému imunitnimu systému rozliSovat mezi skupinami patogent a indukovat vhodnou
kaskadu efektorovych odpovéedi. TLR jsou klasifikovany jako ¢lenové IL-1 receptor (IL-1R)
superrodiny na zakladé spolecné cytoplazmatické oblasti, kterd je znama jako Toll/IL-1R/R
gene region (TIR) doména. Zkratka domény zahrnuje Toll-like receptory, receptor pro
interleukin 1 (IL-1R) a rostlinné rezistencni (R) geny (Zipfel et al., 2004).

TLR jsou evoluéné konzervovany od Cerva Caenorhabditis elegans az po savce (Kawai
a Akira, 2010; Beutler, 2004). Gen Toll, zakladajici ¢len rodiny TLR, byl ptivodné
identifikovan jako genovy produkt nezbytny pro vyvoj embryondlni dorsoventralni polarity
u drozofily. Pozdéji bylo také prokdzano, Ze hraje diileZitou roli v protiplisnové reakci much
(Lemaitre et al., 1996).

Rodina Toll-like receptord (TLR) je zakladni rozpoznavaci a signaliza¢ni slozkou
hostitele v infekéni obrané savci. Nejméné 12 TLR, které byly klonovany u savci,
rozeznéavaji molekularni produkty ziskané ze vSech hlavnich tfid patogend.

Rodina lidskych TLR se sklad4 z deseti receptorii a ptisluSnych gent, které jsou kriticky
dilezité pro vrozenou imunitu. Jednotlivé TLR rozpoznavaji odlisny, ale omezeny repertoar
konzervovanych mikrobidlnich produktl; napiiklad dobfe charakterizované pary receptor-
ligand zahrnuji TLR4 a lipopolysacharid (LPS), TLRS a flagelin, TLR1, TLR2 a TLR6 v
kombinaci s lipoproteiny a TLR3, TLR7, TLR8 a TLRY s riznymi motivy nukleovych
kyselin. Souhrnné, kompletni rodina TLR umoznuje hostiteli detekovat infekce zplisobené
vétSinou typu (ne-li vS§emi) mikrobidlnich patogenii (Bell et al., 2003).

Zatimco v genomu drozofily bylo identifikovano devét ¢lenti genové rodiny proteinu
Toll (Valanne et al., 2011), pocet gend u obratlovcli se pohybuje v rozmezi od 10 do 17.
Konkrétné rodina 7LR obsahuje TLRI-10 skotu a TLRI-9 a 11-13 u mysi (Kaisho a Akira,
2006; Kawai a Akira, 2010). Pozice genii 7LR byla mapovana v genomu skotu pomoci
radiacniho hybridniho mapovani. McGuire a spoluautofi (2005) lokalizovali vSech deset
bovinnich 7LR genl na sedmi chromozomech. Pouze TLR1, TLR6 a TLRI10 tvoii cluster na
chromozoému 6 (Opsal et al., 2006), zatimco TLR7 a TLRS jsou umistény blizko sebe na
pohlavnim chromozému X spolecné s pseudogenem 7LR. Podobn¢ byly zmapovany geny

TLR prasat a ovci (Jann et al., 2009).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bell%20JK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14552836
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TLR jsou integralni membranové glykoproteiny typu 1. Maji charakteristické
extracelularni domény obsahujici rizny pocet opakovani bohatych na leucin (leucine-rich
repeats: LRR). Cytoplazmatické signalizaéni domény, které jsou homologni k interleukin 1
receptoru (II-1R), byly pojmenovany Toll/Il-1R oblasti (TIR) (Bowie a O'Neill, 2000). LRR
domény jsou slozeny z 19 — 25 tandemovych LRR motivi, z nichz kazdy obsahuje 24 — 29
aminokyselin. Ty tvofi motiv XLXXLXLXX, stejné jako ostatni konzervované
aminokyselinové zbytky tvoii XOXXOAXXXXFXXLX kde O je hydrofobni zbytek. Kazdy
LRR se sklddda z b vldkna a Sroubovice spojenych smyckami. Predpoklada se, ze LRR
doména TLR tvofi strukturu podkovy s vazbou ligandu na konkdvnim povrchu. Nicméné
trojrozmérnad struktura LRR motivit lidského TLR3 nabizi odlisSny model. Je
pravdépodobnéjsi, ze negativné nabitda dsRNA se vaze na vnéjSi (konvexni) povrch
extracelularni ¢asti proteinu TLR3 (Choe et al., 2005).

TLR2 tvoii heterodimery s TLR1 nebo TLR6. Tato schopnost ma za nasledek vznik
samostatnych fixacnich kapes, které usnadiuji rozpoznavani diacetyl- a triacetyllipopeptidi
z bakteridlnich bunécnych stén. Vazba mezi TLR2 a lipopeptidy je silnd, i kdyz je relativné
nespecifickd. Tato interakce probihd na trovni LRR9 az LRRI12, kde jsou hydrofobni
rezidua, estery mastnych kyselin a vnitini kapsa TLR2. Tato korespondence je dostacujici
pro indukci intracelularniho signalu fixovanymi diacetyllipopeptidy. Rozpoznavani
triacetyllipopeptidu molekulou TLR2 a heterodimerizace vyzZaduji interakci mezi C-koncem
acetyllipopeptidu a hydrofobnim kanalem PBA z TLRI1. U TLR6 tento hydrofobni kanal
blokuji dva fenylalaniny, které zabranuji pfipojeni tietiho acetylovaného lipopeptidu

(Schenk et al., 2009).

2.2.4 Regulace TLR
TLRs jsou exprimovany na ruznych imunitnich builkach vcetné makrofagi,

dendritickych bun¢k (DC), B bunék, na specifickych typech T bun€k a dokonce i na
neimunitnich bunikach, jako jsou fibroblasty a epitelidlni buniky. Exprese TLR neni
staciondrni, ale spiSe je modulovand v rychlé reakci na patogeny riznymi cytokiny a vlivy
vnéjsiho prostiedi.

Kromé toho, TLR mohou byt exprimovany extra-nebo intraceluldrné. Zatimco nékteré
TLR (TLRI, 2, 4, 5 a 6) jsou lokalizovany na povrchu bunék, jiné (TLR3, 7, 8 a 9) se
nachazeji témet vyhradné v intracelularnich oddé€lenich, jako jsou endosomy. Jejich ligandy,

hlavné¢ nukleové kyseliny, proto vyzaduji transport do endosomii pied signalizaci.
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Membrany a membrdnové proximdlni regiony jsou dilezit¢ pro bunécnou

kompartmentalizaci téchto receptora.

2.2.5 Toll signalni draha
Je tfeba uvést, ze proteiny NF-kB1 a NF-kB2 jsou zastoupen delsi a kratsi formou, ktera

se muze odstépit pii translaci. V ptipadé NF-xB1 to jsou p50 a p105, v ptipadé NF-kB2 p52
a pl00. Zatimco téZ§i proteiny vykondvaji tlohu specifickych inhibitort transkripce, mensi
proteiny se spojuji s proteinem c-Rel, pfipadné dalSimi Rel proteiny a tvoii tak samotné
transkripéni faktory. Kdyz heterodimery TLR2/TLR1 nebo TLR2/TLR6 rozeznaji své
agonisty, aktivuji dvé signaliza¢ni drahy, coZ vyusti v aktivaci heterodimeru P50/c-rel z
jaderného faktoru kB (NF-xB) (Kawai a Akira, 2010). Prvni signaliza¢ni drdha od Toll

receptord je MyD88 zavisla, zatimco druha draha vyzaduje povinné pritomnost Racl, PI3-K

a AKT (Arbibe et al., 2000).

Obr. 2. Zjednodusené schéma Toll signdlni drahy. B - bakteridlni bunka, PM -
plazmatickd membrana, PNM - jaderna membrana, LRR - opakovani bohata na leucin, TIR -
konzervovana vnitrobunéénd cast receptoru, MyD88, IRAK, TRAF6, IKK, IxkB -
komponenty signalni drahy.
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Variabilni extracelularni ¢asti TLR obsahuji rizné pocty opakovani bohatych na leucin
(Kaisho a Akira, 2006). Po setkani s mikroorganismem TLR spoustéji komplexni kaskadu
udélosti, které vedou k indukci souboru genli zanétlivé odpovédi. Vazba ligandu vede
k ptipojeni ("recruitment") nékolika molekul k receptorovému komplexu. Tyto molekuly
zahrnuji adaptorové molekuly obsahujici TIR doménu, jako jsou MyD88 (myeloid
differentiation primary response gene 88), TIR-domain-containing adapter/MyD88 adaptor-
like (TIRAP/Mal), TIR-domain-containing adaptor molecule 1/TIR-domain-containing
adaptor-inducing interferon f (TICAMI1/TRIF) a TRIF-related adaptor molecule (TRAM)
(obr. 2, 3). Dalsi zapojované molekuly zahrnuji IRAK ("IL-1R-associated kinases IRAK1, 2,
3 (M) a4")ataké TRAF6 ("Tumor necrosis factor (TNF) receptor-associated factor 6").

IRAK1 a TRAF6 poté disociuji a vazou jiny komplex (obr. 3), ktery sestava z TAKI
("TGF - transforming growth factor-B-activated kinase 1") a TABI, 2 a 3 ("TAK-1-binding
proteins 1, 2 and 3"). TAK1 potom aktivuje IkB ("inhibitor of NF-kB (nuclear factor kB)
kinase"). Aktivita tohoto komplexu je regulovana pomoci IKKy (rovnéz znamého jako
NEMO podle "NF-kB essential modulator"). Fosforylace IkB zprostfedkovana IKK vede
k jeho degradaci, kterd dovoluje NF-kB piemistit se do jadra a podnitit transkripci souboru
zan&tlivych gent véetné TNF, IL-1p a IL-6 (Misch a Hawn, 2008).

Toll signalizace smétujici k transkripénimu faktoru NF-kB vyuziva konzervovanou TIR
doménu. Ta zprostfedkuje interakci s TIR doménou-v molekule adaptéru MyD88 (myeloidni
diferenciacni faktor 88). Tuto molekulu jako kli¢ovy adaptér pouzivaji vSechny TLRs kromé
TLR3, ktery pro pfenos signalu vyuzivd adaptorovou molekulu TRIF (Werling a Jungi
2003). Vazba MyD88 na proximalni TIR doménu aktivovanych TLRs umoziuje dalsi
interakci s ptislusniky skupiny Il-1R asociovanych kinaz (IRAK) a naslednou aktivaci TNF
("tumour necrosis factor") receptoru 6. Tyto udalosti nasledné¢ vedou k aktivaci NF-xB
prostfednictvim kinazového komplexu IkB a — f — v (sloZky jsou rovné€Zz oznacovany jako
IKK1, IKK2 a NEMO), coz je kli¢ovy regulator cel¢ drahy.

TLR3 a TLR4 se zifejm& natolik evoluéné odchylily od dalS§ich TLR, Ze mohou
aktivovat genovou expresi a vyvolat antivirovou odpovéd v mechanizmu, ktery zahrnuje
koordinovanou aktivaci jak NF-«kB, tak i IRF-3. Pfiznakem MyD88 nezéavislé signalizace je
indukce drahy zrani dendritickych bun¢k a indukce interferonu typu 1 (IFN-) (Takeuchi et
Akira, 2010).

Dalsi molekulou, kterd interaguje s adaptérem MyD8S, je bilkovina Mal, oznaovana
také jako TIRAP (obr. 3). Je to bilkovina ptibuznd MyD88, kterd byla objevena na zaklade
jeji schopnosti zprostfedkovat TLR4 signalizaci. Mal/TIRAP ovliviioval LPS indukovanou
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tvorbu IFN-B in vitro, nicméné studie na mysSich s inaktivovanym Mal/TIRAP genem
ukazuje, ze Mal/TIRAP se podili na MyD88-dependentni NF-kB aktivaci po stimulaci LPS

a zapojeni TLR2 v zavislosti na ligandu.
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Obr. 3. Signaliza¢ni drahy TLR2, TLR3 a TLR4 (Takeuchi a Akira, 2010)

Tteti adaptérovy protein (kromé¢ MyD88 a TIRAP) pro Toll-like receptory je TRIF, tj.
TIR doménu obsahujici adaptér indukujici IFN-B. Alternativné je oznacovany jako TICAM-
1 (TIR obsahujici adaptérova molekula. TRIF komunikuje s TLR3 a zprostfedkovava TLR3-
zavislou indukci IFN-f pfes spolecnou NF-kB a IRF-3 aktivaci.

Exprese IRF-3 vede k indukci IFN-B a ISG-54/56. IRF-3 je aktivovan po fosforylaci na
shluku specifickych COOH-terminalnich serinovych zbytki, coz usnadniuje jeho dimerizaci
a interakci s koaktivatory CBP a P300. Aktivovany komplex IRF-3 se pak premisti do jadra,
kde reguluje ptepis cilovych genti.

IRF-7 je souvisejici regulator transkripce, ktery je exprimovan pievazné v lymfoidnich

buiikach a je nezbytny pro IFN-a genové exprese. Transkripce IRF-7 je vyvolana IFN a
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postranslacné aktivovana fosforylaci serinovych zbytkii na COOH konci. Né¢které z téchto
zbytkl jsou konzervovany a shodné s IRF-3. IKKe a TBK-1 (TANK vazici kindza) jsou
klicovymi reguldtory IRF-3 a IRF-7 pfi aktivaci drah v téch buikéch, které byly vystaveny
nekterym virim a/nebo aktivovany volnou dsRNA prostiednictvim TLR3. IKKe a TBK1
jsou také potiebné komponenty TRIF signalizacni drahy, ktera vede k aktivaci IRF-3.

Uloha IRF3 v LPS-indukované genové expresi IFN-B a v endotoxinovém Soku byla
demonstrovana ve studii na mysich s knockoutovanym genem. Nicmén¢ molekularni
mechanismy, které reguluji odezvu na LPS nezéavislou na MyD88, a to pifes TLR4 drahu k
IRF-3 a k NF-«B aktivaci nejsou zndmy dostatecné.

Ctvrta adaptérova molekula, rovnéz obsahujici TIR doménu, byla pojmenovana TRAM
(TRIF-souvisejici s adaptérem molekuly). TRAM, stejné jako vSechny adaptérové molekuly
obsahujici TIR domény, aktivuje NF-kB. Kromé toho TRAM, stejné jako TRIF, aktivuje
IRF-3 a IRF-7. Na rozdil od dalSich znamych adaptérovych molekul obsahujicich TIR
doménu se TRAM zdé byt omezen na drahu TLR4, ktera signalizuje podnét LPS. Na druhou
stranu TRIF hraje roli v obou drahéch, jak TLR3, tak i TLR4,které vedou k IRF fizené
genové expresi. Tyto vlastnosti naznacuji, ze adaptér TRAM se mohl vyvinout za ucelem
zprostiedkovani TLR4-specifickych signdlti. Ty potom vedou k profilu genové exprese,

ktery je odlisSny od profilu indukovanéhoTLR3.

2.2.6 Transkrip¢ni faktor NF-xB
Transkripéni faktor NF-«kB slouZi jako typicky ptiklad indukovatelnych transkripénich

faktori vice nez 20 let. Pocetné podnéty, které aktivuji NF-kB, a velky pocet jim
regulovanych genii (400 podle www.nf-kB.org) jsou pfi€inou, Ze tento transkripcni faktor je
stale predmétem intenzivniho vyzkumu (Hayden a Ghosh, 2008).

Signalni draha NF-xB hraje daleZitou tlohu v imunitnich zanétlivych odpovédich.
Nedavno bylo demonstrovano, ze se také ucastni antiapoptické odpovédi, a to jak v pribéhu
normalni diferenciace (zejména v hematopoetickém systému), tak i v kancerogenezi.

Proteiny NF-kB jsou transkripéni aktivatory, které jsou ptfitomné v buinice ve formé
dimerd. U savcl je znamo pét ¢lent této proteinové rodiny: p50, p52, c-rel, p65 (rovnéz
oznacovany relA) a relB. Komplexy transaktivatort, které se vyskytuji nejcastéji, jsou
heterodimery p50/p65 (které odpovidaji ptivodné popsané aktivit¢ NF-kB), ale existuji i
pocetné dal§i kombinace. Podjednotky p50 a p512 jsou syntetizované ve formé

cytoplazmatickych prekurzori, a to p105 a p100.


http://www.nf-kb.org/
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Signalizace k NF-kB sestava ze sady pozitivnich a negativnich regulacnich prvka (obr.
4). Ve své nejzakladnéjsi formé, signalni drdha se skldda z receptorti a z adaptorovych
molekul: komplex IKK s proteiny IkB a dimery NF- «B. Indukce podnétem spousti aktivaci
IKK, zahrnujici rovnéz fosforylaci, ubikvitinylaci a degradaci proteini IkB (obr. 5).
Uvolnéné dimery NF-kB jsou potom aktivovany prostifednictvim postranslacnich modifikaci
a jsou preneseny do jadra, kde se vazou na specifické sekvence a indukuji transkripci

cilovych gent.

Obr. 4. NF-kB signdlni draha. Jsou znazornény kroky po vazbé ligandu na receptor,
zapojeni proximalnich adaptorovych proteinii receptoru, a vétveni signalizace na IKK a

TRAF/RIP komplexy ¢i ptes TRAFs a NIK (podle Hayden a Ghosh, 2008).

V nepfitomnosti specifickych extracelularnich signalii jsou dimery NF-xB zadrZovany
v cytoplazmé v neaktivni formeé diky jejich interakci s molekulami z rodiny IeB. Tato rodina
proteinli zahrnuje pét ¢lend: IkBo, IkBp, IkBe, a prekurzory p105 a p100, které tudiZz maji
dvojitou funkci. Nésledkem raznych podnéti (jako cytokiny véetné TNFa, interleukin-1,
bakteridlni ¢i virové proteiny a rizné stresové signdly) jsou molekuly IxB fosforylovany
kinazovym komplexem. Ten se sklada ze tii jednotek: dvou katalytickych podjednotek
s aktivitou serin/threoninové kindzy (IKKo a IKKP) a zjedné regulacni podjednotky
NEMO/IKKYy. Tyto kroky fosforylace vedou k ubikvitinylaci IkB a nasledné k jejich



-22 -

degradaci proteasomem 26S. V diisledku toho je umoznén transport dimertit NF-kB do jadra,
kde se vazi na promotory svych cilovych genti.

Existuje vyznamné mnozstvi strukturnich informaci o NF-kB jak v neaktivni formé
vazané na IkB, tak i1 v aktivnim stavu vazby s DNA. Struktury NF-xB ve vazb¢ na mista kB
dovolily pochopit, jak Ig podobné domény, které zahrnuji doménu RHD, interaguji s DNA.
N-terminalni ¢ast Ig podobnych domén vnasi selektivitu pro ur€ité typy mist kB, zatimco
hydrofobni zbytky pfitomné na C. termindlni doméné poskytuji rozhrani pro dimerizaci
subjednotek NF-«xB.

V neaktivnim stavu jsou dimery NF-«kB spojeny s jednim ze tii proteind [kB: IkBa (NF-
KBIA), IxkBB (NF-KBIB) nebo IkBe (NF-KBIE), nebo s prekurzory proteintt p:100 (NF-
KB2) ¢i pl05 (NF-KBI1). Tyto proteiny IkBs udrzuji dimery NF-kB v cytoplazmé a maji
klicovou roli v indukci odpovédi. Jsou zndmy dva indukovatelné proteiny, IkB, Bcl-3
(BCL3) a IkBC (NF-KBZ), jejichz funkce spociva v inaktivaci NF-kB. VSechny proteiny
IxB se vyznacuji pfitomnosti mnoha ankyrinovych domén.

Nejvice studovanym c¢lenem rodiny je IkBa. Je rychle degradovan béhem aktivace
signdlni drahy NF-kB, cozZ vede k uvolnéni pocetnych dimerit NF-xB. Navic je heterodimer
p65/p50 jednim z prvnich cil IkBa. Aktudlni model spociva na tom, Ze IxBo udrzuje
dimery NF-kB v cytoplazmé a zabraniuje tak jejich translokaci do jadra a vazbé na DNA.

Degradace IxB indukuje rychle kroky signalizace, které jsou iniciované specifickou
fosforylaci téchto molekul aktivovanym IKK. Komplex IKK obsahuje dvé subjednotky silné
homologickych kindz, IKKo/IKK1 (CHUK) a IKKB/IKK2 (IKBKB), a také regulacni
podjednotku NEMO (NF-kB essential modulator)/IKK y (IKNKG). Obecné se nachazeji ve

form¢ heterodimerniho kindzového komplexu (Hayden a Ghosh, 2008).

2.2.7 Prirozena diverzita TLR a ¢leni signalni drahy
V pftipadech téch domestikovanych druhii, kde byla struktura TLR alespoil ¢aste¢né

charakterizovéana, byla vyuzita vyhoda plynouci z dobré homologie k mySim a lidskym
gentim a z pritomnosti pouze jednoho paralogu. To usnadiiuje navrh in silico specifickych
oligonukleotidovych primert pro polymerazovou fetézovou reakci (PCR) a identifikaci
produktu. Naptiklad u skotu byly pro sérii receptori rozpoznévajicich bakterie vSechny
exony sledovany pomoci 30 PCR produkt (White et al., 2003, Seabury et al., 2007, 2010) a
piiblizné stejny pocet byl potieba pro tzv. antivirovou sérii (Cargill a Womack, 2007).

Charakteristickd distribuce polymorfismti se zpravidla vyhyba vysoce konzervované TIR



_23 -

oblasti (obr. 5). Navic se jedna o oblast interagujici s n€kolika adaptérovymi molekulami,
takze pripadné strukturni odchylky jsou rychle eliminovany.

Rada praci se zabyvala diverzitou bovinniho TLR2, zejména ve vztahu k infekéni
imunité (napf. Bhaladhare et al., 2016; Bilgen et al., 2015; Iann et al., 2008; Juste et al.,
2018; Mucha et al., 2009). Na druhou stranu pro NFKBI a NFKB?2 prakticky neexistuji,
krom¢ databazovych udaji z plosnych resekvenaénich projektti, publikace, které by se jeich
diverzitou zabyvaly. V praci Chen et al. (2015) byly charakterizovany dva SNP v NFKBI a
jeden v NFKB2.

Obr. 5. Gen TLR4 a jeho produkt s vyznacenou distribuci mutaci (podle Novak, 2014)

2.3 NGS
Experimentalni postup se v ramci diplomové prace opiral o moderni a efektivni metodu

sekvenovani nové generace (NGS). Protoze se jedna o metodu, ktera je klicova nejenom v
ramci diplomové prace, ale i v celé moderni biologii, je jeji charakterizace zarazena do
literarniho ptehledu.

Od prvniho sekvenovani v roce 1970 (Ray Wu), Sangerovo sekvanovani (1974), Allan
Maxam Walter Gilbert (1977) bylo vynalozeno obrovské lidské, finan¢ni a technologické
usili, aby bylo mozné ziskat nastroje pro dnes$ni ucinngj$i a automatizované sekvenacni
metody oznadované jako NGS ("next generation sequencing"). Casné pokusy o sekvenaci
DNA byly tézkopadné. V roce 1968 Wu oznamil pouziti primera extenzni metody k urceni

12 bazi koheznich koncii bakteriofaga lambda. V roce 1973 Gilbert a Maxam oznamili 24
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baze vazebného mista laktozového represoru. Sekvenovani trvalo dva roky rychlosti jedna
baze mésicné.

Obor byl zménén v roce 1976 vyvojem dvou metod, které mohly dekddovat stovky bazi
za nckolik hodin. Ob¢ metody:-fetézovy terminacni postup vyvinuty Sangerem a
Coulsonem, a postup chemického Stépeni vyvinuty Maxamem a Gilbertem pouzité
vzdalenosti podél molekuly DNA od radioaktivni znacky na pozici obsazenou piisluSnou
bazi k urCeni poradi nukleotidi. Sangerova metoda zahrnovala Ctyii extenze znaceného
primeru DNA polymerazou, kazdou se stopovym mnozstvim termina¢niho nukleotidu
ukoncujiciho rist fetézce, k tvorbé fragmentd riznych délek. Gilbertova metoda vzala
terminalné¢ znacené DNA fragmenty a ve ctyfech rtiznych reakci pouzila chemikélie k
bazové-specifickému ¢astecnému  $tépeni. U obou metod byly velikosti fragment
pfitomnych v  jednotlivych  specifickych  reakci —méfeny elektroforézou na
polyakrylamidovém gelu, kterd umoznovala separaci fragmenti DNA podle velikosti s
rozliSenim jedné baze. Gely autoradiograficky tvofily obraz zebticku, ze kterého mohla byt
sekvence okamzité prectena.

Tyto metody se dostaly do okamzitého pouziti. Nahodné ("shotgun") sekvenovéni
klont a nasledné slozeni celkové sekvence na zakladé prekryvani-bylo navrzeno Stadenem v
r. 1979 Klonovaci vektory na bazi bakteriofdga M13 kolem r. 1980 pomohly skladat
genomy de novo, jako genom bakteriofdga lambda jiz v 1982. Do roku 1987 jiz
automatizované a na fluorescenci-zalozen¢ sekvenaéni pfistroje podle Sangera, které
vyvinuli Smith a Hood a aplikoval Applied Biosystems, mohly generovat kolem 1.000 bazi
za den. Sekvenacni data rostla exponencialné, pifiblizn€ podle Moorova zakona. Motivujici
bylo vytvofeni centralnich datovych uloziSt jako je GenBank, kde je mozné hledat
prostfednictvim vyhledavacich nastroju jako je BLAST. To vedlo ke zvySeni hodnoty kazdé
sekvence a vyvolalo ducha sdileni udajii. V roce 1982 bylo v GenBank uloZeno vice nez ptl
milionu bazi; v roce 1986 témét 10 000 000 bazi (statistiky GenBank a WGS; Shendure et
al., 2017).

Poptavka po rychlych, levnych a pfesnych datech sekvenovani DNA vedla k zrozeni a
dominanci nové generace technologii sekvenovani. Takzvana technologie sekvenovani
"pfisti generace" umoziluje rychlou generaci dat tim, Zze soub&zné pouziva ridznorodé
metodiky, které pfekondvaji omezeni metod sekvenovani podle Sangera pouZivanych k
sekvenovani prvnich lidskych genomti. Rozvoj NGS vedl k otevieni hranic pro dalsi
vyzkum genomiky. Pfinesl také zasadni odklon od Sangerova sekvenovani. Rychly vyvoj

sekvenacnich technologii navic zaplavil trh komeréné dostupnymi sekvenac¢nimi


http://www.nature.com/nature/journal/vaop/ncurrent/full/nature24286.html
http://www.nature.com/nature/journal/vaop/ncurrent/full/nature24286.html
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platformami, jejichz unikatni chemie a rozmanité aplikace stoji jako dalsi piekazka
omezujici potencial NGS.

V praci byla jako zdkladni metoda sekvenovani pouzita metoda CCS ("circular
consensus sequencing") firmy Pacific Biosciences. (Menlo Park, CA, USA). Technologie a

moznosti jsou popsany v praci Rhoads a Au (2015) a znazornény na obr. 6.

T
Polymerase Read: \ \ /
[ 1
Subreads: —
]

v

Circular Consensus Sequence (CCS) Read: m————— —

Obr. 6. Metoda sekvenovani CCS firmy Pacific Biosciences (https://www.pacb.com/)

Postup zahrnuje ptipravu knihovny typu SMRTbell ze vzorku DNA obohaceného pro
sledované sekvemce, sekvenovani na systému RSII ¢i novéjSim Sequel, a nasledné
bioinformatické zpracovani, tj. filtrovani sekvenci (readil) podle kvality, mapovani na
referencni sekvenci, hledani strukturnich variant, anotace variant a identifikace v databazi
nukleovych kyselin.

Metoda CCS byla pouzita na ¢teni produkti PCR v rdmci postupu cileného
resekvenovani ("targeted sequencing") vybranych genil s vyznamem pro pfirozenou imunitu.

Zékladni vyhodou technologie PacBio jsou dlouhé ptectené sekvence. V posledni verzi
se jedna az o 20 kb, nicméné prakticky limit je 5 kb. Dlouhé sekvence ptectené z jednoho
vlakna dovoluji urcovat ptimo haplotypy v rozmezi jednotlivych fragment. Na druhou
stranu nevyhodou metody PacBio je vysoka chybovost a nizké pokryti. V praci padla volba
na technologii PacBio, nebot’ znalost haplotypt, v nichz jsou mutace v populaci uspotfadany,
je dulezita pro Slechtitele. Navic znalost haplotypii v fadé pfipadii umoziiuje snizit pocet

nezbytnych genotypovacich reakei pti uréovani genotypu jednotlivych zvirat.
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3 CILE PRACE

Vytvoftit knihovnu genomické DNA ze sledované populace skotu jako vychodisko pro
dalsi postup.

Ptipravit postup pro resekvenovani vybranych gend pfirozené imunity skotu (NFKBI,
NFKB2 a TLR2).

Dokumentovat uplnou diverzitu ve vybranych imunitnich genech pro sledovanou
populaci skotu pomoci resekvenovani.

Interpretovat nalezené genové varianty a nalézt jejich uspotfddani do haplotypi na
zaklade vysledkt NGS.

Navrhnout a validovat genotypovaci reakce pro klicové varianty.

Nezavisle zjistit distribuci genovych variant ve sledované populaci pomoci
individudlnich genotypovacich reakci.

Interpretovat vysledky ve vztahu k infek¢ni odolnosti skotu.
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Izolace DNA
Pouzité vzorky DNA byly pfipraveny ze zmrazenych inseminacnich davek, ptipadné z

konzervovanych krevnich vzorkd. Pro komer¢ni pouziti a kryokonzervaci je sperma fedéno
tzv. fedidlem tvoficim izotonické a kryoprotektivni prostfedi. Inseminacni davka v kapilare
(pejeté) byla rychle rozmrazena pii 37 a dale prace probihala na ledu. Kapildra byla
orientovana vertikdln¢, zataveny konec byl odstfizen a obsah byl pfenesen do
mikrozkumavky 1,5 mL. Alikvéta o objemu 50 pL byl centrifugovana ve zkumavcee 1,5 mL
pti 8000 ot/min ve stolni centrifuze pfi 4 po dobu 5 minut. Sediment byl 1x promyt 100 pL
fosfatového fyziologického roztoku (PBS) s opakovanou centrifugaci. Lyze byla provadéna
po pfidani 225 pL lyza¢niho pufru ze soupravy MagSep (Eppendorf) pro tkané. Pouziti
vétsiho vychoziho objemu inseminacnich davek (az 100 pL) vedlo k vysoké viskozité
kone¢ného preparatu DNA, coz komplikovalo automatické pipetovani. Protoze pfi
programovaném pipetovani na stanici EpMotion chybi vizudlni kontrola, zména vlastnosti
preparatu vedla k chybam v pfenasenych objemech a zvySovala riziko kontaminace
sousednich vzorkl (podle rozmisténi na stojanku).

K vychozimu objemu vzorku byla také pfidana proteindza K ze soupravy MagSep v
objemu 25 pL a 22 pL 1 M dithiothreitolu (DTT) pro kone¢nou koncentraci 80 mM. Po
pocatecnim resuspendovani lyzacni smési vortexovanim po dobu 1 min byla smeés
inkubovéna pti 56°C po dobu nejméné 4 hodiny. Optimalni 1yze bylo dosazeno pii inkubaci
ptes noc (12 h), pfipadné 16 h s obcasnym vortexovanim po dobu né€kolika vtefin.

Lyzat byl centrifugovan pii 11.000 g a pfi pokojové teploté¢ po dobu 5 min. 225 pL
supernatantu bylo pfeneseno do 2 mL LoBind mikrozkumavek s kulatym dnem (Eppendorf)
a pouzito jako vychozi vzorek pro izolacni program MagSep - Tissue na stanici EpMotion.
Podstatou metody je, po lyzi bun¢k v lyza¢nim pufru v pfitomnosti protedzy K, oddéleni
DNA z roztoku na afinitnich feromagnetickych partikulich. Po tfikrat opakovaném
promyvani DNA vazané na Casticich je ziskdn Cisty preparat pomoci 30 - 100 pL elu¢niho
pufru. Jednotlivé pipetovaci, homogeniza¢ni a separacni kroky na pfistroji jsou plné
automatizované a tudiz vysoce reprodukovatelné. Vytézek izolace se pohyboval kolem 20
ng v celkovém objemu eluatu 100 pL.

Zasobni 1 M roztok dithiothreitolu (DTT) byl pfipraven rozpusSténim 1,545 g DTT v 10
mL H,0. Roztok byl zfiltrovan pies pfedbézné navlhceny sterilni nitrocelulézovy filtr s pory

0,2 uM pomoci injekéni stiikacky a skladovan v alikvotach pii -20°C.
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Pti izolaci DNA z krve se postup v prvnich krocich lisil. Krev z terénnich odbérti o
objemu ptiblizné 1,0 mL byla skladovana v mikrozkumavkach o objemu 1,5 mL pfti -20°C.
V tad¢ ptipadii byla krev srazend, proto byl zvolen postup, ktery dovoluje ziskat dostatecné
mnozstvi pouzitelné DNA 1 z takto znehodnocené krve. Vzorky byly zcentrifugovany pfti
2500 rpm po dobu 2 — 3 minut za Ucelem odstranéni kondenzatu a stop krve z vicka pred
otevienim a jako prevence vzajemné kontaminace vzorki. Nasledné bylo do vzorku pfidano
20 ul Na,EDTA o koncentraci 10 % jako antikoagulans.

Dale byl vzorek homogenizovan vortexovanim s inertnim materialem. Pro
homogenizaci srazené byc¢i krve byla testovana sklenénd balotina (jak jemn4, tak i hrubd) a
kfemicity pisek (Lachema, Brno). Pfidavané materialy byly autoklavované, aby nedoslo ke
kontaminaci cizi DNA. Jako abrazivum se nejlépe osvédcil kiemicity pisek.

Vzorek s EDTA a piskem byl rozmrazen na vodni 1azni a déle prace probihala na ledu.
Vzorky byly homogenizovany na vortexu nejdiive zbézn¢ a potom dikladné po dobu
nejméné 1 minuty. Pisek a necistoty byly odstranény centrifugaci pti ota¢kach 1500 — 2000
rpm po dobu 2 minut pii 4°C. Supernatant byl odebran a 200 ul bylo pouzito pro izolaci
DNA metodou MagSep - Blood na automatické pipetovaci stanici EpMotion. Vytézek
izolace se v tomto piipad¢ pohyboval kolem 1 pg v celkovém objemu 50 pL eluatu. I kdyz
se jedna asi o pétinovy vytézek v porovnani s vytézkem z nesraZzené krve, uvedené mnozstvi
postacuje pro provedeni cca 50 naslednych genotypovacich reakci.

Preparaty DNA byly dlouhodobé skladovany pti -20°C, kratkodobé (po dobu n¢kolika
tydnit) pii 4°C.

4.2 Kontrola vysledku izolace DNA
Pro ovéteni vytézku a kvality preparati DNA byla pouZzita metoda méfeni optické

absorbance v UV oblasti, flurescencni kvantifikace a gelova elektroforéza.

Pro urceni koncentrace a Cistoty preparatu DNA byl vzorek DNA nafedén 50 - 100 x
vodou do objemu nad 50 pL, pfenesen do mikrokyvety a absorbance byla stanovena pfii
ttech vlnovych délkach v UV oblasti na pfistroji Biophotometer (Eppendorf, Hamburk,
SRN). Koncentrace DNA v ng/uL byla urena vyndsobenim absorbance pii 260 nm
faktorem 50, kontaminace proteiny byla kontrolovdna podle absorbance pii 280 nm a
pfimés rozptylujicich necistot pii 230 nm. Pomér OD260/0D280 se optimalné¢ pohyboval
nad 1,8.
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Vyhodou fluorescencni metody pro stanoveni koncentrace DNA je vyssi citlivost a
detekce pouze samotné DNA, ocisténé od interference volnych nukleotidii a proteind.
Preparat byl fedén 100 x roztokem fluorescen¢niho barviva SybrGreen (Biotium, Fremont,
USA), které bylo piidano v poméru 1 : 2000 z dodavaného zasobniho roztoku do 10 mM
Tris pufru, pH = 8,3, s | mM EDTA. Kalibra¢ni fada obsahovala fedéni komercniho
standardu molekulovych vah DNA fragmentii GeneRuler 100 bp plus (Fermentas, Vilnius,
Litva). Po promichani a inkubaci 15 min v mikrotitraéni desti¢ce byl exponovan snimek
fluorescence v jednotlivych jamkéch s pouzitim excitace hornim modrym svétlem s
maximem pii A = 470 nm a emisniho filtru uréeného pro fluorescenci ethidium bromidu. Po
vyrovnani hodnot pixeld v oblasti jamek desticky v programu ImageJ 1.45s
(http://imagej.nih.gov/ij) byla hodnota pixeli ve stfedu jamky se vzorkem odectena a
pfepocitana na koncentraci DNA na zdkladé kalibracni kiivky. Metoda umoznuje urcovat
koncentrace DNA od 0,1 ng/uL.

Degradace izolované genomické DNA s hmotnosti fragmenti kolem 20 kb byla
testovana pomoci elektroforézy v agar6zovém gelu. Na 100 mL 0,6 % agar6zového gelu
(agar6za pro molekularni biologii Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) v pufru TBE bylo
pfidano 10 pL doddvaného zasobniho roztoku fluorescencniho barviva GelRed (Biotium,
Fremont, CA, USA). Na pfipravu jednoho gelu pro vysokorychlostni horizontalni
elektroforézu Liberty (Biokeystone Company, El Monte, CA, USA) bylo pouZito cca 120
mL agar6ozy. Po solidifikaci gelu byly elektrodové komory zaplnény piedchlazenym
pracovnim pufrem TBE, prostor nad gelem byl zaplnén vodou o teploté¢ 4°C a tloust'ce
vrstvy 3 cm. Uspotfadani omezuje prehiivani a dovoluje vyssi gradient napéti (celkoveé 200
V po dobu 30 min). 2 pL alikvoty DNA byly aplikovany v 6 uL 5 x fedéného nanaseciho
pufru (Fermentas). Jako standard byla pouzita smé&s restrikénich fragmentt faga lambda po
Stépeni restriktazou HindllIl s fragmenty 23130, 9416, 6557, 4361, 2322, 2027, 564 a 125 bp
anebo zebficek standardi GeneRuler 100bp+ (Fermentas). Gely byly dokumentovany
fluorescen¢ni kamerou Gbox Chemi XR Bio (Syngene, Frederick, US). Barvivo GelRed
dovoluje pouzit emisni filtr pro ethidium bromid, excita¢ni vlnova délka je variabilni od UV

po zelenou oblast.
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4.3 Standardizace preparati DNA
Protoze vzorky DNA byly na vystupu z automatu EpMotion ulozeny v

mikrocentrifugacnich zkumavkéch, bylo nezbytné provést preformatovani na 96 jamkové
miktrotitracni desti¢ky, které umoziuji dalsi vysokokapacitni zpracovani. Koncentrace byla
v knihovné genomické DNA nastavena na 20 ng/uL; to zajiStuje reprodukovatelnost reakci.
Spektrofotometricky urcené koncentrace DNA byly pouzity pro vypocet objemu vody a
DNA vzorku pro fedéni. Data byla importovana do pfistroje EpMotion ve formatu CSV. Byl
vytvofen puvodni program, ktery zajistil a) prevedeni kolekce vzorkli z formatu
mikrozkumavek na mikrotitraticni desti¢ku o 96 jamkach, b) normalizaci koncentraci, c)

soucasné¢ vytvoreni zalozni repliky desticky s knihovnou gDNA.

4.4 Amplifikace vybranych gentii pomoci PCR a navrh amplifika¢nich primeri
Amplifikac¢ni primery pro PCR (tab. 1) byly v ptipadé¢ TLR genl prevzaty z literatury

(White et al., 2003; Seabury et al., 2007). Jejich pouziti bylo dodatecné optimalizovano
(Novék et al., 2017, Novadk a Czernekovd, 2018a, b). Pouzité amplifikaéni reakce plné
pokryvaji veétsinu kédujicich oblasti gentl TLR.



Tab. 1. Amplifikacni primery pro vSechny bovinni TLR geny Konec fragmentu
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Antibakteridlni série
ATGCCTGACATCCTCTCAC AGAACCTTGATCTGAGGAG
TLRI [FJ147090 |1 1 196 1361 (1166 |1_1F |T 1 IR |GT 62/60
TGACCCAGGAAATGAAGTC CCGTGTTAATGTATTTCTG
TLR1 [FJ147090 |1 2 |992 2186 (1195 |1 2F [T 1 2R |CTG 62/60
TCCTGCTCCATATTCCTAC TGACTGTGTTTGACATCAT
TLR2 EU746465 2 1 |1 816 816 2 1F |G 2 1R |GG 62/60
CTCATTCATTTATGGCTGG GACCTGAACCAGGAGGAT
TLR2 |[EU746465 2 2 |556 1223 1668 |2 2F |C 22R |G 62/60
CGGAAGGAGCCTCTGACCA CATGGGTACAGTCATCAAA
TLR2 |[EU746465 2 3 |911 1726 (816 |2 3F |GGCT 2 3R |CTC 62/60
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AGTTTAACCCAGTGCCTTC TGGAGTCAATGATGTTGTC
TLR2 [EU746465 2. 4 2206 [2935 [730 |2 4F |C 2 4R |G 62/60
CCTACTGGGTGGAGAACCT ACCACCAGACCAAGACTG
TLR2 [EU746465 2.5 [2813 [3248 436 |2 5F |C 2 5R|AC 62/60
AC000135 CCAGGGTATTTTGTTATGG TGTTTGCAAATGAACCTAA
TLR4 |1 41 |3 657 661 |4 IF |CTGGAACAT 4 IR |CCA 62/60
AC000135 TCTTTGCTCGTCCCAGTAG AAGTGAATGAAAAGGAGA
TLR4 |1 42 14999 [5382 384 |4 2F |C 4 2R |CCTCA 62/60
AC000135 GGAGACCTAGATGACTGG AAGACAATGCGGATGTTGG
TLR4 |1 43 (7941 (9154 |1214 |4 3F |GTTG 43R T 62/60
AC000135 TTTCAAGGGGTGCTGTTCT TGCACACATCATTTGCTCA
TLR4 |.1 4.4 18924 (9596 673 |4 4F |C 4 4R |G 64/62
AC000135 GTCACTGTGCTCCTGGTGT CTATAGGGCTCGCGTACCA
TLR4 |1 45 (9684 g 737 |4 S5F |C 4 5R |C 64/62
TTTGGGAAACGGAGGATA
TLRS [EU006635 |5 1 |-3 638 642 |5 IF |AG 5 IR |GCACCTTTGAGGCTGTGA  [62/60
GCCTGCTTTTGATACTTTG AGGTGTCCGCTATGTTCTC
TLRS [EU006635 |5 2 |553  [1241 [689 |5 2F |G 52R |A 62/60
GGCAGATTAGAGGGGAAA CCATCAAAGAAGCAGGAA
TLRS [EU006635 |5 3 |1495 2036 |542 |5 3F |GA 53R |GA 58/56
EU004663 GAAACCAGCTCCTCTCTCC ATCTTTCTGCTGCTCCACA
TLRS |5 54 [3623 4195 |573 |5 4F [T 54R |C 62/60
GGAGCAGTTTCCACTTATC
TLRS [EU006635 |5 5 4536|5299 764 |5 5F |G 5 5k |[ATTCTCATGCCGGTTTCTTT [58/56
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ACTACCCATTGCTCACTTG CTATACTCCCAACCCAAGA

TLR6 |AJ618974 |6 1 (774 1573 800 |6 1F |C 6 2R |GC 62/60
GACACACGCTTTATACACA CACTGACACACCATCCTGA

TLR6 |AJ618974 |6 2 1300 |2144 845 |6 2F |TGC 6 3R |G 62/60

Antivirovd série

TLR3 |AJ812027 |T3/1 |576 1165 (590 |T3/1F |ATTAGGGACTGAGGGTTTT [T3/1R |CTCTGTTCTCCTTGTTGAAT |66/64
T G

TLR3 |AJ812027 |T3/2 (1106 [1785 (680 [T3/2F |GGTCTTTATTTGATCTGGT [T3/2R |GTTTGGGACATGGCGTCT |66/64
GCT

TLR3 |AJ812027 |T3/3 |1668 650 [T3/3F |TGTTAGTGTGTGTCTGCGT |T3/3R |GGGTGAGTGAAAAAGGAA |58/56
AAA AA

TLR3 |AJ812027 |T3/4 |from30 600 |T3/4F |AGCCATCAGGATCTCTTTC |T3/4R |CTCAGCGACTTCACTTTCA |[58/56

53 C C

TLR3 |AJ812027 |T3/5 250 |T3/5F |GTCGCCATTTCCTTCTCC T3/5R |CCACAAACTCTCCCCTTCC |58/56

TLR3 |AJ812027 [T3/6 2591 [700 |T3/6F |ATTGGAGGCAGGTTCTTCA |T3/6R |ATCTCATTGTGTTGGAGGT |66/64
C TC

TLR3 |AJ812027 |T3/7 |2543 700 |T3/7F |GTCAAAGTCTCCCTTGGTT |T3/7R |GCTGACAAGAAAAAGGTG [66/64
G GT

TLR3 |AJ812027 |T3/8 700 |T3/8F |GGGATGAAAAAGTGTCGA |T3/8R |GTCTGTGCTTTGGGATGTT [66/64
GT T

TLR3 |AJ812027 |T3/9 3587 600 |T3/9F TCAAAAGTAGCACGAAAT [T3/9R |AGTCTTGGCATCAAAAATG |66/64
GG G

TLR3 |AJ812027 |T3/10 (3518 4044 527 |T3/10F [TGCTATTTTGCTGTCCAGTT |T3/10R |GGACCCTCCACTTCTTTTTG |66/64

TLR3 |AJ812027 |T3/11 |3933 600 [T3/11F |[CCTTCACACATACTGCTTT |T3/11R TCCCGATACTCTTCTTCTTG |64/62
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GG G
TLR3 |AJ812027 |T3/12 650 |T3/12F [CCTATAACGGAGTAAACCT |T3/12R [CTGTGTAAAACCACGATAA [66/64
AACCT GCA
TLR3 |AJ812027 |T3/13 600 |T3/13F AGTTTCAGGTGATTAGCAA |T3/13R |[CTCAATCTTTCCCAGCATC |58/56
AGG A
TLR3 |AJ812027 |T3/14 600 |T3/14F [CTGTGCTGTATTGCTTCTCT |T3/14R |GTTTCCATCTGTCTTCTGCT |66/64
G CT
TLR3 |AJ812027 [T3/15 4382 1620 |T3/15F [TTCCTTCTCTCCTGCCTTCT |T3/15R |[CACTACTCAGCACCCACAT |(66/64
C
TLR3 |AJ812027 |T3/16 5014 |750 |T3/16F |GTCTGGGAGATCAGGGAA |T3/16R [CCACTGAAAGGAAAAATC |72/70
G GT
TLR3 |AJ812027 |T3/17 4902 |5537 (636 |T3/17F |GCTCTTTTTATGGGCTTTCC [T3/17R |CCTTCAGCAACTCGTCATT |64/62
T
TLR3 |AJ812027 |T3/18 5428 6004 |577 |T3/18F |CCTGAAAAATGTGGACTGC [T3/18R |GTATTGGGGCGGAGTGTT |66/64
T
TLR3 |AJ812027 [T3/19 |5947 6536 |590 [T3/19F |CCACACCAACATCTCTGAA [T3/19R |AAACTGGACACAGCCAAA |66/64
C TC
TLR3 |AJ812027 |T3/20 |6433 550 |T3/20F [CAAAAGGTAGGTGAACAC [T3/20R ATATGGGACGGGCAGTTT [66/64
TATGAC
TLR3 |AJ812027 |T3/21 7149 1600 |T3/21F |GTAGCCATTCCCTTCTCCA [T3/21R [CAGCCCAACGCTCTAAAAT |58/56
C
TLR3 |AJ812027 |T3/22 (7082 |7590 |509 |T3/22F |ACCTGGGTTTTAGTGACAA GCCTCAGTAACCTGTGTGT |66/64
G TC
TLR3 |AJ812027 |T3/23 |7404 |7673 400 |T3/23F | GTCCAGAAATTCAGCACAT |T3/23R |AGGTGTACGTTTTACCCTT |64/62
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T TCA
TLR7 |DQ333225 T7/1 275 700 |T7/1F |CCCAATGTGTAGGGAAAAT |T7/1R |CACAGGGCAGAGTTTTAGG |64/62
G A
TLR7 |DQ333225 [T7/2 |164 1014 (851 |T7/2F |TTTCAGGTGTTTCCAATGT [T7/2R |GGATCAATCTGTAGGGGAG |66/64
G AAT
TLR7 |DQ333225 |T7/3 |939 1830 (892 |T7/3F |GAAATTGCCCTCGTTGTT |T7/3R |AGCCGATTGTTAGAGAAGT |66/64
CC
TLR7 |DQ333225 |T7/4 (1743 |2564 (822 [T7/4F |CAGGAAATAGCATTAGCCA [T7/4R |TAACCCACCAGACAAACCA |66/64
GA C
TLR7 |DQ333225 |T7/5 2471 |3341 871 [T7/5F |CCAGAAAACGTCCTCAACA [T7/5R |AGTCACATTCGGCAAAGAA |66/64
A G
TLR7 |DQ333225 [T7/6 (3217 750 |T7/6F |AACAAACCCACAGGCTCAC [T7/6R |CAGGAGAGAAAGAGCAAG [66/64
GA
TLRS |GU936183 T8/1 193 |194 |T8/1F |GCGTTTCCTTGAGTTATGC |T8/1R |[CTTCCGTCACATCTTTGTCC |66/64
T
TLRS |GU936183 [T8/2 130 788 1659 |T8/2F |GCAGAATGTAATGGTCGTC |T8/2R |CAAGGTACACAGGGAAAT |66/64
G GG
TLRS |GU936183 [T8/3 |739 1339 1601 |T8/3F |AGTGGAAACTGCCCGAGA |T8/3R |GCTTCAGGATGTGACTTTG |66/64
G
TLRS |GU936183 |T8/4 1263  |1854 [592 |T8/4F |CAGAATATCACCCTTGGTC |T8/4R |AGCATTCCACAGAAGGTCA (66/64
AG A
TLRS |GU936183 |T8/5 [1697 2321 |625 |T8/5F |TAACGCACCGTCTAGGATT |T8/5R |[TCTCCGAAGTCACAGGTAC |66/64
T AG
TLRS |GU936183 |T8/6 2271  |2796 [526 |[T8/6F |[TGTTTTGGAACTAGGGGGT |T8/6R |CTTGCTTTGGTTGATGCTCT |58/56
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AA

TLRS |GU936183 [T8/7 |2688 650 |T8/7F |CCTGGAAGAGAGTGAGGA [T8/7R |GGCTCTGAAGTGGATGCTA [66/64
CA A

TLRY |AJ509824 |T9/1 120 (1100 |T9/IF |GTTTGTGCTCTGATGGTGC [T9/1R |[CCCCTTCCTCTTTCTACTCC |66/64
T

TLRY |AJ509824 [T9/2 |12 425 414 [T92F |CTTCACCTCTCCCCAGACT [T92R |CCGTGTTTCTCTCCATCACT |58/56
T

TLR9 |AJ509824 |T9/3 |237 802 |566 |T9/3F |TTCTCACTTCCTCTGATCTC |T9/3R |TGCCTAGCTCTTTCATGCTC |58/56
T

TLRY |AJ509824 [T9/4 (731 1236 |506 |T9/4F |ATTCGTTCTGACCCACAGC |T9/4R |[TTCTCTCTCCAGTGCCCATC |66/64
A

TLRY |AJ509824 |T9/5 (1121 |1619 499 |T9/5F |AGATTGCAGGTCTCAGGAT [T9/5R |ACAGGTGGACGAAGTCAG |64/62
G AG

TLRY |AJ509824 |T9/6 (1557 |2274 (718 |[T9/6F |CCAGCCTCTCCTTAATCTC [T9/6R |CGGAACCAATCTTTCTCTA |58/56
C GTT

TLRY |AJ509824 |T9/7 2189 |2839 (651 [T9/7F |CCTGACACCTTCAGTCACC [T9/7R |GCGGGTAAACATCTCTTGC |64/62
T T

TLRY |AJ509824 |T9/8 |2740 3285 |546 |T9/8F |CGTCAGCTCAAAGGACTTC |T9/8R |AGGGTGTGCAGATGGTTCT |66/64
A C

TLR9 |AJ509824 |T9/9 |3203 3632 430 [T9/9F |GGGAGACCTCTATCTCTGC |T9/9R |CGCTCACGTCTAGGATTTT |64/62
TTT C

TLRY |AJ509824 |T9/10 |3582 4419 |838 |T9/10F |CCTCCTGGTTCGGTTCCTTA |T9/10R |[CGGTTATAGAAGTGACGGT |66/64

TG
TLRI EU006653 |T10/1 787 813  |T10/1F |[CTGAGGTGAACCAGTGATA [T10/1R [ATCGTCCCAGGATAAGTCA |66/64
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0 AAA A

TLRI |EU006653 T10/2 564 1331 |768 |T10/2F [TGCCCATCTTAAACACAAC |T10/2R [ACCCAAAAACAGAATCAG |64/62
0 A CA

TLRI EU006653 |T10/3 |1194 1816 [623 |T10/3F |[CCAGCAACACATCCCTGA |T10/3R |AAAGTGGAGGCAGCAGAA |(66/64
0 G

TLRI |EU006653 [T10/4 (1760 |2414 (655 |T10/4F |ATTGTGGTTGTCATGCTCG [T10/4R |AACCTCCAAACCCTTCATT |66/64
0 T C

TLR1 [EU006653 |T10/5 |2347 3094 [748 |T10/5F [TTTATTAGACACCAGAGGG |T10/5R |GCGGATTCTTTGTGATTGA |66/64
0 ACA G

TLRI |EU006653 [T10/6 3035 868 |T10/6F TATTGTTGGCTGCACTGAG [T10/6R |AGACGTGTGTTCTGGGAAA [66/64
0 A G




Pivodni primery byly navrzeny pro geny NFKBI a NFKB2. Navrhu pfedchazelo urceni
hranic exonii na zakladé¢ porovnani sekvenci gDNA a mRNA pomoci algoritmu
CLUSTALW v programu BioEdit (Larkin et al., 2007). Algoritmus spolehlivé urcoval
rozsah intront pii penalizaci 3 pro mezeru a extenzi mezery.

Primery byly navrhovany tak, aby PCR fragmenty odpovidaly jednotlivym exontm.
Kompatibilita dvojic primert byla zjistovana on line vypoftem na serveru Primer3web
(primer3.ut.ee) a OligoAnalyzer 3.1 (www.idtdna.com/calc/analyze). Primery byly
testovany na blizkost % GC u dvojic primerit a na shodu teploty denaturace (Ty,). Byla
provéfovana moznost tvorby vlasenkovych struktur, tvorby vlastnich dimerii a moznost
hybridizace s reversnim primerem.

Odsolené a lyofilizované primery syntetizované na zakazku (Eurofins Genomics,
Ebersberg, SRN) byly podle vytéZku syntézy rozpustény na vychozi koncentraci 100 uM v
H,0, nasledné fedény 10 x na pracovni koncentraci 10 uM a skladovany ve formatu 96
jamkovych mikrotitra¢nich destic¢ek.

Pro amplifikaci fragmentd urcenych ke genotypovani a pro kapilarni sekvenovani byla
pouzita standardni termorezistentni Taq polymerdza od vyrobce Fermentas. Pro ptipravu
fragmentli uréenych pro vysokokapacitni sekvenovani nové generace byla pouZita
nizkochybova polymeraza pod obchodnim oznacenim Phusion od vyrobce Finnzymes,
soucasti Thermo Scientific (Waltham, MA, USA) ¢ od New England Biolabs (Ipswich,
MA, USA).

Standardni amplifikacni reakce o objemu 10 pL obsahovala 0,03 jednotek/uL Taq
polymerdzy v 10 mM Tris pufru, pH 8.8, obsahujicim 50 mM KCl, 0,08% Nonidet, 2 mM
MgCl2, ¢&tyti deoxynukleotidtrifosfaty (ANTP) v koncentraci 0,2 mM, oba primery
jednotlivé v koncentraci 0,4 pM a templatovou gDNA v koncentraci 0,5 ng/uL. Sekvence
amplifikacnich primert jsou uvedeny v tab. 1.

Preparativni reakce pro NGS v objemu 20 pL a vice obsahovala Phusion "high-fidelity"
DNA polymerazu v koncentraci 0,1 jednotky/uL v prostiedi firemniho HF pufru, ktery
obsahoval 1.5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP, kazdy primer v koncentraci 0,5 uM (tab. 1) a 0,1
ng/pL templatové DNA. Amplifikaéni reakce pfipravené v jamkach mikrotitracnich desticek
byly vzhledem k nizkym objemlm piekryty mineralnim olejem (Sigma-Aldrich) a nésledné
uzavieny PCR f0lii.

Amplifikacni program byl adaptovan podle White et al. (2003) a obsahoval pocatecni
denatura¢ni krok pii 95 v trvani 1 minuty, 5 cykld pfi 95 po dobu 30 s, anelacni krok pfi
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teploté T, podle tab. 1 po dobu 30 s a 72°C po dobu 2 minut. Dale program pokracoval 43
identickymi cykly s anela¢ni teplotou snizenou o 2°C. Zavéreény extenzni krok 6 minut pfi
72°C zajistuje dokonceni syntézy komplementarnich vlaken DNA.

Produkty PCR byly skladovany pii 4°C. Elektroforeticka kontrola o¢ekédvané hmotnosti

produktl byla provadéna elektroforeticky v 1,6%. agar6zovém gelu v 1 pL vzorku.

4.5 Priprava vzorku pro NGS
Vzorky gDNA byki z normalizované knihovny o koncentraci 20 ng/uL byly spojeny do

smésné¢ho vzorku populace v ekvimolarnim mnozstvi. Amplikony studovanych genii byly
pfipraveny s DNA polymerdzou Phusion v preparativnich reakcich. Déle byla urcena
koncentrace produkti jednotlivych PCR reakci podle intenzity fluorescence produktu v
gelové elektroforéze. Po kontrole a kvantifikaci PCR produktt byl pfipraven smésny vzorek
druhé urovné z produkti pro jednotlivé amplikony. Ve vzorku byly zastoupeny v
ekvimolarni koncentraci, nebot’ objem byl uren podle vytézku jednotlivych reakci a
hmotnosti fragmentu.

Takto pfipraveny smésny vzorek byl purifikovan na kolonkach NucleoSpin (Macherey-
Nagel, Diiren, SRN), a to na kolonkach typu PCR Clean-up Gel Extraction. 540 pL vzorku
(v€etné mineralniho oleje) bylo smichano se dvéma objemy pufru NTI a smés byl nanesena
na silikatovou membranu kolonky. Kolonka byla centrifugovana 30 s pii 11 000 g, poté
nasledovalo promyti 700 ul pufru NT3 s opakovanim centrifugace. Opakované promyvani
pufrem NT3 minimalizuje kontaminaci chaotropnimi solemi, ktera Casto interferuje s
ptipravou knihovny pro PacBio sekvenovani. Afinitni membréna v kolonce byla zbavena
stop ethanolu opakovanou centrifugaci po dobu 1 minuty pifi 11 000 g pfi umisténi na nové
zkumavce. DNA byla eluovédna 30 - 50 pL pufru NE po inkubaci pii pokojové teploté po
dobu 1 minuty. Eluét byl uvolnén centrifugaci pti 11 000 g po dobu 1 minuty.

Uspé&snost precisténi vzorku byla uréena podle absorbance v UV oblasti. Vzorek, ktery
spliioval kritéria servisni laboratofe, coz je mnozstvi nejméné¢ 1200 ng, pomeér
0D260/0D280 > 1,90 a OD260/0D230 > 1,70, byl odeslan ve zmrazeném stavu pii -20°C k
dalSimu postupu v servisni laboratoii GATC (Konstanz, SRN). Pfiprava knihoven pro NGS
byla provedena tymem servisni laboratote. Vzorky byly ptecteny metodou CCS ("consensus

circular sequencing") na pfistroji PacBio RSII (Pacific Biosciences, Menlo Park, CA, USA).
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4.6 Zpracovani vysledki NGS
Vysledky sekvenace pomoci technologie PacBio byly poskytnuty ze servisni laboratoie

GATC jako vysledky tii béhu piistroje. Protoze pracovisté nema technickou moznost pouzit
software, ktery zpracovava primarni sekvenacni data z platformy Pacific Biosciences ve
formatu h5, navazujici prace vychdzela ze soubort ve formatu FastQ a FASTA. které jsou
rovnéz soucasti poskytovaného vystupu. Mapovani jednotlivych piectenych useku, tzv.
readl, bylo provadéno na piislusnych referencnich sekvencich pro jednotlivé geny. Byla
pouzita mistni instalace programu Geneious v. 11 (Biomatters, Auckland, Novy Zéland).
PouZzivan byl zpravidla vlastni porovnavaci algoritmus Geneious.

Strukturni varianty byly vyhledavany pomoci implementovaného algoritmu v programu
Geneious. Varianty byly filtrovany podle frekvence vyskytu v populaci f > 1% a podle
pravdépodobnosti chybného urcéeni P < 0,01. Nalezené strukturni varianty byly exportovany
ve formatu CSV. Seznam nalezenych odchylek byl porovnan se seznamem jiz zndmych SNP
v dostupnych databazich dbSNP v National Center for Biotechnology Information,
Bethesda,MD, USA (NCBI) a,Variant Browser v EBI (European Bioinformatics Institute,
Cambridge, VB), pfipadné¢ Ensembl (Welcome Trust Sanger Institute, Hinxton, VB) a s
udaji v publikacich. Pro dal$i vyhodnoceni a navrh genotypovacich reakci byly pouZity
v prvé fadé polymorfismy, jejichz existence byla potvrzena nezavisle ze dvou zdroju.

Polymorfismy ziskané vlastnim sekvenovadnim byly povazovany za redlné az po
validaci pomoci jiné technologické platformy NGS nebo specifickou genotypovaci reaket,

pfipadné na zaklade¢ shody s diive publikovanymi polymorfismy nebo s udaji v databazich.

4.7 Primé urceni haplotypu
Soucasny vyskyt vice strukturnich variant na jednom vldknu v cis konfiguraci a v tésné

genetické vazbé, oznaCované jako haplotypy, je mozny rekonstruovat statisticky z
populacnich dat o vyskytu polymorfismii u jednotlivych zvifat. Na druhou stranu
technologie Pacific Biosciences dovoluje sekvenovat dlouhé useky DNA, teoreticky az
20.000 bazi, takze lze vysledky ziskané pro amplikony s vice polymorfismy pouZit pro
pfimé urceni haplotypti. Amplikony pouZité v praci byly navrhovany s ohledem na moznost
vyuZiti pro kapilarni sekvenovani, proto obsahuji od 500 do 1200 parti bazi. Ptesto se v fad¢
ptipadll polymorfismy vyskytuji spole¢né v rdmci jednoho amplikonu a je tak mozné ptimo
urcit jejich uspofadani v haplotypech.

Pro urceni haplotypti v populaci byla vytvofena matice polymorfismu, v praxi pievazné

SNP. Soubor s vysledky mapovani readti na referencni sekvenci byl z formatu BAM


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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exportovan do formatu FASTA. Useky mezi nalezenymi SNP byly deletovéany, takZe zbyla
matice nukleotid, jejiz sloupce odpovidaly nukleotidim v pozici jednotlivych
polymorfismi a fadky pfifazenym prectenym sekvencim (readiim). Instrukce pro abecedni
sefazeni fadkl v programu BioEdit dovolila Cist pfimo jednotlivé haplotypy.

Na zaklad¢ znalosti haplotypt bylo provedeno urceni diagnostickych SNP (tzv. tagging
SNP ¢i tagSNP) v rozsahu jednotlivych amplikoni. Genotypovani samotnych
diagnostickych SNP dovoluje ur€it i pfitomnost vsech SNP, které jsou s nimi v jednom
haplotypu. Timto zptsobem lze snizit pocet nezbytnych genotypovacich reakci a finanéni

naklady pro ur¢eni genotypu jednotlivych zvitat.

4.8 Navrh genotypovacich reakci
Soubory nalezenych SNP byly castecné redukovany na zakladé urceni tagSNP. Pro

redukované soubory SNP byly navrzeny genotypovaci reakce typu extenze primeru
(Hoogendoorn et al.,, 1999). Byla pouzita komercni varianta oznaCovand jako reakce
SNaPshot (divize Life Technologies v Thermo Scientific). Reak¢éni smés obsahuje
oligonukleotid (SNaPshot primer), ktery 3' koncem pfiléhd k variabilnimu mistu na
templatové DNA, smé&s fluorescenéné znacenych dideoxynukleotidtrifosfati a termostabilni
DNA polymerazu. Komplementarni znaceny dideoxynukleotid se inkorporuje na 3 konec
primeru. ProtoZe plsobi jako terminator polymerazové reakce, k inkorporaci dalSich
znacenych dideoxynukleotidil jiZ nedochazi. Fluorescenéné znacené produkty reakce jsou
nasledné urceny na kapilarnim sekvenatoru s pétikandlovou fluorescencni detekci.

Navrhované SNaPshot primery obsahovaly 21 - 27 nukleotidi pfevzatych podle
referencni sekvence. Za optimalni byl povaZovan 60% obsah GC, ale odchylky byly
kompenzovany poctem bazi. Podle obsahu GC ¢i interference s dalSimi polymorfnimi misty
byla vybrana pfima nebo reversni sekvence. Pti volbé reversni sekvence, kterd interaguje
s opa¢nym vlaknem, byl v ndvrhu pouZit reversni komplement.

Navrzené primery pro reakci extenze primeru byly dale sdruZzeny do skupin —
multiplextl, které¢ umoznuji provedeni reakci v jednom reakénim objemu. Lze tak dosdhnout
sniZeni pracnosti a ndkladi. Produkty jednotlivych reakci byly odliSeny podle hmotnosti pii
nasledné kapildrni elektroforéze, nebot’ hmotnost primerti byla odstupfiovdna piidanim
extenze polyT na 5' konec. Hmotnost primerii s extenzi byla odstupfiovana tak, Ze hmotnosti

se v jednom multiplexu liSily mezi sebou vzdy nejmén¢ o 5 nukleotidi.
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Jako substrat byly pro reakci SNaPshot piipraveny amplikony, v nichz se nachazeji
sledované SNP. Fragmenty byly ziskdny pomoci PCR s gDNA z jednotlivych zvifat.
Postupy pro geny NFKBI a NFKB2, které jsou vysledkem vlastniho vyvoje, jsou uvedeny v
tab. 5 a 6 v ¢asti Vysledky. Pro gen TLR2 byl pouzivan postup amplifikace podle Novaka a
Czernekova (2018a), ktery je uveden v tab. 1. Primery pouzité pro vlastni genotypovani v
reakcich SNaPshot odpovidaji rovnéz zdroji Novak a Czernekova (2018a) a jsou uvedeny v

tab. 2.

Tab. 2. Genotypovaci reakce SNapShot pro bovinni gen 7LR?2

“ g
: 3
£ -~ 2z
o 2| B2
= o = |3
By g - 5 | &
2 G| 5 =l £ El¢
o o 1 O O — =
£ z B E 5 E |z
S 5 g = VR
- = 2 < <) < | =
& = § |Extenzni primer - sekvence 5'—3' % fg“ E g
£ £ o 21 5 S |5
(TS)AAAAAATGAA
2.1 |77T>G TO77R |CTCCCTAACA CCTCC 30 0,43  |A2 A>C
(TI0)0GAAATAACCA
2.1 [115T>C |T115R |AGAGGGAAAT GGAAT 35 0,21 A3 A>G
(T15)GGATGGACTG
2.1 |423G>A [T423R |GTTGGATCTC CTTGC 40 0,16 |A4 C>T
(T21)CCAGTCCTTG
2.1 [513C>T |T513F |GGGTCACAAA GAGT 45 0,14 A5 C>T
ACACACCTCT
2.2 |1009A>G [TOO9R |GCAGGTCTCT GTTGC 25 0,21 BI >C
(TS)CACACCTCTG
2.2 |1060G>A [TO60R |CAGGTCTCTG TTGC 29 0,10 B2 C>T
(T9) GTGAAAAGCC
2.2 1044T>C |T044F |TTGACCTGTC CAACAA 35 0,40 B3 >C
(T12)GCAGGTCTCT
2.2 |1047T>G [TO47R |GTTGCYGACA TAGGTGAT (40 0,11 B4 A>C
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(TI8)CTGTTACTAT

2.3 |1313G>A |T313R |[TTCCTACTTT TAGGGTC 45 10,18 [B5 C>T
(T12)GGTCGACTGG

2.4 [2546G>A |T546F |CCCGATGACT ACC 35 1027 |c3 G>A
(T16)CTACCRCTGT

2.4 [2565T>C |T565F |GACTCTCCCT CCCA 40 (0,30 |C4 T>C
(T18)CCACTTGCCA

2.4 [2883T>C |T883R |GGAATGAAGT CTCGCTT |45 0,10 |C5 A>G
TTTGGTTAAA

2.5 |3206G>A |T206F |[TTTGAGAGCT GCAATAA  [27 033 |Gl G>A

' Podle referenéni sekvence GenBank EU746465.

? Oznaceni primert uruje, zde se jedna o piimy (F) nebo reverzni (R) primer.

3 Objem pridavany z 0,2 pM zasobniho roztoku do genotypovaci reakce o celkovém
objemu 10 pL.

4 , . . r ’ ’
U reverzniho primeru se pozoruje komplementarni vlakno.

Pro genotypovani pomoci extenze primeru byly postaCujici fragmenty pfipravené
pomoci standardni DNA polymerdzy (Fermentas). PCR fragmenty ziskané v reakénim
objemu 10 pL byly ¢iStény odstranénim nespotiebovanych jednovldknovych primerti a
deoxyribonukleotid trifosfatl pfidanim 1 U/uL exonukleazy I a 0.3 U/uL alkalické fosfatazy
FastAP (Fermentas). Smés je zpravidla oznacovana jako EXOSAP. Po 1 h inkubaci pii 37
byly enzymy inaktivovany pii 85 po dobu 15 minut.

PreciSténé PCR fragmenty byly pouZity jako templat pro naslednou reakci SNaPshot.
Reakéni smés v objemu 10 pL obsahovala 5 pL reakéni smési doddvané Life Technologies
(SNaPshot Ready Reaction Mix), 3 uL ptecistenych PCR fragmentt. 1 pL H,O a 1 pL
extensnich primerd, kazdy ve vychozi koncentraci 0,02 pM. Reakce byla provadéna na
PCR destickach uzavienych folii na termocykléru Mastercycler (Eppendorf). Byl pouZit
program doporuceny vyrobcem pro soupravu SNaPshot. Program obsahoval 25cykld s
kroky 96°C po dobu 10 sec, 50°C 5 sec a 60°C 30 sec s ndslednym zchlazenim na 4°C.

Nespotiebované fluorescenéné znacené dideoxynukleotid trifosfaty byly rozlozeny
pusobenim 0,3 U/uL alkalické fosfatdzy FastAP (Fermentas) po dobu 1 h pti 37°C. Enzym
byl potom inaktivovan pii 85°C po dobu 15 minut.
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Fluorescen¢ni produkty v objemu 1,5 puL byly pfeneseny do formamidu o objemu 8 pL
a doplnény 0,5 pL fluorescencné znacenych standardii GeneScan 120 LIZ (Thermo Fisher
Scientific). Komplexy znacenych primera s templatovou DNA byly denaturovany zahiatim
na 5 min pfi 95°C a rychlym zchlazenim na ledu. Vzorky byly déleny pomoci kapilarni
elektroforézy na automatickém sekvenatoru ABI 3130 (Applied Biosystems; Foster City,
CA, USA) na kolonkdch o délce 36 cm naplnénych polymerem POP7. P&t pouzitych
fluoroforti bylo rozliSeno sadou filtri E5. Kalibrace byla provedena standardem DS-02
(Applied Biosystems), ktery zahrnuje pouzité fluorescencni znacky dR110, dRGG,
dTAMRA, dROX a LIZ. Primarni elektroferogramy produktii genotypovacich reakci byly
vyhodnoceny programem PeakScanner (Thermo Scientific) a exportované polohy a vysky

peakt byly zpracovany v programu Excel.

4.9 Funkéni charakterizace mutaci a modelovani produktu
Primarni funk¢ni charakterizace nalezenych genovych variant byla zalozena na jejich

lokalizaci v genu. Ta byla provadéna zejména na zaklad¢ nalezenych hranic exonl/intron.
Ptipadné zmény v proteinové sekvenci byly uréeny po piekladu od pravdépodobného

Referen¢ni a mutantni proteinové sekvence byly odeslany na server SWISS-MODEL
Basilejské univerzity (https://swissmodel.expasy.org/) pro homologni modelovani
sekundarni a terciarni struktury. Vyhledavani templatovych molekul bylo provadéno
programem a byl volen templét s nejvyssi homologii.

Vracené souradnicové soubory ve formatu pdb byly nasledné vizualizovany v grafickém
programu Yasara (Yasara Biosciences, Videni, Rakousko). Z lokalizace variabilnich
aminokyselin byla odvozena jejich uloha v doménach a mozné funkéni dopady

nesynonymnich zdmén.


https://swissmodel.expasy.org/
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5 VYSLEDKY

5.1 Ziskani knihovny genomické DNA pro populaci CESTR
V ramci diplomové prace byla castecné pfipravena a standardizovana knihovna

genomické DNA pro kli¢ovou populaci 150 byklu ceského strakatého plemene skotu.
Vzhledem k nevyrovnané koncentraci izolované DNA bylo nezbytné pied piipravou
smésného vzorku provést fedéni na pracovni standardizovanou koncentraci 20 ng/uL.
Vysledek fedéni na standardni koncentraci pii pfipravé normalizované knihovny byl
ovéfen piimo na mikrodestiéce pomoci intenzity fluorescence pfidaného fluorescencniho
barviva SybrGreen a rovnéZ pomoci kontrolnich PCR reakci s fragmentem 16 genu 7LR4. 1
pfes ojedin¢lé odchylky v nastavené koncentraci byla kontrolni PCR reakce v souboru

vysoce reprodukovatelna.

5.2 Struktura bovinnich geniit NFKBI a NFKB2
Genomické sekvence genii pro obé komponenty transkripéniho faktoru NF-kB byly

ziskany z databaze NCBI (National Center for Biotechnology Information, Bethesda, USA)
jako sekvence AC 000163.1:¢23670155-23557313 (chromosom 6) a
AC 000183.1:22890250-22898466 (chromosom 26). Zatimco délka referencni sekvence
genu NFKB?2 je 8217 bp, ptipadé¢ NFKBI bylo nutné pracovat s usekem 112843 bp. To jiz
omezovalo moznosti pouZiti algoritmli pro porovnani sekvenci jako je implementovany
algoritmus programu BioEdit (Hall 1999) a algoritmus ClustalW (Larkin et al., 2007). I
kdyz jak databaze NCBI, tak 1 kompletni verze genomu skotu podle Department of
Bioinformatics, University of Maryland (UMD 3.1.1, kopie z NCBI) obsahuji anotaci
téchto gentl, jedna se o strojoveé generovanou anotaci, kterd nemusi byt spolehliva. Proto
bylo provedeno porovndni s pfislusSnymi sekvencemi pro mRNA (3804 nt pro NFKBI a
3116 nt pro NFKB2 jako BC151467.1) pomoci algoritmu Clustal W pfi nastaveni penalizace
3 za vznik delece a 1 za kazdy dalsi chybéjici nukleotid, a to jak pfi parovém, tak 1 celkovém
pfifazeni. Byly tak urceny hranice exond, kterych bylo nalezeno 23 u NFKBI a 22 u NFKB2
(tab. 3, 4). Hranice introni a exon byly upraveny podle pravidla GT-AG pro konce intrond.

Pouze intron 19 u NFKB2 mohl byt typu GC-AG (Szafranski et al., 2007).
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Tab. 3. Nalezené hranice exont pro gen NFKBI

Exon ¢. Zad&atek' Konec' Délka (nt) Vzdalenost
sousednich
amplikonti
(v€etnd)

1 16836 16881 47

2 20829 20904 76 4069

3 25350 25390 41 4562

4 29484 29582 99 4233

5 61681 61829 149 32346

6 73683 73846 164 12166

7 75838 75996 159 2314

8 77345 77449 105 1612

9 79879 79970 92 2626

10 81934 82072 139 2194

11 88014 88157 144 6224

12 89828 89917 90 1904

13 91900 92085 186 2258

14 93569 93710 142 1811

15 97042 97156 115 3588

16 102939 103120 182 6079

17 103732 103901 170 963

18 104223 104325 103 594

19 106149 106275 127 2053

20 107767 107833 67 1685

21 108161 108333 173 567

22 109117 109288 172 1128

23 111871 112843 973 3727

! Podle referenéni sekvence &. AC_000163.1:¢23670155-23557313.
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Tab. 4. Nalezené hranice exont pro gen NFKB2

Exon ¢. Za&atek' Konec' Délka (nt) Vzdalenost
dvou
amplikonti
(v€etng)

1 1143 1427 284

2 1709 1790 81 647

3 1925 1965 40 256

4 2225 2323 98 398

5 2403 2554 151 329

6 2819 2925 106 522

7 3014 3172 158 353

8 3432 3536 104 522

9 3638 3723 85 291

10 3802 3940 138 302

11 4176 4304 128 502

12 4432 4641 209 465

13 4721 4862 141 430

14 5215 5329 114 608

15 5421 5634 213 419

16 5788 5957 169 536

17 6073 6797 724 1009

18 6856 7007 151 934

19 7138 7207 69 351

20 7438 7610 172 472

21 7724 7835 111 397

22 7937 8212 275 488

! Podle referenéni sekvence & AC_000183.1:22890250-22898466.
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Jak je vidét v tab. 3 a 4, celkova délka mRNA zlstala u obou homolognich genii v
pribéhu divergence gent srovnatelnd, ale délka intronovych usekd se u NFKBI zvétsila cca
10x.

Srovnatelna ztistala i1 délka kodujici sekvence a proteinového produktu. Po translaci ve
ttech fazich byla urcena délka CDS odpovidajici referencni sekvenci jako 2910 nt pro

NFKBI (ve shodé¢ s NCBI) a 2127 nt pro NFKB2.

5.3 Amplifikace exont bovinnich geniit NFKB1 a NFKB2
5.3.1 Optimalizace amplifikace NFKB1

Porovnani sekvence mRNA s gDNA dovolilo urcit hranice exont v genu NFKB] (tab.
3, 4). Protoze jsou relativné kratké exony rozlozeny celkem rovnomérné podél genomové
sekvence o délce 112843 nt, bylo nezbytné navrhovat velky pocet PCR reakci pro
amplifikaci jednotlivych exonil. Vzddlenost mezi sousednimi exony se pohybovala v
rozmezi od 566 do 32068 nt.

Znalost hranic exonl byla vyuzita pro navrh amplikonl, které by pokryvaly celou
mRNA genu NFKBI (Tab. 5). Navrzené primery byly provéfovany na hodnotu % GC,
shodu parii v tomto ukazateli, shodu v T, sklon k tvorbé vlasenkovych struktur a moZnost
tvorby autodimerti ¢i heterodimerti. Za ptipustnou byla povazovana volna energie tvorby

heterodimeru do 6 kcal/mol.



Tab. 5. Amplikony a navrzené primery pro bovinni gen NFKB]

Amplikon | Zahrnuje | Oznageni | Zagatek' | Konec' | Délka Sekvence 5°—3’ Délka | T | Ta
exon primeru amplikonu (nt) (°C) | (°O)
K1 _IF 16723 | 16744 | 333 GGGAGAGGTTATATTTGGTCTT 22 62/60
1 1 K1 IR 17034 | 17055 TGTTTTACATGGCATGTCCTCT 22 62/60
K1 2F 20624 | 20644 | 488 CAACCATAGCCCAACCCCATG 21 62/60
2 2 K1 2R 21091 | 21111 TGCCTCCTCCAATACAATGGG 21 62/60
K1 3F 25293 | 25314 | 304 CCAAATTTGAGAAGCCTCACAG 22 62/60
3 3 K1 3R 25576 | 25596 ACTGAGGTTCAGGACTGTCTG 21 62/60
53.9 | 62/60

K1 _4F 29329 | 29351 |316 AAGGTTATGGGGAGAAGTAGTTC 23 °C
55.7 | 62/60

4 4 K1 4R 29625 | 29644 CTCTTTTGCTCCGAGGACAC 20 °C
59.8 | 62/60

K1 5F 61505 | 61528 | 407 CACACCCGAAACAAGTACCACTCG |24 °C
61.2 |62/60

5 5 K1 5R 61891 | 61911 AAAAGGGCCTGTCCAGTCCCA 21 °C
K1 _6F 73575 | 73598 | 375 AGTGTGACTGAGGGTCTGTGCCTG 24 62.6 | 62/60
64.6 | 62/60

6 6 K1 6R 73929 | 73949 AGCAGCCTGGGGCACAGACTG 21 °C
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59.9 | 62/60

K1 7F 75633 75653 | 454 GCAGGCCTTCTTCTGATGCCT 21 °C
58.5 | 62/60

7 7 K1 7R 76063 76086 CCAGACCTAGTCAGTAACTGCCAG 24 °C
57.3 | 62/60

K1 8F 77270 77290 | 278 AAGGTCCCTCACAGGAGGTTA 21 °C
55 62/60

8 8 K1 8R 77527 77547 TGGCAGAGGAGAGATGTTACT 21 °C
55.2 | 62/60

K1 9F 79772 79796 | 334 GGTGGAGTACATAGTAGGTAGACTC |25 °C
57.5 | 62/60

9 9 K1 9R 80086 80105 CACCTCCAAGACACAGTGCA. 20 °C
57.7 | 62/60

K1 10F 81829 81852 | 337 AGACATTGTGTCTAAGCATTGGGC 24 °C
59.1 | 62/60

10 10 K1 _10R 82146 82165 AGGAGGCTGGTCAAAGGAGG. 20 °C
56.7 | 62/60

K1 11F 87875 87894 | 366 TGGCATCTCTTCCTCCTTGG. 20 °C
54.9 | 62/60

11 11 K1 11IR 88216 88240 ACAACTACTCAATGCATAGACAAGG |25 °C
12 12 K1 12F 89732 89751 | 320 TGTCAGACACACCGAAGCCT. 20 58.7 | 62/60
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°C
55.3 | 62/60

K1 I2R 90026 90051 GAATAGAATGTCTACTCTCCACAGGA | 26 °C
59.3 | 62/60

13 13 K1 13F 91793 91813 | 377 TGCCTCTACCTTTGGCTGACC 21 °C
57 62/60

K1 I3R 92149 92169 CTGAAACAGGTTCTCCACCCA 21 °C
60.3 | 62/60

14 14 K1 14F 93459 93479 | 337 TGTGTCGCAGGGTCTCAGAGT 21 °C
58.5 | 62/60

K1 14R 93772 93795 TCATCTCATCTCTAGCCAGCACGT 24 °C
53.7 | 62/60

15 15 K1 I5F 96960 96980 | 354 TAATCCTATCGTGGGAACCTG 21 °C
52.9 | 62/60

K1 _15R 97291 97313 AAGAACATTCCTATGTAATGGGC 23 °C
54.1 | 62/60

16 16 +17 K1 _16F 102811 | 102831 | 1187 ATGGCCCCTTAGTATGATTCC 21 °C
56 62/60

K1 16R 103977 | 103997 TAGGGAGATGAGCTGTTAGCG 21 °C
57.2 | 62/60

17 18 K1 17F 104147 | 104166 | 180 CATGCAGACAGGGGAGGTGG 20 °C
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TCAGGAGGTGGCCCGGCTGCTCT 67.8 | 62/60

K1 17R 104407 | 104409 23 °C
58.4 | 62/60

18 19 K1 _18F 106027 | 106052 | 338 GCAGGTTTCTGGATATTTCAGTGGAA | 26 °C
59.1 | 62/60

K1 18R 106344 | 106364 AAATACCAGGTGCTGGCTTCG 21 °C
65.3 | 62/60

19 20+ 21 K1 19F 108031 | 108051 | 431 TGCTGACTCTCCAGTGCAAGA 21 °C
65 62/60

K1 I9R 108440 | 108461 AGTTAAGGGAGAGGGGAAGGGA 22 °C
20 22 K1 20F 109025 | 109045 | 376 GGGGGACGGGGTGTGGTGTTG 21 62/60
K1 20R 109380 | 109400 AGAGGGACACAGACGCGGGGA 21 62/60
21 23 K1 21F 111697 | 111717 | 891 TGCTCGGTGTTTTCTGCCCCA 21 62/60
K1 21R 112567 | 112587 GCCACCTGGCTTGCAGGATCT 21 62/60

' Podle referenéni sekvence &. AC_000163.1:¢23670155-23557313

? Melting point — vypogitana teplota denaturace

* Teplota pro piisedani v amplifikaénim programu pii pouziti zakladni Taq polymerazy od vyrobce Fermentas




Optimalizace vazebné teploty Ta pro amplifikaéni program probihala s pouzitim zakladni
termostabilni (Taq) polymerazy od vyrobce Fermentas a s kontrolou ocekavanych produktt
elektroforézou v agar6zovém gelu (obr. 7). Vytézek jednotlivych reakei bylo mozné porovnat
vzhledem ke stalému objemu nanaSené reakcéni smési (2 pl) a smési standardi GeneRuler 100
bp. Kontrolni PCR probéhla uspésné pro vétSinu part primerd z 21 amplikoni pro NFKBI.
pouze u part primert 3, 7, 14 a 17 byl pozorovan nizsi vytézek. Navic se u partu primerua 5, 6, 7
a 21 tvorily nespecifické produkty (obr. 7). Piesto nebylo nutné navrh primerti opakovat a sadu
primert dopliiovat.

Empiricky potvrzené hodnoty T, jsou stejn¢ jako vypocitané T, uvedeny v tab. 5. Pro
pouziti s polymerazou Phusion se ukdzalo jako postacujici zvysit teplotu T, optimalizovanou

pro Taq polymerazu Fermentas o 2 °C.
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Obr. 7. Kontrola PCR fragmentii generovanych navrZzenymi primery pro amplifikaci

NFKBI a optimalizace T,
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5.3.2 Optimalizace amplifikace NFKB2
Obdobny postup jako u genu NFKBI pro identifikaci exonil, navrh a kontrolu amplikonti byl uplatnén u genu NFKB2 (tab. 6, obr. 8).

I kdyz je genomicka sekvence NFKB?2 daleko krat§i nez NFKBI (8217 nt), tj. 7,28%), stejné se nepodafilo sdruzovat vice exond do
jednotlivych amplikonti. Proto vysledny pocet navrzenych amplikont (22) se nelisi od poctu nalezenych exoni..

Tab. 6. Amplikony a navrzené primery pro bovinni gen NFKB2

a —
S =
oz E
Zahrnuje _ 1 | = z Tm®> | Ta’
o Primer Zacatek | Konec = Sekvence 5°—3’ =
S | exon g G (O
= < S
= o2 ~
g ° v o
< A £ A
K2_1F | 1063 1083 446 GCGTGGCCAGTGGCGTCATTT 21 64,4 | 64/62
1
K2 1R | 1489 1509 AAGGGACTAGGACAGGCAGGC 21 62,2 | 64/62
5 K2 2F | 1639 1659 240 AGAGCTGAGAGGTGGGGGGTT 21 63.6 | 64/62
K2 2R | 1858 1879 CCCAAGACAGAGGGCACACACC |22 63.3 | 64/62
; K2 3F | 1856 1876 188 TTGTCTTGGAGGGAGGGGGAG 21 61.7 | 64/62
K2 3R |2024 2044 CTGTGGCCAGCCAGCTACAA 21 61.2 | 64/62
A K2 4F | 2140 2160 236 TTATGGTCACTGCTGGCTGGG 21 60.6 | 64/62
K2 4R | 2356 2376 TGCCCATGGACACACTGTCCA 21 62.3 | 64/62
K2 SF |2325 2345 292 TGAGCCAGAGTGGTGCTGGAG 21 62.4 | 64/62
5
K2 5R | 2597 2617 GGACTGGCAAGCGATGAAGGG 21 61.7 | 64/62
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K2 6F | 2726 2746 266 AGTAGAGCAGGGCCAAGCCTT 21 61.9 64/62
° ° K2 6R | 2972 2992 GACCCCTGGACTCCTCCTCTA 21 60.4 64/62
K2 7F | 2937 2957 296 ATGGAGGGAGTCATGGGAGGT 21 60.9 64/62
’ ! K2 7R |3213 3233 GCTGCCCTCCACACTACCTGT 21 62.5 64/62
K2 8F | 3358 3378 256 ACAAAGCACCTGGCTCCCTAG 21 60.3 64/62
’ i K2 8R |359%4 3614 GGGCCATTTGTCCTGAAGCTG 21 59.8 64/62
K2 9F | 3558 3578 242 GGAGCTAGCGATGGGTATCAA 21 57.3 64/62
’ ’ K2 9R | 3780 3800 TAGGGGGAAGGAGGACATAGG 21 58.3 64/62
K2 10F | 3740 3760 287 GCTGGGGCTGGGCTCAAATTA 21 61.2 64/62
o 0 K2 10R | 4007 4027 CACTCATGGGTCCCCTGATCT 21 59.5 64/62
K2 11F | 4066 4086 359 TCCCCACAGTCCTGCCTGTAT 21 61.5 64/62
a ! K2 11R | 4405 4425 GGCAGGACTGTGGGGAGAGGG 21 61.2 64/62
K2 12F | 4318 4338 388 GGTGGCAGGAAGGGCAATGGA 21 63.5 64/62
2 12 K2 12R | 4686 4706 GGGCGTGGGTGTGGACTAGGT 21 64.8 64/62
K2 13F | 4643 4663 298 TATGACCTCGGGAATCCCAGC 21 59.7 64/62
= . K2 13R | 4921 4941 TTCCTTTCCTGCCCCACAGCC 21 63.4 64/62
K2 14F | 5081 5101 305 CTTACCGCAAAAGGTGCGCGG 21 62.8 64/62
H H K2 14R | 5366 5386 CCTTGCCTCACCCACCTGACT 21 62.6 64/62
K2 15F | 5338 5358 377 CCTCTATTGGTGAGGGGGAGG 21 59.8 64/62
b b K2 15R | 5695 5715 CACGTCCACTGTAGGCACTCC 21 60.7 64/62
16 16 K2 _16F | 5717 5737 297 GGTGTGGAGGTCAGCTGGTCA 21 62.4 64/62
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K2 16R | 5994 6014 GACACCTTCACCATCCCCAGC 21 61.3 64/62
K2 17F | 6001 6021 284 ATGGTGAAGGTGTCGGGGGAG 21 62.4 64/62
v v K2 17R | 6819 6839 GTCACAGGGAGGCTCCCTTGG 21 62.5 64/62
K2 18F | 6745 6765 351 GAACAGGGCTGAGGGGGGAAA 21 62.8 64/62
e e K2 18R | 7076 7096 CCTTGACCCCCAGTACCAGCT 21 62.2 64/62
K2 19F | 7024 7044 291 ACTAGCAGTACCAGGGGATGG 21 59.2 64/62
v v K2 19R | 7295 7315 GGAGGACGGGGATGGAGAAAG 21 60.3 64/62
K2 20F | 7332 7352 355 GCCCCGCCTGCACTATCAATC 21 61.8 64/62
20 20 K2 20R | 7667 7687 GTTAGGGTGTGGGATCCCGGA 21 61.9 64/62
K2 21F | 7630 7650 298 ATGCTCCATGCCCCAGTCTCA 21 62 64/62
2l 2l K2 21R | 7908 7928 GGAGTGGACACGGGAAAGGGA 21 62.2 64/62
K2 22F | 7852 7872 365 TGAGAGGTGGATCTGGGCTTG 21 59.8 64/62
> . K2 22R | 8197 8217 TGCTGTAAGTTGGGGAGGAGG 21 59.8 64/62

0183.1:22890250-22898466.

* Melting point — vypogitana teplota denaturace

* Teplota pro piisedani v amplifikaénim programu pii pouziti zakladni Taq polymerazy od vyrobce Fermentas



Vytézek testovanych amplifikacnich PCR reakci je vizualizovan na obr. 8. Ovéfeni
navrhu primerdt NFKB2 potvrdilo, ze vétSina fragmentl byla generovéna uspésné. Byla
nalezena shoda s o¢ekdavanou hmotnosti, absence vyraznych vedlejsich produktti PCR a také
s dostateCny vytézek jednotlivych reakci (s moznou vyjimkou fragmenti 13 a 18). Piesto

nebylo nutné, stejné jako u NFKB1, navrh primert opakovat a sadu primerti dopliiovat.
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Obr. 8. Kontrola PCR fragmenti generovanych navrzenymi primery pro amplifikaci

NFKB?2 a optimalizace T, (aplikovana T, 64/62 °C)

U obou NFKB genti nebyla identita produktu ovéfovana kapilarnim sekvenovanim,
nebot’ jako zpétna kontrola slouzily sekvence ziskané pti NGS smésného vzorku. Piitomnost

vSech o¢ekéavanych readll v dostate¢ném zastoupeni nepiimo potvrdila identitu fragmenta.

5.4 Preparativni amplifikace panelu TLR genii a genit NFKB1 a NFKB2 pro NGS
Populacni smésny vzorek genomické DNA sledované skupiny bykid byl ziskén

spojenim alikvot ze 149 standardizovanych vzorki DNA o koncentraci 20 ng/uL. Proto byl
-57-
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genom kazdého ze zvirat zastoupen v populaci stejnym dilem. Smésny vzorek byl pouzit
jako vstup pro preparativni amplifikaci fragmentii pokryvajicich studované geny.

Amplifikace 73 fragmentl pokryvajicich exony, resp. kédujici sekvence 10 bovinnich
TLR gent (tab. 1) byla provedena podle publikované metodiky (Novak et al., 2017; Novak a
Czernekova, 2018a, b). Pro preparativni ucely byl zvySen objem reakce na 20 pL a byla
pouzita nizkochybova Taq polymeraty Phusion (New England Biolabs). Vytézek byl ovéien
pomoci kontrolni elektroforézy (obr. 9). Koncentrace produktu byla kvantifikovana
porovnanim intenzity fluorescence ptislusného pruhu v agar6zovém gelu s intenzitou
standardu a udaj byl pouZzit pro pifipravu smésného vzorku vSech fragment. Rozdilné
koncentrace PCR produktii byly kompenzovany riznymi pipetovanymi objemy. Kromé
inverzni zavislosti na hmotnostni koncentraci byla zohlednéna i molekulova hmotnost
fragmentl, ¢imZ bylo dosazeno ekvimolarniho zastoupeni.

Podobny postup byl pouzit i pro amplifikaci a pfipravu smésného vzorku PCR
fragmentt ziskanych z popula¢niho vzorku gDNA v ptipadé geni NFKBI a NFKB2.

Pro piipravu vzorku na sekvenovani technologii PacBio byl pfipraven konecny smésny
vzorek obsahujici fragmenty pfevazné antivirovych TLR (TLR3, -7, -8, -9 a -10) NFKBI a
NFKB?2. Fragmenty antibakteridlnich 7LR (TLRI, -2, -4, -5 a -6) byly soucésti dalSiho
smésného vzorku pro jiny béh pfistroje.

Vzhledem k homologii genlt NFKBI a NFKBZ2.byla ovéfovana moZnost spolehlivého
rozliSeni readi obou genl v pfipadé jejich spolecného cteni v jednom smésném vzorku.
ProtoZe se homologni amplikony liSily nikoliv jednotkami, ale stovkami nukleotidfi, nebyla
tato moznost pravdépodobna.

Sekvenacni knihovny jako vstup pro technologii cirkularniho konsensniho sekvenovani
(CCS, "circular consensus sequencing") PacBio byly pfipraveny v ramci servisni laboratote
NGS.

V ptipadé antibakteridlnich TLR gent byla pievzata a validovana metoda jejich sériové
amplifikace publikovana jako uzitny vzor (tab. 1; Novak a Czernekova 2018a) a Gspesne
aplikovana na smésny vzorek DNA ze sledované populace skotu. Pro sekvenovani
nasledujiciho smésného vzorku amplikonti metodou PacBio byly generovany amplikony
kodujicich oblasti TLRI, -2, -4, -5 a -6. Ekvimolarni koncentrace gDNA byly nastaveny
podle spektrofotometrickych udajii. Smésny vzorek antibakteridlnich amplikonii byl pied
NGS doplnén amplikony NFKBI.

Obdobné byl pfipraven smésny vzorek amplikont z antivirovych TLR genti (obr. 9),

castecné podle Novak a Czernekova (2018b). I kdyz vysledky sekvenovani téchto gent
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nejsou vramci diplomové prace interpretovany, vzorek byl pouzit jako prostiedi pro

sekvenovani amplikontt NFKB?2 technologii PacBio.

E
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Obr. 9. Preparativni amplifikace antivirovych TLR geni pomoci Phusion polymerazy

pfed NGS

5.5 Zpracovani vysledki NGS z technologie PacBio
Vypodetni technika VUZV nedovolila zpracovavat pivodni vystupni format

z technologie PacBio ve firemnim formatu h5, zejména pro nekompatibilni operacni systém
LINUX CentOS, Proto zpracovani zacalo az soubory FastQ , které jsou rovnéZ poskytovany
ze servisni laboratofe.

U obou vzorkli byly provedeny 3 béhy pfistroje vrezimu Circular Consensus
Sequencing. Tti vystupni soubory, které jim odpovidaly, byly spojeny do jednoho pro snazsi
zpracovani.

Mapovani na referenéni sekvenci piislusného genu probihalo pomoci

implementovaného algoritmu programu Geneious (obr. 10, 11, 12). Na obr. 10 je ziejmy
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nepomér mezi rozsahem intrond a exonti u tohoto genu. Expanze intronii po divergenci
NFKBI a NFKB? je vysvétlitelnd inzercemi retrotransposont (Nilsson et al., 2012), nicméné
tento predpoklad by bylo nezbytné dokazat. Celkem bylo sekvenovanim PacBio ziskéno
84499 readli pro smésny vzorek NFKBI, NFKB2 a antivirové TLR, zatimco pro
antibakterialni TLR vc¢etn¢ TLR2 bylo ziskano 45408 readti. Primérné pokryti pro vSechny
amplikony bylo vice nez 1000 x, coz pfi poctu 149 vzorku (ptfiblizné odpovidéa poctu zvitat)
bylo téméf 8 readli na vzorek/zvite. Toto pokryti dovoluje na populacni trovni detekovat i

varianty s nizkou frekvenci pod 5%.
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Obr. 10. Distribuce readu NFKBI ze sekvenov
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Strukturni varianty byly hledany pomoci implementovaného algoritmu programu
Geneious. Pro detekci se osvedcil spodni limit frekvence 0,01 a hladina vyznamnosti P <
0,01. Vizualni kontrolou byly odstranény polymorfismy, které byly detekovany jako
disledek chybného pfifazeni readli s nizkou homologii. Nalezené polymorfismy byly
exportovany ve form¢ tabulky ve formatu csv a dale zpracovany v programu Excel.

Polymorfismy v genech NFKB1, NFKB2 a TLR?2 jsou shrnuty v tab. 7, 8 a 9.

Tab. 7. Ptehled polymorfismii nalezenych resekvenovanim exontt NFKBI popula¢niho

vzorku CESTR technologii PacBio

61548C>T ss1088476390, intron 61547G> | 46. | 0.0 amplikon 5
A 8

61871T>C ss1088476389, intron 61870A> | 46. | 0.0 amplikon 5
G 1

75712A>G ss1088476319, intron 75711T> | 39. | 1.1E-56 | amplikon 7
C 1

75795C>T SNV, intron, Chen et al., | 75795T> | 1.8 | 0.0045 amplikon 7

2015 C

79846T>G ss1088476298, intron 79854A> | 19. | 0.00008 | amplikon 7
C 2 6

81892A>G ss1088476288, intron 81889C> |2.0 | 0.0039 | amplikon 10
T

82126G>C ss1088476285, intron 82125C> | 40. | 2.5E-57 | amplikon 10
G 5

91885(T)20>(T) | delece, intron Chybi 90. | 3.1E- amplikon 10

19 1 162
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92022G>A SNV, G474R 92021C> | 45. | 0.0 amplikon 13
T 3

92029G>C SNV, synonymni 92028C> |48. | 0.0 amplikon 13
G 2

96996(T)11>(T) | ss1088476191,  delece, | 96995A> | 33. | 1.5E-20 | amplikon 15

10 intron 9

106293C>T ss1088476140, intron 106289G> | 35. | 6.7E-38 | amplikon 18
A 5

108030C>T SNV, intron Chybi 61. | 1.1E-24 | primer amplikonu

1 19F

108121 del | delece, intron Chybi amplikon 19

GAATC

108162A>G 2. nt exonu 21 Chybi 3.7 10.0021 amplikon 19

108171A>G SNV, synonymni Chybi 3.4 |0.0023 amplikon 19

108174A>G $s1088476120, 108173T> | 3.3 | 0.0024 | amplikon 19

synonymni C
108282T>C ss1088476118, 108281A> | 27. | 2.9E-34 | amplikon 19
synonymni G 5

108338C>T ss1088476116, intron 108339A> | 4.1 | 0.00000 | amplikon 19
G 74

108443C>T ss1088476114, intron 108442G> | 7.8 | 9.7E-8 primer 19R
C

112059 del | delece, 3'-nepiekladand | Chybi 72. | 1.3E-36 | amplikon 21

GTTT oblast 2

112477CTT>TA | ss1088476077, 3'- | 112478A> | 2.6 | 0.0078 amplikon 21

G nepiekladana oblast C

! Podle referenéni sekvence & AC_000163.1:¢23670155-23557313.




- 66 -

Tab. 8. Piehled polymorfismli nalezenych resekvenovanim exontt NFKB2 popula¢niho

vzorku CESTR technologii PacBio

Typ Databaze | Frekvence Signifikance Lokalizace
”% EBI varianty (%) varianty (P)
Z
=
s
I~
1831- delece, intron | Novy 18.9% > 20.6% | 0.0000077 amplikon 2
GGGA
1843G>C | SNV, intron Novy 7.3% 0.0000026 amplikon 2
1847G>T | SNV, intron Novy 7.5% 1.6E-7 amplikon 2
2164A>G | SNV, Ano 15.4% 2.3E-9 amplikon 4
ss1103392227,
intron
2299C>A | SNV, Ano 13.5% 1.4E-12 amplikon 4
synonymni
2652G>C | SNV, intron Novy 5.6% 0.000010 amplikon 5
4586C>T | SNV, Ano 30.6% 1.6E-45 amplikon
synonymni 12
6847T>C | SNV, intron Novy 19.6% 8.7E-27 amplikon
18
7545C>T | 3'- Novy 5.7% 0.0000037 ampl. 20
nepiekladana
oblast
7574A>C | 3'- Novy 10.3% 3.3E-12 ampl. 20
nepiekladana
oblast
7930C>A | 3'- Novy 9.8% 4.0E-12 ampl. 22
nepiekladana
oblast
8060C>T | 3'- Novy 4.3% 0.0000065 ampl. 22
nepiekladana
oblast
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! Podle referenéni sekvence &. AC_000183.1:22890250-22898466.

Tab. 9. Nalezené polymorfismy v genu TLR2 pomoci resekvenovani v populaci CESTR

technologii PacBio

Poloha Frekvence
na chr. V  databézi | varianty | Signifikance
Polymorfismus' | 17 Typ EBI (%) varianty (P)

S'-nepiekladana

115T>C 3953930 | oblast 1s68343162 |16.3% 0,001>

5'-neptekladana

222A>T 3953823 | oblast 1568268242 |16.8% 0,001>

S'-nepiekladana

412G>A 3953633 | oblast rs68343164 | 15.9% 0,001>

5'-neptekladana

423G>A 3953622 | oblast 1s378996667 | 17.6% 0,001>

5'-neptekladana

459T>C 3953586 | oblast 1568268244 |15.0% 0,001>

5'-neptekladana

528G>A 3953517 | oblast rs68343166 |17.3% 0,001>

5'-neptekladana

538A>C 3953507 | oblast 1568268246 |17.6% 0,001>

5'-neptekladana

624G>T 3953421 |oblast 1s68268247 |19.0% 0,001>

5'-nepiekladana

657C>T 3953388 | oblast 1s68268248 |16.8% 0,001>
5'-neptekladana

817T> A 3953228 | oblast novy 31.9% 0,001>
5'-nepiekladana

825A>G 3953220 | oblast novy 15.3% 0,001>
synonymni

1044T > C 3953001 |varianta 1s68268249 | 11.4% 0,001>

1047G>T 3952998 | missense, rs55617172 |25.7% 0,001>
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E63D
missense,

1313G>A 3952732 |R152Q rs43706434 | 17.7% 0,001>
missense,

1489A>G 3952556 [1211V rs43706433 |37.4% 0,001>
missense,

2546G>A 3951499 |R563H 1568268260 |9.5% 0,001>
synonymni

2565T>C 3951480 |varianta rs41830058 |20.3% 0,001>
missense,

2853C>G 3951192 | H665Q 1s68268263 |13.2% 0,001>
synonymni

2883T>C 3951162 |varianta rs68343171 |9.9% 0,001>
synonymni

3153C>T 3950892 | varianta 1s68268267 |13.1% 0,001>
3'-nepiekladana

3247G>T 3950986 | oblast novy 18.1% 0,001>

' Podle referenéni sekvence & EU746465.

5.6 Navrh a validace genotypovacich reakci pro SNP v NFKB1 a NFKB2
V tab. 10, 12 a 14 je rovnéZz uvedeno sdruzeni nalezenych SNP do haplotypii v tom

rozsahu, v jakém je bylo mozné urcit na zdklad¢ dlouhych c¢tenych Usekli technologie

PacBio.

5.6.1 Haplotypova struktura genu NFKB1 v populaci CESTR
Znalost haplotypové struktury byla vzata v tvahu pii vybéru diagnostickych SNP (tzv.

tagSNP), které umoznuji uréovat pritomnost celych skupin SNP ve vazbé. Vybér
diagnostickych SNP umoznil urcitou redukci genotypovacich reakci (o cca 20 %), nicméné
uspora byla mensi, nez se ocekavalo. Je to dusledek vysoké diverzity v obou genech NFKB

a existence velkého podtu rekombinovanych alel ptitomnych v populaci CESTR. Nizky
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pocet alel by i1 pfi vysokém poctu SNP mohl snizit pocet genotypovacich reakci pro

pfislusny gen, teoreticky az na jednu reakci.

Tab. 10. Haplotypy urcené ze sekvenci prectenych PacBio technologii u genu NFKBIv

populaci CESTR
Amplikon ¢islo
amplikon 5 amplikon 13 amplikon 19
S
&
=
Frekvence Frekvence f:
SNP v | haplotypu | SNP v | haplotypu E
haplotypu (%) haplotypu (%) SNP v haplotypu E
108121AA>G,
108162A>G,
108171A>G,
o 108174A>G,
;g 108282T>C,
S | 61548C>T, 92022G>A, 108338C>T,
°§ 61871T>C 92029G>C 108443C>T
1 CcC 36,4 A G 45,6 AAAACCC 11,4
2 CT 34,5 A G 1,8 AAAATCC 75,0
3 TC 18,2 A C 17,5 AAAATCT 4,5
4 TT 10,9 GG 35,1 AAAATTC 23
5 AAAGTCC 2,3
6 AAGATCC 4,5
7 GAAATCC 0,0

5.6.2 Navrh genotypovacich reakci pro NFKB1
Ptehled genotypovacich reakci typu extenze primeru navrzenych pro NFKBI je uveden

v tab. 11. Celkem bylo navrzeno 8 reakci pro NFKBI a 11 reakci pro NFKB2 (tab. 13). Pro

praktické ucely byly sdruzeny do jedné série multiplexnich reakci, oznacenych sada A, B a
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C po 6, 6 a 7 reakcich., U reakci v tab. 11 je uveden seznam vychozich PCR fragmenti,
které slouzi jako substrat. Piislusné PCR fragmenty byly pfipraveny jednotliveé, vytézek byl
zkontrolovan elektroforeticky a pro pfislusné multiplexy genotypovacich reakci byly
pouzity ve smesi.

Spektrum fragmentii pouzitych pro genotypovani je mensi nez plny rozsah fragmentt,
které byly vychozi pro hledani polymorfismii pomoci NGS. I kdyz je citlivost metody
SNaPshot dostate¢na pro genotypovani v ptivodni neredukované smési PCR fragmenti, z
praktickych divodt byly pfipravovany konkrétni fragmenty pro konkrétni multiplexy
reakci. Vylouceni zbytecnych fragmentl slouZilo jako pojistka proti vyskytu nespecifickych

genotypovacich produkti, jejichz ptitomnost mohla ztizit vyhodnoceni multiplexnich reakei.

Tab. 11. Genotypovaci reakce typu extenze primeru navrzené pro gen NFKB1

1

%

znaceni primeru

SNV Sekvence 5>3'

Délka komplementarni ¢asti

GC % komplementarni ¢asti
Délka s extenzi 5'-polyT
Multiplex reakci SNaPshot

Cast multiplexu

Vizualizované produkty reakce’

.

O

IN54|61548C | CACTCGTGTTTTATTTCCAT
8F >T CCCAT 25

N
=
S
[\
S
S
>
>
@)
\
—

IN87|61871T |TTTTTTTTTCTGCAGAAGGG
IF >C AGGCGCAGAT 21 619 30,0 |A |A2 |[T>C

INO02|92022G | TTTTTTTTTTTTAACAAGAT
2F  |>A GGAGGATCCTGCAAG 23 47,8 1350 |A |A3 |[G>A

INO02 [92029G | TTTTTTTTTTTTTTTTTCGGA
9R |>C GCACGTCAGGTTAGCTGCA |23 60,9 40,0 (A |A4 |C>G
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TTTTTTTTTTTTTTTTTTITTT
IN12|108121 | TCCGGTCCCTGTGGAGAGT
IF A>G CTCTG 23 65,2 45,0 A |AS |A>G

ITTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
IN16|108162 | TTTTCATCTTCAGTCAGTTG
2R |A>G TTTCATGTC 25 40,0 50,0 |[A |A6 |[T>C

IN28|108282 | AGCGGGACTCAGCCGGAAG
2R |T>C GC 21 71,4 |21,0 |B |Bl |A>G

IN44 | 108443 | TTTTTTGCTCAGAGTTAAGG
3R |C>T GAGAGGGGAA 24 54,2 |130,0 |B |B2 |G>A

' OznaGeni primerti vyjadiuje IN = NFKBI + posledni tii &islice z lokalizace na
puvodné pouzité referencni sekvenci + F nebo R pro pfimy nebo reverzni primer

2 s . . , ’ ,
U reverzniho primeru se pozoruje komplementéarni vlakno
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5.6.3 Haplotypova struktura genu NFKB2 v populaci CESTR
Stejn¢ jako u NFKBI byla vyhodnocena haplotypova struktura pro gen NFKB2 na

zaklad¢ soucasné piitomnosti nukleotidovych variant v readech ziskanych technologii
PacBio (tab. 12). Haplotypovou strukturu bylo mozné urcit jen ve tfech amplikonech (€. 2, 4
a 20). Vzhledem k vyskytu rekombinantnich haplotypi v amplikonu 2 a 20 nebyl

diagnosticky soubor zjednodusen. Na druhé stran¢ absolutni a silnd vazba markert v

amplikonech 4 a 20 umoznila jednotlivé reakce vynechat.

Tab. 12. Haplotypy urcené ze sekvenci ptectenych PacBio technologii u genu NFKB2

Haplotyp | Amplikon

Cislo ¢islo
amplikon 2 amplikon 4 ampl. 20
SNP Frekvence |SNP v | Frekvence |SNP Frekvence
haplotypu haplotypu |haplotypu |haplotypu |haplotypu |haplotypu
1831G>T, 7545C>T,
1843G>C, 2164A>G, 7574A>C,
1847G>T 2299C>A 7930C>A

1 GGG 82,7 AC 100,0 CAC 90,5

2 GGT 1,0 CAA 1,6

3 GCG 1,0 CcccC 4.8

4 GCT 1,9 CCA 1,6

5 TGG 12,5 TCA 1,6

6 TGT 1,0

5.6.4 Navrh genotypovacich reakci pro NFKB2
Prehled genotypovacich reakci typu extenze primeru navrzenych pro NFKBI je uveden

v tab. 13. Celkem bylo navrZzeno 11 reakci pro NFKB2. Pro praktické ucely byly sdruzeny s

reakcemi pro NFKBI do jedné série multiplexnich reakci, oznacenych jako sada A - C.



Tab. 13. Genotypovaci reakce navrzené pro gen NFKB2

85 S s
B E| = |4
_ S S 2 |z
= 5 5 w |2
) g g N Q =
= 8 ko) N2 E
& ) £ g5 |
\a o) o (D) d>§ = *
15} - Y ©n — = *
>Q < NS < & g O
& Y S 2 2 | e | 2
& [SNV |Sekvence 5>3' o @) S |2 |3 =
o =) &) A = |0 S
ITG > A
2NO0O1R | GA TTTTTTTTTTTTCCTCTCCCACCACCAGGACTGCA 23 65,2 35 B B3 |>C
1831-
2N&31F |GGGA |TTTTTTTTTTTTTTTTTCCTGCCCTTGTCTTGGAGGGAGG 23 65,2 40 B B4 |G>T
1843G G >
2N843F | > C TTTTTTTTTTTTTTTTTITTITTCTTGGAGGGAGGGGGAGGGAGGAG |24 66,7 45 B B5 |C
1847G |TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTITTTTTTTTTGGAGGGAGGGGGAGGGA G >
2N847F |>T GGAG 23 69,6 50 B B6 |T
2164A T >
2N164R | > G GAAACATCCCCCCTCACCAGCCA 23 60,9 23 C Cl |C
2652G C >
2N652R | > C TTTTTTCCAACCAGAGTCTTTCCCCTTGGT 24 54,2 30 C C2 |G
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4586C Cc >
2N586F [>T TTTTTTTTTTTTGGGGAGGAAGCAGCAGAGCCGAG 24 66,7 35 c (C3 T
6847T T >
2N290F |>C ITTTTTTTTTTTTTTTTGGAGCCTCCCTGTGACTATCTCC 23 60,9 40 c |C4 |C
7545C Cc >
2N988F [>T ITTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTAGCTGGCAGAACGGCTGGGGTTG |23 65,2 45 Cc |C5 T
7574A | TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTCTGGTGGACACGTATCGAA A >
2NO17F |>C GGAC 23 56,5 50 CcC |C6 |C
8070C |TTTTTTTTTTTTITTTTTITTITTTTTTTTTTTTTGCCCCAGCCTCAGGT c >
2N503F [>T GCACTGAA 23 65,2 55 c |C7T |T

! Oznageni primert vyjadiuje IN = NFKBI + posledni tii &islice z lokalizace na referenéni sekvenci + F nebo R pro piimy nebo reverzni
primer

*U reverzniho primeru se pozoruje komplementérni vlakno




5.6.5 Validace genotypovacich reakci pro NFKB1 a NFKB2
Pro testovani a optimalizaci reakci SNaPshot byla pouzita DNA tfi ndhodné vybranych

bykil ve smési, aby byla zvySena heterozygotnost a byly potlaceny ptipadné vlivy nizké kvality
nekterého z jednotlivych preparatii. Vyssi heterozygotnost zvysSuje pravdépodobnost detekce
peakd minoritnich alel pfi optimalizaci a pojiStuje tak jejich spolehlivou identifikaci u
jednotlivych vzorkd.

Potom, co probéhlo testovani genotypovacich primert jednotlive, byly primery testovany
po skupinach, které odpovidaly piedbézné urcenym multiplextim. Ptiklady elektroferogramu

fluorescen¢né znacenych produktii reakce extenze primeru jsou uvedeny na obr. 13a, b.
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Obr. 13b. Priklad multiplexu reakci SNaPshot pro NFKBI a NFKB2 (multiplex B)
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5.6.6 Haplotypova struktura genu TLR2 v populaci CESTR
Haplotypova struktura v populaci byla ur€ena i pro gen 7LR2 na zékladé¢ dlouhych

amplikontl PacBio. V tomto piipad¢€ se podatilo urcit pomérné rozsahlé haplotypové skupiny ve
¢tyfech amplikonech (tab. 14). I kdyz se objevuje fada minoritnich variant, které by bylo
mozné piisoudit chybé v sekvenovani, v amplikonu 1 je patrné zjevné rozd€leni na dvé
skupiny. Jedna skupina haplotypi v cetné¢ samotné referencni sekvence se od referencni
sekvence 1i§i minimalné, ne vice nez jednim nukleotidem. Druha skupina je sdruzena kolem
haplotypu €. 15, ktery obsahuje vSechny opa¢né varianty referencni sekvence, tento trend ale jiz
nepokracuje v dalSich amplikonech. Vamplikonech 2 a 4 ptevlada jeden majoritni haplotyp,
ktery u amplikonu 2 ani neodpovida referen¢ni sekvenci.

I kdyz se amplikony 1 a 2 a amplikon 2 a 3 ptekryvaji dvojicemi SNP 624C>T - 657C>T -
a 1044T > C - 1047G > T, navaznost frekvenci jednotlivych tiid je pozorovana jen mezi
haplotypy 1 a 2. Koncova dvojice 1044 a 1047 tvoti v amplikonech 2 a 3 tfidy s odliSnou
frekvenci. Toto pozorovani je obtizné interpretovat a neni vylou¢ena metodickd chyba pfi
zpracovani soubort s multisekvencemi BAM a FASTA.

Praktickym diisledkem omezené shody frekvenci prekryvajicich se markerti je nemoZnost
odvodit haplotypy, které by pokryvaly vice amplikontl, 1 kdyZ by to znamenalo vyznamny

uspeéch metody ptimého Cten



Tab. 14. Haplotypy uréené ze sekvenci piedtenych PacBio technologii u genu TLR2 v populaci CESTR. n - po&et rozdilt proti referenéni

sekvenci, f - frekvence haplotypu.

Haplotyp | Amplikon ¢islo

amplikon 1 amplikon 2 amplikon 3 amplikon 4
SNP \% SNP v

SNP v haplotypu n |f SNP v haplotypu n |f haplotypu n f haplotypu n |f

115T>C, 222A>T,

412G>A, 423G>A, 624G >T, 657C > T, 1044T > C, 2546G > A,

459T>C, 528G>A, 817T > A, 825A > G, 1047G > T, 2565T > C,

538A>C, 624C>T, 825A > G, 1044T > C, 1313G > A, 2853C > G,

657C>T 1047G>T 1489A > G 2883T>C
1 TAGGTGAGCI|0 |[689|GCTATG 0 |48 [ TGGA |0 152|1GTCT |0 |753
2 CAGGTGAGC]|I |19 |[GCAATG 1 148 [CGGA |1 109/ ATCT 1 |11
3 TTGGTGAGC |1 |12 |[GCTGTG 1 48 [TTGA |1 109G CCT |1 |59
4 TAAGTGAGC]|I |21 |[GCTACG 1 148 [TGGG |1 174G TGT |1 |15
5 TAGGGGAGC]|l |07 |GCTATT 1 |[476|CTGA |2 22 |IGTCG |1 |15
6 TAGGTAAGC]|I |19 |[GTTATT 2 148 [CG GG |2 65 |ACCT |2 |21
7 TAGGTGGGCI|1I |15 |GCAATT 2 195 [ TTGG |2 174|1GCGT (2 |24
8 TAGGTGATC |1 |52 |[GCTGTT 2 |48 [TGAA |2 43 |([GCCC |2 |11
9 TAGGTGAGT |l |24 ITTTACG 3 148 [CTAA |3 22 |[ACGT |3 |30

1

~

(0]
'
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TAGACACTTI6 [25 [TTTATT 3 /95 |CTGG [3 |43 |accc
CTGGCACTT |7 |06 CGAG |3 |43 [GCGC
TTAACACTT |8 |24 TTAG |3 |22 |ACGLC
CTGACACTT |8 |22
CTAATACTT |8 |L5
CTAACACTT |9 |48




5.7 Vyhodnoceni populaénich frekvenci

I kdyZ urceni polymorfismu v genech NFKBI a NFKB2 pomoci NGS bylo uspésné a
probéhl vyvoj genotypovacich reakci pro nalezené polymorfismy, nedoSlo v ramci
diplomové prace k aplikaci genotypovacich reakci na populaci CESTR v dusledku
celkového harmonogramu genotypovani. Nicméné byla ukoncena prace na genotypovani
polymorfismi v genu 7LR2, protoze bylo mozné vyuzit jiz z vétSi cCasti dokoncené

genotypovaci metody, které byly zalozeny na ¢astecnych udajich o polymorfismu 7LR2 v

populaci mlé¢ného skotu.

Genotypovani variant v genu 7LR2 bylo provedeno u 96 byki ze sledované populace

CESTR. Nalezené genotypy jsou shrnuty v tab. 15.

Tab. 15. Distribuce variant genu TLR2 u bykd populace CESTR na zakladé

individudlnich genotypovacich reakci

Byk [115 |513 |1009 |1060 |1044 | 1047 | 1313 [2546 [2565 |2883 |3206
¢islo |[T>C |C>T |A>G |G>A |T>C |T>G |G>A |G>A |T>C |T>C |G>A
1 AG |GG |TC |GG |GA GG
2

3 cr |TT |AG |GA |TC |TG |GG |GA |TC |TC |GA
4 AG |GG |TC |TG |GA

5 cr |TT |AG |GA |TC |TG |GG |GA |TC |TC |GA
6 cT |TT |AG |GA |TC |TG |GG |GA |TC |TC |AA
7 cr |TT |AG |GA |TC |TG |GA |GA |CC |TC

8 cr |TT |AG |GG |(TC |TT |GG |GA |TT |TT |AA
9 T |TT |GG |GA |TT |TT |GG |GA |TT |TT |GA
10 T |TT |GG |GG |TC |TG |GG |GA |TC |TT |GA
11 T |TT |GG |GG |TT |TG |GA |GA |TC |TT |GG
12 GG |GG |TC |TG |GA |GA |TT |TC |GA
13 AG |GG |TT |TT |GA |GA |TC |TC

14 AG |GA |TC |TG |GG |GA |TC |TC

15 GA |TT |TC |GG
16 T |TT |GG |GG |[TT |TG |GG |GA |TT |TC

1

[00]

o
1
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17 T |TT |GG T |TT GA |TT |TC

18 T |TT |GG |GG |TT |TT |GG |GA |CC |TC |GG
19 cr |TT |AG |GA |[TC |TG |GA |GA |TT |TC |GA
20 T |TT |GG |GG |[TT |TG |GG |GA |CC |TT |GA
21 T |TT |GG |GA |TC |TG |AA |GA |TC |TC |GA
22 cr |TT |AG |GA |TC |TG |GG |GA |TC |TC |GG
23 cr |TT |AG |GA |TC |TG |GG |GA |TT |TC |GG
24 AG |GA |TC |TG |GG GA
25 GA |TC |TT

26 GA |CC |TT |GG
27 T |TT |AG |GG |TC |TG |GA |GA |TT |TT

28 GG |GG |TC |TG |GG |GA |TC |TT |GG
29 T |TT |AG |GG |[TC |TG |GA |GA |TC |TC |GG
30 cr |TT |AG |GA |TC |TG |GG |GA |TT |TT |GA
31 T |TT |AG |GA |TT |TT |GG |GA |TT |TT |GG
32 T |TT GG |TT |TT |GG
33 T |TT |AG |GG |TT |TT |GG |GA |TC |TC |GG
34 CcT |TT |AG |GA |TC |TG |GG GG
35 T |TT |GG |GA |TC |TG |GG |GA |TC |TC |GG
36 cr |TT |AG |GA |TC |TG |GG |GA |TC |TC |GG
37 AG |GA |TT |TT

38 GA |TT |TT

39 GG |GG |TT |TG |GG |GA |[CC |TC |GG
40

41 T |TT GA |TT |TT |GG
42 T |TT |AG |GG |TT |TT |GG |GA |TC |TT |GG
43 T |TT |AG |GG |[TC |TG |GA |GA |TT |TT |GG
44 T |TT |GG |GG |TT |TT |GG |GA |CC |TC |GG
45 CT |TT |AG |GA |TC |TG |GA TC GG
46 crt |TT |AG |AA |TC |TG |GG |GG |TT |TT |GG
47 T |TT |AG |GG |(TT |TT |GA |GA |TC |TT |GG
48 T |TT |AG |GA |TT |TG |GA GG
49
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50

51 GA |CC |TC

52 AG |GA |TC |TG |GA |GA |TT |TT |GG
53 TT GA |TT |TC

54 T |TT TT GA |TT |TT |GA
55 GA |TT |TT

56 T |TT |AG T |TT

57 CC |TT |AA |AA |TIT GA |TC |TC |GG
58 T |TT |GG |GG |[TC |TG |GA |GA |TC |TC |GG
59 CT |TT |AA |AA |TT

60 cr |TT |AG |GA |TC |TG |GG |GA |TT |TT |GG
61

62 GA |TT |TC

63 GA |TC |TT |AA
64 GA |TT |TT

65 AA TT GA |TT |TT |GG
66 GA |TT |TC |GG
67 T |TT |GG |GG |(TT |TT |GG |GA |TC |TT |GG
68 GG |GG |TT |TG |GA |GA |TC |TC

69 cr |TT |AG |GA |TC |TG |GG |GA |TT |TC |GG
70 T |TT GA |CC |TC |GG
71 cr |TT |AG |GA |TC |TG |GA |GG |TT |TT |GG
72 AG |GG |TT |TT |GA GG
73

74 GA |TT |TC

75 GA |TT |TC |GG
76 GA |TT |TT

77 T |TT |AG |GG |[TT |TG |GA |GA |TC |TC |GG
78 AG |GG |TT |TG |GA |GA |TT |TC |GG
79 T |TT |AG |GG |TC |TG |GA |GA |TT |TT |GG
80 T |TT |AG |GG |TT |TT GA |TT |TT |GG
81 T |TT GA |TT |TC |GG
82 T |TT GA |TT |TC |GG
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83 T |TT |AG |GG |TT |TT |GA |GA |TC |TC |GG
84 GG |GG |TT |TG |GA GG
85 GA |TC |TC

86

87 GA |TT |TT

88 GA |TT |TC

89 AG |GG |TC |TG |GG |GA |CC |TT

90 AG |GG |TC |TG |GA |GA |TC |TC

91 AG |GA |TC |TG |GA

92

93 T |TT GA |TT |TT

94 T |TT

95 AG |GA |TC |TG |GA |GA |TC |TC |AA
96 T |TT

Udaje o genotypech pro gen TLR2 byly pouzity pro vypolet zékladnich populacnich
parametri pomoci programu PowerMarker (tab. 16).

U fady polymorfismi (115T>C, 1060G>A, 1313G>A, 2565T>C) se distribuce
odchyluje od rovnovédhy Hardyho - Weinberga, jak by bylo tfeba ocekavat v ptipadé
neutralnich polymorfismi.

Pozorovana heterozygotnost je u vétSiny markerti vysSsi, neZ ocekdvana. Nejvyssi rozdil
je u markeru 2565T>C. Pokud neuvaZujeme moznost metodickych chyb pfi genotypovani
(ke zdanlivé vysoké heterozygotnosti povedou falesné pozitivy), je moznym divodem i
Slechtitelska strategie zaméfena proti riziku inbreedingu.

Nepiimo Ize o chybnych genotypovacich reakcich usuzovat na zakladé shody frekvenci
nalezenych pomoci individudlniho genotypovani a na zaklad¢ zastoupeni readlit NGS (tab.
16).v téch pripadech, kdy je SNP piitomen v genotypovaci sad¢ (v amplikonech PacBio a v
genotypovaci sadé¢ se piekryvalo pouze sedm SNP: 115T>C, 1044T>C, 1047T>G,
1313G>A, 2546G>A, 2565G>A, 2883T>C). Vyssi hodnoty frekvenci varianty u SNP 2546
a 2883 opét mohou indikovat chyby v genotypovaci metod¢, které zvysi frekvenci pozitiva.
Stejn¢ se ale mize jednat o artefakt pii provadéni NGS, ktery vede k niz§imu zastoupeni

jedné z alel ve smésném vzorku. Pfesto je potfeba povazovat zakladni shodu ve frekvencich
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ziskanych obéma navzajem nezavislymi postupy pro jednu populaci za zjisténi, které oba

pouzité ptistupy validuje.

Tab. 16. Popula¢ni parametry genu 7LR2 v produkcéni populaci mlécného plemene
CESTR

o 2
~ o
S G g 2
E S < 2 a
= | 2 |3 2 = =) g =
%18 |8 ¢ |EE|Z S
3 | 2 | 2g |25 5 £ |5 g S
= O S S = 5 |2 =
O - o > o) o g =] o 0O
> o (/S = = g = A~ > A
4 = Q M4 L Q 5 |l A L~ M
[5) a, 5 (5] "5 N (@) —_— Z Q 5] Q
Polymorfismus| & | o |2 2 |2 2 |2 2|6 & | £ &£
115T>C 18,3 10,495(0,299 0,327 0,254 1,0 16,3
513C>T 100,0 | - 0,000 0,000 0,000 - -
1009A>G 61,3 [0,001]0,475 0,677 0,362 - -
1060G>A 26,3 10,471(0,387 0,424 0,312 - -
1044T>C 27,3 10,003|0,397 0,547 0,318 - -
1047T>G 37,3 10,000 0,468 0,712 0,358 - -
1313G>A 25,5 10,068|0,380 0,473 0,307 3,0 17,7
2546G>A 48,0 |0,0000,499 0,959 0,375 4,0 9,5
2565T>C 30,7 10,2900,425 0,373 0,335 4,0 20,3
2883T>C 27,7 10,001]0,401 0,554 0,320 4,0 9,9
3206G>A 16,1 [0,017{0,270 0,186 0,234 - -
Prameér - - 0,364 0,476 0,289 - -

Individualni genotypovaci data pro gen TLR2 v produkéni populaci CESTR rovnéz
dovolila ziskat ptehled o haplotypech, které jsou v populaci ptfitomny, pomoci statistického
odvozeni nejpravdépodobnéjsSich kombinaci. Tab. 17 obsahuje vystup z programu PHASE,
ktery obsahuje frekvence 39 ptedpokladanych haplotypt.



-85 -

Tab. 17. Haplotypy TLR2 odvozené podle distribuce SNP v populaci CESTR (SNP v
poradi 115T>C, 513C>T, 1009A>G, 1044T>C, 1047T>G, 1060G>A, 1313G>A, 2546G>A,
2565T>C, 2883T>C, 3206G>A)

S 3| 2 t
5 SNP E ;:E) SNP E
1 |[CTATTAGGTTG [10 |21 TTGTGGGGCTG 1,0
2 |[CTATTAGACCG |05 |22 TTGTGGAGTTG 3,1
3 |[CTACGAGGTTG |31 |23 TTGTTGGGTTG 26,6
4 |CTACGAGGTTA |05 |24 TTGTTGGGTTA 3,1
5 |[CTACGAGACCG |16 |25 TTGTTGGGCTG 3,6
6 |[CTACGAGACCA |16 |26 TTGTTGGATTG 10,9
7 |[CTACGAAGTTG |26 |27 TTGTTGGATTA 1,6
8 |[CTACGAAACCG |05 [28 TTGTTGGATCG 6,8
9 |[CTACGAAACCA |05 |29 TTGTTGGATCA |05
10 [CTACTGGATTA [05 [30 TTGTTGGACTG 3,6
11 [TTATTGGGTTG |21 |31 TTGTTGGACTA 1,0
12 [TTATTGGATTG |10 [32 TTGTTGGACCG |73
13 TTATTGGATCG |05 |33 TTGTTGAACCG |05
4 [TTATTGGACCG |05 |34 TTGTTAGGTTG 1,0
15 TTATTGAGTTG |21 |35 TTGCGGGACTG |10
16 TTATTAGGTTG |21 |[36 TTGCGGAGTTG |05
17 [TTACGGGACTG |05 |37 TTGCGGAATCG |05
18 TTACGGAGTTG |31 |38 TTGCGAGGTTG |05
19 TTACGGAATTG |05 [39 TTGCGAAGTTA |05
20 TTGTGGGGTTG |10

Bohuzel haplotypy, které bylo mozné ptecist z NGS dat, a haplotypy rekonstruované na
zaklad¢ individudlniho genotypovani se ptekryvaly jen ve dvou dvojicich SNP: 1044 -
1047 a 2565 2883. Ptesto je porovnani vysledkd dvou pfistupli uvedeno v tab. 18. V obou

piipadech byla pozorovana dobra shoda vysledka dvou odlisSnych metod. V piipadé markeri
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1044 a 1047 byly frekvence urCeny podle amplikonu 2 genu TLR2; pokus o porovnani s

frekvencemi ziskanymi pfimym odecitanim z amplikonu 3 vedly ke znaénym rozdilim.

Tab. 18. Shoda vybranych haplotypti v 7LR2 nalezenych metodou NGS a statistickym

odvozenim

1044 1047 2565 2883

Haplotyp Ptimo (v | Fazovani Haplotyp Ptimo (v | Fazovani
PacBio podle PacBio podle
readech) genotypl readech genotypi

TG 14,3 52 TT 79,1 67,7

TT 76,2 76,6 TC 0 8,3

CG 9,5 17,7 CT 13,7 10,9

CT 0 0,5 ccC 7,2 13,0

! Frekvence byla stanovena podle amplikonu 7LR2 €. 2.

Zatimco frekvence T T, T C, C T a C C byla 67,7, 83, 10,9 a 13,0% podle
genotypovani v populaci, ve smésném vzorku DNA byly detekovany pouze haplotypy T T,
C T a C _C s frekvencemi 79,1, 13,7 a 7,2%. Stejné jako v ptipad¢ rozdili v nalezenych
frekvencich SNP, pfi¢inou miZe byt mensi spolehlivost gentypovacich reakci typu
SNaPshot a vyskyt faleSnych pozitivii pfi genotypovani. Spolehlivost genotypovacich reakei
je ovéiovana pribézné a teprve po jejich validaci na vétSich poctech vzorki je lze povazovat

za dostatecné spolehlivé.

5.8 Kategorizace nalezenych polymorfismi a predikované funkéni dopady
Zatimco v genu NFKBI (tab. 7) bylo 16 polymorfismii v intronech nebo v 3'-

nepiekladané oblasti a 5 zdmén bylo synonymnich, tzn. nevedly ke zméné aminokyseliny v
bilkovinném produktu, pouze jedna mutace vedla k zdméné aminokyseliny G474R.
Nicméné jedna ze synonymnich mutaci je lokalizovana ve 2. nukleotidu exonu 21, takze 1ze
predpokladat vliv na splicing mRNA. Nicméné nebylo v moznostech diplomové prace tento
efekt provéfit.

Vétsina pozorovanych polymorfismil, 13 z celkového poctu 22, je jiz zfejmé zastoupena
v databazi variant Variant Browser v EBI, nicméné tvrzeni je pouze pfiblizné. Data projekth

v databazi zfejmé nebyla mapovéna na aktudlni verzi bovinniho genomu UMD 3.1.1, proto
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se pozice liSily o 1 - 3 nt. Navic se SNP objevuji jako reverzni komplement. Shodu bylo
tteba v fad¢ pripada predpokladat, i kdyz s velkou pravdépodobnosti.

V genu NFKB2 (tab. 8) bylo nalezeno 10 polymorfismii v intronech nebo v 3'-
nepiekladané oblasti a zbyvajici dvé zameény byly synonymni. Na druhou stranu byly pouze
3 varianty v databazi EBI a 9 mutaci je tfeba povazovat za nové.

V genu TLR?2 (tab. 9) bylo 11 polymorfismt v 5'-neptekladané oblasti, 1 zdména v 3'-
nepiekladané oblasti a 4 zdmény byly synonymni. Nicméné 5 mutaci vedlo k zdménam
aminokyselin: E63ED, R152Q, 1211V, R563H a H665Q. Pouze 3 polymorfismy z 21 byly
nove.

Ve snaze vizualizovat polohu mutaci v produktech tii studovanych genli byly
ptipraveny sterické modely (obr. 14, 15). Bohuzel, rozsah modeld byl zejména u NF-kB1 a
NF-kB2 omezen rozsahem templatl, které byly v databazi SwissProt k dispozici. Proto
nebylo moZzné zaménu G474R v molekule NF-kB1 lokalizovat. Pfesto byly pro obé
subjednotky transkripcniho faktoru ziskdny modely s charakteristickou strukturou bilkoviny
interagujici s DNA (obr. 14a, b).

V rozsahu modelu extracelularni casti bilkoviny TLR2 se podafilo lokalizovat tfi
zamény aminokyselin v disledku mutaci: R152Q, 1211V a R563H (obr. 15b).
Charakteristickd struktura Toll-like receptoru je pozorovatelnd na modelu produktu
referen¢ni sekvence TLR2 (obr. 15a).

Lze konstatovat, Ze zobrazené tfi zdmény nepostihuji konkavni ¢ast bilkoviny, ktera je
esencidlni pro rozpoznavani patogeni. Nelze ocekdvat dramatické zmény ve funkci
receptoru i z toho divodu, Ze ve tfech pfipadech popsanych mutaci dochdzi zaméné v ramei
stejné skupiny: nepolarni isoleucin 211 na valin, kyselina glutamova na asparagovou na
pozici 63, a bazicky arginin 563 na histidin. Funkéni zmény nejsou vyloucené pii zdméné

bazického argininu 152 a rovnéz bazického histidinu 665 na glutamin.
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Obr. 14b. Modelovana ¢ast subjednotky 2 transkripéniho faktoru NF-xB
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Obr. 15a. Modelovana extracelularni ¢ast TLR2 - referencni sekvence. Cervend -

opakovani bohata na leucin (LRR)0

1211V R152Q R563Q
Obr. 15b. Extracelularni ¢ast TLR2 s vyzna¢enymi nalezenymi mutacemi
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6 DISKUZE

6.1 Uloha zvolenych genii
V ramci diplomové prace byl navrzen a pouzit systém pro selektivni amplifikaci dvou

klicovych gent skotu pro slozku pfirozené imunity NF-xB1 a -2, které koduji dvé
subjednotky transkripcniho faktoru NF-kB, a genu pro Toll-like receptor 2. Byl ziskén
piehled o polymorfismu téchto gent v populaci ¢eského strakatého skotu a byly zhodnoceny
moznosti pro vyuziti tohoto polymorfismu pro ucely zvyseni rezistence k infekcim.

Vybér studovanych gend vychdzel z klicové ulohy TLR gent a jejich signalni drahy.
TLR jsou transmembranové receptory, které diky extracelularni LRR ¢asti rozeznavaji
PAMPs. Pritom vysledky na laboratornich modelech piesvédcivé prokéazaly, ze genetické
zasahy do téchto receptord signalni drahy, v krajnich ptipadech nulové mutace, vedou ke
ztrat¢ infekeni rezistence (Chapes et al., 2001). Bylo demonstrovano, ze na bunééné urovni
(leukocytarni frakce) nesynonymni mutace v ov€ich genech 7LR1 (Ser150Gly a Val220Met)
a TLR2 (Phe670Leu) mohou mit jako disledek neschopnost vazat ligandy z patogenni
bakterie Mycobacterium avium (Bhide et al., 2009).

6.2 MoZnost pirenosu metod
Predpokladem pro uspéSnou realizaci prace byl vyvoj systému na resekvenovani

zvolenych imunitnich gend. Navrh sad amplifika¢nich primert byl stoprocentné efektivni
diky dodrZeni zasad pro individualni design:

Primery byly testovany na autokomplementaritu a na komplementaritu s dalSimi
primery v reakéni smési.

3 " konec nesl pokud mozno C nebo A,

délka amplifikacnich primert byla mezi 18- 25 nukleotidy, G/C% idealné¢ mezi 40-
60%, T, mezi 55 a 65°C.

I kdyz vSechny navrzené primery fungovaly, v nékterych ptipadech byla pozorovana
nizka specificita, naptiklad u amplikond ¢islo 5, 6, 7 a 21 na obr. 7 (NFKBI). Podil
nespecifickych produktl se podatilo sniZit zvySenim hybridizacni teploty v PCR. Proto lze
povazovat vyvinuté systémy amplikonti za komplexni feSeni pouzitelné¢ v obdobnych
projektech zamétenych na studium diverzity faktoru NF-«B u skotu.

Prace nezévisle validovala technologii sekvenovani nové generace Pacific Biosciences
pro resekvenovani amplikon. I pfes zvySenou chybovost metody, ktera je nckdy

povazovana za piekazku pro jeji uspé€$né pouziti pro hledani variant, bylo mozné efektivné
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hledat polymorfismus v pomérné a rozsahlé populaci a ve vzorcich, které sdruzovaly nékolik
desitek gent. I v tomto piipadé 1ze pfedpokladat prevzeti vyvinutych postupt analogickymi
projekty.

Za snadno aplikovatelné fteSeni lze povazovat i1 vyvinuté a odzkouSené sady

genotypovacich reakci pro ob¢ podjednotky transkripcniho faktoru.

6.3 Kontext nalezeného polymorfismu
Je tfeba uvést, Ze nalezend diverzita v genech NFKBI a NFKB2 je spiSe niz$i, nez lze

ocekavat pro geny skotu. Protoze pocet polymorfismi zndmych pro svétovou populaci se
odhaduje na 100 mln, je teoreticky nejvyssi hustota polymorfismi 1 varianta na 30
nukleotidi. Pfi celkové délce amplifikovanych a sekvenovanych useki 8783 nt pro NFKBI
a 7293 nt pro NFKB?2 lze ocekévat pti celkové sveétové diverzité az 290 a 240 polymorfismt
pro tyto geny. Nicmén¢ udaje pro konkrétni mlécna plemena budou vyrazné nizsi. K uplnym
udajiim v rdmci mezinarodniho projektu 1000 Bulls aktudln€ neni pfistup.

Jedina dostupna publikace o polymorfismu ¢leni NF-kB drahy u skotu je ¢lanek autort
Chen et al. (2015). V préaci byl sledovéan vliv dvou SNP v intronu 6 a v intronu 9 NFKBI a
SNP v exonu dvacet NFKB2 na pocet somatickych bunék v mléku holStynského skotu.

VétsSina mutaci v NFKB1 a NFKB?2 byla v neptekladanych tsecich gend, i kdyz ty byly
navrzenym amplifikacnim systémem pokryty pouze okrajov€. Maly vyskyt mutaci
v kodujicich oblastech sv&dc¢i o vysoké mife konzervace a stabilizujicim selekénim tlaku na
oba dva geny. Rovnéz v préci autorti Vinkler et al. (2015) byla nalezena diverzita v genech
TLR4, -5 a -7, kter4 byla niZ§i nez oc¢ekavana pro volné Zijici druhy, spojovana se silnou
negativni selekci ptisobici na TLR geny.

Skutec¢nost, Ze u NFKBI byly nalezeny nové polymorfismy u standardniho mlécného
plemene, ukazuje na dosud neuplnou znalost diverzity tohoto genu a odpovida 1
minimalnimu poctu publikaci o tomto genu u skotu. Pfevaha novych polymorfismi pfi
resekvenovani bovinniho NFKB2 je neobvykla a odpovida absenci publikaci o tomto genu.

Na druhou stranu vSechny mutace nalezené v genu 7LR2 jiz byly detekovany
resekvenovanim v ramci jinych projektd a zafazeny do databazi polymorfismu. Je to
v souladu se skutecnosti, Ze se jedna o tradi¢né intenzivné studovany gen v ramci souboru
deseti gent pro Toll-like receptory u skotu (Bhaladhare A. et al., 2016; Jann et al., 2008;
Juste et al., 2018; Mucha et al., 2009 aj.). K velkému poctu publikaci, které se zabyvaji
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diverzitou bovinniho TLR2, urCité ptispiva i skutecnost, Ze je soucasti heterodimer s TLR1
a TLR6 a tak nezbytny pro jejich plnou aktivitu (Schenk et al., 2009).

Zvysend heterozygotnost pro gen 7LR2 ve sledované populaci zasluhuje vysvétleni.
MozZznym divodem je snaha plemendii o maximalni heterozygotnost v populaci, coz se
promita do pfipafovacich plani. I kdyz plemenaiské programy, které mohou zvySovat
heterozygotnost, existuji (napf. CRV - FITbull aj.) a jako vstupni data pouzivaji
polymorfismus mikrosatelitii ¢i obecny polymorfismus na 54K microarrayich Illumina, neni
znamo, ze by byl tento piistup plo§né pouzivan pro plemeno CESTR. Tento piedpoklad
bude nicméné nezbytné provéfit jak na zdkladé dat pro neutrdlni geny, tak i dotazy na

plemenaiskych pracovistich.

6.4 Haplotypova diverzita
V ramci prace byly rovnéz ziskany poznatky o sdruzeni pfitomnych polymorfismt do

haplotypli. Pro interpretaci nalezenych polymorfismi se jednd o dilezity tdaj, nebot’
dovoluje rozhodnout, v jaké mife diverzita jednotlivych polymorfismii odpovida diverzité
alel. I zna¢ny pocet polymorfismi mize byt projevem ptitomnosti pouhych dvou haplotyp,
coZz by mohl byt pfipad haplotypli 1 a 15 v amplikonu 1 genu 7LR2 — oba haplotypy
obsahuji alternativni nukleotidy ve vSech pozicich. Pro Slechtitelské ucely znalost haplotypti
dovoluje urcit, zda 1ze dvé mutace v jednom genu disociovat ¢i zkombinovat, zjednodusuje
genotypovani pro ucely asociacnich studii nebo pro ucely introgrese Zadoucich variant
(MAP, ,,marker assisted selection®).

Pomérné nepfesna shoda haplotypli prectenych pifimo z variant readi NGS smésného
populacniho vzorku gDNA a haplotypli odvozenych z distribuce SNP TLR2 je ziejmé
vysvétlitelnd malym rozsahem souboru zvifat genotypovanych individualné (96 byku) ¢i
pfipadnymi artefakty v metodé NGS ¢i nepfesnostmi v genotypovaci metodé SNaPshot. Na
druhou stranu pozorovana mira shody jak ve frekvencich SNP, tak i haplotypii odvozenych
obéma zplsoby ukazuje, ze ziskané¢ vysledky jsou vyuzitelné pro asociacni studie
s fenotypovymi znaky a pro Slechtitelské aplikace.

Pomérné vysoky pocet haplotypli pozorovany v genu TLR2 v této praci (15 pii pfimém
¢teni NGS v samotném amplikonu 1, 39 odvozenych z individuélnich dat pro 96 byki) sice
prekvapuje, ale zda se byt ve shodé¢ s jiz publikovanymi studiemi.

Haplotypova struktura genu 7LR2 byla oznafena za variabilnéj$i nez v piipad¢ dalSich

genti, jmenovit¢ TLR4 a TLR6, i ve studii ¢tyf mistnich plemen Turecka a holstynského
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skotu (Bilgen et al. 2016). Z exonovych SNP bylo odvozeno 36 haplotypt, z nich ale pouze
4 byly ptitomny u holStynského skotu. Shodn€é s mymi vysledky, v pfipadé genu TLR2 se
vyskytovaly dva hlavni haplotypy. Autofi tuto vysokou diverzitu haplotypti 7LR2 u
historickych plemen spojuji se selekénim tlakem zptisobenym mistnim prostiedim, pfi¢emz
tento ucinek nebyl piekryt intenzivni selekci na uzitkovost a inbreedingem jako v piipadé
vysoce produktivniho holStynského plemen. Nicméné plnohodnotnd studie, ktera by tento
ptedpoklad potvrdila, nebyla zatim provedena.

Rovnéz dvé kontrastni skupiny haplotypt nalezené¢ v amplikonu 1 u NFKBI mohou
odrazet introgresi alternativniho haplotypu pfi vzdalené hybridizaci v minulosti ¢i ztratu
ptechodovych haplotypt pii snizeni pocetnosti populace v minulosti (Booker et al., 2017).
Rozliseni obou ptipadu je ur€ité ndmétem pro navazujici studii.

Vysokou diverzitu haplotypt v TLR2 dokladaji i dal§i prace. Ruiz-Llaranaga et al.,
(2011) nasli v TLR2 u holstynského skotu celkem devét haplotypii. P&t riznych haplotypii
bylo rovnéz ur¢eno na zaklad¢ sedmi SNP soustfedénych v TIR oblasti TLR2 u pomérné
malé populace péti plemen (Mucha et al., 2008).

Pro porovnani lze vzit pocet haplotypl nalezenych v nejvice studovaném genu z TLR
série, genu TLR4, kde byl pocet haplotypt 20 ve svétové populaci (White et al., 2003) a9 v
subpopulaci ¢eského strakatého skotu (Novak et al., 2017).

6.5 Funkéni dopady diverzity ve studovanych genech
Funk¢ni dopady jednotlivych variant TLR2 se pokusili predpovédét Jann et al. (2008)

na zaklad€ lokalizace a typu aminokyselinovych zamén. Zékladem bylo vymezeni oblasti
vykazujicich signaly pozitivni selekce. Pomoci koeficientu ®, coZ je pomér nesynonymnich
a synonymnich nukleotidovych substituci pro danou pozici v mezidruhovém porovnani,
vymezili oblasti TLR2, v nichz u skotu (a Bovidae obecn¢) probihala pozitivni selekce a
oblasti neutralni. Aminokyselinovym zaménam v oblastech pozitivni selekce byly tak
pfisuzovany v¢étsi funkEni ndsledky. Timto postupem byly identifikovany mezi 20
nesynonymnimi mutacemi identifikovdny tfi aminokyselinové zamény, konkrétné
Leu227Phe, His305Pro a His326GIn, v oblasti s pozitivni selekci. Tato oblast odpovidala
v doméndm ucastnicich se rekognice (cca aa 260 — 360). Z nich je His326GIn povazovan
potenciadlné za neucinngj$i zaménu, nebot’ dochazi ke zméné€ ndboje a navic v pozici, kterd je
kli¢ova pro vazbu ligandu u lidského TLR2. Kupodivu nizsi koeficient ® byl v doménach

zodpovédnych za dimerizaci heterodimert (cca aa 325 — 400).
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Funk¢ni dopady aminokyselinovych zamén v TLR2 se snazili predikovat i Bilgen et al.,
(2016) na zakladé ptesné lokalizace v proteinovych modelech. Byly tak lokalizovany i
zamény, které byly nalezeny v populaci CESTR v ramci diplomové prace. E63D
(rs55617172) byla umisténa do LRR1, R152Q (rs43706434) do LRRS, 1211V (rs43706433)
do LRR7, R563H (1s68268260) do LRR20 a H665Q (rs68268263) do TIR oblasti. Umisténi
vSech pozorovanych polymorfisma v oblastech TLR2 kritickych pro rekognici a pro pienos
signalu zvysSuje pravdépodobnost, ze budou prokazany efekty na zaky infekéni odolnosti v

probihajicich populacnich studiich.

6.6 Zdravotni dopady diverzity ve studovanych genech
V jediné publikaci o vlivu polymorfismu v NFKBI a NFKB2 na zdravotni znaky skotu

autorl Chen et al. (2015) byl sledovan vliv dvou SNP v intronu 6 a v intronu 9 NFKBI a
SNP v exonu dvacet NFKB2 na pocet somatickych bunék v mléku holstynského skotu.
Pocet somatickych bunék je standardné sledovén jako ukazatel zanétlivych procesti vemene.
Mutace v intronu 9 NFKBI a exonova mutace NFKB2 vykazovaly vliv na pocet
somatickych bunck, navic obé mutace v intronech NFKBI ovliviiovaly ukazatel obsahu
tuku. Proto autofi doporucili pouzit tyto SNP jako markery v selekci na infekéni odolnost.
RovnéZ byl zaznamenan pozitivni vliv varianty v Rel A (p65) jako interaktoru NF-kB1 a -2.
Na druhou stranu nebyl zaznamenéan efekt mutaci ve Ctyfech inhibi¢nich faktorech IkB,
rovnéZ interaktorech NF-xB1 a -2.

Protoze SNP v intronech 6 a 9 NFKBI odpovidaji po pfepoctu referencni sekvence SNP
75795C>T a 79846 T>G detekovanym v populaci CESTR, je tento poznatek pienositelny do
Slechtitelské praxe. Nicméné validace bude provedena v rdmci pldnované asocia¢ni studie s
popula¢nimi zdravotnimi daty.

Shodu publikované mutace v NFKB2 s nékterym ze SNP nalezenych v populaci CESTR
se nepodafilo potvrdit, nicméné neni vylouceno shodu s pozorovanou variantou 7545C>T,
pokud bude urcena pficina posunu referencnich sekvenci.

Zdravotni efekt jednotlivych variant v TLR2 na populacni urovni byl jiz zkouman ve
vetsi mire, 1 kdyz nesouvisle.

Ruiz-Llaranaga et al. (2011) nasli v 7LR2 u holstynského skotu celkem 9 haplotypii, ale
jen jeden vzéacny haplotyp mél castéjSi vyskyt u zvifat infikovanych paratuberkul6zou.

Ptitom ale pro jednotlivé alely ¢i genotypy nebyla asociace prokazana.
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Ve viibec prvni préci na toto téma byla potvrzena asociace zdmény Ile680Val v TLR2 s
nachylnosti k paratuberkul6ze skotu (Mucha et al., 2008). Dalsi testované zamény v TIR
oblasti TLR2, jmenovit¢ His697Arg, Asn706Ser, Lys709Arg, Ile745Val a Lys759Arg,
statisticky vyznamny efekt nevykazaly.

Bhaladhare et al. (2016) sledovali vliv tfi polymorfismi v 7LR2 (rs55617172 = E63D,
rs43706434 = R152Q a rs68268253) a ¢tyt polymorfisml v 7LR4 na odolnost k tuberkuloze
skotu podle tuberkulinového testu. Jediny efektivni polymorfismus byl rs55617172 spojeny
se zaménou E63D. Zména alely G na T zplisobovala vyssi citlivost na bovinni tuberkulézu.
Je prekvapivé, Ze stejny polymorfismus rs55617172 ovliviioval nachylnost k mastitidé u
mlécného skotu v diivejsi praci autori Zhang et al. (2009). Tento efekt 1ze povazovat za
reprodukovatelny, nebot’ byl opakované prokdzan v nezavislé praci Prebavathy et al. (2015).
Protoze tento SNP byl nalezen i ve sledované populaci CESTR, lze uvazovat o pienosu &i
validaci publikovanych poznatki.

V recentni publikaci (Juste et al., 2018) byl v populaci holstynského skotu sledovan vliv
6 gend spojenych s imunitou na vyskyt paratuberkuldzy vyvolané Mycobacterium avium.
Studie rozliSila i vliv kombinaci variant v téchto Sesti genech. Gen 7LR2 byl zastoupen
variantami rs110491977, rs68268259, rs41830060, rs109971269, rs41830058, rs43706434 a
1543706433. Z nich jsou podle diplomové price u CESTR pfitomny polymorfismy
rs41830058 (2565T>C, synonymni), rs43706434 (1313G>A = R152Q) a rs43706433
(1489A>G = 1211V). Nicméné v nejpiiznivéjsi kombinaci Sesti genli byla synonymni
varianta rs41830058. I synonymni mutace miiZe byt potencidlné vazana v haplotypu na dalsi
mutace s vyraznéjSim efektem. Vzhledem k projevu této varianty v kombinaci variant Sesti
gent je Slechtitelska aplikace obtiznd a z praktickych diivodit malo pravdépodobna.

Obecné znalost diverzity imunitnich geni ve studované populaci mlééného skotu otvira
moznost prenosu udaji o plemenné hodnoté jednotlivych variant z jinych publikovanych
studii. Zde je ovSem tieba zachovat opatrnost, nebot’ hodnoty pro jednotlivé varianty se

mohou vyrazné ménit v zavislosti na podminkach chovti ¢i infek¢ni situaci.
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7 ZAVER

Prevenci nemoci piedchazi pochopeni mechanismu fungovani imunitniho systému.
Chceme-li pochopit imunitni systém, je nutné znat a pochopit jeho soucasti. TLR jsou
klicové v imunitnim systému, nebot’ na zacatku Toll drahy rozeznavaji PAMPs a indukuji
imunitni odpovéd’ odeslanim signdlu pies tuto drahu az na NF-kB. Uvolnény transkripéni
faktor potom vstupuje do jadra a iniciuje mj. transkripci cytokind, které indukuji adaptivni
imunitni odpovéd. Moznost ovlivnit tento proces prostiednictvim genetické variability
poskytuje nastroj pro zlepseni infek¢ni rezistence u hospodarskych zvirat obecné.

Nalezeni nesynonymnich mutaci v populaci ¢eského strakatého skotu dovoluje uvazovat
o jejich efektu na infek¢ni rezistenci. RovnéZz se stavd smysluplnym i testovani na mozny
efekt na expresi zdravotnich znakl v populaci. Protoze pro populaci ¢eského strakatého
skotu probiha sbér zdravotnich dat od r. 2016, budou udaje o nesynonymnich mutacich
v genech NFKBI a TLR2 pouzity pro asociacni studie. Nicmén¢ i populacni data pro
zdanlivé neutrdlni mutace, pokud budou k dispozici, by méla byt testovdna na asociaci
s fenotypovymi projevy. V soucasné dobé jsou k dispozici populacni data pro TLR2, ale
v budoucnu nesporn¢ probéhne aplikace vyvinutych genotypovacich reakci na
reprezentativni sadu vzorki CESTR, resp. dalich mléénych plemen skotu. To by mélo

umoznit pomé&rné komplexni asociaéni studii polymorfismu v transkripénim faktoru NF-«B.
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