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Abstrakt

Kur domaci (Gallus Gallus f. domestica) je ekonomicky dilezity modelovy druh.
Znalost imunitniho systému tohoto druhu je tedy klicova. Inbredni modelové linie Kura
domaciho, bézné pouzivané ve vyzkumu jsou dobrym modelem pro vyzkum imunity. Maji
vsak nepfirozenou variabilitu, v disledku vzniku téchto linii ptibuzenskym kiizenim.
Jejich geneticka i fenotypova variabilita proto redukovana. Pro mapovani variability
imunitni odpovédi mohly byt dobrym modelem plemena slepic, vySlechténa v dobach
davno minulych a nyni udrzovana v zdjmovych chovech. V této diplomové praci jsem
mapovala genetickou variabilitu vazebného mista MHC glykoproteint 1. tfidy. U kura
domaciho je kddovano genem BF, ktery je v genomu kopirovany (BF1 a BF2). Tyto geny
jsou pomérné dobie znamé a byla popsand zna¢nd variabilita i u zminénych inbrednich
laboratornich linii. MHC vysledky prace naznacuji vysokou genetickou variabilitu MHC |
u plemen slepic. Identifikovali jsme 41 haplotypt u 25 jedinG 14 plemen, z toho 7 jiz
znamych z literatury. Dale jsem se zaméfila na prozanétlivou aktivitu u plemen kura
domaciho na piikladu subkutanni stimulace bakteridlnim lipopolysacharidem. Sledovala
jsem velikost otoku a expresi prozanétlivych cytokint IL-6 a IL-1p po subkutanni aplikaci
lipopolysacharidu. Vysledky naznacuji, ze velikost otoku po stimulaci a exprese vybranych

prozanétlivych interleukinti se mezi plemeny lisi.



Abstract

Domestic fowl (Gallus gallus f. domestica) is an economically important model
species in science. Knowledge of the immune system of this species is therefore crucial. In
research the commercial stocks are usually used together with laboratory inbred lines.
They have an unnatural variability, as a result of inbreeding, their genetic and phenotypic
variability is reduced. This laboratory lines are therefore not the best model for research of
variability. Presently, genetically diversified poultry populations can be found in rural
stocks and fancy breeds. These breeds could be good model for research in variability of
immunoresponse. In this thesis, | try to map the genetic variability of the binding site of
MHC class | glycoproteins in fowl breeds. In chickens are these molecules encoded in
duplicated gene called BF (BF1 and BF2). These genes are relatively well known and
considerable variability has been described in domestic fowl. Our results suggest a high
genetic variability of MHC 1 in domestic fowl breeds. We had identified 41 haplotypes in
25 individuals of 14 breeds, including 7 haplotypes already known from the literature. |
also focused on proinflammatory activity in fowl breeds. | watched swelling of tissue and
expression of pro-inflammatory cytokines IL-6 and IL-1f after subcutaneous injection of
lipopolysaccharide. The results suggest that the magnitude of swelling after stimulation

and expression of the two proinflammatory interleukins differ among fowl breeds.
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I. Uvod

I.1 Plemena kura domaciho jako model

Kur domaci (Gallus gallus f. domestica) je ve védé nejvyznamnéj$im ptacim
modelem (Kaufman 2008). Podle Svétové organizace pro vyzivu a zeméd¢lstvi (FAO) je
na Zemi v soucasné dob& chovano skoro 20 miliard jedincti tohoto druhu. Jen v Ceské
republice zije ptiblizné 25 miliond jedinct kura doméciho, ze kterych je kazdy rok
vyprodukovano 270 tisic tun masa a dvé miliardy vajec (http://www.fao.org/home/). Jeho
ekonomicky vyznam je tedy nepopiratelny. Kromé ekonomické dilezitosti je tu jesté
epidemiologické hledisko. V hromadnych chovech se totiz snadno pienaSeji a mutuji
vSemozné bakterie a dal$i patogenni organismy.

Domestikace kura domaciho probéhla v jihovychodni Asii pied deseti az patnacti
tisici lety z pralesniho ptaka kura bankivského (Gallus gallus), néktefi autofi nevylucuji
v prubéhu domestikace ani hybridizaci s ptibuznym druhem kurem zelenym (Gallus
varius, Liu et al. 2006, Sawai et al. 2010). Béhem rozsifovani po vSech kontinentech se
jedinci dostavali do styku s riznymi tlaky prostfedi, patogent i vkusu chovateli, které
vedly k diferenciaci na ruzna plemena (Gongora et al. 2008). Tato plemena jsou dnes
V zapadnim svété zachovavédna neintenzivnimi zdjmovymi a ekologickymi chovy. Béhem
20. stoleti byly, kvili potiebé krmit rostouci populaci, vySlechtény linie
vysokoproduk¢nich jedincl, ptibuzni plemene leghornka (White leghorn), ktefi tvofii
naprostou vétSinu z 20 miliard kurd na planeté. Z podobnych zvifat byly vytvofeny i
laboratorni inbredni linie, které jsou téméf vyhradné pouzivany ve vyzkumu. Vyjimecné
jsou jen nékteré laboratorni linie Ustavu molekularni genetiky AV CR, které jsou
odvozené z plemene Minorka. Tato inbredni a vysokoprodukéni zvitata jsou ale geneticky
(1 vzhledov¢) velice malo variabilni, coZ by Vv pfipad€¢ imunitnich mechanismu, které¢ musi
rozpoznavat velké spektrum bakterii, virti a jinych patogend, mohlo vést k vétsi citlivosti
K riznym nemocem (Muir et al. 2008).

Zachovana stard plemena slepic se béhem své dlouhé evoluce potkala a stale
potkavaji s mnoha riznymi patogeny a da se tedy u téchto zvifat predpokladat velka
variabilita imunitnich gent (Hillel et al. 2003), ktera mize byt konzervovana v jedincich
v zajmovych chovech (Liu et al. 2006, Qu et al. 2006, Berthouly-Salazar et al. 2010, Ruan
and Zheng 2011, Ruan et al. 2012). Tato variabilni zvifata by mohla byt pouzita pfi



Slechténi novych odolnéjsich produkénich linii (Alders and Pym 2009). Zachovavat
vysokou variabilitu je energeticky nadro¢né. Mohou si ji tedy dovolit pouze jedinci, kteti
maji dobrou kondici, takovi jedinci mohou byt rezistentni a také atraktivnéjsi v pohlavnim
vybéru.

VeétSina poznatklh o genetice kura domdaciho je ziskdna ze snadno dostupnych
inbrednich linii, vysokoprodukénich plemen nebo modernich nové vyslechténych plemen
starych maximaln¢ 100 let. Proto jsme se v této praci chtéli zaméfit na imunogenetiku a
imunitni reakce nékolika plemen slepic, kde by mohla byt néjaka neobjevena variabilita.

Tato prace se sklada z genetické Casti, ve které jsme se zaméfili na variabilitu gend
pro vazebné misto MHC glykoproteint I. tfidy u plemen slepic a funk¢ni ¢asti, kde jsme
porovnavali expresi dvou vybranych cytokinli v zanicené tkdni tydennich kufat. Mohli
bychom tak vidét tak variabilitu plemen jak adaptivni tak vrozené imunity plemen kura

domaciho.

1.2 Variabilita gent pro MHC . Tridy

1.2.1 Struktura a funkce molekul MHC I. Ttidy

MHC glykoproteiny (major histocompatibility complex, hlavni histokompatibilni
komplex) se nachdzeji na vn&jsi strané cytoplazmatické membrany bunék. Jsou to klicové
molekuly adaptivni slozky imunitniho syst¢ému. MHC glykoproteiny vazi peptidy
pochazejici zevnité buiiky a prezentuji je na povrchu cytoplazmatické membtany Th-
lymfocytim. V pfipadé MHC 1. tfidy jsou pfitomné na membranach vSech bunék a vazi
peptidy z proteint, které buiika pravé produkuje (Cruse and Lewis 2009, Murphy 2011).
MHC | komplexy snavazanym peptidem se vazou na receptory imunitnich bunék
(cytotoxické T lymfocyty, NK builky) a pokud buiiky rozpoznaji cizorody peptid a spravné
koreceptory (napiiklad CDS), spusti kaskddu imunitnich reakci vedouci k apoptotické
smrti buiiky (viz obrazek 1). Tento postup je efektivni pii obrané proti intracelularnim

patogentim a rakovinnym bunkam.


http://cs.wikipedia.org/wiki/Peptid
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Obrazek 1 — Schéma vazani peptidii na molekuly MHC 1. tridy a vazba na CD8+ T lymfocyty
(http:/Iviralzone.expasy.org/all_by_protein/819.html)

Zralé molekuly MHC 1. tfidy obsahuji dvé “open-faced sandwich” domény (al and
a2) dale obsahuji protildtkdm podobnou doménu a3, propojujici peptid, transmembranovy
region a cytoplazmaticky region (viz obrazek 2). Do ,,z1abku* mezi doménami al a a2 se
vaze 9 aminokyselin dlouhy peptid, ktery je rozpoznavan T receptory imunitnich bunék

(Bjorkman et al. 1987, Kaufman 2008).

Obrazek 2 — Struktura molekuly MHC 1. tFidy bez navazaného peptidu (Bjorkman et al. 1987)

Geny pro MHC glykoproteiny jsou soucasti velké genové rodiny, kterd obvykle
obsahuje mnoho genti a pseudogeni vznikl¢é i vicendsobnymi duplikacemi a také obsahuje
i nezanedbatelné mnozstvi repetitivni DNA (The MHC sekvencing consortium 1999,
Horton et al. 2004). Samotné MHC geny také byvaji velmi Casto duplikované. MHC geny

byvaji hodn¢ variabilni a mivaji velké mnozstvi riznych alel (Miller et al. 2004). Tato
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vysoka variabilita je nejspiSe zpisobena balancujici selekci za strany parazitl a patogenti.
Pro jedince je totiz vyhodné mit n¢kolik riznych variant MHC molekul. Umoznuje jim to
rozeznavat veétsi spektrum paraziti a patogenit (v pfipadé molekul MHC 1. tfidy
vnitrobunéénych), dale také mutantni buriky vlastniho téla (Zelano and Edwards 2002).
Variabilita MHC receptorii mize byt také udrzovana i pohlavnim vybérem. Bylo
pozorovano, ze si zivocichové (i 1idé) vybiraji partnery s rozdilnymi MHC alelami — da se
tedy predpoklddat snaha o potomstvo s variabilnimi geny a lepSimi moZnostmi
rozpoznavani parazitd, patogenti a vadnych bunék vcetné rakovinnych (Potts et al. 1994,

Penn et al. 2002).

1.2.2 MHC | u kura doméciho

Na rozdil od vétsiny ptaich MHC, je B lokus kura domdaciho relativné dobie
znamy (Kaufman et al. 1999a) a velmi kompaktni s pouze dvéma geny pro a-fetézec
MHC L t¥idy (BFs). Ty se nachdzi v 44kb dlouhém DNA segmentu na chromozomu 16
(Kaufman et al. 1999b, Jacob et al. 2000, Miller et al. 2004, Shaw et al. 2007) viz obrazek
3. Ve vétSiné tkani se exprimuje hlavné kopie BF2, také nazyvana BF Major; BF1, zvana
minor, je piepisovana mén¢ (Wallny et al. 2006, Shaw et al. 2007). U nékterych linii slepic
ma BF1 dokonce stop kodon v promotorové sekvenci vedouci k pseudogenizaci. Ob¢ dvé
kopie genu jsou hodné variabilni, ale pravdépodobné prochazely jinymi selekénimi tlaky a
neptepisovany BF1 gen slouzi pravdépodobné jako zalozni kopie (Shaw et al. 2007).

Takovéto uspotradani jenom se dvéma kopiemi MHC gentl a s dominantni expresi
jednoho z nich a velmi malym procentem rekombinace se nazyva ,,minimal essential®
(Kaufman et al. 1999b). To bylo potvrzeno long distance PCR a sekvenovanim celého
MHC regionu u mnoha laboratornich linii kura domaciho (Kaufman et al. 1999b, Jacob et
al. 2000, Shaw et al. 2007). U kura domaciho je kromé& samotnych MHC na rozdil od
sav¢ich modelt variabilni dals§i gen — TAP, ktery je soucasti drahy, ktera pumpuje
rozstipané peptidy do endoplazmatického retikula, kde se pozdéji vazi na MHC (Walker et
al. 2011).
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Obrdzek 3 - B-region Kura domaciho (Kaufman et al. 1999b)

Existuje hypotéza, ze ,,Minimal essential“ MHC by mohl byt evolu¢né puvodni
stav. To podporuje i fakt, Ze kur doméci taxonomicky patii do ptaciho bazalniho taxonu
Galloanseres. Vyrazné diferencované, variabilni mnohokrat kopirované geny za tohoto
ptedpokladu vznikly nékolikrat nezavisle na sobé u odvozenéjSich skupin napiiklad u
pévcu, savcl, kostnatych ryb a dalSich (Kaufman 2013). Minimal essential organizaci
MHC gent kromé kurtt doméacich prokazatelné maji: kufi bankivsti (Gallus gallus, Worley
et al. 2008, 2010), zlati bazanti (Chrysolophus pictus, Ye et al. 2012), krocani (Meleagris
gallopavo, Chaves et al. 2009), tettivci (Tetrao tetrix, Wang et al. 2012). Existuji ale i
zastupci Galloanseres, ktefi maji MHC geny organizované jinak. Tetfivek prériovy
(Tympanuchus cupido) ma pouze jeden lokus pro MHC 1. (Eimes et al. 2013). Kiepelky
japonské (Coturnix japonica) maji naopak 4 lokusy pro MHC I asi jako dusledek genové
duplikace, také byly v blizkosti lokusu identifikovany i pseudogeny (Shiina et al. 2004).

V piipadé kura doméciho byla prokézana souvislost mezi B haplotypy a rezistenci k
riznym infekcim. Rizné MHC alely zajist'uji rezistenci k riznym patogenum (Wallny et
al. 2006, Shiina et al. 2007). Byla prokazana asociace MHC haplotypi s rezistenci proti
Markové chorobé (Bacon and Witter 1993), Rous sarcoma viru (Svoboda et al. 1992),
infek¢éni bronchitidé, Newcastleské nemoci (Heller et al. 1991), zlatému stafylokokovi
(Cotter et al. 1992) i stitevnim helmintim (Schou et al. 2007). U sav¢ich MHC jsou znamy
také mnohé asociace MHC haplotypli s nemocemi, ne vSak s infek¢nimi chorobami, ale

vétsinou s autoimunitnimi onemocnénimi (Hill 1998).
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1.3 Exprese prozanétlivych cytokint IL-1b a IL-6 v zanétu

[.3.1 Zanét

Zanét je soubor reakci vrozené imunity, ktery se rychle aktivuje pii infekci ¢i
zranéni tkané, lokalizuji poskozeni (patogeny, fyzikalnimi nebo chemickymi vlivy) a vede
mechanismem Vv prvni linii obrany proti bakterialnim patogentim (van de Veerdonk et al.
2011). Vnéjsi projevy zanétlivych mechanismi, slozité interakce bunék a proteint, byly
popsany jiz v roce 25 fimskym lékafem Celsem jako 4 klasické pifiznaky zénétu: tumor
(otok), calor (zvySena teplota), dolor (bolestivost) a rubor (z¢ervenani) (Tracy 2006).

Experimentalné¢ se zanét navozuje infekci pokusnych zvirat patogeny nebo jejich
Castmi, jako napiiklad lipopolysacharidem (LPS), ktery je soucasti bunééné stény
gramnegativnich bakterii (Singh et al. 2012). LPS patii mezi takzvané struktury asociované
s mikroby MAMPs (microbial-associated molecular patterns), které jsou u bakterii
evolu¢né konzervované a v téle hostitele jsou rozpoznavany imunitnimi bunikami a tim je
zahajena zanétliva reakce (Matzinger 2007). Tyto struktury se vazi na receptory na vrozené
imunity na leukocytech a dalSich bunkach ve tkanich, zvané pattern recogniton receptory
(pattern recognition receprors — PRRs) (Medzhitov and Janeway 1997, Kawai and Akira
2009). Navazani antigent na rizné PRRs ve tkanich spusti signalizaci vedouci k produkci
riznych signalnich proteint cytokind, které atrahuji dal$i buiky imunitniho systému do

mista zanétu a stimuluji je (Ashley et al. 2012).

1.3.2 Cytokiny a jejich funkce

Cytokiny jsou skupina rozpustnych proteinovych nebo peptidickych mediatort
produkovanych imunitnimi buiikami, aby regulovaly imunitni odpoved’. Hraji klicovou roli
v regulaci imunitnich, v€etné zanétlivy procest. Ptac¢i a sav¢i cytokiny jsou si funkéné
podobné, i kdyz byvaji strukturné rozdilné (Giansanti et al. 2006).

Pta¢i cytokiny se daji rozdélit podle funkce do nékolika skupin: prozanétlivé
cytokiny (IL-1 rodina, IL-6, IL-17 rodina), Thl interleukiny (IL-2, -12, -15, -16, a IFN-y),
Th2 interleukiny (IL-3, -4, -5, -13), regula¢ni cytokiny (TGF-B, IL-10). Tyto skupiny

nejsou striktni ani rigidni, cytokiny maji Casto pleiotropni funkce (Giansanti et al. 2006).
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V této diplomové praci jsme po aplikaci LPS sledovali variabilitu exprese

prozanétlivych cytokind IL-1b a IL-6.

1.3.3 Prozanétlivé cytokiny IL-1b a IL-6 a jejich exprese v zanicené tkani
Interleukiny IL-1pB a IL-6 hraji dilezitou roli v iniciaci rané, akutni faze zanétlivé

reakce u savcu (Hazuda et al. 1990, Plackett et al. 2007, Sevimli et al. 2008). Tyto
cytokiny jsou produkovany fagocyty a dalSimi buitkami v napadené tkani v odpovéd’ na
bakterialni, ale i virovou nebo protozoalni infekci kura domaciho (Laurent et al. 2001,
Okamura et al. 2004, Khatri et al. 2005, Hong et al. 2006)

Exprese genti z rodiny IL-1 v imunitni odpovédi kuru vede k prozanétlivé
odpovédi a IL-1b je produkovan fagocyty a dal§imi efektorovymi buitkami na odpovéd’ na
virové i bakterialni infekce (Laurent et al. 2001). V ramci zprostiedkovani zanétlivych
reakci, IL-1b ma srovnatelnou funkci se savéim. Bylo prokazano, ze po manipulaci
lipopolysacharidem mnozstvi tohoto zanétlivého mediatoru stoupa (Klasing and Peng
1987). Exprese IL-1b roste v prvnich 6 hodinach po infekci, dosahuje nejvyssich hodnot
mezi 6 a 12 hodinami po vyvolani zanétu a poté exprese tohoto cytokinu klesa (Hamal et
al. 2010). Také pfi virové infekci je vyrazné zvySeni exprese IL-1b v makrofazich u ptaka
trpicich PEMS (Poultry enteritis and mortality syndrome) ve srovnani s negativni
kontrolou (Heggen et al. 2000). Po invazi Salmonelly do bunééné kultury makrofagt se ale
exprese téchto gend IL-1 rodiny obecné snizuje (Kaiser et al. 2000).

Interleukin 6 (IL-6) je dulezitou molekulou v indukci efektorové imunitni odpovédi
(Lynagh et al. 2000, Kaiser et al. 2000) Je produkovany makrofagy v ivodni ¢asti zanétu,
zaroven vyvolava proliferaci hematopoetickych prekurzord (Heinrich et al. 1990). Dale IL-
6 stimuluje rust B lymfocytd a produkci imunoglobulini (Kishimoto and Hirano 1988),
ucastni se aktivace T lymfocytd a ve vyvoji Th2 imunitni odpovédi (Rincon et al. 1997) a
zaroven inhibici imunitni odpovédi typu Th1 (Diehl et al. 2000). Také je také IL-6 schopny
indukovat diferenciaci dendritickych bunék na makrofagy (Chomarat et al. 2000). U ptaku
byla prokdzana prozanétliva role IL-6 (Lynagh et al. 2000). Po invazi bakterii do tkané
(napt. Salmonella dublin) produkce IL-6 indukuje silnou zéanétlivou odpoveéd a dale
aktivuje specifické i nespecifické mechanismy imunity (Kaiser et al. 2000). Také jako IL-
1B jeho exprese roste v prvnich 6 hodinach po infekci, dosahne nejvyssich hodnot mezi 6

and 12 hodinami po infekci a poté exprese klesa (Hamal et al. 2010).
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Cile prace

Pouzit RSCA metodu na zmapovani variability funkéniho mista gentt pro MHC

molekuly 1. tfidy (BFs) u plemen kura domaciho

U vybranych plemen kura doméaciho srovnat reakci na subkutanni aplikaci LPS do

patagia (otok tkané, exprese prozanétlivych cytokinti)
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1. Metody
I11.1 Variabilita MHC |

II1.1.1. Pokusna zvitata

Pro genotypovani MHC I genil jsme pouzili 192 jedinct 34 plemen kura domaciho
od 47 rtznych chovateld z celé Ceské Republiky. Do studie byly zahrnuty moderni i
starobyla plemena slepic (Araukana, Australka, Bantamka, Barneveldka, Bojovnice ko-
Samo, Bojovnice Samo, Brahmaénka, CeSka, Fénixka, Hamburdanka, Hedvabnicka,
Holokr¢ka, Japonka, Jokohamka, Kadetavka, Kur Bankivsky, Lafleska, Malajka, Minorka,
Oravanka, Orlovka, Paduanka, Plymutka, Rousna zakrsla, Sebritka, Velsumka, Vlaska,
Vranohlavka. Wyandotka, zdrobné¢la Brahmanka, zdrobnéla Ceska, zdrobnéla
Holand’anka, zdrobnéla Holokrcka, zdrobnéla Kocinka; Pavel and Tulacek 2006). 72
jedincti byli dospéli, kterym byla odebrdna krev z kiidelni zily pfimo u chovatele nebo na
zemédelské vystave. Zbytek vzorkd tvofila 19 denni embrya, kterym byla odebirana
svalova tkan. Pro ziskani embryonalni tkan¢ pro genetické analyzy byla nakoupena
nasadova vejce od chovateli. Ta byla inkubovana v inkubatoru Brinsea OvaEasy 190
Advance EX. Inkubace probihala pii 37,5°C a 50% vlhkosti. Devatenacty den inkubace
byla embya usmrcena cervikalni dislokaci a byly jim odebrany vzorky tkani. Oba druhy
tkani, krev i svaly, byly fixovany v 96% ethanolu a skladovany v -20°C. Ze vSech vzorkt
byla vyizolovina DNA kitem DNA DNeasy 96 Blood & Tissue Kit (kat. ¢islo 69506,
Qiagen, Hilden, Némecko) podle navodu.

II1.1.2 Genotypovani - RSCA

Ve spolupraci s laboratofi profesora Jima Kaufmana z oddéleni Patologie
University of Cambridge byla pouzita pro genotypizaci MHC alel metoda RSCA
(Reference strand-mediated conformation analysis). Je to genotypovaci technika, pii které
fluorescenéné oznafenené znamé sekvence (FLRs) tvofi heteroduplexy se sekvencemi
obsazenymi ve vzorku (hybridizace). Tyto heteroduplexy jsou nasledn¢ oddélené pomoci
kapilarni elektroforézy a vzdalenost jejich pohybu je zaznamenana vzhledem ke zndmému

standartu velikosti. Pocet peakid na elektroforetogramu ukazuje na pocet rozdilnych
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heteroduplext ve vzorku, tedy pocet rozdilnych sekvenci. Kombinace peakl ze 4 riznych
FLRs umoziuje identifikovat vSechny alely genii pro oba geny pro MHC . tfidy. Muze se
totiz stat, ze nckteré alely, které jsou si navziajem podobné, budou mit hodnoty
elektroforetogramu stejné po hybridizaci s jednou FLR stejné nebo velice podobné. Proto
se pouziva vice riznych FLRs, aby byly odhaleny vSechny alely. Tato metoda jiz byla
pouzita pro identifikaci MHC alel u nékolika dalsich druhti: koc¢ek domacich (Addie et al.
2004), psu domacich (Angles et al. 2005) i ¢lovéka (Ramon et al. 1998, Corell et al. 2000).

Genotypovali jsme se 767 bp dlouhy fragment MHC 1. genti, zahrnujici exony 2 a
3, které koduji vazebné misto MHC molekuly. V nasi analyze byly pouzity 4 rizné FLRs
po dvou od kazdého MHC 1 genu (viz tabulka 1). Pfed genotypovanim byla zmétena
koncentrace DNA vSech vzorkli spektrofotometrem NanoDrop 2000c a vzorky byly

zfedény na koncentraci 20 ng/ml. Vzorky s niz§i koncentraci nez 20 ng/ml byly pouzity

neziedéné.
gen alela NCBI accesion number
FLR A BF2 BF2*1501 | AM282695
FLR B BF1 BF1*0201 AM279340
FLRC BF2 BF2*0401 | AM282693
FLRD BF1 BF1*0401 | AM279337

Tabulka 1 — Informace o FLRs

Prvnim krokem metody RSCA je namnozeni cilového genu polymerdzovou
fetézovou reakci (PCR). Byl pouzit par nespecifickych amplifika¢nich primerd c71 a ¢75
(segence viz tabulka 2), rutiné pouzivanych v laboratofi Jima Kaufmana pro amplifikaci

obou kopii MHC I genu kura doméaciho.

BF | c71:5-CGAGCTCCATACCCTGCCGTAC-3 | C75:5-CTCCTGCCCAGCTCACCCTTC-3

Tabulka 2 - Sekvence nespecifickych primeru amplifikujicich édast vazebného mista obou MHC 1 (
BF1 a BF2) genii (Shaw et al. 2007)

Pro PCR reakci byla pouzita polymerdza VELOCITY DNA Polymerase (BIOLINE
Ltd., London, UK). Slozeni jedné PCR reakce je uvedeno v tabulce 3. PCR amplifikace
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probihala v termocykleru za nasledujicich podminek: inicialni denaturace pti 96°C po dobu
1 minuty, poté v kazdém z 30 cykli: denaturace pii 96°C po dobu 1 minuty, nasedani
primert pii teloté 65°C 1 minutu, amplifikace Velocity polymerazou pii 72°C 1 minutu.
Po poslednim cyklu probéhla jesté 10-ti minutova syntéza. Usp&snost PCR byla ovéiena
horizontalni elektroforézou na 1,5% agarézovém gelu (180 V, 30 min.). PCR produkty
byly skladovany v -20°C.

Velocity DNA polymerase kit | 1 PCR reakce (ul) | Koncentrace
ddH20 32
5xHiFi buffer 10
DMSO 2 100%
dNTPs 1 100 mM
Primer c71 2 10 uM
Primer c75 2 10 uM
Velocity (polymeraza) | 1 2 Ulul
DNA 1
Celkem 51

Tabulka 3 - Slozeni jedné PRC reakce pred RSCA s pouzitim Velocity DNA polymerase (Bioline
Ltd, London, UK)

Podobna PCR reakce probéhla 1 pfi ptfipravé Fluorescencné znacenych referenci
(Fluorescent labeled references, FLRSs). Srozdilem, Ze c¢75 primer byl oznacen
fluorescenéni znackou FAM na 5’ konci. Jako templat byl pouzit plazmid z laboratote Jima
Kaufmana. Namnozené FLRs byly skladovany v -20°C.

RSCA hybridizace probihala v termocycleru. Reakéni smés se skada z 4ul FLR a 3
ul PCR produktu. Pro kazdy vzorek byla namichana hybridiza¢ni reakce s kazdou ze 4
FLRs . V termocycleru nejprve probéhla 10-ti minutova denaturace pii 95°C, poté klesala
teplota po 1°C za sekundu az na 55°C. Hybridizace pokracovala dalSich 15 minut p#i 55°C
nez byla zchlazena na 4°C.

Poslednim krokem byla kapilarni elektroforéza produktu hybridizace. Na kazdé
méfeni bylo pouzito 4 ul produktu hybridizace, do kterého bylo piidano 9,8 ul ddH20, aby

se minimalizoval negativni efekt vypafovani a 0,2 pl Size Standartu (prodavany
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GeneScan-2500 ROX Size Standart, Applied Biosystems, Foster City, California, USA).
Kapilarni elektorforézu provedla Maria-Elena Mannerelli v upraveném sekvenatoru
v Natural Enviroment Research Council, University of Schffield.

Data z kapilarni elektroforézy byla zpracovana v programu GeneMapper®
Software - Applied Biosystems. Nejprve bylo pro kazdy vzorek zkontrolovano, jak
program pieCetl Size standart a piipadné byly rucné oznaceny peaky, které software
nerozpoznal. Pak byla teprve spusténa v programu GeneMapper® podprogram pro analyzu
RSCA dat a byly zobrazeny elektroforetogramy pro kazdou RSCA reakci. Piiklad
elektroforetogramu je na obrazku 4. Nasledné jsme z programu vykopirovali hodnoty
peaku z elektroforetogramti do tabulky v tabulkovém editoru (MS Excel) a dale pracovali

jiz jen s jejich ¢iselnou hodnotou.

150 190 1230 1270 1310

FLR A n

FLR B A

FLRC | a an .«

o

Obrazek 4 — Priklad Elektroforetogramii od jednoho jedince. Prvni, nejvétsi peak vznikl hybridizact
FLR (homoduplex), ostatni peaky jsou jiz hybridizace s riiznymi sekvencemi vzorku (heteroduplexy)

Potencionalni haplotypy urcené vzorem elektroforetogramu je tieba osekvenovat,
abychom mohli s jistotou ucit které kombinace peaki odpovidaji jakému haplotypu. Geny
pro MHC 1 tfidy nelze osekvenovat standartnim sekvenovanim. Kvuli dvéma kopiim
tohoto genu (BF1l a BF2) a jejich vysoké variabilit¢ nelze sekvenovat heterozyfotni
sekvence. Proto jsme PCR produkty nesekvenovali rovnou, ale nejprve je zaklonovali do
vektoru (pGEM®-T Easy Vector System 1), abychom s jistotou odlisili vSechny druhy

sekvenci v jedinci.
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111.1.3 Klonovani, sekvenovani

Zaklonovani do vektoru a piiprava sekvenadni reakce prob&hla v laboratoti Ustavu
biologie obratloveit AV CR, Vv detaSovaném pracovisti ve Studenci. Zaklonovany byly
vzdy 2 nezavislé PCR produkty, aby bylo mozno rozeznat variabilitu od chyb polymerazy.
Zaklonovany byly PCR produkty od 25 jedincti, ktefi byli vybrani, kviali jejich
jednoduchosti a vzdjemné podobnosti hodnot na elektroforetogramu RSCA.
K amplifikaci byla pouzita polymerazova feté¢zova reakce (PCR) s pouzitim KAPA HiFi
PCR Kitu (Kapa Biosystems Wilmington, Massachusetts, USA). Slozeni jedné PCR
reakce je uvedeno v tabulce 4. PCR amplifikace probihala v termocykleru za nasledujicich
podminek: inicidlni denaturace pti 95°C po dobu 4 minut, poté v kazdém z 35 cykld
denaturace pti 95°C po dobu 30 sekund, nasedani primert 20 sekund pii teloté 65°C,
amplifikace HiFi polymerdzou pii 72°C 30 sekund. Po poslednim cyklu probéhla
prodlouzena syntéza daldich 7 minut. Uspd$nost PCR byla ovéfena horizontalni
elektroforézou na 1,5% agarézovém gelu (150 V, 20 minut.). Poté byla amplifikovana

DNA piecisténa sadou EXO1-CIP PCR Clean-up Kit podle navodu.

KAPA HiFi PCR Kit | 1 PCR reakce (ul) | Koncentrace
ddH20 6,2

GC buffer 2

dNTPs 0,25 10 mM
Primer c71 0,2 10 uM
Primer c75 0,2 10 uM

HiFi (polymeraza) 0,15 5 Ulul

DNA 1

Celkem 10

Tabulka 4 - Slozeni jedné PRC reakce pied zaklonovanim do vektoru

Precistené PCR produkty byly zaklonovany do vektoru. Byl pouzit kit pPGEM®-T
Easy Vector System | podle navodu. Zkazdé reakce bylo vybrano 10 kolonii se
zaklonovanym plazmidem, které byly pouzity jako templat pro PCR reakci. PCR reakce
probihala shodné, jako pted zaklonovanim do vektoru, pouze jako templat byly pouzity

bakterie se zaklonovanym vektorem, abychom zjistili, zda byl plazmid do bakterii skute¢né
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zaklonovan. Podminky v termocycleru byly totozné. Uspésnost PCR byla ovéfena
PCR produkti bylo pfecisténo sadou EXO1-CIP PCR Clean-up Kit podle navodu. Tyto
precisténé PCR produkty byly sekvenovany za pouziti primera c71 a ¢75 z tabulky 111.2
firmou BIOGEN PRAHA, s.r.o v European Custom Sequencing Centre, Koeln,

Deutschland.

II1.1.4 Zpracovani sekvenci
K ptevodu chromatogramti ze sekvenatoru na sekvence byl pouzit algoritmus KB

Basecaller v1.2 implementovany do programu SeqScape v2.5 (Applied Biosystems).
V tomto programu byly alighnovéany sekvence ze vSech klonl od kazdého jedince a byla
provedena manualni kontrola kvality sekvenci. Alignment sekvenci (sekvence srovnané
pod sebou tak, aby stejné baze byly pod sebou) byl exportovan do souborti ve formatu
fasta. Nasledn¢ byly nukleotidové sekvence ofezdny, uspofadany, piejmenovany v
programu BioEdit v7.1.3.0 (Tom Hall, Ibis Biosciences, Carlsbad, California, USA). Do
haplotypt byly sekvence rozdéleny v programu FaBox v1.40 (Villesen 2007). Haplotypy,
které byly identifikovany, jsme se snazili spojit s daty z genotypovani RSCA a urdit, jaké
hodnoty z elektroforetogramu od vSech ¢tyi FLRs odpovidaji identifikovanému haplotypu.

Dale byla ze vSech sekvenci vymazana sekvence intronu a zbyla sekvence byla
pfelozena do aminokyselinové sekvence. Byly zkonstruovany fylogenetické stromy.
Fylogenetické stromy byly z alignmentu nukleotidovych sekvenci 1 aminokyselinovych
sekvenci zkonstruovany metodou nejvysSi vérohodnosti (maximum likelihood; ML)
v programu MEGA v5.2 (Tamura et al. 2011).

Alignment vSech sekvenci (DNA) byl dale analyzovan na serveru Datamonkey.org
(Delport et al. 2010a). Nejprve bylo pomoci funkce CMS (Codon Model Selection; Delport
et al. 2010b) otestovano, ktery model evoluce nukleotidi nejlépe sedi na dana alighnment.
Vysel model oznaceny 010010, tento model byl pouzit na analyzy na serveru Datamonkey.
V dal§im kroku byla pomoci nastroji SBP (Single Breakpoint Recombination) a GARD
(Genetic Algorithms for Recombination Detection) zkoumana piipadna pfitomnost

rekombinaénich zlomu.
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II1.2 Funk¢ni experimenty

I11.2.1 Pokusna zvitata

Pro funkéni experimenty jsme pouZili 24 jedincti 5 plemen (Bantamka, Ceska,
Fénixka, Holokrcka, Rousna zakrsld). Pro potifeby experimentu byla nakoupena nasadova
vejce od 5 ruznych chovatell, ktera byla inkubovana v inkubatoru Brinsea OvaEasy 190
Advance EX. Po 21 dnech inkubace pfi teploté¢ 37,5°C a 50% vlhkosti se kufata vylihla.
Chovana byla vSechna v kleci za celodenniho svételného rezimu, krmena ad libitum
krmivem Kuie Mini K1 a napajena pouze Cistou vodou.

Ve véku 7 dni jsme kufata zvazili (digitalni vaha, piesnost 0,01g) a zméfili jim
tarsus posuvnym méftitkem (pfesnost 0,05 mm). Byla jim odebrana krev z kréni zily a z
krve byl udélan krevni roztér. Z krevniho roztéru byly spocitany absolutni pocty bilych
krvinek (lymfocytl, heterofill, basofili, eozinofilii, monocytil). Hematologické analyzy
provedla Mgr. Barbora Bilkova.

Poté jim byl injikovéan roztok lipopolysacharidu (E. coli, 0,01 mg/20 ul) do levého
patagia. Pravé patagium jsme nechali bez manipulace jako kontrolu (Berthouly et al.
2008). Po 6 hodinach jim byla mikrometrem (pfestnost 0,01 mm; Mitutoyo 547-313,
Mitutoyo Corporation, Kanagawa, Japan) zmétena Sitka obou patagii. Nasledné jim byla
provedena biopsie obou patagii kruhovym skalpelem Vv priméru 3 mm. Biopsie byly ihned
vlozeny do fixa¢niho ¢inidla RNAlateru (Qiagen), byly skladovany po 24 hodin v lednici
(4°C) potom byly zchlazeny a skladovany v -80°C. Ze vSech vzorki byla posléze
vyizolovana RNA kitem RNeasy Plus Mini Kit od Qiagen podle navodu vyrobce a
skladovana v -80°C.

[11.2.2 Kvantitativni PCR (qPCR)

Kvalitativni PCR byla méfena exprese geni. Nejprve byla zméfena koncentrace
RNA vSech vyizolovanych vzorkii na spektrofotometru Biorad SmartSpec 3000 (5ul
vzorku a 95ul ddH20). Pro kazdy vzorek byla provedena 3 méfeni a byla spocitana
priméma koncentrace vzorku. Posléze byla RNA zfedéna na koncentraci nejméné
koncentrovaného vzorku a to na koncentraci 23,9 pg/ml. Redéni bylo provedeno ddH2O,
ktera byla také elucni cinidlo v izola¢nim kitu RNeasy Plus Mini Kit od Qiagen.

Kvantitativni PCR (qPCR) byla provedena u kaZzdého vzorku pro tfi geny: jeden house-
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keeping gen (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, GAPDH) a dva geny cytokini
(interleukin-1b a 6, IL-1B a IL-6). House-keeping je takovy gen, ktery by mél byt
exprimovan ve vSech builkach ve stejném mnozstvi. GAPDH, ktery byl pouzit je jeden
z enzymi glykolyzy. Pro qPCR byly pouzity primery a proby znamé z literatury (Kaiser et
al. 2003) a jsou i se sekvencemi uvedeny v tabulce 5. Kazda qPCR reakce byla provedena
Vv triplikatu, zaroven na kazdém platicku byly negativni a pozitivni kontroly. Negativni
kontrola byla PCR reakce, ve které byl templat nahrazen vodou, pozitivni kontrola byla
fedici fada zplazmidi pro vSechny tfi geny, poskytnutého laboratoii Petea Kaisera
z Roslin-Institutu v Edinburgu. Z fedici fady byla v softwaru LightCycler ® 480 spocitana
efektivita PCR reakce na kazdém platicku.

F Primer R Primer Proba
5-FAM-
GAPDH | 5-TTGGCATTGTGGAGGGTCTT-3 | 5-GGGCCATCCACCGTCTTC-3 | CGTCCATGCCATCACAGCCACAC-
BHQ1-3
5- 5-FAM-
IL-1B |GCTCTACATGTCGTGTGTGATGAG| 5-GCTGTCGATGTCCCGCAT-3 | CCACACTGCAGCTGGAGGAAGCC
-3 -BHQ1-3
5-FAM-
IL-6 5-GCTCGCCGGCTTCGA-3 5-GGTAGGTCTGAAAGGCGAACA-3| AGGAGAAATGCCTGACGAAGCTC
TCCA-BHQ1-3

Tabulka 4 - Primery a proby pouzité na gPCR analyzy (Kaiser et al. 2003)

Pro gPCR byl pouzit kit gJPCRBIO probe Onestep NO rox (Bioline). Slozeni jedné
reakce je uvedeno v tabulce 6. Reakce probéhly v pfistroji LightCycler ® 480 Detection
System (RocheApplied Science). Data byla zpracovana v LightCycler ® 480 Softwaru
(RocheApplied Science) vcetné vypoctu efektivity PCR. Ta byla, vedle hodnot Ct (cycle
threshold) pouzita pti vypoctu hodnoty AACt (Pfaffl 2001, Vinkler et al. 2014). Ct hodnota
je hodnota cyklu pCR reakce, kdyz za¢ne sledovany PCR produkt pii reakci
v LightCycleru exponencidln¢ rtst. Hodnota Ct je umérnd s mnozstvim daného genu
Vv templatu, tedy jeho obsah v RNA. Pro dalsi statistiku bylo vypo¢itano AACt.

AACt je hodnota, ktera ukazuje na rozdilnou expresi v manipulované a
nemanipulované tkani u jedinci. AACt bylo vypocitano zvlast’ pro expresi IL-1b a IL-6.
Nejprve byly odeéteny hodnoty Ct ziskané z manipulované a nemanipulované tkané pro

hous-keeping gen (GAPDH) i cilovy gen (IL-1p nebo IL-6). Tyto hodnoty byly umocnény

23


https://en.wikipedia.org/wiki/Glyceraldehyde_3-phosphate_dehydrogenase

na efektivitu platicka ve kterém reakce probihala, kterd byla vypocitana v programu
LightCycler ® 480 Software (RocheApplied Science). Abychom ziskali AACt, byla vzdy

takto upravena data mezi sebou vydélena (Pfaffl 2001).

kit PCRBIO
probe Onestep GAPDH
NO rox (uh) IL-1B (ul) | IL-6 (ul) | Koncentrace
F+R primery 0,8 0,8 0,4 5uM
Proba 0,15 10 uM
RTase 1 20 uM
2xgPCRBIO 5
ddH:20 1,05 1,05 1,45
RNA 2
Celkem 10

Tabulka 6 - Slozeni jedné PCR reakce pro kvantitativni PCR

I11.2.3 Analyza dat

Data byla analyzovana v statistickém programu R verze 3.0.1 (R Foundation for
Statistical Computing 2013, Viden, Rakousko).

Pro srovnani reakce na subkutdnni aplikaci LPS manipulované tkané a kontroly
jsme pouzili parovy t-test. Vliv na velikost otoku byl testovan zobecnénymi linearni
modely (Generalised Linear Models; GLMSs) zahrnujicimi tyto vysvétlujici proménné
(linie, varka, v€k) Postupnym vylucovéanim jednotlivych proménnych a jejich interakci na
zéklad¢ F-kritéria, tak aby kazdy zjednoduSeny model vysvétloval alesponi stejné mnozstvi
Rozdé&leni residui MAM bylo otestovano Shapiro-Wilkovym testem. Residuély vysledného
modelu byly pouZity pro sestrojeni krabicového grafu. Plemena slepic byla déle testovana
TukeyhoHSD (honestly significant difference) testu.

Vliv na produkci IL-1pB, IL-6 po stimulaci LPS byl také testovan zobecnénymi
linearni modely, které zahrnovaly tyto proméné: velikost otoku, délka tarsu, hmotnost
jedince, absolutni pocet riznych bilych krvinek (lymfocyt, heterofild, basofild, eozinofild,

monocytll). Residudly vysledného modelu byly rovnéZ pouzity pro sestrojeni krabicovych
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grafi. Plemena slepic byla dale testovana parovym TukeyhoHSD (honestly significant
difference) testem.

Déle byla v balicku programu R Recomander vytvofena Pearsnova korela¢ni matice
se vSemi jmenovanymi porménymi. Byly také vypocitany Holmovou metodou upravené p-
hodnoty (Adjusted p-values; Holm's method). Dale byly vytvoieny grafy vztahu expresi
obou interleukinii a absolutniho poétu 5 typad bilych krvinek (lymfocytd, heterofild,
basofili, eozinofili, monocyti). Grafy byla prolozena linearni spojnice trandu a byla

odeétena hodnota R2.
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V1. Vysledky

V1.1 Variabilita genti pro MHC 1. tfidy

Z RSCA dat bylo vybrano 24 jedinci 14 plemen, kterym jsme zaklonovali a
osekvenovali PCR  produkty, abychom zjistili, jaké kombinace hodnot
Z elektroforetogrami odpovidaji jakym sekvencim.

U zaklonovanych jedincii byl sekvenovan 767bp dlouhy tisek obsahujici exony 2 a
3 obou kopii genti pro MHC 1. Tridy (BF1 a BF2). Bylo osekvenovdno 24 jendinci.
Bohuzel sekvenovani neprobéhlo idealné, takze pro potieby dalSich analyz byly vSechny
sekvence ofiznuté na stejnou délku 561bp, uprostied je intron dlouhy 229 bp. Celkem bylo
identifikovano 41 ruznych sekvenci u 25 jedincu. Tyto haplotypy byly pojmenovany
hap_1-41. Sekvence haplotypt byly pfelozeny do 110 animokyselin dlouhé sekvence.
Pouze haplotypy hap_20 a hap_22, nebyly piekladany, protoze nase sekvence byly piilis
kratké, 1 kdyz rozdilné od ostatnich haplotypi. Pouze 2 nami identifikované haplotypy maji
po piekladu do aminokyselin stejnou sekvenci a to hap_02 a hap_18, ostatni se li§i. Zadna
z aminokyselinovych sekvenci neobsahuje stopkodon uprostied sekvence.

U kazdého jedince bylo nalezeno 2-8 riznych haplotypu (viz tabulka 7). V tabulce
8 je uvedeno vsech 41 riznych haplotypt spolu s hodnotami z RSCA, pokud se podaftily
najit kombinace hodnot unikatni pro dany haplotyp. Sedm nami identifikovanych
haplotypt jiz bylo identifikovano v minulosti, jména haplotypti a accesion number
databaze NCBI je rovnéz uvedeno v tabulce 8. Z nami identifikovanych haplotypt jich
bylo 17 osekvenovéano vicekrat, 24 pouze 1x. Cetnosti nami identifikovanych haplotypt

jsou uvedeny v grafu na obrazku 5.

26



Cetnost vyskytu haplotyptiu 2
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Obrdzek 5 - Graf cetnosti nalezenych haplotypit MHC I. tiidy

< pocet
Lislo Plemeno nalezenych Haplotypy
jedince haplotypii
46 Bantamka 3 hap_07, hap_18, hap_ 23
47 Bantamka 3 hap_02, hap_07, hap_19
49 Ceska 3 hap_06, hap_14, hap_ 29
52 Bantamka 5 hap_02, hap_07, hap_18, hap_19, hap_ 37
59 Ceska 5 hap_01, hap_03, hap_24 , hap_31, hap 39
61 Minorka 6 hap_12, hap 13, hap_17, hap_33, hap_40, hap_41
62 Minorka 8 hap_05, hap_10, hap_12, hap 13, hap 17, hap_25, hap_26, hap 32
63 Rousna zakrsla 3 hap_08, hap_14, hap_ 16
67 Barneveldka zakrsla 4 hap_06, hap_07, hap_ 16, hap_ 36
69 Minorka 3 hap_10, hap_12, hap_13
78 Holand’anka zakrsla 2 hap 09, hap_15
81 Holokrcka zakrsla 3 hap_05, hap_16, hap_21
88 Brahmanka 3 hap_01, hap_04, hap_05
89 Malajka 3 hap_05, hap_07, hap_09
92 Bojovnice Samo 2 hap_05, hap_07
93 Orlovka 2 hap_05, hap_07
94 Lafleska 3 hap_01, hap_05, hap_22
107 Bojovnice §amo 2 hap_07, hap_14
108 Malajka 4 hap_14, hap_27, hap_34, hap_35
119 Ceska zdrobnéla 3 hap_07, hap_21 , hap_38
129 Minorka 3 hap_13, hap_28 , hap_30
141 Holand’anka zakrsla 3 hap_07, hap_15, hap_ 20
142 Holand’anka zakrsla 3 hap_11, hap_ 15, hap_20
147 Paduanka zakrsla 3 hap_12, hap_13, hap 14

Tabulka 7 — Nalezené haplotypy u sekvenovanych jedincu
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Cetnost
haplotypu

FLR A
BF2

FLRB
BF1

FLRC
BF2

FLRD
BF1

haplotypy
blast

NCBI accesion number

hap_01

3

1186

1174

1270

hap_02

hap_03

1185,1206

1173

hap_04

1208

1175

1208

hap_05

hap_06

2
1
1
8
2

BF2*1401

AM282694.1

hap_07

10

BF1*2101,
BF1*JF2

AM279339.1, AM419160.1

hap_08

hap_09

1263,1266

hap_10

hap_11

1229,124

1239,1253

1248,1265

BF1*JF9

AMA419168.1

hap_12

BF2*0201

AM282692.1

hap_13

BF1*0201

AM279336.1

hap_14

hap_15

1183

hap_16

hap_17

1200

hap_18

hap_19

hap_20

hap_21

BF1*JF1

AMA419163.1

hap_22

1207,1267

1174,1241

1199

1176

hap_23

hap_24

hap_25

hap_26

hap_27

1326

1268

BF2*1501

AM282695.1

hap_28

hap_29

hap_30

1195

1244

hap_31

hap_32

hap_33

hap_34

hap_35

hap_36

1258

1174

hap_37

1324

1192

hap_38

1219,1273

1183

hap_39

1185

1173

hap_40

RlRrlRrlRr|Rr|RrRrRr|Rr|Rr|RrRr|RrRrR|R|RrRr[R[|NM|INM(NM[(Md|MV|ww|O|a|ls[R[ NN

hap_41

1

Tabulka 8 — Identifikované haplotypy genii pro MHC I, jejich frekvence a odpovidajici hodnoty

elektroforetogramit RSCA
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/119371616?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=W3KMA6DZ015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/119391349?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=W3M8R89F014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/119371612?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=W3MFUSC7014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/119358523?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=W461FFA601R

Jak je ziejmé ztabulky 8, pfifazeni hodnot elektroforetogrami ke zjisténym
haplotyplim se ani zdaleka nepovedlo ve vSech ptipadech. Data ziskana z RSCA analyzy
(uvedend v priloze 1) totiz ptilis neodpovidaji nalezenym sekvencim.

Dale byly vytvoteny fylogenetické stromy, ve snaze uréit, zda nami osekvenované
haplotypy jsou geny BF1 nebo BF2. Proto byly do fylogenetického stromu zafazeny
sekvence z naseho experimentu a také sekvence z literatury (Hosomichi et al. 2008). Byl
vytvofen jeden strom ze sekvenci DNA a druhy ze sekvenci pielozenych do
aminokyselinové sekvence (sekvence aminokyselin jsou v pfiloze 2). Z obrazku 6 nejsou
patrné samostatné clustery pro BF1 ani BF2 geny ani u stromu konstruované¢ho ze
sekvence DNA ani ze sekvence aminokyselin. Do tvorby fylogenetickych stromd nebyly
zahrnuté haplotypy hap 20 a hap 22, protoZe osekvenované sekvence byly pfili§ kratké
(cca polovina délky vSech ostatnich haplotypt, pfesto maji unikétni SNPs).

Analyza rekombinace probéhla na serveru Datamonkey.org. Analyza GARD
(Genetic Algorithms for Recombination Detection) neodhalila zadné rekombinacni zlomy.
Naopak SBP (Single Breakpoint Recombination) analyza objevila jeden rekombinaéni
zlom a to na 143 misté od zacatku analyzované sekvence. Tato pozice lezi na rozhrani

exon-intron.
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aa_25
BF2-B9

BF2-B21

aa_39
aa_33
aa_01
BF1-B9

aa_23

BF2-B19
aa_27

BF2-B15

aa_34
aa_35

[ BF1-B12
BF1-B19

BF1-B5

BF1-B8
BF1-B11

BF1-B6
aa_38
BF1-B23

aa_36
aa_37
BF1-B17

aa_07

BF1-B13
BF1-B15
BF1-B21
BF1-B24
BF2-B2
BF2-B12
aa_l12
BF2-B5
BF2-B8
BF2-B11
BF2-B17
aa_05
aa_14
; aa_19
BF2-B6
BF2-B24

aa_04
BF2-B13

aa_09
—L
T aa_10
aa_26

aa_32
4;4 aa_l13
BF1-B2

Obrazek 6 — Fylogenetickeé stromy

hap_13
BF1-B2
hap_32
— 1 hap_33
hap_39
hap_24
hap_31

hap_01
BF1-B9
BF2-B21
BF2-B19

hap_34
hap_35

hap_27
M BF2-B15
hap_03

hap_06

hap_29

hap_21

hap_16

hap_28

hap_17

hap_25

BF2-B9

BF2-B17

BF2-B24
hap_19
hap_11
hap_08
hap_02
hap_18

hap_05
hap_14
hap_40
hap_41
BF2-B8
BF2-B11
BF2-B5
BF2-B23

hap_12

BF2-B2

BF2-B12

hap_04
BF2-B6

hap_23

hap_10

BF2-B13

BF1-B12
BF1-B19
BF1-B23
BF1-B8
’—1 BF1-B11

BF1-B5

hap_38
BF1-B17
hap_36
hap_37
hap_07
BF1-B15
BF1-B21

BF1-B24

0.005

BF1-B6

BF1-B13
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V1.2 Funk¢ni analyza

VI1.2.1 Variabilita otokt po aplikaci LPS u plemen slepic
Po aplikaci LPS do patagii kufat jim byl zméfeno oteklé patagium. Velikost otoku

na manipulovaném kiidle se signifikantné 1iSi oproti kontrole — pravému,
nemanipulovanému kiidlu (t = 3.6766, df = 27.357, p-value = 0.001019). Mira otékani
tkan¢ je vysvétlena pomoci generalizovaného linearniho modelu zahrnujiciho pouze jednu
proménou a to plemeno. Residudly modelu byly otestovany Shapiro-Wilkinsovym testem:
p-hodnota = 8.77e-05. Residualy modelu vyly pouzity k vytvoreni grafu (Obrazek 7).

Po pouziti parového TukeyhoHSD testu byla dvojice plemen, jejichz otok se
navzajem signifikantné 1isi, jsou holokréky a rousné zakrslé (p=0.0332452) dale holokrcky
a CeSky (p=0.0244366). Po vyiazeni tohoto velmi variabilniho plemene — holokréek
(viz Obrazek 7), se mezi sebou dale marginalné nesignifikantn¢ li$i plemena rousné zakrslé

a ¢esky (p=0.0657333).
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Obrazek T - Krabicovy diagram ukazujici na rozdily v otocich patagii (jako zavislost rezidui z
MAM) po aplikaci LPS u vybranych plemen slepic
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V1.2.1 Variabilita exprese IL-1p u plemen slepic
Mira exprese IL-1b byla vysvétlena generalizovanym linearnim modelem.

Minimalni adekvatni model vysvétlovana proménna exprese IL-1b je vysvétlovana pouze
proménou plemeno. Residudly modelu byly otestovany Shapiro-Wilkinsovym testem: p-
hodnota = 4.621e-05. Residualy modelu vyly pouzity k vytvoreni grafu (Obrazek 8).

V parovém TukeyhoHDS testu vysly signifikantné rozdilné dvojice téchto plemen:
rousné zakrslé a cesky (p=0,0045553), Rousné zakrslé a holokrcky (0,008877) a

marginaln€ nesignifikantné rousné zakrslé a fénixky (p=0,0900126).
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Obrdazek 8 - Krabicovy diagram ukazujici na rozdily expresi IL-1f3 (jako zavislost rezidui z MAM)
po aplikaci LPS u vybranych plemen slepic

Pearsnova korelace expresi IL-1b se vSemi méfenymi proménnymi vySla pouze
marginalné nesignifikantné korelace s absolutnim podtem lymfocyti: R?=0.6153, adjusted
p-value (Holms method) = 0,0563. Pearsnovy korelace se vSemi ostatnimi proménnymi
vySly nesignifikantné. Byly vytvoreny grafy exprese IL-1b a absolutnich pocti lymfocytt
(Obrazek 9). Byl zjistény korelace mezi Expresi IL-1b a absolutnim poétem lymfocytd
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(R?=0,3786), absolutnim poé¢tem hetorofili (R?=0,2186), absolutnim poétem basofili
(R?=0,1824) a absolutnim poétem monocyti (R?=0,1522).
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Obrazek 9 — Korelace exprese IL-15 a
absolutnich poctii leukocytu
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V1.2.3 Variabilita exprese IL-6 u plemen slepic

Mira exprese IL-6 byla vysvétlena generalizovany linearni model, z vSech
méienych proménych v MAM zistala akorat proménd plemeno. Residualy modelu byly
otestovany Shapiro-Wilkinsovym testem: p-hodnota = 4.501e-06. Residualy modelu byly
pouzity k vytvoreni grafu (Obrazek 10). Tento model je ale pouze marginalné signifikané

odli$ny od nulového modelu (F-kritérium = 0.06877).
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Obrazek 10 - Krabicovy diagram ukazujici na rozdily expresi IL-6 (jako zavislost rezidui z MAM)
po aplikaci LPS u vybranych plemen slepic

TukeyhoHSD ani Pearsnova korelacni matice neodhalili Zadné signifikantrni
vztahy. Nicméné v grafech vytvofenych z dat proloZzenymi spojnici trendu byla zjisténa

korelace s absolutnim poétem heterofiléi R?=0,2054, jak je vidét na grafu, viz obrazek 11.
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Obrazek 11 — Korelace exprese IL-6 a absolutnich poctii leukocytii
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V. Diskuze

V.1 Variabilita gentt pro MHC I. tiidy u plemen slepic

Byly osekvenovany zaklonované PCR produkty vazebného mista MHC 1. tridy
(intron 2 a 3 genit BF1 a BF2). Bylo identifikovano celkem 41 haplotypt a celkem 40
aminokyselinovych variant u 24 jedinci. U sekvenovanych jedinci bylo nalezeno 2-8
haplotypu.. Takovyto velky pocet alel mize byt zpisoben nékolika faktory. Prvni je ze
pouzita zvitrata jsou hodné variabilni nejen proto, ze jsou z n€kolika riznych plemen, ale
variabilita muZe byt zpsobena vzajemnym kiiZzenim plemen chovateli. To by mohlo vést
ke genetickému toku imunitnich gent, mezi které patii také MHC.

Vysoky pocet nalezenych haplotypt u nékterych jedinct (napf. jedinci ¢islo 61, 62)
naznacuje, ze PCR reakce nemusela probéhnout optimalné. Je mozné, Ze diky vysokému
obsahu bazi cytosinu a guaninu (GC parti), navic uspotadanych do ostrtivku, se polymeraza
tzv. ,sklouzla“. Tedy ze uprostfed reakce pii pfepisovani intronu prestala fungovat.
Fragment byl poté v dalSim cyklu pouzit jako primer u jiného templatu. Tim mohly byt
pouzit¢ PCR chybové produkty, které jsme potom osekvenovali a byly urceny jako
haplotypy. Ztoho vyplyva, Ze né&které identifikované haplotypy mohou byt pouze
produktem sklouznuti polymerazy a mohou byt slozené po ¢astech z jinych alel. To by se
mohlo pravdépodobné tykat hlavné haplotypu, které byly v datasetu nalezeny jen jednou a
zaroven nebyly nalezeny v databazi NCBI. Z 24 haplotypu, které byly osekvenovany
pouze jednou byla v internetové databazi nalezena sekvence haplotypu hap 11. U
ostatnich, hap 03, hap 04, hap 08, hap 22-hap 41, je tfeba ptedpokladat tyto haplotypy
mohly vzniknout Spatnou PCR reakci. Touto chybou mohla byt také zatiZena data
z genotypovani metodou RSCA. Tim mohly byt vygenerovany faleSné haplotypy pii
sekvenovani ale 1 pfi genotypovani.

Zaroven je nutné poznamenat, ze jsme diky metodé zaklonovani PCR produktt do
vektoru a jejich sekvenovani lokus nespecifickymi primery, nemuseli odhalit Gplné
vSechny haplotypy u daného jedince. Déle je mozné, ze jsme se o n¢jakou variabilitu
ptipravili, kdyz jsme sekvence ofezali, abychom je méli vSechny stejné dlouhé a mohli je
srovnavat.

Jednim zcild prace bylo pfifadit osekvenované haplotypy k datim ziskanym

genotypovanim RSCA. Nase RSCA data jsou velmi variabilni a slozitd, jen obtizn¢ jsme
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vybirali pro zaklonovani do vektoru a sekvenovani jedince s jednoduchymi a zaroven
podobnymi RSCA vzory peakii. Predpokladala jsem, ze kdyz maji dva jedinci jednu ze
sekvenci shodnou, tak budou mit shodné alespoii nckteré hodnoty na
elektroforetogeramech RSCA. Tyto hodnoty se mi ale vzdy nepodafilo nalézt.

Kvuli vysoké variabilit¢ RSCA jsem tedy nedokazala zcela vyuzit potencial
genotypovaci techniky RSCA, pouzila jsem postup optimalizovany na laboratornich a
komerénih liniich kura doméanicho Moje vzorky jsou z ale rozmanitych slepic riznych
plemen z malochovi, a tudiZz jsou o dost variabilnéj$i. Mozna jsem méla zafadit do
datasetu méné plemen a vice jedinci na plemeno. RSCA data by byla pravdépodobné
jednodusi a Iépe by se podle nich haplotypy identifikovaly. Nebo uplné pieskocit
genotypovani RSCA metodou a osekvenovat MHC geny nékterou z metod sekvenovani
nové generace (NextGeneration Sequencing).

Dalsim problémem metody RSCA by mohl byt fakt, ze jsme pro analyzu RSCA a
nasledné sekvenovani pouzili pokazdé jiné PCR produkty, mohlo se tedy stat, ze jsem
vlastné genotypovala jiné PCR produkty neZz jsem posléze sekvenovala. Chyby v PCR
reakci mohly byt totiz rizné pfi mnozeni dané¢ho Useku PCR reakci pred genotypovanim
metodou RSCA a pted zaklonovanim do vektoru a sekvenovnanim. Tyto PCR reakce
probéhly kazda v jiné laboratofi a s pouzitim jiné chemie. To mize byt divodem, pro¢ se
nepodafilo k sekvencim pfiifadit hodnoty z elektroforetogramti hybridizace ani s jednou
FLR. Casteénym feSenim by bylo pouzit pro sekvenovani stejné PCR produkty jako pro
genotypovani, bohuzel ale v§echny ziistaly v laboratofi profesora Jima Kaufmana, kde byla
RSCA analyza z velké ¢asti provedena.

Dal$im problémem piifazovani haplotypiim k hodnotdm elektroforetogrami je
povaha RSCA dat, ktera jsem vyprodukovala. Hodnoty peaki nejsou vzdy piesné, lisi se
trochu reakci od reakce. Hodnoty v datasetu, spiSe tvori shluky podobnych hodnot, nez aby
se ur¢ita hodnota mnohokrat opakovala. Jak je patrné z obrazku Cetnosti namétenych dat
RSCA (obrazek 12), nékdy lze snadno urcit, které hodnoty patii k sobé a které ne, jako
Vv pfipad€ peakil kolem hodnoty 1059 na grafu cetnosti, protoze dalsi shluky jsou &iselné
vzdalené. Dalsi pfipady ale nejsou tak snadné, jako napiiklad peaky mezi hodnotami 1191-
1210. Rozptyl shlukti peakt: je totiz vétsi nez vzdalenost mezi riznymi shluky peaki. Proto
jsem nemohla ve spousté piipadid urcit hodnoty peakd elektroforetogramt
k osekvenovanym haplotypim. Kvuli témto skuteCnostem se mi také nepovedlo

identifikovat haplotypy podle RSCA peaki, jak bylo planovano.

37



Cetnost vybranych hodnot namétenych metodou RSCA (FLR A)
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Obrdzek 12 - Graf" cetnosti vybranych hodnot RSCA pro FLR A

Snazila jsem se vytvofit fylogenetické stromy nasich sekvenci a sekvenci stazenych
z databaze NCBI. Predpokladala jsem totiz, ze by geny BF1 a BF2 mohly tvofit clustery, a
j& bych mohla identifikovat, zda mnou osekvenované haplotypy jsou BF1 nebo BF2 kopie
genu pro MHC I. ttidy. Podobné jako ve ¢lanku Worley et al. 2008 je v mych
fylogenetickych stromech nékolik mensich clustert, obsahujicich pouze BF1 nebo BF2
geny. Nedokazala jsem vsak s jistotou urcit, které geny jsou mnou osekvenované haplopy.

DalSim zdrojem variability by mohla byt rekombinace v genech pro MHC 1. tiidy.
Rekombinace vtomto tuseku je ale velmi vzacna. Velmi malo rekombinace bylo
zaznamenano vubec v ramci celého B lokusu (Hala et al. 1988, Skjedt et al. 2008). SBP
analyza nasSich sekvenci nasla ale jeden rekombina¢ni zlom, tento zlom ale nebyl potvrzen
analyzou GARD. Navic odhaleny rekombinacni zlom ale lezi na intron-exon rozhrani, je
tedy mozné Ze tato analyza byla také zatizena chybou, sklouznutim polymerazy pii PCR
reakci.

Piivodné jsem méla v planu genotypovat pro MHC 1. tfidy jedince, na kterych byly
provadény funkéni experimenty a spojit variabilitu v MHC genech s variabilitou
v zanétlivé odpovédi. Kvili nezvladnutému interpretovani RSCA jsem tuto analyzu pro

dalsi jedince jiz neprovadéla.

V.2 Funk¢ni analyza
Ve funkéni analyze jsme sledovali zmény ve tkédni po aplikaci LPS, ktery je sloZzkou

membran gramnegativnich bakterii a organismech vyvolava zanét. Sledovali jsme velikost

otoku a expresi cytokint IL-1b a IL-6 po 6 hodinach po injekci LPS.
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Pti analyze udaji méfenych z otokii, bylo potvrzeno, ze tkan po injekci LPS
signifikantné otee a ze exprese prozanétlivych cytokinl je vyssi neZ v nemanipulované,
kontrolni tkéni. Déle jsem pomoci testovani MAM zjistila, Ze velikost otoku a exprese
obou zkoumanych cytokinli zavisi na plemenu slepice. Je to zpisobeno tim, Ze je
Vv sledované proménné vzdycky jedno plemeno hodné variabilni (viz obrazky 7, 8, 10).
V ptipadé otokl jsou to holokrcky, v pfipadé expresi obou sledovanych interleukinti jsou
to rousné zakrslé. To bylo taky potvrzeno parovymi TukeyHSD testy.

Déle jsem se zaméfila na korelace proménnych s absolutnimi pocty leukocytt pied
aplikaci LPS do tkéné. IL-1 margindlné¢ nesignifikantné koreluje s absolutnim poctem
lymfocyti. Kdyz jsem prolozila kiivku trendu daty, ukazaly se i dalsi, slabsi korelace
s heterofily, basofily i monocyty. Produkce IL-6 naopak koreluje pouze s absolutnim
poctem heterofilt v krvi. To by mohlo byt interpretovano, ze IL-6 je spi§ exprimovan
imunitnimi bufikami, které jiz ve tkani jsou a heterofily jako prvni obrannou linii zanétu, a
IL-1b je exprimovan spiSe buiikami, které do mista zanétu migruji z krve po vypuknuti

zanétu.
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VI. Zavér

vvvvvv

Z nejprozkoumangjsich ptakil vibec, je to zdroven ekonomicky velice vyznamny a diky
chovu na jidlo extrémné rozsifeny zivocich, slepic je na Zemi vice nez lidi. V soucasnosti
se chovaji i zkoumaji hlavn¢ vysokoprodukéni plemena nebo laboratorni linie, Ktera ale
nejsou piili§ variabilni, pfevazna vétSina jich je odvozena z jednoho plemene — Leghornky.
Variabilni slepice pfetrvavaji v malochovech, v plemenech chovanych pro zabavu. Tato
plemena maji riznou historii, tedy i riznou genetickou vybavu. Geneticka variabilita je
dualezita pro zivotaschopnost celé populace. Variabilita imunitni odpovédi je vyhodna i na
urovni jedince, heterozygotni imunitni geny umoziluji rozpoznévat vétsi spektrum
patogend. V této diplomové praci jsem se zaméfila na variabilitu imunitni odpovédi u
ruznych plemen slepic.

V této diplomové praci jsem se zaméfila nejprve na variabilitu genti pro MHC L
tiidy u vybranych plemen slepic. Gen pro vazebné misto MHC I. téidy je dvakrat
zkopirovany. Byla pouzita genotypovaci metoda RSCA pro 192 jedinci, 34 plemen od 47
chovatel z Ceské Republiky. Z téchto jedinct bylo vybrano pro sekvenovani 24 jedinct
14 plemen. V nich jsem identifikovala 41 haplotypti, z toho sedm jiz znamych z literatury.
Tak vysoky pocet alel u tak malo jedinct ukazuje na vysokou variabilitu gentt pro MHC u
plemen slepic.

Dale jsem se zaméfila na prozanétlivou aktivitu u plemen kura domaciho.
Aplikovala jsem subkutanné roztok lipopolysacharidu, sacharidu obsaZeného
Vv bakterialnich membranach, ktery bézné vyvolava zanét. Sledovala jsem velikost otoku a
expresi prozanétlivych cytokinli IL-6 a IL-13 po subkutdnni aplikaci lipopolysacharidu.
Vysledky naznacuji, Ze velikost otoku po stimulaci a exprese obou prozanétlivych cytokint
se mezi plemeny lisi.

Tato prace pravdépodobné kvili malému mnozstvi vzorkll a zaméfeni na plemena
chovana v Ceské Republice popisuje jen zlomek variability imunitni odpovédi mezi

plemeny slepic. Tim padem ziistava spousta prostoru pro dalsi vyzkum.
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Seznam zkratek
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ddH20
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FLR
GAPDH
GARD
GLMs
IFN

IL

LPS
MAM
MAMPs
MHC
NCBI
PCR
PRR
gPCR

RNA
RSCA
SBP
TGF
TNF

Gen pro MHC 1. tfidy, odvozeno od B locus, kde lezi
base pairs, par bazi

Cycle treshold

Deionizovana voda

Deoxyribonucleid acid, Deoxyribonukleova kyselina
Fluorescent labeled reference

Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase

Genetic algoritmus for recombination detection
Generalized linear models

Interferon

Interleukin

Lipopolysacharid

Minimun adekvate model

Microbe associated molecular patterns

Major hisrocompatibility complex, hlavni histokompatibilni komplex

The National Center for Biotechnology Information (internetova databaze)

Polymerase chain reaction, polymerazova fetézova reakce

Pattern recognition receptor

Quantitative polymerase chain reaction, kvantitativni polymerazova

fetézova reakce

Ribonucleid acid, ribonukleova kyselina

Reference strand-mediated conformational analysis
Single breakpoint recombination

Tumor growing factor

Tumor necrosis factor
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Seznam zkratek aminokyselin a nukleovych bazi

Animokyseliny
zkratka nazev

Cystein

Kyselina asparagova

Fenylalanin

C

D

E Kyselina glutamova
F

G Glycin

H

Histidin

Isoleucin
Lysin
Leucin
Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin
Serin
Threonin
Valin
Tryptofan
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Tyrosin

Nukleoveé baze

zkratka nazev

C Cytosin
T Thimin
G Guanin
U Uracil
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RSCA data jedinct, jejichz BF geny byly sekvenovany

Priloha 2

Alighnment haplotypi pielozeny do aminokyselinové sekvence
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