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1 Abstrakt

Na rozdil od klasickych laboratornich inbrednich linii mysi domaci, které¢ vykazuji
nepfirozenou genetickou variabilitu, linie odvozené z jedinci odchycenych ve volné
ptirodé predstavuji vhodny model pro evolu¢né imunologicky vyzkum. Toll-like receptory
(TLRs) patii mezi prvni slozky imunity, které ptichazeji do kontaktu s patogeny. Ackoliv
TLRs detekuji konzervativni molekuly patogenti, ukazuje se, Ze jsou pomérn¢ variabilni a
tato variabilita ma vztah k riznym chorobam. Ve své praci jsem popsala variabilitu Tlrl, 2
a 6 u 24 inbrednich linii pochazejicich ze dvou poddruhd mysi domaci (Mus m. musculus a
M. m. domesticus). Tyto TLRs vykazuji mezi liniemi riznou miru polymorfismu. V Tlrl
jsem nasla polymorfismus rovnomérné rozlozeny v ramci celé exodomény. TIr6 je
pomérné konzervativni (niz$i pocet zamén lokalizovanych daleko od vazebného mista,
malo zmén ve fyzikalné-chemickych vlastnostech aminokyselin). U Tlr2 se naopak ve
vazebném misté a kolem n&j nachdzi nékolik nekonzervativnich substituci, pficemz oba
poddruhy se v téchto mistech vzajemné lisi. Alely M. m. domesticus a M. m. musculus
jsou, az na 2 vyjimky (TLR1 PWD, TLR2 STAIL), jasn¢ fylogeneticky oddéleny. Linie 1
poddruhy se prokazateln¢ lisi v produkci IL-1PB, IL-12 a NO po stimulaci makrofagt
ligandy TLR1, 2 a 6. Tento trend je vSak patrné vysledkem efektu urcitych linii (napf.
BULS u IL-1B). Vysledky mé prace naznacuji nezavislou koevoluci TLR2 s patogeny u
téchto poddruhti mysi.



2 Abstract

Contrary to the classical mouse inbred strains with unnatural genetic variability, wild-
derived strains offer a more suitable model for evolutionary immunology. Toll-like
receptors (TLRs) belong to initial detectors of invading pathogens. Although TLRs
recognise conserved structures they were shown to be polymorphic. This polymorphism is
associated with various diseases. In my thesis, | describe variability of TIrl, 2 and 6 in 24
inbred strains derived from two subspecies of house mouse (Mus m. musculus and M. m.
domesticus). These Tlrs exhibit different levels in variability among the strains. In TIrl the
polymorphic sites are spread along the whole exodomain. TIr6 is quite conserved (a lower
amount of substitutions located far from the binding region and with minor modifications
in the amino acid residue properties). Tlr2, on the contrary, contains some substitutions
with substantial alternations of residue properties that are located within or nearby the
binding region and the subspecies differ at these sites. All alleles of M. m. domesticus and
M. m. musculus, except for Tlrl PWD, TIr2 STAIL, are phylogenetically separated. The
strains and the subspecies vary in the production of IL-1p, IL-12 a NO after stimulation by
TLR1, 2 and 6 ligands. This trend is, however, presumably influenced by the effect of
particular lines (e.g. BULS in the case of IL-1B). The results of my thesis imply

independent co-evolution of TLR2 with pathogens in these subspecies.
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4 Uvod

Imunitni systém obratlovei ma dvé hlavni ¢asti, evolu¢né plvodnéjsi imunitu
vrozenou a imunitu ziskanou (adaptivni), pficemz ob¢ tyto Casti jsou velmi dulezité¢ a
vzajemné funkéné propojené (Iwasaki and Medzhitov, 2010). Vrozena imunita tvoii prvni
linii obrany organismu proti nejriznéjSim cizorodym mikrobidlnim infekcim. Detekéni
aparat vrozené imunity je zaloZzen predevSim na rozpoznavani evolucné zndmych
konzervativnich mikrobialnich struktur (MAMPs, Microbe-associated molecular patterns;
Iwasaki and Medzhitov, 2004). Schopnost spravné a rychlé detekce potencialnich patogent
je pfitom pro organismus naprosto zasadni. Za ptimé rozpoznani MAMPs jsou zodpovédné
tzv. Pattern-recognition receptory (PRRs), jejichz hlavni alohou je v pfipadé nebezpeci
aktivovat fagocytické antigen-prezentujici bunky a dalsi slozky imunity. Mezi
nejdulezitéjsi PRRs uplatiiujici se v procesu detekce patogent patii heterodimery Toll-like
receptoru 2 a TLR1 (TLR2/TLR1) a TLR2/TLR6, které rozpoznavaji Sirokou Skalu
ruznych ligandl od bakteridlnich acylovanych lipopeptidit az po zymosan kvasinek. Tento
pomérné komplexni systém ndm miZze poslouzit jako vhodny modelovy systém pro
studium koevoluce hostitele a jeho patogenti. Pro podobny evolu¢né imunologicky vyzkum
jsou vhodnym nastrojem inbredni linie, které byly odvozeny z nékteré z volné zijicich
populaci mySi doméci, jelikoz ndm déavaji unikatni pfilezitost zachytit alespoil cast
genetické variability, ktera se u mysi vyskytuje v pfirozenych podminkach (Campino et al.,
2002). Tyto linie byly odvozeny od dvou poddruhd mys$i domaéci, které spolu navic
sekundarné interaguji v pomérné uzke hybridni z6n€. To nam déva pftilezitost 1épe pochopit
speciaci, jeji vliv na koevoluci mezi hostiteli a patogeny a vyznam polymorfismu PRRs
V tomto procesu. Pro vSechny tyto vySe zminéné diivody jsem se ve své diplomové praci
rozhodla studovat geneticky polymorfismus TLR1, TLR2 a TLR6 u inbrednich linii mysi
domaci odvozenych z ptirozenych evropskych populaci tohoto druhu. Diraz jsem pfi tom
kladla predevSim na funkéné potencidlné vyznamné substituce, které by mohly podléhat

selekci a ovlivitovat koevoluci mysi s jejich patogeny.



5 Literarni prehled

5.1 Toll-like receptory (TLRS)

Toll-like receptory (TLRs) patii mezi transmembranové receptory vrozené imunity
(tzv. Pattern-recognition receptory; PRRs; Janeway and Medzhitov, 2002). Prvni lidsky
TLR byl objeven v roce 1997 jako sekvencni homolog s Toll receptorem octomilky
(Drosophila melanogaster; Medzhitov et al., 1997), ktery kromé své role v embryonalnim
vyvoji (Anderson et al., 1985) slouzi v obran¢ proti né¢kterym bakterialnim a houbovym
infekcim (Lemaitre et al., 1996). TLRs jsou pomérné evolucné (Leulier and Lemaitre,
2008), podobny protein byl objeven i u jednobunéénych organismi (Chen et al., 2007). U
lidi bylo popsano deset (TLR1 - TLR10, Chuang and Ulevitch, 2001) a u mysi dvanact
funkénich TLRs (TLR1 - TLR9 a TLR11 - TLR13; Mishra et al., 2008). Svou lokalizaci v
buikach a potazmo i rozpoznavanymi ligandy se savéi TLRs déli na dvé skupiny - TLR1,
TLR2, TLR4, TLRS, TLR6 a lidsky TLR10 jsou lokalizovany v cytoplazmatické
membrané a svymi vazebnymi doménami jsou orientovany do extraceludrniho prostoru,
kde vazi predev§im vn&jSi bakterialni struktury jako peptidoglykany, lipoproteiny
(Takeuchi et al., 1999), lipopolysacharidy (Poltorak et al., 1998) nebo flagelin (Hayashi et
al., 2001). Oproti tomu TLR3, TLR7, TLRS, TLR9 a mysi TLR11 - TLR13 (Pifer et al.,
2011) se nachazeji intaceluarné v membranach endosomi a svymi vazebnymi doménami
jsou nasmérovany dovnitt téchto vacki, kde rozpoznavaji predevSim virové i bakterialni
nukleové kyseliny (Hemmi et al., 2000; Alexopoulou et al., 2001; Lund et al., 2004;
Hidmark et al., 2012) a nékteré patogenni proteiny (Zhang et al., 2004; Yarovinsky et al.,
2005; Koblansky et al, 2013). Krom& ligandi mikrobidlniho plvodu souhrnné
oznacovanych jako ,,Microbe-associated molecular patterns (MAMPs), rozpoznavaji

TLRs také endogenni struktury uvolnéné v dusledku stresu nebo zranéni (Bianchi, 2007).

5.1.1 Toll-like receptory 1,2 a6

TLR1, TLR2 a TLR6 patii spole¢né do jedné rodiny v ramci mysich TLRs (Roach
et al., 2005). U lidi k nim nalezi jest€ TLR10, ktery se ale u mysi vyskytuje pouze ve formé
nefunk¢niho pseudogenu, proto se jim nebudu déle zabyvat. Oddéleni TLR2 od TLR1 a
TLR6 probéhlo jesté pred oddélenim kostnatych ryb (Roach et al., 2005). TLR1 a TLR6
jsou si sekvenéné velmi podobné, lezi za sebou v tandemu na jednom chromozomu (u mysi

chromozom 5, u lidi chromozom 4) a vznikly genovou duplikaci (Huang et al., 2011).



Spolu s TLR2 tvofi pii vazbé ligandli heterodimery (TLR2/1 a TLR2/6), ¢imz se rozsifuje
spektrum rozpoznavanych struktur (Ozinsky et al., 2000). Obecné, heterodimer TLR2
spolu s TLR1 vaze triacylované (Takeuchi et al., 2002) a spolu s TLR6 diacylované
proteiny (Takeuchi et al., 2001). Po navazani ligandu a heterodimerizeci TLRs je signal
pfenesen intraceluarni signdlni doménou TLR2 na adaptorové proteiny MyD88 (Myeloid
differentiation primary response gene 88) a TIRAP (také znamy jako MyD88-adapter-like,
Mal; Yamamoto et al., 2002). Signalni kaskada vede dale pies kinazy asociované s IL-1R
(IL-1R-associated kinases; IRAKS), transforming growth factor-p (TGF-p)-aktivovanou
kinazu (TAK1), proteiny vazajici TAK1 (TAKI1-binding proteins; TAB1 a TAB2) a
tumour-necrosis factor (TNF)-receptor-associated factor 6 (TRAF6) k transkripénimu
faktoru NF-«kB (Akira and Takeda, 2004). Aktivovany NF-kB je translokovan do jadra, kde
zahajuje transkripci prozanétlivych cytokind, jako napt. IL-1f, IL-6, IL-12. Aktivace
TAK1 vede také k aktivaci MAP kinaz v¢etné¢ JUN N-koncové kinazy (JUN N-terminal
kinase; JNK; Akira and Takeda, 2004).

5.1.2 Struktura TLR1, TLR2 a TLR6

Jako vSechny TLRs, jsou i TLR1, TLR2 a TLR6 transmembranové proteiny I. typu.
Na svém N-konci maji extraceluarni doménu charakteristickou strukturnimi motivy
bohatymi na leucin (leucine-rich repeats; LRRs), nasleduje singularni tramsmembranova
doména a na C-konci TLRs se nachézi intraceludrni signalni doména homologni k obdobné
¢asti receptoru pro interleukin 1 (IL-1R), ktera se proto nazyva Toll/IL-1R (TIR) doména
(Bowie and O’Neill, 2000). TIR doménu obsahuji také adaptorové proteiny MyDS88 a
TIRAP (Dunne, 2003) a slouZi k jejich vz4jemné interakci. Ve své funkci a struktufe je
pomérné konzervovana a to nejen u Zivocichti (Rock et al., 1998), ale i v rostlinych R
proteinech (Chan et al.,, 2010). Prostorové je to smotana globularni struktura s
hydrofobnim jadrem a s C a N-koncem vzdalenym 14 A (viz obr. 5.1). Obsahuje pét -listti
(oznacovanych BA - BE) prostfidanych s péti a-helixy (oA - oE; Rock et al., 1998).
Smycky mezi nimi jsou oznacovany podle sousednich struktur (napt. AB mezi oA a B,
BB mezi BB a oB atd.). TIR doména v jednotlivych proteinech navazuje tii druhy
kontaktt: receptor - receptor, adaptor - adaptor a receptor - adaptor (Xu et al., 2000). Pro
vazbu TLR2 na adaptor je pfedevSim dilezitd BB smycka s konzervovanym motivem
RDx®1®,G (kde x zastupuje jakoukoliv aminokyselinu a @ aminokyselinu s

hydrofobickym postrannim fetézcem). BB smycka je pomérné flexibilni a vy¢niva ven ze



sbalené struktury (Xu et al., 2000).

DD |
smycka

Obrazek 5.1: Schématicka kresba struktury TIR domény lidskeho TLR2. p-listy modre, a-
helixy zluté a smycky fialove. Upraveno podle Tao et al. (2002)

Pomoci mutacnich studii byla v TIR domén¢ lidského TLR2 odhalena jednotliva
dilezitad mista, ktera se podili na vazb¢ na adaptor a nasledném pienosu signalu. Qiu et al.
(2013) takto zjistili, Ze staci zména v jednom z mist 663L v aA helixu nebo 688N v oB
helixu lidského TLR2 a dojde k selhani odpovédi na ligandy TLR1/2 a TLR2/6. Déle
ukazali, Ze BB smycka je pravdépodobné odpovédnd za rozdily v pienosu signilu v
odpovédi na TLR2/1 a TLR2/6, protoZze TLR2 s mutaci na misté¢ P681 v BB smycce si
zachoval odpovidavost na antagonistu TLR2/6, ale na ligand TLR2/1 nereagoval (Qiu et
al., 2013). Na heterodimerizaci TLR2 a TLRI1 se podili DD smyc¢ka TLR2 (kli¢ové
aminokyseliny R748, F749, R752 a R753) a BB smycka TLR1 (Gautam et al., 2006) a také
oF helix TLR2 (Jiang et al., 2006).

Vazebna c¢ast TLR1, TLR2 a TLR6 lezici v extraceluarnim prostoru je tvofena
dvaceti LRRs zahrnujicimi jedenact aminokyselin dlouhy konzervativni motiv s obecnou
strukturou LxxLxLxxN/CxL (kde x je jakakoliv aminokyselina, L je leucin, isoleucin, valin

nebo methionin a N aspartam, threonin nebo serin) a variabilni ¢ast dlouhou 10 - 20



aminokyselin (Kobe and Kajava, 2001). Z krystalickych struktur extraceluarnich domén
lidskych TLR1 a TLR2 (Jin et al., 2007) a mysich TLR2 a TLR6 (Kang et al., 2009) je
vidét, Zze tyto domény zaujimaji konformaci ve tvaru podkovy s konkavnim povrchem
tvofenym paralelnimi B listy. Vazebné misto se nachazi mezi 9. az 12. LRRs (Omueti,
2005). TLR1, TLR2 a TLR6 rozpoznavaji lipoproteiny ukotvené do bakteriani membrany
pomoci lipidd. U gram-pozitivnich bakterii a bakterii rodu Mycoplasma jsou to zpravidla
dva lipidové fetéZzce navazané pies glycerol na siru z konzervovaného N-koncového
cysteinu. Lipoproteiny gram-negativnich bakterii obsahuji jesté jeden lipidovy fetézec
napojeny amidovou vazbou na N-konec peptidu. Pravé diky témto hydrofébnim lipidim
jsou bakterie rozpoznavany TLR1, 2 a 6 (Jin et al., 2007; Kang et al., 2009). V TLR2 je
vazebné misto tvofeno hydrofoébni kapsou, do které se prvni acyly schovaji a peptidovy
hydrofobni zlabek, kam se navaze tieti lipidovy fetézec gram-negativnich bakterii (Jin et
al., 2007). Oproti tomu u TLR6 je tento hydrofobni zlabek blokovan dvéma fenylalaniny
(Kang et al., 2009). Navazani ligandu TLRs vzajemné propoji a vznikly heterodimer je
dale stabilizovan hydrofobnimi a iontovymi interakcemi a vodikovymi mistky mezi
jednotlivymi aminokyselinami TLRs v oblasti mezi 11. a 14. LRRs (obr. 5.2; Jin et al.,
2007; Kang et al., 2009).



Obrazek 5.2: Vazba syntetického triacylpeptidu Pam3CSK4 na TLR2/1 (a) a diacylpeptidu
Pam3CSKy4 na TLR2/6 (b) a detailni prurez vazebnym mistem (c, d). TLRI zelene, TLR2
modre, TLRG6 zluté. Prevzato z Kang and Lee (2011).
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TLR6 také dalsi struktury z mnoha riiznych patogenti, napt. peptidoglykany a kyselinu
(Streptococcus pneumoniae a
Staphylococcus aureus; Schroder, 2003; Schwandner et al., 1999), lipoarabinomannan z
mykobakterii (Underhill et al., 1999), zymosan kvasinek (Dillon et al., 2006), ¢i glykosyl-
fosfatidylinositol prvoki (Krishnegowda et al., 2005). TLR1, TLR2 a TLR6 se tak podili
na primarni detekci mnoha nejriizenéjSich patogenli a hraji v imunitni obrané organismu
vyznamnou roli. Polymorfismus v genech, které tyto receptory koduji, tak mize ovlivnit

fungovani imunitniho systému (Garantziotis et al., 2008; Casanova et al., 2011).



Nejcastejsim druhem genetické variability v kodujicich oblastech téchto genli jsou
substituce jednoho nukleotidu (single nucleotide polymorphisms; SNPs), které se vyskytuji
v urcité Casti populace a ne jen u jednotlivce. Obecné se udava, ze za SNP je povazovana
takova zaména jejichz frekvence je v populaci vyssi nez 1 % (Mooney, 2005).

Povrchové TLRs (a mezi nimi i TLR1, TLR2 a TLR6) jsou obecné variabilnéjsi nez
intraceluarni tzv. ,,virové*“ TLRs (TLR3, TLR7, TLR8 a TLRY), které¢ jsou pod silnou
purifikujici selekci pravdépodobné proto, ze rozpoznavaji patogenni nukleové kyseliny,
tedy struktury pfili§ podobné vlastnim molekuldm (Barreiro et al., 2009). TLRs a spolu s
nimi i jiné PRRs jsou ve svych funkcich pomérné redundantni, jsou tak tolerovany i alely
kodujici nefunkéni proteiny. Za urcitych okolnosti pak takova alela mize predstavovat
selekéni vyhodu (Barreiro et. al., 2009). Naptiklad jednobodova substituce v lidském TLR1
znamenajici zaménu isoleucinu za serin na pozici 602 se Castéji vyskytuje u Evropanti, nez
u Africani a Asiatd (Johnson et al., 2007; Barreiro et al., 2009). U TLR1 s timto SNP
dochazi ke zméné aminokyselinového fetézce na posledni pozici transmembranové
domény a receptor s polarnim serinem misto hydrofobniho isoleucinu se hife zaclenuje do
cytoplazmatické membrany (Johnson et al., 2007). Aktivace NF-kB po stimulaci bunék s
touto zmutovanou alelou TLR1 je snizena az na Groven samotného TLR2 (Ben-Ali et al.,
2011). Predpoklada se, ze diky utlumené signalizaci dochazi k mensi ucinnosti fagocytozy
bakterie Mycobacterium leprae, pavodce lepry, ktera se tim hufe dostava do mista svého
pusobisté — do makrofagi (Johnson et al., 2007). Nositelé této alely jsou proto odolngjsi k
reverzni reakci lepry (Misch et al., 2008, Wong SH 2010).

V lidském TLR2 je nejcastéji studovanym SNP R753Q v TIR doméné, ktery ma
také devastujici ucinek na signalizaci (Ben-Ali 2011; Xiong et al., 2012). Mnoho studii
prokdzalo jeho asociaci s nejrizn&j$imi chorobami, napt. tuberkul6zou (Ogus 2004),
s détskou akutni revmatickou horeckou (Berdeli 2005), se septickym Sokem
vyvolanym gram-pozitivni bakterialni infekci (Lorenz 2000) a s ochrannym efektem
pozdni faze lymskeé borelidzy (Schroder et al., 2005), s infekcemi mocového ustroji (Tabel
et al., 2007), boreliézou (Schroder et al., 2005), tuberkulézou (Texereau et al., 2005) a
vracejicimi se bakterialnimi infekcemi (recurrent bacterial infections; Kutukculer et al.,
2007). Jiné SNPs v TLR1, TLR6 a TLR10 maji protektivni charakter u astmatu (Kormann
et al., 2008). Sun et al. (2006) prokazali, ze onemocnéni rakovinou prostaty souvisi s
interakci polymorfismu v genovém klasru TLR1-6-10 s polymorfismem genu pro IRAK4.

Polymorfismus TLRs byl také studovan napiiklad u ovei (Swiderek et al., 2006), skotu

11



(Opsal et al., 2006), prasat (Shinkai et al., 2006, Morozumi & Uenishi, 2009), koni
(Wychodilova-Krenkova et al., 2005) a koz (Zhou et al., 2008). Byla objevena souvislost s
SNP v TIR domén¢ TLR2 a paratuberkul6zou u skotu (Koets et al., 2010).

Epideomologické srovnavaci studie vztahu polymorfismu v TLRs K nejriznéj$im
nemocem maji sva uskali. Napiiklad zaména R677W u TLR2 se jevila jako rizikovy faktor
pro tuberkul6zu u tuniské (Ben-Ali, 2004) ¢i pro lepru u korejské populace (Kang & Chae,
2001). Jiné studie z dalSich lidskych populaci ale tyto asociace nepotvrdily (Ryu et al.,
2006). Malhotra et al., (2005) navic dokazali, ze tento domnély polymorfismus je PCR
artefakt vychazejici z pseudogenu paralogniho k TLR2 wvznikly duplikaci jest¢ pied
diverzifikaci ptakd a savea (Huang et al., 2011).

5.2 Hybridni zéna mysi domaci

Mys§ domaci (M. musculus) je jeden z mnoha druhi rodu Mus spadajiciho do
pocetného tadu hlodaveu (Rodentia, Suzuki and Aplin, 2012). Volné Zijici mySi jsou
kosmopolitné rozsifené a asociované s Clovékem. Kvuli své masivni expanzi tak Casto
zpusobuji velké skody v zemédé€lstvi a patii téz k vyznamnym prenasec¢im nemoci (World
Health Organization, www.who.int). Volné Zijici my$ domaci pochazi z oblasti Indie,
béhem poslednich pll milionu let v§ak prodélala radiaci a dé€li se nyni do tfi poddruhi (M.
m. domesticus, M. m. musculus a M. m. castaneus; Bonhomme et al., 2007). Poddruh M. m.
situace u ostatnich dvou poddruhu, které z Asie nezavisle migrovaly do Evropy. Pfi¢emz
M. m. domesticus volil cestu jizni pies Severni Afriku a Blizky Vychod, kdezto M. m.
musculus pfisel severni cestou pies Rusko (obr. 5.3). Ve Stiedni Evropé se tyto dva
poddruhy opét potkaly a na misté€ jejich sekundarniho kontaktu vznikla pomérné uzka (cca
20 km), ale dlouhd (cca 2500 km) hybridni zdna, tj. oblast, kterou oba poddruhy sdileji,
kde se potkavaji a mnozi (shrnuto v Bimova et al. 2011). Hybridi, tj. potomci vznikli
kfizenim téchto dvou poddruhli, vykazuji mens$i fitness (zdatnost) nez kazdy
z rodicovskych poddruht. Tito hybridi jsou tak pod plsobenim selekce a dochazi tak
Kk postupné speciaci, tj. vzniku dvou novych druhti z piivodniho druhu matefského (Baird
and Macholan, 2012). Mensi zivotaschopnost hybridi by mohla byt zpiisobena i silnym
selekénim tlakem ze strany parazitt (Shrnuto v Moulia & Joly, 2009; Bellocq et al. 2012).
Pokud je kazdy poddruh vystaven rozdilnému selekénimu tlaku ze strany parazitd, je také

kazdy poddruh na tyto ,,své* parazity i adaptovan. Tyto adaptace by se mohly odrazit prave
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I Vrozdilné variabilit¢ imunitnich genti a v neseni odliSnych alel (v mém piipadé¢ TLRs)
mezi poddruhy.

MyS§ domaci piedstavuje nejpouzivanéjsi savéi modelovy druh a patii k jednomu
z geneticky nejprozkoumanéjsich zivoc€icha vibec. Cely genom mysi byl osekvenovan uz
v roce 2002 (Chinwalla et al., 2002) a pravé mys tak byla prvnim savcem, jehoz genom
mohl byt porovnan s genomem lidskym (osekvenovan a publikovan 2001; Lander et al.,
2001; Venter, 2001). Laboratorni forma mysi je hojné vyuzivana jako modelovy druh jak
pro biologicky vyzkum, tak pro studie medicinské. Genetické a funkéni studie dale
usnadiiuje fakt, ze mys relativné dobfe snasi inbredizaci, vyzkumy je tak mozno provadét
na geneticky uniformnich inbrednich liniich (Strong, 1942). Prvni z téchto linii
(pojmenovand DBA) vznikla na pocatku 20. stoleti zasluhou C. C. Littlea v Harvardu
(Little & Tyzzer, 1916). Z pocatku byly linie Casto kiiZzeny s japonskymi okrasnymi
myS$mi, hybridy mezi poddruhy M. m. musculus a M. m. castaneus (Takada et al., 2013).
Do puivodniho genotypu M. m. domesticus se tak arteficialné dostala pfimés obou ostatnich
poddruhti. Pocet zakladatelti klasickych linii byl navic omezeny, takZze dnes je jejich
variabilita limitovana (Yang et al. 2011). Pro evolu¢né-imunologicky vyzkum se proto 1épe
hodi inbredni linie odvozené z jedinct z voln¢ zijicich populaci (Guénet and Bonhomme,

2003).

Obrdazek 5.3: Historie migrace poddruhit mysi domaci. Upraveno podle Bonhomme et al.,
2007.
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6 Cile

e Popsat variabilitu TIrl, Tlr2 a TIr6é u 24 inbrednich linii mySi domaci (3 klasické
laboratorni, 7 odvozenych z pfirozené populace M. m. musculus, 12 odvozenych z
ptirozené populace M. m. domesticus, 2 odvozené z hybridnich populaci)

¢ (Odhadnout silu mozné selekce na tyto geny

e Porovnat data o genetické variabilit¢ v téchto genech a data o imunologické

reaktivité vybranych inbrednich linii na modelové ligandy téchto receptort
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7 Material a metody

7.1 Pokusna zvirata

K popisu genetické variability vybranych TIrs byly pouzity inbredni linie my$i domaci,
a to jednak klasické laboratorni (AJ, C3ha, C57BL6) i z pfirody odvozené linie, které
pochéazeji z populaci Mus musculus domesticus (linie SFEL, SCHEFE, SCHEST,
SCHUNT, SIN, SIT, SPOS, STAIL, STLT, STRA , STRB, SUV), z populaci Mus musculus
musculus: (linie BULS, BUSNA, PWD, SLINT, STUF, STUP a STUS) i z hybridnich
populaci téchto dvou poddruhii (linie SMIL a SPLY). Pro srovnani byly tyto geny
osekvenovany i u inbredni linie odvozené z populace mysi sttedozemni (Mus spretus; linie
SMON). Geograficky plivod téchto linii je zndzornén na obrazku 7.1. VSechny vzorky byly
poskytnuty prom. biol. Jaroslavem Pialkem, Csc. z Oddéleni populaéni biologie, Ustavu

biologie obratlovct, Akademie véd CR, v. V. i..

Mysi byly usmrceny cervikalni dislokaci. Nésledn¢ jim byla sterilnimi nastroji

odebrana slezina a uskladnéna v RNAlatteru v -80°C pro dalsi genetické analyzy.

0" C

Obrazek 7.1: Geograficky puvod analyzovanych inbrednich linii my§z domaci.
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7.2 Popis genetickeé variability linii

7.2.1 Molekularné-genetické analyzy

Z odebranych vzorka slezin byla vyizolovana DNA pomoci komeréniho kitu
DNeasy Blood & Tissue Kit (kat. cCislo 69506, Qiagen, Hilden, Né&émecko). Par
amplifikacnich primerl pokryvajicich celou translatovanou oblast byl navrzen pro kazdy
Tlr v programu Primer3 (Rozen and Skatetsky 2000) na zakladé referencnich sekvenci
stazenych z databaze NCBI GeneBank (Tlrl - Gene ID: 21897, NM_030682.1,
G1:13507602; TIr2 - Gene ID: 24088, NM_011905.3, GI:158749637, TIr6 Gene ID:
21899, NM_011604.3, G1:157057100; sekvence a pozice primerd jsou uvedeny v tab. 7.1).
Pro amplifikaci Tlr2 bylo nutné navrhnout jesté alternativni par primerd, protoZze pomoci
pivodniho paru se nepodafilo naamplifikovat TIr2 u linii mysi pochazejicich z poddruhu
M. m. musculus. K amplifikaci CDS byla pouzita polymerazova fetézova reakce (PCR) s
pouzitim Taq polymerdzy (Thermo Scientific™ Fermentas Taqg DNA Polymerase, kat ¢.
EP0402, Waltham, MA, USA). Reak¢ni smés obsahovala MgCl, v koncentraci 1,5 mM,
koncentrace dNTPs 0,2 mM, koncentrace jednotlivych primert 0,3 uM. Taq polymerazy
bylo pfidino 1 U a DNA obvykle 2 pl na reakci. PCR amplifikace probihala v
termocycleru za nasledujicich podminek: inicialni denaturace pii 94°C po dobu 2 minut,
poté v kazdém cyklu denaturace pii 92°C po dobu 30 sekund, nasedani primerd 1 minutu
pii specifické teploté optimalizované podle teploty tani daného paru primert (tab. 7.2),
amplifikace Taq polymerazou pii 72°C po specificky ¢as podle délky sekvence (tab. 7.2),
35 cykld, po poslednim z nich prodlouZend syntéza na 10 minut. Usp&$nost PCR byla
ovéfena horizontalni elektroforézou na 1,5% agar6zovém gelu (100 V, 30 min.). Poté byla
DNA piecisténa ExoSAP-IT PCR Clean-up Kitem (GE healthcare Life sciences).
Sekvenace probihala Sangerovou metodou. K sekvenaci byly pouzity jednak amplifika¢ni
forward primery, jednak byly v Primer3 navrzeny vzdy 4 dalsi sekvenaéni forward primery
rozmisténé piiblizné po 500 bp po celé délce naamplifikované sekvence (jejich pozice a
sekvence je uvedena v tabulce 7.3, poloha v genu viz obr. 7.2). Vzhledem k problémim se
sekvenovanim 5' konce Tlr2 u nékterych linii (BULS, PWD a SLINT) byl navrZen reverzni
primer Rs (tab. 7.3). Amplifikace probihala s vyuzitim komeré¢né dostupného Kkitu
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). Poté byla reakéni
smés precisténa kitem BigDyeXT Terminator Kit (Applied Biosystems). Vzorky byly

osekvenovany na kapilarovém sekvenatoru ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied
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Biosystems).

K pfevodu chromatogramtl ze sekvenatoru na sekvence byl pouzit algoritmus KB
Basecaller v1.2 implementovany do programu SeqScape v2.5 (Applied Biosystems). V
tomto programu bylo také spojeno 5 Casti sekvence pochazejici ze sekvenacnich reakci s
jednotlivymi sekvena¢nimi primery nalezejici k jedné linii mysi a byla provedena
manualni kontrola kvality sekvenci. Alignment sekvenci byl exportovan do soubort ve
formatu fasta. Nasledn¢ byly nukleotidové sekvence ofezany, usporadany, piejmenovany a
translatovany do aminokyselinové sekvence v programu BioEdit v7.1.3.0 (Tom Hall, Ibis
Biosciences, Carlsbad, California, USA). Do haplotypt byly sekvence jednotlivych
inbrednich linii rozdéleny v programu FaBox v1.40 (Villesen, 2007).

Tabulka 7.1: Primery pouzité na amplifikaci translatované oblasti mysich TIrl, TIr2 a TIr6.
Pozice primerii pocitana od zacatku kodujici oblasti.

GEN N-z'lzev Sekvence primeru Ori-entace Pozice
primeru primeru (bp)
Tirl TLR1 F1 CCTATACCCATGTGGCAATGCTC Forward -64
TLR1 R1 GCAGCAACATCATTGAGGTGGATATTC Reverse 2388
TIr2 TLR2 F1 ATAAGCGTGATAATAATGATATGTCC Forward -80
TLR2 R1 AACAGTATTCAAGACAAAACCCATAGTT Reverse 2357
TLR2 F2 TGCCTGTAACTTATTCCTTGCATGAGG Forward -145
TLR2 R2 AGGAAGTCAGGAACTGGGTGGAGA Reverse 2453
Tlr6 TLR6_F1 TTAAAGTCTGTCTTATTTCTAGAGCTTGGA Forward -53
TLR6_R1 GCCCAGGTTGACAGTTTATTAAGTTA Reverse 2433
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Tabulka 7.2: Podminky PCR specifické pro jednotlivé pary amplifikacnich primerii.

Délka v
Teplota nasedani Cas elongace
Gen Par primeru amplifikované )
primeri (°C) (min:s)
sekvence (bp)

Tirl TLR1_F1-TLR1_R1 2479 62 2:30
TIr2 TLR2_F1-TLR2_R1 2461 58,3 2:30

TLR2_F2-TLR2_R2 2626 62 2:40

Tlr6 TLR6_F1-TLR6_R1 2512 60 2:40

Tabulka 7.3: Primery pouzité na sekvenaci translatované oblasti mysich Tlrl, Tir2 a Tir6.
Pozice primerii pocitana od zacatku kodujici oblasti.

Gen Nazev Sekvence primeru Orientace Pozice
primeru primeru (bp)
Tirl TLR1 S1 CCAACTACAGTTCCTGGGGTTGAGC Forward 425
TLR1 S2 AAGGCTTTGTCGATACATCAAGTTGTCA  Forward 906
TLR1 S3 CAGGCTTTGCAGGAACTCAATGTAGC Forward 1410
TLR1 S4 TCCAGAGAAACCTCCAGTTCCATGC Forward 1900
TIr2 TLR2-S1 TGGGAAATCCTTACCAGACACTGGGG Forward 394
TLR2-S2 ACGTAGTGAGCGAGCTGGGTAAAGT Forward 901
TLR2-S3 AGACGCTGGAGGTGTTGGATGT Forward 1369
TLR2-S4 TCCAGGCCAAGAGGAAGCCCAA Forward 1873
TLR2 Rsl GAGTCAGGTGATGGATGTCG Reverse 593
TIr6  TLR6-S1 GCCTGTGTGTAAGGAATTTGGCAACC Forward 440
TLR6-S2 AGTCACTGATGATAGAGCACGTCAA Forward 946
TLR6-S3 TGTCACCCACCTGCAGGCTTT Forward 1436
TLR6-S4 GGCACATCCCCTTAGAGGAACTCCAG Forward 1918
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Obrazek 7.2: Pozice sekvenacnich primerii v jednotlivych genech.

7.2.2 Predikce zakladnich strukturnich vlastnosti proteinu

Signalni peptidy byly predikovany z aminokyselinovych sekvenci na serveru
SignalP v4.0 (Petersen et al., 2011) a ostatni domény nastrojem SMART v7 (Simple
Modular Architecture Research Tool; Letunic et al., 2011). LRRs byly identifikovany
pomoci aplikace LRRfinder (Offord et al., 2010), pficemZz bylo ponechano defaultni
nastaveni s 95% horni a 80% dolni hranici. Proteinové sekvence ofezané tésné pied
transmembranovou doménou predikovanou ve SMARTu (Tlrl za 582., Tlr2 za 587. a Tlr6

za 595. aminokyselinou).

7.2.3 Konstrukce fylogenetickych stromu

Vsechny fylogenetické stromy byly z alignmentu nukleotidovych sekvenci
zkonstruovany metodou nejvyssi veérohodnosti (maximum likelihood; ML) v programu
MEGA v5.2 (Tamura et al., 2011). Pro konstrukci stromu byl pouzit evoluéni model s
nejniz§i hodnotou BIC (Bayesian Information Criterion). Pro alignment nukleotidovych

sekvenci TIrl a TIr6 byl timto modelem Tamurdv tfi parametricky model a pro TIr2
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Kimurtiv dvou parametrovy model. Vérohodnost jednotlivych vétvi byla oveéfena Bootstrap
analyzou s 2000 opakovanimi. Jako outgroup byly poslouzity Tlrl, 2 a 6 z linie SMON.
Fylogenetické stromy byly dale graficky upraveny v programech LibreOffice Draw
v4.0.1.2 a GIMP.

7.2.4 Analyza rekombinace a selekce

Alignment vSech kodujicich sekvenci pro jednotlivé TLRs byl 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 nukleotidli nejlépe sedi
na dana data. U TIrl a Tlr2 vysel HKY85 model (Hasegawa et al., 1985) pro Tlr6 model
oznaceny 010011, tyto modely jsem pouzivala na vSechny nasledujici analyzy na serveru
Datamonkey. V dalsim kroku byla pomoci nastroji SBP (Single Breakpoint
Recombination) a GARD (Genetic Algorithms for Recombination Detection; Kosakovsky-
Pond el al., 2006) odhalena piipadna pritomnost rekombinacnich zloma v jednotlivych
alignmentech. Pro otestovani selekce byla pouzita metoda iFEL (internal fixed effects
likelihood; Kosakovsky Pond et al., 2006) pfi pouziti stromi s rekombina¢nim zlomem

(pro TIrl a TIr6) a stromu sestrojeného metodou neighbor-joining (Tlr2).
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7.3 Funkéni analyza

7.3.1 Pokusna zvirata

Reaktivita na ligandy vybranych TLRs byla otestovana na souboru 59 samic osmi
linii pochézejicich z ptirozenych populaci (linie SCHEFE, SCHUNT, STRA a STRB z
podduhu M. m. domesticus a linie BULS, BUSNA, STUF a STUS z poddruhu M. m.
musculus; viz tab. 7.4).

Tabulka 7.4: Pocty mysi od jednotlivych linii pouzitych ve funkcni studii, jejich vék a rozdéleni do
Jednotlivych varek.

M. m. domesticus M. m. musculus
Varka
Linie Pocet Vek (dnt) Linie Pocet V¢k (dn)
1 SCHUNT 3 62,6292 BULS 4 45,74,81,95
STRA 3 54,5982 BUSNA 4 67,83, 83,95
STRB 2 45,45 STUF 3 46,54,54
CELKEM STUS 2 84,84
Vv 1. varce 8 13 21
2 SCHUNT 5 41,45,48,48,66 BULS 2 52,62
STRA 3 65,66, 66 BUSNA 1 74
STRB 4 29,29,52,73 STUF 2 53,74
CELKEM STUS 4 40, 40, 57,57
ve 2. varce 12 9 21
3 SCHEFE 5 61,70,71,75,76 BULS 2 65,688
STRA 1 72 BUSNA 3 78,8291
STRB 2 63,93 STUF 3 92,107,107
CELKEM STUS 1 72
ve 3. varce 8 9 17
CELKEM 28 31 59
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Postupné ve tfech varkach byly mySi usmrceny cervikalni dislokaci a byla jim
opakované vyplachnuta bfiSni dutina injekéni stfikackou s pfiblizn€ 6 - 8 ml studeného
média skladajicim se z RPMI1640 (Sigma), 5 % CRA, antibiotik (penicilin a
streptomycin), merkaptoetanolu a HEPES. Vyplachnuté makrofagy v médiu byly drZzeny na
ledu v 15 ml Falconovych zkumavkach, které byly posléze stoceny pii zrychleni 250 g po
dobu 8 minut. Supernatant byl slit, buiiky z peletu byly resuspendovany v 1 ml média
(RPMI1640, 10 % CRA, antibiotika, merkaptoctanolu a HEPES) a spocitany v Biirkerové

komiirce. Médium bylo nafedéno na koncentraci 1,5 x 10° bunék na ml.

7.3.2 Stimulace makrofagu ligandy specifickymi pro jednotlivé TLRs

300 pl bunétné suspenze bylo napipetovano do 48 jamkovych desticek (Costar
Corning, Tewksbury, USA), které byly poté dvé hodiny kultivovany pii 37°C a 5 % CO, v
CO; inkubatoru (Sanyo, San Diego, USA). Poté¢ bylo do kazdé jamky s naadherovanymi
bunky ptidano 300 pl roztoku ligandu TLR (seznam ligandd, jejich specifita a pouzita
koncentrace uvedena vtab. 7.5) spolu s IFN-y (10 ng/ml), coz (jak bylo piedem
otestovdno) rovnomérné zvysi reakce na ligand a tim se zlepS$i méfitelnost signalu, ale
neovlivni rozdily mezi jednotlivymi vzorky (viz kap. 7.3.5). Pracovni koncentrace
jednotlivych ligandii byla pfedem ovéfena stimulaci peritonedlnich bunck laboratornich
mys$i linie C57BL6 riznymi koncentracemi jednotlivych ligandd. Pro negativni kontrolu
bylo do jedné jamky s buiikami od kazdé mysi pfidano €isté médium jen s IFN-y. Jako
pozitivni kontrola slouzila jamka s makrofagy, ke kterym byl pfiddn LPS
(lipopolysacharid, 5 pg/ml) a IFN-y. Po 48 hodinach v CO; inkubatoru (viz vyse) byl

odebran bezbun&cny supernatant, ktery poslouzil k dal$im analyzam.

7.3.3 Méreni produkce oxidu dusnatého (NO)

Koncentrace oxidu dusnatého (respektive dusitanti vzniklych reakci NO s
kyslikem) ve vySe uvedenych vzorcich (viz tab. 7.5) byla méfena spekrofotometricky
pomoci Griessovy reakce. Ke 100 pl vzorku bylo na 96 jamkové desti¢ce pfidano 100 pl
roztoku vzniklého smichanim Griessova ¢inidla A (1% sulfanilamid Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA, kat. ¢. S9251 v 3% kyseliné trihydrogenfosforecné) a Griessova ¢inidla B
(0,3% N-(1-naftyl)ethylendiamin dihydrochlorid, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA, kat. ¢.
N9125 v 3% kyselin¢ trihydrogenfosfore¢né) v poméru 1:1. Jako standard bylo pouzito
100 pl roztoku dusitanu sodného (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA, kat. ¢. S3421) v
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koncentraci 6,9 pug/ml roziedéného v 5% RPMI. Intenzita vzniklé rizové barvy byla
zméfena na spektrofotomertu (Elisa Reader, MR 700, Dynatech Laboratories Inc,
Chantilly, USA) pti vinové délce 550 nm.

Tabulka 7.5: Ligandy TLR1, 2 a 6 pouzité ve studii

) Koncentrace
Ligand Piavod Receptor
(ng/ml)
Pam,CGDPKHPKSF synteticky diacylovany lipopeptid podle N- TLR2/6 10
(FSL-1) konce lipoproteinu z Mycoplasma salivarium
Pam,CSK, synteticky diacylovany lipopeptid podle N- TLR2/6 10
konce lipoproteinu G+ bakterii
Pam;CSK, synteticky triacylovany lipopeptid podle N- TLR2/1 100
konce lipoproteinu G+ bakterii
Kyselina lipoteichoova G+ bakterie Staphylococcus aureus TLR2 1000
(LTA-SA)
Lipomanan (LM - MS) lipoglycan z Mycobacterium smegmatis TLR2 20
Zymosan Saccharomyces cerevisiae TLR2/6 1000

7.3.4 Méreni produkce cytokinti IL1-f a IL-12p40

Obsah interleukinu (IL) 1P a IL-12 (resp. jeho podjednotky p40) ve vzorcich byl
zméfen kvantitativni sendviCovou metodou ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay). Do mikrodesti¢ek bylo nejprve ptidano 100 pl roztoku primarni protilatky proti IL-
1B respektive IL-12p40 (ob& v koncentraci 4 pg/ml PBS; R&D Systems Inc. Minneapolis,
USA, kat. ¢islo: MLBOOC resp. MP400). Mikrodesticky byly inkubovany pifes noc pfi
laboratorni teploté. Poté byly tfikrat promyty roztokem Tween-20 v PBS (0,5 ml Tween-
20, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA, kat. ¢. P1754 na 1 1 PBS) a zablokovany hodinovou
inkubaci s 200 pl 1% hovéziho sérového albuminu (bovine serum albumin; BSA) v PBS
pfi laboratorni teploté. Nasledné byly desticky znovu trikrat promyty roztokem Tween-20 a
PBS (viz vyse). Do jamek bylo pfidano 100 pl vzorku nebo standardu. Po 2 hodinach pii
laboratorni teploté byly desticky opét tiikrat promyty (viz vySe) a bylo ptfidano 100 pl
biotinizované sekundarni protilatky (anti IL-1B v koncentraci 1pg/ml, anti IL-12p40 v
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koncentraci 400 ng/ml). Desticky byly nechany pfi laboratorni teploté 2 hodiny odstat a
poté byly tfikrat promyty (viz vySe). Nasledovalo piidani 100 pl roztoku kienové
peroxidazy s navdzanym strepavidinem v Tris. Po 20 minutové inkubaci ve tmé byly
desticky znovu tfikrdt promyty a bylo pfidano 100 pl substratu A smichaného se
substratem B v poméru 1:1. Vzorky byly nechany v temnu az do vyvynuti barevné reakce
(10 minut az 1 hodina), poté bylo pfiddno 50 pl dvounormdlni kyseliny sirové, ¢imz se
reakce zastavila. Intenzita barvy byla zmétena na spektrofotomertu (Elisa Reader, MR 700,

Dynatech Laboratories Inc, Chantilly, Virginia, USA) pfi vlnové délce 450 nm.

7.3.5 Statistické analyzy

Data byla analyzovana v statistickém programu R verze 3.0.1 (R Foundation for
Statistical Computing 2013, Viden, Rakousko). Vliv IFN-y byl zji§tén korela¢nim testem
mezi produkci danych ILs a NO po stimulaci samotnym LPS a jejich produkei po stimulaci
LPS spolu s IFN-y. Ve vSech tiech ptipadech vysla statisticky vyznamna korelace (r =
0,6292, t = 5,8942, df = 53, p << 0,001 pro NO; r = 0,3346, t = 2,5849, df = 53, p =
0,01253 pro IL-1B ar = 0,3932, t = 3,1136, df = 53, p = 0,002978 pro IL-12). Ke zjisténi
rozdili v méfeni byl pouzit parovy t-test, ktery byl signifikantni pro IL-1B (p << 0,001) a
pro NO (p << 0,001) a nesignifikantni pro IL-12 (p = 0,2315). Pro vizualizaci téchto
rozdilt byly sestrojeny krabicové diagramy (obr. 7.6), ze kterych je vidét, ze ptfidani IFN-y
zvySuje produkcei IL-1B a NO a s produkci IL-12 nehybe, coZ je dano pravdépodobné tim,

Ze je nizka, v n€kolika ptipadech dokonce nulova.
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Obrdzek 7.6: Krabicové diagramy produkce IL-1§, IL-12 a NO v zavislosti na pridani LPS
S IFN-y nebo samotného LPS (*** oznaceny p < 0,001)
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Frekvence

Od jednotlivych nameéfenych hodnot produkce ILs a NO po stimulaci ligandy TLRs
jsme odecetli hodnoty blanku (v tomto ptipadé produkce jednotlivych interleukinti a NO
po pfidani samotné¢ho IFN-y). Protoze miry reakce na jednotlivé ligandy TLR1, TLR2 a
TLR6 vzajemné koreluji, byla pomoci analyzy hlavnich komponent (Principal Component
Analysis; PCA) sestrojena pro kazdy cytokin a NO jedna souhrnna proménné (oznaCovana
zde jako PC1), ktera v ptipad¢ IL-1B obsahuje 80,42 %, v ptipad¢ IL-12 82,65 % a v
ptipadé NO 91,44 9% variability. Hodnoty PC1 byly vynasobeny -1, aby zachovavaly stejny
trend jako produkce cytokini a NO.

Shapiro-Wilkovym testem bylo ovéfeno, ze hodnoty produkce NO po stimulaci
jednotlivymi ligandy maji normalni rozdéleni (histogram viz obr. 7.7). Oproti tomu
produkce IL-1p a IL-12 jsou vyrazné vySikmené vpravo a obsahuji hodnoty pod detekénim
limitem testu. V piipadé¢ IL-12 je to 43,6 aZ 60,0 % nulovych hodnot pro jednotlivé ligandy
a v pripadé¢ IL-1B po stimulaci lipomananem 27,3 % nul a zymosanem 60,0 % nul (u

ostatnich ligandi se jednd o 4 - 5 nul na vSech 59 méteni).

NO IL-18 IL-12
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Obrdazek 7.7: Histogramy hlavnich komponent produkce NO, IL-1f a IL-12 vypocitanych
pomoci PCA z produkce NO, IL-1p a IL-12 po stimulaci jednotlivymi ligandy TLRI1, 2 a 6.

Vliv na produkei IL-1p, IL-12 a NO po stimulaci ligandy byl testovan zobecnénymi
linedrni modely (Generalised Linear Models; GLMs) zahrnujicimi tii vysvétlujici
proménné (linie, varka, vék) a jejich tii dvojné a jednu trojnou interakci. Postupnym
vylu¢ovanim jednotlivych proménnych a jejich interakci na zakladé F-kritéria, tak aby
kazdy zjednoduseny model vysvétloval alespon stejné mnozstvi variability jako ptedchozi

vvvvvv

otestovano Shapiro-Wilkovym testem a v pfipadé nesplnéni pozadavku na normalitu, byla
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provedena Box-Coxova transformace vysvétlované proménné. Ta c¢ast variability
vysvétlovana ptislusnosti jedince k linii byla ziskdna jako rezidualy z MAM ochuzeného o
vysvétlujici proménnou ,,linie* a jeji ptfipadné interakce, pokud je MAM obsahoval. Tyto
rezidualy byly pouzity k parovému srovnani reaktibility jednotlivych linii pomoci Tukeyho
HSD (honestly significant difference) testu a k sestrojeni krabicovych diagrami
porovnavajicich jednotlivé linie.Vliv druhu byl otestovan jednak hierarchickym ANOVA
testem z vySe zminénych reziduadlti po odfiltrovani efektu linie, jednak Wilcoxonovym

neparametrickym testem.
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8 Vysledky

8.1 Variabilitav TIrl, TIr2 a Tlr6

Osekvenovala jsem kodujici oblasti (coding DNA sequence; CDS) genu pro Toll-like
receptory 1, 2 a 6 u 7 inbrednich linii poddruhu M. m. musculus (BULS, BUSNA, PWD,
SLINT, STUF, STUP a STUS), 12 linii poddruhu M. m. domesticus (SFEL, SCHEFE,
SCHEST, SCHUNT, SIN, SIT, SPOS, STAIL, STLT, STRA, STRB, SUV), 2 linii
pochézejicich z hybridnich populaci (SMIL a SPLY) a 3 klasickych laboratornich linii (AJ,
C3ha, a C57BL6) a pro srovnani, jako outgroup, jedné linie pochazejici z populace jiného
druhu mys$i — mysi sttedozemni (SMON). Celkem bylo v CDS TIrl, dlouhé 2388 bp,
popsano 55 SNPs, z ¢ehoz 25 je nesynonymnich (nsSNPs), v CDS TIr2, dlouhé 2355 bp,
48 SNPs, z toho 22 nsSNPs, a v CDS TIr6, dlouhé 2421 bp, 44 SNPs, z toho 20 nsSNPs
(tab. 8.1). Témer polovina téchto zdmén nalezi do sekvence linie SMON (seznam

unikatnich SNPs pro linii SMON viz tab. P1 - P3 v pfiloze).

Tabulka 8.1: Pocet vsech, synonymnich (s) a nesynonymnich (ns) SNPs v TIrl, TIr2 a TIr6 u vsech
inbrednich linii dohromady (CELKEM), pouze u inbrednich linii mysi domdci a pocet SNPs
specifickych pro linii SMON mysi stredozemni

VSechny linie Linie SMON
CELKEM
GEN Mus musculus (Mus spretus)
SNPs s ns SNPs s ns SNPs s ns
Tirl 55 30 25 32 18 14 23 11 12
TIr2 48 26 22 25 11 14 23 15 8
TIré 44 24 20 22 14 8 22 9 13

8.1.1 Alelicka variabilita v TIrl

V CDS TIrl bylo u 24 linii M. musculus nalezeno celkem 32 jednobodovych zamén
(jejich seznam viz tab. P4 v ptiloze). Bylo detekovano celkem 8 alel TIrl (oznacenych
TIr1* az TIr1®®). Dva pary alel (TIr1*? + TIr1*® a TIr1®® + TIr1") se vzajemns odlisuji
pouze synonymnimi substitucemi a po translaci vznikne stejna varianta proteinu.
Jednotlivych proteinovych variant TLR1 bylo tedy v liniich mySi doméci popsano Sest

(oznadila jsem je pismeny A - F). Zadna z alel se nevyskytuje zaroven u linie M. m.
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domesticus a linie M. m. musculus (viz tab. 8.2). Linie SPLY odvozena z hybridni populace
ma alelu TIrl zastoupenou u linii M. m. domesticus, zatimco linie SMIL, také pochazejici z
hybridni zony ma alelu TIrl shodnou s liniemi M. m. musculus. VSechny klasické
laboratorni linie pouzité v této studii (AJ, C57BL6 a C3ha) nesou alely zastoupené u linii

pochazejicich z poddruhu M. m. domesticus.

Tabulka 8.2: Linie nesouci jednotlivé alelu TIrl a varianty TLRI; (prislusnost linii do skupin
vyznacena pismenem v hornim indexu [° = linie M. spretus, - = klasickd laboratorni linie, ® = M.
m. domesticus, ' = M. m. musculus, " = linie z hybridni populace])

Varianta
proteinové  Alela Linie

sekvence

TLR1A Tir1A*  AJ- C57BL6Y, STRBP
TLR1B TIr1®® C3ha-, SPLY",
TIr1®®  SFELP, SCHEFEP, SCHESTP, SPOSP, STLTP, STRAP, SUV®
TLR1C TIr1™ SCHUNTP, SINP, SITP, STAILP
TLR1P Tir?® BULSM, BUSNAM
TLR1E TIr1”®  SLINTM SMIL™ STUFM, STUSM
Tir?A”  STUPM
TLR1F Tir?”®  pwpM

TLR1S TIr1” SMONS

Nejpocetnéji je mezi liniemi zastoupena alela TIr1™, kterou nese 7 linii. Tuto alelu
maji linie pochazejici z 5 ruznych lokalit z obou stran Alp (obr. 8.1). U linii M. m.

musculus je u nejvétsiho poctu linii zastoupena alela TIr1*

, ktera je pritomna jak u linie
pochézejici pfimo ze stfedu hybridni zony, tak 1 u linii pochéazejicich z mista vzdaleného od
hybridni zény pies 200 km (obr. 8.1). Alela TIr1* se vyskytuje jednak u linii pochazejicich

ze stfedniho Némecka a zarovén u linii z Orkneji na severu Skotska (obr. 8.1).
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Obrdazek 8.1: Geografickeé rozlozeni jednotlivych alel Tirl podle puvodu linii

(Velikost kruhu proporcné odpovida poctu linii, které z dané lokality pochazeji; alely se
Stejnou variantou proteinové sekvence zndzornény odstiny jedné barvy, priblizna poloha
hybridni zony vyznacena cervenou linii, upraveno podle Macholadn et al., 2012)

Ve fylogenenezi TIrl u danych linii (obr. 8.2) je mozno jasné rozlisit dvé vétve s
podporou bootstrapu (BT) 95 a 99 %. Do prvni nalezi alely TIr1*! az TIr1** a alela TIr1*® a
do druhé patii alely TIr1*® az TlrI*". Rozd&leni jednotlivych linii do vétvi tém&F odpovida
jejich poddruhové prislusnosti. VSechny linie poddruhu M. m. domesticus nalezi do prvé
skupiny a vétsina linii poddruhu M. m. musculus do druhé skupiny. Jedinou vyjimku tvofi
alela TIr1*® linie PWD poddruhu M. m. musculus, ktera spada do prvni skupiny. Alely v

prvni vétvi se vzajemné 1i§i primérne o 7,60 SNPs, alely druhé primérné o 3,33 SNPs a
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1AS

vzajemné se ob¢ vétve odlisuji v priméru o 16,60 SNPs. Alela linie SMON (TIr1™) se od

jednotlivych alel mySi domaci 1isi o 28 az 33 SNPs, pti¢emz lezi blize k vétvi alel M. m.

domesticus.
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Obrazek 8.2: Fylogeneticky strom Tlrl 24 inbrednich linii mysi domaci a jedné linie mysi
stiedozemni s vyznacenymi alelami a variantami proteinové sekvence

(konstruovany metodou maximum likelihood s 2000 bootstrapy, modrymi puntiky oznaceny
linie M. m. domesticus, cervenymi M. m. musculus, fialovymi inie z hybridni populace,
Sedymi klasické laboratorni linie a Zlutym linie mysi stredozemni)

8.1.2 Variabilita v aminokyselinové sekvenci TLR1
Ze vsech 32 SNPs v TIrl jich 18 neméni (synonymni SNP, sSNP) a 14 méni

(nsSNP) aminokyselinovou sekvenci. Primérné tak vychazi 7,55 sSNP a 5,87 nsSNPs na

1000 bp. Rozlozeni zvlasté nesynonymnich substituci v ramci CDS neni rovnomérné (obr
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8.3). V oblasti koédujici extraceluarni ¢ast TLR1 lezi 13 sSNPs (tj. 7,81 sSNP/1000 bp) a 12
nsSNPs (7,21 nsSNPs/1000 bp), oproti tomu ve zbytku sekvence kodujici
transmembranovou a intraceluarni ¢ast TLR1 se nachazi 4 sSNPs (6,26 sSNPs/1000 bp) a
2 nsSNPs (3,13 nsSNPs/1000 bp). Ani v samotné extraceludrni casti nejsou nsSNPs
rozlozeny rovnomérng. V oblasti vazby ligandu a dimeriza¢niho partnera TLR2 (Jin et al.,
2005) lezi pouze jediny nsSNP (obr. 8.2) V této oblasti je tak primérnd hustota nsSNPs
2,6/1000 bp. Ovsem dalsi 4 nsSNPs se nachéazeji do vzdalenosti 60 aminokyselin pied

timto vazebnym mistem (tab. 8.3).

LRRs __
N ROT T TR TR
ISR RS IS e

Obrazek 8.3: SNPsV TLR1 a jejich vyskyt v jednotlivych alelach

(modre znaceny synonymni, cervené nesynonymni SNPs ; SP = signdlni peptid; TM =
transmembranova doména;, LRRs = leucine-rich repeats; TIR = signalni TIR doména; rizovy
obdélnik = oblast vazby ligandu, modry obdélnik = oblast dimerizace, Jin et al., 2007)

Ani zména v aminokyselinové sekvenci nemusi mit vliv na funkci proteinu, protoze
fada proteinogennich aminokyselin ma postranni fetézce s podobnymi fyzikdlnimi a
chemickymi vlastnostmi (velikost, polarita a naboj). Pomémé konzervativni ve vSech
téchto vlastnostech jsou v TLRI1 tii substituce (T65N, V4501 a R566K; tab. 8.3). U

ostatnich zameén se nejvetsi rozdily projevuji v objemu postrannich fetézcti (minimalné 1,3-
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nasobny rozdil je u 10 zdmén). Ke zméné polarni skupiny na nepolarni dochézi jen u tii
substituci a zména naboje nastava v péti piipadech. Zadna substituce nevede ke zméné ve
vSech tfech sledovanych vlastnostech naraz, dokonce ani v jednom pfipad¢ neni nahrazena
aminokyselina s hydrofébnim postrannim fetézcem aminokyselinou s nabitym postanim
fetézcem nebo naopak. Jedind substituce lezici ve vazebné oblasti (S324N; viz vyse) je ve
svych vlastnostech také pomérné konzervativni, protoze jak serin, tak asparagin maji oba
polarni nenabité postranni fetézce, které se lisSi pouze ve velikosti (1,34 x). Na pozici 247
(tedy ve vzdalenosti 14 AK pied vazebnou oblasti) doslo k zdméné leucinu za prolin, coz
sice nepfindsi zménu v naboji ¢i hydrofobi¢, ale prolin by svou cyklickou konformaci mohl
ovlivnit strukturu proteinu v daném misté. Nedaleko vazebného mista (-22 AK) lezi
substituce A239T, tedy zdména malého hydrofébniho alaninu za 1,31 krat vétsi polarni
threonin. Dal§i substituce T216M ustici také ve zménu velikosti a predevSim polarity
postranniho fetézce se nachazi uz dal od vazebného mista (-45 AK). Nejzasadnéjsi zmény
vlastnosti aminokyselin pfedstavuji nahrada hydrofébniho leucinu za 1,91 x mensi polarni
serin a kladn€ nabitého argininu za 1,74 x mensi nenabity threonin. Prvni z nich lezi v N-
koncové casti TLR1 skoro 150 aminokyselin od vazebného mista a druhd v intraceluédrni

¢asti pred TIR doménou.
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Tabulka 8.3: Zdmény v TLRI, jejich lokalizace ve strukture a zména fyzikdlnich a
chemickych viastnosti postrannich vetezcui aminokyselin (Hvézdickou oznacena zdmeéna
lezici ve vazebné doménée; velikost vyjadrena podilem objemu vétsiho postranniho Fetézce
ku mensimu a smeér této zmény slovne; Zamyatnin 1984)

SNP

T65N
L1125
R153Q
R206H
T216M
A239T
L247P
S324N*
V4501
Q471E
Q530R
R566K
R614T

Q668R

Lokalizace

LRR1 variabilni
LRR3 variabilni
LRRS5 konzervativni
LRR7 variabilni
LRR8 konzervativni
LRR& variabilni
LRR& variabilni
LRR11 variabilni
LRR17 konzervativni

LRR17 variabilni

CT-LRR
CT-LRR
IC pted TIR

BB list v TIR

Zména vlastnosti AK

Velikost 2. AK

1,02 x vétsi
1,91 x mensi
1,39 x mensi
1,32 x mensi
1,42 x veétsi
1,31 x vétsi
1,36 X mensi
1,34 x vétsi
1,2 x vétsi
1,1 x mensi
1,39 x vétsi
1,19 x mensi
1,74 x mensi

1,39 x vétsi

hydrofébni — poléarni

polarni — hydrofébni

hydrofébni — polarni

Polarita

ob¢ polarni

ob¢ polarni

ob¢ polarni

ob¢ hydrofobni

ob¢ polarni

ob¢ hydrofobni

ob¢ polarni
ob¢ polarni
ob¢ polarni
ob¢ polarni

ob¢ polarni

Naboj
ob¢ nenabité
ob¢ nenabité
kladné nabita — nenabita
ob¢ kladné¢ nabité
ob¢ nenabité
ob¢ nenabité
ob¢ nenabité
ob¢ nenabité
ob¢ nenabité
nenabita — zaporn¢ nabita
nenabita — kladné nabita
ob¢ kladné nabité
kladné nabita — nenabita

nenabitd — kladné nabita
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8.1.3 Alelicka variabilita v Tlr2

V CDS TIr2 bylo u 24 linii M. musculus nalezeno celkem 25 SNPs (jejich seznam viz
tab. P5 v priloze). A¢koliv bylo v Tlr2 detekovano méné zamén nez v TIrl, alel bylo
naopak nalezeno vice - 13 (oznacenych TIr2* az TIr2*%). Alely TIr2*! + TIr2*2, TIr2*® +
TIr2* a TIr2® + TIr2*® jsou synonymni, a tak translaci 13 alel TIr2 vznikne 10 variant
proteinu (oznaceny TLR2" a7 TLR2J). Vice nez polovina alel (8 ze 13) se vyskytuje pouze
u jedné linie (viz tab. 8.4). Nejvyssi frekvenci mé alela TIr2*® zastoupend u 25 % linii.
Druhé nejpocetndji zastoupena alela TIr2*® ma frekvenci 16,7 %. Alely TIr2*° a TIr2"®
koduji stejnou variantu proteinu, 41,7 % linii tak exprimuje sekvencné stejny TLR2.

Tabulka 8.4: Linie nesouct jednotlivé alely TIr2 a varianty TLR2; (prislusnost linii do skupin

vyznacena pismenem v hornim indexu [° = linie M. spretus, - = klasickd laboratorni linie, ® = M.
m. domesticus, ¥ = M. m. musculus, " = linie z hybridni populace])

Varianta
proteinové Alela Linie

sekvence
TLR2®  TIr2** C57BL6"
TIr2** SpLY"
TLR2®  TIr2® AJL, C3ha"
TIr2"* SIT®
TLR2°  TIr2® SCHEFEP, SMIL", STLT®, STRA®

SFELP, SCHESTP, SCHUNTP, SINP, SPOSP,
TIr2"® SUVP

TLR2®  TIr2"" STRBP
TLR2®  TIr2"® STAILP, SLINTV
TLR2"  TIr2® BULSM
TLR2®  TIr2*® BUSNAM, STUFY,
TLR2"  TIr2"* sTUSM
TLR2'" TIr2**? sTUPM
TLR2'  TIr2*** pwp"

TLR2S  TIr2"® SMONS
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Rozdé&leni alel mezi poddruhy neni tak jednoznaéné jako u TIrl, protoze alelu TIr2"®
spolu sdili linie STAIL z poddruhu M. m. domesticus a linie SLINT z poddruhu M. m.
musculus (viz tab. 8.4). Linie SMIL z hybridni populace ma alelu TIr2 spole¢nou s liniemi
M. m. domesticus na rozdil od alely TIrl, kterou sdili s liniemi M. m. musculus. Druha linie
pochazejici z hybridni populace (SPLY) ma jednu z unikatnich alel, jejimz prekladem ale
vznikne proteinova varianta stejnd jako u klasické laboratorni linie C57BL6. Dvé dalsi
klasické laboratorni linie (AJ a C3Ha) nesou alelu, ktera neni zastoupena v zadné linii
pochézejici z volné populace. Variantu proteinu ale sdili s linii SIT z poddruhu M. m.

domesticus.

Také v ptipadé TIr2, podobné jako u Tlrl, maji linie M. m. domesticus.ze severni
Italie, z Rakouska a stfedniho Némecka stejnou alelu (obr. 8.4). Tuto alelu TIr2*® s nimi
sdili také linie SIN z Orkneji na severu Skotska (obr. 8.4). Téméf kazda z linii M. m.
musculus ma unikatni alelu Tlr2 (i variantu TLR2), kromé¢ linii BULS a STUF, kter¢ ale
pochézeji kazda z jiné populace, a vyse zminéné linie SLINT, ktera sdili alelu TIr2"® s linii
STAIL (M. m. domesticus) ze stfedniho Némecka (obr. 8.4). Z fylogenetického stromu

(obr. 8.5) je vidét, Ze tato alela patii mezi alelely poddruhu M. m. musculus.
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Obrazek 8.4: Geografickeé rozlozent jednotlivych alel Tlr2 podle piivodu linii

(Velikost kruhu proporcné odpovida poctu linii, které z dané lokality pochazeji; alely se
Stejnou variantou proteinové sekvence zndazornény odstiny jedné barvy; priblizna poloha
hybridni zony vyznacena cervenou linii, upraveno podle Macholan et al., 2012)

Podle fylogeneze TIr2 (obr. 8.5) to vypada, ze se nejprve oddélila jedna skupina alel
TIr2"8, TIr2*® a TIr2**2 poddruhu M. m. musculus (BT = 83 %) a pak teprve druh4 skupina
alel TIr2*° TIr2*™ a TIr2* M. m. musculus od velké skupiny alel nesenych liniemi M. m.
domesticus (BT = 55 %). Do této posledni velké skupiny spadaji také alely TIr2 klasickych
laboratornich linii pouzitych v této praci (AJ, C57BL6 a C3ha) a obou linii pochazejici z
hybridnich populaci. Prvni skupina alel M. m. musculus (TIr2*®, TIr2*® a TIr2"") se

vzajemné 1isi v priméru o 4 SNPs, druha skupina (TIr2**°, TIr2*" a TIr2*'?) 0 2 SNPs a
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skupina alel M. m. domesticus 0 2,10 SNPs. Vzajemné se ob¢ skupiny alel M. m. musculus
odlisuji primérné o 7,89 SNPs a od skupiny alel M. m. domesticus se 1isi 013,90 resp. 9,57
SNPs. Alela linie SMON (TIr2*%) se od jednotlivych alel mysi domaci 1isi o 27 az 33

SNPs, pfi¢emz je postavena blize k M. m. musculucus nez k M. m. domesticus.
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Obrazek 8.5: Fylogeneticky strom TIr2 u 24 inbrednich linii mysi domdaci a jedné linie mysi
stiedozemni s vyznacenymi alelami a variantami proteinové sekvence

(konstruovany metodou maximum likelihood s 2000 bootstrapy, modrymi puntiky oznaceny
linie M. m. domesticus, cervenymi M. m. musculus, fialovymi inie z hybridni populace, Sedymi
klasicke laboratorni linie a zZlutym linie mysi stredozemni)

8.1.4 Variabilita v aminokyselinové sekvenci TLR2
Ze vsech 25 SNPs v TIr2 jich je 11 synonymnich a 14 nesynonymnich. Primérné tak
piipada 4,68 sSNP a 5,95 nsSNPs na 1000 bp. Substituce (pfedevsim nsSNPs) nejsou v

ramci CDS rozlozeny rovnomérné (obr. 8.6). V oblasti kodujici extraceluarni ¢ast TLR2 je
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lokalizovano 10 sSNPs (tj. 5,92 sSNP/1000 bp) a vSechny nsSNPs (8,29 nsSNPs/1000 bp),
oproti tomu ve zbytku sekvence kddujici transmembranovou a intraceluarni ¢ast TLR2 se
nachazi pouze 1 sSNPs (1,69 sSNPs/1000 bp). Ani v samotné extraceluarni ¢asti TLR2
neni rozmisténi SNPs rovnomérné (viz obr. 8.6). V prvnich 82 AK lezi 5 nsSNPs,
nasleduje oblast dlouhd téméf 160 aminokyselin bez zddné¢ho nsSNP a poté je v useku 20
AK tésn¢ pred vazebnou oblasti (Kang et al., 2006) lokalizovano 5 nsSNPs. V oblasti
vazby ligandu lezi dva nsSNPs, zatimco v oblasti dimerizace zadny. Na zbyvajicich 186
AK extraceluarni oblasti ptipadaji 2 nsSNPs. VSech sedm substituci ve vazebné doméné a
tésné pred ni je typickych pro alely poddruhu M. m. musculus (s vyjimkou G258S, ktery se
objevuje i v TLR2® z M. m. domesticus).
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Tir2A8 :
Tir2A? ]
Tir2A8

Tir2A®

Tir2A10
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Tir2A12
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Obrazek 8.6: SNPs VTLR2 a jejich vyskyt v jednotlivych alelach (modie znaceny
synonymni, cervené a bordove nesynonymni SNPs ; SP = signalni peptid;, TM =
transmembranova doména;, LRRs = leucine-rich repeats;, TIR = signalni TIR doména;
riizovy obdélnik = oblast vazby ligandu, modry obdélnik = oblast dimerizace, Jin et al.,
2007, Kang et al., 2006.
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Oba nsSNPs ve vazebné oblasti vedou k pomérné velkym zméndm vlastnosti
postraniho fetézce: v prvni z téchto zdmén je na pozici 280 nahrazen polarni nenabity serin
skoro dvakrat vétSim hydrofobnim leucinem, ve druhé je na pozici 304 také serin
substituovan 2,29x vétSim kladné nabitym argininem (tab. 8.5). Z péti nsSNPs
lokalizovanych tésné pted vazebnou oblasti, u R257Q se méni velikost a naboj, u G258S a
P243S velikost a hydrofobia, u P241A pouze velikost a K252R je pomérné konzervativni.
Viibec nejveétsi zmeénu vlastnosti piedstavuje R21G lokalizovana v signalnim peptidu, kdy
dochazi ke zméné polarniho kladné nabitého argininu za 3,42x mens$i hydrofobni glycin.
Zména argininu za hydrofobni aminokyselinu (v tomto pfipad¢ leucin) nastava také 77
aminokyselin za dimeriza¢ni oblasti (R478L). Arginin je substituovan také na pozici 73, a
to polarnim nenabitym glutaminem, tudiz polarita postranniho fetézce je zachovana a
dochazi ke zméné naboje. Velikost postranniho fetézce pii zachovani ostatnich dvou
sledovanych vlastnosti se méni 2,37x pii substituci G49V a 1,34x pii N77S. Na dvou
mistech (82 a 438) dochazi k zaméné isoleucinu za methionon, pficemz oba maji velmi

podobné vlastnosti, pokud jde o velikost, polaritu a ndboj.
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Tabulka 8.5: Zameny v TLR2, jejich lokalizace ve strukture a zména fyzikalnich a chemickych
viastnosti postrannich retezci aminokyselin (Hvézdickou oznaceny zameény lezici ve vazebné
domeéné; velikost vyjadrena podilem objemu vétsiho postranniho fetézce k mensimu a smer této

zmeny slovné, (Zamyatnin, 1984)

Zména vlastnosti AK

SNP Lokalizace
Velikost 2. AK Polarita Naboj

R21G SP 3,42 x mens$i  polarni— hydrofobni kladné nabitd — nenabita
G49v Pred LRR1 2,37 x vetsi ob¢ hydrofobni ob¢ nenabité
R73Q LRR1 variabilni 1,39 x mensi obé polarni kladné nabita — nenabita

N77S  LRR2 konzervativni 1,34 x mensi ob¢ polarni ob¢ nenabité

M821 LRR2 konzervativni 1,02 x vetsi ob¢ hydrofobni ob¢ nenabité
P241A LRRS variabilni 1,4 x mensi ob¢ hydrofobni ob¢ nenabité
P243S LRRS variabilni 1,4 xmens$i  hydrofobni — polarni ob¢ nenabité
K252R LRR9 konzervativni 1,19 x vétsi ob¢ polarni obé kladné nabité
R257Q LRR9 konzervativni 1,39 x mensi ob¢ polarni kladn€ nabitd — nenabita
G258S LRRO konzervativni 1,49 x vé&t§si  hydrofobni — polarni ob¢ nenabité
S280L* LRR10 konzervativni 1,91 x vét§i  polarni — hydrofobni ob¢ nenabité
S304R*  LRR10 variabilni 2,29 x vetsi ob¢ polarni nenabita — kladné nabita
M4381 LRR16 konzervativni 1,02 x vétsi ob¢ hydrofobni ob¢ nenabité

R478L  LRRI17 variabilni 1,2 xmensi  polarni— hydrofobni kladn€ nabitd — nenabita
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8.1.5 Alelicka variabilitav TIr6

V CDS TIr6 jsem u linii my$i domaci zahrnutych do této studie nalezla celkem 22
SNPs (jejich seznam viz tab. P6 v piiloze) a 8 alel (oznacenych TIr6™ az TIr6"®), které
jsou translatovany do péti sekvenénich variant TLR2 (TLR6” az TLR6F). Zadna z alel se
nevyskytuje zaroven u linie M. m. domesticus a M. m. musculus (viz tab. 8.6). Vsechny tii
klasické laboratorni linie (AJ, C57BL6 a C3ha) maji alelu TIr6™, kterou sdili s linii STRB
z poddruhu M. m. domesticus a linii SPLY odvozenou z hybridni populace. Druha linie
pochazejici z hybridni populace (SMIL) ma alelu Tlr6 nesenou liniemi M. m. musculus.
Kromé alely TIr6™® jsou viechny alely zastoupeny alespoii u dvou linii. S nejvetsi
frekvenci, 25 %, se u linii vyskytuje alela TIr6", kterou disponuji linie pochdzejicich ze 4
riznych lokalit. Na rozdil od Tlrl a TIr2, maji linie SIN a SIT ze severu Skotska unikatni
alelu TIr6™, ktera je ale odlisena pouze sSNPs od alely TIr6** linii SCHUNT a STAIL ze
sttedniho Némecka (obr. 8.7). Pét ze sedmi linii M. m. musculus ma stejnou variantu
proteinu kodovanou u nich dvéma riznyma alelama. Pouze dvé linie M. m. musculus

(STUP a PWD) nesou jinou variantu TLR6.

Tabulka 8.6: Linie nesouci jednotlivé alely TIr6 a varianty TLR6, (prisiusnost linii do skupin
vyznacena pismenem v hornim indexu [° = linie M. spretus, - = klasickd laboratorni linie, ® = M.
m. domesticus, ¥ = M. m. musculus, " = linie z hybridni populace])

Varianta
proteinové Alela Linie

sekvence

TLR6” TIr6™ AJ-, C3ha“, C57BL6", SPLY", STRBP

TLR6® TIr6"? SCHEFEP, SCHESTP®, SFELP, SPOSP, STLT®, STRAP
TIr6™ SuUvP

TLR6® TIr6™ SCHUNTP, STAILP

TIre™ SINP, SITP
TLR6® TIr6"® BULSM, BUSNAM

Tire™” SMIL™ SLINTV, STUFM, STUSM
TLR6E TIr6™® PwWDM, STUPV

TLR6® TIr6™ SMON®
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Obrdazek 8.7: Geografické rozlozeni jednotlivych alel TIr6 podle piivodu linii

(Velikost kruhu proporcné odpovida poctu linii, které z dané lokality pochazeji; alely se stejnou
variantou proteinové sekvence zndzornény odstiny jedné barvy, priblizna poloha hybridni zony
vyznacena cCervenou linit, upraveno podle Macholan et al., 2012)

Alely TIr6 jsou na poddruhy rozdéleny také ve fylogenetickém stromé (obr. 8.8),
ktery obsahuje jednu skupinu alel M. m. domesticus (BT = 58 %) a jednu skupinu alel M. m.
musculus, (BT = 99 %). Skupina alel M. m. domesticus se mezi sebou li§i primétné o 5,2 SNPs,
skupina alel M. m. musculus o 3,33 SNPs a vzajemné se odliSuji v priméru o 13,53 SNPs. Alela
TIr6" linie SMON se od alel mysi domaci ligi o 27 az 32 SNPs a podobngjsi je alelam M. m.

domesticus.
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Obrazek 8.8: Fylogeneticky strom TIr6 u 24 inbrednich linii mysi domdci a jedné linie mysi
stredozemni s vyznacenymi alelami a variantami proteinové sekvence

(konstruovany metodou maximum likelihood s 2000 bootstrapy, modrymi puntiky oznaceny
linie M. m. domesticus, cervenymi M. m. musculus, fialovymi inie z hybridni populace, Sedymi
Klasické laboratorni linie a Zlutym linie mysi stiedozemni)

8.1.6 Variabilita v aminokyselinové sekvenci TLR6

Skupina 22 SNPs nalezenych v TIr6 u danych linii mysi domaci zahrnuje 14 sSNPs
a 8 nsSNPs. V pruméru tak ptipada 5,79 sSNPs a 3,31 nsSNPs na 1000 bp sekvence.
Jedenact sSSNPs a pét nsSNPs lezi v extraceluarni ¢asti TLR2 (viz tab. 8.7), prumér tam
tedy ¢ini 6,59 sSNPs a 3,00 nsSNPs na 1000 bp. Ve zbytku CDS se nachazi po 3 sSNPs a
nsSNPs (4,74 sSNPs resp. nsSNPs/1000 bp). Z téchto tfi intraceluarnich nsSNPs lezi jeden
v TIR doméné, jeden pied ni a posledni za ni. Pét extraceludrnich nsSNPs je lokalizovéano
pomérné daleko od vazebné a dimerizacni oblasti, tfi leZi vice nez 150 AK pted ni, zbylé

dva skoro 100 AK za ni. Dva SNPs nejbliz§i k vazebné a dimerizacni oblasti (prvni na
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pozici 175, tj. 152 AK pied ni a druhy na pozici 499, tj. 98 AK za ni) jsou oba pomérné
konzervativni zdmény leucinu za fenylalanin. Také dvé zamény pfed a za TIR doménou
(L644V a L798V) neméni vlastnosti postranniho fetézce. Na dvou mistech (124 a 543) je
polarni nenabity glutamin substituovan za 1,39 krat mensi kladné nabity arginin. Pfi
zaméné C129G dochazi pouze ke zméné velikosti postranniho fetézce pii zachovani
hydrofobnosti a pti zdméné¢ A709S v TIR doméné k substituci hydrofoébni za polarni

nenabitou, ale téméf stejné velkou aminokyselinu.

Tabulka 8.7: Zdameny v TLRG, jejich lokalizace ve strukture a zména fyzikdlnich a chemickych
vlastnosti postrannich TFetézcii aminokyselin (velikost vyjadrena podilem objemu vétsiho
postranniho fetézce ku menSimu a smér této zmény slovné; Zamyatnin 1984)

Zména vlastnosti AK

SNP Lokalizace
Velikost 2. AK Polarita Naboj
Q124R  LRR3 variabilni 1,39 x mensi ob¢ polarni kladn€ nabitd — nenabita
C129G LRR3 variabilni 1,87 x mensi ob¢ hydrofobni ob¢ nenabité
L175F LRRS variabilni 1,14 x vetsi ob¢ hydrofobni ob¢ nenabité
L499F LRR18 variabilni 1,14 x vetsi ob¢ hydrofobni ob¢ nenabité
Q543R CT-LRR 1,39 x mensi ob¢ polarni kladn¢ nabita — nenabita
L644V IC pted TIR 1,2 x mensi ob¢ hydrofobni ob¢ nenabité
A709S BC list v TIR 1x hydrofébni — polarni ob¢ nenabité
L798V ICzaTIR 1,2 x mensi ob¢ hydrofobni ob¢ nenabité

8.1.7 Analyza selekce a rekombinace

V CDS TIrl byl na zaklad¢ nukleotidové sekvence piedpovézen zlom na pozici 1800
(A AICc = 4,23), ktery byl potvrzen také KH testem s p < 0,001. V CDS Tlr2 nebyl nalezen
zadny rekombinac¢ni zlom. V CDS TIr6 byl sice nalezen zlom na misté¢ 1572 (A AICc =
10,28) pomoci analyzy GARD, ten ale nebyl potvrzen KH testem (pro LKH p = 0,068,
RKH p = 0,014). Analyza jednobodovych zlomu (Single breakpoint analysis; SBP) ale
tento zlom nalezla s podporou 99,84%. Testem selekce IFEL nebyla v Tlrl a Tlr2 nalezena
7zadna mista pod selekci, oproti tomu v TIré byl detekovan jeden signifikantné negativné
selektovany kodon (128, p = 0,038) a dalsi Ctyfi marginalné nesignifikantni negativné

selektované kodony (373, p = 0,076; 676 p = 0,087; 723, p = 0,088, 749 p = 0,068).
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8.2 Funkéni analyza

Ve funkéni studii byla zmétfena produkce IL-1B, IL-12 a NO peritonealnimi
makrofagy po stimulaci vybranymi ligandy TLR1, TLR2 a TLR6. Explorativni analyza
pomoci krabicovych diagramii ukazala, Ze jednotlivé linie se 1isi v produkci IL-1pB, IL-12 a
NO (viz obr. P7 v piiloze). Miry produkce IL-1pB, IL-12 a NO v zavislosti na jednotlivé
ligandy TLR1, 2 a 6 vzajemné koreluji (ve vSech ptipadech s p < 0,05), mohli jsme proto
pro redukci komplexity modelti nahradit produkci IL-1B, IL-12 a NO pro jednotlivé
ligandy jejich prvni hlavni komponentou z PCA (IL1PC1, IL12PC1 a NOPC1). Produkce
NO byla signifikantné¢ zavisla na inbredni linii a véku mysi a na varce, ve které¢ byla
zpracovana a na interakcich mezi linii a varkou a vékem a varkou (tab. 8.8). Mira produkce
IL-1B je vysvétlena pomoci modelu zahrnujiciho linii, varku, vék a interakce linie s varkou
a vékem (tab. 8.9). U IL-12 se ani Box-Coxovou transformaci nepodafilo dosahnout
normalniho rozdéleni rezidudli MAM, byl proto z této analyzy vyloucen. Problém
pravdépodobné predstavuje piilis velky pomér podlimitnich méteni IL-12 (az 60 % pro

nékteré ligandy), se kterymi se dana statistika nedokazala vyrovnat.

Tabulka 8.8: Minimdlni adekvatni model (MAM) pro vysvétleni hlavni komponenty
produkce NO napric ligandy (NOPC1); n =59, df = 27/54, F = 10,031 p << 0,001.

Proménna Df F p
NOPC1
Linie 17/49 6,33 << 0,001
Varka 14/46 2,16 0,036
Vek 3/35 6,51 0,002
Linie : varka 12/44 2,46 0,021
Vek : varka 2134 3,81 0,033

45



Tabulka 8.9: Minimdlni adekvdtni model pro vysvétleni Box-Cox transformované hlavni
komponenty produkce IL-15 napric ligandy (bcILIPCI1); n = 59, df = 22/54, F = 6,0345 p
<< 0,001.

Proménna Df F p
bcIL1PC1
Linie 24/51 6,90 << 0,001
Varka 12/39 7,15 << 0,001
Vek 8/35 2,60 0,030
Linie : varka 10/37 3,46 0,005
Linie : vék 7134 2,94 0,020

Test rozdiltt mezi liniemi v produkci NO po stimulaci ligandy TLR1, TLR2 a TLR6
prokézal, Ze linie STRAP produkuje signifikantn& vic NO nez linie BUSNAM (diff = 5,112;
95% interval spolehlivosti [Clgs] = 2,460 - 7,764; p<< 0,001), STUS (diff = 3,868; Clgs =
1,129 - 6,607; p = 0,001), BULS™ (diff = 3,596; Clgs = 0,944 - 6,249; p = 0,002) a STRB"
(diff = 3,210; Clgs = 5,862 - 0,558; p = 0,008), linie SCHUNT® vic nez linie BUSNAM
(diff = 3,691; Clgs = 1,128-6,253; p < 0,001) a linie STUF™ vic nez linie BUSNAM (diff =
3,462; Clgs = 0,324 - 6,600; p = 0,021), viz obr. 8.9. V produkci IL-1p po stimulaci
ligandy TLR1, TLR2 a TLR6 se od vSech ostatnich linii signifikantné¢ odliSuje linie
BULSM (STRBP: diff = 1,657; Clgs = 0,843 - 2,472; p << 0,001; STRAP: diff = 1,603;
Clgs = 0,760 - 2,447; p <<0,001; SCHEFEP: diff = 1,525; Clgs = 0,596 - 2,454; p < 0,001;
SCHUNTP: diff = 1,506; Clgs = 0,691 - 2,321; p < 0,001; STUF™: diff = 1,450; Clgs =
0,452 - 2,448; p < 0,001; STUSM: diff = 1,356; Clgs = 0,513 - 2,199; p < 0,001; BUSNAM:
diff = 1,316; Clgs = 0,501 - 2,130; p < 0,001), viz obr. 8.10. V produkci NO po stimulaci
ligandem TLR4 (LPS) jsou signifikantni rozdily mezi liniemi SCHUNTP — BUSNAM (diff
= 22,99; Clgs = 4,06 — 41,91; p = 0,008), STRAP - BUSNAM (diff = 27,78; Clgs = 8,19 -
47.37; p = 0,001) a marginalné nesignifikantni mezi liniemi STRAP - STUSM (diff =
19.09; Clgs = 1,15 — 39,32; p = 0,078). V produkci IL-1B po stimulaci LPS nebyly mezi
liniemi objeveny zadné signifikantni (p < 0,05), ani marginalné nesignifikantni (0,05 <p <

0,1) rozdily.
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Obrazek 8.9: Krabicovy diagram zobrazujici rozdily mezi liniemi v produkci NO po
stimulaci ligandy TLRI, 2 a 6 jako zadvislost rezidui z MAM produkce NO (ochuzeného o
viiv linie) na linii. (Sedé oznaceny linie M. m. domesticus, bile M. m. musculus.
Signifikance rozdilii znacena jako *** pro p < 0,001, ** pro p < 0,01 a * pro p < 0,05)
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Obrazek 8.10: Krabicovy diagram zobrazujici rozdily mezi liniemi v produkci IL-15 po
stimulaci ligandy TLRI, 2 a 6 jako zavislost rezidui z MAM produkce IL-1f ochuzeného o

viiv linie na linii. (Sedé oznaceny linie M. m. domesticus, bile M. m. musculus.
Signifikance rozdili znacena jako *** pro p < 0,001, ** pro p < 0,01 a * pro p < 0,05)
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Pro ovéfeni, jak se vzajemné lisi linie M. m. domesticus a M. m. musculus, byl
proveden Wilkoxonuv test vlivu poddruhu na produkci IL-1B, IL-12 a NO. Bylo zjisténo,
ze linie M. m. musculus po stimulaci ligandy TLR1, 2 a 6 produkuji vice IL-1p (W =165, p
<0,001), ale mén¢ IL-12 a NO (W = 555,5, p = 0,003 pro IL-12 a W = 632, p << 0,001),
viz obr. 8.11. K obdobnym vysledkiim jsme dospéli také otestovanim vlivu poddruhu na
rezidua z MAM hiearchickou ANOVou po odfiltrovani efektu linie (pro IL-1B: F = 20,06;
df =1; p << 0,001, pro NO: F =22,12; df = 1; p << 0,001). Tento test ale nebylo mozno

provést v piipadé¢ IL-12, protoze ze z vySe zminénych diivodu nebyl nalezen MAM.
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Obrazek 8.11: Krabicové diagramy produkce IL-1 p, IL-12 a NO v zavislosti na poddruhové
prislusnosti testovanych linii. (Sedé oznacen poddruh M. m. domesticus, bile M. m.
musculus. Signifikance rozdilii znacena jako *** pro p < 0,001, ** pro p < 0,01 a * pro p
< 0,05)
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9 Diskuze

Cilem mé prace bylo popsat koédujici oblasti vybranych TLRs (TLR1, TLR2 a
TLR6), stanovit miru genetického polymorfismu a alelickou variabilitu u inbrednich linii
odvozenych z nékolika geograficky oddélenych populaci dvou poddruhti mysi domaci (M.
m. domesticus a M. m. musculus). V nasledné funk¢ni analyze jsem hledala v datech
pochézejicich z experimentli prof. Holan¢ a jeho skupiny rozdily mezi témito liniemi v

produkci IL-1p, IL-12 a NO po stimulaci specifickymi ligandy.

U 24 inbrednich linii mysi domaci bylo u Tlrl nalezeno celkem osm alel a Sest
proteinovych variant, u TIr2 tfinact alel a deset proteinovych variant a u TIr6 osm alel a pét
proteinovych variant. Nékteré linie pochazejici z riznych mist Evropy spolu sdili stejné
alely. To pravdépodobné znamena, zZe celkové v evropské populaci nebude velky pocet alel
a alelicka variabilita v liniich, i kdyz limitované, odrazi pfirozeny stav. Fylogeneticky jsou
alely rozdéleny, tak jak by se dalo o¢ekavat podle piislusnosti svych nositelt k poddruhdm.
Jedinou vyjimku tvoii linie M. m. musculus PWD, jejiz alela TIr1*® je piibuzn&jsi alelam
linii M. m. domesticus a linie M. m. domesticus, STAIL, ktera nese alelu M. m. musculus
TIr2". V obou piipadech byl osekvenovan je§té jeden nezavisly vzorek pochézejici z
jiného jedince téz linie, aby se vyloucila chyba ve form¢ zamény vzorku DNA. Jak bylo
ukazano linie PWD obsahuje z 10 % pfimiSenou genetickou variabilitu M. m. domesticus
(Yang et al., 2011). Podle diagnostickych SNPs v databazi ,,Mouse Phylogeny Viewer*
(http://msub.csbio.unc.edu/; Wang et al., 2012) jsem vSak ovéfila, Ze oblast lokusu Tlrl
linie PWD pochézi skute¢ng z M. m. musculus. Za&len&ni alely TIr1*® linie PWD mezi
alely M. m. domesticus je tedy pomérné piekvapivé. Bliz§im prizkumem jsem odhalila, ze
tato alela obsahuje 4 unikatni SNPs a nesdili s M. m. musculus zadny ze SNPs oddé€lujici
oba poddruhy. I vzhledem k tomu, Zze linie PWD obsahuje alelu TIr6, ktery je s TIrl ve
vazb¢, sdilenou s linii STUP poddruhu M. m. musculus, se domnivam, Ze by se mohlo
jednat bud’ o davnou introgresi nebo o pozistatek ancestralniho polymorfismu z doby pred
definitivnim oddélenim a odlisnou migraci obou poddruhti. Linie STAIL sdili stejnou alelu
TIr2"® s linif SLINT poddruhu M. m. musculus. Proto si myslim, Ze v jejim piipadé se
jedna jednoznaéné o introgresi. STAIL je ale teprve mlada inbredizujici linie a neni dosud
zahrnuta v databazi ,,Mouse Phylogeny Viewer®, takze neni mozno si ovéfit pivod jejiho

Tlr2 lokusu.

Nejvétsi variabilita byla nalezena v CDS TIrl (32 SNPs, z toho 14 nsSNPs, tj.
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dN/dS = 0,78), naopak, nejméné byl mezi liniemi variabilni TIr6 (22 SNPs, 8 nsSNPs,
dN/dS = 0,57). V CDS TIr2 bylo detekovano 25 SNPs, z toho 14 nsSNPs (dN/dS = 1,27),
Tlr2 tak je jediny, v jehoz sekvenci pievladaji nsSSNPs nad sSNPs. Alely Tlrl poddruhu M.
m. domesticus (v&etné alely TIr1*® linie PWD) se od alel poddruhu M. m. musculus 1i§i v
pruméru o 16,6 SNPs, takze jeden SNP piipada na 144 bp. Primérny rozdil mezi alelami
Tlr2 M. m. domesticus a M. m. musculus je 11,7 SNP. To znamena, ze jeden SNP vychazi
na 201 bp. Alely TIr6 obou poddruhii se od sebe 1isi v priméru o 13,5 SNP, takze SNP se
vyskytuje zhruba kazdych 179 bp. Prumérny rozdil mezi M. m. domesticem a M. m.
musculem je jeden SNP na 100 - 200 bp (lIderaabdullah, 2004). Moje vysledky jsou tedy
konzistentni s timto odhadem. Bohuzel, v soucasné dob& neexistuji prace popisujici
variabilitu TIrl, Tlr2 a TIr6 u divokych ani klasickych laboratornich inbrednich linii mysi
domaci. Proto je velice obtizné ma data srovnat s jinymi studiemi. Ur¢ité srovnani nabizi
prace Smirnova et al. (2000). Jeji autofi nalezli u 35 klasickych inbrednich linii v genu
Tlr4 22 SNPs, z ¢ehoz bylo 13 nesynonymnich. VSechny linie, pouzité v jejich studii, maji
Tlr4 lokus pivodem z M. m. domesticus. Jedinou vyjimkou je linie P/J, kterd ma zrovna v
misté TIrd genetickou informaci pochazejici z M. m. musculus (Wang et al., 2012). Tato
linie se od ostatnich 1i§i v 11 pozicich, takze jeden SNP rozdilny mezi obéma poddruhy
ptipada na 228 bp. O trochu mensi hustota SNPs v sekvenci Tlr4, nez Tlrl, TIr2 a TIr6
mize byt nahodné tim, Ze se mezi zkoumanymi TIr4 objevil jenom jeden z M. m.
musculus, nebo obecné rozdily ve variabilité mezi Tlr4 a TIrl, TIr2 a TIr6, nebo i tim, Ze
pfimés genetické informace jinych poddruht (M. m. musculus a M. m. castaneus) v
klasickych inbrednich linii pochazi z japonskych mysi (M. m. molossinus je kiizenec vyse
zminénych poddruhi; Takada et al., 2013). U lidi byla pfi srovnani téi populaci nalezena
nejvetsi  vnitropopulacni  diverzita v TLR1, naopak TLR2 byl z téchto tfi genh

vnitropopulacné nejkonzevativngjsi (Barreiro et al., 2009).

Nalezené SNPs nejsou v sekvencich jednotlivych Tlrs rozlozeny rovnomérné mezi
extraceluarni a signalni doménu, podobné jako ve vySe citované studii Smirnové et al.
(2000). Témer vSechny nesynomni substituce lezi v extraceluarni doméné a v signalni TIR
domén¢ se nachazi pouze jeden nsSNPs u TLR1 a jeden u TLR6, ale zadny nsSNP nebyl
zjistén u TLR2. To naznacuje dvoji selekéni tlak na TLRs a to jednak diverzifikujici tlak na
adaptaci na riizné patogeny a zaroven stabilizujici tlak na udrzeni funk¢nosti (Roach et al.,
2005). Signalni TIR domény jsou obecné velmi konzervativni struktury (Sanghavi et al.,
2004; O’Neill and Bowie, 2007) pod purifikujici selekci (Nakajima et al., 2008) a zdmény
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na mnoha mistech, at’ uz pfirozené se vyskytujici v lidské populaci (Lorenz et al., 2000;
Etokebe et al., 2010; Ben-Ali et al., 2011) nebo navozené uméle v muta¢nich studiich (Xu
et al., 2000; Tao et al., 2002; Gautam et al., 2006; Qiu et al., 2013) vedou ke snizeni nebo i
zastaveni signalizace. Pfesny mechanismus signalizace neni dosud znam, ale zda se, ze
TLR1 a TLR6 se, na rozdil od TLR2, nepodileji na vazbé aptorovych proteint (Xu et al.,
2000; Qiu et al., 2013). To by mohl byt divod, pro¢ je TIR doména TLR2 mezi liniemi
konzervativnéjsi nez TIR domény TLR1 a TLR6.

Na vazbé ligandu se u TIrl, TIr2 a TIr6 podileji aminokyseliny leZici v 9. az 12.
LRR (Omueti, 2005), ptfi¢emz dimeriza¢ni rozhrani pro tvorbu heterodimeri TLR2/1 a
TLR2/6 lezi v oblasti 11. az 14. LRR (Jin et al., 2007; Kang et al., 2009). Mym
ptedpokladem bylo, Ze nesynonymni a nekonzervativni substituce ve vazebné oblasti, ktera
pfichdzi do kontaktu s pathogennimi strukturami, budou pravdépodobnéji nez jiné SNP
dusledkem selekce pti koevuluci hostitel-parazit. V TIrl byl v tomto misté nalezen jeden
nsSNP, v TIr6 zadny a nejvice je v daném misté a jeho okoli variabilni TIr2 (2 nsSNPs ve
vazebném misté a 5 nsSPNs do 20 aminokyselin pifed vazebnym mistem). Ve vazebné
doméné TLRI1 jsem nalezla zaménu S324N, kterd ale nevede k pfili§ zdsadni zméné
vlastnosti postrannich fetézcti aminokyselin. Ve vazebné doméné lidského TLR1 se bézn¢
vyskytuji tii zamény S248N, H305L a P315L (v mysi sekvenci jim odpovidaji 251N,
308H, 318P), ale jen jedna z nich (P315L) m4 vliv na funkci TLR1 (Omueti et al., 2007;
Ben-Ali et al., 2011). Jedna se totiz o pozici podilejici se vazbé TLR2 (Jin et al., 2007). Ve
vazebné doméné TLR2 jsem identifikovala dva nsSNPs, jeden z nich (S280L) se nachazi
pouze v jedné linii (BULS), zatimco ve druhé substituci (S304R) se vzajemné odliSuji oba
poddruhy. Oba SNPs vedou k vyraznéjSim zménam ve velikosti a v prvém piipad¢ zaroven
hydrofibicity a ve druhém piipadé zaroven ndboje daného rezidua. Z péti nsSNPs,
pfitomnych ptfed vazebnou doménou, ve tfech se odliSuji oba poddruhy. Barreiro et al.
(2009) ani Ben-Ali et al. (2011) nenalezli ve vybranych vzorcich lidskych populaci zadné
nsSNPs ve vazebné doméné TLR2 ani v jejim okoli. Tato skute¢nost podporuje moznost,
ze na rozdil od lidi, u mysi dochazi mezi poddruhy k diverzifikaci spojené s parazity
zprostfedkovanym pfirodnim vybérem. Velkd mezi-poddruhova diverzita v TLR2 pravé v
misté vazby ligandu by tedy mohla naznacovat adaptaci na lokalni patogeny. Ac¢koliv je
mys nejpouzivanéj$i model v imunologickém vyzkumu, o jejich pfirozenych patogenech
ve voln¢ zijicich populacich se toho pfili§ nevi, protoze vétSinou slouzi pouze jako

modelovy druh pro zkoumani lidskych nemoci (Keebaugh and Schlenke, 2013). V teprve v
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nedavné dobé byly publikovany studie popisujici prevalenci mikrosporidii Enterocytozoon
bieneusi (Sak et al., 2011), bakterii Helicobacter (Wasimuddin et al., 2012) a parazitického
prvoka Cryptosporidium tyzzeri (Kvac et al., 2013) v piirozenych populacich mysi domaci
napii¢ hybridni zoénou. Helicobacter a Cryptosporidium jsou krom¢é jinych PRRs
rozpoznavany také prostiednictvim TLR2 (Smith et al., 2003; McDonald et al., 2013).
Mechanismus rozpoznavani mikrosporidii dosud neni znam, Gcastni se ho ale MyD88 a
naopak TLR4 ne (Zhang et al., 2011). Kvac et al. (2013) zjistili, Ze kazdy poddruh mysi
domaci byl nakazen rozdilnym subtypem Cryptosporidia. Tato skute¢nost podporuje
predstavu o lokalné odlisné koadaptaci genotypt hostitele a parazita v obou poddruzich.
Naopak mezi mikrosporidiem a Helicobacter nebyl rozdil (Sak et al., 2011; Wasimuddin et
al., 2012).

Patogeny na své hostitele neustale vytvareji selekéni tlak (Marques and Carthew,
2007). Znamky pozitivni selekce ptisobici na TLR1, TLR2 a TLR6 byly nalezeny mezi
savci (Areal et al., 2011; (Huang et al., 2011), ptaky (Cormican et al., 2009), primaty
(Takaki et al., 2012) a plemeny tura (Jann et al., 2008). V TLRs byla nalezena i mista, ktera
substituce 1602S v TLR1 pozitivné selektovana v evropské, ale ne v asijské nebo africké
populaci (Barreiro et al., 2009). V mé praci z testu vlivu selekce na jednotlivé pozice v
Tlrl, TIr2 a Tlr6 vysel pouze jeden singifikantni vysledek - negativné selektovany kodon
128 v TIr6. Tento maly pocet detekovanych mist pod selekci je pravdépodobné dan nizkou
silou testu pfi tak malém poctu malo diverzifikovanych sekvenci, jaky jsem méla k
dispozici. Pomér dN/dS > 1 v TIr2 by ale mohl vypovidat o ptisobeni pozitivni selekce na

tento gen v rdmci druhu Mus.

Za ucelem testovani poddruhovych rozdillh v imunologické reaktivité¢ byly
peritonealni makrofagy z vybranych linii inkubovany s ligandy pro TLR1, TLR2 a TLR6 a
nasledn¢ byla zméfena produkce IL-1p, IL-12 a NO. Linie poddruhu M. m. domesticus po
této stimulaci produkovaly signifikantné vice IL-12 a NO a méné IL-1p. Tyto rozdily jsou
ale pfedev§im dany efektem linie, kdy v produkci IL-1 se od vSech ostatnich linii
signifikantné 1isi linie M. m. musculus BULS a i v produkci NO jsou rozdily mezi liniemi
nezavisle na poddruhu (napf. linie M. m. domesticus STRA a STRB a linie M. m. musculus
BUSNA a STUF). V produkci IL-1p po stimulaci LPS se linie BULS od ostatnich linii

nelisi, coz by mohlo skute¢né naznacovat vliv signalizace specifické pro drahu TLR1/2/6.
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V TLR1 a TLR6 ma BULS stejné alely jako jina testovana linie BUSNA, ale lisi se od ni
praveé svou alelou pro TLR2, ve kterém ma tii zamény (N77S, P243S a S280L). Prvni
z téchto SNPs lezi sekvenacné daleko od vazebného mista a neméni ani ptilis vlastnosti
postranniho fetézce. P243S je lokalizovan tésn¢ pred vazebnym mistem a dochazi k
substituci velkého strukturné rigidniho hydrofébniho prolinu na mensi polarni serin. Tteti
SNP (S280L) lezi ptimo ve vazebné kapse, sam se pfimo na vazb¢ ligandu nepodili (Kang
2009), ale vede k pomérn¢ vyrazné zméné ve velikosti, ale hlavné v hydrofobicité, coz by
mohlo mit vliv na signalizaci. Linie STRA, ktera se li$i od étyft jinych linii v produkci NO,
ma stejny haplotyp v Tlrl, TIr2 a TIr6é genech jako linie SCHEFE. Mezi SCHEFE a
ostatnimi takové signifikantni rozdily objeveny nebyly. Navic se ne tak vyrazné, ale taky
od nékterych linii 1i8i i v produkci NO po stimulaci LPS. To naznacuje, Ze odlisnost linie
STRA od ostatnich linii patrné nebude souviset s genotypem TIrl, TIr2 ani TIr6. Imunitni
reakce vyvoldvand MAMPs je slozitd kaskada regulovand a ovlivnitelndA na mnoha
stupnich (Akira and Takeda, 2004) a odli$nosti mezi liniemi mohou byt na kterékoliv z
nich. Napft. Conner et al. (2008) detekovali u tfi inbrednich linii pochézejicich z poddruhu
M. m. musculus (dvé z jv. Asie a jedna z Evropy) zvySenou expresi regulaéni molekuly
IRAK1BP1 po stimulaci TLR2 ligandem LTA. Pro otestovani pfipadného vlivu SNPs ve
vazebném misté TIr2 na signalizaci by bylo potieba provést experiment s vybranymi SNPs

na identickém genetickém pozadi.
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Zaver

Vrozena imunita hraje pfi obran¢ organismu bezesporu srovnatelnou roli jako imunita
adaptivni. Tvofi totiz prvni vinu imunitni obrany proti nejriznéjSim patogennim ndkazam,
napiiklad i tim, ze nasledné aktivuje praveé adaptivni ¢ast imunity. Proto je jeji optimalni
funkce zcela zasadni pro zdarné pieziti jedince. TLRs patfi mezi receptory, které v tomto
procesu plni detekéni ulohu, jejich roli je cizorodé mikrobidlni Castice vCas rozpoznat a
spustit odpovidajici signalni kaskddu. Mnoho studii ukazalo, Ze jejich optimalni
»hastaveni® je zéasadni pro uspéSnou obranu hostitele proti nejriznéjSim chorobam. Na
molekuldrni Grovni u nich probihd neustaly mikro-evolu¢ni zéapas S evolucné se
vyvijejicimi mikrobidlnimi strukturami. Variabilita mikrobidlnich struktur tedy miize

selektovat na variabilitu v imunitnich receptorech.

Ve své diplomové praci jsem provedla zakladni popis genetické variability v TLR1, 2
a 6 u 24 inbrednich linii mySi domaci. Linie, které jsem osekvenovala, jsou odvozeny
pfedev§im ze zvifat z pfirozenych geograficky oddélenych populaci vyskytujicich se v
Evropé. Zjistila jsem, Ze se jednotlivé linie v téchto receptorech 1i8i mirou polymorfismu.
TLR6 je nejvice konzervativni, zatimco u TLR2 se nachdzeji né€kolik potencidlné
vyznamnych substituci v okoli vazebného regionu. To by mohlo naznacovat nezéavislou ko-
evoluci TLR2 s patogeny u obou poddruhii. VétSina nalezenych alel byla sdilena mezi
liniemi pouze v ramci jednotlivych poddruht (vyjma TLR1 u linie PWD, TLR2 u linie
STAIL). Zda se tedy, Ze co se ty¢e zkoumanych imunitnich receptorii, oba poddruhy mysi
doméci jsou jasné fylogeneticky oddéleny. Navic se jednotlivé linie 1 poddruhy
prokazatelné 1isi 1 po funkéni strance. Po stimulaci peritonealnich makrofagii modelovymi
ligandy specifickymi pro TLR2/TLR1 a TLR2/TLR®6 byla zjisténa odlisna produkce IL-1p,
IL-12 i NO. Ackoliv na zaklad¢ uvedenych vysledkd nelze jednoznacné vztdhnout
polymorfismus ve studovanych receptorech k funkéni variabilit€ v imunitni odpovédi na
ligandy studovanych heterodimerti, vysledky mé molekularné genetické prace naznacuji
predev§im potencialni vyznam polymorfismu TLR2 v koevoluci poddruhti mysi domaci

s jejich pathogeny.
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11 Seznam zkratek

zkratka anglicky
A Angstrom
BIC Bayesian Information Criterion
BSA Bovine serum albumin
BT Bootstrap
CDS Coding DNA Sequence
CMS Codon Model Selection
DNA Deoxyribonucleic acid
dNTPs Deoxy-nucleotide-tri phosphates
ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
GARD Genetic Algorithms for Recombination Detection
GLMs Generalised Linear Models
HSD Honestly significant difference
iFEL Internal fixed effects likelihood
IFN-y Interferon gamma
IL Interleukin
IRAKs IL-1R-associated kinases
JNK JUN N-terminal kinases
LPS Lipopolysaccharides
LRRs Leucine-rich repeats
LTA Lipoteichoic acid
MAM Minimum adequate model
MAMPs Microbe-associated molecular patterns
MAP kinases Mitogen-activated protein kinases
ML Maximum likelihood
MyD88 Myeloid differentiation primary response gene 88
NF-«kB Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
nsSNPs Non-synonymous single nucleotide polymorphisms
PBS Phosphate buffered saline
PCA Principal Component Analysis
PCR Polymerase Chain Reaction
PRRs Pattern-recognition receptors
SBP Single Breakpoint Recombination
SBP Single breakpoint analysis
SNPs Single nucleotide polymorphisms
sSNPs Synonymous single nucleotide polymorphisms
TAB TAK1-binding proteins
TAK1 TGF-B-activated kinase 1
TGF-B Transforming growth factor-f3
TIR Toll/IL-1R
TIRAP TIR domain containing adaptor protein
TLRs Toll-like receptors
TNF Tumour-necrosis factor
TRAF6 TNF-receptor-associated factor 6
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12 Seznam aminokyselin

zkratka

nazev

<SS <HAHuwVwIPUVUZ2E-~rXR—-—IOTMmMOUOTOD>

Alanin

Cystein

Kyselina asparagova
Kyselina glutamova
Fenylalanin

Glycin

Histidin

Isoleucin

Lysin

Leucin

Methionin
Asparagin

Prolin

Glutamin

Arginin

Serin

Threonin

Valin

Tryptofan

Tyrosin
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14 P¥ilohy

Tabulka P1: SNPs v kédujici oblasti Tlrl inbredni linie mysi stredozemni (SMON)

Typ SNP Pozice (bp)

synonymni G336A, A345G, T390C, A555G, G822A, C1038T, A1194G, G1734C, G1839A,
C2223T, T2373C

nesynonymni C361T, G416C, G508A, G563A, A574G, G1267T, A1315G, G1495C, G1501C,
Al1711C, G1712A, C1955A

Tabulka P2: SNPs v kodujici oblasti TIr2 inbredni linie mysi stredozemni (SMON)

Typ SNP Pozice (bp)

synonymni G420A, T550C, C594A, C744T, G777C, T954C, G1017A, C1257T, G1422A,
G1689A, A1752G, T1794C, C1929T, G1986A, G2181A

nesynonymni C19T, A466G, G773A, G904A, C1214T, G1780A, C1957T, G2225A

Tabulka P3: SNPs v kodujici oblasti TIr6 inbredni linie mysi stredozemni (SMON)

TYP SNP Pozice v CDS (bp)

synonymni  A438G, T1128C, T1137C, A1290G, T1353C, T1506C, C1539T, G1773C,
T2196C

nesynonymni C280A, G499A, G637A, C932T, G940A, T956C, G967A, CI1171T,
A1750C, G1751A, C1994A, A2036G, A2207G
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Tabulka P4: SNPs v TIrl (pozice SNP cislovana podle pozice v kédujici sekvenci; aminokyseliny
znaceny jednopismennou zkratkou; EC = extraceluarni doména, TM = transmembranova doména, IC

= intraceluarni doménay).

D Vyskyt v alelach Tlrl
Pozice Zaména v Zaména Voo
(bp) kodonu psr;’,i?;fge Q:l A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 AS
a
57 CTT — CTA synonymni EC X
194 ACT — AAT T65N EC X
335 TTG —» TCG L112S EC X X X X X X X X
458 CGG—CAG R153Q EC X X
597 TTC - TTT synonymni EC X
617 CGT — CAT R206H EC X
647 ACG—-ATG T216M EC X X X
715 GCT —-ACT  A239T EC X
740 CIG—-CCG L2477 EC X X X X X X X X
786 AAT — AAC synonymni EC X
813 GTT —» GTG synonymni EC X
971 AGT — AAT  S324N EC X
1005 ACA —» ACT synonymni EC X X
1182  ATC — ATT synonymni EC X X X X X X X X
1248 AGC — AGT synonymni EC X X X X
1266 TGC — TGI synonymni EC X
1347 AAA —- AAG synonymni EC X X X X
1348 GTC—ATC V4501 EC X X X
1411 CAG—>GAG Q471E EC X X X
1533 GAT — GAC synonymni EC X X X
1589 CAA—-CGA Q530R EC X X X X X X X X
1647 GTG — GTA synonymni EC X
1697 AGG —AAG R566K EC X X X X
1719 TTC —» TTIT synonymni EC X X X
1734 CTA — CTG synonymni EC X X X X X X
1743 GATI — GAC synonymni EC X X X
1800 GGG — GGA synonymni TM X X X
1818 TAC — TAT synonymni IC X
1841 AGG —-ACG R614T IC X
2003 CAG—-CGG Q668R IC X X
2292 GAG — GAA synonymni IC X X X
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Vyskyt v alelach TIrl

D
. Ly Zaménav O
Pozice Zameéna v m

\ proteinové
(bp) kodonu sekvenci en A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 AS
a
2370 ACG — ACA synonymni IC X

Tabulka P5: SNPs v TIr2 (pozice SNP cislovana podle pozice v kédujici sekvenci; aminokyseliny
znaceny jednopismennou zkratkou; EC = extraceluarni doména, TM = transmembranova doména, IC

= intraceluarni doménay).

Pozice
(bp)

61
146
165
218
230
246
282
333
432
721
723
727
755
770
772
804
839
912
948
1251
1314
1433
1488
1605
2145

Zameéna v
kodonu

CGC — GGC
GGA — GTA
AAA — AAG
CGA — CAA
AAC — AGC
ATG — ATT

GAC — GAT
CAC — CAT
CTT — CTC

CCA — GCA
CCA — CCC
CccCc—TCC
AAG — AGG
CGA — CAA
GGC — AGC
GAG — GAA
TCG - TIG

AGC — AGA
AGG — AGA
TCT — TCC

ATG — ATA

CGG — CTIG
TCG — TCA
TTT > TTC

TAC — TAT

Zaména v
proteinové
sekvenci
R21G
G499V
synonymni
R73Q
N77S
M82]
synonymni
synonymni
synonymni
P241A
synonymni
P243S
K252R
R257Q
G258S
synonymni
S280L
S304R
synonymni
synonymni
M438I
R478L
synonymni
synonymni

synonymni

Dom
éna

EC
EC
EC
EC
EC
EC
EC
EC
EC
EC
EC
EC
EC
EC
EC
EC
EC
EC
EC
EC
EC
EC
EC
EC
IC

Vyskyt v alelach Tlr2

A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9

X X X X X X

X

X

X

X
X X X X X X

X

X

X

X

X X

Al Al Al Al
0 1 2 3

X

X X
X X
X X
X X X X X X

X X X X

X

AS

X

X
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Tabulka P6: SNPs v TIr6 (pozice SNP cislovana podle pozice v kédujici sekvenci; aminokyseliny
znaceny jednopismennou zkratkou; EC = extraceluarni doména, TM = transmembranova doména, IC
= intraceludrni doména).

Vyskyt v alelach TIr6
Pozice (bp) Vzlfonzli?lau proteililzflzr;igvenci Elg -

na A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 AS
371 CAA — CGA Q124R EC X X X X X X
384 TGC —» TGT synonymni EC X X
385 TGC — GGC C129G EC X X X X X
396 GCG — GCA synonymni EC X
523 CTC—-TTC L175F EC X X
555 ATT — ATC synonymni EC X X X
687 AAC — AAT synonymni EC X X X X
1119 CAG — CAA synonymni EC X
1246 CTG—-TTG synonymni EC X
1255 ITG — CTG synonymni EC X X X X
1476 GCA — GCG synonymni EC X X X
1495 CIT—-TTT L499F EC X X X
1572 GAT — GAC synonymni EC X X X
1628 CAA — CGA Q543R EC X X X
1635 ACA — ACG synonymni EC X X X
1782 GAT — GAC synonymni EC X
1930 TITA — GTA L644V IC X X X X
2028 GAG — GAA synonymni IC X
2125 GCC —TCC AT709S C X X X X X X X X
2169 TGC —» TGT synonymni IC X X
2247 CCC — CCG synonymni IC X X
2392 TITA — GTA L798V IC X X
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LM -MS

Zymosan

LPS

Obrazek PT7: Porovnani produkce IL-1f, \L-12 a NO makrofagy z riznych linii mysi domaci po
stimulaci jednotlivymi ligandy TLRs, Sedé oznaceny linie poddruhu M. m. domesticus, bile linie M. m.
musculus.
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