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Abstrakt

Prace se zaméfuje na metody molekularni biologie a jejich vyuZiti béhem
vyzkumu infekce prvoky rodu Leishmania. Tito protozodlni parazité zptisobuji
infekéni nemoc zvanou leishmanidza. Podle projevu onemocnéni rozliSujeme
leishmanidzu viscerdlni, kozni a koZné-sliznicni. Vzhledem ke stale nartistajicimu

poctu nakaZenych je snaha pochopit patofyziologii tohoto onemocnéni aktudlni.

Teoretickd cast se zabyva infekénim onemocnénim vyvolanym leishmaniemi
a jeho podobami, pozornost je také vénovana Zivotnimu cyklu L. major a zplisobu
nakazy timto prvokem. Préce je pfedevsim zaméfena na vliv genti pfi rozvoji infekce
L. major a také na geneticky vliv na vysledny fenotypovy projev, v teoretické casti
jsou zminény zplsoby mapovani téchto kandidatnich genti. Vnimavost nejen
k infekénim onemocnénim je fizena nékolika geny, které zodpovidaji za odlisny
pribéh onemocnéni u jedincti téhoz druhu. K mapovani téchto genti je vhodné
vyuziti modelovych organismti, které maji pfesné definovany genom a které také

umoznuji cilené kiiZeni. Pro nasi studii jsme zvolili model mysi.

Cilenym kfiZenim je mozné pfipravit mysi kmeny vhodné k experimentalnimu
pouziti. Jednd se napfiklad o inbredni mysi kmeny, které jsou geneticky identické
a homozygotni v celém rozsahu, nebo kmeny rekombinantni kongenni. Série
rekombinantnich kongennich kmenti vznika kfizenim inbrednich kmenti, kdy je
genom darcovského kmene rozdélen mezi 20 rekombinantnich kongennich kmen.
Kazdy kmen tak nese rtizny a nahodny soubor 12,5 % gent kmene darcovského

na pozadi 87,5 % genti kmene zakladniho.

Mimo v teoretické casti zminénych metod lokalizace gent je mapovani genti
vénovana také praktickd cast, ve které je provedena vazebna analyza pomoci
statistickych metod. Béhem mapovani kandidatnich gend byly pouzity mysi
F2 generace  vzniklé kifiZenim vnimavého inbredniho kmene BALB/c

a rekombinantniho kongenniho kmene CcS-11. Po statistickém zpracovani vazebné



analyzy se potvrdil vliv lokusu Lmr5 na mnoZstvi parazitt ve sleziné a vliv lokusu
Lmr20 na mnozstvi paraziti v lymfatickych uzlindch mysi po infekci L. major.
Klicova slova

Leishmania; leishmanioza; modelovy organismus; genetické mapovani;

kandidatni gen



Abstract

The work focuses on methods of molecular biology and their application
in the course of Leishmania protozoa infection research. These protozoal parasites
cause infectious disease called leishmaniasis. Depending on the manifestation
of the disease, we identify visceral, cutaneous and mucocutaneous leishmaniasis.
Due tothe growing number of infected, the effort to understand the

pathophysiology of this disease is relevant and topical.

The theoretical part deals with infectious disease caused by leishmania and its
forms, attention is also paid to the life cycle of L. major and to the way of infection
by this protozoan. The work is focused mainly on influence of genes on development
of L. major and also on genetic influence on the resulting phenotypic manifestation.
In the theoretical part, the ways of mapping these candidate genes are mentioned.
Sensitivity not merely to infectious disease is controlled by several genes that are
responsible for the different course of disease in individuals of the same species.
To map these genes, it is appropriate to utilize model organisms that hold a precisely
defined genome and which also allow targeted crossbreeding. For our study, we

chose the mouse model.

By method of systematic and deliberate crossbreeding, mouse strains suitable
for experimental use can be prepared. These are, for instance, inbred mouse strains
that are genetically identical and homozygous in their entirety, or recombinant
congenic strains. A series of recombinant congenic strains originates
from the crossbreeding of inbred strains, while the genome of the donor strain is
divided between 20 recombinant congenic strains. Each strain thus carries a different
and random set of 12,5 % of the donor strain genes in the background of 87,5 % of

the base strain genes.

In addition to the theoretical part of the methods of gene localization, also

practical part is devoted to gene mapping. There is binding analysis performed



using statistical methods. During the mapping of the candidate genes, F2 generation
mice originating from crossbreeding of the susceptible inbred strain BALB/c
and the recombinant congenic strain CcS-11 were used. After statistical processing
of the binding analysis, effect of the Lmr5 locus on the amount of parasites
in the spleen of the examined mice and the effect of the Lmr20 locus on the amount
of parasites in the lymph nodes of the monitored mice after L. major infection were

proved and confirmed.
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1 UVOD

Prvoci rodu Leishmania, v Ceské republice oznacovani jako ni¢ivky, jsou ptivodci
infekéntho onemocnéni leishmaniézy. I kdyz je pro leishmanie typicky vyskyt
predevsim na izemi tropického a subtropického pasma, je otdzka vyzkumu téchto
ptvodct infekéniho onemocnéni aktudlni i v nasich zemépisnych podminkach.
Vyskyt parazitti neni totizZ omezen pouze na exotickad izemi, ale miizeme se s nimi

setkat také na jihu Evropy v zemich jako jsou Spanélsko, Francie ¢ Chorvatsko.

I pfes tento celosvétovy vyskyt nejsou lidé o parazitech rodu Leishmania a jimi
pusobeného onemocnéni pfili§ informovani. Rozvinutd forma viscerdlni infekce
kala-azar je pfitom druhd nejsmrtelnéjsi paraziticka choroba svéta, v pfipadech

nelécené visceralni formy dochazi ve vice nez 95 % k amrti jedince (1).

Dtiraz na vyzkum leishmaniéz je kladen také vzhledem k faktu, Ze prozatim
neexistuje zadnd ucinna vakcina, kterd by zabranila vzniku infekce. Je tedy tfeba
porozumét nejen fenotypovym projeviim infekce, ale také mechanismu ptisobeni
parazit(i na hostitelsky organismus. Citlivost ¢i odolnost vii¢i infekci parazity rodu
Leishmania je ovliviiovana genetickymi faktory. Otdzkou genetického vlivu
na mnozstvi parazitli v orgdnech modelového organismu jsme se zabyvali béhem

nasi prace.

Pro studium genetické kontroly na mnozstvi paraziti po infekci leishmanii byly
zvoleny mysi modelové organismy. Pouziti mysSiho modelu ve vyzkumech bylo
umoznéno predevsim po osekvenovani a prostudovani mysiho genomu. Na zakladé
téchto vyzkuma bylo zjisténo, Ze mysi geny vykazuji klidskému
genomu 99% homologii. Diky tomu je mozné studovat ptisobeni nékterych genti
pri vzniku lidskych onemocnéni a také experimentalni testovani nékterych tcinkt

gend na mysich modelovych organismech.
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Znalost genomu a mnozstvi cileného kfiZeni umoZznuji vytvoreni geneticky
shodnych a definovanych inbrednich kmenti. Od nich je ddle moZné odvozeni
kmenti kongennich ¢i rekombinantnich kongennich. Rekombinantni kongenni
kmeny jsou pak vybornym ndstrojem k odhaleni kauzdlnich genti. Vznikaji
kfizenim dvou inbrednich kmenti, kmene zakladniho a kmene darcovského. Genom
darcovského kmene je rozdélen mezi 20 rekombinantnich kongennich kment tak,
Ze kazdy z nich nese rizny a ndhodny soubor 12,5 % genti tohoto kmene na pozadi

87,5 % gent kmene zakladniho.
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2 SOUCASNY STAV

2.1 Leishmania

Leishmania je protozodlni parazit tfidy Kinetoplastida, Celedi Trypanosomatidae,
ktery infikuje mononuklearni fagocyty obratlovci a zptsobuje nemoc zvanou

leishmanioza (2).

Touto nemoci je v soucasnosti nakaZeno asi 12 milionu lidi po celém svété a toto
Cislo stale nartistd — kazdoro¢né pribydou zhruba 2 milidny novych pfipadt ndkazy.
Nékolik stovek miliéoni na 5 kontinentech svéta je k tomu neustdle ohroZeno
potencidlni infekci leishmaniemi. Jako endemické se oznacuji pouze zemé,
ve kterych se vyskytuji parazité zptisobujici onemocnéni lidi. Z tohoto dtivodu neni
Austrdlie zahrnovdna mezi endemickeé oblasti, i kdyZ zde doslo ke kutanni infekci

cervenych klokanti zptisobené nové popsanym druhem leishmanii (2; 3).

Podle endemického vyskytu miiZeme leishmanidzy, infekce zptisobené parazity
Leishmania, délit na leishmanidzy Starého svéta a leishmanidézy Nového svéta.
Dals$im moznym délenim leishmaniéz je forma onemocnéni, kterou prvoci
zpusobuji a které nese jméno podle organu napadeného parazity: kozni, viscerdlni,

kozné-slizni¢ni leishmanidza (4).

2.1.1 Leishmaniézy Nového svéta

Neotropické leishmanidzy vyuzivaji jako rezervodr lesni hlodavce ¢i jiné savce
tropického pasma. Vyskytuji se ve tfech formach - ve formé kozni, kozné-slizni¢ni

a visceralni (4).

Kozni infekci, jejiz ptiivodce predstavuje 12 ze 14 americkych druhti leishmanii,
zpuisobuje ve Venezuele a Dominikanské republice L. braziliensis. Dalsimi zastupci

neotropickych leishmanii jsou ku pfikladu L. mexicana, jiz plisobené vétSinou
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nekomplikované léze se spontanné hoji, L. amazonensis nebo L. panamensis. Jelikoz

kozni postizeni zpravidla neboli, vyhledavaji nemocni lékafskou pomoc pozdé (4).

KoZzné-slizni¢ni onemocnéni muZeme prokdzat od Nikaraguy po Brazilii
a ve vétsiné pfipadi ji zptisobuje L. braziliensis. V souvislosti s infekci L. braziliensis
je i chronické destruktivni onemocnéni, kdy muze dojit az k totdlni destrukci

chrupavky nosni pfepazky (4).

L. Chagasova, tedy L. chagasi, vyskytujici se v severovychodni Brazilii, je
odpovédna za visceralni leishmaniozy. BéZnymi pfiznaky onemocnéni jsou horecka,
hubnuti a slabost. Béhem infekce dochdazi k akumulaci makrofagti v napadenych
organech a k sekundarni hyperplazii bun€k, ktera se déle projevijako splenomegalie

¢i hepatomegalie (4).

Countries reporting
imported CL cases
Iran - 908 Kuwait - 7

- Turkey - 815 Paraguay - 4
Jordan - 187 Venezuela - 4
Iraq - 186 Argentina -3
France -105 Belarus - 2
Lebanon - 95 Bulgaria - 2
Egypt - 30 Greece - 2
Colombia - 20 Russian Federation - 2
United Kingdom - 15 Czech Republic - 1
Suriname - 12 Mexico - 1
Portugal - 9 Thailand - 1

Number of new CL cases

reported, 2015

Il >5000

B 1000-4999

B 100-900 [ No autochthonous cases reported
a3 <00 3 Nogata

CJo [ Not applicable

Obrdzek 1: Svétovy vyskyt kozni leishmanidzy z roku 2015 (5)
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Countries reporting
imported VL cases

Uganda - 93
Ethiopia - 73

- Nepal - 16
France - 10
Greece - 6
Yemen -5
Argentina - 3
Georgia - 3
Iraq-3
Morocco - 2
Israel - 1
Jordan - 1
Russian Federation - 1
Saudi Arabia - 1
g Thailand - 1

Number of new VL cases
reported, 2015

HEl >1000
B 500-999
B 100-499
= <100
CJo

I No autochthonous cases reported

[ Nodata
[ Notapplicable

Obrizek 2: Svétovy vyskyt viscerdlni leishmaniozy z roku 2015 (5)

2.1.2 Leishmanidzy Starého svéta

V zemich takzvaného Starého svéta se setkavame se dvéma formami onemocnéni:

leishmanidzou visceralni a leishmaniézou kutanni neboli kozni (6).

Visceralni leishmanidza, v nékterych zemich téZz nazyvana kala-azar (,Cerna
nemoc”), je v zemich Starého svéta nejcastéji spojovana s ptvodci L. donovani
a L. infantum. Viscerdlni forma onemocnéni obvykle zacind bez jakéhokoliv
viditeIného poskozeni ktiZe. Pfiznaky jsou pouze nespecifické a zahrnuji napiiklad

nepravidelnou vysokou horecku, kasel, ztratu hmotnosti ¢i anémii (6).

Klasicka forma kala-azaru, tedy rozvinuta forma visceralni leishmanidzy, je
nejtézsi formou tohoto onemocnéni a druhd nejsmrtelnéjsi paraziticka choroba
svéta. Infekce vyzaduje vcasnou lécbu, jinak obvykle konci smrti. Visceralni
leishmanidzy casto pfertstaji v epidemie, obzvlasté v oblastech rozvojovych zemi,

kde lidé trpi podvyzivou a oslabenou imunitou (7).

Kozni infekce jsou nejcastéji spojeny s druhy L. major a L. tropica. Pfi nakaze témito
protozoi dochazi k vytvoreni koZniho viedu ¢i k jinému poskozeni pokozky
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bez doprovodu horecky. V nékterych neobvyklych pfipadech, predevsim u osob
s poruchou imunitniho systému, se infekce L. major a L. tropica mohou vyvinout
do difuzni kozni leishmanidzy (6). Infekce L. tropica miize rovnéz napadat organy

a zpusobovat systémova onemocnéni (8).

Béhem difuzni koZni leishmanidzy dochézi ke vzniku uzlovitych a plakovych 1ézi
roztrousenych nejprve po obliceji, pozdéji se ale léze objevuji na rtiznych castech
kiize s vyjimkou dlani, plosek nohou a kstice (4). Blizsi specifikaci Leishmania major

je vénovana nasledujici kapitola.

2.2 Leishmania major

Leishmania major je nejvyznamnéjsSim zastupcem leishmanii zptisobujicich kozni
patologii clovéka, u mysi ale dochdazi k systémovému poskozeni pripominajici
infekci zptisobenou L. donovani. Leishmaniézy patii mezi zoonézy - k lidské nakaze
dochazi pfi pfenosu parazitli ze zvifecich rezervoarti pres hmyzi vektor, jimz je
nejcastéji Phlebotomus nebo také Lutzomyia. Rezervodrem vétsiny druhti leishmanii
(stejné tak u L. major) jsou hlodavci a psoviti, u nékterych druhti (jako naptiklad
L. tropica) dochazi k pfenosu z infikovaného ¢lovéka na clovéka, opét vSak skrze

hmyzi vektory. Tento pfenos se nazyva antropozoondza (9).

2.2.1 Zivotni cyklus Leishmania major

Biologicky cyklus L. major zahrnuje dvé morfologicky i fyziologicky rozdilna
staddia: 15-20 pum dlouhé extraceluldrni stddium promastigota a mensi, 3-5 pm

dlouhé, staddium amastigota (4; 9).

Kvyvoji promastigotnich forem dochdzi ve stfevé prenasece, musky rodu
Phlebotomus. ~ Uvnitf  samicek  dvoukfidlého hmyzu mutze dochézet
k dal$imu mnoZeni promastigotii podélnym délenim. Diky kratkému biciku jsou

burikky pohyblivé, mohou tedy migrovat do sosdku prenasece a mohou tak byt
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preneseny na hostitele. Metacyklicka promastigotni forma je pro ¢lovéka infek¢ni,
pfi sani krve pfenasecem se parazité dostavaji o krve obratlovcti (tedy i ¢lovéka) jako

promastigoté a invaduji makrofagy (4; 9).

Uvnitf  cytoplazmy napadenych mononuklearnich fagocytli  dochdzi
k transformaci promastigotnich forem ve formy amastigotni. V této nepohyblivé
tazi jsou diky adaptaci na kyselé prostfedi schopny pfezit i uvnitf fagolyzosomu.
Amastigotni formy ddle rostou, replikuji se, az pokud infikovana burika praskne

a ony se mohou Sifit ddle a infikovat jiné, doposud zdravé, hostitelské bunky (4; 9).

Kuzavfeni cyklu dochdzi po nasati krve s infikovanymi makrofagy, které
obsahuji amastigoty. Uvnitf pfenaSece dochdzi ke zméné amastigotti
v promastigotni formu a nasledné také k transformaci promastigotni formy

v infek¢ni formu metacyklickou (4; 9).
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Obrdzek 3: Zivotni cyklus Leishmanie (10)
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JelikoZ jsou monocytarni makrofagy pfitomné ve vSech tkanich, mohou
amastigotni leishmanie, které jsou jejich soucasti, snadno poskodit jakoukoliv
z télesnych funkci. L. major vSak u clovéka bézné zpusobuje pouze koZni
onemocnéni. KoZni postiZzeni se obvykle vyskytuje v oblastech snadno pfistupnych
flebotomim jako je napriklad oblicej, krk ¢i koncetiny. Infekce L. major se projevi
jako vlhky vred, nékolik takto vzniklych vifedd mtize splynout a tak mutize dojit
k vytvoreni vicendsobnych vredt. I kdyZz dojde po nékolika mésicich k vyhojeni

viedli, mohou na jejich misté zlistat jizvy ¢i trvalé zmény pigmentace pokozky (11).

Dtlezité poznatky o reakci hostitele na infekci leishmanii poskytuji studie
na mysich modelech. Pomoci nasledného genetického mapovani tak Ize ziskat
komplexni poznatky o interakcich mezi parazitem a hostitelem. Také je mozno
odhalit geny, které ovliviiuji vysledek infekce, a vliv téchto genti na rtizné slozky
imunitniho systému. Velkym pfinosem ve studiu leishmanii je pouZziti mysiho
modelu pro analyzu infekce L. major, kterd v mysi vyvolava systémové onemocnéni
pfipominajici infekci L. donovani, ke studiu Zzivot ohrozujici visceralni formy

onemocneéni (2).

2.3 Mys jako modelovy organismus

Zkoumani patofyziologie onemocnéni pfimo na ¢lovéku neni z etického hlediska
vzdy vhodné a mozné. V téchto pripadech lze ke zjiSténi vztahu mezi genetickou
vybavou jedince a vniklym onemocnénim pouzit vhodny modelovy organismus.
Jedna se o laboratorni zvife, které vykazuje urc¢itou homologii osekvenovaného
genomu s genomem zkoumanym, tedy lidskym. Pfikladem klasickych model je
naptiklad muska Drosophila melanogaster, ktera byla pouzita T. H. Morganem
pri objevu role chromozomt v dédi¢nosti, nebo savéi model mysi Mus musculus,

ktera byla pouzita coby modelovy organismus i v nasem pripadé (12).

Zaznamy o vyzkumu mysi pochdzeji jiz ze 17. stoleti, kdy William Harvey pouzil

laboratorni mys jako modelovy organismus k podrobnému popisu krevniho obéhu.
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Také Gregor Mendel uvazoval o mysich coby objektech ke zkoumani dédi¢nosti,
ale vzhledem k namitkam biskupa a obtiznosti ziskavani mysi v prostfedi klastera,
zvolil jako pfedmét vyzkumu hrach. Zrejmé prvni pfiklad genetické studie
provedené na mysim modelu pochazi z roku 1902, kdy francouzsky biolog Lucien

Cuénot zkoumal u mysi barvu srsti k dokazani poméru dédicnosti (13).

I v soucasné dobé védci ¢i vyzkumnici ¢asto vyuzivaji zvirat jako modelovych
organismi ke komplexnimu porozumeéni lidskych reakci. Na zakladé projektu
sekvenovani lidského genomu HUGO a sekvenovani celého mysiho genomu
organizované MGSC (Mouse Genome Sequencing Consortium) byla zjisténa zna¢na
shoda mezi obéma genomy. Pfiblizné 99% mysich geni ma ortolog v lidském
genomu. Ve skutecnosti je jen 300 genti jedine¢nych pro kazdy organismus. Toto
zjisténi podporuje pouziti mySich modelti pro studium genetického zakladu

lidskych onemocnéni a také pro testovani novych moznosti jejich 1écby (14; 15).

Jelikoz maji mysi vysokou reprodukéni schopnost (doba gravidity se pohybuje
v rozmezi 18-22 dni a pfi jednom vrhu se miize narodit az 20 mladat), je mozné
ziskat velké mnozstvi jedinct. Také 1ze u mysiho modelu zkoumat velké mnozstvi
generaci, coz je u clovéka znaénym limitnim faktorem. Jako dalsi ptiklad
laboratornich zvifat se schopnosti rychlé reprodukce miizeme uvést naptiklad
musky ¢i ¢ervy. Na rozdil od téchto organismi je ale mys vhodné&jSim organismem
pro studium komplexnich biologickych systémt, jako je imunitni, endokrinni,

nervovy, kardiovaskularni ¢i kosterni systém (16).

Opakované kfizeni vede k produkci geneticky shodnych kmenti, tato jednotnost
umoznuje presnéjsi experimenty a také jejich opakovani. Tyto identické inbredni
kmeny a jejich derivaty, jako jsou kmeny kongenni ¢i rekombinantni kongenni

kmeny, jsou vhodné pro studium genetického vlivu na lidska onemocnéni (13,14).
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2.3.1 Inbredni kmeny

Jedna se o mysi kmeny odvozené od jediného rodi¢ovského paru. Po 20 a vice
vyhradné pribuzenskych kiizenich, kfizenich bratr-sestra, vznikaji mysi geneticky
identické a homozygotni v celém rozsahu. Podminka celkové homologie neni

splnéna v pripadé, kdy by homologie vedla k letalité organismu (14).

Existuji stovky inbrednich kment, které predstavuji bohatstvi nejen genetické,
ale také fenotypové a znacnd cast téchto kmenti musi byt jesté zkoumana. Nova
strategie vénujici se této rozmanitosti je zalozena na sbéru fenotypovych dat
béznych inbrednich kmenti napfic fadou disciplin. Takovyto katalog fenotypovych
informaci umoznuje vysSetfovatelim mimo jiné zvolit vhodné kmeny jako

progenitory v kfiZi pro identifikaci QTL (14).

Derivaty inbrednich kment, jako jsou napfiklad kongenni nebo rekombinantni
inbredni kmeny, poskytuji prostiedky pro identifikaci lokusovych polymorfism,
potvrzuji vliv téchto polymorfismi na fenotypovy projev a umoziuji zaméfeni

kauzalniho genu, které mtize byt nasledné potvrzeno knockout mysi (14).

2.3.2 Rekombinantni kongenni kmeny

Rekombinantni kongenni kmeny (RCS) byly zavedeny jako inbredni populace,
kdy kazdy kmen nese jinou ndhodnou podmnozinu genti od rodi¢ovského darce

a zbylé geny druhého rodi¢ovského paru tvoii pozadi (17).

RCS vznikaji kfiZenim dvou inbrednich kmenti, které se lisi ve fenotypovém
projevu. Prvni kmen, kmen A, tvofi genetické pozadi, zatimco druhy kmen B je
darcem, donorem. Jedinci F1 generace vznikli kfizenim AxB jsou dvakrat zpétné
zkfizeni s rodi¢ovskym inbrednim kmenem A. Mezi potomky vzniklych timto
zpétnym kiizenim dochdzi k opakovanému pafeni bratr-sestra, po celkem

20 ktizenich vznikd vysledny rekombinantni kongenni kmen (17).
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Kazdy ze vzniklych rekombinantnich kment nese rozdilnou nahodnou
podskupinu 12,5% gent ddrcovského kmene a zbylych 87,5% tvori geny pozadi.
Spolu s ndhodnym kifiZenim dochazi také k ndhodnému rozdéleni nevazanych
genti, které se podileji na kontrole multigenniho znaku. Timto zptsobem se
multigenni znak transformuje na sérii jedinych genovych vlastnosti, v nichz muze

byt kazdy gen studovan jednotlivé (17).
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Obrizek 4: Genomy rekombinantnich kongennich kmenzi (18)

2.4 Mapovani gent

Citlivost kinfekénimu onemocnéni je vétsSinou kvantitativnim znakem,
na vysledném fenotypovém projevu se tedy podili vétsi mnozstvi (komplex) genti
malého tcinku. Sledovana vlastnost se méni v zavislosti na distribuci alel v populaci
a genovych interakcich. V pfipadé aditivniho tc¢inku gent pak fenotypovy projev
odpovida souctu ptsobeni jednotlivych alel. Projev vlastnosti je také ovliviiovan

prostfedim (14).
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K nalezeni kandidatnich lokust a genti u lidi bylo vyvinuto nékolik strategii
detekce jako napfiklad: metoda kandidatnich genti, vazebnd analyza a asocia¢ni

mapovani, nebo analyza zaloZena na modulech (19).

Vazebnda analyza muZe byt zaloZena na pristupu, kdy je sledovano pfedavani
znaki z generace na generaci nebo mohou byt studie zaméfeny na $irsi rodinu.
V pfipadé sourozeneckych parti se jednd o studie vazby bez modelu. Cilem
genomové studie vazby je urcit vzorce spolecné segregace zkoumanych znakii
a polymorfnich znakti jako jsou SNP (jednonukleotidové polymorfismy) C¢i
STR (kratké tandemové repetice) k identifikaci lokus(i a nasledné i konkrétnich

gent, které kontroluji rozvoj analyzovanych vlastnosti (20).

V asocia¢nich studiich se testuje kazda z predpokladanych kauzalnich variant,
ktera by mohla byt spojena s danym onemocnénim. Prohleddvani celého genomu
k identifikaci variant kandidatnich genti v pripadé onemocnéni by znamenalo
znacné ndklady na sekvenovani celych genomt velkého mnoZstvi pacientskych
vzorkt. Proto je v soucasné dobé tento pristup vétSinou omezen pouze na sekvenaci
funkéni casti kandidatnich genti. Tento alternativni pfistup vyuziva soubory
sekvencnich variant SNP ¢i STR, které v genomu slouzi jako genetické markery

k detekci vztahu mezi konkrétni genovou oblasti a onemocnénim (20).

K dal$imu posunu v oblasti lidské genetiky doslo na zacatku 21. stoleti zahdjenim
projektu HapMap. Cilem vyzkumu bylo vytvofeni haplotypové mapy lidského
genomu a popsat spole¢né vzorce genetické variability clovéka. Tato charakterizace
byla provedena na zdkladé typovani asi 4 milioni jednonukleotidovych
polymorfismti (SNP) v DNA afrického, asijského a evropského ptivodu. Nésledné
vypocty vazebni nerovnovahy mezi témito znaky a konstrukce komplexnich map
SNP haplotypt se staly zdkladem pro genomové asociacni studie komplexnich
znakd. HapMap tak umoZnuje mimo jiné mapovani a identifikaci gent

¢i genetickych variant, které se uplatiuji pri vzniku onemocnéni (20).
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Strategie zaloZena na modulech se zamérfuje na hodnoceni interakci a regulacnich
vztahti mezi jednotkami biologického systému. Biologické prvky sdilejici spolecné
rysy jsou usporadany v modulech, které jsou konstruovany na zakladé biologickych
znalosti nebo na zdkladé vypocetnich algoritmi. Biologické prvky modulu se mezi
sebou navzajem ovliviiuji a interaguji mezi sebou jako soucasti sité. Znalost interakci
gent takovéto sité umoznuje hledani novych genti, které jsou asociovany s témito

moduly. Nasleduje ovéfeni ziskanych informaci funkcni analyzou (20).

Tradicni metoda kandidatnich gentt je do 2znacné miry omezena
predpokladanymi znalostmi fyziologickych, biochemickych a funkénich aspektt
moznych kandidati. Kandidatni geny jsou geny se zndmou biologickou funkci
pfimo ¢i nepfimo ovliviiujici vyvojové procesy vySetfovanych znaki nebo
onemocnéni. Tento vliv 1ze nasledné potvrdit vyhodnocenim v asocia¢ni analyze.
Béhem asociacni analyzy se testuji funkce specifickych polymorfismti (SNP ¢i STR
markert1) v kandidatnich genech nebo genetickych mistech nachézejicich se blizko
kandidatnich genti a jejich korelace s fenotypem. Tyto studie mohou byt zaloZeny

bud na studiu populace ¢i na zdkladé zkoumani rodin (20).

2.4.1 Metoda kandidatnich gent

Genetické studie kandidatnich genti uplatiuji fadu strategii kfiZeni a vzhledem
k nékterym jiz zminénim omezenim v oblasti lidskych genetickych studii se casto
pouzivaji mysi modely. Produkce F2 hybridti mezi inbrednimi kmeny umoznuje
mapovani lokust, které se podileji na kontrole kvantitativnich znakt. Vzhledem
k nizkému poctu rekombinanci je rozliSeni mapovani spiSe nizké i na vzdory
velkému poctu potomkil v analyzované populaci F2. Pokrocilym intercrossem,
kdy dochazi ke kiiZeni mezi ziskanymi hybridy F2 generace s inbrednimi kmeny
akdy je také zabranéno kfiZzeni bratr x sestra, lze problém nizkého rozliSeni
prekonat. Akumulace rekombinaci béhem tohoto kfiZeni snizuje vazbovou

nerovnovahu a poskytuje tak vysoké mapové rozliSeni (20).
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Pfi jiné chovné strategii dochazi dle protokolu ke kfiZeni bratr x sestra nahodné
vybranych F2 hybrid(i po dobu nejméné 20 generaci. Protokol tak poskytuje
rekombinantni inbredni kmeny, kdy kazdy z nich nese jinou ndhodnou 50% cast
genomu kazdého rodicovského kmene v homozygotnim stavu. Srovnani fenotypti
rekombinantnich inbrednich kmenti bylo uspéSné pouZzito béhem mapovani

komplexnich znakti kontrolovanych geny se silnym tcinkem (19).

Dalsi strategie je zaloZena na sniZeni mnoZstvi genomu donorového kmene
vzhledem ke genomu kmene, ktery tvori genetické pozadi. Tato strategie byla
aplikovana u rekombinantnich kongennich kmenti (RCS). K¥izici protokol poskytuje
kmeny, z nichz kazdy nese nahodnou 12,5% ¢ast genomu darcovského rodi¢ovského
kmene na pozadi genomu druhého rodi¢ovského kmene. Vliv takovychto segmentti
je pak samostatné studovan u F2 hybridti mezi vybranymi RCS a rodicovskym

kmenem tvofici pozadi (19).

Jinym pfikladem vyuZivanych kmenti jsou kmeny kongenni. Tyto kmeny jsou
produkovany nékolikandsobnym zpétnym kiizenim, které je selektivni pro dany
lokus. Metoda umoziiuje charakterizace tohoto mista bez vlivu epistatickych genti,

které mohou ovlivnit vysledny fenotyp (19).

Pfesné mapovani genti v pfipadé znalosti kandiddtniho lokusu je mozné
pouzitim paneli transgennich mysi, kterym byly vneseny kvasinkové umélé
chromozomy (YAC). Tyto chromozomy slouZi jako vektory s vysokou klonovaci
kapacitou, je tedy umozZnéno klonovani genomovych segmentt dlouhych
az 1000 kb. Dal$imi moZznymi klonovacimi vektory jsou uméle vyrobené bakterialni
chromozomy (BAC), které maji sice nizsi klonovaci kapacitu o velikosti do 300 kb,

ale jsou stabilnéjsi nez YAC (19).

K posouzeni role jednotlivych kandidadtnich gend jsou pouZzivané kmeny

transgenni pro jediny gen. Pokud je funkce tohoto sledovaného genu cilené
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vyfazena, jedna se o tzv. knock-out gen. Mysi nesouci vyfrazeny gen, tedy knock-out
mysi, pochdzeji z bunécnych embryondlnich kmenti, ve kterych byl sledovany gen
narusen. V pripadé, kdy poruseni funkce genu vede k embryonalni letalité, mtize
byt cilovy gen vyfazen podminéné pouze ve vybranych organech ¢i burikach,
nebo dokonce az v urcité etapé vyvoje. Vyhodnoceni funkce vyrazeného genu se
provadi na zdkladé odlisného fenotypového projevu. Pokud se sledovany znak lisi
u mysi nesouci vyfazeny gen a u mysi stejného vrhu, poté je rozdilny fenotyp
zpusoben porusenim cilového genu. Takto upravené mysi modely umoznuji

studovat predevsim geny predisponujici nemoci u lidi (19).

Dal3i moZnosti rekombinance u mysiho modelu je vyuZziti lokdlné specifického
rekombinantniho systémemu Cre/lox. Enzym Cre rekombindza, topoizomeraza I
odvozena z P1 bakteriofdga, v DNA rozpoznava specifické sekvence o délce 34 parti
bazi nazyvané lox mista. Enzym umoznuje vystépeni jakékoliv DNA sekvence mezi
dvéma lox misty orientovanymi ve stejném sméru, anebo prevraci jakékoliv DNA
sekvence mezi dvéma lox misty orientovanymi obracenym smérem. Cre/lox systém

tak umozZnuje komplexni pfeuspofadani DNA u transgennich mysi (21).

Enzym je také casto pouzivany pro knock-out a knock-in studie. Jakdkoliv DNA
sekvence umisténd mezi dvéma tandemovymi opakovanimi loxP mtze byt
vyfiznuta pro vytvofeni deleéniho mutanta nebo plazmid obsahujici jediné
loxP misto mtiZe projit inzertem specifickym zaclenénim do genomu obsahujiciho

loxP za vzniku inseréniho mutanta (21).

2.4.1.1 Mapovani QTL

Na vzniku infekéniho onemocnéni se podili tzv. QTL (Quantitative Trait Loci).
Jednd se o tsek DNA, ktery ma vztah s variacemi fenotypu. Mapovéni téchto
chromozomovych oblasti je vzhledem kjejich nizké penetraci u lidi ponékud
obtizné. Identifikace genu této oblasti je ale umoznéna vzhledem ke znacné
homologii mezi lidskymi a myS$imi chromozomy (obsahujicich orthologni geny).
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Mapovani genu v modelovém organismu tedy usnadni predpoveédét lokalizaci genu
u clovéka. Mysi modely infikované parazity rodu Leishmania jsou proto vhodnymi
modely k odhalovani QTL. Detekovaly jiz na 30 QTL kontrolujicich vnimavost
k L. major — ku prikladu lokus Lmr8 (leishmaniasis resistence 8) ovliviiujici sérovou
hladinu IgE a proliferaci splenocytti infikované mysi, nebo lokus Lmr14 kontrolujici

splenomegalii, hepatomegalii, sérovy INFy a sérovy IL-12 (9; 22).

Béhem genetického mapovani se k detekci kvantitativnich gent nejcastéji
pouzivaji jako molekuldrni markery SNP (jednonukleotidové polymorfismy) nebo
také markery STR (kratké tandemové repetice). Jednd se o pfirozené variace
sekvenci, nukleotidd, které se dale zkoumaji v souvislosti s fenotypovym projevem
v nové vznikajicich populacich. Umisténi polymorfism&i v genomu je znamé
na zakladé genetickych map ¢i znamé sekvence analyzovaného genomu. Dodnes
byly identifikovany tyto markery u vice nez 100 inbrednich mysich kment, tato data
jsou s novymi objevy pravidelné stahovdna do online databazi a usnadnuji tak

genetické mapovani (14).

2.4.1.2 Vazebnd analyza QTL

Zakladem QTL mapovani je vybér dvou vhodnych inbrednich kmenti parentalni
linie. Tyto rodicovské kmeny se pro sledovany znak geneticky lisi. Spolu s distribuci
znaku pfi produkci Fl1 linie sledujeme také distribuci molekuldrnich markerti. Mysi
vzniklé heterozygotni F1 linie jsou pak vzdjemné kfiZené za vzniku F2 generace, kdy
toto kiizeni vede ke vzniku tfi moznych genotypti pro kazdy marker. DalSim
zptisobem zisku F2 generace je zpétné kiiZeni jedincti F1 generace s jednim z rodic{,
coz vede k produkci potomstva s dvéma moznymi genotypy kazdého markeru (14;

23).

Dalsi krok zahrnuje fenotypizaci a genotypizaci vzniklého potomstva. Nejprve se
co nejpresnéji analyzuje ménici se fenotypovy projev u kazdého z potomkd.
Po nasledné genotypizaci Ize urcit, zda potomek gen pro dany znak nese ¢i nikoliv
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a jelikoZ se jedna o kvantitativni znaky, muiZze byt stanovena také jejich hodnota.
Pri nasledné genotypizaci lze zjistit, ktery ze dvou rodic¢ovskych inbrednich kmenti
predava svou alelu specifického lokusu potomkéiim vzniklym zpétnym kfizenim
nebo potomkim F2 (FIxF1) generace. Cilem QTL analyzy je tedy identifikovat
genomové oblasti obsahujici alelické variace, které jsou spojeny s fenotypovymi
zménami. Pro detekci kandidatnich genti by mél jeden z rodi¢ovskych inbrednich

kmenti nést alelu vyvolavajici onemocnéni (14; 23).

Po nalezeni QTL je tfeba oblast ztzit, aby mohl byt izolovan a identifikovan
pozadovany gen. Jednim z moZnych postupti je analyza haplotypt, jelikoz QTL
bude pravé v oblasti, kde maji rodi¢ovské kmeny odlisné haplotypy (24). Velkou
pomoci pri identifikaci gent, které jsou zakladem lokusti kvantitativnich znakt
(QTL), je mozaikova struktura mysiho genomu. Jako vétSina variaci mezi mysimi
kmeny je primarné odvozena od mysich poddruhtt Mus musculus musculus

a Mus musculus domesticus (14).

2.4.1.3 QTL analyza

QTL analyza je statistickd metoda, ktera cerpa ze dvou zdroju informaci. Prvnim
zdrojem jsou fenotypova data, ktera slouzi jako métitka vlastnosti, druhym typem
informaci jsou data genotypova, jako tato data obvykle slouzi molekularni markery.

Cilem metody je identifikace a charakterizace regionti kvantitativnich znakt (23).

Z velkého mnozstvi kiizeni ziskdme informace o pfislusnych fenotypech
a genotypech, tyto informace jsou kombinovany v jedné regresni QTL analyze.
Béhem QTL analyzy dochdzi ke statistickému vyhodnoceni informaci. Markery,
které jsou ve vazbé s QTL ovliviiujicim sledovany znak jsou segregovany castéji
spolu s analyzovanou vlastnosti, zatimco markery bez vazby ke stanovanému znaku

nevykazuji zddnou spojitost se zkoumanym fenotypem (23).
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Rodicovské kmeny jsou kiiZeny s cilem produkce F1 generace, jejiZ potomci jsou
pak kfiZzeni mezi sebou nebo jsou zpétné kriZeni sjednou z rodicovskych linii.
Potomci kfizeni obsahuji rtizné frakce genomu rodicovskych linii. Zaznamenava se
fenotyp kazdého z rekombinantnich jedinct, stejné tak i genotypy markerd, které se
mezi rodicovskymi kmeny lisi. Statistické techniky vyhodnocuji pravdépodobnost,
Ze znacka nebo interval mezi dvéma markery jsou spojeny s QTL ovliviiujicim znak,
zatimco soucasné kontroluje vliv ostatnich markeri na znak. Vysledky takové
analyzy jsou zndzornény jako graf statistického testu na pozici chromozomalni

mapy v rekombinantnich jednotkach centimorgan (cM) (23).

2.5 Detekce mnozstvi patogenti v organismu hostitele

Metody detekce parazitti zahrnuji mikroskopii, bunécné kultury, imunodetekce
a techniky zaloZené na DNA. Metody bunécnych kultur jsou spolu s mikroskopii
ale velmi pomalé a pracné, zvlasté pokud jde o analytické zpracovani velkého poctu
vzorkd. Metody imunodetekce zalozené na odhadu hladin protilatek proti
parazitim Leishmania nejsou pfesnym obrazem mnozZstvi parazitarni zatéze, jelikoz
vztah mezi pfitomnosti protildtek a mnoZstvim paraziti zdvisi na individudlni

reaktivité a celkovém zdravotnim stavu hostitelského organismu (25).

Za ucelem prekonani téchto omezeni byly navrzeny DNA metody detekce
a kvantifikace parazit(i, t¢tmto metoddm a dil¢im krokiim analyzy bude vénovana
praktickd c¢ast prace. Pouzivand metoda PCR-ELISA je levnéjsi nez PCR v redlném
case, ma vysokou citlivost a umoznuje detekci i malych rozdilti v mnozstvi parazitti.
Tato metoda je ale komplikovanda a namdhavd, jelikoz vyzaduje PCR reakci

a naslednou hybridizaci amplifikovanych tseki nukleové kyseliny (26).

2.5.1 ELISA

Imunologické metody jsou zaloZené na vysoce specifické reakci mezi antigenem

a protilatkou namifenou proti epitopu tohoto ciziho agens. ,Enzyme-linked
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immunosorbent assay”, zkradcené ELISA, vyuziva k detekci této specifické interakce
enzym, jimz je oznacena jedna z reagujicich slozek. Detekcni systém tvori substrat,
ktery reaguje s kovalentné navazanym enzymem. Plisobenim enzymu na substrat
dochdzi bud k jeho barevné zméné, anebo k odstépeni produkt, které s dalsi
pridanou latkou vytvafi barevnou reakci. ELISA testy jsou pouzivany jednak

k detekci protilatek, ale také pro diikaz pritomnosti antigenu (27).

Sérologické testy jsou bézné provadény v tekutém prostredi ve zkumavce.
ELISA metoda se provadi na pevném nosici, kterym je nejcastéji mikrotitracni

desticka. VyuZziva tak schopnosti proteinti vazat se na povrch umélych hmot (27).

Metoda existuje v fadé uspotfadani. Tzv. ,sendvicové metody” jsou nejcastéji
pouzivany pfi prikazu specifickych protilatek. Na dno mikrotitraéni desticky se
navaze znamy antigen a v dalSim kroku se prida sérum testované na pfitomnost
protilatky proti navdzanému antigenu. Tato specificka protilatka v séru tvori
s navazanym antigenem imunokomplex a v dal$im kroku je detekovana protilatkou
proti druhové specifickym imunoglobuliniim konjugovanou enzymem.
K vizualizaci dochdzi nejcastéji po pfidani substratu. Mezi jednotlivymi kroky je

nutné plotny promyvat, aby se tak odstranily nespecificky navazané latky (27).

V ptipadech prtikazu pfitomnosti antigenu je mozné také pouzit ,sendvi¢ovou
metodu”. V prvnim kroku se ale na stény plotny nenavazuji antigeny, ale specifické
protilatky pro hledany antigen. V dal$im kroku se opét priddva sérum c¢i jina
tekutina testovand na pfitomnost antigenu. Vazba mezi protilatkou navazanou
na sténu mikrotitraéni desticky a vyvdzanym antigenem se detekuje dalsi
protilatkou, kterd reaguje s timto antigenem (avsak se 1iSi rozpoznavacim mistem)

a kterd je konjugovana s enzymem. K vizualizaci dochazi po pridani substratu (27).
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2.5.2 PCR-ELISA

PCR-ELISA je imunodetekéni metoda umoZnujici kvantifikovat produkt
PCR reakce pfimo po imobilizaci amplifikované biotinylované DNA
na mikrotitracni destic¢ce. Oproti béZnému provedeni ELISA metody je namisto
proteinu detekovana nukleova kyselina. PCR-ELISA vykazuje vysokou specifi¢nost

a citlivost, také analyticka doba je kratsi a detekéni limit znacné niZsi (25).

Celd metoda zahrnuje 3 kroky: amplifikaci, imobilizaci a ndslednou detekci
nukleové kyseliny. V prvnim kroku je analyzovany gen amplifikovdn pomoci PCR
v ptitomnosti digoxigenin-11-dUTP (DIG-dUTP). PCR produkty znacené DIG-dUTP
se pak budou vazat ke specifickym oligonukleotidovym sonddm, které jsou na jejich
5 konci oznaceny biotinem. Nasledné je analyzovany gen imobilizovan na dné
mikrotitracni desticky potazené streptavidinem, ktery tvofi spolu s biotinem
komplex. Tato silna afinita avidin-biotin umoznuje specifické vyvazani produkta
PCR s danym specifickym genem. Po imobilizaci je nutna detekce biotinylované
DNA, k té dochazi po pfidani konjugatu anti-DIG-peroxidazy a pres substrat ABTS
(2,2'-azino-di-3-ethyllbenztiazolin sulfonat). Vysledkem je modrozelené zbarveni

obsahu jamek, které je mozné méftit spektrofotometrem (25).

Jiny zptisob prikazu produktu PCR-ELISA je moZné za pouziti fluoresceinové
sondy a jeji detekci antifluoresceinovych protilatek konjugovanych s kfenovou

peroxiddzou (25).
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* Fab anti-digoxigenin + peroxidase

Digoxigenin-labeled primer

@ o

C X :
96-Well plate E»O‘Ob_ C”)O(‘/)O\ )Q»
coated with streptavidin 8@@ )

Obrizek 5: Schéma metody PCR-ELISA (26)

2.6 Metody pouzité k urceni kontroly mnozstvi parazita
v organech mysi infikovanych L. major

2.6.1 Izolace nukleovych kyselin

Préci s nukleovymi kyselinami (NK) pfedchazi jejich extrakce z bunék. V prvnim
kroku izolace NK zivociSné buriky dochdzi k naruseni burky cytoplazmatické
membrany a uvolnéni vnitiniho obsahu bunék. U rostlinnych bunék je tfeba kromé
cytoplazmatické membrany také naruseni integrity bunééné stény. Podle vychoziho
materidlu je tedy tfeba zvolit vhodné detergenty k dezintegraci. U ZivociSnych
bunék Ize lyzi indukovat jemnéjSimi metodami, ku pfikladu neiontovymi
detergenty jako je SDS. Na rozdil od toho u rostlinnych bunék dochazi casto
i k mechanickému poruseni. Z uvolnéného bunééného obsahu je tfeba ziskat

nukleové kyseliny bez pfimési latek, které by branily dal$im ipravam a analyze (28).

Predpokladem ke spravné praci snukleovymi kyselinami je tedy izolace
analyzované DNA ¢i RNA v dostate¢ném mnozstvi a v dostatecné ¢istoté. K izolaci
nukleovych kyselin se pouziva cela fada metod zaloZenych na rozdilné rozpustnosti

biomakromolekul ¢i na jejich adsorpci na pevny podklad. Dale jsou aplikovany

31



metody ultracentrifugace, kdy dochdzi krozdéleni a wustdleni molekul
v gradientnich roztocich na zédkladé vznasivé hustoty ¢i rychlosti sedimentace ¢astic

(28).

Prvni zptsob izolace nukleovych kyselin vyuZiva rozdilné rozpustnosti
biologickych makromolekul. Béhem izolace volime vhodné ¢inidlo, které zptisobi
precipitaci nukleovych kyselin. Takto vznikly precipitat je mozné oddélit

pusobenim odstfedivého pole centrifugy (28).

Jako vhodnd precipitacni ¢inidla k izolaci nukleovych kyselin se jevi alkoholy,
prikladem je fenol-chloroformova extrakce, srazeni nukleovych kyselin ethanolem
¢i isopropanolem. Extrakce fenolem umoznuje napriklad selektivni izolaci RNA
nebo DNA podle zvoleného pH srdzeciho roztoku. Pfi pouziti neutralniho nebo
alkalického pufru ziistavaji ve vodni fazi DNA, zatimco po pouZiti fenolu kyselého

je soucasti supernatantu pouze RNA (28).

Schopnost nukleovych kyselin pfilnout na povrchu réiznych materidld, jejichz
zaklad tvofi oxid kfemicity, v pfitomnosti chaotropnich soli vyuZivaji adsorpéni
metody. Chaotropni soli jsou slouceniny, které narusuji nativni strukturu
nukleovych kyselin. Prostfednictvim iontd dochdzi k vytvofeni mtstku, kdy se
na silikamateridl vaze fosfatova kostra nukleové kyseliny. Nejcastéji pouzivanymi

chaotropnimi solemi jsou guanidinové soli nebo jodid sodny (28).

Po navazéani nukleovych kyselin jsou kontaminanty odstranény promyvacimi
kroky za pouziti chloroformu a poté dochdzi k centrifugaci. Izolace je ukoncena
uvolnénim nukleovych kyselin z podkladu po pfidani roztoku s nizkou iontovou

silou, napriklad po pfidani vody nebo elucniho pufru (28).

Béhem centrifugace dochazi k oddéleni céastic v tekutém mediu v odstfedivém
poli. Pfi diferencidlni centrifugaci se oddéli ¢astice smési na zdkladé rozdilnych
rychlosti sedimentace, tyto separacni kroky se opakuji pfi postupném zvysovani
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otacek. Zatimco zonalni centrifugace se pouziva spisSe pro hrubou separaci a izolaci
sloZzek lyzovaného obsahu bunék, zonalni centrifugace umoZnuje i separaci

jednotlivych typli nukleovych kyselin (28).

Zakladem separace makromolekul ¢i ¢astic podobnych vlastnosti je pouZiti
tzv. gradientniho roztoku ve zkumavce na misto roztoku homogenniho.
Koncentrace takového gradientniho roztoku od povrchu ke dnu zkumavky nartista
a brani tak nartstu rychlosti sedimentace c¢astic béhem centrifugace. Nejcastéji se
pro pfipravu gradientnich roztokt pouzivaji latky, které jsou inertni
k analyzovanym ¢asticim, napfiklad sachar6za nebo glycerol. Slozky vychozi smési
v tomto gradientu sedimentuji v zavislosti na velikosti, tvaru a hustoté riznou

rychlosti a davaji tak vzniku oddélenych zon (28).

Podle dosazenych podminek béhem zondlni centrifugace rozeznavame

centrifugaci izokinetickou a izopyknickou (28).

Izokinetické centrifugace lze dosahnout tehdy, pokud pfi zondlni centrifugaci
zvolime vhodné podminky - napfiklad homogenni roztok v centrifugacéni
zkumavce nahradime gradientnim roztokem. Jedna se nejcastéji o sachardézovy
roztok, jehoz koncentrace smérem ke dnu zkumavky nartstd a ktery tak eliminuje
vliv vzristajiciho odstfedivého zrychleni smérem od osy otacéeni. Centrifugace ¢astic
pfi konstantni rychlosti sedimentace lze vyuzit k podrobnéjsi charakterizaci

sedimentovanych castic (28).

Béhem izopyknické centrifugace dochazi k separaci ¢astic podle jejich hustoty.
Pfi nejjednodussim provedeni tvori gradientni roztok sama analyzovand media.
Céstice analyzovanych latek se pohybuji obéma sméry, dokud nedosahnou takové
polohy, ktera odpovida jejich hustoté. Izopyknickd separace se vyuzivd nejen

k izolaci ¢astic, ale miize byt pouzita také k jejich podrobnéjsi charakterizaci (28).
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2.6.2 Méfeni koncentrace a cistoty izolované DNA

Cistotu a koncentraci izolované nukleové kyseliny si lze ovéfit
spektrofotometrickym meéfenim za pomoci pfistroje  spektrofotometru
¢i nanospektrofotometru. Pfi spektrofotometrickém méfeni dochazi k interakci
elektromagnetického zareni s ¢asticemi vzorku a nasledné absorpci svétla z tohoto

zdroje zafeni. Mnozstvi pohlceného svétla se nazyva absorbance (29).

Cisté nukleové kyseliny absorbuji svétlo v oblasti ultrafialového zafeni
a maximalni absorpci vykazuji zhruba pfi 260 nm. Toto absorpcni maximum je dano
predevsim pfitomnosti bazi tvoficich kostru nukleovych kyselin. Pfi stejné vlnové
délce absorbuji také bilkoviny, které byvaji nejcastéjsSimi kontaminanty izolované
DNA. Zatimco nukleové kyseliny absorbuji nejlépe pfi vinovych délkach 260 nm,
bilkoviny vykazuji nejvyssi absorbanci pfi 280 nm. Ke stanoveni Cistoty izolovanych

nukleovych kyselin 1ze tedy vyuZzit téchto znalosti (29).

Nejcastéji se pouziva pomér absorbanci pro obé absorpéni maxima, tedy
Ao a Az0. Pomér pro izolovanou DNA by se mél pohybovat v rozmezi 1,6 a 1,8,
pro izolovanou RNA je tento pomér zhruba 2. Pokud je ziskany pomér mensi, jedna
se zfejmé o kontaminaci proteiny. Naopak vyssi hodnota mtize svédcit o znecisténi

organickymi latkami, které byly pouzity béhem izola¢niho procesu (29).

Koncentraci purifikované DNA Ize odhadnout méfenim absorbance pfi vlnové
délce 260 nm, za predpokladu linedrni zavislosti obou veli¢in. Jedna se ale spiSe
o orientacni udaj, jelikoZ zptisob stanoveni neni prilis selektivni a vysledna hodnota
miize byt zkreslena pritomnosti proteinti i fenolu v roztoku analyzované nukleové
kyseliny. Mimo to také méfenim absorbance neziskdvame informaci o integrité

molekuly (28).
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2.6.3 Polymerazova fetézova reakce (PCR)

Polymerazova fetézova reakce je amplifika¢ni metoda, kterd byla zavedena v roce
1985 Kary B. Mullisem. Objev metody znamenal velky pfinos nejen pro molekulani
biologii. PCR postup umoziiuje ziskat namnoZeny pozadovany a specificky tsek

genomové DNA, aniZ by dochdzelo ke klonovani ve vektorech (28).

Princip PCR je zaloZen na schopnosti denaturace a nasledné hybridizace
denaturovanych fetézcti se specifickymi oligonukleotidy (primery) a amplifikace
zvoleného useku. Cely tento proces se odehrava v zafizeni nazyvaném termocyklér,

ktery umozniuje zmény teplot v kratkych ¢asovych intervalech (28).

V prvnim kroku reakce dochdazi k denaturaci nukleové kyseliny vlivem vysoké

teploty (asi 90-95 °C) (28).

V dalSim kroku procesu dochdazi k pfipojeni primerti specifickych k sekvenci
amplifikované DNA. Tato hybridizacni reakce probihd pfi nizsi teploté, nez je
denaturacni proces, jelikoZ vysoka teplota vede ke zpomaleni, nebo dokonce
ik inhibici hybridizaéni reakce. Naopak pouziti nizkych teplot vede
k nespecifickému parovani iseku DNA s pouzitymi primery a tedy i k znedcisténi

produktu PCR metody (28).

Navazané primery ohranicuji specificky tusek nukleové kyseliny, ktery je
v dalSich krocich amplifikovan a umoznuji zahdjeni syntézy novych fetézcti
DNA-polymerazou. Vzhledem k vysoké teploté béhem denatura¢niho procesu je
tfeba béhem reakce pouzit termostabilni polymerdzy, nejcastéji pouzivand je
Taq DNA polymeraza izolovana z termofilniho mikroorganismu Thermus aquaticus.
Optimalni teplota enzymu je kolem 70 °C, tedy elongace fetézcti probihd v teplotnim

rozmezi 65-75 °C (28).
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Opakovanim tohoto procesu, denaturace, hybridizace a elongacni faze, dochazi
k exponencidlnimu zmnoZeni ohrani¢eného tuseku cilové molekuly. Vznika
2n amplikonti, kdy n je pocet cykld. Pocet cyklii se obvykle pohybuje
od 25 do 35 cyklti, konkrétni pocet je ale predevsim zavisly na vychozi koncentraci

templatové DNA (28).

Mimo klasického provedeni PCR metody existuje i celd fada jejich modifikaci.
Prikladem je kvantitativni PCR (qPCR), ktera umoznuje prostfednictvim detekce
fluorescenéniho signalu primou kvantifikaci vznikajictho PCR produktu béhem
probihajici reakce. Po skonceni PCR reakce neni tedy nutné detekovat
a kvantifikovat PCR produkt elektroforézou. Reverzni neboli zpétna PCR (RT-PCR)
zas umoznuje amplifikovat i molekuly RNA. RNA musi byt ale pred zahajenim
samotné PCR reakce pfevedena na cDNA, jelikoZ RNA nemitiZe slouZit jako templat.
Tento prepis je uskutecnén za ucasti zpétné transkriptdzy. Nasledné dochazi

k amplifikaci vzniklé cDNA béznym postupem (28).

2.6.4 Restrikéni endonukleazy

Restrikéni endonukledzy jsou enzymy pfirozené produkované bakteriemi
chranici je pfed cizorodymi molekulami DNA. Ochrana spociva v endonukledzové
aktivité téchto enzymt. Enzymy vyhleddvaji v molekule DNA specifické sekvence,
ktera maji nejcastéji podobu palindromti. Na téchto mistech provadi restriktazy
$tépeni molekuly nukleové kyseliny. Aby nedochdzelo k poskozeni vlastni DNA
hostitelské buriky, je jeji vlastni DNA chranéna pfed tucinkem enzymu pomoci

metylace (30).

Vlastni restrikce probihd hydrolytickym stépenim fosfodiesterovych vazeb mezi
nukleotidy uvnitf ¢ v blizkosti cilového mista. Vysledkem Stépeni jsou
tzv. restrikéni fragmenty. Jedna se o definované segmenty DNA, které I1ze od sebe

oddgélit ku prikladu elektroforézou (30).

36



Restrikéni endonukledzy jsou klicovymi enzymy molekularni biologie uplatrujici
se naptiklad u fyzikdlntho mapovani DNA, pfi analyze genovych polymorfismi,
kde umoznuji rozpoznat odliSnosti v sekvencich stejného genu u rtiznych jedinct

a v neposledni fadé umoznuji detekovat zmény v molekulach DNA (30).

2.6.5 Elektroforéza nukleovych kyselin

Béhem elektroforetické metody separace dochazi k pohybu nabitych molekul
v elektrickém poli. Fosfatové skupiny nukleovych kyselin udéluji molekule
negativni naboj, proto se nukleové kyseliny pohybuji v elektrickém poli ke kladné

nabité elektrodé (28).

Elektroforetické déleni probiha vétsinou na gelovém nosici, ktery nejcasteji tvori
polyakrylamid nebo agardza. Podle velikosti separovanych fragmentt je tfeba zvolit
vhodny gel a také koncentraci pouzitého polymeru. Agardézovy nosic¢ lze pouzit
pro separaci molekul o velikosti 100 pb az po 50 kb. Vzhledem k jeji snadné pfiprave,
rychlému pribéhu sparace a velkému frakcionaénimu rozsahu gelu, je jeji pouZziti
vyhodnéjsi nez polyakrylamid, ktery se pouziva spiSe k separaci mensich molekul.
Podle uspofaddni gelu rozliSujeme horizontdlni a vertikdlni elektroforézu
deskového usporadani. Pokud se elektroforeticky gel nachdzi uvnitt kapildry, jedna

se o elektroforézu kapilarni (28).

Molekuly DNA se v gelu pohybuji podle jejich elektroforetické pohyblivosti, ¢im
rychleji se molekula v elektrickém poli pohybuje, tim mensi je jeji velikost. Naboj
neni tfeba brat vzhledem k jeho rovnomérnému rozlozeni v tvahu, velikost naboje

je na jednotku délky molekuly konstantni (28).

Klasicky zptsob elektroforetického déleni 1ze uplatnit pro molekuly do velikosti
50 kb, vétsi molekuly se pohybuji stejnou rychlosti a nedochdzi k jejich rozdéleni,
jelikoz uviznou v siti gelu. Proto se k separaci vétSich molekul pouzivd pulzni

gelova elektroforéza, smér elektrického se na rozdil od konvenéni metody
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pod urcitym thlem méni. Se zménou elektrického pole musi dojit také ke zméné
orientace molekul, k tzv. reorientaci molekul. Cas, za ktery dojde k pfeorientovani
molekul v elektrickém poli, se nazyva reorienta¢ni cas. Vysledny pohyb vétsich

molekul je vzhledem k del$imu reorienta¢nimu casu pomalejsi (28).

Ke stanoveni velikosti molekuly DNA ¢i jejich fragmentt lze pouzit srovnani
jejich elektroforetické pohyblivosti s elektroforetickou pohyblivosti hmotnostnich
standardti. Jako hmotnostni standardy slouZi molekuly nebo fragmenty molekuly

DNA o znamé velikosti (28).

K vizualizaci poloh separovanych molekul je tfeba zvolit vhodna barviva.
Nejcastéji takto pouzivanym barvivem je interkalacni barvivo ethidiumbromid,
ktery vytvarii sanalyzovanou DNA komplex absorbujici ultrafialové zafeni.
Ozafenim gelu ultrafialovym svétlem lze tento komplex detekovat jako prouzky,
polohy prouzkti molekul DNA o stejné velkosti jsou souhlasné a jejich intenzita je

umeérna koncentraci DNA (28).
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3 CIL PRACE

Cilem prace bylo zvladnout metody molekuldrni biologie a metody
statistické analyzy a jejich pomoci urcit kontroly mnozstvi paraziti v organech
myS$i po infekci Leishmania major. K uréeni genetického vlivu na pruabéh infekce
je tfeba provést analyzu genetickych sekvenci a pokusit se urcit lokusy
kandidatnich genti, které mnoZstvi parazitt ovliviiuji. Detekci polymorfismt

v sekvenci DNA je tfeba potvrdit typizaci vhodnymi markery.

Vystupni data typizace a data ziskand kvantifikaci paraziti metodou

PCR-ELISA néasledné analyzovat a vyhodnotit statistickymi metodami.
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4 METODIKA

4.1 Izolace DNA proteinazou K

DNA nachazejici se v lyzatu bunék ziskaném po naruSeni cytoplazmatické
membrany je tfeba zbavit kontaminant jako jsou ku pfikladu proteiny. K tomuto
ucelu mohou slouzit enzymy Stépici bilkoviny nazyvané proteazy. Béhem této

metody izolace pouZijeme proteinazu K patfici ke skupiné protedzovych enzyma.

Lyzaéni pufr: 200 mM NaCl, 100 mM Tris-base, 5 mM EDTA, 0,2% SDS
Proteinaza K (P-6556, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
Isopropanol

Tkariova voda

V prvnim kroku jsme si pfipravili roztok lyza¢niho pufru s proteindzou K.
Na kazdou zkumavku pfipadalo 500 ul lyza¢niho purfu a na kazdy ml tohoto pufru
bylo pouzito 5 pl enzymu. Do kazdé mikrozkumavky s mysi tkani jsme pridali
500 ul tohoto roztoku. Zkumavky jsme nechali inkubovat pfi 55 °C ve vodni lazni
pfes noc, kdy by tato inkubace méla probihat pfi izolaci DNA z myS$iho ocasu

nejméné 14 hodin. Pfi izolaci z jater ¢i sleziny lze dobu inkubace zkratit.

Po inkubaci jsme obsah zkumavek promichali na vortexu a dali jej odstfedit
v centrifuze na 10 minut na 4 000 RPM pfi 4 °C (Centrifuge 5810 R, Eppendorf, SRN).
Centrifugaci se obsah zkumavky rozdélil na pelet obsahujici kontaminanty

a supernatant, ve kterém byla obsazZena izolovana DNA.

Béhem centrifugace jsme si nové mikrozkumavky naplnili 500 pl isopropanolu.
Po preliti supernatantu k isopropanolu se ve zkumavce objevil okem viditelny shluk
DNA. Vytvofeny shluk jsme prenesli inkubac¢ni Spickou do zkumavky s500 ul
tkanové vody. Mnozstvi tkanové vody se odviji, stejné tak jako mnozstvi lyzacniho
pufru, od velikosti tkafiového fezu.
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DNA v tkanové vodeé jsme nechali 1-2 dny rozpoustét v lednici.

4.2 Izolace RNA

Vzhledem k nestabilit¢ molekuly RNA a pfitomnosti ribonukledzovych
enzym Stépicich RNA v mnoha tkanich, je tfeba izolaci provadét peclivé a precizné.
Pfed zahdjenim prace je vhodné odistit pracovni plochu roztokem inhibujici

ribonukleazy.

DEPC-H:20- roztok inhibujici RNasy
TRI-Reagent (T9424, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Do mikrozkumavek jsme pfenesli 1 ml vychlazeného Trisolu a vloZzili do néj mysi
tkan (mnozstvi Trisolu se odviji od velikosti tkdné, ze které izolaci provadime).
Obsah zkumavek jsme homogenizovali po dobu zhruba 30 sekund a nasledné jsme

jej po stejnou dobu chladili na ledu. Tento krok jsme opakovali celkem 3x.

Ke zhomogenizovanému obsahu jsme pfidali 0,2 ml chloroformu (pfi zachovani
poméru 0,1 ml chloroformu na 0,5 ml Trisolu). Obsah jsme lehce protfepali rukou
(1020 sekund) s ohledem na to, aby nedoslo k zahfivani a mikrozkumavky jsme

nechali stat pfi pokojové teploté na ledu 2-3 minuty.

Nasledovala centrifugace po dobu 15 minut na 11 500 x G pfi 2-8 °C. Do novych
mikrozkumavek typu eppendorf s0,5 ml isopropanolu jsme pfilili 0,75 ml
vytvoreného supernatantu. Dbali jsme pfedevsim na cistotu odebiraného obsahu,
v pfipadé moZzné kontaminace jsme odebrali objem nizsi. Obsahy zkumavek jsme

lehce promichali a nechali jsme je stat 10 minut pfi pokojové teploté.

Opét jsme zkumavky nechali centrifugovat na 10 minut pfi 11 x 500 G a teploté

2-8 °C.
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Otocenim zkumavky jsme odlili vytvoreny supernatant, pelet na dné zkumavek
jsme zbavili zbylého isopropanolu. K sedimentu jsme napipetovali 1,5 ml

vychlazeného ethanolu a obsah zkumavek jsme homogenizovali.

Mikrozkumavky jsme dali stoc¢it na 5 minut do centrifugy pti 11 500 x G, teploté
2-8 °C. Mezitim jsme si pripravili pracovni plochu v laminarnim boxu, ve kterém
jsme dale pracovali. Z centrifugovanych zkumavek jsme odlili supernatant
a k peletu jsme pfenesli 100 ul DEP-H20. Obsah jsme promichali, 80 ul vzorku jsme
prenesli do mikrozkumavky, 10 ul bylo pouzito na zkousku RIN (RNA integrity

number).

4.3 Stanoveni integrity nukleovych kyselin

Stanoveni integrity izolovanych nukleovych kyselin probihalo na pfistroji
Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, CA, USA). Princip analyzy spociva
v elektroforetickém déleni vzorkd, které jsou naneseny na Cipy s kapildrami
obsahujicimi gel (RNA Nano Chip, Agilent Technologies, CA, USA). Pro kontrolu
spravného priitbéhu reakce je spolu se vzorky nanesen ladder. Vyhodnoceni
integrity eukaryotni RNA je provadéno na zdkladé poméru mezi signdly 18S a 285
ribozomdlni podjednotky. DNA integrita je také hodnocena podle vysledného
elektroforeogramu, pouze vysoce neporusené molekuly migruji jako jediny
fragment a jsou viditelné jako ostry vrchol elektroforeogramu za vrcholem

pouzitého ladderu (48 500 bp).

4.4 PCR reakce

Vzorky s DNA pro reakci PCR jsme natedili na koncentraci 10 ng/pl. Pfipravili jsme

si PCR mix podle navodu.
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5x PCR pufr:
250 mM KCI (Lachema, Brno, Ceska republika)

50 mM TRIS-HCI, pH = 8,4 (73190, Serva, Heidelberg, SNR)
7,5 mM MgCl: (30391, Lachema, Brno, Ceska republika)
1mM dGTP, dATP, dTTP, dCTP (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)

PCR mix pro 50 vzorkt jsme si pfipravili odpipetovanim prislusnych objemu

jednotlivych reagencii do mikrozkumavky a to:

18,3 ul primeru F (0,25 mM) (Generi Biotech, Hradec Kralové, CR)

18,3 ul primeru R (0,25 mM) (Generi Biotech, Hradec Kralové, CR)

216 ul 5x PCR total

266,4 ul TK H20

21 ul Red Taq DNA polymerazy (0,1 U/ul) (11615-036, Sigma-Aldrich, USA)

Vysledné koncentrace reagencii v roztoku jsou uvedeny v zavorce.

Do jamek PCR destic¢ky jsme odpipetovali 10 pl PCR mixu a nasledné ptidali 10 pl
nafedéné DNA vzorkt. Jamky se vzorky jsme uzavfeli vicky, aby nedoslo k jejich
odpafeni a PCR desti¢ku jsme vloZili do thermocycleru (PTC-220 DNA Engine Dyad
Peltier Thermal Cycler, M]J Research, Walthan, USA). V tom probihala PCR reakce

podle schématu:

Tabulka 1: Priibéh polymerdzové fetézové reakce

1) | Pocatecni denaturace pfi teploté 95,0 °C po dobu 3:00 minut
2) Denaturace pfi teploté 95,0 °C na 30 sekund

3) Hybridizace pri 55,0 °C po dobu 1:00 minuty

4) Polymerace pfi teploté 72,0 °C po dobu 1:00 minuty

5) Opakovani cyklu od kroku 2) 39x

6) Polymerace pfi 72 °C po dobu 3:00 minut

7) Ukonceni reakce pfi 23 °C po dobu 2:00 minut
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4.5 Restrikéni stépeni

Krestrikénimu Stépeni DNA dochazi po prfidani restrikéntho mixu
kizolovanému vzorku DNA. Restrikéni mix se skladd z restrikéniho enzymu

a kultiva¢niho media vytvarejici podminky potfebné pro aktivitu enzymu.

Na jeden vzorek je tieba:

0,5 ul restrikéniho enzymu (BioLabs, New England) - enzymy Msel (R0525S),
Alul (R0137S), Becl (R0704S), Alel (R0634S), BsaAl (R0531S) a MnlI (R01635S)
1,5 pl CutSmart Buffer (B7204S, BioLabs, New England)

Do jednotlivych jamek desticky jsme si napipetovali 13 pl vzorku a 2 ul
restrikéniho mixu. Restrikce probihala v termocycleru (PTC-220 DNA Engine Dyad
Peltier Thermal Cycler, MJ Research, Walthan, USA) pfi konstantni teploté 37 °C. Cas
reakce se odviji dle stafi pouzitého enzymu — od 4 hodin az po 18 hodin pfi pouziti

starsiho enzymu, kdy je tfeba nechat restrikcni Stépeni probihat pfes noc.

4.6 Elektroforéza na agardézovém gelu

K rozdéleni PCR produktii podle jejich velikosti 1ze vyuzit elektroforetické déleni
na agardzovém gelu, kdy se amplikony pohybuji ve stejnosmérném elektrickém poli

vzhledem k jejich naboji ke kladné elektrodé.
Na prfipravu 11 TBE pufru jsme pouzili:

108 g TRIS-base (Serva, Heidelberg, SRN)
55 g HsBO:s (Serva, Heidelberg, SRN)
40 ml 0,5M EDTA (pH = 8,0) (Serva, Heidelberg, SRN)

destilovana voda
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Cty¥procentni agarézovy gel jsme si pfipravili rozpusténim 2,5 g agardzy
MetaPhor (Cambrex Bio Science Rockladn, Inc., Rockland, USA) a 1,25 g agarozy
Sigma (Sigma — Aldrich, USA) ve 125 ml 0,5x TBE pufru a naslednym zahiatim
v mikrovlinné troubé, dokud suspenze nezprihlednila. Rozpusténou agardzu jsme
nechali na 2-5 minut caste¢né vychladnout pfi pokojové teploté. Poté jsme
ke gelovému roztoku ptidali 8 pl EtBr (Serva, Heidelberg, SRN). Gel jsme nasledné
nalili do formy a vloZili do néj hfebinek, jehoZ pomoci se v gelu vytvorili jamky. Gel

jsme nechali tuhnout a uzravat asi na 30-60 minut.

Po ztuhnuti gelu jsme jej vlozili do horizontalni aparatury na elektroforézu a zalili
0,5x TBE pufrem, dokud nebyl gel zcela ponofeny. Do pufru v oblasti elektrod jsme
pipetou prenesli 75 ul EtBr (cca 2/3 objemu k anodé a 1/3 ke katod¢). V dalsim kroku
jsem do jamek gelu napipetovali vzorky a standardy. Do krajnich pozic gelu jsme
nanesli 3 ul standardu 50 bp a do zbylych jamek 10 pl vzorku. Nadobu s gelem jsme
uzavieli vikem a zapojili ji ke zdroji stejnosmérného napéti (GibcoBrl, Gaithersburg,
USA) a napéti jsme nastavili na konstantni hodnotu 150 V. Elektroforetické déleni
trva nejcastéji 30-60 minut, jeho doba je imérnd velikosti déliciho se produktu.
Po skonceni elektroforézy jsme si vysledek elektroforetického déleni vyfotili

pod UV svétlem kamerou GeneGenius (Syngene, Cambridge, VB).

4.7 PCR-ELISA

Postupovali jsme podle protokolu (19).

Kvantifikace parazitti v organech mysi byla provedena metodou PCR-ELISA,
ktera amplifikuje a detekuje konzervativni sekvence v DNA paraziti. PCR-ELISA se
sklada ze tfi krokt — amplifikace, imobilizace a vysledné reakce. Na zacatku je tfeba
pripravit reakéni smeés. Vzhledem k vysoké citlivosti pouzitych primert LOT: 1349]6

je tfeba dbat na spravnou koncentraci MgClz, kterd musi byt 2 mM.
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ELISA — promyvaci roztok:

2,5 ml Tween-20 roztok (St. Louis, Sigma-Aldrich, USA)
250 ml 20x PBS (Lachema, Brno, Ceska republika)

Blokujici pufr (8% FCS):

4 ml FCS (fetal bovine serum) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
46 ml 1x PBS (Lachema, Brno, Ceskd republika)

Na kazdy vzorek pro PCR o objemu 15 ul pfipadne:

0,1 pl primeru (50 pmol/ul)

2 ul 10x PCR pufru bez MgCl: (Sigma-Aldrich, P2317-1.5ML, St. Louis, USA)

0,8 ul 50 mM MgCl: (2mM) (Sigma-Aldrich, M8266, St. Louis, USA)

0,1 pl od kazdého 100 mM dNTP (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)

0,4 ul Taq polymerazy (5 U/ul) (Invitrogen, 10342-020, ThermoFisher Scientific,
California)

11,2 ul dvakrat destilované vody
V zavorce jsou uvedeny ysledné koncentrace reagencii v roztoku.

Do jamek desticky jsme napipetovali 15 ul reakéni smési a 5 ul vzorku DNA
nafedéné na 10 ng/ul. Pripravili jsme si také pozitivni a negativni kontrolu. Jako
pozitivni kontrola bylo pouzito 5 ul parazitarni DNA a jako negativni kontrola
slouzila destilovand voda. Jamky jsme pfekryli vicky a vlozili do thermocyckleru,

kde probihala klasicka PCR reakce.

Jamky ELISA-desticky (Costar,Corning Incorporated, NY, USA) jsme potahli10 ul
streptavidinu (54762, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) v 10 ml NaHCOs

(Lachema, Brno, Ceska republika) a nechali je v lednici pies noc inkubovat.
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Dalsi den jsme jamky ctyfikrat promyli promyvacim roztokem. Po ovéfeni
produkti PCR reakce elektroforetickym délenim, které byly nafedény
na 2% koncentraci (2 pl PCR produktu a 98 ul 2% FCS/PBS), jsme jimi naplnili
desticku. Standardni kfivku k vyhodnoceni reakce jsme si pfipravili fedénim
standardu dvojkovou fadou. Nejvyssi koncentraci standardu jsme pripravili

nafedénim 4 ul PCR produktu ve 196 ul 2% FCS/PBS.

Po 2 hodindch inkubace pfi pokojové teploté jsme desticku Sestkrat promyli
promyvacim  roztokem. Do  jamek jsme  napipetovali 100 pl
antidideoxigenin-znacenych protilatek detekujici Fab fragmenty a inkubovali je

na 45-60 minut pfi pokojové teploté.

K odstranéni nespecificky navazanych latek jsme jamky osmkrat promyli
promyvacim roztokem. Poté jsme ke kazdé jamce odpipetovali 100 pl
ABTS substratu (St. Louis, Sigma-Aldrich, USA) s H:0: (Lachema, Brno, Ceska
republika) - 1 pl 30% H20: na 1 ml ABTS substratu. Po 5-15 minutach se objevila
barevna reakce vhodnd ke spektrofotometrickému méfeni. Na zakladé absorbance
vzorku méfené pomoci spektrofotometru NanoDrop Spectrophotomerer (ND-1000,

Thermo Scientific) jsme kvantifikovali mnozstvi parazitt.

4.8 DNA typizace

Pfi genetické typizaci se vyuziva odliSnost v sekvenci DNA. Abychom odhalili
tyto genetické rozdily jednotlivych kment, vyuzili jsme polymorfisma, které se
vyskytuji pfevazné v nekodujicich oblastech, jednd se o tzv. genetické znacky.
Nejcastéji se jako molekuldarni markery pouzivaji repetitivni sekvence STR,
polymorfismus lze také detekovat restrikéni analyzou SNP, kdy lze detekovat

sekvence lisici se pouze jednim nukleotidem.

Pfi pouziti STR markert probiha klasickd PCR reakce, béhem niZz se jako primery
voli pravé STR markery.
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4.9 Statisticka analyza

Ziskana data jsme analyzovali v programu Statistica 13 (TIBCO Software Inc.,
USA). Kanalyze dat je tfeba jejich normalni rozdéleni, toho je mozné docilit

transformaci dat.

Genotypy, spolu s pohlavim a vékem, byly stalymi faktory, jako nahodny faktor
bylo analyzovano cislo experimentu. Jako validni se jevily markery, pro jejichz
P hodnotu plati P <0,05. Pro ziskani signifikantnich hodnot genomu byly P hodnoty

pro tyto markery prepocteny pomoci vzorce (31):
ar, = [C + 2pGh(T)]ar

kde ar je korektni P hodnota, C je pocet chromosomii segregujicich béhem kiiZeni
mezi CcS-11 a BALB/c (pro CcS-11 x BALB/c je C = 8), p =1,5 pro Fz hybridy, h(T) je

hodnota ziskand béhem statistické analyzy dat (F pomér) a arje P hodnota.

Vysledky statistické analyzy jsme zaznamenali do tabulky. Vysledky
s P hodnotou nizsi nez 0,05 byly pfepocteny podle uvedeného vzorce. Jako
signifikantni byly oznaceny vysledky pro jejichz P hodnotu po korekci plati,
Zze P>0,05.
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5 VYSLEDKY

Pri genetické typizaci se vyuziva odlisSnost v sekvenci DNA. Vyuziva se
polymorfismti vyskytujicich se prevazné v nekddujicich oblastech. V praxi se
nejcastéji jako molekuldrni markery vyuzivaji STR markery zachycujici repetitivni
sekvence a také SNP markery, kdy po provedeni restrikéni analyzy miizeme
detekovat i sekvence liSici se pouze v jednom nukleotidu. Snimek typizace pomoci

SNP je uveden nize.

BALB,STS,Cc320a,CcS20b,CcS20c

chr2:34026765 chr2:170129556  chr3:70008683 chr3: 18652092

Obrizek 6: Snimek elektroforetického rozdeélent fragmentii vzorkii CcS20a, CcS20b a CcS20c pouzitim
enzymii Mnll, Alul, Becl a Mnll

Na Obrazku 6 je zachycen vysledek elektroforézy vzorkti CcS-20a, CcS-20b
a CcS-20c po restrikci enzymy Mnll, Alul a Becl. V prvnich pozicich jsou kontrolni
vzorky kmene BALB/c a STS, u kterych jsou patrné rozdily v délkach restrikénich
fragmentt. Podle nich jsme urcili vzorky po restrikci enzymem MnlIl BALB/c
ptivodu. Restrikéni fragmenty po ptlisobeni enzymti Alul a Becl ukazuji u vzorku
CcS-20a a CcS5-20c na alely kmene STS. Vzorek CcS-20b vykazuje po restrikci
enzymem Bccl BALB/c ptavod, Stépné produkty enzymu Alul nejsou patrné,

vzhledem k vyplaveni vzorku béhem nandseni do jamky gelu.

Typizace jsme provadéli také pomoci mikrosatelitnich markerti, které detekuji
repetitivni sekvence STR. Jedna se o polymorfismy vyskytujici se napfi¢ celym
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genomem, a to pfedevsim v euchromatinu eukaryotnich bunék. Vysledek DNA
typizace, ktera byla provedena v radmci paralelniho pokusu laboratofe Oddéleni

molekularni a bunééné imunologie, je zachycen nize.

Jedna se o typizaci mysiho kmenu 6354/XJ4 STR markery D10Mit46 a D10Mit271.
Marker D10Mit46 ohranicuje sekvence Chrl0: 116384730-116384957 bp, marker
D10Mit271 oznacujici DNA sekvenci v misté Chrl0: 124345946-124346062 bp. Spolu
s kmenem X]J byly pro porovnani byly typizované zdkladni kmeny BALB/c, STS a
také kmen O20.

D10OMIT46

D10OMIT271
]

Obrdzek 7: Snimek elektroforetického rozdéleni fragmentii vzorkii B2120-2133 a B1487-B1493 za pouZiti
markerti D10Mit46 a D10Mit271

Snimek elektroforetického déleni zndzornuje fragmenty DNA amplifikované
markery DI0Mit46 a D10Mit271. Pfi srovnani s kontrolnimi vzorky BALB/c a STS
reprezentuji vSechny vzorky homozygoty se shodnou délkou fragmenti s alelou
BALB/c. Také kmen O20 ma délku fragmentu znacenou markerem DI10Mit46
shodnou s kmenem BALB/c, pfipadné se mtiZe jednat o rozdily mensinez 6 pb a tyto
rozdily by pak mohly byt detekovany elektroforetickym délenim s radioaktivnim
znacenim. Pfi znacenim markerem D10Mit271 je vznikly fragment DNA kmene O20

kratsi nez fragmenty ostatnich analyzovanych kment.

Dals$im dulezitym vychozim krokem béhem mapovani genetické kontroly
mnozstvi parazitli v organech mysi je stanoveni vysledného fenotypového projevu.

Ke kvantifikaci mnozstvi parazitti v orgdnech mysi po infekci L. major jsme pouzili
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metodu PCR-ELISA. Analyzovana DNA byla z organti ziskana izolaci proteinazou

K, jejiz postup je, stejné jako postup metody PCR-ELISA, zminén v metodice prace.

Obrizek 8: PCR-ELISA detekujici DNA parazitii v lymfatickyjch uzlindch

5.1 Vysledky kvantifikace mnozstvi parazitii v organech
zakladnich mySich kment po infekci L. major

Detekci DNA paraziti v orgdnech mysi jsme provedli na zdkladnich kmenech,
a to kmenech BALB/C (n=10), STS (n=10), CcS-05 (n=8), CcS-20 (n=11), O20 (n=8)
a B10.020 (n=13), kde n je pocet analyzovanych mysi. Mezi kmeny citlivé k infekci
zpusobené parazity Leishmania major patfi rekombinantni kongenni kmen B10.020,
ktery nese geny od kmene O20 na genetickém pozadi kmene B10 a také vysoce
vnimavy kmen BALB/c. Rezistenci k infekci vykazuji naopak kmeny STS, O20

a kmen CcS-5. Kmen CcS-20 vykazuje stfedni odolnost.

Ze ziskanych hodnot jsme spocetli aritmeticky primér jakoZto statisticky
ukazatel. Vysledky analyzy mnoZstvi paraziti v jatrech, sleziné a lymfatickych
uzlindch jsou shrnuty v Tabulce 2 a znazornény ve formé graft nize. Zkratkou SD je

oznacena smérodatna odchylka.
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Tabulka 2: MnoZstvi parazitii v orgdnech zdkladnich kmenii po infekci L. major

Kmen
BALB/c STS CcS-05 CcS-20 020 B10.020
Mnozstvi parazitti
., . 0,375 +0,24 0,121+ 0,02 0,157 + 0,04 0,118 + 0,05 0,06 0,02 0,055 + 4,8 x10°
v jatrech (pramér + SD)
Mnozstvi parazitti ve
. .y 7,499 + 2,48 7,151+ 3,67 6,559 + 4,09 7,259 £2,59 6,266 + 3,47 5,627 + 2,51
sleziné (pramér + SD)
Mnozstvi paraziti
v lymfatickych uzlinach 2,77 £1,46 1,54 +1,92 1,46 £ 0,76 0,39 £0,63 9,1x102+ 0,06 0,97 +1,46
(pramér + SD)
Mnozstvi parazith v jatrech
H pramér + SD B median
0,7
0,6
e
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s
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>N
)
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00 N
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Obrazek 9: Graf mnoZstvi parazitii v jatrech jednotlivijch mysich kmenii po infekci L. major
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Mnozstvi parazita ve sleziné
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Obrdzek 10: Graf mnoZstvi parazitii ve sleziné jednotlivych mysich kmenii po infekci L. major

Mnozstvi paraziti v lymfatickych uzlinach
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Obrizek 11: Graf mnozstvi parazitii v lymfatickych uzlindch jednotlivych mysich kmenii po infekci L. major

Z grafického znazornéni vysledkii detekce mnoZstvi parazit(i v jatrech, sleziné
a lymfatickych uzlinach po infekci L. major je patrné, Ze nejvétsi mnozstvi parazitii
bylo zachyceno u velmi citlivého kmene BALB/c. V pfipadé detekce paraziti
vjatrech a ve sleziné vykazoval druhy vnimavy kmen B10.020 nejnizsi pocet

parazit.
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Vjatrech a lymfatickych uzlindch rezistentnich kment a stfedné odolného
CcS-20, bylo naméfeno mensi mnozstvi parazit(i, nez u vysoce vnimavého kmene
BALB/c. U vysledkii detekce paraziti ve sleziné se rozdil v poctu parazith

detekovanych v organu znacné stira.

Na zakladé téchto vysledkti Ize tedy fici, Ze mnoZstvi parazitti v organech mysi
je zfejmé geneticky ovlivnéno. Jelikoz se vSak jednd o zdkladni kmeny, nikoliv
o F2 generaci, nelze na téchto vysledcich provést mapovani kandidatnich genti

a provést statistickou analyzu vazby.

5.2 Vysledky mapovani gent kontrolujici mnozstvi parazitt
v organech mysi po infekci L. major

Kurceni kontroly mnoZstvi paraziti v organech mysi po infekci L. major
a ke statistickému zpracovani byly pouZity data experimentu (Distinct genetic
control of parasite elimination, dissemination, and disease after Leishmania major
infection) analyzujiciho pocty parazitt ve slezindch, uzlinach a jatrech a detekujiciho

hladiny IFNvy, IL-12 a IL-4 v séru u F2 kfiZenct mezi kmeny BALB/c a CcS-11.

Ziskand data jsme analyzovali v programu Statistica 13 (TIBCO Software Inc.,
USA). Kanalyze dat bylo tfeba jejich normalni rozdéleni, toho jsme docilili
transformaci dat. U sleziny byla data transformovana x = log(s) + 5, data
lymfatickych uzlin byla transformovana x = log(a x 100), kde pismenem a oznacdena

vychozi hodnota.

Nejprve jsme provedli statistickou analyzu kazdého genu zvlast a to na mysich
samicich, které vykazovaly vyssi signifikanci. Poté byla provedena analyza také

u samctl a analyza obou pohlavi.

Vysledky statistické analyzy jsou zaznamendny v Tabulce 3. Zkratkou NS jsou

oznaceny nesignifikantni vysledky, tedy vysledky s P > 0,05. Jako signifikantni byly
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po prepoctu oznaceny vysledky s opravenou P hodnotou vyssinez 0,05. Pismenem
C je v Tabulce 3 oznacena pritomnost alely kmene BALB/c, S oznacuje pfitomnost

alely kmene STS a n oznacuje pocet mysi.
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Tabulka 3: Analyza vazby genii, které ovliviiuji mnoZstvi parazitii ve sleziné a v lymfatickych uzlindch kmene

CcS11
Anal , Genotyp o . p
Fenotyp na yz?vana Marker P hodnota pravend
skupina hodnota
cc cs Ss
Obé pohlavi , 5,67+133 512131  500+140 )
DI10Mitl2 o5 " 07 1,91x10
5,65+1,29 517 +1,32 4,89 14
D10Mitdé O I O 3,96 x 10° NS
! (n=59) (n=144) (n=75) X
Samice 519+1,36 442+119 426104
D1 it12 7 % 7 7 % 7 2 104
Mnozstvi OMit (n=30) (n=66) (n=45) 310
parazita ve
slezing 502126  442+119 426109
Dl it4 'y % "y 7 2 7 7 1 3
OMitd6 no26) et P 9,37 x 10 NS
Samci , 6,20 +1,11 571+114  6,04+119
DI10Mitl2 w27 i e32) 0,179 NS
—— 6,15+1,09 5,72 +112 6,01+119 758 x 102 NS
(n=33) (n=77) (n=27)
Obé pohlavi 5,93 1,21 594+118 553112
DIMit4 1,93 x 10+
Mit403 (o6 s164) (no66) ,93x10
6,16 +1,02 586+118  554+128
DI0Mit46 0= o0 PR 6,99 x 107 NS
! (n=56) (n=147) (n=75) X
, 5,96 +114 587+118 571125
DI9Mit51 w7 (-130) 079, 0,156 NS
Samice 532+113 516109  4,87+0,83
DIMit403 P PO orE 2,13 x 10°
it40 (n=35) (n=68) (n=36) x10
DI0Mitd6 559+102  512+098  4,89+110 138 %107 NS
Mnozstvi (n=24) (n=68) (n=47)
parazitii
v lymfatickgch DloMitsL 554+096  496+102  4,99+108 o 109 NS
uzlinach (n=36) (n=58) (n=45)
Samci 6,63+094  659+082  636+0,94
DIMit403 O 7 O 0,259 NS
! (n=29) (n=79) (n=27)
6,59 + 0,80
DIOMit46 6491095 6,69:£0,67 0,892 NS
(n=32) (n=77) (n=26)
6,35 +1,19
DI9Mit51 665:066 662074 0,934 NS
(n=39) (n=63) (n=33)
6,47 + 0,74
D8Mit85 684:055 6582088 4, 102 NS

(n=32) (n=44) (n=19)
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Pro markery D10Mit12 a D10Mit46, které u vysledkt sleziny pro samice a pro obé
pohlavi spliuji podminku P < 0,05, byla ndsledné provedena statistickd analyza
vzajemné interakce a vlivu na vysledny fenotyp. Tento postup jsme opakovali také
pro dal$i markery uvedené v Tabulce 3. Nékteré z téchto markert mély P hodnotu
pouze hrani¢ni ¢i nesignifikantni. I pro tyto markery byla provedena analyza
ke zjisténi, zda néktery =z dalSich markert nezesili vliv jinak nevyznamného

markeru.

Analyza byla opét, vzhledem k velkému vlivu pohlavi, zpocatku provadéna
na mysich samicich, poté byla statistika provedena u samcti a u obou pohlavi.

Vysledky této analyzy jsou uvedeny v nasledujici tabulce.

Tabulka 4: Analyza kontroly mnoZstvi parazitii v orgdnech mysi kombinaci markerii

Analyzovana P Opravena
F k
enotyp skupina Markery hodnota P hodnota
Obé pohlavi D10Mit12*D10Mit46 6,65 x 102 NS
Mnozstvi
parazitii ve Samice D10Mit12*D10Mit46 NS NS
sleziné
Samci D10Mit12*D10Mit46 NS NS
Obé pohlavi D8Mit85*D10Mit46 1,43 x 10 NS
D10Mit46*D19Mit51 2,21 x 102 NS
D1Mit403*D10Mit46*D8Mit85 4,33 x102 NS
Mnozstvi . . .
L Samice D8Mit85*D10Mit46 2,44 x 102 NS
parazita
lymfatickych
vim .a I,C ye D10Mit46*D19Mit51 NS NS
uzlinach
D1Mit403*D10Mit46*D8Mit85 3,01 x 102 NS
Samci D8Mit85*D10Mitd6 3,22 x 102 NS
D10Mit46*D19Mit51 NS NS

Pfi analyze vzajemné interakci gent je tfeba nejprve vyloucit moznost vzajemné

vazby. Kvylouceni moznosti vazby mezi geny a k zamezeni pfipadné falesné
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pozitivnich vysledk(i jsme si mohli v databazi Mouse Genome Informatics
(pfistupné na internetové adrese www.informatics.jax.org) vyhledat pozici téchto

gentl.

Po pfepoctu ziskanych hodnot vzorcem uvedenym v metodice statistické analyzy
na strané 48 vSak vykazovali interakci pouze geny oznacené markery D8Mit85
a D10Mit46 a to pouze pri analyze na pohlavi nezavislé. Po korekci P-hodnoty
interakci pro cely genom, kdy je tfeba vyslednou hodnotu vynasobit dvéma, byla

vzajemna interakce vyloucena.
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6 DISKUZE

Cilem prace bylo sezndmeni se s metodami molekularni biologie s cilem nalezeni
genetické kontroly mnozZstvi paraziti v organech mysi infikované L. major. Mym
ukolem bylo, mimo jiné, naucit se pomoci metody PCR-ELISA, ktera detekuje
specifické konzervativni DNA sekvence v genomu leishmanii, uréit mnoZstvi
paraziti vorganech mysi po infekci timto parazitem. PouZzitim vhodnych
mikrosatelitnich markertt mély byt analyzovany genetické sekvence s nalezenim
polymorfismi DNA. Na zdkladé ziskanych dat byla nasledné provedena statisticka

analyza urceni vazby a byly ur¢eny kandidatni lokusy.

Pro DNA typizaci jsme pouzili STR markery, které zachycuji kratké tandemové
repetice napfi¢ celym genomem a jejichZ podoby jsou mezi jedinci velmi variabilni.
I pfes nartstajici popularitu SNP marker(i se zda pouziti téchto mikrosatelitnich
markertt béhem zachycovani polymorfismt jednodussi. STR markery jsou totiz
oproti SNP markertim, pro které existuje pouze omezené mnozstvi alel (obvykle dvé
pro jeden lokus), vysoce polymorfni. Také vzhledem k snadné amplifikaci PCR staci
jen malé mnozZstvi templdtové DNA. Dalsi vyhodou pouZiti pravé téchto
mikrosatelitnich marker(i béhem typizace je vznik vétSich a snaze detekovatelnych
amplikonti. Oproti praci s SNP markery, které jsou sice stalejsi a existuje pro né
méné mutaci, odpada pfi typizaci krok s restrikénim Stépenim a toto provedeni je
tedy rychlejsi a také levnéjsi. Pfi analyze velikého poétu vzorki (v naSem pripadé

300) je tedy vhodnéjsi pouziti STR markerti (32).

Béhem prace s STR markery je vsak tfeba dbat na rozdily délky amplikond, které
vznikaji mezi jednotlivymi kmeny po pouziti markeru. Aby do$lo k zfetelnému
rozliSeni fragment(i ohranicenych témito markery na agarézovém gelu, mélo by se
jednat o délkovy rozdil nejméné 6 nukleotidti. Tyto rozdily jsou patrnéjsi pfi pouziti

SNP markert, pfi jejichz pouziti vznikaji mensi fragmenty a i rozdil 6 nukleotidt je
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pak zfetelnéjsi. Poté je tfeba polymorfismus detekovat jinym zptlisobem

nez klasickou gelovou elektroforézou, napriklad radioaktivnim znacenim.

Pro detekci parazitt byla zvolena PCR-ELISA, ktera na rozdil od klasické ELISA
metody zachycuje namisto proteinti specifické nukleotidové sekvence. Ke zjisténi
mnozstvi paraziti v orgdnech ¢i k jejich pritkazu 1ze pouZzit mimo PCR-ELISA také
mikroskopické  techniky, bunécné kultury, pfimy aglutinacni test,
imunofluorescencni detekce. Mikroskopické a kultivaéni postupy jsou stale
povazovany vzhledem ke své vysoké specifité za zlaty standard pfi prikazu
parazit(i. Tyto metody jsou oproti ndmi pouzité PCR-ELISA metodé ¢asové naro¢né

a také citlivost metod je zavisld na mnoZstvi paraziti v bioptickém materialu (32).

Spojeni amplifikace pro parazita specifickych a konzervativnich DNA sekvenci
spolu se specifickou enzymatickou detekci nam dava moznost specificky prokazat
a detekovat i malé mnozZstvi paraziti, metoda je tedy nejen specifickd, ale také
dostatecné citlivd. PCR-ELISA tedy je k priikazu paraziti L. major vhodnéjsi
nez mikroskopie ¢i bunééné kultury, a to predevSim ve vzorcich s mensim

mnozstvim paraziti (32).

Nejprve jsme provedli detekci parazitti v organech zadkladnich a rekombinantnich
kongennich mysich kment. Vysledky této kvantifikace zachycuji grafy
na Obrazku 9, 10 a 11 v kapitole Vysledky. Pfedpokladali jsme nejvétsi mnozstvi
parazit(i v orgdnech vysoce vnimavého kmene BALB/c a tato hypotéza se také
potvrdila. Kmeny k infekci rezistentni po infekci L. major vykazovaly, vyjma
vysledkti detekce parazitii ve slezin€, niz§i hodnoty. Relativné nizké mnozstvi
paraziti bylo detekovano v orgdnech vnimavého kmene B10.020. Patrné se jedna

o silnou zanétlivou reakci vii¢i parazitiim, kterd nasledné vede k organové patologii.

Priibéh infekce u rezistentnich kment totiz podléhd kontrole adaptivni imunitni

odpovédi zprostfedkované Th1l lymfocyty. Prostfednictvim NO syntazy makrofagu
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dochazi k oxidaci L-argininu na oxid dusnaty, ktery miize narusit Fe-dependentni
enzymatické cesty nezbytné k preZiti amastigotli v makrofazich. Dochazi tak
ke sniZeni poctu parazitii a hostitel se po této obranné reakci stadva imunni proti
nasledné infekci L. major. I pfesto v mistech infekce a také v lymfatickych uzlinach

dale pretrvava stala populace parazitt (33).

Pri¢inou vysokého poctu parazitii ve sleziné u vsSech kmenti a nezfetelnych
rozdilti mezi vnimavymi a rezistentnimi mysimi kmeny k infekci L. major je odliSny
prubéh infekce v tomto organu. Na rozdil od jinych orgdnt, jako jsou naptiklad
pravé nami analyzované lymfatické uzliny. Ve sleziné nedochdzi ke stejnému
spontannimu niceni parazitti prostfednictvim oxidu dusného. Aktivita zanétlivé
NO syntdzy je pouze prechodnd. Dochazi ke ztraté cytotoxické aktivity makrofagt,
ktera mtize byt zptisobend také jejich sekunddrnim dozravanim ¢i jejich diferenciaci

po vystaveni zdnétlivému prostfedi sleziny (33).

Geneticky vliv na mnoZstvi parazitti po infekci L. major byl zkouman pomoci
statistické analyzy dat. Na zdkladé vysledka publikovanych v ¢lanku Distinct
genetic control of parasite elimination, dissemination, and disease after Leishmania
major infection lze usoudit, zda je statistické vyhodnoceni a zda jsou hodnoty

uvedené v Tabulce 3 a Tabulce 4 spravné (31).

Z vysledkti lze usoudit, Ze mnozstvi paraziti v lymfatickych uzlinach je
kontrolovano genem, ktery je zna¢en markerem D1Mit403. Jednd se o segment DNA
na 1. chromozomu oznacovany jako Lmr20. Vliv tohoto lokusu na mnoZstvi parazitt
v lymfatickych uzlindch byl vSak prokazan pouze u samic ¢ u obou pohlavi,
pro mysi samce se tato hypotéza nepotvrdila. Parazitarni zatéz ve sleziné je
kontrolovana segmentem DNA, ktery detekujeme markerem D10Mitl2. Jedna se
olokus lezici na 10. chromosomu znaceny jako Lmr5. Také pro tento lokus

vykazovaly signifikantni vysledky pouze samice ¢i obé pohlavi.
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Z vysledkti uvedenych v Tabulce 3 je kromé jiz zminénych kandidatnich gent
také patrny vliv pohlavi na mnoZstvi parazitti jak v lymfatickych uzlinach, tak také
ve sleziné. U samice kmene CcS-11 byl detekovan i tisicinasobek paraziti v obou
analyzovanych organech. Vysledky tak poukazuji na moznost rozdilného ptisobeni
genti kontrolujicich citlivost na L. major u obou pohlavi. Tento pfedpoklad byl
prokazan také v dalSich pracich, napfiklad Slapnickova et al. uvadi vliv pohlavi

na mnozstvi parazit v lymfatickych uzlinach (34).

Ve srovnani publikovanych dat a dat uvedenych v tabulkach v kapitole Vysledky
se nékteré hodnoty znacné lisi. Tyto rozdily jsou diisledkem rozdilné tupravy
ziskanych dat. V pfipadé statistického zpracovani dat publikovanych v uvedeném
clanku nedoslo ke stejné transformaci dat, jako v nasem pripadé. S cilem ziskani
normalniho rozliSeni byla data ziskana pfi detekci parazitli ve sleziné upravena
podle vzorce x = log(a) + 5 vysledky méfeni u lymfatickych uzlin byly
transformovany podle vzorce x = log(a x 100). Pismenem a je oznacena vychozi

namérena hodnota.

Na zdkladé takto odliSné upravenych dat dochédzi tedy také k rozdilim
v hodnotach hodnoty P. V zavéru obou statistickych analyz vSak nachdzime shodu.
A to nalezeni lokusti kontrolujici mnozstvi paraziti v organech mysi po infekci
Leishmania major, lokus Lmr20 na 1. chromozomu ovliviwujici mnozstvi parazit

v lymfatickych uzlindch a lokus Lmr5 kontrolujici mnoZstvi parazitli ve sleziné.

Shrnuti vysledki je zndzornéno v Tabulce 5. Jsou zde popsany lokusy a jejich
pozice na chromosomu, vcetné jejich dalSiho ptisobeni béhem infekce L. major (31).
Detekované lokusy ovliviiuji nékolik odlisnych znakti. Moznou pfi¢inou rozmanité
aktivity obou lokusi mtize byt jak pfitomnost nékolika gent ovliviiujici odlisné
znaky, tak schopnost jednoho genu ovlivnit né€kolik fenotypovyh znakii. Tento
problém by mél byt vyfeSen pomoci rekombinantni analyzy, jejiz vysledky

by znamenaly dalsi dileZity pokrok v pochopeni reakce organismu na infekci.
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Tabulka 5: Shrnuti vysledkii kontroly mnoZstvi parazitii v lymfatickych uzlindch a ve sleziné

Marker Chromosom Lokus Pozice (cM) Kontrolovany znak

Mnozstvi paraziti v lymfatickych

D1Mit403 1 Lmr20 100
uzlinach, sérovy IgE, sérovy IFNy
Velikost 1ézi, mnozstvi parazitt ve
D10Mit12 10 Lmr5 56,0 slezing, sérovy IgE, sérovy INFy,

sérovy IL-4

Pfi studiich vazby mezi fenotypem a markerem kvantitativnich znakti v3ak
nemusime vzdy jejich vazbu prokazat. A tak i pfesto neni mozné vyloucit
pfitomnost vazby. Geny mohou mit tfeba pouze mensi i¢inek na vysledny projev

znaku.

Béhem statistické analyzy jsme také analyzovali moznou interakci mezi markery.
Vysledky v Tabulce 4 ukazuji mozné spoluptisobeni markeru D10Mitl2 a markeru
D10Mit46 pfi kontrole mnozstvi parazitli ve sleziné, a to pro obé pohlavi.
Po provedeni korekce se tato moznost vSak nepotvrdila. MoZnost interakce markerti
uvedenych rovnéz v Tabulce 4, které vykazuji moznost vzdjemného pusobeni
pfi kontrole mnozstvi parazitti v lymfatickych uzlindch, se po provedeni korekce

rovnéz nepotvrdila.

MnozZstvi parazitli, a pfedevsim projevy infekce, jsou fizeny nékolika riznymi
geny a to nejen umysi, ale také u lidi. Polymorfni geny ovliviiujici mnozstvi parazitti
v napadeném organu, ale také geny ovliviiujici imunitni systémovou reakci, maji
za nasledek rozdilny pribéh onemocnéni. A naopak, stejné klinické symptomy
mohou byt u rtznych jedinct zptisobeny odliSnymi patologickymi cestami. Tyto
odlisné cesty infekce maji za nasledek rozdilnou odpovéd na stejny zptisob lécby

u nakaZenych se shodnym fenotypovym projevem.

Nalezenim genti, které fidi imunitni odpovéd ¢i patologii jednotlivych organti,
nebo naopak genti, které se uplatiiuji pfi eliminaci paraziti nebo potlaceni infekce,
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dochazi k pokroku v oblasti funkénich imunologickych studiich a pochopeni této
interakce mezi parazitem a imunitnim systémem hostitele je dtilezity pro pochopeni

vzniku a rozvoji onemocnéni.
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7 ZAVER

S pomoci metod molekularni biologie a pomoci vazebné analyzy byly prokazany
dva lokusy ovliviiujici mnoZstvi paraziti v organech mysi po ndkaze L. major. Jedna
se o lokus Lmr20 na 1. chromosomu, ktery kromé kontroly mnozZstvi paraziti
v lymfatickych uzlinach také ovliviiuje hladiny protilatek IgE a hladinu INFy.
Na 10. chromosomu se nachazi lokus Lmr5 ovliviujici mnoZstvi parazit(i ve sleziné

anebo ma také vliv na velikost koznich 1ézi.

Pfi detekci polymorfismtit v DNA sekvencich jsme pouzili STR markery, které
maji vyssi diskriminaéni schopnost a jejichz pouZiti je z hlediska financni i casové
naroc¢nosti vhodnéjsi. Pro stanoveni mnoZstvi paraziti v organech mysi po infekci
L. major jsme pouzili metodu PCR-ELISA, ktera zachycuje sekvence DNA
charakteristické pro tyto parazity. Pomoci této metody bylo detekovano jejich

nejvetsi mnozstvi u vysoce citlivého kmene BALB/c.

Nalezeni genti pfimo ovliviiyjici imunitni odpovéd organismu, ¢i gent
zodpovidajici za patologii napadenych organti, by znamenalo pokrok v oblasti
imunologickych studii. Jelikoz dosud nebyl objasnén vztah mezi mnoZstvim
patogenti v organismu a klinickymi projevy, mohlo by spolu s odpovédi na tuto

otazku dojit k pochopeni patofyziologie infekéniho onemocnéni.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AV CR - Akademie véd Ceské republiky

BAC — Umélé bakteridlni chromosomy (bacterial artificial chromosome)
bp — Par bazi (base pair)

cDNA - DNA vznikla reverzni transkripci (complementary DNA)
cM - Centimorgan

Cre - Cyclization recombinase

DEPC - Diethylpyrokarbonat

DIG - Digoxigenin

DNA -Deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)
dNTP - Deoxyribonukleotid trifosfat

dUTP — Deoxyuridin trifosfat

EDTA - Kyselina ethylendiamintetraoctova

ELISA - Enzyme-linked immunosorbent assay

EtBr — Ethidiumbromid

F1 - Prvni filidlni generace

F2 — Druha filidlni generace

FCS - Fetélni bovinni sérum

GACR - Grantova agentura Ceské republiky

HUGO - Human Genome Project

INFy — Interferon y



IgE — Imunoglobulin E

IL - Interleukin

Lmyr — Leishmania major response

LoxP - Locus of X-over P1

MgCl: — Chlorid hotec¢naty

NK - Nukleové kyseliny

NO - Oxid dusnaty

PBS - Fosfatovy pufr (phosphate buffer solution)

PCR - Polymerazova retézova reakce (polymerase chain reaction)
QTL - Lokusy kvantitativnich znakt (quantitative trait locus)

RNA - Ribonukleova kyselina (ribonucleic acid)

SD - Smérodatna odchylka

SDS - Sodium dodecylsulfat

SNP - Jednonukleotidovy polymorfismus (single nucleotide polymorphism)
STR - Kratké tandemové repetitivni sekvence (short tandem repeat)
Taq — Thermus aquaticus

TBE — Tris-borat-EDTA

TK H:0 - Tkénova voda

UMG - Ustav molekulérni genetiky

YAC - Umélé kvasinkové chromosomy (yeast artificial chromosomes)
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