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Seznam pouzitych zkratek

AIRS — artifical introduction of restriction sites

ALA — aminolevulova kyselina

AMP — adenosinmonofosfat

AS — arachnomelia syndrome

AS-PCR — allele specific polymerase chain reaction

ASS — gen skotu: argininosuccinate synthetase 1

ATP — adenosintrifosfat

BCAA — branched chain amino acids

BCKA — branched chain o - keto acid

BCKDHA — gen skotu: branched chain keto acid dehydrogenase E1, alpha polypeptide
BCKDHB — gen skotu: branched chain keto acid dehydrogenase E1, beta polypeptide
BL — mezinarodni kod pro heterozygotni jedince s alelou pro BLAD
BLAD - bovine leukocyte adhesion deficiency

bp — bazové pary

CD11/CD18 — podjednotky B2 heterodimerického integrinu

cDNA — complementary DNA

CLAD - canine leukocyte adhesion deficiency

CNS — centralni nervova soustava

CRV - CRV Czech Republic, spol. sr.o.

CV — mezinarodni kod pro heterozygotni jedince s alelou pro CVM
CVM - complex vertebral malformation

CMSCH, a.s. — Ceskomoravska spolecnost chovatelt, a.s.

DNA — deoxyribonukleova kyselina

dNTP’s — deoxynucleotide triphosphates

DP — mezinarodni kod pro heterozygotni jedince s alelou pro DUMPS
DUMPS — deficiency of uridine monophosphate synthase

EDTA — kyselina ethylendiaminotetraoctova

EHRC — European Holstein and Redholstein Confederation

ELFO — elektroforeticka separace v agar6zovém gelu

FBN — Leibniz-Institut fiir Nutztierbiologie

F11 — gen skotu: coagulation factor XI



FAQO — Food and Agriculture Organization

FC — ferochelataza

FECH — gen skotu: ferrochelatase

GAA — gen slotu: acid alpha glucosidase

GSD Il — glycogen storage disease 11

GSD V - glycogen storage disease V

CHS — Chediak— Higashi syndrom

ID — Inseminacni davka

ISB — inseminacni stanice bykl

ITGB2 — gen skotu: integrin 2

KDZ — kontrola dédi¢nosti zdravi

LAD - leukocyte adhesion deficiency

LDL — low density receptor

LRP4 — gen skotu: low density lipoprotein receptor- related protein 4
LYST — cytosolovy protein

MAN2B1 — gen skotu: mannosidase, alpha, class 2B, member 1
MANBA — gen skotu: mannosidase beta A, lysosomal precursor
MFD — mule foot disease

MOCSL1 — gen skotu: molybdenum cofactor synthesis 1
MSUD — maple syrup urine disease

NCBI — National Center for Biotechnology Information
OMIA — Online Mendelian Inheritance in Animals

PCR — polymerase chain reaction

PH — plemeno hereford bezrohy

PK — proteindza K

PP — protoporphyria

PS — plemeno shorthorn bezrohy

PYGM — gen skotu: phosphorylase glycogen muscle

RE — restrikni endonukleazy II. tfidy

RFLP — restriction fragment length polymorphism

RNA — ribonukleova kyselina

SAA — arachnomelia and arthrogryposis

SDS — dodecylsulfat sodny

SCHHS CR — Svaz chovateli holstynského skotu CR, 0.S.
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SLC35A3 — gen skotu: solute carrier family 35 member 3
SUOX — gen skotu: sulfite oxidase

SVU — Statni veterinarni ustav

SY - syndactyly

TD — mezinarodni kod pro zdravé jedince bez alely pro DUMPS
TE — pufr (Tris-HCI + EDTA)

TL — mezinarodni kéd pro zdravé jedince bez alely pro BLAD
TM — alela pro tichou mutaci

Tris-HCI — tris-hydroxymethyl-aminomethanu hydrochlorid
TV — mezinarodni kod pro zdravé jedince bez alely pro CVM
UMPS — enzym uridin-5"- monofosfat syntaza

UV — ultrafialové zaieni

VUVeL — Vyzkumny tstav veterinarniho 1ékaistvi

WHFF — World Holstein Friesian Federation



1. Uvod

Chov skotu — tura domaciho (Bos primigenius f. taurus) ma pro lidstvo nezastupitelny
vyznam jako soucast zemédélského hospodateni, pro produkci potravin, surovin, trodnost
pudy, utvareni krajiny, v nékterych oblastech jako pracovni i dopravni prostiedek, mize byt
kulturnim nebo i nabozenskym symbolem.

Podle statistik FAO (FAOSTAT, 2011) je na svété chovano cca 1,4 miliard kusu skotu.
SAMBRAUS (2006) uvadi existenci cca 450 plemen. Nejvyssi stavy skotu maji Indie, Brazilie,
Cina, USA, EU, Etiopie.

Zakladem uspésného chovu je zdrava populace zvitat, kdy ¢lovek i vzhledem ke svému
zdravi ma povinnost pecovat o zdravi chovanych zvifat, nebot” jen geneticky kvalitni plemena
a konstitu¢né zdatni jedinci zajisti pozadavky, které jsou na né ¢lovékem kladeny. V soucasné
dob¢ jsou tyto naroky zejména v hospodaisky rozvinutych zemich, ve srovnani se situaci napf.
na poc¢atku 20. stoleti, diametralné odlisné.

U uslechtilych plemen skotu, ktera byla vyslechténa v relativné nedavné dob¢, miizeme
pozorovat nejen stale rostouci uroven uzitkovosti, kterd jiz dnes je mnohdy na hranici
fyziologické inosnosti, zejména u mlééného skotu, ale i postupné oslabovani télesné konstituce
chovanych jedinct. Zaroven u téchto plemen se zvySuji naroky na chovatelské podminky.
Dal$im nezanedbatelnym problémem je u nékterych plemen nartst intenzity piibuzenské
plemenitby, typickym piikladem je holstynsky skot.

Muze se zdat, ze geneticky podminéna a dédi¢né pienosna onemocnéni skotu nepatii
mezi nejvetsi veterinarni problémy, do jisté miry tomu tak mohlo byt pied nastupem modernich
reproduk¢nich metod. Pokud byla vyuzivana pouze pfirozena plemenitba, na rozdil od nyni,
zejména u dojnych plemen, téméf vyhradné uplatiované umélé inseminace, dochéazelo
k pomalému Sifeni téchto genetickych onemocnéni, nové vznikla onemocnéni napf.
u plemenikl byla pfeddvana jen malému poctu potomkli a v omezené oblasti. Pfipadné skryté
postiZeni, vyskytujici se u plemenikii, nemélo tak zavazny rozsah s ekonomickym dopadem
jako dnes.

V soucasnosti, kdy se zemédé€lstvi stalo soucasti globalizovaného trzniho
a ekonomického systému, nabyvaji 1 tyto, diive spiSe okrajové, zdravotni problémy, zejména
u skotu na svém vyznamu. Zavaznost a rozsah tohoto problému souvisi se Slechténim skotu,
pouzivanim omezené¢ho poctu mezindrodné¢ uznavanych plemenikd, s rozvojem umélé

inseminace a s celosvétovym obchodem s plemennym materialem.



Mezinarodni plemenaiské organizace, napf. Interbull, preferuji plemenna zvifata,
pfedevSim elitni plemenné byky, ktefi jsou vyraznymi zlepSovateli cCasto specifickych
uzitkovych a exteriérovych vlastnosti. Sperma téchto nékolika desitek elitnich plemenikt je
intenzivné celosvétoveé vyuzivano pii umélé inseminaci. Pokud se napt. takové heterozygotni
zvite ve sledovaném genu stane skrytym nositelem recesivniho dédicného onemocnéni, zvysuje
se riziko celosvétového Sifeni onemocnéni v chovech skotu.

Jiz klasickym ptikladem této situace je v mlécné uzitkovosti vynikajici americky
holstynsky plemenny byk Carlin-M Ivanhoe Bell, narozeny v r. 1974, ktery se stal hlavnim
Sifitelem dvou recesivné dédi¢nych letdlnich onemocnéni BLAD a CVM, které sam zdédil po
svych predcich. Bell mél prostiednictvim inseminace stovky synd plemenikli a desetitisice
dcer, kteti byli nositeli vynikajicich uzitkovych vlastnosti, ale i skrytymi heterozygotnimi
Sifiteli téchto dédicnych onemocnéni v chovech po celém svété. Choroby se zacaly projevovat
az v dalSich generacich, po nékolika desetiletich, kdy doslo k pfipafovani vzdalenych samcich
heterozygotnich potomkti Bella na jeho heterozygotni vzdalené potomky samici. Diky tomu
vznikly relativné nezanedbatelné ekonomické ztraty.

Ptestoze naptiklad vyskyt letalnich recesivné dédi¢nych chorob je vétSinou sporadicky,
je nutné mit k dispozici programy, které by zamezovaly §ifeni téchto chorob.

Srozvojem metod molekuldrni biologie lze jiz spolehlivé identifikovat tato dédi¢na
onemocnéni, véetné jejich prenosu a odhalovani skrytych heterozygotnich nositeli. Ve svété
i v Ceské republice jsou uplatiiovany programy zabyvajici se touto problematikou.

V chovatelsky vyspélych zemich se kontrole genetick¢ého zdravi vénuje velka
pozornost. V Ceské republice podle plemenéiského zakona (zékon &. 154/2000 Sh. Sb.) provadi
kontrolu zdravi a kontrolu dédi¢nosti zdravi vyjmenovanych zvifat orgdny statni spravy. Pro

kontrolu dédi¢nosti zdravi je to v soucasnosti Vyzkumny ustav veterinarniho 1ékatstvi v Brné&.



2. Literarni prehled

2.1 Genom

Geneticka informace, neboli genom, se pfendsi v zakddované forme v podobé sekvence
bazi v DNA. Pfevazna vétSina této informace je pfitomna v jadie, tj. v chromozémech, avSak
maly podil nachazime v cytoplazmé, konkrétné mitochondriich, z nichz kazda obsahuje
neobalenou cirkularni molekulu DNA (PRITCHARD and KoRF, 2003).

Terminem genom se oznacuje soubor vSech genil jedince. Muzeme rozliSovat slozity
jaderny genom a jednoduchy mitochondrialni genom (SRSEN and SrSNOVA, 2005).
Genotyp — dvojice alel souCasné pfitomnych na daném lokusu obou homologickych
chromozomu.. 'V souvislosti s pozorovatelnym projevem (expresivitou) urcitého genu se
pouziva termin fenotyp daného genu, 0z plati i pro expresivitu vét§siho poctu specifickych
gend, rep. celého genomu (SRSEN and SRSNOVA, 2005). Genomy jednotlivci i v ramci plemene
vykazuji uréitou miru rozdilnosti, mira rozdilnosti klesa u pribuznych jedincti.

Skot (Bos primigenius f. taurus) je diploidni eukaryontni organismus. Po pfeéteni
genomu skotu (plemeno hereford) r. 2009, byla zjisténa velikost bovinniho genomu
2 857 605 192 bp, z nichz 2 612 820 649 bp je umisténo ve 30 chromozdémech. Zbyvajicich
245 Mbp je obsazeno v neumisténych souvislych sekvencich (kontizich) (ZIMIN et al., 2009).
Informace o genomu skotu jsou stale upfesiiovany, k1. pololeti 2015 bylo v jaderné
a mitochondridlni DNA identifikovano piiblizné 26410 gend a 10047 pseudogenu (NCBI,
2015).

2.2 Definice pojmu geneticka choroba, hlediska klasifikace

Geneticka choroba je v podstat¢ kazdd nemoc, ktera byla adekvatn¢ studovéna, je
Cast&jsi u ptibuznych postizeného jedince nez v obecné populaci (HATINA and SYKES, 1999).
U genetickych poruch zdravi dochazi K fyziologickym anomaliim v postizeném organismu
V porovnani s normalnim stavem (STOPPLER, 2014).

Genetickd informace neni neménnd, za urcitych podminek muze dojit k jeji zméné

neboli mutaci. Mutace se vyskytuji bud’ nahodné, nebo puisobenim Zivotniho prostiedi. Mutace



DNA je primarni podstatou vzniku geneticky podminénych patologickych stavii, ktera se
pfenasi na dalsi generace bun¢k vznikajicich z ptivodni matefské buiiky postizené mutaci.
Geneticky patologicky stav oznacuje vSechny chorobné stavy s mutaci genetické informace
rizného druhu, rozsahu a lokalizace. Ne vSechny vSak maji dédicny charakter (naptiklad
vétSina chromozoémovych aberaci). Dédicné nemoci jsou uzSim pojmem a jejich zakladni
vlastnosti je pfenos mutantni DNA, a tim i onemocnéni z generace rodici na generaci potomkd.
Jejich podstatou je skutecnost, Ze mutantni genetickd informace se nachazi nejen v somatickych
bunkach, ale i v pohlavnich buiikach, a jejich prostiednictvim se pfenasi na potomstvo (SRSEN
and SRSNOVA, 2005).

Genetické onemocnéni je porucha zpusobena abnormalitami v individualnim genomu.
Abnormalita se mize pohybovat od nepatrné, az po vyznamnou, od diskrétni mutace v jedné
bazi nukleotidu v DNA jednoho genu, az Kvelkym chromozomalnim abnormalitam
zahrnujicim zvySeni nebo snizeni poctu jednotlivych chromozémi, nebo sad chromozomu
(STOPPLER, 2014).

Genetickd onemocnéni jsou tradicné délena do tii hlavnich kategorii: monogenni,

chromozomalni a multifaktorialni (PRITCHARD and KORF, 2003).

2.2.1 Monogenni choroby

VétSina monogennich poruch se projevi po porodu, ovlivituje rovnéz ¢asnou morbiditu
a mortalitu. Multifaktorialni onemocnéni se projevi zejména ve vysSich v€kovych kategoriich.
Monogenni poruchy mohou mit autozomalné dominantni dédi¢nost, autozomalné recesivni
dédi¢nost, neuplnou dominanci (genova exprese u heterozygotl je intermediarni mezi genovou
expresi obou homozygotil), v nékterych ptfipadech ani jedna z alternativnich alel neni
dominantni, tento stav se nazyva kodominance. Déale mize jit o X-vézanou recesivni dédi¢nost,
X-vazanou dominantni dédi¢nost (PRITCHARD and KoRF, 2003).

Genetické poruchy postihujici plemena skotu jsou pomérné casté a mohou byt
ekonomicky zavazné zejména v populacich na narodni i mezinarodni urovni (JoLLY, 2002).
Vyskytuji se u vSech plemen skotu, avSak né¢které vady maji silnou vazbu na urcitd plemena.
Genetickd onemocnéni mléénych a masnych plemen skotu jsou tkanové specificka: kosterni,
CNS, krve, ktize, svali, oci atd. Genetické abnormality pfispivaji ke Spatné vykonnosti zvifat,

nemocnosti, mohou mit semiletalni a letalni charakter atd. (GHOLAP et al., 2014). Katalog



OMIA (2014) — online Mendelian inheritance in animals uvadi k fijnu 2014 u skotu celkem 455
typli postizeni.

Mutace DNA zahrnuji aneuploidie, chromozomalni pfestavby a bodové mutace,
tj. substituce, delece nebo inzerce paru bazi, duplikace a inverze DNA a mutace
postranskripnich uprav RNA. Velké delece a inzerce mohou vzniknout nerovnomérnym
Ccrossing — overem mezi nespravné sparovanymi segmenty repetitivni DNA.

Substituce predstavuji vyménu paru bazi. Jestlize je aminokyselina kodovana novym
kodonem totozna, jedna se o tichou mutaci (silent mutations), je-li odli$na, je to mutace ménici
smysl (missense mutations). VétSina missense mutaci je Skodliva. Substituce muze vytvorit
stop-kodon, zplsobujici predasné ukonceni translace, coz nazyvame predCasna terminace
nebo nesmyslné mutace (nonsense mutations). Je-li deletovany nebo inzertovany segment jiny
nez nasobek tii bazi, kromé& ziskani nebo ztraty kodujici infomace, je translacni Cteci ramec
porusen posunovou mutaci (frameshift mutations) (PRITCHARD and KoRF, 2003). Mutacemi
muze byt poSkozena syntéza enzymu, piipadné strukturni Castice builkky (napf. bunécné
receptory), nebo je poskozena syntéza strukturniho proteinu.

Zdedi-li potomek dominantné podminénou mutaci, mize piitomnost pouze jednoho
mutovaného genu zapfi¢init genetickou poruchu. Projev recesivni mutace vSak predpoklada
pritomnost dvou mutovanych recesivnich genli v genotypu postizeného zvifete. Ve vétSing
ptfipadd jsou to pravé recesivni mutace, které jsou divodem dédicnych chorob u Slechténych
zvirat (ZABEK and Rys, 1998).

Monogennich genetickych chorob s mendelistickym zpisobem dédi¢nosti, kdy zndme
klicovou mutaci, je naptiklad evidovano na webovych strankach OMIA u rtznych druhi
hospodaiskych zvirat (I. ¢tvrtleti 2014) vice nez 562, z toho vice nez 93 je evidovano u skotu.

Pleiotropie popisuje expresi nékolika riznych fenotypovych znak, zpiisobenych jednou
alelou. VétSina genli ma pleiotropni G¢inky. Stupenn penetrance je vyjadien procentem nosicl

specifické alely, ktefi vykazuji ptislusny fenotyp.

2.2.1.1 Vyhodnoceni frekvenci

K popisu genetického slozeni populace musime specifikovat genotypy a stanovit jejich
pocet. Pfedpokladdme diploidni organismus s jednim autozomalnim lokusem A, na kterém jsou

umistény dvé alely A; a A;. Na tomto lokusu mizeme mit tyto tii genotypy AiA1, A1A2, AsA,.



Genetické slozeni populace popisujeme tak, ze uvadime podily genotypil (genotypové Cetnosti),
bud’ v absolutnich hodnotach nebo v procentech. Populace v genetickém smyslu je dynamickou
skupinou, kterd je charakterizovana i pfenosem genu zjedné generace na druhou. Geny
populace vykazuji kontinuitu od generace ke generaci (JAKUBEC et al., 2003).

Genotyp heterozygota A;A; ma po jednom genu A; = A a A, = a. Zpusob oznaceni dle
REHOUT et al. (2000). D = podet jedincii s genotypem AA, H = podet jedincti s genotypem Aa,
R = pocet jedincii s genotypem aa, N = celkem jedinct. Odvozeni relativnich poctii genotypt:
d=D/N, h=H/N,r=R/N; kdyd+h+r=1.

Jelikoz je kazdy jedinec nositelem dvou alelnich gena (alel) na jednom lokusu, miizeme téz
z relativnich genotypovych cetnosti odvodit relativni genové cetnosti: p = d + 0,5h;
g=r+0,5h.

Genetické slozeni populace (JAKUBEC et al., 2003), odhad genovych a genotypovych frekvenci
vychazi z Hardy—Weinbergovy rovnovahy. Pokud jsou v rodicovské generaci genové frekvence
dvou alel p a g, potom se rovnaji genotypové frekvence v generaci potomki vyrazim p, 2pq

a o

Uvedeny vztah je platny pro autozomalni geny. Existuji predpoklady, Ze dochazi pfi
gametogenezi k normalni segregaci (normalnimu dé€leni) a ze jsou genové frekvence u obou
pohlavi stejné. Rovnice pro rovnovazné Hardy—Weinbergovy genotypové Cetnosti:
p2 + 2pq + q2 =1, genova (alelova) frekvence: p + q = 1.

Pouziti Hardy—Weinbergova zakona je uZite¢né pro stanoveni genové frekvence
recesivnich alel. Odvozeni genové frekvence z jeji genotypové frekvence je mozné pouze pii
intermediarni dédi¢nosti, tj. v pfipad¢, ze mtizeme mezi sebou fenotypové rozlisit vSechny tii
genotypy. Za piedpokladu, ze jsou genotypy v Hardy—Weinbergové rovnovaze, nepotiebujeme
znat frekvence vSech tii genotypd. Predpokladejme, Ze recesivni alela genu a vykazuje
frekvenci q a frekvence recesivnich homozygotii aa je potom g° a genova frekvence q je op&t

druhou odmocninou frekvence homozygoti.

2.2.2 Chromozomalni aberace

U hospodaiskych zvifat je k vyskytu chromozomalnich abnormalit pomérné mélo udaju,
vétSinou jsou zjiStovany v souvislosti s problémy s plodnosti a reprodukénimi poruchami.

Chromozomalni abnormality délime na numerické a strukturni. Numerické chromozomalni



aberace délime na heteroploidni euploidie neboli polyploidie a heteroploidni aneuploidie.
Polyploidie je vysledkem abnormalniho oplozeni. Heteroploidni aneuploidie vyplyva
z non-disjunkce homologickych chromozomu béhem meiosy nebo mitézy (FRIES and
RUVINSKY, 1999).

V lidské populaci je u 0,6 % ziv€ narozenych déti zjiStovana chromozomalni vada,
u mrtvé narozenych je to 6 % a u spontannich abortil je to 60 % (PLACHOT and POPESCU,
1991).

Neékolik monozomii a trizomii bylo u skotu popsano. Dva dobife dokumentované
ptipady autozomalni trizomie chromozomu 17 (HERzOG et al., 1977) a 18 (HERzOG et al.,
1982) byly hlaseny v souvislosti s brachygnathii a nanismem. Rovnéz bylo popsano nékolik
typt gonozomalnich trizomii XXX, XXY and XYY (Popescu, 1990).

Chromozomalni poruchy mohou zplsobit zavaznid postizeni fenotypu, néktefi
zZ postizenych jedincii nejsou schopni prenatalné piezit. Jsou odpovédné za velkou vétSinou
umrti pfed narozenim. Strukturni aberace chromozoému zahrnuji: translokace, delece, kruhové
chromozémy, duplikace, inverze, izochromozémy. VétSina znich vznikd nasledkem
nereciproké vymény homologickych repetitivnich sekvenci mezi stejnymi nebo odliSnymi
chromozomy, nebo v piipadech, kdy dojde v tésné blizkosti ke dvéma chromozomalnim
zlomiim a enzymové reparacni mechanismy vzajemné propoji chybné konce (PRITCHARD and
KoRF, 2003). Strukturni abnormality chromozoému délime na balancované, bez chybéjiciho
nebo jinak navic pfitomného jiného chromozomalniho materidlu, nebo nebalancované,
s chybéjicim nebo dal§sim chromozomalnim materidlem. Balancované abnormality jsou obvykle
fenotypové inertni, ackoliv pofadi geni muze byt upraveno. Tyto byvaji Casto spojovany
s poruchami reprodukce, to souvisi s tvorbou nevyvazenych gamet béhem meiozy. Nevyvazené
gamety, které se podili na oplozeni, jsou pfi¢inou nezivotaschopné zygoty. Abnormality jsou
potomstvu ptedavany prostfednictvim balancovanych gamet (FRIES and RUVINSKY, 1999).

Translokace je vyména chromozémového materialu mezi chromozomy. V genetice,
nejen humanni, rozliSujeme tfi typy: centrickou (Robertsonovu) fazi, reciprokou a inzercni
translokaci. Centrické fiize vznikaji nasledkem zlomu v oblasti nebo blizkosti centromer dvou
chromozom, po nichz nasleduje jejich fize. Reciproké translokace jsou interchromozémové
vymeény. Vzajemna vymeéna ramen dvou jakychkoliv chromozomt znameni, ze pienaseci
téchto vymeén jsou zpravidla zdravi. Translokace maji vyznam pro potomstvo, nebot’ prenaseci
mohou vytvaret plody s nebalancovanou chromozomalni sestavou. Pfi inzer¢ni translokacli
dochdzi k intersticidlni inzerci deletovaného segmentu na jiné misto, jde vétSinou o vzacné

pfipady. Balancovani pfenaSe¢i jsou zpravidla zdravi, avS8ak mohou vytvafet potomstvo
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s nebalancovanou chromozomalni sestavou bud’ s duplikaci nebo deleci. Delece mtze byt
intersticialni nebo termindlni. K deleci miize dojit na zakladé dvou zlomu, po nichz nasleduje
chybna reparace. Jinou moznosti je nerovnomérny crossing-over V piedeslé meioze, anebo
muze jit o nasledek translokace jednoho zrodi¢h. Nékteré syndromy jsou pripisovany
mikrodelecim. Ring chromozémy vznikaji, kdyz dojde na stejném chromozému ke dvéma
delecim, mista zloml se mohou navzajem propojit a vytvofit prstenec. Toto miize redlné vést
k trizomii nebo monozomii. Duplikace je pfitomnost dvou na sebe navazujicich kopii uré¢itého
chromozomalniho segmentu. Tyto aberace mohou byt disledkem nerovnomérného crossing-
overu, translokaci, inverzi nebo pfitomnosti izochromozdému jednoho z rodi¢a. Inverze vznika,
kdyz po dvou chromozomalnich zlomech dojde mezi obéma konci k otoceni piislusného
segmentu. Pokud tento tsek obsahuje centromeru, je inverze pericentricka, bez centromery
paracentricka. Izochromozomy maji jedno rameno deletované a druhé duplikované. V mnoha
ptipadech byva pfitomnost izochromozému pfi¢inou spontanniho potratu (PRITCHARD and
KORF, 2003).

Nejcastéjsi  strukturalni chromozomalni abnormalitou u je skotu Robertsonova
translokace, zahrnujici poSkozeni a néslednou fizi centromerickych oblasti dvou
akrocentrickych chromozomii. Fuze vede ke sniZzeni poctu chromozému o jeden. V meidze ve
fazi diakineze se oba chromozémy, podilejici se na translokaci, spoji se svymi volnymi
homology za vzniku trivalentu. Pokud je meioticka segregace normalni, volné chromozomy
jsou pfedany do jedné buniky a kondenzované chromozomy do druhé. Vysledkem jsou gamety
s normalni sadou chromozomil nebo s balancovanou translokaci. V ptipadé abnormalni
segregace jeden ze dvou volnych chromozomi migruje s kondenzovanymi chromozomy
do dcefiné buiiky, coz vede k tvorbé gamet, které jsou dizomické nebo nulizomické pro jeden
z chromozomu podilejicich se na centrické fizi. Po fertilizaci takové gamety zpusobi vznik
trizomickych nebo monozomickych zygot, tedy takovych, které nejsou zivotaschopné (FRIES
and RUVINSKY, 1999).

GUSTAVSSON a ROCKBORN (1964) poprvé popsali numerickou aberaci u skotu, nazvali
ji 1/29 Robertsonova translokace. Od té doby tato abnormalita byla popsdna u vice nez
50 plemen v péti svétadilech svéta (PLACHOT and PopPescu, 1991).

FRIES and RUVINSKY (1999) uvadi dosud u skotu zdokumentovanych 42 odlisnych typi
kombinaci Robertsonovych translokaci. Preference v pouzivani nékterych plemenikd pfi
inseminaci nebo v pfirozené plemenitbé, spolu s izolaci populaci, vedla k vysokému vyskytu
této abnormality u nékterych plemen. Ptikladem jsou translokace 1/21, vyskytujici se

u holstynského plemene (MIYAKE et al., 1991), nebo 14/20 a 13/2, rozsifené v chovech
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simentalského skotu (WEBER et al., 1992). DYRENDHAHL and GUSTAVSSON (1979) uvadi, ze
translokace 1/29 mutize zpusobit snizeni plodnosti o 5-10 % v disledku zvySeni embryonalni
umrtnosti. V chovatelsky vyspélych zemich jsou vyuzivany vice ¢i mén¢ striktni eradikacni

programy, testujici karyotyp vSech potencialnich plemenikt a nasledné vyfazeni nositelti vady.

2.3 Kongenitalni vady

Kongenitalni (congenitalis) znamena ,existujici pfi porodu“ a zahrnuje vSechny
vyvojové vady bez ohledu na pfi¢inu. Frekvence vyvojovych vad je v prenatdlnim stadiu
vysoka, ale vétSina je eliminovana spontannimi potraty (PRITCHARD and KORF, 2003).
BLOWEY (2003) uvadi, ze asi polovina vSech telat s kongenitalnim postiZzenim se rodi mrtva.

STANEK et al. (2012) uvadi nejednoznacénost terminu ,,mrtvé narozené tele®, kdy tele se
narodi mrtvé nebo hyne do 24 hodin po porodu (Svédsko, Finsko, Kanada), piipadné
do 48 hodin po porodu (v USA).

U ¢lovéka rozpoznatelnou genetickou pfi¢inu ma pravdépodobné 15-25 % vrozenych
vad, zjistitelnou environmentdlni pficinu ma 10 % vad, 20-25 % je podminéno
multifaktorialn¢, 40-60 % je idiopatickych. Faktory zevniho prostfedi zptsobujici vyvojové
vady se nazyvaji teratogeny (PRITCHARD and KORF, 2003).

Jako vyvojové poruchy oznacujeme takové poruchy, ke kterym dochazi béhem
intrauterinniho  zivota. Jde o poruchy zmén tvaru, popfipadé riastu, tj. o poruchy
morfologického charakteru. Vedle téchto morfologickych vyvojovych vad se vyskytuji také
vady funkéniho charakteru, které nejsou zjevné pii narozeni a vyvijeji se teprve v dalSim rtstu
a vyvoji organismu. Jsou to vétSinou poruchy hormonalni, poruchy metabolického charakteru,
poruchy pohlavniho tstroji apod. (ZENDULKA et al., 1987).

Vyvojové vady se mohou tykat znetvoreni celého téla a ty oznacujeme jako zridy
(monstra, terata). Teratologie je nauka, zabyvajici se vznikem a studiem zrad. Jako malformace
oznacujeme ty vyvojové vady, které se tykaji jednotlivych asti t€la. Anomalie jsou takové
vyvojové uchylky, které nemaji podstatny vliv na zivot organismu (ZENDULKA et al., 1987).

Rada latek s mutagennim uéinkem plisobi zaroven i teratogenn&, oviem zdaleka ne
vSechny teratogeny jsou zdroven i mutageny. Teratogennich faktori existuje cela fada, déli se

do tif zakladnich skupin: chemické, fyzikalni, biologické (SiPEK, 2012).
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Klasifikace vad: 1. Malformace jsou nasledky poruch objevujicich se v pocatecnich
obdobich vyvoje struktur. 2. Disrupce jsou nasledky destruktivnich procest ptsobicich v dobg,
kdy je organ jiz vytvoren. 3. Deformace jsou poruchy zptisobené abnormalnimi mechanickymi
silami. 4. Dysplazie jsou poruchy zplisobené abnormalni organizaci bun€k ve tkanich.
jsou skupiny anomalii, které se trvale vyskytuji spole¢né (PRITCHARD and KORF, 2003).

Pro skot byl vypracovan seznam dosud znamych 43 letalnich faktort, kdy kazdy ma
sviij mezinarodni symbol oznadeni - piiloha 1, jak je uvedno na webovych strankach CMSCH
(2010).

V mnoha ptipadech vrozenych vad zUstavaji etiologie nebo predispozi¢ni faktory
neznamé. Nékteré specifické anomalie s neznamou etiologii se vyskytuji dostatecné Casto, aby
mohly byt veterinarnimi 1ékafi v terénu snadno rozpoznany, napf. perosomus elumbis (i kdyz
existuji naznaky dédi¢nosti, zadna kone¢na pficina nebyla rozpoznana), schistosomus reflexus
(nekteré zpravy s vyuzitim analyzy rodokmenu navrhuji genetickou etiologii, ale Zzadny
specificky defekt nebo zptsob dédi¢nosti nebyl nalezen). Zajimavé je, ze byly hlaseny ptipady
tykajici se jednoho postizené¢ho telete a normalniho sourozence dvojcete (MAXWELL et al.,
2012).

2.4 Piehled vybranych dédi¢nych poruch zdravi skotu

2.4.1 Deficit adheze leukocytu skotu

Bovine leukocyte adhesion deficiency — BLAD; gen skotu: integrin, beta 2 (complement
component 3 receptor 3 and 4 subunit); ITGB2 (synonymum CD18); chromozém 1; NCBI kod
genu: 281877.

Jedna se o letalni autozomalné recesivni onemocnéni holstynského skotu.

Symptomy postizeni BLAD

Charakteristicka je silné snizena hladina exprese 2 heterodimerického integrinu.
Integriny jsou adhezni molekuly, které zprostfedkovavaji vstup a piechod neutrofilli pies
membrany a zniCeni vniknuvsich patogeni (KEHRLI et al., 1992; PoLli et al., 1996; NATONEK,
2000).
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Mezinarodni kod pro heterozygotni nositele alely pro BLAD je ,,BL*, pro zdrava zvirata
bez BLAD alely ,,TL* (TAINTURIER et al., 1995; POWELL et al., 1996).

Siln¢ snizena hladina exprese [2 heterodimerického integrinu je zakladni
charakteristikou onemocnéni BLAD u holStynského skotu. B2 integriny jsou Svétovou
zdravotnickou organizaci klasifikovany jako CD11/CD18 podle svych a a B podjednotek.
Protoze exprese P2 integrinti vyzaduje intracelularni asociaci CD11 a CDI18 podjednotek,
defekty v CD18 brani expresi vSech B2 integrini. U neutrofili izolovanych z telat postiZzenych
BLAD byla pozorovana snizena exprese leukocytarnich integrini na povrchu bun€k, snizena
schopnost agregace v reakci na chemotaktické stimuly a snizena schopnost migrace pies
monolayer bovinnich endotelialnich bun¢k (PAREEK and KAMINSKI, 1996).

Defektni leukocytarni adherence vede k neadekvatni imunité sliznic a nemocna zvifata
maji vdzné a opakované slizni¢ni infekce, jako je pneumonie, ulcerativni zadnéty désni, zanéty
ozubice, papilomatdza, dermatofytdza, vypadavani zubl, tvorba hnisu, pomalé hojeni ran
a omezeny rust. Postizena telata obvykle umiraji pted prvnim rokem zivota (NAGAHATA et al.,
1993, 1994, 1997; ACKERMANN et al., 1996; RIBEIRO et al., 2000). JORGENSEN and MADSEN
(1997) pozorovali u postizenych zvifat horsi schopnost vyuZiti potravy, tendenci k pomalejSimu
rustu a nizsi schopnost odpovidat na 1é¢bu onemocnéni.

Vysledky krevnich testi od postizenych telat ukazaly pretrvavajici zfetelnou
leukocytozu s prevahou segmentovanych neutrofilli. Migrace neutrofili a sila chemotaktické
odpovédi byly vyznamné snizené. Adherentni aktivita a fagocytdéza kvasinek byly rovnéz
znaéné omezené, coz je dikazem, Ze schopnost neutrofili fagocytovat je spojena s C3b
receptorem. Markantné snizené¢ mnozstvi CDI18 na povrhu neutrofili BLAD telat bylo
prokazano fluorescenénimi histogramy (NAGAHATA et al., 1994). BLAD je casto provazen

hypoalbuminémii a hyperglobulinémii, Casty je vyskyt hypoglykémie (GOURREAU et al., 1998).

Detekce genetické pii¢iny onemocnéni BLAD

Molekularni povaha BLAD je jednoducha bodova mutace (c.383A>G) na genu CD18
na chromozému 1. Vysledkem je zaména ptivodni kyseliny asparagové za glycin na pozici 128
(D128G) v proteinu integrinu (SHUSTER et al., 1992b; JORGENSEN et al., 1993; GERARDI, 1996;
RUTTEN et al., 1996). VIANA et al. (1998) a SHUSTER et al. (1992b) popsali existenci tiché
bodové mutace (C.775C>T) bez fenotypové manifestace. DNA studie s uzitim restrikénich
endonukleaz Taql nebo Haelll detekovaly rozdily mezi zdravymi a postizenymi telaty.
K detekci postizeni jsou vyuzivany metody PCR a RFLP. GERARDI (1996) pozoroval
po Stépeni restriktazami u zdravych zvitat 100, 200 a 300 bp prouzky a u BLAD nemocnych
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telat prouzky o délce 200 a 400 bp. VIANA et al. (1998) popsal délku fragmentti u normalnich
zvitat 191 a 152 bp, u heterozygotnich pfenasecti 343, 191 a 152 bp a u nemocnych
homozygotl pouze jeden prouzek 343 bp. Heterozygot je zdravy, ale ma fragmenty vSech délek

a je tedy nositelem normalni i abnormalni alely.

Vyskyt onemocnéni BLAD

Puvodné byla obdoba onemocnéni BLAD zjisténa u ¢lovéka (LAD - leukocyte adhesion
deficiency) a psa (CLAD - canine leukocyte adhesion deficiency) u plemene irsky setr
(TROWALDWIGH et al., 1992).

LAD je autozomalné recesivni dédicné onemocnéni, charakterizované opakujicimi se
bakterialnimi infekcemi, s poruchou tvorby hnisu a hojeni ran, abnormalitami v rozsahu spektra
pfilnavosti a funkce granulocytl, monocytli a lymfoidnich bun€k. K charakteristice této
choroby lze pficist deficit nebo nepfitomnost specifickych utvarit na povrchu bunéck
souvisejicich funk¢éné a strukturalné s glykoproteiny (ANDERSON et al., 1987). PETERSEN et al.
(1991) lokalizoval gen ITGB2 (CD18) u ¢lovéka na 21q22.3.

U holstynského skotu SHUSTER et al. (1992b) rozborem rodokmenti postizenych
potomkii dospél k prvnimu zjisténému nositeli postizeni BLAD, jednéa se o byka Osborndale
Ivanhoe (USA 1189870) narozeného v roce 1952. Jeho synové a vnuci méli vysokou
plemennou hodnotu pro mléénou uzitkovost, byli hojné¢ vyuzivani k inseminaci jednak
v Americe, ale i v Evropé ¢i jinych oblastech svéta.

Bykem, ktery byl témétf Uplné odpovédnym za Sifeni defektu BLAD v holStynské
populaci a ktery mél ve Spojenych statech vice nez 79000 dcer v oficialni kontrole uZzitkovosti
a pfes 1200 synu s dcerami, byl Carlin-M lvanhoe Bell (USA 1667366), narozen v. r. 1974,
Jeho otcem byl Penstate Ivanhoe Star (USA 1441440), dédem Osborndale Ivanhoe (OLSON,
2002; PLEMDAT (2014).

Onemocnéni je celosvétové rozsifeno, bylo zaznamendno nejenom na americkém
kontinenté (SHUSTER et al., 1992b), ale i v Evropé a Asii, napt. v Indii (PATEL et al., 2007),
Japonsku (NAGAHATA et al., 1997), Iranu (Norouzy et al., 2005), Ciné (MA et al., 2006),
Polsku (CzARNIK et al., 2007c), Némecku (SCcHUTZ et al., 2008), v Dansku (JORGENSEN et al.,
1993).

PoweLL et al. (1996) uvadi nejvyssi frekvenci vyskytu nositeld BLAD v USA mezi
byky narozenymi v letech 1987 (16,7 %), 1988 (24,2 %) a 1989 (17,2 %). SHUSTER et al.
(1992b) uvadi frekvenci nositeltt onemocnéni u US holstynskych byki 14,1 % a 5,8 % u krav.
JORGENSEN et al. (1993) uvadi u danskych plemennych bykt vyskyt heterozygoti 26,7 %.
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V Polsku prvni odhady vyskytu BLAD nositelti u holstynsko - friského skotu zjistoval
GRzyBOWSKI et al. (1994), u krav uvadi frekvenci mutantni alely 8 % a u mladych bykt 15 %.
CzARNIK et al. (2007c¢) zjistila, ze vyskyt nositelt BLAD mezi mladymi byky (testovano 4 646
kust) holstynsko-friského skotu v Polsku od roku 1995 az do roku 2006 postupné klesa,
od vyskytu 7,9 % (v letech 1995-1997) az po 0,8 % (roku 2006). Pokles je rovnéz zptisoben
efektivnimi programy, které maji za cil eliminovat byky — heterozygotni nositele BLAD
z populace.

TAMMEN et al. (1996) uvadi v Némecku vyskyt 11,6 % a po zavedeni ozdravnych
programu pokles az na 9,9 %. SCHUTZ et al. (2008) cituje vysledky némecké laboratoie, ktera
testovala v letech 1997-2007 celkem 15521 bykt holstynského skotu na nositelstvi BLAD.
Uvadi pokles vyskytu v populaci plemennych byku z 9,4 % (1997) na 0,3 % (2007). Pokles je

Prace tady autort (PATEL et al., 2007; NoRrRouzy et al., 2005; MA et al., 2006) uvad¢ji

v zemich jako je Indie, Iran, Cina frekvenci BLAD nositeld v rozsahu piiblizné 0,8-3,45 %.

2.4.2 Komplex vertebralnich malformaci
Complex vertebral malformation — CVM; gen skotu: SLC35A3 (solute carrier family 35
member 3), UDP-N-acetylglucosamine (UDP-GIcNAC) transporter member A3; chromozém 3;
NCBI kod genu: 23443.

V roce 2001 védci v Danském institutu zemédélskych véd identifikovali gen a mutaci,
zodpovédné za tuto chorobu. Dne 28.9.2001 Holstein Association USA a National Asssociation
of Animal Breeders ohlasily, Ze CVM bylo uznano za genetické onemocnéni, postizeni jsou

jedinci plemene holstyn.

Symptomy postizeni CVM

Typické znaky CVM jsou zkraceny krk, vertebradlni abnormality zahrnuji fOzi
poslednich dvou krénich obratlii a distorzi prvnich tfi hrudnich obratli, coz vede v tomto misté
k mirné skolidéze. U ptednich koncetin je zjisStovan 10-20 ° ohyb karpalnich kloubti a 30-90 °
ohyb spénkovych kloubli, kombinovany s mirnou laterdlni rotaci prstl. Zadni koncetiny
vykazuji bilateralni, symetrické ohnuti nebo extenzi tarzalnich kloubti, ohyb spénky s medialni

rotaci prsti. VySetfeni srdce ukéazalo pravostrannou hypertrofii a defekt horniho
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mezikomorového septa. Aorta i plicni tepna vychdzi z pravé strany srdce. Srde¢ni abnormality
se vyskytuji u 50 % piipadi (REVELL, 2001; PAZDERA, 2001; AGERHOLM et al., 2001).

BENDIXEN (2001) uvadi, ze vice nez 63 000 danskych holstynskych krav se snizenou
plodnosti, vykazovalo vyznamné ¢asto postizeni plodu CVM. Rada CVM plodi je potracena
v priméru 169,8 den gestace, jina CVM telata jsou potracena nebo se narodi mrtva 223.—288.
den bfezosti, piipadné¢ brzo po porodu umiraji (AGERHOLM et al., 2001, 2004). Je-li plod
homozygotni pro CVM, 29 % krav potrati do 100. dne btezosti, 45 % ve 150. dni a 77 %
potrati je zaznamenano 260. den (NIELSEN et al., 2003).

Detekce genetické pri¢iny onemocnéni

Defekt zplisobuje mutace v autozomalnim genu SLC35A3 srecesivni dédicnosti
u holstynského skotu (REVELL, 2001; BENDIXEN et al., 2002; AGERHOLM et al., 2004;
THOMSEN et al., 2006). Gen SLC35A3 koduje transportni enzymy hrajici roli pii vyvoji
axialniho skeletu (THOMSEN et al., 2006). SLC35 koduje enzymy, které se zabyvaji transportem
cukri z cytosolu do lumenu endoplazmatického retikula nebo Golgiho aparatu (ISHIDA and
KAWAKITA, 2004). V téchto organelach jsou cukry vyuzivany glykosyltransferazou k syntéze
fetézcu glykoproteind, glykolipida a uhlovodikovych polymert (GoTo et al., 2001). Vlivem
mutace dochazi k abnormalni glykosylaci proteint v tkanich postizenych zvitat. Nedostatecnost
v transportu  UDP-N-acetylglukosaminu do Golgi lumenu ptisobi na malformace patefe.
Ptipady CVM dosud studované jsou zpisobeny substituci (¢.559 G>T) v genu SLC35A3. Misto
se nachazi v exonu 4 (THOMSEN et al., 2006; KANAE et al., 2005). Valin na pozici 180 je
nahrazen fenylalaninem (THOMSEN et al., 2006).

Heterozygoti jsou fenotypov€ zdravi a jejich produkce neni postiZena. Heterozygotni
pfenase¢i jsou oznaceni kédem ,,CV* ve vSech rodokmenech a podobnych dokladech
o ptuivodu, geneticky zdravi jedinci jsou oznaceni kodem ,,TV*. Tyto kddy jsou mezinarodné
uznavané a standardizované.

RuSC and KAMINSKI (2007), CHu et al. (2008) popisuji detekci heterozygotnich nositeld
CVM metodou PCR-SSCP (polymorfizmus konformace jednofetézcii). GHANEM et al. (2008)
typizoval DNA alelicky specifickou AS-PCR reakci. Pouzity byly 2 sety primeru forvard (F):
I. normalni alela s G (wil dtyp); Il. CVM alela s T (mutant typ). Jeden spoleény reversni (R)
primer byl pouzit jak s forward primerem wild typu, tak i mutant typem. Pro kazdé zvife tak
byly provedeny 2 vzorky (FW-R) a (FM-R). Velikost PCR produktu byla 395 bp.

Jako kontrolni vzorky byly pouZity jiz prokdzané vzorky CVM nositele a zdravého

zvitete. Nasledné u zvifat, kterd byla pomoci AS-PCR identifikovana jako nositel¢é CVM, byla
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provedena sekvenace charakteristického useku DNA. Tim byla u nosteld CVM zjisténa
bodova mutace (€.559 G>T).

Vyskyt onemocnéni CVM

Onemocnéni bylo prvné detekovano v danské populaci holstynského skotu na zaklade
jiz zavedeného programu, od r.1989, k rozpoznavani genetickych vad u skotu. V roce 1999 byl
pozorovan zvyseny vyskyt pfipadi specifickych malformaci u pfedCasné¢ narozenych telat
u holstynské populace, v roce 2000 bylo toto dédicné onemocnéni oznaceno jako CVM a na
zaklad¢ analyz rodokmend byli zjisténi i prvni heterozygotni nositelé onemocnéni (Agerholm
et al., 2001). Nasledné v roce 2001 byly popsany prvni piipady CVM postizenych predéasné
narozenych telat i u amerického holstynského skotu (DUNCAN et al., 2001).

Defekt CVM byl zpétné€ vystopovan k americkému vynikajicimu plemenikovi Carlin-M
Ivanhoe Bell (USA 1 667 366, narozen 1974). Bell byl piedtim jako otec uzivan po celém svété
a celkovy dopad na mortalitu holStynskych telat byl zna¢ny (Agerholm et al., 2001;
KONERSMANN et al., 2003). Posléze bylo zjisténo, ze nositelem byl jiz jeho otec Penstate
Ivanhoe Star (USA 1 441 440, narozen 1963) a déd Osborndale Ivanhoe (USA 1 189 870,
narozen 1952). Vyskyt tohoto onemocnéni byl v rizné mife zaznamenan ve velké Casti svéta
v oblastech s rozvinutym chovem holstynského skotu.

Udaje publikované NAAB HOLSTEIN ASSOCIATION USA (2001) uvadi, Zze v dobé
publikovani zpravy bylo nejméné 15 % top holstynskych byka v USA nositeli CVM.

Berglund et al. (2004) genotypizaci 228 $védskych holstynskych bykd narozenych
v letech 1995-1999 potvrdil vyskyt 53 CV heterozygott (23 %).

ScHUTZ et al. (2008) uvadi vysledky jedné némecké laboratoie, kde bylo provedeno
14493 testi na CVM (od roku 2002-2007), z toho 12 004 u bykta. U CVM tato laboratof
zaznamenala v letech 2002 a 2007 pokles vyskytu z 8,3 % na 2,3 %. Pokles byl zapfi¢inén
monitoringem a selekénimi opatienimi zavedenymi v Némecku v souvislosti s timto
onemocnénim. V Polsku byl vyskyt CVM u krav odhadovan na 5-10% (OSTEN-SACKEN et al.,
2004). CHuU et al. (2008) uvadi 15% frekvenci heterozygotii vySetfenim 68 top plemennych
byki holstynského skotu chovanych v Cing, 282 nositelek bylo nalezeno mezi 602 vybranymi

sami¢imi potomky 10 byki.
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2.4.3 Citrulinémie skotu - deficit aktivity Kyselé argininosukcinatsyntetazy

Citrullinaemia - Argininosuccinate synthase deficiency - ASS1; gen skotu: argininosuccinate
synthase 1, ASS; chromzom 11; NCBI kod genu: 280726.

Symptomy postiZeni

Citrulinémie skotu je autozomalné recesivné podminéna porucha metabolizmu
mocoviny, charakterizovand vysokymi hladinami citrulinu v plazmé¢, coz je vysledkem deficitu
aktivity kyselé argininsukcinatsynthazy (ASS) (WALSER, 1983). Pfic¢inou je nedostate¢na
aktivita jednoho z enzyma ornitinového cyklu, argininosukcinatsyntetazy (PADEERI et al.,
1999). Argininsukcinatsynthaza katalyzuje slouceni citrulinu s aspartatem na argininsukcinat za
soucasné¢ hydrolyzy ATP na AMP a anorganického pyrofosfore¢nanu. Je to primarni krok
pfemény amoniaku na mocovinu v uratovém cyklu v jatrech (BRUSILOW AND HORWICH, 1989).

Postizend telata v prvnim tydnu zivota maji neurologické postizeni postupujici
do komatu. Telata homozygoti recesivni hynou v prvém tydnu zZivota v disledku
hyperamonemie (HARPER et al., 1986a). U postizenych telat je nedetekovatelna aktivita ASS
(DENNIS et al., 1989).

V popisovanych piipadech u postizenych telat nartistala koncentrace citrulinu (dalSich
aminokyselin) v séru i plazmé, mozkomiSnim moku, v mozkové tkani. Bezprostiedné
po narozeni se mladd’ata jevila normalni, béhem prvého a druhého dne se zhorsil pfijem potravy.
V nasledujicich dnech se zacala projevovat otupélost, periodické vysouvani jazyka, nastalo
bezcilné bloudéni, 4. nebo 5. den telata jiz jen lezela, méla kiece, doslo k nartstu télesné
teploty az na 40 °C s naslednou smrti. U postizenych telat byl zjistén cerebrokortikalni edém
(HEALY et al., 1990a).

Detekce genetické pri¢iny onemocnéni

Lokus pro ASS je u skotu lokalizovan na 11. chromozému. Normalni bovinni ASS je
peptid 0 412 aminokyselinach (NCBI, 2009).

Mutace - tranzice cytosinu na thymin zptsobuje zménu 86. kodonu z CGA na TGA
v exonu 5 genu argininosukcinatsyntetazy. Kodon CGA pro arginin se zméni ve vinika mutace
V kodon TGA. Tento kodon je termindlni (nekodujici), takto modifikovany enzym je neaktivni
(DENNIS et al., 1989).

Amplifikace lokusu pro ASS a detekce mutace na kodonu 86 byla provadéna metodou

PCR-RFLP. DeNNIs et al. (1989) vytvotili molekularni test, ktery umoznuje identifikaci
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nositel mutace. Tranzice cytosinu na thymin v kodonu 86 zpiisobuje ztratu restrikéniho mista
pro Avall. Amplifikat fragmentu genu o délce 194 bp se vlivem Avall u zdravého zvifete
rozd¢li na fragmenty 118 bp a 72 bp. Postizeny homozygot recesivni se vlivem restriktazy
Avall nerozdéli na fragmenty — ztrata restrik¢niho mista vlivem mutace — fragment 194 bp.

Heterozygoti maji 3 fragmenty: 194, 118 a 72 bp.

Vyskyt onemocnéni

Onemocnéni bylo poprvé popsano u ¢lovéka (MCMURRAY et al., 1961), u skotu bylo
identifikovano napf. v australské populaci holstynsko — friského skotu (HARPER et al., 1986a).
HEALY (1996) uvadi, ze puvodnim Sifitelem citrulinémie Vv australské populaci holstynského
skotu, béhem 80. let minulého stoleti, byl kanadsky byk zlepSovatel Linmark Kriss King. Stal
se zakladatelem vyznamné australské linie hol$tynského skotu. Healy uvadi 13,3% prevalenci
heterozygoti mezi australskymi plemenymi byky v letech 1988 a 1990.

WINDSOR and AGERHOLM (2009) uvadi ve svém ¢lanku nepublikované vysledky
Tammena, kdy bylo zjisténo v australské populaci holstynskych byki narozenych v letech

1955-2001 2,27 % nositelll genu onemocnéni z celkem 1494 vySettenych zvifat.

2.4.4 Deficit uridin—5"—monofosfat syntazy
Deficiency of uridine monophosphate synthase — DUMPS; gen skotu: uridine monophosphate
synthetase; UMPS; chromozom 1; NCBI kod genu: 281568.

Symptomy postizeni DUMPS

DUMPS je geneticky zaloZena porucha ovlivitujici biosyntézu pyrimidinu, jednoduse
dédéna jako dvoualelovy lokus na autozomu (SHANKS et al., 1992, KuHN et al., 1994). Enzym
uridin-5"- monofosfat syntaza (UMPS) katalyzuje pfeménu kyseliny orotové na UMP, ktery je
prekurzorem vSech dalSich pyrimidinovych nukleotidii a zaroven je i béznou slozkou mléka
krav a dal$ich ptezvykavci (SHANKS et al., 1987).

Postizené kravy produkuji mléko s pét az desetkrat vyssi koncentraci kyseliny orotové,
nez je bézné, vyssi hladiny byly zjiStovany v rliznych stadiich laktace a v riznych laktacich.
Kyselina se také vylucovala do moci a krve laktujicich zvifat. SHANKS a ROBINSON (1990)
dospéli k zavéru, ze je-li enzym UMP syntaza deficientni, dochazi k akumulaci kyseliny

orotové. U heterozygotnich nosici poruchy je v erytrocytech, jatrech, sleziné, ledvinach,
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svalech a mlé¢né zlaze snizena aktivita enzymu UMP syntdzy na polovinu normalnich hodnot
(SHANKs and ROBINSON, 1990; SCHWENGER et al., 1994). Praktickym dopadem tohoto defektu

vvvvvv

ukonc¢ena ¢asnym spontannim abortem (FRIES and RUVINSKY, 1999).

Detekce genetické pri¢iny onemocnéni DUMPS

DUMPS zpusobuje bodova mutace - tranzice, kdy cytozin je nahrazen thyminem
na kodonu 405 v exonu 5. Misto kodonu pro arginin (CGA) vznika stop kodon (TGA), ktery
ma za nasledek vznik zkracené c-terminalni katalytické podjednotky proteinu (SCHWENGER et
al., 1993; VIANA et al., 1998). Gen pro UMP syntazu byl v bovinnim genomu lokalizovan
na chromozomu 1931-36 (HARzILIUS et al., 1996).

Mozny postup pii odhaleni recesivni alely (SCHWENGER et al., 1993; GRzZYBOWSKI
et al., 1998) je nasledujici. Produkt PCR byl §tépen restriktazou Aval. Vysledné fragmenty byly
analyzovany elektroforézou na agar6zovém gelu. Normalni homozygoti ukazuji bandy
53,36 a 19 bp, heterozygoti 89, 53, 36 a 19 bp, recesivni genotyp je 89 a 19 bp. Oznaceni ,,DP*
je ptifazeno ke jménu zndmého heterozygota pfenasece a uvadéno v oficialnich rodokmenech,

geneticky zdrava zvifata nesou oznaceni ,,TD*“ (SHANKS and ROBINSON, 1990).

Vyskyt onemocnéni DUMPS

Onemocnéni DUMPS bylo poprvé zjisténo u holstynského plemene v USA (SHANKS
et al., 1987). V Argentin¢ PoLlI et al. (1996) zjistil mezi holstynskymi byky 1,79 % a u krav
0,96 % ptrenaseci DUMPS.

Znama je i lidska podoba tohoto onemocnéni - deficience enzymu UMPS - dédi¢na

orotova acidurie s autozomalné recesivni dédi¢nosti.

2.4.5 Deficit kyselé maltazy - generalizovana glykogendza
Glycogen storage disease Il — Generalised glycogenosis — GSD II; gen skotu: acid alpha-
-glucosidase; GAA; chromozom 19; NCBI kod genu: 280798.

Symptomy postiZzeni GSD |1
GSD 1I je porucha ukladani glykogenu II. typu, jedna se o autozomalné recesivni

genetické onemocnéni, jehoZ pfiCinou je zavazny nedostatek aktivity kyselé glukosidazy GAA
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(acidic a-glucosidase). GAA je lysozomalni enzym, ktery katabolizuje glykogen na glukézu.
Deficience jeho aktivity ma za nasledek generalizovanou glykogen6zu — GSD Il. Primérna
GAA aktivita u postizeného skotu se pohybuje od 1 % fibroblastech, 3 % v krevnich
leukocytech, a az 9 % ve svalech (REICHMANN et al., 1993; O'SULLIVAN et al., 1981,
DENNIS et al., 2000).

Generalizovana glykogendza byla nejprve popsana u masného shorthornského skotu
(RICHARDS et al., 1977; PALMER et al., 1994) a brahmanského skotu (O’SULLIVAN et al., 1981)
v Australii. Klinické ptiznaky mohou byt patrné od narozeni do 6 mé&sict véku, s délkou zivota
do 12 mésicii. Projevem glykogendzy u brahmanského i shorthornského skotu je progresivni
svalovd slabost, zvifata jsou celkové slaba, pifipadné s nervovymi piiznaky jako
nekoordinovana chiize (RICHARDS et al., 1977, O’SULLIVAN et al., 1981, REICHMANN et al.,
1993). O’'SULLIVAN et al. (1981) zjistil, ze rodice postizenych telat méli pfiblizné polovi¢ni
uroven aktivity GAA ve srovnani s normalnim dobytkem.

REICHMANN et al. (1993) popsal toto postizeni u 96 telat brahmanského skotu. Typicky
projev pro GSD II byl ve véku 6 mésicl, Spatny rist a svalova slabost byly nejbéznéjsimi
ptiznaky. Byla zji$téna snizend aktivita GAA v lymfocytech periferni krve a kosterni svaloving.
Koncentrace glykogenu ve svalech byla u postizenych zvitat trvale vyssi ve srovnani s klinicky
zdravym skotem. U postizenych zvifat byla biochemicky zjisténa zvySena aktivita
aspartataminotransferdzy a kreatinkinazy, v moc¢i bylo zji§ttno nadmérmné mnozZstvi
oligosacharidi. Histologicky byly zjistény jemné vakuolizace cytoplazmy neuront v mozku
a miSe, kosternich svalech, myokardu a Purkynovych vlaken.

U cloveéka je postizeni znamo pod ndzvem Pompeho nemoc (nebo deficience kyselé
maltazy), onemocnéni poprvé popsal dansky patolog J. C. Pompe (HIRSCHHORN et al., 2001).
U ¢loveka se rovnéZ jednd o deficit lysozomalni hydrolazy (GAA). Katalyzuje hydrolyzu a-1,4
a a-1,6 glykosidickych vazeb. Intralysozomalni akumulace glykogenu normalni struktury
ve vSech tkanich. Nésledkem je akumulace glykogenu napt. v myokardu, kosternim svalstvu,
juvenilni a adultni. Charakteristickd je hypoglykemie, svalova slabost, psychomotoricka
retardace, imobilizace, Gbytek svalové hmoty. Déti a dospivajici jsou celkove slabi, zaostavaji
ve vyvoji. Vyskytuji se poruchy védomi, kieCe pii hypoglykemii, hypotonie, kardiomyopatie
Klinicky projev bovinni generalizované glykogen6zy se vice podoba juvenilni formeé lidského

onemocnéni (REICHMANN et al., 1993).
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Detekce genetické pri¢iny onemocnéni GSD |1

Pti¢inou GSD II jsou mutantni alely genu kyselé a-glukosidazy GAA, které zplsobuji
ztratu funkce tohoto lysozomalniho enzymu, jenz katabolizuje glykogen na glukézu. Gen se
nachazi u skotu v 19. chromozému (TAMMEN et al., 2000).

V genu pro GAA se vyskytuje né¢kolik mutaci s riznym efektem vcetné letalniho.
Letalni charakter ma mutace delece dinukleotidu v exonu 7, oznaceni jako mutace ,,E7
€.1057_1058delTA, u brahmanského skotu je hlavni pfi¢inou generalizované glykogenozy,
zpusobuje posun a vznik stop kodonu v exonu 8 na pozici nukleotidd 1170-1172
(DENNIS et al., 2000).

M¢éng Casta je tranzice v exonu 13, oznacovana jako letalni mutace "E13", ¢.1783C>T,
u brahmanského skotu s pfedpokladem nahrady argininu na pozici 595 stop kodonem (DENNIS
et al., 2001, 2002).

Rovnéz delece dinukleotidu v exonu 18, ¢.2454 2455delCA, u shorthornského skotu
vede k frameshiftu a vzniku stop kodonu v exonu 19 v nukleoticové pozici 2637-2639, tedy
k pfed¢asnému ukonceni translace. Nasledkem je neaktivni peptid zkraceny o 60 aminokyselin
(DENNIS et al., 2000, 2001). Tato mutace nebyla zjisténa u postizeného brahmanského skotu.

Ve spojitosti s generalizovanou glykosidéozou byla zjisttna na exonu 16
u brahmanského skotu tichd mutace €.2223G>A, tyka se nezménéné aminokyseliny Leu714,
zjistovana restriktazou Mspl v souvislosti s letalni mutaci ,,E7%, vyskyt byl rovnéz popsan u 33
postizenych kusti (DENNIS et al., 2000). U postizenych shorthornti oproti brahmanskému skotu
nebyly zjistény jiz uvedené mutace na E7 ptipadné na E16 (DENNIS et al., 2000).

Rovnéz jednobazova substituce tranzici V exonu 9 oznaceni jako ,,E9, .1351C>T,
p.arg 451trp, brahmanského skotu je zodpovédna za 70-80% snizeni aktivity GAA, ale neni
spojovana s klinickym onemocnénim (DENNIS et al., 2000, 2002).

Australska asociace chovateli brahmanského skotu iniciovala vyvoj testl, které by
preventivné odhalovaly pfitomnost heterozygotnich nositeli onemocnéni GSD I1.

Nize uvedené genotypizace byly vizualizovany na 4% agarézovém gelu s ethidium
bromidem.

Genotypizace mista 1057, brahmansky skot: amplikon (cDNA) o velikosti 238 bp je
restriktazou Bgll rozstépen u wild typu na fragmenty 190 bp a 48 bp. U mutace
(c.1057_1058delTA) fragment 188 bp je rozstépen Bgll na fragmenty 161 a 27 bp.
Genotypizace mista 1351, brahmansky skot: amplikon (cDNA) 179 bp je restriktazou Bgll
rozstépen na dva fragmenty (98 a 81 bp) pro 1351 C a 1351 T amplikony. Fragment pro 1351C

amplikon je rozStépen na fragment 68 a 30 bp.
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Genotypizace mista 1783, brahmansky skot: amplifika¢ni procedura (¢cDNA) byla navrZena tak,
ze zahrnovala dvé BSIEl mista krom¢& mist prezentovanych wildtypovym amplikonem. Rozklad
amplikonu 192 bp restriktazou BSIEl na fragmenty 22 bp a 15 bp u amplikoni (1783 C
i 1783 T). Kromé¢ toho fragment 39 bp je odstépen ze zbytkového 155 bp fragmentu amplikonu
1783 C, zbyde fragment 116 bp, avSak u amplikonu 1783 T zbyde fragment 155 bp
(DENNIS et al., 2002).

Genotypizace mista 2454, shorthornsky skot, pivodné publikovany postup: tvorba PCR
produktt, genotypizace pii pouziti restriktazy Drdl zdravy (wildtypovy) homozygot (2454CA)
ma na gelu fragmenty o velikosti 155 bp a 129 bp. Homozygotni mutant (2454ACA) se
prezentuje na gelu nestépenym PCR produktem 284 bp. Heterozygot (2454CA/ACA) ma
na gelu fragmenty 284 bp, 155 bp a 129 bp (DENNiIS et al., 2000, 2001).

Bylo zjisténo, Ze tento postup neposkytuje piesné vysledky u vzorki cisténé DNA
izolované z chlupovych cibulek, protoze dochazelo z neznamych pficin k inhibici restriktazy
Drdl. Proto byla stejnymi autory pro genotypizaci zvolena jina metoda, umoznujici univerzalni
genotypizaci DNA z krve, spermatu i chlupovych cibulek.

Genotypizace mista 2454 pomoci dvojitého nesouladného amplifikaéniho postupu
k rozliSeni alel exonu 18 dle DENNIS et al. (2001). Ptitomnost ¢i nepfitomnost unikatnich
Stépnych mist v exonu 18 pro Drdl a PshAl je vyznamna. Mutace dinukleotidova delece
€.2454 2455delCA zpusobi zanik $tépného mista pro Drdl, ale rovnéZz vznik unikatniho
Stépného mista pro PShAI uvniti exonu 18 AAG genu. Pomoci tohoto postupu jsou do primert
zabudovana restrikéni mista pro Drdl a PshAl. Detekéni §tépné misto pro Drdl se nachazi
129 bp od 5’konce wildtypového amplikonu, ale v mutantnim amplikonu neni pfitomno.
Nesouladné $t€pné misto pro Drdl je 25 bp od 5'konce obou wildtypového a mutantniho
amplikonu, které slouzi jako vnitini kontrola §t€peni Drdl. Naopak detekéni §tépné misto
PshAI se nachazi 127 bp od 5’konce mutantniho amplikonu, ale nevyskytuje se u amplikonu
wildtypového. Nesouladné §tépné misto pro PShAI je 12 bp od 3’konce obou amplikond
wildtypového i mutantniho, které slouzi jako vnitini kontrola PShAI stépeni.

Pribéh genotypizace: wildtypovy a mutantni amplikon maji velikost 262 bp respektive
260 bp. Alikvoty PCR produktii byly inkubovany dvojici restriktaz Drdl a PshA. Amplikon
262 bp u homozygotniho wild typu, restrikci s Drdl vystépi dva viditelné fragmenty 104 bp
a 133 bp. Pii pouziti restriktazy PsShAI je viditelny pouze fragment 250 bp. Amplikon 260 bp
u homozygotniho mutantniho typu (delece dinukleotidu) pisobenim restriktazy Drdl vystépi
viditelny fragment 235 bp a pasobenim restriktazy PShAI vystépi viditelné fragmenty 127
a 121 bp. Fragmenty 235, 133 a 104 bp byly sledovany po Stépeni Drdl restriktazy
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u heterozygotd. Pfi pouziti restriktazy PShAI u heterozygotli vznikly fragmenty 250, 127
a 121 bp (DENNIS et al., 2001).

Vyskyt onemocnéni GSD 11

Onemocnéni  bylo zjiSténo U australského skotu brahmanského a masného
shorthornského plemene (JoLLY et al., 1977; RICHARDS et al., 1977; O'SULIVAN et al., 1981;
HOWwELL et al., 1981; HERs et al., 1989) rovnéz i u dalsich druhl zvitat, ovei (MANKTELOW et
al., 1975), pst (MOSTAFA, 1970), ko¢ek (SANDSTROM et al., 1969), kiepelek (MURAKAMI et al.,
1980; MATsUI et al., 1983).

2.4.6 Glykogenoza V
McArdle‘s disease — Glycogenosis V — Glycogen storage disease V — GSD V; gen skotu:
phosphorylase glycogen muscle; PYGM; chromozom 29; NCBI kod genu: 327664.

Symptomy postiZzeni GSD V

Glykogenéza V skotu je dédicna porucha s monogenni autozomalné recesivni
dédi¢nosti, tuto skute¢nost poprvé popsal a na zéklad€ analyzy rodokment postizenych jedinct
plemene charolais dolozil ANGELOS et al. (1995). Jedna se o svalovou chorobu, ktera je
zptisobena bodovou mutaci genu s oznacenim PYGM, kddujiciho enzym myofosforylazu
(glykogenfosforylazu) (TSUJINO et al., 1996; SOETHOUT et al., 2002; IBEAGHA et al., 2008).
U clovéka je tato porucha zndma jako McArdleho choroba, toto onemocnéni bylo poprvé
popsano v roce 1951 Dr. Brianem McArdlem (MCARDLE, 1951, ANDREU et al., 2007).

Glykogenfosforyldza iniciuje clenéni glykogenu fosforolytickym odstranénim
a-1,4-glukosyl rezidui z krajnich vétvi glykogenu. Ti1 isozymy (typ svalovy, jaterni
a mozkovy) byly popsany u savci a genetické defekty svalového isozymu (myofosforylaza)
u lidi vedou k metabolické myopatii znamé jako glykogendza typu V neboli McArdleho
choroba (MCARDLE, 1951; MOMMAERTS et al., 1959). Typicti pacienti s touto nemoci maji
intoleranci ke cviCeni, s pfedasnou Unavou, svalovou bolesti, kfeCemi svali pii vykonu
a opakujici se myoglobinurii (ENGEL et al., 1994).

Telata s fenotypem zdvojeného osvaleni, ktera jsou podeziela z deficitu
myofosforyldzy, vykazovala typické piiznaky napft. ¢irou, hnédé zbarvenou mo¢ po namaze,

zatézovou intoleranci, ptiznaky bolesti, zvySeni urovné kreatinkinazy (SOETHOUT et al., 2002).
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Detekce genetické pri¢iny onemocnéni GSD V

Myofosforylazovy deficit u skotu je svalové onemocnéni indukované bodovou mutaci,
substituci tranzici C>T v kodonu 489 myofosforylazového genu (TSuJINO et al., 1996), kdy
dochazi k p.Arg489Trp, nahradé argininu kédovaného CGG tryptofanem TGG a vzniku cilové
sekvence CCTTGG pro restrikéni enzym Styl (BILSTROM et al., 1998). PCR produkt ma délku
252 bp (BILSTROM et al., 1998; SOETHOUT et al., 2002). Nasledné ptisobenim restriktazy Styl
byly zjistény genotypy: mutace v exonu 12 bovinniho myofosforylazového genu, tj. postizena
zvifata homozygoti 119 a 133 bp, homozygotni zvifata nepostizena 252 bp, heterozygoti
252 bp, 119 bp, 133 bp (SOETHOUT et al., 2002).

Vyskyt onemocnéni GSD V
Onemocnéni bylo zjisténo u skotu plemene charolais (ANGELOS et al., 1995; JOHNSTONE
et al., 2004), u kiizencu plemene blonde d‘Aquitaine (SOETHOUT et al.,, 2002) a rovnéz

u merinovych ovci v Australii (TAN et al., 1997).

2.4.7 Deficit krevniho koagulac¢niho faktoru XI
Factor X1 deficiency; gen skotu: Coagulation factor XI; F11; chromozom 27; lokace 27q14;
NCBI kod genu: 407998

Symptomy postiZeni - deficitu FXI

Koagula¢ni faktor Xl je jednim z vice nez tuctu proteint podilejicich se na srazeni krve.
Koagula¢ni onemocnéni krve - deficit koagulaéniho faktoru XI, bylo prvné popsano
u amerického holstynského skotu ve staté Ohio v roce 1969 (KociBA et al., 1969).
Zjisténi deficitu faktoru XI u holStynského skotu, bylo jednim z prvnich biochemickych
defektt, jejichz pticinou byl naruseny projev proteolytického enzymu (GENTRY et al., 1975).
Zvitata s deficitnim XI faktorem mohou projevovat velmi Siroky rozsah pfiznaki, od uplné
bezptiznakovych, az rtuzové zbarvené kolostrum, krev v mléce (HATON et al., 2000),
dlouhodobé krvaceni po injekci, odrohovani, anemie nebo vnitini krvaceni (MARRON et al.,
2004; KUNIEDA et al., 2005). Zvifata s homozygotn¢ recesivni ¢i heterozygotni konstituci alel
Vv lokusu mohou mit nizsi produkci telat a niz$i miru preziti (GENTRY and RosS, 1994; LIPTRAP
et al., 1995; CoomMBER et al., 1997). Postizena zvifata jevi vy$§i vnimavost k infekénim

onemocnénim, jako jsou pneumonie, mastitidy a metritidy (GHANEM et al., 2005). Projev
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tohoto genetického defektu mize mit ekonomicky dopad v mlééném priamyslu (MARRON et al.,
2004).

Faktor XI je plazmova serinova proteinaza zapojena v pocatecni aktivaci krevni
koagula¢ni kaskady. Béhem aktivace vlastniho mechanismu srazeni krve je faktor XI preveden
z neaktivni zymogenni formy na proteolyticky enzym (faktor Xla). Tento aktivovany protein
iniciuje nasledny krok v koagulacni casti, kterd vrcholi tvorbou fibrinu z rozpustného
fibrinogenu (GENTRY and DowNIE 1977; BRusH et al., 1987). Koagula¢ni faktor XI je
glykoprotein, vznikajici v jatrech. Faktor XI obih4 jako disulfidicky spojeny homodimer,
slozeny ze dvou identickych podjednotek a je pfeveden na aktivni protedzu rozStépenim
(BouMA and GRIFFIN, 1977).

Strukturu faktoru XIa (aktivovana forma XI) tvoii dva t&7ké a dva lehké fetdzce. Ctyfi
,oblasti® tézkého fetézce (MCMULLEN et al., 1991) maji vazebna mista pro trombin, faktor IX,
faktor XII a molekularné tézky kininogen (BAGLIA et al., 1990, 1993; BAGLIA and WALSH,
1996; SUN and GAILANI, 1996). Lehky fetézec obsahuje katalytické misto serinové proteazy
(KUNIEDA et al., 2005).

Detekce genetické pri¢iny deficitu FXI

Diive se predpokladalo, ze deficit FXI je zptsoben absenci FXI proteinu (GENTRY,
1984). MARRON et al. (2004) identifikoval mutaci, ktera je pfti¢inou deficience FXI, kdy
bilkovina je pravdépodobné piitomna, ale jen se zkratila pred¢asné, vlivem inzerce stop kodonu
v exonu 12 na chromozému 27. Vysledkem je absence Cinnosti faktoru XI. Zraly protein je
zménén ve struktufe a veskera serinova oblast kodovana exony 13—15 chybi (ASAKAI et al.,
1987).

Analyza rodokmeni zvitat s mutaci exonu 12 indikuje, ze deficit FXI je autozomalné
recesivni onemocnéni s heterozygotnimi jedinci vykazujicimi rGznorodé symptomy a rtizné
stupné snizeni aktivity FXI (GENTRY et al., 1975; MARRON et al., 2004).

KUNIEDA et al. (2005) uvadi druhy zptisob mutace bovinniho genu faktoru XI. Inzerce
15 bp v exonu 9 zplsobuje aminokyselinovou substituci 6 aminokyselinovych zbytka ve étvrté
oblasti. U¢inky obou mutaci na funkci FXI mohou byt rozdilné.

Tyto vysledky jsou shodné stypem mutaci a zplsobem dédi¢nosti sledovanym
u ¢lovéka. Vyuzivani molekularni diagnostiky recesivnich onemocnéni je tedy vyhodné i v péci
o genetické zdravi populace zvitat. Dllezita je piesna identifikace zvitat, kterd se mohou zdat
klinicky normalni, ale nesou mutaci v exonu 12. Genotypizace pomoci PCR, primery byly

konstruovany dle MARRONA et al. (2004) na zakladé homologie mezi vhodnou lidskou a mysi
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FXI sekvenci. Pomoci primert forward a reverse byla pfislusnd ¢ast genu amplifikovéna.
Nepostizena zvifata homozygoti S normalnimi FXI alelami maji jeden 244 bp fragment.
U postizenych homozygoti je fragment o délce 320 bp, heterozygotni nositelé se projevuji

ob¢éma fragmenty 244 bp a 320 bp (MARRON et al., 2004).

Vyskyt deficitu FXI

Deficit faktoru XI, byl zjistén u amerického a kanadského holstynského skotu (KociBA
et al., 1969; GENTRY, 1975), holstynského skotu v Anglii (BRUSH et al., 1987). Japonsti autofi
uvadi vyskyt deficitu faktoru XI u japonského ¢erného skotu (wagyu), kde geneticka piicina se
ponékud lisi od pfi¢iny u holstynského skotu (KUNIEDA et al., 2005; WATANABE et al., 2006;
OHBA et al., 2007).

Prazkum 169 kusi kanadského holstynského skotu zjistil 21 heterozygott pro faktor XI.
Frekvence mutagenniho genu byla 0,6 %. Relativni ¢etnost recesivnich homozygotd v populaci
byla 0,1-0,8 % a pro heterozygoty Cetnost byla 4-16 % (GENTRY et al., 1980). MEYDAN et al.
(2009) uvadi vyskyt deficitu faktoru XI u holstynského skotu v Turecku. Analyzoval 225 krav,
zjistil 4 heterozygotni nosice pro deficit faktoru XI. VSechna ostatni zvifata méla normalni
genotyp. Frekvence mutantni FXI alely byla 0,9 % a prevalence pienasect byla vypoctena
na 1,8 %.

U plemennych bykl amerického holStyna byl zjistén vyskyt 5 pfenaSecti mutantni alely
deficience faktoru Xl ze 419 testovanych (MARRON et al., 2004), tedy 1,2 %. U indického
holstynského skotu plemennych bykt byl zjistén vyskyt 0,6 % heterozygotnich pfenasect
(RAJESH et al., 2007).

Deficit faktoru XI byl popsdn nejen u skotu, ale i nckterych plemen pst, teriért
(Dobs and KuLL, 1971; KNOWLER et al., 1994). Nejvétsi vyskyt deficitu faktoru XI v lidské
populaci se zda byt u Zidd ptivodu Ashkenazi (SELIGSOHN, 1978).

2.4.8 Arachnomelie — ,, syndrom pavou¢ich nohou*

Spider legs syndrome; Arachnomelia and arthrogryposis (SAA), Arachnomelia syndrome
(AS);

U simentalského plemene a fleckvieh: gen skotu: molybdenum cofactor synthesis 1; MOCS1,
chromozdém 23; NCBI kod genu: 281917.
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U S$vycarského hnédého skotu (braunvieh): gen skotu: sulfite oxidase; SUOX; chromozom 5;
NCBI kod genu: 509837.

Symptomy postiZeni AS

Arachnomelia syndrom je letalni monogenni autozomalné recesivni dédi¢né postizeni
skotu. Heterozygotni prenaseci jsou bez klinickych pfiznaki. Postizena telata umiraji v obdobi
porodu, zjistovany jsou malformace skeletu nohou, patefe a lebky. Arachnomelie je
kongenitalni abnormalita kosterniho a svalového systému, typické jsou predevsim prodlouzené,
tenké a ldmavé kosti koncetin s hyperflexibilnimi nebo zkracenymi karpalnimi, tarzalnimi
a spénkovymi klouby (arthrogryposis), davajici zviteti ,,pavouci* vzhled. (BREHM et al., 1984,
KoniG et al, 1987; LeipoLD and STEFFEN, 1989; TESTONI and GENTILE, 2006;
BuiTkAmP et al., 2008, 2011).

TESTONI a GENTILE (2004) uvadi piiklad ¢tyf mrtvych telat italské populace
Svycarského hnédého skotu, u nichz byly shledany malformace lebky a zadnich koncetin.
Oblicejoveé deformity byly znatelné u vSech zvitat, byly charakterizovany velmi kratkou spodni
Celisti, pfiblizn€ 5—10 cm a horni Celisti konkdvné zaoblenou v dorzalnim profilu. Profil hlavy
se podobal ohafi. VSechna telata vypadala ,pfikréené®, vlivem kyfézy, ohnuti patete vpied
a skoliozy patete. Jejich koncetiny se zdaly delsi a ten¢i nez normalné a byly obloukovité
zakfivené, s uhlovymi deformitami predev§im zadnich kon&etin. Uhlové deformity byly
shledany v distalni ¢asti zadnich nohou, vyznacovaly se velkym obousmérnym rozsahem
pohybu spének, s extrémné vpied smétujicimi prsty a soubézné sméfovanym trupem.

Tenké Kkosti nevznikaji poruchou epifyzy dlouhych kosti, ale poruchou diafyzy, zvlaste
zaprsti a nartu. Kiehkost dlouhych kosti byla doloZena vicecetnymi frakturami nohou u tfi telat,
mozna v souvislosti s obtiznym porodem, svaly nohou byly atrofovany. Rentgenovy snimek
nohou ukazal zakiivené diafyzy dlouhych kosti a tidkou dfent ovliviujici poskozeni kosti
(TesToNI and GENTILE 2004; BUITKAMP et al., 2008).

Malformace srdce byly patrné u jednoho telete, bylo zde Uplné piestaveéni arterialniho
kmene a oboustranna soustfedna ventrikularni hypertrofie (TESTONI and GENTILE, 2004).
U postizenych telat byla shledana mozkova hernie kombinovand s malformaci lebec¢nich kosti,
vnitini a vnéjsi hydrocefalus (BUITKAMP et al., 2008).

Patogenese nemoci se dle literatury zdanlivé piekryvd s Marfanovym syndromem,
arachnodaktylii Vv huméanni mediciné. Klinickd zji§téni zaznamenand u arachnomelii
postizenych telat jsou obvykle odlisna od typického obrazku lidskych ,,Marfanovych pacienti®,

arachnodaktylie se vyznacuje velkou kiehkosti dlouhych kosti, defekty srdce, hlavnich arterii
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a jejich ektopii neboli zménou polohy. Dle autort je nevhodné povazovat tato dvé onemocnéni
za shodna. Lidsky Marfantiv syndrom nesnizuje zivotaschopnost pacientll, ale arachnomelia ma
u skotu letalni charakter. Histologické zkouSky vybranych ptipadi odhalily piitomnost
krevnich vyronti v osteochondralnim ptfechodu epifyz a néhly ptechod z chondralni do kostni

tkan¢ (TESTONI and GENTILE, 2006).

Detekce genetické priciny AS

U Svycarského hnédého plemene je piedpokladan autozomalné recesivni pienos
a kontrolni program je zalozen na identifikaci nositeli syndromu, napi. analyzou rodokmenti
(KONIG et al., 1987). RossI et al. (2008) a DROGEMULLER et al. (2009) zjistili u italské
populace Svycarského hnédého skotu dle analyzy rodokmenil postizenych jedinct, Ze se jedna
0 autozomalné recesivni onemocnéni. Studiem genomu za pomoci mikrosateliti a markert
zjistili, ze gen zplsobujici arachnomelii je umistén v chromozdému 5.

DROGEMULLER et al. (2010) zjistil, Zze genetickou pii¢inou koprespondujici s fenotypem
AS u Svycarského hnédého skotu miize byt poskozeni genu SUOX pro molybdo hemoprotein
sifi¢itan oxidazu vlivem inzerce 1 bp v exonu 4 (c.363-364insG). Dusledkem je posun ¢teciho
ramce, kdy od 124. aminokyselinového zbytku dochazi ke zméné SUOX proteinové sekvence
(p-Alal24GlyfsX42), zména se tyka 42 aminokyselin, vlivem pied¢asného stop kodonu 75 %
bilkoviny chybi. Je velmi nepravdépodobné, Ze mutantni protein mize plnit nékteré
fyziologické funkce. Timto je narusena funkénost enzymu molybdo hemoprotein sifi¢atan
oxidazy, ktery ma dulezitou roli pro normalni vyvoj kosti. Molybdo hemoprotein sifi¢itan
oxidaza je terminalni enzym v draze oxidac¢ni degradace sirnych aminokyselin.

V soucasnosti je vyvinuta patentovand metodika, ktera je schopna zkrevni DNA
provéfovaného zvifete a jeho matky na zakladé mikrosatelitnich markert identifikovat nositele
onemocnéni.

Dalsi typ genetického zaloZeni pro fenotypovy projev AS uvadi BuITKAMP et al. (2009)
u némecké populace simentdlského plemene, identifikoval kandidatni pozici arachnomelia
syndromu pomoci souboru regionalnich mikrosatelitii v chromozému 23. Také SEICHTER et al.
(2011) umistil mutaci u plemene fleckvieh do stejné oblasti chromozému 23 jako Buitkamp
pro simentalské plemeno a JANSEN et al. (2013) u plemene fleckvieth.

Buitkamp et al. (2011) dale upfesnuje své vysledky, objevil souvislost syndromu
s deleci dvou bp v hovézim genu MOCSL1, v exonu 11 (¢.1224-1225delCA). Naruseni translace
s vySe uvedenym proteinem lze dat do pfi¢inné souvislosti s timto specifickym fenotypovym

projevem AS. Podle ocekavani, vSechna postizena telata byla homozygotni pro mutaci
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(del/del), zatimco vSichni rodi¢e byli heterozygotni (hm/del). U genu MOCS1 byl u transkripce
zaznamenan alternativni sestfih, vysledkem je MOCS 1B, MOCS 1A protein. Tyto proteiny se
podileji na prvnim kroku syntézy molybdenového kofaktoru (Moco). Enzym sifi¢tan oxidaza
vyzaduje pro svoji normalni funkci molybdenovy kofaktor.

Protein MOCSL je potiebny pro syntézu molybdopterin kofaktoru, ktery tvofi aktivni
misto Vv SUOX. Zapojeni SUOX a MOCSL1 do stejné biochemické drahy vzajemné podporuje
kauzalitu téchto mutaci S$vycarského hnédého skotu a némeckého strakatého skotu
(DROGEMULLER et al., 2010).

Tyto rozdilné vysledky u nékterych plemen skotu naznacuji pravdépodobnou moznost
genetické riznorodosti onemocnéni. Arachnomelia je prvnim zjisténym oligogennim

onemocnénim skotu (BUITKAMP et al., 2011).

Vyskyt onemocnéni AS

Onemocnéni poprvé popsal RIECK and SCHADE (1975) u holstynského, ¢erveného
holstynského skotu, rovnéz bylo zjisténo u italské populace Svycarského hnédého skotu,
simentalského skotu skotu v Rakousku a Neémecku (TESTONI and GENTILE, 2006;
BuiTkAMP et al., 2008). SEICHTER et al. (2011) a JANSEN et al. (2013) uvadi toto postizeni
u plemene fleckvieh. Studiem rodokment postizenych jedincti §vycarského hnédého plemene
byl zjistén byk narozeny v r. 1957, prvni nositel této mutace (DROGEMULLER et al., 2010).

V populaci §vycarského hnédého skotu se objevily stovky piipadi béhem roku 1980,
zvySeny vyskyt piipadt souvisi s uplatnénim nékterych plemenikti v inseminaci (KONIG et al.,
1987).

Americky plemenik Svycarského hnédého skotu Norvic Lilasons Beautician US
138750.6, narozen 1960 a predevsim Prealba Pete Rose AMARANTO IT 106 342.7, narozen
1995 (DROGEMULLER et al., 2009), byli zdrojem Sifeni tohoto defektu u evropské populace
Svycarského hnédého skotu v 80. a pozdéjsich letech (KONIG et al., 1987; TESTONI and
GENTILE, 2006).

Pii vyzkumu rakouské populace Svycarského hnédého skotu byla zvifata rozdélena
do skupin dle roku narozeni pocinaje rokem 1968. Bylo kontrolovano 295 592 zvifat,
6 generaci rodokmend zndmych nositeldl letalnich gen. Frekvence vyskytu letalniho genu
arachnomelie dosdhla maxima 2,34 % u krav s rokem narozeni 1983 a pokles vyskytu 1,71 %
nastal u krav narozenych v roce 1988. Maximalni genova frekvence u bykl byla dosaZena

v roce 1981, ato 3,01 %, dale postupn¢ klesala na 2,17 % (LIDAUER et al., 1994).
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Buitkamp et al. (2008) sledoval vyskyt syndromu u némecké a rakouské populace
simentalského skotu. V letech 2005-2007 detekoval celkem 152 telat postizenych syndromem
arachnomelie. Nejvice pfipadt postiZeni u telat (126) tohoto plemene bylo zaznamenano v roce
2006, kdy byli v oblibé nékteti byci — skryti nositelé postizeni (Romel — 1995, Egel — 1985,
Rexon — 1989).

BuITKAMP et al. (2011) genotypizaci ¢asti bavorské populace simentalského skotu zjistil
2,8 % heterozygotnich skrytych nositeltl nové detekované delece genu MOCS1. Tato mutace
nebyla pozorovana u nahodné vybranych 120 kusi skotu jinych plemen, némecky gelbvieh,
holstynsko-friské, belgické modrobilé a braunvieh. Na zaklad¢ genotypizaci DNA a z analyz
rodokmenti heterozygotnich nositelti postizeni u simentalského skotu byl zjistén hlavni Sititel

mutace byk Semper, prvnim nositelem mutace onemocnéni byl pravdépodobné jeho otec Senat.

2.4.9 Syndaktylie

Mule foot disease — MFD; Syndactyly — SY; gen skotu: low density lipoprotein receptor
— related protein 4 — LRP4; chromozém 15; lokace 15027; NCBI kod genu: 504317

Symptomy postiZeni SY

Syndaktylie u skotu je dédi¢né autozomalné recesivni onemocnéni s variabilitou
u jednotlivych plemen. Defekt se projevuje sristem prstii na jedné nebo vice koncetinach
(DROGEMULLER et al., 2007).

Hlavnim rysem dédi¢né syndaktilie, je splynuti neboli neclenéni prstd. Porucha je
hlavné osteologicka a spoc¢iva v kostnim spojeni prstii. Zejména metakarpalni a metatarsalni III.
a V. kosti vykazuji u syndaktilnich plodt pfed¢asné splynuti. Zajimavé je, ze tyto sristy kosti
jsou doprovéazeny zvySenym rozvojem metakarpalni a metatarsalni II. a V. kosti, ukazujici
dobie vyvinuté zdkladni prsty II. a V.. Pozd&j$i symptomy jsou podobné polydaktylickému
syndromu. Tyto anatomické defekty jsou doprovazeny nachylnosti k hypertermii vyvolané
zvySenou okolni teplotou (ELDRIDGE et al., 1951; LEIPOLD et al., 1969, 1974; HART et al.,
1987).

Detekce genetické priciny SY
U skotu se syndaktylie ukazuje jako samostatny autozomalné recesivni znak S neuplnou

penetranci. Pfislusny lokus je uvadén jako SY, s dvéma alelami SY* a sy. Vysoky vyskyt
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onemocnéni sledovany u holstynti miize byt spojen s prvenstvim nositeléi onemocnéni (SY*/sy)
pro produkci mléka a tuku v mléce ve srovnani s normalni kontrolou (SY* /SY™) (LEIPOLD et
al., 1973).

Kandidatni region pro postizeni syndaktilii se nachazi na 15. bovinnim chromozému
(CHARLIER et al., 1996). Nositelé této kombinace (heterozygoti SY'/sy) jsou mezinirodné
oznacovani pismeny MF za svym jménem. Mutace genu neni Gplné letalni, ale zcela zasadné
omezuje zivot zvifete (SLEJTR, 2002). MoZnost, Ze uméla selekce uptednostitujici heterozygoty
muze prispivat k nepiijatelnému zvySeni Cetnosti onemocnéni, byla shleddna diky udajim
ukazujicim, Ze pfenasecky onemocnéni produkovaly v priméru o 2,1 liber mlééného tuku
a 298 liber mléka vice nez homozygoti (LEIPOLD et al., 1973).

V posledni dobé byly popsany nékteré mutace u bovinniho genu LRP4, jez byly
shledany jako prvotni pfi¢ina syndaktylie u plemene holStyn, simental, kfizencli simental
— charolais (DUCHENSE et al., 2006; DROGEMULLER et al., 2007). LRP4 nalezi k rodiné¢ LDL
(low density receptor) receptort, ktera se sklada ze sedmi strukturné Uzce souvisejicich
transmembranovych proteinti. Tyto proteiny jsou zakotveny v plazmatické membrané (HERZ,
2001).

DUcHENSE et al. (2006) identifikoval CpG/ApT netradi¢ni substituci v exonu 33
(c.4863C>A,; ¢.4864G>T) v bovinnim LRP 4 genu, jejimz vysledkem je zména aminokyselin
v proteinu (p.asn1621lys; p.gly1622cys).

JOHNSON et al. (2006) popsal odlisSnou mutaci u stejného genu, u skotu plemene
aberdeen-angus, MFD oblast je Uzky interval na bovinnim chromozému 15, je syntenicky
lidskému chromozému 11p12—p11.2. Tato oblast obsahuje MEGF7/LRP4 (schvéleny geneticky
symbol LRP4). Gen, ktery koduje soucast multifunkéniho lipoproteinového receptoru.
MEGF7/LRP4 je silny kandidat pro MFD mutaci. Uzitim PCR analyzy vzorkd tkané
a spermatu z potvrzenych homozygotnich MFD nositelti, byla identifikovana jednoducha
funkéni mutace bazového paru u postizenych zvitat. Bylo prokazano, ze zména (€.5385G>A)
na prvnim nukleotidu na stykovém donorovém misté intronu 37 Uplné vytadi toto stykové
misto. Abnormalni spojovani je zplsobeno touto mutaci a predikuje tvorbu dysfunkcniho
memranového receptoru chybéjici normalni cytoplazmatické oblasti.

DROGEMULLER et al. (2007) uvadi dalsi ¢tyfi mutace se vztahem k proteinu 4 genu
LRP4. Napf. u postizeného homozygotniho némeckého holStynského telete byla v tomto genu
exonu 33 na pozici 103 nalezena bodova mutace (€.4940C>T), ktera byla identifikovana rovnéz
u heterozygotnich rodici. Tato mutace je pfi¢inou zmény aminokyseliny (p.pro1647lys). Dalsi
dvé nové autorem popsané bodové mutace zplsobujici onemocnéni v homozygotnim
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usporadani, se vyskytly u némeckého simentalského telete. Prvni byla nalezena v exonu 3
na pozici 42 (c.241G>A) zpusobila zménu v aminokyselinach (p.gly8lser). Druha byla
nalezena vexonu 26 na pozici 59, bodova mutace (c.3595G>A) zpusobila zménu
v aminokyselinach (p.glyl1199ser). U kiizenci (simentadl x charolais) byla zjiSténa bodova
mutace (c.2719G>A) v exonu 20. Doslo k zamén¢ aminokyselin (p.gly907arg). Tato mutace

byla pozorovana v souvislosti s jiz v textu popsanou mutaci v exonu 33.

Vyskyt onemocnéni SY

Postizeni skotu bylo popsano napt. u plemene holstyn (nejvyssi vyskyt u americkych
holstynd), aberdeen-angus, némecky simental, kiizenci simental-charolais, brown swiss,
chianina, hariana (CHARLIER at al., 1996; DROGEMULLER et al., 2007; LEIPOLD et al., 1973,
DUCHENSE et al., 2006; JOHNSON et al., 2006).

Za prvniho vyznamného nositele je povazovan byk Wayne-Spring Fond Apollo MF.
Tento byk byl velmi vyznamnym plemenikem a jeho geny nalezneme i u spousty bykda, ktefi
tento defekt nenesou (napi. svétozndmy Blackstar). Bohuzel médme i vyznamné byky, ktefi
po ném tento gen zdédili. Za nejznamé;jsi nositele 1ze povazovat byky Bena, Sharka (NX 841),
Tugola a Jaguara (NX 945) (SLEJTR, 2002).

Syndaktilie byla popsana nejen u skotu, ale rovnéz u ¢lovéka, prasete, ovce, psa nebo
i jelence virzinského (b&loocasého) Odocoileus virginianus (Bossk et al., 2000; LElpoLD and

DENNIs, 1972; DENNIS and LEIPOLD, 1970; RENOY and BALLIGAND, 1991).

2.4.10 Chediak—Higashi syndrom

Chediak—Higashi syndrome — CHS; gen skotu: CHS1/LYST, chromozom 28; lokace: 28q12;
NCBI kod genu: 281072.

Symptomy postizeni CHS

Vyskyt a plemenné zdznamy indikuji autozomalné recesivni dédi¢nost nemoci u skotu
(Tu etal., 1996).

Chediak—Higashi syndrom (CHS) byl pGvodné popsan u lidi. Chediak v roce 1952
popsal hematologickou charakteristiku tohoto onemocnéni. Pacienti postizeni CHS umiraji
nejCastéji v prvnim desetileti zivota, na infekce, krvaceni nebo u nich dochazi k rozvoji

intenzivni faze, ktera  je charakterizovana  lymfoproliferacnim syndromem
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s lymfohistiocytickou infiltraci (CHEDIAK, 1952). HIGASHI (1954) nalezl uvniti bun¢k nemoci
postizenych pacientli obfi granule, obsahujici peroxidazu.

LYST je cytosolovy protein dulezity pro lysozomalni biogeneze a je zapojeny do tfidéni
proteinit mezi endozomy, lysozomy a plazmatickou membranu, ovliviiuje i mikrotubuly
(NAGLE et al., 1996; FAIGLE et al., 1998). Ztrata funkce genu CHSI1/LYST ovliviiuje
hematologické, imunologické a neurologické procesy (KAPLAN et al., 2008).

Diagnostika CHS u japonského skotu wagyu byla zalozena na klinickych znacich, jako
jsou zejména zvysSena krvacivost, zjiSténa pii rutinnich chirurgickych procedurach jako je
kastrace, odrohovani nebo tvorba spontannich podkoznich hematomu. Histologickym projevem
jsou charakteristické obfi cytoplazmatické granule u eozinofild, barveno dle Wrighta—Giemsy
(YAMAKUCHI et al., 2000).

Syndrom Chediak—Higashi u plemene wagyu lze charakterizovat zvySenym sklonem
ke krvaceni a nespecifickymi granulemi v leukocytech. Zjevny kozni albinismus byl
zaznamenan u nékolika novorozenych telat, ale ne u vétSiny postizené¢ho skotu. Elektronovym
mikroskopem bylo pozorovéano znatelné snizeni hustoty granuli v krevnich destickéch. Funkce
kolagenu indukujici soudrznost desticek byla zietelné¢ sniZzena. Se zfetelem k nachylnosti
k infekcim, albinismu a Gmrtnosti, byly klinické projevy CHS u japonského ¢erného skotu
mirné ve srovnani s lidskym CHS a herefordskym skotem (OGAWA et al., 1997).

U vsech druhit s CHS jsou zjistovany podobné klinické projevy, oculocutaneous
hypopigmentation, zvysena predispozice ke krvaceni a snizeni odolnosti k infekcim. Hlavnim
histopatologickym charakteristickym znakem CHS u vSech druhti jsou u riiznych typd bunék
charakteristické obii cytoplazmatické granule. Tyto se mohou projevit 1 v izolovanych
kulturach bunék nemocnych jedinct (PENNER et al., 1987).

Krvacivost je zplisobena neschopnosti krevnich desticek se spojovat - shromazd’ovat, je
vysledkem nizké odezvy kolagenu. Studium in vitro shromazd’ovéani krevnich desti¢ek pacientt
s CHS odhalilo, ze shromazd'ovani je vyvolano kolagenem, ktery je dilezitym destickovym
aktivatorem tvorby trombi, kdyz je poranéna cévni sténa. Byla popsana abnormalita u CHS
desticek a mozna pfi¢ina nedostatecnosti soudrznosti (shlukovéni). U CHS poskozenych
desticek bylo zjisténo poskozeni kolagenového receptoru Ca®* signalniho systému (SHIRAISHI
et al., 2002). V normalnim stavu krevni desticky nejsou lepivé k cévni sténé. Kdyz je cévni
sténa porusena, desticky se lepi k subendotelidlni extracelularni matrici (ECM) a zacnou byt
aktivovany. Kolagen je bohat¢ zastoupen v ECM v cévni sténé. Nastava slozity proces s mnoha

vzajemnymi interakcemi. Ca®* je dileZity intraceluldrni poslicek mnoha bunék (BERRIDGE,
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1993). Predpoklada se, ze mechanismus pfipojovani desticek ke kolagenu a role kazdého

kolagen receptoru je mezidruhové dosti odlisna (KAWASHIMA, 2001; SHIRAISHI et al., 2002).

Detekce genetické pri¢iny CHS

PresvédCivym vysledkem byla identifikace pfi¢innych mutaci v genu lysozomadlniho
ptenosového regulatoru CHS1/LYST u mysi (PEROU et al., 1996) a ¢loveéka (NAGLE et al.,
1996).

Analyzou bylo odhaleno dileZité spojeni mezi CHS lokusem a markerem lokusu na

proximalnim konci bovinniho chromozomu 28. Lokus CHS byl mapovan v oblasti zaclefujici
mikrosatelitové markery BMC 6020, BM2892 a RM 016 (KUNIEDA et al., 2000). Bovinni gen
CHSI/LYST byl charakterizovan jako homologni genu, zodpovédnému za humanni
Chediak—Higashi syndrom. Mutace na CHSI1/LYST genu je pravdépodobné zodpovédna
za Chediak—Higashi syndrom u ¢erného japonského skotu (KUNIEDA et al., 2000).
Oblast bovinnitho LYST c¢cDNA ma 11562 bp koduje 3706 aminokyselin. Porovnanim
nukleotidovych sekvenci bovinniho LYST genu (LYST ¢cDNA) mezi normalnim a postizenym
skotem byla zjiSténa pro onemocnéni specifickd 1 béazova nukleotidovd substituce
(c.6065 A>QG), ktera zpusobila, ze aminokyselina histidin byla nahrazena argininem na kodonu
2015 (KUNIEDA et al., 1999).

PCR-RFLP analyza bovinniho LYST genu: 108 bp fragment obsahujici kodon 2015 byl
amplifikovan z genomové DNA skotu primerovym parem a vystaven pusobeni FokI
endonukleasy. Amplifikované fragmenty zdravého skotu (homozygoti dominantni) mély
po stépeni Fokl velikost (42b p a 66 bp), zatimco postizeny skot (homozygoti recesivni) ziistal
po pisobeni Fokl nerozstépen (108 bp). Nositelé CHS (heterozygoti) méli fragmenty 108 bp,
66 bp a 42 bp. Cilova sekvence pro Fokl (CATCC) je ptitomna u zdravého zvifete, postizené
zvite (CGTCC) sekvenci nema (KUNIEDA at al., 1999).

Vyskyt onemocnéni CHS

Chediak—Higashi syndrom byl popsan u nékolika druht savcu, ¢lovéka, kocky, skotu,
norka, mysi, krysy a lisky (CHEDIAK, 1952; COLLIER et al., 1984; NAGLE et al., 1996; PEROU et
al., 1996; SHIRAISHI et al., 2002).
U skotu bylo onemocnéni popsano u plemene wagyu — japonského ¢erného skotu (OGAWA et

al., 1997), plemene hereford (BURNS et al., 1984), brangus (AYERS et al., 1988).
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2.4.11 Leucinoza - nemoc javorového sirupu

Branched chain ketoaciduria; Maple syrup urine disease — MSUD;

gen skotu: BCKDHA — branched chain keto acid dehydrogenase E1, alpha polypeptide,
chromozoém 18; NCBI kéd genu: 282149.

nebo gen skotu: BCKDHB — branched chain keto acid dehydrogenase E1, beta polypeptide,
chromozém: 9; NCBI kod genu: 282150.

Symptomy postizeni MSUD

MSUD je onemocnéni zplsobené nedostatkem aktivity mitochondridlniho enzymu
BCKADH (branched chain a-keto acid dehydrogenase) (DANNER and ELSAS, 1989). Tento
deficit zpusobuje, ze vkrvi a tkanich je zjisténa zvySena koncentrace vétvenych fetézcl
aminokyselin BCAA (branched chain amino acids) a jejich piislusnych ketokyselin (BCKA —
branched chain a-keto acid) (HARPER et al., 1986b).

U skotu je MSUD charakterizovan casnym zacatkem vzrlstajiciho neurologického
onemocnéni, vedouciho ke smrti béhem prvniho tydne zivota (DANNER and ELSAS, 1989).
Telata jsou postizena v prvnim tydnu zZivota vaznymi neurologickymi ptiznaky. Typickymi jsou
otupélost, slabost, nasledné polehavani 2. az 4. den véku, kiece leziciho zvifete, koncici smrti
(HARPER et al., 1986b). Moc¢ postizenych telat ma hoikosladky jemny pach ptipaleného
cukru — karamelu a je pozitivné testovana na ketokyseliny DNPH (2,4-dinitrofenyl
hydrazinovym) testem (DANCIS and LEvITz, 1978). U bovinni MSUD se centralni nervovy
systém projevuje poklesem y-aminomaselné kyseliny, ktera zprostfedkovava pienos inhibitoru
(DoppD et al., 1992). Bylo zjisténo vazné poskozeni CNS. Intramyelinové vakuolové utvary
zpusobuji trhliny v myelinovych pouzdrech v poloving linie. Myelinovy edém se histologicky
projevuje tvorbou dutinek v bilé hmoté mozecku (HARPER et al., 1986b). Vazny ,,spongiosni
stav CNS u telat je termin aplikovany na nervovou tkan. Zjisténé 1éze se vyznacuji formacemi
velkych vakuol, hlavné v myelinové bilé hmoté v oblasti mozecku, mozkové kiry a mist
myelinovych koncovych vlaken, véetné jader mozkového kmene a pateini Sedé hmoty (HARPER
et al., 1989). Patogeneze téchto 1ézi je neurcita, ale mize byt disledkem zvySené koncentrace
ketoisokapronové kyseliny, jedné ze slozek rozvétveného ftetézce BCKADH -
mitochondrialniho enzymu, jehoZ nedostatek je pficinou onemocnéni (DANNER a ELSAS, 1989).

V krvi a tkadnich byla zjiSténa zvySena koncentrace vétvenych aminokyselin BCAA

(branched chain amino acids), leucinu, isoleucinu, valinu a jejich pfislusnych ketokyselin
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BCKA, ketoisokapronové kyseliny, keto-B-methylvalerové kyseliny a ketoisovalerové kyseliny

(HARPER et al., 1986b).

Detekce genetické pri¢iny MSUD

BCKADH tvoii ¢tyti podjednotky Ela, E1B, E2 a E3, kazda je kodovana samostatnym
genem. Mutace v nékteré ze Ctyf podjednotek BCKADH miize mit za nasledek MSUD
(DANNER and ELSAS, 1989). Vysledky genotypizace ukazuji molekularni rtiznorodost pro
MSUD telat nékterych plemen (DENNIS AND HEALLY, 1999).
podjednotky Ela, to je indukovano substituci (€.248C>T) v exonu 2. Je to jednoducha bazova
substituce, kdy CAG kodujici glutamin v hlavnim peptidu (kodén 6) je mutovan na TAG — stop
kodon, jejimz vysledkem je inaktivace zkracenych polypeptidi (ZHANG et al., 1990).
U postizenych bezrohych herefordskych telat postradd Elo aktivitu, coz je vysledek
predcasného ukonceni translace zplisobené termina¢nim kodéonem. Mutanti jsou homozygoti
(DENNIS AND HEALLY, 1999).

U bezrohého shorthorna (PS) je MSUD zapfi¢inén bodovou mutaci (€.1380C>T)
v exonu 9. Mutace je pii¢inou nahrazeni prolinu leucinem vV kodonu 372 (DENNIS AND HEALLY,
1999). U postizenych bezrohych shorthornskych telat postrada Ela aktivitu, protoze 1380 T
méni kodon, coz ma za néasledek rozvraceni stalych oblasti v bilkoving.

U kiizenci z PS x PH je otcovsky Ela zdédény od PS, kiizenci maji 1380 T alelu, proto
je 50 % jejich Ela genovych produktd defektnich. Od PH matek kiizenci zdédi 248 T alelu,
translace z maternalni Elo byla ptfedCasné ukonena. Telata kiizenci, maji Ela
s nedostate¢nou aktivitou a s naslednym rozvojem MSUD, tvofi heterozygoty ve dvou mistech
uvnité Ela genu, s haplotypem 248 T/C a 1380 C/T (DENNIS AND HEALLY, 1999).

Dle DENNIS AND HEALLY (1999) bylo uzito nékolik primert k RT a PCR pro urceni
cDNA a genomickou sekvenaci Ela . Nahradou G za A na 22.bp u primeru ¢. 242 se vytvofilo
Banl (GGTGCC) restrikéni misto pro wildtypovy amplikon, to je vSak odstranéno tranzici
(c.1380C>T).

Genotypizace (¢.1380C>T) dle DENNIS AND HEALLY (1999). Byl amplifikovan PCR 219
bp fragment z exonu 9. Primer ¢. 242 zahrnuje Banl restrik¢éni misto z 5° konce pro wildtypovy
amplikon, ale u mutantniho toto misto neni. Banl odstépuje 21 bp fragment z 5" konce
wildtypového amplikonu a 27 bp fragment z 3" konce obou wildtypli a mutantnich amplikonii.

Jen 192 bp fragment je u PS postizenych telat. Fragmenty 192 bp a 171 bp jsou u postizenych
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telat kiizencti a u PS rodi¢i postizenych telat. Pouze 171 bp fragment byl nalezen u PH
a ostatnich plemen.

Genotypizace (¢.248C>T) dle DENNIS AND HEALLY (1999). Byl amplifikovan 94 bp
fragment exonu 2 v¢etné CAG zintronu 1. Primer ¢. 270 zahrnuje BgII restrik¢ni misto
v 5" konci u wildtypového amplikonu, ale ne u mutantniho amplikonu. Bgll odstépuje
z wildtypovych amplikonti 15 bp a 79 bp fragment, je u vSech PS a jinych plemen. Nestépeny
94 bp fragment nalezi PH postizenym telatim. Oba fragmenty 79 bp a 94 bp jsou u postizenych

kiizenct a PH heterozygota rodi¢ii postizenych telat.

Vyskyt onemocnéni MSUD

Onemocnéni bylo zaznamenano u bezrohého hereforda v Australii a Kanadé (HARPER
et al., 1986b,1989; BAIRD et. al., 1987), bezrohého shorthornského skotu (HEALY et al., 1992),
kiiZzenct bezrohého hereforda a bezrohého shorthornského skotu (DENNIS AND HEALLY, 1999),
rovnéz u americkych kiizencti gelbvieh — red angus (O TOOLE et al., 2005).
HeALY and DeNNIS (1995) zjistil béhem roku 1993 12 heterozygoti z 203 bykd mezi

bezrohymi herefordy v Australii.

2.4.12 Protoporfyrie

Protoporphyria — PP; gen skotu: Ferrochelatase; FECH; chromozém 24; NCBI kod genu:
281158.

Symptomy postiZzeni PP

Protoporfyrie je defekt ferochelatazy (FC) neboli krevni syntetazy, coz je
mitochondrialni enzym, ktery katalyzuje chelatonové Zelezo od protoporfyrinu na formu hemu
(BoNkowsKy et al., 1975). U ¢loveéka jde 0 genetické onemocnéni metabolismu porfyrinu,
ktery je nadmérn¢ uklddan a vymé&Sovan jako protoporfyrin, vysledkem je zvySeni hladin této
slozky v erytrocytech, plazmé a stolici (MAGNUS et al., 1961; HAEGER et al., 1963).

SCHELCHER et al. (1991) popisuje piipad tii Ctyfmésicnich telat plemene blonde
d’Aquitaine, kdy byly zjistény kozni 1éze jiz po narozeni vlivem fotosenzitivity. Jejich
porfyrinovy metabolismus indikoval znaky sniZené aktivity lymfocytotické ferochelatazy,

vedouci k diagnoze kongenitalni erytrocytické protoporfyrie.
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Lidska a bovinni protoporfyrie jsou charakterizovany fotosenzitivitou a zvySenim

hladin erytrocytarniho a fekalniho protoporfyrinu (BRENNER and BLOOMER, 1979).
Protoporfyrie je piipadem ztraty aktivity ferochelatazy, ktera katalyzuje findlni krok v krevni
biosyntéze (JENKINS et al., 1998).
BLOOMER et al. (1987) zjistil, ze mutantni enzym FC z jater postizeného skotu mél jen 10-15%
katalytickou aktivitu ve srovnani s ferokatalazou zdravého zvifete. Hladiny aktivity krevni
syntazy z jater rodi¢ii postizenych zvitat (heterozygotli) byla mezi hodnotami normalnich zvitat
a postizenych zvirat protoporfyrii.

Protoporfyrin je posledni meziprodukt v kaskadé biosyntézy hemu z aminolevulatu
(ALA) (LAYER et al., 2010). Pfeména protoporfyrinu na hem je katalyzovana enzymem
ferochelatdzou. Protoporfyrie je onemocnéni plynouci znahromadéni protoporfyrinu,
zpusobené nedostatkem piipadné chybénim tohoto enzymu. Protoporfyrin je extrémné
fotochemicky reaktivni. Fotosensitivita je hlavni klinicky znak tohoto onemocnéni (Bloomer
etal., 1975).

U c¢lovéka vznikd protoporfyrie snizenim FC v kostni dfeni, periferni krvi, jaterni tkéni
a koznich fibroblastech. Onemocnéni zacind v détském veéku, je charakterizovano
fotosenzitivitou, ktera je zavisla na hladiné protoporfyrinu v erytrocytech. Po expozici UV
zatenim dochazi k paleni a svédéni kiize, zarudnuti a vzniku puchyit. V laboratornim nalezu je
zvySena koncentrace protoporfyrinu v erytrocytech a plazmé, zvySené vyluovani
protoporfyrinu stolici. Jaterni onemocnéni je charakterizovano pfimou hyperbilirubinemii,
sttedné zvySenou aktivitou aminotransferdz a alkalické fosfatazy. U jaterniho postiZzeni dochazi

ke zvy$enému vylu¢ovani porfyrinti moci, zejména koproporfyrinu I (BLAU et al., 2003).

Detekce genetické pri¢iny onemocnéni PP
Protoporfyrie byla popsana nejen u ¢lovéka, ale i u skotu (RUTH et al.,, 1977). Bovinni
protoporfyrie se 1i8i od humanni protoporfyrie v dédi¢nosti. Bovinni ma autozomalné¢ recesivni
typ dédi¢nosti (BLOOMER et al., 1982), lidska ma autozomalné¢ dominantni typ dédi¢nosti
(HAEGER et al., 1963; DE LEO VA et al., 1976). Pro vyjadieni fenotypu PP, jsou u skotu
nezbytné dvé kopie mutagenniho genu, zatimco jedna kopie je dostacujici u ¢loveéka (JENKINS
etal., 1998).
Bovinni ferochelatazovy kod je z 86 % homologni s lidskym (SHIBUYA et al., 1995).

Pric¢inou onemocnéni je mutace v bovinnim ferochelatazovém genu (SHIBUYA et al.,
1995). Gen FECH se nachazi na bovinnim chromozoému 24 (NCBI, 2014). Kdédovaci oblast FC

byla sekvenovdna z jaterni tkané protoporfyrického a normalniho skotu. Zmeéna byla
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identifikovana u nukleotidové pozice 1250 se zaménou stop kodonu TGA na leucin TTA
(p.X417leu) v protoporfyrické FC sekvenci. Nasledkem je mutovany protein majici navic
27 aminokyselin. K vySetieni dal$iho skotu na pieménu (¢.1250G>T), cDNA z jaterni tkan¢
klinicky a biochemicky normalnich, heterozygotnich a homozygotnich postizenych zvirat bylo
uzito alelicky specifické PCR. Tti normalni zvifata méla jen G alely, pét postizenych zvitat
mélo jen T alelu a tfi heterozygotni zvifata méla obé G a T alelu. Tyto vysledky podporuji

hypotézu, Ze tato mutace je pfic¢inou PP u skotu (JENKINS et al., 1998).

Vyskyt onemocnéni PP

Protoporfyrie byla popsana u ¢loveéka i skotu (RUTH et al., 1977). U skotu byla
zaznamenana napf. u plemene blonde d’aquitaine (SCHELCHER et al., 1991), limousine
(BUCHANAN et al., 1995). SHI0ZAWA et al. (1995) popisuje dva piipady protoporfyrie u kutic

brojlerovych kuftat.

2.4.13 Alfa-manosidoza;
Mannosidosis alpha; gen skotu: Mannosidase, alpha, class 2B, member 1; MANZ2B1,;
chromozém 7; NCBI kod genu: 282272.

Symptomy postiZeni alfa-manosidézou

Alfa-manosidoza je lysozomalné¢ akumula¢ni onemocnéni s autozomalné recesivni
dédi¢nosti, pfi némz jsou kumulovany mandzou bohaté slou¢eniny. Onemocnéni je zptusobeno
deficitem alfa-manosidazy, jejimz tikolem je oddé€lit manozu z téchto slouc¢enin (WHITTEM and
WALKER, 1957; CHESTER et al., 1982). Dédi¢cné onemocnéni je charakterizovano masivni
akumulaci nedegradovanych oligosacharidii s vyslednymi rozmanitymi neurologickymi,
kosternimi a imunitnimi defekty a zvétSenim lysozomil ve vétSin€ typl bunck. Je zjistovano
zvySeni hladiny oligosacharidii v mo¢i a fibroblastech (SuN et al., 2001). Vlivem onemocnéni
dochézi k potratim mlad’at. VétSiné postizenych mlad’at skotu se nepodaii piezit poporodni
obdobi, projevuje se u nich postupujici neurologické postizeni charakterizované ataxii, tfesem
hlavy, agresivitou a smrti (HEALY et al., 1990 b; BORLAND et al., 1984). Postizeni homozygoti
skotu maji redukovanou tiroven MANB aktivity (WHITTEM and WALKER, 1957).

Onemocnéni s rovnéz autozomalné recesivni dédi¢nosti se vyskytuje u clovéka

(OCKERMAN, 1967). U ¢lovéka jsou dva fenotypové typy onemocnéni infantilni (typ I)
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a mladistvé-dospély (typ II). U typu I prakticky vSichni pacienti trpi psychomotorickou
retardaci, zhrubnuti obli¢eje a nékterym typem poskozeni kloubti a kosti. Castymi klinickymi
nalezy jsou opakujici se bakteriadlni infekce, hluchota, zvétSeni jater a neprithlednost ¢ocky
a rohovky. U zavaznéjSich typti dochazi ke zhorseni mentélnich schopnosti. Pacienti Casto
umiraji pied 12. rokem véku. U mirné€j§iho typu II dochdzi k pfiblizn€ normalnimu vyvoji

pacienta, s postupnou mentalni ratardaci (THOMAS and BEAUDET, 1995).

Detekce genetické pii¢iny onemocnéni alfa-manosidézy

TOLLERSRUD et al. (1997) identifikoval dvé pficiny zptsobujici aminokyselinovou
substituci u plemen skotu angus a galloway. BERG et al. (1997) identifikoval pfi¢inu tohoto
onemocnéni u dal§ich plemen. U plemene galloway je za onemocnéni zodpovédnd mutaéni
zména tranzice (c.662G>A). U plemene angus, murray grey a brangus v Australii a red angus
z Kanady je to muta¢ni zména tranzice (c.961T>C).

Genotypové testy jsou zpracovany (BERG et al., 1997; HEALY and MALMO, 1998).
TOLLERSRUD et al. (1997) popisuje ptislusny bovinni gen o délce 16 kb a zahrnuje 24 exont.
2997 bazi koduje 50 aminokyselin signalniho peptidu a dalSich 949 aminokyselin, které tvofi
5 peptidii ve zralém enzymu. U plemene skotu angus substituce (c.961T>C) ma za nasledek
zaménu (p.phe321leu). U gallowayského skotu substituce (c.662G>A) mé za nésledek zaménu

aminokyselin (p.arg 221his).

Vyskyt onemocnéni alfa-manosidézy

U skotu bylo popsano u plemene aberdeen angus (WHITTEM and WALKER, 1957)
a galloway (TOLLERSRUD et al., 1997), murray grey, brangus, red angus (BERG et al., 1997).
Onemocnéni bylo popsano u angusského skotu v Evropé, USA a gallowayského skotu
v Australii (HEALY et al., 1990b; BORLAND et al., 1984). Onemocnéni bylo detekovano
u ¢lovéka (OCKERMAN, 1967), rovnéz napt. u koéek (BURDITT et al., 1980) a guinejskych

prasat (Cavia porcellus) (CRAWLEY et al., 1999).
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2.4.14 Beta-manosidoza;

Mannosidosis beta; gen skotu: Mannosidase beta A, lysosomal precursor; MANBA; chromozom
6; lokace 603; NCBI kod genu: 281909

Symptomy postiZeni f-manosid6zou

Deficit B-manosiddzové aktivity je vysledkem autozomalné recesivniho dédi¢ného
onemocnéni B-manosidézy. Lysozomalni B-manosiddza je exoglykosiddza, ktera Stépi
jednotlivé  B-spojené manosové zbytky zneredukujictho konce vSech N-spojeni
glykoproteinovych oligosacharidii (HARTLEY and BLAKEMORE, 1973).

Onemocnéni bylo poprvé zjisténo u nubijskych koz (HARTLEY and BLAKEMORE, 1973),
dale u skotu (LEIPPRANDT et al., 1999) a ¢lovéka (WENGER et al., 1986). Postizené kozy a skot
maji velmi podobné klinické znaky, které zahrnuji neschopnost po porodu vstat, licni zmény,
ties a velmi zvétSeny spénkovy kloub. U postizenych telat byly zjistény vyrazné zvétSené
ledviny, sniZené mnoZstvi bilé hmoty ve vSech oblastech mozku a cytoplazmatické vakuolizace
Vv burikach nervové tkané, ledvin, lymfatické tkan¢ a §titné zlazy (BRYAN et al., 1990).

Hluchota je shledavana u postizenych koz, ale neni u novorozenych telat. Postizena
ktizlata obyc¢ejné uhynou v obdobi po narozeni, jestlize neni provadéna intenzivni péce.
U postizenych zvifat je difizné rozSifena cytoplazmaticka vakuolizace a dysmyelinace,
Vv centralnim nervovém systému jsou charakteristické 1éze (LOVELL and JONES, 1983).

Postizen¢ kozy a telata jsou hypothyroidni, mozno pocitat s hypomyelinaci CNS.
(BOYER et al., 1990; LovELL et al., 1991). Postizeni ptezvykavci vykazuji zavazny deficit
B-manosidazové aktivity v plazmé a riznych tkanich (JONES and DAwSON, 1981). Primarni
kumulované produkty doprovazejici enzymovy deficit jsou trisacharidy a men$i mnoZzstvi
disacharidt (JONES et al., 1992).

Na rozdil od ruminantni B-manosidézy, humanni ptipady maji leh¢i klinicky projev
a maji znacn€ riznorodé vyjadieni. Klinicky projev zahrnuje mirné periferni neuropatie
a deprese (LEVADE, 1994), malformace, mentalni retardaci a fecové a sluchové defekty
(KLEER et al, 1990). U humanni B-manosidézy je primarnim akumula¢nim produktem

disacharid (VAN PELT et al., 1990).
Detekce genetické pri¢iny onemocnéni f-manosidézy
ScHMUTZ et al. (1996) identifikoval pozici genu beta-manosidazy do bovinniho

chromozému 6. Pfi¢ina onemocnéni byla identifikovana sekven¢ni analyzou cDNA nemocnych
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telat. Transi¢ni mutace (¢.2574G>A) u cDNA koddujici sekvence, vytvari stop kodon blizko
3" konce protein kodujici oblasti (LEIPPRANDT et al., 1999). Pro pomoc komer¢nim chovatelim
salerského skotu byl vyvinut PCR test (LEIPPRANDT et al., 1999). Pozd¢&ji byla vyvinuta dalsi
varianta testu (US Patent 5837836) (FRIDERICI et al., 1998). Bovinnim B-manosidézovym
testem muzeme rychle determinovat f—manosidézové pienaseCe, z krve nebo vzorkil tkané,
uzitim techniky znamé jako AIRS (artifical introduction of restriction sites). To zahrnuje PCR
amplifikaci segmentu 187 bazovych part genomové DNA okolo mista bodové mutace,
vybérove vytvaiejici BstNI restrikéni misto v normalnim amplikonu a opoustéjici amplikon bez
takového mista. Toto restrikéni misto, které neni prezentovano u normalni cDNA sekvence,
bylo vytvofeno v normalnim amplikonu s imyslnou jednoduchou bazi v PCR vyznamném
primeru. Jedna baze zménila umisténi u normalni sekvenéni formy BStNI restrikéni misto.
Zdrava zvitata maji fragmenty 125, 43 a 19 bp, zvifata heterozygotni prenaSeci, ktefi maji
jednu kopii normalniho genu a jednu kopii mutovaného genu, DNA fragmenty jsou 144, 125,

43 a 19 bp. Diagnosticky platna je ptitomnost nebo nepiitomnost 144 bp fragmentu.

Vyskyt onemocnéni beta-manosidozy

Bovinni (-manosid6za se stala vyznamnym problémem u salerského plemene skotu
a u kfizencu se salerskym plemenem (BRYAN et al., 1990). V Severni Americe se odhaduje
mnozstvi prenase¢ti na 20—40 % (FRIDERICI et al., 1998).

Onemocnéni bylo zjisténo u nubijskych koz (HARTLEY and BLAKEMORE, 1973), u skotu
(LEIPPRANDT et al., 1999) a ¢loveéka (WENGER et al., 1986).
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2.5 Vybrané metody vyuzZivané pro genotypizaci sledovanych

lokusu

2.5.1 PCR - polymerase chain reaction

Od roku 1985, kdy Kary Mullis vyvinul metodu polymerazové fetézové reakce (PCR),
existuje dnes velké mnozstvi jejich variant a modifikaci. Princip PCR je zalozen na replikaci
nukleovych kyselin. Podstatou standardni PCR je cyklicky se opakujici enzymova syntéza
novych fetézcl vybranych usekii dvouietézcové DNA ve sméru 5'— 3’ prostfednictvim DNA
— termostabilni polymerazy. U standardni PCR je studovany usek nukleotidové sekvence
vymezen pfipojenim dvou primert, které se vazou na protilehlé fetézce DNA tak, Ze jejich 3’
konce sméfuji proti sobé. Po pfidani DNA — polymerdzy a nukleotidi pak probiha syntéza
novych vldken na obou matricovych fetézcich protismérné. Syntéza DNA probiha opakované
formou cykli. PCR je proces, pfi némz se v reakéni smési stfidaji tfi odlisné déje s odlisSnymi
naroky na teplotu: denaturace dvouretézcovych molekul DNA, piipojeni primeri k oddélenym
fetézcim DNA a syntéza novych fetézci DNA prostiednictvim DNA — polymerazy. Reakce
probihaji v zafizeni — termocykleru, v némz se teplota méni automaticky v naprogramovanych
¢asovych intervalech, postupnym opakovanim tohoto procesu se exponencidlné vytvaii az
miliardy kopii vybraného useku cilové molekuly. Vyslednym produktem PCR jsou amplikony,
useky DNA definované délky o velikosti desitek az tisice bp. Jejich pfitomnost se v reak¢ni
smési prokazuje stanovenim jejich velikosti elektroforézou (ELFO) napi. v agar6zovém gelu
(SMARDA et al., 2008).

Agardzovy gel je napiiklad obarven ethidium bromidem, ELFO probiha v TBE pufru po
dobu nékolika desitek minut. Velikost je méfena pomoci komeréné vyrabéného velikostniho

markeru. K vizualizaci amplifikati dochazi pod UV transiluminatorem.

2.5.2 PCR-RFLP
Restrik¢éni analyza PCR-RFLP (polymerase chain reaction — restriction fragment length

polymorphism) je modifikaci standardni PCR pouzivané pro typizaci obvykle ur¢itého genu,

obsahujiciho sekvenéni polymorfizmus. Amplifikované PCR produkty jsou S$tépeny
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specifickymi restrikénimi endonukleazami II. typu (RE). Produktem Stépeni jsou tseky DNA
o definované délce oznadované jako restrikéni fragmenty (SMARDA et al., 2008).

Jejich piitomnost se vreakéni smési prokazuje genotypizaci jejich velikosti
elektroforézou napt. v agar6zovém gelu v TBE pufru, podobn¢ jako u PCR. Velikost je méfena
pomoci komer¢né vyrabéného velikostniho markeru a produktu PCR. Metoda PCR-RFLP je
spolehliva metoda pro detekci jednotlivych nukleotidovych mutaci a genetického

polymorfismu.

2.5.3 AS-PCR

Systém pro detekci bodovych mutaci v genomech je nazyvan alelové specificka
amplifikace, AS-PCR (allele specific polymerase chain reaction). Metoda je provadéna ve dvou
nebo vice paralelnich reakcich. V prvni reakei je jeden primer komplementarni ke standardni
sekvenci a v dalsi reakci k mutantni nebo polymorfni sekvenci. Druhy primer je v obou
reakcich stejny. Pifedpoklada se, Ze k elongaci dojde pouze tehdy, pokud jsou primer a cilova
sekvence pln¢ komplementarni. V ptipadé homozygotniho stavu bude k amplifikaci dochazet
pouze V jedné z reakci (SMARDA et al., 2008).

Pouziti dvou primert forward a jednoho reverzniho (GHANEM et al., 2008). Primer
forvard wild typ (FW), primer forvard mutant typ (FM), spole¢ny primer reverzni (R).
Spole¢ny reverzni primer je pouzit zvlast, jak s forward primerem wild typu, tak i mutant
typem. Pro kazdé zvife jsou tak provadény 2 vzorky s dvojici primerd FW/R a FM/R.

Metoda byla posana nezéavisle pod rliznymi oznafenimi a vyuziva dva odliSné ptistupy. Prvni
vyse uvedeny pfistup je zalozen na chybéjici elongaci v disledku chybného parovani bazi na
3’- konci primeru.

Dle druhého pfistupu dochédzi k chybnému parovani bazi ve stfedni Casti sekvence
primeru a brani tak hybridizaci primeru k cilovému mistu v pfipadé, Ze se v templatové DNA
vyskytuje. Pro snazsi odliSeni heterozygotniho stavu v jediné reakci je pouzivana varianta, kdy
jeden z alelové-specifickych primerd obsahuje na 5°- konci — piidatny tsek nékolika
nekomplementarnich nukleotidii, a tak mohou byt amplifika¢ni produkty obou alel rozliSeny na
zakladeé své délky. Metoda je obecné velmi citlivd na optimalizaci experimentalnich podminek
reakce. Usp&iné se pouzivé pro rozliseni homozygotniho a heterozygotniho stavu v klinickych

aplikacich (SMARDA et al., 2008).
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2.5.4 PCR-PIRA

Metoda PCR-PIRA, polymerase chain reaction-primer introduced restriction analysis, je
metoda, kterd muze byt pouzita pro detekci mutace jediného nukleotidu v kazdém genu bez
pfitomnosti restrik¢niho mista v okoli mista mutace, napiiklad pro detekci CVM alel (KANAE
et al., 2005). Dle zdroje jsou primery navrzeny tak, aby zavedly Pstl nebo EcoT22I restrikéni
mista do PCR wildtypovych produkta a CVM alel. Wildtypova alela, heterozygot a homozygot
z CVM alel mohou byt nasledné rozliSeny analyzou polymorfismu délek restrikénich

fragmentt.

3. Cile prace

3.1 Geneticka analyza vybranych recesivnich dédi¢nych poruch

zdravi u plemen skotu chovanych v Ceské republice

Cilem prace je genetickd analyza vybranych recesivnich dédi¢nych poruch zdravi
u plemen skotu chovanych v Ceské republice, jejichz existence je pifevazné zapiidinéna
nekterym z typll genovych bodovych mutaci.

Pozornost bude vénovana zejména vyznamnym monogennim autozomalné recesivnim
dédi¢nym onemocnénim: CVM (complex vertebral malformation), BLAD (bovine leukocyte
adhesion deficiency), citrulinémii (citrullinaemia, argininosuccinate synthetase deficiency),
DUMPS (deficiency of uridine monophosphate synthase), deficitu krevniho faktoru XI (factor
XI deficiency), GSD Il (glycogen storage disease), GSD V (glycogen storage disease).

Genotyp zvirat bude zjistovan na genové urovni s pouzitim metod molekularni biologie.
Vyskyt zejména heterozygotnich skrytych ptenasect v populaci bude provéfovan zejména
u holstynského skotu, dale Ceského strakatého skotu a vybranych plemen masného skotu,

chovanych v CR.
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3.2 Molekularné geneticka analyza DNA v lokusu ITGB2(CD18)

skotu

Prace zahrnuje i molekularné genetickou analyzu DNA v lokusu ITGB2(CD18) skotu.
Detekce polymorfismi DNA v ¢asti lokusu CD18 chromozému 1, metodou PCR-RFLP
u holstynskych krav se statusem TL vybranymi restrikénimi endonukleazami ttidy II.
Porovnani dosazenych vysledkt PCR-RFLP a zjisténych polymorfismi v useku lokusu CD18
zvitat se statusem TL, v€etné kontrolnich TL holstynskych krav s vysledky holstynskych krav
se statusem BL.

DalSim cilem je analyza tiché mutace ¢.775C>T bez fenotypové manifestace v lokusu
CD18 skotu holstynského plemene, u zvitat se statusem TL a BL a u ¢eského strakatého skotu,
metodou PCR-RFLP.

Vyzkum byl financovan z téchto projekti:

- QF 3012 — Dé&diéné poruchy zdravi skotu — fesitele prof. Ing. J. Citka, CSc.
- MSM 6007665806 — vécného okruhu 3 — fesitele prof. Ing. V. Rehouta, CSc.

4. Material a metodika
4.1 Analyza vyskytu vybranych monogennich defekti
4.1.1 Zvirata

Na zikladé spoluprace se Svazem chovateld holStynského skotu, poskytly
spolupracujici S$lechtitelské firmy Natural, Genoservis, CRV a n¢&které dalsi, vzorky
insemina¢nich davek mladych holitynskych plemenikii jak odchovanych v CR, tak

dovezenych, kteti v letech 2003-2004 vstupovali do testacniho pfipafovani. Rovnéz byly

ziskany vzorky krve bykl ceského strakatého skotu, bykii masnych plemen charolais,
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limousine, masny simental, blonde d'Aquitaine, belgické modrobilé, aberdeen angus a hereford,
ktefi byli na inseminacnich stanicich plemennych byka (ISB) ptipravovani k zahajeni testace.
Rovnéz do nékterych screeningt byly zapojeny zejména holstynské elitni kravy, matky byku
nebo darkyné embryi a jalovice jako potenciondlni elitni plemenice. Jejich vzorky byly rovnéz
poskytnuty spolupracujicimi Slechtitelskymi firmami.

Pii nékterych genotypizacich byly analyzovany i vzorky holstynskych plemeniki
a plemenic z Némecka. Vzorky poskytl prof. Lothar Panicke z Leibniz-Institut fiir
Nutztierbiologie (FBN).

Zvitatim byly odebirany vzorky biologického materialu, zejména periferni krve nebo
inseminacni davky. Ziskavani vzorkl probihalo za spoluprace se spolufesitelskym tymem
Statniho veterinarniho ustavu v Brné (SVU), pozd&ji od r. 2006 tento tym spolupracovniki
presel pod Vyzkumny ustav veterinarniho Iékaistvi, v. v. i. v Brn&¢ (VUVelL). Izolace DNA
a genotypizace byla provedena v laboratofi genetiky a molekularni biologie, Zemédélské
fakulty, Jihodeské univerzity v Ceskych Budgjovicich. Vyjimkou byly genotypizace na CVM,
které byly zprostfedkovany laboratoti CMSCH.

4.1.1.1 Vybér zvirat pro genotypizaci lokusi na BLAD, DUMPS,

citrulinémii

Celkem bylo vybrano pro genotypizaci lokustt na BLAD, DUMPS a citrulinémii 406
holstynskych bykd, z nich bylo 224 mladych bykt, kteti zahgjili v roce 2003 a 2004 testacni
pripafovani a 182 mladych bykd z inseminacnich stanic, kteti byli pfipravovani pro vstup
do inseminac¢nich programi. Z divodu existence zkoumanych postizeni u tohoto plemene byl
pro genotypizaci vybran nejvétsi podil zvifat. Rovnéz bylo v letech (2003-2007) analyzovano
161 elitnich ceskych holStynskych plemenic.

Dale bylo k analyze vybrano 146 mladych byka ¢eského strakatého skotu. Vzhledem
k tomu, Ze i v populaci tohoto plemene je urcity podil zuSlechtujiciho holstynského plemene,
nelze vyskyt postizeni zcela vyloucit.

Zaroven bylo genotypizovano 17 bykl slovenského strakatého plemene, 3 byci
holstynského plemene pouzivani na Slovensku a 12 v Polsku.

Tyto skupiny byly doplnény mensim poétem celkem 30 bykt masnych plemen, a to

charolais 8, limousine 6, masny simental 2, blonde d'Aquitaine 3, belgick¢ modrobilé 9,
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aberdeen angus 1 a hereford 1. Jedinci téchto masnych plemen zde byli zafazeni
z experimentalnich divodu, kdy je dobré zkoumat i relativné malo pravdépodobné moznosti

vyskytu postizeni.

4.1.1.2 Vybér zvirat pro genotypizaci lokusi na CVM

V letech 2003-2007 byl postupné sestaven panel 161 holstynskych elitnich krav
a jalovic, matek nebo potencionalnich matek byku, pfipadné darkyni embryi, pro genotypizaci
lokustt na CVM (zaroven i na BLAD, DUMPS, citrulinémii). Zvifata byla vytipovana na

zakladé znalosti rodokmenti pro podezieni z pienase¢stvi onemocnéni.

4.1.1.3 Vybér zvirat pro genotypizaci lokusii na GSD V a GSD II

Pro genotypizaci lokusu na GSD V bylo vybrano celkem 113 plemenikd jednoho
kombinovaného a Sesti masnych plemen. Plemena byla zastoupena v tomto poctu: cesky
strakaty skot kombinovaného uzitkového typu (n = 62), plemenika charolais (n = 34), belgické
modrobilé (n = 6), limousine (n = 4), blonde d'Aquitaine (n = 4), masny simental (n = 2),

aberdeen angus (n =1). Pro genotypizaci lokust na GSD II byl pouzit stejny panel zvitat.

4.1.1.4 Vybér zvirat pro genotypizaci lokusu na deficit krevniho

koagula¢niho faktoru XI

Panel pro analyzu mutace v exonu 12 tvofilo 30 plemenikt holstynského plemene a 30
plemenikti Ceského strakatého skotu, vstupujicich do testacniho piipafovani v letech
2003-2005. Soucasn¢ bylo testovano 189 byka a 60 krav némeckého holstynského plemene,
tyto vzorky poskytl Leibniz-Institut FBN.

Genotypizace mutace v exonu 9 prob¢hla na panelu 40 ¢eskych plemenika holStynského
plemene a 52 plemeniki Ceského strakatého skotu, vstupujicich do programu inseminace

v letech 2003-2005. Soucasn¢ bylo testovano 60 bykt némeckého holstynského plemene.
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4.1.2 1zolace DNA

Pro izolace DNA zbiologického materialu, krve nebo spermatu skotu resp.
inseminacnich davek, byly pouzity standardni laboratorni postupy nebo komercné vyrabéné

soupravy, izola¢ni Kity NucleoSpin®Blood.

4.1.2.1 1zolace DNA z periferni krve (standardni postup)

1. den, smicha se 300 pl dig. pufru (100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI,
1% SDS-dodecylsulfat sodny, 50 mM EDTA - kyselina ethylendiaminotetraoctova, pH 8,0)
s 10 ul proteinazy K (dale jen PK) (¢ = 100 pg/ml). Do kazdé eppendorfky (1,5 ml) se odméti
310 pl roztoku dig. pufru + PK, ptida se 100 pl dobfe promichané plné krve, da se 2 hodiny
inkubovat pti 50 °C a nasleduje inkubace ptes noc pii 37 °C.

2. den, ptida se 300 ul SM LiCl, dtkladn¢ se roztiepe nejméné 1 minutu, ptida se 600 pl
chloroformu a pifevracenim se promichava 30 minut. Odstiedi se 15 min./14000 rpm
a supernatant se ptfevede novych eppendorfek. DNA se srazi isopropanolem nebo absolutnim
ethanolem (zkumavka se alkoholem naplni), dikladné¢ se protfepe (DNA se srazi ve formé
vlakének pozorovatelnych pouhym okem). Centrifuguje se 5 min./14000 rpm, supernatant se
odsaje a peleta se promyje cca 200 pl 70% ethanolem. Ethanol se odsaje, zbytek se neché
cca 20 min. schnout. Peleta se resuspenduje ptes noc ve 100-200 pl TE pufru
(10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 7,5), mnozstvi pufru se fidi velikosti pelety.

4.1.2.2 1zolace DNA z periferni krve (lyzatova metoda)

50 ul krve + EDTA se smicha s 500 pl TE pufru, odstiedi se pfi 14000 rpm, TE pufr se
odsaje, prevrstvi Cerstvym TE pufrem, dikladn€ se roztfepe peleta leukocytl a opét
centrifuguje, opakuje se 3 krat do vycisténi. Cista peleta se prevrstvi v 1,5 ml eppendorfce
100 pl lyzacniho pufru s proteinazou K. Koncentrace proteindzy K Vv lyzaénim pufru je
100 pg/ml. Necha se inkubovat pii 54 °C pfes noc, nasledn¢ se opatrné promicha Spickou

a pouziva se v PCR.
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Lyza¢ni pufr: 20 ml Tris, 50 ml 1M KCI, 2,5 ml 1M MgCl,, 5 ml Tween 20 (detergent),
doplnit do 100 ml H,0, pied pouzitim se fedi 10 krat.

4.1.2.3 I1zolace DNA ze spermatu

1. den, obsah pejety se spermatem se resuspenduje v 1 ml PBS pufru a centrifuguje
6 min./10000 rpm, PBS se odsaje, nahradi cerstvym, opakuje se 4 krat do vycisténi.
K sedimentu se prida: 200 pl PBS, 800 ul roztoku 3 (0,6 g Tris, 2,9 g NaCl, 0,4 g NaOH,
doplnit do 0,5 litru redestilovanou vodou), 16 ul merkaptoethanolu. Inkubuje se 30 min.
na vodni lazni pfi 50 °C. Ptida se 50 pl PK (25 mg/1 ml), inkubuje se pfes noc v termostatu
pii 37 °C.

2. den, kazdy vzorek se rozdéli do dvou oznacenych zkumavek (1,5 ml), nasledna
extrakce pak probiha paralelné. Extrakce chloroformem I: eppendorfka se naplni, 6 min. se
dukladné protiepava, centrifuguje se 7 min./12000 rpm pii 25 °C, vzorek se prepipetuje
do ¢istych zkumavek a proces se opakuje. Extrakce chloroformem II: opét se piida chloroform
a tfepe 6 min., centrifugace pti 15 °C 5 min./6000 rpm, opakuje se 2 krat. Po zavérecném
pfepipetovani vzorku do Ccisté oznacené eppendortky se srdzi DNA pifidavkem 0,5 ml
vychlazeného 100% ethanolem + CH3COONa (9 dila alkoholu, 1 dil octanu). Centrifuguje se
3 min./14000 rpm, odsaje se, peleta se promyje 70% ethanolem. Alkohol se odsaje, necha se
vyschnout a prevrstvi TE pufrem jako u izolace DNA z plné krve. Piiprava PBS pufru:
do kadinky 1 litr navazime: 8 g NaCl, 0,2 g KClI, 3,63 g Na;HPO, «12 H,0, 0,24 g KH,PO,,
nasledné doplnime destilovanou vodou a upravime pH na 7,4 pomoci HCI, uchovavame

v chladu. Metodika vychazi z metodiky ASHWELL et al., (1996).

4.1.3 Genotypizace

Genotypizace byly provadény zejména standardni metodou polymerazové ftetézové
reakce s navazujici restrikéni analyzou (PCR-RFLP). Vyjimkou byla genotypizace CVM, kdy

byla pouzita modifikovana alelové specificka PCR.
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4.1.3.1 Genotypizace lokust na BLAD, DUMPS, citrulinémii

Genotypizace lokusi na BLAD, DUMPS a citrulinémii byla provadéna samostatné
metodou PCR-RFLP. Primery, Master mix, teplotni rezimy v termocyklerech, pouziti restriktaz
bylo odvozeno dle metodiky pfislusnych autort, piipadné odchylky vznikly optimalizaci
k aktualnim podminkam pro laboratoi genetiky a molekularni biologie Katedry genetiky,
Slechténi a vyzivy zvifat, Zemé&délské fakulty. Primery byly pfipravovany firmou Generi

Biotech, s.r.o. (tab. 1). Slozeni Master mixi a podminky PCR jsou uvedeny v tab. 2-3.

Tab. 1: SloZzeni primeru pouzivanych pro tvorbu specifickych amplikona PCR pro detekci

lokusti vybranych dédi¢nych onemocnéni

Lokus pro onemocnéni Primery - forward, reverse

BLAD (autor testu) 5'- GTCAGGCAGTTGCGTTCAA - 3°
(TAMMEN 1994,1996; 5'- GAGGTCATCCACCATCGAGT - 3~
SHUSTER et al., 1992a)

DUMPS (autor testu) 5’- GCAAATGGCTGAAGAACATTCTG- 3’

(SCHWENGER et al., 1993) 5- GCTTCTAACTGAACTCCTCGAGT -3’

Citrulinémie (autor testu) 5- GTGTTCATTGAGGACATC - 3’
(DENNIS et al., 1989) 5'- CCGTGAGAGACATACTTG - 3°

Tab. 2: Slozeni Master mixu pro PCR, podle typu izolace DNA, pro jednotlivé lokusy

Lokusy pro

Komponent (ul) BLAD DUMPS Citrulinémie
(celkem 20 pl) DNA DNA DNA DNA DNA | DNA

(lyzat) (lyzat) (lyzat)
10x PCR pufr 2 2 2 2 2 2
MgCl, 2,4 2,4 1,2 1,2 1,2 1,2
dNTP’s 2 2 2 2 2 2
Primer forvard * 1 1 1 1 1 1
Primer reverse * 1 1 1 1 1 1
DNA 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3
Taq polymeraza 1U** 0,2 2 0,2 2 0,2 2
H,O 10,1 8,3 11,3 9,5 11,3 9,5
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* mnozstvi oligo 10 pmol; ** pii pouziti lyzatd se nedava Taq (1U = 0,2 ul) do mixu, ale
fedény po dvouminutové denaturaci proteinazy K pii 94 °C. Pii fedéni se vychézi z toho, ze

na 1 vzorek je 0,2 ul Taq a 1,8 pl vody.

Tab. 3: Teplotni rezimy pro PCR

Lokusy Poznamka
BLAD DUMPS Citrulinémie
104 °C Vicko predehrati
94 °C 94 °C 94 °C Predenaturace, u DNA ziskané lyza¢ni metodikou
3 min. 5 min. 5 min. se po 2 min. piidava Taq polymeraza
94 °C 94 °C 94 °C
30s 60 s 45s
Faze jednoho cyklu:
61 °C 61 °C 61 °C _
denaturace, annealing, elongace
30s 60 s 45s
celkem 35 cykla
72 °C 72 °C 72 °C
30s 30s 45s
72 °C 72 °C 72 °C
. ) ) Finalni elongace
5 min. 5 min. 4 min.

Tab. 4: Podminky pro pisobeni pouzitych restrikénich endonukleaz II. tiidy (RE),

pro genotypizované lokusy

Lokusy
SloZky mixu _ _
BLAD DUMPS Citrulinémie
Pufr 1,7 Wl 1,7 ul 1,7 Wl 1,7 Wl
RE Taql Haelll Aval Avall
(koncentrace) 10U 10U 10U 10U
PCR amplifikat 15 pl 15 pl 15wl 15 ul
Inkubace (pies noc) 65°C 37°C 37°C 37°C

PCR byla provadéna na termalnich cyklerech Biometra Termogradient. Kvalita PCR
amplifikati byla ovétovana elektroforézou na 2,5% agar6zovém gelu (1x TBE: 89 mM Tris,

89 mM kyseliny borité, 2 mM EDTA) obarveném ethidium bromidem, ovétovani velikosti

54



porovnanim s komerénim markerem pUC19 DNA/Mspl, Marker 23, vizualizace na UV
transiluminatoru pii vinové délce 312 nm.

Kvalitni produkt PCR byl vystaven pisobeni piislusné RE od firmy Fermentas
za podminek uvedenych v tab. 4. Vlastni genotypizace vybranych lokusti onemocnéni probiha
na zaklad¢ rozdéleni produkti PCR-RFLP dle rozdilnych délek fragmentid v bp. Fragmenty
jsou nejprve pomoci nékolik desitek minut probihajici ELFO rozdéleny dle velikosti na 3%
agar6zovém gelu obarveném ethidium bromidem, velikosti jsou zjiStovany porovnanim

s komerénim markerem pUC19 DNA/Mspl, Marker 23, poté vizualizovany na UV

transiluminatoru pfi vinové délce 312 nm.

Tab. 5: Genotypizace, délky fragmentti u dédi¢nych chorob

Lokusy
BLAD DUMPS Citrulinémie

PCR produkt 101 bp 108 bp 177 bp
Restrik¢ni Taql Haelll Aval Avall
endonukleaza | (TAMMEN et al., (TAMMEN et al., (SCHWENGER et (DENNIS et al.,

1994, 1996) 1994, 1996) al., 1993) 1989)
Dominantni TL.: TL: TD:
homozygot, | 52+32+17 bp 65+36 bp 53+36+19 bp 99+78 bp
zdravy
Heterozygot, | BL: BL: DP:
prenasec 84 +52+32+17 bp | 65+46+36+19 bp | 89+53+36+19 bp | 177+99+78 bp
Recesivni BLAD: BLAD DUMPS
homozygot, | 84+17 bp 46+36+19 bp 89+19 bp 177 bp
postiZeny

4.1.3.2 Genotypizace lokusu na CVM

Genotypizace lokusu na CVM, byla provadéna formou zakazky CMSCH, as.
laboratofi imunogenetiky v Hradistku pod Mednikem. Skryti heterozygotni nositelé¢ alely
pro CVM byli genotypizovani dle genetického testu Danish Institute of Agricultural Science,
International patent WO 02/40709 A2, 2002, modifikovanou metodou AS-PCR.
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Pro praktické ucely genotypizace zvolila laborator CMSCH praktickou variantu
s pouzitim AmpliTaq Gold DNA polymerazy v alelové specifické PCR s pracovnim ndzvem
"The CVM-AmpliTaqg Gold test". V testu je vice part primerd, které nasedaji ve dvou rtiznych
oblastech. To snizuje konkurenci mezi alelové specifickymi primery. Alelové specifické
primery jsou navrzeny odlisné v jedné bazi pti¢inného nukleotidu pro mutaci tvorici 3'- konec
primeru: "reverse" primer bez pti¢inné mutace s bazi C nebo "reverse" primer s pfi¢innou
mutaci s bazi A, také "forward” primer s pii¢innou mutaci s bazi T. Zaroven do vysSe
uvedenych primeru byla zavedena i nesouladna (mismatch) baze hned vedle jiz uvadéné
posledni baze 3’- konce. Tyto primery byly vedeny jako: C_misml (reverse), A_misml
(reverse), T_misml (forward). Pro moznost uskutecnéni AS-PCR bylo nutné zavedeni jesté
dvou primert s ozna¢enim Fwdl (forward) a Revl (reverse). Tyto dva primery spolu s vyse
uvedenymi jsou nezbytné pro tvorbu PCR amplifikati rozdilné velikosti, ale zaroven spolu
vytvafi kontrolni produkt, jako pozitivni kontrolu, potvrzujici spravny pribéh reakce. Primery
byly kompletovany danskou firmou DNA-Technology. Vyuzivanim AmpliTaq Gold DNA
polymerdzy a vySe uvedenych opatfeni, bylo docileno vétsi stability reakei vcetné vysSsi
pfesnosti genotypizace, ve srovndni s jinymi modifikacemi reakci.

Pfi genotypizaci se postupné uskutecnuji dvé reakce, kdy prvni reakce je oznacena jako
(C+T) podle posledni baze 3'- konce jednoho primeru z paru, tyto pary jsou dva. Prvni par
tvoii primery: C_misml (reverse) a Fwdl (forward), druhy par tvoifi primery T_mism1l
(forward) a Revl (reverse). Rovnéz primery Rev1 (reverse) a Fwdl (forward) tvoii teti par.
Nasledné je provedena ELFO na 2% agar6zovém gelu s ethidium bromidem za ptitomnosti
komer¢niho ladderu s naslednou genotypizaci pod UV svétlem.

Druha nasledna (A+T) reakce je kontrolni, ma potvrdit spravnost piedchozi
genotypizace, je tvofena parem primerd: A_misml (reverse) a Fwdl (forward), druhy par tvoii
primery T_misml (forward) a Revl (reverse). Rovnéz primery Revl (reverse) a Fwdl
(forward) tvoii tfeti par. Nasledné je provedena ELFO na 2% agardézovém gelu s ethidium
bromidem za pfitomnosti komeréniho ladderu s naslednou genotypizaci pod UV svétlem.
Pokud néktery z alelové specifickych primerti neni schopen nasednout na testovanou DNA
vzhledem k nekomplementarité jeho 3’- konce, kde je umistén rozhodujici nukleotid vzhledem
k mutaci, nedojde ani k tvorbé specifického PCR amplifikatu u kazdé ze dvou uvedenych
reakect.

Detailni informace jsou nasledné uvedeny v textu formou tabulek (6-15).
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Popis (C+T) reakce:

Tab. 6: Slozeni primerti pouzivanych v C+T reakci pro tvorbu specifickych amplikonti PCR

pro genotypizaci jedinct ve vztahu k postizeni CVM.

Oznadeni

primeru

Sekvence primeru

Poznamky

C misml | 5- CTGGAAAAACATGCTGTGAGATC -3" | primer nasedajici na fetézec

(reverse) bez mutace (C), T nesouladna
(mismatch) baze

Fwdl 5’- CCTTAAGGTCTAAGAGTGGGC -3° forward primer, neobsahuje

(forward) pii¢inné misto

Revl 5’- CGATGAAAAAGGAACCAAAAGGG -3" | reverse primer, neobsahuje

(reverse) pficinné misto

T misml | 5- CAGCTGGCTCACAATTTGTAGGTC primer nasedajici na fetézec

(forward)

TCATGGCCT -3°

s mutaci (T), C nesouladna

(mismatch) baze

Tab. 7: Slozeni Master mixu pro PCR, v C+T reakci

Komponent MnozZstvi (celkem 10 pl)
genomova DNA 20-100 ng
AmpliTaq Gold (Applied Biosystems) 0,1 pl
dNTPs (2,5mM) 0,75 pl
MgCl, (50mM) 0,4 ul

10 x pufr 1l pro AmpliTag Gold 1 ul
primer Fwd1l (5 pmol/ pl) 0,75 pl
primer Rev1l (5 pmol/ pl) 0,75 ul
primer C_mism1 (5 pmol/ pl) 0,25 pl
primer T_mism1 (5 pmol/ pl) 1l

H.O ad 10 pl
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Tab. 8: Teplotni rezimy pro GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems®) pro C+T

reakci
Teplota / ¢as Poznamka
94 °C /12 min. Predenaturace
94 °C/30s Féze jednoho cyklu:
60 °C /30 s denaturace, annealing, elongace
72°C/30s celkem 33 cykla
72 °C /7 min. Finalni elongace
4°C Uchovano

Tab. 9: Informace o jednotlivych PCR produktech: C+T reakce

PCR produkty | U¢ast primert na produktu Poznamka
- velikost (bp)
430 Fwdl (forward) + Rev1l (reverse) produkt kvality reakce,
vzdy pritomen
297 T_mism1 (forward) + Revl (reverse) | ptitomnost alely s CVM mutaci
180 C_misml (reverse) + Fwd1l (forward) | pfitomnost alely bez mutace

Tab. 10: Genotypizace AS-PCR heterozygotti CVM, z reakce C+T.

PCR amplifikaty - velikost (bp)

Genotypizace

430+180 TV jedinec je zdrav
430+297+180 CV jedinec - heterozygot
430+297 CVM - postizeni
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Popis (A+T) reakce:

Tab. 11: Slozeni primert pouzivanych v A+T reakci pro tvorbu specifickych amplikonti PCR

pro genotypizaci jedincii ve vztahu k postizeni CVM

Oznadeni

primeru

Sekvence primeru

Poznamky

A_misml | 5'- GCAAAGCCACTGGAAAAACATGCT

reverse primer nasedajici na

(reverse) GTGAGACA-3’ fetézec s pri¢innou mutaci (A),
C nesouladna (mismatch) baze

Fwdl 5- CCTTAAGGTCTAAGAGTG GGC -3° forward primer,

(forward) neobsahuje pfi¢inné misto

Revl 5’- CGATGAAAAAGGAACCAAAAGGG -37 | reverse primer,

(reverse) neobsahuje pfi¢inné misto

T_misml | 5- CAGCTGGCTCACAATTTGTAGGTCTC

(forward) ATGGCCT -3’

forward primer nasedajici na
fetézec s pricinnou mutaci (T),

C nesouladna (mismatch) baze

Tab. 12: SloZzeni Master mixu pro PCR, v A+T reakci

Komponent MnozZstvi (celkem 10 pl)
genomova DNA 20-100 ng
AmpliTaq Gold (Applied Biosystems) 0,1 ul
dNTPs (2,5mM) 0,75 pl
MgCl, (50mM) 0,4 ul

10 x pufr 1l pro AmpliTag Gold 1 ul
primer Fwd1l (5 pmol/ pl) 1l
primer Rev1l (5 pmol/ pl) 1l
primer A_mism1 (5 pmol/ pl) 0,25 pl
primer T_mism1 (5 pmol/ pl) 1l

H>O ad 10 pl
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Tab. 13: Teplotni rezimy pro GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems®) pro A+T

reakci
Teplota / ¢as Poznamka
94 °C /12 min. Predenaturace
94 °C/30s Féze jednoho cyklu:
60 °C /30 s denaturace, annealing, elongace
72°C/30s celkem 33 cykla
72 °C /7 min. Finalni elongace
4°C Uchovano

Tab. 14: Informace o jednotlivych PCR produktech: A+T reakce

PCR produkty | Ugast primert na produktu Poznamka
- velikost (bp)

430 Fwdl (forward) + Rev1l (reverse) produkt kvality reakce,

vzdy pfitomen
297 T_mism1 (forward) + Revl (reverse) | pfitomnost alely s CVM mutaci
180 A_misml (reverse) + Fwd1(forward) | pfitomnost alely s CVM mutaci

Tab. 15: Genotypizace heterozygoti (CV), z reakce A+T

PCR produkty - velikost (bp) Genotypizace
430 TV jedinec je zdrav
430+297+180 CV jedinec - heterozygot; piipadn¢ CVM

4.1.3.3 Genotypizace lokusii na GSD Il a GSD V

Genotypizace lokusti na GSD II a GSD V byla provadéna metodou PCR-RFLP.
Primery, Master mixy, teplotni rezimy v termocyklerech, pouziti restriktaz bylo odvozeny
dle metodik pfislusnych autord uvadéno Vv tabulkdch (16-20), pfipadné odchylky vznikly
optimalizaci k aktudlnim podminkdm. Pro naSe potieby byly primery pfipravovany firmou

Generi Biotech, s.r.o.
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Tab. 16: Slozeni primerti pouzivanych pro tvorbu specifickych amplikoni PCR pro detekci

lokust vybranych dédi¢nych onemocnéni

Lokus pro onemocnéni

Primery - forward, reverse

GSD V, exon 12,
kodon 489
(SOETHOUT et al., 2002;

BILSTROM et al., 1998)

5’- CCAGGAAGACCCTCATTCCA -3°

5'- AGGGAAACACACACACAG -3’

GSD I, exon 7, 5'- GGACGTGTACATCTTCTTGG -3'

misto 1057

(DENNIS et al., 2002) 5'- GTCATATTCTCCACGACC -3’

GSD 1, exon 9, 5'- GGGACCTACCGACCCTACGACGAGCCTCTGAGG -3’
misto 1351

(DENNIS et al,, 2002) 5'- GTCAGAAGCCACTATAACC -3’

GSD I, exon 13, 5'- ACTGCCCTGCACTCTTGCCGGCCGT -3

misto 1783

(DENNIS et al., 2002)

5’- GGAAAGCTGCTCCCGGTCGCTCC -3°

Tab. 17: SloZzeni Master mixu pro PCR, podle typu izolace DNA

Lokusy
Komponent GSD Vv GSD Il GSD Il GSD 11
(celkem 20 pl) E7 E9 E13
DNA | DNA DNA | DNA | DNA | DNA | DNA | DNA
(lyzat) (lyzat) (lyzat) (lyzat)
ul ul ul pl pl ul pl pl
10x PCR pufr 2 2 2 2 2 2 2 2
MgCl, 0,8 0,8 1 1 0,8 0,8 1 1
dNTP’s 2 2 2 2 2 2 2 2
Primer forvard * 1 1 0,8 0,8 1 1 1 1
Primer reverse * 1 1 0,8 0,8 1 1 1 1
DNA 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3
Taq polymerdza ** 0,2 2 0,2 2 0,2 2 0,2 2
H,0 11,7 9,9 11,9 10,1 11,7 9,9 11,5 9,7

61




* mnozstvi oligo 10 pmol; ** bézné do mixu nefedény Taq (1U = 0,2ul), pii pouziti lyzatd se

Taq tedi: na vzorek je 0,2 ul Taq a 1,8 ul vody a piidava se po dvouminutové denaturaci

proteinazy K pii 94 °C.

Tab. 18: Teplotni rezimy pro PCR pozadovanych lokusi, nastaveno pro termalni cykler

Biometra Termogradient

Lokusy poznamka
GSD V GSD Il GSD Il GSD Il
E12 E7 E9 E13
104 °C Vicko predehrati
94 °C/5 min. | 94 °C/5 min. | 94 °C/5 min. | 94 °C/5 min. | Predenaturace, u DNA ziskané
lyza¢ni metodikou se po 2 min.
pridava Taq polymeraza
94 °C/60 s 94 °C/60 s 94 °C/60 s 94°Cl60S | Faze jednoho cyklu:
61 °C/60 s 54 °C/60 s 62 °C/60 s 59 °C/60's | denaturace, annealing,
72 °Cl60 s 72 °C/60 s 72 °Cl60 s 72°CI60's | elongace celkem 35 cykli
72 °Cl4 min. | 72°C/4 min. | 72 °C/4 min. | 72 °C/4 min. | Finalni elongace

Kvalita PCR amplifikati byla ovéfovana elektroforézou na 2,5% agardézovém gelu

(Jedenkrat TBE: 89 mM Tris, 89 mM kyseliny borité, 2 mM EDTA) obarveném ethidium

bromidem, ovétovani velikosti porovnanim s komerénim markerem pUC19 DNA/Mspl,

Marker 23, vizualizace na UV transiluminatoru pti vlnové délce 312 nm.

Tab. 19: Podminky pro pulsobeni pouzitych restrikénich endonukleaz II. tiidy (RE),

pro genotypizované lokusy

Lokusy
Slozky mixu GSD V GSD Il GSD Il GSD Il
E12 (exon) E7 (exon) E9 (exon) E13 (exon)
Pufr 1,7 ul 1,7 ul 1,7 Wl 1,7 Wl
Restrikéni endonukledza Styl Boll Boll BsiEl
(koncentrace) 10U 10U 10U 10U
PCR amplifikat 15wl 15l 15l 15 ul
Inkubace (pies noc) 37 °C 37 °C 37 °C 37 °C

62




Vlastni genotypizace vybranych lokusti onemocnéni probihd na zdkladé rozdéleni
produkti PCR-RFLP dle rozdilnych délek fragmentti v bp. Fragmenty jsou nejprve pomoci
nckolik desitek minut probihajici ELFO nejprve rozdéleny dle velikosti na 3% agar6zovém
gelu obarveném ethidium bromidem, velikosti jsou zjisStovany porovnanim s komercnim
markerem pUC19 DNA/Mspl, Marker 23 a potom vizualizovany na UV transiluminatoru

pfi vinové délce 312 nm.

Tab. 20: Genotypizace GSD V a GSD |1 - velikosti RFLP fragmenti

Lokusy
Typ postiZeni, GSDV GSD Il GSD Il GSD Il
Exon genu E12 E7 E9 E13
PCR produkt 252 bp 238 bp zdravy 179 bp 192 bp
homozygot
236 bp* a 238 bp
heterozygot

236 bp* postizeny

homozygot
RE Styl Byl Byl BsiEl
Dominantni 252 bp 190+48 bp 81+68+30 bp | 116+39+22+15 bp
homozygot
(zdrav);
Heterozygot 252+133+119 | 190+161+48+27 | 98+81+68+30 | 155+116+39+22+15
(pfenasec); bp bp ** bp bp
Recesivni 133+119 bp 161+48+27 bp ** | 98+81 bp 155+22+15 bp
homozygot;
(postizeny)

* dinukleotidova delece v PCR (heterozygota; homozygota recesivniho)
** yliv dinukleotidové delece v PCR na produkty RFLP
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4.1.3.4 Genotypizace lokusu na deficit krevniho koagula¢niho faktoru XI

Genotypizace lokusu FXI na pfitomnost mutace v exonu 12 byla provedena
dle metodiky MARRON et al. (2004), metoda je zaloZzena na PCR a nasledném rozdilu mezi
délkou fragmentd.

Detailni informace jsou nasledn¢ uvedeny v textu formou tabulek (21-23).

Tab. 21: Primery pro tvorbu specifickych amplikond PCR k detekci mutace v exonu 12

Primery - forward, reverse
5’- CCCACTGGCTAGGAATCGTT -3’
5’- CAAGGCAATGTCATATCCAC -3’

Lokus v exonu 12

Tab. 22: Slozeni Master mixu PCR pro lokus v exonu 12 genu FXI

Komponenty | PCR | dNTPs | Tag DNA MgCl, | Genomova | Primery H.O
celkem pufr polymeraza DNA forward

areverse
20 pl Ix [ 0,2mM | 0,5 units 1,5mM | 100 ng 20 nmol ad 20 ul

Tab. 23: Podminky pro PCR na termocykleru Biometra Termogradient

Teplota /Cas Poznamka

104 °C Vicko predehtati

95 °C /10 min Predenaturace

95°C/30s Féze jednoho cyklu:

55°C /60 s denaturace, annealing, elongace
72°C/30s celkem 34 cykli

72 °C /10 min. Finalni elongace

4°C Uchovano

Separace PCR fragmentd na agar6zovém gelu 2,5%, lkrat TBE (89 mM TRIS, 89 mM
kyseliny borité¢, 2 mM EDTA) obarveném ethidium bromidem. Amplifikaty maji riznou délku,
alely tedy lze rozlisit elektroforeticky. Pro detekci byl pouzit velikostni marker pUCI19
DNA/Mspl. Genotypizace na UV transiluminatoru pii vlnové délce 312 nm. Zpisob

genotypizace jedinct je uveden Vv tab. 24.
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Tab. 24: Genotypizace deficitu FXI - amplikond PCR, exon 12

Zdravy jedinec homozygot, wild typ 244 bp
Prenasec, heterozygot 244 bp a 320 bp
Postizeny jedinec homozygot 320 bp

Genotypizace lokusu FXI na pfitomnost mutace v exonu 9 byla provedena dle metodiky
KUNIEDA et al. (2005), metoda je zalozena na PCR a nasledném rozdilu mezi velikostmi
fragmentti.  Navrzené primery pouzivané pro tvorbu specifickych amplikont PCR k detekci
mutace v exonu 9 uvadi tab. 25. PCR a vysledna genotypizace probihala za podobnych
podminek jako u predeslého exonu tab. 23.

Detailni informace o slozeni Master mixu PCR a genotypizaci jsou uvedeny v textu
v tabulkach (26-27).

Tab. 25: Primery pro tvorbu specifickych amplikontt PCR k detekci mutace v exonu 9

Primery - forward, reverse
Lokus v exonu 9 5'- TCACATCTCAATATGTGCTTCTGC -3°
5’- TCTACGATGTCCAGTTCTTCTCC -3’

Tab. 26: Slozeni Master mixu PCR pro lokus v exonu 9 genu FXI

Komponenty | PCR | dNTPs | Tag DNA MgCl, | Genomova | Primery H,0
Celkem pufr polymeraza DNA forward

areverse
20 ul 1x 0,2 mM | 0,5 units 1,5mM | 100 ng 20 nmol ad 20 ul

Tab. 27: Genotypizace deficitu FXI — amplikont PCR, exon 9

Zdravy jedinec homozygot, wild typ 95 bp
Ptenasec, heterozygot 95 bp a 110 bp
Postizeny jedinec, homozygot 110 bp
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4.2 Restrik¢ni analyza ¢asti lokusu ITGB2 (CD18)

4.2.1 Restrikéni analyza ¢asti lokusu ITGB2 (CD18) u 10 holstynskych krav

se statusem TL

NCBI Gene Symbol: ITGB2; (synonymum CD18); Gen ID: 281877; Genomic Location:
Chr1.150, pozice 306763 az 335924 bp, velikost 29161 bp; 16 exont — délka po Uplném
sestfihu 2818 bp.

Genotypizace s naslednou detekci restrikénich polymorfismi bovinni DNA v ¢asti lokusu
CD18 (SHUSTER et al,1992a), o velikosti 11201 bp, od 2.-11203. bp (tab. 28), byla provadéna
metodou PCR-RFLP, s postupnym vyuzitim deseti vybranych restrikénich endonukleaz ttidy II
(RE) od firmy Fermentas (tab. 31), kter¢ byly vybrany tak, aby postihly velky rozsah cilovych
sekvenci.

Analyzovana byla DNA deseti nahodné vybranych holstynskych krav narozenych
v letech 1997-2003 se statusem TL, zdravych dominantnich homozygotti — bez BLAD. lzolace
DNA z krve lyzatovou metodou (kapitola 4.1.2.2).

Zkoumana c¢ast lokusu DNA byla PCR amplifikaci postupné rozdélena pomoci 21 part
primerd (tab. 28), na 21 navazujicich nebo pickryvajicich se tseki o délkach v rozpéti
363-828 bp (tab. 28). Piesto mezi nékterymi useky zistalo né€kolik mist v celkovém rozsahu
2476 bp, které se nestaly soucasti zkoumanych tseki, z divodu rozmisténi primert. Skute¢né
analyzovany rozsah tsekll genu je 8725 bp.

Navrzené sekvence primert byly syntetizovany v programu firmy Proligo; SIGMA
ALDRICH s.r.0., ve spolupraci s firmou Biogen Praha, s.r.o.

Kazdého typu PCR amplifikatu, u kazdého zvirete bylo zhotoveno takové mnozstvi, aby
stacilo k provedeni RFLP pro 10 vzorkd, kazdy vzorek byl vystaven u¢inku jedné z deseti RE
(tab. 31). Vzorky byly inkubovany za ptislusné teploty, po dobu 12 hodin (tab. 31).

Celkem tak bylo metodou PCR-RFLP genotypizovano 210 skupin vzorki, kdy skupinu
tvofilo 10 vzorkti z DNA deseti holstynskych plemenic, téhoz typu PCR amplifikatu (ze stejné
dvojice primera), vzdy po restrikci stejnou endonukleazou. Kazda skupina je tak z hlediska

vyskytu restrikénich polymorfismti DNA vyhodnocovéana samostatné.
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Tab. 28: Pouzité dvojice primerd k produkci 21 typt amplifikatd PCR

il Vymezeni tseku Velikost PCR
1S10
paru lokusu amplifikatu sekvence primerti
primeril | (potadi nukleotidi) (bp)
1 3 831 828 5'-CTGAACAGTGGAGCAGATGA-3’
' 5'-CACCTGCACTTGTAACGACT-3’
) 4851153 668 5-TTGGCTGAGTGAAGGCTCTG-3’
! 5-TCTGAGGCTGGTGGATAGGA-3’
3 9361690 754 5-TTGCTTAGCAGCTGGTGGTA-3’
! 5"-TGGCACTCCTTCTCCTTGTT-3’
A 16712065 394 5"-AACAAGGAGAAGGAGTGCCA-3’
! 5'-ACGTCACAGATACAGCGCAG-3’
e 5 531 579 5'-CCTGAACAGTGGAGCAGATG-3’
! 5"-ATCAGAGCCTTCACTCAGCC-3’
478 5'-GCTGCCACCTGGAAGACAAC-3’
6. 2758-3236 5'-CCGTGTCTCCTGTGTCTCCT-3’
530 5'-GTCAGTGTTACAGCGCGTCG-3’
7 2064-2594 5'-CCACAGACTGCAGGAGCCAA-3’
o 30973496 399 5'-AAGGTGACATCTGAGGTTCC-3’
! 5"-AGAAGTCCAGTGGCAAGTAA-3’
582 5"-TGCTGCTCACTCATCTCCAC-3’
% 34384020 5'-CACGATCACTGAGCCACAGG-3’
363 5'-CGTGGCTGACAACTTCACCG-3’
10. 10840-11203 5'-CTCAGAGTGCAGTGGCAGAG-3’
552 5'-GGCATGTGGCAGTCCAGAGA-3’
1L 9885-10437 5'-AGGTCGCTCAGGTGTGTCAG-3’
476 5'-GGAGGACAGTTGCAGATAGT-3’
12. 8988-9464 5"-TGGAAGCCTGTGCTCGTACC-3’
716 5'-CCTGGAGCCACCTGGAATGT-3’
13. 7432-8148 5-ACTTGGCCGTCGTAGCGTTC-3’
698 5'-AGGGCATCACAGCAGGGTTG-3’
14. 6369-7067 5'-GGATGATCTCTGTCAGCTTC-3’
695 5"-CCACACAACACTGACCATGC-3’
15. 53926087 5'-GAGAGAGACAGACACAGAGA-3’
493 5'-GACAGAAGCTGACAGAGATC-3’
16. 55536046 5'-AGGTAGACAGAGAGGTGAGA-3’
642 5"-AGGGCATCACAGCAGGGTTG-3’
17 4927-5569 5'-CTCTGTCAGCTTCTGTCAGG-3’
617 5'-ATGCAACAGTCTCTCCTCAC-3’
18. 45145131 5'-CCAGTCCAGGTACACCTCTT-3’
737 5'-TTACCGGATGCAACAGTCTC-3’
19. 4507-5244 5'-GGCATGAAGTCAGGAAGCAA-3’
588 5'-CTGTGGCTCAGTGATCGTGG-3’
20. 4002-4590 5'-CCTCTCACCACACTGCCTTC-3’
691 5'-AGGGCATCACAGCAGGGTTG-3’
2L 4927-5618 5'-CGTTCCTGGAATCTTCAGAC-3’
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Tab. 29: Slozeni PCR Master mixu, dle jednotlivych tsekii DNA ¢&asti lokusu ITGB2

Usek PCR | MgCl, [ dNTPs | Primery DNA | * Redéna H,O | mix
Cislo pufr Tag DNA celkem
polymeraza
ul ul ul Forw. | Rev. ul ul ul ul
pl ul

1;2;11;16; | 25 3,5 0,8 2,5 2,5 1 3 9,2 25
18; 20;
3; 2,5 3 0,8 2,5 2,5 1 3 9,7 25
4;10; 17; 2,5 2,5 0,8 2,5 2,5 1 3 10,2 25
5; 8; 2,5 2,2 0,8 33 33 1 3 8,9 25
6; 2,5 1,5 0,8 2,5 2,5 1 3 11,2 25
7; 2,5 2,5 0,8 35 35 3 8,2 25
9; 2,5 2 0,8 2,5 2,5 1 3 10,7 25
12; 2,5 1,8 0,8 1,5 1,5 0,9 3 13 25
13; 2,5 15 0,8 1,5 1,5 1 3 13,2 25
14; 19; 2,5 3,5 1 2,5 2,5 1,5 3 8,5 25
15; 21 2,5 2,8 0,8 2,5 2,5 1 3 9,9 25

* Poznamka: Nafedénd Taq polymeraza: 0,6 ul Taq + 2,4 ul H,O; neni piimo obsaZena v Master

mixu, ale je pfidavana do termocykleru po 5 minutach;

Master mixy PCR pro jednotlivé useky se mohou pomérem svych slozek vzijemné
shodovat nebo liSit. Slozeni Master mixt a teplotni pomé&ri v procesu PCR, jsou vlastnim
vysledkem optimalizace metodiky laboratornich postupd (tab. 29-30). Optimalizace je nutna
vzhledem ke strukturni rozdilnosti pouzivanych dvojic primert, délce a kvalit¢ DNA usekt.

Amplifikace usekii PCR byla provedena na termalnich cyklerech Biometra Termogradient.
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Tab. 30: Optimalizované podminky pro PCR na termalnim cykleru, dle usek.

Cisla jednotlivych useki

3; 4, 1;2;5;8; 7;9; 10; 11, 6; 12; 15; 21

13; 14, 16; 17;

18; 19; 20;
Teplota /Cas | Teplota /Cas | Teplota /Cas Teplota /Cas | Poznamka

104 °C Predehrati vicka
95 °C/10 95°C/10 95°C /10 95°C/10 Predenaturace
min. min. min. min. (po 5 minutach piidavek fedéné
Taq DNA polymerazy)

95°C/40s | 95°C/40s |95°C/40s 95°C /40 s Féze jednoho cyklu:
59°C/40s | 60°C/40s | 64°C/40s 65°C/40s denaturace, annealing, elongace
72°C/90s |72°C/90s |72°C/90s 72°C /90 s celkem 34 cyklu
72 °C /30 72 °C /30 72 °C /30 72 °C /30 Finalni elongace
min. min. min. min.
4°C 4°C 4°C 4°C Uchovano pii teploté

Ovéfovani kvality PCR amplifikatt metodou ELFO (elektroforézou) na 2,5%
agarézovém gelu s ethidium bromidem, ovéfovani velikosti porovnanim s komerénim
markerem pUC19 DNA/Mspl, Marker 23, vizualizace na UV transiluminatoru pfi vinové délce
312 nm.

Detekce vyskytu cilovych sekvenci pro jednotlivé RE - metodou RFLP s ELFO na 3,5%
agardzovém gelu s ethidium bromidem. Genotypizace na UV transiluminatoru pfi vinové délce
312 nm, odecet piibliznych velikosti vzniklych restrikénich fragmentli — porovnanim
s komer&nimi velikostnimi markery pUC19 DNA/Mspl, Marker 23 nebo GeneRuler™ 100 bp
DNA ladder od firmy Fermentas a odpovidajicimi nerestrigovanymi PCR amplifikaty —
kontrola.

Restrikéni polymorfismus DNA, kazdé z 21 skupin PCR amplifikati, je vyhodnocen
samostané, vzdy u skupiny vsech deseti krav najednou a po Gcinku stejné RE.

Za restrikéni polymorfismus v ramci jednoho typu amplifikatu PCR a jedné RE lze
povazovat vyskyt dvou typt homozygotnich restrikénich modeld, coz je dano pfitomnosti
a poctem restrikénich mist, v genotypizované skupiné zvifat, nebo vyskyt heterozygotniho

restrikéniho modelu s rozdilnym vyskytem restrikénich mist u jednotlivct.
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Tab. 31: Vycet pouzitych restrikénich endonukleaz tridy II s vyjadienim Stépnych mist,

a inkubacnich teplot

RE — $t€pné misto Inkubaéni RE — $tépné misto Inkubaéni
teplota teplota
Alul 37°C Bsul51 (Clal) 37°C
5"..AG|CT...3’ 5"..AT|CGAT...3’

3. TC1GA.. 5’ 3. TAGCITA.. 5’

Eco88l (Aval) 37°C Eco471 (Avall) 37°C
5..C|PyCGPuG...3’ 5"..G|GACC...3’
3"..GPuGCPy1C.. 5’ 3"..CCTG1G.. 5’

Ecol1301 (Styl) 37°C Haelll 37°C
5"..C|CTTGG...3’ 5°..GG|CC...3’
3"..GGAAC1C...5’ 3"..CC1GG.. 57

Hindlll 37°C HpyF31 (Ddel) 37 °C
5..AJAGCTT...3’ 5"..C]TNAG...3’
3. TTCGATA...5’ 3"..GANT1C...5"
Taql 37 °C Trul (Msel) 37°C
5. T|CGA...3’ 5. T|TAA...3’
3..AGC1T... 5’ 3. AATIT...S’

4.2.2 Restrikéni analyza ¢asti lokusu ITGB2 (CD18) u péti holstynskych krav

se statusem BL, véetné dvou kontrolnich zviiat se statusem TL

Akreditovana laboratof imunogenetiky CMSCH, a.s. v Hradistku pod Mednikem poskytla
krve péti holstynskych plemenic S ovéfenym statusem BL (heterozygotni pienase¢i — BLAD)
a dvou dalSich kontrolnich jedinci se statusem TL, zvifata narozena rovnéz V letech
1997-2003. Ze vzorku krve kazdé z téchto plemenic byla izolovana DNA lyzatovou metodou.

Metodika PCR-RFLP provedeni byla téméf shodna s ptedchozi casti vyzkumu.
Analyzovana byla stejna ¢ast lokusu CD 18, s vyuzitim stejnych 21 dvojic primert — typt PCR
amplifikat a vcetné podminek pro jejich vznik a zptisobu ovéfeni kvality. Pro metodu RFLP
byly pouzity stejné RE (tab. 1, 2, 3), v€etné provedené genotypizace a zpusobu hodnoceni
vyskytu restrikénich polymorfismi DNA.

Rozdilny byl pouze pocet a status hodnocenych jedincti, kdy skupinu tvofilo

5 (BL) + 2 (TL) zvitat, vzdy s PCR amplifikdtem stejného typu (z celkovych 21) a s restrikei
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stejnym typem RE. Kazda skupina tak byla z hlediska vyskytu restrikénich polymorfismi DNA
vyhodnocovana samostatné.

Vyhodnocen a porovnan byl restrikéni polymorfismus DNA mezi péti BL jedinci a vsemi
TL jedinci.

4.2.3 Detekce tiché bodové mutace c¢.775C>T v lokusu CDI18 skotu
holstynského plemene, zvirat se statusem TL nebo BL a u ceského

strakatého skotu, metodou PCR-RFLP

Detekce tiché bodové mutace (TM) ¢.775C>T bez fenotypové manifestace, v lokusu
CD18 skotu holstynského plemene zvifat (SHUSTER et al., 1992b) se statusem TLaBL au TL
jedinct Ceského strakatého skotu metodou PCR-RFLP.

Celkovy panel zvitat byl sestaven ze zvifat dvou plemen. Holstynské plemeno
zastupovalo 34 nahodné vybranych byka z 5 linii, narozenych v letech 1998-2003, a 10 krav
s ovéfenym statusem TL. Daéle bylo analyzovano 14 holStyni S ovéfenym statusem BL,
narozenych v obdobi 19942006, z toho 9 krav s jalovicemi a 5 mladych bycku, tato zvitata
byla soucasti tfi piibuzenskych skupin. Druhou plemennou skupinou bylo 35 nahodné
vybranych byku ¢eského strakatého skotu z 9 linii, narozenych v letech 2000-2003, se statusem
TL.

Vzorky zvitat plemene holStyn a Cesky strakaty skot byly poskytnuty akreditovanou
laboratofi imunogenetiky CMSCH, a.s. v Hradistku pod Mednikem.

DNA zvitat byla ziskana z krve lyzatovou metodou nebo spermatu komerénimi kity.
Pro identifikaci tiché bodové mutace v lokusu CD18 (SHUSTER et al., 1992b) byla pouzita
metoda PCR-RFLP dle CzARNIK et al. (2007a), nevyuzivajici cDNA.

Na zaklad¢ prace CZARNIK et al. (2007a) byl syntetizovan par primert (tab. 32), ktery vymezil
pozadovany usek DNA (PCR amplifikat), v némz se nachazi sekvence s vyskytem tiché bodové
mutace. Sekvence primert byly syntetizovany v programu firmy Proligo; SIGMA ALDRICH

s.r.0., ve spolupraci s firmou Biogen Praha, s.r.o.

Tab. 32: Dvojice primerti pouzita pro detekci pfitomnosti tiché bodové mutace

forvard primer 5’- GAGGAAATCGGCTGGCGCAATG -3°

reverse primer 5- GTCATTGGGGGTGAGGATG -3’
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Pozadované useky DNA, PCR amplifikaty o délce 108 bp, byly ziskany na termalnich

cyklerech Biometra Termogradient pro kazdé z 93 zvifat.

Slozeni Master mixid a teplotnich poméri v procesu PCR je vysledkem nasi

optimalizace metodiky laboratornich postupti (tab. 33-34).

Tab. 33: SloZeni PCR Master mixu — pro amplifikaty - ke genotypizaci tiché¢ mutace

DNA PCR | MgCl, | dNTPs | Primery DNA | * Redéna H,O | mix
plemeno pufr Taq DNA celkem
skotu polymeraza

pl pl pl Forw. | Rev. ul ul ul ul

pl ul

holstynsky | 2,5 2,8 0,8 2,5 2,5 1 3 9,9 25
Cesky 2,5 2,7 0,8 2,4 2,4 1 3 10,2 25
strakaty

Tab. 34: Optimalizované podminky pro PCR na termocykleru Biometra Termogradient

Plemeno Plemeno
holstyn cesky
strakaty skot

Teplota /Cas | Teplota /¢as | Pozndmka

104 °C Predehrati vicka
95°C /10 95°C /10 Predenaturace
min. min. (po 5 minutach pfidavek fedéné

Taq DNA polymerazy)

95°C/40s | 95°C/40s Faze jednoho cyklu:
64°C/40s | 64,5°C /40s | denaturace, annealing, elongace
72°C/30s | 72°C/30s celkem 34 cykli
72 °C /30 72 °C /30 Finalni elongace
min. min.
4°C 4°C Uchovano pfi teploté
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Kvalita PCR amplifikati je ovéfovana metodou ELFO na 2,5% agarézovém gelu
s ethidium bromidem na UV transiluminatoru pii vlnové délce 312 nm.

Pro detekci pfitomnosti TM byla urcena restrikéni endonukledza tridy II Satl
(Fnu4HI), detekujici tGsek 5'-GC|NGC-3'. Inkubace PCR amplifikdtu restrik¢ni
endonukleazou pii 37 °C po dobu 12 hodin. Detekce vyskytu cilovych sekvenci
metodou ELFO na 3,5% agarézovém gelu sethidium bromidem. Genotypizace na UV
transiluminatoru pfi vinové délce 312 nm, odecet piibliznych velikosti vzniklych restrikénich
fragmentt - porovnanim s komerénimi velikostnimi markery pUC19 DNA/Mspl, Marker 23
a Gene Ruler 100 bp DNA ladder a nerestrigovanymi PCR amplifikaty.

Pro vyhodnocovani genotypizace TM (CzARNIK et al., 2007a) je pouzito nasledné
oznaceni: homozygotni jedinci nemajici tichou bodovou mutaci CC, restrikéni fragmenty
77+31 bp, homozygotni jedinci s tichou bodovou mutaci TT, PCR amplifikaty bez restrikéni
sekvence 108 bp, jedinci heterozygotni s jednou alelou s tichou bodovou mutaci CT, PCR

amplifikaty bez restrikéni sekvence 108 bp + restrikéni fragmenty 77+31 bp.

5. Vysledky a diskuse

5.1 Analyza vyskytu vybranych monogennich defekti a diskuse

5.1.1 BLAD

V analyzovaném panelu tvofeném 406 byky a 161 plemenicemi holstynského plemene,
146 byky ceského strakatého skotu a 30 byky nékolika masnych plemen u lokusu ITGB2
genotypizovaného na BLAD nebyl genotypizovan heterozygotni prenase¢ recesivni alely
onemocnéni. RovnéZ nebyl genotypizovan Zadny heterozygot u skupiny v zahranici
vyuzivanych zvitat, 17 byka slovenského strakatého plemene, 3 bykt holstynského plemene

pouzivaného na Slovensku a 12 holstynskych byki vyuzivanych v Polsku.
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Obr. 1: Genotypizace lokusi pro BLAD, DUMPS a citrulinémii

* bp

K 19
g ﬁ—
=1 2 < 4 5 6 " 8 9

Legenda: 1. velikostni marker pUC19 DNA/Haelll, 2. PCR produkt BLAD (101 bp), 3. RFLP
Haelll BLAD (TL)(65+36 bp), 4. RFLP Taql BLAD (TL) (52+32+19 bp), 5. PCR produkt
DUMPS (108 pb), 6. RFLP DUMPS (TD) (53+36+19 bp), 7. PCR produkt — citrulinémie
(177 bp), 8. RFLP citrulinémie — dominantni homozygot (99+78 bp), 9. velikostni marker
pUC19 DNA/Haelll

Nez porovname nami zjisténé vysledky, je nutno pfipomenout, Ze pocatek 90. let byl
obdobim vyrazného zvySovani stavii holstynského skotu v CR v souvislosti s dovozem
plemenného materidlu. S tim souvisi 1 vys8i vyskyt skrytych heterozygotnich nositeli
i nositelek BLAD, ale také CVM, tehdy jesté nerozpoznanych dédi¢nych onemocnéni. Jednu
z prvnich informaci o zdravotnim stavu holitynského skotu v CR v 90. letech vzhledem
k tomuto onemocnéni uvadi HRADIL (1994), ktery genotypizaci 377 byku zjistil status BL
u 65 jedinct a z 61 testovanych krav u 4 jedinci, tj. 17 % resp. 6,5 %. Tento autor rovnéz
uvadi, Ze nalezl v populaci ¢ervené zbarveného holStyna, pouZivaného k zuSlechténi ceského
strakatého skotu, z 64 genotypizovanych bykl 34 BL pozitivnich po jednom importovaném
otci.

Tento neptiznivy stav byl v souladu s tehdejsi situaci ve svété. SHUSTER ET AL. (1992b)
uvadi frekvenci nositelli onemocnéni u US holstynskych byka 14,1 % a 5,8 % u krav.
JORGENSEN et al. (1993) uvadi u danskych plemennych byku vyskyt heterozygoti 26,7 %.
V Polsku prvni odhady vyskytu BLAD nositeld u holStynsko-friského skotu zjistoval
GRzyBOWSKI et al. (1994), u krav uvadi frekvenci mutantni alely 8 % a u mladych byku 15 %.

Nami zjistény vysledek nulového vyskytu nositeli BLAD koresponduje s udaji
screeningu, ktery je provadén CMSCH, a.s. od r. 1993 (tab. 35). Dle sdéleni laboratofe
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CMSCH, a.s. bylo v letech 19932005 na BLAD genotypizovano celkem 1238 bykt a 158
jalovic. Frekvence zachycenych BL jedinci nejen u nas, ale i celosvétové, ma piiznivou
klesajici tendenci a podle informace CMSCH, a.s. nebyl v letech 2007-2014 zachycen Zadny
novy ptipad BL jedince, pii¢emz napi. v letech 2008-2010 bylo ro¢né vySetieno 60-80
mladych bykt. V poslednich letech laboratot jiz provadi minimdlni mnozstvi vySetieni zvitat

oy ee

v zahrani¢i.

Tab. 35: Frekvence poctl heterozygotnich nositelt alely pro BLAD (status BL) zjisténych
genotypizaci v jednotlivych letech v CR laboratoti CMSCH, a.s. (astni sd&leni

vedouci laboratoie)

Byci Jalovice
Rok Celkem Pocet BL Celkem Pocet BL Celkem % vyskyt
testace | testovano | jedinct a (%) | testovano | jedinct a (%) | BL jedinct
jedinct z testovanych | jedinct z testovanych | z testovanych

2005 101 1 (1 %) 8 0 0,9
2004 161 3 (2 %) 10 2 (20 %) 2,9
2003 153 0 9 2 (20 %) 1,2
2002 89 2 (2 %) 9 2 (20 %) 4,1
2001 83* 2 (2 %) - * 0 2,4
2000 69* 1 (1 %) - * 3 58
1999 14 0 2 0 0
1993-98 568 79 (14 %) 121 13 (11 %) 13,4

* pohlavi nerozliSovano
V ptipadé BLAD je ptiznivy trend dusledkem mezinarodné pfijatych opatieni
zavedenych v 90. letech 20. stoleti na doporuceni organizaci WHFF — World Holstein Friesian
Federation a EHRC — European Holstein and Redholstein Confederation po velkém rozsifeni
choroby v 80.— 90. letech (americky kontinent, Evropa) v populaci holstynského plemene a jeji
identifikaci. K opatfenim patii zejména vyhledavani skrytych heterozygotnich nositelt
onemocnéni Mezi plemennymi zvitaty, jejich evidence a nasledna eliminace z plemenitby.
Svaz chovatelti holstynského skotu CR rovnéz na zakladé doporuceni mezinarodnich
organizaci (WHFF a EHRC) vydal metodiku s nazvem Opatieni k evidenci a eliminaci vyskytu

dédiénych vad v populaci hol$tynského skotu v CR s platnosti od 1. 1. 2004 (piiloha &. 2).
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Byeci, ktefi jiz byli zatazeni do plemenitby a byl u nich dodatecné zjistén status BL,
maji tento status vyznacen a jejich vyuzivani je striktné omezeno. Mladi byci musi byt
genotypizovani s negativnim vysledkem, nebo musi byt negativni oba rodice. Pokud se
inseminuje davkami byka, ktefi jsou nositeli vady, musi jit pouze o provéfené plemeniky
a chovatel musi byt o této skutecnosti informovan. Mélo by se zabranit ptipafovani BL bykt
na podezielé plemenice z hlediska piivodu, tj. s nezjisténym statusem. Pokud se pouzivaji
v pfirozené plemenitbé byci neznamého statusu, je prodavajici povinen zajistit jejich testovani
(ADAMOVA, 2004).

Ceskomoravska spoleénost chovateli (CMSCH) uvadi na svych internetovych
strankach (CMSCH, 2011) celkem 64 plemennych bykt nositeld BLAD, jejichz dcery
nemohou byt vybirdny jako matky pro odchov plemennych byki. Tito byci jsou zatfazeni
do zdravotni tfidy C (prakticky vyfazeni z plemenitby), celkem 35 ndlezi plemeni hol$tyn, napt.
byci z linie NGA 15X, NX 11x, NEB 6x, NOM 2x, NBY 1x a 29 plemeni Cesky strakaty skot.
Vyskyt tohoto onemocnéni u jedinct ¢eského strakatého skotu souvisi zfejmé s pritomnosti
holstynského pfedka cervené barvy, ktefi byli a jsou pouzivani k zuSlechtovacimu kiizeni
s ¢eskym strakatym skotem. Pti zpracovani této prace byla provedena analyza rodokmeni BL
byki Ceského strakatého skotu. V jejich rodokmenu byl nalezen napt. Bardine | Hitit Rich,
USA 1599010, 1962, ktery byl podle databaze Plemdat, s.r.0. vnukem ptvodniho Sifitele
onemocnéni Osborndale Ivanhoe. Ptenaseci jsou dle této databaze nékteti byci z linie RSI
(27 jedinct) a byci HT 014, KV 166. Heterozygotni byci ¢eského strakatého skotu byli
narozeni v letech 1988-1992 a holstynského plemene v obdobi 1976-1991.

5.1.2 DUMPS

Vysledek, kdy nebyl screeningem holstynského skotu genotypizovan heterozygotni
prenase¢ onemocnéni DUMPS, neni nijak ojedinélym, nebot’ obecné vyskyt tohoto defektu
V populaci skotu je nizsi nez napiiklad u BLAD a CVM. Neprokazany vyskyt tohoto dédi¢ného
onemocnéni u zastupcii dalSich plemen rovnéZ nebyl piekvapivy, nebot’ literarni prameny
neodkazuji na vyskyt tohoto onemocnéni u jinych plemen skotu.

Podobny vysledek uvadi napiiklad KAMINSKI et al. (2005) v Polsku, kam byl od 70. let
z USA a Kanady dovazen plemenny material, kdy mezi 2209 genotypizovanymi holstynskymi
plemennymi byky zatazenymi v Slechtitelském programu v obdobi 1999-2003 nebyl zjistén
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zadny pienase¢ DUMPS. MEYDAN et al. (2010) uvadi ve vysledcich nahodného screeningu 350
holstynskych krav dovezenych na jatka v obdobi let 2007 az 2009 ze dvou oblasti Turecka, ze
nebyl zachycen Zadny pfipad pienasecky onemocnéni DUMPS. Rovnéz PATEL et al. (2006)
uvadi, Zze u 642 indickych holstynskych krav a holstynskych kiizenek nebyla zjisténa zadna
pfenasecka onemocnéni DUMPS.

To, Ze situace v holstynské populaci skotu v USA byla v 80. letech vzhledem k vyskytu

populace holstynského skotu je nositelem postizeni. ROBINSON et al. (1993b) poukazuje
na vysledky testovani hol$tynské populace v Severni Americe v letech 1988-1991, kdy bylo
testovano 3461 jedinct a bylo zjisténo 585 heterozygott, v téze dobé probéhlo rovnéz testovani
1226 zvitat v Evropé€, kde bylo identifikovano 414 heterozygotnich nositelii. Testovani bylo
pocatkem ozdravného procesu, ktery iniciovala Holstein Association of America, kdy r. 1987
bylo DUMPS prohlaseno za nezadouci vadu.

Prikladem situace 90. let je vyskyt onemocnéni v argentinskych chovech (PoLi et al.,
1996), kdy byla zjisténa u 104 byku frekvence recesivni alely 0,96 % a u krav 0,11 %, celkem
bylo provéfeno 104 byci a 950 krav.

VANRADEN et al. (2011) uvadi, ze v soucasnosti je prumérna frekvence nositeltl
DUMPS v celé holstynské populaci 0,01 %.

Z téchto informaci lze vyvodit zavér, Ze se situace v populaci holstynského skotu
z hlediska vyskytu nositeld DUMPS obecné vyrazné zlepSila vlivem rizné intenzivné
uplatiiovanych opatteni pro eliminaci onemocnéni. Pfesto by méla byt populace tohoto plemene
nadale sledovana, protoze jsou ve svéte stale jesté oblasti a chovy, kde lze jesté vyskyt DUMPS
detekovat. Pfikladem mulZe byt nélez jednoho pozitivniho holStynského byka ze screeningu 86

bykt pochazejicich z riznych indickych oblasti a chovi (GAUR et al., 2013).

5.1.3 Citrulinémie

Mezi genotypizovanymi zvifaty nebyl zjistén zadny pfipad nositele alely pro
citrulinémii, nejen u holstynského plemene, ale rovnéz i dalSich analyzovanych plemen. Tento
vysledek je v souladu s vysledky jinych autort.

Napiiklad v 90. letech v USA byl zjistén relativné nizky vyskyt heterozygotnich

nositeltl onemocnéni, ROBINSON et al. (1993a) uvadi udaj 0,3 %, kdy mezi 367 holstynskymi
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byky byl nalezen pouze jeden piipad. Dale provéroval 102 bykt plemene guernsey a 53 byku
plemene jersey, aniz byl nalezen pozitivni pfenase¢ citrulinémie. Vysledek vysetfeni 866
holstynskych bykt v Némecku v roce 1994 nepotvrdil vyskyt pienaSecu citrulinémie (GRUPE et
al., 1996).

PATEL et al. (2006) genotypizaci 642 indickych holstynskych krav a holstynskych
kiizenek nezjistil zadnou heterozygotni pienasecku onemocnéni citrulinémie. MEYDAN et al.
(2010) uvadi ve vysledcich nahodného screeningu 350 holstynskych krav dovezenych na jatka
v obdobi let 2007 az 2009 ze dvou oblasti Turecka, Ze nebyl zachycen zadny ptipad pienasecky
onemocnéni citrulinémie. LI et al. (2011) cituje jeden pfipad genotypizace heterozygota
z vySetteni 179 Cinskych bykt a 436 krav, tj. 0,16 %.

Tyto vySe uvedené vysledky dokumentuji, Ze se celosvétova situace ve vyskytu

citrulinémie u holstynské populace v prvém desetileti 21. stoleti nijak vyrazné nezhorsila.

514 CVM

Genotypizaci 161 elitnich holstynskych plemenic vybranych do panelu v letech
2003-2007 bylo zjisténo 32 skrytych heterozygotnich nositelek onemocnéni (CV), zbyvajicich
129 plemenic byly zdravé homozygotky dominantni (TV). Frekvence heterozygotnich jedinct
byla 19,9 % a relativni frekvence recesivni alely Vv pfezivajici ¢asti populace byla 9,9 %.
Vyskyt CV jedincti mezi elitnimi plemenicemi 1ze vyhodnotit jako pomérné vysoky.

Je nutno zdlraznit, Ze uvedend genotypizovand zvifata nebyla vybrdna nihodné, ale
cilen¢ dle znalosti pivodu a s ptedpokladem mozné vyssi pravdépodobnosti vyskytu CV
jedinct.

V CR jsou testovani zejména plemenni byci holstynského skotu na CVM, a to od roku
2002. Dle udaji laboratore CMSCH (2005) bylo na jeji podnét nejprve v zahrani¢i vysetieno
v letech 2002-2004 celkem 260 zvifat, ztoho bylo 33 CV pozitivnich, coz ¢ini 12,7 %
ptrenaSeci.

CMSCH (2004) zvefejnila informaci, ze k 31.5.2004 je znama genotypizace na CVM
celkem 1366 plemennych bykl registrovanych v CR pro inseminaci, z toho je 126
heterozygotnich CV nositeld t.j. 9,2 %. Tento udaj byl relativné nizky ve srovnani s udaji
publikovanymi NAAB HOLSTEIN ASSOCIATION USA (2001), kdy v dobé publikovani zpravy
bylo nejméné 15 % top holstynsko-friskych byka v USA nositeli CVM.
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Nizsi vyskyt CV byki nelze podceniovat vzhledem k jejich vétSimu vlivu na populaci
vlivem umél¢ inseminace.

Svaz chovateli holstynského skotu CR vydal metodiku s ndzvem Opatieni k evidenci
a eliminaci vyskytu dé&diénych vad v populaci holstynského skotu v CR s platnosti
od 1. 1. 2004 (ptiloha ¢. 2).

Byeci, kteti byli zatazeni do plemenitby pied rokem 2004 a u nichz byl dodatecné zjistén
status CV - v nékterych chovatelsky vyspélych zemich je zjistovan od roku 2002, maji tento
status vyznacen Vv chovatelské dokumentaci a jejich vyuzivani je omezeno. Piesto nejsou uplné
vylouceni z chovu. Mladi byci musi byt genotypizovani s negativnim vysledkem, nebo musi
byt negativni oba rodice. Pokud se inseminuje davkami byka, ktefi jsou nositeli téchto vad,
musi jit pouze o provéfené plemeniky a chovatel musi byt o této skutecnosti informovan. Mélo
by se zabranit pfipafovani CV bykil na z hlediska plivodu podezielé plemenice s nezjisténym
statusem. Pokud se pouzivaji v pfirozené plemenitb¢é byci S neznamym statusem, je prodavajici
povinen zajistit testovani (ADAMOVA, 2004). Tato skute¢nost je pfi¢inou toho, ze v predkladané
analyze byla zjisténa pomérné vysoka Cetnost heterozygotnich prenasect recesivni alely, jak
u plemenic, tak u byk.

Dovoz plemenného materialu v 90. letech byl pfic¢inou vyrazného nartistu populace
holstynského skotu v CR, zaroveni tim dochazelo i k §ifeni tohoto postiZzeni, tehdy jesté
nerozpoznaného, také do nasich chovi.

SCHHS CR (2009) uvadi na svych webovych strankach databazi s nazvem ,Byci se
znamym statusem pro CVM — registrovani‘. Pokusili jsme se vyhodnotit nékteré tidaje z této
databaze. Zde uvedeni byci jsou narozeni zejména v obdobi 1988-2010 s vyjimkou n¢kolika
jednotlivych kust z let 1979 az 1987 a jednoho kusu z roku 2011. Z 2919 zde uvedenych
holstynskych bykt je evidovano celkem 157 bykt (5,4 %) se statusem CV, ostatni maji uveden
status TV.

CV byci jsou narozeni v letech 1980, 1982, 1984, 19862002, mladSi byci jiz
nevykazuji dle této databaze status CV, ale pouze TV (graf.1).

Nejvétsi pocty CV bykt byly shledany pro ro¢niky narozeni 1994-2000, kdy pocet CV
byki v rocniku byl 13 az 21 kust. Nejpocetnéjsi vyskyt CV byki byl zjistén u ro¢niku narozeni
1994, 20 kust, coz je 24 % jedinct z celkové genotypizovanych v tomto ro¢niku a u ro¢niku
2000, 21 kust, coz je 8,9 %. Tito CV byci pochézi z n€kolika linii: NGA 69x, NX 25x, NEB
24x, NXA 18x, NBY 11x, NEA 7x, RED 2x, NUN 1x. Pavod téchto CV byku je rozmanity:
31 bykd z CR (coz je 19,7 % z CV), 41 z USA, 35 z Francie, 22 z Nizozemi, 18 z Némecka,
5 7 ltalie, 2 ze §panélska, 2 z Belgie, 1 z Velké Britanie.
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Z databaze vyplyva, ze nejvice genotypizaci, 1711 (59 %), bylo provedeno u byku
s ro¢nikem narozeni 1999 az 2006, z toho nejvice pro ro¢niky 2001, 280 byku a 2002, 271
byku (graf. 1).

Graf. 1: Pomér genotypizaci TV a CV bykd, dle ro¢niku narozeni (sestaveno z Databaze Svazu

chovateld holstynského skotu CR)
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Z grafu ¢. 1 vyplyva, Ze byk narozeny po roce 2003 se zjisténym statusem CV se jiz
bézné nezatazoval do plemenitby. Je to vysledek piijatych opatfeni k omezeni vyskytu CVM
ve svété od roku 2002 a v CR v roce 2004, zejména zavedeni povinné genotypizace
heterozygotnich nositelti onemocnéni.

Obdobny trend uvadi ve své zpravé RUSC et al. (2013), popisuje vyvoj postizeni CVM
v populaci holstynského skotu v Polsku, kde je od roku 2002 uplatiovan program eliminace
prenasect CVM. Testace probéhla v obdobi 2001-2012, celkové bylo provéfeno 1823
plemenikli narozenych mezi lety 1991-2012. Za pienaSece CVM bylo oznaceno 303 byku
(16,62 %). Zietelny pokles prenasecu byl zaznamenan u bykl narozenych roku 2004 a od roku
narozeni 2006 maji prenaseci nulovy vyskyt.

V CR povinné testovani nadale pokratuje. Na zakladé zvefejnénych udaji bylo
laboratoti imunogenetiky CMSCH, a.s. v letech 2005-2011 provedeno u skotu 685 testii CVM,
mezi nimiz bylo odhaleno 101 CV ptenaSect, coz €ini 14,7 %. Pocty vysetienych zvifat cca od
r. 2010 vyrazné klesaji, nebot’ populace holStynského skotu je znacn€ provéfena, zejména

plemenici a Cistokrevné elitni plemenice z chovatelsky vyspélych zemi.
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Dalsi testovani na CVM je nezbytné, protoze v samic¢i populaci je vyskyt recesivni alely
dosud vyssi nez u bykt. I pii pouzivani vyhradné homozygotné dominantnich byki klesa
frekvence recesivni alely v populaci v kazdé generaci pouze na jednu polovinu, proto je

zadouci vyuzivat byky s potvrzenym statusem TV.

5.15 GSDV

Myopatie skotu jsou obecné¢ vyznamnou pfi¢inou vyrobnich ztrat. Pfesna diagnostika
a lécba téchto myopatii je Casto problematickd, protoze piiznaky nebyvaji jednoznacné
charakterizovany, v€etné¢ variabilnich pficin. Obecné je u skotu uvadéno cca 5 primarnich
pticin. Vzhledem k nedostatku specifickych diagnostickych testi pro myopatie skotu mnoho
pripadt postizenych jedincti neni spravné diagnostikovano a 1écba se omezuje na davkovani
doplnkt se selenem a vitaminem E, pfipadné podavanim antibiotik (BILSTROM et al., 1998).

Rozvoj molekularné genetickych testl tuto situaci ohledné upfesnéni nékterych diagnoz
znacn¢ usnadiiuje.

Genotypizaci 113 jedincti na GSD V vybranych plemen chovanych v CR, a to eského
strakatého skotu (n = 62), charolais (n = 34), limousine (n = 4), masného simentalu (n = 2),
blonde d'Aquitaine (n = 4), belgického modrobilého (n = 6) a aberdeen angus (n = 1), nebyl
zaznamenan Zadny vyskyt nemocného jedince ¢i heterozygotniho nositele recesivni alely
tohoto onemocnéni (obr. 2).

Tento vysledek rovnéz potvrdil skutecnost, Ze onemocnéni se tykd zejména masného
plemene charolais, piipadné jeho kiizenct, protoze nositel mutantni alely nebyl nalezen ani
u piislusniki jinych plemen.

Podobné vysledky jako u nas byly zjistény v Turecku, kdy nebyl ve zkoumaném panelu
125 zvitat nalezen zadny jedinec s alelou pro GSD V. Zvifata patfila k plemeni charolais,
kfizencim mistnich plemen s timto plemenem (AKYUZ et al., 2008).

Vysledky genotypizaci tohoto onemocnéni v 90. letech svys§im vyskytem uvadi
ANGELOS et al. (1995). Popisuje vyskyt 6 piipadii onemocnéni GSD V u piibuznych jedinct
plemene charolais v USA. Zvifata byla diagnostikovdna na zéklad¢ histochemické

a biochemické analyzy aktivity fosforylazy v kosterni svaloviné.
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Obr. 2: Genotypizace lokust pro GSD V a GSD I1.

Legenda: 1. velikostni marker pUC19 DNA/Mspl, 2. PCR produkt GSD V (252 bp), 3. RFLP
GSD V - dominantni homozygot (252 bp), 4. PCR produkt GSD Il E7 (238 bp), 5. RFLP GSD II
E7 - dominantni homozygot (190 + 48 bp), 6. PCR produkt GSD Il E9 (179 bp), 7. RFLP GSD Il
E9 - dominantni homozygot (81+68+30), 8. PCR produkt GSD Il E13 (192 bp), 9. RFLP GSD Il
E13- dominantni homozygot (116+39+22+15 bp), 10. marker puC19 DNA/Mspl

Rovnéz BILSTROM et al. (1998) zvefejnil dalsi piipady vyskytu u plemene charolais,
véetn¢ dikazt zplsobu pifenosu z piedki na potomky, ziskanych studiem rozsahlych
rodokmenil postizenych jedincli ve stad€. Piibuznost zvifat byla potvrzena antigennimi testy
krevnich skupin. Zaroven v této praci je publikovan test pro genotypizaci alel onemocnéni pro
plemeno charolais a pfibuzna plemena. Dle BILSTROM et al. (1998) u prvniho stada bylo
vybrano a provéieno 48 dospélych zvitat a 233 telat, u dalSich dvou stad 3 zvitata. Z dospélych
zvitat prvého stdda bylo genotypizovano 25 homozygoti dominantnich zdravych,
14 heterozygotl a 9 klinicky postizenych homozygotl recesivnich. Studiem rodokment téchto
9 postizenych jedincti bylo prokazano, Zze 8 jich mélo spole¢ného heterozygotniho vzdaleného
piedka. U ostatnich dvou stad byla tii vybrana zvitata potvrzena jako heterozygotni. V prvnim
stade z 233 telat narozenych roku 1994 bylo 185 homozygotii dominantnich a 48 heterozygot,
homozygot recesivni piimo potvrzen nebyl. Frekvence dominantni alely byla 0,891 + 0,044
a alely mutantni 0,109 + 0,015. U 60 jedinct plemene piemontese a 34 jedincti plemene salers

nebyl shledan Zadny nositel alely postiZeni.
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Nékolik GSD V postizenych jedinct plemene charolais z Nového Zélandu uvadi
JOHNSTONE et al. (2004). Ptipady GSD V byly zaznamenany v Holandsku u kiizenci plemene
blonde d‘Aquitaine (SOETHOUT et al., 2002).

5.1.6 GSD Il

Genotypizaci na GSD Il stejného panelu jedinct (jako u GSD V), to je 113 jedinct
plemen: c¢eského strakatého skotu, charolais, limousine, masného simentalu, blonde
d'Aquitaine, belgické modrobilé, aberdeen angus, v exonech 7, 9 a 13 genu nebyl zjistén zadny
heterozygotni ani homozygotné recesivni nositel mutace, vSechna genotypizovana zvitata byla
shledana jako zdravi homozygoti dominantni (obr. 2).

Nas vysledek nevyvratil skute¢nost, Ze mutace Vv téchto exonech genu se tyka zejména
brahmanského skotu, ptfipadné jeho kiizencii. Vyskyt recesivni alely v téchto exonech
v populacich jinych plemen nebyl zaznamenan.

GSD II byla popsana nejprve u masného australského shorthornského skotu (RICHARDS
et al., 1977) a pozdé¢ji u brahmanského skotu v Australii (O"SULLIVAN et al., 1981). S rozvojem
molekularni genetiky se zjistilo, ze mista v genu a molekularni pti¢iny onemocnéni se U obou
plemen lisi.

DENNIS et al. (2002) genotypizaci nositeld GSD Il z let 1994-1996, brahmanského
skotu dovezeného do Australie z USA, uvadi tyto udaje: z 3559 klinicky normalnich zvifat bylo
18 % heterozygotl pro mutaci na E7, pro mutaci na E9 15 %, pro mutaci na E13 0,4 % zvifat.
Genotypizaci provadénou v letech 1996-2001 u 8529 klinicky normalnich jedincii australského
brahmanského skotu bylo zjisténo 16,4 % heterozygoti pro mutaci E7, u 600 nahodné
vybranych brahmanti nebyla mutace E13 zjisténa, tato mutace vSak byla detekovana u potomkt
jednoho dovezeného byka.

ZLOTOWSKI et al. (2005) popisuje vyskyt GSD II, mutace c¢.1057 1058delTA v exonu
E7 u vice telat po jednom plemenikovi brahmanského plemene v Brazilii.

Celosvétove rozsifeny brahmansky skot je plemenem zebu, které vzniklo v USA v 19.
stoleti hybridizaci zejména Ctyf puvodnich forem zebu, pochéazejicich z indického

subkontinentu, ptipadné anglickych plemen masného skotu (SAMBRAUS, 2006).
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pfesto nelze zcela vyloucit, Ze stejny typ mutace miize byt pfi¢inou onemocnéni GSD II
i u jinych plemen skotu, proto jsme pro genotypizaci zvolili takto sestaveny panel.

Naptiklad u shorthornského skotu byla zjisténa letalni mutace, kdy delece dinukleotidu
v exonu 18, c.2454 2455delCA, u shorthornského skotu vede k frameshiftu a vzniku stop
kodonu v exonu 19 v nukleoticové pozici 2637-2639, tedy k pred¢asnému ukonceni translace.
Nasledkem je neaktivni peptid zkraceny o 60 aminokyselin (DENNIS et al., 2000, 2001). Tato
mutace nebyla zjiSténa u postizeného brahmanského skotu. DENNIS et al. (2001) uvadi odhad
vyskytu heterozygotti v populaci australského shorthornského skotu 4-5 %. U registrovanych
bykt uvadi odhad heterozygoti nad 0,9 %, kdy na zaklad¢ genotypizace 218 plemeniki byli
zjisténi 2 heterozygoti.

Ve druhé dekad¢é tohoto stoleti nebyly zjiStény nové publikované Udaje o vyvoji
roz$iteni obou myopatickych onemocnéni GSD Il a V u skotu ve svéte. 1 z toho 1ze usoudit, ze

uroveit onemocnéni v poslednim desetileti v populacich zasazenych plemen neni nijak zavazna.

5.1.7 Deficience krevniho koagula¢niho faktoru XI

Exon 12 krevniho koagula¢niho faktoru XI byl genotypizovan u 309 zvitat, z toho 249
jedinci némeckého holstyna, 30 jedinci ceské populace holstyna, 30 jedinci ceského
strakatého skotu. V exonu 9 téhoz genu bylo genotypizovano 152 jedinct, z toho 60
némeckych holstynt, 40 jedinct Ceské populace plemene holstyn, 52 ptislusnikd ceského
strakatého plemene. Byl zachycen pouze jeden ptipad heterozygotni nositelky této mutace,
vyskytujici se v exonu 12. Pozitivni nalez byl u kravy némeckého holstynského skotu, vzorky
byly poskytnuty Leibniz-Institutem FBN v Dummerstorfu (obr. 3).

Ostatni provéfovand zvifata bez rozdilu pohlavi, u ceské a némecké skupiny
holstynského plemene a ¢eského strakatého skotu, byla genotypizovana v exonu 12 nebo 9 jako
zdravi dominantni homozygoti. Genotypizace uvedenych skupin zvitat tak nepotvrdila moznost
zvySen¢ho vyskytu tohoto dé&dicného onemocnéni v ¢eské populaci holStynského skotu
a rovnéz nezjistila jeho pfitomnost ani u ¢eského strakatého skotu. Nicméné¢ vyskyt ojedinélého
pfipadu heterozygota s frekvenci recesivni alely 0,2 % v panelu némeckého holStynského skotu
pro exon 12 znamena, Ze onemocnéni je u tohoto plemene skotu stale piitomno, piestoze bylo

zjisténo jen v némecké populaci.
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Vysledek genotypizace potvrzuje sporadicky vyskyt této mutace v populaci holstynského
skotu. Napiiklad GHANEM et al. (2005) uvadi vyskyt jednoho piipadu holstynské heterozygotni
nositelky deficitnitho krevniho koagula¢niho faktoru v exonu 12 po vySetieni 40 krav

z HiroSimské prefektury z deseti farem, tj. frekvence vyskytu 2,5 %.

Obr. 3: PCR — genotypizace lokusu FXI, v exonech 12 a 9

320
244

95

LM 1 2 3 LM

Legenda: LM velikostni marker pUC19 DNA/Mspl; 1. exon 12, zdravy homozygot (244 bp),
2. exon 12 - heterozygotni ptenase¢ (320 + 244 bp), 3. exon 9 - zdravy homozygot (95 bp).

Podobné frekvence vyskytu heterozygotnich nositeld mutace v exonu 12 z populace
holstynského skotu jsou zjisStovany i v dalSich oblastech, USA 1,2 % (MARRON et al., 2004),
Indie 0,6 % (RAJESK et al., 2007), Turecko 1,8 % (MEYDAN et al., 2009). GENTRY et al. (1980)
uvadi z vyzkumu kanadské populace holstynského skotu 70. let jeden z nejvysSich vyskyti
heterozygott 12,4 %. GURGUL et al. (2009) testaci nahodného vybéru 140 krav holstynského
plemene v Polsku zjistil vyskyt 3 heterozygotu, tj. 2,14 %.

Z literatury nebyl zjistén piipad jiného nez holstynského plemene skotu s timto
onemocnénim v dusledku mutace v exonu 12. Ani u naseho Ceského strakatého skotu nebyli
nalezeni jedinci s mutaci na tomto exonu.

Japonsti autofi uvadi vyskyt deficitu faktoru XI u japonského ¢erného skotu (wagyu),
kde genetickd pficina postizeni v exonu 9 genu se pon€kud lisi od holstynského skotu
(KUNIEDA et al., 2005; WATANABE et al., 2006; OHBA et al., 2007). Z literarnich zdroju zatim
nebylo zjisténo jiné plemeno, nez japonsky c¢erny skot (wagyu) s genetickou pfi¢inou

onemocnéni v exonu 9. To potvrzuji i naSe vysledky.
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5.2 Vysledky restrik¢ni analyzy ¢asti lokusu ITGB2 (CD18)

5.2.1 Vyhodnoceni vysledku restrikéni analyzy ¢asti lokusu ITGB2 (CD18)

u holstynskych krav se statusem TL

Metodou PCR-RFLP bylo genotypizovano 210 skupin vzorki. Skupinu tvotilo 12 zvirat
se statusem TL, jeden usek genu ze stejné dvojice primerd, vzdy po restrikci jednou
endonukleazou. Kazdy usek genu Stépeny jednou restriktdzou byl z hlediska vyskytu
restrikénich  polymorfismid hodnocen samostatné. Dle metodiky byly samostatné
vyhodnocovany vzorky DNA deseti zdravych hol$tynskych plemenic statusu TL a také vzorky
dalsich dvou kontrolnich zvitat se statusem TL, kterd byla vSak vyhodnocovana soubé&zné
s jedinci BL. Takto bylo genotypizovano a vyhodnoceno 2520 vzorkd.

Délky fragmenti byly odhadnuty srovnanim s velikostnim markerem. S ohledem
na rozsah provadéné studie nebyly zjiStovany exaktni fragmentovou analyzou, protoze takové
zjisténi by bylo ekonomicky nakladné.

U zdravych holstynskych plemenic statusu TL bylo uvedenou metodou ve zkoumané
¢asti lokusu CD18 o velikosti 11203 bp DNA detekovano celkem 12 polymorfnich mist
(tab. 37, obr. 4).

Diskuse k vysledkam.

Z celkovych 210 skupin vzorkl bylo zaznamenano u 12 skupin (5,7 %) (tab. 37)
rozdilné restrikéni Stépeni ve skuping, tzn. polymorfni misto, pfipadné heterozygotni
uspotadani u jednotlived. U ostatnich skupin nebyly zjiStény odchylky vztahujici se
k polymorfismu. Polymorfismy byly postupné odkryty pomoci ¢ty RE: Taql, Aval, Styl, Msel.
Casti fetézct vétsinou pod 60 bp se ne vzdy podaiilo pomoci ELFO jednoznaéné identifikovat,
proto jsou vyznaceny v zavorce.

Odchylky ve $tépeni RE byly zaznamendny celkem u 11 usekit PCR amplifikath
(tab. 37). U jednoho useku (¢. 11) PCR amplifikatu byla zjisténa celkem 3 polymorfni mista
ucinkem dvou RE: Taql a Aval (tab. 37).

Z davodu velkého prekryvu dvojice useku (¢.17 a ¢.21) PCR amplifikatd a rovnéz
u dvojice tseku (€. 18 a ¢.19) (viz tab. 37), lze zjisténé polymorfismy na téchto usecich u kazdé
z dvojic, vzhledem k poloze a ucinkem stejnych typa RE (Styl; Aval), povazovat za totozné

v ramci kazdé z dvojic (obr. 6).

86



U 93 skupin (44 %) nebyly zjistény cilové sekvence pro nékteré RE (tab. 36).

Pti prokazovani polymorfniho restrikéniho mista pro danou RE je optimalni variantou
nalez jedincti — reprezentanti kazdé ze tii variant restrikénich modeli: heterozygotniho a dvou
rozdilnych typi homozygotnich, modelova situace je na obr. 5. S dostatecnym poctem
vySetfenych jedincli se zvySuje pravdépodobnost nalezeni jedincti v§ech modelovych variant
v ramci daného polymorfismu. Tato situace byla zjisténa u amplifikéatu ¢. 9, RE Msel; ¢.14, RE
Styl; a amplifikatu ¢.17 a 21, RE Styl (tab. 37).

Ostatni uvadéna polymorfni restrikéni mista jsou odvozena zejména na zékladé
pfitomnosti heterozygotniho modelu, ktery obsahuje neStépeny amplifikat a rozstépeny
amplifikat s jednim specifickym restrikénim mistem pro danou RE.

Vyskyt neroz$tépenych amplifikati je zplsoben nepfitomnosti restrikéniho mista

Vv genotypizovaném useku DNA pro pouzity typ RE.

Tab. 36: Souhrnné vyhodnoceni pfitomnosti cilovych sekvenci RE.

Zjistény cilové sekvence | Zjistény cilové sekvence jen Cilové sekvence

u vSech skupin PCR u nekterych skupin PCR nebyly zjistény u zddné
amplifikati; amplifikata; skupiny PCR amplifikati
uRE uRE uRE

Haelll, Ddel Styl, Alul, Aval, Avall, Msel, Taql Hindlll, Clal
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Obr. 4: Ptiklad jednoho nalezeného restrik¢niho polymorfismu DNA, gel RFLP,
PCR amplifikat ¢. 7 (530 bp), restrikce Taql, vzorky ¢. 1 — 10,

10 9 8 7 6 K M23 5 4 3 2 1

bp

530
505
400

105

Legenda: K —amplifikat PCR 530 bp; M 23 — velikostni marker pUC19 DNA/Mspl; vzorky
¢. 2, 4 — 10 homozygotni restrik¢ni model: 400 + 105 + (25) bp; vzorky ¢. 1, 3 heterozygotni
restrikéni model: 505 + 400 + 105 + (25) bp;

Obr. 5: Modelové schéma genotypizace (PCR-RFLP) s pouzitim dané RE, identifikace

polymorfniho restrikéniho mista (SNP) — na agar6zovém gelu

zvire 1 2 3 4 bp
PCR - amplifikaty 552
restrikéni 305
fragmenty
247
LEGENDA: negenotypizované | homozygotni homozygotni heterozygotni velikostni
PCR amplifikdty | model jedince | model jedince model jedince s marker
pro dany Usek |s variantou PCR|bez specifického | dvéma variantami
zkoumaného amplifikatd se restrikéniho PCR amplifikat( -
lokusu specifickym mista = jednou se
restrikénim nestépeny PCR specifickym
mistem amplifikat restrik¢nim mistem
pro konkrétni RE a
druhou bez
specifického
restrikéniho mista

Vyhodnoceni: restrikéni polymorfni misto (X) se v tomto pripadé shoduje s restrikénim mistem dané RE
X
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Tab. 37: Vycet useku - ¢isel amplifikath s restrikénim polymorfismem — zvirata status TL

Cislo amplifikatu; Délky Délky restrik¢énich fragmentt — bp RE
(Rozsah tiseku) amplifikatu | Restrikéni modely (homozygotni, heterozygotni)

PCR (bp) (pocet polymorfnich mist)

3. (936-1690) 754 754 + 390 + 364 (heterozygot)

Taql
(1 polymorfni misto, A)

7. (2064-2594) 530 400 + 105 + (25) (homozygot)
505 + 400 + 105 + (25) (heterozygot) Taql

(1 polymorfni misto, B)

8. (3097-3496) 399 399 + 255 + 144 (heterozygot)

Taql
(1 polymorfni misto, C)

9. (3438-4020) 582 500 + 82 (homozygot)
500 + 82 + 100 + (482) (heterozygot)
(2 polymorfni mista, D, E)

Msel

11. (9885-10437) 552 305 + 247 (homozygot)

Taql
552 +305 + 247 (heterozygot)

(1 polymorfni misto, F)

280 + 160 + 112 (homozygot)
552 + 280 + 160 + 112 (heterozygot)

Aval

(2 polymorfni mista, G, H)

13. (7432-8148) 716 385 + 331 (homozygot)

Taql
716 + 385 + 331 (heterozygot)

(1 polymorfni misto, I)

14. (6369-7067) 698 462 + 169 + (67) (homozygot)
362 + 100 + 169 + (67) (homozygot) Styl
462 + 362 + 100 + 169 + (67) (heterozygot)

(1 polymorfni misto, J)
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Tab. 37: pokracovani

Cislo Délky Délky restrikénich fragmentt — bp RE
amplifikatu; amplifikatd | Restrik¢éni model (homozygotni, heterozygotni)
(Rozsah useku) PCR (bp) (pocet polymorfnich mist)
17. (4927-5569) | 642 445 + 170 + (27) (homozygot)
334 +111 + 170 + (27) (homozygot)
445 + 334 + 111 + 170 + (27) (heterozygot)
(1 polymorfni misto, L - totozné s mistem na
amplifikatu ¢. 21; prekryv amplifikati)
21. (4927-5618) | 691 445 + 170 + 76 (homozygot) Syl

334 +111+170+ 76 (homozygot)
445 + 334 + 111 + 170 + 76 (heterozygot)

(1 polymorfni misto, L - totozné s mistem na

amplifikatu ¢. 17; piekryv amplifikati)

Poznamka: Polymorfni mista detekovana RE Styl na tiseku ¢.17 a ¢.21,

jsou do celkového vyctu vykazovana spoleéné, jako jediné polymorfni

misto, L Divodem je ¢asteCny prekryv usekd.

18. (4514-5131)

19. (4507-5244)

617 337 + 160 + 120 (homozygot)
337 + 280 + 160 + 120 (heterozygot)
(1 polymorfni misto, N — totozné s mistem na
amplifikatu ¢.19; prekryv amplifikath)

737 450 + 160 + 127 (homozygot)

450 + 287 + 160 + 127 (heterozygot)

(1 polymorfni misto, N — totozné s mistem na

amplifikatu ¢.18; prekryv amplifikath)

Aval

Pozndmka: Polymorfni mista detekovana RE Aval na useku ¢.18 a ¢.19,

jsou do celkového vyctu vykazovana spolecné, jako jediné polymorfni

misto, N. Diivodem je ¢astecny piekryv tsek.
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5.2.2 Vyhodnoceni vysledki restrikéni analyzy ¢asti lokusu ITGB2 (CD18)
holStynskych krav se statusem BL vcetné srovnani s vysledky

zkoumanych zvirat se statusem TL

Podle jiz v textu uvedené metodiky bylo pro skupinu 5 zvifat se statusem BL a celkem
12 jedincu statusu TL vyhotoveno celkem 3570 vzorka.

Zvolenou metodou PCR-RFLP bylo u zvitat statusu BL zjisténo celkem 12 restrikénich
polymorfnich mist (tab. 38—-39), z toho 10 mist je shodnych se zvitaty se statusem TL (tab. 38).
Zbyvajici dvé restrikéni polymorfni mista byla zachycena pouze u zvitat statusu BL a naopak
dve¢ restrikéni polymorfni mista byla zachycena pouze u zvifat se statusem TL (tab. 39).

Celkove tak bylo u zvifat obou statust BL a TL zjisténo 14 polymorfnich mist
(tab. 38-39) s pracovnim oznaCenim A az N (obr. 6). Nejvyssi pocet polymorfnich mist,
celkem 3, bylo nalezeno u tseku ¢.11 (9885-10437) pii genotypizaci RE Tagl, Aval (obr. 6).

Diskuse k vysledkim

Zjisténé Ctyfi rozdily v restrikénich polymorfnich mistech mezi statusy BL a TL jsou
uvedeny v tab. 39. Patrné shodou okolnosti to bylo zaznamenano vzdy pouze u restriktazy
Aval.

Jedno restrikéni polymorfni misto pouze pro zvifata statusu BL bylo zjisténo
u amplifikatu €. 14 pro restrikéni endonukleazu Aval, kdy byl zaznamenan jeden homozygotni
model bez restrikéniho mista a heterozygotni restrikéni model. U zvitat se statusem TL nebylo
u amplifikatu ¢. 14 pro RE Aval nalezeno restrikéni polymorfni misto, byl zde zaznamenan
pouze homozygotni model bez §t€épného mista pro RE Aval.

Pii genotypizaci vétSiho poctu zvifat nelze vyloucit moZnost vyskytu restrikéniho
polymorfniho mista 1 u TL jedincl, pokud by zminény polymorfismus nijak nesouvisel se
statutsem BL.

Druhé restrikéni polymorfni misto detekované opét pouze u zvifat statusu BL bylo
genotypizovano RE Aval se nachazi u amplifikatt ¢. 17 a 21, protoze se tyto useky prevazné
piekryvaji, 1ze nalezend restrikéni polymorfni mista povazovat z hledika polohy za shodna.
U jedinci statusu BL, u amplifikatu ¢. 17 byl zjistén jeden homozygotni model bez restrikéniho
mista a homozygotni restrikéni model s restrikénim mistem, u amplifikatu €. 21 byl zjistén

homozygotni model bez restrikéniho mista a heterozygotni model. U jedincu statusu TL byl
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nalezen pouze homozygotni model bez restrikéniho mista pro RE Aval, shodné u dvojice
amplifikata ¢.17 a 21.

Dvé restrikéni polymorfni mista byla naopak zjisténa pouze u jedincu statusu TL
u amplifikatu ¢. 11, po genotypizaci RE Aval, kdy byl zaznamenadn heterozygotni restrikcni
model a homozygotni restrikéni model se dvéma restrikénimi misty.

U jedinct statusu BL u amplifikatu ¢. 11, po genotypizaci RE Aval, byl zaznamenan
pouze homozygotni restrikéni model se dvéma Stépnymi misty. Rozdil mezi statusy mize byt
zpusoben rovnéz nizkym poctem vysetienych zvirat se statusem BL.

U ptipadl zvitat se statusem BL a s polymorfismem mist zjiSténych jen pro tento status,
zustavaji zvitata fenotypové zdrava (bez BLAD). Pfima souvislost s onemocnénim BLAD
Vv téchto piipadech nebyla zjisténa.

Zjisténé vysledky pravdépodobné zachycuji stéZzejni ¢ast polymorfismi, jejich
nejfrekventovanéjsi formu SNPs — single nukleotide polymorphisms - zachytitelnou zvolenymi
restrikénimi endonukledzami tfidy II. V genotypizovaném useku nelze vylouc€it vyskyt i jinych
polymorfismu, které vlivem zvolené metody nebo RE nebyly v této praci detekovany. Rovnéz
relativné nizky pocet vySetfovanych zvifat nemlze poskytnout uplny obraz vyskytu
polymorfismi ve vySetiované ¢asti lokusu CD18 v populaci holstynského plemene.

O nalezeni podstatného mnozstvi polymorfnich mist ve zkoumané ¢asti lokusu
o velikosti 8725 bp miizeme usuzovat i na zakladé primémé frekvence, ktera cCinila
v pruméru jedno polymorfni misto na cca 623 bp.

Naptiklad GiBBS et al. (2009) uvadi primérnou hustotu 1 SNP na 714 bp
u chromozomt holStynského skotu 1 plemene angus, pro brahmansky skot 1 SNP na 285 bp.

Nami zjistény Gdaj rovnéz koresponduje s tidaji CRAWFORDA et al. (2000), ze dle
odhadu jeden SNP se vyskytuje na kazdou kilobazi jedine¢né lidské sekvence. FRAZER et al.
(2007) uvadi v lidském genomu primérnou hustotu 1 SNP na 875 part bazi. Ve skute¢nosti je

rozlozeni SNPs v genomech nerovnomeérné.
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Obr. 6: Schéma polohy 21 usekl - PCR produktii pro restrikéni analyzu a polymorfnich mist
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Legenda: [Juseky bez zjisténého polymorfniho mista

Oseky s polymorfnim mistem.

Zjisténa polymorfni mista, zde oznac¢ena A az N - véetné shodnych mist (L, M, N)
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Tab. 38: Vycet shodnych polymorfnich mist usekt pro status TL a BL

Cislo amplifikatu; Délky Délky restrikénich fragmentt — bp RE
(Rozsah tiseku) amplifikatu | Restrikéni modely (homozygotni, heterozygotni)
PCR (bp) (pocet polymorfnich mist)

3. (936-1690) 754 754 + 390 + 364 (heterozygot)
(1 polymorfni misto, A)

Taql

7. (2064-2594) 530 400 + 105 + (25) (homozygot)
505 + 400 + 105 + (25) (heterozygot) Taql

(1 polymorfni misto, B)

8. (3097-3496) 399 399 + 255 + 144 (heterozygot)
(1 polymorfni misto, C)

Taql

9. (3438-4020) 582 500 + 82 (homozygot)
500 + 82 + 100 + (482) (heterozygot)

Msel

(2 polymorfni mista, D, E)

11. (9885-10437) 552 305 + 247 (homozygot)

Taql
552 +305 + 247 (heterozygot)

(1 polymorfni misto, F)

13. (7432-8148) 716 385 + 331 (homozygot)

Taql
716 + 385 + 331 (heterozygot)

(1 polymorfni misto, I)

14. (6369-7067) 698 462 + 169 + (67) (homozygot)
362 + 100 + 169 + (67) (homozygot) Styl
462 + 362 + 100 + 169 + (67) (heterozygot)

(1 polymorfni misto, J)
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Tab. 38: pokracovani

Cislo Délky Délky restrikénich fragmentt — bp RE
amplifikatu; amplifikatd | Restrikéni model (homozygotni, heterozygotni)
(Rozsah useku) PCR (bp) (pocet polymorfnich mist)
17. (4927-5569) | 642 445 + 170 + (27) (homozygot)
334 + 111 + 170 + (27) (homozygot)
445 + 334 + 111 + 170 + (27) (heterozygot)
(1 polymorfni misto, L - totozné s mistem na
amplifikatu €. 21; ¢asteény prekryv amplifikatit)
21. (4927-5618) | 691 445 + 170 + 76 (homozygot) Syl

334 +111+170 + 76 (homozygot)
445 + 334 + 111 + 170 + 76 (heterozygot)

(1 polymorfni misto, L - totozné s mistem na

amplifikatu ¢. 17; ¢astecny piekryv amplifikath)

Poznamka: Polymorfni mista detekovana RE Styl na tiseku ¢.17 a ¢.21,

jsou do celkového vyctu vykazovana spoleéné, jako jediné polymorfni

misto, L. Divodem je ¢astecny prekryv usekd.

18. (4514-5131)

19. (4507-5244)

617 337 + 160 + 120 (homozygot)
337 + 280 + 160 + 120 (heterozygot)
(1 polymorfni misto, N — totozné s mistem na
amplifikatu ¢€.19; ¢astecny prekryv amplifikath)
737 450 + 160 + 127 (homozygot)

450 + 287 + 160 + 127 (heterozygot)

(1 polymorfni misto, N — totozné s mistem na

amplifikatu ¢€.18; Casteny prekryv amplifikati)

Aval

Poznadmka: Polymorfni mista detekovand RE Aval na useku ¢.18 a €.19,

jsou do celkového vyctu vykazovana spolecné, jako jediné polymorfni

misto, N. Diivodem je ¢asteény piekryv usekt.
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Tab. 39: Vycet rozdilnych vyskyti polymorfnich mist, mezi statusem TL a BL v ramci
stejnych typa amplifikati a RE Aval, kdy jen u ni vznikly tyto rozdily

Cislo Délky RE: Aval
amplifikatu; amplifikata Délky restrikénich fragmentt — bp;
Rozsah useku PCR (bp) Restrikéni modely
Status BL Status TL
280 + 160 + 112 280 + 160 + 112
11. (9885-10437) 552 (homozygotni model) (homozygotni model)

552 + 280 + 160 + 112
(heterozygotni model)

(2 polymorfni mista, G, H)
698 (homozygotni model) 698
14. (6369-7067) 698 698 + 525 + (173) (homozygotni model)

(heterozygotni model)

(1 polymorfni misto, K)

642 (homozygotni model) 642

17. (4927-5569) 642 501 + 141 (homozygotni model)
(homozygotni model)

(1 polymorfni misto, M —

totozné s amplifikatem ¢. 21;

prekryv amplifikata)
691 691
21. (4927-5618) 691 (homozygotni model) (homozygotni model)

691 + 550 + 141

(heterozygotni model)
(1 polymorfni misto, M —
totozné s amplifikatem ¢.17;

prekryv amplifikata)

Poznamka: Polymorfni mista detekovana RE
Aval na tiseku €.17 a €.21, jsou do celkového
vyctu vykazovéna spolecné, jako jediné

polymorfni misto, M.

Dtivodem je ¢astecny piekryv useku.
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5.2.3 Vysledky detekce tiché bodové mutace ¢.775C>T v lokusu CD18 skotu
holStynského plemene, zviiat se statusem TL nebo BL a u ceského

strakatého skotu, metodou PCR-RFLP

V panelu 58 analyzovanych zvifat hol§tynského plemene, bez ohledu na pohlavi a status
k BLAD, bylo genotypizovano 19 % homozygoti (TT),62 % heterozygotti (CT) a 19 %
homozygotu (CC) (tab. 40). Vyskyt alel byl v poméru 50 % (T) : 50 % alel (C) (tab. 41).

U genotypizovanych holstynskych zvitat byli nalezeni heterozygoti (CT) u zvifat se
statusem TL i BL. Nepfitomnost homozygoti bez TM u skupiny zvifat se statusem BL lze
zdivodnit menSim poctem jedinci a vzdjemnou piibuznosti ¢asti jedinci. Obrazek ¢. 8
znazoriuje cast jedinci ze skupiny se statusem BL - Ctyfi generace piibuznych jedinct
a priklad dédicnosti této tiché mutace. Ptiklad genotypizace vzorki je uveden na obr.¢. 7.

Alela pro tichou mutaci (TM) byla detekovéna nejen u holstynského plemene, ale i
u Ceského strakatého skotu, kdy v genotypizované skupiné 35 byki bylo 26 % homozygoti
(genotyp TT) s TM, 63 % heterozygoti (genotyp CT) a 11 % homozygotu (genotyp CC) bez
TM. Zaroven tak bylo zjisténo v analyzované skupiné 57 % alel (T) pro tichou mutaci a 43 %
alel (C) bez tiché mutace (tab. 40).

U genotypizovanych zvifat holstynského plemene jsme pomoci Pearsonova xz testu
dobré shody (program Statistica verze 10) ovétili nezavislost jednotlivych genotypt (CC, CT,
TT) na statusu TL nebo BL (y*=5,3; d.f. = 2; p = 0,068).

U zkoumanych panelii holStynského skotu a Ceského strakatého skotu byla zjiSténa
genetickd rovnovdha pro SNP 775C>T polymorfismus v genu ITGB2,0véfeno v programu
Statistica (tab. 42).
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Obr. 7: Genotypizace TM, gel RFLP, byci, holstyn, status TL, RE — Satl

CT CT CT CC CT CC CT

-

1 2 24 b0 S G Ol b ad b0 L

-
-

o —

CTCCTTTT

108 bp
67 bp

Legenda: genotypizace vzorky: 1,2,3,5,7,8 — CT (108+77+31 bp); 4,6,9 - CC

(77+31 bp); 10,11 — TT (108 bp); K — kontrola PCR (108 bp); velikostni markery

M1 (GeneRuler™ 100 bp DNA ladder), M2 (pUC19 DNA/Mspl, marker 23)

Tab. 40: Genotypizace — tiché mutace (TM) — detekce RE - Satl

Plemeno a pohlavi; Homozygoti TM Heterozygoti ™
Status pro BLAD; genotyp CC, genotyp CT, Homozygoti
Pocet jedincu bez TM, sTM genotyp TT

cca 77+(31) bp cca 108+77+(31) bp s TM 108 bp

(pocet jedincii) (pocet jedinct) (pocet jedincti)
H - plemenici; (TL); 35 9 17 8
H — plemenice; (TL); 10 2 7 1
H — obé pohlavi; (BL); 14 0 12 2
Celkem H skot: 58 kust 11 (19 %) 36 (62 %) 11 (19 %)
C — plemenici; (TL); 35
0, 0, 0,

Celkem C: 35 kusu 4 (11 %) 22 (63 %) 9 (26 %)
Celkem obou plemen: 93 15 (16 %) 58 (62 %) 20 (22 %)




Tab. 41: Genotypové a alelické frekvence (pro tichou mutaci 775C>T) v genu ITGB2
pro holstynské plemeno skotu a ¢esky strakaty skot

skupina zvifat — | poCty genotypova frekvence alelicka frekvence
plemeno (status) | zvifat CcC CT TT C T
holstyn
n=>58 0,190 0,620 0,190 0,500 0,500
(v8echna BL+TL)
holstyn
n=44 0,250 0,545 0,205 0,523 0,477
(pouze TL)
cesky strakaty
ot n=35 0,114 0,629 0,256 0,429 0,571
SKO

Tab. 42: Genetickd rovnovaha pro SNP 775C>T polymorfismus v genu ITGB2 pro holstynské
plemeno skotu (rozdéleni na BL a TL) Cesky strakaty skot

skupina zvifat — genotypy 5
plemeno (status) CcC CT TT *
holstyn observed 11 36 11 3,379
(vSechna BL+TL) | expected 14,5 29,0 14,5 NS
holstyn observed 11 24 9 0,365
(pouze jen TL) expected 12,0 22,0 10,0 NS
Cesky strakaty observed 4 22 9 2,75
skot (jen TL) expected 6,4 17,2 11,4 NS

NS — nonsignificant (p> 0,05)
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Obr. 8: Priklad dédicnosti tiché mutace — rodokmen — ptibuznost nékterych hodnocenych zvirat

Ctyii generace zvitat se statusem BL — piehled dédi¢nosti tiché mutace 775C>T

CT TT

Legenda: ticha mutace 775C>T
V. ,CT* heterozygot;
@ »1 T homozygot s tichou mutaci

,»CC* homozygot bez tiché¢ mutace

Diskuse k vysledkim

Vysledky nasi analyzy lze porovnat s tdaji v praci CZARNIK et al. (2007a). Polsti autofi
rovnéz zkoumali frekvence genotypt a alel pro TM, SNP 775C>T v bovinnim genu ITGB2,
u tii populaci polskych plemen skotu, ¢ernobilého - kiizenci s holstynskym skotem a dvou
endemickych plemen - polského ¢erveného skotu a bélohibetého skotu.

NaSe vysledky zjisténé u holstynského a ceského strakatého plemene jsou v nékterych
parametrech shodné s polskymi, v nékterych se 1isi. U nami sledovanych plemen bylo zjisténo
pfiblizné stejné zastoupeni alelickych frekvenci C (43 % a 50 %) a T (50 % a 57 %), zatimco
u polskych populaci vyskyt alelické frekvence C (zjistén v rozsahu 64,9-77,1 %) jednoznacné
pievazoval nad T (22,9-35,1 %).

Shodu ve vysledcich jsme zaznamenali v ptevaze frekvence heterozygotniho genotypu
CT nad ostatnimi genotypy U holstynskych plemen — u naseho holstynského skotu bylo zjisténo
62 % a u polského cernobilého skotu 60,1 %. Naopak u polskych endemickych plemen byla
v pievaze genotypova frekvence CC (polsky cerveny skot 55,9 %, polsky bé&lohibety skot
60 %).
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Rozdil byl zjistén porovnanim genotypové frekvence TT, kdy u polskych plemen byla
Vv rozmezi (5,1-8,8 %) a u obou ¢eskych plemen byla vyssi (19 % a 25 %).

Zjisténou shodu ¢i rozdily ve vysledcich obou praci Ize ptisoudit rozdilnosti ptivodu
zkoumanych plemen, polské cernobilé plemeno je zuSlechtovano podilem holstynské krve,
proto vysledky tohoto plemene byly bliz§i naSemu holstynskému plemeni, nez obé polska
endemicka plemena, kterd maji odlisny piivod a vyznacuji se vyssi homozygotnosti (CZARNIK
etal., 2007a).

Dalsi srovnani nam poskytuje jina prace polskych autori CzARNIK et al. (2007Db),
ve které byly analyzovany uzitkovosti skupin dcer péti holstynskych plemenikd. Z toho ¢tyfi
byci byli heterozygoti se statusem k BLAD (BL) a genotypem CT. Celkem 72 dcer zdédilo
status BL a 99 dcer zdédilo status TL. Z vykazanych vysledki CZARNIK et al. (2007b) lze zjistit
- bez ohledu na status k BLAD: 53 % heterozygotd CT, 9 % homozygotd TT a 38 %
homozygoti CC. Pomér vyskytu alel u dcer byl 36 % (T) a 64 % (C).

Pti hodnoceni holstynského plemene spociva shoda ve zjisténi prevahy heterozygott
(CT) 62 % - nas vyzkum a 53 % - CzARNIK et al. (2007b) nad homozygoty (CC, TT). U naSich
hodnocenych zvifat jsme nalezli vyrovnanéj$i pomér mezi homozygotnimi genotypy TT a CC.

Nami zjisténa frekvence 50 % alely T u holstynského plemene ve zkoumané skupiné
zvitat se 1i8i od frekvence alely T 36 % - vyplyvajici z vysledki CZARNIK et al. (2007Db).

Na frekvenci genotypi v praci CZARNIK et al. (2007b) mohly mit vliv ptibuzenské
vztahy mezi zvifaty ve skupinach - skupiny dcer bykd, na rozdil od nami vybranych pievazné
nepiibuznych jedinct - s vyjimkou nékolika jedinct se statusem BL (obr. ¢€.3).

Vysledky ukazaly, ze recesivni alela pro BLAD muze byt v genu ITGB2 ve vazbé jak
salelou T (pro tichou mutaci 775C>T), tak s alelou C (bez tiché mutace). Lze tak piedpokladat,
ze vyskyt uvedené tiché mutace nesouvisi se statusem BL nebo TL. Rovnéz bylo zjiSténo, ze
alelu T Ize nalézt nejen u holstynského plemene, ale rovnéz i u plemene ¢eského strakatého
skotu.

Moznost vyskytu alely T u dalSich plemen skotu doklada rovnéz CZARNIK et al. (2007a).
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6. Zavér

6.1 Geneticka analyza vybranych recesivnich dédi¢nych poruch

zdravi u plemen skotu chovanych v Ceské republice

Prace dokumentuje vysledky provedenych molekuldrné genetickych genotypizaci
vybranych monogennich autozomalné recesivnich dédi¢nych onemocnéni skotu, a to CVM,
BLAD, citrulinémie, DUMPS, deficitu krevniho faktoru XI, GSD Il, GSD V, na pfitomnost
heterozygotnich nositelis v populaci skotu v CR. Provéfovani byli zejména vytipovani jedinci
z Ceské populace holstynského a Ceského strakatého skotu, v menSim mnozstvi zdstupci
masnych plemen skotu, charolais, limousin, masny simental, blonde d'Aquitaine, belgické
modrobilé, aberdeen angus a hereford a rovnéz skupina némeckych a polskych holstynti, véetné
nckolika jedincii slovenského strakatého skotu.

Genotypizace byly provadény formou specifickych standardizovanych molekularné
genetickych testli. Nejcastéjsim postupem bylo pouziti metody PCR-RFLP, piipadn¢ AS-PCR.
Zjisténé vysledky byly publikovany, viz kapitola 8.2.

U genotypizace lokusu (ITGB2,UMPS, ASS) na BLAD, DUMPS a citrulinémii tvofilo
analyzovany panel 406 holstynskych bykii, z nich bylo 224 mladych byka, ktefi zahdjili
v roce 2003 a 2004 testa¢ni pripafovani a 182 mladych bykll z inseminacnich stanic, ktefi byli
ptipravovani pro vstup do inseminacnich programti a celkem 161 elitnich plemenic
holstynského plemene, 146 bykt ceského strakatého skotu a 30 byklt nékolika masnych
plemen: charolais 8, limousine 6, masny simental 2, blonde d'Aquitaine 3, belgické modrobilé
9, aberdeen angus 1 a hereford 1. Jedinci téchto masnych plemen zde byli zatazeni
z experimentalnich dtivodu, kdy je dobré zkoumat i relativné malo pravdépodobné moznosti
vyskytu mutantni alely. RovnéZ bylo provéfovano 17 bykl slovenského strakatého plemene,
3 byci holstynského plemene pouzivaného na Slovensku a 12 holstynskych bykt vyuzivanych
v Polsku. Z diivodu existence zkoumanych postizeni zejména u holstynského plemene, byl pro
genotypizaci vybran nejvétsi podil zvitfat. Byci ¢eského strakatého skotu byli ke genotypizaci
vybrani vzhledem k tomu, ze i v populaci tohoto plemene je urcity podil zuslechtujiciho
holstynského plemene, tedy nelze vyskyt postizeni zcela vyloucit.

U vybranych zvifat nebyl zjistén heterozygotni pienase¢ recesivni alely pro BLAD,

DUMPS ani citrulinémii.
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Vysledek, kdy nebyl screeningem holstynského skotu genotypizovan postizeny jedinec
nebo heterozygotni prenase¢ onemocnéni DUMPS ptipadné citrulinémie neni nijak ojedinélym,
nebot’ obecné vyskyt téchto onemocnéni v populaci skotu je nizsi nez napiiklad u BLAD
a CVM. Neprokazany vyskyt téchto dédi¢nych onemocnéni u zastupct jinych plemen rovnéz
nebyl piekvapivy, nebot ani literarni prameny neodkazuji na vyskyt téchto onemocnéni
u jinych plemen skotu.

Situace, kdy nebyl u holstynského skotu nalezen pozitivni heterozygot na onemocnéni
BLAD, rovnéz neni nijak vyjimec¢nou, nebot’ urovenn vyskytu BLAD v populaci holstynského
skotu klesa od pocatku tohoto stoleti na zakladé mezinarodné¢ (WHFF a EHRC) pfijatych
a uplatiiovanych opatieni, véetné opatieni Svazu chovateli holstynského skotu CR (od r. 2004),
jejichz cilem, ktery se dafi pozvolna napliiovat, je zamezeni vyskytu tohoto dédi¢ného
onemocnéni. Jestlize u provérovanych mladych byku, vstupujicich do testaéniho pfipafovani,
nebyl nalezen heterozygotni ptenase¢ recesivni alely, svéd¢éi to o pozitivnim dopadu opatieni
pfijatych k tlumeni vyskytu BLAD v Ceské republice.

Dovoz plemenného materidlu v 90. letech byl pficinou vyrazného ndrlstu populace
holstynského skotu v CR, zaroven tim dochazelo i k §ifeni zejména BLAD a CVM, tehdy jeste
nerozpoznanych genetickych postizeni do naSich chovi.

Genotypizaci genu SLC35A3 na heterozygoty CVM 161 elitnich holstynskych plemenic
vybranych v letech 2003-2007 do panelu bylo zjisténo 32 skrytych heterozygotnich nositelek
onemocnéni (CV), zbyvajicich 129 plemenic byly zdravé homozygotky dominantni (TV).
Frekvence heterozygotnich jedinct byla 19,9 % a relativni frekvence recesivni alely
V piezivajici ¢asti populace bez homozygotl recesivnich byla 9,9 %. Vyskyt CV jedincti mezi
elitnimi plemenicemi lze vyhodnotit jako pomérné vysoky.

Genotypizovana zvifata nebyla vybrana ndhodné, ale cilené dle znalosti plvodu
a s pfedpokladem mozZné vyssi pravdépodobnosti vyskytu CV jedinct.

Jak jiz bylo uvedeno, Svaz chovatelti holstynského skotu CR, 0. s. vydal s platnosti
od 1. 1. 2004 v souladu se zahrani¢nimi chovatelskymi organizacemi metodicky pokyn
s ndzvem Opatieni k evidenci a eliminaci vyskytu dédicnych vad v populaci holStynského
skotu v CR. Zavedené postupy maji pomoci zjisfovat skryté pfenasee onemocnéni zejména
CVM i BLAD a ty co nejvice z plemenitby eliminovat. Udaje o dédiénych onemocnénich jsou
uvadény 1 v plemenaiské dokumentaci.

Svaz rovnéz na svych webovych strankach zpfistupnil databazi s ndzvem Byci se

znamym statusem CVM — registrovani. Z celkového mnozstvi 2 919 zde uvedenych bykl
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narozenych v letech 1988 — 2010 je zde uvedeno 5,4 % se statusem CV, s vyznamné klesajicim
trendem az nulovym vyskytem u nejmladsich ro¢nik.

Povinné testovani plemenikii a elitnich plemenic na CVM provadéné v CR stile
pokracuje, prestoze pocty rocné vysSetienych zvifat dle informace akreditované laboratoie
CMSCH, as. cca od roku 2010 vyrazné klesaji, nebot’ domaci populace holitynského skotu,
zejména plemeniki, je dostateCné provérena a pokud pochazeji z chovatelsky vyspélych zemi,
byva jejich status rovnéz znam.

Duvodem testovani je zejména pietrvavajici vyskyt recesivni alely v samici populaci
holstynského skotu, ktery je vyssi nez u bykl, kde jiz byla uroven skrytych nositelt
onemocnéni razantné snizena. Ustup onemocnéni CVM je v populaci holstynského skotu v CR
1 ve svété ve srovnani s onemocnénim BLAD pozvolnéjsi.

Genotypizaci 113 jedincti na GSD V, lokusu PYGM, vybranych plemen chovanych
vCR, a to c&eského strakatého skotu, charolais, limousine, masného simentilu, blonde
d'Aquitaine, belgického modrobilého, aberdeen anguse, nebyl zjistén vyskyt nemocného
jedince ¢i heterozygotniho nositele recesivni alely tohoto onemocnéni. Tento vysledek
nezménil pfedpoklad, Ze onemocnéni se tykd zejména masného plemene charolais, pfipadné
jeho kiizenct, protoze nositel mutantni alely nebyl nalezen ani v populacich jinych plemen.

U stejného panelu 113 jedinct a plemen jako u GSD V byla provedena genotypizace
lokusu pro GSD II, a to vexonech 7, 9, 13 genu GAA. Genotypizaci nebyl zjistén zadny
heterozygotni ani homozygotné recesivni nositel mutace, vSechna genotypizovana zvifata byla
shleddna jako zdravi homozygoti dominantni.

Genotypizace exont 12 a 9 lokusu F11 pro deficit krevniho koagula¢niho faktoru XI.
Ze vSech 309 genotypizovanych zvifat vexonu 12 bylo 249 kusi némeckého holstyna,
30 cCeského holstyna, 30 ceského strakatého skotu. V exonu 9 bylo genotypizovano 152
jedincti, 60 némeckych holstynii, 40 ¢eskych holstynt, 52 jedinct ¢eského strakatého plemene.
Byl zjistén pouze jeden piipad heterozygotni nositelky této mutace vyskytujici se v exonu 12.
Pozitivni vzorek byl zjiStén u kravy némeckého holstynského skotu z vysetfované skupiny
189 byku a 60 krav. Vyskyt jediného piipadu potvrzuje sporadicky vyskyt této mutace
Vv populaci holstynského skotu.

Na zaklad¢ dosazenych vysledkt Ize konstatovat, ze situace vySe uvedenych dédi¢nych
onemocnéni v ¢eské populaci holStynského skotu neni ve srovnani se zahrani¢im nijak odlisna,
spiSe se jevi optimisticky.

Z onemocnéni je nutno nadale vénovat zvySenou pozornost onemocnéni CVM, které je

Vv populaci holstynského skotu, piipadné jejich kiizenct, stale ptitomno.
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U dalsich dédicnych postizeni bud vyskyt nebyl zaznamenan, nebo jen velmi
sporadicky. U ostatnich provérovanych plemen nebyl vyskyt nositeld jednotlivych onemocnéni
zjistén. Piestoze vyskyt provéfovanych onemocnéni v populaci skotu v CR neni nikterak vazny,
je tieba mit situaci pod dohledem a na$i populaci skotu chranit zejména pied zavleCenim
nezéadoucich vloh ze zahrani¢i.

Bohuzel zdravotni situace skotu v oblasti dédi¢nych chorob neni setrvald, ale prochazi
vyvojem, V prab¢hu let jsou zjistovana dalsi nova dédi¢na onemocnéni. V praci jsou uvedeny
navrhy nékterych opatfeni v KDZ, kterda by mohla pfispét k tomu, Ze situace v nasich chovech

skotu zistane nadale pod kontrolou.

6.2 Molekularné geneticka analyza DNA v lokusu ITGB2 skotu

Vyhodnocovana byla DNA 17 holstynskych jedincu, ¢ast lokusu ITGB2 o velikosti
8725 bp DNA, se vztahem k onemocnéni BLAD, z toho 5 zvifat se statusem BL, heterozygoti
salelou s mutaci pro BLAD a 12 se statusem TL, zdravi homozygoti bez BLAD. Lokus byl
metodou PCR-RFLP amplifikovan v usecich pomoci 21 part primert. Kazdy amplifikovany
fragment byl genotypizovan deseti restrikénimi endonukleazami II. tiidy. Celkem bylo
genotypizovano 3570 vzorkd.

Pocet SNPs detekovany metodou PCR-RFLP ve sledovaném useku lokusu ITGB2
se u zvifat se statusem TL nebo BL v zasad¢ nelisil. S pouzitim deseti vybranych RE bylo
zjisténo celkem 14 restrikénich polymorfnich mist, a to u restriktaz Taql, Aval, Styl, Msel.
Deset polymorfnich mist mélo stejny vyskyt bez ohledu na status, zbyvajici dvé byla nalezena
pouze u jedinci statusu BL a dvé pouze u jedinci TL. Zjisténa odchylka mohla byt zptisobena
zejména niz§im poctem vySetienych jedincid. Primérny vyskyt jednoho SNP na pocet
nukleotida (délku tuseku) je cca 1 : 623, koresponduje s vysledky jinych autord.

Vysledky dosazené metodou PCR-FRLP ukazaly, ze recesivni alela pro BLAD v lokusu
ITGB2 mize mit spolecny vyskyt s alelou T (pro tichou mutaci 775C>T), piipadné s alelou C
(bez tiché¢ mutace). Rovnéz bylo zjisténo, ze alelu T 1ze nalézt nejen u holstynského plemene
skotu, ale rovnéz i u plemene ceského strakatého skotu.

Zjisténé SNPs a ticha mutace v lokusu ITGB2 (CD18) nesouvisi se statusem BL nebo

TL, nemayji vztah ke zdravotnimu stavu, postizeni BLAD.
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6.3 Doporuceni pro praxi

Genetickd onemocnéni jSOU zaznamenana u vétSiny plemen skotu, frekvence vyskytu
byva prevazné nizka, nevzbuzujici vétsi obavy. Nékteré vady se vyskytuji Castéji u vétsiho
poctu plemen, jind onemocnéni se vyskytuji vzacné s vazbou na urcité plemeno, u jinych vSak
doslo k tak vyznamnému zvyseni frekvence v populaci, Ze vznikl nezanedbatelny ekonomicky
problém, ktery je nutno fesit pfijetim opatfeni vedoucich k naprave.
od jednoho mutanta mnoha generacemi potomku, fadové desetileti. Neni-li v¢as detekovano,
muze zpusobit v zavislosti na rozsahu populace, za podpory umélé inseminace, ekonomické
ztraty 1 mezinarodniho rozsahu, viz napf. onemocnéni holstynského skotu BLAD a CVM.
Pokud se jiz takova mutantni alela genu dostane do populace, dochédzi zejména u komercnich
stad casto 1 k celosvétovému rozsiteni. Nasledné je finanéné a zejména Casové narocné tuto
alelu genu z populace zcela vymytit.

Mutace DNA jsou piirozenym procesem, nelze jim zabranit, jejich vznik a pocatky
Sifeni v populaci nejsou snadno rozpoznatelné. Proto je diilezitd zejména v€asna prevence vici
vétsimu rozsifeni novych typl mutaci v populacich skotu. Optimalni by bylo mit takovy objem
finan¢nich prostiedkd, ktery by umoznil diagnézu "kazdého" z veterinarniho hlediska klinicky
atypického ptipadu, nasledné propojeni do centralizované informacni databaze a analyzu
spocivajici v porovnani s jiz ziskanymi vysledky od jinych zvirat, naptiklad piibuznych
jedinct, coz je z genetického hlediska vyznamné. Pokud by klinické projevy zdravotnich potizi
odkazovaly na geneticky puvod, nasledovala by analyza molekularné genetickych pficin, vyvoj
testll na screening napf. heterozygotnich nositeli mutace.

Pokrok v molekularné genetické analyze mize pomoci identifikovat pfi¢inné mutace
anomalii, které se fenotypové projevuji pii narozeni nebo pozd&ji v zivoté. Mnoho
z dédi¢nych anomalii bylo charakterizovano, podobn¢ jako u kvalitativnich genetickych znak,
zménami pouze na jednom misté, piipadné na vice nez dvou ¢i tfech rtznych lokusech.
V soucasnosti jsou k dispozici molekularné genetické testy pro screening fady genetickych
nemoci monogennich ¢i oligogennich, zejména monogennich genetickych chorob recesivné
zalozenych.

Pokud ma monitoring zaméfeny na dédi¢né poruchy zdravi plnit sviij ucel, je nutné
zohlednit jiz zndmé informace, ze postizeni Casto pfimo souvisi s urfitym plemenem, coz

podstatné snizuje ndklady na tuto Cinnost. Z vyzkumného hlediska vSak nelze vyloucit ani
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doplikové genotypizace jedinci jinych plemen, nebot’ mohou neocekavané pfinést nové
informace.

Molekularn€  genetické  metody umoznuji  rychlou  genotypizaci zejména
heterozygotnich, Casto fenotypové skrytych, pienaSect specifickych monogennich defektt
s recesivnim zalozenim a jejich naslednou eliminaci z plemenitby. U tohoto typu genetickych
postizeni s klasickou mendelovskou dédic¢nosti je eliminace mutantni alely z populace relativné
jednoducha. Pokud by byl proces dusledné plnén, v plemenitbé by tak po urcité dob¢ ziistavali
pouze zdravi homozygoti bez poskozené¢ alely genu.

Strategie vedouci k eliminaci zejména monogennich defektli zplisobenych recesivnimi
alelami urcitych genti by méla zacit u elitnich plemennych zvitat obou pohlavi, nebot’ u nich se
pfedpokladd nejvétsi mnozstvi potomkl a mohou tedy byt t€émi hlavnimi Sifiteli onemocnéni
v populacich. Nejvétsi riziko z hlediska svétové populace skotu tak predstavuji Spickovi
plemenici, kteti maji vlivem umélé inseminace fadove i statisice potomkt v chovech mnoha
statti. Proto je nezbytné zacit s genotypizaci pravé u nich, optimalné¢ na mezinarodni Grovni.
Nasledovat by méla genotypizace ostatnich jedincii zapsanych v plemennych knihach. To vSak
v praxi nebyva disledné provadéno. Proto prakticka eliminace téchto typti onemocnéni neni tak
rychlé a efektivni.

Optimalni je situace, pokud je moznost véas detekovat predka plvodniho nositele
a Sifitele sledované mutace. Pfima detekce molekularné genetickym testem vSak jiz mnohdy
nebyva mozna, nebot od jedince jiZz nemame DNA, potom lze pouzit nepiimou cestu
z rodokmenové analyzy. V<&asna znalost primarniho mutanta, pfipadné jeho ptimych
heterozygotnich potomki, usnadituje proces genotypizace v populaci a pravdépodobné 1 snizuje
jeji naklady, nebot’ lze pfedem vyloucit jedince na zakladé rodokmenové analyzy, ktefi
teoreticky nemohou byt nositeli mutantni alely.

Pokud zname genotyp obou rodi¢u probanda a vysledek by byl z hledika ptitomnosti
mutantni alely negativni, potom samoziejmé& neni nutno provadét genotypizaci jejich ostatnich
spole¢nych potomkii.

V ramci kontroly dédi¢nosti zdravi (KDZ) by méla probihat centralni veterinarni
evidence vyskytu detekovanych piipadi homozygoti recesivnich, abortl plodd, mrtve
narozenych telat, ptipadné telat s pozdéjSimi klinickymi projevy dédiéného postizeni. Tato
evidence by mohla byt voditkem pro snadnéjsi vyhledavani heterozygotnich jedinct, zde rodict
téchto jedincil.

V ptipadé zjisténi heterozygota lze doporulit tento postup genotypizace a nasledna

opatteni:
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- Provéfit genotypizaci oba jeho rodice molekularné genetickym testem, je-li to jesté
prakticky uskutecnitelné, piipadné¢ pokusit se provést genotypizaci nepiimo
rodokmenovou analyzou ptedkii. Tim lze zjistit, ze které strany piedkti byla mutace
potomkum pfedéna.

- Nasledné by mélo byt provéteno veskeré, v plemenitbé vyuzivané, nejblizsi potomstvo
(synové a dcery) tohoto skrytého nositele mutace, véetné€ jeho vlastnich i1 nevlastnich
sourozencl pochazejicich z heterozygotniho rodice.

- Potencidlni mladi plemenici, plemenice, genotypizovani jako heterozygoti by neméli
byt do plemenitby viibec zafazovani.

- Genotypizaci zjisténi heterozygoti obou pohlavi jiz zapojeni v plemenitbé by méli byt
neprodlené z plemenitby vytazeni bez ohledu k jejich plemenné hodnoté, naptiklad
u plemeniki zakazem pouzivani jejich inseminacnich davek, ptipadné vyuzivani
v prirozené plemenitbé, u plemenic zastaveni embryotransferti, vyuzivani jejich
pohlavnich  buné¢k ¢  embryi. Jednoznacné vylouceni nositele mutace

Z procesu plemenitby zcela eliminuje riziko ndhodného $ifeni.

V CR i Vv zahrani¢i jsou vak v praxi uplatiiovana opatieni, doporuéujici u plemenéisky
hodnotnych zvifat (zejména bykll) genotypizovanych jako heterozygoti jejich ponechéni
po urcitou dobu v plemenitbé s tim, Ze jsou v plemenné knize jako heterozygotni nositelé
dédicného onemocnéni evidovani a v pfipafovacim planu pfipousténi pouze na zdravé
homozygoty dominantni. Viz napiiklad ,,Opatfeni svazu chovatelii holstynského skotu CR
k evidenci a eliminaci vyskytu dédi¢nych vad v populaci holstynského skotu v CR“ (2004)
(ptiloha 2).

Jejich potomstvo by mélo byt nasledné proveéfeno genotypizaci s vyfazenim
heterozygotnich nositelit mutace. Potomci, ktefi nebudou ur€eni pro reprodukci, mohou byt
ponechani.

Riziko téchto postupli spociva vtom, ze jakakoliv nedislednost nebo opomenuti
v provadeéni téchto postupli ma za nasledek zpomalovani procesu eliminace konkrétnich
mutantnich alel v populaci s dopadem na ekonomiku chovu.

U dovezenych jedincti (pfipadné jejich ID, embryi) ze zahrani¢i, pfed zafazenim
do plemenitby, by mélo byt zvite jiz genotypizovano na sledovand dédi¢né onemocnéni.

Nejen u jiz znamych dédi¢nych onemocnéni, kdy je jiZ genotypizace zavedena, ale zejména
u novych onemocnéni, kdy genotypizaci teprve zjiSt'ujeme stav promoieni populace mutovanou

alelou genu, vcetné jejich individualnich nositeli, je bezpodmineéné nutné tuto informaci
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neprodlené predavat organizaci spravujici prislusnou plemennou knihu. Nasledné by mél byt
proveden zaznam o vysledku provedené genotypizace v plemenné knize a u zjisténych nositeld
mutace jejich vytazeni z plemenitby.

Praxe oznaCovat v plemennych knihach vysledky genotypizaci, vcetné nositeld
mutovanych gen je u nékterych genetickych onemocnéni a plemen jiz zavedena, Viz
,.Opatieni svazu chovatelti holitynského skotu CR k evidenci a eliminaci vyskytu dédi¢nych
vad Vv populaci holtynského skotu v CR“. Tento postup zvysuje informovanost chovatelské
vefejnosti o zdravotnim stavu populace skotu, zejména plemenaisky vyuzivanych jedinci, tim
je ptedchazeno riziku sifeni dédiénych onemocnéni v populacich jednotlivych plemen.

Systém kontroly dédi¢nosti zdravi je slozity proces s mnoha ucastniky, kdy majitelé
zvitat, ID, embryi, by méli mit hlavni dil zodpové&dnosti, nebot’ bez jejich spoluprice by byl
tento systém kontroly zcela nefunk¢éni.

Zejména dobie pfipravenym a dusledné uplatiovanym systémem kontroly dédi¢nosti
zdravi provadéné chovatelskymi svazy ve spolupraci s veterindrni sluzbou i s pfiméfenou
finan¢ni podporou statnich instituci, kontrolou uzitkovosti a zodpovédnou plemenaiskou praci
chovatelt, ale i vyzkumem Vv oblasti genetiky skotu a veterinarni mediciny, ptipadné spolupraci
s humannimi obory mediciny, lze v¢as odhalit vznik S pocinajicim Sifenim téchto novych
dédicnych onemocnéni v populacich skotu s naslednym zavedenim ucinnych opatfeni k jejich
eliminaci.

K zamezeni $ifeni novych i stavajicich genetickych onemocnéni skotu ve svété je nutna
mezinarodni spoluprace vSech zainteresovanych slozek a zejména zpfisnéni, sjednoceni
a dusledné dodrzovani dohodnutych postupti.

Zvlastni vyznam ma rozSifeni genotypizace plemennych bykl na cipech pro ucely
genomové selekce. Lze doporucit, aby na Cipu byly rovnéZ SNP v genech, které zpusobuji
zavazné geneticky podminéné patologické stavy. Tento trend je v posledni dobé podpoten tim,
ze vyznamné firmy vyrabéjici Cipy nabizi tzv. customer Cipy umoziujici testaci dédiénych

chorob.
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7. Souhrn

Dovoz plemenného materidlu za ucelem zvySeni Urovné uzitkovosti skotu zptisobil
nejen narast populace, zejména holstynského skotu a dal$ich plemen v CR, ale rovnéZ piispél
na pocatku 90. let i k Sifeni tehdy jesté nerozpoznanych genetickych onemocnéni ze zahranici
do naSich chovi. Toto bylo potvrzovano naslednymi screeningy zejména u postizeni BLAD
a CVM.

Autozomalné recesivni monogenni onemocnéni BLAD — deficit adheze leukocyti skotu
a CVM - komplex vertebralnich malformaci jsou v populaci holstynského skotu celosvétove
rozsifena. Onemocnéni zptisobuji uhyny telat u BLAD a u CVM aborty plodt. Skryté Sifeni
téchto onemocnéni ve svétové populaci holStynského skotu trvalo vice nez 30 let, az dosahlo
ekonomicky znepokojivé urovné, kdy naptiklad vyskyt plemenikli — heterozygotnich nositelt
alely postizeni — pievySoval dle odhadu v nékterych zemich i 10 %. S rozvojem molekularni
genetiky byla v minulych desetiletich tato letalni geneticka onemocnéni klinicky rozpoznana
a byla identifikovana jejich genetickd podstata, véetn¢ zpusobu detekce klinicky zdravych
heterozygotnich nositeltl.

Genetickd onemocnéni, jejichz rozSifeni v populaci jiZ neni zanedbatelné, mivaji pro
chovatele neptiznivy ekonomicky dopad. Vzhledem ke svétovému vyznamu holStynského
plemene je proto snahou chovatelskych organizaci mezindrodnim sjednocenim postupd,
globalng eliminovat onemocnéni BLAD a CVM z populace skotu. Rovnéz chovatelé v CR maji
Kk této problematice zodpovédny pfistup a i zde byla pfijata selektivni opatfeni k napraveé

situace. I tato prace méla piispét ke zdarnému feSeni.
Cile prace

Cilem pfedkladané prace byla molekularné geneticka analyza vybranych recesivnich
dédi¢nych poruch zdravi u plemen skotu chovanych v CR, jejichz existence je pievazné

Na souborech jedincii nékolika plemen byly provedeny genotypizace vybranych
monogennich autozomaln¢ recesivnich dédi¢nych onemocnéni skotu, a to CVM, BLAD,
citrulinémie, DUMPS, deficitu krevniho faktoru XI, GSD II, GSD V, na pfitomnost
heterozygotnich nositeld v populaci skotu v CR.

Dale byla provedena molekularné geneticka analyza lokusu CD18 (ITGB2). Metodou
polymorfismu délky restrikénich fragment (RFLP) byla u holstynskych krav se statusem TL
(homozygoti bez varianty genu pro BLAD) a BL (heterozygoti) vyhleddavdna vybranymi
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restrikénimi endonukleazami ttidy II polymorfni mista. Vyskyt polymorfismi byl vyhodnocen
ve vztahu ke statusu TL a BL.

Dalsim cilem byla analyza tiché mutace ¢.775C>T bez fenotypové manifestace v lokusu
CD18 skotu holstynského plemene, u zvifat se statusem TL nebo BL a u ¢eského strakatého

skotu, provedena metodou PCR-RFLP.
Metodika

Pro genotypizace na vybrana onemocnéni CVM, BLAD, citrulinémie, DUMPS, deficitu
krevniho faktoru XI, GSD II, GSD V, byl vzdy vytvofen panel zvifat slozeny z jedinct
a plemen se vztahem Kk vyskytu onemocnéni v populaci skotu.

Genotypizovana byla DNA izolovana z krve, pfipadné spermatu plemennych zvifat.
Genotypizace zvifat byly provadény formou specifickych standardizovanych molekularné
genetickych testli. Nejcastéjsim postupem bylo pouziti metody PCR-RFLP, ptipadné¢ AS-PCR,
s vyuzitim ELFO na agar6zovém gelu.

Pro genotypizaci lokusu genu SLC35A3 na CVM heterozygoty metodou AS-PCR bylo
v letech 2003-2007 cilen¢ vybrano 161 elitnich holstynskych plemenic, dle pavodu
a s predpokladem vyssi pravdépodobnosti vyskytu CV jedinct.

U genotypizace lokust DNA (ITGB2,UMPS, ASS) metodami PCR-RFLP na piitomnost
alel pro BLAD, DUMPS a citrulinémii, tvofilo analyzovany panel 406 holstynskych byku,
z nich bylo 224 mladych byka, ktefi zah4jili v roce 2003 a 2004 testacni pfipatfovani
a 182 mladych byki z inseminacnich stanic, ktefi byli pfipravovani pro vstup do inseminacnich
programt. Déle bylo vySetieno celkem 161 elitnich plemenic holStynského plemene, 146 byki
¢eského strakatého skotu a 30 bykti nékolika masnych plemen: charolais 8, limousine 6, masny
simental 2, blonde d'Aquitaine 3, belgické modrobilé 9, aberdeen angus 1 a hereford 1. Jedinci
téchto masnych plemen zde byli zatfazeni z experimentalnich divodl, kdy je dobré zkoumat
1 relativné malo pravdépodobné mozZnosti vyskytu mutantni alely. RovnéZz bylo provétovano
17 byklt slovenského strakatého plemene, 3 byci holStynského plemene ze Slovenska
a 12 holstynskych bykii vyuzivanych v Polsku. Z diivodu existence zkoumanych postiZeni
zejména u holStynského plemene, byl pro genotypizaci vybran nejvétsi podil zvifat. Byci
¢eského strakatého skotu, ptipadné slovenského strakatého skotu, byli ke genotypizaci vybrani
vzhledem k tomu, Ze 1 v populaci tohoto plemene je urcity podil zuslecht'ujiciho holStynského
plemene, tedy nelze vyskyt postizeni zcela vyloucit.

Metodou PCR-RFLP byl genotypizovan lokus PYGM na ptitomnost alely pro GSD V
u 113 jedinct vybranych plemen chovanych v CR, z tohoto poétu bylo 62 byki &eského
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strakatého skotu kombinovaného uzitkového typu, 34 plemenikd charolais, 4 limousine,
2 byci masného simentalu, 4 blonde d'Aquitaine, 6 bykd plemene belgické modrobilé,
1 aberdeen angus.

U stejného panelu 113 jedinct a plemen jako u GSD V byla metodami PCR-RFLP
provedena genotypizace lokusu pro GSD 11, ato v exonech 7, 9 a 13 genu GAA.

Metodou PCR byla provedena genotypizace exontt 12 a 9 lokusu F11 pro deficit
krevniho koagula¢niho faktoru XI. Panel 309 genotypizovanych zvifat pro analyzu mutace
v exonu 12 tvofilo 30 plemeniki holStynského plemene a 30 plemeniki ceského strakatého
skotu, vstupujicich do testa¢niho ptiparovani v letech 2003—2005. Soucasné bylo testovano 189
bykt a 60 krav némeckého holstynského plemene. Genotypizace mutace v exonu 9 prob¢hla na
panelu 40 ceskych plemenikl holStynského plemene a 52 plemenikl ¢eského strakatého skotu,
vstupujicich do programu inseminace v letech 2003—2005. Soucasné bylo testovano 60 byki
némeckého holstynského plemene.

K analyze vyskytu polymorfismi v ¢asti lokusu CD18 (ITGB2) byly pouzity vzorky
DNA 17 holstynskych jedincii genotypizovanych na onemocnéni BLAD, z toho 5 zvifat se
statusem BL (heterozygoti) a 12 se statusem TL (zdravi homozygoti). Lokus byl metodou
PCR-RFLP amplifikovan v tsecich pomoci 21 part primerd. Kazdy amplifikovany fragment
byl postupné genotypizovan deseti restrikénimi endonukleazami II. tfidy. Celkem bylo pro 17
jedincti genotypizovano 3570 vzorkd.

Panel zvitat k provedeni analyzy tiché mutace ¢.775C>T v lokusu CD 18 byl sestaven
ze zvitat dvou plemen. Holstynské plemeno zastupovalo 34 nahodné vybranych bykt z 5 linii,
narozenych v letech 1998-2003 a 10 krav s ovéfenym statusem TL. Dale bylo analyzovano 14
holstynskych zvifat s ovéfenym statusem BL, narozenych v obdobi 1994-2006, z toho 9 krav
s jalovicemi a 5 mladych bycki, tato zvifata byla soucasti tfi pfibuzenskych skupin. Druhou
plemennou skupinou bylo 35 ndhodné vybranych bykid ceského strakatého skotu z 9 linii,

narozenych v letech 2000-2003, se statusem TL.
Zjisténé vysledky

Genotypizaci na CVM bylo zjisténo 32 skrytych heterozygotnich nositelek onemocnéni
(CV), zbyvajicich 129 plemenic byly zdravé homozygotky dominantni (TV). Frekvence
heterozygotnich jedinct byla 19,9 % a relativni frekvence recesivni alely v pfezivajici ¢asti
populace bez homozygotti recesivnich byla 9,9 %. Vyskyt CV jedinci mezi elitnimi

plemenicemi Ize vyhodnotit jako pomérne vysoky.
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Genotypizaci vybranych zvifat nebyli zjisténi heterozygotni pienaseci recesivnich alel
pro BLAD, DUMPS ani citrulinémii, vSechna zvirata byla shledana jako zdravi homozygoti
dominantni.

Genotypizaci pro postizeni GSD V a GSD Il rovnéz nebyl zjistén zadny heterozygotni
ani homozygotné recesivni nositel mutace, v§echna genotypizovana zvifata byla shledéna jako
zdravi homozygoti dominantni.

Pro deficit krevniho koagula¢niho faktoru XI byl zjistén pouze jeden piipad
heterozygotni nositelky této mutace, vyskytujici se vexonu 12, u kravy némeckého
holstynského skotu z vysetfované skupiny 249 jedinci.

Pocet SNPs detekovany metodou PCR-RFLP ve sledovaném useku lokusu ITGB2 se
u zvifat se statusem TL nebo BL v zasadé neliSil. S pouzitim deseti vybranych RE bylo zjisténo
celkem 14 restrik¢énich polymorfnich mist, a to pro restriktazy Taql, Aval, Styl, Msel. Deset
polymorfnich mist mélo stejny vyskyt bez ohledu na status, zbyvajici dvé byla nalezena pouze
u jedinct statusu BL a dvé pouze u jedinct statusu TL. Primérny vyskyt SNPs na pocet
nukleotidii (délku tseku) cca 1 : 623 koresponduje s vysledky jinych autort.

Provedenim analyzy vyskytu tiché mutace bylo zjiSténo, ze recesivni alela pro BLAD
v lokusu ITGB2 mutze mit spolecny vyskyt s alelou T (pro tichou mutaci 775C>T), ptipadné
s alelou C (bez tiché mutace). Rovnéz bylo zjisténo, ze alelu T Ize nalézt nejen u holstynského
plemene skotu, ale rovnéZ i u plemene ¢eského strakatého skotu.

Zjisténé SNPs a ticha mutace v lokusu ITGB2 (CD18) nesouvisi se statusem BL nebo

TL, nemayji vztah ke zdravotnimu stavu, postizeni BLAD.
Shrnuti

Na zéklad€ provedenych genotypizaci a literarnich zdrojii 1ze konstatovat, Ze vyskyt
genetického onemocnéni BLAD je stabilizovan, pocty zjisténych piipadl jsou jiZ velmi nizké.
Piesto je nadale nezbytné v pfijatych ozdravnych opatienich selektivniho charakteru
pokracovat. U ostatnich hodnocenych onemocnéni (citrulinémie, DUMPS, deficit krevniho
faktoru XI, GSD II, GSD V) je situace rovnéz stabilizovana, genotypizaci v populaci skotu
v CR neni nutné provadét. Je ale nezbytné sledovat situaci v zahraniéi, dle potieby provadst
screening, aby se piedeslo ptipadnému zhorSeni situace.

Mezinarodné ptijatd opatfeni chovatelli holStynského skotu k omezeni Siteni CVM
rovnéz piinasi své vysledky, ale ve srovnani s BLAD je ustup onemocnéni mnohem
pozvolngjsi. Dle vysledki genotypizaci je neuspokojivy procentualné vyssi vyskyt CV jedinct

Vv populaci holstynskych plemenic proti plemenikim, protoze je tato populace pocetn€jsi a neni
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tak dobfe provéfena. ReSeni je ekonomicky ndkladné. Proto lze doporu¢it pokracovat
Vv ptijatych opattenich, s vyraznéjSim zamétenim na elitni plemenice. Genotypizace bykl musi
byt provadéna duasledné, pouzivani heterozygotnich plemenikii musi byt systematicky
omezovano. Jeding tak Ize dosahnout sniZzeni frekvence recesivni alely v populaci.

V praci jsou uvedeny navrhy nékterych opatfeni, které by v budoucnu mohly ptispét

k v€asnému zamezeni Sifeni recesivné podminénych dédi¢nych poruch zdravi.

7.1 Summary

The import of the pedigree material to increase yield level of the cattle resulted not only
in increase in the population, particularly of Holstein Friesian cattle and other breeds
in the Czech Republic, but contributed to wide spreading of then unrecognized genetic diseases
to our breeding from abroad early in the 1990s. This was then confirmed by subsequent
screenings particularly for BLAD and CVM diseases.

Autosomal recessive monogenic disease BLAD - Bovine leukocyte adhesion
deficiency, and CVM - complex of vertebral malformation are widely spread in the populating
of the Holstein Friesian cattle. BLAD and CVM diseases cause deaths of calves and foetus
abortions, respectively. Concealed spreading of the diseases across the world population
of the Holstein Friesian cattle had been taking place for more than 30 years before it reached
financially disturbing level when estimated prevalence in some countries exceeded 10% for
breeding males - heterozygous carriers of disease allele. In the past decades, the lethal genetic
diseases were clinically recognized with development of the molecular genetics, and their
genetic essence was identified including detection of clinically healthy heterozygous carriers.

The genetic diseases prevalence of which in the population is not negligible have
negative economic impacts on the breeders. Considering global importance of the Holstein
Friesian breed, the breeding organizations striving for international unification
of the procedures, global elimination of the BLAD and CVM diseases from the cattle
population. The breeders in the Czech Republic act responsibly with respect to the issue and
selective remedial measures were adopted here as well. The mission of this paper

is contribution to successful solution.

Aims of the work

The present paper focuses on molecular genetic analysis of selected recessive hereditary
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health disorders of the cattle breeds farmed in the Czech Republic existence of which
is particularly caused by some of types of the gene point mutations.

The groups of animals from several breeds underwent genotyping for selected
monogenic autosomal recessive hereditary diseases in cattle, particularly CVM, BLAD,
citrullinaemia, DUMPS, blood factor 1X deficiency, GSD IlI, GSD V for presence
of heterozygous carriers in the cattle population in the Czech Republic.

In addition, molecular genetic analysis of CD18 locus was performed (ITGB2).
Polymorphous loci were looked for by selective restriction class Il endonucleases using
the restriction fragments length polymorphism (RFLP) method in Holstein Friesian cows with
TL status (homozygotes without gene variant for BLAD) and BL (heterozygotes).
Polymorphism prevalence was evaluated with respect to TL and BL status.

The next goal was silent mutation analysis ¢.775C>T without phenotype manifestation in CD18
locus of Holstein Friesian cattle breed, in TL or BL status animals, and in Czech Pied cattle
using the PCR-RFLP method.

Methodology

For the genotyping of the selected CVM, BLAD, citrullinaemia, DUMPS, blood factor
IX deficiency, GSD Il, GSD V diseases, a panel of animals was compiled consisting of animals
and breeds related with disease in the cattle population.

DNA isolated from blood or sperms of the pedigree animals was genotyped.
The genotyping of animals were carried out using specific standardized molecular genetic
assays. The prevailing procedure was application of the PCR-RFLP method or AS-PCR
method with ELFO on agarose gel.

For genotyping of the SLC35A3 gene locus in CVM heterozygotes using the AS-PCR
method, 161 elite Holstein Friesian breeding cows were purposefully selected between
2003-2007 by their origin and assumption of higher likelihood of CV of the animals.

For genotyping of the DNA loci (ITGB2, UMPS, ASS) by the PCR-RFLP methods for
presence of alleles for BLAD, DUMPS, and citrullinaemia, the analyzed panel consisted of 406
Holstein Friesian bulls, of which 224 were bull calves who started test mating in 2003 and
2004, and 182 bull calves with insemination stations prepared for entry to the insemination
programs. In addition, examined were 161 elite breeding cows of the Holstein Friesian breed,
146 bulls of Czech Pied cattle, and 30 bulls of a couple of meat breeds: charolais 8, limousine
6, meat Simmental 2, blonde d'Aquitaine 3, Belgian Blue 9, aberdeen angus 1, and hereford 1.

The animals of the meat breeds were included here for experimental reasons where it is
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appropriate to examine even relatively unlikely possibilities of mutant allele prevalence. Also,
17 bulls of Slovak Pied cattle, 3 bulls of Holstein Friesian cattle from Slovakia, and 12 Holstein
Friesian bulls used in Poland were examined as well. For genotyping, the Holstein Friesian
cattle had the highest portion of animals for the highest prevalence of the investigated disorder
in this breed. The bulls of cattle or Slovak Pied cattle were selected for the genotyping because
this population of the breed also shows some share of cultivated Holstein Friesian breed and
therefore, the disorder prevalence may not be completely ruled out.

The PCR-RFLP method was applied to genotype the PYGM locus for presence of allele
for GSD V in 113 animals of the selected breeds farmed in the Czech Republic, of which
62 bulls of Czech Pied cattle of combined useful type, 34 Charolais breeding males,
4 Limousine, 2 Beef Simmental, 4 Blonde d'Aquitaine, 6 Belgian Blue, and 1 Aberdeen Angus.

The same panel of 113 animals and breeds as for GSD V was used to genotype with

the PCR-RFLP methods the locus for GSD I, specifically in exons 7, 9, and 13 of the GAA
gene.
The PCR method was applied to genotype the exons 12 and 9 of the F11 locus for the blood
coagulation factor XI deficiency. The panel of 309 genotyped animals for mutation analysis
in exon 12 consisted of 30 breeding males of Holstein Friesian breed and 30 breeding males
of Czech Pied cattle entering the testing mating in 2003—2005. At the same time, 189 bulls and
60 cows of German Holstein Friesian cattle were tested. Mutation genotyping in exon 9 was
performed in the panel of 40 Czech breeding males of Holstein Friesian breed, and 52 breeding
males of Czech Pied cattle entering the insemination programme in 2003-2005. At the same
time, 60 bulls of German Holstein Friesian cattle were tested.

The DNA samples from 17 Holstein Friesian animals genotyped for BLAD disease,
of which 5 animals with BL status (heterozygotes) and 12 animals with TL status (healthy
homozygotes) were used to analyze the prevalence of polymorphisms in a part of the CD18
locus (ITGB2). The PCR-RFLP method was employed to amplify the locus in sections using
21 pairs of primers. Each amplified fragment was successively genotyped by ten restriction
class Il endonucleases. In total, 3,570 samples were genotyped for 17 animals.

The panel of animals for the silent mutation analysis ¢.775C>T in the CD 18 locus was
composed of animals from two breeds. The Holstein Friesian breed was represented by
34 randomly selected bulls of 5 lines born between 1998-2003, and 10 cows with verified TL
status. In addition, 14 Holstein Friesian animals with verified BL status were analyzed, born

between 1994-2006, of which 9 cows with heifers and 5 bull calves; these animals were
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members of three family groups. The second pedigree group consisted of 35 randomly selected
bulls of Czech Pied cattle from 9 lines born from 2000 to 2003 with TL status.

Results

The CVM genotyping revealed 32 concealed heterozygous female disease carriers
(CV); the remaining 129 breeding cows were healthy dominant homozygotes (TV).
The frequency of heterozygote animals was 19.9% and the relative frequency of the recessive
allele in the surviving part of the population without the recessive homozygotes was 9.9%.
The presence of the CV animals among elite breeding cows can be evaluated as rather high.

The genotyping of the selected animals found no heterozygous carriers of the recessive
alleles for BLAD, DUMPS, neither citrullinaemia; all animals were found as healthy dominant
homozygotes.

Also, the genotyping for GSD V and GSD 11 disorder revealed neither heterozygote nor
homozygote recessive mutation carrier; all genotyped animals were found as healthy dominant
homozygotes.

As far as the blood coagulation 1X factor deficiency is concerned, only one case
of heterozygote female carrier of this mutation was found in exon 12 in a cow from German
Holstein Friesian cattle of the investigated group of 249 animals.

Number of SNPs detected using the PCR-RFLP method in the monitored section
of the ITGB2 locus was almost the same for the animals with TL or BL status. In total
14 restriction polymorphous loci were found with the use of ten selected RE for the following
restrictases: Taql, Aval, Styl, Msel. Ten polymorphous loci had identical prevalence regardless
status; two remaining loci were found only in the BL status animals, and two only in TL status
animals. Average SNPs prevalence per number of nucleotides (section length) about 1:623
corresponds with results of other authors.

The analysis of the silent mutation prevalence found that the recessive allele for BLAD
in the ITGB2 loci may share the prevalence with T allele (for silent mutation 775C>T), or with
C allele (without silent mutation). It was also found that the T allele might be found not only
in Holstein Friesian cattle breed but also in the Czech Pied cattle breed.

The SNPs found and silent mutation in the ITGB2 (CD18) locus have nothing to do with
the BL or TL status, have no relation to health conditions, BLAD disease.

Summary

It could be concluded based on the genotyping performed and bibliography that

prevalence of the BLAD genetic disease is stabilized; the numbers of observed cases are not
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high any more. Despite that it is further necessary to continue in the adopted remedial measures
of the selective character. For other diseases in question (citrullinaemia, DUMPS, blood factor
XI deficiency, GSD II, GSD V) the situation is stabilized as well, and no genotyping
in the cattle population in the Czech Republic is needed. However, situation abroad needs
to be monitored, and screening needs to be performed to avoid potential deterioration
of the situation.

Internationally adopted measures of the Holstein Friesian cattle to restrict the CVM
spreading have positive effects as well but compared to BLAD the disease decline is much
slower here. The results of the genotyping indicate an unsatisfactory proportionally higher
prevalence of the CV animals in the population of Holstein Friesian breeding cows compared
to the breeding males because the population of the former is numerous, and not examined
well. The solution is financially expensive. Therefore, continued application of the adopted
measures with stronger impact on the elite breeding cows could be recommended.
The genotyping of the bulls must be made properly, and use of the heterozygous breeding
males must be systematically limited. This is the only way for reducing the recessive allele
prevalence in the population.

The paper indicates proposals for some measures that could contribute to timely avoidance
of spreading of recessive-conditioned hereditary health disorders in the future.

Key words:
Cattle, Autosomal recessive monogenic disease, BLAD, CVM, DUMPS, citrullinaemia, FXI,

GSD Il, GSD V, Czech Holstein cattle, gene ITGB2- SNPS, Silent mutation,
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9. P¥ilohy

Ptiloha 1:
Mezinarodni nomenklatura letalnich faktort skotu (CMSCH, 2010)

Cislo | nazev Cislo | Nazev

Al Achondroplasie I. A2 | Epitheliogenesis

A3 Achondroplasie I1. A4 | Hypotrichosis-congenita

A5 Acroteriasis congenita A6 | Mumifikace

A7 Obrna zadnich koncetin A8 | Kontraktury svalstva

A9 Ankyloza Celisti Al10 | Zkraceni patete

All | Ljutikovuv letalni faktor Al2 | Ascites - vrozena vodnatelnost - hydrops

universalis

Al3 | VSeobecné ankylozy a Al4 | Anomalie molart
zkfiveniny kloubti

Al15 | Mikromelie — Al6 | Atresia ani
achondroplastické zkraceni
koncetin

Al7 Anomalie koncetin, A18 | Hernia cerebralis
arthrogryposis

Al19 | Brachygnathia inferior A20 | Agnathia - syndrom

A21 | Antimaskulinni letalni faktor A22 | Nevyvinuti nosnich otvori

A23 | Nevyvinuti falangovych ¢lankt | A24 | Hydrocephalus

A25 | Vrozena spasmofilie a ataxie A26 | Prodlouzena btezost I.

A27 | ProdlouZena biezost II. A28 | Pruhovita alopecie

A29 | Achondroplasie IlI. A30 | Vrozena porfyrinurie

A3l | Dysfunkce §titné zlazy A32 | Ichthyosis congenita

A33 | Anodontia A34 | Aplasie predniho laloku hypofyzy - aplasie
pars anterior hypofyzy

A35 | Kontraktury svalstva A36 | Dédi¢na obrna panevnich koncetin

A37 | SniZeny pocet obratll A38 | Polycythemia rubra vera

A39 | Atresiailei A40 | Probatocephalie

A4l | Rozsteép patete A42 | Abort

A43 Parakeratdza
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Piiloha 2:

Opatieni Svazu chovatelii holitynského skotu CR K evidenci a eliminaci vyskytu
dédi¢nych vad v populaci holStynského skotu v CR

10.

Na zéaklad¢ doporu¢eni mezinarodnich organizaci (WHFF — World Holstein Friesian
Federation a EHRC — European Holstein and Redholstein Confederation) a v souladu
S postupy uplatnovanymi v zahrani¢nich holstynskych populacich jsou udaje o
genetickych vadéach evidovany v plemennych knihach.

Informaci o vySetfeni zvifete a zjiSténi vady, resp. vylouceni vady sdéluje plemenné
knize majitel byka, dovozce semene, majitel nebo dovozce embrya ¢i majitel
plemenice.

Majitel zvifete, embrya, dovozce semene zodpovida za spravnost informaci sdélenych
plemenné knize o nositelstvi, resp. vylouceni nositelstvi dédicnych vad.

Vzhledem ke genetické podstaté dédiénych vad slouzi k prokazani, resp. vylouceni
nositelstvi genetické vady molekularné-genetické metody.

Dokladem o nositelstvi, resp. vylouceni vady jsou vysledky testd daného jedince nebo
jeho rodict, event. rodokmenova analyza.

Seznam vad, které jsou v souCasné dobé¢ sledovany, testovany a evidovany je uveden
Vv priloze

Povinné je zjistovani, evidovani a zvefejiovani udajii u zavaznych genetickych vad u
plemennych bykt pro inseminaci a u dovezen¢ho semene.

Ostatni vady eviduje plemennd kniha na Zadost majitele zvifete, pfipadné na Zadost
dovozce spermatu nebo embrya

Za zavazné jsou povazovany vady:

BLAD — Bovine leukocyte adhesion deficiency
CVM - Complex vertebrale malformation

V souladu se Slechtitelskym programem stanovi Svaz nasledujici opatieni K tlumeni a
dalsimu snizovani frekvence vyskytu BLAD a CVM v populaci holstynského skotu
v CR.

a) Vybirani a zafazovani na ISB mohou byt byci holstynského plemene pouze s
negativnim vySetfenim, tj. u BLAD se statusem TL a u CVM se statusem TV;
vySetfeni byka mulZe byt nahrazeno negativnim vySetfenim jeho rodicd a
dokladem o ovéfeni piivodu pomoci DNA

b) Konzervované sperma plemennych bykd, ktefi jsou nositeli BLAD (status BL),

resp. CVM (status CV) mize byt pouzivano za predpokladu, Ze se jedna o byky
provéfené kontrolou dédi¢nosti a zapsané v plemenné knize v CR. Majitel byka,
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dovozce semene a inseminacni technik jsou povinni informovat chovatele, Ze se
jedné o byka nositele uvedené genetické vady.

c) Chovatelé i pracovnici servisnich organizaci dbaji, aby spermatem téchto byka
nebyly inseminovany plemenice se shodnym statusem (BL, CV) nebo podezielé
z nositelstvi BLAD, resp. CVM.

d) Pro pfirozenou plemenitbu mohou byt pouzivani byci bez znamého statusu

BLAD a CVM. V ptipadé¢ prodeje jinému majiteli je prodavajici povinen zajistit
stanoveni statusu (testovani) pokud o n¢j kupujici pozada.

Opatieni nabyva Gcinnosti 1. 1. 2004

Dokument je dostupny na: http://www.holstein.cz/index.php/test-docman/lechtni/112-

opateni-svazu-k-eliminaci-ddinych-vad/file
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