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Abstrakt

Tato prace je zaméfena na zhodnoceni miry korelace mezi vyskytem onemocnéni
Maedi-visna a polymorfismem na 35. pozici genu pro transmembranovy protein
TMEM154 u ovci. Vyskyt onemocnéni Maedi-visna u ovci byl stanoven pomoci
sérologické metody ELISA v laboratoii Statniho veterinarniho ustavu Jihlava a k
ureni polymorfismu genu TMEM154 byly pouzity molekularni metody PCR a
sekvenovani. Provedenym vyzkumem byla prokdzand souvislost mezi vyskytem
Maedi-visna viru a polymorfismem genu transmembranového proteinu TMEM154 u
ovci. Hlavnim pfinosem této prace je moznost eradikace Maedi-visna viru

vyfazovanim ovci S méné odolnym genotypem.

Klicova slova

Lentiviry malych ptezvykavci, Maedi-visna virus, Progresivni pneumonie ovci,

TMEM154, polymorfismus, SNP, ovce



Summary

The aim of this research is to evaluate the rate of correlation between Maedi-visna
sheep disease and the polymorphism on 35th position of the gen for TMEM154
transmembrane protein. The incidence of Maedi-visna disease was evaluated using
serological ELISA method at the State Veterinary Institute Jihlava, and for TMEM154
gene polymorphism detection, molecular PCR method was used. This research proves
correlation between Maedi-visna sheep disease and the gene polymorphism for
TMEM154 transmembrane protein. The main contribution of this research is the
possibility to eradicate Maedi-visna virus by eliminating sheep with less resistant

genotype.

Key words

Small ruminant lentivirus, Maedi-visna virus, ovine progressive pneumonia,
TMEM154, polymorphism, SNP, sheep
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Uvod

Maedi-visna virus ovei (MVV) a virus infekéni artritidy a encefalitidy koz
(CAEV) se tadi mezi lentiviry malych prezvykavet (SRLV) zptsobujici nevylééitelna
onemocnéni, napadajici ovce a kozy po celém svéte s vyjimkou Islandu, Australie a
Nového Z¢landu. SRLV zplsobuji vyznamné ekonomické ztraty spojené predevsim
se snizenou produkci a pfedCasnym uhynem infikovanych zvitfat. Nejvyznamné;jsi

ekonomickou ztratou je omezeni obchodu s plemennymi zviraty.

V Ceské republice se podle Metodiky kontroly zdravi SVS CR sleduji pouze
chovy ovci a koz, zatazené do kontroly uzitkovosti. Dle této metodiky se vyhodnocuje
pocet nalezii infikovanych zvifat, ale neuvadi se zde zplsoby eradikace nékazy.
Problémem jsou i diagnostické metody, pouzivané pro uréeni pozitivnich ovci a koz,
které nejsou vzdy 100 % spolehlivé. Dalsi problém ptedstavuje doba nutna pro

identifikaci infekce z davodu pomalého nastupu onemocnéni.

Jednim z cilii chovatelt a Slechtiteltl je zlepSeni diagnostickych metod pro
véasny prikaz sérologicky pozitivnich ovci a snaha dosahnout ochrany proti SRLV.
Za pomoci pfedchozich vyzkumil a genomové analyzy s vyuzitim SNP50 BeadChip
¢ipl pro ovce se podafilo objevit fadu gend, které by mohly mit vliv na rezistenci vuci
SRLV. Nejsilngjsi vztah k rezistenci proti lentivirim byl prokazan u genu TMEM154,
kde diky jednonukleotidovému polymorfismu (SNP) dochazi ke zméné genetického

kodu a nasledné ke zmén¢ aminokyseliny na 35. pozici.

Z dlivodu ozdravovani chovii ¢i obchodovani s plemennymi zvifaty je nutné
rozvijet ochranu ovci na zakladé zvysené rezistence spojené s polymorfismem v genu
transmembranového proteinu TMEM154, protoze neexistuje doposud vakcinace ani
jina 1écba. Zatim jedinou moznosti ochrany proti SRLV je prevence a radikalni

eradikace, zahrnujici likvidaci séropozitivnich jedinct.



1 Teoreticka ¢ast

1.1 Maedi - Visnha virus

Maedi-visna virus (MVV), puvodce onemocnéni maedi-visna (MV) ovci,
v Severni Americe také znamé jako progresivni pneumonie ovci (OPP) (Heaton a kol.,
2013), patii do Celedi Retroviridae, podceledi Orthoretrovirinae, rodu Lentivirus. Do
tohoto rodu patii i virus lidské imunitni nedostate¢nosti (HIV), virus opici
imunodeficience (SIV), virus imunodeficience koc¢ek (FIV), virus bovinni
imunodeficience (BVD), virus infekéni anémie koni (EFV) nebo virus artritidy a
encefalitidy koz (CAEV). Retroviry jsou charakteristické schopnosti reverzné
prepisovat virovou RNA do dsDNA (double-stranded DNA) pomoci reverzni
transkriptazy (Minguijon a kol., 2015; Maclachlan a kol., 2017).

MVV spole¢n¢ s CEAV se oznacuji jako lentivirové infekce malych
prezvykavciu (SRLV) a zpusobuji incesticialni pneumonii, encefalitidu, artritidu,

mastitidu a chronickou ztratu hmotnosti (Pépin a kol., 1998).

1.1.1 Historie onemocnéni Maedi-visna

Prvni zminky o onemocnéni meadi-visna s klinickymi projevy progresivni
pneumonie byly popsany roku 1915 v jizni Africe (Pépin a kol., 1998; Bartak a kol.,
2017). Podobny syndrom byl roku 1923 pozorovan i v USA (Pasick, 1998). Pro
pomalou rychlost viru pfi infikovani jedince se ujal nazev Lentivirus (lentus (lat.) =
pomaly) (Pépin a kol., 1998). Do povédomi vefejnosti Se toto onemocnéni dostalo az
po roce 1939, kdy vznikl i souc¢asny nazev maedi-visna, pochazejici z islandstiny,
podle typickych klinickych projevii dyspnoe (maedi) a postizeni centralni nervoveé
soustavy (visna). Pojmenovani MV vzniklo béhem nejvétsi epizootie infekce, ktera
propukla na Islandu po importu Karakulskych ovci z Némecka v letech 1931-1933
(Thormar, 2005; De la Concha-Bermejillo, 1997). Tyto ovce byly importovany pro
zvyseni uzitkovosti ptivodniho primitivniho plemene kratkoocasé islandské ovce
(Bartak a kol., 2017). Po této epizootii doslo k detekovani MV v rtiznych zemich po
celém svété s vyjimkou Australie a Nového Zélandu (Tabet a kol., 2017). Roku 1985
doslo k prvnimu osekvenovani viru Maedi-visna. Jednalo se 0 MVV s ozna¢enim
K1514 z islandské epidemie o velikosti ~ 9,2 Kb (Pasick, 1998).



1.1.2 Fylogenetické rozdéleni MVV a CAEV

V soucasné dob¢ jsou genotypy SRLV rozdélené do péti genotypii s oznacenim
A az E. Genotyp A se dé¢li na podtypy Al az Al13. Do tohoto genotypu patii viry
napadajici ovce 1 kozy. Genotyp B se déli na podtypy Bl az B3 a tvoii ho klasické
kmeny CAEV. Genotyp C infikuje ovce i kozy. Posledni dva genotypy D a E napadaji
pouze kozy (Minguijon a kol., 2015).

MVYV a CAEV byly objeveny skoro ve vSech zemich, kde se chovaji ovce a
kozy s vyjimkou Islandu, kde doslo k uplné eradikaci MVV, Australie a Nového
Zélandu. NejrozsitengjSimi genotypy jsou A a B. Genotyp C se vyskytuje v Norsku,

genotyp D ve Spanélsku a Svycarsku a genotyp E v Italii (Ramirez a kol., 2013).
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Obrazek 1: Fylogenetické vztahy mezi jednotlivymi genotypy SRLV (A-E) a subtypy (Cislo izoldtu zemé piivodu
(CHI: Cina; ENG: Anglie; ICE: Island; ITA: Italie, MEX: Mexiko, NOR: NOR, POR: Portugalsko, SOA: Jizni
Afiika, SPA: Spanélsko, SWI: Svycarsko, USA: Spojené stat (Minguijon a kol., 2015)



1.1.3 Virovy genom

Lentivirové viriony SRLV maji primér pfiblizné 80-100 nm a obsahuji
nukleokapsid s dimerem RNA, jenz ma polaritu pozitivniho vlakna o velikosti 8,4 —
9,2 Kb, kapsid, matrici a obal (Minguijon a kol., 2015; Dimmock a kol., 2007). V
centralni ¢asti Viru se nachazi genomnukleoproteinovy komplex obsahujici reverzni
transkriptazu. VSechny lentiviry maji zakladni genetickou organizaci stejnou. Na obou
koncich genomu viru se nachazi nekodujici dlouhé sekvence LTR (long terminal
repeat), které poskytuji signal potiebny pro transkripci, integraci a polyadenylaci
virové RNA. Virovy genom se sklada ze tii strukturnich gend: gag (koéduje
nukleokapsid, kapsid a matri¢ni proteiny, zajiSt'ujici vazbu mezi kapsidou a obalem),
pol (kdduje proteazy, integrazy a reverzni transkriptazu) a env (koduje glykoproteiny)
(Obr.2) (Solanky a kol., 2000; Minguijon a kol., 2015; Maclachlan a kol., 2017). Dale
virovy genom obsahuje pomocné geny, liSici se poctem a tilohou v zavislosti na daném

genotypu lentiviru.
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Obrazek 2: Struktura virové jednotky SRLV, rozdily mezi MVV a CAEV genomem (Minguijon
a ko., 2015; Gomez-Lucia a kol., 2018)



1.1.4 Replikace viru

Na rozdil od ostatnich retrovirt je provirova DNA lentivirt transkribovana do
bunécného jadra hostitele, ve kterém se poté replikuji virové genomy (Minguijon a
kol., 2015). Mechanismus reverzni transkripce je nachylny k chybam, proto se
replikace lentivirh vyznacuje vysokou frekvenci bodovych mutaci (inserci a delect).
Cetnost mutaci se pohybuje okolo 0,1-2 mutace na genom a replikaéni cyklus
(Pétrusson, 1994; Minguijon a kol., 2015; Ramirez a kol., 2013). Strukturni geny
lentivirt, jako napt. gag, pol ¢i nékteré &asti env genu jsou vysoce konzervativni. Césti
strukturniho genu env, kodujici vazebna mista protilatek, jsou naopak vysoce
variabilni (Murphy a kol., 1999; Maclachlan a kol., 2017).

Mutace, jez vedou k vysoké variabilité, tvofi tzv. quasispecies. Koncept
quasispecies byl navrzeny Manfredem Eigwnwm, ktery jej popsal jako populaci
genetickych variant, pti¢emz jedna z nich je dominantni. Virus, ptivodné infikujici
zvife, preziva a zaroven koexistuje s novymi variantami daného viru (Murphy a kol.,

1999).

Rekombinace je dalsim procesem, ktery vede ke genetické variabilité béhem
reverzni transkripce. U lentivirii je mnohonasobn¢ vyssi Sance vyskytu rekombinace a
mutace nez u jinych zvitecich virt (napt. 2,8krat vyssi moznost rekombinace nez u
HIV) (Blacklaws a kol., 2004). Rekombinace lze povazovat za velkou evolu¢ni
vyhodu ve srovnani s mutacemi. Hlavnim diivodem této vyhody je vznik prospésnych
genetickych kombinaci, a zaroven 1 odstrailovani neZadoucich, ¢i dokonce Skodlivych,

chyb.

Mutace se také podileji na prekonani druhové bariéry. Tento pienos byl
potvrzen u experimentalné infikovanych druht volné Zijicich ptezvykavcl (muflon)

nebo pfirozené infikovanych prezvykavci (Kozorozec horsky) (Murphy a kol., 1999).

1.1.5 Patogeneze lentivira

Retroviry Ize rozdélit do dvou skupin. Do prvni skupiny nalezi HIV, FIV a
SIV. Jsou to viry, replikujici se v lymfocytech a makrofazich. Viry této skupiny
zpusobuji syndrom ziskané imunodeficience a onemocnéni postihuje centralni
nervovy systém ¢i plice. Druha skupina zahrnuje SRLV, EIAV a BIV. Tyto viry se

replikuji v makrofazich a zpusobuji pomald onemocnéni plic, centralniho nervového
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systému, retikuloendotelialniho systému, mlécné zlazy nebo kloubti (Leroux a kol.,
2010). Pribéh a dopady jednotlivych lentivirovych onemocnéni (délka nemoci,
napadené organy, piiznaky infekce) mohou byt odlisné mezi jednotlivymi zvifecimi
druhy. Virus MVV napada buiky kostni dien¢ — promonocyty (Leroux a kol., 2008),
které nasledné proudi krevnim fecistém v podob¢ monocytii a zraji v makrofagy, ve
kterych se replikuje virus (Heaton a kol., 2012; Gendelman a kol., 1985; Bartak a kol.,
2017).

Virus je z téla vylucovan zejména plicemi, mlékem ¢i kolostrem (Broughton-
Neiswanger a kol., 2010). Jako primarni cesta pruniku viru do organismu se udava
poziti infikovaného kolostra/mléka nebo vdechnuti respira¢nich sekreci (Blacklaws a
kol., 2004; Alshanbari a kol., 2014). Byl také prokazan pienos in utero spermatem, ale

tomuto pienosu neni piikladan velky vyznam.

1.1.5.1 Prenos viru SRLV

Ptenos viru SRLV probihd dvéma hlavnimi cestami: horizontalné a vertikalné.
Pti horizontalnim pfenosu dochazi k infekci inhalaci respiracnich sekretd (Zink a
Johnson, 1994; Palsson, 1976). Horizontalni pfenos je Uzce spjaty se zimnim
ustajenim, kdy jsou ovce v tésném kontaktu. Existuje urcitd moznost pienosu viru
z nakazené pitné vody po jeji predeslé konzumaci nakaZenymi ovcemi, ale tento

pfenos je zatim teoreticky a neni prokazan zadnou studii (Pépin a kol., 1998).

Vertikalni pienos je kliCcovym faktorem epidemiologie MV. Pii vertikalnim
prenosu dochazi k Sifeni infekce od bahnic na jehnata pies kolostrum ¢i mléko (Cutlip
akol., 1985; Lerondelle a Ouzrout, 1990). Po porodu dochézi ke zvysené tvorbé mléka
a imunoglubulint a tim dochézi i1 ke zvySené expresi lentivirti, které jsou ve forme

proviru uvniti makrofagti (Zink a Johnson, 1994).

Vzhledem K pritomnosti MVV ve vsech télnich tekutinach je pravdépodobny
prenos 1 spermatem. Sérologicky pozitivni berani vyluc€uji virus spermatem, neni vSak
na 100 % potvrzen podobny mechanismus pienosu jako u pohlavnich nemoci (Palfi a

kol., 1989).



1.1.5.2 Si¥eni SRLV v organismu

Hlavnim faktorem $ifeni SRLV v téle jedince je interakce hostitel — virus na
riznych urovnich: bunééné (vstup, integrace, po integraci virového genomu do

hostitelské DNA), tkaniové nebo hostitelské.

In vivo zistava infekce latentni do doby nez monocyt, cilova bunika pro SRLV
pusobici jako “trojsky kun“ v téle hostitele, uzraje v makrofag a dojde ke spusténi
kaskady virové transkripce (Sider a kol., 2013; Blacklaws a kol., 2004; Gendelman a
kol., 1985). V in vitro podminkach se 1isi replikace viru podle tkané, ze které byl virus
vyizolovan. U vird vyizolovanych z mozkové tkan¢ dochazelo k rychlejsi replikaci

nez u izolatd z plic.

Po vniknuti viru do cilové burniky zahajuje imunitni reakce omezeni $ifeni viru
a replika¢nich pochodt v napadené burice. Na inhibici viru se podileji imunitni
molekuly napi. TRIM5a (Tripartite motif-containing protein 5), ktera vaze virové
kapsidy, inhibuje integraci i postintegra¢ni kroky (Jauregui a kol., 2012), APOBEC
protein brani vzniku mutaci v genech viru (Ramirez a kol., 2013). Lentiviry maji
nékolik moznosti obrany proti imunitni reakci hostitele. Jednou z moznosti je mutace
¢i rekombinace. Dal$i moznosti obrany je virovy protein Vif neutralizujici protein
A3Z3, ktery je kddovan zminénou imunitni molekulou APOBEC, zptsobujici mutaci

virového genomu (Ramirez a kol., 2013).

1.1.6 Klinické piiznaky onemocnéni Maedi-visna

Onemocnéni MV mize mit dva klinické projevy: maedi a visna. Forma maedi
je nejbéznéjsim projevem onemocnéni s velice dlouhou inkubacni dobou. Teprve po
uplynuti 3 let se poprvé projevuji klinické ptiznaky u ovci (problémy s pohybem,
unava, dechové potize). Je mozné pozorovat vytok z nosu, suchy kasel, ubytek na vaze
(i pfes pfijem potravy), zanéty kloubii nebo tuhd vazovita loziska v mlécné zlaze.
Forma maedi je nakonec fatalni (Heaton a kol., 2012). Formy onemocnéni maedi i
visna maji stejn¢ dlouhou inkubacni dobu. V prubéhu formy visna lze pozorovat
nekoordinované pohyby pii chiizi, netypické drzeni hlavy, slabost v zadech, ties pyska
a v pozdgjsich fazich i poruchy hybnosti. V soucasné dobé se infekce MVV v podobé

visny vyskytuje pouze sporadicky.



1.1.7 Soucasné zpiisoby eradikace MVV

Proti infekci bylo navrzeno nékolik ozdravovacich metod, bohuzel se
neshledaly svelkym uspéchem z divodt dlouhé inkubacni doby lentivira a

nepfesnymi vysledky.

V soucasné dobé¢ se kontrola SRLV provadi pomoci sérologickych (ELISA test)
amolekularnich (PCR) metod. PCR se pouziva v pocate¢ni fazi infekce pied zacatkem
tvorby protilatek. Diky témto sérologickym a molekularnim metoddm je moznost
ozdraveni chovl za piedpokladu odstranéni pozitivnich ovci jiz v rangj$im véku (pied

propuknutim klinickych ptiznaki).

Druhou moznosti je oddéleni Cerstvé narozenych jehnat od nakazenych bahnic
ajejich krmeni mlékem od séronegativni bahnice (Synge a Ritchie, 2010). Jelikoz jsou
tyto praktiky casové a finanéné velmi ndrocné, je snaha najit jiné zpisoby ochrany

ovci pfed SRLV.



1.2 Transmembranovy protein TMEM 154

U urcitych jedinct 1 po opakované expozici MVV byla potvrzena rezistence
proti SRLV (Heaton a kol., 2012) ptesto, ze se nepodafilo mechanismus rezistence
proti MVV zjistit. Proto se za pomoci SNP50 BeadChip ¢ipi pro ovce hledaly
kandidatni geny, podilejici se na rezistenci k onemocnéni (Heaton a kol., 2013).
Nejsilngjsi vztah k odolnosti proti MVV byl nalezen v genu TMEM154, ktery koduje
transmembranovy protein TMEM154. Pavodni alela TMEMI154 koéduje 191
aminokyselinovy peptid a v poloze 35 se nachazi kodon pro glutamat (E). Jedinci
s timto genotypem jsou nachylné&jsi k infekci MVV. Zmutovana alela TMEM154
koduje lysin (K) v poloze 35 a ovce stimto genotypem maji zvySenou rezistenci
k SRLV (Heaton a kol., 2012). Doposud stale neni zcela objasnéna funkce
transmembranového proteinu TMEM 154 v buiice ani jeho funkce béhem pronikani

viru do bunky.
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Obrazek 3: Obr.3 Mapa polymorfismu transmembranového genu TMEM 154.
Obr. 34 Znazornuje genomovou mapu TMEM 154Modré Sipky oznacuji oblast kodujicich
exonut. Modréa cervené tecky oznacuji polohu a frekvenci SNP.
Obr. 3B Oblasti TMEM 154 cilenych pro amplifikaci (Heaton a kol., 2013)

V genu TMEM154 se na pozici 35 nachazi celkem 11 moznych haplotypt
(Heaton a kol., 2013; Sider a kol., 2013). Na vzorcich z celého svéta (75 chovi) se
zjistovaly nejbéznéjsi kandidatni haplotypy pro rezistenci K MVV u ovci (Heaton a
kol., 2013). Haplotypy 1, 2 a 3 genu TMEM 154 jsou u ovci nejbézné;si (Sider a kol.,
2013; Heaton a kol., 2012).



Homozygotni haplotyp 2 a heterozygotni haplotyp 3 koduji kompletni
polypeptid s guaninem (E35) a guaninem/adeninem (E35K) na pozici 35. Haplotyp 3
je zaroven nejspi§ pavodni verzi genu TMEM154, jelikoz ovce s nim jSOU nejvice
nachylné k MVV. Haplotyp 1 (polymorfismu K35) koéduje kompletni polypeptid s
lysinem v pozici 35. Ziejmé se jedna o nejnovéji zmutovany haplotyp, spojeny se
snizenou citlivosti k SRLV (Heaton a kol., 2012). V Tab. 1 jsou zobrazeny haplotypy
1,2a3.

V poslednich letech se zainaji vyskytovat nové zmutované haplotypy, které,
maji zkraceny polypeptid kodovaného TMEM154 a tim ¢aste¢nou ¢i Gplnou ztratu
funkce transmembranového proteinu. K této ztraté dochazi u haplotypu 4 a 6.
Z divodu nedostatku ovci s timto haplotypem nebyl dosud fadné prozkouman vliv na
piipadnou odolnost k MVV. Ale existence téchto dvou polymorfismti ukazuje, Ze ovce
bez plnohodnotné funkce genu TMEM154 mohou mit vyhodu v ochrané proti MVV
(Heaton a kol., 2012).

Tabulka 1: Rozdéleni haplotypu TMEM 154 (1 — K35, 2 — E35, 3 — E35K)
Haplotypy 1,2 a 3 spolecné s odlisnostmi mezi jednotlivymi variantami. Zdrovern je vyznacen i
polymorfismus, ktery byl vybran jako kandidatni gen pro rezistenci k SRLV (Sider a kol., 2013)

cggge- cgecce- tceca- aggag- acaca- aggca- tataa-
Haplotype [C,-]-gcgcg  [T,Al-tttcc [C,T]-ccgcc  [G,A]-acaca [G,Al-aactg [C,T]-ggaag [A,T]-ttcta

4a 14 25 33 35 44 70
1 R L T D K T N
2 R L T D E T |
3 R L T D E T N
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2 Metody pouzité k detekci SRLV a genotypa TMEM154

2.1 Sérologické metody k detekci SRLV

Zakladni metodou pro detekci SRLV jsou imunodifuzni test (IDT/AGI) a
imunoenzymatické testy (ELISA). Serologické metody se vyuzivaji k pravidelnym
zdravotnim kontrolam nebo k identifikaci pozitivnich chovi. Pti odhaleni pozitivnich
ovci se pristupuje ke kombinaci sérologickych metod (ELISA) s molekuldrnimi

metodami (PCR), aby se nasledné mohla infikovana ovce vyfadit z chovu.

2.1.1 ELISA

ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) je imunologicka metoda,
slouzici k detekci, poptipad¢ stanoveni koncentrace antigentl. Jednd se o jednu
z nejcitlivéjsich metod, slouzici k detekci protilatek na principu imunoenzymatické
reakce. Tato metoda se opira o dvé zékladni vlastnosti imunoglobulint. V prvni fadé
potencialu navazat se na um¢lé hmoty a za druhé navazat enzym na FC fragmenty
(fragment, diky némuz se protilatka mize vazat na bunky majici pfislusné receptory)

imunoglobulinovych molekul (Toman a kol., 2000).

V soucasné dobé se vyuzivad fada modifikaci ELISA testu (pfimd metoda,
nepiima metoda, pfima sendviCova metoda, nepiima sendvicova atd.). Principem
metody je vazba antigenu na mikrotitracni plastikovou plotnu. K testovanému séru se
pfida protilatka proti druhové specifickym imunoglobulinim konjugovana
senzymem, a nakonec substradt reagujici s enzymem. Po kazdém kroku dojde
K promyti plotny z divodu odstranéni piebyte¢nych reagencii. Pokud se v plotné
nachazela protilatka, dojde k vytvofeni komplexu enzym-substrat, a tim se bud’ méni
barva nebo dochazi k odstépeni produkti, které reaguji s dalsi latkou (chromogen) za
tvorby barevné reakce. V jamkach, kde se nenachazela protilatka, nedojde k vytvoreni

komplexu enzym-substrat a nenastane barevna zména (Toman a kol., 2000).
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2.2 Molekularni metody k detekci genotyptii TMEM 154

Molekularni metody slouzi k detekci genu transmembranového proteinu

TMEM154, k detekci SRLV v ranych fazich infekce ¢i pro rozliseni podkmenti viru.

Zakladnim krokem pro veskeré analyzy DNA je schopnost ji vyizolovat. Cilem
izolace je ziskani vzorku DNA pomoci fyzikalnich ¢i chemickych metod ze
zkoumanych biologickych materidlli v dostatecném mnozstvi a s ndlezitou Cistotou
bez ptimési ostatnich kontaminantl. Pro ziskani DNA ze vzorku je potfeba narusit
buiiku, rozvolnit jeji obsah, odstranit kontaminanty a vSechny ostatni slozky kromé

extrahované DNA.

2.2.1 lzolace Chelexem 100

Chelex 100 slouzi k izolaci DNA napf. ze zaschlych krevnich vzorku, vzorkl
kosti, tkani ¢i vlasti. Nevyhodou izolace Chelexem 100 je horsi Cistota ziskané DNA.
Vyhodou je minimalizace kontaminace vzorku, protoZe cely proces probiha v jedné

zkumavce, rychlost extrakce a relativné nizké cenové naklady (Polski a kol., 1998).

Chelex je pryskyfice (kopolymer styren divinylbenzenu), ktera obsahuje ionty
vézajici se na dvojmocné kationty Ca®*, Mn?*" a piedevs§im Mg?" zapficitiujici
poskozeni DNA béhem extrakce za vysokych teplot (~ 100 °C). Principem je destrukce
a degradace bunécnych membran, proteini a denaturace DNA v alkalickych

podminkach za vysoké teploty (Curn a kol., 2018).
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2.2.2 lzolace Kitem MagCore® Genomic DNA Whole Blood

Komer¢ni kit MagCore® Genomic DNA Whole Blood se pouziva k izolaci

DNA (genomové, mitochondridlni ¢i virové) z krve, plazmy, séra, buffy coatu.
Kizolovani DNA se vyuziva kazeta, obsahujici proteinazu K a chaotropickou stl
k lyzaci bun¢k a degradaci proteind. Principem izolace je vazba DNA na celulézou
potazené magnetické kulicky. Po promyti od kontaminanti se purifikovand DNA

rozpousti slabym elu¢nim pufrem.

Takto vyizolovand DNA se vyznacuje vysokou Cistotou a vyssi analytickou

citlivosti je proto vhodna pro PCR, real-time PCR, genotypizaci, sekvenovani.
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Obrazek 4: Kazeta s Kitem MagCore® Genomic DNA Whole Blood pro izolaci DNA z krve
(https://www.rbchioscienceusa.com/product/magcore-genomic-dna-whole-blood-kit/)
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2.2.3 PCR

Metoda PCR slouzi k selektivni amplifikaci vybranych oblasti molekuly DNA
Vv in vitro podminkach. Pro tuto metodu mtize byt pouzita DNA vyizolovana z riznych

zdroji, jejiz amplifikaci se daji ziskat miliony stejnych kopii vybrané oblasti DNA.

Polymerazova fetézcova reakce je metoda rychlého namnozeni urcitého useku
DNA, jejimz principem je replikace nukleovych kyselin. K amplifikaci miizeme
vybrat libovolny usek z libovolné molekuly DNA (tkané zivocisné, rostlinné, ale i
komplementarni DNA) pokud zname okrajové sekvence tohoto useku (Brown, 2007;
Ishmael a Stellato, 2008). PCR probéhne jedin¢ tehdy, kdyz dva kratké
oligonukleotidy hybridizuji s molekulou DNA, jsou ptitomny 4 zakladni nukleotidy
adenin, thymin, guanin a cytosin, enzym DNA polymeraza, prodluzujici
amplifikovany tsek (Ishmael a Stellato, 2008), voda a Mg?" ionty, které slouzi ke

zpevnéni vazby DNA — polymeréza.
Zakladni kroky PCR jsou nasledujici:

(1) Pocate¢ni denaturace
e Rozruseni vodikovych mustki spojujici k sobé vlakna DNA
(2) Denaturace
e dsDNA je denaturovana na jednotliva vlakna
(3) Annealing
e Pii této teploté¢ dochéazi k nasedani kratkych ologonukeotidi
neboli primert na specificka mista SSDNA dle komplementarity
bazi.
e Teplota a doba nasedani primerti zavisi na délce a sloZeni
jednotlivych primera
(4) Elongace
e Dochazi k aktivaci enzymu Taqg DNA polymerazy, které se
pfipojuje k primertim, které jsou jejich startovaci mista a od
nichZz dochazi k syntéze nového vlakna komplementarniho
k templatovym molekulam DNA
e Syntéza probihd ve sméru 5" 2> 3’
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(5) Zavéretna elongace

e Dochézi ke komplementaci v§ech amplifikovanych tsekiit DNA

Kroky 2, 3 a 4 se cyklicky opakuji 25 — 40x. Coz ma za nésledek geometrické
navyseni amplikont po kazdém cyklu. Lze to také vyjadiit jako 2", kde n je pocet
cyklu (Ishmael a Stellato, 2008).
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Obraze 5: Pribeh PCR reakce
(https://www.abmgood.com/marketing/knowledge_base/polymerase_chain_reaction_introduction.php)
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2.2.4 Sanger-Coulsonova metoda sekvenovani

Jedna se o0 metodu, zaloZenou na enzymaticky katalyzované terminaci syntézy
DNA po zabudovani dideoxyribonukleotidu do nové vznikajiciho komplementarniho

vlakna.

Stejné jako pii metodé PCR je potieba kratkych oligonukleotidovych primert,
které se pfipoji na templatovou DNA a slouzi jako startovaci bod pro syntézu druhého
vlakna DNA polymerazou. Je nutna piitomnost vSech ¢tyi deoxyribonukleotidu (2'-
deoxyguanozin 5'-trifosfat (dGTP), 2'-deoxytymidin 5'-trifosfat (dTTP), 2'-
deoxyadenozin 5'-trifosfat (dATP), 2'-deoxycytidin 5'-trifosfat (dATP)). Posledni
slozkou je modifikovany nukleotid nazyvany dideoxynukleotid (napi. dideoxyATP),
ktery se zabuduje do prodluzujiciho se polynukleotidového fetézce stejné jako
normalni nukleotid stim rozdilem, Ze blokuje dalsi syntézu vlakna
(Sanger a kol, 1977). Divodem blokace dal$i syntézy je absence hydroxylové skupiny
na 3' konci, kterd =zajiStuje pfipojeni dalstho nukleotidu do fetézce
(Sanger a kol, 1977). Vysledkem je terminace fetézce tam, kde dojde k zabudovani

dideoxynukleotidu.

Syntéza jednotlivych vlaken probihala ve ¢tyfech zcela samostatnych reakcich,
kdy se v kazdé reakci nachazel jiny dideoxynukleotid (dideoxyATP, dideoxyCTP,
dideocyTTP a dideoxy GTP) (Sanger a kol, 1977).

Diive se po syntéze separovala jednotliva vlakna na gelové elektrofotéze.
Separace byla provadéna na tenkych akrylamidovych gelech (max. 0,5 mm)
obsahujicich mocovinu, ktera DNA denaturovala, a nové syntetizovana vlakna se
oddélila od templatu. Z divodu opétovného nespojeni vldken se elektroforéza

provadeéla za vysokého napéti a teploty min. 60°C.

Vizualizace sekvenci se provadéla ruéné na tzv. autoradiogramu
(Sanger a kol, 1977). Nasel se prouzek, ktery putoval nejdale a je tudiz nejmensi a
zacCateCni. Takto se postupovalo dale prouzek po prouzku, dokud se nedoslo k mistu,
kde byly prouzky tak nakupené, ze se nedalo poznat jaky prouzek je nasledujici

(Brown a kol., 2007).
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2.2.4.1 Automatizovana verze Sanger-Coulsonovy metody
K automatizaci sekvenovani DNA se pouzivd metoda popsand vyse

pozmeénéna v jednom podstatném bodu. V tradi¢ni metod¢ terminace fetézcii se nove
vzniklé fetézce zakoncuji radioaktivnimi znackami a poté sekvence Cteme
Z autoradiogramu. Bohuzel takovéto znacky nejsou idedlni z ditvodu negativniho vlivu
na zdravi, a proto neni idedlni pouzivat je v automatizovanych metodach, kde by

pracovnik pfichazel do kontaktu s touto latkou porad.

Proto se zacala pouzivat hybridizace in situ a na misto radioaktivniho znaceni
se pouzivaji fluorescencni znacky. Fluorescencni znaceni je pfipojeno
k dideocynukleotidim na 3' konec. Jelikoz pro kazdy dideoxynukleotid mizeme
pouzit jiny fluorochrom, nemusime provadét Ctyfi oddélené reakce a nasledné je

identifikujeme dle charakteristického fluorescen¢niho signalu.

K detekci je zapotiebi specidlni snimaci systém a pocita¢, jenz bude odecitat
sekvence DNA. K detekci se pouziva polyakrylamidovy gel s jamkami ¢i trubicovy
kapilarni systém do kterych se nadavkuje reakéni produkt a necha se prochdzet
detektorem. Detektor identifikuje jednotlivé signaly a posléze je pteposila do pocitace,

ktery je prevede na ptislusnou sekvenci DNA.

17



3 Hypotézy a cile prace

3.1 Hypotézy

Typ alely genu pro transmembranovy protein TMEM154 ovliviiuje vnimavost ovci
K viru SRLV.

Ovce s alelou genu transmembranového proteinu TMEM154 K35 jsou rezistentni

proti MVV. Ovce s alelou genu transmembranového proteinu nejsou rezistentni proti

MVV.

3.2 Cile

Cilem prace bylo odlisit jednotlivé genotypy ovci, liici se polymorfismem genu pro

transmembranovy protein TMEM 154, ktery se nachazi na 35. pozici.

DalSim cilem bylo porovnat ziskané vysledky genotypizace s vysledky sérologického
vySetieni testovanych ovci na pfitomnost SRLV a prokéazat/vyloucit korelaci mezi

SRLV a polymorfismy na 35. pozici genu pro transmembranovy protein TMEM154.
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4 Material a metodika

4.1 Odbér vzorkua krvi

Pro diagnostické ucely se odebirala periferni krev od ovci ve véku minimaln¢ 4.
meésice po odstavu. Vzorky byly odebirany z chovi, které nejsou zatazeny do

pravidelné kontroly uzitkovosti.

Krev byla odebirana do 10 ml zkumavek spfedem pfipravenym
antikoagulantem K3EDTA. Po odebrani vzorku bylo nutné okamzité¢ promichat krev
s antikoagulantem a ptevézt ji zchlazenou ihned do laboratofe, kde byla dale

zpracovana.

Vzorky krvi byly odebrany ze 14 chovi. Bylo odebrano celkem 2 728 vzorki a
z toho 587 vzorki sérologicky pozitivnich na protilatku proti SRLV a 2060 vzorka

sérologicky negativnich.

Tabulka 2: Souhrnny prehled chovii s poctem zvirat rozdélenych na sérologicky pozitivni a negativni

Chov Pocet (ks) ELISA
N

1. 150 23 126
2. 230 20 210
3. 200 97 103
4, 8 0 8
5. 431 42 383
6. 48 0 48
7. 90 0 90
8. 50 0 50
9. 248 0 248
10. 91 0 91
11. 206 0 206
12. 579 208 371
13. 150 39 111
14. 274 154 120
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4.2 ELISA

Sérologicka diagnostika na prikaz protilatek proti lentiviraim byla provedena ve

Statnim veterinarnim ustavu Jihlava za pouziti komerc¢nich ELISA testa.

Jako zakladni test pro analyzu byl zvolen ELISA test IDEXX MVV/CAEV p28
Screening Test. Konfirma¢nim testem pro vSechny suspektivni vzorky byl zvolen

ELISA test IDEXX MVV/CAEYV p28 Ab Verification Test (Bartak a kol., 2017).

4.3 lzolace DNA z krve

Byly pouzity dvé metody izolace DNA, Chelexem 100 (Bio-Rad, USA) aizolace
komerénim Kkitem Mag Core® Genomic DNA Whole Blood Kit (RBC Bio Science
corp., Taiwan). Chelexem 100 byla vyizolovana DNA zhruba u 95 % vSech vzorkd.
Komeréni kit Mag Core® Genomic DNA Whole Blood Kit byl pouzit u vzorku, které

nebyly idealné vyizolovany Chelexem 100.

4.3.1 l1zolace DNA Chelexem 100

DNA byla izolovana z celkového objemu 50 ul krve. Vzorek krve byl pred
samotnou izolaci 3x piecistén 500 ul TE pufru (LM Tris base, 100mM EDTA, H20).
Po ptfidani TE pufru k vzorku byla celd smés promichéna a nasledné centrifugovana
pii 14 000 rpm/5 min. Po centrifugaci byl supernatant odstranén a pelet jesté 2x
precistén.

K precisténému peletu krve bylo napipetovano 100 pl 5 % Chelexu 100,
nasledné probéhla kratka centrifugace a ptidani 1 pl Proteindzy K (fedéni 50 mg/ml,
Top-bio s.r.0., CR). Mikrozkumavka se vzorkem byla vlozena do ptedem predehiatého

termobloku a inkubovana 45 minut pii 56 °C. Po inkubaci byl vzorek kratce promichan
a inkubovan pfi 98 °C 10 minut.

Mnozstvi a Cistota vyizolované DNA byla zméfena spektrofotometricky na
BioSpec-nano (Shimadzu corp., Japonsko) a vyizolovana DNA uchovana pfi
teploté - 20 °C.
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4.3.2 Izolace DNA pomoci robotické stanice

DNA z ¢asti vzorku se izolovala pomoci komer¢niho kitu Mag Core®

Genomic DNA Whole Blood Kit v automatické robotické stanici MagCore
NucleicAcid Extractor (RBC Bioscience corp.) dle manualu vyrobce.

add Lysis buffer add beads add wash buffer add elution buffer

F v g W W

5 5
Sample Homogenate Cell Lysis

Obrazek 6 Princip izolace DNA za pomoci Kitu MagCore® Genomic DNA Whole Blood
(http://www.labgene.ch/nucleic-acids-purification/151-magcore-hf16.html)
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4.4 Navrzeni oligonukleotidovych primeri pro PCR

Oligonukleotidové primery byly navrzeny v programu PRIMER3 (Untergasser

a kol., 2012). Forward primer se nachazi v genu TMEM 154 v oblasti 28 861 bp,
reverse primer je v oblasti 29 701 bp (Obr.6). Samotny polymorfismus E35K se

nachazi v pozici 29 168 bp.

28861
28921
28981
29041
29101
29161
29221
29281
29341
29401
29461
29521
29581
29641
29701

tattgtgcta
tgcctttgtg
cttgagctcc
cagtggatca
ccgtactagt
gracacalaa
ggccctaagce
ccttattgac
tttactctct
gaataaacaa
tgaataattg
tcagagtgtt
tgggcaaaga
ttgtttcagt

gaaacagaaa

gacactgcca
ggagatttat
atttatgttc
agtttctcgce
ttcgtctcca
ctgtcaggag
acacttgctt
gaagacacag
ctcctgcttce
ggtaaatatt
ataaaacaca
ttacagacac
aactgagatg
gacattttcc
atgccttcag

agcttctcag
ctctggcttce
aatcaatact
tggatgcatg
tgacaagtct
acgtgccccc
cagtgaccac
accagttaga
tatcagcgat
ttgcctgttce
atgctttctg
gtgagtatta
tttttaagtg
aaaatttaga

cctaaactga

tgccctttge
tgattgattc
ctgtgtcatg
gagggtaagt
caattttgta
aggcayggaa
agaaccttac
gtttatatta
actccttata
tcatttctag
cttccacaca
ttctaacacc
aagcagctac
aatgtcatat

aaattgaaac

Obrazek 7: Mapa ovciho transmembranového proteinu TMEM 154(GenBank
primery a SNP E35K

Tabulka 3: PCR primery TMEM 154

tgaagtgcct
cacgttgaat
ctgaactgga
ttcagatcat
tgtgttycca
ggcctggatg
atcaccagta
atggtgttga
atataccata
acaactgctc
gagccctcta
tgcctggaga
ataaaataat
acctttctat

acacagcttc

ctgaaccgcc
gtactcccag
agaccaaatc
tgaaaacata
caggagagga
aagagtcaga
taawttctac
tcccagtgat
aaagaaaaag
catgtgttca
gccaaggatc
tgggatgggg
gagtgatgac
ttaaaaaaaa

catctctgta

: HM355886.3) s vyznacenymi foward, reverse

TMEM154Foward TTT GCT GAA GTG CCT CTG AA
(IntegratedDNA Technologies,USA)
TMEM154Reverse GGCTGAAGGCATTTTCTGTT
(IntegratedDNA Technologies, USA)
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45 PCR

Amplifikace DNA probihala v konven¢nim termocykleru T3000 (Biometra,
Némecko), ve kterém byla provedena i gradientova PCR pro zjisténi specifické teploty

pro nasedani primerd.

Tabulka 4: SloZeni PCR reakce

Reagencie Objem (ul)
PCR H20 (Top-bio s.r.0., CR) 9,5

PPP Mastermix (Top-bio s.r.o., CR) | 12,5
Primer TMEM154 F 1

Primer TMEM154 R 1
Extrahovand DNA 1

PCR probihala vobjemu 25 pul. PCR reagencie byly prvné rozmrazeny,

promichany a smichany v fadném poméru (Tab.5). Prubéh PCR reakce je v Tab.6.

Tabulka 5: Pritbéh PCR reakce

Krok Teplota (°C) Cas
1. Denaturace a aktivace 94 2 min
2. Denaturace 94 30s
3. Annealing 58,5 30s
4. Elongace 72 50s

Cyklovani kroku (2—-4) 30x
5. Zavére¢na elongace 72 7 min
6. Chlazeni 4 0
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4.6 Vizualizace fragmentii

Produkty PCR reakce se vizualizovaly na 2 % agar6zovém gelu v 1x TBE pufru
(Trizma base, kyselina borita, 0,5 M EDTA). DNA fragmenty byly obarveny za
pomoci ethidium bromidu a spolecné se 100 bp DNA ladderem (velikostni marker)
separovany v gelu pii 120 V' / 1 h. Gel se vyhodnocoval za pomoci UV transluminatoru
sUV svétlem o vlnové délce 312 nm., snimaciho kamerového systému a

vyhodnocovaciho softwaru.
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4.7 Sekvenovani amplikonu

Vzorky naamplifikované DNA se pied sekvenovanim osetrovaly kitem ExoSap-
IT (Affymetrix, USA) z divodu odstranéni nepotiebnych nukleotidi a zbytku primerd.
Tento kit je smés hydrolytickych enzyml — exonukledz a alkalické fosfatazy.
Exonukleazy odstranuji primery a alkalické fosfataza zbytky nukleotidii z konecného

produktu.
Postup:

e K 10 pul PCR produktu se pridaly 2ul ExoSapu-IT a nechalo se
inkubovat pfi 37 °C/15 min. V nasledujicim kroku se
inaktivoval ExoSap pii 80 °C/15 min. K reakci se ptidal jeden

Z primert v mnozstvi 5 ul pted sekvenovanim.

Po precisténi byly vzorky zaslany do externi laboratofe SeqMe s.r.0. (Dobfis),
kde byly osekvenovany Sangerovou metodou na kapilarnim analyzatoru Applied
BioSystems 3500 prostfednictvim Big dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Curn kol., 2018).

K vyhodnoceni sekvenci byly pouzity programy Geneious (Biomatters, Novy

Zéland) a Mega7 (Pennsylvania State University, USA).

4.8 Statistické vyhodnoceni

Ziskana data byla zpracovana pomoci Microsoft Excel, analyzovana v programu

STATISTICA (StatSoft CR s.r.o., CR) a vyhodnocena Pearsonovym y? testem.

25


https://en.wikipedia.org/wiki/Pennsylvania_State_University
http://www.statsoft.cz/

S5 Vysledky

V ramci vyzkumu SRLV bylo odebrano 2752 vzorkt krvi ze 14 chovu. K detekci
genotypt TMEM 154 byly pouzity pouze vzorky sérologicky pozitivnich a sérologicky
negativnich ovci z chovi, kde byla ELISA testem potvrzena piitomnost SRLV.
Celkové bylo analyzovano 605 vzorku z 8 sérologicky pozitivnich chovu, pficemz

prevalence MVV infikovanych ovci se pohybovala od 8,69 do 56,2 % (Tab.7).

Tabulka 6: Prevalence SRLV v jednotlivych chovech

Cislo chovu Celkovy poéet Prevalence v %
zvirat
1. 150 16
2. 230 8,69
3. 200 52
4, 8 0
5. 431 9,28
6. 42 0
7 90 0
8 50 0
9. 248 0
10. 91 0
11. 206 0
12. 579 35,92
13. 150 34,51
14. 274 56,2
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U vsech analyzovanych vzorkid byla provedena PCR z divodu amplifikace

produktu o oéekavané délce 865 bp a posléze elektroforéza k vizualizaci amplifikond
(Obr.7).

Obrazek 8: Vizualizace amplifikonii z PCR reakce na 2 % agarozovém gelu v UV translumindtoru

Pro identifikaci jednotlivych genotypli bylo zapotiebi osekvenovat

amplifikované produkty, protoze jednotlivé polymorfismy se nelisi délkou fragmentt
(Obr. 7).

AACTGTCAS

Obrazek 9: Aligment genotypii — K35 s bazi A (adenin), E35 s bazi G (guanin) a genotyp E35K s nukleotidem R
(adenin nebo guanin); program Mega7
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Tabulka 7: Pocetni a procentudlni zastoupeni genotypii vySetiovanych pozitivnich ovei v chovech

Sérologické vysSetreni ELISA
Chov Pozitivni

K35 E35 E35K

Pocet % Pocet % Pocet %
1 5 21,74 1 4,35 17 73,91
2 8 40,00 2 10,00 10 50,00
3 50 48,08 2 1,92 52 50,00
5 0 0 22 55 18 45
12 36 43,37 7 8,43 40 48,19
14 5 12,82 10 25,64 24 61,54
15 3 15,78 10 52,63 6 31,58

Pomoci sekvenovani a nasledného vyhodnoceni v programu Mega7 (Obr.8)

byla zjisténa ptitomnost tii genotypi K35, E35 a E35K s rozdilnymi zastoupenim u

sérologicky pozitivnich i sérologicky negativnich ovci (Tab.8, Tab. 9).

Tabulka 8: Pocetni a procentudlni zastoupeni genotypii vySetiovanych negativnich ovei v chovech

Sérologické vySetfeni ELISA
Chov Negativni

K35 E35 E35K

Pocet % Pocet % Pocet %
1 19 79,17 0 0 5 20,83
2 11 55,00 1 5,00 8 40
3 16 29,63 10 18,52 28 51,85
5 7 16,28 14 36,56 22 51,16
12 44 58,67 7 9,33 24 32
14 24 61,54 4 10,26 11 28,21
15 8 36,36 3 13,64 11 50

Ovce s homozygotnim genotypem K35 abazi adenin na 35. pozici, ktery
v tripletu koduje aminokyselinu lysin se v chovech s potvrzenym vyskytem MVV
vyskytovaly od 0 % (chov 6), kde nebyly vibec zastoupeny, do 48,08 % (chov 4).
Ovce s genotypem K35 se v chovech bez ptitomnosti MVV vyskytovaly od 16,28 %
(chov 6) do 79,17 % (chov 1). Ze tii identifikovanych genotypt (K35, E35, E35K) ma

genotyp K35 nejvyssi miru rezistence k onemocnéni MV.
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Jedinci s homozygotnim genotypem E35, u kterych se na pozici 35 nachazi
baze guanin, ktera v kodonu kéduje aminokyselinu glutamin, byli u chovi
S potvrzenym vyskytem MVV identifikovani od 1,92 % (chov 4) do 55 % (chov 6). U
chovt bez pfitomnosti MVV se vyskyt pohyboval mezi 0 % (chov 1), kde nebyl
nalezen, az 32,56 % (chov 6).

Ovce s heterozygotnim genotyp E35K maji na pozici 35 bazi adenin nebo
guanin. Vyskyt jedinct s genotypem E35K u chovi s potvrzenym vyskytem MVV byl
od 31,58 % (chov 20) do 73,91 % (chov 1). V chovech, kde nebyl vyskyt MVV
potvrzen bylo zastoupeni ovci s genotypem E35K od 20,00 % (chov 17) do 51,85 %
(chov 4). Na rozdil od ovci s genotypem K35 se jedinci s genotypem E35K vyznacuji

nejvyssi nachylnosti k onemocnéni MV.

Tabulka 9: Distribuce polymorfismu v genech TMEM154 v testovanych chovech ovci

. K35 E35 E35K
Pocet n - " "
Pocet % Pocet % Pocet %
Pozitivni 328 107 32,6 54 16,5 167 50,9
Negativni 277 129 46,6 39 14,1 109 39,3

Pohled na distribuci genotypt napti¢ viemi chovy (Tab. 10) ukazuje celkovy
pocet sérologicky pozitivnich a sérologicky negativnich ovei 1 s pocetnim a
procentudlnim rozdélenim jednotlivych genotypt. V pozitivnich chovech bylo pomoci
ELISA testu zjisténo 328 infikovanych ovci. Sekvenovanim byl uréen pocet
jednotlivych genotypt, kdy se genotyp K35 vyskytoval u 107 ovcei (32,6 %), genotyp
E35 u 54 ovci (16,5 %) a E35K u 167 ovcei (50,9 %). 277 vySetfovanych ovci bylo
sérologicky negativnich a genotyp K35 se vyskytoval u 129 ovci (46,6 %), genotyp
E35u 39 ovci (14,1 %) a genotyp E35K u 109 ovei (39,3 %).
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Tabulka 10: Kontingencni tabulka analyzy genotypii ovci (Pearson y2 = 14,4479, df=2, p <0,05)

Genotyp K35 E35 E35K
ELISA pozitivni 107 (3,42)* 54 (0,04) 167 (0,03)
ELISA negativni 129 (0,04) 39 (0,28) 109 (2,40)*

* Statisticky vyznamné hodnoty

Pro statistické vyhodnoceni byl pouzit Pearsoniav x? test (Tab.11). Ovce

s genotypem K35 byly sérologicky pozitivni ve 107 piipadech (p <0,05) a ovce

s genotypem E35K sérologicky negativni ve 109 piipadech (p <0,05).
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6 Diskuse

MVV je puvodce onemocnéni Maedi-visna ovci z Celedi Retrovirideae, rodu
Lentivirus (Heaton a kol., 2013; Minguijon a kol., 2015; Ramirez a kol., 2013) a na
celém svété je snaha snizit prevalenci tohoto onemocnéni. Heaton a kol. (2012)
potvrdili rezistenci proti MVV i po opakované expozici Viru, ale nevédéli, ¢im to je
zpusobené. Proto se za pomoci SNP50 BeadChip zkoumaly kandidatni geny, zvysujici
rezistenci ovei k MVV a nékolik jich bylo objeveno (Heaton a kol., 2013). Nejsilné;si
vztah k vnimavosti/odolnosti ovci k MVV byl nalezen v genu transmembranového

proteinu TMEM154 (Heaton a kol., 2012; Sider a kol., 2013; Alshanbari a kol., 2014).

Vnimavost/odolnost ovci k MVV ovliviluje na transmembranovém proteinu
TMEM154 polymorfismus na 35. pozici zplsobujici zménu aminokyseliny
(Leymaster a kol., 2013; Sider a kol., 2013; Guan a kol., 2014). Na celém svéte bylo
objeveno 11 moznych polymorfismti na 35. pozici genu transmembranového proteinu
TMEMI154 u ovci (Heaton a kol, 2013). V Ceské republice byly zdokumentovany
pouze 3 nejcastéjsi polymorfismy na 35. pozici genu transmembranového proteinu
TMEMI154 u ovci (Curn a kol., 2018). Jednalo se o polymorfismy na 35. pozici genu
transmembranového proteinu TMEM154 s oznacenim K35, E35 a E35K (Heaton a
kol., 2013; Sider a kol., 2013; Molaee a kol., 2018). U ovci s homozygotnim
genotypem K35, u kterych se na 35. pozici nachazi baze adenin, ktera v tripletu
s dalsimi dvéma bazemi koduje aminokyselinu lysin. Ovce s timto genem se jevi jako
nejodolngj$i k infekci zpusobenou MVV (Heaton a kol., 2013). U jedinci
s homozygotnim genotypem E35, u kterych se na pozici 35 nachazi baze guanin, ktery
sdal§imi dvéma bdzemi koduje aminokyselinu glutamin. Ovce majici tento
polymorfismus genu E35 jsou vice nachylné k onemocnéni zpusobenym MVV.
Nejvice vnimavé k MVV jsou ovce s heterozygotnim genotypem oznacenym E35K,
kde se na 35. pozici nachdzi baze adenin/guanin a asociovand aminokyselina
lysin/glutamin. (Heaton a kol., 2012; Heaton, 2013; Sider a kol., 2013; Leymaster a
kol., 2013; Molaee a kol., 2018).

Z vysledkl analyz byla potvrzena vnimavost/odolnost MVV Vv zavislosti na
daném polymorfismu. Jedinci s polymorfismem genu, oznacenym E35K,
kodujici lysin/glutamin - u  transmembranového proteinu  TMEM154 s nejvyssi

vnimavosti K MVV, se vyskytovali u 50,9 % vsech sérologicky pozitivnich ovci a u
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39,3 % sérologicky negativnich ovci. Ovce s polymorfismem genu ozna¢enym E35,
zafazujicim glutamin do struktury transmembranového proteinu TMEMI154 se
snizenou vnimavosti k MVV, se vyskytovali u 16,5 % sérologicky pozitivnich ovci a
u 14,1 % sérologicky negativnich ovci. Ovce majici polymorfismus genu ozna¢enym
K35, kédujici lysin do struktury transmembranového proteinu TMEM154 s nejvyssi
odolnosti k MVV, se nachazel u 32,6 % sérologicky pozitivnich ovci a u 46,6 %

sérologicky negativnich ovci.

Vyskyt ovci s odolnym genotypem mezi sérologicky pozitivnimi jedinci a vyskyt
ovci s vnimavym genotypem mezi sérologicky negativnimi jedinci nepotvrdila
hypotézu o rezistenci jedinct s genotypem K35 (x2 = 14,4479, df=2, p <0,05). Vé&tsi
podil sérologicky negativnich jedincti s genotypem E35K je nejspis zplisoben tim, ze
ovce jsou SRLV infikovany kratce a nebylo mozné virus identifikovat. Ovce
s polymorfismem K35 se sice vyskytovaly ve vSech sérologicky pozitivnich chovech,
ale zastoupeni jedincti S timto polymorfismem, az na jednu vyjimku (chov 4), byl vzdy
mensi nez u sérologicky negativnich chovi, jak vyplyva z vysledki. Fakt, ze se MVV
vyskytuje i u sérologicky pozitivnich ovci s polymorfismem K35, odolnym k viru, se
da vysvétlit mutaci a vznikem nové varianty viru, ktery je schopny piekonat bariéry
rezistence (Molaee a kol., 2018). Dalsimi faktory ovliviiujicimi odolnost ovei k MVV
jsou podminky chovu, stafi jedince a plemeno (Sider a kol., 2013; Molaee a kol.,
2018).

Genotyp K35 se vyskytuje témét po celém svété s vyjimkou nékolika oblasti
Blizkého vychodu (Turecko, Dzammu a Ka$mir, Bangladés, Indie, Indonésie, Tibet),
kde dominuje jeden z prapuvodnich genotyptd E35 (Heaton a kol., 2013). Radikalni
selekce pozitivnich jedincti na SRLV a $lechténi ovci na odolny genotyp K35 by bylo
moznou alternativou, jak snizit prevalenci SRLV. Zaroven se objevuji nové
zmutované typy genotypu (haplotyp 4 a 6) (Heaton a kol., 2013), zptisobujici zkraceni
kodovaného transmembranového proteinu TMEM154, coz ma za nasledek ¢aste¢nou
¢i uplnou ztratu funkce proteinu (Heaton a kol., 2013). V budoucnu by tyto haplotypy
mohly byt také moznou cestou k eradikaci onemocnéni MV, protoze ztrata funkce
transmembranového proteinu TMEM154 muze snizit schopnost viru proniknout do

hostitelské bunky.

32



[ Zavér

Z vysledku plyne, Ze existuje zavislost vzniku onemocnéni Maedi-visny na
polymorfismu nachazejicim se na 35. pozici transmembranového proteinu TMEM154.
Ovce s odolnym genotypem K35 byly infikovany MVV méné, nez ovce s nachylnym
genotypem E35K, coz by také odpovidalo teorii 0 zvySené rezistenci spojené
S transmembranovym proteinem TMEM154. Ddle se potvrdilo, Ze ma smyl, na
zakladeé zvyseného poctu ovci s genotypem K35 na strané sérologicky negativnich a
zaroven zvySeného pocétu ovci s vnimavym genotypem E35K na strané sérologicky
pozitivnich, testovat ovce na vnimavost/odolnost k SRLV  zpusobenym
polymorfismem genu TMEM 154 a nasledna selekce miize mit pozitivni vliv na
prevalenci SRLV. Z vysledkd je patrné, ze ovce s polymorfismem K35 jsou méné
nachylné k onemocnéni MV a $lechténi na tento genotyp zaroven spojené s likvidaci
sérologicky pozitivnich ovci by mohlo snizit vyskyt MV. Hypotéza o rezistenci ovci

s odolnym genotypem nebyla potvrzena.

Za pomoci ziskanych vysledkil 1ze provadét v€asnou, rychlou, a hlavné pfesnou
detekci SRLV. Nabizi se moZnost vytvofeni systému sérologickych a molekularnich
analyz slouzicich k identifikaci a naslednému sniZeni vyskytu SRLV. Zahrnovalo by
to dislednou kontrolu vyskytu onemocnéni v chovech za pomoci sérologickych ¢i
molekularnich analyz s naslednou selekci infikovanych zvitat bez ohledu na genotyp
zvitete. Dal§im krokem by byla identifikace a nasledné zatazovani do chovi jedinct

s odolngjsim genotypem K35 k SRLV.

Sérologické kontroly by se mély provadét béhem mezinarodniho obchodu
S plemennymi zvifaty, i za predpokladu, Ze je se zvifaty dodan certifikat zarucujici
zdravotni stav zvifete. Hlavnim diivodem je moznost zavleceni nového poddruhu viru,

ktery by mohl po rozsifeni decimovat stada.
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