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1. UVOD

Dédi¢né choroby postihuji viechny druhy a chovy domestikovanych zvitat. Tyto
defekty vedou ke znaénym ekonomickym ztratam pii Slechténi. Ve vétsin€ pripadi jsou
divodem dédi¢nych chorob u Slechténych zvifat recesivni mutace. Pro jejich kontrolu ve
Slechtitelskych programech je klicova detekce fenotypové normélnich heterozygotnich
prenaSeci. Znalost genetickych defekti na molekularni bazi umoZiuje pifimou detekci nosi¢t
na urovni DNA brzy po narozeni, nebo jiz studiem embryonalnich bunék.

Samotna podstata genetickych chorob muze byt riizna. V nékterych piipadech
metabolickych chorob je na viné nedostatek enzymu, ktery katalyzuje uréitou metabolickou
drahu (pfipad klasickych metabolickych chorob jako jsou fenylketonurie nebo galaktosemie).
V jinych pfipadech miiZe byt na viné porucha syntézy strukturni ¢astice buriky (napf.
membranovych kanall u cystické fibrozy nebo membranovych receptorti u familiérni
hypercholesterolemie) nebo je poskozena syntéza strukturniho proteinu, coz se dotyka celych
tkafovych systémii (osteogenesis imperfecta, svalové dystrofie). Casto Ize nasledek deficitu
produktu mutovaného genu odvodit logicky (mutace v genech pro syntézu globinovych
fetézch zplsobuji prislusné hemoglobinopatie; nedostatek nékterych srazecich faktort
zpiisobuje hemofilii atd.).

Je tieba si uvédomit, Ze ne vzdy negativné plsobi deficit produktu, ale diky mutaci se mize

syntetizovat pozménény produkt, ktery miiZze mit mnohem negativnéjsi vliv, nez jeho samotny

nedostatek. V potaz je také nutno brat vSechny biochemické a fyziologické interakce, které se

tykaji sledovaného produktu (Ellder, 2001).




2. LITERARNI PREHLED

2.1 Historie genetiky

Genetika je védou pomérné mladou. Za zakladatele genetiky je povazovan Johann
Gregor Mendel (1822 - 1884). Tento mnich z brnénského klastera se v 2. poloviné 19. stoleti
zabyval hybridiza¢nimi pokusy u rostlin. Za objekt svého zajmu si zvolil hrach. Pfi nasledném
kiizeni sledoval 7 dédi¢nych znaki (tvar semen a luski, zbarveni déloh, kvéti a nezralych
luskii, délku stonku a postaveni kvét(). Po matematickém zhodnoceni vysledku zjistil, Ze se
nedédi ptimo znaky, ale "vlohy" pro né. Mendel tak dal za vznik klasické genetice.
Mendelovy zakony a mezialelarni vztahy patii k zakladim a dodnes maji své vyuziti tfeba i v
mediciné u sledovani monogenné dédi¢nych onemocnéni. Ve své dobé viak neméla jeho
prace vibec zadny ohlas a byla dokonce zapomenuta (http://genetika.wz.cz).

Ke znovuobjeveni Mendelovy prace a ke vzniku genetiky jako plnohodnotného
védniho oboru tak dochazi az na poc¢atku 20. stoleti. Dochazi zde k potvrzeni pravdivosti
Mendelovych zjisténi. To je spojeno se jmény holandského profesora Huga de Vriese (1848 -
1935), rakouského profesora Ericha Tschermaka von Seysenegg (1871 - 1962) a profesora
Carla Corrense (1863 - 1933). Mezi dal$i vyznamné védce patii anglicky profesor William
Bateson (1861 - 1926), ktery jako prvni pouzil termin genetika (1906), heterozygot a
homozygot. Dan Wilhelm Johannsen (1857 - 1927) zase jako prvni zavadi pojmy gen,
genotyp a fenotyp.

Klicovym okamzikem byl samoziejme objev DNA. Jako nositelka genetické
informace byla prokazana jiz v roce 1944 tymem Ameri¢ana Oswalda T. Aweryho. Dalsi
poznatky ohledné komplementarity bazi pfinesl Erwin Chargaff. Na jejich praci navazuji
James D. Watson a Francis H. Crick, ktefi roku 1953 ptedlozili strukturni model
dvojsroubovice DNA.. Crick se déle vénoval proteosyntéze a genetickému kédu. Zanedlouho

je potvrzen tripletovy geneticky kod. Roku 1966 jsou k jednotlivym tripletim pfifazeny

aminokyseliny, které koduji (Watson, 1982).



http://genetika.wz.cz

2.2 Zaklady dédicnosti

DNA se sklada se ze dvou dlouhych polynukleotidovych vidken sloZenych ze 4 typa
nukleotidovych podjednotek. Vlakna jsou k sobé& ptipojena vodikovimi muistky mezi bazemi
nukleotidl. Ty jsou tvofeny pétiuhlikovym sacharidem (deoxyribosa), na néjz jsou navazany
dusikaté baze a jedna nebo vice fosfatovych skupin (Alberts et al., 1998)

Geneticka informace je v burikach pfenasena z DNA pres RNA do proteini. Konverze
genetické informace z DNA do RNA a dale do proteinu se nazyva genova exprese. DNA se
od RNA li8i v nékterych aspektech. Obsahuje cukr ribosu misto deoxyribosy a bazi uracil
misto thyminu. RNA je v butice syntetizovana jako jednovlaknova molekula, ktera se Casto
bali do trojrozmérné struktury. Pro vyjadieni genetické informace uloZzené v DNA je
nukleotidova sekvence nejprve prepsana do RNA. Transkripce je katalyzovana enzymem
RNA- polymerazou. V nukleotidové sekvenci je zapsano, kde ma transkripce zalit a kde ma
skongit (Zurovec, 1999).

V burikach vznika nékolik typi RNA- informaéni (mediatorovd, mRNA), ve které jsou
uloZeny informace pro syntézu proteinii. Ribosomalni (rRNA), ktera je soucasti ribosomii a
transferova (tRNA), ktera ma funkci adaptoru pfi proteosyntéze.

V eukaryontni DNA je vétSina gent tvofena velkym poétem kodujicich useku (exony)
oddélenych del$imi nekodujicimi oblastmi (introny). Pfi transkripei eukaryontnich gent jsou
do primérniho transkriptu pfepsany introny i exony. Introny jsou z primarniho transkriptu
odstranény v buné&ném jadru procesem nazyvanym sestiih. V reakei katalyzované malymi
ribonukleotidovymi &asticemi (snRNP) jsou introny vystfizeny a exony jsou spojeny. Hotova
mRNA je transportovéana do cytoplazmy. Translace nukleotidové sekvence mRNA do
proteinu se odehrava v cytoplazmé na velkych ribonukleoproteinovych ¢asticich nazyvanych
ribosomy. Ty nasedaji na zatatek mRNA a pohybuji se smérem k jejimu 3°- konci za
soudasné syntézy proteinu. Nukleotidova sekvence mRNA je &tena po trojicich nukleotidil
(kodonech). Kazdy kodon ma pfitazenu jednu aminokyselinu. P¥ifazeni aminokyseliny
k uréitému kodonu je dano genetickym kodem. Kombinaci ¢tyt riznych nukleotidi mizeme
ziskat 64 odlisnych kodont. Vétsinu AMK urcuje vice nez jeden kodon (Watson, 1982).

tRNA funguji jako adaptory pii proteosyntéze. Enzymy nazyvané aminoacil-tRNA-
syntetazy pfipojuji spradvné aminokyseliny k danym tRNA. Kazda tRNA obsahuje sekvenci tii

nukleotidi nazyvanou antikodon, ktera se paruje s kodonem v mRNA na zakladé



komplementarniho parovani bazi. Proteosyntéza zaina v misté, kde ribosom nalezne

v mRNA inicia¢ni kodon (AUG), a vyZaduje pfitomnost proteinti souhrné nazyvanych
jednom z termina¢nich kodoni (UAA, UGA, UAG). Postupné zaclefiovani aminokyselin do
rostouciho polypeptidového fetézce je pravdépodobné katalyzovano molekulou rRNA ve

velké podjednotce ribosomu.(Alberts ef al., 1998)

2.3 Mutace

Mutace jsou zmény v genotypu organismu oproti normalnimu stavu. Velka vétsina
mutaci je naprosto nahodnych. Mutace maji vét§inou nepiiznivy vliv na fenotyp organismu,
ovsem nékteré maji vliv pozitivni a tudiz maji vliv na evoluci. Mutace vzniklé diky chybé pfi
replikaci DNA se nazyvaji mutace spontanni (dochazi k nim bez zasahu z vnéjsiho prostiedi).
Pravdépodobnost jedné takovéto chyby se pohybuje v fadech asi 107, Cetnost téchto mutaci
je tedy velice nizka, navic buriky jsou do jisté miry schopné tyto chyby diky reparaénim
enzymum likvidovat. VétSina mutaci je tedy tzv. indukovanych, tj. vyvolanych vnéjsimi
mutagennimi faktory. Témi muze byt napf. zateni (UV, RTG), chemické latky (areny, t€zké
kovy, peroxidy....). Takovéto mutace umime jiz i uméle vyvolat. Mutace v somatickych
bunkach dospélého organizmu mohou byt pfi¢inou vzniku nadorového onemocnéni, nebo v
disledku odumirani bunék, urychleného starnuti tkani a organt a rozvoje degenerativnich
procesl v organizmu. Mutace v gametickych burikach obou pohlavi jsou pfi¢inou sniZzené
plodnosti svych nositell (rodi¢i), spontannich abortl nebo vrozenych vad potomki

(http://genetika.wz.cz).

2.3.1 Mutace genové

Probihaji na Grovni molekuly DNA. Vysledkem je poskozena nukleotidova sekvence,
diky tomu se méni kodony a dojde k chybé v proteosyntéze (syntetizuji se uplné jiné
aminokyseliny). Pokud je poskozen gen regulujici mnozeni a diferenciaci buriky, mizZe to vést
az k nekontrolovatelnému bujeni (nadorova onemocnéni). |

U genovych mutaci mize dojit k: inzerci- vsunuti nové baze, deleci- ztrata paru

nukleotidd, tranzici- vyména purinové baze za jinou purinovou a pyrimidinové baze za jinou




pyrimidinovou, transversi- purinova baze je vyménéna pyrimidinovou a naopak a inverzi-
pievraceni dvou nebo vice po sobé nasledujicich part bazi (Alberts ef al., 1998)
Fenotypovym projevem genové mutace je nonsens- mutace (mutace beze smyslu), kdy
v disledku mutace se v mRNA objevi kodon nekédujici Zadnou aminokyselinu. Na tomto
misté se pak zastavi syntéza molekuly bilkoviny a na misto velké molekuly bilkoviny se
syntetizuje jen kratky peptidovy fetézec s uplné jinymi vlastnostmi. Dal§imi fenotypovymi
projevy jsou missense mutace- mutace meénici smysl kodonu, silent mutace- mutace neménici

smysl kodonu a frameshift coz je posunova mutace (http://genetika. wz.cz).

2.3.2 Mutace chromozomoveé

Téz nazyvané aberace. Dochazi k nim napf. pii crossing-overu . Chromozdmové
tlomky se $patné spojuji, mize ale dojit i ke ztraté celého bloku. Tyto mutace porusuji pribéh
meidzy a zpusobuji nefunk&nost gamet.

Druhy: delece- dochazi ke ztraté ¢asti chromozomu, inverze- vznika pri pfevraceni Casti
chromozomu, duplikace- dojde ke zdvojeni ¢asti chromozomu, translokace- vznika pfi
pripojeni ¢asti chromozomu na nespravny chromozom. Translokace mohou byt balancované
(kdy je zachovéno stejné mnozstvi genetické informace v burice) nebo nebalancované

(kdy piivodni mnozstvi neni dodrZeno). Reciproké translokace jsou vzajemné translokace
mezi dvéma nehomolognimi chromosomy. Chromosomy si vyméni nehomologni Gseky,
pocet chromosomu v3ak ziistane stejny. Robertsonské translokace jsou zvlastni pfipady
translokace, kdy dochazi k fuzi dvou akrocentrickych chromosomi (po ztraté satelitu) Jedinec
s takovouto balancovanou translokaci ma o chromosom méné, ale pivodni mnozZstvi
genetické informace - proto vétdinou nema Zadné fenotypové projevy (http://genetika.wz.cz)

Dale miize nastat fragmentace, coz je rozpad chromozomu na fragmenty.

Je to krajni ptipad chromosomové aberace, kdy vlivem silnych mutagenti a vysoké

chromosomalni nestability dojde k rozpadu chromosomu na fragmenty. Burika s takovymto

chromosomem se nemtiZze dale mitoticky délit a muze u ni byt navozena apoptoza (Watson,

1982).
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2.3.3 Mutace genomové

Dochazi ke zméné samotného genomu, vétsinou jde bud’ o znasobeni celé
chromosomové sady- polyploidie (jedinec je 3n - triploidni nebo i vice - polyploidni), nebo ke
zméné poctu jednotlivych chromozémi ze sady- aneuploidie. Také muiize dojit k redukci
celych chomozomovych sad, tzv. haploidii. Zakladni moznosti jsou trisomie- misto paru
mame tfi chromozomy, tetrasomie -¢tyfi chromozomy nebo monosomie- jeden chromozom.
aneuploidie (nulisomie ¢i disomie), které jsou zptisobeny nondisjunkci (neoddélenim)
chromosomu béhem mei6zy. Takovato gameta pak po splynuti s normalni (euploidni)
gametou da za vznik monosomické nebo trisomické gameté. To miva za nasledek vznik
riznych genetickych chorob. Je nutno podotknout, Ze ne viechny takovéto mutace jsou

slutitelné se zivotem (Watson, 1982).

2.4 Geneticky podminéné choroby

Genetické poruchy zpusobuji fyzické nebo funkéni anomalie, které maji negativni
dopad na vitalitu (DGfZ, 1986)

U zvifat je jejich vyskyt monitorovan jiZ od roku 1957, kdy se touto problematikou zacala
zabyvat napiiklad v USA Asociace holstynského skotu. Snazi se identifikovat pfenaSece

s nevhodnou recesivitou. Podrobnéji se zabyvaji napiiklad achondroplasii (1,2 & 3),
syntaktilii, BLAD, CVM, dwarfismem, DUMPS, citrulinemii, prolongovana gravidita, poruchy
osrsténi, poruchy kuze, kongenitalni porferie a dalsi (Zabek a Rys, 1998).

U DUMPS a citrulinemie se jedna o dédi¢né metabolické poruchy. Metabolicka
porucha postihuje primarné enzymy. Znamy jsou vsak i stavy, kdy ma postiZzeny enzym
aktivitu naopak zvysenou. Porucha je dana mutaci v genu pfislusného enzymu, vedouci k
produkci mutantniho enzymu s narusenou funkci, pfipadné k Gplné zastavé jeho produkce.
Spole¢nym obecnym dusledkem metabolické poruchy je tendence k akumulaci
nezpracovanc¢ho substratu v bunkéch a v télesnych tekutinach a k jeho pripadnému
alternativnimu zpracovani. Jako negativni faktor mize pisobit akumulovany nezpracovany
substrat samotny (zejména u poruch degradace), piipadné nasledky pfetizeni metabolické
cesty, ktera zprostiedkuje jeho alternativni zpracovani, nebo nedostatek produktu enzymové

reakce. Posledni varianta pfichazi v uvahu zejména u poruch syntézy biologicky dulezitych




molekul, jako jsou glykoproteiny, peptidové hormony a dalsi (Ellder, 2001).

Mnozstvi znamych dédi¢né podminénych poruch neustale roste.

Piehled vybranych dédiénych onemocnéni

2.4.1 BLAD (Bovine Leukocyte Adhesion Deficiency- Deficience bovinni leukocytarni
adheze)

Je to letalni autosomalné recesivni onemocnéni mladého holstynského skotu. Poprvé
bylo identifikovano pied rokem 1980 u Holstynsko- friského skotu. BLAD je charakterizovan
silné snizenou hladinou exprese 2 heterodimerického integrinu. Integriny jsou adhezivni
molekuly, které zprostiedkovévaji vstup a pfechod neutrofilii pfes membrany a zni¢eni
vniknuvsich patogent (Kehrli ef al., 1992, Poli ef al., 1996). Heterozygotni pfenase¢i nemaji
klinické pfiznaky, ale heterozygotni kravy a byci maji 25% $anci produkovat homozygotni
zvifata které jsou touto chorobou nakazeni.

Projevy nemoci se za¢nou objevovat mezi prvnim a druhym tydnem véku. Pfiznaky
jsou napriklad: bakterialni infekce, pneumonie, enteritidy, prijmy, ulcerézni stomatitidy
(zanéty stiev) a dal3i. Pokud je neza¢neme véas lécit, tak zvifata umiraji do 2- 4 mésici véku.
Takto nemocna zvirata maji velké mnozstvi zralych neutrofill (vice jak 100 000) a jsou bez
lymfocyt a monocytii. Jsou také hypoalbuminemické (zptisobuje otoky),
hyperglobulinemické, maji malo kreatinu, urea nitrogenu (dusik mocoviny) a glukosy.
Néktera zvifata mohou it do dvou let, ale maji zakrnély rist a trpi vracejicimi se infekcemi
kuze, gastrointescinalniho (traviciho) a dychaciho traktu. Travici a dychaci trakt byva nejvice
nachylny, dochézi zde k nekr6ze (odumirani).

Bylo provedeno nékolik studii, které dokazaly, Ze heterozygoti mohou mit snizenou odolnost
vuci mastitidam (Nagahata et al., 1997, Ackermann et al., 1996)

Molekularni povaha BLAD je jednoducha bodova mutace (A- G) na pozici 383

v ¢cDNA na genu CD18. Tato mutace vede k zaméné glycinu za aspartamovou kyselinu na

pozici 128 v proteinu D128G (Shuster et al., 1992, Jorgensen et al., 1993).




2.4.2 Citrulinemie

Je to autosomalné recesivni onemocnéni. Nemoc byla poprvé identifikovéana u lidi, ale
nedavno byla nalezena i u mlé¢nych plemen skotu v Australii. Klinické ptiznaky této nemoci
plynou z amoniakové otravy , které vznikaji diky poruse v mo¢ovém cyklu. Tento cyklus je
biochemicky proces, kde potenciondlné toxicky amoniak (je produktem katabolismu proteinti)
je prevedeny do mocoviny, ktera je exkretovana do moci. Porucha v cyklu vyvstava
z nedostatku enzymut zapojenych v cyklu. Jedna se o argininosukcinat synthetasu (A4SS).
Absence tohoto enzymu vede k nahromadéni citrulinu a mnohem vaznéj$imu amoniaku
(Healy et al.,1990).

Zda se, ze doposud vSechny ptipady tohoto smrtelného onemocnéni dobytka
Normalni bovinni ASS je peptid obsahujici 412 aminokyselin. Mutace je zplisobena tranzici
cytosin- thymin a nastane v 86 kodonu uvnitf exonu 5 v genu kodujicim 4SS (Healy er
al.,1990).
Postizena (homozygotni) telata jsou neschopna vylu¢ovani amoniaku a jevi
neurologické symptomy, které se neustale zhorsuji a vedou ke smrti do tydne po narozeni

(Grupe et al., 1996, Lin et al., 2001).

2.4.3 DUMPS (Deficine of Uridine Monophospate Synthesa- Deficience uridin- 5'-

monofosfat syntazy)

UMPS je enzym zodpovédny za pfeménu orcitové kyseliny na uridin monofosfat,

ktery je podstatnou sou¢asti pyrimidinovych nukleotidi. Ma 2 enzymatické funkce:
1, fosforibosyltransferdsa
2, orotidin monofosfat dekarboxylaza
coz koresponduje s dvéma poslednimi kroky v syntéze pyrimidinu.

ProtoZe pyrimidiny jsou podstatnou soucasti nukleovych kyselin miZe mit deficience
UMPS tézké nasledky

DUMPS je autosomalné recesivni, embryonalné letalni. Jedna z mala chorob, ktera
byla identifikovana jako embryonalné letalni ( embryonalné letalni onemocnéni jsou
z principu obtizné identifikovatelné, jejich jedina manifestace je pfeb&hnuti). Jedina znama

pfi¢ina je non- sense mutace v kodonu 405 genu pro UMPS. Disledkem je uplna deficience

UMPS. Homozygotni stav se projevi embryonalni mortalitou do 40 dnii (Shanks,




1990, Robinson et al., 1993). Praktickym dopadem tohoto defektu je to, Ze kravy pienaSecky

spontannim abortem (Fries, Ruvinsky, 1999). Piebéhnuti mize mit mnoho riznych pficin,
nebylo by mozné identifikovat mutaci z udajt o reprodukci. Mutace byla identifikovana
nahodou (na univerzité v Illinois). Pfi jedné studii byl studovén obsah kyseliny orotické
v kravském mléce. Nékteré kravy mély vyjimeéné vysokou hladinu této kyseliny. Dalsi testy
ukazaly, ze maji jen 50% aktivitu UMPS.

Heterozygotni pienaSe¢i poruchy jsou bézné identifikovani mérenim aktivity enzymu
UMP syntaz v erytrocytech, jatrech, slezing, ledvinach, svalech a mlééné Zlaze (Shanks, 1990)
Pfenasedi jsou fenotypové normalni, ale maji jen 50% aktivitu UMPS. Vylu€uji zvySenou
hladinu kyseliny orotické v mléce, moc¢i a krvi.

V soucasnosti je jiZz znama struktura genu pro UMPS a také test na pfenaSece, zaloZeny
na PCR diagnostice. DUMPS zplisobuje bodova mutace (C- T) na kodonu 405 v exonu 5
(Viana et al., 1998). Gen pro UMP syntazu byl v bovinnim genomu lokalizovan na

chromozomu 1 (q31- 36) (Harlizius et al., 1996)

2.4.4. CVM (Complex Vertebral Malformation- Komplex vertebralnich malformaci)

Je to dédi¢né onemocnéni. Prvni zpravy pochazeji od danskych veterinait. Byly
uvetejnény v bulletinu zemédélského vyzkumu z roku 2000. V 1été 2001 byl v Danském
institutu Zemédélskych véd identifikovan gen a mutace, zodpovédné za tuto chorobu. Defekt
byl zpétné vystopovan k americkému vynikajicimu plemenikovi Berlin- M Ivanhoe Bell. Bell
byl pfedtim jako otec vyuzivan po celém svété a celkovy dopad na mortalitu hol$tynskych
telat byl zna¢ny.(Revell, 2001, Agerholm et al.,2001). Ze zaznamenanych piipadi porodi
s CVM ve stadech pozorovanych v Dansku a USA, bylo zjisténo, Ze k oteleni dochézi ve 250
dnech na misto 283 dni bfezosti. BliZ3i studie udavaji, Zze pokud je plod homozygotni pro
CVM, 29% krav potrati do 100. dne bfezosti, 45% ve 150. dni a 77% potratli je zaznamenano
ve 260 dnech (Nielsen et al., 2003). Nasledkem této nemoci jsou pfed¢asné narozena mrtva
telata. Hlavnim znakem je znetvofena patef. Nejedna se v3ak o uréujici znak. Takto
zdeformovanou patef miiZzeme nalézt i u mlad'at se skoliozou a kyfézou. Dalsi uréujici znaky

jsou zkracené nohy a zdeformované paznehty. Veterinafi a genetici vedou o CVM rozsahly

vyzkum. Pfedbézné vysledky zkoumani naznacuje, Ze se jedna o pfenaseni recesivniho znaku




(Nielsen et al., 2003). U tohoto onemocnéni se jedna o missence mutaci prohozenim G— T

v genu SLC35A3 (Kanae et al., 2005).

2.4.5 MSUD (Maple Syrup Urine Disease)

MSUD je letalni, autozomalné podminéna porucha (Healy and Dennis 1995). Vyplyva
z chybgjici a- ketoacid dehydrogenazy (BCK dehydrogenéza). Jeji chybéni v metabolismu se
vyznacuje hromadénim aminokyselin (leucin, isoleucin a valin) a jejich pfislusnych keto
kyselin (ketoisocapronova kyselina a keto- - methylvalerova kyselina). MSUD bylo
identifikovano jak u ¢lovéka tak u krav. Toto onemocnéni se v lidské populaci vyskytuje
vzacné, ale je relativné bézny u herefordskych krav v Australii a Kanadé. Muiize se vyskytovat
i v USA a Velké Britanii (Harper ef al., 1989, Zhang et al., 1990, Healy a Dennis 1995,
Dennis a Healy 1999).

Bé&hem 12- 48 hodin se u nemocnych krav projevi poskozeni centralniho nervového
systému, apatie a najeZena srst. V dal$im stadiu nastupuje kéma a thyn nastava po 48- 72
hodinéch (Fries and Ruvinsky 1999). Mutace nastdva prohozenim cytosinu s thyminem
(CAG— TAG)(Zhang et al., 1990).

2.5 Prehled metod pro detekei a testovani dédi¢nych poruch zdravi

PCR (Polymerase Chain Reaction)

Polymerazova fetézova reakce je biochemicka reakce, ktera vyuziva enzym DNA-
polymerazu ke kopirovani DNA. DNA-polymeraza je schopné syntetizovat komplementarni
vlakno podle templatu jednovldknové DNA tak, Ze pfidava k existujicimu tiseku druhého
vlakna nové nukleotidy ve sméru 5' — 3'. K tomu kromé templatového vlakna a
nukleotidtrifosfatt potiebuje kratky existujici usek druhého vlakna, tzv. primer, ktery miZeme
syntetizovat uméle jako oligonukleotid (Weaver, 2005). Pokud zname sekvenci templatového
vlakna, mizeme si pfipravit primer, ktery bude za vhodnych teplotnich podminek tvofit
vodikové mustky s komplementarni sekvenci v templatovém vlakné, tedy hybridizovat. V
piipadé primeru ale nehovofime o hybridizaci, ale o tzv. nasedani primeru. Takto jsme
schopni uréit od kterého mista a kterym smérem (od 3'-konce primeru) se ma zacit
syntetizovat komplementarni vlakno. Hovotime o tzv. extenzi primeru (prodluZzovani primeru

pfiddvanim dalsich nukleotidt na 3'-konci). Podle jednoho templatového vlakna timto
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zpusobem vznikne jen jedna kopie. Templatova vlakna vznikaji denaturaci ptivodné
dvouvlaknové DNA. Primery na tato vlakna nasedaji v protismérné orientaci, takze po
opakovanych cyklech denaturace, nasedani primeru a extenze primeru DNA-polymerazou
vznikaji produkty, které slouzi jako templaty pro novy reakéni cyklus. Mame-li tedy
teoreticky na za¢atku k dispozici dvé templatova vlakna (jednu dvojvldknovou molekulu), pak
vzniknou v prvnim cyklu dvé kopie. Pro dalsi cyklus mame k dispozici uz étyii vldkna, podle
kterych vzniknou 4 kopie. Celkem osm templatovych vlaken slouzi v daldim cyklu k syntéze
dal3ich osmi vlaken, takZe se produkt hromadi geometrickou fadou. Ze 2 vlaken ziskame po
30 cyklech teoreticky celkem 230 = 107 370 000 kopii (Knoll a Vykoukalova 2002).

Pozadavky na DNA- polymerazu a primery: Na zac¢atku kazdého cyklu musime
denaturovat templatovou DNA vysokou teplotou, ktera ni¢i normalni DNA-polymerazy,
musime pii PCR pouzivat tzv. termostabilni polymerazy. Tyto enzymy pochazeji z bakterii,
zijicich v extrémnich podminkach. Jejich proteinova struktura je uzplsobena tak, Ze odolava
po urcitou dobu i teplotam kolem 95 °C. Nejcastéji se pouziva tzv. Tag-polymeraza, nazvana
podle bakterie Thermus aquaticus. Dnes pouZivané termostabilni polymerazy jsou déle
vylepSeny metodami genové manipulace tak, aby byly jesté odoIn&jsi a 1épe vyhovovaly
svému pouziti (Kifemen ef al., 1998).

Pro kazdou PCR, ktera ma za cil amplifikovat konkrétni isek templatové DNA, je
potieba navrhnout vhodny pér primerti. P¥i navrhu primeri musime zajistit, aby oba primery
nasedly pfi stejné teploté jen na pfesné komplementarni sekvenci v templatové DNA. Kdyby
nasedaly nejen na piesné komplementarni sekvence, tedy i jinde v templatové DNA, nedoslo
by k efektivni amplifikaci zvoleného useku. Proto museji mit oba primery shodnou, nebo
téméf shodnou teplotu tani. Ta zavisi na délce molekuly a na jeji sekvenci, pfesnéji fe¢eno na
poméru G-C part a A-T part v sekvenci. Kromé pozadavku na shodnou teplotu tani musi
konkrétni par primer spliiovat i dal3i pozadavky - nesmi tvofit tzv. dimery a vlasenky. Dimer
vznika sparovanim dvou primerti navzajem. Vlasenky vznikaji sparovanim koncu stejného
primeru navzajem (Smarda et al., 2005).

Cyklické zmény teplot reakéni smési lze Fidit automatizované pomoci tzv.
termocykleru. Zkumavky s reakéni smési jsou v termocykleru uloZeny v kovovém bloku,
jehoz teplota je fizena podle programu. Obvyklé je sestavovani reakéni smési tzv. "na ledu",
aby se zabranilo pfed¢asné aktivité Taq-polymerazy.

Vysledek PCR amplifikace Ize detekovat na gelu, tzn. Ze se vzorek reakéni smeési
nanese na start agarézového nebo polyakrylamidového gelu a podrobi se elektroforéze

(Smarda et al., 2005).
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ELFO (elektroforéza)

Nejdulezitéjsi technika na separaci nukleovych kyselin. Je to fyzikalné chemicka
metoda pro déleni latek v elektrickém poli. Zatizeni se sklada z elektroforetické vany
s anodou, katodou a pufrem, vlastniho drzaku gelu, ve kterém bude dochazet k separaci, a
externiho zdroje stejnomérného napéti. Gelovy piipravek se nalije do vani¢ky (agar6zova
ELFO) nebo mezi skla (PAGE ELFO) a neché se ztuhnout. Jamky pro umisténi vzorki se
tvofi pomoci tzv. hiebeni s definovanou Sitkou. DNA migruje smérem k anodé¢. Rychlost
pohybu studované DNA zavisi na jejich vlastnostech (napi. elektricky naboj, prostorové
uspofadani), na vlastnostech nosice (gelu), vlastnostech pufru a na pfivedeném napéti. Obecné

plati, Ze vétsi molekuly se pohybuji pomaleji.

Agar6zova elektroforéza

Jako prostiedi pro déleni slouzi gel z agarézy (polysacharid izolovany z moiskych
fas). Koncentrace agarozy urCuje velikost poru a tim propustnost pro DNA urcité velikosti.
Homogenita a rozliSovaci schopnost je nizsi nez u PAGE, ale $pickové vysoce kvalitni

agar6zy se vlastnostem polyakrylamidu pfiblizuji. Vyhodou je velmi snadna piiprava gelu.

PAGE ( polyakrylamidova elektroforéza)

U PAGE slouzi jako prostiedi pro déleni gel tvofeny polyakrylamidem (PAA). Gel ma
vynikajici homogenitu a rozliSovaci schopnost. Gely se tvofi polymeraci monomeru
akrylamidu kfiZové nesitovaného pomoci latky bis- akrylamid. Koncentrace polyakrylamidu
urcuje velikost port podobné jako u agarézy. PAGE maji tii velké vyhody oproti
agarozovym:

a) jejich délici schopnost je tak velka, ze mohou separovat molekuly DNA, jejichZ velikost se
1i8i az 500 krat (tj. od 1bp do 500 bp)

b) mohou pojmout mnohem vétsi mnozstvi DNA nez agar6zové gely (az 10 pg DNA)

¢) DNA ziskana z PAGE je extrémné c¢ista

Vizualizace DNA fragmenti v gelu

EtBr (ethidium bromid)

Nejpouzivanéjsi metoda barveni. Detekuje dvouretézcové i jednofetézcové molekuly,
ale citlivost k jednofetézciim je vyrazné nizsi. Je to silny mutagen a toxicka latka.

Dal3i fluorescenéni barviva
Obecné jsou citlivéjsi nez EtBr a davaji nizsi pozadi. Nevyhodou jsou zmény mobility

fragment DNA pfi vy$§im mnoZstvi nanesené DNA pfi barveni gelu v pribéhu ELFO.
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1) barveni stfibrem

metoda pouzivana na barveni PAA gelu.

2) autoradiografie

DNA se znaci pomoci radioaktivnich izotopu

3) neradioaktivni znaceni

Vyuziva se na raznych neradioaktivnich latek napf.: fluorescein, biotin, digoxigenin

(Knoll a Vykoukalova 2002).

RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism- polymorfismus délky restrikénich
fragment)

Pomoci této metody se identifikuji alely na zakladé pfitomnosti nebo absence
specifického mista. Jeji velkou vyhodou je, Ze je schopna identifikovat polymorfizmus i
uvnitf markerd, kdyz je jako sonda pouzita komplementarni DNA (cDNA). Metoda je vhodna
pro vazbové i komparativni mapovani a odhaleni variability v kandidatnich genech pro

ekonomicky vyznamné znaky (Knoll a Vykoukalova 2005).

PCR- RFLP

Pomoci PCR na zakladé geonomové DNA amplifikuje specificka sekvence (napf. usek
genu). Tento fragment DNA se §tépi panelem restrikénich endonukleaz. V pripadé bodové
mutace v restrikénim misté toto misto zanika nebo naopak vznika nové. To ma za nasledek
vznik fragmenti DNA rizné velikosti, které jsou separovany na agaré6zovém gelu.
Vizualizace se provadi pomoci ethidiumbromidu. Vyhodou této metody je jeji nenaro¢nost a
moznost uréeni mista mutace. Mezi nevyhody patfi to, Ze pravdépodobnost detekce mutace je
relativné nizka a zavisi na poétu pouzitych enzymu (Knoll a Vykoukalova 2005). Tato metoda
se pouziva k rutinni detekci znamych polymorfnich mist, ale také pfi diagnostice dédi¢né

podminénych poruch zdravi.

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphisms)

Tato metoda je zaloZena na detekci DNA restrikénich fragmenti pomoci PCR
amplifikace. Amplifikace restrikénich fragmenti je zalozena na ligaci ds adaptorovych
sekvenci na konec restrikéniho mista, coz slouzi jako ,,univerzalni* vazebné misto pro
primery pii PCR.

Postup analyzy

1) Stepeni geonomové DNA restrikéni endonukleazou




2) Ligace adaptorii ke konclim §tépt (pfipojeni pomoci DNA ligazy)

3} PCR

4) Analyza fragmentl na PAGE

Pomoci metody se detekuje polymorfizmus v délce fragmentu, v restrikénim misté nebo
v misté selektivnich bazi. Typicky AFLP fingerprint obsahuje 50 az 100 amplifikovanych
restrikénich fragmentt, z ¢ehoZ az 80 % lze vyuzit jako markery (Knoll a Vykoukalova

2005).

Sekvencovani
Je to metoda, pii které se stanovuje ptimo sekvence nukleotidi DNA. Chemicka

metoda zaloZzend na degradaci fetézce chemickymi ¢inidly (Maxam a Gilbert, 1997), které
odbouravaji fetézec po specificky nukleotid, se dnes provadi jiz vyjimec¢né. VétSina
sekvenénich metod je zaloZena na enzymatické reakci (Sanger ef al., 1977). Do sekvenéni
reakce se dava smés normalnich nukleotidii s modifikovanymi nukleotidy- dideoxynukleotidy
ddNTP, které nemaji —OH skupinu nutnou pro navazani dal$iho nukleotidu. Jejich zafazenim
do fetézce DNA se reakce zastavi. Tak jsou ziskany fragmenty ruzné délky koncici vzdy
piislusnym ddNTP. Posloupnost bazi se vyhodnocuje po separaci na polyakrylamidovém gelu
nebo kapilarni elektroforézou. Znaceni se provadi radioaktivng, stiibrem, chemiluminiscenci
nebo fluorescenéné nékolika zptisoby:

a) znaceni primeru od kterého se odviji sekvencovana DNA

b) piimé znaeni sekvencovanych nukleotidt

¢) piimé znaceni koncovych nukleotidi

(Knoll a Vykoukalova 2005)

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA — ndhodné amplifikovana polymorfni DNA)

Tato metoda, stejné jako podobna metoda ozna¢ovana AP-PCR (arbitrarily primed —
PCR), je metoda pro tvorbu genomového fingerprintu u druhd, kde je malo znamo o sekvenci,
kterou budeme amplifikovat. K zahajeni PCR se pouziva kratky malo specificky

oligonukleotid, ktery se vaze na ptislusna mista amplifikované DNA (Knoll a Vykoukalova

2005).

Real — time PCR (PCR v redlném ¢ase)
Moderni metoda umoziujici sledovani pribé¢hu PCR v redlném ¢ase na zakladé

sledovani intenzity fluorescenéniho signalu.
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Pouziti:
1) Kvantitativni PCR v realném c¢ase pro kvantifikaci geonomové DNA (napf. viry,
GMO) nebo mRNA (studium exprese)
2) Analyza bodu tani produktu — pro ovéfeni identity a kvality amlifikatu
3) Genotypizace — piimé stanoveni genotypu
Na provadeéni real — time PCR je tieba specialni typ cycleru, ktery kromé cyklovani umi
odecitat intenzitu fluorescence ve vzorku a obsahuje fidici i vyhodnocovaci jednotku (Knoll a

Vykoukalova 2005).

SSCP (Single Srand Conformation Polymorphism- konformaéni polymorfizmus
jednofetézcové DNA)

Tato metoda je zalozena na konformaénim polymorfizmu jednotlivych fetézci DNA.
Byla poprvé popsana v roce 1989. Vzorek (produkt PCR) se nanasi po denaturaci na
nedenaturaéni polyakrylamidovy gel. Jednoietézcova DNA v tomto prostiedi ziskava
v zavislosti na sloZeni nukleotidi ur¢itou specifickou konformaci, ktera ovliviiuje mobilitu
DNA v gelu. To umoziuje separaci vlaken DNA lisicich se jednim nebo vice nukleotidy

(Knoll a Vykoukalova 2005).

2.5.9 DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis- denatura¢ni gradientova gelova
elektroforéza)

Tato metoda slouzi pro detekci jednonukleotidovych zamén v DNA. Zakladem je
PAGE s linearnim gradientem denatura¢nich ¢inidel (obvykle mo¢ovina+ formamid). Na gel
se nandsi PCR produkt o velikosti 150- 1000 bp v nedenaturovaném stavu. Separace
fragmentt je zaloZena na rozdilné mobilité fragmenti pii rizném stupni denaturace
dvousroubovice za konstantni teploty gelu. Molekula s obsahem parti bazi o nizsi energii je
diive ¢aste¢né denaturovana a tim se pohybuje v gelu pomaleji nezZ DNA se stabilnéj$im

parem bazi.

Vyuziva se dvou typi gradientovych geli: a) perpendikularni gradient b) paralelni gradient

(Knoll a Vykoukalova 2005).




CDGE (Constant Denaturant Gel Electrophoresis- gelova ELFO pii konstantni koncentraci
denaturantu)

Tato metoda je odvozena od DGGE. K separaci dochazi pii optimalni konstantni koncentraci
denaturantii. Tento postup je vhodny pro rutinni testovani polymorfizmu (Knoll a

Vykoukalova 2005).

TGGE, TTGE (metody zaloZené na teplotnim gradientu)

Kromé denatura¢nich ¢inidel lze ¢aste¢né nebo uplné denaturace molekuly DNA
dosahnout teplotou. Pti elektroforéze v teplotnim gradientu je koncentrace denaturantu
konstantni v celém gelu, ale méni se stupriovité teplota- vznika linearni teplotni gradient.
Podle zpusobu zajisténi teplotniho gradientu l1ze rozlisit dvé metody:

a) TTGE- temporal temperature gradient electrophoresis- teplota se postupné méni

v pritbéhu elektroforézy v celém gelu.

b) TGGE- thermal gradient gel electrophoresis- teplotni gradient je tvofen pfimo

pomoci stupiiovité zahiivané plotny, na které gel lezi (Knoll a Vykoukalova 2005).

HA (Heteroduplexni Analyza)

Tato metoda vyuziva konfirma¢nich zmén v dsDNA. Heterodulexni molekuly jsou
sloZzeny ze dvou rozdilnych fetézcti a jsou detekovatelné na PAGE diky své vyrazné niZsi
mobilité.

Heteroduplexy se mohou tvofit:
a) béhem PCR u vzorku heterozygota
b) smichanim obou homozygoti pred PCR
¢) zamérné smichanim obou typt po PCR, jejich denaturaci a naslednou renaturaci

(Knoll a Vykoukalova 2005).

CSGE (Conformation Sensitive Gel Electrophoresis)
Je variantou heteroduplexni analyzy. U této metody se zvySuje citlivost detekce

jednoho nespravné sparovaného paru nukleotidi (Knoll a Vykoukalova 2005).
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DNA array (bio¢ipy)

DNA ¢ipy jsou nejnovéjsi biotechnologické techniky vyuzivajici dvou zakladnich
strukturnich vlastnosti dvousroubovicové DNA: sekvenéni komplementarity a sloZeni ze dvou
fetézcl. Zdkladem je hybridizace znateného vzorku DNA k DNA o zndmé sekvenci.
Vyhodou pfistupu je to, Ze lze zaroven provadét tuto hybridizaci na stovky az tisice riznych
znamych DNA a testovat tak velké mnoZstvi genti obsazenych ve vzorku. VyuZiti napf.
studium exprese gent a genotypovani.

Rozliseni podle metody a pouziti:

a) macroarray- provadéji se na specialnich foliich. Vyuzivaji se pro screening knihoven.
Znaceni se provadi fluorescenéné, chemiluminiscenéné i radiografii. Vyhodou je, Ze
neni tieba specialni zafizeni na odecet.

b) microarrays- pouzivaji se specialné upravena sklicka (napf. na bazi silikonu) a
fluorescen¢ni znadeni. Lze provadét vétsi pocet analyz a pfitom spotieba vzorku i
ostatnich chemikalii je vyrazné niz8i nez u macroarrays.

Aktivni bio€ipy
Jsou zvlastnim typem DNA array. Kazda pracovni ploska pfistroje je vodivé spojena

se zdrojem napéti a tim lze ovladat jednak polaritu a vy$i napéti, ale i snimat jeho zmén. To

umoziuje lépe snimat hybridizaci. Vyhodou je, Ze ¢ip je opakovatelné pouzitelny (Knoll a

Vykoukalova 2005).




3. MATERIAL A METODIKA

Setfovani panelu byki cernostrakatého skotu, ktefi zah4jili v roce 2003 testaCni pfipafovani.

lace

Pro izolaci byly pouZity metody dle Gemmel, Akiyama (1996) nebo dle Kawasaki
)90). Pro izolace ze spermatu byla pouzita metoda dle Ashwell et al. (1996) .

Metoda dle Gemmel, Akiyma (1996): 100 pl krve a 300 pl pufru (100 mM NaCl; 50
v Tris- HCI; 1% SDS; 50 mM EDTA; pH 8,0) bylo inkubovano s proteindzou K (100
.ml™) 2 hodiny pfi teploté 50°C a poté pres noc pii 37°C. Po ptidani 300 pl 5M LiCl a
kladném promichani byly vzorky michany 30 min s 600 pl chloroformu a odstfedény (15
n). Supernatant byl pfemistén do nové zkumavky, v niZ byla DNA precipitovana
ojnasobnym objemem izopropylalkoholu. Po odstfedéni byl supernatant odstranén, k peleté
NA byl pfidan 70% etanol a po jeho odpateni byla peleta resuspendovana ve 100- 200 ul TE
fru.

Metoda dle Kawasaki (1990): Pouzivame krev, ktera nebyla odebrana do heparinu. 50
krve smichame s 500 pl TE pufru (100 mM Tris- HCI; pH 8,5; 1 mM EDTA). Sto¢ime pfi
000 rpm (25°C, 5 minut). Odstranime supernatant. Tento postup opakujeme 3x. Po
slednim promyti také odebereme supernatant a peletku leukocytt pievrstvime 100 pl
raéniho pufru (50 mM KCI; 20 mM Tris- HCI; pH 8,3; 2,5 mM MgCl;; 0,5% Tween 20)
roteindzou K. Eppendorfku se smési nechame inkubovat 2 hodiny nebo pies noc
ermostatu pii teploté 54°C.

Izolace DNA ze spermatu: 1den- O¢istime nizky na vaticce EtOH, ustfihneme Spi¢ku
ety a dratkem vytla¢ime sperma do eppendorfky. Pfidame 800 ul PBS (8 g NaCl; 0,2 g KCl;
3 g Na,HPO,. 12H;0; 0,24 g KH,PO4; doplnit do 1 1 vodou; upravit pomoci HCI pH na
), sto¢ime pii 4°C/ 1000 rpm/ 6 min. Poté PBS vylijeme (ne odpipetovavat) a nahradime
stvym. Nepromichdvame a opét sto¢ime, opakujeme 4x, mezi 2. a 3. promytim se peleta
nné¢ vznese pomoci pipety. K sedimentu pfidame 160 pl roztoku 3 (0,6 g Tris; 2,9 g NaCl,

} g NaOH; doplnime na 0,5 | vodou) a 12,8 pl mercaptoethanolu. Nemichame, jen
vrstvime. 30minut inkubujeme pii 55°C ve vodni lazni. P¥idame 24 ul protindzy K (25
y/ml), opét nemichame, pouze trochu protfepeme a inkubujeme ptes noc pfi 37- 40°C.
den- do smési pifidame 200 pl absolutniho ethanolu a protfepeme. Smés s precipitovanou

NA opatrné pfemistime do JETQUICK micro- spin kolonky a centrifugujeme 1 min/ 11 000
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pm. Pfecentrifugovany zbytek odstranime a napipetujeme 500 pl pufru KX roziedéného
bsolutnim ethanolem a centrifugujeme 1 min/ 11 000 rpm.Opakujeme piedchozi krok, ale
fidavame 500 pl pufru K2. Precentrifugovany zbytek odstranime a centrifugujeme 1min/

3 000 rpm, aby byl ze silica membrany odstranén zbyly roztok. Vlozime JETQUICK micro-
pin kolonku do nové sterilni 1,5 ml eppendorfky a pfidame 100 pl 10mM Tris- HCI (pH 8,5)
1ebo sterilni vodu zahtatou na 70°C. Po aplikaci spin kolonky 2 min pfi pokojové teploté

ryckdme a poté centrifugujeme 2 min/ 11 000 rpm.

.2 Metodicky postup pii genotypizaci lokust pro dédi¢né poruchy zdravi

U PCR probiha amplifikace in vitro, pouzivame termocyclery: T3 Termocycler
Biometra) a T Gradient (Biometra). Amplifikuje se ta ¢ast pokusu, kterd nese mutaci
pusobujici patologicky stav.

‘lektroforéza PCR na 2,5 % polyakrylamidovém gelu provadime p#i 120 V cca 0,5 hodiny.
RFLP nasleduje po amplifikaci (PCR) a spo¢iva v inkubaci amplifikatu s restrikénim

nzymem (RE) a pufrem, dodavanym s restriktazou. Pro kazdy lokus je opét restriktédza
pecificka. RE maji své specifické sekvence, kterymi vyhledaji misto v amplifikatu a mezi
lvéma nukleotidy ho rozstépi. Pokud v tomto specifickém misté dojde k mutaci, jeden
wkleotid se vymeéni za jiny, nenajde RE svou cilovou sekvenci a amplifikat zGstane veelku.

Fragmenty se rozdeluji elektroforézou na 3% agarozovém gelu obarveném ethidium
romidem a vyhodnocovany na UV transilumindtoru pfi vinové délce 302 nm.

Hotstart zabezpeCuje deaktivaci proteindzy K, kterad se nachazi v roztoku izolované DNA.
\Z pot€ bylo do reakéni smési kazdého vzorku pfidano poZadované mnozstvi Tag- polymerdzy
Aby se zamezilo nezadoucimu spajeni fragmentt, byl PCR produkt do testovani uchovavan
mrazicim boxu pii -20°C.

Pfiprava Taq- polymerdazy: Taq- polymerdza: 0,2 x X

H>0: 1,8 x X

X= pocet vySetfovanych vzorka

s




3.2.1 Citrulinemie

PCR

Primery:

CITR. 1

5'GTG TTC ATT GAG GAC ATC 3’

CITR 2
5'CCG TGA GAC ACATACTTG 3’

Tab. ¢. 1 Slozeni reakéni smési PCR pro citrulinemii

pufr 2ul
MgCl, 1,2 pl
dNTP’s 2ul
Citr 1 1 ul
Citr 2 1 pul
DNA 1,3 ul
Taqg- polymeraza 2 ul
H,O 9,5 ul
celkem 20 pl

Tab. ¢. 2 Teplotni rezim PCR pro Citrulinemii

Hotstart 95°C 5 min
Denaturace 95°C 50 sec
Annealing S5°C 50 sec
Elongace iz 8. 50 sec
Kone¢na elongace T2 5 min
Pauza 4°C

RFLP

Tab.¢. 4 Avall: GIGWCC (W=AneboT)

pufr 1,7 ul

Ava Il 1 ul

PCR produkt | 15 pl

<




3.2.2 BLAD

PCR

Primery:

BLAD 1

5'GTC AGG CAG TTGCGTTCA A3’
BLAD 2

5'GAG GTC ATC CAC CAT CGA GT 37

Tab. €. 5 SloZeni reakéni smési PCR pro BLAD

pufr 2ul
MgCl, 2,4l
dNTP's 2ul
BL 1 1 pul
BL 2 1 pl
DNA 1,3 ul
Tag- polymeraza 2 ul
H,O 8.3 ul
celkem 20 ul

Tab. €. 6 Teplotni rezim PCR pro BLAD

Hotstart 95°C 5 min
Denaturace 95°C 50 sec
Annealing 61°C 50 sec
Elongace 72°C 50 sec
Kone¢na elongace Tl s 5 min
Pauza 4°C

RFLP

Tab. ¢. 7 Hae 11I: GG|CC

pufr 1,7 pl

Hae 111 1wl

PCR produkt | 15 pl

sias -




.2.2 DUMPS

’CR

rimery:

JUMPS 1

'GCA AAT GGC TGA AGA ACATTC TG 37

DJUMPS 2
'GCT TCT AAC TGA ACT CCT CGA GT 37

[ab. €. 8 Slozeni reak¢éni smési PCR pro DUMPS

ufr 2 ul
vigCl, 2,4 ul
INTP's 2ul
Ju 1 1 ul
Ju 2 1ul
ONA 1,3 ul
‘aq- polymeraza Znul
1,0 8,3 ul
elkem 20 ul

"ab. ¢. 9 Teplotni rezim PCR pro DUMPS

otstart 95°C 5 min
Jenaturace 95°C 1 min
\nnealing 60°C 1 min
‘longace 2°C 50 sec
conec¢na elongace 12°C 5 min
'auza 4°C

RFLP

ab. . 10 Ava IGJYCGRG (Y= C nebo T; R=G nebo A)

ufr 1,7 ul

lva | 1 pl

'CR produkt | 15 pl

95
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4. Vysledky a diskuse

Analyzy vybranych recesivnich dédi¢nych poruch zdravi byly provadény v panelu byki
holstynského skotu v inseminaci. Analyzovan byl rovnéz omezeny pocet vybranych elitnich
plemenic, matek bykt nebo darkyni embryi. U bykl byly genotypizovany lokusy pro
citrulinémii a DUMPS. Byci, u kterych nebyl doposud znam status, byli rovnéz testovani na
BLAD. U plemenic byl zji§tovan genotyp pro CVM, BLAD, DUMPS a citrulinemii.

Délky fragmentli u vybranych lokusti jsou nasledujici:

BLAD

Restrikéni enzym: Tagq [

TL (dominantni homozygot): 52+32+17 bp
BL/TL (heterozygot): 84+52+32+17 bp
BL (recesivni homozygot): 84+17 bp

Restrikéni enzym: Hae 111
TL: 65+36 bp

BL/TL: 65+46+36+19 bp
BL: 46+36+19 bp

DUMPS

Restrikéni enzym: Ava [

TD (dominantni homozygot): 53+36+19 bp
DP (heterozygot): 89+53+36+19 bp
(hypoteticky recesivni homozygot): 89+19 bp

Citrulinemie

Restrikéni enzym: Ava 11

dominantni homozygot (zdravy): 99+78 bp
heterozygot (pfenasec): 177+99+78 bp

recesivni homozygot (postizeny): 177 bp




PCR produkty sledovanych lokusii a fragmenty po restrikénim Stépeni jsou zobrazeny na
obr. 2.

Obr. 2 Genotypizace lokusi pro BLAD, DUMPS a citrulinemii

1. velikostni marker pUC19/Haelll 2. RFLP citrulinemie (dominantni homozygot) 3. PCR
produkt citrulinemie 4. RFLP DUMPS (TD) 5. PCR produkt DUMPS 6. RFLP Taql BLAD
(TL) 7. RFLP Haelll BLAD (TL) 8. PCR produkt BLAD 9. velikostni marker
pUC19/Haelll

4.1 Vysledky testovani

V bieznu 2003 byl navazan kontakt se Svazem chovatelt hol§tynského skotu. Po
vzajemnych konzultacich byl dohodnut postup pfi screeningu populace Eernostrakatych byki
tak, Ze majitelé byku resp. dovozci poskytnou krev nebo inseminaéni davku odchovaného nebo
dovezeného byka holstynského skotu od plemeniki, ktefi vstupuji do testaéniho ptipafovani.
Podaftilo se ziskat ro¢nik 2003 testovanych byki. Na populaci holstynského skotu jsme se
zam¢fili proto, Ze je ve srovnani s jinymi plemeny relativné ¢astéji postiZzena genetickymi
poruchami zdravi, je tedy nutné na ni pfi sledovani genetického zdravi klast vétsi pozornost.

Byly ziskany vzorky od 325 byka. Od 183 byku byly dodany inseminaé¢ni davky, které
poskytly 4 §lechtitelské firmy. Sperma bylo ziskano jak od bykii odchovanych v CR, tak od
zahrani¢nich. Od 142 byka, ktefi byli pfipraveni k testaénimu p¥ipafovani, byly ziskany vzorky

krve, které poskytl Statni veterinarni ustav Brno.
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Dale byli testovani byci slovenského strakatého plemene (n= 17), hol§tynského
plemene pouzivaného na Slovensku (n=3) a v Polsku (n= 12). Déle bylo testovano 111 elitnich
holstynskych plemenic.

Vysledky testovani na BLAD, DUMPS a citrulinemii byly u bykii negativni, tzn. Ze
v analyzovaném panelu nebyl nalezen heterozygotni pfenase¢ recesivni alely pro sledované
dédi¢né poruchy zdravi. V panelu 111 plemenic genotypizovanych na CVM bylo 21 shledano
jako heterozygotni (CV) a 90 dominantné homozygotni (TV). Frekvence heterozygott 18,9% je
pomé&rné vysoka, analyzované plemenice vSak nejsou nahodné vybranym vzorkem. Zamérné
byly vybirany ty, které maji v rodokmenu heterozygotniho pfenaseée. VSechny plemenice byly
negativni na vyskyt recesivni alely pro BLAD, DUMPS a citrulinémii. To je velmi pozitivni
zjiSténi s ohledem na skute¢nost, Zze BLAD byl v 90. letech minulého stoleti v chovech
holstynského skotu zavaznym problémem. Je evidentni, Ze zavedeni pfisnych restrikénich
opatfeni s cilem vymytit recesivni vlohu z populace, zejména zakazu pouzivani heterozygotnich
byki, bylo uspésné, kdyz se BLAD jak u plemenikd, tak u elitnich plemenic nevyskytuje.
V bé&zné populaci krav je vsak alela pfitomna, proto je Zadouci pokratovat v kontrole a zejména
u byki disledné dodrzovat zasadu, Ze pouzivan mtze byt pouze plemenik s ovéfenym
homozygotné dominantnim genotypem.

Napt. Hradil (1994) genotypizoval 438 zvifat, ktera méla pozitivni pfedchtdce
v poslednich tfech generacich. Z 377 byku a 61 krav, ktefi byli testovani bylo 65 byki a 4
plemenice pozitivni na BLAD. Vy3i etnost byla vypozorovéana u Eervené varianty holstynsko-
frizského skotu, z 64 byka bylo 34 zvifat pozitivnich. Jorgensen ef al. (1993) provadéli vyzkum
BLAD u Danského holstynsko- frizského skotu. Celkem bylo testovano 1611 zvifat. Odhad
pomoci PCR testu u 450 danskych krav narozenych v roce 1991 uvadi, Ze jsou pfenadecky. U
genotypizace 783 bykt z Porynské Al asociace (Duesmann, 1994) bylo zjidténo, Ze 13% bylo
pozitivnich mezi srpnem 1992 a bfeznem 1993, 3,5% testovanych byki bylo pozitivnich mezi
kvétnem a prosincem 1993. Tento vyzkum doklada, Ze se vyskyt onemocnéni BLAD postupné
snizoval.

Gilbert ef al. (1993) testoval 18 kusi krav, které byly pfipoustény v letech 1975- 1991. Po
testovani bylo 14 z nich potvrzeno, Ze byly homozygotni pro BLAD gen.

Grobet ef al. (1993) testoval holtynské byky s neznamym BLAD statusem, zjistil 5
homozygotnich a 5 heterozygotnich bykii. Déle bylo testovano 15 holstynskych byki
s neznamym statusem, 3 byli diagnostikovéni jako heterozygotni. Testoval rovnéz 49 byki

belgického modrého a 14 ¢ervenobilého plemene, viechny vysledky byly negativni, tzn. Ze
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v uvedeném panelu se nevyskytoval heterozygotni pfenaseé, coz opét potvrzuje, Ze vyskyt je
problémem piedevsim u holstynského skotu.

Je evidentni, Ze zavedeni piisnych restrikénich opatieni s cilem vymytit recesivni vlohu
z populace skotu chovaného v CR, zejména zdkazu pouZivani heterozygotnich byki, bylo
uspésné, kdyz se BLAD jak u plemenik, tak u elitnich plemenic nevyskytuje. V béZné populaci
krav je vSak alela pfitomna, proto je zadouci pokradovat v kontrole a zejména u bykt dusledné
dodrzovat zasadu, Ze pouzivan mize byt pouze plemenik se ovéfenym homozygotné
dominantnim genotypem.

Vyskyt letalnich recesivnich dédi¢nych onemocnéni je vétSinou sporadicky, ale pii
dlouhodobém latentnim Sifeni heterozygotnimi pfrenae¢i muiZe dojit ke zvySeni frekvence
alely, vy§8§imu vyskytu recesivnich homozygotti. To ma vyznamny vliv na velké ekonomické
ztraty. Diky inseminaci a vyuzivani malého poétu $pickovych bykt zejména v holstynské
populaci muze dojit relativné rychle k celosvétovému rozsifeni dédi¢né poruchy. Piikladem
z nedavné doby je BLAD, nebo v soucasné dob& problém komplexu vertebralnich malformaci
(CVM). Molekularné genetické metody poskytuji u¢inny nastroj pro kontrolu genetického
zdravi populaci hospodatskych zvifat.

Populace byki, jejichz sperma za¢ina byt pouzivano v inseminaci je peclivé
kontrolovano. V dalsich letech je nutné zaméfit pozornost na elitni ¢ast samiéi populace,
protoZe testaci lze piispét ke zlepSeni genetického zdravi matek byku a snizit riziko vyskytu
komplexu vertebralnich malformaci u narozenych bycka.

Nami zjidtény negativni vyskyt nepfitomnosti alely pro BLAD, DUMPS, a citrulinemii

Jje velice pozitivnim zji§ténim. To viak neznamend, Ze u skotu se tato onemocnéni v béZné

populaci nevyskytuji. Proto by testace zejména plemeniki na BLAD a CVM méla pokraovat.




5. Zavér

Byl sledovan vyskyt nékterych recesivnich chorob v populaci skotu v Ceské republice.
U 325 bykt vstupujicich v roce 2003 do testace nebyl nalezen skryty heterozygotni prenasec
BLAD, DUMPS a citrulinémie. Z 111 elitnich hol3tynskych plemenic podezielych
z prenaSecstvi komlexu vertebralnich malformaci (CVM) bylo 90 dominantnich homozygoti a
21 heterozygoti. Pfi testaci na vyskyt BLAD, DUMPS a citrulinémie byly tyto plemenice
shledany jako dominantni homozygoti.

Doporucuje se pokradujici testace zejména plemenikd, ale také elitnich plemenic na
BLAD a CVM.

Diky molekularné genetickym metodam je nam mozné odhaleni heterozygotu, ktefi

prenasi recesivni alelu na potomstvo. Tyto metody jsou vyznamnym nastrojem umoZiiujicim

rychlé zlepSeni genetického zdravi populace.




Seznam pouzitych zkratek

AFLP

AMFLP

AP- PCR
bp

ASS
BLAD
CDGE

cDNA
CVM
dNTP
ddNTP
DGGE
DNA
dsDNA
DUMPS

EDTA
ELFO
EtBr
HA

kb
mRNA
MSUD

PAA
PAGE
PCR
PCR/RFLP

Amplified Fragment Lenght Polymorfism, délkovy polymorifizmus
amplifikovanych fragmenti

Amplified Fragment Lenght Polymorfism, délkovy polymorifizmus
amplifikovanych fragmentu

Arbitraly Primed PCR, polymorfizmus nahodné amplifikované DNA

base pair, par bazi

argininosukcinat synthetaza

Bovine Leukocyte Adhesion Deficiency, Deficience bovinni leukocytarni adheze)
Constant Denaturant Gel Elektrophoresis, gelova elektroforéza pfi konstantni
koncentraci denaturantu

complementary DNA, komplementarni DNA

Complex Vertebral Malformation, komplex vertebralnich malformaci
deoxyribonucleotide, deoxyribonukleotid

dideoxyribonucleotide, dideoxyribonukleotid

Denaturing Gradient Gel Elektrophoresis, denaturaéni gradientova elektroforéza
deoxyribonucleoticacid, deoxyribonukleova kyselina

double strand DNA, dvouvlaknova DNA

Deficine of Uridine Monophospate Synthesa, Deficience uridin- 5'- monofosfat
syntazy

chelaton 3 (disodium ethylendiaminetetraacetate)

Elektroforéza

ethidium bromid

Heteroduplex Analysis, heteroduplexni analyzy

kilo base, tisic bazi

messeger RNA, mediatorova RNA

Maple Syrup Urine Disease

pocet sledovani

polyakrylamid gel, polyakrylamidovy gel

Polyakrylamide Gel Elektrophoresis, polyakrylamidova elektroforéza

Polymerase Chain reaction, polymerazova fetézova reakce

¥ W

délkovy polymorfizmus restrikéné $tépené amplifikované DNA




rRNA
RAPD

RNA
SSCP

tRNA

TTGE
TTGE
UMPS

ribosomal RNA, ribozomalni RNA

Randomly Amplified Polymorphic DNA, polymorfizmus délky restrikénich
fragment

ribonucleoticacid, ribonukleova kyselina

Single Strand Conformation Polymorphismus, konforma¢ni polymorfizmus
jednofetézcové DNA

transferova RNA

Thermal Gradient Gel Elektrophoresis

Temporal Temperature Gradient Elektrophoresis

Uridine Monophospate Synthesa

S0
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