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2. LITERARNI PREHLED

2.1 Struktura sav¢iho genomu

Termin genom pouZil poprvé Winkler (1920) a sestavil jej ze slov GENes a
chromosOME. Oznatil ho jako kompletni sadu chromozémi a jejich genii. Pojmem genom
rozumime soubor veskerého genetického materidlu buriky nebo jedince. Eukaryota maji
diferencované jadro a jaderna DNA je lokalizovand v chromozémech. V kazdém
chromozému je jedna molekula dvousroubovicové linearni DNA. VétSina eukaryotnich
geni je tvofena exony a introny, jejichz pocet i délka je variabilni.

Genom savcli obsahuje v haploidni sadé pfiblizné 3 miliardy béazi (Ringo 2004). Genom
skotu obsahuje 70 - 100 tisic geni uloZenych ve 30 linedarnich chromozémech. Celkova
délka méfena v poétu bazi je piiblizné 6,2 mid. bp (Dvotak a kol. 2000).

Sekvence typického sav&iho genu je rozdélena na né€kolik funk&nich ¢asti. Na
5 konci je lokalizovéna promotorova oblast obsahujici iniciaéni (startovaci) nukleotid
A vmist® +1. Pfed timto mistem a za nim nasleduje nékolik nukleotidii obsahujicich
pyrimidinovou bazi. Déle obsahuje tzv. TATA box (Hognessiiv box), dileZity pro spravné
navazani RNA-polymerdzy II a pro iniciaci transkripce, TATA box se nachéazi obvykle
mezi nukleotidy -34 a -26 od iniciaéniho mista transkripce +1. Proti sméru transkripce od
TATA boxu aZ do vzdélenosti -100 a dale se nachazi kratké specifické sekvence slouZici
jako vazebna mista pro rizné regulatni proteiny (transkripéni faktory) napf. CATT.
Pentanukleotid CATTC hned po smé&ru transkripce za iniciatnim nukleotidem +1, je
rozpoznavaci sekvenci pro enzym katalyzujici modifikaci 5" konce strukturou zvanou
cepicka“ (Rosypal a kol 1989). Zatatek piepisu je tedy urlen adeninem a iniciaénim
(start) metionovym kodonem (ATG), ktery oznaluje =zaltek translace vSech
eukaryotickych genii. Sekvence mezi zadatkem transkripce a start kodonem se oznaluje
jako 5 - UTR (nepfekladana oblast). Nasleduje riizny podet exonti oddélenych introny,
které zacinaji donorovym (GT) a kon¢i akceptorovym (AG) mistem sestfihu. V poslednim
exonu se nachazi stop kodon nasledovany 3 - UTR, ktera obsahuje sekvenci AATAAA,
oznatovanou jako polyadenylaini signal. Jsou zde i jiné regula¢ni oblasti jako vazebna
mista transkripnich faktorii lokalizovana v promotoru, zesilovafe transkripce a
zeslabovace transkripce (Alberts a kol. 1998)




Strukturni geny savci tvofi asi 5-10% genomové DNA (u €lovéka je to jen asi 3%).
Na zbytku se podili regulaéni a nekédujici sekvence (Rosypal a kol., 1989). Délka intrond
je od nekolika desitek aZ po nekolik tisic bp, exony maji délku 50 — 600 bp. Malé
strukturni geny maji kolem 500 bp, stfedné velké az velké jsou dlouhé od 1200 bp do
20000 bp, obfi geny obsahujici az 2 miliony bp (Hruban a Majzlik 2000).

Karyotyp skotu se sklada z 29 péard autozomi a 1 paru pohlavnich chromozomd.
Délka genomu skotu je odhadovana v rozsahu 2820 cM (Barendse ef al. 1993) az 3000 cM
(Fries a Ruddle 1986).

Kazda populace je charakteristicka uréitou strukturou, alelovymi &etnostmi a
vyskytem homozygotnich a heterozygotnich genotypli. Genova proménlivost populace je
utvafena pusobenim mutaci, selekce, migrace, inbreedingu a genetického driftu.

2.2 Geneticky polymorfismus

Geneticky polymorfismus je vyskyt dvou a vice alternativnich alelickych forem
urtitého genu v populaci s frekvenci nad 1%. Znak tvofeny vice fenotypovymi formami
nazyvame polymorfnim, zatimco znak tvofeny jen jednou formou je oznaCovan jako
monomorfni. Geneticky polymorfismus tvofi vyznamnou ¢&ast vnitropopulaéni genetické
variability, kterda umoZituje pfeZiti a vyvijeni se populace.

Bodovy polymorfismus je zpusoben zménou v sekvenci bazi, nejCastéji bodovou
mutaci (vétdinou zaména nukleotidi (inzerce) nebo ztrata (delece) n¢kolika bazi) v ur€itém
mist¢ DNA. Odhaduje se, Ze u eukaryot je polymorfni pfiblizné kazdy 500. nukleotid
v kédujicich sekvencich DNA a kazdy 50. v nekdédujicich sekvencich. Prakticky je bodovy
polymorfismus detekovan jako polymorfismus délky restrikénich fragmenti RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism) respektive CAPS (Clevead Amplified
Polymorphic Sequence) a v posledni dobé také SNP (Single nukleotide polymorphism)
(Alberts a kol., 1998)

Takto definované polymorfni misto se chova jako mendelisticky dédény gen
s kodominantni d&di¢nosti. Jednotlivé varianty se vyskytuji suritou frekvenci, ktera se
miiZe v jednotlivych populacich lisit.




2.3 Markery

Geneticky marker je vysoce polymorfni znak, ktery vykazuje mendelistickou
kodominantni dédiénost a soutasné je snadno a jednoznatné detekovatelny. UmoZiuje
jednoduse detekovat odlisnosti v primarni genetické informaci, kterou DNA nese. DNA
markerovaci systémy jsou zaloZeny na polymorfizmu v sekvencich DNA u analyzovanych
jedinct (populaci).

Dle vyuZiti pfi mapovani genomu rozdélujeme markery do tfi typu:

I. typ — kédujici exprimované geny, které mohou byt kandidatnimi geny pro QTL (lokusy
pro kvantitativni znaky). Maji nizkou hladinu polymorfizmu, proto jsou malo pouZitelné
pro studium diverzity rodin a populaci. VyuZivaji se v komparativnim (srovnavacim)
mapovani.
I1. typ — vysoce variabilni sekvence DNA, pfedevsim mikrosatelity a minisatelity. Vlivem
vysokého stupng polymorfizmu jsou mikrosatelity vysoce informativni v populaénich
studiich a pfi urtovéni rodiovstvi, déle pak jsou zékladem pro vazbové mapovani gendl.
I11. typ — polymorfismus jednotlivych nukleotidi (SNP - Single Nucleotide Polymorphism),
mohou leZet uvnitf kodujicich genti, Castéji se viak nachéazeji v nekédujicich intronech
nebo intergenovych oblastech. VyuZivaji se pro popula¢ni i rodinné studie. Vyskytuji se
v genomu kazdych 500 — 1 000 bp (Caetano-Anollés, 1997).

2.4. Popis nejdileZitéjSich molekuldrné-genetickych metod pro detekci a testovéani
polymorfismi DNA

PCR (Polymerase Chain Reaction)

Tato metoda nachazi uplatnéni v mnoha oblastech molekularni genetiky. VyuzZiva
se pro klonovani genomové DNA, v soudnictvi pro geneticky fingerprinting, v lékafstvi
pro prenatidlni diagnostiku genetickych chorob, ureni pfitomnosti ciziho genomu

infekéniho plvodu, detekci jednotlivych alel polymorfnich lokusi, sekvenovani DNA a
pro dalsi ucely.

Metoda PCR byla poprvé popsina vroce 1985 (Saiki et al. 1985). Autofi byli |

vroce 1993 ocenéni Nobelovou cenou. Metoda slouzi k ziskavani dostate¢ného mnoZstvi '

specifické DNA pro dal3i analyzy. Podstatou je enzymatickd amplifikace uréitého useku ‘



DNA, na kterém lezi sledovany gen. K tomuto uéelu se vyuziva specifickych sekvenci
DNA — primery. Primery hybridizuji s obéma vlikny denaturované matricové DNA
vopatné orientaci Tim je syntetizovana oblast mezi primery a vzniknou dva
dvouvldknové produkty, které slouzi jako templat v dalsim cyklu. V dalSich cyklech
dochazi znovu k namnoZeni fragmentd, vytvofenych v pfedchozim cyklu reakce a z kazdé
pivodni molekuly templatové DNA tak vznika 2" kopii, kde n je polet cykla. V praxi je
viak amplifikace limitovana koncentraci substratu a aktivitou enzymu. Skutetna G€innost
metody je proto niz3i. Saiki et al. (1988) odhadli skute¢nou ¢innost reakce na 60-85%.
Reakce probiha v termalnim cykleru, kde se v n&kolika cyklech opakuje sled
optimalnich teplot pro jednotlivé kroky amplifikace. Probihd inkubaci vzorki pfi tfech
teplotach odpovidajicich tfem krokiim v amplifikaénim cyklu: denaturaci, annealingu a

elongaci.

PCR v redlném &ase (Real-Time PCR)

Jednd se o moderni metodu sledovani priibéhu PCR v redlném Case na zakladé
sledovani intenzity fluorescenéniho signalu.

Pouzivi se pro kvantifikaci genomové DNA nebo mRNA, analyzu bodu téani
produktu (melting analysis) pfi ov&fovéni identity a kvality amplifikatu a pfi genotypizaci
pro pfimé stanoveni genotypu (Caetano-Anollés a Gresshoff, 1997).

RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism)

Pomoci této metody se identifikuji alely na zaklad® pfitomnosti nebo absence
specifického restrikéniho mista.

Tato metoda souvisi s objevem specifickych restrikénich endonukledz, které Stépi
fetézec DNA uvnitf specifické sekvence nukleotidi (Smith a Wilcox, 1970).

Genomova DNA je $tépena piislusnou restrikéni endonukledzou, separovana na
agar6zovém gelu a pfenesena na pevnou membranu pomoci southern blot. Po hybridizaci
znatenou sondou a vizualizaci lze zjistit polymorfismus ve velikosti vzniklych restrikénich
fragmenti DNA. Touto metodou lze identifikovat i polymorfismus uvnitf markeri I. typu,
je-li jako sonda pouzita komplementarni DNA (cDNA). Dale se tato metoda pouZiva pro
vazebné i komparativni mapovéni a odhaleni variability v kandidatnich genech pro ETL
(Economic Trait Loci) (Karp a Edwards, 1997). Tato metoda se v soucasnosti pfilid
nepouZivéd, z divodu &asové i materidlni naro¢nosti. Daldim uskalim je potfeba velkého
mnoZstvi DNA o vysoké kvalité a pouzivani radioaktivniho znaCeni.




PCR/RFLP

Tato metoda je modifikaci, kdy po amplifikaci useku DNA metodou PCR nésleduje
roz§tépeni nékteré z ptitomnych variant PCR produktu specifickou restrikéni
endonukleazou. Cilova sekvence pouZité endonukleazy je shodni s mistem, kde doslo ke
zmén¢ polynukleotidového fetézce. Inserci, deleci nebo substituci $tépné misto bud’ zaniké
nebo vznika nové, pro jinou endonukledzu. Vysledek se zjiSt'uje pomoci elektroforézy na
agar6zovém gelu a vizualizace fragmenti je nejCastéji provadéna pouZitim ethidium
bromidu na UV svétle (Sambrook e al. 1989).

AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorfism)

Tato metoda je zaloZena na detekci DNA restrikénich fragmentii pomoci PCR
amplifikace. Amplifikace restrik¢énich fragmenti je zaloZena na ligaci dvouvldknovych
(ds) adaptorovych sekvenci na konec restrikéniho mista, coZ slouzi jako ,univerzalni*“
vazebné misto pro primery PCR. Touto metodou se detekuje polymorfismus v délce
fragmentu, v restrikénim mist¢ nebo v mist¢ selektivnich bazi (Caetano-Anollés a
Gresshoff, 1997).

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

Tato metoda stejné jako podobna metoda AP-PCR (Arbitrarily Primed PCR), je
metodou pro tvorbu genomového fingerprintingu u druhti, kde mame jen velmi malo
informaci o sekvenci, kterou chceme amplifikovat. K zahdjeni PCR se pouZiva kratky a
maélo specificky oligonukleotid (10NT), ktery se vaZe na pfislusnd mista amplifikované
DNA.

RAPD vykazuji vysoky stupeil polymorfizmu, a proto mohou byt genetickymi
markery pro tvorbu genetickych map, mapovani QTL, fingerprinting, méfeni genetickych
vzdalenosti mezi populacemi atd.. Maji v8ak dominantni charakter, a proto nelze odlisit
hetero- a homozygotni genotyp (Caetano-Anollés a Gresshoff, 1997).

Sekvenovani
Pro sekvenovani DNA byly vyvinuty dvé metody:

I. Sangerova metoda (1977) — tato metoda vyuziva syntézy komplementarniho
fetézce DNA polymerazami in vitro, pferuované nadhodné v misté jednotlivych bazi.
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II. Maxim-Gilbertova metoda (1977) — pfi této metodé se Stépi DNA v misté
urcitych bazi chemicky.

Sekvenovani je metoda, pfi které se stanovuje pfimo sekvence nukleotidii DNA. Do
sekvenatni reakce se davda smé normélnich nukleotidi s modifikovanymi
dideoxynukleotidy (ddNTP), které nemaji OH vazebnou skupinu. Zafazenim té&chto
nukleotidi do fetézce DNA se reakce zastavuje. Ziskame tak fragmenty o rizné délce,
které kondi vzdy prislusnym ddNTP. Posloupnost bazi se vyhodnocuje po separaci na
polyakrylamidovém gelu nebo kapilarni elektroforézou (Caetano-Anollés a Gresshoff,
1997).

DNA array (DNA chips, biochips)

DNA arrays patii mezi nejnovéjdi biotechnologické metody, které vyuzivaji dvou
zakladnich strukturnich vlastnosti dvousroubovicové DNA: sekvenéni komplementaritu a
sloZeni ze dvou fetézci. Zakladem je hybridizace znateného vzorku DNA k DNA o znamé
sekvenci. Tyto metody se uplatiiuji pfi studiu expres gent, detekci SNP a genotypovéni
(Knoll a Vykoukalova 2002).

Elektroforéza
NejduleZit€jsi metoda na separaci nukleovych kyselin. Jedna se o
fyzikalnéchemickou metodu pro déleni latek v elektrickém poli. Jako analytickd metoda je

elektroforéza jednoduch4, rychla a pfitom vysoce citlivd metoda (Andrews, 1993) 0

4

I. Agar6zovi elektroforéza
Agardzova elektroforéza respektive agarézovy gel je vyuZivan zejména pro déleni
nukleovych kyselin. Velikost pori agarézového gelu lze fidit pomoci koncentrace agar6zy
v gelu. Velikost poru je obecné velkd, coZz umoZiuje separovat velké makromolekuly jako
jsou nukleové kyseliny. Vyhodou této metody separace je jeji metodi¢nost a jednoducha
ptiprava (Garfin, 2000).
II. Polyakrylamidova elektroforéza (PAGE — Polyakrylamide Gel Electrophoresis)
a) Denaturaéni PAGE - na gel se nana$i denaturovand, jednofetézcova DNA
a déleni probiha za pfitomnosti denaturantu v gelu. Molekuly separuji jen na zékladé své
velikosti. VyuZivd se hlavné pro urleni velikosti DNA, pfi testovani mikrosateliti a
sekvenovani.
b) Nedenaturaéni PAGE — vzorek se na gel nanasi nedenaturovany, je zde

mozZnost barveni. Separace je ovlivnéna také prostorovou strukturou DNA.
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Padeeri et al. (1999) detekoval s pouzitim metody PCR/RFLP u homozygotné
dominantnich jedincii jeden prouzek o velikost 100 bp, heterozygotni stav je determinovan
dvéma pruhy o velikosti 100 a 200 bp a u nemocnych telat byl detekovén jediny pruh o
velikosti 200 bp (homozygotné recesivni zaloZeni).

DUMPS (Deficience uridin - 5 -monofosfat syntézy) je genetickd porucha, ktera
ovliviluje biosyntézu pyrimidinu a je dédéna jako jednoduchy, dvoualelovy lokus na
autozomu (Shanks and Greiner,1992, Kuhn a Shanks,1994). Dédi¢na deficience tohoto
enzymu je znama u ¢lovéka jako recesivni choroba, tzv.dédiéna oroticka acidurie. Porucha
je zpusobena bodovou mutaci, tranzici kdy cytosin je nahrazen thyminem (C—T) na
kodonu 405 vexonu 5 (Viana et al., 1998). Gen pro UMP syntézu je lokalizovan
v bovinnim genomu na chromozomu 1. Enzym uridin — 5- monofosfat (UMP) syntéza
katalyzuje pfeménu orotické kyseliny na UMP, coz je prekurzor viech dalsich
pyrimidinovych nukleotidii a béZna slozka mléka krav a dalSich pfezvykavei (Shanks et
al., 1989). UMP syntéza je nutna pro syntézu pyrimidinovych nukleotidii, které jsou
stavebnimi kameny DNA a RNA, rist a vyvoj homozygotné recesivnich jedinci je tudiz
zastaven a vede k embryonalni mortalité okolo 40. dne bfezosti (Shanks, Robinson, 1990).
Praktickym dopadem této poruchy je vyskyt vy3si Cetnosti pfeb&hnuti se a to z diivodu
ukonceni jejich bfezosti Casnym spontannim potratem (Fries and Ruvinsky, 1999).
Autozomalné DUMPS byl pozorovan u dojného skotu, a to zejména v USA u holstynsko —
friského plemene (Shanks, Robinson, 1989). Robinson a Shanks (1990) u n&kterych krav
ze stada Univerzity v [llinois zaznamenali 5-10 krat vys$§i koncentraci kyseliny orotické v
mléce. ZvySena hladina kyseliny orotické v mléce byla evidentni v rliznych stadiich
laktace a stav pfetrvaval od jedné laktace ke druhé. Kyselina se dale vylu¢ovala do mo¢i a
krve laktujicich zvifat. Robinson a Shanks (1990) uvadéji, Ze pfi deficienci enzymu UMP
syntézy, dochazelo k akumulaci kyseliny orotické.

Deficit uridin monophosphat syntazy (UMPS) je smrtelny. Porucha se vyskytuje
hlavné u holstynsko — friského plemene (Shanks a Robinson, 1990). To ukazuje na
autozomalni model dédi¢nosti. U heterozygoti nevykazuje Skodlivé r-ﬁéinky, ale u
homozygoti zpisobuje zarodetnou uGmrtnost kolem 40. dne bfezosti (Shanks and
Robinson, 1989; Shanks ef al., 1992). Molekularni zdklad pro tuto zménu byl stanoven
v genu pro UMP syntdzu (Schwennger et al.,1993). Heterozygoti maji polovinu normalni
aktivity enzymu a proménlivost v letech a v pohlavi nebyla dostate¢né velka pro toleranci
charakteristickou pro normalni jedince (Jones ef al.,1984).V priméru je polovina potomki
z kiiZzeni mezi heterozygotnim a geneticky zdravym rodi¢em normalni. Druha polovina
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potomku pfedstavuje nosite. Heterozygotni pifenaseci poruchy jsou identifikovani méfenim
aktivity enzymu UMP syntézy v erytrocytech v jatrech, slezingé, ledvinach, svalech a
mlééné Zlaze, pfiCemz tato aktivita je u nositeli snizena (Shanks, 1990) a redukovana na
polovinu normalnich hladin (Schwenger er al., 1994, Robinson, Shank, 1990). V praxi
dopad tohoto defektu znamena, Ze kravy pienaSecky vykazuji vy33i Cetnost Casného
prebéhnuti, jejich bfezost je ukonfena Casnym zmetanim (Fries, Rusinsky, 1999).
Eliminace této poruchy z populace je fe$ena evidenci insemina¢nich stanic a to za pomoci
testu na UMP syntdzu aktivitu v erytrocytech u samcii (Robinson ef al., 1984).

Schwenger et al. (1993) a Grzybowski et al. (1998) publikovali moZny model
detekce recesivni alely, ktera podmifiuje poruchu DUMPS. Jednd se vyuZiti molekularni
metody PCR-RFLP s definovanymi primery (5'CAA ATG GCT GAA GAA CAT TCT G
3" A 5°GCT TCT AAC TGA ACT CCT CGA GT 3°) a nasledném S$tépeni restrik¢ni
endonukledzou Ava I. Vysledné fragmenty maji pro geneticky zdravé jedince velikost 53 +
36 + 19 bp a pro heterozygotni pfenaSe¢e velikost 89 + 53 + 36 + 19 bp.

BLAD (deficience bovinni leukocytarni adheze) jednd se o letdlni autozomalné
recesivni onemocnéni u holstynského skotu. Porucha je charakterizovana silné sniZzenou
hladinou exprese P2 heterodimerického integrinu.Porucha BLAD je determinovana
jednoduchou bodovou mutaci, kdy dochazi k zaméné guanin za adenin na pozici 383 na
genu 18. Nasledkem této mutace je naslednd zdména glycinu za kyselinu aspartamovou
(Shuster ef al., 1992).

Integriny jako adhezivni molekuly zprostiedkovavaji vstup a pfechod neutrofili
pfes membrany a podili se na eliminaci patogenii (Kehrli et al., 1992, Poli et al., 1996,
Natonek, 2000). Integrity jsou sloZeny z identickych B podjednotek (CD18) a strukturng
variabilnich podjednotei(r (CDl11a, CDI11b, CDl11c¢) pro integrity LFA-1, Mac-1 a p150.
Exprese P2 integrini vyZaduje intracelularni asociaci podjednotek CDI1 a CDI8.
Onemocnéni BLAD zpusobuje defekty v podjednotce CD18 a tim bréani expresi viech 2
integrinG (Natonek, 2000).U neutrofild ziskanych ztelat trpicich BLAD byla exprese
leukocytarnich integrind na povrchu bun€k sniZena, dale byla pozorovana sniZena
schopnost agregace vreakci na chemické stimuly a sniZzena schopnost migrace pfes
membranu bovinnich endoteliarnich bunék (Pareek and Kaminski, 1996). Vysledky
krevnich testi postiZenych telat ukazaly pfetrvavajici a zfetelnou leukocytézu s pfevahou
segmentovanych neutrofilii. Defektni leukocytarni adheze vede k neadekvétni imunité
sliznice a nemocna zvifata maji vaZzné a opakované slizni¢ni infekce, jako je pneumonie,

zanéty dasni a ozubice, vypaddvani zubu, tvorba hnisu, pomalé hojeni ran a omezeny rust
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(Nagahata er al., 1994). Adherentni aktivita a fagocytéza kvasinek byly také velmi
omezené. To je dikazem toho, Ze schopnost neutrofili fagocytovat je spojena s C3b
receptorem. Markantné sniZené mnoZstvi CD18 na povrchu neutrofili u telat s BLAD bylo
prokazano fluorescen¢énimi histogramy (Nagahata ef al., 1994). ZhorSenou schopnost
vyuZiti potravy, tendenci pomalejstho ristu, snizenou odpovéd na lé¢bu pozorovali
Jorgensen, Madsen (1997). BLAD byva spojeny s hypoalbuminémii, hyperglobulinémii a
také Castou hypoglykémii (Gourreau et al.,1998). BL/TL kravy (nositelky BLAD mutace)
produkuji na prvni laktaci vice mléka a mlé¢ného proteinu neZ jejich zdravé polosestry
(Lubieniecki et al., 1999).

Gerardi (1996) pozoroval pfi Stépeni restrikénimi endonukledzami u zdravych
zvitat délky fragmentti 100, 200 a 300 bp u nemocnych jedinch 3tépi fragmenty o délce
200 a 400 bp. Viana ef al. (1998) popsal délku fragmentl zdravych jedincti 191 a 152 bp, u
heterozygotnich pfenase¢ pozoroval délky fragmentd 343, 191 a 152 bp a u nemocnych
jedincti pozoroval pouze jeden fragment o délce 343 bp.
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(Nagahata er al., 1994). Adherentni aktivita a fagocytéza kvasinek byly také velmi
omezené. To je dikazem toho, Ze schopnost neutrofili fagocytovat je spojena s C3b
receptorem. Markantné snizené mnoZstvi CD18 na povrchu neutrofili u telat s BLAD bylo
prokazano fluorescenénimi histogramy (Nagahata et al., 1994). ZhorSenou schopnost
vyuziti potravy, tendenci pomalejdiho ristu, snizenou odpovéd’ na léEbu pozorovali
Jorgensen, Madsen (1997). BLAD byva spojeny s hypoalbuminémii, hyperglobulinémii a
také Castou hypoglykémii (Gourreau et al.,1998). BL/TL kravy (nositelky BLAD mutace)
produkuji na prvni laktaci vice mléka a mlééného proteinu neZ jejich zdravé polosestry
(Lubieniecki et al., 1999).

Gerardi (1996) pozoroval pii 5t€peni restrikénimi endonukledzami u zdravych
zvifat délky fragmentG 100, 200 a 300 bp u nemocnych jedinci $tépi fragmenty o délce
200 a 400 bp. Viana et al. (1998) popsal délku fragmenti zdravych jedincti 191 a 152 bp, u
heterozygotnich pfenaseti pozoroval délky fragmenti 343, 191 a 152 bp a u nemocnych
jedincii pozoroval pouze jeden fragment o délce 343 bp.
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3. CiL PRACE

Cilem prace bylo genotypizovani vybranych recesivné dédi¢nych poruch zdravi u
panelu bykii pouZivanych k inseminaci v CR.

4. MATERIAL A METODY

Jako vychozi materidl pro izolace DNA byly pouzity vzorky krve a spermatu.
Material byl dodan ve form& inseminadnich dévek z inseminacnich stanic a krve z SVU
Brno. Analyzy probihaly u bykd, ktefi vstupovali do testii vroce 2004, a to u plemen
&ernostrakatého a Ceského strakatého skotu. Jako zakladni geneticky pfistup byla pouZita
metoda analyzy PCR-RFLP.

4.1 Izolace DNA

Pro izolaci z krve byly pouzity dvé metody dle Gemmel, Akiyama (1996) a dle
Kawasaki (1990). Pro izolaci ze spermatu byla pouZzita metoda dle Ashwell et al. (1996).

Metoda dle Gemmel, Akiyama (1996): 100 pl krve a 300 pl pufru (100 mM NaCl;
50 mM Tris-HCI; 1% SDS; 50 mM EDTA; pH 8,0) bylo inkubovano s proteindzou K
(100 mg.ml™") 2 hodiny p¥i teplot& 50°C a poté pies noc pti 37°C. Po ptidani 300 pl
5 M LiCl a dikladném promichani byly vzorky michiany 30 min s 600 pl chloroformu a
odstfedény (15 min). Supernatant byl pfemistén do nové zkumavky, v niz byla DNA
precipitovana dvojnasobnym objemem izopropylalkoholu. Po odstfedéni byl supernatant
odstranén, k pelett DNA byl pfidan 70% etanol a po jeho odpafeni byla peleta
resuspendovana ve 100 — 200 pl TE pufru.

Metoda dle Kawasaki (1990): 60 pl krve bylo vicekrat promyto 500 pl TE pufru
(100 mM Tris-HCI; pH 8,5; 1 mM EDTA). Po kaZdém promyti nasledovalo odstfed&ni
(1 min pfi 14 000 ot.), po kterém byl odpipetovan supernatant. Po tfetim aZ Ctvrtém
promyti (dle ¢istoty supernatantu) bylo k sedimentu pfidano 100 pl lyza¢niho pufru
(50 mM KCl; 20 mM Tris-HCI, pH 8,3; 2,5 mM MgCl; 0,5% Tween 20) s proteindzou K
(20 mg/ml) a smé&s byla inkubovana pfi teploté 56°C po dobu 12 hodin.
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Metoda dle Ashwell et al. (1996): inseminaéni divka byla suspendovéna v Iml
PBS pufiu a 4x centrifugovéana (4°C; 6 min; 9 000 ot.). Potom bylo k sedimentu pfidano
200 ul PBS, 800 ul roztoku A (0,6g Tris; 2,9g NaCl; 0,4g NaOH, dopnit redestilovanou
vodou do 0,5 1) a 16 ul B-mercaptoetanolu. V3e bylo dikladné promichano pipetou a
viozeno na 30 minut do lazné 50°C. Po piidani 30 pl proteindzy K (25 mg.ml') byly
vzorky pfes noc inkubovany pfi 37 - 40°C. Druhy den byl nejprve kazdy vzorek rozdélen
do dvou oznatenych zkumavek (1,5 ml). Déle byla 2x provedena extrakce chloroformem
(protfepat 6 min; centrifugovat 6 min; 15°C; 8 000 ot.) a kazdy vzorek byl pipetou
pfenesen do nové onatené zkumavky. DNA byla precipitovana po pfidani
izopropylalkoholu, po silném protiepani a odstfedéni (10 min; 4°C; 10 000 ot.). SraZenina
byla promyta 100 ml 70% alkoholu (nechat stat S min). Poté byl pipetou odstranén alkohol,
zkumavky byly ponechany 10 min oteviené na vzduchu. Pro laboratorni postupy byla
DNA resuspendovana ve 100 — 200 pl TE pufru (dle velikosti sraZeniny). Z takto
ziskaného zasobniho roztoku bylo odebrano 5 — 10 ul a doplnéno do kone¢ného objemu
100 pl

Vzorky DNA jsou pro potfeby dalSich analyz skladovany v mrazicich boxech pfi
teploté -20°C.

4.2 PCR/RFLP

Principem PCR je vtomto pfipadé amplifikace &asti genomické DNA, ktera
potencionaln¢ obsahuje defektni mutaci. U choroby Bovinni citrullinemie se hledana
defektni mutace lokalizovana v kodonu 86 (CGA— TGA ) na chromozomﬁ?jU poruchy
BLAD je bodovd mutace lokalizovana na chromozomu 18 (A—G) na pozici 383.
Onemocnéni DUMPS je determinovano bodovou mutaci (C—T) na kodonu 405 v exonu 5

na chromozomu 1.

Pro amplifikaci byly pouzity primery uvedené v Tab.l. Amplifikace probihala
v podminkach in vitro v automatickém programovatelném termocykleru (Bioscience).

SloZeni reakéni smési a teplotni rezim PCR byl optimalizovan do podoby uvedené
v tabulkéch ¢islo 2 a 3.
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Tab.1.: Pouzité primery

Dédiéna choroba Primer
DUMPS 5" CAA ATG GCT GAAGAACATTCT G 3’
5" GCT TCT AAC TGA ACT CCT CGA GT 3’
BLAD 5'TCT AAC TGA ACT CCT CGA GT 3°

5"CCACGC CCATCATTC TGG GGC AG 3’

Bovinni citrullinemie | 5" TTC CTG GGA CCC CAG GGA CCG TGT TCA TTG AGG
ACATC3’

5" TTC CTG GGA CCC CGT GAG ACA CAT ACT TG 3°

Tab. 2.: SloZeni reakéni smési PCR (celkovy objem reakéni smési 20 pl)

DUMPS Bovinni BLAD
citrullinemie
10x PCR pufr 2 2 2 u
MgCL (1,5 mM) 1,2 ul 1,2 ul 2,4 ul
dNTPs (40 uM) 2 pul 2 u 2 ul
Primer 1 (10 uM) 1l 1 ul 1 ul
Primer 2 (10 uM) 1 ul 1 ul 1 ul
DNA 1,3 ul 1,3 pl 1,3 pul
Tag-polymeraza (1U) 2 u 2 ul 2 ul
H,O 9,5 ul 9,5 ul 8.3 ul

Tab.3.: Teplotni reZim PCR

DUMPS BLAD Bovinni

citrullinemie
Hotstart 94 °C/ 5 min. 94 °C / 3 min. 94 °C / 5 min.
Denaturace 94 °C/ 1 min. 94°C/30s 94°C/45s
Annealing 60 °C/ 1 min 61°C/30s 55°C/45s
Elongace T2 "CI30% 2°C /13035 72°Cl45s
Konec¢na elongace 72 °C/ 5 min 72°C/5 min 72 °C /4 min
Pocet cykli 35 35 30
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Hotstart zabezpe¢uje deaktivaci proteindzy K, ktera se nachazi v roztoku izolované
DNA. Az poté bylo do reakéni smési kazdého vzorku pfiddno poZadované mnozstvi Taq-
polymerdzy. Vznikly PCR produktu byl kontrolné vizualizovan na 1,5% agarézovém gelu
s etidiumbromidem. Aby se zamezilo nezadoucimu spajeni fragmenti, byl PCR produkt do
genotypizace uchovavan v mrazicim boxu pfi -20°C.

Po PCR byly amplifikity genu nesouci pfislusnou mutaci analyzovany restrikénim
$tépenim za podminek uvedenych v tabulce 4.

Tab.4.: Restrikéni Sté€peni

BLAD DUMPS Bovinni
citrullinemie
Pufr 1,7 ul 1,7 pl 1,7 ul
Restrikéni Tag1-1 pl(10U) Aval-1 pl(10U) Avall - 1 pl (10U)
endonukleaza nebo
Hae III - 1 pl (10U)

PCR amplifikat 15 pl 15 ul 15 ul
Inkubace 6y “C37°C i S 17°C

(2 hod / 6 hod) (6 hod) (6 hod)

Fragmenty jsou vizualizovany pomoci elektroforézy na 3% agarézovém gelu
s ethidium bromidem a vizualizovany na UV transmitatoru.

Vysledek elektroforeogramu je zniazorném na odbazku 1. Po PCR s primery pro
BLAD bylo provedeno $tépeni restriktazou Hae 111, fragmenty mély velikost 65 a 36 bp,
pti §tépeni restrikéni endonukleazou Tag I mély fragmenty velikost 52, 32 a 17 bp (na
obrazku velmi 3patné viditelny). Po PCR s primery pro DUMPS a $tépeni restriktdzou
AVA I byly zjistény fragmenty o velikosti 53, 36 a 19 bp a po amplifikaci s primery pro
bovinni citrullinemii a $tépeni restrikéni endonukleazou AVA II mély vysledné fragmenty
velikost 99 a 78 bp. VSechny zjisténé formace fragmentl ptedstavuji zdrava zvifata a
Zadny z fragmentli nedeterminuje sledované poruchy. V tabulce 5. jsou shrnuty velikosti

Stépenych fragmentii pro studované poruchy podle riznych autort.
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Obrazek1.: Vizualizace
1

2 3

1.a 9. velikostni marker pUC19/Haelll, 2. PCR produkt BLAD, 3. RFLP Haelll BLAD

(TL), 4. RFLP Taql BLAD (TL), 5. PCR produkt DUMPS, 6. RFLP DUMPS (TD), 7.
PCR produkt citrulinemie, 8. RFLP citrulinemie (dominantni homozygot).

Tab.5.: Zjisténé velikosti §tépenych fragmentli pro studované choroby dle riznych autorii

Onemocnéni Velikost fragment (bp) Autor
Geneticky Pfenadec Nemocny

zdravy jedinec

DUMPS 53,36a19 89,53,36a19 |89 Grzybowski et al.
1998

Bovinni 100 100 a 200 200 Padeeri et al. 1999
citrullinemie

99a78 177,99 a 78 177 Viana et al., 1998
BLAD 100, 200 a 300 | 100, 200, 300 a | 200 a 400 Gepardi 1996

400
191 a 152 343,191a152 |343 Viana et al., 1998
32a26 58,32a26 58 Kahrli 1998
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4.3. SEZNAM ZKRATEK

AFLP

AP-PCR
ASS
BLAD

BL/TL
bp

€
cDNA
cM
dNTP
ddNTP
DNA
DUMPS

EDTA
ELFO
MAS
PAGE
PCR
PCR/RFLP
QTL
RFLP

RNA
SVU

UMPS

adenin

Amplified Fragment Lenght Polymorfism, délkkovy polymorfismus
amplifikovanych fragmentt

Arbitrarily Primed PCR, polymorfismus nahodné amplifikované DNA
argininsukcinatsyntaza

Bovine Leukocyte Adhesion Deficiency, deficience bovinni leukocytarni
adheze

kravy, nositelky BLAD mutace

base pair, par bazi

cytosin

complementary DNA, komplementarni DNA

Centimorgan

deoxyribonucleotide, deoxyribonukleotid

dideoxyribonucleotide, dideoxyribonukleotid

deoxy(_bonucleoricﬁcid, deoxyribonukleova kyselina

Deficiency of Uridine Monophosphate Synthase, deficience uridin - 5" -
monofosfat syntézy

chelaton 3 (disodium ethylendiaminetetraacetate)

Elektroforéza

Marker Assisted Selection, selekce s podporou markert

Polyakrylamide Gel Electrophoresis, polyakrylamidova elektroforéza
Polymerase Chain Reaction, polymerazova fetézova reakce

délkovy polymorfismus restrikéné §tépené amplifikované DNA

Quantitative Trait Loci, lokusy kvantitativnich znakt

Restriction Fragment Lenght Polymorphism, polymorfismus délky
restrikénich fragmentd

ribonucleoticacid, ribonukleova kyselina

Statni veterinarni Gstav

thymin

uridin — 5 -monofosfat syntéza

21




5. VYSLEDKY A DISKUSE

Cilem prace bylo genotypizovani vybranych recesivné dédiénych poruch u panelu byki
pouzivanych k inseminaci v CR.

Jako vychozi materidl pro izolace DNA byly pouzity vzorky krve a spermatu.
Material byl dodan ve formé inseminaénich davek zinseminalnich stanic a krve
poskytnuté SVU Brno. Analyzy byly provedeny u byki, ktefi vstupovali do testace v roce
2004, a to u plemen holstynského a ¢eského strakatého skotu. Jako zakladni geneticky
pfistup byla zvolena metoda analyzy PCR/RFLP.

Genotypizace metodou PCR/RFLP byla provadéna na recesivné dédéné choroby
bovinni citrullinemie, DUMPS a BLAD. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 6.

Tab.6.:Velikosti fragment pro studované choroby

Onemocnéni | Velikost fragmentt (bp)
Geneticky Prenased Nemocny
zdravy jedinec
DUMPS 23,36, 19 89,53,36,19 | 89,19
Bovinni 99 a78 177,99, 78 77
citrullinemie
BLAD 65a36 65, 46,36, 19 | 46, 36, 19
52,32, 17 84, 52,32, 17 84, 17

V ramci piedkladané prace bylo genotypizovano 195 bykl, z toho 113 bykh
holtynského plemene a 82 bykiu Ceského strakatého plemene. U Zadného ze vzorki
nebyla nalezena alela podmitiujici patologicky stav.

Shwenger et al. (1994) studoval poruchu DUMPS, studii provadél na celkovém
souboru 102 jedinct, z toho 52 geneticky zdravych jedinct a 50 jedinch pfenasecu a jejich
matek, plemen holstynského a red holdtynského skotu. Analyzou polosourozenct potvrdil
hypotézu korelace fenotypového projevu onemocnéni — sniZeni enzymatické aktivity
UMPS a jeho genetické determinaci. Robinson et al. (1984) uvadi frekvenci kurantni
defektni alely u sledované populace amerického holdtynského skotu 2% u krav a 7% u
bykii.
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Grzybowski et al. (1998) publikoval mozny model detekce recesivni alely, ktera
podmitiuje poruchu DUMPS. Pro geneticky zdravé jedince detekoval fragmenty o velikosti
velikost 53, 36 a 19 a pro heterozygotni pfenasece velikosti fragmentti 89, 53, 36 a 19,
teoretickd recesivné homozygotni sestava podmifiujici poruch DUMPS by méla velikost
fragmentu 89. U hol3tynského skotu vlivem Slechténi na vysokou mlénou uZitkovost
dochazi k prodlouZeni insemina¢niho intervalu a servis periody (Hradecka er al.,2004).
ProtoZe tyto poruchy v cyklu mohou byt zpisobeny poruchou DUMPS v populaci, bylo by
vhodné genotypizovat na poruchu DUMPS vsechna $pi¢kova zvifata povinné.

Dennis er al. (1989) se zabyval vyskytem recesivné dédéné poruchy bovinni
citrullinemie. Metodu PCR/RFLP oznacil jako nejjednodus$i a nejekonomi¢téjdi postup
pro genotypizaci této choroby. Identifikaci a eliminaci pfenase¢ii onemocnéni povaZzuje za
dileZitou nejen z hlediska zdravotniho stavu zvifat, ale i z hlediska ekonomického efektu.
Padeeri et al. (1999) detekoval pro bovinni citrullinemii s pouZitim metody PCR/RFLP u
homozygotné dominantnich jedincii jeden prouzek o velikost 100 bp, heterozygotni stav je
determinovan dvéma pruhy o velikosti 100 a 200 bp a u nemocnych telat byl detekovéan
jediny pruh o velikosti 200 bp (homozygotn& recesivni zaloZeni). Viana et al. (1998)
detekoval pro tuto poruchu fragmenty o velikosti 99 a 78 pro geneticky zdravé jedince,
177, 99 a 78 bp pro pienasede a fragment o délce 177 bp podmifioval onemocnéni.

Genotypizace na BLAD je velmi dulezitd. Je moZno ji dnes délat jak zkrve a
spermatu u byku, tak u matek budoucich byku a plemenic. Lze také vyuZit genotypizaci
embryi. Plemenni byci holstynského plemene mohou byt zafazovani na insemina&ni
stanice pouze v pfipadé, Ze maji negativni vysledky vySetfeni na BLAD. Analyza téchto
bykli ndm umoZiuje utvofit si pfedstavu o genetickém zdravi populace mladych byki.
V 90. letech byl zjist&n &asty vyskyt BLAD u populace skotu v CR. Hradil (1994) testoval
377 plemennych byki holstynského plemene, ztoho jich bylo pozitivnich 65, déale 61
plemenic, z toho 4 byly pozitivni, u plemene red holityn bylo testovano 64 plemennych
byki a 34 jich bylo pozitivnich. Arrayet er al.,(2002) ve své studii uvadi frekvenci
mutované alely pro BLAD 13% ze vSech sledovanych zvifat. Pro kravy byla frekvence
mutované alely 16,2% a u byki 9,9%. Déle se ve své studii zabyval fenotypovou expresi
heterozygotni sestavy alel a uvadi, Ze jak heterozygotni samice vykazuji statisticky
priikkazné rozdily v $ifce hlavy, u byka nebyly rozdily statisticky prikazné. Shuster et al.
(1992) pozoroval zastoupeni kurantni alely ve sledované populaci 14,1% u bykii a 5,8% u
samic. Dale uvadél, Zze se ve Spojenych statech americkych kazdy rok narodi pfiblizné
16.000 telat, ktera jsou ptenase¢i. Nagahata er al. (1997) nenasel ve své studii, ktera
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zahrnovala 796 jedinci Zadné zvife srecesivné homozygotnim genotypem, jedinct
s heterozygotni sestavou bylo 8,1%. Gerardi (1996) pozoroval pfi Stépeni restrikénimi
endonukledzami u zdravych zvifat délky fragmentd 100, 200 a 300 bp u nemocnych
jedinct 3tépi fragmenty o délce 200 a 400 bp. Viana et al. (1998) popsal délku fragmenti
zdravych jedinc 191 a 152 bp, u heterozygotnich pfena$ec¢i pozoroval délky fragmentt
343, 191 a 152 bp a u nemocnych jedincti pozoroval pouze jeden fragment o délce 343 bp.
Kehrli (1998) identifikoval pomoci metody PCR/RFLP fragmenty o velikosti 32 a 26 bp
pro jedince geneticky zdravé, 58, 32 a 26 bp pro heterozygotni pienaSete poruchy a pro
nemocné jedince s recesivné homozygotni sestavou identifikoval fragment o velikost 58
bp. Vzhledem k tomu, Ze u poruchy BLAD probiha dlouhodobé selekce v ramci kontroly
dédi¢nosti zdravi, naznauje soucasny zjistény stav vynikajici efektivitu pfijatych opatfeni.
Podobna opatieni pfijaly i ostatni zemé.

Ve Slechténi holStynského skotu dochézi v poslednich letech k podstatnym
zménam. Stejné jako v zahrani¢i i u nas se postupné méni Slechténi od jednostranné
orientace na znaky reprodukce a co nejvyssi vykon zvitat, smérem ke Slechténi na celkovy
genotyp zvifete, jehoz vysledkem maji byt zvifata nejen s vysokou produkci, ale hlavné
ekonomicka, zdrava, s dobrou plodnosti a dlouhovékosti. Program u holstynského skotu je
orientovan na vysokou mléénou uzitkovost, obsah proteinu v mléce a funkéni exteriér.
Déile se vyzkumnd pracovité zaméfuji na parametry teleni. V soutasné dob& stile
pfetrvava ekonomicky problém, kdy dojnice jsou schopny vydrZet v priméru do pété az
Sesté laktace. V poslednich letech jsou ve $lechténi skotu stale vyznamnéj$i tzv. funkéni
znaky a vlastnosti. Tyto samotné neposkytuji Zadnou produkci, ale ovliviiuji jeji
kvalitativni a kvantitativni ukazetele a jako takové mohou mit vyznamny dopad na vlastni
efektivitu chovu.

Insemina¢ni stanice vyuZivaji nejlepsi zdroje ze zahrani¢nich i domacich populaci.
Ro¢né vstupuje do testace nékolik desitek mladych byka vsech vyznamnych plemen. Pro
ovéfeni genetického zdravi jsou byci testovani vyznamnymi evropskymi i tuzemskymi
firmami i v rdmei zahrani¢nich populaci skotu. Dosahované vysledky plné potvrzuji, Ze je
vtomto trendu tieba i nadadle pokraovat. Cile programi inseminanich stanic jsou
zaméfeny na efektivni zvySovani konkurenceschopnosti chovatele a jeho rentabilitu. Jako
otci jsou pfevazné vybirani nejlepsi byci testovani v CR (60 — 70%) a byci ze zahrani¢i (30
— 40%). Podstatnym zdrojem bykd do programu, je intenzivni vyuZivani samiCiho
materialu z nukleovych stad.
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Embryotransfer - tato progresivni biotechnologick4a metoda Fizeni reprodukce, ktera
se neustdle rozviji, umozZfiuje chovatelim i Slechtitelim intenzivnéji a efektivnéji
realizovat plemenaisky a Slechtitelsky program. VyuZivani embryotransferu v chovu ma za
nasledek realny geneticky zisk a tim i nesporny ekonomicky efekt. U této metody lze
provadét véasnou genotypizaci na dédi¢né poruchy zdravi. Genotypizace plemennych byka
stejné tak jako darkyni embryi zvySuje prestiz naseho chovatelstvi v zahrani¢i. Zdravé a
bezzdvadné inseminadni davky by pomohly zvysit uplatnéni Ceskych dodavateli na
evropském i mimoevropském trhu.

I kdyz v ptedkladané praci nebyl nalezen heterozygotni pfenase¢ recesivni alely, je
velmi dulezité v genotypizaci BLAD pokratovat a to je moZno i u embryi pfi
embryotransferu, aby se neopakovala situace, ktera byla v nasich chovech v 90. letech.
Pfijatd opatfeni by se vSak neméla tykat pouze byki, ale i vynikajicich plemenic jako
moznych darkyni embryi a budoucich potencionalnich matek bykt. Musime stale pocitat
s tim, Ze je moZny vyskyt heterozygotnich krav — pfenasecek v nasich chovech.
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6. ZAVER

V piedkladané praci byly genotypizovani byci holstynského a ¢eského strakatého
skotu, ktefi vstupovali do testace v roce 2004. Jako vychozi material pro izolace DNA byly
pouzity vzorky krve a spermatu. Jako zakladni geneticky pfistup byla zvolena metoda
analyzy PCR/RFLP.

Vysledky lze shrnout takto:
e Vramci predkladané prace bylo genotypizovano 195 byku, z toho 113 byki
holstynského plemene a 82 bykii ¢eského strakatého plemene.
e U Zidného ze vzorki nebyla nalezena alela podmifujici patologicky stav pro BLAD,
DUMPS a bovinni citrullinemii.
o St&peni restriktazou Hae III pro BLAD poskytlo fragmenty o velikost 65 a 36 bp, pfi
Stépeni restrikéni endonukleazou Taq I rovnéZz pro BLAD mely fragmenty velikost 52, 32 a
17 bp, Stépeni restriktdzou AVA I byly zjistény fragmenty o velikosti 53, 36 a 19 bp pro
DUMPS a pro bovinni citrullinemii poskytla restrikéni endonukledza AVA II vysledné
fragmenty velikost 99 a 78 bp.
e V genotypizaci BLAD je vhodné déle pokradovat. Vzhledem k vzniklé situaci v 90.
letech mohou stéle byt v chovech heterozygotni kravy — prenasecky.
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