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Uvod

Dédicné choroby postihuji vSechny druhy a chovy domestikovanych zvifat. Tyto
defekty vedou ke znaénym ekonomickym ztratdm pfti Slechténi. Identifikace, porozuméni a
eliminace téchto stavii by méla byt zajmem vSech, ktefi se zvifaty pracuji (Robinson, Shanks,
1990). Casna mortalita telat, ktera je dal§im problémem, feSenym v tomto projektu, vyznamné

ovliviiyje celkovou efektivitu chovu.

Zdédi-li potomek dominantné¢ podminénou mutaci, mize pritomnost pouze jednoho
mutovaného genu zapfiCinit genetickou poruchu. Projev recesivni mutace vsak predpoklada
pritomnost dvou mutovanych recesivnich genil v genotypu postizené¢ho zvifete. Ve vétSing

ptipadl jsou to pravé recesivni mutace, které jsou divodem dédi¢nych chorob u Slechténych

zvitat (Zabek, Rys, 1998).

V tomto kontextu by bylo prospésné omezit inbreeding a zvysit pocet elitnich bykt
pouzivanych v umélé inseminaci, protoze dlouhodobé zavisi diverzita na ptibuznosti mezi
byky, ktefi jsou pouzivani ve Slechtitelskych programech. Pro ilustraci je mozné uvést, Ze ve
Spojenych statech byci narozeni v letech 1998/99 byli ptibuzni k populaci krav z 13,1% u
ayrshirského plemene a 10,1% u holstynského. P&t otcti zplodilo 100% ayrshirskych, 42%
holstynskych, 71% guernseyskych a 76% jerseyskych bykl. V zemich Interbull bylo v roce
1995 deset byku otci 54% ayrshirskych, 43% holstynskych, 100% guernseyskych a 66%
jerseyskych bykl. Rovnéz maternalni diverzita je limitovana, pét bykl bylo otci 45% elitnich

ayrshirskych americkych krav a 17% holstynskych (Weigel, 2001).

Pokud se zpétné ukaze, ze rozsahle uzivani elitni byci s velkym poctem potomka byli
nositeli defektniho genu, dusledky jsou velmi negativni, inbreeding v populaci tento proces
intensifikuje. To se stalo v pfipad€ posledniho velkého genetického defektu, BLAD. Bykem,
ktrey byl téméf upln€¢ odpovédnym za jeho rozsifeni v holstynské populaci byl Carlin-M
Ivanhoe Bell, jenz mél ve Spojenych statech vice nez 79 000 dcer v oficidlni kontrole
uzitkovosti a pies 1 200 syni s dcerami (Olson, 2002). Tentyz byk, Bell, byl také nositelem
nového genetického defektu, CVM. Defektni gen BLAD dostal Bell od svého dédecka
Osborndale Ivanhoe pfes otce Pennstate Ivanhoe Star. Bylo zjisténo, ze Ivanhoe Star byl
rovnéz heterozygotni pro CVM, pravdépodobné ji dostal od své matky. To znamena, ze

polovina potomkii Bella byla heterozygotni pro BLAD a polovina pro CVM. Fenotypové se



zacaly choroby projevovat po mnoha letech, kdyz byli sam¢i potomci Bella pfipafovani na

jeho potomky samici.

ProtoZe nové metodické piistupy a molekuldrni techniky jsou jiz fadu let pouzivany také
ve Slechténi tvirat, genetikové maji GCinny nastroj k eradikaci dédi¢nych poruch zdravi
z populaci. Chovatelé¢ mohou kontrolovat sva stada za predpokladu, Ze je k dispozici ptislusna
analytickd metoda. Pro kontrolu dédi¢nych recesivné¢ podminénych chorob ve Slechtitelskych
programech je klicova detekce fenotypové normdlnich heterozygotnich ptenasect. Znalost
genetickych defektii na molekularni bazi umoznuje pfimou detekci nosi¢li na trovni DNA

brzo po narozeni, nebo jiz studiem embryonalnich bunék (Harlizius et al., 1996).

V literarnim piehledu jsou kratce popsany dédicné poruchy zdravi, snimiz je

mozno poéitat jako s rizikovymi v populaci skotu v CR.

CVM

Komplex vertebralnich malformaci (CVM) byl poprvé popsan v Dansku v fijnu 2000
u holstynskych telat. V1ét¢ 2001 védci na Danském Institutu Zemédélskych véd
identifikovali gen a mutaci, zodpovédné za tuto chorobu. Defekt byl zpétné vystopovan
k americkému vynikajicimu plemenikovi Carlin-M Ivanhoe Bell. Bell byl piedtim jako otec
uzivan po celém svété a celkovy dopad na mortalitu holStynskych telat byl znaény
(Konersmann, 2002, Konersmann et al., 2003). Posléze bylo zjiSténo, Ze nositelem byl jiz

jeho otec Penstate Ivanhoe Star USA 1441440, nar.20.1.1963.

Defekt zpusobuje mutace v autozomalné recesivnim genu (Revell, 2001, Bendixen,
2001a, http://www.naab-css.org/education/CVMpressrealse-D.html, Snoj, 2002). Telata
postizena CVM se mohou narodit tehdy, je-li matka nosicka pfipusténa otcem rovnéz
prenase¢em. Pokud jsou tedy rodi¢i oba nosic¢i, pak je 75% telat norméalnich a 25% CVM
postizenych. Telata, kterd nesou defektni gen, jsou po télesné strance v poradku a jejich
produkce neni postizena, ale jsou CVM nosiCi. Zvifata, kterd jsou identifikovana jako
prenase¢i jsou oznacena kodem ,,CV* ve vSech rodokmenech a podobnych dokladech o
puvodu, geneticky zdravi jedinci jsou oznaceni kédem ,,TV®. Tyto kody jsou mezinarodné
uznavané a standardizované (http://www.naab-css.org/education/CVMpressrelease-D.html,

Grzybowski, 2003).



Typické znaky CVM jsou zkraceny krk a predni koncetiny, bilateralni, symetrickeé,
mirné stazeni zapéstnich kloubt, vazné zkriceni a mirna laterdlni rotace nartovych spoju.
Zadni koncletiny vykazuji bilaterdlni, symetrické kontrakce nartovych kloubl s medialni
rotaci zadnich nohou. U vSech koncetin bylo pozorovano prodlouzeni nartu. Vertebralni
abnormality zahrnuji fizi poslednich dvou krénich obratli a distorzi prvnich tfi hrudnich
obratlll, coz vede v tomto mist¢ k mirné skolidze. VySetfeni srdce ukazalo pravostrannou
hypertrofii a defekt horniho mezikomorového septa. Aorta i1 plicni tepna vychazi z pravé
strany srdce. Srde¢ni abnormality se vyskytuji u 50% ptipada (Revell, 2001, Pazdera, 2001,
Agerholm et al., 2001). Bendixen (2001b) uvadi, ze vice nez 63 000 krav se snizenou
plodnosti vykazovalo vyznamné ¢asto postizeni plodu CVM. Rada CVM plodi je potracena
v 159. dni gestace, jind CVM telata se narodi pfed¢asné a zpravidla brzo po porodu umiraji
(Agerholm et al., 2001). Je-li plod homozygotni pro CVM, 29% krav potrati do 100. dne
btezosti, 45% ve 150. dni a 77% potratii je zaznamenano 260. den (Nielsen et al., 2003).

Molekularni vySetfeni tohoto defektu je zaloZzeno na molekuldrné - genetickych
metodach. Identifikace CVM prenasece je zaloZena na detekci genetickych markert. CVM
postizeny gen je testovan uzitim markeru, ktery je situovan blizko CVM genu (Pazdera,
2001). Byk Carlin-M Ivanhoe Bell a jeho potomci byli vyuzivani v fadé zemi a také v Ceské
republice. Dosud bylo potvrzeno 74 plemenikl jako nositelé CVM malformaci (napft. Jabot,
Etazon Lord Lily, KOL Nixon, T Klassy, NJY Hubert, Tornedo etc.) Svaz chovatelii
holstynského skotu CR vydava listinu plemenikil, na nichZ jsou zapsani nositelé CVM

faktoru.

DUMPS

Deficience uridin-5"- monofosfat syntazy (DUMPS) je geneticka porucha, ktera
ovlivituje biosyntézu pyrimidinu a je dédéna jako jednoduchy, dvoualelovy lokus na
autozoému (Shanks, Greiner, 1992, Kuhn, Shanks, 1994). Enzym uridin-5"-monofosfat (UMP)
syntaza katalyzuje pfeménu orotické kyseliny na UMP, coz je prekurzor vSech dalSich
pyrimidinovych nukleotidi a bézna slozka mléka krav a dalSich piezvykavcl (Shanks,
Robinson, 1989, Shanks et al. 1989). Dédicna deficience tohoto enzymu je znama i u ¢lovéka
jako autozomalné recesivni vlastnost, tzv. dédicnd oroticka acidurie. DUMPS byl dale

pozorovan u dojného skotu, a to zejména v USA u holstynsko-friského plemene (Shanks et



al., 1987, Shanks, Robinson, 1989). Nékteré kravy ze stdda Univerzity v Illinois produkovaly
mléko s pct az desetkrat vyssi koncentraci kyseliny orotické, nez je bézné. Tyto hladiny
orotické kyseliny v mléce byly evidentni v riznych stadiich laktace a pfetrvavaly od jedné
laktace ke druhé. Kyselina se také vylucovala do moci a krve laktujicich zvirat. Néktefi autori
nasledn¢ dosli k zavéru, ze byl-li enzym UMP syntaza deficientni, dochazelo k akumulaci

kyseliny orotické (Robinson, Shanks, 1990).

UMP syntaza je nutnd pro de novo syntézu pyrimidinovych nukleotidii, které jsou
stavebnimi kameny DNA a RNA, rist a vyvoj homozygotné recesivnich jedinct je tudiz
zastaven a vede k embryonalni mortalit¢ okolo 40. dne gestace (Shanks, Robinson, 1990,
Robinson et al., 1993). Heterozygotni nosi¢i nesou defektni alelu zvanou DUMPS (Harzilius

et al., 1996).

V priméru polovina potomku z kiiZzeni mezi heterozygotnim a normalnim (geneticky
zdravym) rodi¢em je normalni, dal$i polovina potomkii pfedstavuje nosice. Heterozygotni
nosi¢i poruchy jsou bézné identifikovani méfenim aktivity enzymu UMP syntazy
v erytrocytech, jatrech, slezing, ledvinach, svalech a mlé¢né zlaze, ptiCemz tato aktivita je u
nositelll snizena (Shanks, 1990) a je redukovana na polovinu normalnich hladin (Schwenger

et al., 1994, Robinson, Shanks, 1990).

Praktickym dopadem tohoto defektu je to, Ze kravy prenasecky vykazuji vyssi ¢etnost

vvvvvv

(Fries, Ruvinsky, 1999).

V soucasnosti je jiz znama struktura genu pro UMP syntdzu a také test na prenasece,
zalozeny na PCR diagnostice. DUMPS zptisobuje 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) (Harzilius et al., 1996).

Mozny postup pii odhaleni recesivni alely (Schwenger et al., 1993, Grzybowski et al.,
1998) je nésledujici. Produkt zahrnujici mutaci méti 108bp, byl amplifikovan z genomické
DNA za pouziti primert 5" CAA ATG GCT GAA GAA CATTCT G3 a5  GCT TCT AAC
TGA ACT CCT CGA GT 3’. Po denaturaci 94° C 5min. nasledovalo 35 cykld PCR (94° C 1
min, 60° C 1 min., 72° C 30 sec) a kone¢na elongace produktu (72° C 5 min.) PCR produkt
byl stépen restriktazou Ava I 1,5 hod. pti 37° C. Vysledné fragmenty byly analyzovany na

agarozovém gelu.

Oznaceni ,,.DP“ je pfifazeno ke jménu zndmého heterozygota ptrenaSece a uvadéno
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v oficidlnich rodokmenech, geneticky zdravd zvifata nesou oznaceni ,,TD*“ (Shanks,

Robinson, 1990).

Bovinni citrulinemie

Citrulinemie je autozomalné recesivné podminéna porucha metabolizmu mocoviny,
charakterizovana vysokymi hladinami citrulinu a, mnohem vé&znéjS$im, obsahem amoniaku
v plazm¢. Pfi¢inou je deficience aktivity jednoho zenzymi ornitinového cyklu,
argininsukcinatsyntazy (ASS). Bovinni citrulinemie je zpisobena tranzici cytosin-tymin na
kodonu 86 uvnitt exonu 5, v genu kodujicim ASS (Padeeri ef al., 1999). Normalni bovinni
ASS je peptid 0 412 aminokyselinach (www.angis.org.au). Tato porucha byla prvné popsana
u Cloveka, nasledné u pst a byla pozorovana také u friskych telat (Healy et al., 1990,
www.angis.org.au, Viana et al, 1998). Postizena (homozygotni) telata jsou neschopna
vylu¢ovani amoniaku a jevi neurologické symptomy, které se neustale zhorsSuji a vedou ke
smrti do tydne po narozeni (Grupe et al., 1996, Lin et al., 2001). Lokus pro ASS je u skotu

lokalizovéan an 11. chromozému (BovMap).

Amplifikace lokusu pro ASS a detekce mutace na kodoénu 86 byla provadéna metodou
PCR/RFLP. PCR reakce obsahovala 5" TTC CTG GGA CCC CAG GGA CCG TGT TCA
TTG AGG ACA TC 3" a 5" TTC CTG GGA CCC CGT GAG ACA CAT ACT TG 3’
primery. Izolovand DNA byla amplifikovana 30 cykla (94 ° C 30 sec, 55° C 30 sec, 72° C 30
sec) s konecnou elongaci produktu 72° C 10 min. Amplifikované produkty byly Stépeny
restriktazou Ava II po dobu tfi hodin a analyzovany na 3% agar6zovém gelu obsahujicim
ethidium bromide (Padeeri et al., 1999). Po digesci ukazoval PCR produkt homozygotné
normalnich jedinct jeden 100bp prouzek, heterozygotni PCR produkt dva prouzky, 100 a

200bp a postizena telata pouze 200bp prouzek (www.angis.org.au).

BLAD

Deficience bovinni leukocytarni adheze (BLAD), je letalni autozomalné recesivni
onemocnéni u holStynského skotu, charakterizované silné snizenou hladinou exprese (2

heterodimerického integrinu. Integriny jsou adhezivni molekuly, které zprostfedkovavaji



vstup a prechod neutrofilli pfes membrany a zniceni vniknuvsSich patogent (Kehrli et al.,
1992, Poli et al., 1996, Natonek, 2000). B2 integriny jsou Svétovou zdravotnickou organizaci
klasifikovany jako CD11/CD18 podle svych a a B podjednotek. Jsou slozeny z identickych 3
podjednotek (CD18) a strukturalné variabilnich a podjednotek, znacenych jako CDlla,
CD11b a CDllc pro integriny LFA-1, Mac-1 a p150 , 95. Protoze exprese 2 integrint
vyzaduje intracelularni asociaci CD11 a CD18 podjednotek, brani defekty v CD18 expresi
vSech B2 integrinl. U neutrofili izolovanych z telat postizenych BLAD byla pozorovana
snizena exprese leukocytarnich integrin na povrchu bunék, snizend schopnost agregace
v reakci na chemotaktické stimuly a snizenad schopnost migrace pifes monolayer bovinnich

endotelialnich bun¢k (Pareek, Kaminski, 1996).

Defektni leukocytarni adherence vede k neadekvatni imunité sliznic a nemocnd zvirata
maji vazné a opakované slizni¢ni infekce, jako je pneumonie, ulcerativni zanéty dasni, zanéty
ozubice, papilomatosis, dermatofytosis, vypadavani zubi, tvorba hnisu, pomalé hojeni ran a
omezeny rist (Nagahata ef al., 1993, 1994, 1997, Ackermann et al., 1996, Ribeiro et al.,
2000).

Vysledky krevnich testi od postizenych telat ukéazaly pretrvavajici zietelnou
leukocytozu s prevahou segmentovanych neutrofilii. Migrace neutrofilli a sila chemotaktické
odpovédi byly vyznamné sniZzené. Adherentni aktivita a fagocytoza kvasinek byly rovnéz
znaén€é omezené, coz je dikazem, Ze schopnost neutrofili fagocytovat je spojena s C3b
receptorem. Markantné snizené mnozstvi CD18 na povrhu neutrofili BLAD telat bylo
prokazano fluorescencnimi histogramy (Nagahata ef al, 1994). Gourreau et al. (1998a)
spojuje s BLAD hypoalbuminémii a hyperglobulinémii, hypoglykémie je rovnéz cCasta.
Jorgensen, Madsen (1997) pozorovali horSi schopnost vyuZiti potravy, tendenci
k pomalej§imu ristu a niz§i schopnost odpovidat na 1écbu onemocnéni. Dalsi pozorovani
ukazala, ze BL/TL kravy (tj. nositelky BLAD mutace), produkuji vice mléka béhem prvni

laktace a vice mlé¢ného proteinu nez jejich zdravé polosestry (Lubieniecki et al., 1999).

Molekularni povaha BLAD je jednoducha bodovd mutace (A-G) na pozici 383
vcDNA na genu CDI8 na chromozému 1. Tato mutace vede k zdméné glycinu za
aspartamovou kyselinu na pozici 128 v proteinu D128G (Shuster et al., 1992, Jorgensen et al.,
1993, Gerardi, 1996, Rutten et al., 1996, Meylan et al., 1997). Viana et al., (1998) a Shuster
et al., (1992) popsali existenci tich¢ bodové mutace (C-T) na pozici 775 v cDNA bez
fenotypové manifestace. DNA studie s uzitim restrik¢nich endonukledz Taq I nebo Hae 111

detekovaly rozdily mezi zdravymi a postizenymi telaty. Gerardi (1996) pozoroval po $tépeni
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restriktdzami u zdravych zvirat 100, 200 a 300bp prouzky a u BLAD nemocnych telat
prouzky o délce 200 a 400bp. Viana ef al. (1998) popsal délku fragmentli u normalnich zvirat
191 a 152bp, u heterozygotnich pienaSect 343, 191 a 152bp a u nemocnych homozygott
pouze jeden prouzek 343bp. Heterozygot je zdravy, ale ma fragmenty vSech délek a je tedy

nosi¢ choroby s normalnim i abnormalnim chromozomem.

Koéd pro BLAD nosice je ,,BL*, pro zvitata bez BLAD alely ,,TL* (Tainturier et al.,
1995, Powell et al., 1996, Simon et al., 1998, Gourreau et al., 1998a,b).

Amplifikaéni reakce pro DNA vzorky pracuje s primery 5'CCC TGC CAG TCC AGC
TGG ACA CC3 a5 CCA CGC CCA TCA TTC TGG GGC AG 3'. Amplifikovany produkt
lze Stipat restriktdzou Tag [ nebo Hae III po dobu tii hodin na 37° C, analyzuje se na

agarozovém gelu obsahujicim ethidium bromid (Viana et al., 1998, Ribeiro ef al., 2000).

Glycogen storage disease V

Glycogen storage disease V (GSD V)je také znama jako deficience svalové glykogen
fosforylazy nebo myofosforyldza. Jde o svalovou chorobu, ktera je zpiisobena bodovou
mutaci prislusného genu (Tsujino et al., 1996, Soethout et al., 2002). Zptisobuje zatéZovou
intoleranci, myalgii a opakovanou myoglobinurii. Porucha byla poprvé popsana Angelosem et
al. (1995) s monogenni autosomalné recesivni dédic¢nosti. U clovéka je defekt znam jako
McArdle’s disease s podobnymi symptomy. V posledni dobé se otazkou glycogen storage

disease na Novém Zélandu zabyval Johnstone et al. (2004).

Glycogen storage disease 11

Mrv e

glukosidazy, které zplsobuji ztratu funkce. AAG (acidic a-glukosidase) je lysosomalni
enzym, katabolizujici glykogen na glukézu, deficience jeho aktivity ma za nasledek
generalizovanou glykogendzu (glycogen storage disease II, Pompe’s disease) u ¢lovéka, ovce,
psa, kocky, kiepelky a skotu (Dennis et al., 2002). Dédi¢nost je autozomalné recesivni. U
skotu postizené¢ho glykogendézou nastava tthyn do 12 meésicii véku. V genu pro AAG se

vyskytuje n€kolik mutaci s riznym efektem. Letdlni mutace E7 je delece dinukleotidu
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vexonu 7 (1057ATA) zpisobujici frameshift. Letalni mutace E13 je tranzice cytozinu na
tymin v exonu 13 (1783C-T), zpiisobujici vznik stop kodonu v exonech 8 a 13. Bylo popsano
nékolik dal$ich mutaci, E9 je tranzice v exonu 9 (1351C-T) je zodpovédna za 70-80% redukci
aktivity AAG, 2454ACA (Dennis, Healy, 2001) je letdlni mutace popsana u shorthornského
skotu, Mspl polymorfismus je ticha mutace v exonu 16 (2223G-A).

Zavérem kratké literarni reSerSe téch dédi¢nych poruch zdravi, které jsou pifedmétem
navrzené metodiky lze konstatovat, ze recesivné dédéné poruchy u skotu maji sice velmi
nizkou incidenci, ale v nékterych piipadech miize jejich vyskyt vdzné narusit ekonomiku a
plynuly prubéh Slechténi. Rychlé Sifeni genetickych defektt, jako napt. CVM nebo BLAD
plemeniki, ktefi byli latentnimi heterozygotnimi pfenaSe¢i mutace. Zejména populace
holstynského skotu je k rychlému Sifeni geneticky podminénych defektii velmi nachylna.
Selekéni tlak je zde velmi silny a pfesto, Ze samici populace je velmi pocetnd, v disledku
nizkého poctu elitnich byk jde o populaci geneticky malou. Uméld inseminace pak
celosvétovému rozsifeni poruch vyrazné napomohla. Mozny vznik stidle novych defektii
(napt. CVM) je dan vlastnostmi DNA. V soucasnosti v§ak umoziuji molekularn¢ - genetické
metody ucinnou prevenci v Sifeni patologickych alel, a to v¢éasnou diagnostikou a eliminaci

byk, ktefi mutovany gen pienaseji.



Material a metody

Pro analyzu je potieba fada laboratornich metod. V prvni fad¢ se jednd o izolaci DNA
z vhodného materidlu, v nasem ptipad¢ periferni krve nebo spermatu - inseminacnich davek.
Pro identifikaci patologickych recesivnich alel je nejcastéji pouzivana metoda amplifikace
ptislusného lokusu v polymerdzové fetézové reakci s naslednou analyzou polymorfismu délky

restrikénich fragmentd pomoci restrikéni endonukleazy.

Déle jsou ptehledn¢ uvedeny ptislusné laboratorni metody pro vybrané dédicné poruchy

zdravi.

Izolace DNA 1. - periferni krev
1. den

Smicha se 300ul dig. pufru (100mM NaCl, 50mM TRIS-HCI, 1% SDS, 50mM EDTA, pH=S8)
s 10ul proteindzy K (dale jen PK) (c=100ug/ml). Do kazdé Eppendortky (1,5ml) se odméti
310ul roztoku dig. pufru + PK, ptidd se 100ul dobfe promichané plné krve, d4 se 2 hodiny
inkubovat pti 50°C a nésleduje inkubace ptes noc pii 37°C.

2. den

Ptida se 300ul SM LiCl, diikkladné se roztfepe nejméné 1 minutu, piida se 600ul chloroformu
a prevracenim se promichdva 30 min. Odstfedi se 15min/14000 rpm a supernatant se pievede
do cistych eppendorfek. DNA se srazi isopropanolem nebo absolutnim EtOH (zkumavka se
alkoholem naplni), dikladné se protfepe (DNA se srazi ve form¢ vlakének pozorovatelnych
pouhym okem). Centrifuguje se 5min/14000rpm, supernatant se odsaje a peleta DNA se
promyje cca 200ul 70% EtOH. EtOH se odsaje, zbytek se nechd cca 20 min. schnout. Peleta
se resuspenduje pies noc ve 100-200ul TE pufru (10mM TRIS-HCL, 1mM EDTA, pH=7.5),

mnozstvi pufru se fidi velikosti pelety.

Izolace DNA II. - periferni krev
Lze pouzit pouze neheparinizovanou krev.

50ul krve + EDTA se smicha s 500ul TE pufru, odstfedi se pii 14 000 rpm, TE pufr se odsaje,

prevrstvi Cerstvym TE pufrem, diikladné se roztiepe peleta leukocyti a opét centrifuguje,
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opakuje se 3x do vy¢isténi. Cista peleta se prevrstvi v 1,5ml eppendorfce 100ul lyzaéniho
pufru s PK (viz dale), nechd se inkubovat pfi 54°C pies noc, rano se opatrné¢ promicha

Spickou a pouziva se v PCR (préce s lyzaty pro PCR viz metodika PCR/RFLP sloZeni mixu).
Lyzac¢ni pufr (zdsobni roztok, uchovavat v lednicce):
- 20 ml TRIS
- 50ml IM KCI
- 2,5ml IM MgCI2
- 5 ml Tween 20 (detergent)
- doplnit do 100 ml H20
Pted pouzitim se 10x fedi.
Proteinaza K (PK) (zasobni roztok, zmrazit):
- 100 mg PK (Serva)
- 5ml H,O

Vysledna koncentrace PK v lyzacnim pufru je 100ug/ml.

Pro izolaci DNA z krve je mozné rovnéz pouzit komeréné nabizené kity riznych firem.

Izolace DNA III. - sperma

1. den

Obsah pejety se resuspenduje v 1 ml PBS pufru a centrifuguje 6min/10000rpm, PBS se

odsaje, nahradi Cerstvym, opakuje se 4x do vycisteni.

K sedimentu se prida: 200ul PBS
800ul roztoku 3 (0,6g TRIS, 2,9¢g NaCl, 0,4g NaOH, doplnit do 0,51
redestilovanou vodou)
16ul merkaptoethanolu

Inkubuje se 30 min na vodni ladzni pi1 50°C. Pfida se 50ul PK (25mg/1ml), inkubuje se ptes

noc v termostatu pii 37°C.
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2.den

Nejprve se kazdy vzorek rozdéli do dvou oznacenych zkumavek (1,5 ml), nasledné extrakce

pak probiha paralelné.

Extrakce chloroformem I: eppendorfka se naplni, 6 min. se dikladn¢ protfepava, centrifuguje

se 7 min/12000rpm pii 25°C, vzorek se prepipetuje do Cistych zkumavek a proces se opakuje.

Extrakce chloroformem II: opét se ptida chloroform a tfepe 6 min, centrifugace pii 15°C

5min/6000 rpm, opakuje se 2x.

Po zavéreCném prepipetovani vzorku do Cisté oznaCené eppendorfky se srazi DNA

ptidavkem 0,5 ml vychlazeného 100% EtOH + CH3COONa (9 dila alkoholu, 1 dil octanu).

Centrifuguje se 3 min/14000rpm, odsaje se, peleta se promyje 70% EtOH, odsaje se alkohol,

nechd se vyschnout a ptevrstvi TE pufrem jako u izolace DNA z pIné krve.

Polymerazova retézova reakce

Jedna se o klonaci (mnoZeni) DNA, provadénou in vitro. Velmi stru¢né 1ze PCR popsat
jako denaturaci DNA, pfi které se uvolni vodikové miistky a oddéli komplementarni vldkna,
ptfipojeni primerd (oligonukleotidovych ocek) na komplementarni useky DNA a syntézu
nového fetézce DNA. Tento cyklus se opakuje, v kazdém se zdvojnasobi pocet kopii
prislusného tiseku DNA. SloZeni reak¢ni smési pro analyzu jednotlivych lokust je uvedeno

v tabulce:
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Tab 1. SloZeni mixu PCR

BLAD DUMPS Citrulinemie | GSD V GSDIIE7 |GSDIIE9 |GSDIIE13
Komponent

DNA* Lyzat** | DNA Lyzat | DNA Lyzat | DNA Lyzat | DNA Lyzat | DNA Lyzat | DNA Lyzat
10x PCR 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
pufr
MgCl, 2,4 2,4 1,2 1,2 1,2 1,2 0,8 0,8 1 1 0,8 0,8 1 1
dNTP’s 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Primer 1*%* 1 1 1 1 1 1 1 1 0,8 0,8 1 1 1 1
Primer 2 1 1 1 | 1 1 1 1 0,8 0,8 1 1 1 1
DNA 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3
Taq
polymeraza* | 0,2 2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 2 0,2 2 0,2 2 0,2 2
skoksk
H,O 10,1 | 83 | 11,3 | 11,3 | 11,3 | 11,3 | 11,7 | 99 | 11,9 | 10,1 | 11,7 | 9,9 | 11,5 | 9,7

* ¢isténa DNA pripravend metodou izolace I. chloroformem z plné krve

**  DNA v lyzatu ptipraveném metodou II.

**% mnozstvi oligo 10 pmol

*AE pii pouziti lyzath se nedava Taq (1U=0,2pul) do mixu, ale fedény po dvouminutové
denaturaci proteinazy K pii 94°C. Pii fedéni se vychazi z toho, Ze na 1
vzorek je tieba 0,2ul Taq a 1,8ul vody.




Pouzité primery mély tyto sekvence:

BLAD 1

5’GTC AGG CAGTTG CGT TCA A 3’
BLAD 2

5'GAG GTC ATC CAC CAT CGA GT 3’

DUMPS 1

5'GCA AAT GGC TGA AGA ACATTCTG 3’
DUMPS 2

5'GCT TCT AAC TGA ACT CCT CGA GT 3’

CITR 1
5’GTG TTC ATT GAG GAC ATC 3’
CITR 2
5'CCG TGA GAC ACATACTTG 3’

GSD V1

5’-CCA GGA AGA CCC TCA TTC CA-3’
GSDV2

5’-AGG GAA ACA CAC ACA CAG-3’

GSDIIEI3 1

ACT GCCCTG CACTCTTGC CGG CCG T
GSDIIE132

GGA AAG CTG CTC CCG GTC GCT CC

GSDITE9 1

GGG ACC TAC CGA CCC TAC GAC GAG CCT CTG AGG
GSDIT E9 2

GTC AGA AGC CACTAT AACC

GSDIIE7 1
GGA CGT GTA CAT CTIT CTT GG
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GSDIIE72
GTC ATATTC TCC ACG ACC

Déle je uveden teplotni rezim pro amplifikaci jednotlivych lokust. Amplifikace byla

provadéna na termalnim cykleru Biometra Termogradient.

BLAD

Vicko 104°C

94°C 3 min (predenaturace, u lyzatl se v této fazi ptidava po 2 min. Taq polymeraza — viz
vyse).

94°C 30 sec

61°C 30 sec 35 cykla

72°C 30 sec

72°C 5 min (findlni elongace)

DUMPS

Vicko 104°C

94°C 5 min (predenaturace, u lyzata se v této fazi ptidava po 2 min. Taq polymeraza — viz
vyse).

94°C 1 min

61°C I min | 35 cykla

72°C 30 sec

72°C 5 min (findlni elongace)
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Citrulinemie

Vicko 104°C

94°C 5 min (predenaturace, u lyzata se v této fazi ptidava po 2 min. Taq polymeraza — viz
vyse).

94°C 45 sec

61°C45sec | 35 cykla

72°C 45 sec

72°C 4 min (findlni elongace)

GSDV

Vicko 104°C

94°C 5 min (predenaturace, u lyzatl se v této fazi ptidava po 2 min. Taq polymeraza — viz
vyse).

94°C 1 min

61°C I min | 35 cykla

72°C 1 min

72°C 4 min (findlni elongace)

GSD I1 E7

Vicko 104°C

94°C 5 min (predenaturace, u lyzatd se v této fazi ptidava po 2 min. Taq polymeraza — viz
vyse).

94°C 1 min

54°C I min | 35 cykla

72°C 1 min

72°C 4 min (findlni elongace)
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GSD I1 E9

Vicko 104°C

94°C 5 min (predenaturace, u lyzata se v této fazi ptidava po 2 min. Taq polymeraza — viz
vyse).

94°C 1 min

62°C I min | 35 cykla

72°C 1 min

72°C 4 min (findlni elongace)

GSDII E13

Vicko 104°C

94°C 5 min (predenaturace, u lyzatl se v této fazi ptidava po 2 min. Taq polymeraza — viz
vyse).

94°C 1 min

59°C I min | 35 cykla

72°C 1 min

72°C 4 min (findlni elongace)

Polymorfizmus délky restrikénich fragmenti

Po PCR jsou amplifikované iseky genu nesouci prislusnou mutaci analyzovany restrikénim

Stépenim za podminek uvedenych v tabulce:
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Tab. 2 Restrikéni Stépeni
BLAD DUMPS | Citrul. GSDV GSDIIE7 |GSDIIE9 |GSDIIE13

Pufr

1,7ul 1,7ul 1,7ul 1,7ul 1,7ul 1,7ul 1,7ul 1,7ul
erjtrrllk‘f{?l o Tag I Hae I11 Ava l Ava Il Styl Ball Bgll BsiEl
enconukicaz 10U 10U 10U 10U 10U 10U 10U 10U
(RE)
PCR amplifikat 15ul 15ul 15ul 15ul 15ul 15ul 15ul 15ul
Inkubace 65°C 37°C 37°C 37°C 37°C 37°C 37°C 37°C

4 pies noc pies noc pies noc pres noc pres noc pies noc pres noc pies noc




Fragmenty jsou vizualizovany elektroforézou na 3% agar6zovém gelu obarveném ethidium

bromidem a genotypizovany na UV transiluminatoru pfi vinové délce 302 nm.

Délky fragmentii u dédi¢nych chorob

BLAD

RE: Taq |

TL: 52+32+17
BL/TL: 84+52+32+17
BL: 84+17

RE: Hae 111

TL: 65+36

BL/TL: 65+46+36+19

BL: 46+36+19

DUMPS

RE: Ava |

TD: 53+36+19
DP: 89+53+36+19

(hypoteticky recesivni homozygot): 89+19
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Citrulinemie

RE: Ava Il

dominantni homozygot (zdravy): 99+78
heterozygot (prenasec): 177+99+78

recesivni homozygot (postizeny): 177

Glycogen storage disease V

RE: Styl

dominantni homozygot (zdravy): 252
heterozygot (prenasec): 252+133+119
recesivni homozygot (postiZeny): 133+119
Glycogen storage disease II E7

RE: Bgll

dominantni homozygot (zdravy): 190+48
heterozygot (prenasec): 190+161+48+27

recesivni homozygot (postizeny): 161+27

Glycogen storage disease 11 E9

RE: Bgll

dominantni homozygot (zdravy): 81+68+30
heterozygot (prenasec): 98+81+68+30

recesivni homozygot (postizeny): 98+81
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Glycogen storage disease I E13

RE: BsiEl

dominantni homozygot (zdravy): 116+39+22+15
heterozygot (prenasec): 155+116+39+22+15

recesivni homozygot (postizeny): 155+22+15
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Obr. 1 Genotypizace lokusii pro BLAD, DUMPS a citrulinemii

1 2 3 4 5 6 7 8 9

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
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Obr. 2 Genotypizace lokusi pro glycogen storage disease I1

a glycogen storage disease V

1. velikostni marker pUC19/Mspl, 2. RFLP GSD II E13 (dominantni homozygot), 3. PCR
produkt GSD I1 E13, 4. RFLP GSD II E9, 5. PCR produkt GSD Il E9, 6. RFLP GSD Il E7, 7.
PCR produkt GSD II E7, 8. RFLP GSD V, 9. PCR produkt GSD V, 10. velikostni marker
pUCI19/Mspl
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Doporuceni pro chovatelskou praxi

Vyskyt letalnich recesivnich dédi¢nych poruch zdravi je vétSinou sporadicky. U
hospodaiskych zvifat je vSak mozné, ze dojde k dlouhodobému latentnimu S$ifeni
heterozygotnimi ptenaSeci, k postupnému zvysSeni frekvence alely v populaci a vysStépovani
recesivnich homozygotl. Dusledkem je nutnost pfijimat chovatelskd opatieni k potlaceni
dédi¢né poruchy zdravi, musi byt vyfazovana heterozygotni zvitata, dochazi k chovatelskym a
ekonomickym ztratdm. Proces latentniho Sifeni recesivnich alel je u skotu pochopitelné
vyrazné¢ usnadnén inseminaci, intenzivnim vyuzivanim malého poctu Spickovych bykt a
rozsdhlym mezinarodnim obchodem s plemennym materidlem, zejména s konzervovanym
spermatem. Piikladem celosvétového rozsifeni dédicné choroby z nedavné doby je BLAD,
nebo v soucasné dob¢ problém komplexu vertebralnich malformaci. V praktickém Slechténi je

proto nezbytné vénovat problematice dédi¢nych poruch zdravi potiebnou pozornost.

Na zakladé vysledki, ziskanych dosud pfi feSeni vyzkumného zaméru Ize pro populaci

skotu v Ceské republice formulovat nasledujici prakticka chovatelska doporugeni:

V populaci &ernostrakatého skotu chovaného v CR a Geského strakatého skotu je
situace ohledn¢ vyskytu BLAD, DUMPS a citrulinémie dobra (Citek et al., 2006, 2008a). Je
vSak zadouci pokracovat v kontrole BLAD v populaci ¢ernostrakatého skotu a vytazovat byky
heterozygotni pienasece, pokud se jest¢ vyskytnou. Pokraovat v kontrole BLAD je potfebné
zejména s ohledem na to, Ze vyskyt této poruchy v 90. letech byl také v Ceské republice
znaény a v bézné populaci se recesivni alela v urcité frekvenci vyskytuje. Pripousténi byki
s prokazanym homozygotné¢ dominantnim genotypem jednak zamezuje fenotypové
manifestaci choroby a naslednym ztratam uhynem, jednak snizuje frekvenci recesivni alely
v populaci. Bézna kontrola citrulinémie a DUMPS neni nutna.

Nezbytna je systematicka kontrola vyskytu CVM u Cernostrakatého plemene, nebot’ tato
2008a). Nase opakovana sledovani prokazala, Ze vyskyt heterozygotnich byka (CV) od roku
2001 poklesl z pavodnich 20% na soucasnych cca 8%, avsak frekvence heterozygota v elitni
¢asti sami¢i populace (matky bykt, potencidlni matky byku) je stale 20-23%. To jsou znaéné
vysoké frekvence uvazime-li skute¢nost, ze je jiz fadu let v platnosti program, jehoz cilem je

snizit vyskyt CVM v populaci Eernostrakatého skotu v CR. Pietrvavajici vysoky vyskyt CV
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plemennych bykl a krav je zplisoben zejména tim, ze v reprodukci jsou védomé pouzivani

heterozygotni byci, coz je z hlediska fizeni genetického zdravi v populaci nezédouci.

Pokud chce Slechtitel ziskat potomstvo vynikajiciho plemenika, heterozygotniho
prenaseCe CVM, je mozné provést odbér embryi po takovém otci, jejich genotypizaci a
nasledné¢ prenést pouze ta, kterd nejsou heterozygoty, event. je mozné genotypizovat narozena
telata a pouzit v chovu pouze negativni jedince. Pouziti heterozygotnich plemenikli v bézné
populaci krav je zdsadné nezadouci, nebot polovina potomkl je opct heterozygotni a

recesivni alela pro CVM se tak v populaci stale udrzuje.

Byl zjistén pouze sporadicky vyskyt deficience faktoru XI v populaci Cernostrakatého
skotu (Citek et al., 2008b), jeji systematickou kontrolu nepovaZzujeme za nutnou. V zahrani¢i
byl vSak u nékterych linii zjiStén pomérné vysoky vyskyt, u dovezenych zvifat mize naSe
pracovisté v pfipadé potieby provést genotypizaci a zjistit, zda plemenik je homozygot

dominantni, nebo heterozygot.

Ve vzorku populace masnych plemen skotu nebyl zjistén vyskyt recesivnich alel. Nebyl
zachycen ani vyskyt glycogen storage disease V u charolaiského skotu, u néjz byl popsan
zahraniénimi autory (Citek et al., 2007). V piipadé potieby analyzovat jedince, ktefi by
vykazovali symptomy glycogen storage disease V, jejich rodice nebo dal$i zvitata podeziela
z prenasecCstvi recesivni alely, miize naSe pracovist¢ ve spolupraci s chovateli a Svazem

chovatelt masného skotu tuto analyzu provést.

Monitoring dédi¢nych poruch zdravi je Gcelné zamétit na ty, které se vyskytuji specificky
u urcitého plemene. Tato zasada umoziuje podstatné snizit naklady na kontrolu genetického

zdravi v populaci skotu.

Genotypizace elitnich plemenic pfispivd ke kontrole genetického zdravi populace,
umoziiuje rychlejsi snizeni frekvence nezadouci recesivni alely v populaci. Je-li zndm
genotyp obou rodictl, neni potom nutné provadét genotypizaci jejich potomki. Genotypizace
jedné plemenice tedy muze usSetfit naklady na opakovanou genotypizaci nékolika jejich

potomkdl.

Molekularn¢ genetické metody, umoziujici odhaleni heterozygotii jsou vyznamnym

nastrojem, ktery umoziuje rychlé zlepSeni genetického zdravi populace.

S vysledky byly sezndmeny Slechtitelské firmy. Chovatelé byli seznameni s tim, Zze

uvedené dédi¢né poruchy zdravi mohou byt genotypizovany na feSitelském pracovisti —
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katedie genetiky a S$lechténi zemédélské fakulty Jihodeské univerzity v Ceskych

Budé¢jovicich.
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