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Abstrakt

Receptory imunitnich bunék hraji klicovou roli pti napadeni organismu infekénim patogenem.
Do této skupiny patfi bilkovinné Toll-like receptory, které rozpoznavaji Siroké spektrum pro
organismus nebezpeénych struktur. Disertacni prace se zabyvala vztahem mezi
jednonukleotidovymi polymorfismy v genech téchto receptord a jejich signalnich drah a
funkénimi znaky skotu. V prvni casti byla studovdna variabilita v genu IRAK1 za pomoci
technologii Sangerova sekvenovani a DNA Cipa. Sekvenovani regiont odhalilo pfitomnost SNP
rs480726521 a rs210710958. Technologie DNA CipU byla pouZita pro stanoveni alelickych
frekvenci polymorfismus rs110533802 pro 10 492 zvifat u 6 plemen skotu. Vyznamné vyssi
frekvence mutované alely u dojnych plemen vedla k hypotéze o asociaci SNP se znaky mlécné
uzitkovosti. K odhadu této potencidlni asociace u 1016 holstynskych dojnic byl pouZit
statisticky model GLM. Statisticky vyznamné vysledky byly nalezeny pro skére somatickych
bunék na prvni (p = 0,0436) a druhé laktaci (p = 0,0135), hloubku vemene (p = 0,0001), celkovy
znak hodnoceni vemene (p = 0,0202), kondici (p = 0,0047), hranatost (p = 0,0450), ramec (p =
0,0134) a uhel paznehtu (p = 0,0283). Pro detekci 10 SNP v genu TLR2 byla pouzita metoda
extenze primeru SNaPshot (Life Technologies, Thermo Fisher Scientific) pro 823 dojnic
Ceského strakatého skotu (CESTR). Z aplikace Denik nemoci a lé&eni (Vyzkumny Ustav Zivo&igné
vyroby, v.v.i., Praha Uhfinéves) byla sbirana data o vyskytu mastitidy. Ve studované populaci
byla objeveny absolutni genové vazby mezi polymorfismy a pro tyto skupiny byly nalezeny
statisticky vyznamné rozdily pro heterozygotni genotypy ve vyskytu mastitidy na prvni a druhé
laktaci. Pro polymorfismus rs43706434 byl nalezen statisticky vyznamny rozdil mezi plivodnim
homozygotnim genotypem CC a heterozygotnim genotypem CT. Vramci prace byla také
navrzena a optimalizovana sada pro detekci polymorfism{ rs29017188 a rs8193069 v genu
TLR4 metodou PCR-HRM. V posledni ¢asti byl monitorovan vyskyt plvodcli mastitid na
experimentdlni farmé Netluky metodou Real-time PCR u dojnic CESTR. Béhem screeningu bylo
provéfeno 280 vzorki mléka, pfi kterych byla odhalena nejéastéji pritomnost
Corynobacterium bovis (92), Staphylococcus auresus (34), Streptoccoccus uberis (8) a tfech

dalSich bakterialnich patogen.

Klicova slova: SNP, genotypovani, vrozend imunita, mastitida, diverzita



Abstract

Immune cell receptors play a key role when an organism is attacked by infectious pathogens.
This group includes protein Toll-like receptors that recognize a wide spectrum of dangerous
structures within the organism. The PhD thesis focused on exploring the relationship between
single-nucleotide polymorphisms (SNPs) in the genes of these receptors and their signaling
pathways and functional traits in cattle. The first part of the study examined the variability in
the IRAK1 gene using Sanger sequencing and DNA microarray technologies. Sequencing of the
regions revealed the presence of SNPs rs480726521 and rs210710958. DNA chip technology
was utilized to determine the allelic frequencies of the rs110533802 polymorphism in 10,492
animals from 6 different breeds of cattle. The significantly higher frequency of the mutant
allele in dairy breeds raised the hypothesis of an association between these SNPs and milk
yield traits. To explore this potential association, a GLM statistical model was applied to 1016
Holstein dairy cows, yielding statistically significant results for first (p = 0.0436) and second
lactation somatic cell scores (p = 0.0135), udder depth (p = 0.0001), total udder score (p =
0.0202), body condition score (p = 0.0047), angulatiry (p = 0.0450), stature (p = 0.0134), and
hoof angle (p = 0.0283). Next, the study focused on detecting 10 SNPs in the TLR2 gene using
the SNaPshot primer extension method (Life Technologies, Thermo Fisher Scientific) in 823
dairy cows of the Czech Fleckvieh Cattle (CESTR) breed. Data on the occurrence of mastitis
were collected from the "Diary of Diseases and Treatments" (Institute of Animal Science,
Uhfinéves, Prague). The study revealed absolute gene linkage between the polymorphisms
studied and statistically significant differences were found for heterozygous genotypes in the
occurrence of mastitis during the first and second lactation. For the rs43706434
polymorphism, a statistically significant difference was found between the original
homozygous CC genotype and the CT heterozygous genotype. Furthermore, the study
designed and optimized a kit for the detection of rs29017188 and rs8193069 polymorphisms
in the TLR4 gene using the PCR-HRM method. Lastly, the occurrence of mastitis-causing agents
at the Netluky experimental farm was monitored using the Real-time PCR method in CESTR
dairy cows. A total of 280 milk samples were examined, with Corynobacterium bovis (92),
Staphylococcus aureus (34), Streptococcus uberis (8), and three other bacterial pathogens

being the most frequently detected.

Key words: SNP, genotyping, innate immunity, mastitis, diversity
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1 Uvod

Zanét mlécné Zlazy zpusobuje velké ekonomické ztraty v disledku sniZzeni dojivosti,
kontaminace mléka nevhodného ke spotfebé a predéasnému utraceni zvifete. Navzdory snaze
o prevenci, kontrolu a lé¢bu mastitidy je i nadale mastitida jednou z nejcastéjsich onemocnéni

dobytka.

Ve Slechténi dojného skotu byl dfive hlavni cil pfedevsim zvySovani uzitkovosti, ktery
vedl kvysoké zatézi organismu zvitete a zhorSovani jeho zdravotnich a reprodukcnich
vlastnosti. V soucasnosti funkéni vlastnosti jako je plodnost, dlouhovékost a zdravotni stav se
povazuji za vyznamny faktor rentability v modernich chovech skotu s vysokymi naroky na
uzitkovost a jsou pfi Slechténi stale vice zohlednovany. V pfipadé ztraty zvifete z divodu
nevyhodné genetické vybavy sohledem na jeho zatéZovou odolnost ptichazi geneticky

zalozené predpoklady pro vysokou uzitkovost vnivec.

Vybér odolnéjsich zvitat se jevi jako vhodny boj proti infekénim onemocnénim jako je
napfiklad zanét mlécné Zlazy. Imunitni systém predstavuje nékolik tisic gent (az 9% genomu)
a bylo prokazano, ze schopnost efektivnéjsi imunitni odpovédi a zvySené odolnosti je dédicna.
Imunitni odpovéd je integralni soucasti celého neuroendokrinniho systému a ovliviiuje tak

nejen ukazatele fitness, ale i parametry uZitkovosti, a to jak mlécné, tak masné.

Vrozend imunita je prvni linii pfi napadeni organismu infekénim patogenem a je
aktivovana hned pfi prvnim kontaktu s cizorodou latkou. Kli¢ovou roli zde hraji receptory
imunitnich bunék, které maji za Ukol rozpoznavat Siroka spektra patogenl napadajici savci
organismus. Mezi tyto receptory patfi Toll-like receptory. Jedna se o velkou rodinu receptord,
které rozpoznavaji Siroké spektrum patogennich ¢astic. V mnoha publikacich jsou tyto
receptory oznacovany jako kandidatni v boji proti infekénim onemocnénim jako je mastitida.
Po aktivaci receptoru dochazi ke spusténi signdlnich drah, na jejichZ konci dochazi k aktivovani

obrannych mechanismu hostitele. Geny TLR a signalnich drah jsou kddovany v zarodecné linii.

Cilem préce bylo analyzovat genetickou variabilitu téchto geni a odhadnout vliv na

ukazatele zdravi u vybrané populace dojnic Ceského strakatého skotu.



2 Literarni prehled

2.1 Jednonukleotidovy polymorfismus (SNP) ve vztahu k infekénim onemocnénim

Existuje celd fada faktord, které mohou ovlivnit pribéh onemocnéni. Pokrok
v genotypizacnich technikdch a bioinformatice za posledni dobu ukazal dileZitou roli
genetického zaloZzeni napadeného organismu pfi uréovani dopadu infekce na organismus.
Lidsky genom obsahuje vice neZ tfi miliardy pard bazi podobné jako genom skotu, ktery
obsahuje pfiblizné 2,9 miliard paru bazi. Ve vétsiné pripadl je vradmci druhu vétsina bazi
stejnd, avSak na genetické urovni existuje v populaci velké mnoizstvi variant. Genetické
poruchy jsou zplUsobeny dédi¢nosti defektnich gent, nicméné existuji riizné dikazy o spojeni
urcitych genetickych varianci, které mohou zvysit nachylnost jednotlivce k uréitym infekénim
onemocnénim. Pfi zvaZzovani takovych zprav je nutné brdt v potaz to, Ze nachylnost k infekcim

se jen zfidka fidi mendelovskou dédi¢nosti (Jiang et al. 2003, Jiang et al. 2004).

Genetické polymorfismy mohou byt dédény a pfendseny evoluénim tlakem, nebo
mohou byt zplsobeny faktory prostredi. Tyto mutace mohou ovlivnit imunitni regulaci a tim
ovlivnit také vysledek onemocnéni. Jednonukleotidové polymorfismy — Single nucleotide
polymorphism (SNP) jsou nejcastéjSim typem genetickych variaci v populaci (Compton et al.

2003).

SNP je zména jedné bdze v sekvenci DNA s obvyklou alternativou dvou moznych
nukleotidli v dané poloze. Mutacéni mechanismy vedou k tranzicim: zaména purinu za purin (A
— G) a pyrimidinu za pyrimidin (C — T), nebo k transverzim: purin — pyrimidin, nebo pyrimidin
— purin (A-C, A-T, G -C, G -T). Zdménu baze mlzZeme povaZovat za SNP, pokud je méné casta
alela v populaci s frekvenci 1 % a vyssi. | kdyZz v principu mize byt pfitomna jakakoliv ze Ctyf
moznych nukleotidovych bazi, SNP jsou v praxi obvykle bialelické. Jednim z divod( je nizka
frekvence jednonukleotidovych substituci na po¢atku SNP, kterd se odhaduje mezi 1x101%3
5x107° na nukleotid za rok na neutralnich pozicich u savcu a tedy pravdépodobnost dvou zmén,

ke kterym dojde na jedné pozici, je velmi nizka (Vignal et al. 2002).

2.2.1 Imunitni systém savcu
Obrana hostitele proti invaznim mikrobidalnim patogendm je vyvolana imunitnim

systémem, ktery je slozen ze dvou sloZek: vrozend a ziskana imunita. Obé slozky imunity



rozpoznavaji napadajici organismy jako nevlastni a dochazi ke spusténi imunitnich reakci,

které maiji za Ukol odstranéni patogenu z organismu.

Ziskand imunita se sklada z bunécéné slozky (B-lymfocyty, T-lymfocyty) a humoralni
slozky (protilatky, cytokiny), pficemz vyuziva klonalni selekce z velkého poctu lymfocytl
nesouci antigen specifické receptory. B-lymfocyty a T-Lymfocyty vyuzivaji pro rozpoznavani
patogenu receptory jako napf. imunoglobuliny a receptory T-bunék. Po kontaktu antigenu

s receptorem dochdzi ke zmnoZeni bunék (Parker 1993; Takeda a Akira 2005).

Bunky ziskané imunity jsou diferenciovany z lymfoidnich progenitor( v kostni dreni.
Nasledné se méni na pamétové B-lymfocyty a poté velka ¢ast dozrava v plazmatické burky a

nasledné dochazi k syntéze protilatek (Parker 1993; Pancer a Cooper 2006).

Antigenova specifita umozZnuje generovani odpovédi, které jsou prizplsobeny
specifickym patogenlim, nebo patogenem infikovanym bunkam. Schopnost vytvofit tyto
prizpisobené reakce je udrzovano v téle savcd pamétovymi B-lymfocyty. Pokud patogen
infikoval télo vice neZ jednou, jsou tyto specifické pamétové buriky pouZity k jeho rychlé

likvidaci (Sompayrac 2019).

Oproti tomu vrozend imunita ma schopnost reagovat na patogen okamzité uz pfi
prvnim kontaktu. Jakmile dojde k navazéni antigenu na receptor dochdzi k prenosu signalu
v burice. Zacina syntéza obrannych latek (cytokinl), které do mista kontaktu s patogenem

privolavaji dalsi imunitni buriky a dochazi k zanétu (Delves a Roitt 2000).

2.2.2 Vrozena imunita savcl

Vrozeny imunitni systém spoléha na omezeny pocet receptorli pro detekci invaznich
patogenu. Tyto receptory se nazyvaji vzory rozpoznavajici receptory (Pattern recognition
receptors, PRRs). Tento omezeny pocet receptorll je kompenzovan zacilenim na konzervované
mikrobidlni slozky — patogeny asociované molekularni vzory (patogen-associated molecular
patterns, PAMPS), které jsou sdileny velkymi skupinami patogena (Stuart et al. 2010). PAMPs

jsou kritické pro preziti a patogen je mize obtizné ménit.
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Obrazek 1 — Rozdéleni imunitnich bunék dle Vrozené (vlevo) a Ziskané imunity (vpravo)

(https://blog.cellsignal.com/immunology-how-does-the-innate-immune-system-work)

Tyto receptory jsou kddované v zarodecné linii a nachdzeji se v burikdch imunitniho
systému (makrofagy, monocyty, neutrofily, dendritické burky, epitelidlni buriky) (Akira et al.

2006; Schroder a Tschopp 2010).

Rychlost je definujici charakteristikou vrozeného imunitniho systému. Béhem nékolika
minut po expozici patogenu, vrozeny imunitni systém zacne vytvaret ochrannou zanétlivou
reakci. Kromé toho hraje vrozeny imunitni systém ustredni roli pfi aktivaci nadsledné adaptivni

imunitni reakce (Stuart et al. 2010).

2.3 Toll-like receptory

V dnesni dobé je zndmo 12 ¢len skupiny TLR u savcl. Jednd se o integrdlni
membranové glykoproteiny typu . Toll-like receptory —receptory podobné Tollu nesou nazev
vzhledem ke svoji biochemické stavbé. Extracelularni domény obsahuji riizné pocty motivu
s opakovanim bohatych na leucin (leucine-rich repeat, LRR) a cytoplasmatickou signalni

doménou homologni k interleukin 1 receptor (IL-1R), zvany Toll-1R (Bowie & O’Neill, 2000).
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Obrazek 2 — strukturaini schéma genu TLR4 (https://www.creative-diagnostics.com/Toll-like-

Receptor-Signaling-Pathway.html

Tyto domény jsou zodpovédné za rozpoznavani patogen( a skladaji se z 16-28 rliznych
modull. TLR receptory jsou exprimovany v rdznych imunitnich, ale i neimunitnich burikach
zahrnujici makrofagy, dendritické buriky, B lymfocyty, ¢ast T lymfocytd, fibroblasty a epitelialni
buriky (Akira et al. 2006).
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Microbial Components Species TLR Usage
Bacteria

LPS Gram-negative bacteria TLR4
Diacyl lipopeptides Mycoplasma TLR6/TLR2
Triacyl lipopeptides Bacteria and mycobacteria TLR1/TLR2
LTA Group B Streptococcus TLR6/TLR2
PG Gram-positive bacteria TLR2
Porins Neisseria TLR2
Lipoarabinomannan Mycobacteria TLR2
Flagellin Flagellated bacteria TLRS
CpG-DNA Bacteria and mycobacteria TLR9

ND Uropathogenic bacteria TLR11
Fungus

Zymosan Saccharomyces cerevisiae TLR6/TLR2
Phospholipomannan Candida albicans TLR2
Mannan Candida albicans TLR4
Glucuronoxylomannan Cryptococcus neoformans TLR2 and TLR4
Parasites

tGPI-mutin Trypanosoma TLR2
Glycoinositolphospholipids Trypanosoma TLR4
Hemozoin Plasmodium TLR9
Profilin-like molecule Toxoplasma gondii TLR11
Viruses

DNA Viruses TLR9
dsRNA Viruses TLR3
ssRNA RNA viruses TLR7 and TLR8
Envelope proteins RSV, MMTV TLR4
Hemagglutinin protein Measles virus TLR2

ND HCMV, HSV1 TLR2

Host

Heat-shock protein 60, 70 TLR4
Fibrinogen TLR4

ND = not determined. See text for references.

Obrazek 3 — Spektrum rozpoznavani PAMPs pomoci TLR receptor(l (Akira et al. 2006)

Exprese TLR neni staticka, ale spiSe je rychle modulovéna v reakci na utocici patogeny,
rizné cytokiny a enviromentalni stresy. Zatimco TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 a TLR6 jsou
exprimovany na bunécném povrchu, TLR3, TLR7, TLR8 a TLR9 jsou vyhradé exprimovany
v intraceluldrnich komponentech (Davies et al. 2008; Akira et al. 2006). V genomu skotu se

nachazi 10 TLR gend, které jsou kédovany na 7 chromozomech (Sharma et al. 2006; Novak

2014).
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Toll-like receptory dokazi rozeznat velké mnozstvi odliSnych ligand( a na zakladé toho
je miZeme délit do dalSich podskupin. Podskupina TLR1, TLR2 a TLR6 detekuje lipidy, zatimco
podskupina TLR7, TLR8, TLR9 rozpoznava nukleové kyseliny. Receptor TLR2 dokaZe rozeznat
velké mnoiZstvi PAMPs skrze vSechny patogenni plvodce. U bakteridlnich patogent
rozpozndva lipopeptidy, u kvasinek polysacharid zymosan a také dal$i molekuldrni vzory vird
a prvokl. Stejné Siroké spektrum ma i receptor TLR4, ktery u bakterii rozpoznava
lipopolysacharidy, proteiny vird a dal$i molekularni vzory hub a prvok( (Akira et al. 2006,

Seabury et al. 2007).

Studie Yang et al. (2008) a Botos et al. (2011) uvadi asociace s rezistenci na mastitidu u
skotu ve spojeni s geny TLR2, TLR4 TLR6 a TLR9. Receptory TLR2 a TLR4 rozpoznavaji
bakterialni PAMPS a jsou dulezité pfi imunitni reakci na grampozitivni a gramnegativni
bakterie. Podobné studie Yang et al. 2008 popisuje funkci TLR2 prenaset signaly z bakterii
Staphylococus aureus a Escherichia coli, které patti mezi hlavni plivodce mastitidy u skotu.
Exprese genll TLR2 a TLR4 je vysoce zvySena béhem zanétu mlécné Zlazy zpUsobené
bakteriemi Streprococcus uberis a Staphylococcus aureus (Goldammer et al. 2004). Podle
studie Davies et al. (2008) lze jednoznacné konstatovat, Ze exprese TLR receptor(

v epitelidlnich burkach je velmi dllezita pri obrané endometria proti bakteriim.

2.3.1 Toll-like receptor 2

Gen TLR2 se nachazi na 17 chormosomu na pozici 3990089 -> 3953807 dle referencni
sekvence genomu skotu ARS-UCD1.2). Gen obsahuje 2 exony a jeho celkova délka je 36 283
bp.
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Obrazek 4 — Schéma genu TLR4 — Vystup z programu Geneious Prime (Ref. Sekvence ARS-
UCD1.2)

Protein kddovany timto genem je proteinem bunécného povrchu, ktery mize tvofrit
heterodimery s jinymi molekulami imunitniho systému. Hraje zadsadni roli pfi rozpoznavani
patogenu a aktivaci prirozené imunity. Aktivace vede k up-regulaci signdlnich drah a modulaci
zanétlivé odpovédi hostitele. Tento gen se podili také na patogenezi nékolika autoimunitnich

onemocnéni (Kang et al. 2009, GeneCards 2022).

Exprese tohoto genu byla detekovana v imunitnich, endotelovych a také v epitelidlnich
bunkach (Flo et al. 2001, Brzezinska-Blaszczyk a Wierzbicki 2010). Ligandové specifické
rozpoznavani a signalizace pomoci TLR2 nastava prostfednictvim heterodimerizace s TLR1
nebo TLR6. Pfedpoklada se, Ze heterodimery TLR2/TLR1 a TLR2/TLR6 jsou predem vytvoreny
na bunééném povrchu (Kang et al. 2009). Tyto receptory funkéné asociuji. TLR2 rozpoznava
Sirokou fadu mikrobidlnich produktl prostfednictvim spoluprace s nékolika proteiny, které
jsou bud' strukturné pribuzné, ale i odliSné (Takeda a Akira 2005). Heterodimer TLR6/2
rozpoznava mykoplazmatické peptidoglykany a lipoproteiny (Takeuchi et al. 2001).
Heterodimer TLR1/2 dokaZe detekovat bakteridlni a mykobakterialni lipoproteiny a také
lipoproteiny meningokokd (Takeuchi et al. 2002, Wyllie et al. 2000). Heterodimer TLR1/2 je
kandidatni pro resistenci k paratuberkuléze a polymorfismus v kédujicich Usecich téchto gent

snizuje odpovéd krav na infekci Mycobacterium avium spp. ParatuberCulosis (MAP).
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2.3.2 Toll-like receptor 4
Gen TLR4 je lokalizovan na 8 chromosomu na pozici 107057826-107068842

(referencni sekvence bovinniho genomu ARS-UCD1.2). Gen obsahuje 3 exony s délkou 2987

bp. Celkova délka genu je 11017 bp.

107.062 Mbp 107.066 Mbp 107.068 Mbp

[— -
[
[N
w

Obrazek 5 — Schéma genu TLR4 — Vlystup z programu Geneious Prime (Ref. Sekvence ARS-
UCD1.2)

Molekula kédovana timto genem, je stejné jako u genu TLR2, proteinem bunécného
povrchu. Receptor se sklada z extraceluldrni domény LRR, transmembranové domény a
intracelularni domény TIR. Tento receptor rozpoznava molekuly (patogeny asociované
molekuldrni vzory), které jsou exprimovany v infekénich organismech. Signdlni drdha je
nejintenzivnéjsi, pravdépodobné diky své schopnosti rekrutovat vsechny C¢tyfi znamé
adaptorové molekuly obsahujici TIR. Signalizace TLR4 muzZe byt iniciovana nejen pfipojenim
PAMP (LPS bakterii), ale také pfipojenim endogennich ligand( produkovanych béhem
poskozeni tkané a zanétu (fibronektin, proteiny tepelného Soku) (Hoshino et al. 1999, Roelofs

et al. 2006).

Po aktivaci receptoru dochazi k zprostfedkovani produkce cytokini nezbytnych pro
rozvoj ucinné imunity (Akira et al. 2006, GeneCards 2022). Gen TLR4 spousti TRIF a MyD88-
dependentni signalni drahy, na jejich konci dochazi k syntéze prozanétlivych cytokin(,
interferond a chemokinG (Bhaladhare et al. 2016). Sharma et al. (2006) uvadi gen TLR4 jako
kandidatni v Uloze zvySeni obranyschopnosti vici zanétu mlécné Zlazy u skotu. Fu et al. (2013)

zminuje zvysenou expresi genu TLR4 v pfi zanétu délohy u skotu.
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2.3.3 Variabilita v genech TLR receptoru

Variabilita gen( toll-like receptor( byla popsana ve studii Bilgen et al. (2016), kdy byla
studovana, pomoci sekvenovani nové generace, genetickd variabilita v genech receptoru
TLR2, TLR4 a TLR6 rGznych plemen krav Tureckého plivodu (plvodnich plemen z Anatolie:
Anatolian Black — AB, East Anatolian Red — EAR, South Anatolian Red (EAR), South Anatolian
Red (SAR), Turkish grey (TH) a HolStynské plemeno). Sekvenovani odhalilo u 10 krav
Holstynského skotu pro gen TLR2 45 variant, pro gen TLR6 155 variant a pro gen TLR4 74
variant. U plvodnich Anatolskych plemen bylo hldaseno méné klinickych pfiznak( bakteridlnich
infekci jako je tuberkuldza a mastitida oproti holStynskému skotu. Predpoklada se, Ze tento
fakt je zplsoben méné prisnym genetickym vybérem v kontrastu se silnou selekci

holStynského skotu. Nejvice varianci bylo pozorovdno u plemena SAR.

Ve studii Novak et al. (2019) bylo sekvenovano 150 byk( z produkéni populace
Ceského strakatého skotu, 35 zvifat Ceského strakatého skotu z konzervované populace
programu genovych zdroji CR a 80 zvitat plemene Ceskd €ervinka z konzervované populace
programu genovych zdroji CR pomoci technologie PacBio. Studie prokazala znacnou
variabilitu v soucasné Ceské simentalské populaci, kdy pro gen TLR2 bylo nalezeno pro vSechny
populace 34 variant, pro gen TLR4 bylo nalezeno 23 variant, gen TLR6 obsahoval 23 variant,
gen TLR1 se nachazelo 27 varint a u genu TLR5 bylo pfitomno 25 variant. Produkéni populace
byk( vykazovala nejvyssi variabilitu s nalezenymi 108 variantami za vSechny geny z celkovych

125.

Ve studii Cargill EJ & Womack (2007) byly sekvenovany bovinni geny TLR3, TLR7, TLR8
a TLR9 U 9 plemen Bos taurus a Bos Indicus (Aberdeen Angus, Braford, Charolais, Holstein,
Limousine, Nelore, Piemonstese, Romangnola). Celkem bylo sekvenovano 21715 bp
zahrnujici sekvence gen( TLR, které hraji hlavni roli pfi obrané proti virové infekci organismu.
Byla odhalena pfitomnost 130 jednonukleotidovych polymorfismd a 9 deleci. Nejvice
polymorfisml — 96 bylo detekovano v genu TLR3, ktery ma z antivirdlnich TLR nejdelsi

sekvenci.

Totozna studie byla provedena u stejnych plemen pro geny TLR1, TLR5 a TLR10. Bylo
sekvenovano 11 307 bp odpovidajici sekvencim vybranych gen( a analyzy identifikovaly 92

jednonukleotidovych variant a 6 indelovych polymorfismu, pficemz 14 nesynonymnich mutaci
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se povazuje za funkéné vyznamné. Dvé nesynonymni mutace v této studii vedly k predikci
nové LRR domény. Tato skutec¢nost otevird moznosti pro asociacni analyzy, které mohou
umoznit objasnéni molekuldarnich mechanism( fidici rezistenci a nachylnost k mikrobidlnim

onemocnénim postihujici skot (Seabury et al. 2007).

2.3.4 Polymorfismu genu Toll-like receptorti ve vztahu k funkénim znakiim

Gao et al. (2018) oznacuje ve své praci gen MYD88 za kandidatni pro rezistenci
k paratuberkuldze skotu na zakladé celogenomového mapovani lokus( kvantitativnich znaka.
Studie Bhavaniramya et al. (2019) odhaluje Skodlivé nesynonymni mutace (T563H,T605M)
v TLR2, které mohou ovlivnit strukturu a funkci TLR2. Shimizu et al.(2017), na zakladé své
studie, uvadi, Ze polymorfismy TLR4 mohou byt pouzity jako ndstroj pro posouzeni

reprodukéniho potencialu a imunitni aktivity jednotlivych krav.

Zaména bdze 513C>T v 5 UTR oblasti genu TLR2, stejné jako zaména baze 9787C>T
v genu TLR4, zvysuje citlivost k paratuberkuléze (PTB). Polymorfismy R262 a F643L v TLR5 jsou
povazovany za kandidatni pro resistenci proti paratuberkuléze zplsobenou bakterii

Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis (MAP) (Fisher et al. 2011).

Podobné polymorfismus C2021T v genu TLR4 vykazuje vyznamnou asociaci s citlivosti
na infekci Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis. Jednonukleotidovd mutace muze
vést k zméné struktury, funkce a stability proteinu a nasledné vést ke zméné fenotypového
Ucinku. V praci Sharma et al. (2006) bylo genotypovano 388 byk( holstynského skotu a byly
nalezeny 3 SNP v TLR4. Tyto haplotypy polymorfism{ rs8193946, rs8193060, rs29017188 byly
spojeny se zménami plemennych hodnot pro perzistenci laktace a skére somatickych bunék

v Cerstvém kravském mléce.

Predikce SNP muze slouzZit jako uZiteCny geneticky marker a byt pouzita ke studiu
ucinku SNP na strukturu a funkci proteinu. Jednonukleotidové mutace G349C a C355A v genu

jsou spojeny s citlivosti na onemocnéni Dermatitis digitalis (EI-Shafaey et al. 2017).

U alely C polymorfismu rs8193069 byla prokdzana asociace s rezistenci na zanét

mlécné Zlazy a dojivosti v populaci holStynského skotu (Zhou et al. 2017). Prace Prakash et al.
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(2014) uvadi 2 varianty v genu TLR4, které jsou asociovany s vyssi odolnosti na onemocnéni

bruceldzou.

2.5 Signalni drahy Toll-like receptort

Toll-like receptory aktivuji nékolik typl signalnich drah, pficemz zavisi na kombinaci
¢tyf adaptorovych molekul obsahujici TIR doménu — toll-interleukin 1 receptor domain
containing adaptor protein (TIRAP), toll-like receptor domain containing adator inducing
interferon B (TRIF/TICAM1), TRIF related adaptor molecul 2 (TRAM/TICAM) a myeloid
differentiation primary response 88 (Myd88). (Horng et al. 2001, Yamamoto et al. 2003, Akira
et al. 2006). Interakce mezi adaptorovymi molekulami a molekulami receptoru je klicové pro
iniciaci funkce signalni drahy. Jakmile receptor navaZze ligand dochazi k dimerizaci a

konfigurac¢nim zménam a zapojeni TIR domény receptoru (Horng et al. 2001; Akira et al. 2006).

Po rozpoznani PAMP aktivuji TLR intracelularni signalni drahy, které vedou k indukci
genU pro zanétlivé cytokiny, jako jsou faktor nadorové nekrdézy a (tumor necrosis factor a,
TNF- a), Interleukin 6 (IL-6), Interleukin 1B (IL-1 B), Interleukin 12 (IL-12). Singalizace z TLR také
vyvolava upregulaci kostimulan¢nich molekul na dendritickych burikach. Jedna se o krok, které
je kriticky pro indukci patogen-specifickych adaptivnich imunitnich reakci. Kromé toho je
nékolik TLR schopno indukovat IFN typu | k vyvolani antivirovych odpovédi (Kawai & Akira
2007).

Vyznam molekuly MyD88 v oblasti imunity savci je demonstrovan ve studii Capparelli
et al (2013), kde byla popsana statisticky vyznamna asociace genotypu AC u
jednonukleotidové mutace A625C v genu MyD88 a 5x snizeného rizika plicni tuberkuldzy.
Dulezitost molekuly IRAK4 je nutné demonstrovat u studii u jinych druhl savc(, jelikoz

v soucasné dobé je nedostatek poznatkd o bovinni molekule IRAK4.

Medvedev et al. (2003) uvadi IRAK4 jako klic¢ovy pro vyvoj normalni zanétlivé reakce
zplUsobené bakteridalnimi a nebakteridlnimi patogeny. Zkraceni proteinového fetezce u
lidského IRAK4 v leukocytech vede k imunodeficienci (Davidson et al. 2006). DulezZitou roli pfi
imunitnich reakcich organismu plni ¢lanek IRAK4 v obrané proti bakteriim Streptococcus

pneumoiae a Staphylococus aureus (Hultgren et al. 2002).
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Obrazek 6 — Signalni draha TLR receptord (Zhu & Mohan 2010)



Po fosforylaci molekul IRAK dochazi k disociaci od MyD88 a interakci s TRAF6. Tvoti se
komplex Ubcl3 a UevlA k podpore syntézy lysinovych 63-vdzanych polyubikvitinovych
fetézcq, které aktivuji TAK1 a MAPKKK (Viz Obrazek 7) (Chen 2005). U podrodiny TLR1, TLR2,
TLR4 a TLR6 dochazi ke spojeni MyD88 s molekulou TIRAP, cozZ vede k stimulaci IRAK4. IRAK4
se fosforyluje a aktivuje molekulu ¢lanek IRAK1. Obé molekuly IRAK nasledné interaguji
s TRAF6 (viz Obrazek 7). Na konci signalnich drah dochazi k aktivaci transkripcnich faktor(
jaderny faktor kB (NF-kB) a aktivatorovy protein 1 (AP1). Ty nasledné spousti syntézu typicky
prozanétlivych cytokinl Interleukin 6 (IL-6) interleukin 8 (IL-8) a interleukin 12 (IL-12) (Kawai
& Akira 2007).

2.5.11RAK 1

Gen pro molekulu Interleukin-1-receptor asociovand kinaza 1 (IRAK1) se nachazi na
chormosomu X na pozici 37 220 194 —37 212 624. Gen ma délku 7571 bp a obsahuje 14 exon.

IRAK1 je serin/treonin-proteinova kinaza, ktera hraje duleZitou roli v iniciaci vrozené imunitni

reakce proti patogendm.

37.214 Mbp 37.215 Mbp 37.216 Mbp 37.217 Mbp
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Obrazek 7 — Schéma genu IRAK1 — Vystup z programu Geneious Prime (Ref. Sekvence ARS-
UCD1.2)

IRAK1 je spolec¢né s molekulou Myd88 soucasti receptor-signdlniho komplexu po
navazani antigenu na receptor. Tento komplex je fosforylovan molekulou IRAK4 a poté dochazi

autofosforylaci a aktivaci kindzy (Uniprot 2007). Interleukin-1-receptor asociovana kinaza 4

21



(IRAK4) je serin/treonin proteinova kindaza, kterd hraje, stejné jako molekula IRAK1, klicovou
ulohu v iniciaci vrozené imunitni reakce. Nasledné dochazi k fosforylaci E3 ubikvitinovych ligaz
Pellino proteiny (PELI1,PELI2,PELI3) k podpofe Pellino-zprostiedkované polyubikvitinace
IRAK1. Poté se doména vazajici ubikvitin IKBKGP/NEMO navaze na polyubikvitinovany IRAK1,
¢imz se spoji komplex IRAK1-MAP3K7/TAK1-TRAF6 a komplex NEMO-IKKA-IKKB.
MAP3K7/TAK1 aktivuje IKK (CHUK/IKKA a IKBKB/IKKB), ktery umozni jadernou translokaci a
aktivaci NF-kB (Genecards 2022).

Alternativné muze probéhnout fosforylace ¢lanku drahy TIRAP, aby se podpofila jeho
ubikvitinace a ndsledna degradace. Nasledné je fosforylovan interferonovy regulacéni faktor 7
(IRF7), ktery zplGsobuje translokaci do jadra. Translokace umozZiiuje transkrip¢ni aktivaci gend

IFN typu |, které pohanéji buriku do antivirového stavu (Genecards 2022).

V ptipadé bovinniho IRAK1, studie Eberlein et al. (2011) informuje vyznamu tohoto
genu i mimo imunitni odpovéd organismu. DuleZitosti genu IRAK1 byla prokdzdna u mnoha
tkani (jatra, mléc¢nd Zlaza, jatra, podkozni tuk), které souvisi, nebo jsou zapojeny do
energetického metabolismu a metabolismu tuk(. OdliSnd exprese genu IRAK1 byla také

nalezena u zvifat s riznym obsahem intramuskuldrniho tuku.

Dle studie Hosseini et al. (2020) polymorfismus v lidském genu IRAKI muUze také vést
k autoimunitnim onemocnénim jako napftiklad revmatoidni artritida. Tento fakt je potvrzen
studii Zhang et al. (2012), kterd uvadi asociaci polymorfismu rs3027898 C/A v lidském genu
IRAK1 se zvySenym rizikem tohoto autoimunniho onemocnéni. Studie Kucinskas et al. (2020)
a Zhao et al. (2020) spojuji polymorfismy rs1059703 a rs3027898 s vyssim rizikem rozvoje
autoimunitnich onemocnéni revmatoidni artritidy a lupénky. Studie Sperry et al. (2014) uvadi
polymorfismus genu JRAK1 rs1059703 u lidi jako prediktor mnohocéetného organového selhani
a mortality po poranéni a demonstruje dlleZitost signdlnich drah receptoru TLR po poranéni.
Polymorfismy v genech /RAK1 rs1059701 a rs1059702 jsou asociovany s vyskytem zavazného
invazivniho pneumokokového onemocnéni (SIPD). Tyto polymorfismy souvisi s vy$sim rizikem

rozvoje SIPD (Carrasco-Colom et al. 2015).

22



2.6 Plemeno Cesky strakaty skot

2.6.1 Charakteristika plemene

Plemeno Cesky strakaty skot patfi do celosvétové populace strakatych plemen, které
maji stejny fylogeneticky plivod a jsou rozsifené na vsech kontinentech. Jedna se o pavodni
plemeno skotu na uzemi Ceské republiky. Plemeno ma &ervenostrakaté zbarveni srsti a
vyznacuje se stfednim az vétsim télesnym radmcem s dobrym osvalenim. Je zndmo pro dobry
zdravotni stav, pravidelnou plodnost, snadné porody, vitalitu telat, bezproblémovy odchov a
vykazuje dobré pastevni schopnosti (CESTR 2022). Kroku 2020 bylo v Ceské republice
registrovano 112 375 samc(, 149 307 jalovic a 157 743 krav ¢eského strakatého skotu (Bucek

et al. 2020).

2.6.2 Historie plemene

Vznik plemene Cesky strakaty skot, dfive oznacovano jako &ervenostrakaty skot, je
datovan ve 30. letech 20. stoleti. Jednalo se o snahu sloucit vSechny razy strakatého skotu
chovaného v Cechach a na Moravé do jedné populace. Po druhé svétové vélce se zacalo
zuslechtovat pro zlep$eni mlé¢né uZitkovosti a tvaru vemene Svédskym &ernobilym skotem,
Ayrshiskym skotem a Danskym ¢ervenym skotem. Dochazi k pfestavbé trojstranné uzitkovosti
mléko — maso — tah na dvoustrannou uzitkovost mléko - maso (Skladanka et al. 2014; Svaz

chovatel(i Ceského strakatého skotu 2012).

V obdobi 60. let se vyuZivalo ke zuslechtovacimu kfiZeni, vedle Cistokrevné plemenitby,
prevainé Ayrshirské plemeno, které bylo uréené ke zlepsSeni produkce mléka, funkénich a
tvarovych vlastnosti vemene, utvareni koncetin a pastevnich schopnosti. Toto kfizeni vSak
zmensilo télesny ramec a negativné ovlivnilo masnou uzitkovost. Soucasny nazev Cesky

strakaty skot ziskava plemeno az v roce 1967 (Skladanka et al. 2014, CESTR 2022).

Od 70. let se zacali k zuSlechtovacimu kfizeni pouzivat byci ¢erveného holstynského
skotu (oznacovaného jako RED). Dochazelo ke zvétSeni télesného ramce, zvySeni mlécné
uzitkovosti a utvareni vemene, ale také ke poklesu jate¢né hodnoty a zhorSeni utvareni
koncetin (Sklddanka et al.2014, CESTR 2022). V roce 1990 byl zaloZen Svaz chovatel( ¢eského

strakatého skotu, ktery realizuje Slechtitelsky program a vedeni plemenné knihy.
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2.6.3 Chovny cil a standard plemene

Dle aktualnich informaci o zdkladnich parametrech chovného cile na serveru svazu
chovatelll ceského strakatého skotu (CESTR 2022) by se méla dojivost u prvotelek pohybovat
mezi 6500-7500 kg mléka a u dospélych krav mezi 7500 — 8500 kg mléka. Produkéni vyuzZiti
dojnic by mélo zahrnovat 4-5 laktaci. Obsah bilkovin v mléce by mél byt nejméné 3,6 %, obsah
tuku by se mél pohybovat mezi 4-4,1 % a pomér obsahu bilkovin a tuku v mléce je stanoven
nal:1,15-1,2.

Obsah  Prod. Obsah Prod.

tuku bilkovin bilkovin
(%) : ) (kg

Pocet . Mléko

Plemeno

laktaci (kg)
Ceské strakaté

caropan 99901 294 7767 4,04 313 3,58 278 392
51 % a vice
H‘S’IISE,Z"S'““: HR 171425 298 10254 390 400 3.41 349 400
0 d VICE
Montbéliarde 3102 297 8168 4,08 333 3,57 292 388
Ayrshire 24 285 8854 4,12 365 3,39 300 425
Jersey 1017 296 7509 475 357 3,91 203 400
Braunvieh 1 507 296 8771 4,10 359 3,60 316 416
T‘;‘S’f}land?‘ké 138 297 6695 405 271 3.55 238 413
0 d VICC
Ostatni plemena 5 793 595 g204 4,00 329 3.50 288 399
a kiizenky
Pramen: C‘MSCH, qa. s.

Obrazek 8 — Vysledky kontroly uZitkovosti podle plemen v roce 2020 v CR (Bucek et al. 2020)

Zakladni parametry chovného cile jsou pro masnou uZitkovost — denni pfirGstek ve
vykrmu byk( 1300 g a vice sjatecnou vytéZnosti Zirnych bykd 57-59 %. Reprodukéni
parametry chovného cile uvadi svaz chovatell pro vék pfi prvnim zapusténi 16—18 mésicl a
vék pfi prvnim oteleni 26-28 mésicl. Servis perioda by se méla pohybovat do 100 dni.
Inseminacni index je uvadén do 1,8. Bfezost po prvni inseminaci by u jalovic méla byt 60—-70

%, u krav 50—60 %. Mezidobi by se mélo pohybovat mezi 380-390 dny.

Hmotnost jalovic ve véku 12 mésicl je dle standardu plemene 340-360 kg. Hmotnost
jalovic pfi 1. zapusténi je 420-450 kg. Hmotnost krav v dospélosti by se méla pohybovat mezi
650-750 kg svyskou v kfizi mezi 140-144 cm. U bykd by hmotnost v dospélosti méla
dosahovat 1200-1300 kg s vyskou v kfizi mezi 152-160 cm (CESTR 2022).
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2.7 Molekularné genetické metody

Molekularné genetické metody zpUlsobily revoluci v oblasti genetiky a umoznily
vyzkumnikm odhalit sloZitost genetického kodu a pochopit mechanismy, které jsou zakladem
dédi¢nych vlastnosti a nemoci. Tyto vykonné techniky umoznily zna¢ny posun v nasich

znalostech o DNA, genech a jejich funkcich a poskytly novy pohled na zakladni procesy Zivota.

2.7.1 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova retézova reakce (Polymerase chain reaction, PCR) vyuZivd schopnosti
enzymu DNA polymerdzy syntetizovat komplementarni retézce DNA sekvencéné specifickym
zpUsobem. Reakce vyZaduje templatovou DNA, oligonukleotidy DNA - primery,
deoxynukleotidtrifosfaty (ANTP) a enzym DNA polymerazu. Proces PCR se sklada ze tfi hlavnich

kroku:
Denaturace

Béhem denaturacniho kroku se DNA zahreje na vysokou teplotu (typicky na 94-98 °C),
aby se dvouretézcova DNA oddélila na dva jednoduché retézce. Tento proces prerusi vodikové

vazby mezi komplementarni bazi, coZ ma za ndsledek denaturaci molekuly DNA.
Anelace

Po denaturaci se reak¢ni teplota snizi typicky na 50-65 °C, aby se DNA primery mohly
vazat na komplementarni oblasti templatu DNA. Primery jsou navrZeny tak, aby ohranicovaly
pozadovanou sekvenci DNA a poskytovaly vychozi produkt pro syntézu DNA v nasledujicich

krocich.
Elongace

Pfi optimalni teploté (obvykle 68-72 °C) prodluzuje enzym DNA polymerdza primery
pridanim komplementdrnich nukleotid(i k templdtovym retézcim DNA. DNA polymeraza
syntetizuje novy fetézec DNA pomoci templatového fetézce jako voditka, coZz vede

k amplifikaci cilové sekvence DNA (Saiki et al. 1988).
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Step 1: Denaturatior

é 47 Step 3: Extension
‘ N
_ 5 %" %3 8 ot
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Obrazek 9 — Princip polymerazové retézové reakce (Abed 2009)

Bylo vyvinuto nékolik modifikaci a variaci PCR, aby se zlepsily jeji aplikace. Napfiklad
nested PCR zahrnuje 2 sady primer(, pfi€emzZ druha sada se vaze v oblasti amplifikované prvni
sadou (Innis et al. 1990). Tato technika zvysuje specifitu a citlivost amplifikace. Reverzni
transkripéni PCR (RT-PCR) umoznuje amplifikaci komplementarni DNA (cDNA) generované
z RNA templat( prostiednictvim reverzni transkripce (Gibson et al. 2008). RT-PCR slouZi

k studiim na genovych expresich a zkoumani RNA vir(.

PCR se vyuZiva v Sirokém spektru védnich oblasti jako je geneticka diagnostika, forenzni
véda, evolu¢ni biologie, environmentalni studie a vyzkum infekénich chorob. V genetické
diagnostice umoznuji metody zaloZzené na PCR detekci mutaci souvisejici s onemocnénim,
identifikaci genetickych poruch a hodnoceni imunitni odpovédi na Iécbu (Kwok et al. 1994;
Higuchi et al. 1992). Ve forenzni védé zpUsobila PCR revoluci v profilovani DNA, coZz umoziuje
analyzu nepatrnych mnozstvi DNA (Gill et al. 1994). PCR také pomohla objasnit evolucni vztahy
amplifikaci genetickych markert napfti¢ druhy organism(. Techniky zaloZzené na PCR umoznuji

detekovat a charakterizovat patogeny odpovédné za infekéni onemocnéni.
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2.7.2 Polymerazova fetézova reakce v redlném case

Polymerdzova retézova reakce vredlném case (Real-time PCR) také zndma jako
kvantitativni PCR (gPCR), je vykonna technika molekuldrni biologie, ktera umoznuje presnou
kvantifikaci nukleovych kyselin. Na rozdil od konvencéni PCR, ktera poskytuje kvalitativni
informace o amplifikaci DNA, PCR vredlném case umoZnuje védcim sledovat proces
amplifikace v redlném cCase a poskytuje presna a kvantitativni data (Gibson et al. 1996). Tato
metoda zpUsobila revoluci v riznych oblastech véetné genomiky, analyzy genové exprese,

mikrobidlni detekce a klinické diagnostiky (Higuchi et al. 1993).

PCR v redlném case je zaloZena na principech tradi¢ni PCR se zac¢lenénim technologii
fluorescencni detekce. Metoda zahrnuje pouZiti templatové DNA, specifickych primerd,
fluorescenénich sond nebo barviv a termostabilni DNA polymerazy. K procesu amplifikace
dochazi v termocykléru vybaveném detekénimi schopnostmi v redalném case (Gibson et al.

1996).

gPCR umoinuje presnou kvantifikaci Urovni genové exprese. Mérenim amplifikace
specifickych transkriptd mRNA je mozné méfit genovou expresi, studovat mechanismy genové
regulace a zkoumat zmeény v genové expresi souvisejici s onemocnénimi (Pfaffl et al. 2004).
Soucasné se vyuziva pro detekci patogen(i a mikrobialni analyzy. Umoznuje rychlou a citlivou
identifikaci a kvantifikaci patogent, véetné bakterii, virl a hub. Pomoci real time PCR je mozné
detekovat genetické mutace zahrnujici jednonukleotidovy polymorfismus (SNP), inzerce a
delece. Metoda je Siroce pouZivana ve studiich genetickych asociac¢nich studii a mediciné, kde

je rozhodujici presna a kvantitativni analyza (Syvanen 2001).

Metoda vyzaduje DNA templat, specifické primery, fluorescenéni sondy nebo barviva
a termostabilni DNA polymerdzu. Proces zacind denaturacnim krokem, kdy se templat DNA
zahteje, aby se oddélila vldkna DNA (Heid et al. 1996; Ririe et al. 1997). Poté nasleduje krok
nasedani, kdy se teplota snizi, aby se primery mohly specificky vdzat na cilové sekvence DNA.
Nasleduje krok extenze, kdy DNA polymeraza syntetizuje nova vldkna DNA pomoci primeru

jako templatu (Gibson et al. 1996).

Béhem amplifika¢niho procesu se fluorescence specifickych sond nebo barviv zvysuje

umérné mnozstvi amplifikované DNA (Livak et al. 1995; Tyagi et al. 1996). V zavislosti na typu
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pouzitych sond se pouZivaji rizné metody detekce. Jednim béZné pouzivanym pfistupem je
pouziti hydrolyza¢nich sond, jako jsou sondy TagMan, které se skladaji z fluorescen¢niho
barviva a zhdseci molekuly (Quencher). Fluorescence barviva je sniZzovana, kdyz je sonda
intaktni. Jak vSak DNA polymeraza Stépi sondu béhem amplifikace, barvivo a zhaseci molekula

se oddéluji, coz vede ke zvyseni intenzity fluorescence (Livak et al. 1995; Ryu 2017).

(A) | TagManprobe | " Molecular beacon probe |

p Fluorophore quencher

Target DNA /‘ @ I/arget DNA

Naf
| Unbound probe

Forward primer /

Fluorophore ™ s
Taq polymerase - " Quencher ®

L v w o e 4— REVETSE
primer

(B)

Fluorescence

Cycle number

Obrazek 10 — Princip RT-PCR (Ryu 2017) — A: Porovnani mezi sondami TagMan a Beacon
B: Diagram popisuje vztah poctu kopii DNA a cyklu amplifikace

Dalsim pristupem je pouziti hybridiza¢nich sond, jako jsou molekularni majaky
(beacon) nebo sondy Scorpions, které prochazeji konformacéni zménou po navazani na cilovou
sekvenci DNA (Obrazek 10). Tato konformacni zména oddéluje fluorescencni reportérové
barvivo od zhasece, coz vede ke zvyseni fluorescencniho signalu (Tyagi et al. 1996; Whitcombe

et al. 1999).
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Kromé toho Ize pouzit barviva vazajici se na DNA, jako je SYBR Green, ktera jsou v
interakci dvouvlaknovou DNA a emituji fluorescenci. Jak se zvySuje mnozstvi amplifikované
DNA, zvysSuje se vazba SYBR Green na amplifikované produkty, coZz vede ke zvySeni intenzity

fluorescence (Higuchi et al. 1992).

2.7.3 Sangerovo sekvenovani

Sangerovo sekvenovani, také znamé jako dideoxy sekvenovani nebo sekvenovani
zakonceni retézce, je zakladni metodou pro stanoveni sekvence DNA daného vzorku. Tato
prevratnd technologie vyvinutd Frederickem Sangerem na konci 70. let 20. stoleti zpUsobila
revoluci v oblasti genetiky a hrdla zasadni roli v nékolika oblastech biologického vyzkumu,
véetné mapovani genomu, genetické diagnostiky a molekularni evoluce (Jones, 2012; Verma

et al. 2017).

Sangerovo sekvenovani je zalozeno na syntéze fetézcl DNA pomoci enzymu DNA
polymerdazy a upravené verze ¢tyr nukleotidovych bazi (dideoxynukleotid(). Metodika vyuziva
terminaci fetézce, kde zaélenéni dideoxynukleotidu vede k ukonéeni syntézy DNA. Pouzitim
smési béZnych nukleotidil a malych mnozZstvi dideoxynukleotidd znacenych fluorescenénimi
barvivy se béhem sekvenacni reakce vytvori soubor fragmentd DNA s riznymi délkami. Tyto
fragmenty jsou poté separovany na zakladé velikosti pomoci kapilarni elektroforézy a

detekovany fluorescenci, ¢imz se odhali sekvence DNA (Valencia et al. 2013).

Pracovni postup Sangerova sekvenovani zahrnuje nékolik kli¢ovych krokd. Nejprve je
vybrana oblast genu amplifikovana pomoci specifickych primer( v polymerazové retézové
reakci (PCR). Dale je amplikon DNA podroben sekvenacni reakci, kterd zahrnuje DNA
polymerazu, fluorescencné znacené dideoxynukleotidy a béZzné nukleotidy. Jak syntéza DNA
pokracuje, k ukonceni rostouciho fretézce dochazi ndhodné, kdyZz je inkorporovan
dideoxynukleotid (Obrazek 11) Vysledna smés obsahuje fragmenty rliznych délek zakoncené

konkrétnim znac¢enym nukleotidem (Smith et al. 1986; Leong 2014).

K oddéleni fragmentl DNA se pouzivad kapilarni elektroforéza. Vzorky se vlozi do
kapilary naplnéné gelovou matrici nebo roztokem polymeru a aplikuje se elektrické pole.

Zaporné nabité fragmenty DNA migruji kapilarou, pficemz mensi fragmenty putuji rychleji nez
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delsi. Kdyz fragmenty prochazeji detektorem, jsou fluorescencni signaly emitované znacenymi
dideoxynukleotidy zaznamenany a prevedeny na digitalni chromatogram predstavujici

sekvenci DNA (Ruiz-Martinez et al. 1993).

Cycle sequencing

3-... GACTAGATACGAGCGTGA...-5' (template)
5'-... CTGAT p (primer)
...CTGATC o
...CTGATCT »
...CTGATCTA ®
» ...CTGATCTAT ®
...CTGATCTATG O
...CTGATCTATGC Jo
Polymerase ...CTGATCTATGCT g
dNTPs ...CTGATCTATGCTC ®
Labeled ddNTPs ...CTGATCTATGCTCG

Electrophorsesis
(1 read/capillary)

Obrazek 11 — Princip Sangerova sekvenovani (Leong 2014)

Sangerovo sekvenovani bylo napomocné v mnoha oblastech vyzkumu, vcetné
genetiky, molekularni biologie a klinické diagnostiky. Hraje klicovou roli pfi sekvenovani
lidského genomu, umoznuje identifikaci genu spojenych s onemocnénim a genetickych variaci

(International Human Genome Sequencing Consortium, 2001).

Kromé toho se Sangerovo sekvenovani Casto pouzivd pro validaci a ovérovani
konstruktd DNA v genetickém inZenyrstvi, identifikaci mutaci u dédi¢nych poruch a

charakterizaci mikrobiadlnich genom(. Tato technologie navic usnadnila studium evolucnich
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vztahl, protoze sekvence DNA ziskané pomoci Sangerova sekvenovdni umoznuji

vyzkumnikm porovnavat genetické sloZeni rGznych druht (Johnson et al. 2010).

2.7.4 Analyza k¥ivky tani pri vysokém teplotnim rozliseni

Analyza kfivky tani pfi vysokém teplotnim rozliseni (High resolution melting, HRM) je
dalsi amplikaci PCR v redlném ¢ase. Dochazi ke kombinaci PCR amplifikace a analyzy ktivky tani
pfi vysokém rozlisSenim, kdy jsou sledovany poklesy fluorescence v zavislosti na zvySovani
teploty. Analyza kfivky umozZnuje identifikaci variant v nukleovych kyselindch, jako jsou
jednonukleotidové polymorfismy, inzerce, delece a dalsi strukturalni variance (Wittwer et al.

2003).

V prvnim kroku je amplifikovdn vybrany usek DNA, ktery je urfen pro provedeni
analyzy pomoci PCR primerd, které ohranici region. PCR smés musi obsahovat fluorescencni
barvivo (SYBR Green, EvaGreen), které se vaze mezi vldkna DNA. PCR amplifikace je
realizovana v Real-time termocykléru za optimalizovanych podminek pro realizaci reakce a
vysledné fragmenty slouZi jako vstupni material pro analyzu kfivky tani (Montgomery et al.

2007).

Fragmenty nasledné prochazeji tepelnou denaturaci, kdy se teplota postupné zvysuje
a dochazi tak k rozpadu vldken DNA. Béhem tohoto procesu je pravidelné mérena intenzita
fluorescence pomoci barviva vazaného na DNA, které vysild signdl pfi navazani na
dvouvlaknovou DNA. Pokles fluorescenéniho signdlu s rostouci teplotou odpovidd rozpadu
fetézcl DNA. Rychlost a teplota, se kterou klesa fluorescencni signdl je zavisla na sekvenci
nukleotidl. Ziskana fluorescenc¢ni data jsou analyzovana za ucelem vytvoreni kfivek tani, které
charakterizuji tani sledované DNA. Pro vyhodnoceni Ize pouZit rizné softwarové nastroje.
Obvykle software vypocita derivaci fluorescen¢ni krivky, ktera vykazuje odlisny tvar zaloZzeny
na rozdilech v sekvenci DNA pfitomnych ve vzorcich. Pokud se ve sledovaném fragmentu
nachazi jednonukleotidovy polymorfismus, metoda je schopna rozliSit jednotlivé genotypy

(Wittwer et al. 2003; Herrmann et al. 2006).

HRM ma Siroké spektrum vyuziti v genetickém vyzkumu a klinické diagnostice. Metoda
je Siroce pouZivana pro genotypizacni studie, jelikoZ presné rozliSuje jednotlivé nukleotidové

zamény. Reakce je velmi Casto realizovdna vjedné zkumavce, do které se v pribéhu
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nezasahuje. Limituje se tim tedy Sance na kontaminaci. HRM je dlleZitou metodou pro
screening mutaci v klinické genetice, protoZze poskytuje nakladové a casové efektivni

alternativu k tradi¢énim metodam sekvenovani (Gundry et al 2003; Milbury et al 2011).

2.7.5 DNA &ipy

Technologie DNA CipU zpUsobila revoluci ve vyzkumu genomiky a umoznila analyzu
tisice genU a genetickych variant. Tato technologie pochazi z tradi¢nich testl na pevnych
fazich — DNA/RNA dot blot hybridizace a ELISA (Enzym-linked immuno sorbent assay), které se
v laboratofich vyuZivaji po desetileti. Testy na pevné fazi (solid phase assay) maji molekuly
pfipojené k pevnému nosici a tyto molekuly se oznacuji jako zachycovaci molekuly nebo
sondy. Zachycovaci molekuly testuji vzorek na ptritomnost cilovych molekul. Sonda by méla
vykazovat co nejvyssi specifitu a afinitu k cilové molekule. Sondami mohou byt produkty PCR,
oligonukleotidy, plazmidy, nebo umélé bakteridlni chromozomy (Schena et al. 1995;

Zammatteo et al. 2000).

Velké mnoZstvi sod je imobilizovdno na pevném nosici Cipu, coz poskytuje obrovskou
kapacitu paralelni analyzy, potfebné k analyze celych genom( a transkriptomid v jednom
analyzac¢nim procesu. Sondy jsou imobilizovany v polich, které se skladaji ze skvrn na pevném
podkladu, kde kazda skvrna obsahuje vice kopii sondy pro konkrétni misto na chromozomu.
Identifikdtor sond je zakdédovan pozici na Cipu a je identifikovdna pfi ¢teni Cipu. MikroCipy

obsahuiji tisice az miliony sond.

Obrazek 12 — Naneseni vzorku na pole DNA Cipu — v ptipadé technologie Infinum HTS Assay
(lumina, 2019) se vzorky nanaseji na kraj pole. Jedno sklo obsahuje 24 poli pro vzorky

(lumina, 2019).
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Operace, pfi které je vzorku umozZnéno reagovat se sondami za ucelem vytvoreni
interakci sonda — cilova sekvence, se nazyva hybridizace. Vzorek a sondy se nechavaji reagovat
za podminek, které usnadnuji hybridizaci. Jednd se typicky o dlouhé doby hybridizace
v pufrech s vysokou iontovou silou pfi relativné vysokych teplotach. Michani se ¢asto vyuziva
pro zvySeni kinetiky hybridizace, sniZzeni ostatnich vazeb a ziskdnim homogenni hybridizace na
Cipu. Po hybridizaci obvykle nasleduje diikladné promyvaci postupy, aby se odstranily kfiZové
hybridizace (navazani sond na nespravné misto). Cilové molekuly jsou znaeny pomoci
fluorescenénich molekul nebo jinych barviv bud pfed nebo po hybridizaci a cilova hybridizace
sonda — cilova sekvence Ize detekovat prostfednictvim generovani signalu. Signal neposkytuje

zadnou jinou informaci kromé pritomnosti cilové sekvence (Dufva, 2009).

.
{

Obrazek 13 — Hybridizace DNA ¢ipG technologie Infinum HTS Assay (lllumina, 2019) — Cipy se
uzaviraji do pouzder a za tfepani se nechdvaji hybridizovat po dobu 16—24 hodin v hybridiza¢ni

peci (lllumina, 2019).

Pti analyze jednonukleotidovych mutaci (SNP) v celém genomu se vyuZiva alelicky
specifickd hybridizace a alelicky specifické prodluzovani primeru. Pfi alelicky specifické
hybridizaci jsou sondy centrovany nad mistem mutace tak, Ze variantni baze jsou pfiblizné
uprostfed sondy. Umisténi variantni baze do stfedu sondy destabilizuje Spatné pfifazené
hybridy a sonda je proto citlivd na mutace v cili. Pro detekci konkrétniho SNP se pouZivaji
alespon dvé sondy: jedna sonda se dokonale shoduje s prvni alelickou variantou a dalsi sonda
je specificka pro druhou alelickou variantu. Relativni sila signalu mezi dvéma rliznymi sondami
po hybridizaci a promyti se pouZziva k stanoveni genotypu. Pro analyzu kazdého SNP se vyuziva

typicky vice sond, aby byla dosazena dostatecna specifi¢nost testu (Dufva 2009; Illumina 2019)

Alelicky specifické prodlouzeni primeru je zaloZzeno na umisténi sond tak, Ze posledni

nukleotid je umistén nad mistem SNP. KdyZ DNA prochazi pres Cip, kazda sonda se vaze na
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komplementdrni sekvenci ve vzorku DNA. Alelova specifita je dana prodlouzenim o jednu bazi,
kterda zahnuje jeden ze ¢tyr znacenych nukleotidkl(. Pochazi poté k excitaci laserem a
nukleotidovd barva emituje signdl. Intenzita signdlu pak predava informaci o alelickém

poméru v tomto lokusu (Obrdzek 14) (lllumina 2019).

%e

" INTENSITY
~ INTENSITY
" INTENSITY

rs100000010 rs1109052

Obrazek 14 — Princip Alelicky specifického primeru — na zakladé emitovaného signalu jsou

ziskany informace o pfislusném genotypu (lllumina, 2019)

2.8 Molekularni genetika ve slechténi zvirat

Uméla selekce byla u domestikovanych druhl po staleti zaloZzena na vlastnich
fenotypech zvirat. V prabéhu 20. stoleti se nejprve vyuzivaly selekéni indexy, které nahradila
metoda BLUP (Best Linear Unbiased Prediction) — Nejlepsi linedrni nevychylena predpovéd,
ktera vyuziva sofistikovanéjsi pristup spoléhajici na smisené linedrni modely. UmozZnuje pouziti
informaci o fenotypech pfibuznych zvifat k predikci plemennych hodnot kandidatl na selekci.
To vedlo k uspésnému vybéru snadno zaznamenanych fenotypovych znakl se stfedni nebo
vysokou dédivosti. Aby vSak byly uc¢inné pro vlastnosti, které je obtizné méfit nebo s nizkou

dédivosti, vyzadovalo to nakladné investice do fenotypizace (Boichard et al. 2016).
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2.8.1 QTL a MAS

Vznik genomiky jako discipliny v 80 letech 20 stoleti vedlo k identifikovani genl a
genetickych variant, které ovliviiuji velké mnoZstvi lokust kvantitativnich znakd QTL
(Quantitative Trait Loci). Globalni hledani QTL zacalo u vSech druh( hospodarskych zvifat, coz
pripravilo cestu pro selekci pomoci markert (MAS). Pristup MAS byl Uspésny hlavné u znaku
neuspokojivé vysledky, hlavné kvali precenéni ¢asti genetické variability vysvétlené témito
malymi pocty QTL a také nizkou asociaci (nebo vazebnou nerovnovahou) mezi markery a QTL
na urovni populace. Kvantitativni lokusy byly zpoc¢atku mapovany pomoci vazebnych analyz a

poté celogenomovymi asociacnimi studiemi (Boichard et al. 2016; Georges et al. 2019).

2.8.2 Genomicka selekce

Pfelomovym pfistupem kselekci svyuzitim molekuldrnich dat se stala studie
Meuwissen et al. (2001), kdy se plemenna hodnota odhaduje z markeru, které pokryvaji cely
genom. Na zakladé této metodiky se genetické ucinky odhaduji pro kazdy marker zvlast a
nasledné jsou secteny. Dochazi tedy k predikci celkové plemenné hodnoty zvifat. U referencni
populace zvifat se zaznamy o fenotypech a genotypech markertd se odhaduji u¢inky markera.
Pro tuto metodu je esencialni technologie DNA Cip(, kterd poskytuji informace o desetitisicich

mist na chromosomech zvirat.

Genomicka selekce vyuzivad genotypovani s vysokou hustotou k zachyceni Siroké Skaly
genetickych variant distribuovanych napfic genomem. Tyto markery jsou kombinovany
s fenotypovymi a rodokmenovmi daty v sofistikovanych statistickych modelech, coz umoznuje

presné predpovédi plemenné hodnoty zvirete (Hayes et al. 2009).

Vyuzivaji se jednonukleotivé polymorfismy (SNP), které maji pfimy ucinek na QTL,
nebo jsou ve genové vazbé s prislusSnym QTL. Pfi tomto pristupu se odhaduje individualni
ucinek kazdého markeru a aditivni soucet vSech ucinkl se pouzivd pro vypocet genomicky

odhadovanych plemennych hodnot (GEBV) kazdého jedince (Meuwissen et al. 2016).

Hlavni vyhodou je to, Ze genomicka selekce pfindsi vyrazné zkraceni generacniho
intervalu ve srovnani s tradi¢nim Slechténim a také minimalizuje ndklady spojené s rozsahlou
fenotypizaci, ¢imZ nasledné urychluje geneticky zisk (Luan et al. 2009). Vyuzitim vazebné

nerovnovahy mezi markery a kauzalnimi variantami zvySuje genomickd selekce presnost
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selekce, a to i u znakd s nizkou dédivosti nebo u obtizné méritelnych fenotypl (Hayes et al.

2009).

U dojeného skotu mda genomickd selekce hluboky dopad na genetické zlepseni.
Pfesnym predpoviddnim genomické plemenné hodnoty zvifete pro produkci mléka, plodnost,
zdravotni vlastnosti a funkéni vlastnosti umozZnuje genomickd selekce chovatelim
optimalizovat genetickou vybavu jejich stdd. Usnadriuje vybér zvifat svysSi mléénou
uzitkovosti, zdravim vemene, zvysenou plodnosti a vétsi odolnosti vici chorobam. To vse vede

k vétsim ziskiim a udrzitelnosti mlékarenského priimyslu (Cole et al. 2011).

Genomicka selekce také transformovala programy chovu masného skotu tim, Ze
umoznila selekci zvifat s vynikajicim rGstem, kvalitou jate¢né upraveného téla a odolnosti vici
chorobdam. Genomické informace pomahaji pti identifikaci otcd a matek s poZadovanymi
vlastnostmi, coZz umoZnuje ziskani nasledné generace s vyssi uZitkovosti. Navic umozniuje
cileny vybér vlastnosti souvisejicich s adaptaci na prostredi, jako je tepelnd tolerance nebo

konverze krmiva, které jsou klicové pro udrzitelnost produkce (Saatchi et al. 2012).

Genomové technologie kazdym dnem postupuji vpred a je tedy mozné ocekavat, Ze se
genomickd selekce bude dale rozSifovat. Budou integrovany dalsi genomickd data, které
mohou byt doplnény o dal$i odvétvi molekuldrni genetiky jako je transkriptomika a
epigenetika. Bylo by tedy moziné dosahnout dalSiho zlepSeni presnosti genomickych
predpovédi. Zaélenéni funkéni genomiky a editace genomu otevird cesty pro pfimou
manipulaci s genetickym potencidlem skotu (Cole et al. 2011; Gonzalez-Recio et al. 2012; Van

Eenennaam et al. 2019)

2.9 Mastitida

Zanét mlécné Zlazy je zanétlivé onemocnéni, které je zplsobeno Sirokym spektrem
patogenu. Nejcastéji se jednd o bakteridlni plvodce, ale muize byt zplsoben méné ¢astymi
enviromentalnimi patogeny jako jsou kvasinky, plisné a fasy. Toto onemocnéni se od ostatnich
zvitecich onemocnéni lisi tim, Ze hned nékolik rznych bakterii je schopno infikovat vemeno.
Tyto patogeny napadaji vemeno, dochdazi k mnozeni a produkci Skodlivych latek. To vSe vede

k tvorbé zanétu (Oliver et al. 1995).

Mastitidu mGzeme rozdélit na klinickou a subklinickou. Klinickd mastitida ma vyrazné;si

projevy nez subklinickd mastitida. Je mozné pozorovat zarudnuti, otok, horkost a zvySenou
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citlivost vemena. Mléko ma vodnaty vzhled a je moZiné pozorovat srazeniny a hlavnim
indikatorem je zvySeny pocet somatickych bunék. U subklinické mastitidy obvykle nejsou
pozorovany zadné priznaky. V pfitomnosti infekce se vemeno jevi jako normalni. Subklinicka

forma je Castéjsi oproti klinické formé (Sinha et al. 2014).

Pfi propuknuti zanétu v reakci na infekci dochazi ke snizeni produkce, ale nejsou
viditelné zadné abnormality v Zlaze nebo mléce. Je proto dilezité, aby byla infekce na jakékoliv

urovni identifikovana a Ié¢ena co nejdfive (Sordillo et al. 1997).

Mastitida ma obvykle multifaktoriadlni pavod a dalezitymi faktory, které predisponuji zvirata
k mastitidé, jsou nadoj mléka, plemeno, manaZerské a environmentalni faktory, sezéna a

genetické faktory (Zhang et al. 2016; Badami et al. 2019).

Béhem mastitidy dochazi ke zvySovani poctu somatickych bunék a snizovani kvality a
produkce mléka, kterd zplsobuje nejvétsi ekonomické ztraty. Mastitidy stoji mlékdrensky
pramysl a chovatele ro¢né miliardy dolart hlavné kvuli vyfazenému mléku z infikovanych krav,
vyfazovani krav, antibiotickym terapiim a veterindrnim nakladim (Elmaghraby et al. 2018).
Mastitida je dnes nejdllezitéjSim onemocnénim v mlékdrenském primyslu, protoze je

odpovédny za pfimé i nepiimé ztraty (FeRler et al. 2010).

Kromé financnich disledk mastitidy by neméla byt opomijena ani jeji dllezZitost ve

vztahu k vefejnému zdravi.

Ukazatel 2016 2017 2018 2019 2020
Nizka vzitkovost 8,7 8.3 8,1 8.4 8,2
Vysoky vék 1,0 1,0 0,9 1,1 1,1

Ostatni zootechnické davody 6.3 6,1 12,1 15,9 17,2
Zootechnické duvody celkem 16,0 154 21,1 254 26,5

Poruchy plodnosti 21.5 19.6 17,7 19.8 20.6
Tezke porody 10,1 10,0 10,3 9,7 10,4
Onemocnéni vemene 8.5 9.3 10,2 11,1 11,6
Ostatni zdravotni divody 439 457 40,7 340 309
Zdravotni duvody celkem 84,0 84.6 78.9 74,6 73.5

Pramen: CMSCH, a. s.
) bez krav vyFazenych z divodu zruSeni KU

Obrézek 15 — PFi¢iny vyFazovani krav z kontroly uZitkovosti v CR v letech 2016-2020 (Bucek et
al. 2020)
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Od roku 2016 do roku 2020 muzZeme pozorovat nar(lst vyrazeni dojnic z KU z divodu
onemocnéni vemene o pfiblizné o 3 %, i pres skutecnost, Ze vyfazovani ze zdravotnich dlvod

celkem kleslo o vice nez 10 % (Bucek et al. 2020).

Hlavnim nastrojem v boji proti zanétu mlécné Zzlazy jsou antibiotika. Na mlécnych
farmach se bézné uzivaji antibiotika jako penicilin, cefalosporin, streptomycin, tetracyklin a
mnoho dalSich se pouzZiva kléébé a prevenci mastitid. Mezi vyhody patfi nizsi vyskyt
onemocnéni, snizeni nemocnosti a mortality. Na druhé strané ale to vSe vede ke vzniku
bakterii, u kterych se vyvinula resistence v(ici antimikrobidlnim latkdm, coZz muize mit dopad
na lé¢bu nemoci postihujici i lidskou populaci. Kromé toho je také mléko od krav Ié€enych na

mastitidu spojeno s vyssim vyskytem rezidui antibiotik v mléce (Ruegg et al. 2005).

Pro diagnostiku mastitidy vterénnich podminkdch se nejcastéji vyuzivaji nepfimé
metody, jako jsou Kalifornsky test mastitidy (CMT), Laurylethersulftat sodny Test (SLST), Surf
field test mastitidy (SFMT), Whiteside test (WST). Somatické buriky jsou indikatory odolnosti i
vhnimavosti krav k mastitidam a lze je vyuZzit ke sledovani urovné nebo vyskytu mastitidy ve

stadech nebo jednotlivych zvifatech (Sharma et al. 2011).

2.9.1 Pocet somatickych bunék a skére somatickych bunék

Somatické bunky v mléce jsou hlavné epitelialni buniky vylucujici mléko, které jsou
vylouceny z vystelky Zlazy a bilé krvinky, které vstoupily do mlécné Zlazy v reakci na poranéni,
nebo infekci. MIécné somatické bunky zahrnuji 75 % leukocytl (neutrofily, makrofagy,
lymfocyty erytrocyty) a 25 % epitelidlni buriky. Epitelidlni buriky se normdlné uvolnuji a
obnovuji se béhem laktace, aviak béhem infekce se jejich pocet zvysuje. Bilé krvinky slouzi
jako obranny mechanismus v boji proti infekci a pomahaiji pfi regeneraci poskozené tkané.
Béhem zanétu mlécné Zlazy je hlavni narlst somatickych bunék zplsobem pftilivem neutrofil(
do mléka. Hodnota mnozstvi somatickych bunék v mléce je charakterizovana pomoci poctu
somatickych bunék (SCC, somatic cell count). V mléce zdravé mlééné 7lazy je SCC nizéi nez 10°
bunék/ml, zatimco u mlééné Zlazy zasaZené infekci dochdzi ke zvy$eni SCC nad 10° bunék/ml

(Harmon, 1994; Bytyqi et al. 2010; Sharma et al. 2011).

Somatické buriky v mléce se daji stanovit pomoci pfimé mikroskopické metody, kde se
jedna o vizualni pocitani somatickych bunék pod mikroskopem po obarveni. Jedna se o ¢asové

narocny postup, ktery se nepouziva z divodu dostupnosti vice automatizovanych metod.
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Pratokova cytometrie je Siroce pouZivana technika pro stanoveni SCC, Jedna se o
znaceni somatickych bunék v mléce fluorescencénimi barvivy. Bunky prochazi pratokovym
cytometrem, ktery analyzuje jejich velikost a intenzitu fluorescence. Tato metodika poskytuje
rychlé a presné vysledky, coZ umozZnuje vysokou analyzu velkych soubor( vzorktd (Schukken et

al. 2011).

Elektrickd vodivost (EC) mléka koreluje s SCC. Zafizeni na bdazi EC méfi elektrickou
vodivost mléka a odhaduje SCC. Tato metoda je velmi rychld a jednoduchd, postradda ale

presnost a spravnost jinych metoda je nejvhodnéjsi pro uUcely screeningu (Norberg, 2005).

Impedance-based Cell Counters (Citate bunék zaloZené na impedanci) je metoda
vyuzivajici elektrickou impedanci k odhadu SCC. Vzorky mléka prochazeji uzkym kanalem a
zaznamendvaji se zmény impedance zplsobené burikami v mléce. Tato metoda je

automatizovand a poskytuje rychlé vysledky (Sobahi et al. 2020).

PCR metody se vyuzivaji pro amplifikaci genovych sekvenci specifickych pro somatické
bunky pomoci prislusnych primer(. Metody jsou velmi citlivé a presné. Metody qPCR poskytuji
kvantitativni vysledky. Tyto metody vyZaduji specializované vybaveni a odborné znalosti (Deb

et al. 2013). Soucasné naklady pro tyto jsou pfilis nakladné na bézné pouzivani v chovech.

Dalsi indikatorem somatickych bunék je skére somatickych bunék (SCS — somatic cell
score), ktery je pfimo dovozen z SCC podle vzorce SCS = log,(SCC/100 000) + 3. Tento indikator
se vyuziva kvuli zjednoduseni a Zadoucim statistickym vlastnostem (normalita) (Norman et al.

2000). Porovnani SCS a SCC charakterizuje obrazek 16.
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SCS SCC

(cells/ml)
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3,200,000
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1SCS = 1og»(SCC/100,000) + 3; SCC = 2% -23(100,000).

Obrazek 16 — Ekvivalentni hodnoty SCS a SCC (v dolni tabulce je uveden prevodni vzorec)

(Norman et al. 2000)

2.9.2 Pavodci mastitidy

V této casti literarni reSerSe budou kratce predstaveny vybrané infekéni patogenni
organismy, které byly v ramci disertac¢ni prace monitorovany u dojnic Ceského strakatého
skotu. Jedna se o nejvice ¢asté bakterialni patogeny, které zplsobuji zanét mlé¢né 7lazy. Rada

z nich zpUsobuje i dalsi zavazna onemocnéni skotu.

2.9.2.1 Staphylococcus spp.

Staphylococcus je vyznamny rod bakterii zahrnujici az 50 druhl. Jednad se o
grampozitivni, nesporulujici bakterie. Jejich metabolismus je zalozen na fakultativné
anaerobnich reakcich. Stafylokoky se mohou délit podle toho, zda produkuji koaguldzu —
enzym, ktery méni fibrinogen na fibrin a brani se tak proti mechanismdm imunitniho systému

(Bagnicka et al. 2021).

Nejvyznamnéjsim druhem ve vztahu nejen kzanétu mlécné Zlazy u skotu je
Staphylococcus aureus. Jde o grampozitivni nesporulujici bakterie s kulovitym tvarem bunék,
které jsou usporadané do shlukli nebo hroznovych shluk(l. Hraje velkou roli v mlékarenském

pramyslu, kde zpUsobuje znacné ekonomické ztraty (Pereira et al. 2011). M{zZe zpUsobovat
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chronické a pretrvdvajici infekce, coz z néj déla hlavni problém pro chovatele mlé¢ného skotu

(Schukken et al. 2009).

Staphylococcus aureus ma nékolik faktoru, které obchazeji imunitni reakci hostitele a
pretrvavaji déle v mlééné Zlaze. Jednd se o produkci toxinl a enzym(, které pfrispivaji
k poskozeni tkané a tvorbé zanétu a také dokaze vytvaret biofilmy, slozZité struktury bakterii,
které chrani bakterie pfed imunitnim systémem hostitele i antibiotickou l1é¢bou a soucasné
také ziskavaji kmeny stafylokokové kmeny bakterii rezistenci na penicilin (Keefe 2012; Bardiau

et al. 2016).

Mastitida zpUsobena Staphylococcus aureus ma €asto vliv na produkci a kvalitu mléka.
Infikované kravy maji snizenou dojivost, dochazi ke zménam ve sloZzeni mléka a poctu

somatickych bunék a infekce je Sifena mezi dojnicemi béhem dojeni (Pereira et al. 2011).

2.9.2.2 Corynebacterium bovis

Corynebacterium bovis je enviromentalni patogen bézné se vyskytujici v pldé a podestylce.
Jednd se o grampozitivni bakterii a patfi do Celedi Corynebacteriaceae. Vyskytuje se jako
kratké az stfedné velké tyc¢inky nebo kokobacily, typicky usporadané jednotlivé, v parech nebo

kratkych fetizcich (Blagitz et al. 2013).

Bakterie je povaZovdna za obligatniho aeroba, vyZadujici kyslik pro rast a
metabolismus. Pro energii vyuziva rizné zdroje, v€etné cukrl, organickych kyselin a alkohold.
Zatimco je tento patogen povazovan za méné bézny ve srovnanim s jinymi bakteriemi, stale
muzZe zpUsobit mirné azZ stredné zavainé pripady klinické mastitidy u krav. Bakterie pronika do
vemene strukovym kanalkem, pfedevsim z divodu kontaminace z prostiedi. Faktory, jakou
jsou nespravné hygienické postupy a poranéni strukd, mohou zvysit riziko zanétu mlécné zlazy
timto patogenem. Jakmile se Corynebacterium usadi ve vemeni, mlze zpUsobit mirnou az
stftedné tézkou klinickou mastitidu charakterizovanou zanétem mlécné Zldzy a zménami

kvality mléka. (Watts et al. 2000).

2.9.2.3 Mycoplasma spp.

Mycoplasma spp. patti do tfidy Mollicutes a jedna se o patogeny skotu, které zpUsobuji fadu
infekci dychacich cest, zanétd mlécné Zlazy a kloubnich infekci. Jedna se o velmi malé bakterii
bez bunécné stény s pleomorfnim tvarem, od kokt po vlaknité formy. Je to jeden z nejmensich

volné Zijicich mikroorganism( o velikosti pfiblizné 0,2 az 0,3 pum v prdméru. Druhy
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Mycoplasma bovis, Mycoplasma californicum a Mycoplasma bovigenitalium mohou
kolonizovat a pronikat do mlécné Zlazy a zplUsobovat klinické a subklinické mastitidy (Maunsell

et al. 2011).

NejvyznamnéjsSim a nejcastéjSim druhem je Mycoplasma bovis, ktera postihuje
nejCastéji dychaci systém, kde zplsobuje zapal plic a bronchopneumonii. Mize také
napadnout mléénou Zlazu, coz vede ke klinické a subklinické mastitidé, stejné jako infikovat

klouby, coZ vede k artritidé a kulhani (Nicholas a Ayling, 2003).

Patogen se primarné Sifi primym kontaktem mezi infikovanymi zviraty, véetné
respiracnich sekretl, mléka a kontaminovanych predmétl. Stresujici podminky, jako je
preprava a preplnénost, mohou zhorsit Sifeni bakterie ve stadech a mezi nimi. Mycoplasma
bovis ma schopnost adherovat a kolonizovat respiraéni epitel a mléénou Zlazu. Zde produkuje
razné virulentni faktory, véetné adhezinl a cytotoxickych molekul, které pfrispivaji
k patogenité a vyhybani se imunitni odpovédi hostitele (Nicholas a Ayling, 2003, Maunsell et
al. 2011)

2.9.2.4 Enterococcus spp.

Enterokoky jsou grampozitivni bakterie ve tvaru kok(l, vyskytujici se jednotlivé,
v parech nebo kratkych retézcich. Jsou to fakultativni anaeroby a jsou schopny prezit a rlst
v Siroké Skale podminek prostredi. Enterokokovd mastitida je béZznym problémem ve stadech
dojeného skotu, ktery vede k ekonomickym ztratam a problémm s lécbou (Rdzanska et al.

2019).

Druhy Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis a Enterococcus durans byly
identifikovany jako plvodci mastitidy u skotu. Tyto bakterie mohou byt soucasti mikrofléry
gastrointestindlniho traktu a mohou se Sifit do vemene fekdlni kontaminaci nebo
kontaminovanym dojicim zafizenim. Enterokoky maji stejné jako Staphylococcus aureus
schopnost tvofit biofilmy, ¢imZ se zvysSuje jejich rezistence a odolnost vici 1é¢bé a imunitni
obrané. Zanéty jsou proto ¢asto chronické a opakujici se. Bakterie také maji schopnost pfilnout
k epitelidInim bunkdam mlécéné Zlazy, kde produkuji virulentni faktory, véetné adhezin(, faktort
souvisejicich s biofilmem a enzym{, které ptispivaji k poSkozeni tkani (Seligsohn et al. 2021;

Kim et al. 2022).
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2.9.2.5 Streptococcus dysgalactiae

Streptococcus dysgalactiae je grampozitivni bakterie, vyskytujici se v parech kokl a
fetézcich. Patti do rodu Streptococcus a jednad se o fakultativné anaerobni organismus. U skotu
dochazi k napadani sliznice vemene a hornich dychacich cest. Patogeneze zahrnuje pfilnuti
k epitelu vemene, kolonizaci a invazi uvnitf tkdné vemene. Dochdzi k produkci adhezing,
extraceluldarnich enzym( (hyaluroniddza, streptokinaza) a toxinu, které poSkozuji tkan a
zpUsobuji zanét. Bakterie zpUsobuje klinickou i subklinickou mastitidu, ktera vede k vyraznym
ekonomickym ztratdm. K pfenosu infekce dochazi pfes kontaminované predméty a soucasné
tak maze dojit k infekci mezi zvitaty. K zamezeni nakazy je dllezZité dodrZovani spravnych
hygienickych postupl béhem dojeni, spravnou ptipravou strukl a rychlé oSetreni postizenych

krav. V nékterych stadech Ize také zavést vakcinaci (Shome et al. 2012).

2.9.2.6 Streptococcus uberis

Streptococcus uberis je grampozitivni a anaerobni bakterie. Bunky maji tvar kok( a
vyskytuji se v parech nebo v retézcich. Tato bakterie je vSudypfitomna kolonizuje zvifeci
hostitele a jejich prostfedi. Pfitomnost téchto bakterii byla prokdzana v dutiné ustni, bachoru,
dychacich cestach, mandlich, ve strukovych kanalcich, vemeni a vykalech. K Sifeni nejcastéji
dochazi pres sliznice traviciho traktu. Dale také pfispivaji vykaly k Sifeni v Zivotnim prostredi

(Kromker et al. 2014).

S. Uberis je schopen pfilnout a napadnout epitel mlé¢né zlazy a enzymy silné ovliviuji
Siteni infekce. Tato bakterie je schopna tvofit hyaluronidazu, ktera zlepSuje pohyb patogenu
v tkanich. Prechozi prodélané a pretrvavajici infekce zvysuji riziko nakazy S. Uberis. Nej¢astéji
dochazi ke klinické a subklinické mastitidé a S. Uberis je klasifikovan jako hlavni enviromentalni
patogen. Streptokoky z prostfedi zodpovédné za jednu tfetinu pripadd klinické mastitidy u

skotu (Hillerton et al. 2003; Almeida et al. 2011; Kromker et al. 2014).

2.9.2.7 Streptococcus agalactiae

Streptococcus agalactiae je grampozitivni bakterie, kterd ma tvar kok, vyskytujicich
se v obvykle v Fetizcich. Zplsobuje klinickou i subklinickou mastitidu. Tento patogen napada
mlécnou Zlazu skotu, ale jeho pritomnost mlze byt také v gastrointestidlnim traktu skotu a

prostfedi (lGzko kravy, podlahy, vodni kanaly). Patogen se primarné dostavd do mlécné Zlazy
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strukovym kandlkem a nasledné adheruje vepitelu mlééné Zldzy, pficemz produkce

metabolitl vyvolava intenzivni zanétlivou reakci a poskozeni tkané (Tong et al. 2019).

To vSe ma za ndsledek sniZzeni produkce mléka. Velkd ¢ast infikovanych krav
nevykazuje zadné zjevné zndmky onemocnéni, jako je abnormadlni mléko, ale maji vysoky
pocet somatickych bunék a snizenou produkci mléka. Infikované kravy jsou vidy zdrojem
novych infekci. Pfi nedodrzeni hygienickych postupu dochazi k infekci dalSich dojnic pfi dojeni

(Tong et al. 2019; Bonsaglia et al. 2023).

2.9.2.8 Escherichia coli

Escherichia coli (E. coli) je tyCinkovitd, bi¢ikata, gramnegativni bakterie pattici do celedi
Enterobacteriaceae. Bakterie je fakultativné anaerobi a kolonie mohou rlst v Siroké skale
podminek prostfedi. Nachazi se béZné v gastrointenstinalnim traktu skotu, ale nékteré kmeny
mohou zplisobovat mastitidu a dalSi onemocnéni. Mastitida zpisobend E. Coli je velmi ¢astym

a vyznamnym problémem u stad dojnic (Grohn et al. 2004).

K mastitidé dochdzi nékolika moznymi cestami, véetné vzestupu bakterii strukovym
kandlkem, kontaminaci prostredi, nebo z jinych infikovanych mist kravy. K rizikovosti velmi
prispivaji faktory hygieny a hygienickych opatreni pfi dojeni. Bakterie po kolonizaci mlééné
Zlazy produkuje latky, které poskozuji tkan a zplUsobuji zanét (Barkema et al. 2006;). Jedna se
vétsSinou o subklinickou mastitidu, ktera ale v nékterych pripadech mulze vést k zavaznym

pfipadlm (Sun et al. 2021).
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2009)

2.9.2.9 Prototheca spp.

Prototheca je rodem jednobunéénych achlorofylnich fas patficich do celedé
Chlorellaceae. Je znamo, Ze tyto rasy mohou zplsobovat infekce u rliznch zvitat a lidi. Tyto
organismy se bézné vyskytuji v pldé, vodé a organické hmoté. Pfi infekci skotu patti mezi
nejCastéji postizena mista mlécna zlaza, klize, oci, usi a klouby. Zvlasté Prothotheca mastitis je
vyznamnym problémem u mlécného skotu. Struktura bunécéné stény je sloZzena z glukanu a
chitinu. Patogenita se vyznacuje odolnosti proti imunitni reakci hostitele a produkci fosfolipaz
a proteindz, které narusuji tkan hostitele (Rakesh et al. 2006, Bozzo et al. 2014). Studie
Kurumisawa et al. (2018) naznacuje, Ze vyskyt bovinni nakazy mize byt spojen s pretrvavajici

infekci ve stfevech a zdrojem nakazy tedy muzZe byt stolice.

2.9.2.10 Klebsiella spp.

Klebsiella je rod gramnegativni bakterii a mezi nejznaméjsi zastupce patfi Klebsiella
pneumoniae a Klebsiella oxytoca. Tyto vyhradné patogenni bakterie mohou infikovat mimo
velké mnoistvi jinych druhl také mlécnou Zlazu skotu. K. pneumoniae a K. oxytoca jsou

nejrozsirenejsi druhy u mastitidy mlééného skotu (Massé et al. 2020).
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Pfendseji se kontaktem se struky, pfedevsim prostifednictvim hnoje, podestylky a
dalSiho vybaveni farmy. Napadaji epitelidlni bunky mlécné Zlazy, kde pretrvavaji po dlouhou
dobu. Kromé toho tyto kmeny nejen vazné ovliviuji kvalitu mléka a uzitkovost dospélych krav,
ale také predstavuji fatalni hrozbu pro preziti novorozenych telat (Cheng et al. 2020; Komatsu

et al. 2021).

Pod tlakem antibiotické selekce jsou geny na rezistenci proti |écbé pfenaseny do jinych
kmen( prostfednictvim mobilnich genetickych elementd (MGE), jako jsou plazmidy,
transpozomy a inzeréni elementy, ¢imz se zvySuje narocnost boje s bakteridlnimi infekcemi

(Yang et al. 2021).

2.9.2.11 Trueperellla pyogenes a Peptoniphilus indolicus

Trueperella pyogenes je grampozitivni, nepohyblivd, nesporotvorna tycinkovita
bakterie, kterd se béiné nachdzi v urogenitalnim a gastrointestindlnim traktu mnoha
zivoc¢isnych druhl. Mikrobidlni napadeni hostitele vsak muze vést krfadé hnisavych

onemocnéni (Narayanan et al. 1998; Jost et al. 2005).

U mlécného skotu zplsobuje hnisavy zanét mlécné Zlazy zvany letni mastitida, které
jsou spojeny s nejvyssimi pocty somatickych bunék v mléce,velkymi ztrdtami mlééné
uzitkovosti a vysokym procentem nefunkéni zasazené Ctvrti vemene (Malinowski et al. 2006;

Grohn et al. 2004).

Peptoniphilus indolicus je gramnegativni bakterie ve tvaru kokl. Jedna se o striktné
anaerobni asacharolytickou bakterii, patfici do Celedi Peptoniphilaceae. Tato bakterie se
vyskytuje samostatné, v parech, nebo kratkych retézcich a shlukdch. U skotu zpUsobuje,
nejCastéji v kombinaci s Trueperella pyogenes, kravskou letni mastitidu. U telat zpUsobuje

v kombinaci s T. pyogenes artritidu v nékolika kloubnich tkanich.

2.9.2.12 Kvasinky

Jedna se o jednobunécné organismy, patfici do fiSe Hub (Funghi). Jsou rozsifeny v pldé,
rostlindch, vodé a také v travicim a reprodukénim systému zvirat. Navzdory k jejich pouze
mirnému patogennimu potencidlu jsou kvasinky zodpovédné za rizné infekce u lidi a zvitat.
Oslabeny imunitni systém hostitele, dysbalance bakteridlni mikroflory a dlouhé vyuzivani
antibiotik jsou hlavnimi predisponujicimi faktory pro vyskyt infekce. Kvasinky jsou povazovany
za relativné vzacného plvodce mastitidy v chovem. Nejcastéji je plvodcem mastitidy
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diagnostikovan druh Candida. Klinickd kvasinkova mastitida se projevuje otokem a bolesti
vemene a také zménami mléka a konzistence. Kvasinkové infekce se vétSinou stavaji
chronickymi a infikovana zvifata dale vylucuji infekéni organismy a dochazi k dalsi kontamiaci
zarezeni pro dojeni a Sifeni infekce v ramci stdda (Crawshaw et al. 2005; Abou-Elmagd et al.

2011; Costa et al. 2012).

2.9.2.13 Serratia marcescencs

Serratia marcescencs je pohybliva, gramnegativni, ty¢inkovita bakterie. Je oznaovana
za oportunni patogen, ktery je zfidka spojen s primarni infekci. U lidi je tato bakterie zfidka
spojena s primarni infekci a produkuje infekci u pacientl, ktefi maji narusenou imunitni
odpovéd. V chovech se S. marcescencs nachazi v plidé a rostlinné hmoté (véetné krmiva) a
k ndkaze mlécné Zlazy dochazi kvlli kontaktu vemene s infikovanym prostfedim. Tyto bakterie
mohou vytvaret biofilmy, které ulpi na faremnich a dojicich zafizenich. Dochazi také k produkci
tepelné odolné enzymi, které vedou ke kazeni mléka v rlznych fazich zpracovani.
Kontaminace prostredi zplisobuje propuknuti hromadnych infekci ve stadech. Velka ¢ast krav

nevykazuje znamky klinické mastitidy (Ruegg et al. 1992; Friman et al. 2019).
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3 Védecké hypotézy a cil prace

3.1 Védecké hypotézy:

1) Hodnoty zdravotnich znak( sledované pfimo v chovech skotu, jako je napt. obsah
somatickych bunék, vyskyt mastitid a onemocnéni paznehtd, jsou vedle faktoru
vnéjsiho prostredi ovlivnény prfedevsim genetickym zaloZzenim jedince.

2) Proménlivost a efektivnost imunitni odpovédi na patogenni vlivy a odolnost zvirete

ptimo souvisi s polymorfismem vybranych gend imunitniho systému.

3.2 Cil prace:
Analyza genetickych markerd z oblasti imunitniho systému u skotu a odhad jejich vlivu na
ukazatele zdravi nebo plodnosti. Studium variability kédujici oblasti gent signdlni drahy TLR

receptor(l u vybrané populace dojnic ¢eského strakatého skotu.

3.3 Misto feSeni:
Disertacni prace bude realizovana na oddéleni Genetiky a Slechténi hospodarskych zvirat ve
Vyzkumném dstavu ZivoCiSné vyroby v Uhfinévsi. Prace byla financovana z projektu

Dlouhodoby koncepéni rozvoj vyzkumné organizace MZE-RO 0718.
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4 Material a metodika
Disertacni prace navazuje na vysledky sekvenovani nové generace (NGS) z diplomové prace
Diverzita vybranych slozek Toll signdlni drahy v systému pfirozené imunity u ceského

strakatého skotu.

4.1 Odbér vzorkii a izolace DNA

Pro disertaéni praci bylo vyuZito 164 DNA vzork( byk( Ceského strakatého skotu. Tyto
vzorky byly izolovany pomoci sady MagSep Tissue kit (Eppendorf, Hamburk, Némecko) z
inseminacnich davek dodanych chovatelskym druZstvem Impuls. V ramci disertacni prace bylo
odebrano 823 vzorkd chlupovych cibulek dojnic Ceského strakatého skotu. Odbéry byly
provedeny ve ctyfech chovech: Agra Breznice a.s. Zemédélska spole¢nost Zhof a.s. Farma
Netluky, ucelové hospodaistvi Vyzkumného uUstavu Zivocisné vyroby, v. v. i. ZEOS Kamenice,

s.r.o. Genomicka DNA byla izolovdna sadou GeneAll SV mini (Gene All, Soul, Jizni Korea).

Priblizné 20 chlupovych cibulek bylo pfidano do zkumavky o objemu 1,5 ml. Dle navodu
Handbook for CELL SV MINI (Gene All, Soul, Jizni Korea) byla navrzena na zakladé testovani
metodika, ktera vykazovala nejvétsi Cistotu a koncentraci DNA. V prvnim kroku bylo do
zkumavky pridano 25 pl proteinazy K (20 mg/ml) a 180 pl pufru H, ktery byl predem pfipraven
z 10 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, 100 mM NaCL, 2 % SDS, 40 mM DTT. Vzorek byl vortexovan,
sto¢en a ndsledné byl 90 minut inkubovan pti teploté 56 °C za nejvysSiho tfepani na
inkubatoru. V dalsim kroku bylo pfidano 200 pl BL pufru (Gene All, Soul, Jizni Korea) a
inkubovano pfi 56 °C za nejvyssiho tfepdni. Po inkubaci bylo kvzorku pfidano 200 pl

absolutniho etanolu a vzorek byl vortexovan a nasledné stocen.

V dalsim kroku byl lyzat presunut do zkumavky SV (Gene All, Soul, Jizni Korea) se
silikdtovou membranou a byl stacen v centrifuze 1 min pfi rychlosti 8600 otacek/min. Po
stoceni byla vyménéna odbérova zkumavka za novou, bylo pfidano 600 pl BW pufru (Gene All,
Soul, Jizni Korea) a nasledné opét sto¢eno 1 min pfi rychlosti 8600 otaéek/min. Stejny postup

byl aplikovan s pufrem TW (Gene All, Soul, Jizni Korea).

Ve findini fazi byly zkumavky stoceny pfi maximalni rychlosti 14 000 otacek/min, pfi
které doslo k vypuzeni zbytku pufru ze zkumavky a filtru. Nasledné bylo pfidano 200 pl
eluéniho pufru AE (Gene All, Soul, Jizni Korea) a po 10 minutach inkubace byla zkumavka

sto¢ena na maximalni rychlost a DNA byla vyplavena do sterilni zkumavky.
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Koncentrace a Cistota DNA vzork( byla stanovena spektrometricky pomoci pfistroje
NanoDrop 1000 (Thermofisher Scientific, Némecko). Ve spolupraci s Ceskomoravskou
spole¢nosti chovatell byly ziskdny data z DNA Ccipd Illumina Bovine SNP_chip_V3 pro
polymorfismus rs110533802 nachazejici se v genu IRAK1. Data obsahovala genotypy od 4954
dojnic Ceské populace holdtynského skotu, 4268 dojnic Madarské populace holtynského
skotu a 1196 zvirat masnych plemen (Limousine 365, Charolais 261, Simmental 281, Aberdeen

Angus 289).

4.2 Sangerovo sekvenovani genu IRAK1

Metoda Sangerova sekvenovani byla pouzita pro ovéreni vysledkd NGS sekvenovani a
¢teni regionu, které se nepodafilo touto metodou precist v diplomové praci (Obrazek 18).
Vzhledem k absenci studii v oblasti genu /RAK1 pro disertacni praci byly navrzeny nové
amplifikacni primery pro dané regiony o velikost kolem 700 parQ bazi v programu Geneious
Prime pomoci funkce Design of new primers. Lyofilizované oligonukleotidy dodala firma
Generi Biotech (Hradec Kralové, Ceska republika). Pro viechny pary primerd byly provedeny
optimalizacni reakce za vyuziti gradientové PCR s rozptylem anelaéni teploty od 56 °C do 62
°C. Na zakladé vysledk( optimalizace byl stanoven reakéni objem na 10 pl a smés obsahovala
5 ul Basic PCR Master Mix Generi Biotech (Hradec Kralové, Ceskd republika), 3,9 pl H20 uréené
pro PCR, 0,3 ul genomické DNA a 0,4 pl 10pmol/L kazdého primeru. PCR program se skladal z
pocatecni denaturace pfi 94 °C po dobu 120 s. Nasledné byl pouzit protokol pro 32 cykld
skladajicich se ze 3 krok{: 1. Denaturace pri 94 °C po dobu 30 s. 2. Anelace pfi 58 °C po dobu
30 s. 3. Elongace pfi 72 °C po dobu 50 s. Posledni fazi byla findlni elongace pfi 72 °C po dobu 5
minut. Proces sekvenovani byl proveden v servisni laboratofi Biogen (Praha, CR) pro 164
bycich DNA vzorka. Vysledky byly vyhodnoceny v programu Geneious Prime (Biomatters, Novy

Zéland).
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Tabulka 1. Primery pro gen IRAK1 — Sangerovo sekvenovani (Nazev primeru, sekvence

primeru, zacatek na referencni sekvenci ARS-UCD1.2 RefSeq NC 037357.1., konec na

referencni sekvenci ARS-UCD1.2 RefSeq NC 037357.1.)

Nazev
‘ Primer Sekvence 553’ Start Konec
primeru
IKIPRIM1F CAAGGGGTTGAGGGCCATG 37,213,463 | 37,213,481
IKPRIM1R TAGGCTGGGGATGGGGAAG 37,214,097 | 37,214,115
IK1IPRIM2F GTCCTGGATCTCTCCTCCCA 37,214,360 | 37,214,379
IKIPRIM2R TCTCTTCTCTGGCCCTGACC 37,214,938 | 37,214,957
IK1IPRIM3F GTAGATGAGGGGGCTGGAGA | 37,219,248 | 37,219,267
IKIPRIM3R CCTGACGCCCCCTGACCC 317,219,909 | 37,219,926
IRIFLINT TGCCAAGCGTGATACAGTGT | 37,218,221 | 37,218,240
IRIR1INT CAGGAGTCTCACACTGCCAG 37,218,686 | 37,2218,705

Obrazek 18. Strategie pro studium variability genu IRAK1 (Zelena oblast znaci referencni
sekvenci genu. Cervend oblast zna¢ni exony. Zlutd oblast znaéi kédujici sekvenci). Sangerovo
sekvenovani pokrylo exony, které nebyly precteny pomoci NGS sekvenovani.

Sangerovo sekvenovani

1 |
f 1 f !

Sangerovo sekvenovani

——

40,128,014 40,128,514 40,129,014 40,129,504 40,129,984| 40,130,481 40,130,954 40,131,398 40,131,882 40,132,355 40,132,832 40,133,

40,127,015

/e
NGS sekvenovani

Illumina Bovine SNPchip
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4.3 Studium populacni variability polymorfismu rs110533802 za pouziti metody DNA Cipu
Technika genotypovani na DNA ¢&ipech byla provedena ve spolupraci s Ceskomoravskou
spole¢nosti chovatell (CMSCH, a.s., Hradi$tko, CR). Pomoci DNA ¢&ipG bylo v laboratofi
iGeneticky (CMSCH, a.s., Hradistko, CR) hybridizovdano na DNA ¢&ip Bovine SNP50 V3 BeadChip
microarray 74 dojnic Ceského strakatého skotu. Tento €ip obsahuje 53 218 SNPs, které jsou
rozmistény po celém genomu skotu. Pfedmétem analyzy byl polymorfismus rs110533802,
ktery se nachazi vintronu genu /IRAK1 (viz Obrazek 18). Dle manualu Infinium HTS assay
Reference Guide byla analyza rozdélena do tfidenni procedury. Prvni den zahrnoval
amplifikaci a inkubaci DNA. Druhy den zahrnoval fragmentaci DNA, precipitaci DNA,
resuspendaci DNA a naslednou hybridizaci DNA na mikrocip. Ve tfetim dnu byly DNA Cipy
promyty, barveny a vyhodnoceny pomoci zafizeni iScan (llumina, San Diego, CA, USA)
v softwaru GenomeStudio. Na zékladé spoluprace s Ceskomoravskou spoleénosti chovateld
a.s. bylo mozné zpracovat genotypy jinych plemen skotu, které byly stanoveny v laboratofi
iGenetiky v prechozich letech. Data byla zpracovdna dopliikovym statistickym nastrojem

GeneAllex v tabulkovém procesoru Microsoft Excel pro kazdé plemeno zvlast.

4.4 Odhad efektu polymorfismu rs110533802 k funk¢nim znaktim skotu

Pro vypocet odhadu efektu polymorfismu rs110533802 byla pouZita analyza
nejmensich ¢tverct (GLM). Do vypoctu bylo zahrnuto 1016 dojnic holStynského plemena ze tfi
chovl (Experimentalni Farma Netluky — VUZV; Zemédélska spole¢nost Ostietin, Agras
Bohdalov, a. s.) Genotypy dojnic pro rs110533802 byly ziskany ve spolupraci
s Ceskomoravskou spoleénosti chovatel(l a.s. Vybé&r zvifat byl limitovan dostupnosti viech
udajli o zdravotnich znacich, uZitkovosti a exteriéru. VSechna data byla ziskana ve spolupraci
s oddélenim Genetiky a Slechténi hospodarskych zvifat vyuzitim databaze Deniku nemoci a
léceni.
Modelova rovnice pro analyzu nejmensich ¢tvercl u exteriérovych znaki:

yiii = W + hys; + z; + genotypk + qi + €ijju

Rovnice zahrnovala tyto cleny:

yi — délka struku, hloubka vemene, hodnoceni koncetin, hodnoceni vemene,
hranatost, chodivost, kondice, mlé¢na sila, postoj zadnich koncetin zezadu, rdmec, rozmisténi

zadnich strukd, Sirka zadé, Sirka zadniho upnuti, sklon zadé, dhel paznehtu, zavésny vaz
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W — aritmeticky pramér
hysi — kombinovany efekt stada, rok a obdobi oteleni i
zj — vék pfi oteleni
qi— pocet dnll od oteleni do hodnoceni |
genotypk — efekt jednonukleotidové mutace k;
ejj — residudlIni efekt
Modelova rovnice pro analyzu nejmensich ¢tvercd u skore somatickych bunék:
yiik = W + hys; + tj + genotypk + ejju
Rovnice zahrnovala tyto ¢leny:

yij — skore somatickych bunék na prvni laktaci, skére somatickych bunék na druhé

laktaci
W — aritmeticky pramér
hysi — kombinovany efekt stada, rok a obdobi oteleni i
t; — tfida véku
genotypk — efekt jednonukleotidové mutace k;

eij — residualni efekt

4.5 Detekce polymorfismt v genu TLR2 pomoci metody SNaPsHot

Pro uréeni genotypl 10 jednonukleotidovych polymorfism( v genu TLR2 (rs68268260,
rs68268250, rs55617172, rs68268263, 68268268, rs43706433, rs68268256, rs68343167,
rs43706434, rs68343168) byla pouZita metoda extenze primeru (Hoogendoorn et al. 1999),
konkrétné komercni verze — SnaPshot (Life Technologies, Thermo Fisher Scientific). Kodujici
oblast genu TLR2 byla vymezena pomoci dvojici primert TLR2_F1 (GTCATCCCCTTCTCCTCCTC)
a TLR2_R1 (AACTCCATCCCCTCTGGTCT). Finalni produkt mél délku 2451 pard bazi.

53



Extenzivni primery byly navrieny tak, aby komplementdrné odpovidaly presné
k prislusné mutaci pfimou, nebo reverzni orientaci. Primery T2_260 R, T2 250 F, T2_172_F,
T2_268_R, T2_434 F byly prevzaty z certifikované metodiky Novak et al. (2018) a nasledné
vhodné upraveny tak, aby odpovidaly vzdalenosti multiplexové reakci. Primery byly navrzeny
na délku mezi 20 az 30 nukleotidy tak, aby zastoupeni GC nukleotidl bylo kolem 60 %. PolyT
useky s rozdilem pfriblizné péti nukleotid( byly pfidany na 5’konce primerd aby bylo mozné

odlisit vice produktd na kapilarnim sekvenatoru.

Tabulka 2. Extenzni primery pro gen TLR2

Nazev Poloha chr.

Primeru Polymorfismus 17 Sekvence primeru

T2_260_R rs68268260 3955648 GACTGGCCCGATGACTACC

T2_250_F rs68268250 3957134 (5T)CCTCTGCAGGTCTCTGTTGC

T2_172_F rs55617172 3957147 (12T)TCTGTTGCYyGACATAGGTGAT
T2_263_F rs68268263 3955341 (21T)CAGCTTAAAGGGAGGGTTGAA
T2_268_R rs68268268 3954988 (26T)GGTTAAATTTGAGAGCTGCAATAA
T2_433_F rs43706433 3956705 (30T)ATCTACAAGAATGTCCACGAGTAAAA
T2_256_R rs68268256 3956086 (36T)TTTGCTTACTCTGGAAAATCTGAATA
T2_167_R rs68343167 3956358 (43T)GCATATTCCACAGTTTTTCTTATTTCA
T2_434_F rs43706434 3956881 (49T)AGCTGTTACTATTTCCTACTTTTAGGGTC
T2_168_F rs68343168 3956326 (56T)TTACTGTTTTCTATTGTGACTCTTTTAACT

PCR reakce pro SNaPshot analyzu byla provedena v objemu 10,6 pL pro kazdé zvife
zvlast a reakéni smés se sklddala z6 pL DreamTaq ™ Hot start Green PCR mix
(Thermoscientifics), 0,3 uL 10pmol/L kazdého primeru, 5 pl H,O urcené pro PCR, 0,5 ul
genomické DNA. PCR program se skladal z poc¢ate¢ni denaturace pfi 95 °C po dobu 180 s.
Nasledné byl pouzit program obashujici 30 cykl( a skladajicich se ze 3 krok{: 1. Denaturace pfi
95 °C po dobu 30 s. 2. Anelace pfi 58 °C po dobu 30 s. 3. Elongace pfi 72 °C po dobu 150 s.
Posledni fazi byla finalni elongace pfi 72 °C po dobu 5 minut. Nasledné bylo 2,5 uL PCR smési
inkubovano pfi 37 °C po dobu 1 hodiny s 0,5 pl alkalické fosfatazy SAP a 0,5 ul Exonukledzy
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EXOI. Po uplynuti inkubace byly enzymy deaktivovany v termocykléru pfi 80 °C po dobu 15

min.

Poté byla pripravena SNaPshot reakce v objemu 5 pl. Reakéni smés obsahovala 1,5 pul
precisténého PCR produktu, 2,5 ul SNaPshot ready reaction mix, 0,5 ul 10pmol/L smés
extenznich primerQ a 0,5 pl H,0 urcené pro PCR. SNaPshot PCR program zahrnoval 25 cykld
s tfemi kroky. 1. krok — denaturace pfi 95 °C po dobu 10 s. 2. krok — anelace pfi 50 °C po dobu
5s. a 3. krok — elongace pfi 60 °C po dobu 30 s.

Po ukonceni PCR bylo 5 pl inkubovano s 0,5 ul alkalické fosfatazy po dobu jedné hodiny
a enzymy deaktivovany v termocykléru pfi 80 °C po dobu 15 min. Pro denaturaci bylo
pfipraveno 0,5 pl precisténé PCR smési doplnéno o 9 ul HIDI formamidu a 0,5 ul LIZ 120

standart do sekvenacni desticky o 96 jamkach a denaturovano pfi 95 °C po dobu 5 min.

Denaturovany produkt byl vlozen do sekvenatoru ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems; Foster City, CA, USA) a byla pouZita fragmentacni analyza. Vysledky byly
vyhodnoceny v programu Geneious Prime. Touto metodou bylo analyzovano 823 dojnic

Ceského strakatého skotu.

4.6 Stanoveni populacnich charakteristik polymorfismi v genu TLR2

Vysledné tabulky byly pfevedeny do vhodného formatu pro nastroje urcené k vypoctu
populacnich charakteristik. Populacni charakteristiky (frekvence alel a genotypt, efektivni
pocet alel, zjiSténa heterozygotnost, o¢ekdvana heterozygotnost, Chi kvadrat test pro Hardy-
Weinbergovu rovnovahu, fixacni index) byly vypocitany v dopliiku Microsoft Excel GenAlEx 6.5

software (Peakall and Smouse, 2012).

4.7 Vyhodnoceni efektu polymorfismu

Z deniku nemoci a léceni skotu byla ziskana data o vyskytu mastitidy v chovech
Ceského strakatého skotu. Kazdé zvife bylo vyhledavano v datovych souborech a tdaje o
mastitidach byly zaznamenavéany do excelovského souboru. Z databaze Plemdat (CMSCH a.s.,
Hradistko, CR) byly ziskdny dostupné informace o genotypovanych zvifatech. Z databaze
plemdat byly také vyneseny informace o dlvodu vyrazeni dojnic, které byly vyrazeny

v pribéhu nasi studie.
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Vsechna ziskand data byla pouZita pro analyzu ucinku jednotlivych polymorfismu
v genu TLR2 v programu SAS (SAS institute). Byla vyuZita matematicko-statistickd metoda
nejmensich ¢tvercl — GLM. Jako nejvhodnéjsi model byl zvolen model s tfemi tfidami: stado,
rok narozeni zvifete a genotyp pfislusného zvitete. Jako zavisle proménnda byla zvolena

mastitida na prvni laktaci.

Pro detailnéjsi vyhodnoceni byla pouzZita metoda BLUP animal model. Modelova

rovnice sestavala z nasledujicich efekt(:

yijiki = | + rok; + stado; + genotypi + aj + ek

kde:

yijki— zaznamenané pfipady klinické mastitidy (0,1 — 6) pfipadd na prvni a druhé laktaci
M — aritmeticky primér populace

rok; — efekt roku prvniho oteleni i

stado; — efekt stada oteleni j

genotypi — ucinek SNP k

a;— aditivni geneticky efekt kravy | (rodokmen zahrnoval 2 638 zvifat)

ejji — je residudlni efekt

4.8 Navrh a optimalizace metody HRM pro polymorfismy rs29017188 a rs8193069 v genu
TLR4

Pro determinaci genotypt v polymorfismech rs29017188 a rs8193069 v genu TLR4 byly
navrzeny dvé dvojce primerd o délce priblizné 150 parU bazi. K ovéfeni metody bylo nutné
vytvofit dvojice primerd pro Sangerovo sekvenovani, které by poslouzilo k validaci vysledk(
HRM analyzy. Tyto primery byly navrieny v program Geneious prime (Biomatters, Novy

Zéland).

Pro polymorfismus rs8193069 byly navrzeny primery pro HRM: T4 HRMS F se
sekvenci TGCTGGCTGCAAAAAGTATG a T4_HRMS_R se sekvenci CCCTGTAGTGAAGGCAGAGC.

Tento par primer( mél vyslednou velikost produktu 149 bp. Sekvenacni primery byly vybrany:
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T4 SEMS_F se sekvenci GTTTCAGGAACGCCACTTGT a T4 _SEMS_R se sekvenci
TTACGGCTTTTGTGGAAACC. Tyto primery vymezily region o velikosti 334 bp.

Pro detekci polymorfismu rs29017188 byly vytvoreny primery pro HRM: T4_HRPR_F se
sekvenci GCCAGCTTCCTCTTGTTGTT a T4_HRPR_R se sekvenci GGTTACGGGAGGAGAGGAAG a
ohranicily region o velikosti 156 bp. Sekvenacni primery byly vybrany: T4 SEPR_F se sekvenci
AAAGCCACAGTTCCTGGGTA a T4_SEPR_R se sekvenci TGGCTCTGTGAAAGCATGAC. Tyto

primery ohranicili region o velikosti 374 bp.

Lyofilizované oligonukleotidy dodala firma Generi Biotech (Hradec Kralové, Ceska
republika). Pro sekvenacni pary primer( byly provedeny optimaliza¢ni reakce za vyuziti
gradientové PCR s rozptylem anelacni teploty od 56 °C do 62 °C. Na zakladé vysledk
optimalizace byl stanoven reakéni objem na 10 pl a smés obsahovala 5 pul Basic PCR Master
Mix Generi Biotech (Hradec Kralové, Ceskd republika), 3,9 ul H20 uréené pro PCR, 0,3 pl
genomické DNA a 0,4 ul 10pmol/L kazdého primeru.

PCR program se skladal z po¢atecni denaturace pti 94 °C po dobu 120 s. Nasledné byl
pouzit program s 32 cykly skladajicich se ze 3 krok(: 1. Denaturace pfti 95 °C po dobu 30 s. 2.
Anelace pfi 58 °C po dobu 30 s. 3. Elongace pti 72 °C po dobu 30 s. Posledni fazi byla finalni
elongace pfi 72 °C po dobu 5 minut. Proces sekvenovani byl proveden v servisni laboratofi
Biogen (Praha, CR) pro 96 DNA vzork( dojnic. Vysledky byly vyhodnoceny v programu Chromas

(Technelysium, South Brisbane, Astralie).

Pro detekci polymorfismu rs8193069 byla reakéni smés s objemem 20 ul sloZzena z 10
ul LightCycler 480 High Resolution Melting Master pufru, 1 pl 4 uM mixu primerd T4_HRMS_F
a T4_HRMS_R, 2 pl 25mM MgCl; a 2 ul H,O PCR grade. Poté doslo k promichani vzorku a
pridani 4 pl 10ng/ul genomické DNA a 1 pl 10ng/ul ,wild-type“ homozygotniho vzorku DNA
(tento doporuceny krok byl zvolen na zadkladé metodiky High Resolution Melting: Optimization

Strategies (Roche, Mannheim, Némecko).

Pro stanoveni polymorfismu rs29017188 byla reakéni smés o objemu 20 ul sloZzena z 10
ul LightCycler 480 High Resolution Melting Master pufru, 1 pul 4 uM mixu primer( T4_HRPR_F
a T4 HRPR_R, 2 ul 25mM MgCl; a 2 pl H,0 PCR grade. Nasledovalo promichani a pridani 4 pl
10ng/ul genomické DNA a 1 ul 10ng/ul ,wild-type“ homozygotniho vzorku DNA (na zakladé

metodiky High Resolution Melting: Optimization Strategies (Roche, Mannheim, Némecko).

57



Analyza byla provedena v zafizeni LightCycler® 480 Real-Time PCR System (Roche,
Mannheim, Némecko). Nejprve byla pouZita standartni PCR amplifikace. Prvnim krokem byla
preinkubace po dobu 10 minut pfi teploté 95 °C. Poté ndsledovalo opakovani 45 cykl(, kde
kazdy cyklus obsahoval denaturacéni fazi, anelacni fazi a elongacni fazi. Denaturacni faze trvala
10 sekund pfi 95 °C. Anelacni faze byla nastavena na 15 s pfi teploté 60 °C pro oba pary primera
pfislusnych polymorfisma. Elongacni faze trvala 15 s (odpovidajici délce fragmentl) pfi teploté

72 °C.

Nasledoval program uréeny na HRM analyzu. Program byl nastaven na pocatecni
denaturacni krok na 1 minutu pfi 95 °C. Poté doslo ke sniZeni teploty na 40 °C po dobu jedné
minuty. Teplotni rozmezi tani se upravilo na interval od 72 °C do 90 °C pfi zvySovani teploty o
0,02 °C/s. Po skonceni programu byly vysledky podrobeny analyze modulem Gene Scanning
Softwaru LightCycler® 480 Real-Time PCR System (Roche, Mannheim, Némecko) a na zékladé

odliSnosti krivek tani byly vyhodnoceny genotypy.

Po ziskani vysledkd Sangerova sekvenovdni a HRM analyzy byly vysledky mezi sebou

validovany a byla vyZzadovana 100 % shoda pro urceni genotypll z obou pouZitych metod.

4.9 Stanoveni ptivodct mastitid v mléce dojnic CESTR na experimentalni farmé Netluky

Na experimentalni farmé Vyzkumného Ustavu ZivocisSné vyroby v Netlukach byl
sledovan vyskyt ptivodct mastitid u dojnic Ceského strakatého skotu. Do sledovaciho procesu
bylo zarazeno 25 dojnic a odbéry byly provadény kazdy sudy mésic po kontrole uzitkovosti.
Dojnice byly vybirdny na zdkladé mnozZstvi somatickych bunék v mléce. V priibéhu
experimentu byla ¢ast dojnic vyfazena zootechnikem a dochdzelo tedy k obménovani

kontrolovanych zvitat.
4.9.1 Asepticky odbér vzorki mléka

Experiment probihal na dojirné experimentalni farmy Netluky. Asepticky odbér
probihal béhem dojeni vSech stad. K vybranym zviratim se prichazelo hned pfi vstupu zvitete
k dojicimu zafizeni. Na struky vemene byl okamzité aplikovdn pre-dip (jodovy pripravek
k dezinfekci struk( pred dojenim). Nasledné bylo z kazdého struku minimalné dvakrat
odstriknuto. Poté byly struky dikladné ocistény sterilni gazou namacenou v 70 % ethanolu. Po
Uplném ocisténi strukd byl proveden odbér do sterilnich odbérovych zkumavek. Zacinalo se

od nejvzdalenéjsiho struku, aby se minimalizovala Sance na kontaminaci pfi odebirani mléka
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z dalSich struku. Pred kazdym odbérem bylo minimdlné tfikrat odstfiknuto mimo odbérovou
zkumavku a nasledné byla zkumavka naplnéna minimalné na 3 ml. Odbérové zkumavky byly
pfesunuty do chladiciho boxu. V laboratofich byly vzorky kontrolovany pred viditelnou
kontaminaci (kus vykalu, male ¢asti podestylky) a nasledné byly ulozené do lednice. Vzorky

s viditelnou kontaminaci byly odstranény z experimentu.

4.9.1 Izolace bakterialni DNA

K izolaci bakteridlni DNA byla pouzit modifikovany postup kitu Cell SV mini (Gene All,
Soul, Jizni Korea). P¥i izolaci se pracovalo s 1,5 ml mléka. Nejprve byly vzorky staceny
v centrifuze pfi 13 000 otackach/min po dobu 15 minut. Nasledné byla z vrchu zkumavky
odebrana vrstva tuku a obsah zkumavky byl vylit do odpadni nadoby. Nasledné se pridalo

180 ul lysozymu (30 mg/ ul) a pelet utvoreny na spodu zkumavky se resuspendoval pipetou.

Vzorek byl poté inkubovan pfi 37 °C po dobu 60 min pfi nejvyssim tfepanim. V dalSim
kroku se k vzorku pfidalo 25 pl proteinazy K (20 mg/ml) a vzorek byl zvortexovan a opét
inkubovan po dobu jedné hodiny pfi teploté 56 °C. Vzorek byl doplnén o 200 ul BL pufru (Gene
All, Soul, Jizni Korea), vortexovan a inkubovan po dobu 60 min pfi teploté 56 °C. Po uplynuti

doby inkubace byla teplota zvySena na 95 °C na 15 min.

Vzorek byl nasledné zchlazen na pokojovou teplotu a po stoceni k nému bylo pfidano
200 ul absolutniho etanolu. Poté byla obsah presunut na SV kolonku (Gene All, Soul, Jizni
Korea) a stocen po dobu 1 min pfi 8600 otacka/min. Tento krok se opakoval s 600 pl BW pufru
a 700 ul TW pufru (Gene All, Soul, Jizni Korea). Po precisténi prislusnymi pufry byl vzorek
stocen 1 min pfi maximalni rychlosti a k uvolnéni DNA z filtru do sterilni zkumavky bylo pouzito
100 ul AE pufru (Gene All, Soul, Jizni Korea). Vzorky byly sto¢eny pfi maximalni rychlosti a pro
vétsi koncentraci DNA byl obsah zkumavky nanesen znovu na filtr a opét stoden pfi

maximalnich otackach v centrifuze.

4.9.2 Detekce puvodci mastitidy metodou qPCR

Pro detekci plvodcl mastitidy v mléce dojnic CESTR byl pouZit kit VetMAX™ MastiType
Multi Kit (Waltham, Massachusetts, USA), ktery umoznuje rychlou a pfesnou detekci patogent
v mléce skotu pomoci PCR v redlném case. Tento kit detekuje 15 patogen( a stafylokokovy
gen beta-laktamandzy (rezistence na antibiotikum penicilin) ve ¢tyfech samostatnych PCR

reakcich. Mezi patogeny patfi: Corynebacterium bovis, Enterococcus spp. Escherichia coli,
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Klebsiella oxytoca a Klebsiella pneumoniae, Mycoplasma bovis, Mycoplasma spp. Prototheca
spp. Serratia marcescens, Staphylococcus aureus, Staphylococcus spp. Streptococcus
agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis, Trueperella pyogenes a

Peptoniphilus indolicus a kvasinky.

Pro analyzu jednoho vzorku byly pfipraveny ¢tyfi multiplexni reakce. Smés pro jeden
multiplex obsahoval vidy 10 pl Mastitype Master mix (Applied Biosystems, Waltham,
Massachusetts, USA) a 5 ul MastiType Multi Primer Mix (Applied Biosystems, Waltham,
Massachusetts, USA) s ptislusSnym cislem 1-4. Smési multiplext byly fadné promichany
Spi¢kou a rozpipetovany do desticky uréené pro qPCR. Do desticky bylo nasledné pfidano 5 ul
DNA ziskané z ¢erstvého mléka. Kazdy multiplex gPCR reakce zahrnoval vzorky s pozitivni a
negativni kontrolou — 5 ul MastiType positive Control (PC) (Applied Biosystems) a 5 ul H,0

urcené pro PCR, kterad slouzila jako negativni kontrola (Mastitis Negative Control (MNC).

V softwaru 7500 Sorfware v2.3 (Applied Biosystem) byl navrzen design desticky dle manualu
VetMAX™ MastiType Multi Kit (Thermo Fisher Scientifics, Waltham, Massachusetts, USA), dle
prislusnych multiplexd pro jednotlivé skupiny patogent. qPCR byla realizovédna v real-time

termocykléru 7500 Real-time PCR systém (Applied Biosystems).

V prvnim kroku PCR programu byly vzorky zahfaty na 95 °C po dobu 10 minut. Poté
nasledovalo 40 cyklQ, které se skladaly ze 2 krokd. Prvnim krokem byla denaturace pfi 95 °C

po dobu 5 s. Druhym krokem byla anelace a elongace pfi 60 °C po dobu 1 min.

V softwaru 7500 Sorfware v2.3 (Applied Biosystem, Waltham, Massachusetts, USA) byly
analyzovany krivky reakci a nasledné vyhodnoceny pritomnosti jednotlivych patogen(. Jako
prahovou hodnotu (Treshold value, C:) byla dle metodiky VetMAX™ MastiType Multi Kit
(Thermo Fisher Scientifics, Waltham, Massachusetts, USA) zvolena hladina Ci= 37 cykl(. Vyssi

hodnoty kfivek nebyly brany jako prikazné.

5. Vysledky a diskuze

5.1 Odbér vzorkl a izolace DNA
Odbéry ve stajich byly realizovany pomoci sedmi vyjezd( do podnikl Agra Bfeznice a.s.

Zemédélska spolec¢nost Zhot a.s. Farma Netluky, Ucelové hospodarstvi Vyzkumného Ustavu
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Zivocisné vyroby, v. v. i. ZEOS Kamenice. Vzorky byl pfimo ve stdji tfidény do uzaviratelnych

plastovych pytlikd, aby nedochazelo k vzajemné kontaminaci vzork.

Z dat v databazi Plemdat (CMSCH a.s., Hradistko, CR) byla vytvorena tabulku, kterd obsahovala
vSechna potfebnd data. Béhem studie byla ¢ast dojnic vyrazena z rliznych divodud. Tyto

dlvody jsou vyobrazeny na nasledujicim obrazku.

Obrazek 19 — Davody vyrazeni sledovanych dojnic z chovu

Dlvod vyrazeni zvirat

4h

m koncetiny = ostatni = vemeno plodnost = tézky porod = uZitkovost

V dobé ukonceni studie bylo vyfazeno 137 dojnic. Nejvice dojnic (35) bylo vyfazeno
z dGvodld onemocnéni koncetin, 31 dojnic bylo vyrazeno z ostatnich zootechnickych dlivodu,
25 z divodu komplikaci souvisejicich s plodnosti, 21 na zakladé zdravotniho stavu vemene, 19

dojnic z divodu tézkych porodl a 6 z dlivodu nizké uZitkovosti.

Data je moZné porovnat s diivody vyfazovani krav z kontroly uZitkovosti v CR v roce
2020 (Bucek et al. 2020). V na$i sledované populaci CESTR bylo nejvice dojnic vyfazeno
z dGvodd onemocnéni koncetin — 26 %. Bucek et al. 2020 neuvadi primo statistiku pro
onemocnéni koncetin, ale tyto data spadaji pod ostatni zdravotni dGvody, které Cinily 30,9 %.

Z ostatnich zootechnickych dlivod( bylo ze stad, které jsme sledovali vyfazeno 23 % dojnic
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oproti 18,3 % vyFazeniv CR v roce 2020. VyFazeni z divodu poruch plodnosti bylo zastoupeno
18 % oproti celkové statistice CR — 20,6 %. Tézky porod &inil 14 % oproti celkovym 10,4 % pro
CR za rok 2020. Onemocnéni vemene ¢&inilo vroce 2020 v CR 11,6 % z celkovych dlvodi
vyfrazeni z kontroly uZitkovosti. V nasi sledované populaci se jednalo o 15 %. Z dGvod( nizké
uZitkovosti byla v nasi sledované populaci vyfazeno 4 % dojnice, proti celkové statistice CR 8,2

%.

5.2 Sangerovo sekvenovani genu IRAK1
Optimalni anelacni teplota pro vSechny primery byla stanovena na 58 °C. Pfi této
teploté nevznikaly Zadné vedlejsi produkty. Amplifikace fragmentl urcenych k sekvenovani

probéhla u vSech DNA zvorkd uspésné. VSechny vzorky byly podrobeny elektroforetické

kontrole na agarézovém gelu (viz. Obrazek 20).

Obrazek 20 — Kontrola fragment( PCR s primery IR1F1INT a IRIR1INT 48 bykd CESTR

Vysledky Sangerova sekvenovani neodhalily pfitomnost Zzadnych dalSich polymorfism
v genu IRAK1. Sekvenovani fragmentl oznacenych primery IR1F1INT a IR1R1INT odhalila

pritomnost polymorfism( rs210710958 a rs48726521, které se nachazeji vintronu genu.
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Mutovand alela G polymorfismu rs210710958 byla reprezentovdna s alelickou frekvenci 8 %.

Mutovana alela G polymorfismu rs48726521 byla pfitomna s frekvenci 13 %.

IRAK1 rs48726521 IRAK1 rs210710958
G
G 0,
13% 8%

87% 92%

Obrazek 21 — Alelickd frekvence polymorfismd rs210710958 a rs48726521 u 164 byk( CESTR

Na zakladé vysledkd NGS sekvenovani a naslednym vysledk(im Sangerova sekvenovani
regiond, lze konstatovat, 7e diverzita v genu IRAK1 je v populaci Ceského strakatého skotu
omezena v porovnani s diverzitou genl Toll-like receptorl. Studie Cargill a Womack (2007)
uvadi nalezeni 130 jednonukleotidovych mutaci a 9 deleci pti sekvenovani genl TLR3, TLR7,
TLR8 a TLR9. Rovnéz béhem studie Bilgen et al. (2016) bylo za vyuziti sekvenovani 10 dojnic
HolStynského skotu nalezeno pro gen TLR2 45 variant, pro gen TLR6 155 variant a pro gen TLR4

74 variant.

Nizky nalez polymorfism( je také v kontrastu s vysokym poctem SNP v databazich
European Variation Archive (EBI) a Ensembl. Velky ddraz byl kladen na potvrzeni nové
nalezeného nesynonymniho polymorfismu G/A na pozici 40132145, ale Sangerovo

sekvenovani pfitomnost této nové mutace nepotvrdilo.

5.3 Studium populacni variability polymorfismu rs110533802 za pouZiti metody DNA cCipa

V disertaéni praci bylo analyzovdno 74 dojnic Ceského strakatého skotu pomoci
metody DNA (Cipl. Sonda ARS-BFGL-NGS-107270 na cCipu lllumina Bovine SNP_chip_V3
odpovida intronovému polymorfismu C/T rs110533802. U studované populace CESTR byla

zjisténa alelickd frekvence mutované alely T 7 % (viz obrazek 22).
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CESKY STRAKATY SKOT (N=74)

93%

Obrézek 22 — Alelicka frekvence polymorfismu rs110533802 v populaci CESTR

Data poskytnutd Ceskomoravskou spole¢nosti chovateld umoznila porovnani
populace CESTR s dal$imi populacemi plemen. Populace 4954 dojnic Hol3tynského skotu na
Ceském uzemi vykazovala frekvenci mutované alely T 40 %. Stejna frekvence byla nalezena u

madarské populace 4268 dojnic HolStynského skotu (Obrazek 23).

MADARSKA POPULACE (N=4268) CESKA POPULACE (N=4954)

60% 60%

Obrazek 23 — Porovnani alelickych frekvenci polymorfismu rs110533802 u madarské a ceské

populace HolStynského skotu.

Data také umozZnila porovnani variability u masnych plemen (Limousine, Charolais,
Simmental, Aberdeen Angus). Masnd plemena vykazovala nizsi alelické frekvence mezi (0-10

%). U plemena Aberdeen Angus nebyla mutovana alela pritomna.
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Obrazek 24 — Porovnani variability polymorfismu rs110533802 u masnych plemen skotu

U obou Holstynskych populaci byly pozorovany stejné alelické frekvence, coz by mohlo

byt zplsobeno podobnymi Slechtitelskymi programy a potencidlnim vztahem polymorfismu

rs110533802 k funkénim znaklm u dojeného skotu, protoZze u masnych plemen byl tento

polymorfismus reprezentovan s frekvenci 10 %. U plemena Aberdeen Angus nebyl pfitomen

vlibec.

Tabulka 3 — Porovnani plemen skotu pro variabilitu v polymorfismu rs110533802

Plemeno skotu

Pocet dojnic (N)

Frekvence plvodni

Frekvence mutované

alely C alely T

Cesky strakaty skot | 74 0.93 0.07
HolStynsky skot (HU) | 4268 0.60 0.40
Holstynsky skot (CZ) | 4954 0.60 0.40
Limousine 365 0.95 0.05
Charolais 261 0.94 0.06
Simmental 281 0.90 0.10
Aberdeen Angus 289 1 0
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Technologie DNA microarray umoznila srovnani variability polymorfismu rs110533802
v genu IRAK1 mezi obéma holstynskymi populacemi. Obé populace holstynského skotu
obsahovaly mutantni alelu T polymorfismu rs110533802 s frekvenci 0,4. Tato skutecnost by
mohla byt zplsobena Slechtitelskym cilem a potencidlnim vztahem polymorfismu
rs110533802 k vlastnostem spojenymi s mléénou uzitkovosti skotu, protoze tato mutace je
udrZovana ve vysokych frekvencich v obou populacich. Tento fakt mulZe souviset se
skutecnosti, Ze molekuly signalni drahy Toll hraji vyznamnou roli nejen v imunité (Caparelli et
al. 2013), ale také v metabolickych procesech. Vysledky studie Eberleina et al. (2011) zvysily
povédomi o funkéni dllezitosti IRAK1 v nékolika tkanich, véetné hovézich jater, kosterniho
svalstva, mlécné Zlazy a podkozniho tuku, které se podileji na metabolismu energie a tuk( u

skotu. Odlisna exprese genu IRAK1 u zvifat s rlznym obsahem intramuskuldrniho tuku.

NaSe prdce prokdzala, Ze mutantni alela T polymorfismu rs110533802 se vyskytovala
vyznamné méné v populacich masnych plemen skotu (mezi 0-0,1) nez u holstynského
plemene. Mezi 289 zvifaty Aberdeen-Angus se mutovana alela viibec nevyskytovala. Vysledky
ziskané pro populaci Ceského strakatého skotu byly vice podobné alelickym frekvencim
ziskanym u masnych plemen skotu nez u holstynského skotu. Toto zjisténi by mohlo souviset
s tradi¢ni selekci pro dvouucelovou uzitkovost, ktera je stale definovdna v soucasném

Slechtitelském cili Ceské strakatého skotu.

5.4 Odhad efektu polymorfismu rs110533802 na funkéni znaky skotu

Vyznamné vyssi vyskyt mutované alely T u Holstynskych populaci vedl k hypotéze, ze
tato alela bude asociovand s mlé¢nou uzitkovosti. Linedarni modely odhalily statisticky
vyznamné rozdily mezi genotypy pro SCS na prvni (p = 0,0436) a druhé laktaci (p = 0,0135). U
linedrniho popisu vemene polymorfismus rs110533802 ovliviiuje hloubku vemene (p =
0,0001) a celkovy znak hodnoceni vemene (p = 0,0202). Ddle byly nalezeny statisticky
vyznamné rozdily pro kondici (p = 0,0047), hranatost (p = 0,0450), rdmec (p = 0,0134) a uhel
paznehtu (p = 0,0283).

Oproti tomu statisticky vyznamné rozdily nebyly nalezeny pro chodivost (p = 0,5062),
mlécnou silu (p = 0,1759), postoj zadnich koncetin (p = 0,4528), rozmisténi zadnich strukl (p
= 0,3118), Sirku zadé (p = 0,2523), Sitku zadniho upnuti (p = 0,9295), sklon zadé (p = 0,9256),
Uhel paznehtu (p = 0,9256), zavésny vaz (p = 0,6036) a hodnoceni koncetin (p = 0,6008).

66



Tabulka 4 — Detailni vysledky pro linearni popis vemene

cc CcT T

LS-mean SE LS-mean SE LS-mean SE
Hloubka vemene 6,482° 0.093 |6,362° 0.086 | 6,023 0.109
Hodnoceni vemene 81,2267 0.292 |81,167° 0.271 80,363 0.342

2b — rozdilné horni indexy znamenaji statisticky vyznamné rozdily (p < 0,05)

Dle zjisténych vysledk( plvodni genotyp CC ma pozitivni vliv na hloubku vemene u
sledované populace. S vyskytem alely T klesaji pramérné hodnoty pro linearni popis hloubky

vemene. Statisticky vyznamny rozdil byl zjistén mezi genotypy CCx TTa CT x TT.

Stejny trend vysledky potvrzuji u souhrnného hodnoceni vemene, kdy opét s vyskytem
mutované alely T dochazi k snizeni hodnoty linearniho popisu tohoto znaku. Statisticky

vyznamné rozdily byly zjistény mezi genotypy CCx TTa CTx TT.

Tabulka 5 — Detailni vysledky pro linearni popis exteriéru

cC CcT T

LS-mean SE LS-mean SE LS-mean SE
Hranatost 5,642° 0,071 5,484 0,065 5,5162P 0,082
Kondice 4,6492 0,076 | 4,875° 0,071 4,825° 0,089
Ramec 6,716%° 0,072 6,8072 0,067 | 6,585° 0,085
Uhel paznehtu 5,451° 0,074 5,4842 0,069 5,274 0,086°

3b — rozdilné horni indexy znamenaji staticky vyznamné rozdily (p < 0,05)

U linearniho popisu se opét jevi efekt plvodni alely C jako zvyhodnujici pro linedrni
popis hranatosti, ramce a Uhlu paznehtu. Oproti tomu pro linedrni popis kondice se alely C jevi
jako zhorsuijici.

Pro hranatost byly nalezeny statisticky vyznamné rozdily mezi genotypy CC a CT. Mezi
ostatnimi genotypy nebyly objeveny statisticky vyznamné rozdily, avSak v priimérnych

hodnotach je vidét klesajici trend s mutovanou alelou T.

Primérné hodnoty linedrniho popisu pro kondici naopak s pfitomnosti mutované alely
T zaznamenavaji nar(st. Statisticky vyznamny rozdil byl stanoven pro genotypy CC x CT a CC x

TT.
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Linearni popis rdmce dle vysledkll zobecnénych linedrnich modelll zaznamenal

statisticky vyznamny rozdil mezi genotypy CT a TT.

Pro linearni popis Uhlu paznehtu, dle nasich vysledkd, se jevi genotyp CC a CT

zvyhodnujici oproti genotypu TT, kde byly zjistény statisticky vyznamné rozdily.

Tabulka 6 — Detailni vysledky pro skore somatickych bunék

cc CcT T

LS-mean SE LS-mean SE LS-mean SE
SCC 1. laktace 2,328° 0,102 |2,552° 0,098 | 2,499%b 0,103
SCC 2. laktace 2,4332 0,155 |2,786° 0,142 | 2,796 0177

ab — rozdilné horni indexy znamenaji staticky vyznamné rozdily (p < 0,05)

Vysledky pro skére somatickych bunék na prvni a druhé laktaci odhalily stejny trend
pro plavodni alelu C. U prvni laktace doslo k zvyseni skdre somatickych bunék v souvislosti
s alelou T. Statisticky vyznamny rozdil byl nalezen mezi genotypem CC a CT. Na druhé laktaci
opét doslo ke zvySeni somatickych bunék. Statisticky vyznamny rozdil byl zaznamenan mezi
genotypem CC a CT. Mezi genotypy CC a TT byla zaznamendn hodnota tésné nad hladinou

vyznamnosti (p = 0,055).

Skutecnost, Zze polymorfismus rs110533802 se nachdzi na pozici 37 217 426 na
chromozomu X v intronu 8 (ARS-UCD1.2 RefSeq NC 037357.1), vyvolava otazku, jak intronova
varianta muze ovlivnit nékolik funkcnich znak(. V Uvahu pfichazi hned nékolik moznych

vysvétleni.

Intronové oblasti mohou obsahovat regulacni prvky, jako jsou zesilovace nebo tlumice,
které mohou ovlivnit genovou expresi. Pokud SNP, ktery jsme identifikovali, spadd do
regulacni oblasti, mohl ovlivnit vazbu transkrip¢nich faktor, coz by vedlo ke zménam v drovni

exprese genu IRAK1 (Lin et al. 2014).

Introny se také ucastni procesu sestfihu mRNA, kde jsou odstranény nekédujici oblasti
a exony jsou spojeny dohromady, aby vytvofily kone¢ny mRNA transkript. SNP v intronu by
mohl potencialné ovlivnit proces sesttihu, coz ma za nasledek alternativni vzory sestfihu genu
IRAK1. Zménény sestfih mlze vést k rGznym izoformam proteinu, coZ mize mit dopad na

funkéni znaky (Barralle & Giudice, 2017).
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Pti interpretaci asociaci s intronickymi variantami je nezbytné vzit v ivahu moZnost
vazebné nerovnovahy (Linkage Disequilibrium, LD). Vazebna nerovnovaha se tyka nendahodné
asociace alel na ridznych lokusech na stejném chromozomu. Identifikovany SNP muize byt ve
vazebné nerovnovaze s jinou kauzalni variantou (napf. funkéni variantou v blizkém genu),

ktera je zodpovédna za zjisténou asociaci.

V pfipadé nasi zjisténé asociace s rs110533802 je tedy moziné uvazovat, Ze studovany
polymorfismus se nachdzi v haplotypu s jinou mutaci vgenu /RAKI a je dédén zjedné
generace na dal$i. Funkéni varianty se ale mGzZou nachdzet i na jiném odlehlém genu. Na
zakladé zjisténych funkénich vlastnosti genl, byly vybrany geny, které by mohly byt

potencialné zodpovédné za zmény funkénich znaku.

Nejblize genu IRAK1 se nachazi gen MECP2 na pozici 37 283 270->37 222 430 a protein
kédovany timto genem je nezbytny pro funkci nervovych bunék a ma funkci potla¢ovat nékolik

dalSich genli (Adkins & Georgel, 2011).

Gen HCF1 se nachazi na pozici 37 183 186 ->37 160 360 a podili se na fizeni bunééného

cyklu a ma regulacéni roli v mnoha procesech souvisejici s transkripci (Li et al. 2008).

Gen RENBP se nachazi na pozici 37 157 509 -> 37 149 900 a genovy produkt inhibuje
aktivitu reninu vytvorenim dimeru s reninem a komplexu zndmého jako vysokomolekularni

renin. (GeneCards, 2023).

Gen L1CAM, ktery je lokalizovdn na pozici 37 099 801 -> 37 076 263, je axonalni
glykoprotein patfici do rodiny imunoglobulinovych supergen(. Tato molekula bunééné adheze

hraje dulezitou roli pfi vyvoji nervového systému (GeneCards, 2023).

Prifazeni presného kauzalniho lokusu pro danou asociaci zlistavad pouze teoretické.
Sekvenovani oblasti kolem polymorfismu rs110533802 u studované HolStynské populace by
mohlo objasnit molekularni pfi¢inu tohoto funkéniho vztahu. Je taky moiné, Ze dany
polymorfismus je ve vazbé svice lokusy zodpovédnymi za jednotlivé zjisténé zmény ve

funkénich znacich skotu.

69



5.5 Detekce polymorfismi v genu TLR2 pomoci metody SNaPsHot

Optimalni anelacni teplota pro amplifikaci fragmentu genu TLR2 byla stanovena na
59,2 °C. Uspé&3nost PCR reakci u jednotlivych zvitat byla kontrolovdna pomoci elektroforézy na
agarézovém gelu (viz. Obrazek 24). U 28 zvirat selhala v pribéhu SNaPshot analyzy néktera
z procedur a vzorky musely byt znovu zafazeny do procesu analyzy. V pripadé, Ze nebyla

opakované uspésna PCR bylo zapotfebi opakovat kolonkovou izolaci DNA.

Obrazek 25 — Kontrolni elektroforéza fragment( PCR s primery TLR2_F1 a TLR2_R1

Po opakovani analyz bylo genotypovéano viech 780 dojnic CESTR na 10 polymorfism

v genu TLR2.
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Obrézek 26 — Vystup z fragmentaéni analyzy. Cisla oznacuji jednotlivé polymorfismy a jejich
genotyp. 1. rs68268260, 2. rs68268250, 3. rs55617172, 4. rs68268263, 5. 68268268, 6.
rs43706433, 7. rs68268256, 8. rs68343167, 9. rs43706434, 10. rs68343168

Vysledky jednotlivych vzork( byly manudlné vyhodnoceny v programu Geneious Prime podle
barev pfislusného ,peaku”. Dle oranzovych ,peaki” — standardd byly odlieny délky
jednotlivych produktl. Barva ,peaku” oznacuje posledni nukleotid, ktery se pfiradil na

extenzni primer (viz. Obrazek 26).

Metoda SNaPsHot se osvédcila jako robustni a presnd metoda pro urceni genotypud v genu
TLR2. V prlibéhli genotypovani doslo k objeveni Uplnych genovych vazeb mezi sledovanymi
polymorfismy, kdy naSe vysledky stanovily 100 % shodu u haplotypl. Tato skutecnost
potvrzuje presnost této metody. Multiplex by bylo mozné doplnit o dalSich 10 polymorfismu
a navysit tak kapacitu genotypovani, ¢imz by doslo ke snizeni naklad(i na genotypovani jedné

mutace. Metodika mUzZe poslouzit pro dalsi genotypovani u jinych plemen skotu.

5.6 Stanoveni populacnich charakteristik polymorfisml v genu TLR2

Gen TLR2 ma koédujici oblast na reverznim fetézci. Polymorfismus rs68268260
zpusobuje nukleotidovou zaménu C/G/T, které vede v pfipadé c1688G>C k aminokyselinové
zaméné pArg563Pro. V pripadé mutace c.1688G>A k aminokyselinové zaméné p.Arg563His. U
polymorfismus rs68268250 dochazi k zaméné C/T, kdy mutace ¢.202G>A vede k zméné
aminokyseliny p.Gly68Ser. Polymorfismus rs55617172 zpUsobuje zaména C/A, pficemz
mutace ¢.189G>T vede ke zméné aminokyseliny p.Glu63Asp. U polymorfismu rs68268263
dochdzi k mutaci G/C u referenéniho forvardového vldkna a mutace ¢.1995C>G na

transkriptnim vldknu vede k zdméné aminokyselin p.His665GIn. Polymorfismus rs68268268 je
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zpusoben mutaci C/T na referenénim vlaknu, kde mutace c.2348G>A zpUsobuje zaménu
aminokyselin p.Arg783Lys. Polymorfismus rs43706433 je dan nukleotidovou zaménou T/C a
mutace c.631A>G zplsobuje zadménu aminokyselin p.lle211Val. Polymorfismus rs68268256
zpusobuje zaménu T/C, kdy mutace c.1250A>G zpUsobuje zaménu aminokyselin p.Asn417Ser.
U polymorfismu rs68343167 dochazi k zaméné A/T, kdy mutace c.978T>A zpUsobuje zdménu
aminokyseliny p.His326GIn. Polymorfismus rs43706434 nabyva alel C/T, na reverznim
transkriptnim vldknu dochdzi k mutaci c.455G>A a zméné aminokyselinového fetézce
p.Argl52GIn. Polymorfismus rs683431168 je dan zaménou C/T, kdy mutace c.1010G>A
zpUsobuje zaménu aminokyseliny p.Arg337Lys (Ensembl, ENSBTAT00000010530,
ENSBTAP00000010530).

Byly vypocteny alelické a genotypové frekvence u vSech ziskanych genotypa. Vysledky
odhalily absolutni genovou vazbu mezi polymorfismy rs68268260, rs68268250, rs68268263,
rs68268256, rs68343167, rs68343168, jelikoz genotypové frekvence vidy odpovidaly poctu
690 genotypl ,wild type“ homozygota, 87 pro heterozygotni jedince a 3 pro mutantni
homozygotni jedince. Toto tvrzeni bylo i zkoumano detailni inspekci jednotlivych genotypl a

teorie byla potvrzena. Tento souhrnny genotyp byl oznaéen pro studii jako SGTLR1.

Mezi polymorfismy rs55617172 a rs43706433 byla také zjisténa absolutni genova
vazba. Kdy ,wild type” homozygotni genotypy byly nalezeny s absolutni cetnosti 161,
heterozygotni genotypy s Cetnosti 386 a mutované genotypy s ¢etnosti 233. Hypotéza byla
testovana inspekci jednotlivych genotypli se shodou. Souhrnny genotyp byl oznacen jako

SGTLR2.

U polymorfismu rs68268268 nebyla nalezena pritomnost mutantni alely C a je tedy
mozné oznacit tento polymorfismu u studované populace za monomorfni (Tabulka 7). U

polymorfismu nebyla nalezena vazba k dalSim polymorfismam.
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Tabulka 7 — Zjisténé frekvence polymorfism( genu v TLR2

Relativni Absolutni Relativni Absolutni

frekvence frekvence frekvence frekvence

Polymorfismus Alela alely Genotyp genotypu | Polymorfismus Alela alely Genotyp genotypu
rs68268260 cc 690 | rs68268250 cc 690
c 0,940 cT 87 c 0,940 CT 87

T 0,060 TT 3 T 0,060 TT 3

rs55617172 AA 233 | rs68268263 cc 3
A 0,546 AC 386 c 0,060 GC 87

c 0,454 CC 161 G 0,940 GG 690

rs68268268 cc 780 | rs43706433 cc 233
Cc 1,000 cG 0 C 0,546 CT 386

G 0 GG 0 T 0,454 TT 161

rs68268256 cc 3 | rs68343167 AA 690
Cc 0,060 CT 87 A 0,940 AT 87

T 0,940 TT 690 T 0,060 TT 3

rs43706434 cc 392 | rs68343168 cc 690
C 0,711 CT 325 C 0,940 CT 87

T 0,289 TT 63 T 0,060 TT 3
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Tabulka 8 — Vybrané populacéni charakteristiky pro polymorfismy v genu TLR2

rs68268260 | rs68268250 | rs55617172 | rs68268263 | rs68268268 | rs43706433 | rs68268256 | rs68343167 | rs43706434 | rs68343168

N 780 780 780 780 780 780 780 780 780 780
Na 2 2 2 2 1 2 2 2 2 2
Ne 1,126 1,126 1,983 1,126 1,000 1,983 1,126 1,126 1,698 1,126
Ho 0,112 0,112 0,495 0,112 0,000 0,495 0,112 0,112 0,417 0,112
He 0,112 0,112 0,496 0,112 0,000 1,983 0,112 0,112 0,411 0,112
X2 0,021" 0,021 0,002 0,021 NA 0,001" 0,021 0,021 0,146" 0,021

F 0,005 0,005 0,002 0,005 NA 0,002 0,005 0,005 -0,014 0,005

N — pocet dojnic,

test, F — Molekularni inbreeding, "™ — nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil (Testovano k tabulkové hodnoté Kritického rozdéleni x2 testu pfi

Na — pocet alel, Ne — efektivni pocet alel, Ho — zjisténa heterozygotnost, He — ocekavana heterozygotnost, x2 — chi kvadrat

hladiné vyznamnosti a = 0,05 ¥2t.b=3,84)

rovnovahu byly vidy vypoctené hodnoty x2 nizsi tabulkové hodnoty x2. Mezi pozorovanymi a o¢ekavanymi ¢etnostmi je shoda. Dané lokusy se

Tabulka 8 uvadi vybrané populaéni charakteristiky pro polymorfismy v genu TLR2. Pfi Chi-kvadrat testu pro Hardy-Weinbergovu

nachazeji v genetické rovnovaze.

heterozygotl se nachdzi v populaci oproti predpokladu (idedlni populace pfi ndhodném pfiparfovani). Negativni hodnoty znaci prebytek
heterozygotl v pripadé polymorfismu rs43706434 a pozitivni hodnoty znaci prebytek homozygot(i v porovnani s HW rovnovahou. Nizké hodnoty

kolem 0 znaci, Ze se populace nachazi pro dany lokus v HW rovnovaze

Molekularni inbreeding se pohyboval u vsech polymorfism( v nizkych hodnotach od -0,014 po 0,005 a udava o kolik procent méné
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Studie Seabury et al. (2010) uvadi frekvenci 0,220 mutované alely A polymorfismu
rs68268260 u 101 zvirat skotu pochazejicich z 37 plemen skotu, zatimco Fisher et al. (2011)

popisuje frekvenci této mutované alely pouze 0,066 u 96 zvirat.

Ve studii Bhaladhare et al. (2016), ktera se zabyvala asociaci polymorfismd v TLR2 a
bovinni tuberkuldzou, je u polymorfismu rs55617172 zaznamenana frekvence mutované alely
70,143 u ptipadové skupiny zvifat (N=10) a 0,286 u kontrolni skupiny zvirat (N=28). Frekvence
mutované alely T 0,31 polymorfismu rs43706433 byla stanovena u 423 Holstynskych bykU ve
studii Viale et al. (2017).

Blejka et al. (2020) uvadi u polymorfismu rs68268250 frekvenci mutované alely A 0,3
sledovanou u 50 bykG Ceského strakatého skotu, pro polymorfismus rs68268260 byla
nalezena frekvence mutované alely A 0,12 u 61 bykd Ceského strakatého skotu, u
polymorfismu rs55617172 byla stanovena frekvence mutované alely 70,51 u 49 byk( CESTR

a pro polymorfismus rs43706434 byla nalezena frekvence mutované alely A 0,21.

Sekvenovani gent TLR gen(l ve studii Novak et al. (2019) pfinasi alelické frekvence u
150 bykd Ceského strakatého skotu pro: mutovanou alelu A polymorfismu rs68268260 —
0,291, mutovanou alelu A polymorfismu rs68268250 — 0,171, mutovanou alelu T
polymorfismu rs55617172 — 0,508, mutovanou alelu A polymorfismu rs43706433 — 0,460,
mutovanou alelu G polymorfismu rs68268256 — 0,244, mutovanou alelu G polymorfismu
rs68268263 — 0,1, mutovanou alelu A polymorfismu rs68343167 — 0,286, mutovanou alelu A
polymorfismu rs43706434 — 0,178 a mutovanou alelu A polymorfismus rs68343168 — 0,306.

5.7 Vyhodnoceni efektd polymorfismu

Diky pristupu do aplikace Denik nemoci a léCeni, ktery je prakticky pouzivan pfimo pro
evidenci dat na jednotlivych farmach, jsme vytézili data o vyskytu mastitid na prvnich tfech
laktacich. Z databéaze Plemdat CSMSCH také dal$i nezbytné zootechnické tdaje o dojnicich

(datum narozeni, rodokmenové udaje, pocet ukoncenych laktaci, divod vyrazeni).

Metoda GLM byla pouZita pro kazdy SNP zvlast. Zvoleny model neodhalil Zadné
vyznamné signifikantni rozdily. Pouze u SNP rs43706433 byl nalezen signifikantni rozdil u

heterozygotniho genotypu TC s p-hodnotou p = 0,0311. Heterozygotni dojnice s genotypem
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CT (SNP rs43706433 ve 2. exonu genu TLR2, alely C/T) vykazovaly statisticky vyznamny rozdil
ve vyskytu klinické mastitidy na prvni laktaci. Byly k tomuto onemocnéni nachylnéjsi nez
dojnice s homozygotnim genotypem. Metoda GLM byla pouZita jako prvotni analyza. Pro
detailnéjsi a presnéjsi hodnoceni byl pouzit smiSeny linearni model se zahrnutim rodokmenu

zvirat.

Pro detailnéjsi vypoéty pomoci metody BLUP animal model byl pouzit vzhledem

k chybéjicim udajidm mensi pocet dojnic (556).

Tabulka 9 — Vyhodnoceni metody BLUP animal model

stfedni
Polymorfismus / Pocet Odhad chyba
Haplotyp genotyp genotypl BLUP praméru F hodnota
rs68268260 cc 486 0
SGTLR1 TC 69 -0,1136 0,0496 -2,2888 *
T 1 -0,2725 0,3742 -0,7283
rs55617172 AA 162 0,1362 0,0375 3,6320 *
SGTLR2 AC 277 0 0
cc 117 0,0360 0,0416 0,8656
rs43706434 cc 279 0,0785 0,0343 2,2903 *
TC 235 0
T 42 0,0785 0,0631 1,2429

* - oznacené hodnoty vykazuji statisticky vyznamné hodnoty

Vzhledem k absolutni genové vazbé mezi polymorfismy rs68268260, rs68268250,
rs68268263, rs68268256, rs68343167, rs68343168 byl odhad proveden pouze pro
polymorfismus rs68268260 a zjisténé vysledky mohou byt prisuzovany celému souhrnnému
genotypu (SGTLR1) pro tyto polymorfismy. Vysledné hodnoty byly testovany proti kritické
hodnoté (F: = 1,96) studentova t-rozdéleni pro oboustranny kriticky obor pfi hladiné

vyznamnosti a = 0,05.

Pro polymorfismus rs68268260 byl nalezen statisticky vyznamny rozdil pro
heterozygotni genotyp TC, kdy heterezygotni jedinci dle naseho vypoctu vykazuji statisticky

vyznamné nizsi vyskyt mastitidy na prvni a druhé laktaci oproti jedinclim s genotypem CC.
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Zjisténé vysledky je v tomto pripadé nutné prisuzovat celému souhrnnému genotypu SGTLR1
slozeného z polymorfismU rs68268260, rs68268250, rs68268263, rs68268256, rs68343167,
rs68343168.

Pro polymorfismus rs5561717 byl nalezen statisticky vyznamny rozdil pro jedince
s genotypem AA, kdy homozygotni jedinci AA vykazuji statisticky vyznamny rozdil ve vy$sim
vyskytu mastitidy. Tuto asociaci je opét nutné pfisoudit celému souhrnnému genotypu

SGTLR2.

Pro polymorfismus rs43706434 byla nalezen statisticky vyznamny rozdil mezi
plvodnim homozygotnim genotypem CC a heterozygotnim genotypem CT. Plivodni genotyp

CC vykazuje statisticky vyznamny rozdil ve vyskytu mastitidy na prvni a druhé laktaci.

Vyzkum Bhavaniramya et al. (2019) informuje o Skodlivém efektu polymorfismu
rs68268260 na zakladé SIFT skére, kdy hladina mezi 0 — 0,05 predikuje zmény funkce proteinu.
Polymorfismus vede k naruseni funkénosti a stabilité proteinu. Tento polymorfismus dle
predikce je zodpovédny za zdménu aminokyselin v LRR-funkéni doméné genu TLR2. Rovnéz
studie Seabury et al. (2010) potvrzuje vliv polymorfismus rs68268260 na funkci proteinu

v doméné LRR.

V praci Prebavathy et al. (2015) byla studovana asociace mezi polymorfismy a vyskytem
bovinni mastitidy. Pro detekci 6 SNP (rs55617172, rs111026127, rs68268256, rs68268260,
rs68343170 a rs68268268) byla pouzita alelové specifickd PCR. Statisticka analyza asociace
mezi genotypy a detekovanymi pfipady a kontrolou vedla k identifikaci asociace polymorfismu
rs55617172 (p=0,0328) mezi TT genotypem pro SNP T/G v pozici 385 mRNA s kontrolnim a

heterozygotnim genotypem. Existence této asociace byla potvrzena i nasi studii

Tento vyzkum identifikuje dale asociaci mezi SNP rs68343170 C/T v pozici mRNA 2010
(p=0,0006) a mastitidou. Tento SNP v nasi studii nebyl analyzovdn. Pro polymorfismy
rs111026127, rs68268256, rs68268260 a rs68268268 studie neuvadi vyznamné asociace, coz

je kontrastu s vysledky nasi studie (Prebavathy et al. 2015).

Ze 6 studovanych polymorfism(, které vedou k zaméné v aminokyselinovém retézci
v genech TLR2 a TLR4 byla v case-control studii objevena statisticky vyznamna asociace pro
polymorfismus rs556171172 s rezistenci/vnimavosti k bovinni tuberkuléze (Bhaladhare et al.
2016). Bovinni tuberkuldza je zplsobena bakterii Mycobacterium bovis a jak jiz bylo zminéno
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v literarni resersi, tak tento patogen zplsobuje i zanét mlécné Zlazy u skotu. Tento fakt zvysuje

dllezitost genu TLR2 a jeho polymorfismu v boji proti bakteridlnim patogentm.

Fisher et al. (2011) poukazuje na potencidlni recesivni genetickou asociaci
polymorfismus rs43706433 s infekci paratuberkuldzy skotu (Mycobacterium avium subspecies
paratuberculosis - MAP). Tento fakt potvrzuje i studie O. Ruiz-Larrafiaga et al. (2011), ktera

informuje o vyskytu tohoto polymorfismu v haplotypu, ktery je spojeny s MAP infekci.

Studie Zhang et al. (2009) zkoumala mutace T385G, G398A a G188A v kddujici oblasti
genu TLR2, kterda koduje extracelularni doménu receptoru. Metodou PCR-SSCP bylo
genotypovano 240 zvirat ze tfi plemen skotu (HolStynské, Simentdlské a Sanhe). Analyza
odhlalila statisticky vyznamnou asociaci mezi mutaci T385G a SCS. Priimér genotypu GG byl

vyznamné nizsi, nez pramér genotypu TT.

Studie Bai et al. (2022) informuje o vyznamnosti exprese u genu TLR2. Vysledky
ukazaly, Ze gen TLR2 mUZe podporovat apoptdzu v epitelidlnich burikdch mlééné Zlazy a
vaskularnich endotelidlnich burikach prostfednictvim upregulace exprese kaspazového
proteinu a inhibici angiogeneze ve epitelidlnich bunkach mlécné Zlazy a vaskuldrnich
endotelidlnich burikach prostfednictvim downregulace TEK receptorové tyrosinkindzy 2 u

dojnic s klinickou mastitidou.

Mastitida je jednim z klicovych onemocnéni v mlékarenském primyslu a TLR receptory
zde hraji dle literarnich zdroji a ndami zjisténych vysledk( velmi dllezitou roli. Bylo zjiSténo, Ze
funkéni polymorfismy v genu TLR2 modifikuji imunitni reakci u skotu a ovliviuji tak zdravotni
a reprodukéni vlastnosti. Je ziejmé, Zze TLR receptory mohou pomoci vyvinou strategie pro
snizeni ekonomickych ztrat. V budoucnu by mohlo byt uZite¢né zapojit tyto polymorfismy do

Slechtitelskych strategii pro snizeni nachylnosti k infekénim onemocnénim.

5.8 Navrh a optimalizace metody HRM pro polymorfismy rs29017188 a rs8193069 v genu
TLR4

Navrh a optimalizace metody HRM pro detekci polymorfism{ v genu TLR4 byly
Uspésné. Pomoci Sangerova sekvenovani byly objeveny vSechny varianty genotypl pro
polymorfismy rs29017188 a rs8193069 u 96 dojnic Ceského strakatého skotu (Obrazek 27 a

28). Vybrana zvirata poslouzila jako standardy pro vyvoj metodiky optimalizace HRM metody.
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Obrazek 27 — Heterozygotni genotyp GC polymorfismu rs29017188 stanoveny metodou

Sangerovo sekvenovani
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Obrazek 28 — Heterozygotni genotyp CT polymorfismu rs8193069 stanoveny metodou

Sangerovo sekvenovani
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Navriené primery umoznily amplifikaci fragmentl bez vedlejsich produktd. Optimalni
teplota pro nasednuti primer( byla stanovena teplota 60 °C kdy dochazelo k amplifikaci
Cistého produktu. Klicovym aspektem bylo presné fedéni vstupni DNA, kdy stejné koncentrace
umoznily vstup fragmentl do analyzy HRM se stejnymi podminkami. Z vysledk(i modulu Gene
Scanning v Softwaru LightCycler® 480 Real-Time PCR System (Roche, Mannheim, Némecko)
bylo mozné rozdélit kfivky prislusnych genotypl do 3 skupin a zaznamenat tak genotyp

jednotlivych zvitat, dle rozdéleni na PCR desticce.
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Obrazek 29 — Optimalizovany postup pro stanoveni genotypu polymorfismu rs29017188
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Obrazek 30 — Optimalizovany postup pro stanoveni genotypu polymorfismu rs8193069

Polymorfismus rs29017188 je dan nukleotidovou zaménou G/C a nachazi se
v promotoru genu TLR4. O tomto polymorfismu neni doposud zndma Zzadna vyznamna
asociace. Polymorfismus rs8193069 zpuUsobuje nukleotidovou zaménu C/T, které vede
v pfipadé c2021C>T k aminokyselinové zaméné pThr674lle, ktera se nachazi
v transmembranové-cytoplazmatické doméné (Mariotti et al. 2009). O vyznamu
polymorfismus u dojeného skotu rs8193069 informuje studie Chen et al. (2022) na
holstynském plemeni. Vysledky ukazuji vztah tohoto polymorfismu s rezistenci na mastitidu a
uzitkovosti. Dojnice nesouci genotyp CC maji statisticky vyznamné nizsi SCC a obsah tuhu
v mléce. Tyto dojnice také dosahuji vyssi 305denni a celkovy nadoj mléka. Toto zjisténi je

potvrzeno studiemi (Beecher et al. 2010, Peng et al. 2010, Sharma et al. 2015).

Vyvinuta technologie muze slouZit pro budouci rutinni genotypovani polymorfism

rs29017188 a rs8193069 a navazujici asociacni studie.
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5.9 Stanoveni pavodct mastitid v mléce dojnic CESTR na experimentalni farmé Netluky

Pro sledovani pivodcl mastitidy na farmé Netluky bylo provedeno 1120 analyz vzorkd,
pficemZ kazdy vzorek izolované DNA, byl podroben ¢tyfem qPCR reakcim pro pfislusné
multiplexy. B€hem screeningu bylo provéreno 280 vzorkd mléka. Nejcastéji byla zachycena
bakterie Corynobacterium bovis s 92 vyskyty. Z celkového poctu vSech odebranych vzorku bylo

32,86 % s pozitivnim ndlezem DNA této bakterie.

Druhou nejcastéjsi nalezenou bakterii byl Staphylococcus aureus, ktery byl nalezen ve
34 vzorcich mléka. Také dalsi druhy Staphylococcus spp. byly nalezeny v 8 vzorcich mléka a
soucasné, na zakladé primer( urcenych k detekci stafylokokového beta-laktamanazového

genu, byl tento penicilin-rezistentni gen nalezen u 32 stafylokokové pozitivni vzorka.

Dalsi pocetnou skupinou byl rod Streptokok, kdy Streptococcus uberis byl ve vzorcich
zachycen 8krat a Streptococcus dysgalactiae trikrat. Poslednim zachycenym patogenem byla

enviromentalni bakterie E. coli, ktera byla ve vzorcich zachycena trikrat (Tabulka 10).

Pritomnost DNA patogenli Mycoplasma bovis, Enterococcus spp. Mycoplasma spp.
Prototheca spp. Streptococcus agalactiae, Klebsiella oxytoca, K. pneumoniae, Trueperella
pyogenes, Peptoniphilus indolicus, Kvasinky, Serratia marcescens nebyla ve vzorcich ¢erstvého

mléka detekovana.
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Tabulka 10 — Vyskyt pdvodct mastitid v chovu Ceského strakatého skotu

Staphylococcus aureus 34
Corynebacterium bovis 92
Mycoplasma bovis 0
Enterococcus spp. 0
Staphylococcal B-lactamase gene 32
Streptococcus dysgalactiae 3
Mycoplasma spp. 0
E. coli 3
Prototheca spp. 0
Streptococcus uberis 8
Staphylococcus spp. 8
Streptococcus agalactiae 0
Klebsiella oxytoca a/nebo K. pneumoniae 0
Trueperella pyogenes a/nebo Peptoniphilus 0
indolicus

Kvasinky 0
Serratia marcescens 0

Detekce patogend RT-PCR

m Staphylococcus aureus

m Corynebacterium bovis

B Streptococcus
dysgalactiae

mE. coli

m Streptococcus uberis

m Staphylococcus spp.

Obrazek 31 — Procentualni zastoupeni nalezenych patogeni
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Situaci ve svété popisuji studie Levison et al. (2016) a Song et al. (2020). Vyzkum Song
et al. (2020) ktery byl proveden na 15 farmach v Cin&, odhalil 1 020 pfitomnosti patogend
v 1 153 vzorcich mléka z ¢asti vemene, u kterych byla pozorovana klinickd mastitida. U 24,20
% vysla kultura negativni. NejcastéjsSimi plvodci byli nalezeni Staphylococcus spp. (450)
zahrnujici koagulaza-negativni stafylokoky (322) a S. aureus (128), Streptococcus spp. (127),

Bacillus spp. (95), Corynebacte;rium spp. (28).

Béhem studie Levison et al. (2016) bylo na Kanadskych farmach odebrano 936 vzorku
z ¢asti vemene, u kterého byla zjisténa klinicka mastitida od 743 dojnic. U 22,4 % kultivovanych
vzorkl nebyl zjistén Zadny rlst. Nejcastéji izolovanymi patogeny klinickych mastitid byly
koagulaza-negativni stafylokoky (185), ddle Bacillus spp. (152), Streptococcus spp. (97),
Staphylococcus aureus (85), Escherichia coli (78), Enterococcus spp. (33), Corynobacterium

spp. (32).

Vysledky nalezené na Cinskych a Kanadskych farmach jsou v kontrastu s naSimi
vysledky, kde prevladala v chovu bakterie Corynobacterium bovis v 62 %. Oproti tomu ve
zminovanych studiich prevladaly Stafylokokové mastitidy mezi 30-40 %. U téchto studii byly
také velmi casto nalezeni méné obvykli plivodci mastitidy, které v nasi studii nebyli objeveni.
V pripadé Kanadské studie byly nalezeny bakterie — Enterococcus spp. (33), Klebsiella spp. (18),
Enterobacter spp. (28), Trueperella pyogenes (19), Serratia spp. (12) a kvasinkovd mastitida
(14). Vysledky vsak nelze porovnavat globalné, jelikoz v nasem pripadé se jednd pouze o
screening vjednom chovu na omezeném poctu zvifat. Nase studie charakterizuje pouze

konkrétni farmu, ktera je charakterizovana uréitym prostredim.

Vyzkum Bzdil et al. (2011) monitoruje vyskyt mastitidy mezi lety 2000-2010 v 41
regionech Ceské republiky. Vysledky vyzkumu uvadi Streptococcus uberis (22,09 %) jako
nejcastéjsi patogen. Ddle byly monitorovany nejcastéji bakterie Staphylococcus aureus (16,41
%), Escherichia coli (7,01 %), Streptococcus agalactiae (5,09 %) a Streptococcus dysgalactiae

(5,09 %).

Studie Cervinkova et al. (2014) analyzovala 669 vzork( kravského miléka od
asymptomatickych krav z 16 mlécnych farem. Tyto vzorky byly kultivaci a PCR reakci vySetfeny
na pritomnost mikroorganismd s potencidlem zplsobovat mastitidu. Nejcastéji byly

pozorovany koaguldza-negativni stafylokoky (53,5 %), Streptococcus spp. (16,1 %),
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Enterococcus spp. (16,1%), Escherichia coli (6,6 %) a kvasinkova mastitida (8,2 %). Tato studie
také informuje o pritomnosti B-lactamanazového genu u 61,5% nalezd patogenu
Staphylococcus aureus, ktery je zodpovédny za resistenci proti penicilinu. V nasi studii byl B-

lactamanazovy gen identifikovan u 94,12 % pfipadd S. aureus.

Vyzkum Pyatov et al. (2017) se zaméfil na vyvoj multiplexovych reakci pro detekci gen(
resistence u bakteridlnich piivodcl mastitidy. Pro detekci bylo pouZzito 249 izolat(, z nichz 111
bylo pozitivnich na E. coli, 52 na S. aureus, 86 na Streptococcus spp. Vétsina (60,2 %) bakterii

nesla alespon jeden gen antibiotické rezistence a 44,6 % bylo multirezistentnich.
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6. Zavér a doporuceni pro praxi a vyzkum

Zanét mlécné Zlazy a dalSi onemocnéni skotu zpUsobuji znacné ekonomické ztraty
v mlékarenském primyslu. Detekce téchto onemocnéni ¢asto byva velmi obtizna, zvlasté
v pripadé subklinické mastitidy, kdy nemusi byt pozorované zadné priznaky. V soucasné dobé
je také velkym problémem lécba téchto onemocnéni, kdy dochazi k nartstu kmena bakterii
s rezistenci na antibiotickou |écbou. DuleZitou strategii pro prevenci v boji s infekénimi
onemocnénimi by mohly byt, soucasné s pfrisnymi zootechnickymi a hygienickymi postupy,
dlouhodobé Slechtitelské strategie za pomoci markerl méné nachylnych k mastitiddm a
dalsim nemocem. Cilem prace bylo analyzovani genetickych markert z oblasti imunitniho
systému skotu a odhad jejich vlivu na ukazatele zdravi nebo plodnosti a studium variability
kodujici oblasti gend signalni drahy TLR receptorll u vybrané populace dojnic ¢eského

strakatého skotu.

V disertaéni praci byl v genu IRAK1 identifikovan jako potencialni geneticky marker
polymorfismus rs110533802, kdy pritomnost mutované alela T negativné ovliviiuje skére
somatickych bunék na prvni (p = 0,0436) a druhé (p = 0,0135) laktaci a také ovliviuje rfadu
exteriérovych znakd linearniho popisu: hloubka vemene (p = 0,0001), celkové hodnoceni
vemene (p = 0,0202), (kondice = p = 0,0047), hranatost (p = 0,0450), rdmec (p = 0,0134) a uhel
paznehtu (p = 0,0283). V genu TLR2 byly nalezeny 3 potencidlni genetické markery pro
rezistenci vic¢i mastitidé. Souhrnny genotyp SHTLR1 (rs68268260, rs68268250, rs68268263,
rs68268256, rs68343167 a rs68343168) v heterozygotnich genotypech vykazuje statisticky
vyznamné nizsi vyskyt mastitidy na prvni a druhé laktaci oproti plvodnim homozygotnim
genotypdm. Souhrnny genotyp SHTLR2 (rs55617172 a rs43706433) vykazuje statisticky
vyznamné vyssi vyskyt mastitidy na prvni a druhé laktaci pro mutované homozygotni
genotypy. Pro pulvodni homozygotni genotyp CC polymorfismu rs43706434 byl nalezen
statisticky vyznamny rozdil ve vyskytu mastitidy na prvni a druhé laktaci oproti ostatnim

genotypam.
Disertacni prace vychdzela z védeckych hypotéz:

1) Hodnoty zdravotnich znakd sledované pfimo v chovech skotu, jako je napf. obsah
somatickych bunék, vyskyt mastitid a onemocnéni paznehtd, jsou vedle faktorli vnéjsiho

prostiedi ovlivnény predevsim genetickym zaloZzenim jedince.
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2) Proménlivost a efektivnost imunitni odpovédi na patogenni vlivy a odolnost zvifete

primo souvisi s polymorfismem vybranych gend imunitniho systému.

Stanovené védecké hypotézy nelze vyvratit na zakladé zjisténych vysledkl v genech
IRAK1 a TLR2, kdy se genetické polymorfismy v téchto genech jevi jako potencidlné vyznamné

genetické markery pro rezistenci viici zanétu mlécné Zlazy.

Disertacni prace také prinasi perspektivu do budouciho vyzkumu. Molekuldrni metody
navriené a ovéfené pro screening variability téchto gend (TLR2, TLR4 a IRAK1) u Ceského
strakatého skotu mohou slouzit jako osvédéeny metodicky postup pro dalsi vyzkum téchto
gen u jinych plemen a stad. Relativné nizka genova diverzita nalezena v populaci CESTR ostie
kontrastuje s vysokou diverzitou registrovanou v European Variation Archive. Zkoumani
nalezenych varianci mUze byt také uzitecné pro nasledné asociacni studie a Slechténi na
zdravotni znaky a odolnost vici patogentim. | kdyZ varianty nebyly predpovézeny jako kauzalni
mutace ovliviiujici imunitu a zdravi, mohou pUsobit jako genetické markery, pokud jsou v
absolutni vazbé s mutacemi, které maji vyraznéjsi ucinek jako se ukazalo u polymorfismu
rs110533802 v genu /RAK1. Studie pfindsi nové poznatky o variabilité genl nativni imunity,
které mohou ovlivnit odolnost a uZitkovost skotu. Vyzkum této povahy mlze pomoci pfi vyvoji
vylepsené metody pro navrh DNA Cipl. V soucasné dobé se polymorfismy v genu TLR2
nenachazi na komerénich DNA Cipech. Implikovani dalSich potencidlnich genetickych marker(
do DNA Cipl by mohla byt prvnim krokem k umozZnéni Upravy Slechtitelskych strategii pro
rezistenci vici bakteridlnim onemocnénim. Spoluprace mezi vyzkumnymi a chovatelskymi
organizacemi muze byt klicova pro rozvoj strategie pro prevenci infekénich chorob v chovech

skotu.
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