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Vliv vybraného kandidatniho genu na vyskyt
androstenonu u vykrmovanych kanecki

Souhrn

Cilem prace bylo stanoveni vyznamné SNP mutace v genu CYP17Al. Dale ovéfit
vyskyt této SNP v genotypu kiizenci Danbred. A rovnéZ stanoveni hladiny androstenonu a
skatolu v tukové tkani testovanych zvifat. Izolace DNA z krve testovanych zvifat byla
provedena pomoci izola¢niho kitu Genomic DNA Mini Kit (Blood/Cultured Cell). Po kazdé
izolaci byla DNA kontrolovana na elektroforéze na 1 % agarozovém gelu. Pro zjisténi
genotypu bylo vyuzito §tépeni restrikénim enzymem BshNI. Hladina androstenonu a skatolu
byla stanovena ze vzorku tukové a svalové tkané prasat pomoci kapalinové chromatografie
dle metodiky Hansena-Mellera (1994). Androstenon, skatol a indol byli derivatizovany
pomoci dansylhydrazinu v autosampleru a nasledné nastiiknuty do kolony. Nejvyssi hladina
kanc¢iho pachu byla zjisténa u kanct. Pohlavi statisticky vyznamné (P < 0,05) ovliviiuje
hladinu androstenonu u prasat. Vliv genotypu nelze jednoznaéné potvrdit. U testované
populace kiizencti Danbred se vyskytli pouze 2 jedinci s genotypem T/T v testované SNP a
proto neni mozné s jistotou potvrdit ani vyvratit vliv této SNP v genu CYP17A1 na vyskyt
androstenonu u testované populace. Ostatni zvifata méla genotyp A/A, v testovaném souboru
se nevyskytl zadny heterozyt A/T. Podobné vysledky byly zjistény i v populaci ¢istokrevnych

zviftat, kterd byla zafazena pro ovéfeni Cetnosti genotypu testované mutace.

Kli¢ova slova: CYP17Al, kanec, kanci pach, geny



Influence of selected candidate gene for the presence of
androstenone in male pigs fattened

Summary

The aim of this study was to determined the significant SNP mutations in the CYP17Al
gene and occurrence of this SNP in hybrids pig Danbred. And also androstenone and skatole
levels were determined in the fat tissue of tested animals. Isolation of DNA from blood of the
test animals was performed using Genomic DNA isolation kit Mini Kit (Blood / Cultured
Cell). Isolated DNA was checked by electrophoresis on a 1% agarose gel. Genotype was
detected by restriction enzyme BshNI. The level of androstenone and skatole was determined
from a sample of adipose and muscle tissue of pigs and androstenone levels has been a
determination by liquid chromatography according to the methodology of Hansen-Mgller
(1994). Androstenone, indole and skatole were derivatised using dansylhydrazinu in the
autosampler, and then it was injected into the column. The highest level of boar taint was
detected in boars. Sex significantly influenced (P <0.05)by the level of androstenone in pigs.
Genotype can not be unambiguously confirmed. For the population tested hybrids Danbred
there were only 2 individuals with genotype T / T in the test gene and therefore can not be
confidently confirm or refute the effect of this SNP in the gene CYP17ALl the occurrence of
androstenone at the tested population. Other animals are dominant homozygot A / A. Any
heterozyt A / T was detected in ths population. Similar results were obtained in a population

of pure-bred animals, which was included to verify the frequency of genotypes.

Keywords: CYP17A1, boar, boar taint, genes
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1. Uvod

Kanci feromony androstenon a androstenol patii mezi faktory, které navozuji sexudlni
chovani u prasnic. Feromony se tvofi u pohlavné dospélych samcti. Androstenon zptsobujici
kan¢i pach je steroidni povahy, syntetizovany ve varlatech a metabolizovan v jatrech,
vznikajici z testosteronu. Dalsi latkou zptisobujici kan¢i zapach je skatol. Odbourani kanciho
pachu se provadi metodou kastrace. Kastraci u kanci dosahujeme dvou cilli — zklidnéni
agresivnich jedincii vici ostatnim chovanym kanclim a minimalizace vzniku kanc¢iho pachu,
ktery mize znehodnotit chut’ masa nekastrovanych kancu. Od roku 2018 bude EU
upiednostiiovat chovy bez chirurgické kastrace. Nékteré chovy budou provadét kastraci
imunologickou cestou. Tato metoda je povazovana za Setrnou a nebolestivou a spliiuje
pozadavky na welfare zvifat. OvSem vykrm kaneckt diky lepsi konverzi, niz$i mortalité a
vy$s§i zmasilosti vylepSuje ekonomiku chovu. Spotiebitelim roste moznost konzumovat
veprové maso z nekastrovanych zvitfat. Existuje fada studii, které se zabyvaji moZnostmi
ovlivnéni a odstranéni kanc¢iho pachu. Problematiku kanc¢iho pachu se védci snazili ovlivnit
pres vyzivu, environmentalni vlivy az po genotyp. Ve Slechténi prasat se v soucasné dob¢
vyuzivaji molekularn¢ — genetické metody odhalujici genetickou podstatu sledovanych
vlastnosti. Mapovani lokusl kvalitativnich vlastnosti je dilezity krok pro zjisténi genetického
zakladu produkcénich znakli u hospodafskych zvifat. Mapovani se provadi pomoci
genomického scanu, nebo s vyuzitim kandidatnich gend. OvSem tada genetiki dava prednost

mapovani QTL s vyuzitim kandidatnich genti a vyhledani mutaci v genech.



2. Cil prace a hypotéza
Cil:
Cilem diplomové prace je ovéfit vliv vybraného kandidatniho gent na vyskyt a hladinu
kanc¢iho pachu (androstenonu a skatolu).
Hypotéza:

Lze ptedpokladat, ze jednotlivé genotypy u vybranych genti maji vliv na hladinu vyskytu
androstenonu a skatolu v tuku a mase u prasat.



3. Literarni reserse

3.1 Vykrm kane¢ki v praxi

Ekonomika produkce vepfového masa a welfare v chovech hospodaiskych zvifat jsou v
soucasné dob¢ dvé stézejni problematiky diskutované mezi chovatelskou vetejnosti. Jednim z
moznych zpusobll, jak snizit vyrobni ndklady a zaroven zlepsit welfare je vykrm mladych

kaneckt (Dostalova et al., 2008).

Vykrm kanecki je jedna z moznosti, jak vyuzit biologické rezervy ke zvyseni efektivity
produkce veptového masa. Kanecci dosahuji v porovnani s kastraty lepsi uzitkovost a pfi
dodrzeni dulezitych zasad v chovu mize znamenat vyrazny ekonomicky efekt. Vykrm
kanecku je jedna z cest K vylepSeni ekonomiky diky lepsi konverzi, niz§i mortalité a vyssi
zmasilosti hmotnostné vyrovnanych skupin zvitat (Grauer, 2011). Napiiklad pii zlepSeni
konverze 0 0,2 kg usettime 18 kg krmné smési, pfi snizené spotiebé krmné smési o 0,4 kg na
kilogram pftirtistku se jedna o 36 kg. Pokud budeme pocitat s primérem usetfen¢ho krmiva na
urovni 27 kg, coz v piepoctu k ndkladiim predstavuje usporu 169 K¢, a ptipocteme 12,6 K¢ za
kazdé procento snizujici mortalitu, v priméru tedy vychazi 182 K¢ na vykrmeny kus. V
chovu s péti sty prasnicemi s uzitkovosti 27 odstavenych selat a pii uvazovaném poloviénim
podilu pohlavi (6750 kaneckt z celkového poctu 13500 selat) l1ze ocekavat prijem 1 190 700
K¢ (Fred de Cocq, 2012). Ovsem v né€kterych zemich jatky 0 mlada zvifata s hmotnosti kolem
devadesati kilogram nemaji zdjem. V Nizozemsku, kde chirurgickou kastraci prestala
vyuzivat vice nez polovina chovi, jatky respektuji kance vykrmené ve specialnim programu.
Na jatkach je pracovnik, ktery hodnoti kvalitu jateCnych zvifat podle pachu. Spotiebitelé
budou mit na pultech veptfové maso z nekastrovanych zvifat. Vzhledem k velkému objemu
nizozemského exportu budou muset chovatelé v dalsi fazi jednat také s predstaviteli fetézci i
v dalSich zemich, zejména pak v Némecku, kam jeho podstatna ¢ast také smétuje. (Jedlicka,

2012).

Poznatky a zkuSenosti s vykrmem kaneckt se lisi podle geografického urceni. Ve Velké
Britanii disponuji kanecci s vyssi intenzitou rustu a produkci libového masa az o 30% vyssi
efektivnosti ve srovnani s vepti. V Nizozemi kanecci produkuji o 37% méné tuku a o 7,5%
1épe zhodnocuji krmivo. Italie uvadi nejrentabilnéjsi produkci masa pii vykrmu kaneckt do

180 dni stafi. Kan¢i maso z Kanady obsahuje vice bilkovin a méné tuku neZ maso vepit a



vyskyt kan¢iho pachu je podlimitni do hmotnosti 110kg zivé hmotnosti (Dostalova et al.,

2008), (Koucky, 2000).

3.2 Vliv pohlavi na kvalitu masa

EU a Anglie povazuje chov kastrati z hlediska welfare za nevhodny, ovSem z hlediska
zmasilosti za zadany. Snizeni obsahu tuku v jatecné upraveném téle zvirat je problematika
feSend uz pres 20 let. Z kulinafského hlediska je Casto kritizovana kvalita masa kanci
z pohledu pachu a tuhosti. Dal$im problémem jsou podstatné odchylky ve slozeni jate¢nych
partii (Sprysl et al., 2009). Wood et al. (1994) a MLC (1989) uvadi, Ze kaneéci maji mekéi tuk
nez veprici a tuk prasni¢ek obsahuje vice vody, vice nenasycenych vysSich mastnych kyselin
a pach u kanct. V EU je zivéa porazkova hmotnost prasat kolem 95kg, a v tomto piipad¢ se
muze vyskytnout v mase rtiznych genotypt kanci pach. Kanci pach je vysledkem ptitomnosti
skatolu a androstenonu (Sprysl et al., 2009). Motrensen et al. (1986) a Patterson et al. (1990)
udévaji korelaci skatolu a androstenonu, ktera je 0,73 a prahova hodnota skatolu ¢ini 0,25
ppm. Déle udavaji existenci velkych rozdili ve viini a chuti mezi kanecky, pfi¢emz 3% masa
kaneckd obsahuje vice jak 0,25 ppm skatolu v tuku. Plemeno LW projevuje nizsi prahové
hladiny kanc¢iho zdpachu nez ostatni plemena a moznost eliminace kan¢iho zapachu vyssi

teplotou pii kulinafském zpracovani (Motrensen et al., 1986, Patterson et al., 1990).

Tab. 1 Vliv pohlavi na kvalitu masa (panel — test — 1 — 8 bodii) (Sprysl et al., 2009)

Ukazatel kanecci veprici prasnicky
jemnost 5,00 4,96 4,94
St’avnatost 4,35 441 4,26
chut 4,59 4,55 4,50
viné 3,69 3,78 3,84
vyznamny pach 3,80 3,51 3,30

Ingr uvadi (2003, 1996), ze vliv pohlavi se nejvyraznéji prosazuje v rozdilné tvorbé a
ukladani tuku u zvitat samc¢iho a samiciho pohlavi a v tvorbé pohlavniho pachu u samct
nékterych druhd zvifat. Tvorba tuku a jeho ukladani, je ovlivnéno rozdilnosti metabolickych
procestl v organismu samic a samcl. Samice metabolizuji uspornéji a ukladaji ¢ast energie
jako rezervni tuk pro budouci vyvoj plodu, proto maso samic obsahuje obecné vice tuku nez

maso samcu. Ukladany tuk ovliviiuje senzorickou a technologickou jakost masa (Ingr, 1996,

4



Pipek, 1995). Dle Pipka (1995) maji nekastrovani kanecci oproti vepfikim a prasnickam i

vy$si podil libového masa, a to az o 30 %.

3.3 Kandi zapach

Je zpusoben nahromadénim ur€itych ptirodnich latek v tuku kanct v pribéhu jejich
sexualniho dospivéani. V zéavislosti na plemeni, véku a krmeni zvifat miize byt zasazeno maso
10% az 75% vsech sexualné zralych jedinci. Maso, které je zasazené kan¢im pachem, je

spotiebiteli povazovano za nevhodné (Kratochvil, 2010).

3.3.1 Androstenon

Androstenon (5a-androst-16-en-3-on) je steroidni feromon syntetizovany ve varlatech.
Nadmérné hromadéni androstenonu spolu se skatolem (3-methyl-indol) a indolem v tukové
tkani nékterych kanct vede ke vzniku kancéiho zapachu. Androstenon se fadi do skupiny
pfirozenych sam¢ich pohlavnich hormond, které vznikaji z testosteronu a maji anabolicky
(biosyntéza bilkovin, retence dusiku) a urogenitalni u¢inek (zrani spermii, ¢innost ptidavnych
pohlavnich zl4dz). Androstenon se mize vyskytovat i v mase bachyn a kastrati (Velisek et
Hajslova, 2009). Nékteré metabolity adrostenonu jsou vylucovany moci a ¢ast androstenonu
je odvadéna do podcelistni zlazy, odkud piechdzi do slin, a slouzi jako feromon pro stimulaci
sexualniho chovani prasnic. Po ukonceni pohlavniho dospivani a v prib¢hu starnuti zvifete se
androstenon kumuluje v tukové tkani a proto je zapach u starSich jedinci siln€jsi a Castéjsi nez
u mladsich (Zamaratskaia et al., 2009). Limitni hladina latky pro konzumenty je koncentrace
1*10° ug/g v mase (Bernardy 2010). Podle studii je citlivost na androstenon vyssi u Zen neZ u
muzu, ale hraji zde roli ale i jiné faktory, jako je v€k a zemépisny puvod. Existuje i procento
lidi, ktefi jsou na tento pach rezistentni, trpi tzv. anosmii. Anosmie je nedostate¢né vnimani
zépachu. Tato zvlastni ztrata ¢ichu se projevuje Castecnou (nebo celkovou) ztratou schopnosti
vnimat pach urcité latky, pficemz schopnost vnimat pach jinych latek ziistava v normalu
(Amoore, 1968). Také tada studii uvadi, Zze do porazkové hmotnosti 90—105 kg, je kan¢i maso
vyuzitelné pro konzum, pokud koncentrace androstenonu v mase nepiesahne hodnotu 1 ppm.
V izolovanych prasecich hepatocytech, androstenon potlacuje expresi cytochromu P450IIE1
(CYP2El), coz je enzym hlavné zodpovédny za skatol v metabolismu. Androstenon
metabolizuje v jaternich mikrosomech. Ma lipofilni vlastnosti v tukové tkani a nadmérné
hromadéni androstenonu ve hibetnim sadle je jednou z charakteristik kanéiho zapachu

(Doran, 2004). Ukladani androstenonu je zavisla na rychlosti syntézy androstenonu ve



varlatech a degradaci androstenonu v jatrech. Ze studie (Moe, 2007) vyplyva, ze u ruznych
plemen prasat existuje rizna hladina androstenonu v téle prasat. Tato studie se zabyvala
expresi 3B-hydroxysteroid dehydrogenazy, cytochromem P450 — c17 a sulfotranserazami 2B1
proteinii v jatrech a varlatech. Byla provedena na plemenech Norskd Landrase a Duroc.
Landrase kanci vykazovali primérnou hodnotu androstenonu 0,1 + 0,01 pg /g a 7,58 + 0,68
ug /g pro Norska Landrase. Duroc kanci 0,22 + 0,04 pug /g a 13,55 + 1,14 ug /g. Studie byly
provadeény v ramci jednoho chovu. Hlavni enzymy zapojené do procesu syntézy androstenonu
jsou 3B-hydroxysteroid dehydrogenazy (3p-HSD) a andien-p syntazovy komplex, ktery se
sklada z cytochromu P450-C17 (CYP17) a cytochrom B5.

Degradace androstenonu probiha hlavné Vv jatrech a zahrnuje 2 faze: oxidacni, ktera je
katalyzovéana 3B-HSD a konjugativni, ktery zahrnuje fadu enzymi, véetné sulfotransferaz

(Zamaratskaia et al., 2009).
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Obr. 1 — Androstenon (http://akademon.cz/search.asp?searchtext=androstenon, 2007)

3.3.2 Skatol a indol

Skatol (3-methylindol) a indol vznikaji bakterialni degradaci L-tryptofanu v tlustém stievé,
ktery je v zavislosti na pH degradovan bud’ na indol bez detekovatelnych meziproduktt, nebo
na 3-methylindol pomoci indol-3-acetatu. Vice nez 80 % tryptofanu je pfeménéno na skatol
pti pH 5,0; pti pH 8,0 je 85 % tryptofanu pievedeno na indol. Biosyntéza skatolu probiha ve
dvou krocich, nejprve Escherichia coli a Clostridium spp. rozlozi L-tryptofan na indol-3-

octovou kyselinu, ze které nasledné Lactobacillus a Clostridium syntetizuji skatol (Jensen et



al., 1995). Mnozstvi vytvofeného skatolu se fidi podle dostupnosti tryptofanu, ktery je
dodavan vyzivou, dale &innosti a sloZeni stfevnich bakterii. Céast syntetizovaného skatolu
odchazi stolici a ¢ast je absorbovana pres stievni sténu do krve a nasledné do jater. V jatrech
je skatol metabolizovan jaternimi enzymy cytochromu P450 a sulfotransferazami ve dvou
fazich a dochazi ke zvySeni hydrofilnosti metabolitu a jeho nasledném vylouc¢eni moci nebo
zluc¢i. Nemetabolizovana ¢ast se hromadi v tukové tkani a zpisobuje zapach po fekaliich. Dale
byl tento zépach také popisovan jako sladky, ovocny, teply a naftalenovy. Vysoka aktivita
metabolismu enzymu cytochromu P450 a sulfotransferdaz ma u dospélych kancii za nasledek
nizkou akumulaci skatolu v tuku. Claus et al. (1993) usuzuje, Ze zmény koncentrace skatolu a

indolu ve fekaliich koreluji s koncentraci téchto latek v krevni plazmé.

CH3
N
: k
3-Methylindol - (Skatol) Indol

Obr. 2 — (3—Methylindol - http://www.biosite.dk/leksikon/skatol.htm)

Obr. 3 — (Indol - http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Indol2.svg)



3.4 Eliminace vyskytu kan¢iho pachu
3.4.1 Imunokastrace

Je aktivni imunizace proti gonadotropnimu hormonu (GnRH). Bolest zptsobena chirurgickou
kastraci je u imunokastrace minimalni. A také snizuje agresivni chovani u nekastrovanych
kaneckli. Imunokastrace snizuje produkci androstenonu, velikost reprodukénich organi a
podet spermii. Urovné skatolu a indolu jsou také omezeny. Oc&kovani je podanim
modifikované formy GnRH, které provokuje vyvoj anti-GnRH protilatky, kterd se vaze na
GnRH, a zabranuje stimulaci sekrece luteinizatniho hormonu (LH) hypofyzou. Snizeni
urovné skatolu a indolu na nizkou az nedetekovatelnou uroven u imunokastrovanych prasat je
s nejvetsi pravdépodobnosti v dusledku zvySeného metabolického odbourani v jatrech, po
potlaceni steroidni produkce. Z tohoto diivodu umoziiuje imunokastrace porazku kanct pfi
vyssich hmotnostech s vyssi zmasilosti. Imunokastrace G¢inné eliminuje kan¢i zapach, je
v souladu s welfare zvifat, ktera jsou méné agresivni. Aby byla imunizace u¢inna, musi byt
provadéna nejméné Ctyfi tydny od sebe ve dvou davkach, coz méa za nasledek naruseni
hypotalamus-hypofyza-gonadni osy, a tim i zadrzeni syntézy steroidi v Leydigovych bunikach
varlat. Urovei steroidii ve varlatech prudce poklesne béhem tydne po oc¢kovani, ale k
odstranéni kanc¢iho zépachu dochézi se ¢tyf az Sestitydennim zpozdénim, jak uvadi vyrobce
vakciny (Kubale et al., 2013). Imunokastrace nahradila klasickou chirurgickou kastraci,
jelikoz komise EU pod tlakem vefejnosti poklada chirurgickou kastraci kaneckt, provadénou
bez znecitlivéni za hluboké naruSeni welfare zvifat. Chovatelskym opatfenim je zmeéna
zpusobu odchovu vykrmovych prasat do niz8i porazkové vahy (80 kg), coz se v naSich
podminkach zda jako nerentabilni feSeni (Bernardy, 2010). Vhodny prostiedek
pro imunokastraci je ptipravek Improvac (Bilskis et al., 2012).

3.4.2 Improvac

Improvac je imunologicky pfipravek uréeny pro kance, ktery obsahuje latku, konjugit
analogu hormonu uvoliujiciho gonadotropin (GnRF) a proteinu (Bilskis et al., 2012).
Bilkovinny nosi¢ se ziskava z bakterie Corynebacterium diphtheriae. Je k dispozici ve formé
injekéniho roztoku. PouZiva se ke sniZeni kanciho zédpachu v mase, jako alternativa k fyzické
kastraci (odstranéni varlat), a tak i k omezeni zédpachu. Podavd se mladym kanciim ve 2
davkach v rozmezi alespon 4 tydnl. Prvni davka se aplikuje v 8 tydnech zivota a druha 4-6

tydnd pred porazkou. Piipravek se podava injekéné do krku, do oblasti tésné za uchem.



Pisobeni piipravku Improvac je na zpiisob vakciny. Stimuluje imunitni systém k vytvareni
protilatek. GNRF udrzuje aktivitu varlat u kancti. Imunitni systém kance, jemuz byl pfipravek
Improvac podan, rozpozna synteticky GnRF jako cizi prvek a vytvofi protilatky, které jsou
schopny navazat se na prirozeny GnRF a zabrani jeho Gc¢inku. Pfipravek tak snizuje tvorbu
pohlavnich hormont ve varlatech v¢etné adrenostenonu. Nejcastéjsi vedlejsi u¢inek pripravku
je otok v misté vpichu. Zakaz pouzivani plati pro prasnice a kance uréené na chov. Evropska
komise udélila rozhodnuti o registraci ptipravku Improvac platné v celé Evropské unii dne 11.

kvétna 2009 (European Medicines Agency, 2013).

Hypothalamus\L

GnRH ®
LH Pituitary
FSH Androstenone

Obr. 4 — Pasobeni improvacu (http://gpc.adm.slu.se/5_Entire_Male_Pigs/page_10.htm).



3.5 Metody ke stanoveni kanc¢iho pachu

Nejcastéjsi metody stanovujici kanci pach jsou chemické, kam fadime chromatografii. Ta se
dale rozdéluje na plynovou a kapalinovou. Dale sem patii metody hmotnostni spektrometrie a
spektrofotometrie. A jako alternativni metoda existuje elektronicky nos (Lundstrom et al.,

2009).

3.5.1 Plynova chromatografie

Vzorek se davkuje do proudu plynu, ktery jej dale unasi kolonou. Proto se mobilni faze
nazyva nosny plyn. OkamZitd pfeména vzorku na plyn je podminka pro jeho transportovani.
V koloné se slozky separuji na zékladé rizné schopnosti poutat se na stacionarni fazi. Slozky
opoustéjici kolonu indikuje detektor. Signal z detektoru se vyhodnocuje a z ¢asového pribéhu
intenzity signalu se ur¢i druh a kvantitativni zastoupeni slozek. Plynova chromatografie se
pouziva k separaci plynli, nedisociovatelnych kapalin a pevnych organickych molekul.
Naopak neni pouzitelna pro separaci makromolekul, organickych a anorganickych soli
(Klouda, 2003). Plynova chromatografie byla prvni pouzita technika pro urceni koncentrace
androstenonu v tukové tkani prasat. V soucasnosti bylo vyvinuto nékolik GC (Gas
Chromatography — mobilni fazi je plyn) metod pro soucasné méteni androstenou a skatolu.
Ackoliv androstenon muze byt analyzovan bez derivatizace, derivatizace silylaci nebo
halogenovanych slou€enin je u€innd, pokud pouzijeme otevienou kiemennou kapilaru GC s

detektorem elektronového zachytu (Haugen et al., 2012).

3.5.2 Kapalinova chromatografie

Mobilni f4zi je kapalina. Je zde duleZita interakce se stacionarni fazi a pouZziti mobilni faze.
V priibéhu separace se analyt rozdéluje mezi mobilni a stacionarni fazi. Cas, jaky stravi
V jedné nebo druhé fazi, zavisi na afinité¢ analytu ke kazdé z nich. Jsou vyuzitelné vSechny
mozné mechanismy separace, jako je adsorpce, rozdélovani na zdklad¢ rizné rozpustnosti,
iontova vymeéna, molekulove sitovy efekt nebo specifické interakce v afinitni chromatografii.
Podle uspofddani stacionarni faze rozliSujeme kolonovou a tenkovrstvou ¢i papirovou
kapalinovou chromatografii. Je vhodna i pro separaci tepelné nestdlych a netckavych
sloucenin, protoze neni nutnost prevadét vzorek na plyn. Obvykle se pracuje eluni metodou.

Srovnani plynové a kapalinové chromatografie z hlediska ucinnosti je takovy, ze kapalinova

10



chromatografie ma nizsi pfispévek molekularni difuze slozky, protoZe kapalina mé podstatné
vyssi viskozitu nez plyn. V plynové chromatografii je zanedbatelny pfispévek odporu pievodu
hmoty v mobilni fazi (Klouda, 2003). Na rozdil od indolovych slou¢enin nema androstenon
nativni fluorescenci. Aby byla zvySena citlivost pro detekci fluorescence, je potieba

derivatizace (Hansen-Mgller, 1994).

3.5.3 Hmotnostni spektrometrie

Pouziva se v kombinaci se separa¢nimi technikami jako LC (Liquid Chromatography —
mobilni fazi je kapalina) a GC ke kvantifikaci androstenonu, skatolu a indolu soucasné. Byla
vyvinuta a ve vybraném monitorovacim rezimu usp&Sné pouzita kapilarni plynova
chromatografie (CGC) s hmotnostni spektrometrii pro stanoveni hladiny androstenonu v tuku.
Tyto metody kombinuji G¢innost separace chromatografie s detekci sily MS. LC-MS/MS
predstavuje dalSi turoven specificity monitorovanim dcetfinych ionti ze sekundarni
fragmentace matetskych iontd, ¢imz se rovnéz snizuje potieba chromatografické separace
(Haugen et al., 2012). Jsou pouzivany kvadrupolové filtry, lapace iontli a nejnovéji nastroje

¢asu letu (TOF) (Marsili, 2002).

3.5.4 Spekrofotometrie

Mortensen (1986) vyvinul kolorimetrickou metodu pro kvantifikaci skatolu v tukové tkani. Po
ptidani Ehrlichova barviciho ¢inidla (dimethylaminobenzaldehydu) do extraktu se méfi
spektrofotometricka absorbance. Jednoduchost této metody a relativné kratkd doba analyzy
(15-20 min) vedla k vyvoji automatizovaného systému pro detekci jatecné upravenych tél s
kan¢im pachem na porazkové lince, kterd byla v provozu na danskych jatkach od roku 1990.
Nevyhodou této metody je predevsim jeji nespecificnost. Zbarveni ¢inidla nerozliSuje mezi
indolovymi slou€eninami, proto tato metoda neni specifickd pro skatol, ale méti celkovou
koncentraci indolovych slou€enin v tukové tkani. Byla vyvinuta i kolorimetrickd metoda pro
stanoveni androstenonu v tuku (Squires, 1990). Tato metoda je zaloZena na extrakci
methanolem z homogenizované tukové tkané, s naslednym pifidanim barviciho ¢inidla
resorcylaldehydu. Analyzuje se skupina latek specifickd pro androstenové slouceniny, ktera
ale odpovidd celkovému mnozstvi 16-androstenonovych steroid. Spektrofotometrické

metody nejsou piijatelné pro vyzkumné ucely, pro sva nespecifika pro analyzu jednotlivych
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latek zpuasobujicich kanci pach, nejsou tedy schopné zméfit piesné udaje o jejich koncentraci

(Haugen et al., 2012).

3.5.5 Alternativni metoda — elektronicky nos

Analyticky pfistroj vyuzivan pro testovani kvality v potravindiském primyslu. Vyuziva fadu
slabé specifickych chemickych senzorti. Senzory v elektronickém nose nejsou specifické pro
jednu chemickou latku. Je vytvofen tak, aby napodoboval lidsky Cichovy systém. Pfestoze
lidské Cichové senzory nejsou specifické, jsou velmi citlivé na nékteré pachy. Elektronicky
nos ma stejny zakladni typ systému senzort, zpisob prevadéni signali senzort, a slozku pro
analyzu téchto signald. Existuji ¢tyfi zakladni komponenty pro e - nos: mechanismus aplikace
chutovych nebo aromatickych tékavych latek na senzory, pole senzorii, zplsob pievodu
signalti senzorti na udaje, které mohou byt analyzovany pomoci pocitace a softwaru Analyza
vystupu ze senzoru. Pfistroj e - nos je vhodny na posuzovani chemické integrity vzorku, t;.
urceni, zda vzorek je stejny nebo odlisny, nez se ocekavalo (Marsili, 2002). Princip metody je
zalozen na zdklad¢ iontové mobilni spektrometrie. Elektronicky nos analyzuje komplexni
vypary pomoci senzorovych poli, pfevodu signdlu senzoru a analyticky software vytvari

jednoduchy vystup (Hodgins et. Simmonds, 1995).

3.6 Vnéjsi faktory ovliviiujici vyskyt kanciho pachu
3.6.1 Vyiziva

Krmnou davkou se ovliviiuje pfedev§im tvorba skatolu. Mnozstvi skatolu ulozeného v tukové
tkani zavisi na rychlosti kumulace skatolu, délce ¢asového intervalu ve stievech, stfevnim
vstfebavani a jaternim metabolismu. Budouci nadéjnou moznosti ke sniZzeni tvorby skatolu v
tlustém stfevé je pfidani snadno zkvasitelnych sacharidii do krmné davky kaneckiim pted
porazkou. Vhodné ptidavky do KS jsou surové bramborové Skroby, ¢ekankové inuliny, nebo
suSené kotfeny cekanky, upfednostiiuji tvorbu butyratu a snizuji tvorbu skatolu v tlustém
sttevé (Hansen et al., 2006). Pravé butyrat v tlustém stfeve inhibuje apoptdzu sliznice, a tim i
snizuje dostupnost endogenniho tryptofanu pro vyrobu skatolu. Dal§Sim moznym souvisejicim
mechanismem muze byt modifikace mikrobialni aktivity v zazivacim traktu, ktera méni
rychlost syntézy skatolu a snizuje dobu stievniho transportu. Dvacet procent syrového
bramborového Skrobu po dobu 14 dni pied pordzkou v denni krmné dévce kancl ma

blahodarny vliv na snizeni hladiny skatolu v tlustém stievé (Qverland et al., 2011). Norsti
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védci zkoumali moznost redukce hladiny skatolu v mase kancli zkrmovéanim artycokl a
topinamburi. Pokusnd zvitata krmili tyden pted pordzkou susenymi artyCoky a topinambury.
Zkrmovani artyCokli nemélo zadny vliv na pfirstky, ale bylo prokdzano mirné zhorSeni
konverze krmiva. Zkrmovani topinamburd tyden pied porazkou zredukovali obsah skatolu
pod kritickou hranici (Koubova, 2013).

3.6.2 Prostiedi (environmentalni vlivy)

Tento faktor je pro chovatele snadno ovlivnitelny. Znecisténd podestylka, vysoka hustota
osazeni prasat v Kotci a vysoka teplota zvysuji riziko vyskytu kanc¢iho pachu. M¢li bychom si
uvédomit, Ze v letnim obdobi je vyskyt kanc¢iho pachu vyssi, kvili vysokym letnim teplotam.
MozZnosti ovlivnéni vyskytu kan¢iho pachu je ale daleko vice napf. zplisobem ustdjeni.
Ptitomnost prasni¢ek urychluje u kaneckd nastup puberty, proto je vhodné oddélené ustdjeni
podle pohlavi (Stupka, 2003). Sprysl et al. (2009) uvadi, e pouZiti celorostovych ustajeni
prasat oproti jinym systémim sniZuje vyskyt kan¢iho pachu v mase a tuku. To se tyka i

ustdjeni prasat dle pohlavi, jakoz 1 prodluzovani dne.

Obr. 5 - (http://www.farmtec.cz/reference-prasata-169/staj-pro-vykrm-prasat-svidnice-
1150.html)
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3.7 Vnitini faktory ovliviiujici vyskyt kan¢iho pachu

Mezi vnitini faktory, které se podileji na vzniku a akumulaci kanc¢iho pachu, fadime
pfedev§im geny. Genotyp vyrazné ovliviiuje vyskyt kan¢iho pachu v téle. Byla prokdzana
velka variabilita mezi jednotlivymi plemeny ¢i liniemi a u zuSlechténych plemen byla

vysledovana nizsi tvorba kanciho pachu. (Dostalova et al., 2008).

3.7.1 Mapovani genomu

Slouzi nam k identifikaci jednotlivych gent a markerd. A naslednému zjisténi jejich polohy
na chromozomech. RozliSujeme vazbové (genetick¢é) mapovani (Rohrer et al., 1996) a
cytogenetické (chromozomové) mapovani (Yerle et al., 1996, 1998). V obou piipadech se
vyuzivaji poznatky z Iépe prostudovanych druhi, jako je ¢lovék nebo mys$ (komparativni -

mapovani) (Chowdhary, 1998).

3.7.1.1 Vazbové (genetické) mapovani

Zjistuje vzajemné polohy geni (lokusi) ve vazbové skuping. Proto je dulezité mit k dispozici
nejlépe tfigeneracni rodiny a dostatecny pocet polymorfnich lokust (genetickych markera).
Genetické markery musi byt rovhomémé rozloZeny na chromozomech, musi byt snadno
testovatelné a vysoce polymorfni. Prvni vazbové mapy prasete byly vytvofeny na zéklade
imunogenetickych a biochemickych markerti (krevni skupiny) (Rohrer et al., 1996). Podle
Echarda je stanoveno sedm vazbovych skupin. Sou¢asna mapa prasete zahrnuje vice nez 2000

lokusti (Archibald et al., 1995).

3.7.1.2 Cytogenetické (chromozomové) mapovani

Udava polohu genu na chromozomu. VyuZzivd se homologni nebo heterologni DNA sondy.
Také se v posledni dob& zacaly vyuzivat somatické hybridni a radia¢ni hybridni panely
v kombinaci s PCR (Yerle et al., 1996, 1998). Za ucelem identifikace je mozno urcitym
zpusobem upravené a obarvené¢ chromozomy pruhovat a porovnavat se standardnimi
ideogramy. Poloha genu na cytogenetické map¢ je udavana ¢islem chromozomu, pismenem
oznacujicim raménko a Cisly jednotlivych oblasti dle pruhii. U druht, které maji dobie
definovany karyotyp (napf. prase), se ke konstrukei cytogenetickych map pouziva hybridizace
in situ. Lokalizace genu je provadéna pomoci hybridizace uréitého znaceného useku DNA
(sonda) s denaturovanou DNA chromozomu. Znaceni se provadi radioaktivné a dnes pievazné

fluorescenéné — FISH (Urban, 2008).
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3.7.1.3 Komparativni mapovani

Srovnavaci mapy, na kterych jsou vyznaceny homologni useky s geny u riznych druhti. Geny
jsou konzervovany u rtiznych druhii ve stejném chromozomovém useku. Geny, mezi nimiz je
tésnd genetickd vazba u jednoho druhu, maji tendenci mit tuto vazbu u jinych druhd.
Konzervace vzajemného umisténi gent je vysledkem spole¢né evoluce (Knoll, 2003). Existuji
predpoklady, ze gen, ktery je identifikovan u clovéka, ma homologa v genomu dalSich savcii.

Dilezitym piinosem je vyuziti mezidruhového barveni chromozomu (Chowdhary, 1998).

3.8 Genetické markery

V dnesni dob€ je molekuldrni genetika schopna odhalit a identifikovat genetické markery.
Mohou zlepsit odhad genetického potencidlu hospodaiskych zvitat. Genetické markery jsou
spojeny s oblasti genti na chromozomech, které zptuisobuji genetickou proménlivost (Jakubec,
2002). Marker mizeme oznacit jako dobte charakteristicky znak, ktery je stabilni a na némz
muzou byt lokalizovany pfislusné geny v chromozomech, stejné tak muze byt i sledovan
biochemicky ucinek. Genetické markery musi byt zjistitelné v kazdém vé€ku jedince, véetné
embryi a to u obou pohlavi. Zjistitelné jsou i heterozygotni genotypy diky kodominantnimu
vztahu v ramci alelického paru (Kuciel, 2004). Vlivem zamérného vybéru rodi¢i mizeme
provadét plemenitbu, ve které uplatnime znalost jiz zminéného genotypu markert.

Jsou popsany tfi typy markert a to markery 1. az II1. typu.

I. typu — Nejsou Casto pouzitelné pro studium diverzity rodin. Koduji exprimované geny

s nizkou hladinou polymorfizmu (O’Brien, 1992).

Il. typu — Tandemové repetice, které jsou kratké a vysoce variabilni. Maji nekodujici

sekvence. Studium rodokmen, diverzity plemen (Kuciel, 2004).

. typu — Markery v kédujicich i v nekodujicich sekvencich, nejcastéji v intronech a
integrovanych genovych oblastech. Studium rodin, linii i populaci (Kuciel, 2004).

Markerové typy nam zabezpecuji mnohostranné vyuziti. Jako je porovnani odliSnych plemen
a linii hospodaiskych zvifat, konstrukce chromozomovych map, kontrola rodicovstvi

hospodatskych zvitrat (Kuciel, 2004).
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3.9 Kandidatni gen

Oznaceni kandidatni gen je mozné pouze v piipadé, pokud se v oblasti QTL nalezne gen
vyrazné ovlivitujici urcitou vlastnost a jehoz produkt se projevi ve vysledném fenotypu a
podili se na fenotypové variabilité. Takovy gen mé obrovsky ucinek na uzitkovy znak.
Kandidatni geny mizou byt identifikovany dle databaze pro modelova zvitata, kde jiz byl
vyskyt podobného fenotypu studovan. Mize byt zkouman sekvenovanim, a je-li nalezena
mutace, provede se asociacni analyza (Berg, 2006). Vybér kandidatniho genu je na zékladé
znamé fyziologické a biochemické funkce genu. Je-li znam ucinek genu jednoho savciho
druhu, l1ze s vyuzitim komparativniho mapovani ptedpokladat podobny ti¢inek u jiného druhu
(Knoll, 1998). Podle Sollera et al., (1998) je pocet vSech moznych kandidatnich genil pro
danou uzitkovost vlastnost fadové 100 a vice. OvSem pouze mald ¢ast téchto genii bude

asociovana s kvantitativnim efektem v konkrétni populaci (Soller et al., 1998).

3.10 Vybrané geny
Nékolik kandidatnich genii bylo navrZeno s cilem ovlivnit Groven androstenonu. Biosyntéza
androstenonu z pregnenolonu je fizena andien-f-syntazovym enzymatickym systémem, ktery
se sklada z cytochromu P450-C17 (CYP17) a cytochromu b5 (CYB5). | kdyz CYP17 byl
navrzen jako velmi silny kandidatni gen ovliviiujici troven androstenonu, studie dosud
nezjistily vyznamné ucinky SNPs v CYP17 genu a androstenonu. Stejné tak nebylo mozné
najit vyznamné korelace mezi trovni CYP17 a tirovni androstenonu v tuku. CYB5 byl zjistén
v pozitivni korelaci k vyskytu androstenonu. Dal$i vyznamné rodiny kandidatnich geni jsou
sulfotransferazy (SULT). Hydroxysteroid sulfotransferaza (SULT2A) je zodpovédna za
sulfokonjugaci androstenonu v jatrech a varlatech. Podle Sinclair et al., (2006) by snizZeni
schopnosti sulfokonjugace androstenonu ve varlatech, mélo za nasledek zvySeni hladiny
androstenonu v plazm¢, umoziujici akumulaci androstenonu v tuku. Sinclair et al., (2006)
prokazali, ze c¢innost enzymu varlat (SULT2A) je v negativni korelaci s hladinou
androstenonu v tuku kanct plemene Yorkshire. O¢ekdvané umisténi genu (SSC6, v blizkosti
80 cM) je prilis vzdalené od androsteronu. QTL pro hladinu androstenonu se vyznacuje na
tomto chromozomu. Existuje domnénka, Ze troven androstenonu se li§i i mezi plemeny.
Vys$i troven androstenonu je u plemene Duroc a Hampshire ve srovnani s plemeny Landrase
a Yorkshire (Robic et al., 2008). Proto je obrovsky zajem studovat geny u jedinct s vysokou
nebo nizkou urovni androstenonu u riznych plemen. Podle Robic et al. (2008) prvni QTL

analyza na hladinu androstenonu v tuku byla provedena na tfigeneraénim kiizenci mezi

16



plemeny Large White a Meishan. Prvni c¢tyfi hlavni QTL byly zjiStény na prasecich
chromozomech SSC3, SSC7, SSC13, SSCI14 a jednozna¢né vykazovaly vysoké hladiny
androstenonu alela plemene Meishan (Quintanilla et al., 2003). Ovsem Lee et al. (2005), se
domnival na zakladé¢ panelovych zkouSek, ze hlavni QTL vykazujici vysoké hladiny
androstenonu na chromozomech SSC13 a SSC14 spiSe souvisi s vysokou hladinou skatolu a
indolu. Plemeno LW projevuje nizsi prahové hladiny kanéiho zapachu nez ostatni plemena a
moznost eliminace kanc¢iho zapachu vyssi teplotou pfi kulinafském zpracovani (Motrensen et
al., 1986, Patterson et al., 1990). V dalsi genomové studii, ktera porovnavala tii plemena
prasat a to Duroc, Danska Landrase a Yorkshire. U plemene Duroc byly zjistény nejvyssi
hodnoty androstenonu a skatolu (Gregersen et al., 2012).

Vybrané geny ovliviiujici vyskyt androstenonu u prasat (Robic et al., 2008)
» CYP17Al1
» CYB5A
» HSD3B1
» SULT2A1

Vybrané geny ovliviiujici vyskyt skatolu u prasat (Diaz et Squires, 2000)
» CYP2A6
» CYP2E1l

3.11 Geny ovliviiujici vyskyt androsteronu
3.11.1 CYP17A1

P450c17 je mikrozomalni P450 enzym, ktery katalyzuje 17a-hydroxylazy a 17, 20 lyazy
v nadledvinach a pohlavnich zldzach. Usiluje se o utvrzeni myslenky, Ze rozdil mezi 17a-
hydroxylazy a 17, 20 lyazy je funk¢ni, a negenetického nebo strukturdlniho ptivodu. P450c17
je kodovan jednim genem na chromozomu 10g24.3. OvSem puvodni myslenka byla takova,
ze se jednalo o dva specifické tkanové izoenzymy. Tento gen, formalné nazyvan CYP17Al je
strukturalng ptibuzny genu P450-c21 (21 — hydroxylazy) (Walter et al., 2010). Cytochrom
P450-C17 (CYP17) kooperuje s cytochromem BS5 biosyntézou androstenovych steroidi a

pohlavnich steroidi z pregnenolonu. Aminokyselinové substituce v CYP17 mohou ovlivnit

17



schopnost tohoto enzymu katalyzovat reakce vedouci k produkci androstenonu a pohlavnich
steroidl. Analyza (SSCP) je jednou z nejjednodussich, nejspolehlivéjSich a nejcitlivéjSich
metod pro detekci mutaci zaloZzenych na PCR (Orita et al., 1989, Sheffield et al., 1993).
Molekularni hmotnost CYP17 proteinu je piiblizné¢ 57 kDa (Payne et al.,, 2004).
Imunoexprese z P450c17 byla zkoumana na vajecnicich bfezich prasnic a varlat kanct. U
prasnic byl P450c17 detekovan v malych bunkach zlutého téliska a u kanci v Leydigovych
bunkach (Knapczyk-Stwora et al., 2011). Nedostatek 17a-hydroxylazy (170HD) je vzacné
autozomaln€ recesivni onemocnéni zpusobené genovou mutaci CYP17A1 projevujici se
hypertenzi a hypokalemii. Poruchy v 17a-hydroxylazy a 17, 20 lyazy vedou ke snizeni
glukokortikoidl a produkci steroidi s mineralokortikoidnim ptebytkem (Hwang et al., 2011).
Katagiri (1982) se domniva, Ze cytochrom b5 zvySuje reakci 17, 20 lyazy CYP17A1 a reakce
je zavisla na koncentraci cytochromu b5. Tuto domnénku potvrzuje i Onoda et al., (1982).
Pfitomnost cytochromu b5 zvySuje pfeménu 17 — hydroxypregnenolonu (17 OHPREG) na
dehydroepiandrosteron (DHEA) (Katagiri et al., 1995). Nebyly zjistény zadné vyrazné zmény
u hydroxylace progesteronu Vv pfitomnosti cytochromu b5, ovSem hydroxylace u
pregnenolonu byla zaznamenana 2 - krat vétsi v piitomnosti cytochromu b5 (Katagiri et al.,
1995). Meadus et al. (1993) uvadi, Ze biosyntéza androstenonu je katalyzovana 3 — syntézou
enzymového komplexu, ktery se sklada z cytochromu P450 — c17 (CYP17) a cytochrom b5
(CYBS). Proto je mozné, ze mutace v CYP17 mizou mit vliv na vyskyt kanciho zapachu u

prasat.

3.11.2 CYB5A

Cytochrom b5 (CYBS) je hlavni slozkou andien — B syntazy enzymového systému (Meadus et
al., 1993). CYBS je protein vazany na membranu a tim zapojen do biologickych procest
(Schenkman et Jansson, 2003). Vysoké hladiny CYBS5 byly oznadeny za jednu z pficin
zvySeného vyskytu androstenonu ve varlatech prasat (Babol et al, 1998, Davis et Squires
1999). Z tohoto diivodu zmény v genu CYB5 by mohly byt vyuzity jako genetické markery
pro androstenon. Interakce mezi CYB5A a FTL (ferritin, light polypeptide) mize ovlivnit
hladinu androstenonu prostfednictvim pfenosu CYBSA/CYP 450 elektronti (Bonfils et al.,
1981). V jedné studii zkoumali vzorek CYB5 MRNA v riznych tkanich prasat. Technika PCR
— SSCP slouzila jako obrazovka pro polymorfismy cDNA CYB5A. Identifikovali substitu¢ni
mutace G+ Tna 5" UTR (nepteklddana oblast). UTR zacina na prvnim nukleotidu mRNA
a kon¢i na poslednim nukleotidu pied pocatkem translace. 5'UTR casto nese regulacni oblasti

a u prokaryot vétSinou obsahuje vazebné misto pro ribozom, takzvanou Shine-Delgarnova
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sekvence (Kochetov et al., 1998). Provadénim studii bylo potvrzeno, ze kapacita cytochromu
B5 ovliviiyje aktivitu cytochromu P450. Apo — b5 zlepSuje Cinnost CYP3A4, CYP2AG6,
CYP2C19 a CYP17Al, ale nikoli CYP2E1l nebo CYP2D6, coz naznaCuje, Ze interakce
cytochromu b5 se pohybuje mezi P450s. CYB5 aminokyselinové zbytky E48 a E49 efektivné
stimuluji aktivitu 17,20 — lyazy CYP17A1. CYB5 aminokyselinové zbytky D58 a D65
efektivné stimuluji aktivitu CYP2E1 a CYP2C19. SlozZeni fosfolipidii vyznamné ovliviiuje
interakce cytochromti B5-P450 (Hwei-Ming Peng et al., 2012). Rozpustna cytochromu B5 se
nachazi v erytrocytech, zatimco forma vazana na membranu se nachazi v endoplazmatickém
retikulu v mnoha tkanich, jako jsou jatra. CYBS protein ma hemo protetickou skupinu se
dvéma atomy dusiku histidin, které stabilné koordinuji hemo zelezo (Hwei-Ming Peng et al.,

2012).

Obr. 6 - Huang et al., (2008)

3.11.3 HSD3B1

3B hydroxysteroid dehydrogenaza (3 — HSD) je popsana jako jeden z enzymil ovlivitujici
vyskyt androstenonu v jatrech prasat (Moe et al., 2007). Je ¢asto spojovana se steroidogenezi,
ale jeji funkce v metabolismu steroidd je nejasnd. 3B-HSD se podili na syntéze fady
pfirodnich steroidnich hormont, véetné progesteronu a testosteronu. Také se podili na jaterni
degradaci androstenonu. HSD3B je zatazen do kandidatnich genl vlivem pfislusné funkce
v produkci androstenonu (Doran et al., 2004). Enzymova aktivita 33-HSD je ovlivnéna
vn&jsimi faktory, jako je slozeni potravy. Je potvrzen vliv estrogenniho mykotoxinu
zearalenonu na expresi a aktivitu jater. Zearalenin se do téla dostava po poziti napadené
kukufice nebo obilovin. Tato sloucenina ma pii vysokych koncentracich hyper estrogenické

ucinky. Bylo dokazano, ze cCast pozit¢ho zearalenonu se pifevede na metabolit 3 —
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hydroxysteroid dehydrogenazy V jatrech prasat. 3f-hydroxysteroid dehydrogendza je vazana
na membranu a byla poprvé popsana Samuelsem et al. vroce 1951. Patii do skupiny
oxidoreduktazy, které pusobi na skupinu CH-OH s NAD + nebo NADP. Nachazi se jak
v endoplazmatickém retikulu, tak i v mitochondriich. 3f-HSD je nutny pro biosyntézu vsSech
tiid steroidnich hormond, jako jsou glukokortikoidy, mineralokortikoidy, progesteron,
androgeny a estrogeny. Nové studie dokazuji, Ze jednonukleotidové polymorfismy u plné
délky genu ovliviiuji hromadéni androstenonu u prasat plemene Duroc. 3f-HSD ma dvoji
funkci a to podle lokalizace — v Leydigovych buinikach nebo v hepatocytech. Vznik
androstenonu zavisi na rovnovaze mezi biosyntézou androstenonu ve varlatech a ¢innosti 33-

HSD v jatrech (Rasmussen et al., 2013).

3.11.4 SULT2A1

Hydroxysteroidni sulfotransferdza (SULT2A1) je klicovy enzym jaterniho metabolismu.
Sulfotransferdza enzymy jsou cytosolické proteiny zapojené do katalyzy steroidi a Zlu€ovych
kyselin. Jednim z hlavnich steroidnich sulfotranferaz je hydroxysteroidni sulfotransferaza,
ktera ma velice Sirokou substratovou specifitu. Primarni substrat je dehydroepiandrosteron
(DHEA), a proto i pivodni nazev byl DHEA — sulfotransefaza (Comer et al., 1993). Raloxifen
disponuje benzo - fenolovou skupinou. Struktura DHEA a raloxifenu naznacuje vyznamné
rozdily ve vazebnych vlastnosti a kinetiky aktivniho mista SULT2A1 (Cook, 2010). Podle
Sainiho et al. (2004) gen SULT2A1 muze byt fizen riznymi nuklearnimi receptory, vcetné
androstenového receptoru (CAR). SULT2A1 obsahuje 22 substrati, z nichz 14 je dobie znamo
(Cook, 2013). Analyza mysiho genomu indikuje pfitomnost 7 SULT2A genl seskupenych na
chromozomu 7 (Kocarek et al., 2008), u prasat je seskupeni na chromozomu 6 (Duijvesteijn et
al., 2010). Bio — signaliza¢ni molekuly, vCetné¢ neurotransmiterit a hydroxysteroidi jsou
upraveny sulfonaci. Sulfonace obvykle vede k inaktivaci biologickych signalnich molekul,
které jsou schopny se vazat na receptory. Sulfonace xenobiotik obvykle vede k detoxikaci a
jsou snadno vylu€ovany. SULT2A1 neni pfitomen pouze v jatrech, ale také v tenkém stievu,
mozku a nadledvinkach (Alnouti et al., 2006, Nowell et al., 2006, Richard et al., 2001).
SULT2AT1 je jednim z hlavnich SULT2 enzymu (Fang et al., 2007, Liu et al., 20006).
Sulfonace SULT2A1 a SULTIELI slouZi ke sniZeni koncentrace aktivniho ligandu (Falany,
1997).
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DHEA Raloxifene

Obr. 7, 8 - Struktura DHEA a raloxifenu (Cook, 2010).

3.12 Geny ovliviujici vyskyt skatolu
3.12.1 CYP2E1l

CYP2E1 je jaterni enzym, ktery se podili na metabolismu latek s nizkou molekulovou
hmotnosti xenobiotik (etanol, pyridin, aceton). Bylo potvrzeno, ze nizké hladiny skatolu
v tuku prasat zpusobuje vysoka exprese CYP2E1 (Skinner et al., 2005). Rovnéz bylo
vypozorovano, ze v obdobi dospivani dochazi k vzestupu hladiny skatolu, ktery zpusobuje
inhibice CYP2EL zapfi¢inéna androstenonem (Moe et al., 2008). U skatolu je vétsi diraz
kladen na uroven ¢innosti CYP2E1, nez na turoven ¢innosti CYP2A (Terner et al., 2006).
Tambyrajah et al. (2004) uvad¢ji, ze promotor CYP2E1 je aktivovan transkripénimi faktory
COUP — TF1 a HNF — 1 v jatrech.

3.12.2 CYP2A6

CYP2A6 byl charakterizovan u n¢kolika sav¢ich druhd, vcetné mysi a ¢loveka. U kazdého
druhu byly prokazany rozdily v regulaci a v katalytické aktivit¢ (Salguero et al., 1995).
Proteiny cytochromu P450 se u savct nachéazi predev§im v mikrozomech hepatocytl a jinych

typt buné€k, které oxiduji steroidy a mastné kyseliny. Jsou dulezité pro detoxikaci riznych
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slou¢enin (Munro, 2007). Genomové misto CYP2AG6 je na chromozomu 19. Byla provedena
studie, pii které se doslo k zavéru, ze stimulace choriogonadotropinem (hCG) ma pozitivni
vliv na potlaceni jaterni ¢innosti CYP2E1 a CYP2A v duasledku zvySeni hladiny steroidu ve
varlatech kancti. Studie byla provedena u kanci plemene Duroc a Landrase (Zamaratskaia,
2008).

Inhibitory CYP2A snizily produkci vSech zndmych metabolitti skatolu, zatimco inhibitory
CYP2EI snizily produkci z péti ze sedmi metabolitt skatolu (Draper et al., 1997).
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4. Metodika

Do testu bylo zafazeno 45 prasat hybridni genetiky DanBred. Zvitata byla rozdélena do 4
skupin podle pohlavi — vepfici 1v (n=10); prasnicky 2p (n=10); kanecky 3k (n=15);
imunokastrati 41 (n=10). VSechna zvifata byla vykrmena na testacni stanici v Ploskové u Lan.
Vykrm probihal za podminek b&Znych v uzitkovych chovech v CR. Zvifata byla poraZena ve
136 dnech v€ku a v primérmé zivé hmotnosti 115kg. Pfi pordzce byla od vSech zvirat
odebrana krev, svalova a tukova tkan pro laboratorni analyzy.

Pro porovnani frekvence genotypii bylo otestovano 50 vzorkli DNA cistokrevnych jedinct
(Bilé uslechtilé n=8; Divoké prase n=9; Pietrain n=6; Meishain n=7; Prestické Cernostrakaté
n=7; Landrase n=4; Duroc n=2; Hampshire n=4; Ceské vyrazné masné n=3) z databaze

Ustavu zivoéisné fyziologie a genetiky Akademie véd v Lib&chové.

4.1 Stanoveni hladiny androstenonu a skatolu

Ze vzorku tukové a svalové tkané prasat bylo provedeno urceni hladiny androstenonu pomoci
kapalinové chromatografie dle metodiky Hansena-Magllera (1994) — HPLC Jasco fady 2000,
Tokio, Japonsko. Androstenon, skatol a indol byli derivatizovany pomoci dansylhydrazinu
v autosampleru Jasco AS 2059 Plus (Tokio, Japonsko) a nésledné nastiiknuty do kolony
Kinetex (Torrance, USA) 5 u C18 100 A (50 x 4,60 mm). Zaznamy byly vyhodnoceny v
programu ChromNAV (Tokio, Japonsko) a kvantifikovany na zakladé retencnich cast

znamych ze standardii androstanonu a skatolu.

4.2 Urceni genotypu testovanych zvirat

V této praci byl testovan SNP v genu CYP17Al. Tento polimorfismus byl jiz dfive detekovan
Vv préci Lin et al. (2005) na 1317 nukleotidu. Zde dochézi k substituci thiminu za adenin (T —
A). Tato mutace nasledné méni aminokyselinu v syntetizovaném proteinu z Leu*® na His*®.
Z krve testovanych zvitat byla izolovana DNA pomoci izola¢niho kitu Genomic DNA Mini
Kit (Blood/Cultured Cell). Po kazdé izolaci byla DNA kontrolovéana elektroforézou na 1 %
agarozovém gelu. Primery pro tvorbu PCR produktli byly navrzeny pomoci programu Oligo

6. Sekvence pro tvorbu téchto primert byla pievzata z databaze Ensembl (Sscrofal0.2).
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CYP17A1 - Exon 7 (testovany SNP je vyznacen zeleng)
CATTGGCGAATTTACCATTGACAAGGACACAGATGTCGTCGTCAATCTGTGG
GCACTGCATCACAATGAGAAGGAGTGGCACCGGCCCGACCTGTTCATGCCT
G

4.3 Primery AB

CYP17A1-A:  5- GCT GCC ACC CAC TGA CTA AT - 3
CYP17A1-B: 5- GCT GCA AAG AAT CTG GGT AAG T -3’

Délka PCR fragmentu je 659bp. Podminky pro tvorbu PCR produktu uvadi tabulka. Tento
PCR produkt byl kontrolovan na 1,5% agarozovém gelu a dale $té€pen restrikénim enzymem
BshNI (Banl) - G/GCA - G/GCT a opét kontrolovan na 1,5% agarozovém gelu — délka
Stépenych fragmenth: 216bp a 443bp.

Tab. 2 Optimalizace primera a tvorba PCR produktu (4 vzorky)

PCR H,0 65,2ul
LA pufr 10,0 pl
MgCl,-1,5mM 6,0 ul
dNTP 2,0 ul
DMSO 2,0 ul
Primer A 4,0 ul
Primer B 4,0 ul
LA-polymeraza 0,8 ul
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Teplotni program pro tvorbu PCR produktt

1. 95°C 2min
2. 55°C 30sec
3. 68°C 45sec
4. 95°C 30sec
5. Goto?2 29X

6. 55°C 30sec
7. 68°C 5min
8. 4°C

4.4 Statistické vyhodnoceni

Ziskana data byla statisticky vyhodnocena programem SAS 9.2 — procedurami Means a GML
na hladiné vyznamnosti a = 0,05. Hodnocen byl vliv testovaného polymorfismu a vliv pohlavi

na hladinu androstenonu v tukové tkani prasat.
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5. Vysledky

Alela T na 1317 nukleotidu v genu CYP17 byla v hybridni populaci detekovana u 2 jedinct.
A to v kategorii prasnicek (Cp. 362) a v kategorii kaneckd (¢p. 251). Ob¢ zvifata byla
identifikovana jako dominanti homozygoti. Ostatni testovand zvifata byla identifikovana jako
homozygoti recesivni A/A, kdy dochazelo ke Stépeni retrikénim enzymem. V testované
populaci se nenachazi ani jeden heterozygot A/T. Zastoupeni jednotlivych genotypii podle

pohlavi znézornuje tabulka 3.

Tab. 3 Frekvence zkoumaného genotypu u kiiZenci

Pohlavi Pocet zvirat | A/A T/IT AIT
prasnic¢ky 10 10 1 0
vepfici 10 10 0 0
imunokastrati |10 10 0 0
kanecci 15 14 1 0
Celkem 45 43 2 0

Obr. 9 — Elektroforéza: CYP17A1 — restrikce vzorky (1 — 11, 14 — 15 — A/A, vzorky 12, 13 —
T/T)
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Z50-ti vzorkli od Ccistokrevnych jedinci riznych plemen uvedenych v tabulce 4, byl
identifikovan jeden vzorek jako dominantni homozygot T/T. Dominantni homozygot byl
nalezen u plemene Pietrain. Ostatni jedinci jsou homozygoti recesivni A/A. Ani u této

testované skupiny zvitat nebyl nalezen zadny heterozygot A/T.

Tab. 4 Frekvence zkoumaného genotypu u ¢istokrevnych jedinci

Plemeno pocet zvirat |A/A |T/T AIT
Bilé uslechtilé 8 8 0 0
Ceské vyrazné masné |3 3 0 0
Divoké prase 9 9 0 0
Duroc 2 2 0 0
Hampshire 4 4 0 0
Landrase 4 4 0 0
Meishan 7 5 0 0
Pietrain 6 5 1 0
Prestické Cernostrakaté |7 7 0 0
Celkem 50 49 1 0

Genotyp (T/T) v genu CYP17A1 byl detekovana u prasni¢ky ¢islo 362. Tabulka 5 doklada

v

v

¢islo 352. U prasnicek nebyly zjistény hodnoty ptesahujici spotiebiteli tolerované hladiny
androstenonu a skatolu, pfesto jsou mezi jednotlivymi hladinami androstenonu a skatolu

znacné rozdily.

27



Tab. 5 Hladina androstenonu a skatolu u prasni¢ek

Cislo prasnicky

Androstenon ( ng/g)

Skatol ( ng/g)

281

0,635

0,046

291 0,119 0,041
301 0,117 0,034
302 0,275 0,064
312 0,119 0,058
332 0,093 0,006
341 0,133 0,041
342 0,140 0,050
352 0,200 0,109
362 0,047 0,013

Hodnoty androstenonu a skatolu u veptikli ndm doklada tabulka 6, kde nejvyssi hodnoty
androstenonu a skatolu maji zvitata ¢islo 42 (androstenon — 0,523 pg/g) a 82 (skatol — 0,100
ug/g) a 81 (skatol — 0,025 pg/g). U vepiiku nebyly zjistény hodnoty ptesahujici spotiebiteli
tolerované hladiny androstenonu a skatolu, ale 1 zde pozorujeme rozdily mezi jednotlivymi

zviraty.

Tab. 6 Hladina androstenonu a skatolu u vepiiku

¢islo vepiika Androstenon ( pg/g) Skatol ( ng/g)
11 0,163 0,037
21 0,219 0,067
31 0,285 0,040
32 0,180 0,052
42 0,523 0,048
62 0,063 0,049
71 0,150 0,049
81 0,084 0,025
82 0,148 0,100
92 0,031 0,036
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Tabulka 7 dokladd hodnoty androstenonu a skatolu u imunokastrati. Hodnoty v tabulce ndm
dokladaji obrovské rozdily mezi imunokastrovanymi zvitaty. U dvou imunokastrati presahla

hladina androstenonu prahové hodnoty. Nejvyssi hodnota androstenonu byla zjisténa u zvitete

cvwr

androstenonu a skatolu byli zjiStény u zvifat ¢islo 121 a 152.

Tab. 7 Hladina androstenonu a skatolu u imunokastrata

¢islo imunokastrata Androstenon ( pg/g) Skatol ( pg/g)
101 0,735 0,059
111 0,087 0,020
121 0,030 0,022
122 0,147 0,135
132 1,466* 0,087
152 0,284 0,019
161 0,194 0,023
162 0,180 0,150
172 0,106 0,090
181 2,105* 0,037

*Hodnoty presahujici spotiebiteli tolerované hladiny androstenonu a skatolu

Genotyp (T/T) v genu CYP17Al byl detekovana u kanecka ¢islo 251. V kategorii kaneckt
témet vSechna testovand zvirata presahovala pfijatelné hladiny androstenonu 0,5 — 1,0 pg/g a
tietina jedinci (n=5) i pfijatelné hladiny skatolu 0,2 — 0,25 pg/g. Nejvyssi hodnotu
androstenonu mél kanecek cislo 57, kdy tato hodnota piesahovala 14,483 ng/g. A nejvyssi
hodnota skatolu byla zjiSténa kanecka s c¢islem 221 (0,316 pg/g). Nejniz§i hodnota

androstenonu i skatolu byla stanovena u kanecka ¢islo 84.
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Tab. 8 Hladina androstenonu a skatolu u kanecki

¢islo kanecka Androstenon ( pg/g) Skatol ( pg/g)
43 4,161* 0,246
S7 14,483* 0,165
79 4,467* 0,265*
84 0,911 0,106
88 5,346* 0,147
191 1,390* 0,225
192 2,453* 0,158
202 1,575* 0,263*
211 2,108* 0,185
221 2,860* 0,316*
231 3,043* 0,291*
251 2,397* 0,254*
252 2,689* 0,152
262 1,816* 0,131
272 3,476* 0,237

*Hodnoty piesahujici spotiebiteli tolerované hladiny androstenonu a skatolu

Tabulky 9 a 10 ukazuji, Ze pohlavi ma na hladinu androstenonu a skatolu statisticky prikazny
vliv. Ze 4 sledovanych pohlavi byl statisticky prikazny vliv (P<0,05) prokazan pouze u
kaneckli a to jak na hladinu androstenonu, tak na hladinu skatolu. Primérnd hodnota
androstenonu u zminovanych kaneckt je 3, 82164 pg/g. Druhd nejvyssi hodnota je u
imunokastrati a poté u prasniek a vepiikli v piipad¢ androstenonu. V piipad¢ skatolu je

nejvyssi primérnd hladina namétena u kaneckt, pak u imunokastrati, veptiki a prasnicek.
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Tab. 9 Vliv pohlavi na hladinu androstenonu v tukové tkani prasat

pohlavi n % S P<0,05
1v 10 0,45432 0,61662 0,4659
2p 10 0,74867 0,7534 0,3268
3k 15 3,82164 0,55535 <.0001
4 10 0,83177 0,65381 0,2112

1v — vepfici; 2p — prasnicky; 3k — kanecci; 4i - imunokastrati

Tab. 10 Vliv pohlavi na hladinu skatolu v tukové tkani prasat

pohlavi n % S P<0,05
1v 10 0,045 0,01441 0,0035
2p 10 0,03256 0,0176 0,0723
3k 15 0,2126 0,01297 <.0001
4 10 0,05747 0,01527 0,0006

1v — vepfici; 2p — prasnicky; 3k — kanecci; 41 — imunokastrati
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6. Diskuze

Gen CYP17A1 byl navrzen jako velmi silny kandidatni gen ovliviiujici uroven androstenonu
(Moe, 2007), ale zatim nebyl nalezen vyznamny vliv SNP mutaci v genu CYP17 a stejn¢ tak
nebyla nalezena vyznamna korelace mezi urovni CYP17 a urovni androstenou v tuku (Davis

etal., 1999).

Meadus et al. (1993) zjistil vliv genu CYP17 na metabolismus androstenonu u prasat. Davis et
Squires (1999) uvadi, Ze nezjistil zadné vyznamné G¢inky cytochromu P450 — ¢17 na hladinu
androstenonu v téle prasat.

Lin et al., (2005) klonoval a sekvenoval kodujici oblast prase¢iho genu CYP17 a zjistil
polymorfismus, vyskytujici se na 1317 nukleotidu, jedna se o substituci (T — A) (thymin —
adenin), coz zpiisobi zmé&nu aminokyseliny leucin - Leu**® na histidin - His**. Tato studie se
zabyvala identifikaci jednonukleotidového polymorfismu v prasecich varlatech a jeho vliv na
steroidogenezi — cytochrom P450 — c17 (CYP17). Ackoliv predpokladal vliv mutaci v tomto
genu na zménu enzymatické aktivity ovliviiujici biosyntézu androstenonu nebo pohlavnich
hormont, nic takového se nepotvrdilo. U prasat nebyly pozorovany ani dalsi polymorfismy,
které jsou velice diilezité pro spravné interakce mezi CYP17 a CYBS. Proto autofi tvrdi, ze
syntéza androstenonu ve varlatech prasat neni pfimo ovlivnéna polymorfismem v kodujici
oblasti CYP17.

Ani v této diplomové praci nebyl prokazan vliv této konkrétni SNP na hladinu androstenonu.
Moe et al., (2007) uvadi, ze geny kodujici prase¢i enzym CYP17 jsou odli$né exprimovany u
zvifat s vysokymi a nizkymi koncentracemi androstenonu. JelikoZ existuje moZnost, Ze
projevy jednotlivych genii se mohou lisit podle plemene, provedl Moe et al. (2007b) studii na
plemenech Landrase a Duroc. Ani u jednoho z testovanych plemen vSak nebyl prokazan
vyznamny rozdil mezi projevem CYP17 u zvitat s nizkou a vysokou hladinou androstenonu.
Lin et al., (2005) testoval 69 kancti 4 plemen (Pietrain, Duroc, Yorkshire, Landrase a jejich
kiizencu. Testované populaci predpokladal vliv alely A na vyssi hladinu androstenonu. Tento
vliv nemohl jednoznacné posoudit, pro velmi nizkou Cetnost této alely (n=7). V nasi testované
populaci hybridni kombinace Danbred byla tato alela resp. kombinace T/T nalezena jen ve
dvou pfipadech a ostatni jedinci méli genotyp A/A.

Pro porovnani byla pfiddna jesté data o genotypu od zvitfat z ¢istokrevnych populaci. Byl

zjistén jeden jedinec s genotypem (T/T) u plemene Pietrain. Ani v hybridni populaci ani mezi
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¢istokrevnymi plemeny nebyl nalezen heterozygot (A/T). Ani v diplomové praci ani v praci
Lin et al., (2005).

Vzhledem Kk velice nizkému vyskytu alely T nelze tvrdit, Ze ma néjaky vliv na hladinu
androstenonu Vv téle prasat. Naopak muzeme tvrdit, ze alela A resp. genotyp A/A nema
prikazny vliv na hladinu androstenonu u této testované populace, jelikoz se tento genotyp
vyskytuje u 43 ze 45 testovanych jedincti.

Velisek et Hajslova (2009) uvadi, ze androstenon se muZze vyskytovat i v mase bachyn a
kastratii. V této diplomové praci byli zahrnuti vepfici, kanec€ci, imunokastrati a prasnicky.
Nejvyssi hodnoty byly zjistény u kaneCk. OvSem i1 u imunokastrati byly naméteny dveé
hodnoty piesahujici 1,0 pg/g androstenonu - Kamenik et al. (2012) uvadi prahovou hodnotu
androstenonu 0,5 — 1,0 ug/g a u skatolu 0,2 — 0,25 ng/g stejné jako Motrensenovi et al. (1986)
a Pattersonovi et al. (1990). U kaneckd byl vliv pohlavi i statisticky prikazny P<0,05.
Ackoliv u ostatnich kategorii nepfesahla hladina androstenonu spotiebiteli tolerované
hodnoty, mizeme i tady pozorovat rozdily mezi jednotlivymi zvifaty: prasnicky (¢. 281 —

0,635 pg/g a ¢. 362 — 0,047 ng/g) a vepfici (¢. 42 — 0,523 pg/g a ¢. 92 — 0,031 pg/g).
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(. Zavér

Tato prace se zabyvala vlivem vybraného kandidatniho genu CYP17A1 a jeho polymorfismu
na vyskyt androstenonu u vykrmovanych kaneckii. Nejvyssi hladina kanciho pachu byla
zjisténa u kanci. U testované populace kiizenci DanBred se vyskytovaly pouze dva jedinci
s testovanou SNP. Vzhledem k nizké Cetnosti alely T v testovaném genu, neni mozné s
jistotou potvrdit ani vyvratit vliv genu CYP17A1l na vyskyt androstenonu u testované hybridni
populace Danbred. V piipad¢ tohoto genu nelze ani potvrdit hypotézu prace, Ze jednotlivé
genotypy vybranych genii maji vliv na hladinu androstenonu a skatolu. Je tfeba provést

testovani na véts§im poctu jedinct. Jednoznacné 1ze potvrdit jen vliv kan¢iho pohlavi.
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